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1. Bevezeto

A sejt-sejt, illetve a sejt-extracellularis matrix kozti kapcsolatokat kialakité adhézios
molekuldk legnagyobb csalddjat az integrinek alkotjak. Az integrin-molekuldk a kotések
kialakitdsa mellett szdmos folyamatot kozvetitenek: szerepiik van a sejtek fejlodésében,
tulélési szignalt szolgaltatnak, fontosak a trombusképzddésben, a sejtek aktivacidjaban,
mozgasaban, limfocitdk homing-folyamataiban és a leukocitak vérerekbdl valo kilépésében
(extravazacid) gyulladas soran (Arnaout, 1996). Az integrinek heterodimer transzmembran
glikoproteinek, melyek egy-egy nem kovalens médon kapcsolodd a és B polipeptidlancbol
¢épiilnek fel (1. abra). A kizardlag leukocitdkon megjelend P, integrinek esetében négyféle a
alegység  kapcsolodhat egy kozos P
alegységhez (CD18), kialakitva igy az LFA-1 qelne l-domen

(ligandumkoro hely) (‘(:3

ﬂ'“\J, anc I-domén
(CD11a/CD18), CR3 (CD11b/CD18), CR4 ( )gllmd{;nmhem

(CDI11¢/CD18) ¢és az ujonnan felfedezett 9

CD11d/CD18 molekulékat. A P, integrinek ;4 (%,a

jelent6ségét mutatja a CDI8 alegység o-lane | C p-lanc

mutacidja miatt kialakuldé Leukocita Adhézios X (C:%

Deficiencia (LAD) I-es formajanak, illetve a 3; \ 4 :

integrinek aggregacios zavarat okoz6 Wiskott- ( 333?2;2?““ )
Aldrich szindroma (WAS) megjelenése. Ezek a = ggﬂzgatim

betegsegek sulyos visszatérd  fert6zeéssel 1. abra A B2 integrinek altalanos felépitése

./ Lo . r , Askari és mtsai nyoman-médositva
jarnak, sériil a monocitdk ¢és neutrofil ( y )

granulocitak intravaszkularis adhézidja, zavart szenved a transzendotelidlis migracio, a
fagocitozis és a citotoxikus T-sejt-valasz (Arnaout 1990; Zhang et al. 2006).

A CR3 (CDI11b/CD18) és CR4 (CD11c¢/CD18) komplementreceptorok monocitdkon, szdveti
makrofagokon, NK-sejteken, a legtobb dendritikus sejten és neutrofil granulocitakon
expresszalodnak (Hogg et al. 1986). A CR3 receptor f6bb ligandumai a fibrinogén, az ICAM-
1, az iC3b és C3b komplementfragmentumok, az LPS, a p.gliikan, a X. faktor stb.(Diamond et
al. 1993). A CR4 receptor a fibrinogén, az iC3b, az ICAM-1, VCAM-1, az LPS, a X. faktor
stb. megkdotésére képes (Sadhu et al. 2007). A CR3 receptorrdl rengeteg tanulmany sziiletett,
melyek a kemotaxis, opszonizalt fagocitdzis, adhézid, transzendotelidlis migracio, az oxidativ

burst és a sejtszétteriilés (spreading) folyamatdban betoltott szerepét részletezik. A CR4



crer

szerkezet (az extracellularis doménjiik 87%-0s homologiat mutat) és ligandum-specificitas
miatt gyakran funkcioéit is atfedonek vélik a CR3-mal. Kutatocsoportunk legtjabb eredményei
alapjan azonban kijelenthetjiik, hogy egyes folyamatokban a két komplementreceptor eltérd
szereppel bir. Az iC3b-vel opszonizalt partikulumok felvételében mindkét receptor részt vesz,
azonban a CR3 hozzjjarulasa elsddleges. RNS-csendesitéssel végzett kisérletek igazoljak,
hogy a CD11b-expressziot gatolva a CR4 egyediil nem képes a fagocitozis indukcidjara, mig
a CDl1l1c lanc hidnyaban az opszonizalt részecskék felvétele csak elhanyagolhaté mértékben
csokken (Sandor et al. 2012). Ezen eredmények ismeretében felmeriil a kérdés, hogy mas
folyamatokban is eltéréd mértékben vesz-e részt a CR3 és CR4 receptor.

Mivel a CR3 és CR4 receptorok fobb ligandumai koz¢é tartoznak az extracellularis matrix
fehérjéi, ezért a két receptor adhézidban betoltott szerepe kiilonds figyelmet érdemel. A CR3
és CR4 kozvetitette adhézid elengedhetetlen a monocita fenotipus kialakitdsdhoz és a
monocita-makrofag utvonal végbemeneteléhez (Tushinski et al. 1982). A csontveldi mieloid
progenitor sejtbdl fejlédé monocitak a véraramba jutnak, majd par nap mulva a keringésbol
kilépve a szovetekben makrofagokka differencialodnak. A makrofagok mellett dendritikus
sejtek is differencidlodhatnak monocita eldalakbol, a két funkciondlisan kiillonbozd sejttipus
tehat azonos eredettel rendelkezhet. A monocita-dendritikus sejt atalakulas foleg gyulladas
esetén valosul meg. A monocitabol torténd differencidcids folyamatok laboratoriumi
koriilmények kozt in vitro is megvaldsulnak. Vérbdl izolalt monocita-tenyészetbdl GM-CSF
hozzdadasaval —makrofagok, GM-CSF ¢és IL-4 jelenlétében dendritikus sejtek
differencialtathatok (2. abra).
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2. abra Monocita eredetii makrofagok és dendritikus sejtek in vitro differencialtatasa



