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2. Bevezetés

A CD14 molekula az 5923-31 kromoszoman lokalizalt gén terméke, egy 356 aminosavbol
allo glikoprotein, melyet elsésorban myeloid sejtek expresszalnak. A CDI14 el6fordul
membran kétott (mCD14) és szolubilis (SCD14) forméaban is. Mig a mCD14 egy glikozil-
foszfatidil-inozitol (GPI) horgonyon keresztiil agyazodik a sejtmembranba, a sCD14 vagy a
mCD14 lehasadasaval keletkezik, vagy kozvetlenil szekretalodik.

A CD14 elsédleges funkcidja a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjabol szdrmazé
lipopoliszacharid (LPS) felismerése. A LPS és CD14 interakci6jdhoz szikséges a
lipopoliszacharid kot fehérje (LBP) jelenléte, ami a LPS micelldk monomerizéalasaban, és a
LPS monomerek CD14-hez vald eljuttatasaban jatszik fontos szerepet. Mivel a CD14 nem
rendelkezik transzmembran régidval, a jelatviteli folyamat mas membranfehérjék, a myeloid
differenciacios protein (MD2) és a transzmembran régioval rendelkez6 Toll-like receptor 4
(TLRA4) segitségével inicializalodik.

A CDI14 a LPS mellett mas mikrobialis eredetli molekulakat is képes felismerni. Bar az
irodalmi adatok kissé ellentmondasosak ebben a kérdésben, szamos publikacié alapjan a
CD14 ligandjai kozé tartoznak a peptidoglikan, lipoteikolsav, lipoarabinomannan és a
lipoproteinek, de leirtak kotddését bakterialis és fungalis eredetli sejtfal fragmentumokhoz, sot
teljes korokozdkhoz is. Széles ligandspecificitasa kdvetkeztében a CD14 molekulat joggal
nevezik mintazatfelismerd receptornak (PRR).

A sCD14 koncentracidja dsszefiiggést mutat fertézésekben az infekci6 sulyossagaval, illetve
szamos mas betegség, példaul autoimmun betegségek, sarcoidosis, psoriasis vagy rheumatoid
arthritis (RA) aktivitasaval. Szérumkoncentracioja korrelal egy akut fazis fehérje (APP), a C-
reaktiv protein (CRP) mennyiségével, ami felveti a sCD14 diagnosztikus markerként vald
alkalmazasanak lehetOségét is. Kiilonosképpen igaz lehet ez cirrhosisban, ahol a ma3j
karosoddsa miatt, a majban termel6dd klasszikus APP markerek csak korlatozott mértékben
teszik lehetévé a cirrhosisban jelentkezd fertézések diagnosztizalasat. Ezekben az esetekben
érdemes megvizsgalni a sCD14 koncentracié monitorozasanak lehetdségét, hiszen a sCD14
elsdsorban nem a majbol keriil a keringésbe, igy még egy sulyosabb majkarosodas esetén is
adhat felvilagositast egy esetleges fertdzés jelenlétérol.

Az elmult évtizedekben az antibiotikumok talzott és gyakran feleldtlen hasznalata
antibiotikum rezisztencia kialakulasahoz és elterjedéséhez vezetett. Ezzel parhuzamosan az
antibiotikumok megjelenésének iiteme jelentdsen lassult, egyre kevesebb mozgasteret

engedve az ilyen tipusu fertézések lekiizdésére. A lehet6ségek sziikiilésével egyre nagyobb



igény mutatkozik arra, hogy hatdsmechanizmusukban uj antimikrobiélis molekulékat hozzunk
letre, melyek a patogének széles spektrumanak konzervativ struktarait ismerik fel, ezzel
csOkkentve a rezisztencia kialakuldsanak lehetdségét. Az egyik tipusat az ilyen potenciélis Uj
antimikrobidlis szereknek a PRR/Fc flzios fehérjék alkotjak. Ezek a molekuldk egyfajta
mesterséges antitestként miikodve, a molekula mintazatfelismerd receptoraval kotddnek a
mikrobialis sejtfal komponensekhez, és a human IgGl Fc reszevel identikus Fc rész
segitségével immunologiai funkciokat aktivalva segitenek a kdrokozdok neutralizaciojaban. A
CD14 molekula széles ligandspecificitasa miatt kifejezetten alkalmasnak igérkezik egy ilyen
mesterséges antitestben a mintazatfelismerd receptor feladatanak ellatasara.

A korokozok elpusztitasan tal nagy jelentésége van — Kkilondsen a szeptikus allapotok
is. Ezek megjelenhetnek izolalt formdban, de nem ritkdn a kiils6 membranbdl lefiiz6dod
vezikulak, ,,bleb”-ek alakjaban is. A Neisseria meningitidis egy Gram-negativ kérokozd, mely
kifejezetten hajlamos ilyen kiils6 membran vezikulak képzésére. Ezeknek a partikulumoknak
az Osszetétele gyakorlatilag megegyezik a korokozoé kiils6 membranjanak osszetételével, ezért
magas LPS tartalom jellemzi. Valoszinlileg a fokozott blebképzddés és a bleb-ekbdl
felszabadul6 LPS &ll a N. meningitidis fertézésekben tapasztalt magas LPS koncentracidk
hatterében. Mivel a bleb-ek LPS tartalmt partikuldk, ezért felmeriil annak a lehet6sége is,
hogy egy CDI14/Fc fuzios fehérje eldsegitheti egy ilyen fertdzésben a blebek és a LPS
neutralizacidjat, csokkentve ezzel a magas endotoxin koncentracioé karos hatasait.

Munkéank soran egy CD14/Fc fuzids fehérjét hoztunk létre, és arra kerestlink valaszt, hogy
képes-e ez a fehérje specifikusan kotédni kiillonbozé korokozokhoz, illetve képes-e fokozni
ezek fagocitozisat és elpusztitdsat. Megvizsgaltuk, hogy neutralizalja-e a CD14/Fc molekula
kiilonboz6 LPS preparatumok és N. meningitidis eredeti blebek bioldgiai hatasat, illetve,
hogy mennyire hasonléan viselkednek a LPS molekuldk és a bleb részecskék egyeb
neutralizalo agensekkel szemben. Végul a sCD14 egy potencidlis diagnosztikai alkalmazasat
vizsgaltuk cirrhosisos betegek esetében, arra keresve valaszt, hogy a szérum sCD14 mérése

képes-e jelezni vagy megerdsiteni a cirrhosishoz tarsul6 fert6zések jelenlétét.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A CD14 molekula tulajdonséagai

A CD14 molekula a velesziiletett immunrendszer mintdzatfelismerd receptora, melyet el6szor
monocytak és macrophagok felszinén azonositottak 1981-ben [1]. A fehérjét kddolo gén az
5g23-31 kromoszéman lokalizalodik az IL-3, GM-CSF, EGF receptor, B, adrenerg receptor és
PDGF génjeivel egyitt [2, 3]. A gén két exonbol all, melyrdl egy 1,4 kb méretli mRNS
transzkript irodik at [4]. A kész fehérje egy 356 aminosavbdl all6 glikoprotein, melyet
elsésorban myeloid sejtek expresszalnak, és eléfordul membran kotott (mCD14, 55 kDa) és
szolubilis formaban is (sCD14, 48 kDa és 56 kDa) [5-8]. A mCD14 nem rendelkezik
transzmembran régidval, hanem egy GPI horgony segitségével agyazddik a membranba [9,
10]. A mCD14 fehérjét magas expresszios szintje miatt elterjedten hasznaljak monocyték és
macrophagok azonositasara immunhisztokémiai eljarasokban és aramlasi citometriaban is. A
mCD14 nagyobb szamban monocytakon (~100.000/sejt), és joval kisebb szamban neutrofil
granulocytakon (~4.000/sejt) fordul el6, mig a sCD14 koncentracioja a szérumban néhany

ug/ml nagysagrendii [11-16].

3.2 A CD14 molekula funkcit6ja, LBP/TLR4/MD2 rendszer

A CD14 molekula elsédleges funkcidja a szervezetbe bekeriild, Gram-negativ baktériumok
membranjabol felszabaduld LPS felismerése és a sejtaktivacio beinditasa. A LPS felismerés
és a jelatviteli folyamat inicializalasa a LBP/TLR4/MD2 rendszeren keresztiil torténik [17,
18]. A CD14-LPS interakciot a LBP facilitalja, mely monomerizélja a LPS molekulékat, és
elésegiti azok eljuttatasat a CD14-hez. Az LBP egy akut fazis fehérje, szerkezete homoldgiéat
mutat a BPI fehérjével, fertézésekben a koncentracidja jelentésen megemelkedhet. Az LBP
altal monomerizalt szabad LPS a CD14 molekulan keresztiul a sejtmembranon talalhatd
TLR4/MD2 komplexhez jut, ahol a LPS az MD2 molekulan keresztil kerdl a transzmembran
régioval rendelkez6 TLR4-hez, ami az intracellularis jelatvitel kaszkad beinditdsahoz vezet
[17, 18]. (1. &bra)



Gram negativ
baktérium

1. &bra: A LPS - mCD14 - sCD14 — LBP — TLR4/MD?2 kdlcsonhatasa

A Gram-negativ baktériumok membranjabdl felszabadul6 LPS monomerizalasat és CD14-hez
szallitasat a majban termelddé LBP végzi. A sCD14 vagy kozvetleniil szekretalodik, vagy a mCD14
lehasadasaval keletkezik. A CD14 mindkét forméja részt vesz a LPS transzportalasaban a TLR4/MD2
receptor rendszerhez, ahol a transzmembran régioéval rendelkezd TLR4 inditja el a sejten beliili

jelatviteli kaszkadot.

3.3. A CD14 medialta szignalizacié elemei

A jelatviteli Gtvonal a TLR4 aktivacio utan kettédgazik a myeloid differentiation primary
response gene 88 (MyD88) dependens, illetve a MyD88 independens utra. A MyD88
dependens utvonal az nuclear factor-kappa B (NF-xkB) és mitogen-activated protein kinase
(MAPK) kinaz atvonalak inicializalodasahoz vezet, ami szdmos pro-inflammatoérikus gen
»bekapcsolodasat” vonja magaval az IL-1 receptor associated kinase (IRAK) és tumor
necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6) aktivaciojan keresztil. A TRAF6
inicializalédasa a MyD88 independens utvonalon is megtorténik a TIR domain-containing
adapter including IFN-B (TRIF) és TRIF-reladed adapter molecule (TRAM) adaptereken
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keresztiil, valamint aktivalodik a TANK-binding kinase 1 (TBK1) is, melynek az eredménye
az interferon regulatory factor 3 (IRF3) altal indukalt interferon beta (IFN-B) termelés lesz
[18] (2. abra).
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2. abra: A TLR4 medialta szignalizacio
A TLR4 medialta szignalizacié a Myd88 dependens és a Myd88 independens jelatviteli utakra dgazik
szét. A Myd88 independens Utvonal a TRIF és TRAM adaptereken keresztil a TBK1 és TRAF6

rrrrr

termelés. A TRAF6 aktivacio a Myd88 dependens Gtvonalon is bekdvetkezik, melynek eredménye az
NF-kB és MAPK kinaz Utvonalak bekapcsol6dasa, ami tébb pro-inflammatérikus gén stimulaciojat es
az altaluk kodolt fehérjék termelését vonja maga utan. (Az abra Palsson-McDermott és munkatarsai

(2004) &brajanak alapjan, annak modositasaval készilt) [18].

3.4. A CD14 molekula potencidlis ligandjai

A CD14 molekula 1981-es felfedezése 6ta — bar ellentmondé adatok is lattak napvilagot —
egyre inkabb elismertté valik a molekula széles ligandspecificitasa [1]. Bar a CD14
legfontosabb szerepe a Gram-negativ baktériumok membranjabdl szarmazd LPS
szignaliz&cidjaban van, jelent6s szamu publikacid jelent meg az elmult 15 évben, melyek a

CD14 egyéb ligandjait irjak le, amik a legkiilonb6zObb bakteridlis eredetii molekuldktol
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kezdve, gombakon és apoptotikus testeken at, egészen a mikrobidlis sejtfal komponensekig,
s6t teljes baktériumokig terjednek [19-23]. A CDI14 sokrétli funkcidja és széles
ligandspecificitasa kovetkeztében - annak ellenére, hogy transzmembran régidé hijan a
jelatviteli mechanizmusokat kozvetlenil nem képes elinditani - valdédi mintazatfelismer6
receptorként (PRR) funkcional [19].

zsirsavak PEtn y
glukozamin s .
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L \ I\
! Y i
r | 1 |
Lipid A Belsd mag Kiilsd mag 0 antigén
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3. dbra: A LPS szerkezete

A vad tipusti LPS molekulat a zsirsavakbol és gluk6zaminbol &llé lipid A és az ehhez kapcsolddo,
szénhidratokbol felépiil6 belso- és kiilsé mag, valamint az O antigén alkotja. Az R mutansok esetében
az O antigén hianyzik. Attol fiiggden, hogy a konzervativ belso- és kiils6 mag mekkora része hianyzik
a LPS molekuldk csoportokba sorolhaték (Ra, Rb1l, Rb2, Rc, Rdl, Rd2, Re). Az Re mutansok
esetében csak az immunoldgiai funkciokért felelés lipid-A egység van jelen. (Az abra Carla
Grosselaar-de Haas ,,SAP, A novel LPS binding protein” cimii Ph.D. disszertacidjanak (1999) abraja

alapjan, annak modositasaval késziilt.)

3.4.1. Szolubilis molekulak

A CD14 molekula legfontosabb, de mindenképpen legismertebb és legjobban tanulmanyozott
ligandja a Gram-negativ baktériumok kiilsé membranjanak esszencialis komponense a LPS.
Kiilonbozé  baktériumcsaladok LPS  strukturdja nagy hasonlosagot mutat [24]. Az
Enterobacteriaceae csalad vad tipusti LPS molekulaja (S-tipus) az O-antigénbdl, az R-magbol
és a lipid-A komponensekbél all [25]. Az O-antigén, mely ismétldd6é szacharid egységekbdl
felépiilé poliszacharid, az oligoszacharid R-maghoz kapcsolddik, mely az egész szacharid
struktarat a LPS lipid komponenséhez, a lipid-A egységhez kapcsolja. Bizonyos esetekben a
LPS O-antigén poliszacharidja hianyozhat (R-tipus), ami hozzaférhetébbé teszi az

immunogenitasért felelds lipid-A részt az immunrendszer szamara [26-30] (3. &bra). A
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lipopoliszacharidon kivil a CD14 molekulanak szamos mas ligandjat is leirtdk, ilyenek
példaul a Mycobacterium eredetii lipoarabinomannan, a szolubilis peptidoglikan, a
Blastomyces dermatitidis WI-1 antigénje, a S. aureus sejtfal kivonata, a Pseudomanas-bdl
izolalt poliuronsav, a muramilpeptid, és a Borrelia burgdorferi kiils6é membran lipoproteinjei
[20, 22, 31]. Ezen molekuldknak kozbs jellemzbje, hogy valamennyien az 6ket termeld
mikrobak esszencidlis, konzervativ struktarai, ezért kiemelkedden jO terapias célpontot

jelenthetnek.

3.4.2. Blebek

A Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjabol nem csak szabad LPS szabadul fel, hanem
kiils6 membran vezikulak, ugynevezett blebek is képzddhetnek. A bleb képzddés kiilondsen
kifejezett a N. meningitidis esetében ahol in vivo is kimutattak blebek jelenlétét szérumban és
cerebrospinalis folyadékban egyarant [32]. Mivel a blebek &sszetétele 1ényegében
megegyezik a kiils6 membran Gsszetételével, igen nagy mennyiségben tartalmaz LPS-ot, és ez
hozzajarulhat a N. meningitidis fert6zésekben mért igen magas (akar 300 pg/ml) endotoxin
koncentraciok kialakulasahoz, és a betegség rendkivil gyors, magas lazzal jaré lefolydsahoz
[32-35]. A N. meningitidis LPS a klasszikus CD14-LBP, majd TLR4/MD2 mediéalt itvonalon
aktivalja az immunrendszert [36, 37], de ezen kivil fontos szerepe van az ép baktériumok
fehérvérsejtekkel vald interakciojaban is egy CD14 medialt utvonalnak. Rendkivil fontosak
ugyanakkor a specifikus anti-meningococcalis antitestek és az intakt komplement rendszer is

a korokozoval szembeni védekezésben [38].

