A Mac-1 (CD11b/CD18) integrin szerepe a monocita-
trombocita kapcsolatokban

Doktori tézisek
Dr. Patko Zsofia Panna

Semmelweis Egyetem

Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola

\\;_\.\l\ s
A £ 82

& 2y
- 2
S
s £ [ SEMMELWEIS
% A | EGYETEM
= - \
) &
>, S . PHD

Témavezetd: Dr. Acsady Gyorgy egyetemi tanar
Dr. Csészér Albert egyetemi tanar

Hivatalos biralok:

Szigorlati bizottsag elndke: Prof. Dr. Szollar Lajos egyetemi tanar
Szigorlati bizottsdg tagjai: Dr. Pécsvarady Zsolt egyetemi tanar
Dr. Jarai Zoltan f6orvos

Budapest
2012



Bevezetés

A keringd fehérvérsejtek ¢és vérlemezkék aktivaltsagi
allapotuktol fliggden aggregatumokat alkotnak. A kapcsolodas
tovabbi aktivacibhoz vezet, ennek eredményeképpen a
leukocitakbdl és a trombocitdkbol felszabaduld citokinek
fokozzak a gyulladasos folyamatot és a tromboziskészséget. A
kapcsolodast szamos tényezd eldsegitheti: ilyenek pl. a
gyulladdsos ¢és protrombotikus mediatorok, hiperszenzitiv
reakciok, fertdzések, emelkedett vércukorszint, magas
vérnyomas, obesitas, dohanyzas €és a nagy nyirderék. A
kolcsonhatdsok  megismerése ¢és  az  aggregatumok

meghatarozasa 01j lehetdségeket jelent az atherotrombodzis korai

crer

A monocita-trombocita komplexek két 1épésben alakulnak ki.
Az els6, meghatarozo lépés a P-selectin és ligandja kozotti
kapcsolat, ezt kovetéen a komplex stabilizalodik a Mac-1
integrin  segitségével. A  P-selectin  trombocitdk  és
endothelsejtek felszinén jelen levé adhéziés molekula,
aktivacié hatdsara expresszidja ugrasszerlien megnd. A P-
selectinnek és ligandjanak, a leukocita P-selectin glikoprotein
ligandnak(PSGL-1, CD162) kotédése eddigi ismereteink



szerint alapvetd fontossagu ¢és sebességmeghatirozé a
leukocita-trombocita komplex kialakulasa szempontjabol.
Masodik 1épésként a komplex a monocitakon jelen levé CD18
integrin  kdzremikodésével stabilizalodik, a kapcsolodas
részleteit, és jelentdségét, illetve a folymatban résztvevo
molekuldkat azonban eddig nem sikerilt felderiteni. A CD18
integrin gatlasa csokkent komplexképzddéshez illetve a

komplexek korai széteséséhez vezet.
Célkitiizés
1. A CD40 ligand és a Mac-1 kapcsolatanak vizsgalata

Az atheroszklerotikus plakk sejtes elemei, mint az endothel, a
makrofagok és simaizomsejtek, mind a CD40-t mind a CD40
ligandot prezentaljak. Ezeken a sejteken a CD40 ligand
gyulladasos valaszt valt ki, megemelkedik a sejtfelszini
adhéziés molekuldk szdma, a prokoagulans és gyulladdsos
mediatorok, kotdszdvetes matrixot bontd enzimek mennyisége.
A CD40 ligand gatlasa szamottevoen csokkenti az
atheroszklerotikus plakk progressziojat. Freiburgi
munkacsoportunk munkéja soran azonban a CD40L-nek egy a

sajat receptoratol, a CDA40-t6] fliggetlen funkcidjara deriilt



fény. Allatkisérletes modelliinkben a CD40 knock out
egerekben nem volt kisebb az érelmeszesedés mértéke mint a
kontrollcsoportban. A CD40 ligand gatlasaval viszont sikeriilt
visszaszoritani az érelmeszesedés progresszidjat, ami arra utal,

hogy a CD40 ligand nem csak sajat receptoran keresztiil hat.

A CDA40L szerkezeti hasonlosdgot mutat a fibrinogénnel ¢és
kotédik annak trombocita receptorahoz, a Gpllb/Illa-hoz. Az
egyik lehetséges kapcsolodasi partner ezért a fibrinogén
leukocitakon talalhatd receptora, a Mac-1 (CD11b/CD18)

integrin.