A monocitak makrofagga, illetve dendritikus sejtté torténd fejlodése soran fokozodik a
CDI11b és CDllc lancok expresszidja (Miller et al. 1986; Ammon et al. 2000). A B2
integrinek meghataroz6 szerepét a differencidcios folyamatokban Prudovsky és munkatarsai
bizonyitottak. Antisense-CD11b-vel kezelt U937 human monocitoid sejtek sokkal Kisebb
mértékli adhéziora képesek €s a monocita differencidcios markerek is csak kis mértékben
expresszalodnak. (Prudovsky et al. 2002). Ismert, hogy a monocitabol makrofagga torténd
differencidci6 soran a sejtek adherald és fagocitotikus aktivitdsa nd. A makrofaggd torténd
differenciacidhoz eclengedhetetlen az adherencia in vivo korilmények koézt. Adherencia
hianyaban a monocitdk nem tudnak makrofadggd érni. Dendritikus sejtek esetében az éréshez
nem sziikséges feltétleniil a letapadas, de funkcidinak ellatashoz elengedhetetlen.

Az integrinek kozvetitette adhézid a differenciacio mellett szamos mas folyamathoz is
hozzdjarul, mint példaul a kemotaxishoz, fagocitozishoz ¢és az extravazacidhoz. Az
extravazacios folyamat meghatdrozo 1épése a spreading, a sejtek szétteriilése az endotélhez
torténd adherenciat kovetden, melyet P, integrinek kozvetitenek (3. éabra). A sejtek
kitapadasakor az integrinek ligandum kot6dés hatasara aggregalodnak, csoportokba
tomoriilnek, kialakitva igy a fokalis adhézids korongot, melynek az aktinvaz atrendezésében
van szerepe (Critchley et al. 1999). A spreading soran 0j fokélis adhézidés korongok

keletkeznek €s a gyors aktinpolimerizacio hatasara a sejt nyulvanyokat képez.
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3. abra Az extravazaci6 ( Schymeinsky és mtsai, 2011 nyoman-médositva) TRENDS in Cell Blology

A fibrinogén a CR3 ¢és a CR4 receptor kozos liganduma, igy a fibrinogénhez vald
adherencidhoz mindkét receptor hozzajarul, azonban a pontos szerepek nem tisztazottak. A
fibrinogén, a véralvadasi kaszkadban betoltott szerepe mellett, fontos a gyulladéasi vélasz
kialakitasaban. A fibrinogén egy akut-fazis fehérje, tehat gyulladas soran proinflammatorikus
citokinek (IL-1, IL-6) hatasara a majban fokozodik szintézise, igy szérumbeli koncentracidja
nd. A fibrinogén hidat képez a vérben keringé monocitak CR3, illetve CR4 receptora és az

endotélsejtek ICAM-1 molekuldja kozt, eldsegitve ezzel a gyulladasos sejtek kitapadasat az



endotélhez, majd az extravazaciot (Sriramarao et al. 1996). A sériilt erekbdl felszabadul6 ¢és a
gyulladas teriiletén lerak6do fibrinogén, illetve fibrin fontos szerepet jatszik a gyulladasos
sejtek, elsésorban neutrofil granulocitak felhalmozodasaban (Vorup-Jensen et al. 2004,
Kuijper et al. 1997). A CR3, CR4 receptorok altali fibrinogén-kotés kiilonb6zo sejttipusok
citokin- és kemokin szekrécigjat is befolyasolja: DC-kben az IL-6, IL-8, MIP-1B és MCP-1,
mig makrofagokban a TNFa, MIP-1a, MIP-1f termelését fokozza (Thacker et al. 2008; Fan
¢s Edgington, 1993; Smiley et al. 2001).

Sokaig a CR3 receptort hitték elsddlegesnek a fibrinogén-kotésben. Ezt igazolja, hogy
CD11b-deficiens egerekben a neutrofil granulocitdk adherencidja  fibrinogénhez
nagymértékben csokkent, igy a gyulladasos valasz is zavart szenvedett (Lu et al. 1997). A
CR4 receptorrol, illetve a két receptor fibrinogén-kotésben betoltott egylittes szerepérdl csak
kevés ismeret all rendelkezésre. Georgakopoulos és munkatirsai bizonyitottdk, hogy
monocitaknal kezeléstdl fiiggden valtozik, hogy a CR3 vagy a CR4 a dominans fibrinogén-
koto receptor (Georgakopoulos et al. 2008). Egy masik tanulmany neutrofil granulocitdkon
vizsgalta a két receptor szerepét. Azt talaltak, hogy kiilonb6z6 antagonistak hatasara a CR3 és
CR4 részvétele a fibrinogén-adhézidban eltér (Loike et al. 1991). Az eddigiekkel szemben a
fiziologiashoz kozelebb allo koriilmények kozt szerettiik volna tanulmanyozni a két receptor
esetlegesen eltérd szerepét a fibrinogénhez torténd adherencidban monocitaknal,
makrofagoknal és dendritikus sejteknél. Tovabba kivancsiak voltunk, milyen hatassal van a

fibrinogén a monocitdbdl makrofagga, illetve dendritikus sejtté valo differenciaciora.



2. Celkitiizés

Kisérleteinkben vizsgalni kivantuk:

e Monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek CD11b és CD11c expresszidjat

e A fibrinogén-koncentraci6 hatasat monocitdk, makrofagok ¢és dendritikus sejtek
kitapadasara

e A homérséklet hatasat dendritikus sejtek adherencijara

e Monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek fibrinogénhez torténd adherencidjanak
idokinetikajat

e CDI11b és CDIllc specifikus ellenanyagokkal torténd kezelés hatasat monocitak,
makrofagok és dendritikus sejtek fibrinogénhez torténd adherencidjara

e A fibrinogénnel fedett felszinhez torténd adherencia hatdsit a monocitabol

makrofaggd, illetve dendritikus sejtté torténd differencialddasra.



