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1. BEVEZETES

1.1 A sepsis fogalma és altalanos jellemzoi

A sepsis egy fertozés altal kivaltott, szisztémas gyulladasos valaszreakcioval
kisért Osszetett tiinetegyiittes, mely elorehaladott esetben szervdiszfunkciokkal
(sulyos sepsis), illetve shockos keringéssel jar (septicus shock), és a beteg halalahoz
vezethet [1]. A modern orvostudoméany talan legnagyobb attorései, az antibiotikumok
¢és a vakcinacio lehetoségének felfedezése ellenére a fert6zo betegségek, koztik a
sepsis okozta kozegészségiigyl probléma sajnos napjainkra sem valt jelentéktelenné —
ehhez hozzajarul a populacio eloregedése, a kronikus betegek nagy szama, és az
implantalhaté i1degentestek (pl. protézisek, pacemaker) széleskori elterjedése 1s. Az
intenziv osztalyok mindennapjai soran igen nagy, sOt emelked6 szamban
képviseltetik magukat a sulyos, életveszélyes fertdzésekkel kiizdo betegek, ami
orvos-szakmailag és az egészségiigyl koltségvetés szempontjabdl is nagy kihivast
jelent. Mind a sepsis korélettananak megértésében, mind az intenziv terapias
betegellatds szinvonalaban jelentos elorelépés tortént az elmult évek, évtizedek
soran, ennek ellenére a sepsis haldlozasa a mai napig elfogadhatatlanul magas.
Angliai — észak-irorszagi adatok alapjan 1996 és 2004 kozott a sulyos sepsis
halalozasa alig csokkent (48,3%-10l 44,7%-ra), viszont a sepsishez kapcsoldodo
halalesetek abszolit szama tobb, mint masfélszeresére nott [2].

A betegek kilatasainak javitasa érdekében, a ,,Surviving Sepsis Campaign”
keretein beliil nemzetk6zi ranyelveket fogalmaztak meg, melyek egységesitették a
septicus betegek ellatasanak alapelveit [3-8]. Az erdfeszitések eredményeképpen
viszonylag alacsony, 5,4%-os mortalitas-csokkenést sikeriilt elérni két éves vizsgalati
periodus alatt [9, 10]. Ennek oka — legalabbis részben — az lehet, hogy mig az
iranyelvek részletesen targyaljak a korrekt mikrobiologiai diagnozis, antibiotikus
terapia, gockezelés és szervtamogatd-szupportiv intenziv ellatas részleteit, igen kevés
sz0 esik az érem masik oldalarol, a szervezet korokozdra adott immunologiai
valaszreakciojardl. A nemzetk6zi ajanlasok megirdr valoban nehéz helyzetben
vannak, mert a nagy szamu alapkutatas ellenére igen keveset tudunk a sepsis
immunologidjarol. A kezdeti gyulladas-immunologiai eredmények alapjan 1étrejott
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az az elmélet, mely szerint a septicus betegnél a korokozdra adott szisztémas
gyulladasos reakcid (SIRS, systemic inflammatory response syndrome) alakul ki,
melyre a gyulladasos citokinek (tobbek kozott TNFa, IL-18, INFy, IL-6) tulzott,
inadekvat termelddése jellemzo, hozzajarulva a shock, szovetkarosodas és
szervelégtelenség kialakulasahoz [11-13]. Emellett bevezetésre Kkeriilt a
kompenzatorikus immunszupprimalt allapot, a CARS (compensatory anti-
inflammatory response syndrome) ¢s a mindkét allapot jellegzetességeit mutato
MARS (mixed agonist response syndrome) fogalma is [14]. Mindezek alapjan
torténtek probalkozasok a immunmodulacids kezelésre sepsisben, az anti-citokin
terapia azonban csalodast okozott, varakozason aluli eredmények sziilettek [15]. A
sepsis 1mmunologidjaval kapcsolatos kutatasok folytatodtak, és egyre inkabb
korvonalazodik, hogy a sepsis nem egységes betegség, hanem egy klinikailag ugyan
hasonlo tiineteket produkalo, de immun-pathomechanizmusat tekintve rendkiviil
heterogén szindroma [16-19]. Csak néhany ponton beavatkozva, a betegség és a
betegek heterogenitasat, valamint a folyamat idobeli dinamikajat figyelmen kiviil
hagyva nem lehet jelentos eredményeket elérni.

Viszonylag koran ismertté valt, hogy a septicus beteg immunologiai statusza
fligg a korokozo tipusatol [19, 20]. Annak ellenére, hogy in vitro kisérletek soran
Gram pozitiv baktériumok is hatékonyan indukaltak proinflammatorikus citokinek
termelddését, a Gram-negativ sepsis in vivo altalaban, de nem minden esetben
nagyobb mértékli gyulladasos valasszal jar [16-18, 20-22]. Ez a jelenség feltételezi
olyan tényezok jelenlétét, melyek a szervezet antimikrobialis immunvalaszara
hatassal vannak, és kozvetve vagy kozvetlenill kapcsolatban allnak a korokozo
Gram-festodésével. Ezekrol — bar a sepsis hatékony immunologiai megkozelitése
szempontjabol 1gen lényeges lenne — egyeldore nem rendelkeziink pontos
informacioval.

A bakteridlis sepsis korélettanaban kiemelt szerepiik van a phagocytosisra
képes sejtes elemeknek, mindenekelott a neutrophil granulocytiknak és a
macrophagoknak. Ezek az els0 vonalban allo effektor sejtek fizikailag képesek
eliminalni a korokozo florat. Figyelembe kell venniink azonban, hogy a velesziiletett
¢s az adaptiv immunitds szamtalan ponton kapcsolodik egymashoz, kolcsonodsen

szabalyozva egymast [23, 24]. Ilyen modon az adaptiv immunitas részvétele a sepsis



immunpathologidjaban — ha bizonyos szempontbdl indirekt is — messzemenokig
nem elhanyagolhato.

Régota ismert, hogy a lymphocytak antigén-specificitasa nem abszolut, egy-
egy klon kiilonbozo antigének hasonlo epitdpjait 1s képes felismerni. A jelenséget
molekularis mimikri néven ismeri a klasszikus immunoldgia, €s tilnyomorészt az
infekci6 indukalta autoimmunitishoz kapcsolodéan foglalkoztak vele. Ujabb
eredmények alapjan kideriilt, hogy — legalabbis — linearis epitopok kozott (azaz T-
sejtes mimikri esetében) az immunoldgiai keresztreakciok lényegesen gyakoribbak,
mint korabban gondoltak, €s az eltéré antigénbdl szarmazo epitopok felismerése nem
binarisan értelmezheto, ,,igen vagy nem” kérdés. A keresztreaktiv lymphocyta-valasz
valosziniisége folytonos skalan mozog, és matematikailag megbecsiilheto [25].

A két kiilonbozo antigénen meglévo epitdpok egyazon T-sejt klon altali
felismerése elvben ahhoz vezethet, hogy a két antigénnel szemben kialakulhat
hasonlo jellegli — akar tolerans, akar gyulladasos jellegli — lymphocyta-valasz.
Septicus betegek esetében a kérokozoval vagy korokozé floraval szemben indukalt
T-sejtes immunitas elméletileg két fO antigéncsoporttal, a sajat — autoantigén —
készlettel, és a szervezetben jelen lévo ,idegen”, azaz kommenzalis mikrobialis
elemekkel interferalhat. Utobbi csoportbdl tomegiiknél fogva messze kiemelkednek a
gastrointestinalis  traktusban ¢€l6 baktériumok. Tekintettel arra, hogy az
immunologiailag intaktnak tekintheto szervezetben a sajat struktirakkal szembeni
tolerancia attorése nehéz, a korokozo és az autoantigének linearis epitopjai kozotti
hasonlosag, és a kovetkezményes T-sejtes molekularis mimikri — elméleti
megfontolasok alapjan — feltehetéen inkdbb a kevésbé effektiv antimikrobialis
valaszhoz vezetne, mint infekcio-indukalt autoimmunitashoz. Bonyolultabb a kérdés
a korokozo- és a kommenzalis flora kozotti mimikri esetében. Elettani koriilmények
kozott a normal florat immunoldgiai tolerancia védi, mely azonban sepsisben igen
torékennyé valik, tobbek kozott a nyalkahartya allapotanak, valamint a
bélbaktériumok virulencidjanak és osszetételének markans valtozasa miatt [26]. A
korokozéval szemben kialakuld primer T-sejtes immunitas a molekularis mimikri
révén ebben az esetben varhatoan inkabb szekunder nyalkahartya-gyulladashoz
vezetne. Mindez érdekesen Gsszecseng a ,,bél mint a sepsis motorja” elmélettel, mely
szerint a bélben 1ill. bélnyalkahartyaban zajlo események meghatarozo szerepet
jatszanak a sepsis korélettanaban (részletesebben az 1.3 fejezetben). Ilyen modon —
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annak ellenére, hogy az extracellularis baktériumok elleni valasz elsodleges effektor
sejtjel a phagocytak — a T-sejtes immunitas €s a molekularis mimikri jelensége is

szervesen kapcsolodik a sepsis immunoldgiajahoz.

1.2 Az intestinalis nyalkahartya élettani koriilmények kozott

A bélnyalkahartya és a hozza kapcsolodd lymphoid szovet (GALT, gut
associated lymphoid tissue) kényes egyensulyt tart fenn a ,,belsd kiilvilagot™ alkoto
nagyszamu mikroorganizmussal [27]. Kolcsonhatasuk nemcsak lokalisan
szabalyozza az immunvalasz iranyat — mely élettan1 koriilmények kozott mindaddig
tolerans, amig veszélyt jelento antigén nem érkezik — hanem jelentds hatassal van a
szervezet immunitasanak egészére. A bélnyalkahartyahoz kapcsolodo védelem nem
mindennapi kihivasoknak kell, hogy megfeleljen: egyrészt biztositania kell a
szervezet integritasit a rendkivill nagy tomegii mikroorganizmussal szemben,
masrészt el kell keriilnie a nem veszélyes antigénekre adott valaszt, mely nemcsak
kimeritené az erdforrasokat, hanem a gyulladas révén karositana magat az elso
védelmi vonalat jelento nyalkahartyat is.

A specialis feladatoknak megfeleloen a bél immun-apparatusanak résztvevoi
(az epithelium, intraepithelialis lymphocytak, a lamina propria, a Peyer plakkok,
mesenterialis nyirokcsomok €s a peritonealis iir immunkompentens sejtje1) is jelentos
részben specializalt populaciokbdl keriilnek ki. A klasszikus lymphocytdk mellett a
bélnyalkahartya illetve a peritonealis Ur otthont ad szamos nem konvencionalis
lymphocyta csoportnak, példaul B-1 sejteknek és igen valtozatos, részleteiben
egyelore kevéssé ismert, akar af- akar y3-TCR-rel rendelkezé intestinalis
intraepithelialis lymphocyta (1IEL) populacioknak 1s. [28]. Termeészetesen a
velesziiletett immunitas elemei, példaul a dendritikus sejtek is a feladatnak
megfeleloen specializalt csoportot alkotnak [29], valamint maga a ham is részt vallal
— a fizikai védelem biztositdsan tulmenden — az immunologiai és szabalyozasi
feladatokbol is.

Az intestinalis hamsejtek polarizaltak, képesek antigénbemutatd sejtként
viselkedni — mind klasszikus MHC I és MHC II, mint nem-klasszikus MHC I
osztalyu hisztokompatibilitasi antigéneket expresszalhatnak — és leirtak MHC-
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antigén komplexeket tartalmazo mikropartikulumok kibocséatasat is. Utobbi
mechanizmus feltehetben a komyez6 sejtek felé szolgaltat informaciot az
intraluminalis antigénekrol [30-32]. A hamréteg emellett antimikrobialis peptidek
termelése révén is hozzajarul a nyalkahartya védelméhez [26]. A bélbaktériumok
altal indukalt Angiogenin 4 példaul — mely a Paneth-sejtek terméke — Gram-pozitiv
antimikrobialis spektruma révén segit fenntartani az intestinalis baktériumkozosség
Gram-negativ predominancidjat. Szintén befolyasoljak a normal flora dsszetételét az
immunmodulans hatassal is rendelkezd defenzinek, valamint a széles spektrumu
antimikrobialis hatasu cryptdinek is [26, 33, 34]. A fizikai védelem fontos eszkoze az
epithelt bevond nyalka, melynek termelddését szintén a kommenzalis flora tagjai
indukaljak. Egereken végzett kisérletek adatai alapjan az intestinalis nyalka két
rétegl, stirtibb belso rétege szorosan tapad a hamréteghez, €s fizikai akadalyt képez
az intraluminalis antigénekkel szemben. A nyalka segit az intestinalis mikrobialis
kozosség Osszetételének szabalyozasaban is, mert specialis adhézios epitopokat
kinal, preferenciat biztositva egyes fajok szamara [35-38].

A kommenzalis baktériumok élettani koriilmények kozott nem ellenségként,
nem is ellenfélként, hanem partnerként integralodnak ebbe a rendszerbe.
Populaciojuk a nyalkahartyaval egyiittmiikodve segit szabalyozni sajat dsszetételét,
¢és ujabb adatok szerint igen szigoru térbeli €és mikrobioldgiai rend alapjan kolonizalja
a mucosa ¢€lo szdveteit is. Partner baktériumaink hozzajarulnak tovabba a B-1 sejtek
aktivaciojahoz ¢€s a szisztémas 1mmunitast segitdé termeészetes antitestek
képzodéséhez [26, 28, 39], valamint hozzaférést biztositanak a szervezet szamara
rovid szénlancu zsirsavakhoz, melyek hatisa sokrétii. Az intestinalis epithelsejtek
szamara taplalékként szolgalnak ¢és szabalyozzak fejlodésiiket, protektiv
hosokkfehérjék (pl. HSP25) illetve mucin (MUC2) termelését indukaljak, in vifro
adatok alapjan csokkentik a sejtkozotti | tight junction” kapcsolatok permeabilitasat,
valamint indukaljak az ornitin-dekarboxilaz termelddését, mely egy nélkiilozhetetlen
enzim az epithelréteg sériiléseiben fontos szerepet jatszé poliaminok szintéziséhez
[26, 38, 40-46]. Egyes adatok szerint a Bifidobaktériumok és a Bacillus subtilis
kozvetleniil 1s jotékony hatassal vannak az intestinalis nyalkahartya védogat
funkciojara [47-49].

A mikrobialis flora felismerése szamos receptor €s hozzajuk kapcsolodo
jelatviteli ut segitségével torténik: részt vesznek a folyamatban TLR (Toll-like)
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receptorok, FPR (formylated peptide receptor) és NOD (nucleotide binding
oligomerization-like receptors) receptorok, valamint az IPAF (IL-1B-converting
enzyme protease activator factor) €s C-tipusu lektinek, a megfelelo jelatviteli utakkal
egyiitt. A legtobb species korlatozza az NF-xB szignaltranszdukcios utvonalat, ami
TGFB termelodéséhez, és tolerogén, anti-apoptotikus kérnyezet kialakulasahoz vezet.
Egereken végzett kisérletek tantusaga szerint bizonyos kommenzalis floratagok
viszont segitenek a Treg/TH17 egyensulyt befolyasolva hatékony immunvélaszt
kivaltani pathogén fajokkal szemben [50-52].

Az mtestinalis életk6zosség — beleértve sajat szoveteinket €s a mikrobidlis
florat 1s — a szisztémas immunitastol bizonyos mértékig elkiiloniil. A GALT
sejtjeinek homing mintazata szigorian szabalyozott, €s a nyalkahartya baktériumokat
hordozo dendritikus sejtjeit is kisziirik a mesenterialis nyirokcsomok. Ilyen modon a
normal florara adott immunvalasz élettani koriilmények kozott megengedi a helyi
IgA-termelést, de nem torténik 1nadekvat immunizécio, melynek sulyos
kovetkezményei (pl. enterocolitis, autoimmun szévodmények) lehetnének [26, 53].

