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T h e  e x t r a c e l l u l a r  f o r m  o f  1 4 - k D a  g r o u p  I!  p h o s p h o l i p a s ¢  A2 h a s  been  f o u n d  to  a c c u m u l a t e  a t  v a r i o u s  t y p e s  o f  i n f l a m m a t o r y  ;ites. I n  the  p r e s e n t  
p a p e r ,  we  h a v e  s t u d i e d  t he  p o s s i b l e  ro l e  o f  the  extraca~llular  1 4 - k D a  g r o u p  i t  p h o s p h o l i p a s ¢  A 2 it-. t h e  p r o c e s s  o f  p r o s t a g l a n d i n  p r o d u c t i o n  in  
a c t i v a t e d  r a t  m a s t  cells .  W h e n  m a s t  ce l l s  o b t a i n e d  f r o m  the  p e r i t o n e a l  c a v i t y  o f  r a t s  w e r e  s e n s i t i z e !  w i t h  [gE,  c h a l l e n g e d  wi th  a n t i g e n  a n d  then  
e x p o s e d  t o  e x t r a c e l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  I!  p h o s p h o | i p a s e  A 2. a p p r e c i a b l e  r e l ea se  o f  p r o s t a g l a n d i u  D2 w a s  obse rve t l .  G e n e r a t i o n  o f  p r o s t a g l a n d i n  
D 2 w a s  d e p e n d e n t  o n  the  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  p h o s p h o l i p a s e  A2 as  wel l  as  t h a t  o f  the  a n t i g e n ,  w h i l e  n o  a p p r e c i a b l e  p r o s t a g l a n d i n  D 2 gene ra t i o t t  
w a s  o b s e r v e d  w i t h  ce l l s  in  the  a b s e n c e  o f  the  a n t i g e n .  N o  h i s t a m i n e  r e l ease  w a s  o b s e r v e d  u n d e r  Lhe s a m e  c o n d i t i o n s .  P h o s p h a t i d y l c h o l i n e  in m a s t  
ce l l  m e m b r a n e s  w a s  a p p r e c i a b l y  h y d r o l y z e d  t o  l i b e r a t e  free a r a c h i d o n i e  a c i d  w h e n  m a s t  cell~ w e r e  i n c u b a t e d  wi th  14-kDa g r o u p  II  p h o s p h o l i p a s e  
A2 a d d e d  e x o g e n o u s l y  in t he  p r e s e n c e  o f  t he  a n t i g e n .  B o t h  t h e  g e n e r a t i o n  o f  p r o s t a g l a n d i n  Dz a n d  the  r e l e a ~  o f  a r a c h i d o n i c  ac id  were  r e t a r d e d  
by  i n h i b i t o r s  sDecific t o  1 4 - k D a  g r o u p  I!  p h o s p h o l i p a s e  A2. T h u s ,  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A 2 m a y  f u n c t i o n  in the  p rocess  o f  i n f l a m m a t i o n  

by  a c t i n g  o n  l g E - a n t i g e r t - p r i m e d  m a s t  cel ls ,  w h i c h  a r e  n o t  fu l ly  a c t i v a t e d ,  to  geBera te  e ico~anolds .  

G r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A2: M a s t  cel l ;  P r o s t a g l a n d i n  D: :  R a t  

1. I N T R O D U C T I O N  

S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  i m p l i c a t e d  e x t r a c e l l u l a r  p h c s -  
p h o l i p a s e  A 2 i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  d i s o r d e r s  o f  t he  
c a r d i o v a s c u l a r ,  g a s t r o i n t e s t i n a l  a n d  p u l m o n a r y  sys-  
t e m s ,  s k i n  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e s  [1,2]. E x t r a c e l l u l a r  
p h o s p h o l i p a s e  A 2 f o u n d  i n  f lu id  a t  v a r i o u s  s i tes  o f  in -  
f l a m m a t i o n ,  s u c h  a s  g l y c o g e n - i n d u c e d  a sc i t i c  f l u i d  in  
r a b b i t s  [3], c a s e i n a t e - i n d u c e d  a s c i t i c  f l u id  in  r a t s  [4], a n d  
h u m a n  s y n o v i a i  f l u id  in  p a t i e n t s  w i t h  r h e u m a t o i d  
a r t h r i t i s  [5 -7] ,  h a s  b e e n  p u r i f i e d  a n d  i d e n t i f i e d  as  a 
1 4 - k D a  g r o u p  I !  p h o s p h o l i p a s e  A 2. V a r i o u s  i n f l a m -  
m a t o r y  ce l l s  s u c h  a s  p l a t e l e t s  [7 -9 ]  a n d  n e u t r o p h i l s  [10] 
h a v e  b e e n  s h o w n  t o  c o n t a i n  14-~-V'a g r o u p  11 p h o s -  
p h o l i p a s e  A2. T h e  ; n f l a m m a t o r :  • t o k i n e %  s u c h  as  
t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r ,  i n t e r l e u k i h  :°~,)-I  a n d  I L - 6  in -  
d u c e d  t r a n s c r i p t i o n  o f  t h e  1 4 - k D a  g r o u p  II  p h o s -  
p h o l i p a s e  A2 g e n e  i n  v a r i o u s  cel ls  i n c l u d i n g  r a t  v a s c u l a r  
s m o o t h  m u s c l e  cel ls  [! 1], r a t  m e s a n g i a l  ce l l s  [12[, r a b b i t  
c h o n d r o c y t e s  [13], o r  h u m a n  h c p a t o c y t e s  [14]. A n t i - i n -  
f l a m m a t o r y  g l u c o c o r t i c o i d  s u p p r e s s e d  the  t r a n s c r i p t i o n  
o f  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A2 [15]. I n j e c t i o n  o f  
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e n d o t o x i n  i n t o  r a t s  e n h a n c e d  t he  e x p r e s s i o n  o f  1 4 - k D a  
g r o u p  II  p h o s p h o l i p a s e  A 2 in  v a r i o u s  o r g a n s  [16]. T h e s e  
o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  e x t r a c e l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  l I  
p h o s p h o l i p a s e  A2 m a y  be  i n v o l v e d  in  t h e  p r o c e s s  o f  
i n f l a m m a t i o n .  