3.4.3. Baktériumok

A mikrobialis eredeti ligandokon kiviil tobb esetben leirtak kiilonb6z6 Gram-negativ
baktériumok CD14 dependens fagocitdzisat is: Peterson és munkatarsai beszamolnak
opszonizélatlan Mycobacterium tubercolosis CD14 medialt felvételérdl, valamint Onozuka és
munkatarsai vad tipusu S. typhimurium macrophagok altali fagocitozisaban igazoltak a CD14
jelentéségét [21, 39]. Schiff és munkatarsai szérum altal opszonizalt Escherichia coli
fagocitézisaban irtdk le mind a mCD14, mind a sCD14 szerepét [40]. Janot és munkatarsai
egy Gram-pozitiv intracellularis korokozo, a Listeria monocytogenes esetében igazoltédk a
CD14 részvételét a TLR2-vel egyiittmiikodve a baktérium felismerésében és a fertézés
leklizdeseben [41]. Bar a CD14 szerepe egyes baktériumok felismeréseben és fagocitdzisaban
mara elfogadott tény, eddig minddssze egyetlen munkacsoport irta le a sSCD14 és a mCD14

kozvetlen kotodését baktériumokhoz [42, 43].
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3.5. Szolubilis CD14 tipusai, keletkezéstk és tulajdonsagaik

A mCD14 egy GPI horgony segitségével agyazodik a sejtek membranjaba, mig a sCD14 vagy
a GPI horgonyzas elkertlésével kozvetlenil szekretalddik (56 kDa-os forma) [6, 44-46], vagy
a mCD14 molekuldkbdl, a GPI horgony lehasadasaval (,,shedding”) keletkezik (48 kDa-0s
forma) [44, 45]. A kozvetlenll szekretalod6 sCD14 nagyobb mérete (56 kDa) annak
koszonhetd, hogy a fehérje ebben az esetben megtartja a C terminalis szigndl szekvenciajat,
ami egyébként a fehérje érése soran kicserélédik a GPI horgonyra [44, 45]. Ez a szekrécios
folyamat protedz inhibitorokkal nem gatolhaté [45]. A kisebb méretii sCD14 (48 kDa), mely a
GPI horgony lehasadaséaval keletkezik, sejtaktivacid kdvetkeztében kerll a keringésbe. Ez a
folyamat membran asszocialt szerin protedzok milkdodéséhez kothetd, ¢€s proteaz
inhibitorokkal in vitro géatolhatd [45, 47]. A shedding hatterében egyfajta védekezo
mechanizmus allhat, mely megakadalyozza a sejtek aktivacidjakor az inflammatérikus
folyamatok elszabadulasat [47, 48].

3.6. SCD14 és betegségek osszefliggése

A sCD14 kodzponti szerepet jatszik a Gram-negativ baktériumok altal okozott fertézésekben,
de széles ligandspecificitdsa és a velesziletett immunrendszerben betdltott fontos szerepe
kovetkeztében a sCD14 szintjének valtozasa dsszefiiggésbe hozhato a bakterialis fertézéseken
Kivil szamos mas korképpel, példaul autoimmun betegségekkel es szerepet jatszhat a human

immundeficiencia virus/hepatitis C virus (HIV/HCV) Kko-fertézések terapiajanak

kimenetelében is [49].

3.6.1. Osszefiiggés bakterialis infekciokkal

Mintazatfelismer6 receptor 1évén, a sCD14 kulcsfontossagu szerepet jatszik az infekciok korali
szakaszaban a citokin termelés beinditdsdban, és ezen keresztiil kiilonb6z6 immunologiai
valaszreakciok inicializalasdban. A sCD14 szintje korrelal az infekcié sulyossagaval, a
fiziologiasan 2-4 pg/ml tartomanyban jelenlévé fehérje koncentracidja lokalis fert6zésekben
¢s szepszisben is jelentdsen megemelkedhet [12, 50]. A sCD14 termelddésének pontos
mechanizmusa és oka az infekciok soran nem teljesen ismert, de valoszintisithetd, hogy a
keletkez6 sCD14 elsésorban nem de novo szintetizalodik, hanem a membrankotott forma
lehasadasaval keletkezik. Ezt tAmasztja ala, hogy szepszisben, politraumas esetekben és égési
sérilléseknél a SCD14 koncentraciojanak emelkedésével a sejteken eléforduldo mCD14 szama
csokken [12, 46]. Ennek kettés pozitiv hatasa lehet. Egyrészt egy sulyosabb fert6zés soran a

mCD14 mennyiségének csokkenésevel a sejtaktivacio is csokken, igy kisebb eséllyel alakul Ki
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szeptikus sokk, valamint a megemelkedett szami sCD14 molekula a bakterialis ligandokhoz
kotédve részt vehet azok neutralizdlasaban, aminek szintén szerepe lehet az inflammatorikus
reakciok eszkalalédasanak megakadalyozasaban [48, 51]. Ugyanakkor az is ismert, hogy
fertézésekben a magasabb sCD14 koncentracio korreldl a mortalitassal, bar nem egyértelmti,
hogy ezekben az esetekben a magasabb sCD14 koncentréacié oka a mortalitds emelkedésének,
vagy egy sulyosabb, ¢és ezért nagyobb eséllyel rosszabb kimenetelli fertézés kdvetkezménye
[46]. Emellett nem zérhato ki a sSCD14 de novo szintézise sem, hiszen termel6dése 1L-6 altal
indukalhaté és szérumkoncentracidja jol korrelal egy jol ismert akut fazis fehérje, a CRP

szérumkoncentrécidjaval [52].

3.6.2. Osszefiiggés egyéb betegségekkel

A sCD14 szintjének valtozasadt nem csak infekciokban irtdk le, hanem szdmos maés
immunrendszert érintd korképben is taldltak példat a betegség progresszidjaval korrelald
sCD14  koncentraciora.  Sarcoidosis-ban  szenvedd  betegek  bronchoalveolaris
mosofolyadékaban, valamint mas autoimmun betegségekben, psoriasis-ban és szisztémas
lupus erythematosusban (SLE) valamint gyulladasos bélbetegségben szenvedd betegek
szérumaban is megemelkedett sCD14 koncentraciét mértek [53-56]. A sCD14 koncentracio
szintén emelkedett értéket mutat korai gyermekkori fogszuvasodasban szenvedd gyerekek
nyalabdl szarmazé mintdkban, ami ezen betegség gyulladésos jellegére utal, és lehetdvé teszi
a betegség kovetését a sSCD14 koncentracido merésével [57]. Ezen Kivil sarcoidosis-ban és
extrinsic allergias alveolitis-ben az emelkedett sSCD14 mellett az alveolaris macrophagok,
valamint rheumatoid arthritisben a periférias monocyta populécio is megndvekedett CD14
expresszidt mutat [54, 56, 58], tovabba a CD14 pozitiv monocytak intesztinalis mucosaba
valé vandorlasanak és az ottani pro-inflammatorikus citokintermelésiknek szerepe lehet a

Crohn betegseg és colitis ulcerosa kdorképében is [59].

3.6.3. Akut fazis fehérje? Diagnosztikus marker?

fertézések sulyossagaval, az autoimmun betegségek aktivitasaval, és mas immunrendszert
érintd korképekkel is. Elsésorban gyulladasos korképekben meriil fel a sCD14 diagnosztikus
markerként vald alkalmazasa. Autoimmun eredetii arthritises és fert6zés-medialt arthritises
(reaktiv arthritis) betegek szérum- és synovialis folyadék (SF) sCD14 koncentracidjat
0sszehasonlitva nem talaltak szignifikans kulonbséget, és a sCD14 koncentraciok nem
korrelaltak a SF leukocita szdmmal, felvetve annak a lehetdségét, hogy a keletkezé sCD14
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nem csak protedz medialta shedding-en keresztiil kerill a keringésbe, hanem de novo is
szintetizalddik [52]. Emellett mindket betegcsoportban szignifikans emelkedést tapasztaltak
az egészséges kontrollokhoz képest, tovabba a sCD14 koncentracio jol korrelalt a betegség
lefolydsaval és a CRP koncentracidval, valamint a maj APP termelését szabalyoz6
citokinjének, az IL-6-nak a koncentracidjaval is [52]. Real-time PCR vizsgalatok megerdsitik
MRNS szintjén a CD14 termelés IL-6 altali indukalhatosagat is [52]. Ezek alapjan a sCD14
molekula APP-ként viselkedik, és érdemes megvizsgalni a diagnosztikus markerként vald

felhasznalhatdségat.

3.7. Cirrhosis és a hozz4 tarsulé infekciok klinikai jelentosége

A cirrhosis a maj kronikus megbetegedésének a kdvetkezménye, melynek soran a méj szdvete
hegszovetté alakul és a maj funkcidja csokken. A leggyakoribb komplikacidk a hastregben
felgyiilemld folyadék (ascites), varix vérzések, hepatikus encephalopathia és a kiilonboz6

bakterialis fert6zések kialakulasanak megnovekedett kockazata.

3.7.1. A cirrhosis etioldgidja es klinikuma

A betegség kialakuldsanak hétterében leggyakrabban alkoholizmus, valamint Hepatitis B
vagy C virus fertdzés all, de szdmos mas oka is lehet a majkarosodas kialakulasanak, mint
példaul cukorbetegség, elhizds, autoimmun folyamatok, illetve a vas anyagcserét érintd
orokl6do betegségek, cysticus fibrosis, illetve hepatotoxikus gyogyszerek hasznalata is. A
diagnozis felallitdsanak legbiztosabb mddja a majbiopszia, de ha az egyéb Kklinikali,
laboratériumi és radiologiai eredmények aldtdmasztjdk a cirrhosist akkor a majbiopszia

elkerulheto.

3.7.2. A cirrhosishoz tarsulo fertézések klinikai jelentésége

A cirrhosis egyik leggyakoribb komplikacidja valamilyen bakteridlis fert6zés kialakulasa,
melyeknek szeles skaldja vezethet a maj allapotanak tovabbi romlasahoz, és végil a
cirrhosisban szenved6 beteg elhalalozasahoz [60, 61]. Ezen kiviil a bakterialis fert6zések
tovabbi komplikaciok kialakuldsat okozhatjdk, mint példaul varix vérzés, hepatikus
encephalopathia, veseelégtelenség és véralvadasi zavarok [62]. A kiilonboz6 fertézések
jelentésen megndvelik a mortalitast, cirrhosisban az elhaldlozasok mintegy 30-50%-a

valamilyen fertézéshez kothet6 [60-63].
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3.7.3. A cirrhosishoz tarsulo fertézések diagnosztikaja

Cirrhosisban a fertdzések hozzavetdlegesen 50%-a atipusos klinikai megjelenésii, tovabba a
cirrhosis néhany jellemz6é sajatossaga is megneheziti a fertézések azonositasat [64]. A
bacteraemia-hoz kapcsolt szeroldgiai markerek emelkedése korai jele az infekcionak, mely
lehetové teszi a fertdzés hatékony felismerését. Azonban ezeket az akut fazis fehérjéket
elsésorban a madj szintetizalja, ezért cirrhosisban sokkal kevésbé hatékonyak a fertdzés
kialakuldsanak figyelemmel Kkisérésére [65]. A masik oldalrol pedig fertézés fiiggetlen
faktorok, mint hepatocellularis carcinoma (HCC), necrosis, vagy a majszovet lokalis
gyulladasos reakcidja illetve bakteridlis transzlokacié is indukalhatja ezen markerek
szintézisét, ami még jobban korlatozza klinikai hasznalhatésagukat [66-68]. Korabbi
tanulmanyok szerint a CRP és a procalcitonin (PCT) a legmegbizhatobb markerek a
fertdzések felismerésére, de diagnosztikai pontossdguk ¢és hatarértékeik nem pontosan

meghatérozottak [66, 69-72].

3.8. Fertozések kezelésének problémai. Antibiotikum rezisztencia. Potencialis uj terapias
szerek: Fc-fuzids fehérjék

Az antibiotikum terdpidk abuzusa miatt kialakuld antibiotikum rezisztens korokozok ellen
egyre nehezebb felvenni a kiizdelmet, kiilonosen azokban az esetekben, melyekben a fertézott
egyén immunrendszere nem milkodik megfelelden, példaul tjsziilottek, szerzett- vagy
oroklott immundeficiencia, vagy hematologiai malignomak esetében [73]. A problémat
sulyosbitja, hogy az elmult ¢évtizedben jelentésen csokkent az 1j antibiotikumok
megjelenésének Uteme, ami az antimikrobidlis terapiadkkal kapcsolatos kutatast Uj irdnyokba
tereli [73, 74]. Eddig t6bb szdz ujszerti antimikrobialis molekula keriilt tesztelésre, példaul
human kationos fehérjék, pentraxinok, RNazok, foszfolipazok, peptidoglikdn felismerd
fehérjék, kollektinek, defenzinek, valamint ezen fehérjéken és oligopeptideken alapulé kisebb
peptidek [75, 76]. Az antimikrobidlis szerek kutatdsanak viszonylag Uj irdnya egyes
antimikrobialis hatdsi molekuldk kombinaldsa az immunrendszer egyéb komponenseivel.
Erre példa a kationos fehérjék, mint a cationic antimicrobial protein 18 (CAP18) vagy
bactericidal/permeability increasing protein (BPl,3) fUzidja a human IgG Fc részéhez [77, 78].
Az igy keletkez6 fehérjék mesterséges antitestként viselkedve nemcsak kozvetlen baktericid
hatassal birhatnak, hanem az Fc részen keresztil bekapcsoljak az immunrendszert a korokozé

neutralizalasanak folyamataba [77-81].
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3.8.1 Az Fc-fazids fehérjék felépitése, tipusai

A biotechnoldgiai és molekularis genetikai eljarasok fejlodésével megnyilt az Ut valtozatos
mesterséges fehérjék létrehozasara. A receptor/Fc fuzios fehérjék kdzos tulajdonsaga, hogy
egy vagy tobb receptor molekula, esetleg receptor domén kapcsolddik a human IgGl Fc
részéhez. A receptor/Fc flzi6 génsebészeti eljarassal, vagy kémiai reakcidval hozhat6 létre. A
génsebészeti eljards sordn a receptor feherjéket, esetleg doménjeiket kodolé cDNS
szakaszokat kotik Ossze a human 1gGl Fc részét kddold cDNS-sel, majd valamilyen
expresszios vektorral in vitro, illetve bizonyos esetekben in vivo expresszaljak azokat [79, 80].
A flzios fehérjéek kdzos tulajdonsagai, hogy az Fc rész intakt allapotban (CH2, CH3 domén és
a kapocs régio) megmarad, és az N terminalis részhez kapcsolodnak a receptor fehérjék [82].
Attol figgden, hogy a teljes receptor, vagy csak receptor domén(ek), illetve, hogy egy vagy
tobb receptor kapcsolddik az Fc részhez, a flzios fehérjék a felépitésik alapjan négy
csoportba sorolhatok (4. abra). A legegyszeriibb eset, amikor két intakt receptor fehérje
homodimert alkotva kapcsolodik az Fc részhez (4. abra, A). Bizonyos esetekben ndvelhetd a
ligandkotd képessége a fuzids fehérjének, ha intakt receptor helyett csak a ligandk&td
domének, esetleg tobb receptor relevans ligandkotd doménje kapcsolodik az Fc részhez (4.
abra, B). Mas esetben eléfordulhat, hogy eldnyosebb csak egyetlen receptort vagy receptor
doment hasznalni az esetleges sztérikus akadalyozas elkeriilése érdekében (4. abra, C). A
receptor/Fc fuzids fehérjék negyedik csoportjaban kiilonb6z6 receptorok heterodimert alkotva
kapcsolodnak az Fc részhez, ami szilkséges lehet olyan esetekben, amikor a fuzionaltatott
receptorok nativ formajukban is egy méasik receptorral egyutt heterodimert formalva képesek
csak a ligandjukat kotni (4. abra, D) [82].
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4. abra. A receptor/Fc fuzids fehérjék fobb tipusai. (A) Dimer fuzioés fehérje, melyben a receptor
homodimer forméban van jelen. (B) Kiilonb6z6 receptorok doménjei vannak fuzionalva az Fc részhez.
(C) Monomer Fc fuzid, melyben egyetlen receptor fehérje kapcsolédik az Fc részhez. (D) Heterodimer
Fc fuzios fehérje, melyben két kiilonbozo receptor fuzionalodik az IgG Fc részéhez. (Az abra Huang

és munkatarsai (2009) abrajanak alapjan, annak mddositasaval készilt [82].)

