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1. Rövidítések jegyzéke 
   

APC Allophycocyanin 
APP Acute phase protein 
BPI23 Bactericidal/permeability-increasing protein 23kDa-os fragment 
BSA Bovine serum albumin 
CAP Cationic antimicrobial protein 
CD Cluster of differentiation 
cDNS complementary DNA 
CFU Colony forming unit 
CRP C-reactive protein 
DC Dendritic cell 
DMEM Dulbecco's modified eagle medium 
EGF Epidermal growth factor 
EGFP Enhanced green fluorescent protein 
ELISA enzyme linked immunosorbent assay 
Fc Fragment crystallizable 
FcR Fragment crystallizable receptor 
FCS Fetal calf serum 
FITC Fluorescein isothiocyanate 
fMLP N-formyl-methionil-leucil-phenylalanine 
FSC Forward scatter 
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
GPI Glycosylphosphatidylinositol 
HCC Hepatocellular carcinoma 
HCV Hepatitis C virus 
HDL High-density lipoprotein 
HEK Human embryonic kidney  
HIV Human immunodeficiency virus 
HRP Horseradish peroxidase 
IFN-β Interferon beta 
IgG1 Immunoglobulin G1 
IL Interleukin 
IQR Interquartile range 
IRAK IL-1 receptor-associated kinase 
IRF3 Interferon regulatory factor 3 
LAL Limulus amebocyte lysate 
LB Luria-Broth  
LBP Lipopolysaccharide binding protein 
LPS Lipopolysaccharide 
MAPK Mitogen-activated protein kinase 
mCD14 Membrane CD14 
M-CSF Macrophage colony stimulating factor 
MD2 Myeloid differentiation protein 2 
MHC-I Major histocompatibility complex 
MN Mononuclear   
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MyD88 Myeloid differentiation primary response gene (88) 
NF-κB Nuclear factor-kappa B 
OD Optical density 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PBS Phosphate buffered saline 
PCT Procalcitonin 
PDGF Platelet-derived growht factor 
PE Phycoerythrin 
PFA Paraformaldehyde 
PSGL-1 P-selectin glycoprotein ligand 1 
PMN Polymorphonuclear 
PRR Pattern recognition receptor 
RA Rheumatoid arthritis 
RFU Relative fluorescence unit 
ROC Receiver operating characteristic 
RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 
S.O.C Super optimal broth with added glucose 
sCD14 Soluble CD14 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SF Synovial fluid 
SIRS Systemic inflammatory response syndrome 
SKBr-3 Memorial Sloan-Kettering breast adenocarcinoma cell line 3 
SLE Systemic lupus erythematosus 
SSC  Side scatter 
TBK1 TANK binding kinase 1 
TLR4 Toll-like receptor 4 
TNF-α Tumor necrosis factor alpha 
TRAF6 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 
TRAM TRIF-related adapter molecule 
TRIF TIR domain-containing adapter including IFN-β 
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2. Bevezetés 
A CD14 molekula az 5q23-31 kromoszómán lokalizált gén terméke, egy 356 aminosavból 

álló glikoprotein, melyet elsősorban myeloid sejtek expresszálnak. A CD14 előfordul 

membrán kötött (mCD14) és szolúbilis (sCD14) formában is. Míg a mCD14 egy glikozil-

foszfatidil-inozitol (GPI) horgonyon keresztül ágyazódik a sejtmembránba, a sCD14 vagy a 

mCD14 lehasadásával keletkezik, vagy közvetlenül szekretálódik.  

A CD14 elsődleges funkciója a Gram-negatív baktériumok külső membránjából származó 

lipopoliszacharid (LPS) felismerése. A LPS és CD14 interakciójához szükséges a 

lipopoliszacharid kötő fehérje (LBP) jelenléte, ami a LPS micellák monomerizálásában, és a 

LPS monomerek CD14-hez való eljuttatásában játszik fontos szerepet. Mivel a CD14 nem 

rendelkezik transzmembrán régióval, a jelátviteli folyamat más membránfehérjék, a myeloid 

differenciációs protein (MD2) és a transzmembrán régióval rendelkező Toll-like receptor 4 

(TLR4) segítségével inicializálódik. 

A CD14 a LPS mellett más mikrobiális eredetű molekulákat is képes felismerni. Bár az 

irodalmi adatok kissé ellentmondásosak ebben a kérdésben, számos publikáció alapján a 

CD14 ligandjai közé tartoznak a peptidoglikán, lipoteikolsav, lipoarabinomannán és a 

lipoproteinek, de leírták kötődését bakteriális és fungális eredetű sejtfal fragmentumokhoz, sőt 

teljes kórokozókhoz is. Széles ligandspecificitása következtében a CD14 molekulát joggal 

nevezik mintázatfelismerő receptornak (PRR).  

A sCD14 koncentrációja összefüggést mutat fertőzésekben az infekció súlyosságával, illetve 

számos más betegség, például autoimmun betegségek, sarcoidosis, psoriasis vagy rheumatoid 

arthritis (RA) aktivitásával. Szérumkoncentrációja korrelál egy akut fázis fehérje (APP), a C-

reaktív protein (CRP) mennyiségével, ami felveti a sCD14 diagnosztikus markerként való 

alkalmazásának lehetőségét is. Különösképpen igaz lehet ez cirrhosisban, ahol a máj 

károsodása miatt, a májban termelődő klasszikus APP markerek csak korlátozott mértékben 

teszik lehetővé a cirrhosisban jelentkező fertőzések diagnosztizálását. Ezekben az esetekben 

érdemes megvizsgálni a sCD14 koncentráció monitorozásának lehetőségét, hiszen a sCD14 

elsősorban nem a májból kerül a keringésbe, így még egy súlyosabb májkárosodás esetén is 

adhat felvilágosítást egy esetleges fertőzés jelenlétéről. 

Az elmúlt évtizedekben az antibiotikumok túlzott és gyakran felelőtlen használata 

antibiotikum rezisztencia kialakulásához és elterjedéséhez vezetett. Ezzel párhuzamosan az 

antibiotikumok megjelenésének üteme jelentősen lassult, egyre kevesebb mozgásteret 

engedve az ilyen típusú fertőzések leküzdésére. A lehetőségek szűkülésével egyre nagyobb 
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igény mutatkozik arra, hogy hatásmechanizmusukban új antimikrobiális molekulákat hozzunk 

létre, melyek a patogének széles spektrumának konzervatív struktúráit ismerik fel, ezzel 

csökkentve a rezisztencia kialakulásának lehetőségét. Az egyik típusát az ilyen potenciális új 

antimikrobiális szereknek a PRR/Fc fúziós fehérjék alkotják. Ezek a molekulák egyfajta 

mesterséges antitestként működve, a molekula mintázatfelismerő receptorával kötődnek a 

mikrobiális sejtfal komponensekhez, és a humán IgG1 Fc részével identikus Fc rész 

segítségével immunológiai funkciókat aktiválva segítenek a kórokozók neutralizációjában. A 

CD14 molekula széles ligandspecificitása miatt kifejezetten alkalmasnak ígérkezik egy ilyen 

mesterséges antitestben a mintázatfelismerő receptor feladatának ellátására. 

A kórokozók elpusztításán túl nagy jelentősége van – különösen a szeptikus állapotok 

terápiájában – a baktériumokból felszabaduló biológiailag aktív molekulák neutralizálásának 

is. Ezek megjelenhetnek izolált formában, de nem ritkán a külső membránból lefűződő 

vezikulák, „bleb”-ek alakjában is. A Neisseria meningitidis egy Gram-negatív kórokozó, mely 

kifejezetten hajlamos ilyen külső membrán vezikulák képzésére. Ezeknek a partikulumoknak 

az összetétele gyakorlatilag megegyezik a kórokozó külső membránjának összetételével, ezért 

magas LPS tartalom jellemzi. Valószínűleg a fokozott blebképződés és a bleb-ekből 

felszabaduló LPS áll a N. meningitidis fertőzésekben tapasztalt magas LPS koncentrációk 

hátterében. Mivel a bleb-ek LPS tartalmú partikulák, ezért felmerül annak a lehetősége is, 

hogy egy CD14/Fc fúziós fehérje elősegítheti egy ilyen fertőzésben a blebek és a LPS 

neutralizációját, csökkentve ezzel a magas endotoxin koncentráció káros hatásait.  

Munkánk során egy CD14/Fc fúziós fehérjét hoztunk létre, és arra kerestünk választ, hogy 

képes-e ez a fehérje specifikusan kötődni különböző kórokozókhoz, illetve képes-e fokozni 

ezek fagocitózisát és elpusztítását. Megvizsgáltuk, hogy neutralizálja-e a CD14/Fc molekula 

különböző LPS preparátumok és N. meningitidis eredetű blebek biológiai hatását, illetve, 

hogy mennyire hasonlóan viselkednek a LPS molekulák és a bleb részecskék egyéb 

neutralizáló ágensekkel szemben.  Végül a sCD14 egy potenciális diagnosztikai alkalmazását 

vizsgáltuk cirrhosisos betegek esetében, arra keresve választ, hogy a szérum sCD14 mérése 

képes-e jelezni vagy megerősíteni a cirrhosishoz társuló fertőzések jelenlétét.  
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3. Irodalmi áttekintés 
3.1. A CD14 molekula tulajdonságai 

A CD14 molekula a veleszületett immunrendszer mintázatfelismerő receptora, melyet először 

monocyták és macrophagok felszínén azonosítottak 1981-ben [1]. A fehérjét kódoló gén az 

5q23-31 kromoszómán lokalizálódik az IL-3, GM-CSF, EGF receptor, β2 adrenerg receptor és 

PDGF génjeivel együtt [2, 3]. A gén két exonból áll, melyről egy 1,4 kb méretű mRNS 

transzkript íródik át [4]. A kész fehérje egy 356 aminosavból álló glikoprotein, melyet 

elsősorban myeloid sejtek expresszálnak, és előfordul membrán kötött (mCD14, 55 kDa) és 

szolúbilis formában is (sCD14, 48 kDa és 56 kDa) [5-8]. A mCD14 nem rendelkezik 

transzmembrán régióval, hanem egy GPI horgony segítségével ágyazódik a membránba [9, 

10]. A mCD14 fehérjét magas expressziós szintje miatt elterjedten használják monocyták és 

macrophagok azonosítására immunhisztokémiai eljárásokban és áramlási citometriában is. A 

mCD14 nagyobb számban monocytákon (~100.000/sejt), és jóval kisebb számban neutrofil 

granulocytákon (~4.000/sejt) fordul elő, míg a sCD14 koncentrációja a szérumban néhány 

µg/ml nagyságrendű [11-16]. 

 

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

A CD14 molekula elsődleges funkciója a szervezetbe bekerülő, Gram-negatív baktériumok 

membránjából felszabaduló LPS felismerése és a sejtaktiváció beindítása. A LPS felismerés 

és a jelátviteli folyamat inicializálása a LBP/TLR4/MD2 rendszeren keresztül történik [17, 

18]. A CD14-LPS interakciót a LBP facilitálja, mely monomerizálja a LPS molekulákat, és 

elősegíti azok eljuttatását a CD14-hez. Az LBP egy akut fázis fehérje, szerkezete homológiát 

mutat a BPI fehérjével, fertőzésekben a koncentrációja jelentősen megemelkedhet. Az LBP 

által monomerizált szabad LPS a CD14 molekulán keresztül a sejtmembránon található 

TLR4/MD2 komplexhez jut, ahol a LPS az MD2 molekulán keresztül kerül a transzmembrán 

régióval rendelkező TLR4-hez, ami az intracelluláris jelátvitel kaszkád beindításához vezet 

[17, 18]. (1. ábra) 
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1. ábra: A LPS – mCD14 – sCD14 – LBP – TLR4/MD2 kölcsönhatása 

A Gram-negatív baktériumok membránjából felszabaduló LPS monomerizálását és CD14-hez 

szállítását a májban termelődő LBP végzi. A sCD14 vagy közvetlenül szekretálódik, vagy a mCD14 

lehasadásával keletkezik. A CD14 mindkét formája részt vesz a LPS transzportálásában a TLR4/MD2 

receptor rendszerhez, ahol a transzmembrán régióval rendelkező TLR4 indítja el a sejten belüli 

jelátviteli kaszkádot. 

 

3.3. A CD14 mediálta szignalizáció elemei 

A jelátviteli útvonal a TLR4 aktiváció után kettéágazik a myeloid differentiation primary 

response gene 88 (MyD88) dependens, illetve a MyD88 independens útra. A MyD88 

dependens útvonal az nuclear factor-kappa B (NF-κB) és mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) kináz útvonalak inicializálódásához vezet, ami számos pro-inflammatórikus gén 

„bekapcsolódását” vonja magával az IL-1 receptor associated kinase (IRAK) és tumor 

necrosis factor receptor associated factor 6 (TRAF6) aktivációján keresztül. A TRAF6 

inicializálódása a MyD88 independens útvonalon is megtörténik a TIR domain-containing 

adapter including IFN-β (TRIF) és TRIF-reladed adapter molecule (TRAM) adaptereken 
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keresztül, valamint aktiválódik a TANK-binding kinase 1 (TBK1) is, melynek az eredménye 

az interferon regulatory factor 3 (IRF3) által indukált interferon beta (IFN-β) termelés lesz 

[18] (2. ábra). 

 

 
2. ábra: A TLR4 mediálta szignalizáció 

A TLR4 mediálta szignalizáció a Myd88 dependens és a Myd88 independens jelátviteli utakra ágazik 

szét. A Myd88 independens útvonal a TRIF és TRAM adaptereken keresztül a TBK1 és TRAF6 

inicializálódásához vezet. A TBK1 aktivációjának következménye az IRF3 által indukált IFNβ 

termelés. A TRAF6 aktiváció a Myd88 dependens útvonalon is bekövetkezik, melynek eredménye az 

NF-κB és MAPK kináz útvonalak bekapcsolódása, ami több pro-inflammatórikus gén stimulációját es 

az általuk kódolt fehérjék termelését vonja maga után. (Az ábra Palsson-McDermott és munkatársai 

(2004) ábrájának alapján, annak módosításával készült) [18]. 

 

3.4. A CD14 molekula potenciális ligandjai 

A CD14 molekula 1981-es felfedezése óta – bár ellentmondó adatok is láttak napvilágot –

egyre inkább elismertté válik a molekula széles ligandspecificitása [1]. Bár a CD14 

legfontosabb szerepe a Gram-negatív baktériumok membránjából származó LPS 

szignalizációjában van, jelentős számú publikáció jelent meg az elmúlt 15 évben, melyek a 

CD14 egyéb ligandjait írják le, amik a legkülönbözőbb bakteriális eredetű molekuláktól 
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kezdve, gombákon és apoptotikus testeken át, egészen a mikrobiális sejtfal komponensekig, 

sőt teljes baktériumokig terjednek [19-23]. A CD14 sokrétű funkciója és széles 

ligandspecificitása következtében - annak ellenére, hogy transzmembrán régió híján a 

jelátviteli mechanizmusokat közvetlenül nem képes elindítani - valódi mintázatfelismerő 

receptorként (PRR) funkcionál [19]. 

 

 
3. ábra: A LPS szerkezete 

A vad típusú LPS molekulát a zsírsavakból és glukózaminból álló lipid A és az ehhez kapcsolódó, 

szénhidrátokból felépülő belső- és külső mag, valamint az O antigén alkotja. Az R mutánsok esetében 

az O antigén hiányzik. Attól függően, hogy a konzervatív belső- és külső mag mekkora része hiányzik 

a LPS molekulák csoportokba sorolhatók (Ra, Rb1, Rb2, Rc, Rd1, Rd2, Re). Az Re mutánsok 

esetében csak az immunológiai funkciókért felelős lipid-A egység van jelen. (Az ábra Carla 

Grosselaar-de Haas „SAP, A novel LPS binding protein” című Ph.D. disszertációjának (1999) ábrája 

alapján, annak módosításával készült.) 

 

3.4.1. Szolúbilis molekulák 

A CD14 molekula legfontosabb, de mindenképpen legismertebb és legjobban tanulmányozott 

ligandja a Gram-negatív baktériumok külső membránjának esszenciális komponense a LPS. 