M a s t  cel ls  a r e  wel l  k n o w n  fo r  t he i r  men: ro le  ,r, 
a l l e rg i c  a n d  h y p e r s e n s i t i v i t y  s t a t e s  a n d  h a v e  ~,~-~n i m p i , -  
c a t e d  i n  a v a r i e t y  o f  c h r o n i c  i n f l a m m a t o r y  pro,~c~: .~.~ 
[17,18].  C r o s s - l i n k i n g  o f  h i g h  a f f i n i t y  l g E  r e c e p t o r ~ . ,  
m a s t  cel l  s u r f a c e s  w i t h  I g E  a n d  m u l t i v a ! e n t  an t  .~e  
t r i g g e r s  t h e  r e l ea se  o f  a v a r i e t y  o f  c h e m i c a l  m e d i a t e ,  s 
s t o r e d  in  g r a n u l e s ,  f o r  e x a m p l e  h i s t a m i n e ,  a n d  t h e  
g e n e r a t i o n  o f  e i c o s a n o i d s ,  s u c h  as  P G D 2 ,  w h i c h  h a s  
v a s o d i l a t i n g  a n d  b r o n c h o c o n s t r i c t i v e  ac t i v i t i e s  [19], o r  
l e u k o t r i e n e  C4 ( L T C 4 )  a n d  LTB4.  A s  fo r  r o d e n t  c o n n e c -  
t i ve  t i s s u e  m a s t  cel ls ,  l y s o p h o s p h a t i d y l s e r i n e  ( l y s o P S )  
ac t s  as  a n  e s s e n t i a l  c o f a c t o r  f o r  fu l l  a c t i v a t i o n  u p o n  
v a r i o u s  s t i m u l i  i n c l u d i n g  I g E - a n t i g e n  s y s t e m  [20-22] .  In  
t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  w e  f o u n d  t h a t  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s -  
p h o l i p a s e  A2 l o c a t e d  o u t s i d e  m a s t  ce l l s  w a s  i n v o l v e d  i n  
g e n e r a t i o n  o f  P G D 2  in  I g E -  a n d  a n t i g e n - c h a l l e n g e d  r a t  
p e r i t o n e a l  c o n n e c t i v e  t i s sue  m a s t  cel ls  e v e n  in  t h e  
a b s e n c e  o f  l y s o P S .  

2. M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S  
2. I . . M o s t  cells 

M a s t  ce l l s  t*aurity; m o r e  t h a n  90%)  were  i s o l a t e d  f r o m  t h e  peritoneal 
c a v i t y  o f  W i s t a r  r a t s  ( 'N ippon  B io -Supp ly  Cen t e r ,  T o k y o ,  J a p a n )  a s  
des~'~ibed p r e v i o u s l y  [20]. 
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2 .2 .  P h o s p h o l i p a s e  A :  a n d  ils  spec i f i c  inhibit¢~r.~ ~ 
R a t  1 4 - k D a  g r o u p  I !  p h o s p h o l i p a s e  A~ w a s  p u r i f i e d  f r o m  r a t  p l a t e -  

le ts  u s i n g  a n  a n t i - r a t  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s p h o l i p a s e  A ,  m o n o c l o a a !  
a n t i b o d y - c o n j u g a t e d  S e p h a r o s e  c o l u m n  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  
[ 2 3 . 2 4 ] .  P r e p a r a t i o n  o f  1 4 - k D a  g r o u p  I I  1 3 h o s p h o l i p a s e  A 2 - s p e c i f i c  
p o l y c l o n a '  a n t i b o d y  R 3 7 7  1231 a n d  m o n o c l o n a t  a n t i b o d y  M D 7 . 1  [24]  
w a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  P r e p a r a t i o n  o f  r a t  r e c o m b i n a n t  C 3  a ( r C 3  
0t; a p r o d u c t  o f  t h e  E. co i l  l a c Z - r : l l  C 3 d g  ( c o m p l e m e n t  C '~  d e g r a d i n g  
p r o d u c t  [25] )  g o n e )  a n d  I h i c l o c i n  A I ,  b o t h  o f  w h i c h  i n h i b i t e d  g r o u p  
II  p h o s p h o l , . ' p a s e  A ,  r a t h e r  s p e c i f i c a l l y ,  a r e  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( u n -  
p u b l i s h e d  da ta}_  