erer

A receptor/Fc molekulédk Fc részének szdmos elényds tulajdonsdga van mind a ,,kész” fehérje
alkalmazasi terlletein, mind a fehérje expresszalasa és tisztitasa soran. Az Fc fuzid bizonyos
esetekben segithet az expresszié hatékonysaganak novelésében [83], valamint az Fc rész
protein A/G oszlop segitsegével felhasznalhat6 a feheérje tisztitasara is [84]. A biotechnolodgiali
elényokon kivil a fehérje felhasznalési teruletein is hasznos tulajdonsadgokat kolcsondz a
fuzios fehérjének az Fc rész jelenléte. Kis méretii fizids partner esetében megakadalyozza
azok vesén keresztuli kivalasztodasat, ezzel novelve a fehérje féléletidejét és csokkentve pl. a
kationos fehérjék vesekarosito hatasat [75]. Az Fc rész segitséget nydjthat a molekula FcRn
receptorokon keresztuli felvételében az intestinalis vagy pulmonaris epithel sejteken keresztiil
[85]. Egy masik fontos hatdsa lehet az Fc altali dimerizacidonak, hogy megndvelheti a
receptorkomponensek eredeti ligandjukhoz valé aviditasat, ahogyan azt korabban, egyetlen
kdzleményben, affibody-Fc kimérak esetében tapasztaltdk [86]. Szintén fontos szempont
lehet, hogy az Fc rész megbrzi eredeti funkcidjat, és hasonldan, mint a komplett 1gG esetében,
immunoldgiai effektor funkciokat lat el, mint a komplement aktivalas vagy a fuzids fehérje
altal opszonizalt molekuldk FcR receptorokon keresztili fagocitézisanak mediélésa [77, 78,
82, 85].
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3.8.3 Az Fc-flzids fehérjék alkalmazasanak teriletei

Az Fc fuzid elony6s tulajdonsagait szamos esetben kihasznalja a gyogyszer- €S
biotechnoldgiai ipar, aminek kovetkeztében jo néhany hasonld elven létrehozott készitmény
van forgalomban. Egy résziket kutatasi segédanyagként hasznaljak fel, mas részik pedig a
fehérje alapu terdpiak tarhazat gazdagitja [82]. Az elsé szolubilis receptor/Fc fuzids fehérje,
melyet sikeresen alkalmaztak az Etanercept (Enbrel®), mely tumor necrosis factor o (TNF-a)
receptor Il extracellularis doménjét tartalmazza az 1gGl Fc részéhez fuziondltatva. Ez a
készitmény hatdsosan neutralizalja mind a membrankétott, mind a szolUbilis TNF-o hatasat,
ezaltal csokkentve az inflammatorikus citokinek, szérum matrix metalloproetazok és adhézids
molekulak szérum szintjét [87, 88], igy hatasos terapias szernek bizonyult rheumatoid arthritis
és egyéb eredetli arthritisek kezelésében is. Az Etanercept megjelenése ota tobb mas
készitmény is piacra kerult, vagy all klinikai vizsgélat alatt. Ezek kdzott vannak T- és B-sejt
inhibitorok [89-92], selectin (PGSL-1) inhibitorok [93, 94], osteoclast inhibitorok [95],

interleukin-1 inhibitorok és angiogenezis gatlok is [96, 97].

3.8.4 Fc-fuzios fehérjék - antimikrobialis szerek

A receptor/Fc fizids fehérjék egyik csoportjat antimikrobialis hatasu fehérjék alkotjak,
melyek egyfajta antitestként viselkedve a receptor részikkel baktériumok széles
spektrumahoz kotédnek, mig az Fc részen keresztiil immunoldgiai funkciokat medialnak. Bar
ez egy viszonylag Uj felhasznalasi teriilete ezen fuzios fehérjéknek, a kezdeti eredmények
nagyon biztatéak. Két fontosabb példa van eddig ilyen tipusi mesterseges antitestekre, az
egyik a BPly; fehérje fuzidja a human 1gG1 Fc részéhez [78, 80, 81]. Ezt a rekombinans
fehérjét in vivo expresszaltak egy virdlis vektor (rAAV2-BPIl,3-FCyl) segitségével
egérmodellben. A vizsgalt gentranszferalt egerek vérében kimutathato volt a BPI,s/Fc fehérje,
¢és jelentésen megnovekedett a talél6 egerek szama letalis E. coli fertézésekben. A rAAV2-
BPIl,3-FCyl géntranszferalt egerek szérumaban jelentésen kisebb volt az I1L-18 és TNF-a
szint, csOkkent a baktériumszam és az endotoxin koncentracid is a kontrollként hasznalt
rAAV2-EGFP géntranszferalt egerekhez képest [78, 80]. Egy masik példa egy masik kationos
fehérje, a CAP18 flzidja az 1gG1 Fc részéhez. Ebben az esetben az antimikrobidlis fuzids
partnert kémiai eljarassal kototték a human IgG Fc részéhez, amit a teljes IgG1 papainos
emésztésével allitottak el6 [77, 79, 98]. Ebben az esetben is jelentésen megndvekedett a

fazios fehérjével kezelt (20 mg/kg) kisérleti egerek talélési esélye a kontrollcsoportéhoz
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képest a vizsgalt szepszis modellben [77]. A protektiv hatas feltételezhetben egyiittes
kdvetkezménye a fehérje baktericid és endotoxin neutralizalé tulajdonsaganak.

Mindkét receptor/Fc fuzidés fehérje esetében in vivo modellt hasznaltak a fehérjék
antimikrobidlis hatasanak igazolasara, azonban egyik esetben sem vizsgaltak a fazios fehérjék

baktériumokkal valo interakciodjat, illetve az Fc rész effektor funkcidinak miikodését.
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4. Célkituzések

CD14/Fc fuzios fehérje — egy feltételezett terapias alkalmazas

A CD14, mint mintazatfelismerd receptor a Gram-negativ baktériumok sejtfaldban 1évé LPS
kotésére képes és potencidlisan egyéb célpontjai is elképzelhetdek. Ez felvet egy lehetséges
terapids alkalmazast: a CD14 mintazat felismerd tulajdonsagat kombinalva az Fc fazid
nyujtotta biotechnoldgiai és biologiai elényokkel egy széles spektrumi opszonint hozhatunk
létre, amely terapids lehetdséget jelenthet antibiotikum rezisztens baktériumok 4ltal okozott
fertézésekben. Hasznos lehet tovabba olyan esetekben is, mint a N. meningitidis fert6zések,
ahol a korkép hatterében és az inflammatorikus folyamatok eszkalalodasaban elsédleges
szerepe van a fokozott kiils6 membran vezikula képzddésnek.

- Munkénk elsé felében célunk egy CDI14/Fc fuzids fehérje létrehozasa, strukturalis
integritdsanak és biologiai aktivitasdnak vizsgalata. Jellemezni kivanjuk a CD14/Fc fuzios
fehérje baktériumokhoz vald kotddését, és igazolni a kotédés CD14-LPS specifikussagat,
valamint megvizsgaljuk a fizids fehérje opszonizalé hatasat, és neutrophil granulocytak,
macrophagok és dendritikus sejtek fagocitdzisara gyakorolt hatasat.

- Megvizsgéljuk, hogy neutralizalja-e a CD14/Fc molekula kiilonbozé LPS preparatumok
és N. meningitidis eredetii blebek bioldgiai hatasat, illetve, hogy mennyire hasonléan

viselkednek a LPS molekulak és a bleb részecskék egyéb neutralizalé agensekkel szemben.

Szérum sCD14 szint mérése — egy feltételezett diagnosztikus alkalmazas

A huméan sCD14 molekula, mint a velesziiletett immunrendszer mintazatfelismerd receptora,
kulcsfontossagu szerepet tolt be a Gram-negativ baktériumok altal okozott fertézések
felismerésében. A sCD14 koncentracidja jol korreldl a fert6z6 betegségek sulyossagaval, ami
felveti a kérdést, hogy a sSCD14 szintjének monitorozasa esetleg alkalmazhat6-e diagnosztikai
eljarasokban egy fert6zés meglétének, vagy sulyossaganak megallapitasara. Kulondsen fontos
lehet egy 0j diagnosztikus marker bevezetése olyan esetekben, mint a cirrhosis, ahol a
klasszikus APP markerek a mdj karosoddsa miatt nem hasznalhatoak megfeleld
hatékonysaggal.

- Munkank masodik felében arra kerestink valaszt, hogy alkalmazhat6-e a szérum sCD14
szint mérése cirrhosisban diagnosztikus markerként a cirrhosist kisér6 fertézések kimutatasara

onalldan, vagy mas akut fazis fehérjekkel egyutt.
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5. Anyagok és mddszerek

5.1 Betegek (cirrhosis)

368 jol karakterizalt, kovetés alatt 4ll6 cirrhosisos beteget (férfi/né: 204/164; kor: 56,4+10,8
¢év; betegség idOtartama: 3,944,2 év) valasztottunk be a Debreceni Egyetem BelgyOgyaszati
Intézetének Gastroenteroldgiai Tanszékérdl. A cirrhosis diagnozisat klinikai, biokémiai,
ultrahangos és amennyiben lehetséges volt, hisztoldgiai vizsgalatok alapjan allitottak fel [99].
A bevalasztasnal kiilonds figyelmet forditottunk akut bakteridlis fertézés jelenlétére is. A
fertézés diagnozisat a klinikai tlnetek, lazas allapot, laboreredmények és mikrobioldgiai
tenyésztés (amennyiben lehetséges volt) alapjan a betegek gondozasat és kovetését végzé Dr.
Papp Maria és Dr. Vitalis Zsuzsanna (Debreceni Egyetem, Belgyogyaszati Intézet

Gastroenterologiai Tanszék) allapitottadk meg.

5.2. A kisérletekhez hasznalt LPS, bleb preparatum, baktérium- és gomba torzsek

A CD14/Fc és CD14/His molekulak funkciondlis teszteléesehez Salmonella minnesota Re
(#595) LPS-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) hasznaltunk. A bleb preparatumok
izolaldsa a N. meningitidis L1 torzsébdl és ezek jellemzése az Utrechti Egyetem Orvosi
Mikrobioldgiai Intézetében tortént korabban publikalt protokollok alapjan [36, 100]. Az
izolalas protokollja roviden a kovetkezé volt. N. meningitidis L1 torzset RPMI 1640
taptalajban (Gibco BRL, Invitrogen, San Diego, CA, USA) tenyésztették 16 oran at 37°C-on.
A tenyészetet 20 percig 5.000 g-vel centrifugéltdk, majd a feliiluszot 0,4 pm-es sziirén
(Millipore, Billerica, MA, USA) atsziirték, hogy eltavolitsak a felilisz6bdl a benne maradt
baktériumokat. Ezutdn a fellluszét 50-szeresere koncentraltdk egy Amicon szlirérendszer
(300 kDa) segitségével (XM300, Millipore). A koncentratumot 12 ml-es SW41
centrifugacsovekben (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) diszkontinuus dextran gradiensre
rétegezték (2 ml 10% es 2 ml 25%, Pharmacosmos, Roervangsvej, Déania). A mintakat
lengdfejes rotort hasznalva 2 6ran at 110.000 g-vel centrifugaltadk 10°C-on. A 10 és 25%-0s
dextran hatarvonalan megjelené bleb réteget aspiraltdk. A kiilonb6z6 izolalasokbol szarmazo
bleb készitményeket 6sszemérve, aliquotozva téroltak -20°C-on. A CD14/Fc-mikroba
kotddéses kisérletekhez és a fagocitozis vizsgalatokhoz az alabbi baktériumokat és gombakat
hasznaltuk: E. coli (ATCC 25922), S. hartford (Orszagos Epidemiologiai Kézpont 100063),
Lysteria monocytogenes (Orszagos Epidemiologiai Kozpont 130001), Streptococcus
pneumoniae (ATCC 49619), S. typhimurium vad tipus (#657), S. typhimurium Ra (#656), S.
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typhimurium Re (#658), S. minnesota Re (#595), Candida albicans (#10231), C. tropicalis
(#555) (Klinikai izolatumok).

5.3. A baktériumok és gombéak FITC jel6lése

A baktériumokat hoéinaktivaltuk (80°C, 2 h), majd az inaktivalas sikerességét véres agar
taptalajon (Oxoid, Cambridge, UK) valo tenyésztéssel (3 nap) ellendriztiik. A gombak
hoéinaktivalasat (65°C, 2 h) Sabouraud taptalajon valod tenyésztéssel ellendriztiik (2 nap). A
mikrobakat eldlésuk utan foszfat pufferben (PBS) reszuszpendaltuk, majd fluoreszcein-
izotiocianattal (FITC) jeloltiik (40 pg/ml 45 percig 4°C-on a baktériumok esetében; 0,2 pg/ml
45 percig 4°C-on a gombak esetében). Jelolés utan a nem kotédott FITC ketszeri PBS-sel valo
mosassal tavolitottuk el. A jeldlés sikerességét és az abszolit mikroba szamot aramlasi
citometridval ellendriztiik. A fluoreszcensen jeldlt mikrobakat a felhasznaldsig aliquotozva,

-20°C-on taroltuk.

5.4. PMN-ek, monocytak, macrophagok, dendritikus és SKBr-3 sejtek izolalasa illetve
tenyésztése

Polimorfonukleéris sejtek: A polimorfonukleéris sejteket (PMN) periférias vérbél izolaltuk. A
periférias vért heparinos vérvételi csovekbe gylijtottiik (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ,
USA) és 1:1 aranyban higitottuk PBS-sel. A higitott vért diszkontinuus histopaque gradiensre
(1077/1119 g/l, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) rétegeztik, majd 30 percen at
szobahdmérsékleten 700 g-vel centrifugaltuk. Centrifugaléds utdn a PMN réteget leszivtuk,
majd a vorosvértesteket 30 masodpercig jéghideg desztillalt vizzel lizaltuk. 30 masodperc
utdn az izotonias koncentraciét 1/10 térfogatnyi 10-szeres toménységii PBS pufferrel
allitottuk helyre. Ezt koveten a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, és a sejtszamot 5x10°
sejt/ml-re allitottuk be. A sejtek életképességét tripankék és propidium jodid festéssel
vizsgaltuk, a sejtek 95%-a élének bizonyult. A sejtfrakcid tisztasagat citospin lemezeken
ellendriztiik, a tisztasag 98% feletti volt.

Monocyta eredeti macrophagok és dendritikus sejtek: Periférias vérbdl mononuklearis
sejteket izolaltunk Ficoll-Paque (1077 g/l, GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) segitségevel,
majd a PBMC rétegbdl anti-CD14 magneses mikrogyongyok (Miltenyi Biotec, Bergisch-
Gladbach, Németorszag) alkalmazasaval, a gyarto leirdsa alapjan monocytakat szeparaltunk.
Az izolalt sejtfrakcid tisztasdgat dramlési citometriai analizissel ellendriztiik, a sejtek tobb
mint 97%-a bizonyult monocytanak. A monocyta eredetli macrophagok differenciélasat 24
lyuka szovettenyésztd plate-en végeztuk. L-glutaminnal (2 mM, Sigma-Aldrich) dusitott
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RPMI taptalajpban (Sigma-Aldrich) 10° sejt/ml sejtet tenyésztettiink 5 napig, 100 U/ml
penicillin, 100 ng/ml streptomycin, 10% hdinaktivalt FCS (Invitrogen) és 50 ng/ml M-CSF
(Peprotech EC, London, UK) jelenlétében. A monocyta eredeti dendritikus sejtek
differencialésat L-glutaminnal (2 mM, Sigma-Aldrich) dusitott RPMI taptalajban (Sigma-
Aldrich) végeztiik, 2x10° sejt/ml sejtet tenyésztettiink 5 napig, 100 U/ml penicillin, 100 ng/ml
streptomycin és 10% hoéinaktivalt FCS (Invitrogen) jelenlétében. A sejtek stimulalasat a
masodik napon 80 ng/ml GM-CSF (Gentaur Molecular Products, Brussels, Belgium) és 100
ng/ml IL-4 (Peprotech EC) és 50 ng/ml M-CSF (Peprotech EC, London, UK) hozzaadasaval
végeztiik. A kisérletekhez a sejteket az 5. napon hasznéltuk fel. A sejtek fenotipusat aramlasi
citometriaval ellenériztiik, tobb mint 90%-uk éretlen DC fenotipust mutatott (DC-
SIGN/CD209+, CD14 alacsony) és tébb mint 85%-uk CD1a pozitivnak bizonyult.

