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|. Bevezetés

I.1. Szepszis
1.1.1. A szepszis epidemioldgiaja, szepszis definiciok, etiologia

A szepszis napjainkban is az intenziv terapia egyik legnagyobb kihivasat jelentd, Gsszetett
korképe, ugyanis a modern antibiotikus és szervtamogato kezelési lehet6ségek ellenére a szepszis
mortalitasa jelenleg is eléri a 30%-ot, amely szeptikus sokk kialakuldsa esetén 50% folé is
emelkedhet. A szepszis kedvez6tlen halalozasi adatain kivul a kérkép folyamatosan ndvekvod

incidenciaja és jelentds er6forrasigénye miatt all az érdeklédés kozéppontjaban [1-4].

Mar tobb mint két évtizeddel kordbban az USA-ban végzett multicentrikus tanulméanyban évente
kdzel 750 ezer beteget kezeltek szepszissel, emellett a hosszu (&tlagosan 19,6 napos) kezelési id6
és magas (atlagosan 22100 USD) kezelési koltségek kdvetkeztében a korkép anyagilag is komoly
terhet ro a lakossagra. A vizsgalatban a szepszis incidenciaja és a mortalitas emelkedett az életkor
elérehaladtaval, a korhazi 6sszhalalozas pedig elérte a 215 ezer fo/évet. Osszehasonlitasképp a
tanulmany ideje alatt évente kdzel 180 ezer beteg hunyt el akut miokardialis infarktus miatt, illetve

200 ezer beteg tiid6- vagy emlérak miatt [5].

Azdta a 2000-es és 2010-es évtizedekben az USA-ban folytatott kutatdsok szerint a szepszis az
Osszes korhazi felvételek kdzel 2%-at tette ki. A stlyos szepszis incidenciaja 2000 és 2007 kozott
100 ezer lakosra vonatkoztatva 143-r6l 343-ra nétt. Ezzel szemben viszont biztat6 adat, hogy a
sulyos szepszis atlagos kezelési id6tartama 17 naprol 15 napra, a mortalitas 39%-r6l 27%-ra
csokkent. Emellett egy 2008 és 2012 kozott vegzett felmérésben a sulyos szepszis eléfordulasa
100 ezer lakoshdl 346-r6l 436-ra emelkedett, a korhazi bennfekvés atlagos id6tartama 9 naprol 7
napra rovidult, a halalozas pedig 22%-rdl 17%-ra mérséklédott [6-8].

Magyarorszagi viszonylatban az Aneszteziologiai és Intenziv Terapids Orszagos Szakfelugyelet
2005-ben, 2010-ben és 2015-ben végzett felmérései soran a hazai intenziv osztalyokrél atlagosan
15,5-15,4-19,9 beteget bocsatottak el, kdzottik az infekcidval kezeltek aranya 23,8%-rél 35,5%-
ra, majd 41,2%-ra ndvekedett. A tanulmany soran eltelt 10 évben a Gram-negativ bakterialis
szepszis reszaranya emelkedett, mig a Gram-pozitivoké csokkent, a gomba eredetii szepszis aranya
nem valtozott. A felmérés idGtartama alatt a kozosségben szerzett fertdzések aranya 37%-rol 64%-

ra novekedett, mikdzben csokkent a nozokomialis infekciok aranya. Tiz év alatt a stlyos szepszis
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gyakorisaga 80%-rdl 21%-ra, mig a szeptikus sokké 57%-r61 48%-ra mérséklodott, emellett a
mortalitasi aranyok is jelent6sen csokkentek a teljes populacidban, az infekcios és a sulyosan

szeptikus csoportokban [9].

Hippokratész feljegyzései révén mar az dkori gorog kultarabol is fellelhetdek irdsos bizonyitékok
a szepszisrol, viszont egészen az utdobbi néhany évtizedig nem léteztek egyértelmii, nemzetkozileg

elfogadott iranyelvek a szepszis definicigjat illetéen.

Elészor 1992-ben az ,,ACCP/SCCM Consensus Conference” soran alkottak meg az egységes
Szepszis-1, majd 2001-ben az ,,SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions

Conference” keretein belll szllettek meg a Szepszis-2 definiciok [10, 11].

Bizonyos akutan életet veszélyeztet6 allapotokban — pl. silyos baleset, iatrogen artalom, Kiterjedt
égeési sérlilés, pankreatitisz — a szervezet az un. szisztémas gyulladasos vélaszreakcio szindroma
(SIRS) forméjaban reagal a szoveti kdrosodasra (1. &bra). Ennek hétterében az immunrendszer
milkodésében lényeges kozvetité funkciot betolté gyulladdsos mediatorok egyensulyzavarat
feltételezik [11, 12].

1. abra. Az infekcidk, a szepszis és a SIRS kapcsolata [10, 11].

A fentebb emlitett szepszis definicidk alapjan akkor mondhatjuk ki a szepszis diagndzisat, ha a
SIRS hatterében szisztémas fertdzés all. Ha szepszisben Kialakul az Gn. szepszis-indukalta
hipotenzio, tovabba a szepszis — vélhetéen hipoxias és iszkémias karosodas miatt — legalabb egy
szervrendszer elégtelenségével tarsul, akkor sulyos szepszisrél beszéliink. Ha adekvat folyadék-
terapia mellett is fennall a szepszis-indukalta hipotenzi6 — amely szoveti hipoperfuzidval, valamint

tobb szervrendszer diszfunkciodjaval tarsul —, akkor kialakul a szeptikus sokk (2. abra) [11, 12].



O Szeptikus sokk

sulyos szepszis +
keringés-
dsszeomlas

Sulyos
szepszis
Szepszis | szepszis +

SIRS + szervi

fertozés elégtelenség
SIRS (Szisztémas gyulladasos valaszreakeio szindroma)
2001-es Testhémérséklet (=38 °C vagy <36 °C),
Nemzetkézi Fehérvérsejtszam (>12000/nl vagy <4000/pl),
Szepszis-2 Szivfrekvencia "(>90/perc),
Definicidk Légzésszam (>20/perc)

2. abra. A koradbban hasznalatos Szepszis-2 definiciok.

Fert6zés (dokumentalt vagy a klinikai kép alapjan gyanitott), tovabba néhany

paraméter teljesiilése a kovetkezok kozUl:

Altalanos jellemzok:

laz (maghémeérséklet >38,3°C)

hipotermia (maghdmérséklet <36°C)

szivfrekvencia >90/perc vagy >2 SD az életkor szerinti normal érték felett
légzésszam >30/perc

megvaltozott tudatallapot

jelentés 6déma vagy pozitiv folyadékegyenstly (>20 ml/kg 24 ora alatt)
hiperglikémia (plazma gliik6z >7,7 mmol/Il) diabétesz nélkil

Gyulladasos jellemzok:

leukocitozis (fehérvérsejtszam >12 000/pl)
leukopénia (fehérvérsejtszam <4 000/ul)

normal fehérvérsejtszdm >10% éretlen alakkal
plazma C-reaktiv protein >2 SD a normal érték felett

plazma procalcitonin >2 SD a normal értek felett

Hemodinamikai jellemzok:




artérias hipotenzio (szisztolés vérnyomés <90 Hgmm vagy MAP <70 Hgmm)
kevert vénas oxigén szaturéacié >70%

sziv-index >3,5 lI/min/m?

Szoveti perfuzids jellemzok:

emelkedett laktat szint (>3 mmol/l)

csokkent kapillaris Gjratelédés

Szervi diszfunkcids jellemzok:

artérias hipoxémia (PaO,/FiO, <300)

oliguria (vizelet-kivalasztas <0,5 ml/kg/6ra vagy 45 mM/I legalabb 2 réan at)
kreatinin-emelkedés >44,2 pmol/1 48 6ran beliil

alvadasi rendellenességek (INR >1,5 vagy APTI >60 méasodperc)
trombocitopénia (vérlemezkeszam <100 000/ul)

emelkedett bilirubin szint (plazma 6sszbilirubin >70 umol/l)

ileusz (hianyz6 bélhangok)

1. tAblazat. A szepszis diagnosztikus kritériumai a Szepszis-2 definiciok alapjan.
(SD: standard deviacio; MAP: mean arterial pressure; PaO,: parcialis artérias oxigén tenzié; FiO-:

fraction of inspired O; INR: international normalised ratio; APTI: aktivalt parcialis tromboplasztin id3)

A napjainkban is hasznalatos Szepszis-3 definicidk frissitése 2016-ban toértént meg, melyben a
korabban hasznalatos protokoll Iényeges atalakitason esett at (3. abra). Szepszis gyanuja esetén az
egyszeriibb és gyorsabb terapias dontéshozatal érdekében elészor az Un. quick Sequential (Sepsis-
related) Organ Failure Assessment (QSOFA) score-t hasznaljak a betegek allapotfelmérése soran.
Ezen pontrendszer a légzésszam (=22/perc), a megvaltozott mentalis statusz és a szisztolés
vérnyomas (<100 Hgmm) alapjan nyujt segitséget a diagndzisban, emellett tovabbi elonye, hogy
laborparaméterek mérését nem igényli, ezért gyorsan reprodukélhatd. A gSOFA meghatarozésa
utan annak bévitett valtozataval, vagyis a SOFA score segitségével (2. tablazat) mar 6 vitalis
szervrendszer (légzérendszer, véralvadads, majfunkciod, kardiovaszkularis rendszer, kozponti
idegrendszer, vesefunkci6) paramétereinek osztalyozasa is lehetséges. Az egyes szervrendszerek
értékeibdl szarmaztatott pontok 6sszege jol korrelal a szeptikus betegek allapotanak sulyossagaval,
tovabba a kimenetel becslésére is alkalmas. Tovabbi Gjitas, hogy a SIRS, illetve a sulyos szepszis
fogalma kikerdlt jelenlegi szepszis definiciokbdl [13, 14].
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2. tablazat. A SOFA pontrendszer.




Korokozokat tekintve az utdbbi egy évtized felmérései alapjan a mikrobiologiai tenyésztésekkel
igazolt infekcidk dont6 hanyadaért mar a Gram-negativ baktériumok teheték felel6ssé (62%), mig
a Gram-pozitiv bakterialis fertézések korabbi dominanciéja csokkenni latszik (48%). A hosszabb
intenziv osztalyos kezelésre szoruld szeptikus betegeknél rendszeres és tartds széles spektrumd
antibiotikum hasznalat miatt a nozokomialis fert6zések, igy a multirezisztens korokozok, valamint
a gombak (leggyakrabban Candida species) altal kivaltott fertézés incidenciaja is névekszik (17-
20%). Az esetek kisebb hanyadaban kevert fertézés arnyalja a klinikai képet, emellett pedig ritkan
virusok és parazitak (2-5%) is kepesek szepszist okozni. Az infekcio behatolasi kapuja legtobbszor
a felsO és also 1égutak, az urogenitalis rendszer vagy a gasztrointesztinalis traktus, ugyanakkor
kisebb valoszinliséggel barmely mas lokalizacioja gocbdl is kialakulhat szepszis. Mindazonaltal a
szepszis diagnozisa gyakran csak a klinikai képen alapul, mivel a fertézésforrast — az esetek kozel
30%-aban — nem sikerll kimutatni [1, 15, 16].

A szepszis életkor szerinti incidenciaja a hatodik évtizedben tet6zik, ugyanakkor a korkép a
csecsemoOkori halalozasnak is jelentés hanyadat teszi ki (fejlédé orszagokban akar 60%-ban).
Ezenkivil a rizikotényezék kozé tartozik a férfi nem, a rassz, az immunhidnyos allapot, tumoros

megbetegedés, kronikus szervi elégtelenség, illetve iatrogén okok [15, 17].
1.1.2. A szepszis immunoldgiaja, patomechanizmusa

A gazdaszervezet szamos védekez6 mechanizmussal rendelkezik a korokozok eliminalasara, igy
a 1égzorendszer — mint potencialis behatolasi kapu — esetében az epitél, a sejtkdzotti kapcsolatok
és a mukociliaris klirensz is mechanikai vedelmet biztosit. A szurfaktans, a nyalkahartyakon
szekretalodd Immunglobulin A és az alatta elhelyezked6 nyirokszovet (MALT) is fontos szerepet
tolt be az immunitasban. A komplement rendszer komponenseinek (pl. C5-C9, C3b) megfeleld
miitkodése is alapvetd a mikrobak elpusztitasa érdekében: a C5-C9 fehérjék altal alkotott membran-
attak komplex a kdrokozok sejtlizisét idézi eld, emellett a C3b komponens sejtfelszini lerakodasa

(opszonizacid) megkdnnyiti a mikrobak fagocitak altali elpusztitasat [18, 19].

A korokozokat eldszor a velesziiletett immunitas sejtjei ismerik fel, melynek tagjai a monociték, a
granulociték es a természetes 616sejtek. Ezen sejtek felismerik a mikrobak felszinén expresszalodo
patogén-asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP) mintazat-felismeré receptoraik (PRR)
segitségével, melyek kozil a legfontosabb sejtfelszini molekulak a Toll-like receptorok (TLR).

Napjainkra mar meglehetdsen sok tagjat azonositottak a TLR csalddnak, koziiliik a TLR-4 a Gram-
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negativ, a TLR-2 pedig a Gram-pozitiv baktériumok felszinén jelenlévo strukttrak felismerésében
elengedhetetlen. Emellett azonositottak intracellularis mintazat-felismeré receptorokat is, melyre

példék a nukleotid-k6t6 oligomerizaciés domén-szerii receptorok (NLR) [18-20].

A Gram-negativ baktériumok felszinén a lipopoliszacharid (LPS) — mas néven endotoxin — felel6s
az immunreakci6 eldidézéséért. A molekula azonositdsdhoz a lipopoliszacharid-koté fehérje
(LPB), a mar emlitett TLR-4, valamint a CD14 nevezetl fehérjék sziikségesek. Lipopoliszacharid
hianyaban a Gram-pozitiv baktériumok sejtfalaban a lipoteikolsav (LTA) és a vastagabb
peptidoglikan réteg valtja ki az immunvalaszt. Gram-pozitiv bakterialis infekciok esetében az
egyes korokozok altal termelt exotoxinok, un. szuperantigenek képesek az antigén prezentéld
sejtek felszinén megtalalhatd6 MHC II molekuldhoz kapcsolédva excessziv mértékii citokin-
termelést eldidézni, melyre példak a Staphylococcus aureus Toxikus Sokk Szindroma Toxinja
(TSST), valamint a Streptococcus pyogenes pirogén exotoxinja altal okozott életveszélyes
korképek [19-22].

Az utébbi években folytatott kutatasok soran bebizonyosodott, hogy a mar emlitett PRR-ok
segitségével a velesziletett immunitas sejtjei endogén sejtfelszini struktirékat is képesek
felismerni. Massziv sejtkarosodas — égés, trauma, iatrogén artalom vagy kiterjedt iszkémia — esetén
a sejteken megjelennek az Un. ké&rosodés-asszociélt molekularis mintazatok (DAMP), melyek
valosziniisithetden a mitokondriumokbdl szarmaznak. Irodalmi adatok alapjan ezen struktirak
hasonld6 mértékii stimulaciot jelentenek az immunrendszernek, mint a kérokozok felszinén
kifejez6d6 PAMP-ok [21, 22].

Végso soron a korokozok — vagy karosodott sajat sejtek — megkdtése utan az aktivalt receptor-
komplexek intracellularis jelatviteli kaszkadokat inditanak be, melynek legfontosabb allomasa a
Nuklearis Faktor-kB fehérje komplex (NF-kB). A gatlofehérjék degradacidja utdn a komplex a
sejtmagba jut, majd a megfelel6 DNS-régidkhoz kapcsolédva befolyasolja a transzkripciot.
Fokozodik a pro-inflammatorikus citokinek (TNF-o, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12), kemokinek,
interferonok és — az indukalhaté nitrogén-monoxid szintdz (iNOS) altal — a nitrogén-monoxid
(NO) termelése. A fentieken alapul6 lancreakcio tovabbi gyulladasos mediator, valamint reaktiv
oxigéngyok-képzodést (ROS) von maga utan. Ennek kovetkezteben kialakul a gyulladas, amely
lokalisan vazodilatacioval és 6démaval tarsul, az endotélsejtek aktivalodnak, mely eldsegiti, a

fagocitak extravazaciojat. A mar emlitett pro-inflammatorikus citokinek felelések az akut fazis



reakcio letrejottéért, melynek soran a gazdaszervezet lazzal, emelkedett fehérvérsejtszammal,
koros lipidanyagcserével, fokozott glikoneogenezissel és fehérje katabolizmussal, tovabba a

komplement rendszer és a véralvadasi kaszkad aktivalodasaval reagél [19, 21, 22].

Az akut fazis reakcio feler6sodése miatt a kezdeti NO-medialt vazodilatacio és endotél diszfunkcid
mellett — f6leg a neutrofil granulocitak ROS-medialt citotoxikus hatasa altal — hipotenzié alakul
ki, majd csokken a szivizom kontraktilitasa. A véralvadasi kaszkad is fokozottan aktivalodik, ami
kedvez a mikrotrombus-képz6édésnek, igy a szoveti iszkémia sulyosbodik, legrosszabb esetben

pedig disszeminalt intravaszkularis koagulopatia (DIC) is kialakulhat [19-22].

Potencialisan a gazdaszervezet minden maggal rendelkezd sejtje, valamint a professzionalis
antigén prezentald sejtek (makrofagok, dendritikus sejtek, B-sejtek) képesek aktivalni a szerzett
immunitas sejtjeit. Koziillik a CD4" (helper) T-sejtek 1-es tipusu helper sejtekké (Thl) térténd
differencialodasa soran fontos szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatok és a citokin termelés
felerésitésében, a memoriasejt-képzO6désben, valamint — a CD8" (citotoxikus) T-sejtek aktivalasa
altal — a celluléaris immunvalasz kialakitasaban. A CD4* T-sejtek 2-es tipust helper sejtekké (Th2)
differencialodva az antitesttermelés serkentésén keresztiil a humoralis immunvalaszt aktivaljak,
valamint a regulatoros T-sejtekkel egyutt anti-inflammatorikus citokineket (IL-4, IL-10, IL-13,
TGF-p) is termelnek [19-22].

A pro- és anti-inflammatorikus mediatorok aranya el6szor gyakran a gyulladas iranyéba tolodik,
ezen egyensulyzavar miatt pedig feler6sodik a SIRS, ugyanakkor a szepszis elérehaladtaval az un.
kompenzatdrikus anti-inflammaécids valasz (CARS) inadekvat aktivacidja is ronthatja a beteg
gyogyulasi esélyeit. Irodalmi adatok szerint fiziologias korilmények kézott a CARS az excessziv
mértékii gyulladast szabalyozna, viszont szisztémas gyulladas esetén kezdetben nem képes a kellé
immunszuppressziot kifejteni. Ezzel szemben a CARS tulzott aktivacidja esetén immunparalizis
alakulhat ki, amely a mar meglévé szisztémas fert6zés mellett opportunista infekciok fellangolasa

révén tovabb ronthatja a kés6i halalozast [21, 23].

Végiil az eddig emlitett folyamatok eredményeként szeptikus sokkban kifejlodhet tobb szervi
elégtelenség (MODS) is, melynek 6 kivalto tényezobi a szOveti iszkémia és hipoxia, igy az anaerob

anyagcsere és energiadeficit miatt a sejtek karosodnak (4. abra).
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4. dbra. A szepszis komplex patomechanizmusa. Huang és mtsai. alapjan magyarra forditva [21].
IL-1B, IL-6: interleukin-1, interleukin-6; TNF-a: tumor nekrozis faktor-o; ARDS: akut

Th1/M1->Th2/M2

respiracios distressz szindroma; Th1/Th2: 1-es/2-es tipusu helper T sejt; HLA/DR: huméan
leukocita antigén/DR izotipus; PD-1/PD-L1: programozott sejthalal protein 1, programozott
sejthalal-ligand 1; ROS: reaktiv oxigen gyokok.

1.1.3. A szepszis diagnosztikaja és kezelése

A szepszis korai stddiumban torténd felismerése és az adekvat terapia megkezdése alapvetéen
az infekcid szanalasa, valamint a gyulladasos goc eltavolitasa, emellett kiemelend6k a vitalis

szervfunkciok megbrzése érdekében a kiilonb6z6 szervtamogaté és kiegészitd kezelések.

A szepszis diagndzisahoz a szervezetben kialakuld szervi diszfunkcio, illetve gyulladas hatterében
allo infekcid mikrobioldgiai vizsgalatokkal torténé megerdsitése sziikséges. Ezen vizsgalatok még
az antibiotikus kezelés el6tti, minden potencidlis gocbol (vér, vizelet, liquor, sebvaladékok, 1éguti

véaladékok) valé mintavételt foglalnak magukban. A vérbol torténd mintavétel soran ajanlott
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minimum két sorozat — egymast 20 perccel kovet6 friss (1-2 6ran belll bevezetett) artérias vagy
central vénas kaniilbél illetve perkutan szurassal térténé — (aerob és anaerob) hemokultirat venni
[13, 14].

Mivel a korokozok tenyésztése iddigényes folyamat, igy napjainkban mar bizonyos molekularis
biol6giai modszerekkel (pl. polimeraz lancreakcié (PCR)) tobb kiilonb6zé patogén egyidejii
identifikalasa is lehetseges. A molekuléris biologiai modszereken kivil a témegspektrometrias
azonositds (MALDI-TOF MS) is elterjedt. Mindemellett az emlitett modern mddszerek magas
szenzitivitdsuk ellenére meglehetdsen koltségesek, ugyanis megfeleld infrastruktira- €s
szemelyzeti hattérigénylik mellett a kontaminacio és a valos infekcidt kivalto agens differencialésa
is komplikalt lehet. Emiatt a felsorolt technikék egyelére még gyorsasaguk és precizitasuk ellenére

sem voltak képesek teljes egészében a mikrobiologiai tenyésztéseket kivaltani [24, 25].

A mikrobioldgiai vizsgalatok eredményeinek megérkezéséig a hospitalizacio soran a klinikai kép,
illetve egyéb paraméterek valtozasdnak nyomon kovetése segitheti a szepszis meghatarozasat. A
2. tablazatban a SOFA score alapjan ismertetett jellemzok koziil 1ényeges a vitalis szervi
diszfunkciok meghatarozasaban megfigyelt paraméterek (PaO2/FiO; arany, trombocitaszam, se-
bilirubin szint, artérias k6zépnyomas (MAP) / vazopresszor igény, Glasgow-kéma skéla (GCS)
érték, se-kreatinin / Oradiurézis), valamint az egyéb elterjedt gyulladasos paraméterek —
fehérvérsejtszam, nagy érzékenységii C-reaktiv protein (hs-CRP), procalcitonin (PCT) —
monitorozasa. Az intenziv osztalyon kezelt betegek prognozisbecslésére széleskorben hasznalt
klinikai pontrendszerek az Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II,
valamint a Simplified Acute Physiology Score (SAPS) Il [13, 14, 26-28].

A kutatasaink kezdetétdl érvényes 2016-0s Surviving Sepsis Campaign (SSC) iranyelvei alapjan
a szeptikus és szeptikus sokkos betegeknél — amennyiben tiid6 6déma képe nem all fenn — Ugy
fontos a (foként) krisztalloidokkal (30 ml/kg) torténd gyors folyadékpdtlas azonnali megkezdése.
Mérlegelend6 azonban a beteg kardidlis &llapota, és a hipovolémia valos megléte, ezért a folyadék
reszuszcitacio mértékének beteg specifikusnak kell lennie. Amennyiben adekvat folyadék
toltottség mellett is fennall a szepszis-indukalta hipotenzié (MAP <65 Hgmm), Ugy vazopresszor
adasa indikalt. Elsoként a noradrenalin javasolt, mely sziikség szerint kombinalhato vazopresszin
(0,03 egység/perc) vagy adrenalin adasaval, ha a megfelel6 MAP noradrenalinnal 6nmagaban nem
érhet6 el [14]. A frissitett 2018-as SSC ajanlasok szerint a beteg felvételét kovetd 1 oraban a fent
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emlitett folyadékpotlas és a laktat szintek szoros kontrollja mellett sziikség esetén a miel6bbi
vazopresszor terapia meginditasa javasolt [29]. Az aktualis szepszis terapias iranyelvekben mar

nem szerepel a dopamin alkalmazésa.

Ezzel egyidejiileg ajanlott mihamarabb, de legkés6bb a megfelelé mikrobioldgiai mintak levételét
kovetd egy oran beliil ,,ex juvantibus” széles spektrumu, az infekt gocra specifikus antimikrobidlis
(baktérium, gomba, virus) kezelés meginditasa. A mikrobiologiai tenyesztések eredményei alapjan
a rezisztencia profilnak megfelelé antimikrobialis terapia modositasa (az Un. ,,deeszkalacio™)
megfontoland6 a fertézéses goc hatékony eliminalasa szempontjabol. Az adekvat, lehetbleg
monoterapiaban alkalmazott antimikrobialis kezelés megvéalasztasa kiléndsen fontos, ugyanis az
elhlzé intenziv osztalyos kezelés esetén a tartds széles spektrumu antibiotikum hasznéalat miatt a
nozokomialis fertézések, igy a multirezisztens korokozok, valamint a szervezet mikrobidlis
egyensulyanak felborulasa miatt az opportunista fertézések fellangolasa ronthatja a betegek
gyogyulasi eselyeit [30, 31].

Az infekcidforras azonositasaban elengedhetetlenek a kiilonboz6 radioldgiai vizsgalatok (pl.
ultrahang, Rontgen, CT, MRI), melyek eldsegithetik a szepszist kivaltd goc hatékony felkutatasat
(pl. tidégyulladas, hagydti/hasi gocok, stb). Mutéti uton eltivolithatd szepszisforrds esetén a
beavatkozast ajanlott mielébb elvégezni. Kaniil okozta véraram fert6zés esetén sziikséges annak
eltavolitasa, majd egy Uj centralis vénas kaniil mas punkcios helyen torténd behelyezése (lehetség
szerint a protekt tipusti eldnydsebb). A szeptikus, hemodinamikailag instabil betegek kezelése
soran szlikséges az artérias kanul hasznalata, mely a pontos vérnyomasmérésben, a hemodinamikai
megingésok észlelésében, valamint a gyakori vergaz analizisek fajdalommentes kivitelezésében is
hasznos. A centralis vénas kanulok alkalmazasa elengedhetetlen az intenziv osztalyon kezelt
kaniilb6l (v. jugularis interna, v. subclavia) nyert vérminta oxigén szaturacidja (ScO2) j6
informécidt ad az oxigenszallito kapacitasrol. Alacsony ScvO: értekek esetén — ha szivelégtelenseg
vagy kronikus tiidébetegség nem all fenn — volumenpotlés, vagy transzfizio adasa indokolt. Tul
magas ScvO: értékeknél (80% felett) a szeptikus sokkban észlelt kapillaris sontkeringés megléte
felmertl [32]. Amennyiben a vazopresszor terdpia dozisat emelni kell, a betegek invaziv
hemodinamikai monitorozasa javasolt, melynek egyik hatékony technikaja a transzpulmonalis

termodilucio elvén és az artérids nyoméashullam folyamatos pulzuskontar analizisén alapulé Pulse
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indicator Continous Cardiac Output (PiCCO) monitorozas. A PiCCO monitor a keringeési
perctérfogat pontos merése mellett szdmos egyéb szarmaztatott hemodinamikai paraméter
meghatarozasara alkalmas, emellett tovabbi elénye, hogy egyes kordbban elterjedt mddszerekhez
képest (pl. pulmonalis katéter) kevésbé invaziv [33, 34].

A hipoxia csokkentése es a gazcsere javitasa celjabdl a 1égzéstamogatés (invaziv vagy noninvaziv)
megkezdése ajanlott szepszisben. A noninvaziv gépi lélegeztetés elényosebb, mivel a beteg
izomereje megtartott marad, emellett mobilizalhato, tud kommunikalni, enni, inni, tovabba
légzesfizioterdpia is végezhetd. Ha a noninvaziv lélegeztetés mellett a beteg gazcseréje nem
rendezhet6, akkor gépi lélegeztetés alkalmazasa indokolt. A helyes Iélegeztetési technika a
tidéprotektiv stratégia, melynek lényege a pozitiv kilégzésvégi nyomas (PEEP) alkalmazasa,
valamint megfelel6 belégzési térfogat (6 ml/kg) és csticsnyomas (<30 H.Ocm) mellett az aspiracid
megel6zése érdekében a fejveg 30-45° kozé emelése. Szepszis-indukalta akut respiracios distressz
szindromaban (ARDS) — mely a kapillaris permeabilitas fokozodasaval dsszefligg — a restriktiv
folyadékterapia alkalmazédsa mind a tiid6t, mind a keringést tekintve elényosebb a kimenetel
javitasa szempontjabol [14]. Amennyiben szepszis-indukéalta ARDS-ben a gépi lélegeztetés
lehetéségeinek maximalis kihasznalasa ellenére sulyos, refrakter légzési elégtelenség alakul ki,
akkor veno-vendzus extrakorpordlis membran oxigenizaci6 (ECMO) hasznalata vélhat
szilkségessé. A veno-ven6zus ECMO soran két nagy véna (altalaban vv. femorales, v. jugularis
interna) perkutan kanulalasa utan egy pumparendszer és membranoxigenator segitségével a testbol
Kivezetett vénas vér szén-dioxid eliminacidja és oxigenizacioja is biztosithato, igy a sulyos
hipoxémia és acidozis megsziintetese mellett az ARDS-ben fontos tiid6protektiv lélegeztetési
stratégia is konnyebben megval6sithat6 [35, 36]. Az ARDS Berlini kritériumrendszerét az anyag

és maodszer fejezetben ismertetem.

Az esetlegesen szlikséges mély szedacidt és izomrelaxaciot csak indokolt esetben és a lehetd
legrovidebb ideig javasolt fenntartani. A betegek tudatallapotanak, szovédményként kialakuld
deliriumanak megitélésére mielébb ajanlott a nappali szedacio csokkentése, reorientacid. Ennek
kapcsan a tudatallapot jellemzésére a GCS pontszam, a szedacié mértékének megitélésére a
Richmond Agitation-Sedation Score (RASS) rendszer, mig a delirium vizsgalatara a Confusion

Assessment Method for the Intensive Care Unit (CAM-ICU) pontrendszer hasznélatos. Az
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analgoszedaci6 feliiletessé tételéhez kivaloan alkalmas (de nem mindig elegendd) az intravénas

dexmedetomidin [37-39].

Rutinszert kortikoszteroid terapia alapvetéen nem indokolt szepszisben, azonban a szeptikus sokk
folyadékra és katekolaminra nem reagald formajaban 200 mg/24 6ra hidrokortizon adagolasa
javasolt. A vazopresszor tamogatas leallitasat kovetéen mielébb elhagyandd, maximum 5-7 napig

alkalmazando [14].

A vérkészitményekre vonatkozoan a restriktiv transzfuzios stratégia ajanlott, ha akut vérzés vagy
sulyos hipoxiés allapot nem all fenn. Friss fagyasztott plazma és trombocita alkalmazésa csak rossz
alvadéasi statusz mellett aktiv vérzés vagy invaziv beavatkozasok (trombocita <50 G/I) esetén

indokolt. Emellett a trombdzis és a stressz fekély gyogyszeres megel6z6 kezelése is javasolt [14].

A taplalashoz elényben részesitjiik az enteralis utat, szikség esetén nazogasztrikus, ritkan jejunélis
szondat vezetlink le, mig a teljes parenteralis taplalas lehet6leg keriilendé. Szoros gliikkoz kontroll
szlikséges foként a szepszis korai id6szakaban az inzulinrezisztencia miatt, ezért szilkseg esetén

rovidhatasu inzulin (vagy inzulin anal6gok) hasznéalata indikalt [14].

Az oradiurézis pontos mérésére hdlyagkatétert alkalmazunk, ugyanakkor az adekvat folyadek- és
diuretikus terapia ellenére stulyosbodo szepszis-indukalta akut vesekarosodasban vesepotlo kezelés
(RRT) alkalmazasa valhat szikségessé. Az intermittaléd és folyamatos RRT modalitasok kozil
utobbiak kuléndsen hemodinamikai instabilitas esetén elényGsek a lassi és egyenletes
folyadékeltavolitas miatt [14, 40]. Emellett a folyamatos vesepétlo kezelési (CRRT) modszerek
citokin adszorpcios technikéakkal (pl. Cytosorb) kombinalva hatékonyan csokkenthetik a kritikus
allapott szeptikus betegeknél gyakran jelentés mennyiségben termel6dé citokinek keringd
frakciojat, de a mortalitast javitdo hatasuk egyel6re nem egyértelmiien bizonyitott [41-43]. A
szepszis-indukalta akut vesek&rosodas megitelésére alkalmazandd kritérium rendszereket a

késébbiekben részletezem.