A GALT élettani funkcid1 osszetettek, sejtje1 nemcsak a szoros értelemben vett
hely1 klasszikus immunoldgiai védelemben vesznek részt. Az intestinalis
intraepithelialis lymphocytdk példaul novekedési faktor-termelés révén a
nyalkahartya-sériilések gyogyulasaban, azaz a fizikai védogat helyreallitasaban is
szerepet jatszanak [54]. A B-1 populaciobol szarmazo természetes antitestek pedig
értékes elemer a szervezet barmely pontjan betolakodo koérokozok elleni fél-
specifikus els6 védelmi vonalnak. Természetes antitestek sziikségesek tovabba a
késoi tipusu tulérzékenység (DTH, delayed type hypersensitivity) soran a primer T-
sejtes valasz elinditasdhoz is [28, 55, 56]. Egyes adatok arra utalnak, hogy a bélhez
kapcsolodd immunitds a szisztémas immunvalasz szabalyozasaban is részt vehet.
Leirtak példaul olyan B-1 sejt eredetii macrophagokat, melyek rendelkeznek feliileti
immunglobulinnal, IL-10-et szekretalnak, és kialakulasukat INFy indukalja (1. 4bra).
Tekintettel a B-1 sejtek i1gen gyakori autoreaktivitasara, a gyulladasos
citokinkérnyezet altal indukalt, toleranciat kozvetitd autoantigén-specifikus B-1-
macrophag gatolhatja az infekcid-indukalt autoimmunités kialakulasat [28]. Annak a
lehetosége 1s felmeriilt, hogy a GALT toleranciaja ala es6 kommenzalis floratagok
egyes autoantigénekkel valo hasonldsag miatt, tolerogén molekularis mimikri révén
hozzajarulhatnak a sajat struktirak immunologiai védelméhez [57].
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1. Abra. A B-1 sejtek INFy jelenlétében macrophag-szerti, feliileti immunglobulinnak rendelkezd
antigénbemutato sejtekké alakulhatnak, melyek IL-10 termelése révén akadalyozhatjak az infekcio-
indukalt autoimmun folyamatok kialakulasat. Eredeti abra angol nyelven: Kristof K, Erdei A, Bajtay Z
Set a thief to catch a thief: Self-reactive innate Iymphocytes and self tolerance
Autoimmunity Reviews 7:(4) pp. 278-283. (2008)

Osszességében a GALT kialakitasa és a kommenzalis floraval valo békés
egylittélés nem csupan egy kényszerii kovetkezménye annak, hogy a mikrobak teljes
eliminacioja lehetetlen volna. A szervezet — ¢€lettani koriilmények kozott — rengeteg
elonyét €lvezi a bélflora jelenlétének: segitségével vitaminokhoz jut (K-vitamin),
hozzafér a hamsejteket taplald rovid szénlancu zsirsavakhoz, segitséget kap a
szervezet barmely pontjan belépd pathogén mikroorganizmusok elleni védelemhez,

¢s az immunvalasz szabalyozasahoz is.
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1.3 A ,,bél mint a sepsis motorja” elmélet

Figyelembe véve a kényes és térékeny egyensulyt a kommenzalis florara adott
jotékony tolerancia €s az intestinalis pathogének sziikségszerti eliminacioja kozott,
valamint a gastrointestinum tagabb szerepét a szisztémas 1mmunitas
szabalyozasaban, nem meglepd a bélnyalkahartya kiemelt szerepe a sepsis
korélettanaban. A ,bél mint a sepsis motorja” elmélet a *80-as években sziiletett
meg, ¢s azon a feltételezésen alapult, hogy a sériilt mucosan keresztiil torténd
bakterialis transzlokaci6 az immunologiailag tulterhelt szervezet szoveter felé
kozponti szerepet jatszana a betegség korélettanaban. Az azota eltelt évek alatt sok
kisérletes eredmény sziiletett, melyek pontositottak képiinket a bélnyalkahartya
sepsisben jatszott szerepérol, de kiemelt jelentosége azota sem kérdojelezodott meg.

Septicus betegekben a gastrointestinum — beleértve a szoros értelemben vett
sajat szoveteket és a veliik élettani egységet alkoté mikrobidlis kdzosséget is —
anatomiai €s funkcionalis integritasa sériill. Mindezen valtozasok okai Osszetettek:
hozzajarulnak a haemodinamikai megingasok, az ischaemia-reperflizio, a szoveti
acidozis, valamint bakterialis toxinok jelenléte a vérben. A sepsist kiséro korélettani
folyamatok mellett azonban akar a terapias erdfeszitéseink is szerepet jatszhatnak a
gastrointestinum élettananak felborulasaban: ezek koziil kiemelkedik az esetleges
parenteralis taplalas (vagy rendkiviil konnyen felszivodo enteralis tapszerek
hasznalatdbol  ered0  distalis  intestinalis  tapanyaghidny), illetve az
antibiotikumhasznalat [26].

Régi megfigyelés, hogy kritikus allapotokban a sériilt gastrointestinumbol
felszabadulé bizonyos mediatorok részt vesznek a sokszervi diszfunkcio (MODS)
kialakulasaban, de ezek természetérol soraig hianyosak voltak ismereteink [26, 58].
Patkanyokon végzett kisérletek adatai alapjan a portalis vérben €s a szisztémas
keringésben mért IL-6, TNFa €s IL-1B-koncentraciok kozott nem voltak jelentds
kiilonbségek polimikrobiélis sepsis soran [59]. Egy haemirrhagias shock modell
azonban ramutatott a bél eredetii nyirokban taldlhatd mediatorok jelentoségére.
Tekintettel arra, hogy a sepsisre is jellemzo az intestinalis nyalkahartya ischaemias-
reperfuzios karosodasa, az a tény, hogy a stressz-szituacioban 1évo
bélnyalkahartyabol elvezetddo nyirok szerepet jatszik az ARDS (acute respiratory
distress syndrome) és egyéb szervdiszfunkciok kialakulasaban, rendkiviil
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figyelemreméltd. Egyelore nem rendelkeziink pontos informécioval arra
vonatkozoan, hogy ilyen helyzetekben a bél eredetii nyirok pontosan hogy vezethez
szervkarosodasok kialakulasahoz, de valoszintinek tinik a TLR4- és NO-medialt
utvonalak szerepe [26, 60].

A sepsisre, de az intestinalis ischaemia-reperfiiziora is jellemz6 a lymphocytak
dramai megfogyatkozasa az intestinalis lamina propriaban, a Peyer-plakkokban, és az
intraepithelialis kompartmentben is. Az immunvalasz indukcios helyszinei, a Peyer-
plakkok némileg ugyan kevésbé érintettek, de mindemellett a regeneraciojuk is
elhiizodobb. A lymphocytak pusztuldsa nem az egyetlen probléma, jellemé még a
hamsejtek apoptozisa is. Tekintettel arra, hogy az apoptotikus sejtek ismert modon
gyulladasgatlo hatasuak — melynek élettani célja mindenekelott az autoimmun
betegségek kialakulasanak megelozése lenne — a keringésbe jutdé apoptotikus
sejtfragmentumok hozzajarulhatnak a sepsisben gyakran tapasztalt immunparalizis
kialakulasahoz [61].

A széleskorii apoptozis mellett tovabbi problémat jelent sepsisben az
intestinalis nyalkaréteg sériilése [26]. Patkanyokon végzett kisérletek eredményei
alapjan sepsisben csokken az intestinalis trefoil faktor 3 (TFF3) termelodése, mely
¢lettani koriilmények kozott stabilizalna a nyalkat, €s hozzajarulna a mucosa
sériiléseinek gyogyulasahoz. Parhuzamosan romlik tovabba a defenzin-5, a Paneth-
sejtek széles spektrumu antimikrobidlis termékének produkcioja i1s [62]. A
szisztémas gyulladasos valaszreakcio szamos ragesalo-modelljében (pl. sulyos égési
sériilés, endotoxaemia), de human intrabdominalis sepsisben is ismert jelenség a
mucosalis IgA-termelés csokkenése. Ennek koze lehet az emlitett lymphocyta-
apoptozishoz, de ahhoz is, hogy — legalabbis ragesalokon végzett kisérletek tanusaga
szerint — sepsisben csokken a nyalkahartya IL-5 produkcidja, mely fiziologias
koriilmények kozott vezényelné az IgA felé torténd immunglobulin-osztalyvaltast
[26, 63-66]. A nyalkahartya védelmének hatasfokat nagy mértékben befolyasolja a
hely1 citokinkdrnyezet is. Az epithelialis réteg permeabilitasat noveli az INFy, TNFa,
a RAGE-dependens szignal, a HMGBI (high mobility group 1), az IL-2, IL-4 és IL-
13, mikozben az IL-10 és a TGFB ellentétes hatast kdzvetit. Az IGF-1 (insulin-like
growth factor 1) egérkisérletek alapjan szintén javitja a nyalkahartya védelmét,
melynek hatterében az all, hogy gatolja a sepsist kisérd epithelialis hamsejt-
apoptozist [26, 67-73].
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Terapias erofeszitéseink koziil kiilonosen ketto, a teljes parenteralis taplalas, és
az antibiotikumok hasznalata befolyasolhatja kedvezotleniil a nyalkahartya sepsissel
jaro elvaltozasait. Az intravénasan adott cefoperazon, ceftriaxon, piperacillin és
ciprofloxacin esetében rendelkezésre allnak adatok arrol, hogy hatasukra
elszaporodnak a sarjadzogombak a bélben [74, 75]. Az élettani egyensuly
megbomlasa mellett ez azért is lehet veszélyes, mert in vitro kisérleti adatok szerint a
sarjadzogombak igen gyakori képviseloje, a Candida albicans segiti az Escherichia
egérkisérletek adatai szerint felborul az intestinalis mikrobialis kozosség élettani
Osszetétele, mikdzben az intraepithelialis lymphocytdk szama csokken,
citokinprofiljuk megvaltozik. Parhuzamosan nd az epithelsejtek apoptézishajlama és
a ham permeabilitasa, valamint csdkken az IgA és a mucin termelése [26]. Lényeges,
hogy mindezek a valtozasok nem kozvetleniil az intravénas taplalas, hanem az
enteralis taplalék hianyanak kdvetkezményei. Tekintettel arra, hogy a TPN a septicus
betegek ellatasa soran olykor sajnos elkeriilhetetlen, torténtek probalkozasok a
nyalkahartyara kifejtett kedvezotlen hatasainak ellensilyozéasara, elsosorban a
taplalék immunmoduléns anyagokkal vald kiegészitése — , immunonutricid” — réveén.
Allatkisérletek soran néhany kiegészitd adalék, példaul a glutamin alkalmasnak
bizonyult az intestinalis mucosa védelmére teljes parenteralis taplalas soran [77, 78].
Meg kell azonban emliteni, hogy emberben az eredmények még ellentmondasosak,
¢és sem a probiotikum-hasznalattal, sem az immunonutricioval kapcsolatban
nincsenek még letisztult ismereteink [26]. Mindez wjra felhivja a figyelmet az ember1
szervezet ¢s a kisérletek soran leggyakrabban hasznalt ragesalok kozotti
kiilonbségekre, €s kiemeli annak jelentdségét, hogy az allatokon végzett kisérletek
eredményeit mindenkor megfelel? kritikaval kell szemlélniink.

A SIRS-ben szenvedo betegek korében megfigyelték, hogy a bél mikrobialis
florajaban markansan csokken az obligat anaerobok (tobbek kozott példaul a
Bacteroidaceae, Bifidobacterium és Veillonella speciesek) illetve a Lactobacillusok
szama, mikoézben a Staphylococcus és Pseudomonas fajok elszaporodnak. Egyes
adatok szerint ez a valtozas — az obligat anaerobok szamanak csokkenése és a
pathogén speciesek tulsulya — prognosztikai jelzo is lehet. A bélflora dsszetételének

valtozasa mellett jellemzo SIRS-ben a szerves savak (mindenekeldtt az ecetsav,
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vajsav €s propionsav) mennyiségének csokkenése és a pH emelkedése a
béltartalomban [79, 80].

Az elmult évek alapkutatasai felhivtak a figyelmet arra, hogy sepsisben
nemcsak az intestinalis flora 6sszetétele, hanem viselkedése is megvaltozik. Kideriilt,
hogy a baktérrumok a QS (quorum sensing) rendszer révén képesek szabalyozni
virulenciagénjeiket, melyeket akkor kapcsolnak be, amikor veszélyt — mindenekelott
tapanyaghianyt, veszélyesen nagy baktériumsuriiséget — észlelnek, mely tulélésiiket
fenyegeti. Ilyen koriilmények kozott a bélbaktériumok a gazdaszervezettel egyiitt
valo pusztulast csak akkor keriilhetik el, ha kilépnek partneri-kommenzalis
szerepkoriikbol, invazivva valnak, ¢€s elarasztjdk a szoveteket. Igen lényeges
momentum, hogy viselkedésiik egy tervezett, koordinalt, aktiv folyamat eredménye,
és nem arrol van szo, hogy a nyalkahartya eleve meglévo sériiléseit kihasznalva
passzivan jutnanak be a szervezetbe. Sajnos azzal, hogy az intestinalis mikrobak
szeretnék elhagyni a ,siillyedd hajot”, valoszintlileg sok esetben maguk pecsételik
meg az otthonukat biztositd szervezet sorsat [26]. A 2. abra o&sszefoglalja az
intestinalis nyalkahartya sepsisben megfigyelt fobb elvaltozasait.

