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3. Bevezetés, irodalmi hattér

3.1. A neutrofil granulocitak miikodésének altalanos jellemzése

Az emberi periférias vér fehérvérsejtjeinek tobb, mint 60%-at alkotd neutrofil

granulocitdk  (mas  elnevezéssel LUMEN
. y . . A TRANSENDOTELIALIS
polimorfonuklearis sejtek (PMN)) @ [Roume | [ aomzo | MIGRACIO
\V - — A
, . Neutrofil
elengedhetetlen  alkotoelemei a granulocna
4 -—

, . . i Endotél
szervezet koérokozok elleni / INTERSTICIUM ndotélsejt
immunvédekezésének. Mind a Hizdsejt /

cproctr r r 4 :I g SZOVETI

periférias  vérben valdo  szamuk ! '\ MIGRACIO
csokkenése (granulocitopénia), mind \ .
mikodési zavaraik  jelentdsen EMORINEES 1B,

. lk b k , . ,1_ , Makrofag
megnoveli Zervez riali

cgnove a szervezet bakterialis ¢s MIKROORGANIZMUS, AKTIVAUO

, Y L, SERULES, EGYEB

gombas fertozések iranti VESZELYT JELZO
SZIGNALOK
fogékonysagat. A granulumok ] o ]
1. abra: A neutrofil granulocitak vandorlasa
neutralis festodése alapjan | és szoveti aktivacidja
| 1 . svid A veszélyjel, valamint a szdveti rezidens sejtek
elnevezett, alapvetoen rovi (pl. makrofagok, hizosejtek) altal termelt
&lettartamt granulocitak q | mediatorok hatasara a neutrofil granulocitak
elhagyjak az érpalyat és a gyulladas helyére

csontveldben a granulocita-monocita | vandorolnak, ahol lokalis aktivacion mennek

. e keresztil (Forras: [1I1]).
progenitor (GMP) sejtbol ( (L))

keletkeznek [1]. A termindlisan differencialt sejtek kezdetben a csontveloben
raktarozodnak, majd egy maig részleteiben nem teljesen ismert szabalyozési
folyamatnak engedelmeskedve a véraramba kertilnek.

A gyulladasmentes allapotban a vérben keringd neutrofilek bizonyos stimulusok
(veszélyjelek (pl. mikroorganizmus behatolasat jelzd molekuldk, sejtpusztulés
kovetkeztében szabadda valo intracellularis alkotéelemek), valamint egyéb gyulladasos
sejtekbdl szarmazo citokinek) hatasara kezdetben gyengébb, majd szoros kapcsolatba
keriilnek a gyulladasos medidtorok hatasara megvaltozott felszinii endotélsejtekkel. A
bonyolult, tobb tényezdbdl 4all6 folyamatot az aldbbi egyszeriisitett sémaval
jellemezziik. Az elsd, ,,gorgésnek” (rollingnak) nevezett folyamathoz elsésorban
szelektinekre van sziikség, mig a masodik letapadasi (adhézids) 1épést mar a

heterodimer sejtadhézidés molekulacsalad, a neutrofilek felszinén taldlhaté integrinek

11
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végzik. A folyamatsor végén a neutrofilek elhagyjdk az érpalyat egy ugyancsak
integrin-medialt 1épés, a transzendotelialis migracio (diapedezis) soran (1. abra). A
szovetekbe keriilt és ott vandorlo sejtek ezt kovetden a rezidens immunsejtek (pl.
makrofagok, hizoésejtek) altal elvélasztott medidtorok (pl. gyulladasos citokinek,
leukotriének), valamint a behatold mikroorganizmusok konzervalt molekuldinak
hatasara aktivalodni képesek.

A neutrofilek aktivacidjadban szadmos sejtfelszini receptor vehet részt. A
mikroorganizmusok konzervalt molekuldit (korokozo-asszocialt molekularis mintadzatok
(Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) a mintazat-felismeré receptorok
(Pattern recognition receptors, PRR) ismerik fel. Legjellegzetesebb képviseldik az
interleukin-1 receptor szupercsaladba tartozo Toll-like receptorok (TLR). A neutrofilek
felszinén megtalalhatd legfontosabb Toll-like receptorok a tobbek kozott a Gram-
pozitiv baktériumok sejtfalanak glikolipidjét, a lipoteikolsavat felismeré TLR2 és a
Gram-negativ baktériumok sejtfalalkotd lipopoliszacharidjanak receptora, a TLR4 [4].
A G-fehérje-kapcsolt receptorok (GPCR) koziil kiemelendé a mintazat-felismerd
receptor bakteridlis tripeptid formil-metionil-leucil fenilalanin (fMLP) receptor, a
leukotrién B4 (LTB4) receptorai, a komplementfragment C5a receptora, valamint egyes
kemokin-receptorok (pl. az interleukin-8 receptora emberben, a CXCL2 receptora
egérben). A GPCR-ek az aktivacio mellett az indukalt citoszkeletalis atrendezddés
révén az iranyitott sejtvandorlas, a kemotaxis folyamatanak is lényeges elemei. A
neutrofil granulocitdk miikodésében a kordbban emlitett integrinek, valamint a
plazmasejtek altal termelt immunglobulin G-t megkotd Fey-receptorok is jelentdsek.

Az aktivalt neutrofil granulocitak hatékony effektor sejtek. Egyrészt képesek a
behatold agens bekebelezésére (fagocitozisara), mely alapjdn a neutrofileket a
fagocitasejtek koz¢ soroljuk. A bekebelezett korokozo elpusztitasaban szamos folyamat
¢s molekula vesz részt. A sejtérés kiilonbozo fokain megjelend granulumok (2. dbra)
kiilonféle protedazokat, RNazokat, valamint a mikroorganizmusok novekedéséhez,

tuléléséhez esszencialis komponenseket megkotd fehérjéket (pl. Bip-vitaminkoto-

? Fontos hangsulyozni, hogy a neutrofil granulocitdk nem csupan egyszerii ,,végrehajto sejtek”.
Egyre tobb megfigyelés mutat arra, hogy kétiranyt kapcsolat all fenn a neutrofilek ¢és a
makrofagok kozott a szoveti gyulladas soran [2]. A neutrofilek képesek tovabba a dendritikus
sejtek, a B-sejtek és a T-sejtek miikddését is befolyasolni, elsGsorban citokin-elvalasztas altal
[5,6], bar felmeriilt a neutrofilek esetleges antigénprezentald volta is egérben [3].
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fehérjét, laktoferrint) tartalmaznak, melyek kozvetett vagy kozvetlen modon fejtik ki
antimikrobialis hatdsaikat a degranulacid folyamatat kovetden. A neutrofilek tovabbi
funkciodi kozott szerepel a kiillonbozo toxikus oxigénmetabolitok termelése, mely révén
egyre hatékonyabb antimikrdbialis oxigénszarmazékok keletkeznek. Az aktivalddott
neutrofilek bizonyos esetekben a sejthalal egy specidlis formdjan, a neutrofil
extracellularis csapda (Neutrophil extracellular trap, NET) képzésének folyamatan
mennek keresztiil, mely sordn a sejtekbdl szarmazd DNS ¢és antimikrobialis fehérje-
komplexek eredményezik a kérokozok elpusztitasat [S]. A gyulladas helyére érkezd és
ott aktivalodo granulocitak tovabba a beldlik szarmazoé leukotriének (pl. LTB4) és az
elvalasztott, az els6sorban a sejtvandorlast befolyasold citokinek, a kemokinek
segitségével tovabbi neutrofileket (és egyéb immunsejteket) vonzanak a szovetekbe,
ezaltal is erdsitve a gyulladasos valaszt (pozitiv visszacsatolas).

A szdvetekben aktivalodott neutrofilek — rovid élettartamuknak megfeleléen —

. hamar elpusztulnak. Az
Primer granulumok
Szekunder granulumok () mieloperoxidéz, szerin protedzok)

(pl. laktoferrin) apoptotikus neutrofilek

makrofdgok  altali  felvétele
mérsékli a tovabbi neutrofil-
invaziot ¢és megkezdodik az
Fe-receptor
eredeti szoveti allapot

.} Degranulicio | helyredllitdsa.” A neutrofilek
termelédését  €s  csontveldi
mobilizaciojat részben a G-CSF—

Tercier granulumok IL-1 7-tengely igazitj a a

(pl. zselatinaz)
Szekretoros granulumok

(pl. Mac-1, fMLP-receptor a membranban) gyulladas mertékehez az alabbi

2. abra: A neutrofil granulocita, mint effektor sejt moédon. A granulopoesis és a
Az  egyszerlség kedvéért csupan a  fobb
plazmamembran-receptorokat és a  szuperoxid-
termelést, valamint a granulum-leadas folyamatat
tiintettiik fel. GPCR, G-fehérje-kapcsolt receptor

(Forras: [1I1]) legfébb szabalyozdjat, a G-CSF-t

csontveldi granulocita

mobilizacio mértékének egyik

elsésorban nem immunsejtek termelik. A G-CSF produkciojat részben az egyes T-sejt

3 Amennyiben a kivaltd esemény nem sziinik meg, a neutrofilek fokozatosan makrofagoknak és
T-sejteknek adjak at a helyiiket és a gyulladas kronikussa valik. Ez ugyanakkor nem jelenti azt,
hogy idiilt gyulladasban a neutrofileknek nincs szerepe (ennek megfeleléen fontosak pl. egyes
kronikus betegségek akut fellangolasaiban).
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populaciok altal leadott interleukin-17 (IL-17) fokozza. Az IL-17-produkci6é a
makrofagokbdl ¢és a dendritikus sejtekbdl szdrmazd I1L-23 hatasa alatt all. Az
apoptotikus neutrofilek makrofagok altali felvétele a gyulladt szovetekben csokkenti az
IL-23 termelését, negativan visszahatva a tovabbi neutrofilszam-ndvekedésre [6].*

A neutrofil granulocitdk miikodése szamos ponton =zavart szenvedhet,
megnovelve a szervezet fogékonysdgat bizonyos fertdzésekre. Amennyiben a
neutrofilek érpdlya-elhagydsa soran az adhézidban, valamint a transzendotelidlis
migracioban elengedhetetlen integrinek, azok koziil is a P,-integrinek CD18 lanca
érintett, sulyos, visszatérd bakteridlis fertozésekkel lehet szdmolni (leukocita adhézios
deficiencia I-es tipus) [8]. Ha a szOveti aktivacido soran a NADPH-oxidaz
funkcioképtelen (pl. kronikus granulomatozisban) [9], vagy egyes granulumok
szelektiven hianyoznak (pl. neutrofil specifikus granulum deficienciaban) rekurrens,
gennykeltok altali gyulladasok jelentkeznek.

Osszegezve tehat elmondhatjuk, hogy a neutrofil granulocitdk esszencialisak
bizonyos korokozokkal szembeni immunvédekezésben. Aktivacidjuk — szamos receptor
kozremiikodésével — hatékony sejtvalaszok kialakulasat és a mikroorganizmus
eliminalasat eredményezi, ennek tiikorképeként miikodészavaruk fokozott fertézések
iranti fogékonysagot okoz. A neutrofilek miikddésének minél pontosabb megismerése

tehat igen lényeges kérdés.

3.2. Jelatviteli folyamatok az immunvédekezésben

Az immunmiikodésekben szamos receptor vesz részt, melyek részletes
targyaldsa meghaladnd dolgozatom keretét. Jelen fejezetben a klasszikus
immunreceptorokkal — azokon beliil is elsésorban az Fcy-receptorokkal — és a fB;-

integrinekkel foglalkozom részletesebben.

3.2.1. Klasszikus immunreceptorok
A klasszikus immunreceptorok az immunvédekezés esszencidlis elemei. Ide

tartoznak az antigén-receptorok (B-sejt receptor (BCR), a T-sejt receptor (TCR)) és az

YA folyamat a rezidens baktérium-flora révén nagy valoszinliséggel gyulladasmentes allapotban
is regulalja a neutrofilek szamat a szervezetben [7].
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Fc-receptorok (FcR). Az adaptiv immunitas kulcsszereploivel, az antigén-receptorokkal
szemben az Fc-receptorok a veleszililetett immunvédekezés sejttipusain is
megtalalhatéak és az immunrendszer két tagozata kozotti kapcsolatban jelentdsek. Az
Fc-receptorok felosztdsa immunglobulin-ligandjaik nehézlanca alapjan torténik. Ennek
megfelelden az IgG-t megkotét Fcey-receptornak, az IgE-vel asszocialodot Fee-
receptornak, az IgA-t felismerét Fca-receptornak, az IgM-t megkotét Feu-receptornak
nevezzik.

Az immunreceptorok jelatviteli folyamatai sok tekintetben hasonléak ¢és
altalanossagban a kovetkezoképpen jellemezhetéek (3. abra) [10,11]. Valamennyi
receptor jelpalyajaban fontos szerepldk az Src-kindzok, melyek a receptor-
komplexekkel nyugalomban is asszocialodni képes tirozin-kindzok. A receptorok

ligandkotését kovetden az Src tirozin-kindz csalad tagjai foszforilaljak a receptor

ligandkoté lancan vagy az azzal

Ligand
asszocialodo segédlancon (pl. Iga/Igp,
Transzmembran

adapter CD3 {-lanc, Fc-receptor y-lanc, DAP-

Immunreceptor 12) talalhat6 konzervalt szignalizacios

SYK/ZAP-T0 szakasz, az immunreceptor tirozin-
Lo alapt aktivacidos motivum (ITAM) két
Sre tirozin-kindzok

dltali foszforilacio J tirozinjat (a szekvencia leirdsara az

YxxL-x¢5-YXXL képlet szolgal, ahol x

‘ Downstream szignalizacié ‘ , . . o
barmilyen aminosavat jelolhet [12]).°

3. abra: Az immunreceptorok jelatviteli
sémaja (Forras: [11]) Az ITAM- tirozinok foszforilacidja

inditja el a tovabbi tirozin-kindz kaszkadot, melynek kozponti eleme az ITAM
fosztotirozinokhoz Src-homolédgia 2 (SH2)-domén révén kapcsolddni képes tirozin-
kinaz, a Syk (BCR, FcR) vagy a ZAP-70 (TCR). Mindezek az immunreceptor jelatvitel
disztalis elemeihez, a mitogén-aktivalt protein kindzokhoz (MAP-kindz), a
transzkripcids faktor NF-kB-hez (BCR esetében a CARMAI1-Bcll0-Maltl komplex
kozvetitésével), valamint az aktivalt T-sejtek nuklearis faktordhoz, az NFAT-hoz

vezetnek és hozzak Iétre a jellegzetes sejtvalaszokat.

> Emlitésre méltd, hogy egyes esetekben az Src-kindzokon kivill més enzimek is

foszforilalhatjak az ITAM-tirozinokat (pl. a C-terminalis Src-kinaz vagy a Syk) [10].
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Az elmult években deriilt fény arra, hogy a sejtadhézios molekula integrinek az
immunreceptorokhoz hasonlé jelatvitellel rendelkeznek a velesziiletett immunvédelem
szamos sejttipusaban, igy makrofagokban, neutrofilekben [13], dendritikus sejtekben
[14], oszteoklasztokban [15], vérlemezkékben [16] €s mikroglidkban [17].

A fejezet tovabbi részében elsOsorban az Fcy-receptorokkal, valamint a [,-

integrinekkel foglalkozom részletesebben.

3.2.2. Az Fcy-receptorok és szerepiik neutrofilekben

A természetes immunsejtek felszinén megtaldlhaté Fcy-receptorok szdmos, a
behatold kérokozok eliminalasaban fontos végrehajté esemény elinditoi lehetnek. Igy
létrehozhatjadk az agens bekebelezését és intracellularis elpusztitasat, de fagocitodzis
nélkiil is eliminalhatjak a betolakod6t (pl. antitest-dependens celluléris citotoxicitas,
ADCC révén) [18-20]. Ezeken tulmenden az Fcy-receptorok részt vehetnek a
dendritikus sejtek érésében és antigén-bemutatdsaban, szabalyozhatjdk a B-sejtek
aktivaciojat és a plazmasejtek tulélését [21,22]. Egyes autoimmun korképek (pl. a
szisztémdas lupus erythematosus (SLE)) kialakuldsa és bizonyos Fcy-receptor
polimorfizmusok kozétt is hatarozott korrelacio van [23].

Az Fcy-receptorok miikodésiik alapjan aktivaléd és gatlo csoportokba sorolhatdéak
(4. abra). Az aktivalé Fcy-receptorok kozé tartozik emberben az FcyRI (CD64), az
FcyRITIA/FeyRIIC (CD32A/CD32C) ¢és az FcyRIIIA/FcyRIIIB (CD16A/CD16B),
egérben pedig az FcyRI, az FcyRIII és az FcyRIV [24]. (Az aktivalo Fcy-receptorokat

Aktivdlo receptorok 6atlo receptor
Ember: % Uj
[ % % [ IJ:\r] E ﬂb
o LI Yo oGPl ' Ua
Y2 Y2 !
FOYRI FOYRIIA FOYRIIC FCYRINIA FORIB FCYRIB
Egér: ! [g
[ [ | [ : E‘
TAM—§ § * o o M
T T §7) ;
FOYRI FoyRlll FORIV FCYRIIB
4. abra: Az emberben és az egérben eléfordul6 Fcy-receptorok
A v, az Fc-receptor y-lancot jeloli. (Forras: [24])
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IgG iranti affinitdsuk alapjan is szokas csoportositani. A nagy affinitassal rendelkezo
FcyRI-en kiviil a tobbi receptor alacsony, illetve kdzepes affinitassal jellemezheto [24]).
Az egyetlen gatlo receptor az FcyRIIB.

A természetes immunitds sok sejtjéhez (pl. a makrofigokhoz) hasonldéan a
neutrofil granulocitdk felszinén is nagy szdmban talalhatok Fcy-receptorok. Ezen
receptorak aktivalasat kovetden a sejtek leadjak bizonyos granulumaik tartalmat, a
NADPH-oxiddz alegységeinek 0Osszedllasa kovetkeztében beindul a szuperoxid-
termelés, immobilizalt immunkomplex felszin esetében a sejtek alakja is megvaltozik, a
neutrofilek szétteriilnek. Opszonizalt korokozoval torténd interakcid soran beindul a
fagocitozis és a kiilonbozd effektor valaszok kovetkeztében a behatold agens elpusztul
€s megemésztodik.

Human neutrofil granulocitdk felszinén nyugalomban kétféle aktivald Fcy-
receptor talalhatd. Az FcyRIIA és a feltehetden az FcyRIIA-n keresztiil szignalizalo
FcyRIIIB, mely glikozil-foszfatidil-inozitol-horgonnyal rogziil a plazmamembranhoz.
Az FcyRI csak egyes stimulusok (pl. interferon-y (IFN-vy)) hatasara jelenik meg a sejtek
felszinén [25-27]. Egér neutrofilek esetében a sejtek felszinén nyugalomban az FcyRIII
¢s az FcyRIV fejezddik ki. A génszekvencia €s az extracellularis részek hasonlosaga
alapjan az egér FcyRIIl a human FcyRIIA-nak, az FcyRIV a huméan FcyRIIIA-nak
feleltethetd meg.’

A neutrofil granulocitak Fcy-receptor-medialt jelatvitele a klasszikus
immunreceptorokéval mutat hasonldsadgot, azonban sok ponton még tisztdzatlan. A
receptorok jelpalyajaban szdmos tirozin-kindz vesz részt. Kezdeti 1épésként az Src-
kinazok aktivalédnak. Bar a Syk egyes Fcy-receptor-medialt valaszokban betoltott
szerepét mind sajat munkacsoportunk, mind mas munkacsoportok is felvetették [28,29],
a Syktdl disztalisabban elhelyezkedd jelatviteli molekuldk koziil csupan néhanyat
sikertiilt eddig azonositani (ezek koziil a foszfolipaz Cy2 és a foszfatidil-inozitol-3-kinaz
B szerepe emelendd ki [30,31]). Mindezek felvetik a jelpalya tovabbi vizsgalatanak
sziikségesseégét.

Jelenlegi ismereteink tovabba rendkiviil hidnyosak azon a téren, hogy vajon a
neutrofilek felszinén talalhatd Fcy-receptorok képesek-e és amennyiben igen, milyen

folyamatsoron keresztiil hosszabb tava effektor valaszokat 1étrehozni (pl. képesek-e az

% Megemlitendd, hogy a gatlo receptor FeyRIIB is megtalalhaté neutrofil granulocitikon.
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immunmiikodések reguldlasaban lényeges citokinek termelését beinditani). A kérdés
elméleti jelentéségén messze talmutat a neutrofilek kiilonféle gyulladasokban betoltott

fontos szerepe.

3.2.3. Az Fc-receptor y-lanc (FcRy)

Az Fcy-receptorok (FcyR) ligandkotd a-lancanak extracellularis régidja két vagy
harom immunglobulin-szerli doménbdl épiil fel [32]. Az a-lanc ezen kiviil tartalmaz
még egy rovid transzmembran szakaszt és egy intracellularis régiot. Az FcyRII és az
FcyRIIIB kivételével valamennyi Fcy-receptor o-lanca rdvid intracitoplazmatikus
szakasszal rendelkezik. Ezen a-ldncok transzmembran régidja toltott aminosavat
(arginint (a human FcyRI esetében), esetleg hisztidint) tartalmaz, mely lehetévé teszi
egy kis méretli (86 aminosavbdl all6), diszulfid-hiddal kapcsolt homodimer segédlanc,
az Fc-receptor y-lanc (FcR y-lanc, FcRy; roviditése konnyen Osszetéveszthetd az Fcy-
receptorokéval) ellentétes toltési aminosavjaval (pl. aszpartattal) 1étrejovo
elektrosztatikus kapcsolatot (sohid révén) [33]. Kiemelendd, hogy FcRy hidnydban a
segédlanccal kapcsolodd Fey-receptorok nem fejezddnek ki a sejtek felszinén [33-35].
Ennek hatterében a sejtmembranban valo stabilizalas hidnya (pl. FcyRI esetében),
esetleg az endoplazmatikus retikulumban torténd retencié allhat (pl. FcyRIITA) [36].

Az Fc-receptor vy-lanc (FcRy) szerkezetileg harom részre oszthatd. Az
extracellularis szakasz nem tartalmaz ligandkotésre alkalmas részt. A transzmembran
régioban a ligandkotd receptor-lancokkal (pl. az Fcy-receptorok a-lancaval) vald
kapcsolodast lehetdvé tevd toltott aminosav taldlhatd. Az intracellularis szakasz
tartalmazza az immunreceptor jelatvitelnél targyalt immunreceptor tirozin-alapa
aktivacios motivumot (az ITAM-et).

Az Fc-receptor y-lanc nem csupdn Fcy-receptorokkal asszocialodhat. Elsdként,
mint a nagy affinitdsu Fce-receptor segédlancat irtdk le (innen ered a fehérjét kodolo
gén neve is: Fcerlg). Az Fc-receptorokkal rokonsagot mutatd, a tobbek kozott a
hizosejtek miikddésében szereplé [37], a neutrofileken is kifejezddé [38] Paired
Immunglobulin-like  receptor-A  (PIR-A) rovid intracellularis szakasszal ¢és
teszi az FcR y-lanccal vald kapcsolodasat [40]). A PIR molekuldk szoros rokonsagot

mutatnak a leukocita immunglobulin-like receptorokkal (LILR) is, melyek koziil a

18



DOI:10.14753/SE.2012.1782

LILRIC egér neutrofileken is megtaldlhato. A LILR1C a PIR-A-hoz hasonléan a
transzmembran doménjében toltott aminosavval rendelkezik és feltehetden FcRy-val
kapcsolodik [41]. Tovabbi, FcR y-lanccal kapcsolodni képes receptor a tobbek kozott a
human neutrofilek és monocitak aktivacidjaban fontos oszteoklaszt-asszocialt receptor
(OSCAR) [42] ¢és az egyes gombafalkomponensek felismerését végzd (a
mintazatfelismerd receptorok kozé tartozo) C-tipusu lektin dektin-2, valamint egyes
esetekben a human Fca-receptor (CD89) [43,44]. A vérlemezkék kollagén-receptor
GPVI molekuldja is FcRy-asszocialt [45]. Bar egyelére a pontos kapcsolodas nem
ismert, Gigy tiinik, hogy neutrofilekben és makrofagokban a f3,-integrinek miikodéséhez
is sziikség van segédlancra, igy pl. az FcRy-ra [13].

Fc-receptor vy-lanc hianydban szamos sejtvalasz karosodott: elmarad az
opszonizalt vorosvértestek makrofagok altali bekebelezése, a természetes 6losejtek
antitest-dependens cellularis citotoxicitds (ADCC) funkcidja, nem alakulnak ki IgE-
medialt hizosejtvalaszok [34]. Ezeken tul az FcRy-hianyos egerek védettek az IgE-
indukalt anafilaxiaval és az antitest-medialt glomerulonephritis-szel szemben [34,46].
Az Fc-receptor vy-lanc sziikséges az  autoimmun artritisz effektor fazisanak
kialakulasdhoz is. Bar kollagén II-indukalt artritisz (CIA) sordn FcRy-hidnyos
egerekben a vad tipushoz hasonl6an 1étrejon az immunizacio, az allatok mégis védettek
a gyulladas kialakulasdval szemben [47]. Ezzel Osszhangban az iziileti gyulladas
jelentds csokkenése figyelhetdé meg FcRy-hianyos egerekben human gliik6z-6-foszfat
izomerdz-elleni antitesttel vagy anti-kollagén II antitesttel torténd kezelést kdvetden
[48,49]. Hasonloképpen védettek az FcRy-hianyos egyedek a K/BxN szérum transzfer
artritisz kialakulasaval szemben [50]. Ugy tiinik, hogy ennek hétterében részben a
neutrofil granulocitdk FcRy-expresszioja all [S1].

Mivel Fc-receptor y-lanc hidnyaban nem fejezOdnek ki egérben aktivald Fcy-
receptorok (és tovabbi néhany receptor) az immunsejtek felszinén, nem egyértelmd,
hogy az FcRy csupan a receptorok plazmamembranban torténd stabilizacidjahoz vagy
esetleg azon tilmenden a receptorok mitkodéséhez is sziikséges-e (pl. ITAM-tirozinjai

révén).
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3.2.4. A CARDY, mint egy potencialis Fcy-receptor hirvivo

Mint kordbban emlitettem, az immunreceptorok jelatvitelének fontos résztvevoi
az NF-kB transzkripcioés faktorok, melyek szamos sejtfunkciot szabalyoznak az
immunsejtek érésén, aktivacidjan és tulélésén keresztil a proliferacioig [52-55].
Emldssejtekben a p50, a p52, a RelA (p65), a c-Rel és a RelB NF-«xB alegységek
fejez6dnek ki, melyek mindegyike rendelkezik N-terminalis DNS-k&té/dimerizacios
doménnel [54]. Az NF-«xB alegységek a sejtek nyugalmi allapotdban a citoplazmaban
talalhatdoak dimer formaban (pl. p50/p65) az IkB fehérjékhez asszocidlodva, mely
kolcsonhatas sordn az IkB fehérjék elfedik az NF-xB alegységek nuklearis lokalizacios
szignaljat és interferalnak a DNS-koté régioival [56]. Megfeleld stimulusok hatasara
(igy pl. az antigénreceptorok vagy a Toll-like receptorok ligandkotésének
eredményeképpen) az IkB fehérjék a IxB kinaz komplex révén foszforilalodnak és a
proteaszomaban lebomlanak (klasszikus aktivacids ut). Ezaltal az NF-kB alegységek
szabaddd valnak ¢és bejutnak a magba, ahol szdmos gén transzkripciojat
befolyasolhatjak, igy pl. az antimikrobialis hatasu defenzinek, citokinek, kemokinek
atirasat fokozhatjadk Toll-like receptor aktivacidt vagy az interleukin-2 termelését
eredményezhetik T-sejt receptor stimulaciot kovetden [54]. A T- és B-sejt receptor
jelatvitel soran az NF-kB alegységek mikodésének fontos szabdlyozéi a scaffold
CARMA intracellularis adapter fehérjék, azokon beliil is elsésorban a CARMAI1
(CARDI11) [55]. A limfocitak antigén-receptoranak ligandkotését kovetden a CARMAL
két masik adapter fehérje (a BcllO és a Maltl) segitségével (ez a limfoid CBM-
az IxB kindz komplex kozvetitésével [12,54].

A CARMAI1-hez hasonloan kaszpaz-aktivald és -toborzd6 doménnel (caspase
activation and recruitment domain, CARD) rendelkez6 CARD9 egy hozzéavetdleg 60
kilodalton nagysagu intracellularis adapter fehérje, mely nagy mértékben expresszalodik
mieloid sejtekben (pl. dendritikus sejtekben, makrofagokban) (5. abra) [57]. A
molekuldt a Millennium Pharmaceuticals adatbazisaban torténd, CARD-domén alapu
keresés soran talaltak meg 2000-ben [58]. Egyre tobb adat utal arra, hogy a mieloid
sejtek immunreceptor(-szerii) jelpalydjaban is megtalalhatd egy, a limfoid CBM-hez

hasonl6 CARD9-Bcl10-Maltl trimerikus komplex (mieloid-CBM, M-CBM, [12,59]).
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CARMAL [CARD I Coiled Coil  PDZ }<(sH3 6UK

CARDS  [CARD | Coiled Coil |—

Bcl10 CARD —

5. abra: A CARMAL1, a CARD?Y és a Bcll0 szerkezete

A CARD?9 N-terminalis végén talalhat6 CARD domén homofil fehérje-fehérje interakciokat
tesz lehetové (pl. ezaltal kapcsolodik a CARD9 a Bcll0-hez). A C-terminalisan
megfigyelhetd coiled coil domén a fehérje-oligomerizacidért felelés. A PDZ, az SH3 és a
GUK egyiittesen alkotjak a CARMA-fehérjék membran-asszociaciohoz fontos MAGUK-
doménjét. S/T: szerin/ treonin gazdag domén (Forras: [57], médositva)

Egyes mieloid sejtekben a CARD9 részt vesz bizonyos sejtfelszini mintazat-

B ] felismero receptorok ITAM-szerl
Gomba-eredetii termékek
f_J % jelpalyajaban.”® A CARD9 elengedhetetlen a
CLEC6A

CLEC7A

gombafalalkoto B-glukant felismerd receptor, a
Dektin-1 (CLEC7A) jelatviteléhez [59,61]. A
C-tipustt lektinek kozé tartozd Dektin-1
intracelluldris szakaszdn egyetlen tirozint
tartalmazé ITAM-szerli domén (hemITAM)
talalhat6. Ennek megfeleléen az SH2-domén-
tartalma molekulak (pl. Syk) aktivaciojahoz
feltehetéen két receptor egyiittes ligandkotése
sziikséges [63]. Az aktivalt Syk tirozin-kinaz

fontos szerepldje mind a Dektin-1-medialt

fagocitézisnak, mind a citokin- €s kemokin-

Kemokinek és citokinek

6. abra: A CARD9 és a Dektin- | termelésnek dendritikus sejtekben [64,65]. A
jelatvitel . ‘ .
CLECT7A, Dektin-1; CLEC6A, Dektin- | Syktdl a jelpalyéaban disztalisabban

2; CLECAE, Mincle (Forrds: [63]) elhelyezkedd CARD9 ellenben a zimozan-

indukalt fagocitézishoz nem sziikséges, ugyanakkor elengedhetetlen a citokin-

7 A CARDY fontos szereplének tiinik egyes intracellularis mintazat-felismeré receptorok
jelatvitelében is. CARD9 hianyaban elmarad a peptidoglikan-szarmazék muramil-dipeptid
NOD2-n keresztiil 1étrejové p38-foszforilaciot, valamint a TNFa- és IL-6-termelést okozo
hatasa [60]. A CARD9 tovabba esszencialisnak tlinik az intracellularis korokozd Listeria
monocytogenes-szel szemben [60,61]. Ezeken tilmenden CARD9-fiiggének bizonyult az
intracellularis TLR3 és TLR7 [60], valamint a virusszenzor RIG-I jelatvitele is [62].

