Jelatviteli folyamatok vizsgalata neutrofil
granulocitdkban €s az autoimmun iziileti gyulladas
kialakuldsaban

Doktori tézisek

Dr. Németh Tamas

Semmelweis Egyetem
Molekularis Orvostudomanyok Doktori Iskola

¥a=ls
~|.‘\"‘|“I ' N

iy

o,

- { SEMMELWEIS
5 |  EGYEIEM
=

_'3' PHD

Témavezetd: Dr. Mdcsai Attila egyetemi docens, Ph.D.

Hivatalos biralok: Dr. Helyes Zsuzsanna egyetemi docens, az MTA doktora

Dr. Cervenak Laszl6 tudomanyos fomunkatars, Ph.D.

Szigorlati bizottsag elndke: ~ Dr. Falus Andras egyetemi tanar, az MTA rendes
tagja

Szigorlati bizottsag tagjai: Dr. Prohéaszka Zoltan tudomanyos fémunkatars,
az MTA doktora

Dr. Nagy Gyorgy egyetemi adjunktus, Ph.D.

Budapest
2012



OSSZEFOGLALAS

A neutrofil granulocitak miikddése nélkiilozhetetlen a szervezet
egészséges milkodéséhez: mind funkcidcsokkenésiik (fertézések révén), mind
taulmiikodéstik (példaul egyes autoimmun folyamatokban) komoly zavarokat
eredményezhet. PhD-munkdm soran neutrofil granulocitak jelatvitelével és a
vizsgalt molekuldk autoimmun iziileti gyulladasban betdltott szerepével
foglalkoztam.

Els6 kisérleteimben egy eldszor altalunk jellemzett p190RhoGAP-hidnyos
egértdrzs segitségével kimutattam, hogy a pl90RhoGAP nem nélkiilozhetetlen
résztvevoje a neutrofilek [,-integrin-fliggd és -fiiggetlen folyamatainak,
valamint a neutrofil- és B,-integrin-fliggd autoimmun iziileti gyulladésnak.

Tovabbi vizsgélataim soran azt talaltam, hogy az Fc-receptor (FcR) y-lanc
esszencialis a neutrofilek Fcy-receptor-medialt in vitro sejtvalaszaihoz.
Struktura-funkcio analizis révén bizonyitottam, hogy az FcR y-lanc ITAM-
tirozinjai nélkiilozhetetlenek ezekben a folyamatokban, valamint az autoimmun
iziileti gyulladas kialakulasaban.

A neutrofilek Fcy-receptor jelpalyajanak tovabbi vizsgalata soran
kimutattam, hogy a jelatvitel a Syk tirozin-kinaztdl disztalisan kettévalik egy
CARDO9-fiiggetlen, korai sejtvalaszokhoz ¢s egy CARD9-fliggd, NF-kB-medialt
késoi sejtvalaszokhoz vezetd utvonalra. A CARD9 az autoantitest-indukalt
iziileti gyulladdsban is fontos komponensnek bizonyult, melynek hatterében
feltehetden a neutrofilek és makrofagok csokkent citokin-termelése all.

Végiil kimutattam, hogy a tirozin-kinaz gétlé dasatinib nem befolydsolja
lényegesen a [,-integrinek inside-out szignalizdcidjat és a baktériumok
neutrofilek altali fagocitozisat.

A neutrofil granulocitdk miitkodésében szerepet jatsz6 molekulak
feltérképezése hozzasegit minket a gyulladas patogenezisének pontosabb
megértéséhez ¢és hozzdjarulhat a gyulladasos korképek (példaul autoimmun

folyamatok) egy ujabb, jovObeni farmakologiai terapidjanak a kidolgozaséhoz.
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BEVEZETES

A neutrofil granulocitdk nélkiilozhetetlen résztvevoi a szervezet
immunvédekezésének. A nyugalmi koriilmények ko6zott a vérben keringd
neutrofilek a behatolod kérokozok hatasara elhagyjak az érpalyat és a szovetekbe
vandorolnak, ahol sejtfelszini receptoraik kozvetitésével aktivalodni képesek.
Az aktivalodott neutrofilek hatékony effektor sejtek: szuperoxid-termelésiik,
granulum-tartalmuk leaddsa ¢és  fagocitotikus képességiik révén a
mikroorganizmusok kozvetlen eliminéalasat, citokin- és kemokin-termelésiik
altal pedig tovabbi immunsejtek helyszinre toborzasat, illetve azok
miitkodésének modositasat végzik. A neutrofilek miikodése térben és idoben
szigortian szabalyozott folyamat, melynek zavara autoimmun szdvetkarositast
eredményezhet.