Az intestinalis mikrobialis k6zosség koordinalt fellépése a gazdaszervezet ellen
természetesen megkivanja a speciesek kozotti kommunikaciot, és a teljes intestinalis
mikrobialis kozosség koordinalt fellépését. A QS-rendszer pontosan ezt teszi
lehetové [47, 81]. A ,pathogén baktérium” fogalma tehat messzemenokig fligg a
koriilményektol 1s, nemcsak a speciestol. A bélbaktériumok a tapanyag-ellatottsag
mellett képesek érzékelni a gazdaszervezet szamukra veszélyszignalt jelento jelzéseit
1s: kisérletes adatok szerint Pseudomonas aeruginosa esetében a hypoxias-
ischaemias szoveteibol érkezo stressz-mediatorok, valamint gyulladasos citokinek
(mint az INFy) is rendkiviil hatékonyan aktivaljak a QS-rendszert [47, 81]. A
baktérium ekkor elkezdi a gazdaszervezet hatékonyabb megtamadasat segito
mediatorok termelését, mint példaul a Lacrobacillus specieseket elnyomo 2-heptil-4-
hidroxikinolin-N-oxid [82], vagy a bakteridlis toxinok elott szabad utat nyito, az
intestinalis hamsejtek kozaotti | tight junction” kapcsolatokat tamado PA-I lektin [47].
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2. Abra. Az intestinalis nyalkahartya elvaltozasai sepsisben. Jellemzé a széleskorii apoptosis, az
intestinalis nyalka hianya vagy cstkkent mennyisége és a szovettani dezorganizacié. Ez a mucosa all
szemben a mind Osszetételében, mint virulencidjjdban megvaltozott intraluminalis mikrobialis
kozosséggel. A sériilt nyalkahartyaban felhalmozddé mediatorokat a bél nyirokutjai vezetik el. Eredeti
abra angol nyelven: Madach K*, Kristof K*, Tulassay E, Ivanyi Z, Erdei A, Kiraly A, Gal J, Bajtay Z,
Mucosal Immunity and the Intestinal Microbiome in the Development of Critical Illness, ISRN
Immunology 2011: Paper 545729. 12 p. (2011); * Megosztott els6 szerzok

Ezek a felismerések rendkiviil fontosak a ,bél, mint a sepsis motorja”
elmélettel kapcsolatos ellentmondasok megértésében. Az eredeti elképzelés alapjan a
sériilt bélnyalkahartyan at a keringésbe jutdé baktériumok sulyosbitandk a sepsis
lefolyasat, amit alatdmasztani latszott az az elképzelés, hogy a steril kdrnyezetben
felnevelt, bélfloraval nem rendelkezo ,,germ-free” kisérleti allatokban az intestinalis

ischaemiat illetve vérzéses shock-ot kovetd halalozas meérsékeltebb volt. Kidertilt
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viszont az, hogy a sepsis soran transzlokalodo baktériumok szama nem elégséges
ahhoz, hogy azonos csiraszammal kisérleti koriilmények kozott septicus valaszt
lehessen eldidézni. A zajlé sepsisben mért szérum lipopoliszacharid szint is
tulsagosan csekély volt ahhoz, hogy azzal kisérletesen kivalthaté legyen egy
sepsissel rokon szisztémas gyulladasos valaszreakcio. A QS-rendszer létezése, a
baktériumok virulencidjanak szabalyozhatosaga tampontot adhat mindezen
ellentmondasok feloldasahoz [47, 83-85], és konnyebben elképzelhetové teszi, hogy
viszonylag kis csiraszami, de igen virulens baktérium hogyan képes €letveszélyesen
felboritani a szervezet homeosztazisat. A 3. abra vazlatosan bemutatja a
gastrointestinumnak a sepsis korélettanaban jatszott szerepét jelenlegi ismereteink

szerint.
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3. Abra. Az intestinalis nyalkahartya és a vele funkcionalis egységet képezo intraluminalis
baktériumtémeg szerepe a sepsis korélettanaban. Eredeti abra angol nyelven: Madach K*, Kristof K*,
Tulassay E, Ivanyi Z, Erdei A, Kirdly A, Gal J, Bajtay Z, Mucosal Immunity and the Intestinal
Microbiome in the Development of Critical Illness, ISRN Immunology 2011: Paper 545729. 12 p.
(2011): * Megosztott elsd szerzék
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1.4 A komplementrendszer és a dendritikus sejtek szerepe az immunvalaszban

A szervezet és a kiilvilag kozott allo elsodleges védogatakat (a bor és a
nyalkahartyak epithel-rétegét) kdvetoen az elsdé védelmi vonalunk a korokozokkal
szemben a komplementrendszer. Ez az enzimatikus kaszkadrendszer a pathogéneket
érkezésiik pillanataban célba veszi, a phagocytak illetve antigénbemutatd sejtek
szamara megjeloli (opszonizalja), és idealis esetben a membrankarositd komplex
segitségével azonnal el is pusztitja. A vérben illetve az extracellularis folyadékban
jelen 1évo komplementfehérjék jelentds része a majbol szarmazik, de tobb mas
sejttipus (pl. macrophagok, endothelsejtek) is képes eldallitani azokat [86]. A
komplementrendszerhez tartoznak még a kaszkdd oldott elemein tul a
komplementreceptorok, valamint a rendszert szabalyoz6 molekulak is.

Amellett, hogy a komplement-aktivacid a velesziiletett immunitds egyik
leghatékonyabb ¢és leggyorsabban reagaldo eleme, szerepe nem korlatozodik az
antigén feldolgozasara. Az utobbi években egyre tobb adat gytlt 6ssze arrol, hogy a
rendszer szamos ponton Osszekoti a velesziiletett és adaptiv immunitast, részt vesz a
lymphocyta-valasz elinditasaban és szabalyozasaban. A korokozoktol valo hatékony
védelem mellett a komplementkaszkad segiti az immunkomplexek, valamint a
foloslegessé valt sajat antigének — szovettormelék, apoptotikus sejtek — gyors
eliminaciogjat 1s, elejét véve potencialis autoimmun folyamatok kialakulasanak [86].

A komplementrendszer aktivacidjahoz alapvetden harom ut vezethet: a
klasszikus, a lektinfliiggd, és az alternativ utvonal, melyek a kaszkad kozponti
szerepldjénél, a C3 molekulanal talalkoznak, €s ezt kovetden az események azonos
modon folynak tovabb. A klasszikus utat emberben elsosorban az IgM-, IgG3- és
IgG1- tartalmii immunkomplex inditja el. Az ellenanyag €s az antigén kapcsolodasa
lehetéveé teszi a C1 molekulakomplex (a Clq, €s a hozza kapcsoldodo Clr illetve Cls)
megkoteset, majd ezt kovetoen a klasszikus C3-konvertaz létrejottét. A folyamatot
vazlatosan a 4. abra mutatja be. Megemlitendd, hogy ezt az utvonalat nemcsak
immunkomplexek, hanem a Clqg-t kotni képes egyeb molekuldk — pl. a C-reaktiv
protein vagy a pentraxin 3 — is képesek aktivalni [86-88]. Utobbi esetben a kaszkad
kizarolag feliilethez (pl. bakterialis sejtfalhoz) kotott Clg-val valo interakciod
esetében indul el. Az oldott pentraxin-3 szabad (nem immobilizalt) Clq-val valo
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interakcioja a klasszikus ut gatlasahoz vezet, mely segit megakadalyozni az
inadekvat komplement-aktivaciot [88].
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4. Abra. A komplementrendszer —miikodésének vazlata.

Eredeti abra: Immunoldogia
szerkesztette: Erdei Anna (Medicina kiadé, 2012.)
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A lektinfiiggd ut esetében a komplementrendszer aktivaciojat a Clqg-hoz
hasonlo felépitést mutatdé mannozkoto lektin (MBL) inditja el, melyek szénhidrat-
felismerd (lektin) doménjeik révén kapcsolodnak a korokozok felszinén jelen 1évo
mannozhoz illetve N-acetil-glikozaminhoz. A Clr és Cls szerepét ebben a
molekulakomplexben az MBL-asszocialt szerin-protedz 1 és 2 (MASP-1 és MASP-
2) veszi at, ezt kovetoen az események a klasszikus utvonallal megegyezd modon
folynak tovabb. A fikolinok az MBL-hez hasonlé modon képesek aktivalni a
lektinfliggd utat, de szénhidrat-felismerésiikért fibrinogéndomének feleldsek [86].

Az alternativ aktivacios utvonal alapja, hogy a kaszkad kozponti eleme, a C3
molekula szorvanyosan spontan hidrolizist szenvedhet, melynek soran a feltarulo
tioészter kotése révén kovalensen képes kotni amino- illetve hidroxilcsoportokhoz.
Az aktivalo felszinhez kapcsolodd C3b az alternativ C3-konvertaz kozponti eleme,
mely akkor is pozitiv visszacsatolasi kort hoz létre, ha a kaszkad eredendden a
klasszikus uton indult meg (4. abra). Az alternativ aktivacios ut szelektivitasat az
biztositja, hogy sajat sejtjeink felszinén a kaszkad tovabbvitelét megakadalyozo
elemek talalhatok.

Szerkezet,
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C5aR C5a 43 000, HizGsejtek, bazofil gr, monocs/ mf, véremezkék,
(Das) des-Arg-C5a 7 ranszmembean régio idegsejtek
cCigr
(D91 + C1q kollagénrésze Leukocitak
kalretikuling

1. Tabliazat. A legfontosabb komplementreceptorok vazlatos attekintése.

Eredeti

Immunologia szerkesztette: Erdei Anna (Medicina kiado, 2012.)

tablazat:
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Amennyiben a plazmaban jelen 1évo I-faktor — oldott vagy membranhoz kotott
formaban jelen 1évo kofaktoraival egyiittmiikddve — a C3b molekulan 1jabb hasitast
végez, maktivalt C3b (1C3b) jon létre, ezt kdvetden jabb hasitasok révén ebbol
(C3dg majd C3d alakulhat ki. A C3b molekulabdl keletkez6 fragmentumok mar nem
képesek részt venni a kaszkad tovabbvitelében. Az I-faktor tevékenysége tobb célt
szolgal, egyrészt megakadalyozza a komplementkaszkad excessziv és imadekvat
aktivaciojat, megelozi a folosleges szovetkasorodast és a C3 készlet értelmetlen
felhasznalasat. Masrészt — bar a membrankarosito komplex kialakitasahoz tobbé nem
jarulhatnak hozza — a létrehozott C3b-fragmentumok nem maradnak bioldgiai
funkcid nélkiil, hiszen szamos sejttipus mitkodését befolyasoljak. Mindezek alapjan
nem meglepd, hogy az I-faktor hidnyos betegek visszatéro infekciokkal kiizdenek
[89]. A komplementrendszer akivaciojaval Gsszefiiggésben keletkezo molekuldk
felismerésére tobb receptor all rendelkezésre, a legfontosabbakat az 1. tablazat
foglalja 6ssze vazlatosan.

A kompelmentfehérjéknek illetve fragmentumaiknak az immunvalaszban
betoltott szélesebb — nem az azonnali komplement-medialt lizishez kotheto —
szerepkorérol egyre tobb adat all rendelkezésre. Eloszor a B-sejtes valasz vizsgalata
soran valt nyilvanvalova a rendszer részvétele az adaptiv immunitas kialakitasaban
¢és szabalyozasaban. Megtudtuk, hogy a CR1 és CR2 receptorok jelen vannak a B-
sejtek ¢€s follicularis dendritikus sejtek felszinén, ahol szerepet jatszanak az antigének
megtartasaban, a B-sejtek tulélésében, a primer humoralis vélasz és B-sejtes
memoria kialakitasaban. Emellett a komplementreceptorok részt vesznek a B-
lymphocytdk tevékenységeének szabalyozasaban is: mig a CR2 aktivalo, a CR1
inhibitoros jelet kozvetit. A konvenciondlis B-sejtek mikodésén tul a
komplementrendszer hatassal van a B-1 lymphocytakra és a természetes ellenanyag-
repertoire dsszetételére is [90-92].

Késobb kideriilt, hogy a komplementrendszer elemei nemcsak a humoralis,
hanem az adaptiv cellularis valasz szabalyozasaban is részt vesznek. A Clqg-t
tartalmazo immunkomplexekrol azt talaltdk, hogy a T-lymphocytak C1g-receptorain
keresztiil segitik a T-sejt aktivaciot, mig a CR1 gatld jeleket kozvetit [93-95]. A
komplementfehérjék a lymphocytakra valo kdzvetlen szabalyozo hatasuk mellett a
dendritikus sejtek funkciojat 1s befolyasoljak, melynek révén az adaptiv
immunvalasz egészét alakitjak [96]. Human monocyta eredetii dendritikus sejtekrol
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kideriilt, hogy a macrophagok altal lokalisan termelt C3-at C3b formajaban
kovalensen képesek megkdtni, mely érésiikhoz, ¢és effektiv T-sejt aktivacio
kialakulasahoz vezet [97].

A dendritikus sejtek csoportja egészen kivételezett helyet foglal el az
immunrendszeren beliil, hiszen egyediil képes a naiv T-sejtek primer aktivalasara, és
ekdzben orientaciojuk tolerogén vagy effektor iranyba torténo befolyasolaséara is.
Mas professzionalis antigénbemutaté sejtek (pl. B-lymphocytak, macrophagok)
esetében ugyanis az APC/T-sejt immunologiai szinapszisa elsOsorban nem a T-sejt,
hanem az antigénbemutato sejt aktivaciojat, és ezaltal a megfelel6 humoralis vélasz,
vagy aktivalt, effektor macrophagok kialakitasat célozza. A dendritikus sejtek
miikddése tehat alapjaiban alakitja a teljes adaptiv valasz egészét.

Mindezek alapjan nem meglepd, hogy septicus betegek molekularis
immunologiai vizsgalata soran a dendritikus sejtek funkcidjanak zavarat talaltak.
Egyes adatok szerint sepsisben a monocyta eredetii dendritikus sejtek nagy aranyban
tolerogén modon differencidlodnak, és anergias vagy regulatorikus iranyban
elkotelezett T-lymphocytakat indukalnak [98]. Mindez része lehet a sepsisben
klinikailag is tapasztalt immunologiai kimeriilésnek, és feltehetden egyik oka a
masodlagos fertozésekre vald fokozott hajlamnak. A jelenség pontos hattere,
molekularis alapja egyelore még nem felderitett, mindazonaltal egyes adatok
felvetették a CR3 komplementreceptor potencialis szerepét dendritikus sejtek
toleralizalasaban [99, 100].
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2. CELKITUZESEK

Munkank soran a human antimikrobialis valasz indukcios és effektor fazisait

vizsgaltuk. Irodalmi adatok és elméleti megfontolasok alapjan felmeriilt annak

lehetdsége, hogy sepsisben a pathogének ellen indukalt T-lymphocytak a korokozo

¢s a bélbaktériumok kozotti molekularis mimikri révén masodlagos gyulladast

okozhatnak az intestinalis nyalkahartyaban, mely sulyosbithatja a sepsis lefolyasat,

esetleg ronthatja kimenetelét. Az immunvalasz indukcios részét vizsgalva arra

kerestilkk a valaszt, hogy a komplementreceptorok altal kozvetitett jelek milyen

modon vesznek r1észt a dendritikus sejtek antigénfelvételében, fenotipusuk

kialakitasaban, és tevékenységiik szabalyozasaban, illetve hozzajarulhatnak-e a

sepsisben tapasztalt immunoldgiai kimeriilés és anergia létrejéttéhez. Mindezek

alapjan a kovetkezoket tiztiik ki célul:

A

A

A

A

A

A

Septicus pneumonias betegcsoportban az azonositott korokozok és az intestinalis

mikrobak kozotti T-sejtes mimikri mértékének matematikai becslése

A pathogének és a bélbaktériumok kozotti immunolégiai keresztreaktivitas,
valamint az APACHE II betegségsulyossagi pontszam illetve a betegség

kimenetele kozotti 0sszefliggés vizsgalata.

Az egyes korokozoknak az intestinalis mikrobialis kozosség felé mutatott T-
sejtes mimikrihajlama és az altaluk okozott sepsisre vonatkozo nemzetkdzi

mortalitasi adatok 6sszevetése.

Komplementreceptorok expresszidjanak vizsgalata human monocyta eredetii

érett és éretlen dendritikus sejteken.

Az 1C3b és 1C3b-vel opszonizalt részecskék MDC-k altali felvételének

vizsgalata.

A CR3 ¢és CR4 receptorok szerepének vizsgalata a dendritikus sejtek

antigénfelvételében.

A CR3 és CR4 altal kozvetitett jelek hatasanak vizsgalata a dendritikus sejtek

citokinteremlésére €s T-sejt aktivalo képességére.
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3. MODSZEREK

3.1 Az immunvalasz effektor fazisanak vizsgalata: molekularis mimikri szerepe

a sepsis korélettanaban

3.1.1 A vizsgalatunkban szereplé betegesoport

Vizsgalatunkba valo bevalasztasi kritériumok a kdvetkezok voltak: a klinikum
illetve mellkasrontgen alapjan diagnosztizalt septicus pneumonia; a korokozo species
mikrobiologiailag egyértelmi azonositasa (haemokulturabol és/vagy
bronchoalveolaris lavage — BAL — mintdkbol), mely klinikailag is korokozonak (nem
kontaminacionak) bizonyult; valamint a korokozo teljes proteomanak
hozzaférhetosége. A kizéarasi kritériumok az alabbiak voltak: extrapulmonalis
septicus goc jelenléte, alteralt immunvalasszal vagy — nem maga a sepsis okozta —
immunszuppresszioval jaroé kisérobetegségek illetve allapotok (pl. szteroidok és
egyeb immunszuppressziv szerek kronikus szedése, AIDS, malignus betegségek,
massziv transzfiizi0, terhesség, szoptatas, autoimmun betegségek, gyogyszerindukalt
cytopenia, kronikus betegségek végstadiuma). Az eredetileg 208 fos, septicus
pneumoniaval diagnosztizalt kaukazusi betegcsoportbol dsszesen 59 6 (25 no és 43
férfi) volt alkalmas a jelen vizsgalatba vald bevondsra. A 5. abra vézlatosan
bemutatja a bevalasztas algoritmusat, a 2. tablazat pedig betegeink alapveto adatait.