SKBr-3 sejtek: Az SKBr-3 human eml6 karcinéma sejtvonalat (ATCC) DMEM taptalajban, 2
mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 ng/ml streptomycin és 10% hdinaktivalt FCS
(Invitrogen) jelenlétében tenyésztettik. Ezeket a sejteket a kisérletekhez, mint FCR negativ

kontrollt hasznaltuk.

5.5. CD14/Fc és CD14/His klonozéasa és expresszioja

A human CD14 cDNS-e az Utrechti Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézetének (Utrecht,
Hollandia) cDNS kodnyvtarabdl szarmazik. A cDNS-t PCR reakcioban amplifikaltuk, melynek
soran a végeire restrikcios hasitohelyeket (BamHI és Notl, a szekvenciaban alahlzva)
épitettiink be, az alabbi primereket hasznalva:
P1-5"TCGGATCCACCACGCCAGAACCTTG3’
P2-5’"CAGCGGCCGCCAGCACCAGGGTTCCCGA3’

Az amplikont a szekvendalashoz egy koztes vektorba (pCR4-TOPO, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) ligaltuk a kit leirdsa alapjan: A PCR terméket Taq polimeraz jelenlétében inkubaltuk
72°C-on, 10 percig, kihasznadlva a Taq polimeraz azon tulajdonsagat, hogy szekvencia-
flggetlenal 3’A talnyuld végeket illeszt a PCR termek végeire. A TOPO vektor egy
linearizalt vektor, mely 5°T talnyulé végekkel rendelkezik, igy az inzert nagy hatékonysaggal
ligalodik a vektorba. Ligalas utan a CD14 inzertet tartalmazo vektorral One Shot TOP10
baktériumokat (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) transzformaltunk a kit leirdsa alapjan,
melyeket egy oran at S.O.C meédiumban regeneréltattunk, majd clémelegitett, 50 pg/ml
carbenicillint tartalmaz6 Luria-Broth (LB) taptalajra szélesztettlink. A szelekcios taptalajon
egy éjszakan at 37°C-on tenyésztettilk a baktériumokat, a kinétt telepeket 16 o6ran at, er6sen
razatva, 50 pg/ml carbenicillint tartalmaz6 folyékony LB taptalajban szaporitottuk, majd a
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QIAprep Miniprep Kit (Qiagen) segitségével, a gyarto leirdsa alapjan plazmidot izolaltunk a
transzformalt baktériumokbol. Az izolalt plazmidokban a CDI14 inzert jelenlétét kettds
restrikcios emésztéssel (BamHI/Notl, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA)
ellendriztiik. Az inzertet tartalmazé plazmidban a helyes szekvenciat szekvenalassal (BigDye
3.1 sequencing kit, Applied Biosystems) ellendriztiik. Az inzert expresszios vektorokba vald
szubklénozasat, és a CD14/Fc, valamint CD14/His expressziojat human embrionalis vese
(HEK293) sejtekben az U-Protein Express B.V. végezte (Utrecht, Hollandia). Az expresszids
vektorok megfelel6 olvasasi keretben mar tartalmaztak az Fc és His tag-eket (pDABC-CMV-
cystatin-dE-dH-FcC-TEV és pABC-CMV-dE-dH-optimal-hisN-TEV) [101]. Az expresszalt
fehérjek tisztitdsat a CD14/Fc esetében Protein G oszloppal, a CD14/His esetében Nikkel
oszloppal (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) végeztilk, a gyartd leirdsa alapjan. A
fehérjekészitmények tisztasdgat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik redukald
és nem redukald kortlmények kozott [101]. A CD14/His fehérjét a kisérletekben mint
kontrollt (sCD14) hasznaltuk.

ELISA lemezeket (Invitrogen, San Diego, CA, USA) 30 ug/ml S. typhimurium Re LPS-sel
(#595) boritottunk, es blokkolas utan 1 ug/ml CD14/Fc vagy CD14/His fehérjét adtunk hozza
100 ng/ml LBP (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) jelenlétében. A kotédé CD14/Fc
fehérjét peroxiddzzal konjugalt anti-humén IgG antitesttel (1:6000 higitas, Dako,
Koppenhaga, Déania), mig a CD14/His-t biotinalt poliklonalis anti-CD14 antitesttel (1:100
higitas) és sztreptavidin-tormaperoxidazzal (1:250 higitas; R&D systems, Minneapolis, MN,
USA) mutattuk ki. Kromogénkeént tetra-metil benzidin/H,0, szubsztratrendszert hasznaltunk
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), az abszorbancidt 405 nm-en mértik Labsystem

Multiscan MS ELISA leolvaséval (Labsystems, Helsinki, Finnorszag).

5.6. A CD14/Fc kotodése baktériumokhoz/gombakhoz

Fluoreszcensen jelélt baktériumokat és gombakat (5 x 10°/ml) inkubéltunk LBP (100 ng/ml)
¢s CD14/Fc vagy CD14/His (5 pg/ml) jelenlétében vagy hianyaban. Az inkubalasi id6 rovid
LPS mutansok esetében 2 Ora, a vad tipusu baktériumok és gombak esetében 24 6ra volt.
Inkubaci6 utan a mikrobakat kétszer mostuk 0,1% marha szérum albumint (BSA) tartalmaz6
PBS-sel. A mikrobakhoz kot6dott CD14/Fc fehérjét Cy5-kecske-anti-human IgG (kénnyi +
nehéz lanc) antitesttel (Jackson Laboratory, Sacramento, CA; 1:100 higitas), a CD14/His
fehérjéet PE-anti-His antitesttel (Miltenyi Biotec, 1:100 higitas) jel6ltik. Mosas utan a

mikrobdkat 1% PFA pufferben szuszpendaltuk és aramlasi citométerrel vizsgaltuk. A
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mikrobakra az elére, illetve oldalra szért fény, valamint a FITC pozitivitas alapjan kapuztunk.
A vizsgalt fehérjék kotddésének mértékét a Cy5 (CD14/Fc) és PE (CDI14/His) pozitivitas
alapjan hataroztuk meg.

A LPS kompeticios és gatlasos vizsgalatokhoz a CD14/Fc molekulat LPS (kétszeres higitési
sor: 20 - 0,2 pg/ml) vagy anti-CD14 blokkol6 antitest (60bca; ATCC klon feluliszéjabol
tisztitva protein-G oszloppal; kétszeres higitasi sor: 40 — 0,6 pg/ml) jelenlétében el6-
inkubaltuk. Egy ora el6-inkubalds utdn a fent leirtak alapjan elvégeztik a kotodéses
vizsgalatokat. A CD14/Fc és CD14/His kompeticios vizsgalatokhoz 1 pg/ml CD14/Fc fuzids
CD14/His fehérjével, majd azonnal hozzaadtuk a S. typhimurium Re szuszpenzidéhoz a
fentebb leirtak szerint. A CD14/Fc kotodését aramlasi citométerrel, a fent leirtak szerint
vizsgaltuk, a gatlas mértékét a csak CD14/Fc-t — és gatldszert nem — tartalmazd mintahoz

viszonyitva, szazalékban adtuk meg.

5.7. Az opszonizalt baktériumok fagocitézisa

A FITC-el jel6lt, CD14/Fc fuzios fehérjével opszonizalt baktériumokat 15 pl PBS vagy 10%
szérum jelenlétében 37°C-on, 15 percig inkubaltunk. Ezt kovetéen 35 ul PMN, macrophag,
dendritikus sejt, vagy SKBr-3 sejt szuszpenziét (1,7 x 10° sejt) adtunk a mintdkhoz, majd
Ujabb fél 6ran at inkubaltuk 37°C-on. Inkubéacio utan a sejteket kétszer mostuk, majd PBS-ben
vagy 1% PFA-ban szuszpendaltuk. A mintakat aramlasi citométerrel mértiik, a sejtekre
méretlik és granulaltsaguk alapjan kapuztunk, és a fagocitald sejteket FITC-pozitivitasuk
alapjan azonositottuk.

A fagocitézis gatlasahoz a sejteket 45 percig 4°C-on inkubaltuk anti-CD16 (3G8, Abcam,
Cambridge, UK) és/vagy anti-CD32 (ATCC: ,I1V-3” myeloma sejtvonal fellluszéjabél
tisztitva protein-G oszloppal) blokkol6 antitestekkel (20 pg/ml).

Tripankék kioltassal ellendriztiik, hogy a fagocitalo sejtek FITC-pozitivitdsa a sejtek
felszinére tapadd baktériumoktdl, vagy ténylegesen internalizalddott baktériumoktol ered. A
mintak lemérése utan 5 pl tripdnkéket (5 mg/ml, Merck, Darmstadt, Németorszéag) adtunk 125
Kl mintdhoz, majd Gjrameértiik a mintédkat aramlasi citométerrel.

A sejtekhez asszocialodott baktériumok pontos lokalizacidjanak megallapitasahoz konfokalis
lezer pasztdzd mikroszkopiat (Zeiss LSM 510, Carl Zeiss AG, Jena, Németorszag)
alkalmaztunk. Fagocitdzis utan az Alexa-Fluor647-konjugalt anti-MHC-1 antitesttel (W6/32
klén) és propidium jodiddal (PI; Sigma-Aldrich) jel6lt sejteket targylemezre cseppentettilk, és
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fed6lemezzel lefedtik. A FITC-ot 488 nm-en, a Pl-ot 543 nm-en és az AlexaFluor647-et 633
nm-en gerjesztettiik. A fluoreszcencia emissziot a fenti sorrendnek megfelelden 505-550 nm,
560-615 nm és 650-710 nm savszlrok segitségével detektaltuk. A gerjesztés és az emisszio
elvalasztasa UV/488/543/633 quad-dikroikus sztirével tortént. A képek 512 x 512 pixel
méretiieck, az 1 um vastag optikai szekciokat 40x C-Apachromat viz-immerzi6s objektivvel
keészitettuk.

5.8. A CD14/Fc opszonizalt baktériumok ex vivo killingje

A killing assay kisérletek soran 3 x 10° kolénia formalé egység (CFU) S. typhimurium wt
illetve Re baktériumokat adtunk 1 ml heparinnal alvadasgatolt vérhez 5 pg/ml CD14/Fc
jelenlétében, illetve hianyaban. Ovatos keverés utan a mintakat 60 percig 37°C-on inkubaltuk,
majd mintanként 100 pl-t elomelegitett véres agar taptalajra oltottunk. 24 6ras tenyésztés utan

a kindtt kolonidkat megszamoltuk és a megfeleld kontrollhoz hasonlitottuk.

5.9. Neutrophil granulocytédk chemiluminescenciajanak aktivacioja LPS-dal és blebbel
Izolalt neutrofil granulocitdkat 30 percen keresztil 37°C-on LPS-dal vagy blebekkel
aktivaltunk 1% szérum vagy 100 ng/ml LBP jelenlétében. Mintanként 1 x 10° neutrofil sejtet
10° M formyl-MET-LEU-PHE (fMLP) (Sigma-Aldrich) segitségével stimulaltunk 150 uM
luminol (Sigma-Aldrich) jelenlétében, majd a chemiluminescencia valaszt luminométer
(Autolumat LB 953, Berthold, Wildbad, Németorszag) segitségével 10 percen keresztil
rogzitettik. A chemiluminescencia valaszt a 10 perc alatt mért gorbe alatti tertlettel fejeztik
Ki.

5.10. A LPS és blebek neutralizalasa BPI-nel, plazmaval és a CD14/Fc fazids feherjével —
neutrofil kemilumineszcencia mérése, LAL assay, L-szelektin expresszio mérése

Mindegyik minta esetében 500 ul heparinnal alvadasgatolt, egészséges onkéntestdl vett vér
plazma- és a sejtfrakcidit centrifugalassal (3.000 g, 2 perc) elvalasztottuk egymastol. A
plazmat 10.000 g-vel 1 percig ismét centrifugaltuk, hogy eltvolitsuk a visszamaradt sejteket,
tormeléket, illetve apoptotikus testeket. A neutralizacidhoz LPS-ot vagy bleb-et inkubaltunk a
plazmaval 60 percig 37°C-on. Ezt kdvetéen a LPS aktivitast kdzvetlentl (mint fluoreszcencia
intenzitast) masodik generacids Limulus amebocyte lysate (LAL) assay-vel (Lonza, Basel,
Svéjc) hataroztuk meg. A LAL esszé a Limulus koagulacids kaszkad Faktor C enzimét
tartalmazza rekombinéans formaban, mely egy fluorogén szubsztrétot hasit el, mely 380 nm-en
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gerjeszthetd, és a szubsztrat mennyiségével aranyos emittalt fény 440 nm-en detektalhatd. Az
endotoxin mennyiségek meghatarozasahoz a kit leirasa alapjan 100 ul mintat dsszekevertiink
100 ul LAL reagenssel, és fluoreszcens ELISA leolvasé automataban azonnal meghataroztuk
a fluoreszcencia intenzitast, majd ezt az értéket tekintettiik hattérnek. Ezt kovetden a mintakat
1 6ran at inkubaltuk 37°C-on, majd Gjra meghataroztuk a mintak fluoreszcencia intenzitasat,
amit a hattérrel Kkorrigaltunk. Az igy kapott értékeket a kit sztenderdjével 6sszevetve
hataroztuk meg a pontos LPS koncentracidkat.

A BPI és CD14/Fc neutralizal6 hatasanak vizsgalatdhoz BPI-t (10 pg/ml), CD14/Fc-t (5
ug/ml) vagy puffert inkubaltunk LPS-dal, bleb-ekkel vagy pufferrel 30 percig 37°C-on puffer
vagy 3% szérum jelenlétében. Ezt kovetden a LPS aktivitast vagy kozvetlenil, LAL esszéevel
(Lonza, Basel, Svajc) hataroztuk meg, vagy izolalt neutrofileket adtunk a mintakhoz és 30
percen keresztil 37°C-on inkubaltuk azokat, majd a neutralizacié mértékét kozvetve, a fent
leirt chemiluminescencia méréssel allapitottuk meg.

A CD14/Fc hatasat teljes vérben 1évé monocytak és granulocytak L-szelektin expressziojanak
mérésével is jellemeztik, LPS stimulacié hatdsara ugyanis mindkét sejttipus CD62-
expresszidja jellegzetesen lecsokken. Heparinnal alvadasgatolt periférias vérmintakat (50
fazios fehérje jelenlétében LPS-dal, bleb-ekkel vagy pufferrel inkubaltunk 37°C-on, 30
percig. Inkubéaci6 utdn az egyes mintdkat 6 pl egér anti-human-CD62L-APC (BD
Pharmingen, San Jose, CA, USA) antitesttel jel6ltik jégen 10 percig. Jeldlés utdn a
vorosvértesteket 10 percen keresztil lizaltuk (BD FACS Lysing Solution, Franklin Lakes, NJ,
USA), majd a mintakat kétszer mostuk PBS oldattal. Mosast kovetden a sejteket 300 pl
PBS/PFA 1% pufferben szuszpendaltuk és aramlasi citométeren (BD FACS Calibur) mertik.
A monocytakat és neutrofil granulocytakat fényszérasi tulajdonsagaik alapjan azonositottuk, a
CD62L pozitivitdst pedig az FL4 fluoreszcens csatornan meért jelintenzitas atlagaval
jellemeztik.

5.11. Szérum sCD14, LBP, PCT és CRP koncentraciéjanak mérése

Az analiziseket fagyasztva tarolt szérummintakon (-70°C) végeztik. A CRP szinteket egy
Integra 700 automataval (Roche, Basel, Svajc) végeztik. A PCT meghatarozas ,,two-site”
immunoluminometrias esszével (Liaison Brahms PCT) tortént Liaison analizatorral

. sz

kapcsolt immunoszorbens esszé (ELISA, Hycult Biotechnology, Uden, Hollandia)
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segitségével hataroztuk meg. A sCD14 koncentraciéjat ELISA-val (Quantikinine, R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA) mértuk. A mintakat ugyanazon a lemezen, duplikatumban
vizsgaltuk és atlagot szamoltunk. Az alsé szenzitivitasi hatar az egyes analitok esetében a
kovetkezé volt: 0,1 mg/l - CRP, 0,1 pug/l - PCT és LBP, és 0,125 ug/l — sCD14.

