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3. BEVEZETES

A szubsztratjukat tirozin aminosavon foszforilalképes tirozin-kinazok
szamos sejtiikodést szabalyoznak a sejtek proliferaciojatdl &tivacioig. Ezen
kindzok mnikddése szigorian szabalyozott folyamat, melynekarzavbetegségek
kialakulasat eredményezheti. Ezen kérképek kodimdh a kilonbdg tirozin-kinaz
géatlé molekulak alkalmazésa egyre komolyabb teddith

A kulénboz gyulladasos folyamatok kialakuldsaban és a kovetkémyes
szOvetkarosodas létrejottében szamdétiezerepet jatszanak a vizsgalataink fokuszaban
allo mieloid eredéi fagocitasejtek, a neutrofil granulocitak. A nefitek effektor
funkcidinak megjelenéséhez vezetjelatviteli utak lebonyolitAsaban, szamos
farmakologiai és genetikai megkozelitéssel nyedadatmi adat alapjan kodzponti
szerepet jatsz6 fehérjék a tirozin-kinazok.

A velesziletett és adaptiv immunrendszer szorossdaisagban, egymasra
épllten, kétdl kardként egyrészt biztositja a szervezetet kdrdsitasok kivédését a
gyulladasos folyamatok soran, masrészt azonbamoafin hangolt fikddések szigoru
szabalyozottsag aldli koros kisiklasaval a szervessgat szOveteit pusztitva, azok
jelents funkciovesztését eredményezhetik az autoimmutiaghasok soran. Az idult
gyulladdsos betegségek a krénikus betegségek égpiikagyobb csaladjat képviselve
széles tarsadalmi rétegeket érintenek, ezaltalrhasaterhet ronak a tarsadalom és az
egeészségugyi ellato rendszerek egészére vilagsEada megbetegedések terapiajanak
megoldatlansaga hatalmas igényt tdmaszt 0} tAmadfspés hatdsmechanizmusu
gyogyszerek fejlesztésére. A betegségek kialakindaséés pathomechanizmuséban
jelentbs szerepet jatszé sejtek jelatviteli folyamatainfdob megismerése, a
folyamatban kulcsfontossagu szereppel bird célnutddkazonositasa elengedhetetlen a
gyogyszerfejlesztés alapjat szolgaldé, célmolekalakrspecifikus gatloszerek
kifejlesztésehez.

Doktori 6sztondijasként a gyulladasos folyamatokelddr sejtjeiben, a
neutrofil granulocitdkban zajlo jelatviteli utak zegalataval foglalkoztam, kulénos
tekintettel a szignalizacidban elengedhetetlerzitirkindzokra. Munkam fontos részét
képezték a kismolekulas tirozin-kinaz gatlé dashtineutrofilekre és autoimmun

gyulladasos folyamatokra gyakorolt hatdsainak \Afg, ezért a tirozin-kinadzok,
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valamint a neutrofil granulocitak bemutatasan ¥iden dsszefoglalom az autoimmun

gyulladasos megbetegedések és azok terapiagdeneinek irodalmi hatterét is.

3.1 Atirozin-kindzok

A protein-kindzok olyan enzimek, melyek nagy ergigimolekuldkrél (igy
példaul az ATP#l) foszfatcsoportot képesek egyes célmolekulakigelzai, ezaltal
jelenbsen befolyasolva a target lokalizaci6jat és/vaggkdését, ez utdbbi réven
aktivitasfokozédast vagy éppen gatlast okozva. langeg eukariota sejtekben valo
elterjedtségére jellendz hogy a human genom kédolé szakaszanak kozel 2%-a
valamilyen protein-kindzt kédol, szamos sejt tobbiinazt is expresszal, valamint az
intracellularis fehérjék harmada képes foszfordald2,3].

Attél fuggéen, hogy a szubsztrat fehérje szerin/treonin vaggzin
aminosavjain torténik a foszforilacio, megkulonk&idnk szerin/treonin-kinazokat és
tirozin-kinazokat. A tirozin-kindzok szamos sejikddésben vesznek részt, a sejtek
valtozasokig [4]. A lokalizacié alapjan a tirozimkzokat receptor kinaz és
nemreceptor kinaz csoportokra oszthatjuk. Asbkire j6 példa az epidermdlis
novekedési faktor receptor (EGFR), a vérlemezkeediendvekedeési faktor receptor
(PDGFR), az érendotél névekedési faktor recept®@@QGFR) vagy az inzulin receptor,
mig a nemreceptor tirozin-kinaz csaladba sorolhaakSrc-tipusu kinazok, a Syk
tirozin-kinaz, tovdbbé az Abl-kinaz, a FAK (fokabslhézié kinaz) és a Janus-kindzok
(JAK) [5]. A tirozin-kindzok katalitikus alegységék mikodése szigorl szabalyozas
alatt all, melynek fontossagat j6l mutatja a kdngitran aktiv tirozin-kindzok daganatok
kialakulasaban betoltott szerepe [6]. A kindzakdiwiszabalyozottsagaért féletk a
kilonbo® protein-tirozin foszfatazok, mas szerin/treoninddok, és jelels szereppel
birnak a folyamatban az autoregulacios mechanizknSh@ Dolgozatom tovabbi
részében etsorban a nemreceptor tirozin-kindzokra fokuszalok.

A sejtek citoplazmajaban elhelyezkednemreceptor tirozin-kinazok a
jelatviteli folyamatok kozberds hirvivdé molekulai. Membranreceptor-tarsaikkal
ellentétben természetesen nem rendelkeznek extdacsl ligandkéd, sem

plazmamembran doménnel, a legtébb esetben a dtoplzan helyezkednek el,
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ugyanakkor bizonyos esetekben a plazmamembranhgzilniek aminoterminalis
mirisztil- vagy palmitoil-csoport révéen [7]. A kimék szerkezetének kozos eleme a
konzervalt felépités katalitikus domén, mely egy ésorbanp-redk altal alkotott N-
és egy dominansan-helikalis szerkezét C-terminalis aldomérdb épul fel. Ezek
egyuttesen felések a foszfat-csoport donor molekula (példaul a?PATogzitéseert
divalens kationok révén, valamint a foszforildlandgéhérje megkotésért [8]. A
foszforilaciot mediald katalitikus doménen kivihemreceptor tirozin-kindzok szamos
esetben rendelkeznek protein-protein, protein-lipeby fehérje-DNS kapcsolédast
lehetvé tevv doménekkel. Az else j0 példa a korilbelil 100 aminosavbol felépul
foszfotirozinokat felismerni képes Src-homologiddimén (SH2) vagy a kisebb méret
prolingazdag régiokra specifikus SH3-domén [7]. &k/Bec-csaladba tartozo fehérjék
jellegzetes alkotéeleme a Pleckstrin-homoldgia jP#mén, mely tobbek kozott a
foszfatidil-inozitol-3-kindz  nikddése révén |étrejév foszfatidil-inizitol-3,4,5-
triszfoszfatot képes felismerni [9].

Az extracellularis aktivacid hatasara a tirozinddok intramolekularis és
intermolekularis mechanizmusok révén konforméaci@ziison mennek keresztil. Ez, a
foként mas fehérjek altal tortérioszforilacio, illetve az azonos enzim medial@ansz-
autofoszforilacio altal éidézett konformacidvaltozds alapbeelentisédi a tirozin-
kindzok nmikddése szempontjabal [8].

A nemreceptor tirozin-kindzok jellegzetes képwised proto-onkogén Src-
kindzok. Az Src-kinazok szamos sejten bellli jetétv folyamatban részt vesznek,
tobbek kozott a sejtndvekedésben, differenciacipbagracioban és sejttulélésben. Az
Src csaladba tartoznak a szélesk@xpressziot mutatdé Src, Fyn és Yes kinazok,
ugyanakkor tébb Src csaladba tartozé kinadz kitejéze a hemopoetikus sejtekre
korlatozodik, idetartozik #édck, Fgr, Lyn, Lck és Blk. Az Src csaladba tartaizGzin-
kindzok szerkezetére 6 funkcionalis régio jellérfi0] (1. abra).

N-terminalison talalhatéo a mirisztilacidés helyet gaban foglalo és ezaltal a
membran-lokalizaciéért felés SH4-domeén, ezt koveti egy Src-kindzokra jellémz
egyedi domén, melynek funkcigjarél viszonylag ketedsmeriink, feltehéén
specifikus kapcsolddasi helyet biztosit egyes rexeg és célfehérjék szamara [10]. Az
SH3- és SH2-doménnek jeléat szerepe van a kinazaktivitds intramolekularis

szabalyozasaban. Az SH1 a tirozin-kindz katalitik@g)y kinaz domeénje, mely a
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kindzaktivitasért és a szubsztrat specificitasdel 110]. A C-terminalis régié az SH2 és
SH3 doménekkel egyltt vesz részt az Src-kinazokvitdgdnak szabalyozasdban
[10,11]. A C-terminalison l& Tyr530 foszforilalt formaban képes kdni az SH2
régiohoz, ez, valamint az ezzel edipen kapcsolodé SH3 és SH1 domén biztositja a
defoszforildlodik, a gatld intramolekularis kapea#toh C-termindlis régid, és az SH2
domén kozott felbomlik, a molekula felnyilik. A je$ aktivaciohoz azonban szikséges
a kindz domén aktivacios hurkabandé&wr419 foszforilacioja is [10].

[
. — » Src, Fyn, Yes
i AN
Sre-csalad Mirisztil/ ||SH3| |SH2| | i |J(:terminélis HCk’ Fgr' Lyn
palmitoil-csoport régio Lck, Blk, Yrk
5] [oe] e [T T Aoz Abi2
Abl-csalad Mirisztil- ~ N-terminalis Utolsé exon régié

csoport sapka régio

|:l Ber ISH3| |SH2| | Kinaz domén |"|I |||| .]] Bcr-Abl

I:I SH4 domén . PXXP motivum . Coiled-coil domén
I:' Src-kinazokra jellenizegyedi domén I:I Nuklearis export szignal . DNS-két domén
. Autoinhibiciés sapka [ nuktearis tokaiizacies szignal . Aktin-k6ts domén

1. bra: Az Src- és Abl-kinaz csalddok doménszerketnek vézlata.A foszforilacios lelyeket ner

.7z

foszfotirozint. Az abrat a [1] referencia kdzlemBep megtalalhat6é abra alapjan rajzoltam.

A nemreceptor tirozin-kinazok tovabbi részletesasgalt kepvisdije az Abl-
kinaz, melynek egy kromoszéma-aberracio révén kiddakonstitutiv kindz-aktivitasa
all egyes, Philadelphia-kromoszéma pozitiv leukénhédrejottének hatterében. Az Abl-
kinazoknak két human izoformaja ismert: az Abll & Abl2, melyek &ltalanos
expressziot mutatnak [12]. Fontos szereplik van jldsekedésben, sejttalélésben,
sejtmigracioban és morfogenezisben, valamint aermsejppelili DNS karosodasra,
oxidativ stresszre adott sejtvalaszokban [12]. Aax-lnazok esetén is, — az Src-
kindAzokhoz hasonldéan — egy SH3-SH2-kindz doménéegiiztositjia a molekula zart
terminalis régié kulcspozicioban kwirozin-foszforilacios helye. Azonban az Abl-

kindzok az N-termindlis végen egy — az 1b spliceana esetén mirisztoilalt — sapka
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régioval rendelkeznek, mely sapka régido esszenciali kindzaktivitas negativ
szabalyozdsaban a zart konformacié rogzitése rg¢¥8h A C-termindlison egy
Kiterjedt ,utols6 exon régio” taladlhatd, mely a &mnsejten bellli lokalizacidjaért, illetve
a DNS-hez és a citoszkeleton egyes elemeihez tkigridésert felgls [1]. A 9-es és
22-es kromoszoma reciprok transzlokacioja kovetdmat expresszaldodo, konstitutivan
aktiv Bcr-Abl fuzios onkoprotein esetén az Abl-kirdutoinhibiciés N-terminalis sapka
régié nagyrésze elveszik, illetve a kapcsolodé dmmén révén egy coiled-coil szakasz
keril a kindaz N-terminalis régiojara, mely a BcrltAbfuzios fehérjék
oligomerizaci6jahoz és a kinaz domén aktivacios k&wak fokozott
transzfoszforilaciéjahoz vezet (1. abra). Mindeaglyltt felebsek a Bcr-Abl fuzios
fehérje konstitutiv kindz aktivitasaert [13].
A tirozin-kinazok sejten bellli jelatviteli utakbametoltott kiemelked

szereplk, valamint rendellenes katalitikusikddésik, vagy a talzott sejten beldli
expressziojuk soran kialakulé (gyakran daganatosgbetegedésekhez vedpt

patoldgias elvaltozasok okan a gyogyszerkutatasokedt célpontjaiva valtak [14].

3.1.1 Tirozin-kinaz gatlok

A tirozin-kindzok kulonboé sejtfunkcidkban és betegségekben betdltott
kiemelked szerepe felvetette az igényét a tirozin-kinazaegcifikusan gatolni képes
molekulak kifejlesztésének, igy jelentek meg keladeta kutatasban, majd a klinikai
gyakorlatban a kulonbdztirozin-kinaz gatldk. A tirozin-kinaz inhibitorokagy ebnye,
hogy eballitasuk relative olcsé (mely természetesen egyggszercég gazdasagi
megfontolasai miatt korantsem jelenti a térzskomgte gydgyszer alacsony arat),
technikailag kodnnyen kivitelezhigt valamint tovabbi ényidk, hogy ezek a
kismolekulds géatlészerek oralisan adagolhatok. étgin-kindzokat gatld inhibitorok
tobbféle modon fejthetik ki hatdsukat, igy kapcdblitnak a ligandkét helyhez
(ortosztérikus gatlas), illetve befolyasolhatjak liganddal tortéfi interakciot a
ligandkot helytl eltérs pozicidban is (allosztérikus gatlas) [15]. Ez widbsetben
hathatnak az ATP-kétésre kompetitiv  antagonizmusrmé&gaban, illetve
befolyasolhatjak a fehérje konformacidjat az ATRéKkEpesség befolyasolasa nélkiil is
[15]. A legtébb ma a terapiaban hasznalatos kil ATP-antagonistaként fejti ki a
hatdsat [16]. A kronikus mieloid leukémia (angol elwi roviditéssel CML)
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konstitutivan aktiv Bcr-Abl fuzids fehérjetikodése kdvetkeztében kialakuld tirozin-
kinaz-mediélt mieloproliferativ megbetegedés, mekykezelésében élsént juthattak
forradalmasitotta a kis molekulasulyu tirozin-kirgé&l6 imatinib, mely a hagyomanyos
interferon/citozin-arabinozid kezeléssel szembemakjasléan [Ol teljesitett és
hosszutavon is hatékonynak bizonyult [17,18]. Amagekulas tirozin-kinaz géatlo
imatinib a kindz domén ATP-kdthelyéhez kdtdik a kindz inaktiv, zart allapotaban
[19], mely nagyban kildnbozik a tobbi tirozin-kindzmint példaul a szerkezetileg
nagyon hasonlé Src-csaladba tartozo kindzok —im&kinformaciojatdl, és ez biztositja
tébbek kozott az imatinib specificitasat is az Ablaz gatlasban [20]. Az oralis
imatinib kezelés a betegek nagy részében komplegjanetikai remissziot eredmeényez,
emellett biztonsagos és altalaban jol toleralhasinkivanatos tény ugyanakkor, hogy a
CML-ben szenvedl betegek egy részében mutacidé révén a terdpia soratinib-
rezisztencia alakul ki, kis hanyadukban pedig erahcia eredményez sikertelenséget
[21]. Emiatt szikség volt masodvonalbeli szerekejlesztésére, igy jelent meg a
terapidban a dasatinib, illetve a nilotinib [22]. Iégtobb kismolekulas tirozin-kindz
gatlé tobb kindz egyidéjgatlasat is eredményezi, hiszen a legtdbb inhilaittrozin-
kindzok rendkivil konzervalt ATP-k®tzsebét célozza meg [23]. A tirozin-kinaz gatldk
off-target hatasai azonbandésithetik a célmolekulan kifejtett hatast, vagy azdh
Gjabb ebnyds bioldgiai hatassal gazdagithatjak a gatldailesimazhatdsagi palettajat
[23]. Mindezt j0l példazza a c-Kit-re és a PDGFRisehaté imatinib, mely Abl-
fuggetlen gatlo hatasai révén nyerhetett alkalmaaaszolid daganatok kdzé tartozo
gasztrointesztinalis sztromalis tumorok, valamint hapereozinofilia szindroma
terapigjaban [24].

Egyes daganatok kialakulasaban fontos szerep jute@eptor tirozin-
kindzoknak, igy az epidermalis novekedési faktareptornak (angol roviditéssel
EGFR-nek) bizonyos tigdlakokban, valamint a human epidermalis ndovekedsdiof
receptor 2-nek (angol roviditéssel HER-2-nek) egm$itumorokban. Ezek fényében
nem meglef, hogy az EGFR-gatld gefitinib és erlotinib hatékaak bizonyult nem-
kissejtes tudrakban, illetve, hogy a EGFR és HER-2 &sttgatld lapatinibet
torzskonyvezték érehaladott enditumorok esetében [25].
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Az immunsejtek normal tikodéséhez is elengedhetetlenek a kulonféle tirozin-
kinazok, igy példaul a Syk tirozin-kinaz vagy a BikB-sejt receptor jelatvitelhez,
valamint a Janus-kindzok az I-es és ll-es tipustkici-receptorok szignalizaciojahoz
[26,27]. Egyes citokinek autoimmun gyulladasokbatbliott szerepe felvetette, hogy a
citokin-receptorok szignaltranszdukciéjaban részivéanus-kinazok gatlasa hatékony
lehet a koérképek kontrolljdban. Ezzel 6sszhangbadAK1l- és JAK3-specifikus
tofacitinib eredményesnek bizonyult reumatoid tiszben szenvédbetegek tineteinek
mérséklésében, szépen demonstralva azt, hogy aaogii alkalmazason kivil a
reumatologia/klinikai immunoldégia teriletén is fostlehet a tirozin-kinaz gatlas, mint
terapids megkozelités, ezzel is kiszélesitve aitirkinazok gyodgyitasban betoltott
szerepét [28].

A tirozin-kindz gatlék alkalmasak lehetnek (speaxtifisuknak megfeléen) a
jové gyogyaszatanak tartott személyre szabott teragiétakitdsara is egyes
betegségekben. A személyre szabott terdpiak a wolakek biologia fejpdésének
koszonheten a kilonbo& betegségek molekularis hatterének megismerésgwateg,
illetve a betegség egyeéni jellegzetességeit szeitt &riva olyan célzott terapiak
(lehetnek), melyek a gydgyszeres kezelési strdtagiabiztonsagosabba és
hatékonyabba tehetik. Ez mind a betegre, mind sad@mi ellaté rendszerekre nézve
szamos ényt rejt magaban.

3.1.1.1 Dasatinib (BMS-354825; Sprycel®)

A Bristol-Myers Squibb

gyogyszergyarto cég fejlesztésébi

létrehozott masodik generéaciés, oralis NLN Ny HN@
. . . . | JH
adagolhato, kismolekulas tirozin-kina N/J\/ku S
/\/N\)

gatl6 dasatinib a nevét alkotéjaré "o

Jagabandhu Dasrol kapta [29]. Das e | »
2. 4bra: A dasatinib szerkezete

rendkivil hatékony Src csaladba tartoN-(2-kloro-6-metilfenil)-2-[[6-[4-(2-hidroxietil)-1-

kinazokat gatlé vegyiiletet hozott étre (‘p|Perazmll)]-2-met|IT4-p|r|m|d|n|l]-am|n0)]-1,3-
thiazol-5-karboxamid

abra). Korai in vivo vizsgélataikban

oralisan aktiv vegyuletnek bizonyult, és képes \Jelentts mértekben gatolni a

kisérletes adjuvans artritisz kialakulasat patk&bgn [29]. E nagy hatékonysagu
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kindz-gatlé szelektivitasi vizsgalatai soran féngridt arra, hogy az Src-kindzok
csaladjaba tartozd Lck, Src, Yes, Fyn, Hck, FgrnLwyolekulak mellett szintén
szubnanomodlos I§g koncentracidban gatolja az Abl-kindzt, a Bcr-Abhktitutiv Abl-
kindz aktivitassal rendelkéZlzios fehérjét, a c-Kit molekulat, a PDGF-recept(-t,

az Ephrin-receptor tirozin-kinazokat, valamint a-osaladba tartozo Btk tirozin-kinazt
[29-32]. A dasatinib az Src-kindzok gatldsan t&lca-Abl gatldsa révén kertlt a tovabbi
vizsgélatok kdzéppontjdba. Mar 2004-ben leirtAkmdiaantitumoralis hatasat K562
(human blast-fazisos CML sejtvonal) xenograft atlatlellben [32]. A dasatinib jéval
(~325-sz6r) hatékonyabbnak bizonyult a kronikus lome leukémiaban szenvéd
Abl géatlasban [33]. Mindemellett az imatinib-rezesaciaért sok esetben a Bcr-Abl
fuzios fehérje kinaz-domeénjét érntmutaciok felebsek, melyek néhany kivétélt
eltekintve nem befolyasoljak a dasatinib hatékogst§33]. A dasatinib, az imatinib-
hez hasonlbéan a kindz-domén ATP¢dsebéhez kapcsolédik, azonban szemben az
imatinibbel, a dasatinib nem csupan a kinadz inaktiumajahoz képes kédni,
stabilizalva az inaktiv konformaciét, hanem fugegetll a kindz aktivacios allapotéatal,
mind a kinaz inaktiv, mind az aktiv formajahozddite gatolja annak tikbdését [34].
Napjainkra szamos 6sszehasonlitd klinikai vizsgalatrendelkezésiinkre, melyek a
dasatinib hatékonysagat bizonyitjak a CML, és dadblphia kromoszéma pozitiv akut
limfoid leukémia (Ph+ALL) kezelésében masodvonalbsterként adva imatinib-
rezisztencia vagy imatinib-intolerancia esetén [35]dasatinib eldvonalbeli szerként
az Ujonnan diagnosztizalt betegek terapiajdban mgngikans kulonbséget
eredményezett az imatinibbel szemben: az antitumadnatas korabban megjelent, a
hatds nagyobb volt, és tovabb tartott dasatinibelész esetén, mint imatinib adasa
mellett [35]. Mellékhatds profilja nem elhanyagdtha azonban kezelhiiek
tekinthet, a kezelés mellett megjekerkaros reakciok visszafordithatok. A dasatinib
terapia mellett jelentkéz leggyakoribb mellékhatasok a mieloszuppressszi&é(it
neutropénia, trombocitopénia), folyadékretenciGzesek és pleurdlis folyadékgyulem
kialakulasa, illetve fokozott fogékonysag jelenilegna kilonbo& (bakterialis, virdlis,
gombas) fedzésekkel szemben [35,36]. Ezeken tul gyakoriak sztgaintesztinalis
tinetek, fejfajas, kiutés, kardialis diszfunkcidhipertdonia kialakulasa [35,36]. Az

amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerugyi Hatdsag (Faod Drug Administration, FDA)
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és az Eurdpai Gyogyszertugynokség (European Medickgency, EMA) 2006-ban
engedélyezte al&ként a dasatinib terapias alkalmazasat CML és Phl Kezelésére
[37,38].

A dasatinib t6bb kinaz tikodését képes befolyasolni, ezért szamos jelatvitel
atvonalra hat a kulonbézsejtekben. Dramai mértékben képes gatolni az Salddba
tartozé kindzokat, illetve szamos (fentebb mardielk) kinazt is, melyek tébbségének
rosszul szabalyozott thodése rendkiviul fontos szereppel bir a kulédbtiznoros
elvaltozasok megjelenésében [39-45]. Ezen tulagigisal fogva elkezdték kiterjesztett
preklinikai és Klinikai vizsgalatokban elemezni aatdsat monoterapiaban és
kombinaltan adva a hematoldgiai daganatok széledah@ben és egyeb nem-
hematolégiai daganatok, szolid tumorok (érak, prosztratardk, melanoma,
kolorectalis karcindma, nem-kissejtes dkdrcinéma, fej-nyaki daganatok) esetén is
[46-54].

Azon tul, hogy szamos részletes analizis all rémd@sinkre a dasatinib
hatékony gatlo hatasarol tumorsejteken/sejtvonalakoa mar egyre szeélesebb &or
irodalmi adat lelhét fel a normal, egészséges sejtekre gyakorolt offetahatasairdl is.
A dasatinib gatolja a T-limfocitak T-sejt receptord TCR) keresztili jelatviteli
folyamatait, igy a sejtek TCR-en Kkeresztuli aktiogt, proinflammatorikus
citokintermelését, proliferaciéjan vitro ésin vivo [55]. A T-sejtek TCR-en keresztiili
folyamatainak blokkolasa, felteliein a dasatinib egyikéfcélmolekulajanak, az Lck
gatlasanak koszontée{56]. A dasatinib tovabba gatolja a CI¥D25" regulacios T-
sejtek (Treg) mkodeését is [57]. Figyelemre mélto, homyvitro képes gatolni a HIV-
fertézott paciensekdd szarmazé primer CO4T-limfocitak HIV1 termelését [58]. A
kialakult képet azonban tovabb arnyalja a dasat{gb mas kismolekulas Src-kinaz
inhibitorok pl. bosutinib, saracatinib) paradox ds#t a T-sejtek proliferaciéjara, mely
alapveben befolyasolhatja a kemo-immunterapiadgj@t. Ugyanis a dasatinib T-sejt
proliferaciora gyakorolt kdzvetlen szuppressziv aBat mellett felmertl, hogy a
dasatinib jelenlétében érlelt human mieloid erédeéndritikus sejtek (részben az
altaluk termelt IL-12 citokinen keresztll) fokozz&ke antigén-specifikus T-sejtek
proliferaciojat [59]. A Treg sejtek gatlasaval etfygz a CD8 sejtek elszaporodasahoz
vezethet, mely a Klinikai terapia szempontjabdl aagpt hordozhat é&hyodket

(antitumoralis hatas) és hatranyokat (autoimmuritk®zddasa) is [60]. A dasatinib
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ezeken tul dozis-fudg mdédon csokkenti a természetess tdejtek (NK sejtek)
citotoxicitasat K562 és Jurkat sejtekkel szembeh].[@ovabb4a gatolja a bazofil
granulocitak Fe-receptor-l-en keresztilli aktivaciojat, tobbek kibzéiz IgE-fligd, és
allergén-kivaltotta  hisztamin-termelését, valamindz interleukin-4  citokin
felszabaditasat, mely hatas hatterében felbehettzponti szerepet jatszik a Btk gatlasa
[62]. A dasatinib gatolja a vérlemezkék kollagédtikalt aktivalédasat is, valamint a
trombus kép&déstin vitro, és meghosszabbitja a vérzést id vivo kisérleti allatokban
[63]. A megakariocitadk rikodésének gatlasa révén karositja a vérlemezkeslépiz
[64]. Szintén gatolja az oszteoklasztok kéghzsét, és aktivitasat [65], mely vivo
csonttdmeg névekedést eredményez [66].

Annak ellenére, hogy a szakirodalom a fenti példékpjan is Bvelkedik
informéacidanyaggal a dasatinib normal, érett (imsasejtekre gyakorolt hatéasairdl,
ezidaig a vérben Ilegnagyobb szamban kérinfphérvérsejtekre, a neutrofil
granulocitakra gyakorolt hatdsa nem volt ismeretes.
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3.2 A neutrofil granulocitak jellemzése

A neutrofil granulocitdk révid élét a vérben legnagyobb szamban kefing
termindlisan differencialt fehérvérsejtek. A veli@etett immunrendszer katonaikéent az
elss vonalbeli védelmi apparatust képezik a szervezdibbatol6 korokozokkal,
mikrobakkal szemben. Jellegzetes szegmentéalt maggdiimorfonukleéris sejtek —
PMN) és karakterisztikus fégtést nem mutaté granulumokkal rendelkeznek. Nagy
szamban keletkeznek a csondlen, majd érett formaban kerllnek a keringésbe, ezt
kovetben apoptozissal elpusztulnak. A keringésbe kereélutnofilek féléletidejével
kapcsolatos altalanosan elfogadott nézet szerinh&mny Orara teh&t azonban a
kdzelmultban napvilagot latott kozleményekben élétidst mar néhany napra becsulik
[67].

3.2.1 A neutrofil granulocitak homeosztazisa

A neutrofil granulocitdk homeosztazisa, ezaltalnsak a keringésben (mely
normal kortlmeények kozott 1-2%-a csupan a teljestt @neutrofilszamnak) harom
ponton keresztll all szigorl szabalyozottsag akstetkezés, keletkezési helydkr
tortérd felszabadulas, és a cirkulaciobol tofi@timinalas révén.

A neutrofil granulocitdk keletkezése az IL-23-IL-13-CSF tengelyen
keresztil szabalyozott [68]. Keletkezésuknek leggfsabb regulald tényée a
periférias szovetekben programozott sejthalallgetd pusztulasuk mérteke, mely az
6ket fagocitald szoveti makrofagok és dendritikufiekelL-23 képzését csokkenti.
Amennyiben a periférian az apoptoézissal pusztuldroélek szama alacsony, az IL-23
képzdés fokozodik, mely serkenti az IL-17A neutrofibbalyozd T sejtekyb T-sejt,
NKT-sejt) altali termeldését. A szabalyozdé hurok zarasaként az IL-17 fokaz G-
CSF termealdését, ezaltal kozvetetten a granulopoiesist [§9,70

A periférian kering neutrofil granulocitdk szama azonban nemcsak a
keletkezés mertékén, hanem a csot@l tortérs kiaramlason keresztul is
szabdlyozott. A neutrofilek sejtfelszinén expreksita kemokin receptor CXCR4 és
legfobb ligandja a csontvél sztroma sejtek altal konstitutivan expresszathékin, a
CXCL12 kapcsolodasa jelenti a legjelésebb csontvél retencids szignalt a
neutrofilek szamara [70,71]. A CXCR4/CXCL12 tenggientségét mutatja a CXCR4

-21 -



receptor mutacioja révén kialakulé WHIMdrts, hypogammaglobulinemianfections,
myelokathexis) immundeficiencidval jar6 szindromaelynek jellemsje a tulzott
CXCR4 szignél és ennek kdvetkezményeként a p&#éneutropénia mellett az érett
neutrofilek csontvélben tortéd felhalmozodasa [72]. A G-CSF, mint l|égb
mobilizal6é citokin tobbek kozott a CXCR4 és CXCL&Rpresszidjanak cstkkentése
révén serkenti a neutrofilek csontdiel kiaramlasat. A CXCR4 szignalizacio
készenlétben tartja a csontsiaheutrofil-készletet az azonnali kiaramlasradeés vagy
stresszhelyzet esetén. Ezen jelatviteli mechanimmastagonisztikus hatassal bir a
CXCR2/CXCL1-CXCL2 szignalizacio [73].

A keringésbe kerd, majd ott eléregei (szeneszcens) neutrofilek CXCR4
expresszioja Ujbol fokozodik, mely ezaltal bizt@sita neutrofilek ,hazatalalasat”
(homing), extravazacidjat a csontile, illetve mas CXCL12-t nagymértékben
expresszalé szovetekbe (maj, Iép), ahol megtortérininacidjuk programozott
sejthalal révén [74].

3.2.2 A neutrofil granulocitak miikbdése

A neutrofil granulocitéak legfontosabb feladata azdmszervezet védelme a
behatolé patogén mikrébakkal (baktériumokkal, gokkbf szemben. A feladat
ellatdsahoz bonyolult folyamatsor vezet, mely alpaogének, illetve a gyulladasos
szovet felismeréséh a keringésbl a gyulladas helyére, a szdvet kdzotti térbe tidrté
kilepéstl, majd a gyulladast okozé patogének eliminaciojaBdeutrofil granulocitak
rendkivil gazdag sejtfelszini receptor-készlettehdelkeznek élettani funkciojuk
betdltéséhez. A klasszikus formil-peptid felisthekemokin-, illetve kemoattraktans
receptoraik G-fehérjéhez kapcsolt, hét transzmeméodinénnel rendelkézeceptorok.

A neutrofil granulocitdk szamos sejtfelszini adidézimolekulat is expresszélnak,
melyek kozé tartoznak az endotélsejtekhez tértékitapadashoz, majd a
transzendotelialis, illetve a szoveti migraciohozilkséges molekulak, ugymint
szelektinek és a heterodimer integrinek. Bizonydtokimek az immunvalasz
szabalyozasaban fontos szerepet hetallekulakként (melyeksként mas, a gyulladas
helyén 1é¥ immunsejtekBl, illetve nem-immunsejtekid szarmaznak), szintén képesek
a neutrofilek aktivadlasara, azok citokin-receptorakeresztil. A neutrofilek
rendelkeznek tovabba immunglobulinnal opszonizdzecskék felismerésére szolgalo
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Fc-receptorokkal, valamint kilonb®zmintazatfelismey (példaul Toll-like, C-tipusu
lektin) receptorokkal.