Valamennyi beteg a Semmelweis Egyetem Aneszteziologiai ¢€s Intenziv
Terapias Klinikajara keriilt felvételre 2004 juniusa €s 2007 juniusa kdzott. A sulyos
sepsis €s a septicus shock definicioit a 2001-es SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS
konszenzus konferencia eredményének megfeleloen hasznaltuk [101]. Valamennyi
betegiink kielégitette a ,,British Thoracic Society” sulyos pneumoniara vonatkozo
kritériumait, €s ellatasuk a ,,Surviving Sepsis Campaign” sulyos sepsisre €s septicus
shockra vonatkoz¢é iranyelveinek megfeleloen tortént [4]. A betegek primeren széles
spektrumn empirikus antibiotikus kezelést kaptak a szoba jovo korokozok varhato
érzékenységének megfeleloen, mely a mikrobiologiai eredmények birtokaban
sziikség szerint modositasra keriilt. A csoport kovetése az intenziv osztalyos ellatas

végéig (elbocsatas vagy elhaldlozas) tartott. A vizsgalat a helyi etikai bizottsag
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engedélyének birtokaban tortént. Tekintettel arra, hogy az adatfeldolgozas
retrospektiv. modon tortént, az etikai bizottsdg hatarozata alapjan tdjékozott

beleegyezésre nem volt sziikség a betegek ill. csaladtagjaik részérol.

208 septicus pneumoniaval _ Korokozo nem egyérteimil
dlagnosztizalt beteg . 87 esetben
Kérokozé egyérteimi — | AKOrokozo teljes proteoma online
121 esethen S nem hozzaférhetd 5 esetben

57 beteg Kizarva a vizsgalathdl
(pl. exptrapulmonalis géc, alteralt
immunvalasz vagy sulyos
iMmmuNSzZuppresszio®)

'Reszleteketlsd a 3.1.1 pont alatt

59 beteg bevalasztva a
vizsgalatba

5. Abra. A betegek bevalasztasi algoritmusa vizsgalatunkba. Eredeti abra angol nyelven: Kristof K,
Madach K. Sandor N, Ivanyi Z, Kiraly A, Erdei A. Tulassay E. Gal J, Bajtay Z:Impact of molecular
mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome, Mol. Immunol. 49:(3) pp. 512-517.

(2011)
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A VIZSGALATBA BEVONT BETEGEK ALAPADATAI

Demografiai adatok

Eletkor (év) 63.95 (15-93)
Nem (férfi vs. no) 57.6% vs. 42.4%
Kisérobetegségek ill. allapotok
Taplaltsag (alultaplalt vs. nem alultaplalt) 16.9% vs. 83.1%
Ischaemias szivbetegség (%) 47.5%
COPD (%) 52.5%
Hypertonia (%) 67.8%
Diabetes mellitus (%) 30.5%
Az intenziv terapias ellatas alapadatai
Felvételkori APACHE II pontszam 17.97 (1-44)
Invaziv gépi lélegeztetés sziikségessége (%) 79.7%
Gépi lélegeztetés 1dotartama (nap) 11.94 (1-57)
Intenziv osztalyon toltott napok szama 13.17 (1-60)
Mortalitas (%) 35.6%

Mikrobiologiai jellemzok
Gram negativ; Gram pozitiv; Atipusos; Kevert 44.1%; 13.6%: 10.2%: 32.2%

2. Tablazat. A vizsgélatba bevont betegeink alapveto adatai. Eredeti tablazat angol nyelven: Kristof
K. Madach K, Sandor N, Ivanyi Z, Kirdly A, Erdei A, Tulassay E. Gal J, Bajtay Z:Impact of
molecular mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome, Mol. Immunol. 49:(3) pp.

512-517. (2011)

3.1.2 A molekularis mimikri matematikai megkézelitese

A T-sejtes immunologiai keresztreakciok varhaté mértékének becslésére egy
olasz munkacsoport altal kozolt és kisérletesen validalt modszert hasznaltunk fel
[25]. Az altalunk alkalmazott beallitasok a kovetkezok voltak: , peptidhossz™: 15
aminosav, ,,mismatch”: 7 (megfelel a szerzok altal hasznalt standard beallitasoknak).
A modszer valoszinliségszamitason alapul, egy adott fehérjeszekvencia és egy
fehérjekészlet kozotti, linearis epitdopok szintén megvalosuld molekularis mimikri
becslésére alkalmas. Kiindulasi adatként sziikség van a kérdéses proteom aminosav-

Osszetételére, és a vizsgalt fehérjetermészeti antigén szekvencidjara. A modszer
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Osszehasonlitja az antigén lehetséges, adott aminosav hosszusagu peptidjeit a
proteom aminosav-Osszetételébol rekonstrualt epitopkészlettel, fix szamu hiba,
,mismatch” megengedése mellett. A szerzok a megkdzelitést kisérletesen validaltak,
¢és nagyon fokban megbizhatonak talaltak.

A nyers szamitasok eredménye primeren egy grafikon, melynek x-tengelyén a
vizsgalt antigén egyes régiol lathatok (az elsO aminosavtdl az utolsoig), az y-
tengelyen pedig az illeté régidhoz tartoz6 mimikri-valosziniiség a vizsgalt
fehérjekészlettel szemben. A kérdéses antigénre vonatkozo teljes mimikri-
valosziniiséget értelemszeriien a gorbe alatti teriilet adja meg. Tekintettel arra, hogy
minél hosszabb egy fehérje, annal tobb potencialis epitopot tartalmaz, az antigén
hosszaval novekszik nemcsak specifikusan a vizsgalt proteommal, hanem barmely
fehérjekészlettel szembeni keresztreakciok valosziniisége. Ennek megoldasa
érdekében a gorbe alatti teriiletet normalizaltuk a vizsgalt antigén hosszara (masképp
megfogalmazva: kiszamitottuk az antigén egy atlagos epitopjanak mimikri-
valosziniiségét a vizsgalt fehérjekészlettel szemben).

Vizsgéalatunk soran két proteomot kellett 0sszehasonlitanunk egymassal: a
betegekben azonositott korokozo(ka)t, €s vagy az ember, vagy az intestinalis
baktériumok fehérjekészletét. Annak érdekében, hogy a lehetd legpontosabb
eredményeket kapjuk, a kisebb proteomnak (tehat a korokozonak vagy korokozo
floranak) a teljes szekvenciajat, valamint a nagyobb fehérjekészlet aminosav-
Osszetételébol vettiik alapul. Tekintettel arra, hogy a vizsgalat retrospektiv természete
nem tette lehetové a betegekbdl izolalt korokozok egyedi szekvenalasat, az illetd
species egy-egy reprezentativ torzsét vettilkk alapul az EBI nyilvanos adatbazisa
alapjan (http://www .ebi.ac.uk/ 2011. aprilisi allapot).

A human intestinalis normal flora aminosav-dsszetételét az irodalomban
hozzaférheté adatok alapjan allitottuk be [102], mol%-ra atvaltva. Igen lényeges
megemliteni, hogy ezek az értékek direkt mérések eredményei, ezért a kiillonbozo
intestinalis bakterialis antigéneknek az emberben in vivo észlelheto eldfordulasi
aranyait tikrozik. Az altalunk szamolt mimikri-valosziniiségek tehat egészen
pontosan a kovetkezot jelentik: ,.a korokozo(k) és a normal flora kozotti T-sejtes
keresztreakciok becsiilt valészinlisége sulyozva az intestinalis antigének emberi
bélben mért in vivo elofordulasi aranyaival”. Ha adott egy kérdéses antigénnel
szembeni lymphocytavalasz, logikusnak tiinik a feltételezés, hogy az illeté antigén
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minél nagyobb kopiaszamban fordul elé egy szdovetben, a szovet gyulladasos
karosodasa varhatéan annal nagyobb lesz. Ennek alapjan az altalunk szamitott
molekularis mimikri egészen pontosan inkabb a primeren pulmonalis koérokozo
ellenében indukalt, kereszteraktiv lymphocytak altal a bélnyalkahartyaban okozott
gyulladasos karok mértékét becsli meg.

Tekintettel arra, hogy egy epitop min€l inkabb hasonlit a sajat fehérjekészletre,
¢ép immunrendszerrel rendelkezd emberben annal kisebb a valosziniisége a ra
specifikus T-sejtek sikeres aktivaciojanak [25], sziikséges volt egy tovabbi valtozo,
az infelammacios kvociens (InfQ) bevezetése i1s. Ez az érték a ,korokozd versus
normal fléra” és a ,korokozo versus human” mimikr valdszintiség-fiiggvények
hanyadosanak gorbe alatti teriilete, az antigén (korokozo proteom) hosszara
normalizalva. Jelentése tehat igen hasonld a becsiilt , kérokozé versus normal flora”
mimikri értékekhez, de azoknal pontosabb, mert figyelembe veszi az autoreaktiv

lymphocyta-klonok gatlasat is.

3.1.3 Statisztikai értékelés

Adataink statisztikai kiértékeléséhez az ,,SPSS for Windows” 13.0 verziojat
illetve a ,,Prism for Windows” 4.02-t hasznaltuk (tovabbi informaciok: SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA; http://www.spss.com/; illetve GraphPad, San Diego, USA,
http://www.graphpad.com/). Sok valtozonk nem kovette a Gauss-eloszlast, ezért
nemparametrikus probakat alkalmaztunk: korrelaciok értékelésére a Spearman-féle
tho-t, két fiiggetlen csoport Osszehasonlitaisara a Mann-Whitney U-tesztet,
kategorikus valtozok Osszevetésére a Fisher exakt tesztet. Valamennyi statisztikai
elemzést , two-tailed” beéllitassal hajtottunk végre, szignifikansnak P<0.05 esetén
tekintettiik az eredményt.
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3.2 Az immunvalasz indukcids szakaszanak vizsgalata: komplementreceptorok

szerepének vizsgalata az antigénbemutatasban

3.2.1 A felhasznalt reagensek és antitestek

A sejtek 1zolalasahoz €s tenyésztéséhez a kdvetkezo anyagokat hasznaltuk fel:
Ficoll-Paque (Amersham, Uppsala, Svédorszag); CD14" mikrogyongyok (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Németorszag); CellGro szérummentes DC-médium
(CellGenix, Németorszag); rHu IL-4 (R&D systems); tHu GM-CSF (R&D systems);
LPS (Sigma, Magyarorszag); CFSE ¢s FITC (Molecular Probes, Invitrogen, USA);
saponin (Fluka, Svajc); 1C3b (Merck, Németorszag).

A kovetkezo primer és szekunder ellenanyagokat hasznaltuk a flow citometria
és a konfokalis mikroszkopia soran: anti-human CD4-A647 (Santa Cruz, USA);
FITC-jelolt anti-biotin mAb (Sigma, Magyarorszag); streptavidine-Alexa546,
streptavidine-Alexa647, streptavidine-Alexa488, Alexa488-jelolt kecske anti-egér Ig
(Molecular Probes , Invitrogen, USA); FITC-jeldlt anti-human MHCII; FITC-jelolt
anti-human CD83; FITC-jelolt anti-human CD86; APC-jelolt anti-hu man CDI14
mADb és biotinilalt anti-hu méan CD11b (BD PharMingen , USA); PE-konjugalt egér
anti-human  mannoéz  receptor (mIgG1,3.29B1.10) az  Immunotech-tol
(Franciaorszag); biotinilalt anti-human CD40 (Serotec, Egyesiilt Kiralysag);
monoklonalis anti-human CD11b-RPE (Dako , Dania); monoklonalis anti-human
CDllc, anti-human CDI11c-A647, mIgG1-A647 (BioLegend, USA), anti-huméan
CD35-FITC ( BD PharMingen , USA); anti-human CD21-PE (Immunotools,
Németorszag), anti-human 1C3b (Quidel, USA); biotinilalt anti-human CDI1lc és
FcR blokkolo (Milteny1r Biotec, Németorszag); TMG6-5: a CDI11b ligandkoto
helyére specitikus mIgG1 (Ando Istvan, Szeged, Magyarorszag).

3.2.2 Emberi MDC-k eléallitasa, érésiik nyomon kévetése

A human monocytakat egészséges véradok buffy coat-jabol izolaltuk, melyet
az Orszagos Vérellatd Szolgalat biztositott szamunkra (a Helsinki Deklaracio
értelmében tajékozott beleegyezés birtokaban). A CDI14+ monocytak izolalasa
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magneses szeparacioval, vagy zselatinrétegre vald adherenciaval tortént, ahogy
csoportunk korabbi munkaja soran leirtuk [97]. Az izolalt sejteket ezt kovetden
CellGro szérummentes médiumban tenyésztettiikk, ehhez 100ng/ml rHu GM-CSF-et
¢és 15 ng/ml rHu IL-4-et adtunk hozza, melyeket 2 naponta pétoltunk.

Az 5. napon a CD14" éretlen monocyta eredetii dendritikus sejteket (imMDC)
mostuk, majd 50 pg/ml iC3b-vel vagy 10 pg/ml CDI11b specifikus TMG6-5
monoklonalis antitesttel kezeltiik 30 percig 37 fokos homérsékleten. Kontrollként
egy izotipus-azonos ellenanyagot hasznaltunk. Az inkubaciot kévetden a sejteket
mostuk, majd tovabbi két napra a fent leirt citokinekkel kiegészitett friss médiumba
helyeztiik. A negativ kontroll imMDC-ket kezelés nélkiil tenyésztettiik tovabb.
Pozitiv kontrollnak olyan dendritikus sejteket vizsgaltunk, melyeket 1 pg/ml LPS-sel
kezeltiink. A 7. napon fenotipusos (FACS) ¢s funkcionalis (MLR, citokin-mérések)
tesztekkel jellemeztiik a kiillonbozoképpen kezelt sejteket. Az MDC-k érését a
kovetkezo sejtfelszini markerek vizsgalataval kovettik: MHCII, CD40, CD83,
CD86, MR. A sejteket megjeldltiik a markernek megfeleld ellenanyaggal, majd

citofluorimetriaval vizsgaltuk.

3.2.3 Aramlasi citometria

A fenotipusos vizsgalatokhoz a dendritikus sejteket 4 °C homeérsekleten, 20
percig inkubaltuk a megfelelo antitesttel, majd kétszer FACS pufferben (PBS-1%
FCS-0,1% Na-azid) mostuk oket. Kontrollként izotipus-azonos ellenanyagokat
hasznaltunk. Az intracellularis festéshez a sejteket 2%-es formaldehidet tartalmazo
PBS-ben fixaltuk, majd 0,2% saponinnal permeabilizéltuk. A jelolés egyebekben
hasonloan tortént, mint az extracellularis markerek esetében. A mintakat
FACSCalibur ill. FACSAria Il késziilékkel vizsgaltuk, CellQuest Pro (Becton
Dickinson) ill. FACS Diva adatgyiijto és FCS Express adatelemzo programokkal. Az
eredményeket AMFI-ként adtuk meg a kovetkezok szerint: (MFIpinta

M:FIiZDﬁPIJSkODIIOH)f (MFIizotipuskom:mlﬂ-
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3.2.4 Lézerpasztazo konfokalis mikroszkopia

A sejteket egy oran keresztiil, 37 °C homérsékleten kezeltik 50 pg/ml
koncentracioju iC3b-vel, majd fixaltuk, permeabilizaltuk, és anti-1C3b ellenanyaggal
jeloltik Oket. A vizualizaciohoz egy szekunder, anti-egér-Alexa488 antitestet
hasznaltunk. Az 1C3b és a CD11b vagy CDl1l1c kettos jeldlése a kovetkezoképpen
tortént: anti-1C3b ellenanyag ¢€s anti-egeér-Alexa488 valamint anti-CD11b vagy anti-
CDllc és streptavidin-Alexa647 segitségével. Az internalizacio kovetésére a
CD11b-t biotinilalt anti-CD11b és streptavidin-Alexa546, a CD11c-t anti-CD11c-
Alexa647-tel jeloltik. A jelolést kovetden 1C3b-vel opszonizélt Staphylococcus
aureust adtunk a sejtekhez 1 orara. Az emlitett sorrend azért volt sziikséges, mert a
fixalas soran tonkremennének azok az epitopok a CDI11b és CDI11c molekulakon,
melyeket felismernének az ellenanyagaink. Az antitesteket teszteltik az 1C3b
kotésével vald interferencidra, negativ eredményt kaptunk. A mintakat konfokalis

mikroszkop segitségével vizsgaltuk (Olympus IX81, Fluoview 500).

