Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Specialni chemicko-biologické obory

Molekularni biologie a biochemie organismii

Kristyna Ilievova

Role protein tyrozin fosfatazy CD45 v neutrofilnich granulocytech

The role of protein tyrosine phosphatase CD45 in neutrophil granulocytes

Bakalarska prace

Skolitel: Mgr. Tomas Brdicka, Ph.D.

Praha, 2018



Rada bych podékovala svému skoliteli, Mgr. Tomasi Brdickovi, Ph.D., za odborné vedeni

pri psani bakalarské prace, trpélivost, vénovany c¢as a uziteéné rady a pripominky:.

Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vsechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predloze-

na k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 10. kvétna 2018 Podpis:



Abstrakt

Pro dostatecnou obranu proti infekci, zamezeni tkanovému poskozeni a udrzeni home-
ostazy je nutnd prisna regulace imunitni odpovédi. Vyznamna ¢ast této regulace probiha
na urovni signalnich drah, v nichz hraje dulezitou roli tyrozinova fosforylace. Ta je regu-
lovana prostfednictvim protein tyrozin kinéz a protein tyrozin fosfatdaz (PTP). Klicovou
PTP jadernych hematopoetickych bunék je CD45. Jeji role byla studovana predevsim
v T- a B-lymfocytech, kde je dtlezita pro signalizaci vyvolanou antigenem a dalsimi sti-
muly. Ukazuje se, ze také u neutrofilt hraje CD45 dtlezitou roli v mnoha mechanismech,
které prispivaji k adekvatni obrané proti infekci. Jsou jimi napriklad adheze, diapedéza,
chemotaxe, fagocytéza, produkce cytokint a oxidacni vzplanuti. V radé pripadi CD45
ovliviiuje tyto procesy prostrednictvim regulace kindz rodiny Src. O dalsich zptsobech
zapojeni CD45 do jednotlivych drah ¢asto neni mnoho zndmo. Tato prace shrnuje dosa-

vadni poznatky studia CD45 v neutrofilnich granulocytech a jejim vlivu na funkci téchto

bunék.
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Abstract

Strict regulation of the immune response is critical for appropriate protection against in-
fection, preventing tissue damage, and maintaining homeostasis. A significant part of this
regulation is mediated at the level of signaling pathways in which tyrosine phosphorylati-
on plays a key role. It is regulated by the action of protein tyrosine kinases and protein
tyrosine phosphatases (PTP). An important PTP expressed on all nucleated hematopoie-
tic cells is the CD45. Its role has been studied primarily in T- and B-lymphocytes. There
CD45 plays an important role in antigen-induced signaling and signaling triggered by
other stimuli. It becomes apparent that also in neutrophils CD45 plays an importat role
in many mechanisms that contribute to appropriate protection against infection. These
include, for example, adhesion, extravasation, chemotaxis, phagocytosis, production of
cytokines and oxidative burst. In many cases, CD45 affects these processes by regulating
Src family kinases. Other means of CD45 participation in specific pathways are often not
clear. This thesis summarizes our current understanding of role of CD45 in neutrophil

granulocytes and its effects on the function of these cells.
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1 Uvod

Imunitni systém je dilezity pro obranu proti infekci a udrzeni stalého vnittniho pro-
stfeni (homeostazy). Na tom se podili fada specifickych i nespecifickych mechanisma.
Tyto mechanismy musi byt ptisné regulovany, aby imunitni odpovéd byla dostatecnd a
pritom nedochézelo ke tkanovému poskozeni.

Na zakladé rozdéleni imunitnich reakci miizeme i samotnou imunitu rozdélit na speci-
fickou a nespecifickou. Obé jsou tvoreny slozkami bunéénymi a humoralnimi. Neutrofilni
granulocyty, na které se tato prace zaméruje, patti do bunécné slozky nespecifické imunity.
Jsou nejhojnéjsi populaci leukocytti v lidské krvi a hraji dilezitou roli pfi prvotni obrané
proti infekei.

Za procesy, které neutrofilni granulocyty vykonavaji, stoji ptrisnd regulace signalnich
drah. Diilezitou soucasti této bunécné signalizace je tyrozinova fosforylace. Regulaci tyro-
zinové fosforylace zajistuji svym antagonickym ptisobenim protein tyrozin kinazy a protein
tyrozin fosfatazy. Protein tyrozin kindzam je ve vyzkumu vénovana pomérné velka pozor-
nost, zatimco protein tyrozin fosfatazy jsou c¢asto opomijeny, ackoliv v signalizaci hraji
podobné dulezitou roli.

Protein tyrozin fosfatdaza CD45 oznacovana téz jako Ly-5, LCA, B220, T200 je hojné
exprimovanda na povrchu vsech jadernych hematopoetickych bunék. Jeji role byla studo-
vana predevsim v T- a B-lymfocytech, kde se ukazala jako molekula dilezita v signalizaci
vyvolané antigenem a dalsimi molekulami. Jeji funkci v ostatnich hematopoetickych bun-
kach nebyla vénovana takova pozornost. I v téchto bunkach ma vsak CD45 dilezitou
funkci.

V poslednich letech zajem o CD45 opada, ackoliv mnoho otéazek ohledné této mole-
kuly ziistava neobjasnéno. Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky studia CD45

v neutrofilnich granulocytech a jejim vlivu na funkci téchto bunék.



2 Protein tyrozin fosfataza CD45

2.1 Biochemicka charakterizace CD45

CD45 je transmembranova protein tyrozin fosfatdaza (PTP) [I] exprimovana na po-
vrchu vSech jadernych hematopoetickych bunék, shrnuto v [2]. CD45 je kddovana genem
Ptpre. Pre-mRNA pro CD45 podléhé alternativnimu sesttihu. Jsou tak exprimovany razné
izoformy, které se 1is{ v N-koncové ¢asti extracelularni domény [3], 4], vice viz kapitola .
Tato N-koncova c¢ast sousedi s oblasti, kterd je bohata na cysteiny, na niz navazuji tti
domény fibronektinového typu III. Cela extracelularni doména CD45 je pomérné silné
N-glykosylovana. Kromé toho je ¢ast extracelularni domény podléhajici alternativnimu
sesttihu téz silné O-glykosylovana. CD45 nasledné jedenkrat prochazi membranou a jeji
cytoplazmatickou ¢ast tvori dvé homologické protein tyrozin fosfatdzové domény, shrnuto
v [5]. Strukturu CD45 schématicky zobrazuje obrézek 1. Pouze proximélni fosfatdzova
doména je enzymaticky aktivni, nicméné obé domény jsou potrebné pro optimalni fosfa-
tazovou aktivitu CD45 [0, [7]. Druhd doména tuto aktivitu stabilizuje a muze se podilet

na interakci CD45 se substratem [8] 9.
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Obrazek 1: Struktura CD45: ,alternatively spliced exons®“ — exony podléhajici alterna-
tivnimu sesttihu, ,cystein-rich domain®“ — oblast bohata na cysteiny, ,,FNIII repeats® —
domény fibronektinového typu III, ,putative wedge“ — inhibi¢ni klin, ,phosphatase do-

main“ — fosfatdzové domény D1 a D2. Prevzato z [5].



2.2 Izoformy CD45

CD45 podléha alternativnimu sestiihu exonu 4, 5 a 6 [3] 4], ¢asto oznacovanych jako
A, B a C. Podle toho jsou oznacovany jednotlivé izoformy (napt. izoforma CD45RO neob-
sahuje exony 4-6, naproti tomu izoforma CD45RABC obsahuje vSechny 3 exony). Rizné
kombinace téchto exonu teoreticky umoznuji vznik 8 rtznych izoforem CD45. Nicméné
v lidskych hematopoetickych burikdch bylo dosud detekovano pouze 5 z nich [10] [11].
Tyto izoformy zobrazuje obrazek 2.

Exprese izoforem je zavisla na bunétném typu a stadiu, shrnuto v [5]. Neutrofily v kli-
dovém stadiu exprimuji na plazmatické membrané predevsim izoformu CD45RO. Izoforma
CD45RA se nachazi predevsim v tercialnich granulich a po aktivaci dochézi k jeji translo-
kaci na plazmatickou membranu a celkovému zvyseni povrchové exprese CD45 [12]. Kromé
téchto izoforem neutrofily ziejmé exprimuji i izoformu CD45RB [13].

Vzhledem ke konzervovanému vzoru exprese jednotlivych izoforem u odlisnych bunéc-
nych typi a jejich stadii se predpoklada, ze alternativni sestfich CD45 ma funkéni vyznam.
Bylo navrzeno, zZe se tento mechanismus podili na regulaci aktivity CD45, naptiklad z da-
vodu silné glykosylace této variabilni extracelularni oblasti, ktera by mohla mit vliv na
dimerizaci, viz kapitola [2.5] Nicméné jakou mé extracelularni ¢ast CD45 funkei neni zna-

mo. K obnoveni signalizace u CD45 deficientnich T-lymfocytu vSak neni nezbytna [14].

