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Suahrn

Prokalcitonin (PCT) je v€asny a vysoko selektivny a Specificky ukazovatel rozvoja

a priebehu sepsy. Mnozstvo tdajov potvrdzuje tlohu PCT ako ddlezitého mediatora v
patofyziologii systémovej baktériovej infekcie. Ciel'om prace bolo zistit’ vplyv
rekombinantného 'udského PCT (rhPCT) na fagocytovu a kandidacidnu schopnost’
polymorfonuklearnych leukocytov (PMNL) z plnej krvi, ako aj na cidne mechanizmy
cerstvého séra a plnej krvi voci Escherichia coli (E. coli) a Staphylococcus aureus (S.
aureus). Vysledky vySetreni ukazali, ze RhPCT davkovo zavisle inhiboval fagocytova
aktivitu, fagocytovy index ako aj kandidacidnu schopnost’ polymorfonuklearnych
leukocytov (p < 0,001). Inhibi¢ny vplyv rhPCT na cidiu plnej krvi a séra sa prejavil aj pri
testovani vplyvu rhPCT na cidne mechanizmy séra a plnej krvi voci E. coli vyo¢kovanim
na kultivacné platne. Zistili sme narast poctu kolonii E. coli pocas inkubacie v prostredi
séra aj krvi v pritomnosti thPCT. Vplyv rhPCT na cidne mechanizmy séra a plnej krvi
voCi S. aureus nebol Statisticky signifikantny. Vysledky poukazuji na supresivny vplyv
rhPCT na fagocytovll a mikrobicidnu schopnost’ polymorfonukleadrnych leukocytov.
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Influence of recombinant human procalcitonin on phagocytic and candidacidal ability of
polymorphonuclear leukocytes and on killing mechanisms of serum and blood against
bacteria Staphylococcus aureus and Escherichia coli

Summary

Procalcitonin (PCT) is a highly selective and specific marker for early diagnosis of
sepsis. There is enough information confirming that procalcitonin should be considered



as an important mediator in the pathophysiology of sepsis. The aim of our work was to
evaluate the effect of recombinant human procalcitonin (thPCT) on phagocytic and
candidacidal activity of polymorphonuclear leukocytes (PMNL) in blood, as well as on
killing mechanisms of fresh serum and blood against Escherichia coli (E. coli) and
Staphylococcus aureus (S. aureus). Our results show that thPCT dose dependently
decreased both phagocytic and candidacidal activity of polymorphonuclear leukocytes (p
<0.001). RhPCT inhibited also the microbicidal activity of both serum and blood on E.
coli that was found by inoculation of suspension on culture plates. We found that thPCT
supported the E. coli colony count increase during the incubation in the presence of both
serum and blood. The effect of thPCT on the S. aureus colony count increase was not
statistically significant. Conclusion: Our results indicate a suppressive effect of thPCT on
phagocytic and microbicidal activity of polymorphonuclear leucocytes.

Key words: phagocytosis - immunity - microorganism - polymorphonuclear leukocytes -
procalcitonin - sepsis

Uvod

Prokalcitonin (PCT), prekurzor horménu kalcitoninu, bol povodne charakterizovany ako
116-aminokyselinovy protein s relativnou molekulovou hmotnostou 14,5 kDa [1]. Je
¢lenom rodiny peptidov kalcitoninovych génov [2] a jeho syntéza je regulovand génom
CALC-I na 11. chromozome (11p15.4) [3]. Bez pritomnosti systémovej infekcie je
transkripcia CALC-I génu v bunkéch l'udského tela potlacena a je selektivne zadana len
pre neuroendokrinné bunky Stitnej zl'azy a pl'uc [4,5]. Plazmova/sérové koncentracia PCT
u zdravého dospelého ¢loveka nepresahuje 0,5 ng x ml” [6,7].