3.2.5 MLR teszt

Az MDC-ket a fent bemutatott kezelést kdvetoen, a hetedik napon 96-lyuku
plate-re helyeztiik at, és allogén T-sejteket tettiink hozzajuk tovabbi négy napra (a
DC:T-sejt arany 1:5 volt). A T-sejteket ezt megelézéen 0,5 pmol-os CFSE-vel
jeloltik. A 4 nap letelte utan citofluorimetriaval vizsgaltuk a CD4-Alexa647-jelolt
sejtek CFSE-festodését. Harom kiilonb6z6 mérés alapjan allapitottuk meg az osztodo
sejtek atlag MFIESD értékeit.

3.2.6 Citokinszintek merése

Az MDC-k feliiluszoit 24 draval a kiilonbozo kezelések utan vizsgaltuk. Az IL-
6 és TNFa meghatarozasara az R&D szendvics-ELISA rendszerét hasznaltuk, mig az
IL-8 koncentracidokat a BenderMedsystem Instant ELISA kit-jével mértiik meg. Az
eredményeket harom fliggetlen kisérletbol szamitottuk, és atlag koncentracio=SD

formajaban mutatjuk be.
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3.2.7 Opszonizalt antigén phagocytosisa

Vizsgélatainhoz Saccharomyces cerevisiaet és Staphylococcus —aureust
hasznaltunk, utobbit az Eotvdés Lorand Tudoméanyegyetem Mikrobiologiai
Tanszékérol kaptuk. Az élesztot és a baktériumot hovel eldltiik, és FITC segitségével
jeloltik a gyartd elditasainak megfeleloen. Az érdetlen DC-k phagocytotikus
kapacitasat vizsgalando az antigéneket human szérummal opszonizaltuk egy ora
hosszan, majd mostuk, és kiilonbozo koriilmények kozott a sejtekhez adtuk oket. A
csak IgG-vel, komplementtel nem opszonizalt S. aureus eldallitisahoz a baktériumot
hoinaktivalt szérummal inkubaltuk egy oran keresztiil. Kontrollként nem opszonizalt
¢lesztot és baktériumot 1s felhasznaltunk. Blokkolasi kisérleteink soran az anti-
CD11b illetve anti-CD11c ellenanyagokat 100pg/ml-es koncentracioban, az FcR-
blokkolé Milteny1 reagenst pedig a gyarto eloirasainak megfeleloen hasznaltuk. Az
éretlen dendritikus sejteket az €lesztovel 1:5 DC:éleszté aranyban, a baktériummal
200pg/ml-es koncentracioban inkubaltuk 2 o6ra hosszan CO,-inkubétorban. A
bekebelezett partikulumok mennyiségét tripankek felhasznalasaval
citofluorimetriaval, vagy a phagocytotikus index meghatarozéasaval, invertoszkop
segitségével szamitottuk ki. Az eredményeket harom fiiggetlen kisérlet adatai

alapjan, atlag=SD formajaban mutatjuk be.

3.2.8 RNS csendesités

Az RNS csendesitést a Prechtel és munkatarsai altal leirt modszer szerint
végeztiik [103]. A kereskedelmi forgalomban hozzaférheto negativ kontroll siRNS-t
és CDl1l1c ill. CD11b specifikus siRNS-t hasznaltunk fel (Qiagen, Németorszag). A
dendritikus sejteket a differenciacio nulladik és 3. napjan 20pg siRNS-sel
transzfektaltuk, hogy az 5. napra CDI11b- ill. CDI1lc-csendesitett, vagy negativ
kontroll sejteket kapjunk. A CDI11b és CDIllc expressziojat citofluorimetriaval

ellendriztiik, és a tovabbi kisérleteket ugyanazon a napon végeztiik el.
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3.2.9 A sejthez kétott iC3b és CR3 internalizdcidja

A sejthez kotott 1C3b sorsanak nyomonkdvetésére a sejteket 4 °C-on 30 percig
inkubaltuk 50pg/ml 1C3b-vel. Az integrinek aktivacios allapotanak vizsgélata
érdekében kisérleteinket SmM Mg”* jelenlétében is elvégeztiik, mely ismerten az
aktiv konformacids allapot kialakulasahoz vezet [104]. A folosleges 1C3b-t mosassal
eltavolitottuk, majd 37 °C-os CO,-inkubatorban taroltuk a sejteket. Hasonloan
jartunk el a CR3 mozgasanak vizsgalatakor. A sejteket TMG6-5 ellenanyaggal
inkubaltuk 10pg/ml-es koncentracioban 30 percig jégen, hogy megelézzuk az
internalizaciot, majd 37 °C-on inkubaltuk oket a jelzett ideig. Fixalast kdvetoen a
sejteket megjeldltiik a sejt felszinén maradt 1C3b-re és CR3-ra, majd aramlasi

citometriaval vizsgaltuk.

3.2.10 Statisztikai értékelés

A Student t-prébat GraphPad programmal végeztiik el, €s az eredményt P<0.05
esetén tekintettiik szignifikansnak.
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4. EREDMENYEK

3.1 Az immunvalasz effektor fazisanak vizsgalata: molekularis mimikri szerepe

a sepsis korélettanaban

4.1.1 A vizsgalatunkban szereplé betegek jellemz6i

A vizsgalatunkba bevont betegek alapveto adatait illetoen utalunk a 2.
tablazatban foglaltakra. A varakozasnak megfeleloen a magasabb APACHE II
pontszam illetve az eldrehaladottabb életkor a kedvezotlen kimenetellel asszocialt
(P<0.0001 és P<0.001 a tulélo és nem tuleéld betegek Osszehasonlitasaban). Az
invaziv gépi lélegeztetés sziikségessége hasonlod Osszefiiggést mutatott az APACHE
II ponszémokkal (P<0.001) és a magasabb életkorral (P=0.038). A kisérobetegségek
illetve allapotok koziil (lasd: 2. tablazat) egyik paraméter sem mutatott szignifikans
Osszefiiggést a sepsis kimenetelével, viszont a taplaltsagi statusz befolyasolta a
betegség lefolyasat: az alultaplalt betegek (BMI<18,5 kg/m”) magasabb APACHE II
pontszamokkal érkeztek (p=0.037) és atlagosan hosszabb 1dot toltdttek el az intenziv
osztalyon (természetesen csak a tuléldo csoportra szamitva P=0.030). Az
eredményeket az 6. abra mutatja be. No1 betegeink tendenciozusan jobb tulélést

mutattak, ez azonban nem érte el a statisztikai szignifikanciat (P=0.053).

4.1.2 A molekularis mimikri és a betegség sulyossaganak dsszefiiggése

A betegek azonositott korokozo florajara kiszamitott inflamméacios kvociensek
(InfQ) (azaz a ,,korokozo flora versus intestinalis mikrobak™/”kérokozo flora versus
human” mimikri-hdnyadosok) jol korrelaltak az APACHE II betegségsulyossagi
pontszamokkal (Rg=0.311; P=0.017). A nyers ,.korokozo flora versus intestinalis
mikrobak™ mimikri becsiilt valosziniisége is tendencidozusan korrelalt az APACHE II
ponszamokkal, ez azonban nem érte el a statisztikai szignifikancia hatarat. Nem
talaltunk azonban Osszefliggést a betegek azonositott korokozoinak emberi
proteommal mutatott becsiilt immunologiai keresztreaktivitasa €s a pneumonia

eredetii sepsis sulyossaga kozott.
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Azoknal a betegeknél, akik invaziv gépi 1élegeztetésre szorultak, az azonositott
korokozoé flora tendenciozusan magasabb InfQ értékeket mutatott, mely azonban —
feltehetden a viszonylag kis létszamu betegcsoport miatt — statisztikailag nem volt

szignifikans (P=0.091).
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6. Abra. A taplaltsagi allapot Gsszefiiggése a pneumonia eredetii sepsis lefolyasaval. (A) Az
alultaplalt betegek (BMI<18.5 kg/m”) magasabb felvételi APACHE II pontszamokat értek el, és (B)
atlagosan hosszabb idét toltdttek el az intenziv osztalyon (tilélékre vonatkoztatva). Eredeti dbra angol
nyelven: Kristof K, Madach K, Sandor N, Ivanyi Z, Kiraly A, Erdei A, Tulassay E. Gal J, Bajtay Z:
Impact of molecular mimicry on the clinical course and outcome of sepsis syndrome, Mol. Immunol.

49:(3) pp. 512-517. (2011)

4.1.3 A molekularis mimikri és a betegség kimenetelének sszefiiggése

Vizsgalati csoportunkban a korokozo fléra intestinalis mikrobak iranyaba
mutatott becsiilt T-sejtes mimikri-hajlama szignifikansan alacsonyabb volt a septicus
pneumoniat tilélé betegek korében (P=0.019). A korokozoé-specifikus T-
lymphocytdk bélnyalkahartyaban okozott, molekularis mimikrin alapulo karosito
hatasat pontosabban tiikr6z6 inflammacios kvociensek (InfQ) ennél is egyértelmiibb

asszociaciot mutattak a betegség kimenetelével (P<0.01). Az eredményeket a 7. dbra
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mutatja be. Lényeges megjegyezni, hogy az InfQ értékek nem linearis, hanem
logaritmikus skalan mozognak, ezért a csekélynek tind eltéréseket ennek
ismeretében kell értelmezniink. Az azonositott korokozo flora embert
fehérjekészlettel mutatott T-sejtes mimikri-hajlama és a betegség kimenetele kozott

nem talaltunk értékelhetd dsszefiiggést.

»
W

@ = 20—
x 16E-6 = A *
33 X =
E-ﬁ 15E-6— S
o S 19
2w =
8 2 14E-6— £S5
23 58
o
£a N
£ 2 13E6— a5 18- *
i * 5e
o< 28
©E 16— =E
2 E 5 E
Sw £ 81,7
o 2 8 E
n o {1E-6— S
oa =3
s e
§§ 10E€— < 16+
<0
= I I | I
Talels betegek Elhunyt betegek Taleld betegek Elhunyt betegek

7. Abra. Az azonositott korokozok és a bélfléra kozotti T-sejtes molekularis mimikri és a pneumonia
eredetii sepsis kimenetelének Osszefiiggése. (A) Tulélé betegeink korében a korokozo flora és az
intestinalis mikrobak kézotti mimikri becsiilt valosziniisége szignifikansan alacsonyabbnak bizonyult,
mint a nem talélok kozott. (B) Az inflammacios kvociensek még egyértelmiibben asszocidltak a
betegség kedvezotlen kimenetelével. Eredeti abra angol nyelven: Kristéf K, Madach K, Sandor N,
Ivanyi Z, Kirdly A, Erdei A, Tulassay E, Gal J, Bajtay Z: Impact of molecular mimicry on the clinical
course and outcome of sepsis syndrome, Mol. Immunol. 49:(3) pp. 512-517. (2011)

Tekintettel arra, hogy az igen szigoru bevalasztasi kritériumok miatt vizsgalati
csoportunk viszonylag kis létszamu volt, sziikkségesnek tartottuk eredményeink
Osszevetését nagy nemzetkozi tanulmanyok adataival. Munkank soran a SOAP Study
eredményeit vettiik alapul, mely tobb mint ezer septicus beteg adatait dolgozta fel
[105]. A tanulmany tébbek kozott foglalkozott az egyes korokozok okozta sepsis
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mortalitasi adataival is. Ezek koziil, amelyik korokozo esetében lehetséges volt,
kiszamitottuk a megfelelo inflamméacios kvocienseket. A kapott eredményeket
kiértékelve azt talaltuk, hogy az InfQ hanyadosok szignifikans korrelacidt mutatnak a
megfeleld mortalitasi értékekkel (P<0.05; R’=0.6432). Az Gsszefiiggést a 8. dbra

mutatja be.
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8. Abra. A SOAP tanulmanybél szarmazé, egyes korokozokra vonatkozé mortalitasi adatok
Osszefiiggése az illetd pathogénre szamitott inflammacios kvociensekkel. Az ,y” tengely beosztasa
logaritmikus. Eredeti abra angol nyelven: Kristof K, Madach K, Sandor N, Ivanyi Z, Kiraly A, Erdei
A, Tulassay E. Gal J, Bajtay Z: Impact of molecular mimicry on the clinical course and outcome of

sepsis syndrome, Mol. Immunol. 49:(3) pp. 512-517. (2011)

Lényeges megemliteni, hogy az dsszehasonlitas akkor lenne teljesen objektiv,
ha a tanulméanyban szereplo betegekre érvényesek lettek volna a jelen vizsgalatban
alkalmazott szigoru kizarasi kritériumok, és standardizalva lett volna az infekcid

goca. Ezen adatok nem egységes volta ugyanis torzithatja a kapott Osszefiiggést.
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Tekintettel arra azonban, hogy ezek a torzitasok nagyobb valdszinliséggel fedhetnek
el egy valos Osszefiiggést, mintsem statisztikailag szignifikansnak tiintetnének fel
egy nem létez0 korrelaciot, figyelemreméltd az egyezés jelen vizsgalatunk

eredményeivel.

4.1.4 Immunolodgiai keresztreaktivitas Gram pozitiv és Gram negativ kérokozo

speciesek esetében

Tekintettel a Gram-pozitiv és Gram-negativ sepsis eltéré immunpatholdgiajarol
sz0lo 1odalmi adatokra (részletesebben lasd a bevezetd fejezetben)
Osszehasonlitottuk a betegeink korében eldforduld Gram-pozitiv és Gram-negativ
korokozok T-sejtes mimikrire vonatkozo becsiilt értékeit. Azt talaltuk, hogy a Gram-
negativ pathogének esetén a , korokozo versus intestinalis flora” mimikri szamitott
értéke szignifikansan nagyobb volt a Gram-pozitiv csoporténal (P=0.01). Mindez
nem meglepd, ismerve a bélflora Gram-negativ dominanciajat. Frdekes modon a
Gram-negativak nemcsak a bélbaktérrumok, hanem a humén fehérjekészlet felé is
szignifikansan nagyobb mimikri-hajlamot mutattak (P=0.018). Az inflammacids
kvociensek tekintetében is egyértelmiien magasabb értékeket kaptunk a Gram-

negativ baktériumok esetében a Gram-pozitiv csoporthoz viszonyitva (P=0.003).
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4.2 Az immunvalasz indukcids szakaszanak vizsgalata: komplementreceptorok

szerepének vizsgalata az antigénbemutatasban

4.2.1 Komplementreceptorok expresszioja emberi MDC-ken

Munkacsoportunk korabban azt talalta, hogy az MDC-k a macrophagokhoz
illetve a B-lymphocytakhoz hasonloan képesek C3b-t kovalensen kotni a felsziniikre,
és ez a jelenség fokozza az antigénbemutatasuk hatékonysagat [97, 106, 107]. A
komplementreceptorokat illetéen dendritikus sejteken ezdaig csak a CR3-t és a CR4-
t vizsgaltak [108, 109], a CR1-t és CR2-t nem. Erre valo tekintettel mind éretlen,
mind érett dendritikus sejteken megvizsgaltuk a CR1, CR2, CR3 és CR4 jelenlétét.
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9. Abra. A CD35, CD21, CD11b és CD11c expresszioja érett és éretlen MDC-ken.