CD45-O Isoform - H -
B

CD45-B Isoform —{] - H -
A B

CD45-AB Isoform e - H L
B C

CD45-BC Isoform —{ N H L.
A B C

CD45-ABC Isoform  —C [ - o @

Extracellular Domain TM Intracellular PTPase Domains

Obrézek 2: Izoformy CD45 detekované na lidskych hematopoetickych bunkach:
sextracellular domain“ — extracelularni doména, ,/ TM*“ — transmembranova doména,

sintracellular PTPase domains® — intracelularni fosfatazové domény. Prevzato z [11].



2.3 Ligandy CD45

Vysoce specificky ligand, ktery by vyvoldval odpovéd pres CD45, dosud nebyl nalezen.
Bylo vsak identifikovano nékolik lektint, které se relativné nespecificky vazi na sacharido-
vé struktury v extracelularni ¢asti CD45. Jednim z nich je galektin-1. Bylo demostrovano,
ze jeho vazba snizuje fosfatdazovou aktivitu CD45 a ze se podili na regulaci apoptdzy
T-lymfocytu [15] 16]. Galektin-1 vSak neni specifickym ligandem CD45, protoze vaze lak-
tosaminovou sekvenci (Gal1,4GlcNac), kterd se nachézi i na jinych proteinech. Vaze se
napiiklad téz na CD3, CD7 a CD43 [17].

Dalsim nespecificky se vazajicim ligandem je galektin-3, po jehoz vazbé na CD45 do-
chéazi ke spusténi apopotozy. CD45 deficientni bunécné linie jsou pred apoptézou vyvola-
nou vazbou galektinu-3 chranény [18].

Jako dalsi specificky ligand CD45 byl navrzen protein CD22, inhibi¢ni molekula z lek-
tinové rodiny SIGLEC [19, 20]. Ukazalo se vSak, ze CD22 vaze i dalsi glykoproteiny
obsahujici a2-6 sialovou kyselinu [21]. Regulaci bunééné odpovédi po vazbé CD22 na po-
vrch bunky tak nelze s jistotou pricitat regulaci aktivity CD45. Pro ovéreni, zda CD22
opravdu reguluje bunécnou odpoved pomoci regulace aktivity CD45, by bylo potteba dal-
stho studia, nejlépe na CD45 deficientnich modelech. V posledni dobé se ukazuje, Ze tato
interakce je dilezita spise pro regulaci aktivity CD22 v B-lymfocytech, kdy vazba mezi
CD45 a CD22 na téze bunce pravdépodobné bréni pristupu CD22 k BCR [22]. Naproti
tomu ptisobeni galektint na aktivitu CD45 je dokumentovano lépe. Z tohoto hlediska bylo
dilezité zejména méreni fosfatdzové aktivity po jejich vazbé ¢i vyuziti CD45 deficientnich
bunécénych linii.

Vzhledem k vysoké glykosylaci extracelularni domény CD45 lze predpokladat, ze se
na ni vazi dalsi lektiny. K urceni existence dalsich nespecifickych ¢i specifickych ligand
CD45, a jestli tyto ligandy reguluji jeji aktivitu a jakym zptisobem, je potifeba dalsiho

studia.

2.4 Substraty CD45

Mezi dobfe charakterizované substraty CD45 patii protein tyrozin kinazy rodiny Src
(SFK). Regulace aktivity SFK pomoci CD45 je dulezitd pro spravny vyvoj T-lymfocy-
tu [23], odpoved T- a B-lymfocytt na antigen[24] 25] a spravnou funkei ruznych populaci
myeloidnich bunék [26], 27]. SFK maji dvé hlavni fosforylacni mista, kterd reguluji jejich
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aktivitu, tyrozin na C-konci a tyrozin v aktivacéni smycce katalytické domény. CD45 ak-
tivuje SFK tim, ze defosforyluje jejich C-koncovy tyrozin. Tim SFK umoznuje zaujmout
otevienou konformaci a autofosforylovat tyrozin v aktivaéni smycce, shrnuto v [28]. Defos-
forylaci inhibi¢niho tyrozinu SFK ptisobi CD45 proti aktivité protein tyrozin kinazy CSK,
kterd tento tyrozin fosforyluje a aktivitu SFK tak inhibuje [29]. Obrézek 3 schématicky
znazornuje aktivni a nenaktivni konformaci SFK.

Kromé aktiva¢ni role ma CD45 v T-lymfocytech, zejména pti vysoké expresi, také
inhibi¢ni funkci, kterd spociva v defosforylaci tyrozinu v aktivacni smycce, a tim zptisobené
inhibici SFK [30]. K této negativni regulaci vsak pravdépodobné nedochézi u B-lymfocy-
tu [31]. Specifita CD45 je tedy zavisld na bunéném typu a trovni exprese. Tyto studie
vsak byly provedeny predevsim na lymfocytech. Zistava tedy neobjasnéno, zda v pripadé
neutrofili a ostatnich myeloidnich bunék reguluje CD45 aktivitu SFK pouze pozitivné
nebo i negativné. Existenci negativni regulace predpokladé zejména model tzv. fagocytické
synapse, viz kapitola[2.5] ktery povazuje vytésnéni CD45 z mista kontaktu mezi fagocytem
a fagocytovanou castici za dilezity faktor, ktery zamezi defosforylaci proteini tcastnicich
se prenosu signdli v prubéhu tohoto procesu [32].

Dalsim dobre charakterizovanym substratem CD45 jsou JAK kindzy. CD45 defosfo-
ryluje JAK1, JAK2, JAK3 a TYK2, a tim snizuje jejich aktivitu a negativné reguluje
odpovéd na cytokiny [33]. V T-lymfocytech CD45 také defosforyluje TCR( fetézec [34].
Jelikoz je CD45 pomérné hojné exprimovand, je mozné, ze defosforyluje celou radu dalsich
proteinii. Na této skutecnosti je zalozen model tzv. fagocytické synapse, kterym se vice

zabyva kapitola [2.5

Inactive Active

D B P

e SR e Ser

SH2 SH3
pY508 |
Y397
Kinase

Obréazek 3: Neaktivni ( ,inactive*) a aktivni (,,active*) konformace kinaz rodiny
Src: Y397 — aktivacni tyrozin v aktivacéni smycce katalytické domény, Y508 — inhibi¢ni

tyrozin na C-konci. Prevzato z [35].



2.5 Regulace fosfatazové aktivity

Bylo navrzeno, ze aktivita CD45 by mohla byt regulovana pomoci ligandu. Zadny spe-
cificky ligand vsak dosud nebyl nalezen. Interakce s galektiny a CD22 a jejich potencidlni
funkce byly popsany vyse v kapitole [2.3] Pro zjisténi jejich pfesného pusobeni na aktivitu
CD45 je potieba dalsiho studia.

Dalsi potencidlni moznosti regulace fosfatazové aktivity CD45 je dimerizace. Tato hy-
potéza byla vyslovena na zakladé konzervované aminokyselinové sekvence v proximalni
cytoplasmatické oblasti receptorové protein tyrozin fosfatazy RPTPa, ktera podle krys-
talografické analyzy tvori inhibi¢ni klin. Podle této analyzy mize byt aktivita RPTP«
inhibovana dimerizaci, pti které dochéazi k blokaci aktivniho mista jedné molekuly timto
strukturnim klinem molekuly druhé [36], viz obrazek 4. Podobna sekvence se nachézi i
v CD45 a mnoha dalsich receptorovych PTP. To vedlo k navrzeni hypotézy, ze inhibice
pomoci dimerizace je univerzalnim mechanizmem regulace této skupiny proteinu [36]. Vy-
znamneé ji podporily vysledky studia chimerického proteinu tvoreného extracelularni ¢asti
EGFR a transmembranovou a cytoplasmatickou ¢asti CD45. Tento chimericky protein
byl schopen obnovit signalizaci pres TCR u CD45 deficientnich T-lymfocyti. Signaliza-
ci bylo vSsak mozné nasledné utlumit pomoci EGF, ktery zpiisobuje dimerizaci tohoto
chimerického proteinu [14].

Regulace fosfatazové aktivity CD45 pomoci inhibi¢niho klinu byla déle studovana s vy-
uzitim mysi s mutaci CD45E613R v tomto klinu. Mutace vedla k lymfoproliferativnimu
syndromu. To bylo povazovano za ditkaz toho, ze tato mutace zvysuje fosfatdazovou ak-
tivitu CD45 narusenim dimerizace CD45 [37]. Pozdéji se vsak ukdzalo, ze mutace ma
také za nasledek zménu specifity CD45 pro jednotlivé SFK. Dilezité je zejména selektivni
naruseni schopnosti defosforylovat LYN, pfi zachovani schopnosti aktivovat dalsi ¢leny
rodiny Src [38]. Toto pozorovani je podepfeno i tim, ze CD45E613R B-lymfocyty jsou fe-
notypem podobné LYN deficientnim B-lymfocytium [39]. Zd4 se tedy, Ze jejich nadmérna
aktivace je zptsobena narusenim regulace LYN, kterd ma v signalizaci nejen aktivacni,
ale téz inhibi¢ni funkci, shrnuto v [40]. Zaroven mysi s mutaci CD45E613R vykazovaly
vyssi myeloproliferaci, podobné jako je tomu u LYN deficientniho modelu [38] 41]. Mutace
CD45E613R tedy nemé za nasledek pouze zvyseni ¢i snizeni fosfatdzové aktivity CD45,
ale ma téz vliv na jeji substratovou specifitu [38].