Systémova mikrdbna infekcia, hlavne baktériova, ale aj mykotické a parazitova indukuje
ubikvitarne zvySenu expresiu CALC-I génu a uvolfiovanie kalcitoninovych prekurzorov
z r6znych tkaniv a buniek celého tela [5,8]. K vyraznej syntéze PCT dochadza

v monocytoch a granulocytoch periférnej krvi 'udi pod stimulacnym vplyvom
prozapalovych cytokinov IL-1f, IL-6, TNF-a, ale tiez IL-2, lipopolysacharidu (LPS) a S.
aureus [9,10]. Po stimulécii LPS sa PCT vo zvySenej miere produkuje v mnohych
tkanivach a orgénoch, dolezita tiloha sa pripisuje hepatosplanchnickej oblasti. Najvyssie
koncentracie PCT su v peceni, oblicke, aorte, tukovom tkanive, ovariach, nadoblicke
[11], v mozgu, pl'icach, semennikoch a kozi [5]. A tak, z hl'adiska globalnej syntézy PCT,
mozno za septickych okolnosti na cel¢é telo pacienta nazerat’ ako na endokrinnu zl'azu
[5,8]. Pre tito skuto¢nost’ ako aj pre fakt, Ze PCT je peptid determinovany génom z
rodiny génov kédujtcich endokrinné peptidy, oznacuje sa niekedy aj ako ,,hormokin®
[8,12]. Ini autori ho z hl'adiska Glohy pri zépale zarad’uji do siete zapalovych mediatorov
a proteinov akutnej fazy [13,14].

Za patologickych okolnosti stiipa koncentracia PCT v plazme/sére na hodnoty mierne
zvySené pri syndrome systémovej zapalovej odpovede (SIRS) neinfekénej etiologie (0,5 -
2,0 ng x ml™"), stredne zvySené pri systémovej baktériovej infekeii (2,0 - 10,0 ng x ml™)



a vel'mi vysoké pri tazkej sepse (> 10,0 ng x ml™") [15]. Hodnoty koncentracie PCT, na
rozdiel od nespecifickych a ¢astokrat zavadzajicich hodnot CRP a mnozstva leukocytov
[5], prispievaju k diferenciacii SIRS neinfekénej etiologie (postoperacny, sprevadzajici
popéleniny, pri chemickej pneumonitide) od sepsy, pri ktorej su hodnoty PCT
signifikantne vyssie [16,17,18,19,20].

Diagnosticka a prediktivna hodnota PCT v medicine predbehla poznatky o jeho
fyziologickej a imunologickej funkcii, ktorych je vel'mi malo [21]. Cielom naSej prace
bolo vysetrit’ vplyv PCT na jeden z nespecifickych mechanizmov imunity - fagocytézu,
zistit,, ¢i thPCT ovplyviiuje fagocytovll a mikrobicidnu schopnost’ polymorfonuklearnych
leukocytov (PMNL).

Material a metédy

20 zdravym dobrovol'nikom sme odobrali venéznu krv do heparinu (10 IU heparinu na 1
ml krvi) a na sérum, ktoré sme pouzivali v testoch.

1. Vplyv rhPCT na fagocytova schopnost’ polymorfonuklearnych leukocytov
(PMNL): Saccharomyces cerevisiae sme 30 min povarili a nariedili na konecnu
koncentraciu 2,5 x 10" ml™ fyziologického roztoku. Rekombinantny 'udsky prokalcitonin
(rhPCT; Brahms GmbH, Germany) sme nariedili vo fyziologickom roztoku na tri
pracovné koncentracie tak, aby vysledna koncentracia vo vzorke bola: PCT1 - 1 ng x ml”
thPCT, PCT5 - 5 ng x ml” thPCT a PCT10 - 10 ng x ml" thPCT. 450 pl krvi zmieSanej s
50 ul suspenzie Saccharomyces cerevisiae sme inkubovali 60 minut pri 37 °C za staleho
mieSania (Coulter Mixer, Vel'k4 Britania) s pridanym rhPCT alebo bez thPCT. Zo vzoriek
sme vyhotovili krvné natery, zafarbili ich podl'a Wrighta a pod imerznym objektivom
svetelného mikroskopu hodnotili fagocytovu aktivitu (FA), €o je percento fagocytujicich
PMNL z vySetrovanej populacie buniek (200) a fagocytovy index (FI) - priemerny pocet
kvasiniek pohltenych jednym PMNL.