¥ A CARD9 Toll-like receptor jelatvitelben betdltott szerepe meglehetésen ellentmondésos
[59,61].
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produkciohoz dendritikus sejtekben. A CARD9 ez utdbbi hatasat az NF-kB-alegységek
aktivacioja révén, feltehetéen a Bcl10-Maltl komplexen keresztiil hozza 1étre (6. abra)
[59,61]. Az aktivalt Syk és a CARD9 kozott a protein-kinaz Cd (PKC9) all: Dektin-1
stimulaciot kdvetéen a PKCO foszforilalodik, hidnyaban érintetlen a Syk-foszforilacio,
ellenben karosodott a CARD9-foszforilacio, valamint a CARD9-Bc¢l10 asszociacio [66].
Egy masik C-tipusu lektin, az Fc-receptor y-lanchoz kapcsolt Dektin-2 (Syk-fiiggd)
jelatvitelében is fontos szereplonek tlinik a CARDY. (Ebben az esetben a CARD9 nagy
valosziniiséggel a Thl7-polarizacidhoz is sziikséges [67].) A fentiekkel 6sszhangban a
CARDG9-hianyos egerek nagy mértékii fogékonysadgot mutattak a Candida albicans
fert6zéssel szemben [59]. Azonositottak tovabba emberben egy recessziven 6roklodo
CARD9Y9-mutaciot, mely mucocutan candidiasisra, esetenként invaziv candidiasisra
hajlamosit [68].

Dendritikus  sejtekben és makrofdgokban a CARD9 megkeriilhetetlen
résztvevOnek tlinik klasszikus ITAM-fiiggd folyamatokban is. Az Fcy-receptor III
kivaltotta TNFa-, interleukin-6-, valamint interleukin-12-termelés jelentdsen karosodott
CARD9 hianyaban [61]. Hasonloképpen a koradbban emlitett FcRy-kapcsolt OSCAR,
illetve DAPI2-asszocidlt TREM-1 stimuldcidja is csokkent citokin-produkciot
eredményezett CARD9” sejtek esetében. Ezen folyamatok BcllO-fiiggének
bizonyultak, felvetve, hogy nagy valoszintiséggel a CARD9 a Bcll10 adapter fehérjével
valo kapcsolatan keresztiil szabalyozza ezekben az esetekben is az NF-kB-citokin
utvonalat [61]. Mindezek arra utalnak, hogy a limfocitdk antigénreceptor jelatviteléhez
hasonloan a mieloid sejtek ITAM-fiiggd, NF-kB-aktivaciohoz vezetd folyamataiban is
fontos résztvevd a CBM-komplex, csupan ez utobbi esetben a CARMAI helyett a
CARD? a trimerikus komplex tagja.

A Syk tirozin-kinaz esszencialis alkotdja neutrofil granulocitdk egyes ITAM-
medialt folyamatainak: hidnyaban mind az Fcy-receptorokon [28,29], mind a [3;-
integrineken keresztiili aktivacid karosodott [69]. Ezen tilmenden munkacsoportunk
kordbban kimutatta, hogy a Syk-hidnyos egerek teljes védettséget élveztek az Fcy-
receptor-, P,-integrin- €s neutrofil-dependens autoantitest-medialt autoimmun iziileti
gyulladésban, a K/BxN szérum transzfer artritiszben [70], mely részben a neutrofil
granulocitdkban kifejez0d0 Syknek volt koszonhetdé [29]. Annak ellenére, hogy a

CARDY hatarozott expressziot mutat mieloid sejtekben ¢€s szerepét kimutattak
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makrofagok, valamint dendritikus sejtek ITAM-fliggd (és ITAM-szerii) folyamataiban,
ahol a molekula a Syktdél disztalisan aktivalodik, a CARD9 szerepérdl nincs adat
neutrofil granulocitdk Fcy-receptor jelatvitelében. Nyitott kérdés tovabba, hogy a
CARD9 a fertézéses gyulladdsok mellett szerepet jatszik-e (steril) autoimmun

folyamatokban.

3.2.5. A B,-integrinek és jelentdségiik a neutrofil granulocitak miikodésében

Az integrinek fontos sejt-sejt/sejt-extracellularis matrix kapcsoldelemek,
adhézids molekulak. Szerkezetileg nemkovalens modon kapcsolt heterodimerek: egy a-
és egy B-lancbol allnak [71]. Nevezéktanuk alapjat els6sorban B-lancuk adja, ennek
megfelelden beszéliink tobbek kozott Bi-, Bo-, Ps-integrinekrdl. Az integrinek integrans
plazmamembran-receptorok, melyek lanconként egy tobb szaz aminosavbol allo
extracellularis, egy transzmembran ¢és egy, a belsd citoszkeletalis rendszerhez
horgonyz6do, 20-70 aminosavbol allo citoplazmatikus régiot tartalmaznak [72]. Ezen
adhézidos molekuldk kétiranyt jeltovabbitasra képesek. A nyugalomban az alacsony
affinitasu OFF (,,kikapcsolt”) allapotban 1évé fehérjék a sejt belsejébdl érkezo szignalok
hatasara konformdacio- ¢és membran-lokalizacié valtozason mennek keresztiil:
megnovekszik a molekuldk ligandjaik iranti affinitdsa, megnd a fehérjék lokalis
stirisége a plazmamembranban és a létrejovo kotések erdsebbekké valnak (fokozodo
aviditds). Mindezeket egyiittesen beliilrél-kifelé iranyuld, azaz ,inside-out”
szignalizdcionak nevezziik. (Természetesen a sejt kapcsoldodasra képes allapotba
hozasdban a megfeleld stimulusok hatdsara az intracellularis granulumokbol
kihelyez6dd ,,ujabb” integrinek is fontos szereplék (ez az integrin-upregulacid
folyamata)). Az integrinek természetesen nem csupan passziv kapcsoloelemek,
ligandjaik megkotését kovetden jelatvitel indul a sejt belsejébe (,,outside-in”
szignalizacio). Az integrin-medialt folyamatok kozé szamos sejtvalasz tartozik. Az
integrinek befolydsolhatjadk a sejtek citoszkeletalis atrendezddését, vandorlasat,

A Br-integrinek, mas néven leukocita integrinek elengedhetetlenek az egészséges
immunmuikodésekhez. A Pp-integrinek (CDI11/CD18: CD11a/CD18 (LFA-1),
CD11b/CD18 (Mac-1), CD11¢/CD18 (CR4), CD11d/CD18) fontos szerepléi a

neutrofilek miikddéseinek, melyet jol példaz a CD18-defektussal jellemezheté human
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Leukocita adhéziés deficiencia I-es formajanak (LAD I) klinikai megjelenése [8]. A
korképben szenvedd egyénekre jellemzdek a visszatérd, makacs bakterialis gyulladasok
¢s a csokkent sebgydgyulasi hajlam [8,9]. A koérkép hatterében foként a neutrofil
granulocitdk és a monocitdk karosodott érpalya-elhagyasi képessége (valamint a T-
sejtek csokkent mikodése) all. A P,-integrinek ugyanis elengedhetetlenek az érpalya-
elhagyas sordn a neutrofileknek a gyulladasos mediatorok altal megvaltoztatott felszini
megfelelden a CD18-hidnyos egér neutrofilek letapadésa jelentdsen csokkent integrin-
ligand felszinen és opszonizalt zimozan kivaltotta oxidativ intermedier-termelése is
erdteljesen karosodott a vad tipusu sejtekéhez képest [74], egybehangzdéan a human
LAD I-es betegekbdl szarmazo neutrofilek fMLP-aktivaciot kdvetd csokkent letapadasi
képességével [75] (mindkét esetben a CDI18-hianyos eredményeket blokkold
antitestekkel is megerdsitették). A nagy mértékii granulocitdzissal (és a human LAD I-
hez hasonldéan nagyobb bakterialis fertdzések iranti fogékonysaggal) jellemezhetd
CD18-hianyos egerekben’ a toxikus bérgyulladas indukcidjat kovetden csak elenyészd
mértékben jelentek meg neutrofilek a bérben, melynek oka feltehetden a sejtek csokkent
endotélhez vald tapaddsaban keresendd, mivel a CDI18-hidnyos neutrofilek fMLP-
kivaltott, intravitalis mikroszkoppal a cremaster vénakban vizsgalt adhézidja drasztikus
csokkenést mutatott a CDI18-at kifejezd sejtekével szemben [74]. A P,-integrinek
azonban nem csupan a neutrofilek érpalyabol vald kijutdsadhoz (elsOsorban a
CD11a/CDI18 révén) és szoveti aktivaciojahoz (dontéen a CD11b/CD18-on keresztiil)
sziikségesek, hanem fontosak egyes baktériumok kozvetlen elpusztitdsaban is, igy
CD11b-blokkold antitestek jelenlétében (valamint a komplement-receptor 4
(CD11c¢/CD18) a-lancanak gatlasa esetén) karosodott volt a TNFa-eldkezelt neutrofilek

Staphylococcus aureus pusztitasa [77].

3.2.6. A PB,-integrinek jelatvitele neutrofil granulocitakban
Fagocitasejtekben a [,-integrinek ligandkotésiiket kovetéen komplex, a mai
napig nem minden elemében tisztdzott jelatviteli folyamatot inditanak meg. Bar az

integrinek sajat enzimaktivitdssal nem rendelkeznek, jelatviteliikkben azonban szdmos

? Ezt a null mutans allélt homozigota formaban hordozé egértorzs (Itgh2™P*™5%) [71] nem
tévesztendd Ossze a hipomorf mutans allélvarianst homozigoétaként tartalmazo egérkoloniaval
([tgbztmlBay/tmlBay) [76]
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enzim szerepel [11]. Neutrofil granulocitdk és makrofagok integrin-medialt jelatviteli
folyamataihoz elengedhetetlen egy intracellularisan foszforildlhatdo tirozinokat
tartalmazd transzmembran adapter segédlanc, az Fc-receptor y-lanc (FcRy) vagy a
DAPI2 jelenléte [13]. A segédlancok foszforilaciojat az Src-kinaz csalad tagjai végzik
[13], melyek mind neutrofilek, mind makrofagok integrin-jelatvitelének fontos
szerepldi: genetikai hianyuk hatarozott karosodast eredményezett az adhézio-fiiggd
sejtvalaszokban egérben [78-80]. A Pr-integrinek ligandkdtésének hatdsara aktivalodod
jelpalyaban tovabbi tirozin-kinazok is szerepelnek, igy fontos résztvevd a Syk tirozin-
kinaz is: hidnyaban elmarad az adhézio-fiiggd modon aktivalt neutrofilek szuperoxid-
termelése, laktoferrin-leaddsa és szétteriilése, valamint a monocitdk ICAM-1-fiiggd
szétteriilése [69,81]. Az FcRy és a DAP12 foszforilalt ITAM-tirozinjai idealis dokkolo
felszint biztositanak a Syk tirozin-kindznak; a kindz egyes SH2-doménon beliili
pontmutacidoi megakadalyozzak a segédlanccal vald kapcsolodast kovetkezményes
sejtvalasz-karosodast okozva [13]. A fent vazolt Src-csalad—foszforilalt-ITAM-Syk
jelatviteli utvonal a klasszikus immunreceptorok jelpalyajahoz igen hasonlo.

A proximalis eseménysorok viszonylagos tisztazottsaga ellenére a fagocitasejtek
B.-integrin jelatvitelének tovabbi 1épéseirdl kevés adat all rendelkezésre. A kivételek
kozé tartozik az immunreceptor szignalizacioban fontos adapter fehérje, az SLP-76,
melynek hianya esetén a Sykhez hasonloan kéarosodik a [r-integrin-jelatvitel
neutrofilekben [82], valamint a foszfolipaz Cy2, mely ugyancsak elengedhetetlen
résztvevonek bizonyult neutrofilek adhéziofiiggd folyamataiban [30,83]. Kiilon
kiemelendd a kis intrinsic GTP-az aktivitassal rendelkezd kis G-fehérjék, azok koziil is

a Rho csalad tagjainak szerepe. A kis G-fehérjék jellegzetes aktivacios ciklussal

GEF

kis G-fehérje-GDP » | Kkis G-fehérje-GTP
(inaktiv) (aktiv)

A

GAP

7. abra: A kis G-fehérjék aktivacios ciklusa (egyszerisitett séma)
Az alacsony intrinsic GTP-4z aktivitassal rendelkez6 kis G-fehérjék aktivaciojaban a GEF-
ek, inkativacidjaban a GAP-ok szerepelnek. A roviditéseket lasd a szovegben.

rendelkeznek: az inaktiv, GDP-k6td és az aktiv GTP-koto forma kozotti atmenetet a
Guanin nukleotid kicseréld faktorok (GEF-ek) és a GTP-hidrolizist gyorsito6 GTP-az
aktivalo fehérjék (GAP-ok) teremtik meg (7. abra). Bar a Rho kis G-fehérje csalad tobb
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neutrofil granulocitdban megtalalhato tagja (pl. Racl, Rac2, Cdc42, Rho) fontos
szereppel bir a P,-integrin-medialt sejtvalaszok kialakulasdban [84-87], ugyanakkor
ezen kis G-fehérjék milkodésének pontos szabdlyozasa a [-integrin-medialt
folyamatokban nem teljesen ismert. Ez felveti a velesziiletett immunvédekezésben
nélkiilozhetetlen neutrofil granulocita [,-integrin-jelatvitel tovabbi vizsgalatanak

sziikségességét.

3.2.7. A pl190RhoGAP, mint lehetséges integrin-szabalyozott molekula

neutrofilekben

Mint emlitettiik, a neutrofilek B,-integrin-jelatvitele komplex és mind a mai
napig nem teljesen tisztazott folyamatsor. A P-integrinek ligandkotését kovetden a
neutrofilekben kifejez6d6 Src tirozin-kinaz csaldd tagjai (a Hck, az Fgr és a Lyn
fehérjék) aktivalodnak. Hck és Fgr hianyaban kéarosodott a neutrofilek adhézio-fiiggd
szétteriilése és szuperoxid-termelése [78], degranulacidja [80], valamint migracidja
[69]. Az Src-kindzok egyes esetekben feltehetéen a Rho kis G-fehérjéken keresztiil
hoznak létre sejtvalaszokat neutrofilekben. A Rho kis G-fehérjék csaladjaba tartozo
molekuldk koziil a Racl, Rac2, a Cdc42 és a RhoA is fontos szerepld neutrofilek ;-
integrin-jelatvitelében és az aktin citoszkeletalis atrendezddés révén a migracioban.
Rac-1"" egerekben csokkent a neutrofilek fMLP kivaltotta, tiidészovetbe torténd
vandorlasa [88], Racl és Rac2 egyiittes hianyaban pedig jelentdsen kérosodott a
neutrofil granulocitak CD18-fiiggd letapadasa és irdnyitott kemotaxisa Boyden-
kamraban [84]. A hemopoetikus-specifikus expressziot mutatd Rac2 tovabba fontos
résztvevdje neutrofilek kemoattraktdns-indukalt primer granulum-iiritésének (pl.
mieloperoxiddz- és elasztaz-leadas) [89] és fMLP-, valamint Fcy-receptor-medialt
szuperoxid-termelésének [90] (mely utdbbi hatterében nem a p47phox és a p67phox
veszélyeztetd infekcidok alakulnak ki csecsemodkorban: a LAD 1 jellegzetességeit (pl.
neutrofilia, cs6kkent neutrofilszam a gyullad4sos helyszineken [92]) mutaté koérkép
haterében fagocita-deficiencia all (ennek megfeleléen egyes szerzOk a betegséget a

LAD IV-es formajanak tartjak) [93-95]. A Cdc42 kis G-fehérjérdl kimutattdk, hogy

crcr
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keresztiil befolyasolni [86]. A RhoA ugyancsak lényeges reguldtora a granulocitak

Integrinek, Src-kinazok és kis G-fehérjék azonban szamos nem-hemopoetikus
sejtben is jelen vannak és sokféle funcidt szabalyoznak a lamellopodium/filopodium
képzésén at a sejtvandorlasig [97,98]. A hemopoetikus sejtekkel ellentétben ezekben a
sejtekben az integrin—Src kezdeti 1épéssort a kis G-fehérjékkel 6sszekdté mechanizmus
részleteiben joval ismertebb és részben egy 190 kDa méretli GTP-4az aktivalo fehérje, a
pl90RhoGAP (masik nevén Grlfl, pl90-A vagy ARHGAP35) révén jon létre.
Fibroblasztokban a p190RhoGAP az Src-kindzok egyik szubsztratja: az epidermalis
novekedeési faktor (EGF) hatasara tirozinokon foszforilalodik [99,100], a p190RhoGAP
teljes tirozin-foszforilacidja pedig az aktiv c-Src mennyiségét tiikrozi [101]. (A c-Src
overexpresszidja esetén a pl90RhoGAP-foszforilacid emelkedését megnovekedett
DNS-szintézis koveti [101], mivel a pl90RhoGAP talan a kis G-fehérjék és a nuklearis
torténések kapcsolodasaban is szerepet jatszik [102]). A pl190RhoGAP-rél tovabba
kimutattak, hogy idegsejtekben az egyik f6 Src-szubsztrat [103]. Fibroblasztokban és
melanomasejtekben Ugy tlinik, hogy a molekula tirozinon torténd foszforildlodasa
¢s/vagy membran-transzlokacidja integrinek ligandkotését kvetden jon 1étre [104-106].

A pl90RhoGAP mind sejtmentes, mind sejtes rendszerekben képes GAP-
aktivitast kifejteni a Rho kis G-fehérje csalad tagjain [107,108] (a csaladon beliili
szubsztrat-specifitasat  jelentés mértékben befolyasolja a protein-kinaz C altali
foszforilacio [109]), felvetve, hogy a fehérje esetleg kapcsolodasi pont lehet az
integrinek és a kis G-fehérjék kozott. Ezt latszik alatdmasztani, hogy a pl90RhoGAP

crer

crer

¢s vandorlasat [110]. A pl90RhoGAP hipomorf mutdns allélt homozigdta formaban
tartalmazd magzatokban (melyek egy N-terminalis régié nélkiili csonkolt
p190RhoGAP-ot expresszalnak) megfigyelhetd  jellegzetes idegrendszeri
rendellenességeket (pl. corpus callosum ¢és commissura anterior agenesia) [111]

feltehetden integrin-medialt axon-ndvekedési zavar okozza [103].10

" A pl90RhoGAP hipomorf allélra homozigdta magzatok (GrifI™ 5™ 5y perinatalis
letalitast mutatnak. Ezekben a magzatokban a fenti idegrendszeri eltéréseken kiviil egyéb sulyos
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A nem-hemopoetikus sejteken (pl. fibroblasztokon) végzett, a fentiekben
targyalt kisérletek felvetették, hogy a pl90RhoGAP esetleg szerepet jatszhat hasonld
folyamatokban hemopoetikus sejtekben is. Ezt a felvetést tdmogatja, hogy a
p190RhoGAP megtalalhaté neutrofilekben és kiilonb6zd stimulusok hatdséra (pl. B»-
integrinek keresztkotése, fMLP) a citoszolbdl a membranhoz képes transzlokalddni
[112-115]. Rekombinans p190RhoGAP sejtmentes rendszerben képes fokozni a Racl,
valamint a Rac2 GTP-az aktivitdsat és ezaltal csokkenteni a szuperoxid-termelést,
felvetve, hogy a p190RhoGAP esetleg képes szabalyozni a NADPH-oxiddz mitkodését
[112]. Human neutrofilek [B,-integrin keresztkdtése azon tul, hogy a pl190RhoGAP
membranhoz torténd athelyezddését eredményezte, fokozta a fehérje RhoA-GAP
gatlokkal felfiiggeszthetének bizonyultak [114]."

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy nem-hemopoetikus sejtek integrin
jelatvitelében az Src-kindzok és a kis G-fehérjek kozott fontos kapcsolodasi pont a
p190RhoGAP, ugyanakkor neutrofilek mitkodésében a p190RhoGAP pontos szerepe

még tisztazatlan.

3.3. Autoimmun betegségek
3.3.1. Az autoimmun betegségek altalanos jellemzése

Az autoimmun betegségek kronikus, progresziv korképek, melyek az Amerikai
Egyesiilt Allamok lakossdganak kozel 3%-at érintik és 90/100 000 ij megbetegedést
eredményeznek évente [117,118]"%. Bar a megbetegedések relative ritkak, a fiatal- és
kozépkort ndk (< 65 év) egyik legjelentdsebb halaloki tényez6i az Amerikai Egyestilt
Allamokban [118], de jelentds mortalitasi tényezék a 75 év alatti korosztalyban Nagy-
Britanniaban is [120] (Magyarorszagi adatok nem allnak rendelkezésre). Az autoimmun
korképeket klasszikusan szisztémas (pl. szisztémas lupus erythematosus (SLE)) és

szervspecifikus (pl. I-es tipusu diabetes mellitus) csoportokba osztjak, bar a klinikailag

kozponti idegrendszeri karosodasok is kialakulhatnak: veldcsdzarddasi rendellenesség, a
nagyagy féltekéinek karosodott fuzidja, az oldalkamrak alakjanak torzuldsa, a nagyagy
rétegz0désének érintettsége és a szemkehely zarodasanak zavarai (coloboma) [111].

" A p190RhoGAP szerepe a neutrofileken tul felmeriilt makrofagokban is [116].

'2 Magyarorszagon az autoimmun betegségek eléfordulasi gyakorisagat 5 %-ra teszik [119].
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hasznos felosztas korantsem jelenti azt, hogy a betegségek hatterében jelentésen eltérd
patomechanizmus allna [121].

A kordbbi kozponti nézet szerint az autoimmun betegségek olyan, az
immuntolerancia letdrése kovetkeztében kialakuld korképek, melyek hatterében
kizarolag az autoantigénekkel reagdlni képes autoreaktiv limfocitak eliminalasanak
antigén-felismerési képességét [121]. Ugyanakkor mara vilagossé valt, hogy egészséges
szervezetben is megtaldlhatéak kis mennyiségben ,,csendes” autoreaktiv limfocitdk,
melyek fontosak a normal immunmikoddésekhez és Onmagukban nem okoznak
autoimmun folyamatokat. A ma elfogadott nézet szerint az autoimmunitas
kialakulasanak ugyanis az autoreaktiv limfocitak jelenlétén tali tovabbi Iényegi eleme a
proinflammatorikus citokinek altal 1étrehozott lokalis mikrokérnyezet [121], mely az
autoreaktiv limfocitdk aktivacidjan keresztiil eredményez hatdrozott immunvélaszt az
idegenként felismert sajat autoantigének jelenlétében.

Az autoimmun betegségek kialakulasaban szamos genetikai €s kornyezeti faktor
vehet részt. A legismertebb az autoimmun betegségek és az MHC-allélvaridnsok
kapcsolata: egyes véltozatok hajlamot, masok védelmet biztositanak. igy pl. a HLA-B27
jelenléte Bechterew-korra hajlamosit [122], mig egyes HLA-DQ varidnsok esetében
csokken az I-es tipust diabetes mellitus kialakuldsanak a valoszintisége [123]. Az
Osztrogén szerepe is jelentds: nékben joval gyakoribbak az autoimmun korképek [118].
Egyes fertdzések a bakteridlis mimikri révén segithetik az autoimmun korkép
bekovetkeztét, erre jo példa a Campylobacter jejuni infekcid €és a Guillain-Barré
szindroma kapcsolata  [124]. Néhany gydgyszer is autoimmun betegség-szerli
korképeket eredményezhet (pl. egyes cephalosporinok hapténként viselkedve
hemolitikus anémiat okozhatnak [125]).

Klasszikusan az autoimmun koérképek patogenezisét tobb szakaszra oszthatjuk
(lasd késébb a 9. abra A részét, [II1]). Az els6é — klinikailag csendes — immunizacios
id6szakban az adaptiv immunvédekezés sejtjei (egyes T- és B-limfocita populaciok)
specifikus moddon felismerik az autoantigént, aktivalodnak és proliferalnak. Ezt
kovetden a létrejovo effektor T-sejtek vagy a termel6dd autoantitestek a megfeleld

szovetekben felhalmozodnak és — elsOsorban — a természetes immunvédelem sejtjei
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révén létrehozzak a szovetkarositast (effektor fazis). A két folyamat kozott esetenként
elkiildnitiink egy atmeneti fazist is (pl. a rheumatoid artritisz esetén)."

Mint azt a tovabbiakban részletesen targyaljuk, az autoimmun betegségek
terapidja korantsem mondhatdé megoldottnak és a jelenleg hasznalatos szerek szamos
mellékhatassal rendelkeznek. Mindez felveti a patomechanizmusok pontosabb
feltérképezésének, valamint Ujabb tdmadaspontok ¢és potencidlis gyogyszerek

azonositasanak igényét.

3.3.2. Az autoimmun iziileti gyulladasok, a rheumatoid artritisz

Az autoimmun iziileti gyulladdsok kronikus lefolyast mutatd, kifejezett
fajdalommal és fokozddd mozgaskorlatozottsaggal jard betegségek. Ide tartozik tobbek
kozott a rheumatoid artritisz (RA), az artritisz psoriatica és a szisztémds lupus
erythematosus-hoz tarsuld artritisz. Az autoimmun iziileti gyulladdsok a vilag fejlett
orszagaiban €16k egy tekintélyes hanyadat érintik: az egyik leggyakoribb forma, a
csoport prototipusanak is tekinthetd rheumatoid artritisz egyes becslések szerint az
Ossznépesség 1%-anal fordul el [126,127]'". A betegség jellemzéen az idésebb
korosztalyt érinti, azon beliil is elsOsorban a ndket, azonban egyre gyakrabban
jelentkezik napjainkban mar kdzépkoruakban is. A kordbban emlitetteknek megfeleléen
a rheumatoid artritisz kialakulasaban mind genetikai tényezok (pl. a human leukocita
antigén (HLA)-DRBI1 lokuszanak egyes valtozatai), mind kornyezeti faktorok (pl.

dohényzas) fontos szerepet jatszanak.

Klinikailag a rheumatoid artritisz
egy  progressziv  autoimmun iziileti
gyulladés, mely kezdetben tipikusan a kéz
kisiziileteit tdmadja meg és ezt kovetden
valik sokiziileti gyulladdssa. A betegség

soran jellegzetes a szinovidlis teriileten

megfigyelhetd sejtszdm-szaporulat 8. abra: Silyos rheumatoid artritisz

(hyperplasia), valamint az egyre inkabb | réntgenképe (Forras: www.gentilinet)

" Fontos ugyanakkor hangsulyozni, hogy a fent emlitett stddiumok — krénikus betegségekrél
lévén sz6 — a klinikai tiinetek megjelenését kovetben mar bizonyos mértékig parhuzamosan
zajlanak a szervezetben.

'* A magyarorszagi adatok hasonlo tartoméanyba esnek [128].
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elotérbe keriilé porc- és csontdestrukcio, kovetkezményes iziileti deformitassal. Ezek
egyiittesen az iziileti funkcid stlyos mértékli csokkenéséhez, végsd soron a beteg
munkaképességének besziikiiléséhez vezethetnek (8. abra). A diagnozis feldllitdsahoz
hasznalt alacsony érzékenységli és fajlagossagu korabbi kritériumrendszereket (pl. ACR
1987) a jovOben felvalto 2010-es kritériumrendszer (ACR/EULAR 2010) az alabbi
tényezoket veszi figyelembe: az érintett iziiletek szdma, a szerologia eredmények
(rtheumatoid faktor, autoantitestek jelenléte), a gyulladdsos markerek (pl. C-reaktiv
protein) szintjének emelkedése ¢€s a tiinetek fennallasanak ideje [129].

A rheumatoid artritisz patogenezisében szamos sejttipus szerepel. Mig az
immunizacids fazist viszonylag kevés szamu sejtpopulacid hozza létre (igy
antigénprezentald, valamint B- és T-sejtek), a klinikai tiinetek gazdag sorat 1étrehozo
effektor stddiumban mar joval tobbféle sejttipus szerepel: szinovidlis fibroblasztok
[130], endotélsejtek, osteoblastok [131], kondrocitdk, makrofagok [132], hizdsejtek
[133], vérlemezkék [134], neutrofilek [135-137]. Dolgozatomban ez utdbbi, egyes

autoimmun gyulladéasos 1éziokban nagy szamban megtalalhatd sejttipussal foglalkozom.

3.4. Autoimmun korképek, neutrofilek és az immunreceptor(-szerii)
jelatvitel: kapcsolodasi pontok

3.4.1. A neutrofilek szerepe autoimmun betegségekben

Egyre tobb kisérletes és klinikai adat mutat arra, hogy a May-Griinwald-Giemsa
keneten jellegzetes morfologiadt mutatd neutrofil granulocitdk egyes autoimmun
betegségek kialakulasaban fontos szereppel birnak [III]. A neutrofilek az autoimmun
betegségek valamennyi fazisaban szerepet jatszhatnak (9. abra). A sejthalal egy
jellegzetes formdjan, a NET-formacién keresztiilmend neutrofilekrél in vitro
mérésekben kimutattak, hogy fontos forrasai lehetnek azon DNS-antimikrobialis peptid
komplexeknek, melyek ellen autoantitestek termelddnek szisztémas lupus
erythematosus-ban [138,139]. Autoantigént szolgéltathatnak a neutrofilek autoimmun
vasculitiszben is. Az immunizaciés fazisban termel6dd autoantitestek szoveti
lerakodasahoz bizonyos esetekben ugyancsak fontosak a neutrofilek. igy mind a
neutrofilek genetikai hianya [140], mind a neutrofilek antitesttel torténd deplécioja
esetén [141] jelentdsen csokken az autoantitest-lerakddas a human rheumatoid artritisz

egyes egérmodelljeiben. Az effektor fazisban torténd neutrofil-részvételre ugyancsak
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szamos adat utal: igy a neutrofilek nagy szamban talalhatdak meg egyes autoimmun
iziileti gyulladasban szenvedd betegek szinovialis folyadékaban [142], ahol a jelenlévo
medidtorok egy jelentds része feltehetden neutrofil eredetli, illetve részben a

neutrofileken fejti ki hatasait [136].

PELDAK

A B Dendritikus sejt Plazmasejt NEUTROFILEK
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9. abra: A neutrofil granulocitik szerepe egyes autoimmun betegségek patogenezisében
(A) Az autoimmun betegségek fazisai

(B) Az autoimmun koérképek egyes fazisaiban résztvevo neutrofilek szerepe példakkal
(Forrés: [I11])

A fent emlitett betegségeken kiviil egyes autoimmun bdrbetegségekben is
jelentds résztvevok a neutrofilek. Egy autoimmun hélyagos borbetegségben, a bullozus
pemfigoidban (BP-ben) szenvedd betegek autoantitestet tartalmazd széruma ex vivo
kisérletben a dermalis-epidermalis hatarra toborozta a neutrofileket, ahol a sejtek a két
réteg elvalasztasat eredményezték [143]. Ujsziilott egerekben a bullozus pemfigoid 180
antigén ellenes antitestekkel BP-szerti betegséget lehet kivaltani, ahol a 1éziokban nagy
szamban talalhatoak neutrofilek, melyek deplécidja védettséget eredményezett a
betegség kialakulasaval szemben [144,145]. Egy masik hasonld6 megbetegedés, az
epidermolysis bullosa acquisita (EBA) hatterében leggyakrabban a VIl-es kollagén

ellenes autoantitestek megjelenése all. Human fagyasztott bérmetszetek EBA-s betegtol
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szarmaz6 szérummal vald kezelését kovetden a neutrofilek a dermalis-epidermalis
EBA passziv egérmodelljében a neutrofilek antitesttel torténd eltavolitasa
megakadalyozta a betegség kialakulasat [147].