Különböző baktériumcsaládok LPS struktúrája nagy hasonlóságot mutat [24]. Az 

Enterobacteriaceae család vad típusú LPS molekulája (S-típus) az O-antigénből, az R-magból 

és a lipid-A komponensekből áll [25]. Az O-antigén, mely ismétlődő szacharid egységekből 

felépülő poliszacharid, az oligoszacharid R-maghoz kapcsolódik, mely az egész szacharid 

struktúrát a LPS lipid komponenséhez, a lipid-A egységhez kapcsolja. Bizonyos esetekben a 

LPS O-antigén poliszacharidja hiányozhat (R-típus), ami hozzáférhetőbbé teszi az 

immunogenitásért felelős lipid-A részt az immunrendszer számára [26-30] (3. ábra). A 
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lipopoliszacharidon kívül a CD14 molekulának számos más ligandját is leírták, ilyenek 

például a Mycobacterium eredetű lipoarabinomannán, a szolúbilis peptidoglikán, a 

Blastomyces dermatitidis WI-1 antigénje, a S. aureus sejtfal kivonata, a Pseudomanas-ból 

izolált poliuronsav, a muramilpeptid, és a Borrelia burgdorferi külső membrán lipoproteinjei 

[20, 22, 31]. Ezen molekuláknak közös jellemzője, hogy valamennyien az őket termelő 

mikrobák esszenciális, konzervatív struktúrái, ezért kiemelkedően jó terápiás célpontot 

jelenthetnek. 

 

3.4.2. Blebek 

A Gram-negatív baktériumok külső membránjából nem csak szabad LPS szabadul fel, hanem 

külső membrán vezikulák, úgynevezett blebek is képződhetnek. A bleb képződés különösen 

kifejezett a N. meningitidis esetében ahol in vivo is kimutatták blebek jelenlétét szérumban és 

cerebrospinalis folyadékban egyaránt [32]. Mivel a blebek összetétele lényegében 

megegyezik a külső membrán összetételével, igen nagy mennyiségben tartalmaz LPS-ot, és ez 

hozzájárulhat a N. meningitidis fertőzésekben mért igen magas (akár 300 µg/ml) endotoxin 

koncentrációk kialakulásához, és a betegség rendkívül gyors, magas lázzal járó lefolyásához 

[32-35]. A N. meningitidis LPS a klasszikus CD14-LBP, majd TLR4/MD2 mediált útvonalon 

aktiválja az immunrendszert [36, 37], de ezen kívül fontos szerepe van az ép baktériumok 

fehérvérsejtekkel való interakciójában is egy CD14 mediált útvonalnak. Rendkívül fontosak 

ugyanakkor a specifikus anti-meningococcalis antitestek és az intakt komplement rendszer is 

a kórokozóval szembeni védekezésben [38]. 

 

3.4.3. Baktériumok 

A mikrobiális eredetű ligandokon kívül több esetben leírták különböző Gram-negatív 

baktériumok CD14 dependens fagocitózisát is: Peterson és munkatársai beszámolnak 

opszonizálatlan Mycobacterium tubercolosis CD14 mediált felvételéről, valamint Onozuka és 

munkatársai vad típusú S. typhimurium  macrophagok általi fagocitózisában igazolták a CD14 

jelentőségét [21, 39]. Schiff és munkatársai szérum által opszonizált Escherichia coli  

fagocitózisában írták le mind a mCD14, mind a sCD14 szerepét [40]. Janot és munkatársai 

egy Gram-pozitív intracelluláris kórokozó, a Listeria monocytogenes esetében igazolták a 

CD14 részvételét a TLR2-vel együttműködve a baktérium felismerésében és a fertőzés 

leküzdésében [41]. Bár a CD14 szerepe egyes baktériumok felismerésében és fagocitózisában 

mára elfogadott tény, eddig mindössze egyetlen munkacsoport írta le a sCD14 és a mCD14 

közvetlen kötődését baktériumokhoz [42, 43].  
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3.5. Szolúbilis CD14 típusai, keletkezésük és tulajdonságaik 

A mCD14 egy GPI horgony segítségével ágyazódik a sejtek membránjába, míg a sCD14 vagy 

a GPI horgonyzás elkerülésével közvetlenül szekretálódik (56 kDa-os forma) [6, 44-46], vagy 

a mCD14 molekulákból, a GPI horgony lehasadásával („shedding”) keletkezik (48 kDa-os 

forma) [44, 45]. A közvetlenül szekretálódó sCD14 nagyobb mérete (56 kDa) annak 

köszönhető, hogy a fehérje ebben az esetben megtartja a C terminális szignál szekvenciáját, 

ami egyébként a fehérje érése során kicserélődik a GPI horgonyra [44, 45]. Ez a szekréciós 

folyamat proteáz inhibitorokkal nem gátolható [45]. A kisebb méretű sCD14 (48 kDa), mely a 

GPI horgony lehasadásával keletkezik, sejtaktiváció következtében kerül a keringésbe. Ez a 

folyamat membrán asszociált szerin proteázok működéséhez köthető, és proteáz 

inhibitorokkal in vitro gátolható [45, 47]. A shedding hátterében egyfajta védekező 

mechanizmus állhat, mely megakadályozza a sejtek aktivációjakor az inflammatórikus 

folyamatok elszabadulását [47, 48].   

 

3.6. sCD14 és betegségek összefüggése  

A sCD14 központi szerepet játszik a Gram-negatív baktériumok által okozott fertőzésekben, 

de széles ligandspecificitása és a veleszületett immunrendszerben betöltött fontos szerepe 

következtében a sCD14 szintjének változása összefüggésbe hozható a bakteriális fertőzéseken 

kívül számos más kórképpel, például autoimmun betegségekkel és szerepet játszhat a humán 

immundeficiencia vírus/hepatitis C vírus (HIV/HCV) ko-fertőzések terápiájának 

kimenetelében is [49]. 

 

3.6.1. Összefüggés bakteriális infekciókkal  

Mintázatfelismerő receptor lévén, a sCD14 kulcsfontosságú szerepet játszik az infekciók korai 

szakaszában a citokin termelés beindításában, és ezen keresztül különböző immunológiai 

válaszreakciók inicializálásában. A sCD14 szintje korrelál az infekció súlyosságával, a 

fiziológiásan 2-4 µg/ml tartományban jelenlévő fehérje koncentrációja lokális fertőzésekben 

és szepszisben is jelentősen megemelkedhet [12, 50]. A sCD14 termelődésének pontos 

mechanizmusa és oka az infekciók során nem teljesen ismert, de valószínűsíthető, hogy a 

keletkező sCD14 elsősorban nem de novo szintetizálódik, hanem a membránkötött forma 

lehasadásával keletkezik. Ezt támasztja alá, hogy szepszisben, politraumás esetekben és égési 

sérüléseknél a sCD14 koncentrációjának emelkedésével a sejteken előforduló mCD14 száma 

csökken [12, 46]. Ennek kettős pozitív hatása lehet. Egyrészt egy súlyosabb fertőzés során a 

mCD14 mennyiségének csökkenésével a sejtaktiváció is csökken, így kisebb eséllyel alakul ki 
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szeptikus sokk, valamint a megemelkedett számú sCD14 molekula a bakteriális ligandokhoz 

kötődve részt vehet azok neutralizálásában, aminek szintén szerepe lehet az inflammatorikus 

reakciók eszkalálódásának megakadályozásában [48, 51]. Ugyanakkor az is ismert, hogy 

fertőzésekben a magasabb sCD14 koncentráció korrelál a mortalitással, bár nem egyértelmű, 

hogy ezekben az esetekben a magasabb sCD14 koncentráció oka a mortalitás emelkedésének, 

vagy egy súlyosabb, és ezért nagyobb eséllyel rosszabb kimenetelű fertőzés következménye 

[46]. Emellett nem zárható ki a sCD14 de novo szintézise sem, hiszen termelődése IL-6 által 

indukálható és szérumkoncentrációja jól korrelál egy jól ismert akut fázis fehérje, a CRP 

szérumkoncentrációjával [52]. 

 

3.6.2. Összefüggés egyéb betegségekkel 

A sCD14 szintjének változását nem csak infekciókban írták le, hanem számos más 

immunrendszert érintő kórképben is találtak példát a betegség progressziójával korreláló 

sCD14 koncentrációra. Sarcoidosis-ban szenvedő betegek bronchoalveolaris 

mosófolyadékában, valamint más autoimmun betegségekben, psoriasis-ban és szisztémás 

lupus erythematosusban (SLE) valamint gyulladásos bélbetegségben szenvedő betegek 

szérumában is megemelkedett sCD14 koncentrációt mértek [53-56]. A sCD14 koncentráció 

szintén emelkedett értéket mutat korai gyermekkori fogszuvasodásban szenvedő gyerekek 

nyálából származó mintákban, ami ezen betegség gyulladásos jellegére utal, és lehetővé teszi 

a betegség követését a sCD14 koncentráció mérésével [57]. Ezen kívül sarcoidosis-ban és 

extrinsic allergiás alveolitis-ben az emelkedett sCD14 mellett az alveoláris macrophagok, 

valamint rheumatoid arthritisben a perifériás monocyta populáció is megnövekedett CD14 

expressziót mutat [54, 56, 58], továbbá a CD14 pozitív monocyták intesztinális mucosába 

való vándorlásának és az ottani pro-inflammatorikus citokintermelésüknek szerepe lehet a 

Crohn betegség és colitis ulcerosa kórképében is [59].  

 

3.6.3. Akut fázis fehérje? Diagnosztikus marker? 

A sCD14 fehérje koncentrációjának változása különböző testnedvekben jól korrelál a 

fertőzések súlyosságával, az autoimmun betegségek aktivitásával, és más immunrendszert 

érintő kórképekkel is. Elsősorban gyulladásos kórképekben merül fel a sCD14 diagnosztikus 

markerként való alkalmazása. Autoimmun eredetű arthritises és fertőzés-mediált arthritises 

(reaktív arthritis) betegek szérum- és synovialis folyadék (SF) sCD14 koncentrációját 

összehasonlítva nem találtak szignifikáns különbséget, és a sCD14 koncentrációk nem 

korreláltak a SF leukocita számmal, felvetve annak a lehetőségét, hogy a keletkező sCD14 
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nem csak proteáz mediálta shedding-en keresztül kerül a keringésbe, hanem de novo is 

szintetizálódik [52]. Emellett mindkét betegcsoportban szignifikáns emelkedést tapasztaltak 

az egészséges kontrollokhoz képest, továbbá a sCD14 koncentráció jól korrelált a betegség 

lefolyásával és a CRP koncentrációval, valamint a máj APP termelését szabályozó 

citokinjének, az IL-6-nak a koncentrációjával is [52]. Real-time PCR vizsgálatok megerősítik 

mRNS szintjén a CD14 termelés IL-6 általi indukálhatóságát is [52]. Ezek alapján a sCD14 

molekula APP-ként viselkedik, és érdemes megvizsgálni a diagnosztikus markerként való 

felhasználhatóságát. 

 

3.7. Cirrhosis és a hozzá társuló infekciók klinikai jelentősége 

A cirrhosis a máj krónikus megbetegedésének a következménye, melynek során a máj szövete 

hegszövetté alakul és a máj funkciója csökken. A leggyakoribb komplikációk a hasüregben 

felgyülemlő folyadék (ascites), varix vérzések, hepatikus encephalopathia és a különböző 

bakteriális fertőzések kialakulásának megnövekedett kockázata. 

 

3.7.1. A cirrhosis etiológiája és klinikuma 

A betegség kialakulásának hátterében leggyakrabban alkoholizmus, valamint Hepatitis B 

vagy C vírus fertőzés áll, de számos más oka is lehet a májkárosodás kialakulásának, mint 

például cukorbetegség, elhízás, autoimmun folyamatok, illetve a vas anyagcserét érintő 

öröklődő betegségek, cysticus fibrosis, illetve hepatotoxikus gyógyszerek használata is. A 

diagnózis felállításának legbiztosabb módja a májbiopszia, de ha az egyéb klinikai, 

laboratóriumi és radiológiai eredmények alátámasztják a cirrhosist akkor a májbiopszia 

elkerülhető.  

 

3.7.2. A cirrhosishoz társuló fertőzések klinikai jelentősége 

A cirrhosis egyik leggyakoribb komplikációja valamilyen bakteriális fertőzés kialakulása, 

melyeknek széles skálája vezethet a máj állapotának további romlásához, és végül a 

cirrhosisban szenvedő beteg elhalálozásához [60, 61]. Ezen kívül a bakteriális fertőzések 

további komplikációk kialakulását okozhatják, mint például varix vérzés, hepatikus 

encephalopathia, veseelégtelenség és véralvadási zavarok [62]. A különböző fertőzések 

jelentősen megnövelik a mortalitást,  cirrhosisban az elhalálozások mintegy 30-50%-a 

valamilyen fertőzéshez köthető [60-63].  
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3.7.3. A cirrhosishoz társuló fertőzések diagnosztikája 

Cirrhosisban a fertőzések hozzávetőlegesen 50%-a atípusos klinikai megjelenésű, továbbá a 

cirrhosis néhány jellemző sajátossága is megnehezíti a fertőzések azonosítását [64]. A 

bacteraemia-hoz kapcsolt szerológiai markerek emelkedése korai jele az infekciónak, mely 

lehetővé teszi a fertőzés hatékony felismerését. Azonban ezeket az akut fázis fehérjéket 

elsősorban a máj szintetizálja, ezért cirrhosisban sokkal kevésbé hatékonyak a fertőzés 

kialakulásának figyelemmel kísérésére [65]. A másik oldalról pedig fertőzés független 

faktorok, mint hepatocellularis carcinoma (HCC), necrosis, vagy a májszövet lokális 

gyulladásos reakciója illetve bakteriális transzlokáció is indukálhatja ezen markerek 

szintézisét, ami még jobban korlátozza klinikai használhatóságukat [66-68]. Korábbi 

tanulmányok szerint a CRP és a procalcitonin (PCT) a legmegbízhatóbb markerek a 

fertőzések felismerésére, de diagnosztikai pontosságuk és határértékeik nem pontosan 

meghatározottak [66, 69-72]. 

   

3.8. Fertőzések kezelésének problémái. Antibiotikum rezisztencia. Potenciális új terápiás 

szerek: Fc-fúziós fehérjék 

Az antibiotikum terápiák abúzusa miatt kialakuló antibiotikum rezisztens kórokozók ellen 

egyre nehezebb felvenni a küzdelmet, különösen azokban az esetekben, melyekben a fertőzött 

egyén immunrendszere nem működik megfelelően, például újszülöttek, szerzett- vagy 

öröklött immundeficiencia, vagy hematológiai malignómák esetében [73]. A problémát 

súlyosbítja, hogy az elmúlt évtizedben jelentősen csökkent az új antibiotikumok 

megjelenésének üteme, ami az antimikrobiális terápiákkal kapcsolatos kutatást új irányokba 

tereli [73, 74]. Eddig több száz újszerű antimikrobiális molekula került tesztelésre, például 

humán kationos fehérjék, pentraxinok, RNázok, foszfolipázok, peptidoglikán felismerő 

fehérjék, kollektinek, defenzinek, valamint ezen fehérjéken és oligopeptideken alapuló kisebb 

peptidek [75, 76]. Az antimikrobiális szerek kutatásának viszonylag új iránya egyes 

antimikrobiális hatású molekulák kombinálása az immunrendszer egyéb komponenseivel. 

Erre példa a kationos fehérjék, mint a cationic antimicrobial protein 18 (CAP18) vagy 

bactericidal/permeability increasing protein (BPI23) fúziója a humán IgG Fc részéhez [77, 78]. 

Az így keletkező fehérjék mesterséges antitestként viselkedve nemcsak közvetlen baktericid 

hatással bírhatnak, hanem az Fc részen keresztül bekapcsolják az immunrendszert a kórokozó 

neutralizálásának folyamatába [77-81]. 
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3.8.1 Az Fc-fúziós fehérjék felépítése, típusai 

A biotechnológiai és molekuláris genetikai eljárások fejlődésével megnyílt az út változatos 

mesterséges fehérjék létrehozására. A receptor/Fc fúziós fehérjék közös tulajdonsága, hogy 

egy vagy több receptor molekula, esetleg receptor domén kapcsolódik a humán IgG1 Fc 

részéhez. A receptor/Fc fúzió génsebészeti eljárással, vagy kémiai reakcióval hozható létre. A 

génsebészeti eljárás során a receptor fehérjéket, esetleg doménjeiket kódoló cDNS 

szakaszokat kötik össze a humán IgG1 Fc részét kódoló cDNS-sel, majd valamilyen 

expressziós vektorral in vitro, illetve bizonyos esetekben in vivo expresszálják azokat [79, 80]. 

A fúziós fehérjék közös tulajdonságai, hogy az Fc rész intakt állapotban (CH2, CH3 domén és 

a  kapocs régió) megmarad, és az N terminális részhez kapcsolódnak a receptor fehérjék [82]. 

