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EKSPRESJA P-SELEKTYNY NA POWIERZCHNI PLYTEK KRWI
INDUKOWANA ENDOTOKSYNA BAKTERYJNA PROTEUS MIRABILIS

Selektyna P jest biatkiem zmagazynowanym w « zarnistoiciach piytek krwi. Po
aktywacji plytek wywolanej réznymi agonistami dochodzi do wyeksponowania selektyny
P na powierzchni tych komoérek i inicjowania adhezji do leukocytéw. Celem prze-
prowadzonych badan bylo okreslenie wptywu endotoksyny bakteryjnej z Proteus mirabilis
(LPS S1959) za pomoca metody cytometrii przeplywowej na stopien aktywacji plytek krwi.
Metoda cytometrii przeptywowej przy zastosowaniu przeciwcial monoklonalnych skierowanych
przeciwko antygenowi CD62 pozwolita wykazaé, ze endotoksyna bakterii Gram-ujemnych
powoduje aktywacje plytek krwi i ekspresj¢ P-selektyny (CD62) na powierzchni plytek krwi.

WSTEP

Endotoksyna bakteryjna (lipopolisacharyd, LPS) jest integralna czeScia
sciany komorkowej bakterii Gram-ujemnych. Poprzez swéj hydrofobowy
skladnik (lipid A) LPS wbudowany jest do zewngtrznej warstwy Sciany
komorkowej tych bakterii. Lipopolisacharydy wystepuja we wszystkich
bakteriach Gram-ujemnych i tylko w nich. Tworza one sztywna ostonk¢ na
powierzchni komoérek wytwarzajacych je bakterii, co utrudnia zwalczanie
tych drobnoustrojow [1, 2].

Najistotniejsza z negatywnych cech endotoksyn jest ich zdolno$é do
indukowania szoku septycznego zwigzanego z zaburzeniami krazenia i ukladu
hemostazy prowadzacymi do powstania rozsianego krzepnigcia wewnatrz-
naczyniowego (DIC), co prowadzi do nieprawidlowego funkcjonowania
narzadow calego ciala i w konsekwencji do $mierci. Ostatnio zwraca sie
uwage na rol¢ plytek krwi w tym procesie, a przede wszystkim na ich
aktywacj¢ prowadzaca do adhezji, agregacji i sekrecji [3, 4]. Dzialanie
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endotoksyny wiaze si¢ z aktywacja komoérek zapalnych gospodarza i z po-
budzeniem ich do wydzielania mediatoréw zapalnych [2-5]. Kojarzone do
niedawna wylacznie z procesami hemostazy, plytki krwi posiadaja wlasciwosci
klasycznych komorek zapalnych i stanowia wazny czynnik zapalenia chronigcy
organizm przed zakazeniem drobnoustrojami [6]. W uktadach in vive
lipopolisacharyd powoduje gromadzenie si¢ plytek krwi oraz ich aktywacje
wyrazona agregacja i sekrecja zwiazkéw zmagazynowanych w plytkowych
ziarnistoSciach. Wérod wielu uwalnianych substancji wyr6zni¢ mozna plytkowe
cytokiny zapalne, takie jak: plytkowy czynnik wzrostu (PDGF), transformujacy
czynnik wzrostowy f (TGFp), ptytkowy czynnik 4 (PF4), f-tromboglobulina
BTG) oraz interleukiny Il-1 i RANTES [3-5, 7]. Nie wiadomo jednak, czy
odpowiedz plytek na zakazenie bakteryjne zachodzi w wyniku bezposredniego
oddzialywania endotoksyny z powierzchnia plytki, czy tez jest skutkiem
ztozonych interakcji migdzykomorkowych zachodzacych w warunkach in vivo.

Celem prowadzonych badan byla proba odpowiedzi na pytanie, czy
lipopolisacharyd ma bezposredni wplyw na plytki krwi w ukladzie in vitro.
Stopien aktywacji plytek krwi wywolanej dziataniem endotoksyny bakteryjnej
okre§lano stosujagc metod¢ cytometrii przeplywowej. Markerem aktywacji
plytek krwi byla ekspresja antygenu CD62 (selektyna P, PADGEM, GMP140)
na powierzchni badanych komoérek. Zastosowanie metody cytometrii prze-
plywowej umozliwito oceng¢ ilosci plytek wykazujacych ekspresj¢ antygenu
CD62. Wartos¢ ekspresji P-selektyny wyrazona zostala jako frakcja komorek
rejestrowanych przez cytometr przeptywowy jako obiekty antygenopozytywne,
tj. takie, ktore prezentuja na swojej powierzchni przynajmniej 800-1000
kopii antygenu rozpoznawanego przez znakowane fluorescencyjnie przeciwciala
monoklonalne.

MATERIALY I METODY

Material

Do badan stosowano lipopolisacharyd Proteus mirabilis (LPS S1959)
otrzymany z Instytutu Mikrobiologii i Immunologii Uniwersytetu fLodz-
kiego. Material badawczy stanowily plytki krwi wyizolowane z krwi ludzkiej
pochodzacej od zdrowych dawcow, ktorzy przez okres 10 dni przed od-
daniem krwi nie stosowali aspiryny, ani innego leku wplywajacego na
funkcj¢ plytek.



