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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

Az értekezésben hasznalt roviditések

B-Gal
B-Geo
BSA
BV/TV
[Ca*"ic
Cba
CB

Chl
CHO
CTAB
DAG
DAP12
DC-STAMP
DTA
eGFP
ELISA
ERK
FAK
Fbg
FcyR
FcR
FcRy
FCS
Fgr
fMLP
GAP
GFP
GM-CSF
Gp

Gr1
GST
Hck
HSA
IC

IgG

IP;
IRES
ITAM
KO

Lfr

B-galaktozidaz

B-Gal-Neo fuzios fehérje

marha szérumalbumin

relativ csontmennyiség (bone volume/total volume)
intracellularis Ca?*-koncentracié

komplement 5a fragmens

citokalazin B

Casitas B-sejtvonal limféma onkogén

kinai aranyhércsdg ovariumsejtvonal
cetiltrimetil-ammaonium-bromid (ionos detergens)
diacil-glicerin

DNAX aktivalo fehérje 12
dendritikus-sejt-specifikus transzmembran fehérje
diftéria-toxin A

felerésitett zold fluoreszcens fehérje
enzim-kapcsolt immunoszorbens vizsgalat
extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz
fokalis adhézids kinaz

fibrinogén

Fcy-receptor

Fc-receptor

Fc-receptor y-lanc

magzati bérjuszérum

Gardner-Rasheed macska szarkdma kinaz
formil-metionil-leucil-fenilalanin (a formil-peptidek prototipusa)
GTPaz aktivalo fehérje

z6ld fluoreszcens fehérje

granulocita-makrofag kolénia-stimulalo faktor
glikoprotein

egeér granulocita érési marker (Ly6C és Ly6G kdz0s epitopja)
glutation-S-transferaz

Hemopoetikus sejt kinaz

human szérumalbumin

immunkomplex

immunoglobulin G

inozitol-trisz-foszfat

belsé riboszoma-belépési hely

immunreceptor tirozin-bazisu aktivacidos motivum
géntorliéses (knockout) mutans

laktoferrin
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LPS
LTB,
MAP kinaz
M-CSF
MIP-2
Mo
MFI
Neo
OB

oC
OSCAR
Pam;
PCR
PGK
PI3K
PIP2
PKC
PMA
PMN
PY
Pyk2
RANK
RANKL
RT-PCR
SH2
Src
Syk
TLR
TNF
TRAP
TREM
TSL
VT

lipopoliszacharid

leukotrién B,

mitogén-aktivalt protein-kinaz

makrofag koldnia-simulalé faktor

makrofag gyulladasos fehérje 2 (egér CXCL2; a human Gro- homoldgja)
makrofag

atlagos fluoreszcencia-intenzitas
neomicin-rezisztenciat okozé aminoglikozid-foszfotranszferazt kédolé gén
oszteoblaszt

oszteoklaszt

oszteoklaszt-specifikus sejtadhézios fehérje
Pam3;CSK, (TLR2 agonista)

polimeraz lancreakcié

foszfoglicerat-kinaz

foszfoinozitid-3-kinaz
foszfatidilinozitol-bisz-foszfat

protein kinaz C

forbol-mirisztat-acetat

polimorfonuklearis sejt (a neutrofil granulocita szinonimaja)
foszfotirozin

Prolin-gazdag tirozin-kinaz 2

az NF-kB receptor-aktivatora

RANK ligand

reverz transzkriptaz PCR

Src-homoldgia 2 domén

Szarkéma kinaz

Iép tirozin-kinaz

Toll-szer( receptor

tumor-nekruzis faktor

tartarat-rezisztens savas foszfataz

mieloid sejteken expresszalédd serkentd receptor
teljes-sejt-lizatum

vad tipus
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3. OSSZEFOGLALAS

A hemopoetikus eredetl sejtek a szervezet szamos élettani folyamataban, koéztuk az
vérgazok szallitasaban, a vérzéscsillapitasban, az immunvédekezésben és a
csontanyagcsereben is kiemelkedd szerepet jatszanak. A hemopoetikus eredetli sejtek
szamos betegség, koztik a gyulladasos betegségek, a trombotikus folyamatok, a patolégias
csontlebontas és a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasaban is fontos kéroki
szereppel birnak. Az értekezésben bemutatott kisérletek célja kildonbdzé hemopoetikus
eredeti sejtek jelatviteli folyamatainak molekularis szintii vizsgalata és ezen mechanizmusok
részveételének tanulmanyozasa volt a teljes szervezet egészséges és koros mikodésében.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a (.- és Ps-integrinek szamos sejttipusban
(neutrofilekben, makrofagokban és vérlemezkékben) a limfocitdk antigén-receptorainak
jelatviteléhez hasonlé mdédon, a Syk tirozin-kinaznak két, un. ITAM-motivumot tartalmazoé
adapter-fehérjéhez (a DAP12-h6z és az FcRy-hoz) valé kapcsoldédasa révén valtjak ki a
sejtek aktivalodasat. Ezen eredményeink egy Uj integrin-jelpalya alapjait fektették le. Tovabbi
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PLCy2 és az SLP-76 fehérjék szintén részt vesznek
ennek a jelpalyanak a mikodésében. Erdekes moédon ugyanez a jelpalya nem volt
szlikséges a neutrofilek (B,-integrin-fliggd sejtvandorlasahoz, ami a Bo-integrinek altal kivaltott
sejtaktivacio és migracio eltérd jelatviteli mechanizmusaira utal.

Az in vivo gyulladasos folyamatok vizsgalata soran kimutattuk, hogy a Syk és a PLCy2
elengedhetetlen szerepet jatszik az autoantitest-kivaltotta izlleti gyulladas létrejottében. Ez a
megfigyelésink  fontos  0j informaciokkal szolgalt a  rheumatoid  arthritis
patomechanizmuséaval kapcsolatban.

A csontanyagcsere vizsgalataval foglalkozé kisérleteinkben kimutattuk, hogy a DAP12,
az FcRy és a Syk egy, a fentihez hasonldé ITAM-fliggé mechanizmuson keresztil
szabalyozza az oszteoklasztok fejl6dését. A jelpalya in vivo szerepét mutatta, hogy a DAP12
és az FcRy egylttes hidnya sulyos oszteopetrozist eredményezett. Ezen kisérleteink egy Uj,
immunreceptor-szerli oszteoklaszt-jelpalyat azonositottak. Tovabbi kisérleteink soran
kimutattuk, hogy a PLCy2 szintén szikséges az oszteoklasztok in vitro és in vivo
fejlédéséhez. Bar a PLCy2 hianya a nyugalmi csontallomany névekedését eredményezte, az
ovariektomia-kivaltotta csontvesztés (a posztmenopauzalis oszteopordzis allatmodellje) nem
karosodott a PLCy2-hianyos egerekben, ami a nyugalmi és ovariektomia-indukalt
csontlebontas eltéré6 mechanizmusaira utal.

Eredményeinket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy sikerilt kimutatnunk a limfocitak
antigén-receptorainak jelatviteléhez hasonlé mechanizmusok szerepét szamos, az adaptiv
immunvalasztdl figgetlen bioldgiai folyamatban. Mas munkacsoportok eredményeivel egyutt
Osszességében kimondhatjuk, hogy az ITAM-figgd jelatvitel az adaptiv immunrendszernél
6sibb és szamos egyéb bioldgiai valaszban is szerepet jatszé folyamat. In vivo vizsgalataink
ezen tulmenden felvetik annak a lehetéségét, hogy az altalunk vizsgalt fehérjék egyes
betegségek (koztik els6sorban az autoimmun gyulladasos betegségek) gydégyszeres
kezelésének terapias célpontjai lehetnek.
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4. IRODALMI HATTER

Dolgozatomban kuilonb6zé hemopoetikus eredetl sejttipusok jelatviteli folyamataial,
illetve ezen folyamatoknak a szervezet egészséges és kéros korulmények kozott vald
mikddésében betoltott szerepével foglalkozom. A kdvetkezdkben szeretném megvilagitani a
vizsgalt kérdések irodalmi hatterét és az ezekrdl a kisérleteink kezdetén rendelkezésre allo
informacidkat. Terjedelmi korlatok miatt ez a bevezetés els6sorban a sajat kisérleteink
megértéséhez szikséges hattérinformaciokat tartalmazza, és nem volt célja a szamos
érintett témakaor irodalmanak részletes targyalasa.

4.1. Hemopoetikus eredetii sejtek miikodése

In vitro kisérleteink soran kulonb6zé hemopoetikus eredetli sejttipusok, koztik
kiemelten a neutrofil granulocitak és az oszteoklasztok mikodését tanulmanyoztuk. Kevésbé
részletesen vizsgaltuk tovabba egyéb sejttipusok, koztuk makrofagok, hizosejtek és
vérlemezkék mikodését is. A kovetkezbkben ezen sejttipusok néhany altalanos
jellegzetességét mutatom be.

4.1.1. A neutrofil granulocitak

A neutrofil granulocitak (réviditve neutrofilek vagy polimorfonuklearis (PMN) sejtek) az
emberi vérben legnagyobb szamban keringd fehérvérsejtek. A neutrofilek terminalisan
differencialédott, révid (par 6ras) életideji sejtek, melyek a baktériumok és gombak elleni
védelem egyik els6 vonalat képezik: szamos sejtfelszini receptoruk segitségével felismerik
és eliminalé mechanizmusuk révén elpusztitjak és megemésztik a behatolé kérokozokat.

A neutrofilek életciklusanak egyes aspektusait mutatja be az 1. abra. A neutrofilek
nyugalmi korilmények kozott szabadon sodrédnak a vérben, illetve (sejtfelszini
szelektinjeiken keresztll) atmeneti
kapcsolatba  lépnek az  erfal Letapadas,
endotélsejteivel. Utdbbi kapcsolat a szétteriilés

neutrofilek  gérdilési  ("rolling") /.O A B

Gordiilés

jelenségét hozza létre, melynek Tramszendotelialis

soran a sejtek a véraramnal vandorlas
Iényegesen lassabban goérdilnek az
endotél felszinén. .
Gyulladdas  vagy  kérokozo Szoveti -

. , vandorlas S
behatoldsa esetén a  gyulladt
endotélsejtek és a kornyezetbdl

. s . n Fagocnoms : S ’ '

felszabadulo aktivalo tényezok
hatasara jelentésen megvaltozik a 1. dbra: A neutrofil granulocitak mikodése
neutrofilek viselkedése. A sejtek gordilése lelassul, majd teljesen meg is all, és a sejtek
ezzel parhuzamosan szétterllnek az endothel felszinén ("spreading"). A sejt ezutan
atvandorol az endothelrétegen az intersticialis térbe (transzendotelidlis vandorlas), majd a
szOvetkozti térben vandorolva eljuk a kérokozok behatolasi helyéhez és ott fagocitozis és
fagoszomalis emésztés révén elpusztitja a kérokozokat.
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A neutrofilek normalis mikédéséhez szamos receptor jelenléte szikséges. A
korokozok kozvetlen felismerésében feltételezhetéen részt vesznek a velesziletett
immunrendszer receptorai, koztik a Toll-szer(i receptorok (pl. TLR2 és TLR4) és a
kilonb6zd C-tipusu lektinek (pl. a dektin-1). A bakteridlis eredetli fehérjéket, illetve a
szOvetkarosodas jelenlétére utaldé mitokondrialis peptideket a G-fehérjéhez kapcsolt formil-
peptid-receptorok ismerik fel (az eukariota sejtek nuklearis DNS-ében kédolt fehérjékkel
szemben a prokariota és mitokondrialis eredetli fehérjék N-terminalis aminosava metionin
helyet formil-metionin). A gyulladasos kornyezetet szamos tovabbi G-fehérje-kapcsolt
receptor, kdztik a C5a komplement-fragmentum és az LTB, lipid-hirvivé receptora kozvetiti a
sejt felé. A neutrofilek vandorlasat kilonb6zé kemokinek (kdztliik a human IL-8 (CXCLS8) és
az egér MIP-1a (CCL3) és MIP-2 (CXCL2)) iranyitjak, melyek szintén G-fehérje-kapcsolt
receptorokon hatnak. A neutrofilek aktivalodasat szamos tovabbi citokin, koztik a gyulladast
kozvetité TNF-a (TNF) és a GM-CSF is kivaltja. A korabban emlitett szelektinek els6sorban a
gyulladasos kornyezet érzékeléséhez szilkséges goérdilés folyamatat biztositva vesznek
részt a neutrofilek aktivalodasaban. A neutrofilek felszinén talalhatdé szamos Fc-receptor
(els6sorban Fcy-receptorok) a neutrofilek mikoédésének az adaptiv immunfolyamatok altali
felerdsitését, illetve az adaptiv immunvalasz altal megjeldlt (opszonizalt) kérokozok
felismerését biztositjak.

A neutrofilek mikddésében kilonos jelentdséggel birnak a Bo-integrinek csaladjaba
tartozo6 sejtadhézios receptorok. Ezek a CD11 csaladba tartozéd valamelyik molekula
(leggyakrabban a CD11a (a. integrin-lanc) vagy a CD11b (ay integrin-lanc)) és a CD18 (B
integrin-lanc) altal képzett heterodimer fehérjék. A legismertebb [B.-integrinek az LFA-1
(CD11a/CD18; a B, integrin) és a Mac-1 (CR3; CD11b/CD18; auB. integrin), melyek a
neutrofilek szamos mikoédésében, koztik a endotél-felszinén valdé korabban emlitett
letapadasban/szétterilésben és a sejtek transzendotelidlis migraciojaban (2. dbra), valamint
szamos tovabbi folyamatban, koztik a komplement altal opszonizalt kérokozok és egyes
extracellularis matrixfehérjék felismerésében
vesznek részt. A Bo-integrinek jelentGségét Vér Letapadas/szétteriilés

legjobban a CD18 genetikai hianya miatt : :
fellépb, sulyos  bakterialis fert6zésekre —
hajlamositd6 megbetegedés, az |. tipusu a??

leukocita adhézios defektus (LAD) mutatja. A

Brintegrinek  legfontosabb  ligandjai  az || g

sticium
endothel-felszinen kifejez6d® intercellularis Transzendotelialis
. iz R v vandorlas
sejtadheéziés molekula 1 (ICAM-1), a klilonbdzo 2. abra: A B2-integrinek szerepe a neutrofilek
extracellularis  matrix-fehérjek  (k6ztuk a szétterlilésében és migracidjaban
fibrinogén) és a komplementrendszer C3b
fragmentuma.

A neutrofilek egyik jellegzetes tulajdonsaga a kiilénb6z6 intracellularis granulumok (és
szekretoros vezikuldk) jelenléte (3. abra). Ezek a granulumok a sejtek fejl6désének
kllonbdz6 fazisaiban keletkeznek és a sejtaktivacio soran egymas utan Urulnek az
extracellularis térbe vagy a fagoszéma terébe. A granulumok belsejében talalhaté szolubilis
faktorok ekkor kilirilnek a sejtbél, mig a granulumok falaban talalhat6 membranfehérjék
beéplinek a plazmamembranba, illetve a fagoszéma membranjaba, ahol fontos szerepet
jatszanak a gyulladas és a korokozok felismerésében, illetve a kérokozok elleni harcban.

A neutrofilek legfontosabb granulumai (és szekretoros vezikulai) a kévetkezdk:
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e Primer (azurofil) granulumok: Ezek a granulumok a neutrofilek fejlédésének
legkoraibb, részben a makrofagokkal atfed fazisaban keletkeznek. Elsésorban lizoszémalis
enzimeket és egyéb antibakterialis fehériéket tartalmaznak. Legjellegzetesebb
markerfehérjéik a B-glukuronidaz, az elasztaz és a mieloperoxidaz. A primer granulumok a
neutrofilek akivalédasanak legkésdbbi szakaszaban
Urilnek, fizioldgias korilmények koézott elsésorban a
fagoszémaba. A neutrofilek mesterséges
aktivalodasakor Iényegében nem urlinek a kulsé térbe,
kivéve ha a sejtek citokalazin B-vel val6 el6kezelésével
lebontjuk a kortikdlis citoszkeletont, mialtal a
plazmamembran a fagoszoéma membranjahoz valik
hasonlova.

e Szekunder (specifikus) granulumok: Ezek
mar a neutrofilek és a makrofagok fejlédésének
szétvalasa utan keletkeznek, ezért a neutrofilekre e e

e . . i.f k3 o
specifikus granulumoknak tekinthetok. Nagy %"ﬁ
mennyiségben tartalmaznak kilénbdz6 antibakterialis | 3- bra: Human neutrofil transzmisszios
- . . . . i elektron-mikroszkopos képe. pg: primer
fehérjéket, mint a laktoferrin vagy a Bip-vitamin-kot6 |granulumok: sg: szekunder granulumok; N:
fehérje. Membranjukban megtalalhatéak a Bo-integrinek | sejtmag; ce: centriolus; m: mitokondrium.
(elsésorban a Mac-1) és a NADPH-oxidaz Forras: [44]
komponensei. A szekunder granulumok a neutrofilek aktivalédasanak vége felé Urllnek, a
fagoszémaba és (kisebb részben) a kilsé térbe. A neutrofilek mesterséges aktivalasakor a
szekunder granulumok jelent8s Urllése figyelhetdé meg a kilsé térbe, bar ez citokalazin B
alkalmazasaval még tovabb fokozhato.

e Tercier (zselatindz) granulumok: Ezek a granulumok a neutrofilek fejlédésének
késbi fazisaban keletkeznek. Bar hasonlitanak a szekunder granulumokhoz, azoknal
Iényegesen kevesebb antibakterialis fehérjét tartalmaznak, mikdzben jelentés mennyiségben
talalhaté bennlk zselatinaz. Membranjukban kulonb6zd receptorok és a NADPH-oxidaz
komponensei talalhatéak. A tercier granulumok a neutrofil-aktivalodas korai fazisaban
Urtlnek a kulsé térbe. Az altaluk leadott zselatinaznak az extracellularis matrix lebontasaban
lehet esetleges szerepe.

e Szekretoros vezikulak: Ezek nem valédi granulumok, hanem endocitézissal
keletkez6 szekretoros kompartmentek, melyek a neutrofilek érésének legvégsé fazisaban
keletkeznek. Matrixuk plazmafehérjéket (elsésorban albumint) tartalmaz, mig membranjuk
kilénb6z6 receptorokat, adhézids fehérjéket és a NADPH-oxidaz komponenseit tartalmazza.
A szekretoros vezikulak mar a neutrofilek leggyengébb ingerlésére is kilrilnek az
extracellularis térbe, szerepik elsésorban a membranjukban talalhaté receptorok sejtfelszini
megjelenése altal a sejt érzékenyitése.

A neutrofilek aktivaciéjanak hatasara szamos sejtvalasz alakul ki, melyek egyittesen
vezetnek a kérokozok elimindlasahoz. Mindezeknek egyik k6zds komponense a korokozék
bekebelezése a fagocitdzis soran. Nromalis kérilmények k6zoétt az antibakterialis folyamatok
jelent8ds része a fagoszéman belll zajlik le és a kérokozé megemésztését eredményezi.

A neutrofilek egyik legjellegzetesebb sejtvalasza a NADPH-oxidaz aktivalédasa,
melynek kdvetkeztében a sejt nagymennyiségl szuperoxid (O,”) szabadgydkéot termel. A
NADPH-oxidaz két integrans membranfehérjébdl (gp91°"™ és p22°") 4llé komplex, melynek
miikddéséhez szamos tovabbi citoplazmatikus komponens (p47°", p67°"*, p40°"°* és a Rac
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kis G-fehérje) szikséges (4. abra). Mindezen komponensek 0Osszeépulése
eredményeképpen a NADPH-oxidaz a citoplazmatikus
NADPH-rél egy elektront O,-re visz at, melynek
kovetkeztében a sejten kivili térben O,™ szabadgyok
keletkezik. A folyamat soran felszabadul6 protonokat a
nemrég azonositott Hv1 protoncsatornan [54,55]
keresztlli protonaram kompenzalja (4. abra). A
NADPH-oxidaz jelentéségét jol mutatja a
fehériekomplex barmelyik tagjanak (leggyakrabban az
X-kromoszéman kédolt gp91P"°* fehérjének) a genetikai

hianya miatt fellépd, sulyos bakteridlis fertézésekkel | 4 sbra: A NADPH-oxidaz komponensei

jaré6  oOroklott  korkép, a  kronikus  granulomatozis
betegség (CGD).

A neutrofilek mikoédésének tovabbi kdvetkezménye a korabban emlitett granulumok és
szekretoros vezikulak kitrtlése. A szabadgyOk-termelés és a degranulacié jelentds része a
fagoszéma membranjaban jatszodik le, de mindkettd létrejon a plazmamembranban is,
aminek koévetkeztében a O, szabadgydkok és a granulumfehérjék a kérnyezd extracellularis
térbe kerulnek.

Bar a neutrofilek altal leadott szabadgyokok és granulumfehérjék elengedhetetlenek a
szervezet antibakteridlis védelmében, ezek az erdsen toxikus anyagok a szervezet sajat
szOveteit is képesek sulyosan karositani. Emiatt a neutrofilek mikoédése nagyon szigoru
kontroll alatt all, amivel el lehet kerllni a sajat széveteknek a neutrofilek altali karosodasat.
Sajnos ez nem mindig sikeril, ezért (els6sorban az immunrendszer szabalyozasanak
zavaraval jaré autoimmun korképekben) a neutrofilek kéros aktivalodasa egyes betegekben
komoly kéroki tényez§ is lehet.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a neutrofilek a kérokozdk felismerésére és
elpusztitasara szakosodott sejtek, melyek ezaltal az antibakterialis és antifungalis védekezés
egyik elsd vonalat képezik. A neutrofilek mikoédésének koros aktivalédasa ugyanakkora a
sajat szovetek sulyos karosodasat hozhatja létre. A neutrofilek tehat kétéli fegyverek,
melyek fizioldgias korilmények kozott az immunvédekezés elemi folyamataiban vesznek
részt, de koros kortlmeények kozott a szervezet karosodasahoz is hozzajarulnak.

4.1.2. A makrofagok miikodése
A makrofagok a monocitakbdl kialakuld szoveti

fagocita-sejtek. Elsédleges szerepik a kérokozok és a

szoveti térmelékek bekebelezése és eltavolitasa. Az

egyes szovetekben ezen tul a killénb6zd makrofag- Szdveti makrofag

tipusok jelentésen specializalodtak és az adott szbvetre / ¢ \
specifikus tulajdonsagokat vettek fel (5. &bra). Igy
alakultak ki tdbbek koézott az alveolaris tér védelmére

Alveolaris makrofag Oszteoklaszt Hisztiocita

specializalodott  alveolaris  makrofagok, a mjj- >\
szinuszoidokban a bélrendszerbdl szarmazéd kérokozok h @
kiszlirését végzé Kupffer-sejtek vagy az agyi mikroglia- @ /

sejtek, és specializalédott makrofagoknak tekintheték a Kupffer-sejt

csontlebontasban kdzponti szerepet jatszo |- éb’a:AkU'?:'Lt;?;:'_ r[zg‘](mfég't"puso‘(-
oszteoklasztok is (ezekrdl részletesebben Id. alabb). A :

11



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

makrofagok mikddésiikben sokban hasonlitanak a neutrofilekhez, bar azoknal kevésbé
differencialédott granulumpopulaciékkal rendelkeznek, hosszabb ideig élnek, és M-CSF
jelenlétében in vitro is tenyészthetdk (Id. 8. abra).

4.1.3. Az oszteoklasztok fejlddése és miikodése

Az oszteoklasztok a makrofagokkal rokon, hemopoetikus eredetl sokmagvu o6rias
fagocita-sejtek, melyek a csontszévet lebontasara specializalédtak. Az oszteoklasztok
csontanyagcserében betoltott szerepét mutatja az oszteoklasztok fejlédésének vagy
mikodésének zavara miatt kialakuld, a csontanyagcsere felboruldsaval és a mineralizalodott
csontallomany mennyiségének dramai megemelkedésével jaré Oroklott betegség, az
oszteopetrozis.

Az oszteoklasztok hemopoetikus 6ssejtekbdl vald fejlédésének (6. abra) elsé lépése
korai makrofag-oszteoklaszt-el6alakok M-CSF citokin hatasara valé kialakulasa. Ezek az
eléalakok a csontszbévetbe jutva érintkeznek az ott talalhatdé oszteoblasztokkal. Az
oszteoklaszt-elalakok felszinén talalhatdé TNF-receptor-szerli citokin-receptor, a RANK
(Receptor Activator of NF-kB) itt érintkezésbe |ép az oszteoblasztok felszinén talalhato
ligandjaval, a RANK liganddal (RANKL, TNFSF11, TRANCE, OPGL, ODF). A RANK-RANKL
interakci6 az oszteoklaszt-el6alakok atprogramozasat, oszteoklaszt iranyba vald
differenciaciojat valtja ki. Ennek hatasara elészo6r biokémiailag az oszteoklasztokhoz hasonlo
mononuklearis preoszteoklasztok jonnek létre, majd ezen sejtek egymassal valé fuzidja

létrehozza a sokmagvu Odriassejt

oszteoklasztokat. Az oszteoklasztok | ST | Fuzis | Csontbontss
fejlédésében alapvet6 szerepe van Oszteoblaszt Oszteoklaszt
két transzkripcios faktornak, a c- RANKE -

szlikséges egyik fontos sejtfelszini
receptor a DC-STAMP (Dendritic
Cell-Specific Transmembrane

Fos-nak és az NFATci-nek. Az RANK
oszteoklasztok fuziéjahoz I:} ‘ E:}E} D)
i) i)

M-CSF RANKL
6. abra: Az oszteoklasztok fejlédése.

Protein) [56,57].

Az érett oszteoklasztok csontfelszinre tapadva a csontszévet lebomlasat eredményezik
(7. abra). Ennek érdekében az oszteoklasztok korkordsen letapadnak a csontfelszinre,
adhéziés molekulakon (koztuk ayB; integrineken) keresztll egy szorosan zart, a kornyezettdl
elszigetelt kompartmentet hoznak Iétre a csont felszinén, és ebben a kompartmentben (az
un. reszorpcios lakunaban) végzik a csontszdvet
lebontasat. A lebontashoz egyrészt vakuolaris tipust H*-
ATPaz és az annak a mikddését elektromosan
kompenzalé Cl-csatorna (CIC7) segitségével soésavat
transzportalnak  a reszorpciés  térbe, valamint
intracellularis granulumaik exocitézisaval a csontmatrix
lebontasara képes enzimeket (pl. katepszin K-t) Uritenek a
reszorpcios térbe. A sbésav és a katepszin K hatasara
lebomlik a csontszdvet, a fennmarado tormeléket pedig az
oszteoklasztok fagocitaljak és sejten bellil megemésztik
vagy a sejt bazolateralis oldalan a szovetkdzti térbe Uritik.

Az oszteoklasztok mikoddését szamos hormonalis

HCO;

7. dbra: Az oszteoklasztok altali
csontlebontas mechanizmusai
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tényez6 befolyasolja. A parathormon (PTH) a kalcitriollal egytttmiikddve els6sorban az
oszteoblasztok RANKL-expresszidjanak fokozasa (és az azzal ellentétes hatasu
oszteoprotegerin (OPG) termelésének a csokkentése) révén fokozzak az oszteoklasztok
altali csontlebontast. A kalcitonin ezzel szemben kodzvetlenul az oszteoklasztokon (az
oszteoklasztok felszinén talalhaté kalcitonin-receptoron) hatva gatolja a csontlebontast.
Orvosi szempontbdl kiemelkedé jelentéségik van még a kilénb6zd szteroid-hormonoknak,
melyek kdzul az 6sztrogének és az androgének gatoljak, mig a glikokortikoidok serkentik az
oszteoklasztok fejlédését és mikddéset.

Amint azt a 6. abra mutatja, az oszteoklasztok fejlédéséhez elengedhetetlenek az M-
CSF és RANKL citokinek. Ez a két citokin -
megfelel eléalakokbdl (csontvelbi sejtekbdl vagy I\/lalfg;fFa)g (,\?_ géﬁ?g:ﬁilt_)
kering6 monocitakbdl) in vitro 6nmagaban is AT ol i g el S e
képes kivaltani  oszteoklaszt-szerli  sejtek
(csontlebontasra képes sokmagvu odriassejtek)
kifejlédését (8. abra). Ezek a sejtek kifejezik az
oszteoklaszt-fejlédés egyik jellegzetes markerét, 1
a tartarat-rezisztens savas foszfatazt (TRAP), 8. abra: Vad tipusu egér makrofag- és
mig az M-CSF jelenlétében de RANKL. nélkiil °Szte$gigzg;:§tgys’éjtzéefgmﬁgfvzaﬁéﬁ%?képe
kitenyésztett makrofagok nem hordoznak jelentés
TRAP-aktivitast.

A fentiekkel kapcsolatban érdemes megemliteni, hogy a RANKL az oszteoklasztok
fejlédésében és mikodésében fontos szerepet jatszd szamos fehérje, koztik a fent emlitett
TRAP, kalcitonin-receptor, katepszin K, Bs-integrin, Fos, NFATc1 és DC-STAMP génjét
aktivalja és fokozza az oszteoklasztok felszinén talalhaté OSCAR fehérje kifejez6dését is.
Ezen fehérjék, illetve az azokat kddolé gének expresszidjanak a vizsgalata fontos adatokkal
szolgal az oszteoklasztok fejlédésével kapcsolatban.

2

4.1.4. A hizésejtek miikodése

A hizésejtek a bazofil granulocitékkal rokon szdveti immunsejtek, melyeknek kozponti
szerepe van a gyulladasos folyamat létrejottében, valamint az allergias betegségek
patomechanizmusaban. A hizdsejtek granulumai nagy
mennyiségben tartalmaznak kuloénb6z6 vazoaktiv anyagokat,
koztuk hisztamint. A hizosejtek aktivalodasanak
legjellegzetesebb modja a sejtek felszinén talalhatd Fce-
receptorok (FceR) antigént koté IgE  molekulak  altal
keresztkotése (9. abra), melynek hatasara a sejt degranulacidja
révén felszabadulnak a granulumokban tarolt vazoaktiv
anyagok, illetve tovabbi (pl. lipid) mediatorok. Az Fce- |9. abra: A hizosejtek sematikus
receptorokon kiviil a hizdsejtek szamos tovabbi receptoron, abraja antigént kotd IgE-
o . . molekulakkal. Forras: [45].
koztik G-fehérje-kapcsolt receptoron (pl. adenozin-receptoron)
és Toll-szer( receptorokon keresztll is aktivalhatok.

4.1.5. A vérlemezkék miikodése

A vérlemezkék sejtmag nélkili keringé sejtfragmentumok, melyek alapvetd szerepet
jatszanak a vérzéscsillapodas létrejottében. A vérlemezkék szamos sejtfelszini receptoron
keresztul érzékelik az érsérilést, és kitapadnak a sérult endothel alatti kollagén-réteghez.
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Ennek a lépésnek egyik fontos eleme a vérlemezkék felszinén talalhaté, az Fca-
receptorokkal rokon GpVI kollagén-receptor koétédése a kollagénhez. A vérlemezkék
aktivaciéjanak kovetkezé fazisaban a Gpllbllla glikoproteinen (a;,B8; integrinen) keresztiil
kotédnek a plazmaban jelen levé fibrinogénhez, ami tovabbi aktivacidjukat és
aggregaciojukat hozza létre. A mesterséges (pl.

Uveq) felszinre lekotott fibrinogén sajat maga is a . 2 “ A
képes kivaltani a vérlemezkék Gpllibllla altali "" 3‘ :* =~ \

s s ssiry s , , , s s % \Q / ﬂ N '.“’;7
aktivaciojat és a felszinen valo széttertlését (10. || [ bl )
abra). Ez a folyamat felétetlezéseink szerint jol | 10.abra: Vérlemezke szetterllese fibrinogén

. , L. . s ats e felszinen. Forras: www.platelet.oham.ac.uk.
modellezi a vérlemezkék in vivo aktivalédasanak
késai fazisat.

4.2. Az egyes receptorcsaladok jelatvitele

4.2.1. A klasszikus immunreceptorok jelatvitele

Az eml6s szervezet klasszikus immunreceptorai a limfocitak antigén-receptorai (B-sejt-
receptor (BCR) és T-sejt-receptor (TCR)) és a kiilénb6z6 antitest Fc-receptorok (FcR-ek).
Utébbiakon bellil legfontosabbak az IgG-t felismeré Fcy-receptorok (FcyR) és az IgE-t
felismeré Fce-receptorok (FceR). Az Fcy-receptorok elsésorban neutrofileken, monocitakon
és makrofagokon, mig Fce-receptorok féleg bazofil granulocitakon és hizésejteken vannak
jelen (valészinlileg kisebb jelentésége van a keringd IgA-t felismerni képes Fca-
receptoroknak (FcaR)) . Bar az Fc-receptorok tébbsége
aktivalo szignalt kozvetit, egyes Fc-receptorok (pl. az
FcyRIIB) gatlé hatast valtanak ki. Utébbi receptortipussal,
illetve az MHC-molekulakhoz hasonlé szerkezetd,
els6sorban az immunglobulinok transzportjaban szerepet
jatszé neonatalis Fc-receptorral (FcRn) dolgozatomban

BCR, TCR, FcR

Transmembrane
adaptor

[ D
nem foglalkozom. / SH2
A fenti klasszikus immunreceptorok (BCR, TCR,
FcR) legtébbje nagyon hasonld receptor-proximalis Kinase
jelatvivé mechanizmussal szignalizal (11. abra). Ennek a SYK or ZAP70
mechanizmusnak az alapja a receptor-komplexben | 11. abra: Klasszikus immunreceptorok
. " . - . ITAM-fliggé jelatvitele. Publikalva: [16]
jelenlevé transzmembran adapter-fehérje, mely egy un.
immunreceptor tirozin-alapu aktivacios motivumot (ITAM) hordoz. A TCR komplexben ez a
molekula elsésorban a CD3C lanc, a BCR komplexben az Iga és IgB lancok, mig a legtdébb
Fc-receptor esetén az FcRy lanc (ami nem keverendé dssze az Fcy-receptorokkal (FcyR)!).
Az ITAM motivum tipikus konszenzus-szekvencidja YxxL/IxssYxxL/l ahol az x tetszéleges
aminosavat jeldl.
A receptorok aktivalédasara hatasara Src-tipusu tirozin-kinazok foszforildljakaz ITAM
motivum két tirozin (Y) aminosavat (11. abra). Ezutan a foszforilalodott ITAM-hoz SH2-
doménjein keresztll kikotédik a Syk (spleen tyrosine kinase) vagy a ZAP-70 ({-chain-

associated protein kinase of 70 kDa) tirozin-kinaz. A Syk és a ZAP-70 két egymassal rokon
tirozin-kindz, melyek két SH2-doménbdl, egy tirozin-kinaz katalitikus doménbdl és az ezeket
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0sszekotd interdoménekbdl (Interdomén A és B) allnak
(12. abra). A Syk-nek egy Syk-B nevd, alternativ SYK'”TerdomﬂA Interdomain B
splicing soran keletkezé variansa is létezik. (629 amino acids) ikl T WKIlaE
A Syk elsésorban a BCR és az Fc-receptorok !
jelatvitelében vesz részt, mig a ZAP-70 els6sorban a | (sos amino aidy oia—Shad-—{Kinze]
TCR jelatviteli molekulaja. Mindkét kinaz mikodésére
. . _ZAPTO [ SH2 —— SH2 — Kinase |
jellemzd, hogy a kettésen foszforilalt ITAM-hez vald | (618 aminoacids)

kapcsolodas hatasara kihorgonyzédnak  a 12. abra: A Syk és a ZAP-70

1! Alternative splicing

. . doménszerkezete. Publikalva: [16]

membranhoz és a  kindz-domén  katalitikus

aktivalodasat eredményez8d konformaciévaltozason mennek keresztil [16,58]. A Syk és a
ZAP-70 aktivalédasa és ezek szubsziratjainak a foszforilacioja felelés a klasszikus
immunreceptorok tovabbi jelatviteléért, amit az is mutat, hogy a Syk genetikai hianyaban
megreked a B-sejtek BCR-fiiggd fejl6dése [53,59] és kilonbdzé Fc-receptorok (FcyR és
FceR) jelatvitele [60-62], ZAP-70 hianyaban pedig mind emberben, mind egérben a T-sejtek
TCR-fliggd fejlédésének sulyos karosodasa jon létre [63-65].

A Syk vagy a ZAP-70 ITAM-fuggd kihorgonyzodasa és aktivalodasa a klasszikus
immunreceptorok kézponti jelatviteli mechanizmusa, és mivel ezen receptorok mindegyike az
adaptiv immunvalaszban vesz részt (az Fc-receptorok esetében ez kdzvetve, az adaptiv
immunvalasz soran keletkez6 immunglobulinok felismerésén keresztll torténik), a fenti
mechanizmust sokaig az adaptivimmunvalaszra specifikus folyamatnak tekintették. Ezen az
elképzelésen alig valtoztattak azok a korabbi medfigyelések, melyek szerint a vérlemezkék
Fca-receptor-szerli kollagén-receptora, a GpVI szintén az ITAM-tartalmd FcRy-lancon és a
Syk-en keresztll szignalizal [66-68], valamint hogy az NK-sejtekben leirtak egy tovabbi
ITAM-tartalmu adapter-fehérjét, a DAP12-t (DNAX activating protein 12) [69], melynek az
élettani funkcitja sokaig nem volt ismert.

A klasszikus immunreceptorok jelatvitelének a fentieken tul szamos tovabbi kézos
eleme van. Ezek kozil a dolgozat témaja szempontjabdl legfontosabbak a foszfolipaz Cy
(PLCy) és az SLP-76/SLP-65 (SH2 domain containing leukocyte protein of 76/65 kDa)
fehérjék, melyek a Syk/ZAP-70 kinazok kozvetlen kotddési partnerei és szubsztratjai, és
fontos szerepet jatszanak a Syk és a ZAP-70 disztalis jelatvitelének elinditasaban [70,71].

A PLC enzimek a sejtmembran foszfatidil-inozitol-bisz-foszfat (PIP2) lipidjének inozitol-
trisz-foszfatra (IPs) és diacil-glicerolra (DAG) valé bontasaval citoplazmatikus Ca**-jelet és a
protein-kinaz C (PKC) aktivalodasat valtjiak ki (13. abra). Ezen fehérjék legimertebb
képvisel6i a G-fehérje-kapcsolt receptorok altal aktivalt PLCB izoformak. PLC aktivitast
ugyanakkor tirozin-kinaz jelpalyak aktivalédasa is létre tud hozni a PLCy izoformak
foszforilaciéjan keresztil. Utdbbiak kézll a B-sejtekben és a legtébb mieloid sejtben a
PLCy2, mig a T-sejtekben a PLCy1 van jelen. A PLCy2
hianyaban a B-sejtek fejlddésének zavara jon létre [51], mig \G"e"é“e'k“““"

receptorok

az Fc-receptorok jelatvitelében betoltott  szerepérél \ "4
PLCB PLCy

Tirozin-kinaz
jelpalyak

kisérleteink kezdetén csak részleges adatok voltak \ (
elérhetéek [51,72]. Bar a PLCy1 szerepének vizsgalatat PIP,c——=> IP, + DAG
megneheziti, hogy a fehérje genetikai hidnya korai U {
embriondlis letalitist eredményez [73], human T-sejt- Crl o

13. abra: A kiilénb6z6 PLC-

vonalon nyert eredmények arra utalnak, hogy a PLCy1 oformak miikddése

fontos szerepet jatszik a T-sejtek TCR-on keresztili
aktivalodasaban [74].
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Az SLP-76 egy O&sszetett doménszerkezettel és szamos foszforilalhatd tirozin-
oldallanccal rendelkezé adapter-fehérje [70], melynek genetikai hianya a TCR jelatvitelének
és a T-sejtek fejlédésének karosodasat [52,75], és a hizosejtek Fce-receptorokon keresztili
aktivaldodasanak a zavarat [76] eredményezi. B-sejtekben az SLP-76 homolégja, az SLP-65
(masnéven BLNK vagy BASH) van jelen, melynek hidnya a B-sejtek fejlédésének zavarahoz
vezet [77-79]. Az SLP-76 és az SLP-65 miikddésének vizsgalata arra utalt, hogy ezek a
fehérjék a Syk vagy a ZAP-70 altali foszforilaciot kdvetéen az immunreceptorok proximalis
jelatviteléhez szikséges jelatviteli komplex szervezddésében jatszanak szerepet [70].
Viszgalataink kezdetén nem volt ismert, hogy az SLP-76 és az SLP-65 szerepet jatszik-e a
mieloid sejtek miikédésében.

A fentieken tul a klasszikus immunreceptorok jelatvitelében fontos szerepet jatszik a
P13-kinaz enzimcsalad is. Bar az egyes PI3-kindz-izoformak atfed6 alegység-6sszetétele és
funkcidja jelentésen megneheziti az egyes izoformak szerepének meghatarozasat,
vizsgalataink kezdetekor nagyjabdl kérvonalazodott, hogy a PI3KS fontos szerepet jatszik a
klasszikus immunreceptorok jelatvitelében [50,80,81].

Osszességében elmondhatjuk, hogy a klasszikus immunreceptorok (BCR, TCR, FcR)
jelatvitelének kdézponti eleme a receptor-komplexben talalhaté ITAM-tartalmu adapter-
molekula foszforilacidja és a Syk vagy a ZAP-70 kihorgonyzddasa a foszforilalodott ITAM-
hoz. Utébbi kinazok a PLCy izoformak és az SLP-76/SLP-65 részvételével kozvetitik az
immunreceptorok aktivalodasat a sejtek belseje felé.

4.2.2. Az integrinek jelatvitele

Az integrinek a szervezet szinte minden
sejtigben megtalalhatd, a sejten kivdli térrel (mas
sejtekkel és az extracellularis matrixszal) kapcsolatot
teremtd sejtadhéziés molekulak. Az integrinek egy o-
és egy PB-lancbol allé transzmembran heterodimer
fehérjék, melyek kozil a leggyakoribb kombinaciokat
a 14. abra mutatja. Az integrinek szinte a szervezet
minden miikdédésében szerepet jatszanak, ennek
megfeleléen a kilonbdzé integrin-lancok genetikai
hianya a korai embrionadlis letalitastél a fejlédési
rendellenességeken at a vérzéscsillapodas és az
immunmikodések  zavardig nagyon szerteagazod |, spra: A kiilsnbszs integrin af dimerek.
fenotipusokat eredményez [42]. Forras: [42]

Az érett hemopoetikus eredetli sejtekben az integrineknek a fehérvérsejtek, a
vérlemezkék és az oszteoklasztok mikoddésében van kiemelt szerepe. A fehérvérsejtekben a
legfontosabb integrinek a korabban emlitett B.-integrinek, kdzullk is elsésorban az LFA-1
(aLBo-integrin; CD11a/CD18) és a Mac-1 (aup2-integrin; CD11b/CD18). Ezek a fehérjék az
Osszes fehérvérsejttipus vandorlasaban (f6leg LFA-1), a T-limfocitak aktivaciéjaban (LFA-1)
és a mieloid sejtek aktivalodasaban (f6leg Mac-1) vesznek részt. A vérlemezkék
legfontosabb integrinje a korabban emlitett Gpllbllla (ay,Bs-integrin), amely a vérlemezkék
kés6i, fibrinogénen Kkeresztlli aktivalédasahoz és aggregaciojahoz szikséges. Az
oszteoklasztokban fontos szerepet jatszik az ayBs-integrin, amely a preoszteoklasztok
fuzidjdhoz és a csontfelszinen kialakuld reszorpciés Ureg szigeteléséhez szikséges. A
fentieknek megfeleléen a [.-integrinek genetikai hidnya elsésorban az immunfolyamatok

Kollagén-receptorok

RGD-receptorok

yauubayul
sny1oads-)asianiaya4

Laminin-receptorok
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zavarat (emberben a leukocita-adhéziés defektus (LAD) I. formajat) eredményezi [35,82,83],
mig a Bs-integrinek hianya a vérzéscsillapodas és a csontlebontas zavarait (emberben a
Glanzmann-thrombaszténiat) hozza létre [84-86].

Az integrinek nem csak passziv "molekularis ragaszté"-ként mikddnek, hanem aktiv és
nagyon Osszetett jelatviteli kapcsolatban
vannak a sejt belsejével. Ennek a jelatvitelnek
néhany aspektusat mutatja a 15. abra. Az abra f

X . . . . 0080 0004 100/ 1eaeN
A része azt mutatja, hogy az integrinek, mint a agocec . Pooo
sejtet az extracellularis térrel mechanikailag is N 2
Osszekotd fehérjék nagyon SZOros
kapcsolatban vannak a sejt aktin-
citoszkeletonjaval. Ennek a kapcsolatnak
szamos eleme (kéztik a talin, a vinkulin, a

stress

paxillin és az a-aktinin) létezik. A 15. abra B N » fores
része az integrinekbdl kiinduld  jelatviteli f i

lépések egy részét  mutatja. Ezen 995 [399

. ffﬂﬁ??ﬁf
QO POV 2 00004 JOOUL

folyamatokban kiemelt szerepe van a
kialonbozé  tirozin-kinazoknak, kozuluk s
elsésorban az Src-tipusu tirozin-kinazoknak és
a fokalis-adhézios kinaz (FAK)
molekulacsaladnak. Az integrinek aktivacidja
az Src- és a FAK-csalad aktivalédasan tul
(feltételezhetben azon keresztlil) szamos
tovabbi jelpalya, kéztik a PI3-kinazok és az
ERK-jelpalya aktivalédasat hozza létre.

Az integrinek miikddésének egyik jellegzetes kovetkezménye a citoszkeleton
atrendez6dése, ami citoszkeletalis fehérjék (pl. paxillin) és a citoszkeleton-atalakulast
koordinald fehérjék szabalyozasan keresztil jon létre. Utdbbiak koézdl kildn emlitést
érdemelnek a Rho fehérjecsaladba tartozo kis G-fehérjék, melyek GTP-kotott aktiv és GDP-
kotott inaktiv konformaciok koézott valtani képes molekularis kapcsoldként szabalyozzak a
citoszkeleton  atrendez6dését. Az integrinek aktivalodasanak egyik jellegzetes
kovetkezménye a Rho kis G-fehérje gatlasa, amley feltételezhetben a citoszkeletalis
feszlltség csOkkenéséhez és ezdltal a sejt alakvaltozasanak a megkonnyitéséhez
szlikséges. Korabbi irodalmi adatok arra utaltak, hogy ebben a folyamatban elengedhetetlen
a p190 RhoGTP-az aktivalé fehérje (p190RhoGAP) Src-kinazok altali foszforilacidja és
aktivalodasa és ennek kdvetkeztében a Rho GTP-kotott aktiv formajanak a lebontasa [87-
90].

15. abra: Az integrinek Jelatwtele Forras: [41].

Ertekezésem témajanak szempontjabdl kiemelten fontos jelentésége van annak, hogy
mas munkacsoportok primer hemopoetikus eredetli sejtekben és heteroldg expresszios
rendszerekben korabban kimutattak a Syk tirozin-kinaz integrin-fUggé aktivaciojat [91-94].
Mivel ekkor mar ismert volt, hogy az immunreceptorok jelatvitele soran a Syk ITAM-fliggb
mechanizmusokon keresztll aktivalédik, Gao és munkatarsai heterolég expresszios
rendszerben (CHO sejtekben) megvizsgaltak, hogy sziikségesek-e a Syk SH2-doménjei a
fehérje a,pBs-integrin-figgd aktivalédasahoz [95]. Két kilénbdzé, tdbbszordsen kontrollalt
kisérleti megkdzelités alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy (az immunreceptorok
jelatvitelével ellentétben) az integrinek altali Syk-aktivaciéhoz nem sziikséges a fehérje SH2-
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doménjainak foszforilalt ITAM-motivumokhoz valé kihorgonyzdédasa [95]. A munkacsoport
tovabbi in vitro kisérleteiben részleteiben vizsgalta a Syk integrinek altali aktivacidjanak a
mechanizmusat, és kimutatta, hogy a Syk N-terminalis SH2-doménje ITAM-fliggetleniil
modon kdzvetlendl kapcsolddik az integrinek B-lancahoz, ami felelés lehet a kinaz integrinek
altali aktivaciojaért [96,97]. Ezek az eredmények 6sszességében arra utaltak, hogy a Syk
aktivaléodasa integrinek és  immunreceptorok esetében Iényegesen  kiilonb6zd
mechanizmusokon keresztul jon létre. Amint a kés&bbiekben lathatjuk, sajat, primer sejteken
végzett kisérleteink ettdl Iényegesen eltéré kdvetkeztetésre vezettek.

A fenti informacidk az integrinek ligandkotése kdvetkeztében a sejt belseje felé elindulo
jelatviteli folyamatokra vonatkoztak. Ezt a jelatvitelt az integrinek esetében "kintrél befelé"
("outside-in") jelatviteli folyamatnak nevezziik. Egyes integrinek (koztik a hemopoetikus
sejteken jelen [évd legtdbb integrin) esetében azonban aktivalodik egy masik, "bentrdl kifelé"
("inside-out") irdnyul6 jeltovabbitas is, melynek eredményeképpen a sejten beluli folyamatok
szabalyozni tudjak az integrinek ligandkoté képességét. Az inside-out jelatvitel eredménye
egyrészt az integrinek affinitasat megndovelé konformaciovaltozas, masrészt az integrinek
citoszkeletonrdl valo levalasa és kdovetkezményes aggregacidja (melynek révén jelentésen
megemelkedik a ligandkotésre képes integrinek lokalis  koncentracidja; "aviditas"-
szabalyozas), és ide tartoznak az integrinek sejtfelszini expressziéjat megnoévelé folyamatok
(pl. az integrinek kihelyezdédése az intracellularis granulumokbdl a plamzamambranba) is. Az
inside-out jelatvitel folyamatairdl egyel6re keveset tudunk, de feltételezhetéen szerepet
jatszik benne a Rap kis GTP-koté fehérje, a kindlin-3 és szamos citoszkeletont szabalyozé
folyamat is [98-100].

4.2.3. A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitele

A G-fehérje-kapcsolt receptor 7-transzmembran receptorok, melyek ligandkdtése
heterotrimer G-fehérjék aktivalédasat hozza létre (16. abra). A G-fehérje-kapcsolt receptorok
az eml6és szervezet legnagyobb fehérjecsaladjat képezik és szamos kuloénb6zé élettani
folyamatban, koztik az érzékszervek miikédésében, a neuroendokrin szabalyozo
mechanizmusokban, a leukocitdk migraciéjaban vagy a gyulladas kivaltasadban jatszanak
szerepet.

A G-fehérje-kapcsolt receptorok a-, p- és y-alegységbdl allé heterotrimer G-fehérjéket
aktivalnak. A receptor ligandkotése a heterotrimer G-fehérje a-alegységre és a tovabbiakban
egyuttmaradé By heterodimerre A
val6 szétvalasat eredményezi. Mind ST e
az a-alegység, mind a By Y
heterodimer szamos kulénb6z6
mechanizmust  képes  aktivalni,
melyek elsésorban a folyamatban _’T’éfi’me.s

érintett G-fehérje tipusatdl fuggnek ﬁ v
(16. abra). Az  a-alegység T 5 j
els6dleges hatasa  Gs-fehérjék
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e, dopamine, Glutamate, calcium, LPA, SIP, prostaglandins, leukotrienes
GABA
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/-—‘— Chemokines, angiotensin, thrombin, bombesin, endothelin, bradykinin
ides

4———_ Others
A Light, odorants, nucleoti
- D s -

20000000000000000000000

esetében az adenilat-ciklaz » :
e ys . ubtype o . . ¥ '

aktivalodasa (a cAMP-szint ) e e Ga e, " }/ SaroaRer
GO G, GOl

emelése), a Gi-fehérjék esetében Effector

e i e imaoses be. Do e N —

az adenilat-ciklaz gatlasa (a cAMP- NeAMP  Phogholpees TG por-rnocer ) R o

PKA L(cAMP) ;Eg AR\E(/)\P—Lbc 0

szint csOkkentése), a Gg-fehérjék

16. abra: A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitele. Forras: [43].
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esetében pedig a PLCPB aktivalasa (Ca*'-jel és PKC-aktivalodas; Id. 13. abra). A By-
alegységek ezen Kkivll szintén képesek aktivalni a PLCB-t, valamint szamos mas
mechanizmust, koztiik a PI3Ky-t és egyes ioncsatornakat (16. abra).

A hemopoetikus rendszerben a G-fehérje-kapcsolt receptorok egyik legfontosabb
feladata a kuldnb6zé fehérvérsejtek aktivalédasa és vandorlasuk iranyitasa. A formil-peptid-
receptorok a bakterialis behatolast és a mitokondriumok szétesésével jaré szévetsérilést, a
leukotrién, Cb5a és adenozin-receptorok pedig a gyulladas folyamatat kozvetitik a
fehérvérsejtek (pl. a neutrofilek) felé. A kemokinek kiterjedt csaladja a fehérvérsejtek
vandorlasat és "hazatalalasat" ("homing") iranyitja. Ezen receptorok mindegyike Gi-
fehérjéhez kapcsolt jelatviteli folyamatok segitségével miikodik.

4.2.4. Egyéb receptorok jelatvitele

Dolgozatomban a fentieken tul szamos tovabbi receptorcsalad tagjait emlitem. Ezek
jellegzetességeit az alabbiakban réviden targyalom.

A tumor nekrozis faktor (TNF) receptorcsalad legismertebb tagjai a TNF-a (TNF) és a
RANKL receptorai. A TNF-et szamos gyulladasos sejttipus (kilondsen a makrofagok)
termelik és els6ésorban a gyulladasos folyamatok létrejéttében tolt be sejtek kozti jelatvivd
szerepet. A RANKL a korabbiakban emlitett oszteoblasztokon fejezédik ki (6. abra),
elsédleges szerepe az oszteoklasztok fejlédésének a kivaltasa. A TNF és a RANKL
kotédése receptor-trimerizaciot és  kilonb6zé adapter-fehérjék  kihorgonyzodasat
eredményezi. A jelatvitel késébbi 1épései kdzll emlitést érdemel az NF-kB inhibitoranak, az
IkBa-nak a foszforilacidja és kdvetkezményes degradacidja, ami lehetévé teszi az NF-kB
felszabadulasat és a sejtmagba vandorlasat.

A kilonbozé Toll-szerli receptorok (TLR) dimerként vannak jelen a sejtmembranban,
és a ligandjuk (altalaban mikrobialis mintazatot hordozé molekuldk, mint a Pam;CSK, és a
bakterialis lipopoliszacharid (LPS)) megkétédése hatasara szintén kildénb6zd adapter-
fehérjéket aktivalnak. A TLR-ek ligandkotésének szintén jellegzetes kdvetkezménye az IkBa
foszforilacidja, lebomlasa és az NF-kB jelpalya kovetkezményes aktivalédasa.

Az M-CSF a makrofagok és az oszteoklasztok fejlédéseében fontos szerepet jatszé
citokin. Az M-CSF receptora a c-Fms molekula, ami sajat aktivitassal rendelkez® receptor-
tirozin-kinaz. A c-Fms aktivalédasanak egyik legjellegzetesebb kdvetkezménye az ERK
jelpalya aktivalodasa.

A GM-CSF a neutrofilek és makrofagok érésében és aktivalodasaban is szerepet
jatszik. A GM-CSF receptora szintén tirozin-foszforilacios jelpalyakat indit be, de ez a
receptor dhmagaban nem rendelkezik tirozin-kinaz aktivitassal, azt a hozza kapcsolédé Jak2
tirozin-kinaz biztositjia. A GM-CSF jellegzetes hatasa a kiilonb6zé6 MAP-kinaz kaszkadok
(ERK, p38 MAP-kinaz) aktivalédasa.

4.3. Az autoimmun gyulladasos betegségek

A gyulladasos betegségek a tarsadalom széles rétegeit érinté betegségek, melyek
jelentés mértékben rontjak az érintett betegek életminéségét és szamos vezetd halalokhoz is
hozzajarulnak. Sajat kisérleteinkben az autoimmun eredetii gyulladasos betegségek
prototipusanak tekintett rheumatoid arthritis allatmodelljében vizsgaltuk kilénbdzé jelatvivd
molekulak szerepét. A rheumatoid arthritis (17. &bra) a végtagok kisizlleteinek
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gyulladasaval, az izlleti szerkezet felbomlasaval,
kovetkezményes deformaciokkal, fajdalommal és
funkcidvesztéssel jaro sulyos, kronikus megbetegedés.
A rheumatoid arthritis patomechamizmusanak
elsé lépése a T-sejtek immunfelismerésének a zavara,
melynek kdvetkeztében a sejtek a sajat széveteket (pl.
az izuletet) is idegenként ismerik fel ("immunizacio"
fazisa). A betegség késébbi fazisaban kilonb6zé
végrehajtd ("effektor") sejtek, koztik a neutrofilek,
makrofagok, —oszteoklasztok, hizdsejtek, €s nem- |47 spra: Rneumatoid arthritis réntgenképe.
hemopoetikus eredetll  sejtek (pl. szinovialis Forras: www.sciencemuseum.org.uk
fibroblasztok) a megtamadott szovet karosodasat eredményezik. Az immunizacié soran
kialakulo autoreaktiv T-sejtek szamos kulonb6zd mechanizmuson keresztul képesek az
effektor-sejtek aktivalddasat kivaltani (18. abra). Ennek egyik lehetséges mechanizmusa a B-
sejtek aktivalasa, melynek hatasara autoantitestek keletkeznek, amik Fc-receptorokon
keresztul aktivaljak az effektor-sejteket. A masik lehet6ség, hogy az aktivalt T-sejtek
antitestek  kozbeiktatasa nélkil, koézvetlen citokin-

kaszkadokon keresztiil aktivaljak az effektor-sejteket. A‘;‘_‘;:Jffe";“’
llyen citokin-kaszkadokban lehet szerepe a TNF, az IL-13 /
és az IL-17 citokineknek. B-sejt-aktivacio \

A rheumatoid arthritis allatmodelljei a betegseg B Yitestex Citokin-halozatok
patomechanizmusanak kilonb6z6é aspektusait modellezik. (- <3
Az un. aktiv modellekben (pl. a kollagén-indukalt Fe-receptorok ‘)
arthritisben) a betegséget a tolerancia-gat attorésével és \

T-sejtes immunvélasz kivaltasaval érjik el. llymédon a | ettt | ouinmeec| |moer
betegség egészét (az immunizacios és effektor fazisokat | Lartis (] i
egyluttesen) tudjuk modellezni, de nagyon nehezen tudunk Szovet-

karosodas

tovabbi kdvetkeztetéseket levonni az egyes lépésekrdl. A
passziv modellekben ezzel szemben a betegség végsd
fazisat modellezzik a T-sejtek immunizaciéjanak
megkerilésével (18. abra). Az autoantitestek szerepét az autoantitest-indukalt modellek (pl.
kollagén-antitest-indukalt arthritis; K/BxN szérumtranszfer-arthritis (Id. alabb)), a citokin-
halézatok szerepét pedig legjobban a human TNF transzgénikus expressziodja altal kivaltott
hTNF Tg [101] modell segitségével tudjuk kdvetni. Munkacsoportomban ezek kézul tébb
modellt is alkalmazunk, de a dolgozatom alapjat képez6 kdzleményekben ezek kdzll csak a
K/BxN szérumtranszfer-arthritist (Id. 91. abra alabb) alkalmaztuk.

18. abra: A rheumatoid arthritis
patomechanizmusa

4.4. Csontlebontas kéros korulmények kozott

Az emlbs szervezet csontrendszere egészséges korilmények kozott dinamikus
egyensulyban van, amit az oszteoblasztok altali csontképzés és az oszteoklasztok altali
csontlebontas egyensulya biztosit. Kéros korilmények kdzott ez az egyensuly megbomlik,
ami a csontszerkezet jelentés (lokalis vagy generalizalt) valtozasat és kovetkezményes
funkciozavarokat (csonttérések, izlleti funkcio zavarai, fajdalom) okoznak.

A csontszévet mennyiségének megemelkedésével jard legjellegzetesebb elvaltozas az
oszteoklasztok altali csontlebontas karosodasa miatt kialakuld nagyon ritka o6roklott
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betegség, az oszteopetrdzis (sziklacsontusag) [102]. Az oszteopetrdzisban szenvedd
betegekben a karosodas sulyossagaval aranyos mertékben megemelkedik a mineralizalodott
csontallomany mennyisége, ami a legsulyosabb esetekben a csontliregek besziikilése miatt
vérképzeési zavarokhoz, vaksaghoz, suketséghez és egyéb neuroldgiai eltérésekhez is
vezethet. Erdekes modon az oszteopetrotikus betegek csontjai kifejezetten tdrékenyek
("porcelan-jelenség"), ami miatt fokozottabban hajlamosak a csonttorésekre is. A betegséget
az oszteoklasztok fejlédéséhez vagy mikodéséhez szikséges fehérjék, koztik pl. a RANKL,
a V-tipusu H*-ATPaz vagy a CIC7 Cl-csatorna genetika hianya okozza [102,103]. Mivel az
oszteoklasztok hemopoetikus eredetli sejtek, a betegség csontvelétranszplantacioval
részlegesen gyogyithatoé [102].

A csontanyagcsere specialis 6roklott megbetegedése az idegrendszeri tlinetekkel és
csontcisztdkkal jar6 nagyon ritka Nasu-Hakola betegség (policisztikus lipommbranézus
oszteodiszplazia szklerotizald leukoenkefalopatiaval; PLOSL). A betegség hatterében a
DAP12 vagy az azzal kapcsoldodni képes TREM2 fehérje genetikai karosodasa all [104,105].
A tlineteket feltehetéen az oszteoklasztok és a mikroglia-sejtek funkciézavara eredményezi,
bar a betegség pontos patomechanizmusa mindmaig nem tisztazott.

A csontanyagcsere leggyakoribb karosodasa a fokozott oszteoklaszt-aktivitas miatti
csontallomany-csokkenés hatasara létrejové oszteoporédzis (csontritkulas; 19. abra)
[106,107]. A betegséget leggyakrabban
posztmenopauzalis nékben figyelhetjuk meg, aminek az
oka az ovariumok 6sztrogéntermelésének a csdkkenése
és ezaltal az oszteoklasztok oszteoblasztokon keresztiili
aktivalédasanak a fokozddasa. Egyre gyakoribb azonban
az oszteoporozis idéskoru férfiakban is, és jelentGs
egészséglgyi problémat jelent a nagy mennyiségben
terapiasan (pl. immunszuppressziv céllal) alkalmazott
glukokortikoidok altal kivaltott iatrogén oszteopordézis is. :
Az oszteoporozis jellegzetes kdvetkezményei a csigolyak @ : :
Osszeroppanasa miatti testmagassag-csokkenés, illetve 19, abra: Egészséges (bal) s
a combnyaktorés. oszteoporotikus (jobb) csont szerkezete.

A generalizalt csontanyagcsere-betegségek mellett Forras: www. iofbonehealth.org
az izuleteket érint6 gyulladasos betegségek (pl. rheumatoid arthritis) és a csontattétet add
daganatok esetén lokalisan is létrejohet jelentds csontlebontas, ami az izlleti funkcio
karosodasaval, illetve patoldgias csonttorések kialakulasaval jar.
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5. CELKITUZESEK

Kisérleteink célja a kuldnbdzé hemopoetikus sejtekben lejatsz6do jelatviteli folyamatok
vizsgalata és ezen folyamatoknak a szervezet egészséges és koros mikodésében betdltott
szerepenek a tanulmanyozasa volt. Az értekezésben bemutatott kisérletek konkrét

celkitlizései az alabbiak voltak:

1) Az integrin-jelatvitel vizsgalata hemopoetikus eredetl sejtekben

2) Jelatviteli folyamatok vizsgalata a neutrofilek sejtvandorlasa soran

3) Az Fc-receptorok szerepének és jelatvitelének vizsgalata neutrofilekben

4) A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitele neutrofilekben és hizésejtekben

5) Jelatviteli folyamatok vizsgalata in vivo gyulladasos betegségmodellekben

6) Immunreceptor-szeri jelatvitel oszteoklasztokban és a csontanyagcserében
7) A PLCy2 szerepének vizsgalata oszteoklasztokban és a csontanyagcserében

Az értekezésemben bemutatott eredményeket a fenti célkitizéseknek
felosztasban targyalom.
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6. MODSZEREK

Ebben a fejezetben réviden bemutatom az értekezés alapjat képezd kisérletekben
alkalmazott moddszereket és megkoOzelitéseket. Bar az egyes kisérletek moddszertani
részleteit terjedelmi okok miatt nem all médomban bemutatni, azok az értekezés alapjat
képezb kdézlemeényekben megtalalhatok.

6.1. Egerek tenyésztése és genotipizalasa

6.1.1. A kisérletekben felhasznalt egértorzsek

A dolgozatomban bemutatott kisérletek dontd részében Kkilonbdzé géntdriésées
(knockout) mutaciét hordozo egerekkel, illetve sejtekkel dolgoztunk. A dolgozatomban
szerepl6é egértdrzseket, a tordlt gén és mutacid hivatalos elnevezését és a mutacio elsd
leirasat az 1. tablazat mutatja. Az egyes torzsekrdl tovabbi informaciok a hivatkozott
kézleményekben és a Mouse Genome Informatics adatbazisban (www.informatics.jax.org)
talalhatok.

Azérintett | Az értekezésben | AZErntett o iansaliel | Amutacio | A fenntartas
- e i vee gén hivatalos . PN modja
fehérje hasznalt rovidités hivatalos neve elsé leirasa r
neve (Id. alairas)

CcD18 CD187™" ltgb2 Itgh2 ™28 [35] Het

DAP12 DAP127~ Tyrobp Tyrobp ™™ [36] Homo

FeyRIll FcyR3™™ Fcgr3 Fcgr3™'sv [37] Homo

FcyRI FeyR17~ Fegr1 Fcgr1 ™SV [38] Homo

FcRy FcRy ™~ Fcerlg Fcer1g'™'Rav [39] Homo

Fgr Fgr' Fgr Fgr'™He [46] Homo

Hck Hek ™ Hck Hck ™Hev [46] Homo

Lyn Lyn™" Lyn Lyn'"™Ser [47] Homo
p190RhoGAP |  p190RhoGAP ™ Grift Grify m2set [14] Het
p190RhoGAP | p190RhoGAP™P/MYPo Grift Grif1 m1set [48] Het
PI3KB PI3KB ™" Pik3ch Pik3ch ™ 1Bvan [49] Het
PI3K3 PI3KS PP Pik3cd Pik3cd ™ Bvan [50] Het
PLCy2 PLCy2™"~ Plcg2 Plcg2 ™" [51] Het

SLP-76 SLP-767" Lep2 Lcp2'™ieak [52] Homo
Syk Syk™" Sykb Sykb ™™ [53] Het

1. tablazat: Az értekezésben bemutatott kisérletekben alkalmazott mutans egértdrzsek. Hypo: hipomorf allél;
KD: "kinase-dead"; Homo: homozigoéta fenntartas; Het: heterozigota fenntartas.

Az 1. tablazatban szerepl6 egerek mindegyikét a C57BL/6 (B6) genetikai hattéren
tartottuk fent. A kontroll C57BL/6 egerek kereskedelmi forrasbdl vagy sajat allathazunkbol
szarmaztak.
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Csontvelé vagy magzati maj transzplantaciéjahoz recipiensként a CD45.1 allélt a
C57BL/6 genetikai hattéren hordozé (B6.SJL-Ptorc®Pep3°/BoyJ) egereket hasznaltunk,
melyek alapitéit a Jackson Laboratories-tél (Bar Harbor, ME, USA) szereztiik be, majd sajat
allathazunkban tenyésztettiik tovabb.

A K/BxN szérumtranszfer-arthritishez a KRN transzgént a C57BL/6 genetikai hattéren
hordoz6 egereket [108] Dr. Diane Mathis-tél (Harvard Medical School, Boston, MA, USA)
kaptuk. A K/BxN egerek létrehozasahoz kereskedelmi forgalomban kaphaté NOD egereket
alkalmaztunk.

A kisérletekben felhasznalt egerek tenyésztésére és az értekezésben bemutatott
kisérletekre a University of California, San Francisco (UCSF) és az SE allatkisérleti és
allatvédelmi bizottsagaitdl megfelelé engedélyekkel rendelkeztiink.

6.1.2. Egerek tenyésztése

Az Egyesiilt Allamokban végzett kisérletek soran az egereket a UCSF specifikus
patogénmentes (SPF) allathazaban tenyésztettik. A Magyarorszagon végzett kisérletek
soran az egereket kordbban az Eotvos Lorant Tudomanyegyetem (ELTE) Immunoldgiai
Intézetének, késébb pedig a Semmelweis Egyetem Elméleti Orvostudomanyi Kézpontjanak
(SE EOK) konvencionalis 4allathazaban egyedileg szelléztetett ketrecallvanyokban
tenyésztettik. Az allatok ad libitum jutottak taphoz és alomhoz, a napi ciklus a természetes
fényhez igazodott (ELTE) vagy 12 éras vilagossag-sotétség ciklusban valtakozott (UCSF és
SE EOK).

A kisérletekhez sziikséges hattérkoloniak egy részét a Magyar Tudomanyos Akadémia
Kisérletes Orvostudomanyi Kutatéintézetének SPF allathazaban tartottuk fent.

6.1.3. Egerek genotipizalasa

Az egyes egértdrzseket a mutacio jellegétél fuiggben homozigdta vagy heterozigéta
formaban tartottuk fent (Id. 1. tablazat). Homozigéta fenntartas esetén az egerek
genotipusat szuréprobaszeriien ellendriztik immunoblot mddszerrel vagy allél-specifikus
PCR-reakcioval.

A heterozigota formaban fenntartott mutacidkat rutinszerllen a heterozigéta egyedek
vad tipusu C57BL/6 egyedekkel vald paroztatasaval tartottunk fent. Kisérleti célra, illetve

Az utodokat allél-specifikus PCR-reakcié segitségével genomidlis DNS-mintabdl
genotipizaltuk. Az ehhez szlkséges protokollokat vagy a mutaciot 1étrehozé laboratériumtél
kaptuk, vagy a mutans szekvencia ismeretében magunk fejlesztettik ki a PCR-reakciot. A
reakcio-kérilményeket minden esetben optimalizaltuk.

A vizsgalt mutaciok genotipizalasahoz hasznalt primer-szekvenciakat és a kapott PCR-
termékek méretét mutatja a 2. tablazat. Amint a tablazatbdl Iathato, az esetek tobbségében
egy vad tipusu és egy mutans allélre specifikus primerrel és egy mindkét allélt felismerni
képes primerrel végeztilk a genotipizalast. Ez aldl kivételt jelentett a Lyn™™ mutacié, melynek
esetén két teljesen kiildnbdzé PCR-reakciét hasznaltunk, illetve a PI3KSP*P mutacis,
melynek esetén egy PCR-reakcidt végeztink és a két allél kozott a termék mérete alapjan
tettink kuldnbséget.
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Ertekezésben . . Termék
) . Primer 1 Primer 2 .
hasznalt Allél (5-3") (53') mérete
jelolés (bp)
VT GCC CAC ACT CAC TGC TGC TTG 450
-
co18 KO AGG ACA GCA AGG GGG AGG ATT CCCGGC AACTGC TGACTT TCT 140
DAP12* VT AGG GCATCT GGT GCC ATC TTC TGG TCC TGT GTC CTC AGC TCATGT TGG G 1100
KO TTG CCA TGG ATG CGT ACT AGA GCG G 600
VT GTT TGC TGT GGT TTG AGA CC 320
-
ForR KO TCG CCG ATA GTG GAA ACC GAC TCCTTCTGG AAA ATA CTG ACC 550
VT CTA CAT CCT CCA TCT CTC TAG 238
- GTG GCT GAA AAG TTG CTG CTG
FoyR3 KO GCA CGA GAC TAG TGA GAC GTG 550
VT GCC CTT CCC TTC CCT CTA CAC 325
.
FoRy KO CTC GTG CTT TAC GGT ATC GCC CTCACG GCT GEC TATAGC TGCC 280
VT CAA GGC CGG ACT TCG TCC GTC TTT CC 300
- AG AGC CTT ACT GGA ATC CCT CTT TA
For KO CAG TCA TAG CCG AAT AGC CTC TCC ACC GAGAGC CTTACT GGAATC CCT CTT TAG C 550
VT GTT GTT TGG TCC CAG CTT GCT GGA GG 360
-
Hok KO GCA TCG CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG GCT CCATAGATC CGT CGT GCC ATT TCC 420
Lt VT CAT AGC CTG AGT TAG TTC CCT AGC TCA CAT ATG AAC ATG TGT GTA CAT GTC 340
y KO GCA TCG CCT TCT ATC GCC TTC TTG ACG GTG CTT AAT GAC ATC ACC ATG CAT TAG G 400
VT ACA GCA AAG GAC AAG TAT GAG T 409
/-
p190Rh0GAP 0 GAG TCG AAT CAA GCT GAT C CCA TCA AGT CAA AGG GAA TC e
PIaKE™ VT AGT GAA CGC TAT GCA TCA CAC CAG C AAC AGT GCT TTC ATC AAA CC 300
KO TCT GTG TTC TCA CTT CTG ACC 670
PI3K5 P \K/; GCG TAA CAG AGA GCA AAG TCC C AGG GAA CCG CCG TAT GAC igg
VT GCC TCT GCA CAG CAC ACA TAT GG 340
- TTC ACC GCA TCC TCC TTT GAG TCC
PLCy2 KO CAA GGT GAG ATG ACA GGA GAT CC 700
VT AGA GAA GCC CTG CCC ATG GAC 86
-
Syk KO CCT TGG GAA AAG CGC CTC CCC TAC CC GTC CAG GTA GACCTC TTT GGG C 120
2. tablazat: Az egyes egértorzsek genotipizalasanak részletei. VT: vad tipus; KO: knockout; KD: "kinase-dead"

6.1.4. A p190RhoGAP™ mutacié jellemzése

Amint azt az Eredmények fejezetben targyalom,
gyakorlatilag
a neomicin-rezisztenciat

kapcsolatban
rendelkeztink.

kisérleteink
Ezért el6szor

kezdetén

semmilyen

a p19RhoGAP™ mutacioval
informacidval
okozd Neo kazetta

nem
ismert

szekvencigjara terveztiink egy primer-part , amivel sikerllt azonositanunk a feltételezetten
p190RhoGAP"~ egereket. Ennek és a mutacié feltételezett beillesztési pontjanak
ismeretében megterveztiink, majd optimalizaltunk egy, a p190RhoGAP~ allélra specifikus
PCR-reakciot. Az alkalmazott primereket és a reakciok jellemzdit mutatja a 3. tablazat.
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Alkalmazott primerek

Primer neve Szekvencia (5’ - 3’)

p190-A* szenz ACA GCA AAG GAC AAG TAT GAG T
p190-A- szenz GAG TCG AAT CAA GCT GAT C
p190-A k6zds antiszenz CCA TCA AGT CAA AGG GAA TC

Neo szenz GCA GCT GTG CTC GAC GTT GTC
Neo antiszenz CCA CCA TGA TAT TCG GCA AGC AGG

Alkalmazott PCR-reakciok

g Reakcio, ha a genotipus...

