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Szakmai zardjelentés
OTKA T046409 Tematikus kutatasi tamogatas
Az egyes fehérvérsejt-integrinek élettani szerepének vizsgalata
génhianyos (knockout) egerek segitsegével
Témavezet6: Dr. Mdcsai Attila, SE AOK Elettani Intézet

Az OTKA kutatasi tamogatasanak felhasznalasaval a 2004-2007. id6északban szamos, a
neutrofil granulocitak miikodésére vonatkozd megfigyelést tettlink. Legfontosabb kisérleti
eredményeink az alabbiak voltak:

1) Az integrin- és nem-integrin szignalok egymashoz viszonyitott szerepe a neutrofil
granulocitak miikodésében

A neutrofil granulocitak integrin-figgd aktivalodasahoz élettani korilmények kozott legalabb
két, egy integrin- (pl. endothel-felszin) és egy nem-integrin (pl. gyulladasos citokin) szignal
jelenléte sziikséges. In vitro kérilmények koézétt azonban immobilizalt anti-integrin antitestek
tovabbi szolubilis stimulusok nélkill is képesen a neutrofilek teljes aktivalédasat eldidézni'.
Korabbi elképzelések ezt azzal magyaraztak, hogy a nem-integrin ligandok kizardlag az
integrinek ligandkotésének el6segitésében (az un. inside-out jelatvitelben) jatszanak szere-
pet, ezért ha a ligandkotést antitestekkel helyettesitjik, nincs szikség nem-integrin szignalra.
Ezen kisérletek a nem-integrin szignalokat az integrin-szignalok félé helyezték egy feltétele-
zett linearis jelpalyaban. Ennek megfeleléen a neutrofilek sejtfelszini integrinjeinek anti-
integrin antitestekkel valé keresztkétése' a sejtek kizarolag integrineken keresztiili aktivala-
sanak szokasos maddjava valt. Ezen paradigma ellen-
Orzése céljabdl kezdemeényezett Kkisérleteink soran
ezzel szemben azt talaltuk, hogy az anti-integrin anti-
testek altal kivaltott sejtvalaszok nem figyelhet6k meg
olyan knockout egér sejteken, melyekbdl hianyzik az
Fcy-receptor Il (FcyRIIl) (Id. 1. abra), vagy az Fc-
receptorok szignalizacios alegysége, az Fc-receptor vy-
lanc (FcRy). Kimutattuk tovabba, hogy Fcy-receptor-
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neutrofileken gatoljak az anti-integrin antitestek altal 1d8 (perc)

kivaltott sejtvalaszokat. A neutrofilek nem voltak képe- 1. abra: Az FcyRIIl részvétele az anti-
sek valaszolni az anti-integrin antitesteken keresztlli |integrin antitestek altali sejtaktivalédasban
stimulaciora akkor sem, ha intakt antitestek helyett (Jakus és mtsai, J Immunol 2004)

azok F(ab’), fragmensével tortént az aktivalas. Mindezek arra utaltak, hogy az anti-integrin
antitestek altal Iétrehozott sejtaktivacio soran elengedhetetlen egy alacsony affinitasu Fcy-
receptorokon keresztil létrejové ko-stimulacids szignal is. Ezen eredményeink egyben azt
sugalljak, hogy a neutrofilek teljes aktivalédasahoz mindenképpen sziikséges egy nem-
integrin szignal, vagyis kétségbe vonjak azt a korabbi elképzelést, mely szerint a neutrofilek
integrinjei 6nmagukban is képesek Iétrehozni a sejt teljes aktivacidjat. Utolso kisérleteinkben
kimutattuk, hogy az Fc-receptorokon, illetve mas gyulladasos mediatorokon keresztil létrejo-
v6 ko-stimulaciéo egymast helyettesitheti, illetve hogy ezek valdsziniileg a p38 MAP kinazon
keresztul jonnek Iétre.