Vizsgalatunkban ezért a CD40 ligand és a Mac-1 integrin

interakcidjanak vizsgalatat tliztiik ki célul.

2. A Mac-1 integrin szerepének vizsgalata a monocita -
trombocita kapcsolatokban

A keringésben a trombocitak és leukocitak kapcsolodasaban a
P-szelektin — PSGL-1 kapcsolatnak alapvetd jelent6sége van.
Neéhany vizsgalat azonban arra utal, hogy a szelektinek
blokkoldsa nem gatolja meg teljes mértékben az aggregatumok
képzddését. Egyes mérési eredmények arra utalnak, hogy a

Mac-1 (CD11b/CD18) integrin is részt vesz ebben a
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kapcsolodasban: stabilizalja a leukocita-trombocita
komplexeket, és ezért a funkcioért az integrin I doménje a
felelds. Mas kornyezetben, leukocitdk és az endothelt imitalo,
ICAM-ot prezentald sejtek is alkothatnak
heteroaggregatumokat, amelyek képzddéséhez a szelektinek

jelenléte nem feltétleniil sziikséges.

Egyedi rendszeriinkben, humén receptorok koziil egyedil a
Mac-1-et prezentadld CHO sejtekkel végzett vizsgalatunkban
arra kerestiik a valaszt, hogy a Mac-1 6nalloan, szelektinek
kozvetitése nélkiil is képes-e kapcsolatot Iétesiteni a

trombocitakkal.

3. A fibrinogén és a CD40 ligand szerepe a monocita-
trombocita komplexek keletkezésében

A monocita-trombocita komplexek képzdédeésének
vizsgalatakor felvetddott, hogy a fibrinogén, illetve esetleg
mas, nem azonositott molekuldk jelenléte szerepet jatszhat a
kapcsolddasban, a folyamatban részt vevd receptorokat és a
fibrinogénnek a komplex képzOdésben betoltott szerepét

azonban nem sikerult tisztazni.



Vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt, hogy a Mac-1 vizsgalt
ligandjai, a fibrinogén és a CD40 ligand részt vesznek-e a

monocita-trombocita komplexek képzddésében.

4. A Mac-1 integrin expressziojanak és a monocita-
trombocita aggregdatumok szintjének vizsgalata 2 tipusu
diabéteszben

Elérehaladott diabéteszben jelentésen megemelkedik a
gyulladasos  mediatorok és a  monocita-trombocita
aggregatumok szintje. Vizsgalatunkban arra kerestiik a valaszt,
hogyan valtozik a gyulladést jelzd paraméterek, a monocita-
trombocita aggreggatumok szintje és a Mac-1 expresszidja

korai, szo6vodménymentes 2 tipust diabéteszben.

Modszerek

A Mac-1 (CD11b/CD18) integrin tanulmanyozasahoz egyedi,
a Mac-1-et prezentdlo CHO (chinese hamster ovary)
sejtvonalakat hasznaltunk; egyik sejtvonalunk (CHO-Wt-Mac-
1) az integrint konstitutivan aktivalatlan, masik (CHO-del-
Mac-1) az integrint konstitutivan aktivalt formaban
prezentaltdk, kontrollként a kiinduldsi, az integrint nem

tartalmazé CHO sejtvonalat alkalmaztuk.
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Human vizsgalatokhoz a vizsgalt diabéteszes betegek illetve
egészséges Onkéntesek vérét citratos csébe gyljottik, a
trombocitadis plazmat centrifugalassal, a trombocitakat
gélfiltracioval nyertiik, ADP-vel aktivaltuk. A monocitakat
Ficoll-gradient  centrifugalassal  izolaltuk,  citometrias
vizsgalatainkban CD14 pozitivitasuk alapjan azonositottuk, az

aktivaciot PMA-val végeztiik.

A CD40 ligand illetve a trombocitak sejtfelszinhez illetve
monocitakhoz vald kotodését aramlasi  citometriaval,
fluoreszcens jelolés (CD40L FITC, CD41 FITC) segitségével
allapitottuk meg. A Mac-1 receptorhoz valé kotddés
specificitasat anti-CD11b blokkol6 antitesttel ellendriztiik. A
fibrinogén ¢és a CD40L szerepének tisztazasara tisztitott
fibrinogént illetve rekombinans human CD40 ligandot

hasznaltunk.