2. Vplyv rhPCT na kandidacidnu schopnost’ polymorfonuklearnych leukocytov
(PMNL): Pripravili sme suspenziu Candida albicans (1 x 10’ ml") a pracovné
koncentracie thPCT (vid’ vyssie). 100 pl plnej krvi a 100 pl séra sme zmieSali s 50 pl
suspenzie Candida albicans a inkubovali 60 min pri 37 °C za stdleho mieSania (Coulter
Mixer, Velka Britania) v pritomnosti thPCT a bez rhPCT. Pridali sme 2,5% deoxycholat
sodny za ucelom rozbitia vSetkych buniek, 0,01% metylénova modra na zafarbenie
mitvych kandid, vzorky centrifugovali 10 minut pri 400 g a v sedimente sme imerznym
objektivom svetelného mikroskopu vyhodnotili kandidacidnu aktivitu (CA) PMNL, Co je
percento usmrtenych kandid [22].

3. Vplyv rhPCT na cidne mechanizmy séra a krvi voci baktériam Staphylococcus
aureus (S. aureus) a Escherichia coli (E. coli): Pripravili sme suspenzie S. aureus a E.
coli tak, aby vysledna koncentracia baktérii vo vzorke bola 1 - 3 x 10° ml™ a nariedili
rhPCT na dve pracovné koncentracie tak, aby vysledna koncentracia vo vzorke bola:
PCTI - 1 ng x mI" thPCT a PCT10 - 10 ng x ml"' thPCT. 1 ml krvi a 1 ml séra, ktoré sme
zmiesali s 10 pl suspenzie S. aureus (n = 11) alebo E. coli (n = 12), sme inkubovali (60



min, 37 °C) za staleho mieSania (Culture tube rotator SC1, Bibby Sterilin Ltd., Vel'ka
Britania) s pridanym rhPCT alebo bez thPCT. Z kazdej vzorky sme vyockovali po 100 pul
na krvny agar pred a po inkubdécii [23]. Po 24-hodinovej kultivacii agarov pri 37 °C sme
urcili pomer poctu kolonii (PPK) vyrastenych po vyockovani vzorky po 60-mintitove;j
inkubdcii a poctu koldnii vyrastenych po vyockovani tej istej vzorky v €ase 0, vyjadreny
v percentach [PPK = (vzorka 60/vzorka 0) x 100 %].

Statistické vyhodnotenie

Vysledky udavame ako priemer (AVE) + Standardné chyba priemeru (SEM). Na
Statistické hodnotenie naSich vysledkov sme pouzili analyzu variancie (repeated measures
ANOVA) s Bonferroniho post-testom. Za signifikantné sme povazovali zmeny s p < 0,05
(*), p<0,01 (**)ap<0,001 (***). Na zhodnotenie suvislosti medzi koncentraciou PCT
pridavaného do vzorky a sledovanou veli¢inou (FA, FI, CA, PPK) vo vzorke sme pouzili
neparametricky Spearmanov test.

Vysledky

1. Vplyv rhPCT na fagocytovi schopnost’ polymorfonuklearnych leukocytov (obr. 1,
obr. 2). RhPCT vo vsetkych testovanych koncentraciach Statisticky signifikantne znizil
fagocytovu aktivitu (FA) (p < 0,001) aj fagocytovy index (FI) (p <0,001) PMNL oproti
vzorkdam bez pritomnosti thPCT. Medzi koncentraciou thPCT a hodnotou FA aj FI bola
vysoko signifikantnd negativna korelacia (p < 0,0001).

2. Vplyv rhPCT na kandidacidnu schopnost’ polymorfonukleiarnych leukocytov (obr.
3). RhPCT vo vsetkych testovanych koncentraciach Statisticky signifikantne znizil
kandidacidnu aktivitu (CA) PMNL (p < 0,001) oproti vzorkam bez pritomnosti thPCT.
Medzi koncentraciou thPCT a hodnotou CA bola vysoko signifikantna negativna
korelacia (p < 0,0001).

3. Vplyv rhPCT na cidne mechanizmy séra a krvi voci baktériam S. aureus a E. coli.
RhPCT zvysil narast poctu koloénii E. coli po 60-mintitovej inkubdcii aj vo vzorke séra, aj
vo vzorke krvi (obr. 4). RhPCT vo vzorke séra spdsobil pokles poctu kolonii S. aureus
pocas 60 minutovej inkubécie, vo vzorke krvi bol vSak jeho vplyv nejednotny - kym
nizsia koncentracia PCT (PCTT1) sposobila narast poctu kolonii, vysSia koncentracia PCT
(PCT10) viedla k poklesu poctu kolonii po 60 min inkubécie (obr. 5). Uvedené zmeny
neboli Statisticky signifikantné.