5.12. Statisztikai analizis

A CDIl14/Fc ¢és CDI14/His kiilonbozd baktériumok ¢és gombdkhoz vald kotddésének
Osszehasonlitdséat, illetve a kontroll mintdkkal valé 6sszevetését parositott Wilcoxon teszttel
végeztuk. A fagocitozis és az ex vivo Killing kisérletek, valamint a gatlasos kisérletek
értékelésénél is Wilcoxon tesztet hasznaltunk. A LPS és bleb neutralizicios kiserletekben a
LAL- és chemiluminescencia esszék eredményéet Mann-Whitney U teszttel értékeltik.

A cirrhosis diagnosztikai markereinek vizsgalatakor az egyes valtozék normalitasat Shapiro
Wilk teszt segitségével ellendriztiik. A folytonos valtozokat atlag [SD] vagy medidn
[interkvartilis tartoméany (IQR)] forméban Gsszesitettilk a homogenitasuknak megfelelden. A
kategorikus valtozokat Chi-négyzet, vagy ahol sziikséges volt, ott Yates korrekcios Chi-
négyzet teszttel vizsgaltuk. A folytonos valtozokat Student t-teszttel, vagy Mann-Whitney U
teszttel hasonlitottuk 6ssze. A folytonos valtozok egymassal vald kapcsoltsagat Spearman
SRO teszttel ellendriztiik. Az egyes APP markerek hatarértékének ¢és pontossdganak
vizsgalatat ROC gorbevel (szenzitivitas vs. 1-specificitas) analizaltuk.

A statisztikai szamitasokat Statistica for Windows, GraphPadPrism 5 (San Diego, CA, USA)
és SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) szoftverekkel végeztiik. A kiilonbségeket
p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikdnsnak.
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6. Eredmenyek

6.1. A CD14/Fc és CD14/His expresszidja és jellemzése

A CD14/Fc flazids proteint és a CD14/His proteint HEK293 sejtekben expresszaltuk és
Protein G illetve nikkel oszlopokon tisztitottuk. Osszesen 35 mg CD14/Fc flzids fehérjét
allitottunk elé. A méretet €s a tisztasagot redukald- és nem redukalo SDS-PAGE segitsegével
ellendriztiik. A klonozott CD14 molekulatomege 50 kDa, mig az Fc rész molekulatomege
hozzavetdleg 30 kDa. A CD14/Fc molekula az immunglobulin G-hez hasonldan dimereket
alkot, ezért nem redukald korulmények kozott a vart molekulatémeg 160 kDa (5. abra, 2.
oszlop), mig redukald korulmények kozott 80 kDa (5. abra, 3. oszlop). A CD14/His
molekulabdl nikkel oszlopon val¢ tisztitas utan 8 mg-ot sikeriilt eléallitani. Monomer lévén a
CD14/His molekulamérete redukald- és nem redukald korilmények kdzott is egyarant 50 kDa
korali (5. abra, 4. és 5. oszlop). Az expresszalt fehérjék biologiai aktivitasat LBP fliggé LPS
koto képességiikkel ellendriztiik ELISA-val. Az OD 1 pug/ml CD14/Fc és CD14/His esetében
0,75+0,16 és 0,38+0,03 volt, mig a hatterek 0,03+0,02 illetve 0,04+0,02 voltak.

CD14/Fc CD14/His

1M 2NR 3R 4NR 5R &M

250 kDa=f | M- | ‘- i

- o~

150 kDa=f | s s _—
100 kDa=4 = S '

| o ;;! i |

75 kDa = ' - g -

50 kDam . | .. -

37kDa={ | ‘ : v

5. abra A CD14/Fc és CD14/His fehérjek SDS-PAGE analizise. A CD14/Fc molekula nem redukal
(NR, 2. oszlop) és redukalo (R, 3. oszlop) kériilmények kdzott. A molekulatémegek megfelelnek az Fc
rész altal medialt dimer (160 kDa, 2. oszlop), illetve a monomer forménak (80 kDa, 3. oszlop). A
CD14/His esetében a molekulatémeg mind redukéalt, mind nem redukalt formaban 50 kDa (NR, 4.

oszlop; R, 5. oszlop).
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6.2. A CD14/Fc kotédése baktériumokhoz és gombakhoz

A CD14/Fc baktériumokhoz valé kotédését aramlasi citometridval vizsgaltuk. Fluoreszcensen
jelolt (FITC) baktériumokat és gombéakat inkubaltunk a CD14/Fc és CD14/His fehérjékkel. A
CD14/Fc kotoédott mind a vizsgélt vad tipusu, mind a révid LPS (Ra & Re) mutans Gram-
negativ baktériumokhoz (6. &bra, A és C). Ezekhez a baktériumokhoz val6 kotédés LBP
dependens volt, és fliggott a CD14/Fc koncentraciotol és az inkubacios idotol is (7. abra, A-
D). A vad tipust baktériumok esetében a maximalis kotddés 4 6ra inkubacio utan, illetve 5-10
Hg/ml CD14/Fc koncentracional kovetkezett be (7. abra, A és B). Kifejezetten nagymértékii
kotddést tapasztaltunk az Re mutansok esetében (6. abra, A és C), ahol méar 1-5 pg/ml
CD14/Fc és 2 6ra inkubacid is elegend6 volt a maximalis kotédés eléréséhez (7. abra, C és D).
A CD14/His molekula lényegesen kevésbé kotodott a vizsgalt mikrobakhoz, mint a CD14/Fc
dimer. Kizéarolag a rovid LPS (Re) mutansokkal asszocialodott, és még ebben az esetben is
csak kis mértékli fluoreszcencia emelkedést tapasztaltunk a kontrollokhoz képest (6. abra, B
és C). Egyik rekombinans fehérje sem kotédott a vizsgalt gombakhoz (6. abra C).

Gatlasos kiserletekkel vizsgaltuk, hogy a CD14/Fc molekula kotédése a baktériumokhoz
CD14-LPS interakcio kovetkezményeképpen jon-e létre. A CDI14/Fc  kotédése
baktériumokhoz (S. typhimurium wt és S. typhimurium Re) dézisfiiggéen gatolhatd volt a
CD14/Fc molekula LPS-dal (8. &bra, A), illetve anti-CD14 blokkol6 antitesttel (8. &bra, B)
torténd elo-inkubalasaval.

A CDI14/Fc és CDI14/His molekulak baktériumokhoz valdo kotddésének aviditasat is
0sszehasonlitottuk. A két molekulat kiilonb6z6 aranyban osszekeverve adtuk S. typhimurium
Re baktériumhoz, és vizsgéltuk a CD14/Fc kotddésének mértékét. Az eredményeink alapjan a
hozzéavetdleg 50-szeres molaris tilstilyban 1évé CD14/His gatolta a CD14/Fc kotddését 50%-
0s mértékben (1 pg/ml CD14/Fc vs. 10-20 pug/ml CD14/His, 160 kDa vs. 50 kDa, 8. abra, C).
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6. abra A CD14/Fc és CD14/His fehérjék kotddése kiilonbozé mikrobakhoz. A CD14/Fc és CD14/His
fehérjék baktériumokhoz vald kotédését Cy5-anti-human-lgG, illetve PE-anti-His antitestekkel
mutattuk ki, a kotédés mértékére a Cy5 és a PE jelintenzitisok medianjabol kovetkeztettiink. Az abra
C paneljében a kontrollok (jel6lt antitest a vizsgalt fehérjék nélkil) fluoreszcenciajahoz viszonyitva a
CD14/Fc ¢s CD14/His mintak relativ fluoreszcencia ndvekedését tiintettiik fel a fiiggdleges tengelyen.
A CD14/Fc fehérje gyengén kotddott a S. typhimurium vad tipust baktériumhoz €s joval erdsebben a
rovid LPS muténs S. typhimurium Re baktériumhoz (A), mig a CD14/His nem ko6t6dott a vad tipusa S.
typhimurium baktériumhoz és csak gyengén a mutans S. typhimurium Re baktériumhoz (B).
Osszehasonlitva a két fehérje kotddését, a CD14/Fc erésen kotddott a révid LPS mutdnsokhoz (Ra &
Re) és gyengébben a vad tipusi Gram-negativ baktériumokhoz. A CD14/His kizéarélag a rovid LPS
mutansokhoz (Re) kotédott, és nem asszocidlodott a tobbi vizsgalt mikrobaval (C). Az dbra A és B
része egy reprezentativ kisérletet mutat be, a C rész pedig 3 fiiggetlen kisérlet atlaga + SD. Az
eredményeket parositott Wilcoxon teszttel elemeztiik (* p < 0,05, **p < 0,01).
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7. dbra A CD14/Fc kotédése baktériumokhoz LBP dependens, és fiigg az inkubaciés idotol és a
CD14/Fc koncentraciotol. Fluoreszcensen (FITC) jeldlt S. typhimurium wt (A és B) és Re (C és D)
baktériumokat inkubaltunk 100 ng/ml LBP jelenlétében és hianyaban kiilonbozé ideig (0; 0,5; 2; 4; 6;
8; 10 ora; A és C), kiilonb6z6 CD14/Fc koncentracio mellett (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 pug/ml; B és D). A
CD14/Fc kotodését CyS-anti-human 1gG antitesttel mutattuk ki, az abrdn a median fluoreszcencia
intenzitdsok vannak feltiintetve. A bemutatott eredmények harom fliggetlen Kkisérlet atlagat + SD
mutatjak. A kiilonb6z6 CD14/Fc koncentracioknal és idépontoknal, valamint LBP jelenlétében és

hidnyaban mért értekeket parositott Wilcoxon teszttel hasonlitottuk 6ssze (* p < 0,05, **p < 0,01).
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8. abra. A CD14/Fc kot6édése baktériumokhoz CD14-LPS specifikusnak bizonyult, mivel gatolhatd
volt a CD14/Fc LPS-dal (A) és blokkold anti-CD14 antitesttel (B) valo elé-inkubalasaval is. Szintén
fehérjét (5 pug/ml a LPS és az anti-CD14 blokkolé antitest, és 1 pg/ml a CD14/His elé-inkubacio
esetében) LPS-dal (kétszeres higitasi sor: 20 — 0,2 pg/ml), anti-CD14 blokkolé antitesttel (kétszeres
higitasi sor: 40 — 0,6 pg/ml) vagy CD14/His fehérjével (kétszeres higitasi sor: 350 — 0,7 pg/ml)
kevertiik 6ssze és 2 6ran at inkubdltuk S. typhimurium Re baktériummal 37°C-on LBP jelenlétében. A
CD14/Fc kotédését CyS-anti-huméan IgG antitesttel mutattuk ki, az abran a median fluoreszcencia

intenzitasok vannak feltiintetve. Az abra harom fliggetlen kisérlet atlagat £ SD mutatja be.

35



6.3. A CD14/Fc fokozza a Gram-negativ baktériumok fagocitozisat

Annak igazolasara, hogy a CD14/Fc fuzios fehérje nemcsak kotddik a baktériumokhoz,
hanem mintegy opszoninként viselkedve fokozza is azok professzionalis fagocitak (neutrofil
granulocytak, monocyta eredetii macrophagok és dendritikus sejtek) altali bekebelezését,
aramlasi citometrias fagocitdzis teszteket végeztink. Azokat a fluoreszcensen jeldlt
bakteriumokat, melyekhez a CD14/Fc a legnagyobb meértékben kot6dott (S. typhimurium Ra
és Re, S. minnesota Re) 5 pg/ml CD14/Fc fuzids fehérjével opszonizaltuk, majd mosas utan
izolalt humén PMN sejtekhez, macrophagokhoz, dendritikus sejtekhez, és kontrollként FcR
negativ SKBr-3 eml6 tumor sejtekhez adtuk. A PMN sejtek esetében a CD14/Fc a kontrollhoz
képest fokozta a fagocitozist human szérum jelenlétében és hianyaban is. Ez a fagocitozist
fokozé hatds szérum hidnyaban kifejezetten erds volt (fagocitald sejtek aranya CD14/Fc
jelenlétében illetve hianyaban: S. minnesota Re - 10,65+0,97 vs. 3,72+0,45, p<0,05;
S.typhimurium Re — 12,60+3,03 vs. 1,57+0,37, p<0,05; S. typhimurium Ra — 13,85+1,64 vs.
5,47+0.42, p<0,05), mig humén szérum jelenlétében sokkal kisebb hatast mutattunk Ki
(fagocitald sejtek aranya CD14/Fc jelenlétében illetve hidnydban: S. minnesota Re -
13,04+0,54 vs. 12,2+1,59, p=0,54; S. typhimurium Re — 14,92+0,87 vs. 11,66+2,42, p=0,10,
S. typhimurium Ra — 15,88+2,97 vs. 11,51+0,70, p=0,09; 9. dbra, A).

Monocyta eredetli macrophagok esetében a fagocit6zis a kontroll mintdkhoz képest 17%-al
novekedett, igy ebben az esetben a CD14/Fc opszonizalo hatasa megegyezett a human szérum
hatasaval (fagocitalé sejtek aranya CD14/Fc jelenlétében illetve hianyaban: 69,01+2,99 vs.
52,54+1,33, p<0,01, 9. &bra, A). A dendritikus sejtekkel vegzett kisérletek a huméan szérumnél
kisebb fagocitdzis noveld hatast mutattak, de ebben az esetben is szignifikdns emelkedést
mutatott a fagocitozis a kontroll mintdkhoz kepest (fagocitalé sejtek aranya CD14/Fc
jelenlétében illetve hianyaban: 20,46+0,88 vs. 15,36+4,40, p<0,01, 9. &bra, A). A negativ
kontrollként hasznalt SKBr-3 sejtekkel nem asszocidlodtak a baktériumok (9. abra, A).
Tripankék kioltassal igazoltuk, hogy a sejtekkel asszocialodott baktériumok nagy része (50-
70%) internalizalodott. Annak érdekében, hogy a baktériumok pontos lokalizacidjardl
informaciot nyerjiink egy harmas jelolésti fagocitozis kisérletet végeztiink el konfokalis
mikroszkdpia segitségével. A PMN sejtek membranjat AlexaFluor647-konjugélt anti-MHC-I
antitesttel (kék), a sejtmagot propidium jodiddal (piros) jel6ltiik, mig a fagocitalt baktériumok
FITC-tal (zold) voltak jeldlve. A mikroszkopos képek egyértelmiien igazoltak, hogy a PMN
sejtekkel asszocialt baktériumok mind a huméan szérum (10. abra, A), mind a CD14/Fc (10.

abra, B és C) altali opszonizacié esetében internalizéaciora keriltek.
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9. dbra A CD14/Fc fokozta a S. typhimurium Re felvételét PMN sejtek, monocyta eredetii
macrophagok és dendritikus sejtek esetében, de nem volt hatadsa az FcR negativ SKBr-3 sejtek
esetében (A). A fagocitozist részlegesen gatolni lehetett az izolalt PMN sejtek anti-CD16 vagy anti-
CD32 blokkold antitesttel vald el6-inkubalasaval (B). Mindkét FcR egyittes blokkolasaval a
fagocitozist fokozo hatés teljes mértekben géatolhat6 volt (B). Az abra harom fiiggetlen kisérlet atlagat
+ SD mutatja be a PMN sejtek esetében és egy reprezentativ eredményt harom fiiggetlen kisérletbdl a
macrophagok, dendritikus sejtek és SKBr-3 sejtek esetében. A CD14/Fc és human szérum jelenlétében
és hidnyaban veégzett kisérletek eredményét, illetve az FcR blokkolasos kisérletek eredményeit

parositott Wilcoxon teszttel elemeztiik (* p < 0,05, **p < 0,01).
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10. dbra Human szérum (A) vagy CD14/Fc (B) éltal opszonizélt S. typhimurium Re PMN sejtek altali
fagocitozisa konfokalis mikroszkoppal vizsgalva. Haromdimenzids rekonstrudlt képek mutatjak, hogy
a CD14/Fc altal opszonizalt baktériumok jelentds része intracellularisan helyezkedik el (C). A PMN
sejtek membranjat AlexaFluor647-konjugélt anti-MHC-1 antitesttel (kék), a sejtmagot propidium
jodiddal (piros) jeloltiik. Az opszonizalt baktériumok FITC-tal (z6ld) vannak jelélve. A képek 130 x
100 um latomez6t mutatnak az A és B paneleken, és 22,5 x 22,5 um latdémezot a C panelen. A felso és
a jobb oldali vetilet a C panelen a zdld és a piros vonalak mentén rekonstrualt vetileti képeket

mutatja. Az abréak két fliggetlen kisérlet hasonl6 eredménye kdzll az egyik eredményét mutatjak be.