Osszegzésként elmondhatjuk, hogy az utoébbi idSben szdmos autoimmun
korképben, igy tobbek kozott a rheumatoid artritiszben, a szisztémas lupus
erythematosus-ban, bizonyos autoimmun borbetegségekben (pl. bullézus pemfigoidban,
epidermolysis bullosa acquisitaban) és egyes autoimmun vasculitiszekben [148] sikeriilt

kimutatni a neutrofilek szerepét.

3.4.2. A neutrofilek és az autoimmun iziileti gyulladasok

Mint koradbban emlitettiik, a rheumatoid artritiszben szenvedd betegek
szinovialis folyadékaban nagy mennyiségben talalhatdak neutrofil granulocitak [142],
melyek jellemzden aktivalt fenotipust mutatnak. Igy felsziniikon megjelenik a nyugalmi
koriilmények kozott nem kifejez6dé FeyRI (CD64), mely feltehetden a gyulladas soran
felszaporodott IFN-y-nak koOszonheté és ami nagy valosziniséggel hozzajarul a
neutrofilek immunkomplex-medialt szovetkarositdsahoz [149]. Rheumatoid artritiszes
betegek iziileti folyadékaban olyan mediatorok taldlhatoak, melyek képesek a
neutrofilek funkcigjat befolyasolni (pl. C5a, GM-CSF), illetve melyek esetleg neutrofil
eredetlick is lehetnek (pl. IL-1B, IL-8, TNFa) [136]. A neutrofilek szerepére utal
tovabba, hogy bizonyos rheumatoid arthritiszes betegekben az extrakorporalis
granulocita-ferezis (mely sordn a granulocitdk szdmat csokkentik) jotékony hatastinak
bizonyult [150,151].

Az autoimmun iziileti gyulladdsok modellezésére szamos kisérletes allatmodell
all rendelkezésre. Egyes esetekben — ilyen a kollagén-indukalt artritisz (CIA) ¢és a
K/BxN artritisz [152] — a betegség valamennyi fazisa (beleértve az immunizacios és az
effektor stddiumokat) megfigyelhetd, mig szelektiven az effektor fazis vizsgalatara
hasznalatos modell a kollagén-antitest indukalt artritisz (CAIA) [153], a K/BxN szérum
transzfer artritisz [154], valamint a human TNF transzgén artritisz [155]. Mig ez utobbi
modell klinikai relevancidjat a rheumatoid artritisz egyes formaiban nagy
hatékonysaggal alkalmazhat6 TNF-antagonista kezelés erdsiti [156,157], az

autoantitest-medialt kisérletes megkozelitések huméan megbetegedésekhez vald jo
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kozelitését a rheumatoid artritiszben szenvedd betegek nagy részének szérumaban
kimutathat6, feltételezhetéen koroki szerepli autoantitestek (pl. Il-es tipust kollagén-
ellenes antitest, citrullinalt peptidek elleni antitestek) tamasztjak ala [158].

Mig human autoimmun artritiszekben viszonylag nehezen vizsgalhaté a
neutrofilek kozvetlen szerepe, annal tobb lehetdség kindlkozik a sejtek szerepének
azonositasara kisérletes allatmodellekben. Egérben tobbféle mddon lehet neutrofil-
hianyos allapotot létrehozni. Atmeneti neutrofil-deplécié kivalthato a neutrofil-
specifikus érési marker, az Ly-6G vagy a Gr-1 ellenes antitestek'” segitségével [159], a
kezelés hatékonysaga (a neutrofil granulocitdk periférids vérbol valo eltlinése)
egyszerlien ellendrizhetd aramlasi citometridval. A genetikai megkozelitésre szdmos
mod all rendelkezésre. A Gfi-1 egy cinkujjas transzkripcios faktor, melynek hianyaban
gyakorlatilag nem alakulnak ki érett neutrofil granulocitdk (ennek megfeleléen ezen
génhidnyos egerek jellemzden hajlamosabbak Gram-pozitiv baktériumok altali gennyes
gyulladasokra) [160]. Mig a forkhead transzkripcios faktor Foxo3a hianya nem érinti a
periférias neutrofilszamot, a gyulladdasos kornyezetben (pl. kisérletes iziileti
gyulladésban, hashartya-gyulladdsban) ugyanakkor gyakorlatilag nem taldlhato6 PMN
[161]. Ennek hatterében az all, hogy a gyulladisos szovetekbe érkezd vad tipusu
neutrofil granulocitdkban a Foxo3a kotédik a Fas-ligand promoteréhez, ezaltal
blokkolja az egyes citokinek hatdsidra fokoz6do Fas-ligand kifejezddést és ndveli a
sejtek tulélését. A Foxo3a hianyaban a gyulladasos mediatorok (pl. TNFa, IL-1p) altal
kivaltott  Fas-ligand-expresszio-fokozoédds ¢és a  kovetkezményes —apoptotikus
folyamatsor azonban zavartalanul folyhat le. Egy, a Bcl-2 csaladba tartozo
antiapoptotikus fehérje, az Mcl-1 mieloid-specifikus delécidja jelentdsen csokkenti a
neutrofilek tulélését és ennek kovetkeztében a csontvelOben 1évo, valamint a vérben
keringd neutrofilek szamat, anélkiil, hogy egyéb sejtvonalak (pl. a makrofag populacio)
méretét jelentdsen befolydsolnd [162,163]. A fent emlitett modszerek koriiltekintd
hasznalataval a neutrofil granulocitdk autoimmun iziileti gyulladasos modellekben
betoltott szerepérdl viszonylag pontos képet alkothatunk.

Tobb adat utal arra, hogy kisérletes iziileti gyulladasos modellekben

nélkiilozhetetlenek a neutrofil granulocitdk. Héarom naponta adott Gr-1 ellenes

" A Gr-1 ellenes antitestek a neutrofil-specifikus Ly-6G mellett felismerik a néhany egyéb
mieloid sejten is megtalalhatd Ly-6C-t is.
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monoklonalis antitesttel meg lehetett akadalyozni a K/BxN szérum transzfer artritisz
kialakulasat [159]. A kezelést az els6 6t nap barmelyikén alkalmazva csokkenthetd volt
a mar kialakult gyulladds mértéke, mutatva, hogy a neutrofilek nem csupan a betegség
kivaltasahoz sziikségesek, hanem a betegség normal progresszidjadhoz 1is
clengedhetetlenck. Ezzel 6sszhangban mind a Gfi-17", mind a Foxo3a-hianyos egerek
védettek voltak a K/BxN szérum transzfer artritisszel szemben [51,161]. Mig vad tipust
neutrofilek adasa helyreallitotta, Foxo3a-hidnyos PMN-ek szervezetbe juttatdsa nem
befolyasolta a gyulladis mértékét Foxo3a™ 4llatokban, jelezve, hogy a megfigyelt
védettségért elsdsorban a Foxo3a neutrofil granulocitdkbol vald hidnya felelt. A
neutrofilek éréséhez és csontveldbdl valdé mobilizacidjahoz fontos G-CSF hianyaban
gyakorlatilag nem alakult ki kollagén-indukalt artritisz (CIA), ezzel 6sszhangban a G-
CSF-ellenes monoklonalis antitesttel vald kezelés drasztikus gyulladascsokkenést
eredményezett vad tipusu CIA-s egérben [164]. Tovabbi vizsgalataikban a szerzék CIA-
s egerek szérumaban emelkedett G-CSF-szinteket mutattak ki és reciprok csontveld-
transzplantacios megkozelitéssel igazoltdk, hogy a G-CSF termelésért elsdsorban
nemhemopoetikus, mig a G-CSF hatasaért (a G-CSF receptoranak kifejezédéséért)
hemopoetikus eredetli sejtek feleldsek [165]. A neutrofilek deplécidja jelentdsen
csokkentette az iziileti gyulladds mértékét vad tipusti egerekben és mind a G-CSF
lokalis, mind szisztémas adasa nagymértékben képes volt ndvelni a neutrofilek
gyulladasos teriiletre torténd vandorlasat. Mindezek azt mutatjak, hogy a G-CSF nem
csupan a granulopoiesis sordn, valamint a csontveldi raktar mobilizaldsdban fontos
gyulladdsos koriilmények kozott, hanem a granulocitdk érpalya-elhagyasaban (és
esetleg a szovetekben torténd aktivacidjdban) is markans szerepld [165]. Az egyik
humén IL-8 kemokin analdg, a jelentés mértékben a neutrofilekbdl szdrmazd és a
hatasat részben azokon kifejt6 MIP-2 (masik nevén CXCL2) szintjének a gyulladt
labakban valé valtozédsa pozitiv Osszefliggést mutatott az iziileti gyulladas mértékével
CIA-s egyedekben, tovabba a MIP-2 antagonizalasa részleges védettséget biztositott a
betegséggel szemben [166]. Hasonloképpen parcidlis csokkenést eredményezett az
egerek antileukoproteindzzal, a neutrofil szerin protedzok egyik gatloszerével torténd
kezelése kollagén-ellenes antitest indukalt artritiszben [167]. Mindezek az adatok
ravildgitanak a neutrofil granulocitdk szerepére egyes autoimmun iziileti

gyulladasokban, ahol ezen sejtek tilmitkodésével lehet szamolni.

35



DOI:10.14753/SE.2012.1782

3.43. Az Fcy-receptorok és a p,-integrinek szerepe autoimmun iziileti
gyulladasokban

Az autoantitest-medialt autoimmun iziileti gyulladasok kritikus szerepléi az IgG
antitestek Fc-részét specifikusan felismerd Fcy-receptorok (FcyR). Valamennyi aktivalo
Fey-receptor egérben egy segédlanccal, a foszforilalhatéd tirozinokat magaban foglalod
ITAM-szekvenciat tartalmazd Fc-receptor y-lanccal (FcRy) asszocialodik. FcRy
hianyaban az egerek védettek a K/BxN szérum transzfer artritisszel szemben [50]. Mig
az Fcy-receptor I nem tlnt kritikus komponensnek az iziileti gyulladas kialakulasaban,
az FcyRIIl hidnyaban részleges kéarosodas volt megfigyelheté [50]. Ez felvetette a
legujabban leirt aktivald Fcy-receptor, az FcyRIV koroki szerepét, mely utobbi végiil
igazolodott [168]. Annak vizsgalatara, hogy konkrétan a neutrofil granulocitak felszinén
1évé FcR y-lancnak milyen szerepe van autoimmun artritiszben, a legszerencsésebb
megkozelités sejtvonalspecifikus FcRy-hidnyos torzsek hasznalata lenne. Mivel ilyen
torzs nem allt rendelkezésre, Monach ¢és munkatarsai egy specialis megkozelitést
alkalmaztak. Neutrofil-hianyos Gfi-17 egereket szubletalisan (4 Gy dézissal)
besugaraztak, majd az egerekbe vad tipusu, illetve FcRy-hidnyos csontveldi sejteket
injektaltak, mely altal kevert csontveléi kimérakat hoztak létre. Azok az egyedek,
melyek FcR y-lancot nem expresszalod sejtszuszpenziot kaptak (tehat amelyekben a
neutrofil kompartmentben teljes mértékben hianyzott a segédlanc) nem alakult ki iziileti
gyulladéds az artritogén szérum beaddsat kovetden [51], mutatva az FcRy jelentdségét
neutrofilekben. Tovabbi vizsgalataikban a szerzOk azt talaltak, hogy a neutrofilek FcRy-
sejtek lokalis aktivaciojahoz volt sziikséges. Az FcyRIII szelektiv hidnya a neutrofilek
felszinérdl nem eredményezte a gyulladas mértékének csokkenését [51].

Bizonyos autoantitest-medialt gyulladasok esetében az immunkomplexek
fizikalisan jol koriilhatarolhaté teriileten alakulnak ki. gy rheumatoid artritisz (és az azt
részben modellezd K/BxN szérum transzfer artritisz) esetén az iziileti rés porcos
felszinén halmozodik fel a gliikkoz-6-foszfat izomeraz (GPI) és az arra specifikus anti-
GPI antitest [169], autoimmun glomerulonephritis-ben az immunkomplexek lerakodasi
helye a glomerulusok bazalis membranja, az autoimmun holyagos bdrgyulladas egyik
formajaban, az epidermolysis bullosa acquisitdban (EBA) pedig a ham-irha hataron

keletkeznek a patomechanizmus kialakuldsa szempontjabdl fontos kollagén VIl-anti-
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kollagén VII antitest komplexek [146]. Ez utobbi betegség esetében egy szellemes
modszerrel vizsgaltdk a neutrofilek és az Fcy-receptorok szerepét a holyagok
kialakuldsdban. Egészséges egyénekbdl szarmazd fagyasztott metszeteket EBA-ban
szenvedd betegek szérumaval eldinkubaltak, majd a metszetre neutrofileket helyeztek.
Kis 1d6 elteltével a neutrofilek a ham-irha hatarra vandoroltak €s in vitro koriilmények
kozott is létrehoztak a betegségre jellemzd borréteg-szeparacidt [146]. Amennyiben
epitdpspecifikus F(ab’), fragmenteket hasznaltak a jelenség kivaltasahoz, a szeparacio
nem joOtt létre, mutatva az Fcy-receptorok nélkiilozhetelen szerepét. A szervezetben
bekdvetkez0 immunkomplex-aktivaci6 modellezésére in vitro kisérleteink soran
ELISA-lemez felszinén hoztunk Iétre immobilizalt immunkomplex felszint antigén és
antitest segitségével. Ez a folyamat is Fc-dependens: amennyiben Jakus Zoltan
kollégam F(ab’), fragmenttel hozta Iétre a csonka immunkomplexet, a felszin nem tudta
a neutrofileket aktivalni [I].

Mint kordbban emlitettem, az integrinek sejt-sejt, valamint sejt-extracellularis
matrix interakcidban szerepl0 heterodimer sejtfelszini molekulak, melyek szamos
sejtmiikodésben jatszanak szerepet a sejtvandorlastdl kezdve a véralvadason at a
csontbontasig [170]. Neutrofil granulocitdkon legnagyobb mértékben a B-lancuk alapjan
B.-integrineknek (vagy leukocita integrineknek) nevezett molekulak fejezodnek ki: ezek
a CD11a/CD18 (LFA-1, arfs) és a CD11b/CD18 (Mac-1, Komplement receptor 3,
omP2). A korabban emlitett LAD I-es egérmodellként is szolgaldé CD18" egerek
védettnek bizonyultak a K/BxN szérum transzfer artritisszel szemben [171]. A
folyamatban a két f6 leukocita integrin koziil az LFA-1 mutatkozott kritikusnak. CD11a
ellenes antitest segitségével a betegség kialakuldsa ugyancsak megakadalyozhato volt,
sOt az antitestet a mar manifeszt izileti gyulladds iddszakaban alkalmazva is
csokkenthetd volt a gyulladas. Az LFA-1-ligand ICAM-1 blokkoldsa ICAM-2-hianyos
egerekben ugyancsak hatdrozottan csokkentette a gyulladdas mértékét [171].
Amennyiben besugarzason atesett Gfi-17 egerek LFA-1-hidnyos csontveldi sejteket
kaptak, a csontveldi repopulaciot kovetéen a vad tipust sejtszuszpenzidt kapott
tarsaikkal ellentétben védettek voltak az iziileti gyulladdssal szemben, mutatva, hogy az
LFA-1-nek jelentds szerepe lehet a neutrofil granulocitdk felszinén autoimmun iziileti
gyulladédsban [51]. Tovéabbi adalék, hogy az emlitett kevert csontvel6i kimérakkal

végzett kisérletek alapjan a szerzOk azt talaltak, hogy az LFA-1 neutrofileken fontos
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szerepld a sejtek gyulladt izililetbe torténd vandorlasaban. Mindezek alapjan felmertiil,
hogy az LFA-1 farmakoldgiai gatlasa esetleg hasznos lehetne autoimmun iziileti
hasznalt LFA-1 neutralizdl6 efalizumabbal kapcsolatos negativ tapasztalatok
Ovatossagra intenek [172]. Bar a neutrofilek miikodésében fontos masik PB,-integrin, a
Mac-1 hianyaban a K/BxN szérum transzfer artritisz €rintetlen volt, kollagén-indukalt
artritiszben a Mac-1 fontos szerepldnek bizonyult [165].

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az Fcy-receptorok és a [,-integrinek
fontos szereppel birnak a neutrofil-fiiggd autoimmun izileti gyulladasok folyamataban.
Tovéabba leszogezhetjiik, hogy a neutrofil granulocitdk sejtfelszini Fcy-receptorainak,
valamint ,-integrinjeinek jelatvitelében szerepldé molekuldk azonositasa 1ényeges lehet
a neutrofil-tulmiikddéssel jellemezhetd autoantitest-medialt iziileti gyulladadsok
patomechanizmusanak pontosabb megértése szempontjabol.

Tovabbi fontos szempont, hogy az autoimmun iziileti gyulladasok jelenlegi
terapidban hasznalt valamennyi gyogyszer igen komoly mellékhatasokkal rendelkezik.
A tiineti terapiaként hasznalt nem-szteroid gyulladasgatlok (NSAID-ok) ugyan a
fajdalmat is mérséklik, azonban tobbek kozott jelentékeny gasztrointesztinalis
mellékhatasaik vannak. Az elsdsorban az akut fellingolasok esetén hasznalt
kortikoszteroidokkal szemben a kovetkezményes csontritkulds és cukorbetegség komoly
visszatarto tényez0. A betegségmoddositd szerekkel (Disease-modifying Anti-rheumatic
drugs, DMARDs) torténé terapia egyik alappillére a rheumatoid artritisz kezelésében
arany standardnak tartott metotrexat [173]. A folsav-antagonista metotrexatrdl azonban
tudni kell, hogy komoly citosztatikum, olykor dramai mellékhatasokkal (pl. fatalis
majkarosodas, pneumonitis): a kezelés soran a beteg metotrexat-szintjét folyamatosan
monitorozni érdemes [174]. Az igéretes biologiai terapidk kozé tobbek kozott az anti-
TNFa kezelés (pl. adalimumab, etanercept), az interleukin-1 receptoranak blokkolasa
(anakinra), a B-sejt, illetve a T-sejt miikodés gatlasa (rituximab, illetve abatacept),
valamint az interleukin-6 blokkoladsa (tocilizumab) tartozik [175]. Bar ezek a szerek
a gyogyszerek csupdn a betegek egy részében hatisosak, els@sorban parenteralisan
alkalmazhatoak, jelentésen megnovelik a kezeltek fertézések irdnti hajlamat, ezen

talmenden pedig kifejezetten dragak. Igy leggyakrabban valamely, Snmagaban az adott
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betegnél kevésbé hatékony DMARD mell¢ adjak kombinalt terapidban [175]. Mindezek
alapjan megallapithatjuk, hogy a rheumatoid artritisz terapidja korantsem tekinthetd
megoldottnak: wjabb, hatékonyabb szerekre van sziikség. Ehhez viszont ujabb
tdmadaspontokat kell azonositani. A kisérleteinkben vizsgalt és feltérképezett jelpalyak
molekuldi a patomechanizmus pontosabb megértése mellett taldn tamadéaspontjat

képezhetik a jelenleg sok mellékhatassal rendelkez6 terapia tjabb kandidansainak.

3.5. Tirozin-kinaz gatlok, mint terapias szerek

A receptor és nemreceptor tirozin-kindzok szamos sejtmitkodést befolyasolnak a
szervezetben a sejtek proliferacidjatol az immunmiikodésekig. Mig ezen enzimek
megfeleld aktivitasa kritikus a szervezet normal mitkédéséhez, a molekuldk mutécioja
daganatok kialakulasdhoz, az immunsejtek talmikodésével egylittjard aktivitas-
fokozddasa pedig az autoimmun szdvetkarositdshoz jarulhat hozzd. Mig a hemato-
onkolégiaban rutinszerien hasznalnak tirozin-kindz gétlokat, az inhibitorok mint az
autoimmun betegségek lehetséges terapias szereiként csak mostandban keriilnek az

érdeklddés kozéppontjaba.

3.5.1. Tirozin-kinaz gatlok az onko-hematologiaban

A kronikus mieloid leukémia (CML) a felndttkori leukémidk 15-20%-at alkotja
kovetkeztében kialakulo tobbfazisos vérképzorendszeri megbetegedés. A kezdeti
kronikus stadium atlagosan 3-5 év alatt adja at helyét az akceleralt fazis kozvetitésével a
blasztos krizisnek [177], mely altalaban fél éven beliil halalhoz vezet sulyos fertdzés
vagy vérzés révén. A CML-ben szenvedd betegek 95%-ban megtalalhatd a 9-es €s 22-
es kromdszoma transzlokacidja kovetkeztében kialakuld Philadelphia-kromoszéma (t9,
22) [176]. A transzlokacido kovetkeztében egy szabalyozas aldl felszabadult tirozin-
kinaz aktivitassal rendelkez6 Bcer-abl fuzids fehérjetermék keletkezik, mely sziikséges
¢s elégséges a malignus hematologiai korkép kialakulédsahoz.

Az oralisan adagolhato tirozin-kinaz gatlo, az Abl-specifikusnak tartott imatinib

forradalmasitotta a kordbban elsOsorban dssejt-transzplantacion ¢és interferon-o

kronikus fazisaban szenvedd betegek dontd tobbségében teljes citogenetikai remissziot
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okoz ¢és drasztikusan lecsokkenti a haldlozast. Az imatinib alapvetéen jol toleralhato,
leggyakoribb  hematologiai mellékhatasa a  mieloszuppresszio  [179], mely
koloniastimulélo faktorokkal, esetleg dozisredukcioval viszonylag jol kezelhetd. A
esetek 15-20%-dban azonban bizonyos mértékli imatinib-rezisztencia alakul ki a
betegekben, melynek hatterében feltehetden a Bcer-abl fuzids gén bizonyos mutacioi
allnak [180]. Az imatinib-rezisztens kronikus mieloid leukémidban hasznalando
masodik generacios tirozin-kindz gatlok a nilotinib és a dasatinib, melyek legujabb
vizsgalatok szerint akar elsd valasztandok is lehetnek a terapidban [181,182].
Ugyanakkor természetesen egyik szer sem mentes a komoly mellékhatasoktol (pl.
neutropenia, thrombocytopenia, anémia, hasmenés) [176] ¢€és nem szamitanak

kifejezetten olcsonak sem.

3.5.2. Tirozin-kinaz inhibitorok autoimmun artritiszben

A sejtproliferacid szabalyozasan tul az immunreceptor jelatvitelben is fontos
lehetdségét rejthetik az ezen tirozin-kindzokat gatldo kismolekulaju inhibitorok [183]. A
cél a hatékonysag mellett az oralis adagolhatosag és a kedvezd mellékhatas-profil lenne.
Klinikai fazisvizsgalatokban jelenleg két ilyen inhibitort tesztelnek: a Janus-kinaz gatlo
tofacitinibet (korabbi nevén tasocitinib, CP-690550) és az els6sorban a Syk-et bénitd
fostamatinibet (R788). A tofacitinib metotrexattal kombindlva hatékonynak bizonyult
metotrexatra nem megfelelden reagald rheumatoid artritiszes betegekben [184]. A Syk-
inhibitor fostamatinib ugyancsak eredményes volt az iziileti gyulladas tiineteinek
mérséklésében [185,186]. A Syk hemopoetikus rendszerbdl valé hianya esetén nem
alakult ki autoimmun iziileti gyulladas az artritogén szérum beadasat kdvetden
egerekben [70]. A Syk szelektiven neutrofilekbdl vald torlése esetén megfigyelhetd
kisérletes artritisszel szembeni védettség [29] azt sugallja, hogy a fostamatinib hatasaért
részben a neutrofilek gatlasa lehet felelds. Ezen tGlmenden a hatdsat részben az Abl
kinaz gatlasan kifejto, klasszikusan a kronikus mieloid leukémia kezelésében hasznalt
tirozin-kindz gatldo imatinib képes volt rheumatoid artritiszes betegben remissziot

eredményezni [187].
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3.5.3. A tirozin-kinaz gatlo dasatinib és a neutrofilek
A tirozin-kindz gatlé dasatinib (BMS-354825) egy olyan masodik generacios
anti-leukémids szer, melyet imatinib-rezisztens kronikus mieloid leukémidban ¢és
Philadelphia-kromoszdma-pozitiv akut lymphoblastos leukémiaban hasznalnak [188]. A
dasatinib az Abl-kindz és a Bcr-abl fuzids fehérje mellett gatolja az Src-kinazokat,
valamint csokkend érzékenységben a Btk csalad tagjait, a c-Kitet, a PDGF- és Eph-
receptorokat is [189-191]. Mint kordbban emlitettem, az Src tirozin-kindz csaldd tagjai
fontos résztvevdéi a neutrofil granulocitdk mikodésének: hidnyukban jelentdsen
csokkentek a neutrofilek B,-integrin-dependens sejtvalaszai [78,80], valamint egyes
Fcy-receptor-medialt folyamatai (munkacsoportunk nem publikdlt eredményei). A
neutrofilekben expresszalédd harom Src-kindz hianyaban tovabba az egerek védettek
voltak a K/BXN szérum transzfer artritisz kialakuldsaval szemben (Jakus Zoltan ¢és
Kovacs Miklés nem publikalt munkdja). A dasatinib altal gatolt egyik masik molekula,
az Abl is fontos résztvevdje neutrofil granulocitdk egyes folyamatainak [177,178].
Mindezek felvetették, hogy a kis molekulastilyt tirozin-kindz gatld dasatinib
esetleg mar kisebb koncentracidban is képes lehet befolyasolni egészséges neutrofilek
mikddését. A neutrofilekre gyakorolt hatas két szempontbol lehet fontos: egyrészt mint
a jelenlegi hematoldgiai alkalmazas ,,mellékhatasa”, masik oldalrél pedig mint egyes
kiindulopontja. A dasatinibbel kapcsolatos sajat kisérleteim kezdetén még nem publikalt
kisérleteiben kollégam, Futosi Krisztina azt talalta, hogy a kis molekulasulyt dasatinib
mar alacsony, nanomoldris koncentracioban jelentdsen ¢€s drasztikusan gatolta az
egészséges donorok periférias vérébol szarmazd neutrofil granulocitak B,-integrin-fiiggd
szuperoxid-termelését TNFa, a komplementfragment C5a, valamint lipopoliszacharid
jelenlétében ([IV], 1. &bra). A dasatinib hasonloképpen blokkolta a neutrofilek
fibrinogén-felszinen TNFa hatdsara 1étrejove szétteriilését is ([IV], 2. dabra).
Ugyanakkor a dasatinib nem befolyasolta a neutrofilek baktériumdlését ([IV], 6. abra).
A vazolt folyamatok pontosabb megértése képezte az eredmények 6.4. alfejezetében

ismertetett méréseim alapjat.
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4. Célkitiuzések

PhD-munkam soran az alabbi négy témakorrel foglalkoztam és a kovetkezd kérdésekre

kerestem a valaszt:

- Milyen médon befolyasolja egy GTP-az aktivald fehérje, a p190RhoGAP a
neutrofil granulocitak integrin-fiiggd, valamint integrin-fliggetlen sejtvalaszait és
a neutrofil-, illetve integrin-medialt K/BxN szérum transzfer artritisz

kialakulasat?

- Szilikséges-e az Fc-receptor y-lanc és két ITAM-tirozinja neutrofil granulocitak
Fcy-receptorainak miukodéséhez, vagy a segédlanc csupan a receptorok
sejtfelszini kifejezddését biztositja? Miként modositja ezen tirozinok fenil-

alaninra torténd cserélése az autoantitest-kivaltott iziileti gyulladast?

- Részt vesz-e és amennyiben igen, milyen moédon a CARDY adapter fehérje
neutrofil granulocitdk Fcy-receptorainak szignalizacidjaban ¢és kisérletes

autoimmun iziileti gyulladasban?
- Milyen hatassal van a masodik generacios antileukémids szer, a dasatinib
egészséges humdan neutrofilek ,-integrin inside-out szignalizacidjara ¢és a

bakterialis fagocitdzisra?

Vizsgéalataim soran — a negyedik kérdéskor kivételével — genetikai megkozelitést

alkalmaztam génhidnyos egerek segitségével.
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5. Modszerek

5.1. A kisérletekhez hasznalt egértorzsek, csontvel6i kimérak

A p190RhoGAP hianyanak vizsgalatdhoz egy 1j, a Jeffrey Settleman bostoni
munkacsoportja altal eléallitott pl 90RhoGAP muténs allélt (GrIfI"™ %, a tovabbiakban
p190RhoGAP") hordozé egértorzset hasznaltam.'® Tekintettel a p190RhoGAP-hianyos
egerek (Grif]™*SV'™m25et 4 tovabbiakban pl90RhoGAP™") perinatalis letalitasara,
kisérleteimet csontvel6i kimérdkon végeztem. A mutdci6 pontos jellemzése €s a magzati
majsejtek felhasznaldsaval torténd csontveld-transzplantacidé menete az eredmények
fejezetben talalhat6. A pl90RhoGAP vizsgalatokban integrin-fiiggd referenciapontként
szolgald CD18-hidnyos egerek (Irgh2™B»'™2B% 4 tovabbiakban CD187") Arthur
Beaudet-tol szarmaztak [74].

Az Fc-receptor y-lanc intracelluldris tirozinjainak vizsgdlatdhoz az FcRy-
hidnyos egértorzset (Feerlg™ ™Ry Jeffrey Ravetch munkacsoportjatol [34], a vad
tipusu és az ITAM-tirozinmutans FcRy-t koédold transzgénikus allélokat (Tg(H-2Kd-
Feerlg" ") Tks; Tg(H-2K%Fcerlg""¥")Tks) hordoz6 egyedeket Takashi Saito laborjatol
kaptuk [192]. Munkacsoportunk elsé 1épésként a klasszikus génaddiciés moddon
1étrehozott utobbi két torzset rakeresztezte a korabban emlitett FcRy-hianyos hattérre'”’,
mely altal az ITAM-tirozinok struktira-funkci6 analizise lehetdve valt. A kiilonbozd
genotipusu egyedek azonositasa genomialis DNS-bdl allélspecifikus PCR technikaval, a
két génaddicids torzs esetében tovabbi nukleotid szekvencia-analizissel tortént.

A CARDY-hidnyos (Card9™"M™d) 1591 ¢s a Bell0™~ (Bl (™M miMak
[193] egerek Jirgen Ruland laborjabol érkeztek hozzank. A CARD9-hidnyos torzs
szaporitasa laborunkban zajlott, a meghatarozas genetikai alapon tortént. A Syk-

hiflllyOS (Syktml Tyb/tm1Tyb

) csontveldi kimérdkat a Victor Tybulewicz-t6l szarmaz6 Syk
heterozigotak felhasznalasaval allitottuk eld [194]. Tekintettel a Syk-hidnyos egerek
perinatalis letalitisara, a pl90RhoGAP™ kimérakhoz hasonloan allitottuk elé a

csontveldi kimérakat. (Ebben az esetben azonban nem volt sziikség agylizdtumok

' Ez a mutacié nem tévesztend$ Ossze az ugyancsak a Settleman-féle munkacsoport altal a
korabbiakban eléallitott, trunkalt fehérjét eredményez6é hipomorf varianssal (GrifI™%, a
tovabbiakban pl 90RhoGAP™) [111].