Nyugalmi kornyezetben a neutrofilek az érfalon éift kitapadas nélkul
keringenek a verarammal, azonban korokozok belsatiodd, vagy gyulladasos
kornyezetben a neutrofilek az érfalon keresztil yallgdt tertletre vandorolnak
(extravazéacio) (3. abra).
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3. abra: A neutrofil granulocitak miikédésének sematikus abrazolasgSajat rajz)

A neutrofilek érfalon keresztlli atjutasa a szodetk térbe &ként a
posztkapillaris venulak falan keresztil torténikklépcgis folyamat soran [75]. A
neutrofilek gyors gordilése (rolling) az érfalonugglomban is létrejon az érfal P-
szelektin és a neutrofilek felszinén déPSGL-1 (P-szelektin glikoprotein ligand 1)
molekulak kapcsolata révén. A gyulladas terlletZmldivalt endotélen az E-szelektin
expresszioja is fokozddik, mely tovablb&iti a neutrofilek €és az endotélsejtek kdzotti
kapcsolatot, illetve a PSGL-1-en keresztll megrndadl,-integrin LFA-1 affinitasat,
ezaltal lassitja a gordulési folyamatot (slow radli (6. 4bra) [75]. Masrészt a THHL-
1B, illetve IL-17 hatdséara aktivaldédott endotélsejiga is citokineket termel, tovabb
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fokozva a neutrofilek aktivalodasat. Az ily modoktiealt neutrofilek felszinén 1&v
LFA-1 (tovabba feltehéen a Mac-1, illetve a VLA-4) nagy affinitdsuva érik
ligandjaikkal kapcsolodva (ICAM-1, VCAM-1) a gorcidi folyamat leallitdsaval a
neutrofilek szoros letapadasat, szétterilését epgezik [75]. Az érfal atlepesest a
neutrofilek Mac-1 és ICAM-1-fugg mdédon az érfal bedsfelszinén ,kuszva’ keresik
meg a legmegfelébb helyet a transzmigraciora (crawling) [75]. Ebv&iben szintén
Bo-integrin-fligd modon Bként paracellularis, esetleg transzcellularis modpmek &t
a neutrofilek az endotélrétegen, majd a bazdlis nénon keresztlli athaladasukat
kulonbod protedzok (matrix metalloproteazok, elasztaz)egével konnyitik meg, ezt
koveten a ferdzés helyének megtalalasahoz a kemotaktikus gratk&nsegfelglen
haladnak a szovetkozti térben [75]. A szOvetkoetbén lév stimulalt neutrofilek
transzkripcidés programjuk aktivalasaval szamos Kemidpl. IL-8) és citokint (pl. IL-
la, IL-1B, IL-6, IL-18) termelnek, melyekkel képesek tovabinmunsejteket a
gyulladas helyszinére toborozni, illetve azokkadését befolyasolni [76].

A korokozo mikroorganizmusok és a neutrofilek kéiz&apcsolat 1étrejohet
kozvetlendl, a neutrofilek mintazatfelismereceptorain keresztil, melyek a patogén-
asszocialt molekulakat (példaul egyes szénhidrétokgeptidoglikanokat,
lipoproteineket) ismernek fel, vagy kozvetetteryfFwagy komplement-receptorokon
(CR3) keresztul, melyek a szervezet A4ltal termetimunglobulinokkal vagy
komplementtel opszonizalt korokozok felismerésélaesranak szerepet. A felismerést
koveten a neutrofilek a korokozokitkodéseét egyrészt gatoljak a kérnyezetiikbe Uritett
antimikrobialis fehérjék, illetve szabadgyokok rayémasrészt a patogéneket
fagocitaljak, és azokat a fagoszoman belll szélpektauma fegyvertaruk
(szabadgyokok, lizoszémalis enzimek) segitségédgleg elpusztitjak.

A mikrébak ellen bevetett fehérjék kulonidezitoplazmatikus granulumokba
csomagoltan alakulnak ki szekvencialisan a csobitéeés soran, és a gyulladas helyén
degranulacioé réven (exocitozis) az extracellulférbe vagy a fagoszémaba rilnek (4.
abra). A granulumok négy tipusat kulonboztetjik nlemiekezésik sorrendjében:
primer (azurofil), szekunder (specifikus), illettercier granulumokat és szekrécios
vezikulumokat [77]. A degranulaciojuk is szigorurremdiséget kdvet, mely éppen
ellentétes keletkezésik sorrendjével, ezaltal ¢sgér a szekrécios vezikulak és

legvégil a primer granulumok drilése tortenik metB][ A primer (azurofil)
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granulumok jelleméje a peroxidaz-pozitivitds, a mieloperoxidaz mel&tamos egyéb
hidrolitikus és baktericid fehérjét tartalmaznafibliek kdzott elasztézt, defenzineket,
baktérium permedbilitast okoz6 fehérjét (BPI), katnt [79]. A jelenis
szovetkarositd hatasuk miatt ezen granulumok csakke&ardlag a bekebelezett
korokozo fagoszoman bellli elpusztitasara szolgalna szekunder (specifikus)
granulumok fehérjéi mar a fagoszéman Kkivil az eelfalaris térbe is Urlinek.
Dominans képviséjik az antimikrobidlis hatasu laktoferrin, mely ké& fehérjeként
gatolja a baktérium névekedését. Tartalmaznak to&&zintén antimikrobialis hatassal
bird B-kot6 fehérjét és lizozimet, valamint a szovetkozti &érla neutrofilek mozgasat

konnyit proteolitikus enzimeket: kollagenazt, zselatif#2j.

PRIMER (AZUROFIL) GRANULUMOK SZEKRECIOS VEZIKULAK
Mieloperoxidaz, neutrofil elasztaz, Bpk, fMLP-R, CD11b, CD14, CD16, CR[L
glukuronidéz, azurocidin, katepszinek, de
fenzinek

GPCR

Integrinek

FcR

TLR

SZEKUNDER (SPECIFIKUS) GRANULUMOK|
Laktoferrin, lizozim, lipocalin, NGAL, kollage- Citokin-receptorok
naz, B, vitamin — kot fehérje, heparanaz, hisz; TERCIER GRANULUMOK
taminaz Zselatinaz, lizozim

4. dbra: A neutrofil granulocitak legfébb sejtfelszini receptorai és granulum-tipusai(Sajat rajz)

A tercier granulumokdkeént lizozimet és az extracellularis matrix bonétsa
felelos zselatinazt tartalmaznak. A szekrécids vezikuédocitotikus eredéek,
matrixuk plazmafehérjéket tartalmaz. A exocitdéziaalknem urtlnek proteolitikus
enzimek a kilvilagba. Plazmamembrannal tdftirziojukkal azonban membranjukban
6rzott sejtfelszini receptorokat (pl. fMLP-recepthomplement-receptor 1) és adhézios

molekulakat (pl. Mac-1) juttatnak a felszinre, nedyaz aktivalt érfalhoz valo
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kitapadashoz és a kemotaktikus migracidhoz szlkséggtfelszini molekuldkat
biztositjak [77,79].

A neutrofilek az antimikrobialis fehérjék degrartitja mellett a fagoszéma-,
és plazmamembranban aktivacio hatasara 6sszeall@PNAoxidaz (NOX2, fagocita-
oxidaz) enzimrendszerik segitségével termelt szplikdkkel is pusztitigk a
korokozokat. Az Un. oxidativ robbanas (respiratbryst) soran oxigén-fogyasztasuk
dramai fokozaséval reaktiv oxigéngyokok termeléségzik. Az elgként létrejov
erdteljesen toxikus oxidald hatasu oxigén-szabadg@k)(egyrésze enzimatikus Iépés
soran szintén oxidativ hidrogén-peroxidda alalidivie kémiai reakcidkba lépve mas
molekulakkal tovabbi reaktiv oxigénszarmazékok tkeleéséhez vezet (hidrogén-
peroxid, hidroxil-gyokok, hipoklorossav, 6zon) [80]

Az utdbbi néhany évben egyre tdbb irodalmi adatatatja ala, hogy a
neutrofilek gyulladdsos kornyezetben képesek laketidbbnyire alternativ sejthalal
révén neutrofil extracellularis csapda (neutromhitracellular traps, NETs) képzésére,
mely hozzajarul az antimikrobialis aktivitasukhédzNETOzis soran az addig tébbnyire
kondenzalt kromatinallomany fellazul, és kitithkk a sejtldl és magaval sodorja a
citoplazma-, granulum-, és kromatinallomany-fehéié melyek csapdaba ejtik és
elpusztitjak a kornyézmikrébékat [81].

A velesziletett immunrendszerben betoltétt elengtatlen szerepikodn tal a
neutrofilek a legujabb kutatasok nyoman szamos quorképesek befolyasolni az
adaptiv immunitast is. Egyes neutrofilek a nyirako®ba vandorolva versengenek az
antigénbemutato-sejtekkel  (dendritikus  sejtekkel, akrafagokkal), negativan
befolyasoljak a dendritikus sejt—T-sejt kapcsolaaoED4 T-sejt- és B-sejt valaszt [82],
illetve maguk is professziondlis antigén-prezent@jiekként fokozzak ayl és T17-
sejtvalaszt [83]. A Iép marginalis zéndjaban dlév-sejt figgetlen immunglobulin-
valaszokeért feléls B-sejtek segiitként a perimarginalis zénaban &wneutrofilek
immunoglobulin-osztalyvaltast, szomatikus hipernoithés antitest-termelést valtanak
ki, az altaluk termelt BAFF, APRIL és IL-21 citolkdken kereszttil [84].

A neutrofilek szerteagazé védelmi funkcidib6ol adado rendellenes
miikodésik szamos betegség patogenezisében szertgmk jkronikus ferdzések,
autoimmun betegségek, kronikus gyulladasos megbeésgk, tumorok kialakulasa). A

neutrofilek NADPH-oxidaz enzimkomplexének tkddésképtelensége nyoman
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kialakulé kronikus granulomatozis (CGD), valamint lailonbdz granulumok
kialakulasaval és funkciokiesésével jar6 megbetéggkd (pl. mieloperoxidaz-hiany,
Chédiak-Higashi szindroma) sulyos, rekurrenséfarsek kialakulasahoz vezet [85]. A
leukocita adhéziés deficiencia (LAD) szintén sulyleakterialis ferizéseket okoz,
ebben az esetben a neutrofilek érfalhoz tértéitapadasa, illetve az érfalon toréen
transzmigracioja szenved zavart [86]. Jelenleg matgpusa ismert, &,-integrin
adhéziés molekula CD18 lancanak hianya vezet a UADnig a fukdz transzporter
genetikai hib4jabol erégn hidnyz6 szelektin vezérelt sejt-sejt kapcsoldtAD 2
kialakulasahoz. Az utébbi években derilt fény anagy a LAD 3 héatterében a kindlin-

3 hiany okozt#,-integrin aktivacio elmaradasa all [87].
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3.3 A neutrofil granulociték jelatviteli mechanizmusai

Az alabbi alfejezetekben attekintem a neutrofil ngitacitak sejtfelszini
receptorair6l indulé jelatviteli folyamatokat, melky a neutrofilek effektor
sejtvalaszainak megjelenéséhez vezetnek. A tesietteagazo, informaciégazdag
jellege miatt 6sszefoglaldmban &srban a legfontosabb és leginkabb koruljart
mechanizmusokat emelném ki, killénos tekintetteoain-kindzok szerepére.

3.3.1 Fc-receptorok jelatvitele neutrofilekben

Az Fc-receptorok szamos velesziiletett és adaptivinvalasz kialakulasaban
és szervezésében kulcsfontossdgu molekulak. A ofibeitr tobbféle Fc-receptort is
kifejeznek sejtfelszinikdn, melyek a szervezetbenmebdott immunglobulinokkal
opszonizalt kérokozok felismerésében, és szamd®irekozo elpusztitaséra irdnyuld
jelatviteli mechanizmus beinditasaban (reaktiv émigzarmazékok termelése,
antimikrobialis granulumok exocitézisa) jatszanakszencialis szerepet, emellett részt

vesznek kulénbdzimmunkomplex altal kivaltott autoimmun betegsétpganezisében

IS.
A neutrofilek sejtfelszini  £=1a human)
: - ForRIINl (egér)
Fc-receptorai kozal a FoRV (egér)
Iegfontosabbak az IgG FcoR (human) FeyRIIA (humén) FcyRINIB (human)
felismerésére képes Fc

GPI-horgony

receptorok. A human IgG

receptorok kozott megtalalhatéd
tobb aktivalé (FgRI, FoRIIA,  sufleA N
FeyRIIC, FeRINA, FeyRIIIB),

valamint egy, a neutrofilek

Syk

negativ szabalyozasaért féke|

PLCY2 | PI3KB/5

SLP-76
alapu géatlo motivum) szekvenciéat
5. abra: A neutrofil granulocitdkban expresszalédi
aktivalé Fc-receptorok. (Forras: [ll1])

ITIM (immunreceptor tirozin-
tartalmazé gatlo recepto

(FcyRIIB) [88]. Egérben az
aktivalo FgRI, FeyRIl, FeyRIV mellett szintén kifejeadik a gatld FgRIIB receptor
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[88]. Az Fey-receptorok tovabb csoportosithatok affinitasukrigstze mind a human,
mind pedig az egér raeceptorok kdzul nagy affinitasa el kivételével a tobbi Re
receptor alacsony, illetve kozepes affinitdssal [88]. A human neutrofilek
nyugalomban F®RIIA-t expresszalnak, mely citoplazmatikus részétivalo ITAM-
szekvenciat (immunreceptor tirozin-alapu aktivalétivum; a rovid, konszenzus ITAM
szekvencia képlete: YxxL/|x12)YxxL/I, ahol x, barmely aminosavat jeldlhet) hordoz
illetve FogyRINIB-t, mely valdsziileg az FgRIIA-n keresztil képes szignalizalni, a
plazmamemranban glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)horgonnyal rogzil [88].
Immunkomplex medialt aktivaciohoz mind azyR¢IA, mind az FeRIIIB szikséges
[89]. Nyugalmi korilmeények kozoétt a human neuteilkis szamban expresszalnak
nagy affinitasu FgRI-et is, ez fokozodik kulonbézgyulladasos stimulusra [90]. Ezzel
szemben az egér neutrofilek sejtfelszinén kit@jé2obb fehérjelancbaol allé (multimer)
FcyRIII és FgRIV a sejtmembranban egy transzmembran adapterdbleé, az un. Fc-
receptor y-lanchoz nem kovalensen Kdive rogzil, e két receptor funkcidja az
immunkomplex-medialt neutrofil aktivacié soran @tfe[89]. Human neutrofilek
expresszalnak tovabba dRl-et, mely Fc-receptoy-lanchoz kaéddik, €s a monomer
IgA molekulat képes felismerni [91], ezaltal veszsat a neutrofilek anti-tumor
immunvalaszaiban [92]. Bizonyos kdrulmények kozbtiuman neutrofilek kifejeznek
FceR-t is, mely Bként allergias reakcidkban jatszik szerepet [93].

A klasszikus immunreceptorok (TCR, BCR, FcR) kekzdstignalizacids
mechanizmusai hasonlo lépéseken keresztil zajlanakiekben esszencialis szerepet
jatszanak egyes tirozin-kinazok [94]. Az Fc-recepsaignalizacio els lépésében a
receptorok ligandkotését koven a receptor-komplex segédlancan, vagy ag- Fc
receptor citoplazmatikus régiojaban déVTAM szekvencia két kitlintetett tirozinjat
felteheten az Src-csaladba tartoz6 nemreceptor tirozinzkikdoszforilaljak [95-97].
Az ITAM tirozinok foszforilaciojat koveten a Syk tirozin kinaz (BCR, FcR esetében),
vagy a ZAP70 (TCR esetében) ket SH2-doménjévdidikta foszforilalt tirozinokhoz,
majd aktivalodik és kinaz-szubsztratjainak foszémibjaval beinditja a downstream
szignalizacios mechanizmusokat (5. abra) [94]. A $iyozin-kindz, ellentétben a
ZAP70 molekulaval az Src csalddba tartozé kinazeékkin is képes az ITAM
szekvencia kritikus tirozinjainak foszforilalasaBasejtekben és makrofagokban [96-

100]. A neutrofilek Fg-receptorain keresztil zajlé szignalizacios lIépésgkes pontjai
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— tobbek kozo6tt a neutrofil granulocitdkban expzégsdo Src-kindzok (Hck, Fgr, Lyn)
szerepe — meég tisztdzasra varnak. A neutrofil dogitdk Fo-receptorokon keresztil
létrejow  aktivaciéjadhoz a Syk tirozin-kinaztél downstreamajl@ jelatviteli
folyamatokban esszencialis az intracellularis SBP-&dapter molekula [101], a
foszfolipaz PL@2 [102], a Rho csaladba tartoz6 GTPaz Rac2 [1RBh/Rac guanin
nukleotid kicserél faktor Vav fehérjek [104] és egyes PI3K izoform@3Kp és
PI3KS) [105].

A neutrofilekben expresszalddd Src-tipusu tirozimakok (Hck, Fgr és Lyn)
Fc-receptor jelpalyaban betoltott szerepének mustq@mrtunk szamos aspektusat
vizsgalta, melynek eredmeényeit tartalmazza egyniete publikalas alatt Iévkézirat
[IV]. Felmertilt, hogy (ezen kézirat keretein beliiegvizsgaljuk e harom tirozin-kindz
szerepét egy immunkomplex-mediditvivo gyulladasos betegségmodellben, a reverz

passziv Arthus reakcidban is.

3.3.2 po-integrinek és szelektinek jelatvitele neutrofileklen

A neutrofil granulocitak legjeledsebb adhézidés molekuléi a szelektinek és a
Bo-integrinek, melyek elengedhetetlen szereppel kiraagyulladas helyén tortén
neutrofil granulocita toborzashoz sziikséges adkéklpések és transzendotelidlis
migracio létrejottében.

A szelektinek a C-tipusu lektinek kozé tartoznalkelyek képesek a specifikus
szénhidrat determinansokat tartalmazé szelektantigk felismerésére és megkotésére
Ca*-fliggs médon. Embsokben expresszalédo szelektinek az L-szelektileeikdgcitak
felszinén), a P-szelektinek (vérlemezkék és endafétk felszinén) és az E-szelektinek
(endotél-sejtek felszinén gyulladasos kornyezetbgr()6]. Ligandjaik heterogén
molekulacsoportba tartoznak, legtbbbjuk tartalmgy tetraszacharid szialil Lewis X
(sLe&) struktarat. Mig a leukocitak felszinén expressdél P-szelektin glikoprotein 1
(PSGL-1) a P- és E-szelektinek ligandjaként, a CIB44ESL-1 az E-szelektinekkel
kapcsolddva vesz részt a neutrofil granulocitakdgt@si (rolling) folyamataban [106].
Szerepuk egyrészt rovid, atmeneti kapcsolat 1érébm a leukocitak és az érfal endotél
sejtiei kozott, masrészt a PSGL-1-E-szelektin kexphtracellularis szignalizacios
folyamatot indit be, mely révén tobbek kdzott azALE integrin részleges aktivacidja

soran alacsony affinitasu allapotabdl kozepes itdéa allapotba kertl (inside-out
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szignalizacio), ezaltal leh#té téve a neutrofil granulocitak lassu gordiulézelGAM-
1-en (6. abra) [75].

Kozepes
PSGL1 affinitas Nagy affinitag
Alacsony|
affinitas Integrin
ITAM-kapcsolt a-lanc
receptor (?) ITAM-kapcsolt
Integrin receptor (?)
DAP12/FcRy B-lanc DAP12/FcRy
fj_ For Src-csalad
r —> —> kinazok
E?'V' csalad | INSIDE-OUT SZIGNALIZACIO | O\
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6. dbra: A neutrofil granulocitak szelektinen és itegrinen zajl6 jelatviteli folyamatai. (Forras: [l11])

Az integrinek transzmembram és B lancbol allé heterodimer adhézios
molekuldk, melyek a sejt-sejt, sejt-extracellularigatrix kapcsolat kialakitasdban
jatszanak kulcsfontossagu szerepet [107]. Az iimegrezaltal kozponti jelebsédiek a
fehérvérsejtek endotéliumhoz tapadasaban, és aztmdotelidlis atjutds, a szovet
kozotti térben tortéh migracio, valamint az opszonizalt részecskék fagmisanak
levezénylésében [108]. A neutrofil granulocitak mpentjabol legfontosabbak [&-
integrin csaladba (CD11/CD18) tartozo fehérjék, lattejoval kisebb meértékben
ugyan, de expresszaln@k- ésps-integrineket is [109]. A3,-integrin csaladba tartozo
fehérjek egy kozosp-lancot (CD18) tartalmaznak, mely nem kovalens mmédo
kapcsolédik valamely-lanccal (CD11), ezéltal jon létre a CD11a/CDagsg, LFA-1),
CD11b/CD18 ¢ump2, Mac-1, CR3), a CD11c/CD18&i{p2, CR4) és a CD11d/CD18
(apP2) heterodimer [110]. Az LFA-1 az endotéliumon thktlh ICAM molekulakkal,
mig a Mac-1 ezeken tul komplement fehérjékkel (¢3Ebrinogénnel, fibrinnel,
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kollagénnel és a X-es véralvadasi faktorral is kép@pcsolddni [108,110]. Az
integrinek jelatviteli folyamatai két iranyban zajak: beszélink inside-out és outside-
in szignalizaciordl. Az inside-out szignalizaciditégrin aktivacid) soran az integrinek
ligandkot affinitasanak ndvekedése, valamint a sejtmembranbid csoportosulasuk,
megnovekedett sejtfelszini expressziojuk egyuttesan ligandkdd képesség
fokozédasahoz vezet, mig az outside-in szignaliz&&vén jonnek létre a ligandkotés
hatdsara megjelén sejtvalaszok (sejtszétteriilés, migracié, szupdrtatimelés,
degranul&cio, citokin-termelés) [108,111].

A fentebb emlitett PSGL-1-E-szelektin komplex jeit@lén kivil az inside-out
szignalizacio |épései viszonylag kevéssé ismertekutrofii granulocitakban.
Altalanossagban jol ismert a Rap-1 kis GTP-az dyabé szerepe &,-integrin
aktivaciéjaban [112], mely fagocitasejteken, ma&gafkban is bizonyitast nyert [113].
A Rap-1 aktivalédasat szamos kemoattraktans, toddtt kulonbo# bakteridlis
eredett molekulak (fMLP, LPS) valthatjak ki [114], egyrésa NO/guanozin-%-
ciklikus monofoszfat—flig§ protein-kinaz (cGKI) utvonalon keresztil, mely &SP
fehérjén, majd a C3G GEF-en at aktivalja a Raplekdét [115]. Masrészt a Rapl
cAMP-fliggd modon is aktivalodhat, melyben az Epacl jatszilcdazerepet [116].
Tovabba, ahogyan kordbban is emlitettem a LAD 3Hagsanak hatterében [&-
integrinek inside-out szignalizaciojanak sérilése @ely ramutatott a kindlin-3
folyamatban bet6ltott esszencidlis szerepére [1B],1

A Bo-integrin outside-in szignalizacio hatasara megjelkailonb6d gyulladasos
sejtvalaszok (sejtszéttertilés, szuperoxid-termelégranulacio stb.) un. ko-aktivacio
eredményeképp kdvetkeznek be, mely soran az intligand felszin mellett sztikséges
valamely gyulladdsos citokin (pl. TNF) jelenléte[1d9,120]. AB.-integrin jelatviteli
mechanizmusai a klasszikus immunreceptorokhoz (BOERR, FcR) hasonl6 mdédon
zajlanak [94,121]. A ligandkotést koven aktivalédnak az Src-csaladba tartozo
kindzok (Hck, Fgr és Lyn), melyek genetikai hiangaba f,-integrinen keresztuli
neutrofil aktivacio elmarad [122-124]. Az Src-csila tartozd kinazok ITAM-
motivumot tartalmazo6 adaptermolekulak (DAP12, HcRrozinjainak foszforilaldsan
keresztll vezetnek a Syk tirozin-kindz aktivaciéah [124], mely szintén
elengedhetetlen a neutrofilek integrinen kereszldtivacidjdhoz [120]. A jelatviteli
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folyamatban a Syk tirozin-kinaztdl disztélisan fledigednek el az SLP-76 [101], a
PLCy2 [102] és a Vav fehérjék [125].

A neutrofil granulocitai3,-integrin jelpélyajanak disztalis szakasza, szemnden
fentebb leirt proximalis eseménysorral, sokkal k&ee tisztazott. Irodalmi adatok
alapjan a sejtvalaszok egy része (sejtadhéziociiegas) az mAbpl (mammalian actin-
binding protein 1) molekulan keresztil jonnek I§tt26], valamint felvetették az Abl-
kinaz [127] lehetséges szerepét is. Tovabba kieznglkzerepet jatszanak ezen disztalis
jelatviteli szakaszban a Rho kis G-fehérje csaklgjai. A kis G-fehérjék jellegzetes
aktivacios ciklussal rendelkeznek. Az inaktiv GDRékt formak guanin nukleotid
kicsereb faktorok (GEF-ek) segitségével aktiv GTP-kotottnfakka valtoznak, mig
azok inaktivaciojaban a GTP hidrolizist kataliz&d P-az aktivald fehérjék (GAP-0k)
jatszanak szerepet. Annak ellenére, hogy szamo&Kehérje szerepe bizonyitott a
neutrofil granulocitdkp,-integrin jelatvitelében (példaul Racl, Rac2, CdcRhoA)
[128-131], azok szabalyozasérol viszonylag keves all rendelkezésre.

3.3.2.1 A pl90RhoGAP szerepe az integrin jelatvitelben

A nem-hemopoetikus sejtekben zajlo integrin-jet&tvifolyamatok egészér
joval tébb informécio all rendelkezésiinkre, miniopoetikus sejtek esetén. Ezekben a
sejtekben az integrifir indulé szignéltranszdukcios Utnak szintén jelenéllomasat
képezik az Src-kindzok, melyek részben egy 190 &gysago fehérje, a p190RhoGAP
(Grlf1, ARHGAP35) segitségével szabalyozzak a ydElben részt ve¥ kis G-
fehérjéket. Az integrin jelatvitelben betoltott szeere utal tobbek kozott, hogy a
p190RhoGAP fibroblasztokban és idegsejtekben jéseBrc-szubsztratként viselkedik
[132-134], tovabba képes a Rho kis G-fehérjek akids ciklusdban GTP-az aktivalo
fehérjeként viselkedni [135,136]. Mindemellett ahdge hianya csokkenti a
fibroblasztok szétteriilését és migracios képesséliéhben overexpresszidja fokozza
mind a szétterllést, mind a sejtek motilithsat [L3Wetve a pl90RhoGAP az
idegsejtekben a Rho GTPazon keresztil tovabbitjadezios jelet, mely a neurit-
novekedésért felés [134]. Ezen nem-hemopetikus sejtek esetében aglatbk felvetik
a p190RhoGAP szerepét a hemopetikus sételtegrin jelatvitelében is. Az altalunk
vizsgdlt neutrofil granulocitdkban a fehérje expeedddik és kilbnbd@z stimulusok
hatdsara a citoszolbdél a sejtmembranhoz transddikal[138], tovabba felmerul
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szerepe a NADPH-oxidaz szabalyozasaban is [136{yél a human neutrofilekben az
integrin keresztkotést kovign a membranban lokalizalodik és fokozza a RhoA GAP
aktivitasat és egy pl90RhoGAP-asszocialt fehérje, pA20RasGAP tirozin
foszforilaciojat [140].

Mig a nem-hemopoetikus sejtekben (fibroblasztokgskjtek) a pI90RhoGAP
szerepe a sejtek integrin-jelatvitelében jol ismaddig a hemopoetikus sejtekben
funkcidjuk kevésbé tisztdzott, mely felveti tovabbizsgalatok sziikségességét. A
pl90RhoGAP szerepét a neutrofil granulocitdk intefiiggd sejtvalaszaiban
munkatarsam, Dr. Németh Tamas vizsgalta. Genetil@gkozelitéssel nyerh vitro
eredményei alapjan elmondhatd, hogy a p190RhoGAR jaeszott elengedhetetlendl
fontos szerepet tobbek kdzoétt a neutrofil granwddep,-integrin-fligg szuperoxid-
termelésében, szétterlilésében, migraciojaban [&lmé&ril azonban, hogy a
p190RhoGAP ap.-integrin-fligd folyamatokon tal szerepet jatszhat a neutrofil
granulocitak B,-integrin®l flggetlen jelpalyaiban is, ennek tisztdzaséraesdis-

integrin-flggetlen sejtvalaszok vizsgalata valtksAgesse.

3.3.3 G-fehérjehez kapcsolt jelatvitel neutrofil granulodtakban

A neutrofil granulocitdk szamos ajdscsaladba tartozé G-fehérje-kapcsolt
receptort kifejeznek sejtfelszinikodn, ezek &kgpp Un. kemoattraktans molekulak
(példaul a bakteridlis eredefMLP, a lipid mediator leukotrién B kilonféle CXC és
CC kemokinek, a komplementrendszerhez tartoz6 @5&rlemezke aktivalo faktor
PAF) felismerésére képesek [141-144]. A neutrofkeknotaxisan kivil szamos egyéb
sejtvalaszt kivaltanak (Ugymint szuperoxid-termel@sgranulacio), illetve a kivaltott
sejtvalasz mértékét képesek fokozni a ,primingletfe”’ révén [145-147].

A sejtvalaszok kialakuldsahoz vekedzignalizaciés lépések a heterotrimer G-
fehérje By alegységén keresztll zajlanak [148-150]. A GPCReeresztul kialakuld
jelatvitel klasszikusan két atvonalon halad (7.adbAz egyik, a foszfolipaz4C(PLCB)
molekulan (PLB2 és PLE3 izoforman) keresztil inozitol-trifoszfatot (IP8% diacil-
glicerint (DAG) general, mely Gajelet, illetve a protein-kinaz C (PKC) aktivalodas
eredményezi, mely tobbek k6zott a neutrofilek sroxid-termeléséhez vezet [151]. A
masik jelatviteli it a szuperoxid-termelés melketkemotaxis |étrejottéért felel, ebben
az esetben szintén apalegységen keresztil a foszfatidilinozitol-3-kinagP13Ky)
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segitségével foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfosz{@IP3) keletkezik, majd a jelatviteli Ut
a protein-kindz B/Akt fehérjéken keresztll halad/atab [151-154]. A GPCR-en
aktivalodo jelatvitel révén létrejéviMLP-kivaltotta szuperoxid-termelés és granulum-
uritts megjelenésében kiemelkedszerepik van a neutrofil granulocitdkban
expresszaloddé Src-kinazoknak (Hck, Fgr, Lyn), eatmiakologiai és genetikai
megkozelitéssel nyert adatok is alatamasztjak [H; azonban a jelatviteli
folyamatban betd6ltott helylk a mai napig tisztéaatl Feltehéien a PLB és PI3K
Gtvonalaktél fuggetlendl aktivalédnak kozvetleniG®CR, vagy a hozza kapcsolédo,
adapter molekulaként funkcionapdarresztin altal [158-160]. Ezzel szemben megjlep
modon az Src csaladba tartozo kinazok a neutroffékP kivaltotta kemotaxisahoz

nem szikségesek [120].

G-fehérje-kapcsolt
receptor

’. ‘... .- * a *
Src-csalad) 4 ..
kinazok <" 2 PLCB2/3 PI3Ky

Vlav IP, + DAG <4— PIP, —>  PIP,
} Vo l
Rac ﬁfj PKC Qg:(

7. &bra: A neutrofil granulocitak G-fehérje-kapcsolt receptoron keresztili jelatviteli folyamai.
(Forras: [l])

Korabbi vizsgalatokban a szintén tirozin-kindz Sygerepe ellentmondasosnak

tint a G-fehérje-kapcsolt jelatvitelboen [156,161,162hzonban a genetikai

megkozelitéssel nyert adatok alapjan elmondhatgy oSyk teljes genetikai hianya
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nem okoz karosodast ezen jelatviteli utakban, alzd#iteheben nem vesz részt a
GPCR szignalizaciéban [163].

3.3.4 Citokin-receptorok jelatvitele neutrofil granulocit akban

A humordlis faktorként iikddé citokinek elengedhetetlen szereppel birnak a
kilonbdd immunoldgiai valaszok kialakulasdban a sejtek kKdzkommunikacio
létrehozésan keresztil. A neutrofilek sokféle ditedeceptort expresszélnak, ugymint a
klasszikus citokin-receptorok, az IL-1 receptorlédas a TNF receptorok (8. abra).

