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RESUMO

O antigeno de diferenciacdo 14 é uma molécula chave da imunidade inata. E um
receptor de reconhecimento padrdo que reconhece principalmente
lipopolissacarideo (LPS), acido lipoteicbico e &cido araquidbnico, apos este
reconhecimento a inducdo da liberacdo de diversas citocinas como um
mecanismo de defesa do sistema imunoldgico. Diversos estudos sugerem
diferentes epitopos da regi@do N-Terminal da molécula como sitios de
reconhecimento ao LPS, no entanto, resultados contraditérios sobre a sequéncia
de reconhecimento ainda persistem. Neste trabalho, epitopos funcionais da
molécula CD14 foram mapeadas através da técnica de Phage Display utilizando
anticorpos anti-CD14 comerciais e uma biblioteca de peptideos Ph.D-C7C
expressa na superficie de fagos filamentosos M13. Analises in silico e funcionais
foram realizadas para mapear os peptideos selecionados na estrutura 3D do
CD14 e verificar a imunoreatividade dos peptideos contra componentes
bacterianos (bactéria gram-positivas e gram-negativas). Os peptideos
selecionados reagiram fortemente contra diferentes bactérias, além do o
reconhecimento da regido amino terminal do CD14, foi demonstrado uma
segunda regido no meio do receptor com a capacidade de ligacdo a componentes
bacterianos. Adicional analise in silico sugeriram um possivel papel dos epitopos

do CD14 como peptideos antimicrobianos naturais.

Palavras-chave: CD14, mapeamento de epitopos, receptor de LPS, Phage

Display



ABSTRACT

The cluster of differentiation antigen 14 (CD14) is a key molecule of the innate
immunity. This pattern recognition receptor binds mainly to lipopolysaccharide
(LPS), lipotechoic acid, arachidonic acid and thus induces the releases various
cytokines as a defense mechanism. Several studies suggest that different regions
of the amino-terminal portion of the molecule may be involved in the LPS binding;
however, controversial results on the recognition sequence still persist. In this
work, functional epitopes of the CD14 molecule were mapped through Phage
Display by using a 7-mer conformational constrained random peptide library
against a monoclonal antibody anti-soluble CD14-fraction ST and a polyclonal
anti-CD14. In silico and empirical analyzes were performed to map the selected
peptides into the CD14 3D structure. Immunoreactivity tests of peptides against
bacterial components of Gram+ and Gram- bacteria were performed in order to
demonstrate their functional recognition. All peptides strongly reacted against all
bacteria, and besides the recongtion of the amino-terminal region, we were able to
demonstrate a second epitope site in the middle of the receptor. Additional in silico
analysis suggests a possible role of CD14 epitopes as nhatural antimicrobial

peptides.

Keywords: CD14, epitope mapping, LPS receptor, Phage Display



APRESENTACAO




O antigeno de diferenciacdo 14 (CD14) € uma molécula chave da
imunidade inata, capaz detectar a presenca de microrganismo potencialmente
patogénico e induzir cascatas de sinalizacdo proé-inflamatéria. Devido a
capacidade do CD14 de reconhecer diversas estruturas conservadas de
diferentes espécies de microrganismos esta proteina € considerada como um
receptor de reconhecimento padrdao (PRR). No entanto por n&o possuir um
dominio transmembrénico, a sinalizagéo intracelular é desencadeada através da
transferéncia do ligante aos receptores do tipo Toll (Toll Like Receptors:TLR).

Os TLR conseguem detectar a presenca do patdégeno sem o auxilio do
CD14, todavia com o auxilio desta molécula a sensibilidade no reconhecimento
aumenta significativamente. Dentre as funcdes desencadeadas pelo CD14, a
capacidade de reconhecer diversos ligantes da familia de TLR € a mais
importante sendo esta molécula reconhecida como um cofator deste receptor,
possibilitando que ele reconheca a presenca de patdgenos mesmo em
guantidades minimas.

Ao reconhecer seus ligantes os TLR desencadeiam cascatas de
sinalizacdo pro-inflamatoria no intuito de ativar o sistema imunolégico e eliminar o
agente infeccioso. As respostas celulares induzidas na presenca do patdgeno
geralmente sdo protetoras, mas quando exacerbadas podem resultar em uma
fatalidade conhecida como sepse.

A sepse é caracterizada como uma sindrome clinica resultante de uma
complexa interacdo entre o microrganismo infectante e a resposta imunoldgica
pré-inflamatéria e pré-coagulante do hospedeiro. Esta sindrome pode se
manifestar em diferentes estagios de gravidade, evoluindo a medida que
alteracoes inflamatorias e hemostaticas aumentam em resposta a infeccdo. Ela
inicia-se com a presenca de inflamacdo sistémica e pelo menos um foco de
infeccdo, evoluindo para sepse grave quando associada a disfuncdo em algum
orgao, e caso haja hipotenséo sanguinea a doenca evolui para o choque séptico.

A sepse é a principal causa de morbidade e mortalidade nas Unidades de
Terapia Intensiva. Neste contexto varios esforcos tém sido destinados a
compreender como o0 sistema imunoldgico se altera de um mecanismo protetor

para um mecanismo autodestrutivo, objetivando com isto desenvolver meios



capazes de interromper a inflamacao exacerbada e evitar os efeitos sistémicos da
sepse.

Como a sinalizacao pré-inflamatéria na presenca de microrganismos é
regulada pelo reconhecimento do ligante aos receptores Toll, acredita-se que o
CD14 tem um papel crucial na ativagdo exacerbada do sistema imunoldgico
devido a constante apresentacdo dos Padrbes Moleculares Associados a
Patégenos (PAMPSs) aos seus respectivos TLR.

Recentemente foi identificada a presencga de uma fragdo do CD14 (sCD14-
ST) que se encontra em grandes quantidades na circulagdo de individuos com
sepse, a qual é aumentada a medida que a sindrome se agrava. Estudos
sugerem que essa fracdo resulte de um mecanismo de feedback negativo do
sistema imunologico na tentativa de diminuir a sinalizagéo direcionada pelo CD14
evitando que receptores da imunidade inata sejam constantemente ativados.

Muitos pesquisadores tém avaliado a interacdo do CD14 e o LPS
(lipopolissacarideo) na tentativa de desvendar como o CD14 interage com seus
ligantes e os direciona aos TLR. O LPS é uma molécula conservada presente na
parede celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas, ele € reconhecido
pelo sistema imunologico através do lipideo A presente nesta molécula, a qual é
altamente imunogénica. Varios autores ja sugeriram alguns sitios de
reconhecimento do CD14 para o LPS, sendo os dominios hidrofébicos presentes
na regido N-terminal da molécula a principal relatada.

No intuito de verificar quais sdo os principais epitopos de reconhecimento
do antigeno de diferenciacdo 14 para o LPS, o estudo aqui apresentado
selecionou peptideos miméticos de epitopos do CD14 por meio da técnica de
Phage Display, utilizando anticorpos anti-CD14 comerciais e uma biblioteca de
peptideos Ph.D-C7C expressa na superficie de fagos filamentosos M13. Foram
realizadas analises funcionais e in silico dos peptideos selecionados, que
permitiram inferir homologia aos epitopos do CD14 (mimotopos), além de sugerir

uma provavel funcao da fracdo sCD14-ST.



OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste estudo foram mapear epitopos da molécula do CD14 por meio
da tecnologia de Phage Display possibilitando predizer possiveis epitopos da
molécula naive e verificar a funcionalidade dos peptideos miméticos quanto a

ligacdo a componentes bacterianos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar peptideos ligantes ao anticorpo monoclonal da fracdo sCD14-
ST e ao policlonal anti-CD14;

e Determinar a reatividade dos clones contra o alvo selecionado;

e Avaliar a capacidade dos peptideos reconhecerem estruturas bacterianas;

e Mapear epitopos do CD14 por meio de alinhamento na estrutura proteica
tridimensional possibilitando verificar em qual regido da molécula se
encontra os peptideos selecionados;

e Verificar o grau de antigenicidade de epitopos da molécula na estrutura 3D
do CD14 e correlacionar estes dados com reatividade dos peptideos

selecionados.



CAPITULO I:

FUNDAMENTACAO TEORICA




RECONHECIMENTO DE MICRORGANISMOS PELO SISTEMA IMUNE INATO

O reconhecimento da presenca de patdgenos € uma das propriedades
mais basicas e importantes do sistema imunoldgico. A capacidade dos individuos
em reconhecer os patégenos e distingui-los entre proprio e nao proprio ao
organismo é uma caracteristica observada desde o aparecimento dos primeiros
metazoarios (Beutler, 2004). Este processo requer reconhecimento da presenca
de componentes especificos estruturalmente conservados, produzidos por um
amplo grupo de microrganismos potencialmente patogénicos. Estes componentes
sdo assinaturas moleculares dos microrganismos e popularmente conhecido
como PAMPs (Pugin, Heumann et al., 1994; Chun e Seong, 2010).