PCR neve 1. primer 2. primer I:g,gf: p190-A™ | pi 90-2*’— :190-A-/-
p190-A* | p190-A* szenz | P1IOAKOZES | 409 yp v v -
p190-A- | p190-A-szenz Pt gr%}’g‘z'é?]zzés 247 bp - v v
Neo Neo szenz ant’i\‘si%nz 364 bp - v v

3. tablazat: A p190RhoGAP mutacié azonositasahoz hasznalt PCR-reakcid jellemzéi.

A tovabbiakban megkiséreltik a teljes mutans allél szekvenciajanak meghatarozasat.
Ehhez lépésenként tjabb atfedé PCR-reakciokat terveztiink, melyekkel a mutaciét hordozé
egyedek genomialis DNS-ébél kierdsitettlik az egyes mutans szakaszokat, és azok
bazissorrendjét szekvenalassal meghataroztuk. A tobblépéses folyamat eredményeként
kapott szekvenciat HM365221 azonosité alatt elhelyeztik a Genbank adatbazisban
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank).

6.2. Csontvelo-kimérak létrehozasa és ellenorzése

6.2.1. Magzati majsejtek és csontveldi sejtek transzplantacidja

Kisérleteink egy részében (elsésorban a Syk”™ és a p190RhoGAP~ sejtek
vizsgalatakor) a homozigéta mutans egerek perinatalis letalitasa miatt magzati majsejtek
Ennek érdekében a heterozigéta szlléket idézitetten parositottuk, majd a terhesség 15-18.
napjan (a harmadik trimeszter soran) eltavolitottuk a magzatokat. A magzatok genotipusat
vagy a Syk™ mutaciéra jellemzé petechia-szerli megjelenés, vagy (a p190RhoGAP™~
magzatok esetén) az agylizatumbdl végzett felgyorsitott immunoblot segitségével hataroztuk
meg és esetenként utdlag allél-specifikus PCR-reakcidval is megerdsitettiik. A magzati majat
eltavolitottuk, a majsejteket sejtkultira-médiumban felszuszpendaltuk és a transzplantacioig
(jellemzben 4-8 6ran keresztiil) jégen tartottuk.

Recipiensként a C57BL/6 genetikai hattéren CD45.1 fehérvérsejt-markert hordozé
felnbtt egereket alkalmaztunk. A recipienseket a UCSF allathazaban, az Orszagos "Frédéric
Joliot-Curie" Sugarbiologiai és Sugaregészségugyi Kutatdintézetben (OSSKI) vagy a
Kozponti Fizikai Kutatdintézetben (KFKI) ®°Co y-sugarforras segitségével 11 Gy letalis
dozissal besugaraztuk. A magzati majsejtek frakcionalas nélklli szuszpenzidjat ezutan a
farokvénan vagy a retroorbitalis vénas plexuson keresztll intravénasan beinjektaltuk a
recipiens egerekbe. Egy magzati maj sejtjeit atlagosan 6-8 recipiensbe injektaltuk.

Néhany bemutatott kisérletben (a PLCy2™~ sejtekkel valé kisérletek egy részében és a
kevert csontvel6i kimérak vizsgalata soran) felnétt egerek csontvel6i sejtjei segitségével

Ty

végeztink transzplantaciét, a magzati majsejtek transzplantacidéjdhoz hasonlo

26



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

megkozelitéssel. Egy felnétt egér frakciondlatlan csontvel6i sejteit 5-10 recipiensbe
injektaltuk.

A transzplantacié utan az egerek két hétig antibiotikummal (neomicinnel és polymixin
B-vel) kezelt vizet kaptak. A transzplantalt allatokat a transzplantacié utan 4-8 héttel
vizsgaltuk tovabb.

6.2.2. A csontvel6-kimérak ellenérzése

A transzplantacié sikerességének az ellenérzését a donor és recipiens fehérvérsejtek
kilonb6zd (CD45.2 és CD45.1) sejtfelszini markereinek aramlasi citometriaval valé
kimutatasa tette lehetévé. A rutinszer( ellen6rzés soran minden egyes kiméra periférias
vérében megvizsgaltuk a Gr1 (RB6-8C5) antitesttel jel6l6d6 granulocita-kompartmenten beldl
a CD45.2-elleni ("104" klén) antitesttel fest6dd (tehat donor-eredet(l) sejtek aranyat. A
vizsgalatot minden esetben a donor és recipiens genetikai hattérbdl szarmazé kontroll sejtek
vizsgalatdval egészitettik ki. Ezzel a modszerrel a vizsgalt kimérakban a keringd
granulocitaknak rutinszerien tobb mint 99%-a donor-eredetlinek bizonyult.

A transzplantacié hatékonysagat a kimérakon végzett kisérletek soran, illetve a kisérlet
végén rendszeresen Ujra ellendriztik. Erre az adott kisérlet és mutacio fuggvényében az
izolalt sejtek (pl. csontveldi neutrofilek) fentihez hasonl6 mddon valdé dramlasi citometrias
vizsgalatat, az adott fehérje jelenlétének immunoblot médszerrel vald kimutatasat vagy a
mutacié egyéb ismert kdvetkezményének (pl. a Syk™™ mutacié esetén a keringé B-sejtek
hianyanak) a vizsgalatat alkalmaztuk.

6.3. Neutrofilek és makrofagok izolalasa és tenyésztése

A sejteket minden esetben steril és endotoxin-mentes reagensek segitségével, a
makrofagok esetén steril kdrilmények kdzott végeztik.

6.3.1. Human neutrofilek izolalasa

A human neutrofileken végzett kisérletekhez egészséges onkéntesektdl heparinnal
vagy citrattal alvadasgatolt vért vettink, melyekbél a vorosvértesteket dextran T-500
(Amersham-Pharmacia) segitségével llepitettik ki. A fehérvérsejtekben gazdag felliluszébdl
centrifugalas utan Ficoll-Paque PLUS (Amersham-Pharmacia) gradiensen valasztottuk szét
a mononuklearis sejteket és a granulocitakat. A szennyezddésként jelen levd
vorosvertesteket hipozmotikus lizissel tavolitottuk el. A preparalast szobah&mérsékleten
végeztuk. Az igy nyert sejtszuszpenzidban a sejtek tobb mint 98%-a polimorfonuklearis
morfolégiat mutatott és a sejtek életképessége rutinszerlien 98% felett volt. Egy donorbdl
atlagosan 50-80 millié neutrofilt nyertunk.

A human véren végzett kisérletekhez a Semmelweis Egyetem Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsagatol megfelelé engedéllyel rendelkeztiink.

6.3.2. Egér neutrofilek izolalasa

Az egér neutrofileket a tibia és a femur csontvelejébdl nyertiik. A csontvel6i sejteket a
vorosveértestek eltavolitasa érdekében rovid hipoozmotikus kezelésnek vetettik ala, majd
62.5%-0s Percoll-gradiensen centrifugalva valasztottuk el az érett neutrofileket az egyéb
sejtektdl. A preparalast szobahémérsékleten végeztik. Az ilymoédon nyert sejtszuszpenzid
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80-90%-a nagymértékben expresszalta az egér granulocitdkra jellemzé Gr1 markert. A
fennmarado sejtek féleg éretlen mieloid sejtek és a B-sejtek érésének korai alakjai voltak.
Egy felnétt egérbdl atlagosan 10-20 millié neutrofilt nyertink.

6.3.3. Egér csontvelbi-eredetii makrofagok tenyésztése

A makrofagok tenyésztése érdekében az egerek tibidit és femurjait steril oldattal
atmostuk, majd a kapott csontvel6i sejteket felszuszpendaltuk és 24 6ran keresztul 10%
FCS-t és antibiotikumokat tartalmazé a-MEM (Invitrogen) médiumban 10 ng/ml rekombinans
egér M-CSF (Peprotech) jelenlétében szévetkultura-edényben tenyésztettilk. A nem letapadt
sejteket 6sszegyljtottik és egerenként 1-2 db 10 cm-es bakterialis tenyésztéedényben 10%
CMG14-12 sejt-felllaszéval (mint M-CSF-forrassal [109]) kondicionalt médiumban
tenyésztettik tovabb 6-8 napig. A sejtek médiumat 3 naponta cseréltik és a sejteket
szukség szerint tovabbi bakterialis edényekre osztottuk szét. Az igy nyert sejtek tisztasagat a
makrofagokra jellemz& morfolégia vizsgalataval és esetenként az F4/80 marker (BD
Pharmingen) jelenlétének aramlasi citometrias meghatarozasaval erésitettiik meg.

6.4. A neutrofilek funkcionalis vizsgalata

6.4.1. Neutrofilek aktivalasa

A neutrofilek aktivalasat 10 mM HEPES-t (pH 7.4) tartalmaz6é HBSS oldatban végeztik
37 °C hémérsékleten.

6.4.1.1. Neutrofilek integrin-fiiggd aktivalasa

A neutrofilek integrin-fliggé aktivaldodasat rutinszerlien human fibrinogénnel (Sigma)
kezelt sejtkultura-edényben vagy 96-lyuki mikrolemezen végeztik. A sejtek aktivalédasat
leggyakrabban 20 ng/ml human vagy 50 ng/ml egér TNF-a-val (Peprotech) valtottuk ki.
Esetenként vizsgaltuk tovabba 1 pg/ml Pam;CSK, (EMC Microcollections), 5 ug/ml ultratiszta
LPS (InvivoGen), 10 ng/ml egér GM-CSF (Peprotech) és 100 ng/ml MIP-2 (Peprotech)
hatasat is. Néhany kisérletben vizsgaltuk a TNF hatasat FCS-sel, kollagénnel vagy
rekobinans ICAM-1-gyel fedett felszinen is.

A neutrofil-integrinek mesterséges keresztkotése érdekében a sejteket szolubulis
ligand hozzaadasa nélkil poly-RGD (Sigma) peptiddel fedett felszinre helyeztik.

Az integrinek és az Fc-receptorok egylttes aktivaciojat ELISA-lemezre helyezett
monoklonalis anti-integrin antitestekkel hoztuk Iétre. Az ezen kisérletek soran alkamazott
monoklonalis antitestek leirasat és forrasat a [2,7] k6zlemények tartalmazzak. Az antitestek
egy részét kereskedelmi forgalomban vasaroltuk, mas részét FCS-mentes korilmények
kozott tenyésztett hibridoma-sejtek felliluszojabdl Protein A vagy Protein G oszlopon valé
affinitas-tisztitas utan nyertlik. Az IB4 egér anti-human anti-CD18 antitestb6l a Pierce F(ab'),
preparacios kitjével készitettink F(ab'), fragmenseket. Az F(ab'), fragmensek vizsgalatanal
az antitesteket (a teljes antitestet is) glutaraldehid segitségével kovalens médszerrel kotottlik
poli-L-lizin felszinhez. Az anti-integrin antitestek altali neutrofil-aktivaciét az integrinek
masodlagos ligandkétésének elkeriilése érdekében Mg?**-mentes oldatban végeztiik.
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6.4.1.2. Neutrofilek aktivalasa Fc-receptorokon keresztiil

A neutrofilek  Fc-receptorokon  keresztlli  aktivalédasat immobilizalt 1gG
immunkomplexekkel végeztik. Ennek érdekében ELISA-lemezekre antigéneket (human
szérumalbumin, ovalbumin vagy laktoferrin; Sigma) kotéttunk le, majd a felszin FCS-sel valo
blokkolasa utan a megfelel§ antigén elleni poliklonalis nyul antitestekkel (Sigma) inkubaltuk a
lemezeket. A felesleges antitestek elmosasa utan a neutrofileket tovabbi szolubilis stimulus
nélkil az immobilizalt immunkomplex felszinre helyeztiik.

6.4.1.3. Neutrofilek aktivalasa szuszpenziéban

A neutrofilek szuszpenzoban vald aktivalasahoz G-fehérjéken hatoé agonistakat, illetve
a fent emlitett gyulladasos mediatorokat hasznaltuk. A G-fehérje-agonistak koézil az fMLP-t
(Sigma) a fajbeli kulénbségek miatt human neutrofileken 0.1-1 pM, mig egér neutrofilek
esetében 1-10 pM koncentraciéban alkalmaztuk. Vizsgaltuk tovabba 100 ng/ml MIP-1a
(Peprotech), 100 ng/ml MIP-2 (Peprotech), 15 nM LTB,4 (Sigma) és 30 ng/ml C5a (Sigma)
hatasat is. A szuszpenziéban torténé méréseket az integrinek aktivalddasanak elkertlése
érdekében Mg®*-mentes koriilmények kdzott végeztik. Egyes esetekben a sejteket 10 uM
citokalazin B-vel (CB; Sigma) kezeltuk eld.

6.4.2. Neutrofilek funkcionalis valaszainak vizsgalata

6.4.2.1. A szabadgyobk-termelés vizsgalata

A neutrofilek szabadgyok-termelését 96-lyuki  lemezeken spektrofotometrias
modszerrel vizsgaltuk. A mérések Uregenként 100 ul térfogatban torténtek, human
neutrofilek esetén 1 millio/ml, egér neutrofilek esetén 4 millié/ml sejtszam mellett. A
neutrofilekhez 100 pM ferricitokrom c-t (Sigma) adtunk, majd egyenletes id6kozonként
lemértik a mintak abszorbanciajat 550 és 540 nm T6-

L L L L e T T 0T |
hulldmhosszon. A mérés elve arra épll, hogy a vel | —eOxigaitciokeme |1 l
. . , . _ —o—Redukalt citokrom ¢ !
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P . . ra sy ! !
szabadgyok a ferricitokrdm c¢ redukciéjat hozza 11 ! !
Iétre, ami jelentésen megemeli a fehérje 550 nm- S 08 + -
|
en mért extinkciéjat, de nem befolyasolja az 540 06 1 R g [ W
nm-es referencia-hullamhosszon torténd 04+
elnyel6dést (20. abra). A két hulldmhosszon mért 02
elnyel6édés valtozasanak és a citokrdm c ismert 0
450 460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
extinkciés koefficiensének segitségével abszolut Hullamhossz (nm)

mértékben is meghatarozhatdé a  sejtek | 20. abra: A citokrom c redukciojanak hatasa a
szuperoxid-termelése. fehérje elnyelési spektrumara

6.4.2.2. A degranulacié6 vizsgalata

A primer granulumok Urllését az azokbdl felszabadulé enzimek aktivitasanak a
mérésével kovettik. A B-glukuronidaz aktivitasat a lecentrifugalt sejtek fellluszéjabdl a
metilumbelliferil-B-D-glukuronidbdl (Sigma) felszabadulé metilumbelliferil fluoreszcenciajanak
a vizsgalataval hataroztuk meg. A B-glukuronidazzal ellentétben az elasztaz pH-optimuma a
fizioldgias tartomanyban van, ami lehetévé teszi az elasztaz-aktivitasnak a sejtek
jelenlétében valé valds ideji vizsgalatat. Ennek érdekében a sejteket N-metoxiszukcinil-Ala-
Ala-Pro-Val-7-amido-4-metilkumarin elasztaz-szubsztrat jelenlétében aktivaltuk és kdvettik a

29



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

sejtekbél felszabaduld elasztaz hatasara megjelené aminometilkumarin fluoreszcenciajat. A
sejten kivlli térben jelen levé elasztaz mennyisége a fluoreszcencia-gorbe pillanatnyi
meredekségével volt aranyos. A primer granulumok Urllését 10 uM citokalazin B (CB)
jelenlétében vizsgaltuk. Az enzimleadast a 0.02% cetiltrimetil-ammonium-bromid (CTAB)
ionos detergens jelenlétében mért dsszes enzimaktivitas szazalékaban adtuk meg.

A szekunder granulumok Urllését a laktoferrin (Lfr) leadasanak ELISA-alapu
mérésével kovettik a neutrofilek fellluszéjabol. Human neutrofilek vizsgalatakor jeldletlen
nyul poliklonalis anti-human Lfr (Sigma) és torma-peroxidazzal konjugalt kecske anti-human
laktoferrin (Nordic Immunology) antitestek segitségével kettés-szendvics ELISA mddszert
alkalmaztunk. Egér neutrofilek esetében a rendelkezésre allé6 anti-human Lfr antitest
alacsony affinitdsa miatt a fellliszékat karbonat-oldatban higitva kozvetlenll adtuk az
ELISA-lemezekhez, majd jeldletlen nydl anti-human Lfr antitesttel és peroxidaz-jeldlt anti-
nyul antitesttel végeztuk az el6hivast.

Human neutrofilek szekretoros vezikulainak kilrilését a sejtfelliluszok human szérum-
albumin (HSA) koncentracidjanak a vizsgalataval kovettik. A vizsgalatokat jeloletlen és
peroxidaz-jeldlt poliklondlis anti-HSA antitestek felhasznalasaval kettés szendvics ELISA
modszerrel végeztik.

6.4.2.3. Mikroszkopos vizsgélatok

A neutrofilek szétterlilését faziskontraszt-mikroszkoppal, Leica DMI6000B inverz
mikroszkép segitségével kovettik. A szovettani metszeteket ugyanezen mikroszképpal
vizsgaltuk és dokumentaltuk.

A Syk és a CD18 fluorescens festését a sejtek fixalasa és permeabilizalasa utan nyul
poliklondlis anti-Syk (Santa Cruz) és patkdany monoklonalis anti-egér CD18 (C71/16; BD
Pharmingen) antitestekkel, majd flureszcensen jel6lt masodlagos reagensekkel (Molecular
Probes) végeztik. Kontrollként az anti-Syk antitest blokkolé peptidjét, illetve az anti-CD18
antitesttel azonos izotipusba tartozé kontroll antitestet alkalmaztunk. A sejtek
fluoreszcenciajat Deltavision dekonvolucidés mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

6.4.2.4. A sejtadhézié vizsgalata

A sejtek adhézidjanak mérése érdekében az inkubalasi fazis végeztével elmostuk a
szabadon lebegé sejteket, majd az adherens sejteket 0.1% Triton jelenlétében feltartuk és
spektrofotometrias enzimaktivitas-vizsgalattal meghataroztuk a mintas savas foszfataz
aktivitasat, ami a letapadt sejtek mennyiségével volt aranyos. Az értékeket az dsszes sejt
mennyiségének aranyaban adtuk meg.

6.4.3. A sejtvandorlas vizsgalata

6.4.3.1. In vitro migréacios vizsgalatok

A neutrofilek in vitro migraciojat 3 um porusatméréji polikarbonat filterrel rendelkezé
Transwell (Corning) rendszerben vizsgaltuk. A Transwell-betéteket a kisérlet el6tt human
fibrinogénnel kezeltik. 24-lyuka lemezek Uregeibe a megadott kemoattraktans-
koncentraciokat pipettaztuk, majd ebbe belehelyeztiik a vizsgalandé neutrofil-szuszpenziét
(mintanként 1 millid sejtet) tartalmazé betéteket. 60 perc inkubacié utan a lemezeket
lecentrifugaltuk, a Transwell-betéteket eltavolitottuk és a fent emlitett savas foszfataz assay
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segitségével meghataroztuk a migralt sejtek aranyat, melyet a rendszerbe beadott 6sszes
sejtek aranyaban adtunk meg.

Dr. Barbara Walzog-gal (Minchen, Németorszag) egyuttmikddve in vitro Zigmond
kamraban [110] is vizsgaltuk a neutrofilek vandorlasat. Ezen kisérletek soran a Zigmond-
kamra egyik oldalan levé médiumhoz adott 10 pM fMLP segitségével fMLP-gradienst
hoztunk létre és mikroszkép alatt videofelvételt készitettiink a sejtek migraciojardl. Az egyes
sejtek migraciojat off-line vizsgalattal elemeztik és szamszerisitettik.

6.4.3.2. In vivo migracids vizsgalatok

Az in vivo migraciés kiserleteket kevert csontvel6i kimérakon kivaltott steril tioglikollat-
peritonitis vizsgalataval, a vad tipusu és mutans sejtek kozti kdzvetlen versengés soran
vizsgaltuk. Ehhez CD45.1-et hordoz6 vad tipusu, illetve CD45.2-t hordozé vad tipusu vagy
knockout egerek csontvel6i sejtjeit kilonbdzé (1:3; 1:1; 3:1) aranyban 6ésszekevertlik, és
ezeket injektaltuk letalisan besugarazott CD45.1-et expresszald vad tipusu recipiensekbe. A
transzplantacié utan 4-8 héttel 1 ml 3%-os tioglikollat-oldatot injektaltunk az egerek
peritoneumaba, majd 4 6raval késébb kimostuk a peritonedlis sejteket. A kisérlet elején
kozepén és végén periférias vérmintat vettink. Gr1 és CD45.2 festéssel a peritonealis
folyadékban és a vérben is meghataroztuk a CD45.2-pozitiv (altalaban knockout) sejtek
aranyat. A CD45.2-pozitiv neutrofilek aranyat a vérben és a peritoneumban az 61. abran
bemutatott koordinatarendszerben abrazoltuk, melyben minden pont egy egérnek felelt meg,
a vizszintes hibasavok medig a harom vérmintabdl kapott eredmények szorasat mutattak. A
sejtek relativ migraciéjat az 61. abran bemutatott képletnek megfeleléen szamoltuk.

6.5. Aramlasi citometrias médszerek

A bemutatott kisérletek soran rendszeresen végeztink aramlasi citometrias vizsgalatot
a sejtek genotipusanak, érésének, a sejtfelszini markerek és receptorok nyugalmi szintjének,
az egyes receptorok "upregulacidjanak" és a sejtek eredetének (donor/recipiens)
vizsgalatara. Ezen Kkisérletek soran a mintat 1% FCS-t tartalmazé meédiumban jégen
inkubaltuk a megfeleld jelolt vagy jelletlen antitesttel (altalaban a BD Pharmingen-t6l), majd
mosas utan szikség esetén egy masodik inkubacios Iépést is alkalmaztunk jel6lt
streptavidinnel vagy masodlagos antitesttel (BD Pharmingen). Az egyes konkrét kisérletek
soran alkalmazott monoklonalis antitestek és masodlagos reagensek tovabbi adatai az
ertekezés alapjaul szolgalé kdzleményekben talalhaték. Tdbbszéri mosas utan a sejteket
FACS lizis pufferben vettik fel, és BD FACScan vagy BD FACSCalibur aramlasi citométerrel
vizsgaltuk. Az adatok kiértékelését BD CellQuest szoftverrel végeztik.

6.6. Oszteoklasztok tenyésztése és funkcionalis vizsgalata

Oszteoklasztok tenyésztése céljabol az egerek csontvel6i sejtieit a makrofag-
tenyészeteknél leirt modon el6szoér 10 ng/ml M-CSF-et (Peprotech) tartalmazé médiumban
tenyésztettik 24 6raig, majd a nem-adherens sejteket 24-lyuku szdvetkultura-kezelt lemezek
(BD Falcon) Uregeiben tenyésztettik tovabb 3-5 napig 10-100 ng/ml M-CSF és 20-70 ng/ml
rekombinans egér RANKL (Peprotech) jelenlétében. A médiumot 2-3 naponta cseréltik. A
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sejteket a 3-5. napon TRAP assay kit-tel (Sigma) festettik és megszamoltuk az érett
oszteoklasztok (TRAP-pozitiv és legalabb 3 sejtmaggal rendelkezé sejtek) szamat.

Az oszteoklasztok in vitro reszorpcios aktivitasanak vizsgalata érdekében a sejteket
mesterséges hidroxiapatit felszinen (BD Biosciences) vagy balna dentin-szeleteken
(Immunodiagnostics Systems) tenyésztettik 7-10 napig a fentiek szerint. A lebontast a
szubsztrat mikroszkdépos vizsgalataval és a mikroszkopos képek szamitdgépes
kvantifikacidjaval szamszerisitettik.

Az oszteoklasztok és oszteoblasztok egyutt-tenyésztése soran a vizsgalandé vad
tipusi és mutans csontveldi sejteket vad tipusu egerek csontvelejébdl differencialtatott
primer oszteoblasztok jelenlétében tenyésztettiik.

6.7. Biokémiai vizsgalatok

6.7.1. Sejtfehérjék vizsgalata teljes-sejt lizatumbal

Az intracellularis fehérjék jelenlétét az azokra specifikus antitestekkel végzett
immunoblot médszerrel hataroztuk meg. Ehhez a sejteket 1% Triton-X-100-at és esetenként
0.1% Na-dodecil-szulfatot (SDS) és 0.5% Na-deoxikolatot (DOC) tartalmazd, proteaz- és
foszfataz-gatidszerekkel (Sigma) kiegészitett lizis-pufferben tartuk fel, majd centrifugalassal
eltavolitottuk a nem-szolubilis sejtalkotékat. Az igy nyert teljes-sejt-lizatumokat
mintapufferben megf6éztik, SDS-poliakrilamid-gélen megfuttattuk, majd nitrocelluléz
membranra blottoltuk. Blokkolas utan a vizsgalandé fehérjére specifikus elsédleges, illetve
peroxidaz-jeldlt masodlagos antitesttel inkubaltuk a membranokat. Az ehhez hasznalt
antitestek adatait az értekezés alapjaul szolgalé kézlemények tartalmazzak. A nem-foszfo-
specifikus antitesteket altalaban a Santa Cruz, Sigma, BD Transduction Laboratories vagy
Cell Signaling, a foszfo-tirozin antitestet az Upstate Biotechnology, a masodlagos
antitesteket pedig az Amersham-Pharmacia cégtél vasaroltuk. Az immunoblot jelolédést
enhanced chemiluminescence (ECL) reagens (Amersham-Pharmacia) segitségével hivtuk
el6 és rontgen-filmre rogzitettuk.

6.7.2. Immunprecipitacios és GST-pulldown moédszerek

Egyes fehérjék foszforilacidjanak vizsgalata érdekében immunprecipitacios maédszert
alkalmaztunk. Ennek soran a teljes-sejt-lizatumokat az adott fehérje elleni antitestekkel
inkubaltuk, majd a keletkezett immunkomplexeket gydngyokhoz kététt Protein A (Zymed)
vagy Protein G (Invitrogen) segitségével precipitaltuk ki. Tébbszéri mosas utan a gydngyodket
mintapufferben felvettlik, megféztik és a fentieknek megfeleléen anti-foszfotirozin antitestek
segitségével immunoblot méddszerrel vizsgaltuk. Kontrollként a precipitaciohoz hasznalt
antitesttel is vizsgaltuk a precipitacié hatékonysagat.

Az ITAM-tartalmu fehérjék foszforilaciéjanak vizsgalata érdekében az egér Syk tandem
SH2-doménijeit tartalmazé GST-fuziés fehérjével (GST-Syk(SH2),) végeztiink precipitacios
("GST-pulldown") vizsgalatokat. A fuzids fehérjét E. coli sejtekben termeltettiik és glutation-
tartalmu gyongyokkel izolaltuk. Célzott mutagenezis kit (Stratagene) segitségével létrehoztuk
a GST-Syk(SH2), fuzios fehérje funkcidképtelen mutacidjat is, melyben az SH2-doméneket
az R41A és R194A mutacidkkal roncsoltuk el ("SH2-Dead" mutansok). A teljes-sejt-
lizatumokat a GST-fuzidés fehérjéket tartalmazé gyongyodkkel inkubaltuk, majd tobbszori
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mosas utan a fenti modszerrel vizsgaltuk a precipitdtumokban jelenlevé tirozin-foszforilacios
jelet, illetve az ITAM-tartalmu fehérjék jelenlétét.

6.7.3. Az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjanak vizsgalata

Az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjanak vizsgalata érdekében az
oszteoklaszt-tenyészetekb6l a megadott id6pontokban Trizol (Invitrogen) reagens
segitségével mMRNS-t izolaltunk, amibdl reverz transzkriptaz kit (Applied Biosystems)
segitségével cDNS-t szintetizaltunk. A kapott cDNS-b8l megfelelé primer-parok segitségével
szemi-kvantitativ PCR-reakciot [6], vagy TagMan génexpresszios kitek (Applied Biosystems)
fellhasznalasaval kvantitativ PCR-vizsgalatot [18] végeztiink (utébbit Applied Biosystems
PRISM 7900 készuléken). A vizsgalatokhoz hasznalt primerek, illetve TagMan kitek adatait
az értekezés alapjaul szolgalé kdzlemények tartalmazzak.

6.8. Hemopoetikus sejtek retroviralis transzdukcidja

A hemopoetikus eredetii sejtek retroviralis transzdukciéjat a Murine Stem Cell Virus-ra
(MSCV) éplilé pMIG-W vagy a Moloney Murine Leukemia Virus-ra (MMLV) épilé pMX-pie
retroviralis vektorok segitségével végeztik. Mindkét vektor tartalmazta a vektor genomialis
DNS-be valé beéplléséhez szilkséges szekvencidkat, valamint a beépitett cDNS-tdl
disztalisan egy belsé riboszéma-belépési hely (IRES) utdan az eGFP génjét. Az egér Syk és a
FLAG cimkével jelolt DAP12 cDNS-ét standard molekularis bioldgiai modszerekkel
illesztettiik a vektorokba. A Syk C-terminalis SH2-doménjét funkcidképtelenné tevé R194A
mutaciot és a DAP12 ITAM-tirozinjait eltavolito YG65F és Y76F mutaciokat célzott
mjutagenezis kit (Stratagene) segitségével hoztuk Iétre. A vektorokat Fugene (Roche)
reagens segitségével HEK 293T sejtekbe transzfektaltuk, az igy nyert retroviralis felliliszé
transzdukcios hatékonysagat (az eGFP-fluoreszcencia megjelenését) pedig NIH 3T3
sejteken ellendriztik.

A neutrofilek transzdukcidja érdekében Syk”~ vagy DAP127"FcRy”~ magzati
majsejteket in vitro fertéztlink a retroviralis fellluszéval, majd a transzdukalt majsejteket
letalisan besugarzott recipiensekbe transzplantaltuk. 4-6 héttel a transzplantacié utan a
kimérakbdl neutrofileket izolaltunk és vizsgaltuk azok funkciondlis valaszait, a visszajuttatott
fehérje expressziojat és az eGFP fluoreszcenciajat.

A makrofagok és az oszteoklasztok vizsgalatahoz a Syk™ vagy DAP127FcRy™"
csontveldi sejteket in vitro fertéztlk a megfeleld retroviralis fellliuszokkal, majd a
korabbiaknak megfeleléen in vitro tenyésztettik tovabb a sejteket makrofag, illetve
oszteoklaszt irdnyba. A makrofagok jelatvitelét és az oszteoklasztok fejlédését és in vitro
reszorpcios mikodését a fentiecknek megfeleléen vizsgaltuk, és meghataroztuk a
visszajuttatott fehérjék expresszidjat és az eGFP fluroeszcenciajat.

6.9. In vivo gyulladasos modellek

6.9.1. K/IBxN szérum nyerése
K/BxN szérum nyerése érdekében a KRN transzgént a C57BL/6 genetikai hattéren
hordoz6 egereket NOD egerekkel paroztattunk, majd aramlasi citometrias vagy PCR
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mobdszerrel azonositottuk a KRN transzgén-pozitiv (K/BxN) és a transzgén-negativ (BxN)
utodokat. Ezekbdl kilon-kilén szérumot vettliink, majd az azonos genotipusba tartozé
egerek szérumait 6sszegyljtottik és fagyasztva taroltuk.

6.9.2. A K/BxN szérumtranszfer-arthritis vizsgalata

A K/BxN szérumtranszfer-arthritist 400 pl (kivételesen 150 pl) K/IBxN szérum egyszeri
intraperitonealis injekcidjaval valtottuk ki. A kontroll egerek ugyanannyi nem-arthritogéen
(BxN) szérumot kaptak. Az arthritis lefolyasat a szérum-injekciét kdvetdé két hétig naponta
torténé vizsgalattal kovettuk. A lathatd klinikai tnetek megjelenését két vizsgalé személy
altal adott 0-10 kdzotti hatsé végtagi klinikai pontszam meghatarozasaval szamszerisitettik,
mig a bokavastagsagot rugoés mérce (kaliper) segitségével hataroztuk meg.

Az arthritis-kivaltotta izlleti funkcidkarosodast az egerek racson valé kapaszkodasi
képességének a vizsgdalataval kovettik. Ennek érdekében az egereket a ketrecfedélnek
megfeleld racsozattal rendelkez® specialis racsra helyeztik, majd a racs megforditasa utan
vizsgaltuk, hogy az egerek mennyi ideig képesek kapaszkodni a racson. Ezt a vizsgalatot
minden egéren tobbszoér elvégeztik a szérumtranszfert kdvetd 8-12. napokon, és a kapott
eredményekbdl a Kaplan-Meier tulélési gorbékhez hasonldé "rdcson maradasi" goérbéket
képeztink.

Az arthritis hisztoldgiai vizsgalatat formalinban fixalt és OsteoMoll (Merck Chemicals)
oldattal dekalcinalt bokaizilet hematoxilinnal és eozinnal festett metszeteinek
fénymikroszkopos vizsgalataval kdvettuk.

Az arthritis-kivaltotta csonter6zidk kialakulasat a bokaizilet micro-CT vizsgalataval
kovettik. A vizsgalatot SkyScan 1172 mikro-CT készulékkel végeztik 9 um voxel-méret
mellett. A teljies boka szkennelése utan a bokaszOveteket Proteinaz K segitségével
megemeésztettilk, a szabadda valt csontok koézil kivalasztottuk az elsd disztalis tarzalis
csontot, és azt nagyobb felbontassal (5 uym voxel-méret) ismét beszkenneltiik. Az adatok
feldolgozasat SkyScan NRecon és CTAnalyzer szoftverekkel végeztik.

6.10. A csontanyagcsere in vivo vizsgalata

6.10.1. A nyugalmi csontszerkezet vizsgalata

A nyugalmi csontszerkezet mikro-CT vizsgalatat a proximalis tibia Scanco pCT-20
készllékkel [6], illetve a disztalis femur SkyScan 1172 mikro-CT készulékkel [18] valé
vizsgalataval végeztik. A voxel-méret az elébbi esetben 9 um, az utébbi esetben 4.5 ym
volt. A mineralizalédott csontallomany térfogatat jellemzé relativ csonttérfogat (BV/TV; bone
volume/total volume) értéket, valamint a trabekuldk szamat és vastagsagat a trabekularis
allomany nemzetkdzi standardok [111] szerinti vizsgalataval hataroztuk meg.

A hisztomorfometriai vizsgalatokat Georg Schett (Erlangen, Németorszag)
munkacsoportjaval egyltimikodve végeztik. Ehhez az egerek proximalis tibiait fixalas utan
metilmetakrilatba agyaztuk és dekalcinalas nélkil metszeteket készitettink bel6luk. von
Kossa és Goldner szerinti festést kodvetben OsteoMetrics OsteoMeasure szoftver
segitségével kvantifikaltuk a szoveti Osszetételt és az oszteoblasztok és oszteoklasztok
szamat.
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6.10.2. Az ovariektomia-kivaltotta csontbontas vizsgalata

Az ovariektémia hatasara létrejové csontlebontast sebészileg ovariektomizalt vagy
aloperalt néstény egereken vizsgaltuk hat héttel az ovariektomia utan. A disztalis femur
mikro-CT analizisét és a proximalis tibia hisztomorfometriai vizsgalatat a fentieknek
megfeleléen végeztuk.

6.11. Statisztikai modszerek

Minden kisérletet legalabb haromszor elvégeztunk és a bemutatottakhoz hasonlé
eredményt kaptuk. A szuperoxid-termelés vizsgalatat mintanként 3-4 parhuzamossal
végeztik. Amennyiben a kisérleti rendszer lehetévé tette, a tovabbi kisérleteket is lehetbleg
2-3 parhuzamossal végeztik. Az értekezésekben szereplé abrakon feltlintetett hibasavok
reprezentativ kisérlet esetén a szérast (SD), tdébb fliggetlen kisérlet eredményének egyuttes
bemutatasa esetén az atlag hibajat (SEM) mutatjak. Ezzel kapcsolatban tovabbi konkrét
informacidkat az értekezés alapjat képezd kozlemények tartalmaznak. Amennyiben az
adatok szlkségessé tették, kovetkeztetéseinket egy- vagy kétmintas t-préba, illetve ANOVA
modszerrel statisztikai analizissel is megerdsitettuk. Statisztikailag szignifikansnak a p<0.05
értéket tekintettuk.
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7. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

7.1. Az integrin-jelatvitel vizsgalata hemopoetikus eredetii sejtekben

A gyulladasos sejtek felszinén talalhaté B.-integrinek (CD11/CD18 heterodimerek)
alapvetd szerepet jatszanak a szervezet antibakteridlis védekezésében, amit jol mutat a (3,
integrin-lanc (CD18) genetikai hianyaban megfigyelhetd, sulyos bakteridlis fert6zésekkel jaro
oroklott betegség, a leukocita adhézids defektus (LAD) I. formaja. Kisérleteink kezdetekor
viszonylag kevés ismerettel rendelkeztiink a Bo-integrinek jelatviteli folyamatairdl mieloid
sejtekben (pl. neutrofilekben és makrofagokban). Korabbi ismereteinkb8l szeretném
kiemelni, hogy gatlészeres megkdzelitéssel korabban igazoltak a tirozin-kinazok szerepét a
Bo-integrinek jelatvitelében neutrofil granulocitdakban [112,113], valamint hogy genetikai
vizsgalatok kimutattak, hogy neutrofilek és makrofagok integrin-jelatvitele az Src-tipusu
tirozin-kindzok részvételével jon létre [33,114-116] (utdbbi eredmények egy része [33] PhD-
dolgozatom alapjat képezte). A fenti eredményeken tul primer sejtekben és heterolog
expresszios rendszerekben kimutattak, hogy kulénb6zé hemopoetikus eredetli integrinek
képesek aktivalni a Syk tirozin-kinazt [91-95], de a fehérje primer sejtekben betoliott
funkcionalis szerepérél semmilyen adat nem allt rendelkezésre. Kisérleteinkben el6szér a
Syk szerepét szerettik volna tisztazni neutrofilek B-integrin-fliggd aktivalodasaban.

7.1.1. A neutrofilek integrin-fligg6 aktivalédasa

Mivel jelen elképzeléseink szerint a B,-integrinek énmagukban nem, csak gyulladasos
mediatorok altali ko-stimulacié jelenlétében aktivaljdk a neutrofileket, kisérleteinkben egy
olyan, az irodalomban elterjedten alkalmazott megkdézelitést alkalmaztunk, melyben integrin-
ligand felszinre helyezett neutrofileket gyulladasos mediatorokkal (TNF, kemokinek, stb.)
aktivalunk [117]. llyen koérilmények kozott a neutrofilek szétterlilnek az integrin-ligand
felszinen, szabadgy6koket termelnek és kiuritik az intracellularis granulumaikat (21. abra A
része). A Bo-integrineknek (az abran puspoklila-zéld dimerként jelélve) a folyamatban vald
részvételére utal, hogy irodalmi adatok alapjan ezen valaszok nem jonnek létre human

neutrofilek Bo-integrinjeinek A « Spetterilés B
antitestek  altali  blokkolasakor, : gzz‘r’::uglgiik;erme'és
illetve a B, integrin-lanc (CD18) 0;

Szuperoxid-termelés
(nmol/1E6 sejt/60")

genetikai  hianyaban emberben O TNF,stb. O, Z
[118]. Ezzel egybehangzéan sajat T o, 9T 1
eredményeink azt mutattak, hogy Integrin-ligand felszin (ECM fehériék, fibrinogén) ' Vad  CD18-/-
CD18™ egér neutrofilekben sem e
jon létre a sejtvalasz (21. abra B
része).

A fenti mdédon kivaltott neutrofil-aktivacios az egyéb Bo-integrin-figgé valaszoktol (pl.
migraciotol) valdo megkuldnboztetés érdekében a tovabbiakban a neutrofilek "adherens
aktivacioja"-ként targyalom.

21. abra: A neutrofilek B2-integrin-fliggé adherens aktivacioja. B
panel publikalva: [2].
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7.1.2. Syk™™ csontveldi kimérak létrehozasa
Elsd kisérleteinkben arra kerestlink valaszt,
hogy a Syk tirozin-kinaz szerepet jatszik-e neutrofil
granulocitak Bo-integrineken keresztlli
aktivalodasaban. Ezeket a vizsgalatokat egerek
csontvelejébél izolalt Syk™™ neutrofileken szerettiik
volna  elvégezni. A  Kkisérleteket azonban
nagymértékben megnehezitette az a tény, hogy a
Syk™ egerek (feltehetéen egy nyirokér-fejlédési
karosodas miatt [21]) sulyos keringési zavarban
szenvednek (ez a magzatokon megfigyelhetdé
petechia-szeri vérfelhalmozddasokban (23. abra) is
megnyilvanul) és feltételezhetbéen emiatt sziletésik

Vad tipus

Syk--

23. abra: Syk™™ magzatok makroszkopos
fenotipusa. Publikalva: [15].

korul elpusztulnak [53,59].

LB

A fenti problémat magzati X
majsejtek transzplantacidjaval
Iétrehozott csontveldi kimérak 25%‘/5 to\‘ 255
segitségével sikertlt athidalnunk (22.
abra). Ennek érdekében a Syk™ 6 6
mutaciot heterozigéta (Syk™™)
formaban tartottunk fent, majd a ‘ ‘ ‘
heterozigotak keresztezésébdl [ Vad tipust donor | [ Knockout donor |

szarmazOd magzatokat a terhesség

harmadik trimeszterében

eltavolitottuk, meghataroztuk a (?_;gfg) @ @ R((af;gu:;ls
genotipusukat és a Syk™ magzatok

majsejtieit  letalisan  besugarazott @

recipiens egerekbe injektaltuk. szt'\JAsézjrs)glr:zmé:’g X begjgji;és
Kontrollként ~ Syk-et  expresszald % J

(Syk™ vagy Syk”) magzatok Ceontvels

majsejtjeit injektaltuk hasonldképpen
besugarzott recipiens egerekbe.

€

-kiméra

L . ., , 22. abra: Magzati majsejtek transzplantaciéjanak a menete
A majsejt-transzplantacié soran
ugy valasztottuk a recipiens egerel.<et,. N _ B PMN  Thymus
hogy azok a donor egerek genetikai _ :giﬁ';'ens VT SykT VT
hatterének  (C57BL/6)  megfelel6 g — Kiméra Syk - pray
hattéren az altalanos leukocita-marker % o
CD45 fehériének egy, a C57BL/6 j # ZAP-70 -
egerek alléljétél (CD45.2) eltérd T %
= Aktin — a— —

alléljet (CD45.1) expresszaljak (22.
abra). llymédon aramlasi citometrias
vizsgalattal lehetévé valt a donor és
recipiens sejtek elkilonitése. Amint az
a 24. abran lathaté, a magzati
majsejtek transzplantaciojaval
létrehozott Syk™™ kimérakbol izolalt

2

1 10

10 10

— CD45.2 expresszi6

24, abra: Syk‘/‘ csontveld-kimérak ellendrzése. A: Syk"‘
csontvel8-kimérabdl izolalt neutrofilek aramlasi citometrias
vizsgalata CD45.1 (recipiens) és CD45.2 (donor) markert
hordoz¢ intakt egerekkel 6sszehasonlitva; B: a Syk fehérje
immunoblot vizsgalata vad tipust (VT) és Syk™ csontvels-
kimérakbdl szarmazé neutrofilekben (PMN) és timocitakban.
Publikalva: [2,4].

37



Dr. Mécsai Attila dc_158_11

Hemopoetikus sejtek jelatvitele

neutrofilek lényegében mindegyike a donor sejtekre jellemzé CD45.2 allélt hordozta és a
sejtek lizatumaban varakozasainknak megfeleléen nem volt jelen a Syk fehérje. Tovabbi
kisérletekben kimutattuk, hogy a Syk™ neutrofilekben nem karosodott a Gr1 érési marker és
szamos kiilonbdzd integrin-lanc expresszidja [2]. Osszességében elmondhatjuk, hogy
magzati maj transzplantacidja segitségével képesek voltunk letdlis mutaciot hordozo
neutrofilek létrehozasara.

7.1.3. A Syk szerepének vizsgalata neutrofilek integrin-jelatvitelében

A kovetkezdkben megvizsgaltuk a neutrofileknek a 21. dbran bemutatott modszerrel
kivaltott adherens aktivacidjat Syk™ csontvelé-kimérakbol szarmazd sejteken. Amint azt a
25. abra mutatja, fibrinogén-felszinre helyezett Syk™ neutrofilekben Iényegében teljesen
elmaradt a sejtek TNF-indukalt szabadgyok-termelése, a szekunder granulum marker
laktoferrin Uritése, illetve a sejtek szétterilése. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a Syk
fontos szerepet jatszik a neutrofilek adherens aktivalédasaban.

A

Kontroll

o
+

OKontroll
HETNF

—O— Vad tipus Kontroll
—@— Vad tipus TNF
—1— Syk—/- Kontroll
—m— Syk—/- TNF

Szuperoxid-termelés (nmol/1E6 sejt)
Laktoferrin-tirités (ng/1E6 sejt/60")
>

I
&
°

20 40 60 Vad Syk—/—
1d6 (perc) tipus

o

25. abra: A Syk szerepe egér neutrofilek fibrinogén felszinen TNF hatasara valé aktivacidjaban. Publikalva: [2].

Ezutan azt szerettilk volna megvizsgalni, hogy az adherens aktivacid Syk™
neutrofilekben megfigyelt karosodasa specifikus-e az alkalmazott TNF stimulusra, illetve a
fibrinogén felszinre. Ennek érdekében megvizsgaltuk a Syk™ neutrofilek szabadgyok-
termelését egyéb szolubilis stumulusok, illetve mas integrin-ligand felszinek jelenlétében.
Amint az a 26. abra A részén lathato, a fibrinogén-fedett felszinre helyezett Syk™ neutrofilek
a bakterialis tripeptid fMLP, a MIP-2 kemokin (a human IL-8 rokona), illetve az LPS hatasara
sem termeltek szuperoxidot. A 26. abra B-C része pedig azt mutatja, hogy a TNF-indukalt
szabadgyok-termelés kollagénnel, FCS-sel és rekombinans ICAM-1-gyel fedett felszinen is
Syk-figgének bizonyult. A Syk szerepe a neutrofilek adherens aktivacidjaban tehat nem
korlatozodik a rutinszerlien alkalmazott TNF citokinre és fibrinogén felszinre.
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26. abra: A Syk szerepének vizsgalata neutrofilek adherens aktivacidjaban egyéb stimulusok és integrin-ligand
felszinek jelenlétében. Publikalva: [2].

A fenti megfigyelések magyarazatara szamos lehetéség adodik. A legegyszer(ibb
magyarazat az lenne, ha a Syk hianya a neutrofilek altalanos fejlédési vagy mikodési
zavarat eredményezné. A fejlédési zavar lehetdségének ellentmond a Syk™  neutrofilek
latszélag normalis érése, szama és a sejtfelszini markerek normalis expresszioja [2]. A sejtek
altalanos valaszképességét a PKC-aktivalo PMA Aaltali sejtaktivacio soran vizsgaltuk. A PMA
a neutrofilek nem-fiziologias aktivaciojat hozza létre, melynek hatasara nagymértéki
szabadgyoOk-termelés és degranulacio jon létre a Bo-integrinektdl fliggetlen moédon [2]. Amint
az a 27. abran lathatd, Syk™™ neutrofilekben nem karosodott a PMA-kivaltotta szuperoxid-
termelés és degranulacio, és a Syk™ sejtek képesek voltak szétteriilni a fibrinogénnel fedett
felszinen. A Syk hianya tehat nem okozza a neutrofilek valaszképességének altalanos
zavarat. Tovabbi lehet6ség az alkalmazott szolubilis gyulladasos agonistak altal kivaltott
jelatvitel zavara. Ennek részben ellentmondanak a 25-26. abran bemutatott kisérletek,
melyek szerint a Syk™ neutrofilekben szamos, telijesen kildnbdzd jelatvitelt alkalmazé
receptoron (citokin-receptorok, G-fehérje-kapcsolt receptorok, Toll-szerli receptorok)
keresztll haté szolubilis agonista alkalmazasakor is az adherens aktivacio teljes karosodasa
volt megfigyelhetd. A kérdés pontosabb vizsgalata érdekében megvizsgaltuk azonban a TNF
altal adhézio-fliggetlen médon kivaltédé sejtvalaszokat is. Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy
az L-szelektinek TNF-kivaltotta vedlése és a CD18-expresszi® TNF hatasara létrejovd
fokozodasa (mindkettd fiiggetlen a sejtek adhézisjatol) nem karosodott a Syk™~ sejtekben [2].
A G-fehérje-kapcsolt receptorok (pl. az fMLP és a MIP-2 receptora) jelatvitelének részletes
vizsgalata soran szintén arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Syk nem vesz részt ezen
receptorok jelatviteli folyamataiban [4] (részletesen Id. a dolgozat késdbbi részében). Joggal
feltételezhetjiik tehat, hogy az adherens aktivacié Syk”™ neutrofilekben megfigyelt zavara
nem az alkalmazott szolubilis agonistak altal kivaltott jelatvitel zavara miatt jon létre.

A B OKontroll C

Vad tipus

—O—Vad tipus Kontroll
—®—Vad tipus PMA
—{1— Syk—/- Kontroll
—— Syk-/- PMA

Szuperoxid-termelés (nmol/1E6 sejt)
®
Laktoferrin-irités (ng/1E6 sejt/60")

0 20 40 60 Vad Syk—/—
1d6 (perc) tipus

27. abra: PMA-kivaltotta sejtvalaszok Syk‘/‘ neutrofilekben. Publikalva: [2].
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A fentiek alapjan a legvaldszinlibb magyarazat az adherens aktivacidnak a Syk™
neutrofilekben megfigyelheté karosodasara a Syk-nek az integrinek jelatvitelében betoltott
szerepe. Ezt egy mesterségesen Iétrehozott polivalens o
integrin-ligand, a poly-RGD segitségével kozvetlendl is 0'4“ —_::\S/j:_t/rfus
megvizsgaltuk. Amint az a 28. abran lathatd, poly-RGD | —e—coi
felszinre helyezve a vad tipustu neutrofilek szolubilis
stimulus hozzaadasa nélkal is jelentés szabadgydk-
termeléssel valaszolnak, és ez a valasz jelent6sen
karosodott a CD18 genetikai hianyaban. Ez a kisérleti
rendszer tehat szolubilis agonista alkalmazasa nélkll is

03+

02+

014

0

Szuperoxid-termelés (nmol/1E6 sejt)

-0.1 +

alkalmas a B,-integrin-fiiggé neutrofil-valaszok vizsgalatara. 0 mea(pem);o &
Amint a 28. abrardl leolvashatd, a Syk™ neutrofilek poly- i , .

, L L T . , 28. abra: Szuperoxid-termelés poly-
RGD felszinen is jelentés funkcionalis karosodast mutattak, RGD felszinen. Publikalva: [2].

ami tovabbi érvet szolgaltat a Syk-nek az integrinek
jelatvitelében betdltott szerepéhez.
A kovetkezd kisérletekben biokémiai modszerekkel

A Vad tipus CcD187~
vizsgaltuk a Syk adhézio-fliggé aktivalodasanak a o B e R Bl .
mechanizmusat neutrofilekben. Amint az a 29. abra A s "° = T
részén lathato, poly-RGD (pRGD) felszinre helyezett vad T - — — —

tipusu neutrofilekben létrejon a Syk foszforilacidja és ez a

foszforilacié csaknem teliesen hianyzik CD187 sejtekben. B Srussy PRGD Saises pRGD
Ez megerdsiti a Syk integrin-fiiggé aktivalodasat poly-RGD | | we
felszinen. A 29. abra B részén az lathato, hogy a poly-RGD d
felszinen létrejovo Syk-foszforilacio teliesen megszint olyan |59 spra: A CD18 és az Sro-kinazok
sejtekben, melyekbél genetikailag hianyzik a mieloid | szerepe a Syk aktivalédasaban.
sejtekre jellemz6 harom Src-tipusy tirozin-kindz, a Hck, az pRGD;_E?('}/'ZE;E/)JSLCfSﬁfd KO:
Fgr és a Lyn (Src-csalad KO). A Syk [-integrin-figgd |immunprecipitacio; PY: foszforitozin;
aktivalodasa tehat feltételezhetsen az  Src-kinazok L Y/B:Western Blot Publikalva: [2].
kézremikddésével valdsul meg.

A kovetkezé kisérletek soran a Syk altal adherens korilmények kozott aktivaldédéd
("downstream") jelpalyak egyes elemeit prébaltuk azonositani. Ennek érdekében vad tipusu
és Syk™ neutrofileket poly-RGD-vel fedett felszinre helyezve aktivaltuk a sejteket, és
biokémiai moddszerekkel vizsgaltuk a kilénbdz6 jelatvivé fehérjék foszforilaciojat és
aktivitasat. Amint az a 30. abra A részén bemutatott teljes foszfotirozin immunoblottokon
lathatd, poly-RGD hatasara vad tipusu neutrofilekben szamos fehérje foszforilalédik, melyek
kdzll a legmarkansabb szignal 45, 65, 95-130 és 150 kDa kdzeli magassagokban talalhato.
Ezen fehérjék mindegyikének a foszforilacidja jelents mértékben csdkkent Syk™", CD187~
és Hck™"Fgr'-Lyn™" (Src-csalad KO) sejtekben.

— R |

40



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

A Vad tipus cD18™" Vad tipus Syk’/’ Src-csalad KO KDa D Vad tipus Syk™~

Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD
- 205
PY
e ® t wB —— <
116 Cbl
1P|
-97 Cbl— <
wB e !
- 66
TsL E Vad tipus Syk™~
Szuszp pRGD Szuszp pRGD
Py -— <
—45 WB -
Pyk2] T—
1P|
Pykle—— — - -~ — ——— «
WB = = - — -
- . —_— — -
B Vad tipus Syk’/’ C Vad tipus Syk’/’ F Vad tipus Syk'~
Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD Szuszp pRGD

PY

- e —

1 - -ﬁ

30. abra: A Syk altal aktivalt "downstream" jelpalyak vizsgalata. TSL: teljes seJt Ilzatum IP: |mmunpreC|p|tatum
PY: foszfotirozin; WB: Western Blot; pRGD: poly-RGD; Src-csalad KO: Hck"Fgr"Lyn" Publikalva: [2].
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A 45 kDa magassagban talalhaté egyik lehetséges fehérje a p38 MAP-kinaz. Ezért
megvizsgaltuk a p38 MAP-kinaz jelpalya aktivalodasat Syk™ neutrofilekben. Amint az a 30.
abra B-C részén lathatd, vad tipusu sejtekben létrejott mind a p38 MAP-kinaz foszforilacidja,
mind az attél disztalisan elhelyezkedé MAPKAPK2 aktivalédasa, mig Syk™™ sejtekben egyik
valasz sem volt megfigyelhetd. A 95-130 kDa tartomanyban szamos lehetséges jelatvivd
molekula helyezkedik el. Ezek kozill a Cbl, a Pyk2 és a Vav foszforilaciéjat mutatja a 30.
abra D-F része. Ezen kisérletek azt mutatjak, hogy vad tipusu sejtekben mindharom fehérje
foszforilalédik poly-RGD hatasara, mig Syk™™ sejtekben ezen foszforilaciés valaszok
nagyrészt elmaradnak. A 150 kDa magassagban talalhaté csik feltételezésiink szerint a
PLCy2. Ennek a fehérjének a szerepérél dolgozatom tovabbi részében részletesen
beszamolok.

7.1.4. ITAM-tartalmu adapter-fehérjék szerepe a Bz-integrinek jelatvitelében

Az Src-kinazok szerepe a neutrofilek integrin-fliggé aktivalédasaban [33,114] és a Syk
Src-csalad-fligg6 aktivalédasa (29. abra) és funkcionalis szerepe (25., 26. és 28. abra) az
immunreceptorok ITAM-fuggd jelatviteli folyamataira emlékeztet. Bar korabbi, heteroldg
expresszios rendszerekben kapott eredmények arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a Syk
integrineken  keresztlli  aktivalodasa a fehérje SH2-doménjeinek ITAM-fliggd
kihorgonyzédasatdl fliggetlenil jon létre [95], szerettiik volna ezt a kérdést kozvetlenll is
megvizsgalni primer immunfagocita (neutrofil és makrofag) sejteken.

Irodalmi adatok alapjan neutrofilekben legalabb két ITAM-tartalmu transzmembran
adapter-fehérje expresszalodik, a DNAX activating protein 12 (DAP12) és az Fc-receptor y-
lanc (FcRy). Ezek koziil a DAP12 szamos NK-sejt-receptornak és Ujabban leirt mieloid-seijt-
receptornak a jelatvivé molekulaja, mig az FcRy els6sorban az aktivalé Fc-receptoroknak
(kéztlik az FcyRI, FeyRIIl, FeyRIV és FceRI fehérjéknek) a jelatviteléért felelés (bar mindkét
fehérjének szamos tovabbi szerepét is leirtak) [9]. A kovetkezd kisérletekben ezért
megvizsgaltuk a DAP127~ és FcRy”~ egyszeres és DAP127FcRy™ kettés knockout
neutrofilek mikodését.

Amint az a 31. abra A-C részén lathatd, az integrin-ligand felszinre helyezett és
gyulladasos agonistaval stimulalt neutrofilek szabadgyok-termelése |ényegében teljesen
megsziint a DAP127"FcRy™~ kettés mutacié hatasara. A karosodas nem volt specifikus egyik
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stimulusra (TNF vagy MIP-2) és egyik felszinre (fibrinogén vagy ICAM-1) sem. A szolubilis
stimulus nélkiil poly-RGD felszinre helyezett DAP127"FcRy™~ sejtek szintén nem termeltek
szabadgyokot (31. abra D része), és teljes karosodas volt megfigyelheté akkor is, amikor a
poly-RGD felszinen tovabbi TNF-fel stimuladltuk a sejteket (31. abra E része).
Osszességében elmondhatjuk tehat, hogy a DAP12 és az FcRy egylittes hianya a neutrofilek
integrin-fliggd szabadgyok-termelésének |ényegében teljes karosodasat eredményezte.

A TNF Fbg felszinen B  MIP-2 Fbg felszinen C TNFICAM-1 felszinen D poly-RGD E TNF poly-RGD felszinen

124 084

06+
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31. abra: Adherens szuperoxid-termelés DAP127, FcRy”f és DAP12’/’FCRV”’ neutrofilekben. Fbg: fibrinogén.
Publikalva: [8].

A fenti kisérletek soran megvizsgaltuk a DAP127~ és FcRy”~ egyszeresen mutans
sejtek viselkedését is. Amint az a 31. abran lathato, az egyszeres knockout sejtek a konkrét
aktivalasi koralményektdl fliggéen kisebb-nagyobb karosodast mutattak, ami dsszességében
a két fehérje funkcidja kozti részleges atfedésre utal. A DAP12 és az FcRy fehérjék
kllénbdz6 kisérleti rendszerekben vald részben eltérd szerepének a magyarazatat jelenleg
nem ismerjuk.

A kovetkezOkben arra kerestik a valaszt, hogy az adhézio-fliggé szuperoxid-termelés
karosodasa kiterjed-e a neutrofilek degranulacidjara és az adherens felszinen valé
szétterllésre is. Amint az a 32. abra A részén lathatd, a TNF hatdsara fibrinogén-felszinen
létrejovd zselatinaz-Urités (a zselatinaz-granulumok degranulaciéja) nagymértékben
karosodott a DAP127"FcRy™~ kettdés mutans sejtekben, az egyszeres mutans sejtekben
pedig a 31. dbra A részén megfigyelthez hasonlé karosodasi mintazatot tapasztaltunk. A 32.
abra B része pedig azt mutatja, hogy az adott kériimények kdzott a sejtek szétterilése is
nagymértékben karosodott a DAP12 és az FcRy egyittes hianyaban. A fentieken tul
biokémiai modszerekkel kimutattuk, hogy DAP127"FcRy ™~ neutrofilekben karosodott a poly-
RGD hatasara létrejové altalanos tirozin-foszforilacid, valamint a Vav, Pyk2, ERK és p38
MAP-kinaz foszforilacidja [8]. Mindezek arra utalnak, hogy a DAP127"FcRy™~ mutacié hatasa
nem korlatozdodik az adherens szuperoxid-termelésre, hanem minden vizsgalt adhézio-fliggd
sejtvalaszban megfigyelhetd.
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32. abra: Adhézio-fliggé degranulacio (A) és szétteriilés (B) DAP127", FcRy™™ és DAP127"FcRy ™ neutrofilekben
fibrinogén (Fbg) felszinen. Publikalva: [8].

Ezutan azt szerettlk volna megvizsgalni, hogy hogyan valtoznak az adhéziétél
fiiggetlen sejtvalaszok DAP127"FcRy™™ neutrofilekben. Amint az a 33. 4bra A részén lathato,
a szuszpenzidban adott TNF hatasara DAP127"FcRy™ sejtekben is létrejott a p38 MAP-
kinaz foszforilacidja. Az NF-kB jelpalya aktivalodasat gatlé IkBa foszforilacidja és
kévetkezményes degradacidja (vagyis az NF-kB aktivacioja) sem karosodott a DAP12 és az
FcRy hianyaban. Hasonlé eredményeket kaptunk egy masik szolubilis agonista, a TLR2-t
aktivald Pam3;CSK, esetében is (33. abra B része). A Bo-integrinek expresszidjanak TNF-
kivaltotta fokozddasa szintén megfigyelhetd volt a DAP127-FcRy™~ sejtekben [8]. Amint azt a
késdbbiekben részletesen is bemutatom, a DAP127FcRy’ mutacié nem gatolta a
neutrofilek G-fehérje-kapcsolt receptorok keresztili (fMLP és MIP-2 altali) aktivalédasat sem
[8]. A neutrofileket nem-fizioldgias mdédon, a PKC aktivalédasa altal serkentd PMA hatasara
létrejovd  szabadgyok-termelés szintén normalis lefutast mutatott a DAP127"FcRy”~
sejtekben (33. abra C része). Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a DAP127"FcRy ™~
mutacié nem befolyasolta a neutrofilek adhézié- (és FcR-) fuggetlen sejtvalaszait.
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33. dbra: Adhézio-fuggetlen sejtvalaszok DAP12_/_FCRV_/_ neutrofilekben. Pams: PamsCSKj,. Publikélva: [8].

Az ITAM-tartalmiu adapter-molekulak szerepe a neutrofilek integrin-jelatvitelében arra
utalt, hogy folyamathoz (az immunreceptorok jelatviteléhez hasonléan) valoszinlleg
elengedhetetlen az ITAM-tirozinok Src-kinazok altali foszforilacidja és a Syk SH2-
doméneken keresztiili kdvetkezményes kihorgonyzédasa és aktivacioja. A kovetkezékben
ezen folyamatok létrejottét vizsgaltuk Iépésrdl Iépésre biokémiai moédszerekkel.

Amint az a 34. abra A részén lathato, a Syk adhézid-fuggé aktivalodasa fibrinogén-
felszinen TNF-fel stimulalt és poly-RGD felszinre helyezett neutrofilekben sem j6tt létre a
mieloid sejtekre jellemzé Src-kinazok (Hck, Fgr és Lyn) egyuttes hianyaban (ez megfelelt a
29. abra alapjan vart eredménynek). Erdekes médon a Syk foszforilacioja a DAP127"FcRy ™~
sejtekben sem jott létre (34. abra B része), ami az ITAM-tartalma fehérjéknek a Syk-tél
proximalisan valé elhelyezkedésére utalt.
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34. abra: Az Src-csalad—-DAP12/FcRy—Syk jelatvitel igazolasa neutrofilek adhézié-fU/ggc’S aktivalédasa soran. A-
B: A Syk aktivalodasa Src-csalad-hianyos (Hck™ Fgr'Lyn™"; A) és DAP127 FcRy™ (B) neutrofilekben; C-E:
tirozin-foszforilalt fehérjék jelenléte GST-Syk(SH2), fuzids fehérje altali precipitatumokban (GST-Syk(SH2),
Pulldown); F-G: A DAP12 (F) és az FcRy (G) foszforilaciéjanak kdzvetlen vizsgalata. Szuszp: szuszpenzié;
pRGD: poly-RGD; IP: immunprecipitacio; PY: foszfo-tirozin; TSL: teljes-sejt-lizdtum; PMN: neutrofil
(polimorfonuklearis sejt); SH2-Dead: SH2-funkcidroncsolt pontmutans. Az E panel alsé és a G panel felsd része
ugyanabbdl a kisérletbdl szarmazik. Publikalva: [8].

A kovetkez6kben a DAP12 és az FcRy adhézié-figgd foszforilacidjat vizsgaltuk. Ehhez
elészor egy olyan fuzidés fehérjét hasznaltunk, melyben a Syk tandem SH2-doménijeit a
glutation S-transzferazhoz (GST) kotottik (GST-Syk(SH2), fuziés fehérje). Ennek a
fehériének elkészitettik egy olyan verzigjat is, amelyben a két SH2-domént egy-egy
pontmutacioval funkcidképtelenné tettik (R41,194A mutacio; SH2-Dead). A két fehérjét
ezutan glutation-gyongyokhoz kotottik és nem-redukalé SDS-PAGE-t kévetd immunoblott
modszerrel vizsgaltuk a gyongyokkel precipitalhatd ("lehuzhatd") fehérjeket (GST-pulldown
assay). Amint az a 34. dbra C részén lathato, poly-RGD-re helyezett neutrofilek lizatumabdl
GST-Syk(SH2), fuziés fehérjével torténd precipitacioval sikerllt kimutatnunk szamos tirozin-
foszforilalt csikot, melyek magassaga megfelelt a foszforilalt DAP12 és FcRy
molekulatomegének. Ezek a fehérjek nem jelentek meg az SH2-Dead fuziés fehérjével
torténd precipitacié soran, ami a szignal specificitdsat mutatta. A GST-Syk(SH2), fuzids
fehérjével kiprecipitalt tirozin-foszforilalt csikok nem jelentek meg sem a Hck™ Fgr'Lyn™,
sem a DAP127"FcRy™ sejtek lizatumaban (34. abra D panel). A kérdéskort kissé modositott
koriilmények kozott (redukald gélben futtatva) tovabb vizsgaltuk DAP127~ és FcRy™~
sejtekben is. Amint az a 34. abra E részén lathatd, ilyen korulmények kozott vad tipusu
sejtekben két csik jelent meg, melyek koziil a felsé a DAP127, az alsé pedig az FcRy™~
sejtekben eltlint. Tovabbi fluoreszcens immunoblot modszerrel kdzvetlendl is kimutattuk,
hogy az alsé csik az FcRy-val egy magassagban talalhaté [8]. Mindez arra utalt, hogy a
GST-Syk(SH2), fuzidés fehérjével precipitalt tirozin-foszforilalt csikok megfelelnek az Src-
kinazok altal foszforilalt DAP12 és FcRy fehérjéknek.
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Ezutan megprébaltuk még koézvetlenebb mddon kimutatni a DAP12 és az FcRy
foszforilaciéjat. Amint azt a 34. abra F paneljie mutatja, DAP12 antitesttel sikerdilt
kiprecipitalnunk a DAP12-t és kimutatni, hogy a fehérje foszforilaciéja megemelkedik poly-
RGD-re helyezett neutrofilekben. Az Src-kindzok hianyaban (Hck™"Fgr’-Lyn™" sejtekben) a
DAP12 foszforilacioja nem jott létre, ami a fehérje Src-kinazok altali foszforilaciojara utalt. A
DAP12-vel szemben az FcRy foszforilacidjat technikai okok (a fehérje megassagaban
megjelend nem-specifikus jelek) miatt nem tudtuk kimutatni kézvetlen immunprecipitaciot
kovetd foszfotirozin immunoblottal. Ezért a jelenséget indirekt médon prébaltuk igazolni.
Amint az a 34. abra F részén lathatd, poly-RGD-re helyezett neutrofilek lizatumabdl GST-
Syk(SH2), fuziés fehérjével sikerilt kiprecipitalnunk az FcRy-t, ami jelen ismereteink szerint
csak foszforilalt allapotban képes asszocialodni a Syk SH2-doménijeivel. Kimutattuk tovabba,
hogy az FcRy-ellenes antitestekkel kapott immunprecipitatumban a Syk magassagaban
megjelent egy autofoszforilacios szignal, ami az FcRy-Syk asszociacio létrejottét és annak
feltételeként az FcRy foszforilaciojat valdszinlsitette. Ezen kisérleteinket 6sszefoglalva tehat
elmondhatjuk, hogy a neutrofilek integrineken keresztili adherens aktivalédasa a DAP12 és
az FcRy ITAM-motivumainak Src-kinazok altali foszforilaciéjat és a Syk SH2-doméneken
keresztlli koévetkezményes kihorgonyzddasat és aktivalodasat hozza létre. Ezek a
folyamatok hatarozottan emlékeztetnek a klasszikus immunreceptorok jelatvitele soran
Iétrejove lépésekre.

Bar a fenti eredmények egy immunreceptor-szerl jelatviteli folyamat szerepére utaltak
a neutrofilek integrin-fliggé aktivalédasa soran, szerettlik volna azt is megvizsgalni, hogy
van-e ennek a folyamatnak funkcionalis jelentésége a neutrofilek sejtvalaszainak
létrejottében. Ezért  struktdra-funkcid analizis segitségével megvizsgaltuk, hogy
szukségesek-e a Syk SH2-doménjei és a DAP12 ITAM-tirozinjai a neutrofilek adhézioé-fuggé
aktivalodasaban. Mivel az érett neutrofilek terminalisan differencialédott, nem osztédd és
transzkripcionalisan kevéssé aktiv sejtek, az exogén génekkel vald transzdukciét csontveldi
sejteken (hemopoetikus 6ssejteken) végeztik, majd a transzdukalt sejteket letalisan
besugarazott recipiensekbe transzplantalva tettik lehetévé a transzdukalt neutrofilek in vivo
kifejlédését. A transzdukcidhoz hasznalt retroviralis vektor a célgén cDNS-e mellett egy
belsd riboszomalis belépési helyrél (IRES) az eGFP fehérjét is expresszalta, amivel a
sikeresen transzdukalt sejtek szamat lehetett kdvetni. El6szor Syk™™ sejteket vad tipusu és a
C-terminalis SH2-domént roncsol6 mutaciot hordozo Syk-et kodolo vektorral transzdukaltunk.

