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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1 A CD14 molekula

A CD14 molekula a velesziiletett immunrendszer mintazatfelismerd receptora.
A fehérjét kodold gén az 5923-31 kromoszoman lokalizalodik, két exonbdl all,
melyrdl egy 1,4 kb méretii mRNS transzkript irodik at. A kész fehérje egy 356
aminosavbdl allé glikoprotein, melyet elsdsorban myeloid sejtek expresszalnak,
¢s eléfordul membran kotott (mCD14, 55 kDa) és szolubilis formaban is
(sCD14, 48 kDa és 56 kDa). A mCD14 nem rendelkezik transzmembran
régioval, hanem egy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) horgony segitségével
agyazodik a membranba. A mCD14 nagyobb szdmban monocytakon
(~100.000/sejt), és joval kisebb szamban neutrofil granulocitakon (~4.000/sejt)
fordul el6, mig a sCDI14 koncentracidja a szérumban néhany pg/ml

nagysagrendii.

1.2 A CD14 molekula funkciéja, LBP/TLR4/MD2 rendszer

A CD14 molekula elsédleges funkcidja a szervezetbe bekeriilé, Gram-negativ
baktériumok membranjabdl felszabadul6 lipopoliszacharid (LPS) felismerése és
a sejtaktivacié beinditasa. A LPS felismerés és a jelatviteli folyamat
inicializdldsa a Lipopolysaccharide Binding Protein/Toll-like Receptor
4/Myeloid differentiation protein 2 (LBP/TLR4/MD2) rendszeren keresztil
torténik. Az LBP &ltal monomerizélt szabad LPS a CD14 molekulan keresztiil a
sejtmembranban talalhatdé TLR4/MD2 komplexhez jut, ahol a LPS az MD2
molekulan keresztiil keriil a transzmembran régidval rendelkezé TLR4-hez, ami

az intracellularis jelatviteli kaszkad beinditasahoz vezet.



1.3. A CD14 molekula potenciélis ligandjai

A CD14 molekula egy mintazatfelismerd receptor, legfontosabb szerepe a
Gram-negativ baktériumok membranjabol szarmazo LPS szignalizicidjaban
van. A LPS-on kiviil tobb egyéb ligandjat is leirtak, melyek a legkiilonb6z6bb
bakterialis eredetii molekulaktol kezdve, gombakon és apoptotikus testeken at,

egészen a mikrobialis sejtfal komponensekig, sot teljes baktériumokig terjednek.

1.3.1. Szolubilis molekulak

A CD14 molekula legismertebb és legjobban tanulmanyozott ligandja a Gram-
negativ baktériumok kiils6 membranjanak esszencialis komponense a LPS.
Kiilonbozd baktériumcsalddok LPS struktaraja nagy hasonldsdgot mutat. Az
Enterobateriaceae csalad vad tipust LPS molekuldja (S-tipus) az O-antigénbdl,
az R-magbol és a lipid-A komponensekbél all. Bizonyos esetekben a LPS O-
antigén poliszacharidja hidnyozhat (R-tipus), ami hozzaférhetébbé teszi az
immunogenitasért felelés lipid-A részt az immunrendszer szamara. A
lipopoliszacharidon kivil a CD14 molekuldnak szamos mas ligandjat is leirtak,
ilyenek példaul a Mycobacterium eredetii lipoarabinomannan, a szolubilis
peptidoglikan, a Blastomyces dermatitidis WI-1 antigéenje, a Staphylococcus
aureus sejtfal kivonata, a Pseudomanas-bdl izolédlt poliuronsav, a
muramilpeptid, és a Borrelia burgdorferi kiilsé membran lipoproteinjei. Ezen
molekulaknak kozos jellemzéje, hogy valamennyien az ¢ket termelé mikrobak
esszencialis, konzervativ strukturai, ezért kiemelkedden jo terapias célpontot

jelenthetnek.

1.3.2. Blebek

A Gram-negativ baktériumok kiils0 membranjabol nem csak szabad LPS
szabadul fel, hanem kiils6 membran vezikuldk, ugynevezett blebek is
képzddhetnek. A bleb képzddés kiilonosen kifejezett a Neisseria meningitidis

esetében, ahol in vivo is Kkimutattak blebek jelenlétét szérumban és



cerebrospinalis folyadékban egyarant. Mivel a blebek dsszetétele Iényegében
megegyezik a kiils6 membran Osszetételével, a N. meningitidis eredetii blebek a
Klasszikus CD14-LBP, majd TLR4/MD2 medialt dtvonalon aktivalja az

immunrendszert.

1.3.3. Baktériumok

A mikrobialis eredetli ligandokon kiviil tobb esetben leirtdk kiillonb6zo
korokozok CD14 dependens fagocitdzisat is, melyek kdzé olyan baktériumok
tartoznak, mint a Mycobacterium tubercolosis, a Salmonella typhimurium, az
Escherichia coli és a Listeria monocytogenes. Bar a CD14 szerepe egyes
baktériumok felismerésében és fagocitdzisdban mara elfogadott tény, eddig
minddssze egyetlen munkacsoport irta le a sCD14 és a mCD14 kdzvetlen

kotodését baktériumokhoz.

1.4. sCD14 és betegségek 0sszefliggése.

1.4.1. Osszefliggés bakterialis infekciokkal.

Mintazatfelismerd receptor 1évén, a SCD14 kulcsfontossagu szerepet jatszik az
infekciok korai szakaszaban a citokin termelés beinditasaban, és ezen keresztil
kiilonb6zé immunoldgiai valaszreakcidk inicializaldsdban. A sCDI14 szintje
korrelal az infekcio sulyossagéval, koncentricidja lokélis fertézésekben és
szepszisben 1is jelentdsen megemelkedhet. A sCD14 termelddésének pontos
mechanizmusa €és oka az infekciok sordn nem teljesen ismert, de
valészinisithetd, hogy a keletkezd sCD14 elsésorban nem csak de novo
szintetizalodik, hanem a membrankdtott forma lehasadasaval keletkezik.
Ugyanakkor nem zarhato ki a SCD14 de novo szintézise sem, hiszen termelédése
IL-6 altal indukalhato és szérumkoncentracidja jol korreldl egy jol ismert akut
fazis feherje (APP), a C-reaktiv protein (CRP) szérumkoncentriciojaval. A
sCD14 koncentracio korrelal a mortalitdssal is, bar nem egyértelmi, hogy

ezekben az esetekben a magasabb sCD14 koncentracié oka a mortalitas



emelkedésének, vagy egy sulyosabb, és ezert nagyobb eséllyel rosszabb

kimenetelll fertdzés kovetkezménye.

1.4.2. Osszefliggés egyéb betegségekkel.

A sCD14 szintjének véltozasat nem csak infekciokban irtdk le, hanem szamos
mas immunrendszert ¢érintd korképben is taldltak példat a betegség
progressziojaval korreldlo sCD14 koncentraciéra. Sarcoidosis-ban szenvedd
betegek bronchoalveolaris moso6folyadékaban, valamint psoriasis-ban és
szisztémas lupus erythematosusban (SLE) valamint gyulladasos bélbetegségben

szenvedo betegek szérumaban is megemelkedett sCD14 koncentraciot mértek.

1.4.3. Akut fazis fehérje? Diagnosztikus marker?

Els6sorban gyulladasos korképekben meriil fel a sCD14 diagnosztikus
markerkent vald alkalmazasa. A sCD14 koncentracio jol korreldl a betegségek
lefolyasaval, és a CRP koncentrdcidval, valamint a maj APP termelését
szabalyozd citokinjének, az IL-6-nak a koncentraciojaval is. Real-time PCR
vizsgalatok megerdsitik mRNS szintjén a CDI14 termelés IL-6 altali
indukélhatésagat is. Ezek alapjan a sCD14 molekula APP-ként viselkedik, és

érdemes megvizsgalni a diagnosztikus markerként valo felhasznalhatosagat.