Diskusia

Stanovenie koncentracie PCT v sére/plazme sa sice vyuZziva ako senzitivny a vysoko
Specificky ukazovatel’ systémovej baktériovej, parazitovej a mykotickej infekcie,
reflektujuc jej zdvaznost’ [24] a progndzu pacienta [25,26], informacii o jeho biologickej
funkecii je vSak dodnes vel'mi malo [13]. Napriek tomu existuje dostato¢né mnozstvo
udajov, ktoré potvrdzuji navrhnuta predstavu PCT ako humoralnej zlozky, ktord ma
dolezita tlohu v patofyziologii sepsy [27]. Ulohu PCT ako sekundarneho mediatora



sepsy potvrdzuju aj Becker et al [12], ktori zistili, Ze kym podanie PCT zdravym
zvieratam nie je Skodlivé, podanie PCT septickym zvieratam signifikantne zvysuje ich
mortalitu. S tymto zistenim koreluje aj nalez Hoffmana et al [28], ktori sledovali vplyv
PCT na expresiu iNOS. Zistili, Ze samotny PCT nenavodzuje expresiu iNOS, avSak
efektivne amplifikuje indukciu expresie iNOS cytokinmi TNF-a a INFy. PCT tak
moduluje zapalova odpoved’. Na pohyblivost’ monocytov posobi PCT tiez dvojako - kym
migraciu monocytov zvysuje, chemotaxiu navodent chemoatraktantom FMLP (formyl-
metionyl-leucyl-fenylalanin) inhibuje [29]. Zistilo sa tiez, ze PCT davkovo zavisle
znizuje LPS a FMLP vyvolany vzostup expresie CD11b, integrinu, ktory sa z(i¢astiiuje na
procese diapedézy monocytov a neutrofilov. Moze tak prispievat’ k potlaceniu zapalu
[30].

Pokial’ ide o moduléciu Specifickej imunitnej odpovede, ukéazalo sa, ze PCT posobi
minimalne dvojakym mechanizmom [31]. PCT zvysuje aktivitu autolognych kI'udovych
lymfocytov, potlaca vSak mitogénnu aktivitu T-lymfocytov aktivovanych
fytohemaglutininom ako aj schopnost’ T-lymfocytov ovplyvnenych PCT nasledne sa
aktivovat’ v pritomnosti fytohemaglutininu a konkanavalinu A, akoby jeho tllohou bolo
udrzat’ aktivitu T-lymfocytov v ur€itom rozmedzi. S tymito vysledkami stivisia poznatky
o dynamike sepsy, o polarizacii imunitnej odpovede pocas sepsy [32,33]. Rozvoj SIRS
sprevadza totiZ mohutné tvorba prozapalovych cytokinov a to za i¢elom mobilizacie
organizmu s cielom zvladnut infekciu. V pripade prestrelenia tejto reakcie méze, hlavne
vo vcasnej faze sepsy, pacient zomriet’ za priznakov hyperinflamdcie, ktora vznikla na
podklade nadmernej snahy organizmu vysporiadat’ sa s infekciou za kazdu cenu, priCom
tento proces nebol regulacne zvladnuty. Takmer sucasne po vyplaveni prozapalovych
cytokinov dochadza aj k uvol'neniu protizapalovych cytokinov, ktoré pdsobia
kontraregulacne a snazia sa zmiernit’ negativny dopad, ktory vyplyva z prehnanej aktivity
prozapalovych cytokinov. Rozvija sa kompenzacny antagonisticky mechanizmus CARS
(syndrom kompenzacnej protizapalovej odpovede), ktory v idedlnom pripade vedie k
nastoleniu rovnovazneho stavu cytokinov - MARS (mixed antagonistic response
syndrome - syndrom zmieSanej antagonistickej odpovede), kedy ma pacient najvacsiu
Sancu na uzdravu. V pripade, ak mechanizmy CARS prestrelia, dostava sa pacient do
stavu imunoparalyzy a zomiera za priznakov imunodepresie, ktora je charakteristicka,
hlavne pre neskorsiu fazu sepsy [32].