2 .3 .  Tr t , a tmen:  o f  m a s t  cel ls  w i t h  p h o s p h o l i p a s e  A :  
M a s t  c e l l s  w e r e  s u s p e n d e d  in  10 m M  T f i s - H C I  b u f f e r  ( p H  7 . 4 L  

w h i c h  c o n t a i n e d  1 5 0  m M  N a C I .  3 . 7  m M  K C L  I m M  C a C b ,  0 .  1 %  ( w / v )  
g l u c o s e  a n d  0 . 5 %  ( w / v )  g e l a t i n  ( S i g m a .  S t .  L o u i s .  M O )  ( T r i s - g e l a t i n  
b u f f e r ) ,  a n d  a d j u s t e d  t o  ! x l 0  s c e l l s / m l .  T h e  oe l l s  w e r e  s e n s i t i z e d  w i t h  
I j u g / m l  m o u s e  m o n o c l o n a l  a n t i - d i n i t r o p h e n y l  ( D N P )  l g E  ( S c i k a g a k u  
K o g y o ,  T o k y o .  J a p a n )  f o r  3 0  r a i n  a t  3 7 ° C .  T h e  s e n s i t i z e d  c e l l s  w e r e  
w a s h e d ,  s u s p e n d e d  i n  T r i s - g e l a t i n  b u f f e r  a t  I x l o s  c e l l s / m l ,  a n d  i n c u -  
b a t e d  w i t h  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s p h o l i p a s e  A z  in  t h e  p r e s e n c e  o r  
a b s e n c e  o f  D S P - - c o n j u g a t e d  A s c a r i s  s u u m  I D N  P-Ascari ,~ ( d o n a t e d  b y  
K i s s e i  P h a r m a c e u t i c a l ,  M a t s u m o t o .  J a p z n ) .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  s e n s i -  
t i z e d  c e l l s  w e r e  s t i m u l a t e d  w i t h  D N P - A s c a r i s  in  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0  6 
M l y s o P S  ( F u n a k o s h i ,  T o k y o ,  J a p a n ) .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  c e l l s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a t  7 ~ 0  × g f o r  5 r a i n  a t  4 ° U  t o  o b t a i n  t h e  s u p e r n a t a n t .  
P G D ,  r e l e a s e d  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a P G D 2  a s s a y  
k i t  ( ~ m e r s h a m ,  B u c k i n g h a m s h i r e .  U K ) .  H i s t a m i n e  r e l e a s e d  i n t o  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a r a d i o e n z y m a t i c  a s s a y  u s i n g  
[ ~ H ] m e t h y I - S - a d e n o s y I - L - m e t h i o n i n e  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r ,  B o s t o n ,  
M A )  a n d  a c r u d e  p r e p a r a t i o n  o f  r a t  k i , - lney  h i s t a m i n e  m e t h y l t r a n s f e -  
r u s e  [26 l .  T h e  p e r c e n t a g e  r e l e a s e  o f  h i s t a m i n e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  d i v i  ,~- 
i n g  t h e  a m o u n t  in  e a c h  s u p e r n a t a n t  b~ ~hg t  in  a p r e p a r a t i o n  o f  s o n i -  
c a t e d  c e l l s  ( B r a n s o n  S o n i f i e r ,  2 0  p u l s e s ,  s e t t i n g  4 ,  5 0 %  p u l s e  c y c l e ) .  

2 .4 .  L i p i d  analys£~ 
M a s t  ce l l s  (I  x 10 ~ c e l l s / m l )  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  I h i n  T r i s - g e l a t i n  

b u f f e r  c o r . t a i n i n g  1 g C i / m l  [ 3 H ] a r a c h i d o n a t e  ( A m e r s h a m ) ,  w a s h e d  
t w i c e  w i t h  T r i s - g e l a t i n  b u f f e r ,  s e n s i t i z e d  w i t h  l g E  a n d  t r e a t e d  w i t h  l 0  
~ ' g / m l  1 4 - k D a  g r o u p  ! !  p h o s p h o l i p a s e  A 2  a n d  I / d g / m l  D N P - A s c a r i s  
in  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  2 ~ g g m l  t h i e l o c i n  A I f o r  i 5 r a i n  a t  3 7 ° C .  
T h e  t o t a l  c e l l u l a r  l i p i d s  w e r e  e x t r a c t e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  B i i g h  a n d  
D y e r  [27]  a n d  s e p a r a t e d  b y  t w o - d i m e n s i o n a l  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o -  
g r a p h y  o n  s i l i c a  ge l  p l a t e s  ( M e r c k ,  D a r m s t a d t ,  G e r m a n y , ,  w h i c h  w e r e  
d e v e l o p e d  w i t h  a s l i g h l  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s o l v e n t  s ) ~ t e m  d e s c r i b e d  
b y  E s k o  a n d  R a e t z  I28] .  B r i e f l y .  t h e  e x t r a c t e d  l i p i d s  w e r e  r e c o n s t i t u t e d  
in  a s m a l l  v o l u m e  o f  c h l o r o f o r m  a n d  a p p l i e d  t o  s i l i c a  ge l  p l a t e s  ( a p -  
p r o x i m a t e l y  I x I 0 s c e l l s  p e r  p l a : e ) .  T h e  p l a l e s  w e r e  d e v e l o p e d  f i r s t  
w i t h  c h l o r o f o r m / m e t h a n o l / a c e t i c  a c i d  ( 6 5 : 2 5 :  I 0 ,  v / v ) .  d r i e d  f o r  6 0  r a i n  
u n d e r  a n  a i r  s t r e a m ,  a n d  d e v e l o p e d  in  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w i t h  
c h l o r o f o r m / m e t h a n o l / 8 8 %  f o r m i c  a c i d  ( 6 5 : 2 5 : 1 0 . v / v ) .  T h e  s p o t s  w h i c h  
w e r e  v i s i b l e  a f t e r  e x p o s u r e  t o  I ,  v a p o r  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  c o m p a r i n g  
t h e i r  p o s i t i o n s  w i t h  t h o s e  o f  a u t h e n t i c  s t a n d a r d  p h o s p h o l i p i d s .  T h e  ! ,  
w a s  t h e n  r e m o v e d  w i t h  a n  a i r  s t r e a m ,  t h e  i n d i v i d u a l  s p o t s  w e r e  s c r a p -  
e d  o f f ,  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  o f  e a c h  w a s  m e a s u r e d .  