1.5. Cirrhosis és az ehhez tarsulo infekciok klinikai jelentosége

A cirrhosis a maj kronikus megbetegedésének a kévetkezménye, melynek soran
a maj szbvete hegszovetté alakul és a maj funkcidja csokken. A leggyakoribb
komplikaciok a hasiregben felgyllemlé folyadék (ascites), varix veérzések,
hepatikus encephalopathia és kiilonb6z6 bakteridlis fertdzések kialakulasanak

megndvekedett kockazata.



1.5.1. A cirrhosis etioldgiaja és klinikuma.

A betegség kialakuldsanak hatterében leggyakrabban alkoholizmus, valamint
Hepatitis B vagy C virus fertdzés 4ll, de szamos mas oka is lehet a majkarosodas
kialakulasanak, mint példaul cukorbetegség, elhizas, autoimmun folyamatok,
illetve a vas anyagcserét érintd 6roklodo betegségek, cisticus fibrosis, illetve

hepatotoxikus gydgyszerek hasznalata is.

1.5.2. A cirrhosishoz tarsulé fertozések klinikai jelentosége

A cirrhosis egyik leggyakoribb komplikéacioja valamilyen bakteridlis fertdzés
kialakulasa, melyeknek széles skalaja vezethet a maj allapotanak tovabbi
romlasahoz, és végiil a cirrhosisban szenvedé beteg elhalalozasahoz. Ezen kiviil
a bakterialis fertdzések tovabbi komplikaciok kialakuldsat okozhatjdk, mint
példaul varix vérzés, hepatikus encephalopathia, veseelégtelenség és véralvadasi
zavarok. A kiilonbozé fertézések jelentdsen megnovelik a mortalitast,
cirrhosisban az elhaldlozasok mintegy 30-50%-a valamilyen fertézéshez
kothetd.

1.5.3. A cirrhosishoz tarsulo fertozések diagnosztikaja

Cirrhosisban a fertézések hozzavetSlegesen 50%-a atipusos klinikai
megjelenésii, tovabba a cirrhosis néhany jellemzd sajatossaga is megneheziti a
fert6zések azonositasat. A bacteraemia-hoz kapcsolt szerologiai markerek
emelkedése korai jele az infekcionak, mely lehetové teszi a fertézés hatékony
felismerését. Azonban ezeket az akut fazis fehérjéket (APP) elsdsorban a m4j
szintetizalja, ezért cirrhosisban sokkal kevésbé hatékonyak a fertdzés
kialakulasanak figyelemmel kisérésére. A masik oldalrol pedig fertdzés
fliggetlen faktorok, mint hepatocellularis carcinoma (HCC), necrosis, vagy a
majszovet lokalis gyulladasos reakcioja illetve bakterialis transzlokacid is
indukalhatja ezen markerek szintéziset, ami meg jobban korlatozza Klinikai

hasznalhatésagukat. Korabbi tanulmanyok szerint a CRP és a procalcitonin



(PCT) a legmegbizhatobb markerek a fertézések felismerésére, de diagnosztikai

pontossaguk és hatarértékeik nem pontosan meghatarozottak.

1.6. Fertozések Kkezelésének problémai. Antibiotikum rezisztencia.
Potencialis Uj terapias szerek: Fc-fuzios fehéerjék

Az antibiotikum terapiak ablzusa miatt kialakuld antibiotikum rezisztens
korokozok ellen egyre nehezebb felvenni a kiizdelmet, kilondsen azokban az
esetekben, melyekben a fertdzott egyén immunrendszere nem miikodik
megfeleléen. Az egyik lehetséges megkdzelitése a problémanak, bizonyos
antimikrobialis hatast molekulak kombinalasa az immunglobulin molekula Fc
részével. Az igy keletkez6 Uj fehérjek mesterséges antitestként viselkedve
nemcsak kozvetlen baktericid hatassal birhatnak, hanem az Fc részen keresztil
bekapcsoljak az immunrendszert a korokozo neutralizalasanak folyamataba.

A biotechnologiai és molekuléris genetikai eljarasok fejlédésével megnyilt az ut
valtozatos mesterséges fehérjék létrehozasara. A receptor/Fc fuzids fehérjek
kdz6s tulajdonsaga, hogy egy vagy tdbb receptor molekula, esetleg receptor
domen kapcsolodik a human 1gG1 Fc részéhez. A receptor/Fc fUzid génsebeszeti
eljarassal, vagy kemiai reakcioval hozhat6 létre. Ezen fazios fehérjékben az Fc
rész intakt allapotban (CH2, CH3 domén és a ,,hinge” régid) megmarad, és az N
termindlis részhez kapcsolddnak a receptor fehérjék, melyek kérokozdok vagy
azokbol szarmazo ligandok széles spektrumat ismerhetik fel.

A receptor/Fc molekuldk Fc részének szamos eldny0s tulajdonsdga van mind a
»kész” feheérje alkalmazasi terlletein, mind a fehérje expresszalasa es tisztitasa
soran. Az antimikrobialis alkalmazas szempontjabdl a legfontosabb ilyen
tulajdonsagok, hogy az Fc rész altali dimerizaci6 megnovelheti a
receptorkomponensek eredeti ligandjukhoz val6 aviditasat, és hogy az Fc rész
megorzi eredeti funkciojat, és immunoldgiai effektor funkcidkat 1at el, mint a
komplement aktivalas vagy a fuzids feherje altal opszonizalt molekulak FcR

receptorokon keresztili fagocitdzisanak medialasa.



Két fontosabb példa van eddig ilyen tipusi mesterséges antitestekre, az egyik a
BPI,; fehérje flzidja a human 1gG1 Fc részéhez, a masik egy szintén kationos
fehérje, a CAP18 flzidja az 1gG1l Fc részehez. Mindkét esetben jelent6sen
megnoOvekedett a fuzids fehérjével kezelt kisérleti egerek tulélési esélye a

kontrollcsoportéhoz kepest a vizsgalt szepszis modellekben.
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2. CELKITUZESEK

A CD14, mint mintazatfelismer6 receptor, tobb mikrobidlis eredetli liganddal is
bir. Ez felvet egy lehetséges terapids alkalmazast: a CD14 mintazat felismerd
tulajdonsagat kombindlva az Fc fuzié nyujtotta bioldgiai elényokkel egy széles
spektrumli opszonint hozhatunk 1étre, amely terdpias lehetdséget jelenthet
antibiotikum rezisztens baktériumok altal okozott fertézésekben, €s hasznos
lehet olyan esetekben is, mint a N. meningitidis fertézések, ahol az
inflammatorikus folyamatok eszkalalodasaban elsddleges szerepe van a fokozott
kiils6 membran vezikula képzddésnek.

- Célunk egy CD14/Fc fazios feherje létrehozéasa, strukturalis integritasanak es
bioldgiai aktivitdsanak vizsgalata, valamint a fuzios fehérje baktériumokhoz
valo kotédésének jellemzése, és a kotddés CD14-LPS specifikussaganak
igazolasa. Vizsgaljuk tovabba a molekula neutrophil granulocyték,
macrophagok és dendritikus sejtek fagocitozisara gyakorolt hatasat.

- Megvizsgaljuk, hogy neutralizalja-e a CD14/Fc molekula a kiilonb6z6 LPS
preparatumok és N. meningitidis eredetli blebek biologiai hatasat, illetve, hogy
mennyire hasonléan viselkednek a LPS molekulak és a bleb részecskék egyéb
neutralizalo agensekkel szemben.

A humin sCD14 molekula koncentracidja jol korrelal a fert6zd betegségek
sulyossagaval, ami felveti a kérdést, hogy a sCD14 szintjének monitorozasa
esetleg alkalmazhato-e diagnosztikai eljarasokban egy fertézés meglétének,
vagy sulyossaganak megallapitasara. Kuilondsen fontos lehet egy U]
diagnosztikus marker bevezetése olyan esetekben, mint a cirrhosis, ahol a
klasszikus APP markerek a mdj kdrosodasa miatt nem hasznalhat6ak megfeleld
hatékonysaggal.