Vysledky nasej prace podporuju tedriu moznej imunosupresivnej tlohy prokalcitoninu.
Signifikantné zniZenie FA, FI a CA PMNL navodené pridanim uZ najnizsej testovanej
koncentracie rhPCT (1 ng x ml™") a nasledné prehlbovanie sa tohto inhibi¢ného efektu so
stiipajicou koncentraciou pridavaného rthPCT jednoznacne poukazuje na to, ze
prokalcitonin by mohol vyznamne potlac¢at’ schopnost’ fagocytézy a cidie PMNL a tlmit’
tak mechanizmy bunkovej zlozky neSpecifickej imunity.

Pocet baktérii E. coli v sére pocas inkubdacie znacne stipol, o znamend, ze doslo

k inhibicii mikrobicidie a mikroorganizmy sa v pritomnosti PCT lepSie mnozili. Baktérie
boli v sére vystavené iba humoralnym mechanizmom ne$pecifickej imunity, ktoré
zahfnaju B-lyzin, properdin, interferény a ostatné cytokiny, proteiny akutnej fazy,
lyzozym a komplement ako najucinnejsi z nich [34]. Jeden z dovodov relativnej



rezistencie baktérii na u¢inok komplementu je, Ze boli pouzité zbierkové kmene, a nie
kmene, ktoré bezne koluju v populacii. S pouzitymi kmenmi baktérii sa teda dobrovolni
darcovia séra pravdepodobne este nestretli. Pravdepodobna nepritomnost’ Specifickych
protilatok IgG proti testovanym kmeniom baktérii v sére darcov eliminovala moznost’
aktivacie komplementu klasickou cestou, a preto sa mohla uplatnit’ len alternativna resp.
lektinova cesta. Koncentracia rhPCT 10 ng x ml™ vo vzorke séra spdsobila zvySenie
narastu poctu kolonii E. coli, ¢o by mohlo znamenat’ potlacenie u¢inku humoralnych
mechanizmov nespecifickej imunity. Co sa tyka baktérii S. aureus, PCT spdsobil znizenie
narastu poctu kolonii, ktoré, hoci bolo nesignifikantné, predstavuje opacny uc¢inok PCT
nez bol tento pri E. coli. Potencidlnym vysvetlenim by mohol byt’ fakt, ze ked’ze je S.
aureus G+ a E. coli G- baktéria, maju vyrazne odlisné zlozenie bakterialnej steny, ktoru
mechanizmy nespecifickej imunity odliSnym sposobom atakuju [34].

Pri porovnavani pomeru poctu kolonii (PPK) baktérii ziskanych vyockovanim vzoriek
obsahujucich ako nosné médium krv, sme priddvanim rhPCT do vzoriek sledovali jeho
vplyv na usmrcovanie baktérii v procese fagocytozy. PCT s koncentraciou 1 ng x ml™ vo
vzorke navodil zvySenie narastu poctu kolonii S. aureus aj E. coli poCas 60-minutove;j
inkubacie. Dalo by sa to interpretovat’ tak, ze rhPCT znizil efektivitu cidnych
mechanizmov posobiacich na baktérie vo vzorke, t.j. znizil cidnu schopnost’ fagocytov.
Potencialny supresivny vplyv thPCT na cidnu schopnost’ fagocytov sa v pripade cidie E.
coli zvy$enim koncentracie rhPCT vo vzorke na 10 ng x ml"! zosilnil, ked’Ze nérast poétu
kolonii sa eSte vyraznejSie zvysil. Iné situacia bola v pokuse s baktériou S. aureus, kedy
thPCT s koncentraciou 10 ng x ml™' vo vzorke mal opa¢ny u¢inok nez thPCT

s koncentraciou 1 ng x ml”, t.j. narast po¢tu kolonii po¢as inkubacie zniZil. Je mozné, ze
PCT sa vylucuje na podnet imunitnych mechanizmov resp. mediatorov aktivovanych
vyraznejsSie G- baktériami nez G+, a nasledne tieto mechanizmy resp. mediatory
ovplyviiuje. Zodpoveda tomu aj skutocnost’, ze najvyssie koncentracie PCT sa nasli pri
G- sepse [35,36], zatial’ ¢o pri niektorych stafylokokovych systémovych infekciach
hodnoty PCT neboli vobec zvysené [37].