A szepszis kezelésének tovabbi részletezése meghaladja a dolgozat kereteit, ezért utalunk az
aktualis SSC iranyelveire, valamint egyéb relevans ajanlasokra. A vizsgalatainkba bevont

szeptikus betegcsoportok esetében alkalmazott kezelést a késdbbiekben ismertetjik.
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1.1.4. Szepszis biomarkerek

Az eddigiek alapjan a széleskorben elterjedt SOFA score kdnnyen értelmezhetd és objektiv
tajékoztatast ad a szeptikus betegek allapotanak sulyossadgaval kapcsolatban. Ugyanakkor a
szepszis heterogenitasa miatt ezen pontrendszernek is lehetnek korlatozo tényezéi, igy a szepszis
és a szepszis-indukalta szervi elégtelenségek adekvat meghatarozasaban az Uj, igeretes szepszis
biomarkerek monitorozasa sziikséges [13, 14, 44].

A szepszis korai diagnozisa és az adekvat prognozisbecslés rendkivil fontos. Ezekre a célokra
viszont a jelenleg hasznélt paraméterek — 90% alatti szepszisre vonatkoztatott szenzitivitasuk,
illetve specificitdsuk miatt — nem kielégitéek [45-48].

Az utdbbi években a mar emlitett akut fazis fehérjék kozil a nagy érzékenységti C-reaktiv protein

(hs-CRP), illetve a procalcitonin (PCT) monitorozésa terjedt el a gyakorlatban.

A hs-CRP elsésorban kedvezd pénziigyi koltségeinek koszonheti széleskorii elérhetdségét. A
marker szérumszintje az akut fazis reakcid aktivitasat 24-48 oras latenciaval kdveti, viszont a
gyulladasos valasz aspecifikus jellege miatt differencialdiagnosztikai problémék merilnek fel. A
hs-CRP szintek — a szepszis mellett — mas gyulladasos korképek (hasnyalmirigy-, féregnydlvany-
, epehdlyag- és agyhartyagyulladas, autoimmun korképek), sériilések, miitétek, valamint tumoros

megbetegedések soran is emelkedhetnek [49-52].

Ugyan a PCT mar nincs jelen a Szepszis-3 definiciéban, mint diagnosztikus kritérium, a marker
meghatarozasa a szepszis monitorozasanak tovabbra is fontos és széleskdrben hasznalt eleme,
emellett a hs-CRP-hez viszonyitva tobb szempontbdl is megbizhatdbbnak bizonyult. A PCT
szérumszintje mar 4-6 oraval az akut fazis reakcié felerésodése utan megemelkedik. A fehérje
koncentracidja szepszisben akar 10-szeresen, mig sulyos szepszisben és szeptikus sokkban akar
100-szorosan is meghaladhatja a kiiszobértéket, igy a stlyossaggal is korrelaciot mutat. Tovabbi
elénye, hogy bakterialis eredetii szepszisben a PCT negativ prediktiv értékét 90% felettinek itélték.
A PCT bakterialis eredetli szepszisben mutatott hatékonysaga ellenére viszont viralis vagy gomba
fert6zés miatti Szepszisben negativ is lehet. A PCT esetében is emelkedett koncentraciokat talaltak
maés gyulladassal jaré folyamatokban (trauma, nagymiitét, tumor, égés, pankreatitisz), azonban az

emelkedés elmaradt a szepszisben megfigyelthez képest [53-56].
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Irodalmi adatok alapjan mar kdzel 200 szepszis biomarkert azonositottak, melyek kisebb hanyadat
a vermeérgezés diagnosztizalasa, tobbségét pedig a korfolyamat prognosztizdlasa kapcsan
vizsgéltak. Mindezidaig nem sikerult olyan biomarkert talalni, mely minden alkalmazhat6sagi
feltételnek megfelelne, mint példaul a megfeleld szenzitivitas, specificitds, prediktiv érték vagy a
fertézéses goéc lokalizacidjanak, illetve a korokozd tipusanak elkiilonitése. A szepszis
Osszetettségébdl ugyanakkor valdszintsithetd, hogy — kiilonb6zé sulyossagi pontrendszerek
hasznélata mellett — t6bb molekula monitorozésa is szlikséges lehet az effektiv diagndzishoz és
prognozisbecsléshez [45-48].

A szepszis korai diagnosztikajdban 5 markert azonositottak, amelyek 90% feletti szenzitivitassal
és specificitassal rendelkeztek, kozuluk ujszilottekben az interleukin 12 (IL-12) és az interferon
indukalta protein 10 (IP-10) szintje emelkedett meg, mig felnéttekben a kettestipust foszfolipaz
A2 (PLA2-11), valamint a CD64 és a CD11b szintje mutatott névekedést. A szepszis kizarasaban
—a PCT mellett — a véralvadasi rendszer markerei kdzll az aktivalt parcialis tromboplasztin id6
(APTI) hulldmforméajanak elemzése és a fibrin degradacios termékek (FDP) rendelkeznek 90%
feletti negativ prediktiv értékkel A receptorok kozil a szepszis progndzisa (28-napos tulélés)
szempontjabol igéretesnek bizonyult a szolubilis urokinaz tipusd plazminogén aktivator receptor

(SUPAR) és a szolubilis myeloid sejteken expresszalddo trigger receptor 1 (STREM-1) [47, 48, 57].
A vizsgalt molekuldkra tovabbi peldak [45, 47, 48]:

« citokinek (TNF-a, MIF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18)

» CD-markerek (CD11b, CD14)

«  receptorok (szolubilis TNF-a, szolubilis PLA2 TLR-2, TLR-4)

« endotél sejtfelszini molekulak, illetve novekedési faktorok (szolubilis L- és E-szelektin,
szolubilis ICAM-1, VCAM, PDGF, VEGF)

« akut fazis fehérjék (hs-CRP, PCT, hepcidin, orosomucoid, ferritin)

« alvadasi faktorok (APTI, antitrombin I11).

A fenti csoportokbdl emlitett molekulakat javarészt a szérumbol hatarozzak meg, ugyanakkor
ismertek a vizeletben detektalhato markerek is, melyek szepszisben, illetve szepszis-indukalta akut
vesekarosodasban is informativak lehetnek. Ez utébbi kérfolyamatban mért potencialis vizelet

biomarkereket a kdvetkezo fejezetben ismertetem.
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I.2. Akut vesekarosodas szepszisben
1.2.1. Az akut vesekarosodas etiol6gidja, patomechanizmusa

A szepszis sulyossagaval egyenes aranyban emelkedik az akut vesekarosodas (AKI) incidenciaja
22-52%), igy az egyik leggyakoribb szepszis-indukalta szervi elégtelenségkent tartjak szamon. Az
intenziv osztalyon kezelt betegeknél kialakult AKI leggyakoribb kivalto oka is a szepszis (50%).
Az AKI korrelaciot mutat a szepszis sulyossagaval és a mortalitas fliggetlen prediktora. Irodalmi
adatok alapjan az évente novekvo incidenciaval jelentkez6 szepszis-indukalta AKI halalozasa is

eléri a 30%-ot, mig tobb szervi elégtelenség esetén meghaladja a 60%-ot [58-60].

A szepszis-indukalta AKI patomechanizmusa még nem teljesen tisztazott, ugyanakkor a korabbi
hipotenzion, vazokonstrikcion és iszkémian alapul6 elméletek mellett jelenleg a kezdeti fokozott
rendlis perflzid és vazodilatacio keriilt elétérbe. Mivel fiziologiasan a vesékre a keringési
perctérfogat 20%-a jut, ezért a szepszis kezdetén fokozottan ki van téve a szisztémas keringésbe
keriil6 gyulladasos mediatorok kartékony hatasanak. A felszabadulé6 DAMP-ok, illetve PAMP-ok
a vesetubulusok sejtjeihez, valamint az endotélhez kapcsolddva a mikrocirkulacio zavarat idézik
eld. A kialakul6 vazodilatacio és 6déma miatt a tubuloglomerularis feedback (TGF) mechanizmus
révén az afferens arteriolak vazokonstrikcidja kovetkeztében iszkémias és hipoxias sejtkarosodas
kovetkezik be, végul csdokken a glomerulus filtracids rata (GFR). A helyzetet tovabb sulyosbitja
az idearamlo pro-inflammatorikus citokinek miatt kifejlédo gyulladas, mely kedvez a leukocitak
altali oxidativ stressz-medidlt sejtpusztitdsnak és a véralvadasi kaszkad aktivalasan keresztil a

mikrotrombus-képzédésnek [60, 61].
1.2.2. Az akut vesekarosodas diagnosztikaja

Az akut vesekarosodas diagnozisiban a klinikai kép mellett kiilonbozé ajanlasok nyujtanak
segitséget, ezek a RIFLE (Risk, Injury, Failure; Loss, End-Stage Renal Disease) eés az AKIN
(Acute Kidney Injury Network) osztalyozasi rendszerek. Jelen esetben a 2012 6ta érvényes, — az
elobbi iranyelveken alapuldé — szintén elterjedt KDIGO (Kidney Disease: Improving Global
Outcomes) klasszifikaciot szemléltetem [62]. Napjainkban is a vesefunkcio megitélésének egyik
fontos markere a GFR, amelyre — direkt mérésének nehézségei miatt — a szérum kreatinin (se-
kreatinin) szint mérésébol kovetkeztethetlink. A mésik egy kdnnyen meghatarozhat6 paraméter,

az oradiurézis. Ezen értékek koziil elobbi novekedése, illetve utobbi csokkenése alapjan 3
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stadiumot kulonitettek el, melyek a stulyossag és a kimenetel becslését hivatottak megkdnnyiteni,

emellett az esetleges vesepotld kezelés sziikségessegét is megallapitja.

Stadium | Szérum kreatinin szint Vizelet-kivalasztas

1 1,5-1,9x kiindulasi szint VAGY <0,5 ml/kg/h 6-12 éran at
>26,5 umol/l emelkedés

2 2-2.9x kiindulasi szint <0,5 ml/kg/h >12 6rén at

3 >3x kiindulasi szint VAGY <0,3 ml/kg/h >24 6ran at VAGY
>353,6 umol/l emelkedés VAGY | anuria >12 6ran at
vesepotlo kezelés

3. tAblazat. Az akut vesekarosodas stadiumai a KDIGO klasszifikaciok szerint.

Természetesen az akut vesekarosodas esetében tovabbi paraméterek mérése is fontos, mint példaul
a verkep, az elektrolitok, az akut fazis fehérjék, a sav-bazis értékek, tovabba a nitrogéntartalmd
bomlastermékek, valamint a vizeletvizsgalatok. Képalkoto vizsgalatok, példaul az ultrahang,

illetve szdvettani vizsgalatok is segithetik a vesekarosodas mértékének megallapitasat.
1.2.3. A szepszis-indukalta akut vesekarosodas biomarkerei

A szepszis-indukélta AKI meghatarozasaban a fent emlitett funkcionalis markereket (se-kreatinin,
oOradiurézis) illetéen szamos korlatozo tényezo6 felmeriil. Ugyan az oradiurézis besziikiilése még a
se-kreatinin emelkedése eldtt jelezheti a vesekdrosodast, viszont ezen paraméter nem csak az AKI
kifejlédése miatt csokkenhet. Emellett a se-kreatinin szint nem minden esetben koveti megfeleléen
a GFR valtozasait, ezért egy csekély mértékii se-kreatinin emelkedés észrevétlen maradhat az AKI
kialakulasanak kezdetén. Emiatt a jelenleg hasznalatos AKI biomarkerek valtozasa nem jelzi elére
¢s nem korrelal megfeleléen a vesekdrosodas mértékével, ezért napjainkban is nagy erdkkel

folynak kutatasok szenzitivebb és specifikusabb markerek utan [60, 63, 64].

A szérumbol mért markerek kozil a PCT, a sSTREM-1, valamint egyes sejtadhéziés markerek (E-
szelektin, ICAM-1, VCAM) esetében talaltak szignifikans eltérést a szepszis-indukalta AKI,
illetve a szervi diszfunkcioval nem tarsuld szeptikus esetek kozétt [60]. Irodalmi adatok alapjan
jelenleg a vese funkcionalis karosodasat jelz se-kreatinin emelkedeset és az Oradiurézis
besziikiilését megeldzden a vese szoveti karosodasat valoszinlisitik az AKI kifejlodésének kezdeti

fazisaban, igy ennek kapcsan szamos vizeletben mérhetd igéretes biomarkert vizsgaltak.
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A szepszis kezdetén még a vese szoveti karosodasat megel6z6en feltételeznek egy tn. akut renalis
stresszfazist (AKS), amikor a kivalaszto szerveket kiilonb6z0 stresszhatasok érhetik (pl. oxidativ
stressz, hipoperfizio, proinflammatorikus citokinek, nefrotoxikus gyogyszerek). Emiatt bizonyos
sejtciklust szabalyozo fehérjék, mint példaul a szoveti metalloproteinaz inhibitor-2 (TIMP-2) vagy
az inzulin-szerti névekedési faktor kot6 fehérje-7 (IGFBP7) hatasara a sejtciklus megallhat a G1
fazisban. Ez utdbbi egy védekez6 mechanizmus, azonban jelent6s veséket ér6 stresszhatas miatt
az emlitett markerek tulzott termelddése apoptodzist indukalhat a vese tubularis epitélsejtjeiben,
mely még a funkciondlis karosodas el6tt jelezheti az AKI kialakulasat. Ennek megfeleléen a
TIMP-2 és IGFBP7 szinteket mar szamos tanulmanyban vizsgaltak, és a két marker egyiitt

hatékonynak bizonyult a korai vesekarosodas diagnosztikajaban [65-67].
Tubularis vesekarosodast jelzé biomarkerek

A szepszis-indukalta AKI soran a kifejlodé tubularis kdrosodas kapcsan az egyik legismertebb
biomarker a neutrofil gelatinaz-asszocialt lipokalin (NGAL), mely els6dlegesen a granulocitak
felszinén expresszalodik, de kismértékben jelen van a majban és a veseben is. A marker 25 kDa-
os molekulatémege miatt a glomerulusokban szabadon filtralodik, és a proximalis tubulusokban
visszaszivodik. A vesét érdé (foként) iszkémids vagy toxikus karosodas soran viszont az NGAL
termel6dése rapidan emelkedni kezd a vese tubulusokban. A szérum NGAL szintek ugyan erds
korrelaciot mutatnak a neutrofil granulocitaszammal, viszont ez az AKI soran emelkedett vizelet
NGAL szinteket vélhetden kevésbé befolyasolja [68]. Emellett a marker sziderofor tulajdonsaga
miatt antimikrobidlis hatassal is rendelkezik, igy a hepcidin szintekkel egyutt alkalmas volt a
szepszis-indukalta AKI progndzisara [69-72].

Egy masik kozismert AKI biomarker a kidney injury molecule-1 (KIM-1), mely egy mucin és
immunglobulin doménnel is rendelkez6 39 kDa tomegi glikoprotein. A KIM-1 jelent6ségét mar
kisérletes koriilmények kozott (iszkémia-reperfizids karosodas), valamint nagymiitéten atesett
betegeknél is tanulmanyoztak. Emellett mind az akut, mind a kronikus vesekarosodas esetében a
KIM-1 tartésan emelkedett szérum- és vizelet koncentracidja jol korrelal a betegek allapotanak

sulyossagaval [73-76].

A vizeletb6l mért AKI biomarkerek kozil emlitést érdemel az alfa-1-mikroglobulin, mely a

majban termel6dé kisméretti molekula (26 kDa), ezaltal a glomerulusokban szabadon filtralodik,
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majd a proximalis tubulusokban visszaszivodik, igy a vizeletben megjelend emelkedett

koncentracidja tubuluskarosodasra utalhat [60, 77].

Kilén kiemelend biomarker a vizeletben mérhet6 cystatin C (CysC), amely mar elérhetd és
informativ paramétere a szepszis-indukalta vesekarosodasnak. A molekula minden magvas sejtben
termelddik, emellett kis mérete (13 kDa) miatt — az alfa-1-mikroglobulinhoz hasonléan — a
glomerulusokban kisziirédik, és a proximalis tubulusokban szivodik vissza. A molekula egyik
fontos elénye, hogy a vizelet koncentracidja — a GFR-t6l fiiggetleniil — korrelal a tubularis
karosodas meértékével, tovabba amputélt és idéskort betegek kardiovaszkularis kockazat
becslésénél jobbnak bizonyult a se-kreatininnel szemben. Ugyan bizonyos kérallapotok (pl. tumor,
szisztémas gyulladas, tartés kortikoszteroid terapia, pajzsmirigy betegségek) csokkenthetik a
CysC hatékonysagat, viszont a se-kreatininhez képest megbizhatobb markernek mutatkozott a

szepszis-indukalta AKI diagnosztikajaban és monitorozasaban [78-82].

A szepszis miatt kialakuld massziv sejtkarosodas kdvetkeztében szdmos egyéb mérheté molekula
juthat ki a keringésbe, illetve — a korképben gyakori veseérintettség révén — a vizeletbe, mint

példaul a minden sejtben nagy mennyiségben eléfordulé aktin.
1.3. Aktin
1.3.1. Az aktin szerkezete, tulajdonsagai, ¢élettani jellemzoi

Az aktin egy meglehetdsen sokoldalu fehérje, melynek f6 tulajdonsaga a szal- illetve rostképzés.
Minden eukariéta sejtben megtalalhatd, tovabba intracellularisan a sejtek citoszkeletonjanak,
illetve a mikrofilamentaris rendszernek egyik esszencidlis alkotoeleme. A sejtekben az egyik
legnagyobb mennyiségben jelenlévé protein, irodalmi adatok szerint az aktin az izomrostok

fehérjetomegenek kdzel 20%-at teszi ki, mig a tobbi sejt esetében megkdzeliti az 1-5%-ot [83, 84].

Fizikokémiai és strukturalis tulajdonsagait tekintve az aktin egy 374 aminosavbol allo, 43 kDa
molekulatomegii, globuléris fehérje, mely meglehetdsen konzervalt strukturaval bir (6. abra). Az
aktint kodolo géncsalad emberben kozel 30 elembdl all, melyekbdl Gsszesen 6 aktin izoformat
kilonitettek el, majd izoelektromos pontjaik alapjan 3 osztalyba soroltak: alfa, béta és gamma
aktinok. Az alfa izoforma az izomszdvetben (vazizom, szivizom, érfalak simaizmai) van jelen, a

béta és gamma izoformak ubikviter feherjék [83, 84].
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Fontos kiemelni, hogy az izomszdvetben expresszalodo alfa aktin nem a sejtvaz alkotéelemét
képezi, hanem az egyes szarkomerekben az an. vékony filamentumokat alkotja, ami az izom-
6sszehuzddéas elengedhetetlen részeként miikodik. Az aktin tovabbi Iényeges tulajdonsaga, hogy
sajat ATP-az aktivitasa révén enzimkeént is funkcional, emellett alapvetéen 2 formaban van jelen:
a sejtekben globularis aktin monomerek (G-aktin) szintetizalédnak, amelyek ATP-t vagy ADP-t
kotnek (Mg?*-komplexben), mig az aktin filamentumok (F-aktin) a monomerek polimerizéacijaval
jonnek letre (ATP hidrolizise kdzben) [85, 86].

Funkcidjat tekintve az aktin a mikrofilamentum rendszer részeként szamos cellularis folyamat
esszencialis résztvevodje: az izomszovetben a kontraktilis apparatus nélkiilozhetetlen eleme, a
citoszkeleton alkotojaként a sejtek kozotti kapcsolatok, illetve a sejtek alakjanak fenntartasaban
vesz részt. Szerepe van a sejtmotilitds, a sejtszignalizacio, a sejtosztodas és a citokinézis
folyamataban is (5. abra). A filamentaris aktin a citoplazméaban kotegeket és haldzatot is
létrehozhat attdl fiiggden, hogy milyen keresztkoto fehérjékkel (pl. fimbrin, a-aktinin, filamin,
spektrin) kapcsolddnak 0ssze az aktin rostok [84, 85, 87].

Mikrovillusok  Sejtvaz  Sejtmotilitas Sejtosztodas

5. dbra. Az aktin szerepe fizioldgias folyamatokban.

Az aktin {6 tulajdonséaga a szal- illetve rostképzés, amely a fent emlitett folyamatok alapjat képezi.
Bizonyos kérfolyamatokban a felszabadul6 aktin a patomechanizmus alapja lehet, hogy ezt
megértsiik, a polimerizacio ismerete alapvetd. Fizioldgiasan a sejtekben egy Kkritikus aktin
koncentracid esetén az aktin monomerek egyensulyban vannak az aktin filamentumokkal. Ezen
koncentraciok eltéréek a filamentum pozitiv, illetve negativ végén, igy el6bbi gyorsabban
novekszik. Kozepes aktin koncentracioknal figyelheté meg az Gn. taposomalom (treadmilling)
mechanizmus, amelynek [ényege, hogy az aktin egységek gyakorlatilag ,,atfolyva” a filamentumon
elészor a pozitiv véghez kotddnek, majd disszocidlnak a negativ végrél. Az aktin monomerek

ATP-t kdtve kapcsolddnak a filamentum pozitiv végéhez, ugyanakkor az ATP hidrolizise kedvez

20



a negativ végen képz6d6 ADP-aktin komplex levalasanak (7. abra). Az energetikai viszonyok
mellett bizonyos aktin k6t6 fehérjék (ABP) is szabalyozzak a filamentumok polimerizaciéjat (pl.

Actin Related Protein 2, 3 (ARP2, ARP3) kofilin, profilin, timozin béta 4 (TB4)) [88-90].
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6. dbra. A G-aktin szerkezete (balra) és az aktin filamentumok polimerizécidja (jobbra).

Az extracellularis aktin spontan polimerizacidjat egy, a szisztémas keringésben megtalalhat6

specidlis scavenger rendszer kotéfehérjéi akadalyozzak meg.
1.3.2. Az aktin scavenger rendszer (gelsolin, Gec-globulin)

Az aktin minden eukariota sejtben jelen van, igy a szervezetben fiziologias korilmények kozott is
zajlé sejt turnover miatt az aktin monomer, illetve polimer formaban is bekeril a véraramba. A
keringésbe jutott aktint egy homeosztatikus mechanizmus, az Un. aktin scavenger rendszer fehérjéi

kotik meg, melynek két legfontosabb tagja a gelsolin, illetve a Ge-globulin [91, 92].

A gelsolin (GSN) egy 82 kDa molekulatomegii, 6 doménbdél felépiilé (G1-G6), kalcium dependens
ABP. Osszesen 3 izoforméaja ismert, kozillilk kettd citoplazmatikus, egy pedig extracellularis
lokalizacioju, mely utébbit legnagyobb mennyisegben a vazizomzat termeli. A szekretalt GSN 6
funkcidéja az aktin filamentumok aktin monomerekké torténd depolimerizacidja, majd a
monomerek pozitiv végéhez kotédve a késObbi polimerizacié gatlasa. A GSN féléletideje a
keringésben 2-3 nap [90, 93, 94].
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A Gc-globulin, méas néven D-vitaminkot6 fehérje egy 58 kDa molekulatomegii, multifunkcionalis
ABP. A Gc-globulin egy, a méj altal szintetizalt plazmaprotein, amely nagyrészt a vérkeringésben
fordul eld, viszont sejtmembranokhoz kapcsoltan is megtaldlhat6. Noha a nevébdl addéddan egyik
6 funkcidja a D-vitamin megkdtése és transzportja, a teljes keringé mennyiségnek alig 5%-a van
D-vitaminhoz kotétt formaban, igy jelentés mennyiségli Ge-globulin all rendelkezésre egyeb
funkciok betoltésere is. Mivel a Ge-globulinnak a GSN-hez képest nagyobb az affinitasa az aktin
monomer formajahoz, ezért felszabaditja a GSN-t a GSN-G-aktin komplexekbdl, igy a GSN
tovabbi aktin filamentumokkal 1éphet kdlcsonhatas ba, ezéltal fokozva a depolimerizaciot. A Ge-
globulin feléletideje 12-24 oOra, mely a G-aktinnal komplexet képezve akar 30 percre is
lecsokkenhet. A Gc-globulin-G-aktin  komplexeket vegil a majban és a lépben talalhatd

retikuloendotelidlis rendszer (RES) makrofagjai eliminaljak (9. bra) [95-98].

i GSN
@) () (#)
G-aktin
o G-aktin-GSN G-aktin-
Mg?* komplex G}Z‘EIlObluhn
730 omplex
. Y
| Faktin % Ge-globulin |
Sejt Extracellularis tér RES-koavstisest

eliminacio
7. abra. Az aktin sorsa a szervezetben a fiziol6gias sejt-turnover soran.
1.3.3. Az aktin-toxicitas patomechanizmusa

Fiziologias korilmények kozott a GSN (2,3-3,6 pumol/l) és a Ge-globulin (6,25-9,8 pumol/l)
plazmakoncentracidja tobbszorosen meghaladja a keringésbe keriild aktin szintjét. Bizonyos
patoldgias allapotokban, pl. szeptikus sokkban viszont a pusztuld sejtekb6l rovid id6 alatt nagy
mennyiségli aktin kerilil az extracellularis térbe, igy az aktin scavenger rendszer aktin kotd €s
eliminacios kapacitasa el6szor telitédik, majd kimerdl. Az aktin scavenger rendszer kimertilését a
szérum aktin (se-aktin) szintek emelkedése mellett az extracellularisan megtalalhat6 ABP-k

szintjének csokkenésével magyarazzak (10. abra) [91, 92, 99-101].

Az emlitett kotéfehérjék kozil a GSN szérumszintjének csokkenését a szepszisen Kivil akut

respiracios distressz szindrémaban, tobb szervi elégtelenségben, miokardialis infarktusban,
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szisztémas szklerdzisban, reumatoid artritiszben, traumas eseteknél, mutéti beavatkozasoknal,

illetve végstadiumu vesebetegek kovetése alatt is észlelték [100, 102, 103].

A Gc-globulin a m@j altal termelt fehérje, ezért szérumszintjének csokkenése a szeptikus esetek
mellett foként majkarosodassal jard korképekben (fulminéns hepatitisz, akut majelégtelenség,

majcirrozis) igéretes prognosztikus markernek bizonyult [95, 104, 105].

Egy korabbi intézetiinkben végzett vizsgalatban — mas kutatocsoportok eredményeihez hasonl6an
— a szérum GSN szintek csokkenését, valamint az aktin/GSN arany ndvekedését figyeltik meg

szepszisben [106].

Az talzott mennyiségli extracellularis aktin-felszabadulas sz&mos massziv sejtkarosodassal jard
korkép kialakulasaban — igy a tobb szervi elégtelenség patomechanizmusdban — is szerepet
jatszhat, ugyanis a keringésbe kikeriil6 aktin a szervezetre rendkiviil karos. Toxikus hatasa az aktin
spontan mikrofilamentum képzési hajlamabol adodik, amely az FVa alvadési faktorhoz kétédve a
vér viszkozitdsanak novekedését, mikrotrombus képzddést, a trombocitak aktivalasat, és a
fibrinolizis gatlasat idézi elé. Ezenkivil maér allatkisérletes kortlmények kozott leirtak az
extracellularis aktin direkt endotél karosité hatdsat is, viszont ezen mechanizmus pontos hattere
még nem tisztazott [91, 92, 99-101].
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8. abra. Az aktin scavenger rendszer kimertlése patol6gias allapotokban.

A fentiekben emlitettekbdl feltételezhetd, hogy normalisan a fehérjéhez kotott aktin komplexek
méretiknél fogva nem keriilnek bele a vese glomerulusaiban képz6dé ultrafiltratumba, igy a

vizeletben sem jelennek meg.

Ezzel szemben egy 2003-ban k6zdlt tanulmany eredményei szerint sikerllt aktint kimutatni

vesetranszplantalt betegek vizeletében, amelynek hatterében a vese iszkémias, illetve hipoxias
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karosodasat feltételezték. A kontroll egyének vizeletében nem detektaltak aktint, viszont az akut
vesekarosodasban érintett vesetranszplantalt betegeknél jelentdsen megemelkedett vizelet-aktin
(u-aktin) szinteket detektaltak [107].

Az u-aktin mérésérdl egyeldre igen csekély irodalmi adat all rendelkezésre, ezért az emlitett 2003-
as kutatas kapcsan merdilt fel bennilink a kérdés, hogy szeptikus betegeknél detektalhatd-e aktin a

vizeletben.
1.4. Presepsin
1.4.1. A Presepsin keletkezése, klinikai jelentosége

A presepsin (PSEP) — méas néven szolubilis CD14 szubtipus (sCD14-ST) — az 55 kDa molekula-
tomegli CD14 molekula membrankotott formajabol (mCD14) szarmazd, majd annak szolUbilis
formajabol (sCD14) keletkez6 13 kDa molekulatomegii N-terminalis fragmentje [108, 109]. A
membranhoz kotott forma foként a makrofagok, a monocitak és a neutrofil granulocitak felszinén
expresszalodik. A molekula elsésorban a Toll-like receptor 4-es izotipusa (TLR-4) és az MD-2
koreceptor mellett a Gram negativ baktériumok felszinén 1évo lipopoliszachariddal (LPS) és a
lipopoliszacharid-ko6té fehérjéhez (LBP) kotddik, ugyanakkor a Gram pozitiv baktériumokon
megtalalhatd peptidoglikan réteget is felismeri. A korokozo felismerése és megkdtése utan az
mCD14-LPS-LBP komplex levalik a monocita felszinérdl, igy ezen szolubilis komplexbdl az
extracellularis proteolizisnek (lizoszomalis katepszinek) kdszonhetéen keletkezik a PSEP (sCD14-
ST). A korokozok felismerése intracellularis kaszkadokat is elindit, igy az NFxB komplex
aktivalodasa révén proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1, IL-6) termel6dnek, amely a
,klasszikus” gyulladasos markerek (hs-CRP, PCT) szekrécidjahoz vezet. A PSEP mar a mikrobak
felismerésekor aktivalddik, majd a vérkeringésbe kerl, ezért a jelenleg széleskdrben elterjedt
szepszis biomarkerekhez (hs-CRP, PCT) képest korabban emelkedé PSEP szintek varhatok (7.
abra) [110-112].
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9. dbra. A presepsin keletkezési mechanizmusa.

A jelenlegi irodalmi adatok alapjan a PSEP szérumszintje mar 2 oraval a fert6zés kezdete utan
emelkedik a keringésben, szemben a PCT 6 0ras latencia idejével, ugyanakkor a molekula
feléletideje 4-5 6ra a PCT 25-30 oras felezési idejéhez képest. Az eddigi klinikai tanulmanyokban
a PSEP optimalis kiiszobértéke nagyfokd variabilitast mutatott, igy a legfrissebb metaanalizisek
alapjan a molekula szepszisre vonatkoztatott cut-off értékét 400-600 pg/ml kozotti plazma
koncentracioknal hataroztak meg, mig a PCT cut-off értéke 0,5 ng/ml [113, 114]. Béar eddig
relative kevés a PSEP-pel kapcsolatos klinikai vizsgalat, de gy tiinik, hogy a Gram negativ
szepszisre vonatkoztatott specificitadsa alacsonyabb a PCT-nél, ugyanakkor tartésan emelkedett
PSEP szintek esetén kedvez6tlen mortalitasi adatokat figyeltek meg sulyos szepszisben [115, 116].
Fontos irodalmi adat, hogy a molekula plazma szintje (egyel6re ismeretlen mechanizmussal)

gombaszepszisben is emelkedik [117-120].
1.4.1. Presepsin szintek valtozasa szepszis-indukalta akut vesekarosodasban

A PSEP kicsi molekulatbmege miatt a glomerulusokban szabadon filtralodik, ezért sulyos
vesekarosodas esetén a marker plazma koncentracidja a GFR csokkenésével forditottan aranyos
véltozast mutat. Ennek megfeleléen szdmos klinikai tanulmanyban talaltak a vesekarosodas
mértekével aranyosan emelked6 PSEP szinteket mind kronikus veseelégtelenségben szenvedd

belgyogyaszati, mind akut lefolyasu vesekarosodasban kritikus allapotu betegeknél [121-123].
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A PSEP a vérben nem kot6dik plazmafehérjéhez, ezért — mas proinflammatorikus markerekhez
hasonléan (pl. IL-6, PCT) — kis mérete miatt kulonféle vesepodtld kezelési technikakkal
eltavolithato a keringésbél, ezaltal ilyen esetekben hamisan alacsony PSEP szinteket talalhatunk

sulyos akut vagy kronikus vesekarosodasban szenvedd betegeknél [124-127].
1.4.2. Gyulladasos markerek és scavenger fehérjék kapcsolata patoldgias allapotokban

Az albumin fiziologias korilmények kozott szamos esszencialis feladatot lat el a keringésben (pl.
onkotikus nyomas fenntartasa, pufferelés, transzport funkcio, antioxidans kapacitas), ezért sulyos
katabolikus allapotokban gyakran csokkent szérum albumin koncentrécidok varhatok. Ennek
megfeleléen szamos gyulladasos allapotban (pl. iszkémias szivbetegség, pankreatitisz, szepszis,
tumoros megbetegedés) észleltek — a tobbnyire ellentétesen valtozé hs-CRP és albumin szintekb6l
kalkulalt — emelkedett C-reaktiv protein:aloumin (CRP:albumin) aranyt [128-132].