- Munkank masodik felében arra kereslink vélaszt, hogy alkalmazhaté-e a
szérum sCD14 szint mérése cirrhosisban diagnosztikus markerként a cirrhosist

kisérd fertdzések kimutatdsara 6nalldan, vagy mas akut fazis fehérjékkel egyiitt.
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3. BETEGEK, ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Betegek (cirrhosis)

368 jol karakterizalt, kovetés alatt all6 cirrhosisos beteget (férfi/nd: 204/164;
kor: 56,4+10,8 ¢év; betegség idOtartama: 3,9+4,2 ¢€v) valasztottunk be a
Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézetének Gastroenteroldgiai Tanszékérdl.
A cirrhosis diagnozisat klinikai, biokémiai, ultrahangos és amennyiben
lehetséges volt, hisztologiai vizsgalatok alapjan allitottak fel. A bevéalasztasnal

kilonos figyelmet forditottunk az akut bakterialis fert6zések jelenlétére is.

3.2. LPS, bleb preparatum, baktérium- és gomba torzsek

A CD14/Fc és CD14/His molekulak funkcionalis teszteléséhez S. minnesota Re
(#595) LPS-t (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A bleb preparatumok izolalasa a N.
meningitidis L1 torzsébdl és ezek jellemzése az Utrechti Egyetem Orvosi
Mikrobioldgiai Intézetében tértént. A CD14/Fc-mikroba kotddéses kisérletekhez
és a fagocitdzis vizsgalatokhoz az alabbi baktériumokat és gombékat hasznaltuk:
E. coli (ATCC 25922), S. hartford (Orszagos Epidemioldgiai Kozpont - OEK
100063), Lysteria monocytogenes (OEK 130001), Streptococcus pneumoniae
(ATCC 49619), Salmonella typhimurium vad tipus (#657), S. typhimurium Ra
(#656), S. typhimurium Re (#658), S. minnesota Re (#595), Candida albicans
(#10231), C. tropicalis (#555) (klinikai izolatumok). A baktériumokat es
gombakat hoéinaktivaltuk (80°C, 2 h, illetve 65°C, 2 h), majd FITC-el jel6ltik
(40 pg/ml 45 percig 4°C-on a baktériumok esetében; 0,2 pg/ml 45 percig 4°C-on
a gombak esetében). A fluoreszcensen jeldlt mikrobakat kétszeri mosas utan

aliquotozva, -20°C-on taroltuk.

3.3. PMN-ek, monocytak, macrophagok, dendritikus és SKBr-3 sejtek
izolalasa illetve tenyésztése
Polimorfonukleéris sejtek: A polimorfonukledris sejteket periférids vérbol

izolaltuk diszkontinuus histopaque gradiensen (1077/1119 g/L, Sigma-Aldrich).
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A PMN réteg leszivasa utan a vorosvértesteket 30 masodpercig lizaltuk jéghideg
desztillalt vizzel, majd 1/10 térfogatnyi tizszeres toménységii PBS pufferrel
helyredllitottuk az izoténias koncentraciot. Ezt kovetden a sejteket kétszer
mostuk PBS-sel, és a sejtszamot 5x10° sejt/ml-re allitottuk be.

Monocyta eredetli macrophagok ¢és dendritikus sejtek: Periférids vérbol
mononuklearis sejteket izolaltunk Ficoll-Paque (1077 g/L, GE Healthcare)
segitségével, majd a PBMC rétegb6l anti-CD14 magneses mikrogyongyok
(Miltenyi Biotec) alkalmazédsaval, a gyartdé leirdsa alapjan monocytakat
szeparaltunk. A monocyta eredeti macrophagok eés dendritikus sejtek
differencialasat komplett RPMI taptalajban (Sigma-Aldrich) végeztik 50 ng/ml
M-CSF (Peprotech EC) hozzaadasaval a makrofagok esetében, és 80 ng/ml GM-
CSF (Gentaur Molecular Products), 100 ng/ml IL-4 (Peprotech EC) és 50 ng/mi
M-CSF (Peprotech EC) jelenlétében a dendritikus sejtek estében. A
Kisérletekhez a sejteket az 5. napon hasznaltuk fel. A sejtek fenotipusat aramlasi
citometriaval ellendriztiik.

SKBr-3 sejtek: Az SKBr-3 human emlé karcinoma sejtvonalat (ATCC)
komplett DMEM téptalajban (Sigma-Aldrich) tenyésztettik.

3.4. CD14/Fc és CD14/His klonozéasa és expresszidja

A human CD14 cDNS-e az Utrechti Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai
Intézetének (Utrecht, Hollandia) cDNS kényvtarabol szarmazik. A cDNS-t PCR
reakciéban amplifikaltuk, melynek soran a végeire restrikciés BamHI és Notl
hasitéhelyeket épitettiink be, az alabbi primereket hasznalva:
P1-5’TCGGATCCACCACGCCAGAACCTTG3
P2-5’CAGCGGCCGCCAGCACCAGGGTTCCCGA3’

Az amplikont a szekvenalashoz egy koztes vektorba (pCR4-TOPO, Invitrogen)

ligaltuk a kit leirdsa alapjan. A CD14 inzertet tartalmazd vektorral One Shot
TOP10 baktériumokat (Invitrogen) transzformaltunk, melyeket szelekcio utan

50 pg/ml carbenicillint tartalmazo folyékony LB taptalajban szaporitottunk,
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majd beldlik QIlAprep Miniprep Kit (Qiagen) segitségével, a gyarto leirdsa
alapjan plazmidot izolaltunk. A CDI14 inzert jelenlétét kettés restrikciods
emésztéssel (BamHI/Notl, New England Biolabs), illetve szekvenalassal
ellendriztiik (BigDye 3.1 sequencing kit, Applied Biosystems). Az expresszios
vektorokba vald szubkldnozast, és a CD14/Fc, valamint CD14/His expressziojat
HEK?293 sejtekben az U-Protein Express B.V. végezte (Utrecht, Hollandia). Az
expresszios vektorok megfeleld olvasasi keretben mar tartalmaztdk az Fc és His
tag-eket. Az expresszalt fehérjék tisztitasat a CD14/Fc esetében Protein G
oszloppal, a CD14/His esetében Nikkel oszloppal (GE Healthcare) végeztik, a
gyartd leirasa alapjan. A fehérjekeszitmenyek tisztasagat SDS-poliakrilamid

e

LPS-hoz val6 kotédésiik alapjan jellemeztiik ELISA mddszerrel.

3.5. A CD14/Fc¢ kotédése baktériumokhoz és gombéakhoz

Fluoreszcensen jeldlt baktériumokat és gombékat (5 x 10°/ml) inkubaltunk LBP
(100 ng/ml) és CD14/Fc vagy CD14/His (5 pg/ml) jelenlétében vagy hianyaban.
Inkubacio utan a mikrobakat kétszer mostuk 0,1% BSA-t tartalmazd PBS-sel. A
mikrobakhoz k6t6dott CD14/Fc fehérjét Cy5-kecske-anti-human IgG (konnyt +
nehéz lanc) antitesttel (Jackson Laboratory; 1:100 higitas), a CD14/His fehérjét
PE-anti-His antitesttel (Miltenyi Biotec, 1:100 higitas) jeloltik. Mosas utan a
mikrobakat aramlasi citométerrel vizsgaltuk, és a fehérjék kotédésének mértékét
a Cy5 (CD14/Fc) és PE (CD14/His) pozitivitas alapjan hataroztuk meg.

A LPS kompeticios eés gatlasos vizsgalatokhoz a CD14/Fc molekulat LPS
(kétszeres higitasi sor: 20 - 0,2 pg/ml), anti-CD14 blokkol6 antitest (60bca,
ATCC; kétszeres higitasi sor: 40 — 0,6 pg/ml) jelenlétében el6-inkubaltuk, majd
a fent leirtak alapjan elvégeztiik a kotddéses vizsgalatokat. A CD14/Fc és
CD14/His kompeticios vizsgalatokhoz 1 pg/ml CD14/Fc fazios fehérjét

crer

ug/ml) CD14/His fehérjével, majd azonnal hozzdadtuk a S. typhimurium Re
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szuszpenzidhoz. A CDI14/Fc kotédését aramlasi citométerrel, a fent leirtak
szerint vizsgaltuk, a gatlas mértéket a csak CD14/Fc-t — és gatloszert nem —

tartalmazd mintadkhoz viszonyitva, szazalékban adtuk meg.