Ezen eredményeinket a Journal of Immunology folydiratban (IF: 6.70) publikaltuk?.
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2) ITAM-tartalma molekulak vizsgalata a human genomban bioinformatikai médsze-
rekkel

Az un. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif (ITAM) fehérjemotivum Src-kinazok
altali foszforilacidja és a Syk/ZAP-70 tirozin-kinaz kévetkezményes kihorgonyzédasa a klasz-
szikus immunreceptorok (B- és T-sejt-receptorok, Fc-receptorok) mikoédésének kdzponti
eleme. Sokaig ugy tartottak, hogy ez az un. ITAM-medialt jelatvitel kizarolag ezeknek a re-
ceptoroknak, és igy kizardlag az adaptivimmunrendszer miikddésének a sajatja. Korabbi, az
Src-kindzok és a Syk integrin-jelatvitelben betdltdtt szerepére®® és két ITAM-tartalmu
transzmembran adapternek a csontlebontasban valo részvételére® utald eredményeink alap-
jan felmerdlt, hogy az ITAM-medialt jelatvitel mas receptorok mikoédésében és az adaptiv
immunrendszeren kivil egyéb biologiai folyamatokban is részt vesz. Ennek a kérdésnek
bioinformatikai mdédszerekkel valé megkdzelitése soran kilonbozé ITAM-tartalmu fehérjék
jelenlétét vizsgaltuk a human genomban. Eredményeink arra utaltak, hogy a genomban az
altalunk eddig ismerteknél 1ényegesen tébb ITAM-tartalmu fehérje kdédolodik, és ezek meg-
oszlasa lényegesen eltér a korabban feltételezettdl. Valészinlsitheté tehat, hogy az ITAM-
medialt jelatvitel nem csak az adaptiv immunrendszernek, hanem egyéb, altalanosabb seijt-
élettani funkcidknak is részét képezi.

Ezen eredményeinket az Immunology Letters folyoiratban (IF: 2.14) publikaltuk’.

3) ITAM-fiiggdé folyamatok az integrinek jelatvitelében neutrofil granulocitakban és
makrofagokban

Ezen kisérleteink kezdetekor altalanosan elfogadott volt az a feltételezés, hogy az integrinek
€s az immunreceptorok teljesen kilénb6zé jelatviteli folyamatokat alkalmaznak. Sajat korab-
bi eredményeink ugyanakkor arra utaltak, hogy az immunreceptorok jelatvitelében kdzponti
szerepet jatszd Src-kinazok és Syk elengedhetetlenek az integrinek jelatviteléhez is*®. Ezek
alapjan felmerdlt bennunk, hogy a neutrofil granulocitdk integrinjei mégis az
immunreceptorokhoz hasonlé jelatviteli folyamatokat alkalmaznak. Ennek érdekében meg-
vizsgaltuk a klasszikus immunreceptorok koézponti jelatviteli moduljanak, az ITAM-tartalmu
adapter-fehérjék Src-kinazok altali foszforilacidjanak és a Syk kovetkezményes (SH2-
doméneken keresztlli) kihorgonyzodasanak
szerepét a neutrofil granulocitak integrin-
fligg6 sejtvalaszaiban. Ennek érdekében elb-
szOr olyan neutrofilek mikodését vizsgaltuk,
melyekbdl genetikailag hianyzott két ITAM-
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tartalmu adapter-molekula, a DAP12 és az —e—FcRg KO
Fc-receptor y-lanc (FcRy). Kisérleteinkben —&—DAP12/FcRg
kimutattuk, hogy a DAP12 és az FcRy elen- Kettés KO
gedhetetlen a neutrofilek integrin-figgé vala- 0 0 60 90

szaihoz (Id. 2. abra), de nem szikséges az 1d8 (perc)

integrin-figgetlen  (G-fehérjéken,  citokin- 2. abra: A DAP12 és az FcRy elengedhetetlen a
receptorokon vagy Toll-szer(i receptorokon) | neutrofilek integrin-fliggé szabadgyok-termeléséhez
keresztili sejtvalaszokhoz. A két ITAM- (Mocsai és mtsai, Nat Immunol 2006)

tartalmu fehérje sziikséges volt a Syk integrin-fliggé aktivalédasahoz is. Biokémiai mddsze-
rekkel kimutattuk tovabba, hogy a neutrofilek integrineken keresztili aktivalédasakor tényle-
gesen létrejon a DAP12 és az FcRy ITAM-tirozinjainak Src-kinazok altali foszforilacidja és a