3. Anyag és modszer

3.1 Monocitak izolalasa, monocita eredetii dendritikus sejtek és

makrofagok eldallitasa

A monocitdkat egészséges véradd donoroktdl szarmazo buffy-coatbdl izolaljuk. A
buffy-coatot falcon csévekbe toltjiik, majd centrifugaljuk (1200 rpm, 8-10 perc, 18°C, fékezés
nélkiil). A hatarréteget leszivjuk, kevés PBS-sel higitjuk és ovatosan 15 ml Ficoll-paque
oldatra rétegezziik. A Ficoll-paque torténd strtisaggradiens centrifugalassal (2200 rpm, 20-25
perc, 18°C, fékezés nélkiil) periférias mononuklearis sejteket (PMNS) szeparalunk. A
monocitak elvalasztasa a limfocitaktol adheraldo képességiik alapjan torténik. Ehhez a
preparalast megeldz6 napon 2%-os, bidesztillalt vizben 80 °C-on feloldott, majd sterilre szlirt
zselatinoldattal fediink Petri-csészéket (10ml/Petri-csésze). A Ficoll-paque oldaton torténd
centrifugalas utan kapott plazmat leszivjuk és a Petri-csészékre pipettazzuk (10ml/Petri-
csésze), majd 37 °C-on CO,—termosztatban inkubaljuk 40 percig. Ez alatt a Ficoll-paque oldat
felszinén Osszegyiilt PMNS-t falcon csdvekbe gytjtjiik és haromszor mossuk PBS-sel (1200
rpm, 7-8 perc, 4°C). A mosasi 1épéseket kovetden a sejteket 1 ml kevert human savoval
kiegészitett gentamycines 10 % FCS-t tartalmazé RPMI1640 médiumban vessziik fel. A
Petri-csészékrdl leszivjuk a folyadékot, egyszer PBS-sel mossuk, majd rapipettazzuk a
PMNS-t tartalmazé oldatot (10ml/Petri-csésze) és 37 °C-on CO,—termosztatban inkubaljuk
35-40 percig. Ezalatt a monocitak kitapadnak a zselatinnal fedett miianyag felszinre. 40 perc
utan mikroszkoppal ellendrizziik a kitapadt monocitakat, illetve az sz6 limfocitakat. A nem
adherens sejteket leszivjuk, majd 10 ml 37 °C-os RPMI1640 médiummal 4-5x mosva, razato
hasznalataval eltdvolitjuk a maradék ki nem tapadt sejtet. A kitapadt monocitdkat 6mM
EDTA-val szedjiik fel 7-8 percig 37 °C-on CO,-termosztatban inkubalva. A monocitakat
falcon csovekbe gyiijtjiik és mossuk (1200 rpm, 7-8 perc, 4°C). Ezutan még kétszer mossuk a
sejteket: eloszor RPMI1640 médiummal, majd 10 % FCS-t tartalmazé RPMI1640
médiummal (1200 rpm, 7-8 perc, 4°C). A monocitakat 12- lyuka sejttenyésztd talcara
pipettazzuk 10° sejt/ml-es koncentracidban. Ezzel a modszerrel 90% feletti tisztasagh
monocitakat nyerhetiink.
A monocitakat 40 ng/ml rhuGM-CSF ¢s 1000U/ml rhulL—4 jelenlétében 5 nap alatt éretlen
monocita eredetli dendritikus sejtekké, 80 ng/ml rhuGM-CSF hozzaadasaval monocita eredetii

makrofagokka differencialtatjuk. A differencialtatas soran a citokineket (GM-CSF ¢és 1L—4) 2



naponta potoljuk. A differencialtatdsok sikerességét aramlasi citofluorimetriaval kovetjiik
nyomon, a dendritikus sejtek jellemzdi sejtfelszini molekuldinak  mennyiségi
meghatéarozasaval: CD14” CD83", CD86"°. A makrofagok jellemzéi membranfehérjéi: CD14*
és MHCII™

3.2 Aramlasi citofluorimetrias vizsgalat

Mindegyik sejttipus esetén mintanként 2 x 10° sejtet jeldltink. A jelolések elétt a
mintakat 5 percig jégen Fc receptor blokkoloval kezeltiik, majd a sejteket az alabbi elsddleges
ellenanyagokkal jeloltiik a gyarté altal javasolt koncentracidban: anti-human CD11b-PE
(Dako), anti-human CD11c-Alexa647 (BiolLegend), anti-human CD14-PE (Santa Cruz
Biotechnology), anti-human MHCII-FITC (BD Biosciences), anti-human CD86-FITC (BD
Biosciences). A jelolést 20 percig jégen, sotétben végeztiikk. Ezt kvetden a mintakat FACS-
pufferrel (PBS, 1%FCS, 0,1% Na-azid) mostuk (1200 rpm, 7-8 perc, 4°C). A méréseket
FACS Calibur késziiléken végeztiik CellQuestPro szoftverrel. Mintanként 10000 sejtet
mértiink. Az adatok kiértékeléséhez FCS Express3 szoftvert alkalmaztunk. A kiértékelésnél
mintanként a kiilonb6z6 fluoreszcens csatornaban mért jel intenzitasanak kozépértékét (MFI)
hasznaltuk. Az eredményeket AMFI-ben adtuk meg, mely a minta és az izotipuskontroll MFI-

értékének kiilonbsége. Az abrazolt adatok a fiiggetlen donorok adataibol vont atlag és szoras.