Amint az a 35. abran lathato, vad tipusu A B o
Syk visszajuttatasa a Syk"‘ neutrofilekbe 04- om —FSYk__
a Syk és az eGFP-fluoreszcencia E: ransd. e Dend
megjelenését és a poly-RGD felszinen < 03] sy Syk - -
TNF-fel kivaltott szabadgyok-termelés %02_ (nem transzdukalt) %
megemelkedését eredményezte. A C- é ' T e Vet s

terminalis SH2-domant roncsolé R194A | % o T e sHzpead

mutaciét hordozé (SH2-Dead) fehérje §

visszajuttatasa ezzel szemben a Syk és @ °s o s %0

az eGFP-fluoreszcencia megjelenése 16 (perc)

cllenére nem volt képes az adnézio- | %% Sra: Sy suktne kel snaiee nevtfeen
fuggé  szabadgyoOk-termelés  érdemi transzdukcié utan poly-RGD felszinen TNF stimulussal
fokozasara. aktivaltuk. Publikalva: [8].
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A kovetkezd kisérletben DAP127"FcRy™™ hattéren vad tipust és az ITAM-motivum
DAP12 expresszidjanak a hatasat vizsgaltuk. Amint az a 36. abran lathat, a vad tipusu
DAP12 re-expresszidja a DAP12 fehérje és az eGFP-fluoreszcencia megjelenéséhez és a
poly-RGD felszinen TNF hatasara létrejové szuperoxid-termelés megemelkedéséhez
vezetett. A DAP12 ITAM-tirozinjainak (Y65 és Y76) fenilalaninra cserélése (Y65,76F; YYFF)
ugyanakkor a DAP12 fehérje és az eGFP-fluoreszcencia megjelenése ellenére nem volt
képes az adhézio-figgd szabadgyok-termelés fokozasara. Mivel a DAP12 mikoédéséhez
feltételezhet6en a fehérje sejtfelszini megjelenése szilkséges, ezekben a kisérletekben
aramlasi citometriaval kilon vizsgaltuk az exogén DAP12-re helyezett FLAG cimke
expresszidjat. Amint az a 36. abra C részén lathato, a vad tipusu és az YYFF DAP12-vel
transzdukalt sejtekben nem kulonbozott a FLAG cimk sejtfelszini expresszidja, tehat a két
fehérje hatasa kozti kulonbséget nem az YYFF mutans sejten bellli megrekedése okozta.
Osszességében elmondhatjuk, hogy a neutrofilek adhézio-fliggé sejtvalaszaihoz a Syk
funkcioképes SH2-doménjei és a DAP12 ITAM-tirozinjai is sziikségesek.

A B _paP127FeRy*- Cc
. + DAP12
. +lres ———— £
= Vad ©
@ vektor . YYFF N
» tipus >
© [=
w 3+ @
5 —@—DAP12-/-FcRy-i-  DAP12 —— §
£ ;:;Z‘“jktFNR / 97% 99% _99% u
o 21 —o— —/-FeRy-/- T orr et - = "2
© : GFP" seijt 10 10 10
g + DAP12 Vad tipus DAP12-Flag
£ —@— DAP12-/-FcRy-/—
3 1l + DAP12 YYFF DAP12FcRy™"
X
o + Ures vektor
“é —— DAP127FcRy™"~
S o + DAP12 Vad tipus
0 30 60 90 —— DAP12"FcRy ™"
1d6 (perc) + DAP12 YYFF
36. abra: A DAP12 struktura-funkcioé analizise neutrofilekben retroviralis rekonstiticié segitségével. A sejteket a
transzdukcioé utan poly-RGD felszinen TNF stimulussal aktivaltuk. Publikalva: [8].

A fenti eredmények arra utalnak, hogy neutrofil granulocitdkban a P.-integrinek
jelatvitele a klasszikus immunreceptorok jelatviteléhez hasonléan, ITAM-tartalmu fehérjék
foszforilaciéjan és a Syk kdvetkezményes kihorgonyzddasan keresztil jon létre. A kdvetkezd
kisérletekben arra kerestiink valaszt, hogy hasonlé folyamatok szerepet jatszanak-e
makrofagok integrin-fuggé aktivalédasaban. A kisérletekhez kulonb6zd knockout egerek
csontveldi sejtjeibdl in vitro differencialtatott makrofagokat hasznaltunk.
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37. abra: A DAP12, az FcRy és a Syk szerepének vizsgalata makrofagok integrin-fliggé aktivalédasaban.
Publikalva: [8].

Amint az a 37. abra A-B részén lathatd, vad tipusi makrofagok mianyag-felszinre
(bakterialis Petri-csészébe) helyezése hatasara létrejott az ERK fehérje foszforilacidja, és ez
a sejtvalasz mind CD187", mind Syk™~ sejtekben elmaradt. A 37. abra C panelje azt mutatja,
hogy az adhézio-fliggd ERK-foszforilacid6 nem jon létre DAP127~ és DAP127FcRy™"™
sejtekben sem. A 37. dbra D része alapjan elmondhatjuk, hogy vad tipusu makrofagok
adhézio-fliggd aktivacidja soran létrejon a Syk aktivalédasa, és ez a valasz a DAP12 és az
FcRy egyittes hianyaban elmarad. Osszességében tehat a makrofagok Bo-integrineken
keresztiuli adhézidja a Syk és az ERK jelpalya aktivadlodasat hozza létre és mindkét
folyamathoz feltételezhetéen sziikségesek ITAM-tartalmu adapter-fehérjék (elsésorban a
DAP12).

A kovetkezé kisérletekben azt szerettliik volna vizsgalni, hogy sziikségesek-e a Syk
SH2-doménjei és a DAP12 ITAM-tirozinjai a makrofagok adhézidé-kivaltotta ERK-
aktivaldodasahoz. Ennek érdekében a 35. abran bemutatotthoz hasonlé moédon retroviralis
transzdukciot és struktira-funkcié vizsgalatot végeztiink (azzal a kulonbséggel, hogy a
makrofagok transzdukcidjat és az azt kovetd tenyésztést telies egészében in vitro
kérulmények kozott végeztuk). Amint az a 38. abra A részén lathatd, a vad tipusu Syk re-
expresszdja Syk”™ makrofagokban helyreallitotta az ERK adhézié-fliggé foszforilaciojat. A
Syk C-terminalis SH2-doménjét roncsolé R194A (SH2-Dead) mutaciét hordozé Syk re-
expresszidja ugyanakkor nem volt képes helyreallitani az ERK-foszforilaciét, annak ellenére,
hogy a mutans fehérjét expresszald sejtekben a Syk expresszidja és az eGFP-
fluoreszcencia megjelenése a vad tipusu Syk-et expresszald sejtekéhez volt hasonld. A 38.
abra B-C része ezen tulmenéen azt mutatja, hogy a vad tipusu DAP12 re-expresszidja
DAP127"FcRy" sejtekben az adhézid-figgé ERK-foszforilacid normalizalddasat
eredményezte, mig a DAP12 ITAM-tirozinjainak fenilalaninra valé cseréje (Y65,76F mutacio;
YYFF) ezt a hatast megsziintette, annak ellenére, hogy az YYFF DAP12-mutans fehérje-
szintli expresszidja, az eGFP fluoreszcenciaja és a DAP12-h6z kotott FLAG cimke
sejtfelszini festédése a vad tipusi DAP12-t re-expresszalé sejtekéhez volt hasonlo.
Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a makrofagokban By-integrinen keresztil létrejové
ERK-aktivalodashoz elengedhetetlenek a Syk funkcionalis SH2-doménjei és a DAP12 ITAM-
tirozinjai.
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38. abra: A Syk és a DAP12 struktura-funkcié analizise makrofagokban retroviralis rekonstitdcio segitségével.
Publikalva: [8].

Az ebben az alfejezetben bemutatott kisérletekben O0sszességében kimutattuk, hogy
neutrofilek és makrofdgok [.-integrinjeinek a jelatviteléhez egy, a klasszikus
immunreceptorok jelatviteléhez hasonld folyamat szikséges. Ennek soran ITAM-tartalmu
transzmembran adapter-fehérjék Src-kinazok altali foszforilacidja a Syk SH2-doménen
keresztlli kihorgonyzédasahoz és kovetkezményes aktivaciojahoz vezet. Ez a jelatviteli
folyamat elengedhetetlen a neutrofilek adherens aktivalodasahoz és makrofagok ERK-
jelpalyajanak az aktivalodasahoz.

7.1.5. A PLCy2 szerepe neutrofilek integrin-fligg6 aktivalodasaban

Az integrinek és immunreceptorok jelatvitele koézti hasonlésag és egyéb irodalmi
adatok alapjan felmerdlt bennlink, hogy a neutrofilek integrin-jelatvitelében fontos szerepe
lehet a foszfolipaz Cy (PLCy) enzimcsaladnak. Ezt a lehetéséget tamasztotta ala azon nem
publikalt tovabbi eredményiink is, mely szerint a neutrofilek intracellularis Ca®*-raktarainak a
depletalasa az adherens aktivacié hatasara I|étrejové sejtvalaszok megsziinését
eredményezte. Mivel a neutrofilekben ezen enzimek kozll elézetes eredményeink szerint
elsésorban a PLCy2 volt jelen [13], a kdvetkez6kben megvizsgaltuk a PLCy2 aktivalédasat
és szerepét neutrofilek integrin-figgé aktivalédasa soran. El6zetes eredményeink azt
mutattak, hogy a PLCy2 hianya nem befolyasolta a neutrofilek érését és a kulénb6zé
sejtfelszini markerek és receptorok megjelenését [13].

Amint az a 39. abran lathatd, a neutrofilek

poly-RGD felszinre helyezése a PLCy2 | A Vad tipus Src-csalad KO
foszforilaciéjat eredményezte. Ez a foszforilacié xonrol PRSD fontoll _PRGD_ KDa
lényegében teljesen megsziint Hek ™ FarLyn™ | pe| 70 0 S8 e
egerekbd|, illetve Syk”™ csontvelsi kimérakbol Tlricr: s o — a—— 150
szarmazo neutrofilekben (39. abra). A neutrofilek
integinek altali aktivalédasa tehat az Src-kinazok B Vad tipus Syl
és a Syk részvételével a PLCy2 foszforilaciéjahoz KontoR _PRED Keontol _pRGD kD2
vezet. prove| | N .
A PLCy2 funkciondlis jelent6ségét a " pLoyz | e— — 150
neutrofilek integrin-figgd aktivalodasaban . » .
- . o . 39. abra: A PLCy2 Src-kinazok (A) és Syk (B)
PLCy2 neutrofilek sejtvalaszainak a altal kdzvetitett foszforilacioja neutrofilek

vizsgalataval hataroztuk meg. Amint az a 40. | adhézidja soran. pRGD: poly-RGD; Src-csalad
. . . . . , , KO: Hck™ " Fgr™ Lyn™". Publikalva: [13]
abra A-B részén lathato, fibrinogén-felszinre

helyezett PLCy2”~ neutrofilekben lényegében teljesen megsziint a TNF-kivaltotta
szuperoxid-termelés és a sejtek széttertlése. Hasonl6 eredményeket kaptunk a degranulacio
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vizsgalatakor is [13]. A karosodas nem volt specifikus az alkalmazott TNF stimulusra, mert
hasonlé defektust figyeltink meg fibrinogén-felszinre helyezett PLCy2”~ neutrofilek
Pam;CSK; (TLR2 ligand), LPS (TLR4 ligand), GM-CSF, és MIP-2 kemokin altali
aktivalasakor is (40. abra C panel).
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40. abra: A PLCy2_/_ neutrofilek adherens aktivacidja fibrinogén felszinen. Publikalva: [13].

A fenti kisérletekben a neutrofileket [, boly-RGD
egy szolubilis gyulladasos mediator és egy . o vag s
integrin-ligand felszin egyuttes Tz —o—PLOY2-
alkalmazasaval aktivaltuk. Al i
kovetkez6kben megvizsgaltuk a sejtfelszini nf
integrinek mesterséges liganddal, szolubilis ’ _
agonista nélkil valé aktivalasanak a ’ “spers ;
hatasat. Amint az a 42. abran lathato, a 42. abra: A PLCy2 szerepe a neutrofilek
PLCy2 genetikai hianya teljesen aktivalodasaban poly-RGD felszinen. Publikélva: [13]
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sejtvalaszokat. Amint az a 41. 41. abra: Adhézio-fuiggetlen sejtvalaszok PLCy2™™ neutrofilekben.

Pams: PamzCSKjy. Publikalva: [13].
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abra A-B részén lathatd, a PLCy2 hianya nem befolyasolta a p38 MAP-kinaz TNF és
Pam3;CSK, hatasara létrejové foszforilacidjat, sem az NF-kB jelpalya ugyanilyen kérilmények
kozott létrejove aktivacidjat (az IkBa foszforilacidjat és kdvetkezményes degradaciojat). A
PLCy2™" neutrofilekben normalis mértékben jétt létre a Bo-integrinek TNF altal kivaltott
sejtfelszini expresszio-fokozédasa is [13]. A PLCy2™~ mutécié nem befolyasolta a p38 MAP-
kinaz és az ERK GM-CSF hatasara létrejové foszforilacidjat sem (41. abra C panel). Tovabbi
kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PLCy2 nem szikséges a G-fehérje-kapcsolt receptorokon
haté fMLP és MIP-2 altal szuszpenzidban kivaltott sejtvalaszokhoz sem [13] (Id. alabb).
Végll megvizsgaltuk a nem-fizioldgids mechanizmusokon keresztil, adhézié-fuggetlen
modon haté PMA altal kivaltott szuperoxid-termelést, ami szintén normalisnak bizonyult a
PLCy2™" neutrofilekben (41. abra D panel). Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy egyik
vizsgalt, adhézioé-fuggetlen (és Fc-receptor-fliggetlen) sejtvalasz sem igényelte a PLCy2
jelenlétét a neutrofilekben.

A fenti eredmények dsszességében arra utalnak, hogy a Syk-hez és az ITAM-tartaimu
adapter-fehérjékhez hasonléan a PLCy2 is elengedhetetlen szerepet jatszik neutrofilekben a
Bo-integrin-flggé adherens sejtaktivaciohoz. A PLCy2 feltételezhetéen az adhézios
receptorok (integrinek), nem pedig a szolubilis gyulladasos agonistak jelatvitelében vagy a
végsoh sejtvalaszok kivaltasaért felel6s disztalis folyamatokban vesz részt.

7.1.6. Az SLP-76 szerepe a neutrofil-integrinek jelatvitelében

T-sejtekben az immunreceptor-jelatvitel egyik kdzponti molekulaja az SLP-76 adapter-
fehérje [52,70]. Az immunreceptorok és az integrinek jelatvitele koézti hasonlésagok, illetve az
SLP-76 neutrofilekben valé jelenléte miatt Dr. Gary Koretzky (University of Pennsylvania, PA,
USA) munkacsoportjaval egyuttmikodve megvizsgaltuk az SLP-76 szerepét a neutrofilek
integrin-fuggé aktivalodasaban. Amint az a 43. abra A részén lathato, poly-RGD felszinre
helyezett vad tipusu neutrofilekben az SLP-76 markans foszforilacidja volt megfigyelhet,
ami az SLP-76 integrinek altali aktivalédasara utalt. Ezutan megvizsgaltuk az adhézié-fliggd
szabadgyoOk-termelést SLP-76-hianyos neutrofilekben. Amint az a 43. abra B-C részén
lathatd, a SLP-767 neutrofilekben sem TNF altal fibrinogén felszinen térténd stimulacio,
sem a sejtek poly-RGD felszinre helyezése soran nem jott Iétre szabadgyok-termelés. It be
nm mutatott kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a SLP-76 hianya a sejtek szétteriilését is
meggatolta, de nem befolyasolta a neutrofiliek PMA hatasara létrejové aktivalédasat,
valamint a TNF és fMLP altal szuszpenzidan kivaltott valaszokat [5]. Ezek az eredmények az
SLP-76 neutrofilek integrin-jelatvitelében betoltdtt fontos szerepére utaltak.
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43. abra: Az SLP-76 foszforilacidja poly-RGD (pRGD) felszinre helyezett vad tipusu neutrofilekben (A), valamint
a SLP-767" neutrofilek szabadgyok-termelése fibrinogén (B) és pRGD (C) felszinen. Publikalva: [5].
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7.1.7. A p190RhoGAP-hianyos egerek létrehozasa és altalanos jellemzése

Korabbi irodalmi adatok a p190RhoGAP fehérje esetleges szerepét vetették fel mind
nem-hemopoetikus eredetli sejtek (fibroblasztok, neuronok) [87-90], mind neutrofilek [119]
integrin-jelatvitelében. Ezért szerettik volna megvizsgalni, hogy hogyan alakul a neutrofilek
integrineken keresztili jelatvitele a p190RhoGAP genetikai hianyaban. Dr. Jeffrey Settleman
(Massachussets General Hospital, Boston, MA, USA) munkacsoportja korabban létrehozott
egy p190RhoGAP-mutans egértorzset, melyben a p190RhoGAP-ot kédold gén elsé
exonjanak 5' részét cserélték le egy forditott orientacidoban beillesztett neomicin-rezisztencia
(Neo) kazettaval (p190RhoGAP™™ mutacio; Id. 44. abra A része). Bar ezzel eltavolitottak a
p190RhoGAP normal transzlaciéjanak meginditasaért felelés ATG kodont, utédlag kidertilt,
hogy a Neo kazettatdl disztalisan elhelyezkedd rejtett "in-frame" ATG kodonrdl a mutans
egerekben is elindul a transzlacié, és abbdl a normal p190RhoGAP-pal 6sszevethetd
mennyiségben keletkezik egy N-terminalisan csonkolt fehérje. Ez a mutacio tehat hipomorf
mutacionak bizonyult. A rejtett ATG hasznalatat az tette lehetévé, hogy az mRNS-en ettél 5'
iranyban nem volt jelen mas, a riboszéma altal felismerhetd és fehérjére fordithatd
szekvencia.

A fentiek tikrében Dr. Jeffrey Settleman munkacsoportja egy ujabb stratégiaval
létrehozott egy masodik, teljes fehérjehianyt eredményezé p190RhoGAP-mutaciot is
(p190RhoGAP™ mutacid). A munkacsoport idé6kdzbeni profilvaltasa miatt azonban a mutaciot
nem jellemezték és nem kozoOlték, a létrehozasaval kapcsolatos adatok jelentés része
elveszett és a mutaciét hordozd egértérzs a kihalas szélére kerilt. Az egértdzset ebben a
fazisban kaptuk meg Dr. Settleman munkacsoportjatdl, és a Semmelweis Egyetemen
elkezdtik a p190RhoGAP~ mutaciét hordozd egérkolonia megalapitasat és a mutacio
genetikai és fenotipusos jellemzését.

Alabb bemutatandé kisérleteink kezdetén még a p190RhoGAP™ mutacié
létrehozasanak részletei sem alltak a rendelkezéslinkre, és a kapott genotipizalasi protokoll
nem mikodott és nem volt értelmezhetd. Minddssze annyit tudtunk, hogy a mutans allélnek
hordoznia kell a Neo kazettat és hogy a p190RhoGAP™~ egerek feltételezhetéen nem
életképesek. A tovabbiakban el6szér a Neo kazetta ismert szekvenciaja alapjan tervezett
primerparral sikerllt azonositanunk a p190RhoGAP~ mutaciét feltételezhetéen hordozé
egereket, majd ennek az informacionak a segitségével megterveztink és beallitottunk egy, a
p190RhoGAP~ mutaciora specifikus allél-specifikus PCR-reakciét [14] (a Neo belsd
szevenciaja alapjan tervezett PCR minden Neo-t tartalmazé mutaciot felismert, tehat nem
volt specifikus a p190RhoGAP~ mutaciora). A tovabbiakban a teljes mutaciét hordozo
genomikus DNS-szakasz tobblépéses atfed6 PCR-felerGsitésével és szekvenalasaval
utélagosan meghataroztuk a mutans allél nukleotidsorrendjét és a Settleman doktortdl kapott
részleges informaciokkal 6sszevetve rekonstrualtuk a mutacié létrehozasanak stratégiajat és
menetét. Az igy kapott eredményeket mutatja a 44. abra.

Amint az a 44. abra A részén lathato, a p190RhoGAP™ mutacio létrehozasa soran az a
B-galaktoziddz és a neomicin-rezisztenciaért felelés aminoglikozid-foszfotranszferaz
aktivitasaval egyarant rendelkezé B-Geo (B-Gal-Neo) fuziés fehérjét kodold kazettat a
p190RhoGAP-ot kdodold génnek megfeleld ("szenz") orientacioban illesztettek be az elsé
exon 5' végén genomba. Ennek eredményeképpen a Neo aktivitas lehetévé tette a mutansok
azonositasat (pozitiv szelekcid), a [p-Gal aktivitas kdvetésével vizsgalni lehetett a
p190RhoGAP-ot kddolé gén kifejez8dését, és a keletkezett mMRNS-ben a korabban emlitett
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rejtett ATG-t61 5' iranyban elhelyezked6 teljes olvasasi keret ("open reading frame") jelenléte
miatt a rejtett ATG-t6l kiindulva mar nem jott létre masodlagos csonkolt p190RhoGAP
fehérje.

A 44. abra B része részletesen mutatja a felhasznalt targetalo vektort. A korabbiakban
emlitett B-Geo kazetta mellett a vektor tartalmazott egy tovabbi (negativ) szelekcids kazettat
is, mely a foszfoglicerat-kinaz (PGK) konstitutiv promotere altal hajtva expresszalta a diftéria-
toxin citotoxikus A komponensét (DTA). Ez a knockout allatok |étrehozasakor rutinszer(ien
alkalmazott mddszer biztositotta, hogy a vektornak a genomba valé esetleges véletlen
integracidja az adott sejt DTA altali elpusztitasahoz vezessen, és ilymddon csak azok a
mutans klénok maradjanak fent, melyekben a vektor beépiilése a B-Geo és a PGK-DTA kozti
szakaszon kilalakulé homolég rekombinacio révén jottek létre.

A B 3.8kb
ATG ATG —
p190RhoGAP* [ ‘ o . HE ® *" ’f
(vad tipusu) allél [y Vad tipusu allél - { ' Exon 1
[T etPaz_| W [ car | ] \
(P190Rh0GAP) EI’ B‘ \‘>‘<
ATG Targetal vektor QI—( R-Geo | e PGK-DTA |
\
p190RhoGAP"YPe I T H
(hipomorf) allél = amj_, E 1 ‘ He 9 X
‘ B . Knockout allél
(csonkolt p190RhoGAP) 3210
ATG  STOP ATG
P190RhOGAP-  _rees— } ‘ Exon 1 } ¢ R
(knockout) allél Ly Vad tipus — i e - .- —-3.8kb
R8-Gal [ Neo ] Knockout — s e - -— —-3.2kb
44. abra: A p190RhoGAP-ot kodol6 gén kiildnbdzd alléljeinek sémaja (A), a "knockout" allél létrehozasanak
stratégiaja (B) és a kapott mutacio ellenérzése (C). H: Hindlll; E: EcoRlI; B: BamHI; X: Xbal; Publikalva: [14].

A Kkeletkezett neomicin-rezisztens embriondlis &ssejt (ES sejt) klonok kézil a
genomialis DNS Hindlll restrikciés enzimmel valé hasitasa utan a 44. abra B részén piros
téglalappal jelolt szakaszra felfekvd prébaval végzett Southern Blot vizsgalattal tudtak
kivalasztani a tervezettnek megfelel6 mutaciét hordozd klénokat. Egy ilyen vizsgalat
eredményét mutatja a 44. abra C része, melyen a 3.2 kb magassagban megjelend szignal a
tervezettnek megfelelé mutacio jelenlétét jelzi. Tovabbi, a p190RhoGAP™P™P° mutacioval
valé kdzvetlen 6sszehasonlitas soran kimutattuk, hogy a p190RhoGAP™ mutaciét hordozo
ES sejtek nem expresszaljagk a p190RhoGAP™P allgl altal kdédolthoz hasonld csonkolt
p190RhoGAP fehérjét [14].

A p190RhoGAP~ mutaciét a tovabbiakban heterozigéta (p190RhoGAP*™) formaban
tartottuk fent. A mutans vonal stabilizalédasa utan heterozigotak idézitett keresztezésével
megprobaltunk homozigéta knockout (p190RhoGAP™") magzatokat nyerni. A kapott
magzatokat egyrészt genomialis DNS-bél végzett allél-specifikus PCR-reakcié, masrészt a
magzatok agylizatuman végzett immunoblot modszer segitségével vizsgaltuk. Egy ilyen
vizsgalat eredményét mutatja a 45. abra A része, melyen jol lathatd, hogy a PCR-alapu
genotipizalas eredményével egybehangzéan a homozigéta knockout (p190RhoGAP™")
magzatok nagy mennyiségben expresszaltdk a [-galaktozidazt, de két kulonbdzd
p190RhoGAP-ellenes antitesttel (melyek kozil az egyik a fehérje kdzépsé szakaszat ismeri
fel) sem tudtuk bennlik kimutatni a p190RhoGAP fehérjét. A homozigéta vad tipusu
(p190RhoGAP*") magzatok ezzel szemben expresszaltdk a p190RhoGAP-ot, de nem
fejezték ki a B-galaktozidazt. Varakozasainknak megfeleléen a p190RhoGAP""~ heterozigéta
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allatok mind a p190RhoGAP, mind (bar a p190RhoGAP~~ magzatoknal alacsonyabb szinten)
a B-galaktozidaz fehérjét is expresszaltak.

A p190RhoGAP"~ x p190RhoGAP"~ keresztezésbél szarmazé magzatok
genotipusanak nagyobb mintan val6 vizsgalata kimutatta, hogy a harmadik trimeszterben a
magzatoknak a vart 25%-nal valamivel kevesebb, mintegy 18%-a volt p190RhoGAP™
genotipusu [14]. Az ugyanilyen keresztezésbdl szarmazd, megsziletett és 2-3 hetes korban
genotipizalt egerek kdzott pedig egyaltalan nem talaltunk p190RhoGAP™ genotipusuakat
[14]. A p190RhoGAP™~ magzatok részletes vizsgalata soran ezen tul szamos esetben a
vel6ir zarédasanak karosodasara utald jeleket figyeltink meg (egy jellegzetes esetet mutat
a 45. abra B része, melyen a p190RhoGAP™ magzat koponyajanak és a kaudalis
gerincvelének a zarddasi zavara lathatd). Makroszkopos vel6ir-zarédasi zavar a
p190RhoGAP™~ magzatok kb. 30%-aban volt megfigyelhetd [14].

A Magzat szama: 1 2 3 4 5 6 7 B
Genotipus: +/- -~ +/- - +/- - +/+

p190RhoGAP™

Vad tipus

Vad tipusu allél —

P190RhOGAP (D2D6) —| See— et e pres—
— —

PCR

p190RhOGAP ("30") —| e ——

Western Blot

-galaktozidaz — ——

AKLN — — S S—— — S —— —

45. abra: A p190RhoGAP_/_ magzatok azonositasa (A) és magzati fenotipusa (B). Publikalva: [14].

A fentiek alapjan elmondhatjuk, hogy a p190RhoGAP~~ mutacié az embrionalis korban
kisebb mértékil elhalalozast, a szlletés korll viszont teljes életképtelenséget eredményez. A
p190RhoGAP hianya ezen tul a magzatok egy részében vel6ir-zarédasi rendellenességgel
jar. Ezek a megfigyelések nagyon hasonléak p190RhoGAP™PY™P°  mytansokban
megfigyeltekhez, ami arra utal, hogy a p190RhoGAP™P™P mutacié a teljes génhianyhoz
hasonlé tineteket eredményez.

Mivel minket els6sorban a p190RhoGAP-nak a neutrofilekben betdltott szerepe
érdekelt, a tovabbiakban az 22. abran bemutatott mddszernek megfeleléen idézitett
terhességbdl szarmazé p190RhoGAP~~ és vad tipust kontroll (p190RhoGAP™* vagy
p190RhoGAP"") magzatok majsejtjeit letdlisan besugarzott CD45.1-et hordozd
recipiensekbe transzplantaltuk. A transzplantacié soran a p190RhoGAP™~ magzatokat az
agylizatumokbal, felgyorsitott immunoblot
modszerrel azonositottuk (ez az allél-
specifikus PCR-nal megbizhatébb
modszernek bizonyult). A transzplantacio
sikerességét a vérben keringd neutrofilek | }‘ — — p190RhOGAP
CD45.2 expresszidjanak (a  donor i — — AKIN
sejtekre jellemzd markernek) az aramlasi | cpsp ——— &
citometrias vizsgalataval ellendriztiik (46. | 46. abra: p190RhoGAP ™~ csontvelé-kimérakbol szarmazo
abra A része). Kir_r/w_utat’fuk tovébbé,. hogy | neutrofilek ‘E':i?%gzge?:mg)s'Ffﬁgm(‘:‘tlczvﬂﬁ) €s estem
a p190RhoGAP kimérakbdl izolalt

>

\ Recipiens

| Donor

'1 — Kiméra B
‘ Vad tipus p190RhoGAP ™

Eseményszam
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neutrofilekben ténylegesen hidnyzik a p190RhoGAP fehérie (46. abra B része). A
p190RhoGAP hianya nem befolyasolta sem a Gr1 granulocita-érési marker, sem a vizsgalt
integrin-lancok és Fc-receptorok sejtfelszini expresszidjat [14]. A tovabbiakban az ilymddon
létrehozott és ellenérzétt p190RhoGAP~~ és kontroll csontvel&i kimérakbol izolalt
neutrofileket vizsgaltuk.

7.1.8. A p190RhoGAP vizsgalata neutrofilek integrin-fliggé aktivalédasaban

A p190RhoGAP fibroblasztok integrin-jelatvitelében betoltott szerepe [87-90] és a
neutrofilek integrin-jelatvitele soran torténd feltételezett aktivalodasa [119] alapjan felmerdlt a
fehérje szerepe a neutrofilek B, integrin-fliggd sejtvalaszaiban. Amint azonban azt a 47. abra
A része mutatja, a p190RhoGAP"‘ neutrofilek fibrinogén felszinen TNF, Pam;CSK, és GM-
CSF stimulus hatasara is a vad tipusu sejtekhez hasonlé mértékben termeltek szuperoxidot,
mikdzben a CD18”~ sejtekben telijesen karosodtak ezek a sejtvalaszok (Id. még [13]). A
p190RhoGAP™~ neutrofileknek az adherens felszinen valé szétteriilése szintén hasonlé volt
a vad tipusu sejtekéhez (47. abra B panel). A p190RhoGAP tehat feltételezhet6éen nem
jatszik megkerilhetetlen szerepet a neutrofilek integrin-fliggd sejtaktivacidjaban.

A TNF Pam,CSK, GM-CSF B Kontroll TNF
6 ; "
[}
. 3 15 2
$ 2
i g . 3
8.2 2] 1 =
pops
x 3 . !
© £ —@—Vad tipus by
g1 2 05 o
3 —O—p190RhoGAP—/— 5
a —0—CD18-/— o
0 0 04 %-
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 = ¥
1dé (perc) 1d6 (perc) 1d6 (perc)
47. abra: p190RhoGAP”’ neutrofilek adherens aktivaciéja fibrinogén feszinen. Publikalva: [14].

7.1.9. Az Src-kinazok és a Syk szerepe vérlemezkék integrin-fliggo

A neutrofil granulocitak integrin-jelatvitelének vizsgalataval parhuzamosan Dr. Sandy
Shattil munkacsoportjaval egyuttmikodve kdzos kisérleteket végeztink a vérlemezkék o pB3-
integrinjein (Gpllbllla glikoprotein) keresztuli jelatviteli folyamatok vizsgalatara is. Ezen
kisérletek soran a kllénb6zd egerekbdl (féleg csontvel6-kimérakbdl) izolalt vérlemezkéket az
apPs integrin ligandjaval, a fibrinogénnel fedett felszinre helyeztik és vizsgaltuk a
vérlemezkék széttertilését és az intracellularis fehérjék foszforilaciéjat. Amint az a 48. abra A
részén lathatd, az Src-kindzok hianya (Src” Hck’Fgr'Lyn"mutacié) a vérlemezkék
szétterllésének a karosodasat és az intracelluléris tirozin-foszforilacio csokkenését
eredményezte. Hasonld eredményt kaptunk Syk™  csontvelS-kimérakbdl izolalt

vérlemezkékben is (48. abra B panel).
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Vad tipus Src-csalad KO B Vad tipus Syk’/’

F-aktin PY

48. abra: Src-csalad-hianyos (Src” Hek™ Fgr”Lyn™") és Syk™~ vérlemezkék szétteriilése és tirozin-
fosforilacidja fibrinogén felszinen. PY: foszfotirozin. Publikalva: [3].

A kovetkezbkben megvizsgaltuk, Vad tipus Syk-
hogy hogyan befolyasolja a Syk genetikai BSA i BSA Fbg
hidnya a fibrinogén-felszinre kerll6 | ¢ p. Ll PY
vérlemezkék intracellularis  jelatviteli 1P . j

— — - SLP-76

folyamatait. Amint az a 49. abran lathato, -
vad tipusu vérlemekékben a Vava —— PY
N ] . P v
fibrinogénnel fedett felszinnel vald ’ ’ - | ‘, | Va3

kapcsolat a vérlemezkék SLP-76 és /
Vav3 fehériginek a f forilacioiat h 49. abra: Az SLP-76 és a Vav3 foszforilacidja Syk™

avo teherjeinek a fosziorilaciojat Nozza | «emezkékben fibrinogén (Fbg) felszinen. BSA: marha
létre, mig Syk”  vérlemezkékben | szérumalbumin; IP: immunprecipitacio PY: foszfotirozin.
ugyanez a hatas nem jott létre. Publikalva: [3]-

Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy vérlemezkék a3 integrinjei a neutrofilek

Bo-integrinjeihez hasonléan az Src-kinazok és a Syk egyuttmikodésével, feltételezhetéen az
SLP-76 és a Vav fehérjecsalad tagjainak részvételével szignalizalnak.

7.1.10. Az Fc-receptorok szerepe az anti-integrin antitestek aktivalé hatasaban

Az integrinek altali sejtaktivacié targyalasanak végeén egy modszertani jellegi
Kisérletsorozat eredményeit szeretném bemutatni, mivel ezen eredmények nagymértékben
befolyasoltak sajat és masok kisérleti eredményeinek az interpretalasat.

Régodta ismert volt, hogy a neutrofilek integrin-fliggé aktivalédasahoz elengedhetetlen
valamilyen szolubilis gyulladasos mediator (pl. TNF) alkalmazasa [117,118]. Berton és
munkatarsai [120] kimutattak azonban, hogy a neutrofilek teljes aktivalédasat lehet kivaltani
mianyag-felszinre kotott B.-integrin-ellenes monoklonalis ellenanyagokkal (vagyis a .-
integrinek keresztkétésével) is. Ezen eredmények egyrészt egy olyan kisérleti rendszert
mutattak be, melyben nem volt sziikség szolubilis gyulladasos agonistak alkalmazasara (ami
jelentdésen leegyszerisitette az eredmények interpretalasat), masrészt arra utalt, hogy mivel
az integrinek 6nmagukban is képesek a neutrofilek teljes aktivalodasat kivaltani, a szolubilis
agonistak szerepe feltételezhetéen csak annyi, hogy inside-out szignal révén elésegitsék az
integrinek ligandkotését, és a tovabbi jelatvitelt mar az integrinek 6nmagukban végzik. Ezt a
kisérleti rendszert széles korben alkalmaztak a B.-integrinek szolubilis agonistatol fliggetlen
vizsgalatara. Tébbek kozott mi is kimutattuk, hogy a B,-integrinek (és hasonldképpen a f3+- és
Bs-integrinek) elleni monoklonalis antitestek altali neutrofil-aktivalodashoz elengedhetetlen a
Syk [2] és az SLP-76 [5] fehérje.

A Bo-integrinek elleni anti-CD18 antitestekkel végzett tovabbi kisérleteink soran arra
lettink figyelmesek, hogy a sejtek valaszképessége teljesen megszinik a szamos Fc-
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receptor jelatvitelében szerepet jatszdé FcRy hianyaban (50. abra A része). A kérdést tovabb
vizsgalva kimutattuk, hogy ugyanezek a sejtvalaszok teljes meértékben gatlédnak FcyRIlI-
hianyos sejtekben (50. abra B része). A jelenség hatterében nem az anti-CD18 antitestek
sejtekhez valé kotédésének a zavara allt, mivel az FcyR3™ sejtek a vad tipusu
neutrofilekhez hasonlé mértékben tapadtak le az immobilizalt anti-CD18 antitestekkel fedett
felszinre (50. abra C része). Hasonlé eredményeket kaptunk a CD49d (as-integrin) és a
CD61 (Bs-integrin) ellenes antitestek alkalmazasakor is [7]. Kimutattuk tovabba, hogy az
immobilizalt anti-CD18 antitesttel kivaltott sejtvalaszokat jelentds meértékben gatolja egy, az
FcyRIl-t és FcyRIlI-t egylttesen gatld monoklonalis antitest [7]. A fibrinogén vagy ICAM-1
felszinen TNF hozzaadasaval kivaltott szabadgyok-termelést ezzel szemben sem az FcyR3™
" mutacio, sem az FcyRIl/ll-blokkold antitest nem gatolta [7]. Ezen eredményeink arra
utaltak, hogy az FcyRIll elengedhetetlen szerepet tolt be az egér neutrofilek immobilizalt anti-
CD18 antitestekkel torténd aktivalasa soran.

A 5T B C Olzot. kontr.

100 + Manti-CD18

—O—Vad tipus Izot. kontr.
—@— Vad tipus anti-CD18
—O— FcyR3-/- Izot. kontr.
—@— FcyR3-/—anti-CD18

—O—Vad tipus Izot. kontr.
—@— Vad tipus anti-CD18
—O—FcRy-/- Izot. kontr. 05+
—@—FcRy-/—anti-CD18

Adhézié (0sszes sejt %-aban)

0¢g

Szuperoxid-termelés (nmol/10° sejt)
N

A + + | -05 + + 1 A
0 20 40 60 0 20 40 60 Vad FcyR3-/—
1d6 (perc) Id6 (perc) tipus

50. abra: FcRy ™ (A) és FcyR3™™ (B-C) neutrofilek szuperoxid-termelése (A-B) és adhézidja (C) anti-CD18
antitesttel fedett felszinen. 1zot. kontr.: izotipus kontroll. Publikalva: [7].

Ezutdn human CD18-ellenes antitestbél F(ab'), fragmentumot preparaltunk és
megvizsgaltuk, hogy az Fc-részét6l megfosztott antitest képes-e aktivalni a human
neutrofileket. Amint az a 51. dbra A részén lathatd, az anti-CD18 F(ab'), fragmense
egyaltalan nem volt képes aktivalni a human neutrofileket. Ennek a jelenségnek sem az allt a
hatterében, hogy az F(ab'), fragmentum nem tudott volna kétédni a neutrofilekhez, mert a
sejtek hasonlé6 mértékben tapadtak
le a teljes anti-CD18 antitesttel és 7
annak F(ab'), fragmentumaval fedett
felszinre (51. abra B része). A
tovabbiakban  kimutattuk,  hogy
human neutrofilek immobilizalt anti-
CD18 antitesttel valé aktivalodasat
mind a human FcyRIIl, mind az _ . . . ]
FcyRIA elleni antitest 0 2'°| i (pem)“lﬂ @ Jejos - Flab)2
nagymértékben gatolta, mikdzben

A B Olzot. kontr.

Manti-CD18

@
S

@
S

—O—Izot. kontr.
—@—anti-CD18
—O— Izot. kontr. F(ab")2
—®— anti-CD18 F(ab')2

Adhézié (6sszes sejt %-aban)
IS
o

Szuperoxid-termelés (nmol/10° sejt)
S
8

&
o

N . ] 51. abra: Human neutrofilek szuperoxid-termelése (A) és

az utobbi antitest nem befolyasolta a |  adhézioja (B) telies anti-CD18 antitesttel vagy annak F(ab')2

sejtek TNF hatasara fibrinogén fragmentumaval fedett felszinen. Izot. kontr.: izotipus kontroll.
Publikalva: [7].

felszinen val6 aktivalodasat [7].
A fenti eredmények dsszességében arra utaltak, hogy az anti-integrin antitestek altali
sejtaktivalédashoz elengedhetetlen az alkalmazott antitestek Fc-részének a neutrofilek
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alacsony affinitasu Fcy-receptorokhoz (egér FcyRIll, human FcyRIIA és FcyRIIIB) valo
koétédése. Ezen eredményeink egyrészt 6vatossagra intenek az anti-integrin antitestekkel
kapott eredmények interpretalasaval kapcsolatban, masrészt kétségessé teszik, hogy az
integrinek keresztkdtése dnmagaban képes-e kivaltani a sejtek teljes mértéki aktivalodasat.

7.1.11. Megbeszélés

Az integrinek jelatvitelével kapcsolatos kisérleteink legfontosabb kovetkeztetése a
DAP12/FcRy-Syk komplexen keresztiil létrejové immunreceptor-szeri jelatviteli folyamat
szerepének azonositasa volt. Kisérleteink kezdetén az integrineket és a klaszikus
immunreceptorokat két élesen elkllénild receptor-csaladnak tekintették, melyek teljesen
kilonb6zd, egymassal alig atfedé jelatviteli mechanizmussal szignalizalnak. Ezt az
elképzelést leginkabb Sanford Shattil munkacsoportjanak azon eredményei tamasztottak ala,
melyek szerint a heterolog expresszios rendszerben (CHO sejtekben) kifejezett oy ,B3 integrin
egy ITAM-figgetlen mechanizmuson keresztll aktivalja a Syk-et [95]. Bar az ebben a
kézleményben bemutatott eredmények megfeleld modszerekkel és kontrollokkal voltak
alatamasztva, a heterolég expresszidos rendszer alkalmazasa kérdésessé tette, hogy a
kisérleti megkdzelités mennyire tikrdzi a tényleges élettani folyamatokat.

Sajat kisérleteink soran egerek csontvelejébdl frissen izolalt primer neutrofileken, a
csontvelbi sejtekbdl tenyésztett primer makrofagokon, illetve a periférias vérbél frissen izolalt
vérlemezkéken vizsgaltuk az integrinek jelatvitelét [2,3,8]. Eredményeink megerfsitették a
sejtvonalakon korabban végzett kisérletek azon koévetkeztetését, mely szerint a Syk szerepet
jatszik az integrinek (esetiinkben a B.-integrinek és az auBs-integrin) jelatvitelében (25-26.,
28., 30., 37. és 48-49. abrak) [2,3,8]. Tovabbi kisérleteink ugyanakkor arra utaltak, hogy a
Syk aktivalédasa az altalunk vizsgalt integrin-jelatvitel soran egy [ITAM-fiiggd
mechanizmuson keresztul jon létre. Utébbi kdvetkeztetésiinket arra alapoztuk, hogy 1)
sikerllt kimutatnunk két ITAM-tartalmu adapter-fehérie, a DAP12 és az FcRy Src-csalad-
fligg6 foszforilacidjat az integrin-jelatvitel soran (34. abra); 2) kimutattuk, hogy a DAP12 és
az FcRy mind a Syk aktivalédasahoz (34. és 37. abra), mind az integrin-fliggd
sejtvalaszokhoz (31-32. és 37. &bra) elengedhetetlen; valamint 3) a szerkezet-hatas
Osszefiuggés retroviralis rekonstitucio segitségével torténd vizsgalataval igazoltuk, hogy az
integrinek jelatviteléhez mind a Syk SH2-doménjei, mind a DAP12 ITAM-tirozinjai
szlikségesek (35-36. és 38. abra) [8]. Kovetkeztetéslinket télink flggetlenidl masok is
megerf@sitették neutrofileken [121], vérlemezkéken [121,122], oszteoklasztokban [123],
dendritikus sejteken [124], mikroglia-sejteken [125] és NK-sejteken [126]. A fentiek kdozul
kilon emlitést érdemel a Sanford Shattil kozremlkoédésével készilt [121] sz. kézlemény,
melyben a szerz6k kozvetlenll is 6sszehasonlitottak az ay,B; integrinek mikodését frissen
izolalt primer vérlemezkékben és heterolog expresszidos rendszerben (CHO sejtek), és
kimutattak, hogy az a,3; jelatvitele az elébbiben ITAM-szer(i, mig az utébbiban ITAM-
fuggetlen folyamatokon keresztil jon létre. A sajat eredményeink [8] és Sanford Shattil
korabbi eredményei [95] kozti latszélagos klldnbséget tehat feltehetbleg a CHO-sejtekben
Iétrejott mitermék okozhatta.

Az ITAM-figgd folyamatok szerepén tul tovabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a
neutrofilek B.-fliggd aktivalddasahoz két tovabbi, a klasszikus immunreceptorok
jelatvitelében is szerepet jatszo fehérje, a PLCy2 (40-42. abra) [13] és az SLP-76 (43. abra)
[5] is szlUkséges. Utdbbi eredményeink szintén egybecsengnek mas munkacsoportok
hasonld témaban kozoélt eredményeivel [127-129]. Irodalmi adatok [119] alapjan el6zetesen
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feltételeztik tovabba, hogy a p190RhoGAP is fontos szerepet tolt be a neutrofilek (.-
integrinjeinek jelatvitelében. Ezt a feltételezést azonban sajat kisérleteinkben nem sikerdlt
igazolnunk (47. abra) [14].

A fenti eredményeket foglalja 6ssze a 52. abra. Osszességében elmondhatjuk, hogy a
B~ és PBs- integrinek szamos kulonbdzé hemopoetikus eredetli sejttipusban is az
immunreceptorokhoz hasonlé, a Syk (illetve NK-
sejtek esetében a ZAP-70 [126]) ITAM-figgd
aktivaciojat igénylé folyamatokon keresztul
szignalizélnak. Az integrinek jelatvitelének tovabbi i

Iépéseiben fontos szerepet jatszik a PLCy2 és az
SLP-76 fehérje. Bar jelenleg nem ismert, hogy a B, | \dntegrinek O o2

és [s-integrinek pontosan milyen mechanizmuson qw
Inases

keresztul aktivaljgk az ITAM-tartalmu adapter-

Transmembrane
adaptor

Kinase

fehérjéket, feltételezzik, hogy ez a folyamat egy vagy SYK or ZAP70
tobb, a klasszikus immunreceptorokkal rokon
transzmembran fehérje kozbeiktatasaval jon Iétre. PLCYD)ELP76

Utobbi lehetéségre utal az ITAM-tartaimi FcyRIIA | 52.abra: .- és Bs-integrinek ITAM-figgd
receptor részvétele a human vérlemezkék aypPs- jelatvitele.
integrinen keresztili aktivalédasaban [122].

Bar a fenti eredmények alapjan széles kdérben elfogadotta valt, hogy a B,- és Bs-
integrinek altali jelatvitelnez elengedhetetlen a Syk ITAM-fliggé aktivalédasa (Id. fent, illetve
a 53. abra A részén) szamos eredmény utal a Syk ITAM-fliiggetlen aktivalodasanak a
lehetéségére is [95-97,123]. Utoébbi kozlemények elsésorban heterolég expresszios
rendszerek és biokémiai mdédszerek alkalmazasaval kimutattak, hogy a Syk N-terminalis
SH2-doménje kozvetlenll is képes kapcsolddni kiilénb6zd integrinek B-lancahoz és ez a
kapcsolédas nem igényli a Syk SH2-doménjeinek  foszforilalédott ITAM-hoz valé
kihorgonyzodasat (53. abra B része). Hangsulyoznunk kell, hogy a két kilonb6zé (ITAM-
medialt és ITAM-figgetlen) jelatviteli modell nem zarja ki egymast, azok a Syk aktivacidja
soran parhuzamosan is haladhatnak. Egy ilyen lehetséges "kombinalt" modellt mutat a 53.
abra C része, melyben az integrinek altali Syk-aktivaciohoz egyarant sziikséges a kinaz N-
terminalis SH2-doménjének ITAM-fliggetlen médon valé kapcsolédasa az integrin B-lanchoz,
valamint a Syk SH2-doménjeinek a foszforilalédott ITAM-tirozinokhoz valé kapcsolddasa.
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53. abra: A Syk altal kozvetitett integrin-jelatvitel feltételezett mechanizmusai. Publikalva: [11].

Bar a bevezetésben emlitést tettem az integrinek kétiranyu (outside-in és inside-out)
jelatvitelérél, a fenti eredményeink bemutatasa soran nem targyaltam a kétféle jelatvitel kdzti
killonbséget. A jelenleg legaltalanosabban elfogadott paradigmak szerint az altalunk
alkalmazott médszerek az integrinek outside-in jelatvitelét vizsgaljak, vagyis azt, hogy milyen
sejten bellli jelatviteli folyamatok alakulnak ki az integrinek ligandkotésének hatasara.
Kisérleteinket ilyen néz8pontbdl vizsgalva feltételezhetjiik, hogy az ITAM-fliggé Syk-aktivacioé
az integrinek outside-in jelatvitelének a részét képezi. Nem szabad azonban elfelejteni, hogy
a neutrofilek (és mas hemopoetikus sejtek) integrineken keresztuli aktivalédasa (pl.
szétterllése) feltételezhetéen szadmos Onerésité folyamatot igényel, melyekben valtakozva
jon létre az outside-in és az inside-out jelatvitel (pl. egy ligandjat kotott integrin outside-in
jelatvitele inside-out mechanizmusokon keresztil ndvelheti a szomszédos integrinek
affinitasat vagy aviditasat). Utdbbi esetben a pozitiv visszacsatolasi hurok barhol térténé
megszakitasa a teljes folyamat lealldsat eredményezné. Emiatt az outside-in és az inside-out
jelatvitel kdzott csak korlatozott mértékben tudunk kilénbséget tenni és csak bizonyos
fenntartasokkal allithatjuk, hogy az altalunk azonositott jelpalya az integrinek outside-in
jelatvitelének a részét képezi.

7.2. Jelatviteli folyamatok vizsgalata a neutrofilek sejtvandorlasa
soran

7.2.1. A Syk szerepének vizsgalata neutrofilek migraciéja soran

Mivel a Bo-integrinek alapvetd szerepet tdltenek be a fehérvérsejteknek a gyulladas
helyére vandorlasaban, felmerilt bennlink a lehet6ség, hogy a fentiekben vizsgalt jelpalya a
neutrofilek B.-integrin-fliggé migracios folyamataiban is részt vesz. El6szér megvizsgaltuk a
CD18 és a Syk lokalizaciojat poly-RGD felszinen fMLP-val stimulalt egér neutrofilekben.
Amint az az 54. abran lathatd, A Syk nagy mennyiségben halmozddott fel a véletlenszeri
migraciot végzé neutrofilek frontalis tertletén (A panel) és itt ko-lokalizaciot mutatott a CD18-
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cal (B panel). Ez a megfigyelés megerésitette azt a feltételezésiinket, hogy a Syk szerepet
jatszhat a sejtek migracios folyamataiban.

A B

CD18

54. abra: A Syk likalizaciéja (A) és a CD18-cal vald ko-lokalizaciéja (B) fMLP-vel stimulalt vad tipusu neutrofilek
poly-RGD felszinen valé véletlen migracidja soran. B panel publikalva: [2].

A Syk neutrofilek migraciojaban betoltétt szerepét elészér in
vitro Transwell kisérleti rendszerben vizsgaltuk (55. abra), ami a
Boyden-féle migracios kamra tovabbfejlesztett verzidjanak
tekinthet6. Ebben a rendszerben a sejtek szuszpenzidjat egy alul
lyukacsos membrannal lezart edénykébe (Transwell-betétbe)
helyezzik, melyet 24-lyuku lemez kemoattraktanst tartalmazé
médiummal toltott Gregébe illesztink. A sejtek a kemoattraktans
gradiensének megfeleléen a pérusokon keresztil az alsé térbe Atvandorolt sejtek
vandorolnak, ahol az atvandorolt sejtek megszamlalhatok vagy szamolasa
szamuk biokémiai modszerekkel meghatarozhaté. A pordzus
membrannal lezart edényke (insert) a kereskedelmi forgalomban
kGlonbdzb porusméretekkel kaphatd, és felszinét tetszéleges fehérjével lehet fedni. A
kovetkezé kisérletekben rutinszerlen fibrinogénnel fedett 3 um pérusméretli polikarbonat
membrannal dolgoztunk.

Amint az a 56. abran lathato, kilonbdzé koncentracioju fMLP kemoattraktans
alkalmazasakor a vad tipusu neutrofilek nagyszamban vandoroltak a kemoattraktans
gradiens iranyaba. A koncentracio-fliggés gorbéje a G-fehérje-kapcsolt receptorokon
keresztlli valaszok esetén altalanosan megfigyelheté haranggore-szer( lefutast mutatta. Az
abra A részén lathaté tovabba, hogy a neutrofilek vandorldsa nagymértékben karosodott

fMLP
MIP-2
stb.

55. abra: A Transwell
migracios assay sémaja.

CD187" sejtekben, ami a modszer
integrin-fliggését  igazolta. A Syk™~ | _A B
neutrofilek  vizsgalatakor ugyanakkor | & 4| —@—Vadtipus 50 @~ Vadtipus
. , & —O—CD18—~ —O—Syk-/-
meglepetésunkre azt talaltuk, hogy a 2 2 40 1
2 50l
sejtek migracidéja nem mutatott Iényeges @ 304
:0
kérosodast a vad tipusu sejtekéhez | x 20t w0l
képest (56. abra B része). Bar | §
y £ 107 10
alacsonyabb fMLP-koncentraciok mellett 5
. IR Ve 7 . = 0 Q= 0&
a migraci6 részlegesen csokken;t, 0 j o . ) o
magasabb koncentraciok mellett a Syk™ MLP (M) fMLP (uM)
sejtek meg a vad tipusuaknal nagyobb | s6. abra: CD187 (A) és Syk™ (B) neutrofilek vandorlasa
aranyban is vandoroltak at a porozus fMLP gradiens iranyaban in vitro Transwell assay-ben.
. < . o Publikalva: [2].
membranon. Elbzetes feltételezésunkkel
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és a CD18 szerepével szemben tehat a Syk ebben a kisérleti rendszerben nem vesz jelentés
mértékben részt a neutrofilek migracidjaban.

A kovetkez6kben a fentitél kismértékben eltéré6 (8 um atméréjic. membrannal
rendelkezé) kisérleti rendszerben vizsgaltuk a Syk™ neutrofilek kiilénbéz6 kemoattraktansok
irAnyaba val6é vandorlasat. Az fMLP-kivaltotta sejtvandorlas ilyen kérlilmények kozott is a
fentiekhez hasonlé lefutast mutatott mind vad tipust, mind Syk™ sejtekben [4]. Amint az a
57. abran lathatd, a Syk hianya nem befolyasolta az LTB,4 és C5a kemoattraktansok, illetve a
MIP-2 kemokin iranyaba torténé sejvandorlast, ami megerdsiti, hogy a Syk nem jatszik
fontos szerepet a neutrofilek iranyitott vandorlasaban.

A B C OVad tipus

704  [Vad tipus s0] DVadtipus T WSyk—/—
el MSyk-/- W Syk-/-

&
S

Migralt sejtek szama (6sszes %-aban)

- 100
LTB, (nM) C5a (ng/ml) MIP-2 (ng/ml)

- 10 30 100 300 - 10 30 100 300

57. abra: Syk_/_ neutrofilek vandorlasa 8 um atméréjii membranon keresztil LTB4 (A), C5a (B) és MIP-2 (C)
hatasara. Publikalva: [4].

Dr. Barbara Walzog (Ludwig-Maximilans Universitat, Minchen, Németorszag)
munkacsoportjaval egyuttmikodve egy tovabbi in vitro rendszerben, az an. Zigmond-
kamraban is vizsgaltuk a neutrofilek in vitro vandorlasat. Ebben a kisérleti rendszerben valos
idében vizsgalhatdé a két Uveglap kozotti keskeny térben felépitett kemoattraktans (fMLP)
gradiens hatasara létrejové iranyitott neutrofil-migraci6. A moddszer elbnye, hogy
egyértelmien kulonbséget tesz a véletlenszerli és random migracié kdzott és kizarhato a
sejtek karosodott adhézioja miatti esetleges
"elveszése" a rendszerbdl. Amint az az 58. | A Vad tipus cp18™"
abra A részén lathatd, ez a migracids '
rendszer is nagymértékben fiigg a CD18
jelenlététél, hiszen a CD187 neutrofilek
lényegében nem  mutatnak iranyitott
vandorlast (kemotaxist). A 58. abra B része
szerint a Syk™ neutrofilek ebben a kisérleti | B Vad tipus Syk™
rendszerben kismértéki karosodast
mutattak (elsésorban a migracionak a
gradiens felé vald iranyitottsagaban), de ez
a karosodas nem volt 6sszemérhet§ a —

CD187"~ neutrofilekben megfigyelhetd #‘ LP—gradiens
lényegében teljes karosodassal, tehat a Syk™ 58. abra: CD18”~ (A) és Syk™~ (B) neutrofilek

= neutrofilek ebben a kisérleti felallasban is | vandorlasa fMLP gradiens iranyaban in vitro Zigmond-
képesek voltak a CD18-fiigg6 kamraban. Publikalva: [10].
sjetvandorlasra fMLP-gradiens jelenlétében.
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Bar a fenti eredmények egydntetllen arra utaltak, hogy a Syk-nek nincs
megkerilhetetlen szerepe a neutrofilek integrin-fliggé in
vitro sejtvandorlasaban, szerettik volna a kérdést in vivo
korulmények kodzott is megvizsgalni. Ehhez a neutrofilek in
vivo migraciéjanak egyik legelterjedtebb modell-rendszerét,
a tioglikollat-indukalt peritonitis-modellt hasznaltuk fel. A
modszer soran tioglikollat intraperitonealis injekcidjaval
steril peritonitist hozunk Iétre, melynek hatasara 6rakon
belll nagyszdmu neutrofil vandorol a peritoneumba (59.
abra), mig a mononuklearis sejtek (pl. makrofagok) 1d6 (6ra)
felszaporodasa ekkor (az els6 4 6raban) még nem jellemzé 59. abra: Neutrofilek és
(utébbi sejtek felszaporodasa 4 ora utan kezdddik és 24 | mononuklearis sejtek megjelenése
6ra utan maximalis). tioglikollat-indukalt peritonitis soran.

Az in vivo kisérletek soran fontosnak tartottuk, hogy kizarjuk a kilénb6z6 knockout
egerek eltér6 immunoldgiai és egyéb statuszabdl eredd masodlagos hatasokat, ezért
beallitottunk egy olyan kisérleti rendszert, melyben a vad tipusu és mutans sejteket egy
egyeden belll, azonos kdrtlmények kozott hasonlithatjuk 6ssze. Ennek érdekében CD45.1
markert hordozé vad tipusu és CD45.2 markert hordozé knockout hemopoetikus (magzati

—@— Neutrofilek
—O—Mononukl. sejtek

Sejtek szama a peritoneumban

maj va csontveldi sejteket
. I gy i ) J Vad tipus <::I ! |:'|> KO
osszekevertiink, és ezzel a kevert donor- t};auds KO - :
populaciéval végeztiink transzplantaciot | | cpsi) || cossz) | o> RE B
CD45.1-et  hordozé  vad tipusu 3 : ]
recipiensekbe (60. d&bra). Az igy @ :
Iétrehozott kevert csontvel6i kimérak :> TE

ips s - . , Csontvel6- T .
periférias vérében (vagy barmely mas transzplantacié O B,
testfolyadékaban) aramlasi citometriaval CD45.2 >
egyértelmien el tudtuk kuldniteni a vad 60. abra: Kevert csontvel6-kimérak létrehozasa és
, . , , vizsgalata. A jobb oldali aramlasi citometrias kép egy
tipust (CD45.2-negativ) és a knockout kevert kiméra periférias vérében talalhato neutrofilek (Gr1-
(CD45.2-pozitiv) sejteket (60. abra). pozitiv sejtek) megoszlasat mutatja.

Knockout (CD45.2) : Vad tipus (CD45.1)
kevert csontvelé-kimérak

100

Knockout PMN-ek
relativ migraciéja:

O Fokozott (>2)

: [J Normalis (0.5-2)
601 O Csokkent (<0.5)

~ 8071

40+
( knockout PMN-ek aranya a peritoneumban

knockout PMN-ek aranya a vérben )
vad tipusi PMN-ek aranya a peritoneumban
vad tipusi PMN-ek ardnya a vérben )

204 relativ migracié =

Knockout PMN aranya a peritoneumban
(6sszes PMN %-aban

0

0 20 40 60 80 100
Knockout PMN aranya a vérben
(6sszes PMN %-aban)

61. abra: Tioglikollat-indukalt peritonitis vizsgalata kevert csontvel6i kimérakban.

A fenti mdédon létrehozott kevert csontvel6i kimérakban tioglikollattal peritonitist
valtottunk ki és megvizsgaltuk a vad tipusu és a mutans neutrofilek megoszlasat a periférias
vérben, illetve a peritonealis folyadékban. A kapott értékeket a 61. abran bemutatottnak
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megfeleld koordinata-rendszerben abrazoltuk. Amennyiben az adott mutacid6 nem
befolyasolta volna a sejtek vandorlasi képességét, akkor a vérben és a peritoneumban
hasonlé aranyban vartuk volna a mutans neutrofilek aranyat. Amennyiben a mutacié gatolta
volna a migraciot, a peritoneumban a mutans neutrofilek kisebb aranyban lettek volna jelen,
mint a vérben. Amennyiben pedig a mutacié fokozta volna a migraciét, a peritoneumban a
vérnél nagyobb aranyban vartunk volna mutans neutrofileket. Ezeket a lehetéségeket a 61.
abran kiulénbozé szinekkel jeldltem. A kapott eredményekbdl a 61. abran bemutatott képlet
alapjan szamszerisitettlk is a mutans neutrofilek relativ migraciés képességét a
referenciaként hasznalt CD45.1-et expresszalé vad tipusu sejtekhez képest.

A fenti in vivo rendszer segitségével el6szér megvizsgaltuk a CD18 szerepét a
neutrofilek sejtvandorlasaban tioglikollat-indukalt peritonitis soran. Amint az a 62. abra A
paneljén lathatd, a CD187 neutrofilek aranya mindegyik vizsgalt kevert kiméraban
Iényegesen alacsonyabb volt a peritonealis folyadékban, mint a vérben, ami arra utalt, hogy
CD18 hianyaban a neutrofilek lényegesen rosszabb hatasfokkal tudtak a peritoneumba
vandorolni. Ennek megfeleléen a CD18™~ neutrofilek relativ migraciés kapacitasa Iényegesen
alacsonyabb volt, mint a vad tipusu sejteké (62. abra C része). Ezen Kkisérletek
megerésitették az alkalmazott kisérleti rendszer integrinektdl valé fliggését.

CD18”" : Vad tipus Syk™ : Vad tipus L

A kevert csontvel6-kimérak B kevert csontvelé-kimérak c Relativ migracio
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62. abra: A CD187~ (A)ésa Syk‘/‘ (B) neutrofilek (PMN) in vitro migracioja kevert csontvel6-kimérakban
tioglikollattal kivaltott steril peritonitis soran. A C panel az A-B panelekeredményeibdl szamolt relativ migraciét
mutatja. A-B panel publikélva: [2].

A kisérleti rendszer bedllitasa és altalanos jellemzése utan megvizsgaltuk a Syk
szerepét is a neutrofilek in vivo vandorlasaban. Ezen kisérleteink azt mutattak, hogy a Syk™
neutrofilek aranya a peritoneumban minden vizsgalt kevert kiméraban Osszevethet6, sét
kissé magasabb is volt, mint ugyanezen sejtek aranya a vérben (62. abra B része). Ennek
megfelelden a Syk™™ neutrofilek relativ migraciés kapacitdsa a vad tipust sejtek kb.
kétszeresének adodott (62. abra C része). A Syk tehat in vivo sem sziikséges a neutrofilek
integrin-fuggé migraciojahoz, sét a Syk hianya kismértékben fokozza is a neutrofileknek a
gyulladas helyére térténé vandorlasat.

7.2.2. Az Src-tipusu kinazok szerepének vizsgalata

Amint korabban emlitettem, sajat és masok itt nem targyalt eredményei arra utaltak,
hogy a neutrofilek B, integrin-fllggé adherens aktivaciéjaban elengedhetetlen szerepe van az
Src-tipusu tirozin-kinazoknak is [33,114]. Ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a
neutrofilekben megtalalhaté harom Src-tipusu tirozin-kinaz (a Hck, az Fgr és a Lyn) egylttes
hianya a neutrofilek integrin-fliggdé in vitro és in vivo sejtvandorlasat. Amint az a 63. abra A
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részén lathatd, in vitro Transwell rendszerben az Src-csalad-hianyos (Hck™ Fgr'-Lyn™)
neutrofilek 6sszességében a vad tipusu sejtekkel dsszevethetd mértékben voltak képesek az
fMLP iranyaban valé migraciéra, bar alacsonyabb fMLP-koncentracié mellett részleges
karosodas, magasabb fMLP-koncentraci6 mellett pedig a migracié fokozédasa volt
megfigyelhetd. A kevert csontvel6i kimérakban végzett in vivo peritonitis-vizsgalatok soran
azt tapasztaltuk, hogy az Src-csalad-hianyos (Hck™Fgr-Lyn™) neutrofilek aranya a
peritonealis folyadékban hasonld, s6t valamivel magasabb volt, mint ugyanezen sejtek
aranya a periférias vérben (63. abra B panel). Ennek megfeleléen az Src-csalad-hianyos
sejtek relativ migraciés képessége a vad tipusu sejtekénél kb. kétszer magasabbnak
bizonyult. Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy (a Syk-hez hasonléan) az Src-tipusu
tirozin-kinazok sem téltenek be elengedhetetleniil fontos funkciét a neutrofilek integrineken

keresztuli sejtvandorlasaban.

In vivo migracio Relativ migracié
kevert csontvel6-kimérakban (in vivo)

o
(o

A In vitro Transwell migracié

80 100 +
L

—@— Vad tipus
—O— Src-csalad KO

©T g

Migralt sejtek (6sszes %-aban)
(6sszes PMN %-aban)

Src-csalad KO PMN a peritoneumban
Relativ migracio (Vad tipushoz képest)
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63. dbra: Az Src-tipusu tirozin-kinazok (Hck, Fgr és Lyn) szerepének vizsgalata neutrofilek sejtvandorlasaban in
vitro Transwell assay-ben (A) és kevert kimérakban tioglikolattal kivaltott in vivo steril peritonitis soran (B-C). AC
panel a B panel eredményeibdl szamolt relativ migraciét mutatja. Src-csalad KO: Hck"’"Fgr""Lyn"’"; PMN:
neutrofil (polimorfonuklearis sejt). A-B panel publikalva: [2].

7.2.3. A DAP127"FcRy™ neutrofilek vandorlasa

A kovetkezbkben megvizsgaltuk a DAP12 és az FcRy esetleges szerepét a neutrofilek
migracid jelentds karosodasa volt megfigyelhetd, a DAP127FcRy"™ neutrofilek
Osszességében a vad tipusu sejtekhez hasonldé mértékben voltak képesek az fMLP-gradiens
iranyaban migralni (bar alacsony fMLP-
koncentraci6 mellett a migracié gatlasa,
magas koncentracid mellett pedig annak
kismérték(i fokozédasa volt megfigyelhetd).
Itt nem bemutatott kisérleteinkben azt
talaltuk, hogy a DAP127"FcRy”™ mutaci6
nem befolyasolta jelent6és mértékben a
neutrofilek MIP-2 hatasara létrejévé in vitro

W Vad tipus
ECD18-/-
BEDAP12—/—FcRy—/—

Migralt sejtek szama (0sszes %-aban)

és a tioglikollat peritonitis soran valé in vivo 0 = =~ 0 1 \ ”
migracidjat sem [8]. Osszességében tehat fMLP (uM)
az ITAM-tartalmd adapter-fehériék | g4, abra: A CD187¢s A DAP127"FcRy™ neutrofilek

valészinlileg nem jatszanak érdemi szerepet vandorlasa in/vitro Transwell assay-ben. DAP127~
. o . . FcRy™ eredmények publikalva: [8].
a neutrofilek sejtvandorlasaban.
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7.2.4. A PLCy2 részvételének vizsgalata neutrofilek sejtvandorlasaban

A kovetkezd kisérletekben a PLCy2 szerepét vizsgaltuk a neutrofilek vandorlasaban a
fentiekhez hasonld in vitro és in vivo megkozelitésekkel. Amint az a 65. abra A részén
lathatd, a PLCy2 hianya in vitro Transwell rendszerben nem okozott jelentds valtozast a
neutrofilek fMLP irdnydban valé vandorldsaban, bar az alacsonyabb fMLP-koncentraciok
melletti részleges karosodas és a magasabb fMLP-koncentraciok melletti kismértéki
fokozodas a PLCy2™" sejtek esetében is megfigyelhetd volt. A PLCy2 szerepét kevert
csontveldi kimérakon elvégzett tioglikollat peritonitis modszerrel is vizsgaltuk. Ebben a
kisérletsorozatban tovabbi kontrollként végeztiink olyan kisérleteket is, melyekben a CD45.1-
et expresszalo vad tipusu csontvel6i sejtek mellett CD45.2-t expresszald vad tipusu sejtek
voltak jelen (tehat a vad tipusu sejtek egymassal valé "versengését” vizsgaltuk). Amint az a
65. abra B részén lathato, varakozasaink szerint ezek a sejtek egymashoz hasonld
mértékben voltak képesek felszaporodni a gyulladt peritonedlis térben. A PLCy2™" sejtek
hasonlé modon vald vizsgalata kimutatta, hogy a PLCy2 hianya nem csokkentette, sét
kismértékben fokozta is a neutrofilek bejutasat a peritoneumba. Az eredmények
szamszer({sitése soran a PLCy2”" neutrofilek relativ migraciés kapacitasa a vad tipusu
sejtek kdzel kétszeresének adodott (65. abra C panel).

A B Vad tipus/PLCy2"" (CD45.2) : Cc
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65. abra: A PLCy2 szerepének vizsgalata neutrofilek sejtvandorlasaban in vitro Transwell assay-ben (A) és
kevert kimérakban tioglikolattal kivaltott in vivo steril peritonitis soran (B-C). A C panel a B panel eredményeibél
szamolt relativ migraciét mutatja. Publikalva: [13].

Dr. Markus Sperandio (Ludwig-Maximilians Universitat, Minchen, Németorszag)
munkacsoportjaval egyluttmikddve tovabbi intravitadlis mikroszképos és hisztoldgiai
vizsgalatokat végeztink a PLCy2 leukocitak in vivo vandorlasaban betdltott szerepének
vizsgalatara kivulrél adott fMLP-vel kezelt cremaster izom venulaiban. Itt be nem mutatott
kisérleteinkben azt talaltuk, hogy bar a leukocitak éren bellli adhézidja és szétterilése
jelentds mértékben karosodott a PLCy2 hianyaban, ez nem befolyasolta a PLCy2™"
leukocitdknak az érfalon valé atjutasat [13].

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy —a Syk-hez, az Src-kinazokhoz és az ITAM-
tartalmu adapter-fehérjékhez hasonléan— a PLCy2 sem jatszik elengedhetetlen szerepet a
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7.2.5. A p190RhoGAP szerepének vizsgalata a sejtvandorlasban

A kovetkez§ kisérletekben a p190RhoGAP szerepét vizsgaltuk neutrofilek in vitro és in
vivo migracidja soran. A p190RhoGAP-nak a korabbi irodalmi adatok alapjan az integrinek
jelatvitelében betoltott feltételezett szerepe miatt a kisérleteket parhuzamosan elvégeztiik
CD18™" neutrofileken is. Amint az a 66. abra A részén lathatd, a p190RhoGAP hianya az
alkalmazott fMLP-koncentraciok mellett nem csOkkentette (sét kismértékben fokozta) a
neutrofilek vandorlasat in vitro Transwell rendszerben, mig ugyanezen korilmények kdzott a
CD18™~ sejtek vandorlasa lényegében teljesen megsziint. A kevert csontvelé-kimérakon
végzett in vivo peritonitis-kisérletek soran (66. abra B része) korabbi eredményeinknek
megfeleléen azt tapasztaltuk, hogy a CD45.1-et expresszal6 vad tipusu sejtekhez képest a
CD45.2-t expresszalo vad tipust sejtek hasonld, a CD187 sejtek pedig jelentdsen csokkent
migraciét mutattak. A p190RhoGAP™~ sejtek ebben a kisérletsorozatban a vad tipust
sejtekhez hasonléan viselkedtek, bar kismértékben azoknal nagyobb hatékonysaggal is
akkumuldloédtak a gyulladt peritoneumban. Ezt az dsszképet az eredményekbdl szamolt
relativ migracios értékek is megerdsitették (66. abra C része).

A B Vad tipus/CD18™/p190RhoGAP™ c Relativ migracié
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66. abra: A CD18 és a p190RhoGAP szerepének vizsgalata neutrofilek sejtvandorlasaban in vitro Transwell
assay-ben (A) és kevert kimérakban tioglikolattal kivaltott in vivo steril peritonitis soran (B-C). A C panel a B
panel eredményeibdl szamolt relativ migraciot mutatja. Publikalva: [14].

A fentieken tul Barbara Walzog munkacsoportjaval egyulttmikodve in vitro Zigmond-
kamraban is vizsgaltuk a p190RhoGAP™ neutrofilek iranyitott vandorlasat. Itt be nem
mutatott kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a p190RhoGAP hianya egyik vizsgalt
paraméter szempontjabdl sem befolyasolta a neutrofilek fMLP-gradiens iranyaban vald
vandorlasat [14].

Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy a p190RhoGAP sem in vitro, sem in vivo
koérilmények koézott nem jatszik megkerilhetetlen szerepet a neutrofilek integrin-fliggd
sejtvandorlasaban.

7.2.6. Megbeszélés

A neutrofilek sejtvandorlasanak fent bemutatott vizsgalata soran azt szerettuk volna
tanulmanyozni, hogy a B.-integrinek jelatvitelében adherens aktivacié soran fontos szerepet
jatszo jelatviteli fehérjék (Syk, DAP12/FcRy, Src-csalad és PLCy2) részt vesznek-e a
neutrofilek Bo-integrin-fliggé migraciods aktivitasaban is. Meglep&dve tapasztaltuk, hogy a Syk
és az Src-tipusu kinazok adherens aktivacioban betéltott szerepe (25-26. és 28-30. abra)

66



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

[2,33,114] ellenére sem in vitro, sem in vivo kérilmények kdzott nem sikertlt kimutatnunk a
fehérjéknek a sejtmigraciéban valé elengedhetetlen

szerepét (56-58. és 62-63. abra) [2,10]. Tovabbi B,-integrinek
kisérleteinkben hasonlé kuldnbséget tapasztaltunk az o) A
adherens aktivacioé és a sejtvandorlas kézott a DAP12 fJ \

és FcRy (v0. 31-32. és 64. abrakat) [8], illetve a PLCy2 [eosatey/
(vo. 40-42. és 65. abrakat) [13] esetében. Mindezek | [DAP12FcRy | v
alapjan  0sszességében elmondhatjuk, hogy a e

neutrofilek B.-integrin-fliggd adherens aktivalodasahoz PLCy2 v

és [o-integrin-figgd sejtvandorlasahoz  kiilénb6z6 l

jelatviteli folyamatok szilkségesek (67. abra). Mig TR -
elébbinez  az  immunreceptorok jelatviteléhez aktivacié Migracio
hasonléan feltételezhetéen elengedhetetlen az Src- | 67. abra: A p2-integrin-fiiggs adherens
csalad—-DAP12/FcRy-Syk—PLCy2 jelatviteli tengely, aktivacio eieﬂ%ﬁ%ﬁ ;;frﬁjelpélyéi

addig az utébbihoz ezen fehériek egyike sem
szlkséges.

Az Bo-integrin-flliggd adherens aktivacié és migracid kozti jelatviteli kiilénbség komoly
meglepetést valtott ki és eleinte sokan kételkedve fogadtak az eredményeinket. Részben ez
volt az oka annak, hogy tébb kilonb6zd kisérleti rendszerben és szamos kontroll kisérlet
kozbeiktatasaval végeztik a kisérleteinket. Az Src-csalad—DAP12/FcRy—-Syk—PLCy2 jelpalya
donté szerepe ellen négy kilénbdz6, kdzilik két in vitro (Transwell és Zigmond kamra) és
két in vivo (tioglikollat peritonitis és a cremaster-izom venulainak intravitalis vizsgalata)
migraciés rendszerben kapott eredményeink szélnak. Ezek kézll az elsé harom rendszerben
sajat magunk is megerésitettik a CD18 elengedhetetlen szerepét. Az alkalmazott kisérleti
megkozelitések (koztik a kevert kimérakon elvégzett Onkontrollos peritonitis-kisérletek,
illetve a sejtek kozvetlen megfigyelése a Zigmond-kamrakban) minimalis lehetéséget
hagynak az eredmények esetleges félreértelmezésére. Osszességében tehat az itt
bemutatott nagy mennyiségi kisérleti eredmény egylttesen nagyon erés érvet szolgaltat a
CD18-on keresztili kétféle sejtvalasz kiildénbdzbéségére.

A Bo-integrin-fligg6é adherens aktivacio és migracié jelatviteli folyamatai kozti kilonbség
oka mindmaig nem tisztazott. Elképzelhet6, hogy a két folyamat soran a [,-integrinek
jelpalyaja mar nagyon koran kettévalik és elkulonul egymastol. Elképzelhetd az is, hogy a
sejtvandorlas soran a (,-integrinekre csak mint passziv adhéziés receptorokra van sziikség,
de ezek a receptorok nem inditanak el a sejtvandorlas szempontjabdl fontos jelatviteli
folyamatokat. Az is elképzelhet6, hogy az Src-csalad—DAP12/FcRy—-Syk—PLCy2 jelpalya
olyan specialis (pl. citoszkeletdlis) folyamatok kivaltasaban jatszik szerepet, melyek
szlkségesek az adherens aktivacidohoz (szétterlilés, szuperoxid-termelés, degranulacio) de
nem vesznek részt a sejtmigracio létrejottében. Végil nem szabad elfeledkeznlink arrél sem,
hogy a CD18 genetikai hianya nem csak egyetlen molekulapar, hanem a [,-integrinek
csaladjaba tartozé tobb kuldnbdz6 homodimer expresszidjat csdkkenti. Elképzelhetd, sét
egyes irodalmi adatok és sajat nem publikalt eredményeink utalnak is ra, hogy ezek koézll az
adherens aktivaciéban elsésorban a Mac-1 (ayf2; CD11b/CD18), mig a migracioban az LFA-
1 (aB2; CD11a/CD18) vesz részt. Ebben az esetben elképzelhetd, hogy az Src-csalad—
DAP12/FcRy-Syk—PLCy2 jelpalya specifikusan a Mac-1 jelatvitelében szerepel (pl. az aM
lanc jelatviteli folyamatain keresztil), igy szikséges a Mac-1-fliggé adherens aktivaciéhoz,
de nem vesz részt az LFA-1-fliggb migracios folyamatokban (67. abra)
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Osszességében elmondhatjuk, hogy a fent bemutatott migracios kisérletek altal sikerdilt
tisztaznunk a B,-fliggé sejtvandorlas jelatvitelének fontos aspektusait, melyek Uj
megvilagitasba helyezték a neutrofilek vandorlasanak mechanizmusarél alkotott
elképzeléseinket.

7.3. Az Fc-receptorok szerepének és jelatvitelének vizsgalata
neutrofilekben

Az immunkomplexek altali neutrofil-aktivacié fontos pathogenetikai szerepet jatszik
szamos betegség, kdztlik az autoimmun vasculitisek, egyes glomerulonephritis-formak és a
rheumatoid arthritis patomechanizmusa egyes aspektusainak létrejottében. Mivel ezen
esetekben a neutrofilek aktivacidja elsésorban felllethez kotott IgG immunkomplexeken
keresztul jon Iétre, munkacsoportunkban bedllitottuk és vizsgaltuk a neutrofilek immobilizalt
immunkomplexek altali aktivaciojat.

7.3.1. Neutrofilek aktivalédasa immobilizalt immunkomplexek altal

A neutrofilek immunkomplexek altali aktivalédasat a sejtek immobilizalt immunkomplex-
felszinre helyezésével értlk el tovabbi szolubilis stimulus
alkalmazasa nélkul (68. abra). Ezen kisérletek soran
ELISA-lemezek Uregeit el6szor antigén-oldattal, majd (a / \
szabad kétShelyek blokkolasa utan) az adott antigén :’_\é\’\’:ﬁ'{\*
elleni antitest oldataval inkubaltuk. Az igy kezelt felszinre
helyeztik a neutrofileket, majd vizsgaltuk azok | 68.abra: A neutrofilek aktivalodasa
funkcionalis valaszkészségeét. immobilizalt immunkomplexek &ltal

Kisérleteink elsé részében human neutrofileken vizsgaltuk az immobilizalt
immunkomplexek altal kivaltott sejtvalaszokat. Amint az a 69. abra A részén lathato, human
szérumalbumin (HSA) és nyul poliklonalis anti-HSA antitestek altal képzett immobilizalt
immunkomplexek a human neutrofilek nagymértékii szabadgyok-termelését valtottak ki, mig
barmelyik komponens elhagyasa esetén a valasz nem jott létre. HSA-anti-HSA
immunkomplexeken kivl j6l mérhetd valaszt kaptunk az ovalbumin (Ova) és anti-Ova, illetve
a laktoferrin (Lfr) és anti-Lfr immunkomplexekkel is, mig a nem azonos specificitasu antigén-
antitest parok nem valtottak ki sejtaktivalédast (69. abra B része). Az immobilizalt
immunkomplexek a szuperoxid-termelés mellett a zselatinaz-granulumok Urllését és a sejtek
szétterllését is kivaltottak (49. abra C-D része).
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69. abra: Immobilizalt IgG immunkomplex (IC) altal indukalt szabadgyok-termelés (A-B), degranulacié (C) és
szétteriilés (D) human neutrofilekben. HSA: human szérum-albumin; Ova: ovabumin; Lfr: laktoferrin. Publikalva:
[12]

Lfr

Kontroll IC

Zselatinaz zimogram

Annak igazolasara, hogy a fenti sejtvalaszokat az alkalmazott

része valtja ki, pepszines hasitas révén a
poliklonalis  anti-HSA antitestbél F(ab'),
fragmenseket készitettiink, és ezekkel is
megkiséreltik a human neutrofilek
aktivalasat. Amint a 70. abra A részén lathatd,
az anti-HSA antitest F(ab'), fragmense nem
volt képes a neutrofilek aktivalasara. Annak
ellen6rzésére, hogy a sejtvalasz hianya nem
az F(ab'), fragmensek lekoétédésének a
zavara miatt jon-e létre, az antitestek Fab és
Fc részeire specifikus masodlagos
antitestekkel megvizsgaltuk a kulénb6z6 anti-
HSA antitest-preparatumok lekotédését az

immunglobulinok Fc

Szuperoxid-termelés
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>
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DOanti-nyal Fab-PO

o
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70. abra: Teljes IgG antitestet és F(ab')2 IgG-t
tartalmazé immunkomplexek hatasa human

HSA +
teljes IgG

HSA +
Flab)2

neutrofilek aktivalodasara (A) és az antitestek felszini
lekotédésének ellenérzése (B). OD: optikai denzitas.

Publikalva: [12].

immobilizalt HSA-hoz. Varakozasainknak megfeleléen a nyul IgG Fc-része ellen termeltetett
masodlagos antitest csak a teljes anti-HSA lekotésekor adott jelet, mig a nyul IgG Fab-részét
felismer6 masodlagos antitesttel a lek6tédott teljes anti-HSA antitestek és anti-HSA F(ab'),
fragmensek egyarant jeldlédtek. Az F(ab'), fragmenseket tehat sikertilt hatékonyan lekétnink
az immobilizalt HSA antigénekhez, de az F(ab'),-t tartalmazé immunkomplexek az Fc-rész
hianya miatt nem voltak képesek a neutrofilek aktivalasara.

A kovetkez8kben 6sszehasonlitottuk a neutrofilek immobilizalt immunkomplexek altali
aktivaldodasanak a mértékét a sejtek mas modon vald aktivaldédasaval. Amint az a 71. abran

lathatd, az immunkomplex-kivaltotta
szabadgyoOk-termelés mind
mind  egér  neutrofilek
meghaladta az egyéb alkalmazott
fiziologias  stimulusok, koéztik a
citokalazin-B-el6kezelés utan
alkalmazott fMLP, a fibrinogén- 0
felszinen adott TNF vagy az
immobilizalt anti-CD18 antitestek altal
kivaltott sejtvalaszokat és
megkozelitette a  sejtek legerésebb

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)

human, 50
esetében w0t

CB+
fMLP

71. abra: Immobilizalt IgG immunkomplexek (IC) és egyéb
sejtaktivalasi médok hatasanak 6sszehasonlitasa human (A)
és egér (B) neutrofilekben (PMN). CB: citokalazin B; Fbg:

Huméan PMN B Egér PMN

Fbg+
TNF

anti- ic
CcD18

PMA CB+

fMLP

Fbg+
TNF

anti- ic
cD18

PMA

fibrinogén. Publikalva: [12].
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ismert aktivatoranak, a nem-fiziolégids mechanizmusokon keresztul hat6 PMA-nak a hatasat.

7.3.2. Fc-receptorok azonositasa neutrofilek immunkomplex-altali
Bar az immunkomplex-medialt neutrofil aktivacié altal kivaltott koérfolyamatokat
leggyakrabban kisérleti egereken modellezik, kisérleteink kezdetén egyaltalan nem volt
ismert, hogy mely Fc-receptorok vesznek részt az egér neutrofilek immunkomplex-indukalt
aktivalédasaban. Ennek egyik lehetséges magyarazata az volt, hogy az egér neutrofilek
felszinén nagy mennyiségben jelen levé FcyRIV fehérjét csak kisérleteink el6tt néhany évvel
azonositottak [130]. A kovetkezdkben ezért megprdébaltuk azonositani az egér neutrofilek
immunkomplex-kivaltotta aktivalédasaban szerepet jatszé Fc-receptorokat.

Amint azt az 72. abra mutatia, FcRy” neutrofilekben teljesen megsziint az
immunkomplex-indukalt szabadgydk-termelés, degranulacié és szétterilés. Ez arra utalt,
hogy az immunkomplexek FcRy-hoz kapcsoldédd Fc-receptorokon keresztil aktivaljak az
egeér neutrofileket.

Vad tipus FcRy™™
Kontroll IC Kontroll IC

—&—Vad tipus Zselatinaz zimogram

—O—FcRy--—

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)
IS

0 20 40 60
1d6 (perc)

72. abra: Immobilizalt IgG immunkomplexek (IC) altal indukalt szabadgyok-termelés (A), degranulacio (B) és
szétterilés (C) Fch"’" neutrofilekben. Publikalva: [12]

Az egér mieloid sejtek felszinén jelen levd FcRy-asszocialt receptorok kozil
legismertebbek az FcyRIIl és az FcyRI, melyek kdzul az el6bbi nagy mennyiségben van
jelen egér neutrofilek felszinén, de az utdbbi is megjelenhet a sejtek aktivacioja soran [131].
Amint azt az 74. abra mutatja, 6nmagaban sem az FcyRIIl, sem az FcyRI térlése, de még a
két receptor egylttes hidnya sem okozta a neutrofilek immunkomplex-indukalt
valaszképességeének a jelentds karosodasat (bar az FcyRIIl hianya a sejtvalaszok enyhe
csOkkenését hozta létre). Feltételezheté volt tehat, hogy egy tovabbi FcRy-asszocialt
receptor ilyen korilmények kozoétt is képes Iétrehozni a neutrofilek aktivalodasat.
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B Vad tipus FcyR3™~ FcyR1™~ FcyR1™FeyR3™
Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC

Zselatinaz zimogram

—O— Vad tipus
—O— FcyR3-/-
—O— FeyR1--
—O— FcyR1-/-FcyR3—-/-

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)
Kontroll

]

0 20 40 60 (5] o4, 0 @
S
1d6 (perc)

szétterulés (C) FcyRI és/vagy FcyRIIl genetikai hianyaban egér neutrofilekben. Publikalva: [12]

A jelen kisérletsorozatot par évvel megel6zéen Nimmerjahn és munkatarsai [130]
azonositottak egy Uj FcRy-asszocialt Fcy-receptort, az FcyRIV-et, mely nagy mennyiségben
expresszalodott egér neutrofilek felszinén. Bar az FcyRIV autoimmun betegségmodellekben
betdltott szerepét tobben is vizsgaltak, nem volt tiszta, hogy mely sejttipusokon és milyen
sejtvalaszokban vesz részt a fehérje. A kovetkez6kben megvizsgaltuk az FcyRIV
blokkolasanak a hatasat vad tipusi és FcyR3™™ neutrofilek immunkomplex-indukalt
aktivalodasaban.

Amint a 74. abra A részén lathatdé, mind az FcyR3"‘ mutacié, mind az FcyRIV
blokkolasa kismértékben csdkkentette a neutrofilek valaszkészségét, de egyik sem okozta az
immunkomplex-indukalt szabadgyok-termelés jelentdés csdkkenését. A két beavatkozas
kombinacidja (tehat az FcyRIV blokkolasa FcyR3™ sejteken) azonban a szuperoxid-termelés
telies gatlasat eredményezte. Ezzel Osszevethetd képet mutatott a degranulacio és a
szétteriilés vizsgalata, melyeket szintén teljes mértékben gatolt az FcyRIll és az FcyRIV
egyluttes inaktivalasa (74. abra B-C része).

B Vad tipus Ft:vR3+ Vad tipus F(:\[Ri’fL
+ Izot. kontr.  + Izot. kontr. + anti-FcyRIV  + anti-FcyRIV

Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC

Zselatinaz zimogram

c Vad tipus FcyR3™ Vad tipus FcyR3™+
+ Izot. kontr. + Izot. kontr. + anti-FcyRIV + anti-FcyRIV

—O— Vad tipus + Izot. kontr.
—O—FcyR3-/- + Izot. kontr.
—O— Vad tipus + anti-FcyRIV
—O—FcyR3-/- + anti-FcyRIV

(nmol/10° sejt)

Szuperoxid-termelés
Kontroll

0 20 40 60
1d6 (perc)

ic

o B3

74. abra: Immobilizalt IgG immunkomplex (IC) altal indukalt szabadgyok-termelés (A), degranulacio (B) és
szétterilés (C) FcyRIV-blokkold és izotipus kontroll (izot. kontr.) antitesttel kezelt vad tipusu és FcyR3_/_
neutrofilekben. Publikalva: [12]

A fenti eredményeket ezutan megprébaltuk megismételni oly modon, hogy
antitestekkel blokkoltuk az FcyRIlI-t és/vagy az FcyRIV-et. Az FcyRIIl esetében ehhez az
egér FcyRIlI-t és a gatlo hatasu FcyRIIB-t egylttesen gatld FcyRIl/Il-blokkold antitesteket
alkalmaztunk. Amint az a 75. abran lathatd, a két blokkolé antitest egyittes alkalmazasa
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c s

Iényegében megszintette a neutrofilek szabadgydk-termelését, degranulaciéjat és
szétterilését, mig kilon-kilon egyik antitestnek sem volt jelentds hatasa.

anti-FcyRIVIIl  1zot. kontr.  anti-FcyRIIII
+ lzot. kontr. + anti-FcyRIV + anti-FcyRIV

Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC Kontroll IC

B 2x|zot. kontr.

Zselatinaz zimogram

anti-FcyRIVII Izot. kontr. anti-FcyRIVII
+ lzot. kontr. +anti-FcyRIV + anti-FcyRIV

C 2x Izot. kontr.

—O—2x Izot. kontr.
—O—anti-FcyRIlI/III + Izot. kontr.
—O— lzot. kontr. + anti-FcyRIV
—O— anti-FeyRIl/II + anti-FcyRIV

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)

Kontroll
D3 0
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IC

- o et B ool e FrE SN
75. abra: Immobilizalt IgG immunkomplex (IC) altal indukalt szabadgyok-termelés (A), degranulacio (B) és
szétteriilés (C) FcyRIl/II-blokkold és/vagy FcyRIV-blokkold, illetve izotipus kontroll (izot. kontr.) antitesttel kezelt
vad tipusu egér neutrofilekben. Publikalva: [12]

Fenti kisérleteinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egér neutrofilek immobilizalt
immunkomplexek altali aktivaldédasaban elengedhetetlen szerepe van az FcyRIll és FcyRIV
fehérjéknek, de a két fehérje jelentésen atfedd funkcidval rendelkezik és nagyrészt képesek
a masik hianyanak vagy inaktivalasanak a hatasat kompenzaini.

Tovabbi, itt nem bemutatott kisérleteinkben megvizsgaltuk human neutrofilek hasonlé
korilmények kozott létrejové aktivalddasanak a mechanizmusat, kilénésen mivel a human
neutrofilek az egér neutrofilektdl jelentésen eltér6é Fc-receptorokat expresszalnak (nincs
rajtuk jelen FcyRIV, de expresszalnak két specialis masik Fcy-receptort, a receptor ligand-
koté lancaban ITAM-et hordozé FcyRIIA-t és a GPIl-horgonnyal a plazmamembranhoz
k6tédé FeyRIIIB-t). Blokkold antitestek alkalmazasaval az irodalmi adatokkal egybecsengéen
azt talaltuk, hogy a human neutrofilek immunkomplexek altali aktivalédasahoz az FcyRIIA és
az FcyRIIIB egyarant sziikséges (tehat az egyik blokkolasa esetén a masik lényegében nem
képes a funkcionalis kompenzaciora) [12].

7.3.3. A PLCy2 szerepe neutrofilek immunkomplex-indukalt aktivaciéjaban

A kovetkezd Kkisérletekben a PLCy2
aktivalédasat és esetleges szerepét vizsgaltuk
neutrofilek immunkomplex-indukalt aktivalédasa
soran. Amint az a 76. abran lathato, az | P¢v?
immunkomplex-felszinre helyezett neutrofilekben
a PLCy2 foszforilacidja volt megfigyelhetd, és

A Vad tipus Src-csaldd KO

Kontroll Ic Kontroll [ kDa
| — e

B
PLCy2 | SIS Sams Sl — 150

s s - L, B Vad tipus Syk"'

ehhez a foszforilaciohoz szukséges volt az Src- ool & romwan 16 kDa
kindzok (Hck, Fgr és Lyn), illetve a Syk jelenléte. by S % ” E.
Tovabbi nem-publikdlt eredményeink szerint a | ™% S
neutrofilek intracellularis Ca®'-raktarainak a pLevz g St . SN
depletalasa az immunkomplex-kivaltotta 76. abra: A PLCy2 Src-kinazok (A) és Syk (B)
sejtvalaszok megsziinését eredményezte. altal ko;vetltett foszforllacmjg |mmunkomplex,

. 2t L, (IC) felszinre helyezett neutrofilekben Src-csalad
Mindezek a Ca”"-szignalt Iétrehozni képes PLCy2 KO: Hek™Fgr-Lyn™". Publikalva: [13]

lehetséges szerepére utaltak.
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Ezutdn megvizsgaltuk, hogy hogyan valtoznak az immunkomplex-kivaltotta
sejtvalaszok PLCy2™~ neutrofilekben. Amint az a 77. abra A részén lathato, a PLCy2 hianya
Iényegében megsziintette a neutrofilek immunkomplex-felszinen kialakuld szuperoxid-
termelését. Hasonlo gatlas volt megfigyelhetd a zselatinaz-granulumok Urtlése és a sejtek
szétterlilése esetén is. A PLCy2 tehat fontos funkcionalis szerepet t6lt be a neutrofilek Fc-
receptorokon keresztiili aktivalodasaban.

o
|

Kontroll IC

Vad tipus PLCY2"
Kontroll IC Kontroll IC

o
'

N
Vad tipus

Zselatinaz zimogram
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77. abra: Immobilizalt IgG immunkomplex (IC) altal indukalt szabadgyok-termelés (A), degranulacié (B) és
szétterulés (C) PLCv2"/" neutrofilekben. Publikalva: [13].

7.3.4. A p190RhoGAP vizsgalata az immunkomplex-indukalt sejtaktivaciéban
Utoljara megvizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e a 61
p190RhoGAP a neutrofilek immunkomplex-kivaltotta
sejtvalaszaiban. Amint azt a 78. abra mutatja, az
immunkomplex-felszinre  helyezett  p190RhoGAP™~
neutrofilek a vad tipusu sejtekhez hasonlé mértékben
termeltek szuperoxid szabadgyokot. A p190RhoGAP teat
feltetelezhetéen nem jatszik elengedhetetlen szerepet a o > " M
neutrofilek Fc-receptorokon keresztlili aktivalddasaban. 18 (perc)

78. dbra: Immobilizalt IgG
£z immunkomplexek altal kivaltott
7.3.5. MeQbeszeles szuperoxid-termelés p190RhoGAP"’"

Ebben a fejezetben az egér neutrofilek immobilizalt neutrofilekben. Publikalva: [14].
IgG immunkomplexeken keresztuli aktivalddasanak mechanizmusat vizsgaltuk. Kisérleteink
soran kimutattuk, hogy az immunkomplexek altal kivaltott sejtvalaszokhoz elengedhetetlen
két FcRy-asszocialt aktivald hatasu Fcy-receptor, az FcyRIll és az FcyRIV (72. és 74-75.
abra) [12]. Ezen kisérleteinkben elsdként sikerilt egy 1gG-fliggd cellularis hatast rendelniink
az ujonnan leirt FcyRIV-hez. Tovabbi kisérleteinkben igazoltuk, hogy az ilymédon kivaltott
sejtvalaszok a PLCy2 kdzremiikddésével jonnek létre (77. abra) [13]. Egyelére nem publikalt
elézetes eredményeink szerint az immunkomplex-indukalt sejtvalaszokhoz szikségesek az
Src-kindzok (Hck, Fgr és Lyn) és a Syk is. Osszességében tehat eimondhatjuk, hogy az egér
neutrofilek immunkomplex-indukalt aktivacidja soran feltételezhetéen fontos szerepet jatszik
az FcyRIll és FcyRIV receptorokbdl kiindulé Src-csalad—FcRy—-Syk—PLCy2 jelpalya.

o

IN

—O— Vad tipus
—O— p190RhoGAP—/—

Szuperoxid-termelés
nmol/10° sejt)
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7.4. A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitele neutrofilekben és
hizésejtekben

A neutrofilek aktivalédasanak szamos aspektusat G-fehérje-kapcsolt receptorok
kozvetitik. Ezek kdzé tartozik a behatolé baktériumokbdl és a szovetkarosodas soran a sérult
mitokondriumokbdl felszabadulé fehérjék formil-peptid-receptorok altali felismerése; a
kilénb6z6 gyulladasos mediatorok (C5a, LTB4, PAF, stb.) érzékelése vagy az elsésorban a
sejtek migracidjat szabalyozd kemokinek felismerése. A kdvetkez6kben bemutatott
kisérleteinkben a neutrofilek G-fehérjéken keresztili jelatvitelének kiilonb6z6é aspektusait
vizsgaltuk.

7.4.1. Src-kinazok és a p38 MAP-kinaz szerepe az fMLP-kivaltotta
degranulaciéban

PhD-tevékenységem kezdetén kimutattuk, hogy a neutrofilek fMLP altal kivaltott
valaszai jelentés mértékben gatolhatok altalanos tirozin-kinaz-gatlészerekkel [31]. Kimutattuk
tovabba, hogy bar a tirozin-kinaz-gatlészerek gatoljak az ERK fMLP-kivaltotta foszforilacidjat,
az ERK gatlasa nem okoz a tirozin-kindz-gatloszerekhez hasonlé funkciondlis karosodast
[31]. Tovabbi, itt be nem mutatott kisérleteinkben kiterjesztettiik ezen eredményeinket mas
granulum-populaciokra is, és kimutattuk, hogy az fMLP a p38 MAP-kinaz aktivaciojat is
kivaltja és hogy ez a folyamat szintén gatolhato tirozin-kinaz-gatlészerekkel [1], ami felvetette
annak a lehetéségét, hogy a neutrofilek fMLP-kivaltotta degranulaciés aktivitasat a tirozin-
kinazok részvételével aktivalédo p38 MAP-kinaz kdzvetiti.

A kovetkezd kisérletekben megvizsgaltuk a p38 MAP-kinazt gatlo SB203580 hatasat
human neutrofilek degranulacios aktivitasara. A kilénb6zd granulum-populacidk kézdl a
primer-granulum-marker B-glukuronidaz (ritését az irodalomban elfogadott mddon
citokalazin B (CB) jelenlétében, a szekunder granulumokbdl Uritett laktoferrin leadasat CB
jelenlétében és CB nélkil is, mig a szekretoros vezikulakban talalhaté human
szérumalbumin (HSA) leadasat csak CB nélkll vizsgaltuk.

Amint az a 79. abran lathatd, az SB203580 koncentracio-fliggé modon részben gatolta
mind a B-glukuronidaz, mind a laktoferrin Uritését (utdbbit CB jelenlétében és hianyaban
egyarant). A HSA leadasara ezzel szemben az SB203580-nak még a legmagasabb
alkalmazott koncentracioban sem volt érdemi hatasa.

B-glukuronidaz Laktoferrin

BECB+MLP 2 [e=]
B CB+MLP

Leadas (max. %-aban)

- 10 30 100
SB203580 (M) $B203580 (uM) S$B203580 (uM)

0

79. abra: A p38 MAP-kinaz-gatldszer SB203580 hatasa a B-glukuronidaz (A), a laktoferrin (B) és a human
szérumalbumin (HSA) fMLP-kivaltotta Urilésére human neutrofilekben. A jeldlt mintak 10 uM citokalazin B (CB)
jelenlétében késziltek. Publikalva: [1].
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Az SB203580 altali gatlas értékelhetésége
érdekében megvizsgaltuk a vegyllet hatasat a p38
MAP-kinaz szubsztratjanak, a MAPKAP-kinaz 2-
nek (MAPKAPK2) az aktivalédasara. Amint az a
80. abran lathato, az SB203580 az alkalmazott 10-
100 uM koncentraciéban koncentracié-figgd
modon gatolta a MAPKAPK2 aktivalodasat és az
alkalmazott legnagyobb koncentraciéban kb. 85%-
os gatlast eredményezett.

A koévetkez6 kisérletekben a p38 MAP-kinaz
aktivalasaban szerepet jatszd tirozin-kinazokat
probaltuk azonositani. PhD-munkam soran végzett
elézetes kisérleteink alapjan felmerilt az Src-
tipust kinazok szerepe a neutrofilek G-fehérje-
kapcsolt receptorokon keresztlli aktivalodasaban
[33]. Ezért a kovetkez6kben farmakologiai vagy
genetikai megkozelitésekkel vizsgaltuk az Src-
kinazok szerepét a p38 MAP-kinaz fMLP-kivaltotta
aktivalddasaban. Amint az a 81. abran lathatod, a
p38 MAP-kinaz fMLP hatasara I|étrejovo
foszforilacidjat mind az Src-csalad PP1 gatlészere
(A panel), mind a neutrofilekben jelen levé Src-
kinazok genetikai hianya (Hck” Fgr'Lyn™
mutacio) jelentds mértékben gatolta. Az Src-tipusu
kinazok tehat feltételezhet6en a p38 MAP-kinaztol
proximalisan helyezkednek el az fMLP-receptorok
jelpalyajaban.

S$B203580: -
- fMLP

10 uM
- fMLP

30 yMm 100 M
-  fMLP - fMLP

MAPKAPK2
kinaz assay S S—
(Hsp27 szubsztrat)

Hsp27 foszforilacioé (%)
8 &5 3

o

SB203580 (uM)
80. abra: A p38 MAP-kinaz géatlészer
SB203580 hatasa a MAPKAPK2 fMLP-indukalt

aktivalédasara human neutrofilekben.
Publikalva: [1].

81. abra: Az Src-kinaz gatloszer PP1 gatloszer

Vad tipus  Src-csalad KO
— fMLP — fMLP — fMLP — fMLP

foszfo-p38
— —— —

P38 — — e —

100

o-
WMLP

80

o-
WiMLP

60
40

p38 foszforilacio (%)

20
0

- PP1 Vad tipus Src-csalad

KO

(A) és a Hck"’"Fgr""Lyn"’" (Src-csalad KO)
mutacio (B) hatasa a p38 MAP-kinaz (p38)
fMLP-kivaltotta foszforilacidjara human (A) és
egér (B) neutrofilekben. Publikalva: [1].

Ezutan megvizsgaltuk, hogy milyen hatdsa van a PP1-nek human neutrofilek fMLP-
kivaltotta degranulaciés aktivitasara. Amint az a 82. abra A-B részén lathaté, a PP1

koncentracio-figgd modon gatolta a primer-granulum-marker

B-glukuronidaz és a

szekunder-granulum-marker laktoferrin Uritését (utébbit CB jelenlétében és hianyaban
egyarant). A PP1 azonban a legmagasabb (30 pM) koncentracioban sem befolyasolta
érdemben a szekretoros vezikulakban talalhaté HSA kitrilését.

-glukuronidaz Laktoferrin
9

100 T 100 1

ECB+MLP

80 + 80 +
60 1+

401

Leadas (max. %-aban)

20

- 10 30 - 10
PP1 (M)

PP1 (M)

82. abra: Az Src-kinaz-gatlészer PP1 hatasa a B-glukuronidaz (A), a laktoferrin (B) és a human szérumalbumin
(HSA) fMLP-kivaltotta Urllésére human neutrofilekben. A jelolt mintédk 10 uM citokalazin B (CB) jelenlétében
késziltek. Publikalva: [1].

B CB+fMLP

30 - 30
PP1 (uM)
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Az Src-kinazoknak az fMLP-kivaltotta
degranulacioban valé szerepét a szekunder 100 1
granulumok esetében genetikai megkdzelitéssel is
vizsgaltuk. Amint az a 83. 4bran lathato, a Hck, Fgr és
Lyn egyulttes genetikai hidnya mind CB jelenlétében,
mind annak hianyaban lényegében teljesen
megszintette a laktoferrin fMLP-kivaltotta Urilését.
Ezek a genetikai vizsgalatok meger6sitették az Src- 63, abra: Va toust és Hek-“For-“Lyrc-
tipusu tirozin-kinazok szerepét a neutrofilek G-fehérje- (éf!;-£§;|é3 Kg))”:séfsnejtromg; M.
kapcsolt receptorokon keresztili aktivalédasaban. kivaltotta laktoferrin-tiritése. A jelslt mintak

Osszességében elmondhatjuk, hogy az itt 10”Mkféitszﬁ?t'glii”Pﬁéﬁ(gfvj::'e[?;_étébe”
bemutatott kisérletsorozat az Src-kindzok
kézrem(ikddésével aktivalodé p38 MAP-kinaz szerepét igazolta a neutrofilek primer és
szekunder granulumainak formil-peptidek altal kivaltott kilrilésében. Ez a jelpalya
ugyanakkor valészinlleg nem vesz részt a szekretoros vezikulak fMLP-kivaltotta
exocitézisaban.

Laktoferrin

80 + El-
EMLP

BECB
60 + ECB+MLP

Leadas (max. %-aban)

Vad tipus Src-csalad KO

7.4.2. A Syk szerepének vizsgalata G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelében

Korabbi irodalmi adatok arra utaltak, hogy a Syk fontos szerepet jatszhat a G-fehérje-
kapcsolt receptorok jelatvitelében ([132-137]). Ezen eredmények dontdé tdbbsége azonban
vagy korlatozott specificitassal rendelkez6 gatlészerek (pl. piceatannol) alkalmazasara vagy
heteroldg expresszids rendszereken készilt kisérletekre (melyekben a Syk szerepét idegen
sejtes kornyezetben, nem-természetes agonistakon és receptorokon keresztil vizsgaltak)
épult. Az Src-kinazok és a p38 MAP-kinaz szerepével kapcsolatos fenti kisérletsorozattal
parhuzamosan farmakologiai és biokémiai modszerekkel magunk is vizsgaltuk a Syk
szerepét a neutrofilek fMLP-kivaltotta degranulaciéja soran [1]. Bar a Syk-et gatlo
piceatannol gatolta a neutrofilek fMLP hatasara |étrejové degranulaciojat és a p38 MAP-
kinaz aktivalédasat, a Syk foszforilaciéjat nem sikertlt kimutatnunk. Mindezek egyittesen
komoly bizonytalansagot jelentettek a Syk-nek a G-fehérje-kapcsolt receptorokon keresztiili
jelatvitelben betdltott szerepével kapcsolatban. A  kérdés tisztazasa érdekében a
kovetkez6kben bemutatott kisérletsorozatban genetikai megkézelitéssel, primer sejtek
endogén receptorokon keresztlili aktivalasaval és fiziologias sejtvalaszok mérésével
részletesen megvizsgaltuk a Syk szerepét a neutrofilek és a hizésejtek G-fehérje-kapcsolt
receptorokon keresztuli jelatviteli folyamataiban.

El6szor a neutrofilek fMLP altal, Gi-fehérjéhez kapcsolt formil-peptid-receptorokon
keresztili aktivacidjat vizsgaltuk. A Syk genetikai hianya nem befolyasolta sem az fMLP
hatasara létrejové szabadgyok-termelés kinetikajat, sem annak az fMLP-koncentraciotol vald
fluggését (84. abra A panel). Hasonlé eredményeket kaptunk CB-vel el6kezelt sejteken is [4].
A Syk™™ mutacié sem CB jelenlétében, sem annak hianyaban nem befolyasolta a neutrofilek
fMLP hatasara létrejovo laktoferrin-tritését sem (84. abra B panel). A primer granulumokban
talalhaté elasztaz CB jelenlétében fMLP hatasara kivaltott Urtlése szintén hasonlo volt a vad
tipusti és Syk™™ neutrofilekben (84. abra C panel).
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0 4 8 12 16 0 1 10 Vad tipus Syk—/— 0 1 2 3 4 5
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84. abra: Az fMLP-kivaltotta szabadgyok-termelés (A), laktoferrin-trités (B) és elasztaz-irités (C) Syk™~
neutrofilekben. Az A panel jobb oldali része kivételével az fMLP-koncentracié 3 uM volt. A B panelben jeldlt
mintakat és a C panel bemutatott kisérletet 10 uM citokalazin B (CB) jelenlétében végeztiik. VT: vad tipus; CTAB:
cetil-trimetil ammanium-bromid (ionos detergens). Publikalva: [4].

A kovetkezdkben egyes fMLP-kivaltotta intracellularis jelpalyak aktivalédasat
vizsgaltuk. A Syk™ mutacid6 nem befolyasolta az fMLP hatasara létrejové Ca**-szignal
lefutasat sem normal extracellularis

L g , A B Vad tipus Syk””
médiumban (85. abra A panel) sem wl mp: = 30" 1 2 = 30 1 2
amikor a kils6 Ca*-koncentraciot | - fosZoERK|  SEERES =SS
kela’.t.orok e?.lkalmazasaval. olyannyl/lrla E”"' S ———
lecsokkentettlk, hogy az intracellularis | ¢
Ca*"-szignalt kizarolag a sejtek Ca®- | g vedous fosatopso [N

e e , r _Y77 )
raktarainak az urllése hozta létre [4]. A o
" ) ) e P30 S w——— S——— -
Syk hianya nem befolyasolta érdemben o 1 2 3 4 5 o
az ERK és a p38 MAP-kinaz fMLP- oo tpere

kivaltotta foszforilacidjat (85. abra B 85. abra: fMLP-kivaltotta intracellularis jelatvitel Syk"’"
. . . ey e neutrofilekben. Publikalva: [4].

panel) és az aktin polimerizaciéjat [4]

sem.

Ezutan két masik Gi-fehérjéhez kapcsolt neutrofil aktivator, az LTB, leukotrién és a
Cb5a komplement-fragmentum hatasara Iétrejovd jelatviteli folyamatokat vizsgaltuk. Amint az
a 86. abra A részén lathatd, a Syk hianya nem befolyasolta sem az LTB4, sem a Cbha
hatasara létrejové Ca®*-jelet. A Syk™ neutrofilekben mind az LTB,, mind a C5a normalis
ERK-foszforilaciét (86. abra B panel) és aktin-polimerizaciét (86. abra C panel) valtott ki.

A 600 4 400 B ) . c ol HEKontroll
] Vad tipus Syk HLTB4
Vad tipus — — BEC5a

=1 —— Syk/ 300 88 8 8

= Y I 5 o 5 o T
£ 400 1 =

8 foszfo-ERK . - .g ;é

s 300 4 200 1 ¥

E £

8 3

3 200 4 ) ERK ‘ S

e Ss==s :

100 g C5a —Syk-/-
LTB,
0 + + + + 1 0 + + + + 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 Vad tipus Syk—/—
1d6 (perc) 1d6 (perc)

86. abra: Az LTB, és a C5a altal kivaltott Ca?*-szignal (A), ERK-foszforilacié (B) és aktin-polimerizacié (C). MFI:
atlagos fluoreszcencia-intenzitas. Publikalva: [4].

Végul két kemokin, a MIP-1a és a MIP-2 neutrofilekre kifejtett hatasat vizsgaltuk
(mindketté Gi-kapcsolt receptorokon keresztiil aktivalja a neutrofileket). Amint azt a 87. abra
A része mutatja, a Syk hianya CB-el6kezelt neutrofilekben nem befolyasolta a MIP-1a és a
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MIP-2 altal kivaltott elasztaz-iritést. A két kemokin altal kivaltott Ca*-szignal (87. abra B
panel), az ERK és a p38 MAP-kinaz foszforilacidja (87. abra C panel), valamint az aktin-
polimerizacio [4] szintén a vad tipusu sejtekhez hasonlénak bizonyult.

A EControl B 600 700 (o4 Vad tipus Syk ™"
12T EMIP-1a 600 S« S
8 - T [ A" L o
é 10+ BIP-2 g o Vad tipus Vad tipus % = % =
B 500 +
A < 400 —— Syk—i ——— Syk——
gor & wol foszfo ERK| oy —wm
< o e
8 £ 300 4+
5. k] ERK S S e s s
NT S 2004
s 3 2 —
&2t Tor wof @ s EE S =
. MIP-1a MIP2 foszfo-p38 = == |E==gn
0 0 + + + + J 0 + + + + J B
Vad tprS Syk_/_ 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
1dé (perc) 15 (perc) P38 i —————
87. abra: A MIP-1a és MIP-2 kemokinek altal kivaltott elasztaz-irités (A), Caz+-szignél (B), valamint az ERK és
a p38 MAP-kinaz foszforilacidja (C). Az (A) panelen bemutatott kisérlet 10 uM citokalazin B jelenétében készlilt.
Publikalva: [4].

Utoljara  azt  szeretttk  volna
. Sy .y . Adenozin IgE
megvizsgalni, hogy a Syk szerepet jatszik- Vadtps  Syc- Vadtpm  Syk”
e egyéb sejtek  G-fehérje-kapcsolt - 2w - 3w - W - 3w
. s e g s foszfo-Akt = D . EED - foszfo-Akt m EEBDEED - -
receptorokon keresztlli aktivalédasaban.
, . . . Akt - Akt M G —
Ezért Toshiaki Kawakami (La Jolla Institute
foszfo-ERK e ok foszfo-ERK| S

of Allergy and Immunology, La Jolla, CA,

ERK ERK

USA) munkacsoportjaval egylttmikodve
megvizsgaltuk a csontvel6i sejtekbdl in
vitro differencialtatott hizdésejtek adenozin
hatasara, Gi-fehérjéhez kapcsolt
receptorokon [138] keresztuli
aktivalédasat. Kontrollként megvizsgaltuk
ugyanezen sejtek IgE keresztkdtés hatasara Fce-receptorokon keresztll I|étrejovd
(feltetelezetten ITAM- és Syk-medialt) aktivalédasat is. Amint azt a 88. abra A része mutatja,
a Syk hianya nem befolyasolta az Akt, az ERK és a p38 MAP-kinaz adenozin hatasara
létrejovd foszforilacidjat, mig ugyanezen fehérjék IgE-keresztkétés hatasara létrejovd
foszforilacidja teljesen megsziint a Syk™™ hizésejtekben (88. abra B panel).

Mindezek az eredmények 6sszességében arra utaltak, hogy a Syk sem neutrofilekben,
sem hizosejtekben nem szikséges a G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatviteléhez.

foszfo-p38[ . - foszfo-p38

P38

88. abra: Syk”’ hizésejtek G-protein-kapcsolt receptoron

(A) és Fce-receptoron (B) keresztili jelatvitele.
Publikalva: [4].

P36 M ——

74.3.A PLCy2
jelatvitelében

A PLCy2 neutrofilekben betdltétt szerepének vizsgalata soran szintén vizsgaltuk a G-
fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelét. Amint az a 89. abran lathatd, a PLCy2 hianya nem
befolyasolta a CB-vel el6kezelt sejtek fMLP-kivaltotta szuperoxid-termelését (A panel) és
zselatinaz-uritését (B panel), és nem volt érdemi hatassal az ERK és a p38 MAP-kinaz MIP-
2 altal létrehozott foszforilacidjara sem. A PLCy2 tehat feltételezhetéen nem jatszik lényeges
szerepet a neutrofilek Gi-fehérjéken keresztiili aktivalodasaban.

szerepének vizsgalata G-fehérje-kapcsolt receptorok
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89. dbra: A PLCy2 szerepének vizsgalata neutrofilek fMLP-kivaltotta szabadgyok-termelésében (A) és a
zselatinaz-granulumok Urilésében (B), valamint az ERK és a p38 MAP-kinaz MIP-2 altal lIétrehozott
foszforilaciojaban (C). Az A-B panelen bemutatott kisérletek 10 uM citokalazin B jelenétében készlltek.
Publikalva: [13].

7.4.4. A p190RhoGAP vizsgalata G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelében

A p190RhoGAP szerepének vizsgalata soran rdviden megvizsgaltuk a fehérje
esetleges részvételét a neutrofilek fMLP altal kivaltott szabadgyodk-termelésére is. Amint azt
a 90. abra A része mutatja, fMLP 6nmagaban csak nagyon kismértékl(i szabadgyok-

termelést mutatott, ami Gsszehasonlithatd A P @ETNFpimng) B B+ TMLP
mérték{ volt vad tipusu és p190RhoGAP~~
64+
sejtekben. A p190RhoGAP hianya nem | | °7
. 1 , s - —O—Vad tipus
befolyasolta a TNF-el6kezeléssel | €% Y (s priming)
2o 21 Vad tipus
W " . . . _ s 2 + TNF primin
(p’>’r|m|ng) erzelfenyltett vagy .C'B vel 5 5 o preoRmn, e vadtipus
elékezelt sejtek fMLP-kivaltotta | 7= —e—oomeonrr 2} ——p190RhOGAP-i-
szabadgyodk-termelését sem (90. abra A-B * TN prming
panel). Ezen eredmények arra utalnak, 0 . . A . . |
0 5 10 15 0 5 10 15
hogy a p190RhoGAP nem tdlt be altalanos 1d8 (perc) 1d6 (perc)
és elengedhetetlen szerepet a neutrofilek |go. abra: Syk”~ hizosejtek G-protein-kapcsolt receptoron
G-fehérje-kapcsolt receptorokon keresztiili (A) és Fce-receptoron (B) keresztiili jelatvitele.

Publikalva: [4].

aktivaléodasaban.

7.4.5. Megbeszélés

A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelével kapcsolatos kisérleteink elsé részében
kimutattuk, hogy az Src-tipusu tirozin-kindzok koézvetitésével aktivalédé p38 MAP-kinaz
fontos szerepet jatszik a neutrofilek primer és szekunder granulumainak fMLP hatasara
Iétrejovd degranulaciojaban, de nem vesz részt a szekretoros vezikuldk Uritésében (79-83.
abra) [1]. Ezaltal egyrészt sikerllt azonositanunk egy, az fMLP-kivaltotta degranulaciéban
fontos szerepet jatszé jelpalyat, masrészt igazoltuk, hogy a valédi granulumok és a
szekretoros vezikulak exocitézisa kilonb6zé folyamatokon keresztl torténik.

A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelével foglalkozo kisérleteink masodik részében
a Syk szerepét vizsgaltuk neutrofilek és hizésejtek Gi-fehérjéken keresztili aktivaldédasaban.
Ezt a kisérletsorozatot azon korabbi kézlemények ihlették, melyek meglehetésen bizonytalan
modszertani megkozelitések (az ismerten kevéssé specifikus piceatannol gatloszer és
heterolog expresszids rendszerek) alkalmazasaval korabban arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a Syk fontos szerepet jatszik a G-fehérje-kapcsolt receptorok mikoédésében [132-137].
Tovabbi bizonytalansagot okoztak sajat korabbi eredményeink, melyek soran kimutattuk,
hogy bar a piceatannol gatolja a neutrofilek egyes fMLP-kivaltotta exocitotikus és jelatviteli
folyamatait, a Syk aktivalédasat ezen korilmények kézott nem sikerult kimutatnunk [1]. Ezek
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egyuttesen arra sarkalltak benniinket, hogy a Syk esetleges szerepét a fentieknél
megbizhatébb koériimények kozott vizsgaljuk meg. Kisérleti megkozelitésink lényeges
vonasai a kdvetkezdk voltak: 1) genetikai megkozelités a Syk gén teljes torlésével; 2) primer
sejtek alkalmazasa; 3) endogén receptorokon keresztuli aktivacio; 4) fiziologias sejtvalaszok
és jelatviteli folyamatok vizsgalata; 5) tobbféle rendszer (t6bb sejttipus, tébb ligand és tdbb
sejtvalasz) parhuzamos vizsgalata. Az ezen szempontok figyelembevételével elvégzett
kisérletsorozatban semmilyen érdemi karosodast nem sikeriilt kimutatnunk a Syk™"
neutrofilek és hizdsejtek valaszképességében (84-88. abra) [4]. Ugyanerre a kdvetkeztetésre
jutottunk a  Syk”™ neutrofilek  kiildnbdz6  kemoattraktansok  és  kemokinek
koncentraciogradiensének mentén térténé normalis in vitro migracioja (56-58. abra) [2,4,10],
illetve a Syk™™ neutrofileknek a kemokin-fiiggd [139] tioglikollat-peritonitisben valéd normalis in
vivo migréacidja (62. abra) [2] alapjan. Mivel sem vad tipust, sem Syk™ neutrofilekben nem
tudtuk kimutatni a ZAP-70 jelenlétét (24. abra) [4], nem valdszinl, hogy a G-fehérje-kapcsolt
receptorok normalis mikodéséért a ZAP-70 altali kompenzacié tehetd feleléssé. Mindezek
egylttesen arra utaltak, hogy a Syk az irodalmi adatokkal ellentétben sem neutrofilekben,
sem hizosejtekben nem vesz részt a G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelében.

7.5. Jelatviteli folyamatok vizsgalata in vivo gyulladasos
betegségmodellekben

A kilénb6zb gyulladasos sejtek (neutrofilek, makrofagok és hizdsejtek) és a
gyulladasos folyamatokban szerepet jatsz6 receptorok (integrinek, Fc-receptorok, G-fehérje-
kapcsolt receptorok) in vitro vizsgalataval kapott fenti eredmények alapjan felmerult bennlnk
a kérdés, hogy vajon az eddig vizsgalt jelatviteli mechanizmusok szerepet jatszanak-e az in
vivo gyulladasos folyamatokban is. Ezt a tovabbiakban a rheumatoid arthritis egyik
transzgénikus allatmodelljének, az un. K/BxN szérumtranszfer-arthritisnek a segitségével
vizsgaltuk.

7.5.1. Az autoantitest-indukalt K/BxN szérum-transzfer arthritis modell

A K/BxN szérumtranszfer-arthritis alapja egy véletlen medfigyelés volt, melynek soran
egy mas celbdl létrehozott, az un. KRN transzgénikus T-sejt-receptort hordozé egértérzset
az autoimmunitasra hajlamositdé NOD egértérzzsel valé keresztezésbdél kapott utdédokat
vizsgaltak [108]. Ezeket az egereket a szulék

KRN transzgén X NOD

eredete és a KRN transzgént hordoz6 térzs ﬁshéitéren

C57BL/6 (réviden B6) genetikai hattere alapjan g
KRN/B6xNOD, roviditve K/IBxN  egereknek @
nevezzik el (91. abra). A K/BxN egereken sulyos KiBxN utédok ﬁ

izuleti gyulladast figyeltek meg, amely Kklinikai Ssérum -
tineteiben és szovettani képében (pl. a jellegzetes ransster
pannus megjelenésében) is nagyon hasonlitott a Szérum recipiens _J
human rheumatoid arthritishez [108]. A modell | 91.abra: A K/BxN szérum-transzfer arthritis-
tovabbi vizsgalata soran kider(lt, hogy a betegség modell sematikus abrazolasa.
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genetikailag normalis egyedekre is atvihetd a K/BxN allatok szérumaval vagy tisztitott
immunglobulinjaival (91. abra) [140]. Az ilymddon kivaltott betegségmodell a K/BxN
szérumtranszfer-arthritis.

A K/BxN szérumtranszfer arthritis modell a sajat kisérleteink szempontjabol szamos
elénnyel rendelkezik. Egyrészt ez a modell a nemzetkdzi szakirodalomban altaldnosan
hasznalt és elismert modell, ami megkdnnyitette eredményeink masokéival vald
Osszehasonlitasat és szélesebb korli megismertetését. A modell kifejezetten robusztus, és
(ellentétben pl. a kollagén-indukalt vagy kollagén-antitest-indukalt arthritisszel) minden eddig
vizsgalt egértdérzsben, kéztik a sajat egereink hatterét addé C57BL/6 egerekben is mikodik.
A modell lehetéséget teremt az autoimmun arthritis késéi (szOvetkarosodasi) fazisanak a
limfocitak altal kozvetitett korai (immunizaciés) fazistol flggetlen vizsgalatara. Korabbi
irodalmi adatok ezeken tulmenden igazoltdk, hogy a K/BxN szérumtranszfer-arthritis
létrejottében fontos szerepet jatszanak a neutrofilek [141], a makrofagok [142] és a
hizésejtek [143], valamint a Bo-integrinek [144] és az Fcy-receptorok [145-147], vagyis a
korabbi kisérleteink targyat képezé sejtek és receptorok.

A K/BxN szérumtranszfer-arthritis beallitasahoz el8szér meg kellett alapitanunk egy, a
KRN transzgént a C57BL/6 genetikai hattéren hordozé egértérzset. Mivel a KRN transzgén-
pozitiv és a transzgén-negativ egyedek kdzott kilséleg semmilyen kilénbség nincs (a NOD
egerekkel vald keresztezés nélkiil nem jon létre arthritis), a KRN transzgén-pozitiv egereket
egyedi genotipizalas alapjan kellett azonositanunk. Ehhez kezdetben a KRN T-sejt-receptor-
transzgén részét képezd VB6 régid aramlasi citometriaval valé kimutatasat (92. abra A
panel), a kés6bbiekben pedig a transzgén PCR-alapu kimutatasat (92. abra B panel)
alkalmaztuk.

A B
KRN Transzgén-negativ KRN Transzgén-pozitiv
Egérszama: 36 37 38 39 40 41 42 43 44 1o M
£ KRN genotipus: + - - - - + — - + 9
N
2
f=4
£ Kontroll PCR - 1500tp
ﬁ (450bp) | - S G D e — D e w— — —500bp
1 KRN PCR - - -— —— -100bp

100 10! 102 10° 104 100 10! 102 10° 104 (190 bp)
— TCR Vp6 — TCRVpB6
92. abra: A KRN transzgénikus egerek genotipizalasa a periférias vérben keringd CD4+ sejtek V36 T-sejt-
receptoranak (TCR) aramlasi citometrias vizsgalataval (A), illetve genomialis DNS KRN transzgénre specifikus
PCR vizsgalataval (B). Tg": KRN transzgén-pozitiv kontroll minta; M: molekulatémeg-marker; bp: bazispar.

A KRN transzgén-pozitiv egyedek NOD egerekkel valo keresztezésébdl szarmazé
utodok koézil a 92. abra szerinti genotipizalas és a lathaté arthritis alapjan valasztottuk kilén
a transzgén-pozitiv (K/BxN; arthritises) és a transzgén-negativ (BxN; egészséges) egereket.
A kétféle egerek szérumat kulon-kulon Osszegydjtottuk. A K/BxXN egerek szérumat
hasznaltuk a szérumtranszfer-arthritis kivaltasara, mig a kontroll egerek az egészséges
(BxN) egerekbdl szarmazé szérumot kaptak.

A K/BxN szérumtranszfer-arthritist rutinszerllen egyszeri 400 pl K/BxN szérum
intraperitonealis injekcidjaval valtottuk ki. A kontroll egerek azonos mennyiségl normal (BxN)
szérumot kaptak. A K/BxN szérum hatasara létrejové izlleti gyulladast mutatja a 93. abra A
része, melyen jol lathaté a bokatajék és a labujjak duzzanata, a szdvetek voroses szinezete
és a végtag deformacidja. A betegséget a K/BxN szérum adasat kdvetd két héten keresztil
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minden nap szamszer(sitettik is a lathatd tlnetek 0-10 koézotti hatsd végtagi klinikai
pontszam-skalan vald értékelésével (93. abra B panel) és rugds tolémérd segitségével
minden nap lemértiik az egerek bokavastagsagat is (93. abra C panel). Az igy kapott
kinetikai gorbéken jol latszik, hogy az arthritis a K/BxN szérum injekciojat koveté 2-3 nap
mulva kezd megjelenni és a 8-10. napon éri el a maximumat (93. abra B-C panel). Itt nem
bemutatott tovabbkovetéses kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a K/BxN szérum
injekciojat koveté 3. héten a betegség mar kezd lecsengeni, ami feltételezhetéen az
arthritogén antitesteknek a szervezetbdl valé kitrilésével magyarazhato.

A B C
4
= s 81
° i ¥
g F - o
] g 351
U~ o
e zE
2 Xy 8 E
S E —O— Kontroll E = —O— Kontroll
) y 5 —e— Arthritis 8 7 —e— Arthritis
2 . g 21
£ e
< :
0 + + + + + + { 2.5 4 + + + + + + J
o ‘ 0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

1d6 (nap) 1d6 (nap)

93. abra: K/BxN szérum-transzfer arthritis vad tipusu egerekben. Publikalva: [13]

Mivel a human rheumatoid arthritis egyik legsulyosabb kdvetkezménye az izlleti
funkcié (fogas, iras, stb.) elvesztése, beallitottunk egy kisérleti rendszert az egerek izlleti
funkciéjanak a vizsgalatara is. Ennek soran az egereket egy, a ketrecfedélhez hasonld
racsozattal rendelkez, specialisan erre a célra készitett fémracsra helyeztik, majd a racsot
megforditva szimulaltuk azt az allapotot, amikor az egerek a ketrecdobozukban alulrél
kapaszkodnak az azt fedd racsra. Ezutan megmértiik, hogy az egerek hany masodpercig
képesek kapaszkodni a racs aljahoz. A vizsgalat eredményét a 94. dbra A részén bemutatott
képkockak és a mért idétartamokbdl a Kaplan-Meier tulélési gdérbéhez hasonléan képzett és
a 94. abra B részén bemutatott "racson-maradasi gorbék" szemléltetik (utébbiak azt
mutatjak, hogy adott id6 elteltével az egerek hany szazaléka kapaszkodik még mindig a
racson). Az abrardl leolvashatd, hogy mig a kontroll (BxN) szérummal kezelt egerek kb.
90%-a 20 masodpercnél tovabb volt képes kapaszkodni a racson, addig az arthritist kivaltd
(K/BxN) szérummal vald kezelést kovetben az allatok fele az elsé masodpercekben leesett a
racsrél és elhanyagolhaté részuk volt képes a teljes 20 masodperces mérési idészakban a
radcson maradni.
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94. abra: Az izlleti funkcid vizsgalata K/IBxN szérum-transzfer arthritis soran vad tipusu egerekben. Publikalva:

[13]
Amint azt a fentiekben emlitettem, a
K/IBxN  szérumtranszfer-arthritis  iranti | , coe 5 FeRv
érdeklédésiink egyik oka az volt, hogy ° &
korabbi irodalmi adatok szerint a betegség | & ' ’
. , ” gé‘ 6 —O—Vad tipus Kontroll
kialakulasahoz elengedhetetlenek a (.- | 2% —@—Vad tipus Arthriis ° —O—Vad tipus Kontroll
) . ; § E 4 —0O—CD18-/- Kontroll 4 —=@— Vad tipus Arthritis
integrinek és az Fcy-receptorok [144,145]. | & —o—CD18-/- Arthits o FeRv- Kantral
. , , , 2 2 ‘cRy—/— ritis
Ezeket a kdvetkeztetéseket megprobaltuk a
0 0
sajat kisérleti rendszerinkben magunk is P ey S
megerésiteni. Amint azt a 95. abra Aés C | b
része mutatja, a K/BxN szérumtranszfer- s 38
arthritis makroszkoposan lathaté klinikai | g s 54
" . L, , , §A —O— Vad tipus Kontroll ad tipus Kontro
tiinetei és a bokavastagsag emelkedése | §&= —e—vadtius Adiits e Vet s
i ) E e —O— CD18-/- Kontroll —O—FcRy-/- Kontroll
z 3
egyarant majdnem te'Jesen elmaradt a a —8— CD18—/- Arthritis 2 —8—FcRy-/- Arthritis
CD18™" csontvel6i kimérakban. !
24 —_— 22
Hasonloképpen a betegség klinikai tunetei D e C e
s a bokavastagsag emelkedese teliesen | g5 spra: K/BxN szérum-transzfer arthritis CD18™ és
megszint az aktivaldé Fcy-receptorok | FcRy™ csontvelsi kimérakban. A és C panel publikalva:
miikddéséhez szikséges FcRy adapter- [14]

fehérje hianyaban (95. dbra B és D panel).

7.5.2. A Syk szerepe autoantitest-indukalt arthritisben

A kovetkezd kisérletsorozatban a Syk szerepét vizsgaltuk a K/BxN szérumtranszfer-
arthritis létrejéttében Syk™ csontveldi kimérak segitségével. Amint az a 96. abra A részén
lathaté, a vad tipusu csontveld-kimérakkal szemben a Syk” kimérakban nem sikeriilt
kivaltani a K/IBxN szérumtranszfer-arthritis klinikai tineteit. Az arthritis szamszerUsitésére
hasznalt hatsé végtagi klinikai pontszam (96. abra B része) és bokavastagsag (96. abra C
része) kinetikai vizsgalata azt mutatta, hogy a Syk™ kimérakban egyaltalan nem jétt Iétre
arthritis. Hasonlé eredményeket kaptunk a mellsé végtag vizsgalata soran [15]. A Syk tehat
fontos szerepet jatszik az in vivo arthritis kialakulasaban az autoantitest-indukalt K/BxN
szérumtranszfer modellben.
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abra: K/BxN szérum-transzfer arthritis klinikai tlineteinek vizsgalata Syk_/_ csontvel6i kimérakban.
Publikalva: [15]

96.

+/—

Itt be nem mutatott tovabbi kisérleteinkben Syk™ heterozigéta egerekben is
megvizsgaltuk a K/BxN szérumtranszfer-arthritis lefutasat. A homozigéta Syk** alomtestvér-
kontrollokkal &sszehasonlitva a Syk*~ heterozigétakban lényegében teljesen normalis volt a
betegség makroszkopos lefolyasa [15], ami arra utal, hogy a Syk expresszidjanak
feltételezetten kb. 50%-0s csokkenése még nem eredményezi a korfolyamat karosodasat.
Ez arra utal, hogy a K/BxN szérumtranszfer-arthritishez hasonlé patomechanizmusu human
betegségekben esetleg alkalmazandé Syk-gatlészereknek 50%-nal nagyobb mértékben kell
gatolniuk a Syk aktivitasat a vart terapias hatas elérése érdekében.

Mivel a human rheumatoid arthritis egyik
legfontosabb tlnete az izilleti funkcié karosodasa, a 94.
abran bemutatott megkodzelitéssel megvizsgaltuk az
arthritogén szérummal kezelt Syk™ kimérak racson valé
kapaszkodasanak a képességét. Amint az a 97. abran
lathatd, a Syk genetikai hianya teljesen megsziintette a
K/IBxN szérumtranszfer-arthritis hatasara létrejové izlleti
funkciokarosodast.

Az eddigi makroszképos és Kklinikai jellegl
vizsgalatok utan szdvettani metszeteken is megvizsgaltuk a
arthritis megjelenését a Syk”™ csontveldi kimérakban.

100

80

—O— Vad tipus Kontroll
—@— Vad tipus Arthritis
—O— Syk—/- Kontroll
—@— Syk—/- Arthritis
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Racson maradé egerek
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97. abra: Az izileti funkcid
vizsgalata K/BxN szérumtranszfer-
arthritis soran Syk‘/‘ csontveldi
kimérakban. Publikalva: [15].

Amint az a 98. abran lathatd, a vad tipusu kimérak bokatajékan a bokaizlletet kdrnyezd
synoviumban jelentés fehérvérsejtes infiltracié alakult ki, amely az iziletet alkotd csontokba
is behatolt. Syk™™ csontvelsi kimérakban ezzel szemben sem a leukocita-infiltracio, sem a
csonthatar sérilése nem volt megfigyelhetd, ezeknek az egereknek a szdvettani képe a
K/BxN szérum injekcidja ellenére a kontroll szérummal kezelt allatokéhoz volt hasonlo.
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Vad tipus
) Kontroll

Arthritis

Syk™-

98. dbra: K/BxN szérum-transzfer arthritis szdvettani vizsgalata Syk‘/‘ csontvel6i kimérakban, a zéld kerettel
kiemelt terliletek sorozatos tovabbi nagyitasaval. Az oszlopok tetején az eredeti nagyitas lathaté. Publikalva:

A human rheumatoid arthritis progresszidjat meghatarozé egyik legfontosabb tényezé
az izlletet alkot6 csontok erézidjanak a megjelenése. Mivel a 98. dbra a csontszdvet
karosodasara utalt a vad tipust (de nem a Syk™) csontveldi kimérakban, a kdvetkezékben
mikro-CT segitségével megvizsgaltuk a bokataji csontok szerkezetét a kiilonb6zé eredetil és
kllonb6zb kezelésen atesett egerekben. Amint azt a 99. abra A része mutatja, az arthritist
kivalto K/BxN szérum injekcioja vad tipusu kimérakban a bokatdji csontok felszinének
kiragodasat (erozidjat) eredményezte, mig Syk™”~ kimérakban ugyanez a karosodas nem volt
megfigyelhetd. A jelenséget még jobban szemlélteti az A panelen nyillal jeldlt elsé disztalis
tarzalis csont utdlagos, nagyobb nagyitassal valé szkennelésének az eredménye (99. abra B
része). Vad tipusu kimérakban az arthritist kivalté K/BxN szérum ezen csont felszinének
massziv erézidjat, két helyen pedig a csont teljes atlyukadasat eredményezte, mig a hasonlé
kezelésen atesett Syk™~ kimérakban semmilyen csonterdziéra utalé jelet nem talaltunk.

Vad tipus Syk™’”

Kontroll Arthritis

99. abra: A csonterdzidk vizsgalata K/IBxN szérum-transzfer arthritis soran Syk‘/‘ csontvel6i kimérakban. Az A
panel a teljes bokatajékot, a B panel az A panelben nyillal jel6lt elsé disztalis tarzalis csontot mutatja.
Publikalva: [15].

85



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

A fenti eredmények 6sszességében arra utalnak, hogy a Syk jelenléte elengedhetetlen
a K/BxN szérumtranszfer-arthritis makroszképos és mikroszképos tineteinek, az arthritis-
kivaltotta izlleti funkciokarosodasnak és az arthritist kdvetd csonterézidknak a létrejottéhez.

7.5.3. A PLCy2 szerepe autoantitest-indukalt arthritisben

A kovetkezb kisérletsorozatban a PLCy2 szerepét vizsgaltuk a K/IBxN szérumtranszfer-
arthritis kialakulasaban. Amint az a 100. abra A részén lathatd, a vad tipusu csontvel6-
kimérakkal szemben a PLCy2~~ kimérakban nem alakult ki a jellegzetes iziileti gyulladas,
duzzadas és deformacio. Az arthritist szamszer(sitd klinikai pontszam (100. dbra B panel) és
bokavastagsag (100. abra C panel) kinetikai vizsgalata kimutatta, hogy PLCy2™~ kimérakban
egyaltalan nem jottek létre az arthritis makroszkdépos jelei. Hasonlé eredményeket kaptunk
intakt PLCy2~~ egerek vizsgalata soran is [13].
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100. abra: K/BxN szérum-transzfer arthritis klinikai tiineteinek vizsgalata PLCy2™~ csontveldi kimérakban.
Publikalva: [13]

Ezutan megvizsgaltuk az arthritis hatasara létrejové 1004
izlileti funkcidkarosodast a PLCy27~ kimérakban. Amint azt
a 101. abra mutatja, mig vad tipusu kimérakban az
arthritist kivalté szérum hatasara az egerek elvesztették a
racson vald 16gasi képességiiket, a PLCy2~~ kimérakban
nem volt kilénbség a kontroll (BxN) és az arthritogén
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(K/BxN) szérummal kezelt egerek izuleti funkcidja kdzott. o + 5 bt -
Utoljara megvizsgaltuk a bokaiziilet mikroszkopos e )
képét is. Amint azt a 102. abra mutatja, vad tipust egerek 101. abra: Az izleti funkcio

.\ . f1x . . i . L vizsgalata K/BxN szérum-transzfer
arthritist indukald szérummal valé kezelése a jelentds | rhritis soran PLCy2 ™~ csontvelsi

gyulladasos infiltraciét eredményezett a bokaiziiletet kimérakban. Publikalva: [13].
kériilvevé synovialis térben. A PLCy2™~ kimérakban ezzel szemben egyaltalan nem volt
megfigyelhetd a gyulladasos sejtek infiltracidja az arthritogén K/BxN szérum adasa utan.
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102. abra: K/BxN szérum-transzfer arthritis szévettani vizsgalata PLCVZ"‘kimérékban. Publikélva: [13]

Mindezen eredményeink egyulttesen arra utalnak, hogy a PLCy2 megkerilhetetlen
szerepet jatszik az autoantitest-indukalt arthritis makroszkopos tlineteinek, mikroszkdpos
képének és az arthritist kovet6 izlleti funkcidkarosodasnak a kialakulasaban.

7.5.4. A p190RhoGAP szerepének vizsgalata arthritisben

A p190RhoGAP integrinek és egyéb receptorok jelatvitelében betdltott szerepének
vizsgalataval parhuzamosan megvizsgaltuk a fehérje részvételét a K/BxN szérumtranszfer-
arthritis létrejottében is. Amint az a 103. abran lathatd, sem az arthritis makroszkdépos klinikai
jeleinek mértékében, sem azok idébeli lefutasaban nem talaltunk kilonbséget vad tipusu és
p190RhoGAP™~ kimérak kdzott.
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103. abra: K/BxN szérum-transzfer arthritis klinikai tiineteinek vizsgalata p190RhoGAP ™~ csontvelsi
kimérakban. Publikalva: [14]

Amint az a 104. abran lathatd, az arthritis-kivaltotta 100
izlleti funkciokarosodas vizsgalata soran szintén nem
talaltunk kllénbséget az arthritist kivaltdé (K/BxN)
szérummal kezelt vad tipust és p190RhoGAP ™ csontvel6i
kimérak racson val6 kapaszkodasi képessége kdzott.

Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy az in vitro
kisérletekhez hasonléan a p190RhoGAP in vivo sem tolt 5
be elengedhetetlen szerepet a [.-integrinek altal

- I i 4 104. abra: Iziileti funkci6 vizsgalata
kozvetitett autoimmun gyulladasos folyamatok KIBXN szaruntransafer arthritis

létrejottében. soran p190RhoGAP™ csontveli
kimérakban. Publikalva: [14].
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7.5.5. PI3-kinaz-izoformak szerepe autoantitest-indukalt arthritisben

A kovetkez6kben a kilénbdzé PI3-kinaz (PI3K) izoformak autoantitest-indukalt
arthritisben valo szerepét vizsgaltuk. Ezen kisérletek el6zményét az adta, hogy Phillip
Hawkins (Babraham Institute, Cambridge UK) munkacsoportja kimutatta, hogy a PI3KB és
kisebb mértékben a PI3K® fontos szerepet jatszik a neutrofilek immunkomplex-indukalt
sejtvalaszainak létrejéttében [17]. Emiatt Phillip Hawkins munkacsoportjaval egyittmikédve
megvizsgaltuk a PI3KB és a PI3Kd K/BxN szérumtranszfer-arthritisben betoltétt szerepét. A
kisérletekhez a PI3KB géntdriéses mutacidjat (PISKB™), a PI3KS kinaz-aktivitasat
megsziintetd ("kinase dead") pontmutaciot (PI3K3"PP), illetve a kétféle mutaciot egyiittesen
hordozd (PI3KB™PI3K5"P*P) egerek csontvel6i sejtjei segitségével Iétrehozott csontveldi
kimérakon végeztik. Mivel az in vitro kisérletek soran elsésorban szubmaximalis stimulacio
soran lehetett funkcionalis karosodast tapasztalni az egyes mutans sejtekben, az in vivo
kisérleteket mind a szokasos maximalis (400 pl), mind szubmaximalis (150 pl) szérum
injekcioja mellett elvégeztik.

Amint az a 105. abran lathatd, vad tipusu kimérakban 150 ul arthritogén szérum
adasakor kisebb, 400 ul szérum esetén kifejezettebb arthritis alakult ki. A PI3KB7PI3K5 PP
kettds mutaci6 mindkét szérum-ddzis mellett jelentés mértékben gatolta az arthritis
kialakulasat. Az egyszeres mutaciok kozil a PI3KS PP mutacié 6nmagaban nem
befolyasolta az arthritis Iétrejottét, mig a PI3KB™ mutacié a 150 pl szérum-dézis mellett
kismértékben, 400 ul szérum esetén viszont egyaltalan nem gatolta a betegség lefolyasat.

150 pl szérum 400 pl szérum

Vad tipus Mutans Vad tipus Mutans
Kontroll Arthritis

Kontroll Arthritis Arthritis

Kontroll

Kontroll Arthritis

PI3K5KPKP

105. abra: PI3Kp és/vagy PI3K& mutans csontvelSi kimérak bokajanak fényképe 150 ul (A) vagy 400 pl (B)
arthritogén szérummal kivaltott K/BxN szérum-transzfer arthritis soran. Publikalva: [17].