Essas assinaturas sédo moléculas conservadas que fazem parte do ciclo de
vida dos patogenos, nelas incluem os acidos nucleicos com caracteristicas unicas
a microrganismos, como RNA de fita dupla encontrado em replicacéo de virus e
em sequéncias CpG de DNA ndo metiladas encontradas em bactérias; proteinas
tipicas de bactérias que possuem sitios de iniciacdo com N-formilmetionina,
complexos de lipideos e carboidratos que séao sintetizados por microrganismos
mas nao por células de mamiferos, tais como lipopolissacarideos, acidos teicoicos
em bactérias; e oligossacarideos ricos em manose encontrados em glicoproteinas
microbianas, mas ndo em mamiferos (Janeway e Medzhitov, 2002; Underhill,
2003; Abbas, 2007).

Os PAMPs séo reconhecidos por Receptores do Reconhecimento Padréao
(PRR), estes receptores estdo presentes em células do sistema imune inato e
agem como sensores na deteccao de microrganismos, como por exemplo, os TLR
e o0 CD14 (Pasare e Medzhitov, 2004). As principais células envolvidas no
processo de reconhecimento de PAMPs sdo os macrofagos, neutroéfilos e células
dendriticas (Aderem, 2003; Kawai e Akira, 2005).

Os receptores de reconhecimento padrdo sdo constitutivamente expressos
na superficie celular, em compartimentos intracelulares e/ou secretados na
corrente sanguinea e em fluidos teciduais (Qian e Cao, 2013). As principais
funcbes destes receptores sdo induzir a opsonizacdo, ativacdo do sistema
complemento e da cascata de coagulacdo, fagocitose, mecanismos microbicidas

através de producado de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio e o estimulo
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e producdo de citocinas inflamatérias e quimiocinas, as quais tem a funcdo de
recrutar e ativar células que regem o desenvolvimento da imunidade adaptativa
(Medzhitov, 2001; Underhill, 2003).

RECEPTORES TOLL-LIKE

Os receptores do tipo Toll fazem parte do grupo de receptores de
reconhecimento padrdo. Ja foram descritos 10 TLR em humanos e 13 em
camundongos, 0s quais sdo expressos em diferentes locais da célula. Os
TLR1/2/4/5/6/10 encontram-se na superficie celular enquanto que o TLR3/7/8/9
sédo expressos em membranas de compartimentos intracelulares (Gay, Gangloff et
al., 2006).

A capacidade dos TLR em reconhecer diferentes PAMPs pode ser
explicada, em parte, pela cooperagcao existente entre os receptores que formam
heterodimeros, como por exemplo, o TLR2/TLR1 ou TLR2/TLR6.

O TLR2 é capaz de reconhecer diversos produtos microbianos como
peptideoglicanos, lipoproteinas, componentes da parede celular de micobactérias
e acido lipoteicoico, dentre outras moléculas. O TLR4 tem como agonista o LPS,
acido lipoteicdico e a proteina de fusdo F do virus respiratério sincicial. Acidos
nucleicos virais ou bacterianos sdo reconhecidos por TLR3/7/8/9 enquanto o
TLR5 tem como ligante a flagelina bacteriana. O TLR11 reconhece moléculas tipo
profilina de Toxoplasma gondii. Os TLR além de reconhecer PAMPs podem
também reconhecer moléculas enddgenas ao organismo como ceramida,
proteinas de choque térmico humano, etc (Takeda e Akira, 2004).

Os TLR pertencem a familia de receptores trasmembranicos do tipo I,
caracterizados por um dominio extracelular e um dominio intracelular. O dominio
extracelular € composto por uma cadeia rica em leucinas (LRR) a qual esta
relacionada ao reconhecimento do microrganismo, a transducdo de sinal e na
dimerizacdo do receptor (Kobe e Kajava, 2001). O dominio intracelular,
denominado de TIR (Toll/IL1R), tem a funcdo de mediar interacdes entre o TLR e
proteinas envolvidas na transducdo do sinal (Armant e Fenton, 2002). O dominio

TIR é assim denominado por ser homélogo a membros da familia de receptores



de Interleucina | (IL-1R), os quais possuem uma regiao de aproximadamente 200
aminoacidos em suas caudas citoplasmaticas (Leulier e Lemaitre, 2008).

Ao reconhecer seus ligantes atraveés do dominio LRR, os TLR séo ativados,
se dimerizam e sofrem alteragcdes conformacionais, que desencadeiam cascatas
de sinalizag&o intracelular fazendo com que o dominio TIR possa interagir com
diversas proteinas adaptadoras ou acessodrias como MyD88 (proteina da resposta
priméaria de diferenciacdo mieldide 88), TIRAP (proteina adaptadora contendo o
dominio TIR, também conhecida como Mal, que € semelhante ao MyD88), TRIF
(dominio adaptador contendo o TIR indutor de INF-B), TRAM (molécula
adaptadora relacionada ao TRIF), algumas serina / treonina quinases e as IRAKs
(quinase associada ao receptor da IL-1). Estas moléculas adaptadoras recrutam
guinases e substratos para os complexos receptores induzindo a sinalizacao
intracelular, fazendo com que fatores da transcricéo nuclear, como NF-kB, sejam
ativados e promova a expressao génica de proteinas que culminam na secre¢ao
de citocinas pro-inflamatoérias (IL-18, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a) e anti-inflamatoria
como a IL10, essas citocinas irdo recrutar células do sistema imunoldgico e
combater a infeccdo (Medzhitov e Janeway, 1996; Gerold, Zychlinsky et al., 2007;
Yamamoto e Takeda, 2010).

A interacdo do dominio TIR com a as proteinas adaptadoras pode ocorrer
por duas vias distintas: a dependente de MyD88 sinalizada por todos os TLR
exceto o TLR3 e a via dependente de TRIF desencadeada por TLR3 e por TLR4
como demonstrado na figura 1 (Takeda e Akira, 2004).

Quando o TLR é ativado pelo seu agonista, as proteinas MyD88 e
TIRAP/Mal sao recrutadas para o dominio intracelular TIR (exceto para TLR-7/8/9
gue recrutam apenas o MyD88). O MyD88 recruta IRAK-4, o qual ao se ligar ao
complexo proteico desencadeia a fosforilacdo de IRAK-1, que por sua vez
desliga-se do complexo para interagir com TRAF-6. Posteriormente, o TRAF-6
associado com IRAK-1 liga-se ao complexo proteico TAB-1/TAB-2/TAK1 da
membrana plasmatica e sofre seriadas ubiquitinacbes. TAK-1 e TAB-2 sao
fosforiladas, liberando assim, o complexo da membrana, ao mesmo tempo em
gue ocorre a degradacao do IRAK-1. Consequentemente, com a ativacdo da TAK-
1, ocorre a fosforilacdo do complexo citoplasmatico das IkB quinases (IKKB), o

qual ativado induz a subsequente degradacao do IkB, liberando assim o NF-kB.
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Este por sua vez, transloca-se para o nucleo ligando-se a regifes alvo do DNA
para promover a expressao das citocinas pro-inflamatoérias (Lye, Mirtsos et al.,
2004).

A via de sinalizacado dependente de TRIF € ativada apenas pelo TLR-3 e
pelo TLR-4. Uma vez ativado pelo ligante, o TLR-3 recruta o TRIF para o dominio
TIR enquanto o TLR-4 quando ativado, recruta ambos o TRIF e o TRAM.
Posteriormente, o TRIF se liga diretamente com o TRAF-6 (de modo
independente do IRAK-1/4), ativando o TAK-1. O TRIF também pode se ligar ao
TRAF-6 via anterior interagdo com o RIP-1, levando a subsequente ativacdo do
complexo IKK, resultando na liberacdo do NF-kB, que por sua vez transloca-se
para o nucleo. Essa ativacado do NF-kB via dependente de TRIF é realizada com
uma cinética mais tardia em comparagdo a que ocorre na sinalizacdo MyD88-
dependente (Akira e Takeda, 2004).