Jelikoz mutaci CD45E613R dochéazi k zaméné aminokyseliny se zdpornym nabojem za



aminokyselinu s kladnym nabojem, mohla by tato mutace mit vliv na strukturu inhibic¢ni-
ho klinu a jeho okoli. Krystalova struktura mutantni CD45 vsak nebyla dosud stanovena.
K presnéjsimu urceni vlivu mutace CD45E613R na aktivitu CD45 by vsak takovato studie

mohla byt velmi uzitec¢na.

Obréazek 4: Schéma inhibice CD45 pomoci inhibi¢niho klinu pri dimerizaci. Pre-

vzato a upraveno podle [5].

Dalsi forma regulace aktivity CD45 byla navrzena v souvislosti s alternativnim sestii-
hem, protoze schopnost dimerizace CD45 se pro jednotlivé izoformy muze lisit. Jelikoz
CD45RA ma objemnou hojné glykosylovanou zaporné nabitou extracelularni doménu do-
chézi k jeji dimerizaci méné casto nez v pripadé mensi CD45RO. Tuto hypotézu podporuje
fakt, ze naivni T-lymfocyty exprimuji prevazné CD45RA a po jejich aktivaci dochazi k vét-
st tyrozinové fosforylaci a vapnikové odpovédi v porovnani s pamétovymi T-lymfocyty, kte-
ré exprimuji prevazné CD45RO [42]. Zména exprese jednotlivych izoforem by tak mohla
zajistovat ukonceni imunitni odpovédi a udrzeni homeostazy.

Ke zméné povrchové exprese CD45 dochazi i v pripadé neutrofilnich granulocytii. Ty
za normalnich okolnosti exprimuji na svém povrchu prevazné izoformu CD45RO, kterd
pravdépodobné zajistuje jejich setrvani v klidovém stadiu a predchézi tkanovému posko-

zeni. Po aktivaci pak dochazi ke zvysené expresi CD45RA [43].



Aktivita CD45 v neutrofilech by mohla byt téz regulovana lokalizaci a pristupem
k substratu. Cast CD45 je u neutrofili exprimovana v tercidlnich granulich a pii aktivaci
neutrofilt dochézi k jeji translokaci na plazmatickou membranu [12) [44]. Nicméné jaky
ma tato translokace dopad na funkci neutrofili nebylo studovano.

Bylo téz uvazovano o zapojeni CD45 do lipidovych raft, nicméné vysledky téchto
studif jsou rozporuplné a nelze z nich vyvodit jasny zavér, shrnuto v [5]. Zajimava role
byla pro CD45 navrzena v modelu tzv. kinetické segregace, ktery popisuje déje provazejici
tvorbu imunologické synapse. Tento model predpoklada, ze CD45 v disledku své velmi vy-
soké exprese udrzuje signalizacni proteiny na plazmatické membrané v defosforylovaném
stavu. Po rozpoznani antigenu je CD45 se svou velkou extracelularni doménou vytésnéna
z mista kontaktu mezi T-lymfocytem a antigen prezentujici burikou. To umozni nastarto-
vani signalizace, shrnuto v [45]. Podobny model byl navrzen i pro fagocytézu makrofagu.
Pri kontaktu membrany s fagocytovanou castici dochazi k tvorbé tzv. fagocytické syna-
pse. Céstice se vaze na urcity receptor a k tomuto receptoru se shlukuji dalsi signalni
molekuly. CD45 je vsak z této fagocytické synapse vzhledem ke svym velkym rozmértim
vyloucena. Pravdépodobné proto, aby nedoslo k defosforylacim, které by branily signa-
lizaci, naptiklad defoforylaci ITAM motivu [32]. Je mozné, Ze v pripadé zapojeni CD45
do fagocytické synapse by mohlo dochazet i k defosforylaci aktiva¢niho tyrozinu SFK ¢i
fosforylaci dalsich signalizacnich proteinti.

CD45 by mohla byt také regulovana interakcemi s dalsimi proteiny. Studium interakci
CD45 je vsak komplikované tim, ze CD45 je jednim z nejhojnéjsi povrchovych proteinti
a muze byt tézké odlisit ndhodné interakce od téch specifickych, zejména pii pouziti che-
mickych sitovacich ¢inidel. Riznymi metodami byly zjistény interakce s LPAP, CD100,
fodrinem, SKAP55, CD4/CD8 a dalsimi proteiny, avsak jejich vliv na aktivitu CD45 zu-
stava nejasny, shrnuto v [5]. VSechny tyto studie byly provedeny na lymfocytech. S jakymi
proteiny CD45 interaguje v neutrofilech nebylo studovano.

Mezi dalsimi moznostmi regulace aktivity CD45 je uvazovana fosforylace druhé fosfa-
tazové domény [46]. K objasnéni této moznosti je vSak potieba dalsiho studia.

Specifickou regulaci aktivity CD45 je v pripadé neutrofili jeji pravdépodobné inhibice
pomoci reaktivnich kyslikovych intermediati (ROS). Nizsi fosfatdzova aktivita byla zjis-
téna in vitro po aktivaci NADPH oxidazy permeabilizovanych neutrofild pomoci GTP~S
v pritomnosti NADPH. Pri osetfeni bunék inhibitorem NADPH oxidazy ¢i antioxidan-



tem doslo k ¢asteéné prevenci inhibice aktivity CD45. Stejné tak u neutrofili izolovanych
z pacientl trpicich chronickou granulomatézni chorobou v dusledku deficienci v NAD-
PH oxidaze dochéazelo k vyrazné nizsi inhibici aktivity CD45. Zda se, Ze inhibice aktivity
CD45 by mohla byt zptsobena pfimou oxidaci cysteinovych zbytki CD45 nebo modifi-
kaci jinych signalnich molekul, které aktivitu CD45 reguluji [47]. Je pravdépodobné, ze
tato inhibice aktivity CD45 béhem aktivace neutrofili zajistuje udrzeni homeostazy a

predchazi tkanovému poskozeni. Neni vsak jasné, jestli tato inhibice probiha také in vivo.

3 Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty jsou dulezitou slozkou nespecifické imunity. Tvori vétsinu leu-
kocytt cirkulujicich v krvi a patii do tzv. prvni linie obrany proti patogentim. K jejich
diferenciaci a maturaci dochazi v kostni dreni, kde je také regulovan jejich vstup do krev-
niho obéhu a udrzovano mnozstvi neutrofilii pripravenych k mobilizaci v pripadé infekce.
P1i infekci nésledné dochazi ke zvyseni poctu cirkulujicich neutrofilii.

Endotel v blizkosti mista infekce exprimuje adhezivni molekuly, které reverzibilné in-
teraguji s povrchovymi molekulami neutrofili. Dochazi tak k valivému pohybu neutrofili
(tzv. ,rolling®) a jejich zpomalovani. Pro tento proces jsou dulezité zejména adhezivni mo-
lekuly z rodiny selektinti. Po valivém pohybu nasleduje pevnéjsi adheze zavisla zejména na
adhezivnich molekulach z rodiny integrini, pohyb po povrchu endotelu (tzv. ,crawling*)
a poté diapedéza, migrace neutrofili skrz endotel. Ve tkani se pak neutrofily pohybuji na
zakladé chemotaktického gradientu az do mista poskozeni. Cely popsany proces, shrnut
v [48], je Tizen mnoha zanétlivymi chemoatraktanty a cytokiny.

Neutrofily vyuzivaji k boji proti patogentim riznych mechanismii. Mezi né patii de-
granulace, neutrofilové extracelularni pasti (NET), fagocytdza a oxidacni vzplanuti.

Uvnitt neutrofilii se nachazi nékolik typt granuli, které pti aktivaci neutrofili prispivaji
k rychlému zvyseni exprese pottebnych membranovych molekul a vypusténi antimikrobi-
alnich latek, shrnuto v [48].

Béhem boje proti patogentim vytvareji neutrofily NET tvofené vyvrzenym dekon-
denzovanym chromatinem, antimikrobidlnimi latkami a cytoplasmatickymi proteiny [49].
K jejich vzniku dochazi pri specifické formé bunécné smrti oznacované jako netéza [50].

K fagocytoze dochazi interakei receptoru neutrofilu s PAMP na povrchu mikroorga-



nismu, nebo s Fc casti protilatek ¢i se slozkami komplementu, které se na castici urcenou
k fagocytdze navazaly. Nasledné vytvarena pseudopodia ¢astici obklopi a vznikne tzv. fa-
gozém. Uvniti neutrofilu fagozom maturuje. Béhem tohoto procesu je ¢astice vystavena
pusobeni enzymi a antimikrobialnich latek, shrnuto v [48, [51].