A neutrofilek mikodésében szerepet jatszo klasszikus citokin-reogptkozul
kiemelked fontossaguak a differenciaciéban, tuléléesben ®n@®CSF, GM-CSF
receptorok [164], a neutrofilek aktivacidjaban spd¥ IL-4 [165], IL-6 [166], IL-15
[167] citokineket és az interferonokat (Ikf§ €s IFN) felismel kilonb6d sejtfelszini
receptorok [168,169] és a neutrofilek ikbdését géatlo IL-10 receptor [170].
Valamennyi klasszikus citokin receptor a JAK-STAfvanalon szignalizal. A nem
receptor tirozin-kinazok kdzé tartozé Janus-kinaaaleceptor ligand kdtését kogen
aktivalodnak, autofoszforilalodnak, illetve fosazfaljak a receptor intracellularis részén
lévé tirozinokat, majd ezen tirozin helyeket felistees ahhoz kapcsolédd STAT
molekulakat. Ennek hatdsara a STAT molekulak dinddddnak és a sejtmagba
transzportalédnak, ahol a megféleDNS szekvenciakhoz kédve szabdalyozzak a
génatirddast [171-173]. A receptorok ligandkotdsidtetben tovabbi jelatviteli utak is
bekapcsolodnak, tobbek kozott aktivalodnak az Sedadba tartozo kinazok [174-177],
a PI3-kindzok [175,176], valamint az ERK és p38 Miirazok [178].

Az IL-1 csaladba tartozo citokinek (ILelés IL-13 izoforméak, valamint az IL-
18) alapvet jelentsédiek a gyulladasos folyamatok vezénylésében. A nfdutro
granulocitakra gyakorolt hatasaik (tulélés fokoz4%@9], citokin- és szuperoxid-
termelés [180]) a neutrofilek sejtfelszinén is egszalddo receptoraikon (IL-1RI1 [181],
a csapdareceptor IL-1RIl [179] és az IL-18R [18R@resztlil érvényesilnek. Ezen
receptorok az IL-1/Toll-like receptorok szupercdg@ha tartoznak, valamennyi
rendelkezik az un. Toll-IL-1 (TIR) doménnel. Ligddést kdveaien intracellularisan a
TIR doménen keresztil MyD88 adapter molekulavalckafdnak, mely az IRAK-
csaladba tartozo kindzok toborzasahoz és aktiveéaz vezet. Az IRAK kinazok az

aktivaciot koveben disszocialédnak a receptorkomplgxés az E3 ubikvitin ligaz
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TNFR asszocialt faktor (TRAF) 6-al kapcsolodnak, lymeuto-ubikvitindlodast
kovetben a TAK1-gyel létesit kapcsolatot, és egyréisaktivalja az IKK komplexet,
ezdltal az NkB-t, masrészil foszforilalja a p38 és JNK MAP-kindzokat, és ihbdon
vesz részt a génatirédas szabalyozasaban [182].

A tumor nekrozis faktor (TNF) receptorok két csdpar sorolhatok: a
haladldoménnel rendelkéz(pl. TNFR1, Fas), illetve haldldoménnel nem rekezi
TNF-receptorok (pl. TNFR2, LAR, RANK). A neutrofil granulocitdk szdmos TNF-
receptort expresszalnak: ugymint TNFR1 és TNFR3]1Bas receptor [184], TRAIL-
receptorok @ként TRAIL-R2 és TRAIL-R3) [185], LBR [186] és RANK [187].

I-tipust and Il-tipusu IL-1-receptor
citokin receptorok IL-18-receptor

TNFR1
b,
Komplex |
—

Internalizacio

TNF-receptorok

RIP
TRADD
RIP

Komplex Il

“ IS

e

MAP- Kaszpéaz
(e ) ()

Transzkripcié szabalyozéas Transzkripcié szabéalyozéas Apoptdzis

8. abra: A neutrofil granulocitak citokin-receptorairol indulo jelatviteli utak. (Forras: [III])

A neutrofilek szempontjabdl kiemelké&édjelentsédi a proinflammatorikus
hatassal bir6 a tumor nekrézis fakto( TNFo), mely a neutrofilek aktivaciojadban és
tulélésik szabalyozasaban is kulcsfontossagu oiteki szamit. A TN& neutrofilek
aktivaciéjahoz vezet, tobbek kdz6tt szuperoxid-edést, degranuléciét valt ki, hataséra
né a letapadt sejtek szama adherens koérilmények tkéodozza a CD11b/CD18

integrinek sejtfelszini expresszigjat [119,188,18@lamint feledsiti egyéb stimulusok
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hatdsat a priming-effektus révén [190,191]. A TNFR4 TNFR2 a ligandk&tést
kovetben homotrimerizalédnak, majd az intracellularis pdemolekulak

kapcsolodasaval létrehozzdk a Komplex l-et (amalyatmazza a TRADD, RIP1,
TRAF, clAP molekulakat), mely a MAP-kinaz és az«d@Faktivacion keresztil anti-
apoptotikus hatast general, mig a haldldoménneldetkezy TNFR1 képes a
halaldoménjén keresztll a fentebb emlitett molddanatal a FADD és prokaszpaz-8
molekulaval is kapcsolddni, és ezéltal létrehozidamnplex II-t, masnéven DISC-et,
mely kaszpaz-aktivacion keresztul proapoptotikugasta kozvetit [192,193]. A
neutrofilekben a jelatvitelben részt vesz még a K3K, az ERK és a p38 MAP-
kinaz is [194,195].

3.3.5 Mintazatfelismeré receptorok jelatvitele neutrofil granulocitdkban

A velesziletett immunrendszer normdlisiikilddéséhez elengedhetetlen a
patogének, illetve a szervezetre veszélyt jélenyeb jelek felismerése. A természetes
immunvédekezésben résztdesejtek, ahogyan a neutrofil granulociték is, szaneore
a feladatra szakosodott sejtfelszini és intracaiisiireceptort expresszalnak. Ezen un.
mintazatfelisme¥ receptorok (angol roviditéssel PRR) a patogénelgy sajat szovet
karosoddsa nyoman keletkezeszélyt jelé molekuldkra (,danger signal”, ugymint
példaul ATP, urat, DNS darabok) jelleénmolekularis mintdzatok (PAMP-ok, DAMP-
ok) felismerésére képesek. A neutrofil granulocaakellemz mint4zatfelismef
receptorok kozé tartoznak a Toll-like receptorolG-gpusu lektin receptorok, a NOD-
like receptorok, a RIG-like receptorok, illetve éfpya G-fehérjéhez kapcsolt receptorok
csaladjaba tartoz6 bakterialis erddpeéptidek felismerését végzeceptorok (9. abra).

A neutrofil granulocitdk szempontjabdl kiemelkegelentsédiek a Toll-like
receptorok. A TLR3 kivételével a receptorcsaladamadnnyi tagja expresszalodik,
melyek a sejtfelszinen vagy a sejten belll, az etmitkus kompartmenten jelennek
meg [196]. A TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 és TLR6 ékorban a sejtek felszinén
expresszalodnak, és baktérium erédetintdzatok felismerésére képesek. A TLR7,
TLR8 és TLR9 inkabb a sejt belsejében talalhato pamtmenteken jelennek meg és
nukleinsavakat ismernek fel (ideértve a virdlis ldapalid RNS-t és a metilalatlan CpG
DNS-t is) [197,198]. A Toll-like receptorok az ILyéceptorokkal k6zds szupercsaladdot
alkotnak, igy szignalizaciéjuk a korabban (az lketeptoroknal) emlitett séma szerint
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zajlik. Extracellularisan tartalmazzak a mintaziidfaeréséért felés leucin-gazdag
régidt, intracellularisan pedig a szignalizaciofatelés Toll-like/IL-1 receptor (TIR)
domént. A jelatvitel védsszakaszan az MB és MAP-kinazok aktivaciéjan keresztil a
gyulladasert feléls és az immunvalaszban szeéegkEnek szabalyozdédnak [199] (9.
abra).

Toll-like receptorok Dektin-1 Mincle
CLEC-2 MDL-1

DAP12/FcR/

QD

Syk

TAKl

NLRP3

N |nflammaszoma
MAP-
NOD1 NF KB klnazok

NOD2 pro-IL- 1[5 IL-1B
pro-IL-18 IL-18

Transzkrnpcno
szabdlyozas ~=——

=» Egyéb citokinek

9. &bra: A neutrofil granulocitdk mintazatfelismeré receptorairdl induld jelatviteli folyamatok .
(Forras: [l])

A szintén mintazatfelismér C-tipusu lektinek szamos tagjat expresszaljak a
neutrofilek (Dectin-1, Mincle, MDL-1, Mcl, CLEC2PD0-204]. A Dectin-1 a gombafal
alkotdé B-glukan felismerésére képes, ezaltal az egyik Hgkabb receptornak
tekinthet a gomba-ellenes védekezésben [200]. A Dectinjgéllemz, hogy ITAM-
szefi motivumot, Uun. hemITAM-et tartalmaz a receptoosidlikus részén. A ligand
kotést koveien a receptor dimerizalddik, ezaltal a hemITAM-ekkcionalis ITAM
motivumkeént egy Fc-receptorhoz hasonlé jelatviradtitanak be, melynek proximalis
szakaszan kulcsfontossagu a Syk, majdl etisztalisan tobbek kozétt a PE, a
PKC5, a CARD9-Bcl10-Maltl komplex, melyek révén aktiddik az NLRP3
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inflammaszoma, az NdB és az NFAT, melyek citokinek és kemokinek teidésének
szabdlyozasat vezénylik [205] (9. abra).

A NOD-like receptorok és RIG-like receptorok inteHalarisan ismerik fel a
kilonbo®d koérokozokat és veszélyjeleket. A NOD-like recepkoesetén ez kaszpaz
aktivacion keresztuli citokin-termeléshez [206RK5-like receptorok esetén interferon-

termeléshez és antiviralis gének kiféjdaséhez vezet [207].

A neutrofil granulocitdk jelatviteli mechanizmusakn rovid 0sszefoglaléja
alapjan elmondhat6, hogy sejtfelszini receptorainalulo jelatviteli utak tébbnyire
kindz-kaszkaddokon keresztil vezetnek az effektgivalaszok megjelenéséhez. A
neutrofil granulocitak kilonbdzjelpalyaiban szamos tirozin-kinaz jatszik esszaligi
szerepet. Ezek kdzul az Src-tipusu tirozin-kinazbngedhetetlenek a neutrofilek
integrin-medialt és G-fehérje-kapcsolt receptororerekztil zajlo jelatviteli
folyamataihoz [122,123,156,208]. A Syk tirozin-kamék alapveét szerepe van a
neutrofilek integrinek jelatvitelében [120], akti@dik az Fc-receptorrdl induld
szignalizacio soran [209], valamint részt vesz eggentazatfelismér receptoron —
elsssorban a C-tipust lektin receptoron — Kkeresztilreji@6 sejtvalaszok
kialakulasdban [205]. Tovabba munkacsoportunk pgélds ebtt allé eredményei
alapjan az Src-tipusu tirozin-kindzok és a Sykztirekinaz részt vesznek a neutrofilek
Fc-receptoron keresztll létrefdvsejtvalaszaiban is. A neutrofilek integrin-medialt
folyamataiban [127], szuperoxid-termelésében [249]L-szelektin levalasaban [211]
farmakoldgiai megkdzelitéssel nyert adatok alapgénak az Abl-kinaz szerepét. Ezen
talmerben a neutrofilek citokin-receptor jelatvitelébenldsfontossaguak a szintén
nemreceptor tirozin-kinazok kozé tartoz6 Januszoka[l71]. Kulonboda neutrofil-
funkciokban a Tec-csalddba tartoz6 Bruton-féleztivkindz szerepe is bizonyitést
nyert [212]. Mindezek alapjan felmerllt a lebstge annak, hogy ezen kinazokat
megcelozva, azok gatlasa révén gyulladasgatld d$ataendelked vegylleteket
azonosithatunk, ezért doktori munkam soran egyelgedésinkre allé kismolekulas
kindz gatlo vegytilettar elemei kozilis@vizsgalat segitségével gyulladasgatlé hatassal
rendelked vegyuleteket kerestliink a neutrofil granulocitdkikidésére gyakorolt
hatdsvizsgalat alapjan. Majd az egyik leghatékonyabgyllettel, a dasatinibbel

részletesn vitro ésin vivo vizsgalatokat végeztink.
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3.4 A reumatoid artritisz

A sajat antigénekkel szembeni immunvalasz-hiany, immuntolerancia
karosodasa kovetkeztében kialakul6 autoimmun kakémzul az egyik legnagyobb
csoportot az autoimmun izileti gyulladasok alkatjak idetartozé reumatoid artritisz
(RA) vagy a kuloénbodz spondilartritiszek komoly terhet jelentenek a betenek, a
hozzatartozOknak, valamint a direkt és indirekitd@&eken keresztil a tarsadalomnak
[213]. Az RA a nyugati populacio 0,5-1 %-at ééirdzisztémas autoimmun betegség,
mely az izlletek krénikus gyulladasa révén komatyldti funkciévesztéshez és
deformitashoz vezethet [214,215]. Az RA tipikusarkéz kisiziletein (a proximalis
interfalangedlis és a metakarpofalangedlis izibetek indul gyakran lappangd
formaban, poliartikularis kezdettel. A betegségemz a szinovialis gyulladas és a
hiperpladzia, valamint a kovetkezményes porc- éstdestrukcid, mely megfelél
kezelés nélkal irreverzibilis funkcidkarosodasokakozhat [216]. Az izlleti
érintettségen kivil azonban RA-ban szewvedtegekben megjelenhetnek kilonboz
extraartikularis manifesztaciok is, igy példaul dfilor6zis, mellhartya-gyulladas vagy
vaszkulitisz [217,218]. Ezeken tulmgn RA-ban gyakoribb a kardiovaszkularis
megbetegedés: a szivinfarktus, a stroke vagy aelégielenség, melyek komoly
szerepet jatszanak abban, hogy a paciensek vagledtartama tébb évvel elmarad az
atlagpopulacioétdl [219]. A miokardialis infarktbglakulasara RA esetén példaul 1,5-
2-szeres a rizik6 a normal populaciohoz viszonyitwely dsszevethéta 2. tipusu
cukorbetegség altal jelentett kockazattal [220]ndiéizek egyittesen rAmutatnak a korai
és agressziv terapia fontossagara, mely az iziiekciokarosodasokat, valamint a
szisztémas gyulladas okozta sé@dmeényeket hivatott megidni. Ebben kulcsszerepet
jatszanak a betegség-moédositd antireumatikus fedamas” szerek (disease-
modifying antirheumatic drug, DMARD; a legujabb nemklatira szerint
konvencionalis szintetikus DMARD, csDMARD [221]).emlgek kdzul az aranystandard
a metotrexat [222]. Amennyiben egy DMARD 3-6 honmapeelil sem mutat lényegi
gyulladascsokkenithatast, akkor egy Ujabb bazisterapias szerrelnd@depréobalkozni
és/vagy biolégiai terapiat javasolt bevezetni [228] bioldgiai terapiak soran egy
endogén molekulara (példaul a TiNFa, az IL-6-ra, a CD20-ra stb.) specifikus

antitestet vagy receptor-antitest fuzids fehégéiajnak parenteralis médon (szubkutan
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vagy intravénasan) a szervezetbe, mely a targétséwadk semlegesitéséhez vagy a
sejtszdm-csokkenést eredmérye€D20-ellenes rituximab). A biologiai terapiak
reumatologidban tortén megjelenése szépen mutatja az elmult évtizedekokom
eléorelépését az RA patomechanizmusanak pontosabb t@sgéen, igy a korképben
szerepb citokinek azonositdsaban. Ezek révén a terapiabezitett bioldgiai terapiak
(igy a TNF-inhibitorok) forradalmasitottdk az RA Ziedését [223]. Ugyanakkor a
betegek egy része nem, vagy csak részben reagabl@giai terapiakra, sokan
rezisztenssé valnak a gyogyszerekre a kezelés qp&daul blokkolo antitestek
termelése révén), tovabba nem lebecsilkrmdmellékhatasok sem (példaul adedsek
iranti fokozott fogékonysag). Mindezek felvetik B gyogyszeres terapiak
kifejlesztésének igényét. Egyes tirozin-kinazok opatchanizmusban betdltott
szerepének tisztazésa rairanyitotta a figyelmebain-kinaz gatlok lehetséges terapias

szerként val6é alkalmazéasara.

3.5 Tirozin-kinazok és neutrofilek szerepe a reumatoid artritisz

patomechanizmusaban

3.5.1 Atirozin-kinazok és a reumatoid artritisz

Az RA Kkialakulasaban és lefolyasaban szamos irltel@es molekula
szerepel, melyek kozul kiemelkiédelentsédiek a gyulladasos citokinek [223]. A
citokinek parakrin mediatorként hatva kapcsolatotintenek a kilonbézammunsejtek
kozott, ezaltal befolydsolva a sejtekikbdését. A természetes immunvalasz sejtjei, igy
példaul a neutrofil granulocitak sejtfelszintikoblitéle citokin-receptort fejeznek ki: I-
es és ll-es tipusu citokinreceptorokat (példaulla@ vagy a G-CSF receptorat), IL-1-
receptort, valamint TNF-receptorokat [lll]. Ezek Zib az I-es és ll-es tipusu
citokinreceptorok jelatvitelében fontos szerepdszanak egyes tirozin-kinazok, igy
példaul a Janus-kinazok, melyek a receptorok ligatesének hatasara foszforilaljak a
receptort, ezaltal a transzkripcios faktor STAT ehkolldk aktivacidjat eredményezve
[]. A JAK-STAT utvonal szamos, az RA patogenedhen kulcsszerepet betdlt
citokin receptoranak jelatvitelében is szerepel Id@é az IL-6-receptor

szignalizaciojaban) [224]. Ennek klinikai jeléségét szépen mutatja, hogy a JAK1 és a
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JAK3 specifikus gatlészere, a tofacitinib hatékaaymizonyult RA-s betegekben [28],
mely alapjan az FDA engedélyezte a tofacitinibet Rx kezelésére az Amerikai
Egyesiilt Allamokban 2012-ben.

Az immunreceptorok, egyes integrinek és mintazatfed receptorok
jelatvitelében szerepet jatszé Syk tirozin-kindzZ=az K/BXN szérum transzfer artritisz
modelljében nélkilozhetetlennek bizonyult a gyuladkialakulasdban [225], mely
hatdsban részben a Syk neutrofilekben térteéxpresszidja jatszott szerepet [226]. A
Syk tirozin-kinaztél az immunreceptor jelatvitelbelisztalisan elhelyezkédBruton
tirozin-kinaz (Btk) CGI1746 ndy inhibitorral tortéd gatlasa pedig jeledgen
csokkentette a kollagén-indukalt artritisz kialaadt [227].

Mindezek az adatok jol mutatjak, hogy szamos tirdkinaz szerepet jatszik az
autoimmun izlleti gyulladasok kialakulasaban, méihetiséget biztosit ) kis
molekulasulyu inhibitorok kifejlesztésére és teégpalkalmazaséara, ahogy azt a JAK-
gétlo tofacitinib RA terdpiajaban valé megjelengdeéldazza.

3.5.2 A neutrofilek és a reumatoid artritisz

Tobb mas immunsejt mellett a neutrofil granulocitékfontos résztveli az
RA-nak. Egyik kisérletes modelljében, a betegséektdr fazisdnak tanulméanyozasara
hasznalt K/BxN szérum transzfer artritiszben pél@aoeutrofil granulocitak antitesttel
tortérd deplécidja megakaddalyozta a gyulladas kialakuld2as]. Ezen kisérletek
alapjan a neutrofilek nem csupan a betegség bésatian jeleskednek, hanem a
késsbbiekben is jelerds koéroki tényeék, amennyiben nem csupan az artritogén szérum
beadasa étti neutrofil-deplécid bizonyult hatékonynak, hanesn szérum-kezelést
kove® napok soran alkalmazott is [228]. Ezekkel az ddatbtsszhangban vannak a
neutrofil-hidnyos Gfi-1 knockouttal, illetve a F@a-hianyos egereken mért artritiszes
kisérletek [229,230]. A Gfi-1" hemopoetikus sejtekkel végzett kevert csomivel
kimérak segitségével pedig feltételedhethogy az aktivaldé Rereceptorok, a
kemotaxisban fontos C5a-receptor, valamint a migkan Iényeges LFA-1 molekulak
a neutrofil granulocitak felszinén (is) elengedtieteek a Kkisérletes artritisz
kialakulasahoz [229].

A Kkisérletes adatokon tulmémn azonban human medfigyelések is
alatamasztjadk a neutrofilek szerepét RA-ban. Igy éaintett iziiletek szinovidlis
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folyadékaban nagy mennyiségben talalhaték neutiofil231]. Ezek a perifériara
vandorolt sejtek jellegzetes aktivacidos fenotipositatnak, amennyiben megjelenik
plazmamembrénjukban a nagy affinitasy-Feceptor | [232]. A gyulladt iziletekben
ezen tulmeéen szamos olyan mediator talalhatdé, mely részbeneatrofilekidl
szarmazhat, illetve rajtuk fejti ki hatasat [233].

A tirozin-kindzok és a neutrofilek autoimmun izillgyulladasban betdltott
szerepe alapjan logikusan kovetkezett, hogy ambéenyi a dasatinib érett
polimorfonuklearis sejtekerin vitro koralmények kozott hatékonynak bizonyult,
megvizsgaljuk az inhibitor hatasat neutrofil-depamel autoimmun gyulladasos
modellben, a K/BxN szérum transzfer artritiszb@vabba egy masik immunkomplex-

medialt gyulladasos allatmodellben is, a reveraspasArthus-reakcidban.
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4. CELKIT UZESEK

PhD-munkam soran az alabbi 6t témakdrrel foglabuozt

1. Egy hierarchikus felépités kismolekulas kinaz-gatlé vegyulettar viszonylag

nagyateresstképesséifysairévizsgalata human neutrofil granulocitdkban

2. A kismolekulas tirozin-kindz gatlészer, a dasatindszletes hatasvizsgalata érett

human neutrofil granulocitak sejtvalaszairvitro kérilmények kozoétt

3. A dasatinib hatdsanak vizsgalata vivo Kkisérletes gyulladasos betegség-

modellekben (K/BxN szérum-transzfer artritiszbe\é@bus-reakcioban)

4. A neutrofilekben expresszaldédd Src-kindzok (Hcks, Egyn) szerepének vizsgalata

Arthus-reakcidban

5. A pl90RhoGAP szerepének vizsgalata a neutrofil Jomitak B,-integrin®l

fuggetlen degranulaciés folyamataiban.
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5. MODSZEREK

5.1 A neutrofil granulocitak izolalasa

5.1.1 Human neutrofil granulocitak preparalasa

A human neutrofil granulocitdk preparélasa egészséinkéntes donorok
periférias vérédl tortént. A vénés vért vakummentes korilményekokiyz18 G-s i
segitségével (végkoncentracibban 0,2 % heparinttali@azé) PBS-oldatba
,csepegtetve” nyertilk. A preparalas’Gaés Md*-mentes oldatban, endotoxin-mentes
kornyezetben, szobémérsékleten zajlott. A vorosveértestek Ulepitéseveett vérhez
adott 0,4% dextran 500 (Sigma) oldat segitségebebetc alatt tortént. Az Ulepitést
koveen a fehérvérsejt-gazdag fellluszot (,buffy coagptrifugaltuk, majd a neutrofil
granulocitakat Ficoll gradiensen (GE Healtcare) tieigélva szeparaltuk a toébbi
fehérvérsejtil (monocitaktdl, limfocitaktdl). Ezt kovéen a maradék vorosversejtet
hipotdnias (0,2%) natrium-klorid oldattal lizaltukajd a tonicitast azonos mennyigég
1,6%-0s séoldattal allitottuk helyre. Kétszeri meidddveben a sejteket G& és Md -
mentes 20 mM HEPES-t (Sigma) tartalmaz6é HBSS (Hamdlanced Salt Solution;
pH=7,4), roviditve HBSS/H-oldatban szuszpendalté&, a kisérletek végrehajtasaig
szobaldmérsékleten taroltuk.

A sejtek életképessége 99% feletti volt és a paitollapjan nyert sejtek

legalabb 98%-a neutrofil granulocitakra jelleihrsejtmorfoldgiat mutatott.

5.1.2 Egér neutrofil granulocitak preparalasa

Az egér neutrofil granulocitdk preparédlasa egér nbebbol tortént
szobalimérsékeleten, endotoxin-mentes oldatok felhaszaddds A kisérleti allatok
cervikdlis diszlokaciojat kovéen comb- és labszarcsontjaikat’Gaés Md*-mentes
HBSS/H-oldattal mostuk ki, majd centrifugaltuk, & fent emlitett mdédon a
vorosveértesteket hipotonias lizissel tavolitottuk & neutrofil granulocitak tobbi
csontvebi fehérvérsejt-populaciotdl valo elkilénitéseéhe26@s Percoll gradiensen
(GE Healthcare) keresztil nagy sebességgel ceagditik a sejtszuszpenziét. A
centrifugalast kbvéen a neutrofil granulocitdk a&sljan, a Percoll-oldatban ké&fudb
sejtfelbben jelentek meg, mig a tobbi sejt (tbbbek kdzdétnatitak, limfocitak) a
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HBSS/H- és Percoll-oldat fazishataranilgyssze. Tobbszori mosasi [€épést kdeet a
neutrofil granulocitakat felhasznélasig’Gaés Md*-mentes HBSS/H-oldatban taroltuk
szobalbmérsékleten. Az egér neutrofil preparatum tisztas#po feletti volt, a sejtek

életképessege korabbi eredmények alapjan 98%ifelethdodott [120].

5.1.2.1 Kisérleteimhez hasznalt egértérzsek, csoditkeherak

A pl90RhoGAP szerepének vizsgalatahoz egy pl90RRo@hitans allélt
(Grlfa™2%5%" tovabbiakban p190RhoGAP hordozé egértdrzset hasznaltunk, melyet
Jeffrey Settleman és munkacsoportja hozott IétremiAdkét aléllon mutans allélt

tm2Isertm2JSety agy p190RhoGAP) perinatdlis letalitasa miatt

hordoz6 egyedekQrif
kisérleteinket heterozigota allatokomitett terhességébszarmazo 15-18 napos donor
embriok fotalis majanak letdlisan besugarzott liecip egyedekbe vald
transzplantaciéjaval nyert csontéelkimérakon végeztik [I]. Az integrin-figg
vizsgalatokhoz CD18-hianyosltgb2™?8™283Y 5 tovabbiakban CDI8) egereket
hasznaltunk, melyek Arthur Beaudet-t0l szarmazgdd]. A neutrofil granulocitakban
expresszalodd Src-kinazok (Hck, Fgr, Lyn) hianyamasgalatahoz mindharom Src-
kindzra nézve génhianyo$idk™ " Fgr™He¥ Lyn™S°" tovabbiakban Hck Fgr,
Lyn~ mutaciékat homozigéta formaban hordozé, azaz “Heir’Lyn™ egereket
hasznaltunk, melyeket Clifford A. Lowell munkacsdjehozott Iétre [235]. Vad tipusu
kontrollként genetikai modositasoktdl mentes C5Bégereket alkalmaztunk, melyek
a Charles Riversst szarmaztak. Az autoantitest-indukalt artritisz/BKN szérum
transzfer artritisz) modell kivitelezéséhez haszndlattérkolonianak szamito
transzgénikus T-sejt receptort hordozé (KRN) egéstDiane Mathis és Christophe
Benoist laboratoriumébdl (Harvard Egyetem, Bostd8A) szarmazott, mig a NOD
egereket a Jackson Laboratory-tél vasaroltuk. Apreaktiv T-sejt receptort hordoz6
egyedek azonositasa PCR technikaval tortént. Vadayméltalunk hasznalt génhianyos
egertdrzs C57BL/6 genetikai hattérrel rendelkezett.

A kisérleteimben szeregpl valamennyi egeret egyedileg saetetett

ketrecekben, konvencionalis kérilmények kozotbtawk.
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5.2 A kindz-gatlé vegyulettar felépitése

A viszonylag nagyateresvtképesséfy sZirévizsgalatokhoz hasznalt kinaz-
gatlébk a Vichem Kft. jelenleg kozel 30.000 molekul@rtalmazé hierarchikusan
feléplib vegyiilettaranak tagjai (Nested Chemical LibF¥)y[236].

A racionalis gyogyszertervezeés alapjat
ado vegydllettar magjat a 110 core-struktu '

(alapstruktara) koré eépiilkdzel 400 anyagot %
tartalmaz6 validaciés (Chemical Validatiol
Library — CVL) és a kozel 2000 vegyilete
tartalmazé kiterjesztett validaciés vegydulett:

(Extended Validation Library — EVL) adja (10

abra). A core-struktara jelenti azt a szerkez 10. abra: A Vichem Kift. kismolekulas
kinaz-gatlékbdl allé fokuszalt
vegyulettaranak felépitése.(Sematikus
sziikseges a biologiai hatdas megjelenesél apra)

Ezen alap struktirdk kéré épuCVL és EVL

alapvazat, melynek megléte feltétlen

olyan kinaz-gatl6 molekulakat tartalmaz, melyek eghatékonyabb kinaz-gatlo
molekuladkként ismertek a szakirodalomban, megbdzhaatastani adatok allnak
rendelkezéstinkre iRodésukél, és kozuluk tébb klinikkumban hasznalt és/vagyikhi
és preklinikai vizsgalatok fékuszaban all. Ezek alakulak lehaivé teszik az altaluk
gatolt célmolekula bizonyos biolégiai (kér-) folyatokban bet6ltott szerepének
megebsitését, tovabba kiinduldpontjai lehetnek tovalmalagok szintézisének, melyek
fokuszalt alkdonyvtarak létrehozasaval novelik aapakgyllettar diverzitdsat. Nem
utolsdsorban ezek a validacios gatloszerek viduglidogyszertervezési modelleknek
valhatnak az alapjaiva, melyek a gyogyszertervekézdeti szakaszaban (]
vezérmolekulak virtudlis felkutatdsdnak lefsigét adjak. A CVL és EVL
konyvtarakban szereplmolekuldk koré tervezett 0j molekuldkat és anakagois
magaban foglalja a hozzagktgesen 17000 molekuléat tartalmaz6é mester-konyvtar
(Master Library; ML). (A molekulatar folyamatosanévill az UGjabb validaciés
molekulak, illetve a sajat, Vichem Kit. altal satizalt molekulak megjelenésével.)

A vegyuletek tisztasaga 98% feletti, melyet tomegsmmetrias (LC-MS),
illetve analitikai nagyfelbontasu folyadékkromatafigs (HPLC) vizsgalatokkal
igazoltak.
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5.3 A neutrofil granulocitak géatloszerrel torténé elokezelése

Az inhibitorok a folyadék allapota vegyllettarba®0% DMSO (Sigma)
oldatban 5 mM koncentraciéban vannak oldva. A wvigkag nagyaterestképesséi
szirévizsgalatokban a sejtek dilezeléshez a gatlészerek folyadék-vegyulettarbol
tortérd kivalogatasat és &higitasat egy a Vichem Kft. tulajdondban déVecan
Freedom EVO 150/4 folyadékkedekobot végezte, egy sokcsatornas pipettazasra
kifejlesztett 1,1 ml-es polipropilén csdveket (doantal Lab Products) tartalmazo6 (96-
lyuka lemeznek megfelélkiosztassal rendelk&y allvanyban. Az élhigitas a sejtek
assay-médiumaban (Mgmentes HBSS/H-oldatban) tortént. Ezt kiest a neutrofil
granulocitdkat 0,5 mM C&ot és 125uM ferricitokrom c-t tartalmazé HBSS/H-
oldatban szuszpendaltuk, és adtuk azdég allvanyzatban ékészitett, dlhigitott
gatlészeres oldatokhoz. A mérést®mil sejtkoncentraciéban végeztik, a LM
koncentraciéban jelenlév gatlészereket és a kontrollként hasznéalt 0,2% DMSO
(vivéanyag) oldatot, illetve 1uM staurosporint tartalmazé mintak mellett. Az
eldinkubalas 37C-on 30 percig zajlott.

A tovabbi dasatinibbel végzett mérések kivitelehégéa (> 99% tisztasagu
dasatinibet a Selleck Chemicals-t6l vasaroltukztéisdgat a Vichem Kft. HPLC-MS
modszerrel megésitette. A dasatinibet szintén DMSO-ban oldottgly, & dasatinibbel
kezelt mintak<0,01% DMSO-t tartalmaztak, a dasatinib-mentes kdinmintakhoz
0,01% DMSO-t adtunk. A neutrofil granulocitak a wpatpreszi képesséf
sZirdvizsgalatnal leirtak szerint ebben az esetberbisn C&*-ot tartalmazé HBSS/H
oldatban lettek szuszpendalva, és a kiloahincentracioban lévgatidszer, illetve a
kontrollként hasznalt vidanyag jelentétében a sejteket °Gon 30 percen at
eldinkubaltuk.