Az autoimmun betegségek kronikus, progressziv korképek, melyek a
nyugati tarsadalmak lakossaganak kozel 3%-at érintik és komoly halaloki
tényezdk. Az autoimmun korképek egyik legnagyobb csoportjat az autoimmun
iziileti gyulladasok alkotjak, melyek koziil a legismertebb a rheumatoid artritisz.
Bar az autoimmun iziileti gyulladasok elterjedtségiik, kronikus lefolyasuk és az
¢rintettek fokozodd mozgaskorlatozottsaga révén komoly terhet jelentenek a
betegeknek ¢€s a tarsadalomnak, a betegségek terapiaja mindezidaig nem teljesen
megoldott. Mindez felveti az igényt tovabbi terapias szerek kifejlesztésére Uj
célmolekuldk azonositasan keresztiil, melyhez azonban jobban meg kell ismerni
a gyulladds patomechanizmusat. Mivel szdmos irodalmi adat utal arra, hogy a
neutrofil granulocitdk fontos szerepldéi egyes autoimmun korképeknek (ami
felveti, hogy a neutrofilek miikodésének befolydsoldsa esetleg terapias cél is
lehet a jovOben), kisérleteinkben elsdsorban ezen sejttipussal foglalkoztunk.

Az immunmiikodésekben szdmos receptor vesz részt, melyek jelpalydjuk
révén Osszekapcsoljak a kiindulési jeleket a végrehajtdo sejtmikodésekkel. A
klasszikus immunreceptorok kozé a limfocitdk antigén-receptorai és az Fc-

receptorok tartoznak. Altalanossagban elmondhatd, hogy az immunreceptorok
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jelatvitelében a receptor-komplexben talalhaté tirozin-tartalma ITAM
motivumtol kiindulva szdmos tirozin-kindz szerepel és a jelpalya aktivalodasa
végiil kiilonbozd transzkripeids faktorokon (példaul az NF-xB alegységeken)
végzddve hozza létre a megfeleld sejtvalaszokat. A neutrofil granulocitdk
felszinén nagy szamban taldlhatéak az immunglobulin G megkdtésére képes
Fcy-receptorok, melyek jelatvitele a klasszikus immunreceptorokéval mutat
hasonlosagot. Ugyanakkor nem ismert, hogy az aktivaldé Fcy-receptorok
ligandko6to lancdhoz séhiddal kapcsolodd ITAM-tartalmu segédlanc, az FcR y-
lanc sziikséges-e ¢és amennyiben igen, akkor pontosan miként neutrofilek Fcy-
receptor jelatviteléhez. Nem tisztazott tovabba, hogy az NF-kB szerepel-e a
jelatvitelben, valamint, hogy a dendritikus sejtek ITAM-szerii jelatvitelében
fehérje, a CARDO részt vesz-e a folyamatban.

A heterodimer integrinek olyan sejt-sejt/sejt-extracellularis matrix
kapcsoloelemek, adhézios molekuldk, melyek a sejt belsejébdl érkezd szignalok
hatasara konformacios és membran-lokalizacids valtozdson mennek keresztiil.
Ez az ,inside-out” szignalizdcionak nevezett folyamat lehet6vé teszi a
ligandkotést €s a tovabbi jelatvitelt (,,outside-in” szignalizacio). Fagocitasejtek
B,-integrin jelpalydja egy Osszetett, a mai napig nem minden elemében tisztazott
folyamatsor, melyben az Src-tipust tirozin-kindzok szerepe tagadhatatlan. Az
Src-kindzok hatdsaikat részben kis G-fehérjéken keresztiil fejtik ki. A kis G-
fehérjék (példaul a Rho) jellegzetes aktivacidos ciklussal rendelkeznek és
szabalyozéasukban jelentések a GTP-az aktivald fehérjék (a GAP-ok). Mivel a
pl90RhoGAP fibroblasztokban ¢s idegsejtekben fontos Src-szubsztratnak,
tovabba ezen sejtek integrin-fliggd folyamatai soran jelentds szereplonek
bizonyult, felmeriilt benniink, hogy a p190RhoGAP esetleg szerepel a neutrofil
granulocitak B,-integrinek altal szabalyozott miikodéseiben.

