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Resumen

En monocitos y macréfagos la activacic’m de la cinasa de residuos de tirosina Syk es’un’

paso esencxal en'la cascada bloquxmxca de sefializacion que se actlva tras la agregamon de




inducidos por la dlferencxacwn en la expresion y nivel de acuvacmn basal de Syk y/o ala

células difeienciadas por receptores FCcyRI y FcyRII ' no es idéntica. >
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Abstract
In monocytes and macrophages, activation of the tyrosme klnase Syk is an essentlal step in

the bxochemlcal cascades lxnkmg aggregatlon of receptors for 1mn1unoglobu11n G (Fc‘yR)

and Bz—lntegrm receptors, hkc complement rcceptor 3 (CR.-a) durmg the mxtlatxon ofeffeclor'

Also, mRNA

(FeyRlIIb,:

FeyRllaz: decre

activity of Syk after crosshnkmg Fc-yRII or CR.v, could be medxated by dlffercnnauon—

induced changcs 1n the exprcssmn and actwauon level of Syk as well as changes in the

assocxauon of Syk thh lhe tyrosme phosphatase SHP-




These results suggest that the blochemxcal s:bnahng pathways mduced by FcyRII or CR3

~are dependent 'the 'dlfferentlauon status of tlAe cell and thal the acuvanon “of the

blochemlcal s:gnalmg pathways mduced by Fc‘yRI and Fc‘yRII in dxfferemlated cells are

dlfferent




INDICE

RESUMEN .o..ovvurinninniniiurenannas o

e Vi-vii.

ADStract ......cooveciviinnniiieen eieinenle i RO T ORI P TN SO SO SUEUINRRR Y 11 88

Introduccion ...........

A. Receptores Fc’y’R4(gcncralidad‘cs funcioncs, interés)..

C. Cinas

Estructura;

Materiales y métodos ............. 40
RESUIAMOS oo e i e emn s ciaiiit e ieansesansen s eseemnesessn e aese e sess o Tatonmies s e BO)
IDESCUSEOM et e e e ettt it el et s e et eaee e e e e e e e e e e eaeesese e mmesseses seaemmonsesanseiaes 59
CONCIUSIOMIES ...t a e ireaniaa e e e arertieesea e s s s e msae e oem s e esseee s e mmes s mmm e s sssenanmes e 69

TESIS CCi

sS4

FALLA DF / “ing

5

ced
~ Ll







INTRODUCCION.

Los Fagocitos Mononucleares

Los monocitos se producen en la médula ésea a partlr de celulas formadoras de colonlas

que dan origen a los monoblastos, los cuales se’ dlferencmn a promonoc:tos y estos

posteriormente a monocitos. Todo espe.plj q

migracién transendotehal y locomocidn, medlados por estlmulos inmunoldgicos y/o
TESIS (N
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inflamatorios 'y en donde moleculas de adhesidn como las selectmas e integrinas (como el

receptor upo 3 del complemento CR3) tlenen un papel esencual (2) ‘

En el

cabo mediante laftranslocacic'm desde un

el proceso de dlferenmamon de monocnto a macrofago en’ el te_]ldo blanco.
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A.LOS RECEPTORES FcYR

Los FcyRs estan ampliamente distribuidos en la superﬂcne de celulas hematopoyetlcas y

mecanismos de regulacion de la concentracidon sérica de IgG (9). El FcyR[ une lgG
monomeérica con alta afinidad y se ha clasificado como receptor de alta afinidad. Los
receptores FcyRIl y FcyRIIl presentan una menor afinidad por la molécula de IgG
monomeérica, por lo que solo son capaces de unir complejos inmunes multiméricos. Existen
tres genes conocidos como A, B y C que codifican para cada uno de los receptores FcyRl y

FcyRlIl, y dos genes (A y B), que codifican para el FcyRIlIl. Del FcyRl se conoce una sola

2 QT
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isoforma ﬁ.mcnonal expresada en membrana (FcyRIA) Sin embargo, del receptor FcyRI1

existe una m yor dlver51dad de proteinas expresadas en la membrana Del FcyRIIA, se han

descrito dos isoformas (FcyRIIA, , FcyRIIAz), del FcyRIIB tres (Fcle[Bl, Fc-yRIIBz y
FC‘YRIIBg ) y del FcYRIIC hasta cuatro (FcyRIIC ). En el caso del Fc:yRIII se conocen dos
isoformas (FcyRIIIA y FcyRIIIB) (9). i .
CARACTERISTICAS GENETICAS DE LOS FcyRs

En humanos todos los genes que codifican para las tres clases de FcyRs estan locahzados en

el brazo largo del cromosoma 1 (1q21.1, 1q23-24 y 1q23-24 respectwamente) 9 10 ll)

(Tabla 1). Todos los genes codifican para la subumdad a de los receptores (s,ubyumdakd»que

interactia con el ligando) y tienen una orgaruzacnon mt on

lnmunoglobulma

tlpo Un solo S exon co,

controlando posiblemente la transcripcion de genes (12). En llnfocptOS‘fB"y ma's‘t;oc‘ifos“
murinos la transcripcion del gen B de los FcyRII y FcyRIII esta con}roladé lpdr doS régioﬁes
diferentes del gen, una region metilada en segmentos del extremo 5° y dos regiones no
metiladas localizadas en el promotor y en el tercer intron del gen B (13). Diferentes

citocinas se han visto involucradas en la regulacién de la expresién de los receptores FcyRs.




La modulacién de los FcyRs y sus transcritos después de la activacion de los macrofagos

moral alfa (TNFa) demuestra que la expresion del FcyRl y del

‘TNF, miéntras ) el ARNm del del FcyR1Ib aumenta de manera importante debido a un
n la establhdad de dicho ARNm. Por lo tanto, la expresion del FcyRIllb es

,mddulad durante la activacién del macrc’)fago por un mecanismo que involucra la

responsables de regular la transcripciéon inducic:ii po

llamadas regiones de respuesta a INFy. Esta ré.g'ién que .actua:como:un’activador de :l‘a
transcripcion en presencia de INFy , parece actuar comb un regulador negativo en su
ausencia (18). Estos resultados indican que las citocinas procedentes de linfocitos de tipo
cooperadores TH1 y TH2 regulan diferencialmente la expresion de la familia de receptores
FcyRs, alterando el balance entre receptores FcyRs de una u otra clase.

DISTRIBUCION CELULAR

El FcyRI se expresa en monocitos, macréfagos y neutréfilos tratados con INFy. El gen del
FcyRl conocido como A, codifica para un receptor transmembranal que contiene una
porcién  extracelular con tres dominios de tipo inmunoglobulina, una porcién

transmembranal y una citosélica. Los genes B y C dan lugar a receptores que contienen
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solo dos dominios de tipo inmunoglobulina y carecen de regién transmembranal. Estas son
formas solubles del receptor que probablemente sean secretadas (20).

TABLA 1.

Caracteristicas generales de los receptores para la porcién Fc de la 1gG humana

Receptor Peso Genes Motivo Subunida- | Afinidad por Ia
(CD) Molecular | (focalizacién |Invelucrado |des IgG (K.)
(kDa) cromoso - enla asociadas

mica) sefalizacién
FcyR1 72 FcYRIA - v Alta (105%-10°M™1)
(CD64) FcyRIB - ND

FcyYRIC - ND

(1q21.1)
FoyRII (CD32) |40 FoyRIIA ITAM v Baja (<10'M™)

FcyRIIB -~ gn\a : - ,

FcyRIIC AM | NP

: (lq23 :

FcyRIII . | y y : Medla (__3x10 MhH
(CD16) 7o | 50 - 80 - FeyRIIA Baja (<1o M‘)
Abrevnaturas :
‘FeyR, receptor para la porclon*Fc 2G, - ITAM,: monvo de actlvac:on basado en

tirosina; ITIM, motivo de lnhlbtadn basado en tirosin
(=), no presencia. :
* subunidad que presenta un,‘monvva}o
(Adaprado de Ref.19)°

ND, no determlnado, :

tres motivos ITAM en su estructura.”: .

Los receptores Fc‘yRII r F@;—yRIII son moléculas formadas por dos dominios de tipo

mmunoglobulma en st p’oréién extracelular, una porcién transmembranal y una porcién

citosolica (excepto para el FcyRIIIB, que se encuentra anclado a la membrana celular por




glicofosfatidil-inositol). El FcyRIIA y C estan expresados en monocitos, macrofagos,

neutrofilos, megacariocitos y plaquetas. Las cuatro isoformas del FcyRIIC 'se han.

encontrado en células asesinas naturales (NK) (21), mientras el FcyRIIB: se expresa

fundamentalmente en mastocitos y linfocitos B, aunque tambiéh se':ha enconfrado'

expresado en monocitos y macrofagos. El FcyRIIIA se expresa en h;édrofagoé _monoc‘ito‘s
activados, células NK, linfocitos pre-B y en poblaciones de lmfocnos T ‘y/ ] |mpdn;ﬁfé
destacar que los receptores FcyRl y el FcyRIIIA se presentan en la membrana como
complejos de una subunidad a (que une al ligando) asociados a dimeros de cadenas ¥ o &.
En contraste, el FcyRII tiene la peculiaridad de estar formado solo por la subunidad o (3,
21).

Mecanismos Bioquimicos de la activacion por los FcyR.

Aunque en ocasiones los receptores FcyR muestran la misma capacidad de unir a las
distintas subclases de 1gG, las funciones celulares efectoras inducidas a través de ellos‘
pueden ser distintas. Esto esta dado porque a pesar de que presentan una alta homologla en:

sus porciones extracelulares, son diferentes en sus porciones citosolicas. Desde un punto de'

vista funcional los FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIC y FcyRIIIA son receptores actkado‘res,'

_TESIS o
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consideradas como subunidades accesorias involucradas en la  sefializacién (24). En

contraste, el FcyRIIB es un receptor i

' i,b,,it[d o, ya que en lugar de ITAM

activacién de lmfocntos (25)
Los receptores’ acnvadores estan e*presados en plaquetas, monocitos, granulocitos'y celulas .
NK, mientras qhe en linfocitos estan expresados sélo en bajos niveles. Sin embargo, los
receptores inhibitorios (FcyRIIB), se expresan fundamentalmente en linfocitos B,
mastocitos y células dendriticas. Los macréfagos expresan tanto receptores activadores
como inhibitorios (11).

RECEPTORES Fcy ACTIVADORES

La agregacion de los receptores Fcy en la membrana celular por complejos inmunes.o

particulas opzonizadas con IgG induce la fosforilaciéon de los residuos de tlrosma presentes

en los motivos ITAM (para el caso de los receptores FcyR[ Fc-yRI ‘A,._Fc'yRI[C y

receptores'iinaCtivos ancladas a la. membran

palmxtoxlados son las encargadas de fosfonlar a los resnduos de tlrosma presentes en los

ITAMSs de las porciones citosolicas del FcyRIIA 'y FcyRIIC o de las cadenas ('y o &)

asociadas al FcyRI y al FcyRIIIA (26). Estas cinasas se activan por desfosforilacion, y se

.

ha postulado que CD45 es la fosfatasa que realiza esta funcién en la mayoria de células

ST COH §
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hematopoyetlcas (27). Los res:duos de tirosina fosfonlados se conwerten en sitios

transxtonos de ancla_]e de protemas que presentan en su estructura domlmos SH- (domuno .

fosfonla -a'la: fosfatidil ;inositol inasa (PI3-K) : actlvandola y esta enzim

la act:vacxon,de ‘proteinas:con actividad dependlente de GTP.(GTPasas) es ) 'éifca'mehie de

la familia de Rho, las: cuales participanen el :rearreglo-del . cxtoesqueleto que ocurre durante

la fagocxtosxs la ADCC ola secrecion de factores promﬂamatonos (28 29, 30) (Fig. 1).




microorganismo
Region Fab

1aG
Regioén Fc

FcyR HA
‘FeyR liC

«
Ci 1
Residuo a8 % tosol
tirosina .
fosforilado T~ P k
glr:;asa Célula
inactiva ITAMS no fagocitica

fosforilados

— — ——— — — ——

e ~

— NUCLEO -

Figura 1. Activacion de la fagocitosis a través de los FcyRs.
LEventos bioquilnicos tempranos que se llevan a cabo después de que los receptores FcyR
reconocen a la porcidn Fc de los anticuerpos unidos a mlcroorgamsmo. (A) En la celu[a

fagocmca en . estado de reposo los receptores FcyR se encuentran Inacllvos (no

agregados) La_cinasa Src se encuentra u:ac iva debzdo a Ia formac:on de un puente

lnlramolecular establectdo entre el re.slduo de ti o na 527 y Su a'ammlo SH-2.
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microorganismo

Anticuerpos

- 19G

a— FcyRIIIA

FeyR |

Cinasa
Src
activa

fosforila los
Probablemente

ITAMs Célula
CD 35 ~
bl DAG -« fagocitica
. PI3-K
Residuo ¥ 3 P,
de tirosina PKC @
desfosforil Cat* Rho/Rac %
ado ‘
v =
Recarreglo del citoesquelcto Ras &
(liberacién de grianulos, +
ADCC, fagocitaosis)
MAPK Acido
/ — — —— — — — / T~ PLA2 - araquidénico
— NUCLEO T ~—

(B) La union de la particula opzonizada por IgG a la célula produce la coagregaéio’n de

diferentes isoformas de FcyRs, lo que induce la activacion de cinasas de Ia famlla Src.

éstas fosforilan a los 1 TAMs los cuales permiten que se reclu!e y se. act:ve Syk Syk'

Josforila sustraros especgf cos, lo que da lugar a que se prapague Ia se lal " ce.sarla para

la fagocitosis, la degranulac:on, ) Ia -citoloxicidad - celular dcpendlente de anncuerpo.s

(ADCC), y/o la Iran.scnpclon de gemz.\ como los de algunas citocirias,
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Componentes de las vias de sefializacion asoctadas a receptores con actividad de cinasa de

reS|duos de tlrosma, tales como Ras (una GTPasa pequena), Shc fosfonlada y Grb2 (ambas

't rcamblador de ucleotldo de uanma actwador de

moleculas ad p” 'doras) Sos (un

neutroﬁlos mientras que FcyRIITIA induce la acilvac on
T activadas) (33).

RECEPTORES Fcy INHIBIDORES
El receptor FcyRIIB,; se expresa en linfocitos B,: mlen ue'el FcyR[IB; se expresa
preferentemente en células del linaje mieloide. El modelo me_jor estudlado de la regulacion
negativa de la activacién celular por el FcyRIIB es el lmfocxto B. Tras la coagregacion del

receptor para antigeno del linfocito B (BCR) con el FcyRIIB sobre la misma célula, los

residuos de tirosina del ITIM del FcyRIIB son fosfor}lwfis_a Lyn (tamblen
TESIS C .
FALLA T




pertenecnente ala famlha Src) Esto convuerte a los resxduos de tlrosma en . hgandos

potenc:ales de protemas con domlmos SH—2 (34) Se ha VIsto que peptldos smtetlcos con

la translocacnon ala membrana de

la cinasa’ de Bruton (Btk) por medno e:su dom, io snmnlar a la pleckstnna 36)7 En

Iinfocitos B, Btk es importante para que la.P y ‘se actlve e hidrolice el PIP2 a ]P;;, el cual
participa en el incremento citosélico de’Czi2 _hbre b(ver arriba). Recientemente, se demostro
que SHIP1 recluta a una molécula adaptadora ‘denominada Dok. En su estado fosfonlado
Dok recluta a RasGAP, la cual se sabe que.inactiva la via de Ras mtercamblando el GTP

asociado a Ras por GDP (37).

—
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" microorganismo

Anticuerpos

- 19G

<+— FcyR IIIA

ITIMs no
fosforilados Linfocito B

e T Ce—— — T
”~ ] ~ -
NUCLEO

mmm———— ~—
Figura 2. Regulacién de la activacion del linfocito B por el FcyR ITB.

Eventos bioquimicos tempranos que se llevan a cabo antes y después de la coagregacion
del receptor para antigeno del linfocito B con el FcyR IIB. A) En el linfocito B en estado de
reposo los receptores FcyR se encuentran inactivos (no agregados). La cinasa I;y;t'se
encuentra inactiva debido a la formacion de un puente intramolecular establecido éntre‘un

residuo de tirosina y su dominio SH-2.
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microorganismo
i ; 2 Anticuerpos

T a— 19G
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Lyn -
activa fosforila los sHip Syk
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(B) La union de la particula opzonizada por IgG a la célula produce la coagregacion de

di liferentes isaformas del FcyRIIB, lo que mduce la activacion de la cinasa Lyn. esta

Josforila a los ITIMs del FcyRIIB La coagregacic‘m del FeyR IIB con el BCR reclma a la.s
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del FcyRIIB con receptores que contienen ITAM como el BCR y el FceR1, SHP-1 o SHIP1
se unen al iTIM del FcyRIIB al mismo tiempo, si una fosfatasa lo hace primero que la Voﬁtraﬁ
o si lé uniéon de una u otra depende del tipo de receptor que se coagrega con el FcyRIIB en
la membrana celular. No se encontré reclutamiento de SHP-1 al 1TIM del FcyRIIB in vivo ‘
cuando este receptor es coagregado con el FceRI en la membrana del mastocito, o con el‘;w
BCR en linfocitos B (36, 37, 38). Estos resultados sugieren que aunque el ITIIVI del
FcyRIIB tiene la capacidad potencial para reclutar a proteinas con actividad de fosfatasa
(SHP-1, SHIP-1), es muy probable que la coagregacién de este receptor con receptores que
contienen ITAM /n vivo involucre a otras moléculas (ej. proteinas adaptadoras) que
también formarian parte del complejo de traduccion.