Ekspresja P-selektyny na powierzchni plytek krwi... 15

Izolowanie plytek krwi i ich inkubacja z LPS

Do otrzymania plytek krwi zastosowano metod¢ wirowania réznicowego
$wiezej krwi pobranej ma cytrynian sodu 0,11 mol/l uzywajac wylacznie
sprzetu plastikowego [8, 9]. Zaréwno preparatyke, jak i znakowanie plytek
krwi przeciwcialami prowadzono zgodnie z procedura Becton-Dickinson dla
cytofluorymetrycznej analizy plytek.

Otrzymane plytki krwi zawieszano w zmodyfikowanym buforze Tyroda
o pH 74 (bez jonéw Ca®* i Mg?*) i zawiesing plytek krwi (3 x 10%/ml)
inkubowano z LPS S1959 Proteus mirabilis o koncowym stgzeniu 0,3 ug/ml
w ciggu 5, 10 i 30 minut w temperaturze pokojowe;.

Metoda cytofluorymetrii przeplywowej

Bezposrednio po dodaniu LPS oraz po kolejnych czasach inkubacji
pobierano po 20 ul mieszaniny inkubacyjnej dodajac do 200 ul 1% roz-
tworu formaldehydu (CellFix). Po wymieszaniu probki pozostawiano na
24 h w temperaturze 4° C-5Sul rozcienczonych 2-krotnie buforem fosfora-
nowym (PBS) przeciwcial firmy Becton-Dickinson nanoszono do probo-
wek Falcon przed dodaniem zawiesiny plytek. Do wprowadzonych prze-
ciwcial dodawano nastgpnie po 7,5 ul zawiesiny utrwalonych plytek. Plytki
znakowano przez okres 20 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
Po okresie znakowania reakcje hamowano przez rozcienczenie dodajac 500
ul PBS.

Oznaczenia cytofluorymetryczne wykonywano w dniu znakowania plytek
krwi stosujac aparat FACScan (Becton-Dickinson, Mountain View, CA).
Plytki krwi znakowano monoklonalnymi przeciwcialami anty-CD61 sprze-
zonymi z izotiocyjanianem fluoresceiny (anty-CD61-FITC) i anty-CD62
sprzezonymi z fikoerytryna (anty-CD62-PE) lub IgG1-PE, ktore stanowily
kontrole negatywna. Przeciwciala anty-CD61-FITC stosowano w celu wyr6z-
nienia populacji plytek od innych komorek. Natomiast stosowanie mono-
klonalnych przeciwcial skierowanych przeciwko selektynie P (anty-CD62)
pozwolilo oceni¢ stopien aktywacji plytek krwi wywolanej LPS i wyrazonej
poprzez ekspresj¢ antygenu CD62 [10].

WYNIKI I DYSKUSJA

Celem prowadzonych badan bylo okreSlenie metoda cytometrii prze-
plywowej wplywu lipopolisacharydu Proteus mirabilis LPS S1959 na stopien
aktywacji plytek krwi w ukladzie in vitro mierzony ekspresja antygenu
CD62 na powierzchni komorek.
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Aktywacja plytek krwi jest procesem zlozonym i wysoce skomplikowanym.
Wiaze si¢ ona ze zmiana ksztaltu komorek, adhezja, agregacja i sekrecja
zwigzkéw zmagazynowanych w plytkowych ziarnistosciach. Uwalniane sa
wowczas liczne zwigzki, wéréd ktorych znajduje si¢ plytkowa selektyna
P (GMP140, CD62, PADGEM) eksponowana po uwolnieniu na powierzchni
zaktywowanych komorek [7, 11]. Ilo§¢ antygenu CD62 na powierzchni
plytek krwi, zalezna od stopnia aktywacji tych komorek, moze stanowic

marker plytkowej aktywacji [12-14].

Tabela 1

Autoaktywacja plytek krwi mierzona ekspresja selektyny
P (w minutach)

Lp. 0,5 5 10 30
1 2,10 5,00 7,05 20,00
2 1,15 3,43 5,38 9,00
3 1,50 2,70 4,05 15,60
4 1,05 2,35 4,10 21,85
5 0,55 2,40 4,70 14,55
6 1,50 515 6,50 11,10
;. o 1,31 3,51 5,30 15,35
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Rys. 1. Autoaktywacja ptytek krwi mierzona ekspresja selektyny P

Prezentowane wyniki pokazuja wyrazny wzrost ekspresji antygenu CD62
na powierzchni plytek, wprost proporcjonalny do czasu inkubacji zawiesiny
plytek z endotoksyna (tab. 1, rys. 1). Wzrost ten wskazuje na aktywacje
badanych komorek wywolang lipopolisacharydem. Porownano ilo$¢ antygenu
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Rys. 2. Wplyw LPS na ekspresj¢ selektyny P na plytkach krwi