»A”: CD35 (CR1), ,B™: CD21 (CR2), ,,C”: CDI11b (CR3) és ,D”: CDllc (CR4) sejtfelszini
expresszidja imMDC-ken és maMDC-ken. Az érett MDC-ket éretlen MDC-k 1pg/ml LPS-sel valo két
napos inkubacioja révén allitottuk eld. A fekete hisztogram az éretlen, a sziikre az érett dendritikus
sejteket mutatja, mig a sziirkével kitoltott gorbe az izotipuskontrollra vonatkozik. Ot elvégzett
kisérletb6l egy reprezentativat mutatunk be. ,E”: az MDC-k érése soran a CDI11b mennyisége
csokkent, mig a CD11c expresszioja nbtt. A valtozast a kévetkezéképpen fejezziik ki: AMFI CD11b
maMDC/ AMFI CD11b imMDC illetve AMFI CD11¢ maMDC/ AMFI CD11c imMDC. Az abran &t
fiiggetlen kisérlet adatai lathatok + SD. Eredeti abra angol nyelven: Sandor N, Kristof K, Parej K, Pap
D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic
cells. Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]
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Megfigyeléseink szerint értetlen MDC-ken igen kis mennyiségii CR1 volt jelen, mely
az €rés soran teljesen elttint (9. abra ,,A”). A CR2 jelenlétét sem érett, sem éretlen
MDC-ken nem tudtuk kimutatni (9. abra ,,B”). A CDI11b-t és CD1lc-t az MDC-k
konstitutivan expresszaltak (9. abra ,,C” és ,,D”), am LPS-indukalt érésiik soran amig
a CR3 mennyisége csokkent, a CR4-¢ szignifikansan (P=0.018) novekedett. A CR3
¢és CR4 molekulak abszolut szama ugyan nagy egyéni variabilitdst mutatott, de a

differenciacio soran megfigyelt valtozas mindig szignifikans maradt (9. abra ,,E”).

4.2.2 Az iC3b és iC3b dltal opszonizalt partikulumok felvétele éretlen MDC-kbe

Az integrinek ismerten az aktiv konformacio felvételét igénylik ahhoz, hogy
képesek legyenek ligandjaik kotésére [111], ezért megvizsgaltuk az éretlen
dendritikus sejtek CR3 és CR4 receptorainak ligandkoto kapacitasat. Az éretlen
MDC-ket iC3b-vel, a CR3 és CR4 természetes ligandjaval inkubaltuk 30 percig 4 °C-
on, majd Alexa488-jelolt ellenanyaggal vizsgaltuk a kotést. Ahogy a 10. é&bra
mutatja, a kisérlet kezdetén (gyakorlatilag a 0. percben) eroteljes 1C3b-lerakodast
talaltunk a sejtek felszinén. Mivel a Mg”" jelenlétében az integrinek aktiv
konformécios allapotba keriilnek [104], a kisérletet elvégeztik Mg” -mal elkezelt
dendritikus sejteken 1s, a ,Modszerek” fejezetben leirtaknak megfeleloen. Az
elokezelés nem fokozta a ligand kotését a receptorokhoz, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a CR3 és CR4 komplementreceptorok mar eleve aktiv
konformacioban voltak jelen a sejtmembranon.

A kovetkezokben a receptorhoz kotott 1C3b sorsat vizsgaltuk. Ehhez a sejteket
4 °C-on 1C3b-vel kezeltiik, majd 37 °C-on inkubaltuk oket, hogy lehetové tegyiik az
internalizaciot (lasd a ,,Modszerek™ fejezetben). Két ora mulva a sejthez kotott 1C3b
mennyisége szignifikansan (P=0.0039) csokkent, majd 48 ora elteltével tovabbi
csokkenést mutatott (10. dbra ,,A”"). Konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk, hogy az
1C3b sejtfelszinrdl valo eltiinése a sejtrdl valod lelokodéssel vagy internalizacioval
fligg 6ssze. Azt talaltuk, hogy a felszinhez kotott 1C3b-t a sejtek két ora elteltével
bekebelezik, a C3 fragmentumokat apro foltos elrendezédésben mutattuk ki (10. abra
,.B”). Az 1C3b-t mint a CR3, mind a CR4 kététte; a sejtek 1C3b-vel 4 °C-on torténd
elokezelését kovetoen az 1C3b-t CD11b-vel és CD11c-vel egyiitt is ki tudtuk mutatni

(10. abra ,,C”).
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10. Abra. Az iC3b és iC3b-vel opszonizalt részecskék kotése az éretlen MDC-khez. ., A” Az imMDC-
ket iC3b-vel inkubaltuk, majd mosast kiévetéen 37 °C-on tovabb tenyésztettik oket. A feltiintetett
idépontokban vizsgaltuk a sejtfelszinhez kotétt iC3b mennyiségét. Harom fiiggetlen kisérletbdl kapott
adatok alapjan tiintetjiik fel a AMFIESD értékeket. ***P=0.0004 ,B” Konfokalis mikroszképias kép
37 °C-on 2 6ran keresztiil iC3b-vel kezelt, majd iC3b-re megjelslt imMDC-krél. 60x-os nagyitas. Ot
fiiggetlen kisérletbol egy reprezentativat mutatunk be. ,,C” Konfokalis mikroszkopias kép iC3b-vel
inkubalt, és iC3b-re/CD11b-re (felsé panel) vagy iC3b-re/CD11c-re (alsé panel) kettésen megjelolt
imMDC-krél. Az iC3b zéld szinben a CD11b/CD11c kék szinben lathatd. A nagyitas 60x-os. Harom
fiiggetlen kisérletbél egy reprezentativat mutatunk be. , D" és , E” Eretlen MDC-ket inkubaltunk iC3b-
vel opszonizalt élesztével vagy FITC-szel jelolt, iC3b-vel opszonizalt bakrétiummal a feltiintetett
homeérsékleten 2 6ran at, majd vizsgéltuk a phagocytosis mértékét (phagocytotikus index szamitasa ill.
aramlasi citometria segitségével). A nem opszonizalt antigénre vonatkozé értékeket levontuk mindkét
esetben. Harom fiiggetlen kisérlet atlagat+SD adjuk meg. Eredeti abra angol nyelven: Sandor N,
Kiristof K, Parej K, Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor
on human dendritic cells. Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]

42



Tekintettel arra, hogy a CR3-at és a CR4-et is nagy mennyiségben
expresszaltdk az MDC-k (9. abra ,,C” és ,,D”), megvizsgaltuk ezek szerepét az 1C3b-
vel opszonizalt részecskék fagocitozisaban. A kisérleteinkben hasznalt éleszto (S.
cerevisiae) €s baktérium (S. aureus) a C3-at elsosorban 1C3b formajaban fixalja a
sejtfelszinen [112]. Az opszonizalt éleszto és baktérrum 4 °C-on és 37 °C-on torténo

phagocytosisat a 10. abra ,,D” és ,,E” mutatja.

4.2.3 A CR3 domindns szerepe az iC3b-vel opszonizalt antigén felvételében

Anak ellenére, hogy egyértelmii adatok nem mutatnak ra, a CR3 és CR4
opszonizalt részecskék megkotésében és felvételében. A két receptor szerepérol
alkotott képiink pontositasa érdekében vizsgaltuk az 1C3b-vel opszonizalt éleszto- és
baktériumsejtek (S. cerevisiae €s S. aureus) phagocytosisat éretlen MDC-kben anti-
CD11b vagy anti-CD11c antitest jelenlétében 1s. Azt talaltuk, hogy az anti-CD11b
ellenanyag az izotipus-kontrollhoz képest szignifikansan csokkentette az 1C3b-vel
opszonizalt részecskék felvételét. Ez a hatas valamennyi, a kisérleteinkben hasznalt
antigén esetében egyforman érvényesiilt. Az anti-CD11c antitest semmilyen modon
nem befolyasolta a phagocytosist (11. abra ,,A” és , B”).

Tekintettel arra, hogy az Fc-receptorok is részt vesznek a phagocytosisban, €s
interferalnak a komplementreceptorokkal, megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy
az anti-CD11b ellenanyag esetleg az Fc-receptorokra hatva fejtené ki az észlelt gatlo
hatasat. Ennek érdekében vizsgaltuk nem opszonizalt, illetve hoinaktivalt szérummal
elokezelt baktériumok  phagocytosisat 1s MDC-kben. Utobbi  esetben
komplementkétés nem jon létre, de IgG kapcsolodik az antigén felszinéhez, igy az
Fc-receptorok altal kézvetitett phagocytosis lehetosége adott. Erdeményeink szerint a
nem opszonizalt baktériumokat az MDC-k csupan 12%-a vette fel, és az IgG-vel valo
opszonizacid i1s csak 17%-ra emelte ezt az aranyt (11. &bra ,,C”). A normal
szérummal elokezelt baktérrumokat ellenben az MDC-k 66%-a phagocytalta (11.
abra ,,.C”).
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11. abra. A CR3 receptor meghatarozo szerepe a CR4-gyel szemben az iC3b-vel opszonizalt antigén
phagocytosisaban imMDC-ben. ,,A” Opszonizalt élesztd phagocytosisa anti-CD11b, antiCD11c €s
izotipuskontroll-ellenanyag jelenlétében (az adatok négy fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak+SD).
*P=0.0329. ,B” Opszonizalt baktérium phagocytosisa anti-CD11b, antiCD11c és izotipuskontroll-
ellenanyag jelenlétében (az adatok négy fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak+SD). *P=0.0387.,,C”
Nem opszonizalt, héinaktivalt savoval opszonizalt és iC3-vel opszonizalt S. aureus phagocytosisa

imMDC-kben (6t fiiggetlen kisérletbél egy reprezentativat mutatunk be). A szamok a phagocytosisra
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képes MDC-k szazalékos aranyat jelolik. A fekete gorbe az MDC-kre vonatkozik, a sziirke hisztogram
az autofluoreszcencia. ,,D” és ,,E” Nem opszonizalt (D) illetve hdinaktivalt savoval opszonizalt €
baktérium phagocytosisa anti-CD11b, antiCD11c és izotipuskontroll-ellenanyag jelenlétében (az
adatok négy fiiggetlen kisérlet eredményét mutatjak+SD). ,F” Opszonizalt baktérium phagocytosisa
FcR-blokad mellett ill. an€lkiil (atlag+SD). Eredeti abra angol nyelven: Sandor N, Kristof K, Parej K,
Pap D, Erdei A. Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic
cells. Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]

A CDI11b és CDllc egyiittes blokkolasa nem volt hatassal sem a hoinaktivalt
szérummal elokezelt, sem a nem opszonizalt antigén felvételére (11. abra ,D” és
,,E”), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a CR3 és CR4 receptorok MDC-kben nem
befolyasoljak az esetleges mintazatfelismerd-receptorok altal kozvetitett, vagy Fe-
receptor-medialt phagocytosist. A folyamatra nem volt hatassal az Fc-receptor
blokkol¢ jelenléte sem (11. abra ,,F”).

A kapott eredményeinket megerdsitették az siRNS-ekkel végzett kisérleteink
1s. A differencialodo dendritikus sejteket CDI11b-re vagy CDIllc-re specifikus
siRNS-sel transzfektaltuk, igy a kontroll siRNS-kezelt csoporthoz képest a CR3-at
vagy a CR4-et szignifikansan alacsonyabb mennyiségben expresszalo éretlen MDC-
ket kaptunk (12. abra ,,A” és ,,B”). Az expresszio-csokkentés hatasfoka kb. 70%-os
volt. A kezelt sejtekkel elvégezve kisérleteinket a korabban részletezettekkel
egybevagd eredményeket kaptunk: a CD11c csokkent mennyisége nem befolyasolta
az antigén phagocytosisat (12. abra ,,C” és ,,D”), mig a CD11b expresszidjanak
csokkenése jelentosen rontotta az 1C3b-vel opszonizalt éleszté vagy baktérium
felvételét (12. abra ,,E” és ,F”). A CD11b-t alulexpresszalo é€s a kontroll MDC-k
kozott nem talaltunk kiilonbséget a nem opszonizalt antigének phagocytosisaban (12.
abra ,,G” és , H”), igy elvetettiik annak lehetoségét, hogy a CD11b-specifikus siRNS

a sejtek phagocytotikus kapacitasat egészében rontotta volna.
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12. abra. Az CD11b meghatarozo szerepe iC3b-vel opszonizélt antigének phagocytosisaban imMDC-
kben — siRNS-sel végzett kisérletek eredményei. ,,A” A CDI11b expresszio csokkentésének
eredményessége kb. 70%-os volt (egy reprezentativ mérést mutatunk be). A fekete gérbe a kontroll, a
sziirke hisztogram a CD11b-specifikus siRNS-sel transzfektalt MDC-kre vonatkozik. ,B” A CDll1c
expresszio csikkentésének eredményessége kb. 70%-os volt (egy reprezentativ mérést mutatunk be).
»C” és ,,D” Az iC3b-vel opszonizalt €leszté (,,C”) és baktérium (,,D”) phagocytosisa kontroll és
CD11c-t csokkenten expresszalo MDC-kben (6t fiiggetlen kisérlet atlaga+SD). ,E” és ,,F” Az iC3b-
vel opszonizalt éleszté (,,E”) és baktérium (,,F”) phagocytosisa kontroll és CDI11b-t csékkenten
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expresszalé MDC-kben (6t fiiggetlen kisérlet atlaga+=SD). P=0.0065 az €lesztd, P=0.0012 a baktérium
esetében. ,,G” és ,,H” Nem opszonizalt élesztd (,,G”) €s baktérium (,,H”) phagocytosisa kontroll és
CDl11c-t csokkenten expresszalé MDC-kben (6t fiiggetlen kisérlet atlaga+SD). Eredeti abra angol
nyelven: Sandor N. Kristof K, Parej K, Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic
complement receptor on human dendritic cells. Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]

4.2.4 A CR3 és CR4 sorsa az iC3b-vel opszonizalt antigén felvétele sordn

A komplementreceptor-medialt phagocytosis részleteinek tovabbi vizsgalata
érdekében konfokalis mikroszkopiaval kovettiik az 1C3b-vel opszonizalt, MDC-k
altal felvett Staphviococcus aureus sorsat. A 13. abra ,,A-D” mutatja a CD11b (piros
szinnel) és a CD11c (kék szinnel) elhelyezkedését az éretlen MDC-ken, a ligand
jelenléte nélkiil. A két szomszédos sejtet keresztezO sarga vonal mentén
kiszamitottuk €s hisztogramon abrazoltuk a fluoreszcencia-intenzitast. A felvételek
alapjan egyértelmilen megallapithato a CR3 és CR4 receptorok kolokalizacidja a
sejtmembranon. A 13. dbra ,,E-H” mutatja a receptorok megjeldlését kovetdoen 200
ug/ml koncentracioju 1C3b-vel opszonizalt S. aureus baktériumokkal inkubalt MDC-
ket. Lathato, hogy ebben az esetben a CD11b a sejt belsejébe keriilt, igy majdnem
teljesen eltlint a membranrol, mig a CD11c nagyrészt a sejt felszinén maradt.

