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A szerinfoszforilacié szabalyozé szerepe a B sejtek
immunoreceptor tirozin alapu aktivalé motivumok altal kozvetitett
jelatvitelében.

A 1l tipusu 1gG koté Fc receptorok (FcyRIIb) régota ismert B sejt szabalyozé funkcidja
az utdbbi évek soran Ujra a figyelem kozéppontjaba kerilt. Az antigént és IgG-t tartalmazo
immunkomplexek a B sejtekhez koétédve B sejt receptor (BCR)-FcyRIIb aggregatumokat
hoznak létre, ahol a BCR keresztkotés altal aktivalt lyn protein tirozin kinaz foszforilalja az
FcyRIIb immunreceptor tirozin alapu inhibitoros motivumat (ITIM). A foszforilalt ITIM (pITIM)
ezt kdvetéen SH2 doménekekkel rendelkezé jelatviteli fehérjéket kot meg, ilyen a foszfatidil
inozitol 5-foszfataz (SHIP), és a fehérje tirozin foszfatdz SHP2. Ezek aktivalodasa a
sejtmembran foszfatidil inozitol 3,4,5 triszfoszfat (PIP3) szintjének csokkenését eredményezi,
ami a tovabbiakban a sejten beliili szabad [Ca?'], valamint az Akt és az extracellularis
szignalok altal szabdlyozott kinadz (Erk) aktivalédasanak csokkenéséhez, s végul az
ellenanyag termelés gatlasahoz vezet. A B sejteknek ez az autokrin szabalyozasi lehetésége
fontos szerepet jatszhat auto-antitestek termelésének gatlasaban, s igy az immunvalasz
szabalyozasaban. Autoimmun betegek egy csoportjanal (szisztémas lupus erithematosus-
ban) Osszefliggést talaltak az FcyRIlb polimorfizmusa és a betegség kialakulasa kozott.
Kimuttak azt is, hogy FcyRIIb-génkiitott egerekben (a megfelel6 genetikai hattér mellett:
DBA1 egértdrzsben) anti-DNS ellenanyagok és lupusz-szer(i tinetek jelennek meg, és
vesekarododast okozd, immunkomplexek altal el6idézett gyulladas alakul ki. A szisztémas
autoimmun betegségek hatterében allé patomechnizmus felderitésére iranyulé munkaban az
FcyRIlb altal szabalyozott folyamatok kutatasa elétérbe kertilt.

Korabban kimutattuk, hogy emberi limfocitakban a BCR altal kivaltott sejtaktivalas
eredményeképpen az FcyRIlb maga is szerin foszforilacid aldozatava valik, amelynek
funkcionalis jelentésége nem ismert. Leirtak azt is, hogy a szerin foszforilacidja egy tirozin
foszforilaciés hely kdzelében gatolhatja az utdbbi altal kdzvetitett jelatviteli folyamatokat. A
human FcyRIlb sejten bellli doménje - az egértdl eltéréen - a membran kdzelében tatalmaz
egy szerin maradékot is, olyan motivum koézelében, amilyenhez hasonléak az irodalmi
adatok alapjan dokkol6 helyll szolgalhatnak a mitogén aktivalt kinazok (MAPK) szamara. E
motivumok kozOs sajatsaga, hogy a tobb pozitiv toltési aminosavbodl allé szekvenciat
hidroféb aminosavak vesznek kordl.

Jelen vizsgalataink célja az FcyRllb intracellularis doménje szerint tartalmazo,

sejtmembran-kozeli szekvencia részlete és a MAPK koélcsdonhatasanak, valamint az
FcyRIlb szerinen torténé foszforilacidja funkcionalis kdvetkezményeinek felderitése
volt, tovabba szerettilk volna jobb betekintést nyerni az FcyRllb altal szabalyozott
folyamatokba.
Szerin tartalmu motivum ebben a poziciéban csak a human FcyRllb-ben talalhaté meg, az
egér B sejtek Fc receptoraiban nincs jelen. Feltételeztik, hogy a potencialis foszforilacids
helyként szamitasba jové motivum részt vesz az emberi B sejtek FcyRllb —t8l fliggé,
immunkomplexek altal kdzvetitett szabalyozasaban.
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1. abra. Az emberi FcyRIlb intracellularis doménjének aminosav szekvencigja. A 253szerin
koruli motivumot reprezentald peptid (RK-PG): kék, az ITIM-nek megfelel§ szekvencia: lila,
az FcyRIIb1-ben talalhato inzert: alahuzott, délt betli. A sargaval kiemelt szakaszok mutatjak
a szerint és tirozint egyarant tartalmazo hosszu peptidet felépité szekvenciat (az els6 és
utolsd két aminosav alapjan RK-HP).
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Vizsgalatainkat tobb szinten folytattuk. Egyrészt FcyRIIb-t expresszald B sejtvonalon
(BL41 Burkitt limféma) vizsgaltuk a mitogén aktivalt kinazok (MAPK) kétédését az FcyRllb —
hez, valamint ennek kdvetkezményeit. Masrészt kilonféle FcyRIIb —vel transzfektalt sejteket
hoztunk létre, amelyek eddig nem alltak rendelkezésre, a human FcyRllb funkcidjanak
tanulmanyozasara. Tovabba a receptor intracellularis szakaszainak megfeleld, szintetikus
foszfopeptidek segitségével vizsgaltuk az FcyRIlb—hez kapcsolodd molekulakat, és e
foszfopeptidek jelatviteli utakra kifejtett hatasat. Az IgG CH2 domén rész-szekvenciajanak
megfeleld szintetikus peptidek segitségével meghataroztuk az FcyRIlb-hez két6dé
legkisebb, funkcionalisan még aktiv ligandumot. Végul megvizsgaltuk B sejtekben a MAPK
aktivitas és a receptor levalas (,FcyRllb shedding”) esetleges dsszefliggését.