Ezenkivul a CRP:albumin arany vizsgalata mellett a PCT:albumin ardnyt is eredményesnek
talaltdk a szepszis-indukalta AKI prognosztikajaban [133]. Egy friss kutatas keretében a PSEP
szinteket elemezve emelkedett PSEP:albumin aranyt mértek szeptikus betegeknél [134]. A GSN
IS — mint aktin scavenger protein — a szervezet fiziologias miikodésében fontos szerepet tolt be,
igy mar szamos klinikai tanulmanyban észleltek csokkend szérum GSN szinteket Kiterjedt
gyulladassal jaré allapotokban (pl. trauma, akut majelégtelenség, miokardidlis infarktus, szepszis)
[100, 102, 103]. Emellett egy korabbi intézetiinkben folytatott vizsgalatban szintén csékkené GSN

koncentraciok mellett névekvo se-aktin szinteket detektaltak szeptikus betegeknél [106].

A fenti vizsgalatok eredményei alapjan benniink is felmerilt, hogy a PSEP és a GSN szinteket

érdemes lehet megvizsgalni szeptikus betegeknél.
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Il. Célkitiuzések

I1.1. Vizelet-aktin szepszis-indukalta vesekarosodasban

Egy minden eukariota sejtben jelentés mennyiségben eléforduld fehérjét, az aktint vizsgaltuk
szepszis biomarkerkent. A szérum aktin (se-aktin) koncentraciékat mar szamos tanulmanyban
monitoroztak kritikus allapot( betegeknél, azonban a vizelet-aktin (u-aktin) szinteket eddig még
csak egy kutatas soran vizsgaltdk vesetranszplantélt betegeknél. Emiatt vizsgélatunk egyik
céljaként (az anurias betegeket leszamitva) a kdnnyen és noninvaziv médon hozzaférhet6 vizeletet
valasztottuk. Mivel nincs elérhet6 rutin eljaras az u-aktin meghatarozasahoz, igy elészor szikseég

volt egy megfeleléen szenzitiv és specifikus mérési technika beéllitasara.
Els6 tanulmanyunk céljai a kovetkezdk voltak:

e Egy érzékeny és specifikus kvantitativ Western blot technika kidolgozasa az u-aktin
meghatarozasahoz.

e Az u-aktin szintek monitorozésa egészséges kontroll egyénekben, valamint intenziv
osztalyon kezelt szeptikus és szepszis-indukéalta vesekarosodott betegekben. Hipotézisink
szerint az u-aktin korai és érzékeny biomarkere lehet a szepszis-indukalta vese-
karosodasnak, igy ez alapjan vizsgaltuk az u-aktin szinteket:

o aszepszis-indukalta vesekarosodas diagnosztikajaban
o aszepszis €s a szepszis-indukalta vesekéarosodas sulyossdganak megitélésében
o aszepszis kimenetelének prognosztikajaban

o az egyéb laborparaméterekkel mutatott korrelaciokkal

Az u-aktin és a szepszis kapcsolatarol irodalmi adatok alapjan még nem rendelkeziink mélyrehatd

ismeretekkel, ezért dolgozatom el6tanulmanyként szolgal.

11.2. Presepsin:gelsolin arany szepszisben és szepszis indukalta szervi elégtelenségekben

Jelen vizsgalatunkban feltételeztiik, hogy a PSEP és GSN szintek egyidejii mérése értékes
informacioval szolgalhat a szepszissel tarsult szervi diszfunkciok hatékonyabb meghatarozésaval

kapcsolatban, ezaltal egy Uj potencialis szepszis markert vizsgaltunk, a PSEP:GSN aranyt.
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Masodik tanulmanyunk céljai a kdvetkezok voltak:

e A PSEP:GSN arédny monitorozasa egészséges kontroll egyénekben, valamint intenziv
osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegekben.

o Feltételezéseink szerint a PSEP:GSN arany érzekenyen jelezheti az egyes szepszissel
tarsuld szervi diszfunkciokat, igy ezek alapjan vizsgaltuk:

o a PSEP:GSN arany emelkedését szepszishez taruld tobbszervi elégtelenségben
(MODS)

o a PSEP:GSN arany diagnosztikus hatékonysagat szepszisben, szepszis-indukalta
vesekarosodashan, alacsony és magas vazopresszor igényii szeptikus betegekben,
szeptikus sokkban, valamint noninvaziv oxigén terapiat és gépi lélegeztetést
igényld szeptikus betegeknél

o aPSEP:GSN arany prognosztikus teljesitményét a szeptikus betegek vazopresszor
¢s gépi lélegeztetési igényének id6tartamat, valamint a szepszis kimenetelét illetéen

o a PSEP:GSN arany maés laboratériumi paraméterekkel és klinikai prognosztikai

pontszamokkal mutatott korrelaciojat

Valamennyi kutatassal kapcsolatos munkafolyamatot magam végeztem témavezetém iranyitasa
mellett (minta- és adatgytjtés a vizsgalatba bevont betegektdl, mintak el6készitése, lemérése, a
kapott eredmények statisztikai elemzése, publikacidk elkészitése), viszont az intenziv osztalyon
kezelt szeptikus betegek napi kezelésében aktivan nem vettem részt. Tudomanyos érdeklédésem

javarészt az Uj potencidlis szepszis biomarkerek laboratériumi vizsgalataira ésszpontosult.
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I11. Anyag és modszer

I11.1. Vizsgélt betegcsoportok, hasznalt klinikai definiciok

Kutatasaink az ,,Uj biomarkerek vizsgalati lehetségei szeptikus betegeknél” cimii klinikai
tanulmany keretében zajlottak, melynek elvégzéséhez a PTE KK Regionalis és Intézményi Kutatas
Etikai Bizottsdg engedélyével rendelkeztiink (engedélyszdm: 4327.316-2900/KK15/2011.). A
vizsgélatokat az engedélyezett protokoll szerint, a 2013-as Helsinki Deklaracioban kifejezett etikai
ajanlasok betartasaval végeztik el, tovabba a tanulmanyainkat a ClinicalTrials.gov fellletén is
regisztraltuk (engedélyszamok: NCT04968262; NCT05060679). A betegektdl — akadalyoztatas
esetén a legkozelebbi hozzatartozotdl — tajékoztatast kovetden irasos beleegyezé nyilatkozatot

kaptunk a vizsgalatban torténé onkéntes részvételrol.
111.1.1. Vizelet-aktin mérések soran vizsgalt betegcsoportok

Els6 prospektiv megfigyeléses tanulmanyunkban 2016 januar és 2019 december kdzott a PTE KK
Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias Intézetben, a szepszis klinikai diagndzisaval kezelt betegek

(60 16) vér- és vizeletmintait elemeztik.

A szepszis, valamint a szepszis-indukalta AKI diagnézisanak megallapitasara a 2016-0s Szepszis-
3 definicidkat, valamint a KDIGO klasszifikacios rendszert alkalmaztuk [13, 62]. A szeptikus
betegek bevételi kritériumai a kovetkez6k voltak: feltételezett vagy mikrobioldgiai vizsgalatokkal
igazolt fert6zés, legalabb egy vitélis szervrendszer elégtelensége emelkedett SOFA score (>2)
alapjan, emelkedett PCT szintek (>2 ng/ml). A szepszis-indukalta AKI diagnézisa az elsé
mintavételi idépontban a se-kreatinin szint (7 napon belll >1,5x emelkedés a kiindulasi szinthez
képest vagy >26,5 umol/l emelkedés 48 oran beliil) és a vizelet-kivalasztas (<0,5 ml/kg/h 6-12
oran &t) valtozésain alapult. A vizsgalatba torténé beleegyezés hidnya, illetve a visszavont
nyilatkozat, a 18 év alatti életkor, a végstadiumd tumoros megbetegedés, valamint a kronikus
dializis kezelést vagy vesetranszplantaciot igényld végstddiumu veseelégtelenség a betegek
tanulmanyunkbol vald kizarasat vonta maga utan. A mérések végpontjai voltak: a kovetési 1d6

elérése, illetve a vizsgalat idGtartama alatt bekOvetkezett halal.
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A felvételt kovetOen a szepszis sulyossagat és a mortalitasi valoszinliséget az APACHE 11, a SAPS
Il és a SOFA pontrendszerek alapjan becsiltik meg. 30 napos mortalitasi adatok alapjan a

szeptikus betegeket tuléld és nem-tuléld csoportokra osztottuk.

Mindket tanulmanyunk soran a szeptikus betegek ellatdsa (pl. intravénas folyadékpotlas és
gyogyszeradagolés, invaziv hemodinamikai monitorozas, lélegeztetés, szedalas, antikoagulans
kezelés, szondataplalas) a 2016-o0s SSC iranyelvek alapjan zajlott [14]. A frissitett 2018-as SSC
iranyelveknek szerint a betegek a klinikai kép szerint adekvat folyadékpotlast és ,,ex juvantibus”
széles spektrum( antimikrobidlis kezelést kaptak, melyet 24-72 6ra mulva a mikrobiolégiai

vizsgalatok eredményei alapjan modositottak [29].

A szeptikus beteganyaghoz korban illeszkedd, kiillonbozd kronikus betegségekkel rendelkezd
kontrollcsoportot is vizsgaltunk, igy a PTE KK Szemészeti Klinikara érkez6, mitétre eljegyzett
betegektdl (24 £6) vettiink mintakat. A kontroll egyéneknél akut gyulladasos allapot fennallasa
(klinikai tlinetek, emelkedett hs-CRP és fehérvérsejtszam), tumoros megbetegedések és a kronikus

veseelégtelenség voltak a kizard tényezok.
111.1.2. Presepsin:gelsolin arany méresek soran vizsgéalt betegcsoportok

Masodik prospektiv megfigyeléses tanulmanyunkban 2018 januar és 2020 februar kdzott a PTE
KK AneszteziolOgiai és Intenziv Terapias Intézetben kezelt szeptikus betegek (65 f6) vérmintait,
valamint intenziv osztalyos kezelést igényld, kiterjedt sebészeti beavatkozast (pl. nyeldcsé vagy
hasnyalmirigy tumor operaciojat) kovetéen felvett nem szeptikus betegek (38 f6) vérmintait

elemeztik.

A szepszis, valamint a szepszissel tarult szervi elégtelenségek diagnozisanak megallapitasara
ugyanugy a 2016-os Szepszis-3 definiciokat alkalmaztuk [13]. A szeptikus csoport bevételi
kritériumai a kovetkezOk voltak: feltételezett vagy mikrobioldgiai vizsgalatokkal igazolt fert6zés,
legalabb egy vitalis szervrendszer elégtelensége emelkedett SOFA score (>2) alapjan. A nem
szeptikus betegeknek is lehettek emelkedett SOFA értékei a felvételt kovetden, viszont itt a
klinikai tunetek alapjan nem mertlt fel infekcio jelenléte. A betegek kizarasi kritériumai, a
mérések végpontjai és a szepszis-indukalta AKI diagnosztikus kbvetelményei megegyeztek az els6

tanulmanyunkban leirtakkal (lasd fent) [62].
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A szepszishez tarsulo szervi elégtelenségeket tekintve a hemodinamikai zavarok sulyossaga
alapjan a szeptikus betegeket alacsony (<0,1 pg/kg/perc) és magas (>0,1 ug/kg/perc) dozisu
vazopresszor (tébbnyire noradrenalin) tdmogatas, valamint az intenziv osztalyos kezelés alatti
rovidebb (<5 nap) és hosszabb (>5 nap) idétartamu vazopresszor igény szerint is szétvalasztottuk.
Mindemellett a szeptikus betegeket a szeptikus sokk (adekvat folyadékpdtlas, vazopresszor igény,

emelkedett laktat szint (>2 mmol/l)) kialakulasa alapjan is csoportositottuk [13, 14].

A szepszishez tarsuld légzési elégtelenség kezelése szempontjabol a szeptikus betegeket
noninvaziv oxigén terapias igeny (pl. arcmaszk (>50% FiO>), high-flow nasal oxigén terapia) és
gépi lélegeztetési igény (invaziv 1élegeztetés endotrachealis intubaciot kdvetden) szerint is
felosztottuk, mig utobbi csoportot szintén rovidebb (<5 nap) és hosszabb (>5 nap) id6tartamu gépi
lelegeztetési igény szerint is elkllonitettik. Ezenkivil a gépi l1élegeztetett szeptikus betegcsoportot
a (legalabb) kozepes sulyossagu ARDS (légzési elégtelenseg nem kizardlag kardialis 6déma vagy
folyadék tultdltés miatt, mellkasrontgenen kétoldali besziirdés, csokkent tiidé compliance,
csokkent Horowitz index (<200 Hgmm), emelkedett pozitiv kilégzésvégi nyomas (>5 H>0Ocm))
kialakulésa szerint is tovabb bontottuk a Berlini definicidk alapjan [13, 14, 135].

Mivel a gépi 1élegeztetett szeptikus betegek jelentds tobbsége a felvételt kovetden propofol vagy
dexmedetomidin szedacioban részesiilt, ezért a betegek tudata (a GCS szerint) csak korlatozottan

volt vizsgalhato.

Az eddigieken felll a szepszis-indukalta trombocitopéniat és akut majelégtelenséget a kutatasunk
sorén bevont teljes szeptikus betegpopulaciohoz (65 f6) képest kevés (11-11 £6) szeptikus érintett

miatt nem vizsgaltuk.

Az elsé mintavétel utdn a szepszis stlyossagat és a mortalitasi valosziniiséget az APACHE I, a
SAPS Il és a SOFA pontrendszerek alapjan becsultiik meg. A szeptikus betegeket a tébbszervi
elégtelenség (MODS) kialakulasa (2 vagy tobb vitalis szervrendszer diszfunkcidja) szerint is
felosztottuk [13, 14]. 10-napos mortalitasi adatok alapjan a szeptikus betegeket t01é16 és nem-

tuléld csoportokra osztottuk.

A szeptikus beteganyag mellett a masodik vizsgalatunkban is kronikus betegségekkel rendelkezo,
a PTE KK Szemészeti Klinikan mutétre eldjegyzett kontrollcsoporttol (23 £6) vettiink mintakat. A
kontroll egyéneknél ugyanugy az akut gyulladasos allapot (klinikai tiinetek, emelkedett hs-CRP és
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fehérvérsejtszam), a tumoros megbetegedések és a krénikus veseelégtelenség voltak a kizaro

tényezok.
111.2. VVér- és vizelet mintavétel

Els6 kovetéses tanulmanyunkban az intenziv osztalyon kezelt szeptikus betegekt6l harom
idépontban (T1, T2, T3) tortént vér- és vizelet mintavétel: T1: a felvételt kovetd 24 6ran beliil; T2:
a kovetés 2. napjan reggel; T3: a kdvetés 3. napjan reggel. A szeptikus betegektdl a behelyezett
artérias kaniilb6l vettiink vérmintakat és a hugyhdlyag katéterbdl nyertlink egyszeri vizelet
mintakat. A vérmintakat zart rendszerd (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA) szérumos
(nativ) és plazmas (etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazo) vérvételi csdvekbe gytijtottik
a napi rutin vérvételek alkalmaval, igy kutatasunk nem jelentett Gjabb megterhelést a betegeknek.
A vizeletmintdkat mlanyag mintavételi csovekbe vettiik (Sarstedt AG, Niimbrecht, Németorszag).
A kontroll egyénektdl csak egyszeri vénas vervétel és spontan kdzépsugaras vizelet mintavetel
tortént. A vér- és vizeletmintakat a gytjtést kovetd 1 oran belil centrifugéltuk (1500 g, 10 perc),
majd aliqoutozas utan a mintak egy részét Laemmli mintapufferrel (E-oldat, 5. tablazat) higitottuk,
vegl a higitott mintakat 3 percig 100°C-on kezeltik. Az igy szétporciozott nativ €s denaturalt vér-

és vizeletmintakat Eppendorf-csévekben -70 °C-on téaroltuk a tovabbi felhasznélasig.

Masodik kovetéses vizsgalatunkban az intenziv osztalyon kezelt szeptikus betegekt6l ugyanigy
harom idépontban (T1, T2, T3) tortént vérmintavétel: T1: a felvételt kovetd 12 oran beliil; T2: a
kdvetés 2. napjan reggel; T3: a kdvetés 3. napjan reggel. Az intenziv osztalyokon kezelt nem
szeptikus betegcsoporttol két idopontban (T1, T3) tortént vérmintavétel: T1: az elsd posztoperativ
napon reggel; T3: a 3. posztoperativ napon reggel A kontroll egyénektdl csak egyszeri vénas
vérvetel tortént. A vérmintakat ugyaniugy zart rendszerii szérumos (nativ) és plazmas (EDTA-t
tartalmazd) vérvételi csévekbe gyiijtottiik a napi rutin vérvételek alkalmaval. A szeptikus és nem
szeptikus betegektdl a behelyezett artérias kaniilb6l vett vérmintak gytijtését kovetd 1 oran beliili
centrifugalast (1500 g, 10 perc) és szétporcidzast kovetden, az egyéb additivumot nem tartalmazé

mintakat Eppendorf-csdvekben -70 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.
111.3. Rutin laboratériumi vizsgalatok
A napi rutin vérvételek soran mért paraméterek (O0sszfehérje, albumin, karbamid, kreatinin,

bilirubin, kreatin kindz (CK), hs-CRP, PCT, valamint a vérkép) rogzitése utan ezen értékek alapjan
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az APACHE II, a SAPS Il és a SOFA score segitségével valdsult meg a betegek besorolasa, és a
szervelégtelenségek meghatarozdsa. A PTE KK Laboratoriumi Medicina Intézet akkreditalt
(NAH-9-0008/2021) laboratériuméban torténtek a mérések rutin diagnosztikai modszerekkel. A
legtobb szérum paraméter meghatarozasat Cobas 8000 automata analizatorral (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Németorszag) vegeztik, mig a PCT mérését Cobas e411 készuléken, a laktat
méréset Gem Premier 3500 Point of Care analizatorral (IL Company, Bedford, MA, USA)
folytattuk. A vérkép vizsgélatok Sysmex XN-9000 hematoldgiai automataval (Sysmex
Corporation, Kébe, Japan) torténtek. A mérési elvek leirasa az alabbiakban olvashato.

Szérum Osszfehérje: A Biuret mddszeren alapul6 kolorimetrias vizsgalat. Alkalikus kdzegben a
szérumban 1év6 fehérjék rézsokkal lila szinli komplexet képeznek, mely 552 nm-en fotometriasan

detektalhatd. Referencia tartomany: 65-82 g/l.

Szérum albumin: Kolorimetrids eljards, melynek soran enyhén savas kdzegben az albumin
bromkrezolzdlddel kékes-zold szinti komplexet képez, mely 583 nm-en mért abszorpcioval

fotometralhatd. Referencia tartomany: 35-53 g/l.

Szérum karbamid: Enzimatikus, optimalizalt UV teszt, melynek soran a mintdhoz adott reagensben
talalhatd uredz és glutamat dehidrogendz enzimek aktivitasa révén fotometriasan detektalhato

termék keletkezik. Referencia tartomany: 2,5-7,5 mmol/I.

Szérum kreatinin: A Jaffé moddszeren alapuld, korrigélt, kinetikus kolorimetrids vizsgélat.
Alkalikus kozegben a kreatinin pikrinsavval borostyan szinli komplexet képez, mely fotometriasan

detektalhatd. Referencia tartomanyok: férfiak: 62-106 pmol/l; nék: 44-80 pmol/I.

Szérum 6sszbilirubin: Kolorimetrias diazo-eljaras, melynek alapjait Ehrlich, majd Jendrassik és
Grof dolgoztak ki. Er6sen savas kozegben az Osszbilirubin dsszekapcsolodik a 3,5-diklorfenil-
diazéniummal, és azobilirubin képzédik. A keletkezett voros azofesték szinintenzitasa egyenesen
aranyos a fotometriasan meghatarozott dsszbilirubin koncentracidval. Referencia tartomany: 2,5-

21 pmol/l.

Szérum hs-CRP: Nagy érzékenységli — latex szemcsékkel erdsitett — immunturbidimetrias C-
reaktiv protein meghatarozas, ahol mikropartikulumok felszinéhez kététt huméan CRP elleni
antitest agglutinal a minta CRP molekulédival. Az antitest-antigén komplex mennyiségét

detektaljuk. Referencia tartomany: <5 mg/I.
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Szérum PCT: szendvics elvii elektrokemilumineszcencids immunkémiai vizsgalat. Referencia

tartomany: <0,5 ng/ml.

Vérkép: A fehérvérsejtek, a vorosvértestek, a retikulocitadk, valamint a trombocitak mérése
automatizalt aramlasi citometrian alapuld optikai modszerrel modszerrel torténik K-EDTA
véralvadasgatlot tartalmazo csdvekbdl. Referencia tartomanyok: Vordsvértest: 3,9-6 T/I;
Fehérvérsejtszdm: 4-10 G/I; Trombocitaszam: 140-440 G/I; Hemoglobin: 120-175 gl/l;
Hematokrit: 34,1-51%.

111.4. Vizeletvizsgélatok

Vizeletmintainkbdl 6sszfehérjét, albumint és kreatinint mértlnk rutin diagnosztikai modszerekkel

(Cobas 8000 automata analizator, Roche).

A vizelet Osszfehérje mérés elve: EDTA-t tartalmazd alkalikus kdzegben (NaOH) denaturalt
fehérjékhez benzetonium kloridot adunk, mely stabil turbiditdst eredményez. Turbidimetrias
meghatarozasi mdd, Cobas 8000/c502 automatan tortént a meghatarozas. Referencia tartomany:

<150mg/l random vizelet esetén.

A vizelet kreatinin mérés elve: A modszer elve a Jaffé reakcio, megegyezik a szérum kreatinin
méréssel, a merés Cobas 8000/c502 modulon tortént. Referencia tartomany: reggeli elsé vizelet
esetén: férfiak: 3,45-22,9 mmol/l; nék: 2,47-19,2 mmol/I.

A vizelet albuminmérés egy turbidimetrias immunkémiai vizsgalat. A human albumin elleni
poliklonalis (birka) antitestek reakcioba lépnek az albuminnal és antigén/antitest komplexek
jonnek létre. Az agglutinacié utdn a komplexek mennyisége turbidimetriasan mérhet6: Cobas
8000/c502 automatan tortént a meghatarozas. Referencia tartomany: <20mg/ml (<2,26 mg/mmol

kreatininre vonatkoztatva).

Az intézetinkben mért 0j, potencidlis szepszis markerek (vizelet orosomucoid, vizelet CysC)
meghatarozasat az intézetlinkben kidolgozott automatizalt turbidimetrian alapulé immunkémiai
maodszerekkel hataroztuk meg [136-138].

I11.5. Vizelet-aktin meghatarozasa Western blot technikaval

A se-aktin szinteket Lee és mtsai., valamint munkacsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan egy
erdsitett kemilumineszcencias (ECL) Western blot technikaval hataroztuk meg [100, 106, 139].
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Ezen eljarast az alabb leirt modon az u-aktin szintek kimutatasahoz adaptaltuk. A maédszer elve az
alabbiakban olvashatd, a 10. abra szemlélteti a f6bb 1épéseket, az eljaras soran hasznalt oldatok és

reagensek listaja a 5. tdblazatban talalhato.
Fehérje elektroforézis denaturalo kdzegben

A korabban centrifugalt, hokezelt és Laemmli mintapufferrel higitott denaturalt vizeletmintak
Western blottal torténd analiziséhez eldszor egy egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézist
végeztink SDS-t és béta-merkapto-etanolt tartalmazo kdzegben (SDS PAGE) Laemmli szerint
[140]. A denatural6 kozegben az SDS-el fedett fehérje molekulak anionként a pozitiv polus (an6d)
fel¢ vandoroltak molekulatomegiik szerint. Az ¢lesebb elkiilonithetdség érdekében az
elektroforézishez fels6 (hordozd) gélt és alsO (szeparalo) gélt tartalmazo, 0,75 mm vastagsagu
lemezeket hasznaltunk, a gélkiontéshez Mini Protean Il Tube Cell kamrat (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) alkalmaztunk (4. tablazat). Pasztanként azonos fehérjetartalmd vizelet
mintdkat futtattunk (5 pg), tovabba a betegek mintdival parhuzamosan egy ismert aktin
koncentracidju belsé standard (egészséges egyén szérummintaja) 3 pontos felez6 higitasi sorozatat
is felvittik minden gél futtatasakor. Az elektroforézis konstans 190 V feszlltséggel 45 percig

zajlott, amig a mintakkal egyditt felvitt bromfenolkék jelzéfesték a gél alsd végére ért.

Oldatok Also gél (10%) | Felsé gél (5%)
Tridesztillalt viz 42 ml 2,9 ml
A-oldat (Akrilamid elegy) 3,4 ml 0,83 ml
B-oldat (TRIS puffer az als6 gelhez) 2,5ml -

C-oldat (TRIS puffer a felsd gélhez) - 1,25 ml
F-oldat (Ammonium-perszulfat oldat) | 30 ul 15 ul
TEMED 5l 5l

4. tablazat. Az elektroforézis soran hasznalt gélek dsszeéallitdsahoz sziikséges oldatok.
Transzfer

Az elektroforézis utan zajlott a gélek transzferalasa 0,2 um pérusméretii nitrocellul6z membranra
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), szendvics rendszerben. A transzferalas 20 percig,
0,8 mA/cm?-rel, Gn. semi-dry mddszerrel zajlott. A transzferalas soran hasznalt késziilék (GE
Healthcare Multiphor Il Novablot Electrophoresis Unit, Champaign, IL, USA) grafitlapjainak
benedvesitése utan, a grafit lemezek kozott a gélr6l a membrénra torténik a vandoroltatés

elektromos térben, a vezetést atnedvesitett sziirdpapirok biztositjak.

35



Blokkolas

A nitrocelluloz membran szabad kotOhelyeinek blokkolasat 5%-0s tejes tweenes TBS oldattal

végeztik, egy éjszakan at +4 °C-on.
Immunreakcio

Ezt kovetben a nitrocelluldz membrant nyulban eléallitott poliklonalis primer pan-anti-aktin
antitestet (1:1000 higitas; Rabbit Anti-Human Actin, N-terminal, ref. no: A2103, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) tartalmazd 5%-os tejes tweenes TBS oldattal kezeltik 37 °C-on, enyhe
razéssal 1 6rén at. Az el nem reagalt primer antitest kimosasa 5x 10 percig tortént 0,05% tweenes
TBS-sel. Masodlagos antitestként torma peroxidazzal (HRP) jel6lt anti-nyul poliklonalis antitestet
(1:4000 higitas; Goat Anti-Rabbit 1gG, Cat. # 31460, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
hasznaltunk, az inkubacid korilményei megegyeztek a primer antitestnél leirtakkal. Végezetul a
folosleges, illetve nem specifikusan kot6dott szekunder antitest kimosasat a membranbél 5x 10

percig 0,05% tweenes TBS-sel végeztik.
Detektalds, értékeles

Az elékészitett nitrocelluldoz membranon utolsd Iépésként az immunreakcio el6hivasa a mar
emlitett erésitett kemilumineszcencias (ECL) technika segitségével tortént. Ehhez egy femto
érzékenységii kemilumineszcens reagenssel (Cat. # 34096, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)
kezeltiik a membrant egy attetszd milanyag foliaban. A keletkez6 fényjelek detektalasahoz a
G:BOX Chemi HR1.4 (Syngene, Cambridge, UK) digitalis CCD (charge coupled device) kamerat
tartalmazd képalkotd rendszerét és a hozza tartozd értékeld szoftvert hasznaltuk (GeneSys
Software, Version 1.5.9.0, Syngene, Cambridge, UK). A vizeletmintak denzitometrias értékelése
fényjeleihez viszonyitottuk, majd a jelintenzitasok aranyaibol visszaszamolva meghataroztuk az
egyes mintak u-aktin koncentricidjat. A koncentracié értékeket ng/ml-ben fejeztiik ki. Belso
standardként egy egészseéges egyén szérum mintajanak 3 pontos felezd higitasi sorozatat
hasznaltuk minden esetben (szétporcidzva -70 °C-on tarolva), melynek aktin szintjét korabban egy
ismert koncentracioju, nydl harantcsikolt izom preparatumbdl készitett standard higitasi sorral

hataroztuk meg.
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Minta-eldkészités Elektroforézis

e Kemilumineszcencia
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El6hivas, detektalas Ertékelés

10. abra. A Western blot Iépései, illetve az immunreakci6 elve.
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Elektroforézis:

A-oldat:

Akrilamid elegy

30g akrilamid (Reanal)
0,8g N, N’-bisz-akrilamid (SERVA) kimérése utan 100ml-re egészitjuk ki

tridesztillalt vizzel.

B-oldat:

TRIS puffer az alsé gél elegyhez

18,179 TRIS-t (Reanal) vizben oldunk, pH-jat 6N sosavval elektromos pH-
mérd kontrollja mellett 8,8-ra allitjuk (kb. 20-25ml sdsav sziikséges)
4ml 10%-0s SDS oldatot keveriink hozza és 100ml-re egészitjik ki

tridesztillalt vizzel.

C-oldat:

TRIS puffer a felsé gél elegyhez

6,069 TRIS-t oldas utan 6N s6savval 6,8 pH-ra allitjuk
4ml 10%-0s SDS-t mériink hozza és 100ml-ig higitjuk fel tridesztillalt vizzel.

D-oldat:

Puffer oldat az elektroforézishez

4-szeres toménységl és 8,3-as pH-ju TRIS-glicin tdrzsoldat, melyhez 12g
TRIS-t 57,69 glicinnel (Reanal) dsszeméruink, és 1000ml-re egészitjik ki

tridesztillalt vizzel.

E-oldat:

Laemmli minta puffer

10ml glicerint
5ml B-merkapto-etanolt (Reanal)
30ml 10%-o0s SDS-t

12,5ml C-oldatot 6sszekeverve 100ml-re felhigitjuk tridesztillalt vizzel.

F-oldat: Ammonium-perszulfat oldat (AP)

200mg amménium-perszulfatot (AP, BioRad) 2ml tridesztillalt vizben oldunk.

Frissen készitjik.

Futtatd puffer:

125ml D-oldatot és 5ml 10%-o0s SDS-oldatot 500ml-re egészitettiink ki

tridesztillalt vizzel.
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Transzferalas:
Alternativ puffer: (pH: 8,1-8,3)
48mM Tris 5,89
39mM Glicin 2,99
Oldas utan 1,3mM SDS 3,7ml 10%-os oldata
ad 800ml desztillalt viz
20% Metanol 200ml

Huitészekrényben taroljuk, hogy hasznélatkor 4°C-os legyen.

Immunreakcio:
TBS (Tris pufferolt s6oldat, pH: 7,5)
50mM Tris 6,059
150mM NacCl 8,78g
pH beallitasa 1N HCI-lel 7,5-re és 1000ml-re vizzel kiegésziteni

Tejes-tweenes TBS: blokkolashoz és a primer, szekunder antitest higitasahoz
0,1% Tween 20
5% tejpor (non-fat dry milk)
1x higitasu TBS-ben oldva

Tweenes TBS: mosashoz
0,05% Tween 20
1x higitasu TBS

5. tdblazat. A Western blot médszer soran felhasznalt oldatok és reagensek listaja.
111.6. Presepsin:gelsolin arany meghatérozésa

A plazma PSEP szinteket egy automatizalt kemilumineszcencias immunkémiai mddszeren alapul6
Point of Care berendezés (PATHFAST"™; LSI Medience Corporation, Tokyo, Japan) segitségével
mértik meg, melynek méréstartomanya 20 — 20,000 pg/ml [141]. A kalibracids mérések (alacsony
¢s magas gyari kontroll mintdkkal ellendrizve) és a betegmintak PSEP szintjeinek detektalasa
minden esetben a gyartoi eldirasoknak megfelelden zajlottak. A mérések soran hasznalt reagens

kazettdk és az automata a 11. dbran lathato.
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A szérum GSN szinteket egy, az intézetlinkben kidolgozott és a Cobas 8000/c502 moduljanak
egyik nyitott fejlesztdi csatorngjara adaptalt automatizalt turbidimetrian alapulé immunkémiai
modszerrel hataroztuk meg [142]. A GSN mérések sordn hasznalt automata analizator a 12. dbran
lathatd. A fentebb ismertetett két paraméterbél szamoltuk ki a masodik tanulmanyunkban vizsgalt
hanyadost, a PSEP:GSN aranyt.