O TRIF também pode realizar uma terceira ligacdo, desta vez com o
complexo IKKe/TBK-1, resultando na fosforilagdo e ativagdo do fator IFN-
regulatério-3 (IRF-3). Este por sua vez, transloca-se para o nucleo onde se liga a
regides especificas do DNA para ativar a producéo das citocinas TNF-a (de modo
independente do NF-kB) e IFN-B (Sato, Sugiyama et al., 2003; Meylan, Burns et
al., 2004).

O passo limitante da velocidade inicial da geracdo de uma resposta
imunoldgica se encontra na superficie celular e ndo em algum ponto da cascata
de sinalizacdo intracelular. A capacidade dos TLR gerarem uma resposta €&
restringida pelo reconhecimento do ligante.

O reconhecimento do LPS, um componente da parede celular de bactérias
gram-negativas, pelo TLR4 é complexo e necessita de pelo menos trés moléculas
acessorias: a proteina sérica LBP (proteina de ligacdo ao LPS), o receptor CD14
e a proteina MD-2. A proteina LBP separa o LPS em monémeros e 0s entrega ao
CD14. Posteriormente o CD14 transfere seu ligante ao receptor quatro da familia
de TLR o qual é facilitado pela acdo da proteina MD2. (Akira e Takeda, 2004). H&
evidéncias que o TLR-4 possa interagir diretamente com o LPS, mas o
reconhecimento exercido pelo receptor € mais eficiente com a ajuda
principalmente de CD14 e de MD2 (Fichorova, Cronin et al., 2002).

11



“UEV1A
K

kK

3 oK1
"" -M

Inflammation
Immune regulation
Survival

@ a8-ubquits inkage Proliferation

@) KB3-ubquitk inkage

Figura 1: Cascata de sinalizacdo ativada por receptores Toll Like (Lim e Staudt,
2013).

ANTIGENO DE DIFERENCIACAO 14

O antigeno de diferenciagdo 14 desempenha um papel crucial na
imunidade inata. Esta molécula é considerada como um receptor de
reconhecimento padrédo, capaz de interagir com diversos ligantes de TLR sejam

eles exdégenos como o LPS (Kelley, Lukk et al., 2013), peptideoglicano (Dziarski,

12



Ulmer et al., 2000; Albright, Chen et al., 2008) e &cido lipoteicdico; ou enddégenos
como proteinas de choque térmico humano (Kol, Lichtman et al., 2000) ceramida,
fosfolipidios e particulas opsonizadas (Schmitz e Orso, 2002).

A principal fungdo do CD14 é atuar como um cofator dos TLR, capturando
e direcionando de forma especifica os ligantes ao receptor, permitindo um
aumento na sensibilidade desses receptores e na eficiéncia da ativacdo da
cascata de sinalizagéo pro-inflamatoério na presenca de PAMPs (Pugin, Heumann
et al., 1994; Akira e Takeda, 2004; Lee, Avalos et al., 2012). A auséncia do CD14
faz com que os TLR tornem-se pouco sensiveis ao reconhecimento de patégenos.
Estudos demonstram que animais geneticamente deficientes ao CD14
apresentam uma producdo de citocinas diminuida mesmo quando sao
estimulados com patdgenos, sendo insensiveis ao choque séptico em doses letais
de endotoxinas (Finberg e Kurt-Jones, 2006).

O CD14 além de ativar TLR pode auxiliar o organismo no clearance de
patdgenos, ao direcionar moléculas antigénicas para lipoproteinas para que essas
possam ser metabolizadas e eliminadas do organismo (Kitchens e Thompson,
2005). Além disso, o CD14 auxilia os macrofagos a detectarem a presenca de
células apoptoticas, ao reconhecer fosfolipidios aniénicos como fosfatidilserina na
superficie celular de células mortas (Gregory e Devitt, 1999; Miyake, 2003).

O CD14 é uma glicoproteina composta por 375 aminoacidos os quais Sao
codificados por um gene localizado na regido 5g31.1 do cromossomo humano
(Camussi, Mariano et al., 1995; Ulevitch e Tobias, 1995).

A sintese e expressao do CD14 em leucocitos sdo reguladas por varios
mediadores. Em neutréfilos TNFa (fator de necrose tumoral alfa), G-CSF (fator
estimulador de colénias de granulécitos), fMLP (N-formyl-Met-Leu-Phe) e o LPS
sdo conhecidos por aumentar a expressdo do CD14. Enquanto que em
mondacitos foi demonstrado que algumas citocinas, tais como IL4 (interleucina 4),
IL13 (interleucinal3) IFNa (interferon alfa), INF& (interferon gama), IL2
(interleucina 2) e TGF-B (fator de transformacdo do crescimento beta), séo
responsaveis pela diminui¢cdo da expresséo do CD14 (Antal-Szalmas, 2000).

O CD14 pode ser encontrado em compartimentos intracelulares e
extracelulares. Acredita-se que esta molécula esteja armazenada em

compartimentos intracelulares para que haja uma rapida translocacéo extracelular
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guando a secrecéo for estimulada. Foi estimado que h& cerca de 7000 moléculas
em neutréfilos e 40-45000 moléculas em mondcitos (Detmers, Zhou et al., 1995).
Nos neutréfilos o CD14 intracelular esta localizado em vesiculas secretorias e em
granulos azuréfilos (Detmers, Zhou et al., 1995; Rodeberg, Morris et al., 1997), ja
nos monacitos esta molécula encontra-se difusa no citoplasma mostrando uma
ligeira granulosidade proximo ao complexo de Golgi, podendo existir acimulo de
CD14 em microdominios da membrana plasmatica, nas regides denominadas de
cavéolas em ambas as células (Lisanti, Tang et al., 1995).

Nos dominios extracelulares o0 CD14 é encontrado sob duas formas: ligado
a membrana plasmética (mCD14) via uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
e na forma soltuvel (sCD14) a qual é encontrada no sangue e fluidos corporais
(Ulevitch e Tobias, 1995).

O mCD14 possui 55kDa e € expresso em altas quantidades em mondocitos,
macrofagos e neutréfilos mas também é encontrado em basofilos, células de
Kupffer e linfocitos (lida, Hirai et al., 1994; Dai, Gong et al., 2003; Li, Gong et al.,
2003). O CD14 soluvel possui 48kDa e é produzido por dois mecanismos
distintos: sCD14 é produzido e secretado (Austenaa, Barozzi et al., 2012), ou a
ancora de GPI do mCD14 é clivada seja pela fosfolipase D (Sharom e Radeva,
2004) e/ou por clivagem proteolitica direta da superficie celular, ambas as formas
geram sCD14 (Wright, Ramos et al., 1990).

A forma do sCD14 é praticamente idéntica a mCD14 com excecdo da
ancora de GPI (Bazil, Baudys et al., 1989; Viriyakosol, Mathison et al., 2000). O
CD14 soluvel é de extrema importancia ao organismo, pois possibilita a
sinalizacdo via CD14 em células que ndo possuem essa molécula expressa,
como as células epiteliais e endoteliais (LIoyd-Jones, Kelly et al., 2008).

A capacidade do CD14 reconhecer diferentes ligantes, a alta especificidade
da ligacéo e a sinalizacdo desencadeada por ele, tém feito com que os epitopos
dessa molécula sejam investigados, no intuito de desenvolver alvos terapéuticos
gue impecam sua ac¢ao em individuos com inflamacéo sistémica. As analises tém
sido realizadas com mutacdes sitio dirigidas e por mapeamento de epitopos por
meio da utilizacdo de peptideos sintéticos e anticorpos bloqueadores. Esses

estudos buscam identificar elementos estruturais do CD14 responsaveis pelo
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reconhecimento do ligante e direcionamento da resposta imunoldgica (Shapiro,
Cunningham et al., 1997; Kim, Lee et al., 2005).

O LPS é o ligante do CD14 mais investigado, uma molécula antigénica
presente na parede celular de bactérias, que quando encontrado em baixas
guantidades na circulacdo sanguinea gera moderadas respostas imunoldgicas em
individuos saudaveis, j& em quantidades elevadas induz a liberacdo exacerbada
de citocinas proé-inflamatérias resultando em uma desordem imunoldgica e
fisioldgica conhecida como choque séptico (Ulevitch, 1993).

A estrutura cristalografica do CD14 revela uma molécula em forma de beta
solendide com onze dominios repetidos de leucinas. O CD14 é formado por cinco
estruturas em alfa hélice ordenadas para o lado convexo da molécula, bem como
onze folhas betas no lado cdoncavo do beta solenoide, essa estrutura sugere a
formacao de um tunel na molécula (Kelley, Lukk et al., 2013).