A sejtek életképességét és a bazalis apoptoziekéértCell Lab Annexin V-
PE ApoScreen Kit (Beckman-Coulter) segitségévelva)éa 6 éran keresztil, iM
koncentricidéban alkalmazott dasatinib nem befoly@igpem mutatott eredmények).
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5.4 A viszonylag nagyateresat képesséfi sairovizsgalatok Kkivitelezésenél

hasznalt Z-faktor analizis

A nagyateres#t képesséify sAirévizsgalatok mifség elletrzésére haszndljak a Z-
faktor analizist, mely a pozitiv és a negativ kolfwk értékeildl €és szérasaibdl szamolt

paraméter. A szamolashoz hasznalt képlet a kou&tkez

7= 1- 3X(pozitiv kontroll szérasa + negativ kontrolbszsa)
pozitiv kontroll — negativ kontroll

Maximalis értéke 1 lehet, nincs minimalis értékhae negativ értéket is felvehet.
Rendszerinkben a pozitiv kontrollok a éanyagot, 0,2% DMSO-t tartalmazd mintak,
mig a negativ kontrollok a teljes gatlast okozdusigporinnal kezelt mintak voltak.
Ezek adott kisérletben felvett értek@ilés szorasaibol szamoltuk a Z-faktorokat. A Z-
faktor analizist &ltalabaim vitro sejtmentes assay-rendszerre vonatkoztatva ekékeli
szigoru kritériumokat az értékelldsgget figyelembe véve tapasztalati tton hataroztuk
meg a sejtes rendszeriinkben. Ez alapjan az altaméknolt Z-faktorok alapjan a
méréseket a kdvetkéxkategoriakba soroltuk: 0,5 felett kivalo mérés 8s 0,5 kozott

j6 mérés, 0,3 alatt gyenge meérés, mely legfeljebpedi esetekben értékeltietA
bemutatott eredmények értékeléseibe csak azokatémeseket vettik figyelembe,

melyek esetén a Z érték meghaladta a 0,3 értéket.

5.5 Neutrofil granulocitak aktivacioja

A vizsgalatok nagy részében a sejteket lemezekeivadkk, ehhez a
szirévizsgalatokban 384-lyukd Nunc MaxiSorp lemezekegnekivil 96-lyukd Nunc
MaxiSorp lemezeket, vagy szovetkultira lemezek& EoSciences) hasznaltunk. Az
adhézio-fugd aktivaciohoz a kisérletek soran a lemezek aljanak fedéséhezbeBS
150 pg/ml human fibrinogént (Fbg; Calbiochem) vagy 10%S-t (Invitrogen)
tartalmaz6 oldatot hasznaltunk, és szdaérsékleten az oldatokkal 30 percet
inkubaltuk a lemezeket, majd a kisérletek megkez@ését a lemezeket HBSS oldattal
mostuk. A humén neutrofil granulocitakat 20 ng/midéan TNk (Peprotech), 50 ng/ml
huméan Cb5a (R&D Systems), dg/ml PamCSK, (EMC Microcollections), 1ug/ml
tisztitott (ultrapurified) lipopoliszacharid (tovidlakban upLPS; InVivoGen), vagy 100

-850 -



nM forbol-12-mirisztat-acetat (PMA; Sigma-Aldrich)segitségével aktivaltuk
[102,120,122], [I]. A szolubilis agonista nélkulid@ézio-fligé vizsgalatainkban
egyrészt human monoklonalis integrin ellenes asttte(anti-CD18; 1B4 klon), illetve
izotipus kontrolljat (K9 klén) immobilizaltuk 2Qug/ml koncentracioban karbonat-
pufferben (35 mM NaHC®&€és 15 mM NgCOs; pH 9,6) a lemez felszinéhez, majd 10%
FCS tartalmi PBS-oldattal blokkoltuk az igy létrebid felszint, migitt a sejteket
rahelyeztik aktivalas céljabol. Masrészt polivalerisgrin-ligand felszinre helyezve a
neutrofileket, azok szintén tovabbi szolubilis aigtan nélkil képesek aktivaldédni. Ez
esetben a lemez felszinét g6/ml poly-RGD-tartalmu (Sigma-Aldrich) PBS-oldattal
kezeltik eb [102,120,237]. Immunkomplex aktivacidé esetén az immobilizalt
immunkomplex felszin létrehozasahoz g@/ml human laktoferrint (LFR; Sigma-
Aldrich; 1 éra, szobatmérséklet) helyeztiink az ELISA lemezek furataibeb&aat-
pufferben (pH 9,6), majd az aspecifikus didlyek elfedésére a felszint blokkoltuk
(blokkolé puffer: 10% FCS PBS-ben; 1 oOra, szdimaérsékleten), majd ezt koven
1:400 aranyban blokkol6 pufferben higitott polikkia nydl anti-human laktoferrin
antitestet (anti-LFR; Sigma-Aldrich; 1 ora, szobaérséklet) adtunk a felszinhez. A
laktoferrin degranulacié méréseknél az immunkompétszin létrehozasahoz 2@/ml
human szérum albumint (HSA; Sigma-Aldrich) és dmtman szérum albumin
antitestet hasznaltunk (1:400 higitas; anti-HSAgn&i-Aldrich) a laktoferrinnél leirt
moédon. A jelatviteli folyamatok vizsgalatdnél a tekgt 24 lyukd szdévetkultdra
lemezeken, vagy 6 cm atnégi Petri-csészékben aktivaltuk, ez esetben a felllet
fehérje-kobkepességeének noveléséhez az immunkomplexek |éashatt tovabbi
elokezelésre volt szikség. PBS-ben higitott 0,1 mg#hitL-lizinnel (Sigma-Aldrich)
inkubaltuk a felszint 1 éran at szolbatérsékleten, majd mosast kése 15 percig
inkubaltuk 2,5% glutaraldehid oldattal (Sigma-Ath). Ezt kdveten tobbszdri mosas
utan hasznaltuk a fellletet immobilizalt immunkompfelszin Iétrehozasahoz. A sejtek
felszinre helyezését mindenesetben nitemela felszin mosasa HBSS-oldattal [89]. A
neutrofilek adherens aktivacioja minden esetbenM MhgCl,-ot tartalmazé oldatban
tortént, a MgGl-ot kdzvetlenil az aktivacio @t adtuk a sejtszuszpenzidhoz.

A neutrofil granulocitdkadhéziotol fluggetlen aktivacioja minden esetben
Mg?*-mentes koérnyezetben, sejtszuszpenzidban tortéipirguilén csévekben, vagy
10% FCS-sel fedett felszinen 20 ng/ml TNFuM fMLP (Sigma-Aldrich), 50 ng/ml
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Cba, 100 ng/ml human IL-8 (Peprotech), 50 ng/ml L 8anta Cruz Biotechnology), 1
pg/ml PamCSK,, 1 ug/ml upLPS és opszonizélatlan, vagyirfaktivalt human
szérummal, vagy normal human szérummal opszonifalmg/ml zimozan (Sigma-
Aldrich) segitségével. Az fMLP segitségével tobt@ktivalas esetén egyes esetekben
10 uM citokalazin B (Sigma-Aldrich) ékezelést is alkalmaztunk 30 percen at.

A egér neutrofil granulocitak aktivalasdhoz a huméntrofil granulocitaknal
leirtaktol eltéé modon 50 ng/ml egér TNFat (Peprotech), 10 ng/ml GM-CSF-et
(Peprotech) és gM fMLP-t hasznéltunk.

5.6 A neutrofil granulocitak sejtvalaszainak mérése ébiokémiai vizsgalatai

5.6.1 A neutrofilek szuperoxid-termelésének mérése

A neutrofil granulocitak bizonyos stimulusok hatésszuperoxidot termelnek,
melyet az esetek tobbségében spektrofotometriasszedel, citokrom c redukcios
teszttel, illetve egy esetben luminometriasan nmértlA citokrom c redukciés
maodszerrel tortéhmeérés esetén az aktivalasteh sejtekhez 10AM ferricitokrom c-t
(Sigma-Aldrich) adtunk, majd a sejtek éaltal az @ktié hatasara (amit a megfélel
felszinre helyezéssel kiulonkibzszolubilis stimulusok jelenlétében vagy anélkiligk
el) termelt szuperoxidot 2 percenként detektaltgy E€LISA-leolvasé (Labsystems
Multiskan Ascent multiplate reader; Thermo FiscBerentific) segitségével tdbb, mint
egy 6ran at 3C-on. A méréshez PGejtet helyeztiink a 96-lyukt lemezek furataiba. A
meérés soran a sejtek altal termelt szuperoxid sizplickkok az oxidalt ferricitokrom c-t
redukalt ferrocitokrom c-vé alakitjak, mely szatsmbmmel is lathaté szinvaltozassal
jar, és ez a redox-reakcio fotométer segitségéedgvethet. A citokrom c elnyelési
spektrumanak vizsgalata soran a redukcié hatasa@anbn-es hullamhosszon egy
elnyelési csucs jelenik meg, ehhez képest a toblbarhhosszon mérve az elnyelés
mértéke kevésbé fliigg a citokrom c redox-allapotdidl. Mocsai Attila mérése
alapjan). Ennek alapjan méréseinket 550 nm-essHméfamhosszon és 540 nm-es
referencia-hulldmhosszon végeztik. A @&bBuollamhosszon kapott abszorbancia
értékekiél levontuk a referencia-hullamhosszon kapott ékéke(a viszonylag
nagyateresst képesséify szZirévizsgalatokban levontuk a stimulalatlan kontrollrig®

ertékeit is), levontuk tovabba a ,nulla”’ dplontbeli értéket, és a termelt szuperoxid
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mennyiségét 10 sejtre vonatkoztatva 4&brazoltuk [102,120]. A luomretrias
mobdszerrel tortéh mérés esetén a sejtszuszpenzidohoz mesés5€l ng/ml lucigenint
(Sigma-Aldrich) adtunk, majd a lumineszcenciabakibetke® valtozasokat Thermo
Labsystems Fluoroskan Ascent FL luminométerbenktidtak tobb, mint egy éran

keresztil 37C-on.

5.6.2 A neutrofilek szétterlilésének és letapadasanak vigélati médszerei

A sejtszéttertlést 24-lyuku lemezen vizsgaltuk. B Berces stimuléciot
koveten 3,7%-os formaldehiddel fixalt sejteken faziskastt mikroszkdpiaval
vizsgaltuk egy Leica DMI 6000B mikroszkdp segitséaigLeica Microsystems), 20x
nagyitasu faziskontraszt objektivvel. A felvételelke mikroszképhoz csatlakoztatott
Leica DFC480 CCD kameraval készitettik. Az aktiganran szétterilt, poligonalissa
Valt sejteket a lemezek furatainak hdrom meghatdirdakalizicidoban |&¥ latoterében
leszamoltuk és az adott latotérbensl@gszes sejt szaméahoz viszonyitottuk.

A neutrofil granulocitak letapadasanak vizsgalatmas szintén 30 percig
aktivaltuk a sejteket 96-lyuku lemezeken, majd g#dni lemosast kovéen a lemez
aljadhoz tapadt sejteket savas foszfatdz assaységgitel mertik. A sejteket 1M
pNPP-t (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 savas foszfataéfgp (Triton, natrium-acetat,
ecetsav, pH 5,3) segitségével lizaltuk. Ezt kémetegy tiszta 96-lyukd ELISA lemezre
vittik at a mintakat, amiben 90 percig,’G7on inkubaltuk, majd az enzimreakciét 5 N
natrium-hidroxid oldattal allitottuk le, és a saakciot fotométerben 405 nm-es
hullamhosszon detektaltuk. A migralt sejtek arangat adott kisérlethez tartozé

kalibraciés gorbe alapjan hataroztuk meg [120].

5.6.3 A neutrofilek degranulacios folyamatainak vizsgéalaai

A laktoferrin degranulaciot szendvics-ELISA mddszerrel mértik. A sejtek
fellluszoéjat 30 perces aktivaciot kogen gyhjtottik, majd felhasznalasig -20-on
taroltuk. A méréshez anti-human laktoferrin antg&st (1:1000) immobilizaltunk 96-
lyuk( ELISA lemezeken karbonat-pufferbefCdon egész éjszakan at. Ezt kdest a
felszint blokkoltuk 0,5% BSA-t (bovine serum albun$igma-Aldrich) és 0,1% Tween
20-at (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 PBS oldattal 1roé szobatmérsékleten. Majd a
lemezeket a vizsgalni kivant neutrofil-feliliszokka&s a kalibraciés gorbékhez
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szobalbmeérsékleten. Ezt kouéen tobbszori mosasi |épés utan peroxidaz-jel6li- ant
LFR antitesttel (1:1000 higitdsban) inkubaltuk a ntakat 1 o6ran &t,
szobaldmeérsekleten. Tobbszori mosast kdest a peroxidaz-aktivitas detektalasahoz
szubsztratként o-feniléndiamint (Sigma-Aldrich)téémazd ebhivo-oldatot (citromsav,
NaoHP Oy, H,0O,, pH 5) hasznaltunk (15 perc, szobatérsékleten), majd a reakciét 3 N
s6savval allitottuk le, és az optikai denzitastofoéterrel olvastuk le 492 nm
hullamhosszon. Az uritett laktoferrin mennyiség&ablbraciés gorbe alapjan 46ejtre
vonatkoztatva abrazoltuk [156].

A zselatindz degranulaciétzselatindz zimografia segitségével vizsgaltuk. A
sejteket fMLP stimulus esetén 10 percig, a tobiongus esetén 30 percig aktivaltuk,
majd az ezutan gytott fellliszokat nem-redukdld mintapufferrel efagttik, és
felhasznalasig -2C-on taroltuk. A mintdkat 1 mg/ml zselatin tartaln@%o0-os
poliakrilamid gélen futattuk meg. A géleket futmtdtan 2,5% Triton (Sigma-Aldrich)
tartalma oldatban renaturéltuk 30 percen at, sz@ibéhsékleten, majd 14-16 éran at
eléhivo-oldatban (Tris-klorid pH 7,5, NaCl, 0,2% TntoX-100, CaC)) inkubaltuk
37°C-on. Ez id alatt a feluliszé mintakban lévzselatinaz bontotta a gélben dév
szubsztratjat, melyet aspecifikus gélfestéssel Emsie) fedidési hianyként
detektaltunk [124].

5.6.4 Az intracellularis jelatviteli folyamatok vizsgalatai

A jelatviteli folyamatok vizsgalatanal a sejteketuszpenzioban 3 percig
(fMLP), 5 percig (IL-8, C5a, LTB, 10 percig (TNF, Pagt SK,, zimozan) és 20 percig
(upLPS), illetve felszinhez kototten 10 percig (iomkomplex) vagy 15 percig (TNF
stimulus fibrinogénen, poly-RGD) aktivaltuk, majdgye radioimmunprecipitacios
vizsgélatokhoz hasznalt Triton X-100-alapu, 0,1% S&Dés 0,5% deoxikolatot,
valamint proteaz és foszfataz inhibitorokat (amiat, proteaz és foszfataz inhibitor
komplexet, natrium-ortovanadatot, PMSF-et, DFPatjaimazé lizis pufferrel (RIPA)
lizaltuk. Egyes esetekben a sejtlizatumok inszdikibirakcidjanak centrifugalassal
tortérd eltavolitasa utdn a mintdkb6l 4D10 monoklonalisi-S8gk antitesttel (Santa
Cruz Biotechnology) precipitaltuk a Syk-et, majd amtigén-antitest komplexeket
szefar6z-gyongyokhoz kotott protein A/G (Invitroyesegitségével nyertik ki [120],
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majd (és egyéb esetekben kozvetlenlll) a centrifisgdépést kdvéen a mintakat
redukald p-merkaptoetanolt is tartalmazo) mintapufferrel glegtik, ezt koveten 10
percig 96C-on %ztik, majd felhasznalasig -Z0-on taroltuk. A mintakat poliakrilamid
gélen futtatuk meg, majd foszfotirozin (PY; 4G10@rk| Millipore), foszfo-Syk (#2701
Cell Signaling Technology) p38 MAPK, ERK (Santa £miotechnology), foszfo-p38
MAPK, foszfo-ERK (Cell Signaling Technology) ellemintitestekkel, Western-blot
technika segitségével hivtul6¢l02,120].

5.6.5 A neutrofilek migraciéjanak vizsgalata

A neutrofil granulocitdk migracidjanak vizsgalatarbranswell-migracios
assay-t hasznaltunk. A Transwell inzertek (Corniaga 3 um atmééji porusokat
tartalmaz6 polikarbonat-filter, melynek mindkét alat 10% FCS-t (PBS-ben)
tartalmaz6 oldattal fedtink (1 oOra, szobaiérsékleten). A neutrofil granulocitakat
tartalmazé sejtszuszpenziokkal egyltt az inzertedgy 24-lyukd lemez furataiba
helyeztik, melyek éketesen mar tartalmaztdk a kemoattraktanst tartaéinaédatot
(100 nM fMLP-t vagy 10 ng/ml IL-8-at). A Transwekbmrat ezek utan 60 percig’€?
on inkubaltuk, majd a sejtvalaszt jégen allitottiek Centrifugalas és az inzertek
eltavolitasat kovéen a filteren atvandorolt sejtek mennyiségét sduasfataz assay
segitségével hataroztuk meg (a letapadas vizsgakdtdeirt médon) [120,124]. A
migracios kamrat oly mddon modositottuk egyes lesginkben, hogy a sejtek
inzertekbe helyezésedod 100 ul nyolcszorosara higitott Matrigel (BD Biosciences)

oldattal toltottuk fel, és a sejteket ezen at vaaldattuk 3 éran at.

5.6.6 A baktériumolési-teszt

A neutrofil granulocitak baktériumolési képességgy baktérium tulélésen
alapulé 96-lyuki lemezre adoptélt protokoll segjéséel vizsgaltuk [238]. A
Staphylococcus aureésEscherichia colibaktériumokat egészséges dnkéntes donorok
periférias vérének kevert szérumaval opszonizajtumiajd 30 percen keresztil
inkubaltuk neutrofil granulocitdkkal (neutrofil:bakium arany 1:10; mintavétel 10
perces idintervallumokkal). A mintavételt kovéen a sejteket 1 mg/ml saponin
tartalmd 4C-os HBSS-oldatban lizaltuk, ezt koéeh a mintakat -8C-on tartottuk 20
percig, majd a mintdkat jégen 96-lyukd lemezre aitzk szét Luria-Bertani (LB)
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taptalaj jelenlétében mintanként 4 parhuzamossa, amellett a kiindulasi
baktériumokat tartalmaz6 szuszpenzidébdl parhuzamkaibracios sort is készitettiink.
A baktériumnovekedéssel parhuzamosan valtozé adptlkazitdst ELISA leolvaso
segitségével kovettilk nyomon°87on 650 nm hullamhosszon percenként mérve 10
oran at. A kiertékelés alapja az a tény, hogy atakbran lév baktériumok kezdeti
koncentracidja forditottan aranyos volt azzal adgtadammal (inkubaciés & ti),
mely alatt a baktérium koncentricidja elért egy aueqt értéket, idealis feltételek
kozott novesztett baktériumok esetén. Minden miozalmendelhettiink tehat egy
inkubacios id értéket, mely segitségével az ismert koncentradiaktérium mintakbal
kapott kalibracios goérbe alapjan szamoltuk a bakt&concentraciot az egyes
mintakban. A mérés feltétele, hogy a baktériumoposencialisan szaporodé fazisban
legyenek, vagyis a ndvekedési sebességiik a mdg@sniEn egyenletes maradjon. A
kiértékeléshez hasznalt képlet a kovetkeppaktérium]=f x & * "€ ahol t az
inkubacios id, e a természetes logaritmus alapjgaz egyenes meredeksége, éd az

szorzofaktor.

5.7 Adhézibés vizsgalatok human és egér neutrofil granatitdkon teljes szérum

jelenlétében

A preparalasi lepések elhagyasaval a fehérvérsgitiitiik Bként a neutrofil
granulocitak) funkcidinak a fiziologias korilményekz kozelebb allé vizsgalatat
allitottuk be. Az egészséges oOnkéntes donorok guerdf vérebl a vordsvertesteket
0,4% dextran 500 (Sigma-Aldrich) segitségével iidtfilk, majd az igy kapott
fehérvérsejt-gazdag felliliszot tovabbi izolalagiéek nélkul kezeltik kiulénb&z
koncentraciéban dasatinibbel, majd ezt kégata feliliszot FCS-sel fedett 96-lyuku
lemezre vittik, ahol a sejteket 20 ng/ml human &NEOO ng/ml human C5a, jdg/ml
PamCSK,, illetve 1 ug/ml upLPS jelenlétében aktivaltuk 30 percen kekgs¥7°C-on.
Az aktivacio hatasara felszinhez tapadt sejtek ryisagét tobbszori lemosést koden
a fentebb részletezett savas foszfatdz assayégéyitd hataroztuk meg.

A szajon at beadott dasatinib hatasat kisérlesit@gibn, C57BL/6 egereken
végeztik. Az egereket kulonk®Hzddzisi dasatinibbel kezeltik gyomorszonda

segitségével. A beadashoz a dasatinibet 1% hidilecédiuloz tartalmazo vizben
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szuszpendaltuk. A dasatinib beadasat kieretmasfél 6raval heparinnal kezeltik, majd
ezutan fél oraval altatds (2,5% tribromoetanol;n&igAldrich) mellett a retroorbitélis
vénas plexusbdl Uvegkapillaris segitségével kitétdk az allatokat. Az igy nyert vér
dextranos Ulepitését koven a fehérvérsejt-gazdag fellliszot tovabbi izeldEpések
nélkil FCS-sel fedett lemezre helyeztik, és 50 hgfpér TNF segitségével aktivaltuk.
Az adherens sejteket szintén savas foszfataz atdsgtaroztuk meg. Mind a human,
mind az egér periférias véilbszarmazo letapadt sejtek zdme a neutrofil graitdlkra

jellemz6 morfolégiat mutatott (nem mutatott adat).

5.8 A kisérleteim soran alkalmazottin vivo gyulladasos allatmodellek

5.8.1 A KBxN szérum transzfer artritisz

A KRN transzgénikus ,autoreaktiv’ T-sejt receptdmbrdozd, C57BL/6
genetikai hattérrel rendelk&zegértérzs és az ,autoimmun” MHC Il haplotipussal
rendelked NOD egerek keresztezésével nyertik a kisérletemkiasznalt (transzgén-
pozitiv, artritiszes) K/BxN, illetve a transzgénem hordozé (transzgén-negativ,
kontroll) BXN egereket [239]. A K/BxN utddokban spgan megjelet poliartritisz
jellemzs (K/BxN artritisz), mely hisztopatolégigjat tekimvhasonlé a huméan RA-hoz
[102,239]. A spontan artritiszes utddok szérumévahely gazdag glikdz-6-foszfat
izomeraz (GPI) ellenes antitestekben — a betegbépetd egészséges allatokra is
(K/BXN szérum transzfer artritisz) [240].

A kisérleteink kivitelezéséhez harom hénapnasebb K/BxN egyedekt vett
vérsl nyert szérumot felhasznalasig °20on taroltuk. A kisérletek inditasahoz a
transzgén-pozitiv és -negativ szérumokat PBS-beitottiik, majd 37C-ra melegitve
intraperitonealisan (i.p.; egyedenként 300szérum) adtuk be a kisérleti allatoknak a
kisérlet 0. napjan. Ezutan 14 napon Kkeresztil rtaponegvizsgaltuk a kisérleti
allatokat. Az izileti gyulladas Klinikai tlineteitilgossaguk alapjan 0-10-ig terjied
skalan pontoztuk, illetve a bokavastagsag valtdzags erre alkalmas m@miszer
segitségével kovettik nyomon. Az izlleti funkci@sgalatara az egereket 2 percen
keresztil fejjel lefelé forditott racson késztettiipaszkodasra. Mig az egészséges

allatok szamara ez a feladat nem jelentett nehégsaddig az izileti gyulladas jeleit
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mutaté allatok néhany masodpercen belil elengedtéksozatot. A kapaszkodasi-teszt
soran racson maradt allatok aranyat @zfigygvényében abrazoltam.

5.8.2 Reverz passziv Arthus-reakcio

A fentebb bemutatott kisérletegn vivo autoimmun izuleti gyulladas
allatmodellje mellett, vizsgalataink sordan egy natbztikusabb, szintén
immunkomplex-mediélt gyulladdsos modellt, a reverassziv Arthus-reakciét is
alkalmaztuk [241,242]. A lIl. tipusU hiperszenZzitasi reakciok kozé tartozé reverz
passziv Arthus-reakcié kivaltasdhoz a kisérlettaknak (a géatloszeres kisérletekben
vad tipusu C57BL/6 egereknek, mig a genetikai meglkig&s esetén vad tipusu,
valamint Hck Fgr'Lyn”™ — Src-csaldd KO — egereknek) anesztéziaban (2,5%
tribromoetanol; Sigma-Aldrich) 2Ql PBS-ben kétszeresére higitott poliklonalis anti-
ovalbumin antitesteket tartalmazo teljes antiszé&tu@®igma-Aldrich) injektaltunk a
jobb fulik Wrébe (intradermdlisan, i.d.). Ugyanilyen médon koltként a bal fulik
bérébe kétszeresére higitott nyul szérumot fecskeimdiezKdzvetlenl ezt kovéen az
allatok szisztémasan (intravénasan, i.v.) 0,4 maglbmmint (Sigma-Aldrich) kaptak.
Két oraval késbb az allatoknak i.v. 80 MBG°™Tc-jelélt human szérum albumint
adtunk be (Albumon HSA®™c labeling kit; Medi-Radiopharma). Majd Gjabb két
oraval kéébb a kisérleti allatokat 10% uretan segitségévey miéatasba helyeztik, és
a Mediso Kft. tulajdonaban 16vNanoSPECT/CT készulékkel kovettik nyomon a
radioaktivitas szervezeten bellli eloszlasat. Aatekht VivoQuant (inviCRO) szoftver
segitségével értékeltik. Az allatok flulének radindtids értekeit a teljes fej

radioaktivitasara vonatkoztattuk.

5.9 A bemutatott eredmények prezentacidja, statisztikaanalizis

Az értekezésben bemutatott eredmények 3 vagy t@ymastol fuggetlen
Kisérletlbl szarmaznak. A reprezentativ kisérletekben az tadwréshez tartozo
parhuzamosok értékeinek atlagat és szérasat (SB2d@huk. A kisérleteinkben minden
esetben legaldbb két-harom parhuzamos mérést uégezA szuperoxid-termelés

mérésénél a nulladik égpont, valamint a nem stimulalt kontroll gorbék legsra
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keriltek. Az immunblotok értékelésénél a denzitaordetimaged Launcher 1.38x
szoftverrel végeztik.

A doézis-hatas gorbéknél, illetve a sejtvalaszokzaldkos megadasanal a nem
stimulalt kontroll értékek levonasra kertltek, gseeedményt a DMSO-val (a gatloszer
vivbanyagaval) kezelt mintak szazalékaban adtuk mediggetlen kisérleteket
atlagoltam, és az atlag hib4jat (SEM) abrazoltukkiretikai mérések esetén a dozis-
hatas gorbe meghatarozasahoz a 60. percben féltéket, vagy a luminometrias mérés
esetén a gorbe alatti tertletet vettik figyelembdeldzis-hatas gorbéknél feltlintetett
maximalis gatlas, illetve 1§ értékeket 4 paraméteres logisztikus fliggvény ségével
IBDS XLFit szoftver segitségével szamoltuk.

A statisztikai analiziseknél (a kisérleti felallaknmegfeleden) Student-féle
kétmintas t-probat, vagy ismétléses kétfaktorosamaia-analizist végeztiink (Tukey-
féle post hoc teszttel). A statisztikai kiértékeldsez STATISTICA programot
hasznaltunk, ahol szignifikansnak a p<0,05 értédantettik.
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6. EREDMENYEK

6.1 Egy kinadz-gatldé vegyulettar viszonylag nagyateresét képesséf

sziir gvizsgalata human neutrofil granulocitakon

A gyulladasos betegségek kutatasanak és az Ojaghasigatlé vegyulletek
fejlesztésének egyik legigéretesebb terllete a nbidl# kinazok szerepének a
vizsgalata. A vizsgalataink kdézéppontjabandsléélsejtek a gyulladasos folyamatok
soran létrejo§ szovetkarositasban jelést szereppel biré fagocita-sejtek, a neutrofil
granulocitak voltak. A neutrofil granulocitak eftek sejtvalaszaihoz veZet(a
bevezaiben részletesen targyalt) intracellularis jelatviteak elengedhetetlen szerépl
a kllénbos tirozin-kinazok. Ezen tirozin-kindzokat megcéloziipatamadaspontu, a
neutrofil granulocitak sejtvalaszait gatolni képeslekuldkat kerestiink a Vichem Kft.
altal létrehozott fokuszalt, kismolekulas kinazlgatvegyilettarban. Ehhez egy
viszonylag nagyatereszképesséf sZirévizsgalati rendszer beallitasat és kézel 2500
molekula tesztelését végeztik el.

A szakirodalom alapjain vitro sZirévizsgalatokban altalanosan hasznalt 10
uM koncentraciéban vizsgaltuk a vegyllettar gatlésmek hatdsat a neutrofil
granulocitak egyik jol mérhét sejtvalaszara, a szuperoxid-termelésre. A sejtekre
gyakorolt hatast két fiziologias (Fc-receptoron deztili, illetve adhézio-fligy
aktivacios) rendszerben és egy nem-fiziologiasbibeszterrel tortés) aktivacios
rendszerben teszteltik. A gatlészerek jelenlétéeenmaradd sejtvalasz mértékét, a
neutrofil granulocitdk szuperoxid-termelését spafktiometrias modszerrel (citokrom ¢
redukcios teszttel) kovettik nyomon.

Az Fc-receptoron Kkeresztlili aktivacio soran a gejte immobilizalt
immunkomplex (IC) felszinre helyezve modelleztik ammunkomplex-medialt
autoimmun gyulladasos folyamatokat [89]. A neuteifi adhézié-fig§ (adherens)
aktivacidja soran egy gyulladasos citokin (TdYHelenlétében stimulaltuk a sejteket
integrin-ligand  felszinen (fibrinogén—Fbg), ezzel odellezve a gyulladdsos
kornyezetben megfigyelhet sejtaktivalodast [120,122]. A nem-fiziolégids (yag
szuprafiziologias) rendszerben todemktivalas soran a protein-kinaz C-t aktivalo
forbol-észtert (PMA) hasznaltuk, mely nemspecifikogechanizmussal, az eddig

vizsgalt sejtfelszini receptorok és kinazok jelemléélkil is képes létrehozni a
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neutrofilek kifejezett aktivalodasat [120,122,195}¢t a nem-fiziologias aktivaciot gatld
vegyuletek feltételezhéen alapveten befolyasoljak a sejtek életképességét vagy
valaszkészségét. A kisérleteink sordn tehat olydalati-, vagy ,hit"-molekulakat
kerestiink, melyek a fiziologias stimulalasi rendbea képesek gatolni a neutrofilek
sejtvalaszait, de nem befolyasoljak a nemspecifikksivalasi rendszerben adott
sejtvalaszokat, azaz nem befolyasoljak a sejtekéességét, valaszadd képességét. A
Vichem Kft. hierarchikus felépités fokuszalt vegyulettaranak kézponti elemét ado
agynevezett validacids konyvtarat (EVL), illetvehd@y tovabbi alkonyvtarat, 6sszesen
2417 molekulat teszteltink le atlagosan 1,6-szdsmsétlésszammal, am vitro
neutrofil granulocitak szuperoxid-termelésének reénéalapulé assay-rendszereinkben,

melyek 0sszesitett eredményét az 11. bra mutatja.