=]
=1
H—]

=

12. abra. A rutin laboratériumi mérésekhez és a gelsolin detektalasahoz hasznalt Cobas
8000/c502 automata analizator.
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I11.7. Statisztikai analizisek

Statisztikai elemzéseket a Windows operacios rendszer alatt futdé SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) statisztikai elemzé szoftver 22-es verzigjaval (IBM Corp. NY, USA) végeztiink.
Normalitas vizsgalat utan (Shapiro-Wilk teszt) nem normal eloszlasu valtozoink miatt nem
parametrikus eljarasokat alkalmaztunk. A betegcsoportok kozotti kilonbségek elemzéséhez
mindségi valtozok esetén Khi-négyzet probat, mig mennyiségi valtozok esetén Mann-Whitney U
tesztet (2 csoport), illetve Kruskal-Wallis tesztet (tobb csoport) hasznaltunk, a kovetés alatti
valtozasok vizsgalatahoz pedig Wilcoxon tesztet (2 csoport) és Friedman-prébat (tébb csoport)
alkalmaztunk. A tanulmanyainkban analizalt biomarkerek diagnosztikus és prognosztikus
teljesitményének kiértékelését ROC (Receiver operating characteristics) analizissel abszolvaltuk,
mig a kapott AUC (gorbe alatti terlilet) értékek 6sszevetését Delong teszttel végeztik. Mennyiségi
valtozdink korrelacids elemzéseinkhez Spearman-féle korrelacios vizsgalatokat folytattunk. A

statisztikai elemzések soran a p<0,05 értéket tekintettlik szignifikansnak.

Dolgozatomban mindségi valtozok esetén a gyakorisagot és annak szazalékos aranyat (%), mig

mennyiségi valtozok esetén a median és interkvartilis értékeket (25-75%) szemléltetem.
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V. Eredmeények

IV.1. Vizelet-aktin szepszis-indukélta vesekdrosodasban
IV.1.1. Klinikai és laboratoriumi paraméterek
A kontroll, szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegek demografiai és laboreredményei

Els6 tanulmanyunkba 24 egészséges kontroll egyént, 17 szeptikus és 43 szepszis-indukélta AKI
beteget vontunk be. A legfontosabb demografiai és a felvétel utani laboradatok az 6. tablazatban
talalhatok. A vizsgélt betegcsoportok eltértek (p<0,05) a kor, a nem és némely alapbetegségek
tekintetében. Jelentds kiilonbségeket talaltunk (p<0,05) a kontroll, szeptikus és szepszis-indukalta
AKI betegek kozott a vérbol (6sszfehérje, albumin, kreatinin, CK, hs-CRP, PCT, fehérvérsejtszam,
trombocitaszam) és vizeletb6l (osszfehérje, albumin, orosomucoid, CysC, aktin) mért labor

paraméterek tobbségét tekintve.

6. tablazat. A kontroll és szeptikus betegek demogréfiai és felvétel utani laboradatai.

Betegcsoportok Kontroll (n=24) Szepszis (n=17) Szepszis + AKI (n=43) p érték
Eletkor (évek) 54 (48 - 57) 73 (64 - 78) 64 (53 - 70) <0,05%b¢
Férfiak, n (%) 10 (41,7) 8 (47,1) 33 (76,7) <0,05°¢
Alapbetegségek, n (%)

Kardiovaszkularis 11 (45,8) 15 (88,2) 30 (69,8) <0,05°
megbetegedés

2-es tipusu diabétesz 4 (16,7) 3(17,6) 15 (34,9) ns
Krénikus vesebetegség 0 3(17,6) 5(11,6) <0,052
Tiidébetegség 1(4,2) 3(17,6) 11 (25,6) <0,05°
Immunoldgiai betegség 2 (8,3) 1(5,9) 3(6,9) ns
Tumor 0 4 (23,5) 12 (27,9) <0,05%P
Felvételi laboratériumi paraméterek

se-0sszfehérje (g/l) 71,6 (67,4-73,7) | 40,9 (38,6 - 46,9) 46,9 (42,2 - 50,4) <0,05%P
se-albumin (g/1) 42,7 (40,1 -46,3) | 21,2(19,5-25,9) 23,1 (19,2 - 26,6) <0,05%P
se-kreatinin (umol/l) 71 (67 - 76) 91 (67 - 121) 182 (142 - 328) <0,05%0¢
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se-CK (U/l) 40 (54 - 73) 198 (145 - 649) 305 (88 - 1047) <0,05%P
Fehérvérsejtszam (G/I) 59(4,7-6,9) 13,2 (9,8 - 17,5) 16,4 (9,9 - 20,5) <0,05%P
Trombocitaszam (G/I) 265 (226 - 301) 223 (159 - 265) 162 (95 - 301) <0,05*P
hs-CRP (mg/l) 1,5(0,6 - 1,8) 304,2 (188,9 - 372,4) | 276,1 (138,6 - 388,7) <0,05%b
PCT (ng/ml) - 7,9 (3,1-20,6) 23,6 (6,1 - 59,9) <0,05°
se-aktin (mg/l) 0,75 (0,6 - 0,9) 0,68 (0,4-1,1) 0,84 (0,5-1,2) ns
u-osszfehérje (mg/L) 60 (40 - 90) 230 (50 - 425) 440 (240 - 1020) <0,05%P¢
u-albumin (mg/L) 3,5(2,0-125) 17,1 (3,4 - 54,4) 61,8 (26,8 - 169,2) <0,05%P¢
u-orosomucoid (mg/l) 1,2(0,3-3,2) 32,6 (17,8 -87,5) 72,1 (23,7 - 144,8) <0,05%0
u-CysC (mg/l) 0,06 (0,03-0,08) | 0,46 (0,1-1,1) 1,04 (0,2 - 3,5) <0,05%b
u-aktin (ug/l) 0,78 (0,3-1,9) 1,27 (0,6 - 2,5) 9,5(3,2-23,7) <0,05%¢
u-aktin/u-kreatinin 0,13(0,1-0,2) 0,6(0,4-1,4) 2,59 (0,6 - 10,4) <0,05%b¢
(Mg/mmol)

u-aktin/u-osszfehérje (%) | 0,17 (0,1 - 0,3) 0,08 (0,04 - 0,26) 0,21 (0,1-1,1) <0,05°

A csoportok 6sszehasonlitasahoz Khi-négyzet probat, valamint Kruskal-Wallis és Mann-Whitney
U és tesztet hasznaltunk. Mindségi valtozok esetén a gyakorisagot (%), mig mennyiségi valtozok
esetén a median (25-75 percentilis) értékeket tuntettlik fel. ns: nem szignifikans. A fels6indexben
lathato betlik jelzik a post-hoc analizisek eredményeit: a: Kontroll vs. Szepszis: p<0,05; b: Kontroll

vs. Szepszis + AKI: p<0,05; c: Szepszis vs. Szepszis + AKI: p<0,05.
A szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegek dsszehasonlitasa

A vizsgalatunkba bevont 60 szeptikus beteg fontosabb terapias szlikségletei a kovetkezék voltak:
22 apoltnal noninvaziv oxigén terapia, 38 érintettnél gépi lélegeztetés (median Horowitz index:
221,2 Hgmm), 47 betegnél hidrokortizon tdmogatas, valamint 51 érintettnél vazopresszor igeny
merlt fel, emellett 30 betegnél talaltunk emelkedett laktat szinteket (>2 mmol/l) a kbvetés soran.
A szeptikus betegcsoportok fontosabb klinikai paraméterei a 7. tablazatban olvashatok. A
szeptikus és szepszis-indukalta AKI csoportok k6zo6tt nem volt szamottevd differencia az ITO
kezelés hosszat illetéen, bar a szeptikus csoportban aranyosan gyakoribb volt a sebészeti ok miatti
osztalyos felvétel a szepszis-indukalta AKI betegekhez képest. Ugyan a ket csoport kozott nem
volt szignifikans kilénbség a 30-napos mortalitas tekintetében, viszont az AKI-1 (8 beteg, 80%)
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és az AKI-2 (10 beteg, 71,4%) stadiumu szeptikus betegeknél magasabb volt a halalozasi arany,
mint az AKI-3 (10 beteg, 52,6%) sulyossagu és a vesekarosodas nélkdli szeptikus (8 beteg, 47,1%)
betegeknél. Ezen kivil a szepszis-indukalta AKI csoportban 18 betegnel (41,9%) merilt fel
valamilyen fajta vesepotld kezelési (RRT) igény. A Kklinikai prognosztikai score-ok tekintetében a
vesekarosodas nélkiili szeptikus csoporthoz képest jelentdsen emelkedett (p<0,05) pontszamokat
figyeltink meg a szepszis-indukalta AKI betegeknél, valamint a szepszishez tarsulé tébbszervi
elégtelenség (MODS) is gyakrabban fordult el6 az utébbi csoportban (69,8%) az eldbbihez képest
(53,0%). A szepszis-indukélta AKI és a vesekarosodas nélkuli szeptikus csoportokban az AKI-n
kivul a leggyakoribb szepszishez tarsuld szervi diszfunkciok a kovetkezdk voltak: szepszis-
indukalta hipotenzidé (78,1% vs. 76,5%), akut tiidOsériilés (48,7% sv. 52,9%), trombocitopénia
(25,6% vs. 11,8%), akut majelégtelenség (25,6% vs. 5,9%).

7. tablazat. A szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegek klinikai paraméterei.

Betegcsoportok Szepszis (n=17) Szepszis + AKI (n=43) | p érték
Eletkor (évek) 73 (64 - 78) 64 (53 - 70) <0,05
Férfiak, n (%) 8 (47,1) 33(76,7) <0,05
Felvétel tipusa

Belgyogyaszati ok, n (%) 3(17,6) 22 (51,1) <0,05
Sebészeti ok, n (%) 14 (82,4) 21 (48,9) <0,05
ITO kezelési napok szdma 9(5-17) 6 (3-15) ns
30-napos mortalitas, halal (%) | 8 (47,1) 28 (65,1) ns
Vesepotlo kezelést igényld 18 (41,9)

AKI, n (%)

Klinikai prognosztikai pontszamok

APACHE 11 pontszam 15 (11 - 17) 24 (17 - 27) <0,05
SAPS Il pontszam 41 (33 - 46) 55 (41 - 64) <0,05
SOFA pontszam 8(7-11) 11 (9-13) <0,05
Szepszissel tarsult szervi diszfunkciok, n (%)

1 4 (23,5) 5(11,6) ns

2 4 (23,5) 7 (16,3) ns
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>3 9 (53,0) 31(72,1) ns
Azonositott kérokozdk, n (%)

Ismeretlen 6 (35,3) 11 (25,6) ns
Gram-pozitiv baktérium 1(5,9) 6 (13,9) ns
Gram-negativ baktérium 4 (23,5) 10 (23,3) ns
Gomba 1(5,9) 4(9,3) ns
Kevert 5(29,4) 12 (27,9) ns

A csoportok dsszehasonlitdsdhoz Khi-négyzet probat és Mann-Whitney U és tesztet hasznaltunk.
Mindségi valtozok esetén a gyakorisagot (%), mig mennyiségi valtozok esetén a median (25-75

percentilis) értékeket tlintettlk fel. ns: nem szignifikans.
IV.1.2. A vizelet-aktin kontroll, szeptikus és szepszis-indukélta vesekarosodott betegekben

A se-aktin szinteket illetden nem talaltunk statisztikailag szignifikans kiilonbséget a kontroll és
szeptikus betegek kozott a kovetés elsé (median: 0,75 vs. 0,8 mg/l, p=0,757), masodik (median:
0,75 vs. 0,78 mg/l, p=0,584) és harmadik (medién: 0,75 vs. 0,79 mg/l, p=0,608) napjan. Ezzel
ellentétben szamottevéen megemelkedett u-aktin koncentraciokat detektaltunk a kontroll és a
szeptikus csoportok kozott a kovetés elsé (medidn: 0,78 vs. 3,98 pg/l, p<0,001), mésodik (median:
0,78 vs. 9,03 pg/l, p<0,001) és harmadik (median: 0,78 vs. 5,68 pg/l, p<0,001) napjan (13A. abra).
Emellett a szepszis-indukalta AKI betegeknél is jelent6sen magasabb u-aktin szinteket mértiink a
vesekarosodas nélkiili szeptikus betegekhez képest az elsé (median: 1,27 vs. 9,52 pg/l, p<0,001)
napon, viszont ezen kulénbség mar nem volt statisztikailag szignifikdns a kdvetés masodik
(median: 4,61 vs. 9,55 pg/l, p=0,368) és harmadik (median: 5,05 vs. 9,51 ug/l, p=0,220) napjan
(13B. abra). A szepszis-indukalta AKI betegek AKI stddiumok szerinti besorolasa a KDIGO
klasszifikacio alapjan tortént az elsé mintavételi napon. Ezek alapjan a kovetés elsé napjan az
AKI-1 és AKI-2 (median: 3,16 vs. 10,78 pg/l, p<0,01), valamint az AKI-1 és AKI-3 (median: 3,16
vs. 11,55 pg/l, p<0,01) stadiumt szeptikus betegek kozott is jelentésen emelkedett u-aktin
szinteket talaltunk, mig ez a kulonbség a masodik napon az AKI-1 és AKI-2 (median: 3,22 vs.
9,68 ug/l, p<0,01), tovabba a harmadik napon az AKI-1 és AKI-2 (median: 3,66 vs. 13,76 ug/l,
p<0,05), valamint az AKI-1 és AKI-3 (median: 3,66 vs. 12,92 pg/l, p<0,05) sulyossagu szeptikus

betegeknél is fennmaradt (14A. abra). Ezen emelkedd tendencia az u-aktin értékek vizelet-
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kreatininre torténd vonatkoztatasa utan is markans volt az els6 napon az AKI-1 és AKI-2 (median:
0,47 vs. 3,74 pg/mmol, p<0,05), valamint az AKI-1 és AKI-3 (median: 0,47 vs. 6,16 pg/mmol,
p<0,05) stadiumu szeptikus betegeknél, a masodik napon az AKI-1 és AKI-2 (median: 0,87 vs.
4,53 pg/mmol, p<0,05), tovabba a harmadik napon az AKI-1 és AKI-3 (median: 0,84 vs. 5,37
pg/mmol, p<0,05) sulyossagu szeptikus betegeknél (14B. abra).
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13. &bra. Vizelet-aktin szepszisben. U-aktin szintek kontroll és szeptikus (A), valamint szeptikus

és szepszis-indukélta AKI betegekben. n: mintaszdm. **p<0,01; ***p<0,001.
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14. dbra. Vizelet-aktin szepszis-indukalta vesekarosodasban. U-aktin (A) és u-aktin/u-kreatinin

(B) szintek az egyes AKI stadiumokban. n: mintaszam. *p<0,05; **p<0,01.
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IV.1.3. A vizelet-aktin prognosztikai és korrelacios vizsgalatokban

A szeptikus betegek 30 napos mortalitasi adatait elemezve nem talaltunk jelentds kiilonbséget az
u-aktin szintekben a talélék és nem talélok kozott (15A. abra). Az elsé napi u-aktin szintek
diagnosztikus hatékonysagat ROC analizissel végeztilk (15B. abra). A szepszis-indukélta AKI és
a vesekarosodas nélkili szeptikus betegek differencialdsa soran kiszdmolt gorbe alatti értékek
(AUC) a kovetkez6k voltak: u-aktin: 0,876 (p<0,001); se-kreatinin: 0.875 (p<0,001). A
szarmaztatott cut-off értekek: u-aktin: 2,63 ug/l (szenzitivitas: 86,0%, specificitas: 82,4%); se-

kreatinin: 111 pmol/l (szenzitivitas: 90,7%, specificitas: 76,5%).
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15. &bra. Vizelet-aktin a szepszis prognosztikajaban. U-aktin szintek tuléld és nem talél6 szeptikus
betegekben 30-napos mortalitas alapjan (A). Szepszis-indukélta AKI és vese-karosodas nélkili
szeptikus betegek elkilonitése els6 napi laborparaméterek alapjan ROC analizis hasznalataval (B).

n: mintaszam. ns: nem szignifikans.
Korrelaciok

Korrelacios vizsgalatainkban mindhadrom mintagytijtési pont laborértékeit felhasznaltuk, emellett
az eredményeink bemutatasanal a nativ u-aktin értékeket prezentaltuk az u-aktin/u-kreatininnel
mutatott erds korrelacidja miatt (p=0,898; p<0,001). Az u-aktin koncentraciok kozepes korrelaciot
(p<0,001) mutattak a se-kreatininnel (p=0,371), valamint a vizelet paraméterek kozil az

osszfehérjével (p=0,489), az albuminnal (p=0,617), az orosomucoiddal (p=0,367), valamint a
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CysC-vel (p=0,434). Emellett még az u-aktin szintek gyenge korrelaciot (p<0,01) mutattak a se-
aktinnal (p=0,272), valamint a fehérvérsejtszammal (p=0,223).

IV.2. Presepsin:gelsolin arany szepszisben és szepszissel tarsulo szervi elégtelenségekben
IV.2.1. Klinikai és laboratoriumi paraméterek

Masodik tanulmanyunkba 23 egészseges kontroll egyent, 38 intenziv osztadlyon kezelt nem
szeptikus és 65 szeptikus beteget vontunk be. A legfontosabb demografiai, valamint a felvétel
utani laboratériumi és klinikai adatok az 8. tablazatban talalhatok. A vizsgalt betegcsoportok
eltértek (p<0,05) az életkor és némely alapbetegségek esetében. Jelentds kiilonbségeket talaltunk
(p<0,05) a kontroll, nem szeptikus és szeptikus betegek kozott a vérbdl mért labor paraméterek
tobbségét illetden (szérum Osszfehérje, albumin, karbamid, kreatinin, hs-CRP, PCT, PSEP, GSN,
fehérvérsejtszam, trombocitaszam és PSEP:GSN aréany), raadasul a nem szeptikus és szeptikus
betegek kodzott a vizsgalt klinikai pontszdmokban (APACHE II, SAPS II, SOFA) és az ITO
kezelési napok szdmaban is markans eltéréseket tapasztaltunk.

Az altalunk vizsgalt 38 nem szeptikus beteg fontosabb terapids sziikségletei a kovetkezdk voltak:
minden érintett adekvat folyadékpotlast kapott a kezelés soran, viszont 23 betegnél felmerdlt rovid
idGtartamt alacsony dozisti vazopresszor tdmogatés, tovabba 36 érintett noninvaziv oxigén
terapiaban részesilt, azonban 2 betegnél sziikséges volt ideiglenesen gépi lélegeztetésre, valamint

ebben a betegcsoportban senkinél sem mertiilt fel vesepotld kezelési igény az ITO kezelés soran.

8. tablazat. A kontroll, nem szeptikus és szeptikus betegek demografiai, valamint felvétel utani

laborat6riumi és klinikai adatai.

Betegcsoportok Kontroll (n=23) Nem Szeptikus (n=38) | Szeptikus (n=65) p érték
Eletkor (évek) 52 (48 - 56) 64 (56 - 72) 68 (57 - 73) <0,052P
Férfiak, n (%) 13 (56,5) 26 (68,4) 43 (66,2) ns

Alapbetegségek, n (%0)

Kardiovaszkularis 10 (43,5) 33 (86,8) 51 (78,5) <0,052P
megbetegedés

2-es tipusu diabétesz 5(21,7) 12 (24,9) 19 (29,2) ns
Krdnikus vesebetegség 0 3(7,9) 8 (12,3) ns
Tiid6betegség 2(8,7) 11 (28,9) 12 (18,5) ns
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Immunoldgiai betegség 1(4,3) 2 (5,2) 2(3,1) ns
Tumor 0 10 (26,3) 18 (27,7) <0,052P
Felvételi laboratdriumi paraméterek

se-0sszfehérje (g/l) 76,1 (72,2-77,7) | 51,7 (47,3-57,4) 47,6 (40,3 - 50,3) <0,052b¢
se-albumin (g/1) 49,2 (46,9 -51,1) | 34,3(29,2 - 38,5) 23,4 (19,5 - 27,7) <0,052b¢
se-karbamid (mmol/l) 4,6 (4,0-5,5) 4,4 (3,5-5,8) 15,1 (9,9 - 24,9) <0,05P¢
se-kreatinin (umol/l) 76 (70 - 86) 73 (62 - 99) 159 (99 - 285) <0,05b¢
se-bilirubin (umol/l) 11,2 (6,7-15,9) | 7,3(5,4-14,1) 9,7 (5,1-21,9) ns
Fehérvérsejtszam (G/I) 7,2 (6,4 -7,9) 14,1 (12,1 - 16,2) 16,4 (10,6 - 22,7) <0,05%P
Trombocitaszam (G/I) 262 (249 - 300) 165 (132 - 205) 197 (139 - 301) <0,05%P
hs-CRP (mg/l) 1,3(0,6 - 2,5) 102,8 (72,6 - 141,6) 2842 (172,8 - 382,1) | <0,05%P¢
PCT (ng/ml) - 0,7(0,3-2,1) 10,9 (4,5 - 48,7) <0,05¢
PSEP (pg/ml) 127 (89,5 - 159) | 329 (209,5 - 442,5) 1185 (501 - 3073) <0,052b¢
GSN (mg/l) 78,5 (75,1-89,1) | 34,3 (28,7 - 40,3) 11,2 (6,1 - 20,8) <0,052b¢
PSEP:GSN arény (ng/mg) | 1,7 (1,1 -2,1) 99(5,5-143) 105,9 (41,1 - 322,7) <0,05%b¢
Felvételi klinikai paraméterek

APACHE Il pontszam - 7(6-8) 20 (15 - 24) <0,05°
SAPS 11 pontszam - 20 (17 - 26) 46 (36 - 55) <0,05°
SOFA pontszam - 55(3-7) 10 (8 - 12) <0,05°
ITO kezelési napok szdma | - 2(1-3) 8(4-14) <0,05°¢

A csoportok 0sszehasonlitasahoz Khi-négyzet prébat, valamint Kruskal-Wallis és Mann-Whitney
U és tesztet hasznaltunk. Mindségi valtozok esetén a gyakorisagot (%), mig mennyiségi valtozok
esetén a median (25-75 percentilis) ertékeket tuntettlik fel. ns: nem szignifikans. A fels6indexben

lathat6 betlik jelzik a post-hoc analizisek eredményeit: a: Kontroll vs. Nem szeptikus: p<0,05; b:

Kontroll vs. Szeptikus: p<0,05; c: Nem szeptikus vs. Szeptikus: p<0,05.

A szeptikus és szepszissel tarsult tobbszervi szervelégtelen betegek 6sszehasonlitasa

A vizsgalatunkba bevont 65 szeptikus beteg fontosabb terapias sziikségletei a kovetkezok voltak:

17 apoltnal noninvaziv oxigén terapia, 48 érintettnél gépi lélegeztetés (median Horowitz index:
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184 Hgmm), 53 betegnél hidrokortizon tamogatas, valamint 54 érintettnél vazopresszor igény
merult fel a kdvetés soran. A gépi 1élegeztetett szeptikus betegek tobbsége a felvételt kdvetden
propofol vagy dexmedetomidin szedacioban részesult, emellett minddssze 11 érintettnel alakult ki
trombocitopénia és szintén 11 betegnek volt akut majelégtelensége.

A szeptikus betegeket tovabb bontottuk a szepszissel tarsult tobbszervi elégtelenség (MODS)
eléfordulasa alapjan (2 vagy tobb vitalis szervrendszer elégtelensege), a vizsgalt csoportok felvétel
utdni laboratériumi és Klinikai paraméterei a 9. és 10. tablazatokban olvashatok. A szeptikus (24
f6) és a szepszis-indukalta MODS (41 f6) betegek kozott nem volt szamottevd kiilldnbség az
életkor, a nem, a felvétel oka, az infekci6 forrasa, a hidrokortizon timogatéas, a trombocitaszam és
a hs-CRP szintek tekintetében. Ezzel szemben a két csoport kozott szignifikans differencia
(p<0,05) mutatkozott az ITO kezelés hosszat, a 10-napos mortalitast, a klinikai prognosztikai
pontszdmokat (APACHE II, SAPS 11, SOFA), a vizsgalt laboratoriumi paraméterek zémét (szérum
albumin, kreatinin, bilirubin, PCT, PSEP, GSN és PSEP:GSN arany) és a fontosabb terapias
igények tobbsegét illetéen. A szepszis-indukalta MODS és a tobbszervi elégtelenség nélkili
szeptikus csoportokban a leggyakoribb szepszishez tarsuld szervi diszfunkciok a kovetkezOk
voltak: szepszis-indukalta hipotenzi6 (97,6% vs. 58,3%), akut vesekarosodas (87,8% vs. 37,5%),
akut tiid6sériilés (75,6% vs. 20,8%).

9. tblazat. A szeptikus és szepszis-indukalta MODS betegek labor- és klinikai paraméterei.

Betegcsoportok Szepszis MODS nélkll | Szepszis + MODS p érték
(n=24) (n=41)

Eletkor (évek) 69 (59 - 79) 66 (56 - 72) ns

Férfiak, n (%) 15 (62,5) 28 (68,3) ns

Felvételi laboratériumi paraméterek

se-albumin (g/1) 24,8 (21,5 - 29,1) 22,1 (18,4 - 25,4) <0,05
se-kreatinin (umol/l) 105 (84 - 155) 196 (149 - 340) <0,05
se-bilirubin (umol/l) 56(4,5-9,1) 18,8 (7,2 - 38,9) <0,05
Trombocitaszam (G/I) 235 (156 - 298) 182 (94 - 312) ns
hs-CRP (mg/l) 273,6 (156,9 - 342,5) 290,2 (194,6 - 389,6) | ns
PCT (ng/ml) 7,3 (2,4 - 28,6) 22,3 (6,9 - 59,8) <0,05
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PSEP (pg/ml) 470,5 (354 - 687) 1878 (1071 - 4136) | <0,05
GSN (mg/l) 17,3 (8,4 - 30,9) 10,3 (5,5-17,4) <0,05
PSEP:GSN arany (ng/mg) 26,9 (18,2 - 77,1) 182,7 (95,9 - 609,4) | <0,05
pl-laktat (mmol/l) 1,5(0,8-2,1) 2,4 (1,8-41) <0,05
Felvétel tipusa

Belgyogyaszati ok, n (%) 9 (37,5) 8 (19,5) ns
Sebészeti ok, n (%) 15 (62,5) 33 (80,5) ns
Klinikai prognosztikai paraméterek

APACHE 11 pontszam 14 (11 - 19) 22 (19 - 26) <0,05
SAPS Il pontszam 37 (33-43) 51 (45 - 57) <0,05
SOFA pontszam 8(6-9) 11 (10-13) <0,05
Emelkedett pl-laktat (>2 mmol/l), n (%) | 6 (25,0) 27 (65,9) <0,05
ITO kezelési napok szdma 4(3-9) 10 (6 - 15) <0,05
10-napos mortalitas, halal (%) 1(4,2) 17 (41,5) <0,05
Vesepo6tlo kezelést igénylé AKI, n (%) | 2 (8,3) 13 (31,7) <0,05

A csoportok dsszehasonlitdsdhoz Khi-négyzet prébat és Mann-Whitney U és tesztet hasznaltunk.
Mindségi valtozok esetén a gyakorisagot (%), mig mennyiségi valtozok esetén a median (25-75

percentilis) értékeket tintettiik fel. ns: nem szignifikans.

10. tablazat. A szeptikus betegek terapias és mikrobioldgiai paraméterei.

Betegcsoportok Szepszis MODS nélkil | Szepszis + MODS p érték
(n=24) (n=41)

Terdapiés sziikségletek, n (%)

Vazopresszor tAmogatas 14 (58,3) 40 (97,6) <0,05

Noninvaziv oxigén terapia 13 (54,2) 4 (9,8) <0,05

Gépi lélegeztetés 11 (45,8) 37 (90,2) <0,05

Hidrokortizon tdmogatas 18 (75,0) 35 (85,4) ns

Infekcio forrasa, n (%0)

Léguti eredet 5 (20,8) 11 (26,8) ns
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Huagyuti eredet 4 (16,7) 5(12,2) ns

Hasi eredet 7(29,1) 12 (29,3) ns
Lagyrész/Csont eredet 4 (16,7) 5(12,2) ns
Kevert eredet 4 (16,7) 8 (19,5) ns

Azonositott kérokozok, n (%)

Ismeretlen 13 (54,2) 7(17,1) <0,05
Gram-pozitiv baktérium 2 (8,3) 6 (14,6) ns
Gram-negativ baktérium 1(4,2) 6 (14,6) ns
Gomba 2(8,3) 2 (4,9) ns
Kevert 6 (25,0) 20 (48,8) <0,05

A csoportok dsszehasonlitasahoz Khi-négyzet prébat hasznaltunk, igy mindenhol a gyakorisagot
(%) tlntetttk fel. ns: nem szignifikans.

IV.2.2. A presepsin:gelsolin arany kontroll, nem szeptikus, szeptikus és szepszis-indukalta

vesekarosodott betegekben

Jelent6s emelkedést észleltink a PSEP:GSN aranyt illetéen mind az elsé (median: 1,7 vs. 9,9
ng/mg, p<0,001) napi kontroll és nem szeptikus, mind az els6é (median: 9,9 vs. 105,9 ng/mg,
p<0,001) és harmadik (median: 9,6 vs. 116,7 ng/mg, p<0,001) napi nem szeptikus és szeptikus
csoportok kozott. Ugyanakkor a marker kinetikdjat tekintve nem tapasztaltunk szignifikans
valtozast a nem szeptikus (T1, T3) és szeptikus (T1, T2, T3) csoportokban (16A. &bra). Az els6
napi PSEP:GSN arany diagnosztikus és prognosztikus hatékonysagat ROC analizissel végeztik,
melynek részletes adatai a 11. és 12. tAblazatokban lathatok. A nem szeptikus és szeptikus betegek
elkulonitése soran (p<0,001) az elsé napi PSEP:GSN arany (AUC értékek alapjan) hasonldan
hatékonynak mutatkozott, mint a SOFA (p<0,001), a PCT (p<0,001) és a PSEP (p<0,001) (16B.
abra, 11. tablazat).

52



10007 . R y 10
en f ———
900 -
f ! PSEP
- | n.s. n.s. — PSEP:GSN arany
2 800 — — 08 e
B3 700 — SOFA
£ " A Referenciavonal
> 6007 S o6
G S U r
& 5007 s
= N
0 400 S
o ﬁ 0,47
o .
& 300
o 2007
0,27
1001 105.9 97.2 110.8 o B
o] 17— 99== 96=
T T T T T T 0,0t T T T T
T T T3 T T2 T3 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
(n=23) (n=38) (n=38) (n=65) (n=57) (n=50) 1- Specificités

Kontroll Nem Szeptikus Szeptikus betegek

16. &bra. Presepsin:gelsolin arany szepszisben. PSEP:GSN aranyok 6sszehasonlitasa kontroll, nem
szeptikus és szeptikus betegekben a kovetés soran (A). Nem szeptikus és szeptikus betegek
differencialasa elsé napi labor- és klinikai paraméterek alapjan ROC analizis hasznalataval (B). n:

mintaszdm. n: mintaszdm. ns: nem szignifikans. ***p<0,001.
Presepsin:gelsolin arany szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegeknél

A vesekarosodas nélkiili szeptikus betegekhez képest jelentGsen magasabb PSEP:GSN aranyt
észleltiink a szepszis-indukalta AKI betegeknél a kovetés elsé (median: 43,6 vs. 176,1 ng/mg,
p<0,001), masodik (median: 27,5 vs. 145,1 ng/mg, p<0,001) és harmadik (median: 49,5 vs. 185,4
ng/mg, p<0,05) napjan (17A. dbra). Méasodik vizsgalatunkban is a szepszis-indukalta AKI betegek
AKI stadiumok szerinti besoroldsa a KDIGO klasszifikacié alapjan tortént az elsd mintavételi
napon. Ezek alapjan a kovetés els6 napjan az AKI-1 és AKI-3 (median: 85,8 vs. 419,5 ng/mg,
p<0,05), valamint az AKI-2 és AKI-3 (median: 111,1 vs. 419,5 ng/mg, p<0,05) stadiumua szeptikus
betegek kozott is jelentésen emelkedett PSEP:GSN aranyt talaltunk, mig ez a kiilénbség a masodik
napon is megmaradt az AKI-1 és AKI-3 (median: 87,6 vs. 308,8 ng/mg, p<0,05) sulyossagu
szeptikus betegeknél (17B. abra). Az 6sszesen 20 AKI-3 stadiumu szeptikus beteg kdzil 15 (75%)
érintettnél merdlt fel valamilyen RRT igény, igy ebben a csoportban 6sszesen 9 (60%) beteg
részesilt intermittalé hemodializisben (IHD), mig 6 (40%) érinettnél volt szikseg folyamatos
vesepotlo kezelésre (CRRT).