Tem sido demonstrado que a regido N-terminal do CD14, que compreende
0os aminoacidos 1 a 152, é a responsavel pela ligacdo e inducdo da resposta
celular ao LPS. Todavia ha muita discrepancia entre os autores, alguns afirmam
gue toda esta regido € responsavel pelo reconhecimento do LPS, outros
demonstram que ha alguns aminoacidos essenciais para o reconhecimento, visto
gue mutacdes pontuais no sCD14 podem impedir a formagcdo do complexo CD14-
LPS (Stelter, Bernheiden et al., 1997; Cunningham, Shapiro et al., 2000).

Foram identificadas na porcdo N-terminal da molécula cinco regides
essenciais para o reconhecimento do LPS pelo CD14. Essas regifes abrangem
0s aminoacidos 3 a 11, 26 a 32, 41 a 44, 56 a 64 e 78 a 83 0s quais se localizam
proximo a folha B; dentro do loop que precede a;, entre B3z e dentro de as
respectivamente (Juan, Hailman, Kelley, Busse et al., 1995; Juan, Hailman,
Kelley, Wright et al., 1995; Juan, Kelley et al., 1995; Stelter, Bernheiden et al.,
1997) . O LPS tem demonstrado um efeito protetor impedindo a clivagem do
CD14 pela endoprotease AspN guando o LPS interage com os aminoacidos 57 a
64 (Mcginley, Narhi et al., 1995). As quatro primeiras regides, B; a1, f2 e B3 tem
papel crucial na entrada do “tunel” para dentro da molécula do CD14, sendo
formado por dominios repetidos em leucinas o que confere maior estabilidade e

dobramento correto no formato de solenoide pelo CD14(Kelley, Lukk et al., 2013).
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As regides hidrofébicas do CD14 sao importantes dominios de ligagéo e
ativacao celular, j& os dominios hidrofilicos servem para orientar a molécula de
LPS de forma adequada para que essa molécula possa interagir com o0s
receptores TLR, possibilitando o reconhecimento e ativacdo dos mesmos (Kelley,
Lukk et al., 2013).

Acredita-se que o aumento descontrolado das respostas inflamatérias na
sepse tenha grandes influéncias do CD14, uma vez que essa molécula encontra-
se em grandes propor¢des na circulacdo de individuos com inflamacédo aguda
associada a infeccdo (Cohen, 2002). Além disso, associado a presenca de
infeccdo h& formacdo de um subtipo do CD14 solavel (sCD14-ST), o qual é
denominado de presepsina.

A presepsina é derivada da clivagem do CD14 na por¢cdo N-Terminal da
molécula por catepsina e/ou enzimas lisossomais. Ela € uma forma truncada do
sCD14 pesando cerca de 13kDa, constituida por 63 aminoacidos. Sua funcéo
ainda nao foi esclarecida(Mussap, Puxeddu et al., 2012).

Ha muitas controvérsias a respeito de como o CD14 reconhece seus
ligantes e executa a sua funcdo. Desvendar a atuacao dos epitopos isolados do
CD14 pode ser fundamental para desenvolvimento de ferramentas que impecam

a exacerbacéao da resposta imune inata e consequentemente a sepse.

SEPSE

A sepse é uma sindrome clinica que pode se manifestar em diferentes
estagios de gravidade (sepse, sepse grave, choque séptico), evoluindo a medida
gue as alteracbes inflamatérias e hemostaticas aumentam em resposta a
infeccdo. Estimulos externos como infecgbes graves, queimaduras, traumas e
hemorragias podem ativar células do sistema imunolégico do individuo
desencadeando uma resposta inflamatdria sistémica, a qual pode estar associada
a um guadro de sepse (Munford, 2006).

A fisiopatologia da sepse envolve o inicio de reacbes complexas
desencadeadas por agentes microbianos patogénicos. Dois mecanismos distintos
contribuem para o colapso hemodinamico: extrinseco e intrinseco. O mecanismo

extrinseco envolve a presenca de toxinas, endotoxinas, particulas de proteinas de
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bactérias, fungos ou virus. O mecanismo intrinseco, enddgeno envolve a
producdo de mediadores inflamatérios de forma sistémica pelo sistema imune do
hospedeiro (Jean-Baptiste, 2007).

De maneira genérica, 0S mecanismos extrinsecos ativam a producdo de
mecanismos intrinsecos. O sistema imunolégico do hospedeiro € ativado
principalmente por componentes presentes na parede das células de micro-
organismos (lipopolissacarideos, peptideoglicanos e acido lipoteic6ico) que
interagem com os receptores do sistema imune inato, TLR (Takeuchi, Hoshino et
al., 1999; Akira, Uematsu et al., 2006). Essa interacdo desencadeia cascatas de
sinalizagéo pro-inflamatérias com a producéo de citocinas, como fator de necrose
tumoral alfa, interleucinas 1, 6 e 8, e proteina de alta mobilidade do grupo 1
(HMGB-1). A ativacédo do sistema imunologico também promove a producéo de
mediadores como o 6xido nitrico, fator ativador plaquetario e fatores do sistema
complemento. Todos estes elementos quando liberados de forma sistémica leva a
um colapso circulatério ocasionando sintomas como febre, hipotensédo arterial,
disfuncdo ou até mesmo faléncia de Orgaos, situacbes comuns a sepse
(Sriskandan e Altmann, 2008).

A acéo descontrolada do sistema imunologico na deteccao e eliminacéo de
micro-organismo é tdo maléfica ao hospedeiro quanto a presenca do patdégeno,
visto que a mesma sinalizacdo para o combate e a eliminacdo do patégeno é
evidenciada nas alteracfes patofisioldgicas de individuos com sepse.

Como dito anteriormente, o CD14 tem papel crucial na deteccédo, ativacao
da inflamacdo e no clerance de agonistas microbianos (Kitchens e Thompson,
2005). Acredita-se que CD14 esta intimamente ligado a exacerbacdo da resposta
inflamatoria. Nos estagios iniciais da sepse ha um aumento significativo de sCD14
nos fluidos corporais juntamente com um quadro clinico de super ativacdo da
resposta imunologica enquanto que a medida que essa sindrome se agrava, nota-
se uma imunossupressao associada a presenca de um subtipo do CD14
(presepsina), o qual é denominado de sCD14-ST sendo esta molécula derivada
da clivagem do CD14 na fracdo N-terminal, a funcdo da presepsina ainda néo foi
desvendada (Yaegashi, Shirakawa et al., 2005).

A avaliacdo de epitopos conformacionais pode auxiliar na descoberta de

novas drogas bloqueadoras de regides especificas do CD14 de maneira a impedir
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o reconhecimento de patdégenos ou possibilitar a formacdo do sCD14-ST, visto
gue presepsina parece ser resultante de feedback negativo do organismo no
objetivo de degradar o CD14 e bloquear a sua sinalizacao (Pham, 2008).

PHAGE DISPLAY

Peptideos com sequéncia conformacional a epitopos de proteinas podem
ser selecionados pela técnica de Phage Display, a qual se baseia na selecdo
peptideos expressos em fagos contra moléculas alvo(Barbas, 2001).

A metodologia de Phage Display foi desenvolvida por George Smith(Smith,
1985) apds conseguir expressar a enzima EcoR1 fusionada a proteina trés (plil)
do capsideo viral. Bibliotecas combinatorias de peptideos podem ser produzidas
por meio da fusdo de fragmentos aleatérios de sequéncias DNA com genes
codificadores de proteinas do capsideo viral, de modo que o peptideo ou proteina
expresso fiqgue exposto na superficie da particula viral fusionado a uma proteina
enddgena (Jacobsson, Rosander et al., 2003; Pande, Szewczyk et al., 2010).

Normalmente, utiliza-se o bacteriéfago filamentoso M-13 para construcao
de uma biblioteca de pequenos peptideos fusionados a proteina plll ou a pVIIl,
que permite realizar “screening” de peptideos ligantes a molécula alvo por selecéao
in vitro, essa selecédo € denominada de “biopanning(Barbas, 2001).