MAPK dokkolé hely az FcyRIlIb—on

In vitro kindz assay-ben nyert eredményeink szerint a BCR-en keresztul stimulalt sejtekben
az enzimatikusan aktiv Erk MAPK kapcsolodik az FcyRIlb —hez. Az Erk1/2-re specifikus
ellenanyaggal valo proba azt mutatta, hogy tobb féle aktiv Erk kétédott az FeyRIlb —hez a
BCR/FcyRIIb kereszt-k6tott mintakban. FcyRIIb negativ sejtbél (ST486) izolalt kontrol minta
nem mutatott enzimaktivitdas noévekedést BCR stimulust koévetéen. Az FcyRIIb—Erk1/2
asszociaciot a feltételezett MAPK dokkol6 helynek megfeleld szintetikus peptiddel probaltuk
blokkolni. Az RKKRIS?>*ALPG peptid mind foszforilalt, mind foszforilalatian formaban gatolta
nemcsak az Erk1/2, hanem mas MAPK-ok (85kDa, 56kDa) kétédését is a receptorhoz, ami
arra utal, hogy ez a motivum valéban MAPK-ok dokkold helye az FcyRllb-on. Arra
vonatkozélag, hogy a MAPK foszforilalja-e a receptort in vivo korlilmények kozott, |,
pillanatnyilag nincs kdzvetlen bizonyitékunk.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a RKKRIS®?ALPG peptid kotédik-e és milyen
kordlmeények koézott a MAPK-okhoz. Az avidinnel fedett Sepharose gydngyokre felkotott
peptid kizarolag aktivalt B sejtek detergenssel nyert kivonatabdl kététte meg a p85, p56 és
p42/44 MAPK-okat, fliggetlentl foszforilaltsagatél. Okadansav foszfataz gatlo jelenlétében a
kotdédés jelentés mértékben feler6sodott. Az okadansavrdl ismert, hogy amellett, hogy a PP1
és PP2a foszfatazok specifikus gatloszere, s igy megakadalyozza az Erk defoszforilaciojat,
aktivalhatja is az Erk1/2-t. Ez az eredmény tehat megerésiti, hogy csak az aktiv, foszforilalt
formaban levé Erk kapcsolédik a megfelelé docking motivumhoz, tovabba azt mutatja, hogy
a kotédés foszfatazok ellenérzése alatt all. Elséként igazoltuk tehat, hogy aktiv MAP
kindazok valéban kétédnek az FcyRIlb -n levé dokkolé helyhez (RKKRISAL) és igy az
aktivalt B sejtekben foszforilalhatjak magat a receptort és/vagy mas, ahhoz ko6tédo
fehérjét.

Szintetikus FcyRIIb foszfopeptidekhez kot6dé fehérjék azonositasa,
a foszfopeptidek SHP-2 aktivalé hatasa

Elkészitettik a szerin és tirozin aminosavakat is tartalmazé FcyRllb peptideket (I. 1. abra),
amelyeken a szerin, vagy a tirozin, vagy mindkét aminosav foszforildlva volt, illetve egyik
aminosav sem volt foszforilalt. A peptidekkel sikerult kuldnféle fehérjéket kihuzni aktivalt B
sejtek detergens extraktumabdl. Fehérjefestés alapjan a foszfopeptidekhez k6tédé fehérjéket
talaltunk 50, 70, 85 és 110 kDa molekulatémeg tartomanyban. Megallapitottuk, hogy a
foszfotirozint tartalmazd peptidekhez Iényegesen tébb fehérje kapcsolddott. Kizardlag a
foszfotirozint tartalmazd peptidekkel lehetett kimutatni tirozinon foszforilalt fehérjék
kapcsolédasat, a csak foszfoszerint tartalmazd peptidekkel nem. A RK-HP foszfopeptidhez
kotédott fehérjék koézott korabbi eredményeinkkel megegyezéen azonositottuk a lyn protein
tirozin kinazt, az SHP-2 foszfatdzt, a Grb 2 asszocialt binder (Gab1) adaptor fehérjét,
valamint a foszfatidil inozitol 3-kinazt (PI3-K). Medfigyeltik, hogy a foszfoszerint és



foszfotirozint egyarant tartalmazé peptidhez kevesebb Ilyn koét6doétt, mint a csak a
foszfotirozint tartalmazoéhoz, ami arra utal, hogy a szerin foszforilacidja szabalyozhatja a
FcyRIIb-tél fuggé gatlas alapfeltételét, az FcyRIIb ITIM tirozinon térténd foszforilacidjat. A
szerin foszforilacidjanak hatasara a foszfopeptid ITIM motivumaval kélcsénhatasba 1épd
tobbi molekula kétédésében mennyiségi kilonbségeket nem talaltunk (SHP-2, PI3-K, Gab1).

Megvizsgaltuk a foszfopeptidek hatasat az SHP-2 tirozin foszfatazra, amely az altalunk
korabban felallitott modell szerint felelés az FcyRIIb altal kbzvetitett B sejt gatlasért (2. abra).
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2. abra. SHP2 foszfataz aktivalasa pITIM és Gab1 foszfopeptidek altal. Rekombinans SHP2-
t GST fuzios fehérje formajaban allitottuk el6. A foszfataz aktivitdsanak mérésére ELISA
alapu rendszert allitottunk be. Az SHP2 aktivitast biotinnal jel6lt foszfopeptidekkel szemben
vizsgaltuk, amelyeket avidinnal fedett ELISA lemezhez kétottiink, majd a tirozin foszforilacio
mértékét anti-foszfotirozin ellenanyag segitségével mértik vissza.