B. El receptor tipo tres del complemento (CR3, CD11b/CD18, Mac-1 o Mol)
Distribucion celular

El CR3 se expresa en la membrana plasmatica de leucocitos polimorfonucleares (PMN);-
fagocitos mononucleares, células asesinas naturales (NK) y en aproximadamente el 10% de

los linfocitos T perifericos (pnncupalmente subpoblac:ones CDS8™) (39) Tambi én se han ‘k

visto expresados en la membrana de celulas B CDS (40)

: de CR3 por celula

a lvamenté pocas molé

polimérfo{nd

pero: como’ mencionamos:‘ante omente poseen ‘una reserva lmportante de receptores

es'que se pucde»n‘ extemahzar después de la estimulaciéon con agentes

quimiotacticos o‘estére’s"de forbol.: La densidad de receptores en granulos intracelulares es




mas alta que en la membrana (4). Es importante destacar que este incremento en la

expresxon del CR3 no es bloqueado por mhlbldores de Ia smtes:s de protemas (42)

n granulos de gelatinasa, lovswcu_glzg'

paralbumma, cadena ligera de la miosina y troponina (46). El ligando principal del CR3 es

el fragmento del complemento C3bi (47, 48). Existen evidencias que sugieren que el sitio




de union para el C3b| esta locahzado al menos en parte sobre el p0|lpeptld0 a. Una region

de aproxxmadamente 200 re5|duos de ammoacndos presente en’'una o mas ‘copias en muchas

proteinas, relacnonadas en la. mteracc:on celula-celula y celula—matnz:denomlnado ,domlmo .

A (también llamado dommlq I) ha sido identificado:en’la cadena o’ del. CR37(49) vaersr’os:»

ipo lectina:con

receptor en celu]as NK, donde mostro ser lmportante para la citotoxicidad de estas células.
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Se ha demostrado la parnc:pacxon del CR3 en la agregacnon homouplca (reconociendo

estructuras - ain ‘no completamente ldenut'cadas ‘en*.el contrareceptor celular)

Mecanismo de la activacion

Algunos experimentos han mostrado que la actividad de unién del CR3 a sus ligandos no es
constitutiva, sino que es inducida por un mecanismo de sefializacion que utilizan las
integrinas en el cual la sefial de activacién va del interior celular hacia el exterior. Esté

mecanismo (“inside-out signaling™) es llevado a cabo por la estimulacién por su llgando de

dependlente de:la fosfonlacxon n' reslduos de tirosina .y de cationes divalentes como el
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Mg’* 49).




TABLA 2. Ligandos del CR3.

Naturaleza del Ligandos Dominio Funcién
| ligando inveolucrado )
Proreicos e e
matriz extracelular Fibrinogeno - dominiol - adhesion célula-matriz,
acion celular,
contrarcceptores, ICAM-1 - dominio I célula-célula
miembros de la ICAM-2 - dominio I ! : :
superfamila de las :
inmunoglobulinas
proteinas de la Heparina - dominiol _.adhesion célula-matriz,
coagulacién sanguinea - Factor X ' migracién celular ¢
: SRR ‘iniciacién de la cascada
de la coagulacién
-asociada a los °
e ‘monocitos - o
fragmento de la cascada C3bi -~ dominio ! fagocitosis y dc;ivacién
del complemento ‘ celular, 7w o
: citotoxicidad de células
I i b
otros R : : ks
CyA . - fagocitosis de B.-
: : PCrIUSSES (i
NIF - dominiol Inhibicién’de la
- <~ migracién'de
i neutrofilos
FHA - .Jdominio 1 -fagocitosis’:
HMW R s sfactor dc:virulencia de
No proteicos » Hiinfluenzae : :
LPS ~ . dominio dc lectina - - fagocitosis y activacién
Zymosan - dominio de lectina celular
(B-glucano)
WI-1 — —

Abreviaturas: factor X, factor X de la coagulacion; ICAM-1, molécula de adhesion
imtercelular 1; ICAM-2, molécula de adhesion intercelular 2; C3bi, fragmento proteolitico
de la proteina del complemento C3; LPS, lipopolisacarido; WiI-1, antigeno 1
inmunodominante de la pared celular; FHA, filamentos de hemaglutinina; CyA, toxina
adenilaro ciclasa; HMW, kindgeno de alto peso molecular; NIF, Jactor inhibidor de
neutrdfilos; (--) desconocido. Recopilado de las referencias (42, 45, 48, 51-549).
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I\/hcroorgamsmos que expresan pohsacandos en su estructura (bactenas levaduras, etc.) o

que estan opsomzados ‘con C3b|, son ellmmados dlrectamente por celulas efectoras que

expresaq CR3 (56)

Cooperacion funcional entre las diferentes clases de FcyRs, y entre los Fc‘yRS y chR3.
Las opsoninas son moléculas con la capacidad de facilitar la fagocitosis. Varios ti})bs de
opsoninas han sido descritos. Los fragmentos derivados del complemento y los anticuer;pqs
son dos de las opsoninas mas importantes involucradas en la fagocitosis. En situacioneéd‘n
vivo es probable que un mlcroorgamsmo o particula esté opsonizado con, o que el comple_joi’

inmune este formado por varios isotipos de anticuerpos de IgG.

Por tanto en el momento de la mteraccxon de estos complejos inmune con la célula efectora

de »un tlpp de receptor Fcy se agregue o incluso otros receptores que no

sean de la familia.de:los FcyRs ¥y que estan involucrados en el reconocimiento y fagocitosis

del microorganismo o particula extraiia, también sean agregados. En estas circunstancias, es
- Sr oy . IR P
I _;“ SIJ e d
P B
FALLI‘\. Uk b J.\IuN
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posible que opere una cooperacioén positiva entre diferentes receptores FcR para un mismo

lsotlpo de antlcuerpo tales como el FcyRI y. el FcyRIIIA en macrofagos o para dlferentes

'pudxeran' actuar como <o receptores




Cinasas de Tirosina no asociadas a
receptores

Clb
IP3 DAG «—  Ras

PI3K N
\ / Erk1/Erk2
T[Cali

Rac/Rho
!

PLCy ¥ Shc/Grb2/Sos T
o Vav

produccion de
especies reactivas
del oxigeno
(ROIs)

Rearreglo del

citoesqueleto de Actina Transcripcién

de Genes

Figura 3. Principales vias de seiializacion activadas por el CR3. La union al CR3 activa
vias. de sefializacion que inducen rearreglo del citoesqueleto, transcripcion de genes y
liberacion de metabolitos intermediarios del oxigeno qué Javorecen la eficiencia de la
Jagocitosis y la muerte de microorganismos patdgéllas. La interaccion CR3/ligando induce

la formacion de un complejo multiprotéico de seriglizacion, que_incluye. cinasas de residuos
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de tirosina citosolicas, prolemas del c:loesqueleto y moléculas adapladoras. Las cinasas de

reszduos de Ill‘OSl"a de Ia famllla Src (p58F g [)59/6]”‘* y p53/56"’") By Ia cinasa Syk

T eventos

citoesqu

tracelulares 1/2,- Vav, vermicola

sporolablasl valvogenlc O'aclor Intercamblador de nucleondos)
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e) Se ha demostrado que neutrofilos de pacientes deﬁmentes de CR3 (smdrome de

deﬁcnenc:a en la adhesnon leucocntana LAD) muestran una ba_]a capac:dad para fagocnar

s:m!htudes ‘en’el procesode senallzacnon entre ambos txpos de receptores VU ejemplo de

esto radlcai en que el entrecruzamiento de ambos tipos de receptores inducen un aumento en
la 'pro’duccién de PIP;3, probablemente como resultado de la activacién de uno o més
miembro’s de la familia de cinasas de P1-3 (P1-3K).

C. Cinasa de residuos de tirosina Syk

Muchas cinasas de residuos de tirosina citosélicas que se expresan en células del sistema
inmune son capaces de interactuar con los ITAMs, entre ellas encontramos a las ya
mencionadas cinasas de la familia Src y a la cinasa de tirosina de Bruton (BTK) de la

TESIS Coi
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familia de cinasas TEC. Una tercera clase de cinasas de residuos de tirosina es la familia de

las cinasas Syk/ZAP—7O Syk esta expresada en todas las celulas hematopoyetlcas y es

mvolucrados en la respuesta inmune en células no linfoides (64).

Estructura, funciéon y regulacion de la activacién de Syk

altefnatxvo ‘de’Sy!

bafe;:idaiar ZAP
dos’ iysbti‘or"mas

sefializacion: q

aﬁnidﬂakd'\cle uméh : A‘fon‘ ‘dos cbmparadé cor Sy

pé :Su éStado de

Es conocndo que el do d actwac:on de muchas protemas se regu

fosfonlacnon de resnduos de rosma presentes en su estructura. Los resxduos de tlrosma
presentes en la reglon lmker o mterdomxmo B de Syk (Y290, Y317, Y342 Y346 y Y358)
son altamente conservados entre especies y pueden ser importantes en la regulacién de la
_ TESIS L:v;;‘




actividad catalitica de la enzima. Se ha demostrado que estos residuos al ser fosforilados

permiten - que  se rei:lutgn :proteinas' como PLCy]',*_\»'a y - Cbl, " es‘fdécir Vpueden’ mediar ‘

lo tanto un mcremento en su acnvndad especnﬁca (68) La capacndad de Syk para unirse a

los ITAMS fosfonlados de las cadenas o de la Ig, del BCR, £ del TCR, &€ del CD3, v del
FceR 1, Fc-yRI y FcyRIIl, sugiere que Syk esta involucrada en la transduccién de sefiales de
un gran nimero de receptores en diferentes células hematopoyéticas (69).

Papel de la cinasa de tirosina Syk en la activacién celular y en la diferenciacién

En el linaje linfoide, Syk se expresa en los estadios de timocitos dobles negativos CD4"
CD8" y dobles positivos CD4'CD8", sin embargo los niveles de expresién son

T”s_rg N .

I
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marcadamente reducidos en los estadios de timocitos simples positives CD4" y CD8" v

células T periféricas.

Interdominio A Interdominio B

SYK

SYK-B

SH-2 (V) S11-2 (O) Dominio de cinasa

Figura 4. Estructura de Syk. Representacion esquemcirica de las dos isoformas descritas
e la cinasa Svk. (Tomado de Referencica 64)

Por cl- contmrlo. ZAP-70 sc expresa. cn '1|lO> niveles:: ldnlo duramc. ~.l churrollo de

timocitos. .como., cn lo> lmlocnlo> T pcrlh.rlcos prcvno: han ‘sug Ll‘ldO QUL Ll

1u_d ¢

expresan el gen V'YS. ’l'ambién :

Syk" se dg.S'\rrollzm &,llClClIlCl‘n&.l‘llt_ hY du‘nucalrdn um

normal (7l) Aunqu;. Sy

deficiente dc. RAG I son rcconsutuudos con hlgado lu.a dg. cmbriones deficientes de Syk.

ducg cl'reservorio (.h. cululds prc-B lormados (72) leo sugicre que Syk cs requerida

TESIS CCHl

[

FALLA DE ORIGEN |




para la sefializacién propia del estadio de pre-BCR, para generar 0 mantener el reservorio

de células pre-B. También se ha observado que ratones deﬁcnentes de Syk mueren en el

utero o durante el periodo perinatal a causa de hemorragxas excesnvas (72)

Papel de Syk en células miecloides (diferenciacion y acn"va’cian)‘

Afn no se ha estudiado ampliamente el papel de Sy

mieloides. Un incremento en la fosforilaciéon y act

Los antecedentes descntos antenorrnente sobre la- partncnpacnon de’ SyL en la dlferem:lacton

celular (70-73 75) el papel lmprescmdlble de la cinasa Syk para la senahzacnon a través de
los FcyRs (26, 28, 29), la identificacion de Syk en la via de sefializacién utilizada por las
integrinas (76) en células monociticas (77) y la existencia de una cooperacién funcional

entre los FcyRs y el CR3 (58-62), nos llevan a preguntarnos si la activaciéon de Syk durante




la fagocitosis .de : microorganismos. -0 - particulas cubiertas con diferentes opsoninas

(anticuerpos ‘1gG y/o frag‘mentos" del coympvlemem’o cbmo C3bi) ‘es igual en células

monociticas en distintos estados de diferenciacion/maduracién.

f\
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VITAMINA D3. ESTRUCTUA, FUNCION Y PAPEL EN LA DIFERENCIACION
DE CELULAS MIELOIDES.

El metabolito activo de la vitamina D3, el 1a.,25-dihidroxivitamina D3 (VD3), es una
potente hormona denominada secocsteroide por su estructura (Fig. S), que produce una

amplia variedad de efectos: b)olog)cos en dxferentes tejidos blancos. La hormona vitamina

D (VD) se smtenza en' la 1el ;su denvado mas potcme, el Ta-25 (OH), vitamina D3 se

forma en el rmon y sus organos dlana son: intestino, rifion y hueso. Recientemente se han

encomrado receptores espemﬁcos para esta hormona en pancreas, cerebro e hipofisis.

-~

not’

Figura § Estructura quimica de la VD3.

La vitamina:-D3 es un esteroide. derivado del colesterol donde el- amIIo ‘B.se-ha roto

viaja’ a los.rifiones y se convierte

en calcitrioly('l. 25-dihidro S Iafarlna mdas activa) v 24,25-

Izidroxicoleéalc{ﬁzrol (papel fisiologico no determin'adb}j :
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La VD3 es convertida en la-25 (OH)Z D3 o en 24-25 (OH);—D3 por hidroxilacic’)n y

depende del estado o mvel de vxt D y de paratorhorrnona (PTH) de manera que si ex1ste

lZaClQn’del calcm oseo. Adlcmnal al

podian ser. inducidas a: difcrehciaéiénv'téi‘miﬁal con la-’75 (OH); D3 (81, 82). Se han
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[y

identificado en celulas mieloides mﬁltiples genes que son regulados positiva o

negatlvamente con el tratamlento con VD3 Tales genes mcluyen c-myc N-ras p53 - fms

receptores. ‘n,u

de'hoxi:'-no'n'a‘s‘ esterdides retmo:des y txrondeas (91) Una vez que la VD3 se une a-su
receptor el VDR forma un comple_jo heterodxmenco estable, con el receptor de retinoides
(RXR) (91). El complejo hormona receptor VD3-VDR/RXR en el nicleo se une a
secuencias especificas localizadas en el promotor de diferentes genes hacia el extremo 5°,
denominadas elementos de respuesta para la VD3 (VDRE). De esta manera logra llevar a

cabo sus efectos, modificando la transcripciéon de genes es eciﬁcos (Fig. 6) (92). Se ha
T3




sugerido también que la VD3 tiene una gran variedad de acciones no gendmicas, mediadas

sin el requerimiento de la union y formacion del complejo entre la hormona y el receptor

nuclear (79, 92).°

—
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1x,25 (OH); VD3

T CITOPLASMA
oy G SRC1
. TIF-2 (GRP1)
Sitio de union a ACTR
coactivadores DRIP

< NUCL}:Q \ /
Hs'N—|[] aF1 | ] Jz}len I ] ,u:z ] j——— COO'} VDR

Secuencia Funcion de
activacion constitutiva

~—
Dominio de unién

Dominio Dominio de
al ligando

modulador unién al ADN

VDRE

Figura 6. Mecanismo de acciéon de 1a VD3,

La VD3 actia a través de un receplor intracelular denominado receptor de '\)iiamina D

(VDR). Una vez que la VD3 se une a su receptor, el VDR jforma m’: camplq;o

eptgr de rellno:des (RXR).. El cornplc_]o horrnana

heterodimérico eslable, co

receptor VD3-VD1?/R/\7? se.une. a’ secuencias especy'icas localizadas en el promolor de

R

magquinaria basal de tran.scr:pc:on (MBT) se activan genes especificos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una gran similitud estructural y funcional entre los receptores: FcyRI," FcyRIIA .y

FcyRIIIA (8, 9, 93). Ademas de que los ligandos que reconocen:son:pract amehfev lqs

porciones intracelulares. Dado el papel central ,Ld»e [d :

las sefiales, no es sorprendente que todos es

similitudes tanto en los ligandos vreco'ni

bioquimicos de transduccién de sefiales, plantean la preg

Nuestra hipétesis de trabaj

acoplado a las'm

e 'transduccion. de’sefiales

iferente dependiendo de factores

como el estado . funcional de la’célula.y/o la estimulacion previa o:simultinea ‘a través de

estos receptores.

36




La propuesta de que las vias de transduccxon de senales que se activan dependen del estado

ﬁ.mcxonal de la celula . esta basado en_que in wvo 'Ia capamdad de un dommlo SH- de una

que las mte accnones entre los mot

no son absolutas: en células deﬁcnent

acoplarse a distintas vias de acti

trabajos reportados por C. Gdﬁz ezly vera, donde Lyn y Fyn parecen acnvar v1as

diferentes dependxendo del mvel de expresnon de dlstmtas proteinas capaces de asociarse en
el complejo de transduccién. Asi, ‘estimulos como citocinas y hormonas, al afectar los

niveles de expresién de ciertas proteinas, pueden modular indirectamente la activacién a’

través de los FcyRs.

Se sabe que las funciones efectoras mediadas por los receptores FcyR en células del linaje

monocito/macréfago pueden ser moduladas positivamente por diversos estxmulos como el
interferon gamma (INFy) y el LPS. El aumento en la intensidad de las respuestas‘no puede
explicarse Gnicamente con base en el incremento del namero de receptores: que expresa la
cé€lula, ya que es posible que también intewengan otra's;';p'roteinas cuya expresién. es

modulada por los agentes activadores.
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Por otro lado, un aspecto de los mecanismos de transduccién de sefiales por receptores de

membrana que recn‘ ntemente ha recnbldo una atencnon con5|derable es la pOSlbllldad de que

la’ actnvacn n:a’ traves de un receptor partlcular sea modulada por. acuvac:on SImultanea de

otro rece o sobre todo al ser cada vez ‘mas evidente que receptores dlstmtos utlllzan vias

de, actnvacnon sxmllares
Aunque el mecanismo de transduccioén de seﬁales por. el‘CRB no se conoce completamente,
se ha demostrado que la activacién de este receptor_mduce Ia activacion de la cinasa Syk

(26, 29), la cual es esencial en la transduccién de senales por los receptores FcyRI y FcyRIL

Ademas se ha postulado que la interaccion entre el CR3 y el FcyRIIIB ocurre a nivel de los

dominios extracelulares, por lo que en vpst ; de ; la alta homologia en los dominios
extracelulares entre los distintos receptores FeyR, es éoﬁilﬁle que receptores FcyRs distintos
del FcyRIIIB interactuen con el CR3 de una manera’s:fn?ﬁr.

Los antecedentes descritos anteriormentén'sobre 1 ~paniéipaci6n de.Syk en la diferenciacién

celular (70-73, 75), el papel imprescin}diyble de:la cinasa SykJ bara la 'seﬁzilizaciéﬁ a través de .