A tirozin-kindzok szdmos sejtmiikodést szabalyoznak a szervezetben a
sejtek proliferacigjatdl az immunmitkddésekig. Mig ezen enzimek megfeleld

aktivitasa kritikus a szervezet normal miikodéséhez, a molekulak mutacioi



daganatok kialakuldsdhoz, az immunsejtek talmikodésével egylitt jaro aktivitas-
fokozodasa pedig autoimmun szOvetkarositdshoz vezethet. A hematoldgiai
daganatok kialakulasaban kiemelt jelentdsége van a Ber-Abl fuzids fehérjének,
mely az Abl tirozin-kindz szabalyozatlan aktivalédasdhoz vezet. Ezen
imatinib-et, illetve az Abl és az Src-kinazok k6z0s gatloszerét, a dasatinibet. A
dasatinib Src-kindzokat gatldo hatdsa alapjan felmeriilt, hogy a vegyiilet a
daganatos sejtek mellett esetleg az érett egészséges neutrofilekre is hatassal
lehet. A kérdéskor a jelenlegi hematologiai alkalmazas mellékhatasai, masrészt
pedig mint egyes autoimmun folyamatok lehetséges 1) terapias megkozelitése
miatt lehet fontos.

Az autoimmun iziileti gyulladdsok egyes &llatmodelljeiben (példaul a
K/BxN szérum transzfer artritiszben) mind a neutrofil granulocitdk, mind a
korabban emlitett Fcy-receptorok és [,-integrinek fontos szereplonek
bizonyultak. Mindez aldhtizza a neutrofil jeldtviteli folyamatok pontosabb
megismerésének fontossagat, melynek esetleg terapids vonzatai is lehetnek a
neutrofil tulmitkddésekkel jellemezhetd autoimmun korképekben.

Munkam soran a fentiekben emlitett jelatviteli folyamatok genetikai és
farmakologiai megkozelitésekkel valé modositasanak hatdsat vizsgaltam a
neutrofil granulocitak in vitro aktivalodasara €s az autoantitest-indukalt izileti

gyulladés in vivo lefolyasara.



CELKITUZESEK

PhD-munkam soran az alabbi négy témakorrel foglalkoztam és a kovetkezo

kérdésekre kerestem a valaszt:

Milyen modon befolyasolja egy GTP-az aktivald fehérje, a
p190RhoGAP hidnya a neutrofil granulocitdk B,-integrin-fiiggd, valamint
-fliggetlen sejtvalaszait és a neutrofil-, illetve integrin-medidlt K/BxN

szérum transzfer artritisz kialakulasat?

- Sziikséges-e az Fc-receptor y-lanc ¢és két ITAM-tirozinja neutrofil
granulocitadk Fcy-receptorainak mitkodéséhez, vagy a segédlanc csupéan a
receptorok sejtfelszini kifejez0dését biztositja? Miként modositja ezen
tirozinok fenil-alaninra torténd cserélése az autoantitest kivaltotta iziileti

gyulladast?

- Részt vesz-e és amennyiben igen, milyen modon a CARD9 adapter
fehérje neutrofil granulocitdk Fcy-receptorainak szignalizacidjaban és

kisérletes autoimmun iziileti gyulladasban?

- Milyen hatéssal van a masodik generacios antileukémias szer, a dasatinib
egészséges human neutrofilek B,-integrin inside-out szignalizacidjara és a

bakteridlis fagocitozisra?

Vizsgalataim sordn az els0 hdrom esetben genetikai, a negyedikben

farmakologiai megkdzelitést alkalmaztam.