3. R E S U L T S  

T h e  e f f e c t  o f  t r e a t m e n t  o f  rat  p e r i t o n e a l  m a s t  c e l l s  
w i t h  p u r i f i e d  rat  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s p h o l i p a s e  A 2 o n  
t h e i r  c e l l u l a r  f u n c t i o n s  w e r e  e x a m i n e d .  W h e n  u n s t i m u -  
l a t e d  m a s t  ce l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  t h e  p h o s p h o l i p a s e  A2  
a l o n e ,  P G D 2  re l ease  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  n o t  a u g -  
m e n t e d  a p p r e c i a b l y  ( F i g .  I).  W e  t h e n  e x a m i n e d  t h e  e f -  
fect  oF the  p h o s p h o l i p a s e  A z o n  a n t i g e n - s t i m u l a t e d  m a s t  
c e l l s .  N o  a p p r e c i a b l e  P G D 2  g e n e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  
w h e n  m a s t  c e i l s  w e r e  f irst  s e n s i t i z e d  w i t h  a n t i - D N P  l g E  

5 O  

o 40 

~ 3o 

o .  
i 

O' 0 2 4 6 8 i0  

Phoapho[ Ipaae  A 2 ( jJglml)  

F i g .  I .  E f f e c t  o f  c x t r a c e l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A ,  o n  
P G D  2 g e n e r a t i o n  b y  r a t  p e r i t o n e a l  m a s t  ce l l s .  M a s t  c e l l s  s e n s i t i z e d  
w i t h  l g E  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  1 4 - k D a  
g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a , s e  A 2  in  t h e  p r e s e n c e  o f  1 ~ t g / m l  D N P - , 4 s c a r i s  (Q) ,  
D N P - A s c a r i s  p l  us  I 0 6 M l y s o P S  ( A )  o r  in t h e i r  a b s e n c e  ( ~ )  f o r  15 r a i n  
a t  3 7 ° C ,  a n d  P G D  2 r e l e a s e d  i n t o  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  m e a s u r e d  a s  

d e s c r i b e d  in  s e c t i o n  2_ T h e  v a l u e s  i n d i c a t e  a v e r a g e s  _+ S D  ( n = 3 ) .  

a n d  t h e n  c h a l l e n g e d  w i t h  D N P - c o n j u g a t e d  a n t i g e n  in  
t h e  a b s e n c e  o f  l y s o P S ,  w h i c h  is a n  e s s e n t i a l  c o f a c t o r  f o r  
ful l  a c t i v a t i o n  o f  r a t  p e r i t o n e a l  m a s t  ce l l s  [20-22] .  W h e n  
these  I g E - s e n s i t i z e d ,  a n t i g e n - c h a l l e n g e d  ce l l s  w e r e  f u r -  
t h e r  t r e a t e d  w i t h  p u r i f i e d  1 4 - k D a  g r o u p  l i  p h o s p h o i ' -  
p a s e  A2, c o n c e n t r a t i o n - d e p e n d e n t  P G D 2  g e n e r a t i o n  
w a s  o b s e r v e d  ( F i g .  1). T h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  e n z y m e  
p r o d u c i n g  a n  a p p r e c i a b l e  e f fec t  ( r a n g i n g  f r o m  I t o  10 
/~g/ml)  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  d e t e c t e d  a t  v a r i o u s  
i n f l a m m a t o r y  s i tes  [23,29].  P G D 2  g e n e r a t i o n  w a s  a l s o  

A 5 0  

5 0  A 

. o  ! 
~ 4 o  

3 0  3 0  

m 2 0  2 0  

Q .  

o o o . b t  o"1 i o 

A n t i g e n  ( p g i m l )  

Fig. 2. Ef fec t  o f  ant igen ooncen t ra t i ons  on  e x t r a c e l l u l a r  14 - kDa  group 
! I  p h o s p h o l i p a s e  A 2 - m c d i a t c d  P G D 2  r e l e a s e  f r o m  m a s t  c e l l s .  T h e  
s e n s i t i z e d  m a s t  c e l l s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  1 4 - k D a  g r o u p  | I  p h o s p b o l i -  
p a s e  A 2  ( 6  ~ g / m l )  a n d  t h e  i n d i c a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  o f  D N P - A ~ r c a r i s  
f o r  15 m i n  a t  3 7 ° C ,  a n d  P G D  2 ( O )  o r  h i s t a L ~ i n e  ( o )  rel~L~4~d i n t o  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 .  T h e  v a l u e s  i n d i -  

c a t e  a v e r a g e s  _+ S D  ( n = 3 ) .  
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F i g .  3. T i m e - c o u r s e  o f  I ~ G D  2 g e n e r a t i o n  b y  r~as t  ce l l s  t r e a t e d  w i t h  
e x t r a ~ l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  I |  p h o s p h o l i p a s e  A 2. T h e  sens i t iT~d m a s t  
cells were treated with 14-kDa g roup  II phosphoIipas¢ A: (6 jug/ml) 
(~'!.-~les) or  lysoPS (10 6 M) (triangles) in the presence o f  DNP- ,4scar is  
(l gtg/ml) for  the indicated per iod at 37°C, and  el ,her  PCiD: (closed 
symbols)  o r  his tamine (open symbols)  relea.~:d i,~..o the supernatant  
was measured as described in section 2. The values indicate averages 

+ SD (n=3). 