6.4. A CD14/Fc altal opszonizalt baktériumok CD16 és CD32 receptorokon keresztl
fagocitalodnak

Mivel a CD14/Fc fuzids fehérje egyik része intakt dimer formaban tartalmazza a human 1gG1
Fc részét, abbol a feltételezésbdl indultunk ki, hogy ez a rész felelés az opszonizalt
baktériumok fagocitdkkal val6 interakcidjaért. Ennek a feltételezésnek az igazolasara
specifikus monoklonalis blokkolo antitestekkel gatoltuk a PMN sejtek felszini Fc receptorait
(CD16 és CD32). Az eredmények azt mutattdk, hogy a S. typhimurium Re internalizacidja
részlegesen géatolhatd volt mind a CD16 (61,64+24,16% gétlas, p<0,05), mind a CD32
(42,76+20,52% gatlés, p=0,07) receptorok blokkolasaval (9. abra, B). Mindkét receptor
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egyidejii blokkolasa a fagocitdzis teljes gatlasdhoz vezet (91,65+3,54% gatlas, p<0,01; 9.
abra, B). Hasonl6 eredményeket kaptunk a masik révid LPS mutans, a S. minnesota Re
esetében is (anti-CD16: 69,54+6,62% gatlas, p<0,01; anti-CD32: 32,24+4,31% gatlas,
p<0,05; anti-CD16+anti-CD32: 89,12+1,42% gatlas, p<0,05).

6.5. A CD14/Fc fokozza a Gram-negativ bakteriumok ex vivo Killingjét

Annak bizonyitasara, hogy a baktériumok nem csak internalizalodnak a CD14/Fc opszonizalo
hatdsanak kovetkeztében, hanem inaktivalédnak is a keringésben, ex vivo ,Kkilling”
Kisérleteket vegeztlnk. S. typhimurium wt és S. typhimurium Re baktériumokat adtunk teljes
vérhez, mely vagy puffert vagy 5 ng/ml CD14/Fc fuzios fehérjét tartalmazott, majd 60 percen
at 37°C-on inkubdltuk a mintakat. Inkubacié utan 100 pl mintat véres agar taptalajra
oltottunk, és 24 Oran at tenyésztettiink. Tenyésztés utan a telepeket megszamlalva
Osszevetettiik a CD14/Fc fehérjét tartalmazd mintdkbdl kapott eredményt a kontrollal. A vad
tipust baktériumok esetében nem taléltunk szignifikans kiilonbséget. A kezeletlen vér a CFU
szamot 3x10%/ml értékrél 853+£199/ml értékre csokkentette. Hasonl6an, a CD14/Fc fuzids
fehérjével kezelt vér 830+72/ml eértékre csokkentette a koloniaszamot. Azonban a S.
typhimurium Re baktérium esetében egy ora teljes vérben vald inkubéacié utan jelentésen
kevesebb baktérium maradt életben ha vér 5 ug/ml CDI14/Fc-t tartalmazott. A CFU szdm
550+40/ml értékre csokkent a kezeletlen vérmintak esetében, mig a CD14/Fc-vel kezelt

mintaknal ez az érték 337+84/ml-nek mutatkozott (p<0,05, n=3).

6.6. A CD14/Fc és egyéb neutralizalo agensek hatasa Kiilonb6zé LPS preparatumok és
N. meningitidis eredetii blebek biologiai tulajdonsagaira

A korokozok elpusztitasan tal nagy jelentdsége van — kulondsen a szeptikus allapotok
is. Ezek megjelenhetnek izolalt formdban, de nem ritkdn a kiils6 membranbdl lefiiz6dd
vezikulak, ,,bleb”-ek alakjaban is. Munkank folytatasaként megvizsgaltuk, hogy a CD14/Fc

molekulanak van-e ilyen neutralizal6 hatasa.

6.6.1. A CD14/Fc hatasa a kiilonb6z6 LPS és bleb készitmények bioldgiai aktivitasara

A CDI14/Fc neutralizal6 hatdsanak vizsgalatara LPS ¢s bleb mintdkat inkubdltunk el6
CD14/Fc-vel vagy anélkiil, és ezek izolalt neutrofil granulocytakra kifejtett priming hatasat
vizsgaltuk meg egy chemiluminscens assay segitsegével. A CD14/Fc nem befolyésolta

szignifikansan a LPS és a bleb-ek hatasat, s6t meglepé modon 6nmagaban is, dozisfiiggden
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képes volt a PMN sejtek stimuldlasara (11. abra, A). Megegyezé eredményt kaptunk egy
masik kisérletes rendszerben is, ahol teljes vér granulocytak L-szelektin expresszidjat mertik
aramlasi citométerrel. A CD14/Fc molekula a LPS/bleb készitményekhez hasonldan
onmagéaban is képes volt a CD62L leregulélasara (11. &bra, B). LAL assay-vel ellendriztiik a
CD14/Fc készitményunk LPS tartalmét, de nem volt LPS kontaminaci6 kimutathat. Miutan
egyedll a LAL assay volt az a rendszer, ahol a CD14/Fc molekula 6nmagaban nem mutatott
aktivitast, ezt hasznalva is teszteltik a fuzios fehérje neutralizalé hatdsat, azonban nem

tapasztaltunk gatl6 hatast (11. abra, C).
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11. abra. A CD14/Fc molekula hatasa a kiilonb6zé LPS ¢és bleb készitmények biologiai aktivitasara.
Izol&lt granulocytakat (A) vagy teljes vért (B) inkubaltunk kiilonb6z6 koncentracioju CD14/Fc fuzids
fehérje jelenlétében. A CD14/Fc fazids fehérje dnmagéaban is aktivalta az izolalt granulocitékat, a
granulocyta aktivald hatas koncentraciofiiggdé volt, és megfigyelhetd volt a kemilumineszcencia
esszében (A) és a CD62L expresszid csokkenését teszteld aramlasi citometrias vizsgalatokban (B) is.
LAL esszével vizsgéltuk, hogy a CD14/Fc fehérje képes-e neutralizalni a bleb, E. coli, illetve S.
typhimurium wt és Re LPS készitményeket (C). Kisérleteink nem igazoltdk a CD14/Fc molekula
endotoxin neutralizalo hatdsat. Az abrak harom (A és B), illetve négy (C) fliggetlen kiserlet

eredményet mutatjak.
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6.6.2. Tovabbi neutralizal6 agensek hatasanak vizsgalata a LPS és blebek bioldgiali
aktivitasara

A LPS és blebek plazma altali neutralizacidjanak vizsgalatara LAL assay-t hasznaltunk [51].
A plazma teljes mértékben gatolta a szabad LPS és a blebek LAL-kaszkad indukald hatasat,
ami megerdsiti a plazma fontos szerepét a szabad LPS és a kiils6 membran vezikulak
neutralizaciéjaban (12. abra, A és B). A BPI a neutrofilek fontos antibakterialis hatasu
fehérjéje, melynek in vivo és in vitro LPS neutralizalé hatasa is ismert [102]. Szabad LPS és
blebek 10 pg/ml BPI-vel valo inkubéldsa utana a LAL esszé segitségével nem tudtunk

endotoxin aktivitast kimutatni (12. &bra, C).
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bleb-et (B) inkubaltunk plazmaval (fekete négyzetek) vagy anélkil (fekete haromsztgek), majd LAL
esszé segitsegével kozvetlenll vizsgaltuk az endotoxin szintet. A BPI neutralizal6 hatasanak
vizsgalatahoz puffer vagy BPI jelenlétében inkubaltunk 1 ng/ml LPS-ot (,,LPS”) vagy ezzel
megegyez6 biologiai hatasu 3 ng/ml LPS tartalma bleb-et (,,bleb”)(C). Ezt kovetéen LAL esszével
hataroztuk meg az endotoxin koncentréaciot és relativ fluoreszcencia egységben (RFU) tlntettik fel a
mért értékeket. Az abrdkon harom fuggetlen kisérlet atlaga £ SEM keril bemutatasra (*p < 0,05, **p

<0,01).
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6.7. A sCD14, mint biomarker — cirrhosisos betegek vizsgalata

6.7.1. A betegcsoport

Héaromszazhatvannyolc jol karakterizalt, kbvetés alatt allé cirrhosisos beteget valasztottunk be
a Debreceni Egyetem Belgydgyaszati Intézetének Gastroenteroldgiai Tanszékérdl. A betegek
demogréfiai, klinikai és laboratériumi paramétereit az 1. tablazat tartalmazza. A vizsgalt 368
betegbdl 139 esetben igazolodott bakterialis fert6zés jelenléte, mig 229 esetében nem volt
fertézés a vérvétel idején. A vizsgalt betegcsoportok kozott nemi eloszlas, ko-morbidités és
hepatocellularis carcinoma (HCC) jelenléte alapjan nem volt kilénbség, azonban a fert6zott
betegcsoport szignifikansabban idésebb volt, stlyosabb cirrhosissal, €s gyakrabban fordult el6

ebben a csoportban cirrhosis specifikus komplikacio is (ascites, varix vérzeés).

6.7.2 Az APP szintek alakulasa a fertozéses és fertozés nélkiili betegek csoportjaban

A fertézéses ¢és fertézés nélkiili betegek Osszehasonlitdsa soran egyértelmii volt, hogy a
fertdzések jelenlétében szignifikdnsan magasabbak a CRP, PCT ¢s LBP szintek. Ugyanakkor
a ket csoport sCD14 szintje kdzott nem volt szignifikans kulonbseg. A két csoport szérum
APP szintjeit az 1. tablazat mutatja. Az egyes markerek kozotti dsszefliggést megvizsgalva
pozitiv korrelaciot talaltunk a PCT, sCD14, FVS szam, abszolut PMN szdm és CRP szintek
kozott a fert6zott betegesoportban (2. tablazat).

6.7.3. Az egyes paraméterek diszkriminativ ereje a cirrhosishoz tarsulé fert6zések
kimutatasaban

ROC analizissel is megvizsgaltuk, hogy a tesztelt APP markerek képesek-e¢ a nem fertézott és
fert6zott betegcsoport kozott differencialni, és esetlegesen lehet-e ilyen esetekben
diagnosztikai értékiik. A ROC gorbe alatti tertilet a CRP esetében volt a legnagyobb [AUC,
(95%Cl): 0,93 (0,90-0,95)], ez a PCT esetében [AUC, (95%CI): 0,84 (0,79-0,88)] maér
valamivel alacsonyabb értéket mutatott, mig a tobbi APP és paraméter esetében a tesztek
diszkriminativ ereje joval gyengébb volt [LBP — AUC, (95%Cl): 0,67 (0,61-0,73); sCD14 -
AUC, (95%Cl): 0,57 (0,51-0,63); fehérvérsejtszam — AUC, (95%Cl): 0,73 (0,67-0,78);
abszolit PMN szam — AUC, (95%Cl): 0,77 (0,72-0,82)]. A 3. tablazat mutatja az egyes
markerek analitikai paramétereit a ROC gorbe segitségével meghatarozott optimalis cut-off
értekek alapjan (egyesevel, illetve a PCT esetében a CRP szinttel kombinalva is). Az
eredmények alapjan a szérum sCD14 merés alacsony szenzitivitas/specificitas valamint
pozitiv/negativ prediktiv értékkel rendelkezik, igy nem alkalmas az infekcio jelenlétének
Kimutatasara cirrhosisos betegekben. A CRP viszont az eredmények alapjan érzékeny
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markernek tlinik, és kiilonésen a PCT szint meghatarozasaval kombindlva a bakterialis

infekciok detektalasanak érzékeny markere lehet.

1. tablazat. A nem fert6zott és fertozott betegesoportok demografiai, klinikai és laboratoriumi adatai

Nem fertézott Fertozott P-érték
n= 229 n=139
Nem (férfi/ng), (n) 122 /107 82 /57 N.S.
Kor (atlag £ SD, év) 555+11,1 58,3+9,8 0,018
Child-Pugh score (pont)
atlagtSD 73+22 9,7£23 <0,0001
Stadium, n (%)?
A 102 (46,4%) 11 (8,0%0)
B 87 (39,5%) 55 (39,9%0)
C 31 (14,1%) 72 (52,1%)
MELD score (pont), atlagtSD 126+4,4 180+7,1 <0,0001
Szérum bilirubin (umol/l) 4251443 107,2+131,0 <0,0001
Szérum albumin (g/l) 354+74 30,0+7.1 <0,0001
Ascites jelenléte, n (%) 86 (37,6%0) 102 (73,4%0) <0,0001
Akut varix-vérzés, n (%) 39 (17,0%0) 41 (29,5%) 0,0061
HCC, n (%) 21 (9,2%) 17 (12,2%) N.S.
Ko-morbiditas jelenléte, n (%) 93 (40,6%0) 68 (48,9%0) N.S.
Bakterialis fertozés tipusa
Urinalis tractus fertézés 27 (19,4%)
Spontan bakterialis peritonitis 37 (26,6%)
Pneumonia 27 (19,4%)
Bor- és lagyszovet fert6zés 5 (3,6%0)
Egyéb 43 (31,0%)
Fehérvérsejt szam (G/1), median 5,3 [4,0-7,0] 7,3 [5,7-11,3] <0,0001
[1QR]
PMN szam (G/l), median [IQR] 3,2[2,4-4,6] 5,3[3,7-8,9] <0,0001
Akut fazis fehérjék, median [IQR]
CRP (mg/l) 2,7 [1,1-6,3] 28,5 [14,9-53,1] <0,0001
PCT (ug/l) 0,10 [0,01-0,11] 0,32 [0,13-0,88] 0,019
LBP (ug/l) 19 081 [15 137- 29 289 [18 426- < 0,0001
27 302] 44 308]
sCD14 (ng/l) 2336 [1792-3147] 2613[1929-4043] N.S.

®A Child-Pugh stadium 10 esetben nem volt elérhetd
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2. tablazat. CRP ¢s mas akut fazis fehérjék és paraméterek korrelacidja fert6zott betegekben

Spearman’s r P-érték
Fehérvérsejt szam 0,23 0,0038
PMN szam 0,26 0,0025
PCT 0,61 <0,0001
LBP 0,62 <0,0001
sCD14 0,23 0,004

3. tablazat. Akut fazis fehérjék prediktiv értéke a fertdzott és nem fertdzott betegek
megkilénbdztetéseben

Fert6zott vs. nem Szenzitivitas Specificitas Pozitiv Negativ
fertézott (%) (%) prediktiv prediktiv
érték (%) érték (%)
CRP (5 mg/l) 96 69 65 96
CRP (10 mg/l) 84 91 84 91
PCT (0,5 pg/l) 36 98 90 72
PCT (0,15 pg/l) 72 84 72 84
LBP (25 467 pg/l) 59 71 55 75
sCD14 (2 804 pg/l) 50 67 45 68
CRP és PCT is pozitiv? 62 98 94 81
Legalabb egy marker 94 77 70 96
pozitiv®

2CRP 10 mg/l és PCT 0,15 pg/l
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7. Megbeszélés

7.1. CD14/Fc fuzios fehérje — potencialis antimikrobidlis szer?

7.1.1. A CD14/Fc interakcidja baktériumokkal

A CD14 molekula fontos szerepet tolt be a LPS szignalizicidban, melyet az LBP fehérjével
kdlcsonhatva a TLR4/MD2 receptor komplexen keresztul kdzvetit, ugyanakkor keveés adat all
rendelkezésre a CD14 és baktériumok kolcsonhatasardl. Osszesen két publikacio irja le a
CD14 Gram-negativ baktériumokhoz vald direkt kotédését [42, 43], és bar tobb szerzé is
emlit membrankotott CD14 fiiggd fagocitozis mechanizmusokat, ezek az eredmények nem
tdmasztjak ald kozvetlenul a CD14-baktérium kotédést [21, 39-41]. Valosziniileg a szolubilis
CD14 kisebb affinitassal kotédik a baktériumokhoz, mig a membrankotott forma eltérd
konformécidja vagy mas a membranban el6fordulé molekuldk eldsegithetik a CD14-
baktérium interakciot.