O bacteriéfago M-13 é formado por uma fita simples de DNA envolta por
uma capa proteica constituida por cinco proteinas (plil, pVl, pVIl, pVIll e pIX)
detalhadas na figura 2. Destas cinco proteinas existem aproximadamente 2.800
copias da pVlll e cinco copias da plll. Neste sistema, o gene codificador do
peptideo ou proteina de interesse € geralmente fusionado a um desses genes
(pVIIl ou plll) que produzem a capa proteica do fago (Zanconato, Minervini et al.,
2011). Devido a baixa representatividade da plll em relacéo a pVlll, as bibliotecas
de peptideos sintéticos fusionados na plll sdo mais indicadas para descoberta de
ligantes com alta afinidade, quando comparadas as bibliotecas ligadas a pViIli
(Kehoe e Kay, 2005; Paschke, 2006).
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pIX pVII

Figura 2: Esquema representativo do bacteriéfago filamentoso M13 ilustrando as

proteinas do capsideo viral: pIX, pVII, pVIIl, pVI e plll (Arap, 2005)

Uma das vantagens do uso de bacteriéfagos é que eles ndo geram uma
infeccao litica em Escherichia coli, mas preferencialmente induzem um estado no
gual a bactéria infectada produz e secreta particulas de fago sem sofrer lise. A
infeccéo é iniciada pelo acoplamento da plll do fago ao pilus f de uma bactéria
(Hemminga, Vos et al., 2010). Somente o DNA de fita simples e circular do fago
penetra na bactéria onde € convertido pela maquinaria de replicacdo do DNA
bacteriano em uma forma replicativa de plasmideo de fita dupla. Esta forma
replicativa sofre constantes replicacdes do DNA circular para gerar DNA de fita
simples e ainda servir como molde para expressao das proteinas de fago plll e
pVIIl. A progénie do fago € montada por empacotamento do DNA de fita simples
em capsideos proteicos e € expulsa da bactéria através da membrana para o
meio extracelular (Azzazy e Highsmith, 2002).

A biblioteca de peptideos é uma ferramenta poderosa para a identificacédo
de ligantes especificos de uma proteina alvo por um processo denominado de
biopanning, o qual é ilustrado na figura 3 (Wu, Park et al., 2011). O biopanning é
realizado pela incubacéo da biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o
alvo. Os alvos podem ser proteinas, como anticorpos (Zhang, Davis et al., 2005),
ou moléculas nao proteicas, incluindo acidos graxos (Gargir, Ofek et al., 2002),
fosfolipidios (Nakai, Nomura et al., 2005), polissacarideos (Deng, Mackenzie et
al., 1994), RNAs (Danner e Belasco, 2001), DNAs (Cicchini, Ansuini et al., 2002),

etc. Também podem ser complexos multi-moleculares, assim como, virus (Lim,
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Chan et al., 2008), células (Kehoe e Kay, 2005; Zhang, Chen et al., 2007), tecidos
e orgdos (Valadon, Garnett et al., 2006). Estes alvos s@o imobilizados em um
suporte sdélido que pode ser placas de ELISA, microesferas magnéticas ou de
afinidade, resinas e membranas.

Na selecdo os fagos ndo ligantes ao alvo sé&o eliminados por lavagens
sucessivas e os fagos especificos permanecem ligados para posterior eluicdo. O
pool de fagos especificos € amplificado para os ciclos posteriores de selecéo
biolégica ou biopanning (ciclos de ligacdo, eluicdo e amplificacdo) para o
enriguecimento do conjunto de fagos com sequéncias especificas contra o alvo.
Apés trés ou quatro passagens os clones individuais sdo caracterizados por
sequenciamento do DNA.

O sucesso desta técnica estda na complexidade da biblioteca original
juntamente com a capacidade e afinidade de ligacdo entre o peptideo e a
molécula alvo na selecdo. Quanto maior a diversidade da biblioteca, mais
numerosas serdo as sequéncias capazes de se ligar a uma molécula alvo
(Zanconato, Minervini et al., 2011). Assim esta tecnologia tem sido aplicada com
sucesso para muitos fins apresentando grande impacto na imunologia, biologia
celular, e descoberta de novos farmacos assim como no bloqueio de receptores
farmacologicos e 0 no desenvolvimento de vacinas e drogas (Willats, 2002; Liu,
Wu et al, 2009). Muitos peptideos ligantes com afinidades a diversas
biomoléculas (Pande, Szewczyk et al., 2010) inorganicas (Sarikaya, Tamerler et
al., 2003) e moléculas organicas (Serizawa, Sawada et al., 2005) também ja

foram descritos.
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Figura 3: Esquema representativo do processo de “biopanning”. (A) a biblioteca
de fagos é incubada com o alvo imobilizado; (B) fagos néo ligantes séo lavados;
(C) os fagos ligantes séo eluidos; (D) fagos eluidos sdo semeados em bactérias;
(E) amplificados em meio liquido e submetidos a novos ciclos de selecéo; (F)

sequenciamento dos fagos ligantes(Bratkovic, 2010).

Diante do exposto, o mapeamento de epitopos conformacionais por meio
da selecdo de peptideos miméticos ao CD14, podera elucidar a funcdo de
diferentes epitopos desta molécula no reconhecimento do LPS e na sinalizacéo
pré-inflamatéria, podendo auxiliar no desenvolvimento de alvos contra

exacerbacédo da resposta inata desencadeada pelo CD14.
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ABSTRACT

The cluster of differentiation antigen 14 (CD14) is a key molecule of the innate
immunity. This pattern recognition receptor binds mainly to lipopolysaccharide
(LPS), lipotechoic acid, arachidonic acid, and thus induces the releases various
cytokines, as a defense mechanism. Several studies suggest that different
regions of the amino-terminal portion of the molecule may be involved in the
LPS binding; however, controversial results on the recognition sequence still
persist. In this work, functional epitopes of the CD14 molecule were mapped
through Phage Display by using a 7-mer conformational constrained random
peptide library against a monoclonal antibody anti-soluble CD14-fraction ST and
a polyclonal anti-CD14. In silico and empirical analyzes were performed to map
the selected peptides into the CD14 3D structure. Immunoreactivity tests of
peptides against bacterial components of Gram+ and Gram- bacteria were
performed in order to demonstrate their functional recognition. All peptides
strongly reacted against all bacteria, and besides the recongtion of the amino-
terminal region, we were able to demonstrate a second epitope site in the
middle of the receptor. Additional in silico analysis suggests a possible role of

CD14 epitopes as natural antimicrobial peptides.

Keywords: CD14, epitope mapping, LPS receptor, Phage Display

Abreviations used in this article:
CD14: Cluster differentiation 14; LPS: Lipopolysaccharide; GPI:

Glycosilphophatidylinositol; PD: Phage Display
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INTRODUCTION

Cluster differentiation antigen 14, CD14, plays a crucial role in the
immune system acting in the detection and clearance of pathogens on host
organism (Kitchens and Thompson, 2005). CD14 is a pattern recognition
receptor that enhances innate immune responses to infection by sensitizing
host cells to bacterial LPS (endotoxin), lipoproteins, lipoteichoic acid, and other
acylated microbial products (Kelley, et al., 2013). This molecule also recognizes
endogenous ligands such as the human heat shock protein 60 (Kol, et al.,
2000), ceramide, phospholipids, modified lipoproteins and opsonized particles
(Schmitz and Orso, 2002). After recognizing its ligands, CD14 initiates the
activation of the downstream complex inflammatory network.

The CD14 is a glycoprotein composed of 375 amino acids which are
encoded by a gene located at 5g31.1 region of chromosome humano (Camussi,
et al., 1995, Ulevitch and Tobias, 1995). Myeloid lineage cells can express this
protein in two forms: bound to the plasma membrane (mCD14) via an anchor
glycosylphosphatidylinositol (GPI) and the soluble form (sCD14), which is found
in the blood and body fluids (Ulevitch and Tobias, 1995)

The mCD14 has 55 kDa and is expressed at high levels of monocytes,
macrophages and neutrophils, but can also be found in basophils, Kupffer cells
and lymphocytes (Li, et al., 2003, Dai, et al., 2003, lida, et al., 1994). The
sCD14 has 48kDa and it may be generated by two distinct mechanisms:
produced and secreted (Austenaa, et al., 2012) or through a proteolytic
cleavage or phospholipase D action on the GPI anchor. Both mechanisms will

induce the release of a soluble form of CD14 (Sharom and Radeva, 2004).
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The sCD14 and mCD14 are the same protein except the GPI anchor,
which is found only in mCD14 (Viriyakosol, et al., 2000). The sCD14 is of
extreme importance to the body because enables the CD14 signaling pathway
in cells that do not express this molecule in the membrane, such as epithelial
and endoteliais cells (LIoyd-Jones, et al., 2008).

The ability to bind different targets, the high binding specificity, and the
incomplete information about the CD14-triggered signaling, make its epitopes
excellent targets for investigations. Epitope mapping has been performed
elsewhere by site directed mutagenesis(Kim, et al., 2005, Shapiro, et al., 1997)
synthetic peptides(Voss, et al., 2006)and neutralizing antibodies(Kirkland, et al.,
1993) in order to identify structural elements of the CD14 responsible for the
recognition and signaling to the immune response.