3.6. Az opszonizalt baktériumok fagocitdzisa, ex vivo Killing assay

A FITC-al jelolt, CD14/Fc fazios feherjével opszonizalt baktériumokat 15 pl
PBS vagy 10% szérum jelenlétében 37°C-on, 15 percig inkubaltuk. Ezt
kovetéen 35 ul PMN, macrophag, dendritikus sejt, vagy SKBr-3 sejt
szuszpenzidt (1,7 x 10° sejt) adtunk a mintakhoz, majd Gjabb fél 6ran &t
inkubaltuk 37°C-on. Moséas utan a mintakat aramlasi citométerrel mértik és a
fagocitalo sejteket FITC-pozitivitdsuk alapjan azonositottuk. A sejtekhez
asszocialodott baktériumok pontos lokalizacidjanak megéllapitasdhoz konfokalis
Iézer pasztazo mikroszkopiat (Zeiss LSM 510, Carl Zeiss AG) alkalmaztunk.

A fagocitozis gatlasdhoz a sejteket 45 percig 4°C-on inkubaltuk anti-CD16
(3G8, Abcam) eés/vagy anti-CD32 (ATCC: ,IV-3” myeloma sejtvonal
felulUszdjabal tisztitva) blokkolo antitestekkel (20 pg/ml).

A killing assay kisérletek soran 3 x 10° CFU S. typhimurium wt illetve Re
bakteriumokat 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 elémelegitett véres agar taptalajra
oltottunk. 24 Oras tenyésztés utan a kindtt kolonidkat megszamoltuk és a

megfeleld kontrollhoz hasonlitottuk.

3.7. Neutrophil granulocytak aktivacidja LPS-dal és blebbel

Izolalt neutrofil granulocitdkat 30 percen keresztiil 37°C-on LPS-dal vagy
blebekkel aktivaltunk 1% szérum vagy 100 ng/ml LBP jelenlétében. Mintanként
1 x 10° neutrofil sejtet 10° M formil-MET-LEU-PHE (fMLP) (Sigma-Aldrich)
segitségevel stimulaltunk 150 uM luminol (Sigma-Aldrich) jelenlétében, majd a

chemiluminescencia valaszt luminométer (Autolumat LB 953, Berthold,)
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segitségével 10 percen keresztul rogzitettik, majd a véalaszt a gorbe alatti

teriilettel fejeztik ki.

3.8. A LPS és blebek neutralizalasa BPI-nel, plazmaval és a CD14/Fc fazios
fehérjével — neutrofil kemilumineszcencia mérése, LAL assay, L-szelektin
expresszio merese

Mindegyik minta esetében 500 pl heparinnal alvadasgatolt, egészseges
onkéntestdl vett vér plazma- és a sejtfrakcioit centrifugalassal (3.000xg, 2 perc)
elvalasztottuk egymastdl, majd a plazmat 10.000xg-vel 1 percig ismét
centrifugaltuk. A neutralizaciéhoz LPS-ot vagy bleb-et inkubaltunk plazmaval
60 percig 37°C-on, illetve BPI-vel (10 pg/ml) vagy CD14/Fc-vel (5 pg/ml) 30
percig, puffer vagy 3% szérum jelenléteben. Ezt kovetéen a LPS aktivitast vagy
LAL esszével (Lonza) hataroztuk meg, vagy izolalt neutrofileket adtunk a
mintakhoz és a neutralizacio mértékét kbzvetve, a fent leirt chemiluminescencia
méréssel allapitottuk meg.

A CDI14/Fc hatasat teljes vérben 1évé monocytak és granulocytak L-szelektin
expressziojanak méresével is jellemeztik. Heparinnal alvadasgatolt periférias
sor: 10 pug/ml — 0,16 pg/ml) fazids feherje jelenlétében LPS-dal, bleb-ekkel vagy
pufferrel inkubaltunk 37°C-on, 30 percig. Inkubacio utan az egyes mintakat 6 pl
egér anti-human-CD62L-APC (BD Pharmingen) antitesttel jelltik. Jeldlés utan
a vorosvertesteket 10 percen keresztul lizaltuk (BD FACS Lysing Solution)
majd mosas utan a sejteket aramlasi citométeren (BD FACS Calibur) meértik. A
CD62L pozitivitast az FL4 fluoreszcens csatornan mért jelintenzitas atlagaval

jellemeztik.

3.9. Szérum sCD14, LBP, PCT és CRP koncentraciéjanak mérése
Az analiziseket fagyasztva tarolt szérummintakon (-70°C) végeztik. A CRP

szinteket egy Integra 700 automataval (Roche) végeztik. A PCT meghatarozas
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»two-site” immunoluminometrias esszével (Liaison) tortént Liaison analizatorral
(DiaSorin). Az LBP koncentraciojat szilard fazisu szendvics ELISA (Hycult

=7 =7

val (Quantikinine, R&D Systems) mertik.

3.10. Statisztikai analizis

A CD1l4/Fc ¢és CDI14/His kiilonb6zd baktériumok ¢és gombdkhoz valo
kotodésének Osszehasonlitasat, illetve a kontroll mintakkal valod Osszevetését,
valamint a fagocitozis-, az ex vivo Kkilling- és a gatlasos Kkisérletek
eredmenyeinek kiértékelését parositott Wilcoxon teszttel végeztik. A LPS eés
bleb neutralizacids kisérletekben a LAL- és chemiluminescencia esszék
eredmenyet Mann-Whitney U teszttel ertékeltiik. A cirrhosis diagnosztikali
markereinek vizsgalatakor az egyes valtozok normalitdsat Shapiro Wilk teszt
segitségevel ellendriztiik. A folytonos valtozokat atlag [SD] vagy median
[interkvartilis tartomany (IQR)] formaban 6sszesitettik a homogenitasuknak
megfeleléen. A kategorikus valtozokat Chi-négyzet, vagy ahol sziikséges volt,
ott Yates korrekcios Chi-négyzet teszttel vizsgaltuk. A folytonos véaltozdkat
Student t-teszttel, vagy Mann-Whitney U teszttel hasonlitottuk 6ssze. A
folytonos valtozok egymaéssal valé kapcsoltsagat Spearman SRO teszttel
ellendriztik. Az egyes APP markerek hatarértékének ¢és pontossaganak
vizsgalatdt ROC gorbével analizaltuk. A statisztikai szdmitasokat Statistica for
Windows, GraphPadPrism 5 és SPSS 15.0 szoftverekkel végeztik. A
kilonbsegeket p < 0,05 érteknél tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

4.1. A CD14/Fc és CD14/His expresszioja és jellemzése

A CD14/Fc faziés proteint és a CD14/His proteint HEK293 sejtekben
expresszaltuk és Protein G illetve nikkel oszlopokon tisztitottuk. A méretet és a
tisztasagot redukalo- és nem redukalé SDS-PAGE segitségével ellendriztiik. A
CD14/Fc molekula az immunglobulin G-hez hasonléan dimereket alkot, ezért
nem redukalo kortilmeények kodzott a vart molekulatémeg 160 kDa, mig redukalo
koralmenyek kozétt 80 kDa. Monomer lévén a CD14/His molekulamérete
redukalo- és nem redukaldé korilmények kozott is egyarant 50 kDa. Az
expresszalt fehérjék biologiai aktivitasat LBP fliggd LPS kot képességiikkel
ellendriztik ELISA-val. Az OD 1 pg/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.