Fc-receptoron keresztiili aktivacio Adherens aktivacio Forbolészterrel torténd aktivacio
(Immunkomplex) (TNF+Fbg) (PMA)
600 ————————-—————————~ 3507 700
E 5004 300 600
'S 250 500
& 400
3 200 400
5 300
N 150 300
S 2004
] 100 200
]
100+ 50 100
0 0+ 0 : r
-50 0 50 100 150 200 -50 0 50 100 150 200 50 0 50 100 150 200
Fennmarad6 sejtvalasz Fennmarad6 sejtvalasz Fennmarad6 sejtvalasz
(DM SO kontroll %-&ban) (DM SO kontroll %-aban) (DM SO kontroll %-&ban)

11. dbra: Az altalunk vizsgalt kinaz-gatlé vegyilletk hatasanak megoszlasa a kilorizé stimulalasi
rendszerekben. (10 uM gatloszer koncentracio, Z>0,3, a 0+5%-0s és atA®Bos valaszképesst
tartomanyok kilon kiemelve)

A gatlészerek hatasanak jellemzésére hisztogramngelyén abrazoltuk a
gatlészerekkel kezelt sejtek altal mutatott fenradar sejtvalaszoknak a vianyag
(DMSO) jelenlétében meért sejtvalaszhoz viszonyisatizalékos megoszlasat. Az abra
oszlopai az adott értékhez képest +5% tartomanydda fennmarad6 sejtvélaszt
eredménye gatloszerek szaméat abrézoljdk. Az attekiribéy kedvéért kiulon
kiemelten szerepeltettem a 100+5%-0s (nincs ga#és)a 0+5%-0s (teljes gatlas)
sejtvalasz tartomanyba e®szlopokat. Az altalunk letesztelt gatlészerekbgilge a
100%-o0s fennmaradd sejtvalaszt eredmédyienibitorok megoszlasi csucsaba esett

mindharom aktivalasi rendszerben, azaz ezen imindkt nem gatoltdk az egyes
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aktivalasi rendszerekben a neutrofil granulocitzkipgroxid-termelését. Mindharom
rendszerben Kkirajzolédott egy, a &anyaggal kezelt kontroll sejtek (100%-o0s
sejtvalasz, nincs gatlds) sejtvalaszainal nagyobbjtvdaszt eredményéz
gatlészercsoport. Ezt egyrészt magyarazhatja easegtzokat nem gatlo vegyuletekkel
(100%-0s sejtvalasz) tortémmerések nagy szorasa, mely szinte elkerilhetdifen
rendkivil 0sszetett sejtes assay-rendszerben. Déavabmerilhet a sejten belili negativ
szabalyozé rendszerek (példaul foszfatdzokat dktivkinazok, autoinhibitoros
foszforilacio) gatlasa, mely a sejtvalasz mértékénévekedését eredményezhette. A
tébbszorés normalizalasi lépéssel és levonasokkedrd kiértékelés matematikailag
negativ sejtvalaszokat eredmeényezhet, mely a tghgiast eredményézgatidoszerek
negativ tartomanyba &sszorasat okozta. Ezeken tul jelstszamban talaltunk
mindharom aktivalasi rendszerben a neutrofil gracithk szuperoxid-termelését
részben vagy egészében gatolni képes molekulakatllA abran feltlintetett
hisztogramokon egyértefien kirajzolédtak olyan molekula-csoportok, melyek
kifejezetten a teljes gatlast (0+5%) vagy kozeletelgatlast (0£15%) eredményez
tartomanyba estek. Amig ezen gatloszerek szama résyaa a fiziologias
rendszereinkben, — vagyis az immunkomplex felszinketve a TNF jelenlétében
fibrinogén felszinen stimulalva a sejteket — magak, addig a nemfiziolégidsnak
tekinthet forbolészterrel (PMA) tortéh aktivalas soran kevesebb inhibitor volt
azonosithat6é ebben a tartomanyban (12. abra/A).

A B
Gatloszerek szama | Teljes gatlast
Aktivalasi Telies mutatd
rendszer 1 " gatlészerek
gatlas Osszes aranva
(0+15%) y
IC 79 3,3%
TNF+Fbg 425 2417 17,6%
PMA 43 1,8%

12. abra: A sdirévizsgalataink eredményeinek bemutatdsa(A) A teljes gatlast eredményez
vegylletek aranya a kulonb®aktivalasi rendszerekben. (B) A teljes gatlastderényed vegylletek
megoszlasa az egyes aktivalasi rendszerekben.
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Elmondhatd, hogy a viszonylag nagyaterészépessély szirévizsgalataink
soran nagy aranybarirtek ki fiziologias sejtvalaszokat gatld, de nernaliagias
valaszokat nem befolydsolé molekuldk, melyek atr@dzsgalatok talalati-
molekulaiként voltak azonosithatok. Az egyes akéisiarendszereinkben teljes gatlast
eredményei 547 vegyulet kozul 406 molekula eredményezetesetjatlast kizarélag a

fiziologias rendszerekben (12. 4bra/B).

IC vs. PMA TNF+Fbg vs. PMA TNF+Fbg vs. IC

PMA valasz
. (DMSO kontroll %-aba

al
o
'

. (DMSO kontroll %-aba

- —-50-

IC valasz TNF+Fbg valasz TNF+Fbg valasz
(DMSO kontroll %-aban) (DMSO kontroll %-aban) (DMSO kontroll %-aban)

13. abra: A vizsgalt gatlészerek hatasainak parhuzaos elemzése két-két aktivalasi rendszerben.

Az egyes aktivalasi rendszerekben a gatloszeréds@abk 6sszehasonlitasara
az egyes inhibitorok hatasat két-két aktivalasidszerben mutatva kdzos koordinata
rendszerben &brazoltuk (13. abra). Az abran miredpres pont egy-egy géatloszernek
felelt meg, és hatasukat az 6sszehasonlitott kétéddsi rendszerben a két tengelyen
felvett koordinata jellemezte. Az IC és PMA aktasil rendszer 6sszehasonlitasaban a
vegyuletek toébbsége az egyik stimulalasi rendsgem gatlé (100%-0s sejtvalasz)
tartomany korul helyezkedett el. A gatloszerek &pebb populacidja, — feltelign
nemspecifikus hatast kifejtve — mindkét rendszenlekkolta a sejtvalaszokat (0%-0s
sejtvalasz). Ezen kivil jol lathatova valt egy hadik, kordlirt populacio, mely az I1C-
valaszt teljes mértékben gatolta, azonban a PMAszél nem befolyasolta. Ezek
felteheten specifikusan képesek az immunkomplex-medialtolégias folyamat
gatlasara. A TNF+Fbg és PMA rendszerek 0sszevaiestiez nagyon hasonld képet
kaptunk. Lényegesen nagyobb volt azonban a fizidkigk tekinthét TNF+Fbg
aktivalasi rendszerben gétlo, ugyanakkor a nenifigids rendszert (PMA-kivaltotta
sejtvalaszokat) nem befolyasol6 vegylletek szamaly nfelteheten a TNF+Fbg

rendszer nagyfoku érzékenységét jelzi a vizsgalfyisettar molekulaival szemben.
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Mindkét Osszehasonlitasban azok a molekuldk, melyétoltdk a PMA-kivaltotta
sejtvalaszokat szinte kivétel nélkil gatoltdak a iolizgids rendszerben mért
sejtvalaszokat is. A két fizioldgias rendszer 6basenlitasakor szintén kirajzolodtak a
kétféle mddon kivaltott sejtvalaszt gatlo (IC-gawé TNF+Fbg-gatld) vegylletek,
azonban ezek egy populacidban maradtak, szintenealayi gatlészer, mely gatolta az
IC-valaszt egyuttal gatlé hatassal volt a TNF+Flegdszerre is. Amellett, hogy a
TNF+Fbg rendszer 6sszességében érzékenyebbnekyllizan vizsgalt vegyullettar
gatlészerei irant, az IC-vélaszt és a TNF+Fbg-vzhlgatldo vegylletek szinte teljesen
atfedtek.

Immunkomplex TNF+Fbg PMA

—— inhibitor-1
—O—inhibitor-2
1201 1201 1201 —e— inhibitor-3
- I~ —O— inhibitor-4
—— inhibitor-5
—O— inhibitor-6
—— inhibitor-7
80 1 —O— inhibitor-8
—@— inhibitor-9
—O— inhibitor-10
60 1 inhibitor-11
inhibitor-12
40 4 inhibitor-13
inhibitor-14
inhibitor-15
20 1 inhibitor-16
—8— inhibitor-17
, , , \ —O—inhibitor-18
- 0 F—+—+—  _¢ pnhbior-19

0 0,3 1 3 10 0 03 1 3 10 0O 03 1 3 10

Koncentracié (uM) Koncentracio (uM) Koncentracié (uM)

100

Szuperoxid-termelés
(DMSO kontroll %-abal

14. abra: A kivalasztott 19 molekula hatasanak konentracidé-fliggése a neutrofilek szuperoxid
termelésére IC, TNF+Fbg és PMA aktivalast kdvedien. (Z>0,3, ismétlésszam atlagosan 2,7)

A vizsgalt gatloszerek kozil kivalasztottunk dssre49 molekulat, melyb
17 mindkét fiziologias rendszerben jelénpatlast fejtett ki a sejtvalaszokra, emellett a
PMA-kivaltotta sejtvalaszokat nem befolyasolta,atesdirési feltételeinknek leginkabb
megfeleb, farmakoldgiailag is igéretes molekula volt. Arh8lekula kdzul 2 (inhibitor-

3, -15) nem gatolta a sejtvalaszokat egyik rendsgrersem, ezeket referenciaként
szerepeltettem az abrdimon. A kovetkeepésben ezen vegyiletek neutrofil-
aktivaciora gyakorolt hatasanak koncentracioéflignégégaltuk meg (14. abra).

A kivalasztott gatlészerek hatasat 0,3, 1, 3 és M koncentracioban
vizsgaltuk parhuzamosan mindharom aktivalasi regrtben. A Z érték minden esetben
0,3 feletti érték volt, az esetek 91%-ban 0,5 feled 17 gatlészer dozis-hatas
vizsgélataiban a félgatlo-koncentracio {JCértékek IC-stimulalas esetén @erban a
1-10 uM koncentracio-tartomanyba estek, mig az érzékdnyehdszernek bizonyuld
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TNF+Fbg aktivalas esetén a legtobb gatloszer 01@M3ICso érték mellett gatolta a
sejtek valaszat. A kivalasztott molekulak egyikemsgatolta érdemben a PMA-
A 1.

koncentracio-fliggéseének vizsgalataiban kapaois €@tékek megoszlasat.

kivaltotta sejtvalaszokat. tablazat Osszefeglamutatia a 19 molekula

) . ICs0
Aktivalasi
rendszer 0,3uM 0,3-1uM 1-3pM 3-10pM
alatt kozott kozott kozott
IC - 4 8 5
TNF+Fbg 3 6 6 2
PMA — — — _

1. tablazat: A gatldszerek hatdsanak koncentracidifggés vizsgalataiban kapott IG, értékek. (A 19
molekulabdl 2 nem mutatott gatlast egyik aktivatésidszerben sem).

A farmakoldgiai tulajdonsagok, illetve szabadalmetbBag tekintetében a
legigéretesebbnekirié molekulak és a koréjuk tervezett, Ujonnan szipédttifokuszalt
alkdnyvtarak strévizsgalataiban kapott leghatasosabb vegyiletelwsdlidfiozis-hatas

vizsgalatoknak vetettik ala, és meghataroztukgafiél-koncentraciojukat.

Szuperoxid-termelés
(DMSO kontroll %-aban)

140+

1204 - -, 5

0,8

Gatloszer koncentracié (uM)

——inhibitor-4
inhibitor-20
inhibitor-8

—®—inhibitor-23

—*—inhibitor-25
inhibitor-27
inhibitor-29
inhibitor-32

—#-inhibitor-34
inhibitor-36

—¥—inhibitor-38

—/—inhibitor-39

—O—inhibitor-18

—&-inihibtor-19

——inhibitor-43
inhibitor-45
inhibitor-47
inhibitor-49
inhibitor-51
Bosutinib

—#-inhibitor-7
—&—inhibitor-21
—*—inhibitor-22
—O—inhibitor-24
—@—inhibitor-26
inhibitor-28
inhibitor-30
inhibitor-33
inhibitor-35
inhibitor-37
inhibitor-17
—O—inhibitor-40
inhibitor-41
—A— inhibitor-42
—C—inhibitor-44
—*—inhibitor-46
——inhibitor-48
—#-inhibitor-50
—8— Dasatinib

15. &bra: A leghatékonyabb géatlészerek doézis-hatédésszefliggése a neutrofil granulocitak 1C
aktivacioval kivaltott sejtvalasza esetén.
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Az inhibitorok IC rendszerben mért koncentraciégfégének gorbéit a 15. abra
mutatja. A Vichem Kft. molekulatardnak neutrofil jtag&tivalasi rendszerben meért
leghatdsosabb vegyliletei, a 2. tablazat tanusagamtsmar 1uM alatti 1Cso értékek
mellett képesek voltak gatolni a neutrofil granutiéic szuperoxid-termelését, koztik a

yaye

kismolekulas tirozin-kinaz inhibitorral: a dasakihel és a bosutinibbel.

Gatloszer 1Cso Gatlészer 1Cso Gatlészer 1Cso
inhibitor-4 0,6 inhibitor-30 2,2 inhibitor-19 5,0
inhibitor-7 7,7 inhibitor-32 3,2 inhibitor-42 4.8
inhibitor-20 6,0 inhibitor-33 8,3 inhibitor-43 6,7
inhibitor-21 7,3 inhibitor-34 1,0 inhibitor-44 1,9
inhibitor-8 49 inhibitor-35 9,9 inhibitor-45 3,9
inhibitor-22 6,3 inhibitor-36 3,0 inhibitor-46 4,3
inhibitor-23 55 inhibitor-37 1,8 inhibitor-47 2,0
inhibitor-24 1,5 inhibitor-38 <0,4 inhibitor-48 3,2
inhibitor-25 6,3 inhibitor-17 2,7 inhibitor-49 6,5
inhibitor-26 <04 inhibitor-39 7,5 inhibitor-50 6,5
inhibitor-27 6,3 inhibitor-40 57 inhibitor-51 5,7
inhibitor-28 4,2 inhibitor-18 1,0 Bosutinib 0,8
inhibitor-29 <04 inhibitor-41 0,4 Dasatinib <04

2. tdblazat: A leghatékonyabb molekulak IG, értékei a neutrofilek 1C-aktivacié soran kivaltott
sejtvalasza eseténA feltiintetett koncentraciokM-ban értendk.

A leghatasosabb vegylletek célpontjainak (célkimé#@ meghatarozasara
végzett szelektivitasi vizsgalatok soranikit egy kindz-csalad, az Src-csaladba tartozo
tirozin-kinazok, melyeken kiemelkédnértéeki gatlast mutattak az altalunk azonositott,
hatékony vegyuletek.

Osszefoglalva az eddigi eredményeinket elmondhatjogy a 2417 letesztelt
molekula kozil 39 taldlati molekulat azonositottuAktalalati molekulak szelektivitasi
vizsgalatai soran kapott eredmények alapjan felheetéhebség, hogy az Src-csaladba
tartozd kinazok igéretes célpontok lehetnek a bpé&lutgranulocitak altal medialt

gyulladasos folyamatok gatlasaban.
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6.2 A dasatinib hatasadnak részletes vizsgalata érett IméAn neutrofil

granulocitakon in vitro

A dasatinib hatasa kulonb®zredefi tumorsejten, illetve tébb normal, érett
sejten a fentebb részletezett irodalmi adatok atafl ismert. Azonban a veleszuletett
immunrendszer efwonalbeli katonéin, a neutrofil granulocitdkon asalinib hatasat
kordbban nem vizsgéltak. Ennek, illetve annak grték a tikrében, hogy a dasatinib
legfobb célmolekulai — az Src-kinazok, illetve az Abh&z — a neutrofil granulocitak
kulonbod jelatviteli utvonalaiban kiemelkédszereppel birnak, felmeril az igény a
dasatinib neutrofil granulocitak sejtvalaszairalgyalt hatdsanak vizsgalatara.

Tovabb eésiti a kisérletek megalapozottsagat, hogy a fentelszletezett
kinaz-gatlé vegyulettar viszonylag nagyaterésképesséfy sZirévizsgélata sordn a
dasatinib szintén a neutrofil granulocitak sejtgakt leghatékonyabban gatlo (a&zél
fejezetben részletezett szempontok alapjan kivedt¥zalalati-molekulak kozott jelent

meg.

6.2.1 A dasatinib hatasa a human neutrofil granulocitak guperoxid-termelésére
adhézio-figd aktivacio soran

A gyulladasos folyamatok soran az érfalhoz tapadgy a szovetek kodzott
migralo, extracellularis matrixszal kapcsolatbawéléeutrofil granulocitakat szamos
gyulladasos mediator képes aktivalni. Kisérleti thivenyek kozottin vitro jol
modellezhet a neutrofil granulocitakp,-integrin-fugdg [102,111,120], gyulladdsos
térben tortéé aktivacidja, egyes gyulladasos mediatorok jeléfién, amennyiben a
sejteket adherens felszinre helyezzik [119]. Késéirikben a neutrofil granulocitakat
fibrinogénnel fedett felszinre helyezve aktivallgyulladasos mediatorként hasznalt
TNFa, C5a, és a TLR2- (Pa@iSK,), valamint TLR4-agonista (LPS) jelenlétében. Az
igy kivaltott adhézio-fligg aktivaciéd mind a négy gyulladasos mediator alkakisakor
a neutrofil granulocitdk spektrofotometriasan jolériett szuperoxid-termelését
eredményezte, melyet a dasatinib mar 100 nM aladiicentracioban jelets
mértékben gatolt (16. bra). A félgatlo-koncentilaa felsorolt stimulusok mellett 9 és
35 nM kozétti érteknek adodtak.
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16. abra: A dasatinib gatolta a neutrofil granulocitdk szuperoxid-termelését adhézifiiggé
aktivaciot kdvetéen kulénboz gyulladasos mediatorok jelenlétébenA sejteket fibrinogén felszin
aktivaltuk 20 ng/ml human TNF, 50 ng/ml C5a,u@/ml PamCSK, és 1ug/ml tiszftott d4n. upLP:
jelenlétében. Reprentativ kinetikai gérbék (atlag + SD); dozis-hatds gorbéki(diggetlen kisérleth,
kontrollok levonva, atlag + SEM). upLPS: ultrapurified LPS. Publikalva: [l1].

Egy masik adherens felszinre, FCS-sel fedett lemezre helyezve a sejteket TNF
stimulus jelenlétében a dasatinib szintén dramai meértékben csokkentette a sejtvalaszt, a
fibrinogén felszinen mért 35 nM dasatinib koncentracioval szemben az FCS felszinen

joval alacsonyabb, 9 nM félgatlo-koncentraciot mértink (17. abra).

A neutrofil gra-
NFHFES nulocitdk  adhézié-figy
61 —e— DMSO 3 IC,: 9 nM s e .
8 & 85 10y Th wainn: o aktivadojat kivalthatjuk (a
EQ 1nM EZ L.l . )
e dasatinb £ 8 fentiekl eltésen) szo-
s d 10nM T E 4
X © . x 2 ] .- . . ,
S g 2 dasatinib O lubilis stimulus jelenléte
S 100nM 83 25
P, .« . > 7 . - . P I
N dasatinib § = | nélkil is, tobbek kozott
0 20 40 60 ~ 0 1 10 100 1000 i e . .
Idé (perc) Dasatinib (nM) immobilizalt  p-integrin

17. abra: A dasatinib gatolta a neutrofil granulocitak adhézio- ellenes antitestek (anti-
fliggé szuperoxid-termelését FCS-sel boritott felszinerA sejteket

20 ng/ml human TNF segitségével FCS-sel boritott felszin rPlS)
aktivaltuk. Reprezentativ kinetikai gorbe (atlag + SD); dézis-hat@37,243], valamint poli-
gorbe (n=3, kontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: [I1].

segitségével

valens integrin-ligand
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(poly-RGD) felszinre helyezve a sejteket [120].

anti-CD18 poly-RGD PMA TNF + Fbg
20 _ —e— DMSO

3 _ ?: 12 s =23 35 03
O =

oy ©
£ s 3 . 2 ? g 10nM
2e ] S =02 dasatinib
LA & )
TS 10 6 20 / N 100 nM
X o x N ¥ .
°E 0=, dasatinib
§ £ 5 <4 3 101, € —e—1uM

4 ..
N », PYYTT XX R 3 dasatinib
@ 10609000 ® - (] e 0090 OO 0QO® -
0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60 0 20 40 60
Idé (perc) 1dé (perc) 1dé (perc) Idé (perc)
ICq,: 32 NM ICqy: 16 NM ICq,: 13 NM

= Max. inh.: 100% Max. inh.: 88% - Max. inh.: 100%

< < 1254
& 3o 125 T —=g=—3 %
7] ‘. -
£ 1] 1004 751 S8 )

e) C = J
$8 751 ST
T g 50 50- =
§_\< 50+ §§ 501
38 251 25 %1 € O 251
R = 32
d o o+ 0+ o+ S ok

~ 0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000 o 1 10 1001000 2 o 1 10 100 1000

Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

18. abra: A dasatinib gatolta az anti-integrin (A), a polyRGD felszin (B) altal kivaltott sejtvalaszt
de nem befolyasolta a 100 nM PMA (C) altal kivaltott szuperoxid-termelést dasatinib kezelés al
kivaltott dramai mérték gatlast luminometrias maédszerrel téiémérés soran is megfigyeltik (|
Reprezentativ kinetikai gorbék (atlag + SD); dozis-hatds gorbékf{@getlen kisérletdd, kontrollok
levonva, atlag + SEM). RLU: relativ lumineszcens egység. Publikalva: [11].

A dasatinib teljes mértékben gatolta az ily médon anti-integrin antitestekkel és
poly-RGD felszinen kivaltott sejtvalaszt is (18. abra/A, B). Annak a kérdésnek az
eldontésére, hogy a dasatinib befolyasolja-e a szuperoxid-termeléséd fefdDPH-
oxidaz rendszer Osszedlldsat ésikidését, nemfiziolégids maodon forbol-észterrel
(PMA) stimulaltuk a sejteket. Osszhangban a korabiissizsgalatokkal, a dasatinib
nem befolyasolta az ily modon kivaltott sejtvalasz mértékét még a legnagyobb
alkalmazott dézisban sem (18. abra/C). Bizonyitva, hogy a dasatinib nem interferal az
altalunk szuperoxid-termelés mérésére hasznalt citokrom c¢ redukcios teszttel,
luminometrias maodszerrel is végeztink méréseket. A fibrinogén felszinen TNF
segitségével stimulalt sejtek szuperoxid-termelését luminometrids maédszerrel mérve
szintén azt az eredményt kaptuk, miszerint a dasatinib mar 100 nM koncentracidban
képes volt a sejtvalasz teljes mértékii gatlasara (18. abra/D), a félgatlo-koncentracié 13
nM értéknek adodott.
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6.2.2 A dasatinib hatasa a neutrofil granulocitdk tovabbi adhézi6-fug§

sgjtvalaszaira

A neutrofil granulocitak adhézié-fugaktivacioja soran a szuperoxid-termelés
mellett szamos tovabbi sejtvalasz is megjelenik. Az aktivaciot kéwveta sejtek
széterllnek, az adheziv felszinhez tapadnak, és kil@nlgianulumokat Uritenek
[102,122].
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19. abra: A dasatinib gatolta a neutrofilek adhézi6-fligi szétteriilését és letapadasath sejtel
aktivacioja 20 ng/ml human TNF segitségével fibrinogén felszinen tortént. (A) A felvételeken a 1
granulocitdk szétterllése lathatd (faziskontraszt mikroszkép, 20x nagyitds, 3 fiiggetlen &
szarmazé reprezentativ kisérlet), melyek alatt szarfisines egy reprezentativ kisérlet (atlag + SD)
doézis-hatas gorbe lathatd (n=3, kontrollok levoratiag + SEM). (B) A neutrofil granulocitak letapa
vizsgéalatabdél szarmaz6 eredmények lathatdk az oszlopdiagré&eprezentativ kisérlet, atlag + SD),
dozis-hatés goérbén (n=9, kontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: [l1].
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A dasatinib ezen sejtvalaszokra gyakorolt hatasanak vizsgalatara a sejteket
fibrinogén felszinre helyeztik, és szolubilis TNF jelenlétében stimuldltuk.

Vizsgalatainkban a
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20. abra: A dasatinib gatolta a neutrofil granulocitdk adhézi6figgé felszinhez torteno

szekunder granulumdritését. Sejtaktivaci6 20 ng/ml human TI |etapadasat (i 42
jelenlétében fibrinogén felszinen. Reprezentativ oszlopdiagram (atlag ;
dozis-hatas gorbe (n=5, kontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: [II].nM) (19. abra).

A dasatinib ered-
ményesen csOkkentette a neutrofil granulocitdk szekunder granulumanak, a
laktoferrinnek az Urllését is (3€ 49 nM), melyet ELISA-mddszerrel detektaltunk (20.
abra). A dasatinib nem gatolta viszont a sejtek széttertlését abban az esetben, amikor a
stimuldlas PMA segitségével tortént, mely azt feltételezi, hogy a szétterlléshez
szikséges citoszkeletalis atrenttizst nem befolyasolta a kezelés (megfigyelésinket

nem abrazoltam).
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21. abra: A dasatinib cstkkentette a neutrofil granulocitdk adhézid-fug# aktivacié hatasare
megjelerd teljes tirozin foszforilacidjat. A gatlas megfigyelhétmind fibrinogén felszinen stimulalvi
sejteket 20 ng/ml human TNF segitségével (A), mind RBP felszinre helyezve a sejteket |
Reprezentativ immunblotok (n=3). PY: foszfotirozin. Publikalva: [II].

A neutrofil granulocitak adhézio-figg aktivaciéja soran intracellularis
jelatviteli utak indulnak, melyek soran a bevében emlitettek szerint protein tirozin-

kindzok aktivalddnak, melyek tirozin-foszforilaciés 1épések segitségével vesznek részt a
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jeltovabbitasban [244]. Kisérleteinkben megvizadala dasatinib hatasat a neutrofil
granulocitak adhézié-fudgtirozin foszforilacidjanak alakulasara Westernthikrhnika
segitségével. Szolubilis TNF jelenlétében fibrinogkelszinen, illetve poly-RGD
felszinen stimulalva a sejteket azt tapasztaltubgyhmar a legkisebb, 10 nM
koncentraciéban alkalmazott dasatinib képes valkksnteni a teljes sejtlizatumban
vizsgalt tirozin-foszforilaciot (21. abra/A, B). A00 nM dasatinibbel kezelt sejtekben
nemcsak az aktivacio hatasara létréjtivozin-foszforilacios jel, hanem az alap tirozin-
foszforilacio is teljesen megéat (21. abra/A, B). Ez aldl kivétel volt a fibrinég
felszinen TNF stimulaciéra megjeterhozzaveilegesen 40 kDa magassagbanslév
foszforilacios jel, mely a kébbiekben részletezésre keriibszforilalt p38 MAP-kinaz
jelenlétére utal (21. abra/A).

A neutrofil granulociték integrin-jelatvitelébenszencialis szerepet jatszik a
Syk tirozin-kindz [120]. A dasatinib mar 10 nM kamtracioban dramai mértékben
csokkentette a Syk tirozin-kindz Tyr352 helyen éft foszforilacidjat az adhézio-
fuggd aktivaciot koveten, mind TNF jelenlétében stimulalva a sejteketiriilgén
felszinen, mind poly-RGD felszinen (22. abra/A). ddhézio-flig§ aktivaciot kbveten
a Syk tirozin-kindzt immunprecipitaltuk, majd Westdlot technikaval vizsgaltuk
annak foszforilaciéjat foszfotirozin antitest segiével. Az igy kapott eredmény is
megebsitette a teljes sejtlizatum alapjan toténegfigyeléseinket, miszerint 100 nM
dasatinib teljes mértékben képes volt gatolni a fgin-kinaz foszforilaciojat (22.
abra/B).

A Dasatinib B
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e s e e S YK P — e e e SYK
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22. abra: A dasatinib gatolta a Syk tirozin-kinaz bszforilacidjat adherens aktivaciot koveben. A
sejteket fibrinogén felszinen 20 ng/ml human TNEitse€gével, illetve polfRGD felszinre helyez
aktivaltuk. A Syk tirozin foszforilaciojat (Tyr352)vizsgaltuk teljes sejtlizatumbol (A)
immunprecipitaciét kévéen (B). Reprezentativ. immunblotok 3 fiiggetlen kisérétb IP:
immunprecipitacio, PY: foszfotirozin. Publikalvat][
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A fentebb emlitett kisérleteket koven megvizsgaltuk a dasatinib hatasat az
adhézié-fugg aktivacio kivaltasdhoz hasznalt szolubilis gyuflsds citokin, a TNé
altal generalt sejtvalaszokra és jelatviteli folygaokra nem adherens koérdlmények
ellentétben nem szikséges az adheziv felszin gééenlA neutrofil granulocitak
sejtszuszpenzidban TNF stimulus jelenlétében képeséiak a zselatinaz tartalmu
granulumaikat Uriteni, melyet még a legnagyobb katrécioban alkalmazott dasatinib
kezelés sem befolydsolt szamotien (23. &bra). Az Aaltalunk alkalmazott
koncentraciokban a dasatinib nem gatolta a citq&latvitel soran létrejé¥y ERK-
foszforilaciot, valamint csupan azuM koncentracioban okozott részleges gatlast a p38
MAP-kinaz foszforilaciojaban (23. abra).

Osszességében

Dasatinib elmondhatd, hogy mig a
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- INF — TNF = TNF - TNF o )
o P e —— foszfo-p38 sejtvalaszokat mar rend-
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—— = = = — e P38 kivil alacsony koncent-

foszfo-ERK ;s . p
- i . = 0 T .. racioban is képes volt
— ——— — — e wm FRK

— —~— — WPl selatinaz zimogram gatolni, addig az adhéziotol

23. abra: A dasatinib nem befolyasolta jeleriis mértékben a 20 figgetlen TNF-receptorrdl
ng/ml human TNF hatasara sejtszuszpenzioban letrey p38 induld jelatviteli folya-
MAP-kindz és az ERK foszforilaciojat, valamint nemgétolta a o
zselatinaz-Uritést. Reprezentativ immunblotok (n=3), reprezentatl’\matokat a dasatinib 10-100
zselatinaz zimogram (n=3) Denzitometria alapja®al, 100 nM, M koncentracio-tarto-
1 uM dasatinib koncentracional megfigyelbidoszforilaciés jelek a ; )
DMSO kezelt mintdk szazalékaban rendre: 101+18%18% és manyban nem befolyasolta
Publikalva: [I1].
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6.2.3 A dasatinib hatasanak vizsgalata a neutrofil granulocitdk immunkomplex
altal kivaltott sejtvalaszaira

A neutrofil granulocitdk szamos autoimmun betegség (RA, szisztémas lupus
eritematdzusz, bullézus pemfigoid, epidermolizis bull6za) patomechanizmusaban
szerepet jatszanak, és a legtdbb ilyen esetben aktivaciojukért a betegség soran létrejott
immunkomplexek tehék felelossé [245].
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24. abra: A dasatinib gatolta az immunkomplex altal kivaltott sejtszétteriilést és szuperoxid-
termelést. Reprezentativ felvételek (n=3, faziskontraszt mikroszkép, 20x nagyitas), illetve repre
oszlopdiagram és kinetikai gorbe (atlag + SD); dézis-hatas gorbéKi@getlen kisérletd, kontrollok
levonva, atlag + SEM). Publikalva: [II].

A neutrofil granulocitak ezen aktivacioja vitro korilmények kozott jol
modellezhet immobilizalt immunkomplex felszin segitségével. kamunkomplexek
altali aktivacio soran tobbek kozott megfigyelhet sejtek szétterilése, szuperoxid-
termelése, granulumuritése. Kisérleteinkben a dasatinib hatékonyan gatolta a neutrofil
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granulocitak immunkomplex felszinen faziskontraszt mikroszképpal nyomon kévetett
széttertilését (l6: 26 nM; 24. abra), valamint a spektrofotometridsan detektalt
szuperoxid-termelését (& 50 nM; 24. abra) is. Tovabba a dasatinib blokkolta a
neutrofilek szekunder (laktoferrin; & 29 nM; 25. abra/A) és tercier (zselatinaz)

granulumainak degranulaciojat (25. abra/B).
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25. abra: A dasatinib gatolta a neutrofil granulocitak laktoferrin (A) és zselatinaz-triését (B
immunkomplex-aktivacié hatdséara.(A) Reprezatativ oszlopdiagram (atlag + SD); ddzis hatas ¢
(n=3, kontrollok levonva, (atlag + SEM), (Bjeprezentativ zselatindz zimogram (n=3).
immunkomplex. Publikalva: [I1].

A kovetkedkben kivancsiak voltunk arra, hogy a dasatinib milke&folyasolja
a neutrofilek intracellularis fehérjéinek aktivacié hatasara létrejové foszforilaciojat.
Foszfotirozin antitest alkalmazaséval azt tapasztaltuk, hogy a dasatinib hatékonyan
csokkentette a teljes sejtlizdtumbdl szarmaz6 fehérjék immunkomplex-aktivacio
hatadsara megjelensé foszforilaciéos allapotat. A 100 nM koncentraciagatidibbel
kezelt sejtek esetén nemcsak az immunkomplex-aktivacio altal eredményezett fokozott
foszforilacio sant meg, hanem az alap tirozin-foszforilacios jediamai mértekben
csokkent, tovabba nem j6tt létre a p38 MAP-kinaz aktivacioja sem (26. abra/A).