d e p e n d e n t  o n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a n t i g e n  ( F i g .  2). 
V C h e n  t h e  c e l l s  w e r e  c h a l l e n g e d  w i t h  1 M g / m l  a n t i g e n  a n d  
t r e a t e d  w i t h  m o r e  t h a n  7 . 5  ~ug/ml  e n z y m e ,  a b o u t  5 0  n g  
o f  P G D  2 p e r  106 c e l l s  w a s  g e n e r a t e d ,  a l m o s t  t h e  s a m e  
a m o u n t  a s  t h a t  g e n e r a t e d  b y  f u l l y  a c t i v a t e d  m a s t  c e l l s ;  
m a s t  c e l l s  s t i m u l a t e d  w i t h  1 / l g / m l  a n t i g e n  i n  t h e  p r e s -  
e n c e  o f  10 -6 M l y s o P S  g e n e r a t e d  a b o u t  5 0  n g  o f  P ( ~ D  2 
p e r  l 0  s c e l l s  ( F i g .  1). I t  s h o u l d  b e  n o t e d  h e r e  t h a t  n o  
f u r t h e r  e n h a n c e m e n t  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  
I I  p h o s p h o l i p a s e  A 2 o n  P g ~ D  2 g e n e r a t i o n  w a s  o b s e r v e d  
w i t h  c e l l s  w h i c h  w e r e  f u l l y  a c t i v a t e d  b y  t r e a t m e n t  w i t h  
a n t i g e n  p l u s  l y s o P S .  

I n  c o n t r a s t  t o  P ( J D 2  g e n e r a t i o n ,  r e l e a s e  o f  h i s t a m i n e  

Table i 

Effect o f  14-kDa group II phosphol ipase  A2-specific inhibitors on 
extracellular 14-kDa gro~tp II phospho!ipase  Aa-mediated Pg~D2 re- 

lease f rom mast  cells 

Trea tment  I~GD2 released Inhibition 
(ng/I O* cells) (%) 

~Io t reatment  
Phosphol ipas¢ A 2 

+ Ant ibody  R377 (40/t/g/ml)* 
+ rC30t (2/Jg/rnl)* 
-t Thielocin Ai  {2 gtg/ml)* 
+ Ant ibody  IMD7.1 (15 ~ug/ml)** 

2.1 _+0 .8  
3 8 . 0  -+ 1.9 

2.0 ± ~.! 100 
3.6 ± 1.4 90.5 
2.6 ± 0.4 94.7 

37.0 ± 2.5 2.6 

The enzyme was pre incubated with the indicated amounts  o f  each 
inhibi tor  for  30 min at 22°C. Then lgE-an t igen-pr imed  mast  eel Is were 
t reated with the inbibi tor- treated enzyme (~. jug/ml) and i~GD 2 released 
into the  superna tan t  was quantified as described in Section 2. Values 

indicate averages _+ SD (n=3). 
*Sufficient concentra t ion  to  inhibit phosphol ipase  A 2 activity. 
**Sufficient concent ra t ion  to  inhibit  the in'.eraction between phospho-  
lipase A 2 and  heparin.  
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Fig. 4. Time course o f  phospholipid metabolism o f  [~H]arachidonate- 
labeled mast  cells after treatment with extracei]ular 14-kDa group II 
phosphol ipase  A=. The procedure is described in :~ection 2. Values 
indicate phosphol ip id  composi t ion (average (%) ± SE') o f  each sample 

(n=3). 

f r o m  m a s t  c e l l s  w a s  n o t  a f f e c t e d  b y  e x o g e n o u s  p h o s p h o -  
l i p a s e  A2  a p p r e c i a b l y ;  m a s t  c e l l s  r e l e a s e d  o n l y  a b o u t  
1 0 ~  o f  c e l l u l a r  h i s t a m i n e  ( t h e  s a m e  a s  t h e  b a s a l  l e v e l )  
e v e n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  
A2  ( F i g .  2) .  

T h e  t i m e  c o u r s e  o f  P G D 2  g e n e r a t i o n  i n 4 u c e d  b y  a n t i -  
g e n  p l u s  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  -~'2 w a s  r a t h e r  
d i f f e r e n t  f r o m  t h e  o n e  i n d u c e d  b y  m t i g e l ,  p l u s  l y s o P S .  
T h e  g e n e r a t i o n  o f  P G D 2  o b s e r x e d  in  t h e  p r e s e n c e  o f  
1 4 - k D a  g r o u p  ! I  p h o s p h o l i p a s e  A2 p r o g r e s s e d  a l m o s t  
l i n e a r l y  w i t h i n  15 r a i n  ~ f t e r  e n z y m e  c h a l l e n g e  ( F i g .  3) .  
O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  P G D 2  g e n e r a t i o n  b y  c e l l s  s u p p l e -  
m e n t e d  w i t h  a n t i g e n  p l u s  l y s o P S  r e a c h e d  a p l a t e a u  a p -  
p r o x i m a t e l y  5 m i n  a f t e r  a n t i g e n  c h a l l e r i g e ,  p a r a l l e i l i n g  
h i s t a m i n e  r e l e a s e .  

T h e  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  I !  p h o s p h o l i -  
p a s e  A2 o n  P G D 2  g e n e r a t i o n  b y  m a s t  c e l l s  w a s  a b o l -  
i s h e d  b y  p r e t r e a t m e n t  o f  t h e  e n z y m e  w i t h  1 4 - k D a  g r o u p  
I I  p h o s p h o l i p a s e  A 2 - s p e c i t i c  i n h i b i t o r s ,  s u c h  a s  a n t i -  
b o d y  R 3 7 7 ,  t h i e i o c i n  A I  a n d  r C 3  r ,  ( F~-.ble I) .  A m o n o -  
c l o n a l  a n t i b o d y  M D T . 1 ,  w h i c h  r e c o g n i z e s  t h e  h e p a r i n -  
b i n d i n g  d o m a i n  o f  r a t  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  
A 2  b u t  d o e s  n o t  i n h i b i t  e n z y m e  a c t i v i t y  [24] ,  s h o w e d  n o  
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Table I i 