4.2. A CD14/Fc kotoédése baktériumokhoz és gombakhoz

A CDI14/Fc baktériumokhoz val6 kotddését aramlasi citometriaval vizsgaltuk. A
CD14/Fc kotédott mind a vizsgalt vad tipust, mind a rovid LPS (Ra & Re)
mutans Gram-negativ baktériumokhoz. A baktériumokhoz val6 kotédés LBP
dependens volt, és fuggott a CD14/Fc koncentraciotol és az inkubacios id6tol is.
A vad tipusu baktériumok esetében a maximalis kotédés 4 ora inkubécid utén,
illetve 5-10 pg/ml CD14/Fc koncentricional kovetkezett be. Kifejezetten
nagymértékii kotddést tapasztaltunk az Re mutdnsok esetében, ahol mar 1-5
ng/ml CD14/Fc és 2 o6ra inkubacio is elegendd volt a maximalis kotodés
eléréséhez. A CDI14/His molekula 1ényegesen kevésbé kotodott a vizsgalt
mikrobakhoz, mint a CD14/Fc dimer. Kizarolag a révid LPS (Re) mutansokkal
asszocialodott, ¢s még ebben az esetben is csak kis mértékli fluoreszcencia
emelkedeést tapasztaltunk a kontrollokhoz képest. Egyik rekombinans fehérje
sem kotodott a vizsgalt gombakhoz. A CD14/Fc kotédése baktériumokhoz (S.
typhimurium wt és S. typhimurium Re) dozisfiiggéen gatolhatd volt a CD14/Fc
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molekula LPS-dal, illetve anti-CD14 blokkolo antitesttel torténd elo-
inkubalasaval.

A CD14/Fc és CD14/His molekuldk bakteériumokhoz valé kotédésének
aviditdsat is Osszehasonlitottuk. A két molekulat kiilonb6z6 aranyban
Osszekeverve adtuk S. typhimurium Re baktériumhoz, és vizsgaltuk a CD14/Fc
kotoédésének mértékét. Az eredményeink alapjan a hozzavetdleg 50-szeres
molaris tulsulyban 1évé CDI14/His gatolta a CDI14/Fc kotédését 50%-0S
mértékben (1 pg/ml CD14/Fc vs. 10-20 pg/ml CD14/His, 160 kDa vs. 50 kDa).

4.3. A CD14/Fc fokozza a Gram-negativ baktériumok fagocitdzisat
Fluoreszcensen jel6lt baktériumokat (S. typhimurium Ra és Re, S. minnesota Re)
5 pug/ml CD14/Fc fuzios fehérjével opszonizaltuk, majd mosas utan izolalt
human PMN sejtekhez, macrophagokhoz, dendritikus sejtekhez, és kontrollként
FCR negativ SKBr-3 emlé tumor sejtekhez adtuk. A PMN sejtek esetében a
CD14/Fc a kontrollhoz képest fokozta a fagocitdzist human szérum jelenlétében
és hianyaban is. Ez a fagocitozist fokozd hatds szérum hianyaban kifejezetten
erds volt (fagocitald sejtek ardnya CD14/Fc jelenlétében illetve hidnydban: 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 wvs.
5,47+0.42, p<0,05), mig human szerum jelenlétében sokkal kisebb hatast
mutattunk Ki.

Monocyta eredetli macrophagok esetében a fagocitozis a kontrol mintakhoz
képest 17%-al ndvekedett, igy ebben az esetben a CD14/Fc opszonizal6 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). A
dendritikus sejtekkel végzett kisérletek a human szérumnal kisebb fagocitdzis
noveld hatdst mutattak, de ebben az esetben is szignifikdns emelkedést mutatott

a fagocitozis a kontroll mintakhoz képest (fagocitald sejtek aranya CD14/Fc
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jelenlétében illetve hianyaban: 20,46+0,88 vs. 15,36+4,40, p<0,01). A negativ
kontrollként hasznalt SKBr-3 sejtekkel nem asszocialodtak a bakteriumok.

Tripankék Kkioltassal igazoltuk, hogy a sejtekkel asszocialdédott baktériumok
nagy része (50-70%) internalizalodott. A baktériumok pontos lokalizacidjat
konfokalis mikroszkopia segitsegével hataroztuk meg. A PMN sejtek
membranjat AlexaFluor647-konjugalt anti-MHC-1 antitesttel (kék), a sejtmagot
propidium jodiddal (piros) jel6ltiik, mig a fagocitalt baktériumok FITC-tal (z6ld)
voltak jelolve. A mikroszkopos képek egyértelmiien igazoltak, hogy a PMN
sejtekkel asszocialt baktériumok mind a human szérum, mind a CD14/Fc altali

opszonizacio esetében internalizaciora kerultek.

4.4. A CD14/Fc éltal opszonizéalt baktériumok CD16 és CD32 receptorokon
keresztul fagocitalédnak

Annak igazolasara, hogy a baktérium felvétel a fagocitadk Fc receptorainak és az
Fc rész interakcidjanak részekent jon létre, specifikus monoklonalis blokkol6
antitestekkel gatoltuk a PMN sejtek felszini Fc receptorait (CD16 és CD32). Az
eredmenyek azt mutattak, hogy a S. typhimurium Re internalizacioja részlegesen
gatolhatd volt mind a CD16 (61,64+24,16% gatlas, p<0,05), mind a CD32
(42,76+20,52% gatlas, p=0,07) receptorok blokkolasaval. Mindkét receptor
egyidejli blokkolasa a fagocitdzis teljes gatlasahoz vezet (91,65+3,54% gatlas,
p<0,01). Hasonl6 eredményeket kaptunk a masik révid LPS mutans, a S.

minnesota Re esetében is.

4.5. A CD14/Fc fokozza a Gram-negativ baktériumok ex vivo Killingjét

S. typhimurium wt és S. typhimurium Re baktériumokat adtunk teljes vérhez,
mely vagy puffert vagy 5 pg/ml CD14/Fc faziés fehérjét tartalmazott, majd 60
percen at 37°C-on inkubaltuk a mintakat. Inkubacidé utan 100 pl mintat véres
agar taptalajra oltottunk, és 24 oOran at tenyésztettiink. Tenyésztés utan a

telepeket megszamlalva dsszevetettik a CD14/Fc fehérjét tartalmazd mintakbol
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kapott eredményt a kontrollal. A vad tipusu baktériumok esetében nem talaltunk
szignifikans kulonbséget. A kezeletlen vér a CFU szamot 3x10%ml értékrol
853+199/ml értekre csokkentette. Hasonl6an, a CD14/Fc fazios feherjével kezelt
ver 830x72/ml értékre csokkentette a koloniaszamot. Azonban a S. typhimurium
Re baktérium esetében egy ora teljes vérben valod inkubacié utdn jelentésen
kevesebb baktérium maradt életben ha vér 5 pg/ml CD14/Fc-t tartalmazott. A
CFU szam 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).

4.6. A CDI14/Fc és egyéb neutralizalo agensek hatasa kiilonbozé LPS
preparatumok és N. meningitidis eredetii blebek bioldgiai tulajdonsagaira

A koérokozok elpusztitasan til nagy jelentésége van — kulondsen a szeptikus
molekuléak neutralizalasanak is. Ezek megjelenhetnek izolalt formaban, de nem
ritkdn komplexebb, a kiilsé membranbdl lefliz6dé vezikuldk, ,,bleb”-ek

alakjaban is.

4.6.1. A CD14/Fc hatasa a kiillonbozo LPS és bleb készitmények biologiai
aktivitasara

A CDI14/Fc neutralizalé hatdsanak vizsgalatara LPS és bleb mintakat
inkubaltunk el6 CDI14/Fc-vel vagy anélkil, és ezek izolalt neutrofil
granulocytakra kifejtett priming hatasat vizsgaltuk meg egy chemiluminescens
assay segitségével. A CD14/Fc nem befolyasolta szignifikansan a LPS és a bleb-
ek hatasat, s6t Onmagaban is dozisfiiggéen stimuldlta a PMN sejteket.
Megegyezd eredményt kaptunk egy masik kisérletes rendszerben is, ahol teljes
vér granulocytak L-szelektin expresszidjat mértik aramlasi citométerrel. A
CD14/Fc molekula a LPS/bleb készitmenyekhez hasonléan 6nmagaban is képes

volt a CDG62L lereguldlasdra. LAL assay-vel ellendriztik a CDI14/Fc

21



készitményink LPS tartalmat, de nem volt LPS kontaminacié kimutathato.
Miutan egyedil a LAL assay volt az a rendszer, ahol a CD14/Fc molekula
dnmagaban nem mutatott aktivitast, ezt hasznalva is teszteltiik a fuzios fehérje

neutralizald hatasat, azonban nem tapasztaltunk géatlo hatast.