A szepszis-indukalta AKI és a vesekarosodas nélkiili szeptikus betegek differencialasa soran a se-
kreatinin AUC értéke jobbnak bizonyult (p<0,001), mint a PSEP (p<0,001), a PSEP:GSN arany
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(p<0,001), valamint a PCT (p<0,05) (17C. abra, 11. tablazat). Az els6 napi AKI-3 sulyossagu
szeptikus betegeket és a vesekarosodas nélkili szeptikus betegeket is 6sszehasonlitottuk, viszont
a se-kreatinin AUC eértéke (0,964; p<0,001) igy is jobbnak bizonyult a PSEP:GSN aranyhoz
(0,915; p<0,001) képest.
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17. &bra. Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukalta vesekarosodasban. A PSEP:GSN aranyok
valtozasa szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegekben (A) és az egyes AKI stadiumokban (B).
Szepszis-indukalta AKI és vese-karosodas nélkili szeptikus betegek elkilonitése elsé napi labor
paraméterek alapjan ROC analizissel (C). n: mintaszam. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

A presepsin:gelsolin ardny hasznossaga a szeptikus betegek mortalitas becslésében

A szeptikus betegek 10-napos mortalitdsi adatait elemezve a PSEP:GSN arényban jelentds
kilonbseget talaltunk a talélok és nem talélék kozott a kovetés elsé (median: 80,6 vs. 322,7 ng/mg,
p<0,01), masodik (median: 88,4 vs. 349,4 ng/mg, p<0,05) és harmadik (56,3 vs. 320,6 ng/mg,
p<0.01) napjan (18A. abra).

A taléld és nem taléld szeptikus betegek differencialasa soran az elsé napi PSEP:GSN arany AUC
értéke (p<0,01) hasonldan hatékonynak mutatkozott, mint az APACHE Il (p<0,001), a SAPS II
(p<0,01), a SOFA (p<0,01) és a PSEP (p<0,05) (18B. abra, 11. tablazat). Egyebekben a PCT AUC
értéke (0,511) nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.
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18. abra. Presepsin:gelsolin ardny a szepszis prognosztikdjaban. PSEP:GSN arany taléld és nem
tulélé szeptikus betegekben 10-napos mortalitas alapjan (A). Tulélé és nem talélé szeptikus
betegek differencialasa els6 napi labor- és Klinikai paraméterek alapjan ROC analizis hasznéalataval
(B). n: mintaszam. *p<0,05; **p<0,01.

11. tdblazat. Az intenziv osztalyon kezelt betegek 6sszehasonlitdsa ROC analizissel.

Paraméter AUC (95% konfidencia | Standard | Szenz. | Spec. | Cut-off | p érték
intervallum) hiba (%) (%) érték
Nem Szeptikus (n=38) és Szeptikus (n=65) betegek differencialasa

PSEP (pg/ml) 0,870 (0,803 - 0,937) 0,034 80,0 | 816 |4795 | <0,001
PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,933 (0,886 - 0,981) 0,024 923 |81,6 |163 <0,001
PCT (ng/ml) 0,930 (0,883 - 0,977) 0,024 892 |81,6 |235 <0,001
SOFA pontszam 0,933 (0,887 - 0,978) 0,023 831 | 947 |75 <0,001

Szeptikus non-AKI (n=20) és Szepszis-indukalta AKI (n=45) betegek elkilonitése

PSEP (pg/ml) 0,897 (0,820 - 0,974) 0,039 80,0 80,0 | 705,0 <0,001
PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,782 (0,670 - 0,894) 0,057 84,4 65,0 | 53,6 <0,001
PCT (ng/ml) 0,679 (0,542 - 0,816) 0,071 60,0 60,0 | 10,1 <0,05

se-kreatinin (umol/l) 0,925 (0,858 - 0,992) 0,034 88,9 90,0 | 1395 <0,001

Tulélé (n=47) és nem talélé (n=18) szeptikus betegek differencialasa 10-napos mortalitas alapja

>

PSEP (pg/ml) 0,683 (0,545 - 0,821) 0,071 722 | 596 | 11860 | <0,05
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PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,719 (0,576 - 0,862) 0,073 722 702 | 161,2 | <0,01

APACHE Il pontszdm 0,784 (0,659 - 0,908) 0,063 77,8 78,7 | 215 <0,001
SAPS Il pontszam 0,778 (0,660 - 0,897) 0,061 72,2 76,6 | 49,5 <0,01
SOFA pontszdm 0,745 (0,619 - 0,827) 0,064 77,8 70,2 | 10,5 <0,01

A nem szeptikus, szeptikus és szepszis indukalta vesekarosodott betegek elsé napi labor- €s
klinikai paramétereinek 6sszehasonlitdsa ROC analizis hasznalataval tortent. Az AUC (95%
konfidencia intervallum also és fels6 tartomanya) értékeket, a standard hibat, a szenzitivitast (%),

a specificitast (%), az optimalis cut-off értéket és a szignifikancia szinteket tuntettik fel.
IV.2.3. A presepsin:gelsolin arany valtozasa szepszissel tarsulo szervi elégtelenségekben
Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukalta hemodinamikai elégtelenségben

Maésodik vizsgalatunkban a vazopresszor igény nélkili szeptikus betegekkel, valamint az alacsony
(<0,1 pg/kg/perc) és magas (>0,1 pg/kg/perc) dézist vazopresszor timogatasra szoruld szeptikus
betegekkel aranyosan valtozo PSEP:GSN értékeket talaltunk a kovetés elsé (median: 17,4 vs. 70,9
vs. 307,1 ng/mg, p<0,001), masodik (median: 16,4 vs. 83,9 vs. 336,1 ng/mg, p<0,01) és harmadik
(medién: 19,1 vs. 54,5 vs. 249,1 ng/mg, p<0,001) napjan (19A. abra). Emellett a szeptikus sokk
nélkili betegekhez képest jelentésen emelkedett PSEP:GSN aranyt észleltiink a szepszis sokkban
szenvedo betegeknél a kovetés elsé (median: 59,2 vs. 317,8 ng/mg, p<0,001), masodik (median:
45,9 vs. 349,3 ng/mg, p<0,001) és harmadik (median: 53,2 vs. 254,1 ng/mg, p<0,001) napjan (19B.
abra). Ezenkivil az elh(z6d6 (>5 nap) vazopresszor tamogatéasra szorulé szeptikus betegekben
szignifikansan magasabb PSEP:GSN aranyt detektaltunk a révidebb (<5 nap) vazopresszor igényii
betegekhez viszonyitva a kdvetés els6 (median: 66,7 vs. 247,4 ng/mg, p<0,001), masodik (median:
54,9 vs. 323,1 ng/mg, p<0,001) és harmadik (median: 48,9 vs. 243,9 ng/mg, p<0,001) napjan.
(19C. ébra).

A szeptikus sokkban szenved6 és a sokk nélkiili szeptikus betegek differencialasa soran az elsé
napi PSEP:GSN arany AUC értéke (p<0,001) jobbnak bizonyult, mint a SOFA (p<0,001), a PSEP
(p<0,001) vagy a PCT (p<0,05) (19D. abra, 12. tablazat). Emellett a rovidebb és hosszabb
vazopresszor igényti szeptikus betegek elkiilonitése soran is az elsé napi PSEP:GSN arany AUC
értéke (p<0,001) hatékonyabban teljesitett, mint a PSEP (p<0,001) vagy a SOFA (p<0,05), mig a
PCT AUC értéke (0,468) nem volt statisztikailag szignifikans (19E. abra, 12. tablazat).
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19. &bra. Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukélta hemodinamikai elégtelenségben. PSEP:GSN
aranyok 6sszehasonlitasa szeptikus betegekben vazopresszor igény mennyisége (A), valamint a
szeptikus sokk kialakulasa (B) és a vazopresszor tdmogatas id6tartama (C) alapjan. A szeptikus
betegek ROC analizissel torténd differencialasa a szeptikus sokk kialakulasa (D), valamint a
vazopresszor igény hossza (E) alapjan az els6 napi labor- és klinikai paraméterek hasznalataval.

NA: noradrenalin. n: mintaszam. **p<0,01; ***p<0,001.
Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukalta 1égzési elégtelenségben

A noninvaziv oxigén terdpidban részesiild szeptikus betegekhez képest jelentésen emelkedett
PSEP:GSN aranyokat taldltunk a gépi I¢legeztetésre szoruld szeptikus betegeknél a kovetés elsd
(median: 26,9 vs. 173,2 ng/mg, p<0,001), méasodik (median: 30,5 vs. 129,5 ng/mg, p<0,001) és
harmadik (median: 25,4 vs. 198,5 ng/mg, p<0,001) napjan (20A. abra). Az utobbi csoportot a
(legaldbb) kozépsulyos ARDS kialakulasa szerint is tovabb bontva még extrémebb névekedést
tapasztaltunk a PSEP:GSN aranyokban a kovetés elsé (median: 26,9 vs. 94,2 vs. 554,8 ng/mg,
p<0,01), masodik (median: 30,5 vs. 89,1 vs. 567,3 ng/mg, p<0,01) és harmadik (median: 25,4 vs.
58,6 vs. 273,6 ng/mg, p<0.01) napjan (20B. &bra). Emellett a tartdsabb (>5 nap) gépi leélegeztetési
igényll szeptikus betegekben szignifikdnsan magasabb PSEP:GSN aranyt észleltiink a rovidebb

ideig (<5 nap) gépi 1¢élegeztetésre szoruld betegekhez viszonyitva a kdvetés els6é (median: 63,2 vs.
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230,4 ng/mg, p<0,01), masodik (median: 30,9 vs. 284,2 ng/mg, p<0,001) és harmadik (median:
39,2 vs. 241,5 ng/mg, p<0,001) napjan. (20C. abra).

A noninvaziv oxigén terapiaban részesiilo és a gépi lélegeztetett szeptikus betegek elkilonitése
soran az els6 napi PSEP:GSN arany AUC értéke (p<0,001) hasonléan hatékonynak mutatkozott,
mint a SOFA (p<0,01) és a PSEP (p<0,05), viszont a PCT AUC értéke (0,488) nem volt
statisztikailag szignifikans (20D. abra, 12. tablazat). Ezenkivil a rovidebb és hosszabb gépi
Iélegeztetesi igényli szeptikus betegek differencialdsa soran az els6é napi PSEP:GSN arany AUC
értékei (p<0,01) jobban teljesitettek, mint a PSEP (p<0,01) vagy a SOFA (p<0,05), mig a PCT
AUC értéke (0,480) nem volt statisztikailag szignifikans (20E. abra, 12. tablazat).
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20. abra. Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukalta lIégzési elégtelenségben. PSEP:GSN aranyok
dsszehasonlitasa szeptikus betegekben a noninvaziv oxigén teréapia és a gépi lIélegeztetési igény
(A), valamint a (legaldbb) kdzépsulyos ARDS Kkialakulasa (B) és a gépi lélegeztetési igény
idétartama (C) szerint. A szeptikus betegek ROC analizissel torténd elkiilonitése a noninvaziv
oxigén terapia és gépi lélegetetés sziikségessége (D), valamint a gépi lélegeztetési igény hossza
(E) alapjan az elsé napi laboratoriumi és klinikai paraméterek hasznalataval. n: mintaszam.

**p<0,01; ***p<0,001.
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12. tablazat. A szeptikus betegek 6sszehasonlitdsa ROC analizissel.

Paraméter AUC (95% konfidencia | Standard | Szenz. | Spec. | Cut-off | p érték
intervallum) hiba (%) (%) érték

Szeptikus (n=38) és szeptikus sokkos (n=27) betegek elkiildnitése

PSEP (pg/ml) 0,757 (0,638 - 0,877) 0,061 66,7 76,3 | 16185 | <0,001

PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,824 (0,720 - 0,927) 0,053 70,4 789 | 1612 <0,001

PCT (ng/ml) 0,646 (0,513 - 0,779) 0,068 66,7 55,3 | 10,1 <0,05

SOFA pontszém 0,818 (0,715 - 0,920) 0,052 70,4 76,3 10,5 <0,001

Szeptikus betegek differen
vazopresszor igény alapjan

cidlasa rovidebb (<5 nap)

(n=25) és hosszabb (>5 nap)

(n=29) idétartamu

PSEP (pg/ml) 0,789 (0,666 - 0,912) 0,063 759 800 | 16185 | <0,001
PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,821 (0,705 - 0,937) 0,059 931 |680 |91,7 | <0,001
SOFA pontszam 0,698 (0,546 - 0,850) 0,077 897 |560 |95 <0,05

Szeptikus betegek elkiildnitése noninvaziv oxigén terapia (n=17) és gépi lélegeztetési (n=48) igény alapjan

PSEP (pg/ml) 0,701 (0,570 - 0,832) 0,067 66,7 70,6 | 9825 <0,05
PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,814 (0,699 - 0,929) 0,059 72,9 70,6 | 68,8 <0,001
SOFA pontszdm 0,763 (0,612 - 0,914) 0,077 70,8 765 |95 <0,01
Szeptikus betegek differencidlasa rovidebb (<5 nap) (n=17) és hosszabb (>5 nap) (n=31) idétartamu gépi
lélegeztetési igény alapjan

PSEP (pg/ml) 0,778 (0,635 - 0,921) 0,073 83,9 64,7 | 884,55 <0,01
PSEP:GSN arany (ng/mg) | 0,793 (0,655 - 0,931) 0,071 83,9 70,6 | 94,2 <0,01
SOFA pontszdm 0,712 (0,529 - 0,895) 0,093 87,1 58,8 |95 <0,05

A szepszis indukalta hemodinamikai és 1égzési elégtelen betegek els6é napi labor- és Klinikai
paramétereinek 0sszehasonlitdsa ROC analizis hasznalataval tortént. Az AUC (95% konfidencia

intervallum alsé és fels6 tartomanya) értékeket, a standard hibat, a szenzitivitast (%), a specificitast

(%), az optimalis cut-off értéket, valamint a szignifikancia szinteket tuntettik fel.

Korrelaciok

A masodik vizsgalatunk soran végzett korrelacios vizsgalatainkban is mindharom mintagytijtési
pont laborértékeit felhasznaltuk. A PSEP:GSN arany erds dsszefiiggést (p<0,001) mutatott a PSEP
szintekkel (p=0,924). Ezenkivil a PSEP:GSN arany kozepes korrelaciot (p<0,001) mutatott a
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szérum paraméterek kozul a karbamiddal (p=0,720), a kreatininnel (p=0,611), a hs-CRP-vel
(p=0,573), a PCT-vel (p=0,576) és a fehérvérsejtszammal (p=0,452), valamint a klinikai
pontszamok kozil az APACHE II (p=0,759), a SAPS II (p=0,743) és a SOFA (p=0,741) score-ral.
Ezzel szemben a PSEP:GSN arany negativ korrelaciét (p<0,001) mutatott a szérum dsszfehérjével
(p=-0,439), az albuminnal (p=-0,667) és a GSN-nel (p=-0,853). Egyebekben nem észleltlink

szignifikans 6sszefuggést a PSEP:GSN arany és a tobbi vizsgalt paraméter kdzott.
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V. Megbeszéles

V.1. Vizelet aktin szepszis-indukalta vesekarosodasban

A szepszis korai diagndzisa es a kdvetkezményes hatékony terapias intervencio elengedhetetlen
az optimalis gydgyulas érdekében. A jelenleg széleskdorben elterjedt szepszis (szérum PCT, hs-
CRP) és szepszis-indukalta AKI (se-kreatinin, oOradiurézis) biomarkerek ugyan fontos
informéciodval szolgalnak a klinikai dontéshozatalt és a szepszis monitorozasat illetéen, viszont
elébbiek limitacidi miatt a jelenleg érvényes Szepszis-3 definicidk alapjan a szepszis diagndzisat
mar az egyes szervi diszfunkciok meglétére alapozzak. Emiatt a szepszis és a szepszis-indukalta
AKI meghatarozasanal ma is hasznalt biomarkerek mellett Uj, szenzitivebb és specifikusabb
vérben és vizeletben detektalhaté molekuldk monitorozasa fontos lehet a betegek gydgyulasi
esélyeinek javitasaban [13, 14, 62].

Irodalmi adatok alapjan mar tébb mint 200 potencidlis szepszis biomarkert vizsgaltak, de egyelére
nem taldltak olyan molekulat, amely minden idealizalt kritériumnak megfelelne. Szepszisben
gyakran jelentds proteinuria figyelheté meg, igy az utobbi években egyre tobb kutatas foglalkozott
ezen jelenség vizsgalataval kiilonb6z6 gyulladasos allapotokban. A szepszis mellett a szepszis-
indukalta AKI biomarkereinek kutatasa is egy intenziven kutatott tertilet, igy mar szamos ismert,
a vizeletben is mérhetd molekula hasznalatos az AKI korai felismerésére, mint példaul a TIMP-

2xIGFBP-7, az NGAL, a KIM-1, illetve a CysC [60, 63, 64].

Az aktin scavenger rendszer fehérjéit illetéen mar szamos klinikai tanulmanyban észleltek
csokkené GSN szinteket sulyos gyulladassal jard allapotokban (pl. akut méajelégtelenség, trauma,
miokardialis infarktus, szepszis) [100, 102, 103]. A csokkend scavenger fehérje koncentraciokon
kiviil tobb vizsgalatban emelkedd se-aktin szinteket talaltak, amit korabban egy intézetiinkben

veégzett kutatés keretében is igazoltak szeptikus betegeknél [106].

Elsé tanulmanyunkban a vizeletet valasztottuk vizsgalati anyagként, mert kdnnyen, gyorsan és
noninvaziv modon hozzaférhetd. Mivel az aktin egy ubikviter fehérje, igy kiterjedt sejtkarosodas
esetén a scavenger rendszer kimerulése miatt a se-aktin koncentracio emelkedése varhatd, azonban
az u-aktin szintekr6l egyeldre alig rendelkeziink informécioval. Legjobb tudoméasunk szerint eddig
minddssze egy 2003-ban folytatott kutatas soran vizsgaltak az aktin szinteket vesetranszplantalt

betegek vizeletében. Kwon és mtsai. a vizsgélatba kontroll egyének mellett cadaverbdl és é16
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donortol szarmazd vese transzplantacion atesett betegeket vizsgaltak. Az u-aktin szinteket hozzank
hasonloan Western blot technikaval hataroztak meg, értékeiket vizelet kreatininre vonatkoztatva
adtdk meg. A kontroll egyének vizeletében nem detektéltak aktint, viszont a vesetranszplantaltak
esetében — kilondsen az akut veseelégtelen betegeknél — jelentds emelkedést talaltak. Az u-aktin

megjelenésének hatterében a vese iszkémias, illetve hipoxias karosodasat feltételezték [107].

Vizsgélataink egyik legfontosabb célja egy érzekeny és specifikus mddszer kidolgozasa volt az u-
aktin szintek meghatarozasara. Az irodalmi adatokban talalhaté kutatasi eredményeknek
megfeleléen a se-aktin szintek emelked6 tendenciat mutattak a szeptikus betegekben a kontroll
egyénekhez képest [101, 106]. A korabban Kwon és mtsai. altal végzett kutatéssal ellentétben
viszont mi a kontroll egyének vizeletében is (alacsony koncentréciéban) ki tudtunk mutatni az
aktint [107]. Emellett a kontroll egyénekhez képest a szeptikus betegekben jelent6sen
megemelkedett u-aktin szinteket talaltunk, mig ezen noveked6 tendencia még kifejezettebb volt a

szepszis-indukalta AKI betegekben, kivaltképp a vesepotld kezelésre szoruld betegek esetében.

Az altalunk vizsgalt szeptikus betegeknél a 30-napos mortalitasi adatok alapjan nem észleltiink
kilénbséget az u-aktin szintekben a talélok és nem tulélék kozott a kovetés soran. Emellett nem
talaltunk statisztikailag szignifikans 6sszefliggést az u-aktin szintek és a gyulladasos paraméterek
(hs-CRP, PCT), valamint a Kklinikai prognosztikai pontszamok (APACHE Il, SAPS Il, SOFA)
kozott, igy ezek alapjan feltételezhetjik, hogy az u-aktin kevésbé alkalmas a szepszis, illetve a
szepszis-indukalta AKI mortalitas becslésére. A magas halalozasi arany a bevont betegek sulyos
szeptikus allapotaval és a kovetkezményes gyakori tobbszervi elégtelenség kifejlodésével

indokolhato.

Vizsgélatunk soran spontan vizeletmintakat elemeztiink, igy az irodalmi ajanlasoknak megfeleléen
az u-aktin szinteket vizelet-kreatininre vonatkoztatva is megadtuk. A nativ ng/ml-es koncentracio
értékekkel egybevagoan a pg/mmol-ban kifejezett adatok is ugyantigy erés osszefliggést mutattak
a szepszis-indukalta AKI sulyossagaval. A vizeletben detektalt biomarkerek esetében altalanos
gyakorlat a kapott értékek vizelet kreatininre vonatkoztatasa, ugyanakkor ezen gyakorlatot vitato
kdzlemények alapjan a nativ biomarker koncentraciok hasznélatat preferaljuk, ugyanis a vizelet
kreatinin szint erésen fligg a glomerularis és tubularis funkciotol, amely az akut vesekarosodas
sorén szintén gyakran érintett. Ennek megfeleléen Conti és mtsai. a vizelet CysC mérése kapcsan

megfigyelték, hogy a vizelet CysC koncentraciok jol korreldltak a vesekarosodas mértékével,
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azonban vizelet kreatininre vonatkoztatva diszkrepanciat tapasztaltak a nativ koncentraciokhoz és
a stlyossaghoz képest. igy végul arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy vesekarosodas esetén a mért

értékek vizelet kreatininre vonatkoztatasa félrevezetd lehet [143-146].

Elemzéseink soréan a vizeletben megjelené emelkedett aktin szintek eredetére is kerestiik a valaszt.
Az u-aktin szintek kozepes erésségii sszefuggeést mutattak a vese glomeruléris érintettségét jelzé
paraméterekkel (se-kreatinin, vizelet Osszfehérje, albumin), ezaltal feltételezhet, hogy a
szepszisben gyakori kiterjedt széveti kdrosodas miatt nagy mennyiségben felszabadulo aktin a
kimeriil6 scavenger kapacitasok révén szabad formaban is filtrdlodhat a glomerulusokban. Ezen
hipotézissel szemben viszont az u-aktin szintek csak gyenge korrelaciét mutattak a se-aktin
szintekkel, tovabba a vizelet CysC koncentraciokkal mutatott kdzepes Osszefliggés felveti a
tubularis karosodas miatti u-aktin emelkedést. A szérum CK és myoglobin értékekkel nem
talaltunk szignifikans korrelaciét sem a se-aktin, sem az u-aktin esetében, ezért feltételeztik, hogy

a megfigyelt u-aktin szintek emelkedése nem egy Kiterjedt izomszoveti karosodas kbvetkezménye.

Fiziologias koriilmények kozott az aktin foként a GSN-nel vagy Gc-globulinnal komplexet
képezve van jelen a keringésben, ezaltal megjelenése a vizeletben valdszinlitlen. Ezzel szemben
sulyos szepszis, illetve szepszis-indukélta vesekéarosodas esetén az u-aktin szintek mind
glomeruléris, mind tubuléris eredetti vesekarosodas miatt megemelkedhetnek. Mint ahogy pl. az
NGAL vagy a KIM-1 is szoveti (foként tubularis) karosodast jelz6 AKI biomarkerek, igy az u-
aktin is ebbe a kategdridba sorolhatd. Azt feltételezzilk, hogy az u-aktin — a tdbbi szdveti
karosodast jelzé AKI markerrel egyiitt — pontosabb informaciot nydjthat a szepszis-indukalta AKI
mértékérdl, mint a jelenleg hasznalt se-kreatinin [60, 63, 64].

Ugyan a kulonféle RRT metodikéak — kivaltképp a CRRT — igencsak hatékony eszkdzok a sulyos
szepszis-indukalta AKI kezelésében, viszont egyelére nincs konszenzus ezen modszerek preventiv
jellegti korai AKI-ban torténé bevezetését illetéen [40, 147, 148]. Mivel az aktin extracellulérisan
vagy a scavenger fehérjékhez kotddik, vagy elkezd filamentumokat képezni, igy a keringésbol
vélhetden nem lehet RRT modszerekkel eltavolitani. Mindemellett az u-aktin szintek emelkedése
értékes informacioval szolgalhat a sulyos szepszis-indukalta AKI soran gyakran sziiksegessé valo

RRT technikdk optimalis bevezetési idejét illetden.
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V.2. Presepsin:gelsolin arany szepszissel tarsult szervi elégtelenségekben

A napjainkban is hasznalatos Szepszis-3 definiciok a szepszishez tarsuld szervi elégtelenségek
meglétére, valamint a korfolyamatot kivaltd infekcid kimutatasara alapozzak a diagndzist. Az
egyes szervi diszfunkciok megitélésére a széleskorben elterjedt SOFA score-t alkalmazzak, amely
konnyen értelmezhet6 és objektiv tajékoztatast ad a beteg allapotanak stlyossagaval kapcsolatban.
Ugyanakkor a szepszis heterogenitasa miatt ezen pontrendszernek is lehetnek korlatozé tényezoi,
igy a szepszis és a szepszis-indukalta szervi elégtelenségek adekvat meghatarozasaban az Uj,

igéretes szepszis biomarkerek monitorozasa is fontos kiegészit informaciot nyujthat [13, 14, 44].

A mésodik vizsgalatunkba bevalasztott nem szeptikus betegek kdz6tt is volt olyan, akinél a PSEP
és a PCT szinteket, valamint a SOFA értéket mérsékelten emelkedettnek talaltuk. Az irodalombdl
jOl ismert, hogy ez a jelenség szisztémas gyulladasos korképekben vagy nagy miitéti beavatkozast
kovetden fennallhat infekcio hidnyaban [54, 116].

A szeptikus korfolyamat elérehaladtaval a konvencionalis gyulladasos markerek (hs-CRP, PCT)
gyakran emelked6 tendenciat mutatnak, a protektiv funkciot betolto scavenger proteinek (albumin,
GSN) szérumszintjei pedig inkabb csokkennek, igy azt feltételeztiik, hogy a PSEP és a GSN
egyidejii mérése, majd az igy kapott hanyados —a PSEP:GSN arany — hatékony lehet a szepszishez

tarsulo szervi elégtelenségek diagnosztikajaban és prognosztikajaban [131, 133, 134].

Maésodik tanulmanyunk egyik legfontosabb célja volt a PSEP:GSN arany vizsgalata egészséges
kontroll egyénekben, valamint intenziv osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegekben.
Az egeészseges kontroll egyénekhez képest jelentosen emelkedett PSEP:GSN aranyokat talaltunk
a nem szeptikus és szeptikus betegekben, tovabba a PSEP:GSN aranyok hasonléan hatékonynak
bizonyultak az intenziv osztalyos nem szeptikus és szeptikus betegek differencialasdban, mint a
SOFA vagy a PCT.

Ezenkivil a szeptikus betegcsoportban a szepszis-indukalta AKI betegeknél még kifejezettebb
novekedest észleltiink a PSEP:GSN aranyokban, kulondsen a vesepotld kezelésre szoruld
betegeknél. Ezzel szemben a szepszis-indukalta AKI és a vesekarosodas nélkiili szeptikus betegek
elkilonitésében a se-kreatinin szint effektivebbnek mutatkozott, mint a PSEP:GSN arany és a
PSEP. Ennek ellenére ugy gondoljuk, hogy a PSEP:GSN arany atfogobb informéacidval szolgal a

szepszis-indukélta szervkarosodas, igy az AKI tekintetében is, mig a se-kreatinin féként a
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glomerularis érintettség egyik funkcionalis markere. Ennek megfeleléen tovabbi vizsgalatok

tisztazhatjak a PSEP:GSN arany hasznossagat szepszis-indukalta AKI-ban.

A szepszis-indukalta AKI sulyossagaval aranyosan névekedé PSEP:GSN aranyok a nativ PSEP
szintek esetében is hasonld tendenciat mutattak, amelyet mar mas kutatdécsoportok is megfigyeltek
szepszis-indukélta AKI-ban, illetve kronikus veseelégtelenségben [122, 125, 126]. Sz&mos
kisméretli gyulladdsos markerhez (pl. IL-6, PCT) hasonléan a PSEP sem kotddik fehérjéhez a
keringésben, igy kulonféle RRT metodikdkkal eltavolithatd a vérb6l, amely a molekula
prognosztikus hatékonysagat is negativan befolyasolhatja. Eredményeink alapjan mi is kissé
csokkend tendenciaju PSEP szinteket talaltunk a vesep6tld kezelést igényld szepszis-indukélta

AKI betegekben [122, 124, 127].

A szepszis-indukalta hemodinamikai elégtelenség tekintetében az emelkedd PSEP:GSN aranyok
szoros Osszefliggést mutattak a betegek vazopresszor igényének mértékével és idGtartamaval
egyarant. A PSEP:GSN aranyok szamottevé novekedést mutattak a szeptikus sokkban szenved6
betegekben a sokk nélkili szeptikus betegekhez képest. Emellett az els6 napi PSEP:GSN arany a
SOFA score-hoz képest jobban teljesitett a szeptikus betegek elkilénitésében a szeptikus sokk

kialakulésa, valamint az elhiizdéd6 vazopresszor igény esetében.

A szepszis-indukalta 1égzési elégtelenséget illetéen a noninvaziv oxigén terapiat igényld szeptikus
betegekhez képest szignifikansan magasabb PSEP:GSN aranyokat detektaltunk a gépi Iélegeztetett
betegeknél, tovabba ezen emelkedés még kifejezettebb volt az utdbbi csoport azon betegeinél,
akiknél (legalabb) kozépsulyos ARDS is kialakult. A tartds (5 napndl hosszabb) gépi Iélegeztetési
igényl szeptikus betegeknél szintén jelentds novekedést észleltiink a PSEP:GSN aranyokban.
Ezenkiviil az els6 napi PSEP:GSN arany szintén hatékonyabbnak bizonyult a SOFA score-hoz
képest a szeptikus betegek differencialasaban a gépi lélegetetés sziikségessége, valamint a tartds
gépi lélegeztetési igény tekintetében. Eredményeink alapjan Ggy gondoljuk, hogy a PSEP:GSN
ardny a rutinszeriien hasznalt SOFA score mellett értékes kiegészité informacioval szolgalhat a

szepszishez tarsuld hemodinamikai és légzési elégtelenség diagndzisaban és progndzisaban.

Vizsgalataink soran a PSEP:GSN arany kozepes er6sségii korrelaciot mutatott a konvencionalis
szepszis biomarkerekkel (hs-CRP, PCT). Emellett a szeptikus betegek 10-napos mortalitasi adatai
alapjan a talél6 betegekhez képest szamottevéen emelkedett PSEP:GSN aranyokat talaltunk a nem

tuléld betegeknél, tovabba a PSEP:GSN ardny hasonléan hatékonynak bizonyult a klinikai
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prognosztikus pontszamokhoz (APACHE II, SAPS II, SOFA) képest a talél6 és nem tal¢l6 betegek
elkilonitésében. Jelen tanulmanyunkban a nativ PSEP szintek nem voltak statisztikailag
szignifikansak a szeptikus betegek mortalitas becslésében, igy ez némileg ellentmond a PSEP
irodalomban k6zo6lt kedvezobb prognosztikus teljesitményének tiikrében [113, 114, 117, 120].