""" A tovabbiakban a vad tipust transzgénikus FcRy allélt FcRy-hidnyos hattéren tartalmazo
egyedeket FcRy " FcRy(VT)Tg™%nak, a tirozin-mutans FcRy-t FcRy-hianyos hattéren kifejez6
allatokat FcRy”~ FcRy(YF/YF)Tg"*-nak jellom.
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készitésére €s a genotipusok Western-blottal vald azonositasara (Id. a 6.1.3. alfejezetet),
mivel a Syk-hidnyos magzatoknak a karosodott vérér-nyirokér szeparacio [195] miatt
jellegzetes ,,bevérzés-szerli” fenotipusa van (ezéltal a vad tipust tarsaktdl konnyen
elkiilonithetoek)).

sejt receptort hordoz6 KRN torzs Diane Mathis és Cristopher Benoist laborjabol
(Harvard Egyetem, Boston, USA), a NOD egerek a Jackson Laboratory-tol szarmaztak.
A KRN ¢és a KRNxNOD egerek autoreaktiv T-sejt receptort hordozd egyedeinek
azonositdsa kezdetben a transzgénikus T-sejt receptor-cllenes antitest segitségével
aramlasi citometriaval (CD4-re torténd kapuzéssal), a késObbiekben PCR technikaval
tortént.

A csontveld-transzplantaciok sordn a CDA45.1-pozitiv recipiensek szerepét
betoltd B6.SJL-Ptprc” egereket a Jackson Laboratory-tol vasaroltuk. Valamennyi
génhidnyos egértorzsiink CS7BL/6 hattéri volt.

CsontvelO-transzplantacidhoz az  eldzetesen letdlisan (11,5-12  Gy-jel)
besugarzott'® CDA45.1-pozitiv recipiens egereknek megfeleld anesztézia mellett
intravénasan CD45.2-t expresszalo csontveldi donorsejteket adtunk. A transzplantaciot
kovetd harom hétben az egerek az ivoviziikkel neomicint és polymixin B-t tartalmazo
antibiotikum-oldatot kaptak. A transzplantacid sikerességét négy héttel a miitét utan
végeztiik aramlasi citométerrel (periférias vérbol) a neutrofil granulocitdk CD45.2-
expresszidja alapjan (a részleteket az eredmények 6.1.3. alfejezetében targyaljuk).

Vad tipusu kontrollként genetikai mddositastdl mentes vad tipusa C57BL/6-0s
egereket, csontveldi kimérak esetében vad tipusu C57BL/6-o0s egerek vagy a génhianyos
magzatok vad tipusu allélt hordozo testvéreinek hemopoetikus készletét tartalmazéd
kimérakat hasznaltunk. Mind in vitro, mind in vivo Kkisérleteink soran a kiilénb6zo
genotipusu csoportokban ugyanolyan nemi €s €letkorti (a csontveldi kimérak esetében
azonos idOpontban transzplantalt), lehetdleg egy dobozbdl szdrmazd egyedeket

hasznaltunk.

"Helyszin: Orszagos ,Frédéric Joliot-Curie” Sugarbiologiai és Sugaregészségiigyi
Kutatéintézet (OSSKI) vagy MTA Kézponti Fizikai Kutatointézet; Sugarforras: y-sugarzo “’Co
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5.2. Hemi- és homozigota transzgénikus egerek elkiilonitése kvantitativ
PCR segitségével

A génaddicios technikaval bejutattott exogén FcRy-gén hetero- (hemi-) vagy
homozigota forméaban valo eléforduldsanak meghatarozasdhoz kvantitativ polimeraz
lancreakciét (qQPCR-t) hasznaltuk. A qPCR-t megelézden az egérfarokbol tisztitott
DNS-oldatot spektrofotometrias moddszerrel 80 ng/ml koncentraciora higitottuk. A
DNS-templatot, a megfelelé6 primereket, a DNS-szdlak kozé ¢€kelédni képes,
fluoreszcens festéket (a SYBR® Greent), a polimeraz enzimet, a magnézium-oldatot és a
desztillalt vizet tivegkapillarisban mértiik 6ssze. A polimeraz reakcid egy arra alkalmas,
a kék fény tartomanyaban gerjeszteni képes késziilékben zajlott (Light Cycler, gyarto:
Roche). A kérdéses gén (az exogén Fc-receptor y-lanc génje) adott mintdban torténd
amplifikalasaval parhuzamosan referenciaként egy hdaztartasi gén (gliceraldehid-3-
foszfat dehidrogenaz, GAPDH) sokszorozasat is elvégeztiik. A relativ DNS-mennyiség
meghatdrozasahoz ezt a két adatot hasznaltuk fel. A qPCR-t kdvetden a reakcio

specifikussadganak ellendrzése végett a mintakat agardz gélen futtattuk meg.

5.3. A neutrofil granulocitak izolalasa, a kisérleti koriilmények

A kisérleteink soran hasznalt egér neutrofil granulocitakat csontvel6bol
preparaltuk szobahdmérsékleten. A cervikalis diszlokacidt kdvetden az egerek comb- és
labszarcsontjait eltavolitottuk, végeiket bemetszettiik, majd 25 gauge-s tii segitségével a
csontvel6t kalcium- €s magnéziummentes HBSS/20 mM HEPES-sel (Hank’s Balanced
Salt Solution/HEPES) atmostuk. A sejtszuszpenziot centrifugaltuk, majd a
vorosvértestektdl hipotonids lizissel szabadultunk meg (0,2% natrium-klorid oldatot
alkalmaztunk 40 masodpercig; a fiziologids tonicitdst azonos mennyiségli 1,6%-0s
natrium-klorid oldattal allitottuk helyre). A neutrofil granulocitdk tobbi fehérvérsejt-
populéciotol valo elkiilonitéséhez a sejtszuszpenziokat 62%-os Percoll gradiensre
(gyartdo: GE Healthcare) rétegeztiik. Mig nagy sebességgel torténd centrifugélast
kdvetden a monocitak, a limfocitak (elsdsorban B-sejtek) és a nemneutrofil granulocitdk
nagy része a HBSS és a 62%-os Percoll-oldat hatardn jelent meg, a neutrofil
granulocitak a csd alja kozelében egy felhdben gytiltek 0ssze. A mononuklearis sejtek
leszivasat és két mosasi 1épést kovetden a neutrofileket megszamoltuk. Egér neutrofil

preparatumunk tisztasdga aramldsi citometrids mérések alapjan 90% felettinek, az
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eritrozin B vitalis festék kizardsa alapjan vizsgalt életképesség 98% feletti értéknek
bizonyult (1d. a labor kordbbi eredményeit, [69]).

A human neutrofil granulocitikat Onkéntes donorok periférias vérébdl
izolaltuk. A dextranos iilepitést kovetden a sejteket Ficoll gradiensen (gyartd: GE
Healthcare) centrifugaltuk, majd a vorosvértesteket a fent emlitett modszerrel lizaltuk.
A pl90RhoGAP-expresszid6 pontosabb kimutatasahoz tovabbi lépésként magneses
sejtszeparaciot alkalmaztunk. A klasszikus humén neutrofil preparatumunkat magneses
CDl6-ellenes antitestekkel (,,CD16-mikrogyongyokkel”, gyarto: Miltenyi Biotec)
eléinkubaltuk, majd magneses térbe helyezett oszlopon folyattuk at. A mikrogyonggyel
boritott CD16-pozitiv sejtek (dontden neutrofilek) a magneses tér hatdsara az oszlophoz
kotodtek, ezeket a CD16-negativ populacio kinyerésére végzett tobbszori &tmosas utan,
az oszlop magneses térbdl vald eltavolitdsat kovetéen elualtuk. A hagyomanyos
neutrofil prepardlassal nyert mintdk — citospinnel torténd centrifugalas és May-
Grinwald-Giemsa festést kovetd meghatarozas alapjan — 96,6% =+ 1,6%-ban
tartalmaztak neutrofileket (n=3), a fennmarad¢é sejtek elsdsorban eozinofil granulocitak
voltak. A szeparalas utani tisztasag 99,1% = 0,5%-ra nétt [II].

A gatldszerrel torténd kisérletek soran a humén neutrofileket 37 °C-on 30 percig
eldinkubaltuk dasatinibbel 0,5 mM kalcium-klorid jelenlétében. Ezekben a
kisérletekben kontrollként a csak 0,1% dimetil-szulfoxidot (DMSO) tartalmazé mintak
szolgaltak.

A neutrofil granulocitdk izoladlasa és sejtvalaszaik vizsgalata sordn a sejteket
kalcium- és magnéziummentes HBSS + 20 mM HEPES pH=7,4 oldatban vettiik fel. A
funkcionalis mérések eldtt az oldatot kalcium-kloriddal (végkoncentracid: 0,5 mM)
egészitettiik ki, majd a sejteket 10 percig 37 °C-on eldmelegitettiik. Az adhézios
mérések sordn a szuszpenzidhoz 1 mM magnézium-kloridot adtunk. A funkcionalis

vizsgélatok 37 °C-on torténtek.

5.4. A nyugalmi sejtfelszini expresszio aramlasi citometriaval torténé
mérése
A sejtfelszini receptorok és molekuldk kifejezédésének meghatdrozasahoz

aramlasi citométert hasznaltunk. A sejteket 1 millio/ml koncentracioban, PBS 5% FCS

oldatban vettik fel, majd egy oOran keresztil 4 °C-on inkubdltuk a megfeleld
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antitestekkel.'”” Az els§ 1épésben hasznalt fluoreszcens festékkel nem konjugalt vagy
biotinilalt antitesteket fluoreszcensen jelolt szekunder antitesttel vagy sztreptavidinnel
tettiik ,,lathatova” (eléallito: BD Pharmingen; 30 perc, 4 °C). A sejteket az inkubaciot
kovetden (még a mérés eldtt) egy, a vorosvértestek gyenge lizisét és a leukocitdk
fixalasat eredményezd, formaldehidet, valamint etilén-glikolt tartalmazd oldatban
(FACS lizis oldat, gyarto: BD Pharmingen) vettiik fel. A mintdkat egy 488 nm-es
hulldamhosszisagt 1ézerfényt kibocsatd 4aramlasi citométeren mértik le (BD
FACSCalibur, szoftver: CellQuest software). A neutrofilek azonositdsdhoz a sejtek
jellegzetes oldalra és eldre iranyuld fényszorasi tulajdonséagait, valamint Gr-1/Ly-6G-
pozitiv voltdt haszndltuk. Hisztogramjainkon az abszcisszan a fluoreszcencia-

intenzitast, az ordindtan az események szamat abrazoltuk.

5.5. A neutrofilek sejtvalaszainak vizsgalati modszerei

5.5.1. A neutrofilek aktivalasanak modozatai

Integrin-fiiggé folyamatokhoz 96-lyuka ELISA-lemezeket (Maxisorp F96,
gyartd: Nalge Nunc International) fedtiink (el6zetesen 10 percig 37 °C-on elomelegitett)
kétszer HBSS-sel mostuk [69]. A sejtszétteriilés mikroszkdpos vizsgalatahoz 24-lyuku
szovetkultura lemezeket hasznaltunk. A neutrofilek furatokba valo felvitele eldtt a
PeproTech), 1 pg/ml Pam3;CSKy- (gyarté: EMC Microcollections) vagy 10 ng/ml GM-
CSF-oldatot (gyartd: PeproTech) tettiink.’ Ezek a ligandok biztositottak (az inside-out
szignal révén) a neutrofilek sejtfelszini Br-integrinjeinek aktivalodasat és a molekulak
expressziojanak fokozodasat (P-integrin upregulacid). Az aktivalt [,-integrinek

kozremitkddésével a neutrofilek letapadtak a lemezek aljan 1évo fibrinogénhez.

" Méréseinkhez az alabbi antitesteket hasznaltuk: anti-Gr-1 (klon: RB6-8C5) vagy anti-Ly-6G
antitest (klon: 1A8)(érési marker expressziojanak vizsgalata; eldallito: BD Parmingen); anti-
FeyRIVII (klon: 2.4G2) és anti-FcyRIV antitest (klon: 9E9)(Fcy-receptor kifejezodés
vizsgalata; eléallito: BD Pharmingen, illetve Jeffrey Ravetch munkacsoportja); anti-CD11a
(klon: M17/4), anti-CD11b (klon: M1/70) és anti-CD18 antitest (klon: C71/16)(integrinlancok
expressziojanak detektalasa; el6allité: BD Pharmingen); anti-CD16 (klon: 3G8, eldallito: BD
Pharmingen).

0 A 96-lyuku plate furataiba az aktivaciot megel6zéen 10 pl térfogatban 10-szeres toménységii
stimulust tartalmazé oldatot tettiink, a fent emlitett oldatkoncentraciokat a sejtek furatokba
pipettazasat kovetden értiik el.
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Immobilizalt immunkomplex-felszin kialakitasahoz kisérleteink  dontd
tobbségében ugyancsak ELISA-lemezeket hasznaltunk (ez alol kivétel egyes
intracelluldris molekulak aktivalodasanak vizsgalata, mely soran a sejteket 6 centiméter
atmérdjii mlianyag Petri-csészékbe helyeztiik). Els6é korben a furatokba 20 pug/ml human
szérum albumint (HSA, gyartd: Sigma) vagy 20 pg/ml laktoferrint (LFR, gyarto:
Sigma) helyeztiink karbonat-pufferben (35 mM NaHCOs;, 15 mM Na,COs, pH=9,6)(1
ora, szobahdémérséklet). Az antigén eltavolitasat kovetéen PBS 10% FCS keriilt a
lemezekre (1 o6ra, szobahdémérséklet), mely elsésorban az aspecifikus kotohelyek
elfedését szolgalta. Harmadik 1épésként ugyancsak PBS 10% FCS kozegben tettiik a
furatokba az 1:400 higitast anti-HSA vagy anti-LFR poliklonalis nyul antitestet (1 ora,
szobahOmeérséklet). Utols6 mozzanatként kétszer mostuk a lemezeket HBSS oldattal.
Amennyiben a furatokhoz torténd antigén-kotddéshez sziikséges volt (pl. szovetkultara
lemezek), a feliiletet 1 6ran at szobahdmérsékleten PBS-ben higitott 0,1 mg/ml poli-L-
lizinnel kezeltiik, majd két PBS-sel torténd mosast kovetden 15 percig 1:10-ben higitott
glutaraldehiddel inkubaltuk. Ujabb két mosast kovetden keriilt fel a megfeleld antigén (a
HSA vagy a LFR).

A szuszpenzidban (nem adherens modon) torténd sejtaktivaciohoz a végig
magnéziummentes kdrnyezetben 1évo egér neutrofileket 3 uM fMLP-vel, 10 perc 10
uM citokalazin B-vel (CB-vel) vald eldinkubaciot kovetéen 3 puM  fMLP-vel
(szuperoxid-termelés, degranulécid) vagy 50 ng/ml rekombinans TNFa-val, 100 nM
PMA-val, illetve 10 ng/ml GM-CSF-fel (zselatinaz degranulacio, p38-foszforilacio

mérése, CD11b sejtfelszini upregulacid) stimulaltuk.

5.5.2. A neutrofilek in vitro sejtvalaszainak mérése

A neutrofil granulocitdk bizonyos stimulusok hatasara szuperoxidot képesek
termelni. Ennek méréséhez az egér neutrofileket 4 x 10° sejt/ml koncentracidban tettiik
a megfeleld felszinekre (integrin-ligand, immobilizdlt immunkomplex-felszin; a
szuszpenzidban torténd mérések esetében (pl. fMLP) az ELISA lemez feliiletének
kozvetlen aktivald hatasat a kotéhelyek PBS + 10% FCS oldattal torténd blokkolasaval
akadalyoztuk meg) és azonnal megkezdtiik a mérést 37 °C-on, két perces id6kozonként
torténd detektalassal. A szuperoxid-termelés meghatarozasahoz citokrom c¢ (gyarto:

Sigma) redukcios tesztet hasznaltunk. Az oxidalt és a redukalt citokrém c ugyanis eltérd
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abszorpcios spektrummal rendelkezik (10. abra), igy megfeleld hullamhosszon ELISA

. - lemez leolvasoban (Labsystems

| ‘ —e— Oxidalt citokrom ¢

—e— Redukalt citokrom ¢

A ] Multiskan  Ascent multiplate reader,
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gyarté: Thermo Fischer Scientific) az
extracellularis térbe {iritett szuperoxid

mennyisége  fotometrids  moddszerrel

0 konnyen meghatarozhato. Keét
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Hubamticssz(nim) hullimhosszon végeztiik méréseinket:
10. abra: Az oxidalt és redukalt citokrom
¢ fényelnyelési spektruma (Forras: dr.

Mocsai Attila mérése) egy, a tényleges valtozasokat nyomon

egy referencianak hasznalt 540 nm-es és

kovetd 550 nm-es hullamhosszon. A két csatornan kapott értékeket egymasbol
kivontuk, majd az abszorbancia adatokat nmol szuperoxidra konvertaltuk. Az
eredményeket 10° sejtre vonatkoztatva dbrazoltuk.

A neutrofil granulocitdk szekunder és tercier granulumaibol felszabaduld
zselatindz mennyiségét zselatinaz zimografia segitségével detektaltuk. A sejteket 50

ng/ml TNFa, illetve 10 ng/ml GM-CSF jelenlétében

kontroll stimulalt
30 percig vagy 10 uM CB elékezelést kovetden 3 pM
— fMLP jelenlétében 10 percig 37 °C-on inkubaltuk. A

11. abra: A zselatinaz | reakciok ledlitdsdhoz a sejteket tartalmazod lemezeket

degranulacio kimutatasa | ., .. .,
zsegla tin-tartalmi gélen | JC8TC helyeztiikk, a furatokba a szuszpenzioval
(invertalt kép) megegyez6 térfogatban 4 °C-os HBSS oldatot

pipettaztunk. Ezt kdvetden a lyukakban talalhato térfogatok felsd részébdl furatonként
130 pl-t attettink 0j; Eppendorf-csovekbe ¢€és a mintdkat 5 percig 1500 rpm
fordulatszamon 4 °C-on centrifugaltuk. Végiil a feliilluszot négyszeres toménységi
nemredukalé mintapufferhez adtuk és az Eppendorf-csdveket a futtatasig -20 °C-on
taroltuk. A mintakat olyan 8%-os toménységii gélen futtattuk meg, melybe elézetesen 1
mg/ml koncentraciéban zselatint (gyartd: Sigma) polimerizaltunk. A futtatast kdvetden
a geleket egy 2,5% Tritont tartalmaz6 oldattal szobahdmérsékleten 30 percig
renaturaltuk, majd egy megfelelé natrium- és kalcium-klorid-tartalmu, pH= 7,5-es

eléhivéd oldatban 37 °C-on 12-16 6ran 4t inkubaltuk.>' Ezen idé alatt a feliiluszdban

21 Az eléhivo oldat dsszetétele: 50 mM Tris-klorid pH=7,5; 200 mM natrium-klorid; 0,2%
Triton X-100; 5 mM kalcium-klorid.
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jelenlévo zselatinaz a gélben 1évd szubsztratjat elbontotta, melyet egy aspecifikus
fehérjefestést (Coomassie) kovetden festodési hianyként detektaltunk (11. abra).

Fibrinogén felszinen egyes citokinek hatdsara, valamint immobilizalt
immunkomplex feliileten a neutrofil granulocitak letapadnak és szétteriilnek. Ennek
vizsgalatara a sejteket 30 percig inkubaltuk a megfeleld koriilmények kozott 24-lyuka
lemez furataiban, majd a reakciot jégen allitottuk le. A sejtek fixalasahoz 4% formalint
tartalmazé HBSS-t hasznaltunk. A bemutatott fényképeket a faziskontraszt mikroszkop
kamerajanak segitségével készitettiik (20-szoros nagyitas; gyartd: Leica Microsystems).
A mennyiségi kiértékeléshez 500 sejtet szamoltunk le furatonként.

In vitro migraciés méréseink soran a neutrofil granulocitdkat az eldzetesen
mindkét felszinén fibrinogénnel fedett, 3 pm porusatmérdjii membrannal rendelkezd
Transwell-inzertekbe (gyartd: Corning Glass) tettiik. Ezt kdvetden az inzerteket egy
olyan 24-lyuku lemez furataiba helyeztiik, ahol a wellek tartalmaztdk a migracioé
kivaltasat 1étrehozd kemoattraktanst (pl. fMLP-t, CXCL2-t). 60 percen at 37 °C-on
torténd inkubaciot kovetden a reakcidt jégen allitottuk le, majd a lemezeket
lecentrifugaltuk ¢és az inzerteket eltavolitottuk. A furatokban 1évd folyadékokat
leszivtuk, a benniik 1évd sejteket lecentrifugaltuk. A feliiluszot eltavolitottuk, majd a
sejteket egy 10 uM PNPP-vel (gyartd: Sigma) kiegészitett savas foszfatdz oldatban
(Triton, natrium-acetat, ecetsav, pH=5,3) lizaltuk, majd a lizatumokat visszapipettaztuk
a megfeleld furatokba. Ezt kovetden egy 96-lyukti ELISA-lemezre osztottuk ki a
mintakat. 90 perc, 37 °C-on torténd inkubéciot kovetden az enzimreakciot 5 N natrium-
hidroxiddal allitottuk le, majd az optikai denzitdst ELISA mikrolemez leolvasoban
olvastuk le 405 nm-en. A migralt sejtek aranyat a minden méréshez kiilon készitett
kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg.

A CD11b-upreguliciéo mérése soran 30 perces 50 ng/ml TNFa, illetve 10 ng/ml
GM-CSF stimulust (egér neutrofilek) vagy 20 ng/ml TNFa, 100 ng/ml IL-8, illetve 100
nM fMLP stimulust (human neutrofilek) alkalmaztunk magnéziummentes kdrnyezetben
(Eppendorf-csdvekben). A reakciokat jégen, hideg HBSS hozzaadasaval allitottuk le. A
sejteket lecentrifugdltuk, majd 5% FCS-t tartalmaz6 PBS-ben vettiik fel és a mintakhoz
biotinildlt CD11b antitestet (klon: M1/70) vagy biotinilalt IgG2b izotipus kontroll
antitestet (klon: 27-35; gyart6: BD Pharmingen) adtunk. 60 perces, 4 °C-on torténd
inkubalast kovetéen a sejteket PBS-sel mostuk, majd FCS-tartalmi oldatban
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reszuszpendaltuk. Ezt kovetéen 30 percig FITC- vagy PE-jelolt sztreptavidin
jelenlétében forgattuk a mintakat 4 °C-on. Két mosasi 1épés utan a sejteket a korabban
mar emlitett dramlasi citometrids fixalo oldatban vettiik fel, majd dramlési citométeren
(fluoreszcensen jelolt) antitestet hasznaltuk (klon: CRBM1/5; gyarto: eBioscience).

A citokin-leadas mérése soran a sejteket immobilizalt immunkomplex felszinen
stimuldltuk 6 o6ran keresztil ELISA-lemezen. A reakcidkat jégen Aallitottuk le, a
furatokbol leszivott térfogatokat lecentrifugaltuk, majd a feliiluszok citokin-tartalmat
ELISA-modszerrel (kit gyartdja: R&D Systems) hataroztuk meg. A citokin-leadas
kinetikdjanak meghatirozasa soran az elsd mérhetd értékek 2 o6rdnal jelentek meg, a
rendszer legstabilabbnak 6 6rdnal mutatkozott (itt a sejttulélés még 90 % koriili volt;
nem mutatott mérések).

A bakteridlis fagocitézis vizsgalatihoz GFP-t expresszald Staphylococcus
aureus torzset hasznaltunk [196]. A baktériumokat 37 °C-on 20 percig opszonizaltuk
kevert human szérummal, majd a kétszer HBSS oldattal mosott baktériumokat human
neutrofil granulocitdkhoz adtuk (neutrofil:baktérium=1:10). A reakciot jégen allitottuk
le, a neutrofilhez nem ko6tédott baktériumokat HBSS-sel kimostuk (és natrium-
hipoklorittal inaktivaltuk), majd a neutrofileket a kordbban emlitett FACS lizis
pufferben vettiik fel. A mérést aramldsi citométeren végeztilk. A fagocitozis aktiv
voltanak igazolasahoz az aktin polimerizacio hatékony gatldszerét, a citokalazin D-t (10

uM koncentracioban; gyartd: Sigma) hasznaltuk.

5.5.3. Jelatviteli folyamatok vizsgalatai

Az intracellularis jelatviteli folyamatok vizsgdlatdhoz a neutrofileket
stimulusfiiggd moédon 10-15 percig aktivaltuk, majd Triton-alapu lizis pufferben vettiik
fel a kovetkezd modokon. A magnéziummentes kornyezetben torténd szuszpenzids
mérések soran az 50 ng/ml TNFa vagy 1 pg/ml Pam;CSK, jelenlétében torténd
stimuldlast kovetéen a sejteket folyékony nitrogénbe helyeztiikk, majd 0tszords
toménységl feltarot adtunk a mintdkhoz és fokozatosan 4 °C-ra melegitettiik azokat. Az
immunkomplex felszinen torténd aktivaciot jégen allitottuk le, a sejtszuszpenziot
leszivtuk, 4 °C-on lecentrifugaltuk, majd proteaz- és foszfataz-gatlokkal (aprotinin,

proteaz- és foszfatdz inhibitor komplex, natrium-vanadat, PMSF, esetleg DFP)
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kiegészitett Triton-alapu oldatban lizaltuk (4ltalaban az egyszeribb, a triton mellett
natrium-fluoridot, natrium EGTA-t és benzamidint tartalmazoé feltaro oldatbanzz, néhany
esetben azonban az ezek mellett deoxikolatot és SDS-t is tartalmazé RIPA-ban®). A
sejtlizdtumokat visszapipettdztuk a jégen taladlhatdo lemezekre, majd felkapartuk a
lemezhez kotddo letapadt sejteket. Végiil a feltarast kovetden lecentrifugéaltuk a Triton-
inszolubilis frakciot (13200 rpm, 5 perc, 4 °C) és a fehérjetartalmu feliilluszokhoz
négyszeres toménységl redukald (B-merkaptoetanolt tartalmazd) mintapuffert adtunk. A
mintakat 10 percig 96 °C-on fdztiik, majd poliakrilamid gélen megfuttattuk és Western-
blot technika segitségével a MAP-kindz p38-ra (antitest gyartoja: Santa Cruz
foszforilalodasat detektald antitesttel), IxkBa-ra vagy foszfo-IkBa-ra hivtuk eld
(mindhdrom antitestet a Cell Signaling Technology-tol vasaroltuk, az utobbi a 32-es

Immunprecipitacios méréseink soran a Syk tirozin-kindzt a teljes
sejtlizatumokbodl egy Syk-specifikus antitesttel (SF5, gyart6: Biolegend) torténd
inkubéciot (60 perc, 4 °C, forgas) kdvetden rekombinans Protein G-vel boritott agar6z
gyongyok (gyartd: Invitrogen) segitségével (30 perc, 4°C, forgas) nyertik ki.
Héaromszori mosast kovetden a gyongyoket masfélszeres toménységii redukald
mintapufferben vettiik fel, majd a mintakat 10 percig 96 °C-on foztiik. A poliakrilamid
gélen torténd futtatast kdvetden a membranokat Syk-re (az antitest eldallitoja: Santa
Cruz Biotechnology) vagy foszfotirozinra (az antitestet a 4G10 sejtklon termeli, gyarto:
Millipore) hivtuk eld. A Syk esetében immunprecipitacidra azért volt sziikségiink, mivel
egér neutrofil granulocitdkon a kiilonb6zd foszfo-Sykre specifikus antitestek nem adtak
értékelhetd jelet a stimulalt mintakban.

Az NF-kB-aktivacio méréséhez a neutrofil granulocitdkat 24-lyuka
szovetkultara lemezen immobilizalt immunkomplexek segitségével aktivaltuk 30 percig
37 °C-on, majd a reakciot jégen allitottuk le. A sejteket NP40-tartalmu oldattal (proteaz-

¢s foszfatdz-gatlok jelenlétében) tartuk fel, majd nukledris extraktumot izolaltunk

* Az 1x toménységii feltard oldat pontos dsszetétele: 154 mM natrium-klorid; 30 mM HEPES;
1% Triton X-100; 20 mM natrium-fluorid; 0,5 mM natrium-EGTA pH=7,5; 10 mM
benzamidin.

2 A RIPA pontos dsszetétele: 154 mM natrium-klorid; 30 mM HEPES; 1% Triton X-100; 20
mM natrium-fluorid; 0,5 mM natrium-EGTA pH=7,5; 10 mM benzamidin; 0,5% deoxikolat;
0,1% SDS.
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beldliik. Ezeket a mintakat infravoros jeldlovel ellatott NF-xB-koté DNS-fragmentekkel
inkubaltuk, majd poliakrilamid gélen megfuttattuk. Az NF-xB alegységeket (pl. p65)
tartalmazd mintdkban a fragment futdsa lelassult és leolvasaskor infravoros jelet adott a
megfeleld magassagban (Elektroforetikus mobilitds shift assay (EMSA)).

Valamennyi mérésem sordn a kiilonb6zé genotipust sejtekbdl teljes
sejtlizatumokat készitettem ¢és a sejtek genotipusat Western-blot segitségével
ellendriztem (Hasznalt antitestek: 1. pl90RhoGAP: D2D6 klon, Millipore és Klon 30,
BD Pharmingen; 2. FcR y-lanc: nyul poliklonalis antitest, Millipore; 3. CARD9: H-90
klén, Santa Cruz Biotechnology; Bcll0: H-197 klon, Santa Cruz Biotechnology).
Tekintettel a pl90RhoGAP fokozott protedzok iranti érzékenységére, kimutatdsahoz a
mintapuffert elézetesen 96 °C-ra melegitettiik és 1:1 ardnyban adtuk a sejtekhez.

5.5.4. A neutrofilek in vivo migraciojanak vizsgalata

alkalmaztunk. A  tioglikolat (gyarté: Heipha Diagnostics) altal indukalt
hashartyagyulladas esetében a CD45.1-pozitiv vad tipusu és CD45.2-pozitiv génhidnyos
neutrofileket keverten tartalmazo egerek (a kevert csontveldi kimérak) 2 ml tioglikolatot
kaptak intraperitonedlisan. A 0., a 2. és a 4. ordban periférias vérmintat vettiink az
allatoktol, majd a negyedik ora végén a cervikalis diszlokaciot kdvetden a hasiireget
megnyitottuk és 3 ml jéghideg PBS-sel atmostuk. Mind a periférids vérben, mind a
hastiregi mintadkban jelenlévo sejteket lecentrifugaltuk (4 °C-on), 5% FCS-t tartalmazo
PBS-ben reszuszpendaltuk ¢s Gr-1-re/Ly-6G-re, valamint CD45.2-re specifikus,
fluoreszcens festékkel konjugalt antitestekkel jeloltiilk. A mintdkat a korabban emlitett
fixalo oldatban vettiik fel és aramlasi citométeren mértiik le.

Amennyiben egy tetszéleges gén hidnydban a neutrofilek migracidja a vad
tipusnal alacsonyabb, a periférias vérben megfigyelheténél lényegesen alacsonyabb
CD45.2-pozitiv sejtarannyal szamolhatunk a hasiiregben (12. abra). Fokozott migracios
képesség esetében forditott a helyzet, mig a vad tipussal megegyezd migracios
kapacitasndl azonos aranyokkal szamolhatunk a vérben és a hastliregben. A migracio
jellemzésére a relativ migraciot hasznaltuk (12. abra).