4.6.2. Tovabbi neutralizalo agensek hatasanak vizsgalata a LPS és blebek
bioldgiai aktivitasara

A LPS és blebek plazma altali neutralizacidjanak vizsgalatara LAL assay-t
hasznaltunk. A plazma teljes mértékben géatolta a szabad LPS és a blebek LAL-
kaszkad indukélé hatasat, ami megerdsiti a plazma fontos szerepét a szabad LPS
¢s a kiils6 membran vezikuldk neutralizacidjadban. A BPI a neutrofilek fontos
antibakterialis hatasu fehérjéje, melynek in vivo és in vitro LPS neutralizalo
hatasa is ismert. Szabad LPS ¢s blebek 10 pg/ml BPI-vel valo inkubalasa utan a

LAL esszé segitségével nem tudtunk endotoxin aktivitast kimutatni.

4.7. A sCD14, mint biomarker — cirrhosisos betegek vizsgalata

4.7.1. A betegcsoport

Haromszazhatvannyolc jol karakterizalt, kovetés alatt all6 cirrhosisos beteget
valasztottunk be a Debreceni Egyetem Belgyogyéaszati Intézetének
Gastroenterologiai Tanszékérdl. A vizsgalt 368 betegbdl 139 esetben igazolddott
bakterialis fertdzés 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 kulénbség,
azonban a fertdzott betegcsoport szignifikdnsabban iddsebb volt, sulyosabb
cirrhosissal, és gyakrabban fordult eld ebben a csoportban cirrhosis specifikus

komplikéacid is (ascites, varix vérzés).
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4.7.2 Az APP szintek alakulasa a fertozéses és fertozés nélkiili betegek
csoportjaban

A fertdzéses és fertdzés nélkiili betegek 0sszehasonlitasa sordn egyértelmi volt,
hogy a fertézések jelenlétében szignifikansan magasabbak a CRP, PCT és LBP
szintek. Ugyanakkor a két csoport sCD14 szintje koz6tt nem volt szignifikans
kilonbség. Az egyes markerek kozotti Osszefliggest megvizsgélva pozitiv
korrelaciot talaltunk a PCT, sCD14, FVS szam, abszolut PMN szam és a CRP

szintek kozott a fertdzott betegesoportban.

4.7.3. Az egyes paraméterek diszkriminativ ereje a cirrhosishoz tarsulo
fertozések kimutatasaban

ROC analizissel is megvizsgaltuk, hogy a tesztelt APP markerek képesek-e a
nem fertdzott ¢és fertdzott betegesoport kozott differencidlni, €s esetlegesen
lehet-e ilyen esetekben diagnosztikai értekiik. A ROC gorbe alatti tertilet a CRP
esetében volt a legnagyobb [AUC, (95%CI): 0,93 (0,90-0,95)], ez a PCT
esetében [0,84 (0,79-0,88)] mar valamivel alacsonyabb értéket mutatott, mig a
tobbi APP és parameéter esetében a tesztek diszkriminativ ereje joval gyengébb
volt [LBP: 0,67 (0,61-0,73); sCD14: 0,57 (0,51-0,63); fehérversejtszam: 0,73
(0,67-0,78); abszolut PMN szam: 0,77 (0,72-0,82)]. Az eredmények alapjan a
szérum sCD14 merés alacsony szenzitivitas/specificitas valamint pozitiv/negativ
prediktiv értékkel rendelkezik, igy nem alkalmas az infekcié jelenlétének
kimutatasara cirrhosisos betegekben. A CRP viszont az eredmények alapjan
érzékeny markernek tiinik, és kiilonosen a PCT szint meghatarozasaval
kombinalva a bakterialis infekcidk detektalasanak érzékeny markere lehet

cirrhosisban.
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5. MEGBESZELES

5.1. CD14/Fc fazids fehérje — potencialis antimikrobialis szer?

5.1.1. A CD14/Fc interakcidja baktériumokkal

A CD14 molekula fontos szerepet tolt be a LPS szignalizacioban, melyet az
LBP fehérjével kolcsénhatva a TLR4/MD2 receptor komplexen keresztil
kozvetit, ugyanakkor kevés adat all rendelkezésre a CD14 és baktériumok
kdlcsonhatasardl. Bar tobb szerzé is emlit membrankotott CD14  fliggd
fagocitézis mechanizmusokat, ezek az eredmények nem tamasztjdk ala
kozvetlenul a CD14-baktérium kotodést.

Egy, az 1gG1 Fc részéhez fuzionéltatott antimikrobialis fehérje tulajdonsagai
jelentdsen eltérhetnek az eredeti komponensek tulajdonsagaitol. Tobbek kozott a
dimeriz4cio jelentdsen megndvelheti az antimikrobialis fzids fehérje aviditasat
az eredeti ligandjahoz. Mivel a CD14 esetében hasonlo hatast vartunk, ezért
létrehoztunk egy CD14/Fc fuzids fehérjet, valamint kontrollként egy CD14/His
molekulat, és vizsgaltuk ezek kiilonb6zé mikrobdkhoz vald kotédését. Az
aviditasbeli valtozasokon kivil ez a molekula az Fc rész révén egyfajta
opszoninkent is viselkedhet, és az Fc rész egyéb effektor funkcidkat is ellathat,
mint példaul a fagocitdk Fc receptordhoz vald kotdédésen keresztiil a fagocitozis
eldsegitése. A kisérleteink igazoltak, hogy a CD14/Fc fuziés fehérje LBP fiiggd
specifikus interakcidba lép szabad LPS-dal és teljes baktériumokkal is.

A CD14/Fc fehérje az Osszes vizsgalt Gram-negativ baktériumhoz kotédott,
mely kotodés kifejezetten erésnek mutatkozott a vizsgalt R-tipusid mutansok
esetében. Ez a jelenség valosziniileg annak tudhaté be, hogy ezen mutansok
sejtfelszini LPS-jarol hianyzik az O-antigén, ami kdnnyebbé teszi a CD14/Fc
molekula hozzaférését a LPS erdsen konzervativ lipid-A részéhez. A CD14/Fc
molekulaval ellentétben a CD14/His molekula Kkizarélag az R-tipusl
mutansokhoz k6t6dott, ezekhez is csak joval kisebb mértékben. A két molekula

baktériumkoté  képessége kozott hozzavetblegesen 50-szeres kildnbséget
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tapasztaltunk a CD14/Fc javara, ami azt jelzi, hogy a molekula dimerizacidja
valdban szamottevéen noveli a baktériumokkal valo kdlcsonhatas erdsségét.

A CDI14/Fc molekula a mintazatfelismerd receptor jellege, a sok lehetséges
ligand, és az emiatt feltetelezett széles faj-specificitas ellenére csak a Gram-
negativ baktériumokhoz kotédott, 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, ami
arra utal, hogy ebben a korokozoban legalabb egy CD14 ligand eléfordul.

A fagocitozis vizsgalatok igazoltak, hogy a révid LPS (Ra és Re) mutans
baktériumok esetében a CD14/Fc nem csak kotodott a baktériumok felszinéhez,
hanem fokozta ezen baktériumok izolalt neutrofil granulocyték, illetve
monocyta eredetll macrophagok ¢€s dendritikus sejtek altali felvételét. A
fagocitozis fokozo hatason kivil a CD14/Fc fazids fehérje fokozta a teljes vér
baktériumold képességét is. Sajnos a vad tipusu baktériumok esetében egyik
hatadst sem tudtuk megfigyelni. Valészinti, hogy a vad tipust baktériumok
felszinéhez kotédé kevesebb CD14/Fc nem elegendé az Fc receptorok
keresztkotésehez, ami szlikséges az FCR mediélta fagocitdzis beinditasahoz.

Az FcR blokkolasos kisérleteink igazoljak, hogy a CD14/Fc éltal kivaltott
fagocitozis novekedés a molekula Fc része és a PMN sejtek FcRyIII/FcRyll
(CD16/CD32) receptorainak kolcsonhatasa kdvetkeztében jon létre. Az a tény,
hogy az FcRylll és FcRyll egyidejii blokkolasakor a fagocitozis a CDI14/Fc
nélkili kontroll szintjére csokkent, arra enged kovetkeztetni, hogy az Fc-FcR
interakcion kiviili egyéb mechanizmusoknak nincs jelentds szerepe a CD14/Fc

medialt baktérium felvételben.