Az albumin fizioldgias kérulmények kdzott szamos esszencidlis feladatot lat el a keringésben (pl.
onkotikus nyomas fenntartasa, pufferelés, transzport funkcid, antioxidans kapacitas), ezért sulyos
katabolikus allapotokban gyakran csokkent szérum albumin koncentraciok lathatok. Ennek
megfeleléen szamos gyulladasos allapotban (pl. iszkemias szivbetegség, pankreatitisz, szepszis,
tumoros megbetegedés) észleltek — a tobbnyire ellentétesen valtoz6 hs-CRP és albumin szintekbdl
kalkulalt — emelkedett CRP:albumin aranyt [128-132]. Ezenkivil a CRP:albumin arény
valtozasanak mintajara tébb friss kutatas a PCT, valamint a PSEP és albumin szinteket elemezve
emelkedett PCT:albumin és PSEP:albumin aranyt mértek szeptikus betegeknél [133, 134]. A GSN
is — mint aktin scavenger protein — a szervezet fiziologias miikodésében fontos szerepet tolt be,
igy mar szamos klinikai tanulmanyban észleltek csokkené szérum GSN szinteket kiterjedt
gyulladéssal jaré allapotokban (pl. trauma, akut majelégtelenség, miokardialis infarktus, szepszis)
[100, 102, 103]. Emellett az intézetlinkben kordbban folytatott vizsgalat soran szintén csokkend
GSN koncentraciok mellett novekvé se-aktin szinteket detektaltak szeptikus betegeknél, raadasul
a markéansan csokkend GSN szintek hatékonynak mutatkoztak az intenziv osztalyos mortalitas
prognosztikdjaban [106]. Ennek megfeleléen mi is jelentésen emelkedett gyulladdsos marker
koncentraciokat (hs-CRP, PCT, PSEP), valamint csdokkent GSN szinteket talaltunk szeptikus és

szepszissel tarsult szervi elégtelen betegekben.
V.3. Vizsgalataink korlatai

A kutatasaink soran észlelt eredményeink értékelését, valamint az igy levonhat6 kdvetkeztetéseket
szamos tényez6 befolyasolhatja. Legjobb tudomasunk szerint sem az u-aktint, sem a PSEP:GSN
aranyt nem vizsgaltdk még szepszisben és szepszissel tarsuld szervelégtelenségekben, ezért
elséként egy-egy alacsonyabb esetszamu elétanulmany keretében elemeztiik az emlitett biomarker

szintek valtozasat.

Kutatasaink monocentrikus jellege miatt korlatozott lehetéségeink adodtak a szeptikus betegek
bevonasara, ezért a vizsgalt betegcsoportok eltértek az életkor, a nem, valamint bizonyos

alapbetegségek tekintetében. Intézetiink egy regionalis centrumként miikodik a kritikus allapota
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betegek ellatdsa szempontjabdl, ezért feltételezhetd, hogy stlyos allapoti szeptikus betegek
gyakrabban keriltek felvételre. Az egyes betegcsoportok Iétszambeli kilonbségei is
befolyasolhattdk mérési eredményeinket, béar az alkalmazott nem parametrikus statisztikai tesztek
segitségével ezen torzitasi tényezd ellenére is megfelelden szignifikdns eredményeket kaptunk. A
szeptikus betegek foként tigyeleti idében kerlltek felvételre, ezért az osztalyos felvétel és a masnap

reggeli els6 mintavételi idépont kdzott (1-12 oran bell) eltelt idészakban kiilonbségek adddhattak.

Ezenkivil az intenziv osztalyon kezelt szeptikus betegek és a kontrollvizsgalatra érkezd
jarobetegek 0sszehasonlitasa az eltéré koriilmények miatt szintén korlatozo tényezd, ugyanakkor
szerettlink volna egy kisebb ,,referencia tartoméanyt” meghatarozni olyan betegeknél, akiknél nem

allt fenn akut gyulladasos allapot mind az u-aktin, mind a PSEP:GSN arany tekintetében.

A vizsgalataink soran szepszisben észlelt emelkedett u-aktin szintek, illetve PSEP:GSN arany
patomechanizmusanak tisztdzdsdhoz a jovoben tovabbi vizsgalatok sziikségesek (esetszam
névelése, a mintavételi idétartam bovitése (minimum 5-7 napra), egyéb betegcsoportok bevonasa

(pl. kronikus veseelégtelenség, pankreatitisz)).

Mivel az u-aktin szintek meghatérozéasara jelenleg nem All rendelkezésre a kereskedelmi
forgalomban elérhetd rutin diagnosztikai modszer, ezért egy megfeleléen érzékeny erdsitett
kemilumineszcencian alapul6 Western blot technikat dolgoztunk ki erre a célra. A Western blot
metodika legnagyobb hatrdnya, hogy meglehetdsen id6- és munkaigényes maodszer, ezért jelen
formajaban az u-aktin szintek rutin klinikai hasznalata problematikus. Emiatt a jovében egy
gyorsabb rutin diagnosztikai modszer (pl. ELISA, POCT) kifejlesztése sziikséges, mely altal az u-

aktin mérése szepszis-indukalta vesekarosodasban jol hasznosulhat.

Jelenleg a PSEP szintek egy mar kereskedelmi forgalomban elérheté POCT modszerrel
meghatarozhatdk, emellett a szérum GSN szintek is egy intézetlinkben kifejlesztett automatizalt
mérési technikdval detektalhatok, azonban a GSN mérések széleskorii korhazi elérhetsége
egyeldre korlatozott, igy a jovOben szintén egy specifikusan kifejlesztett POCT moddszerrel a
PSEP:GSN arany is rutinszerien meghatarozhatova valna, ezaltal segitheti a hatékony klinikai

dontéshozatalt.
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V1. Osszefoglalas

Els6 kutatasunk soran elemeztiik az u-aktin szinteket szepszisben és szepszis-indukélta AKI-ban.
Eredményeink fontos kiegészité informécioval szolgalhatnak a szepszis-indukalta AKI soran

Kifejlédé vesekarosodas pontosabb megitélésével kapcsolatban.
Az elvégzett vizsgélataink eredményeit dsszefoglalva:

e Kidolgoztunk egy megfelelden érzékeny modszert az u-aktin szintek detektalasara.

o Az egészséges kontroll egyéneknél mért minimalis mennyiségii u-aktin szintekhez képest
szignifikansan magasabb értékeket talaltunk szeptikus betegeknél.

e A szepszis-indukalta AKI csoportban, kivaltképp a vesepotld kezelést igénylé (de nem
anurias) betegeknél még kifejezettebb u-aktin szint emelkedést észleltiink.

e Korrelacios vizsgalataink sordn az u-aktin szintek kozepes erdsségli 6sszefiiggést mutattak
mind a glomeruléris (se-kreatinin, u-6sszfehérje, u-albumin), mind a tubularis (u-CysC)
karosodast jelz6 biomarkerekkel, igy feltételezziik, hogy az u-aktin atfogébb informacios
értékkel rendelkezik az AKI sordn kialakul6 szoveti karosodas kiterjedését illetéen, mint a
jelenleg széleskdrben elterjedt se-kreatinin.

e Az u-aktin, mint szoveti karosodast jelz6 AKI biomarker a sulyos szepszis-indukélta AKI
esetén gyakran szikséges vesep6tlo kezelés korai indikacidjdban eredményeink alapjan
ugy tlinik, segitséget nydjthat.

e Az alkalmazott Western blot madszer limitacidi miatt a jovoben egy rutin diagnosztikai

modszer kidolgozésa (pl. ELISA, POCT) jelent6sen elésegitheti a klinikai dontéshozatalt.

Masodik kutatasunk sordn a PSEP:GSN aranyt tanulmanyoztuk szepszisben és szepszishez tarsul6
szervi elégtelenségekben. Eredményeink segithetik a szepszis diagndzisat, valamint a szepszis-
indukélta hemodinamikai és légzesi elégtelenség sulyossagi fokanak és prognozisanak pontosabb
megitéléseét.

Vizsgalatunk eredményeit 6sszegezve:

e Jelenleg a PSEP szintek egy kereskedelmi forgalomban is elérhetd6 POCT moddszerrel

mérhetdk, tovabba a szérum GSN szintek egy intézetiinkben validalt automatizalt mérési
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technikaval detektalhatok, igy a két biomarkerb6l képzett hanyados — a PSEP:GSN arany
—a PTE KK Laboratériumi Medicina Intézetben gyorsan meghatarozhato.

o Azegészséges kontroll egyénekhez képest szamottevd ndvekedést észleltiink a PSEP:GSN
ardnyokban az intenziv osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegeknél.

e Masodik tanulmanyunkban is markansan emelked6 PSEP:GSN aranyokat talaltunk a
szepszis-indukalta AKI betegcsoportban, bar a marker diagnosztikus hatékonysaga kissé
elmaradt a se-kreatininhez képest.

e A PSEP:GSN arany novekedése erds 0sszefiiggést mutat a szeptikus betegek vazopresszor
igényének mértékével és idotartamaval, emellett a marker szeptikus sokk kialakulasa
esetén is jelentésen megemelkedik.

e A noninvaziv oxigén terdpiat igényld szeptikus betegekhez képest szignifikdnsan
magasabb PSEP:GSN aranyokat lattunk a gépi lélegeztetésre szoruld szeptikus betegeknél,
kiléndsen akkor, ha az utébbi csoportban (legaldbb) kézépsulyos ARDS is kialakult a
kdvetés soran.

e Tovabba a PSEP:GSN arany az elh(1z6d6 vazopresszor, illetve gépi lélegeztetési igény
prognosztikajaban is hatékonyabbnak bizonyult, mint a szervi diszfunkciok megitélésére

széleskorben elterjedt SOFA pontrendszer.

Az elvégzett vizsgalatok eredményeit dsszefoglalva megéllapithatjuk, hogy az u-aktin a szepszis-
indukalta AKI egy igéretes szoveti karosodast jelzo biomarkere, mely eldsegitheti a szepszisben
gyakran kialakuld vesekarosodas pontosabb meghatarozasat.

Ezenkivil a PSEP:GSN arany is hozzajarulhat a szepszis, valamint a szepszishez tarsulé szervi
elégtelenségek hatékony diagnosztikéjahoz és prognosztikdjahoz. A szepszis heterogenitasa miatt
a korkép felismerésében tovabbra is a legfontosabb a beteg klinikai paramétereinek atfogo és
korrekt értelmezése, azonban az emelkedé PSEP:GSN aranyok értékes informéacidt nyujthatnak a
szepszis soran a szervezetben zajl6 szisztémas gyulladas, valamint a szimultan kimertilé scavenger

kapacitasok mértékét illetéen.
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Abstract

Introduction

A major complication of sepsis is the development of acute kidney injury (AKI). Recently, it
was shown that intracellular actin released from damaged tissues appears in the urine of
patients with multiple organ dysfunction syndrome. Our aims were to measure urinary actin
(u-actin) concentrations of septic and control patients and to test if u-actin levels could pre-
dict AKI and mortality.

Methods

Blood and urine samples were collected from septic and sepsis-related AKI patients at three
time points (T1-3): T1: within 24 hours after admission; T2: second day morning; T3: third
day morning of follow-up. Patients with malignancies needing palliative care, end-stage
renal disease or kidney transplantation were excluded. Serum and u-actin levels were deter-
mined by quantitative Western blot. Patients were categorized by the Sepsis-3 and KDIGO
AKI classifications.

Results

In our study, 17 septic, 43 sepsis-induced AKI and 24 control patients were enrolled. U-actin
levels were higher in septic patients compared with controls during follow-up (p<0.001). At
T1, the septic and sepsis-related AKI groups also showed differences (p<0.001), yet this
increase was not statistically significant at T2 and T3. We also detected significantly ele-
vated u-actin concentrations in AKI-2 and AKI-3 septic patients compared with AKI-1 septic
patients (p<0.05) at T1 and T3, along with a significant increase in AKI-2 septic patients
compared with AKI-1 septic patients at T2 (p<0.01). This tendency remained the same
when referring u-actin to urine creatinine. Parameters of first-day septic patient samples
could discriminate AKI from non-AKI state (AUC ROC, p<0.001): u-actin: 0.876; se-creati-
nine: 0.875. Derived cut-off value for u-actin was 2.63 pg/L (sensitivity: 86.0%, specificity:
82.4%).
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Conclusion

U-actin may be a complementary diagnostic biomarker to se-creatinine in sepsis-related
AKI while higher u-actin levels also seem to reflect the severity of AKI. Further investigations
may elucidate the importance of u-actin release in sepsis-related AKI.

Introduction

Effective treatment of sepsis is still a major challenge at the intensive care unit (ICU) with a
30% mortality rate [1]. Epidemiological research indicates an increasing incidence with a
decreasing mortality in recent years [2, 3]. According to the latest Sepsis-3 definitions, sepsis is
a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to infection [4].

Timely diagnosis and effective supportive therapy of sepsis is essential for a favorable out-
come. Serum procalcitonin (PCT) and high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP) are still
the gold standard inflammatory markers in the current sepsis guidelines [4, 5]. Besides hs-
CRP and PCT, more than 200 potential (mostly serum) sepsis biomarkers have been investi-
gated in recent years but none of them showed sufficient performance for routine clinical prac-
tice [6, 7].

Acute kidney injury (AKI) is one of the most frequent organ dysfunctions associated with
sepsis or septic shock with a mortality rate up to 60% [8]. AKI refers to an abrupt (mostly
reversible) decrease in kidney function resulting in the retention of numerous waste products
and the dysregulation of extracellular volume. The Kidney Disease Improving Global Out-
comes (KDIGO) classification is widely used for the diagnosis of AKI based on the elevation of
serum creatinine levels and the decrease in urine output [9]. However, the changes in these
parameters do not reflect the extent of kidney damage, therefore more sensitive and specific
laboratory biomarkers are needed for the early diagnosis and prediction of AKI. Regarding
this, serum neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), kidney injury molecule-1
(KIM-1) and cystatin-C are extensively investigated novel biomarkers [10, 11]. Recent studies
and reviews indicate other novel kidney damage biomarkers investigated in other clinical con-
ditions (e.g. during cardiac surgery or ischemia-reperfusion injury), such as liver-type fatty
acid binding protein (L-FABP), interleukin 18 (IL-18), hemojuvelin (H]JV) and osteopontin
(OPN), while other so-called “pre-injury phase” stress biomarkers (e.g. tissue inhibitor of
metalloproteinases-2 (TIMP-2) and insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7))
showed promising results in the beginning stages of moderate AKI [12-14]. However, there is
still a lack of knowledge on urinary biomarkers, including a ubiquitous intracellular protein,
called actin.

Actin is a globular protein (MW = 42 kDa) existing in monomeric/globular (G-actin) and
in polymeric/filamentous (F-actin) forms. In acute tissue injuries the released extracellular
actin is found to be highly toxic in the circulation due to its spontaneous polymerizing ten-
dency causing unfavorable effects on the coagulation system. Gelsolin and Ge-globulin are the
most important proteins of the so-called actin scavenger system which is responsible for bind-
ing and depolymerizing extracellular actin in the circulation, thus making the urinary appear-
ance of these protein complexes unlikely [15-18]. However, an earlier study indicates that
actin could be detected in the urine of kidney transplant patients with sustained AKI [19].

Therefore, we aimed to be the first to describe the time course of urinary actin (u-actin) in
sepsis and sepsis-related AKI by ICU patients. We hypothesized that elevated u-actin concen-
trations might be useful regarding the early diagnosis of sepsis-related AKI as well as a
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predictive marker of the outcome. Unfortunately, there are no commercial diagnostic kits
available yet for serum and/or urinary actin quantification. Therefore, first we had to develop a
sensitive and specific Western blot method for the quantitative analysis of actin levels.

Materials and methods
Study design

Patients with acutely confirmed sepsis or sepsis-related AKI were enrolled consecutively in
our follow-up study conducted between January 2016 and December 2019 at the Department
of Anesthesiology and Intensive Therapy (Medical School, University of Pécs, Hungary). All
patients or their next-of-kin were given detailed information regarding our study protocol
while written consent was also obtained from all. Exclusion criteria were patients with malig-
nancies needing palliative care, end-stage renal disease with chronic dialysis or kidney trans-
plantation, under 18 years of age or unobtainable consent. The study protocol was approved
by the Regional Research Ethics Committee of the University of Pécs (no. 4327.316-2900/
KK15/2011) in accordance with the 7% revision of the Helsinki Declarations (2013).

The diagnosis of sepsis and AKI were established using the Sepsis-3 definitions and
KDIGO guidelines, respectively [4, 5, 9]. Inclusion criteria for sepsis were signs of organ dys-
function shown in increased Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score (>2; median:
10), elevated serum PCT levels (>2 ng/mL; median: 9.865 ng/mL) and a suspected or microbi-
ologically confirmed infection. Patients with elevated serum creatinine levels (>1.5—fold
increase from the baseline in the last 7 days or >26.5 umol/L increase within 48 hours) or with
decreased urine output (<0.5 mL/kg/h for 6 hours) were regarded to have AKI. Management
of sepsis and sepsis-related AKI followed the international guidelines of the 2016 Surviving
Sepsis Campaign regarding vasopressor, respiratory, anticoagulation and hydrocortisone ther-
apy, along with feeding, ulcer prophylaxis and sedation [5]. All patients received adequate
fluid resuscitation and ex juvantibus broad spectrum antimicrobial therapy guided by the clin-
ical presentation for 24 to 72 hours, which was later modified based on the results of microbio-
logical investigations. Defined end points were death or withdrawal of consent during the
sample collection period.

Regarding disease severity and mortality, the first-day values of Simplified Acute Physiology
Score II (SAPS II), Acute Physiology and Chronic Health Evaluation IT (APACHE II) and
SOFA scores were determined. Using 30-day mortality data, patients were divided into survi-
vor and non-survivor groups.

Outpatients from the Department of Ophthalmology (Medical School, University of Pécs,
Hungary) served as controls. Exclusion criteria for control patients were lack of consent, acute
inflammation (hs-CRP >5 mg/L), infectious disease or kidney disease.

Sampling

Blood and urine samples were taken from septic patients at the ICU at three time points (T1-
3): T1: within 24 hours after admission; T2: second day morning of follow-up; T3: third day
morning of follow-up. Venous blood (5 mL) was taken from every septic patient from central
venous catheter into plastic blood collection tubes with accelerator gel (BD Vacutainer, Frank-
lin Lakes, NJ, USA), while urine (6 mL) was obtained simultaneously from the bladder catheter
using plain plastic tubes (Sarstedt AG, Niimbrecht, Germany). Not more than one sample
(venous blood, midstream spot urine) was collected from control patients. Urine and clotted
blood samples were centrifuged (10 min, 1500 g) and supernatants were treated with electro-
phoresis sample buffer [20] then heated at 100°C for 5 minutes. Serum and urinary actin were

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266  July 26, 2021 3/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266

PLOS ONE

Urinary actin and acute kidney injury in sepsis

determined by quantitative Western blot (see below). Native and denatured sample aliquots
were stored at -70°C until analysis.

Laboratory analysis

Serum parameters including total protein (se-TP), albumin, creatine kinase (se-CK), kidney
function markers (se-creatinine), platelet count (PLT), inflammatory parameters (white blood
cell count (WBC), hs-CRP, PCT) and basic urinary markers (total protein (u-TP), u-albumin,
urine creatinine (u-creatinine)) were determined using automated routine procedures at our
accredited laboratory (Department of Laboratory Medicine, Medical School, University of Pécs,
Hungary). Urinary orosomucoid (u-ORM) and urinary cystatin-C (u-CysC) were also mea-
sured using automated immune turbidimetric assays (Cobas 8000/c502 module (Roche Diag-
nostics GmbH, Mannheim, Germany)) worked out and validated in our laboratory [21, 22].

Determination of urinary actin

Serum and urine samples were separated with a 10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis
according to Laemmli [20]. Serum actin (se-actin) levels were determined by a quantitative
enhanced chemiluminescence (ECL) Western blot based on the work of Lee et al. and Hor-
vath-Szalai et al. [23-25]. This method was optimized and adapted for the determination of u-
actin concentrations. A polyclonal pan-anti-actin primary antibody (1:1000 dilution; Rabbit
Anti-Human Actin, N-terminal, ref.no: A2103, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and a
horseradish peroxidase (HRP)-labeled secondary antibody (1:4000 dilution; Goat Anti-Rabbit
IgG, Cat. #31460, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) were used. The calibration of West-
ern blot was done by running a dilution series of a purified rabbit skeletal muscle extract of
known G-actin concentration (Department of Biophysics, Medical School, University of Pécs,
Hungary). A 3-part dilution series of a serum sample from a healthy individual was applied in
every gel as an internal standard which had been quantified by the mentioned rabbit skeletal
muscle extract calibrator. Therefore, actin concentrations could be calculated in each serum
and urine sample based on the light signals being directly proportional to the internal standard
series applied in every gel.

Statistical analysis

The IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22 (IBM Corp., NY, USA) software was used for
statistical analysis. Non-parametric tests were used since our data did not show normal distribu-
tion by the Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk tests. The control and septic patient groups
were compared using Chi-square test for qualitative data and Mann-Whitney U-test for quanti-
tative data. Friedman’s ANOVA with post hoc Dunn tests were carried out to compare the data
of different time points in every patient group. Diagnostic and prognostic values of serum and
urinary parameters were evaluated by receiver operating characteristic (ROC) curves. Relation-
ships between quantitative variables were analyzed by Spearman’s rank correlation test. Qualita-
tive data are shown as frequencies and percentages (%) while quantitative data are shown as
medians and interquartile ranges (IQR). Statistical significance was set at p<0.05. P values were
adjusted according to Bonferroni during the analyses of multiple comparisons.

Results
Patients’ demographic and laboratory data

In the present study, 24 control individuals, 17 septic patients and 43 patients with sepsis-
related AKI were enrolled. Basic demographic and admission laboratory data are shown in
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Table 1. Patients’ demographic and admission laboratory data.

Control (n =24) Sepsis (n =17) Sepsis + AKI (n = 43) p value
Age (years) 54 (48-57) 73 (64-78) 64 (53-70) <0.05%>¢
Males, n (%) 10 (41.7) 8 (47.1) 33 (76.7) <0.05>¢
Major comorbidities, n (%)
Cardiovascular disease 11 (45.8) 15 (88.2) 30 (69.8) <0.05*
Type-2 diabetes mellitus 4(16.7) 3(17.6) 15 (34.9) n.s.
Chronic kidney disease 0 3(17.6) 5(11.6) <0.05%
KDIGO-CKD stages, n (GFR/Albuminuria) - 3 (G3b/A1) 1 (G2/A1); 1 (G3a/A2); 3 (G4/A2) -
Pulmonary disease 1(4.2) 3(17.6) 11 (25.6) <0.05°
Immunological disease 2(8.3) 1(5.9) 3(6.9) n.s.
Malignancy 4(23.5) 12 (27.9) <0.05%°
Admission laboratory data
se-TP (g/L) 71.6 (67.4-73.7) 40.9 (38.6-46.9) 46.9 (42.2-50.4) <0.05*°
se-albumin (g/L) 42.7 (40.1-46.3) 21.2 (19.5-25.9) 23.1 (19.2-26.6) <0.05*°
se-creatinine (umol/L) 71 (67-76) 91 (67-121) 182 (142-328) <0.05%P<
se-CK (U/L) 40 (54-73) 198 (145-649) 305 (88-1047) <0.05*°
WBC (G/L) 5.9 (4.7-6.9) 13.2(9.8-17.5) 16.4 (9.9-20.5) <0.05%"
PLT (G/L) 265 (226-301) 223 (159-265) 162 (95-301) <0.05*°
hs-CRP (mg/L) 1.5 (0.6-1.8) 304.2 (188.9-372.4) 276.1 (138.6-388.7) <0.05°
PCT (ng/mL) - 7.9 (3.1-20.6) 23.6 (6.1-59.9) <0.05°
se-actin (mg/L) 0.75 (0.6-0.9) 0.68 (0.4-1.1) 0.84 (0.5-1.2) n.s.
u-TP (mg/L) 60 (40-90) 230 (50-425) 440 (240-1020) <0.05%>¢
u-albumin (mg/L) 3.5(2.0-12.5) 17.1 (3.4-54.4) 61.8 (26.8-169.2) <0.05*P<
u-ORM (mg/L) 1.2 (0.3-3.2) 32.6 (17.8-87.5) 72.1 (23.7-144.8) <0.05*°
u-CysC (mg/L) 0.06 (0.03-0.08) 0.46 (0.1-1.1) 1.04 (0.2-3.5) <0.05*°
u-actin (ug/L) 0.78 (0.3-1.9) 1.27 (0.6-2.5) 9.5 (3.2-23.7) <0.05>¢
u-actin/u-creatinine (ug/mmol) 0.13 (0.1-0.2) 0.6 (0.4-1.4) 2.59 (0.6-10.4) <0.05*P<
u-actin/u-TP (%) 0.17 (0.1-0.3) 0.08 (0.04-0.26) 0.21 (0.1-1.1) <0.05¢

Continuous variables are shown as median (25th- 75th percentiles) and categorical variables are expressed as a number (percentage). Mann-Whitney U and Chi-square

tests were used for data comparison between patient groups. Level of significance is set at p<0.05; n.s.: non-significant. Superscript lowercase letters refer to post-hoc

analyses:
a: p<0.05 between Control and Sepsis

b: p<0.05 between Control and Sepsis + AKI
c: p<0.05 between Sepsis and Sepsis + AKI groups.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.t001

Table 1. A moderate difference (p<0.05) was found between the patient groups regarding age,
gender and the majority of comorbidities. A significant difference (p<0.05) was found
between the control and septic patient groups in se-TP, se-albumin, se-CK, WBC, PLT, hs-
CRP, u-CysC and u-ORM levels. Admission values of se-creatinine, u-TP, u-albumin, and u-
actin/u-creatinine were significantly higher (p<0.05) in the septic and sepsis-related AKI
groups compared with the control patients. Se-PCT (p<0.05), u-actin (p<0.05) and u-actin/u-
TP (p<0.05) levels were also significantly higher between the septic and sepsis-related AKI
patients.

Septic patients’ clinical data

Major differences in therapeutic requirements of 60 septic patients are the following: 38
needed mechanical ventilation, 22 needed oxygen supplementation (median Horowitz
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Table 2. Clinical and microbiological data of septic patients.

Sepsis (n =17) Sepsis + AKI (n = 43) p value
Age (years) 73 (64-78) 64 (53-70) <0.05
Males, n (%) 8 (47.1) 33 (76.7) <0.05
Cause of admission
Internal medicine origin, n (%) 3(17.6) 22 (51.1) <0.05
Surgical origin, n (%) 14 (82.4) 21 (48.9) <0.05
ICU treatment days 9 (5-17) 6 (3-15) n.s.
30-day mortality, death (%) 8 (47.1) 28 (65.1) n.s.
AKI requiring RRT, n (%) - 18 (41.9) -
Clinical prognostic scores
APACHE II score 15 (11-17) 24 (17-27) <0.05
SAPS II score 41 (33-46) 55 (41-64) <0.05
SOFA score 8(7-11) 11 (9-13) <0.05
Organ dysfunctions, n (%)
1 4(23.5) 5(11.6) n.s.
2 4(23.5) 7 (16.3) n.s.
>3 9 (53.0) 31 (72.1) n.s.
Identified pathogens, n (%)
Unidentified 6 (35.3) 11 (25.6) n.s.
Gram-positive bacteria 1(5.9) 6(13.9) n.s.
Gram-negative bacteria 4(23.5) 10 (23.3) n.s.
Fungi 1(5.9) 4(9.3) n.s.
Mixed 5(29.4) 12 (27.9) n.s.

Continuous variables are shown as median (25th- 75th percentiles) and categorical variables are expressed as a
number (percentage). Mann-Whitney U and Chi-square tests were performed for data comparison between patient

groups. Level of significance is set at p<0.05; n.s.: non-significant. Abbreviations: RRT: renal replacement therapy.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.t002

quotient: 221.2), 51 needed vasopressor support, 12 had liver failure, 13 had thrombocytope-
nia, 30 had elevated lactate levels (>2 mmol/L) and 47 needed hydrocortisone supplementa-
tion. Ventilated patients received Propofol or Dexmedetomidine sedation during the early
stage of severe respiratory failure. Regarding differences between the septic and sepsis-related
AKI groups, more patients needed ICU hospitalization due to surgical interventions (e.g.
esophageal or pancreatic cancer surgery, peritonitis) than internal medicine complications
(e.g. pneumonia) (p<0.05). No significant difference was found between the septic patient
groups regarding the length of ICU stay and 30-day mortality, however, 30-day mortality was
higher in the AKI-1 (8 patients, 80.0%) and AKI-2 (10 patients, 71.4%) stage septic groups
compared with the AKI-3 (10 patients, 52.6%) stage septic and sepsis (8 patients, 47.1%)
groups. Moreover, 41.9% of sepsis-related AKI patients required some kind of renal replace-
ment therapy (RRT). Regarding the clinical prediction scores, sepsis-related AKI patients had
considerably higher values (APACHE II: p<0.05; SAPS II: p<0.05; SOFA: p<0.05) compared
with the sepsis group while multiple organ dysfunction syndrome (MODS) was also a more
common complication in the former group (69.8%) than in the latter (53.0%). The most fre-
quent organ dysfunctions-besides AKI-in the sepsis-related AKI and sepsis patient groups
were sepsis-induced hypotension (78.1% vs. 76.5%), followed by acute lung injury (48.7% vs.
52.9%), thrombocytopenia (25.6% vs. 11.8%) and acute liver failure (25.6% vs. 5.9%). Addi-
tional clinical data of septic patients are presented in Table 2 and in S1 Table as well.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266  July 26, 2021 6/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.t002
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266

PLOS ONE

Urinary actin and acute kidney injury in sepsis

100 ' i 100 ' % '
’ * Kk A —_— B Dnon-AKI
—_— *% M Ak
* k¥
80 80 * %k
) )
o) 607 S 60
= =
= £
R bt
[&] [$]
T 407 T 407
=] )
20 20
9.03 e é
3.98 .
o4 0.78 = 0 =
T T T T T T T
Control ™ T2 T3 ™ T2 T3
(n=24) (n=60) (n=50) (n=45) (n=17; 43) (n=15; 35) (n=14; 31)
Sepsis follow-up Sepsis follow-up

Fig 1. Urinary actin in sepsis. U-actin levels of control and septic patients (A) along with sepsis and sepsis-related AKI patients (B) during follow-up. n: sample count.

**p<0.01; ***p<0.001.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.9001

Serum and urinary actin levels in control, septic and sepsis-related AKI
patients

No considerable difference was observed in serum actin levels between the control and septic
patient groups by comparing the first (T1 median: 0.75 vs. 0.8 mg/L, p = 0.757), second (T2
median: 0.75 vs. 0.78 mg/L, p = 0.584) and third (T3 median: 0.75 vs. 0.79 mg/L, p = 0.608)
day serum samples during follow-up. However, a significant increase in u-actin levels was
discovered between the control and septic patients during the first (T1 median: 0.78 vs.

3.98 pg/L, p<0.001), second (T2 median: 0.78 vs. 9.03 pg/L, p<0.001) and third (T3 median:
0.78 vs. 5.68 pg/L, p<0.001) day of follow-up (Fig 1A). This tendency was also explicit
between the septic and sepsis-related AKI groups at the first day (T1 median: 1.27 vs. 9.52 g/
L, p<0.001), but this difference was not statistically significant by the second (T2 median:
4.61 vs. 9.55 ug/L, p = 0.368) and third (T3 median: 5.05 vs. 9.51 ug/L, p = 0.220) day of fol-
low-up (Fig 1B). Regarding the AKI stages, sepsis-related AKI patients were categorized ret-
rospectively based on the KDIGO guidelines. We also detected significantly elevated u-actin
concentrations on the first day regarding AKI-1 and AKI-2 (T1 median: 3.16 vs. 10.78 ug/L,
p<0.01) along with AKI-1 and AKI-3 (T1 median: 3.16 vs. 11.55 pg/L, p<0.01) septic
patients, while these changes were also statistically significant on the second day regarding
AKI-1 and AKI-2 (T2 median: 3.22 vs. 9.68 pg/L, p<0.01) septic patients and on the third day
regarding AKI-1 and AKI-2 (T3 median: 3.66 vs. 13.76 pg/L, p<0.05) along with AKI-1 and
AKI-3 (T3 median: 3.66 vs. 12.92 ug/L, p<0.05) septic patients (Fig 2A). This tendency
remained the same when referring u-actin values to u-creatinine on the first day regarding
AKI-1 and AKI-2 (T1 median: 0.47 vs. 3.74 pg/mmol, p<0.05) along with AKI-1 and AKI-3
(T1 median: 0.47 vs. 6.16 pg/mmol, p<0.05) septic patients, on the second day regarding
AKI-1 and AKI-2 (T2 median: 0.87 vs. 4.53 ug/mmol, p<0.05) septic patients and on the
third day regarding AKI-1 and AKI-3 (T3 median: 0.84 vs. 5.37 ug/mmol, p<0.05) septic
patients (Fig 2B).