A Syk tirozin-kindz az integrin-jelpalyajan kivil elengedhetetlen az Fc-
receptorokrdl induld proximalis jelatviteli utak létrejottében is [94,209]. Kisérleteinkben
immunblot-technikaval mind a teljes sejtlizatumbaol, mind a Syk immunprecipitaciéjat
kovetben nyert mintak foszfotirozin antitesttel torténdohdvasa nyoman azt
tapasztaltuk, hogy a Syk tirozin-kindz Tyr352 helyén immunkomplex aktivalas hatasara

sz

mértékben csdkkent, és 100 nM dasatinib jelenlétében meignis(26. abra/B).
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26. abra: A dasatinib gatolta a neutrofil granulocték intracellularis fehérjéinek immunkomplex
aktivacio hataséara bekdvetke# tirozin-foszforilaciojat. A tirozin-foszforilaciot vizsgaltuk telje

sejtlizatumban (A), és immunprecipitaciot késent (B). Reprezentativ immunblotok 43flggetlel
kisérlettdl). PY: foszfotirozin, IP: immunprecipitacié, IGmimunkomplex. Publikalva: [l1].
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6.2.4 A dasatinib hatasanak vizsgalata a neutrofil granulocitdk G-fehérje

kapcsolt jelatviteli folyamataira

A neutrofil granulocitak a bevezidten emlitettek szerint szamos G-fehérje-
kapcsolt receptort expresszalnak a sejtfelszinikdon, melyek révéen tobbek kozott a
bakterialis eredét(pl. fMLP), illetve a szbévetkarosodas révén a b kiszabadulo
mitokondridlis formil-peptidek, a gyulladas helyén keletk&emoattraktans molekulak
(CXC, CC kemokinek, leukotriének) és a komplementrendszer aktivaléddsa soran
keletked molekuldk (pl. Cb5a) felismerésére képesek. A GiieRéapcsolt
receptorokrdl indulé jelatviteli folyamatok — melyekben kiemelked6 szereppel birnak
egyes tirozin-kinazok — szintén szamos effektor sejtvalasz megjelenését eredményezik,
agymint szuperoxid-termelés, degranulacios folyamatok, és a gyulladas helyéré tortén

vandorlas [llI].
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27. abra: A dasatinib részleges gatlast fejtett ki a neutrofil granulocitak fMLP altal kivaltott
szuperoxid-termelésére CB jelenlétében és anélkifl. sejteket 1uM fMLP segitségével aktivaltuk, 10
uM CB jelenlétében, vagy anélkilReprezentativ kinetikai gorbék (atlag + SD); dozis-hatas gorbék
(n=5, kontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: |

Munkam soran megvizsgaltuk, miként hat a dasatinib a neutrofilek G-fehérje-
kapcsolt receptoron keresztlul létrejové sejtvalaszaira. A neutrofileket a bakterialis

eredefi formil-peptiddel (fMLP) stimulaltuk az aktin polimeéaciét gatlo, s ezaltal a
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citoszkeletalis rendszert roncsolo6 citokalazin B (CB) jelenlétében, illetve anélkil. (CB

jelenlétében a neutrofil granulocitak sejtvalaszai fokozédnak [156]).

fMLP CB+fMLP
400 m Kontroll 800 - mcCB
(%]
2 o 300 mMLP 600 B CB+{MLP
5 3
£ e 200 400
= d
(N
S £ 100 200
%
- 0 0 4
- 10 100 1000 - 10 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

B

o 100 4 100 4

©
3L 75
e < T 75 |
55
£ £ 504 50 |
58, IC,,: 12 NM
g9 Max. inh.: 36% 25 4
<
— g 0+ T T 1 0 T T 1

~ 0 10 100 1000 0 10 100 1000

Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

28. abra: A dasatinib hatasa a neutrofil granulocitak fMLP-indukalt laktoferrin degranulaciojara

CB jelenlétében és anélkilA sejteket 1uM fMLP segitségével stimulaltuk 10M CB elskezelés
kéveBen, vagy anélkill. Reprezentativ oszlopdiagramok (atlag + SD), valamint dozis-hatas godbék (3—
fuggetlen kisérlettd, kontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: [II].

Az fMLP stimulust kdveten azt tapasztaltuk, hogy a dasatinib mar nagyon
alacsony koncentracioban @€ 8 nM) képes volt hatékonyan gatolni a neutrofil
granulocitak szuperoxid-termelését, azonban még a legnagyobb altalunk alkalmazott
dozisban sem volt a gatlas teljes, sem CB jelenlétében, sem anélkil (27. abra).

Megvizsgaltuk tovabb4 a dasatinib laktoferrin-Uritésre gyakorolt hatasat is. A
neutrofil granulocitak altal fMLP stimulus hatasara Uritett laktoferrin mennyiségét
ELISA mddszerrel detektaltuk. A dasatinib a — szuperoxid-termelés mérésnél kapott
eredményekhez hasonloan — részlegesen gatolta a laktoferrin-Uritést CB jelenléte nélkul
(28. abra). Ezzel szemben azonban nem tapasztaltuk a laktoferrin degranulacio
csokkenését a dasatinib kezelés hataséara, amennyiben az fMLP stimulus mellett CB
elokezelést is alkalmaztunk (28. abra). A dasatinib befiolyasolta emellett jelefgen
a neutrofil granulocitak fMLP hatasara létrefop38 MAP-kindz, valamint az ERK
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foszforilaciojat (29. abra). Nem gatolta tovabba altivaci6 nyoman a tercier
granulumokbdl tortéh zselatinaz felszabadulast sem (29. abra).

Dasatinib
- 10 nM 100 nM 1 uM

= fMLP — fMLP — fMLP — fMLP
— — —_— — fOSZfO-p38

- -~ - s foszfo-ERK

— e G s S s e CRK

IR < 4 zimogram

29. abra: A dasatinib nem befolyasolta a neutrofigranulocitak fMLP stimulus hataséara létrejévé

segitségével aktivaltuk. Reprezentativ immunblofok3), reprezentativ zselatinaz zimogram (i
Denzitometria alapjan a 10 nM, 100 nMulM dasatinib koncenficiénal megfigyelhét foszforilacié:
jelek a DMSO kezelt mintak szazalékaban rendre+10%, 99+14% és 77+17% (p38 M-kinaz)
99+9%, 94+6% és 100+2% (ERK). Publikalva: [l1].

Vizsgalataim soran a szintén G-fehérje-kapcsokptaron keresztil haté IL-8,
Cha és az LTB stimulus nem vAaltott ki jelebs meértéki szuperoxid-termelést
(megfigyelésemet nem abrazoltam). Ezzel szembersmlis zselatinaz degranulaciot,
p38-, illetve ERK-foszforilaciot eredményezett (dbra).

A Dasatinib B Dasatinib C Dasatinib
- 10 nM 100 nM 1 pM - 10 nM 100 nM 1 uM - 10 nM 100 nM 1 pM
- IL-8 —IL-8 — IL-8 — IL-8 — Cba — Cba — Cbha — Cba - LB, —LTB, — LTB, — LTB,
_— - - - -_— -— —_— _ - e 1 foszfo-p38
———— — —— — — — — — ——— —— S — - e e e e [138
= &= == 3 — — -— — = == == == foszfo-ERK

—— e - ——— e T —— ——— o — — — o St e ERK

E T R R o
30. abra: A dasatinib nem befolyasolta Iényegese®-1.00 nM koncentracidban az IL-8 (A), a C5a
(B) és az LTB, (C) hataséara létrejow p38 MAP-kindz és ERK-foszforilacidt, valamint zselatina:
degranuléciot. A sejteket 100 ng/ml human IL-8, 50 ng/ml C5a, §nml LTB, segitségével stimulaltL
Reprezentativ immunblotok (3—4 fliggetlen kiséfibtbreprezentativ zselatindzimogramok (n=3
Denzitometria alapjan a 10 nM, 100 nMulM dasatinib koncenficiénal megfigyelhét foszforilacié:
jelek a DMSO kezelt mintak szazalékaban rendr-8 aktivacié esetén 90+17%, 53+5% és 16+5%
MAP-kindz), 123+39%, 112+11% és 169+42(BRK); C5a stimulus esetén 102+52%, 75+279
24+12% (p38 MAP-kinaz), 98+5%, 98+12% és 195+559RKE LTB, aktivacido esetén 11353
79+29% és 62+60% (p38 MAKnaz) 89+14%, 173+32% és 236+49% (ERK). ZselatinaAzselating
zimogram. Publikalva: [I].
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A dasatinib nem gatolta jelérst mértékben ezen sejtvalaszokat (30. abra/A-C).
Jelenbsebb géatlas a p38 MAP-kindz foszforilaci6jaban anégyobb, 1 uM
koncentriciéban alkalmazott dasatinib kezelés esgtdt megfigyelhei, azonban
érdekes médon az ERK-foszforilacié ebben a konéerdttartomanyban inkabb
fokozédott mindharom G-fehérje-kapcsolt receptokamesztili aktivacio soran (30.
abra).

Osszességében elmondhatd, hogy mig a dasatinib nagyon alacsony
félgatlo-koncentracio értékek mellett részlegesétoltp az fTMLP kivaltott szuperoxid-
termelést, addig a tobbi esetben csupan a legnhgybinM) koncentraciéban volt

hatassal a neutrofil granulocitak sejtvalaszaira.

6.2.5 A dasatinib hatasa a neutrofil granulocitdk migracijara

A neutrofil granulocitak egy rendkivil 6sszetettybonat révén kemotaktikus
agensek vezénylete mellett képesek a véraramboléréalon keresztil kilépni
(extravazécid), majd a szovetkdzti migracio sor@ywdladas helyére vandorolni.

Vizsgalataink
Transwell (60 perc)

soran kivancsiak
Kontroll @ fMLP Kontroll mIL-8
o 40, montrol ® 4o WROnUOlH voltunk arra, hogy a
. 30 30 dasatinib miként be-
[}
@ 20 4 20 4 folyasolja a  sejtek
S 104 Ggynevezett Transwell-
= 0 0 , ) .
kamraban végzett mig-
- 10 100 1000 - 10 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) racios képességet. A

31 abra: A dasatinib nem gatolta a neutrofil granulaitak

sejtek Transwell-kamra-

filteren &t vandoroltak 60 percig a kemoattrakt@émskhasmalt 100 nn Pan  Be-integrin-fugd
fMLP, vagy 10 ng/ml IL-8 felé. (n=4, atlag + SEMPublikalva: [l1]. modon vandorolnak at
egy FCS-sel boritott 3IM atmépjii porusokkal rendelkéz polikarbonat-filteren,
valamely kemoattraktans irdnyaba. Vizsgalatainkbart tapasztaltuk, hogy a
kemoattraktansként hasznalt fMLP, illetve IL-8 Isdila bekdvetkéz migraciot a
dasatinib még 1M koncentracioban sem gatolta (31. 4bra).

Annak érdekében, hogy am vitro Transwell migracidés assay-rendszeriinket

jobban kozelitsik a fiziolégias allapothoz, a dajtea Transwell-kamraban egy
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komplex extracellularis métrixot alkotd Matrigeltegre helyeztik. Varakozasainknak
megfeleben a Matrigel egyérteltien migracios akadalyt képzett a kemoattraktansként
hasznalt fMLP és IL-8 felé vandorlé sejtek szamara.

Transwell Matrigel
50 - 15 4 B Kontroll
& 40 ] 12 | mIL-8
> 30 4 9 |
)
% 20 6
S
D 10 3]
=
0 0
0 20 40 60 120 180 0 60 120 180
Idé (perc) Idé (perc)

32. abra: A neutrofil granulocitak migraciéjanak id ékinetika-vizsgalata Transwell membranon
illetve Matrigel matrixon keresztil. A sejtek adott ideig vandoroltak Matrigel rétegemmtartalmaz:
illetve tartalmazo Transwell kamraban, kemoattragké&nt 10 ng/ml IL-8&t hasznaltunk. (n=3, atlac
SEM).

Matrigel jelenlétében a neutrofil granulocitak néigioja jelenisen lelassult és
joval kevesebb sejt volt képes adott amlatt a polikarbonat-filteren athaladni (32. abra)

Az ily modon Matrigel méatrixon

Matrige! (180 perc) keresztll vandorl6 sejtek
m Kontroll mfMLP | Kontroll | IL-8 migraciojat a dasatinib Iényegeben
SEER ° nem befolyasolta (33. 4&bra).
X
281 ® Kisérleteink alapjan elmondhato,
(%]
3 4T *1 hogy a dasatinib nem befolyasolta
2
= 0- 04 érdemben a sejtek migraciojat
- 10 100 1000 - 10 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Transwell-kamraban sem

33. abra: A dasatinib nem gatolta a neutrofil
granulocitak Matrigel matrixon keresztiili vandorlasat.
A sejtek 180 percig vandoroltak a Matrigel rét (Matrigel) jelenléte nélkul, sem
tartalmazo filteren at, kemoattraktansként 100 WALR-t
vagy 10 ng/ml IL-8-at haszndltunk. &- fliggetle
kisérlettdl, atlag + SEM). Publikalva: [l1].

extracellularis matrix réteg

annak jelenlétében.
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6.2.6 A dasatinib hatasa a mintazatfelismeé receptorokon keresztil létrejové

sejtvalaszokra

A neutrofil granulocitak szamos (a bevéiten ismertetett) mintézatfelisnder
receptort expresszalnak. Segitségikkel képesek a mikrobialis terdttve sajat
veszélyt jeld molekuldk felismerésére, melyek elengedhetetlenekkéaokozok
eliminalasaban. Kiemelkednek kozulik a Toll-like receptorok, valamint a C-tipusu
lektin receptorok. A neutrofil granulocitakiikodésében betéltott jeldist szerepikbdl
kiindulva adodott a kovetkézkérdésiink, mely szerint a dasatinib képes-e gaéaian
receptorokon keresztil zajlo jelatviteli folyamatokat.

Elsdként megvizsgaltuk a gombafal-alkoté zimozan altedlkott sejtvalaszok

alakulasat dasatinib jelenlétében.

Nem-opszonizélt zimozéan Héinaktivalt szérummal Norméal szérummal
opszonizalt zimozéan opszonizalt zimozéan
ﬁ R 8 I 8 —e— DMSO
o =
£ Q
5 o 8 6 8 10 nM
33 4 4 dasatinib
X3 4 100 nM
3 E > 2 dasatinib
3 [
s> Y XX X —o—1uM
) 0 edo % 0 o8 0 Q% dasatinib
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Idé (perc) Idé (perc) Idé (perc)
100 ¢ 100 4 100 ¢,

80 - 80 {

(oo}
o
1

60 - 60 4

40 {

60 {

40 4 IC,: 45 nM 40 4 1C,; 35 M

Szuperoxid-termelés
(DMSO kontroll %-aban)

20 J Max. inh.: 100% 20 20 ] Max. inh.: 100%
o4 0 ] o+ —(— —— 3
0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000 0 1 10 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

34. dbra: A dasatinib gatolta a nemepszonizalt és opszonizalt zimozannal aktivalt neutro
granulocitak szuperoxid-termelését. A sejteket 10 mg/ml opszonizalatlangitaktivalt huma
szérummal, vagy normal human szérummal opgAlt zimozéannal aktivaltuk. Reprezentativ kine
gorbék (atlag + SD); doézis-hatas gorbék (3-5 fuggetlen kiséldétntrollok levonva, atlag + SEM).
Publikalva: [I1].
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A B-glukan egységekih all6 zimozadn szdmos receptoron keresztul képes
aktivalni a neutrofil granulocitakat, nevezetesell-like receptorokon, C-tipusu lektin
receptorokon &t, illetve amennyiben a zimozan opgalt formaban kerll
kolcsbnhatasba a neutrofilekkel, gy azok Fc-remaptilletve komplement-receptorai
is bekapcsolodnak az aktivalasi folyamatba. Kisér&ben a dasatinib gatolta az
opszonizalatlan és oémaktivalt szérummal opszonizélt zimozan altal kot
szuperoxid-termelést (34. abra), illetve a p38 MdRaz és az ERK foszforilacidjat
(35. abra).

Dasatinib
- 10nM 100 nM 1 uM
- zim — zim - zim - zim.
Yy o " foszfo-p38
Nem.-, — ——— — — — — p38
opszonizéalt . (o-ERK
zimozan — — — . foszfo-

— i  — — a—— ERK

- — foszfo-p38
HIESZETUMMAl || e - - —— o — a— 038
opszonizalt zim. = == E . foszfo-ERK

— —— —— — a— s ERK

= e - - - foszfo-p38
Normal a8
A ——— — —— a— w— |
szérummal
opszonizalt zim. -— —_— - sws foszfo-ERK

— — o = — S — o= FRK

35. abra: A dasatinib hatdasa a neutrofil granulocik zimozéan aktivaciot kdveth p38- és ERK-
foszforilaciora. 10 mg/ml (Binaktivalt vagy normal szérummab)pszonizalt, vagy opszonizalat
zimozannal (zim) aktivaltuk a sejteket. Reprezémtahmunblotok (n=3). Denzitometria alapjan a
nM, 100 nM, 1uM dasatnib koncentraciénal megfigyeltiefoszforilaciés jelek a DMSO kezelt mint
szazalékaban rendre: 62+27%, 5+2% és 5+3% (nenmojzsdt zim.; p38 MAPkinaz), 81+23%, 439!

és 52+26% (nem-opszonizalt zim.; ERK), 42+19%, 7+#805+5% (HI szérum-opszonizalinzi p3¢
MAP-kinaz), 56+24%, 37+16% és 72+38% (HI szérapszonizalt zim; ERK), 73£12%, 9+4% és 4+
(normal szérum-opszonizalt zim.; p38 MAP-kinaz),+8%, 69+2% és 89+11% (normdal szérum-
opszonizalt zim.; ERK). HI: &inaktivalt. Publikalva: [l1].

A normal, nem Binaktivalt szérum jelenlétében ez a gatld hataamalyest
gyengébb, kulonosképp az ERK-foszforilacio esetémelyet még 1 uM
koncentracibban sem csokkentett a dasatinib (3fa).abeltehdien a ldinaktivalas
nélkili opszonizalassal a komplementrendszer eglemei, — melyek dkezelés
hatdsara denaturalédnak — okozta a neutrofil gomitak sejtvalaszainak dasatinibbel
szemben mutatott kisebb érzékenységét. (A 30. atmalsaga szerint a
komplementrendszer Cba komponense altal kivaltotutrofil-aktivaciét sem

befolyasolta Iényegesen a dasatinib kezelés.) Alonakban megvizsgaltuk két tovabbi
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TLR agonista, a Pag@SK,, és az LPS hatdsat a neutrofil granulocitdk egyes
sejtvalaszaira. Mind az LPS, mind a R&8K, fokozta a p38 MAP-kinaz
foszforilaciojat, tovabba a Pa@SK, képes volt a neutrofil granulocitdk zselatindz
kivaltott p38 MAP-kindz foszforilaciét. Az LPS stiutus esetén a csokkenés
szignifikans volt 1 uM dasatinib jelenlétében (36. é&bra). A R@8K, Altal
eredményezett degranuldcié szintén jéilseb csokkent 100 nM és 1M
koncentraciéju dasatinib kezelés hatasara (36).abra

Dasatinib Dasatinib Dasatinib
— 10 nM 100 nM 1 pM — 10 nM 100 nM 1 pM - 10 nM 100 nM 1 pM
— UpLPS —upLPS — upLPS— upLPS — Pam, — Pam, — Pam; — Pam, — Pam, — Pam, — Pam, — Pam,
foszfo-p3¢& -— — — - g s o
p38 —————— —— G GED S — G S—— zselatindz zimogram

36. abra: A dasatinib hatasa a Tollike receptor agonistak altal kivaltott sejtvalaszéra. A sejteket
1 pg/ml tisztitott LPS (upLPS), 1 pg/ml PamyCSK, (Pams) segitségével aktivaltuk.Reprezentati
immunblotok (n=3); reprezentativ zselatirmogram (n=3). Denzitometria alapjan a 10 nM, h6Q 1
uM dasatinib koncenécional megfigyelhét foszforilacios jelek a DMSO kezelt mintak szazalé
rendre: 154+31%, 72+24% és 15+14% (upLPS), 160+3888+57% és 55+24% (Pan Publikalva
[m.

Osszeségében a dasatinib gatolta az opszonizéstiimaktivalt szérummal
opszonizalt zimozan A&ltal kivaltott sejtvalaszokazonban a komplementrendszer
jelenlétében tortéhopszonizaciot kovéen ez a gatlas kevésbé volt kifejezett. Tovabba
a dasatinib részleges gatlast eredményezett a Tddvistak segitségével kivaltott

sejtvalaszokon.
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6.2.7 A dasatinib hatasa a neutrofil granulocitdk baktériumdolési képességére

Arra, hogy miként befolydsolja az altalunk vizsgalt tirozin-kinaz inhibitor a
neutrofil granulocitdk direkt antimikrobialis aktivitdsat, egy baktériumdlési teszt
segitsegével kerestik a valaszt [238]. A teszt sordn human szérummal opszonizalt
Staphylococcus aurewsEscherichia colibaktériumok tulélését vizsgaltuk, miutan 10,

20, 30 perces idntervallumban egydtt inkubaltuk a baktériumokat eutnofil
granulocitakkal, melyeket kilonb&z koncentraciéban ékezeltiink dasatinibbel.
Eredményeink szerint — ahogyan a 37. &bra is mutatja — a dasatikdzedesben
részesilt neutrofil granulocitdk direkt baktériumdlési képessége részben csokkent, a
hatds azonban mérsékelten jelentkezett és csupan a legnagyobb altalunk hasznalt
koncentracio-tartomanyban jelent meg (azol€rték mindkét esetben 100 nM folotti
ertéknek adodott).

S. aureus E. coli
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o
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EYS 10 nM dasatinib
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g g 100 o i\‘ 100 o \LLK‘
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= 5 _ 50 |
g 2 °°1 i1c,,; 108 1M IC,,169 NM
X
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=
e 0 [ I B EE—— | 0 L B E—
0 10 100 1000 0 10 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

37. abra; A dasatinib részlegesen gatolta a neutrofil granulocitak baktériumélési képessé(
Reprezentativ kinetikai gorbék (atlag + SD); dozis—hatas gorbék f(Rygetlen kisérletid, kontrollok
levonva, atlag + SEM). Publikalva: [lI].

Osszeségében tehat ezek alapjan elmondhato, hogy a dasatinib nem gyakorol

dramai hatast a neutrofil granulocitak antimikrobidlis aktivitasara.
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6.2.8 A dasatinib hatdsa a fehérvérsejtek letapadasara human szérum

jelenlétében

Valamennyi fentebb bemutatott kisérletiinkben a neutrofil granulocitakat egy
preparalasi eljaras soran nemcsak elkulonitettik a tobbi vérarambané kseit
(vorosvertestekid, tobbi fehérvérsejtil), hanem eltavolitottuk a természetes kdzegtiket
jelenty szérumfehérjékben gazdag vérplazmat is. A kovéidmm kivancsiak voltunk
arra, hogy a szérumfehérjékhez nagy hatékonysaggédkittképes dasatinib [37]
hatdsa érvényesilhet-e a fiziologias kornyezethez kdzelebb all6 rendszerben, azaz teljes

szérum jelenlétében.

NF C5a Pam,CSK, upLPS
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3 100 mKontroll g ) mKontroll 4, m Kontroll 1004 m Kontroll
~X ETNF mCsa mPam3 HWLPS
28 1] 100+ 75 | 75 |
L 75
-(?5 = 50 50 50 4
2 f 50
@ 25
39 > 25 | 25 ]

=

g o 0. 04 0]

- 50 100 200 500 1000
Dasatinib (nM)

- 50 100 200 500 1000
Dasatinib (nM)

- 50 100 200 500 1000
Dasatinib(nM)

- 50 100 200 500 1000
Dasatinib (nM)

[

o

o
-
N
o

100
80
60

D @
o o

N
o

40

Letapadt sejtek
(DMSO kontroll %-aban)

20] 1Go 2.07 nM . IC, 2.15 nM 20 ICy 319 nM 20 [[o% 264 nM
0 Max. inh.: 100% o Max. inh.: 100% Max. inh.: 100% 0 Max. inh.: 98%
T 1 T 1 0 T hd T T
0 100 1000 o 100 1000 0 100 1000 0 100 1000
Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Dasatinib (nM) Dasatinib (nM)

38. abra: A dasatinib gatolta a fehérvérsejtek letapadasat adherens koriilmények kodzott tel
szérum jelenlétébenA sejteket FCS-sel boritott felszinen 20 ng/ml human TNF, 50 ng/ml Gigl
PamCSK, és 1ug/ml tisztitott LPS(upLPS) segitségével aktivaltuk. Reprezentativ kinetikai g
(atlag + SD); dézis-hatas gorbék (6—9 fiiggetlen kisdiletkontrollok levonva, atlag + SEM).

Publikalva: [I1].
Ezen vizsgalataink soran a vorosvértestek Ulepitését dgivet fehérversejt
gazdag felUluszo6t tovabbi tisztitasi eljaras nélkil hasznaltuk. A feliliszoban talalhato
sejtek tobbsége neutrofil granulocitakra jellémzmorfologiaval rendelkezett
(megfigyelésiinket nem &abrazoltam). Az igy nyert sejteket a sajat szérum jelenlétében
adherens (FCS-sel boritott) felszinre helyezve, a korabbi kisérletekben bemutatott
stimulusok segitségével aktivaltuk. Bar mindegyik altalunk alkalmazott aktivalas soran

(TNF, Cba, ParCSK,, upLPS) képes volt a dasatinib gatolni a neutrofil granulocitak
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adhéziés képességét, azonban a félgatlé-koncentraci6 (mind a négy aktivacios
rendszerben 200 nM koruli) értékek ez esetben joval magasabbnak adddtak az adhézio-
flggd szuperoxid-termelésnél (16. abra) kapott értéke{@®l abra). Ez 200 nM kordli
félgatlo-koncentracio a dasatinibbel kezelt betegek terapias plazmakoncentracio-
tartomanyaba esik [37].

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy valoban csdkkent a dasatinib hatékonysaga
szérumfehérjék jelenlétében. Ennek ellenére kiemelends, hogy a legérzékenyebb
rendszerekben, a TNF segitségével tortgkitvalast koveten a letapadt sejtek szamat
mar 50 nM koncentracioban kismértékben, de szignifikansan (p=0,013; n=9) gatolta az
inhibitor, mig a Cb5a stimulus esetén a jebsnteértéki és szignifikans (p=0,00074;

n=6) gatlas mar 100 nM koncentracional jelentkezett (38. abra).

6.2.9 Az oralisan adott dasatinib hatdsa az egér fehérvérsejtekex vivo
adhézidjara

A kisérleteink fokuszaban all6 kismolekulas tirozin-kinaz inhibitor hatékonyan
gatolta in vitro a neutrofil granulocitdk sejtvalaszainak tobbségét. Ez arra sarkallt
benninket, hogy megvizsgaljuk, vajon szajon at adva a gatlészert kisérleti allatoknak
képes-e befolyasolni a beadast kdeet kinyert fehérvérsejtek itkddésétex vivo
kortlmények kozott.

Ennek tesztelésére a Kkisérleti allatainkat szdjon &t kilénbdazisa
dasatinibbel kezeltik, majd a kezelés utan 2 6raval az allatoktdl nyert periférias vérbsl a
vorosveértesteket Ulepitettik, és a fehérvérsejtekben gazdag felllUuszétcapagitban

bemutatott adhézios vizsgalatnak vetettik ala.

W Kontroll
B TNF

[y
N
(53]

100 ¢ IC,,: 4,6 mg/kg

Max. inh.: 93%

~
a1
1

Letapadt sejtek
(DMSO+TNF %-4aban)
~
(]

N
a
1

o
o 4
1

Letapadt sejtek
(DMSO kontroll %-aban)
(&)
o

- 2 5 10 1 10 100

Dasatinib (mg/kg) Dasatinib (mg/kg)
39. abra: A szajon at adott dasatinib gatolta az egér fehérvérsejtedx vivo adhézidjat. A sejteke
FCSsel boritott felszinen 50 ng/ml egér TNF segitségével aktivaltuk. Reprezentativ oszlopdiagri

+ SD); dézis-hatas gorbe (3-5 fiiggetlen kisédletkontrollok levonva, atlag + SEM). Publikalva: [II].
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A sejteket TNF segitségével aktivaltuk FCS-sel fiedelszinen, melynek
hatdsara jol mérhétadhézids sejtvalaszt kaptunk. A dasatinib kezdlgs mg/kg
félgatlo-koncentracié mellett eredményesen gatddta sejtek felszinhez tortén
letapadasat (39. abra).

Ezen eredmények alapjan a dasatinib azon tul, lyggglta az érett human
neutrofil granulocitak sejtvalaszaiih vitro, képes volt cstkkenteni szajon at toétén
adagolast kovéen a kisérleti egerelex vivo vizsgalt fehérvérsejteinek adhéziés

képességeét is.
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6.3 A dasatinib hatdsanak vizsgalatan vivo gyulladasos allatmodellekben

Az autoimmun gyulladasok kialakulasaban elengedieeteimmunsejtek
intracellularis szignalizaciéjaban kulcsfontossaggerepet jatszanak egyes tirozin-
kindzok/tirozin-kindz kaszkadok, mely felveti a éiségét annak, hogy (az onkoldgia
terlletén mar oly nagy sikert aratott) kismolekulgsloszerek fejlesztésével, a célzott
tirozin-kinaz gatlas a jdben alternativat hozhat az autoimmun gyulladasok
kezelésében is. Az élspélda erre az FDA A&ltal 2012-ben az RA kezelésére
engedélyezett (a bevedben mar emlitett) Janus-kinaz gatlo tofacitinib.

A PhD munkam jeleids részében egy kismolekulas tirozin-kindz gatlgsaer
dasatinib hatasat vizsgaltam az autoimmun gyulEddmtogenezisében kiemelked
szereppel biré neutrofil granulocitakikbdéséren vitro kortilmények kdzott. Az 8k6
fejezetrészben részletezatt vitro hatasvizsgalatok jelefg részében a dasatinib
rendkivil hatékonyan gatolta a neutrofil granul@icisejtvalaszait [Il]. Ezek alapjan
felmertlt bennink a kérdés, hogy a dasatinib-keselégatolhaté-e olyan autoantitest-
indukalt in vivo betegség-modellekben a gyulladas kialakulasa, ekbBn mind a
neutrofil granulocitdk, mind egyes tirozin-kinazojelentts szerepet jatszanak
[225,228,241,242]. Ezzel kapcsolatos eredményeimiégt nem publikéltuk.

6.3.1 A dasatinib hatasanak vizsgalata autoimmun iziletgyulladasmodellben

A neutrofil granulocitak a gazdaszervezet kérokdabkszembeni védelmén
tal, — amennyiben a gazdaszervezet immuikdédésének szigorlu szabalyozottsaga
séril — egyes autoimmun gyulladasos betegségekn sfaiéps szovetkarosodas
létrehozédsaban is aktiv szekdpl[245]. Az autoimmun izlleti gyulladas egyik jol
ismert kisérletes allatmodellje a K/BxN artritisagly szamos hasonldésagot mutat az
emberekben éforduld RA-val [239]. A K/BxN artritisz jellemde, hogy a betegség az
egerek (anti-GPI antitesteket tartalmazd) széruindgészséges egyedekre is atwhet
(K/BXN szérum transzfer artritisz), és ezaltal Bkég nyilik arra, hogy a betegség
késsbbi, foként neutrofil granulocitak, makrofagok, hizésejt&lkal medialt effektor
fazisat elkilonitve vizsgaljuk a koraigkent limfocitak niikddéséenek koszonitet

immunizacios fazistol [228,240].
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Kisérleteimben a K/BxN szérum transzfer modellt,nimaz autoantitest-
indukalt izuleti gyulladas kisérletes allatmodellfiasznaltam. A kisérleti egereknek
betegséget nem okoz6 kontroll (transzgén-negatizgrusnot, valamint ezzel
parhuzamosan artritogén (transzgén-pozitiv) széerumpgktaltunk intraperitonealisan a
0. napon. Ezt kovéen 14 napig kovettilk nyomon az allatok hatsé végtagz izuleti
gyulladasra jellemgz Klinikai tinetek (pl. izlleti deformitas, duzzanabérpir)
kialakulasat és a bokavastagsag valtozasat. A dasgoran (a szérum beadasat
megebz6é naptol) a gatloszer plazmakoncentracidjanak szitdetasahoz naponta két
alkalommal gyomorszonda (ebét) segitségével dasatinib-kezelésben részesitettik a
kisérleti allatokat. A kontroll csoportba tartozdasatinib-kezelés nélkuli (jeldlés:
.Dasatinib nélkul”) allatok a por allapotd dasaltiniszuszpendalasara hasznalt
hidroxietil-cellul6z oldatot kaptdk azonos térfdgg.

El6zetes kisérleteinkben egy doézis-fliggés vizsgalatgeztink el. A dasatinib
nélkuli kontroll kezelésben része§idsoport mellett kilonb@zddzisu dasatinib-kezelt
csoportokat kulonitettiink el: testtomeg kilogramikent naponta kétszer 10, 20, 50 mg

dasatinibbel kezeltik az allatokat.