Adhézios kisérleteinkben 96 lyukt ELISA lemezre vittiik fel a
Mac-1 ligandjait (fibrinogén, CD40L, ICAM-1), az aspecifikus
kotést agardzzal Dblokkoltuk. A CHO sejteket illetve
monocitakat 37°C-on inkubalva hagytuk a felszinhez kotédni.

A kotédés specificitasdinak megallapitasdhoz a  sejteket



elozetesen gatld anti-CD11b antitesttel kezeltiik. A ko6todo
sejtek mennyiségét permeabilizalo puffer hozzaadasa utan, 405

nm-en leolvasva szamszerusitettiik.

A diabéteszes betegcsoporton végzett vizsgalatokba 14,
nemdohanyzo6, diétaval vagy per os antidiabetikummal kezelt 2
tipusu diabéteszes beteget ¢és 14 egészséges kontroll személyt
vontunk be. Kizarasi kritériumnak tekintettiik az inzulinnal
valé kezelést, az anamnézisben szerepld koronariabetegséget,
anginat, malignus betegséget, infekciot, vese- illetve
majbetegséget. A vizsgalat eldtti 14 napon beliil egyik
vizsgalati alany sem részesiilt gyulladascsokkentd vagy

trombocitagatlo kezelésben.

Eredmények

1. A CD40 ligand kapcsolodik a Mac-1 integrinhez.

Aramlasi citometriaval és adhézios vizsgalatokkal igazoltuk,
hogy a szolubilis CD40 ligand (sCD40L) kotoédik a
monocitakon és a CHO sejteken levd Mac-1 integrinhez.
Elézetes CD40 liganddal torténd inkubéciot kovetden a

fibrinogénre és az ICAM-1-re vald kotddés is gyengébb volt,
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ami arra utal hogy a CD40 ligand az ismert ligandokkal azonos

molekularészhez  kapcsolodik ¢és  verseng azokkal a

kotohelyekért.
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1.4 abra: sCD40L kétodese monocitakhoz aramlasi citometriaval,
PMA-val aktivalt illetve nem aktivalt monocitikon. *p<0,05 a
CD11b-vel nem kezelt (-CD11b) monocitikhoz viszonyitva.l.B:
monocitak kotddése immobilizalt fibrinogénen és sCD40 ligandon,
adheézios vizsgalat. A kétodeés specificitasat mindkét vizsgalatban a
Mac-1 gadtlé anti-CD11b antitesttel ellendriztiik. *p<0,01 a CD11b-
vel nem kezelt monocitakhoz viszonyitva.
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2. abra: A CD40 ligand verseng a kétohelyekért a fibinogénnel és
az ICAM-1-el. Kontrollként gdtlo anti-CD1lb  antitestet
alkalmaztunk. *p<0,05 a kezeletlen monocitakhoz viszonyitva.
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3.A dbra: aktivalatlan (wWt) és 3B: aktivalt (del) Mac-1-et prezentdlo
CHO sejtek  adhézioja immobilizalt sCD40 ligandon. Pozitiv
kontrollkent  fibrinogént, negativ kontrollként agardzzal bevont
miianyag feliiletet haszndltunk. *p<0,01 a CDI1b-vel nem kezelt

sejtekhez viszonyitva.
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2. A Mac-1 integrin szelektinek kozvetitése nélkiil is képes

kapcsolatot létesiteni a trombocitikkal.

Igazoltuk, hogy a Mac-1 integrint prezentald CHO sejteken
trombocitadis plazma (PRP) hozzaadasakor jelentds mértékii
trombocita kotddes tapasztalhatd. A kotddés az aktivalt Mac-1-
et prezentalo sejteken szignifikansan nagyobb mértékii volt,
mint az aktivalatlan integrin esetében. Mivel CHO
sejtvonalunkban a sejtek a human sejtfelszini molekulak koziil
egyediil a Mac-1-et prezentaljak, a Mac-1-el nem rendelkezd
CHO sejtek (negativ kontroll) pedig nem kotottek trombocitat,
ezért rendszeriinkben az integrin szerepe az

aggregatumképzodésben egyértelmiien igazolhatd volt.