5.1.2. A CD14/Fc interakcidja LPS-dal és kiilsé membran vezikulumokkal
A Gram-negativ baktériumokbol felszabadulé virulencia faktoroknak (pl. a bleb

képzddésnek) és egyéb molekularis komponenseknek nagy szerepe van a
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fertdzésekhez tarsuld sulyos komplikaciok — szepszis, szeptikus shock, sokszervi
elégtelenség — kialakulasaban. Kiilonosen kifejezett a bleb képzodés a N.
meningitidis altal okozott infekcidkban, mely rendkivil magas LPS
koncentraciokat eredményez. A LPS, blebek és egyeb bakterialis komponensek
hatasara bekovetkezé kontrollalatlan effektor reakciok az esetek jO részében
visszafordithatatlanok, és a betegek elvesztését eredményezik. igy a korokozok
elpusztitasan tul, nagy jelent6sége lenne olyan agensek fejlesztésének, amelyek
ezeket a mikrobialis virulencia faktorokat is képesek neutralizalni. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a létrehozott CD14/Fc fazios fehérje képes-e kiilonb6zo
LPS-ok ¢s kiils6 membran vezikulak neutralizaldsara.

Kisérleteink soran a két alkalmazott sejtes rendszerben a CD14/Fc nem
neutralizalta sem a LPS-ok sem a bleb hatasat. S6t, 6nmagaban is képes volt a
monocytak és a PMN sejtek dozisfliggd aktivalasara. Ez a hatas nem a CD14/Fc
készitmény LPS kontaminacidjaval volt magyarazhaté, mert a LAL assay
negativ eredményt adott. Nagy valoszinliséggel a molekula Fc része és a sejtek
felszinén 1évé FcR-ok interakcidja magyardzhatjak a jelenséget. Bar a PMN
sejtek reaktiv oxigén intermedier termelésének fokozddasa hasznos lehet a
bakteriumok elpusztitasa soran, a cellularis komponensek aktivalodasa
hozzajarulhat a generalizalt gyulladasos reakcié fokozddasahoz.

Miutan a CD14/Fc molekula egyedil a LAL assay-ben nem mutatott Gnmagaban
aktivitast, ebben a rendszerben is megvizsgaltuk hatasat a kiilonb6zé LPS
molekuldkra és bleb preparatumokra. A CD14/Fc fuziés protein nem
neutralizélta sem a LPS sem a blebek hatasat. Elképzelhetd, hogy a LAL
rendszer LPS felismer6 és a kaszkadot beindité komponense(i) sokkal er6sebben
koti(k) a LPS/bleb preparatumokat, mint a CD14 molekula és ezért nem fejt Ki
szamottevd gatlo hatast a fiziés protein. A CDI14/LBP rendszer alapvetd
funkcidja egyedi LPS molekuldk transzportja az aggregalt LPS micellakbdl
megfeleld donor molekuldkhoz, mint pl. a sejtmembranban 1évd

CD14/TLR4/MD2 komplex (sejtaktivacio), vagy a plazméaban 1év6 high density

26



lipoprotein (HDL) molekula (neutralizacio). Elképzelheté tehat, hogy a LAL
assay-ben is hasonlo funkciot tolt be a vizsgalt CD14/Fc molekula: ugyan
megkdti a LPS monomereket, de tovabbitja a LAL rendszer inicializalasaért
felelds assay komponensekhez és ezért nincs gatld hatasa.

Miutan a CD14/Fc fazios fehérje nem volt képes a LPS/blebek neutralizalaséra,
tovabb vizsgaltuk ezek semlegesitésének lehetségeit. Kimutattuk, hogy a
huméan plazma mind a LPS, mind a bleb-ek aktivitasat gyakorlatilag nullara
csOkkenti a LAL esszé eredményei alapjan. Ami a neutralizacié mechanizmusat
illeti, nagyon valdszinii, hogy a LBP szallitja a szabad LPS-ot és a bleb-ekbdl
liberalizalt LPS-ot a HDL-hoz, ahol a LPS mar nem hozzaférhet6 a LAL
kaszkadjat elindité komponensek szamara. Tovabbi kisérleteink azt igazoltak,
hogy a BPI fehérjével eldinkubalt LPS és blebek LAL kaszkad aktivalo hatésa
nagyon nagy mértékben csokken.

A bleb vezikuldk nagy mennyiségben tartalmaznak LPS-ot, de ugyanakkor
partikulalt részecskék, igy elvileg eltéréen viselkedhetnek a szabad LPS
molekuldkhoz képest. Eredményeink ugyanakkor azt mutatjak, hogy nincs
kiilonbség 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.

5.2. sCD14 - hasznalhatd biomarker a cirrhosishoz tarsulé fertézések
kimutatasaban és/vagy elorejelzésében?

Szamos inflammatorikus és nem inflammatorikus korallapot jar a mCD14
expresszios szintjének, vagy a SCD14 lokalis vagy szisztémas koncentracidjanak
valtozésaval, és jonéhany olyan alkalmazésa is van a SCD14 méresnek, amikor a
kiilonb6zd koérképekhez tarsuld fertdézések kimutatasaban nyujt segitséget ennek
a biomarkernek a mérése. Miutan a cirrhosisos betegek esetében a tarsulo
fertézések jelentés mértékben befolyasoljak a betegek klinikai allapotat, az

esetleges tarsuld szovodmények kialakulasat és végsd soron a betegek
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életkilatasait, az infekciok azonositasa ebben a kdérképben klinikai szempontbdl
rendkiviil jelentds. Szdmos tanulmany allapitott meg emelkedett LBP és sCD14
koncentraciot, kilondsen dekompenzalt cirrhosisban, de minddssze két esetben
mutattak ki 6sszefliggést az infekcio és a megemelkedett LBP és sCD14 szintek
kozott ezekben a betegekben. Sajnos ezekben az esetekben a vizsgalt markerek
analitikai tulajdonsagait nem elemezték. Ezért hataroztunk ugy, hogy tovabbi
vizsgalatokat végziink ezen a tertileten és meghatarozzuk a sCD14 és tovabbi 3
akut fazis fehérje szérumszintjét és analitikai tulajdonségait cirrhosisos betegek
mintdiban. Munkank nagy er0ssége, hogy legjobb tuddsunk szerint eddig ez a
legnagyobb tanulmany, 368 beteg bevonasaval, mely egyszerre vizsgélja a
kiilonb6z6 APP markerek (CRP, PCT, LBP, sCD14) klinikai hasznosithat6sagat
cirrhosisban eléfordulo fertézések azonositasara.

Eredményeink alapjan a sCD14 szint mérés nem bizonyult érzékeny
moddszernek a cirrhosishoz tarsuld fertdzések detektalasaban, a fertézéses és
infekcio mentes betegek széerum sCD14 koncentraciojaban nem talaltunk
szignifikdns kiilonbséget. Ennek megfeleléen az analitikai paraméterek
(érzékenyseg, specificitas, negativ- és pozitiv-prediktiv értek) alacsonyak voltak.
A tovabbi akut fazis fehérjek vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a CRP
szint, 10 mg/l hatarértekkel, mar 6nmagaban is érzékeny markere a bakterialis
fert6zéseknek. A CRP meghatarozas kombinalasa a PCT meghatarozasaval
némileg emelte a diagnosztikai pontossagot, ugyanakkor a diagnosztikai
folyamat koltségeinek jelentds emelkedésével jart. A CRP, mint a bakterialis
fert6zések markere mar jo ideje ismert, még cirrhosisos betegek esetében is.
Ugyanakkor még szamos nyitott kérdés maradt a CRP optimalis hasznalataval
kapcsolatban ebben a betegcsoportban. Korabbi klinikai tanulmanyokban,
melyek 20-127 esetet dolgoztak fel, a CRP és a PCT bizonyult a legjobb
markernek a bakterialis fert6zések azonositasara, de a diagnosztikai pontossaguk
¢s hatarértékeik jelentdsen eltértek egymastol a kiillonb6zd tanulméanyokban. A