Attól függően, hogy a teljes receptor, vagy csak receptor domén(ek), illetve, hogy egy vagy 

több receptor kapcsolódik az Fc részhez, a fúziós fehérjék a felépítésük alapján négy 

csoportba sorolhatók (4. ábra). A legegyszerűbb eset, amikor két intakt receptor fehérje 

homodimert alkotva kapcsolódik az Fc részhez (4. ábra, A). Bizonyos esetekben növelhető a 

ligandkötő képessége a fúziós fehérjének, ha intakt receptor helyett csak a ligandkötő 

domének, esetleg több receptor releváns ligandkötő doménje kapcsolódik az Fc részhez (4. 

ábra, B). Más esetben előfordulhat, hogy előnyösebb csak egyetlen receptort vagy receptor 

domént használni az esetleges sztérikus akadályozás elkerülése érdekében (4. ábra, C). A 

receptor/Fc fúziós fehérjék negyedik csoportjában különböző receptorok heterodimert alkotva 

kapcsolódnak az Fc részhez, ami szükséges lehet olyan esetekben, amikor a fuzionáltatott 

receptorok natív formájukban is egy másik receptorral együtt heterodimert formálva képesek 

csak a ligandjukat kötni (4. ábra, D) [82]. 
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4. ábra. A receptor/Fc fúziós fehérjék főbb típusai. (A) Dimer fúziós fehérje, melyben a receptor 

homodimer formában van jelen. (B) Különböző receptorok doménjei vannak fuzionálva az Fc részhez. 

(C) Monomer Fc fúzió, melyben egyetlen receptor fehérje kapcsolódik az Fc részhez. (D) Heterodimer 

Fc fúziós fehérje, melyben két különböző receptor fuzionálódik az IgG Fc részéhez. (Az ábra Huang 

és munkatársai (2009) ábrájának alapján, annak módosításával készült [82].) 

 

3.8.2 Az Fc-rész jelentősége a molekula funkcióját illetően 

A receptor/Fc molekulák Fc részének számos előnyös tulajdonsága van mind a „kész” fehérje 

alkalmazási területein, mind a fehérje expresszálása és tisztítása során. Az Fc fúzió bizonyos 

esetekben segíthet az expresszió hatékonyságának növelésében [83], valamint az Fc rész 

protein A/G oszlop segítségével felhasználható a fehérje tisztítására is [84]. A biotechnológiai 

előnyökön kívül a fehérje felhasználási területein is hasznos tulajdonságokat kölcsönöz a 

fúziós fehérjének az Fc rész jelenléte. Kis méretű fúziós partner esetében megakadályozza 

azok vesén keresztüli kiválasztódását, ezzel növelve a fehérje féléletidejét és csökkentve pl. a 

kationos fehérjék vesekárosító hatását [75]. Az Fc rész segítséget nyújthat a molekula FcRn 

receptorokon keresztüli felvételében az intestinalis vagy pulmonaris epithel sejteken keresztül 

[85]. Egy másik fontos hatása lehet az Fc általi dimerizációnak, hogy megnövelheti a 

receptorkomponensek eredeti ligandjukhoz való aviditását, ahogyan azt korábban, egyetlen 

közleményben, affibody-Fc kimérák esetében tapasztalták [86]. Szintén fontos szempont 

lehet, hogy az Fc rész megőrzi eredeti funkcióját, és hasonlóan, mint a komplett IgG esetében, 

immunológiai effektor funkciókat lát el, mint a komplement aktiválás vagy a fúziós fehérje 

által opszonizált molekulák FcR receptorokon keresztüli fagocitózisának mediálása [77, 78, 

82, 85]. 
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3.8.3 Az Fc-fúziós fehérjék alkalmazásának területei 

Az Fc fúzió előnyös tulajdonságait számos esetben kihasználja a gyógyszer- és 

biotechnológiai ipar, aminek következtében jó néhány hasonló elven létrehozott készítmény 

van forgalomban.  Egy részüket kutatási segédanyagként használják fel, más részük pedig a 

fehérje alapú terápiák tárházát gazdagítja [82]. Az első szolúbilis receptor/Fc fúziós fehérje, 

melyet sikeresen alkalmaztak az Etanercept (Enbrel®), mely tumor necrosis factor α (TNF-α) 

receptor II extracelluláris doménjét tartalmazza az IgG1 Fc részéhez fuzionáltatva. Ez a 

készítmény hatásosan neutralizálja mind a membránkötött, mind a szolúbilis TNF-α hatását, 

ezáltal csökkentve az inflammatorikus citokinek, szérum mátrix metalloproetázok és adhéziós 

molekulák szérum szintjét [87, 88], így hatásos terápiás szernek bizonyult rheumatoid arthritis 

és egyéb eredetű arthritisek kezelésében is. Az Etanercept megjelenése óta több más 

készítmény is piacra került, vagy áll klinikai vizsgálat alatt. Ezek között vannak T- és B-sejt 

inhibitorok [89-92], selectin (PGSL-1) inhibitorok [93, 94], osteoclast inhibitorok [95], 

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

 

 

3.8.4 Fc-fúziós fehérjék - antimikrobiális szerek 

A receptor/Fc fúziós fehérjék egyik csoportját antimikrobiális hatású fehérjék alkotják, 

melyek egyfajta antitestként viselkedve a receptor részükkel baktériumok széles 

spektrumához kötődnek, míg az Fc részen keresztül immunológiai funkciókat mediálnak. Bár 

ez egy viszonylag új felhasználási területe ezen fúziós fehérjéknek, a kezdeti eredmények 

nagyon bíztatóak. Két fontosabb példa van eddig ilyen típusú mesterséges antitestekre, az 

egyik a BPI23 fehérje fúziója a humán IgG1 Fc részéhez [78, 80, 81]. Ezt a rekombináns 

fehérjét in vivo expresszálták egy virális vektor (rAAV2-BPI23-FCγ1) segítségével 

egérmodellben. A vizsgált géntranszferált egerek vérében kimutatható volt a BPI23/Fc fehérje, 

és jelentősen megnövekedett a túlélő egerek száma letális E. coli fertőzésekben. A rAAV2-

BPI23-FCγ1 géntranszferált egerek szérumában jelentősen kisebb volt az IL-1β és TNF-α 

szint, csökkent a baktériumszám és az endotoxin koncentráció is a kontrollként használt 

rAAV2-EGFP géntranszferált egerekhez képest [78, 80]. Egy másik példa egy másik kationos 

fehérje, a CAP18 fúziója az IgG1 Fc részéhez. Ebben az esetben az antimikrobiális fúziós 

partnert kémiai eljárással kötötték a humán IgG Fc részéhez, amit a teljes IgG1 papainos 

emésztésével állítottak elő [77, 79, 98]. Ebben az esetben is jelentősen megnövekedett a 

fúziós fehérjével kezelt (20 mg/kg) kísérleti egerek túlélési esélye a kontrollcsoportéhoz 
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képest a vizsgált szepszis modellben [77]. A protektív hatás feltételezhetően együttes 

következménye a fehérje baktericid és endotoxin neutralizáló tulajdonságának.  

Mindkét receptor/Fc fúziós fehérje esetében in vivo modellt használtak a fehérjék 

antimikrobiális hatásának igazolására, azonban egyik esetben sem vizsgálták a fúziós fehérjék 

baktériumokkal való interakcióját, illetve az Fc rész effektor funkcióinak működését. 
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4. Célkitűzések 
CD14/Fc fúziós fehérje – egy feltételezett terápiás alkalmazás 

A CD14, mint mintázatfelismerő receptor a Gram-negatív baktériumok sejtfalában lévő LPS 

kötésére képes és potenciálisan egyéb célpontjai is elképzelhetőek. Ez felvet egy lehetséges 

terápiás alkalmazást: a CD14 mintázat felismerő tulajdonságát kombinálva az Fc fúzió 

nyújtotta biotechnológiai és biológiai előnyökkel egy széles spektrumú opszonint hozhatunk 

létre, amely terápiás lehetőséget jelenthet antibiotikum rezisztens baktériumok által okozott 

fertőzésekben. Hasznos lehet továbbá olyan esetekben is, mint a N. meningitidis fertőzések, 

ahol a kórkép hátterében és az inflammatórikus folyamatok eszkalálódásában elsődleges 

szerepe van a fokozott külső membrán vezikula képződésnek.  

- Munkánk első felében célunk egy CD14/Fc fúziós fehérje létrehozása, strukturális 

integritásának és biológiai aktivitásának vizsgálata. Jellemezni kívánjuk a CD14/Fc fúziós 

fehérje baktériumokhoz való kötődését, és igazolni a kötődés CD14-LPS specifikusságát, 

valamint megvizsgáljuk a fúziós fehérje opszonizáló hatását, és neutrophil granulocyták, 

macrophagok és dendritikus sejtek fagocitózisára gyakorolt hatását. 

- Megvizsgáljuk, hogy neutralizálja-e a CD14/Fc molekula különböző LPS preparátumok 

és N. meningitidis eredetű blebek biológiai hatását, illetve, hogy mennyire hasonlóan 

viselkednek a LPS molekulák és a bleb részecskék egyéb neutralizáló ágensekkel szemben. 

 

Szérum sCD14 szint mérése – egy feltételezett diagnosztikus alkalmazás 

A humán sCD14 molekula, mint a veleszületett immunrendszer mintázatfelismerő receptora, 

kulcsfontosságú szerepet tölt be a Gram-negatív baktériumok által okozott fertőzések 

felismerésében. A sCD14 koncentrációja jól korrelál a fertőző betegségek súlyosságával, ami 

felveti a kérdést, hogy a sCD14 szintjének monitorozása esetleg alkalmazható-e diagnosztikai 

eljárásokban egy fertőzés meglétének, vagy súlyosságának megállapítására. Különösen fontos 

lehet egy új diagnosztikus marker bevezetése olyan esetekben, mint a cirrhosis, ahol a 

klasszikus APP markerek a máj károsodása miatt nem használhatóak megfelelő 

hatékonysággal. 

- Munkánk második felében arra keresünk választ, hogy alkalmazható-e a szérum sCD14 

szint mérése cirrhosisban diagnosztikus markerként a cirrhosist kísérő fertőzések kimutatására 

önállóan, vagy más akut fázis fehérjékkel együtt. 
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5. Anyagok és módszerek 
5.1 Betegek (cirrhosis) 

368 jól karakterizált, követés alatt álló cirrhosisos beteget (férfi/nő: 204/164; kor: 56,4±10,8 

év; betegség időtartama: 3,9±4,2 év) választottunk be a Debreceni Egyetem Belgyógyászati 

Intézetének Gastroenterológiai Tanszékéről. A cirrhosis diagnózisát klinikai, biokémiai, 

ultrahangos és amennyiben lehetséges volt, hisztológiai vizsgálatok alapján állították fel [99]. 

A beválasztásnál különös figyelmet fordítottunk akut bakteriális fertőzés jelenlétére is. A 

fertőzés diagnózisát a klinikai tünetek, lázas állapot, laboreredmények és mikrobiológiai 

tenyésztés (amennyiben lehetséges volt) alapján a betegek gondozását és követését végző Dr. 

Papp Mária és Dr. Vitális Zsuzsanna (Debreceni Egyetem, Belgyógyászati Intézet 

Gastroenterológiai Tanszék) állapították meg.  

 

5.2. A kísérletekhez használt LPS, bleb preparátum, baktérium- és gomba törzsek 

A CD14/Fc és CD14/His molekulák funkcionális teszteléséhez Salmonella minnesota Re  

(#595) LPS-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) használtunk. A bleb preparátumok 

izolálása a N. meningitidis L1 törzséből és ezek jellemzése az Utrechti Egyetem Orvosi 

Mikrobiológiai Intézetében történt korábban publikált protokollok alapján [36, 100]. Az 

izolálás protokollja röviden a következő volt. N. meningitidis L1 törzset RPMI 1640 

táptalajban (Gibco BRL, Invitrogen, San Diego, CA, USA) tenyésztették 16 órán át 37°C-on. 

A tenyészetet 20 percig 5.000 g-vel centrifugálták, majd a felülúszót 0,4 μm-es szűrőn 

(Millipore, Billerica, MA, USA) átszűrték, hogy eltávolítsák a felülúszóból a benne maradt 

baktériumokat. Ezután a felülúszót 50-szeresére koncentrálták egy Amicon szűrőrendszer 

(300 kDa) segítségével (XM300, Millipore). A koncentrátumot 12 ml-es SW41 

centrifugacsövekben (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) diszkontinuus dextrán gradiensre 

rétegezték (2 ml 10% és 2 ml 25%, Pharmacosmos, Roervangsvej, Dánia). A mintákat 

lengőfejes rotort használva 2 órán át 110.000 g-vel centrifugálták 10°C-on. A 10 és 25%-os 

dextrán határvonalán megjelenő bleb réteget aspirálták. A különböző izolálásokból származó 

bleb készítményeket összemérve, aliquotozva tárolták -20°C-on. A CD14/Fc-mikroba 

kötődéses kísérletekhez és a fagocitózis vizsgálatokhoz az alábbi baktériumokat és gombákat 

használtuk: E. coli (ATCC 25922), S. hartford (Országos Epidemiológiai Központ 100063), 

Lysteria monocytogenes (Országos Epidemiológiai Központ 130001), Streptococcus 

pneumoniae (ATCC 49619), S. typhimurium vad típus (#657), S. typhimurium Ra (#656), S. 
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typhimurium Re (#658), S. minnesota Re  (#595), Candida albicans (#10231), C. tropicalis 

(#555) (klinikai izolátumok). 

 

5.3. A baktériumok és gombák FITC jelölése 

A baktériumokat hőinaktiváltuk (80°C, 2 h), majd az inaktiválás sikerességét véres agar 

táptalajon (Oxoid, Cambridge, UK) való tenyésztéssel (3 nap) ellenőriztük. A gombák 

hőinaktiválását (65°C, 2 h) Sabouraud táptalajon való tenyésztéssel ellenőriztük (2 nap). A 

mikrobákat elölésük után foszfát pufferben (PBS) reszuszpendáltuk, majd fluoreszcein-

izotiocianáttal (FITC) jelöltük (40 μg/ml 45 percig 4°C-on a baktériumok esetében; 0,2 μg/ml 

45 percig 4°C-on a gombák esetében). Jelölés után a nem kötődött FITC kétszeri PBS-sel való 

mosással távolítottuk el. A jelölés sikerességét és az abszolút mikroba számot áramlási 

citometriával ellenőriztük. A fluoreszcensen jelölt mikrobákat a felhasználásig aliquotozva,    

-20°C-on tároltuk. 

 

5.4. PMN-ek, monocyták, macrophagok, dendritikus és SKBr-3 sejtek izolálása illetve 

tenyésztése 

Polimorfonukleáris sejtek: A polimorfonukleáris sejteket (PMN) perifériás vérből izoláltuk. A 

perifériás vért heparinos vérvételi csövekbe gyűjtöttük (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, 

USA) és 1:1 arányban hígítottuk PBS-sel. A hígított vért diszkontinuus histopaque gradiensre 

(1077/1119 g/l, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) rétegeztük, majd 30 percen át 

szobahőmérsékleten 700 g-vel centrifugáltuk. Centrifugálás után a PMN réteget leszívtuk, 

majd a vörösvértesteket 30 másodpercig jéghideg desztillált vízzel lizáltuk. 30 másodperc 

után az izotóniás koncentrációt 1/10 térfogatnyi 10-szeres töménységű PBS pufferrel 

állítottuk helyre. Ezt követően a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, és a sejtszámot 5x106 

sejt/ml-re állítottuk be. A sejtek életképességét tripánkék és propidium jodid festéssel 

vizsgáltuk, a sejtek 95%-a élőnek bizonyult. A sejtfrakció tisztaságát citospin lemezeken 

ellenőriztük, a tisztaság 98% feletti volt.  

Monocyta eredetű macrophagok és dendritikus sejtek: Perifériás vérből mononukleáris 

sejteket izoláltunk Ficoll-Paque (1077 g/l, GE Healthcare, Uppsala, Svédország) segítségével, 

majd a PBMC rétegből anti-CD14 mágneses mikrogyöngyök (Miltenyi Biotec, Bergisch-

Gladbach, Németország) alkalmazásával, a gyártó leírása alapján monocytákat szeparáltunk. 