A kapott eredmények megerdsitése érdekében aramlasi citometriaval is
megvizsgaltuk a sejtfelszini CD11b és CD11c mennyiségét az opszonizalt S. aureus
felvétele elott és utan. A sejteket a ligand hianyaban, majd késobb a phagocytosist
kovetoen 1s megjeldltiik CD11b-re és CD11c-re. A 13. abra ,,I” bemutatja, hogy a
phagocytosist kdvetéen a CD11b mennyisége csokkent a sejtmembranon, mig a
CDl1l1c valtozatlanul jelen volt. A 13. abra ,,E” része — ahol a CD11b majdnem
teljesen hianyzik a membranrdl — €s ,.I”” része — ahol a molekula még a phagocytosist
kovetoen is jelen van a felszinen — kozotti latszolagos ellentmondast magyarazza,
hogy a CDI11b recirkulacidja a membran €s a sejten beliili készletek kozott igen
gyors [113]. A citofluorimetrias méréseknél ezért meg tudtuk jeldlni azokat a
receptorokat is, melyek a membranra keriilnek, mig a konfokalis mikroszkopia soran
a CDI11b eltinik a sejtfelszinrol, mivel a molekuldkat csak kozvetleniil a
phagocytosis elott jeloltiik meg. Adataink arra is utalnak, hogy a CDIll1c is részt
vehet a komplemetreceptor-medialt antigénfelvételben, szerepe azonban nem

meghatarozo.
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13. abra. A CR3 és CR4 sorsa az iC3b-vel opszonizalt antigén megkotését kovetden. A CD11b-t
piros, a CD11c-t kék szinnel jeloltiik meg. ,,A” CD11b elhelyezkedése, ,,.B” CD11c elhelyezkedése,
»C7 a két felvétel atfedése antigén hidnyaban. ,,D” A jelolt receptorok fluoreszcencia-intenzitasa a
feltintetett sarga vonal mentén. Lathaté, hogy mindkét receptor a sejtmembranon (sarga nyilak)
talalhato. ,,E-H” iC3b-vel opszonizalt S. aureus phagocytosisat kovetoen a CD11b (piros szinnel) és
CDl1lc (kék szinnel) kolokalizacigja megbomlik, a CD11b szinte maradéktalanul belép a sejt
belsejébe, mig a CD11c nagyrészt a membranon marad. ,I” Sejtfelszini CD11b és CD11c kimutatasa
imMDC-ken aramlasi citometridaval az iC3b-vel opszonizalt S. aureus phagocytosisa elétt és utan

(harom fiiggetlen kisérlet atlaga+SD). **P=0.0052. ,J” A CDI11b ligandkétd helyére specifikus
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TMG6-5 ellenanyaggal kezeltik az MDC-ket jégen, mely az antitest kotését megengedi, az
internalizaciét azonban nem. Ezutan mosast kévetden 37 °-on inkubaltuk a sejteket, és a feltiintetett
idépontokban aramlasi citometriaval mértitkk a sejtfelszini CD11b mennyiségét (harom fiiggetlen
kisérlet atlagat tiintettilk fel+=SD). Eredeti abra angol nyelven: Sandor N, Kristof K, Parej K, Pap D,
Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic cells.
Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]

A CR3 szerepének tovabbi feltarasa érdekében felhasznaltuk a TMG6-5
ellenanyagot, mely specifikus a CDI11b ligandk6té helyére. Mindenekelott
ellendriztiik, hogy az antitest a természetes ligandhoz hasonléan viselkedik-e, igy
citofluorimetriaval kovettiik a TMG6-5-tel kezelt MDC-k esetében az internalizaciot.
A 13. abra ,,J” mutatja, hogy a TMG6-5 altal keresztkotott CD11b hasonloképpen
internalizalodott, mint a termeészetes ligand esetében. Erre az adatra alapozva a
tovabbiakban a TMG6-5 antitest felhasznalasaval vizsgaltuk a CD11b funkciojat az
éretlen dendritikus sejteken.

4.2.5 A CR3 keresztkétese nem vezet a DC-k éréséhez

Eredményeink szerint mind a CR3, mind a CR4 aktiv konformacios allapotban
talalhatd meg az éretlen MDC-k felszinén, készen termeészetes ligandja kotésére.
Miutan kimutattuk a CD11b dominans szerepét az 1C3b-medialt phagocytosisban,
arra kerestiilk a valaszt, hogy a folyamat elindithatja-e a dendritikus sejtek érését.
Ehhez az éretlen MDC-ket vagy 1C3b-vel, vagy a TMG6-5 ellenanyaggal kezeltiik —
elobbi eldnye, hogy a receptorokat természetes ligandjukkal ingereljiik, hatranya
viszont, hogy nem specifikus, hiszen mind a CD11b, mind pedig a CD11c koti. A
sejteket 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a kiilonb6zo ligandok jelenlétében, majd
mosast kovetden tovabbi két napig tenyésztettiik oket. A sejtek aktivacios allapotat
aramlasi citometriaval vizsgaltuk, a sejtfelszini MHCII, MR, CD40, CD83 és CD86
expresszi0 meghatarozasaval. A 3. tablazatban bemutatott adatok alapjan
megallapitottuk, hogy sem az 1C3b, sem a TMG6-5 ill. az izotipuskontroll nem
okozott szignifikans valtozasokat az MDC-k fenotipusaban. Mindez arra utal, hogy a
korabban leirt tolerogén hatds [114-119] nem CDI1b-dependens. Pozitiv

kontrollként LPS-kezelt dendritikus sejteket hasznaltunk, melyek klasszikus
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aktivacios mintazatot — fokozodo MHC II, CD40, CD83, CD86, és csokkent MR

expresszio — mutattak (3. tablazat).

imDC maDC Izotipus- anti-CD11b iC3b
kontroll

MHCII  293.95+61.08 456.61+51.35 317.46+34.53 265.65+61.2 288.73+40.23

MR 4497+ 2.87 3226+1.6 44,57+ 3.83 45.02+5.11 4584 £3.46

CD40 204.42+14.18 29442 £24.84 217.42+15.79 226.45+23.18 224.6+18.61

CDS83 8.10+£0.45 2593 +2.33 7.53+0.76 7.25+£0.74 7.08+£0.75

CD86 50.44+303 138.38+5832 49.65+12.08 47.22+10.23 39.21+7.98

3. Tablazat. Sejtfelszini markerek expresszidja aramlasi citometridas meghatarozassal éretlen és érett
MDC-ken, valamint iC3b-vel, anti-CD11b-vel €s izotipuskontroll antitesttel kezelt imMDC-ken. Az
érett MDC-ket LPS-sel valé inkubacié révén nyertiikk imMDC-kb6l. Az érett MDC-k és a nem kezelt
kontroll sejtek osszehasonlitasaban: P=0.0019 (MHC II); P<0.0001 (MR); P=0.0001 (CD40);
P<0.0001 (CD83); P=0.0098 (CD86). Ot fiiggetlen kisérlet atlagos AMFI értékeit adjuk meg +SD.
Eredeti tablazat angol nyelven: Sandor N, Kristof K, Parej K. Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the
dominant phagocytotic complement receptor on human dendritic cells. Immunobiology, 218(4): pp.

652-63. (2013) [110]

426 A CR3 ligandkétése nem befolvasolia a DC-k T-sejt aktivacidjat és

citokintermelését

Munkank soran vizsgaltuk az 1C3b-vel illetve TMG6-5 ellenanyaggal kezelt
sejtek citokintermelését és allogén T-sejt aktivald képességét is. Az éretlen DC-ket
két napig inkubaltuk az 1C3b vagy a TMGG6-5 jelenlétében, majd tovabbi 4 napra
allogén T-lymphocytakkal tenyésztettik Oket tovabb 1:5-6s DC:T-sejt aranyban.
Aramlési citometriaval vizsgaltuk a CFSE- és CD4-jelolt T-sejtek proliferaciéjat. A
14. dbra mutatja, hogy sem az i1C3b, sem a TMG6-5 nem befolyasolta a dendritikus
sejtek T-sejt aktivalo kapacitasat. Mértiik tovabba a kezelt sejtek IL-8, IL-6 és TNFa-
termelését is, de azt talaltuk, hogy a CR3 ingerlése nem valtja ki szamottevoen az

emlitett citokinek termelését (14. abra ,,B-D”). Pozitiv kontrollként itt is LPS-kezelt
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sejteket hasznaltunk, melyek jol stimulaltak az allogén T-lymphocytakat és nagy

mennyiségben termelték az emlitett citokineket.
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14. abra. A CR3 receptor ingerlésének funkcionalis kévetkezményei MDC-kben. ,,A” Eretlen, érett,
izotipuskontroll antitesttel, anti-CD11b-vel illetve iC3b-vel inkubalt MDC-k allogén T-sejt aktivalo
képessége. ,B-D” Az emlitett sejtcsoportok IL-6, IL-8 és TNF-a termelése. Ot fiiggetlen kisérlet
atlagat £SD adjuk meg. *P=0.0271;***P<0.0001. Eredeti abra angol nyelven: Sandor N, Kristof K,
Parej K. Pap D, Erdei A, Bajtay Z: CR3 is the dominant phagocytotic complement receptor on human
dendritic cells. Immunobiology, 218(4): pp. 652-63. (2013) [110]

51



5. DISZKUSSZIO

A mondern intenziv terapia boviilo lehetoségei ellenére a stlyos fertdzések
okozta halalozas napjainkban is elfogadhatatlanul magas [2]. Ehhez jelentds
meértékben hozzajarul, hogy a sepsis immunoldgiajaval kapcsolatos ismereteink a
gyorsulo iitemi alapkutatasok mellett is egyelore hianyosak. Az eddigi eredmények
alapjan korvonalazodni latszik, hogy a sepsis nem tekintheto egységes betegségnek,
mert bar klinikailag hasonléan nyilvanulhat meg, immun-pathomechanizmusat
tekintve a korokozé flora mikrobiologiai jellemzoOitol, a fertozéses goc
elhelyezkedésétol €s a beteg egyéni jellemzo6itdl fiiggden igen heterogén szindroma
[120]. Az eredményes beavatkozasnak, illetve a halalozas tovabbi csokkentésének
kikeriilhetetlen feltétele, hogy jobban megismerjiik az emberi antimikrobialis
immunvalasz részleteit, tovabba az altalanos infekcio-biologiai tudas mellett a
sulyos, életveszélyes fertozések korélettanarol 1is kiegészitd ismeretekkel
rendelkezziink.

Az intestinalis nyalkahartyanak a sepsis korélettanaban betoltott szerepe igen
régota napirenden van a gyulladas-immunolégiai kutatasok kapcsan. A kezdeti
elképzelést, mely szerint a sériilt nyalkahartyan at torténo bakterialis transzlokacio az
immunologiailag tulterhelt szervezet szovetei felé a sepsis ,,motorja” lenne, az utobbi
évek kutatasi eredményei finomitottak. Kideriilt, hogy az intestinalis mikrobialis
kozosség messzemenokig nem passziv résztvevije az eseményeknek, hanem a QS-
rendszer révén érzékenyen, aktivan €s koordinaltan reagal az otthonukat biztosito
szervezetet fenyegeto allapotokra. Amennyiben a baktériumok veszélyben érzik
komyezetiiket és a bélrendszerben valo tulélésiiket, egymassal folyamatosan
kommunikalva virulenciagéneket kapcsolnak be, toxinokat termelnek, megbontjék a
ham védelmi rendszerét €s elarasztjak a gazdaszervezet szoveteit [26].

A klasszikus immunologiabdl ismert jelenség, hogy az adaptiv immunrendszer
specificitisa nem szaz szazalékos, mert a lymphocytdk altal felismert epitopok
viszonylag kis kiterjedésiiek, és azonos vagy hasonld motivumok egymastdl eltéro
antigéneken is jelen lehetnek. Ujabb adatok szerint T-sejtek esetében ezek a
tévedések meglehetésen mindennaposak, és valosziniiségilk matematikailag

megbecsiilhetd [25]. Ismerve azt a jelenséget, hogy az intestinalis baktériumok
52



veszély-érzékelése azok kifejezett virulencidjat idézhet elo, felmeriilt a lehetoség,
hogy amennyiben a korokozo ellen indukalt T-lymphocytak a bélbaktériumok felé
iranyuld molekularis mimikri miatt | tévedésbol” szekunder gyulladast okoznak a
balnyalkahartyaban, az a sepsis sulyossagat illetve kimenetelét ronthatja. Munkank
soran bioinformatikai eszk6zok segitségével vizsgaltuk ezt a hipotézist.

Vizsgéalatunkhoz a pneumonia eredetii sepsist valasztottuk. Ez egyfelol
megkonnyitette a korokozo vagy korokozok igen pontos, mikrobioldgiailag és
klinkailag 1s egyértelmii azonositasat — mely szamitasaink eldfeltétele volt — hiszen
az also légutak élettani koriilmények kozott sterilek, igy kontaminalo normal flora
nem zavarta a vizsgalatot. Masfelol, mivel a fertdzeés elsddleges helye anatomiailag
tavol volt a bélnyalkahartyatol, a molekularis mimikri révén potencialisan kialakulo
szekunder gyulladasos folyamatot nem befolyasolhatta a primer goc kdzvetlen
kozelsége. Lényeges volt tovabba, hogy ezen a mddon egységessé valt a vizsgalati
populacion belill a fertdzés goca, mely hitelesebbé tette a kapott eredményeket.
Tekintettel arra, hogy a bevalasztasi kritériumaink igen szigoruak voltak (kizartuk az
extrapulmonalis fertdézéses goccal rendelkezdket, valamint — magan a sepsisen kiviil
— a barmilyen immunszuppressziot illetve immunmodulaciot okozni képes
kisérobetegséggel/allapottal kezelt betegeinket is), a vizsgalati csoport viszonylag kis
létszamu maradt. Megemlitjiik azonban, hogy a csoport rizikofaktorai illetve
mortalitasi mutatoi is megegyeznek a szakirodalomban fellelheté korabbi adatokkal
[105, 121-124], mely alatamasztja a minta reprezentativ voltat. A maximalis
pontossag érdekében a mikrobiologiai diagnozist haemokulturak és BAL (broncho-
alveolaris lavage) mintdk tenyésztése alapjan nyertiikk, a molekularis mimikri
matematikail becslését pedig egy kozolt, kisérletesen validalt, meglehetosen preciz
kozelitést ado algoritmus alapjan végeztiik el [25].

Azt talaltuk, hogy a korokozo flora €s az intestinalis baktériumok kozotti,
linealis epitopokat figyelembe véve becsiilt immunologiai hasonlosag rosszabb
APACHE II betegségsulyossagi pontszamokkal, €s kedvezotlen kimenetellel (a beteg
halalaval) asszocialt. Az inflammacids kvociensek ebben a tekintetben pontosabb
Osszefiiggést mutattak a vizsgalt paraméterekkel, ami varhato is volt, tekintettel arra,
hogy ezek az értékek — a szamitott ,nyers” korokozoé versus bélbaktériumok
mimikrivel ellentétben — figyelembe veszik azt is, hogy az autoantigénekre jobban
hasonlito epitopokkal szemben kevésbé varhaté lymphocytavalasz. Mindez teljesen
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Osszhangban volt a mimikri becslésére szolgaldo algoritmus szerzogardajanak
megfigyeléseivel 1s, mely szerint egy epitop immunigenitisa exponencialis
Osszefiiggésben all az autoantigénekhez vald hasonlosdga reciprokaval [25].
Tekintettel arra, hogy vizsgalati csoportunk a szigoru bevalasztasi kritériumok miatt
kis 1étszamu volt, megvizsgaltuk a joval terjedelmesebb betegpopulaciot attekintod
SOAP vizsgalat eredményeit is. Azt talaltuk, hogy az egyes korokozokra kiszamolt
inflammacids kvociensek korrelaltak a kérokozohoz kapcsolodo sepsis mortalitasi
mutatokkal. Természetesen ezt az Osszefiiggést megfelelo kritikaval kell
szemlélniink, hiszen ebben az esetben a betegekre nem teljesiiltek a maximalis
precizitast  biztosito  feltételek  (fertdozéses goc  egységessége, relevans
kisérobetegségek kizarasa). Ennek ellenére a kapott 6sszefliggés figyelemre mélto.