3.3 Adherencia-vizsgalat

A kisérletet megel6z6 napon 5 és 10 ug/ml-es, PBS-ben higitott fibrinogén-oldatbol
(Merck) 96-1yuku sejttenyésztd talcara lyukanként 100 pl-t mériink be. A fibrinogénnel fedett
sejttenyésztd talcat 1 éjszakan at 4°C-on tartjuk. Kovetkezd nap a sejttenyésztd talcarol a
folyadékot ovatosan leszivjuk, majd kétszer mossuk 200 pl PBS-sel.
A fluoreszcens mikroszkopos vizsgalathoz a sejteket CFSE festékkel festjiik meg, mely 480
nm-es hulldmhosszon mutat fluoreszcenciat. 10° db sejthez 110 ul CFSE-oldatot (PBS-ben
1:100 aranyban higitva) mériink, majd a mintakat 5 percig szobahémérsékleten, sotétben allni
hagyjuk. Ezutan a sejteket haromszor mossuk (1200 rpm, 7-8 perc, 4°C) 10% FCS-t
tartalmazo RPMI1640 médiummal. Az els6é mosasi 1épés eldtt a mintdkat 10 percig 4°C-on
tartjuk. A fluoreszcensen jeldlt sejtszuszpenziokbol lyukanként 5 x 10* sejtet mériink

fibrinogénnel fedett 96 lyuku sejttenyésztd lemezre.



A CD11b ¢és CDI1l1c lancokat gatlo kisérletekben a CFSE-vel fluoreszcensen jeldlt sejteket a
sejttenyésztd lemezre mérés eldtt specifikus ellenanyagokkal kezeljiik. A sejtszuszpenzidkhoz
anti-CD11b (BioLegend), anti-CD11c (BioLegend), izotipus-kontrollként pedig egér 1gG1l
(BioLegend) ellenanyagot adunk 10, illetve 20 pg/ml-s koncentraciéban. Az ellenanyagok
bemérése utan a mintakat 10 percig jégen tartjuk, majd fibrinogénnel fedett 96 lyuku
sejttenyésztod talcara lyukanként 5 x 10* sejtet tesziink.

Mindegyik kisérletben a sejttenyésztd talcat 1 oran at 37°C-on COp—termosztatban
inkubaljuk, ezalatt a sejtek letapadnak. Ezt kovetéen a nem adherens sejteket Ovatosan
leszivjuk, majd a mintdkat kétszer mossuk 200 ul PBS-sel. A mosasi [épéseket kovetden a
kitapadt sejteket 100 pl PBS-ben vessziik fel a mikroszkopos vizsgéalathoz.

Az adherens sejteket Olympus IX81 mikroszkoppal vizsgaljuk Fluowiev500 szoftver
alkalmazasédval. 10x nagyitadsu objektivvel mintanként négy tetszdleges, kiillonbozd 1atotérrol
készitiink képeket. Egy latotér a tenyészté edény felszinének ~25%-at fedi le. A négy
latotérben 1évo sejtek Osszege adja meg a kisérletekben kozolt adherens sejtszam értéket. Az
ellenanyaggal torténd gatlasos vizsgalatoknal 100%-nak a nem kezelt sejtek szamat

tekintettlik, ennek aranyaban fejeztiik ki az egyes kezelések estében mért sejtszdmokat.

3.4 Fibrinogénnel fedett felszinen torténd differencialtatas

PBS-ben higitott 10 pg/ml-es fibrinogénnel (Merck) fediink 12-lyukt sejttenyésztd
talcat (lyukanként 500 pl) 37 °C-on CO,—termosztatban 1 oran keresztiil inkubalva. Ezt
kovetden a folyadékot leszivjuk a sejttenyésztd talcarol, majd az izolalt monocitakat 10°
sejt/ml-es koncentracioban vessziik fel és 5 nap alatt érett dendritikus sejtekké, illetve
makrofagokka differencialtatjuk a fentebb ismertetett médon (3.1).
Ezekben a vizsgéalatokban kontrollnak a fibrinogénnel nem fedett sejttenyésztd lemezen

differencialodott sejteket tekintettiik.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 CD11b és CD11c expresszio vizsgalata

Irodalmi adatokbol ismert, hogy mind a harom sejttipus konstitutivan expresszalja a
CR3 ¢és CR4 receptorok a-lancait, a CD11b és CDl1lc lancokat (Ammon et al. 2000;
Georgakopoulos et al. 2008; Sandor et al. 2012). Ezt dramlasi citofluorimetrias mérésekkel
ellendriztiik. Az eredmények alapjan jol latszik, hogy mindhdrom sejttipus kifejezi a vizsgalt

receptor-lancokat (1. tablazat).

1. tablazat Monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek CD11b, CD11c expressziéjanak osszehasonlitasa

Monocita Makrofag Dendritikus sejt
CD11b 44 +7 546 + 42 1409 + 193
CDl1c 1246 £ 75 1990 + 208 3744 + 386

A bemutatott eredmények harom fiiggetlen donorbol szarmazé AMFI értékek atlaga + szérasa

Az eredmények alapjan lathat6, hogy a monocitabol makrofaggd, illetve dendritikus sejtté
torténd fejlodés soran mind a CD11b mind a CD11c kifejez6dése fokozodik. Ez megegyezik
az irodalomban emlitett eredményekkel (Miller et al. 1986; Ammon et al. 2000). A
dendritikus sejtek mindkét receptor-lanc  esetén nagyobb mértékli expresszioval
jellemezhetdk, mint a makrofagok. Vizsgalataink szerint mindharom sejttipusrol elmondhato,
hogy a CD11c kifejez6dése nagyobb, mint a CD11b lancé. Ammon és munkatarsai csak
makrofagok esetén tapasztaltdk ezt a tendenciat (Ammon et al. 2000). Monocitaknal és
dendritikus sejteknél azt figyelték meg, hogy a CD11b expresszié nagyobb mértékii, mint a

CD11c expresszidja. Ez a kiilonbség az eltérd tenyésztési koriilményekkel magyarazhato.
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4.2 Adherencia vizsgalatok optimalis kériilményeinek beallitasa

A CR3 ¢s CR4 receptorok funkcionalis vizsgalata elétt a kitapadas iddbeli kinetikajat,
valamint a fibrinogén-koncentracié ¢és az eldinkubaci6 homérsékletének hatasat
tanulmanyoztuk a harom sejttipus adherenciajara. A kapott eredmények alapjan beéllitottuk az
optimalis koriilményeket a CR3 és CR4 receptorok adherencidban betoltott szerepének

vizsgalatdhoz.