Kimutattuk, hogy a foszfatazt a Gab1 DG-LD peptide hatékonyan aktivalja, mig a pITIM (AE-
HP) csak kevéssé. Amikor a két peptidet egyltt adtuk, a Gab1 peptid fokozta az SHP-2
pITIM-re kifejtett hatasat, vagyis Gab1 peptid aktivalia a foszfatazt, mig a pITIM
szubsztratként szerepel. A két foszforilalt motivum egylttmikoédik az SHP-2 aktivalasa
soran, aminek az FcyRIIb-t6l fligg6 gatlas soran lehet finomszabalyozo szerepe.

Osszehasonlitottuk a kiilénb6zé foszforilacids formaju RK-HP peptideket is a fennt leirt
foszfatdz assay-ban. A szerint és tirozint is foszforilalt formaban tartalmazé FcyRIIb peptid
kissé jobban aktivalta az SHP2-t mint a csak foszfotirozint tartalmazd, de a kilénbség nem
bizonyult szignifikansnak.

Az FcyRIllb szerin foszforilacidéjanak tovabbi vizsgalata céljabdl nyulakban ellenanyagot
allitottunk el a KHL hordozéra koététt RKKRISALPG foszfopeptiddel szemben, majd
megvizsgaltuk mit ismer fel a kimeritett, tisztitott ellenanyag F(ab)2 fragmense. Az
ellenanyag gyenge reakciot mutatott a receptorral, de szamos mas fehérjét is felismert a B
sejtek lizatumaban, igy a nagy mérték(i nem specifikus hattér reakcié miatt a tovabbiakban
az ellenanyagot nem tudtuk alkalmazni.



Az FcyRIIb kotéhelyének térképezése az IgG molekulan

A FcyRIlIb-n keresztll torténd sejtstimulaciohoz a receptorhoz koétédé legkisebb, még
hatékony ligandumot szerettiik volna azonositatni. Ezért a human IgG1 CH2 doménje
szekvenciajanak a kapocsrégio feldli részét atlapold 8 tagu szintetikus peptidek segitségével
térképeztik. Azonositottuk azt a legrévidebb peptidet, amely két6détt mind B sejteken, mind
monocitakon kifejezett FcyRIl-hez, és felismerte a szolubilis rekombinans FcyRIIb-t is ELISA
rendszerben. A ligandumkotédés vizsgalatahoz eléallitottunk FcyRllb —vel transzfektalt B
sejtvonalat, (S2B), az eredetileg FcyRIIb negativ ST486 Burkit limfoma sejtekbél. Ez a
szintetikus peptid (*>**TPEVTC(Acm)VVVDVSHEDP?'"), melynek kétédési affinitasa K= 6
UM/ | , biotinalt formaban avidinnel kereszt-kdtve gatolta a BCR altal indukalt Ca?* jelet B
sejtekben, tovabba monocita sejtvonal (Monomac) sejtekbdl TNFa és IL-6 gyulladasi
citokinek felszabadulasat valtotta ki. A Monomac sejtek FcyRlla-t fejeznek ki, melynek
extracellularis doménjei csaknem azonosak az FcyRllb —val, de az intracellularis doménjik
eltér. A FcyRlla aktivalé tipusu receptor, ligandum altal térténd keresztkotése citokinek
felszabadulasat eredményezheti. A citokintermeléshez vezet6 jelpalya egyik fontos eleme az
Erk foszforilacid. Eredményink szerint a biotinalt TP peptid avidinnal vald kereszt-kétés utan
alkalmas ERK aktivacié kivaltasara. Ugyanakkor a nem komplexben levd peptid nem volt
képes gatolni az aggregalt Ig altal kivaltott valaszt, feltehetleg a komplex kisebb mérete, és
a kotdédés alacsonyabb affinitasa miatt. Az altalunk azonositott peptid komplex formaban
alkalmas az FcyRIIb-n keresztili szignalizacié tovabbi vizsgalatara.

FcyRllb—vel transzfektalt sejtek eldallitasa, az FcyRIllb-t6l fuggd
funkcidk tanulmanyozasa vad tipusu és ser/ala cserét tartalmazé
receptorral transzfektalt sejtekben

Az FcyRIIb szerin foszforilacidja szerepének tovabbi vizsgalatara olyan vektorokat allitottunk
eld iranyitott mutagenezissel, amelyek az FcyRIIb1-ben ser/ala cserét tartalmaznak. A vad
és mutans FcyRIIb1-gyet tartalmazé vektorokkal FcyRIIb negativ B sejteket (ST486)
transzfektaltunk. Az iranyitott mutaciét és a transzfektansokat a parizsi Laboratoire
d'Immunologie Cellulaire & Clinique INSERM U. 255 Institut Biomédical des Cordeliers
INSERM Marc Daeron altal vezetett laboratériumaval kollaboraciéban készitettik el.

Mutacio létrehozasa

Az eredetileg FcR negativ ST486 sejtvonalat transzfektaltuk vad tipusu illetve a mutaciot
hordozé pNT emlds expresszios vektorral. A mutans receptor hordozé konstrukciét a vad
tipusu gént tartalmazoé vektorbdl allitottuk el a Promega cég altal forgalmazott ,Gene editor”
nev( helyspecifikus mutacios készlettel. A mdédszer I1ényege, hogy a pontmutaciét hordozé
oligonukleotid mellett egy un. szelekcids oligonukelotidot is hibridizaltatunk a kiindulasi vektor
azonos lancahoz, mely megvaltoztatja a vektorban Iévé antibiotikum-rezisztenciaért felelés
gént. igy a megvaltozott rezisztenciaju és egyben a kivant mutaciét hordozé klénok specialis
antibiotikum keverékkel szelektalhatoak.