(antxcuerpos IgG y/o fragmentos del complemento como: C3b|) es rgual, en’ celulas

monociticas en dlstmtos estados de dxferencnacnon/maduracnon.
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HIPOTESIS

La activacion de proteinas lnvolucradas en‘la senahzacnon de monocntos medlada por los

OBJETIVOS:
Objetivo general

Conocer si la agregacion de los receptores FcyRI CR3 durante la diferenciacion

celular modulan el estado de activacion de la p.rotema cinasa Syk. §

Objetivos particulares

1. Determinar el nivel de fosforilacion y el estado activacion de la préteina cinasa’y ;S>yk: al
estimular células monociticas THP-1 a través de los receptores FcyRI, FcyRII o CR3

2. Determinar si la estimulacion simultdnea (heteroagregacion) de los receptores FcyRI
FcyRII en células monociticas THP-1 inducen diferencias en el nivel de fosfonlacnon y

activacion de la proteina cinasa Syk.

3. Determinar si en células diferenciadas la estimulacién simultanea: de los receptores
FcyRI FcyRII o indivudual del CR3 inducen diferencias en el mvel de fosfonlacnon y

activacion de la proteina cinasa Syk.

TESIS C‘ S
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MATERIALES y METODOS

Reactivos y anticuerpos )

El suero fetal bovino (SFB) y las perlas de proteina A-sefarosa fueron comprados a GIBCO
(Grand Island, NY). La Vitamina D3 [l1&,25-dihidroxi-vitamina D3 (1a, 25-(OH)2 D3)], se
compré a CALBIOCHEM (La Jolla, CA). La albamina de suero bovino (BSA) a Sigma (St.
Louis, MO). Los anticuerpos monoclonales anti FcyRI (32.2) y anti’ FcyRI1 (IV.3) humano

fueron purificados en nuestro laboratorio a partir de sobrenadantes de los hibridomas

England Nuclear (Newton Massachusetts)




Los reactivos para el aislamiento del ARNm y el RT-PCR fueron comprados a GIBCO-
BRL, Inc. (Gaithersburg, MD) y Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO). La enzima
polimerasa de ADN (Taq) a Perkin-Elmer (Branchburg, NJ).

Citometria de Flujo

Una suspension de 0.5 X 10° /mL de células THP-1 en PBS, con SFB al 5% y 0.01% de
azida de sodio, fue incubada durante 90 min con 10 ug de los anticuerpos anti Fc'yRI (32.2),

anti FcyRII (IV.3), anti CD1 1b/CR3 (2LPM19c) anti DNP 1gG, (ZCS) o Ingb (41-‘8) a 4°C :

Después de lavarlas lavadas con PBS ‘se mcubaron nuevamente

anticuerpo anti IgG de ratén, conjugado con FITC por 90 ml

posteriormente fueron fijadas en paraformaldehxdo al 0. 3% por 30

nuevamente. Las células teiiidas ﬁxeron anahzadas en el cntometro de: ﬂu_lO (FACscan

cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA).
Cultivo Celular y diferenciacion in vitro

La linea celular THP-1 fue obtenida de la ATCC y‘man ni a en ‘nue ro laboratorlo en

medio de cultivo RPMI1 1640 (GIBCO-BRL) (Grand sland NY)‘ suplementado con, 10%

(CR3) en}bla“',r'ne’mbrana y la fagocitosis mediada por receptores FcyR.

T’ELII" " -~ -I
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Estimulaciéon celular e Inmunoprecipitacién

Una suspension de 1 X 107 células THP-1/mL fueron mantenidas en medio RPMI 1640 sin
SFB por 10 min a 4°C, posteriormente fueron incubadas con 10 ng/mL de fragmentos de
los anticuerpos monoclonales anti receptores FcyRs y/o anti CR3 en hielo. La suspension
celular fue centrifugada a 15, 000 x g por 1 min a 4°C, y el sobrenadante fue desechado.
Posteriormente, y con el objetivo de inducir la agregacion de los FcyRs y/o del CR3, las
células fueron resuspendidas en 1 mL. de medio fresco e incubada por 3 min a 37°C con 10
pg/mL de fragmentos F(ab)'z de anticuerpos anti IgG de raton. La estimulacién fue detenida
con 500 pL de amortiguador-salino con TRIS (TBS) frio y el pellet celular fue obtenido por>
centrifugacion. El sobrenadante fue desechado y las células fueron lisadas con 1 mL de
amortiguador-salino con TRIS de lisis [Tritén X-IOO al 1%, 50 mM de TrisHCL a pH 7.4,

150 mM de NaCL, 5mM de EDTA, 1mM de Na;VO.;, l mM de fluoruro de feml metll-v

sulfonilo (PMSF), 1 ug/ml. de pepstatina A, leupeptlna~ aprotmma y 10 mM de NaF] o
matemdas en hielo durante 15 min. Los hsados ﬁxeron clanﬁcados por centnﬁ;gac:on a

15000 x g por 15 mm a 4°C.




Donde se indica, las células fueron incubadas antes de la estimulacién en presencia de 100
UM de pervanadato por 15 min a 37°C. E.l pewapadatg ,ﬁ??, gepgredg Te;c}gp;lo 1 mL de 20
mM de NasVO,; con 330 ul. de H;O: al 30% e incubandolos péi‘ 5 'min a temperatura
ambiente, obteniendo una solucion final de 6 mM de pervanadato.

Inmunodeteccion (blots)

Los inmunoprecipitados o lisados celulares totales fueron separados medlante electroforesis
(SDS-PAGE al 10%) y transferidos a membranas de mtrocelulosa Estas membranas ﬁxeron

bloqueadas con BSA al 1% y leche en polvo descremad ¢ bajo contemdo de sales al 3%

diluida en TBS-Tween 20 (TBS-T) [10 mM de Trsn-HCL pH 74) 100 mM de NaCl

1magenes‘d1gxtahzadas de las peliculas fotograﬁcas utnhzadas para capturar las seiiales de

qumuolummxscencna fueron obtenidas con el Gel-Doc System (Blo-Rad) (Hercules, CA) y

anallzadas con el programa Quantity One de Blo-Rad Donde se indica, las membranas
ﬁxeron tratadas con 0.1 M de glicina (pH 2.5) por 1'h a 60°C con el objetivo de eliminar los
anucuerp_os previamente unidos (“stripping™) e incubadas nuevamente con un anticuerpo
primarib diferente. Después de lavar las membranas, estas fueron bloqueadas (BSA al 1% y

leche en polvo descremada con bajo contenido de sales al 3% en TBS-T) durante toda la
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noche a 4°C e incubadas con anticuerpos primarios y secundarios y procesadas como fue

descrito anteriormente.

Ensayos de cinasa in vitro

solucxon amornguadora de borato en agltacmn suave y protegidos de la luz. Los eritrocitos
ﬁJeron lavados dos veces con DGVB" y una vez con medlo RPMI sin suero fetal bovino. Se

adicionaron 55 pl de una suspension de eritrocitos de carnero al 2% en RPMI a cada pocillo




de una placa de ELISA de 96 pozos con fohdo en V que contenia 100 ul de una dilucic'm

(1: 2) del antlcuerpo anu-DNP 4F8 Las placas ﬁJeron mcubadas a temperatura amblente

“con PBS al 02% por 30 segundos. Los ensayos de fagosxtocns fueron reahzados por
triplicado. La ingestion de eritrocitos por células THP-1 fue examinada utilizando un
microscopio de luz. Los resultados se expresan como el indice fagocitico (nimero de
eritrocitos ingeridos por cada 100 células)

Aislamiento de ARN, traascripcion reversa (RT) y reaccion en cadena de Ia
polimerasa (PCR).

El ARN total de cé¢lulas THP-1 fue aislado por el método de un solo paso, basado en la
extraccion con isocianato de guanidina/fenol/cloroformo utilizando TRIzol (Gibco-BRL,
Grand Island, NY) (95). La concentracién de RNA fue determinada por absorbancia a 260
nm y su integridad fue verificada por é‘l‘éc't»rc‘)fq‘resis en geles desnaturalizantes de agarosa al

1.1%% en presencia de 2.2 M de formaldehido. El RNA total fue transcrito de manera reversa

aa
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(RT) para sintetizar una cadena sencilla de ADN complememano (ADNc) (96). Dlez uL de

la reaccién de RT fueron sometldos a PCR con el Ob_]ethO de amphﬁcar 51multaneamente

los oligonucleoétidos (templados especificos:. utlhzados para la amphﬁcacné se; muestran en

de PCR mcluyeron' 10 u.L

la Tabla 3. Los 50 pL de Ic prevnamente

sintetizado y 40 uL de una ;trlfé’zéla‘que contenia 20 mM de Tns-HCL‘(pH ‘8.3), 50 mM de

KCL, 1 mM de MgCL;,:0.2°:mM de cada nucledtido (dNTP) - 0.5 uM 'de cada templado y

2.5 unidades de la enzi os lo’s experimentos se

a pohmerdsa de ADN Taq E
incluyeron controles negatlvos sin ARN y con ARN no transcrito Despues del paso inicial
de desnaturalizacion'a 9 por 5 rrun se llevaron a ) los. de reaccion de PCR. El

°C/1 ‘m_in, 60°C/1 min y




El analisis estadistico de los datos se realizé utilizando un analisis de varianza (ANOVA)
de una sola via, seguido por la prueba de Students El programa Prisma 2.01 (Graph Pad

CA) fue utilizado para calcular los valores de probablhdad
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TABLA 3. Secuencias de oligonucledtidos (templados) especificos

Receptor S: sentido Secuencia
AS: antisentido
FeyR 1 S S TGAATACAGGGTGCCAGAGAG ¥
AS I’AGAAGTAAAGCTTGCAAACCA &
FcyR 1IA S 5’ CACGCTGTTCTCATCCAAG ¥
AS 3* ATTCCCCTCTTTTTGTCATCC 5
FeyR 11IB, S 5° ACAACAATGACAGCGGGGA ¥
FcyR IIB, AS 3* GGTGCATGAGAAGTGAATAG
FeyR 1IC S 5’ TCCATCCCACAAGCAAACCA »
AS 3’ TTTATCATCGTCAGTAGGTGC &

| Fiile DE
| Fiilons DF
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RESULTADOS

1. Cambios en el nivel de expresiéon en membrana de los receptores FcyRI1, FcyRIL,
FcyRIIIA y CR3 antes y después del tratamiento con VD3,

Para caracterizar los cambios inducidos por la diferenciacion in virro con VD3, decidimos
primeramente examinar los cambios en el nivel de expresion en membrana de los

receptores FcyRI, FcyRII, FcyRIIl y CR3 en los monocitos TI—IP-I antes y después del

tratamiento con VD3. Las células THP-1 en medio RPML 640 <V':"onr'7:S>FB”,al ; Q%‘ﬁJeron

incubadas con VD3 (100nM) por 72 h. La expresio

stgmﬁcatlvamentevy dependiente ‘del némbo ‘el; nivel de expresion enrla—merjht‘:krana de CﬁB
(valores de IRF de ~ 2X10? en células sin tratar a ~ 7X10? en células tratadas con VD3)
(Fig. 7C). Otros cambios morfolégicos evidentes tales como la adherencia de las células al
plastico también se pueden apreciar después de tratar a las células con VD3 (Fig. 7E).

2. Fosforilacion de Syk inducida por el entrecruzamiento individual (homoagregacion)
de los receptores FcyRI y FeyRIL.

La activacion de la cinasa Syk es un paso crucial en la cascada bioquimica de seiializacion

iniciada por el entrecruzamiento de los FcyRs. Por/flo ta \ek\mamos el nivel de
—
FALT & SIS (Ju' i
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fosforilacién . de Syk. después de entrecruzar los receptores FcyRl y FcyRIl de” manera

" Comparamos el . nivel “de

individual . con " anticuerpos ~monoclonales ;. anti-receptore

‘a“través-de los

anticuerpo entrecruzante.

fueron lisadas,

muestran que 10 ug de los fragmentos Fab’ de los, antlcuerpos pnmanos (antl FcyRly. antl"‘;

FcyRII) y de los anticuerpos secundarios (fragmentos F(ab)'z ant| ]gG) y 13 'min de“'

estimulacién son las condiciones a las cuales se obtlene el mvel maxxmo de, fosfonlaclon de

Syk (Fig. 8A) y del total de las proteinas que se fosfonlan en res:duos de tirosina' despues i

del entrecruzarmento de los receptores FcyRI Yy Fc-yRII Encontramos también: que el :

entrecruzannento del FcyRII induce niveles mas altos de fosfonlac:on de Syk: que el

entrecruzamlento del FcyRl1 (Fig. 9A) Las dlferenCIas encontradas en el mvel de

fosfonlacnon de Syk en.la ﬂgura 9A, no obedecleron a diferencias en la cantidad de Syk

que fue mmunoprecxpntada, yakque ‘las membranas fueron tratadas e incubadas nuevamente

con antlcuerpos ann Sykk.para detectar la cantldad de Syk presente en cada carril (Fig. 9B).

La figura 9C muestra la elamon obtemda de la sefial del inmunoblot anti fosfotirosina entre

la sefial del mmunob]ot ann Syk para cada condicion.




3. Efecto de la diferenciacién con VD3 en el nivel de fosforilaciéon de Syk, inducido por
el entrecruzamiento individual y simultineo (homo y heteroagregacion) de los FcyRl y
FcyRIL

Se ha observado que la actividad de Syk puede ser modulada por la diferenciaciéon. Un

aumento de su actividad ha sido detectado en células monociticas HL-60 inducidas a

diferenciacién in vitro. Para determinar si el tratamiento con VD3 afecta:los niveles de

induc niveles: similares ‘de

de forma individual '(Fig. 11}‘\,» ar

células tratadas con VD3, el tratamiento induceun ncrementof'en los niveles basales de

fosforilacion de Syk (Fig. 11A, carril 5), mientraskql'x_e el reci—uzamiento del FcyRl induce
solo un ligero incremento de esta fosforilacién (Fig‘ ‘11A, carril 6). Sorprendentemente,

después del entrecruzamiento del FcyRII el nivel de fosforilacion de Syk disminuyo de
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forma significativa comparado con el observado en las células no estimuladas y tratadas

con VD3 (Flg 1 lA, caml 7) En ese rrusmo expenmento el entrecruzamiento SImultaneo de




8), después  del en;recmzamientq del FcyRl1 (Fig. 12, can‘il 6) o después del

entrecruzamiento de ar receptore “ ] : X 12,7'7 crarrrierS)

actxvacxén de Syk moderadamente mayores que. los mveles observados en  las celulas

dlferenciadas pero no estimuladas, el entrecruzamiento del FcyRII induce una disminucién

importante de dicha fosforilacién y activacion, comparada igualmente con la de las células

diferenciadas pero no estimuladas.

4. La fagocitosis mediada por los FcyRs disminuye en las células THP-1 tratadas con
VD3,

Para determinar si la diferenciacion con VD3 afecta una de las funciones biolégicas

mediada por los receptores FcyR, evaluamos la fagocitosis de eritrocitos opsonizados con

IgG llevada a cabo por las células THP-1 después del tratamiento con VD3 por O, 24, 48 y

72 h. El tratamiento con VD3 disminuyé la fagocitosis de células THP-1 en una manera

dependiente del tiempo de tratamiento, alcanzando una inhibicién de aproximadamente un

35% después de 72 h de tratamiento (Fig. 13).

S. El tratamiento con pervanadato recupera la fosforilacién de Syk inducida por el

entrecruzamiento del FcyRII en las células diferenciadas con VD3,

Como describimos anteriormente, el entrecruzamiento del FcyRII en las células tratadas

con VD3, resulta en una disminucién en el nivel de fosforilacion y activacién de Syk. Este

decremento en su estado de activacién, puede ser debido a la activacion de una proteina con
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actividad de fosfatasa' de residuos de tirosina, que durante la estimulacion de las células

dxferencxadas a traves del FcyRIl se actlve Y. por lo tanto regule negatlvamente la

‘mxsmo exp mento a ‘las celulas dnferencnadas con VD3 no tratadas y tratadas con

pervanadato y ‘estimuladas a través del receptor FcyRIl. Es claro que la fosforilacion se
recui:;era después de inhibir globalmente a las fosfatasas (Fig. 14C).

6. La proteina fosfatasa de tirosina SHP-1 se asocia con Syk, Ia asociacién se pierde
con ¢l entrecruzamiento del FeyRIl y se estabiliza con el tratamiento con VD3.

Existen evidencias de que la fosfatasa de residuos de tirosina SHP-1 interactia
directamente con ZAP-70 en linfocitos T y se relaciona con la regulacion negativa de su
actividad catalitica (Plas_et al., 1996). Por otro lado, se ha reportado una asociacion fisica

entre SHP-1 y Syk y que Syk es sustrato de SHP-1 (Dustin et al., 1999). Experimentos de




mmunoblots encaminados a demostrar si el tratamlento con VD3 afecta la expresnon de la

fosfatasa SHP-] en celulas T[—[P—l demostraron que la expresmn de SHP—I no. se afecta con

correlac:onar de manera inversa con el lvel de fosfonlacnon de Syk es decnr en celulas no

tratadas el entrecruzamlento del FcleI resulta en un alto nivel de fosforilacion de Syk (con
‘una muy pequefia asociacion con SHP-1), mientras que en las células tratadas con VD3 el
nivel de fosforilacion de Syk es bajo y su asociacién con SHP-1 aumenta (Fig. 15B).

7. Cambios inducidos por el tratamiento con VD3 en el nivel de expresion del ARNm
de los receptores FcyRI y FcyRII.

Los resultados descritos anteriormente demostrando que en las células THP-1 tratadas con
VD3, el entrecruzamiento del FcyRII resulta en una disminucién en el nivel de fosforilacion
de Syk, y que este efecto pudiera estar mediado por la activacién de una proteina con
actividad de fosfatasa de residuos de tirosina, pueden ser explicados también por el hecho

de que el tratamiento con la VD3 induzca“ un'cambio en la expresién relativa de las
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isoformas del FcyRIIB vs FcyRIIA. Es conocido que las isoformas del FcyRIIB contienen
secuencias ITIM en su estructura y esto le permite tener la capacidad de reclutar a la
vecindad de los ITAMs fosforilados a proteinas con actividad de fosfata que contienen
dominios SH-2 en su estructura (SHP-1 y SHP-2), asi como a fosfatasas de lipidos de
inositol (SHIP). Para examinar esta posibilidad utilizamos RT-PCR semicuantitativo para
asi determinar si el tratamiento con VD3 por 72 h modifica la expresion de alguna de las
isoformas del FcyRIl. Los oligonucledtidos especificos (templados) utilizados pal;a
amplificar el ADNc de las diferentes isoformas de los FcyRl y FcyRIl se muestrén;_ jénjla
Tabla 3, asi como el mapa fisico correspondiente a los diferentes transcritos (Fig. 16)

Un producto de la amplificacion de 439 pb fue obtenido correspondiente al iranscrft'o del
FcyRI1. No se detectaron cambios en el nivel de éxpresién del ARNm del FcyR1 a4ni.hguno

de los tiempos examinados (0, 24, 48 y 72 h) (Flg 17A) Dos productos de la amphfcac:on

por PCR, uno de 441 y de 317 pb corres‘ ondlentes a los transcntos del Fc-yRIIal y al

Fc-yRIIaz ﬁ.xeron obtemdos No's

bservaron:difenecias. en el,;myel ‘de expres:on de‘los

Ia VD3 dlsmmuyendo después de la 24 h de tratamlento y r

nivel observado en las células sin tratar (Oh).