4.2.1 A fibrinogén-koncentracié hatasa az adherenciara

Kivancsiak voltunk, hogyan befolyasolja a fibrinogén mennyisége az egyes sejttipusok

adherencidjat. A vizsgalatok soran 5 és 10 2000

pg/ml koncentracioju fibrinogént g 1?32

alkalmaztunk adheziv szubsztratnak. Az E Egg

alkalmazott koncentracidkat irodalmi adatok -g 1232 m5 “Sf’m',
alapjan  vélasztottuk. A fibrinogén E 600 - f{gﬂgﬁﬁf‘”
fiziologias koncentracidja igen tag hatarok ggg fibrinogén
kézt mozog, atlagos koncentracidja 2,55 0 monodita makrofig o

mg/ml (Tobiasova-Czetéova et al. 2005)

A kiilonb6zd  fibrinogén-koncentraciok

4. abra A fibrinogén-koncentracié hatisa a monocitak,
makrofigok, dendritikus sejtek kitapadasara
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye)

egyik sejttipusndl sem befolyasoltak
jelentdsen az adherenciadt, mindegyik
kisérletnél maximum = 10% eltérést tapasztaltunk az adherens sejtek szamaban. Monocitak és
makrofagok esetén nagyobb fibrinogén-koncentracid mellett tobb sejt tapadt ki. Dendritikus
sejteknél azonban az adherens sejtek szama kisebb fibrinogén-koncentracid mellett mutatott
maximumot (4. abra). Ezen mérés alapjan a monocitdk és makrofagok vizsgalatanal a

tovabbiakban 10 pg/ml, dendritikus sejteknél 5 pg/ml koncentracioji fibrinogént

alkalmaztunk.

4.2.2 A homérséklet hatasa az adherenciara

Az adherencia vizsgélata sordn a monocitdkat és a makrofagokat a vizsgalat
megkezdéséig jégen tartjuk, hogy megakadalyozzuk a sejtek spontan kitapadasat. Dendritikus
sejtek esetében a korrekt 6sszehasonlithatosag érdekében megvizsgaltuk a 4°C-on és 37°C-on

torténd eldinkubacid hatasat az adherencidra. Eredményeink alapjan a kitapasztas elotti
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4°C-on torténd inkubalads nem csokkentette az adherens dendritikus sejtek szamat. A tovabbi

kisérleteknél a dendritikus sejteket a kitapasztas el6tt 4°C-on tartottuk.

4.2.3 Fibrinogénnel fedett-felszinhez torténd adherencia idokinetikaja

Monocitaknal, makrofagoknal és dendritikus sejteknél vizsgéltuk a fibrinogénhez torténd
adherencia iddébeli kinetikajat. A kisérletiink célja a kitapasztas optimalis idejének
kivalasztasa volt az egyes sejttipusok esetén. A kiilonb6z6 sejttipusok kitapadasat 1-90 percig
15 perces felbontasban tanulmanyoztuk. Makrofagok és dendritikus sejtek esetében 60 perces
inkubacids id6énél tapasztaltunk maximalis kitapadast (5. abra). Monocitaknal mas dinamikat
lattunk, maximalis adherenciat 15-60 perces tartomanyban figyeltiink meg (5. abra). Ennek
alapjan a 60 perces inkubdcios 1d6t talaltuk optimalisnak tovabbi kisérleteinkben. Az 5. dbran
jol latszik az is, hogy a harom sejttipus koziil a makrofagok rendelkeznek a legnagyobb
adherencia képességgel. Ez az eredményiink 0sszhangban all azzal a megfigyeléssel, hogy a
vizsgalt sejtek fagocitotikus képességét Osszehasonlitva, a makrofagokra jellemzé a

leghatékonyabb fagocitdzis.

2500
monocita
2000
dendritikus sejt
makrofag
1500

—

0 15 30 45 60 75 0

osszes adherens sejt

perc

5. abra Monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek adherenciajanak idobeli
kinetikaja
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye)

Az elébb felsorolt vizsgalatok alapjan olyan kisérleti rendszert allitottunk be, melyben a

harom sejttipus fibrinogénhez torténd adherencidja normal koriilmények kozt mérhetd.

13



4.2.4 Spreading-vizsgalatokhoz sziikséges inkubacios idok meghatarozasa
Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az adherens immunsejtek az endotél sejtekhez, valamint az
extracellularis matrixhoz valdé kapcsolodasa meghatdrozd a sejtek aktivalodasa és
differencialdodasa soran. Kivancsiak voltunk, kisérleti rendszeriinkben megvalosithato-e a
harom sejttipus esetében a kitapadas spreading folyamatanak tanulményozésa. Ezért
fiiggvényében.

Monocitak adherencidjat tanulmanyozva, habar mar 15 perc utdn maximalis kitapadést
mutatnak (5. abra), a 0-90 perces inkubacios idéintervallum Sem bizonyult elegendének a
sejtek spreading folyamatanak kivaltdsdhoz, mivel egyik minta esetében sem lattunk széttertilt
sejteket (6. abra/A-C). Dendritikus sejtek esetében 30 perces inkubalast kovetéen a sejtek
mind gomb alakuak, szabalyos formajtak, spreading-et egy esetben sem tapasztaltunk (7.
abra/A). 60 perces inkubéacid hatdsidra néhany sejtnél mar megfigyelhetd a kitapadas uténi
szétteriilés, 90 perces inkubacidt kdvetden pedig a sejtek tilnyomd tobbsége alldbakat képez
(7. abra/B-C). Makrofagoknal mar 60 percnél meghatarozd a spreading, azonban 90 perces
inkubaciods id6t kovetden a folyamat még kifejezettebb (8. abra/A-C).