Szamitasaink természetébol fakadoan az inflammacios kvociensek valojaban
azt fejezik ki, hogy az eredetileg korokozokkal szemben indukalt T-lymphocytak
molekularis mimikri révén varhatéan milyen mértékii szekunder gyulladast képesek
okozni az intestinalis nyalkahartyaban (részletesen lasd a ,,Modszerek” fejezetben).
Az InfQ értékek és a betegség sulyossaga illetve kimenetele kozotti Osszefiiggés
maximalisan Osszhangban all azokkal az eredményekkel, melyek szerint a
bélbaktériumok fokozott invazivitassal €s agresszivitassal reagalnak kornyezetiik
veszélyeztetettségére, valamint azzal is, hogy a stressz alatt allo bélnyalkahartyabol
elvezetett nyirok sokszervi elégtelenség kialakulasahoz hozzajarulo mediatorokat
tartalmazhat [26]. Valosziniinek tiinik, hogy ezekkel fiigghet 6ssze a korokozé versus
bélflora mimikri negativ hatasa sepsisben.

Eredményeink ujra felhivjak a figyelmet arra az ismert, am a klinikumban
gyakran ignoralt tényre, hogy a korokozé természete messzemenokig befolyasolja a
sepsis immunpathomechanizmusat, a szervezet valaszat, és végsé soron a betegség
lefolyasat illetve kimenetelét. Mindez megfogalmazodott mar a PIRO-koncepcidban
(,,predisposition, infection, response, organ dysfunction”) is, mely a sepsist a
predisponald faktorok, a fertdzés jellege, a szervezet valasza ¢és a kialakulo
szervdiszfunkciok alapjan igyekszik megérteni [125]. Vizsgalatunk alapjan felmeriil
annak lehetosége, hogy a korokozo €s az intestinalis mikrobialis kdzosség kozotti
molekularis mimikri egyike lehet azon tényezoknek, melyek megkiilonboztetik a

mikrobiologiailag eltéro sepsis-tipusokat.
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Igen figyelemreméltd, hogy az inflammacidos kvociensek a Gram-negativ
korokozok esetében statisztikailag magasabbak, mint a Gram-pozitiv csoportban.
Mindez természetesen érthetd, hiszen ismerjilk a bélbaktériumok Gram-negativ
tulsulyat. Mindezek alapjan azonban felmeriil annak lehetdsége, hogy a Gram-
negativ korokozok — éltalaban, de nem mindig! — azért okoznanak in vivo nagyobb
amplitudoju gyulladasos valaszt sepsisben [16-18, 20-22], mert a bélbaktériumokkal
mutatott immunologiai hasonlosag révén egy onrontd gyulladasos kort hoznanak
létre az intestnalis nyalkahartyaban. Ebben a folyamatban egyértelmii, hogy nem
kozvetleniil a Gram-negativ sejtfallal fiiggne O0ssze ez a jelenség, hanem egy, a
Gram-negativitashoz  asszociald masodlagos tulajdonsaggal (a  magasabb
inflammacids kvociensekkel). Mindez érthetobbé tenné azt a jelenséget, hogy in vifro
a Gram pozitivok is jol indukaljak a gyulladasos citokinek termelodését, valamint azt
1s, hogy a Gram-negativ csoport magasabb gyulladaskeltd potencialja csak
altalanossagban 1gaz, egyéni kivételek vannak.

Természetesen meg kell emliteniink vizsgalatunk korlatait is. Mindenekelott
tudnunk kell, hogy a matematikai modellezés — bar a kisérletes munkanak igen
hasznos kiegészitoje — soha nem potolhatja azt, csupan alapul szolgalhat tovabbi
otletek megsziiletéséhez, illetve igazolasra vard hipotéziseket allithatunk fel
segitségével. Masrészrol, a vizsgalati populacid viszonylag alacsony létszama is
ovatossagra int, mielott messzemeno kovetkeztetéseket vonnank le. Meg kell
emliteniink azt 1is, hogy az inflammacios kvociensek szamitasakor az ember
fiziologias normal florgjat vettiik alapul, melynek Osszetétele egészséges egyének
kozotti 6sszehasonlitasban meglehetosen kis szérasokat mutat [102], am sepsisben
gyorsan ¢és dinamikusan valtozik. Ez komoly problémat jelenthetne, viszont
figyelembe véve, hogy az APACHE II pontszamok az els6 24 ora paraméterei
alapjan keriilnek kiszamitasra, eredményeink értelmezhetok maradnak. Minddssze
tudatdban kell lenniink, hogy a bélnyalkahartya ellen induld legels0 szekunder
gyulladasos shub Osszefliggését vizsgaltuk az elsé 24 ora eseményeivel, valamint a
betegség végso kimenetelével. Mindezen korlatok ellenére a kapott dsszefliggések 6
szignifikancidja ¢€s teljes elméleti 6sszhangja az elmult évek eredményeivel igen
figyelemremélto, elgondolkodtatd, €s tovabbi kisérletes kutatasokra 6sztondz.

A septicus betegek ellatdsa soran a bélnyalkahartyaban folyd események
melletti tovabbi kellemetlen jelenség a szekunder immunparalizis, és ehhez
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kapcsolodoan a masodlagos fertozésekre wvaldo fokozott hajlam. A jelenség
immunologiai-biologiai hattere még messzemendkig nem tisztazott részleteiben, de
hozzajarulhat a problémahoz, hogy sepsisben a monocyta eredetii dendritikus sejtek
jelentos mértékben tolerogén modon differencialodnak, €s anergias vagy
regulatorikus iranyban elkdtelezett T-lymphocytakat indukalnak [98]. Ennek pontos
molekularis alapja egyelore még nem felderitett, mindazonaltal egyes adatok
felvetették a CR3 komplementreceptor potencialis szerepét dendritikus sejtek
toleralizalasaban [99, 100]. Vizsgéalatunk masodik felében igy a CR3 és CR4
komplemenreceptorok szerepét jartuk koriil human momocyta eredetli dendritikus

Azt talaltuk, hogy a CDI11b &sszekapcsolodasa természetes ligandjaval, az
1C3b-vel, vagy a kotohelyre specifikus ellenanyaggal a CR3 receptor 10 percen
beliili internalizalodasahoz vezet, de ez a jelenség nem jar egyiitt a dendritikus sejtek
fenotipusanak megvaltozasaval. Mindez igencsak figyelemreméltd, hiszen korabbi
vizsgalatok eredményei alapjan a CR3 elsdsorban inhibitoros receptornak tiint, mely
immunologiai tolerancia kialakulasat segitené [99, 104, 115, 118, 126, 127].

Az éltalunk hasznalt kisérleti rendszerben a CD11b blokkolasa szignifikansan
csokkentette az 1C3b-vel opszonizalt éleszté vagy Staphylococcus aureus éretlen
monocyta eredetii dendritikus sejtek altali felvételét, mig a CD1lc gatldsa nem
okozott kimutathato zavart a folyamatban. Mindez &sszecseng mas kutatok
eredmeényeivel, akik monocytak vizsgalata soran azt talaltak, hogy a CD11c ugyan
részt vesz a sejtadhézioban, de a CDI11b szerepe lényegesen fontosabb a
citoszkeletalis mozgasok meginditasaban [128]. Eredményeink azt mutatjak, hogy
ugyan a CR3 ¢és a CR4 receptorok egyarant szerepet jatszanak a
komplementfehérjével opszonizalt részecskék felvételében, a CDllc-hez wvalo
kapcsolodas onmagéaban nem elegendd a phagocytosis megindulasahoz, ebben a
CD11b kiemelt jelentdsége egyértelmii.

A C3 komplementkomponens egy akutfazis-fehérje, aktivacios termeékeinek
mennyisége a gyulladasos stimulusokra megemelkedik a kiillonb6zo testnedvekben.
Munkacsoportunk korabbi eredményei azt mutattdk, hogy a monocyta eredeti
dendritikus sejtek a macrophagokkal szemben nem termelnek C3-at, viszont képesek
azt kovalensen megkdtni a felsziniikdn, és ez a folyamat a DC-k éréséhez, valamint

s
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munkank soran azt talaltuk, hogy a pahtogén felszinén fixalt i1C3b és a dendritikus
sejtek CR3 1illetve CR4 receptorai kozotti interakcid mas-mas kovetkezményekkel
jar. Bemutattuk, hogy — ellentétben a kovalensen fixalt C3-fragmentumokkal — az
1C3b kotddése a CR3 illetve CR4 receptorokhoz nem vezetett a dendritikus sejtek
dendritikus sejtek allogén T-sejt stimulalo kapacitasat sem befolyasolta az 1C3b.
Ezek az eredmények, valamint munkacsoportunk korabbi adatai kiemelik az érésben
1évo dendritikus sejt mikrokdrnyezetének jelentdségét. Ugyanis teljesen mas élettni
valaszhoz vezet, ha a dendritikus sejtnek lehetdsége van C3-at fixalni sajat C3b-
akceptor helyein, vagy ha éppen 1C3b-vel opszonizalt antigénekkel hat kolcson.
Feltételezésiink szerint elobbi esetben a dendritikus sejtek kornyezetében 1évo
macrophagok altal szekretalt nativ C3-at a dendritikus sejtek membranhoz kotott
proteazaikkal elhasitjak, és kovalensen megkdtik [106, 129-132]. Abban az esetben
azonban, amikor érésben 1évo dendritikus sejtek kdlcsonhatnak 1C3b-vel opszonizalt
antigénekkel, a CR3 és CR4 receptoroké lesz a foszerep, és a végeredmeény egészen
mas lehet. A CR3 receptoron keresztiili stimulus 6nmagaban nem vezet a dendritikus
sejtek differencialodasahoz, de ezeknek a receptoroknak komoly szerep jut a
komplementtel opszonizalt pathogének felvételében. Masrészrol a CR4 receptor
onmagaban nem képes phagocytosis inicialasara. Ugy tiinik, igen bonyolult dsszjaték
van a dendritikus sejtek kiilonbdzo komplement-kotod struktirai kozott, mely dontod
modon befolyasolja a sejt aktualis valaszat. Mindenképpen tovabbi kutatasokra lesz
szilkkség, hogy jobban megértsilk ezeket az interakcidkat, igy a CR3 és CR4-es
komplementreceptorok élettani funkcidjarol is pontosabb képet kapjunk.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran a korokozo €s az intestinalis mikrobialis flora kozotti T-sejtes
molekularis mimikri, valamint a dendritikus sejtek CR3 ¢és CR4 receptorainak
szerepét vizsgaltuk a human antimikrobialis immunvéalaszban.

Megallapitottuk, hogy human pneumonia eredetii sepsisben a korokozo és a
bélbaktériumok kozotti, liearis epitopok szintjén értelmezett immunologiai
hasonlosag a betegség sulyossagat mutaté APACHE II ponszamokkal korreldl, €s
magasabb értéke a kezvezotlen klinikai kimenetellel (a beteg halalaval) asszocial.
Korrelaciot mutattunk ki a nagy szamu septicus beteget magaban foglalo SOAP
vizsgalat sepsis mortalitasi adatai és a kérdéses korokozokra kiszamitott
inflammacios kvociensek kozott. Ez az Osszefliggés— a sajat vizsgalatunkban is
hasznalt szigoru bevalasztasi kritériumok nem teljesiilése miatt — kritikaval
szemlélendo, de figyelemremélto. A jelenség okanak a kérokozo-specifikus T-sejtek
altal, molekularis mimikri révén a bélnyalkahartyaban okozott szekunder gyulladast
sejtjiik, mely aktivalhatja a bélbaktériumok QS-rendszerét, ¢€s koordinalt,
gazdaszervezet-ellenes bakterialis offenzivat idézhet el6. Kimutattuk tovabba, hogy a
Gram-negativ korokozocsoport — a bélbaktériumok Gram-negativ dominanciaja
alapjan érthetéen — magasabb inflammacios kvociensekkel rendelkezik, ami felveti a
lehetoségét, hogy a Gram-negativ sepsist kiséro altalaban nagyobb amplitudoju
gyulladéasos reakcio esetleg a mimikri okozta szekunder intestinalis gyulladassal, €s
nem kdzvetleniil a korokozo sejtfalanak Gsszetételével fiigghet dssze.

A huméan MDC-k vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a DC-k érése soran a
CR3 sejtfelszini expresszidja csokken, a CR4-é n6. A CR3 és CR4 receptorok koziil
az 1C3b-vel opszonizalt részecskék phagocytosisaban a CR3 kiemelked0 szerepe
egyertelmii a CR4-gyel szemben. Megallapitottuk, hogy a CR3 receptor ugyan
komoly szerepet jatszik a komplementtel opszonizalt kérokozok phagocytosisaban,
nem befolyasolja sem a DC-k differenciacigjat, sem citokintermelésiiket, sem T-sejt
aktivalo képességiiket. A CR3-r6l mint toleranciat kozvetitd receptorrol szolo
korabbi adatok tiikrében eredményeink kiemelik a sejt mikrokérnyezetének

jelentoségét az érés soran, mely alapjaiban befolyasolhatja a sejt késobbi valaszait.
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7. SUMMARY

In this work, we undertook to investigate the role of T-cell molecular mimicry
between pathogens and gut commensals along with CR3 and CR4 complement
receptors of dendritic cells in human antimicrobial immunity.

We have found, that the immunological similarity between the pathogenic flora
and gut bacteria on the level of linear epitopes correlates with APACHE II scores
and associates with disadvantageous outcome (death of patients) m human
pneumonia-induced sepsis. We also found a correlation between sepsis mortality
rates by causative agent and corresponding inflammatory quotiens based on the
results of the SOAP study, which investigated a large number of septic patients. The
latter relationship must be interpreted with caution, since maximally accurate
comparison would require strict enrollment criteria (standardization of the study
population along with the site of infection), it 1s however notable. As the primary
reason for this phenomenon, we suppose a secondary inflammation in the gut mucosa
induced by pathogen-specific T lymphocytes via molecular mimicry, that trigger the
bacterial QS-system and induces a coordinated bacterial attack against the host. We
also found, that Gram-negative species tend to reach higher inflammatory quotients,
which 1s comprehensible considering the Gram-negative dominance of the gut flora.
This finding however raises the possibility, that the potencial of Gram-negative
pathogens to induce a higher-amplitude inflammatory response in sepsis might be
primarily related to molecular mimicry and not the structure of the cell wall itself.

Investigating human MDC-s, we found that the expression of CR3 decreases,
while that of CR4 increases by the maturation of dendritic cells. In the phagocytosis
of 1C3b-opsonized particles by DCs, the dominant role of CR3 over CR4 was
obvious. We found, that although CR3 had a celar role in the phagocytosis of
complement-opsonzed pathogens, it had no effect on the differentiation, cytokine
production and T-cell activating ability of dendritic cells. Considering former results,
that report CR3 to mediate tolerogenic signals, our results underline the importance
of the microenvironment of dendritic cells, which fundamentally affects the actual

response of the cell.
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AITK Kklinikaigazgato helyettesének halas vagyok észrevételeiért, otleteiért és a
tudomanyos munkéaban is visszakoszond alapos klinikai képzésért. Koszonettel
tartozom Dr. Kirdly Andrasnak, aki a programozasban volt segitségemre, és
kozépiskolar matematikatanaromnak, Arnhoffer Mihalynak (7), aki érdeklodésemet
latva sajat indittatasabol kiilon foglalkozott velem, igy a kotelezd anyagnal joval
meélyebb tudast adott at. Mindkettejiik munkéja nélkiilozhetetlennek bizonyult a
bioinformatikai kutatasaink soran.

Végezetill, de nem utolsoé sorban ezuton koészonom csaladom és barataim
tamogatasat 1s, akik mellettem alltak, batoritottak, €s idealis, vidam, nyugodt

kornyezetet biztositottak a munka soran.