Among CD14 ligands, LPS is the main molecule investigated, which
binds to the N-terminal region comprising amino acids 1-152, a site present in
both soluble and membrane-bound forms that is sufficient for binding and
enabling cellular responses (Kim, et al., 2005); however, controversies about
the recognition sequence still persist. Some authors claimed that the N-terminal
region is responsible for LPS recognition(Voss, et al., 2006, Juan, et al., 1995,
Viriyakosol and Kirkland, 1996), but others have shown that only few critical
amino acids are necessary, since sCD14 individual mutations may prevent the
formation of the complex CD14-LPS(Kelley, et al., 2013, Kim, et al., 2005).

The sCD14 is found in high concentrations in the bloodstream of
individuals with several pathologies associated with systemic inflammation.

Among them, it is believed that the collapse of the immune response in the
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presence of infection, as demonstrated in sepsis, is closely correlated to the
action of CD14.

In this investigation we have revisited the CD14 receptor and its
functional epitopes for bacterial recognition through Phage Display using a 7-
mer conformational restrained random peptide library to identify mimetic
peptides (mimotopes) of CD14 3D structure with bacterial detection function.
This strategy helped us to map a new epitope site besides the N-terminal
region, and all mimotopes presented a broad recognition of bacterial
components with a possible relevance to the immune response of inflammatory-

associated diseases.
MATERIALS AND METHODS

Targeted CD14-antibody

Human monoclonal and policlonal antibodies anti-CD14 used in this
study were obtained from the PATHFAST™ Presepsin kit diagnosis (Mitsubishi
Chemical Medience, Japan). The monoclonal antibody anti- soluble CD14-
fraction ST was already coupled to magnetic beads, and the policlonal antibody
anti-CD14 was coupled with protein G-conjugated magnetic beads, as
recommended by the manufacturer (Dynabeads Protein G, Life Technology,

Carlsbad, CA, USA).

Peptide selection through phage display
For the peptide selection, a PhD-C7C phage library (New England
Biolabs, Beverly, MA, USA) was used. This is a 7-mer random peptide library

fused to the minor coat protein (plll) of the M13 bacteriophage, with a peptide
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diversity of 1.9X10°. A sample of the library containing 2x10** infectious phage
particles was subjected to three rounds of selection and amplification.

The selection was carried out using 20 pL of magnetic beads previously
coupled with the anti-CD14, which was incubated with 2x10*! phage particles
from the PhD-C7C library in 180 pL of TBS-T 0.05% solution (Tris Buffered
Saline plus 0.05% of Tween 20) at room temperature, under slight shaking with
gentle rocking for 1 hour. Unbound phages were removed by ten washing steps
with TBS-T 0.05%, followed by elution of bound phages with 100uL of elution
buffer (0.2M Glicine-HCI, pH2.2) for 10min at room temperature. After elution,
beads were captured from the supernatant with the aid of a magneto and the
supernadant was transferred to a new microtube containing 20uL of 1M Tris-
HCI (pH9.1) for neutralization.

Eluted phages were amplified in E. coli ER2738 strain (New England
Biolabs, Beverly, MA,USA), purified using PEG-NaCl precipitation, and after
each selection cycle, individual bacterial colonies containing amplified phages
were grown in a microtiter plate and titrated essentially, as described elsewhere

(Barbas, 2001).

DNA sequencing

Phagemid DNA was isolated from 1 mL overnight cultures, and the
sequencing reactions were carried out by using the DyEnamic ET Dye
Terminator Cycle sequencing Kit (GE Healthcare) with the primer -96 M13 (59-
CCCTCATTAGTTAGCGCGTAA-CG-39), according to the manufacturer's
instructions, and detection was performed in a MegaBace 1000 Genetic

Analyzer (Amersham Biosciences) automatic capillary sequencer.
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Bioinformatic analysis

DNA sequences were analyzed through bioinformatics online softwares.
(http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html). Amino acid sequences
were deduced based on the nucleotide sequences through the Expasy translate
program (http://web.expasy.org/translate/). The three-dimensional structure of
the CD14 was obtained from the Protein Data Bank (PDB:1WWL) (Kim, et al.,
2005). The antigenicity degree of the CD14 molecule was calculated for its
entire three-dimensional structure by the Epitopia Server program
(http://epitopia.tau.ac.il/) (Rubinstein, et al., 2009). The location of epitopes of
the CD14 molecule were pointed out by 3D-conformational alignment between
the molecule and selected peptides using the PEPSURF online software
(http://pepitope.tau.ac.il/) (Mayrose, et al., 2007, Mayrose, et al.,, 2007).
Physicolchemical properties of the peptide (Molecular weight and p.l) were
predicted using the Compute pl/Mw  tool expasy Server
(http://lweb.expasy.org/compute_pi/). To evaluate the potential role of CD14
epitopes as antimicrobial peptides (AMPSs), hydrophobicity and net charge of the
peptides were predicted using the Antimicrobial peptide database Server
(http://aps.unmc.edu/AP/prediction/prediction_main.php) (Wang, et al., 2009).
The sequences of a-helical peptides are presented according to the Shiffer-
Edmundson wheel projection (http://cti/it.virginia.edu/~cmg/Demo/wheel/

wheelApp.html).

Bead-ELISA and reactivity to the anti-CD14 antibody
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was perfomed to check

the reactivity and binding specificity of selected phage clones. An irrelevant
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peptide fused to a bacteriophage was used as a negative control. Reactions
were performed in 96-well microtiter plates by mixing 1x10*pfu/well in 100pL of
TBS and 1pL the magnetics beads coupled with anti-CD14, which were
incubated at 37°C under 100 rpm agitation for one hour. Plates were washed
three times with TBST 0.1% followed by an additional incubation with HRP-
conjugated anti-M13 (Roche Applied Science) diluited (1:2500) in TBS with 3%
BSA for 1h at 37°C. The beads were washed four times in TBS-T, and revealed

with OPD SigmaFast™ (Sigma-Aldrich) and read at 492nm.
Detection of bacterial components

Endotoxin assay detection

A 96-well Maxisorp™ microtiter plate (NUNC, NY, USA) was coated with
1, 10, 100 or 1000 ng/well of Lipopolysaccharides (LPS) from Escherichia coli
0127:B8 (Sigma-Aldrich) in 50uL of PBS (phosphate-buffered saline). The
phage ELISA assay was perfomed as described elsewhere (Matsumoto, et al.,

2010).

Bacterial detection

The ability to recognize bacterial structures was verified by ELISA. All
bacteria samples were obtained at the Clinics’ Hospital of the Federal University
of Uberlandia. Colonies were isolated from cultures of patients’ biological
samples that were further diluted to a concentration of 1x 10® cfu/mL in saline

buffer, with turbidity equivalent to 0.5 McFarland (Soloaga, et al., 2000).

Detection of bacterial lysate

Isolated colonies of gram-negative (S. marcenses, K.pneumoniae, P.

aeruginosa and E. coli) and gram-positive (S. epidermidis, S. haemolytics and
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E. faecalis) bacteria were diluted in PBS, and the bacterial cell membrane was
lysed by physical mechanisms (heat shock and vortex). Ninety-six-well
Maxisorp™ microtiter plates (NUNC, NY, USA) were coated with 1ug mL™ of
lysed bacteria in 50mL of carbonate buffer (0.1 M NaHCOS3, pH 8.6) and
incubated overnight at 4°C. Antigen-coated wells were emptided and washed
once with 200uL PBS, and then blocked with 300uL of PBS containing 5% BSA
(Bovine Serum Albumin) (w/v) for 1hr at 37°C. Wells were empited and washed
once with 200pL PBS. We then added 50pL of 1x 10 pfu /well diluted in PBS
and incubated at 37°C for one hour. Excess phage particles were removed with
three washes of 200pL PBST 0.05%. The anti-M13-HRP conjugate (Roche
Applied Science) was added at a 1:5000 dilution for 1h in 5% PBS/BSA at 37°C.
™

The plate was washed four times in PBS-T, revealed with OPD SigmaFast

(Sigma-Aldrich) and read at 492 nm.

Detection of whole bacteria

The ability to recognize native bacteria was measured by ELISA, which
was performed as described for bacterial lysates. However, the plates were
coated with 50uL/well containing 10pL of whole bacteria (1x 108 cfu/mL) diluted
in 40uL of carbonate buffer. The Gram-negative bacteria tested were:
Pseudomonas aeruginosa, Proetus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli and Citrobacter youngae. The Gram-positive bacteria were:
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus

epidermidis, Streptococcus agalactiae, Stenotrophomonas maltophilia.
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Statistical analysis

The ELISA Index was calculated using the ratio between the absorbance
of the reaction and three times of the average reactivity of irrelevant clone. The
GraphPad Prism 5 was used to determine reactivity average differences among
phage clones. A two-way ANOVA with Bonferroni post test was used to

determine significance. Values were considered significant when p<0.05.