Immunprecipitaciés vizsgalatok - a fehérjefoszforilacié &sszehasonlitasa vad tipustu és
ser/ala mutans FcyRIIb-rel rendelkezd B sejtekben

Jelatvitelben szerepet jatszd molekulak esetében tdbb esetben is igazoltadk, hogy egy adott
molekula szerin foszforilacidja negativan befolyasolja a molekula tirozin-foszforilacié
indukalta funkcidjat. Az FcyRIIb intracellularis részén elhelyezkedd, altalunk leirt MAPK-kot6
motivumban levé szerin szerepének tisztazasara elkészitettlink két transzfektalt sejtvonalat
az eredetileg FcR negativ ST486 human Burkitt lymphoma sejtekbdl. Az SIIB1 elnevezési
sejt a vad tipusu receptort hordozta, mig az S253A az emlitett (253-as poziciéban lev6)



szerin helyett alanint tartalmazo receptort fejezte ki. A két receptor miikodését, a hozzajuk
kapcsolédé molekulakat hasonlitottuk dssze.

Immunprecipitacié és Western blot technika segitségével vizsgaltuk, hogy a 253-as szerint
nem tartalmazo mutans receptort expresszald S253A sejtek esetében a receptor mikodése,
és receptorhoz asszocialt molekulak mennyiben térnek el a vad tipust kifejezé SIIB1
sejtekhez képest. Kontroll (nem stimulalt), B-sejt receptoron (BCR) keresztil stimulalt és
BCR-FcyRIIb keresztkétott mintakat hasonlitottunk 6ssze a kétféle sejttipus esetében. A
BCR-en keresztuli aktivaciot egér anti human IgM-mel és kecske anti egér 19G-vel végeztik.
A BCR-FcyRIIb keresztkotott mintak esetében ez elézéekhez képest még egér anti human
CD32-t adtunk a sejtekhez. A stimuldlast 2-5 percig 37°C-on végeztik, majd a mintakat
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Ezt kdvette a sejtek lizise detergenst (Triton X-100)
és proteaz ill. foszfataz gatldkat tartalmazé pufferben. Az igy nyert lizatumokat protein G
agardozon immobilizalt ellenanyagokkal inkubaltuk. A kotédott fehérjéket poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztottuk el, majd nitrocelluléz membranra vittuk at. A membrant
specifikus ellenanyagokkal blottoltuk a fehérjék azonositasa céljabol.

Anti-foszfotirozinnal precipitalt mintakat anti-foszfotirozin ellenanyaggal blottolva azt
tapasztaltuk, hogy a BCR-FcyRIIb keresztkotott mintak esetében az S253A sejtek
intenzivebb tirozinfoszforilaciés mintdzatot mutatnak (3. &bra). Ugyanigy a mutans Fc
receptort hordozé sejtek esetében nagyobb mennyiségl Lyn Src kinaz asszocialdédott a
receptorhoz (4. abra). Ez egybevag korabbi eredményilinkkel, amelyben a fokozott Iyn
kotédést mutattunk ki a foszfoszerint nem tartalmazd, foszfotirozin tartalmu FcyRllb
foszfopeptidehez. Az is megfigyelhet6 volt, hogy a p85 Erk izoforma, illetve a 41-42 kDa-os
Erk1/2 nagyobb mértékben asszocidlodott a S-A mutaciét hordozé S253A sejtek Fc
receptorahoz (5. abra). Tovabbi, a receptor jelatvitelében fontos altalunk vizsgalt fehérjék
FcyRIl-h6z vald kotédése nem mutatott eltérést a vad tipusu és a mutans receptor k6zott.

Vizsgaltuk az Erk és az Akt kinazok aktivaciojanak kinetikajat is az emlitett két sejttipus
esetében. A sejtekben kildonbdzé ideig idéztink el BCR-en keresztlli aktivaciét, illetve
BCR-FcyRIIb keresztkotést. A kétféle receptort hordozé sejtek Erk és Akt aktivaciéjanak
kinetikaja nem mutatott Iényeges eltérést.
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3. abra. Szerin/alanin cserét tartalmazé FcyRllb-ral transzfektalt sejtekben BCR-FcyRIlb
keresztkotést kovetéen a tirozinon foszforilalt fehérjék mennyisége ndvekszik. Anti-

foszfotirozin immunprecipitalt mintak, anti-foszfotirozin immunoblot.
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4. abra. Szerin/alanin cserét tartalmazo FcyRlIIb-ral transzfektalt sejtekben BCR-en keresztil
aktivalt mintdkban az FcyRllb-hez kapcsol6oddé Ilyn mennyisége megnétt. Anti-CD32
immunprecipitacioval izolalt mintakat Lyn, illetve kontrollként CD32 specifikus
ellenanyagokkal vizsgaltuk az immunoblotton.
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5. &bra. Szerin/alanin cserét tartalmaz6 FcyRllb-ral transzfektalt sejtekben (S253A) BCR-
FcyRIllb keresztkotést kovetéen megfigyelheté a 85 kDa és a 41/42 kDa Erk fokozott

kotédése az FcyRIlb-hez.  Anti-CD32 immunprecipitadtum, anti-pan-Erk ellenanyaggal
blottolva.

Eredményeink alapjan azt mondhatjuk, hogy a ser/ala csere mellett tébb lyn kapcsolédik a
tirozinon foszforilalt FcyRIIb-hez, ami fokozott BCR-indukalt fehérje tirozin foszforilaciot tesz
lehetévé B sejtekben. A vad tipusban jelenlevé szerin a BCR-en keresztlil érkezé jel
hatasara foszforilalodik és feltehetbleg az aktivacids kiuszob emelésével mintegy ,féken
tartja” sejtaktivaciot. Ugyanakkor a vad és mutans receptorokat hordozoé sejtekben a BCR/
FcyRIlb keresztkdtés altal kivaltott Ca? jelet Osszehasonlitva, illetve az Erk és Akt
foszforilacié vizsgalatakor nem tapasztaltunk szignifikans kilonbséget, ami arra utal, hogy a
szerin foszforilaciéja nem befolyasolja az FcyRIIb-tél fiiggé [Ca®"] szabalyozast, Erk illetve
Akt aktivalodast.