Az izolált sejtfrakció tisztaságát áramlási citometriai analízissel ellenőriztük, a sejtek több 

mint 97%-a bizonyult monocytának. A monocyta eredetű macrophagok differenciálását 24 

lyukú szövettenyésztő plate-en végeztük. L-glutaminnal (2 mM, Sigma-Aldrich) dúsított 
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RPMI táptalajban (Sigma-Aldrich) 106 sejt/ml sejtet tenyésztettünk 5 napig, 100 U/ml 

penicillin, 100 ng/ml streptomycin, 10% hőinaktivált FCS (Invitrogen) és 50 ng/ml M-CSF 

(Peprotech EC, London, UK) jelenlétében. A monocyta eredetű dendritikus sejtek 

differenciálását L-glutaminnal (2 mM, Sigma-Aldrich) dúsított RPMI táptalajban (Sigma-

Aldrich) végeztük, 2x106 sejt/ml sejtet tenyésztettünk 5 napig, 100 U/ml penicillin, 100 ng/ml 

streptomycin és 10% hőinaktivált FCS (Invitrogen) jelenlétében. A sejtek stimulálását a 

második napon 80 ng/ml GM-CSF (Gentaur Molecular Products, Brussels, Belgium) és 100 

ng/ml IL-4 (Peprotech EC) és 50 ng/ml M-CSF (Peprotech EC, London, UK) hozzáadásával 

végeztük. A kísérletekhez a sejteket az 5. napon használtuk fel. A sejtek fenotípusát áramlási 

citometriával ellenőriztük, több mint 90%-uk éretlen DC fenotípust mutatott (DC-

SIGN/CD209+, CD14 alacsony) és több mint 85%-uk CD1a pozitívnak bizonyult. 

SKBr-3 sejtek: Az SKBr-3 humán emlő karcinóma sejtvonalat (ATCC) DMEM táptalajban, 2 

mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin, 100 ng/ml streptomycin és 10% hőinaktivált FCS 

(Invitrogen) jelenlétében tenyésztettük. Ezeket a sejteket a kísérletekhez, mint FcR negatív 

kontrollt használtuk. 

 

5.5. CD14/Fc és CD14/His klónozása és expressziója 

A humán CD14 cDNS-e az Utrechti Egyetem Orvosi Mikrobiológiai Intézetének (Utrecht, 

Hollandia) cDNS könyvtárából származik. A cDNS-t PCR reakcióban amplifikáltuk, melynek 

során a végeire restrikciós hasítóhelyeket (BamHI és NotI, a szekvenciában aláhúzva) 

építettünk be, az alábbi primereket használva: 

P1-5’TCGGATCCACCACGCCAGAACCTTG3’ 

P2-5’CAGCGGCCGCCAGCACCAGGGTTCCCGA3’ 

Az amplikont a szekvenáláshoz egy köztes vektorba (pCR4-TOPO, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) ligáltuk a kit leírása alapján: A PCR terméket Taq polimeráz jelenlétében inkubáltuk 

72°C-on, 10 percig, kihasználva a Taq polimeráz azon tulajdonságát, hogy szekvencia-

függetlenül 3’A túlnyúló végeket illeszt a PCR termék végeire. A TOPO vektor egy 

linearizált vektor, mely 5’T túlnyúló végekkel rendelkezik, így az inzert nagy hatékonysággal 

ligálódik a vektorba. Ligálás után a CD14 inzertet tartalmazó vektorral One Shot TOP10 

baktériumokat (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) transzformáltunk a kit leírása alapján, 

melyeket egy órán át S.O.C médiumban regeneráltattunk, majd előmelegített, 50 μg/ml 

carbenicillint tartalmazó Luria-Broth (LB) táptalajra szélesztettünk. A szelekciós táptalajon 

egy éjszakán át 37°C-on tenyésztettük a baktériumokat, a kinőtt telepeket 16 órán át, erősen 

rázatva, 50 μg/ml carbenicillint tartalmazó folyékony LB táptalajban szaporítottuk, majd a 
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QIAprep Miniprep Kit (Qiagen) segítségével, a gyártó leírása alapján plazmidot izoláltunk a 

transzformált baktériumokból. Az izolált plazmidokban a CD14 inzert jelenlétét kettős 

restrikciós emésztéssel (BamHI/NotI, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 

ellenőriztük. Az inzertet tartalmazó plazmidban a helyes szekvenciát szekvenálással (BigDye 

3.1 sequencing kit, Applied Biosystems) ellenőriztük. Az inzert expressziós vektorokba való 

szubklónozását, és a CD14/Fc, valamint CD14/His expresszióját humán embrionális vese 

(HEK293) sejtekben az U-Protein Express B.V. végezte (Utrecht, Hollandia). Az expressziós 

vektorok megfelelő olvasási keretben már tartalmazták az Fc és His tag-eket (pABC-CMV-

cystatin-dE-dH-FcC-TEV és pABC-CMV-dE-dH-optimal-hisN-TEV) [101]. Az expresszált 

fehérjék tisztítását a CD14/Fc esetében Protein G oszloppal, a CD14/His esetében Nikkel 

oszloppal (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) végeztük, a gyártó leírása alapján. A 

fehérjekészítmények tisztaságát SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel ellenőriztük redukáló 

és nem redukáló körülmények között [101]. A CD14/His fehérjét a kísérletekben mint 

kontrollt (sCD14) használtuk.  

A molekulák biológiai funkcióját immobilizált LPS-hez való kötődésük alapján jellemeztük: 

ELISA lemezeket (Invitrogen, San Diego, CA, USA) 30 µg/ml S. typhimurium Re LPS-sel 

(#595) borítottunk, és blokkolás után 1 µg/ml CD14/Fc vagy CD14/His fehérjét adtunk hozzá 

100 ng/ml LBP (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) jelenlétében.  A kötődő CD14/Fc 

fehérjét peroxidázzal konjugált anti-humán IgG antitesttel (1:6000 hígítás, Dako, 

Koppenhága, Dánia), míg a CD14/His-t biotinált poliklonális anti-CD14 antitesttel (1:100 

hígítás) és sztreptavidin-tormaperoxidázzal (1:250 hígítás; R&D systems, Minneapolis, MN, 

USA) mutattuk ki. Kromogénként tetra-metil benzidin/H2O2 szubsztrátrendszert használtunk 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), az abszorbanciát 405 nm-en mértük Labsystem 

Multiscan MS ELISA leolvasóval (Labsystems, Helsinki, Finnország). 

 

5.6. A CD14/Fc kötődése baktériumokhoz/gombákhoz 

Fluoreszcensen jelölt baktériumokat és gombákat (5 x 107/ml) inkubáltunk LBP (100 ng/ml) 

és CD14/Fc vagy CD14/His (5 μg/ml) jelenlétében vagy hiányában. Az inkubálási idő rövid 

LPS mutánsok esetében 2 óra, a vad típusú baktériumok és gombák esetében 24 óra volt. 

Inkubáció után a mikrobákat kétszer mostuk 0,1% marha szérum albumint (BSA) tartalmazó 

PBS-sel. A mikrobákhoz kötődött CD14/Fc fehérjét Cy5-kecske-anti-humán IgG (könnyű + 

nehéz lánc) antitesttel (Jackson Laboratory, Sacramento, CA; 1:100 hígítás), a CD14/His 

fehérjét PE-anti-His antitesttel (Miltenyi Biotec, 1:100 hígítás) jelöltük. Mosás után a 

mikrobákat 1% PFA pufferben szuszpendáltuk és áramlási citométerrel vizsgáltuk. A 
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mikrobákra az előre, illetve oldalra szórt fény, valamint a FITC pozitivitás alapján kapuztunk. 

A vizsgált fehérjék kötődésének mértékét a Cy5 (CD14/Fc) és PE (CD14/His) pozitivitás 

alapján határoztuk meg. 

A LPS kompetíciós és gátlásos vizsgálatokhoz a CD14/Fc molekulát LPS (kétszeres hígítási 

sor: 20 - 0,2 µg/ml) vagy anti-CD14 blokkoló antitest (60bca; ATCC klón felülúszójából 

tisztítva protein-G oszloppal; kétszeres hígítási sor: 40 – 0,6 µg/ml) jelenlétében elő-

inkubáltuk. Egy óra elő-inkubálás után a fent leírtak alapján elvégeztük a kötődéses 

vizsgálatokat. A CD14/Fc és CD14/His kompetíciós vizsgálatokhoz 1 µg/ml CD14/Fc fúziós 

fehérjét kevertünk össze különböző koncentrációjú (kétszeres hígítási sor: 350 – 0,7 µg/ml) 

CD14/His fehérjével, majd azonnal hozzáadtuk a S. typhimurium Re szuszpenzióhoz a 

fentebb leírtak szerint. A CD14/Fc kötődését áramlási citométerrel, a fent leírtak szerint 

vizsgáltuk, a gátlás mértékét a csak CD14/Fc-t – és gátlószert nem –  tartalmazó mintához 

viszonyítva, százalékban adtuk meg. 

 

 

5.7. Az opszonizált baktériumok fagocitózisa 

A FITC-el jelölt, CD14/Fc fúziós fehérjével opszonizált baktériumokat 15 µl PBS vagy 10% 

szérum jelenlétében 37°C-on, 15 percig inkubáltunk. Ezt követően 35 µl PMN, macrophag, 

dendritikus sejt, vagy SKBr-3 sejt szuszpenziót (1,7 x 105 sejt) adtunk a mintákhoz, majd 

újabb fél órán át inkubáltuk 37°C-on. Inkubáció után a sejteket kétszer mostuk, majd PBS-ben 

vagy 1% PFA-ban szuszpendáltuk. A mintákat áramlási citométerrel mértük, a sejtekre 

méretük és granuláltságuk alapján kapuztunk, és a fagocitáló sejteket FITC-pozitivitásuk 

alapján azonosítottuk. 

A fagocitózis gátlásához a sejteket 45 percig 4°C-on inkubáltuk anti-CD16 (3G8, Abcam, 

Cambridge, UK) és/vagy anti-CD32 (ATCC: „IV-3” myeloma sejtvonal felülúszójából 

tisztítva protein-G oszloppal) blokkoló antitestekkel (20 µg/ml).  

Tripánkék kioltással ellenőriztük, hogy a fagocitáló sejtek FITC-pozitivitása a sejtek 

felszínére tapadó baktériumoktól, vagy ténylegesen internalizálódott baktériumoktól ered. A 

minták lemérése után 5 µl tripánkéket (5 mg/ml, Merck, Darmstadt, Németország) adtunk 125 

µl mintához, majd újramértük a mintákat áramlási citométerrel. 

A sejtekhez asszociálódott baktériumok pontos lokalizációjának megállapításához konfokális 

lézer pásztázó mikroszkópiát (Zeiss LSM 510, Carl Zeiss AG, Jena, Németország) 

alkalmaztunk. Fagocitózis után az Alexa-Fluor647-konjugált anti-MHC-I antitesttel (W6/32 

klón) és propidium jodiddal (PI; Sigma-Aldrich) jelölt sejteket tárgylemezre cseppentettük, és 
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fedőlemezzel lefedtük. A FITC-ot 488 nm-en, a PI-ot 543 nm-en és az AlexaFluor647-et 633 

nm-en gerjesztettük. A fluoreszcencia emissziót a fenti sorrendnek megfelelően 505-550 nm, 

560-615 nm és 650-710 nm sávszűrők segítségével detektáltuk. A gerjesztés és az emisszió 

elválasztása UV/488/543/633 quad-dikroikus szűrővel történt. A képek 512 x 512 pixel 

méretűek, az 1 µm vastag optikai szekciókat 40x C-Apachromat víz-immerziós objektívvel 

készítettük. 

 

5.8. A CD14/Fc opszonizált baktériumok ex vivo killingje 

A killing assay kísérletek során 3 x 103 kolónia formáló egység (CFU) S. typhimurium wt 

illetve Re baktériumokat adtunk 1 ml heparinnal alvadásgátolt vérhez 5 µg/ml CD14/Fc 

jelenlétében, illetve hiányában. Óvatos keverés után a mintákat 60 percig 37°C-on inkubáltuk, 

majd mintánként 100 µl-t előmelegített véres agar táptalajra oltottunk. 24 órás tenyésztés után 

a kinőtt kolóniákat megszámoltuk és a megfelelő kontrollhoz hasonlítottuk. 

 

 

5.9. Neutrophil granulocyták chemiluminescenciájának aktivációja LPS-dal és blebbel 

Izolált neutrofil granulocitákat 30 percen keresztül 37°C-on LPS-dal vagy blebekkel 

aktiváltunk 1% szérum vagy 100 ng/ml LBP jelenlétében. Mintánként 1 x 105 neutrofil sejtet 

10-6 M formyl-MET-LEU-PHE (fMLP) (Sigma-Aldrich) segítségével stimuláltunk 150 µM 

luminol (Sigma-Aldrich) jelenlétében, majd a chemiluminescencia választ luminométer 

(Autolumat LB 953, Berthold, Wildbad, Németország) segítségével 10 percen keresztül 

rögzítettük. A chemiluminescencia választ a 10 perc alatt mért görbe alatti területtel fejeztük 

ki. 

 

5.10. A LPS és blebek neutralizálása BPI-nel, plazmával és a CD14/Fc fúziós fehérjével – 

neutrofil kemilumineszcencia mérése, LAL assay, L-szelektin expresszió mérése 

Mindegyik minta esetében 500 µl heparinnal alvadásgátolt, egészséges önkéntestől vett vér 

plazma- és a sejtfrakcióit centrifugálással (3.000 g, 2 perc) elválasztottuk egymástól. A 

plazmát 10.000 g-vel 1 percig ismét centrifugáltuk, hogy eltávolítsuk a visszamaradt sejteket, 

törmeléket, illetve apoptotikus testeket. A neutralizációhoz LPS-ot vagy bleb-et inkubáltunk a 

plazmával 60 percig 37°C-on. Ezt követően a LPS aktivitást közvetlenül (mint fluoreszcencia 

intenzitást) második generációs Limulus amebocyte lysate (LAL) assay-vel (Lonza, Basel, 

Svájc) határoztuk meg. A LAL esszé a Limulus koagulációs kaszkád Faktor C enzimét 

tartalmazza rekombináns formában, mely egy fluorogén szubsztrátot hasít el, mely 380 nm-en 



 29 

gerjeszthető, és a szubsztrát mennyiségével arányos emittált fény 440 nm-en detektálható. Az 

endotoxin mennyiségek meghatározásához a kit leírása alapján 100 µl mintát összekevertünk 

100 µl LAL reagenssel, és fluoreszcens ELISA leolvasó automatában azonnal meghatároztuk 

a fluoreszcencia intenzitást, majd ezt az értéket tekintettük háttérnek. Ezt követően a mintákat 

1 órán át inkubáltuk 37°C-on, majd újra meghatároztuk a minták fluoreszcencia intenzitását, 

amit a háttérrel korrigáltunk. Az így kapott értékeket a kit sztenderdjével összevetve 

határoztuk meg a pontos LPS koncentrációkat. 

A BPI és CD14/Fc neutralizáló hatásának vizsgálatához BPI-t (10 µg/ml), CD14/Fc-t (5 

µg/ml) vagy puffert inkubáltunk LPS-dal, bleb-ekkel vagy pufferrel 30 percig 37°C-on puffer 

vagy 3% szérum jelenlétében. Ezt követően a LPS aktivitást vagy közvetlenül, LAL esszével 

(Lonza, Basel, Svájc) határoztuk meg, vagy izolált neutrofileket adtunk a mintákhoz és 30 

percen keresztül 37°C-on inkubáltuk azokat, majd a neutralizáció mértékét közvetve, a fent 

leírt chemiluminescencia méréssel állapítottuk meg. 

A CD14/Fc hatását teljes vérben lévő monocyták és granulocyták L-szelektin expressziójának 

mérésével is jellemeztük, LPS stimuláció hatására ugyanis mindkét sejttípus CD62-

expressziója jellegzetesen lecsökken. Heparinnal alvadásgátolt perifériás vérmintákat (50 

µl/minta) különböző koncentrációjú CD14/Fc (felező hígítási sor: 10 µg/ml – 0,16 µg/ml) 

fúziós fehérje jelenlétében LPS-dal, bleb-ekkel vagy pufferrel inkubáltunk 37°C-on, 30 

percig. Inkubáció után az egyes mintákat 6 µl egér anti-humán-CD62L-APC (BD 

Pharmingen, San Jose, CA, USA) antitesttel jelöltük jégen 10 percig. Jelölés után a 

vörösvértesteket 10 percen keresztül lizáltuk (BD FACS Lysing Solution, Franklin Lakes, NJ, 

USA), majd a mintákat kétszer mostuk PBS oldattal. Mosást követően a sejteket 300 µl 

PBS/PFA 1% pufferben szuszpendáltuk és áramlási citométeren (BD FACS Calibur) mértük. 