Syk kovetkezményes kihorgonyzddasa. Mutans fehérjék retrovirusok segitségével t6rténd in
Vivo re-expresszioja segitségével igazoltuk tovabba, hogy a Syk SH2-doménjei és a DAP12
ITAM-tirozinjai ténylegesen szikségesek a neutrofilek integrin-figgd aktivalodasahoz. Utolso
kisérleteinkben kimutattuk, hogy az ITAM-fliggd jelatvitel a makrofagok intgerin-fliggé aktiva-
I6dasaban is elengedhetetlen szerepet jatszik. Mindezek az integrinek és az
immunreceptorok jelatvitele kdzti, a korabban feltételezettnél Iényegesen nagyobb hasonlo-
sagra utalnak.

Ezen eredményeinket a Nature Immunology folyéiratban (IF:27.60) k6zoltik®.

4) Osszefoglalé kézlemény az integrinek immunreceptor-szerii jelatvitelérdl

Két amerikai munkacsoport a fenti 3. pontban leirt kisérleteink egy részéhez hasonlé vizsga-
latokat kozolt vérlemezkéken® és oszteoklasztokon'™. A két, veliink parhuzamosan® vagy
utanunk'® kdzI6 munkacsoport eredményei megerdsitették az immunreceptor-szeri jelatviteli
lépések  szerepét az

integrinek mikoédésében. (@) ®) ©
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tartalmu adapterektdl
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nalakban"3. A latszdla-
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Syk ITAM-tartalmu adap-
ter-fehérjéken keresztili
(kbzvetett) aktivaldédasa
és az integrinekhez val6 kdzvetlen kétédése egyarant szerepet jatszik (Id. 3. abra). A kér-
déskdr legujabb eredményeit és az altalunk javasolt uj modellt egy dsszefoglalé kdzlemény-
ben mutattuk be, melyben bioinformatiokai médszerekkel is vizsgaltuk a kiilénb6z6 receptor-
és adapter-fehérjék plazmamembran-beli szerkezetét és s6-hidaknak a lipid kettésréteg bel-
sejében valo kialakulasanak a lehetéségét is.

Ezt az dsszefoglald kdzleményt a Trends in Cell Biology-ban (IF: 12.43) publikaltuk .
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3. abra: Az integrinek és a Syk kapcsolédasanak lehetséges mechanizmusai
(Jakus és mtsai, Trends Cell Biol 2007)

5) Az immobilizalt immunkomplexek altal kivaltott neutrofil-aktivacioban résztvevoé Fc-
receptorok azonositasa

Az autoimmun gyulladasos betegségek patomechanizmusanak I|ényeges eleme az
autoantitestek biolégiai felszineken (izlleti porcfelszinen, glomerulusok bazalis membranjan)
valé lerakodasa és a neutrofil granulocitak kovetkezményes aktivalodasa. Ezeket a folyama-
tokat in vitro is lehet modellezni neutrofil granulocitdk immobilizalt immunkomplexeken ke-
resztlli aktivalasaval. Bar a human neutrofilek ilymodon valé aktivalodasaban részt vevé Fc-
receptorok nagyrészt ismertek, kisérleteink kezdetén semmilyen informacié nem allt rendel-
kezésre az egér neutrofilek hasonlé6 mddon valé aktivacidjaban részt vevé Fc-receptorok



kilétérél. Ez a kérdés azért kiemelt jelentéségll, mert az egerek és az emberek Fc-receptor-
valasztéka jelentésen kildénbdzik, illetve mivel az autoimmun gyulladasos betegségeket leg-
gyakrabban egereken modellezik, igy fontos
lenne az ezen modellek mikddésében részt
vevé molekuldk ismerete. Kisérleteink soran
Fc-receptor-génhianyos egerek és blokkold
antitestek felhasznalasaval kimutattuk, hogy
Onmagaban sem az FcyRI, sem az FcyRIll sem
a nemrég™ leirt FcyRIV nem elengedhetetlen