A neutrofil granulocitdk gyulladt szinovidlis teriiletre torténd vandorlasat a fenti

elvek alapjan vizsgaltuk, azzal a kiilonbséggel, hogy ebben az esetben az artritogén
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szérum intraperitonealis beadasat kovetd 5. napon (egy alkalommal) periférids vérmintat
vettiink, majd a cervikalis diszlokacidval elolt egerek bokainak kozvetlen kornyezetét
PBS/20 mM HEPES/10 mM natrium-EDTA-oldattal mostuk 4t a neutrofilek
kinyerésének céljabol. Mintdinkat ezekben az esetekben is Gr-1/Ly-6G-re, valamint

CD45.2-re jeloltiik és aramlasi citométeren mértiik le.

Génhianyos (CD45.2) : Vad tipus (CD45.1)
kevert csontvel 6-kim érak
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Génhianyos PMN-ek
relativ migracioja:
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12. dabra: Az in vivo migraciéo soran kapott adatok értékelése és a relativ migracié
képlete
dr. Mdcsai Attila abraja (modositva)

5.6. Csontvel6i makrofagok tenyésztése és aktivalasa
5.6.1. Csontvel6i makrofagok tenyésztése

A makrofagok tenyésztése steril korilmények kozott tortént. A cervikalis
diszlokacioval elolt egerek comb- €s 1abszarcsontjainak veldiiregét steril fliilkében PBS-
sel kimostuk, a vorosvértesteket a mononukledris sejtek fokozott hipotdnia-
érzékenysége miatt ACK lizis puffer (160 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs; 0,1 mM Na-
EDTA) segitségével lizaltuk. A csontveldi sejteket 10 ng/ml rekombindns M-CSF-t
tartalmazé o-MEM oldatban vettilk fel (melyhez elézetesen 10% FCS-t és 1%
penicillint/streptomicint adtunk) és szovetkultira lemezekre helyezve inkubatorba tettiik
(37 °C, 5% CO; kornyezet). Két nap elteltével a letapadt sejteket kidobtuk, az tszokat
1) médiumban vettiik fel, megszamoltuk és 5 millio/ml koncentracidoban baktérium-
tenyésztd lemezekre helyeztiik (ezekre a lemezekre az érett makrofagok felszinrdl valod
egyszeriibb felszedéséhez volt sziikség). Ujabb két nap utdin az 0szd sejteket

eltavolitottuk, a letapadt sejtekre pedig M-CSF-tartalma 10% CMGI14-12-feliiliszot
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[197] tartalmazo médiumot tettiink. (A CMG14-12-feliiluszoban a kultarak inditasanal
hasznalt 10 ng/ml-es koncentracional nagysagrendekkel nagyobb mennyiségii M-CSF
talalhato. A tenyésztés elsdé két napjan alkalmazott alacsony dozis azért volt sziikséges,
hogy a makrofagok ttléljenek, de ne tapadjanak ki a lemezekhez, ezaltal az egyéb
adherens sejtektol (pl. fibroblasztoktol) jol elkiilonithetdek legyenek.) Kétnaponta
cseré¢ltik az M-CSF-tartalmu feliilluszot a sejtek felhasznalasaig, a 8. napig. A
makrofag-tenyészetek tisztasdgat aramlési citometrids vizsgalattal F4/80 jelolés (az
antitest gyartdja: AbD Serotec) alapjan hataroztuk meg (minden esetben > 98 %).

A CMG14-12-felilliszd gyartasdhoz™ a CMGI14-12 sejtek DMEM + 1%
penicillin/streptomicin + 10% FCS oldatban voltak tenyésztve 5-6 napig (a konfluencia
folyamatos monitorozasa mellett). A makrofagok tenyésztéséhez szirt feliiluszot

hasznaltunk.

5.6.2. A makrofagok funkcionalis valaszainak mérése

A 8. napon a makrofag-tenyészetek feliiluszoit leszivtuk, a lemezeket kétszer
PBS-sel megmostuk, majd PBS/20 mM HEPES/5 mM natrium-EDTA segitségével a
makrofagokat felszedtiik. Ezt kdvetden kétszer mostuk a sejteket HBSS/20 mM HEPES
segitségével, majd megszamoltuk Sket. A sejteket 10%/ml koncentraciora higitottuk, a
HBSS/20 mM HEPES oldathoz 0,5 mM végkoncentraciéban kalcium-kloridot adtunk
¢s a sejteket 37 °C-on 10 percig el0melegitettiik. Ezt kdvetden a makrofagok
médiumaba 1 mM végkoncentracioban magnézium-klorid keriilt és a sejteket a
megfeleld lemez furataiba tettiik. A funkcionalis méréseket 37 °C-on végeztiik.

A szuperoxid-termelés méréséhez luminometrids megkdzelitést alkalmaztunk.
A lucigenint (gyartd: Sigma) 5 mg/ml koncentracidban a felhasznalas elétt 15 perccel
DMSO-ban kihigitottuk (és fénytdl védve taroltuk), majd 1:100-ban a makrofagokhoz
adtuk. A mérést 96-lyukt fehér luminometrids lemezeken luminométerben végeztiik.

A citokin-leadas méréséhez a makrofagokat 24-lyuku szovetkultira lemezekre
tettiik 1% penicillin/streptomicin tartalmu HBSS/20 mM HEPES-ben (kalcium és
magnézium jelenlétében), majd a lemezeket 24 oran keresztiil 37 °C-on 5% CO,
jelenlétében inkubatorban tartottuk. A mérést jégen allitottuk le, a furatokbol a

médiumot leszivtuk, centrifugaltuk, majd a feliluszok citokintartalmat ELISA-

* A CMG14-12-feliilasz6 ,,gyartasat” laboratoriumi asszisztenseink végezték.
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modszerrel, illetve szendvics-ELISA-alapt citokin array (gyarté: R&D Systems)

segitségével vizsgaltuk.

5.7. Csontvel6i hizosejtek tenyésztése

A csontvel6i hizdsejteket — a makrofagok esetében leirtaknak megfelelden —
steril kortilmények kozott tenyésztettiik. A csontveld iliregét az 5.6.1. alfejezetben
targyaltaknak megfelelden mostuk ki, a vordsvértesteket ACK-val lizaltuk, majd a
sejteket 500 ezer/ml koncentracioban 20% WEHI-3 feliiluszot tartalmazd RPMI 1640
oldatban vettiik fel (10% FCS ¢és 1% penicillin-streptomicin jelenlétében) tenyésztd
flakonokban. Héaromnaponta az usz6 sejteket lecentrifugaltuk (a letapadt sejteket
kidobtuk) és 1) WEHI-3 feliiluszot tartalmazo oldatban vettiik fel. Harom hét utan a
sejtek érettségét CD117-re (ez az ssejt faktor SCF receptora, a c-Kit) és Fce-receptor I-
re torténd jeldlés alapjan aramlési citometrids modszerrel ellendriztiik. Amennyiben
85% felettinek bizonyult a tisztasdg, a sejtekbdl teljes sejtlizatumot készitettiink, a
mintdkat poliakrilamid gélen megfuttattuk, majd Western-blot modszer segitségével
CARDO-re, valamint CARMAI1-re (antitestek gyartoja: Santa Cruz Biotechnology)
hivtuk el6 a membranokat.

A WEHI-3 feliiliszéban olyan citokinek taldlhatoak, melyek a csontveldi
hizésejtek (Bone marrow-derived mast cells, BMMC) érésé¢hez elengedhetetlenek, ezek
koziil a legfontosabb az IL-3. A WEHI-3 sejtvonalat az ATCC-tdl vésaroltuk. Ezen
mielomonocitas leukémia sejteket FCS-t, valamint antibiotikumot tartalmaz6 DMEM
oldatban vettiik fel 100 ezer/ml koncentracioban. Amikor a sejtstiriség elérte a 600
ezer—1 millio/ml-t, a sejteket lecentrifugaltuk, a feliiluszot begyljtottiik és a sejteket 100
ezer/ml koncentracidban friss médiumban tenyésztettiik tovabb. A feliiluszokat

lecentrifugaltuk, 0,2 um-es szlirén atsziirtiik, majd a felhasznalasig —20 °C-on tartottuk.

5.8. A K/BxN szérum transzfer artritisz kivaltasa és mérése

Amennyiben KRN transzgénikus T-sejt receptort hordozo egereket NOD
egerekkel kereszteziink, a transzgén-pozitiv KRN x NOD utdédokban spontan, a human
autoimmun artritiszekhez hasonl¢ iziileti gyulladast figyelhetiink meg (K/BxN artritisz)
[152]. A jelenség hatterében az all, hogy a fent emlitett autoreaktiv T-sejt receptor

reagal az ,,autoimmun” MHC II-vel asszocialodott, a szervezetben ubikviter mdédon
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kifejez0dd gliikk6z-6-foszfat izomerazzal (GPI). Az iziileti gyulladas a beteg allatok
szérumaval atvihetd egészséges egyedekre is (K/BxN szérum transzfer artritisz, [154]).
Harom hoénaposnadl idésebb KRN x NOD transzgén-pozitiv és -negativ egerektol
vért gyljtottiink (a retroorbitalis vénas plexusbol), majd a vért egy éjszakan at 4 °C-on
allni hagytuk. Az alvadékrol masnap a szérumot leszivtuk, a ,kontamindlo” sejteket
lecentrifugaltuk és a szérumokat felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. Az artritisz
kivaltasdhoz a szérumokat PBS-ben higitottuk, 37 °C-on elémelegitettiik, majd az
egereknek intraperitonealisan beadtuk (3-400 pl szérum egyedenként). Az iziileti
gyulladés klinikai jeleit egy pontszdm (skala: 0-10), a bokak vastagodasat egy specialis
mérdeszkoz segitségével kovettiik 14 napon keresztiill. A bokaiziilet funkcionalis
allapotardl az egészséges egyedeknek problémat nem okozo, 2 percen keresztiili racson
valo logas/logatas segitségével nyertlink informaciot. Ennek dbrazoldsa soran a ttlélési
A betegseg-kivalto K/BxN szérumok mellett kontrollként autoantitestet nem tartalmazo,

transzgén-negativ BxN szérumot hasznaltunk.

5.9. A kisérletekbol szarmazo adatok értékelése és prezentalasa

Valamennyi kisérletiinket legaldbb harom alkalommal elvégeztik ¢és
mindannyiszor a bemutatottakkal azonos eredményt kaptunk. In vitro méréseink soran
egyetlen kisérleten beliil altalaban harom parhuzamos, azonos csoportba tartoz6 mintat
hasznaltunk. A dolgozatomban bemutatott reprezentativ abrak esetében a szorast (SD),
tobb fliggetlen kisérlet atlaganak prezentdcidja soran az atlag hibdjat (SEM) tiintettem
fel. A kisérletekbdl szarmaz6 adatokat a kisérleti felallasnak megfeleléen egy- vagy
kétmintas t-probanak, illetve ismétléses, kétfaktoros variancia-analizisnek (ANOVA
modszernek) vetettiik ala (+ Tukey-féle post-hoc teszt). A statisztikai kiértékelésekhez a
STATISTICA programot hasznaltuk. A szignifikancia hatdrdnak a p=0,05 értéket
tekintettiik.
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6. Eredmények

6.1. A pl90RhoGAP szerepének vizsgalata egér neutrofil

granulocitakban és neutrofil-fiiggéo autoimmun iziileti gyulladasban

A bevezetében ismertetett irodalmi adatok arra sarkalltak benniinket, hogy
megvizsgaljuk, vajon a pl90RhoGAP teljes hidnya miként befolydsolja a neutrofil
granulocitak P,-integrin-fiiggd ¢és -fiiggetlen sejtvalaszait. Az aldbbiakban targyalt

eredményeinket publikaltuk [II].

6.1.1. A p190RhoGAP jelenlétének ellenorzése neutrofil granulocitikban
Elsé Iépésként Western-blot technika segitségével megvizsgaltuk, hogy a
p190RhoGAP kifejezédik-e human neutrofil granulocitdkban. Kétféle p190RhoGAP-

anti-p190RhoGAP ellenes antitestet alkalmaztunk: az

Klon Kién Egér egyik a fehérje kozéps6 (klon: 30), a
30 D2D6 IgG
PI9ORhOGAP — | i S masik a molekula aminoterminalis

- végét ismerte fel (klon D2D6).
akiin —  — —— SE——

13. abra: A pl90RhoGAP expresszidjanak

Mindkét antitest segitségével jol
vizsgalata human neutrofil granulocitdkban a detektalhato volt a pl90RhoGAP

fehérje két  kulonbozo réglojat felismero jelenléte a standard human neutrofil
antitesttel (Publikalva: [I1])

preparatumunkban;  az  izotipus

kontroll antitesttel (egér IgG) nem lattunk 190 kD magassagaban jelet (13. abra).

Mivel standard human neutrofil preparatumunk neutrofil aranya 96% koriili volt,
szerettiik volna kizarni, hogy a 13. abra jelei esetleg a neutrofil mintankat szennyezé
egyéb sejtekbdl (pl. a ,legnagyobb” mennyiségben jelen levd eozinofilekbdl)
szarmaztak. CD16-(FcyRIIl) alapii magneses szeparacido (magnetic cell separation,
MACS) segitségével tettlik preparatumunkat tisztabba: a May-Griinwald-Giemsa festés
alapjan a szeparacid elotti 96,6%-o0s neutrofil-arany 99,1%-osra ndvekedett (maradék
sejtek: 0,2 % eozinofil granulocita /mutatva, hogy az egyes allergias egyénekben az
eozinofileken megjelend FcyRIII nem zavarta a rendszeriinket [198]/; 0,3 % limfocita;
0,4% egyéb morfologiailag nem azonosithat6 sejt; n=3). Egy, a magneses CD16-ellenes

antitesttdl eltérd epitopot felismerd antitesttel torténd jelolést kovetden aramlasi
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citométerrel jol latszott, hogy a magneses szeparaciot kovetden eltlint a standard
preparatumunk CD16-negativ populécidja (14. abra A része). Mindekdzben immunblot
technikdval azt tapasztaltuk, hogy a magneses szeparacidé nem befolyasolta a
pl90RhoGAP jelenlétét a preparatumokban (14. abra B része), mutatva, hogy a

neutrofilekbdl szarmaztak a 13. abra 190 kDa magassagaban lathato fehérjecsikjai.

A B
g Pre- Post-
B h -
§ | —— PreMACS MACS MACS
% 1 — Post-MACS :
g _ p190RhoGAP — — —
5 AKUN —  — c—
m

100 10! 102 103

(D16 —

14. dbra: A human neutrofil-preparatumban nem valtozott a p190RhoGAP-expresszio
(A) A magneses szeparacio el6tti és utani CD16-jeldlédés (reprezentativ  aramlasi
citometrias mérés, n=4)

(B) A p190RhoGAP-expresszid valtozatlansaga magneses szeparaciot kovetden (Klon 30
antitest, reprezentativ Western-blot, n=4) (Publikalva: [II])

Tekintettel arra a tényre, hogy a tovabbiakban bemutatott méréseimet egér

anti-p190RhoGAP neutrofil granulocitdkon végeztem,
Klon Klén Egér ellendriztem, hogy a  fehérje
30 D2D6 1gG
p190RhoGAP — | (i M- kifejezddik-e egér neutrofilekben.
Ld

Western-blot segitségével jol lathato
volt mind a pl90RhoGAP amino-

akiin —  o— — p—

15. abra: A p190RhoGAP kifejezédése egér
neutrofil granulocitikban

Mindkét, a huméan neutrofileken hasznalt | felismerd antitest hasznélata esetén a
p190RhoGAP-specifikus antitesttel kimutathatod
volt a fehérje (Publikalva: [I1]) megfeleld magassagban a

terminalis, mind a kozépsd részét

p190RhoGAP (mikdzben az egér izotipus antitesttel nem kaptunk jelet) (15. abra).

6.1.2. A p190RhoGAP null mutacio jellemzése
A pl90RhoGAP hidnyanak vizsgalatdhoz a korabban a pl90RhoGAP hipomorf
mutans allélt (GrifI™">*, a késSbbiekben pl90RhoGAP™) [111] is el8allitd (Jeffrey

Settleman altal vezetett) munkacsoport null mutdns variansat (Grifl"™ %,
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tovabbiakban pl90RhoGAP ) hasznaltam. Az ez utobbit hordozo egértorzs a
laborunkba vald keriilését megel6zden a kihalas szélére keriilt, a gémodositas részletes
tervei elvesztek, igy rank vart a feladat, hogy a mutacioé pontos helyét rekonstrudljuk.

A korabban leirt hypomorf mutacio (pl190RhoGAP™) soran a pl90RhoGAP
fehérjét kodold gén elsd exonjanak 5’ végén talalhatéd koriilbeliil 1,5 kilobazis nagysagu

crcr

ellentétes iranyultsagl, a negativ szelekciohoz sziikséges, egy PGK-promoter altal

hajtott Neomicin
ATG AT‘“G
PISORROGAP"  ——i Fxon T — kazettara  (Neo)  (16.
[[GTP-iz | [T [ear T ] abra). Sajnalatos
ATG
\ modon  azonban a
p190RhoGAP™P ——{<—Neo | Exont E—
Ly — L, ., .
[ [T T eae | ] mutacidé  hipomorfnak
ATG ATG ,
| \ mutatkozott: bar a
p190RhoGAP™ ——{ B-Geo— | Exon 1 —
L stor fehérje aminoterminalis
[B-Gal[ [Neof
részét felismerd antitest
16. abra: A pl90RhoGAP gén I-es exonjanak genomikus . .
szervezOdése és a transzlalodo fehérjetermékek vad tipust teljes hidnyt mutatott, a
(p190RhoGAP"), hipomorf (p190RhoGAP™) és null mutans kozépsd szakasz ellen
(p190RhoGAP") allélok esetén (Publikalva: [II])

termeltetett antitest egy
rovidebb, csonkolt fehérje jelenlétét jelezte. Feltételezhetd volt, hogy ebben az esetben
az inzerciotol 3’ irdnyban a transzlacié el tudott indulni egy rejtett iniciacios rész (egy
kriptikus downstream ATG) révén. Az Gjabb null muticio (pl90RhoGAP")
kialakitasanal a kutatok egy masik megkozelitést alkalmaztak. Az 0j targetald vektorban
a fent emlitett 1,5 kilobazis nagysagui exon 1 szakasz egy promoter nelkiili, -
galaktoziddz-neomicin fuzids fehérjét kodold B-Geo kazettaval lett kicserélve normal
(szensz) orientacidoban. Ez biztositotta, hogy a teljesen funkcidképes upstream open
reading frame megakadalyozza a downstream rejtett belsd transzlacid iniciacids hely
hasznalatat. A rendszer tovabbi elénye volt, hogy Ilehetové tette az endogén
pl90RhoGAP-prométer aktivitasinak mérését a késdbbiekben a [-galaktozidaz
aktivitdsanak meghatarozasa révén (ugyanakkor a neomicin révén biztositotta a negativ
szelekciot).

A B-Geo kazetta pontos inzercidjanak lokalizaciojdhoz ¢és a kazetta

szekvencidjanak meghatarozasdhoz polimerdz lancreakcioval (PCR)  torténd
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amplifikalast kovetéen nukleotid-szekvenaldst hasznaltunk. Az egyes szakaszok
meghatarozasahoz a Vector NTI nevii szoftver segitségével primereket terveztem, oly
moédon, hogy a keletkezd PCR-termékek atfedést mutassanak. A pl190RhoGAP
heterozigdta egyedek farkabdl tisztitott DNS templatbdl felerdsitett termékeket agardz
gélen megfuttattuk, a gélbdl kitisztitottuk, majd szekvenalasra a németorszagi Eurofins
MWG Operonhoz kiildtiik. A null mutacié B-Geo kazettdjanak, valamint a kazetta 5° és
3’ inzercidjanak vizsgalataink soran feltart szekvencidjat feltoltottiik a GenBank
adatbazisba (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) a HM365221-es szam alatt. Ezen uj, a
létrehozé labor vezet$jérél Grifl™5®-nek nevezett mutacié (17. abra) (és a
kovetkezményes fenotipus) adatait elkiildtiik a Mouse Genome Informatics adatbazisba

(www.informatics.jax.org).

3.8kb
HE B 11X
Vad tipust allé] —U—HJ—‘E
X E B X
Target vektor g— B-Geo PGK DTA
H
l He B X
Médositott allé] el ™ 5 Geo  —

3.2kb

17. abra: A p190RhoGAP null mutacié lokalizacidja
Hasitasi helyek: B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIIl; X, Xbal. A Southern-blot termékeinek
méretét szogletes kapcsok jelzik.(Publikalva: [II])

Jeffrey Settleman munkacsoportja Western-blottal kimutatta, hogy egy, a

Wb o 4 4L+ H- +— + hypohypo p190RhoGAP kozeépsod
PlIOORhOGAP — e s g s cm— — o g— I r - 17 .
- — trunkalt részét  felismerd  antitest
pl20RasGAP — e wmm - T — P! pl9ORhoGAP

segitségével a null mutans

18. abra: A p190RhoGAP kimutatasa a molekula kdzéps6
részét  felismerd antitesttel vad tipustu, valamint
p190RhoGAP null muténs allélt is hordoz6 embrionalis
Ossejtekben és a hipomorf allélra homozigdta egér
embriondlis fibroblasztokban (hypo/hypo) (Prof. Jeffrey
Settleman munkacsoportjanak eredménye, forras: [II])

allélt hordozd sejtekben a
hipomorf varianst
homozigota formaban

hordozd sejtekkel szemben

nem volt jelen a hipomorf mutansra jellemzd csokevényes pl90RhoGAP (18. abra).

Ezek alapjan gy tlint, hogy az ) pl90RhoGAP mutacio a fehérje teljes hidnyat

eredményezte.
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6.1.3. A p190RhoGAP ™~ egyedek jellemzése

Mig a pl90RhoGAP heterozigota egerek a mendeli 6roklddésnek megfeleld
aranyban sziilettek és életképességiik nem tért el lényegesen vad tipust tarsaiktol,
utodaik kozott nem volt egy hetesnél iddsebb pl190RhoGAP-hianyos egyed, mutatva,
hogy a hipomorf mutdnshoz hasonléan a pl190RhoGAP teljes hianya is perinatalis
letalitast okoz. A heterozigdta egyedek idozitett terhességébdl szarmazo 15-18 napos
magzatok genotipusat a magzati majsejtekbdl allélspecifikus PCR technikaval, illetve a
magas pl90RhoGAP-expresszidt mutatdé magzati agyszdvetbol Western-blottal
hataroztuk meg pl90RhoGAP- ¢és B-galaktozidaz-specifikus antitesttel (19. abra).
Ehhez a pl90RhoGAP heterozigota egerek idozitett terhességébdl szarmazod 15-18
jégre tettik. A magzatokat burkaiktél megszabaditottuk, intrakranialis szoveteiket
tompava tett végl tlivel kinyertiik és Triton-alapu feltaré oldatban lizaltuk. A mintakat a
Triton-inszolubilis frakcid kinyerését kovetden redukald mintapufferben vettiik fel.
Rovid fozést kovetden a mintdkat SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, a géleket
atblottoltuk, a membranokat pedig Western-blot technikaval hivtuk el6.

Embrio szama: #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7
VT allél —

PCR:

Mutans allél —

(Klon: D2D6)
p190RhoGAP —

(Klon: 30)
B-Galaktozidaz —

PI9ORMOGAP — | p— 2 .
—

WB:

aktin —

Genotipus: +—- - +- - - -~ A+

19. abra: A p190RhoGAP-hidnyos magzatok azonositasa Western-blottal (WB) és
polimeraz lancreakciéval (PCR) (Publikalva: [I1])

Vizsgalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a génhidnyos magzatok ardnya a vart
25 %-nal alacsonyabb érték volt (20. abra A része). A p190RhoGAP7/ " magzatok egy
harmaddnal tovabba megjelent a hipomorf mutdnsnal is olykor fellelhetd
veldcsdzarddasi rendellenesség két gyakori formdaja: az exencephalia és a spina bifida
(20. abra B része). Settleman és munkatarsai a homozigota egyedekben ezeken kiviil

abnormalis vesefejlodést is talaltak (mely az enyhe dysplasiatol a teljes vese agenesidig
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terjedt), mi pedig egyes esetekben szemfejlodési zavarokat, colobomékat figyeltiink

meg (nem mutatott eredmények).

A B Vad tipus pl 90RhoGAP™
Genotipus Megfigyelt | Vartarany
p190RhoGAP™* 40 (26%) 25%
p190RhoGAP"~ 86 (56%) 50%
p190RhoGAP "~ 27 (18%) 25%
Teljes 153 (100%) 100%

20. abra: A p190RhoGAP-hidnyos magzatok jellemzése

(A) A pl90RhoGAP heterozigota egyedek idozitett terhességébdl szarmazd magzatok
genotipus szerinti eloszlasa

(B) Eliilso ¢és hatulso velocsézarodasi rendellenesség pl 90ORhoGAP-hianyos magzatban
(Publikalva: [I1])

Roviden osszefoglalva a null mutdns magzatok a hipomorf mutans egyedekhez
hasonloan perinatalis letalitdst mutattak (valamint egyes esetekben a korabbi
valtozatnak  megfeleld  veldcsézarodasi  rendellenességet), mely jelentdsen
megnehezitette a pl190RhoGAP neutrofil granulocitdkban ¢és az autoimmun iziileti

gyulladésban bet6l1tott szerepének vizsgalatat.

6.1.4. A p190RhoGAP-hianyos csontveldi kimérak létrehozasa

A perinatalis letalitds okozta probléma athidaldsara csontveld-transzplantaciot
végeztiink. A pl90RhoGAP heterozigota egyedek idozitett terhességébdl szarmazéd
magzatokat Western-blot segitségével azonositottuk. Western-blotra azért volt sziikség,
mivel a pl90RhoGAP”~ magzatok korabban emlitett makroszkopos velécsézarodasi
rendellenességének penetrancidja csupan 33 % korili volt, igy a pl90RhoGAP ™'
magzatok a vad tipusu allélt hordozoktol nem voltak minden esetben szabad szemmel
elkiilonithetdek. A Western-blot mellett bizonyos esetekben a genotipust tovabbi PCR
alapu technikéaval erdsitettilk meg. A pl90RhoGAP-hidnyos magzatok (és kontrollként
a pl90RhoGAP-ot expresszalo testvéreik) majabol sejtszuszpenzidt készitettiink, melyet
elézetesen letalis besugarzason (11,5-12 Gy) atesett recipiensekbe injektaltunk. Mivel a
kérdéses magzati korban a maj a vérképzés f6 szerve, a szuszpenzidban nagy
mennyiségben voltak jelen hemopoetikus dssejtek és kiilonféle progenitorsejtek, melyek

a sugarzassal elpusztitott recipiens eredetii tarsaikat potolni tudtak.
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A transzplantacidé sikerességének ellendrzésére a transzplantaciot kovetd
negyedik hét végén keriilt sor. A recipiens, valamint donor eredetii sejtek elkiilonitésére
a kétféle sejtpopulacio eltérd CD45 allélja szolgalt (a donor eredetiick CD45.2-t, a
recipiensek CD45.1-t fejeztek ki a sejtfelsziniikon). Aramlasi citometrids méréssel a két
— Gr-1 kapuzasnak megfeleléen dontéen neutrofil — populacio jol elkiilonithetd volt (21.
abra A része). A kimérdk hemopoetikus rendszerének genotipusat Western-blot
segitségével hataroztuk meg. A csontvel6bdl neutrofil granulocitdkat preparaltunk, a
sejteket lizaltuk, majd a mintdkat p190RhoGAP-ra hivtuk el (21. abra B része). A vad
tipust neutrofilekkel szemben p190RhoGAP null mutans allélt homozigéta formaban
hordozé p190Rh0GAP*/’ egér neutrofilekben nem expresszalodott a fehérje. Szerettiik
volna kimutatni, hogy a korabban mar emlitett p190RhoGAP hipomorf mutans allélt
homozigota formaban tartalmazé egér neutrofilekben a pl90RhoGAP a D2D6
antitesttel nem, viszont a Klon 30-as antitesttel a trunkaltsignak megfelelden a 190 kDa
magassag alatt detektalhatd, azonban a hipomorf torzs kisérleteink idejére mar nem volt
hozzatérhet6. (Fontos hozzatenni, hogy az altalunk hasznalt 0j null mutéaciot
homozigota formaban hordoz6 sejtekben egyik pl 90RhoGAP-specifikus antitesttel sem
kaptunk jelet a membranokon a 190 kDa alatti régiokban.)

A B
< ] ‘l
% : Vad tipus p190RhoGAP™~
% _ N — Recipiens PI90RhOGAP — |
> 7 —— Donor .
5 ., aktin —  — —
g —— Kiméra
g 1
m

100 101 102 103

CD45.2 ———>

21. abra: A csontveldi kimérak ellenérzése

(A) Aramlasi citometriaval (A jelolés anti-Gr-1 PE és anti-CD45.2 FITC antitestekkel
tortént heparinos oldatba levett periférias vérben)

(B) Western-blottal egér neutrofil preparatumbo6l (Klon 30 antitest)

(Publikalva: [I1])

Kisérleteink soran csak azokat a kimérdinkat hasznaltuk, melyek neutrofil

crer
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kimérak tisztasaga 99.7 = 0,2%-nak, a p190Rh0GAP7/7 kiméraké 99,8 + 0,2%-nak

mutatkozott).

6.1.5. A pl90RhoGAP"~ neutrofilek sejtfelszini integrin- és Fcy-

receptorainak jellemzése

A pl90RhoGAP-hidnyos neutrofil granulocitdk a vad tipussal megegyezd
mértékl érési marker Gr-1-expressziot mutattak, jelezve, hogy a fehérje hianya nem
okozott fejlodési defektust a sejtekben (nem mutatott eredmények). Miel6tt
megvizsgaltuk volna a pl90RhoGAP-hidnyos neutrofil granulocitdk integrin-figgd
valaszképességét, megnéztiik, hogy a vad tipushoz képest a génhidnyos sejtek milyen
sejtfelszini P,-integrin-kifejez6dést mutattak. Aramlasi citometrids méréssel azt talaltuk,
hogy mind a B,-integrinek pB-lanca, mind az LFA-1 a-lanca, mind pedig a Mac-1 a-lanca
azonos mértékben fejezddott ki a vad tipusu és a p190RhoGAP-hianyos neutrofilek
felszinén (22. abra). Referenciaként a kordbban mdar emlitett, a human LAD I

egérmodelljének szamit6 CDI8” egerek csontvel6jébél preparalt neutrofileket
hasznaltuk.

>
=
a

i i
\ 3
g 3 i ﬁ“ = = Izotipus kontroll
1 K I
g ] ‘.ﬁ‘ E i ;/ :l‘ | — Vad tipus
® il el ] ! . /-
A oA i oo’
E‘ ‘:‘ 3‘ N ‘ ' ."\ \ L — pl90RhoGAP
L a 1 ] \ !
. ' e [ o
£ # T
I ‘ur Ili b FEE 3 1{:#‘ "\ ;. o,
d K ¢/ ' o " i,
100 101 102 108 100 107 102 103 100 10! 102 108

CDI8 — 3 (CDlla ——3 CDllb —mm>

22. abra: A p190RhoGAP-hidnyos neutrofilek sejtfelszini integrin-expresszidja
A pl90RhoGAP hidnyaban mind a B2-integrinek CD18- (A), mind az LFA-1 CDl11a- (B),

mind a Mac-1 CDll1b-lanca (C) a vad tipusi sejtekéhez hasonld expresszidot mutatott
(aramlasi citometria, reprezentativ abrak, n=3) (Publikalva: [II])

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy miként alakul p190RhoGAP ™ neutrofilek
plazmamembranjaban az IgG Fc-részét specifikusan megkodtni képes Fcy-receptorok
kifejezddése. Az egér neutrofilek felszinén nyugalomban kétféle aktivalo Fcy- receptor
talalhat6: az FcyRIII és az FcyRIV, melyek funkcidja jelentdsen atfed [I]. (A harmadik
aktivalo receptor, az FcyRI csupan bizonyos stimulusokra, igy pl. IFN-y hatdsara jelenik

meg a felszinen.) Mivel nincs kiilon FcyRIII-ellenes antitest, az FcyRIII mellett a gatlo
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FcyRII-t is felismerd antitesttel az emlitett két receptor egyiittes expresszidjat, valamint
az Fcy-receptor IV kifejez0dését vizsgaltuk. Méréseink azt mutattdk, hogy az Fcy-
receptorok sejtfelszini kifejezddését a p190RhoGAP hidnya nem befolydsolta (23.

abra).