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266  July 26, 2021 7/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.g001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266

PLOS ONE

Urinary actin and acute kidney injury in sepsis

250 100+
— O AKI-1 — O AKI-1
— — Oaki-2 — — Caki-2
BMAKI3 © W AKI3
200 £ 80
* g * %k
7 = E
D 1507 E 60
— (=
: —
S ®
Q [.})
¢ 1007 5 407
> -
£
3
50 & 20
? : : J
1. N N B .8
T T T T T T
T T T3 T T T3
(n=10; 14; 19) (n=9; 11; 15)  (n=9; 9; 13) (n=10; 14; 19) (n=9; 11; 15)  (n=9; 9; 13)
Sepsis + AKI follow-up Sepsis + AKI follow-up
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Survival data and distinctive power of urinary actin in sepsis

No significant difference was found in u-actin levels between survivors and non-survivors
based on 30-day mortality data during follow-up (Fig 3A). The diagnostic performance of
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Fig 3. Survival and predictive power of urinary actin. U-actin levels in survivor and non-survivor septic patients based on 30-day mortality during follow-up (A).
Receiver operating characteristic (ROC) curves of admission laboratory parameters for distinguishing sepsis from sepsis-related AKI (B). n: sample count. n.s.: non-

significant.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0255266.g003
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first-day u-actin levels in sepsis-related AKI was assessed using ROC analysis (Fig 3B). For dis-
cerning all sepsis-related AKI from septic patients without AKI, area under the curve (AUC)
values were found to be the following: u-actin: 0.876 (p<0.001); se-creatinine: 0.875
(p<0.001); Derived cut-off values were: u-actin 2.63 ug/L (sensitivity: 86.0%, specificity:
82.4%); se-creatinine: 111 pmol/L (sensitivity: 90.7%, specificity: 76.5%).

Correlations

In our study, data from all sample collection time points were used for calculating correlations,
while the absolute u-actin levels were presented in most cases due to their strong correlation to
u-actin/u-creatinine (p = 0.898, p<0.001). U-actin levels showed moderate correlation
(p<0.001) with u-TP (p = 0.489), u-albumin (p = 0.617), se-creatinine (p = 0.371), u-CysC (p =
0.434) and u-ORM (p = 0.367). Weak correlations (p<0.01) were observed between u-actin
and se-actin (p = 0.272) and WBC (p = 0.223), respectively. No further associations were
found with other inflammatory or clinical parameters.

Discussion

The early diagnosis and effective therapy of sepsis and sepsis-related AKI are essential for a
successful recovery. However, the currently used biomarkers (sepsis: PCT, hs-CRP; AKI: se-
creatinine, urine output) show several limitations regarding the diagnosis and prognosis of
sepsis and AKI, hence a multi-marker approach involving novel laboratory markers may
prove to be beneficial in achieving a favorable outcome [6, 7, 10, 11].

There is a growing body of evidence indicating the importance of decreased actin scavenger
protein concentrations and/or elevated se-actin levels in various clinical conditions (e.g.
trauma, acute liver failure, myocardial infarction, sepsis) [26-29]. Our previous study showed
that the increase of se-actin was inversely proportional to the amounts of actin scavenger pro-
teins in the circulation which was associated with increased mortality rate [25].

Since urine is noninvasively available, it is becoming a popular source for disease biomarker
studies. Several studies have already examined actin in the circulation, however, the impor-
tance of u-actin has not yet been extensively investigated [17, 24, 25, 30]. Only one study car-
ried out by Kwon et al. investigated u-actin as a potential AKI marker. They found increased
u-actin/u-creatinine ratios in patients after cadaveric kidney transplantation (u-actin/u-creati-
nine levels were significantly higher in patients with sustained AKI compared to patients
recovering from AKI). However, the origin of this considerable u-actin release has not been
clarified, the ischemic injury of renal allografts was assumed to be the main cause of AKI [19].

One of the main focuses of our study was to develop a sensitive method for detecting actin
in the urine samples of septic patients. In accordance with previous findings, se-actin levels
were slightly elevated in our septic patients compared with controls [25]. In contrast to the
study conducted by Kwon et al., we could also detect low concentrations of u-actin in each
control sample as well. This might be due to our improved actin-detecting technique. Signifi-
cantly higher u-actin levels were found in the urine samples of septic patients compared with
the control group, yet this increase was also explicit between the sepsis and sepsis-related AKI
groups, especially in sepsis-related AKI patients needing renal replacement therapy (RRT).

During the 3-day follow-up period, no significant difference was found in u-actin levels
between survivors and non-survivors. These findings suggest that u-actin may not be a suitable
marker for sepsis or sepsis-related AKI mortality prediction. Moreover, no correlation was
observed between u-actin and the conventional inflammatory markers (hs-CRP, PCT) or clini-
cal scores (APACHE II, SAPS II, SOFA). Therefore, our results contradict the data available
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from large multi-center clinical trials indicating better performance of currently used sepsis
markers regarding mortality prediction [4, 5].

Our study has several limitations. As far as we know, before our study nobody investigated
u-actin in sepsis or in sepsis-related AKI, thus we aimed to be the first to explore this promis-
ing and interesting field by conducting a small sample size pilot study to establish some base-
line data. Since our study was performed as single center study (16 bedded central ICU), we
had very limited capacities for consecutive patient recruitment, hence the patient groups were
different regarding age and gender, while the study took a longer time period to achieve this
relatively small sample size. Differences in sample size between control, septic and sepsis-
related AKI groups might reduce the power of comparison, although non-parametric tests
(e.g. Mann-Whitney U test) could be used well with unequal sample sizes. There was a slightly
variable time interval (mostly within 12 hours) in the actual first day sample collection, as
most patients were admitted at night or in the late afternoon before taking the first sample on
the next morning.

In our research, the absolute u-actin levels are shown in most of our results due to their
strong correlation to u-actin/u-creatinine. We are aware of the practice that novel urinary AKI
biomarkers have to be normalized to u-creatinine concentrations in order to control variations
in urine flow rate. However, there is a growing body of evidence challenging the importance of
u-creatinine normalization in AKI since the excretion rates of u-creatinine and other novel
urinary AKI biomarkers may be affected differently during an acute severe condition [31-34].

A moderate correlation with u-TP, u-albumin and se-creatinine suggest that elevated u-
actin levels could be the consequence of severe glomerular injury potentially caused by sepsis-
related systemic cellular damage with an excessive release of free extracellular actin. However,
the increase of u-actin might not be the direct result of excessive free actin release due to a
weaker correlation with se-actin and a moderate correlation with u-CysC indicating a tubular
dysfunction as well during the development of AKI. Se-CK did not show significant correla-
tions with se-actin or u-actin suggesting the cause of increased u-actin is not extensive muscle
damage. Since renal ischemia is common during sepsis, it could also contribute to the develop-
ment of sepsis-related AKI, as postulated by Kwon et al. [19].

As actin is bound to gelsolin or Ge-globulin in the circulation, it is unlikely to appear in the
urine. However, u-actin could appear in the urine due to both severe glomerular or tubular
injury, so it seems that the elevation of u-actin assumes severe kidney injury. As KIM-1 or
NGAL are known examples of damage biomarkers in AKI according to recent reviews, u-actin
may also be classified into this group [12, 13]. We suspect that u-actin might provide more
accurate information regarding the extent of kidney injury compared with serum creatinine.
Therefore, a multi-marker approach including u-actin and the measurement of various dam-
age biomarkers (e.g. urine Cystatin C, KIM-1, NGAL, IL-18) may provide valuable informa-
tion regarding the more accurate staging of sepsis-related AKI.

Since different forms of RRT-especially continuous renal replacement therapy (CRRT)-
represent a better modality for the management of severe sepsis-related AKI, there is no clear
evidence demonstrating the adequate time point of initiation of RRT in sepsis-related AKI [13,
35-37]. Since actin is either bound to the actin scavenger proteins in the circulation or imme-
diately starts forming filaments during severe tissue injury, it could not be removed from the
circulation by RRT, yet the increase of u-actin could yield valuable information regarding the
extent of kidney damage and the need for the early initiation of RRT in sepsis-related AKI.

In the future, we should extend the sampling period to 5-7 days while increasing the num-
ber of critically ill patients, especially patients needing RRT with forming subgroups due to the
heterogenity of sepsis in order to draw more accurate conclusions. Exploring other patient
groups with different kinds of kidney disease (e.g. CKD, glomerulonephritis) might provide
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additional information regarding the appearance of actin in the urine. As this is the first study
investigating the importance of u-actin in sepsis-related AKI, there are no commercially avail-
able diagnostic kits for serum and/or urinary actin quantification. For this reason, we devel-
oped a highly sensitive Western blot method evaluated by an ECL technique. Since Western
blot is a quite expensive and time-consuming laboratory technique, its routine clinical utility is
questionable, hence the development of a more rapid and efficient laboratory method (e.g.
ELISA, POCT) is necessary.

Conclusions

U-actin may serve as a complementary diagnostic biomarker to se-creatinine in sepsis-related
AKI while higher u-actin levels also seem to reflect the severitiy of AKI. As the optimal time
point for the initiation of RRT in sepsis-related AKI is still controversial, u-actin might provide
valuable information regarding this issue. Further investigations may elucidate the importance
of increased u-actin release in sepsis-related AKL

Supporting information
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Sepsis-related acute kidney injury (AKIl) is one of
the most common complications of sepsis at the in-
tensive care unit (ICU) with more adverse mortality
rates. The early diagnosis and reliable monitoring of
sepsis-related AKI are essential in achieving a favor-
able outcome. Novel serum and urinary biomarkers
could yield valuable information during this process.

Regarding the widely used Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) classifications, the diagno-
sis of AKI is still based on the increase of serum cre-
atinine levels and the decrease of urine output; how-
ever, these parameters have limitations in reflecting
the extent of kidney damage, therefore more sensi-
tive and specific laboratory biomarkers are needed
for the early diagnosis and prognosis of sepsis-relat-
ed AKI. Regarding this, several serum parameters are
discussed in this review including presepsin and the
most important actin scavenger proteins (gelsolin,
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Gc-globulin) while other urinary markers are
also examined including cell cycle arrest bio-
markers, neutrophil gelatinase-associated lipo-
calin (NGAL), kidney injury molecule 1 (KIM-1),
Cystatin C and actin.

Novel biomarkers of sepsis-related AKI could
facilitate the early diagnosis and monitoring of
sepsis-related AKI.

INTRODUCTION

Sepsis is a complex clinical syndrome with in-
creasing incidence and unfavorable mortality
rates which still poses a significant challenge
in intensive care despite the availability of ad-
vanced treatment methods [1-3]. As stated in
the latest Sepsis-3 definitions, sepsis is a life-
threatening organ dysfunction caused by a dys-
regulated host response to infection [4].

CONVENTIONAL SEPSIS BIOMARKERS

Timely diagnosis along with effective causal
and supportive treatment of sepsis are essen-
tial for achieving adequate recovery. Although
not being part of the Sepsis-3 definitions, se-
rum high-sensitivity C-reactive protein (CRP)
and procalcitonin (PCT) are still widely used in-
flammatory markers in the clinical evaluation
of sepsis [4, 5]. CRP is a non-specific inflamma-
tory marker; thus, it can be elevated in various
acute and chronic diseases (e.g. autoimmune
disorders, trauma, malignancies) besides sep-
sis [6-8]. However, despite CRP being a gen-
eral inflammatory marker, its mostly inversely
proportional relation to albumin — namely the
CRP:albumin ratio — has already been inves-
tigated in numerous clinical conditions (e.g.
sepsis, pancreatitis, coronary artery disease,
malignancies) [9-11]. CRP reaches its peak lev-
els 48 hours after the start of the inflammatory
process and significantly elevated CRP levels
also have a moderate correlation with the se-
verity of sepsis [6, 12]. Compared to CRP, PCT

concentrations increase 4-6 hours after the on-
set of infection while PCT also showed better
performance regarding the diagnosis and mor-
tality prediction of sepsis [8, 13, 14]. However,
exclusively fungal or viral infections do not el-
evate PCT, yet other inflammatory conditions
(e.g. extensive tissue injury, pancreatitis) be-
sides infection could result in slightly increased
PCT levels [14, 15]. Furthermore, the antago-
nistic changes in PCT and albumin were also in-
vestigated in sepsis-related AKI [16].

Besides hs-CRP and PCT, more than 200 novel
(mostly serum) sepsis biomarkers have been
evaluated, yet no single marker was sensitive or
specific enough for accurately diagnosing sep-
sis [17, 18]. However, a multi-marker approach
including various promising sepsis biomarkers
(e.g. presepsin, IL-6) may provide useful infor-
mation regarding the early diagnosis of sepsis.

Presepsin

Presepsin (PSEP) is the soluble N-terminal frag-
ment (MW=13 kDa) of the cluster of differenti-
ation (CD) marker protein CD14 (MW=55 kDa),
which is the receptor for lipopolysaccharide
(LPS) and LPS-binding protein complexes [19,
20]. Compared to PCT, PSEP has an even more
rapid response time of 2-4 hours after the onset
of infection, while PSEP was also deemed valu-
able for the early diagnosis and prognosis of
sepsis in contrast to other conditions (e.g. trau-
ma, burn injury, major surgical operations) [21,
22]. PSEP has varying diagnostic cut-off values
among 400-600 pg/mL for sepsis, yet there is
a concern that PSEP concentrations are affect-
ed by kidney function [23-25]. It is presumed
that PSEP is filtered by the glomeruli, then reab-
sorbed and catabolized within proximal tubular
cells. Several studies reported increasing PSEP
levels as kidney function decreases (e.g. dur-
ing chronic kidney disease or sepsis-related AKI)
[26-28]. However, PSEP —along with hs-CRP and
PCT — could be removed from the circulation
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using different modalities of renal replacement
therapy (RRT), therefore potentially causing false-
ly low inflammatory marker levels [28, 29].

CONVENTIONAL MARKERS
OF SEPSIS-RELATED AKI

AKI refers to an abrupt decrease in kidney func-
tion resulting in the retention of numerous
waste products and the dysregulation of extra-
cellular volume [30, 31]. The Kidney Disease
Improving Global Outcomes (KDIGO) classifi-
cation is widely used for the diagnosis of AKI
based on the increase in serum creatinine (sCr)
levels and the decrease of urine output, both of
which are kidney function markers [32]. Urine
output often decreases before the elevation
of sCr concentration could be detected, yet
not all reductions in urine output indicate AKI.
Unfortunately, due to the non-linear relation-
ship between glomerular filtration rate (GFR)
and sCr, the increase of creatinine could be
overlooked in the early phase of AKI. Therefore,
the changes in these parameters do not reflect
the extent of kidney damage, hence more sen-
sitive and specific laboratory biomarkers are
needed for the early diagnosis and prediction
of AKI [33, 34].

So far, several novel biomarkers have been in-
vestigated to improve early diagnosis and prog-
nosis of sepsis-related AKI [34, 35]. However, the
clinical use of the studied biomarkers remains
unclear due to heterogeneity of AKl itself and the
limitations of novel AKI biomarkers. Regarding
this, several biomarkers are discussed including
tissue inhibitor of metalloproteinases-2 (TIMP-
2), insulin-like growth factor-binding protein 7
(IGFBP7), neutrophil gelatinase-associated lipo-
calin (NGAL), kidney injury molecule-1 (KIM-1)
and Cystatin C (CysC) while urinary actin and the
most important proteins of the actin scavenger
system (gelsolin, Ge-globulin) are also presented
in this review.

NOVEL DAMAGE BIOMARKERS
IN SEPSIS-RELATED AKI

Pre-injury phase stress markers

It has been proposed that the development of
AKIl is mostly preceded by a so-called acute kid-
ney stress (AKS) phase which can occur due to
several sources of renal insults (e.g. hypoper-
fusion, nephrotoxic drugs, cytokines, reactive
oxygen species). The expression of several cell
growth regulating proteins including TIMP-2
(MW=21 kDa) and IGFBP7 (MW=29 kDa) could
be upregulated in the tubular system as a con-
sequence of kidney stress, thus leading to G1
cell cycle arrest through the induction of several
apoptotic pathways. In the case of prolonged
kidney stress, the persistent urinary increase of
these biomarkers could also indicate apoptotic
tubular injury, thereby signaling the early devel-
opment of AKI. Urine measurements of TIMP-2
and IGFBP7 were found useful in the early diag-
nosis and prognosis of AKI according to several
multicentric studies. However, these biomark-
ers did not prove to be beneficial in patients
with more severe stages of AKI while false posi-
tive results could also occur frequently in low-
risk patients [36-38].

Tubular markers of AKI progression

NGAL is a glycoprotein (MW=25 kDa) of the lip-
id carrier protein superfamily expressed mostly
on the surface of neutrophils while also being
scarcely present in other cell types (e.g. neph-
rocytes, hepatocytes). NGAL is filtered through
the glomeruli and reabsorbed in the proximal
tubules under normal circumstances. NGAL ex-
pression is rapidly upregulated if the tubular
system is affected during ischemic or nephro-
toxic renal injury, hence NGAL is detectable in
the urine as early as 3 hours after the onset of
kidney damage. Plasma NGAL levels seem to
have a stronger correlation with absolute neu-
trophil count than proinflammatory cytokines,
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therefore lower plasma NGAL levels could still
occur due to neutropenia in patients with sys-
temic inflammation [39]. However, urine NGAL
levels may also be significantly increased in AKI
patients with neutropenia if the tubular system
is affected. As NGAL also has an antimicrobial ef-
fect by binding siderophores, it was also found
valuable along with hepcidin —a main regulator
of iron homeostasis — in the prognosis of sepsis-
related AKI. All in all, urinary NGAL elevation
could reflect the decreased reabsorption of fil-
tered NGAL due to the dysfunction or injury of
the proximal tubules while its expression could
also be upregulated in the tubular system dur-
ing sepsis-related AKI [40-43].

KIM-1 is a transmembrane glycoprotein (MW=
39 kDa) containing extracellular immunoglobu-
lin and mucin domains having a low expression
in the kidney under physiological conditions.
However, it is upregulated after ischemia-reper-
fusion injury, especially in proliferating de-dif-
ferentiated proximal tubular epithelial cells 48
hours after injury. KIM-1 appears to be a high-
ly sensitive marker of AKI in non-cardiac surgi-
cal patients as well as after cardiac surgery. Per-
sistent serum KIM-1 elevation indicates ongoing
tubular injury, potentially increasing the risk for
the development of chronic kidney disease,
while urinary KIM-1 also shows a similar corre-
lation to kidney injury [44-47].

CysC (MW=13 kDa) is constantly produced by
all nucleated cells, filtered by the glomeruli,
then mostly reabsorbed and catabolized in the
proximal tubular cells. The measurement of se-
rum CysC was found to be preferable to sCr in
patients after non-traumatic and traumatic am-
putation while also being superior in predicting
cardiovascular events and mortality in elderly
patients [48-50]. However, as CysCis a more reli-
able kidney function marker compared with sCr,
it seems to be influenced by old age, large doses
of corticosteroids, conditions affecting the thy-
roid gland, inflammation and malignancies. As

the changes in sCr concentrations have some
limitations, especially late in the clinical course
of ICU patients, urine CysC seems to be unaf-
fected by several non-renal factors affecting
creatinine levels in sepsis-related AKI [50-53].

RELEVANCE OF ACTIN AND
THE ACTIN SCAVENGER SYSTEM

Actin

Actin is a multifunctional globular protein
(MW=42 kDa) existing in monomeric/globular
(G-actin) and in polymeric/filamentous (F-actin)
forms. In acute tissue injuries the released ex-
tracellular actin is found to be highly toxic in the
circulation due to its spontaneous polymerizing
tendency causing unfavorable effects on the co-
agulation system. Gelsolin and Gc-globulin are
the most important proteins of the so-called ac-
tin scavenger system which is responsible for
binding and depolymerizing extracellular actin
in the circulation, thus making the urinary ap-
pearance of these protein complexes unlikely
[54-57]. However, an earlier study indicates
that actin could be detected in the urine of kid-
ney transplant patients with sustained AKI [58].
Recently published data suggest that urinary ac-
tin (u-actin) could be a complementary diagnos-
tic biomarker to sCr in sepsis-related AKI while
higher u-actin levels also seemed to reflect the
severity of AKI [59]. Significantly different ad-
mission u-actin levels were found between 24
control and 60 septic patients (median: 0.78 vs.
3.98 ug/L, p<0.001), while samples from 17 sep-
tic non-AKI and 43 sepsis-related AKI patients
also showed differences (median: 1.27 vs. 9.52
ug/L, p<0.001) (Fig 1). Admission u-actin levels
were even more elevated in 43 patients with
sepsis-related AKl and were in good agreement
with the severity of AKI stages (median: 3.16 vs.
10.78 vs. 11.55 pg/L, p<0.05) (Fig 2). This ten-
dency remained the same when referring u-ac-
tinto urine creatinine. Parameters of first-day
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septic patient samples could discriminate AKI
from non-AKI state (AUC ROC, p<0.001): u-ac-
tin: 0.876; se-creatinine: 0.875. Derived cut-
off value for u-actin was 2.63 pg/L (sensitivity:
86.0%, specificity: 82.4%). Although this study
has several limitations, u-actin showed moder-
ate correlation with other urinary parameters.
Furthermore, extremely elevated u-actin levels
were found in sepsis-related AKI patients with
RRT requirement. Despite actin being bound
to the actin scavenger proteins (gelsolin, Gc-
globulin) in the circulation, u-actin could appear
in the urine due to both severe glomerular and/
or tubular injury, so it seems that the elevation
of u-actin indicates severe kidney injury (Figure
1, Figure 2).

Gelsolin

Gelsolin (GSN) is a multifunctional protein ex-
isting in three different isoforms. Secreted or
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plasma GSN (MW=83 kDa) is an essential compo-
nent of the extracellular actin scavenger system
[55, 60, 61]. Besides actin, GSN may also bind to
pro-inflammatory mediators and bacterial wall
components (lipoteichoic acid, LPS). Since GSN
seems to have a protective role in the body (e.g.
by depolymerizing actin filaments in the circula-
tion), a growing body of evidence indicates
decreasing GSN levels in various clinical condi-
tions (e.g. severe sepsis, multiple organ dysfunc-
tion syndrome (MODS), extensive trauma, acute
liver failure, myocardial infarction) [62-64]. Our
previous study showed as well that the increase
of serum actin was inversely proportional to the
amounts of serum GSN which was associated
with increased mortality rate [65]. Furthermore,
the simultaneous measurement of other inflam-
matory parameters and GSN levels may provide
valuable information in the management of crit-
ically ill patients.
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Time points: T1: within 24h after admission; T2: second day morning; T3: third day morning;
n: sample count. **p<0.01; ***p<0.001. Reprinted with permission from Ragdn et al. (2021) (CC BY 4.0) [59].
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n: sample count. *p<0.05; **p<0.01. Reprinted with permission from Ragdn et al. (2021) (CC BY 4.0) [59].

Gc-globulin

Gce-globulin (MW=52-59 kDa) has 3 major iso-
forms (Gclf, Gecls, Gec2) while also being a
member of the albuminoid superfamily, which
consists of several transport proteins in the cir-
culation including albumin, alpha-fetoprotein
and afamin [66]. Albumin is the most abundant
human serum protein acting as a transporter of
endogenous and exogenous substances includ-
ing thyroxine, fatty acids and drugs. Gc-globulin
is mainly produced by the liver with a reference
range of 300-600 mg/L, yet severely decreased
levels of 50-120 mg/L were observed in acute in-
jury or sepsis. Ge-globulin is involved in the vi-
tamin D biosynthesis process by binding and
transporting vitamin D metabolites while it also
plays an important role in modulating cells of
the adaptive immune response [67, 68]. Under
physiological conditions, Ge-globulin is filtered

freely through the glomeruli, then reabsorbed
and catabolized by proximal tubular epithelial
cells resulting only in a trace urinary excretion.
Therefore, tubular kidney damage is expected
to result in increased urinary Ge-globulin con-
centrations [69, 70]. There is only scarce data
on urinary appearance of Gec-globulin in sepsis,
yet this marker was already investigated in other
conditions including endometriosis, diabetic ne-
phropathy and contrast-induced nephropathy as
well [67, 71]. Recently, our research group start-
ed investigating urinary Gc-globulin/urine creat-
inine (u-Gc-globulin/u-Cr) levels in sepsis-relat-
ed AKI by conducting a small sample size pilot
study. Compared to 6 control patients, signifi-
cantly elevated admission u-Gc-globulin/u-Cr
levels were found in 9 septic and 12 sepsis-relat-
ed AKI patients (median: 1.8 vs. 21.5 vs. 136.7
pug/mmol, p<0.001) (Figure 3).
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Figure 3

Urinary Gce-globulin in sepsis and in sepsis-related AKI.
Admission u-Gc-globulin/u-creatinine levels of control,

septic and sepsis-related AKI patients.
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SUMMARY OF NOVEL BIOMARKERS
IN SEPSIS-RELATED AKI

Despite their limitations and the heterogeneity of
AKl itself, the discussed laboratory markers yield
valuable information regarding the early diagno-
sis and effective prognosis of sepsis-related AKI.
Most widely known laboratory markers includ-
ing TIMP-2xIGFBP-7, NGAL, KIM-1 and Cystatin
C can be measured using commercially available
diagnostic assays, thereby providing accurate
results with a short turnaround time (less than
1 hour). Serum GSN was measured using an au-
tomated immune turbidimetric assay developed

in our laboratory with a short turnaround time
(less than 1 hour) as well, yet this measurement
method is not yet commercially available.

However, the measurement of u-actin and u-
Gce-globulin/u-creatinine was carried out using
quantitative Western blot techniques, hence
the routine clinical utility of these biomarkers is
guestionable. Therefore, our research group is
currently working on the development of more
rapid and efficient ELISA methods for measur-
ing u-actin and u-Gc-globulin/u-creatinine. All
of the discussed laboratory markers are shown
in Table 1.
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Table 1

Diagnostic utility based

Measurement method

on renal injury site

Novel sepsis-related AKI biomarkers

Urine TIMP-2xIGFBP-7
(MW=21 kDa)x(MW=29 kDa)

Urine NGAL (MW=25 kDa)

Urine KIM-1 (MW=39 kDa)

Urine Cystatin C (MW=13 kDa)

Actin scavenger system proteins

Urinary actin (MW=42 kDa)

Serum Gelsolin (MW=83 kDa)

Urine Gc-globulin (MW=52-59 kDa) | Glomerular and tubular injury

Tubular injury

Tubular injury

Tubular injury

Glomerular and tubular injury

Glomerular injury

Point of Care test

Automated immune
turbidimetric assay

Tubular injury ELISA

Automated immune
turbidimetric assay

Western blot

Automated immune
turbidimetric assay

Western blot

Abbreviations: TIMP-2: tissue inhibitor of metalloproteinases-2; IGFBP7: insulin-like growth factor-binding protein 7;
NGAL: neutrophil gelatinase-associated lipocalin; KIM-1: kidney injury molecule-1; MW: molecular weight;

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.
CONCLUSION

The early diagnosis and effective therapy of
sepsis and sepsis-related AKI are essential for
a successful recovery. However, the currently
used biomarkers (sepsis: PCT, hs-CRP; AKI: se-
creatinine, urine output) show several limita-
tions regarding the diagnosis and prognosis of
sepsis and AKI, hence investigating novel lab-
oratory markers may prove to be beneficial in
achieving a more favorable outcome. Most of
the discussed AKI biomarkers provide valuable
information regarding the injury of the tubular
system, yet the monitoring of serum and urinary
actin levels along with measuring the proteins of

the actin-scavenger system (GSN, Gc-globulin)
could yield more complex information for the
assessment of overall renal damage involving
both glomerular and tubular sources of kidney
injury. Moreover, the increase of these markers
could yield valuable information regarding the
need for the early initiation of RRT, thus poten-
tially attenuating renal injury and improving the
outcome of sepsis-related AKI. Urinary mark-
ers provide a non-invasive tool for monitoring
of inflammatory conditions. Since sepsis-relat-
ed AKI is a heterogeneous clinical syndrome, it
seems that the measurement of a single mark-
er alone would be insufficient for accurate di-
agnostic and monitoring purposes. Therefore, a
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multi-marker approach involving various serum
and urinary biomarkers and the complex evalu-
ation of the clinical parameters should improve
patient management at the ICU.
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Abstract

Background: We aimed to facilitate the diagnosis and prognosis of sepsis-related organ
dysfunction through analyzing presepsin (PSEP) and gelsolin (GSN) levels along with a novel
marker, the presepsin:gelsolin (PSEP:GSN) ratio.

Methods: Blood samples were collected from septic patients at the intensive care unit (ICU) at
three time points (T1-3): T1: within 12h after admission; T2: second day morning; T3: third day
morning. Sampling points for non-septic ICU patients were T1 and T3. PSEP was measured by a
chemiluminescence-based POCT method while GSN was measured by an automated immune
turbidimetric assay. Data were compared with routine lab and clinical parameters. Patients were
categorized by the Sepsis-3 definitions. PSEP:GSN ratio was evaluated in major sepsis-related
organ dysfunctions including hemodynamic instability, respiratory insufficiency and acute kidney
injury (AKI).

Results: In our single center prospective observational study, 126 patients were enrolled (23
control, 38 non-septic and 65 septic patients). Compared with controls, significantly elevated
(p<0.001) admission PSEP:GSN ratios were found in non-septic and septic patients. PSEP:GSN
ratios were also increased (p<0.001) in patients with sepsis-related AKI compared with septic non-
AKI patients during follow-up, especially in sepsis-related AKI patients needing renal replacement
therapy. Furthermore, increasing PSEP:GSN ratios were in good agreement (p<0.001) with the
dosage and the duration of vasopressor requirement in septic patients. Moreover, PSEP:GSN ratios
were significantly higher (p<0.001) in patients with septic shock than in septic patients without
shock. Compared to septic patients needing oxygen supplementation, considerably elevated

(p<0.001) PSEP:GSN ratios were observed in septic patients needing mechanical ventilation,
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while higher PSEP:GSN ratios (p<0.001) were also associated with prolonged mechanical
ventilation requirement in septic patients.

Conclusions: PSEP:GSN ratio was found to be a useful marker regarding the diagnosis and short
term mortality prediction of sepsis along with the more accurate assessment of sepsis-related
hemodynamic instability and respiratory insufficiency. PSEP:GSN ratio could yield valuable
information regarding the extent of inflammation and the simultaneous depletion of the patient’s
scavenger capacity during sepsis.

Trial registration: NIH U.S. National Library of Medicine, Clinicaltrials.gov Trial Identifier:
NCT05060679, 23.03.2022, Retrospectively registered.

Keywords: Sepsis-3; Organ dysfunction; Prognosis; Presepsin; Gelsolin; Presepsin:gelsolin ratio;

Novel biomarker

Background

Early diagnosis and effective therapy of sepsis are still one of the biggest challenges at the intensive
care unit (ICU) with adverse mortality rates despite of the availability of modern treatment
modalities [1, 2]. Recent epidemiological studies show an increasing incidence with a slightly
decreasing mortality rate [3-5]. As stated in the latest Sepsis-3 definitions, sepsis is a life-
threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to infection [6].

Regarding laboratory markers, serum procalcitonin (PCT) and high-sensitivity C-reactive protein
(hs-CRP) are the most widely used inflammatory markers in the clinical evaluation of sepsis, yet
the role of biomarkers remains unspecified in the Sepsis-3 definitions [6, 7]. Besides hs-CRP and
PCT, more than 200 novel (mostly serum) sepsis biomarkers have been evaluated to date, however,

no single marker was sensitive or specific enough for accurately diagnosing sepsis [8-10]. On the
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other hand, a multi-marker approach involving various promising sepsis biomarkers (e.g.
presepsin, IL-6) may provide useful information regarding the extent or the source of organ
dysfunction during sepsis.