FALLA D B

IT‘-‘\}T}A‘I

56



8. Fosforilaciéon de Syk inducida por el entrecruzamiento del CR3 antes y después del
tratamiento con VD3.

Syk es una de las cinasas que se activa después que las integrinas Bz (como el CR3) son
agregadas durante el proceso de adhesion. Ademas se sabe que en células deficientes de
Syk, la cinasa de adhesién focal Fak muestra incapacidad para activarse después de la
agregacion de las integrinas Pz durante la formacién de las placas de adhesién focal,

esenciales en el proceso de adhesion y migracién del. monocito durante la inflamacion.

Examinamos entonces el nivel de fosfonlaclon d vk lnducido por la estimulacién del

CR3 en monocitos THP-1 antes v despue de tratamiento con la VD3. Encontramos que
Syk se fosforila después del enEre_
los monocitos inducidos a dlfere
y dependiente del tiempo de tr.;t‘a
En estas mismas células';j'été t

entrecruzamiento del CR3: dis

Observamos que en las celulas ‘no; tratadas el entrecruzamiento del CR3 induce activacién
de Syk mxentras que en las celulas tratadas y estimuladas a través del entrecruzamiento del

CR3, los niveles de actlvacxon de Syk disminuyeron (Fig 18C).
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9. La proteina fosfatasa de tirosina SHP-1 se asocia con Syk, la asociacion se pierde
con el entrecruzamiento del CR3 y se estabiliza con el tratamiento con VD3.

Con las evidencias observadas anteriormente sobre la asociacién de Syk con la fosfatasa de
residuos de tirosina SHP-1 y de considerar la posibilidad de que SHP-1 es la encargada de
regular el nivel de fosforilacion y activacion de Syk durante la diferenciacion de los
monocitos THP-1, nos enfocamos en determinar si los cambios en la asociacion Syk/SHP-1

también ocurren en las células diferenciadas y estimuladas dtravés del CR3.

Inicialmente tratamos ‘a’ las celula co\ un nhlbldor'de fosfatas (pervanadato de SOle) y :
encontramos qu la

fosforilaciéti de

asocxacxon Syk/SHP-l txende a recuperarse (Flg 20
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DISCUSION

Los receptores FcyRs participan en una amplia variedad de funciones de gran importancia
para los mecanismos de defensa. Entre estas funciones efectoras se destacan la fagocitosis
de microorganismos patégenos y la eliminaciéon de inmnocomplejos de la circulacion. Por
otro lado, estos receptores sirven de puente para mediar la citotoxicidad celular dependiente

de anticuerpos (ADCC) de células tumorales o infectadas por virus y a'traVéé de ellos,

distintas células son inducidas a hberar factores con ' actividad promﬂamatona e,

inmunomoduladora como citocina:
También estan involucrados:en:ilz

relacionadas con la ‘adhes

ITAM 'y activaciéon de cinasas de

uales mvolucran fosfonlacnon de

o‘sma de las familias Src asi como de la cmasa :yk (26, 29).

residuos de

Varios tlpos de opsoninas han sido descritas, los antlcuerpos' y. los fragmentos derivados del
complemento son dos de las opsoninas mas lmportantes mvolucradas en la fagocitosis. En
situaciones in vivo es probable que un microorganismo 0 particula esté cubierto por
diferentes tipos de opsoninas, o que el complejo inmune dirigido contra el microorganismo

este formado por varios isotipos de anticuerpos de IgG.

——tms,
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El receptor tipo 3 del complemento, CR3 se ha visto involucrado en la agregacion
homotipica (reconociendo estructuras aun no completamente identificadas en el
contrareceptor celular), en la adherencia celular é células endoteliales activadas (via ICAM-
1), y a la matriz extracelular a través de proteinﬁs como fibrinégeno y el factor X de la
coagulacion. Este receptor de la famxlxa de las mtegnnas beta 2, también es capaz de mediar
fagocitosis de particulas opsomzadas' C3bn, su ligando principal, y es un colaborador

importante de los FcyRs en la fagocit si

strando la cooperacnon ﬁJnmonal entre‘los

s han Vlden‘tlﬁc‘ado a la cinasa de tlrosma Syk como

I1IgG o fragmentos __del complemento como C3b| en un modelo in vitro del proceso de

dxferenmacuon de células del linaje monocito/macréfago. /n vivo, este proceso ocurre en el

GO




trayecto del monocito desde sangre periférica al tejido periférico en el cual se diferencia y
madura a un fenotipo macréfago, producto del estimulo de diferentes citocinas que pueden

‘ estar presentes en ese entorno.

Nuestra hipotesis de trabajo por lo tanto fue que la diferenciacion celular y la agregacion
individual de los FcyRs y entre ellos (FcyRI y FcyRII) 6 la agregacion del receptor tipo 3
del complemento (CR3), modulan el grado de activacidén de proteinas involucradas en la
sefializacion. El metabolito 1o,25-dihidroxivitamina D3 (VD3) ha sido utilizado para
promover la diferenciaciéon de lineas celulares monociticas hacia un fenotipo macréfago
(93, 94) y nosotros contamos con datos que demuestran que en nuestro sistema la VD3 esta
mducnendo dlferencxacmn. 7 ‘

Deternunamos el estado . de actl ac n de la: proteina’ cinasa Syk al esnmular células

forma mdlwdual o en pares

'1'00 nM de: VD3 por

de’ forma mdlvldual (Fig. 11A, carriles 3 y 4). Estos hallazgos demuestran que en los
monocitos THP-1 aunque Syk es activada por ambos receptores (FcyRI y FcyRII) la

activacion ocurre de manera diferencial.
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Fleit HB & Kobasiuk CD en 1991, reportaron que los monocitos TI—IP -1 expresan alrededor

de 35 000 moléculas de receptores de alta aﬁmdad para Ia IgG; marcada con raduactlvndad

FcyRI) y 50 000 moléculas de receptores de baja afinidad (FcyR.Il) utlhzando el antlcuerpo

nivel de fosfc ' g as’curvas de dosis respuesta

utiliz:;ndo con. dﬁ'es- ‘cArecie‘r“l‘tesy déi' ségﬁnﬁ) ~ant16uérpo. “anti IgG, manteniendo
constahte (10 p.g) la del. primer anticuerpo anti receptor (32.2 o I'V.3), garantizando asi que
mdependlentemente del nimero de moléculas de cada receptor que se esten agregando en la
membrana durante la estimulacion individual, las comparaciones realizadas en cuanto al
nivel de fosforilacién de Syk obtenido fueron con base en el pico de sefial de fosforilacion

de Syk inducido por la estimulacion de cada receptor FcyR (Fig. 8A y B).
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El tratarniento de células THP-1 con VD3 por 72 h induce multiples cambios relacionados

con la dlferencxamén tales como un’ mcremento en la expresnon de CD14 (datos no

tratadas con VD3, el mvel de fosfonlacxonl




11A y ISB). Esto coincidié con una disminucién en la actividad catalitica de Syk frente a

un sustrato exogeno (F .gi 12 y 18) El entrecruzamxento snmultaneo de los receptores Fc'le

las moléc las

fenémeno . ho u

Esto exphc envonce porque cuando eteroagregmos ; mbos receptores FcyRl y FcyRI1

snmultaneamente en las celulas dlferencnadas la fosfonlacnon es mayor que la que se

TESIS COn
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observa despues de homoagreg.,ar el FcleI en estas.células. Tamblen explica porque la

dlSmmucxon en Ia fagocntosns despues del tratamlento con VD3 es solo de un 35%

asocxac:o ﬁsucaentre SI{P-I y Syk yque Sy e
)rxé/n;‘e; SHP-I ?iyi‘xe propuesta. como la m'oléc'u‘ia: "c'
paﬁx regular de manera negativa la sefial de acti\‘(a‘cic’m'indu"cid porel:BCR 102).. Esiudios
in'vitro han demostrado que SHP-1 se puede um - cleIB(103)
Nuestros resultados muestran que la preincﬁba& n ek"ﬁv)sfatasas,

stimular a las

de un incremento en el nivel de fosforilacion de Syk (con una minima asociacién de Syk

con SHP-1), mientras que en células tratadas con VD3 y estimuladas a través del cualquiera

de los dos receptores, el nivel de fosforilacion de Syk es bajo y su asociaciéon con SHP-1 es

TESIS CCN
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muy alta (Fig 15B). Es importante destacar que el nivel de expresion de la fosfatasa SHP-1

no se afecta con el tratamiento de las células THP-1 con la VD3 (Fig 15A)

Estos resultados contrastan con lo reportado en lmfocnos B, que muestran que el

entrecruzamnento del receptor para antigenos de cel‘ula 3 (BCR) Yy la subsequente

tanto'ja través

ulacién’ de estas celulas a

través del FcyRl1,: se podrian exphcar por - el hecho de que la’ cooperatlvxdad funcnonal
durante_la 3 que sevha observado entre los FcyRs}y el CR3 ;esta establecida
pﬁncipalnigqt’g:g_ptfé,_ids FcyRs de baja afinidad para la IgG (FcyRIL'y FcyRIIl) y el CR3, vy

no entre. ¢l'iécéptor de alta afinidad para la 1gG (FcyRl). Gadd et al., reportaron que la




estimulacién intracelular del estallido respiratorio inducida por la estimulacién del CR3 en

monocitos que habian estado previamente incubados con anticuerpos monoclonales antl

FcyRII (IV 3) esta totalmente bloqueada. Sin embargo, la incubacion prev:a con IgGl o
monomenca (ligando para el FcyRI) no provoca este mismo efecto sobt
respxratono en estas células. Esto indica que durante la activacién del mon

en: el foco mﬂamatono la’ formacion de complejos de seﬁahzacnon. que

‘ “ld s por la agregacnon ClU-Fc‘yRII a

actxvacxon d Syk 1"

n IgG y/o fragmentos d S

del Fc-yRI‘Ib ‘sin embargo despues de 72 h de tratamiento la expresién tanto del FcyRIIb.
comordel Fc-yRI»Ibz regresaron al nivel de expresiéon relativo observado en las células no

diferenciadas (Fig. 17B). Aunque este resultado no descarta la posibilidad de que en células
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diferenciadas con VD3 la fosfatasa SH’P-I Iogré tener acceso a la vecindad de Syk debido a

su reclutamlento hac:a el receptor agregado por medlo de los ITIMs del Fc-lel.B Otra

FcyRs) o _sea. activada en el cxtosol

focal mediadas por las integrinas Bz,,lmportantes en la mngracnon y adhesxon celular del‘

monocito durante su diferenciacién y maduracxon
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados nos permiten. concluir, que el tratamxento de celulas THP-1: con VD3

por 72 h (diferenciacion celular) modula el estado de activaciéon de proteinas mvolucradas

en la sefializacion de monocitos medi

la agregacion de_los recept

modulan el estado dé fosforilacié

Ademas’ el tratamlento

' dependlente

Los 'fesul ad S mbxen nos;pemuten concluu' que ‘en. células  no estlmuladas Yy no

dxferencxadas el mvel de fosforilacion basal de Syk es regulado por SHP-1, la cual esta
constxtutlvamente asociada con Syk (independientemente de su nivel de fosforilacién). El
entrecruzamiento del FcyRII o del CR3 inducen disociacién del complejo Syk-SHP-1. Este
hallazgo pudiera explicar el hecho ya conocido de que Syk es reclutada a los ITAMs

fosforilados del FcyRII (en el caso por ejemplo de la fagocitosis mediada por los FcyRs) o
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sea activada en ‘el citosol, para inducir la formacién de las placas de adhesién focal

medladas por las mtegnnas Bz Despues de la dlferencxamon con V'D3 el entrecruzamxento

del FcyRII o] del CR3 no mduce dlSOClaCIOn del COmpleJO Syk-SHIP-l todo lo. contrarlo el
complejo se hace mas estable reﬂejandose esto en una dnsmmucnon en la fosfonlaclon de

Syk.
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TI L) R oy
Sm tratamlento Con VD3

Figura 7. Efecto inducido por la diferenciacion con VD3
en la expresion en membrana de los receptores FcyRI,
FcyRill, FcYyRIIIA v CR3 en los monocitos THP-1.

A-D) Monocitos THP-1 a una concentracion de 0.5 X 10% células en
0.5 ml! de PBS, SFB al 5% y NalN,; al 0.1% fueron incubadas por 60
min a 4°C con 10 pug de los anticuerpos monoclonales 32.2 (anti
FcyRl), IV.3 (anti FcyRIl), 3G8 (anti FcyRIlIIA) o 2LPM19c (anti CD11b) o
los respectivos controles de isotipo (IgG1 para el 32.2 y el ZLMP19c,
e IgG2b para el IV.3 y 3G8), seguidos por una incubacion de 30 min
con el anticuerpo anti IgG de raton conjugado con isocianato de
fluoresceina (FITC). Las células tenidas fueron fijadas en
paraformaldehido y evaluadas por citofluorometria. La columna de
la izquierda: células THP-1 no diferenciadas. La columna de Ia
derecha: células THP-1 tratadas con 100 nM de VD3 por 72 h. Las
lineas oscuras corresponden a la distribucién de las células teridas
con antlcuerpos ‘especificos. Representativo de cinco experimentos
mdepend/entes.E) Efecto del tratamiento con VD3 sobre Ia
morfolog/a de las células THP-1
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Figura 8. El tiempo de estimulacion y Jla
concentracion de Jlos anticuerpos anti FcyRs,
determinan el nivel de fosforilacion de Syk en
células THP-1.

(A) Células THP-1 a una densidad de 1 X 107 en 1 ml
fueron incubadas con 10 ug de los fragmentos Fab de los
anticuerpos anti FcyRll (IV.3) y anti FcyRIl (32.2) a 4°C por
10 min, seguidos por una incubacion por 3 min a 37°C
con diferentes concentraciones (0, 0.5, 1, 3, 5, 10, 15, 20
y 30 ug) de fragmentos Ffab)’, del anticuerpo de conejo
anti IgG murina. Syk fue inmunoprecipitada con
anticuerpos anti Syk. Los inmunoprecipitados se
sometieron a electroforesis (SDS-PAGE). Despuées de
transferir las proteinas separadas a membranas de
nitrocelulosa, se realizaron inmunoblots anti
fosfotirosina (PY) y anti Syk, (B) 1 X 107 células THP-1 en
17 ml de medio fueron incubadas con 10 ug de los
fragmentos Fab de los anticuerpos anti FcyRIll (IV.3) y
anti FcyRIl (32.2) a 4°C por 10 minutos, seguidos por una
incubacion a 37°C por diferentes tiempos (0, 1, 3, 5, 10 y
75 min) con 10 ug de los fragmentos F(ab)’, del
anticuerpo anti IlgG de conejo. Las proteinas fosforiladas
fueron . inmunoprecipitadas con anticuerpos
antifosfotirosina v posteriormente sometidas a
electroforesis (SDS-PAGE). Las proteinas separadas
fueron: transferidas a membranas de nitrocelulosa y
posteriormente se realizo wun inmunoblot anti
fosfotirosina. Representativo de tres experimentos
independientes.
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Figura 9. Fosforilacion de Syk inducida por Ia agregacion de los
receptores FcyRl y FcyRIil.

(A y B) Células THP-1 a una densidad de 7 X 107 cé€lulas en 1 ml, fueron
incubadas con 10 ug de los fragmentos Fab de los anticuerpos monoclonales
32.2 0 IV.3, a 4°C por 10 min, seguidos por una incubacion a 37°C por 3 min,
con 70 ug de los fragmentos F(ab)', de anticuerpo de conejo anti IgG murino.

Syk fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti Syk y los inmunoblotsse .
realizaron con anticuerpos anti PY. Las membranas fueron tratadas:e
incubadas nuevamente con anticuerpos anti Syk para detectar la cantidad:-de-
Syk presente en cada carril. (C) _El nivel de fosforilacion de Syk fue calculado
de acuerdo al cociente obtenido:de:la serial del inmunoblot anti fosfotirosina.

entre la senral del inmunoblot  anti Syk!iilos: resultados representan: el
promedio = ES de 3 experimentos:independientes. + indica una diferencia
significativa (p<0.05) comparado ‘con_/as células no estimuladas (carril 1).
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Figura 10. Efecto del tratamiento con VD3 en la expresion de Syk
en células THP-1.

(A, B) Células THP-1 a una densidad de 5 X 10% /m/ fueron incubadas con
100 nM de VD3 por los tiempos indicados. Después de obtener los
lisados celulares, iguales cantidades de proteina por carril se sometieron
a electroforesis (SDS-PAGE). Las proteinas separadas fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa y secuencialmente se realizaron
inmunoblots anti Syk y anti actina con los anticuerpos correspondientes.
(C) Los niveles de Syk fueron calculados como /la relacion entre las
intensidades obtenidas en la densitometria de la sefnal del blot anti Syk
con respecto a la obtenida del! blot anti actina para cada banda. Los
resultados estdn expresados como el promedio + E.S.. n=3, * indica una
diferencia significativa (p<0.05) comparado con las células no tratadas
(0O h).
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Figura 11. Fosforilacion de Syk inducida por Ila
agregacion de los receptores FcyRl y FcyRll antes y

después del tratamiento con la VD3.