Vysledky nasej prace poukazuju na supresivny vplyv PCT na fagocytdzu. Je mozné
domnievat’ sa, Ze PCT ako jeden z protizapalovych cytokinov potla€a mechanizmy
bunkovej nespecifickej imunity v snahe zabranit’ rozvoju hyperinflamacie. Prestrelena
tvorba PCT pravdepodobne prispieva ku vzniku imunodepresie v neskorsej faze
septického syndromu, ¢o by mohli dokumentovat’ aj naSe vysledky, ktoré poukézali na
davkovo zavisla inhibiciu fagocytarnej a kandidacidnej schopnosti PMNL. Tuto
skuto¢nost’ potvrdzuje aj znama korelacia vysokych hladin PCT so zlou progn6zou
[38,39].

Stadia bola umoznena aj vd’aka podpore grantu VEGA 1/0528/03 MS SR. Dakujeme
firme Brahms (Germany), ktora nam darovala thPCT za vyskumnym uc¢elom.
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Texty k obrazkom

Obr. 1. Vplyv testovanych koncentracii thPCT na fagocytova aktivitu PMNL.

FR - krv + fyziologicky roztok + kvasinky, PCT1 - krv + 1 ng x ml"' thPCT + kvasinky,
PCTS5 - krv + 5 ng x ml™! thPCT + kvasinky, PCT 10 - krv + 10 ng x ml"' thPCT +
kvasinky. *** p < 0,001 porovnané so vzorkou FR; + p < 0,05 porovnané so vzorkou
PCT1. Hodnoty st udané ako priemer + SEM, p - repeated measures ANOVA Bonferroni.

Obr. 2. Vplyv testovanych koncentracii rhPCT na fagocytovy index (FI) PMNL.

FR - krv + fyziologicky roztok + kvasinky, PCT1 - krv + 1 ng x ml"' thPCT + kvasinky,
PCTS5 - krv + 5 ng x ml™ thPCT + kvasinky, PCT 10 - krv + 10 ng x ml"' thPCT +
kvasinky. *** p < 0,001 porovnané so vzorkou FR; + p < 0,05, ++ p < 0,01 porovnané so
vzorkou PCT1. Hodnoty st udané ako priemer + SEM, p - repeated measures ANOVA
Bonferroni.
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Obr. 3. Vplyv testovanych koncentrécii thPCT na kandidacidnu aktivitu (CA) fagocytov
vyjadrentl percentom cidie.

FR - krv + fyz. roztok + kandidy, PCT1 - krv + 1 ng x ml"' thPCT + kandidy, PCT5 - krv
+ 5 ng x ml"! thPCT + kandidy, PCT10 - krv + 10 ng x ml™ rhPCT + kandidy. *** p <
0,001 porovnané so vzorkou FR. Hodnoty su udané ako priemer = SEM, p -repeated
measures ANOVA Bonferroni.

Obr. 4. Pomery poctu kolonii E. coli vyrastenych po vyockovani vzorky po 60-minatove;j
inkubécii a poctu koldnii vyrastenych po vyockovani tej istej vzorky v Case 0, t.j. (vzorka
60/vzorka 0) x 100 %.

KTRL - kontrola, S - sérum + fyziologicky roztok, SP - sérum s PCT10, K - krv +
fyziologicky roztok, KP1 - krv s PCT1, KP10 - krv s PCT10. Hodnoty su udané ako
priemer + SEM.
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Obr. 5. Pomery poctu kolonii S. aureus vyrastenych po vyockovani vzorky po 60-
minutovej inkubécii a poc¢tu koldnii vyrastenych po vyockovani tej istej vzorky v Case 0,
t.j. (vzorka 60/vzorka 0) x 100 %.

LT

KTRL - kontrola, S - sérum + fyziologicky roztok, SP - sérum s PCT10, K - krv +
fyziologicky roztok, KP1 - krv s PCT1, KP10 - krv s PCT10. Hodnoty su udané ako
priemer + SEM.
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