A monocytákat és neutrofil granulocytákat fényszórási tulajdonságaik alapján azonosítottuk, a 

CD62L pozitivitást pedig az FL4 fluoreszcens csatornán mért jelintenzitás átlagával 

jellemeztük. 

 

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

Az analíziseket fagyasztva tárolt szérummintákon (-70°C) végeztük. A CRP szinteket egy 

Integra 700 automatával (Roche, Basel, Svájc) végeztük. A PCT meghatározás „two-site” 

immunoluminometriás esszével (Liaison Brahms PCT) történt Liaison analizátorral 

(DiaSorin, Saluggia, Olaszország). Az LBP koncentrációját szilárd fázisú szendvics enzim-

kapcsolt immunoszorbens esszé (ELISA, Hycult Biotechnology, Uden, Hollandia) 
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segítségével határoztuk meg. A sCD14 koncentrációját ELISA-val (Quantikinine, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA) mértük. A mintákat ugyanazon a lemezen, duplikátumban 

vizsgáltuk és átlagot számoltunk. Az alsó szenzitivitási határ az egyes analitok esetében a 

következő volt: 0,1 mg/l – CRP, 0,1 µg/l – PCT és LBP, és 0,125 µg/l – sCD14. 

 

5.12. Statisztikai analízis 

A CD14/Fc és CD14/His különböző baktériumok és gombákhoz való kötődésének 

összehasonlítását, illetve a kontroll mintákkal való összevetését párosított Wilcoxon teszttel 

végeztük. A fagocitózis és az ex vivo killing kísérletek, valamint a gátlásos kísérletek 

értékelésénél is Wilcoxon tesztet használtunk. A LPS és bleb neutralizációs kísérletekben a 

LAL- és chemiluminescencia esszék eredményét Mann-Whitney U teszttel értékeltük. 

A cirrhosis diagnosztikai markereinek vizsgálatakor az egyes változók normalitását Shapiro 

Wilk teszt segítségével ellenőriztük. A folytonos változókat átlag [SD] vagy medián 

[interkvartilis tartomány (IQR)] formában összesítettük a homogenitásuknak megfelelően. A 

kategórikus változókat Chi-négyzet, vagy ahol szükséges volt, ott Yates korrekciós Chi-

négyzet teszttel vizsgáltuk. A folytonos változókat Student t-teszttel, vagy Mann-Whitney U 

teszttel hasonlítottuk össze. A folytonos változók egymással való kapcsoltságát Spearman 

SRO teszttel ellenőriztük. Az egyes APP markerek határértékének és pontosságának 

vizsgálatát ROC görbével (szenzitivitás vs. 1-specificitás) analizáltuk.  

A statisztikai számításokat Statistica for Windows, GraphPadPrism 5 (San Diego, CA, USA) 

és SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) szoftverekkel végeztük. A különbségeket            

p < 0,05 értéknél tekintettük szignifikánsnak. 
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6. Eredmények 
6.1. A CD14/Fc és CD14/His expressziója és jellemzése 

A CD14/Fc fúziós proteint és a CD14/His proteint HEK293 sejtekben expresszáltuk és 

Protein G illetve nikkel oszlopokon tisztítottuk. Összesen 35 mg CD14/Fc fúziós fehérjét 

állítottunk elő. A méretet és a tisztaságot redukáló- és nem redukáló SDS-PAGE segítségével 

ellenőriztük. A klónozott CD14 molekulatömege 50 kDa, míg az Fc rész molekulatömege 

hozzávetőleg 30 kDa. A CD14/Fc molekula az immunglobulin G-hez hasonlóan dimereket 

alkot, ezért nem redukáló körülmények között a várt molekulatömeg 160 kDa (5. ábra, 2. 

oszlop), míg redukáló körülmények között 80 kDa (5. ábra, 3. oszlop). A CD14/His 

molekulából nikkel oszlopon való tisztítás után 8 mg-ot sikerült előállítani. Monomer lévén a 

CD14/His molekulamérete redukáló- és nem redukáló körülmények között is egyaránt 50 kDa 

körüli (5. ábra, 4. és 5. oszlop). Az expresszált fehérjék biológiai aktivitását LBP függő LPS 

kötő képességükkel ellenőriztük ELISA-val. Az OD 1 µg/ml CD14/Fc és CD14/His esetében 

0,75±0,16 és 0,38±0,03 volt, míg a hátterek 0,03±0,02 illetve 0,04±0,02 voltak. 

 

 
5. ábra A CD14/Fc és CD14/His fehérjék SDS-PAGE analízise. A CD14/Fc molekula nem redukáló 

(NR, 2. oszlop) és redukáló (R, 3. oszlop) körülmények között. A molekulatömegek megfelelnek az Fc 

rész által mediált dimer (160 kDa, 2. oszlop), illetve a monomer formának (80 kDa, 3. oszlop). A 

CD14/His esetében a molekulatömeg mind redukált, mind nem redukált formában 50 kDa (NR, 4. 

oszlop; R, 5. oszlop). 
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6.2. A CD14/Fc kötődése baktériumokhoz és gombákhoz 

A CD14/Fc baktériumokhoz való kötődését áramlási citometriával vizsgáltuk. Fluoreszcensen 

jelölt (FITC) baktériumokat és gombákat inkubáltunk a CD14/Fc és CD14/His fehérjékkel. A 

CD14/Fc kötődött mind a vizsgált vad típusú, mind a rövid LPS (Ra & Re) mutáns Gram- 

negatív baktériumokhoz (6. ábra, A és C). Ezekhez a baktériumokhoz való kötődés LBP 

dependens volt, és függött a CD14/Fc koncentrációtól és az inkubációs időtől is (7. ábra, A-

D). A vad típusú baktériumok esetében a maximális kötődés 4 óra inkubáció után, illetve 5-10 

µg/ml CD14/Fc koncentrációnál következett be (7. ábra, A és B). Kifejezetten nagymértékű 

kötődést tapasztaltunk az Re mutánsok esetében (6. ábra, A és C), ahol már 1-5 µg/ml 

CD14/Fc és 2 óra inkubáció is elegendő volt a maximális kötődés eléréséhez (7. ábra, C és D). 

A CD14/His molekula lényegesen kevésbé kötődött a vizsgált mikrobákhoz, mint a CD14/Fc 

dimer. Kizárólag a rövid LPS (Re) mutánsokkal asszociálódott, és még ebben az esetben is 

csak kis mértékű fluoreszcencia emelkedést tapasztaltunk a kontrollokhoz képest (6. ábra, B 

és C). Egyik rekombináns fehérje sem kötődött a vizsgált gombákhoz (6. ábra C). 

Gátlásos kísérletekkel vizsgáltuk, hogy a CD14/Fc molekula kötődése a baktériumokhoz 

CD14-LPS interakció következményeképpen jön-e létre. A CD14/Fc kötődése 

baktériumokhoz (S. typhimurium wt és S. typhimurium Re) dózisfüggően gátolható volt a 

CD14/Fc molekula LPS-dal (8. ábra, A), illetve anti-CD14 blokkoló antitesttel (8. ábra, B) 

történő elő-inkubálásával.  

A CD14/Fc és CD14/His molekulák baktériumokhoz való kötődésének aviditását is 

összehasonlítottuk. A két molekulát különböző arányban összekeverve adtuk S. typhimurium 

Re baktériumhoz, és vizsgáltuk a CD14/Fc kötődésének mértékét. Az eredményeink alapján a 

hozzávetőleg 50-szeres moláris túlsúlyban lévő CD14/His gátolta a CD14/Fc kötődését 50%-

os mértékben (1 µg/ml CD14/Fc vs. 10-20 µg/ml CD14/His, 160 kDa vs. 50 kDa, 8. ábra, C). 
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6. ábra A CD14/Fc és CD14/His fehérjék kötődése különböző mikrobákhoz. A CD14/Fc és CD14/His 

fehérjék baktériumokhoz való kötődését Cy5-anti-humán-IgG, illetve PE-anti-His antitestekkel 

mutattuk ki, a kötődés mértékére a Cy5 és a PE jelintenzitások mediánjából következtettünk. Az ábra 

C paneljében a kontrollok (jelölt antitest a vizsgált fehérjék nélkül) fluoreszcenciájához viszonyítva a 

CD14/Fc és CD14/His minták relatív fluoreszcencia növekedését tüntettük fel a függőleges tengelyen. 

A CD14/Fc fehérje gyengén kötődött a S. typhimurium vad típusú baktériumhoz és jóval erősebben a 

rövid LPS mutáns S. typhimurium Re baktériumhoz (A), míg a CD14/His nem kötődött a vad típusú S. 

typhimurium baktériumhoz és csak gyengén a mutáns S. typhimurium Re baktériumhoz (B). 

Összehasonlítva a két fehérje kötődését, a CD14/Fc erősen kötődött a rövid LPS mutánsokhoz (Ra & 

Re) és gyengébben a vad típusú Gram-negatív baktériumokhoz. A CD14/His kizárólag a rövid LPS 

mutánsokhoz (Re) kötődött, és nem asszociálódott a többi vizsgált mikrobával (C). Az ábra A és B 

része egy reprezentatív kísérletet mutat be, a C rész pedig 3 független kísérlet átlaga ± SD. Az 

eredményeket párosított Wilcoxon teszttel elemeztük (* p < 0,05, **p < 0,01). 
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7. ábra A CD14/Fc kötődése baktériumokhoz LBP dependens, és függ az inkubációs időtől és a 

CD14/Fc koncentrációtól. Fluoreszcensen (FITC) jelölt S. typhimurium wt (A és B) és Re (C és D) 

baktériumokat inkubáltunk 100 ng/ml LBP jelenlétében és hiányában különböző ideig (0; 0,5; 2; 4; 6; 

8; 10 óra; A és C), különböző CD14/Fc koncentráció mellett (0; 1,25; 2,5; 5; 10; 20 µg/ml; B és D). A 

CD14/Fc kötődését Cy5-anti-humán IgG antitesttel mutattuk ki, az ábrán a medián fluoreszcencia 

intenzitások vannak feltüntetve. A bemutatott eredmények három független kísérlet átlagát ± SD 

mutatják. A különböző CD14/Fc koncentrációknál és időpontoknál, valamint LBP jelenlétében és 

hiányában mért értékeket párosított Wilcoxon teszttel hasonlítottuk össze (* p < 0,05, **p < 0,01).   

 



 35 

 
 

8. ábra. A CD14/Fc kötődése baktériumokhoz CD14-LPS specifikusnak bizonyult, mivel gátolható 

volt a CD14/Fc LPS-dal (A) és blokkoló anti-CD14 antitesttel (B) való elő-inkubálásával is. Szintén 

gátolható volt a kötődés magasabb koncentrációjú CD14/His hozzáadásával (C). A CD14/Fc fúziós 

fehérjét (5 µg/ml a LPS és az anti-CD14 blokkoló antitest, és 1 µg/ml a CD14/His elő-inkubáció 

esetében) LPS-dal (kétszeres hígítási sor: 20 – 0,2 µg/ml), anti-CD14 blokkoló antitesttel (kétszeres 

hígítási sor: 40 – 0,6 µg/ml) vagy CD14/His fehérjével (kétszeres hígítási sor: 350 – 0,7 µg/ml) 

kevertük össze és 2 órán át inkubáltuk S. typhimurium Re baktériummal 37°C-on LBP jelenlétében. A 

CD14/Fc kötődését Cy5-anti-humán IgG antitesttel mutattuk ki, az ábrán a medián fluoreszcencia 

intenzitások vannak feltüntetve. Az ábra három független kísérlet átlagát ± SD mutatja be. 
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6.3. A CD14/Fc fokozza a Gram-negatív baktériumok fagocitózisát 

Annak igazolására, hogy a CD14/Fc fúziós fehérje nemcsak kötődik a baktériumokhoz, 

hanem mintegy opszoninként viselkedve fokozza is azok professzionális fagociták (neutrofil 

granulocyták, monocyta eredetű macrophagok és dendritikus sejtek) általi bekebelezését, 

áramlási citometriás fagocitózis teszteket végeztünk. Azokat a fluoreszcensen jelölt 

baktériumokat, melyekhez a CD14/Fc a legnagyobb mértékben kötődött (S. typhimurium Ra 

és Re, S. minnesota Re) 5 µg/ml CD14/Fc fúziós fehérjével opszonizáltuk, majd mosás után 

izolált humán PMN sejtekhez, macrophagokhoz, dendritikus sejtekhez, és kontrollként FcR 

negatív SKBr-3 emlő tumor sejtekhez adtuk. A PMN sejtek esetében a CD14/Fc a kontrollhoz 

képest fokozta a fagocitózist humán szérum jelenlétében és hiányában is. Ez a fagocitózist 

fokozó hatás szérum hiányában kifejezetten erős volt (fagocitáló sejtek aránya CD14/Fc 

jelenlétében illetve hiányában: S. minnesota Re – 10,65±0,97 vs. 3,72±0,45, p<0,05; 

S.typhimurium Re – 12,60±3,03 vs. 1,57±0,37, p<0,05; S. typhimurium Ra – 13,85±1,64 vs. 

5,47±0.42, p<0,05), míg humán szérum jelenlétében sokkal kisebb hatást mutattunk ki 

(fagocitáló sejtek aránya CD14/Fc jelenlétében illetve hiányában: S. minnesota Re – 

13,04±0,54 vs. 12,2±1,59, p=0,54; S. typhimurium Re – 14,92±0,87 vs. 11,66±2,42, p=0,10, 

S. typhimurium Ra – 15,88±2,97 vs. 11,51±0,70, p=0,09; 9. ábra, A).  

Monocyta eredetű macrophagok esetében a fagocitózis a kontroll mintákhoz képest 17%-al 

növekedett, így ebben az esetben a CD14/Fc opszonizáló hatása megegyezett a humán szérum 

hatásával (fagocitáló sejtek aránya CD14/Fc jelenlétében illetve hiányában: 69,01±2,99 vs. 

52,54±1,33, p<0,01, 9. ábra, A). A dendritikus sejtekkel végzett kísérletek a humán szérumnál 

kisebb fagocitózis növelő hatást mutattak, de ebben az esetben is szignifikáns emelkedést 

mutatott a fagocitózis a kontroll mintákhoz képest (fagocitáló sejtek aránya CD14/Fc 

jelenlétében illetve hiányában: 20,46±0,88 vs. 15,36±4,40, p<0,01, 9. ábra, A). A negatív 

kontrollként használt SKBr-3 sejtekkel nem asszociálódtak a baktériumok (9. ábra, A).  

Tripánkék kioltással igazoltuk, hogy a sejtekkel asszociálódott baktériumok nagy része (50-

70%) internalizálódott. Annak érdekében, hogy a baktériumok pontos lokalizációjáról 

információt nyerjünk egy hármas jelölésű fagocitózis kísérletet végeztünk el konfokális 

mikroszkópia segítségével. A PMN sejtek membránját AlexaFluor647-konjugált anti-MHC-I 

antitesttel (kék), a sejtmagot propidium jodiddal (piros) jelöltük, míg a fagocitált baktériumok 

FITC-tal (zöld) voltak jelölve. A mikroszkópos képek egyértelműen igazolták, hogy a PMN 

sejtekkel asszociált baktériumok mind a humán szérum (10. ábra, A), mind a CD14/Fc (10. 

ábra, B és C) általi opszonizáció esetében internalizációra kerültek. 
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9. ábra A CD14/Fc fokozta a S. typhimurium Re felvételét PMN sejtek, monocyta eredetű 

macrophagok és dendritikus sejtek esetében, de nem volt hatása az FcR negatív SKBr-3 sejtek 

esetében (A). A fagocitózist részlegesen gátolni lehetett az izolált PMN sejtek anti-CD16 vagy anti-

CD32 blokkoló antitesttel való elő-inkubálásával (B). Mindkét FcR együttes blokkolásával a 

fagocitózist fokozó hatás teljes mértékben gátolható volt (B). Az ábra három független kísérlet átlagát 

± SD mutatja be a PMN sejtek esetében és egy reprezentatív eredményt három független kísérletből a 

macrophagok, dendritikus sejtek és SKBr-3 sejtek esetében. A CD14/Fc és humán szérum jelenlétében 

és hiányában végzett kísérletek eredményét, illetve az FcR blokkolásos kísérletek eredményeit 

párosított Wilcoxon teszttel elemeztük (* p < 0,05, **p < 0,01).  
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10. ábra Humán szérum (A) vagy CD14/Fc (B) által opszonizált S. typhimurium Re PMN sejtek általi 

fagocitózisa konfokális mikroszkóppal vizsgálva. Háromdimenziós rekonstruált képek mutatják, hogy 

a CD14/Fc által opszonizált baktériumok jelentős része intracellulárisan helyezkedik el (C). A PMN 

sejtek membránját AlexaFluor647-konjugált anti-MHC-I antitesttel (kék), a sejtmagot propidium 

jodiddal (piros) jelöltük. Az opszonizált baktériumok FITC-tal (zöld) vannak jelölve. A képek 130 x 

100 µm látómezőt mutatnak az A és B paneleken, és 22,5 x 22,5 μm látómezőt a C panelen. A felső és 

a jobb oldali vetület a C panelen a zöld és a piros vonalak mentén rekonstruált vetületi képeket 

mutatja. Az ábrák két független kísérlet hasonló eredménye közül az egyik eredményét mutatják be.  