Egy, az 1gGl Fc részéhez fuzionaltatott antimikrobialis fehérje tulajdonsagai (koztik a
ligandkoté képessége) jelentésen eltérhetnek az eredeti komponensek tulajdonsagaitol [85,
103]. Az egyik fontos tényez6 az Fc rész kovetkeztében 1étrejovo dimerizacio, ami jelentGsen
megndvelheti az antimikrobialis fuzids fehérje aviditasat az eredeti ligandjahoz, ahogyan ezt
eddig egyetlen korabbi munkaban affibody-Fc kimérak esetében tapasztaltak [86]. A CD14
esetében hasonld hatast vartunk, ezért hoztunk létre egy CD14/Fc fazios fehérjét, valamint
kontrollként egy CDI14/His molekulat, és vizsgaltuk ezek kiilonboz6 mikrobdkhoz valo
kotodését. Elképzeléseink szerint a CD14/Fc fuzids fehérje tulajdonsagai nem csak a
mikrobakhoz vald kotddésben valtoznak pozitivan, hanem az Fc rész révén a molekula
egyfajta opszoninként is viselkedhet, ahogyan azt mas hasonlé elven alapuld fehérjék
esetében leirtdk [77-81, 98, 104]. Ezen kivil az Fc rész egyéb effektor funkcidkat is ellathat,
mint példaul a komplement rendszer aktivalasa, vagy a fagocitdk Fc receptorahoz vald
kotodésen keresztiil a fagocitozis eldsegitése [85]. Az opszonizécion kivil egyeb hasznos
kdvetkezményei is vannak egy antimikrobidlis hatasu fehérje fuzidjanak az 1gG1 Fc részéhez,
mint példaul a megnovekedett fél-életid6, és a csokkent vese toxicitas [75]. Az Fc rész
elésegitheti bizonyos esetekben a nehezen expresszalhatdo fehérjék eldallitasat [83],
felhasznalhaté a fehérje tisztitasara [84], és eldsegitheti a molekula FCRn receptorokon
keresztiili felvételét a béltraktus vagy a tiid6 epithel sejtjein keresztil [85].

A Kisérleteink igazoltdk, hogy a CD14/Fc fazios fehérje LBP fiiggd interakcioba 1ép szabad

LPS-dal és teljes baktériumokkal is. A fuzids fehérje és a baktériumok kozotti kotddés
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gatolhatd volt szabad LPS-dal és CD14 ellenes blokkol6 antitest hozzaadasaval is, ami arra
utal, hogy a molekula CD14 része és a LPS kozotti specifikus kélcsonhatas kdvetkezménye a
baktériumokhoz valo kotddés.

A CD14/Fc fehérje az 6sszes vizsgalt Gram-negativ baktériumhoz k6t6dott olyan CD14/Fc
koncentraciok mellett, melyek hasonléak a szérumban fizioldgidsan el6forduldo sCD14
koncentraciohoz. A CDI14/Fc kiilonésen nagy affinitassal kotodott a vizsgalt R-tipusu
mutansokhoz. Ez a jelenség valosziniileg annak tudhato be, hogy ezen mutansok sejtfelszini
LPS-jarél hianyzik az O-antigén, ami konnyebbé teszi a CD14/Fc molekula hozzaféréset a
LPS er6sen konzervativ lipid-A részéhez. Ez a bioldgiai hatasokért alapvetden felelds
funkciondlis egysege a LPS molekulanak és egyben ez a CD14 molekula altal felismert rész
is. Hasonld jelenség a lipid-A specifikus monoklonalis antitestek csokkent kotoédési képessege
az O-antigént tartalmazé LPS molekuldkhoz [105]. A CD14/Fc molekulaval ellentétben a
CD14/His molekula kizardlag az R-tipusit mutansokhoz k6t6dott, ezekhez is csak joval kisebb
mértékben. A két molekula baktériumkotd képessége kozott hozzavetdlegesen 50-szeres
kilonbséget tapasztaltunk a CD14/Fc javara, ami azt jelzi, hogy a molekula dimerizacidja
valoban jelent6s mértékben noveli a LPS-dal illetve a baktériumokkal valo kdlcsonhatés
erdssegét.

Bar az irodalom ellentmondasos a kérdésben, a CD14 tobb mas ligandjat is valoszinisitik,
melyek egy része Gram-pozitiv baktériumokbdl, illetve gombakbdl szarmazik. Ilyen ligandok
a Mycobacteriumokbdl szarmazd lipoarabinomannan, a szolubilis pepdidoglikan, a
Blastomyces dermatitidis WI-1 antigénje, a S. aureus sejtfala és a Pseudomanas-bol szarmazo
poliuronsav [31]. A sok lehetséges ligand, és az emiatt feltételezett széles faj-specificitas
ellenére a CD14/Fc molekula csak a Gram-negativ baktériumokhoz kot6dott, mig a vizsgalt
gombakhoz nem. A Gram-pozitiv baktériumok kozul csak a L. monocytogenes esetében
tapasztaltunk kotodést, ami egyezést mutat a Janot és munkatarsai altal leirt jelenséggel, mely
szerint a CD14-nek fontos szerepe van a L. monocytogenes fertézések lekiizdésében. Ez a
megfigyelés arra utal, hogy ebben a Gram-pozitiv kérokozoban legalabb egy CD14 ligand
eléfordul [41].

A fagocitozis vizsgalatok igazoltak, hogy a rovid LPS (Ra és Re) mutans baktériumok
esetében a CD14/Fc nem csak kotdédott a baktériumok felszinéhez, hanem opszoninként
viselkedve fokozta ezen baktériumok izolalt neutrofil granulocyték, illetve monocyta eredetii
macrophagok és dendritikus sejtek altali felvételét. A fagocitdzis fokoz6 hatason kivil a
CD14/Fc fuzioés fehérje fokozta a teljes vér baktériumdld képességét is. Sajnos a vad tipusu

baktériumok esetében sem a fagocitdzist fokozd hatdst, sem a teljes vér baktériumold
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képességének novekedését nem tudtuk megfigyelni. Ennek az oka valdsziniileg az, hogy a vad
tipusu baktériumok felszinéhez kotddd kisebb mennyiségii CD14/Fc nem elegendd az Fc
receptorok keresztkotéséhez, ami alapvet6 fontossagi az FcR medialta fagocitozis
beinditasahoz [106].

Az FcR blokkoléasos kisérleteink azt igazoljak, hogy az R-tipust baktériumok esetében
tapasztalt, CD14/Fc altal kivaltott fagocitozis névekedes a molekula Fc része és a PMN sejtek
FcRyIII/FcRyIl (CD16/CD32) receptorainak kolcsonhatasa kovetkeztében jon létre. Az a
tény, hogy az FcRylll és FcRyll egyidejii blokkolasakor a fagocitdzis a CD14/Fc nélkiili
kontroll szintjére csokkent, arra enged kovetkeztetni, hogy az Fc-FcR interakcion kivili egyéb
mechanizmusoknak (pl. komplement rendszernek) nincs jelentds szerepe a CD14/Fc medialt
baktérium felvételben. A normal human szérumot tartalmazé mintak esetében az Fc
receptorok kombinalt blokkol&sa nem vezetett teljes gatlashoz, mig a normal human szérum +
CD14/Fc-t tartalmaz6 mintak esetében a gatlas 100%-0s volt. Ez annak a jelenségnek lehet a
kovetkezménye, hogy a CD14/Fc altal opszonizalt baktériumok felszinérél a CD14/Fc
leszoritja a szérumban esetlegesen eléforduld komplement k6td antitesteket.

Jelenleg harom hasonlé elven felépiilé mesterséges antitest 1étezik, melyekkel segitségével a
jovoben potencialisan felveheté lehet a kizdelem Gram-negativ fertézésekkel szemben.
Warren és munkatarsai kémiailag fuzionaltattak a CAP18 fehérje LPS-k6té doménjét a teljes
human IgG-hez [77, 79, 98]. An és munkatarsai BPI-t kapcsoltak a human IgG-hez DNS
szinten, és a fUzids fehérjét in vitro és in vivo is expresszaltak egy viralis vektor segitsegével
[78, 80, 81]. Egy viszonylag Uj kd6zleményben Falk és munkatarsai egy LPS-Trap-Fc fazios
protein létrehozasardl szdmolnak be, melyet a TLR4 extracellularis doménjének és az MD2-
nek a human IgG Fc részéhez vald faziojaval hoztak létre [104]. Mindharom molekula képes
volt szabad LPS és kiilonb6z6 Gram-negativ baktériumok kotésére és neutralizaciojara is.
Ezen kiviil az els6 két esetben a fizids molekula antibakterialis hatasat in vivo egér
szepszismodellekben is demonstraltak.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a CD14/Fc faziés protein effektiven kotédott
Gram-negativ baktériumokhoz, elésegitette azok fagocitozisat és Kkillingjét, de ez a hatas
csak az R mutins baktériumok esetében volt szamottevé. Ezek alapjan terapias
agensként alkalmazésa nem jon szoba. Kisérleteink ugyanakkor alatamasztjak, hogy a
PRR/Fc fuzios fehérjék jelentosen novelhetik az FcR dependens fagocitozist és
baktérium neutralizalast, amennyiben az antimikrobialis rész elegendé affinitassal bir a
kérdéses korokozohoz. Ezen kiviil a fizié révén keletkezé dimer affinitasa akar 50-szer

nagyobb lehet a kiindulasi monomer affinitasanal. Ugy gondoljuk, hogy hasonlé fazios
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fehérjék, széles antimikrobialis spektrummal, — ami idedlis esetben magaban foglalja a
Gram-pozitiv baktériumokat illetve a gombékat is — hatasos antimikrobialis szerek
lehetnek olyan korokozok ellen, melyek rezisztensek az &ltalanosan hasznalt
antibiotikumokkal szemben [107].

7.1.2. A CD14/Fc interakcioja LPS-dal és kiilsé membran vezikulumokkal

A Gram-negativ baktériumokbol felszabadul6 virulencia faktoroknak és egyéb molekularis
komponenseknek nagy szerepe van a fertézésekhez tarsuld stulyos komplikaciok — szepszis,
szeptikus shock, sokszervi elégtelenség — kialakuldsdban. Ezek megjelenhetnek izolalt
formaban, de nem ritkdn a kiils6 membranbol lefiiz6d6 vesiculak, ,,bleb”-ek alakjaban is.
Kiilonosen kifejezett a bleb képzddés a N. meningitidis altal okozott infekcioban. A sulyos
meningococcalis fert6zéseket a betegség nagyon gyors progresszioja és rendkivil magas LPS
koncentracid jellemzi [32]. A LAL esszével megallapitott magas LPS koncentracié a nagy
szamban keletkez6 kiils6 membran vezikulak kovetkezménye lehet. A LPS, blebek és egyéb
bakterialis komponensek hatasara bekovetkez6 citokin ,,vihar”, a kontrollalatlan effektor sejt
aktivacid, valamint a vaszkularis valtozasok olyan mélyrehatéan zavarjdk meg a szervezet
homeostasisat, ami az esetek jo részében visszafordithatatlan, és a betegek elvesztését
eredményezi. Igy a korokozok elpusztitasan tal nagy jelentsége lenne olyan &gensek
fejlesztésének, amelyek ezeket a mikrobialis virulencia faktorokat is képesek neutralizalni.
Miutan a CD14 molekula legfontosabb természetes ligandja a LPS, megvizsgaltuk, hogy a
létrehozott CD14/Fc fazids fehérje képes-e kiilonb6zé LPS-ok és kiilsé membran vezikulak
neutralizalasara.

Kisérleteink soran — meglepé modon — a két alkalmazott sejtes rendszerben a CD14/Fc nem
neutralizalta sem a LPS-ok sem a bleb hatasat. Mi tébb, Gnmagaban is képes volt a monocytak
¢s a PMN sejtek dozisfiiggd aktivalasdra. Ez a hatds nem a CDI14/Fc készitmény LPS
kontamindacidjaval volt magyarazhat6, mert a LAL assay teljesen negativ eredmeényt adott.
Nagy valosziniiséggel a molekula Fc része és a sejtek felszinén 1évé FcR-ok interakcioja
magyarazhatja a jelenséget, de ez még tovabbi vizsgalatokat igényel. Ez a CD14/Fc-mediélt
sejtaktivacid ugyanakkor egy kétéli fegyver, hiszen a PMN sejtek reaktiv oxigén intermedier
termelésének fokozodasa hasznos lehet a baktériumok elpusztitdsa soran, de ugyanakkor a
cellularis komponensek aktivalodasa hozzajarulhat a generalizalt gyulladasos reakcio
fokozodéasahoz és az életet veszélyeztetd szeptikus shock kialakuldsédhoz.

Miutdn a CD14/Fc molekula egyedil a LAL assay-ben nem mutatott 6nmagaban aktivitast

ebben a rendszerben is megvizsgaltuk hatasat a kiilonb6zé LPS molekuldkra és bleb
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preparatumokra. Erdekes modon a CD14/Fc flzi6s protein nem gétolta a LAL rendszer
aktivalddasat, azaz nem neutralizalta sem a LPS sem a blebek hatdsat. A jelenség
tobbféleképpen is magyarazhatd. Elképzelhetd, hogy a LAL rendszer LPS felismerd és a
kaszkadot beindité komponense(i) sokkal erdsebben koti(k) a LPS/bleb preparatumokat, mint
a CD14 molekula és ezért nem fejt ki szamottevd gatld hatdst a fuzids protein. Masrészt a
CD14/LBP rendszer alapvetd funkcidja egyedi LPS molekuldk transzportja az aggregalt LPS
micellakbol megfeleld donor molekulakhoz, mint pl. a sejtmembranban 1évo
CD14/TLR4/MD2 komplex (sejtaktivacid) [18], vagy a plazmaban 1évé high density
lipoprotein (HDL) molekula (neutralizacid) [108]. Elképzelhet6 tehat, hogy a LAL assay-ben
is hasonlo6 funkcidt tolt be a vizsgalt CD14/Fc molekula: ugyan megkdéti a LPS monomereket,
de tovéabbitja a LAL rendszer inicializalasért felelds assay komponensekhez és ezért nincs
gatl6 hatasa.

Miutdn a CD14/Fc fuziés fehérje nem volt képes a LPS/blebek neutralizilasara, tovabb
vizsgaltuk az ezek semlegesitésének lehetdségeit. Kimutattuk, hogy a human plazma mind a
LPS, mind a bleb-ek aktivitasat gyakorlatilag nullara csokkenti a LAL esszeé eredményei
alapjan. Novitsky és munkatarsai hasonléan a mi eredményeinkhez, szintén 100%-0s gatlast
tapasztaltak a LPS esetében a LAL esszével [109]. Ami a neutralizacié mechanizmusat illeti,
nagyon valdszinti, hogy az LBP szallitja a szabad LPS-ot és a bleb-ekbdl liberalizalt LPS-ot a
HDL-hoz, ahol a LPS mar nem hozzaférhet6 a LAL kaszkadot elindité komponensek
szamara. Tovabbi kisérleteink azt igazoltak, hogy a BPI fehérjével eléinkubalt LPS és blebek
LAL kaszk&d aktivalo hatdsa nagyon nagy mértékben csokken. A BPI egy ismert pozitiv
toltésti (kationos) fehérje, amely a PMN sejtek granulumaiban és a vérplazmaban is
megtalalhato, erés antimikrobialis hatassal bir, és — sajat adataink alapjan is — képes a LPS és
blebek neutralizalasara.

A bleb vezikuldk nagy mennyiségben tartalmaznak LPS-ot, de ugyanakkor partikulalt
részecskék, igy elvileg eltéréen viselkedhetnek a szabad LPS molekulakhoz képest.
Eredmeényeink ugyanakkor azt mutatjak, hogy nincs kulonbség a szabad LPS és a blebek
aktivitasanak — CD14/Fc, plazma vagy BPI altali — neutralizalasaban igy a bleb-ek bioldgiai
aktivitasukat tekintve a szabad LPS-hoz hasonlitanak.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a CD14/Fc molekula nem képes a LPS/bleb
preparatumok neutralizalasara s6t onmagaban is sejtaktivalo hatasa van, ami vélhetden
az Fc-FcR interakcio kovetkezménye. Ezek alapjan terapids agensként alkalmazésa
szeptikus allapotokban nem jon szoba. A LPS és bleb vezikulumok semlegesitése

effektiven torténik a plazma illetve a BPI molekulak altal [110].
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7.2. SCD14 - hasznalhat6 biomarker a cirrhosishoz tarsulé fertozések kimutatasiaban
és/vagy elérejelzésében?