RESULTS

Mimetic peptides to CD14 selected by Phage Display

Thirty-one randomly selected CD14 mimotopes were obtained after three
rounds of biopanning using a phage displayed 7-mer random peptide library
(Ph.D-7C7) against both anti-CD14 antibodies. Five clones were selected
against the monoclonal antibody (M.A2, M.A3, M.E1, M.H1 and M.H2) and nine
against the polyclonal anti-CD14 antibody (P.B11, PC10, P.C12, P.D8, P.F4.
P.F11, P.G6, P.G8 and P.H7). The selected clones showed different reactivities
against each target (Figure 1). The CD14 molecule was highly antigenic and
presented diferent degrees of immunogenicity, which are depicted in its three-
dimensional structure (Figure 2).

Conformational analyzes were performed with the 7-mer peptide
sequence and the surrounded plll phage amino acid sequences
(ACXxxxxxxCGGGS). Previous molecular modeling and immunoassay results
showed that for correct exposure of the peptide to the target recognition, one

must include part of the fused plll sequence (data not shown).
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The selected mimotopes of the CD14 molecule were aligned with its 3D
structure through the Epitope Server software (Figure 3), and the alignment
identified two major epitope core regions: the N-terminal region from 8 to 46
residues, and the central region from 159 to 214 residues. The functional
epitopes mapped by mimotopes matched the predicted antigenic sites of
putative epitopes of CD14 (Figure 2).

The similarity analysis between the selected peptides and the CD14
protein using the Pepitope Server program showed statistically significant

correspondence (Table 1), evidenced by very low P-values for all peptides.

Peptide characterization

The mimotope characteristics were predicted (Table 2) and
demonstrated to present zero or positive net changes, and hydrophobicity ratio
lower than 50% for almost all peptides. All selected peptides presented partial
similarity (37 to 40%) to the natural antibiotic proteins, with activity against gram
negative, gram positive and fungi, which was verified by alignment with the
Antimicrobial Peptide Database (APD)
(http://aps.unmc.edu/AP/prediction/actioninput.php).

Additional evidences that suggest antimicrobial function to mimotopes
are provided by simulations of helical wheel projections for mimotopes, and the
positive net charges, especially observed for M.H1, P.F4 and P.B11. The
sequences adopt a a-helical amphipathic conformation, as subtended by

hydrophilic (positively charged) and hydrophobic sectors (Figure 4).

Ability to recognize bacterial structures
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The recognition of bacterial molecules by the CD14 is the main feature
described in the literature. To assess the functionality of the CD14 mimotopes
that mimic the two epitope regions, we have selected three reactive peptides,
two for the N-terminal (M.H2 and P.F4) and one for the central portion (P.F11),
and tested them against different bacterial species by ELISA. An irrelevant
peptide was used as negative control. Statistical differences were observed
between clones and the irrelevant phage (p <0.0001), demonstrating that the
peptide fused to the phage protein Il specifically recognizes the target. The

sequence of the irrelevant phage clone is NMSDFLRIQLRS.

LPS detection

The reactivity of clones M.H2, P.F4 and P.F1l was evaluated with
different concentrations of LPS. All clones recognized the endotoxin of Gram-
bacteria (LPS). However, only the M.H2 clone presented a dose-dependent

reactivity to LPS (Figureb).

Detection of bacterial lysates and whole bacteria

ELISA assays were carried out to mimic the in vivo function of CD14,
which may bind to bacterial lysates and whole bacteria. All clones were able to
recognize molecules present in both bacterial lysates and whole bacteria;
however, none of them were statistically different in the recognition of different
bacterial species, demonstrating that clones that mimic CD14 epitopes may
recognize common bacterial structures present in both Gram- and Gram+

bacteria (Figures 6 and 7).
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DISCUSSION

In this investigation, we have used Phage Display (PD) to select peptides
that mimic CD14 epitopes (mimotopes) in order to map functional regions in the
molecule using as targets a polyclonal antibody anti-CD14 and a monoclonal
antibody anti-sCD14ST. The selected mimotopes recognized Gram- and Gram+
bacterial components and could mimic CD14 binding affinity to LPS.

Our PD approach has never been used for CD14 epitope mapping
before, which has been intensively investigated by site direct mutagenesis,
overlapping synthetic peptides, and neutralizing anti-CD14 antibody (Kim, et al.,
2005, Shapiro, et al., 1997). These previous studies have reached the
consensus that the CD14 N-terminal region was responsible for the recognition
of LPS and immune activation of associated receptors.

Due to the great similarity and conserved sequences bewteen human
and mouse CD14 proteins (Kelley, S.L. et al., 2013), our conformational
mimotopes were mapped into the mouse 3D CD14 crystallographic structure
based on in silico and functional analyses. All selected peptides could recognize
LPS, and were mapped inside the previously described amino acid region 1-152
(Kim, et al., 2005), with specific reactivity sequences that include amino acids 3
to 11, 26 to 32, 41 to 44, 56 and 64, and 78 to 83, which are located near the
sheet inside the B1 loop preceding a1 between B3 and within a3, respectively
(Juan, et al., 1995). There is much discrepancy between authors on the LPS-
binding sites. The selected peptides were aligned in specific points of the CD14
molecule encompassing the amino acids 8-214. The peptides were able to
recognize LPS, bacterial lysates and whole bacteria, demonstrating that all

epitopes can bind to PAMPs with different degrees of sensitivity. Suggesting
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that some amino acids are essential for LPS recognition in different regions of
the molecule.

The ability of CD14 in recognizing different molecules of microrganisms
may not only be associated with PAMPS’ recognition, pro-inflammatory
signaling, or pathogens’ clearance, but also, our in silico analysis provided
evidences that some peptides may function as antimicrobial peptides (AMPS),
with action in both bacteria and fungi.

Anti-microbicide effects as a result of the sCD14 action and of a synthetic
peptide (amino acids 81-100) of the CD14 showed significant inhibition of E. coli
growth in culture (Voss, et al., 2006, Ohnishi, et al., 2010). Interestingly, clones
P.F4, P.B11 and M.H1 also presented characteristics of cationic and
hydrophobic AMPs. It is believed that the cationic charge of peptides
electrostatically attracts them to negatively charged microbial membranes, and
the hydrophobic properties enable peptides subsequently to insert and disrupt
membranes (Eliasson and Egesten, 2008, Shai, 2002, Shai, 2002).

However, in sepsis, there is an increasing amount of CD14 subtype
(sCD14-ST), which is generated by cleavage of CD14 in the N-terminal region
by an unclear mechanism (Shozushima, et al., 2011), but probably mediated by
neutrophil serine proteases (neutrophil elastase and cathepsin G) (Pham,
2008). The role of sCD14 cleavage in the inflammatory response followed by
immunosuppression, or as anti-microbicides is yet to be defined.

It is important to emphasize that our mimotopes have shown a dominant
recognition site in the N-terminal sequence of the CD14 for both monoclonal
antibody anti-sCD14-ST and polyclonal anti-sCD14, specifically targeting

residues 8 to 46, coinciding with the LPS recognition epitope region(Kim, et al.,
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2005). However, a second antigenic site mapped by 20% of reactive mimotopes
to the polyclonal antibody was also demonstrated, which may explain the low
frequency of detection of the entire sCD14 in sepsis patients(FUKUSAKO,
2004). Interestingly, high sCD14 levels are associated with the severity of
sepsis (Aalto, et al., 2007), as well as the sCD14-ST(Shozushima, et al., 2011),
and this molecular event seems to play a dentrimental role in sepsis yet to be
clarified. The broad recognition of many molecules by CD14 is also
unexplained, but our work provides novel evidences that may improve our
understanding of the CD14 role and its relevance to the immune response in

inflammatory-associated diseases.
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Figure 1. Reactivity of the CD14 mimetic peptides to the selection target.
(A) Interaction of phage clones with the commercially available anti-CD14
antibody (M. selected by monoclonal antibody and P. selected by policlonal
antibody)(B) Frequence of clones selected and percentage of epitope aligned
with an antigenic region.
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Figure 2: Predict immunogenic regions in CD14 three-dimensional structure by Epitopia Server software
(http://epitopia.tau.ac.il/)(Rubinstein, et al., 2009).
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Figure 3: Epitope Mapping of CD14. The figure represent regions in CD14 are localizated the peptide selected. A and B are
mirrored representation of the location of the selected peptide. (1) Represent the binding site of LPS in CD14 (amino acids 1-151), it
was determined according to the literature (Kelley, et al., 2013, Kim, et al., 2005) and predicted in the PyMol server software. The
molecules shown in Figures 2™ to 15" were predicted in Pepsurf program and representing selected epitopes by phage display.
Epitopes are (2) M.A2, (3) M.A3, (4) M.E1, (5) M.H1, (6) M.H2, (7) P.B11, (8) P.C10, (9) P.C12, (10) P.D8, (11) P.F4, (12) P.F11,
(13) P.G6, (14) P.G8 and (12) P.H7.