4. abra: trombocitak kétodése
PRP-ben Mac-/ prezentdlé
CHO  sejtekhez.  Aramldsi
citometrids merées, a
trombocitat koto sejtek szamat
az Osszes sejt szdazalékaban
fejeztiik ki, 5000  sejtet
szamoltunk. *p<0,05 a Mac-1-
et nem prezentdalo sejtekhez
viszonyitva.
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3. A trombocitaik Mac-1-hez valo kotodéséhez kozvetito
molekulara van sziiség, ezt a szerepet a fibrinogén és a CD40

ligand is betoltheti.

Vizsgalatainkban a tisztitott trombocitdk nem kotédtek a
sejtekhez, vérplazma jelenlétekor, vagy a trombocitdk
aktivaciojakor viszont jelentds mértéki komplexképzddés volt
tapasztalhatd, ezért feltételeztiik, hogy a kotdédéshez sziikséges
egy a vérplazmaban jelen levomolekula, melyet az aktivalt
vérlemezke képes eldallitani. Vizsgalatunk soran igazoltuk,
hogy a Mac-1 ligandjai, a fibrinogén ¢és az altalunka Mac-1
ligandjaként azonositott CD40 ligand hozzdadasa kis

mértékben, de szignifikansan fokozza a komplexképzddést.
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5.4 abra: tisztitott trombocitik kotédése Mac-1 prezentalo CHO
sejtekhez, p>0,1. 5.B:aktivalt trombocitik kotédése Mac-1 prezentalo

CHO sejtekhez.

citometrids vizsgalat.

*p<0,05 a CHO sejtekhez viszonyitva.
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6. dbra: Fibrinogén és CD40
ligand hozzaaddsa eldsegiti a
trombocitik kotédését a Mac-1
prezentalo  CHO  sejtekhez.
*p<0,05 a megfelel
kontrollhoz viszonyitva. Flow
citometrids vizsgalat.



4. A trombocita Gpllb/Illa integrin részt vesz a Mac-1-el valo
kapcsolodasban
A Gpllb/llla-t gatlo integrilin (eptifibatid) segitségével igazoltuk,

hogy a komplexképzddésben a trombocitaGpllb/Illa molekula
szerepet jatszik a trombocitdk Mac-1-hez vald kapcsolodasaban.
A vizsgalt masik antitest, az anti-CD42b csak enyhe és nem

szignifikans mértékben csokkentette a kialakuld aggregatumok

mennyiségét.
@utegin | 7. dbra: A Gplib/|lla-t
: gatlo integrilin jelentos
_ meértékben csokkentette a
sejt-trombocita
kapcsolodas meérteket.
= ' *9<0,05 a megfeleld
_ kontrollhoz viszonyitva.
7 v =

N

14



5. 2 tipusu diabéteszben a kontrollcsoportéval megegyezo
gyulladasos paraméterek mellett emelkedett monocita-

trombocita aggregatumszintek mérhetdk.

Igazoltuk, hogy 2 tipusi diabéteszes betegekben a kontroll
csoporthoz képest jelentdsen emelkedett monocita-trombocita
aggregatum szint mérhetd. A  gyulladdsos paraméterek
elemzésekor ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget a két csoport
kozott. A monocita-trombocita aggregatumok szintje nem
mutatott 0Osszefliggést a gyulladdsos paraméterekkel, sem a

CDA40L plazmaszintjével.

Trombocat koto monocilak szazalekos arany a
o )y @ P

> alee sl

8. abra: A diabéteszes csoportban szignifikansan nagyobb monocita-
trombocita aggregadtum szint mérheté. p=0,027
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6. A trombocitakkal aggregatumot alkoté monocitakon

szignifikinsan nagyobb Mac-1 expresszio mérheto.

CD11b MFI

SeDewar kontrell

9. dbra: a Mac-1 szintje
nem kiilonbozik a
diabéteszes és a kontroll
csoport kozott, a
trombocitat kéto
monocitakon azonban
szignifikansan magasabb
Mac-1 expresszio
mérhets.*p=0,005 a
komplexet alkoto
monocitakhoz viszonyitva.