Tabela 2

Wptyw LPS na ekspresj¢ selektyny P na plytkach krwi

Proba CD62 | CD62 | CD62 | CD62 | CD62 | CD62 |CD62 | CD62 | CD62 | CD62

Plytki 0,5 1,45 | 500 | 1,15 | 1,05 0,65 0,75 | 1,55 | 3,50 | 1,05 | 1,80
LPS 0,5 210 16,900 I L8 1105 0,55 0,55 | 1,50 | 2,80 | 1,10 | 1,50
Przyrost 45% | 38% | 0% 0% | -15% | 27% | 3% | 20% | 5% | -17%

Plytki 5 3,10 |11,40 | 2,35 | 1,70 1,15 145 | 255 | 7,65 | 085 | 5,15
LPS 5 5,00 |18,15 | 3,43 | 2,35 1,20 | 240 | 2,70 (10,60 | 1,50 | 5,75
Przyrost 61% | 59% | 46% | 38% 4% 66% | 6% | 39% | 76% | 13%

Plytki 10 5,60 |1580 | 2,80 | 245 1,55 | 2,60 | 3,50 [ 14,70 | 1,95 | 6,50
LPS 10 7,05 23,60 | 5,38 | 4,10 2,65 | 4,70 | 4,05 | 18,15 | 1,85 | 6,50
Przyrost 26% | 49% | 2% | 67% | 1% | 81% | 16% | 23% | 5% | 0%

Plytki 30 26,25 |3440 | 6,40 | 27,35 |12,35 |1845 |11,85 | 21,65 | 535 | 10,00
LPS 30 20,00 |3445 | 9,00 | 21,85 |12,25 | 14,55 (15,60 | 39,65 | 5,90 | 11,10
Przyrost -20% | 0% | 41% | 20% | 1% | 21% | 32% | 83% | 10% | 11%

CD62 eksponowang na powierzchni plytek krwi traktowanych lipopolisa-
charydem z iloScig tego antygenu na plytkach kontrolnych (w ktérych moze
dochodzi¢ do autoaktywacji). Maksimum ekspresji monitorowanego antygenu
przypadalo na okres 10 minut dzialania endotoksyny. Wykazano, ze dluzsze
(1 h) dzialanie LPS nie wywolywalo dalszej odpowiedzi plytek krwi, a ilos¢
wyeksponowanego antygenu CD62 byla zblizona do wartosci kontroli.



18 J. Saluk-Juszczak, P. Nowak, J. Golanski, B. Wachowicz, W. Kaca

Mimo duzych réznic osobniczych w aktywacji ptytek krwi, udato si¢ ustalic,
ze 5-10-minutowe dzialanie endotoksyny powoduje najwyzszy przyrost
ekspresji antygenu CD62 w stosunku do nie traktowanych endotoksyna
plytek kontrolnych (rys. 2). Przeprowadzone do$wiadczenia z zastosowa-
niem czulej metody cytometrii przeptywowej wskazuja na proces aktywacji
plytek krwi wywolany badana endotoksyna (w warunkach in vitro) i wy-
razony poprzez sekrecj¢ zwiazkoéw zmagazynowanych w plytkowych ziarnis-
tosciach.

Ilos¢ uwalnianego antygenu CD62 i czas potrzebny do osiagnigcia
maksymalnej jego ekspresji zaleza od stopnia wrazliwosci plytek krwi. Czas
dziatania LPS, zawarty miedzy 5 a 10 minutami, wydaje si¢ powodowaé
najwyzszy — w stosunku do plytek kontrolnych — przyrost ilo$ci antygenu
CD62 na powierzchni pobudzonych piytek krwi. Ekspresja selektyny-P na
powierzchni ptytek krwi jest powszechnie akceptowanym markerem plytkowej
aktywacji ocenianej poprzez degranulacj¢ ptytkowych ziarnistosci [6, 13, 14].
Obecna na powierzchni pobudzonych plytek selektyna-P odgrywa istotna
rolg w interakcji tych komorek z komoérkami zapalnymi glownie z neutrofilami
[15-18]. Istnieja rowniez sugestie, iZ uczestniczy ona w oddzialywaniu plytek
krwi z LPS, jest miejscem wigzania LPS do plytek i moze peli¢ role
receptora komorkowego dla LPS [19].
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P-SELECTIN EXPRESSION ON BLOOD PLATELETS INDUCED BY ENDOTOXIN
PROTUES MIRABILIS

P-selectin is stored in the o granules of blood platelets. Following platelet activation by
different agonists, P-selectin is expressed on the cell surface where it mediates adhesion
primarily to leucocytes.The aim of the study was to evaluate the direct effect of Proteus
mirabilis lipopolysaccharides on the P-selectin expression on the platelet surface measured by
cytometric method. The obtained results showed that LPS in vitro induced the expression of
P-selectin (CD62) on platelets. It indicates that endotoxin from Gram-negative bacteria can
activate blood platelets.