 

6.4. A CD14/Fc által opszonizált baktériumok CD16 és CD32 receptorokon keresztül  

fagocitálódnak 

 Mivel a CD14/Fc fúziós fehérje egyik része intakt dimer formában tartalmazza a humán IgG1 

Fc részét, abból a feltételezésből indultunk ki, hogy ez a rész felelős az opszonizált 

baktériumok fagocitákkal való interakciójáért. Ennek a feltételezésnek az igazolására 

specifikus monoklonális blokkoló antitestekkel gátoltuk a PMN sejtek felszíni Fc receptorait 

(CD16 és CD32). Az eredmények azt mutatták, hogy a S. typhimurium Re internalizációja 

részlegesen gátolható volt mind a CD16 (61,64±24,16% gátlás, p<0,05), mind a CD32 

(42,76±20,52% gátlás, p=0,07) receptorok blokkolásával (9. ábra, B). Mindkét receptor 
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egyidejű blokkolása a fagocitózis teljes gátlásához vezet (91,65±3,54% gátlás, p<0,01; 9. 

ábra, B). Hasonló eredményeket kaptunk a másik rövid LPS mutáns, a S. minnesota Re 

esetében is (anti-CD16: 69,54±6,62% gátlás, p<0,01; anti-CD32: 32,24±4,31% gátlás, 

p<0,05; anti-CD16+anti-CD32: 89,12±1,42% gátlás, p<0,05). 

 

6.5. A CD14/Fc fokozza a Gram-negatív baktériumok ex vivo killingjét 

Annak bizonyítására, hogy a baktériumok nem csak internalizálódnak a CD14/Fc opszonizáló 

hatásának következtében, hanem inaktiválódnak is a keringésben, ex vivo „killing” 

kísérleteket végeztünk. S. typhimurium wt és S. typhimurium Re baktériumokat adtunk teljes 

vérhez, mely vagy puffert vagy 5 μg/ml CD14/Fc fúziós fehérjét tartalmazott, majd 60 percen 

át 37°C-on inkubáltuk a mintákat. Inkubáció után 100 μl mintát véres agar táptalajra 

oltottunk, és 24 órán át tenyésztettünk. Tenyésztés után a telepeket megszámlálva 

összevetettük a CD14/Fc fehérjét tartalmazó mintákból kapott eredményt a kontrollal. A vad 

típusú baktériumok esetében nem találtunk szignifikáns különbséget. A kezeletlen vér a CFU 

számot 3x103/ml értékről 853±199/ml értékre csökkentette. Hasonlóan, a CD14/Fc fúziós 

fehérjével kezelt vér 830±72/ml értékre csökkentette a kolóniaszámot. Azonban a S. 

typhimurium Re baktérium esetében egy óra teljes vérben való inkubáció után jelentősen 

kevesebb baktérium maradt életben ha vér 5 μg/ml CD14/Fc-t tartalmazott. A CFU szám 

550±40/ml értékre csökkent a kezeletlen vérminták esetében, míg a CD14/Fc-vel kezelt 

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

 

6.6. A CD14/Fc és egyéb neutralizáló ágensek hatása különböző LPS preparátumok és 

N. meningitidis eredetű blebek biológiai tulajdonságaira   

A kórokozók elpusztításán túl nagy jelentősége van – különösen a szeptikus állapotok 

terápiájában – a baktériumokból felszabaduló biológiailag aktív molekulák neutralizálásának 

is. Ezek megjelenhetnek izolált formában, de nem ritkán a külső membránból lefűződő 

vezikulák, „bleb”-ek alakjában is. Munkánk folytatásaként megvizsgáltuk, hogy a CD14/Fc 

molekulának van-e ilyen neutralizáló hatása.  

 

6.6.1. A CD14/Fc hatása a különböző LPS és bleb készítmények biológiai aktivitására 

A CD14/Fc neutralizáló hatásának vizsgálatára LPS és bleb mintákat inkubáltunk elő 

CD14/Fc-vel vagy anélkül, és ezek izolált neutrofil granulocytákra kifejtett priming hatását 

vizsgáltuk meg egy chemiluminscens assay segítségével. A CD14/Fc nem befolyásolta 

szignifikánsan a LPS és a bleb-ek hatását, sőt meglepő módon önmagában is, dózisfüggően 
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képes volt a PMN sejtek stimulálására (11. ábra, A). Megegyező eredményt kaptunk egy 

másik kísérletes rendszerben is, ahol teljes vér granulocyták L-szelektin expresszióját mértük 

áramlási citométerrel. A CD14/Fc molekula a LPS/bleb készítményekhez hasonlóan 

önmagában is képes volt a CD62L leregulálására (11. ábra, B). LAL assay-vel ellenőriztük a 

CD14/Fc készítményünk LPS tartalmát, de nem volt LPS kontamináció kimutatható. Miután 

egyedül a LAL assay volt az a rendszer, ahol a CD14/Fc molekula önmagában nem mutatott 

aktivitást, ezt használva is teszteltük a fúziós fehérje neutralizáló hatását, azonban nem 

tapasztaltunk gátló hatást (11. ábra, C). 

 

 
 

 

11. ábra. A CD14/Fc molekula hatása a különböző LPS és bleb készítmények biológiai aktivitására. 

Izolált granulocytákat (A) vagy teljes vért (B) inkubáltunk különböző koncentrációjú CD14/Fc fúziós 

fehérje jelenlétében. A CD14/Fc fúziós fehérje önmagában is aktiválta az izolált granulocitákat, a 

granulocyta aktiváló hatás koncentrációfüggő volt, és megfigyelhető volt a kemilumineszcencia 

esszében (A) és a CD62L expresszió csökkenését tesztelő áramlási citometriás vizsgálatokban (B) is. 

LAL esszével vizsgáltuk, hogy a CD14/Fc fehérje képes-e neutralizálni a bleb, E. coli, illetve S. 

typhimurium wt és Re LPS készítményeket (C). Kísérleteink nem igazolták a CD14/Fc molekula 

endotoxin neutralizáló hatását. Az ábrák három (A és B), illetve négy (C) független kísérlet 

eredményét mutatják.  
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6.6.2. További neutralizáló ágensek hatásának vizsgálata a LPS és blebek biológiai 

aktivitására 

A LPS és blebek plazma általi neutralizációjának vizsgálatára LAL assay-t használtunk [51]. 

A plazma teljes mértékben gátolta a szabad LPS és a blebek LAL-kaszkád indukáló hatását, 

ami megerősíti a plazma fontos szerepét a szabad LPS és a külső membrán vezikulák 

neutralizációjában (12. ábra, A és B).  A BPI a neutrofilek fontos antibakteriális hatású 

fehérjéje, melynek in vivo és in vitro LPS neutralizáló hatása is ismert [102]. Szabad LPS és 

blebek 10 μg/ml BPI-vel való inkubálása utána a LAL esszé segítségével nem tudtunk 

endotoxin aktivitást kimutatni (12. ábra, C). 

 

 
12. ábra. LPS és bleb neutralizációja plazma és BPI által. Különböző koncentrációjú LPS-ot (A) és 

bleb-et (B) inkubáltunk plazmával (fekete négyzetek) vagy anélkül (fekete háromszögek), majd LAL 

esszé segítségével közvetlenül vizsgáltuk az endotoxin szintet. A BPI neutralizáló hatásának 

vizsgálatához puffer vagy BPI jelenlétében inkubáltunk 1 ng/ml LPS-ot („LPS”) vagy ezzel 

megegyező biológiai hatású 3 ng/ml LPS tartalmú bleb-et („bleb”)(C). Ezt követően LAL esszével 

határoztuk meg az endotoxin koncentrációt és relatív fluoreszcencia egységben (RFU) tüntettük fel a 

mért értékeket. Az ábrákon három független kísérlet átlaga ± SEM kerül bemutatásra (*p < 0,05, **p 

< 0,01). 

 

 

A B 

C 
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6.7. A sCD14, mint biomarker – cirrhosisos betegek vizsgálata 

6.7.1. A betegcsoport 

Háromszázhatvannyolc jól karakterizált, követés alatt álló cirrhosisos beteget választottunk be 

a Debreceni Egyetem Belgyógyászati Intézetének Gastroenterológiai Tanszékéről. A betegek 

demográfiai, klinikai és laboratóriumi paramétereit az 1. táblázat tartalmazza. A vizsgált 368 

betegből 139 esetben igazolódott bakteriális fertőzés jelenléte, míg 229 esetében nem volt 

fertőzés a vérvétel idején. A vizsgált betegcsoportok között nemi eloszlás, ko-morbiditás és 

hepatocelluláris carcinoma (HCC) jelenléte alapján nem volt különbség, azonban a fertőzött 

betegcsoport szignifikánsabban idősebb volt, súlyosabb cirrhosissal, és gyakrabban fordult elő 

ebben a csoportban cirrhosis specifikus komplikáció is (ascites, varix vérzés).  

 

6.7.2 Az APP szintek alakulása a fertőzéses és fertőzés nélküli betegek csoportjában 

A fertőzéses és fertőzés nélküli betegek összehasonlítása során egyértelmű volt, hogy a 

fertőzések jelenlétében szignifikánsan magasabbak a CRP, PCT és LBP szintek. Ugyanakkor 

a két csoport sCD14 szintje között nem volt szignifikáns különbség. A két csoport szérum 

APP szintjeit az 1. táblázat mutatja. Az egyes markerek közötti összefüggést megvizsgálva 

pozitív korrelációt találtunk a PCT, sCD14, FVS szám, abszolút PMN szám és CRP szintek 

között a fertőzött betegcsoportban (2. táblázat).  

 

6.7.3. Az egyes paraméterek diszkriminatív ereje a cirrhosishoz társuló fertőzések 

kimutatásában 

ROC analízissel is megvizsgáltuk, hogy a tesztelt APP markerek képesek-e a nem fertőzött és 

fertőzött betegcsoport között differenciálni, és esetlegesen lehet-e ilyen esetekben 

diagnosztikai értékük. A ROC görbe alatti terület a CRP esetében volt a legnagyobb [AUC, 

(95%CI): 0,93 (0,90–0,95)], ez a PCT esetében [AUC, (95%CI): 0,84 (0,79–0,88)] már 

valamivel alacsonyabb értéket mutatott, míg a többi APP és paraméter esetében a tesztek 

diszkriminatív ereje jóval gyengébb volt [LBP – AUC, (95%CI): 0,67 (0,61–0,73); sCD14 – 

AUC, (95%CI): 0,57 (0,51–0,63); fehérvérsejtszám – AUC, (95%CI): 0,73 (0,67–0,78);  

abszolút PMN szám – AUC, (95%CI): 0,77 (0,72–0,82)]. A 3. táblázat mutatja az egyes 

markerek analitikai paramétereit a ROC görbe segítségével meghatározott optimális cut-off 

értékek alapján (egyesével, illetve a PCT esetében a CRP szinttel kombinálva is). Az 

eredmények alapján a szérum sCD14 mérés alacsony szenzitivitás/specificitás valamint 

pozitív/negatív prediktív értékkel rendelkezik, így nem alkalmas az infekció jelenlétének 

kimutatására cirrhosisos betegekben. A CRP viszont az eredmények alapján érzékeny 
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markernek tűnik, és különösen a PCT szint meghatározásával kombinálva a bakteriális 

infekciók detektálásának érzékeny markere lehet. 

 

1. táblázat. A nem fertőzött és fertőzött betegcsoportok demográfiai, klinikai és laboratóriumi adatai 

 Nem fertőzött Fertőzött P-érték 
 n= 229 n = 139  

Nem (férfi/nő), (n)  122 / 107 82 / 57 N.S. 
Kor (átlag ± SD, év) 55,5 ± 11,1 58,3 ± 9,8 0,018 
Child-Pugh score (pont)    
átlag±SD 7,3 ± 2,2 9,7 ± 2,3 < 0,0001 
Stádium, n (%)a    

A 102 (46,4%) 11 (8,0%)  
B 87 (39,5%) 55 (39,9%)  
C 31 (14,1%) 72 (52,1%)  

    
MELD score (pont), átlag±SD 12,6 ± 4,4 18,0 ± 7,1 < 0,0001 

Szérum bilirubin (µmol/l) 42,5 ± 44,3 107,2 ± 131,0 < 0,0001 
Szérum albumin (g/l) 35,4 ± 7,4 30,0 ± 7,1 < 0,0001 

    
Ascites jelenléte, n (%) 86 (37,6%) 102 (73,4%)  < 0,0001 
Akut varix-vérzés, n (%) 39 (17,0%) 41 (29,5%) 0,0061 
HCC, n (%) 21 (9,2%) 17 (12,2%) N.S. 
Ko-morbiditás jelenléte, n (%) 93 (40,6%) 68 (48,9%) N.S. 
Bakteriális fertőzés típusa    
Urinális tractus fertőzés  27 (19,4%)  
Spontán bakteriális peritonitis  37 (26,6%)  
Pneumonia  27 (19,4%)  
Bőr- és lágyszövet fertőzés  5 (3,6%)  
Egyéb  43 (31,0%)  
Fehérvérsejt szám (G/l), medián 
[IQR] 

5,3 [4,0-7,0] 7,3 [5,7-11,3] < 0,0001 

PMN szám (G/l), median [IQR] 3,2 [2,4-4,6] 5,3 [3,7-8,9] < 0,0001 

Akut fázis fehérjék, median [IQR]   
CRP (mg/l) 2,7 [1,1-6,3] 28,5 [14,9-53,1] < 0,0001 

PCT (µg/l) 0,10 [0,01-0,11] 0,32 [0,13-0,88] 0,019 

LBP (µg/l)  19 081 [15 137-
27 302] 

29 289 [18 426-
44 308] 

< 0,0001 

sCD14 (µg/l) 2 336 [1 792-3 147] 2 613 [1 929-4 043] N.S. 

 
aA Child-Pugh stádium 10 esetben nem volt elérhető 
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2. táblázat. CRP és más akut fázis fehérjék és paraméterek korrelációja fertőzött betegekben 

 

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

 

 

 

 

 

 

3. táblázat. Akut fázis fehérjék prediktív értéke a fertőzött és nem fertőzött betegek 

megkülönböztetésében 

Fertőzött vs. nem 
fertőzött 

Szenzitivitás 
(%) 

Specificitás 
(%) 

Pozitív 
prediktív 
érték (%) 

Negatív 
prediktív 
érték (%) 

CRP (5 mg/l) 96 69 65 96 
CRP (10 mg/l) 84 91 84 91 
PCT (0,5 μg/l) 36 98 90 72 
PCT (0,15 μg/l) 72 84 72 84 
LBP (25 467 μg/l) 59 71 55 75 
sCD14  (2 804 μg/l) 50 67 45 68 
CRP és PCT is pozitíva 6622  9988  94 81 
Legalább egy marker 
pozitíva 

9944  7777  70 96 

a CRP 10 mg/l és PCT 0,15 µg/l 
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7.  Megbeszélés 

7.1. CD14/Fc fúziós fehérje – potenciális antimikrobiális szer? 

 

7.1.1. A CD14/Fc interakciója baktériumokkal 

A CD14 molekula fontos szerepet tölt be a LPS szignalizációban, melyet az LBP fehérjével 

kölcsönhatva a TLR4/MD2 receptor komplexen keresztül közvetít, ugyanakkor kevés adat áll 

rendelkezésre a CD14 és baktériumok kölcsönhatásáról. Összesen két publikáció írja le a 

CD14 Gram-negatív baktériumokhoz való direkt kötődését [42, 43], és bár több szerző is 

említ membránkötött CD14 függő fagocitózis mechanizmusokat, ezek az eredmények nem 

támasztják alá közvetlenül a CD14-baktérium kötődést [21, 39-41]. Valószínűleg a szolúbilis 

CD14 kisebb affinitással kötődik a baktériumokhoz, míg a membránkötött forma eltérő 

konformációja vagy más a membránban előforduló molekulák elősegíthetik a CD14-

baktérium interakciót. 