A B
< ]
£ || ]
E ] 5 ”ll = = Izotipus kontroll
ES I.(J"t ‘ ll b —— Vad tipus
g 1 v I| — pI90RhoGAP™~
24 i { H ]
= SRR
) n""l o ! ~m“L 1

100 10! 102 108 100 10! 102 108

FeyRIV =———> FcyRIV —>

23. abra: Krintetlen az egér neutrofil granulocitik sejtfelszini Fcy-receptor
expresszidja pl90RhoGAP hianyiaban

Se a sejtfelszini FcyRII/III, se az FcyRIV kifejez0dése nem mutatott eltérést
p190RhoGAP hianyaban (reprezentativ abrak, n=3)(Publikalva: [I1])

A pl90RhoGAP hidnya tehat nem befolyasolta az egér neutrofilek érését,

valamint a neutrofilek sejtfelszini B,-integrin-, valamint Fcy-receptor-expresszidjat.

6.1.6. A p190RhoGAP-hianyos neutrofilek p,-integrin-fiiggé szuperoxid-
termelése és szétteriilése

Mint azt a fejezet bevezetdjében emlitettem, nem-hemopoetikus ¢és
hemopoetikus sejtekkel kapcsolatos irodalmi adatok alapjan felmeriilt a pl90RhoGAP
szerepe neutrofil granulocitdk f,-integrin-medidlt folyamataiban. Ennek vizsgalatara
els6ként fibrinogén felszinre helyeztik az egér csontvelébdl preparalt neutrofil
granulocitakat é¢s 50 ng/ml TNFa jelenlétében vizsgaltuk a szuperoxid-termelést. Mig a
referenciaként hasznalt CD18-hidnyos sejtek képtelenek voltak szuperoxidot termelni, a
pl90RhoGAP teljes hianyaval jellemezhetd granulocitdk csupdn enyhe és csak a
fenntartd fazisban megjelend eltérést mutattak vad tipusu tarsaikhoz képest: mig a 30.
percben a vad tipusi és a pl90RhoGAP-hianyos eredményeket Osszevetve nem
tapasztaltunk eltérést (p=0,2; n=23), a 60. percre a p190Rh0GAP’/ ~ neutrofilek esetében
egy kis mértéki, statisztikailag szignifikdns csokkenés jelent meg a vad tipushoz képest
(n=23, p=0,004; A két genotipus kozotti kiillonbség a 60-120. perces intervallumban mar

nem ndvekedett.)(24. abra). Alacsonyabb (a sejtvalasz szempontjabol szuboptimalis)
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TNFa-koncentraciokat hasznalva a valaszképesség tekintetében nem volt érdemi
kiilonbség a vad tipusu és a pl90RhoGAP-hidanyos sejtek kozott, jelezve, hogy a fenti,
lényeges kiilonbséget nélkiiloz6 eredményeket nem a neutrofil granulocitak

szupramaximalis aktivacioja eredményezte (24. abra B része).

A B

Fbg + TNFa 30. perc 60. perc
3 qn=23 34 n=23

*
— WVad tipus
Op190RhoGAP—/—

—@— Vad tipus
——CDI18-/—
—O—p190RhoGAP—/—
0 4
0 20 40 60 50 5 2 50 5 2
1d6 (perc) TNFa-koncentracio (ng/ml)

1 4

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)

24. abra: A pl190RhoGAP-hiinyos neutrofilek szuperoxid-termelése fibrinogén-
felszinen, TNFa jelenlétében

(A) Mig a CD18 hianyéban teljes, a p190RhoGAP ™ neutrofilek esetében nem volt lényegi
karosodas a vad tipushoz képest (reprezentativ abra, kontrollok levonva, atlag + SD)

(B) Szuperoxid-termelés a 30. és a 60. percnél klasszikus és szuboptimalis TNFa-
koncentraciok esetében (kontrollok levonva, atlag + SEM, *p<0,05) (Publikalva: [1I])

TNFa jelenlétében, integrin-ligand felszinen a neutrofilek széttertiltek:
faziskontraszt mikroszkop segitségével jol detektdlhaté volt, amint a sejtek
poligondlissa valtak. Bar a pl90RhoGAP-hianyos sejtek is képesnek mutatkoztak a
sejtszétteriilésre, annak mértéke a vad tipushoz képest kis mértékben ugyan, de

szignifikansan csokkent (p=0,04; n=5)(25. abra), jelezve, hogy a pl190RhoGAP

A B
p190RhoGAP "~

Vad tipus

gt

40 - ,i‘ M Vad tipus
Op190RhoGAP—/—

kontroll
Szétteriilt sejtek

(a teljes populacié szazalékaban)

TNFa

5 % % n=35
25. abra: Sejtszétteriilés fibrinogénen TNFa jelenlétében p190RhoGAP hidanyaban
(A) Kis mértékben csokkent szétteriilési képesség volt megfigyelhetd pl90RhoGAP
hianyaban (faziskontraszt mikroszkop, 20x nagyitas, reprezentativ képek)
(B) A szétteriilésben mutatkozo kis kiilonbség szignifikdnsnak bizonyult (n=5, p=0,04,
kontrollok levonva, atlag + SEM, *p<0,05) (Publikalva: [II])
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bizonyos mértékben sziikséges a sejtek alakvaltozasahoz (feltehetéen a citoszkeletalis
aktin-atrendezddés regulacioja révén).

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a pl90RhoGAP hiany befolyasolta-e a
fibrinogén-felszinen egyéb stimulusok hatasara létrejovo szuperoxid-termelést. Sem a
mintazatfelismerd receptorok kozé tartozo Toll-like receptor 2 (TLR2) szintetikus
agonistaja (a Pam;CSKy), sem a neutrofilek érésének és aktivacidjanak egyik fontos
regulator citokinje (a GM-CSF) jelenlétében nem tapasztaltunk lényegi kéarosodast
p190RhoGAP ™~ neutrofilekben a vad tipust sejtekhez viszonyitva (26. abra).

Fbg + Pam;CSK, Fbg + GM-CSF

—@— Vad tipus
—O—p190RhoGAP—/—

Szuperoxid-termelés
(nmol/10° sejt)

0 ( T T 1 0 v

0 20 40 60 0 20 40 60
1d6 (perc) 1dé (perc)

26. abra: A pl190RhoGAP-hidny nem befolydsolta lényegesen a neutrofilek integrin
kivaltotta szuperoxid-termelését 1 pg/ml Pam;CSK, és 10 ng/ml GM-CSF jelenlétében
(reprezentativ gorbék, kontrollok levonva, atlag + SD, n=5 /Pam3CSK4/ és n=8 /GM-CSF/)
(Publikalva: [I1])

Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy mig a pl90RhoGAP csekély
mértékben, de hozzdjarult a neutrofil granulocitak P,-integrin-medialt szétteriiléséhez,
addig az integrin-ligand felszinen 1étrejové szuperoxid-termelésben nem mutatkozott
megkeriilhetetleniil fontosnak. Mindez szdmunkra is igen meglepd volt, hiszen arra
szamitottunk, hogy a fibroblasztokban leirt médon a p190RhoGAP elengedhetetlen
szerepet jatszik a neutrofilek [,-integrin-jelpalydjaban (azaz hidnydban drasztikus
kiilonbségek jelentkeznek a sejtek valaszaiban). Ugyanakkor tisztdban voltunk vele,
hogy talan a p190RhoGAP a GAP-ok esetében oly sok esetben megfigyelhetd6 modon
esetleg csupan egy-két folyamatban vesz részt neutrofilekben. Ezen felbuzdulva
kiterjesztettiik vizsgalatainkat tovabbi — részben [,-integrin-medialt, részben integrin-

fliggetlen — sejtvalaszok iranyaba.
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erevr

crer

p190RhoGAP, mint jelentds szabalyoz6 fehérje jelenik meg [110]. A sejtvandorlas
vizsgalatara in vitro €s in vivo megkozelitést is alkalmaztunk.

A Transwell migraciés assay sordn a neutrofil granulocitdkat mindkét oldalan
fibrinogénnel fedett 3 pm-es porusmérettel rendelkez6 membrannal boritott inzertekbe
helyeztiik, majd az inzerteket egy fMLP-t vagy MIP-2-t (mas néven CXCL2-t, a humén
IL-8 egyik egér megfeleldjét) tartalmazd furatba helyeztik. Mig a CDI18-hidnyos
neutrofilek képtelennek mutatkoztak az inzertbdl valo aktiv tavozasra, a pl90RhoGAP~
" sejtek esetében nem volt megfigyelhet csokkenés a vad tipusu sejtekkel szemben, sot
a neutrofilek inkabb egy kis mértékben fokozott migraciés tendenciat mutattak

p190RhoGAP hianyéaban (p=0,09; n=8)(27. abra). Hasonlé eredményeket kaptunk 100

ng/ml MIP-2 alkalmazasa esetén is (n=4, nem mutatott eredmény).
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27. abra: A p190RhoGAP-hidnyos neutrofilek in vitro migracioja
(A) A novekvo fMLP-koncentraciok hatasa a sejtvandorlasra (reprezentativ abra, atlag +
SD)
(B) A harom genotipus neutrofiljeinek migracidja 10 uM fMLP hatasara az 0sszes kisérlet
atlagaban (n=8, atlag + SEM) (Publikalva: [I1])

Az in vivo migracio vizsgalatira az egy szervezetben CD45.1-et expresszalo
vad tipusu, valamint CDA45.2-pozitiv pl90RhoGAP-hianyos neutrofileket egyarant
tartalmazd kevert csontveldi kimérdkat hasznaltunk. A steril hashartya-gyulladast
tioglikolat segitségével valtottuk ki, majd megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zo CD45-
epitopot a felsziniikdn kifejezd neutrofil granulocitdk a vérben talalhatd aranyuknak

megfelelden jelennek-e meg a gyulladt hasiiregben. Bar a folyamat CDI18-fliggését
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témavezetOm mar egy korabbi kozleményében bemutatta [69], a p1 90RhoGAP-hianyos
kevert csontvel6i kimérakkal parhuzamosan CD18" (tovabba kontrollként CD45.2—
pozitiv (tehat C57BL/6 genetikai hatter(i) vad tipust) neutrofileket tartalmazo kevert
csontveléi kimérdkon is elvégeztiik a kisérleteket. A pl90RhoGAP™™ neutrofilek
migracioja ebben a tioglikolat-indukalt peritonitisz modellben sem mutatott cskkenést
a vad tipusu sejtekkel 0sszevetve, s6t — a Transwell rendszer esetében megfigyeltekhez
hasonléan — a neutrofilek migacidja még kis mértékben fokozott is volt pl90RhoGAP
hidnydban (ami esetleg adédhat a pl90RhoGAP™~ neutrofilek csokkent

letapadasi/szétteriilési képességébol; 28. abra).
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iz 2154
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CD45.2-pozitiv PMN a vérben
(a teljes populacio szazalékaban)

28. abra: A neutrofilek szervezeten beliili migracioja p190RhoGAP hianyaban

(A) A CD45.2-pozitiv neutrofilek vérben és gyulladt hasiiregben valdo megoszlasa kevert
csontvel6i kimérakban (reprezentativ abra, atlag + SD, a fekete vonal a teljesen érintetlen
vandorlasi képességnek — az x=y Osszefliggésnek — felel meg)

(B) A relativ migracié alakulasa (atlag + SEM, n=25, p=2 x 10° VT vs. pl90RhoGAP)
(Publikalva: [I1])

Kollaboratoraink — Barbara Walzog és munkatarsai — megvizsgaltak, hogy 10
uM fMLP hatasara hogyan alakul a p190RhoGAP-hianyos neutrofilek vandorlasa egy
ugyancsak CD18-dependens folyamat soran Zigmond-kamraban. Azt tapasztaltak, hogy
se a neutrofilek iranyérzékelése, se az altaluk megtett tavolsag, se a vandorlasi sebesség
nem valtozott p190RhoGAP hidnydban vided-mikroszkoppal vizsgalva [II], ezzel is
tdmogatva in vitro és in vivo migracios eredményeinket.

Osszefoglalasként  tehat megallapithatjuk, hogy a pl90RhoGAP a
varakozasainkkal ellentétben nem elengedhetetlen egér neutrofil granulocitak J3»-

integrin-fliggd vandorlasanak szabalyozasaban.
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6.1.8. A pl90RhoGAP szerepe neutrofilek p,-integrin-fiiggetlien
sejtvalaszaiban

A kovetkezo kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy részt vesz-e a pl90RhoGAP
neutrofilek integrin-independens folyamataiban.

Az immobilizalt immunkomplex-felszin Fcy-receptorokon keresztiil a [3,-
integrin-fliggd folyamatoknal nagyobb mértékii szuperoxid-termelést eredményez
neutrofil granulocitdk esetében. Azt tapasztaltuk, hogy a pl90RhoGAP hianya nem
befolyasolta a neutrofilek Fcy-receptor-medialt szuperoxid-termelését a vad tipusu
sejtekéhez képest (29. abra A része). A G-fehérje-kapcsolt receptorokon (G protein-
coupled receptors, GPCR) keresztiili aktivacido nagyon fontos a neutrofil granulocitak

mikddésében: a migraciot iranyitd kemotaktikus hatdsti anyagok (pl. a bakteridlis
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29. abra: A p190RhoGAP-hidnyos neutrofilek f,—integrin fiiggetlen szuperoxid-
termelése

(A) Immobilizalt immunkomplex felszinen (n=13)

(B) fMLP + TNFa hatasara (n=3)

(C) Citokalazin B el6kezelést kovetden fMLP hatasara (n=7)

(D) A protein-kinaz C aktivator PMA jelenlétében (n=23)

Reprezentativ abrak, kontrollok levonva, atlag + SD

Publikalva: [II]
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tripeptid fMLP, a komplement-fragment C5a, a kemokin IL-8) receptorai mind hét
transzmembran régioval rendelkezé receptorok (7-TM-receptorok). A 3 uM fMLP
kivéltotta szuperoxid-termelés (nem-adherens koriilmények kozott) nem mutatott
kiilonbséget a vad tipust és a p190RhoGAP-hidnyos neutrofilek kozott (29. abra B
része). Mivel a szervezetben a neutrofilek rendszerint tobb gyulladasos mediator
egyiittes hatdsanak vannak kitéve, mely alapvetden befolyasolja aktivacids szintjiiket,
megvizsgaltuk, hogy az ezt modellezd eldaktivacids (priming) kisérleteinkben hogyan
alakul a szuperoxid-termelés pl90RhoGAP™~ sejtekben. Neutrofiljeinket 25 percen
keresztiil 50 ng/ml TNFa jelenlétében magnéziummentes (tehat az integrin-fiiggd
letapadast kizard) kornyezetben eldaktivaltuk, majd két mosasi Iépést kovetden a
neutrofileket fMLP segitségével stimulaltuk. A p190Rh0GAP7/7 neutrofilek a vad
tipussal megegyez0 mértékben voltak képesek szuperoxid-termelésre (29. abra B
része). Hasonld eredményre vezetett az aktin-citoszkeleton struktirdjat/ miikodését
megzavaro citokalazin B-vel (CB-vel) valo eldinkubaciot kovetd fMLP aktivacio is (29.
abra C része). A protein-kindz C alloszterikus aktivator forbol-mirisztil acetat (PMA)
altal kivaltott sejtvalasz sem mutatott 1ényegi eltérést pl190RhoGAP hidnyaban (29.
abra D része).

A neutrofilek miikodésében fontos szerepet tolt be a p38 MAP-kindz [199],
melynek bizonyos tipust foszforilalédasa a molekula aktivacidjanak fontos jelzdje.
Magnéziummentes szuszpenziés méréseink soran a neutrofil granulocitakat TNFa,
illetve a Toll-like receptor 2 agonista PamsCSKy segitségével aktivaltuk, majd a sejtek

feltarasat kovetéen Western-blot révén vizsgaltuk a p38 MAP-kinaz foszforilacidjat. A

Vad tipus p190Rh0GAP’/’

kontroll TNF kontroll ~ TNF

Foszfo-p38 — C— —
P38 — — c—— S— S—
kontroll Pam kontroll Pam
Foszfo-p3 8 — e ——
PIE— e e o— S—

30. abra: A vad tipusu neutrofilekhez hasonléan alakult a p190RhoGAP-hidnyos
neutrofil granulocitik p38-foszforilacidoja TNFa és Pam;CSK, hatasara
Reprezentativ blot, n=3; Pam, Pam;CSK, (Publikalva: [II])
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p190RhoGAP ™™ neutrofilekben nem tapasztaltunk lényeges kiilonbséget a vad tipust
sejtekkel Osszevetve sem a TNFa, sem a Pam;CSKy hatasara bekovetkezo aktivacio-
jelzd p38 MAP-kinaz foszforildcioban (30. abra).

A gyulladas helyszinére igyekvO neutrofilek érpalya-elhagyasaban és szoveti
aktivaciojaban lényeges mozzanat a sejtek felszinén talalhato receptorok (pl. fMLP-
receptor) ¢€s integrinek mennyiségének megnovekedése, upregulacidja. A Pr-integrin
Mac-1 (pontosabban a f—-lanc, a CD11b) gyulladésos citokinek (kisérleteinkben a TNFa
vad tipust és a pl90RhoGAP-hianyos neutrofilek kozott aramlasi citometrias mérésiink

soran (31. abra).

<
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N
©n = = = Vad tipus kontroll
‘E“; ——— Vad tipus TNF
= === p190RhoGAP "~ kontroll
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31. abra: Intakt CD11b-upregulacié pl90RhoGAP-hidnyban 50 ng/ml TNFa (A) és 10
ng/ml GM-CSF (B) jelenlétében (aramlasi citometria)

Reprezentativ hisztogramok, n=3 (Publikalva: [I1])

A pl90RhoGAP tehat nem mutatkozott fontos szereplonek a neutrofil

granulocitak ebben az alfejezetben bemutatott B,-integrin-fiiggetlen folyamataiban.

6.1.9. Sziikséges-e a p190RhoGAP a neutrofil- és CD18-fiiggé K/BxN szérum
transzfer artritiszhez?

A neutrofil granulocitdk nem csupan a koérokozok elleni védelemben fontosak:
nem megfeleld helyen és iddben torténd aktivaciojuk autoimmun szovetkarositast

eredményezhet. A human autoimmun iziileti gyulladasok egérben tobbféle mddon
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modellezhetdek. A patomechanizmust tekintetében az emberi megbetegedéskhez az
egyik leghasonlobb a K/BxN artritisz [152]. A K/BxN iziileti gyulladas a beteg egerek
szérumaval egészségesekre atvihetd és az effektor fazis az immunizacids stadiumtol
elkiilonitve vizsgalhato [154]. Mint a bevezetoben emlitettem, a K/BxN szérum
transzfer artitisz kialakuldsaban és a gyulladas fenntartasaban lényeges szereplok a
neutrofil granulocitak [159].

A K/BxN szérum transzfer artritiszes kisérleteink sordn kontroll és artritogén
szérumot adtunk vad tipust és pl90RhoGAP-hidnyos csontvel6i kimérdknak. Az
artritogén szérummal kezelt vad tipusu egyedekben jol megfigyelhetd gyulladas alakult
ki, mely a CD18-hidnyos egerekben nem jott 1étre (32. abra)(6sszhangban az irodalmi
adatokkal [171]). Az artritogén szérummal kezelt plQORhoGAPf/f kimérakban a vad

tipuséhoz hasonld mértékii makroszkopos iziileti gyulladas jott 1étre (32. abra).

Vad tipus CD18" p190RhoGAP™

Kontroll
szérum

Artritogén
szérum

32. abra: A K/BxN szérum transzfer artritisz makroszkdpos képe vad tipust, CD18- és
p190RhoGAP-hianyos csontvel6i kimérakban (8. nap) (Publikalva: [I1])

Ezt a megfigyelést tAmasztotta ald a gyulladas kardinalis jelein alapul6 klinikai
pontszam alakulasa is: mig a CD18 hianya gyakorlatilag teljes védettséget biztositott a
gyulladassal szemben, addig a p19ORhoGAP7/ - kimérdk fenotipusa a vad tipusu
egyedekétdl elkiilonithetetlen volt (n=11, p>0,05 /vad tipus artr. versus pl90RhoGAP
artr./)(33. abra A része). A bokavastagsdg valtozdsa hasonld tendencidkat mutatott: a
CD18" kimérék teljes védettségével szemben a pl90RhoGAP ™~ kimérak maximaélis
gyulladast mutattak (n=11, p>0,05 /vad tipus artr. vs. p190Rh0GAP’/ ~artr./)(33. abra B

része).
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33. abra: A klinikai pontszam és a bokavastagsag alakulasa p190RhoGAP hidnyaban
(n=11, atlag + SEM)(Publikalva: [II])

Az autoantitest kivaltotta autoimmun iziileti gyulladas iziileti funkciovesztést is
eredményez. Ennek vizsgalatara egereinket egy, a szamukra mindennapos tesztnek
vetettiilk ala: rdcsra helyeztik az allatokat és lassan megforditottuk a racsot. Az
egészséges egyedek tobb percig is képesek voltak megkapaszkodni (sét olykor még a
megtigyelési id6 alatt tobbszor helyet is valtottak), a gyulladt 1abu egerek azonban révid

idén beliil leestek a racsrol. Mig az artritogén szérumot kapott CD187~ kimérak jelentds
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34. abra: A p190RhoGAP hiinya nem befolyasolta az iziileti gyulladas okozta iziileti
funkciovesztést (n=11, atlag + SEM)(Publikalva: [II])
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védettséget ¢lveztek a vad tipust gyulladt labu tarsaikhoz képest, az artritiszes
p190RhoGAP-hidnyos kimérak a vad tipusu egyedekkel egy idoben estek le a racsrol
(n=11, p>0,05 /vad tipus artr. vs. pl90RhoGAP " artr./)(34. abra).

Ennek megfeleléen megallapithatjuk, hogy a pl90RhoGAP hemopoetikus
sejtekben megfigyelhetd hianya nem befolyésolta az altalunk vizsgalt autoimmun iziileti
gyulladas kialakulasat.

Osszességében elmondhatjuk, hogy a pl190RhoGAP nem bizonyult abszolut
nélkiilozhetetlennek neutrofil granulocitakban az altalunk vizsgalt B,-integrin-fiiggd és -
fiiggetlen in vitro sejtvalaszok soran, valamint az in vivo izileti gyulladés

kialakulasaban.
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6.2. Az Fc-receptor y-lanc és ITAM-tirozinjainak szerepe neutrofil
granulocitak mikodésében és autoimmun iziileti gyulladasban

6.2.1. Az FcR y-lanc szerepe neutrofilek Fey-receptor-medialt folyamataiban
Az Fc-receptor y-lanc szerepét neutrofilek Fcy-receptor-medialt folyamataiban
FcRy*/* egerek felhasznalasaval vizsgaltuk. Az FcRy-hianyos neutrofilek ebben az
alfejezetben targyalt karakterizalasat Jakus Zoltan kollégammal kozosen vizsgaltuk és
publikaltuk [I]. Az itt bemutatott eredmények azonban sajat méréseimbdl szarmaznak.
Immobilizalt immunkomplex-felszinen a vad tipust egér neutrofilekkel szemben
az FcRy-hidnyos sejtek képtelenek voltak szuperoxid-termelésre (35. dbra A-B része).
Hasonloképpen elmaradt a neutrofil granulocitdk zselatinaz-degranuldcidja az Fcy-
receptorok stimulacidja esetén (35. abra C része). Immunkomplex-felszinen az FcRy

kritikus szereplének bizonyult a sejtek szétteriiléséhez is: hidnyaban a vad tipussal
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35. abra: Az Fc-receptor y-lanc nélkiilozhetetlen egér neutrofil granulocitak Fcy-
receptor medialt folyamataiban

(A-B) Szuperoxid-termelés immobilizalt immunkomplex-felszinen (A, reprezentativ gorbe,
kontrollok levonva, atlag + SD; B, az egyedi mérések atlaga, 60. perc, kontrollok levonva,
atlag + SEM, n=3, p< 0,05)

(C) Zselatinaz degranulaci6 (reprezentativ zimogram, n=3)

(D) Sejtszétteriilés (fazis-kontraszt mikroszkop, 20-szoros nagyitas, reprezentativ képek,
n=3) (Publikalva: [I])
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ellentétben nem jelentek meg a jellegzetes poligonalis sejtek a faziskontraszt
mikroszkop lencséje alatt (35. abra D része).

Ugyanakkor a protein-kindz C aktivaitor PMA jelenlétében az FcR y-lanc-
hianyos neutrofilek a vad tipust sejtekkel azonos mértékben termeltek szuperoxidot és

adtak le a zselatinazt (36. abra).

A B

VT FcRy "~
kontroll PMA kontroll PMA

Szuperoxid-termelés
(nmol/1 0° sejt)

0 T T 1
0 20 40 60

Idé (perc)

36. abra: A neutrofilek FcR y-lanc hianyaban is képesek PMA-ra reagalni

(A) Szuperoxid-termelés PMA jelenlétében (reprezentativ gorbe, kontrollok levonva, atlag +
SD, n=3)

(B) Zselatinaz-iirités PMA hatasara (reprezentativ zimogram, n=3) (Publikalva: [I])

Osszefoglalasként elmondhato, hogy az FcRy esszencialis neutrofil granulocitak

Fcy-receptor-medidlt sejtvalaszaihoz.

6.2.2. Az Fc-receptor vy-lanc ITAM-tirozinok szerepének vizsgalati
megkozelitése

Mint azt az el6z6 fejezetben bemutattam az Fc-receptor y-lanc hidnyaban

Stabilizacio Stabilizacié és jelatvitel

Fcy-receptor FcRy FcRy

<t

Sejtvalasz Sejtvalasz
37. abra: Milyen szerepet tolt be az Fc-receptor y-lanc a neutrofil granulocitak
miikodésében és neutrofil-fiiggé autoimmun folyamatokban?
Az egyszerliség kedvéért az FcRy-t nem homodimérként abrazoltuk, elhagytuk tovabba az
Fcy-receptor a-lanc €s az FcR y-lanc kozotti szoros interakcido bemutatasat.
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elmaradnak a neutrofilek Fcy-receptor-medialt sejtvalaszai. Ugyanakkor fontos
hangsulyozni, hogy az FcRy hidnyaban valamennyi aktivalo Fcy-receptor hianyzik az
egér neutrofilek felszinérdl. Arra a kérdésre, hogy vajon az Fc-receptor y-lanc milyen
tovabbi szerepet tolt be az Fcy-receptorok miitkodésében a receptorok sejtfelszini
expressziojanak biztositasan tul, a segédlanc intracellularis (65-0s, illetve 76-0s
struktara-funkci6 analizis révén (37. abra).

A 86 aminosavbol allo6 Fc-receptor y-lanc intracellularis szakaszan ITAM-
motivumot tartalmaz. Ezen szakaszon beliil egymastol tiz aminosavval elvalasztva (a
65-0s és a 76-0s pozicidoban) két foszforilalhato tirozin taldlhato. A két ITAM-tirozin
szerepének pontos tisztdzdsahoz egy, a mindkét tirozin helyett funkcionalisan semleges
fenilalanint tartalmaz6 Fc-receptor y-lanc mutanst hasznaltunk (Y65F/Y76F forma)
[192]. A mutans fehérjét kodolo, klasszikus génaddicids technikéval 1étrehozott, egér
MHC-I promoterrel (H2-K®) meghajtott transzgént Fc-receptor y-lanc-hidnyos hattérre
juttattuk (az egyedeket a tovabbiakban az FcRy'~ FcRy(YF/YF)Tg™”™ elnevezéssel
jelolom). Kontrollként moddositatlan exogén Fc-receptor y-lanc gént transzgénként
FcRy-hidnyos hattéren tartalmazé egereket hasznaltunk (a tovébbiakban FcRy™'
FcRy(VT)Tg ™€), Méréseink soran az alapvonalak felvétele végett a két exogén FcRy-

i .~ FeRy™~ FeRy ™"~
Vad tlpllS FeRy™ FCR’Y(VT)TngZ/“eg FcRy(YF/YF)TgP“Z’“eg
3
=) FcRy FcRy
=]
g »d Y K Y
m ' \ Y ' ¥ Y
5 FcR
A C ;Y
=0
= 0 9 N
= Y
38. abra: A Kkisérleti megkozelités: a négyféle genotipus sematikus abrazolasa
Jelen abran az exogén kifejezés a génaddicio révén bejuttatott transzgénikus FcR y-lancot
jeloli.
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t tartalmazo torzs mellett vad tipusu (genetikai modositasoktol mentes) és Fc-receptor y-

lanc hianyos egyedeket (a tovabbiakban F cRyf/ ) is vizsgaltunk (38. abra).

6.2.3. A projekthez hasznalt egerek fenntartasa és genotipizalasa

Az FcRy(VT)TgP”™¢ ¢s FcRy(YF/YF)TgP”™® embriok fagyasztott formaban
keriiltek hozzdnk Takashi Saito laborjabol. Itthon tdrtént a recipiens vemhes
néstényekbe vald iiltetésiik és felszaporitasuk. Ezeket kovetden az utodokat Fc-receptor
v-lanc-hianyos egerekkel kereszteztiik. Tenyésztési stratégiank soran az FcR y-lanc-
hianyos hattéren valo tartds mellett kezdetben a transzgén hemizigdtasag fenntartasa
volt lényeges szempont. Az egyes genotipusok azonositasdhoz allélspecifikus PCR
technikat hasznaltunk. Az elsd 1épések soran harom primerpart hasznaltunk: az egyiket
az endogén FcRy (Jax primer), a masikat az exogén FcRy (Saito primer), a harmadikat
az FcRy*/’ allél kimutatasara (ez utdbbi esetben a primerpar masodik tagja a Jax reverz

primer volt) (39. abra).