Specifickym obrannym mechanismem neutrofilii je oxidac¢ni vzplanuti, pii kterém do-
chazi k produkei reaktivnich kyslikovych intermediatu (ROS). ROS vznikaji predevsim
pusobenim NADPH oxidazy, jejiz produkt, superoxid, je za prispéni dalsich enzymu pre-
ménovan na fadu velmi toxickych latek. ROS jsou silné reaktivni a nic¢i ostatni molekuly,
¢imz se podileji na obrané proti patogentum, nicméné jejich ptisobenim dochézi i k posko-
zeni okolni tkédné, shrnuto v [48].

Aktivované neutrofily bojuji proti patogentim také neptimo pomoci produkce chemoki-
nu a cytokini. Ty pusobi na dalsi bunky imunitniho systému a zesiluji imunitni odpovéd.
Jejich pusobeni vsak ovliviiuje i dalsi systémy, napiiklad CNS, shrnuto v [48].

Ptsobeni neutrofiliit musi byt prisné regulovano, aby nedochézelo ke tkanovému po-
skozeni v dusledku nedokonalé regulace zanétlivé odpovédi ¢i naopak k imunodeficiencim

a s nimi souvisejicimi defekty v boji proti patogentim, shrnuto v [52].

3.1 Zastupci kinaz rodiny Src v neutrofilech

Analyzy genové exprese provedené v ramci projektu ,Immunological Genome Pro-
ject® [53], jejichz vysledky jsou dostupné na (http://www.immgen.org/), ukazuji, Ze mezi
hojné exprimované SFK v neutrofilech patii zejména LYN, HCK, FGR, YES a SRC. Na-
proti tomu LCK, BLK a FYN jsou v neutrofilech exprimovany velmi slabé. Exprese HCK,
FGR a LYN je v myeloidnich butikdch do zna¢né miry tkanové specificka, shrnuto v [54],
proto se ke studiu funkce SFK v neutrofilech vyuzivaji modely deficientni praveé v téchto
trech SFK.

Jak presné ptisobi SFK v neutrofilech a jakych vSech mechanismi se ticastni, stale neni
zcela objasnéno. Bylo vsak zjisténo, Ze pri absenci FGR (ne vsak HCK ¢i LYN) nedochazi
ke zpomaleni valivého pohybu in wvitro i in wvivo [55]. Neutrofily H ck™'= Fgr~/~ maji
narusenou adhezi [56] a migraci pres endotel do mista zanétu [57, B8]. Defekt v SFK
mé proto za nasledek nizsi obranu proti patogenum [57, 58]. Zaroven u H k™' F gr*/ B
neutrofilt dochézi k naruseni degranulace vyvolané integriny [59]. SFK tedy zfejmé figuruji

v signalizaci vyvolané integriny.
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SFK jsou déle v neutrofilech zapojené do signalni drahy aktivujici NADPH oxidazu,
jelikoz pfi jejich deficienci dochézi ke snizené produkei ROS [60)], [61], icastni se aktivace
neutrofili pri odpovédi na fMLF [61] a jsou zapojeny do sekretorické dréhy cytokini
CXCL1, CCL3, CCL4 a TNF-« [58].

Zajimavym vysledkem je, ze H k™= F gr~/~ Lyn~/~ neutrofily maji zvyenou odpo-
véd na chemokiny MIP-1a a MIP-2. Pravdépodobné k tomu dochézi v dasledku regulace
inhibi¢niho receptoru PIR-B témito kindzami [62].

Jednotlivé SFK vsak mohou v jednom procesu plnit opacné funkce. LYN deficientni
neutrofily se vyznacuji zvysenou vapnikovou odpovédi a smérovanéjsi chemotaxi, naproti
tomu Hek™'~ Fgr~/~ neutrofily maji vapnikovou odpovéd a chemotaxi narusenu [63].
Tento rozdil je pravdépodobné zpiisoben zvysenou schopnosti LYN fosforylovat ITIM

motivy v ruznych regulacnich proteinech, shrnuto v [40].

4 VIiv CD45 na funkce neutrofilu

Dosavadni studium role CD45 v neutrofilech naznacuje, ze tato fosfataza ma vliv na
adhezi neutrofil, chemotaxi, produkci cytokint, fagocytézu, oxidacni vzplanuti a s tim
souvisejici celkovou obranu proti infekci. Jelikoz nebyl nalezen specificky ligand CD45
(diskutovano v kapitole , bylo ptsobeni CD45 bézné studovano pomoci protilatek
proti CD45, o kterych ¢asto nevime, jakym zptsobem ovliviiuji jeji aktivitu a lokalizaci,
shrnuto v [64]. Dalsim problémem s vyuzitim protilatek je, Ze jejich Fc ¢asti se mohou
vazat na Fc receptory (FcR) a vyvolavat tak signalizaci pies FcR. Proto pokud nejsou
Fc receptory pri experimentech specificky blokovany nebo nejsou pouzity protilatky bez
Fc ¢asti - F(ab),, nelze prispévek signalizace pies FcR vyloucit. VSechny studie vyuzivajici
protilatky proti CD45 byly provedeny s lidskymi neutrofily.

Dalsi variantou studia funkce CD45 je vyuziti CD45 deficientnich (Ptprc*/ ~) my$ich
modeltt & mysich model s mutaci CD45E613R. Potencidlu mySiho modelu Pépre™/~ bylo
vsak pfi studiu role CD45 v neutrofilnich granulocytech zatim pomérné malo vyuzito.

Nasledujici podkapitoly shrnuji dosavadni poznatky a hypotézy o piisobeni CD45 v jed-

notlivych procesech a funkcich neutrofilnich granulocytii.
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4.1 Adheze

Adhezi neutrofili na endotel, po niz nasleduje diapedéza, predchazi tzv. rolling“, va-
livy pohyb, pfi némz dochazi k reverzibilnim interakcim povrchovych molekul, které zpo-
maluji pohyb neutrofili, shrnuto v [48]. V experimentech provedenych na mysich modelech
in vivo byl valivy pohyb neutrofili s mutaci CD45E613R pomalejsi nez u neutrofili se
standartni sekvenci CD45. V souladu s tim bylo i podobné pozorovani in vitro [27].

U neutrofili s touto mutaci byl navic in vivo i in vitro zvysen pocet adherovanych
bunék ve srovnani s norméalnimi neutrofily a néasledny pohyb mutantnich neutrofili po
povrchu endotelu byl oproti normélnim neutrofilim zpomalen [27]. Z tohoto duvodu byla
studovdna schopnost mutantnich neutrofili vdzat integrinové ligandy fibrinogen [65] a
ICAM-1 [66].

Neutrofily s mutaci CD45E613R mély zvysSenou kapacitu vazat fibrinogen, a to jak
v klidovém stavu, tak i po stimulaci chemokinem CXCL1 [27]. Na zakladé této skutec-
nosti autori studie dospéli k zavéru, ze odlisna aktivita mutantni CD45 zvysuje aktivitu
integrinu Mac-1 oznacovaného téz jako aMpB2 nebo komplemetovy receptor CR3, ktery
adhezi na figrinogen zprostiedkuje [27]. Pti pouziti inhibitoru SFK, byla po stimulaci ne-
utrofilti chemokinem CXCL1 narusena schopnost vazat fibrinogen jak u mutantnich, tak i
u normalnich neutrofili. Tyto vysledky vedou k zavéru, ze CD45 pravdépodobné zvysuje
aktivitu Mac-1 prostrednictvim regulace aktivity SFK [27]. Naproti tomu schopnost vé-
zat ICAM-1 pfes integrin LFA-1 [67] byla po stimulaci chemokinem CXCL1 u mutantnich
neutrofilii nizsi nez u normalnich neutrofilii a nebyla narusena inhibitorem SFK.

Aktivace LFA-1 byla vsak dale studovana a bylo zjisténo, ze u mutantnich neutrofila
se priblizné 80 % molekul nachézi v klastrech, zatimco u normélnich neutrofilu je to
pouze 60 %. Na zakladé téchto vysledku autofi prace usoudili, Ze u neutrofili s mutaci
CD45E613R je snizena afinita LFA-1 pro ICAM-1, avsak avidita, interakce zavisla na
schopnosti LFA-1 tvorit klastry, je zvysena [27].

E-selektin se ucastni aktivace neutrofilii pri valivém pohybu a CXCL1 vyvolava adhezi
neutrofilii. To, Ze tyto procesy neprobihaji u neutrofili s mutaci CD45E613R adekvatneé,
znamena, ze CD45 se pravdépodobné ucastni signalizace vyvolané témito faktory. Z to-
hoto divodu byla in vitro studovana fosfatazova aktivita CD45E613R, izolované z neutro-
fili po stimulaci E-selektinem nebo CXCL1. V obou ptipadech byla fosfatdzova aktivita

CD45E613R zvysena oproti nestimulované kontrole s touto mutaci. Nebylo vsak provedeno
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porovnani s CD45 se standartni sekvenci. Nasledné byla studovana fosforylace inhibi¢niho
i aktivacniho tyrozinu SFK, kterd vypovidala o zvysené aktivaci téchto kinaz v mutant-
nich neutrofilech ve srovnani s normalnimi neutrofily [27]. Také u receptoru pro CXCLI a
E-selektin tedy CD45 pravdépodobné reguluje jejich signalni drahy prostrednictvim svého
vlivu na SFK.