(A) Células THP-1 no tratadas o tratadas con 100 nM de
VD3 y a una densidad de 1 X 107 células en 1 ml, fueron
incubadas con 10 ug de los fragmentos de los anticuerpos
monoclonales 32.2 o IV.3, a 4°C por 10 min, seguidos por
una incubacion a 37°C por 3 min, con 10 ug de los
fragmentos F(ab)', del anticuerpo anti IgG de conejo. Syk
fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti Syk de los
lisados celulares e inmunoblots: anti - PY fueron realizados.
(B) Las. . membranas fueron . tratadas e incubadas
nuevamentef', con. ] Syk para detectar la

ca rki 1.
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Figura 12. Disminucion en la actividad de Syk
inducida por la VD3.

Inmunoprecipitados anti Syk fueron obtenidos a partir de
los lisados de células THP-1 no tratadas o tratadas con
vD3 y estimuladas o no como en la figura 9. Los
inmunoprecipitados se utilizaron para ensayos de cinasa
in vitro, utilizando 0.25 mg/ml de MBP como sustrato. Los
productos de la reaccion fueron sometidos a SDS-PAGE y
posteriormente se obtuvieron autoradiografias. El
experimento mostrado es representativo de tres
experimentos independientes.
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Figura 13. El tratamiento con VD3 disminuyve la fagocitosis de células TH P-
I mediada por receptores FoR.

Eritrocitos de carnero fueron opsonizaclos con anticuerpos 1gG anti DNP,
como se describic en la seccion de mareriales v méroclos. Para el ensavo de
Jagocitosis, 320 ul de una suspension de células THP-1 a una densidad de
1.N70%ml fueron incubados con 60 ul de una suspension al 2%6 de eritrocitos
opsonizacdos (3 ) o no opsonizaclos (A ) por 2 h a 37°C en incubadora con
dioxido de carbono al 5% y en humedacd. Las células fueron lavadas 3 veces
con P’BS para eliminar los eritrocitos que no lograron unirse. Los eritrocitos
que si se unieron pero no fueron internalizados por las células THP-1 fueron
lisadlos con PBS al 0.2% por 30 seg. Los ensavos jfueron realizados por
riplicaclo. La ingestion de eritrocitos por las células TrHP-1 fue examinada
mecdliante microscopia de [luz. Los resultados estin expresados como el
promecdiox= S.D. n = 3, % p < 0.05 comparado con las células no mraradas (0

).
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Figura 14. EI tratamiento con pervanadato recupera Ila
fosforilacion de Syk.

(A) Células THP-1 no tratadas (carriles 1-4) y tratadas (carriles 5-8) con
700 nM de VD3 por 72 h, fueron incubadas previamente con 100 uM de
pervanadato de sodio por 15 min a 37°C. Posteriormente, las células
fueron estimuladas a traves de los receptores FcyR! y FcyRIll como se
describio para la figura 9. La cinasa Syk fue inmunoprecipitada de
cantidades equivalentes de proteina de los lisados celulares, sometida a
SDS-PAGE y transferida a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron
tratados secuencialmente con anticuerpos anti PY y anti Syk. (B) Los
resultados estan expresados como el promedio + S.E.M. n=3. (C) Células
THP-1 no tratadas (1-2) y tratadas (carriles 3-5) con 100 nM de VD3
fueron estimuladas-a. través del FcyRIll como se describio para la figura
9. Inmunoprecipitados de Syk fueron sometidos a SDS-PAGE vy
transferidos a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron tratados
secuencialmente .con anticuerpos anti Syk y anti SHP-1. El nivel de
fosforilacion-de Syk fue calculado de acuerdo a la relacién obtenida de
la senal del inmunoblot anti Syk entre la serial del inmunoblot anti SHP-
7. Los-resultados representan el promedio + ES de 3 experimentos
independientes. * indica diferencia significativa (Pp<0.05) comparado con
las células tratadas sin tratar y sin estimular (C, carril 1) y ** (p<0.05)
comparado 'con las c€lulas sin tratar y estimuladas a través del FcyRIl (C,
carril 2).
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Figura 15. EI nivel de fosforilacion de Syk después de la
agregacion del FcyRIl puede ser modulado por una proteina
fosfatasa de residuos de tirosina.

(A) Células THP-1 a un densidad de 5§ X 105 /ml fueron incubadas con 100
nM de VD3 por los tiempos indicados. Después de obtener los lisados
celulares, iguales cantidades de proteina por carril se sometieron a
electroforesis (SDS-PAGE). Las proteinas separadas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa y secuencialmente se realizaron
inmunoblots anti SHP-1 y antii actina '~ con los anticuerpos
correspondientes. (B) Células THP-1  fueron estimuladas a través del
FeyRIl como se describio:. anterlormente.v ‘Syk fue inmunoprecipitada de
los lisados celulares. Los: /nmunopreCIpltados fueron sometidos a SDS-
PAGE, transferidos. a: nltrocelulo yiilas: membranas incubadas con
anticuerpos anti PY. Las membranas fueron tratadas en dos ocasiones y
posteriormente incubadas con antlcuerpos anti Syk y anti SHP-1

respectivamente: (C) Las: ce/ulas THP—1 fueron estimuladas a través del
FcyRll como se descnb/o antenormente antes y después de ser tratadas
con 6 mM de pervanadato por 5 mln. Syk fue inmunoprecipitada y los
inmunoprecipitados fueron somet/dos a SDS-PAGE y transferidos a
membranas de. nitrocelulosa: Despues de tratar la membrana, se
realizaron - inmunoblots anti PY 'y anti Syk. La relacion obtenida: ‘de:la

senal del inmunoblot anti. fosfot:ros:na entre la senal del lnmunoblot antl S

de 3 experimentos: /ndependlentes. * lnd/c

a través del FcyRIl (C, carrll 3).

ca
(p<0.05) comparado con:las células. sin tratar.y.:sin est/mula (C carrll 1); :
y *# (p<0.05) comparado con las celulas tratadas on VD3 y est:muladas -
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Figura 16. Mapa fisico de los transcritos especificos de los FcyR
1. Ha, Iib,, Hb>, y lic.

Presentamos la estructura de los ADNc de las isoformas de los
receptores FcyR I, lla, Iib,, llb,, y llc. Los exones estan representados por
cuadros donde en su interior se indica el nombre correspondiente: S1 y
S2, son los primeros exones correspondientes a los péptidos seriales;
EC1, EC2 y EC3: primero, segundo y trecer exéones extracelulares; TM,
exon transmembranal, C1, C2:y C3: pPrimero, segundo y trecer exoénes
intracitosdlicos. Se indican Ios tamanos de los productos que se esperaba
amplificar por RT—PCR
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Figura 17. La expresion de los transcritos de los FcyR lia,,
FcyR lib, y cyR IlIb, en células THP-1 es modulada por el
tratamiento con VD3.
El ARN total fue aislado de células THP-1 tratadas por O, 24, 48
y 72 h con VD3. Posteriormente, transcrito de manera reversa y
amplificado utilizando los pares de oligonucledtidos especificos
indicados en la Tabla 3. Después de la reaccion de PCR, los
productos fueron analizados en geles de agarosa al 2% y
bromuro de etidio (EtBr). (A) isoforma FcyR I; (B) isoformas
FcyR llay; (C) isoformas FcyR 11b1, by, (D) isoforma FcyR lic, vy
(E) actina. Las bandas productos de las reacciones de PCR
fueron cuantificadas mediante analisis densitométrico y
corregidas utilizando los datos de los valores del ARNmMm de Ila
actina p-. (F) Los resultados estan expresados como el
promedio + S.E.M. n=4; * indica diferencia significativa (p<0.05)
comparado con las células tratadas (tiempo O h).
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Figura 18A. Efecto en la expresion en membrana del
receptor CR3 en los monocitos THP-1 tratados con VD3.

Monocitos THP-1 a una densidad de 0.5 X 106 células en 0.5 ml de
PBS, SFB al 5% y NaN; al 0.1% fueron incubadas por 60 min a 4°C
con 10 ug del anticuerpo monoclonal MY904 (anti CD11b) y los
respectivos controles de isotipo (IgG1), seguidos por una
incubacion de 30 min con el anticuerpo anti IgG de raton
conjugado con isocianato de fluoresceina (FITC). Las células
teniidas fueron fijadas en paraformaldehido y evaluadas por
citofluorometria. El histograma gris claro representado por la letra
A: células THP-1 no diferenciadas. El resto de los histogramas se
indican en la leyenda.
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Figura 18 B-C. Fosforilacion y activacion de Syk inducida por
agregacion del receptor CR3 antes y después del tratamiento
con VD3.

Inmunoblots anti PY de los inmunoprecipitados anti Syk de células
THP-1 estimuladas a través del receptor CR3. Células THP-1 a una
densidad de 710 X 105 en 1.0 ml, fueron incubadas con 10 ug del
anticuerpo monoclonal 2LPM19¢c, a 4°C por 10 min, seguidos por una
incubacion a 37°C por 3 min con 10 ug de los fragmentos F(ab)’, del
anticuerpo de conejo anti I1gG murina. Las membranas fueron
tratadas e incubadas nuevamente con anticuerpos anti Syk para
detectar la cantidad de Syk presente en cada carril.
Inmunoprecipitados anti Syk de lisados de células no tratadas vy
tratadas con VD3 fueron obtenidos de células THP-1 estimuladas y no
estimuladas. Los inmunoprecipitados se utilizaron para ensayos de
cinasa in vitro, utilizando 0.25 mg/ml! de MBP como sustrato. Los
productos de la reaccion fueron sometidos a SDS-PAGE y
posteriormente se obtuvieron autoradiografias.
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Figura 20. La agregacion del CR3 modula Ia
asociacion de Syk-SHP-1.

Células THPFP-1 no tratadas (carriles 1, 2) y tratadas
(carriles 3, 4) con 100 NnM de VD3 fueron estimuladas a
traves del receptor CR3 utilizando iguales condiciones
experimentales que las descritas para la figura 9. La
cinasa Syk fue inmunoprecipitada, sometida a
electroforesis (SDS-PAGE) y electrotransferida a
membrana de nitrocelulosa. Los blots fueron
secuencialmente tratados con anticuerpos anti Syk y
anti SHP-1. Representativo de 2 experimentos
independientes.




1 2 3 4
pervanadato - - - +
Vit. D3;. 100 uM - - + +
CR3 2 LMP 19c/10u1g9 - + + +
Anti IgG F(ab)2 10ug - + + +
I.P. anti Syk
W.B. anti PY
W.B. anti Syk | — __.:d

Figura 19. El tratamiento con pervanadato recupera Ila
fosforilacion de Syk inducida por CR3.

Células THP-1 no tratadas (carriles 1, 2) y tratadas (carriles 3, 4)
con 100 nM de VD3 por 72 h, fueron incubadas previamente con
7100 uM de pervanadato de sodio por 15 minutos a 37°C (carril 4).
Posteriormente las células fueron estimuladas a traves del
receptor CR3 utilizando iguales condiciones experimentales que
las descritas para la figura 9, pero utilizando el anticuerpo
monoclonal anti CR3 2LMP19c. La cinasa Syk fue
inmunoprecipitada, sometida a electroforesis (SDS-PAGE) y
transferida a membranas de nitrocelulosa. Los blots fueron
secuencialmente tratados con anticuerpos anti PY y anti Syk.
Representativo de 2 experimentos independientes.
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1o, 25-Dihydroxy-Vitamin D3 Alters Syk Activation
Through FcyRIl in Monocytic THP-1 Cells
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Abstract In monocytes and macrophages, activation of the tyrosine kinase Syk is an essential step in the
biochemical cascade linking aggregation of receptors for immunoglobulin G (FcyR) to initiation of effector functions. An
increase in Syk activation during differentiation of myeloid cells by different agents has been reported. We studied the
activation state of Syk in response to FcyRIl crosslinking in monocytic cells before and after in vitro differentiation with 12,
25-dihydroxy-vitamin D3. We show here that while in undifferentiated THP-1 cells clustering of FcyRIl induces significan
phosphorylation and activation of Syk, in THP-1 cells differentiated in vitro by 1o, 25-dihydroxy-vitamin D3, FcyRIl
crosslinking induced a decrease in Syk activity. In vitro differentiation did not induce changes in the expression of FcyRIl
isoforms. The observed effect on Syk activation though FcyR!l could be mediated by differentiation-induced changes inthe
expression and basal activation level of Syk, as well as changes in the association of Syk with the tyrosine phosphatase
SHP-1. These results suggest that the biochemical signaling pathways induced by FcyRIl could be dependent on the

diiferentiation state of the cell. J. Cell. Biochem. 89: 1056—-1076, 2003. © 2003 Wiley-Liss, inc.

Key words: mononuclear phagocytes; IgG receplors; tyrosine kinase; monocyte differentiation

Macrophages and their blood precursors,
monocytes, play important roles in host defense
and homeostasis. Monocytes and macrophages
express receptors for the Fe portion of immu-
noglobulin G (FcyR), which are members of
the immunoglobulin superfamily [Hunkapillar
and Hood, 1989). Three classes of biochemically
distinct FcyRs have been described: FeyRI,
FcyRII, and FcyRIII [Ravetch and Kinet, 1991;
Unkeless et al., 1992], and each class includes
several isoforms. FeyRI is a high-affinity recep-
tor that binds monomeric 1gG, while FeyRII and
FeyRIII are low-affinity receptors that bind
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multimeric immune complexes [Ravetch and
Kinet, 1991: Cassel et al., 1993; Daecron, 1997].

In humans, both FcyRI and FeyRII are each
encoded by three genes (A, B, and C) located at
chromosome 1 (q21—-23), whereas two genes (A
and B) code for FeyRIII [Ravetch and Kinet,
1991; Cassel et al., 1993; Daecron, 1997]. FeyRI
expressed in the membrane of hematopoietic
cellsisencoded in the gene A and is a transmem-
brane receptor with three extracellular Ig-like
domains. Genes B and C encode secreted forms

, of the receptors with only two Ig-like domains
[Ernst et al., 1992].

FcyRII A, B, and C genes encode transmem-
brane receptors bearing two highly homologous
extracellular domains, but the receptors en-
coded by FcyRIIB differ considerably in their
cytoplasmic domains from those encoded by
FeyRIIA and FeyRIIC. FeyRIIA originates two
transcripts: FcyRlIIa; (which encodes a trans-
membrane receptor) and FcyRIlas (which lacks
the transmembrane exon and thus generate
soluble IgG-binding factor {Rappaport et al.,
1993]. FeyRIIB generates three transcripts
(FeyRIIb;, FeyRIIb,, and FcyRIIby) [Cassel
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et al.,, 1993). FeyRIIC produces four different
transcripts (FcyRIlc;.4) in NK cells; of these,
FcyRIIc, is the form expressed in monocytes and
macrophages [Mates et al.,, 1998}. The cyto-
plasmic tails of FcyRIIA; and FcyRIIC; are
identical and contain a sequence motif, termed
the immunoreceptor—tyrosine-based activation
motif (ITAM; consensus sequence: D/EX,YX,
LX+_12¥YXoL/I), foundin several signalingchains
of antigen receptors and immunoglobulin recep-
tors [Reth, 1989], including the v-chains asso-
ciated with FcyRI and FcyRIIIA [Park et al.,
1993; Indik et al., 1994}. FeyRIIB, and FcyRIIB,
are identical except for a 19-amino-acid insertin
the cytoplasmic tail of FeyR I1B,;. Both receptors
have a 13-mer containing the consensus I/
VxYxxL/V sequence found in many inhibitory
receptors known as immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif (ITIM) [Daeron et al.,
1995; Cambier, 1997]. Coaggregation of the
ITIM-containing FeyRIIB molecules with I TAM
containing immune receptors such as the BCR,
induces phosphorylation of the tyrosines within

the ITIM motif. Once phosphorylated, the ITIM .

motifs can recruit SH2 domain-containing pro-
tein phosphatases such as SHP-1 and SHP-2 as
well as the phosphatidylinositol 5-phospha-
tases SHIP-1 and SHIP-2 [D’Ambrosio et al.,
1995, 1996; Ono ct al.,, 1996; Sato and Ochi,
1998]. The recruitment and activation of these
phosphatases have been shown to negatively re-
gulate signaling by I'TAM-containing receptors.

Crosslinking of FeyRs by immune complexes
or IgG-opsonized particles induces phosphory-
lation of tyrosine residues within the cytop-
lasmic domains of the receptors or associated
subunits [Santana et al., 1996]. The first in-
tracellular enzymes known to be activated after
FeyR crosslinking are tyrosine kinases of the
Src family (Jouvin et al.,, 1994]. Src kinase
activation results in a rapid and transient phos-
phorylation of the ITAMs on either the cyto-
plasmic domain of FcyRIIA or the <v-chains
associated with FcyRl and FeyRIIIA [Park
et al., 1993; Indik et al.,, 1994, 1995). FcyRs
crosslinking also results in an increase in ty-
rosine phosphorylation and activation of Syk
[Agarwal ct al., 1993; Kiener et al., 1993]. Syk is
a protein tyrosine kinase of the Syk/ZAP-70
family, composed of two N-terminal Src homol-
oy domains and a C-terminal catalytic domain
[Bolen and Brugge, 1997; Kiefer et al., 1998]. In
monocytes and macrophages, FcyR aggregation
induces Syk association with the phosphory-
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lated ITAM motifs of the y-chain of the FcyRI
and FeyRIITA and of the cytoplasmic domain
of FeyRIIA. Once associated, Syk becomes
phosphorylated on tyrosine, is activated, and
catalyzes the phosphorylation of multiple sub-
strates, including other FcyRs ITAMs and
downstream effectors [Greenberg et al., 1994;
Rowley et al., 1995]. Syk activation has been
shown to be a crucial step in FcyR mediated
signaling, since blocking Syk activation, either
by the specific inhibitor piceatannol, or by anti-
sense oligonucleotides, completely abolishes
downstream signaling stimulated through
FecyRs [Matsuda et al., 1996; Pain et al., 2000].
Sykis notonly importantinsignaling through
a variety of receptors in both lymphoid and
myeloid cells [Chan et al., 1994; Turner et al.,
2000], but it has also been shown to play an
essential role in the development of B cells
[Cheng et al., 1995; Turner et al.,, 1995] and a
subset of T cells [Turner et al., 1995; Mallick-
Wood et al., 1996]. The role of Syk during dif-
ferentiation of myeloid cells has not been studied
in detail. An increase in tyrosine phospharyla-
tion and catalytic activity of Syk has been ob-
served during in vitro differentiation of HL.-60
cells into granulocytes induced by all-frans
retinoic acid [Qin and Yamamura, 1997].
Monocyte to macrophage differentiation is a
complex process that can follow distinet path-
ways dependingon the signals actingon the cell,
thus producing the high degree of functional
heterogeneity of mature macrophages., This
functional heterogeneity includes almost all
macrophage functions: ability as APC, secretion,
and effector functions including the responses
mediated by FcyRs [Adams and Hamilton,
1992). Given the essential role of Syk in signal-
ing through FeyRs and the possible involvement
of Syk in the differentiation of cells expressing
these receptors, we were interested in determin-
ing if the differentiation along a particular
monocyte-macrophage pathway could affect the
activation of Syk in response to FcyR cross-
linking. As a model system, we studied the acti-
vation of Syk in response to FeyR crosslinkingin
the human monocyticcell line THP-1, before and
after it was induced to differentiate with 1%,25-

dihydroxyvitamin D3 (VD3). This metabolite of

Vitamin D has multiple effects on the differ-
entiation and function of hematopoietic cells in
vivo [Bouillon et al., 1995], and has been shown
to promote the in vitro differentiation of mono-
cytic cell lines into a more macrophage-like
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phenotype [Choudhuri et al., 1990; Kreutz and
‘Andreesen, 1990; Schwende et al., 1996].