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a spreading nem aktivalt sejtek esetén dendritikus
sejtekre, de még inkabb makrofagokra jellemzd. Mindkét sejttipus esetében a 90 perces

inkubacios 1d6 tlinik alkalmasnak a spreading jovobeli vizsgalatara.

6. abra 30 (A), 60 (B), illetve 90 (C) percig inkubalt adherens monocitak, mikroszképos vizsgalat
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye harom fiiggetlenbdl)
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7. abra 30 (A), 60 (B), illetve 90 (C) percig inkubalt adherens dendritikus sejtek, mikroszképos vizsgalat
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye harom fiiggetlenbdl)

8. abra 30 (A), 60 (B), illetve 90 (C) percig inkubalt adherens makrofagok mikroszképos vizsgalat
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye harom fiiggetlenbdl)

4.3 CD11b és CD11c specifikus ellenanyagokkal térténd kezelés hatasa
monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek adherenciajara

Ismert, hogy az adherenciat a fibrinogénhez a leukocitakon expresszalodo B
integrinek befolyasoljak. Kisérleteinkben a CR3 és CR4 receptorok o-lancait specifikusan
blokkold elleanyagokkal vizsgaltuk a két receptor szerepét a kiillonbozd sejttipusok
fibrinogénhez torténd kitapadasaban. Anti-CD11b és anti-CD11c ellenanyagokat 20pg/ml-es
koncentracioban kiilon-kiilon, illetve egyiitt alkalmaztunk. Kontrollként megfeleld izotipusu
ellenanyagot hasznaltunk azonos koncentraciéban. Eredményeink alapjan mind a CDI11b

mind a CD11c hozzajarul a monocitak, makrofagok és dendritikus sejtek kitapadasahoz.
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Mindharom sejttipusrol elmondhatd, hogy a CR4 receptor nagyobb mértékben vesz részt az
adherencia folyamataban, mint a CR3 (9.,10.,11. abra).
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11. dbra Anti-CD11b és anti-CD11c ellenanyagok hatasa dendritikus sejtek
adherencidjara
(Harom fiiggetlen kisérletbdl vont atlag és szorasa)

Az irodalomban eddig megjelent adherencia-vizsgalatokban féként gyulladasos szituaciot
tanulmanyoznak. Kisérleteinkben elézetesen nem aktivalt sejtekkel dolgoztunk, igy
fiziologias, nem-gyulladasos koriilményeket igyekeztiink Iétrehozni. Georgakopoulos ¢és
munkatarsai elézetesen fMLP (N-formil.metionil-leucilfenilalanin), GM-CSF valamint Ca®*és

Mg2+ ionok altal stimuldlt monocitdk adherencidjat vizsgaltdk. Az agonistadk hatdséara
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monocitdkon fokozodik a CDI11b, de féleg a CDl1lc expresszidja, a kationok pedig az
integrinek ligandumkdotését fokozzak. Ebben a kisérleti rendszerben a frissen izolalt
monocitak CD11b/CD18-, a szérummal kezelt monocitak CD11c¢/CD18-medialtan tapadtak ki
fibrinogénhez. Loike és munkatarsai azt tapasztaltak, hogy neutrofil granulocitdkat forbol-
¢szterrel aktivalva CD11b, mig TNFa hozzdadasa CD1l1c kozvetitette adhéziot indukal
fibrinogénhez (Loike et al. 1991). A szakirodalom szerint a CD11c¢ kiiszobértéket meghaladd
mennyisége sziikséges ahhoz, hogy részt vehessen az adherenciaban (Georgakopoulos et al.
2008). Szérummal torténd kezelés hatasara a monocitak CD11c expresszioja fokozodik és
CR4 kozvetitett modon adherdlnak a fibrinogénhez. (Georgakopoulos et al. 2008). Mi a
vizsgalataink soran a sejteket szérummentes médiumban tartottuk és tapasztalataink szerint az
izolalt monocitak adherencidjaban a CR4 receptor ebben az esetben is nagyobb szerepet
Jjatszott, mint a CR3.

Kisérleteink sordan megfigyeltiik, hogy a haromféle sejttipus kiilonb6zé mértékben reagil a
CR3 ¢és CR4 receptorok a-lancat blokkold ellenanyagos kezelésekre. Monocitaknal
tapasztaltuk a legnagyobb mértékii csokkenést a kitapadd sejtek szamaban (9. abra). Ez
Osszhangban van az dramlasi citofluorimetrias eredményekkel, miszerint a vizsgalt sejttipusok
koziil a monocitak rendelkeznek a legkisebb mértékit CD11b és CDI11c expresszioval (1.
tablazat). A két blokkol6 ellenanyagot egyiitt alkalmazva kostimulativ hatast figyeltiink meg.
Makrofagok esetében a kettés gatlas sokkal kevésbé volt hatékony, a sejtek talnyomo része
képes volt az adherenciara a két receptor kozvetitése nélkiil is (10. abra). Makrofagokrol
ismert, hogy fokozott adherald képességgel rendelkeznek, amely folyamatot szamos receptor
kozvetiti. Valoszinii, hogy ezek a sejtek a CR3 és CR4 receptorokon kiviil egyéb fibrinogén-
kotdé molekuldkat is expresszalnak. Ezt tdmasztja ala Smiley és munkatarsainak eredménye,
miszerint a CR3 és CR4 receptorok gatlasdval nem csokkent a makrofagok fibrinogén
indukalta kemokin-termelése (Smiley et al. 2001). Dendritikus sejteknél a CD11b és CD11c
lancok gatlasa er6sebben csokkentette a kitapado sejtek szamat, mint makrofagok esetén (11.
abra). Mivel a harom sejttipus koziil a dendritikus sejtek jellemezheték a legnagyobb mértéki
CD11b és CDllc expresszioval (1. tablazat), arra kovetkeztethetiink, hogy dendritikus
sejteknél a CR3 ¢és CR4 receptor meghatarozobb szerepet jatszik az adherencia

kozvetitésében, mint makrofagok esetében.
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4.4 Afibrinogén hatasa a differenciaciora