101
) 381 —O— Kontroll
— —_ )
o 8- £
= T S
= T . - 2
£ S 34 —@— Dasatinib nékiil artr. szérum
| - a 3
g ° r & y
S Ia % 30 ¥ 10 mg/kg dasatinib artr. szérum
o 44 T T T g / T T
a m B ® . 7
= 5 - 3 & S 26 20 mg/kg dasatinib artr. szérum
< ' @
0 22 _ _ g _ - - - —@— 50 mg/kg dasatinb artr. szérum
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14

1dé (nap) 1dé (nap)
40. abra: A dasatinib-kezelés dozisiggése K/BxN szérum transzfer artritiszben. (A) Kinikai
pontszam-véltozas, (B) bokavastagsag-valtozas a ddketi allatok hatsé végtagjain. Valamenny
kontroll szérumot kapott allat értékeit dsszesilmazoltam. A kisérlet ideje alatt az aédlkat
feltiintetett dozisokkal naponta kétszer kezeltiRefrezentativ kisérlet, csoportonkénts 4alla
bevonasaval, atlag + SEM).
Vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy az allatakaponta két alkalommal,

12 dranként kapott kezeléseket jol toleraltak, diwasra utald jeleket nem (magasabb
dozisban csupan kismértékestsulyvesztést) tapasztaltunk. Tapasztalatanekird a

dasatinib doézis-fugg modon csokkentette az izuleti gyulladasra jell@nkdinikai
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tinetek sulyossdgéat, valamint az objektiv pararkéter vizsgélt bokavastagsag
novekedését a K/BxN szérum transzfer artritiszris¢48. abra/A, B).
Kisérleteinket az

o Kontroll szérum Artritogén szérum
el6zéekben alkalmazot

legmagasabb, egybe Dasatinib
leghatékonyabb ddzisssa nélkl
az 50 mg/kg dasatinik

kezeléssel vegeztuk.

napi kétszer 50 mg/kg 50 mglkg
dézisban adott dasatinil dasatinib

szignifikans  mértékbe

csokkentette az izllet41. abra: A K/BxN szérum transzfe artritisz morfolégiai képe az
inditastdl szamitott 8. napon.A kisélet ideje alatt naponta kéts

ulladas makroszkdpo:
9y P dasatinib nélkili vagy 50 mg/kg dasatinib-kezelégitak az allatok.

jeleit (41. abra). Ez a

csokkenés megfigyelhgtvolt mind a klinikai tlinetekre kapott pontszam-inch a
bokavastagsag-valtozason (42. abra/A, B). Ezt K@&wetmegvizsgaltuk, hogy a
dasatinib a gyulladas kiflsegyeinek enyhitésén tul, a gyulladas soran jeeitizileti

funkciovesztést is képes-e befolyasolni.

>
o

. —O— Dasatinib nélkul kontroll
o —
by € —e— Dasatinib nélkiil artr. szérum
= S
% :‘? —O—50 mg/kg dasatinib kontroll
: %)
E g’ —@— 50 mg/kg dasatinib artr. szérum
ict
S 2
Qo >
- 3
= =]
= oM
X
22+——F—t—t—t—F—+—
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
1dé (nap) 1dé (nap)

42. abra: A dasatinib kezelés hatasa a K/BxN szérurntranszfer artritisz soran megjele (A)
klinikai tiinetekre és (B) bokavastagsag-valtozasradz allatokat a vizsgalat ideje alatt naponta ké&
kontroll és 50 mg/kg dasatinkezelésben részesitettiik. (A gorbék a 3 fliggetledrletldl szarmaz
értékeket dsszesitve abrazoljak, csoportonkénieéesz9 allat bevonasaval; atlag + SEM). p<0,0t
dasatinib nélkill artr. vs. 50 mg/kg dasatinib arB.nap, (B) p<0,05 dasatinib nélkdl artr. vs.rb@/kc
dasatinib artr., <5.nap

Erre kapaszkodasi tesztet végeztiink, mely sordnéaléti allatokat két percen

keresztll egy fejjel lefelé forditott rAcson késiztie kapaszkodasra, mikdzben meértik
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az Aaltaluk a racson eltoltott gd Az egészséges allatok kedvelt elfoglaltsagaiékdz
tartozik a racson val6 flggeszkedés. Az artritogggeérummal kezelt, izlleti
gyulladasban szenvédllatok azonban néhany masodperc utan elengediksat, és a
racs ala helyezett alomra esnek.

A dasatinib kezelés jelaetg meértékbenmegnévelte az allatok racson valo
flggeszkedésének az idejét, tehat az izlleti gyadldiineteinek csokkentésén tul képes
volt a gyulladassal
egyuttjard funkcidvesztést

. L L ) , —O— Dasatinib nékul kontroll
IS mersekelm (43 ab ra)' —@— Dasatinib nékil artr. szérum
Kisérleteinkben a —O— 50 mg/kg dasatinib kontroll

—@— 50 mg/kg dasatinib artr. szérum

gatlészerrel tortéh keze-
lést a betegség inditasat
(K/BXN egereksl gyujtott

Ré&cson maradt allatok arany#%o)

szérumok injektéalasat)

- 0 5 10 15 20
megebz6 napon (a -1.

1dé (masodperc)

napon) kezdtlk. Kivan-43. abra: A dasatinib cékkentette az izileti gyulladas sora
csiak voltunk, hogy aIe'trejov.i)' izuleti funkciovesztéstA k|ser.lelt ideje a,latt,az allatok ni

_ kétszeri kontroll vagy 50 mg/kg dasatinib kezelésbé&szesiiltek. (
hatékonynak bizonyulGpemutatott diagram a 3 fiiggetlen kisérlet dsszeséredménye
preventiv kezelés mellett mutatja; csoportonként dsszesen 9 éllat bevongsattag + SEM

p<0,05 Dasatinib nélkul artr. vs. 50 mg/kg dash)ini
dasatinib képes-e befolya

solni a mar megléy gyulladas klinikai jeleit. Ennek tesztelésére ddigi eljarasnak
megfeleben az 1. naptdl inditott preventiv kezelés mellekktlonitettink egy
allatcsoportot, melynél a szérum beadaséat Kovet napon kezdtik a dasatinibbel
tortéro kezeléseket. A K/BXxN szérum transzfer artritiszndpjan mar egyértelfen
felismerhebek a gyulladas jelei, valamint jol kimérlied bokavastagsag novekedése is.
A mérési eredményeink szerint a dasatinib-kezelEmcsak csokkentette a K/BxN
szérum transzfer artritisz kialakulasaval egyudtjertileti gyulladasra jellendztiinetek
megjelenését, hanem a mar mef§légyulladas tovabbfejdését, a betegség
progressziojat is képes volt megakadalyozni (4da/ah B).

Osszegzésként elmondhat6, hogy vizsgalatainkbarasatidib preventiven
adva hatékonyan csokkentette az altalunk vizsgsédirletes autoantitest-indukalt izileti

gyulladas modellben az izileti gyulladasra jellémmrfoldgiai elvaltozasok mértéket,
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illetve mérsékelte a gyulladassal egyuttjaro iziletkciovesztést. Emellett a dasatinib
nemcsak a gyulladas kialakulasat gatolta, hanem & meglé¥ gyulladas
progressziojat is képes volt korlatozni.

19 387 —O— Dasatinib nékiil kontroll
g | 2
e E 34 T —e— Dasatinib nékiil artr. szérum
£ 2
\S 6 T g _
g I —O— 50 mg/kg dasatinib kontroll
S 3
o >
3 8 —@— —1. naptél 50 mg/kg dasatinib
= 8 artr. szérum
X 4. naptél 50 mg/kg dasatinib

; ; ; : ; : : ; ; ; ; ; ; ‘ artr. szérum

0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
1dé (nap) 1dé (nap)

44, abra: A dasatinib gatolta a mar megléé izileti gyulladas progresszidjat, mind a gyulladé
klinikai tinetei (A), mind a bokavastagsag-valtozagB) eseténA kisérlet soran az allatok a kont
kezelés mellett a —1. vagy a 4. naptdl kezdve 5(kgndasatinibkezelésben részesiltek. (Reprezer
kisérlet, csoportonként 5 allat bevonasaval; a&e&8EM). (A) p<0,05 dasatinib nélkdl artr. vs. 4. na

50 mg/kg dasatinib artr., <5.naptdl, (B) p<0,05adamsb nélkil artr. vs. 4. naptdl 50 mg/kg dasdtiaitr.
<5. naptol.

6.3.2 A dasatinib hatasanak vizsgalata reverz passziv Amus-reakcioban

Az antigén-antitest kapcsolodasa nyoman kelétkemmunkomplexek
természetes résztudlv a szervezet szolubilis antigénekkel szembeni Inéide
reakcioinak. Normalisan a velesziletett immunreadsejtjei képesek megsemmisiteni
az antigént, anélkil, hogy barmilyen patolégiasakbzast okoznanak. Abban az
esetben, ha barmilyen oknal fogva a keletkeanmunkomplexek mégsem
elimindlodnak a szervezéih lerakodva a szovetekben gyulladdsos folyamatokat
indithatnak be, mely szadmos autoimmun betegségdlidpontjat képezheti. Az
immunkomplex-mediélt betegségek (a Gell-Coombs4b&sorolas szerinti Ill. tipusu
hiperszenzitivitasi reakciok) kozeé tartozik tobbiedzott az Arthus-reakcid, a szérum
betegség, de hasonlo feltételek mellett alakulnaltylan komplex betegségek is, mint a
szisztémas lupus eritematdzus, egyes vaszkulitézalefritiszek, illetve az RA [246].

Az immunologiai kutatasokban az Arthus-reakciotiezé&drben hasznaljdk az
immunkomplex-medialt gyulladasos folyamatok egy$zés gyors modellezésére
[247]. A Kisérletes reverz passziv Arthus-reakcayds az antitest lokalis 6boe
(intradermalisan, i.d.) fecskendezését az antig&ztemas (intravénas) beadasa koveti.

A bérben ily modon képmé immunkomplexek lokélis gyulladast eredményeznek
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(hozzaveilegesen két oran beldl), mely d6démakigissel, neutrofil inflitracidval,
esetleg vérzéssel jar. A reverz passziv Arthuseiéakértékének meghatarozasanal a
immunbioldgiai kutatasok soran klasszikusan a phfemérjékhez kédo Evans-kék
festéket hasznaljak. A gyulladas helyén a fokoggtermeabilitasnak koszonbeh a
vérarambol a szovetek kozé jutdé Evans-kék festélyi Helszaporodasa kénnyen
kimutathato [241]. A modszer hatranya azonban @&zrias kvantifikalhatosag mellett
az, hogy a kiértékelés minden esetben a kisérlitt felaldozasaval jar, ezaltal
lehetetlenné téve a gyulladas kinetikgjanak vizggélegyazon allatban.

Kontroll anti-Ova

25 - H Kontroll

M ant-Ova
Dasatinib
nélkul

Relativ radioaktivitas
(Arej Y0-aban)

50 mg/kg
dasatinib

Dasatinib nélkil 50 mg/kg
_s - dasatinib

45, abra: A dasatinib hatdsanak vizsgalata reverz gssziv Arthus-reakciéban.A kisérlet ebtt az
allatok 50 mg/kg dasatinib, vagy annakdanyagaval tértéhkezelésben részesiilteke;/a teljes fejbe
mért radioaktivitas értéke. Reprezentativ képekpsdopdiagramon a mérési eredmények 3 fligc
kisérlettdl szarmaznak, kezelésenként dsszes@néllat bevonaséaval; atlag + SEM, p<0,05 dase
nélkul anti-Ova vs. 50 mg/kg dasatinib anti-Ova.

A sajat kisérleteimben egy olyan U, Arthus-reakxioépidé modszer
kidolgozasat vegeztik el, mely soran jol kvantifiked6 modon ugyanazon kisérleti
allatban lehdivé valt a gyulladasos reakcidlaeni utankovetése. Az altalunk kivaltott
reverz passziv Arthus-reakcid soran a Kkisérletiredggobb fllének brébe anti-
ovalbumin (anti-Ova) antitesteket tartalmazé nyéitemot fecskendeztiink, mig
ugyanazon allat bal fulébe normdl nyudlszérumot kidkunk kontrollként. Az
ovalbumin, mint antigén szisztémas beadaséat ktRebraval az allatok intravénasan
radiofarmakonnal ®0™Tc-) jeldlt human szérum albumint tartalmazé old&aptak. A
gyulladas helyén a fokozott érfal permeabilitaskékzonheaien lokalisan feldusulo
radioaktivitast NanoSPECT-CT készulekkel kovettlomon. A kiértékelés soran az

allatok egész fejére vonatkoztattuk a relativ rakiivitas értékeket. A dasatinib Arthus-
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reakciora gyakorolt hatdsanak vizsgalatahoz a r@akalitasa €itt az allatokat a
kordbban emlitett modon kezeltik a gatlészerrelgyvaannak vivanyagaval.
Kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy 50 mg/kgatlap képes volt szignifikdns
mértékben gatolni az Arthus-reakcio soran létréjgyulladas mertékeét, a tirozin-kinaz
gatlét nem kapott allatokhoz képest (45. abra).

A dasatinib tehat amellett, hogy képes volt azldlta hasznélt autoantitest-
medialt izlleti gyulladas mértékét csokkenteni,ékahyan gatolta a reverz passziv
Arthus-reakciéval jar6 o6démakéjuEest és ezaltal a gyulladas mértékét is egy Uj

radioaktivitas-mérésen alapuldé méreési rendszerben.
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6.4 Az Src-tipusu tirozin kindzok szerepének vizsgalataeverz passziv Arthus-

reakcidban

Az Src-csaladba tartozo tirozin-kinazok a legjeleebb nemreceptor tirozin-
kindzok kozé tartoznak, melyek szamos alapeejtfunkcidé szabalyozasaban (példaul
tulélés, proliferacio, differenciacio, valamint teeigracio) vesznek részt [248]. Ennél
fogva hibas mikddésik nem megléamddon sulyos megbetegedéséként daganatos
elvaltozasok kialakulasahoz vezet, melynek révémhegyan a beveziien mar
emlitettem — az elmult években a daganatkutatasetiecélmolekulaiva valtak [249].

Az immunsejtekben az Src-csaladba tartozé kinazakzik tobb is
expresszalodik. A mieloid sejtekben — igy a neiltgrainulocitakban, makrofagokban,
dendritikus sejtekben — éksorban a Hck, Fgr, és Lyn talalhaté meg [97]. R&dsnert
tény, hogy a neutrofil granulocitdkban kulcsfonfugs szerepet jatszanalaintegrin-
medialt jelatviteli folyamatokban [122,123]. Azomba korabbi irodalmi adatok arra
utaltak, hogy ezen Src-tipusu tirozin-kindzoknakcei esszencialis szerepe a neutrofil
granulocitak Fc-receptoron keresztil zajlé szigr@adidjaban [123].

Munkacsoportunk vizsgéalatai (és publikdlas alatto I€redményei) alapjan
azonban fény derilt arra, hogy az immunkomplexvakid hatdsara a neutrofil
granulocitakban létrej@vsejtvalaszok (szuperoxid-termelés, citokin-termmglealamint
a jelatvitel proximalis szakaszaban jelentSyk tirozin-kindz és FcRanc ITAM
tirozinjainak foszforilaciéja a Hck, Fgr és Lyndrin-kindzok egyuttes genetikai hianya
esetén teljesen elmaradtak [IV]. Ezek utdn felmetiénnink a kérdés, hogy
amennyiben az Fc-receptoron keresztili jelatvitelbeezen tirozin-kinazok
elengedhetetlen szerepet toltenek be, vajon székekgein vivo immunkomplex-
medialt betegségmodellek kialakulasahoz. A vizdgaakségességét tovablbstették
a (ebz6 fejezetrészben targyalt) gatloszeres kisérletalans&apott eredmények is,
melyek soran azt tapasztaltuk, hogy az Src-csaltadbt@z 6 tirozin-kindzokat rendkivili
hatékonysaggal gatldé dasatinib csokkentette az mkomplex-medialt K/BXxN szérum
transzfer artritisz soran létrej@vzuleti gyulladas mértékét és a reverz passzitausrt
reakcioval jaro odéemaképdest kisérleti allatokban.

A kérdés megvalaszolasara munkacsoportunk tobb mkamplex-medialt

betegségmodellben vizsgalta a Hck, Fgr, és Lynepétr melyek k6zil sajat munkam
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soran az élzé fejezetrészben ismertetett reverz passziv Artbakaidban vizsgéltam a
gyulladas kialakulasat vad tipusu, valamint Higigr'Lyn™ egerekben. A reverz
passziv Arthus-reakcio kivaltasdnak és mérésénekilrkényei teljes meértékben
megegyeztek az &6 fejezetrészben leirtakkal. Mig kisérleteinkberad tipusu egerek
esetén az antitestek beadasanak helyén (a jobenjilhz 6démaképdéssel és a
gyulladas kialakulasaval egyiitt j6l méhieddon fokozott radioaktivitast detektaltunk,
addig a HcK Fgr'Lyn™™ (az abran Src-csalad KO) egerekben a radioizot&oHds az
allatok jobb fllében elmaradt (46. abra).

Kontroll anti-Ova
257 W Kontroll
* .
, ' \ N 20 A W ant-Ova
Vad tipus 2 <
% 3
X% S ¢ 157
- __ a -% c}i
; @ 10~
2 <
©
, g% g ®
Src-csalad KO
g 7 O -
E s Vadtipus  Src-csalad KO

46. abra: Az Src-csaladba tartoz6 kinazok szerepe aeverz passziv Arthuskeakcidban.
Reprezentativ képek; Az oszlopdiagramon 3 fliggekesérlet atlagat abrazoltam, genotipuson
Osszesen 4-8 allat bevonasaval; atlag+SEM, p<0gbtpus anti-Ova vs. Src-csalad KO anti-Ovg; A
teljes fejben mért radioaktivitas értéke. Src-ab#l®: Hck’ Fgr'Lyn™". Kézirat: [IV].

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az Src-ckalddrtozd, mieloid
sejtekben expresszalodd Hck, Fgr és Lyn kulcsfadigs szerepet jatszik az

immunkomplex-medialt reverz passziv Arthus-reakiadakulasaban.
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6.5 A pl90RhoGAP szerepe a neutrofil granulocitak p,-integrin-fliggetlen

V4

A bevezetben emlitett irodalmi ékmények alapjan, mely szerint annak
ellenére, hogy a pl90RhoGAP GTP-4z aktivalé fehéajefibroblasztokban és
idegsejtekben  kulcsfontossagu szerepet jatszik ategrin-flugg jelatviteli
folyamatokban (Ugymint sejtszéttertlés, migracunkatarsam, Dr. Németh Tamas
kimutatta, hogy a p190RhoGAP genetikai hianya nafolpasolja nagymértekben a
neutrofil granulocitak ezerB.-integrin-fugd folyamatait [I]. Azon tdl, hogy a
p190RhoGAP hianyaban nem csokkent dramai mértékberutrofilek széttertlési
képessége, illetve a p190RhoGAPmM befolyasolta érdemben a neutrofilek adhézié-
flggd szuperoxid-termelését és migracios képessegétnédiak voltunk ezen GTP-az
aktivalo fehérje szerepéredgintegrin fiiggetlen jelpalyakban is.

Jelen munkam soran a pl90RhoGAP szerepét vizsgahlameutrofil
granulocitak Bg-integrin  figgetlen zselatinaz degranulaciéjaban. weutrofil
granulocitak szekunder és tercier granulumaib&kgencidlisan ezek a leghamarabb,
legkénnyebben drélgranulumok) felszabaduld zselatinaz, matrix megatiteaz 1évén
szOvetkozti térben tortérmigracioja soran az érfal bazalis membranjabaé kélageéen
és extracellularis matrix bontasa révén. Adhereddilnények kozoétt (fibrinogén
felszinre helyezve) a neutrofil granulocitéakat, Wkogtorként szolubilis TNF
molekuldval stimuldlva azokat, zselatindz zimognédi j6l detektdlhatd mérték
zselatindz-urités figyelh@ét meg [102]. Kisérleteimben fibrinogén felszinen TNF
aktivaciét koveben a vad tipust neutrofil granulocitakkal Osszes@thmérteki
zselatindz degranulaciét tapasztaltunk mind a ph®@AP~, mind a B.-integrin-
fiiggd folyamatok vizsgalatanal referenciaként haszr@tintegrin-hianyos CD18
neutrofilek esetén. Ez utdbbi arra engedett kowétei, hogy az adhézio-figg
aktivacid kivaltasahoz hasznalt gyulladasos citpkirszolubilis TNF képes adhéziotol
flggetlen médon is kivéltani a neutrofil granulégitzselatindz granulumainak trtléseét,
ugyanis a sejtvalasz Be-integrin-hianyos egér neutrofilekben sem karosoddv.
abra/A).
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Ezt kdveben a Po-integrin®l fliggetlen zselatindz degranulécié tovabbi
vizsgalatara a sejteket sejtszuszpenziéban (pgiigro csévekben, Mg-mentes
kornyezetben) aktivaltam szolubilis TNF segitséegévg. abra/B). Az ily modon
kivaltott zselatindz-uritésben sem mutatkozott kbEeg a vad tipusu és a
p1l90RhoGAP-hianyos neutrofilek kdzoétt. Egy masikokin-stimulus, a neutrofilek
tuléléséért, differencidlédasaért féelGM-CSF hatasara megfigyelbiedegranulacio
sem valtozott a p190RhoGAP hidnyaban (47. abra/B).

A Vad tipus pl190RhoGAP- CD18*- B Vadtipus  p190RhoGAP-

- TNF - TNF - TNF - TNF - TNF

- GM-CSF - GM-CSF

CB CB+MLP CB CB+MLP

47. abra: A pl90RhoGAP nem elengedhetetlen azgér neutrofil granulocitak zselatina:
degranulacidjahoz. A neutrofil granulocitakat 50 ng/ml egér TNF, 10/mf GM-CSF, 3uM fMLP 1
pug/ml PamCSK,;, HSA—antiHSA immunkomplex felszin és 100 nM PMA segitségéldivaltuk (A)
fibrinogén felszinen, (B) sejtszuszpenzibban. A E@Bkezelés 10uM koncentécidban tortént
Reprezentativ zselatindz zimogramok (n=3). Publ&dl].

A neutrofilek mintazatfelismérreceptorain keresztili jelatvitel eredmeényeként
létrejowd zselatinaz-urités nem sérilt tovabba a G-fehé&pesolt receptoron keresztil
szignalizalé fMLP-vel (ez esetben a bakteridlipaptiddel tortéé aktivacio ebtt az
intenzivebb, ezaltal egyértelien detektalhaté sejtvalasz kialakulasa érdekében
citokalazin B-vel kezeltik 8l a sejteket), illetve a Toll-like receptor 2 sziikes
agonistaval, a Pai@SKs-el kivaltott sejtvalasz esetén (47. abra/B). Adloviakban
kivancsiak voltunk, vajon a p190RhoGAP hianya hegfsblja-e a neutrofil granulocitak
Fc-receptoron keresztili szignalizaciéjat. Az imntinélt immunkomplex-felszinen
(HSA-anti-HSA) tortél aktivaciot koveten a p190RhoGAP neutrofil granulocitak
fellilisz6ibol detektalt zselatindz-mennyiség, 0esize a vad tipusu neutrofilek esetén

kapott eredménnyel azonban nem mutatott érdeminkgkget (47. abra/B). A
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p190RhoGAP nem befolydsolta tovabba a nemfiziokdi#letve nem receptoron
keresztll hatd) aktivator forbolészter (PMA) akalaltott nagy mérték degranulaciét
sem, mely arra utal, hogy ezen fehérje hianya nefolyasolta a sejtek valaszad6
képességét (47. abra/B).

Osszefoglalva, eredményeink alapjan elmondhatd,y hag gyulladasos
mediator TNF képes volt adherens felszin néliitintegrintl fliggetlen maodon
befolyasolta a neutrofilek zselatinaz-uritését, mmyéden a sejteket TNF-receptoron, G-
fehérje-kapcsolt receptorokon, Toll-like receptoikaresztil, Fc-receptoron, valamint
nemfiziologias agonistaval, PMA segitségével akiidd Ezek alapjan elmondhatd,
hogy a p190RhoGAP nem jatszik elengedhetetlen getee neutrofil granulocitai,-
integrin figgetlen jelatviteli folyamataiban.
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7. MEGBESZELES

A neutrofil granulocitak a velesziletett immunrersistagjaiként biztositjak a
szervezetink korokozokkal szembeni védelmét, dzaltdcsfontossagu szerepet
téltenek be a gyulladasos folyamatok kialakulasabi&aros koérilmények kozott
miikodésik nagyban hozzajarul az autoimmun gyulladftdgamatok soran kialakulo,
sokszor funkcidvesztéssel is jaré szovetkarosastégdttéhez. A neutrofil granulocitak
effektor sejtvalaszainak megjelenéséhez tobbnyajefetszini receptoraikrol induld
intracellularis jelatviteli utak vezetnek, melyekbesszencialis szerepet tbltenek be az
egyes tirozin-kinazok.

PhD-munkam soran a neutrofil granulocitak tirozindzokon keresztul zajlé
jelatviteli mechanizmusainak vizsgéalataval foglatteon, ®Hként farmakologiai
megkozelitéssel. Elvégeztink egy viszonylag naggaré képesséy sirévizsgélatot,
mely soran a neutrofil granulocitak sejtvalaszdtotni képes tirozin-kinaz géatlokat
azonositottunk. Munkdm nagyrészében egy klinikumbkanileukémias szerként
hasznalt kis molekulasulya tirozin-kinaz géatlo velgy — a dasatinib — hatasat
vizsgaltam a neutrofil granulocitak effektor sejaszainak, valamint egyes neutrofil-
fuggé autoimmun betegségmodellek kialakulaséara. Vizagéltovabba ezen tirozin-
kinaz géatloszerd célmolekulainak, az Src-tipusu tirozin-kindzokm@aggenetikai hianyéat
egy kisérletes autoimmun betegségmodellben, illea® Src-kindzok egyik
szubsztratjanak, a pl90RhoGAP molekulanak a néutgrinulocitak integrin-
fuggetlen jelatviteli folyamataiban bet6ltott szede szintén genetikai megkdzelitést
alkalmazva.

A PhD-munkam el részében gyulladasgatld hatassal rendélkealekulak
keresését végeztik el egy viszonylag nagyatéresapessély szirévizsgalat
segitségével, mely sordn a Vichem Kft. kis molekdlal tirozin-kindz gatlé
vegyulettarabol szarmazo gatlészerek hatasat Umgga human neutrofil granulocitak
effektor sejtvalaszaira. Talalati-, vagy ugynevehgtmolekulaknak tekintettiik azokat
a molekulakat, melyek az altalunk alkalmazotiud koncentracioban teljes mértekben
gatoltdk a fizioldgias (integrinen és Fc-receptokamresztili) aktivalasi rendszerben
mutatott sejtvalaszokat, de nem befolyasoltadk a-figmidgias (forbolészter) stimulus
hatdsara megjelén szuperoxid-termelést. A #@dvizsgalat sordn 2417 molekula

tesztelését veégeztik el, mebytkozel 40 talalati-molekulat azonositottunk. Aélati-
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molekulak nagyrésze nagy hatékonysaggal gatolteéSrazcsaladba tartoz6 tirozin-
kinazokat, melyek kozul Kint a klinikai hasznalatban l&vantileukémids Abl és Src
tirozin-kinaz géatlé dasatinib és bosutinib. Alikwizsgalat alapjan felmerlt, hogy a
gyulladasgatlasban igéretes terapias ceélponttéatvalk a daganatellenes terapiakban
mar ismert tamadaspontnak szamito Src-tipusu mirkinazok.

Doktori munkam masodik részében a tirozin-kinazlég&tasatinib hatasat
vizsgéltuk érett huméan neutrofil granulocitakikbidésérdn vitro kdriilmények kdzott
(publikalva [I]). A kis molekulasulyu tirozin-kindgatlészerek klinikai alkalmazésa
forradalmi attorést jelentett egyes daganatos niegbdések kezelésében az elmult
evekben [250]. A 2000-es évek elejersként klinikai bevezetésre ketiitirozin-kindz
gatlé az imatinib-mezilat (Gleevec) volt, mely di@mmeértekben novelte a kronikus
mieloid leukémiaban szenvé&dbetegek tulélési esélyeit [251]. Az imatinib adustég
hatterében |&v Bcr-Abl fuziés fehérje konstitutiv kinazaktivitds&épes nagy
specificitassal géatolni. Bar a betegek nagyrészé@aéimatinib terapia hatékonynak
bizonyult, de egyes esetekben a hatas elveszegy, sidyos mellékhatasok jottek létre
[21]. Az imatinib-rezisztencia, illetve -intoleralackikiiszobolésére tett @eszitések
nyoman fejlesztették ki a masodik generacios Bdrggtlokat, kdztik a vizsgalataink
fokuszaban is &ll6 dasatinibet [34]. Amellett, hagydasatinib hatasat széles kdrben
vizsgéltak tumorsejtekre/tumorsejtvonalakra, jedgnlegyre tobb irodalmi adat Al
rendelkezésre egészséges, érett sejtekre (pl. foditakra, NK-sejtekre, bazofil
granulocitakra, oszteoklasztokra) gyakorolt hatésaiis. Befolydsa a vérben
legnagyobb szamban kerihgfehérversejtek, a neutrofil granulocitakikddésére
azonban ezidaig nem volt ismeretes. Eredményeimalpjat elmondhato, hogy a
dasatinib dradmai mértékben gatolta a neutrofil gi@ritdk adhézié-fugy és
immunkomplex-aktivacio hatdsara létre gosejtvalaszait, ugymint a neutrofilek
szuperoxid-termelését, letapadasat, szétterildaktoferrin-tritését. Szérummentes
kordlmények kozott a félgatlo-koncentraciot minadsetben 50 nM alatti koncentracio-
tartomanyban talaltuk, a legérzékenyebbnek mutatkadhézio-flig§ aktivacios
rendszerben ez az Jgérték 10 nM kordli volt. Az adhézié-fuggaktivacio soran
tapasztalt markans hatassal szemben a dasatinibgaestia ebben a koncentracioé-
tartomanyban a kostimulusként hasznalt gyulladasitekin, a TNF receptoran

keresztil 1étrejo& p38 MAPK-, ERK-foszforilaciot, zselatinaz-uritégizen talmeten
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a dasatinib csak a legmagasabb alkalmazott dozistsiikkentette szignifikans
mértékben a munkatarsam, Dr. Németh Tamas meérésaibélF hatasarafi-integrin
fuggd aktivaci6 és az immunkomplex-medialt folyamatok raso megjeleé
sejtvalaszokra gyakorolt @eljes gatlé hatasaval szemben mérsékelten vagyaosu
nagy koncentraciéban gatolta a G-fehérje-kapcsaleptorokon keresztili aktivaciot
kove® szuperoxid-termelést, laktoferrin-Uritést, p38 M@APés ERK-foszforil4ciot,
valamint zselatindz-Uritést. Tovabba munkatarsamNBmeth Tamas méréseiben nem
gatolta szignifikans mértékben a G-fehérje-kapcseteptorokon keresztil Iétrejov
CD11b sejtfelszini upregulaciojat és aktivaciojl [A dasatinib a mintazatfelismér
receptorokon keresztul létrej@vsejtvalaszokat (szuperoxid-termelés, p38 MAPK-,
ERK-foszforilacio, zselatinaz-urités) szintén csupalegnagyobb altalunk alkalmazott
dozisokban befolyasolta. A dasatinib nem gyakordtmai hatdst a neutrofil
granulocitak direkt antimikrobialis aktivitdsararseKisérleteimben mérsékelten géatolta
a neutrofilek direkt baktériumolési képessegét, katérsam, Dr. Németh Tamas
méréseiben a dasatinib nem befolyasolta jékamt a baktériumok neutrofil
granulocitak altali fagocitozisat sem [ll]. Haromuinzids kordlmények kozott
Transwell-kamraban vizsgalva a dasatinib jelenEtélmem karosodott a neutrofil
granulocitak polikarbonét-filteren és extracelligdmétrix rétegen keresztili migracios
képessége sem. Ezzel szemben mincheni kollabardtorBarbara Walzog és
munkatarsai szintéfi,-integrin-fligg modon, Zigmond-kamraban videomikroszkopia
segitségével vizsgaltak a dasatinib hatasat a oféeir migracidjara statikus
korilmények és folyadékaramlas alatt. Azt tapas#al hogy a dasatinib
nagymértékben gatolta a neutrofilek migraciojat tiltis koralmények kozott,
fibrinogén felszinen vandoroltatva a sejteket fMIRCsy: 17-28 nM) és IL-8
koncentracioégradiens mellett [ll]. Ezzel szembenfolyadékaramlas alatt végzett
kétdimenzios mechanotaktikus migracios vizsgalatokan a sejteket integrin-ligand
(fibrinogén, ICAM-1) felszinen, egyenletes fMLP kamtracid mellett késztettek
vandorlasra. Ezen kortlmények kozott jol modellézliszelektinek jelenléte nélkil) az
intraluminaris maszas (crawling) folyamata [126]R5Risérleteikben a felszinhez
letapadt kezeletlen sejtek hozzdkegesen 50%-a valt le a felsathra 10 perces

idéintervallumban alkalmazott folyadékaramlast kéeet [I]]. A 100 nM dasatinib
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kezelés csOkkentette a letapadt sejtek szamat nidliyadékaramlas beinditasasi)
illetve az utan is [ll]. Ugyanakkor a felszinhezalgadva maradt sejtek migraciojat
érdemben nem befolyasolta [ll]. Ez alapjan felmertibgy a dasatinib ezen
kisérletekben a neutrofil granulocitak letapadgs#blta csupan, és érintetlenil hagyta a
mechanotaktikus migraciofz adhézié-fugg aktivacié soran megfigyelt sejtvalaszok
és a kétdimenzios rendszerben mutatott migracimairésokkenése dasatinib hataséara
ellentmondasban a&ll a haromdimenziés korilményekz6#d mutatott normal
sejtvandorlassal, mely azt feltételezi, hogy ezénfélyamat kilonbdk jelatviteli utak
eredménye [102,120,124].