CRP esetében a szenzitivitas 62-80%, a specificitas 68-96% kozott volt, a ROC
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gorbe alatti teriillet pedig 0,72-0,91 ko6zo6tt mozgott. Jelen tanulményban a
szenzitivitas 84%, a specificitas 91%, a ROC gorbe alatti terulet pedig 0,93-nak
adodott. Az altalunk meghatarozott optimalis hatarértek (9,2 mg/L)
alacsonyabbnak adddott, mint a tébbi tanulmanyban, melyekben ez 20 mg/I,
24,7 mg/l, 55,9 mg/l, valamint 80,0 mg/l volt. Egy lehetséges magyarazat ezekre
az eltérésekre a betegpopulaciok kozotti kilonbség. A jelen tanulmanyhoz
képest, a korabbi eredmenyeket joval kisebb betegcsoportokon végezték, mely
torzithatja az eredményt. Tovabba a korabbi tanulméanyokban a fertdzéses esetek
a legtébb beteg esetében egyiitt jartak szisztémas gyulladasos valaszreakcidval
(SIRS), szepszissel, bizonyos esetekben még szeptikus shock-kal is. A mi egész
fertézéses betegcsoportunk sokkal inkabb a mindennapos klinikai eseteket
reprezentdlja. A fertdzések hozzavetdlegesen 25%-a enyhe volt, és foként a
hagyutakra lokalizalodott. Mivel a cirrhosisos betegek immunrendszere nem
mikodik megfeleléen, ¢és ezért jobban ki vannak téve a fertézések
kiterjedéesenek, ami a majfunkciok tovabbi romlasdhoz es egyéb sulyos
komplikacidkhoz vezethet, ezért a korai diagnézis és a fert6zések aktiv kezelése
javasolt meg az enyhébb esetekben is.

A masodik 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. Ezekben az esetekben a PCT szint jelentdsen megemelkedett a
fert6zott betegekben a kontrollhoz képest, bar a median érték elég valtozo volt:
0,74 ug/l, 2,8 pg/l, 3,2 pg/l, 9,8 pg/l, 10,1 pg/l. 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
ug/L cut-off ertéket alkalmazva szintén kissé gyengébb volt (szenzitivitas: 72%,
specificitas 84%, AUC-ROC: 0,84), mint két kordbbi tanulmanyban
(szenzitivitas: 85 es 95%, specificitds: 96 es 98%, AUC-ROC: 0,97 és 0,98). Az

altalunk vizsgalt betegcsoport egy negyede csupan enyhe fertdézésben
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szenvedett, mely vagy nem, vagy kismértékben jar csak PCT koncentracio
emelkedéssel, de ezek a diszkrepancidk technikai kilonbségekkel is
magyarazhatok. Annak ellenére, hogy klasszikus (nem szenzitiv) PCT tesztet
hasznaltak minden korabbi tanulmanyban, a hasznalt vizsgélatok eredménye

eltéro lehet a kiillonbozo detektalasi modszerek kovetkeztében.
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6. Osszefoglalas

Az elmult évtizedekben az antibiotikum rezisztencia egyre gyakrabban fordul
eld6 a klinikai gyakorlatban ¢és ezzel parhuzamosan az antibiotikumok
megjelenésének liteme is lelassult. A lehetdségek sziikiilésével igény mutatkozik
uj hatdsmechanizmusu antimikrobialis molekulak irant. Az egyik tipusa az ilyen
Uj szereknek a PRR/Fc fuzids fehérjék. Ezek a molekulak a mintazatfelismerd
receptor rész kozremuikodesével kotddnek a mikrobidlis komponensekhez, és a
human IgG1 Fc részével immunologiai funkcidkat aktivalva segitik a korokozok
neutralizaciojat. A CD14 molekula, mint az egyik legfontosabb LPS receptor
alkalmasnak tlint egy ilyen mesterséges antitestben a mintazatfelismerd receptor
feladatanak ellatasara, ezért munkank soran egy CD14/Fc flazids fehérjét
hoztunk létre rekombinans DNS technika segitségével. A molekula dimer
formajaban id6- és ddzis-fliggden ko6tddott a Gram-negativ baktériumokhoz és a
kodlcsénhatas specifikusan gatolhaté volt. A dimer forma kb. 50-szer erdsebb
affinitast mutatott a baktériumokhoz, mint a monomer sCD14. A CD14/Fc
jelenléte fokozta a Gram-negativ baktériumok FcR-medialta fagocitozisat PMN
sejtek, macrophagok és dendritikus sejtek esetében és igazolni tudtuk a
baktériumok internalizacigjat 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 6nmagéaban 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 hasonloan viselkednek, a LAL esszében plazmaval és izolalt BPI-vel
neutralizalhatoak. A CD14 molekula szolubilis formajanak (sCD14) szérum

koncentracidja jol korreldl fertézésekben az infekcid sulyossagaval, illetve mas
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betegseg pl. az autoimmun korkeépek aktivitdsdval. Munkank soran a sCD14 egy
potencialisan Uj diagnosztikai alkalmazasat vizsgaltuk cirrhosisos betegek
esetében, arra keresve valaszt, hogy a széerum sCD14 merése képes-e jelezni
vagy megerdsiteni a cirrhosishoz tarsulo fertézések jelenlétét. Eredményeink azt
mutattak, hogy a sCD14 szérum szintje nem tért el szignifikdnsan a fertdzéses és
fert6zés nélkiili betegek mintaiban. Ugyanakkor a C-reaktiv protein szenzitiv és
specifikus markere volt a cirrhosishoz tarsul6 fertézéseknek 10 mg/l-es cut-off

érték alkalmazasa mellett.
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7. A disszertacio Uj eredményei, megéllapitasai, klinikali
relevanciai

1., A rekombinans DNS technikaval létrehoztunk egy CD14/Fc fzids molekulat
és jellemeztiik biologiai tulajdonsagait: Kotédik Gram-negativ baktériumokhoz
és a Gram-pozitiv baktériumok kdzil a L. monocytogenes-hez. Fokozza a Gram-
negativ baktériumok FcR-fliggé fagocitdzisat/internalizaciojat PMN sejtek,
valamint monocyta eredeti macrophagok ¢s dendritikus sejtek esetében. A
CD14/Fc képes a Gram-negativ baktériumok elpusztitasat is elésegiteni teljes
verben. Miutan azonban ezek a hatasok csak az R tipusu Gram-negativ
baktériumok esetében voltak szamottevoek, igy a molekula alkalmazasa terapias
agensként bakterialis infekciokban nem jon szoba. Ugy gondoljuk ugyanakkor,
hogy hasonlé fazios fehérjék, nagyobb affinitassal és szélesebb antimikrobiélis
spektrummal, hatdsos szerek lehetnek olyan kdrokozok ellen, melyek

rezisztensek az altalanosan hasznalt antibiotikumokkal szemben.

2., Megvizsgaltuk a CD14/Fc LPS/bleb preparatumokra gyakorolt neutralizal6
hatdsat és azt tpasztaltuk, hogy nem képes az endotoxin készitmények
neutralizalasara, sé6t 6nmagaban is sejtaktivalo hatasa van. Ezek alapjan terapias

agensként alkalmazésa szeptikus allapotokban nem jon szdba.

3., Megvizsgaltuk, hogy a LPS molekulék és bleb vezikulumok semlegesitése a
LAL assayben effektiven torténik-e plazma, illetve az izolalt BPI molekulak
altal, és mindkét esetben teljes neutralizaciot tapasztaltunk, ezek alapjan a bleb-

ek bioldgiai aktivitasukat tekintve a szabad LPS-hoz hasonlitanak.

4., Megallapitottuk, hogy a szérum sCD14 mérés nem alkalmas az infekcidok
jelenlétének  kimutatdsara cirrhosis betegekben, ugyanakkor a CRP
meghatarozas (kulondsen a PCT méressel kombinalva) a bakterialis infekciok

érzékeny markere.
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