A monocitdk makrofaggd, illetve dendritikus sejtté érése sordn az adherencia
meghataroz6 szerepet jatszik. A monocitdk szoveti makrofagga torténd végleges
differenciaciojahoz elengedhetetlen feltétel a sejtek adherencidja. Szervezetiinkben
gyulladasos koriilmények kozott a monocitakbol dendritikus sejtek is kialakulhatnak.
Aktivacios jel hatdsara a dendritikus sejtek adherensekké valnak. Masok eredményei
igazoltak, hogy az endotél sejtekhez torténd kapcsolddasban, az extravazacioban, valamint az
extracellularis matrixhoz valod kapcsolédasban szerepet jatszik a CDI11b és a CDllc
molekula. A CR3 és CR4 molekula f6 liganduma az iC3b mellett a fibrinogén. Mivel a kétféle
receptor expresszidja monocita eredetli makrofagok és dendritikus sejtek esetében eltérd, ezért
megvizsgaltuk, hogy a receptorok kozos liganduma, a fibrinogén hogyan befolyasolja a
monocitabol makrofaggd, illetve dendritikus sejtté torténd fejlodést. Az izolalt monocitakat
fibrinogénnel eldzetesen fedett sejttenyésztd talcan megfelelé citokinek jelenlétében
differencialtattuk a két kiilonbozd sejttipussa. Aramlasi citofluoriméterrel vizsgaltuk
monocitakon, 5 napos makrofagokon, dendritikus sejteken a CD11c, CD14, MHCII ¢s CD86
molekuldk felszini expressziojat. Ezt Osszevetettik a fibrinogénnel nem fedett felszinen
differencialodo sejtek sejtfelszini molekulainak expressziojaval. A kapott eredmények alapjan
elmondhatjuk, hogy a fibrinogén jelenlétében differencialtatott makrofagok és dendritikus
sejtek CD11c, CD14 és MHCII expresszioja kisebb mértéki volt, mint a fibrinogén nélkiil
fejlodo sejtek esetében (2., 3. tablazat, 12. abra). A CD86 kostimulacidos molekula nagyon
fontos szerepet jatszik a DC-k altal kozvetitett T-sejt aktivacioban. Ezen molekula nagyfoku
novekedését tapasztaltuk fibrinogénnel fedett felszinen tenyésztett dendritikus sejtek esetében
(2. tablazat, 12. abra). Makrofagoknal is a CD86 molekula expreszidjanak novekedését
figyeltiik meg, azonban sokkal kisebb mértékben, mint dendritikus sejteknél (3. tablazat, 12.
abra).
Az eddig megjelent tanulmanyokban a mar differencialodott sejtek fibrinogénnel torténd
kezelésérdl olvashatunk, a fibrinogén hatasat a differenciaciora eddig még nem vizsgaltak. Az
sejtfelszini molekuldk expresszidjanak valtozasat eddig csak nagyon kevés tanulmany
vizsgalta. Tobidsova-Czetbéova és munkatarsai 6 napos éretlen dendritikus sejteket szolubilis
fibrinogénnel kezelve figyelte a CD83 molekula expresszidjanak valtozasat. Azt talaltak,
hogy a CD83 molekula expresszidja nagymértékben fokozodott fibrinogén hatasara
(Tobiasova-Czetbova et al. 2005).
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Tovabbi kisérleteinkben tervezziik megvizsgalni, hogy a CD11b ¢és CDIllc receptorok
blokkolasa hogyan hat a monociték fibrinogén felszinen torténé makrofagga vagy dendritikus

sejtté differencialodasara. Terveink kozt szerepel tovabba a vizsgalt sejttipusok fibrinogén

crer

2. tablazat Fibrinogénnel fedett felszinen tenyésztett dendritikus sejtek felszini molekuldinak mennyiségi valtozasa

Monocita 5 napos dendritikus sejt
kontroll fibrinogénnel fedett felszinen
CDl11c 1246+ 75 3744 + 387 1612 + 597
CD14 767 + 45 70+5 24+ 6
MHCII 188 + 106 579 + 355 476 + 257
CD86 18+5 43+ 25 104 + 38

A bemutatott eredmények harom fiiggetlen donorbél szarmazé AMFI értékek atlaga + szérasa

3. tablazat Fibrinogénnel fedett felszinen tenyésztett makrofagok felszini molekulainak mennyiségi valtozasa

Monocita 5 napos makrofag
kontroll fibrinogénnel fedett felszinen
CD1lc 1246 + 75 1990 + 208 1111 + 289
CD14 767 + 45 609 + 180 186 + 22
MHCII 188 + 106 521 + 230 226 +£110
CD86 18+5 17 £ 10 21+8

A bemutatott eredmények harom fiiggetlen donorbél szarmazé AMFI értékek atlaga + szérasa
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12. abra Dendritikus sejtek (A) és makrofagok (B) CD11c, CD14, MHCII és CD86 expressziéjanak dsszehasonlitasa
fibrinogén jelenlétében, illetve hidnyaban
(Egy reprezentativ kisérlet eredménye harom fiiggetlenbdl)
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5. Osszefoglalas