U CD45 deficientnich neutrofilit byla prokazana snizena sila adheze na poly-RGD
povrch (RGD motiv rozpoznavaji integriny, shrnuto v [68]) [63].

Experimenty provedené na CD45 deficientnim mysSim modelu i modelu s mutantni
CD45E613R prokazuji, ze spravné funkce CD45 je nezbytna pro adekvatni adhezi neutro-
fili. Mutace CD45E613R zptisobuje po stimulaci E-selektinem a CXCL1 zvyseni aktivity
CD45, defosforylaci inhibi¢niho tyrozinu SFK, zpomaleni valivého pohybu a zvyseni adhe-
ze [27], zatimco deficience CD45 vede ke zvyseni fosforylace inhibi¢niho tyrozinu SFK [63]
(viz kapitola a snizeni sily adheze. Zda se tedy, ze v pripadé adheze a stimulace ne-
utrofilti chemokinem CXCL1 a E-selektinem ztrata CD45 zpiisobila snizeni aktivity SFK a
snizeni adheze, zatimco mutace CD45E613R zptsobila zvyseni aktivity SFK a nasledkem
toho i zvyseni adhezivity. Je vSak také mozné spekulovat, ze tato mutace vede u neutrofilt
podobné jako u B-lymfocytu [26] k selektivni ztraté schopnosti aktivovat LYN, o které
bylo publikovéno, ze je negativnim reguldtorem integriny spusténé signalizace [69]. V kaz-
dém ptipadé je vSak velmi pravdépodobné, ze CD45 reguluje adhezi praveé prostirednictvim

regulace aktivity SFK.

4.2 Chemotaxe

S urcitym prispénim nahody bylo zjisténo, ze protilatka proti CD45 inhibuje chemo-
taxi lidskych neutrofilt vyvolanou leukotrienem By (LTB,). Po provedeni rozséhlejsiho
vyzkumu bylo odhaleno, ze anti-CD45 protilatky KC56, AHN-12.1, AHN-12.2, AHN-12.3
a AHN-12.4, na rozdil od anti-CD45 protilatek HLe-1 a AHN-12, vyznamné inhibuji che-
motaxi neutrofila vyvolanou LTBy [70].

Stejna vyzkumné skupina dale zjistila, ze protilatky KC56 a AHN-12.1 vyznamné
inhibuji chemotaxi vyvolanou Cbha. Chemotaxi vyvolanou fMLF vsak inhibovala pouze
AHN-12.1. Tato inhibice vSak jako jedina z predchozich zminovanych nekorelovala s vy-
sledky jiné migracni analyzy tzv. ,front leading assay“. Zadné z testovanych protilatek

neinhibovala chemotaxi vyvolanou IL-8 [70]. Rozdilné vysledky u jednotlivych protilatek
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mohou byt zptisobené tim, ze jednotlivé protilatky rozeznavaji odlisné epitopy. Zda svym
navazanim protilatky aktivuji ¢i inhibuji fosfatazovou aktivitu a jestli dochézi nasledkem
toho k nadmérné fosforylaci ¢i defosforylaci urcitych proteini nebylo zjistovano.

Prestoze ve zminénych experimentech vétsina protilatek proti CD45 neméla vyznamny
vliv na chemotaxi vyvolanou fMLF, pozdéjsi experimenty s CD45 deficientnimi neutro-
fily izolovanymi z Ptpre™/~ my$i ukdzaly, 7e tyto neutrofily migruji v gradientu fMLF
ve srovnani s normélnimi neutrofily méné smérované a mensi rychlosti [63]. Jind stu-
die ukézala, ze CD45 deficientni neutrofily vykazuji ve srovnani s normalnimi neutrofily
vyssi chemotaktickou odpoveéd vyvolanou MIP-1aw (CCL3) a MIP-2 (CXCL2) [62]. Jeli-
koz fMLF, MIP-1a a MIP-2 vyvolavaji chemotaxi pfes receptory asociované s trimernimi
G-proteiny (GPCR), shrnuto v [71], je mozné, ze CD45 reguluje odpovédi fizené dalsimi
GPCR.

Vysledky ukazujici, ze CD45 reguluje chemotaxi vyvolanou fMLF, MIP-1av a MIP-2,
jsou podlozené daty z CD45 deficientnich neutrofilii. Ty vSak nebyly vyuzity ke studiu che-
motaxe vyvolané dalsimi chemoatraktanty. V jejich pripadé se musime spokojit s vysledky
ziskanymi s pouzitim protilatek, o kterych nevime, jak presné ptisobi. Nejenze jednotli-
vé protilatky maji odlisny tc¢inek v ramci odpovédi na urcéity chemoatraktant, ale navic
ovliviiuji odpovéd na odlisné spektrum chemoatraktantii. Miizeme tedy jen odhadovat, ze
kromé fMLF, MIP-1ac a MIP-2 reguluje CD45 pravdépodobné téz chemotaxi vyvolanou
Cba a LTBy.

Kromé regulace signalizace chemotaktickymi receptory CD45 téz pravdépodobné re-
guluje i aktivitu adhezivnich molekul zapojenych do tohoto procesu (viz kapitola a

muze tak prispivat k regulaci chemotaxe na nékolika rtznych drovnich.

4.3 Produkce cytokint

Produkce zanétlivého cytokinu IL-6 neutrofily byla detekovana po aktivaci molekul
FeyRITa pomoci protildtek [72] [73]. Stimulace neutrofili protildtkami 1.22 (anti-CD45)
také vedla k produkci IL-6, avsak prokrizeni CD45 s FeyRlIla tuto produkci jesté vyrazné
zvysilo. Na zakladé téchto vysledki byly formulovany 2 hypotézy: CD45 reguluje produkci
IL-6 pres FeyRIla, nebo CD45 a FeyRIIa piisobi na produkei IL-6 nezavisle a jejich efekt
se pri vzajemném propojeni s¢ita [73)].

Mezi cytokiny u nichz byla studovana regulace prostfednictvim CD45 patii i IL-8 a
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TNF-a. Protilatky J-33, UCHL1 a ALB11 (anti-CD45, anti-CD45RO a anti-CD45RA)
vyvolaly po navazani na povrch neutrofilii produkci IL-8. Podobné doslo v dusledku ptiso-
beni protilatek UCHL1 a ALB11 ke zvysSeni exprese mRNA pro TNF-a. Na biochemické
urovni vyvolaly obé tyto protilatky snizeni tyrozinové fosforylace proteint o velikosti 100
a 180 kDa. Pisobenim protilatky UCHL1 bylo snizeno i mnozstvi detekované protein ty-
rozin kindzy LCK [74]. Obé tyto skutecnosti jsou podrobngji diskutovény v kapitole [£.9]

V rozporu s pozorovanym vyvolanim produkce IL-8 piisobenim protilatek J-33, UCHL1
a ALB11 byly vysledky jiné publikace, kde protilatka Brall (anti-CD45RB) nezptsobova-
la u neutrofilii vyznamnou produkei IL-8 [13]. Tento nesoulad mize byt zpisoben odlisnym
pusobenim protilatek rozeznavajicich odlisné epitopy a jejich rozdilnou regulaci aktivity
CD45.

Bohuzel regulace produkce cytokint neutrofilnimi granulocyty nebyla studovana s vy-
uzitim CD45 deficientniho modelu. Z vysledki studii vyuzivajicich protilatky nelze s jis-
totou urcit zda k pozorované produkci zanétlivych cytokint dochazi nasledkem aktivace,
inhibice ¢i zmény lokalizace CD45, a tedy jakym zpusobem jsou dané signalni drahy

prostfednictvim CD45 regulovany.

4.4 Signalizace vyvolana cytokiny a chemokiny

Studium vlivu CD45 na odpovéd vyvolanou cytokiny a chemokiny ukazalo, ze vaz-
ba protilatky Brall (anti-CD45RB) inhibovala vapnikovou odpovéd vyvolanou naslednou
aktivaci prostfednictvim chemokinu IL-8 (CXCLS), zatimco odpovéd na fMLF zistala
neporusena. Jind testovand protilatka PD7 (také anti-CD45RB) vsak tuto inhibici nevy-
volala. Jak jiz bylo nékolikrat diskutovano vyse, rozdilné vysledky mohou byt zplisobeny
tim, Ze tyto protilatky rozpoznavaji odlisné epitopy [13].