PI3KB™
PI3K5KOKD

A fenti eredményeket még jobban szemléltetik a hatsé-végtagi klinikai pontszam (106.
abra) és a bokavastagsag (107. abra) szamszerisitett atlagértékei. Mindkét abran jol lathato,
hogy 150 pl szérum alkalmazasakor kisebb mértékii és gyorsabban lecsengé arthritis jon
létre. A PI3KB™PI3KS PP kett6s mutacié 150 ul szérum mellett gyakorlatilag teljesen, mig
400 p szérum-dézisnal nagymértékben, de nem teljesen gatolta az arthritis kialakulasat. Az
egyszeres mutaciok kozil a PIBKS"PP mutacionak énmagaban semmilyen hatasa nem volt,
mig a PI3KB hianya a 150 pl szérum-dozis mellett részlegesen csdkkentette a betegség
sulyossagat, 400 pl szérum esetén viszont egyaltalan nem volt hatassal a tunetek
lefolyasara.
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106. abra: Hatso végtagi klinikai pontszam PI3K és/vagy PI3Kd mutans csontvelsi kimérakban 150 ul (A) vagy
400 pl (B) arthritogén szérummal kivaltott K'BxN szérum-transzfer arthritis soran. Publikalva: [17]
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107. abra: A bokavastagsag vizsgalata PI3Kp és/vagy PI3Kd mutans csontveldi kimérakban 150 ul (A) vagy
400 pl (B) arthritogén szérummal kivaltott K/'BxN szérum-transzfer arthritis soran. Publikalva: [17]

A fenti eredmények 6sszességében arra utalnak, hogy a PI3KpB és a PI3K®d fontos, bar
(a Syk-kel és a PLCy2-vel ellentétben) nem teljesen megkerilhetetlen szerepet jatszik az
autoantitest-kivaltotta arthritis létrejottében. A két fehérje szerepe szubmaximalis
autoantitest-dézissal vald kezelés soran a legkifejezettebb. A két PI3K-izoforma funkcidja
kozott részleges atfedés tapasztalhatd: bar a PI3KB-nak jelentésebb szerepe az arthritis
kialakulasaban, a PI3K( hianyaban a PI3K®? is képes Iétrehozni az arthritisre jellemzé klinikai
elvaltozasokat.

7.5.6. Megbeszélés
Az ebben a fejezetben bemutatott kisérletek célja kilonboz6 jelatvivé fehérjék, koztik
els6sorban kinazok és kinaz-szubsztratok szerepének vizsgalata volt a human reumatoid
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arthritis patomechanizmusanak egyes komponenseit modellezé autoantitest-indukalt K/BxN
szérumtranszfer-arthritis modell segitségével.

Kisérleteink elsd részében kimutattuk, hogy Syk™™ csontvel&i kimérakban teljes
mértékben karosodott a K/BxN szérumtranszfer-arthritis kialakuldsa. A Syk hianya az
arthritis makroszképos tlneteit (96. abra), izlleti funkciéra kifejtett hatasat (97. abra),
mikroszképos jellegzetességeit (98. abra) és az arthritist kdveté csontlebontast (99. aba)
egyarant megakadalyozta.

A fenti kisérleteink kezdetekor mar ismert volt, hogy egy kismolekulaju kindz-gatlészer,
az R406 kisérleti egerekben részlegesen gatolja az autoantitest-indukalt arthritis (kdztik a
K/BxN szérum-transzfer arthritis) kialakulasat [148]. Az is ismert volt, hogy az R406 oralisan
adhat6 el6alakja, az R788 (generikus nevén fostamatinib) patkanyokban gatolta a kollagén-
indukalt arthritis kialakulasat [149] és hogy korai Il. fazisu klinikai vizsgalatokban a
fostamatinib egyes betegekben szignifikansan javitotta a rheumatoid arthritis klinikai tiineteit
[150]. Ezeket az el6zetes eredményeket egy, a sajat kdzleménylnk [15] megjelenése utan
publikalt kézleményben nagyobb betegpopulacion végzett késaéi Il. fazisu klinikai vizsgalatok
is megerésitették [151]. A fostamatinib rheumatoid arthritisben val6 klinikai kiprobalasa
jelenleg a lll. fazisban tart.

A fostamatinib, illetve az abbdl képz6dé R406 elsédleges tamadaspontjanak a Syk
tirozin-kinazt tartjak [148] és a fostamatinibet mindmaig mint oralisan szedhet6é Syk tirozin-
gatlészert targyalja az irodalom. Meg kell azonban emliteni, hogy a fostamatinib/R406 a Syk
mellett szamos mas fehérjét, tdbbek kdzott a dendritikus sejtek miikédésében szerepet
jatszo FIt3 kinazt, valamint a c-Kit, Lck, JAK és Ret kinazokat és az A3 adenozin-receptort is
gatolja [148,152]. A fostamatinib/R406 tehat nem tekinthetd specifikus Syk gatlészernek.

A fentiekbdl lathatd, hogy a Syk rheumatoid arthritisben betoltétt szerepének
lehetésége tdbb évvel a sajat eredményeink publikalasa [15] el6tt felmerllt. Az Osszes
korabbi eredmény azonban kizardlag farmakoldgiai megkdzelitésre, és egyetlen inhibitor, a
fostamatinib/R406 alkalmazasara épult. A gatlészer kérdéses specificitdsa miatt a korabbi
eredmények nem biztositottak megfeleld bizonyitékot a Syk arthritisben bet6ltdtt szerepére.
A fostamatinib/R406 raadasul csak részlegesen gatolta az autoantitest-indukalt arthritis
kialakulasat. Miutan a gatlészeres kisérletek soran nem lehet pontosan megmondani, hogy
milyen mértékben sikerllt gatolni a hatéanyag célmolekulajat (ebben az esetben
feltételezetten a Syk-et), nem volt tisztazott, hogy a részleges hatasért a Syk részleges
gatlasa vagy esetleges Syk-tél figgetlen folyamatok jelenléte a felel6s. A farmakoldgiai
megkdzelités miatt az sem volt tisztazhatd, hogy a fostamatinib/R406 milyen sejttipuson hat,
kiilonos tekintettel arra, hogy a vegyllet hemopoetikus eredetli sejteken vagy (ahogy az
egyes korabbi kdzleményekben felmerdlt [153,154]) esetleg nem-hemopoetikus sejteken (pl.
szinovialis fibroblasztokon) hat-e.

A K/BxN szérumtranszfer-arthritis Syk™~ csontveldi kimérakban vald karosodasat
bemutaté munkank [15] els6ként probalta a kérdéskort genetikai megkdzelitéssel vizsgalni. A
Syk genetikai hidnya altal okozott karosodas megfeleléen specifikus médon igazolta, hogy a
Syk tényleg sziikséges az autoantitest-indukalt arthritis kialakulasahoz. A Syk™ kimérakban
megfigyelt teljes karosodas azt is igazolta, hogy (legalabbis az altalunk alkalmazott kisérleti
rendszerben) nem létezik az arthritist Syk-t6l fliggetlen médon akar részlegesen kivaltani
képes mechanizmus. Tovabba, mivel Syk™™ csontveli kimérainkban a Syk csak a
hemopoetikus sejtekbél hianyzott, kijelenthetjiik, hogy a hemopoetikus sejtekben jelen lévd
Syk elengedhetetlen az autoantitest-indukalt arthritis kialakulasahoz (bar nem zarja ki a Syk
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parhuzamos hatasat nem-hemopoetikus sejtekben, pl. fibroblasztokban). Altalanossagban
pedig elmondhatjuk, hogy az Aaltalunk elséként publikalt genetikai eredmények a Syk
autoimmun arthritisben valé szerepének megértéséhez szikséges szamos tovabbi
(sejtvonal-specifikus, struktura-funkcio, stb.) vizsgalat el6tt nyitottak meg az utat.

Az in vivo arthritis-kisérletek masodik részében kimutattuk, hogy a PLCy2
elengedhetetlen szerepet jatszik a K/IBxN szérumtranszfer-arthritis kialakulasaban. A PLCy2
hianya az arthritis makroszképos tineteinek (100. abra), az izileti funkcidra kifejtett
hatasanak (101. abra) és mikroszkopos jellegzetességeinek (102. abra) a kialakulasat is
megakadalyozta [13]. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a PLCy2 lehetséges farmakoldgiai

A PLCy2 K/BxN szérumtranszfer-arthritisben betoltétt szerepét télink fliggetlenil egy
amerikai munkacsoport is publikalta [155]. Bar a két kdzlemény [13,155] az arthritis
szempontjabdl hasonlé eredményeket kdzolt, Cremasco és munkatarsai [155] a kapott
eredményeket kizarélag a PLCy2 integrin-jelatvitelben betoltdétt szerepével [129]
magyaraztak, mig sajat elképzeléseink szerint a jelenségért inkabb a PLCy2-nek az Fc-
receptorok jelatvitelében betdltétt szerepe felels [13].

Kisérleteink soran Phillip Hawkins munkacsoportjaval egyiuttmiikédve megvizsgaltuk
kilénb6z6 PI3K-izoformak szerepét is a K/IBxN szérumtranszfer-arthritis kialakulasaban. A
kérdésnek komoly farmakoldgiai terapias jelentésége van, mivel szamos gyogyszergyar
fejleszt izoforma-specifikus PI3K-gatlészereket terapias (elsésorban daganatellenes) célra.
Eredményeink szerint a PI3KB és a PI3Kd egymassal atfed6 moddon (bar a PI3KB
tulsulyaval) vesznek részt az autoantitest-indukalt arthritis kialakulasaban (105-107. abra)
[17]. Ugyanezen projekt részeként kollaboracios partnereink téliink fliggetlendl kimutattak,
hogy a PI3KB hianya az autoantitest-kivaltotta autoimmun hdlyagos bérgyulladastél
(epidermolysis bullosa acquisita) is megvédi az allatokat [17]. Bar a PI3K-izoformak
autoimmun gyulladasos betegségekben vald szerepe mar korabban is felmerilt, a korabbi
kisérletek els6sorban a G-fehérjék altal aktivalt PI3Ky szerepére vonatkoztak [156,157]. A
PI3KB (és kisebb mértékben a PI3Kd) szerepének kimutatasa arra utal, hogy ezek a
molekulak a jév8ben az autoantitest-medialt autoimmun betegségek terapias célpontjai
lehetnek.

7.6. Immunreceptor-szerii jelatvitel oszteoklasztokban és a
csontanyagcserében

Ebben a fejezetben egy uj, immunreceptor-szer(i jelpalya azonositasaval és ennek a
jelpalydanak a nyugalmi  csontanyagcserében betéltott szerepével kapcsolatos
eredményeinket mutatom be. Ezt a kutatasi iranyt egy, az alabbiakban ismertetett véletlen
megfigyelés alapozta meg.

7.6.1. A DAP12 és az FcRy szerepe az in vivo csontanyagcserében

Az integrinek jelatvitelével kapcsolatos, fentebb bemutatott kisérleteink soran
rendszeresen hasznaltunk DAP127"FcRy™™ kettds génhianyos egereket, melyekbdl
csontvelbi sejteket prébaltunk nyerni neutrofilek izolaldsa és makrofagok tenyésztése
céljabdl. Ezen kisérletek kézben arra lettiink figyelmesek, hogy a DAP127"FcRy™ egerek
mas genotipusu testvéreiknél lényegesen kisebbek (108. abra), arcuk lekerekedett és
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csontjaik megrovidiltek. A legdramaibb kilénbség
ugyanakkor abban mutatkozott meg, hogy a DAP127~
FcRy"™ egerek csontjaiban mintha jelentésen
megnovekedett volna a szivacsos csontallomany
mennyisége és emiatt szinte alig volt vel6ldr a
csontokban. Mindezek arra utaltak, hogy a DAP127"~
FcRy™™ egereknek csontanyagcsere-rendellenességei
lehetnek.

A fentiek nyoman mikro-CT segitségével
megvizsgaltuk a DAP12- és/vagy FcRy-hianyos egerek
csontszerkezetét. Amint az a 109. abra bal oldalan
bemutatott haromdimenziés rekonstrukciés képeken
lathatd, a DAP127~ egyszeres knockout egerekben
kismértékben, mig a DAP127"FcRy™ kettds knockout

| Vad tipus |

[

DAP12--FcRy+

108. abra: A DAP127FcRy

-

%Y

*

egerek

megjelenése. A két egér azonos alombdl

szarmazo két néstény. A bal o/ldali eg}ér
+/— +/—

tényleges genotipusa DAP12" FcRy .

egerekben dramaian megnétt a  trabekularis
csontallomany mennyisége, mikézben az FcRy’™
egerek csontallomanya lényegében nem valtozott. Ezt a mikro-CT adatoknak a 109. abra
jobb oldalan bemutatott kvantitativ elemzése is megerésitette. Utdbbi eredmeényei szerint a
proximalis tibia trabekularis allomanyaban a ténylegesen Kkalcifikalodott csontallomany
részaranya (bone volume/total volume; BV/TV) a vad tipusu egerekben medfigyelt 15%-rol
DAP127~ egerekben 31, DAP127FcRy™~ egerekben pedig 88%-ra emelkedett (FCRy™"~
egerekben a BV/TV értéke 16% volt, tehat Iényegében nem valtozott). Az emelkedést
DAP127~ egerekben kizardlag a trabekulak szamanak, DAP127"FcRy™~ egerekben pedig
mind a trabekulak szamanak, mind a trabekuldk vastagsaganak az emelkedése okozta (109.
abra). A mineralizalt csontallomany megndvekedését szdvettani vizsgalattal is
megerdsitettik [6].

Vad tipus DAP12-+

BVITV (%)

Trabekulak
szama (1/mm)

o w o ©

Trabekulak
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=]
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DAP12-/~ FcRy-/- DAP12-/-
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109. abra: A proximalis tibia trabekularis allomanyanak mikro-CT analizise DAP12 és FcRy hianyaban.
Publikalva: [6].

Fenti eredményeink Osszességében arra utaltak, hogy a DAP127 egerekben
kismértékben, a DAP127"FcRy™~ egerekben viszont igen kifejezett csontallomany-névekedés
jott létre, ami az ITAM-tartalmud molekulaknak a csontanyagcserében betdltétt fontos
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szerepére utalt. A DAP12 és az FcRy viszonyat vizsgalva megallapithattuk, hogy a
csontanyagcsereben elsésorban a DAP12 vesz részt, de a DAP12 hianyaban az FcRy
részben atveszi annak szerepét. A DAP127FcRy”’ egerek fenotipusa leginkabb a
csontbontas karosodasanak kovetkeztében létrejovd oszteopetrézis megjelenéséhez volt
hasonlé. Bar a DAP127"FcRy”’~ egerekben sulyos csontanyagcsere-zavart sikeriilt
kimutatnunk, az egereknek kifejlédtek a fogai, tehat a fenotipus nem volt annyira sulyos, mint
a legsllyosabb oszteopetrézisos egereknél (pl. Src”,RANK™, RANKL™ [158-160]),
melyekben a fogerupciéhoz szikséges minimalis csontbontas sem jon létre.

Meg kell emliteniink még, hogy bar szerettilk volna megvizsgalni a Syk™ egerek
trabekularis allomanyat is, ezen egerek perinatalis letalitasa nem tette lehetévé az ez iranyu
vizsgalatokat.

7.6.2. Az oszteoklaszt-tenyészetek jellemzése DAP12, FcRy és Syk hianyaban

A  DAP12"FcRy”~  egerekben  medfigyelheté  csontmennyiség-névekedés
legkézenfekv8bb oka az oszteoklasztok fejl6désenek vagy mikodésének a zavara lehet. Ezt
a lehetdséget csontveldi sejtek M-CSF és RANKL jelenlétében valo in vitro tenyésztésével
vizsgaltuk meg. A sejteket a 70 ng/ml RANKL és 10 vagy 100 ng/ml M-CSF jelenlétében
tenyésztettilk. Amint az az 110. abran lathatd, 10 ng/ml M-CSF jelenlétében sem DAP12™",
sem DAP127"FcRy™~ csontveldi sejtekbdl nem alakultak ki érett sokmagvti oszteoklasztok,
mig az FcRy"™ mutacid6 nem gatolta az oszteoklasztok fejlédését. 100 ng/ml M-CSF
jelenlétében a vad tipusu tenyészetekben lényegesen megnétt mind az oszteoklasztok
szama, mind azok mérete. llyen korilmények kdzott a DAP127~ és a DAP127FcRy™”~
kultirakban is megfigyeltink oszteoklasztokat, de azok mind szamban, mind méretben
jelentésen elmaradtak a vad tipusu tenyészetekben megfigyeltektél (110. abra).
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az oszteoklasztok M-CSF és RANKL jelenlétében torténd
in vitro kialakulasaban fontos szerepet jatszik a DAP12 fehérje, és ezt nagy dozisu M-CSF is
csak kismértékben tudja kompenzalni. Az FcRy ezzel szemben nem sziikséges az
oszteoklasztok kialakulasahoz és (ellentétben az in vivo mikro-CT eredményekkel) az itt
targyalt kisérleti korilmények kdzo6tt az FCRy nem képes részben sem kompenzalni a DAP12
genetikai hianyat.

Vad tipus

DAP127-
T N bt Ol 4z ;

FcRy ™~ DAP127"FcRy™ Syk™

I ; g :
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10 ng/ml M-CSF

Oszteoklasztok
szama (1/lreg)

800 +
400 1+
+

100 ng/ml M-CSF

Vad DAP12-/~ FcRy-/- DAP12-/-  Syk—/-
tipus FcRy-/—

110. abra: DAP12-, FcRy- és Syk-hianyos oszteoklasztok in vitro fejlédése M-CSF és RANKL jelenlétében.
Publikalva: [6].
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Mivel a klasszikus immunreceptorok jelatvitele soran a DAP12-h6z és FcRy-hoz
hasonld ITAM-tartalmu adapter-fehériek a Syk aktivalasan keresztll fejtik ki hatasukat, a
kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik az oszteoklasztok fejlédése a Syk
genetikai hianyaban. Amint az a 110. abran lathaté, 10 ng/ml M-CSF jelenlétében
lényegében nem alakultak ki oszteoklasztok a Syk™ tenyészetekben, és az oszteoklasztok
szama és mérete 100 ng/ml M-CSF jelenlétében is lényegesen elmaradt a vad tipusu
tenyészetekétsl. Varakozasainknak megfelelden tehat a Syk™™ csontvelSi sejtekben a
DAP127 és a DAP127"FcRy ™ sejtekhez hasonlé oszteoklaszt-fejlédési zavart talaltunk.

A kovetkez6kben RT-PCR mddszerrel megvizsgaltuk egyes oszteoklaszt-specifikus
gének expresszidjat. Szemi-kvantitativ eredményeink szerint a fentiekben vizsgalt egyik
mutacié sem befolyasolta a kalcitonin receptor, a katepszin K, a B3 integrin-lanc, az OSCAR
és a RANK expressziojat [6]. A DAP12/FcRy és a Syk genetikai hianya tehat feltételezhet6en
nem gatolja az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjat és ezaltal az oszteoklasztok
biokémiai érését.

A kovetkezd6kben megvizsgaltuk az oszteoklaszt-tenyészeteink in vitro lebontd
képességét. Ennek érdekében a kilénb6zd csontvelSi sejteket el6szdr mesterséges
hidroxiapatit-felszinen tenyésztettik. Amint az a 111. abran lathaté, 10 ng/ml M-CSF és 70
ng/ml RANKL jelenlétében vad tipusti és FcRy™~ csontveldi sejtek tenyészetében jelentds
reszorpciés  aktivitast tapasztaltunk, mig DAP127", DAP127FcRy” és Syk™
tenyészetekben lényegében nem tértént lebontas. Hasonlé eredményeket kaptunk
mesterséges hiroxiapatit-felszinen 100 ng/ml M-CSF-koncentracié mellett és balna dentin-
szeleteken is [6]. Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy az ITAM-tartaimi adapter-
molekulak és a Syk elengedhetetlen az M-CSF és RANKL jelenlétében in vitro tenyésztett
oszteoklasztok altali reszorpciés folyamatokhoz, aminek feltételezhet6en legalabb részben
az ezen molekulak hianyaban létrejévd oszteoklaszt-fejl6édési zavar a magyarazata. Fontos
kiemelni tovabba, hogy a DAP127~ tenyészetekben megfigyelt teljes karosodas arra utal,
hogy (ellentétben az in vivo csontanyagcserével) az altalunk alkalmazott in vitro korilmények
kozott az FcRy nem képes kompenzalni a DAP12 genetikai hianyat.

Vad tipus DAP127™~

-

Syk™”

DAP127FcRy™

% Lebontas
s o

o o

Vad DAP12-/- FcRy-/- DAP12-/-  Syk-/-
tipus FcRy-/—

111. dbra: DAP12-, FcRy- és Syk-hianyos oszteoklasztok in vitro lebontasi képessége mesterséges hidroxiapatit
felszinen M-CSF (10 ng/ml) és RANKL jelenlétében (a lebontast sotét terlilet mutatja).Publikalva: [6].

A DAP12 és az FcRy csontanyagcserében betdltott szerepével kapcsolatos eddigi
kisérleteinkben egy latszélagos ellentmondasra dertlt fény. Bar a DAP12 és az FcRy
egyittes hianya (DAP127"FcRy”™ mutacid) esetén mind az in vivo csontszerkezetben, mind
az in vitro oszteoklaszt-fejlédésben jelentds karosodast tapasztaltunk, az egyszeres
knockout mutacidk esetében az in vivo és az in vivo vizsgalatok kilonb6zé eredményekre
vezettek. A DAP12 hianya ugyanis in vivo korilmények koézott a BV/TV értéknek csak
kismértékl emelkedését hozta létre, mig ugyanez a mutacio in vitro korulmények kozott (M-
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CSF és RANKL jelenlétében) az oszteoklaszt-fejl6dés teljes gatlasat eredményezte. Ugy tiint
tehat, hogy in vivo korilmények kozott az FcRy képes részben kompenzalni a DAP12
hianyat, mig ugyanezen kompenzaciora az M-CSF és RANKL hatasara Iétrejovd
oszteoklaszt-fejlédés soran nincs lehetéség. Mindez egy olyan, FcRy altal kdzvetitett in vivo
kompenzaciés mechanizmusra utal, amely a fent alkalmazott in vitro kérilmények kozott
nem tud Iétrejonni.

Az in vitro oszteoklaszt-fejl6édés és a
rekombinans M-CSF és RANKL altal kivaltott in
vitro  oszteoklaszt-differenciaciés  rendszer
kozotti egyik lényeges eltérés az in vivo
oszteoklaszt-fejl6déshez elengedhetetlen
oszteoblasztok hianya a fenti in vitro kisérleti
rendszerben. Ezért a kdvetkezd kisérletekben
megvizsgaltuk a  kilénb6z6  genotipusu
oszteoklaszt-el6alakok oszteoklasztokka valo
differenciaciéjat vad tipusu egerek csoOves
csontjaibél in vitro kitenyésztett ) Vad tipus DAP12-/~ FcRy—/— DAP12-/—  Syk-/—
oszteoblasztokkal valé egyiitt-tenyésztés soran T
s Mivel iyen Koriimények Kozitt az | M2 OAPIZ PO oSkt
oszteoklasztok fejlédéséhez szlkséges jelenlétében. Publikalva: [6].
citokineket az oszteoblasztok biztositjak, a
tenyészetekhez nem adtunk rekombinans citokineket. Amint az a 112. abran lathatd, a
DAP127FcRy"™ és a Syk’ oszteoklaszt-el6alakokbdl vad tipusi oszteoblasztok
jelenlétében is alig alakultak ki oszteoklasztok és a tenyészetek in vitro reszorpcios
képessége is szinte teljesen megsziint. Az FcRy™~ oszteoklaszt-eléalakok esetén mind az
oszteoklasztok fejlddése, mint a reszorpcios aktivitasuk vizsgalata részleges karosodast
mutatott ki. A legfontosabb megfigyelés ugyanakkor az volt, hogy a DAP127~ oszteoklaszt-
el6alakok vad tipusu oszteoblasztok jelenlétében részben képesek voltak oszteoklasztokka
differencialédni és ezen tenyészetek jelent6s in vitro reszorpcidés képességgel is
rendelkeztek. Az in vivo eredményekhez hasonléan tehat vad tipusu oszteoblasztok
jelenlétében az FcRy képes volt részben kompenzalni a DAP12 genetikai hianyat. Ez
egyrészt arra utal, hogy az oszteoblasztok a RANKL (és M-CSF) mellett egy tovabbi, az
oszteoklasztok FcRy-fehérjéjén keresztuli tovabbi jelet kdzvetitenek az oszteoklasztok felé,
masrészt feloldjak az in vitro és in vivo eredmények kozti latszélagos ellentmondast is.

o
o
]

IS

o

=]
'

o
=]
|

Oszteoklasztok szama
(1/ureg)
w
o
o

Lebontas
(%)
©

7.6.3. Inmunreceptor-szerii jelatvitel oszteoklasztokban

A fenti eredmények arra utaltak, hogy két ITAM-tartalmu adapter-fehérje (a DAP12 és
az FcRy) és a Syk elengedhetetlen az oszteoklasztok fejlédéséhez. Ez felvetette annak a
lehetéségét, hogy a klasszikus immunreceptorok jelatviteléhez hasonléan az oszteoklasztok
fejlédéséhez is ITAM-motivumok foszforilacidja és a Syk SH2-doménjeinek a foszforilalt
ITAM-tirozinokhoz val6é kévetkezményes kihorgonyzédasa sziikséges. A tovabbiakban ezen
jelatviteli Iépések meglétét vizsgaltuk oszteoklasztokban.

El6szor szerettik volna kimutatni, hogy a DAP12 és/vagy az FcRy tényleg
foszforilalodik az oszteoklasztok fejlédése soran. Ennek érdekében oszteoklaszt-tenyészetek
lizatumaibdél a Syk tandem SH2-csoportjanak GST-fuziés fehérjéjével (GST-Syk(SH2),)
"lehuztuk" az ahhoz koétédni képes molekulakat, illetve DAP12-ellenes antitesttel
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kiprecipitaltuk a DAP12-t, majd vizsgaltuk ezen mintakban a tirozin-foszforilacié jelenlétét.
Amint az a 113. abra A részén lathatd, vad tipusu oszteoklasztok lizatumaiban mind a GST-
Syk(SH2), fuziés fehérjével mind a DAP12 immunprecipitacié soran sikerilt tdbb tirozin-
foszforilacids csikot kimutatnunk, melyek molekulattmege megfelelt a DAP12 homodimer
kildnboz6 foszforilalt allapotainak varhatd magassagaval. Ezek a csikok DAP127 és
DAP127"FcRy™" tenyészetekben nem voltak megfigyelhetdk, mig FCRy™”~ tenyészetekben
jelen voltak. Mindez arra utalt, hogy oszteoklasztok tenyészetében a DAP12 foszforilalt
allapotban van és ez a foszforilacié a DAP12 ITAM-tirozinjain jon létre.

Vad . . DAP12™"
A tipus DAP1ZFORY T D B Cc
GST- ¥ <
Syk(SH2)|& b Vad DAP127" Vad " . DAP127
Pulldown ; tipus  FeRy™" . tipus DAP12™ FcRy FcRy ™™
o
<
o X
o "‘ w% iRl -
:>“ Q.
N
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g o —— > . — ~ =- -
o
> £ = !
§ o c— < T om— -’- -
£ < >
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113. abra: A DAP12/FcRy—Syk jelatviteli [épés igazolasa oszteoklasztokban. A: a DAP12 foszforilacidja; B és C:
a Syk DAP12/FcRy-fuggd foszforilacidja immunprecipitaciéval (B) vagy foszfo-specifikus antitesttel (C) vizsgalva.
A nyilhegyek a specifikus szignalt mutatd csikokat jel6lik. Publikalva: [6].

Ezutan azt vizsgaltuk meg, hogy a Syk foszforilalodik-e oszteoklasztokban, és ha igen,
szukséges-e a DAP12 és/vagy az FcRy a foszforilaciohoz. Ezt a kérdést egyrészt
immunprecipitaciot kovetd foszfotirozin immunoblot médszerrel (113. abra B panel) és
foszforilacié-specifikus anti-Syk antitest alkalmazasaval (113. abra C panel) vizsgaltuk. Vad
tipusu oszteoklasztokban mindkét médszerrel sikerilt kimutatni a Syk foszforilaciojat, és ez a
foszforilaci6 DAP127~ sejtekben részlegesen csdkkent, DAP127"FcRy™ sejtekben pedig
telies mértékben elmaradt (az FcRy™ tenyészetekben nem csokkent a Syk foszforilacioja).
Osszességében tehat a Syk aktivalédasahoz (az immunreceptorokhoz hasonldéan) ITAM-
tartalmu adapter-fehérjék jelenléte szilkséges.

A kovetkezé kisérletekben struktura-funkcié analizis segitségével prébaltuk igazolni,
hogy az oszteoklasztok fejlédéséhez és mikodéséhez elengedhetetlen a Syk SH2-
doménjeinek a miikddése és a DAP12 ITAM-tirozinjai. Ennek érdekében Syk™ és DAP127-
csontveldi sejteket retroviralis modszerrel transzdukaltunk a Syk, illetve a DAP12 vad tipusu
és pontmutans verzidival és kovettlk a transzdukalt sejtek oszteoklaszt-iranyu
differenciaciojat és reszorpcios képességét. Amint az a 114. abra A-C részén lathato, a vad
tipust (WT) Syk re-expresszidja Syk™ csontveldi sejtekben a fehérje megjelenését, és ezzel
parhuzamosan érett oszteoklasztok kifejlédését és a mesterséges hidroxiapatit-felszin
lebontasanak fokozodasat eredményezte. A Syk C-terminalis SH2-doménjét roncsolé R194A
(SH2-Dead) mutaciét hordozd Syk re-expresszioja ezzel szemben a fehérje megjelenése
ellenére nem volt képes helyreallitani az oszteoklasztok fejl6dését és reszorpcids aktivitasat.
A Syk SH2-doménjei tehat elengedhetetlenek az oszteoklasztok fejl6déséhez.
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114. abra: A DAP12 és a Syk szerepének vizsgalata oszteoklasztokban retroviralis struktura-funkcio analizissel.
A-C: vad tipusti (WT) és SH2-roncsolt (SH2-Dead) Syk re-expresszidja Syk™~ oszteoklaszt-tenyészetekben; D-
F: FLAG cimkével jeldlt vad tipusua (WT) és kiilonbdz6 egyszeres és kétszeres (YYFF) tirozin(Y)-fenilalanin(F)
pontmutacioval ITAM-roncsolt DAP12 re-expresszidja DAP127" oszteoklaszt-tenyészetekben. Minden kisérlet
10 ng/ml M-CSF jelenlétében tortént. A lebontast mesterséges hidroxiapatit felszinen vizsgaltuk. Publikalva: [6].

A DAP12 esetén a retroviralis rekonstituciét FLAG cimkével jelélt DAP12-vel végeztik.
Amint az a 114. &bra D-F részén lathato, a vad tipust (WT) DAP12 re-expresszidja DAP127~
sejtekben a FLAG cimke megjelenése mellett helyreallitotta az oszteoklasztok fejlédését és
reszorpcios aktivitasat. A DAP12 ITAM motivumanak két foszforilalhaté tirozinja kozdl
barmelyiket (Y65F vagy Y76F) vagy mindkettét (YYFF) fenilalaninra cserélve ugyanakkor a
FLAG cimke megjelenése (tehat a DAP12 expresszidja) ellenére sem jott létre érdemi
oszteoklaszt-fejlédés és oszteoklaszt-medialt reszorpci6. A DAP12 ITAM-motivumanak
tirozinjai tehat szintén elengedhetetlenek az oszteoklasztok fejlédéséhez.

7.6.4. Megbeszélés

Az ebben a fejezetben bemutatott kisérletsorozat alapjan egy Uj, immunreceptor-szeri
jelpalya elengedhetetlen szerepét azonositottuk oszteoklasztok fejlédésében és a nyugalmi
csontanyagcserében [6]. A jelpalya része két ITAM-tartalmu adapter-fehérje, a DAP12 és az
FcRy, illetve a Syk tirozin-kinaz, melyek fontos szerepet jatszanak az oszteoklasztok
jelatvitelében. Ez a jelpalya mind az oszteoklasztok in vitro fejlédéséhez és reszorpcids
képességéhez (110-112. dbra), mind a normalis csontanyagcsere létrejottéhez szikséges.
Utébbi kovetkeztetéslinket arra alapoztuk, hogy a DAP12 és az FcRy egylttes hianya a
trabekularis csontallomanya mineralizaciojanak dramai meértékii megemelkedését
eredményezi (109. abra). Tovabbi biokémiai vizsgalataink kimutattdak, hogy
oszteoklasztokban létrejon a DAP12 foszforilacioja, valamint hogy a DAP12 és az FcRy
elengedhetetlen a Syk aktivacidjahoz (113. abra). Retroviralis rekonstitucié segitségével
végzett szerkezet-funkcid vizsgalataink kimutattak tovabba, hogy az oszteoklasztok
fejlédéséhez és miikddéséhez elengedhetetlenek a Syk SH2-doménjei és a DAP12 ITAM-
tirozinjai (114. abra). Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy az oszteoklasztok
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fejlédéséhez és mikodéséhez egy
immunreceptor-szeri jelatvivé folyamat
szUikséges, melynek soran a DAP12 és az
FcRy ITAM-figg6é modon aktivalia a Syk | RANKL
tirozin-kinazt (115. abra). RANK

A DAP127~ és FcRy” egyszeresen
FeRy @ DAP12
Oszteoklaszt V

Oszteoblaszt

mutans egerek és az azokbdl szarmazéd
csontvelbi sejttenyészetek vizsgalata soran

tapasztalt latszélagos ellentmondas (v6. 109- Syk
111. a&brakat) lehetséges magyarazatanak |115. abra:. Az immunreceptor-szeri jelatvitel sémaja
tanulmanyozasa soran arra a kdvetkeztetésre oszteoklasztokban.

jutottunk, hogy a két ITAM-tartalmu fehérje kézul a DAP12 egy oszteoblasztoktdl fuggetlen,
mig az FcRy egy oszteoblaszt-fliggd (feltételezetten az oszteoblasztok felszinén jelen levd
ligand felismerésével kapcsolatos) jeltovabbitasi lépésben vesz részt és a két jelpalya in vitro
korilmények kozott részben atfedd funkcidval bir (115. abra). Eredményeink tehat arra is
utalnak, hogy az oszteoblasztok nem csak a RANKL expresszidja altal, hanem egy tovabbi,
FcRy-Syk-fuggé folyamaton keresztil is szabalyozzak az oszteoklasztok fejlédését.

A fenti kisérleteinket egy japan munkacsoporttal [161] parhuzamosan végeztik. A két
kézlemény [6,161] lényegében egyszerre jelent meg 2004. aprilisdban és egymashoz
nagyon hasonlé kdvetkeztetésre jutott. Mindkét munkacsoport kimutatta, hogy 1) a DAP127~
FcRy™™ egerekben az oszteoklasztok fejlddésének és miikddésének zavara miatt stlyos
oszteopetrézis alakul ki; 2) az oszteoklasztok jelatviteléhez sziikségesek az ITAM tirozin-
oldallancai; illetve 3) hogy az FcRy egy oszteoblaszt-fliggd, mig a DAP12 egy osteoblaszt-
fuggetlen folyamatban vesz részt. A sajat kdzleménylnk [6] ezen tulmenden igazolta a
DAP12/FcRy—Syk interakcid és a Syk tirozin-kinaz jelentéségét, mig Koga és munkatarsai
[161] részletesen vizsgaltak a DAP12 és az FcRy lehetséges egylttmiikédd partnereit és a
két adapter-fehérje szerepét a RANK aktivalodasat kdvetd Ca*-jel kialakulasaban és az
NFATc1 transzkripcidos faktor aktivalodasaban. Az egyetlen érdemi kuldnbség a két
kdzlemény kdzott, hogy mig Koga és munkatarsai az ITAM-fuggé jelpalyat a RANK jelatviteli
folyamataba illesztették be, addig a sajat eredményeink ugyanennek a jelpalyanak a [Bs-
integrinek szignalizaciojaban vald részvételét valdszinlsitették. Osszességében a két
kdzlemény egymashoz nagyon hasonlo kovetkeztetésekre jutott és egymast kiegészitd
iranyokba terjesztette ki az ITAM-fliggd jelatvitel szerepének vizsgalatat oszteoklasztokban.

A fentiekben nem foglalkoztam részletesen azzal, hogy milyen molekularis
mechanizmusok biztositidgk a DAP12 és az FcRy aktivaloédasat. Jelenlegi elképzeléseink
szerint ez mindmaig nem egyértelmien azonositott DAP12- és FcRy-asszocialt receptorok
kézrem(ikddésével jon létre. A DAP12 esetében a legvalészinlibb partner a TREM-2 fehérje,
melynek genetikai hianya a DAP12 hianyahoz hasonlé tiineteket és in vitro karosodasokat
eredményez [105,162-165]. Az FcRy legvalészinlibb asszociacios partnere az OSCAR
fehérje, melyrél nemrég mutattak ki, hogy az oszteoblasztok és stromasejtek felszinén jelen
levd kollagén felismerésében vesz részt [166-169]. A TREM-2 és az OSCAR szerepével
kapcsolatos szakirodalom részletesebb elemzése ugyanakkor arra utal, hogy ezeken kivl
feltételezhetéen tovabbi DAP12- és FcRy-asszocialt receptorok is részt vesznek az
oszteoklasztok jelatvitelében [161,165,168,169].

A fentiekben nem emlitettem a Syk szerepének esetleges vizsgalatat az in vivo
csontanyagcserében. Ennek az oka az, hogy a Syk genetikai hianya esetén kialakulo,
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korabban mar emlitett perinatalis letalitas [53,59] nem teszi lehetévé a felnétt Syk™™ egerek
csontszerkezetének a vizsgalatat. Egy késdbbi kézleményben azonban Zou és munkatarsai
[123] megvizsgaltak a Syk™™ magzatok csontszerkezetét és arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a csontszbvet mennyisége mar ebben a korban is jelentésen megemelkedik a Syk
genetikai hidnydban. A Syk tehat feltételezhetéen az él6 szervezetben is fontos szerepet
jatszik az oszteoklasztok altali csontlebontas létrejottében.

Az ebben a fejezetben bemutatott eredményeknek szamos tovabbi, klinikailag is
relevans aspektusa van, mivel az altalunk és Koga és munkatarsai altal azonositott jelpalya
a koros csontlebontas elleni kiizdelem terapias célpontja lehet. Kulénbsen igaz ez a Syk
esetében, mivel a Syk ellen mar létezik klinikai kiprobalas alatt levd kismolekulaju kinaz-gatlo
gyogyserjeldlt-vegytlet (a fostamatinib; Id. fent és [151]). Az egyik lehetséges terapias
indikacié a posztmenopauzalis oszteopordzis lehetne. A PLCy2-vel kapcsolatos alabbi
eredményeink (121-122. abra) és kollaboraciés partnereink késébbi, t8link fliggetlen
publikacioja [170] ugyanakkor arra utal, hogy a nyugalmi és az ovariumok mikdodésének
ledllasat kovetd csontbontasi folyamatok nem szikségszerlien torténnek ugyanazon
jelatviteli folyamatok részvételével. Ez a kOvetkeztetés és az a tény, hogy hosszan tarté de
onmagaban kevéssé sulyos megbetegedés (mint pl. a posztmenopauzalis oszteoporodzis)
esetén kiemelt figyelmet kell szentelnink az alkalmazott terapiak esetleges
mellékhatasainak, évatossagra int azzal kapcsolatban, hogy a DAP12/FcRy-Sy jelpalya
megfeleld terapias célpontnak bizonyul-e posztmenopauzalis oszteopordzisban.

Lényegesen biztatobb a helyzet rheumatoid arthritis esetén. Ezt a betegséget szintén
jelentds koros csontlebontas kiséri, melyhez szintén elengedhetetlen az oszteoklasztok
mikodése [171-177]. Jelenleg nem ismert, hogy az oszteoklasztokon bellli DAP12/FcRy—
Syk jelpalya szerepet jatszik-e a rheumatoid arthritis soran Iétrejové csontlebontasban és
sem Syk™~ kimérakon ezzel kapcsolatban kapott sajat eredményeink (99. abra) [15], sem a
fostamatinib-bel masok altal kollagén-indukalt arthritisben kapott eredmények [149] nem
teszik lehetévé annak vizsgalatat, hogy az oszteoklasztokon bellli Syk részt vesz-e az
arthritis-kivaltotta csontlebontasban (ezt a Syk oszteoklaszt-specifikus torlésével lehetne
vizsgalni). Amennyiben azonban kiderul, hogy az oszteoklasztokon bellli DAP12/FcRy—-Syk
jelpalya fontos szerepet jatszik az arthritis-kivaltotta csonteroziok Iétrej6ttében, ez a jelpalya
a rheumatoid arthritis kezelésének Ujabb fontos terapias célpontjava valhat, és arra utalhat,
hogy a fostamatinib-t6l az egyéb, kizardlag a gyulladasos sejteken haté vegyuleteknél
hatékonyabb "csontvédé" hatas varhato.

7.7. A PLCy2 szerepének vizsgalata oszteoklasztokban és a
csontanyagcserében

Ebben a fejezetben a PLCy2-nek az oszteoklasztok jelatvitelében, valamint a nyugalmi
és az ovariektémiat kovetd csontanyagcserében betdltott szerepével kapcsolatos
kisérleteinket mutatom be.

7.7.1. A PLCy2 szerepe az in vivo csontlebontasban

A PLCy izoformak immunreceptorok jelatvitelében betdltétt szerepe és a PLCy27~
neutrofilekben megfigyelt funkcionalis zavarok alapjan felmertlt bennink a PLCy2 esetleges
szerepe a csontanyagcserében. Ennek vizsgalatara vad tipusi és PLCy27~ egerek

99



Dr. Mdcsai Attila d C _1 5 8_1 1 Hemopoetikus sejtek jelatvitele

femurjanak disztélis metafizisét mikro-CT analizisnek vetettik ala. Amint azt az 116. abran
lathatod csontszelet és haromdimenziés rekonstrukcids kép mutatja, a PLCy27~ egerekben
jelentésen megnovekedett a mineralizalédott trabekularis csontallomany mennyisége. Ezt
megerf@sitette az adatok kvantitativ vizsgalata (116. abra C része), ami a relativ csonttémeg
(BV/TV) szignifikans ndvekedését mutatta a PLCy27~ egerekben. Ezen ndvekedésért
els6sorban a trabekulak szamanak, nem pedig a trabekulak vastagsaganak a valtozasa volt
feleléssé tehet6. Itt be nem mutatott kisérleteinkben hasonld eredményeket kaptunk a
proximalis tibia hisztomorfometriai vizsgalata soran is [18].

A Vad tipus B

Vad tipus

BV/TV
(%)

(1/mm)

Trabekulak szama
oo
O N B OO OO N

o N B~ O
Trabekulak vastagsaga

Vad tipus ~ PLCy2/— Vad tipus  PLCy2-/— Vad tipus  PLCy2—/—

116. abra: PLCVZ‘/‘ egerek disztalis femurjanak mikro-CT analizise. A: egy-egy csontszelet képe; B: 3D
rekonstrukcid; C: kvantitativ analizis. Publikalva: [18].

A trabekularis csontallomany

mennyiségének megndvekedését vagy az E- 2512
© G
oszteoklasztok altali csontlebontas gatlasa, | @ = EE
. . . o5 2 =

vagy az oszteoblasztok altali csonfelépités | 4 HE o

fokozodasa okozhatja. Ennek a kérdésnek a | 3§ ° g3

vizsgéalatara az egerek proximalis tibigiban | &= o &= o

. .. , Vad tipus  PLCy2-/— Vad tipus PLCy2-/—
hisztomorfometriai modszerrel
. . . .. 117. abra: Oszteoklasztok és az oszteoblasztok szama

meghataroztuk az egységnyi csontkeruletre PLCy2"~ egerekben Publikélva: [18].

es6 oszteoklasztok és oszteoblasztok
szamat. Amint azt a 117. abra mutatja, a PLCy27~ egerekben jelentés mértékben csdkkent
az egysegnyi csontkerlletre jutdé oszteoklasztok szama, mig az oszteoblasztok szama nem
kUldnbozott a vad tipusu sejtekben kapott értéktdl. Ez a megfigyelés arra utalt, hogy a PLCy2
hianyaban az oszteoklasztok fejlédési zavara jon |étre.

7.7.2. A PLCy2 szerepe oszteoklasztokban

A fentiek alapjan felmerllt, hogy a PLCy2 szerepet jatszik az oszteoklasztok
fejlédésében. Ezt a lehetéséget PLCy2” csontvelsi sejtek M-CSF és RANKL jelenlétében
valé in vitro tenyésztésével vizsgaltuk. Amint az a 118. abran lathato, vad tipusu csontveldi
sejtekbél 20 ng/ml M-CSF és 20 ng/ml RANKL jelenlétében nagyszamu sokmagvu TRAP-
pozitiv 6ridssejt (oszteoklaszt) jott létre, mig a PLCy2” tenyészetekben ilyen sejteket
egyaltaldan nem talaltunk. A két genotipus kozti kulonbség az M-CSF és/vagy a RANKL
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koncentracidjanak megemelése utan is megmaradt. A PLCy2 tehat fontos szerepet jatszik az
oszteoklasztok in vitro kialakulasaban M-CSF és RANKL hatasara.

A 20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF
20 ng/ml RANKL 50 ng/ml RANKL 20 ng/ml RANKL 50 ng/ml RANKL
E
2
=
®©
>
4
N
>
(G2
p |
o

B 150

WVad tipus
100 OPLCy2—/—

(1/areg)

0

Oszteoklasztok szama

20 M-CSF 20 M-CSF 50 M-CSF 50 M-CSF
20 RANKL 50 RANKL 20 RANKL 50 RANKL

Citokin-koncentracié (ng/ml)

118. abra: Vad tipusu és PLCVZ‘/‘ csontveldi sejtek tenyésztése M-CSF és RANKL jelenlétében. A: TRAP-festett
tenyészetek mikroszképos képe; B: kvantitativ analizis. n.d.: nem detektalhaté. Publikalva: [18].

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a PLCy2™" tenyészetek képesek-e lebontani a

mesterséges hidroxi-apatit felszint. Amint az a 119. abran lathatdé, mig vad tipusu
tenyészetekben

A 20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF B
egyértelmu lebontasra 20 ng/ml RANKL 50 ng/ml RANKL
utalé jeleket lattunk ami | 2 LT mvesips
magas citokin- | 3 g ] oroes
< 2
koncentraciok mellett még =2 ,1
kifejezettebb volt, PLCy2™™ | |
tenyészetekben S N ne '
i A T 20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF
gyakorlatilag nem talaltunk | = T AL s

lebontasra utalo jelet sem i " . o »
119. abra: PLCy2 ™~ oszteoklaszt-tenyészetek in vitro reszorpcids

alacsony, sem magas | keépességének vizsgalata mesterséges hidroxiapatit felszinen. A: a felszin
citokin-koncentracid mikroszkopos képe (lebontas vilagosabb); B: kvantitativ analizis. n.d.: nem
detektalhatd. Publikélva: [18].

mellett.

Kovetkez6 kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a PLCy2 genetikai hianya hogyan
befolyasolja az oszteoklaszt-specifikus gének expressziojat. A fenti 118. abran bemutatott
mikroszképos képek azt mutattak, hogy bar a PLCy2™ tenyészetekben nem jéttek létre
sokmagvu oriassejtek, a TRAP expresszidja a PLCy2 hianyaban is megemelkedett (Id. még
[18]), a PLCy2 hianya tehat feltételezhetéen nem befolyasolta a RANKL hatasara létrejové
oszteoklaszt-specifikus TRAP-expresszi6 kialakulasat.

Ezutan kvantitativ RT-PCR segitségével részletesen is megvizsgaltuk az oszteoklaszt-
specifikus gének expresszidjat vad tipust és PLCy27~ csontvelSi sejtek tenyészeteiben. A
kisérletek soran az oszteoklaszt-makrofag el6alakokat 1-3 napig M-CSF és RANKL
jelenlétében (oszteoklaszt mintak) vagy 3 napig csak M-CSF jelenlétében (makrofag mintak)
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tenyésztettiik. Amint az a 120. abran lathaté, a TRAP (Acp5), kalcitonin-receptor (Calcr),
katepszin K (Ctsk), NFATc1 (Nfatc1), OSCAR (Oscar) és DC-STAMP (Tm7sf4) molekulakat
kdédold gének expresszidja jelentdsen megemelkedett az oszteoklasztok fejlédése soran (de
nem valtozott a makrofagok differenciacioja soran), és a PLCy2 genetikai hianya nem okozta
ezen génexpresszios mintazat lényegi valtozasat. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a
PLCy2™~ sejtekben megfigyelhetd oszteoklaszt-fejlédési zavart feltételezhetéen nem az
oszteoklaszt-specifikus génexpresszio gatlasa okozza.
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120. abra: Oszteoklaszt-specifikus gének expresszidja vad tipusu és PLCy2"’" csontveldi sejtek tenyészetében.
OC: osteoklaszt; M®: makrofag. Az egyes gének altal kddolt fehérjék a TRAP (Acpb), kalcitonin-receptor
(Calcr), katepszin K (Ctsk), NFATc1 (Nfatc1), OSCAR (Oscar) és a DC-STAMP (Tm7sf4). Publikalva: [18].

7.7.3. Ovariektomia hatasanak vizsgalata PLCy2 hianyaban

A PLCy2-nek az oszteoklasztok fejlédésére és a nyugalmi csontallomanyra kifejtett
hatasai felvetették annak a lehet6ségét, hogy a PLCy2 fontos szerepet jatszik a kéros
csontlebontas, azon belll is a posztmenopauzalis osteoporosis kialakulasaban. Ennek a
vizsgalatara vad tipust és PLCy27™ ndstény egerek petefészkét sebészi Gton eltavolitottuk
(ovariektémia) és megvizsgaltuk a beavatkozasnak a csontszerkezetre kifejtett hatasat. A
vizsgalatokat a miitéti beavatkozast kévetd 6. héten végeztik, a kontroll egereken
aloperaciot végeztink. Amint az a 121. abran lathatdé, az ovariektomizalt vad tipusu
néstényekben csdkkent a mineralizalédott trabekularis csontallomany mennyisége, ami
els6sorban a csontgerendak szamanak, nem pedig azok vastagsaganak a csokkenésébdl
adddott. Varakozasainkkal ellentétben a PLCy27~ egerekben is Iétrej6tt a csontallomany
csOkkenése, ami mind abszolut értékben (a BV/TV abszolut értékének csotkkenésében),
mind a kiindulasi BV/TV érték szazalékaban kifejezve nagyobb volt, mint a vad tipusu
egerekben megfigyelhetd csontbontas. A jelenséget legjobban az szemlélteti, hogy mig az
aloperalt egerekben lényeges kiildnbség volt a vad tipust és a PLCy2™~ egerek kdzétt, addig
az ovariektomian atesett egerek esetében nem volt érdemi kiilénbség a két genotipus kézott,
tehat a PLCy2™7 egerekben a magasabb kiindulasi értékrdl is ugyanarra a szintre csdkkent a
relativ csonttomeg értéke, mint a vad tipusu allatokban. Hasonl6 eredményeket adott a
proximalis tibia hisztomorfometriai vizsgalata is [18]. Osszességében tehat elmondhatjuk,
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hogy bar a PLCy2 fontos szerepet jatszik a nyugalmi csontanyagcserében, a fehérjének
nincs jelentds szerepe a posztmenopauzalis osteoporosis kialakulasaban.
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121. abra: Ovariektémia (OVX) PLCy2_/_ egerek csontszerkezetére kifejtett hatasanak
vizsgalata mikro-CT segitségével. Publikalva: [18].

A PLCy27" egerekben ovariektomia hatasara megfigyelt kifejezett csontbontas miatt
hisztomorfometriai mddszerrel megvizsgaltuk az oszteoklasztok és az oszteoblasztok
szamanak az alakulasat az ovariektémia utan. Amint az a 122. abran lathatd, vad tipusu
egerekben az ovariektomia hatasara jelentésen megemelkedett az oszteoklasztok szama,
mig az oszteoblasztok szama nem valtozott. Erdekes moddon, bar a korabbiaknak
megfeleléen a PLCy2™~ egerekben a nyugalmi oszteoklaszt-szam lényegesen alacsonyabb
volt, az ovariektomia hatasara

ezekben az egerekben is | & — . £ = .
s E M Aloperacio § E 15 WAloperacio
megemelkedett az |« E s oovx » 5 CovX
; o |82 $3 10
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Az oszteoblasztok szama a |8~ Vad tipus ~ PLCy2-/— o~ Vadtipus  PLCy2—/—
—/—
PLCY2 egerekbe_n -~ sem 122. abra: Az oszteoklasztok és oszteoblasztok szamanak valtozasa
valtozott szignifikdns |ovariektémia (OVX) soran vad tipust és PLCy2™~ egerekben. Publikalva:
mértékben. 18]

7.7.4. Megbeszélés

Koga és munkatarsai [161] korabban felvetették, hogy a DAP12 és az FcRy els6dleges
szerepe valamely PLCy izoforma RANK altali aktivalédasa lenne, melynek kdvetkeztében
intracellularis Ca?*-oszcillacidk jonnek létre, ami aktivalia az oszteoklaszt-képz6édés egyik
hatasara vizsgaltuk meg a PLCy2 szerepét oszteoklasztok fejlédésében és mikodésében.
Eredményeink arra utaltak, hogy a PLCy2 fontos szerepet jatszik az oszteoklasztok in vitro
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fejlédésében és mikddésében (118-119. &bra), valamint az in vivo oszteoklaszt-fejlédésben
és a nyugalmi csontbontasban (116-117. abra) [18]. Ezzel 6sszevethet6 eredményeket
télink fliggetlendl korabban két masik munkacsoport is k6zolt [178,179], a PLCy2 szerepe
az oszteoklasztok jelatvitelében tehat megfeleléen ala van tamasztva.

Bar mindharom munkacsoport
[18,178,179] egyetértett abban, hogy a PLCy2 RANKL M-CSF Adnezio
fontos szerepet t6lt be az oszteoklasztok RANK c-Fms ayBs
jelatvitelében, a jelenség magyarazata | 2
kevésbé tlnik egyértelminek. Mao és 2(pPLey2)?
munkatarsai [178] és Chen és munkatarsai
[179] azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a hJ
PLCy2 (Koga és munkatarsai [161] eredeti | Génexpresszi6 |—>| Fazio |
feltételezésének megfeleléen) a RANK 123. abra: A PLCy2 lehetséges szerepe

oszteoklasztok jelatvitelében.

jelatvitelében vesz részt azaltal, hogy aktivalja
a Ca?*-fliggd NFATc1 transzkripciés faktort (123. abra). Erre a kovetkeztetésre az
oszteoklaszt-specifikus génexpresszid latszolagos zavarabdl kovetkeztettek. Sajat, a masik
két munkacsoporténal lényegesen részletesebb génexpresszios vizsgalataink — ezzel
szemben nem mutattak lényeges karosodast az oszteoklaszt-specifikus gének
expressziojaban, az NFATc1 expresszidjanak a lefutasa pedig teljesen megegyezett a vad
tipusi és a PLCy2™ tenyészetekben (120. abra) [18]. Biokémiai vizsgalatainkban raadasul
nem sikerdlt kimutatnunk a PLCy2 RANKL hatasara valdé aktivalodasat, mig a sejtek
adhéziodja jelentés mértékben fokozta a PLCy2 foszforilaciojat [18]. Mivel a Bs-integrineken
keresztili sejtadhézié fontos szerepet jatszik az oszteoklasztok fuzidjaban, eredményeink
arra utalnak, hogy a PLCy2 (legalabbis részben) a [s-integrineken keresztlli jelatvitel
PLCy2-nek mas sejtek integrin-jelatvitelében betoltott szerepével is (40-42. abra)
[13,128,129].

A nyugalmi csontszerkezet vizsgalata mellett az ovariektdmia hatasara létrejové
csontbontas mértékét is megvizsgaltuk a PLCy2™~ egerekben. Varakozasainkkal ellentétben
azt tapasztaltuk, hogy a PLCy2 hianya nem csokkenti, hanem inkabb fokozza az
ovariektomiat kdvetd csontvesztést (121. abra). A jelenség hatterében feltételezhetéen az all,
hogy ovariektémiat kovetéen a PLCy2™~ egerekben is jelentésen megemelkedik az
osztaoklasztok szama a csontszovetben (122. abra). Bar ennek a megfigyelésnek a
magyarazatat nem ismerjik, eredményeink arra utalnak, hogy a nyugalmi és az
ovariektomia-kivaltotta csontbontas kilénb6zé mechanizmusok kdzvetitésével jon Iétre. Bar
eredeti reményeink szerint a PLCy2 akér terapias célpontként is szdba jbéhetett volna a
posztmenopauzalis oszteopordzis kezelésében, a 121-122. abran bemutatott eredmények
alapjan ez az elképzelés nem bizonyult helytallénak.
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8. AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ROVID
TARGYALASA

A kovetkezbkben roviden Osszefoglalom az értekezés eredményeit, és rdviden
targyalom az eredmények egyes tavolabbi 6sszefiiggéseit.

8.1. Az értekezésben bemutatott legfontosabb eredmények

Az értekezésben bemutatott kisérletek fontosabb Uj eredményei az egyes célkitlizések
szerinti csoportositasban az alabbiakban:

1) Az integrin-jelatvitel vizsgalata hemopoetikus eredetii sejtekben

Kimutattuk, hogy a B.- és Bs-integrinek jelatviteléhez kiiléonb6zd hemopoetikus sejtekben
elengedhetetlen a Syk tirozin-kinaz DAP12 és FcRy altali, az immunreceptorok jelatvitelére
emlékezteté moddon létrejové aktivacidja. Kimutattuk tovabba, hogy a Bg-integrinek
jelatvitelében fontos szerepet jatszik az SLP-76 és a PLCy2, de nem szlkséges hozza a
p190RhoGAP fehérje.

2) Jelatviteli folyamatok vizsgalata a neutrofilek sejtvandoriasa sorén

Kimutattuk, hogy a fenti jelpalya nem sziikséges a neutrofilek B,-integrin-fliggd in vitro és in
vivo migraciojahoz, ami az adherens aktivacid és migracio jelatviteli folyamatai kozti
klldnbségre utal.

3) Az Fc-receptorok szerepének és jelatvitelének vizsgalata neutrofilekben
Kimutattuk, hogy egér neutrofilek immobilizalt immunkomplexek altali aktivalédasa az FcyRll|
és az FcyRIV egyittmikodésével valosul meg és sziikséges hozza a PLCy2 fehérje.

4) A G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitele neutrofilekben és hizésejtekben

Kimutattuk, hogy neutrofilek primer és szekunder granulumainak fMLP-kivaltotta Grilésében
fontos szerepet jatszik az Src-kinazokon keresztlil aktivalodé p38 MAP-kinaz, mig a
szekretoros vezikulak UrlGléséhez ugyanez a mechanizmus nem szikséges. Kimutattuk
tovabba, hogy a Syk nem vesz részt a G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelében
neutrofilekben és hizésejtekben.

5) Jelatviteli folyamatok vizsgalata in vivo gyulladasos betegségmodellekben
Kimutattuk, hogy a Syk és a PLCy2 elengedhetetlen szerepet jatszik az autoantitestek altal
kivaltott kisérletes arthritis Iétrejottében.

6) Immunreceptor-szerii jelatvitel oszteoklasztokban és a csontanyagcserében
Azonositottunk egy Uj oszteoklaszt-jelpalyat, melyben a DAP12 és az FcRy ITAM-figgd
modon aktivalja a Syk-et. Az FcRy egy oszteoblaszt-fliggd, mig a DAP12 egy oszteoblaszt-
fuggetlen jeltovabbitasban vesz részt. Ez a jelpalya fontos szerepet jatszik az oszteoklasztok
fejlédésében és a nyugalmi csontlebontasban.
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7) A PLCy2 szerepének vizsgalata oszteoklasztokban és a csontanyagcserében

Kimutattuk, hogy a PLCy2 fontos szerepet jatszik az oszteoklasztok in vitro és in vivo
fejlédésében és a nyugalmi csontanyagcserében, de nem szilkséges az ovariektomiat
kovet6 fokozott csontlebontashoz.

8.2. Immunreceptor-szerii jelatvitel az adaptivimmunrendszeren tul

Kisérleteink egyik legfontosabb megallapitasa, hogy a klasszikus immunreceptorokra
(pl. a limfocitak antigén-receptoraira) jellemzd és sokaig arra specifikusnak tartott ITAM-
fuggb jelatvitel szamos tovabbi bioldgiai folyamatban is kézponti szerepet jatszik. Ezek kézil
sajat eredményeink arra utalnak, hogy a hemopoetikus sejtek B,- és Bs-integrinjeinek
jelatvitele a Syk tirozin-kinaznak a DAP12 és az FcRy altali ITAM-fliggé aktivalédasan
keresztil jon létre [2,8]. Hasonloképpen az oszteoklasztok fejlédéséhez szintén
elengedhetetlen a Syk DAP12 és FcRy altali, ITAM-medialt aktivalodasa [6]. A klasszikus
immunreceptorok jelatviteléhez valé tovabbi hasonlésagra utal a PLCy2-nek és az SLP-76-
nak az integrinek jelatvitelében [5,13], illetve a PLCy2-nek az oszteoklasztok fejlédésében
[18] betdltott szerepe. Sajat kisérleteinkkel parhuzamosan mas munkacsoportok (részben a
mi részvételunkkel) kimutattak, hogy a Syk ITAM-fuggé aktivalodasahoz hasonlé folyamatok
szerepet jatszanak a nyirokerek fejlédésében [21,180], valamint a kérokozék [27,28,181-
184] és a szOveti karosodas [185,186] C-tipusu lektinek altali felismerésében. Egy hasonlé
mechanizmust mutattak ki ecetmuslicak glia-sejtjeiben is [187], mikbzben ezeknek az
allatoknak egyaltalan nincs adaptiv immunrendszerik. Ezen eredmények dsszességében
arra utalnak, hogy a Syk ITAM-figgd aktivalodasa egy Osi jelatviteli mechanizmus, mely
feltételezhet6en az evolucié soran késébb valt az adaptiv immunrendszer kézponti jelatvivd
mechanizmusava [9,11,16].

8.3. Oszteoimmunoloégia: Az immun- és csontrendszer kozti
parhuzamossagok

A csontanyagcserével kapcsolatos kisérleteink soran meglepd hasonlosagot fedeztiink
fel az osztoklasztok fejlédésében és az adaptiv immunrendszer mikodésében szerepet
jatszé jelatviteli folyamatok kozott, amennyiben mindkett6hdz elengedhetetlen a Syk tirozin-
kinaz ITAM-tartalmu adapter-fehériéken keresztili aktivalédasa és a PLCy izoformak
részvétele [6,13,18]. Velink parhuzamosan szamos mas mukacsoport is jelentés
hasonldosagokat fedezett fel az immun- és csontrendszer mikodésében szerepet jatszo
citokinek [188-190], transzkripciés faktorok [188,191,192] és jelatvivé feheérjek kozott
[161,193-198]. Mindezek egyittesen egy Uj tudomanyterilet, az oszteoimmunoldgia
megalapozasat eredményezték, melynek célja az immunrendszer és a csontrendszer
Osszefliggéseinek, hasonlésagainak és kolcsonhatasainak a tanulmanyozasa [188].

8.4. Klinikai vonatkozasok

Az értekezésemben bemutatott szamos eredménynek jelentés klinikai és farmakoldgiai
vonatkozasa isvan. A betegségek patomechanizmusaban szerepet jatszé molekularis szint(
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folyamatok azonositasa ugyanis egyrészt a betegségek jobb megértéséhez, masrészt (j
diagnosztikai es terapias eljarasok kidolgozasahoz vezethet. A kisérleteinkben azonositott uj
jelpalyak az autoimmun gyulladasos betegségek és a koéros csontlebontas gydégyszeres
szerint tobb ponton is (az immunizaciés és az effektor fazisban, illetve a csonterdzidk
|étrejottében) fontos szerepet jatszik az autoimmun arthritis kialakulasaban. Ezt megerésitik
a Syk ellen korabban készllt fostamatinib gatlészerrel human rheumatoid arthritisben kapott
igen pozitiv eredmények [151], melyek alapjan jelenleg a fostamatinib a rheumatoid arthritis
egyik legigéretesebb szajon at szedhetd kismolekulaju gydégyszerjeldlt-vegyilete. A Syk
oszteoklasztokban és a rheumatoid arthritis in vivo allatmodelljében valé szerepének
igazolasaval [6,15] nagymértékben jarultunk hozza a Syk terapias célmolekulava vald
kijeldléséhez. Eredményeink alapjan a PLCy2 hasonlé terapias célpont lehet, és a PLCy27~
egerek kevésbé sulyos altalanos fenotipusa miatt elképzelhet, hogy a PLCy2 gétlasaval a
fostamatinibéinél kevésbé sulyos mellékhatasok I[épnének fel. A kisérleteink alapjan
felmerild egyik legérdekesebb kérdés pedig az, hogy az altalunk azonositott célmolekulak a
gyulladas el6segitésén tul milyen mértékben jarulnak hozza a rheumatoid arthritis és a
malignus csontattétek soran létrejové kéros csontlebontashoz. Mikézben a fostamatinib 1lI.
fazisu klinikai vizsgalata reményeink szerint valaszt ad a vegyilet csontszerkezetre kifejtett
hatasara, a Syk és a PLCy2 oszteoklaszt-specifikus térlésével kapcsolatos folyamatban [évé
kisérleteink remélhetleg nemsokara genetikai megkozelitéssel is tisztazni fogjak a ket
fehérje hozzajarulasat a kéros csontlebontas létrejottéhez.
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Kinase Pathways in Chemoattractant-Induced Degranulation
of Neutrophils: The Role of p38 Mitogen-Activated Protein
Kinase Activated by Src Family Kinases

Attila M csai?* Zoltd n Jakus,* Tibor Vantus," Giorgio Berton,* Clifford A. Lowell, % and
Erzsebet Ligeti*

The aim of the present study was to investigate the role of tyrosine phosphorylation pathways in fMLP-induced exocytosis of the
different secretory compartments (primary and secondary granules, as well as secretory vesicles) of neutrophils. Genistein, a broad
specificity tyrosine kinase inhibitor, blocked the exocytosis of primary and secondary granules, but had only a marginal effect on
the release of secretory vesicles. Genistein also inhibited the phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase (ERK) and
p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK), raising the possibility that inhibition of ERK and/or p38 MAPK might be re-
sponsible for the effect of the drug on the degranulation response. Indeed, SB203580, an inhibitor of p38 MAPK, decreased the
release of primary and secondary granules, but not that of secretory vesicles. However, blocking the ERK pathway with PD98059
had no effect on any of the exocytic responses tested. PP1, an inhibitor of Src family kinases, also attenuated the release of primary
and secondary granules, and neutrophils from mice deficient in the Src family kinases Hck, Fgr, and Lyn were also defective in
secondary granule release. Furthermore, activation of p38 MAPK was blocked by both PP1 and thek='~fgr ~/~lyn =/~ mutation.
Taken together, our data indicate that fMLP-induced degranulation of primary and secondary granules of neutrophils is mediated
by p38 MAPK activated via Src family tyrosine kinases. Although piceatannol, a reportedly selective inhibitor of Syk, also
prevented degranulation and activation of p38 MAPK, no fMLP-induced phosphorylation of Syk could be observed, raising
doubts about the specificity of the inhibitor. The Journal of Immunology,2000, 164: 4321-4331.

timulation of the chemoattractant receptors of neutrophils(4—6), adaptor proteins (3), and components of the small G protein

evokes multiple effector responses, including chemotaxis, sunetwork (7). Despite clear evidence of phosphorylation (and acti-

peroxide production, and degranulation. The latter responsgation) of these proteins, little is known about their role in trig-
consists of the release of the different intracellular compartments (Se\gering the fMLP-induced effector responses.
eral types of granules as well as the secretory vesicle compartment) Using broad specificity tyrosine kinase inhibitors, we and others
(1) to the extracellular space or into the phagosome. suggested that tyrosine kinases might play a role in the fMLP-

The receptor for the bacterial tripeptide fMLP, the most widely jnquced release of primary and secondary granules (Ref. 8 and

studied chemoattractant of neutrophils, activates a pertussis toXifaterences therein). In the last few years great progress has been
sensitive, heterotrimeric G protein belonging to thg, @mily. 546 in understanding the roles of the different tyrosine kinases in
Qne_of the mc_)st_chara_cterlstlc fea}tures of MLP S|gnal transducihe regulation of neutrophil functions (9). Activation of the Src-
tion is the rapid induction of tyrosine phosphorylation of severalrelated kinase Lyn in response to fMLP stimulation has been re-

intracellular proteins, including tyrosine kinases (2, 3), differentported by several authors (2, 3, 9, 10). Fgr, another member of the
members of the mitogen-activated protein kinase (MAFE)NIl . . U i ' . .