Egy, az IgG1 Fc részéhez fuzionáltatott antimikrobiális fehérje tulajdonságai (köztük a 

ligandkötő képessége) jelentősen eltérhetnek az eredeti komponensek tulajdonságaitól [85, 

103]. Az egyik fontos tényező az Fc rész következtében létrejövő dimerizáció, ami jelentősen 

megnövelheti az antimikrobiális fúziós fehérje aviditását az eredeti ligandjához, ahogyan ezt 

eddig egyetlen korábbi munkában affibody-Fc kimérák esetében tapasztalták [86]. A CD14 

esetében hasonló hatást vártunk, ezért hoztunk létre egy CD14/Fc fúziós fehérjét, valamint 

kontrollként egy CD14/His molekulát, és vizsgáltuk ezek különböző mikrobákhoz való 

kötődését. Elképzeléseink szerint a CD14/Fc fúziós fehérje tulajdonságai nem csak a 

mikrobákhoz való kötődésben változnak pozitívan, hanem az Fc rész révén a molekula 

egyfajta opszoninként is viselkedhet, ahogyan azt más hasonló elven alapuló fehérjék 

esetében leírták [77-81, 98, 104]. Ezen kívül az Fc rész egyéb effektor funkciókat is elláthat, 

mint például a komplement rendszer aktiválása, vagy a fagociták Fc receptorához való 

kötődésen keresztül a fagocitózis elősegítése [85]. Az opszonizáción kívül egyéb hasznos 

következményei is vannak egy antimikrobiális hatású fehérje fúziójának az IgG1 Fc részéhez, 

mint például a megnövekedett fél-életidő, és a csökkent vese toxicitás [75]. Az Fc rész 

elősegítheti bizonyos esetekben a nehezen expresszálható fehérjék előállítását [83], 

felhasználható a fehérje tisztítására [84], és elősegítheti a molekula FcRn receptorokon 

keresztüli felvételét a béltraktus vagy a tüdő epithel sejtjein keresztül [85]. 

A kísérleteink igazolták, hogy a CD14/Fc fúziós fehérje LBP függő interakcióba lép szabad 

LPS-dal és teljes baktériumokkal is. A fúziós fehérje és a baktériumok közötti kötődés 
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gátolható volt szabad LPS-dal és CD14 ellenes blokkoló antitest hozzáadásával is, ami arra 

utal, hogy a molekula CD14 része és a LPS közötti specifikus kölcsönhatás következménye a 

baktériumokhoz való kötődés. 

A CD14/Fc fehérje az összes vizsgált Gram-negatív baktériumhoz kötődött olyan CD14/Fc 

koncentrációk mellett, melyek hasonlóak a szérumban fiziológiásan előforduló sCD14 

koncentrációhoz. A CD14/Fc különösen nagy affinitással kötődött a vizsgált R-típusú 

mutánsokhoz. Ez a jelenség valószínűleg annak tudható be, hogy ezen mutánsok sejtfelszíni 

LPS-járól hiányzik az O-antigén, ami könnyebbé teszi a CD14/Fc molekula hozzáférését a 

LPS erősen konzervatív lipid-A részéhez. Ez a biológiai hatásokért alapvetően felelős 

funkcionális egysége a LPS molekulának és egyben ez a CD14 molekula által felismert rész 

is. Hasonló jelenség a lipid-A specifikus monoklonális antitestek csökkent kötődési képessége 

az O-antigént tartalmazó LPS molekulákhoz [105]. A CD14/Fc molekulával ellentétben a 

CD14/His molekula kizárólag az R-típusú mutánsokhoz kötődött, ezekhez is csak jóval kisebb 

mértékben. A két molekula baktériumkötő képessége között hozzávetőlegesen 50-szeres 

különbséget tapasztaltunk a CD14/Fc javára, ami azt jelzi, hogy a molekula dimerizációja 

valóban jelentős mértékben növeli a LPS-dal illetve a baktériumokkal való kölcsönhatás 

erősségét. 

Bár az irodalom ellentmondásos a kérdésben, a CD14 több más ligandját is valószínűsítik, 

melyek egy része Gram-pozitív baktériumokból, illetve gombákból származik. Ilyen ligandok 

a Mycobacteriumokból származó lipoarabinomannán, a szolúbilis pepdidoglikán, a 

Blastomyces dermatitidis WI-1 antigénje, a S. aureus sejtfala és a Pseudomanas-ból származó 

poliuronsav [31]. A sok lehetséges ligand, és az emiatt feltételezett széles faj-specificitás 

ellenére a CD14/Fc molekula csak a Gram-negatív baktériumokhoz kötődött, míg a vizsgált 

gombákhoz nem. A Gram-pozitív baktériumok közül csak a L. monocytogenes esetében 

tapasztaltunk kötődést, ami egyezést mutat a Janot és munkatársai által leírt jelenséggel, mely 

szerint a CD14-nek fontos szerepe van a L. monocytogenes fertőzések leküzdésében. Ez a 

megfigyelés arra utal, hogy ebben a Gram-pozitív kórokozóban legalább egy CD14 ligand 

előfordul [41].  

A fagocitózis vizsgálatok igazolták, hogy a rövid LPS (Ra és Re) mutáns baktériumok 

esetében a CD14/Fc nem csak kötődött a baktériumok felszínéhez, hanem opszoninként 

viselkedve fokozta ezen baktériumok izolált neutrofil granulocyták, illetve monocyta eredetű 

macrophagok és dendritikus sejtek általi felvételét. A fagocitózis fokozó hatáson kívül a 

CD14/Fc fúziós fehérje fokozta a teljes vér baktériumölő képességét is. Sajnos a vad típusú 

baktériumok esetében sem a fagocitózist fokozó hatást, sem a teljes vér baktériumölő 
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képességének növekedését nem tudtuk megfigyelni. Ennek az oka valószínűleg az, hogy a vad 

típusú baktériumok felszínéhez kötődő kisebb mennyiségű CD14/Fc nem elegendő az Fc 

receptorok keresztkötéséhez, ami alapvető fontosságú az FcR mediálta fagocitózis 

beindításához [106].  

Az FcR blokkolásos kísérleteink azt igazolják, hogy az R-típusú baktériumok esetében 

tapasztalt, CD14/Fc által kiváltott fagocitózis növekedés a molekula Fc része és a PMN sejtek 

FcRγIII/FcRγII (CD16/CD32) receptorainak kölcsönhatása következtében jön létre. Az a 

tény, hogy az FcRγIII és FcRγII egyidejű blokkolásakor a fagocitózis a CD14/Fc nélküli 

kontroll szintjére csökkent, arra enged következtetni, hogy az Fc-FcR interakción kívüli egyéb 

mechanizmusoknak (pl. komplement rendszernek) nincs jelentős szerepe a CD14/Fc mediált 

baktérium felvételben. A normál humán szérumot tartalmazó minták esetében az Fc 

receptorok kombinált blokkolása nem vezetett teljes gátláshoz, míg a normál humán szérum + 

CD14/Fc-t tartalmazó minták esetében a gátlás 100%-os volt. Ez annak a jelenségnek lehet a 

következménye, hogy a CD14/Fc által opszonizált baktériumok felszínéről a CD14/Fc 

leszorítja a szérumban esetlegesen előforduló komplement kötő antitesteket. 

Jelenleg három hasonló elven felépülő mesterséges antitest létezik, melyekkel segítségével a 

jövőben potenciálisan felvehető lehet a küzdelem Gram-negatív fertőzésekkel szemben. 

Warren és munkatársai kémiailag fuzionáltatták a CAP18 fehérje LPS-kötő doménjét a teljes 

humán IgG-hez [77, 79, 98]. An és munkatársai BPI-t kapcsoltak a humán IgG-hez DNS 

szinten, és a fúziós fehérjét in vitro és in vivo is expresszálták egy virális vektor segítségével 

[78, 80, 81]. Egy viszonylag új közleményben Falk és munkatársai egy LPS-Trap-Fc fúziós 

protein létrehozásáról számolnak be, melyet a TLR4 extracelluláris doménjének és az MD2-

nek a humán IgG Fc részéhez való fúziójával hoztak létre [104]. Mindhárom molekula képes 

volt szabad LPS és különböző Gram-negatív baktériumok kötésére és neutralizációjára is. 

Ezen kívül az első két esetben a fúziós molekula antibakteriális hatását in vivo egér 

szepszismodellekben is demonstrálták. 

Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy a CD14/Fc fúziós protein effektíven kötődött 

Gram-negatív baktériumokhoz, elősegítette azok fagocitózisát és killingjét, de ez a hatás 

csak az R mutáns baktériumok esetében volt számottevő. Ezek alapján terápiás 

ágensként alkalmazása nem jön szóba. Kísérleteink ugyanakkor alátámasztják, hogy a 

PRR/Fc fúziós fehérjék jelentősen növelhetik az FcR dependens fagocitózist és 

baktérium neutralizálást, amennyiben az antimikrobiális rész elegendő affinitással bír a 

kérdéses kórokozóhoz. Ezen kívül a fúzió révén keletkező dimer affinitása akár 50-szer 

nagyobb lehet a kiindulási monomer affinitásánál. Úgy gondoljuk, hogy hasonló fúziós 
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fehérjék, széles antimikrobiális spektrummal, – ami ideális esetben magában foglalja a 

Gram-pozitív baktériumokat illetve a gombákat is – hatásos antimikrobiális szerek 

lehetnek olyan kórokozók ellen, melyek rezisztensek az általánosan használt 

antibiotikumokkal szemben [107]. 

 

7.1.2. A CD14/Fc interakciója LPS-dal és külső membrán vezikulumokkal 

A Gram-negatív baktériumokból felszabaduló virulencia faktoroknak és egyéb molekuláris 

komponenseknek nagy szerepe van a fertőzésekhez társuló súlyos komplikációk – szepszis, 

szeptikus shock, sokszervi elégtelenség – kialakulásában. Ezek megjelenhetnek izolált 

formában, de nem ritkán a külső membránból lefűződő vesiculák, „bleb”-ek alakjában is. 

Különösen kifejezett a bleb képződés a N. meningitidis által okozott infekcióban. A súlyos 

meningococcális fertőzéseket a betegség nagyon gyors progressziója és rendkívül magas LPS 

koncentráció jellemzi [32]. A LAL esszével megállapított magas LPS koncentráció a nagy 

számban keletkező külső membrán vezikulák következménye lehet. A LPS, blebek és egyéb 

bakteriális komponensek hatására bekövetkező citokin „vihar”, a kontrollálatlan effektor sejt 

aktiváció, valamint a vaszkuláris változások olyan mélyrehatóan zavarják meg a szervezet 

homeostasisát, ami az esetek jó részében visszafordíthatatlan, és a betegek elvesztését 

eredményezi. Így a kórokozók elpusztításán túl nagy jelentősége lenne olyan ágensek 

fejlesztésének, amelyek ezeket a mikrobiális virulencia faktorokat is képesek neutralizálni. 

Miután a CD14 molekula legfontosabb természetes ligandja a LPS, megvizsgáltuk, hogy a 

létrehozott CD14/Fc fúziós fehérje képes-e különböző LPS-ok és külső membrán vezikulák 

neutralizálására. 

Kísérleteink során – meglepő módon – a két alkalmazott sejtes rendszerben a CD14/Fc nem 

neutralizálta sem a LPS-ok sem a bleb hatását. Mi több, önmagában is képes volt a monocyták 

és a PMN sejtek dózisfüggő aktiválására. Ez a hatás nem a CD14/Fc készítmény LPS 

kontaminációjával volt magyarázható, mert a LAL assay teljesen negatív eredményt adott. 

Nagy valószínűséggel a molekula Fc része és a sejtek felszínén lévő FcR-ok interakciója 

magyarázhatja a jelenséget, de ez még további vizsgálatokat igényel. Ez a CD14/Fc-mediált 

sejtaktiváció ugyanakkor egy kétélű fegyver, hiszen a PMN sejtek reaktív oxigén intermedier 

termelésének fokozódása hasznos lehet a baktériumok elpusztítása során, de ugyanakkor a 

celluláris komponensek aktiválódása hozzájárulhat a generalizált gyulladásos reakció 

fokozódásához és az életet veszélyeztető szeptikus shock kialakulásához.  

Miután a CD14/Fc molekula egyedül a LAL assay-ben nem mutatott önmagában aktivitást 

ebben a rendszerben is megvizsgáltuk hatását a különböző LPS molekulákra és bleb 



 49 

preparátumokra. Érdekes módon a CD14/Fc fúziós protein nem gátolta a LAL rendszer 

aktiválódását, azaz nem neutralizálta sem a LPS sem a blebek hatását. A jelenség 

többféleképpen is magyarázható. Elképzelhető, hogy a LAL rendszer LPS felismerő és a 

kaszkádot beindító komponense(i) sokkal erősebben köti(k) a LPS/bleb preparátumokat, mint 

a CD14 molekula és ezért nem fejt ki számottevő gátló hatást a fúziós protein. Másrészt a 

CD14/LBP rendszer alapvető funkciója egyedi LPS molekulák transzportja az aggregált LPS 

micellákból megfelelő donor molekulákhoz, mint pl. a sejtmembránban lévő 

CD14/TLR4/MD2 komplex (sejtaktiváció) [18], vagy a plazmában lévő high density 

lipoprotein (HDL) molekula (neutralizáció) [108]. Elképzelhető tehát, hogy a LAL assay-ben 

is hasonló funkciót tölt be a vizsgált CD14/Fc molekula: ugyan megköti a LPS monomereket, 

de továbbítja a LAL rendszer inicializálásért felelős assay komponensekhez és ezért nincs 

gátló hatása.  

Miután a CD14/Fc fúziós fehérje nem volt képes a LPS/blebek neutralizálására, tovább 

vizsgáltuk az ezek semlegesítésének lehetőségeit. Kimutattuk, hogy a humán plazma mind a 

LPS, mind a bleb-ek aktivitását gyakorlatilag nullára csökkenti a LAL esszé eredményei 

alapján. Novitsky és munkatársai hasonlóan a mi eredményeinkhez, szintén 100%-os gátlást 

tapasztaltak a LPS esetében a LAL esszével [109]. Ami a neutralizáció mechanizmusát illeti, 

nagyon valószínű, hogy az LBP szállítja a szabad LPS-ot és a bleb-ekből liberalizált LPS-ot a 

HDL-hoz, ahol a LPS már nem hozzáférhető a LAL kaszkádot elindító komponensek 

számára. További kísérleteink azt igazolták, hogy a BPI fehérjével előinkubált LPS és blebek 

LAL kaszkád aktiváló hatása nagyon nagy mértékben csökken. A BPI egy ismert pozitív 

töltésű (kationos) fehérje, amely a PMN sejtek granulumaiban és a vérplazmában is 

megtalálható, erős antimikrobiális hatással bír, és – saját adataink alapján is – képes a LPS és 

blebek neutralizálására. 

A bleb vezikulák nagy mennyiségben tartalmaznak LPS-ot, de ugyanakkor partikulált 

részecskék, így elvileg eltérően viselkedhetnek a szabad LPS molekulákhoz képest. 

Eredményeink ugyanakkor azt mutatják, hogy nincs különbség a szabad LPS és a blebek 

aktivitásának – CD14/Fc, plazma vagy BPI általi – neutralizálásában így a bleb-ek biológiai 

aktivitásukat tekintve a szabad LPS-hoz hasonlítanak. 

Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy a CD14/Fc molekula nem képes a LPS/bleb 

preparátumok neutralizálására sőt önmagában is sejtaktiváló hatása van, ami vélhetően 

az Fc-FcR interakció következménye. Ezek alapján terápiás ágensként alkalmazása 

szeptikus állapotokban nem jön szóba. A LPS és bleb vezikulumok semlegesítése 

effektíven történik a plazma illetve a BPI molekulák által [110].  
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7.2. sCD14 – használható biomarker a cirrhosishoz társuló fertőzések kimutatásában 

és/vagy előrejelzésében? 

Számos inflammatorikus és nem inflammatorikus kórállapot jár a mCD14 expressziós 

szintjének, vagy a sCD14 lokális vagy szisztémás koncentrációjának változásával. Szeptikus, 

politraumatizált és súlyos égési sérült betegek esetében a sCD14 koncentráció megemelkedik. 