Apoptdzis vizsgalatok

Az irodalomban fellelhet6 adat, hogy az FcyRIllb anti-CD32 ellenanyaggal torténd
keresztkdtése apoptozist indukalhat egér B sejteken. Vizsgaltuk, hogy a mutans és a vad
tipusu FcyRIIb-t hordozo két sejtvonal az SIIB1 illetve az S253A esetében milyen hatasa van
a receptoron bellli mutaciénak (a 253-as szerin hianyanak) az FcyRllb-n keresztili apoptozis
indukciéjaban. A sejteket anti-human CD32 ellenanyaggal inkubaltuk egy éjszakan at, majd
masnap propidium jodidos festéssel aramlasi citofluoriméteren kovettik az apoptotizald
sejtek aranyat. Kisérleteink soran azonban bebizonyosodott, hogy a vizsgalt két sejtben (és
egyéb human B-sejtvonalakban) az FcyRIIb keresztkétése nem indukal apoptdzist (6. abra).



Vad tipusu- és Ser>Ala mutans FclIRlIb-transzfektalt ST486 sejteket (2,5 x 10° sejt/1
ml/lyuk) 24 éran at 37 °C-on inkubaltunk ellenanyaggal fedett 24-lyuku sejttenyészté lemezen
az alabbi elrendezésben:

- kontroll (ellenanyag nélkal)

- anti-human IgM, 2 ug/ml coat

- anti-human CD32, 10 ug/ml coat

- anti-human IgM (2 ug/ml), anti-human CD32 (10 ug/ml) coat

- pozitiv kontroll (ellenanyag nélkil, 25 sec UV-besugarzas)

A sejteket egyszeri mosast kovetéen tovabbi 5 6ran at + 4 °C-on DNS-extrahald, propidium-
jodid-tartalmu hipotonias citrat-pufferben inkubaltuk. Végul aramlasi citométeren mértik a
propidium-jodid fluoreszcencia intenzitasat (FL3 csatorna, 10000 sejt/minta) és
meghataroztuk a csokkent DNS-tartalmu szubdiploid sejtpopulacioé szazalékos aranyat.

vad tipusu FcyRllb-transzfektalt ST486

& & oy
8] kontroll 8] anti-lg
gg' 4.44% gg' 6.66%
b ——i b —
g g
thu 10! 102 10° 104 U:q" 10" 402 107 10t
L3H FL3H
8- &1
) anti-lgM,
£ anti-CD32 £ anti-CD32
271 asw £¥ 5.57%
§§_| M1 gﬁ_ IT{
g g
c'uo"" 10 102 10 104 Dm" 10! 102 10° 104
FL3-H FL3-H
uv

Counts

&
§
&1 33.99%
g
g




Ser>Ala mutans FcyRlIb-transzfektalt ST486
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6.4bra. DNS-fragmentacio vizsgalata FcyRIIb-transzfektalt human ST486 B-sejtvonalon.
Az FcyRIlb keresztkétése nem indukal DNS fragmentaciot. M1:szubdiploid sejtek.

NF«B aktivalodas

Azt is vizsgéltuk, milyen hatdssal van a szerin mutacidja az FcyRIllb NFxB aktivaciot
befolyasold tulajdonsagara. A sejteket a killénb6zd kezelések utan (BCR stimulacio, BCR-
FcyRIlb keresztkétés) lecentrifugaltuk, majd enyhe detergenses hipotdnias oldatban
sejtmagot izolaltunk bel8lik. A sejtmagokat nagyobb koncentraciéju és magasabb sotartalmu
oldattal feltartuk, és a sejtmagba transzlokalodott aktivalodott NFkB transzkripcios faktor
mennyiségét vizsgaltuk a Chemicon cég altal forgalmazott ELISA rendszerrel. Adataink
alapjan nem mutatkozik lényeges kilénbség a két sejttipus kdzott.
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7. 4bra. Az SlIB1 és S253A sejtek NFB aktivacidjanak ¢sszehasonlitasa. 1: SlIB1 nem
stimulalt, kontroll; 2: SIIB1 BCR stimulalt; 3: SIIB1 BCR-FcyRIl keresztkotott; 4: S253A nem
stimulalt, kontroll; 5: S253A BCR stimulalt; 6: S253A BCR-FcyRII keresztkotott. Az értékek a
cég altal biztositott pozitiv kontroll minta értékeinek szazalékaban vannak feltiintetve.