Phospholipid metabolism of I~H]arachidonate-labeled mast cells after treatment with extracellular 14-kDa group II phospholipase Az 

Phospholil)ids No treatment Treatment with phospholipase A~ 

Intact cells 

Thielocin AI ( - )  

Antigen-treated cells 

T h i e l o e i n  A I  (4-) 

Sphingomyelin 0.7 __ 0.2 0.8 ± 0.1 t.0 -~ 0.3 1.0 + 0.1 
Phosphatidylcholine 51.0 _+ 0.2 51).3 ± 1.5 39.9 ± 2.2 50.6 +- 1.2 
Phosphatidylinositol 16.5 _+ I_1 15_8 ± 0_3 14.7 _+ !.1 15.6 + 0.0 
Phosphatidylserine 4.3 _+ 0.4 4.0 + 0.5 4.1 _+ 1.0 4.0 _+ 0.4 
Phosphatidylethanolamine I'Ll 4- 0.1 13.9 _+ 0.8 15.3 -+ 0.3 13.7 _+ 0.0 
Phosphatidic acid 3.1 _+ 0.1 3.0 _+ 0.5 4.9 + 0. I 3.7 -+ 0.2 
Free arachidonate 11_2 _4- 0_6 10.8 _+ 0.4 20.3 _+ 2.0 I 1.6 _+ 1.0 

The procedure is described in Section 2. Values indicate phospholipid composition (average (%) _+ SD) of  each sample (n=3). 

i n h i b i t o r y  e f f ec t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  
g r o u p  11 e n z y m e  m a y  b e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  g e n e r a t i o n  o f  
P G D ~  in th i s  r e a c t i o n .  

T h e  a l t e r a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  p h o s p h o l i p i d s  in 
m a s t  ce l l s  b y  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  
g r o u p  l I  p h o s p h o l i p a s e  A2 w a s  n e x t  e x a m i n e d .  W h e n  
[ 3 H ] a r a c h i d o n a t e - ! a b e l e d  ce l l s  w e r e  e x p o s e d  t o  1 4 - k D a  
g r o u p  I1 p h o s p h o l i p a s e  A 2 in  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  a n t i -  
g e n ,  o n l y  t h e  r a d i o a c t i v i t y  in  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  ( P C )  
d e c r e a s e d  d r a s t i c a l l y  ( a p p r o x i m a t e l y  5 0 %  t o  4 0 % )  w i t h  
a c o n c o m i t a n t  i n c r e a s e  in r a d i o a c t i v i t y  o f  f r e e  a r a c h i d o -  
n a t e  ( a p p r o x i m a t e l y  11% t o  2 0 % )  ( F i g .  4,  T a b l e  I1). T h e  
h y d r o l y s i s  o f  P C  a n d  t h e r e b y  t h e  i n c r e m e n t  o f  f r e e  a r a -  
c h i d o n a t e  w e r e  s u p p r e s s e d  a l m o s t  c o m p l e t e l y  b y  p r e -  
t r e a t m e n t  o f  t h e  e n z y m e  w i t h  its spec i f i c  i n h i b i t o r ,  t h i e -  
l o c i n  A I .  N o  a p p r e c i a b l e  h y d r o l y s i s  o f  P C  w a s  o b s e r v e d  
w h e n  i n t a c t  m a s t  ce l l s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  t h e  e n z y m e  
u n d e r  t h e  s a m e  c o n d i t i o n s  ( T a b l e  I I ) .  T h e r e f o r e ,  14- 
k D a  g r o u p  !I p h o s p h o l i p a s e  A 2 a p p e a r e d  t o  h a v e  hy -  
d r o l y z e d  P C  in t he  m e m b r a n e  o f a n t i g e n - p r i m e d  m a s t  
cel ls .  

4. D I S C U S S I O N  

In  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  w e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  m a m m a -  
l i an  1 4 - k D a  g r o u p  I i  p h o s p h o l i p a s e  A 2 a d d e d  e x o g e -  
n o u s l y  t o  l g E - a n t i g e n - p r i m e d  r a t  p e r i t o n e a l  m a s t  ce l l s  
a u g m e n t e d  e i c o s a n o i d  g e n e r a t i o n  in t h e  cel ls .  T h e  c o n -  
c e n t r a t i o , ~ s  o f  t h e  e n z y m e  r e q u i r e d  f o r  t h e  a u g m e n t a -  
t i o n  ( I - 1 0  ~ g /  m l )  w e r e  w i t h i n  t h e  r a n g e  d e t e c t e d  a t  
v a r i o u s  i n f l a m m a t o r y  s i t e s  [22.29] ,  i n d i c a t i n g  t h a t  e x -  
t r a c e l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  II  p h o s p h o l i p a s e  Az  m a y  c o n -  
t r i b u t e  t o  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  i n f l a m m a t i o n ,  e s p e c i a l l y  
a l l e r g i c  r e a c t i o n ,  in  w h i c h  m a s t  ce l l s  p l a y  i m p o r t a n t  
r o l e s  as  e f f e c t o r  ce l l s ,  b y  h y d r o l y z i n g  m a s t  ce l l  p h o s p h o -  
l i p id s  t o  g e n e r a t e  p r e c u r s o r s  o f  p r o - i n f l a m m a t o r y  l i p i d  
m e d i a t o r s .  