We found that in undifferentiated THP-1
cells, FcyRII crosslinking induces significant
Syk activation. However, in THP-1 cells differ-
entiated by VI3, the phosphorylation level and
activation state of Syk following FcyRII cross-
linking was greatly reduced. The changes that
we found in the expression of FeyRII isoforms do
notseem to be related to this effect. However, we
found that differentiation with VD3 induces
changes in the association of Syk with the pro-
tein phosphatase SHP-1, and this can explain
the inhibition of Syk activation after FcyRII
crosslinking.

These results demonstrate that the biochem-
ical signaling pathways induced by crosslinking
of FeyRII are dependent on the differentiation
status of the cell.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and Antibodies

Fetal bovine serum (FBS) and Protein A-
Sepharose beads were purchased from Gibco
L.aboratories (Grand Island, NY). The 1-«,25-
dihydroxy-vitamin Dy (la, 25-(OH) 2 VitDj3),
VD3 was from CALBIOCHEM (La Jolla, CA).
Bovine serum albumin (BSA) was from Sigma
(St. Louis, MO). 2,4,6-Trinitrobenzene sulpho-
nic acid (TNBS) for sensibilization of sheep
erythrocytes was from Eastman Kodak Co.
Murine monoclonal anti-human FcyRI (32.2)
and FeyRII (IV.3) mAbs were purified in our
laboratory from supernatants of the correspon-
ding hybridomas obtained from ATCC. Fab
fragments were prepared from the purified

antibody with Immobilized Pepsin (Pierce),
following the manufacturer’s instructions.
Murine monoclonal anti-human FcyRIIIA

(3G8) was from Zymed (San Francisco, CA).
Anti-Syk (SC-573), anti-SHP-1 (SC-287), and
anti-phosphotyrosine antibodies (PY-20, SC-
508, and PY-20-HRP, SC-508HRP) were from
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Goat anti-rabbit IgG F(ab)', was from Zymed
(62—-6120); goat anti-mouse 1gG-HRP was from
Jackson Immuno Research (Amish, PA). Anti-
CD11b monoclonal antibody (2LPM19¢c) (M
0747) was from DAKO Corporation (Carpin-
teria, CA). Mouse monoclonal DNP-specific
antibodies 2C5 (IgG;) and 4F8 (I1gGay,) used as
isotype controls for cytofluorometry and as op-
sonizing antibodies in the phagocytosis assay
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were produced in our laboratory from culture
supernatants of the corresponding hybridomas.
Goat anti-mouse IgG-FITC was from Zymed.
Myelin basic protein (MBP) was kindly donated
by Dr. Janet Oliver (University of New Mexico,
Albuquerque, NM). v-32P-ATP was from New
England Nuclear (Beverly, MA).

Reagents for RNA isolation and RT-PCR were
purchased from Gibco-BRL, Inc. (Gaithersburg,
MD) and Sigma Chemical Corp. (St. Louis, MO).
Taq DNA polymerase was purchased from
Perkin-Elmer (Branchburg, NJ).

Flow Cytometry

THP-1 cell suspensions (0.5 x 10% cells/ml) in
PBS with 5% FBS and 0.01% sodium azide were
incubated with 10 pg/ml of one of the following
primary murine monoclonal antibodies: anti-
FecyRI (32.2), anti-FcyRII (IV.3), anti-FeyRIIIA
(3G8), anti-CD11b (ZLPM19c¢), anti-DNP IgG;
€2Cs), or anti-DNP IgGg, (4F8) for 60 min at
4°C. After washing, cells were incubated in the
dark for 90 min with 0.45 ng/ml FITC-labeled
goat anti-mouse IgG at 4°C. After washing, the
cells were fixed for 30 min in 0.3% paraformal-
dehyde, followed by three washes with PBS. The
stained cells were analyzed in a FACscan cy-
tometer (Becton Dickinson, San Jose, CA).

Cell Culture and In Vitro Differentiation

The monocytic cell line THP-1 was obtained
from the American Type Culture Collection
(ATCCOC). The cells were cultured in RPMI-1640
medium (GIBCO-BRL) supplemented with 10%
(v/v) heat-inactivated FBS, 1 mM MEM Sodium
pyruvate solution, 2 mM MEM non-essential
amino acids solution, 0.1 mM of L-glutamine,
100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml streptomy-
cin. Cultures were maintained in a humidified
atmosphere with 5% CO; at 37°C. Differentia-
tion was induced by culturing THP-1 cells
(3 x 10" cells/ml) in the presence of 100 nM of
12,25-dihydroxy-vitamin Dy for 72 h. Cell dif-
ferentiation was confirmed by changes in cell
morphology, as well as increases in membrane
expression of complementreceptortype 3 (CR3).
Microscopic phase-contrast images of undiffer-
entiated and VD3-differentiated cells were ob-
tained in an Axiovert 25 (Carl Zeiss) inverted
microscope attached to a photographic camera.

Cell Stimulation and Immunoprecipitation

THP-1 cell suspensions (1 x 107 cells/ml) were
maintained in serum-free RPMI-1640 medium
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for 10 min on ice, previousto theincubation with
10 pg/ml of Fab fragments of mouse anti-FeyRI
(32.2) or anti-FeyRII (IV.3) mAb, for 10 min on
ice. The cell suspension was then centrifuged at
15,000g for 1 min at 4°C, and the supernatant
was discarded. To induce FeyR aggregation, the
cells were resuspended in 1.0 ml of fresh
medium (without FBS) containing 10 pg/ml of
F(ab)s frugments of rabbit anti-mouse IgG, for
the indicated times at 37°C. Stimulation was
stopped by addition of 500 ul of ice-cold TBS
(10 mM Tris-HCIl, 100 mM NaCl, pH 7.4) and the
cells were pelleted by centrifugation at 4°C. The
supernatant was discarded and the cells were
lysed in 1 ml of lysis buffer (1% Triton X-100,
50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1 mM NazgVO,, 1 mM phenyl-methyl
sulfonyl fluoride, 10 mM NaF and 1 pg/ml of
Pepstatin A, Leupeptin and Aprotinin) and kept
on ice for 15 min. Lysates were clarified by cen-
trifugation at 15,000g for 15 min at 4°C. Protein
concentration in cell lysates was determined by
the DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA),
following the manufacturer’s instructions. For
immunoprecipitation, the clarified lysates were
incubated for 3 h at 4°C with anti-Syk antibo-
dies prebound to protein A-Sepharose beads. Im-
munoprecipitates were washed three times with
washing buffer (of identical composition as lysis
buffer but with 0.1% Triton X-100), and usecd
for in vitro kinase assays, or they were boiled in
Laemmli sample buffer and separated on 10%
SDS—PAGE for immunoblotting.

Where indicated, cells were incubated before
stimulation with 100 uM pervanadate for 5 min
at 37°C. Pervanadate was gencrated by mixing
1 ml of 20 mM NazVO, with 330 ul of 309 H.O.
and incubating for 5 min at room temperature,
obtaining a solution of 6 mM pervanadate.

tmmunoblotting

Immunoprecipitates or whole cell lysates
were separated by 10% SDS—PAGE and trans-
ferred to nitrocellulose membranes. Membra-
nes were blocked with 1% BSA and 3% non-fat
dry milk in low-salt Tween-20-Tris-buffered
saline (T-TBS) (10 mM Tris-HCI [pH 7.4]1, 100
mM NacCl, 0.1% Tween-20) overnight at 4°C.
This was followed by incubation with primary
antibody (anti-phosphotyrosine (PY-20), anti-
Syk or anti-SHP-1) for 90 min at room tem-
perature. After washing, the membranes were
incubated with a secondary antibody conju-
gated to horseradish peroxidasein T-TBSfor1h

at room temperature. For chemiluminiscent de-
tection, blots were treated with Super Signal
ECL kit (Pierce) according to the manufac-
turer's instructions, and exposed to X-ray films.
Digitalized images of the developed films used
to capture the chemiluminiscent signals were
obtained with the Gel-Doc 2000 System (Bio-
Rad) and analyzed with the Bio-Rad Quantity
One software. Where indicated, membranes
were stripped and reblotted with a different
primary antibody. For stripping, membranes
were incubated in 0.1 M glycine (pH 2.5) for 1 h
at 60°C. After washing, the membranes were
blocked and incubated with primary and scc-
ondary antibodies and processed as described
above.

In Vitro Kinase Assays

The washed immunoprecipitates obtained as
described above, were incubated in 50 ul of
kinase buffer (50 mM HEPES-sodium hydro-
xide pH 8.0, 10 mM NazVO0O,, 50 mM mangane-
sium acetate, 150 mM NaCl, 10 iCi [(v-*2P1-ATP,
and 2.5 ug/ml MBP) for 10 min at 37°C. After
washing three times with 1 ml of kinase buffer
(without [y-32P]-ATP), the immunoprecipitates
were boiled in SDS—-PAGE sample buffer and
resolved on 12.5% SDS—PAGE gels. The dried
gels were exposed at —70°C on X-ray films.

Phagocytosis Assay

Sheep RBC were kept at 4°C in Alsever's
solution for a maximum of 4 weeks until used.
They were washed in DGVB™ and derivatized
with 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid, so-
dium salt (TNBS) by incubating 1.0 mlof packed
SRBC with 12.44 mg of TNBS in 7 ml of borate
buffer with gentle shaking and protected from
light for 10 min at room temperature. The
sensitized RBC were washed two times with
DGVEB™ and once with RPMI medium without
FBS. Fifty microliters of a 2% suspension of
sensitized RBC in RPMI were added to each well
of a 96-well V-bottom plate containing 100 ul of
serial 1:2 dilutions of anti-DNP 4F8 antibody.
The plates were incubated at room temperature
for 90 min. The hemagglutination titer was
determined as the lowest concentration of anti-
DNP monoclonal 4F8 antibody that produced
visible RBC agglutination. Opsonization of RBC
with anti-DNP IgG was carried out by incubat-
ing a 1% suspension of sensitized RBC in RPMI
with a sub-hemagglutination dilution of anti-
DNP IgG at room temperature for 60 min. The

1:3
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unbound antibodies were removed by centrifu-
gation. For the phagocytosis assay, 320 ul of a
suspension of THP-1 cells (1 x 10%/ml) was in-
cubated with 60 ul of anti-DNP opsonized or
non-opsonized RBC for 2 h at 37°C in a 5% CO»
humidified incubator. The cells were then was-
hed three times with PBS to remove unbound
RBCs. Non-internalized RBCs were lysed with
0.2% PBS for 30 s. Phagocytosis assays were
performed in triplicate. RBC ingestion by THP-
1 cells was examined by light microscopy by an
observer who was blind to the treatment con-
ditions. The results are expressed as the ph-
agocytic index (number of ingested RBC by 100
cells).

RNA iIsolation, Reverse Transcription
(RT) and PCR

Total RNA was isolated from THP-1 cells by
the single-step method based on guanidine
isothiocyanate/phenol/chloroform extraction
using TRIzol (Gibco-BRL, Inc.) [Chomczynski
and Sacchi, 1987]. RNA concentration was de-
termined by absorbance at 260 nm and its in-
tegrity was verified by clectrophoresis on 1.1%
denaturingagarose gelsin the presenceof 2.2 M
formaldehyde. Total RNA was reverse tran-
scribed to synthesize single strand cDNA as
previously described [Camacho-Arroyo et al.,
1996]1. Ten microliters of RT reaction were sub-
jected to PCR in order to simultaneously am-
plify FeyRI, FeyRITA, FeyRIIB, FevyRIIC, and
fB-actin genes, the latter used as an internal
control. The sequences of the specific primers
used for amplification are given in Table 1. The
50 1l PCR reaction included: 10 jl of previously
synthesized ¢cDNA and 40 pl of a mixture
containing 20 mM Tris-HCI1 (pH 8.3), 50 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 0.2 mM of each dNTP, 0.5 uM
of each primer, and 2.5 units of Taq DNA

TABLE 1. Sequences of FeyRI and
FeyRII-Specific Primers for RT-PCR

Agramonte-Hevia et al.

S, sense;
AS,
Receptor antisense Sequence
FeyR I S 5'TGAATACAGGGTGCCAGAGAG 3’
AS FAGAAGTAAAG GCAAACCA 5
FeyR 11A s 5'CACG:! 'G1TCT "CCAA
AS J'ATTCCCCTCITITIGTCATCC 5
Fcyll IIB. S "GACAGCGGGGA 3’
AS 3'GGTGCATGAGAAGTGAATAG 5’
Fey. R llC S S5'TCCATCCCACAAGCAAACCA 3
AS 3"1'I'PATCATCGTCAGTAGGTGC 5’

TESIS COM
FALLA DE ORIGEN

polymerase. Negative controls without RNA
and with non-retrotranscribed RNA were
included in all the experiments. After the initial
denaturation step at 95°C for 5 min, 30 cycles
were carried out for PCR amplification. The
cycle profile for all genes amplification was:
95°C, 1 min; 60°C, 1 min; and 72°C, 1 min. A
final extension cycle was performed at 72°Cfor 5
min. The number of cycles performed was with-
in the exponential phase of the amplification
process. Twenty-five microliters of PCR pro-
ducts were separated on 2% agarose gels and
stained with ethidium bromide. The image was
captured under a UV transilluminator on Type
665 negative film (Polaroid Co., Cambridge,
MA). In each experiment, the amplification and
analysis of the products of each gene were car-
ried out in parallel. The images were captured
in a Scan Jet 3C scanner (Hewlett-Packard)
and the intensities of the individual bands
were quantified using a Scand Primax 600p
(Colorado), and Scion Image software. To get a
semi-quantitative estimation of the mRNAs for
each FcyR isoform, the intensity of the band
corresponding to the amplification product was
normalized to the intensity of the B-actin band.
Thus, the relative expression level of each FeyR
isoform is expressed as the ratio of intensities of
its corresponding band to $-actin band.

Statistical Analysis

Data were analyzed by using a one way an-
alysis of variance (ANOVA) followed by a Stu-
dent'’s ¢-test. Prism 2.01 program (Graph Pad,
CA) was used for calculating probability values.

RESULTS

VD3-Induced Differentiation of THP-1 Cells does
not Alter Membrane Expression of FcyRs

In vitro treatment of THP-1 cells with the
active metabolite of Vitamin D3 has been shown
to induce some differentiation related changes
[Kreutz and Andreesen, 1990; Schwende et al.,
1996]. To determine whether VD3 treatment
modulates the surface expression of FeyRs in
THP-1 monocytic cells, cells were incubated in
RPMI-1640—10% FBS for 72 h with or without
100 nM of VD3. Surface expression of CD11b/
CD18 (CR3), FcyRI, FcyRII, and FcyRIII was
evaluated by cytofluorometry using mAbs 2LP-
M19c, 32.2, IV.3, and 3G8 specific for CD11b,
FeyRI, FcyRII, and FcyRILI, respectively. VD3



FcyRIl Signaling in Monocyte Differ nEA}

treatment induced differentiation-associated
changes, such as changes in morphology and
adherence of the cells to the culture flasks, as
well as an increase in CD11b/CD18 surface
expression. In contrast, treatment with VD3
for 72 h did not significantly alter mem-
brane expression of FeyRI, FeyRII, or FeyRIII
(Fig. 1).

FcyRIl Crosslinking Induces Syk Phosphorylation

Activation of the tyrosine kinase Syk is an
essential step in the biochemical cascade ini-
tiated by FeyR crosslinking [Kiener et al., 1993;
Durden and Liu, 1994). To measure the level of
Syk phosphorylation induced after crosslinking
FcyRII in THP-1 cells, the cells were first in-
cubated at 4°C with saturating amounts of Fab
fragments of anti-FcyRII mAb for 10 min, follo-
wed by crosslinking of the cell bound fragments
with increasing concentrations of F(ab)'; frag-
ments of rabbit anti-mouse IgG at 37°C. After
the stimulation, cells were lysed, Syk was im-
munoprecipitated from equivalent amounts of
total protein lysates with anti-Syk antibodies,
and the level of tyrosine phosphorylation of Syk
was assessced by anti-phosphotyrosine immu-
noblotting (Fig. 2A). To account for possible
differences in the amount of Syk immunopreci-
pitated, thesameblot was stripped and reprobed
with anti-Syk antibody. The results show that
FecyRII crosslinking induces a significant in-
crease in the level of Syk phosphorylation. In
the experimental conditions used, Syk phos-
phorylation increases as the amount of second-
ary antibody is increased, reaching a maximum
at 10 pg/ml of secondary antibodies (Fig. 2A).
The maximal increase in tyrosine phosphory-
lated proteins after FcyRII crosslinking is seen
at 3 min of stimulation as shown in Figure 2B.
Using these experimental conditions, we per-
formed experiments in which THP-1 cells were
stimulated by crosslinking FeyRII and the level
of phosphorylation of Syk was determined by
immunoprecipitating Syk, resolving the immu-
noprecipitates in SDS—PAGE, transferring the
resolved proteins to nitrocellulose membranes,
and sequentially blotting the membranes with
anti-PY and anti-Syk antibodies. Figure 2C
shows a representative experiment and Fig-
ure 2D shows the average of three independent
experiments in which the level of Syk phosphor-
ylation for each condition was determined as the
ratio of anti-PY signal to anti-Syk signal of the
relevant bands.