FcyRllb levalas (,,shedding”) és a MAPK

Korabban munkacsoportunk leirta, hogy aktivalt B sejteken megjelenik egy sejtfelszini
tripszinszerl szerin proteaz, melynek szerepe van az FcyRIl sejtfelszinrél valé levalasaban.
Munkank soran vizsgaltuk, vajon a szerint tartalmazé MAPK-k6té motivumnak milyen
szerepe van a receptor expresszid szabalyozasaban. Nemrégiben Margaret M. Chou és
munkacsoportja is leirta, hogy az Erk MAPK szerepet jatszik az MHCI molekula
endoszomalis transzportjanak és igy sejtfelszini kifejez6désének regulalasaban (Robertson
S.E. et al. Mol Biol Cell 2006 17:645-657). Kisérleteinkben az U0126, a MEK (a MAPK
aktivalasaért felelés kinaz) specifikus gatlészere alkalmazasaval kikapcsoltuk a MAPK
kdzvetitett szabalyozo funkciot. Kulonb6zd B-sejtvonalak sejtjeit €s mandulabdl izolalt primer
sejteket inkubaltunk az emlitett gatlészerrel, majd aramilasi citofluorimetriaval FITC-cel jel6lt
anti-human CD32 ellenanyag segitségével mértik a receptor sejtfelszini kifejez6désének
mértékét.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a MAPK gatldsa FcyRIlb expressziéo ndvekedést okoz a
BL41/95 Burkitt lymphoma sejtek és mandulabdl izolalt B-sejtek esetében, mely fiiggetlen
attél, hogy BCR-en keresztll stimulaljuk-e a sejteket (8. abra). Ugyanigy percoll gradiensen
tonzillabdl izolalt aktivalt B-sejteken is hasonlé eredményt kaptunk (9. abra). Nyugvo
mandula B-sejteket IgM specifikus ellenanyag segitségével aktivalva megfigyelhetd az
aktivacié miatt bekodvetkezd FcyRlIb-szam csdkkenés. A MAPK gatlasa ebben az esetben
ezt a csOkkent expressziot kompenzalta. Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy
a MAPK-nak szerepe van az FcyRIl expresszié szabalyozasaban.
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8. abra. A BL41/95 sejtek FcyRIl expresszidjanak valtozasa U0126 MEK inhibitor hatasara.
Piros gorbe: negativ kontroll, fekete: anti-CD32 jelolt kontroll, kék: U0126-al kezelt nem
stimulalt minta, zold: U0126-al kezelt stimulalt minta.
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9. &bra. Aktivalt mandula B-sejtek FcyRIl expresszidjanak valtozasa U0126 MEK inhibitor
hatasara. Piros gérbe: negativ kontroll, fekete: anti-CD32 jeldlt nem stimulalt minta, zdld:
anti-CD32 jeldlt stimulalt minta kék: U0126-al kezelt nem stimulalt minta, lila: U0126-al kezelt
stimulalt minta.

Tovabbi vizsgalatok szikségesek annak eldontésére, vajon a MAPK szabalyozé szerepe
kiterjed-e a receptor internalizaciéra is. Ebbdl a célbdl elkészitettlink olyan konstrukcidkat
melyek a kulénb6zé receptor izoformakat (FcyRlIb1 és b2) GFP (green fluorescent protein)
fehérjével fazionaltan tartalmazzak. A két gént fuziés polimeraz lancreakcios technikaval
kapcsoltuk 0ssze, majd egy pNT elnevezésl emlbs expresszios vektorba kldnoztuk Xbal és
Sacl restrikcidés helyek kézé. A fluoreszcens fuzids partner a konstrukciéban a receptor C
termindlisahoz (sejten bellli részéhez) kapcsolddik. Ezeket a vektorokat transzfektaltuk BL41
illetve BL41/95 sejtekbe. igy konfokalis mikroszkép segitségével nyomon kovethetjiik a
receptor sejten bellli transzportjanak folyamatat.
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BL41/95 sejtek FcyRIIb1-GFP fuzids fehérjével valo transzfektalas utan

BL41sejtek FcyRIIb1-GFP fuzios fehérjével valo transzfektalas utan

10. abra. A FcyRIIb1-GFP fuziés fehérjével transzfektalt sejtek konfokalis lézer-pasztazé
mikroszképpal készilt felvétele.

Megfigyelhetd, hogy a szerin proteazt kifejez6 sejtekben (BL4195) a receptor egy része a
citoplazmaban talalhaté, ami egybevetve a korabban tapasztalt felszini receptor kifejez6dés
csOkkenésével arra utal, hogy az FcyRIIb1 elhasadasat kdvetéen az intracellularis domén a
citoplazmaba kerdil.

Sejtmembran permeabilis FcyRllb foszfopeptidek hatasa B
sejtekben

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az FcyRIIb2 intracellularis részét reprezentald
foszfopeptidek milyen jeleket valthatnak ki B sejtekben, példaul indukaljak-e fehérjék tirozin
foszforilaciojat, vagy az intracellularis Ca®" szignalt. Elészor lizofoszfatidil  kolinnal
permeabilizalt B sejteket hasznaltunk modellként, a peptidek igy a sejtmembranon atjutva
kozvetlenlil a citoplazmaba kerlltek. A tirozinon nem foszforilalt peptidek hatastalanok
voltak. A foszfotirozint tartalmazé szintetikus FcyRIIb peptid fliggetlenil attél, hogy a szerin
foszforilalva volt-e, jelentés mértéki tirozin foszforilaciét valtott ki a B sejtekbe juttatva, ami
arra utal, hogy 1) képes volt tirozin kinaz(oka)t aktivalni, vagy 2) valamilyen moddon
felfiggesztette a foszfatazok altal fenntartott tirozin foszforilaciéo gatlast. Ez a rendszer
azonban nehezen reprodukalhaténak bizonyult, és a fizioldgiastdl is tavol allt, ezért elé6szor
sejtmembranon atjutdé hordozé peptideket terveztink és szintetizaltunk, majd ezek
segitségével juttattuk be a foszfopeptideket a B sejtekbe.