MODSZEREK

A Kkisérletekhez hasznalt fobb egértorzsek, csontveloi kimérak

A pl90RhoGAP hianyanak vizsgéalatdhoz egy ujonnan eldallitott
pl90RhoGAP mutans allélt (Grifl™*") hordozd egértorzs felhasznalasaval
készitett csontvel6i kimérdkat hasznaltam. Integrin-fiiggd referenciapontként
CDI18" egerek szolgaltak. Az Fc-receptor y-lanc intracellularis tirozinjainak
vizsgalatdhoz az FcR y-lanc-hianyos genetikai hattéren vad tipust vagy ITAM-
tirozinmutans FcR y-lancot expresszalo transzgénikus egereket alkalmaztunk. A
CARD9 szerepének vizsgdlata sordn CARDO9- ¢s Bcll0-hidnyos egereket,
valamint Syk-hianyos csontveldi kimérakat hasznaltunk.

Csontveld-transzplantacidohoz az eldzetesen letalisan besugarzott CD45.1-
pozitiv recipiens egereknek intravéndsan CD45.2-t expresszaldo csontveldi
donorsejteket adtunk. A transzplantacid sikerességét négy héttel a miitét utan
aramlési citométerrel ellendriztiik.

Kontrollként genetikai médositastol mentes vad tipusu egereket vagy vad
tipust donorok segitségével 1étrehozott kimérakat hasznaltunk.

Meéréseink soran a kiilonbozo sejtek genotipusat utdlag Western-blot

segitségével is ellendriztiik.

A neutrofil granulocitak izolalasa, a kisérleti korillmények

A kisérleteink soran hasznalt egér neutrofil granulocitakat csontvelébdl
preparaltuk Percoll gradiensen. Human neutrofil granulocitak izolalasahoz az
onkéntes donorok periférias vérébol szarmazéd sejteket a dextranos iilepitést
kovetden Ficoll gradiensen centrifugéltuk.

A gatloszerrel torténd kisérletek soran a human neutrofileket kiilonbozo
koncentracioju dasatinibbel kezeltiik. Kontrollként DMSO-t tartalmazd mintak
szolgaltak.

A neutrofil granulocitdkat izolalasuk ¢és sejtvalaszaik vizsgalata soran

HBSS oldatban tartottuk. A funkcionalis mérések elott az oldatokat kalcium-



kloriddal és (néhany kivételtdl eltekintve) magnézium-kloriddal egészitettiik ki.
A funkcionalis vizsgalatok 37 °C-on torténtek.

A neutrofilek sejtvalaszainak vizsgalati modszerei
A neutrofilek aktivalasanak modozatai

Integrin-fliggé folyamatokhoz az integrinek inside-out szignalizacidjat
biztositd kostimulust (példaul TNFa-t) alkalmaztunk immobilizalt fibrinogénnel
fedett felszinen. Az immunkomplex-fliggd aktivaléddshoz humén szérum
albumin ¢s anti-albumin antitest vagy laktoferrin ¢€s anti-laktoferrin antitest

segitségével 1étrehozott immobilizalt immunkomplexeket hasznaltunk.

A neutrofilek in vitro €sin vivo sejtvalaszainak mérése

A szuperoxid-termelés méréséhez citokrom c¢ redukcidos moddszert
hasznaltunk. A zselatinaz degranulaciot zselatindz zimografia, a sejtszétteriilést
faziskontraszt mikroszkdpia segitségével értékeltiik. Az in vitro sejtvandorlas
mérésehez Transwell-migracidos modszert alkalmaztunk. A CD11b-upreguléaciéd
¢s CDI11b-aktivacidé mérését aramlasi citométeren végeztiik. A citokin-leadas
mérése soran az aktivalt sejtek feliiliszéinak citokin-tartalmat ELISA-
modszerrel hataroztuk meg. A bakteridlis fagocitdzis vizsgalatdhoz kevert
human szérummal opszonizalt, GFP-t expresszald Staphylococcus aureus torzset
hasznaltunk.

Az intracellularis jelatviteli folyamatok vizsgalatdhoz Western-blot
technikat, az NF-kB-aktivacié méréséhez elektroforetikus mobilitas shift assay-
t (EMSA-t) hasznaltunk.

crcr

tesztet alkalmaztunk kevert csontveloi kimérak alkalmazasaval.

A K/BxN szérum transzfer artritisz kivaltasa és mérése
Az iziileti gyulladas kivaltdsdhoz spontan artritiszben szenvedd K/BxN

egerek szérumat intraperitonedlisan injektaltuk vad tipusu, illetve génmodositott



egerekbe (3-400 pl szérum egyedenként). Az iziileti gyulladas jeleit klinikai
pontszam meghatarozasaval, a bokak vastagodasat egy specialis méréeszkoz
segitségével kovettiik 14 napon keresztiil. A bokaiziilet funkcionalis allapotarol

racson valo 16gas/16gatés segitségével nyertiink informaciot.