A CR3 (CD11b/CD18) és CR4 (CD11¢/CD18) komplement receptorok a 3, integrinek
csaladjaba tartoznak. Szerepiik meghatdrozd a citoszkeletalis atrendezddéssel kapcsolatos
folyamatokban, mint az iC3b komplement fragmentummal opszonizalt részecskék
fagocitozisa, a transzendotelidlis migracio és az adherencia. A CR3 és CR4 receptorok
nagyban atfedé ligandum-specificitdssal (iC3b, fibrinogén, ICAM-1, stb.) és rendkiviil
hasonl6 molekularis szerkezettel rendelkeznek. Ezen tulajdonsagok miatt funkciojukat is
sokaig hasonlonak tekintették. Kutatocsoportunk leglijabb eredményei szerint az iC3b-vel
opszonizalt mikrobdk fagocitéozisdban a CR3 szerepe meghataroz6, mig a CR4
elhanyagolhat6. Jelen kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy a monocitdbdl makrofagga
illetve dendritikus sejtté torténd differencidlédashoz sziikséges adherencidban milyen szerepet
jatszik a CR3 ¢és CR4. Kiilonbozd sejttipusok (monocita, makrofag, dendritikus sejt)
adherencidjat vizsgaltuk fibrinogénhez, mely a két receptor kozos liganduma. Eldszor
aramlési citofluorimetrids mérésekkel Osszehasonlitottuk a vizsgalt sejttipusok CDI11b és
CDll1c expressziojat. Fluoreszcens mikroszkopidval megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a
sejtek kitapadasat az 1d6, a fibrinogén koncentracidja €s a hdmérséklet. Vizsgalataink alapjan
beallitottuk a primer human monocitdk, makrofagok ¢s dendritikus sejtek adherencia-
vizsgalatanak optimalis koriilményeit. Ezt kovetden megnéztiik, hogy a CD11b és CDllc
lancok specifikus ellenanyaggal torténd blokkoldsa hogyan hat az adherencidra. Azt
tapasztaltuk, hogy mind a CD11b, mind a CD11c szerepet jatszik a sejtek kitapadasaban, de
eltér6 mértékben Adataink alapjan a folyamatban a CR4 szerepe meghatarozobb normal
koriilmények kozt. Eddig az irodalomban a CR4 adhézidban betdltott meghatarozo szerepét
csak elézetesen aktivalt sejteken igazoltdk. Megvizsgaltuk, hogy a fibrinogénhez torténd
adherencia hogyan befolydsolja monocitdk makrofdggd ¢és  dendritikus  sejtté
differencidlodasat. Azt talaltuk, hogy fibrinogénnel fedett felszinen torténd fejlddés esetén
mind a makrofagok, mind a dendritikus sejtek CD11c, CD14, MHCII expresszidja csokken, a
CDS86 felszini kifejezddése viszont nd. Tovabbi kisérleteinkben tervezziik megvizsgalni, hogy
a CDI11b és CDllc receptorok blokkoldsa hogyan hat a monocitdk fibrinogén felszinen

torténé makrofagga vagy dendritikus sejtté differencialodasara.
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6. Summary

CR3 (CD11b/CD18) and CR4 (CD11c/CD18) complement receptors are members of
the Bo-integrin family of adhesion molecules. These integrins play key role functions that are
linked to cytoskeletal rearrangement, like adhesion, transendothelial migration, phagocytosis
of complement-opsonized particles, spreading and chemotaxis. CR3 and CR4 have
overlapping ligand specificity (iC3b, fibrinogen, ICAM-1) and similar molecular structure.
Compared with CR3, CR4 is less well functionally characterized, generally thought to have
overlapping functions with CR3. According to recent results published by our group CR3 -in
contrast to CR4- has dominant role in iC3b mediated phagocytosis. The aim of our present
work was to examine how CR3 and CR4 take part in the process of adherence, that is
essential for monocytes to differentiate toward macrophages or dendritic cells. We analyzed
integrin-mediated adhesion to fibrinogen (the common ligand of CR3 and CR4) of human
monocytes, monocyte-derived macrophages and monocyte-derived dendritic cells. We
initially compared the level of expression of the a-chain of CR3 and CR4, the CD11b and
CD11c of the three observed celltypes by flow cytometry. We tested how different conditions
(time, fibrinogen concentration, temperature) can influence the adherence of monocytes,
macrophages and dendritic cells to fibrinogen. Based on these results we set up the optimal
circumstances of the adherence-assay to fibrinogen of primer, non-activated human
monocytes, monocyte-derived macrophages and monocyte-derived dendritic cells. After this,
we investigated the role of CR3 and CR4 in adhesion to fibrinogen by blocking the receptors
with specific antibodies for CD11b and CD11c. We found that both receptor contributes to
adhesion to fibrinogen, although CR4 plays a more important role under normal conditions.
Previously, the dominant role of CR4 in adhesion was addressed only on stimulated cells
under inflammatory conditions. We examinied the effect of fibrinogen on the differentiation
of monocyte derived macrophages and monocyte derived dendritic cells. We observed
decreased level of CD11c, CD14 and MHCII and increased level of CD86 expression by cells
which developed on fibrinogen coated surface. We plan to assess the different role of CD11b

and CD11c in this process by antibody blocking experiments.
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9. Nyilatkozat

Alulirott Kriston Csilla a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil
e monocitak izolalasat
e monocitakbdol makrofagok, dendritikus sejtek differenecialtatasat
e 4ramlasi citofluorimetrias vizsgalatokat
e adherencia vizsgélatokat

e fibrinogénnel fedett felszinen torténd differenciacios vizsgalatokat

végeztem el.
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