Kilonféle sejtmembran permeabilis hordozépeptidek 6sszehasonlitasa utan kivalasztottuk
az optimalis hordozét. Az 1. Tablazatban felsorolt membran permeabilis hordozék kozil
néhany toxikusnalk mutatkozott, mig mas (MGPox) nem jutott be a sejtbe. Eredményeink
szerint a 8 argininbél és oktanoilsavbdl allé hordoz6 (OR8) alkalmasnak tlinik peptidek sejtbe
juttatasara (11. abra). Ez a hordozé atjut a sejtmembranon és nem toxikus a sejtekre.
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R8C (HIV-1 Tat 48-60) RRRRRRRR-C(BODIPY) (-NH2)

Okt-R8C Oktanoyl-RRRRRRRR-C(BODIPY) (-NH2)
MPG alfa(-ox) C(BODIPY)-
(HIV-1 gp41 and SV40 NLS |GALFLAFLAAALSLM(O)GLWSQPKKKRKV
nuclear localisation sequence) (-NH2)
Transportan (galanin and C(BODIPY)-
P 9 GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (-
mastoparan)
NH2)
C(BODIPY)-AGYLLGKINLKALAALAKKIL (-
TP10 NH2)

1. Tablazat. Sejtmembran permeabilis hordozdpeptidek. Osszehasonlitasuk alapjan az Okt-
R8 C —t kapcsoltuk az AEHP és RKHP peptidekhez.

MEMBRANPERMEABILIS HORDOZOK VIZSGALATA KONFOKALIS
MIKROSZKOP SEGITSESEVEL BL. 41 SEJTEKEN

+Dil-
C-18

+Lyso 3
Tracker C \

11. 4bra. ORS8 - Bodipy FL hordozé sejten bellli lokalizacioja. Konfokalis 1ézer-pasztazo
mikroszképos analizis. A sejtmembrant DilC18 reagenssel festettlk, a savas lizoszémakat
Lysotrackerrel azonositottuk.
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A konfokalis mikroszképos felvétel mutatja, hogy az ORS8 atjut a sejtmembranon és a sejten
bellil nagyrészt a lizoszOmakkkal egyutt lokalizalédik, ahonnan késébb a a citoszdélba
kerlhet. A tovabbi kisérletekhez az OR8C hordozét kapcsoltuk az RKPG és az RKHP
foszfopeptidekhez, és az ilyen mdédon sejtbe juttatott konstrukciok hatasat kdvettuk nyomon
B sejtek jelpalydinak vizsgalataval.

FcyRIIb foszfopeptidek hatasa az intracelluléris Ca®* szint valtozasra

Az OR8-peptid konjugatumok hatasara kialakulo intracellularis szabad Ca?* szint valtozasat
aramlasi citofluometridas moddszer segitségével vizsgaltuk human B-sejtvonalon. BL41
sejteket fluo-3 AM fluoreszcens indikator festékkel inkubaltuk, amely szabad Ca?
jelenlétében jelentés fluoreszcencia emelkedést mutat. A megfestett sejteket 10% FCS
tartalmu RPMI 1640 médiumban vettik fel. Ezt kdvetéen, az elpusztult sejteket megfestd,
propidium jodid festékkel inkubaltuk a sejteket. A mintakhoz az aktivalé ellenanyagot ill. a
peptideket a mérés elinditasa utan 20 masodperccel adtuk. A mérés FACSCalibur (Becton
Dickinson) aramlasi citofluoriméterrel végeztiik, argon-ion (488nm) fényforrast alkalmazva.

Intracellularis Ca?* szint valtozas
—e— anti-BCR
600
550
—0— anti-BCR +
§ 500 1 RKHP 40uM
g 40
® 400 —— anti-BCR +
G D\ﬁ% RKPG 40uM
§ 350
g 300 s —a— OR8-RKHP
S 250 40uM
=
200 |
—a— OR8-RKPG
150 40uM
100 .
0 1 2 3 idé (perc)

12.4bra: Az OR8-RK-HPnpp (csak tirozinon foszforilalt), OR8-RK-PG (szerinen foszforilalt)
peptidek hatasara kialakuld kalcium valasz, ill. a peptidek és az anti-BCR egylttes hatasa

A foszfoszerint tartalmazé, révidebb RK-PG peptid és a szerinen nem, de tirozinon
foszforilalt, hosszabb RKHP peptid egyarant igen alacsony mértékii Ca?* -szint emelkedést
indukalt 40uM-os végkoncentracional. A peptidekkel és anti-BCR-el egyitt kezelt sejtekben a
valasz additiv hatast mutat.

A fehérjefoszforilacié vizsgalata

SDS-PAG elektroforézist koveté Western blot analizis segitségével vizsgaltuk az ORS8-
peptidek hatasat a fehérje foszforilaciéra BL41 sejtekben. A sejteket ORB8-peptidekkel
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és/vagy anti-y-vel to6rténé kezelés utan lizaltuk, majd a lizatumot SDS poliakrilamid gélen
megfuttattuk. Ezt kdvetden a szétvalasztott fehérjéket nitrocelluldz membranra blottoltuk at.
A tovabbiakban foszfotirozin-specifikus, illetve az Erk és Akt foszforilalt/aktivalt formajara
specifikus els6dleges ellenanyagokkal, majd HRPO-val konjugalt masodlagos ellenanyaggal
kezeltlk a nitrocellul6z membrant. Az el6hivast ECL (enhaced chemiluminescence) reagens
segitségével végeztik. A kemilumineszcens jelet rontgenfilmen detektaltuk.

A sejteket kuldénb6z6é ideig kezeltik (2°, 5, 20’, 60’) kétféle, az FcyRIlIb foszforilalt
motivumait hordozé, membranpermeabilis peptiddel, két kilénb6zd koncentracidban (1uM,
10uM). Az OR8-RKPG szerinen foszforilalt peptid egy 50 kDa koruli fehérje tirozin
foszforilacidjat valtotta ki, melynek intenzitasa a kisebb dézisu (1uM), 20 perces kezelésnél
volt a legerételjesebb. Az OR8-RKHPnpp, szerint nem foszforilalt és tirozint foszforilalt
formaban tartalmazé peptid Snmagaban nem indukalta fehérjék tirozin foszforilaciojat.