P1i podrobnéjsim studiu mechanismu inhibice protilatkou Brall bylo zjisténo, ze v di-
sledku jejiho piisobeni na neutrofilni granulocyty dochazi k internalizaci chemokinovych
receptori CXCR1 a CXCR2 (jiné povrchové receptory nebyly zasazeny). To pak zfej-
mé vede ke snizeni odpovédi na jejich ligand IL-8 [I3]. Aby byla vyloucena moznost, ze
CXCRI1 a CXCR2 jsou internalizovany v disledku autokrinniho ptsobeni IL-8 [75], bylo
studovano, zda vazba protilatky Brall vyvolava produkci tohoto chemokinu. Nebylo vsak
pozorovano vyrazné zvyseni produkce 1L-8 [I3].

Kromé inhibice vapnikové odpovédi po aktivaci IL-8, vazba protilatky Brall (na rozdil
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od PD7) snizovala i tyrozinovou fosforylaci proteinti pfiblizné mezi 54 a 60 kDa [13]. To
odpovida molekulové hmotnosti SFK (vice viz kapitola [4.9).

Pouziti relativné nespecifickych inhibitoru protein tyrozin kindz (genistein a herbimy-
cin A) vedlo ke snizeni internalizace CXCR1 a CXCR2 po stimulaci neutrofili protilatkou
Brall a k zachovani vapnikové odpovédi na IL-8. Tyto vysledky naznacuji, Ze internaliza-
ce CXCR1 a CXCR2 je zavisla na PTK. To je v souladu s hypotézou, ze vazba protilatky
Brall na CD45 vede ke zvysSeni aktivity téchto kindz a ta zatim nejasnym mechanismem
zpusobuje internalizaci téchto chemokinovych receptort. [13].

Dalsimi cytokiny jejichz signalni drahy CD45 pravdépodobné reguluje jsou TNF-«
a GM-CSF. Soucasné prokiizeni molekul CD45 protildtkou 9.4 (anti-CD45) a stimula-
ce jednim z téchto cytokini zptsobovaly vyssi produkci ROS nez samotné prokrizeni
CD45 nebo nezavisld stimulace TNF-a ¢i GM-CSF (podrobnéji viz kapitola . Tato
zesilena odpovéd byla zvlasté patrna u TNF-a. Prokrizeni CD45 a stimulace neutrofili
TNF-a také vedly k zesileni fosforylace nékolika proteinti, ke které dochazi po stimulaci
neutrofili samotnym TNF-«, a k indukci fosforylace dalsich proteini (podrobnéji viz ka-
pitola . Tyto vysledky naznacuji, ze CD45 muze regulovat odpovéd vyvolanou TNF-«
a GM-CSF. V piipadé TNF-« je tato odpovéd pravdépodobné zavislda na PTK [76]. Té-
mito kindzami by mohly byt jiz nékolikrat diskutované SFK nebo JAK kinazy, které se
ucastni cytokinové signalizace a jejichz aktivita je pravdépodobné negativné regulovana
CD45 [33]. K objasnéni, o které kinazy se jedna, by bylo potieba dalsiho studia s vyuzitim
specifickych inhibitori téchto kinaz.

Signalizace vyvoland cytokiny byla také studovana pomoci CD45 deficientnich mysich
modeltt. CD45 je zapojena i do regulace signalizace vyvolané chemokinem CXCL1. To
bylo vsak jiz podrobnéji popséno v kapitole [4.1]

Jind studie provedend s neutrofily izolovanymi z Ptpre™/~ mysi ukézala, 7e se tyto
neutrofily v reakci na MIP-1av a MIP-2 vyznacovaly zvysenou vapnikovou odpovédi, ze-
silenou fosforylaci proteinu ERK (viz kapitola [4.9)), vyssi polymeraci aktinu a zvysenou
chemotaktickou odpovédi ve srovnani s normalnimi neutrofily. K podobnym vysledktim
vedly i experimenty s Hck™/~ Fgr~/~ neutrofily. Podobnost fenotypit neutrofilic defici-
entnich v expresi CD45 a SFK vede k zavéru, ze CD45 negativné reguluje odpovéd na

MIP-1a and MIP-2 prostfednictvim aktivac¢nich ué¢inku na SFK [62].
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4.5 Signalizace pres Fc receptory

Signalizace ptres Fc receptory je v mnoha ohledech diulezitd pri obrané proti infek-
ci, shrnuto v [77]. Vzhledem k tomu, Ze jsou do signalnich drah Fc receptoru zapojeny
SFK, bylo pomoci protilatek studovano, zda CD45 reguluje v neutrofilech signalizaci pres
Fe receptory [73, [78].

Proktizeni molekul CD45 a FeyRIla, nebo CD45 a FeyRIIIb protilatkami mélo za
nasledek snizeni vapnikové odpovédi ve srovnani se stimulaci samotného Fc receptoru.
Toto snizeni bylo zavislé na koncentraci protilatky 1.22 (anti-CD45). Zaroven mélo pro-
kiizeni jednotlivych Fc receptorti s CD45 za nasledek ztlumeni jiz zapocaté vapnikové
odpovédi [78].

Déle proktizeni molekul CD45 s FcyRlIla, nebo s FeyRIIIb pomoci protilatek inhibo-
valo oxida¢ni vzplanuti vyvolané stimulaci téchto Fc receptoru [78], podrobnéji popséno
v kapitole 4.7]

Signalizace ptres FcyRIla byla citlivéjsi k proktizeni s CD45 oproti signalizaci pres
FeyRIIIb [78]. Toto pozorovani muze byt nasledkem odlisného zastoupeni téchto dvou
Fc receptori na povrchu neutrofili nebo jejich odlisné biochemické struktury, shrnuto
v [77], a z toho plynoucich rozdili v signalnich drahach.

Zajimavé je, ze k inhibici vapnikové odpovédi nedochéazelo pri soucasném prokrizeni
vsech t¥i molekul CD45, FcyRIla a FeyRIIIb. Jednim z moznych vysvétleni je, ze pri
zapojeni FcyRIla a FeyRIIIb dochézi k aktivaci neutrofilt pomoci jiné signdlni drahy,
kterd je nezavisla na aktivite CD45 [7§]. Pfi prokiizeni CD45, FeyRlIla a FeyRIIIb ale
mohou molekuly také vzajemné interagovat jinym zplsobem nez pii prokrizeni samotné
CD45 nebo CD45 s jednim typem Fc receptoru a tim odlisné regulovat aktivitu CD45.

Pr1i stimulaci Fe receptoru dochézelo k polymeraci F-aktinu a fosforylaci proteinu (viz
kapitoly [4.6| a [£.9). Prokifzeni CD45 s FcyRIIa tyto procesy inhibovalo [73].

Zda se, ze protilatky vyuzité ke studiu vlivu CD45 na signalizaci pres Fc receptory
pusobi na aktivitu CD45 inhibiéné (diskutovano v kapitole . Inhibice aktivity CD45
ma pravdépodobné za nasledek naruseni aktivace neutrofilii pres Fc receptory. Zaroven je
aktivita CD45 pravdépodobné nezbytna k udrzeni odpovédi pres Fc receptory, jelikoz pri
nespravné regulaci aktivity CD45 dochézi k preruseni této odpovédi. Pro potvrzeni této
domnénky je vSak nutné ovérit ziskané vysledky pomoci experimentii s CD45 deficientnimi

neutrofily. Dalsi moznosti je, ze CD45 primo defosforyluje ITAM motivy Fc receptorii ne-
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bo dilezité signalizac¢ni molekuly v jejich okoli. Tento uvazovany inhibi¢ni mechanismus,
ktery podporuji prace zabyvajici se fagocytickou synapsi a modelem kinetické segrega-
ce [32, 145], byl diskutovan v kapitole [2.5]

Zajimavé je, ze ackoliv se z vyse zminénych divodu zda, ze proktizeni CD45 s Fc re-
ceptory inhibuje signalizaci pres tyto receptory, tak v jiné studii pri prokrizeni CD45
s FeyRITa dochazelo ke zvyseni produkce zanétlivého cytokinu IL-6 (viz kapitola [73].
Jednim z moznych vysvétleni je, ze koncentrace CD45 v okoli FeyRIla byla v tomto
experimentu nizsi a neumoznila inhibi¢ni ptisobeni CD45. Jelikoz vsak k produkeci 11.-6
dochéazelo i pri proktizeni samotné CD45, dalsim moznym vysvétlenim by mohla byt hy-
potéza popsana vyse: CD45 a FeyRlIla plisobi na produkci IL-6 nezavisle a jejich efekt se

pri vzajemném propojeni sé¢itd. K objasnéni této skutecnosti je potieba dalsiho studia.

4.6 Fagocytodza

U CD45 deficientnich neutrofilit izolovanych z Ptpre™/~ mysi byl zjistén mirng po-
kles fagocytozy bakterii Staphylococcus aureus opsonizovanych komplementem [63]. Podle
tohoto pozorovani lze uvazovat o tom, ze CD45 se tcastni regulace fagocytozy. Jednim
z komplementovych receptorti, které se pravdépodobné podilely na zprostredkovani fago-
cytické odpovédi v tomto experimentu je i Mac-1. Jak bylo popsano vyse v kapitole [4.1] je
pravdépodobné, ze CD45 pozitivné reguluje aktivitu tohoto integrinu. Pri absenci CD45
tak ziejmé dojde ke snizeni jeho aktivity s negativnimi disledky pro fagocytozu, kterou
zprostredkovava.