9 P ( nily Src kinase family, has been shown to be associated with the sec-
ondary granules and to translocate to the plasma membrane upon
*Depeytment of Physiology, Semmelweis University of Medicine, Budapest, Hun-fMLP stimulation of the cells (11). Similarly, Hck, the third Src
gary; "Joint Research Organization of the Hungarian Academy of Sciences and D : . He : . :
partment of Medical Chemistry, Molecular Biology, and Pathobiochemistry, Sem—efamlly member present in nemmph”s’ 1S assomgted with pnmary
melweis University of Medicine, Budapest, Hungaiepartment of Pathology, ~granules and translocates to the phagosome during phagocytosis of
Section of General Pathology, University of Verona, Verona, Italy; @epartment _ i ;
of Laboratory Medicine, University of California, San Francisco, CA 94143 ierur: Ofsomze_d Zy:nosa? (12)(:1 Our ph?'rmacc}l?gl(:ﬁl ang ger;e

nockout experiments performed on murine neutrophils showe
Received for publication August 11, 1999. Accepted for publication February p. P . P . .
11, 2000. that the fMLP-induced exocytosis of secondary granules is medi-
The costs of publication of this article were defrayed in part by the payment of page®t€d by Src-related tyrosine kinases (13). However, these reports
charges. This article must therefore be hereby maddrtisemenin accordance  did not provide any clue to identification of possible downstream
with 18 U.S.C. Section 1734 solely to indicate this fact. - targets of tyrosine kinases. In addition, they did not address in
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3 Abbreviations used in this paper: MAPK or MAP kinase, mitogen-activated protein rgsponse to fMLP l_JS'ng inhibitors ‘_N'th reported selectivity fqr
kinase; CB, cytochalasin B; DFP, di-isopropy! fluorophosphate; ERK, extracellular sigdifferent tyrosine kinases or tyrosine-phosphorylated proteins

nal-regulated kinase; Fak, focal adhesion kings&U, B-glucuronidase; HSA, human . . . . . . . .
serum albumin; Hsp27, heat shock protein 27; Lfr, lactoferrin; MAPKAPK2, MAPK- and StUdymg mice deficient in Src famlly kinases expressed n

activated protein kinase 2; MBP, myelin basic protein; MSA, mouse serum albumin. neutrophils.
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This study followed two major directions oq investigation—First, ylenediamine. The OD of the samples was read using a Labsystems (Hel-

to obtain information on the molecular identity of the kinases par-sinki, Finland) iEMS microplate reader. _

ticipating in the fMLP-induced degranulation response, we fo- For determination ofadh+e5|on-dependence of the exocytic response, the
. effect of withdrawal of Mg™ on the release of secondary granules was

cused on 1) the ERK and p38 MAPK proteins, members of thgegteq (13, 25). Cells were resuspended in HBSS-HB without CaCl

MAP kinase family shown to become rapidly phosphorylated onmgcCl,, and BSA, supplemented with 5 mM Na-EDTA. After incubation

adjacent Tyr and Thr residues and thereby activated upon chder 10 min at room temperature, cells were pelleted and resuspended in

moattractant stimulation (4-6, 14, 15); 2) the Src family of ty- £20 HESIEE HEL G NG S XN eqanbed above, Simultancously

rosine kinases, the members Of_ which have been implicated Rells were plated on tissue culture plates precoated with human fibrinogen

several aspects of the degranulation process (see above); and 3) #18) and stimulated with 20 ng/ml human TNF@PeproTech, Rocky Hill,

Syk tyrosine kinase, the function of which is closely related to thatNJ) for 30 min at 37°C. Spreading of the cells was assessed visually under

of Src family kinases in several cellular systems (16—19). Oura phase contrast microscope.

second objective was to compare the involvement of the abo"ﬂnmunoblotting of human cell lysates and kinase assays

pathways in the fMLP-induced release of three exocytic compart-

ments of human neutrophils: primary granules, secondary granC_:ells at 2.5x 10”/ml were pretreated exactly as described for degranula

. . . . tion experiments, followed by a 2-min stimulation with 100 nM fMLP at
ules, and secretory vesicles. Previous reports indicated differenceg.. Samples were then immersed in liquig &y stop the reaction and

in calcium sensitivity (20) and inhibition by wortmannin (21) of were lysed by adding a Triton-based lysis buffer with protease and phos-
fMLP-induced exocytosis among these three granule populationghatase inhibitors (8) from a6 concentrated stock solution followed by
All these differences warranted a comparative study on the role o® 10-min incubation on ice and spinning down at 16,00 for 1 min at

: - : : °C. The Triton-soluble supernatant was used in further determinations.
tyrosine kinases in the release of the three exocytic compartments. For immunoblot experiments, the Triton-soluble lysate was mixed with

In the present paper we provide evidence that p38 MAPK, aCsample buffer, boiled for 10 min, run on 12% SDS-PAGE, and blotted onto
tivated by Src family kinases has a central role in eliciting thenitrocellulose sheets. Blots were processed using phospho-specific rabbit
fMLP-induced release of primary and secondary granules, but ndét?hllctljonaé anti-IER’\*;At;ffal?ti-p%BbMAPK Ab;d(botl; {)fOImdNe\;\_/ EE%I'?Tb
; ; iolabs, Beverly, ollowed by a peroxidase-labeled anti-rabbi
In that of secretory vesicles. (Amersham, Aylesbury, U.K.). Blots were developed using Amersham’s

. enhanced chemiluminescence system and exposed to x-ray film, and signal
Materials and Methods intensities were quantified by a Pharmacia-LKB (Uppsala, Sweden) Ul-
Materials troscan XL laser densitometer. For control blots, non-phospho-specific rab-

. . . bit polyclonal anti-ERK1 and anti-ERK2 (used in combination; both from
Dextran T-500 andricoll-Paque were obtained from Pharmacia (UpP- ganta Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) or anti-p38 MAPK (Upstate
sala, Sweden). fMLP, cytochalasin B (CB), and genistein were obtainegjgtechnology, Lake Placid, NY) with peroxidase-labeled anti-rabbit Abs
from Sigma (St. Louis, MO). PD98059, PP1, and piceatannol wereamersham) were used. It shouid be noted that the slight difference in the
obtained from Calbiochem (San Diego, CA). SB203580 was providedmigrations of ERK1 and ERK2 could only be resolved when the acryl-
by SmithKline Beecham (King of Prussia, PAjuman lactoferrin (Lfr),  amige/bisacrylamide ratio of the SDS-PAGE gel was increased to 37.5:1.
human serum albumin (HSA), and goat anti-HSA Abs were obtained fromg e when such gels were used, we never observed any duplication of the
Sigma. Rabbit anti-human Lfr Abs were either purchased from Sigma Onti-p38 MAPK immunoreactive band.
provided by Dr_. Katalin Nmet (National Institute of Hematology and The activity of MAPK-activated protein kinase 2 (MAPKAPK2), a ki-
Blood Transfusion, Budapest, Hungary). Where necessary, Abs were layase downstream of p38 MAPK, was measured by an in vitro kinase assay
beled with HRP (22). ) ) ) _(26) using recombinant heat shock protein 27 (Hsp27), a substrate of MAP-

Unless otherwise stated, incubation of neutrophils was performed i Apk2. Triton-soluble lysates were supplemented with kinase buffer (15
HBSS (containing 0.5 mM Cagéand 1 mM MgC}) supplemented with 20 ,,1 Na-HEPES (pH 7.4), 10 mM MgGl 1 mM Na-EGTA, 2 mM DTT,

mM Na-HEPES (pH 7.4) and 0.1% BSA (HBSS-HB). All incubation me- 54 mm NaCl, 10 mM NaF, 5:M sodium pyrophosphate, 20 mpkglyc-
dia were prepared using sterile and endotoxin-free water. erophosphate, M okadaic acid, 0.2 mM{-32P]JATP (~200 u.Ci/umol),
Preparation of human neutrophils and 20 ug/ml human Hs_p27 (St‘ressgen, Victoria, _Canada)) fromxa 2
concentrated stock solution and incubated for 20 min at room temperature.
Venous blood was drawn from healthy volunteers. After dextran sedimenThe reaction was stopped by adding sample buffer, followed by boiling for
tation at room temperature, neutrophils were obtained by centrifugation at0 min. Samples were then run on a 12% SDS-PAGE, dried, and exposed
4°C through Ficoll-Paque followed by hypotonic lysis of erythrocytes (8, to x-ray film or quantitated using a Bio-Rad (Hercules, CA) GS-525 Phos-
13). Unless otherwise stated, cells were then resuspended in ice-colghorlmager. To determine the incorporation of radioactivity into endoge-
HBSS-HB and kept on ice until use. The preparations usually containedious cellular proteins, parallel measurements without Hsp27 were also
>98% polymorphonuclear cells; the viability, as determined by the performed. Radioactivity in these samples was then subtracted from values

erythrosin B dye exclusion test, was98%. obtained from Hsp27-containing tubes.
) . For the in vitro ERK kinase activity measurements (27), 100riton-
Degranulation of human neutrophils soluble cell lysates were incubated fh with 3 ug of rabbit polyclonal

anti-ERK2 Abs (provided by Dr. Jackie R. Vandenheede, Catholic Uni-
versity of Leuven, Leuven, Belgium). Immunocomplexes were captured

the indicated inhibitors and/or 30M cytochalasin B for 15 min on ice and - : : - L

- ; o ; - with protein A-TSK gel and were washed three times with PBS containing
B T . % Noniet P-4, 1 bce i knase bufler Containg 20 T NOPS
sion was centrifuged for 10 min at 2000 g at 4°C. The extent of de- (pH 7.6), 2 mM EGTA, 20 mM MgGJ 1 mM DTT, 1 mM NaVO,, and

ranulation was determined by measuring the concentrations of the diﬂer(-)'l% Triton X-100. The washed beads were resuspended;ii afkinase
g Y 9 reaction mixture containing kinase buffer supplemented witl®DATP,

ent granule markers in the supernatant. Addition of up to 0.2% DMSO (th ; 32 . . ) .
maximum solvent concentration added with the inhibitors) had no influ?i#gigiﬂ%atigp‘;—régfg %?*&mn{ﬁ]l'nﬂ?ssrgaﬂ%ﬁ':}v:: g:;siga?ggsé;afd_

ence on any of the exocytic responses tested (not shown). dition of sample buffer and heating at 100°C for 3 min. The proteins were

The activity of the primary granule markgrglucuronidaseff-GU) was o ) 4 ) ) §
determined by a fluorometric assay described previously (8). In some exgeparated on 11% SDS-PAGE, dried, and exposed to x-ray film. The my

periments the total cellulg8-GU activity was also measured, using sus- elin basic protein band was then cut out, and the incorporated radioactivity

pensions treated with 0.02% cetyl-trimethyl-ammonium bromide as detery'aS quantified using a Wallac (Turku, Finland) 1409 liquid scintillation
’ ounter.

gent. The concentrations of the secondary granule marker Lfr (23) and
HSA, a marker of secretory vesicles (24), were determined by ELISA.petermination of Tyr phosphorylation of Syk

Maxisorp F96 plates (Nunc, Naperville, IL) were covered with the relevant

unlabeled Abs and blocked by PBS supplemented with 0.5% BSA andlyr phosphorylation of Syk was determined by immunoprecipitation fol-
0.1% Tween 20. Plates were then incubated with diluted supernatants dowed by immunoblotting with anti-phosphotyrosine (DFP) Abs. To pre-
known concentrations of Lfr or HSA, followed by treatment with peroxi- vent the degradation of Syk, these experiments were performed on neu-
dase-labeled anti-human Lfr or anti-HSA Abs, and developed avjithen- trophils pretreated with 0.gl/ml di-isopropyl fluorophosphate at the end

Human neutrophils at £iml were incubated in HBSS-HB with or without
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FIGURE 1. Effect of genistein on neutrophil de- 100 Elf_MLP 100 |MLP
granulation. Human neutrophils were preincubated 80 ECB
with or without 100 uM genistein and/or 1QuM 80 [ CB+MLP 80

CB, followed by stimulation for 10 min with 100

nM fMLP. Release of the primary granule marker
B-GU (A; n = 8), the secondary granule marker Lfr
(B; n = 9-10), and the secretory vesicle marker
HSA (C; n = 10) is shown. Data represent the
mean= SD of results from the indicated numbers of

60

40 40

experiments., Significantly different p < 0.05) 20 20 20
from corresponding release in the absence of genistein. g
See the text for details on presentation of data. 0 0 T ] 04 T
- 100 - 100 - 100
Genistein (uM) Genistein (uM) Genistein (pM)

of the cell preparation. Cells were stimulated with 100 nM fMLP or by lute values of theB-GU activity of the samples. For this reason, only
hyperosmotic shock (addition of an extra 120 mM NacCl; Ref. 28) for 2 fMLP-stimulated values oB-GU (i.e., after subtraction of values in non-
min. The reaction was stopped by the addition of an equal volume ofstimulated samples) are provided. None of the inhibitors used had any
ice-cold PBS, followed by lysing the cells with a<5concentrated lysis  considerable effect 08-GU activity in supernatants of nonstimulated cells
buffer. Triton-soluble fractions were then prepared as described above an@hot shown).

precleared by incubating for 60 min with protein G-Sepharose beads (Phar- For statistical analysis throughout this paper, nonstimulated values were
macia). The precleared lysates were incubated for 60 min wittySample  subtracted from fMLP-stimulated ones, and the obtained data were ex-
mouse monoclonal anti-human Syk Abs (Santa Cruz Biotechnology) anghressed as a percentage of similarly calculated values in the absence of
for a further 60 min with protein G-Sepharose beads. The beads werkinase inhibitors or théack’~fgr~/~lyn~/~ mutation. The meart SD of
washed three times with PBS containing 0.1% Triton X-100 and 1 mMthese values from the indicated number of experiments are provided. The
NagVO, and were boiled for 10 min in sample buffer. An aliquot of the difference in these normalized values from 100% was then analyzed using
supernatant was run on an 8% SDS-PAGE and immunoblotted usin@tudent’s paired two-populatiantest. Values op < 0.05 atn = 3 were
mouse monoclonal anti-phosphotyrosine Abs (clone 4G10 from Upstateonsidered statistically significant.

Biotechnology). The Tyr phosphorylation of Syk was quantitated by den-

sitometric analysis. The amounts of Syk immunoprecipitated from the dif-

ferent samples were compared by immunoblotting aliquots of the immu-

noprecipitates with the precipitating Abs. Results

) ] ) CB enhances the fMLP-induced release of primary and
Experiments on murine neutrophils secondary granules, but not that of secretory vesicles of human

The hck/~fgr~/~lyn~'~ triple knockout mice deficient in all three Src  neutrophils

family kinases present in neutrophils have been described previousl . : . - - - -
(29). Preparation and stimulation of wild-type (C57BL/6) or ¥n this report we investigated the signaling mechanisms leading to

hck /~fgr/"lyn~'~ bone marrow neutrophils as well as determination €x0cytosis of three different intracellular compartments of neutro-
of the release of the secondary granule markervidre performed as  phils: the primary and secondary granules as well as the secretory
previously described (13), using dM fMLP as stimulus. Exocytosis of  vesicles. The microfilament disrupting agent CB has long been

mouse serum albumin (MSA) was measured by ELISA, using rabbit anti ; He f
MSA Abs (unlabeled or peroxidase labeled for capturing and developing-,knOWn to enhance certain responses of neutrophils, including the

respectively; both from Nordic Immunology, Tilburg, The Netherlands). reléase of primary and secondary granules (30). To determine op-
The assay was calibrated using purified MSA (Sigma). Phosphorylation ofimal conditions for studying the exocytic activity of neutrophils
murine p38 MAPK was determined as described for human neutrophilswe first investigated the effect of CB on the release of the three
except that JuM fMLP was used to induce a well measurable phosphor- ey cytic compartments tested. In accordance with previous find-
ylation of the protein. ings (30), while fMLP induced a substantial release of the primary
granule markep-GU from human neutrophils pretreated with 10
uM CB, no exocytosis of3-GU was observed in the absence of
Degranulation assays were performed in triplicate or quadruplicate. Th€B (not shown). CB strongly increased fMLP-induced release of
concentration of granule markers in the supernatants was expressed agie secondary granule marker Lfr, but exocytosis of Lfr from CB-

percentage of values of fMLP-stimulated samples of human cells withou . .
kinase inhibitors or of wild-type murine cells, in the presence (primary .':md"mtre"’mad neutrophils could also be easily observed (for example,

secondary granules) or the absence (secretory vesicles) of CB. The 10086€ Fig. B). In contrast, the eXOC_YIOSiS of HSA, a constituent of
values for human cells corresponded to 2916% of the total cellular ~ the secretory vesicles, was maximal even in the absence of CB,
B-GU Cf;f}terét in”the Cﬁse of pfi;ﬂary gganmes (C||3 pf(%SBﬂf#; 8), 3-;;) and no further increase was observed after pretreating the cells
1.3 g Lfr/10° cells in the case of secondary granules present]9), ; ; ST _
and 189+ 77 ng HSA/16 cells in the case of secretory vesicles (CB Wllth. cB ]fno.t shown). Or thfe basésBOf these flgdmﬁs‘ Ogly ?egranf
absentn = 26). Further information on presentation of results of degran-u ation o prlmary granules irom -pretreated cells and release o
ulation experiments is provided at the beginnindRefsults Data for phos-  Secretory vesicles from CB-untreated cells are shown throughout
phorylation and kinase activity are also expressed as a percentage of thkis paper (Figs. 1, 3, 4, 5, and 7). However, data on Lfr release are
fMLP-stimulated values without kinase inhibitors, except for the Syk phos'\{)rovided in both the presence and the absence of CB. Comparing

i i xpressed as the fold increase over . L .
sgﬂgéagg?a?nng ;L@ﬁ]n;%rggiﬁlgzg ?:mepIZs e effects of kinase inhibitors on Lfr release in the presence and

Because of the floating zero point of the fluorometer used, the results ofl€ absence of CB allowed us to speculate about whether the drugs
the B-GU measurements reflect the differences between but not the abs@ct on fMLP signaling or on the cytoskeletal changes induced by CB.

Presentation of data and statistical analysis
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- Genistein marker Lfr from CB-untreated neutrophils (27 17% inhibition)
suggests that the drug affects a signaling pathway initiated by
wB: - P - e fMLP itself, instead of acting on the cytoskeletal changes induced
e $ERK1-P by CB. On the other hand, the release of HSA, a marker of secre-
-phospho-ER - — | . ' . ' o
a-phospho-ERK ERK2-P tory vesicles, was only moderately influenced by 10® genistein
0-ERK182 ‘\--_—-_— gggg (29 = 22% inhibition). Taken together, these data suggest that

tyrosine kinases are strongly involved in the fMLP-induced de-
granulation of primary and secondary granules, but to only a lesser
extent in that of secretory vesicles.

Exocytosis of the secondary granules can be induced in an in-
tegrin-dependent (adherent) manner, and we have recently shown
that this adherent exocytosis is mediated by tyrosine kinases (13).

0-phOSPhO-p38 = e e o p38-P

(-p38 e —— - OD38

:\3100 ' E;MLP To exclude the possibility that adhesive (e.g., intercellular) inter-
= 80 L actions were also involved in the fMLP-induced exocytosis by

S O Genistein | . ; . : .

2 S Geni d suspended neutrophils, we exploited the evidence that integrin

60 em+fMLE . X . .

= function requires the presence of Kigions in the extracellular

g 40 medium (13, 25). Withdrawal of Mg ions from the incubation

s medium had no effect on the fMLP-induced release of Lfr (CB

3 20 absent; 102+ 26% remaining exocytosis) = 4), while it pre-

n':. 0 vented the TNFa-induced spreading of neutrophils over fibrino-

gen-coated surface (not shown), a response known to involve in-
ERK1&2 p38 tegrin activation (25). Thus, in the assay conditions that we
FIGURE 2. Effects of genistein on ERK and p38 MAPK phosphoryla- €Mployed, fMLP triggered the exocytosis of secondary granules in
tion. Human neutrophils were preincubated with or without 100 an integrin-independent manner.
genistein (Geni), followed by stimulation for 2 min with 100 nM fMLP. One of the earliest events of fMLP signal transduction is the
Total cell lysates were subjected to immunoblotting (WB) using the spectyrosine phosphorylation of several intracellular proteins, includ-
ified Abs. The diagram represents the mearED of results of densito-  ing ERK (ERK1 and ERK2) and p38 MAPK proteins. As shown
metric analysis of two experiments. in Fig. 2, phosphorylation of ERK (96: 7% inhibition) and p38
MAPK (94 = 9% inhibition) proteins was blocked by 1QoM
genistein, raising the possibility that the inhibition of ERKs and/or
that of p38 MAPK might mediate the effect of genistein on the
degranulation response. To test this possibility, we next investi-
gated the effect of pharmacological inhibition of the ERK and p38
MAPK pathways in fMLP-induced degranulation of neutrophils.

The tyrosine kinase inhibitor genistein inhibits exocytosis of
primary and secondary granules and phosphorylation of ERK
and p38 MAPK

As shown in Fig. 1, 10uM genistein, a broad specificity tyrosine
kinase inhibitor, caused a strong inhibition of the fMLP-induce
exocytosis of primary (67- 12% inhibition) and secondary (7t

14% inhibition) granules from CB-treated neutrophils. The factDespite evidence of the rapid activation of the ERK cascade in
that genistein also decreased the release of the secondary granuésponse to fMLP stimulation (4, 14, 15) and the intensive search

dThe p38 MAPK, but not the ERK, pathway is involved in the
release of primary and secondary granules

- PD98059
s (Bl ; ]
@B GU (%) B Lfr (%) C| s ——
B+MLP L
Eﬂ-c_-iyz . 100 e S . L e OMBP-P
100 8- 100
1 80 |mMLP
1 oce g—w“GERK1
1 mCBMLP %
] 60 T .
60 - 60 = 100
E [ =4
o (=]
40 1 “ 40 g &
] 2 60
] 20
20: 20 '§_ 40
1 o
04 0l . hAL, ol s 20
Q.
- 50 - 50 - 50 @ o
PD98059 (1M) PD98059 (1M) PD98059 (uM) - PD98

FIGURE 3. Effect of PD98059 on neutrophil degranulation and ERK activation. Human neutrophils were preincubated with or wiihduPBO8059
and/or 10uM CB, followed by stimulation for 104-C) or 2 min (O) with 100 nM fMLP. Release of the primary granule mareGU (A; n = 3), the
secondary granule marker LfB{n = 4), and the secretory vesicle marker HS& ( = 4) is shown. Data represent the mearsD of results from the
indicated numbers of experiments. See the text for details on presentation obdattal cell lysates were subjected to in vitro ERK2 kinase assay or
immunoblotting with a combination of anti-ERK1 and anti-ERK2 AbsERK WB). The diagram represents the mearsSD of results from the ERK2
kinase assay in two experiments.
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FIGURE 4. Effect of SB203580 on neutrophil degranulation and
MAPKAP kinase 2 activity. Human neutrophils were preincubated
with or without the indicated concentration of SB203580 and/onl/D
CB, followed by stimulation for 10 minA-C) or 2 min ©) with 100
nM fMLP. Release of the primary granule mari@GU (A; n = 4-5),
the secondary granule marker LB;(n = 3-7), and the secretory ves-
icle marker HSA C; n = 3) is shown. Data represent the mearSD
of results from the indicated numbers of experimenisSignificantly
different @ < 0.05) from corresponding release in the absence of
SB203580D, Total cell lysates were subjected to in vitro kinase assay
for the endogenous p38 MAPK substrate MAPKAPK2 or immunoblot-
ting with an anti-p38 MAPK Ab. The diagram represents the mean
SD of results from the MAPKAPK2 kinase assay from two or three

100

N A O
o O O o

Hsp27 phosphorylation (%)

o

- 10 30 100
experiments. See the text for details on presentation of data. $B203580 (uM)

for its function in the fMLP-induced responses (8, 31, 32), no cleargranules from CB-pretreated neutrophils, reaching=483 and
data supporting such a role has been presented. To determine tB& + 19% inhibition, respectively, at a 1QoM inhibitor concen-
involvement of the ERK cascade in the exocytic activity of neu-tration. The release of Lfr from CB-untreated neutrophils was also
trophils, we used PD98059, an inhibitor of MEK1 and MEK2, the reduced by the drug (62 5% inhibition at 100uM SB203580).
kinases responsible for phosphorylation of the ERK1 and ERK2However, 10uM SB203580 had no effect (102 27% remaining
proteins (33). As shown in Fig. 3, 50M PD98059 had no con-  exocytosis) on the release of the secretory vesicle marker HSA.
siderable effect on the release BIGU (96 = 19% remaining  The effect of SB203580 on p38 MAPK activity was determined using
degranulation), Lfr (109= 37 and 89~ 9% remaining degranu- g in vitro kinase assay for MAPKAPK2, a known in vivo substrate
lation in the absence and the presence of CB, respectively), Ol p38 MAPK (5). Fig. 4 shows that SB203580 blocked the

I5—|OSAI\$|9|13I;:9§23:1)°5/09re:nainilng. a;:.tki)\./tit)g.ﬂ\lerC(;e.r ic(ijentic(j:al (:tpnciljtionsf, activation of MAPKAPK?2 in a concentration-dependent manner,
® strongly inhibite -induced activation o reaching 85+ 1% inhibition at 100uM. Taken together, these

the ERK cascade as determined using an in vitro ERK2 kinase,_, . = . i
assay (Fig. B: 88 + 2% inhibition) or by immunoblotting using data indicate that the p38 MAPK pathway is involved in the fMLP-

anti-phospho-ERK Abs (not shown). These data suggest that th|é1duced release of primary and secondary granules, but not in that

ERK pathway, although clearly activated by fMLP, plays no role of §ecretory vesiclgs. _It_§hould be noted, however, that while a
in triggering the exocytic responses of neutrophils. major part of the _|nh|b|t|on of_ secondary granule release and
In contrast to the ERK pathway, the p38 MAPK cascade hadAPKAPK2 activation was attained by M SB203580, a mod-
been implicated in fMLP-induced superoxide production and chefrately higher concentration of the drug was required to prevent
motaxis (6, 26) as well as in several responses triggered by TNF dhe exocytosis of primary granules. This observation points to a
LPS stimulation (26, 34) in neutrophils. We tested the role of p3gpossible difference between the signaling of the two granule

MAPK in the fMLP-induced exocytic activity of neutrophils using Populations.
SB203580, an inhibitor of this kinase (35, 36). As shown in Fig. 4, It should also be noted that in addition to the classical p38
SB203580 decreased the exocytosis of primary and secondaiAPK (also known as p38 or SAPK2a), a novel isoform of p38
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FIGURE 5. Effect of PP1 and the combined deficiency of Hck, Fgr,
and Lyn on neutrophil degranulatioA-C, Human neutrophils were 80 Ef_MLP
preincubated with or without the indicated concentration of PP1 and/or ocBe
10 uM CB, followed by stimulation for 10 min with 100 nM fMLP. 60 [ CB+fMLP
Release of the primary granule markg«GU (A; n = 3-6), the sec-
ondary granule marker LfrB; n = 2—6), and the secretory vesicle
marker HAS C; n = 6) is shownD, Neutrophils prepared from wild- 40
type (WT) orhck™'~fgr~/~lyn~'~ (HFL) mice were preincubated with
or without 10uM CB, followed by a stimulation for 10 min with &M 20
fMLP. Release of Lfr f = 3) is shown. Data represent the mearsD
of results from the indicated numbers of experimenisSignificantly 0
T

different @ < 0.05) from corresponding release in the absence of PP1
(A—C or in WT cells D). See the text for details on presentation of data.

HFL

MAPK, p385 (or SAPK4) has been shown to be present in neu- To confirm that the effect of PP1 on granule release was in fact
trophils (37, 38). Although LPS stimulation of neutrophils acti- due to its action on Src family kinases, we investigated the fMLP-
vates only p38, treatment of the cells with O, activates both  induced release of Lfr from neutrophils prepared from mice defi-
p38x and p38 (37). At present it is not known which of the two cient in all three Src family kinases (Hck, Fgr, and Lyn) present in
isoforms becomes activated in response to fMLP stimulation. Imeutrophils (29). As shown in Fig.[h exocytosis of Lfr was
contrast to p38, p38 is not sensitive to SB203580 (39, 40) and strongly decreased ihck/~fgr~/"lyn™/~ triple mutant neutro
does not phosphorylate MAPKAPK2 (39-41). Thus, the abovephils compared with wild-type cells (9% 2 and 119+ 14%
experiments provide information only on the role of the classicalinhibition in the presence and the absence of CB, respectively).
isoform, p3&. This finding was in accordance with our previous observation that
o ) ) ) in the presence of CB, fMLP-induced release of Lfr was signifi-

Thg ro_Ie of Src family kinases in neutrophil degranulation and cantly decreased ihck /fgr/~ double-mutant or PP1-treated
activation of p38 MAPK wild-type murine neutrophils (13) and confirmed that Src family
In the last few years great progress has been made in understarkinases are in fact involved in the exocytic activity of neutrophils.
ing the role of the different tyrosine kinases in the regulation of The more pronounced effect of thek '~ fgr~/~lyn~/~ mutation
neutrophil functions (9). Several reports implicated the Src kinase&eompared with that of PP1 probably reflects the complete absence
family in different aspects of the fMLP-induced degranulation pro- of any Src-related kinase activity in tiek '~ fgr'"lyn =/~ neu
cess (2, 3, 9-12). These findings together with the effect otrophils, while some residual activity might be present in the PP1-
genistein on the degranulation response prompted us to investigateeated cells.
the role of Src-related kinases in the exocytic activity of the dif- Unfortunately, we were unable to study the fMLP-induced exo-
ferent granules and secretory vesicles of neutrophils. cytosis of primary granules in thieck’~fgr~'"lyn™’~ mice be

As shown in Fig. 5, PP1, a selective inhibitor of Src family cause murine neutrophils do not release their intracellgi&U
kinases (42, 43) diminished the exocytosis of primary and secondenzymes under conditions inducing strong releasg-6fU from

ary granules from CB-pretreated human neutrophils{482 and
58 = 11% inhibition, respectively, at 3AM PP1). PP1 also pre-
vented the release of Lfr from CB-untreated neutrophils {83
11% inhibition at 30uM PP1), but had no considerable effect on
the release of the secretory vesicle marker HSA $926% re-
maining activity at 30uM PP1).

human or of Lfr from murine cells (13). Surprisingly, we could not
observe consistent release of MSA from wild-type or mutant cells
in response to LM fMLP, i.e., under conditions causing maximal
release of HSA from human neutrophils (data not shown). While
this fact did not allow us to study fMLP-induced release of MSA
from hck’~fgr~/~lyn~'~ neutrophils, we did consistently observe
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@ — — As shown in Fig. 7, piceatannol, a reportedly selective inhibitor of
_ PP1 WT HFL Syk (49), exerted a strong inhibition of the fMLP-induced release
of primary granules (69t 8% inhibition at 100uM). The drug
WB: - MLP - fMLP - MMLP - fMLP also prevented the exocytosis of secondary granules in both the
o presence and the absence of CB (75 and 83+ 4% inhibition,
phospho- C e— s OP3B-PD e — respectively, at 10QM), but exerted a statistically nonsignificant
p38 effect on the release of secretory vesicles 480% inhibition at
100 uM). Furthermore, as shown in Fig.D7 piceatannol pre-
vented the activation of p38 MAPK triggered by fMLP (7#421%
inhibition). These data resembled the effects of genistein and PP1
as well as the responses observethék '~ fgr—'"lyn~'~ neutre
phils and raised the possibility that Syk, similar to its role in sev-
eral other cellular systems, participates in a signaling pathway
closely related to the Src family of tyrosine kinases.

Next we investigated the possible activation of Syk by fMLP in
neutrophils. These experiments had two purposes. First, we
planned to reveal whether Syk, similar to the immunoreceptor sig-
20 naling pathways (16—18), is activated by an Src family-dependent

mechanism in fMLP-treated neutrophils. Second, since a recent

0 report raised the possibility of a nonspecific effect of piceatannol

- PP1 WT HFL (50), we aimed to determine whether the effect of the drug on the
! - degranulation and p38 MAPK activation correlated with that on
FIGURE 6. Efect of PP1 and the combined deficiency of Hck, Fgr, and the activity of Syk. Because the activity of Syk is closely related

Lyn on phosphorylation of p38 MAPK. Total cell lysates of fMLP-stimulated . . h horvlati . . h . h
neutrophils were subjected to immunoblotting (WB) using the specified Abs.t0 its tyrosine phosphorylation, we investigated the tyrosine phos-

A, Results obtained with human neutrophils pretreated with or withoungo ~ Phorylation status of Syk in fMLP-stimulated neutrophils. Unex-
PP1, followed by a 2-min stimulation with 100 nM fMLB, Results obtained ~ pectedly, the tyrosine phosphorylation of Syk precipitated from
with neutrophils form wild-type (WT) ohck’ fgr/~lyn~/~ (HFL) mice  lysates of neutrophils stimulated for 2 min by 100 nM fMLP did
stimulated for 1 min with 3uM fMLP. The diagrams represent the mean  not differ from that of unstimulated cells (94 6% remaining
SD of results from densitometric analysis in three experimen&ignificantly phosphorylation; Fig. ), while a strong (2.7 1.8-fold) increase
different @ < 0.05) from corresponding values in the absence of RPar(in in the Tyr phosphorylation of Syk was observed in neutrophils
WT cells ©). subjected to a hyperosmotic shock (addition of an extra 120 mM
NaCl for 2 min) (28), showing that our method was capable of
determining changes in the tyrosine phosphorylation status of Syk.
that, similar to the effect of PP1 on HSA release (Fi¢),5the  We did not observe any increase in Syk Tyr phosphorylation when
unstimulated release of MSA was significantly lower in the triple the cells were treated for a shorter (30 to 60 s) period, stimulated
mutant than in the wild-type cells (data not shown). with 1 uM fMLP, preincubated with 1M CB or when pretreat-
Several reports have implicated Src family kinases in the actiment with DFP was omitted (data not shown). We did not observe
vation of the ERK pathway by G proteins (44-46), but very little any fMLP-induced increase in Syk activity when the immunopre-
is known of their role in the activation of p38 MAPK. This fact cipitates were subjected to an in vitro kinase assay (data not
together with our observation that both the p38 MAPK pathwayshown). Although these data do not exclude the involvement of
and Src family kinases seem to be involved in degranulation ofSyk in the signaling mechanisms initiated by fMLP in neutrophils,
neutrophils prompted us to examine the possible involvement ofhey point to the need for more specific approaches to define the
Src family kinases in the fMLP-induced activation of p38 MAPK. role of this enzyme in the fMLP-induced neutrophil responses.
As shown in Fig. &, 30 uM PP1 exerted a strong (67 17%)
inhibition on the fMLP-induced phosphorylation of p38 MAPK in . .
human neutrophils. Similarly, phosphoryiation of p38 MAPK was PiScussion
strongly decreased ihck’~fgr~/~lyn~’~ triple-mutant murine  Our results indicate that tyrosine phosphorylation plays an impor-
neutrophils (Fig. 8, 67 = 23% decrease in phosphorylation). tant role in the signaling events leading from stimulation of fMLP
These observations suggest that Src family kinases play a majeeceptors to exocytosis of the primary and secondary granules of
role in linking the G-coupled fMLP receptor to the p38 MAPK human neutrophils. The release of these two granule populations
pathway. displayed a similar sensitivity to the inhibitors we used, whereas
Taken together, our observations presented in Figs. 4—6 suggesignificant differences were observed when studying the exocytosis
that the fMLP-induced release of primary and secondary granulesf the secretory vesicles (Figs. 1, 4, 5, and 7). In fact, tyrosine
is mediated by p38 MAPK activated by a Src family kinase-de-kinase activity does not seem to play a decisive role in the release
pendent mechanism. of the secretory vesicles upon chemotactic stimulation.
. o ) o The use of inhibitors acting on different tyrosine phosphoryla-
Piceatannol inhibits both degranulation and activation of tion-dependent signaling pathways as well as the study of neutro-
p38 MAPK phils genetically deficient in Src family kinases revealed that sev-
Besides Src family tyrosine kinases, Syk, a member of the Sykéral types of kinases are involved in the exocytic process of
ZAP-70 kinase family is also present in neutrophils (47). Activa- primary and secondary granules. The following observations indi-
tion of Syk by agonists of neutrophils (19, 47, 48) and the closelycate that phosphorylation and consequent activation of p38 MAPK
related functions of the Src and Syk/ZAP-70 kinase families inrepresents a key element: 1) the rapid activation of p38 MAPK,
several cell types (16—19) prompted us to investigate the role ofollowing the ligand binding to fMLP receptors, precedes or co-
Syk in the signaling mechanisms initiated by fMLP in neutrophils. incides with the degranulation response (5); 2) the decrease in
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FIGURE 7. Effect of piceatannol on neutrophil responses and tyrosine phosphorylation of Syk. Human neutrophils were preincubated with or without
the indicated concentration of piceatannol (Pct) and/opDCB, followed by stimulation for 104-C) or 2 min © and E) with 100 nM fMLP or by
hyperosmotic shock (addition of an extra 120 mM NaCl; Hyper). Release of the primary granule gi&@kefA; n = 3—4), the secondary granule marker

Lfr (B; n = 2—4), and the secretory vesicle marker HSA ( = 3—4) is shown. Data represent the mearsD of results from the indicated numbers of
experimentsD andE, Total cell lysates) or Syk immunoprecipitates (IFE) were subjected to immunoblotting (WB) using the specified Abs. Diagrams
represent the meah SD of results of densitometric analysis from three experiments. PY, phospho-tyrosine; IgH, Ig heavy cmnificantly different

(p < 0.05) from corresponding release in the absence of piceatannol. See the text for details on presentation of data.

degranulation in response to treatment with genistein, PP1, andncertainties together with the fact that the ERK cascade, the main
piceatannol or in théack '~ fgr~’"lyn™’~ neutrophils (Figs. 1, 5, downstream effector of Raf, does not seem to be involved in the
and 7) correlates with a similar decrease in the phosphorylation oflegranulation process (Fig. 3), suggest that the effect of SB203580
p38 MAPK (Figs. 2, 6, and 7); and, most importantly, 3) direct on the release of primary and secondary granules is not mediated
inhibition of p38 MAPK activity by SB203580 impairs the de- by its influence on Raf.
granulation response (Fig. 4). To our knowledge this is the first Inhibition of the ERK cascade by PD98059 had no effect on the
demonstration of the involvement of p38 MAPK in exocytosis fMLP-induced exocytosis of secretory vesicles, and in accordance
from neutrophils. However, it should be noted that the effectivewith previous findings (8, 31, 32), it did not affect the release of
inhibition of p38 MAPK by SB203580 results in onky50% in- primary or secondary granule marker proteins either (Fig. 3). It
hibition of the release of granule contents. This finding points toshould be noted that despite its immediate and profound activation,
the existence of a signaling pathway that does not involve the p38lear evidence for a functional role of ERKs in any of the fMLP-
MAPK cascade (or proceeds through p3&e p38 MAPK iso- induced responses of neutrophils is still lacking.
form of neutrophils not sensitive to SB203580). The fact that fMLP has also been shown to activate Src family kinases in
genistein had a more profound effect on degranulation thameutrophils (2, 3, 9, 10). These kinases seem to participate in the
SB203580 (Figs. 1 and 4), while both drugs strongly inhibited thesignaling of the exocytic process, because application of the Src
p38 MAPK pathway (Figs. 2 and 4), suggests that some of thdamily-selective inhibitor PP1 or the genetic deficiency of the Src
pathways bypassing the SB203580-sensitive p38 MAPK also refamily kinases expressed in neutrophils significantly decreased the
quire tyrosine kinase activity. fMLP-induced granule release (Fig. 5). This is in accord with our
It should be noted that SB203580 has recently been reported tprevious findings suggesting a role for Src family kinases in the
affect the Raf protein kinase. Paradoxically, while in vitro treat- fMLP-induced degranulation of the secondary granules in murine
ment with SB203580 inhibited the activity of Raf, the in vivo neutrophils (13).
treatment of the cells led to an activation of the kinase (51, 52). The observation that both PP1 and the genetic deficiency of Src
Nevertheless, the inhibitor did not influence the signaling path-family kinases prevented activation of p38 MAPK (Fig. 6) places
ways known to be upstream or downstream of Raf (51, 52). Thesthe site of action of Src-related kinases between the receptor and
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p38 MAPK. These data together with those presented imrFigs. 4liferences can reflect the extreme sensitivity of the adhesion-depen-
and 5 suggest that the exocytosis of primary and secondary gramlent neutrophil responses to tyrosine kinase inhibitors, rather than the
ules proceeds through p38 MAPK activated by a Src family ki- nonspecific action of all three compounds. This high sensitivity of the
nase-dependent mechanism. adhesion-dependent functions might be related to tyrosine kinases
In addition to providing information on neutrophil functions, involved in pathways (e.g., integrin signaling or the cytoskeletal
some of the experiments presented in this paper may be relevant tearrangement required for cell spreading) used by adhesion-depen-
G protein signal transduction in other cell types as well. In the lasdent, but not by fMLP-induced, activation mechanisms.
years great effort has been made to elucidate the mechanisms link- However, while initial studies reported piceatannol to be highly
ing G protein-coupled receptors to the MAP kinase cascades (foselective toward Syk (49), a recent observation showed the inhi-
review, see Ref. 53). It has been shown that nonreceptor tyrosin@ition of other tyrosine kinases by high concentrations of the drug
kinases activated by G proteins impinge on the Ras-Raf-ERK patht50). Although Src family kinases are not or are only minimally
way through tyrosine phosphorylation of Shc and recruitment ofSensitive to piceatannol (49, 50, 59, 60), the compound inhibited
Grb2 and Sos to the plasma membrane. The tyrosine kinases infocal adhesion kinase (Fak) at moderately high concentrations
plicated in the G protein-mediated activation of ERK include (50). The fact that neutrophils contain both Fak (57, 63, 64) and
members of the Src family as well as Syk, Btk, Csk, and Pyk2PYk2 (28, 65, 66), a kinase closely related to Fak, raises the pos-
(44-46, 54). On the other hand, despite several observationgibility that, in addition to Syk, piceatannol might affect other
showing activation of the p38 MAPK pathway by G protein-cou- kina_ses present in neutrophil;. Our finding that despit(_a th_e effects
pled receptors, very little is known about the role of tyrosine ki- Of Piceatannol on degranulation and p38 MAPK activation, no
nases in this process. To our knowledge, the only relevant inforincréase in the tyrosine phosphorylation of Syk in fMLP-stimu-
mation on this topic was provided by Nagao et al. (55), Wholqt_ed neutrophils (_:c_)uld t_)e observed (FidE) Bupports the possi-
described the involvement of Src family kinases in the activation?lity of @ nonspecific action of the drug. All these data point to the

of p38 MAPK by a constitutively active form of G,. Our finding need for more specific approaches to determine whether Syk is in

that Src-related kinases participate in the activation of the pagact involved in fMLP signaling in neutrophils (e.g., by having a

MAPK by fMLP in neutrophils (Fig. 6) raises the possibility that permissive effect or bei“g activated only in_a minor corr_lpa_rtment
members of the Src family have a more general role in linking Gof the cell) or whether piceatannol exerts its effect_by |nh|b|t|_ng

protein-coupled receptors to the p38 MAPK pathway in dii‘ferent(y[he_r ceIIL_JIar targets_ (e.9., members of the Fak klr_@se family).
cell types of the organism. Solving this question is hampered by the fact that deficiency of the

In this study we also tried to gain more information about the.sykgene leads to perinatal lethality in mice (67, 68), making stud-

- S .
role of the Syk tyrosine kinase in the fMLP signaling of neutro- les ofsyk * neutrophils dlfflcult_ to attain. .
phils. Piceatannol, a reportedly selective inhibitor of Syk, pre- Taken together, our observations based on pharmacological and

vented the fMLP-induced release of primary and secondary grangene knockout approaches suggest that the binding of fMLP to
ules as well as the activation of p38 MAPK (Fig. 7). The effect of Its Q-cogpled seven-transmembrang receptor on the surface of
the drug on granule release is in accordance with previous repor%ﬁ;tx?::);\lﬁgdssﬁtp;mrzlh Oii?]gzgslauog%Oh;i?:)SKMQF;ErEy alerlnzcg-
showing that Syk plays a major role in degranulation of mast cells 9 y P !  Play

db hilic leukemni I diated bk i tvati role in dictating, by an as yet unidentified mechanism, the release
and basophiic leukemia cefls mediatec IBE eceptor activation ¢ 1, primary and secondary granules of the cells. The possible
(49, 56). Furthermore, the pattern of inhibition of neutrophil re-

) involvement of Syk in the above processes requires further
sponses by piceatannol resembles the effect of PP1 and that of S(ESnsideration y P a

kinase deficiency, raising the possibility that Syk might participate

in the same pathway linking fMLP receptors to the degranulation

response via Src family kinases and p38 MAPK. Acknowledgments
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Summary

The Syk tyrosine kinase plays a critical role in the
signaling machinery of various receptors of the adap-
tive immune system. Here we show that Syk is also
an essential component of integrin signaling in neutro-
phils. syk~'~ neutrophils failed to undergo respiratory
burst, degranulation, or spreading in response to pro-
inflammatory stimuli while adherent to immobilized
integrin ligands or when stimulated by direct cross-
linking of integrins. Signaling from the $,, B, or B;
integrins was defective in syk~'~ cells. Syk colocalized
with CD18 during cell spreading and initiated down-
stream signaling events leading to actin polymeriza-
tion. Surprisingly, these defects in integrin-mediated
activation did not impair the integrin-dependent in
vitro or in vivo migration of syk~’~ neutrophils or of
cells deficient in Src-family kinases. Thus, integrins
use different signaling mechanisms to support migra-
tion and adherent activation.

Introduction

Neutrophils are key players of the innate immune re-
sponse against microbial infection. At sites of inflamma-
tion, cellular and humoral factors induce the transition
of circulating neutrophils from a quiescent, poorly adhe-
sive state to a primed, strongly adhesive phenotype
(Lowell and Berton, 1999). Concomitant firm adhesion
to the endothelium leads to local arrest of neutrophils,
which then migrate through the vessel wall and the ex-
travascular tissue to the site of microbial invasion.
Through the release of reactive oxygen radicals, diges-
tive enzymes, and antimicrobial peptides, neutrophils
then eliminate the invading microorganisms. Integrins
play acritical role in adhesive interactions during neutro-
phil migration and activation. However, the intracellular
signaling pathways linking integrins to the various ef-
fector mechanisms of neutrophils are poorly under-
stood.

Syk, together with the related kinase ZAP-70, plays a
central role in immunoreceptor (B cell- and T cell-recep-
tor and F¢-receptor) signaling (Turner et al., 2000; Chu
et al., 1998). Targeted disruption of Syk leads to a block-
ade of antigen-receptor-dependent maturation of B cells

3Correspondence: clowell@cgl.ucsf.edu
‘Present address: Bayer Corp., Berkeley, California 94710.
5Present address: Telik Inc., South San Francisco, California 94080.

(Turner et al., 1995; Cheng et al., 1995), impaired T cell
receptor function (Turner et al., 1995; Cheng et al., 1995;
Colucci et al., 2000), and defects in responses mediated
by Fcy and Fce receptors (Crowley et al., 1997; Kiefer et
al., 1998; Costello et al., 1996). On the other hand, little
is known about the role of Syk in nonadaptive immune
mechanisms.

Besides being indispensable for immunoreceptor
function, Syk also becomes activated upon ligation of
cell surface integrins in neutrophils (Yan et al., 1997),
monocytic cell lines (Lin et al., 1995), and through the
platelet integrin o,,,33 (Clark et al., 1994; Gao et al., 1997).
However, demonstration of a physiological role of such
a pathway in primary cells has been hindered by the
lethality of the syk™~ mice and the nonspecific nature
of the available pharmacological inhibitors (Fernandez
and Suchard, 1998; Law et al., 1999; Mdcsai et al., 2000;
Miura et al., 2001).

In this work, we directly tested the role of Syk in integ-
rin signaling of neutrophils using chimeric mice with a
genetic deficiency of Syk in the hematopoietic compart-
ment. We conclude that Syk plays a crucial role in multi-
ple integrin-mediated effector functions of the innate
immune system, but it is dispensable for integrin-
dependent neutrophil migration both in vitro and in vivo.

Results

Generation of Bone Marrow Chimeras with syk—/~
Hematopoietic System

To overcome the perinatal lethality of syk~'~ mice, we
generated bone marrow chimeras by injecting syk—/~
fetal liver cells into lethally irradiated recipients. Donor
and recipient cells were distinguished based on allelic
differences between CD45 epitopes of donor (CD45.2
from the C57BL/6 background) and recipient (CD45.1)
mice. Purified bone marrow neutrophils of syk~/~ chime-
ras consisted virtually exclusively of donor (CD45.2")
cells (Figure 1B) which were devoid of Syk protein (Fig-
ure 1C). No differences in neutrophil yield (data not
shown) or expression of the Gr1 maturation marker (Fig-
ure 1D) were observed between the wild-type and syk~
genotypes, indicating that Syk is not required for normal
proliferation or differentiation in the granulocytic lin-
eage. syk™’~ neutrophils expressed normal levels of all
integrins tested (Figure 1D).

Defective Integrin-Dependent Functions

in syk~'~ Neutrophils

At sites of inflammation, neutrophils are activated by
proinflammatory stimuli while adherent to intercellular
adhesion molecules or extracellular matrix proteins.
These conditions can be mimicked by in vitro stimulation
of neutrophils in the presence of an adhesion surface
(Nathan, 1987), leading to spreading, respiratory burst,
and degranulation of the cells (jointly referred to as ad-
herent activation). These adhesion-dependent responses
require the ligation of B3, integrins (Nathan et al., 1989;
Richter et al., 1990). As shown in Figure 2A, syk™'~ neu-
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Figure 1. Generation of syk~/~ Chimeras and Normal Expression of Integrins on syk~'~ Neutrophils

(A) PCR analysis of syk*'*, syk*’~ and syk~/~ embryos.

(B) Flow cytometry analysis of CD45 alleles on neutrophils purified from bone marrow chimeras. For controls, cells from a pretransplantation
recipient (CD45.1 congenic on B6 background) and from a B6 mouse (CD45.2; same as the background of the syk~/~ donor) were used.

(C) Immunobilot analysis of Syk in neutrophils prepared from chimeras with wild-type or syk’~ hematopoietic system.

(D) Flow cytometry analysis of integrin and Gr1 expression on syk~/~ neutrophils.

trophils are completely defective in respiratory burst
(superoxide production) when plated on a fibrinogen-
coated surface in the presence of TNF-a (TNF). Under
identical conditions, neutrophils deficient in the 3, integ-
rin chain CD18 show a similar defect, confirming the
integrin dependence of the response (Figure 2A). In addi-
tion to the respiratory burst defect, syk~/~ neutrophils
also failed to undergo adhesion-dependent degranula-
tion, as determined by the release of the secondary
granule marker lactoferrin (Figure 2A). Other inflamma-
tory mediators, such as the bacterial tripeptide formyl-
MetLeuPhe (fMLP), bacterial lipopolysaccharide (LPS),
or the chemokine MIP-2, failed to restore the defective
integrin-dependent activation of syk~—'~ neutrophils (Fig-
ure 2B). Syk-deficient neutrophils also failed to respond
to TNF when plated on surfaces coated with collagen
or FCS (Figure 2B) or with purified ICAM-1, the major
integrin ligand involved in the local arrest of circulating
leukocytes at the vessel wall (Figure 2C).

Correlated with the above defects in adhesion-
dependent activation, syk~'~ neutrophils did not spread
over a fibrinogen-coated surface (Figure 2D). This re-
sponse was also absent in CD7187/~ cells (not shown).
Furthermore, syk~/~ cells failed to manifest increased
adhesion to fibrinogen- or FCS-coated surfaces follow-
ing treatment with TNF (Figure 2E), likely due to their
inability to signal actin cytoskeletal changes required
for cell spreading. This adhesion response is also medi-
ated by CD18, as shown by a defect in CD187/~ cells
(Figure 2E).

Taken together, the syk~’~ mutation renders neutro-
phils incapable of adhesion-dependent responses, irre-
spective of the type of response studied, the adhesion
surface used, or the stimulus added.

Syk Is Not Required for Adhesion-Independent
Neutrophil Functions

As shown in the above experiments, adherent activation
of neutrophils requires two signals: a soluble proinflam-
matory stimulus (like TNF) and another signal generated
during the ligation of integrins by the proteins immobi-
lized onto the adhesion surface. According to the current
paradigm, soluble stimuli provide intracellular signals
that lead to an increase in affinity and avidity of cell
surface integrins toward their ligands (inside-out signal-
ing). Concomitant engagement of integrins generates a
second signal, delivered from integrins to the interior of
the cells, leading to actin cytoskeletal rearrangements
and further cellular responses (outside-in signaling). We
next determined whether the failure of Syk-deficient
neutrophils to respond to adhesive stimuli was due to
a defect in signaling of the soluble stimuli or in that
triggered by engagement of integrins.

No difference was observed between wild-type,
syk~'~, or CD18~'~ neutrophils in respiratory burst or
degranulation induced by the phorbol-ester PMA, a
known adhesion-independent stimulus (Figure 3A).
Moreover, in both wild-type and syk~'~ cells, responses
to PMA stimulation in suspension were similar to those
in adhesion (Mécsai et al., 1999 and data not shown),
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Figure 2. Defective Adhesion-Dependent Responses in syk~'~ Neutrophils

(A), Respiratory burst and degranulation of syk~'~ and CD18'~ neutrophils plated on fibrinogen; (B and C), respiratory burst of syk~/~ neutrophils
in response to fMLP, MIP-2, or LPS on fibrinogen, or to TNF on collagen, FCS, or murine ICAM-1; (D), spreading of syk~’~ neutrophils on
fibrinogen; (E), adhesion of syk~’~ and CD18/~ neutrophils to fibrinogen and FCS.

confirming that these responses are in fact independent
of integrin ligation. Deficiency of Syk did not interfere
with initial signaling from TNF receptors, since the TNF-
induced upregulation of CD18 (Figure 3B) and shedding
of L-selectin (Figure 3C) were both normal in syk~'~ neu-
trophils. Additionally, syk~~ neutrophils manifested no
major defects in G-protein-coupled receptor signaling
of suspended cells (data not shown). Taken together,
adhesion-independent responses seem not to be af-
fected by the syk~~ mutation. On the other hand, syk—/~
neutrophils spread normally in response to PMA (Figure
3D), whereas CD187/~ cells were strongly defective in
this response (data not shown). Thus, the integrins on
syk~/~ cells can still bind their ligands and support
spreading when the Syk-dependent signaling step is
bypassed by PMA.

Syk Is Required for Responses Initiated by Direct
Crosslinking of Integrins
To test whether outside-in integrin signaling initiated in
the absence of concomitant inside-out signals required
Syk, cells were plated on surfaces coated with an engi-
neered polypeptide containing multiple copies of the
integrin binding RGD motif of human fibronectin (poly-
RGD). Likely due to the high valency of this integrin
ligand, wild-type neutrophils plated on poly-RGD-
coated surfaces released superoxide without any ad-
ditional proinflammatory stimulus (Figure 4A). The in-
tegrin-dependence of the response to poly-RGD was
confirmed by the fact that CD78/~ neutrophils re-
sponded poorly to this ligand (Figure 4A). syk~'~ neutro-
phils were also unable to respond to the direct crosslink-
ing of integrins by poly-RGD surfaces (Figure 4A).

To more specifically address the responses of syk~/~
neutrophils to integrin crosslinking, cells were plated in

microwells coated with surface-immobilized anti-integ-
rin antibodies. When plated onto anti-CD18-antibody-
coated surfaces, wild-type but not syk~'~ neutrophils
responded with a strong release of superoxide (Figure
4B). Cells plated on isotype-matched control antibody
did not release superoxide, and CD18~/~ neutrophils
failed to respond to plate-bound anti-CD18 stimulation
(Figure 4B). Antibody-mediated crosslinking of CD18
also resulted in exocytosis of secondary granules and
spreading of the cells over the antibody surface in wild-
type but not syk~'~ neutrophils (Figures 4B and 4C).
These observations provide direct evidence that Syk is
an essential component of signaling pathways from §3,
integrins to spreading, respiratory burst, and degranula-
tion of neutrophils.

Syk Is Involved in Signaling from Multiple Integrins
The antibody-mediated crosslinking approach was also
used to determine which integrins present in neutrophils
signal through Syk. Plate-bound antibodies against the
CD11a (o) or CD11b (o) subunits of 3, integrins induced
respiratory burst in wild-type but not in syk~~ neutro-
phils (Figure 4D). Superoxide release could also be in-
duced by antibodies against CD29 and CD61 (the B
chains of B, and B; integrins, respectively), and these
responses were also defective in the syk~'~ cells (Figure
4E). We have recently shown that murine neutrophils
express functional CD49d (o) integrins, which probably
pair with the B, or, possibly, the B; chain (Pereira et al.,
2001). Respiratory burst triggered by immobilized anti-a,
antibodies was also completely defective in syk~'~ neu-
trophils (Figure 4E). Taken together, these data suggest
that Syk is required for signaling from multiple integrins,
including, but not necessarily limited to, members of the
B1, B2, and B, families.
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Figure 3. Normal Adhesion-Independent Responses in syk~'~ Neutrophils

(A), PMA-induced respiratory burst and degranulation of syk~'~ and CD18~/~ neutrophils plated on fibrinogen; (B), upregulation of CD18 in
suspension; (C), percentage of cells that have shed L-selectin in suspension; (D), PMA-induced spreading on fibrinogen surface.

Neutrophil Integrin Engagement Activates Syk
and Induces Its Colocalization with CD18
The results described above directly implicate Syk in
outside-in integrin signaling and would predict that Syk
becomes activated in cells spreading on ECM-ligands.
Plating of wild-type neutrophils on a fibrinogen-coated
surface was sufficient to induce a modest tyrosine phos-
phorylation of Syk which was further enhanced by stimu-
lation with TNF and was particularly elevated in cells
firmly adherent to the fibrinogen surface (Figure 5A).
Stimulation with TNF in suspension did not induce Syk
phosphorylation. Plating cells on poly-RGD induced
strong Syk phosphorylation without any additional stim-
ulus, and this increase was defective in CD78~/~ neutro-
phils (Figure 5B). Taken together, integrin-mediated acti-
vation of neutrophils leads to phosphorylation of Syk,
which correlates with the CD18-dependent firm adhe-
sion of the cells, rather than with stimulation by TNF.
The activation of Syk during 3, integrin ligation sug-
gests a close interaction between Syk and CD18. In-
deed, coassociation of Syk and CD18 has been demon-
strated by coimmunoprecipitation experiments using
both human neutrophils and macrophage cell lines (Yan
etal., 1997; Vines et al., 2001). To characterize this asso-
ciation in the context of cell shape changes during cell
spreading, we followed the subcellular localization of
Syk and CD18 by immunoflourescent staining and high-
resolution digital microscopy. Following plating of wild-
type neutrophils on poly-RGD, Syk and CD18 were en-
riched at the same submembraneous regions during the
initial phase of cell spreading (Figure 5C, arrowheads).
CD18 and Syk remained colocalized to the highly active
edges of the cells throughout the spreading process
(Figure 5C). However, less colocalization of the two pro-

teins could be observed in fully spread cells (data not
shown). Addition of inflammatory stimuli like TNF (data
not shown) or fMLP (Figure 5D; see Figure 5E for staining
controls) significantly increased the colocalization of Syk
and CD18 in cells actively crawling over the poly-RGD
surface. We conclude that Syk and CD18 temporarily colo-
calize at cell edges of neutrophils where the active
protrusion of cell membranes over plate-bound integrin
ligands occurs during cell spreading and crawling.

Biochemical Characterization of the Integrin
Signaling Pathways Involving Syk

Next we examined the tyrosine phosphorylation of Syk
and of other potential signaling molecules in neutrophils
plated on poly-RGD surfaces. Similar to immunorecep-
tor signaling, activation of Syk by integrin ligation is
dependent on Src-family kinases, since tyrosine phos-
phorylation of Syk was absent in cells deficient in Hck,
Fgr, and Lyn, the neutrophil-specific members of the
Src kinase family (Figure 6A). syk~'~ neutrophils had
normal level of protein tyrosine phosphorylation in rest-
ing state but failed to demonstrate increased phosphor-
ylation upon direct crosslinking of integrins (Figure 6B).
Similar results were obtained with CD187/~ cells, while
both background and stimulated tyrosine phosphoryla-
tion were dramatically decreased in hck™'~fgr='"lyn='~
neutrophils (Figure 6B), pointing to a more general role
for Src-family kinases in signaling tyrosine phosphoryla-
tion events in these cells.

Three of the major tyrosine-phosphorylated bands
(Figure 6B, closed arrowheads) comigrated with the
c-Cbl (Cbl), Pyk2, and Vavi (Vav) proteins (data not
shown). Integrin-mediated tyrosine phosphorylation of
all three proteins could be detected in wild-type cells,
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Figure 4. Defective Responses of syk’~ Neutrophils to Direct Crosslinking of Integrins

(A), Respiratory burst of syk~~ and CD18~/~ neutrophils plated on a poly-RGD surface without any additional stimulus; (B), respiratory burst
and degranulation of syk~~ and CD18/~ neutrophils plated on an anti-CD18 coated surface without any additional stimulus; (C), spreading
of the cells on an anti-CD18 coated surface; (D), respiratory burst triggered by antibodies against the « chains of B, integrins; (E), respiratory

burst triggered by antibodies against non-B, integrins.

but it was strongly impaired in the Syk-deficient cells
(Figure 6C).

The well-known activation of the Rac small GTPase
family by Vav and the effect of the Rac-related proteins on
actin-based motility raise the possibility that these proteins
are involved in the Syk-mediated integrin-signaling path-
way in neutrophils. However, we were unable to observe
an integrin-mediated activation of Rac family members
(see supplemental data at http://www.immunity.com/
cgi/content/full/16/4/547/DC1) or an immediate Rac-
effector protein, Pak1 (data not shown). In contrast, acti-
vation of p38 MAP kinase, which is further downstream
of Rac and suggested to be involved in adhesion-
dependent neutrophil functions (Detmers et al., 1998),
was clearly demonstrated in wild-type but not syk~/~
neutrophils (Figure 6D). Activation of the MAP-kinase-
activated protein kinase 2 (MAPKAPK2), a molecule di-
rectly downstream of p38 MAP kinase, was also defec-
tive in syk™’~ neutrophils plated on poly-RGD (Figure
6E). The MAPKAPK2-dependent phosphorylation of the
heat shock protein Hsp27 is thought to be involved in
the polymerization of cellular actin, providing a possible
link between the above integrin signaling pathways and
the actin cytoskeleton. To directly assess the polymer-
ization of actin in neutrophils, we determined the distri-
bution of cellular actin between the Triton-soluble (cyto-
solic) and Triton-insoluble (cytoskeletal) fractions. As
shown in Figure 6F, plating wild-type neutrophils on a
poly-RGD surface leads to a partial decrease of actin
in the Triton-soluble fraction with a concomitant in-

crease in the Triton-insoluble fraction. This redistribu-
tionis absentin the syk~'~ neutrophils (Figure 6F). Redis-
tribution of the actin-bundling protein «-actinin to the
Triton-insoluble fraction was also easily demonstrated
in wild-type neutrophils plated on poly-RGD but was
completely absent in syk~'~ cells (Figure 6F). Thus, in
neutrophil integrin signaling, Syk is required for an event
prior to polymerization and cytoskeletal association of
filamentous actin.

Syk Is Not Required for In Vitro or In Vivo Migration
of Neutrophils

One of the major functions of integrins in the immune
system is to support directed migration of leukocytes
to sites of inflammation. To determine whether Syk is
required for integrin-mediated migration of neutrophils,
we tested the directed migration of syk~'~ neutrophils
both in vitro and in vivo.

In vitro chemotaxis was determined by assessing mi-
gration through a fibrinogen-coated Transwell mem-
brane in response to the bacterial peptide chemoattrac-
tant fMLP. Surprisingly, the overall transmigration of
syk~'~ neutrophils was similar to that of wild-type cells,
with partial decrease at lower but slight increase at
higher fMLP concentrations (Figure 7A). Similar results
were observed utilizing MIP-1a or MIP-2 as chemoat-
tractants (data not shown). The fact that CD78~/~ neutro-
phils are strongly defective at all fMLP concentrations
tested (Figure 7C) confirms the integrin dependence of
this assay. Thus, in contrast to the CD18-dependent
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Figure 5. Activation of Syk and Colocalization of Syk and CD18

(A and B) (A) shows tyrosine phosphorylation of Syk in wild-type cells in response to TNF in suspension or on fibrinogen-coated surfaces.
Syk was precipitated either from all (adherent and nonadherent) cells or only from firmly adherent cells resistant to a washing step. Syk
immunoprecipitates were subjected to immunoblotting with the indicated antibody. (B) shows tyrosine phosphorylation of Syk in wild-type
and CD18~/~ neutrophils plated onto a poly-RGD surface. In (A) and (B), arrowheads indicate the location of Syk; asterisks indicate a nonspecific
band, also present in immunoprecipitates from cell-free lysis buffer (data not shown).

(C-E) Localization of Syk and CD18 during spreading of wild-type neutrophils plated on poly-RGD with (D) or without (C) fMLP. (E) shows

staining controls and is otherwise identical to (D). In (C), arrowheads indicate initial colocalization of Syk and CD18.

adherent activation events described in Figures 2-6,
CD18-dependent in vitro migration of neutrophils does
not require Syk.

To test the in vivo migration of neutrophils, we com-
pared the peritoneal accumulation of wild-type and
syk~'~ cells during a thioglycollate-induced sterile peri-
tonitis. Since bone marrow chimeras with pure syk™'~
hematopoietic system lack B cells and develop chylous
hemoperitoneum, subcutaneous bleeding, and gradual
anemia, these mice were not suitable for our experi-
ments, as these processes may have unpredictable sec-
ondary effects on neutrophil migration. Instead, we gen-
erated a series of mixed chimeric mice containing
varying ratios of both wild-type and syk~/~ hematopoi-
etic cells, allowing us to study the migration of wild-
type and syk~'~ neutrophils under identical conditions
within the same animal. To this end, lethally irradiated
recipients were reconstituted with a mixture of wild-type
and syk~'~ bone marrow cells at a percentage of 25%,
50%, or 75% syk~'~ bone marrow. Cells from the two
genotypes were distinguished based on allelic differ-
ences in their CD45 epitopes. None of these chimeras
developed any signs of bleeding or peritoneal leakage
characteristic of pure syk~’~ bone marrow chimeras. A

sterile peritonitis was induced by intraperitoneal injec-
tion of the mixed chimeras with thioglycollate, and the
percentage of syk~'~ neutrophils was compared in the
peritoneal lavage fluid versus blood samples taken at
three different time points during the assay. As shown
in Figure 7B, the percentage of syk~/~ cells among peri-
toneal neutrophils was similar to or even slightly higher
than their percentage among peripheral blood neutro-
phils in all mice. In contrast, when a series of wild-type/
CD18~'~ mixed bone marrow chimeras were tested in
the same sterile peritonitis model, CD18-deficient cells
were significantly retarded in their ability to migrate into
the inflamed peritoneum (Figure 7D), thus confirming
the integrin dependence of this assay. These findings
show that the absence of Syk in neutrophils does not
interfere with their capacity to migrate to the inflamed
peritoneum in an integrin-dependent manner in vivo.
Since our previous data (Figure 6A) had demonstrated
that Src-family kinases are required for integrin-
dependent Syk activation, and since deficiency of these
kinases results in impaired integrin-dependent spread-
ing, respiratory burst, and degranulation (Lowell et al.,
1996; Mécsai et al., 1999; Pereira et al., 2001; our unpub-
lished data), we tested the ability of triple-mutant
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Figure 6. ldentification of Signaling Molecules Participating in the Integrin Signaling through Syk

(A), Poly-RGD-induced tyrosine phosphorylation of Syk in neutrophils deficient of the Src-family kinases Hck, Fgr, and Lyn; (B), total cellular
tyrosine phosphorylation in syk/~, CD18~, and Src-family-deficient neutrophils; (C), tyrosine phosphorylation of Cbl, Pyk2, and Vav in syk/~
neutrophils; (D), phosphorylation of the p38 MAP kinase in syk/~ neutrophils; (E), activation of MAPKAP kinase 2 in syk /- neutrophils; (F),
redistribution of actin and a-actinin between the Triton-soluble and Triton-insoluble fractions. Open arrowheads indicate migration of the
relevant proteins. Closed arrowheads indicate (from top to bottom) migration of Cbl, Pyk2, and Vav. Bands indicated by asterisks are likely
degradation products resulting from C-terminal proteolytic cleavage of Pyk2. The plus sign indicates a fully Triton-soluble protein of unknown
identity, with a molecular mass (120 kDa) clearly higher than that of a-actinin (100 kDa).

hck~'~fgr~'~lyn~'~ neutrophils to migrate in the above
assay systems. As shown in Figure 7E, no overall defect
was observed in the in vitro migration of hck~'~fgr~'"lyn~'~
neutrophils through a fibrinogen-coated Transwell
membrane, though their migration was decreased at
lower but increased at higher doses of the chemoattrac-
tant fMLP. Similarly, no defect in migration of
hck~'~fgr~~lyn~'~ neutrophils was seen in the thiogly-
collate peritonitis model using a series of mixed bone
marrow chimeras. Like the syk~’~ neutrophils, the per-
centage of Src-family-deficient cells in the peritoneal
exudate was consistently close to or slightly higher than
that in the peripheral blood (Figure 7F). The same con-
clusion was drawn from previous experiments compar-
ing intact wild-type and hck™/~fgr/~lyn~/~ mice (data
not shown). Thus, similar to Syk, Src-family kinases are
not required for CD18-dependent migration of neutro-
phils either in vitro orin vivo. These results confirm, by an
independent genetic approach, the different signaling
requirements of CD18-dependent migration versus
CD18-dependent adherent activation of neutrophils.

Discussion

In this paper, we have shown that Syk is indispensable
for signaling events from (3, B2, and 3; integrins, leading
to activation of neutrophil effector functions (Figures 2,
3, 4, and 6). Previous studies of syk~'~ mice concluded
that Syk is primarily involved in signaling from receptors
of the adaptive immune system (B cell receptors, T cell
receptors, and F¢ receptors). Our findings indicate that
this kinase is also critically involved in signaling mecha-
nisms of innate immunity. Integrins are widely expressed

in all cells of the immune system and function as adhe-
sion receptors in host-pathogen interaction, lymphocyte
homing, antigen presentation, or target recognition by
NK cells. Extrapolating our results to these mechanisms
would suggest that the role of Syk is much broader than
previously anticipated.

According to the current paradigm, integrin signaling
occurs in two consecutive steps, designated as inside-
out and outside-in signaling (see Results). In experi-
ments using surface-bound molecules to directly cross-
link integrins (Figure 4), the inside-out step is bypassed
since the ligands are of sufficient valency (poly-RGD) or
affinity (anti-integrin antibodies) to directly aggregate
integrins and initiate outside-in signaling. The strong
defect seen in syk~'~ neutrophils in these experiments
indicates that Syk is intimately involved in outside-in
signaling. On the other hand, the fact that syk~'~ neutro-
phils are also defective in stimulus-induced adhesion to
integrin ligands (Figure 2E), a classical readout of inside-
out signaling, suggests that Syk may also contribute to
inside-out signaling. However, since this assay depends
on cell spreading to achieve firm adhesion, the adhesion
assay likely assesses both inside-out and outside-in
signaling events. Moreover, interpretation of the adhe-
sion data is complicated by the possibility that outside-
in signals from one subset of integrins can trigger an
inside-out signal, leading to increased adhesion through
another subset of integrins (Disatnik and Rando, 1999;
Kiosses et al., 2001). Therefore, our experiments do not
formally prove that Syk is involved in inside-out signal-
ing. A more direct measurement will be required to as-
sess inside-out signaling independently of outside-in
events in neutrophils.
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Figure 7. In Vitro and In Vivo Neutrophil Mi-
gration

Migration of syk~'~ ([A] and [B]), CD18~~ ([C]
and [D]), and Src-family-deficient ([E] and [F])
neutrophils. (A), (C), and (E) show in vitro mi-
gration through fibrinogen-coated Transwells;
(B), (D), and (F) show the percentage of mu-
tant neutrophils in peripheral blood and peri-
toneal lavage fluid of wild-type/mutant mixed
bone marrow chimeras subjected to a thio-
glycollate-induced peritonitis. Values for the
peritoneum represent the percentage of mu-
tant cells in neutrophils from the peritoneal
lavage fluid. Values for blood represent mean
and SD of percentages of mutant cells among
neutrophils in blood samples taken at 0, 2,
and 4 hr time points. See the text for more
details. Each data point represents one indi-
vidual mouse.

Inimmunoreceptor signaling, Src family kinases phos-
phorylate immunoreceptor tyrosine-based activation
motifs (ITAMs) within the receptor complex, which then
provide a docking site for the tandem SH2 domains of
Syk and ZAP-70. The requirement for Src family kinases
for the integrin-mediated activation of Syk (Figure 6A)
as well as the physical association (Yan et al., 1997;
Vines et al., 2001) and colocalization (Figures 5C and
5D) of Syk and CD18 would be consistent with a similar
mechanism linking integrin ligation with activation of
Syk. However, integrins lack ITAM motifs and, at least
in heterologous expression systems, the integrin-medi-
ated activation of Syk seemed to be independent of its
tandem SH2-domains (Gao et al., 1997), suggesting that
integrins and immunoreceptors use different mecha-
nisms to activate Syk. Further experiments will be re-
quired to validate this hypothesis in primary cells such
as neutrophils.

Signaling proteins downstream of the integrin-medi-
ated activation of Syk include Cbl, Pyk2, and Vav (Figure
6C). Cbl has been suggested to be a positive regulator
of integrin signaling, possibly via recruitment of PI3-
kinase molecules to the plasma membrane (Meng and
Lowell, 1998). The FAK-related kinase Pyk2 has been
implicated in integrating multiple inputs into an effector
function possibly similar to that of FAK. Vav is an ex-
change factor for the small GTP binding protein Rac,
and thus it is suspected to mediate shape changes and
related functions in response to cell activation. Although
we could easily detect integrin-mediated activation of
signaling responses both upstream and downstream of
Rac (Figure 6), we were unable to directly demonstrate
increased GTP loading of Rac itself (see supplemental
data at http://www.immunity.com/cgi/content/full/16/4/
547/DC1). It is possible that a low level of Rac activation
at specific subcellular sites is all that is required to acti-



Syk Is Required for Neutrophil Integrin Signaling
555

dc_158 11

vate downstream responses. Likewise, an increase in
Rac-GTP levels at one subcellular site may be balanced
by a relative decrease at other locations, keeping the
total pool of intracellular Rac-GTP constant. Alterna-
tively, as is the case with several other small GTPases,
the cycling between GDP- and GTP-bound forms might
be functionally more important than the level of GTP-
loaded Rac itself. Targeted genomic mutations and im-
aging methods to look for activated Rac in primary neu-
trophils will be required to sort out the contribution of
this pathway to leukocyte integrin signaling.

The contribution of Syk to integrin signaling does not
seem to be specific for neutrophils. Syk-deficient plate-
lets show impaired signaling from o,8; integrins (Oberg-
fell et al., 2002), and syk~/~ macrophages also fail to
spread on immobilized ICAM-1 (Vines et al., 2001). It is
yet to be determined whether this mechanism is also
shared with further cell types, including nonhematopoi-
etic cells.

Similar to spreading and other adhesion-dependent
responses, CD718/~ neutrophils were defective in di-
rected migration both in the in vitro Transwell system
and the in vivo thioglycollate peritonitis model (Figures
7C and 7D). There has been some controversy about
the requirement for 3, integrins in neutrophil migration
during thioglycollate-induced peritonitis. While most
studies concluded that this assay system is strongly
dependent on the B, integrin LFA-1 (Lu et al., 1997;
Schmits et al., 1996; Walzog et al., 1999), one report
(Mizgerd et al., 1997) suggested that 3, integrins are not
required for this response. This apparent contradiction
may stem from the 5- to 10-fold increase in circulating
neutrophil count in CD18~/~ animals, which may have
led Mizgerd et al. to overestimate the peritoneal accu-
mulation of CD18~/~ neutrophils. Since our mixed bone
marrow chimeric approach is intrinsically corrected for
any changes in the circulating neutrophil count, the de-
fective migration of CD18 '~ neutrophils in our hands
indicates a cell-autonomous requirement for 3, integrins
in neutrophil migration into the inflamed peritoneum.