Vizsgalatunk sordn igazoltuk, hogy a trombocitdt kotd

monocitdkon szignifikdinsan magasabb Mac-1 expresszid

mérhetd. Ez a kiilonbség mind a diabéteszes, mind az egészséges

egyéneknél megfigyelhetd volt, ugyanolyan mértékben.
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Kovetkeztetések

1. A CD40 ligand Kkapcsolodik a leukocita Mac-1
receptorhozés verseng a fibrinogénnel a kotohelyekért. Ez a
megfigyelés 1j kapcsolodasi pontot jelent a gyulladds ¢és
¢relmeszesedés folyamataban, ¢és a CD40 ligand egy uj

funkciojara hivja fel a figyelmet.

2. A Mac-1 integrin (CD11b/CD18) részt vesz a trombocitak
sejtfelszinhez valé kotodésében, amely interakciohoz a P-
selectin jelenléte nem feltétleniil sziikséges. Sejtkulturas
kisérleteinkben a Mac-1-et prezentdlo CHO sejtek képesek voltak
a trombocitdkkal komplexet képezni. Eszerint a leukocta-
trombocita kolcsonhatasban szereplé Mac-1 a P-szelektin
elézetes ligandkotése nélkiil is képes megkdtni a trombocitakat,
ami meger6siti és Uj megvilagitasba helyezi a Mac-1 kotodés

jelentdségét a leukocita-trombocita kapcsolatokban.

3. A Mac-1 integrin a trombocitin jelen levé GplIb/Illa
receptoron keresztiil létesit kapcsolatot a trombocitakkal.
Vizsgéalatunk soran a trombocita Gpllb/Illa receptort mint a
Mac-1-el valé kapcsoldodasban résztvevd trombocita receptort

azonositottuk. Ez az eredmény ugyanakkor felhivja a figyelmet a
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Gpllb/Illa  receptor  blokkolok  egy  lehetséges  j
hatdsmechanizmusara, ami megmagyarazza a korabban klinikai
vizsgalatokban, GplIb/Illa gatld kezelés alkalmazdsakor talalt
alacsonyabb leukocita-trombocita komplexszinteket, egyben 1j

terapias jelentOséget tulajdonit az emlitett gyogyszercsoportnak.

4. A fibrinogén és a CD40 ligand mint hidmolekulak szerepet
jatszanak monocita Mac-1 és trombocita Gpllb/llla
integrinek kapcsolodasaban. lgazoltuk, hogy a Mac-1-
Gpllb/Illa integrinek kapcsolddasahoz elengedhetetlen egy
hidmolekula, pl. figrinogén vagy CD40 ligand jelenléte, amely a
Mac-1-nek és a Gpllb/Illa-nak is ligandja. Ez a megfigyelés a
sejtfelszini Mac-1 ¢és Gpllb/Illa integrinek kozti kapcsolodas
mechanizmusat irja le, felhivja a figyelmet a leukocita és
trombocita aktivacio illetve a keringésben levd szolubilis

mediatorok jelentdségére a sejtkozotti kapcsolatokban.

5. A monocita-trombocita aggregatumok mennyiségének
emelkedése megeldzi a gyulladasos paraméterek megjelenését
2 tipusu diabéteszben. Igazoltuk, hogy szovOdménymentes 2
tipusu diabéteszes betegekben szignifikdnsan megemelkedik a

monocita-trombocita aggregatumok szintje, a gyulladast jelz6
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laborértékek ugyanakkor nem jeleznek elvaltozast. Eszerint a
megfigyelés szerint a monocita-trombocita aggregatumok
szintjének emelkedése érzékenyebben jelzi a diabéteszben zajld
metabolikus valtozasokat, mint a gyulladasos paraméterek, pl. a
CRP vagy az IL-6.

6. A trombocitat koté monocitakon fokozott Mac-1 expresszio
észlelheté, ami fiiggetlen a 2 tipusu diabétesz jelenlététol.
Igazoltuk, hogy azokon a monocitdkon, amelyek a
trombocitdkkal aggregatumot alkotnak, fokozodik a Mac-1
adhézios integrin expresszidja. Ez az emelkedés a diabéteszes és
az egészséges populacioban egyarant megtalalhato, mértéke a két
vizsgalt csoportban azonos, és fiiggetlen a cukorbetegség

jelenlététol.
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