A szervezetben a dasatinib dénmésze (96%-a) szérumfehérjékhez okliit,
igy a bevitt dasatinib mennyiségnek csupan a (pdbam szabadon maradt) néhany
szazaléka felék a terapias hatas létrejottéért. A dasatinib AaE=ert a szérummentes
feltételek mellett megvizsgaltuk a tergpias koringekhez kdzelebb alloé rendszerben,
teljes szérum jelenlétében is. Kisérleteinkben mdmu periférias véd a preparalasi
eljaras elhagyasaval nyert fehérvérsejtek adhézaipesseget vizsgaltuk. A dasatinib
szignifikansan gatolta a fehérvérsejtekk@nt neutrofil granulocitak) letapadasat 50-
100 nM koncentracié tartomanyban, stimulustél fiegjg 200-300 nM félgatl6-
koncentracié mellett. Kisérleteinkben teszteltiként hat a dasatinib &kzervezetben
a fehérvérsejtek fikodésére. Kisérleti allatoknak szajon at adva Bggrt vizsgaltuk
annak hatasat a fehérvérsejtek adhéziogravivo autolog szérum jelenlétében. A
kilonbd®d kisérletes leukémia allatmodellekben hasznalt s¥ati [32,34,253]
nagysagrendben egyez5 mg/kg dasatinib szajon at adva teljes mértékben
megakadalyozta a Kkisérleti egerek periférias \@rébzarmazo fehérvérsejtek
letapadasatx vivo

A dasatinib jelenlegi terapias adagolasa a krénikusloid leukémidban és
Philadelphia-kromoszoma pozitiv akut limfoid leukéban szenvei betegek esetén
napi egyszer, esetleg kétszer 70 mg, vagy napizegy$00-140 mg [36,254]. A
legrészletesebben vizsgélt 70 mg dasatinib dozidlethemért legmagasabb
plazmakoncentracio () 50-100 ng/ml, mely hozzav#égesen 100-200 nM dasatinib
koncentraciét jelent [36,255,256]. Magatol &ten a 70 mg-ot meghaladd doézis
esetén ennél magasabh,.C értékkel kell szamolni, illetve a plazmakoncenibac

meghatarozasanal nem elhanyagolhatoak az egyémmi&ai kilonbségek sem [36,255-
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257]. A gyermekek esetén a fétteknél alkalmazott terapias mennyiségnél magasabb
dozisu dasatinib joval magasabb plazmakoncentréceitményezett. Megkozélieg a
Cmax 100-200 ng/ml, azaz 200-400 nM koncentracio-tartoyban volt, mig néhany
esetben a Gax Kiugré 240 ng/ml, azaz 480 nM folotti értéket elvett [257]. Ezek
alapjan elmondhato, hogy a dasatinib kezelés hat@s@lazmaban talalhaté dasatinib
koncentraciéja a 100-200 nM tartomanyt elééit sagymértékben meg is haladhatja.
Ebben a koncentracio-tartomanyban a teljes szérusfenlgtében végzett
vizsgélatainkban mar szignifikans csokkenést tapiank a fehérvérsejtek adhézios
képesseégeben, mely arra utal, hogy az érett hureatrofil granulocitakra gyakorolt
hatasok egy része nagy valésméggel megjelenik a dasatinib terapias alkalmazasa
soran.

A tirozin-kindz gatlé dasatinib6f célmolekuldi az Abl és az Src tirozin-
kinazok, melyeket szubnanomolos koncentraciobanekégatolniin vitro kinéz-
szelektivitasi vizsgalatok alapjan [32]. A legtokismolekulas tirozin-kindz inhibitor
multikindz-gatld, azazdf célmolekulaikon kivil mas tirozin-kinazokra is halk, igy a
dasatinib is képes egyéb tirozin-kinazokat (pl.,Bi#it, Efrin-csalad) gatolni, ugyan
az Abl- és Src-kinazoknal nagysagrendekkel nagykbhbcentracioban [258]. &
célmolekuldi kézdl mind az Abl-, mind az Src-kin&zoészt vesznek a neutrofil
granulocitak jelatviteli folyamataiban [122,123,1P96,211]. A dasatinib neutrofil
granulocitakra gyakorolt hatdsmechanizmusanak &lasg soran sajat, a dolgozatban
nem mutatott, eddig nem publikalt eredményeinkjalapzt talaltuk, hogy az Abl-kinaz
genetikai hianyaban az egér neutrofil granulociégékmind az integrin-, mind az Fc-
receptor-flig§ folyamatai megtartottak, emelleith vivo a K/BxN szérum transzfer
artritiszben az Abl-hidnyos egerekben megjélerilleti gyulladds mértéke megegyezett
a vad tipusu egerekben tapasztalttal. Ezzel szerabeBrc-csaladba tartozo tirozin-
kindzok elengedhetetlenek az integrin-medialt [123] és Fc-receptoron keresztll
zajlé jelatviteli folyamatokhoz [IV] neutrofilekbenKisérleteink soran a dasatinib
jelenlétében dramai meértékintracellularis tirozin-foszforilacié gatlast tegmaltunk,
mely nagyon hasonlitott az Src-kinazok genetik@injia esetén egér neutrofilekben
latott nagymérték tirozin-foszforilacié csokkenéshez [120]. Az akamj hogy az Abl-
kinaz hidnyaban a neutrofil granulocitdk funkcidija kisérleteinkben nem mutattak

karosodast, ezzel szemben az Src-kinazok hianyabad az integrin, mind az Fc-
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receptorrél induld jelpélyak érintettek, felmeriipgy a dasatinib az Src-kinazok
gatlasan keresztil fejti ki hatasat. Az Src-csadatitstozo tirozin-kindzok aktivaljak a
jelatvitel soran az integriék downstream elhelyezkédSyk tirozin-kinazt [120,124]. A
Syk elengedhetetlen a neutrofil granulocitak intagt indulo jelatviteli folyamataihoz
[120], illetve a Syk az Fc-receptorrdl induld jdiga soran is aktivalddik [209]. Ezek
alapjan, valamint a Syk foszforilaciojanak saj&ékieteinkben dasatinib jelenlétében
tapasztalt dramai csokkenése arra utal, hogy didifisgatlé hatasa az integrin- és Fc-
receptor medidlt folyamatokra (legaldbbis részber§yk aktivalédasahoz szikséges
foszforilacios lépés gatlasa réevén érvenyesdal.

Azon gyodgyszerek, melyek befolyasoljak a kilorbozmmunsejtek
mukodéseét, feltehéen hatnak a szervezet kérokozokkal szembeni védelnsé A
dasatinib-terdpia sem kivétel ez aldl. Nagyon gyakwellékhatasai kozott szerepel a
(bakterialis, viralis, valamint gombas erdfetfertozésekkel szembeni fokozott
fogékonysag megjelenése [36]. Ennek hatterébenésgyra gyodgyszer hatdséara
kifejl6d6 gyakori mieloszuppreszié és neutropénia allhat].[36zen talmefien
eredményeink alapjan dasatinib jelenlétében a oflekt kdzvetlen antibakterialis
aktivitdsa részleges csokkenést mutatott, illetze aalherens kortlmeények kozott
klonbd® szolubilis agonistakkal (TNF, C5a, LPS) aktivajtek effektor sejtvalaszai
dramai mértékben csokkentek, mely mind hozzajatudtza antimikrobidlis aktivitas
csokkenéséhez.

A PhD-munkdm harmadik részében a korabbivitro mérések alapjan a
neutrofilek effektor funkcioit hatékonyan gatlo dasib hatasat kén vivo gyulladasos
betegségmodellben vizsgaltuk. A neutrofil granutgci kulcsfontossaguak egyes
autoimmun gyulladasos betegségek effektor fazisanigtrejottében és a
kovetkezményes szovetkarosodas kialakulasaban .[245]autoimmun gyulladasos
betegségmodellek koézual a human RA-hoz morfologiailés hisztopatoldgiai
szempontbdl is nagyon hasonlé K/BxN szérum tramsafeitisz modellt, illetve az
immunkomplex-kép&dés altal Iétrehozott gyulladaso$rieakciot, a reverz passziv
Arthus-reakciot hasznaltuk. A K/BxN szérum transzeritisz modellben a dasatinib
dozis-fugg modon csokkentette az izileti gyulladéas klinikiameteit. Az 50 mg/kg
dasatinib napi kétszeri széjon at toftéadagolasaval szignifikansan csokkentek a

gyulladas klinikai tinetei, valamint a gyulladasréo kialakul6 bokavastagodas
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mértéke, tovabba csokkent a gyulladassal jaro tizfilakcio-vesztés is. Nemcsak a
betegség inditasaval egglien megkezdett preventiv kezelés bizonyult hatékaky
hanem az 50 mg/kg dasatinib kétszeri dézisban a Hkalakult gyulladas
tovabbfejpdését is mérsékelte. Az Aaltalunk hasznalt masik llayésos
betegségmodellben, a reverz passziv Arthus reakcialz 50 mg/kg dasatinib szintén
szignifikansan csotkkentette a gyulladassal jardvizké&pddést.

A dasatinib jeleriis gatlé hatasa dm vivo gyulladasos betegségmodellekben,
valamint a neutrofil granulocitak integrin-, és feceptor-fligg folyamataiban felveti a
lehethiségét a dasatinib, vagy hasonld szerkezettel, t@spadt profillal rendelkée
dasatinib-szarmazékok alkalmazhatosaganak a tulmetitrofil aktivacioval jaro
(autoimmun) gyulladasos folyamatokban. Azonban nkedj jegyeznem, hogy a
kisérletes allatmodellekben altalunk alkalmazo#adiaib dézis a kulonbézleukémias
allatmodellekben hasznélt mennyiségnél joval magaga2,34,253]. Figyelembe véve
a leukémias betegek dasatinibbel toft&ezelése soran megjetenem elhanyagolhat6
mellékhatasokat, amennyiben ajbeni kutatasok soran esetleg felmeril a dasatinib,
vagy dasatinib-szarmazékok gyulladasgatlasbanntdrnesgalata, az felteh@n jobb
mellékhatas profilt eredmény@zzerkezeti valtoztatasokkal, esetleg alternatagathsi
modszer (pl. lokalis kezelés, vagy szabalyozottbdrayag-felszabadulast biztosito
készitmények) bedllitasaval valhat valéra.

A doktori munk&dm negyedik részében a dasatitibéikindzai kdzeé is tartozo,
neutrofilekben expresszaldodd Src-tipusu tirozirakwk (Hck, Fgr, Lyn) szerepét
vizsgaltuk az immunkomplex-medialt Arthus-reakcidldeanszgénikus technoldgiaval
(kézirat [IV]). Eredményeink szerint az Src-tipusazin-kindzok genetikai hianyaban a
reverz passziv Arthus-reakcioval jar6 6démaképz dramai mértékben csokkent a vad
tipusu allatokhoz képest. A transzgénikus egértofeshasznalasaval nyert
eredményeink tovabb &sitik azt a feltételezést, miszerint a dasatinggdlabb is
részben) Src-tipusu tirozin-kinazok gatlasan keteésrvényesiti gatlo hatasat, illetve
tamogatja a munkacsoportunk altal végzett tovabbsgélatok eredményét, mely
szerint a Src-tipust tirozin-kinazok kulcsfontossflg az autoantitest-indukalt
gyulladasos folyamatok kialakulasaban.

A PhD munkdm o6todik részében az Src-tipusu tiréamidzok egyik

szubsztratjanak, a p190RhoGAP GTP-az aktivalo jéhék a szerepét vizsgaltuk a
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neutrofil granulocitakB,-integrin fuggetlen jelatviteli folyamataiban. lraldhi adatok
alapjan a p190RhoGAP tobbek kozott a neuronok lEeHbiasztok integrin-medialt
jelatviteli folyamataiban tolt be kulcsfontossageiepet egyes alacsony intrinsic GTP-
az aktivitassal rendelkézis G-fehérjék (pl. Rho csalad) aktivalasan kedsl33-
136]. Azok alapjan, hogy a vizsgéalataink fokuszabéws neutrofil granulocitak
mikodésében esszencidlis szerepet tdltenekBaerdegrinek, az Src-kinazok, valamint
szamos kis G-fehérje, tovabba, hogy a pl190RhoGARwrofilekben kifeje&dik és
bizonyos stimulusok hataséara aktivalédik [138-1#0hertlt a p190RhoGAP szerepe a
neutrofil granulocitadk integrin-fuggfolyamataiban. Munkatarsam, Dr. Németh Tamas
részletesn vitro ésin vivovizsgalataiban azonban azt talalta, hogy a p19GRRonem
jatszik fontos szerepet a neutrofil granulocitategminen keresztl 1étrejdvjelatviteli
folyamataiban [l]. Ezen munka keretein belll kivéiak voltunk arra, hogy a
p190RhoGAP szikséges-e az integrin-fliggetlen jdditfolyamatokhoz. A neutrofil
granulocitak effektor sejtvalaszai kozul a zsektilegranulaciot vizsgaltuk a kérdés
megvalaszolasahoz. Eredményeink arra utaltak, heogyl90RhoGAP hianya nem
befolyasolta érdemben a neutrofilek zselatindz2&éit adhéziétdl fliggetlen modon
aktivalva a sejteket TNF-receptor, G-fehérje-kaficseceptor, Toll-like receptor
agonistak, illetve forbolészter jelenlétében, vatmimmobilizalt immunkomplex
hatasara. A zselatindz degranulacids vizsgalatodnskapott eredmények 6sszhangban
allnak munkatarsam, Dr. Németh Tamés eredményemelyben tovabbi integrin-
fuggetlen sejtvalaszokat (szuperoxid-termelés, fp38forilacio, CD11b-upregulacio)
vizsgalt [I]. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a RBOGAP GTP-az aktivald fehérje a
neutrofil granulocitak integrin-fudy folyamatai mellett nem jatszik esszencialis
szerepet az integrin-fliggetlen sejtvalaszokban deradményeinket magyarazhatja
egyrészt, hogy a kulonbézis G-fehérjék (pl. Cdc42, Rho, Rac)ikddésik soran
antagonisztikus hatast fejthetnek ki [259,260],ltat&setleg a p190RhoGAP hianya
nem tudott érvényesuilni. Masrészt a neutrofilekl@xpresszalédd tébbi RhoGAP
fehérje (pl. p190-B, Bcr, p5S0Rh0GAP) esetleg funkélis kompenzacios folyamatok
révén fedhették el a pl90RhoGAP hianyat [261-28%r szamos adat szél a
kompenzacios folyamatok ellen (pl. a szerkezetilagyon hasonlé p190-B nem képes
Src-kinazok altali foszforilaciéra, nem képes a @QREasGAP-pal asszocialddni,
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valamint a p190-B hianyaban megjdlealtalanos fenotipus eltér a p190RhoGAP-
hianyaban tapasztalttol) [263-266].
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8. KOVETKEZTETESEK

A célkitizések alapjan a kovetkeztetéseimet az aldbbi dbporioglalom 6ssze.

1. Egy fokuszalt, kismolekulas kinaz-gatld vegyulett@&emeinek hatasat
vizsgaltam a neutrofil granulocitak funkciondlisjte@élaszan egy altalunk beallitott
viszonylag nagyateresztképessély sZirévizsgalat segitségével. A 2417 letesztelt
molekulabdl kozel 40, a neutrofil granulocitak diligias niikbdését gatolni képes
kindz-gatlé molekulat azonositottam. Aigavizsgalatok eredményeként felmertl, hogy

a neutrofilekben |&¥ Src-tipusu kinazok gatlasa révén gyulladasgatiashérhet el.

2. Az Abl- és Src-kinaz géatlé dasatinib hatdsat énathan neutrofil granulocitak
miikodésére részletan vitro vizsgalatok segitségével elemeztem. A dasatirgndr
mértékben gatolta a neutrofil granulocitak integriés Fc-receptor-fuiggfolyamatait.
Ezzel szemben a dasatinib részlegesen gatolta, nagy befolyasolta a G-fehérje-
kapcsolt receptorokon, illetve a mintazatfelistneeceptorokon keresztili aktivaciot
koveben létrejow sejtvalaszokat. Szérum jelenlétében a dasatinibter@pias
koncentracié-tartomanyban gatolta a fehérvérsejtdktapadasi képességeét.
Osszességében eredményeink alapjan elmondhatd,ahdggatinib hatékonyan képes

gatolni az érett human neutrofil granulocitak szanpetatviteli atvonalat.

3. A dasatinib gatolta az Altalunk vizsgalt neutrdifidigd gyulladasos
betegségmodellekben, a K/BxN szérum-transzfer tigdlbien és a reverz passziv
Arthus-reakciéban a gyulladas klinikai tuneteit. aEal felmertil a dasatinib-
szarmazékokban réjl terapias lehéség a tulzott neutrofil aktivacidéval jaro

(autoimmun) gyulladasos megbetegedésekben.

4. A mieloid sejtekben expresszaldédd Src-tipusu tirdanazok (Hck, Fgr és Lyn)
genetikai hianydban a reverz passziv Arthus-reakbimai mértékben csokkent.
Munkacsoportunk tovabbi eredményeivel egyitt ez Sag-tipusu tirozin-kindzok
kulcsfontossagu szerepére utal az immunkomplex-dtegulladasos folyamatokban.

5. A p190RhoGAP nem jatszott elengedhetetlen szem@pedutrofil granulocitak

Bo-integrin®l fliggetlen degranulacios folyamataiban.
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9. OSSZEFOGLALAS

A neutrofil granulocitak kulcsfontossagu szerepétsjanak szervezetiink
korokozokkal szembeni védelmében, valamint koérosteében egyes autoimmun
betegségek kialakulasaban. Doktori 6sztondijaskanttirozin-kindzok szerepét
vizsgaltam a neutrofil granulocitak jelatviteli yamataiban, illetve egyes neutrofil-
fliggd gyulladasos betegségmodellekben.

Munkam el§ részében egy kismolekulas kinaz-gatlé vegyulettar
részhalmazanak tesztelése soran kozel 40, a neuggnulocitak fiziolodgias
muikodését gatlé kinaz-inhibitort azonositottam. Ai¢ggetesebb molekuldk nagyrésze
hatékonyan gatolta az Src-tipusu tirozin-kinazokat.

PhD-munkam masodik részében vizsgalt Abl- és Sraxkigatlo dasatinib
hatékonyan gatolta a neutrofilek integrin-fdggs Fc-receptoron keresztil létrejov
sejtvalaszait, azonban nem befolyasolta jékam ebben a koncentracié-tartomanyban a
G-fehérjéhez-kapcsolt, illetve a mintazatfeliséner receptorokon  keresztili
sejtaktivaciot. A dasatinib gatlo hatasa szérunenjétében is megjelent az egyes
leukémiak kezelésére hasznalt terapias koncenttaddmanyban. Eredmeényeink
alapjan elmondhatd, hogy a dasatinib gatolja aroBugranulocitak nfikodését. A
dasatinibin vivo vizsgalataimban a kisérleti allatoknak szajondaacstkkentette az
autoantitest-indukalt izuleti gyulladas klinikalgg, illetve az immunkomplex-medialt
reverz passziv Arthus-reakcidé soran kialakulé odé@padest. Ezenn vivo, illetve
korabbi in vitro eredményeink alapjan felmeril a dasatinib-szarka@zg§ovobeni
talzott neutrofil aktivacioval jar6 gyulladasos éegségekben tortén terapias
alkalmazhat6séaga.

Tovabbi vizsgalataimban a neutrofilekre jellén@rc-csalddba tartozé kinazok
(Hck, Fgr és Lyn) genetikai hidnyaban a reverz gpassArthus-reakcio
kovetkezményeként megjelenidémakeépidés dramai mertékben cstékkent a vad tipusu
egerekhez képest. Tovabba az Src-szubsztrat pl@RHo nem bizonyult
elengedhetetlenek a neutrofilpkintegrin-figgetlen degranulacios folyamataiban.

A neutrofilek jelatviteli folyamatainak megismerésezzasegithet benniinket a
gyulladasos folyamatok alaposabb megértéséhez, dégan o célmolekulak
azonositasdhoz, melyek megalapozhatjdk a gyulladéetegségekben alkalmazhaté

Ujabb terapias megoldasok kifejlesztését.
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10. SUMMARY

Neutrophils are essential effector cells againghding microorganisms and in
the pathogenesis of some autoimmune diseases.@mmynPhD work, | investigated
the role of tyrosine kinases in neutrophil signglipathways and in two neutrophil-
mediated autoimmune disease models.

First, | tested several potential tyrosine kinashkihitors from a molecular
library on human neutrophil functions and | ideetf approximately 40 effective
molecules, the most of which significantly blockia@ activity of different Src family
kinases.

During the second part, | found that the Src/Abhldspecificity inhibitor
dasatinib effectively inhibited the integrin- and Feceptor-mediated cell responses of
human peripheral neutrophils, while being less mpoite altering G protein-coupled and
pattern recognition receptor triggered activatiartee above mentioned inhibitory effect
could also be observed in the present of serumhénconcentration range seen in
dasatinib-treated leukemic patients. Furthermorm, @s dasatinib treatment could
significantly reduce the clinical signs and ankiekening of an autoantibody-induced
experimental arthritis in mice and the immune caxphediated oedema formation in
the reverse passive Arthus reaction. Based on timese/o results, dasatinib-related
molecules may serve as therapeutic agents in theotaf autoimmune conditions
characterized by a massive neutrophil overactinatidhe future.

During my further studies, | observed a dramatiduction in oedema
formation in the absence of the myeloid-specific family kinases Hck, Fgr and Lyn in
the reverse passive Arthus reaction compared td typpe animals. The Src kinase
substrate p190RhoGAP seemed not to be essenfiginitegrin mediated degranulation
processes in mouse neutrophils.

A better understanding of the participating molesuin neutrophil signaling
pathways improves our knowledge on inflammatorycpsses. The identified critical
components can serve as new therapeutical targetscan be the basis of novel

treatment strategies in autoimmune diseases.
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12. SAJAT PUBLIKACIOK JEGYZEKE
A tézisek alapjaul szolgal6 kdzlemények itendi sorrendben:

[ Németh T,Futosi K, Hably Cs, Brouns MR, Jakob SM, Kovéacs M, Kertész
Zs, Walzog Settleman BJ, Mdocsai A. Neutrophil fuores and autoimmune
arthritis in the absence of p190RhoGAP: Generadiwh analysis of a novel
null mutation in miceJ Immunol 2010; 185:3064-3075.

IF: 5,745

[ Futosi K, Németh T, Pick R, Vantus T, Walzog B, Mdcsai Aasatinib
inhibits proinflammatory functions of mature humaeutrophils. Blood
2012; 119:4981-4991
IF: 9,06

(1] Futosi K, Fodor Sz, Mdcsai A. Neutrophil cell surface rdoep and their
intracellular signal transduction pathwayst Immunopharmacol 2013;
17:638-50., Review
IF: 2,417

[IV] Kovacs M, Németh T, Jakus Z, Sitaru C, SimonHdiosi K, Botz B,
Helyes Zs, Lowell CA, Mdcsai A. Hck, Fgr and Lyneacritical for the
generation of the in vivo inflammatory milieu witltoa direct role in
leukocyte recruitment

(elbiralas alatt all6 kézirat)

A dolgozatomban az itt felsorolt publikacidkra arGjélben [é¥ rémai szamokkal

hivatkozom.

- 139 -



Egyéb, az értekezés témajahoz nem kapcsolodo koziemyek:

V]

[vi]

[VII]

[VIIT]

[1X]

Lévey J, Kenessey |, Ras6 E, Dobos J, Vago A, KadleFutosi K, Déme

B, Timar J, Tovari J. A rekombinans human erythrefio-alpha fokozza a
humén laphdmrak sugarérzékenységét preklinikai timae Magy Onkol.

2007; 51:(1) pp. 53-61.

IF: —

Kenessey I, Simon Butosi K, Bereczky B, Kiss A, Erdddi F, Gallagher
JT, Timar J, Tévari J. Antimigratory and antimea#ist effect of heparin-

derived 4-18 unit oligosaccharides in a preclinidalman melanoma
metastasis modelhromb Haemost. 2009; 102(6):1265-73.

IF: 4,451

Borbély G, Huszar M, Varga Autosi K, Mécsai A,Orfi L, Idei M, Mandl
J, Kéri Gy, Véantus T. Optimization of important gahDME(T) parameters
of NADPH oxidase-4 inhibitor moleculeled Chem. 2012; 8(2):174-81.
IF: 1,37

Jani PK, Kajdacsi E, Megyeri M, Dobo J, DoleschallFutosi K, Timar
Csl, Mécsai A, Maké V, Gél P, Cervenak L. MASP-Hiices a unigue
cytokine pattern in endothelial cells: a novel libktween complement
system and neutrophil granulocyt®$.0S One. 2014; 29;9(1):e87104.

IF: 3,73

Tévari J,Futosi K, Bartal A, Tatrai E, Gacs A, Kenessey |, Paku &d&n

Chamber-Based Method for the Characterization ef Bhstribution of

Adhesions and Structure of the Cytoskeleton in H8DLGFibrosarcoma
Cells.Cell Adh Migr. 2014; d0i10.4161/cam.28734 (megjelenésétl

IF: 2,34
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13. ATARSSZERZOK KOZOTTI MUNKAMEGOSZTAS

A doktori éertekezésemben bemutatott eredmények akawsoportunkban folytatott
k6z6s munka részei. Az aladbbiakban részleteznéme@es kozleményekben és
projektekben 1é% munkamegosztast, kilonds tekintettel mas PhD-hidlkga.

A kinaz-gatld konyvtar nagyatereszé képesseéd sairévizsgalata human neutrofil
granulocitakon

A kinaz-gatldé konyvtar molekulait a human neutrafianulocitak nikédésén magam
teszteltem. A gatlészerekasdllitdsat, ehigitasat a Vichem Kft. munkatarsai végezték
el.

A dasatinib hatasanak vizsgalata érett human neutridl granulocitak sejtvalaszaira

in vitro (Futosi és munkatarsd)ood 2012)

A projektért el§sorban én voltam felés, a cikkben kozdlt mérések démeszeét is én
végeztem el. A dasatinil,-integrin inside-out szignalizaciéra, és a bakteria
fagocitdzisra gyakorolt hatasat Dr. Németh Tamasgalta. A neutrofil granulocitak
migraciojanak vizsgalatat kétdimenzidés Zigmond-kapan dasatinib jelenlétében
Barbara Walzog miincheni munkacsoportja végezte.

A dasatinib hatasanak vizsgalatan vivo gyulladasos betegségmodellekben

A projekttel el§sorban én foglalkoztam. Az artritiszes mérésekberN@meth Tamas
volt segitségemre. Az Arthus-reakci6 NanoSPECT-€@3zkilékkel tortéh mérésében
Dr. Szigeti Krisztian munkacsoportja segitett.

Az Src-csalad kindzok szerepének vizsgalata immunkaplex-medialt gyulladasos
folyamatokban (Kovacs és munkatarsai, kézirat)

A projektért elésorban Dr. Kovacs Miklos volt felé. A projektben az Src-csaladba
tartoz6 kinazok hianyat reverz passziv Arthus-rgddan én vizsgéltam, valamint Dr.
Németh Taméssal kozosen végeztik az Src-csalddb@zdakinazok szerepének
vizsgélatat a makrofagok szuperoxid-, €s citokimtdésében.

A pl90RhoGAP szerepének vizsgalata neutrofil granaktitdkban és autoimmun
artritisz effektor fazisaban (Németh és munkatarsadijmmunol2010)

A projektért el§sorban Dr. Németh Tamas volt félel A p190RhoGAP szerepét a
neutrofilek adhézio-figgetlen zselatinaz-uritésé@ervizsgaltam. Emellett résztvettem
a pl90RhoGAP-hianyos magzatok PCR-alapu elkulghess és a CD18-hianyos
egertorzzsel 6sszefugartritiszes mérésekben.

Az értekezésem eredmeny fejezetében bemutatok abra szerepelnek mas PhD-
értekezesben.
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14. KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekebtt szeretném kdszonetem kifejezni témavérmmtek Dr. MoOcsai
Attilanak és Dr. Vantus Tibornak. Koszoném Dr. Maicattilanak, hogy dsztondijas
éveim alatt PhD-hallgatéi kozé fogadott, és bewred kutatdi gondolkodasba.
Lehetetlen felsorolni azt a sok segitséget, anpt naint nap kaptamste a legaprobb
kérdésekil kezdve a legnagyobbakig. Megtanitott r4, hogycsémek lehetetlenek, és
kitartassal és lelkesedéssel a legnehezebb feladatomeg lehet talalni a megoldast.
Kdszénom Dr. Vantus Tibornak, hogy az egyet@nkilépve doktori dsztondijasként
elinditotta a kutatdi munkamat és barmikor batramldlhattam hozza tamogatasért az
elmult évek alatt.

Kdszonettel tartozom Dr. Kéri Gyoérgynek, aki mint Ratobiokémiai
munkacsoport vezée biztositotta és feligyelte PhD 0Osztondijaskéntankamat.
Koszonetet szeretnék mondani az Elettani Intézetejiének, Hunyady L&szlé
professzor darnak, aki leliaté tette és tAmogatta az intézeten bellli munkakidtn
koszbnbm Ligeti Erzsébet professzor asszonynaky hgondoskodé figyelemmel
tamogatta a disszertacio megszilletését. Koszonohiettani Intézet, a Patobiokémiai
munkacsoport és a Vichem Kft. valamennyi munkatéakdazt a barati és 6szténz
légkort, melyben egyutt dolgozhattunk.

Kdszondm egykori tudomanyos diakkori hallgatéimnBklazs Balintnak,
Trendl Juditnak, Szatmari Zséfianak és Vértes Mikbkik, hogy segitségikkel és lelkes
erdekbdésikkel tamogattak az elmult években. Készonettelzom munkacsoportunk
egykori és jelenlegi asszisztenseinek, koztuk SifBdmanak é€s Toth Annanak, akik
megbizhaté és magas szinvonall hattérmunkdjukigitetiek a mindennapokban.
Kdszéndbm a laborban Dr. Jakus Zoltannak, Dr. Kovatiklosnak, Dr. Gyri
Davidnak, Dr. Csete Danielnek és Csepregi Jankéegitkészségét és a kozds munka
oromeét. Koszénom Dr. Gyongyosi Norbertnek a sthkiaz kiértekelésnél nydjtott
segitseget.

Szeretném megkdszonni Dr. Tovari Jozsef és Dr. Fdudor témavezét
munkajat, akik tudomanyos didkkorosként kutatoi daglkkal, barati és dés
tanitasukkal egy életre megszerettették velem ettaip és mikroszkopok vilagat.

Végul, de korantsem utolsoésorban leirhatatlan laélgartozom férjemnek Dr.

Németh Tamasnak, aki szamtalan modon segitettelgpzin megsziletését, akivel
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megadatott az az egyedulallé leksgtg, hogy egy munkacsoportban dolgozhattam, aki
amellett, hogy tarsként gondoskodd szeretettel \eitil a mindennapokban,
munkatarsként kiemelkédszakmai felkésziltségével és paratlan munkabiahdétt
szamomra példakép. Készondm a potolhatatlan tarasig@saladom minden tagjanak
és barataimnak, akik biztatasa és szeretete néika munka nem valosulhatott volna

meg.

A munkamat a TAMOP 4.2.4.A/1-11-1-2012-0001 NeniKdefilosag Program cih

kiemelt projekt tamogatta.
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