Perhaps the most surprising finding in our study is
that, unlike other integrin-dependent neutrophil re-
sponses, Syk appears not to be required for integrin-
mediated neutrophil migration (compare Figures 7A-
7D). Furthermore, Src-family deficient neutrophils,
which are completely defective in the CD18-dependent
adherent activation assays, also migrated normally in
both systems tested (Figures 7E and 7F). In preliminary
experiments, Syk-deficient neutrophils also demon-
strated normal migration in a subcutaneous “air-pouch”
model in vivo (data not shown); hence the normal migra-
tory capacity of syk~'~ neutrophils may not be restricted
to specific inflammatory models. Thus, there seem to be
different signaling requirements for the different CD18-
dependent functions of neutrophils, i.e., adherent acti-
vation versus migration. At present, it is unclear whether
leukocytes utilize two different integrin-signaling path-
ways, one leading to spreading, respiratory burst, and
degranulation, and the other leading to migration. Alter-
natively, integrins may play a passive role in migration,
i.e., their presence and/or ligand binding capability
rather than their signaling capacity may be all that is
required to support leukocyte migration. Furthermore,
different integrins may have opposing roles in cell migra-

tion. If Syk and Src-family kinases were involved in sig-
naling from both promigratory and antimigratory integ-
rins, then the deficiency of these kinases would not have
any major effect on the overall migration of the cells.

The inability of Src-family or Syk-deficient neutrophils
to become activated by adhesive stimuli predicts that
lack of these kinases would result in significantly re-
duced antimicrobial function and tissue damage during
inflammatory responses. While this has been observed
in the Src-family mutants (Lowell et al., 1994; Lowell and
Berton, 1998; our unpublished results), the defects in
multiple hematopoietic lineages in, and the eventual le-
thality of, the syk~’~ bone marrow chimeras makes as-
sessing inflammatory processes in Syk-deficient chime-
ras a challenging task.

Both this paper and the majority of previous reports
study the function of Syk in the context of the immune
system or of the platelet collagen receptor GPVI, a mole-
cule structurally and mechanistically related to F¢ recep-
tors. However, there is growing evidence that Syk can
also function in nonimmune cells through mechanisms
supposedly unrelated to immunoreceptors. Syk has re-
cently been shown to play a tumor-suppressive role in
breast cancer (Coopman et al., 2000). In another report
(Tsujimura et al., 2001), Syk was shown to be expressed
in the central nervous system, and it was suggested to
be involved in neural differentiation of embryonic carci-
noma cells. While neither tumor invasion nor neural de-
velopment is related to immunoreceptor function, integ-
rins play important roles in both these mechanisms.
Thus, it is tempting to speculate that the role of Syk
in these processes is related to its function in integrin
signaling. Furthermore, since a number of integrins are
required for normal embryonic development, the possi-
ble role of Syk in integrin signaling could also contribute
to the lethal phenotype of syk~'~ mice. Further analysis
of the Syk-mediated integrin-signaling pathway can lead
to new paradigms of how integrins fulfill their wide spec-
trum of functional roles both inside and outside the im-
mune system.

Experimental Procedures

Animals and Generation of Bone Marrow Chimeras

The mutation disrupting the syk gene (Turner et al., 1995) was main-
tained in heterozygous mice on C57BL/6 (B6) background (i.e., car-
rying the CD45.2 allele). Mice and embryos were genotyped by PCR
(Figure 1A) using 5'-AGAGAAGCCCTGCCCATGGAC-3' (syk™) and
5'-CCTTGGGAAAAGCGCCTCCCCTACCC-3' (syk') as forward prim-
ers in combination with the 5'-GTCCAGGTAGACCTCTTTGGGC-3' re-
verse primer. The products (86 and 120 bp for syk* and syk, respec-
tively) were resolved on a 2.5% agarose gel. syk’~ and littermate
syk*'* fetal liver cells were obtained from E15-E17 embryos from
timed matings of syk*/~ carriers. Bone marrow chimeras were gener-
ated by intravenous injection of unfractionated fetal liver cells into
lethally irradiated congenic recipients carrying the CD45.1 allele on
the B6 background (Taconic Farms, Germantown, NY). The com-
plete repopulation of the granulocyte compartment and the absence
of the Syk protein in these cells was confirmed by flow cytometry
and immunoblotting, respectively (see below). Chimeras were used
4-8 weeks after the bone marrow transplantation.

Mice lacking CD18 (Wilson et al., 1993) (provided by Dr. Arthur L.
Beaudet, Baylor College of Medicine, Houston, TX) and triple-mutant
mice deficient in the Src-family kinases Hck, Fgr, and Lyn (Meng
and Lowell, 1997) were on the B6 background. Control B6 mice
were purchased from the Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME).
All animals were kept in a specific pathogen-free facility at UCSF
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and used according to protocols approved by the UCSF Committee
on Animal Research.

Isolation of Bone Marrow Neutrophils

Murine bone marrow neutrophils were prepared essentially as de-
scribed (Mécsai et al., 1999). Purity of the preparation was assessed
by flow cytometry using PE-labeled anti-Gr1 (RB6-8C5) and FITC-
labeled anti-CD45.2 (clone 104) antibodies (both from Pharmingen,
San Diego, CA) on a Beckton-Dickinson (Mountain View, CA) FAC-
Scan. Greater than 90% of the cells were mature granulocytes based
on forward and side scatter characteristics and Gr1" staining. The
presence of Syk in neutrophil lysates was tested by immunoblotting.

Functional Responses
Functional tests were performed in HBSS supplemented with 20
mM HEPES (pH 7.4). All measurements were done at 37°C.

Coating 96-well tissue culture plates with extracellular matrix pro-
teins or 20 pg/ml poly-RGD peptide (Sigma, St. Louis, MO) was
performed as described (Lowell et al., 1996). Purified murine ICAM-1
(Pyszniak et al., 1994) (provided by Dr. Fumio Takei, University of
British Columbia, Vancouver, BC and Dr. Charlotte M. Vines, Univer-
sity of New Mexico, Albuquerque, NM) was immobilized to 96-well
Immulon 4 (Dynex, Chantilly, VA) plates at 1 pg/ml, followed by
blocking with 10% FCS. For antibody-mediated crosslinking experi-
ments, monoclonal antibodies against murine integrins or isotype-
matched control antibodies were immobilized on 96-well Immulon
4 plates. The rat IgG2a-« antibodies 121/7 (anti-CD11a), C71/16
(anti-CD18), 9EG7 (anti-CD29), and R35-95 (isotype control), and
the rat IgG2b-k antibodies R1-2 (anti-CD49d) and R35-38 (isotype
control) were purchased unlabeled and bound directly to the plates
at 20 pg/ml in carbonate buffer. The rat IgG2b-k antibodies M1/70
(anti-CD11b) and A95-1 (isotype control) and the hamster I1gG1-
k antibodies 2C9.G2 (anti-CD61) and A19-3 (isotype control) were
purchased biotinylated and bound to streptavidin-precoated plates
(Lowell et al., 1996) at 2 wg/ml. Except for the 121/7 antibody (from
Endogen, Woburn, MA), all antibodies were from Pharmingen. Anti-
body-coated plates were blocked with 10% FCS. Except for the anti-
CD29 antibody 9EG?7, cell stimulation by immobilized antibodies was
performed in the absence of Mg?* salts.

Adherent respiratory burst was measured by a cytochrome c re-
duction test essentially as described previously (Lowell et al., 1996).
Where appropriate, 20 ng/ml murine TNF or 100 ng/ml murine MIP-2
(both from Peprotech, Rocky Hill, NJ) or 3 uM fMLP, 10 png/ml LPS
(from E. coli 0127:B8), or 100 nM PMA (all from Sigma) were used
as stimulus.

Adherent degranulation of the secondary granule marker lactofer-
rin was determined by ELISA from supernatants of cells stimulated
for 45 min, otherwise as described previously (Mécsai et al., 1999).
Spreading of cells was assessed by phase contrast microscopy.
Cell adhesion was determined by measuring the plate-bound acid
phosphatase activity (Lowell et al., 1996) after washing the wells
three times with ice-cold PBS supplemented with Ca?* and Mg**
salts, using a Labsystems (Helsinki, Finland) electronic multichannel
Finnpipette at low speed setting.

Fluorescent Microscopy

Neutrophils were stimulated in 8-well glass chamber slides (Nalge
Nunc, Rochester, NY) precoated with poly-RGD as described above.
Cells were fixed with 2% paraformaldehyde, permeabilized by 0.2%
Triton, and stained with a polyclonal anti-Syk antibody (N-19 from
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) followed by a goat anti-
rabbit Fg), antibody conjugated to Alexa Fluor 594 (Molecular
Probes, Eugene, OR) and a FITC-labeled anti-CD18 antibody
(C71/16). For staining controls, a blocking peptide of the anti-Syk
antibody (Santa Cruz) was added or the anti-CD18 antibody was
replaced by a FITC-labeled isotype control antibody (R35-95). Sam-
ples were mounted in ProLong antifade reagent (Molecular Probes).
High-resolution digital microscopy was performed on a Deltavision
Restoration Microscopy System (Applied Precision, Issaquah, WA).

Expression of Cell Surface Integrins and of L-Selectin
Expression of cell surface integrins and of L-selectin was deter-
mined by flow cytometry. Cells were incubated with biotinylated

anti-integrin and isotype control antibodies (same as the ones used
for plate coating, except for the rat IgG2a-k anti-CD11a antibody
M17/4 [Pharmingen]) followed by labeling with FITC-conjugated
streptavidin (Pharmingen). The rat IgG2a-« antibodies MEL-14 (anti-
L-selectin) and RM4-5 (isotype control; anti-CD4) were directly con-
jugated with PE and thus used in a single-step labeling procedure
(both antibodies from Pharmingen). To assess changes in expres-
sion levels upon stimulation, cells were incubated with 20 ng/ml
TNF for 30 min prior to antibody labeling.

Immunoprecipitation, Western Blotting, and Kinase Assay

For biochemical studies, cells were incubated in suspension or in
fibrinogen- or poly-RGD-coated 6 cm tissue culture dishes for 20
min. All cells (i.e., after pooling adherent and nonadherent cells in
experiments in adhesion) were then lysed with a Triton-based lysis
buffer (Mdcsai et al., 1997) supplemented with 0.1% SDS and 0.5%
sodium deoxycholate (RIPA). After removal of insoluble material,
lysates were either boiled with sample buffer or processed for immu-
noprecipitation. To test redistribution of actin and «-actinin, the
Triton-soluble fraction was obtained by lysing cells with a cytoskele-
ton stabilizing buffer (Yan et al., 1997). The Triton-insoluble material
was then solubilized in RIPA.

For immunoprecipitation studies, RIPA lysates were precleared
with protein A Sepharose (Zymed, South San Francisco, CA) and
incubated with rabbit anti-Syk (N-19), anti-Cbl (C-15), or anti-Vav
(C-14), or goat anti-Pyk2 (N-19) antibodies (all from Santa Cruz).
Immune complexes were captured by protein A Sepharose, washed
three times, and boiled in sample buffer. In experiments determining
tyrosine phosphorylation of Syk in adherent cells, samples were
obtained by combining cells from four identical plates, but nonad-
herent cells were washed away before lysing the adherent cells.

Cell lysates and immunoprecipitates were run on SDS-PAGE and
immunoblotted using antibodies against phosphotyrosine (4G10;
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY), p38 MAP kinase (C-20;
Santa Cruz), phospho-p38 MAP kinase (Cell Signaling Technology,
Beverly, MA), actin (C-11; Santa Cruz), «-actinin (AT6/172; Upstate
Biotechnology), or the precipitating antibodies followed by peroxi-
dase-labeled secondary antibodies (Amersham, Little Chalfont, UK,
or Jackson Immunoresearch, West Grove, PA). The signal was de-
veloped using Amersham’s ECL system.

The activity of MAPKAPK2 was assessed by an immuncomplex
kinase assay from RIPA lysates using agarose-conjugated anti-
MAPKAPK2 antibodies for immunoprecipitation and recombinant
human Hsp27 as kinase substrate (both reagents from Upstate Bio-
technology), otherwise as described in Mécsai et al. (2000).

Rac/Cdc42 activation was tested by a GST-PBD pull-down assay
(Benard et al., 1999) (see supplemental data at http://www.immunity.
com/cgi/content/full/16/4/547/DC1).

In Vitro Migration

Transwell inserts (3 um polycarbonate membrane; Corning, Acton,
MA) were precoated with fibrinogen and filled with neutrophil sus-
pensions. The inserts were placed into media containing indicated
concentrations of fMLP in 24-well tissue culture plates. After 45 min,
the plates were spun, the inserts were removed, and the number of
neutrophils in the bottom of the wells was determined by an acid
phosphatase assay (Lowell et al., 1996). Parallel samples were in-
cluded to determine the signal intensity from the total cell number
loaded into the Transwell inserts. Similar results were obtained when
using a Neuro Probe (Gaithersburg, MD) 96-well chemotaxis cham-
ber, which also allowed us to follow transmigrated cells still adherent
to the bottom of the porous membrane (data not shown).

Thioglycollate-Induced Peritonitis
For these experiments, unfractionated bone marrow from a syk~/~
bone marrow chimera or from intact CD18~/~ or hck™'“fgr/'-lyn~'~
mice were mixed with the bone marrow from a congenic CD45.1
mouse (as wild-type) at ratios of 1:3, 1:1, or 3:1 (25%, 50%, or
75% mutant bone marrow, respectively) and injected into lethally
irradiated recipients as described above. Neutrophils from the differ-
ent genotypes could be distinguished based on the expression of
the CD45.1 epitope on wild-type and CD45.2 on the mutant cells.
Sterile peritonitis was induced by i.p. injection of the mixed bone
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marrow chimeras with 1 ml of 3% thioglycollate broth (UCSF Cell
Culture Facility). Blood samples were taken immediately before, as
well as 2 and 4 hr after, the thioglycollate injection. Mice were
sacrificed at 4 hr, and the peritoneum was washed with ice-cold
PBS supplemented with 2% FCS. Blood and peritoneal lavage sam-
ples were then stained with PE-labeled anti-Gr1 and FITC-labeled
anti-CD45.2 antibodies and analyzed by flow cytometry. Neutrophils
were selected based on their forward- and side-scatter characteris-
tics and Gr1" staining, and the percentage of CD45.2* (mutant) cells
within this gate was determined. In preliminary experiments with B6
mice, the number of peritoneal neutrophils (Gr1" CD45.2" cells)
dramatically increased during this assay from 2.0 = 1.1 X 10* to
9.2 = 4.0 X 10°, while the number of nongranulocytic (Gr1~ CD45.2")
leukocytes increased only modestly from 1.9 = 0.3 X 10° to 2.9 *
1.0 X 10°.

Presentation of Results

Quantitative data are presented as mean = SD of triplicate measure-
ments; in flow cytometry at least 10,000 individual events were
counted. Unless otherwise stated, all results are representative of
three or more independent experiments.
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Osteoclasts, the only bone-resorbing cells, are central to the
pathogenesis of osteoporosis, yet their development and regula-
tion are incompletely understood. Multiple receptors of the im-
mune system use a common signaling paradigm whereby phos-
phorylated immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
(ITAMs) within receptor-associated adapter proteins recruit the Syk
tyrosine kinase. Here we demonstrate that a similar mechanism is
required for development of functional osteoclasts. Mice lacking
two ITAM-bearing adapters, DAP12 and the Fc receptor y-chain
(FcRy), are severely osteopetrotic. DAP12-/~FcRy~/~ bone marrow
cells fail to differentiate into multinucleated osteoclasts or resorb
bone in vitro and show impaired phosphorylation of the Syk
tyrosine kinase. syk—/~ progenitors are similarly defective in oste-
oclast development and bone resorption. Intact SH2-domains of
Syk, introduced by retroviral transduction, are required for func-
tional reconstitution of syk—/— osteoclasts, whereas intact ITAM-
domains on DAP12 are required for reconstitution of DAP12~/—
FcRy~/~ cells. These data indicate that recruitment of Syk to
phosphorylated ITAMs is critical for osteoclastogenesis. Although
DAP12 appears to be primarily responsible for osteoclast differen-
tiation in cultures directly stimulated with macrophage-colony
stimulating factor and receptor activator of NF-«B ligand cytokines,
DAP12 and FcRy have overlapping roles in supporting osteoclast
development in osteoblast-osteoclast cocultures, which mirrors
their overlapping functions in vivo. These results provide new
insight into the biology of osteoclasts and suggest novel thera-
peutic targets in diseases of bony remodeling.

O steoclasts are derived from hematopoietic precursor cells of
the myeloid lineage. Although signals through the receptor
activator of NF-kB (RANK)/RANKL (RANK ligand) and colony-
stimulating factor 1 receptor/macrophage-colony-stimulating fac-
tor (M-CSF) receptor/ligand pairs are clearly required for oste-
oclastogenesis, regulation by other receptor-mediated signals is less
well defined (1). Immunoreceptor tyrosine-based activation motif
(ITAM)-mediated signaling is critical for receptors of the adaptive
immune system (B cell receptors, T cell receptors, and Fc recep-
tors), and innate immune receptors that couple to the ITAM-
adapter proteins DAP12 and Fc receptor y-chain (FcRy) also
regulate cellular differentiation and function in myeloid cells (2-4).
The association of DAP12 deficiency with a human disease involv-
ing bony abnormalities (Nasu—Hakola disease or polycystic li-
pomembranous osteodysplasia with sclerosing leukoencephalopa-
thy) suggests that these receptors may play important roles in
osteoclasts as well (5). In both humans and mice, loss of the DAP12
ITAM signaling adapter results in a significant defect in differen-
tiation of osteoclast-like cells (OCLs) in cell culture (6—10) but does
not completely block osteoclastogenesis in vivo. This observation
suggests that other ITAM signaling adapter proteins, such as FcRyy,
may also be involved in osteoclastogenesis. DAP12 and FcRy are
both transmembrane adapter proteins with ITAM domains that
couple to downstream pathways through the Syk tyrosine kinase (4,

6158-6163 | PNAS | April 20,2004 | vol. 101 | no. 16

11). Thus, we studied mice doubly deficient in DAP12 and FcRy
and examined the functional role of Syk in osteoclasts.

Materials and Methods

Mice. We used offspring of DAPI2™/~FcRy™'~ X DAPI27/~
FcRy™~ matings (B6/129 mixed background) derived from inter-
crossing DAPI27/~ (12) and FcRy™'~ (Taconic Farms) mice.
Heterozygous animals were considered wild type given no sugges-
tion of gene dosage effects for DAPI2 or FcRvy in prior analyses.
syk~/~ fetal liver from progeny of syk ™/~ C57BL/6 parents (13) was
used for bone marrow transplantation as described (14).

Micro-Computed Tomography (CT) Analysis. Proximal tibias were
scanned by high resolution micro-CT (uCT-20, Scanco Medical,
Bassersdorf, Switzerland) with a cubic voxel size of 9 um and with
3D structural parameters calculated (15, 16) (see Supporting Meth-
ods, which is published as supporting information on the PNAS web
site). Groups were compared by a nonparametric Kruskal-Wallis
with Dunn’s post hoc test (INSTAT, GraphPad, San Diego).

Histologic Analysis and Immunofluorescence Microscopy. Proximal
tibias were fixed in PBS plus 4% paraformaldehyde, decalcified
in 0.5 M EDTA (pH 7.4), paraffin-embedded, sectioned at 6 wm,
and stained by using standard techniques. Immunostaining
was performed by using anti-Syk antibody (N-19, Santa
Cruz Biotechnology), followed by Alexa Fluor-488-secondary
antibody (Molecular Probes) and counterstaining with
rhodamine-phalloidin.

In Vitro Osteoclast Cultures and Resorption Assays. These assays were
performed as described (10). Briefly, nonadherent bone marrow
cells after 48 h in complete «-MEM (Invitrogen) with 10 ng/ml
murine M-CSF (osteoclast precursors) were plated at 0.5 million
per cm? and cultured 4-7 d in 70 ng/ml RANKL and 10 or 100
ng/ml M-CSF (R & D Systems). Tartrate resistant acid phospha-
tase (TRAP) staining was performed with a commercial kit
(catalog no. 387-A, Sigma). For resorption assays, osteoclast pre-
cursors were plated on BioCoat Osteologic slides (BD Biosciences)
or dentine discs (Immunodiagnostic Systems, Tyne and Wear,
England), and cultured with RANKL/M-CSF for 10 d as described
(10). Groups were compared by one-way ANOVA analysis with

Abbreviations: ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif; FcRy, Fc receptor
y-chain; M-CSF, macrophage-colony-stimulating factor; RANK, receptor activator of NF-«B;
OCL, osteoclast-like cell; CT, computed tomography; TRAP, tartrate resistant acid phospha-
tase; OB, osteoblast; MNC, multinucleated cells; SMI, structure model index; OSCAR,
osteoclast-associated receptor.
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Bonferroni’s correction for multiple comparisons” with INSTAT
software.

Osteoblasts (OB) isolated by described methods (17) were used
for coculture experiments. Briefly, OB were allowed to migrate out
of collagenase II (Sigma) and trypsin/versene-treated femur and
calvaria fragments harvested from adult wild-type mice over 10 d
in OB media [complete «-MEM with 50 pg/ml L-ascorbic acid
(Fisher)]. Confluent cultures were subcultured by plating 8,000 OB
per 96-well plate. On day 2, 5 X 10* osteoclast precursors were
seeded onto the OB monolayer, and the cocultures were incubated
for 7 d, with OB media changed every 3 d.

Detection of Osteoclast Specific Gene Transcripts. Total RNA was
obtained, reverse transcribed, and amplified by using murine
primers for GAPDH, calcitonin receptor, cathepsin K, integrin
B3, osteoclast-associated receptor (OSCAR), and RANK, as de-
scribed (10).

Western Blot Analysis. OCLs cultured 5 d in 70 ng/ml RANKL and
10 ng/ml M-CSF or macrophages cultured 5 d in 10 ng/ml M-CSF
were lysed in RIPA buffer followed by precipitation (14) with
anti-Syk (N-19), anti-FcRy (Upstate Biotechnology, Lake Placid,
NY) antibodies, an anti-DAP12 antiserum (generous gift of T.
Takai, Tohoku University, Sendai, Japan), or a GST fusion protein
of the tandem SH2-domains of murine Syk (from A. DeFranco,
University of California, San Francisco). Blots of whole-cell lysates
(20 pg per sample) or precipitates were probed with anti-Syk,
anti-DAP12, anti-FcRy, anti-phosphotyrosine (4G10), anti-CD11b
(M-19), anti-actin (C-2) antibodies (Santa Cruz Biotechnology) or
anti-phospho-Syk (Y519/520; Cell Signaling Technology) and
horseradish peroxidase-conjugated secondary reagents (Amer-
sham Pharmacia).

Retroviral Reconstitution. Retroviruses generated by using
pMIG-W vector alone (from Y. Rafaeli, University of California,
San Francisco) or pMIG-W encoding murine Syk or a Syk SH2
mutant (R194A) were used to transduce syk '~ osteoclast precur-
sors. Retrovirus generated by using pMX-pie vector or PMX-pie
encoding FLAG-tagged DAP12 or mutated DAP12 at Y65F
and/or Y76F was used to infect DAPI2~/~FcRy~/~ osteoclast
precursors as described (10). Cells were then cultured with
RANKL/M-CSF as above. See Supporting Methods for further
details.

Results

DAP12-'~FcRy~'~ Mice Have Severe Osteopetrosis. DAPI2 "/~
FcRy™'~ mice develop normally but are smaller than their wild-type
littermates, with a rounded face and thickened, shortened femurs
(data not shown), characteristic of osteopetrosis. Notably,
DAPI27/=FcRy~'~ mice develop teeth, distinguishing their pheno-
type from Src- or RANKL-deficient animals (18, 19). We con-
firmed the osteopetrotic phenotype by micro-CT analysis of the
proximal tibia (Fig. 14). DAPI2~/~FcRy~'~ mice had a relative
bone volume of 88 + 3% (n = 4), whereas wild-type mice averaged
15 £ 2% (n = 3) (P < 0.001). DAP12~/"FcRy™'~ tibias showed
markedly increased trabecular number, trabecular thickness, and
decreased trabecular separation compared with wild type. The
marked negative value of the structure model index (SMI) in the
DAPI27""FcRy™'~ mice (SMI = —17.6 = 4.1) indicates an over-
whelmingly concave structure, solid with tube-like channels of
marrow space, rather than the rod-like trabecular structure in
wild-type animals (SMI = 1.7 *+ 0.1). Parameters from bones of
FcRy™'~ animals (n = 3) did not differ from wild type, whereas
DAPI27/~ mice demonstrated marginally increased bone mass (n =
2), as described (8, 10). Histological examination of DAPI2~/~
FcRy™'~ bones showed large areas of unresorbed bone with carti-
lagenous streaks and small bone marrow cavities in comparison

Mocsai et al.

TRI-SMI

Fig. 1. Osteopetrosisin mice lacking DAP12 and FcRy. (A) Three-dimensional
reconstitution of micro-CT scans of proximal tibia and 3D trabecular (Tb.)
quantitative parameters (mean = SEM) of bone structure. Significant differ-
ences from wild-type are shown (*, P < 0.05; **, P < 0.001). (B) Hematoxylin-
eosin staining of decalcified sections of the primary spongiosa of proximal
tibias. BV/TV, relative bone volume. TRI-SMI, 3D reconstruction image SMI.

with those from wild-type, DAPI2~/~, or FcRy™/~
(Fig. 1B).

animals

Syk Colocalizes with Actin in Osteoclasts and Fails to Be Phosphory-
lated in DAP12~/~FcRy~'~ Cells. In other cells, phosphorylation of
ITAM tyrosines recruits and activates Syk through binding to its
SH2 domains (2, 3, 11). We found that Syk is expressed in wild-type
OCLs generated by 70 ng/ml RANKL and 10 ng/ml M-CSF in
vitro, and it colocalizes with actin at the cell periphery (Fig. 24).
OCLs express a significantly higher amount of Syk than macro-
phages (Fig. 2B). By using a GST fusion protein containing the
tandem SH2 domains of Syk [GST-Syk(SH2),], we show that Syk
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Fig.2. Lack of Syk phosphorylation in DAP12~/~FcRy~/~ osteoclast-like cells.
(A) OCLs stained with anti-Syk and phalloidin. (B) Expression of Syk in in vitro
OCLs (OC) and macrophages (M®) compared with the macrophage marker
CD11b and actin by immunoblotting. (C) Precipitation of whole-cell lysates
with GST-Syk fusion protein containing the SH2 domains of Syk or DAP12
antiserum probed with anti-phosphotyrosine antibody. Whole-cell lysates
show expression of DAP12, FcRy, and actin. (D) Immunoprecipitation (IP) with
anti-Syk followed by phosphotyrosine (PY) immunoblot. (E) Inmunoblot of
whole-cell lysate for Y519/520 phosphorylated Syk, total Syk, or actin.

Actin

can associate with tyrosine-phosphorylated proteins in osteoclast
lysates consistent in size and phosphorylation pattern with DAP12
(Fig. 2C). No phosphorylated proteins are seen associated with
GST-Syk(SH2), in cells from DAPI2~/~ or DAPI127/~FcRy~'~
mice. Immunoprecipitation of Syk from OCL lysates demonstrates
that Syk is tyrosine-phosphorylated (Fig. 2D), and this phosphor-
ylation is notably absent in OCLs from DAPI2~/~FcRy~'~ animals.
Whole-cell lysates of wild-type OCLs show the phosphorylation of
Syk at activation loop tyrosine residues (Y519/520), which is
partially decreased in DAPI2~'~ (but not FcRy~~) OCLs and

>

o B

Low M-CSF

High M-CSF

DAP12™ FeR y™

nearly completely absent in DAPI2~/~FcRy~'~ OCLs (Fig. 2E),
suggesting that FcRy can partially compensate for the lack of
DAPI2 in maintaining Syk kinase activity in OCLs.

DAP12, FcRy, and Syk Are Required for in Vitro Generation of
Osteoclasts. In concert with the severe osteopetrosis in DAPI2~/~
FcRy™'~ mice, RANKL/M-CSF-treated DAP12~/~FcRy™'~ oste-
oclast precursors showed defective in vitro osteoclast differentiation
(Fig. 34). DAP127/~FcRy~'~ OCLs were mononuclear, although
clearly positive for the osteoclast marker TRAP. Single mutant
DAPI27/~ OCLs showed a similar phenotype, as previously de-
scribed (6-10), whereas FcRy/~ OCLs were indistinguishable
from wild type. Similar to DAPI2~/~FcRy~'~ cells, OCLs from
syk™/~ precursors [obtained from bone marrow chimeras generated
by using syk~/~ fetal liver cells (14)] also failed to differentiate
normally in vitro. Interestingly, mononuclear TRAP* OCLs from
DAPI27/=, DAPI27/=FcRy™'~, or syk~/~ cells all expressed mark-
ers generally associated with mature osteoclasts, including cathep-
sin K, 35 integrin, calcitonin receptor, OSCAR, and RANK (Fig.
3B), suggesting that the block in differentiation in vitro is at an
intermediate to late stage.

High-Dose M-CSF Partially Restores the Developmental Defect in
DAP12-'-, DAP12-'-FcRy~'~, and syk~/~ Osteoclasts. Supraphysi-
ologic stimulation of myeloid precursors with M-CSF has been
shown to partially rescue osteoclastogenesis in mice lacking £33
integrins (20, 21). We examined osteoclast differentiation from
DAPI27/=, FcRy™/=, DAPI2~/~FcRy™~/~, and syk~/~ precursors in
vitro with 10-fold excess (100 ng/ml) of M-CSF. In high-
concentration M-CSF, wild-type and FcRy~'~ precursors formed
extremely large, highly multinucleated OCLs, and formation of
TRAP" multinucleated OCLs from DAPI2~/~, DAPI2~/~
FcRy™'=, and syk™'~ cells was partially restored (Fig. 34).

DAP12-'—, DAP12~/~FcRy~'-, and syk—'~ Osteoclasts Fail to Resorb
Mineralized Matrix. Next we examined functional resorption by the
mutant OCLs in vifro. In contrast to wild-type or FcRy~'~ OCLs,
DAPI27/=, DAP12~/~FcRy~'~, or syk~/~ OCLs failed to digest an
artificial calcium phosphate substrate and formed barely detectable
pits on dentin (Fig. 4). In cultures with high-concentration M-CSF
with partially restored TRAP* multinucleated cell formation,
resorption on calcium phosphate substrate by DAPI12~/~, DAPI2~/
~FcRy™'~, and syk~'~ OCLs was still minimal (Fig. 44), suggesting
that the ITAM signaling pathway may play a role in functional

il

WT DAP1Z™  FeRy™ DAPIZ" S

Syk™

TRAP* MNC/Well

1234586

Fig.3. DAP12/FcRyand Syk are required for in vitro generation of osteoclast-like cells. (A) TRAP-stained OCLs generated in RANKL and 10 (“low"’) or 100 ng/ml
(""high’") M-CSF. TRAP* multinucleated cells (MNC = 3 or more nuclei per cell) enumerated as mean + SEM of 3 wells (2 cm? per well). (B) RT-PCR analysis of OCLs
cultured in RANKL and 10 ng/ml M-CSF. 1, GAPDH; 2, calcitonin receptor; 3, cathepsin K; 4, integrin B3; 5, OSCAR; 6, RANK. DAP12~/=, DAP12~/~FcRy~/~,and syk /=

groups were statistically different (P < 0.001) from wild type in both conditions.
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DAP12/FcRy and Syk are required for functional resorption of mineralized matrix. (A) OCLs generated in RANKL and M-CSF (10 or 100 ng/ml) on an

artificial calcium phosphate substrate. The percentage of the resorption of substrate (dark areas) was quantified by dark-field microscopy and expressed as the
mean *+ SEM of three samples. (B) Bone resorption by OCLs on dentine slices with RANKL and 10 ng/ml M-CSF, visualized by toluidine blue staining and light
microscopy. Resorption in the DAP127/~, DAP12~/~FcRy~/~, and syk~/~ groups was statistically different (P < 0.001) from wild type in all conditions.

resorption by osteoclasts in addition to their role in differentiation
to TRAP* multinucleated OCLs.

SH2 Domains of Syk are Required for Osteoclast Development and
Mineralized Matrix Resorption. Recruitment of Syk to ITAM do-
mains depends on the binding of its SH2 domains to phosphory-
lated tyrosines within the ITAM. In other cell types, the R194
residue in the distal SH2 domain of Syk is critical for ITAM-
mediated signaling (22). We examined the effect of this mutation
in osteoclastogenesis by using retroviral expression of wild-type and
R194A Syk in syk~/~ precursor cells. Reconstitution of Syk expres-
sion in syk~/~ cells partially restored the in vifro formation and
function of syk~/~ OCLs (Fig. 5 A and B). Although numbers of
OCLs formed from syk-transduced syk~/~ cells remained lower
than those in wild-type cell cultures, the difference correlated with
lower expression levels of Syk in the retrovirally reconstituted
samples (Fig. 5C) and the efficiency of retroviral transduction
(30-40% as assessed by GFP expression; data not shown). Impor-
tantly, an SH2 domain mutant (R194A) of Syk that fails to bind to
phosphorylated ITAM-containing chains did not reconstitute ei-
ther phenotype or resorbing function of syk~/~ OCLs when ex-
pressed at levels equivalent to the retrovirally reconstituted wild-
type Syk. These data indicate that Syk function in osteoclast
formation requires SH2-phosphotyrosine binding.

Reintroduction of Intact DAP12 ITAM Is Required for Development and
Function of DAP12-/~FcRy~'~ Osteoclasts. We similarly examined
the requirement for phosphorylated tyrosines within the DAP12
ITAM for in vitro osteoclastogenesis. Reconstitution of wild-type
mouse DAPI2 but not single tyrosine (Y65 or Y76) or double
tyrosine (Y65/Y76) ITAM mutants can partially restore the for-
mation (Fig. 5D) and resorptive function (Fig. 5E) of DAPI2~/~
FcRy~'~ OCLs. Full restoration is likely not achieved because of a
25-30% transduction of DAPI12~/~FcRy~'~ precursors. Equivalent
expression of mouse DAP12 and the DAP12 ITAM mutants is
demonstrated by cell surface expression of the FLAG epitope on
FLAG-tagged DAP12 and the FLAG-tagged DAP12 ITAM mu-

Mocsai et al.

tants (Fig. 5F). These results indicate that DAP12 is critical for
osteoclastogenesis in vitro through phospho-ITAM-mediated re-
cruitment of SH2 domain-containing proteins.

Coculture with OB Partially Restores in Vitro Osteoclast Formation in
DAP12-'= Cells. To further examine the role of the adapter
proteins in osteoclastogenesis, we examined DAPI27/-,
FcRy™'= DAPI2~/~FcRy~'~, or syk~/~ precursors under alter-
nate conditions for differentiation by using coculture of oste-
oclast precursors with OB. Coculture of DAPI27/~ osteoclast
precursors with wild-type murine OB resulted in partial nor-
malization of OCL formation (Fig. 64), and these OCLs
resorbed an artificial bone matrix, although less than did wild-
type OCLs (Fig. 6B). In contrast, in vitro OCL development or
function of DAPI2~/"FcRy~'~ or syk~/~ precursors remained
severely defective under coculture conditions, indicating a re-
quirement for ITAM adapters and Syk. These results suggest
that FcRy can partially compensate for the lack of DAP12 under
osteoclast—OB coculture conditions. This finding may contribute
to the lack of in vivo osteopetrosis seen in the DAPI27/~ single
mutants compared with the DAPI12~/~FcRy~/~ mice.

Discussion

These studies suggest a critical role for ITAM signals through the
Syk tyrosine kinase during osteoclastogenesis and further illustrate
the importance of this signaling pathway in the differentiation of
hematopoietic cells toward highly specialized functions. ITAM-
mediated signals dependent on Syk kinase or the related kinase
ZAP-70 are known to play essential roles in the development and
function of the adaptive immune system, particularly in T cells and
B cells (2). The importance of ITAM-dependent receptors is also
recognized in innate immune cells, including macrophages, neu-
trophils, dendritic cells, natural killer cells, and mast cells (2, 3, 14,
23). Syk may play a broader role in cellular regulation in that it can
be directly activated through ligation of surface integrins and has
been shown to be critical for specific integrin-mediated functions in
macrophages, neutrophils, and platelets (14, 24, 25). Recent find-
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Fig.5. SH2domainsof Sykandanintact DAP12ITAM are required for in vitro osteoclast differentiation and function. TRAP* MNC (A) and the percent resorption
(B) of calcium phosphate substrate by syk~'~ precursors infected with retrovirus encoding vector alone, wild-type syk, or a SH2-dead mutant (R194A) of syk at
indicated M-CSF concentrations. In both conditions, TRAP* MNC number and percent resorption in the SykWT groups was statistically different (P < 0.01) from
vector or SyksH2-Dead \ith no difference between vector and SyksH2-Pead groups (P > 0.05). (C) Anti-Syk blot of whole-cell ligands from retrovirally transduced
or wild-type OCLs. TRAP* MNC (D) and percent resorption (E) from DAP12~/~FcRy~/~ precursors infected with virus-encoding vector alone, wild-type DAP12, or
ITAM tyrosine mutants (Y65, Y76, or both) of DAP12 cultured in 10 ng/ml M-CSF. (F) Expression of FLAG epitope on cells retrovirally transduced with FLAG-tagged
DAP12 or FLAG-tagged DAP12 mutants.

ings that Syk is associated with a modified ITAM in ERM (ezrin,  integrin-deficient cells (20, 21) and a recent report on DAPI127/~
radixin, and moesin) proteins has also suggested its role in the  cells (9). Similar to the report on DAPI2~'~cells (9), we found that
cytoskeletal changes mediated by these proteins (26). DAPI27/"FcRy™'~ and syk™/~ preosteoclasts phosphorylated ex-

In the developing osteoclast, Syk may contribute to several of  tracellular response kinase normally in response to M-CSF (data
these pathways, given the importance of integrins and cytoskeletal — not shown), demonstrating that other signaling pathways are intact.
rearrangements that take place during osteoclastogenesis (1, 27).  The degree to which the deficiency of DAP12, FcRYy, or Syk directly
The finding that the in vitro developmental defect but not the  affects ayBs integrin function in osteoclasts has not been fully
bone-resorbing capacity of OCLs from DAPI2™/"FcRy™'~ or  explored. Syk-deficient neutrophils, macrophages, and platelets
syk™/~ precursors can be partially restored by treatment with  have been reported to show impaired signaling through integrins
high-dose M-CSF is highly reminiscent of the recent studies on 85 (14, 24, 25, 28), and Syk can associate with the cytoplasmic domain
of integrin B-chains (28). Supporting our hypothesis that ITAM
signaling is linked to integrins, Faccio et al. (9) recently reported
that DAPI2~/~ OCLs fail to migrate to osteopontin, an avyf3;
integrin ligand, whereas syk~/~ OCLs fail to phosphorylate Pyk2 or
Src on adherence to osteopontin. Thus, it is possible that ITAM
adapters may couple to cell surface integrins to provide osteoclast
differentiation signaling through Src-family and Syk kinases. Such
signaling likely cooperates with RANK and M-CSF receptor to
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0- provide optimal differentiation responses. Signals downstream of

B 7 Syk (Cbl and Pyk2) (14) have been identified in osteoclast forma-

tion and function (21, 29-31). ITAM signaling in other cells also

g 12t stimulates phospholipase Cy and Ca?>"-flux (2, 11), leading to

g ol activation of nuclear factor of activated T cells transcription factors

& (NFAT). Signaling through intracellular pathways involving
®

4t NFATCcI are also required during osteoclast differentiation (32).
Interestingly, despite the clear defect in differentiation in develop-
ment and function observed in DAPI2~/=, DAPI2~/~FcRy~/~, and
syk~'= OCLs, we found that they express markers traditionally
associated with late-stage differentiated osteoclasts, including cal-
citonin receptor, integrin 83, and OSCAR. Faccio et al. reported

WT DAP1Z™  FeRy™ DAPf?:' Syk™
FeRy

Fig.6. Coculture partially restores in vitro osteoclast formation in DAP12~/~
cells but not DAP12-/~FcRy~'~ or syk~/~ cells. OB from wild-type mice were

_/_ .
used to stimulate osteoclast precursors from wild-type, DAP127/~, FcRy~'-, that DAPI2 OCLS had reduced expression of osteoclast markers
DAP12-"~FcRy~'~, or syk~'~ mice. The number of TRAP* MNC (4) and the  at low concentrations of M-CSF at days 2 and 4 of culture (9). Our
percent resorption (B) on calcium phosphate substrate is shown. examination of DAPI2~/~ OCL at day 7 of culture did not show
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distinct differences, although it remains possible thaf €xpression of
these markers is delayed.

DAPI12-deficient cells show a nearly complete defect of oste-
oclast development and in vitro bone resorption when OCLs are
generated from precursors in the presence of M-CSF and RANKL.
DAPI2 is clearly phosphorylated in such wild-type osteoclast
cultures, whereas we were not able to detect phosphorylation of
FcRy under identical conditions (not shown). Furthermore, phos-
phoproteins that associate with the tandem SH2-domains of Syk are
present in wild-type and FcRy ™/~ but not in DAP12~/~ OCLs.
These results indicate that DAP12, rather than FcRYy, is primarily
responsible for supporting the development of osteoclasts under in
vitro culture conditions where osteoclasts are present without OB.

An apparent paradox is raised by the observation that both
DAPI27/~ and DAPI2~/~FcRy~'~ OCLs show a severe defect in
vitro, but only the DAPI27/~FcRy™/~ mice manifest severe osteo-
petrosis in vivo. Comparison of the in vitro phenotypes of cytokine-
treated osteoclast cultures with that of osteoclast-OB cocultures
may provide a possible explanation for this difference. In osteoclas-
t—-OB cocultures, we observed development of multinucleated
OCLs from DAPI2~/~ but not from DAP12~/~FcRy~'~ precursors,
suggesting that FcRy is able to compensate for the lack of DAP12
in the presence of OB. A possible scenario could be that OB
promote osteoclastogenesis by a mechanism requiring FcRy in
osteoclasts (through, for example, the recently described OSCAR
receptor, which is expected to associate with FcR+y). Such compen-
sation may occur in vivo and explain the nearly normal bone density
and the presence of multinuclear osteoclasts in DAPI2~/~ mice in
vivo (8, 10). Furthermore, although the in vitro morphology of
DAPI27/"~ versus DAP12~/~FcRy~'~ OCLs (in the absence of OB)
was very similar, we consistently observed some in vitro bone
resorption by DAPI2~/~ but not by DAPI2~/~FcRy~'~ cells, and
the phosphorylation of Syk was also further decreased in
DAPI27/~FcRy™'~ compared with in DAP127/~ cells. Thus, FcRy
in DAPI12~/~ osteoclasts may allow a level of in vivo bone resorption
sufficient for nearly normal bone density, even in the absence of
additional signals from OB. An FcRy-dependent signal may also
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originate from other (nonosteoblastic) components of the bony
microenvironment (e.g., stromal cells and soft tissue matrix) that
are not present in vitro. Additionally we have not ruled out that the
lack of both DAP12 and FcRy could lead to increased bone
formation by OB, exacerbating the in vivo phenotype.

Although our study demonstrates the importance of the DAP12
and FcRy adapter proteins in osteoclast development and function,
the full spectrum of associated receptors and their ligands has not
been completely defined. It is likely that, similar to other innate
immune cells, osteoclasts express a number of different receptors
and associated ITAM-containing signaling adapters, which provide
a diverse means of regulating osteoclastogenesis in response to local
changes and cellular interactions. Differences in receptor or
adapter expression between mice and humans likely explain the
different phenotypic consequences of DAP12 deficiency between
species. The identification of the receptor/ligand interactions in-
volved will be critical to identifying the role of these receptors and
adapters in normal and pathological bony remodeling.

Osteoporosis has been linked to dysregulation of osteoclast
function, placing this cell type in the center of pathogenesis of the
disease. The signaling proteins and molecular interactions de-
scribed here may provide novel therapeutic approaches for the
pharmacological treatment of osteoporosis or other diseases in-
volving bony remodeling. Small molecule inhibitors of Syk are
already in development for use in treatment of allergic diseases. Our
results may suggest their possible utility in bone diseases.
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Integrin signaling in neutrophils and macrophages uses
adaptors containing immunoreceptor tyrosine-based

activation motifs

Attila Mécsail, Clare L Abram®*, Zoltan Jakus!, Yongmei Hu?, Lewis L Lanier® & Clifford A Lowell?

At sites of inflammation, ligation of leukocyte integrins is critical for the activation of cellular effector functions required for host
defense. However, the signaling pathways linking integrin ligation to cellular responses are poorly understood. Here we show that
integrin signaling in neutrophils and macrophages requires adaptors containing immunoreceptor tyrosine-based activation motifs
(ITAMs). Neutrophils and macrophages lacking two ITAM-containing adaptor proteins, DAP12 and FcRy, were defective in integrin-
mediated responses. Activation of the tyrosine kinase Syk by integrins required that DAP12 and FcRy were first phosphorylated by
Src family kinases. Retroviral transduction of neutrophils and macrophages with wild-type and mutant Syk or DAP12 demonstrated
that the Src homology 2 domains of Syk and the ITAM of DAP12 were required for integrin signaling. Our data show that integrin
signaling for the activation of cellular responses in neutrophils and macrophages proceeds by an immunoreceptor-like mechanism.

Integrins are transmembrane adhesion receptors that coordinate
cellular responses with the extracellular environment. Integrin func-
tion is especially important in neutrophils and macrophages, key
effector cells that kill or suppress invading microorganisms during the
innate immune response. In neutrophils and macrophages, integrin
signaling is critical for cellular functions such as firm adhesion, cell
spreading, chemotaxis, the production of reactive oxygen intermedi-
ates and the release of antimicrobial granule proteins or various

hildren, a disease known as type I leukocyte adhesion deficiency,

r cytokines'. Genetic deficiency in the B, integrin chain (CD18) in

=" leads to severe bacterial infections because of impaired innate immune

function®?, A similar immune defect is also reflected by the sponta-
neous infections in mice after targeted deletion of the gene encoding
CD18 (ref. 4). In contrast, exaggerated inflammatory responses occur
when integrins become inappropriately activated, as noted in animals
deficient in the C-terminal Src kinase Csk. Those observations
demonstrate the fact that tight control over integrin signaling and
function is required for appropriate coordination of innate immune
and inflammatory responses.

Although several molecules required for relaying signals ‘down-
stream’ of leukocyte integrins (often called ‘outside-in’ signaling) have
been identified, the initial steps of B, integrin signaling remain poorly
understood. Src family kinases are involved in an early step of integrin
signaling in neutrophils® and macrophages”®. Also, the Syk tyrosine
kinase is essential for integrin signaling in neutrophils’, macrophages'®
and platelets!!. As Syk is probably involved in a receptor-proximal
event during integrin signal transduction, the mechanism of activation

of Syk by integrins and its relationship to Src family kinases may be
the key to understanding the initiation of integrin signaling. Unfortu-
nately, despite attempts to clarify that issue, the mechanism of
activation of Syk by integrins remains poorly understood.

Syk and the related kinase Zap70 are also essential for signaling
downstream of immunoreceptors, such as B cell and T cell receptors
and Fc receptors. In contrast to integrin signal transduction, the
mechanism of Syk activation initiated by ligation of these immunor-
eceptors is well characterized. Engagement of immunoreceptors leads
to Src family kinase-mediated phosphorylation of immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs) on receptor-associated
transmembrane adaptor proteins'2. Those adaptors provide docking
sites for the tandem Src homology 2 (SH2) domains of the Syk or
Zap70 tyrosine kinases, which leads to kinase activation and initiation
of further downstream signaling. Genetic deletion of the ITAM-
bearing adaptors (the Fc receptor y-chain (FcRy), immunoglobulin o,
immunoglobulin f and CD3() or of Syk or Zap70 leads to defective
immunoreceptor-mediated responses, such as arrested B cell or T cell
development or defective FcRe-mediated allergic responses!2.

In contrast to the understanding of immunoreceptor signaling, the
present view is that activation of Syk by integrins does not require the
interaction of the Syk SH2 domains with phosphorylated ITAM
tyrosines. That conclusion originated from work reporting that Syk
activation by the platelet integrin oy,3, when expressed in Chinese
hamster ovary cells, does not require the Syk SH2 domains and cannot
be prevented by sequestration of phosphorylated ITTAM—containing
molecules by overexpression of the tandem SH2 domains of Syk!’.
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Figure 1 Defective integrin-mediated respiratory burst in DF double-knockout neutrophils. Superoxide release of wild-type neutrophils (WT), DAP12-knockout
neutrophils (DAP12-K0O), FcRy-knockout neutrophils (FcRy-KO) and DF double-knockout neutrophils (DF-DKO) plated on surfaces coated with integrin ligand
(fibrinogen (Fbg; a,b), ICAM-1 (c) or poly-RGD (d,e)) in the presence or absence of an additional stimulus (50 ng/ml of mouse TNF (a,c,e), 100 ng/ml of
mouse MIP-2 (b) or none (d)). Unstimulated values (no TNF or MIP-2) were subtracted from stimulated values in a—c,e; error bars, s.d. of triplicate
measurements. Data are representative of a minimum of three independent experiments each.

Subsequent studies with bacterially expressed protein fragments and
Chinese hamster ovary transfectants concluded that Syk associates
directly with the cytoplasmic tail of various integrin B-subunits in a
phosphorylated tyrosine-independent way'%!>, Those studies estab-
lished the present view of phosphorylated ITAM—independent activa-
tion of Syk by integrins and suggested that immunoreceptors and
integrins use two different signaling mechanisms. Unfortunately, the
conclusion of those studies has not been confirmed in primary cells.

Given those uncertainties and the well established involvement of
Src family kinases and ITAM-containing adaptors in Syk activation
during immunoreceptor signaling, we sought to determine whether an
ITAM-based mechanism was also required for integrin signaling in
neutrophils and macrophages. Our analyses included various gene-
targeted mouse strains combined with retroviral gene transduction
of hematopoietic cells in vivo. Our results led us to conclude that
integrin signaling in neutrophils and macrophages proceeds by an
immunoreceptor-like mechanism using the ITAM-containing DAP12
and FcRy adaptor proteins to couple integrin ligation to Syk activation
and downstream signaling events.

ESULTS

Integrin responses in neutrophils lacking DAP12 and FcRy
Neutrophils express at least two ITAM-containing transmembrane
adaptors, DAP12 and FcRylz. We first tested whether those molecules
are required for integrin-mediated functional responses of neutro-
phils. Mice deficient in DAP12 (DAP12-knockout), FcRy (FcRy-
knockout) or both adaptors (DF double-knockout) produced normal
numbers of neutrophils with wild-type expression of various integrin
subunits and the mouse granulocytic maturation marker Gr-1
(Supplementary Fig. 1 online), indicating that neutrophil develop-
ment and integrin expression was unaffected in mice lacking either
one adaptor or both adaptors.

Integrin-mediated neutrophil activation can be attained by plating
the cells on a surface coated with integrin ligand (such as fibri-
nogen) in the presence of a proinflammatory stimulus such as
tumor necrosis factor (TNF). Responses initiated by such activation
require CD18 in humans!® and mice’. DF double-knockout neutro-
phils, lacking both DAP12 and FcRy, were defective in integrin-
mediated respiratory burst when plated on fibrinogen in the presence
of TNF (Fig. 1a). That defect was not specific for TNF stimulation or
fibrinogen, as DF double-knockout neutrophils were also impaired
when plated onto fibrinogen in the presence of the chemokine MIP-2
(Fig. 1b) or when plated on ICAM-1 in the presence of TNF (Fig. 1c).

NATURE IMMUNOLOGY VOLUME 7 NUMBER 12 DECEMBER 2006

Although maximum stimulation of neutrophils requires both integrin
signals and nonintegrin signals (such as TNF)!7, plating of neutrophils
on a surface coated with the ‘engineered’ multivalent integrin ligand
peptide poly-RGD leads to superoxide release even in the absence of
additional stimuli®. The defective responses of DF double-knockout
neutrophils when plated on poly-RGD alone (Fig. 1d) suggested
that DAP12 and/or FcRy are required for signaling of integrins and
not nonintegrin costimulatory signals. That was also confirmed by
the normal responses of DF double-knockout neutrophils to TNF
and MIP-2 in suspension (discussed below). The response of DF
double-knockout neutrophils plated on poly-RGD in the presence of
TNE the strongest stimulus, was also defective (Fig. 1e).

In addition to stimulation of oxidative burst, engagement of CD18
by surface ligands induces degranulation, neutrophil spreading and
cellular adhesion®>!8, Integrin signaling leading to the release of
gelatinase granules (Fig. 2a) or of the secondary granule marker
lactoferrin (data not shown) was impaired in the DF double-knockout
neutrophils. DF double-knockout neutrophils also failed to spread
over fibrinogen in the presence of TNF (Fig. 2b) or when plated on
poly-RGD in the absence of any additional stimulus (data not shown).
As a result, TNF-stimulated DF double-knockout cells did not adhere
to fibrinogen as well as wild-type cells did (Fig. 2c). CD18 is required
only partially for the adhesion of unstimulated neutrophils to fibrino-
gen’ (probably reflecting experimental background), which may
explain the only slightly lower adhesion of unstimulated DF double-
knockout cells. In all the functional assays reported above, neutrophils
deficient in either DAP12 or FcRy alone had phenotypes intermediate
between those of wild-type and double-knockout responses (Figs. 1
and 2a,c), indicating partially redundant functions for DAP12 and
FcRy during integrin signaling of neutrophils.

The B, integrins are also required for directed migration of
neutrophils to the site of inflammation’. However, CD18-mediated
neutrophil migration can proceed in the absence of signaling mole-
cules critical for most other CD18-dependent neutrophil functions®!.
Like cells lacking Src family kinases or Syk®, DF double-knockout
neutrophils showed a partial defect in migration toward submicro-
molar concentrations of the synthetic peptide fMLP (formyl-Met-Leu-
Phe), but their migration was normal at higher concentrations of
fMLP (Fig. 2d). DF double-knockout neutrophils also migrated
normally toward various concentrations of MIP-2 in vitro (data not
shown) and showed no substantial defect in migration in an in vivo
thioglycollate peritonitis model (data not shown). These results
indicated that like Src family kinases®, Syk® and members of the
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Figure 2 Defective integrin-mediated nonoxidative
responses in DF double-knockout neutrophils.
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guanine nucleotide—exchange factor Vav family!®, the ITAM-bearing
molecules DAP12 and FcRy are not critical for the CD18-dependent
migration of neutrophils, despite being required for most other
CD18-dependent neutrophil functions.

Integrin ligation initiates tyrosine phosphorylation of various
downstream substrates. After integrin ligation, wild-type neutrophils
showed increased tyrosine phosphorylation of many proteins (mainly
in the 60- to 150-kilodalton range), whereas DF double-knockout
neutrophils failed to show any notable changes (Fig. 3a). Specifically,
integrin-mediated tyrosine phosphorylation of Vav and the tyrosine
kinase Pyk2, as well as phosphorylation of the Erk and p38 mitogen-
activated protein kinases was impaired in DF double-knockout
neutrophils (Fig. 3b—e).

Nonadherent responses in neutrophils lacking DAP12 and FcRy
To investigate the response of DF double-knockout neutrophils to
stimuli, we assessed many adhesion-independent

o llonintegrin
gresponses. Upregulation of the CDI11b and CDI8 integrin chains

(Fig. 4a,b) and phosphorylation of p38 as well as phosphorylation
and degradation of the inhibitor IxBo (Fig. 4c) all occurred normally
in suspended DF double-knockout neutro-
phils stimulated by TNE Phosphorylation of

p38, as well as phosphorylation and degrada- a WT

DF-DKO b

neutrophil responses triggered by cytokines, Toll-like receptor ligands,
chemokines or bacterial chemoattractants, indicating that the defective
adhesion-dependent functions (Figs. 1-3) of the DF double-knockout
cells were caused by impaired integrin signaling rather than by
alterations in signaling induced by costimulatory agents such as TNF
or MIP-2. Our results also demonstrated that DF double-knockout
neutrophils do not have any general defects in actin polymerizat-
ion, degranulation, assembly of the NADPH oxidase or initiation of
multiple downstream signaling events.

Integrins signal through Src kinases, DAP12, FcRy and Syk

The functional and signaling defects as well as the normal migratory
and nonintegrin-mediated responses of DF double-knockout neutro-
phils are similar to those of cells deficient in Syk (Syk-knockout)®?°,
DAP12 and FcRy both have functional ITAMs that can recruit and
activate Syk in an immunoreceptor-like way. Consequently, we tested
whether Syk activation via integrins required DAP12 or FcRy. We
readily detected phosphorylation of Syk in wild-type neutrophils
plated on fibrinogen in the presence of TNF or on poly-RGD with-
out a soluble stimulus. Kinetic analysis of the response induced by

tion of IkBa. stimulated by the Toll-like recep-
tor 2 agonist lipopeptide Pam3;CSKy, were also
similar in wild-type and DF double-knockout
neutrophils (Fig. 4d). Similarly, deficiency in
DAP12 and FcRy did not affect actin poly-
merization responses (Fig. 4e), calcium sig-
naling (Fig. 4f) or the phosphorylation of Erk
or p38 (data not shown) after MIP-2 stimula-
tion. Actin polymerization (data not shown),
calcium signaling (Fig. 4g) and respiratory
burst (Fig. 4h) induced by fMLP were normal
in suspended DF double-knockout neutro-
phils. The double-mutant cells also responded
normally to the nonphysiological neutro-
phil-activating agent phorbol 12-myristate
13-acetate (Fig. 4i). Thus, neither DAP12 nor
FcRy is required for adhesion-independent
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Figure 3 Defective integrin-mediated signaling in DF double-knockout neutrophils. Immunoassays of
lysates of wild-type and DF double-knockout neutrophils kept in suspension (Susp) or plated for 15 min
on a surface coated with poly-RGD (pRGD). (a) Immunoblot analysis of total lysates with antibody to
phosphorylated tyrosine (PY). (b,c) Immunoprecipitation (IP) with anti-Vav (b) or anti-Pyk2 (c)

followed by immunoblot analysis (antibodies, left margin). (d,e) Immunoblot analysis of total

lysates with antibody to phosphorylated Erk (Phospho-Erk) or to total Erk (Erk;
to phosphorylated p38 (Phospho-p38) or to total p38 (p38; e). All data are representative of three
or more independent experiments.
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Figure 4 Normal adhesion-independent responses of DF double-knockout neutrophils. (a,b) Flow cytometry of surface expression of CD11b (a) and CD18 (b)
by wild-type or DF double-knockout neutrophils stimulated in suspension for 30 min with 50 ng/ml of mouse TNF or left unstimulated (Control).

(c,d) Immunoblot of lysates of suspended wild-type or DF double-knockout neutrophils left unstimulated (-) or stimulated for 5 min with 50 ng/ml of mouse
TNF (c) or for 10 min with 1 pg/ml of Pam3CSK,4 (Pams; d). Antibodies, left margin (Phospho-, phosphorylated). (e) Actin polymerization by suspended
wild-type or DF double-knockout neutrophils stimulated with 10 ng/ml of mouse MIP-2. MFI, mean fluorescent intensity. (f,g) Release of intracellular
calcium ([Ca2+];) from suspended wild-type and DF double-knockout neutrophils stimulated with 100 ng/ml of mouse MIP-2 (f) or 3 uM fMLP (g).

(h,i) Superoxide release from suspended wild-type and DF double-knockout neutrophils pretreated with 10 uM cytochalasin B and stimulated with 3 uM
fMLP (h) or stimulated with 100 nM phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA; i). Unstimulated values are subtracted in h and i. Data are representative of a
minimum of three independent experiments each (error bars, s.d. of triplicate measurements).

poly-RGD showed that Syk phosphorylation was detectable in wild-
type cells after 5 min of stimulation and reached a maximum between
10 and 20 min (data not shown). In contrast, there was no Syk
phosphorylation in DF double-knockout neutrophils plated on fibri-
nogen in the presence of TNF (Fig. 5a) or on poly-RGD without an
additional stimulus (Fig. 5b). Basal phosphorylation of Syk in
unstimulated cells is independent of both adhesion and B, integrins’.

Integrin-mediated phosphorylation of Syk was also defective
in neutrophils lacking the Src family kinases Hck, Fgr and Lyn’

o, (Fig. 5¢,d), as well as in human neutrophils pretreated with the Src

amily kinase inhibitor PP2 (Supplementary Fig. 2 online). Such data
are consistent with the fact that neutrophils deficient in Src family
kinases have integrin signaling defects similar to those of Syk-knock-
out or DF double-knockout cells®*182!, Src family kinases mediate
ITAM phosphorylation, resulting in recruitment of Syk during immu-
noreceptor signaling'?. We speculated that Src family kinases might
phosphorylate DAP12 and/or FcRy after integrin engagement in
neutrophils. Plating wild-type neutrophils on poly-RGD induced
DAP12 phosphorylation (Fig. 5e), which was absent in neutrophils
lacking Src family kinases (Fig. 5f). To confirm that result and to
assess adhesion-induced phosphorylation of the FcRy chain, we used a
glutathione S-transferase (GST) fusion protein of the tandem SH2
domains of Syk (GST-Syk-(SH2),) as a ‘probe’ for phosphorylated
tyrosine. The GST-Syk-(SH2), probe precipitated tyrosine-phos-
phorylated proteins of about 30 kilodaltons (corresponding to the
molecular weight of DAP12 and FcRy in nonreducing conditions)
from adherent wild-type but not DF double-knockout neutrophils
(Fig. 5g) with kinetics similar to those of Syk phosphorylation (data
not shown). A similar phosphorylation signal was lacking in mouse
neutrophils deficient in Src family kinases (Fig. 5h) and PP2-treated
human neutrophils (Supplementary Fig. 2). Similar experiments with
DAP12-knockout or FcRy-knockout single-mutant cells in reducing
conditions showed that the upper and lower bands of the immunoblot

NATURE IMMUNOLOGY VOLUME 7 NUMBER 12 DECEMBER 2006

corresponded to DAP12 and FcRy, respectively (Fig. 5i,j). Notably,
those phosphorylated proteins were not precipitated with a GST-Syk-
(SH2), fusion protein containing substitutions (R41A and R194A)
known to impair the phosphorylated tyrosine-binding capacity of
both SH2 domains (Fig. 5k). Although we were not able to detect
immunoprecipitation of Syk together with DAPI2 or FcRy by
immunoblot, we did note Syk autophosphorylation in FcRy immuno-
precipitates from adherent wild-type neutrophils but not from cells
deficient in either FcRy or Syk, which was consistent with integrin-
stimulated recruitment of Syk to phosphorylated FcRy (Fig. 51 and
Supplementary Fig. 3 and Supplementary Note online). However, we
were unable to reproducibly use a similar approach to demonstrate
association of Syk with DAP12 because of high signal background
obtained with the antisera.

Our results presented above indicated that ligation of neutrophil
integrins leads to phosphorylation of DAP12 and FcRy by members of
the Src kinase family. Such phosphorylation allows the adaptors to as-
sociate with the tandem SH2 domains of Syk by a phosphorylated IT-
AM-SH2 interaction, leading to Syk activation (Supplementary Fig. 4
online). That pathway of integrin signaling to Syk is analogous to the
ITAM-based signaling by classical immunoreceptors in lymphocytes.

Integrin signaling requires Syk SH2 domains and DAP12 ITAM

To confirm the functional involvement of an immunoreceptor-like,
ITAM-based mechanism during integrin signaling in neutrophils, we
did structure-function studies by expressing wild-type and mutant
versions of Syk or DAP12 in Syk-knockout or DF double-knockout
neutrophils in vivo. As neutrophils are short-lived, terminally differ-
entiated cells in which expression of exogenously added gene products
is very limited, these experiments required the transduction
of hematopoietic stem cells, which we then injected into lethally
irradiated recipient mice to allow in vivo generation of transduced
neutrophils. That approach allowed us to use primary neutrophils for
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these studies and hence was much more physiologically relevant than
previously published approaches. We transduced hematopoietic stem
cells using an mouse stem cell virus—based bicistronic retroviral vector
expressing green fluorescent protein (GFP) from a downstream
internal ribosome entry site, thereby allowing the identification of
transduced cells by flow cytometry??. Retroviral expression of wild-
type Syk in Syk-knockout neutrophils restored the respiratory-burst
response of cells stimulated by adhesion to poly-RGD in the presence
of TNF (Fig. 6a). In contrast, an SH2-defective point mutant of Syk
that no longer bound phosphorylated ITAMs (R194A)??> did not
restore a functional response, although a similar percentage of cells
expressed GFP and an equivalent amount of Syk protein was expressed
l, .I (Fig. 6b). We obtained similar results when we restored Syk expression
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neutrophils. (a-d) Immunoassay of lysates of neutrophils plated on fibrinogen in the presence (TNF) or wT
absence (-) of 50 ng/ml of mouse TNF (a,c) or on a surface coated with poly-RGD (b,d). Lysates prepared k Fusion protein: wr RRAA
after 15 min of stimulation were immunoprecipitated with anti-Syk. Control, unstimulated cells in suspension STSy(SH2) Susp pRGD Susp pRGD
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immunoprecipitates. Immunoblots are in reducing conditions except for e-h,k. Src-FKO, ‘Src family knockout’ oL FCRY s——
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Syk-GFP fusion protein (data not shown). Retroviral expression of a
kinase-inactive Syk mutant also failed to correct the integrin-mediated
functional defect of Syk-knockout neutrophils (data not shown). Our
data suggested that functional phosphorylated tyrosine-binding SH2
domains of Syk (as well as Syk kinase activity) are required for the
integrin-mediated activation of neutrophils.

We also tested whether expression of DAP12 or of an ITAM-
defective mutant of DAP12 in which the two ITAM tyrosine residues
were replaced by phenylalanine residues (Y65F and Y76F)2? was able
to restore the adhesion-dependent functional responses of DF double-
knockout neutrophils. Because cell surface expression of DAP12 is
required for its function, we tested effective reconstitution by both
immunoblot and flow cytometry analysis for the Flag epitope tag
attached to the N terminus of recombinant DAP12. In vivo expression
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Figure 6 Critical function for the Syk SH2 domains and the ITAM tyrosine residues of DAP12 for integrin-mediated responses of neutrophils. Retrovirus-
transduced Syk-knockout (a,b) or DF double-knockout (c—e) fetal liver hematopoietic stem cells were injected into lethally irradiated recipient mice and,
after reconstitution of the hematopoietic system, neutrophils were isolated for functional and gene expression studies. (a,c) Respiratory burst of neutrophils
(purified from reconstituted mice) stimulated with 50 ng/ml of mouse TNF on a surface coated with poly-RGD (unstimulated values are subtracted; error
bars, s.d. of triplicate measurements). (b,d) Immunoblot of protein expression and flow cytometry for percent GFP* cells (below lanes). Control, neutrophils
purified from mice reconstituted with stem cells that were ‘mock infected’ (Mock) or were infected with vector only (+ vector). (e) Flow cytometry for surface
expression of exogenous DAP12 on transduced DF double-knockout neutrophils, detected by anti-Flag. YYFF, DAP12 Y65F and Y76F mutant. Data in a,b
and in c—e are from the same experiment and are representative of three to five independent experiments.
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Figure 7 Defective integrin-mediated responses in DF double-knockout
macrophages. Bone marrow—derived macrophages were plated on Valmark
dishes for 30-45 min (Adh) or were kept in suspension (Susp), then
lysates were prepared. (a—c) Immunoblot analysis of Erk phosphorylation.
(d) Immunoprecipitation with anti-Syk, followed by immunoblot analysis
of tyrosine phosphorylation. All data are representative of three or more
independent experiments.

of wild-type DAP12 in DF double-knockout neutrophils restored the
integrin-mediated respiratory burst (Fig. 6¢) to a burst equivalent to
that of single-mutant FcRy-knockout cells. In contrast, the ITAM-
defective DAP12 mutant was unable to restore superoxide release in
DF double-knockout neutrophils, despite having similar expression
(Fig. 6d,e). These results suggested that the ITAM tyrosines of DAP12
are required for the DAPI12-dependent component of integrin-
mediated neutrophil activation.

Integrin responses in macrophages lacking DAP12 and FcRy

Like neutrophils, integrin-mediated activation of macrophages also
requires Syk'?, which prompted us to investigate whether DAP12 and
FcRy are involved in integrin signaling of macrophages. We plated
bone marrow—derived macrophages on Valmark plastic Petri dishes,
which engages CD18 integrins?. As a ‘readout’ of integrin-mediated
macrophage activation, we used biochemical analysis of Erk phos-
phorylation, because that response (unlike most functional responses,

=te» such as the release of proinflammatory cytokines) could be readily

induced by cellular adhesion without a soluble stimulus and, as
predicted from published studies!®?*, required both the CD18 integrin
chain (Fig. 7a) and the Syk tyrosine kinase (Fig. 7b). Adhesion-
dependent Erk phosphorylation was absent from DF double-knockout
macrophages, with predominant involvement of DAP12 in this
response (Fig. 7c). The defective Erk activation in DF double-knock-
out macrophages was not due to the lack of

B, integrins or altered macrophage develop-

Immunoreceptor-like signaling by macrophage integrins

To further confirm the ITAM model for integrin signaling in macro-
phages, we did a series of retroviral reconstitution experiments.
Retroviral expression of wild-type Syk in Syk-knockout macrophages
restored adhesion-dependent Erk phosphorylation, whereas compar-
able expression of the SH2-defective Syk mutant (R194A) did not
(Fig. 8a). Similarly, reconstitution of DF double-knockout macro-
phages with wild-type DAP12 restored adhesion-dependent Erk phos-
phorylation, but reconstitution with the ITAM-defective DAP12
mutant did not (Fig. 8b). We confirmed equivalent expression of
wild-type or mutant DAP12 by immunoblot and found equivalent
surface expression of exogenous DAP12 by flow cytometry (Fig. 8b,c).
These results indicated that an interaction between the Syk SH2
domains and the ITAM of DAPI12 is required for signaling down-
stream of integrins in macrophages.

DISCUSSION

Many studies have demonstrated the dependence on Src family and
Syk tyrosine kinases in both integrin and immunoreceptor signaling
pathways. With those observations in mind, we tested the hypothesis
that similar signaling adaptors are needed to initiate both pathways.
We found that the ITAM-containing molecules DAP12 and FcRy were
indispensable for 3, integrin—mediated Syk activation and cellular
responses in neutrophils and macrophages. Integrin-dependent func-
tions that do not require Src family kinases or Syk, such as neutrophil
migration, also did not require DAP12 or FcRy. After integrin ligation,
the ITAM-bearing adaptor molecules became phosphorylated by Src
family kinases and associated with the SH2 domains of Syk. Structure-
function analysis of neutrophils and macrophages suggested that
integrin signaling requires the SH2 domains of Syk and the ITAM
tyrosine residues of DAP12 (and probably FcRy). These data have
demonstrated that signal transduction by B, integrins follows the
ITAM-based paradigm of immunoreceptor signaling. The unexpected
similarity between proximal signaling by adhesion receptors and
receptors of the adaptive immune system can be extended further
downstream, as members of the Vav and SLP-76 families, originally
thought to be involved mainly in lymphocyte antigen receptor
signaling®®2>, have been shown to be required for integrin signaling
in neutrophils!®?%, macrophages?’, osteoclasts?® and platelets®.

Our findings challenge the present view of integrin signal trans-
duction, which is proposed to be unrelated to immunoreceptor-like
signaling mechanisms. In particular, it has been concluded that the
SH2 domains of Syk are not required for its activation by the platelet
integrin oyp,P; heterologously expressed in Chinese hamster ovary
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b

ment, because wild-type and double-mutant a Syk-KO DF-DKO c + vector + DAP12WT
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3 o
shown). pur data demonstr'flted that like Erk S S Erk =———=—==
neutrophils, macrophages lacking the ITAM- vk AP12 Z= a2 g
containing adaptors have defective integrin e a0 9% e 100 To! 100

signaling responses, and although neutrophils
can use both DAP12 and FcRy, loss of DAP12
alone is sufficient to impair integrin signaling
in macrophages. Adhesion-dependent Syk
phosphorylation was also defective in DF
double-knockout macrophages (Fig. 7d),
consistent with a requirement for ITAM-
containing adaptors in Syk activation.

double-knockout (b) bone

independent experiments.
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Figure 8 Immunoreceptor-like signaling by macrophage integrins. (a,b) Immunoblot analysis of Erk
phosphorylation and flow cytometry of percent GFP* cells (below lanes) for Syk-knockout (a) or DF

marrow—derived macrophages infected with retrovirus containing wild-type

or mutant Syk or DAP12, respectively, then plated on Valmark dishes for 30-45 min; cell lysates
were prepared and analyzed. (c) Flow cytometry for surface expression of exogenous DAP12 on
GFP* macrophages from a,b, detected by anti-Flag staining. Data are representative of at least four
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cells'3. Although the reason for that apparent contradiction is unclear,
it may result from differential signaling by B, and Bs integrins or
alternative signaling pathways used by the oyp,B3 heterodimers when
expressed in nonhematopoietic cells that do not express ITAM-
containing adaptors. Related to that issue is the reported direct
binding of Syk to the cytoplasmic tails of multiple integrin -chains
in a phosphorylated ITAM-independent way when expressed together
in nonhematopoietic cells'*1>, However, those observations do not
exclude the possibility of a phosphorylated ITAM-dependent step in
the integrin-mediated activation of Syk.