A kisérletekbol szarmazo adatok értékelése és prezentalasa

Valamennyi kisérletiinket legaldbb hirom alkalommal elvégeztiik és
mindannyiszor a bemutatottakhoz hasonlé eredményt kaptunk. In vitro
méréseink soran egyetlen kisérleten beliil altaldban harom parhuzamos, azonos
csoportba tartozd mintdt hasznaltunk. A kisérletekbdl szdrmazo6 adatokat a
kisérleti felalldsnak megfeleléen egy- vagy kétmintds t-probanak, illetve
ismétléses, kétfaktoros variancia-analizisnek (ANOVA mddszernek) vetettiik ala
(+ Tukey-féle post-hoc teszt). A statisztikai kiértékeléshez a STATISTICA
programot hasznaltuk. A szignifikancia hataranak a p=0,05 értéket tekintettiik.



EREDMENYEK

A p190RhoGAP szerepe neutrofil granulocitakban és autoimmun iziileti
gyulladasban
A p190RNoGAP null mutacio és a p190RhoGAP™ egyedek jellemzése
A pl90RhoGAP hidnyanak vizsgélatéhoz a p190RhoGAP null muténs
alléljat (Grif1"™">*") hordozé egértorzset hasznaltam, melyet egy amerikai
munkacsoport hozott 1étre, de elséként mi jellemeztiik és publikaltuk a mutaciot.
A pl190RhoGAP hianya perinatalis letalitast okozott. Ennek éathidaldsara
p190RhoGAP"" heterozigoték idozitett terhességébél szarmazd pl90RhoGAP-
hianyos és vad tipusu allélt hordoz6 kontroll magzatok majanak felhasznalasaval
csontveld-transzplantaciot végeztiink. Kisérleteinkhez az igy nyert csontveldi

kimérakat hasznaltuk.

A p190RN0GAP szerepe egér neutrofilek B,-integrin-figgd fol yamataiban
Fibrinogén felszinen TNFa jelenlétében a CDI18-hianyos sejtekkel
ellentétben a p190RhoGAP-hianyos granulocitak szuperoxid-termelése csupan
kismértékt csdkkenést mutatott vad tipusu tarsaikhoz képest. A p190RhoGAP-
hidnyos neutrofilek nem mutattak 1ényegi kdrosodast néhany tovabbi kostimulus
esetében sem. TNFa jelenlétében, integrin-ligand felszinen a pl190RhoGAP-
hidnyos neutrofilek is szétteriiltek, bar a vad tipussal ellentétben kissé csokkent
mértékben. A p190RhoGAP tovabba nem mutatkozott nélkiilozhetetlennek sem

az in vitro, sem az in vivo vizsgalt neutrofil migracio soran.

Szerepel-e a p190RNoGAP az autoimmun izlleti gyulladas kialakulasaban?

A K/BxN szérum transzfer artritiszes kisérleteink soran az artritogén
szérummal kezelt vad tipust egyedekben jol megfigyelhetd gyulladas alakult ki,
mely a CD18-hianyos egerekben nem jott létre. A pl90RhoGAP ™~ kimérakban
a vad tipuséhoz hasonld mértékil iziileti gyulladas jott 1étre. A funkcionalis

tesztben hasonlo eredményeket kaptunk.
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Az Fc-receptor y-lanc és ITAM-tirozinjainak szerepe egér neutrofil
granulocitak Fcy-receptor-medialt jelatvitelében és az autoimmun iziileti
gyulladas kialakulasaban
Az FcR y-lanc szerepe neutrofilekben

Immobilizalt immunkomplex-felszinen a vad tipust egér neutrofilekkel
szemben az FcR y-lanc-hianyos sejtek képtelenek voltak szuperoxid-termelésre,
zselatindz-leadésra és szétteriilésre. Mivel az FcR y-lanc hianyaban az aktivalo
Fcy-receptorok nem fejezddtek ki a neutrofilek felszinén, felmeriilt a kérdes,
hogy vajon a segédlanc csupan stabilizalja a membranban a ligandk6td receptor-
lancot, vagy azon tulmenden esetleg ITAM-tirozinjai révén a jelatvitelben is

részt vesz.