Fc-receptor y-lanc allél (exogén ¢cDNS)

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
Saito Fwd (Jax Fwd (Jax Reverse Saito Reverse
Primer Primer) Primer) Primer

Fc-receptor y-lanc allél (endogén)

q Exon 2 H Exon 3 M Exon 4 H Exon 5 _

T(Salto Fwd Jax Fwd Jax Re‘ erse (Salto Reverse
Primer) Primer Primer Primer)
FcRy~ allél
Fwd FcRy™ Primer Jax Reverse Primer

39. abra: A PCR soran alkalmazott primerek felfekvési helyei
A végso endogén forward primer helyét piros nyil jelzi

Gyorsan kideriilt azonban, hogy az exogén és endogén FcRy allélok primer-
felismerése interferalt: az intronok nélkiili transzgénikus FcRy szekvencidk tulzott
kozelsége miatt a vad tipusu FcRy primerek jobb hatékonysaggal erdsitették fel az
exogén, mint az endogén FcRy allélt. Ennek megfelelden az FcRy transzgén-pozitivitas
a vad tipusu allélok latszolagos hianyaval korrelalt. A PCR tokéletesitéséhez az

endogén vad tipusu FcRy allélt felismerd forward primert terveztiink 5° irdnyba az 2-es
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exont megel8z4 intronba. Erre azért volt sziikség, mivel az FcRy'™ mutécio elkészitése
soran a 2-es exon 5’ végén tortént az inzercio, a 2-es exon 3’ végének érintetlenségével
[34], ennek megfelelden az endogén forward primer 3’ irdnya Ujratervezése azt
eredményezhette volna, hogy az endogén FcRy PCR soradn felerdsodik a knockout allél
is. Az intronba tervezett vad tipusu primerekkel a vad tipusu és az FcRy ™ allélok k6zott
méret alapjan kiilonbséget tudtunk tenni, a csak exonokbol 4ll6 exogén FcRy allél
zavar6 hatdsa nélkiil.

A végsd genotipizalasi protokoll soran harom reakciot hasznaltunk az egerek
allél-hordozasanak azonositisara: az exogén FcRy, az endogén FcRy és a FcRy ™
primerek segitségével (40. abra). Az FcRy’™ FcRy(VT)Tg™”™¢ és az FcRy '
FcRy(YF/YF)Tg”™¢ egyedek tovabbi elkiilonitéséhez nukleotid szekvencia-analizist
végeztiink (a Eurofins MWG Operon cég segitségével) és azt talaltuk, hogy a vad tipust
FcR vy-lanc esetében egymastol 30 nukleotid tavolsagra elhelyezkedd tirozin-pozicidok

(TAC) a mutans allélok esetében fenilalanint kodolo tripletre cserélddtek (TTC).

FcRy - FcRy -
Vad tipus FeRy"=  FcRy(VT) FeRy(YF/YF)
Tgpoz/neg Tgpoz/neg

Vad tipusu allél

FcRy - allél

Transzgénikus
(exogén) allél

Nukleotid
szekvencia-analizis
40. abra: A genotipusok azonositasara hasznalt végleges PCR agaroz gélképe (invertalt
kép) A genotipizalast a labor asszisztensei végezték.

6.2.4. Az Fc-receptor y-lanc tirozinmutans neutrofilek jellemzése

Elsé Iépésként arra voltunk kivancsiak, hogy a fent emlitett transzgénikus
valtoztatasok befolyasoltak-e a neutrofil granulocitak érését. Vad tipust, FcRy-hianyos,
valamint FcRy-hianyos hattéren egy allélnyi vad tipust vagy ITAM-tirozinmutans
FcRy-t tartalmazo egerek csontvel§jébdl Percoll-gradiensen neutrofileket izolaltunk. Ezt
kovetden a sejteket az Ly-6G és Ly-6C érési markereket egyarant felismerd anti-Gr-1
antitesttel jeloltik. Aramlasi citometridas méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a

genetikai modositasok nem befolyasoltak a sejtek végso fejlodését, érését (41. abra).
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- - . Izotipus kontroll
— Vad tipus
——FcRy ™~
FcRy ™~ FcRy(VT)Tgroz/neg
—— FcRy ™~ FcRy(YF/YF)Tgpo#neg

Események szdma

41. abra: A transzgénikus médositasok nem befolyasoltiak a neutrofilek érését
(aramlasi citometria, reprezentativ hisztogramok, n=3)

A kovetkezdkben azt vizsgaltuk, hogy a transzgénikus FcR y-lanc FcRy-hidnyos
hattére valo visszajuttatdsa helyre tudta-e allitani az FcRy-expressziot. Western-blot
segitségével jol lathatd volt, hogy az FcRy-hidnyos egér neutrofilekben nem fejezddott
ki a segédlanc, ugyanakkor az FcRy”~ hattérre visszajuttatott vad tipust, valamint az
ITAM-tirozinmutans FcRy-t kifejezé neutrofilekben jbol megjelent a fehérje (42. abra
A része). Annak eldontésére, hogy a vad tipusq, illetve az ITAM-tirozinmutans FcRy
képes volt-e visszaallitani a neutrofilek sejtfelszini FcRy- expresszigjat, ugyancsak
aramlasi citometrias mérést alkalmaztunk. Mivel az FcRy extracellularis része kicsiny
¢s nem immunogén, ellene gyakorlatilag nem lehet antitestet termeltetni. A segédlancot

felismerd (a korabban bemutatott Western-blothoz is hasznalt) antitest a molekula

FcRyf/f Fc Ryf/f
VT FcRy~ FcRy(VT) FeRy(YF/YF)
Tgpoz/neg Tgpoz/neg

AKHN — c— on— — —

A

B
<
\g - = == Izotipus kontroll
) Vad tipus
< L
2} FcRy”
£ FeRy '™ FcRy(VT)Tgh "
§ FeRy—/— FeRy(YF/YF)TgP™
m

FeyRIV >
42. abra: A transzgénikus FcRy kifejezddése neutrofilekben
(A) A teljes FcR y-lanc expresszio (Western-blot)
(B) A sejtfelszini FcyRIV-kifejez6dés (aramlasi citometria, reprezentativ hisztogramok,
n=3)
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crer

vizsgalatra (nem permeabilizalt sejteken). Ezért a sejtfelszini FcRy-expresszid
megitéléséhez az FcRy-asszocialt Fey-receptor IV kiilsé szakaszat felismerd antitesttel
jeloltiik a neutrofileket (indirekt megkdzelités). Azt tapasztaltuk, hogy mig az FcR y-
lanc-hianyos neutrofilek felszinén nem volt megtalalhat6 az FcyRIV, a vad tipust és az
ITAM-tirozinmutans mutans FcRy-t FcRy*/* hattéren hordozok ujbol képesek voltak a
receptor kifejezésére (42. abra B része). A Western-blottal és az dramlasi citometridval

kapott expressziods adatok jol korrelaltak.

6.2.5. Az FcRy ITAM-tirozinjainak szerepe neutrofilek Fcy-receptor
kivaltotta sejtvalaszaiban

A kovetkezd kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy sziikségesek-e az FcRy
intracellularis ITAM-tirozinjai neutrofil granulocitdk Fcy-receptor-medialt valaszaiban.
A csontvel6bdl preparalt neutrofileket immobilizalt immunkomplex-felszinre helyeztiik
¢s mértiik a kivaltott sejtvalaszokat. A szuperoxid-termelés vad tipusii neutrofil
granulocitak esetében gyors emelkedést mutatott, Fc-receptor y-lanc hianyaban azonban
a sejtvalasz teljes mértékben elmaradt. Mig a vad tipusi FcRy visszajuttatasa
helyreallitotta a szuperoxid-termelést, az ITAM-tirozinmutans FcRy jelenlétében nem

jelent meg a sejtvalasz (43. abra).

A B
60. perc
4 -
EVT
3 MERy /-
2 = 3.9 B FcRy-/- FeRy(VT)Tgpoz/neg
= g M FcRy—/— FeRy(YF/YF)Tgpoz/neg
2 N}
s = 27
= ~ -
E =2 1,9
3 E
N2
N
< ) 0-
0 20 40 60
Idé6 (perc)

43. abra: A vad tipusu FcR y-lanc reexpresszidja — ellentétben az ITAM-tirozinmutans
FcRy-val — részben képes helyreallitani az Fcy-receptor kivaltotta szuperoxid-termelést
Immobilizalt immunkomplex felszinen a vad tipussal szemben az FcRy-hidnyos neutrofilek
képtelenek voltak szuperoxidot termelni. Mig a vad tipust FcRy visszajuttatasa részlegesen
helyreallitotta a szuperoxid-termelést, az ITAM-tirozinmutans FcRy jelenlétében nem jelent
meg a sejtvalasz. (A) Reprezentativ gorbe, kontrollok levonva, atlag + SD; (B) 60. perc,
kontrollok levonva, atlag + SEM, n=8, p=2,1 x 10° (FcRy (VT)Tg""™¢ vs.
FcRy(YF/YF)Tgro“")

83



DOI:10.14753/SE.2012.1782

Az Fey-receptorok stimuldcidja nem csupan szuperoxid-termelést, hanem egyéb
sejtvalaszokat is kivalt. A tercier granulumok nagy mennyiségben tartalmaznak az
extracellularis matrix lebontasara szolgald zselatindzt. Ezen enzim jelenlétének
kimutatdsdhoz a neutrofilek stimuldciojat kovetden a sejtek feliiliszojat olyan
poliakrilamid gélen futtattuk meg, melybe eldzetesen a szubsztrat zselatint
polimerizaltuk. A vad tipusu, genetikai modositastol mentes sejtek jelentds mennyiségi
zselatin-leadésa hatarozott jelet eredményezett a zselatindz zimogramon, mely folyamat
egyértelmilen Fc-receptor y-lanc fliggének bizonyult. A vad tipusi FcR y-lanc
reexpresszioja részlegesen helyredllitotta a valaszt, az azonban elmaradt az

intracellularis tirozinok modositasa esetén (44. abra A része). Hasonloképpen alakult a

A FcRyf/f FcRyf/f
Vad tipus FeRy ™~ FcRy(VT)Tg"¢ FcRy(YF/YF)Tgr?e
kontroll IC kontroll IC kontroll IC kontroll IC
B FcRy ™ FeRy "™
Vad tipus FeRy™" FcRy(VT)Tgh?"e FcRy(YF/YF)Tg“e¢

kontroll

IC

2 HN ..

44. abra: Az FcR y-lanc intracellularis ITAM-tirozinok elengedhetelenek az Fcy-
receptor medialt zselatinaz degranulicié és szétteriilés folyamatahoz
(A) A neutrofilek zselatinaz-iiritése immunkomplex felszinen (reprezentativ zimogram, n=3)
(B) A neutrofil granulocitak szétteriilése Fcy-receptor aktivacid soran (reprezentativ képek,
n=3)

sejtek szétteriilése is. Mig a vad tipusu sejtek jelentds héanyada szétteriilt az

immunkomplex-felszinen, az FcR y-lanc-hianyosak egyaltalan nem. A vad tipusii FcR
y-lanc visszajuttatdsa esetén Ujbol megjelentek a jellegzetes morfoldgiat mutatd aktivalt
neutrofil granulocitdk, az FcRy ITAM-tirozinmutins sejtek ellenben tovéabbra is
kerekded format mutattak (44. abra B része).

Fontos kiemelni, hogy mind a négy genotipus azonos mértékben volt képes
szuperoxidot termelni és zselatindzt lriteni PMA jelenlétében (nem mutatott sajat

eredmények).

84



DOI:10.14753/SE.2012.1782

Osszefoglalasként tehat megallapithatjuk, hogy a neutrofil granulociték altalunk
vizsgalt Fcy-receptor medialt folyamatai soran elengedhetetlenek az Fc-receptor y-lanc
intracitoplazmatikus szakaszan taldlhato ITAM-tirozinok. Kiemelendd, hogy az altalunk
vizsgalt folyamatokban az FcRy ™ hattérre bejuttatott ITAM-tirozinmutans FcRy az
FcRy*/* hattéren reexpresszalt vad tipusa FcRy-nal nagyobb mértékii expresszidja

ellenére sem volt képes helyreallitani a sejtvalaszokat.

6.2.6. Az FcRy ITAM-tirozinok szerepe az autoimmun artritisz effektor
fazisaban

Kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk meg, hogy sziikséges-e az FcR y-lanc
két ITAM-tirozinja a K/BxN szérum transzfer artritisz kialakuldsdhoz. Kisérleteinkben
az egereknek intraperitonealisan kontroll, valamint artritogén szérumot adtunk. Ezt
kovetden a kialakult gyulladast a kardinalis jegyeken (pl. pirossag, duzzadtsag) alapuld
klinikai pontszam, valamint a bokavastagsdg mérése alapjan értékeltiik.

Elészor arra voltunk kivancsiak, hogy a vad tipusu FcR y-lanc reexpresszioja

—24— Kontroll
—— VT artr. szérum
—8— FcRy—/— artr. szérum

M FcRy—/— FcRy(VT)Tgpoz/neg artr. szérum

Klinikai pontszam
(0-10)

5 10
1dé (napok)

3,7 4
o0
3
wn
on
8 fé\ 32 - —— Kontroll
: g —8— VT artr. szérum
E b —8— FeRy—/- artr. szérum
:2 2,7 1 —®— FcRy—/— FcRy(VT)Tgpoz/neg artr. szérum
22 % T T
0 5 10

1d6 (napok)

45. abra: A vad tipusu FcRy transzgént hemizigota formaban FcRy-hianyos hattéren
tartalmazé egyedek nem mutattak értékelheté gyulladdsos képet az artritogén szérum
beadasat kovetéen

(A) A Kklinikai pontszam €s (B) a bokavastagsag valtozasa (atlag + SD, n=3)
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FcRy ™ hattéren képes-e helyreallitani az iziileti gyulladast. Az artritogén szérummal
kezelt vad tipusu egyedekkel szemben az FcRy-hidnyos allatok védettek voltak a
betegséggel szemben (ld. korabbi irodalmi adatok, [50]). Ugyanakkor a vad tipusi FcR
v-lanc reexpresszidja csupan gyenge, alig értékelhetd gyulladdsos fenotipust
eredményezett az érzékeny klinikai pontszdm esetében €és nem okozott kimérhetd
bokavastagsag-novekedést (45. abra).

Az alacsony jel hatterében két ok allhatott: az alacsony K/BxXN szérum dozis
¢s/vagy az FcR y-lanc elégtelen reexpresszidja. A jel novelésére igy két elméleti
lehetdség mutatkozott: emelni a beadott artritogén szérum mennyiségét és/vagy novelni
az FcRy(VT)Tg expresszigjat transzgénre homozigota egyedek révén. Mivel
kisérleteink sordan mar a maximalis szérummennyiséget hasznaltuk, szamunkra a
masodik lehetdség maradt. A transzgénikus FcRy allélt hemizigdta formaban tartalmazo
egerek paroztatasabol szarmazd egyedek azonositasara (mivel a hagyomanyos PCR
nem tudott az expresszios szintek kozott kiilonbséget tenni) kvantitativ PCR-t (qPCR-t)
késziilek segitségével hataroztuk meg, majd az oldatokat egységesen 80 ng/ml
koncentraciora higitottuk. Ezt kovetéen végeztik el a SYBR Green-alapi qPCR-
reakciot az exogén FcRy, valamint a haztartasi gén gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH) megfelel6 primerparjaival. Az 46. abra mutatja a hemizigotak ¢és
homozigoétak elkiiloniilé relativ DNS-mennyiségét. (A qPCR pontossagat mutatta, hogy

T

g L L
=) =3 =)
= >N o

Relativ DNS-mennyiség
o
S

(=]

46. abra: A hemi- és a homozigota FcRy transzgén egyedek elkiilonitése qPCR
technikaval

Negativ kontrollként FcRy ", pozitiv kontrollként ismert FcRy ™ hatterii FcRy transzgén
hemizigotat alkalmaztunk (GAPDH-ra vontakoztatva, reprezentativ diagram)
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homozigoéta egyedek paroztatasaval csak homozigota utédokat kaptunk.)

A kvantitativ PCR soran nyert adatokat Western-blottal €s aramlasi citometriaval
ellendriztiik le. Mind a neutrofilek teljes FcR y-lanc mennyiségében, mind a sejtek
sejtfelszini FcyRIV-expressziojaban jol nyomon kovethetd volt a homozigotak

megnovekedett FCRy-mennyisége (47. abra).

A FcRy’ - FcRyf/f FcRyf/’
VT FcRy” FeRy(VT) FcRy(VT) FcRy(YF/YF)
podneg Tgpoz/poz Tgpoz/neg
N T
aktin — A SR G R S
B
- - - - Izotipus kontroll
g 2 Vad tipus
‘g <] FcRyﬁF
—u; FcRy’/’ FcRy(VT)Tg %™
£ 3 FcRy ™ FeRy(VT) TgP#P
5 < —— FeRy " FcRy(YF/YF) TP
SIS Ty ——FcRy "~ FcRy(YF/YF)Tg "
100 1
FeyRIV -
47. abra: A transzgénikus allélt homozigota formaban tartalmazé neutrofilek FcR vy-
lanc expressziojanak ellendrzése
(A) A teljes FcRy mennyiség (reprezentativ Western-blot)
(B) FcyRIV sejtfelszini expresszioja (aramlasi citometria, reprezentativ hisztogramok, n=3)

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy miként viselkednek az FcRy '
FcRy(VT)Tg™*** ¢s az FcRy ' FeRy(YF/YF)TgP P egerek az artritogén szérum
beadasat kovetden. A homozigéota vad tipusu FcRy transzgént FcRy-hianyos hattéren
tartalmazo egerekben kialakult egy koztes erdsségli iziileti gyulladas, mely mar
kimérheté volt. Ugyanakkor mind az FcRy”’~ FcRy(YF/YF)Tg™”"% mind az FcRy '
FcRy(YF/YF)Tg”P* 4llatok védettnek bizonyultak az iziileti gyulladassal szemben
(48. abra).

Az FcRy”™ FeRy(VT)Tg™*** egyedekben kialakult az iziileti diszfunkcid, az
ITAM-tirozinok hidnya azonban védettséget eredményezett, mutatva, hogy az FcR y-
lanc ITAM-tirozinjai esszencidlisak az autoimmun iziileti gyulladas effektor fazisaban
(49. abra).

Osszességében elmondhatjuk, hogy az FcRy intracelluldris ITAM-tirozinjai

elengedhetelen szerepl6i a kisérletes autoimmun iziileti gyulladasnak.
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48. abra: A vad tipusi homozigéta FcRy transzgén egyedekben Kkialakult az
autoimmun gyulladas

Az artritogén szérum szignifikans jelet okozott mind a klinikai pontszam, mind a
bokavastagsag tekintetében FcRy ' FcRy(VT)TgP P egyedekben. Mind a hemizigéta, mind
a homozigota ITAM-tirozinmutans FcRy egyedek védettek voltak a gyulladassal szemben (a
csontveléi kimérak is!). (Atlag + SEM, n=8, p<0,05 /FcRy(VT)Tg™** artr. vs.
FcRy(YF/YF)Tg™“P* artr./)
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49. abra: Az Fc-receptor y-lanc intracellularis tirozinjai esszencialisak az iziileti
gyulladas okozta funkcidcsokkenés kialakulasaban

Mig a vad tipust FcRy transzgén jelenléte képes volt a iziileti funkcidocsokkenés bizonyos
mértékii visszaallitasara, az ITAM-tirozinmutacioé jelenléte meggatolta a kialakulast. (Atlag
+ SEM, n=4)
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6.3. A CARDY szerepének vizsgalata primer fagocitasejtekben és

autoantitest-medialt iziileti gyulladasban

Tovéabbi kisérleteinkben arra kerestiilk a valaszt, hogy a makrofagok és a
dendritikus sejtek ITAM(-szerll) jelatvitelében szerepet jatszo intracelluldris adapter
fehérje, a CARDY szerepel-e neutrofil granulocitdk Fey-receptor jelatvitelében, valamint
autoimmun iziileti gyulladdsban. Az ebben a fejezetrészben ismertetett adatok
publikalas el6tt allnak, igy atmenetileg titkositva lettek.

Tovabbi informacio: nemeth.tamas@med.semmelweis-univ.hu
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6.4. A dasatinib néhany neutrofil sejtvalaszra gyakorolt hatasanak
vizsgalata
6.4.1. A dasatinib hatasa neutrofilek p,-integrin inside-out szignalizaciojara

Mint azt a 3.5.3. alfejezetben emlitettem, Futosi Krisztina kisérleteiben a
dasatinib mar alacsony, nanomolaros koncentricioban gatolta a humén neutrofil
granulocitak f,-integrin-fiiggd valaszait. Ezekhez az integrin ligand felszinen vizsgalt in
vitro neutrofil aktiviciokhoz azonban a [,-integrin ligandon kiviill — az integrin-
konformacié megfeleld kialakitasa végett — sziikség volt szolubilis agonista (pl. TNFa)
jelenlétére is. Igy megvizsgaltuk, hogy a dasatinib kizarolag az integrinek outside-in
vagy ezen tilmenden az inside-out szignalizacidjat is gatolta-e. Az itt kozolt adatainkat
a IV-es szamu publikacidban kozoltiik.

Az egészséges egyének periférias vérébdl szarmazd neutrofileket kiilonbozd
koncentracioban eldinkubaltuk a tirozin-kindz gatld dasatinibbel, majd P,-integrin-
fliggetlen modokon aktivaltuk a sejteket. Els¢ korben arra voltunk kivancsiak, hogy
miként alakul a f,-integrin Mac-1 CDI1b-lancanak TNFa hatadsara bekovetkezo
upreguldcioja és konformacid-valtozas okozta aktivacidja. Kisérleteink soran azt
aktivaciot is csak a magasabb dozis esetén gatolta (68. abra)®®. Mivel a gatloszer
félgatlo koncentracidja (ICsp) PBo-integrin-medialt folyamatokban 9-35 nM kozott

valtozott a stimulustdl fliggéen, megallapithattuk, hogy az ebben a koncentracio-

A B
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5o 80 S 801
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5E 601 3E 60-
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0 ; 0
DMSO 10 nM 100 nM 1000 nM DMSO 10 nM 100 nM 1000 nM
dasatinib dasatinib

68. abra: Human neutrofilek CD11b-upregulacioja (A) és CD11b-aktivacidja (B) 20 ng/ml
TNFa hatasara dasatinib jelenlétében (aramlasi citometria, n=3, atlag + SEM)(Publikalva:
[IV])

* TNFo: CDI11b-upregulacié: n=3, p=0,81 /DMSO vs. 100 nM dasatinib/, CD11b-aktivacio:
n=3, p=0,04 /DMSO vs. 100 nM dasatinib/
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tartomanyban a dasatinib jelenlétében megfigyelt sejtvalasz-karosoddsban az inside-out
szignalizacio gatlasdnak nem volt Iényegi szerepe.

A tovéabbiakban megvizsgaltuk, hogy miként alakul a CD11b-upreguléci6 és -
aktivacio egyéb stimulusok hatasara dasatinib jelenlétében. Azt tapasztaltuk, hogy a
dasatinib nem befolyasolta 1ényegesen se a G-fehérje-kapcsolt receptorral rendelkezd
interleukin-8 (IL-8)(69. abra), se az fMLP hatésara Iétrejové CD11b-upreguléciot €s -

aktivaciot (70. abra).”’
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dasatinib

69. abra: Human neutrofilek CD11b-upregulacidja (A) és CD11b-aktivacidja (B) 100 ng/ml
IL-8 hatasara dasatinib jelenlétében (aramlési citometria, atlag + SEM, n=3) (Publikalva:
[IV])

A B
120 - 120 1 Okontroll

= =
22 100 = £ 100 ] W MLP
- X = NS
5,3 = 80 E 3 80 -
S5 60- 3260
e i 20 ]
Zgz Z2 4
82 201 OB 20

s s

0 ; ; ; 0 ;
DMSO 10 nM 100nM 1000 nM DMSO 100 nM dasatinib

dasatinib
70. abra: Human neutrofilek CD11b-upregulacidja (A) és CD11b-aktivacidja (B) 100 nM
fMLP hatasara dasatinib jelenlétében (aramlasi citometria, atlag + SEM, n=3) (Publikalva:
[IV])

¥ IL-8: CD11b-upregulacié, n=3, p=0,54 /DMSO vs. 100 nM dasatinib/; CD11b-aktivacio: n=3,
p=0,81; fMLP: CD11b-aktivaci6: n=3, p=0,8 /DMSO vs. 100 nM dasatinib/; CD11b-aktivacio:
n=3, p=0,3
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Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a tirozin-kiniz gatlé dasatinib nem
befolyasolta drasztikus mértékben a human neutrofilek [,-integrinjeinek inside-out

szignalizaciojat.

6.4.2. Erintetlen p,-integrin-fiigg6 fagocitézis dasatinib jelenlétében
Kollégam, Futosi Krisztina mérései alapjan a dasatinib — ellentétben a [3,-
integrin-medialt szuperoxid-termeléssel — nem befolyasolta 1ényegesen a [,-integrin-
fliggd baktérium-6lést [IV]. Ezen a nyomvonalon maradva megvizsgaltuk a
baktériumok neutrofilek altali fagocitozisat dasatinib jelenlétében. A kevert human
szérummal opszonizalt GFP-jelolt baktériumokat adott ideig human neutrofilekkel
hoztuk Osssze 37 °© C-on. A kisérlet sordn azt tapasztaltuk, hogy a dasatinib nem
befolyésolta a Staphylococcus aureus neutrofil granulocitdk altali fagocitdzisat (71.
abra). Mivel a baktériumok a neutrofilek kiilsé felszinére nagy mennyiségben
kitapadtak, a ténylegesen bekebelezett baktériumok mennyiségének meghatarozasahoz

egy mintat az aktin-polimerizaciot gatlo citokalazin D-vel inkubaltunk eld.

0. perc
120 A E0. perc + S. aureus
[ 10. perc + S. aureus

[ 20. perc + S. aureus

—_
(=3
(=1

0
(=1
I

Atlagos fluoreszcencia intenzitas
(a 10. perces DMSO + S. aureus %-ban)
P [
[=} (=]

5]
(=]

DMSO 10 pM CD 10 nM dasatinib 100 nM dasatinib 1 pM dasatinib

71. abra: A dasatinib nem befolyasolta 1ényegesen a Staphylococcus aureus human
neutrofil granulocitak altali bekebelezését

(PMN: baktérium=1:10, atlag + SEM, n=4, p= 0,24 /DMSO vs. 100 nM dasatinib a 20.
percben/) A folyamat aktiv voltat citokalazin D (CD) segitségével demonstraltuk.
(Publikalva: [TV])

Fontos szempont, hogy mig a dasatinib jelentdsen gatolt egyes B,-integrin-fliggd
(é¢s Fcy-receptor-medialt) folyamatokat neutrofilek esetében (Futosi Krisztina

eredményei, ld. a bevezetdt), a kozvetlen antimikrobidlis sejtvalaszokat nem
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befolyéasolta. Mindez felveti a molekuldnak ¢s szarmazékainak esetleges terapias
alkalmazasanak lehetdségét a neutrofil granulocitak tGlmiikddésével jard autoimmun

koérképekben.
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7. Megbeszélés

PhD-munkam soran — egy projekt kivételével — egér neutrofil granulocitak
jelatviteli folyamatainak vizsgalataval, valamint a kérdéses fehérjék egy neutrofil-fiiggd
kisérletes autoimmun iziileti gyulladasban, a K/BXN szérum transzfer artritiszben
betoltott szerepének leirdsaval foglalkoztam génhianyos egerek felhasznalasaval.
Kisérleteimet négy téma koré csoportositottam. Vizsgaltam (1) az irodalmi adatok
alapjan potencialis integrin-hirvivé pl190RhoGAP (Publikélva: [II]), (2) az Fcy-
receptorok sejtfelszini expresszigjat stabilizaldé Fc-receptor y-lanc (FcRy) ITAM-
tirozinjainak (Az FcRy ™ neutrofilek in vitro sejtvalaszai publikalva: [I]) és (3) egy, a
makrofagok ¢és dendritikus sejtek ITAM(-szertl) jelatvitelében szerepld intracellularis
adapter molekula, a CARDY szerepét a fenti folyamatokban. Megvizsgaltam tovabba,
hogy (4) az antileukémias szer tirozin-kinaz gatldo dasatinib miként befolyasolja
neutrofil granulocitdk f,-integrin inside-out szignalizacidjat, valamint bakteridlis
fagocitozisat (Publikalva: [IV]).

A PhD-munkam elsé részében vizsgalt p190RhoGAP fontos szabalyozdja egyes
sejtek (igy neuronok és fibroblasztok) integrin-medidlt jeatvitelének, ahol aktivacioja
Src-kindz-fiiggd modon zajlik és hatasat részben a kis mértékii intrinsic GTP-az
aktivitassal rendelkezd kis G-fehérjéken (pl. a Rho csaldd tagjain) keresztiil fejti ki.
Tekintettel a P,-integrinek, az Src-kindzok és a kis G-fehérjék neutrofil granulocitdk
muikodésében betoltott szerepére, tovabba a pl90RhoGAP f,-integrin-medialt
aktivaciojara human neutrofilekben, megvizsgéltuk, hogy a pl190RhoGAP milyen
szerepet tolt be egér neutrofilek PB,-integrin-fliggd (és a teljesség kedvéért P,-integrin
fiiggetlen) sejtvalaszaiban. Vizsgdlataink sordn egy, a korabbi hipomorf mutdnstol
(Grif1™"5%) eltéré null mutans allélt (GrifI"™5") hordozé egértorzset hasznaltunk.
Mivel a mutaciot eléallitdé munkacsoportban idékozben bizonyos mértékii profilvaltas
tortént, az 0j egértorzs jellemzdinek leirdsa részben rank maradt. Kisérleteink soran
rekonstrualtuk az ) mutacid létrehozdsanak modjat. A pl190RhoGAP null mutéciot
homozigota formaban hordozé egyedek a hipomorf varidnshoz hasonléan perinatalis
letalitast mutattak. Ennek athidalasara pl90RhoGAP” magzati hemopoetikus sejtek

crer

kimérakat hoztunk Iétre). A transzplanticié sordn az egérmagzatok genotipusat
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Western-blot (olykor még tovabbi PCR technika) segitségével a magas pl 90RhoGAP-
expressziot mutatd agybol hataroztuk meg.

Az pl90RhoGAP ™~ csontvel6i kimérakbol szarmazé neutrofilek sem szamban,
sem ¢érettségben nem mutattak eltérést a vad tipust sejtekkel szemben. Human neutrofil
granulocitak fokozott tisztitassal és egér neutrofilek hagyomdnyos eljarassal eldallitott
Varakozasainkkal ellentétben a pl90RhoGAP-hidnyos neutrofilek azonban nem
mutattak Iényegi eltérést a [y-integrin-medialt sejtvalaszokban: képesek voltak
kiilonb6z6 kostimulusok jelenlétében szuperoxid-termelésre (mely ellentétben allt az
elézetes adatok alapjan felmeriilé negativ regulator szereppel [112]), integrin-ligand
felszinen szétteriiltek és kemotaktikus anyagok hatasara megfeleléen vandoroltak. A
p190RhoGAP ugyancsak nem bizonyult nélkiilozhetetlen elemnek a neutrofil- és B,-
integrin-dependens K/BxN szérum transzfer artritisz soran. A neutrofilek Fcy-receptor-
¢s G-fehérje kapcsolt receptor-medidlt folyamatai is intaktnak bizonyultak
pl90RhoGAP hidnyaban. Osszefoglalasként tehat megallapithattuk, hogy a
p190RhoGAP nem esszencidlis komponens a neutrofil granulocitdk altalunk vizsgalt
folyamataiban.