Jind studie ukazala, ze interakce CD45 s protilatkou J-33 vede ke zvyseni povrchové
exprese Mac-1 a néslednému zvyseni fagocytdzy [74]. Jakym zpusobem dochézi k zesileni
povrchové exprese Mac-1 a jak pusobi protilatka J-33 pouzita v této studii na aktivitu
CD45, neni zndmo, a tudiz nelze z vysledktl vyvodit jasny zaver.

Pro spravny prubéh fagocytozy je také nutnd polymerace F-aktinu. Ta byla u ne-
utrofilti studovana po aktivaci jiného fagocytického receptoru FeyRIIa. Stimulace tohoto
receptoru protilatkami vedla k polymeraci aktinu, ktera vsak byla inhibovana, pokud byly
zaroven s protilatkami proti FeyRIIa pouzity i protilatky 1.22 (anti-CD45) [73]. Jelikoz se
zda, ze prokiizeni CD45 protilatkami pouzitymi ve této studii inhibuje aktivitu CD45 [73]
(diskutovano v kapitole a bylo navrzeno, ze polymerace F-aktinu je zavisla na aktivité
SFK [79], pravdépodobnym mechanismem regulace fagocytézy pomoci CD45 je regulace
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aktivity SFK, které nasledné spousti signalni drahu vedouci k polymeraci aktinu a na-
sledné fagocytoze. Dalsim moznym vysvétlenim inhibice polymerace F-aktinu je prim&
defosforylace ITAM motivi Fc receptoru nebo signalizacnich molekul v jeho okoli mole-
kulami CD45, které se v jeho blizkosti nahromadi po prokfizeni protilatkami. Takovyto
inhibi¢n{ mechanismus pisobeni CD45 podporuji i prace diskutované v kapitole [2.5] které

se zabyvaji fagocytickou synapsi nebo modelem kinetické segregace [32], 45].

4.7 Oxidacni vzplanuti

Ke studiu vlivu CD45 na oxida¢ni vzplanuti lidskych neutrofilii in vitro bylo zpoc¢atku
vyuzivano vazby biotinylovanych protilatek 9.4 na CD45 a jejich nasledné prokiizeni avi-
dinem. Samotné prokiizeni molekul CD45 protilatkami nebo stimulace riiznymi prozanét-
livymi faktory (TNF-a, fMLF, GM-CSF, zymosan, PMA, LPS, G-CSF, INF-v) mély za
nasledek indukci oxida¢niho vzplanuti. Soucasné prokrizeni CD45 a stimulace TNF-a,
fMLF nebo GM-CSF vyvolaly zesileni téchto odpovédi, zatimco odpovéd na soucasné
proktizeni CD45 a stimulaci opsonizovanym zymosanem, PMA, LPS, G-CSF nebo INF-vy
byla podobné bud odpovédi na samotné proktizeni CD45, nebo stimulaci prozanétlivym
faktorem v zavislosti na tom, ktera z téchto odpoveédi byla silnéjsi [76].

Naproti tomu prokiizeni CD45 s FeyRIIIb pomoci protilatek vedlo k redukei oxidac¢ni-
ho vzplanuti vyvolaného timto Fc receptorem a proktizeni CD45 s FeyRlIla tuto odpoved
potlacilo uplné [7§].

Studie CD45 deficientnich neutrofilii izolovanych z Ptpr¢™/~ mysi ukdzala, ze CD45
pusobi jako pozitivni regulator oxidaéniho vzplanuti. Nebot Ptpre™/~ neutrofily vykazo-
valy po stimulaci snizenou produkei ROS [63]. Naopak studie mysi s mutaci CD45E613R,
ukazala, ze izolované neutrofily se po adhezi na poly-RGD povrch vyznacuji zvysenou
produkei ROS [27].

Vzhledem k tomu, zZe vysledky ziskané prokiizenim molekul CD45 a FcR jsou podobné
vysledktim ziskanym aktivaci CD45 deficientnich neutrofilii, 1ze predpokladat, ze proti-
latky 1.22 ptsobi na aktivitu CD45 inhibi¢né. Opét vSak nelze vyloucit, ze v pripadé
prokiizeni molekul CD45 a FcR nedochazi k primé defosforylaci signalizacniho aparatu
téchto receptorii.

Vysledky Ptprc™/~ neutrofili naznaduji, ze aktivita CD45 je nezbytna pro dostatecnou

produkci ROS. Naproti tomu zvysenou produkci ROS miize zpusobit zménéna aktivita
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CD45 jako je tomu u neutrofili s mutaci CD45E613R. Zda se, ze v pripadé oxidac¢niho
vzplanuti ma mutace CD45E613R aktivacni efekt. Niméné jelikoz jeji ptisobeni na ak-
tivitu CD45 v neutrofilech neni zcela objasnéno, nelze ze ziskanych vysledkii vyvozovat
jasné zavéry. Opét jsou zde moznéd dveé vysvétleni. Vyssi aktivita CD45E613R mize vést
ke zvyseni aktivity SFK a to potom i ke zvysSeni oxida¢niho vzplanuti. Alternativnim vy-
svetlenim je ztrata schopnosti CD45E613R aktivovat LYN, kterd méa prevazné inhibi¢ni
funkei [26]. V souladu s touto hypotézou studie LYN deficientnich neutrofila ukazala, ze
LYN je negativnim regulatorem oxida¢niho vzplanuti spousténého integriny [69].
Zéavérem lze shrnout, ze CD45 je pravdépodobné pozitivnim regulatorem nékterych

signalnich drah, které spousti oxidac¢ni vzplanuti neutrofilii.

4.8 Lipoxygenazova draha

Po proktizeni CD45 protilatkami J-33 bylo u neutrofilti zjisténo, ze dochézi ke snizené
produkci LTB, a naopak zvysené produkei prostaglandinu E9 (PGE9). Coz je v souladu
se snizenou expresi mRNA pro LTA4 hydroldzu nezbytnou pro produkei LTBy4 a zvysenou
expresi mRNA pro COX-1 a COX-2, enzymu dulezitych pro syntézu PGE9 [80]. U mono-
cytl vsak mélo prokiizeni molekul CD45 na metabolismus kyseliny arachidonové opacny
efekt (zvyseni tvorby LTBy a snizeni produkce PGE9)[80].

Na zakladé téchto vysledki byla navrzena néasledujici hypotéza: Prokfizeni molekul
CD45 vede u monocytt k aktivaci lipoxygendzové drahy a néasledné produkei LTBy. LTBy
nasledné usnadnuje diferenciaci CDST T lymfocyti a zesiluje Thy cytokinovou odpoveéd.
Zaroven je LTB4 chemoatraktantem pro neutrofily. U neutrofild po prokiiZzeni molekul
CD45 dochazi k aktivaci syntézy velkého mnozstvi PGE9, ktery pisobi imunosupresivné
a zajistuje tak udrzeni homeostézy [80]. Prostfednictvim téchto molekul by CD45 mohla
regulovat odlisné faze imunitni odpovédi a podilet se na jeji iniciaci i nasledném ukonceni.

Jak pfesné puisobi prokrizeni molekul CD45 pomoci protilatek J-33 pouzitych ke stu-
diu regulace lipoxygenazové a cyklooxygenazové drahy na aktivitu CD45 neni znamo.
Nelze také jasné urcit, zda se CD45 uplatnuje v téchto procesech také in vivo. Pro lepsi
porozumeéni regulaci téchto dvou drah a upresnéni zda k této regulaci pomoci CD45 vibec

dochazi, je potrebné dalsi studium vyuzivajici CD45 deficientnich mysich modela.
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4.9 Fosforylace proteinti a aktivace SFK

Vzhledem k tomu, ze CD45 ma fosfatdzovou aktivitu a reguluje aktivitu SFK, shr-
nuto v [28], byla v mnoha studiich zabyvajicich se funkei CD45 studovana tyrozinova
fosforylace.

Po vazbé protilatky UCHL1 nebo ALB11 na CD45 (kterd méla za nasledek zvysenou
produkci IL-8 a expresi mRNA pro TNF-q, viz kapitola doslo ke snizeni fosforylace
proteint o velikosti priblizné 100 a 180 kDa [74]. Po vazbé protilatky Brall na CD45
(kterd inhibovala odpovéd vyvolanou IL-8, viz kapitola pak doslo ke snizeni tyro-
zinové fosforylace proteint o velikosti 54 az 60 kDa [I3]. Vzhledem k jejich molekulové
hmotnosti by se mohlo jednat o SFK. O jaké proteiny se skutecné jedna, vSak ani v jedné
ze studii nebylo zjistovano. Jak piisobi pouzité protilatky na aktivitu CD45 neni znamo.
K pozorované defosforylaci proteinii by vSak mohlo dochézet nejen zprostredkované diky
regulaci urcité signalni drahy pomoci CD45, ale také diky fosfatazové aktivité samotné
CD45.