Az Fe-receptor y-lanc ITAM-tirozinok szerepének vizsgalati megkdzelitése
Struktura-funkciéo analizisiink soran a két ITAM-tirozin helyett
funkciondlisan semleges fenilalanint tartalmazé Fc-receptor y-lanc mutanst
hasznaltunk FcRy hattéren (FcRy " FcRy(YF)Tg egyedek). Kontrollként FcRy-
hidnyos hattéren modositatlan exogén Fc-receptor y-lanc gént transzgénként
tartalmazd egereket hasznaltunk (FcRy’ FcRy(VT)Tg). Méréseink soran

genetikai modositasoktol mentes vad tipusu és FcRy ™ egyedeket is vizsgaltunk.

Az Fc-receptor y-lanc tirozinmutans neutrofilek jellemzése és az ITAM-tirozinok
szerepe neutrofilek Fey-receptor kivaltotta sejtvalaszaiban

A fenti genetikai modositasok nem befolyasoltak a sejtek érését. Western-
blot segitségével tovabba jol lathatd volt, hogy az FcRy ™ hattérre visszajuttatott
vad tipusu, valamint ITAM-tirozinmutans FcRy allélt hordoz6 neutrofilekben
jbol megjelent az FcR y-lanc és az ahhoz kapcsolddo sejtfelszini Fcy-
receptorok.

Mig a vad tipusi FcR y-lanc FcRy-hidnyos hattérre vald visszajuttatisa

részlegesen helyreallitotta az Fcy-receptor-medialt szuperoxid-termelést, az
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ITAM-tirozinmutdans FcRy eset¢ében nem jelent meg a sejtvélasz.

Hasonldképpen alakult a sejtek zselatindz leadasa €s szétteriilése is.

Az ITAM-tirozinok szerepe az autoimmun artritisz effektor fazisaban

Mig az FcRy’ FcRy(VT)Tg egerekben kialakult egy koztes erdsségii
iziileti gyulladas, az FcRy” FcRy(YF)Tg allatok védettnek bizonyultak az
iziileti gyulladassal szemben. Mig az artritogén szérummal kezelt FcRy”’
FcRy(VT)Tg egyedekben megjelent az iziileti diszfunkcio, az ITAM-tirozinok

hianya védettséget eredményezett.

A CARD?Y szerepének vizsgalata primer fagocitasejtekben és autoantitest-
medialt iziileti gyulladasban
A CARD9-hidnyos egér neutrofilek jellemzése

Kimutattuk, hogy a CARD9 jelen van neutrofil granulocitdkban és a
hidnya nem befolyésolja az FcyRIII és FcyRIV sejtfelszini expressziojat.

Neutrofil sgjtvalaszok CARD9 hianyaban

A neutrofilek immunkomplex-kivaltotta, Fc-receptor-fiiggd sejtvalaszai
koziil elészor a rovidebb tava (30 percen beliill megjelend) valaszokat
vizsgaltuk. Ezek koziil a CARD9-hianyos neutrofilek a vad tipussal megegyezd
mértékben voltak képesek szuperoxid termelésére, zselatinaz leadasara és
szétteriilésre, mig az IxBa foszforilacidja €s degradacidja, valamint az NF-kB
aktivacioja jelentdsen karosodott CARD9 hianyaban.

Az Fc-receptor-fliggd hosszabb tavu (tobb oOra alatt létrejovo) sejtvalaszok
koziil az NF-kB-dependens kemokinek, igy a CXCL2 és a CCL3 termelése
jelentésen karosodott CARDY hidnyaban. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg

csontveldi eredetli makrofagok Fcy-receptor jelatvitelének vizsgalatakor is.

A Syk tirozin-kindz és a Bcl10 szerepe neutrofilek Fey-receptor jelatviteléoen
In vitro kisérleteink tovabbi részében a CARDY9 pontosabb helyzetét

szerettiik volna meghatarozni neutrofil granulocitak Fcy-receptor jelatvitelében.
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Irodalmi adatok alapjan a Syk tirozin-kinaz és a Bcl10 adapter fehérje szerepét
vizsgaltuk. Immobilizalt immunkomplex-felszinen a Syk hidnyaban mind a
rovidebb tavl, mind a hosszabb tavu sejtvalaszok karosodtak. Ezzel szemben a

Bcl10 csak a neutrofilek hosszabb tav( véalaszaihoz volt sziikséges.