Effect of VD3-Induced Differentiation on Syk
Phosphorylation Levels After FcyR Crosslinking

It has been reported that the activity of Syk
can be modulated during the differentiation of
HL-60 promyelocytic leukemia cells [Qin and
Yamamura, 1997]. To determine whether dif-
ferentiation of THP-1 cells induced by VD3
treatment has any effect on the amountof Sykin
the cells, we performed anti-Syk inmunoblots in
lysates of cells treated with VD3 for 0, 24, 48,
and 72 h. The blot was stripped and re-probed
with anti-actin antibody and the results are
expressed as the ratio of the anti-Syk to the anti-
actin band for each sample. The results showed
atime-dependentincrease in Syk levelsin THP-
1 cells treated with 100 nM VD3 (Fig. 3).

To determine whether differentiation affects
Syk activation after FcyRII crosslinking, we
compared the level of Syk phosphorylation in-
duced through FeyRII in THP-1 cells treated or
not with VD3 (100 nM) for 72 h. Both non-
treated and VD3-treated THP-1 cells were sti-
mulated through FcyRI11 as described above.
After stimulation, cells were lysed and the le-
vels of Syk phosphorylation were compared
in anti-Syk immunoprecipitates. In untreated
cells, FeyRII crosslinking induced a significant
increase in phosphorylation of Syk (Fig. 4A,
lanes 1 and 2). VD3 treatment by itself induced
an increase in the basal level of Syk phosphor-
ylation (Fig. 4A, lane 3). Surprisingly, in VD3
treated cells the level of Syk phosphaorylation
after FeyRII crosslinking was  significantly
lower than that observed in unstimulated VD3-
treated cells (Fig. 4A, compare lanes 3 and 4).
The lower panel of Figure 4A shows the results
of three independent experiments performed on
different batches of THP-1 cells. The level of Syk
activation induced by FecyRII crosslinking in
VD3-treated and untreated cells was also as-
sessed by determining the in vitro kinase acti-
vity ofimmunoprecipitated Syk on an exogenous
substrate (MBP). In untreated cells, FeyRIL
crosslinking induced an increase in Syk activity
(Fig. 4B, lane 2). Similar to what was observed
in the level of Syk phosphorylation, VD3 treat-
ment increased the basal level of Syk activity,
and this basal level of activity decreased after
FeyRII crosslinking (Fig. 4B compare lanes 3
and 4). Thus, while in undifferentiated THP-1
cells FeyRII crosslinking induces Syk phos-
phorylation and activation, after differentia-
tion induced by VD3 the response to FeyRII
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Fig. 1. Eifect of VD3-induced difterentiation on the morphol-

ogy and the surface expression of FcyRs and CD11b/CD18
receptors in THP-1 cells. A: THP-1 cells (S x 10%/ml) were
incubated in plastic culture flasks with or without 100 niM VD3
for 72 h. Microscopic phase-contrast images of the cells in the
culture bottles were obtained in an Axiovert 25 (Carl Zeiss)
inveried microscope attached to a photographic camera. 8, C, D,
E: Untreated or VD3-treated (100 nM, 72 h) THP-1 cells
(0.5 x 10%) in 0.5 ml of PBS; 5% FBS; 0.1% NaN, were incubat-
ed for 60 min at 4°C with 10 pg of mAbs 32.2 (anti-FcyRI), V.3
{ani-FeyRID, 3G8 (anti-FcyRHIA) or 2LPM19¢ (anti-CD11b) or

the respective isolype controls (IgG1 for 2LPM1I9e, 32.2, 3G8
and 1gG2b for IV.3). After washing, the cells were stained for
30 minat 3°C with FITC-anti-mouse 1gG. The stained cells were
washed, fixed in paraformaldehyde and examined by cyto-
fluorometry in a FACScan. Left column: undifferentiated THP-1
cells. Right column: THP-1 cells treated with VO3. The darker
traces are the fluorescence distributions of cells stained with the
specific antibodies. Similar results have been observed in
numerous experiments performed during the course of the
studies reported here,
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crosslinking is different, decreasing both the
phosphorylation in tyrosine residues and the
kinase activity of Syk. To determine if this effect
was also observed after crosslinking FeyRI, we
performed similar experiments inducing FeyRI

FcyRIl (IV.3-10 ug ) - + + +

0 05 1
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crosslinking with anti-FeyRI Fab fragments
and secondary antibodies. As expected, in undif-
ferentiated THP-1 cells, FeyRI crosslinking in-
duces Syk phosphorylation and activation
(Fig. 5A). VD3 treatment by itself increased

+ + + & +

3 5 10 15 20

antilgG (ng) ©O

1P: anti-PY
Blot: antl - PY

Blot: antl - Syk
time (minutes) 0

FoyRIl (IV.3-10 ug)
anti IgG (10 ug)

10 20

IP: anti PY
Blot: anti - PY

Fig. 2. Tyrosine phosphorylation of Syk induced by FcyRl
crosslinking. A: THP-1 cells (1 x 107 in 1.0 ml) were incubated
with 10 pg of Fab fragments of mAb IV.3 at 4°C for 10 min,
centrifuged and resuspended in 1.0 ml RPMI containing the
indicated amounts of Flab)’; fragments of rabbit anti-mouse IgG
for 3 minat 37°C. Stimulation was halted by the addition of 500 p}
of ice-cold TBS to each tube, the tubes were centrifuged and the
pelleted cells were lysed in lysis buffer. Equivalent amounts of
1otal protein from each lysate were used for imunoprecipitations
with anti-Syk antibodies bound to protein A-Sepharose beads to
immunoprecipitate Syk. After washing, the immunoprecipitates
were boiled in Laemmli sample bufier and resolved by SDS—
PAGE and transierred to nitrocellulose membranes. The blotwas
developed with anti-phosphotyrosine (anti-PY) antibodies as
described in Materials and Methods. The same membrane was
acid-stripped and reprobed with anti-Syk polyclonal antibodies.
B: THP-1 cells (1 x 107 in 1.0 mb were incubated with 10 ug of
Fab fragments of mAb V.3 at 4°C for 10 min, After centrifugation,
the cells were resuspended in 1.0 ml RPMI containing 10 pg of
FlabY 2 fragments of rabbit anti-mouse 1gG and incubated a1 37°C

for the indicated times. The cells were lysed and the phosphory-

lated proteins were  immunoprecipitated  from  equivalent
amounts of total protein, and resolved by SDS-PAGE and
transferred o nitrocellulose membranes. The blot was developed
with anti-phosphotyrosine antibody conjugated to HRP and
chemiluminiscent detection. C: THP-1 (1 X 107 in 1.0 mD) cells
were incubated for 10 min at 4°C with RPMI alone or with 10 ug
of Fab fragments of mAb 1V.3. Afler centrifugation, the cells were
incubated at 37°C for 3 min with 10 ug of Flaby, fragments of
anti-mouse IgG in 1.0 ml of RPAMI medium. Cells were lysed and
Syk was immunoprecipitated with anti-Syk antibodies bound to
Protein A-Sepharose beads. Immunoprecipitates were resolved
asin A, andthe blol was sequentially developed with anti-PY and
anti-Syk polyclonal antibodies. D: The phosphorsylation tevel of
Syk was calculated as the ratio of the densitometric intensities of
the anti-PY signal to the anti-Syk signal of the respective bands in
three independent experiments as shown in C. Results are the
mean £ SEM, n = 3. *P< 0.05 compared with unstimulated cells
(lane 1).
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Fig. 2.
the basal level of Syk phosphorylation, but cros-
slinking of FeyRI in VD3 treated cells was still
able to cause an increase in Syk phosphoryla-
tion (Fig. 5B). Thus, VD3 induces an increase in
both total level and basal phosphorylation state
of Syk, and the cells’ response in terms of Syk
activation induced by FcyRI or FeyRII cross-
linking is differently affected by differentiation.

Effect of VD3 Treatment on FeyR-Mediated
Phagocytosis in THP-1 Cells

To determine if VD3 differentiation affects an
FeyR-mediated function, we examined the pha-
gocytosis of IgG opsonized erythrocytes by THP-
1 cells after VD3 treatment for 0, 24, 48, and
72 h. VD3 treatment for 48 and 72 h decreased
THP-1 phagocytosis in a time-dependent man-
ner reaching an inhibition of about 35% after

- Anti-lgG .3

(Continued)

72 h (Fig. 6). VD3 treatment for 24 h did not
result in any significant decrease in phagocy-
tosis (0 vs. 24 h).

Pervanadate Treatment Restores
Syk Phosphorylation Induced by FcyRIt
Crosslinking in VD3-Treated Cells

To determine if the decrease in the phosphor-
vlation state of Syk induced by FcyRil cross-
linking in VD3-differentiated cells is mediated
by a protein-tyrosine phosphatase activity in-
duced by FcyRII crosslinking, we examined if
this effect could be prevented by a general phos-
phatase inhibitor (sodium pervanadate). VD3
treated cells were incubated in the presence of
sodium pervanadate for 5 min before stimula-
tion by FcyRII crosslinking as above. After sti-
mulation of VD3 treated or untreated cells, Syk

1iR
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Fig. 3. Effectof VD3 on the expression of Sykin THP-1 cells. A:
THP-1 cells (5 x 10%/ml) were incubated with 100 nA VD3 in
RPNMI-10% FBS for the indicated times. Cells were washed, lysed
in lysis buffer and equivalent amounts of total protein from each
lysate were separated by SDS - PAGE. The resolved proteins were
transferred to nitrocellulose membranes and sequentially devel-

phosphorylation was analyzed by anti-PY/anti-
Syk immunoblotting as described above. In
VD3-treated cells, pretreatment with the phos-
phatase inhibitor prevented the previously
observed decrease in Syk phosphorylation in-
duced by FcyRII crosslinking (Fig. 7A compare
lanes 3 and 5). These results suggest that in
VD3-treated cells (but not in undifferentiated
THP-1 cells) a protein tyrosine phosphatase is
involved in regulation of the Syk phosphoryla-
tion level after FcyRII crosslinking.

Interaction Between Syk and SHP-1 is
Modulated by vD3

SHP-1 is a protein tyrosine phosphatase,
which has been shown to interact directly with
ZAP-70 in T cell lines and in heterologous ex-
pression systems. Based on this, it has becen

oped with anti-Syk and anti-actin antibodies. B: The Syk level
was calculated as the ratio of the densitometric intensities of the
anti-Syk signal to the anti-actin signal in each lane in three
independent experiments. Results are expressed as mean = SEM,
n = 3. P« 0.05 compared with untreated cells (O h).

suggested that SHP-1 is involved in the negative
regulation of the catalytic activity of ZAP-70
[Plas et al.,, 1996]. The physical association
of SHP-1 and Syk has also been reported, and
it has been shown that Syk is a substrate for
SHP-1[Dustin et al., 1999]. To determine if VD3
treatment modulates SHP-1 expression, we an-
alyzed by immunoblotting the levels of SHP-1 in
cells treated with VD3 for different times. The
results showed that VD3 treatment did not
significantly affect the expression of SHP-1
(Fig. 7B). In order to assess the possible asso-
ciation of SHP-1 with Syk in THP-1 cells and if
this association could be modulated by VD3
treatment, we determined by immunoblotting
the presence of SHP-1 in anti-Syk immunopre-
cipitates from VD3 treated and untreated cells
before and after FcyRII crosslinking. To obtain a
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quantitative assessment of the degree of coim-
munoprecipitation of SHP-1 with Syk, the ratio
of the densitometric signals of SHP-1 to Syk was
calculated. In undifferentiated, non-stimulated
THP-1 cells, a certain degree of SHP-1 coimmu-
noprecipitation with Syk was observed (Fig. 7C,
lane 1, ratio= 1.0). Upon FcyRII crosslinking,

VD3 treatment -

FcyR Il (IV.3) - +
+

anti IgG -

this association was significantly reduced
(Fig. 7C, lane 2). Treaument of the cells with
VD3 for 72 h slightly diminished the level of
basal association of both molecules (Fig. 7C, lane
3, ratio=-0.80). However, upon FcyR II cross-
linking, a significantly higher amount of SHP-1
was coimmunoprecipitated with Syk (Fig. 7C,

A

IP: anti Syk
Blot: anti - PY

Blot: anti - Syk

as-

tated Syk

as-]

ae-f

Syk phosphorylation/

immunoprecipi
B

<+ Syk

“+ Syk

Fig. 4. VD3 treatmentof THP-1 cell prevents Syk phosphoryla-
tion induced by FcyRIl crosslinking. A: Tyrosine phosphorylation
of Syk in VD3-treated and untreated THP-1 cells. THP-1 cells
were left untreated (lanes 1 and 2) or were treated with 100 niM of
VD3 for 72 h tlanes 3 and 3). Treated or untreated THP-1 cells
(107/ml) were incubated in RPAT medium with 10 g of Fab
fragments of MAL IV.3 {lanes 2 and ) at 3°C for 10 min, followed
by further incubation at 37°C for 3 min, with 10 pg of Flab)
fragments of rabbit anti-mouse I3G. The cells were lysed in lysis
butier and Syk was immunoprecipitated with anti-Syk antibodies
bound to Protein A-Sepharose beads from equivalent amounts of
cell lysates. The immunoprecipitates were resolved by SDS—
PAGE and transferred to nitrocellulose membranes. The blot was
developed with anti-phosphotyrasine (anti-PY) antibodies as
described in Materials and Methods. The same membrane was
acid-stripped and reprobed with anti-Syk polyclonal antibodies.

V.3 (VD3)

The phosphorylation level of Syk was calculated as the ratio of
the densitometric intensities af the anti-PY signal 1o the anti-Syk
signal of the respective bands. The graph shows the results from
three independent experiments. Resulls are expressed as mearn -
+=SEM. n=3: *P<0.05 compared with unstimulated and
untreated cells (lane 1) and **P < 0.05 compared with unstimu-
lated and VD3 treated cells (fane 3). 8: VD 3 treatment blocks Syk
activation induced by FcyRIl crosstinking. Anti-Syk immunopre-
cipitates from lysates of equivalent number of VD3 treated and
untreated cells were obtained from unstimulated or stimulated
cells as in A, The immunoprecipitates were resuspended in
kinase buffer (with 0.25 Ci of v-**P-ATP), and used for in vitro
kinase assays using 0.25 mg/ml of MBP as substrate, The reaction
products were analyzed by SDS-PAGE and autoradiography.
The experiment shown is representative of three independent
experiments.
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lane4, ratio = 1.70). The degree of Syk phosphor-
ylationin cells stimulated through FeyRII seems
to inversely correlate with the level of Syk-SHP-
1 association: in non-treated cells FeyRII cross-
linking results in an increase in Syk phosphor-
ylation (and barely detectable association with
SHP-1), whereas in VD3 treated cells the level of
Syk phosphorylation is low and its association
with SHP-1 is highest (Fig. 7D).

Modulation of FoyRII mRNA Levels by
VD3 Treatment in THP-1 Cells

The above results suggest that in VD3-
treated THP-1 cells, FcyRII crosslinking results
in a decrease in the level of Syk phosphoryla-
tion, and that this effect could be mediated by
modulation of the association of SHP-1 with
Syk. A possible mechanism involved in this ef-
fectisthat VD3 treatment could induce changes
in the relative expression of FcyRII isoforms,
since one of the FeyRII isoforms, FcyRIIB, is an
ITIM-containing receptor which has been
shown to recruit SH2-containing protein tyr-
osine phosphatases (SHP-1 and SHP-2) as well
as the phosphatidylinositol &’-phosphatase
SHIP to the vicinity of phospho-ITAMs [Dustin
et al., 1999]. Therefore, an increase in the re-
lative levels of FeyRIIB versus FeyRIIA could
provide a mechanism to recruit more SHP-1 to
the aggregates. To test this possibility, we used
a semiquantitative RT-PCR to determineif VD3
modifies the expression of FcyRII isoforms. The
primers pairs used to specifically amplify cDNA
for FeyR1, FeyRlIla, FeyRIIb,, FcyRIIbs, and
FecyRIIc are shown in Table I, and the results of
a single experiment as well as the graphs of the

{Continued)

combined results of four independent experi-
ments are shown in Figure 8. A PCR product of
439 bp corresponding to the FeyRla transcript,
and two PCR products of 441 and 317 bp, cor-
responding to FeyRIla, and FeyRlla, tran-
scripts were obtained using the FeyRI and
FeyRIIA specific primers, respectively. No dif-
ferences in the level of FeyRI and FcyRIla,
mRNAs were observed after VD3 treatment,
while a significant decrease in the level of the
317 bp band (FcyRIlaz) was observed after 48
and 72 h of VD3 treatment (Fig. 8A,B).

Two PCR products were amplified with the
use of the FcyRIIb-specific primers: a weak band
at 582 bp corresponding to FcyRIIb,; and a frag-
ment of 520 bp corresponding to FeyRIIbg. How-
ever, the 582 bp fragment was clearly visible
only in one out of four independent experiments
andeven in that experimentthe intensity of this
band was very faint. In contrast, the 520 bp
fragment (FcyRITIbs) was always clearly detec-
ted. This band reproducibly showed a biphasic
pattern after VD3 treatment: it decreases after
24 h of treatment and becomes almost unde-
tectable at 48 h. However, after 72 h FcyRIIbg
expression returned to the levels observed in
non-treated cells (Fig. 8C).