48



Table 1: Prediction of conformational epitopes. Alingment of amino acids sequences mimetic peptides selected to the original
sequence of the CD14. Alingment the amino acid, score alingment and P-value were preditions by pepsurf software. Considered
statistically significant if P-value <0.01(Mayrose, et al., 2007).

Peptide Sequence Aligment (peptide sequence / $core pvalue
CD14 sequence match) Aligment

1A 2C  3p 4F 5P 65 7P 8T oW 10C 11G 126 13G  14S o

M.A2 ACPFPSPTWCGGGS 298 8c - 19F 24P 23K 22P 205 - - 426 43¢ 44c  46s | 26.8715 3,71e
1A 2C  3F 4G 5L 6P 75 8W O9A 10C 11G 126 13G 145 o

MA3 | ACFGLPSWACGGGS [30a gc 19F 1sa 165 7p 285 26W 45R - 426 436 44c  4des | 291582 | 3.23e
1A  2C 3N 4G 5F 6P 7S 8W 95 10C 11G 126 13G  14sS 5 950

M.E1 | ACNGFPSWSCGGGS [Z9a 32¢ 31N 285 30F - 278 26W 45R -  42G  43G  44G  4des | 28.2946 -Joe
1A 2C 3L 4G 5R 6P 7L 8W O9A 10C 11G 126 13G 145 -

M.H1 | ACLGRPLWACGGGS [Z9a 8c 10F 21N 23K 22P 497 26W 458 - 426 43G  44c  4des | 26:5821 1.98e
1A 2C 3P 4§ 5Y 68 7T 8L 9L 10C 11G 126 13G 145 o

M.H2 ACPHYSTLLCGGGS [Zga 8c 7p - - 16s 18y 10F 40L - 426 436 44c 4des | 26.024 4.3%
1A 2C 3T 4P 5T 6F 7P 8P 9R 10C 11G 126 13G 145 o

P.B11 | ACTPTFPPRCGGGS |[3Z9a 8c 285 7p 18N 10F 24P 22P 45R -  43G 426 44G  4es | 33.8461 7.76e
1A 2C  3°P 4F 5P 65 7P 8T oW 10C 11G 126 13G  14sS o

P.C10 | ACLNPVSSSCGGGS [39a 32c 30F 285 7P 8C 165 18N 205 -  43G 42G  44G  4des | 27.0472 6.64e
1A 2C  3F 4F 5P 65 7P 8T 9w 10C 11G 126 13G 145 oo

P.C12 | ACSTSSPSYCGGGS 393 32c 285 275 25D 24P 22P 205 41Y -  43G 426 44c  4es | 28.3356 1.75e
1A 2C 35 4L 5A 6S 7L 8P 9A 10C 11G 126 13G 145 o

P.D8 ACSLASLPACGGGS 385 32c 31n 33L 29a 278 26W 24P 45R -  43G  42G  44c  4es | 2/.3836 2.09e
1A 2C 3T 4A 50 6R 7L 8P 95 10C 11G 126 13G  14S "

P.F4 ACTAQRLPSCGGGS  300a — 1835 159a 1600 185N 188L 186P 212N  — 214G 189G 192G 1955 | 25.6161 1.19e-
1A 2C 3T 4P 5L 6L 78 8P 9F 10C 11G 126 13G 145 o

P.F11 | ACTPLLSPFCGGGS 39 32c 285 7p 8c 19p 20s - 41v - 436 426 44 4es | 26.1128 | 1.75e
1A 2C 38 4L 5L 6A 7T 8A 9P 10C 116G 126 13G  14S .

P.G6 | ACSLLATAPCGGGS 757k 168C 167S 166F 164L 161A 185N 187E 186P - 214G 189G 1926 1958 | 2/-3569 | 1.14e
1A 2C 3D 4§ 56 6P 7L 8P 9R 10C 11G 126 13G 145 o

P.G8 | ACDHGPLPRCGGGS |35oa 8c 285 - 25D 24P 23K 22P 45R -  43G 426 44c  4es | 200481 | 2.19e
1A 2C 3T 4L 5P 6V 7P 8L 9§ 10C 11G 126 13G  14S -

P.H7 ACTLPVPLHCGGGS [ 39a 32¢ 38V 75L - 77V - 40L 41v - 436 42¢  44Gc  4des | 24.6294 2.65e

49



Table 2: Characterization mimetics peptides of CD14 identified by phage-display

Clone Sequence Net charge | Hydrophobicity Mw! % similarity AMP? Target of AMPs®
M.A2 ACPFPSPTWCGGGS 0 35% 1348.542 | 37,5% (APD:AP01305) Gram +, Gram- and fungi
M.A3 ACFGLPSWACGGGS 0 50% 1306.494 40% (APD:AP01764) Gram + and Gram -
M.E1 ACNGFPSWCGGGS 0 35% 1236.359 | 36,8% (APD:AP02231) Gram -

M.H1 ACLGRPLWACGGGS +1 50% 1341.587 40% (APD:AP01595) Gram+
M.H2 ACPHYSTLLCGGGS 0 35% 1359.555 | 37,5% (APD:AP01935) Gram+ and Gram-

P.B11 ACTPTFPPRCGGGS +1 28% 1332.544 40% (APD:AP00303) Gram+ and Gram-
P.C10 ACLNPVSSSCGGGS 0 35% 1232.366 | 37,5% (APD:AP00605) Gram+ and cancer cells
P.C12 ACSTSSPSYCGGGS 21% 1257.328 38% (APD:AP01912) Gram+
P.D8 ACSLASLPACGGGS 0 50% 1187.369 37% (APD:AP01512) Gram+, mammalian and cancer cells
P.F4 ACTAQRLPSCGGGS +1 35% 1301.476 35% (APD:AP01206) Gram+
P.F11 ACTPLLSPFCGGGS 0 42% 1297.532 40% (APD:AP00820) Gram+
P.G6 ACSLLATAPCGGGS 0 50% 1201.396 38% (APD:AP01677) Fungi
P.G8 ACDHGPLPRCGGGS 0 28% 1314.482 | 37,5% (APD:AP01803) Fungi
P.H7 ACTLPVPLHCGGGS 0 42% 1299.551 40% (APD:AP01935) Gram+ and Gram-

'MW : Molecular weight (theoretical)

’AMP: Antimicrobial Peptide

*Target of AMPs: Based in the action of peptides described in Antimicrobial Peptide databased (APD).
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Figure 4: Helical Wheel projection for M.H1, P.F4 and PB11 mimetics
peptides to CD14. Helical wheel projection for M.H1, P.F4 and PB11 mimetics
peptides to CD14. The sequences of a-helical peptides are presented according
to the Shiffer-Edmundson wheel projection. The hydrophilic and hydrophobic
sectors are divided by dashed lines. The characteristics amphipathic of the
antimicrobial peptides are responsible to lysis of the cell membrane.
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Figure 5: Reactivity of clones (M.H2, P.F4, P.F11 and Irrelevant phage
clone) to different doses of LPS.
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Figure 6: Phage-ELISA with peptides that represent different regions of the
molecule CD14 and the recognition bacterial components (Gram+:
Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus agalactiae, Stenotrophomonas maltophilia; and
Gram-: Pseudomonas aeruginosa, Proetus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli and Citrobacter younga). Graphs A and C show the reactivity in
the recognition of bacteria lysed while B and D represent entire bacteria. A and
B are Gram- and C and D, Gram+ bacteria.
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PERSPECTIVAS

e Sintetizar os mimotopos selecionados por Phage Display;

e Avaliar a atuagdo dos peptideos M.H1, P.F4 e P.B11como
antimicrobicidas;

e Avaliar o perfil imunolégico desencadeado pelos peptideos sintéticos in
vitro e in vivo para o entendimento da atuacao do sCD14-ST no colapso

da sepse.
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