Izotipus kontroll  anti-FcyRIV

az egér neutrofilek immunkomplexek altali akti- ,\; & Sk W ..
valédasahoz. Az FcyRIIl s az FeyRIV egyittes | 4 spra: Az FoyRINl és az FoRIV szerepe a sejtek
hianya vagy blokkolasa azonban teljesen meg- szétter(ilésében immunkomplex-felszinen
szlintette az egér neutrofilek immunkomplex- (Jakus és mtsai, J Immunol 2008)

stimulaciora adott valaszait (4. abra). Az egér neutrofilek immunkomplex-fliggé aktivalédasa
tehat az FcyRIll és az FcyRIV egyuttmikodésével jon létre. Ezen munkank soran el6szor
igazoltuk, hogy a nemrég leirt FcyRIV ténylegesen szerepet jatszik valamilyen IgG-fliggé
sejtvalaszban. Tovabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a korabbi elképzelésekkel nagyrészt
dsszhangban a human neutrofilek immunkomplexeken keresztili aktivalédasa az FcyRIIA és
az FcyRIIIB kozvetitésével jon létre.

Ezen eredményeinket a Journal of Immunology folyéiratban (IF: 6.29) publikaltuk'®.

6) Az Fc-receptorok jelatvitele neutrofil granulocitakban

Az 5. pontban emlitett kisérleti rendszerben tovabb vizsgaltuk a neutrofilek immunkomplex-
medialt aktivalédasaban részt vevd jelatviteli folyamatokat. Ezen kisérleteinket mind gatlo-
szerekkel, mind génhianyos egerek alkalmazasaval elvégeztiik. Eredményeink arra utalnak,
hogy az immunkomplex-medialt neutrofil-aktivacioban elengedhetetlen szerepet jatszanak az
Src-kinazok, a Syk tirozin-kinaz és az ERK/p38 MAP kinazok. Igazoltuk, hogy ezen fehérjék
mind human, mind egér sejtekben egy Src-csalad - FcRy = Syk = ERK/p38 jelatviteli kasz-
kadba rendezédnek. A két fajban tehat immunkomplex-aktivacié soran a kilénb6z6 Fc-
receptorok részvétele (Id. 5. pont) ellenére hasonlo jelatviteli folyamatok aktivalédnak.

Ezen eredményeinket tébb hazai és kilfoldi konferencian is bemutattuk, és el6készitettik
O6ket nemzetkozi folyoiratban vald publikalasra is.

7) A foszfolipaz Cy2 szerepe neutrofil granulocitakban

Korabbi sajat eredményeink és irodalmi adatok 6sszevetése alapjan felmertlt a foszfolipaz
Cy2 (PLCy2) esetleges szerepe neutrofil granulocitak aktivalodasaban. Ennek tisztazasa
érdekében megkezdtik a PLCy2-hianyos neutrofilek funkcionalis jellemzését. Eredményeink
azt mutatjak, hogy a PLCy2 mind az integrinek, mind az Fc-receptorok jelatvitelahez elen-
gedhetetlen neutrofil granulocitakban, mikézben nem vesz részt egyéb (pl. G-fehérje-
kapcsolt) receptorok jelatvitelében. Igazoltuk tovabba, hogy a PLCy2 aktivalédasa az Src-
kinazok és a Syk kozvetitésével jon létre.

Ezen eredményeinket bemutattuk szamos hazai és nemzetk6zi konferencian, és jelenleg
készitjuk el6 nemzetkdzi folydiratban valé publikalasra.
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