Both DAP12 and FcRy associate with many cell surface receptors in
various hematopoietic cell types'?. The molecular basis of that
association is the presence of opposing charged residues in the
transmembrane segments of the molecules involved, allowing intra-
membrane salt bridges to be formed between DAP12 or FcRy and
their associated receptors. Integrins lack such charged residues in their
transmembrane segments. Furthermore, the surface expression of
integrins was normal in DF double-knockout leukocytes, unlike that
of most DAP12- or FcRy-associated receptors. In addition, we were
unable to demonstrate immunoprecipitation of DAP12 or FcRy
together with CD18 in adherent neutrophils. Therefore, integrins are
unlikely to associate directly with DAP12 or FcRy.

A more likely scenario is that DAP12- or FcRy-associated receptors
are functionally linked to integrins and participate in their signal
transduction in an ITAM-dependent way. That hypothesis is also
supported by preliminary experiments in which a DAP12 transmem-
brane ‘charge mutant’ unable to associate with known DAP12-asso-
ciated receptors failed to restore integrin-dependent signaling to
DAP12-deficient macrophages (C.L.A. and C.A.L., unpublished obser-
vations). Although reports have suggested that ITAM-containing Fc
receptors and integrins may function cooperatively'”%, it is unlikely
that the Fc receptors themselves couple ITAM-containing adaptors to
the integrin signaling pathway, for several reasons. First, DF double-
knockout cells have functional and signaling defects even in the absence
of Fc receptor-ligating immunoglobulins; second, DAP12 is important
in integrin-mediated responses even though it does not associate with
Fc receptors; and third, TNF-induced responses of neutrophils plated

Yo, ON fibrinogen were normal in neutrophils lacking the FcRy-associated
@recepters FcyRI and FeyRIII (Z.J. and A.M., unpublished observa-
=" tions). Given the many non—Fc receptor molecules identified that

associate with and signal through DAP12 and FcRy'?, it is likely that
DAP12- or FcRy-associated molecules other than Fc receptors might be
involved in integrin signaling of neutrophils and macrophages.

The association of integrins and ITAM-containing adaptors could
be through interactions between amino acids outside the transmem-
brane domain, through interactions with other cell surface molecules,
such as tetraspanins, which seem to regulate integrin signals in
many cell types®!, or through the association with lipid microdomains,
although the last possibility has not been fully investigated in
neutrophil signal transduction. Determining the molecular details
of how B, integrins couple to DAP12 or FcRy is an area for fur-
ther research. Furthermore, it is unclear whether integrins discrimi-
nate between different ITAM-containing adaptors for signaling, as
do immunoreceptors.

We have shown here that integrin signaling in neutrophils and
macrophages uses an ITAM-based, immunoreceptor-like mechanism
acting via the DAP12 and FcRy adaptor molecules. Our findings
fundamentally alter the present view of integrin ‘outside-in’ signal
transduction in hematopoietic cells. They may also provide new
insights into the pathogenesis of, and possible targets for the therapy
of, infectious and inflammatory diseases.
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Note added in proof: It has been independently confirmed that the SH2
domains of Syk are required for integrin signaling in neutrophils®2.

METHODS

Animals. Tyrobp~”~ (DAP12-knockout) mice®® were crossed with Feerlg”~
(FcRy-knockout) mice** (Taconic) to generate Tyrobp™ Fcerlg”~ (DF dou-
ble-knockout) mice. Single- and double-knockout mice as well as wild-type
control mice were identified by PCR-based genotyping. Syk = (Syk-knockout)
mice have been described®. Syk-knockout and wild-type control cells were
obtained from bone marrow chimeras generated by using fetal liver cells to
reconstitute lethally irradiated mice as described®. Itgh2~ (CD18-knockout)
mice have been described®. Mice lacking the Src family kinases Hck, Fgr and
Lyn have also been described®. All mice were backcrossed to the C57BL/6
background for six or more generations. Mice were kept in a specific pathogen—
free facility (University of California, San Francisco) or in individually sterile
ventilated cages in a conventional facility (Semmelweis University School of
Medicine). All experiments were approved by the University of California, San
Francisco Institutional Animal Care and Use Committee and by the Committee
on Animal Experimentation of Semmelweis University.

d%20:22 except antibody to

Reagents. Antibodies were from the sources describe;
IxkBor (anti-IkBa) (Cell Signaling Technologies), biotin-conjugated anti-Flag
(Sigma), Alexa Fluor 680—conjugated goat anti-rabbit (Invitrogen) and IRDye
800—conjugated goat anti-mouse (Rockland Immunochemicals), and anti-Syk
and anti-DAP12. The SH2-defective version of the GST-Syk-(SH2), fusion
protein was generated by the introduction of R41A and R194A substitutions
with the QuikChange Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene). Wild-type
and mutant Syk and DAPI12 constructs have been described?.

Neutrophil assays. Neutrophil isolation, flow cytometry and functional assays
were done as described®?’. For gelatinase zymography, sample buffer (10%
(volume/volume) glycerol, 2% (weight/volume) SDS, 5 mg/ml of bromophenol
blue and 62.5 mM Tris, pH 6.8) was added to cell supernatants, which were
separated by zymogram gel electrophoresis (Invitrogen), were renatured in
2.5% (volume/volume) Triton X-100 and were developed overnight at 37 °C
(in 200 mM NaCl, 5 mM CaCl,, 50 mM Tris, pH 7.4, and 2.5 pg/ml of NaN3)
followed by Coomassie blue staining. An Alpha Innotech Alphaimager was
used for quantification. Migration experiments were done with Transwell
inserts with an FCS-coated, 3-um polycarbonate membrane (Corning) essen-
tially as described®. Measurement of actin polymerization after chemokine or
fMLP stimulation was done by a flow cytometry—based phalloidin-binding
assay as described?’.

Immunoblot and immunoprecipitation. These experiments were done as
described®?%?2, Some immunoblots used fluorescence-labeled secondary anti-
bodies followed by detection with the Odyssey Infrared Imaging System
(LI-COR Biosciences). The GST-Syk-(SH2), fusion protein was coupled to
glutathione-Sepharose beads (GE Healthcare) and the result was incubated with
cell lysates prepared with Triton X-100 (ref. 36) or radioimmunoprecipitation
assay buffer (20 mM Tris, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% (volume/volume) Triton
X-100 buffer, 1% (weight/volume) sodium deoxycholate, 0.1% (weight/volume)
SDS, 1 mM NazVO,, 50 mM NaE 2 mM EDTA, 1 mM Pefabloc, 10 pg/ml of
leupeptin, 2 pg/ml of aprotinin, 1 mM dithiothreitol, 1 pg/ml of pepstatin and
1 mM di-isopropyl fluorophosphate). Syk kinase autophosphorylation assays
were done on anti-FcRy immunoprecipitates ‘captured’ with protein A/G PLUS-
Agarose beads (Santa Cruz Biotechnology) from Nonidet-P40 lysates (20 mM
HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl and 1% (volume/volume) Nonidet-P40, plus the
inhibitors listed above). Beads were washed once with kinase assay buffer
(20 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM MnCl,, 2 mM MgCl, and 1 mM dithio-
threitol), then were incubated for 20 min at 25 °C in kinase assay buffer
containing 10 pCi [y-32P]ATP. The reaction was stopped by the addition of
sample buffer, then samples were boiled and separated by SDS-PAGE. Gels were
stained with Coomassie blue, were destained and dried and were exposed to
X-ray film.

Retroviral gene transduction. Retroviral supernatants were generated by
transient cotransfection of 293T cells with the pMIG-W vector containing
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B, integrins and Fcy receptors are critically involved in neutrophil activation at the site of
inflammation. Both receptor types trigger a receptor-proximal tyrosine phosphorylation
cascade through Src family kinases and Syk, but further downstream signaling events are
poorly understood. We show that phospholipase C (PLC) 2 is phosphorylated downstream
of Src family kinases and Syk during integrin or Fc receptor-mediated activation of neutro-
phils. PLCy2~/~ neutrophils are completely defective in 8, integrin or Fcy receptor-
mediated functional responses such as respiratory burst, degranulation, or cell spreading in
vitro and show reduced adhesion/spreading in inflamed capillary venules in vivo. However,
PLCy2~/~ neutrophils respond normally to various other agonists, including chemokines,
bacterial formyl peptides, Toll-like receptor ligands, or proinflammatory cytokines, and
migrate normally both in vitro and in vivo. To confirm the in vivo relevance of these obser-
vations, the effect of the PLCy2—/~ mutation was tested in the K/BxN serum transfer
arthritis model, which is known to require 3, integrins, Fcy receptors, and neutrophils.
PLCy2 deficiency completely protected mice from clinical signs and histological features of
arthritis as well as from arthritis-induced loss of articular function. These results identify
PLCvy2 as a critical player of integrin and Fc receptor-mediated neutrophil functions and
the neutrophil-mediated effector phase of autoimmune arthritis.

Neutrophils play a critical role in innate immune
defense, but their improper activation also con-
tributes to tissue damage during autoimmune
diseases such as rheumatoid arthritis (1-5). Neu-
trophils use several cell surface receptors to
sense their environment including 3, integrins,
immunoglobulin Fc receptors, various G pro-
tein—coupled (e.g., formyl peptide or chemokine)
receptors, Toll-like receptors, and receptors for
various proinflammatory cytokines.
Lymphocyte antigen receptors, Fce recep-
tors of mast cells, and Fcy receptors of macro-
phages use a common receptor-proximal signal
transduction machinery consisting of the sequen-
tial activation of Src family kinases, immuno-
receptor tyrosine-based activation motif (ITAM)
containing transmembrane adapters, and the
Syk or the ZAP-70 tyrosine kinase. Studies from
other groups (6, 7) and our own unpublished

www.jem.org/cgi/doi/10.1084/jem.20081859

observations indicate that neutrophil Fcy re-
ceptors also use a receptor-proximal Src family—
ITAM-bearing adaptor—Syk signaling pathway.
We have recently shown that 3, integrins in
neutrophils signal through a conceptually simi-
lar receptor-proximal pathway, using Src family
kinases (8, 9), two ITAM-bearing transmem-
brane adapters (DAP12 and the Fc receptor vy
chain) (10), and the Syk tyrosine kinase (11).
We and others have reported similar ITAM-
based integrin signaling pathways in other cell
types including macrophages (10), platelets (12),
osteoclasts (13), dendritic cells (14), and microglia
(15). Collectively, integrins and Fc receptors in

© 2009 Jakus et al. This article is distributed under the terms of an Attribu-
tion-Noncommercial-Share Alike-No Mirror Sites license for the first six months
after the publication date (see http://www.jem.org/misc/terms.shtml). After six
months it is available under a Creative Commons License (Attribution-Noncom-
mercial-Share Alike 3.0 Unported license, as described at http://creativecommons
.org/licenses/by-nc-sa/3.0/).
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various hematopoietic lineages signal through a conceptually
similar [TAM-based receptor-proximal tyrosine phosphory-
lation cascade (for review see reference 16). However, the
signal transduction mechanisms downstream of this common
receptor-proximal pathway are poorly understood.

Phosphoinositide-specific phospholipase C (PLC) enzymes
catalyze the breakdown of the membrane lipid phosphati-
dylinositol-4,5-bisphosphate to inositol-3,4,5-trisphosphate
and diacylglycerol, triggering a concomitant Ca®* signal and
protein kinase C activation. Of the best known PLC isoforms,
the PLC[3 family is activated by G protein—coupled receptors,
whereas the PLC+y family is activated downstream of tyrosine
phosphorylation pathways. There are two known PLCry iso-
forms: PLCvy1 is ubiquitously expressed, whereas PLCY2 is
preferentially expressed in the hematopoietic system. Genetic
deficiency of PLCy1 leads to embryonic lethality, likely as a
result of defective erythropoiesis and vasculogenesis (17, 18).
In contrast, PLCy2-deficient mice are viable, their principal
phenotype being a profound defect in B cell development
and function (19).

Although PLCy2 is activated by various Fc receptors, its
possible functional role downstream of those receptors is rather
controversial. Genetic deficiency of PLCy2 attenuates Fce
receptor-mediated degranulation of mast cells (19, 20) but
it does not affect extracellular signal-regulated kinase (ERK)
activation or cytokine production under the same conditions
(20). Although PLCy2 is required for Fcry receptor-triggered
Ca?* signal in macrophages, PLCy2™/~ macrophages show
normal phagocytosis of IgG-coated erythrocytes (20). The
role of PLCYy2 in Fc receptor-mediated functions in other
cell types such as neutrophils is presently unknown.

PLCy2 is also activated by integrins but its role in integrin
signal transduction is also controversial. Although a statistically
significant decrease of spreading was reported in PLCy2~/~
platelets (21, 22), that difference only accounted for a 30%
reduction of the a,f3; integrin-induced increase in cell sur-
face area (21) or a delayed kinetics and moderately smaller
percentage of full spreading on an oyy,3; integrin ligand sur-
face (22). Hence, PLCy2 appears to be a modulator rather
than a critical component of integrin signaling in platelets.
In contrast, a recent study focusing on the role of Vav family
proteins in neutrophils suggested that PLCy2 downstream of
Vav may be more directly involved in integrin signaling in
these cells (23).

Rheumatoid arthritis is a severe chronic autoimmune dis-
ease affecting ~~1% of the human population (24). The disease
is initiated by the emergence of autoreactive T cells (initia-
tion or immunization phase), which then trigger the second
(effector or tissue destruction) phase, mediated in large part
by cells of the innate immune system. These two phases are
very clearly separated in the K/BXN arthritis model (25).
This model is initiated by a transgenic autoreactive T cell re-
ceptor (KRN transgene) on the autoimmunity-prone MHC
background from the NOD mouse strain. This initial phase
leads to the generation of autoantibodies that trigger exces-
sive joint inflammation and destruction resembling human
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rheumatoid arthritis. Serum of affected mice can trigger the
effector phase of the disease in otherwise normal mice (serum
transfer arthritis) (26), allowing a clear separation of the two
phases of the disease.

Analysis of the K/BXN and other models of autoimmune
arthritis revealed that innate immune mechanisms are of critical
importance in the later effector phase of the disease (26). Sev-
eral studies using lineage depletion (27-29), genetic (30, 31), or
combined genetic/reconstitution (32, 33) approaches indi-
cate that neutrophils play a critical role in the effector phase
of various animal models of autoimmune arthritis. However,
the molecular mechanisms of how neutrophils contribute to
the disease are very poorly understood.

Several cell surface receptors have been shown to be in-
volved in the pathogenesis of autoimmune arthritis in mice.
These receptors include Fcy receptors such as FcyRIII or
FcyRI (34—43) as well as members of the 3, integrin family
(44, 45). However, it is at present unclear how (e.g., through
what intracellular signaling mechanisms) Fc receptors and in-
tegrins participate in the development of joint inflammation.

The aforementioned results prompted us to test the role
of PLCvy2 in various in vitro neutrophil functions as well as
in the development of neutrophil-mediated autoimmune
arthritis in vivo. Our results indicate that PLCy2 is critically
involved in integrin and Fc receptor-mediated neutrophil
functions as well as in the neutrophil-mediated eftector phase
of autoimmune arthritis.

RESULTS

PLC+y2 is the dominant PLCy isoform

and is phosphorylated downstream of Src family kinases

and Syk in neutrophils

First, we tested the expression level of the two PLCry isoforms
in neutrophils and compared it to that in other cell types. As
shown in Fig. 1 A, PLCy2 was expressed at comparable levels
in WT murine neutrophils and splenocytes but at much lower
levels in WT thymocytes. In contrast, PLCy1 was expressed
in neutrophils at a much lower level than in the thymus or
the spleen. Although these results suggested that PLCy2 is
the predominant PLC+ isoform in neutrophils, they did not
allow the quantitative assessment of the relative expression
of the two proteins in these cells. Hence, the expression of
PLCy1 and PLCy2 was titrated against known amounts of’
recombinant Myc-tagged versions of the two proteins (Fig.
S1 A, available at http://www.jem.org/cgi/content/full/jem
.20081859/DC1). Based on those studies, WT mouse neu-
trophils were estimated to contain 53 + 26 ng PLCy2 (n = 3)
and 3.0 + 1.2 ng PLCy1 (n = 3) per 10° cells, indicating
that the expression of PLCy2 is ~18-fold higher than that
of PLCy1 in these cells. The expression of the two isoforms
was also tested in PLCy2™/~ neutrophils (Fig. 1 B). Although
no PLCy2 signal was observed in PLCy27/~ cells, the ex-
pression of PLCy1 was not affected by the same mutation.
The specificity of the antibodies used was also confirmed by
the blocking effect of isoform-specific PLCy-blocking pep-
tides (Fig. S1 B). Collectively, these results indicate than
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neutrophils express both PLCy1 and PLC+2, although PLCy2
is the predominant isoform. Furthermore, the genetic defi-
ciency of PLCy2 does not affect the expression of PLCy1 in
these cells.

We and others have previously shown that B, integrins
signal through a receptor-proximal tyrosine phosphorylation
cascade involving Src family kinases and Syk (8-11; for re-
view see reference 16). Next, we tested whether PLCy2 is
also phosphorylated under these conditions and whether Src
family kinases and Syk participate in this process. As shown
in Fig. 1 (C and D), plating WT neutrophils on a polyvalent
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Figure 1. Expression and activation of PLCy2 in neutrophils.

(A) Expression of PLCy2 and PLCy1 in WT neutrophils compared with WT
thymocytes and splenocytes. (B) Analysis of PLCy1 and PLCy2 expression
in WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) neutrophils. (C and D) PLCy2 phosphory-
lation in WT, Src family-deficient (Hck=/~Fgr=/~Lyn=/=; Src-family KO), or
Syk~!= (Syk KO) neutrophils plated on a polyvalent integrin ligand (poly-
RGD)-coated surface (pRGD) or left in suspension (control). PLCy2 phos-
phorylation was tested by immunoprecipitation (IP) followed by
immunoblotting with antibodies against phosphotyrosine (PY).

(E and F) Phosphorylation of PLCy2 in neutrophils of the various geno-
types plated on an IgG immune complex-coated (IC) or control-treated
surface. Immunoblotting for actin (A and B) and PLCy2 (C-F) served as
loading controls. Molecular mass values represent the estimated apparent
molecular mass of the proteins. Each panel represents three to five inde-
pendent experiments with similar results.
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integrin ligand surface (poly-R GD) (11) triggered phosphory-
lation of PLCy2. Importantly, this phosphorylation response
was absent in cells lacking the Src family kinases Hck, Fgr,
and Lyn (Fig. 1 C) or the Syk tyrosine kinase (Fig. 1 D).
Murine neutrophils can also be activated in an FeyRIII/FeyRIV-
dependent manner by plating them on immobilized IgG
immune complexes (46), leading to cellular responses that are
dependent on Src family kinases and Syk (unpublished data).
As shown in Fig. 1 (E and F), neutrophil activation by such
immobilized immune complexes leads to phosphorylation
of PLCy2 in WT but not in Src family—deficient (Fig. 1 E)
or Syk-deficient (Fig. 1 F) neutrophils. These results suggest
that PLCy2 is a downstream target of Src family kinases and
Syk during both integrin and Fc receptor-mediated activation
of neutrophils.

PLCy2-/~ bone marrow chimeras and neutrophil surface
marker expression

Our next aim was to test the role of PLCY2 in functional re-
sponses of neutrophils, using cells that are genetically deficient
of this phospholipase isoform. Because we (and others) have not
been able to breed homozygous PLCy2™/~ mice (indicat-
ing a fertility defect in PLCy2~/~ males and/or females), the
mutation was maintained in heterozygous (PLCy2*/~) form.
Even under such conditions, only 12% (rather than the ex-
pected 25%) of a total of 379 offsprings from PLCy2*/~ X
PLCy2"/~ matings were found to be of the PLCy2~/~ geno-
type at weaning age, indicating a partial defect in survival of
PLCy27/~ embryos or newborn pups, which is likely a result
of a lymphatic vascular developmental defect (47) similar to
that seen in SLP-767/~ and Syk™/~ mice (48). To overcome
this problem, bone marrow transplantation was used to gen-
erate chimeric mice with a PLCy2™/~ hematopoietic system.
To this end, recipient mice carrying the CD45.1 allele on
the C57BL/6 genetic background were lethally irradiated and
then injected intravenously with isolated PLCy27/~ or con-
trol C57BL/6 bone marrow cells (both donor strains carry the
CD45.2 allele). Repopulation of the neutrophil compartment
by donor-derived cells was confirmed by flow cytometric anal-
ysis of the donor-specific CD45.2 allele in peripheral blood
leukocytes 4-5 wk after transplantation (Fig. S2, available at
http://www jem.org/cgi/content/full/jem.20081859/DC1).
Using this approach, 99.3 + 1.6% (n = 120) and 99.1 *
2.4% (n = 135) of peripheral blood neutrophils of WT and
PLCy27/~ bone marrow chimeras, respectively, were found
to be of donor origin. Though quite laborious, this approach
allowed us to significantly increase the number of mice available
for our studies. Unless otherwise stated, all of the following
experiments were performed using such WT and PLCy2~/~
bone marrow chimeras.

We next tested whether the deficiency of PLCy2 affected
neutrophil development or expression of major cell surface
receptors. Our bone marrow neutrophil isolation protocol
yielded 12.1 £3.3 X 10°WT and 12.4 + 4.8 X 10° PLCy2~/~
neutrophils per mouse (n = 23; P = 0.62), indicating that
the lack of PLCy2 did not cause a quantitative change in
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neutrophil production. PLCy2~/~ neutrophils also expressed
normal levels of the Grl granulocyte differentiation marker
(Fig. 2 A) and the general leukocyte marker CD45 (Fig. S2).
The PLCy2~/~ mutation did not affect expression of the 3,
integrin chain CD18 (Fig. 2 B) or the a chains of LFA-1
(CD11a; Fig. 2 C) or Mac-1 (CD11b; Fig. 2 D). There was
no difference between the two genotypes in cell surface stain-
ing with a common FeyRII/FeyRIII-recognizing antibody
(Fig. 2 E) or a monoclonal antibody against FcyRIV (Fig.
2 F). Collectively, genetic deficiency of PLCy2 did not affect
neutrophil maturation or the expression of major cell surface
integrins or Fcy receptors.

PLCvy2 is required for integrin and Fc receptor-mediated
neutrophil functions

In the following experiments, the role of PLCY¥2 in in vi-
tro neutrophil functions was investigated. Robust neutrophil
activation can be achieved by plating the cells on an integrin

ligand (e.g., fibrinogen)-coated surface in the presence of a
soluble proinflammatory agonist, such as TNF (49), mimick-
ing activation of neutrophils adherent to the extracellular ma-
trix at the site of inflammation. This response is completely
dependent on 3, integrins both in humans (50) and mice
(11) (see Fig. S4). As shown in Fig. 3 A, neutrophils obtained

10° 107 102 10® 10* 10 107 102 103  10?
FeyRIVI ———— FcyRIV ——

---- WT + Isotype control

— WT + Specific antibody

---- PLCy2 KO + Isotype control

— PLCy2 KO + Specific antibody

Figure 2. Expression of cell surface molecules on PLCy2~/~ neu-
trophils. Expression of the indicated cell surface molecules on unstimu-
lated WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) bone marrow neutrophils was tested
by flow cytometry. Each panel represents three to six independent experi-
ments with similar results.
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from PLCy2~/~ bone marrow chimeras failed to produce
superoxide when plated on a fibrinogen-coated surface in
the presence of TNF. In a limited number of experiments,
a similar defect was also seen in neutrophils isolated from
intact (nonchimeric) PLCy2™/~ mice (Fig. S3 A, available at
http://www.jem.org/cgi/content/full/jem.20081859/DC1).
PLCy27/~ neutrophils also failed to release the tertiary
granule marker gelatinase (Fig. 3 B) or spread over the fi-
brinogen surface (Fig. 3 C) under identical conditions. A
similar defect was seen when fibrinogen-adherent neutro-
phils were stimulated by other soluble proinflammatory
agents, such as the TLR2 agonist lipopeptide Pam;CSK,,
the TLR4-specific ligand ultrapurified LPS, the GM-CSF
cytokine, or the MIP-2 chemokine, which is the mouse ho-
mologue of human IL-8 (Fig. 3 D), in a CD18-dependent
manner (Fig. S4).

Although both integrin ligation and a separate proinflam-
matory stimulus is required for maximal activation of adher-
ent neutrophils under physiological conditions (49, 51), B,
integrin—mediated in vitro neutrophil activation can also be
achieved by plating the cells on surfaces coated with an engi-
neered polyvalent integrin ligand (poly-R.GD) in the absence
of any additional stimulus (11). PLCy2™/~ neutrophils failed
to release superoxide when plated on a poly-RGD—coated
surface (Fig. 3 E) and they did not spread on this polyvalent
integrin ligand surface either (Fig. 3 F).

Collectively, PLCy2 appears to be critically involved in
the adhesion-dependent activation of neutrophils. Together
with the fact that both TNF and the other soluble proinflam-
matory agonists signal normally in PLCy2~/~ neutrophils in
suspension (Fig. 4), our results indicate that PLCy2 is required
for signaling by integrins rather than by receptors of the solu-
ble proinflammatory agents.

Neutrophils can also be activated by immobilized IgG
immune complexes in an FcyRIII/FeyRIV-dependent man-
ner (46), mimicking their activation upon immune complex
deposition in autoimmune diseases. Our unpublished obser-
vations indicate that this response also requires Src family ki-
nases and Syk. As shown in Fig. 3 G, neutrophils isolated
from PLCy2™/~ bone marrow chimeras failed to release super-
oxide when plated on immobilized IgG immune complexes.
Similar results were also obtained using neutrophils isolated
from intact PLCy2~/~ mice (Fig. S3 B). The PLCy2™/~ mu-
tation also abrogated gelatinase release (Fig. 3 H) and neutrophil
spreading (Fig. 3 I) under such conditions. Hence, PLCy2 is
also critically involved in Fcy receptor-mediated functional
responses of neutrophils.

PLCy2 is not required for signaling by G protein—coupled

receptors, Toll-like receptors, and various cytokine receptors
Next, we tested integrin and Fe receptor-independent responses
in PLCy2-deficient neutrophils. As a first approach, the cells
were stimulated with the nonphysiological protein kinase
C—activating agent PMA, which is known to activate neutro-
phils even in the absence of important cell surface receptors
such as 3, integrins (11) or intracellular signaling molecules like
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Src family kinases (9) or Syk (11). PMA-stimulated PLCy2~/~
neutrophils, which were isolated either from PLCy2™/~ bone
marrow chimeras (Fig. 4 A) or intact PLCy2™/~ mice (Fig.
S3 C), released normal amounts of superoxide, indicating

A TNF on Fbg B

1.5 4
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ARTICLE

that PLCvy2 is not required for distal steps of NADPH oxi-
dase activation.

Robust integrin and Fc receptor-independent neutrophil
activation can also be triggered by the bacterial formyl-peptide
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Gelatinase zymogram

Defective integrin and Fc receptor-mediated responses of PLCy2~/~ neutrophils. (A-C) WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) neutrophils

were activated by 50 ng/ml of murine TNF on a fibrinogen (Fog)-coated surface and the resulting superoxide production (A), gelatinase release (B),
and cell spreading (C) followed. (D) Superoxide release of fibrinogen-adherent neutrophils activated with 1 pg/ml Pam,CSK,, 5 pug/ml of ultrapurified
LPS (upLPS), 10 ng/m! of murine GM-CSF, or 100 ng/ml of murine MIP-2. (E and F) Superoxide release (E) and spreading (F) of neutrophils plated on
a polyvalent integrin ligand (poly-RGD)-coated surface (pRGD) in the absence of any additional stimulus. (G-1) Superoxide release (G), degranula-
tion (H), and spreading (I) of neutrophils plated on immobilized 1gG immune complexes (IC). Unstimulated control values were subtracted in A, D,
and G. Error bars represent SD of triplicate readings. Bars, 50 um. Each panel is representative of three to five independent experiments with

similar results.
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fMLP (which activates G; protein—coupled receptors), especially
if the cells are preincubated with the cytoskeletal disrupting
agent cytochalasin B. Under such conditions, fMLP induced
similar superoxide production (Fig. 4 B and Fig. S3 D for
neutrophils from bone marrow chimeras and intact mice,
respectively) and gelatinase release (Fig. 4 C) from WT and
PLCy27/~ cells, indicating that PLCvy2 is not required for
formyl peptide receptor signal transduction.

In the experiments presented in Fig. 3, adhesion-depen-
dentactivation of neutrophils was tested in the presence of var-
ious soluble proinflammatory agonists. Because those agonists

do not induce major functional responses (such as respiratory
burst) in the absence of an integrin ligand surface (Fig. S4),
their integrin-independent signaling capacity was assessed by
testing up-regulation of cell surface integrins or activation of
intracellular signaling pathways in suspension. TNF triggered
normal up-regulation of the CD18 or CD11b integrin chains
(Fig. 4 D), normal phosphorylation of the p38 MAP kinase
(Fig. 4 E), and normal phosphorylation and degradation of
the NF-kB pathway inhibitor Ik-Ba (Fig. 4 E) in PLCy27/~
neutrophils. PLCy2 was not required for phosphorylation of
p38 MAP kinase or phosphorylation/degradation of Ik-Ba
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Figure 4. PLCy2 is not required for integrin and Fc receptor-independent neutrophil functions. (A) Superoxide release of WT and PLCy2~/~
(PLCy2 KO) neutrophils stimulated with 100 nM PMA. (B and C) Superoxide production (B) and gelatinase release (C) triggered by 3 uM fMLP from neu-
trophils preincubated with 10 uM cytochalasin B (CB). (D) Up-regulation of CD18 and CD11b upon activation of neutrophils by 50 ng/ml of murine TNF in
suspension. (E and F) Phosphorylation of the p38 MAP kinase (p38) and of Ik-Ba and degradation of Ik-Ba upon activation of neutrophils with 50 ng/ml

of murine TNF (E) or 1 ug/ml Pam,CSK, (Pam; F). (G and H) Phosphorylation of

ERK and the p38 MAP kinase upon neutrophil activation by 10 ng/ml of

murine GM-CSF (G) or 100 ng/ml of murine MIP-2 (H). Molecular mass values represent the estimated apparent molecular mass of the proteins. Unstimu-
lated controls were subtracted in A and B. Error bars represent SD of triplicate readings. Each panel is representative of three to four independent experi-

ments with similar results.
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triggered by the TLR 2-specific ligand Pam;CSK, either (Fig.
4 F). Similarly, GM-CSF (Fig. 4 G) and the MIP-2 chemo-
kine (Fig. 4 H) triggered normal ERK and p38 MAP kinase
phosphorylation in PLCy2™/~ neutrophils.

Collectively, PLCY2 is not required for integrin and Fc
receptor-independent functional and signaling responses of
neutrophils. These results also suggest that the defective ad-
herent activation of PLCy2~/~ neutrophils (Fig. 3) is caused
by a defect in integrin signaling rather than that of the soluble
proinflammatory agonists.

Normal migration of PLCy2-deficient neutrophils
Neutrophil migration to the site of inflammation is mediated
by several cell surface receptors including chemokine/chemoat-
tractant receptors and [3, integrins. Our previous studies indi-
cated that Src family kinases and Syk, which are indispensable
for various {3, integrin-dependent effector functions of neu-
trophils, are surprisingly not required for 3, integrin-medi-
ated cell migration (11). Those studies prompted us to test
whether PLCy2 participates in 3, integrin-mediated migra-
tion of neutrophils.

In an in vitro Transwell assay system, PLCvy2-deficient
neutrophils migrated as well as WT cells toward increasing
concentrations of the bacterial tripeptide fMLP through a
fibrinogen-coated polycarbonate membrane of 3-um pore size
(Fig. 5 A). Because neutrophil migration under these condi-
tions requires [3, integrins (11), these results indicate that
PLCv2 is not required for (3, integrin-mediated neutrophil
migration in vitro.

A competitive migration assay during a sterile peritonitis
(11) was used to assess the in vivo migration of PLCy2~/~
neutrophils. To this end, mixed bone marrow chimeras car-
rying both CD45.2-expressing PLCy2*/* or PLCy27/~ cells,
along with CD45.1-expressing PLCy2*/* cells in their hema-
topoietic compartment, were generated. After the induction
of a sterile peritonitis by intraperitoneal injection of sterile
thioglycollate broth, the percentage of neutrophils from the
two donor genotypes was determined both in the bloodstream
and the peritoneal infiltrate. Any difference in this percentage
between the two compartments would indicate different mi-
gratory capacities of neutrophils from the two donor strains.
When both CD45.1- and CD45.2-expressing donor cells
were of PLCy2%/* genotype, the percentage of CD45.2-
expressing neutrophils did not differ between the blood
and the peritoneum (Fig. 5 B), indicating that the different
alleles of CD45 do not affect neutrophil migration. In con-
trast, when CD45.2-expressing PLCy2™/~ bone marrow cells
and CD45.1-expressing PLCy2*/* cells were present the per-
centage of PLCy27/~ cells in the inflamed peritoneum was
consistently higher than that in the bloodstream (Fig. 5 B).
Calculation of the relative migratory capacity of neutrophils
revealed that the accumulation of PLCy2™/~ neutrophils in
the inflamed peritoneum was nearly twice more efficient than
that of PLCy2*/* cells (Fig. 5 C). These results are in sharp
contrast with the severe reduction of migration of CD187/~
neutrophils in a similar assay (11). Therefore, in contrast to
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CD18, PLCv2 is not required for, or may even act as a nega-
tive regulator of, neutrophil migration into the inflamed peri-
toneum. Collectively, these results indicate that, similar to
Src family kinases and Syk, PLCy2 is not required for CD18-
dependent in vitro or in vivo migration of neutrophils.
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Figure 5. Normal in vitro and in vivo migration of PLCy2~/-
neutrophils. (A) Migration of WT and PLCy2~/= (PLCy2 KO) neutrophils
toward the indicated concentrations of fMLP through fibrinogen-coated
transwell membranes of 3-pum pore size. Error bars represent SD of
duplicate readings. Data are representative of three independent experi-
ments. (B and C) Competitive migration of CD45.2-expressing and
CD45.1-expressing neutrophils during thioglycollate-induced sterile
peritonitis in mixed bone marrow chimeras. (B) Percentage of CD45.2-
expressing WT or PLCy2~/~ cells in the blood and the peritoneal lavage
fluid. Each data point represents an individual mouse. The thin diagonal
line marks points of identical percentage of CD45.2 cells in the blood
and the peritoneum. Error bars represent SD from three blood samples
taken at different time points from the same mouse. The data are
combined from two independent experiments. (C) Relative migratory
capacity of CD45.2-expressing WT or PLCy2~/~ neutrophils relative to
the CD45.1-expressing cells calculated from the data presented in B.
Error bars represent SD of values from 6 (WT) or 18 (PLCy2~/7) indi-
vidual mice.
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Leukocyte-endothelial interaction in fMLP-treated to the vessel wall, no such effect was observed in PLCy2~/~
cremaster muscles in vivo chimeras (Fig. 6 A). fMLP also induced the spreading of WT
To gain further insight into the relationship between spread- leukocytes, as indicated by the flattening (decreased diameter

ing, adherent activation, and cell migration in neutrophils, as  perpendicular to the vessel wall) of the cells adherent to the
well as to exclude the possibility that the aforementioned dif- endothelium (Fig. 6 B). This spreading (flattening) response

ferences between the role of PLCy2 in these processes (com- was strongly reduced in PLCy2™/~ bone marrow chimeras at
pare Figs. 3 and 5) stem from the very different assay systems early time points (Fig. 6 B), although the mutant cells were
used, we performed the simultaneous analysis of leukocyte able to partially flatten down at later time points after fMLP
adhesion, spreading, and extravasation in individual venules stimulation. Besides these real-time in vivo microscopic ob-
of MLP-superfused cremaster muscles of WT and PLCy2~/~ servations, parallel cremaster muscle samples were subjected

bone marrow chimeras. As shown in Table S1 (available at ~ to whole mount histological analyses. Those studies again
http://www.jem.org/cgi/content/full/jem.20081859/DC1), revealed that the fMLP-induced increase of the intravascu-
there was no difference in the various hemodynamic param- lar leukocyte count (an approximate measure of leukocyte
eters or total leukocyte counts between the two genotypes. adhesion) was significantly attenuated in PLCy2™/~ bone
The PLCy2~/~ mutation did not affect rolling flux fraction marrow chimeras (Fig. 6 C), likely reflecting the described
(36 = 11 and 28 * 12% in WT and PLCy27/~ chimeras, adhesion/spreading defect (Fig. 6, A and B). Despite all these

respectively) or leukocyte adhesion (Fig. 6 A) under resting observations, the fMLP-induced increase of the number of
conditions either. However, although local superfusion of  perivascular leukocytes (an approximate measure of leukocyte
the cremaster muscle of WT chimeras with 1 uM fMLP trig- extravasation) in PLCy2~/~ chimeras was similar to or even

gered a significant increase in stable adhesion of leukocytes slightly higher than that in WT control chimeras (Fig. 6 D),
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Figure 6. Leukocyte-endothelial interaction in fMLP-treated cremaster muscle venules in vivo. (A and B) Intravital microscopy of postcapillary
cremaster muscle venules superfused with 1 uM fMLP. (A) Leukocyte adhesion in postcapillary venules of WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) bone marrow
chimeras before (pre) and at the indicated time points during superfusion with fMLP. (B) Leukocyte spreading in fMLP-superfused cremaster muscle ve-
nules. The rate of spreading is expressed as the percent decrease in cell diameter perpendicular to the vessel wall. Mean and SEM of data obtained from
four WT and five PLCy2 KO chimeras are shown. (C and D) Leukocyte adhesion (C) and extravasation (D) assessed by histological analysis of whole mount
preparations of cremaster muscles of WT or PLCy2 KO bone marrow chimeras superfused for 15 min in the presence or absence of 1 pM fMLP. The mean
and SEM are shown of the number of intravascular (C) and perivascular (D) leukocytes in 29-41 individual vessels per group from four WT and five PLCy2
KO chimeras, each tested independently during the same day.
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suggesting that transendothelial migration of leukocytes was
not impaired in the absence of PLCy2. These results again
indicate that a defective adhesion/spreading response in the
absence of PLCy2 does not translate into impaired migration
of leukocytes through the vessel wall.
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PLCy2 is required for the development of K/BxN serum transfer arthritis. WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) bone marrow chimeras

(A-C and G) or intact (nonchimeric) mice (D-F) were injected with 400 pl of arthritic (K/BxN) or nonarthritic control serum and the development of arthritis
followed. (A) Photographs of the hind limb of mice of the indicated treatment and hematopoietic genotype 10 d after serum injection. Pictures are repre-
sentative of a total of 17-23 individual mice per group from eight independent experiments. (B and C) Hind limb clinical score (B) and ankle thickness (C) of
mice of the indicated treatment and genotype. Error bars represent the SD of four to eight individual clinical scores or ankle thickness values from a single
experiment repeated a total of eight times. (D-F) Hind limb photographs (D), clinical score (E), and ankle thickness (F) of intact (nonchimeric) mice of the
indicated treatment and genotype. Data are from three mice per group tested in parallel. Error bars represent the SD of six individual hind limb values from
three mice per group. (G) Histological analysis of the ankle joint of mice of the indicated treatment and hematopoietic genotype 4 d after serum injection.
The photomicrographs on the right are enlarged from the highlighted areas in the middle pictures. Original magnification, 5x. Bars: (left and middle)

200 pm; (right) 100 pm. Photomicrographs are representative of a total of four to six samples per group from three independent experiments.
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involved in the pathogenesis of inflammatory diseases medi-
ated by these factors. To test this possibility, we turned to the
K/BXN serum transfer arthritis model, an autoantibody-me-
diated model of the effector phase of autoimmune arthritis.
Prior studies from other groups indicated that this model re-
quires neutrophils (27, 32, 33) as well as the presence of 3,
integrins (44) and Fcy receptors (34—41). We have also con-
firmed the latter two conclusions (unpublished data).

To test the role of PLCy2 in the K/BXN serum transfer
arthritis model, WT or PLCy2~/~ bone marrow chimeras
were injected with arthritogenic K/BXN serum or normal
serum from nonarthritic (KRN transgene negative) litter-
mates. Although WT bone marrow chimeras injected with
arthritogenic serum developed severe arthritis of their hind
paws (Fig. 7 A), no sign of the disease was seen in similarly

treated PLCy2~/~ chimeras (Fig. 7 A), indicating a major role
for PLCy2 in the development of K/BXN serum transfer
arthritis. Quantification of arthritis severity by clinical scoring
revealed that arthritis became evident 2 d after injection
of WT chimeras with arthritogenic serum, peaked between
8—12 d, and started to cease afterward. Importantly, no signs of
arthritis were seen at any time point in PLCy2™/~ bone mar-
row chimeras injected with arthritogenic K/BXN mouse se-
rum (Fig. 7 B). Treatment of WT chimeras with arthritogenic
serum also triggered a robust increase of their ankle thickness
(Fig. 7 C), whereas the same treatment had no effect on ankle
thickness of PLCy2™/~ chimeras (Fig. 7 C). Collectively, PLCy2
within the hematopoietic compartment is indispensable for
the development of macroscopic signs of autoimmune arthri-
tis in the K/BXN serum transfer model.
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Figure 8.

PLCy2 deficiency protects from arthritis-induced loss of articular function. WT and PLCy2~/~ (PLCy2 KO) bone marrow chime-

ras (A and B) or intact (nonchimeric) mice (C) were injected with 400 ul of arthritic (K/BxN) or nonarthritic control serum. 6-12 d after the serum

injection, the mice were placed on a custom-made wire grid, flipped over,

and the time for which the mice were able to hold on to the lower side

of the grid was recorded. (A) Snapshots at the indicated time points from video captures of mice of the indicated treatment and hematopoietic
genotype 10 d after serum injection. The snapshots are representative of a total of 165-263 individual measurements on 10-16 mice per group
from four independent experiments. (B) Quantitative analysis of the articular function as represented by the percentage of the bone marrow
chimeras from a given group to hold on to the grid for a given period of time after the grid has been flipped over from four independent experi-
ments. Error bars represent SEM of 10-16 individual "holding on curves" (obtained from 12-21 measurements on each single mouse between

8 and 12 d after serum transfer). (C) Quantitative analysis of the articular function of intact mice of the indicated treatment and genotype.
Error bars represent SEM of three individual holding on curves (obtained from 18 measurements on each single mouse between 8 and 12 d after

serum transfer).
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To exclude the possibility that these results were affected
by the bone marrow transplantation approach (e.g., by the
use of irradiation that by itself may affect the course of auto-
immune arthritis [reference 52]), the same experiments were
repeated on a small cohort of intact (nonchimeric) WT and
PLCy27/~ mice. As shown in Fig. 7 (D-F), genetic defi-
ciency of PLCy2 completely abrogated the development of
all clinical signs of K/BXN serum transfer arthritis even in
such nonchimeric animals.

We also performed histological analysis of the ankle joint
of bone marrow chimeras of the various experimental groups.
As shown in Fig. 7 G, a robust leukocytic infiltration of
the periarticular tissues could be observed in WT chimeras
injected with arthritogenic serum relative to those injected
with nonarthritogenic control serum. Importantly, no such
infiltration was seen in PLCy27/~ bone marrow chimeras
injected with arthritogenic serum (Fig. 7 G), indicating that
PLC+2 is required for the development of microscopic signs
of arthritis such as the accumulation of leukocytes in the peri-
articular space.

PLCy2-/~ bone marrow chimeras are protected

from arthritis-induced loss of articular function

Besides the macroscopic and microscopic signs of inflammation,
arthritis also leads to severe impairment of articular function.
This was assessed by testing the ability of the mice to hold on
to the bottom of a horizontal wire grid similar to a regular
wire cage lid. As shown in the video snapshots in Fig. 8 A,
although WT chimeras injected with control serum were
able to hold on to the wire grid for the entire 20-s assay pe-
riod, WT chimeras injected with arthritogenic serum were
not able to hold on for more than a few seconds, indicating
an arthritis-induced loss of articular function. Importantly,
PLCvy2™/~ bone marrow chimeras injected with arthrito-
genic serum had no difficulties in holding on to the wire grid
for the entire assay period (Fig. 8 A).

To obtain a more quantitative assessment of joint function,
this experiment was repeated several times on each individual
mouse during the plateau phase of the disease, and the per-
centage of mice that were still holding on to the wire grid at a
given time point was calculated analogous to Kaplan-Meier
survival curves (Fig. 8 B). As shown in Fig. 8 B, nearly 90% of
control-treated WT chimeras held on to the wire grid until
the end of the 20-s assay period. In contrast, only 40% of WT
chimeras injected with arthritogenic serum held on for >1 s,
and practically none of them did so for the entire assay period
(Fig. 8 B). Importantly, most of the PLCy2~/~ chimeras were
able to hold on to the wire grid for the entire 20-s period irre-
spective of whether they were injected with arthritogenic or
control serum (Fig. 8 B). In a small set of experiments, a similar
protection from arthritis-induced loss of articular function was
seen in intact (nonchimeric) PLCy2~/~ mice (Fig. 8 C), indi-
cating that the effect of PLCy2 deficiency on articular func-
tion was not affected by the bone marrow transplantation
approach used. Collectively, mice lacking PLCy2 are also pro-
tected from arthritis-induced loss of articular function.
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DISCUSSION

Rheumatoid arthritis is a severe chronic disease affecting
~1% of the human population. Although the therapy of the
disease has significantly improved during the last decades, it is
still far from being solved. This is exemplified by the still
widespread use of the highly cytotoxic chemotherapeutic agent
methotrexate, the severe cardiovascular complications of
COX-2 inhibitors, or the tremendous costs and possible side
effects (e.g., reactivation of silent tuberculosis) of anti-TINF
therapeutics. Better understanding of rheumatoid arthritis at
the molecular level would strongly facilitate the development
of novel treatment strategies for the disease.

The experiments presented in this paper provide evidence
for the role of PLCY2 in the K/BXN arthritis model, one of
the most widely used animal models of rheumatoid arthritis.
A unique feature of this model is that its effector phase can be
clearly separated from its initiation phase by transferring the
serum of an arthritic K/BXN mouse to an otherwise nonar-
thritic recipient (26). Our experiments performed using this
serum transfer model (Figs. 7 and 8) indicate that PLCy2
participates in the effector phase of the disease. Furthermore,
the fact that bone marrow chimeras with PLCy2~/~ hemato-
poietic system but PLCy2*/* nonhematopoietic tissues are
protected from K/BXN serum transfer arthritis indicates that
PLC+y2 within the hematopoietic system is indispensable for
disease development.

The effector phase of theumatoid arthritis is mediated by
several cell types, likely including various phagocytic lineages.
To our knowledge, of those lineages only neutrophils have
been consistently linked to the development of the inflam-
matory process in a diverse array of arthritis models and ex-
perimental approaches (27-33). Of the other phagocytes,
liposome-mediated depletion studies suggested a pathogenetic
role for macrophages (53), but another genetic study indi-
cated that certain macrophage subsets play a negative rather
than a positive role in autoimmune arthritis (54). Although
an elegant series of genetic and reconstitution studies indi-
cated the role of mast cells in the development of K/BXN
serum transfer arthritis (55), another study using a different
genetic approach suggested that arthritis development may
proceed normally in the absence of mast cells (56). Based on
these results, the most likely explanation for our in vivo re-
sults is that PLCy2 within neutrophils is required for the auto-
antibody-induced inflammation process. The second most
likely PLCy2-dependent compartment would be the mast
cell lineage, which also expresses PLCy2 and may be acti-
vated through integrins and Fcy receptors. However, because
mast cells are long-lived radioresistant cells that survive a le-
thal irradiation in most tissues (57, 58), it is unlikely that our
bone marrow transplantation approach was able to replace
the majority of the recipients’ mast cells. Hence, it unlikely
that the complete defect of arthritis developmentin PLCy27/~
bone marrow chimeras is caused solely by the deficiency of
PLCv2 in mast cells.

Several cell surface receptors have also been shown to
participate in various models of autoimmune arthritis. Several

587

6002 ‘LT yoareN uo Bio'ssaidni-wal woly papeojumoq


http://jem.rupress.org

Published March 9, 2009

dc_158 11

studies using mice lacking the Fc receptor common <y chain
(34-37) or Fcy receptor-specific ligand binding o chains
(36—42) indicated a critical role for Fcy receptors in various
autoimmune arthritis models (43). The role of 8, integrins
(44) or their putative ligands (44, 45) has also been shown in
various autoimmune arthritis models. Somewhat surprisingly,
however, there is very little information available on whether
and to what extent signaling molecules downstream of these
receptors play a role in the development of autoimmune ar-
thritis. In this context, it is particularly important that our
study identifies PLCy2, a component of integrin and Fc re-
ceptor signal transduction, as a critical player of the effector
phase of autoimmune arthritis.

Neutrophils are critical players of the innate immune re-
sponse but they also participate in tissue destruction during auto-
immune diseases (1-3, 5). Integrins and Fc receptors are two
major groups of cell surface receptors participating in neutro-
phil activation at the site of inflammation or bacterial invasion.
We and others have shown that integrin and Fc receptor sig-
naling in neutrophils are both mediated by a receptor-proximal
tyrosine phosphorylation cascade consisting of Src family ki-
nases, I TAM-bearing adaptor molecules, and the Syk tyrosine
kinase (6—11; for review see reference 16) (unpublished data).
In the present work, we identify PLCy2 as a common down-
stream mediator of integrin and Fc receptor signaling in neu-
trophils (Fig. 3). PLCy2 thus appears to be a new member of
a growing family of intracellular molecules participating in
both integrin and Fc receptor signal transduction in these cells
(6—11, 59—61; for review see reference 16). In contrast, PLCy2
is dispensable for neutrophil activation through several other
cell surface receptors such as G protein—coupled formyl pep-
tide or chemokine receptors, various cytokine receptors (TNF
and GM-CSF), or members of the Toll-like receptor family
(Fig. 4). Hence, PLCy2 plays a specific role in signaling by a
defined subset of neutrophil activatory receptors.

In addition to participating in adhesion-dependent func-
tional responses of neutrophils, 3, integrins are also required
for the migration of the cells to the site of inflammation.
Somewhat surprisingly, although PLC«y2 is required for the
former response (Fig. 3), 3, integrin-mediated (11) neutro-
phil migration can occur in the absence of PLCy2 (Fig. 5).
This is, however, in line with the normal migration of neutro-
phils lacking Src family kinases (11), Syk (11), ITAM-bearing
adapters (10), or members of the Vav family (60) under CD18-
dependent conditions (11). Therefore, 3, integrins likely use
other PLCy2-independent pathways to support neutrophil
migration to the site of inflammation.

It is also puzzling how and to what extent spreading and
extravasation can be dissected at the cellular and molecular
level, given the generally accepted view that spreading and
firm leukocyte adhesion precedes the transmigration of leuko-
cytes through the vessel wall. Our prior studies on leukocyte—
endothelial interactions in Syk™/~ bone marrow chimeras
(62, 63) indicated that a significant level of extravasation is
possible even when adhesion is severely reduced and leuko-
cyte spreading over the endothelium is apparently completely
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absent. Similar studies on PLCy2~/~ bone marrow chimeras
presented in this paper also indicate that severely defective
adhesion (Fig. 6, A and C), and decreased and delayed spread-
ing (Fig. 6 B) do not necessarily hinder the extravasation
(Fig. 6 D) of leukocytes. Hence, transmigration of leukocytes
through the vessel wall is possible even if adhesion and spread-
ing are severely defective. It is at present unclear how tran-
sendothelial migration occurs under these conditions. One
possibility is that integrin-mediated spreading and firm adhe-
sion simply coincide with concomitant transmigration with-
out any major role of the former two processes in the latter
one. Alternatively, spreading and adhesion may play dual
roles by promoting transmigration, for example, through ar-
resting the leukocytes at the site of inflammation, but also
hindering it, for example, by holding leukocytes back by the
adhesive process. If so, then a defective adhesion/spreading
response would not have any major net effect on transmigra-
tion of leukocytes. Further studies will be required to reveal
whether and how these or other mechanisms can explain
transmigration of leukocytes when their spreading and/or ad-
hesion responses are severely impaired.

Along the same line of thinking, it is also interesting to
note that our histological analyses showed a complete lack of
leukocytic infiltration in periarticular regions of PLCy27/~
bone marrow chimeras injected with arthritogenic K/BXN
serum (Fig. 7 G). Based on the normal migration of PLCy2~/~
neutrophils under other conditions (Figs. 5 and 6), we hypothe-
size that the lack of PLCy2 blocks the development of the
inflammatory environment (chemokines, cytokines, and in-
flammatory endothelium). Hence, the otherwise migration-
competent neutrophils are not attracted to the periarticular
tissues in PLCy2™/~ bone marrow chimeras.

All of the experiments presented in this paper have been
performed on inbred mice on the C57BL/6 genetic back-
ground. This strain is the most widely used genetically homo-
geneous mouse strain, allowing the most accurate comparison
of our results with those from other investigators. However,
we cannot exclude the possibility that PLCy2 would be less
critically involved in in vitro neutrophil functions and/or the
effector phase of autoimmune arthritis on a different genetic
background. Such a phenomenon could theoretically be possible
through compensation by either PLCy1 or a PLCy-independent
mechanism. Although it would be rather difficult to predict
the possible extent of compensation by the latter mechanism,
studies showing that overexpression of PLCy1 in PLCy27/~
cells was not able to restore B cell maturation (64) or the de-
velopment of multinucleated osteoclasts (65) suggest that there
is relatively little room for functional compensation between
the two members of the PLC+y family.

In addition to providing clear evidence for a role of PLCy2
in integrin-mediated neutrophil functions and the develop-
ment of K/BXN serum transfer arthritis, our studies also
raise several novel questions that have yet to be addressed in
the future. Although we hypothesize that the effect of the
PLCy2™/~ mutation in vivo is a result of a neutrophil defect,
this has yet to be confirmed more directly, for example, by
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lineage-specific deletion of PLCy2 in neutrophils. The same
holds true for whether our in vivo phenotype is indeed caused
by an integrin and/or Fc receptor signaling defect and whether
PLCvy2~/~ neutrophils are indeed capable of migrating to the
site of inflammation during a full-blown K/BXN serum trans-
fer arthritis. Although our studies strongly implicate PLCy2 in
the effector phase of autoantibody-mediated arthritis, its con-
tribution to other aspects of the disease have yet to be tested,
for example, using the TNF-mediated human TNF-trans-
genic Tg197 (66) or the IL-17-mediated SKG point mutant
(67, 68) models. It is also unclear whether the lipase activity
and/or other structural features of PLCy2 contribute to its
role in neutrophil functions in vitro and arthritis development
in vivo. This, and the reason for why PLCy1 is apparently not
able to compensate for the lack of PLCv2, will need to be
tested by reexpression of various PLCy2 mutants and/or
PLCy1 in PLCY27/~ bone marrow cells, for example, by
using a retroviral reconstitution strategy (10). Finally, the role
of PLCY2 in the various aspects of antimicrobial functions of
leukocytes (such as phagocytosis by myeloid lineage cells) and
its relationship to that of Src family kinases and Syk has yet to
be tested in more detail.

Collectively, we found that PLCy2 is a central compo-
nent of integrin and Fc receptor signal transduction in neu-
trophils, linking the receptor-proximal Src family-ITAM
adaptor—Syk cascade to functional responses of these cells.
Our results also identify PLCy2 as a critical player of the
effector phase of autoimmune arthritis, most likely through
its role in integrin and Fc receptor signaling of neutrophils.
These studies provide novel insight into the cellular and
molecular mechanisms of autoimmune inflammation and may
eventually point to novel targets of future therapies of major
human diseases such as theumatoid arthritis.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Heterozygous mice carrying a deleted PLCYy2 allele (PLCg2m™Uni,
referred to as PLCy27) (19) were obtained from J. Ihle (St. Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, TN). Because of the limited fertility and
survival of homozygous PLCy27/~ mice, the mutation was maintained in
heterozygous form by a PLCy2™/~ X PLCy2*/~ breeding strategy. Off-
springs were genotyped by allele-specific PCR reaction from tail DNA using
5'-GCCTCTGCACAGCACACATATGG-3" WT-specific and 5'-CAA-
GGTGAGATGACAGGAGATCC-3" mutant-specific forward primers
along with the 5'-TTCACCGCATCCTCCTTTGAGTCC-3" common
reverse primer. Triple Src family—deficient (Hck®!Hev/miHevfgpmiHev/unlHev_
Lyntmisor/miSor referred to as Hck ™/ “Fgr™/~"Lyn™/7) mice (69) were obtained
from C. Lowell (University of California, San Francisco, San Francisco, CA)
and kept as triple homozygous mutants. Mice carrying the Syk™!T* muta-
tion (70) (referred to as the Syk™ allele) were obtained from V. Tybulewicz
(National Institute for Medical Research, London, UK). The Syk™ mutation
was maintained in heterozygous form and used to obtain Syk™/~ neutrophils
by fetal liver transplantation as previously described (11). Mice carrying the
KRN T cell receptor transgene (25) were obtained from D. Mathis and
C. Benoist (Harvard Medical School, Boston, MA) and maintained in hetero-
zygous form by mating with C57BL/6 mice. KRN transgene-positive mice
were identified by flow cytometry (see Flow cytometry) based on the high
percentage of VB6 TCR-expressing cells among CD4-positive T cells (25).
Complete CD18-deficient (Itgh2m2Bay/m2Bay - referred to as CD187/7) mice
(71) were obtained from A. Beaudet (Baylor College of Medicine, Hous-
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ton, TX). Fc receptor y chain—deficient (Feerlgm!Rav/miRav: referred to as
FcR7y™/7) mice (72) were purchased from Taconic. All these mice were
backcrossed to the C57BL/6 genetic background for eight or more gen-
erations. WT control C57BL/6 mice were purchased from the Hungarian
National Institute of Oncology. NOD mice, as well as a congenic strain
carrying the CD45.1 allele on the C57BL/6 genetic background (B6.SJL-
Pipre?), were purchased from The Jackson Laboratory. Mice were kept in
individually sterile ventilated cages (Tecniplast) in a conventional facility.
All animal experiments were approved by the Semmelweis University (Bu-
dapest, Hungary) Animal Experimentation Review Board or the Regier-
ungsprisidium Karlsruhe (Karlsruhe, Germany).

To obtain bone marrow chimeras with PLCy2™/~ hematopoietic system,
recipients carrying the CD45.1 allele on the C57BL/6 genetic background
were lethally irradiated by 11 Gy from a ®’Co source using an irradiator
(Gammatron 3; Siemens) and then injected intravenously with unfraction-
ated bone marrow cells from PLCy2~/~ or WT C57BL/6 control mice.
On average, bone marrow cells of a single donor mouse were injected into
10-12 recipients. 4-6 wk after transplantation, peripheral blood samples
were stained for Grl and CD45.2 and analyzed by flow cytometry (see Flow
cytometry). Repopulation of the hematopoietic compartment by donor-
derived cells was defined as the percentage of CD45.2-positive (donor-
derived) cells in the Grl-positive granulocyte gate. Bone marrow chimeras
were used 5-10 wk after the transplantation.

Neutrophil isolation. Mouse neutrophils were isolated from the bone
marrow of the femurs and tibias by hypotonic lysis followed by Percoll (GE
Healthcare) gradient centrifugation as previously described (73). Neutrophil
isolation was performed at room temperature using sterile and endotoxin-
free reagents. Cells were kept at room temperature in Ca*"- and Mg?*-free
medium until use (usually less <30 min) and prewarmed to 37°C before
activation. Neutrophil assays were performed at 37°C in Hank’s balanced
salt solution (Invitrogen) supplemented with 20 mM Hepes, pH 7.4.

Flow cytometry. For neutrophil studies, isolated neutrophils, peripheral
blood samples, or peritoneal lavage fluids were stained with PE-conjugated
anti-Grl (RB6-8C5), FITC-conjugated anti-CD45.2 (clone 104), bioti-
nylated anti-CD11b (M1/70), or unconjugated antibodies against CD18
(C71/16), CD11a (M17/4), FeyRII/II (2.4G2), or FeyRIV (9E9; obtained
from J. Ravetch, Rockefeller University, New York, NY) (74). To identify
KRN transgene-positive mice, peripheral blood samples were labeled with
FITC-conjugated anti-CD4 (RM4-5) and PE-conjugated anti-TCR V(6
(RR4-7) antibodies. Unconjugated antibodies were visualized with FITC-
conjugated anti—rat IgG whereas biotinylated anti-CD11b was visualized with
streptavidin-Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). Unless otherwise
stated, all flow cytometry antibodies and their isotype controls were purchased
from BD. All staining was performed in the presence of 2% FCS (Invitrogen).
Samples were fixed in FACS Lysing Solution (BD) and analyzed on a FACS-
Calibur (BD) using CellQuest software (BD). Neutrophils and CD4-positive
T cells were identified based on positive labeling for Grl and CD4, respec-
tively, along with their typical forward- and side-scatter characteristics.

In vitro functional assays. Adhesion-dependent activation was performed
by stimulating murine neutrophils with 50 ng/ml of recombinant murine
TNEF (PeproTech), 1 pg/ml Pam;CSK, (EMC Microcollections), 5 pg/ml
of ultrapurified LPS (InvivoGen), 10 ng/ml of recombinant murine GM-CSF
(PeproTech), or 100 ng/ml of recombinant murine MIP-2 (PeproTech)
while adherent to a plastic surface coated with 150 pg/ml of human fibrino-
gen (MP Biomedicals) as previously described (10, 11). Integrin-mediated
activation in the absence of another soluble stimulus was achieved by plating
neutrophils on surfaces precoated with 20 ug/ml of engineered polyvalent
integrin ligand peptide (poly-RGD; F5022; Sigma-Aldrich) Neutrophil
activation by immobilized immune complexes was achieved by plating the
cells on immobilized HSA—anti-HSA (both obtained from Sigma-Aldrich)
immune complexes without any additional stimulus as previously described
(46). Activation of neutrophils in suspension was performed in Mg?*-free
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media essentially as previously described (10, 11, 73, 75) using 100 nM PMA
(Sigma-Aldrich), 3 pM fMLP (Sigma-Aldrich), or 50 ng/ml TNF. fMLP-
stimulated cells were pretreated with 10 pM cytochalasin B (CB; Sigma-
Aldrich) for 10 min before cell activation. Where necessary, the reaction
was stopped after 10 min (degranulation triggered by CB+fMLP) or 30 min
(integrin and Fc receptor-mediated degranulation and spreading responses;
TNF-induced integrin up-regulation).

Superoxide release was determined by a real-time cytochrome ¢ (Sigma-
Aldrich) reduction test, as previously described (51), using a multiplate reader
(Multiskan Ascent; Thermo Fisher Scientific) in dual wavelength (550 and
540 nm) kinetic measurement mode. To simplify the presentation, unstimu-
lated control values were subtracted from those of stimulated samples. Exocy-
tosis of gelatinase was determined by in-gel gelatinase zymography as previously
described (10, 46). Cell spreading was assessed after formalin fixation using an
inverted microscope (DMI 6000B; Leica) with a 20X phase-contrast objective
connected to a charge-coupled device camera (DFC480; Leica).

Biochemical and signaling studies. Unstimulated WT and PLCy2~/~
neutrophils were lysed in a 1% Triton X-100-based lysis buffer (11, 73), and
their Triton-soluble fraction were boiled in sample buffer, run on SDS-
PAGE, and immunoblotted with antibodies against PLCy2 (Q-20; Santa
Cruz Biotechnology, Inc.), PLCy1 (1249; Santa Cruz Biotechnology, Inc.),
or B-actin (AC-74; Sigma-Aldrich), followed by peroxidase-labeled second-
ary antibodies (GE Healthcare). Where indicated, primary antibodies were
preincubated with 0.4 pg/ml of the relevant blocking peptides (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.) before incubation with the immunoblotting mem-
brane. Lysates prepared from thymus or spleen cells of WT mice served for
comparisons of signal intensity.

Purified recombinant Myc-tagged human PLCyl and PLCy2, ex-
pressed in SfY insect cells using a baculoviral expression system, were ob-
tained from P. Gierschik (University of Ulm, Ulm, Germany) (76). For the
quantification (titration) of PLCy1 and PLCy2 expression in neutrophils,
various amounts of the two recombinant proteins along with murine neutro-
phil lysates were run on SDS-PAGE and immunoblotted using the afore-
mentioned PLCy1 and PLCvy2 antibodies as well as an antibody against the
Myc epitope (clone 9E10; Santa Cruz Biotechnology, Inc.). The amino acid
sequences of the human and murine proteins are practically identical around
the putative antibody recognition sites in the cases of both PLCy isoforms,
whereas there is hardly any similarity between PLCy1 and PLCvy2 at the
same sites, which justifies the use of recombinant human PLCry isoforms
along with the aforementioned polyclonal antibodies for the quantification
of the two murine proteins.

For biochemical signaling experiments, neutrophils were plated on a poly-
RGD or immobilized immune complex surface, or they were stimulated by
50 ng/ml TNF, 1 pg/ml Pam,CSK,, 10 ng/ml GM-CSF, or 100 ng/ml
MIP-2 in Mg?*-free media in suspension. After 3-min (MIP-2) or 10-min (all
other stimuli) incubations, the reaction was stopped and cell lysates were pre-
pared in a Triton X-100-based lysis bufter (11, 73), except for immunopre-
cipitation assays where the lysis buffer was supplemented with 0.1% SDS and
0.5% sodium deoxycholate (RIPA). PLCy2 was precipitated using the Q-20
PLC+y2 antibody and captured using a 1:1 mixture of protein A Sepharose
(Invitrogen) and protein G Agarose (Invitrogen). Triton-soluble whole-cell
lysates or PLCy2 immunoprecipitates were immunoblotted with antibodies
against phosphotyrosine (clone 4G10; Millipore), PLCY2, p38 MAP kinase
(C-20; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), ERK1/2 (combination of C-16
[ERK1] and C-14 [ERK2]; Santa Cruz Biotechnology, Inc.), Ik-Ba (Cell
Signaling Technology), or phosphospecific antibodies (Cell Signaling Tech-
nology) against the p38 MAP kinase, ERK, and Ik-Ba (14D4).

In vitro and in vivo migration. In vitro migration of neutrophils was as-
sessed by a Transwell assay system essentially as previously described (10, 11).
In brief, Transwell inserts with polycarbonate filters of 3-um pore size
(Corning) were precoated with human fibrinogen, filled with suspensions of
WT or PLCy2™/~ murine neutrophils, and inserted in 24-well plate wells
filled with assay media containing varying concentrations of fMLP. The
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migration of neutrophils into the lower compartment during a 60-min pe-
riod was assessed by an acid phosphatase assay as previously described (11).

A competitive migration assay during sterile peritonitis in mixed bone
marrow chimeras (11) was used to assess in vivo migration of neutrophils. To
this end, bone marrow cells of PLCy2™/~ mice on the C57BL/6 genetic
background (i.e., carrying the CD45.2 allele) were mixed with bone mar-
row cells from congenic mice expressing CD45.1 on the C57BL/6 genetic
background at varying ratios ranging from 10 to 70% of CD45.2-expressing
cells. This mixed cell suspension was injected intravenously into lethally ir-
radiated CD45.1-expressing recipient mice, giving rise to mixed bone mar-
row chimeras carrying CD45.2-expressing PLCy2 ™/~ and CD45.1-expressing
PLCy2** hematopoietic cells. To exclude any effect of the different CD45
alleles on cell migration, a few control chimeras were generated in a similar
fashion but using PLCy2*/* (intact C57BL/6) mice as the CD45.2-express-
ing donor strain, giving rise to mixed chimeras with CD45.1- and CD45.2-
expressing PLCy2"/* hematopoietic cells. 5-8 wk after transplantation, the
mixed bone marrow chimeras were injected intraperitoneally with 1 ml
of 3% thioglycollate broth (Heipha Diagnostics). Blood was taken directly
before as well as 2 and 4 h after the injection, and the peritoneal cavity was
lavaged at 4 h. The relative percentage of CD45.1- and CD45.2-expressing
neutrophils in the peripheral blood and peritoneal lavage samples was deter-
mined by flow cytometry in the Grl-positive granulocyte gate. Relative mi-
gration of neutrophils of the CD45.2-positive PLCy2™/~ or PLCy2*/*
genotypes (relative to the CD45.1-expressing PLCy2"/* cells) was calculated
as follows:

(percentage of CD45.2 cells in peritoneum)

. L percentage CD45.2 cells in blood
relative migration = ( }

percentage of CD45.1 cells in peritoneum

percentage of CD45.1 cells in blood

Intravital microscopy and whole mount cremaster muscle prepara-
tion. Bone marrow chimeras were anesthetized using intraperitoneal injec-
tion of ketamine and xylazine and the cremaster muscle was prepared for
intravital imaging as previously described (63). Intravital microscopy was
performed on an upright microscope (BX51; Olympus) with a 40X 0.75 NA
saline immersion objective. The microcirculation was recorded using a charge-
coupled device camera (CF8/1; Kappa) coupled to a recorder (S-VHS;
Panasonic). Superfusion of the cremaster muscle and local treatment with
1 uM fMLP was performed as previously described (63). Postcapillary venules
ranged from 25 to 35 um in diameter and were observed before and during
fMLP administration.

Geometric and hemodynamic parameters, such as vessel diameter, leu-
kocyte diameter, and vessel segment length, of postcapillary venules were as-
sessed from recorded video tapes using a digital image processing system as
previously described (77). Spreading of adherent leukocytes in postcapillary
venules was assessed by measuring the diameter (height) of attached leuko-
cytes perpendicular to the vessel wall before and at various time points
during fMLP superfusion as previously described (63). Mean blood flow
velocities and wall shear rates (7y,,) were estimated as previously described (63).
Rolling leukocyte flux fraction was defined as the ratio of rolling leukocytes
to the total number of leukocytes passing the same vessel per minute (78).
Leukocyte adhesion was defined as the number of adherent cells per milli-
meters squared of vessel surface area (63). Systemic leukocyte concentration
was determined from blood samples taken at the end of the experiment as
previously described (63).

For whole mount preparations, mouse cremaster muscles were surgi-
cally prepared, as described in the first paragraph of this section, and super-
fused with 1 uM fMLP in superfusion buffer for 15 min. Thereafter,
cremaster muscles were fixed with 4% paraformaldehyde and whole mounts
were prepared as previously described (79). Fixed cremaster muscles were
stained with Giemsa and analyzed for the number of intravascular and peri-
vascular leukocytes using an upright microscope (Axioskop; Carl Zeiss, Inc.)
through a 100X 1.3 NA oil immersion objective. Whole mounts from un-
treated cremaster muscles prepared from both WT and PLCy27/~ bone
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marrow chimeras served as negative controls. All cremaster muscle experi-
ments were independently assessed by two investigators blinded for the
treatment and genotype of the mice.

K/BXN serum transfer arthritis. Mice carrying the KRN T cell receptor
transgene (25) on the C57BL/6 genetic background were mated with NOD
mice to obtain KRN transgene-positive offsprings on the C57BL/6 X NOD
F1 genetic background (K/BXN mice) as well as their transgene-negative
(BXN) littermates. The presence of the transgene was determined by flow
cytometry as well as by looking for visible signs of arthritis in the K/BXN
mice. Blood was taken by retroorbital bleeding and sera from transgene-
positive and transgene-negative mice were pooled separately.

Arthritis was induced by intraperitoneal injection of 400 pl of arthritogenic
(K/BXN) or control serum into WT or PLCy2™/~ bone marrow chimeras or
intact (nonchimeric) mice, followed by daily assessment of arthritis develop-
ment for 2 wk. Visible clinical signs of arthritis were scored on a 0—10 scale by
two investigators blinded for the origin and treatment of the mice. Ankle thick-
ness was measured by a spring-loaded caliper (Kroeplin). For histological analy-
sis, mice were killed 4 d after serum transfer and their ankle joints were fixed in
formalin (Sigma-Aldrich). The joints were then decalcified, embedded in paraf-
fin, sectioned, and stained with hematoxylin and eosin (Histopathology Llc.).
Photomicrographs were taken on a microscope (DMI 6000B; Leica).

To assess articular function, mice were placed on a custom-made wire grid
(Charles River Laboratories) with identical wire thickness and spacing to a regular
wire cage lid. The wire grid was flipped upside down and the length of time the
mice held on to the grid was recorded. This test was performed three times daily
during the period of 8-12 d after the serum injection. The obtained data were
combined into holding-on curves similar to Kaplan-Meier survival curves.

Online supplemental information. Fig. S1 shows expression level of
PLCY isoforms in neutrophils and provides detailed information about PLCy
antibody specificity. Fig. S2 shows repopulation of PLCy27™/~ bone marrow
chimeras by donor-derived neutrophils after bone marrow transplantation.
Fig. S3 shows functional responses of neutrophils from intact (nonchimeric)
PLCy27/~ mice. Fig. S4 shows CD18-dependent activation of adherent
neutrophils by various proinflammatory agonists. Table S1 shows hemody-
namic and microvascular parameters in fMLP-stimulated cremaster muscle
venules. Online supplemental material is available at http://www.jem.org/
cgi/content/full/jem.20081859/DC1.
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