1 4 - k D a  G r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A2 w a s  a b l e  t o  in -  
f l u e n c e  P G D 2  g e n e r a t i o n  o n l y  w h e n  I g E - r e c e p t o r s  o n  
t h e  s u r f a c e s  o f  m a s t  ce l l s  w e r e  c r o s s - l i n k e d  b y  m u l t i v a -  
l e n t  a n t i g e n s .  T h e  a c t i v i t y  o f  s e v e r a l  p h o s p h o l i p a s e s  A 2 
o n  ce l l  m e m b r a n e s  is k n o w n  t o  be  a f f e c t e d  b y  l ip id  

p a c k i n g  in t h e  o u t e r  l ea f l e t  o f  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  
[30]. C r o s s - l i n k i n g  o f  l g E  r e c e p t o r s  m a y  c h a n g e  t h e  
m o l e c u l a r  p a c k i n g  o f  l i p i d s  [3 !], m a k i n g  t h e m  s u s c e p t i -  
b l e  t o  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  II  p h o s p h o l i p a s e  A : .  
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  in a c c o r d  w i t h  o u r  p r e v i o u s  
d a t a ,  w h i c h  s h o w e d  t h a t  m a m m a l i a n  1 4 - k D a  g r o u p  I1 
as  we l l  a s  g r o u p  I p h o s p h o l i p a s e  A :  a d d e d  e x o g e n o u s l y  
a u g m e n t e d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  P G E ~  b y  H L - 6 0  g r a n u l o -  
c y t e s  o n l y  in  t h e  c o - p r e s e n c e  o f  A 2 3 1 8 7  [32]. W e  a l s o  
r e p o r t e d  t h a t  i n j e c t i o n  o f  p u r i f i e d  1 4 - k D a  g r o u p  I1 
p h o s p h o l i p a s e  A2 i n t o  t h e  h i n d  p a w  o f  r a t s  w i t h  a d j u -  
v a n t  a r t h r i t i s  e x a c e r b a t e d  t h e  e O e m a ,  w h e r e a s  n o  e f f e c t  
w a s  o b s e r v e d  in  n o r m a l  r a t s  [29]. T h u s ,  e x p r e s s i o n  o f  
t h e  n h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  
g r o t  p I I  p h o s p h o l i p a s e  A2 m a y  r e q u i r e  a c e r t a i n  s t a g e  
o f  o n g o i n g  i n f l a m m a t i o n  i n d u c e d  b y  s o m e  o t h e r  f a c -  
t o r s .  A c h a n g e  in  t h e  t r a n s m e m b r a n e  d i s t r i b u t ; o n  o f  
p h o s p h o l i p i d s  m a y  b e  o n e  o f  t h e  f e a t u r e s  o f  s u c h  a n  
a c t i v a t e d  s t a t e .  R e c e n t l y ,  B o m a l a s k i  e t  a l .  [33] d e m o n -  
s t r a t e d  t h a t  p u r i f i e d  r e c o m b i n a n t  h u m a n  1 4 - k D a  g r o u p  
11 p h o s p h o l i p a s e  A 2 e l i c i t e d  a d r a m a t i c  i n f l a m m a t o r y ,  
a r t h r i t o g e n i e  r e s p o n s e  w h e n  i n j e c t e d  i n t o  t h e  j o i n t  s p a c e  
o f  h e a l t h y  r a b b i t s ,  a l t h o u g h  t h e y  a l s o  s t a t e d  t h a t  t h e  
e n z y m e  w a s  c o m p l e t e l y  i n a c t i v e  in t h e  p a w  e d e m a  in -  
f l a m m a t i o n  a s s a y  u s i n g  n o r m a l  r a t s .  A l t h o u g h  th i s  d i s -  
c r e p a n c y  m i g h t  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  d i f f e r e n c e  in  t h e  
s p e c i e s  e m p l o y e d ,  f u r t h e r  w o r k  m u s t  b e  p e r f o r m e d  t o  
c l a r i f y  t h e  m o l e c u l a r  m e c h a n i s m s  o f  t h e  p r o - i n f l a m m a -  
t o r y  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  
A2. 

M a m m a l i a n  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A z h y -  
d r o l y z e s  p h o s p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e  ( P E )  o r  p h o s p h a t i -  
d y l s e r i n e  ( P S )  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n  P C  in  a n  in  v i t r o  
a s s a y  s y s t e m  [2 -10 ] .  T h e  t r e a t m e n t  o f  m a s t  ce l l s  w i t h  
e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s ¢  A2 r e s u l t e d  
in  p r e f e r e n t i a l  h ? / d r o l y s i s  o f  m e m b r a n e  P C .  I t  is  k n o w n  
t h a t  P C  is d i s t r i b u t e d  in  t h e  o u t e r  l ea f l e t  o f  p l a s m a  
b i l a y e r  m e m b r a n e  o f  m a m m a l i a n  ce l l s ,  w h e r e a s  b o t h  
P E  a n d  PS  ex i s t  a l m o s t  e x c l u s i v e l y  i n  t h e  i n n e r  l e a f l e t  
[34]. T h u s ,  o n l y  P C  m i g h t  b e  a v a i l a b l e  f o r  e x t r a e e l l u l a r  
1 4 - k D a  g r o u p  I I  p h o s p h o l i p a s e  A 2. A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  
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g r o u p  I!  e n z y m e  m i g h t  a c t i v a t e  s o m e  o t h e r  c e l l u l a r  
p h o s p h o l i p a s e ( s )  A 2  w h i c h  l i b e r a t e  a r a c h i d o n a t e  f r o m  
P C .  W e  f o u n d  t h a t  ~ l a s t  c e l l s  e x p r e s s e d  a n  a r a c h i d o -  
n a t e - p r e f e r e n t i a l  c y t o s o l i c  8 5 - k O a  p h o s p h o l i p a s e  A z  
[35] .  a e D N A  c l o n e  o f  w h i c h  w a s  r e c e n t l y  i s o l a t e d  f r o m  
U 9 3 7  c e l l s  [36] .  a n d  s h o w e d  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  e n -  
z y m e  m i g h t  p l a y  a n  e s s e n t i a l  r o l e  in  a r a e h i d o n a t e  m e -  
t a b o l i s m  u p o n  a p p l i c a t i o n  o f  m a s t  c e l l s  w i t h  i m m u n o -  
c h e m i c a l  s t i m u l i  ( a n t i g e n  p l u s  l y s o P S )  v i a  t h e  l g E  r e c e p -  
t o r  [37].  T h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  e x o g e n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  
II p h o s p h o l i p a s e  A 2  a c t i v a t e s  i n t r a c e l l u l a r  p h o s p h o l i -  
p a s e  A 2  such a s  a r a e h i d o n a t e - p r e f e r e n t i a l  p h o s p h o l i -  
p a s e  A z c a n n o t  b e  r u l e d  o u t  a t  p r e s e n t .  