Szepszisben a magasabb sCD14 koncentráció korrelál a mortalitással. Ezen kívül emelkedett 

sCD14 koncentrációkat mértek aktív sarcoidosis betegek, bakteriális tüdőgyulladásban és 

ARDS-ban vagy asthma bronchialeban szenvedő betegek bronchoalveolaris 

mosófolyadékban. Továbbá emelkedett volt a szérum sCD14 koncentráció SLE, RA, ARDS, 

krónikus szív elégtelenség, alkoholos cirrhosis, psoriasis, atópiás dermatitis valamint extrinsic 

allergiás alveolitises betegek esetében, továbbá fertőzéses kórállapotokban is mint aktív 

tuberculosis, malaria, krónikus hepatitis B és C fertőzés és HIV-1 fertőzött betegekben. 

Bizonyos esetekben a sCD14 koncentráció változása korrelált a betegség aktivitásával [5, 53]. 

Számos olyan alkalmazása van tehát a sCD14 mérésnek, amikor a különböző kórképekhez 

társuló fertőzések kimutatásában nyújt segítséget ennek a biomarkernek a mérése. Miután a 

cirrhosisos betegek esetében a társuló fertőzések jelentős mértékben befolyásolják a betegek 

klinikai állapotát, az esetleges társuló szövődmények kialakulását és végső soron a betegek 

életkilátásait az infekciók azonosítása ebben a kórképben klinikai szempontból rendkívül 

jelentős. Sajnálatos módon azonban mind a klinikai jelek mind a jelenleg elérhető 

laboratóriumi tesztek meglehetősen szegényesek, így minden új biomarker, ami erre a célra 

használható nagy jelentőséggel bír. Számos tanulmány állapított meg emelkedett LBP és 

sCD14 koncentrációt, különösen dekompenzált cirrhosisban, de mindössze két esetben 

mutattak ki összefüggést az infekció és a megemelkedett LBP és sCD14 szintek között 

ezekben a betegekben [111, 112]. Sajnos ezekben az esetekben a vizsgált markerek analitikai 

tulajdonságait nem elemezték. Ezért határoztunk úgy, hogy további vizsgálatokat végzünk 

ezen a területen és meghatározzuk a sCD14 és további 3 akut fázis fehérje szérumszintjét és 

analitikai tulajdonságait cirrhosisos betegek mintáiban. Munkánk nagy erőssége, hogy legjobb 

tudásunk szerint eddig ez a legnagyobb tanulmány, 368 beteg bevonásával, mely egyszerre 

vizsgálja a különböző APP markerek (CRP, PCT, LBP, sCD14) klinikai hasznosíthatóságát 

cirrhosisban előforduló fertőzések azonosítására. 

Sajnálatos módon a sCD14 szint mérés nem bizonyult érzékeny módszernek a cirrhosishoz 

társuló fertőzések detektálásában, a fertőzéssel jellemezhető és infekció mentes betegek 

szérum sCD14 koncentrációjában nem találtunk szignifikáns különbséget. Ennek megfelelően 
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az analitikai paraméterek (érzékenység, specificitás, negatív- és pozitív-prediktív érték) 

alacsonyak voltak. Két korábbi cikkben magasabb sCD14 értékeket detektáltak az infekciós 

cirrhotikus betegekben, azonban mindkét publikációban jóval kisebb és heterogénebb 

betegpopulációt vizsgáltak, amelyben ráadásul jóval több volt a súlyos (szeptikus) esetek 

aránya. Az eltérést magyarázhatja még az alkalmazott technikák közötti különbség is, az 

immunoassay-k eredményi között nem ritkán jelentős különbség is lehet [113, 114]. 

Nemrégiben egy automatizált sCD14 mérő rendszer került kereskedelmi forgalomba, amelyik 

sokkal standardizáltabban képes a szérum CD14 mérésre. Ennek alkalmazása megbízhatóbb 

eredményeket adhat, és terveink között szerepel ennek tesztelése saját mintáinkon is.  

A további akut fázis fehérjék vizsgálata során megállapítottuk, hogy a CRP szint, 10 mg/l 

határértékkel, már önmagában is érzékeny markere a bakteriális fertőzéseknek. A CRP 

meghatározás kombinálása a PCT meghatározásával némileg emelte a diagnosztikai 

pontosságot, ugyanakkor a diagnosztikai folyamat költségeinek jelentős emelkedésével járt. 

Ugyanakkor ezen szerológiai tesztek gyengébb teljesítményt nyújtottak a betegség 

előrehaladottabb stádiumaiban vagy asciteses betegek esetében. A CRP, mint a bakteriális 

fertőzések markere már jó ideje ismert, még cirrhosisos betegek esetében is [115]. 

Ugyanakkor még számos nyitott kérdés maradt a CRP optimális használatával kapcsolatban 

ebben a betegcsoportban. Korábbi klinikai tanulmányokban, melyek 20-127 esetet dolgoztak 

fel, a CRP és a PCT bizonyult a legjobb markernek a bakteriális fertőzések azonosítására, de a 

diagnosztika pontosságuk és határértékeik jelentősen eltértek egymástól a különböző 

tanulmányokban [66, 69-72, 116-118]. A CRP esetében a szenzitivitás 62-80%, a specificitás 

68-96% között volt, a ROC görbe alatti terület pedig 0,72-0,91 között mozgott [66, 68, 69, 

119]. Jelen tanulmányban a szenzitivitás 84%, a specificitás 91%, a ROC görbe alatti terület 

pedig 0,93-nak adódott. Az általunk meghatározott optimális határérték (9,2 mg/l) 

alacsonyabbnak adódott, mint a többi tanulmányban, melyekben ez 20 mg/l [72], 24,7 mg/l 

[116], 55,9 mg/l [69], valamint 80,0 mg/l [71] volt. Egy lehetséges magyarázat ezekre az 

eltérésekre a betegpopulációk közötti különbség. A jelen tanulmányhoz képest, a korábbi 

eredményeket jóval kisebb betegcsoportokon végezték, mely torzíthatja az eredményt. 

Továbbá a korábbi tanulmányokban a fertőzéses esetek a legtöbb beteg esetében együtt jártak 

szisztémás gyulladásos válaszreakcióval (SIRS), szepszissel, bizonyos esetekben még 

szeptikus shock-kal is. A mi egész fertőzéses betegcsoportunk sokkal inkább a mindennapos 

klinikai eseteket reprezentálja [60]. Egy nagy betegcsoportot vizsgáltunk, melyekben nem 

csak súlyos fertőzések, hanem enyhébb formák is elegendő számmal fordultak elő. A 

fertőzések hozzávetőlegesen 25%-a enyhe volt, és főként a húgyutakra lokalizálódott. Mivel a 
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cirrhosisos betegek immunrendszere nem működik megfelelően, és ezért jobban ki vannak 

téve a fertőzések kiterjedésének, ami a májfunkciók további romlásához és egyéb súlyos 

komplikációkhoz vezethet [61, 62], ezért a korai diagnózis és a fertőzések aktív kezelése 

javasolt még az enyhébb esetekben is.  

A második legjobb markernek a PCT bizonyult, de a teljesítménye minden tekintetben 

elmaradt a CRP mögött. Csak néhány tanulmány foglalkozik a PCT diagnosztikai 

tulajdonságaival májbetegekben, de az eredmények meglehetősen egybevágnak [66, 70, 71, 

115, 116]. Ezekben az esetekben a PCT szint jelentősen megemelkedett a fertőzött 

betegekben a kontrollhoz képest, bár a median érték elég változó volt: 0,74 µg/l [118], 2,8 

µg/l [117], 3,2 µg/l [66], 9,8 µg/l [70], 10,1 µg/l [71].  Mi is szignifikánsan emelkedett PCT 

szinteket mértünk a fertőzéses betegekben, de a median érték alacsonyabbnak adódott: 0,24 

µg/l. Továbbá a PCT diszkriminatív ereje 0,15 µg/l cut-off értéket alkalmazva szintén kissé 

gyengébb volt (szenzitivitás: 72%, specificitás 84%, AUC-ROC: 0,84), mint két korábbi 

tanulmányban (szenzitivitás: 85 és 95%, specificitás: 96 és 98%, AUC-ROC: 0,97 és 0,98) 

[70, 71]. Az általunk vizsgált betegcsoport egy negyede csupán enyhe fertőzésben szenvedett, 

mely vagy nem, vagy kismértékben jár csak PCT koncentráció emelkedéssel [113], de ezek a 

diszkrepanciák technikai különbségekkel is magyarázhatók. Annak ellenére, hogy klasszikus 

(nem szenzitív) PCT tesztet használtak minden korábbi tanulmányban, a használt vizsgálatok 

eredménye eltérő lehet a különböző detektálási módszerek következtében [113, 114].  

Összefoglalva megállapíthatjuk, hogy a szérum sCD14 mérés nem alkalmas az infekció 

jelenlétének kimutatására vagy annak előrejelzésére cirrhosis betegekben, ugyanakkor a 

CRP meghatározás (különösen a PCT méréssel kombinálva) a bakteriális infekciók 

érzékeny markere [120].  
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9. Összefoglalás 
Az elmúlt évtizedekben az antibiotikum rezisztencia egyre gyakrabban fordul elő a klinikai 

gyakorlatban és ezzel párhuzamosan az antibiotikumok megjelenésének üteme is lelassult. A 

lehetőségek szűkülésével igény mutatkozik új hatásmechanizmusú antimikrobiális molekulák 

iránt. Az egyik típusa az ilyen új szereknek a PRR/Fc fúziós fehérjék. Ezek a molekulák a 

mintázatfelismerő receptor rész közreműködésével kötődnek a mikrobiális komponensekhez, 

és a humán IgG1 Fc részével immunológiai funkciókat aktiválva segítik a kórokozók 

neutralizációját. A CD14 molekula, mint az egyik legfontosabb LPS receptor alkalmasnak 

tűnt egy ilyen mesterséges antitestben a mintázatfelismerő receptor feladatának ellátására, 

ezért munkánk során egy CD14/Fc fúziós fehérjét hoztunk létre rekombináns DNS technika 

segítségével. A molekula dimer formájában idő- és dózis-függően kötődött a Gram-negatív 

baktériumokhoz és a kölcsönhatás specifikusan gátolható volt. A dimer forma kb. 50-szer 

erősebb affinitást mutatott a baktériumokhoz, mint a monomer sCD14. A CD14/Fc jelenléte 

fokozta a Gram-negatív baktériumok FcR-mediálta fagocitózisát PMN sejtek, macrophagok 

és dendritikus sejtek esetében és igazolni tudtuk a baktériumok internalizációját is. Egy ex 

vivo teljes vér rendszerben a CD14/Fc molekula fokozta a baktériumok elpusztítását is. Ezek a 

hatások azonban csak az R típusú Gram-negatív baktériumok esetében voltak számottevőek, 

így a molekula gyakorlati jelentősége csekély. A CD14/Fc molekula önmagában is képes volt 

PMN sejtek és monocyták aktiválására, azonban nem neutralizálta sem a szabad, sem a külső 

membrán vezikulumok (bleb-ek) formájában jelenlévő LPS hatását. Megállapítottuk azt is, 

hogy ezek a vezikulák a szabad LPS-hoz hasonlóan viselkednek, a LAL esszében plazmával 

és izolált BPI-vel neutralizálhatóak.  

A CD14 molekula szolúbilis formájának (sCD14) szérum koncentrációja jól korrelál 

fertőzésekben az infekció súlyosságával, illetve más betegség pl. az autoimmun kórképek 

aktivitásával. Munkánk során a sCD14 egy potenciálisan új diagnosztikai alkalmazását 

vizsgáltuk cirrhosisos betegek esetében, arra keresve választ, hogy a szérum sCD14 mérése 

képes-e jelezni vagy megerősíteni a cirrhosishoz társuló fertőzések jelenlétét. Eredményeink 

azt mutatták, hogy a sCD14 szérum szintje nem tért el szignifikánsan a fertőzéses és fertőzés 

nélküli betegek mintáiban. Ugyanakkor a C-reaktív protein szenzitív és specifikus markere 

volt a cirrhosishoz társuló fertőzéseknek 10 mg/l-es cut-off érték alkalmazása mellett. 
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10. Summary  
Antibiotic resistant microbes are more and more frequent during the past decades in the 

clinical practice while the rate of discovery of new antibiotics decreased. With the current 

limited treatment possibilities there is a growing need for antimicrobials with a new approach. 

One type of these novel antimicrobials are PRR/Fc fusion proteins. These molecules bind 

microbial components with their pattern recognition receptor part while the human IgG1 Fc 

parts activates immunological functions and promotes pathogen neutralization. The CD14 

molecule as the most important LPS receptor seemed as a worthy candidate in such an 

artificial antibody as the pattern recognition component, thus we expressed a CD14/Fc fusion 

protein using recombinant DNA techniques. The resulting dimer molecule bound Gram-

negative bacteria in a time and dose dependent manner and this interaction could be 

specifically inhibited. The dimer form showed an approximately 50-fold higher affinity to 

bacteria than the monomer sCD14. The CD14/Fc fusion molecule increased the FcR mediated 

phagocytosis of bacteria by PMN cells, macrophages and dendritic cells, and we also proved 

internalization of the opsonised bacteria by these cells. In an ex vivo whole blood 

experimental setting the CD14/Fc molecule enhanced killing of bacteria. However these 

effects were only significant for R-type LPS mutant bacteria, which decreases this protein’s 

practical value. The CD14/Fc protein was able to activate PMN cells and monocytes on its 

own, but was unable to neutralize the effect of LPS neither in its free form nor in the form of 

outer membrane vesicles (blebs). We determined that these vesicles act as free LPS rather 

than particles as they can be neutralized similarly by plasma and BPI in the LAL assay. 

The serum concentration of the soluble form of CD14 (sCD14) correlates well with the 

severity of infections and with the activity of autoimmune diseases. We evaluated a possible 

new diagnostic use of sCD14 in cirrhosis patients and tried to evaluate if changes in serum 

sCD14 concentrations can predict or confirm cirrhosis associated infections. Our results show 

that serum sCD14 concentration does not differ significantly in infected and non-infected 

patient samples. However, we found that CRP is a sensitive and specific marker of cirrhosis 

associated infections at a cut-off value of 10 mg/L. 
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11. A disszertáció új eredményei, megállapításai, klinikai relevanciái 
 

1., Rekombináns DNS technikával létrehoztunk egy CD14/Fc fúziós molekulát és jellemeztük 

mikrobákhoz való kötődését: kötődik Gram-negatív baktériumokhoz és a Gram-pozitív 

baktériumok közül a L. monocytogenes-hez. Fokozza a Gram-negatív baktériumok FcR-függő 

fagocitózisát/internalizációját PMN sejtek, valamint monocyta eredetű macrophagok és 

dendritikus sejtek esetében. A CD14/Fc képes a Gram-negatív baktériumok elpusztítását is 

elősegíteni teljes vérben. Miután azonban ezek a hatások csak az R típusú Gram-negatív 

baktériumok esetében voltak számottevőek, így a molekula alkalmazása terápiás ágensként 

bakteriális infekciókban nem jön szóba. Úgy gondoljuk ugyanakkor, hogy hasonló fúziós 

fehérjék, nagyobb affinitással és szélesebb antimikrobiális spektrummal, hatásos szerek 

lehetnek olyan kórokozók ellen, melyek rezisztensek az általánosan használt 

antibiotikumokkal szemben. 

 

2., Megvizsgáltuk a CD14/Fc molekula LPS/bleb preparátumokra gyakorolt neutralizáló 

hatását és azt tapasztaltuk, hogy nem képes az endotoxin készítmények neutralizálására, sőt 

önmagában is sejtaktiváló hatása van. Ezek alapján terápiás ágensként alkalmazása szeptikus 

állapotokban nem jön szóba.  

 

3., Megvizsgáltuk, hogy a LPS molekulák és bleb vezikulumok semlegesítése a LAL 

assayben effektíven történik-e plazma, illetve az izolált BPI molekulák által, és mindkét 

esetben teljes neutralizációt tapasztaltuk, ezek alapján a bleb-ek biológiai aktivitásukat 

tekintve a szabad LPS-hoz hasonlítanak. 

 

4., Megállapítottuk, hogy a szérum sCD14 mérés nem alkalmas az infekció jelenlétének 

kimutatására cirrhosis betegekben, ugyanakkor a CRP meghatározás (különösen a PCT 

méréssel kombinálva) a bakteriális infekciók érzékeny markere.  
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