Eredményeink magyarazatara tobb elméleti lehetdség is kinadlkozik. Egyes, a
neutrofilek miikodésében fontos kis G-fehérje (pl. a Racl, a Rac2, a Cdc42, a Rho)
bizonyos sejtekben és esetekben egymassal ellentétes hatasokat fejthet ki a sejtek
aktivacigja soran, igy a pl90RhoGAP hidnya Osszességében relative érintetlen
sejtvalaszokat eredményezhet [207,208]. A neutrofilekben tovabba jo6 néhany egyéb
RhoGAP is megtalalhatd (pl. a Bcer, a p5S0RhoGAP) [115,209], melyek esetleg
kompenzalhattak a p190RhoGAP hianyat. Kiilon kiemelendé ezen molekulak kozil a
p190RhoGAP-hoz szerkezetileg sokban hasonld p190-B. Szamos adat utal azonban a
két molekula kozotti funkcionalis kiilonbségre. Bar a p190-B hidnya a p190RhoGAP-
hianyhoz hasonldéan ugyancsak perinatalis letalitast eredményez egerekben, a megjelend
altalanos fenotipus azonban eltér a pl90RhoGAP-hianynal megfigyelttdl [210-212].
Ezen tulmenden a p190-B hidnyaban sokban hasonlo, de a pl90RhoGAP-hiannyal nem
teljesen megegyezd idegrendszeri fenotipus alakul ki [213]. A p190-B a p190RhoGAP-
pal ellentétben nem képes fibroblasztokban két, az integrin-jelpalya soran

megfigyelhetd mozzanatra: nem képes Src-kinazok altali foszforilaciora €s nem tud a
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pl120RasGAP-pal asszocialédni [213]. Az esetleges funkcionalis kompenzacio ellen
szol az is, hogy a pl90RhoGAP-hianyos egér embriondlis fibroblasztok hatarozott
migracios karosodast mutattak [214] a p190-B jelenléte mellett [210,215]. Mindezek
mellett a p190-B-ben a pl90RhoGAP-pal szemben nem taldlhatéak meg a polarizalt
sejtvandorlasban fontos C-terminalis foszforilacios helyek, valamint a protein-kinaz C
altali szabalyozasban Iényeges foszforilalhaté aminosavak [109,214]. A funkciondlis
kompenzacié formalis kizarasara a pl90RhoGAP/p190-B kettds génhidnyos egyedek
lettek volna a legalkalmasabbak, de nem talaltunk a p190RhoGAP+/_p190-B+/_ egyedek
iddzitett terhességébdl szarmazo 15-18 napos magzatok kdzott ilyen genotipusit, mely
kizarta a csontveld transzplantacio lehetdségét (Ezzel 0sszhangban Jeffrey Settleman
munkacsoportja sem talalt pl90RhoGAP/p190-B kettds génhidnyos magzatot az
iddzitett terhesség 10. napja eldtt (joval a csontveld transzplanticiot biztositd életkor
elott.) [213]). Csupan elvi lehetdségként mertilt fel tapasztalat hidnyaban a rengeteg 1d6-
¢s pénzraforditasi igénnyel rendelkez6 p190-B shRNS technika p190RhoGAP-hianyos
csontvel6i kimérakban megkozelités). Fontos ugyanakkor hozzatenni, hogy a négy
allélbol harom torlése (p19ORhoGAP” p190-B™ genotipus) esetén a neutrofilek
integrin-fliggd folyamataiban nem talaltunk lényegi eltérést a vad tipust egyedekhez
képest, ugyanigy nem volt karosodas p190-B™~ neutrofilekben sem (nem mutatott sajat
adatok). A pl190-B szintjét sem befolyasolta a pl90RhoGAP hidnya neutrofilekben
(nem mutatott sajat adat). Természetesen azzal is tisztdban vagyunk, hogy a
p190RhoGAP talan olyan neutrofil folyamat(ok)ban vesz részt, melye(ke)t kisérleteink
soran nem vizsgaltunk. Részletesebb analizissel esetleg — az integrin-medialt
sejtszétteriiléshez és migracidbhoz hasonld — tovabbi finom eltérések lesznek majd
felfedezhetdek a jovoben a vad tipusu €s a p1 90RhoGAP-hianyos neutrofilek kozott.
PhD-munkdm kovetkezd részében az Fc-receptor 7y-lanc és két ITAM-
tirozinjanak szerepét vizsgaltam egér neutrofil granulocitdk Fcy-receptor jelatvitelében
¢s autoimmun iziileti gyulladasban. Az Fc-receptor y-lanc (FcRy) hidnyaban jelentdsen
karosodtak az egér neutrofilek Fcy-receptor-medialt in vitro sejtvalaszai. Mivel az FcR
v-lanc hianyaban nem talalhaté aktivaldo Fcy-receptor az egér neutrofilek felszinén,
felmeriilt a kérdés, hogy az FcR y-lanc csupén a receptorok plazmamembranban torténd
stabilizaciojaban, vagy azon tilmenden esetleg tovabbi folyamatokhoz is sziikséges-e.

Az FcR vy-lanc intracellularis ITAM-tirozinjainak szerepét Ugy vizsgaltuk neutrofil
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granulocitdkban €s az autoimmun iziileti gyulladas végrehajtdo fazisaban, hogy vad
tipusu vagy ITAM-tirozinok helyett funkcionalisan semleges fenilalanint kodolod
Y65F/Y76F mutans FcR y-lanc gént juttattunk vissza FcR y-lanc-hidnyos hattérre.
Struktara-funkcié analizistink soran megallapitottuk, hogy mig mindkét transzgénikus
FcR vy-lanc képesnek bizonyult a neutrofil granulocitdk sejtfelszini Fcy-receptor
expressziojanak részleges visszaallitasara (s6t az ITAM-mutans FcRy még a vad tipusu
FcRy transzgénnél fokozottabb mértékben is). A mutans FcR y-lanc FcRy '~ hattéren
valé reexpresszidja ugyanakkor nem tudott Fcy-receptor-medidlt funkcionalis
vélaszokat létrehozni. Igy az FcR y-lanc-hidnyos sejtekéhez hasonléan elmaradt a
szuperoxid-termelés, a zselatindz-degranulacio és a sejtszétteriilés FcR y-lanc ITAM-
tirozinmutans neutrofilek esetén. Az autoantitest-medialt iziileti gyulladds soran
ugyanakkor a vad tipust transzgénikus FcR y-lancot hemizigéta formaban hordozo
egyedek csupan kis mértékii, szabad szemmel éppen, hogy érzékelhetd gyulladast tudtak
csak kialakitani, mely azonban nem okozott kimérheté bokavastagodast. Az FcRy*/’
FcRy(VT)Tg™”™¢ egyedekben azonban mar jol detektalhatdo (a  genetikai
modositasoktdl mentes vad tipust egyedekkel Osszevetve intermedier) K/BxN szérum
transzfer artritisz fenotipus alakult ki. Tovabbi kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy
ezen iziileti gyulladasban elengedhetetlenek a y-lanc ITAM-tirozinok: hianyukban nem
alakult ki makroszkopos gyulladas, elmaradt a bokavastagsag novekedése €s nem jott
létre iziileti funkciokarosodds (se az FcRy ' FeRy(YF/YF)Tg™”™e, se az FcRy '
FcRy(YF/YF)Tg™”P egyedekben; annak ellenére, hogy a mutins molekula
kifejezddése nagyobbnak mutatkozott vad tipusu tarsaénal). Mivel a targyalt fenotipus
csontvel6i kimérdkban is megfigyelhetd volt, a jelenség hatterében a hemopoetikus
kompartment all. Azt, hogy pontosan ezen beliil az FcR y-lanc ITAM-tirozinok mely
sejttipus(ok)ban sziikségesek, tovabbi vizsgalatoknak kell tisztdznia. Mivel kevert
kiméradkban azt talaltdk, hogy az FcRy a neutrofilek felszinén nem sziikséges a sejtek
gyulladt iziiletbe torténd vandorlasahoz [51], az FcR y-lanc ITAM-tirozinok szerepe
feltehetéen a szovetekben aktivalodo sejtek direkt €s indirekt szovetkarositdo hatasanak
szabalyozasaban rejlik. Kiemelendd, hogy az Fc-receptor y-lanc nem csak az IgG-
megkotésben jelentds aktivaldo Fcy-receptorokkal képes egér sejteken asszocialodni,

hanem tovabbi receptorokkal is kapcsolodhat (Id. a bevezetd 3.2.3. alfejezetét), igy in
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vivo eredményeink nem jelentik az in vitro kisérletek soran nyert adatok egyszert,
csupan az Fcy-receptorok szerepére vonatkozd) extrapolalhatosagat.

Az Fc-receptor y-lanc ITAM-tirozinjainak szerepét néhany egyéb folyamatban
mar azonositottak. gy ezek az intracellularis tirozinok fontos szereplonek tiintek
hizosejtek in  vitro folyamataiban, igy az IgE-immunkomplex-indukalt [3-
hexdzaminidaz-leadasban, valamint interleukin-6-, TNFa- és prosztaglandin D,-
termelésben, tovabba esszencidlisak voltak a passziv szisztémas anafilaxis
kialakulasaban in vivo [192]. Erdekesség, hogy mig hizosejtek IgE-medialt tulélése FcR
y-lanc ITAM-tirozin-dependensnek mutatkozott, a sejtek IgE-indukalt Fce-receptor
v-lanc ITAM-tirozinok foszforildciojat tovabba kimutattdk neutrofil granulocitak
integrin-medialt folyamatai sordn [13]. Mindezek mellett eredményeink fontos 1j
informaciokkal szolgalnak az FcR y-lanc ITAM-tirozinoknak mind a neutrofilek Fcy-
receptor jelatvitelében, mind az autoimmun iziileti gyulladas kialakuldasdban betoltott
szerepével kapcsolatban.

PhD-munkam harmadik szakaszaban a makrofadgok ¢s dendritikus sejtek ITAM-
¢s ITAM-szerii (pl. Dektin-1) jelatvitelében fontos CARD9 intracelluldris adapter
fehérjével foglalkoztam. Az irodalomban fellelheté mRNS adatoknak megfeleléen a
CARD?9 kifejezett expressziot mutatott egér neutrofil granulocitakban €s hianya sem a
neutrofilek érését, sem a sejtfelszini Fcy-receptor kifejez6dését nem befolyasolta.
Kisérleteinkben elészor mutattuk ki, hogy immobilizalt immunkomplex-felszinen a
CARDB9-hianyos neutrofilek érintetlen rovidebb tavu (az aktivaciotol szamitott elsé 30
percben megjelend), de jelentdsen karosodott hosszabb tavu sejtvalaszokat (pl. CXCL2-
¢s CCL3-termelést) mutattak. A csokkent kemokin-termelés hatterében a CARD9-
hianyos neutrofilek karosodott IkBa-NF-kB jelpalyajat valosziniisitettiik. Mivel az
ITAM-jelpalydkban fontos, az ITAM-tirozinokkal kozvetleniil kapcsolddni képes Syk
tirozin-kindz hidnyaban mind a rovidebb, mind a hosszabb tavi sejtvalaszok
CARD9-et, mint a Syktdl disztalisan elhelyezkedé molekulat feltételeztik. Ezt a
hipotézisiinket tovabb erdsitette a CARD9-hianyos neutrofilekben megfigyelhetd
¢érintetlen Fcy-receptor-medialt Syk-foszforilacio. A CARDY9 adapter fehérjével
kozvetlen interakciora képes fehérje, a BcllO hidnyaban a CARDY9 ™ neutrofilek
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fenotipusdhoz hasonlé szelektiv sejtvalasz-karosodas figyelhet6 meg. Bar a CARD9-
Bcl10 interakcio neutrofilekben torténd stimulus-fiiggd detektalasa még varat magara, a
kovetkezd Fey-receptor jelpalya-sémat allitottuk fel. Neutrofil granulocitdkban az Fcy-
receptorok ligandkotését kovetden aktivalodod Syk tirozin-kindztol disztdlisan a jelpalya
szétvalik: egy CARDO-fliggetlen rovidebb tava és egy CARD9-fiiggd hosszabb tava
jelatviteli utra. Ez utobbi soran a CARDY feltehetden a Bell0-en keresztiil befolyasolja

az NF-kB-alegységek magi athelyezddését (72. abra). Természetesen formalisan nem

NEUTROFIL Syk

GRANULOCITA \

Rovidebb tavu sejtvalaszok l
(szuperoxid-termelés, degranulacio) NF-«B

|

Kemokin-termelés
(CXCL2, CCL3)
72. abra: A CARD?Y szerepe egér neutrofil granulocitak Fcy-receptor jelatvitelében

zarhatjuk ki, hogy a Syk kiilon-kiilon vesz részt a révidebb, valamint a hosszabb tava
sejtvalaszokhoz vezetd jelpalyakban. Tovabbi kérdés lehet a Syk’ és a CARD9 ™
neutrofilek maradék kemokin-termelése kozotti kiilonbség, melynek hatterében talan
egyéb faktorok (pl. immunkomplex-medialt autokrin/parakrin leukotrién Bs-termelés)
allhatnak. A trimerikus komplex harmadik tagjanak, a Maltl-nek a neutrofilekben
betoltott szerepét tovabbi kisérleteknek kell tisztdznia. Fontos azonban hangstlyozni,
hogy a fent emlitett adatok az els6k a CARD9 neutrofil granulocitdkban betdltott
szerepével kapcsolatban.

A CARD?Y szerepével kapcsolatos in vivo funkcionalis adatok kevés kivételtol
(Id. [216]) eltekintve elsOsorban fertézéses gyulladassal kapcsolatosak [59-61,68,217].
Csupéan az elmult idészakban mertilt fel genetikai asszociacids vizsgalatok alapjan a
molekula szerepe human autoimmun betegségekben (pl. spondylitis ankylopoetica-ban

(Bechterew-korban)[122,218]). Autoimmun iziileti gyulladas indukcigjat kovetden azt
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tapasztaltuk, hogy CARD9-hianyos egerek a vad tipusu egyedekkel Osszevetve egy
szignifikdnsan csokkent koztes gyulladasos képet mutattak, a bokavastagsag
tekintetében kortilbeliill 50%-o0s karosodast figyelhettiink meg. Mindezek mellett a
CARD9 hianyaban részlegesen csokkent a gyulladds okozta funkcidcsokkenés is.
(Hasonl6 eredményre vezetett egy masik autoantitest-medialt autoimmun betegség, a
kisérletes epidermolysis bullosa acquisita (EBA) passziv formajanak CARD9-fiiggdség
vizsgalata is.)

Mivel a CARD9 hianyaban megjelend fenotipus csontveldi kimérak esetében is
megfigyelheté volt, a jelenség hatterében a hemopoetikus sejtek miikodésében
bekovetkezo valtozés all. A CARD9 a hemopoetikus sejtek koziil feltehetéen elsdésorban
a modellben esszencialis makrofagok ¢és neutrofilek miikodésében jelentds (mivel a
hizésejtek nem fejezik ki a CARD9-et). Mig a CARD9-hianyos neutrofilek szinovialis
teriiletre torténd vandorlasa érintetlennek bizonyult, a bokaiziiletben csokkent CXCL2
kemokin-szintet detektaltunk. In vitro neutrofil és makrofag eredményeink alapjén az in
kovetden a lokalisan létrejové immunkomplexek altal kivaltott immunsejt-aktivacid
direkt szovetkarositd folyamatai (pl. a degranulacio) CARD9-fliggetlen mddon zajlanak.
A CARDY szerepe feltehetéen az NF-kB-medidlt citokin/kemokin-termelés

szabalyozasaban, a lokalis gyulladasos citokin-kornyezet kialakitasdban ¢€s ezaltal
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73. abra: A CARD9-medialt gyulladas patomechanizmusa
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tovabbi immunsejtek (pl. neutrofilek CXCL2 révén torténd) helyszinre toborzasaban
rejlik (73. abra).

Természetesen az in vitro és in vivo adatok pontosabb Osszekapcsolasahoz
tovabbi citokinek (pl. IL-1pB, CCL3, CXCL1) szintjének meghatirozasara is sziikség
van. Tovabbi kérdés a trimerikus komplex masik két tagjanak, a Bcl10-nek és a Maltl-
nek a kisérletes iziileti gyulladasban betoltott szerepének vizsgalata. Kiemelendd
azonban, hogy in vivo adataink els6ként mutatjdk a CARD9 szerepét autoimmun
betegség effektor fazisaban.

PhD-munkdm negyedik szakaszdban a tirozin-kindz gatlé dasatinib human
neutrofil granulocitdk egyes funkcioira kifejtett hatasat vizsgéaltam. A tirozin-kinaz
hatasukat tovabba vizsgdljadk egyes autoimmun iziileti gyulladdsok kezelésében.
Rheumatoid artritiszben jelenleg két klinikai fazisvizsgalatban résztvevd kismolekuldju
tirozin-kindz gatlot tesztelnek, ezek a tofacitinib (korabbi nevén tasocitinib) és a
fostamatinib. A kronikus mieloid leukémia kezelésében hasznalt masodik generacios
tirozin-kindz gatlo dasatinib az Abl-Ber fuzios fehérje mellett az Abl-t, az Src-
kin4zokat, a Btk molekulacsalad tagjait, a c-Kitet, a PDGF- és Eph-receptort is gatolja.
Mivel az emlitett molekulak koziil tobb (igy pl. az Src-kindzok, illetve az Abl) jelentds
szerepet tOlt be a neutrofil granulocitdk miikodésében, felmeriilt, hogy a dasatinib
esetleg befolyasolhatja egészséges human neutrofilek muikodését. Kollégam, Futosi
Krisztina azt tapasztalta, hogy a dasatinib drasztikusan gatolta érett neutrofilek f3,-
integrin-dependens folyamatait. Annak eldontésére, hogy ezekben a folyamatokban a
dasatinib csupan az integrinek outside-in vagy ezen tulmenden az inside-out
szignalizaciojat is befolyasolja-e, human neutrofil granulocitdkat szolubilis agonistakkal
kezeltem adhézio-fiiggetlen modon dasatinib jelenlétében. Azt taldltam, hogy a
dasatinib nem befolyasolta Iényegesen a neutrofilek gyulladasos mediatorok (TNFa, IL-
8, fMLP) altal kivaltott CD11b-upregulaciojat ¢s CD11b-aktivaciojat. A tovabbiakban
megvizsgaltam, hogy gatolja-e az inhibitor a bakteridlis fagocitozis folyamatat. Azt
tapasztaltam, hogy a dasatinib emelkedd koncentracioban sem befolyasolta Iényegesen a
baktériumok bekebelezését. Ezek alapjan megallapithattuk, hogy a dasatinib a f,-
integrin- és Fcy-receptor-fiiggd egyéb folyamatokkal ellentétben nem befolyasolta

lényegesen az in vitro antimikrobialis valaszokat. Mindez hatarozottan felveti a
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dasatinib-szarmazékok esetleges terapias alkalmazhatosdganak lehetdségét egyes

autoimmun folyamatok gyogyitasaban.
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8. Kovetkeztetések

A célkitiizéseknek megfelelden kovetkeztetéseimet is négy pontban szedtem dssze.

1. A potencialis B,-integrin jelpalya alkoté pl90RhoGAP teljes hianyaval jellemezhetd
egértorzset a mutacid tekintetében ¢és a fenotipust illetden karakterizaltuk. A
p190RhoGAP ' neutrofil granulocitdk nem mutattak 1ényeges karosodast az altalunk
vizsgalt Pr-integrin-fliggd és -fliggetlen in vitro folyamatokban. Hasonloképpen a
pl90RhoGAP nem bizonyult nélkiilozhetetlennek a [,-integrin-fiiggd autoantitest-

medialt autoimmun iziileti gyulladasban sem.

2. Az Fc-receptor y-lanc hidnydban karosodtak a neutrofil granulocitdk Fcy-receptor-
medialt sejtvalaszai. Transzgénikus struktira-funkci6 analizissel kimutattuk, hogy ezen
folyamatban  esszencialisak az  FcR  y-lanc  ITAM-tirozinjai.  Ugyancsak
nélkiilozhetetlennek bizonyultak a kérdéses tirozinok autoantitest-medialt iziileti

gyulladéasban.

3. A CARD?9 neutrofil granulocitdk Fcy-receptor jelatvitelében betoltott szerepének
vizsgalata kapcsan azt talaltuk, hogy a molekula nem sziikséges az aktivacidt kdvetden
gyorsan megjelend rovidebb tavh, ellenben esszencialis egyes hosszabb tavu
sejtvalaszok (pl kemokin-termelés) kialakuldsdhoz. Ez utébbi soran a CARD9 a Syktol
disztalisan helyezkedik el és feltehetéen a Bcll10 nevii fehérjén keresztiil befolyasolja a
transzkripcidés faktor NF-kB alegységeinek nukledris transzlokaciojat. CARD9
hianyaban részleges karosodast figyeltink meg autoantitest-medialt autoimmun
betegségekben, melynek hatterében nagy valoszinliséggel a kemokinek (neutrofilek és

makrofagok altali) csokkent termelése allhat.

4. A kis molekulasulyt dasatinib nem gatolta Iényegesen a human neutrofil granulocitak
B>-integrin inside-out szignalizacigjat, valamint a kevert human szérummal opszonizalt
baktériumok fagocitozisat. A munkacsoport dasatinibbel kapcsolatos tovabbi

eredményeivel kar6ltve ez felveti a dasatinib-szdrmazékok potencidlis terapids

cres
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9. Osszefoglalas

A neutrofil granulocitdk mikodése nélkiilozhetetlen az  egészséges
immunvédekezéshez. Ugyanakkor a térben és idoben nem megfelelden aktivaldodott
sejtek — példaul egyes autoimmun korképekben — a szervezet jelentds karosodasat
eredményezhetik. PhD-munkdm soran neutrofil granulocitak jelatvitelével és a vizsgalt
molekuldk autoimmun iziileti gyulladasban betoltott szerepével foglalkoztam.

Elso kisérleteimben egy elészor altalunk jellemzett Gj pl90RhoGAP-hianyos
egértorzs segitségével kimutattam, hogy az irodalmi adatokon alapuld varakozasokkal
ellentétben a p190RhoGAP nem nélkiilozhetetlen résztvevdje a neutrofilek altalunk
vizsgalt [,-integrin-fliggd ¢és -fliggetlen folyamatainak. A pl90RhoGAP nem
elengedhetetlen a neutrofil- és B,-integrin-fliggd autoimmun iziileti gyulladasban sem.

Tovabbi vizsgalataim soran azt talaltam, hogy az FcR vy-lanc hidnyaban,
valamint az FcR y-lanc ITAM-tirozinjainak mutacidja esetén jelentésen karosodnak a
neutrofilek Fcy-receptor-medidlt in vitro sejtvalaszai. Az FcR y-lanc ITAM-tirozinok
elengedhetelenek a neutrofil- és Fcy-receptor-fliggd autoimmun iziileti gyulladas
kialakuléséaban is.

Tovabbi eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a neutrofilek Fcy-receptor
jelpalyaja a Syk tirozin-kinaztol disztalisan kettévalik egy CARD9-fiiggetlen, korai €s
egy CARDY-dependens, késéi sejtvalaszokhoz vezetd Utvonalra. Ez utdbbi soran a
CARD?9 hatasat (feltehetéen a Bcll0 kozvetitésével) a transzkripcids faktor NF-xB
alegységek nuklearis transzlokacioja révén hozza létre. A CARDO fontos résztvevdje az
autoantitest-indukalt iziileti gyulladdsnak. In vivo hatasat feltehetden a neutrofilek (és a
makrofagok) hosszabb tavu sejtvalaszainak befolyasolasan keresztiil fejti ki.

Végiil kimutattam, hogy a tirozin-kinaz gatldo dasatinib nem befolyasolja
lényegesen a B,-integrinek inside-out szignalizaciojat és a baktériumok neutrofilek altali
fagocitozisat. Mindezek a munkacsoport dasatinibbel kapcsolatos eredményeivel
valo alkalmazhatosagat.

A neutrofil granulocitak miikodésében szerepet jatszo6 molekuldk feltérképezése
hozzésegit minket a gyulladasok patogenezisének pontosabb megértéséhez ¢és

hozzajarulhat a gyulladdsos korképek (példaul autoimmun folyamatok) egy ujabb,

crer
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10. Summary

Neutrophils are crucial players of innate immunity. Besides the essential
antimicrobial effects, their overactivation — e.g. in some autoimmune diseases — leads to
significant damage to the host. During my Ph.D. work, I investigated neutrophil
signaling and the role of some signaling molecules in the initiation and progression of
autoantibody-induced autoimmune arthritis.

During my first experiments, by the help of a novel null mutation, I showed that
p190RhoGAP does not play a major indispensable role in the investigated B, integrin-
dependent and -independent in vitro neutrophil functions. The molecule is also
dispensable in the effector phase of a neutrophil-dependent autoimmune arthritis.

My further experiments revealed an important role for Fc receptor y-chain
(FcRy) and its ITAM tyrosines in Fcy receptor-mediated in vitro neutrophil functions.
The ITAM tyrosines also seemed to be crucial players in the development of the
effector phase of autoantibody-induced autoimmune arthritis.

Our further results indicate that neutrophil Fcy receptor signaling divides into
two distinct signaling routes downstream of Syk: to a CARD9-independent pathway
leading to short-term cell responses and to a CARD9-dependent pathway resulting in
long-term responses. During this latter route CARDO exerts its effects by the nuclear
translocation of the NF-kB dimers, possible through interacting with Bcll0. The
absence of CARDY resulted in an intermediate phenotype of autoimmune arthritis,
behind of those we propose a role for altered neutrophil and macrophage long-term
responses.

Finally, I found that the tyrosine kinase inhibitor dasatinib did not significantly
influence the inside-out signaling of neutrophil 3, integrins. Dasaitinib also did not alter
bacterial phagocytosis by mature human neutrophils. These data — with additional
results of our workgoup — indicate that dasatinib derivatives perhaps could be used in
the therapy of autoimmune arthritis in the future.

Our results provide further insights into the signaling of neutrophils and into the
pathogenesis of autoimmune arthritis. The identified molecules can contribute to the
development of a more efficient therapy in several inflammatory diseases (e.g. in

autoimmune inflammation) in the future.
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13. A tarsszerzok kozotti munkamegosztas

A doktori értekezésemben bemutatott projektek soran tobb kutatotarsam is segitségemre
volt. A kozleményekben a munkamegosztas az alabbiak szerint alakult (kiilonos

tekintettel mas PhD-hallgatokra).

A p190RhoGAP szerepe neutrofil granulocitikban és az autoimmun artritisz
effektor fazisaban

Németh at al., J Immunol 2010

Ezért a projektért elsdsorban én voltam a felelds. A pI90RhoGAP null mutans allélt
Jeffrey Settleman munkacsoportja hozta létre. A pl90RhoGAP-hianyos magzatok
Kertész Zsuzsanna ¢és Kovacs Miklos végezte. A pl90RhoGAP neutrofil
granulocitakban betoltott in vitro szerepével — néhany kisérlet erejéig — Kovacs Miklos
kezdett TDK-hallgaté kordban foglalkozni, majd kezdd PhD-hallgatoként a projekt
témavezetdm dontése alapjan hozzdm keriilt. A cikkben k6zo6lt mérések dontd részét
(beleértve a mutdcid jellemzését, a pl90RhoGAP neutrofil granulocitakban és az
autoimmun artritiszben betoltott szerepének vizsgalatat) én végeztem; a publikacioban
nem szerepelnek a projektfelelds-valtas eldtti idészakbol adatok. A pl190RhoGAP
magzatok PCR-alapt elkiilonitésében, az adhézio-fliggetlen zselatindz-iirités
vizsgélataban ¢és a CD18-hianyos egerek K/BxN szérum transzfer artritiszben torténd
lemérésében fontos segitdm volt Futosi Krisztina. A pl190RhoGAP-hidnyos egerek
munkacsoportja, a baktériumoléssel kapcsolatos — a dolgozatban nem targyalt —

kisérleteket Hably Csilla végezte.

Az Fc-receptor vy-lanc ITAM-tirozinok szerepe neutrofilek Fcy-receptor
jelatvitelében és az autoimmun artritisz effektor fazisaban

Az ebben a témaban bemutatott eredmények dontéen sajat méréseimbdl szarmaznak. A
6.2.1. alfejezetben bemutatott FcR vy-lanc hidnyos in vitro karakterizalast Jakus

Zoltannal kozdsen végeztiik és publikaltuk [I], azonban az alfejezetben bemutatott
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eredmények sajat méréseimbdl szarmaznak. Az artritiszes méréseket Futosi Krisztinaval

egylitt végeztem.

Az CARDY9 szerepe neutrofilek és makrofagok Fcy-receptor jelatvitelében,
valamint az autoimmun artritisz effektor fazisaban

A CARD9 projekttel (beleértve a Syk™ és Bell0 szerepének vizsgalatat) elsdsorban én
foglalkoztam. Az artritiszes mérésekben Futosi Krisztina segitett. Az EBA Cassian

Sitaru munkacsoportjaval kollaboracidban (az én részvételemmel) tortént.

A tirozin-kinaz gatlo dasatinib hatasanak vizsgalata érett human neutrofilekben
Futosi et al., Blood 2012

A dasatinib hatdsainak egészséges human neutrofilekben torténd leirdséért Futosi
Krisztina volt felelds. A projekt soran az én részfeladatom a dolgozatomban bemutatott
B»-integrin inside-out szignalizacio6 €s bakterialis fagocitdzis dasatinib-érzékenységenek

vizsgéalata volt.

Az értekezésem eredmény fejezetében bemutatott abrak nem szerepelnek mds PhD-

dolgozatban.

% A Syk™ neutrofilek Fey-receptor-medialt révidebb tavi sejtvalaszait Jakus Zoltannal kozosen
vizsgaltuk, azonban a dolgozatban bemutatott eredmények sajat méréseimbdl szarmaznak.
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tartozom dr. Jakus Zoltannak azért a faradhatatlan kitartasért és lankadatlan tiirelemért,
mellyel a kisérletezés kemény, de hallatlanul szép és izgalmas vilagaba vezetett.

Kiilon koszondm dr. Hunyady Laszl6 professzor trnak, aki intézetvezetdként és
dr. Ligeti Erzsébet professzor asszonynak, aki doktori programvezetoként lehetovée tette
és segitette munkamat. Koszonet illeti az Elettani Intézet minden munkatarsat egy olyan
baratsdgos szakmai €s mindennapi 1égkor megteremtéséért, melyben 6rom dolgozni.
Kiilon koszonet dr. Pethed Gabornak a human neutrofilek tisztitasa és dr. Geiszt Miklos
munkatérsainak a kvantitativ PCR soran nyujtott segitségéért.

Halaval tartozom tovabba allando segitdimnek, sajat korabbi és jelenlegi TDK-
hallgatéimnak: dr. Szab6é Marcellnek, Weisinger Julidnak, Toth Gergelynek és
Vilinovszki Olivérnek a kitartd lelkesedésért és a szorgalmas munkaért. Koszondm a
laborban tevékenykedd Gsszes volt és jelenlegi asszisztensnek, igy Benyo Fruzsinanak,
Duleba Monikanak, Koncz Annanak, Simon Edindnak és Téth Annanak az értékes
hattérmunkat. K6szondm tovabba a laborban kutaté valamennyi munkatdrsamnak a
munkdmhoz nyujtott segitségét, valamint Mayer Matyasnak a p190RhoGAP mutécio
leirasdhoz nyujtott segitségét. Kiilon halaval tartozom Felix Webernek, aki pératlan
tajekozottsagaval €s baratsagaval varazsolta felejthetetlenné a mindennapokat.

Koszonetemet szeretném kifejezni dr. Jirgen Rulandnak is, aki rovid idore
befogadott laborjaba, ahol elkezdhettem a CARDY9 fehérjével kapcsolatos
vizsgélataimat. Halaval tartozom tovabbd munkatarsainak mindazért az 6nzetlenségeért,
amit iranyomban tanusitottak.

Végiil, de nem utolsésorban koszonOm a hatartalan tiirelmet, tdmogatast,
szakmai segitséget és a megszamolhatatlan sok jot feleségemnek, Futosi Krisztinanak,
akihez foghatd csodat csupan egyetlen egyet kap ¢életében a f6ldi halandd. Koszonom a
szeretd tamogatast Edesanyamnak, anyai Nagysziileimnek, Testvéreimnek, Csalddom

minden tagjanak.
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