Szamos inflammatorikus és nem inflammatorikus koréllapot jar a mCD14 expresszids
szintjének, vagy a sCD14 lokélis vagy szisztéméas koncentraciojanak valtozasaval. Szeptikus,
politraumatizalt és sulyos égési sériilt betegek esetében a sSCD14 koncentracio megemelkedik.
Szepszisben a magasabb sCD14 koncentraciod korrelal a mortalitassal. Ezen kivil emelkedett
sCD14 koncentraciokat mértek aktiv sarcoidosis betegek, bakterialis tiidogyulladasban és
ARDS-ban  vagy asthma bronchialeban szenvedé  betegek  bronchoalveolaris
mosofolyadékban. Tovabba emelkedett volt a szérum sCD14 koncentracié SLE, RA, ARDS,
krénikus sziv elégtelenség, alkoholos cirrhosis, psoriasis, atopias dermatitis valamint extrinsic
allergias alveolitises betegek esetében, tovabba fertézéses korallapotokban is mint aktiv
tuberculosis, malaria, kronikus hepatitis B és C fertdzés és HIV-1 fert6zott betegekben.
Bizonyos esetekben a sSCD14 koncentracid valtozasa korrelalt a betegség aktivitasaval [5, 53].
Szamos olyan alkalmazasa van tehat a sCD14 mérésnek, amikor a kiilonb6zé korképekhez
tarsuld fertézések kimutatdsdban nyujt segitséget ennek a biomarkernek a mérése. Miutan a
cirrhosisos betegek esetében a tarsuld fertézések jelentds mértékben befolyédsoljak a betegek
klinikai allapotat, az esetleges tarsuld szovodmények kialakulasat és végsd soron a betegek
életkilatasait az infekciok azonositasa ebben a kdrképben klinikai szempontbdl rendkivil
jelentds. Sajnalatos médon azonban mind a klinikai jelek mind a jelenleg elérhetd
laboratoriumi tesztek meglehetdsen szegényesek, igy minden j biomarker, ami erre a célra
hasznalhatd nagy jelentdséggel bir. Szdmos tanulmany allapitott meg emelkedett LBP ¢és
sCD14 koncentraciot, kulondsen dekompenzalt cirrhosisban, de minddssze két esetben
mutattak ki 0sszefuiggést az infekcio és a megemelkedett LBP és sCD14 szintek kozott
ezekben a betegekben [111, 112]. Sajnos ezekben az esetekben a vizsgalt markerek analitikai
tulajdonsagait nem elemezték. Ezért hataroztunk ugy, hogy tovabbi vizsgélatokat végziink
ezen a tertleten és meghatarozzuk a sCD14 és tovabbi 3 akut fazis fehérje szerumszintjét és
analitikai tulajdonsagait cirrhosisos betegek mintaiban. Munkank nagy eréssége, hogy legjobb
tudasunk szerint eddig ez a legnagyobb tanulmany, 368 beteg bevonasaval, mely egyszerre
vizsgélja a kiillonb6z6 APP markerek (CRP, PCT, LBP, sCD14) klinikai hasznosithatdsagat
cirrhosisban eléfordulo fert6zések azonositasara.

Sajnalatos modon a sCD14 szint mérés nem bizonyult érzékeny mddszernek a cirrhosishoz
tarsulod fert6zések detektalasaban, a fert6zéssel jellemezhetd és infekcid mentes betegek

szérum sCD14 koncentrécidjaban nem talaltunk szignifikans kilonbséget. Ennek megfeleléen
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az analitikai paraméterek (érzékenység, specificitas, negativ- és pozitiv-prediktiv érték)
alacsonyak voltak. Két korabbi cikkben magasabb sCD14 értekeket detektaltak az infekcids
cirrhotikus betegekben, azonban mindkét publikaciéban joval kisebb és heterogénebb
betegpopulécioét vizsgaltak, amelyben raadasul joval tobb volt a sulyos (szeptikus) esetek
ardnya. Az eltérést magyarazhatja még az alkalmazott technikédk kozotti kilonbség is, az
immunoassay-k eredményi kozott nem ritkdn jelent6s kiilonbség is lehet [113, 114].
Nemrégiben egy automatizalt sSCD14 mérd rendszer keriilt kereskedelmi forgalomba, amelyik
sokkal standardizaltabban képes a szérum CD14 mérésre. Ennek alkalmazésa megbizhatbb
eredményeket adhat, és terveink kdzott szerepel ennek tesztelése sajat mintainkon is.

A tovabbi akut fazis fehérjék vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a CRP szint, 10 mg/l
hatarértékkel, mar onmagaban is érzékeny markere a bakterialis fertézéseknek. A CRP
meghatarozas kombinaldsa a PCT meghatarozasdval némileg emelte a diagnosztikai
pontossagot, ugyanakkor a diagnosztikai folyamat koltségeinek jelentds emelkedésével jart.
Ugyanakkor ezen szerolOgiai tesztek gyengébb teljesitményt nyuljtottak a betegség
elérehaladottabb stadiumaiban vagy asciteses betegek esetében. A CRP, mint a bakteridlis
fertézések markere mar jo ideje ismert, még cirrhosisos betegek esetében is [115].
Ugyanakkor még szamos nyitott kérdés maradt a CRP optimalis hasznalataval kapcsolatban
ebben a betegcsoportban. Korébbi klinikai tanulmanyokban, melyek 20-127 esetet dolgoztak
fel, a CRP ¢és a PCT bizonyult a legjobb markernek a bakterialis fertézések azonositasara, de a
diagnosztika pontossaguk és hatarértékeik jelentésen eltértek egymastél a kiilonb6zo
tanulméanyokban [66, 69-72, 116-118]. A CRP esetében a szenzitivitas 62-80%, a specificitas
68-96% kozott volt, a ROC gorbe alatti tertilet pedig 0,72-0,91 k6z6tt mozgott [66, 68, 69,
119]. Jelen tanulmanyban a szenzitivitas 84%, a specificitas 91%, a ROC gorbe alatti terulet
pedig 0,93-nak adodott. Az altalunk meghatarozott optimalis hatarérték (9,2 mg/l)
alacsonyabbnak adodott, mint a tobbi tanulméanyban, melyekben ez 20 mg/l [72], 24,7 mg/I
[116], 55,9 mg/l [69], valamint 80,0 mg/l [71] volt. Egy lehetséges magyarazat ezekre az
eltérésekre a betegpopulaciok kozotti kilonbség. A jelen tanulmanyhoz képest, a korabbi
eredményeket joval kisebb betegcsoportokon végezték, mely torzithatja az eredményt.
Tovabba a korabbi tanulmanyokban a fertdzéses esetek a legtobb beteg esetében egyflitt jartak
szisztémas gyulladdsos valaszreakcidval (SIRS), szepszissel, bizonyos esetekben még
szeptikus shock-kal is. A mi egész fert6zéses betegcsoportunk sokkal inkabb a mindennapos
Klinikai eseteket reprezentalja [60]. Egy nagy betegcsoportot vizsgaltunk, melyekben nem
csak sulyos fertézések, hanem enyhébb formdk is elegendé szammal fordultak eld. A

fertdzések hozzavetdlegesen 25%-a enyhe volt, és foként a hugyutakra lokalizalodott. Mivel a
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cirrhosisos betegek immunrendszere nem mikodik megfelelden, és ezért jobban ki vannak
téve a fertdzések kiterjedésének, ami a majfunkciok tovabbi romldsdhoz és egyéb sulyos
komplikéciokhoz vezethet [61, 62], ezért a korai diagnozis és a fert6zések aktiv kezelése
javasolt még az enyhébb esetekben is.

A mésodik legjobb markernek a PCT bizonyult, de a teljesitménye minden tekintetben
elmaradt a CRP mogott. Csak néhany tanulmany foglalkozik a PCT diagnosztikai
tulajdonsagaival majbetegekben, de az eredmények meglehetésen egybevagnak [66, 70, 71,
115, 116]. Ezekben az esetekben a PCT szint jelentdsen megemelkedett a fert6zott
betegekben a kontrollhoz képest, bar a median érték elég valtozo volt: 0,74 pg/l [118], 2,8
ug/l [117], 3,2 pg/l [66], 9,8 ug/l [70], 10,1 pg/l [71]. Mi is szignifikansan emelkedett PCT
szinteket mértiink a fertézéses betegekben, de a median érték alacsonyabbnak adodott: 0,24
ug/l. Tovabba a PCT diszkriminativ ereje 0,15 pg/l cut-off értéket alkalmazva szintén kissé
gyengebb volt (szenzitivitas: 72%, specificitds 84%, AUC-ROC: 0,84), mint ket korabbi
tanulmanyban (szenzitivitas: 85 és 95%, specificitas: 96 és 98%, AUC-ROC: 0,97 és 0,98)
[70, 71]. Az altalunk vizsgalt betegcsoport egy negyede csupan enyhe fert6zésben szenvedett,
mely vagy nem, vagy kismértékben jar csak PCT koncentracié emelkedéssel [113], de ezek a
diszkrepanciak technikai kilonbségekkel is magyarazhatok. Annak ellenére, hogy klasszikus
(nem szenzitiv) PCT tesztet hasznaltak minden korabbi tanulmanyban, a hasznalt vizsgalatok
eredménye eltérd lehet a kiillonbozo detektalasi modszerek kovetkeztében [113, 114].
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a szérum sCD14 mérés nem alkalmas az infekcio
jelenlétének kimutatasara vagy annak eldrejelzésére cirrhosis betegekben, ugyanakkor a
CRP meghatarozas (kulondsen a PCT méréssel kombinalva) a bakterialis infekcidk
érzékeny markere [120].
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9. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben az antibiotikum rezisztencia egyre gyakrabban fordul el6 a klinikai
gyakorlatban és ezzel parhuzamosan az antibiotikumok megjelenésének tuteme is lelassult. A
lehetdségek sziikiilésével igény mutatkozik 0j hatdsmechanizmusu antimikrobiélis molekulak
irant. Az egyik tipusa az ilyen Uj szereknek a PRR/Fc fuzios feherjék. Ezek a molekulak a
mintazatfelismerd receptor rész kozremiikodésével kotddnek a mikrobidlis komponensekhez,
és a humén IgGl Fc részevel immunoldgiai funkcidkat aktivalva segitik a korokozok
neutralizacidjat. A CD14 molekula, mint az egyik legfontosabb LPS receptor alkalmasnak
tiint egy ilyen mesterséges antitestben a mintazatfelismerd receptor feladatdnak ellatasara,
ezért munkank soran egy CD14/Fc fuzios fehérjét hoztunk létre rekombinans DNS technika
segitségével. A molekula dimer formajaban id6- és dozis-fliggden kotédott a Gram-negativ
baktériumokhoz és a kdlcsonhatés specifikusan gatolhaté volt. A dimer forma kb. 50-szer
er6sebb affinitdst mutatott a baktériumokhoz, mint a monomer sCD14. A CD14/Fc jelenléte
fokozta a Gram-negativ baktériumok FcR-medialta fagocitdzisat PMN sejtek, macrophagok
és dendritikus sejtek esetében és igazolni tudtuk a baktériumok internaliz&cidjat is. Egy ex
vivo teljes vér rendszerben a CD14/Fc molekula fokozta a baktériumok elpusztitasat is. Ezek a
hatdsok azonban csak az R tipusi Gram-negativ baktériumok esetében voltak szamottevéek,
igy a molekula gyakorlati jelentdsége csekély. A CD14/Fc molekula dnmagéban is képes volt
PMN sejtek és monocytak aktivalasara, azonban nem neutralizalta sem a szabad, sem a kiilsé
membran vezikulumok (bleb-ek) formajaban jelenlévé LPS hatasat. Megallapitottuk azt is,
hogy ezek a vezikuldk a szabad LPS-hoz hasonldan viselkednek, a LAL esszében plazmaval
és izolalt BPI-vel neutralizalhatoak.

A CD14 molekula szolubilis formajanak (sCD14) szérum koncentracidja joél korrelal
fertézésekben az infekcio sulyossagaval, illetve mas betegség pl. az autoimmun korképek
aktivitasaval. Munkank soran a sCD14 egy potencialisan Uj diagnosztikai alkalmazasat
vizsgaltuk cirrhosisos betegek esetében, arra keresve valaszt, hogy a szérum sCD14 mérése
képes-e jelezni vagy megerdsiteni a cirrhosishoz tarsuld fertézések jelenlétét. Eredményeink
azt mutatték, hogy a sCD14 szérum szintje nem tért el szignifikansan a fert6zéses és fert6zés
nélkuli betegek mintaiban. Ugyanakkor a C-reaktiv protein szenzitiv és specifikus markere

volt a cirrhosishoz tarsulé fert6zéseknek 10 mg/l-es cut-off érték alkalmazasa mellett.
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10. Summary

Antibiotic resistant microbes are more and more frequent during the past decades in the
clinical practice while the rate of discovery of new antibiotics decreased. With the current
limited treatment possibilities there is a growing need for antimicrobials with a new approach.
One type of these novel antimicrobials are PRR/Fc fusion proteins. These molecules bind
microbial components with their pattern recognition receptor part while the human IgG1 Fc
parts activates immunological functions and promotes pathogen neutralization. The CD14
molecule as the most important LPS receptor seemed as a worthy candidate in such an
artificial antibody as the pattern recognition component, thus we expressed a CD14/Fc fusion
protein using recombinant DNA techniques. The resulting dimer molecule bound Gram-
negative bacteria in a time and dose dependent manner and this interaction could be
specifically inhibited. The dimer form showed an approximately 50-fold higher affinity to
bacteria than the monomer sCD14. The CD14/Fc fusion molecule increased the FCR mediated
phagocytosis of bacteria by PMN cells, macrophages and dendritic cells, and we also proved
internalization of the opsonised bacteria by these cells. In an ex vivo whole blood
experimental setting the CD14/Fc molecule enhanced killing of bacteria. However these
effects were only significant for R-type LPS mutant bacteria, which decreases this protein’s
practical value. The CD14/Fc protein was able to activate PMN cells and monocytes on its
own, but was unable to neutralize the effect of LPS neither in its free form nor in the form of
outer membrane vesicles (blebs). We determined that these vesicles act as free LPS rather
than particles as they can be neutralized similarly by plasma and BPI in the LAL assay.

The serum concentration of the soluble form of CD14 (sCD14) correlates well with the
severity of infections and with the activity of autoimmune diseases. We evaluated a possible
new diagnostic use of sCD14 in cirrhosis patients and tried to evaluate if changes in serum
sCD14 concentrations can predict or confirm cirrhosis associated infections. Our results show
that serum sCD14 concentration does not differ significantly in infected and non-infected
patient samples. However, we found that CRP is a sensitive and specific marker of cirrhosis

associated infections at a cut-off value of 10 mg/L.
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11. A disszertacio uj eredményei, megallapitasai, klinikai relevanciai

1., Rekombinans DNS technikaval létrehoztunk egy CD14/Fc fazids molekulat és jellemeztiik
mikrobakhoz vald kotédését: kotédik Gram-negativ baktériumokhoz és a Gram-pozitiv
bakteriumok kozul a L. monocytogenes-hez. Fokozza a Gram-negativ bakteriumok FcR-fiiggd
fagocitozisat/internalizacidjat PMN sejtek, valamint monocyta eredetli macrophagok és
dendritikus sejtek esetében. A CD14/Fc képes a Gram-negativ baktériumok elpusztitasat is
eldsegiteni teljes vérben. Miutan azonban ezek a hatasok csak az R tipustt Gram-negativ
bakteriumok esetében voltak szamottevéek, igy a molekula alkalmazasa terapias agenskent
bakterialis infekciokban nem jon széba. Ugy gondoljuk ugyanakkor, hogy hasonl6 flzids
fehérjék, nagyobb affinitadssal és szélesebb antimikrobialis spektrummal, hatasos szerek
lehetnek olyan korokozok ellen, melyek rezisztensek az &ltalanosan hasznalt

antibiotikumokkal szemben.

2., Megvizsgaltuk a CD14/Fc molekula LPS/bleb preparatumokra gyakorolt neutralizald
hatasat és azt tapasztaltuk, hogy nem képes az endotoxin készitmények neutralizalasara, sot
o6nmagaban is sejtaktivalo hatasa van. Ezek alapjan terapias agensként alkalmazésa szeptikus

allapotokban nem jon szoba.

3., Megvizsgaltuk, hogy a LPS molekuldk és bleb vezikulumok semlegesitése a LAL
assayben effektiven torténik-e plazma, illetve az izolalt BPI molekulak altal, és mindkét
esetben teljes neutralizaciét tapasztaltuk, ezek alapjan a bleb-ek biologiai aktivitasukat

tekintve a szabad LPS-hoz hasonlitanak.
4., Megallapitottuk, hogy a szérum sCD14 mérés nem alkalmas az infekcio jelenlétének

Kimutatasara cirrhosis betegekben, ugyanakkor a CRP meghatarozas (kiloénésen a PCT

méréssel kombinalva) a bakteridlis infekciok érzékeny markere.
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