Po spolecném prokiizeni molekul CD45 a FeyRIla nedochéazi k fosforylaci nékolika
proteint, kterd nastdva pii prokiizeni samotného FeyRlIla [73]. Jelikoz se zda, Ze toto
prokfizeni inhibuje aktivitu CD45 (diskutovano v kapitole , nabizi se vysvétleni, ze
nedochézi k defosforylaci inhibi¢niho tyrozinu SFK a tedy jejich aktivaci a fosforylaci
prislusnych proteint. Dalsi moznosti je, ze CD45 po proktizeni s FcR primo defosforyluje
jejich ITAM motivy a dalsi proteiny v jejich okoli a zabranuje tak signalizaci.

Po proktizeni molekul CD45 protilatkou 9.4 a stimulaci neutrofili TNF-a dochazi
ve srovnani s neutrofily stimulovanymi pouze TNF-a k fosforylaci proteini o velikosti
priblizné 70 a 78 kDa a zesileni fosforylace proteinti o velikosti 40 a 110 kDa [76]. O jaké
proteiny se jedna nebylo zjistovano, avsak bylo navrzeno, Ze protein o velikosti priblizné
40 kDa, by mohla byt MAP kinaza p38 [76].

Také studium CD45 deficientnich neutrofili odhalilo fadu rozdili ve fosforylaci pro-
teint, ke kterym ztrata CD45 v téchto bunkach vede. CD45 deficientni neutrofily maji po
stimulaci fMLF snizenou fosforylaci MAP kindzy ERK a dalsi dilezité kinazy AKT [63],
zatimco po stimulaci MIP-1a a MIP-2 je u CD45 deficientnich neutrofilti fosforylace ERK
zvysena [62]. Tato data naznacuji, Ze CD45 je schopna diferencidlné regulovat MAP ki-
nazové drahy v zavislosti na typu stimuli.

Déle bylo zjisténo, ze CD45 deficientni neutrofily maji vyznamné zvysenou fosfory-
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laci inhibi¢niho tyrozinu HCK a LYN. Zaroven tyto neutrofily mimikuji SFK-deficientni
neutrofily v odpovédi na fMLF (vapnikovad odpovéd, fosforylace ERK, chemotaxe) [63].
CD45 tedy velmi pravdépodobné odpovéd na fMLF reguluje pravé prostrednictvim SFK.

U CD45 deficientnich neutrofili byla také pozorovana zvysena fosforylace PTP SHP-1,
ktera se vSak po stimulaci fMLF snizila na troven fosforylace ve stimulovanych neutro-
filech s normélni expresi CD45 [63]. Jaky m4 toto zvyseni fosforylace u nestimulovanych
neutrofili vyznam je otazkou. O této fosforylaci je znamo, ze vede ke zvyseni aktivity
SHP-1 [81]. SHP-1 deficientni neutrofily se vyznacuji zvysenou adhezi [82], naproti to-
mu CD45 deficientni neutrofily maji nizs{ schopnost adheze [63] (viz kapitola [4.1). Je
tedy mozné, ze CD45 reguluje adhezi neutrofili pravé prostirednictvim regulace aktivity
SHP-1. Nicméné k nalezeni odpovédi na tuto otazku je nutné dalsi studium fosforylace
SHP-1 v pribéhu adheze neutrofili.

Neutrofily s mutaci CD45E613R vykazuji po stimulaci CXCL1 sniZzenou fosforyla-
ci inhibi¢niho tyrozinu SRC. Zaroven je u téchto neutrofili po stimulaci E-selektinem
zvysena fosforylace aktivacniho tyrozinu SRC. Vzhledem k tomu, Ze byla po stimulaci
CXCL1 a E-selektinem pri nasledné fosfatazové eseji pozorovana vyssi fosfatazova aktivi-
ta CD45 [27], jsou tyto vysledky spolu s vysledky z CD45 deficientnich neutrofili v souladu
s hypotézou, ze CD45 reguluje migraci neutrofili tizenou CXCL1 prostrednictvim svého
aktivac¢niho pusobeni na SFK.

Zajimavy vysledek poskytla studie [74]. Vazba protilatky UCHL1 na CD45 vedla ke
snizeni exprese LCK [74]. Nicméné exprese LCK neni ani v klidovém stadiu neutrofila
vysoka [53]. Jaky mé tedy pozorované snizeni exprese LCK vliv na aktivaci neutrofild,
jakym zpusobem k tomuto jevu dochézi a zda neni zptsoben vazbou Fc ¢asti protilatky
UCHLLI na Fc receptor [74] nebylo objasnéno.

Celkové lze shrnout, ze CD45 ovliviiuje v neutrofilech fosforylaci celé rady proteini.
Casto se jedné o efekty zprostFedkované SFK, které jsou nejlépe prostudovanymi substraty
CD45. V nékterych pripadech ale mtze jit i o vysledky primého ptisobeni CD45 na jiné

proteiny.

4.10 Celkova obrana proti infekci

Procesy popsané vyse se ve svém souctu podileji na celkové obrané proti patogentim.

Celkova obrana proti bakteriim byla studovana na dostupnych mysich modelech — CD45
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deficientni (Ptpre™/~) mysi model (obrana proti kozn{ infekci S. aureus) ¢ mysi model
s mutaci CD45E613R (obrana proti plicni infekei E. coli).

U Ptpre¢™/~ mysi byla in vivo zjisténa snizend schopnost odstrafiovat bakterie z or-
ganismu (tzv. ,clearance®). Pocet neutrofilii v misté infekce byl vSak srovnatelny s WT.
Nicméné neschopnost ac¢inné likvidovat bakterie vede ke zvysSeni mnozstvi bakterii v misté
zanétu a silnéjsim chemotaktickym signdltim. Proto byl experiment opakovan s usmrceny-
mi bakteriemi a ukazalo se, Ze pocet neutrofili, které po 6 hodindch migrovaly do mista
infekee je u Ptpre™/~ my$i nizsl nez u WT. Déle bylo zjisténo, ze CD45 deficientni ne-
utrofily izolované z Ptpre™/~ mysi maji pii nizkych davkach fMLF narusenou vapnikovou
odpoved. Stejné tak byl popsan defekt v adhezi, chemotaxi, fagocytoze a oxidacnim vzpla-
nuti. Tim se podrobnéji zabyvaly ptredchozi kapitoly [.1], a [A.71 Ackoliv CD45
deficientni neutrofily nevykazovaly snizenou schopnost zabijet internalizované bakterie,
zd4 se, 7e jejich funkéni poskozeni v soudtu zptsobuji u Ptpre™/~ my$i relativné slabsi
obranu proti infekci [63].

U mysi s mutaci CD45E613R byla rovnéz zjisténa nizsi obrana proti bakteriim. U téch-
to mysi prostupovaly neutrofily do intersticia stejné uc¢inné jako normélni neutrofily.
V tomto kompartmentu vsak mutantni neutrofily setrvavaly a jejich migrace do mista
infekce nepokracovala. To je diivodem snizeného poctu neutrofilii v misté infekce a zhor-
sené obrany proti infekei [27].

Zavérem lze shrnout, ze aktivita CD45 a jeji regulace je diilezita pro spravnou funkci

neutrofilli, ktera prispiva k icinné obrané proti patogentim.
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5 Zaveéer

CD45 je dilezitou signalni molekulou nejen neutrofilii. U neutrofilti se podili na regula-
ci adheze, chemotaxe, signalizace vyvolané CXCL1, MIP-1a a MIP-2, regulaci fagocytézy
a oxidac¢niho vzplanuti. Regulace téchto procesti pomoci CD45 jsou podlozeny experimen-
ty provedenymi na CD45 deficientnich modelech.

CD4b5 se také pravdépodobné podili na regulaci produkce IL-6, IL-8 a TNF-«, odpovedi
vyvolané IL-8, TNF-a a GM-CSF a regulaci lipoxygenazové a oxygenazové drahy. Studie
zabyvajici se témito procesy vsak byly provedeny pouze s vyuzitim protildtek proti CD45
a pro potvrzeni, ze je CD45 opravdu reguluje, je potieba dalsiho studia s vyuzitim CD45
deficientnich modeli a dalsich metod.

Celou tadu signalnich drah CD45 ziejmé reguluje zprostifedkované pomoci regulace
aktivity SFK. Je pravdépodobné, ze CD45 také primo defosforyluje mnoho dalsich protei-
nl. Néco takového predpoklada napriklad model vytésnéni CD45 a dalsich recetorovych
fosfataz z fagocytické synapse. Jakym zplisobem je CD45 u neutrofili zapojena do regu-
lace jednotlivych signalnich drah, a které drahy reguluje pfimo a které prostiednictvim
SFK, ziistava neobjasnéno. K tomuto objasnéni by bylo potteba dalsiho studia fosforylace
proteint, zejména u CD45 deficientniho modelu.

V poslednich nékolika letech zdjem o studium CD45 ponékud ustal. Tato prace vsak
ukazuje, ze mnoho poznatki ohledné této molekuly zistava neobjasnéno, a to se tyka

nejen jeji funkce v neutrofilnich granulocytech.
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