L y s o P S  i s  a p o t e n t i a z o r  o f  t h e  d e g r a n u l a t i o n  as  w e l l  
a s  P G D 2  g e n e r a t i o n  b y  rat  p e r i t o n e a l  m a s t  c e l l s  [ 2 0 - 2 2 ] .  
O n e  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  w h e r e b y  e x o g e n o u s  t 4 - k D a  
g r o u p  II p h o s p h o l i p a s e  A 2 m a y  e x e r t  i t s  e f f e c t  is  t o  
g e n e r a t e  i y s o P S  b y  h y d r o l y s i s  o f  m e m b r a n e  PS .  H o w -  
e v e r ,  t h i s  p o s s i b i l i t y  c a n  b e  e l i m i n a t e d  f o r  t h e  f o l l o w i n g  
r e a s o n s :  ( i )  h i s t a m i n e  r e l e a s e  wa:;  n o t  i n d u c e d  b y  e x o g e -  
n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s p h o l i p c ,  s e  A2.  i f  l y s o P S  w a s  
s u p p l i e d  b y  t h i s  e x o g e n o u s  e n z y m e ,  t h e n  h i s t a m i n e  re-  
l e a s e  m i g h t  a l s o  b e  i n d u c e d  in  t h e  s a m e  m a n n e r  as  
P G D ~  g e n e r a t i o n ;  ( i i )  n o  a p p r e c i a b l e  h y d r o l y s i s  o f  P S  
w a s  o b s e r v e d  w h e n  c e l l s  p r e l a b e l e d  w i t h  r a d i o l a b e l e d  
a r a c h i d o n a t e  w e r e  e x p o s e d  t o  t h e  1 4 - k O a  g r o u p  II 
p h o s p h o l i p a s e  A 2  in  t h e  p r e s e n c e  o f  a n t i g e n :  ( i i i )  s t i m u -  
l a t i o n  o f  m a s t  c e l l s  w i t h  a n t i g e n  p l u s  l y s o P S  is a c c o m p a -  
n i e d  b y  a r a p i d  a n d  d r a s t i c  b r e a k d o w n  o f  p h o s p h a t i d y -  
l i n o s i t o l  ( P I )  [38] ,  w h e r e a s  n o  a p p r e c i a b l e  r a p i d  d e -  
c r e a s e  in  r a d i o a c t i v i t y  in P l  w a s  o b s e r v e d  w i t h  m a s t  
c e i l s  t r e a t e d  w i t h  a n t i g e n  a n d  t h e  1 4 - k D a  g r o u p  l I  p h o s -  
p h o l i p a s e  A 2  ( F i g .  4) .  It  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  e x o g e -  
n o u s  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s p h o l i p a s c  A2  a c t e d  o n  l g E -  
a n t i g e n - p r i m e d ,  b u t  n o t  f u l l y  a c t i v a t e d  m a s t  c e l l s  t o  
g e n e r a t e  e i c o s a n o i d s ,  r e s u l t i n g  in  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  a l l -  
e r g i c  i n f l a m m a t i o n .  

T h e  s o u r c e  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  1 4 - k D a  g r o u p  II p h o s -  
p h o l i p a s e  A 2  d e t e c t e d  a t  i n f l a m e d  s i t e s  is s t i l l  u n i d e n t i -  
f i ed .  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  a c t i v a t e d  m a s t  c e l l s  a l s o  
s e c r e t e  ! 4 - k D a  g r o u p  I!  p h o s p h o l i p a s e  A2  ( u n p u b l i s h e d  
d a t a ) .  H o w e v e r ,  t h e  a m o u n t  o f  t h e  e n z y m e  r e l e a s e d  
f r o m  a c t i v a t e d  m a s t  c e l l s  i s  t o o  s m a l l  ( l e s s  t h a n  i n g  p e r  
l 0 6  c e l l s )  t o  a c t  o n  I g E - a n t i g e n - p r i m e d  m a s t  c e l l s  t o  
g e n e r a t e  a d e t e c t a b l e  l e v e l  o f  e i c o s a n o i d s .  T h e r e f o r e ,  
1 4 - k D a  g r o u p  l I  p h o s p h o l i p a s e  A~ m i g h t  be  s u p p l i e d  b y  
c e i l s  o t h e r  t h a n  m a s t  c e i l s .  

Aeknowled~,~ments:  T h i s  w o r k  w a s  s u p p o r t e d  by  G r a n t s - i n - A i d  for  
Sc ient i f i c  R e s e a r c h  ( N o s .  01639509 ,  0 2 5 5 7 0 9 0  a n d  0 3 6 8 0 1 6 3 )  f r o m  the  
M i n i s t r y  o f  E d u c a t i o n ,  Sc i ence  a n d  C u l t u r e  o f  J apan_  
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