A CARD9 szerepe autoimmun izilleti gyulladas effektor fazsaban

Az artritogén szérum beadasat kovetden a CARD9-hianyos egerekben is
kialakult az iziileti gyulladas, azonban a vad tipusti egyedekével Osszevetve
hatarozottan gyengébb mértékben: mind a klinikai pontszam, mind a
bokavastagsag-valtozas tekintetében egy intermedier fenotipus alakult ki. Az
artritogén szérum-kezelésben részesiilt CARD9-hidnyos egyedek tovabba a vad
tipusnal mérsékeltebb iziileti funkcidézavart mutattak. Hasonldéan intermedier
fenotipust figyelhettiink meg egy autoantitest-medidlt autoimmun hoélyagos
borgyulladasban is CARD9 hidnydban. A részleges karosodas hatterében az in
vivo megfigyelt csokkent synovialis CXCL2-szint és a CARD9-hidnyban
megfigyelhetd normdl in vivo migraci6 miatt a neutrofilek és a makrofagok

csokkent hosszabb tavu sejtvalaszait (kemokin-termelését) valoszinisitettiik.

A dasatinib néhany neutrofil sejtvalaszra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A dasatinib hatasa human neutrofilek B,-integrin inside-out szignalizacidjara
Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a dasatinib nem befolyasolta

lényegesen a TNFa, az IL-8 és az fMLP hatasara bekovetkezé CDI11b-

upregulaciot és -aktivaciot.

Erintetlen B,-integrin-fliggd fagocitézs dasatinib jelenl étében

A kevert human szérummal opszonizalt GFP-jel6lt baktériumokat adott
ideig human neutrofilekkel inkubaltuk. A kisérlet soran azt tapasztaltuk, hogy a
dasatinib nem befolyasolta a Staphylococcus aureus neutrofil granulocitak altali

fagocitozisat.
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KOVETKEZTETESEK

A célkitizéseknek megfeleloen kovetkeztetéseimet is négy pontban foglalom

0ssze.

1. Karakterizaltunk egy 1), a pl90RhoGAP teljes hidnyat eredményezd mutaciot
egerekben ¢és vizsgaltuk a fehérje hianyanak kovetkezményeit neutrofil
granulocitdkban. A pl90RhoGAP™ neutrofil granulocitdk nem mutattak
Iényeges karosodast [,-integrin-fliggd és -fliggetlen in vitro folyamatokban.
Hasonloképpen a pl90RhoGAP nem bizonyult nélkiilozhetetlennek a f3,-

integrin-fiiggd autoantitest-medialt autoimmun iziileti gyulladasban sem.

2. Az Fc-receptor y-lanc hidnyaban karosodtak a neutrofil granulocitak Fcy-
receptor-medialt sejtvalaszai. Transzgénikus struktira-funkci6 analizissel
kimutattuk, hogy ezen folyamatban esszencidlisak az FcR 7y-lanc ITAM-
tirozinjai. Ugyancsak nélkiilozhetetlennek bizonyultak a kérdéses tirozinok

autoantitest-medialt iziileti gyulladasban.

3. A CARDY nem sziikséges neutrofilek Fcy-receptor aktivacidjat kovetden
megjelend rovidebb tavi, ellenben esszencialis egyes hosszabb tavu sejtvalaszok
(példaul a kemokin-termelés) kialakuldsahoz. Ez utobbi soran a CARD9 a Syk-
tél disztalisan helyezkedik el és feltehetéen a Bcll0 révén befolydsolja a
CARD9-hiany részleges karosodast eredményezett autoantitest-medialt
autoimmun betegségekben, melynek hatterében nagy valdszinliséggel a

kemokinek (neutrofilek ¢és makrofagok altali) csokkent termelése allhat.

4. A kis molekulasulya dasatinib nem gatolta 1ényegesen a human neutrofil
granulocitak f,-integrin inside-out szignalizacidjat, valamint a kevert human

szérummal opszonizalt baktériumok fagocitozisat.
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