Analysis of FeyRIIc mRNAs by RT-PCR
showed a band corresponding to 377 bp. No sig-
nificant changes in the level of expression of this
band were detected after VD3 treatment
(Fig. 8D). The expression of B-actin was not
modified by VD3 treatment (Fig. 8E). The RT-
PCR for the actin mRNA was included as an
xinternal control and to normalize the levels of
FcyRs mRNAs among the different experiments.
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ylation induced by FeyRI crosstinking. A: THP-1 cells (1 x 1071
1.0 m)) were incubated in RPAE medium alone or with 10 ug of
Fab fragments of mAb 32.2, at 4°C for 10 min, followed by further
incubation at 37°C for 3 min, with 10 ug of Flab)'; fragments of
rabbit anti-mouse IgG. The celis were lysed in lysis buffer and
equivalent amounts of total protein from each lysate were used to
immunoprecipitate Syk, The immunoprecipitates were resolved
by SDS—PAGE and transferred 1o nitrocellulose membranes. The
blot was developed with anti-phosphotyrosine tanti-PY) anti-

bodies as described in Materials and Methods. The same
membrane was acid-stripped  and  reprobed  with anti-Syk
DISCUSSION

Receptors for the Fc portion of I1gG are
expressed on the surface of almost all hemato-
poietic cells. Binding of antigen-antibody com-
plexes or IgG-opsonized particles to these
receptors triggers a variety of effector responses.

polyclonal antibodies. B: THP-1 cells were leit untreated (lanes
1 and 2) or were treated with 100 nAM of VO3 for 72 h (lanes 3and
. Treated or untreated THP-1 cells (107/ml) were stimulated as
in A, The cells were lysed in lysis buffer and Syk was
immunoprecipitated with anti-Syk antibodies bound to Protein
A-Sepharose beads from equivalent amounts of cell lysates. The
immunoprecipitates were resolved by SDS-PAGE and trans-
ferredio nitrocellulose membranes. The blot was developed with
anti-phosphotyrosine tanti-PY) antibodies as described in Mate-
rials and Methods. The same membrane was acid-stripped and
reprobed with anti-Syk polyclunal antibodies.

These include phagocytosis, production of cyto-
kines and chemokines, release of cytotoxic and
microbicidal molecules, and changes in the ex-
pression of cell-surface proteins involved in cell—
cell adhesion and antigen presentation [Ravetch
and Kinet, 1991]. In this way, FcyRs allow the
humoral and cellular aspects of immunity to
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6. VD3 weatmentdecrease FcyR-mediated phagocytosis in
1 cells. Sheep RBC were opsonized with anti-DNP 1gG as
described in Materials and Methods. For the phagocytosis assay.
320 ul of THP-1 cells suspension (1 x 10%ml) were incubated
with 60 pl of a 2% suspension of opsonized (emply bars) or non-
opsonized (gray bars) RBC for 2 h at 37°C in a 5% carbon dioxide
humidified incubator. The cells were then washed three times
with PBS to remove unbound RBCs. Non-internalized RBCs were
lysed with 0.2% PBS for 30 s. RBC ingestion by THP-1 cells was
examined by light microscopy by an observer who was blind to
treatment conditions. All assays were performed in triplicate. The
results are expressed as the phagocytic index (number of ingested
RBC by 100 cells). Results are expressed as meanx SD. n =3,
*P < 0.05 compared with the untreated cells (O h).

communicate and cooperate in expanding, sus-
taining, and regulating immune responses.

Numerous studies have identified a variety of
molecular participants and biochemical events
involved in signal transduction through FcyRs
[Daeron, 1997; Ravetch and Bolland, 20011.
Less attention has been given to study how the
biochemical pathways initiated by individual
types of FcyRs can be affected by the differentia-
tion/activation state of the cell expressing the
FeyR. The aim of this study was to determine if
the biochemical events initiated by aggregating
FeyRII on monocytic cells are affected by the
differentiation state of the cell.

Syk is known to play a central role in
the signaling pathways activated by FeyRs
[Agarwal et al., 1993; Kiener et al., 1993; Pan
et al., 1999]. Once activated, Syk can stimulate
various biochemical pathways involved in the
cell’sresponse. Because of its central role, we de-
cided to study the effect of cell differentiation on
signal transduction by FeyRI11 by focusingonthe
level of phosphorylation and activation of Syk
after aggregation of FcyRII in a monocytic hu-
man cell line that can be differentiated in vitro.
The metabolite 12,25-dihidroxy-vitamin D3
(VD3) has been shown to promote differentia-
tion of monocytic cell lines towards a macro-
phage-like phenotype [Choudhuri et al., 1990;
Kreutz and Andreesen, 1990]. Treatment of
THP-1 cells for 72 h with VD3 induces several

differentiation-related changes, such as an

“increase in CD14 and CD11b/CD18 (CR3) ex-

pression, and an increased adherence to plastic
surfaces. We showed here that in vitro treat-
ment of THP-1 cells with VD3 also induces a
time-dependent increase in Syk levels (Fig. 3A).
The basal (unstimulated) level of tyrosine
phosphorylation of Syk was also increased after
VD3 treatment. This results from a two to three
fold increase in the amount of immunoreactive
phosphotyrosine on Syk, as determined by com-
paring the ratio of the anti-phosphotyrosine
signal with the anti-Syk signals in Syk immu-
noprecipitated from cells before and after treat-
ment with VD3 for 72 h (Fig. 4A). Thus, during
VD3 induced differentiation of THP-1 cells,
along with an increase in the total amount of
Syk, there is a definite increase in the basal
phosphorylation of Syk.

The increase in the levels of tyrosine phos-
phorylation induced by VD3 correlate with an
increase in the catalytic activity of Syk against
an exogenous substrate inin vitro kinase assays
(Fig. 4B, lane 3). It is interesting that a similar
increase in tyrosine phosphorylation and cata-
lytic activity of Syk has also been reported
during differentiation of HL-60 promyelocitic
cells into granulocytes [Qin and Yamamura,
1997]. Syk has different tyrosines which can be
phosphorylated/dephosphorylated and some of
these have been implicated in regulation of its
catalytic activity. It is also known that VD3 ac-
tivates a variety of proteins with kinase activity,
such as protein kinase C, Raf, and mitogen-
activated protein (MAP) kinases [Kharbanda
et al.,, 1994; Marcinkowaska et al.,, 1997;
Gniadecki, 1998], involved in the differentiation
process and that can potentially phosphorylate
Syk tyrosine residues. At this time, the mechan-
ism and functional significance of the increase
in tyrosine phosphorylation and activity of Syk
induced by differentiation (by VD3 in THP-1
cells, by retinoic acid in HL-60 cells) is un-
known, and also if other differentiation indu-
cing agents huve similar effect.

As has been reported, in undifferentiated
THP-1 cells, FcyRIl crosslinking induced a
dose-dependent increase in the level of Syk
tyrosine phosphorylation. Surprisingly,in VD3-
treated cells FcvRII crosslinking not only failed
to induce an increase in Syk phosphorylation,
but it actually induced a decrease in Syk
phosphorylation to levels lower than those
observed in unstimulated cells. As a read out
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assay to evaluate the effect of the decrease in
Syk phosphorylation on an FeyR mediated
signal, we determined if VD3 treatment would
inhibit FeyR-mediated phagocytosis of IgG-
coated SRBC. The phagocytosis of IgG-coated
RBC decreased only about 35% with VD3

Porvanadate -
VD3 treatment -
FcyR Ul (IV.3) -
anti 19G -

Agramonte-Hevia et al.
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treatment (Fig. 6). However, it should be noted
that during IgG-mediated phagocytosis Syk
activation induced by FcyRI is still taking place.
As we show in Figure 5, Syk phosphorylation
induced by FcyRI is not affected by the VD3
treatment, and thus can partially compensate

A

+ e

1IP; anti Syk
Bilot: anti PY

Blot: anti Syk

i

ecipitted Syk

Syk phosphorykion/

Fig. 7. Syk phosphorylation level after FcyRI crosslinking
could be modulated by o protein tyrosine phosphatase. A: THP-1
cells were left untreated (lanes T and 2) or were treated with 100
nM of VD3 for 72 h {lanes 3-5). Just before stimulation a sample
of VD3 treated cells (lane 5) was incubated with 100 pAt sodium
pervanadate for 5 min at 37°C. The cells were then stimulated
through FcyRI or left unstimulated as described in legend to
Figure 2C. Syk was immunoprecipitaled from  equivalent
amounts of cell lysates and the immunoprecipitates were
separated on SD5-PACGE and transferred to nitrocellulose
membranes. The blots were sequentially probed with anti-Py
and anti-Syk antibodies. The graph show the results of three
independent experiments expressed as the mean £ SEM. n = 3,
=P < 0.05 compared with FcyRII stimulated and VD3 treated cell
dane 3), B: Eflect of VD3 on expression of SHIP-1. THP-1 cells
(5 = 10%/mb were incubated with 100 nM VD3 for the indicated
times, Lysates were prepared and equivalent amounts ot total
protein from vach lysate were separated by SDS—PAGE. The
resolved proteins were transferred 1o nitrocellufose membranes
and sequentially developed with anti-SHP-1 and anti-actin

e
fivos

.3 - wv.s3
vD3 vD3 vD3
~parv

antibodies. The graph shows the average of three independent
experiments. C: Coimmunoprecipitation of SHP-1 and Syk. VIO 3-
treated (lanes 3 and 4) or unireated lanes 1 and 2) THP-1 cetls
were stimulated through fcyRIl as described in legend to
Figure 2C, Anti-Syk immunoprecipitates were prepared from
equivalent amounts of cell lysates. The immunoprecipitated
proteins were separated on SDS-PAGE, transferred to nitrocel-
lutose and probed with anti-Syk and anti-SHP-1 antibodies. The
graph shows the mean = SEM of three independent experiments;
*P < 0.05 compared with untreated and unstimulated cells
Uane 1) and **F < 0.05 compared with stimulated, untreated
cells (lane 2). D: Syk-SHP-1 association inversely correlates with
the level of Syk phosphorylation. VD3-treated (lanes 3) or
untreated (Janes 1 and 2) THP-1 cells were stimulated through
FcyRI as described in legend 1o Figure 2. Syk was immunopre-
cipitated from the cell lysates and the immunoprecipitates were
resolved by SDS-PAGE. The resolved proteins were transferred
to nitrocellulose Mmembranes which were sequentially probed
with anti-PY, anti-Syk, and anti-SHP-1 antibodies. Results are
representative of three independent experiments,
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the deficient Syk activation induced by FcyRII
in cells differentiated by VD3.

The possibility that this decrease in Syk
phosphorylation is mediated by the FcyRII
crosslinking-induced activation of a protein
phosphatase was suggested by the fact that this
effect was eliminated by previous treatment of
the cells with sodium pervanadate, a general
phosphatase inhibitor. This suggests that a
phosphatase activity, which is affected by
FcyRII crosslinking, is involved in regulating
the state of Syk phosphorylation. Several lines
of evidence have pointed to the protein tyrosine
phosphatase SHP-1 as a negative regulator of
signaling through ITAM-containing immunor-
eceptors by acting on tyrosine kinases of the
Syk/ZAP-70 family. SHP-1 has been implicated
in the negative regulation of the activity of ZAP-
70 in T lymphocytes [Plas et al., 1996]. It has
also been shown that in B cells there is a
physical association of SHP-1 with Syk and that
Syk is a substrate for SHP-1 [Dustin et al.,
1999]. In rne/me mice, SHP-1 was proposed to be
a critical molecule used by FcyRIIB for down-
regulation of BCRsignaling[Dustinetal., 1999].
In vitro studies have shown that SHP-1 can bind
to the ITIM motif of FeyRIIB [Lcosurne et al.,
2001]. Our results showed that in THP-1 cells,
SHP-1 can be shown to coimmunoprecipitate
with Syk, and that the degree of coimmunopre-

72 Time (h)

(Continued)

cipitation is affected by the differentiation state
of the cell and by FcyRII crosslinking. It is im-
portant to note that SHP-1 expression level was
not altered by treatment with VD3 (Fig. 7B). In
resting, undifferentiated cells, a small but defi-
nite amount of SHP-1 is reproducibly found in
anti-Syk immunoprecipitates. Since in these
conditions Syk is not phosphorylated to detect-
able levels, the molecular basis for this consti-
tutive association in THP-1 cells is unknown. It
is possible that SHP-1 interacts with Syk by a
mechanism independent of the binding of SH2
domains of SHP-1 to phosphorylated tyrosine
residues in Syk. In this respect, it has been
reported that the functional interaction bet-
ween SHP-1 and JAK?2 is independent of tyro-
sine phosphorylation of JAK?2, and does not
require the functional SH2 domains of SHP-1
[Jiao et al., 1996]. In U937 cells the constitutive
association of SHP-1 and Lyn has been reported
to be dependent on Lyn SH3 domain [Yoshida
et al., 1999; Somani et al., 2001].

The constitutive association of Syk and SHP-
1 in undifferentiated cells is lost upon FeyRII
crosslinking, concomitant with the increase in
Syk tyrosine phosphorylation. These results are
in contrast with reports in B cells showing that
BCR engagement and subsequent Syk tyrosine
phosphorylation does not affect the association
of Syk and SHP-1 [Dustin et al., 1999].
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Differentiation for 72 h induced by VD3
slightly diminished the level of basal association
of Syk and SHP-1 (Fig. 7C). In contrast to un-
differentiated cells, FcyRII crosslinking in-
duced a significant increase in the amount of
SHP-1 that coimmunoprecipitates with Syk and
a significant decrease in the level of Syk phos-
phorylation (Fig. 7C,D). Taken together, these
observations suggest that in VD3 treated mono-
cytic cells, Syk could be negatively regulated
by SHP-1 mediated dephosphorylation after
FcyRII crosslinking.

A possible mechanism by which differentia-
tion by VD3 might modify the physical and

functional interaction between Syk and SHP-1
after FeyRII crosslinking with respect to undif-
ferentiated cells, is that VD3 treatment alters
the relative expression of FeyRII isoforms,
inducing an increase in the expression of
FcyRIIB, thus promoting SHP-1 recruitment to
the FeyRII aggregates by binding to the FeyRIIB
ITIMs. SHP-1 has been shown to bind to FeyRIIB
phosphorylated ITIMs [D’Ambrosic et al., 1996;
Sato and Ochi, 1998], and also to associate with
FeyRIIB when it is co-aggregated with the type I
FceR in bone marrow derived mast cells [Fong
et al., 1996]. We observed that VD3 induced a
transient decrease in FeyRIIb expression, but
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after 72 h of VD3 treatment expression of
FeyRIIb; and FcyRIIb; returned to the level
observed in non-differentiated cells (Fig. 8C).
Although this does not rule out the possibility
that in VD3-differentiated cells SHP-1 gains
access to thevicinity of Syk due to itsrecruitment
to the receptor aggregates by interacting with
FeyRIIB ITIMs, it does indicate that the differ-
ences in Syk-SHP-1 interactions observed bet-
ween differentiated and undifferentiated cells
are regulated by factors other than differentia-
tion-induced changes in expression of FcyRII
isoforms. Another possibility is that although the
expression of FeyRIIB does not change in VD3
differentiated cells, the level of phosphorylation
of its ITIM motif is higher, enhancing its ability

FcyR |

FcyR lla,
FcyR lla,

FcYR lib,
FcyR tib,

FcyR llc,

B - actin

time (h) o

Fig. 8. Effect of VD3 treatment of THP-1 cells on the expression
of transcripts for FcyR isoforms. RNA was isolated from THP-1
cells treated for 0, 24, 48, and 72 h with VD3 and was reverse
transcribed and PCR amplified with the FcyRIt A, B, and C
specific primer pairs indicated in Table |, After the PCR reaction,
the products were analyzed on a 29% agarose gel containing EtBr.
A: FcyR I (B) FoyR Il a,, a3 isaforms; (C) FcyR 11 by, by isoforms;
{D) FcyR 11 ¢, isoform: and (E) B-actin. Specific bands with the
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to recruit SHP-1 [Leosurne et al., 2001]. Differ-
entiation-regulated changes in SHP-1 activation
have been previously reported in myeloid cells
[Uesugi et al., 1999, 2000].

Our findings are consistent with a scheme in
which, in undifferentiated resting cells, the
basal phosphorylation level of Syk is regulated
by SHP-1, which is constitutively associated to
Syk in a phosphorylation independent way.
FcyRII crosslinking induces dissociation of
SHP-1-Syk complexes, and causes Syk to be
recruited to the phosphorylated FeyRII I'TAMs
and activated. Differentiation by VD3 modifies
the interplay between Syk and SHP-1 such that
the basal phosphorylation level of Syk increa-
ses, and FcyRIIl crosslinking promotes both

< 439 bp

< d1op B

* 317 bp
t 582 bp
520 bp

%+ 377bp
-« 250 bp

24 48 72

eapected sizes for each primer pair were detected in each panel.
PCR products were quantified by densitametric analysis and their
expression is presented as relative to the data of B-actin mRNA
densitometric values. The grapbs (F) show the relative levels of
FcyR isoform-specific transcripts after 0, 24, 48, and 72 hof VD3
treatment obtained from four independent experiments (mean -
4 SEM of four independent experiments; *P < 0.05 compared
with untreated cells, O h). .
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SHP-1 activation and a decrease in the level of
Syk phosphorylation and activity. Surely, other
molecules might be participating in the differ-
entiation related changes in regulation of Syk
activity; further studies are necessary to dissect
the mechanisms involved in this effect.
Analysis of the effect of VD3 on the expression
of FeyRII isoforms showed a significant decrea-
se in FeyRIIa, mRNA after 72 h of treatment.
The FeyRllas is a soluble form of FeyRIIa lack-
ing the transmembrane exon [Rappaport et al.,
1993]. Transcripts encoding this formof FecyRIIa
were identified in megakariocyte-like human
cell lines and platelets [Rappaport et al., 1993},
and in Langerhans cells [Astier et al,, 1994].
Our results show that this form of FeyRlIla is
also produced by the monocytic cell line THP-1,
and that its expression is modulated by differ-
entiation with VD3. Although soluble FeyR1Ia.
might be important in vivo in modulating
interaction of immune complexes with FeyRs,
its expression in our experimental system could
not influence our results as soluble FeyR forms

(Continued)

would be climinated by washing before the
stimulation.

Our findings have established that the effect of
FeyRII crosslinking on Syk tyrosine phosphor-
ylation and activation differs between un-
differentiated and VD3-differentiated THP-1
cells. This effect is not mediated by changes in
the expression of FeyR isoforms. Other studies
have shown a switch in FeyRI signaling path-
ways upon monocyte differentiation by IFN-vy,
mediated by a switch in the accessory molecule
recruited by FeyRI, which lacks its own intrinsic
signaling motif {Melendez et al., 1998). Together,
these findings illustrate that the biochemical
pathways resulting from crosslinking of a parti-
cular FeyR do not depend solely on the particular
FcyR isoform that is aggregated, or on the cell
type, but that they are also highly dependent on
the differentiation state of the cell, which in vivo
is subjected to the action of a variety of stimuli.
Understanding the mechanism by which the cell
can modulate the transduction pathways indu-
ced by the large family of FeyRs could help to
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understandthe ‘biologiecal significance of the
heterogeneity found in this family of receptors
that respond to the same ligand, IgG immune
complexes or IgG opsonized particles.
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