A tovabbiakban a sejteket az el6z6ekben leirtak szerint el6kezeltlk a két permeabilis
peptiddel, majd a peptid-kezelés utolsd két percében anti-BCR-el is stimulaltuk a sejteket.
Ezutan vizsgaltuk az Osszes fehérje tirozin foszforilaciéjat, valamint az Erk ill. az Akt
molekulak foszforilacidjat (13. és 14. abra).
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13.4bra: Az OR8-RKPGpe peptiddel kilonbozé ideig elékezelt, majd anti-lgM-mel stimulalt
sejtekben kialakulé foszforilacidés mintazat. WB: anti-foszfotirozin.

A tirozin foszforilacié vizsgalata azt mutatta, hogy az OR8-RKPGpe foszfopeptiddel vald
rovid el6kezelés jelentésen csokkentette a BCR-en keresztul kivaltott foszforilacids jelet, mig
a hosszabb kezelés (20’) szelektiven fokozta bizonyos fehérjék -koztuk az 50 kDa koruli-
foszforilacidjat. Nagyobb doézisnal (10 uM) csak a foszforilacié gatlasa érvényesilt, ami a
kezelési idd elérehaladtaval fokozatsan megsziint (13. abra). Az OR8-RKHP nppe peptid,
amely csak a foszfotirozint tartalmazta, ettdl eltérd képet mutatott. A 20 perces el6kezelés
ugyan itt is kissé fokozta néhany fehérje tirozin foszforilaciojat és ez a hatas 60 perc utan
megszint, mig 10uM koncentracidoban adva az OR8-RKHPnppe peptid szelektiven, és id6tél
fugg6é mddon fokozta bizonyos fehérjék foszforilaciojat (14. abra).
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14.abra: Az OR8-RKHPnpp peptiddel kilonb6z6 ideig elékezelt, majd anti-lgM-mel stimulalt
sejtekben kialakul6 foszforilacidos mintazat. WB: anti-foszfotirozin

Az Erk aktivacioét vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az OR8-RKHP peptiddel és anti-
IgM-el kezelt mintakban er6s6dott az Erk kinaz foszforilacidja a csak anti-lgM-el kezelt
mintakhoz képest. A legerbteljesebb Erk foszforilaciét az 1TuM-os peptid dézis 20 perces
el6inkubalasanal figyelhettik meg. Az el6z6hdéz hasonléan az OR8-RKPG + anti-IgM-el
kezelt mintakban is megfigyelhet6 az Erk foszforilacio er6sddése, ebben az esetben is féként
a 20 perces peptid elékezelést kdvetden. Onmagaban a peptidekkel kezelt mintakban nem
tudtunk Erk foszforilaciot kimutatni és az Gres hordozo peptid is hatastalannak bizonyult.

Az Akt foszforilacié mértéke nem valtozott a peptidekkel elékezelt, majd anti-IlgM-el
aktivalt mintdkban sem dézis, sem id6 fiuggd mddon, ill a peptidek 6nmagukban sem
indukaltak Akt foszforilaciot.

A sejtmembranon atjutdé FcyRIllb peptidekkel végzett kisérletek alapjan azt
mondhatjuk, hogy a foszfopeptidek doézistdl és kezelési id6tdl fiiggd modon képesek
beavatkozni mind pozitiv, mind negativ médon B sejtek jelatviteli folyamataiba. Az RKHP
feltehetbleg az SHP-2 foszfataz természetes szubsztratjaival kompeticiéba lépve (hiszen az
peptid rovid valtozata, az AEHP peptid j6 szubsztratja a foszfataznak, I. 2. abra) gatolja a
foszfatdz defoszforildld hatédsat és ezen keresztul lehetévé teszi bizonyos sejten beldli
jeltovabbito fehérjék tirozin foszforilacidjanak fennmaradasat.

A szerinen foszforilalt RKPG peptid ezzel szemben alapvetéen gatolja a BCR altal
kivaltott tirozin foszforilacios jelet. Ez egybevag azzal a korabbi eredménnyel, hogy a szerin
helyett alanint tartalmazé FcyRIIb mutans sejtekben nagyobb mértékli fehérje tirozin
foszforilaciét figyeltiink meg. Az RKPG altal okozott tirozin foszforilacié emelést pillanatnyilag
nem tudjuk magyarazni.

Az eredmények azt sugalljak, hogy az FcyRllb foszforilalt motivumai negativ

szerepet jatszanak az antigén receptoron keresztiil torténé B sejt stimulacié soran.
Mig az ITIM tirozin foszforilaciéja gatolja a a BCR- FcyRIlb keresztkotott sejtekben a
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ca* jelet, valamint az Erk és az Akt foszforilaciojat, a BCR-en keresztiil elinditott
helyeként jellemzett motivum szerinjének foszforilacidéja -valésziniileg az aktivaciés
kiisz0b emelésével- gatolja a BCR altal indukalt tirozin foszforilaciét. Ez utébbi hatas
érvényesiilhet az FcyRIIb ligandum koétésének hianyaban is.

A projekt kapcsan elGallitottunk tdbb reagenst, illetve transzfektalt sejtvonalakat,
amelyek tovabbi kutatobmunkat tesznek lehetévé. Az FcyRIlb-hoz kacsolodo IgG Fec peptid
segitségével lehetbség nyilik tovabbi szignalizaciés folyamatok vizsgalatara, és B sejt gatlo
reagensek fejlesztésére, a sejtmembran permeabilis foszfopeptideket alkalmazni kivanjuk
kulonféle peptidek sejtbejuttatasara, a GFP- FcyRIIb konstrukciot hordd sejtek segitségével
pedig a receptor levalas (shedding) és a MAPK aktivitas 6sszefliggéseit, a MAPK-nak a
receptor internalizaciéban betdltott szerepét vizsgalhatjuk.
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