Potentially any vital organ system could be affected during the development of sepsis, therefore
the most important manifestations of potentially life-threatening organ dysfunctions include
hemodynamic instability, respiratory insufficiency, acute kidney injury (AKI), acute liver failure,
thrombocytopenia and altered mental state [6, 7]. The currently used and widely validated Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE I1), Simplified Acute Physiology Score
Il (SAPS II) and Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) scores have major advantages
regarding the mortality prediction of critically ill patients along with the assessment of sepsis-
related organ dysfunction. However, the measurement of novel sepsis biomarkers could also
provide valuable information in the more accurate assessment of specific sepsis-related organ
dysfunctions, as these clinical prediction scores may have limitations due to the heterogeneity of
sepsis itself [6-8, 11].

AKI is a common complication of sepsis or septic shock often associated with more severe
mortality rates [12-14]. The Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) classification
is widely used for the diagnosis of AKI based on the increase in serum creatinine levels and the
decrease of urine output [15]. However, due to the retention of numerous waste products during
the development of sepsis-related AKI, various protein concentrations could also increase further
in the circulation including a novel sepsis biomarker, called presepsin.

Presepsin is the 13-kDa soluble N-terminal fragment of the 55-kDa cluster of differentiation (CD)
marker protein CD14, which is the receptor for lipopolysaccharide (LPS) and LPS-binding protein

complexes [16, 17]. Plasma presepsin (PSEP) levels may increase earlier compared with the



O©CO~NOOOTA~AWNPE

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

conventional sepsis biomarkers (hs-CRP, PCT), which has been confirmed in animal models of
experimental sepsis [18-20]. The measurement of PSEP concentrations was deemed valuable for
the early diagnosis of sepsis and the evaluation of sepsis severity in contrast to other conditions
(e.g. trauma, burn injury, surgeries) [21, 22]. According to several multicentric studies, the
diagnostic cut-off levels of PSEP varied among 400 - 600 pg/mL for sepsis, while the measurement
of PSEP levels was also useful for the prognosis of septic patients [23-26].

However, PSEP concentrations can also be affected by kidney function [27-29]. Several studies
reported increasing PSEP levels as kidney function decreases (e.g. during chronic kidney disease
or sepsis-related AKI). However, PSEP — along with hs-CRP and PCT — could be removed from
the circulation due to its relatively small size using different modalities of renal replacement
therapy (RRT), thereby potentially causing falsely low biomarker levels [30-33].

Albumin has various physiological functions in the circulation by (e.g. maintaining the plasma
oncotic pressure, transporting substances, scavenging free radicals). As albumin levels mostly
decrease during severe catabolic conditions, elevated CRP:albumin ratios, PCT:albumin ratios and
Presepsin:albumin ratios (calculated from inversely changing inflammatory markers and albumin
levels) were observed in sepsis, sepsis-related AKI, pancreatitis, coronary artery disease and some
types of malignancies [34-41].

Gelsolin (GSN) is a multifunctional protein existing in three different isoforms. Secreted or plasma
GSN (MW = 83 kDa) is an essential component of the so-called extracellular actin scavenger
system [42-44]. A growing body of experimental evidence indicates decreasing serum GSN levels
in various clinical conditions (e.g. severe sepsis, multiple organ dysfunction syndrome (MODS),

extensive trauma, acute liver failure, myocardial infarction) [45-47]. Our previous study showed
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as well that the increase of serum actin was inversely proportional to the amounts of serum GSN

which was associated with increased mortality rate [48].

Since the increasing ratios of several inflammatory markers (e.g. CRP, PCT, PSEP) and scavenger

proteins (e.g. albumin) were found to be useful markers in sepsis, we hypothesized that the

simultaneous measurement of PSEP and GSN levels could also yield valuable information

regarding the diagnosis and prognosis of sepsis and sepsis-related organ dysfunctions. Therefore,

we investigated a new potential marker: the Presepsin:Gelsolin (PSEP:GSN) ratio. The main

focuses of our study were the followings:

comparing PSEP:GSN ratios of control, non-septic and septic patients

investigating PSEP:GSN ratios in septic patients with and without MODS

analyzing the diagnostic performance of PSEP:GSN ratio in non-septic vs. septic and septic
non-AKI vs. sepsis-related AKI patients

examining the 10-day mortality prediction of PSEP:GSN ratio

investigating the diagnostic utility of PSEP:GSN ratio in sepsis-related hemodynamic
instability based on the dosage and the duration of vasopressor requirement

analyzing the diagnostic and prognostic performance of PSEP:GSN ratio in sepsis-related
respiratory insufficiency based on the requirement for oxygen supplementation vs.
mechanical ventilation

comparing PSEP:GSN ratio to the routinely used sepsis markers (e.g. PCT) along with

other laboratory parameters (e.g. se-creatinine) and clinical prognostic scores (e.g. SOFA)

Methods

Study design
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Besides control individuals, non-septic patients needing ICU hospitalization after major surgical
interventions (e.g. esophageal or pancreatic cancer surgery, cardiac surgery) and acutely diagnosed
septic patients were enrolled consecutively in our single center prospective observational study
conducted between January 2018 and February 2020 at the Department of Anesthesiology and
Intensive Therapy (Medical School, University of Pécs, Hungary). Detailed information was given
to all patients or their next-of-kin regarding our study protocol while written consent was obtained
from all. Exclusion criteria were patients under 18 years of age, unobtainable consent, end-stage
renal disease requiring chronic dialysis or kidney transplantation and patients with malignancies
needing palliative care. Defined end points were death or withdrawal of consent during sample
collection. The study protocol was registered retrospectively at ClinicalTrials.gov
(NCT05060679) and was approved by the Regional Research Ethics Committee of the University
of Pécs (no. 4327.316-2900/KK15/2011) conforming to the 7" revision of the Helsinki
Declarations (2013).

The diagnosis of sepsis was determined after admission based on the Sepsis-3 definitions [6].
Inclusion criteria for sepsis were the followings: a suspected or microbiologically confirmed
infection and at least 1 vital organ dysfunction shown in increased SOFA score (>2). Non-septic
patients could have also had increased admission SOFA scores, yet these patients’ clinical
presentation was not associated with the presence of an infection. Therapeutic approaches of sepsis
were based on the international guidelines of the actual Surviving Sepsis Campaign (SSC)
regarding respiratory, anticoagulation, vasopressor and hydrocortisone therapy, along with
sedation, ulcer prophylaxis and nutrition [7]. According to the updated hour-1 bundle of the SSC

guidelines, all patients received adequate fluid resuscitation and ex juvantibus broad spectrum
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antimicrobial therapy guided by the clinical presentation for 24 to 72 hours, which was later
modified based on the results of microbiological investigations [49].

Regarding sepsis-related hemodynamic instability, patients were categorized based on low (<0.1
pg/kg/min) and high (>0.1 pg/kg/min) dose vasopressor (mostly norepinephrine) requirement,
while patients were also divided based on shorter (<5 consecutive days) and longer (>5 consecutive
days) vasopressor requirement during ICU stay. Patients were regarded to have septic shock if they
had persisting sepsis-induced hypotension despite adequate fluid resuscitation, higher doses of
vasopressor requirement and elevated plasma lactate levels (>2 mmol/L) [6].

Regarding sepsis-related respiratory insufficiency, patients were categorized based on their
requirement for oxygen supplementation (e.g. face mask (FiO2 >50%), high-flow nasal oxygen
therapy) and mechanical ventilation (invasive ventilation after endotracheal intubation), while the
latter group was also divided based on shorter (<5 consecutive days) and longer (>5 consecutive
days) requirement for mechanical ventilation during ICU stay [6, 7]. Patients needing mechanical
ventilation were further divided based on the development of (at least) moderate acute respiratory
distress syndrome (ARDS) according to the Berlin definition (diffuse pulmonary infiltrates on
chest radiographs, the absence of congestive heart failure, decreased lung compliance, Horowitz
quotient <200 mmHg, positive end-expiratory pressure (>5 cmH20)) [50].

As the majority of mechanically ventilated septic patients received propofol or dexmedetomidine
sedation during the early stages of respiratory failure, we had limitations regarding the accurate
assessment of the patients’ level of consciousness using the Glasgow Coma Scale.

Patients were diagnosed with AKI within 12 hours after admission to the ICU in the case of
elevated serum creatinine levels (>1.5 - fold increase from the baseline in the last 7 days or >26.5

pmol/L increase within 48 hours) or decreased urine output (<0.5 mL/kg/h for 6 hours) [15].
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First-day values of SAPS Il, APACHE Il and SOFA scores were calculated for the assessment of
disease severity. Septic patients were considered to have MODS if they developed at least 2 or
more vital organ dysfunctions (e.g. hemodynamic instability, respiratory insufficiency, AKI, acute
liver failure, thrombocytopenia, altered mental state) during follow-up based on significantly
elevated SOFA scores. Patients were categorized as survivors and non-survivors using 10-day
mortality data.

Control individuals were recruited as outpatients from the Department of Ophthalmology (Medical
School, University of Pécs, Hungary). Exclusion criteria were lack of consent, infectious disease,
kidney disease or acute inflammation (hs-CRP >5 mg/L).

Sampling

Blood samples were collected from septic patients at the ICU at three time points (T1-3): T1:
within 12 hours after admission; T2: second day morning of follow-up; T3: third day morning of
follow-up. The majority of patients were admitted at night or in the late afternoon before the actual
first-day sample collection resulting in a slightly variable time interval (within 12 hours) before
taking the first sample. Sampling points for non-septic patients were the first (T1) and third (T3)
postoperative morning. Arterial blood was obtained from every non-septic and septic patient from
arterial catheter using plastic blood collection tubes with accelerator gel (5 mL) for serum samples
and EDTA-anticoagulated tubes (4 mL) for plasma samples (BD Vacutainer, Franklin Lakes, NJ,
USA). Not more than one sample (venous blood) was collected from controls. Anticoagulated
blood samples were centrifuged immediately (10 min, 1500 g) while for native blood, tubes after
coagulation were centrifuged (10 min, 1500 g), then plasma and serum aliquots were stored
without preservatives at -70 °C until analysis.

Laboratory analysis
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Serum parameters including total protein (se-TP), albumin, bilirubin, kidney function markers (se-
urea, se-creatinine) along with plasma lactate, platelet count (PLT), and inflammatory parameters
(white blood cell count (WBC), hs-CRP, PCT) were measured using automated routine procedures
at our accredited laboratory (Department of Laboratory Medicine, Medical School, University of
Pécs, Hungary; NAH-9-0008/2021). Serum gelsolin (GSN) was measured by an automated
immune turbidimetric assay (Cobas 8000/c502 module (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany)) developed and validated in our laboratory [51, 52].

Determination of plasma presepsin levels and presepsin:gelsolin ratio

PSEP concentrations were measured using an automated Point of Care instrument (PATHFAST;
LSI Medience Corporation, Tokyo, Japan) based on a chemiluminescent enzyme immunoassay
technique with a detection range of 20 — 20,000 pg/mL [53]. Tests were performed according to
the manufacturer’s instructions and the performance of the method was checked by bi-level
controls. PSEP:GSN ratio was calculated as the ratio of PSEP to GSN concentrations.

Statistical analysis

The IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22 (IBM Corp., NY, USA) software was used for
statistical analysis. Since our data did not show normal distribution by the Kolmogorov-Smirnov
and Shapiro-Wilk tests, we performed non-parametric tests. The control, non-septic and septic
patient groups were compared using Chi-square or Fischer’s exact test for qualitative data and
Mann-Whitney U or Kruskal-Wallis tests for quantitative data. Friedman’s ANOVA with post hoc
Dunn tests along with Wilcoxon tests were carried out to compare the quantitative data of different
time points in every patient group. Diagnostic and prognostic performance of laboratory and
clinical parameters were evaluated by receiver operating characteristic (ROC) curves. Spearman's

rank correlation test was applied for investigating relationships between quantitative variables.

10
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Quantitative data were presented as medians and interquartile ranges (IQR) while qualitative data

as frequencies and percentages (%). Values of p<0.05 were considered as statistically significant.
Results

Patients’ demographic and laboratory data

In the present study, 126 patients were enrolled consecutively (23 control individuals, 38 non-
septic and 65 septic patients). Basic admission demographic, laboratory and clinical data are shown
in Table 1. A moderate difference (p<0.05) was found between the patient groups regarding age
and some of the listed of comorbidities. A significant difference (p<0.05) was observed between
the control, non-septic and septic patient groups in se-TP, se-albumin, hs-CRP, PSEP and GSN
levels along with PSEP:GSN ratios. Admission values of se-urea, se-creatinine, WBC and PLT
were significantly different (p<0.05) as well in the non-septic and septic groups compared with
those of the controls. APACHE II, SAPS Il and SOFA scores along with PCT levels were
considerably higher (p<0.05) in septic patients than in non-septic patients. Major therapeutic
requirements of the non-septic group were the followings: all patients received adequate fluid
resuscitation, yet 23 patients also had temporary low dose vasopressor requirement; 36 patients
needed oxygen supplementation, 2 patients needed temporary mechanical ventilation and no
patients required RRT during follow-up.

Table 1. Patients’ admission demographic, laboratory and clinical data.

Control (n=23) Non-Sepsis (n=38) Sepsis (N=65) p value
Age (years) 52 (48 - 56) 64 (56 - 72) 68 (57 - 73) <0.052b
Males, n (%) 13 (56.5) 26 (68.4) 43 (66.2) n.s.
Major comorbidities, n (%)
Cardiovascular disease 10 (43.5) 33 (86.8) 51 (78.5) <0.05P
Type-2 diabetes mellitus 5(21.7) 12 (24.9) 19 (29.2) n.s.
11
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Chronic kidney disease 0 3(7.9) 8(12.3) n.s.
Pulmonary disease 2 (8.7) 11 (28.9) 12 (18.5) n.s.
Immunological disease 1(4.3) 2(5.2) 2(3.1) n.s.
Malignancy 0 10 (26.3) 18 (27.7) <0.052P
Admission laboratory data

se-TP (g/L) 76.1(72.2-77.7) | 51.7 (47.3-57.4) 47.6 (40.3-50.3) <0.058b¢
se-albumin (g/L) 49.2 (46.9-51.1) | 34.3(29.2-38.5) 23.4(19.5-27.7) <0.052P¢
se-urea (mmol/L) 4.6 (4.0-5.5) 4.4 (3.5-5.8) 15.1(9.9-24.9) <0.05P¢
se-creatinine (umol/L) 76 (70 - 86) 73 (62 - 99) 159 (99 - 285) <0.05P¢
se-bilirubin (umol/L) 11.2 (6.7 - 15.9) 7.3(5.4-141) 9.7(5.1-21.9) n.s.
WBC (G/L) 7.2(6.4-7.9) 14.1 (12.1- 16.2) 16.4 (10.6 - 22.7) <0.05%b
PLT (G/L) 262 (249 - 300) 165 (132 - 205) 197 (139 - 301) <0.05%b
hs-CRP (mg/L) 1.3 (0.6 - 2.5) 102.8 (72.6 - 141.6) | 284.2 (172.8-382.1) | <0.05%P¢
PCT (ng/mL) - 0.7 (0.3-2.1) 10.9 (4.5-48.7) <0.05¢
PSEP (pg/mL) 127 (89.5-159) | 329 (209.5 - 442.5) | 1185 (501 - 3073) <0.05%P¢
GSN (mg/L) 785 (75.1-89.1) | 34.3(28.7-40.3) 11.2 (6.1- 20.8) <0.05%b¢
PSEP:GSN ratio (ng/mg) 1.7(1.1-21) 9.9(5.5-14.3) 105.9 (41.1 - 322.7) <0.05%b¢
Admission clinical data

APACHE Il score - 7(6-8) 20 (15 - 24) <0.05°¢
SAPS Il score - 20 (17 - 26) 46 (36 - 55) <0.05°¢
SOFA score - 553-7) 10 (8-12) <0.05°¢
ICU treatment days - 2(1-3) 8(4-14) <0.05°

12

Continuous variables are shown as median (25th - 75th percentiles) and categorical variables are
expressed as a number (percentage). Mann-Whitney U and Chi-square tests were used for data
comparison between patient groups. Level of significance was set at p<0.05; n.s.: non-significant.
Superscript lowercase letters refer to post-hoc analyses: a: p<0.05 between Control and Non-

Sepsis; b: p<0.05 between Control and Sepsis; c: p<0.05 between Non-Sepsis and Sepsis groups.
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Abbreviations: TP: total protein; WBC: white blood cell count; PLT: platelet count; hs-CRP: high-
sensitivity C-reactive protein; PCT: procalcitonin; PSEP: presepsin; GSN: gelsolin; PSEP:GSN:
presepsin:gelsolin ratio; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 11 score;
SAPS II: Simplified Acute Physiology Score 1I; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment
score; ICU: intensive care unit.

Septic patients’ clinical data

Major therapeutic requirements of 65 septic patients were the followings: 54 needed vasopressor
support, 48 needed mechanical ventilation, 17 needed oxygen supplementation (median Horowitz
quotient: 184 mmHg), 53 needed hydrocortisone supplementation. Mechanically ventilated
patients received propofol or dexmedetomidine sedation during the early stage of severe
respiratory failure. Furthermore, only 11 septic patients developed liver failure, while also 11
septic patients had thrombocytopenia.

Septic patients were further divided based on the occurrence of MODS (at least 2 or more vital
organ dysfunctions). No considerable difference was found between septic patients without MODS
(n=24) and septic patients with MODS (n=41) regarding age, gender, PLT and hs-CRP levels, the
cause of admission, the focus of infection, and hydrocortisone supplementation requirement.
However, a significant difference (p<0.05) was observed between the two patient groups regarding
the length of ICU stay, 10-day mortality, the majority of therapeutic requirements (e.g. vasopressor
support and mechanical ventilation), clinical prediction scores (APACHE I1; SAPS II; SOFA) and
most of the laboratory markers including se-albumin, se-creatinine, se-bilirubin, PCT, PSEP and
GSN levels along with PSEP:GSN ratios. The most frequent organ dysfunctions between septic
patients without MODS and septic patients with MODS were sepsis-induced hypotension (58.3%

vs. 97.6%), followed by AKI (37.5% vs. 87.8%) and acute lung injury (20.8% vs. 75.6%).

13
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Table 2. Clinical and laboratory data of septic patients.

Additional data of septic patients are presented in Table 2, in Table 3 and in “Additional File

Sepsis without MODS (n=24) | Sepsis + MODS (n=41) | p value
Age (years) 69 (59 - 79) 66 (56 - 72) n.s.
Males, n (%) 15 (62.5) 28 (68.3) n.s.
Major admission laboratory parameters
se-albumin (g/L) 24.8 (21.5-29.1) 22.1 (18.4 - 25.4) <0.05
se-creatinine (umol/L) 105 (84 - 155) 196 (149 - 340) <0.05
se-bilirubin (umol/L) 5.6 (45-9.1) 18.8 (7.2 - 38.9) <0.05
PLT (G/L) 235 (156 - 298) 182 (94 - 312) n.s.
hs-CRP (mg/L) 273.6 (156.9 - 342.5) 290.2 (194.6 - 389.6) n.s.
PCT (ng/mL) 7.3(2.4-286) 22.3 (6.9 - 59.8) <0.05
PSEP (pg/mL) 470.5 (354 - 687) 1878 (1071 - 4136) <0.05
GSN (mg/L) 17.3 (8.4 - 30.9) 10.3 (5.5-17.4) <0.05
PSEP:GSN ratio (ng/mg) 26.9 (18.2-77.1) 182.7 (95.9 - 609.4) <0.05
pl-lactate (mmol/L) 1.5(0.8-2.1) 24 (1.8-4.1) <0.05
Cause of admission
Internal medicine origin, n (%) 9 (37.5) 8 (19.5) n.s.
Surgical origin, n (%) 15 (62.5) 33 (80.5) n.s.
Clinical prognostic parameters
APACHE Il score 14 (11 - 19) 22 (19 - 26) <0.05
SAPS Il score 37 (33 - 43) 51 (45 - 57) <0.05
SOFA score 8(6-9) 11 (10-13) <0.05
Elevated pl-lactate (>2 mmol/L), n (%) | 6 (25.0) 27 (65.9) <0.05
ICU treatment days 4(3-9) 10 (6 - 15) <0.05

14
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10-day mortality, death (%) 1(4.2) 17 (41.5)

<0.05

AKI requiring RRT, n (%) 2 (8.3) 13 (31.7)

<0.05

Continuous variables are shown as median (25th - 75th percentiles) and categorical variables are
expressed as a number (percentage). Mann-Whitney U and Chi-square tests were performed for
data comparison between patient groups. Level of significance was set at p<0.05; n.s.: non-
significant. Abbreviations: MODS: multiple organ dysfunction syndrome; PLT: platelet count;
PCT: procalcitonin; hs-CRP: high-sensitivity C-reactive protein; PSEP: presepsin; GSN: gelsolin;
PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio; ICU: intensive care unit; AKI: acute kidney injury; RRT:
renal replacement therapy; APACHE I11: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 11 score;

SAPS II: Simplified Acute Physiology Score 1I; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

score.

Table 3. Clinical and microbiological data of septic patients.

Sepsis without MODS (n=24) | Sepsis + MODS (n=41) | p value
Major therapeutic requirements, n (%)
Vasopressor support 14 (58.3) 40 (97.6) <0.05
Oxygen supplementation 13 (54.2) 4 (9.8) <0.05
Mechanical ventilation 11 (45.8) 37 (90.2) <0.05
Hydrocortisone supplementation 18 (75.0) 35 (85.4) n.s.
Focus of infection, n (%)
Respiratory 5 (20.8) 11 (26.8) n.s.
Urogenital 4 (16.7) 5(12.2) n.s.
Abdominal 7(29.1) 12 (29.3) n.s.
Soft tissue/Bones 4 (16.7) 5(12.2) n.s.
Mixed 4 (16.7) 8 (19.5) n.s.

Identified pathogens, n (%)
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Unidentified 13 (54.2) 7(17.1) <0.05
Gram-positive bacteria 2 (8.3) 6 (14.6) n.s.
Gram-negative bacteria 1(4.2) 6 (14.6) n.s.
Fungi 2 (8.3) 2 (4.9) n.s.
Mixed 6 (25.0) 20 (48.8) <0.05

Categorical variables are expressed as a number (percentage). Chi-square tests were performed for
data comparison between patient groups. Level of significance was set at p<0.05; n.s.: non-
significant. Abbreviations: MODS: multiple organ dysfunction syndrome.

Monitoring presepsin:gelsolin ratio in control, non-septic and septic patients

A considerable difference was found in PSEP:GSN ratios between the control and non-septic
patients at T1 (median: 1.7 vs. 9.9 ng/mg, p<0.001), while septic patients showed significantly
higher PSEP:GSN ratios than non-septic patients at T1 (median: 9.9 vs. 105.9 ng/mg, p<0.001)
and T3 (median: 9.6 vs. 116.7 ng/mg, p<0.001). There was no significant change in the kinetics of
PSEP:GSN ratios during follow-up regarding the non-septic (T1, T3) and septic (T1, T2, T3)
patient groups (Fig 1A). The diagnostic performance of first-day PSEP:GSN ratios in sepsis was
assessed using ROC analysis. All relevant data of the performed ROC analyses are presented in
Table 4 and Table 5. For distinguishing all non-septic patients from septic patients, area under the
curve (AUC) value of first-day PSEP:GSN ratio (p<0.001) was found to be equally as good or
slightly better than that of SOFA (p<0.001), PCT (p<0.001) and PSEP (p<0.001) (Fig 1B, Table

4).

Figure 1.

Monitoring presepsin:gelsolin ratio in septic non-AKI and sepsis-related AKI patients
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Sepsis-related AKI patients had significantly higher PSEP:GSN ratios than septic non-AKI
patients at T1 (median: 43.6 vs. 176.1 ng/mg, p<0.001), T2 (median: 27.5 vs. 145.1 ng/mg,
p<0.001) and T3 (median: 49.5 vs. 185.4 ng/mg, p<0.05) as well (Fig 2A). Considerably different
PSEP:GSN ratios were found between patients in AKI-1 and AKI-3 stage at T1 (median: 85.8 vs.
419.5 ng/mg, p<0.05) and T2 (median: 87.6 vs. 308.8 ng/mg, p<0.05), while a significant
difference was also observed between patients in AKI-2 and AKI-3 stage at T1 (median: 111.1 vs.
419.5 ng/mg, p<0.05) (Fig 2B). From 20 AKI-3 stage septic patients, 15 (75.0%) patients required
some form of RRT: 6 (40.0%) patients received intermittent hemodialysis (IHD) and 9 (60.0%)
patients received continuous renal replacement therapy (CRRT). For discerning all sepsis-related
AKI patients from septic patients without AKI, AUC values of first-day se-creatinine (p<0.001)
were superior to PSEP (p<0.001), PSEP:GSN ratio (p<0.001) and PCT (p<0.05) (Fig 2C, Table
4). Even better AUC values were calculated when distinguishing first-day septic non-AKI patients
from AKI-3 stage septic patients, yet se-creatinine (0.964; p<0.001) was still superior to

PSEP:GSN ratio (0.915; p<0.001).

Figure 2.

Usefulness of presepsin:gelsolin ratio regarding mortality prediction in sepsis

PSEP:GSN ratios were significantly lower in survivors compared with non-survivors at T1
(median: 80.6 vs. 322.7 ng/mg, p<0.01), T2 (median: 88.4 vs. 349.4 ng/mg, p<0.05) and T3
(median: 56.3 vs. 320.6 ng/mg, p<0.01) as well (Fig 3A). Regarding 10-day mortality prediction,

AUC values of first-day PSEP:GSN ratio (p<0.01) and PSEP (p<0.05) were slightly lower
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compared with APACHE Il (p<0.001), SAPS Il (p<0.01) and SOFA (p<0.01) scores (Fig 3B,

Table 4). AUC values for PCT (0.511) were not statictically significant.

Figure 3.

Table 4. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of ICU patients.

Variable AUC (95% CI) Standard | Sens. | Spec. | Cut-off | p value
error* (%) (%) value
Non-Sepsis (n=38) vs. Sepsis (N=65)
PSEP (pg/mL) 0.870 (0.803 - 0.937) | 0.034 80.0 | 816 |4795 <0.001
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.933 (0.886 - 0.981) | 0.024 92.3 |8l6 16.3 <0.001
PCT (ng/mL) 0.930 (0.883-0.977) | 0.024 89.2 |[816 |235 <0.001
SOFA score 0.933(0.887 - 0.978) | 0.023 83.1 94.7 7.5 <0.001
Septic non-AKI (n=20) vs. Sepsis-related AKI (n=45)
PSEP (pg/mL) 0.897 (0.820 - 0.974) [ 0.039 80.0 [80.0 [7050 [ <0.001
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.782 (0.670 - 0.894) | 0.057 844 |650 |53.6 <0.001
PCT (ng/mL) 0.679 (0.542 - 0.816) | 0.071 60.0 |60.0 |10.1 <0.05
se-creatinine (umol/L) 0.925 (0.858 - 0.992) | 0.034 88.9 |90.0 139.5 <0.001
Survivors (n=47) and non-survivors (n=18) in Sepsis (10-day mortality)
PSEP (pg/mL) 0.683 (0.545 - 0.821) | 0.071 722 [59.6 |1186.0 | <0.05
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.719 (0.576 - 0.862) | 0.073 722 702 161.2 <0.01
APACHE 11 score 0.784 (0.659 - 0.908) | 0.063 778 | 787 |215 <0.001
SAPS Il score 0.778 (0.660 - 0.897) | 0.061 72.2 76.6 49.5 <0.01
SOFA score 0.745 (0.619 - 0.827) | 0.064 77.8 70.2 10.5 <0.01

Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of admission laboratory and clinical
parameters for distinguishing non-sepsis from sepsis and septic non-AKI from sepsis-related AKI,

along with predicting 10-day mortality in sepsis. Abbreviations: AUC: area under the curve; 95%
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Cl: 95% Confidence interval; Sens.: Sensitivity; Spec.: Specificity; ICU: intensive care unit; AKI:
acute kidney injury; PSEP: presepsin; PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio; PCT: procalcitonin;
APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il score; SAPS I1: Simplified Acute
Physiology Score Il; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment score. *DeLong et al., 1988.
Presepsin:gelsolin ratio in sepsis based on requirements of vasopressor support

In contrast to septic patients with no vasopressor requirement, proportionately higher PSEP:GSN
ratios were found in septic patients with lower (<0.1 pg/kg/min) and higher (>0.1 pg/kg/min) doses
of norepinephrine requirement at T1 (median: 17.4 vs. 70.9 vs. 307.1 ng/mg, p<0.001), T2
(median: 16.4 vs. 83.9 vs. 336.1 ng/mg, p<0.01) and T3 (median: 19.1 vs. 54.5 vs. 249.1 ng/mg,
p<0.001) (Fig 4A). Thus, patients with septic shock showed significantly increased PSEP:GSN
ratios compared with septic patients without septic shock at T1 (median: 59.2 vs. 317.8 ng/mg,
p<0.001), T2 (median: 45.9 vs. 349.3 ng/mg, p<0.001) and T3 (median: 53.2 vs. 254.1 ng/mg,
p<0.001) (Fig 4B). Furthermore, septic patients needing vasopressor support longer than 5
consecutive days had significantly higher PSEP:GSN ratios than septic patients with shorter (<5
days) vasopressor requirement at T1 (median: 66.7 vs. 247.4 ng/mg, p<0.001), T2 (median: 54.9
vs. 323.1 ng/mg, p<0.001) and T3 (median: 48.9 vs. 243.9 ng/mg, p<0.001) as well (Fig 4C). For
distinguishing all patients with septic shock from patients without septic shock, AUC values of
first-day PSEP:GSN ratio (p<0.001) were slightly superior to SOFA (p<0.001), PSEP (p<0.001)
and PCT (p<0.05) (Fig 4D, Table 5). For discerning septic patients needing shorter (<5 days) and
longer (>5 days) vasopressor support, AUC values of first-day PSEP:GSN ratio (p<0.001) were
superior to PSEP (p<0.001) and SOFA (p<0.05), while PCT (0.468) did not satisfy the criteria for

statistical significance (Fig 4E, Table 5).
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Figure 4.

Presepsin:gelsolin ratio in sepsis based on requirements of respiratory support

Septic patients needing mechanical ventilation showed significantly increased PSEP:GSN ratios
compared with septic patients needing oxygen supplementation at T1 (median: 26.9 vs. 173.2
ng/mg, p<0.001), T2 (median: 30.5 vs. 129.5 ng/mg, p<0.001) and T3 (median: 25.4 vs. 198.5
ng/mg, p<0.001) (Fig 5A). In contrast to septic patients with requirement of oxygen
supplementation, considerably higher PSEP:GSN ratios were found in septic patients needing
mechanical ventilation, especially if they also had moderate or severe stage ARDS at T1 (median:
26.9 vs. 94.2 vs. 554.8 ng/mg, p<0.01), T2 (median: 30.5 vs. 89.1 vs. 567.3 ng/mg, p<0.01) and
T3 (median: 25.4 vs. 58.6 vs. 273.6 ng/mg, p<0.01) (Fig 5B). Furthermore, septic patients needing
mechanical ventilation longer than 5 consecutive days showed significantly higher PSEP:GSN
ratios than septic patients with shorter (<5 days) mechanical ventilation requirement at T1 (median:
63.2 vs. 230.4 ng/mg, p<0.01), T2 (median: 30.9 vs. 284.2 ng/mg, p<0.001) and T3 (median: 39.2
vs. 241.5 ng/mg, p<0.001) as well (Fig 5C). For distinguishing all patients needing oxygen
supplementation from patients needing mechanical ventilation, AUC values of first-day
PSEP:GSN ratio (p<0.001) were slightly superior to SOFA (p<0.01) and PSEP (p<0.05), while
PCT (0.488) did not satisfy the criteria for statistical significance (Fig 5D, Table 5). For discerning
all septic patients needing shorter (<5 days) and longer (>5 days) mechanical ventilation, AUC
values of first-day PSEP:GSN ratio (p<0.01) were superior to PSEP (p<0.01) and SOFA (p<0.05),

while PCT (0.480) did not satisfy the criteria for statistical significance (Fig 5E, Table 5).

Figure 5.
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Table 5. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of septic patients.

Variable AUC (95% CI) Standard | Sens. | Spec. | Cut-off | p value
error* (%) (%) value

Sepsis (n=38) vs. Septic shock (n=27)

PSEP (pg/mL) 0.757 (0.638 - 0.877) | 0.061 66.7 | 76.3 | 16185 | <0.001
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.824 (0.720 - 0.927) | 0.053 704 | 789 |161.2 | <0.001
PCT (ng/mL) 0.646 (0.513-0.779) | 0.068 66.7 | 553 |10.1 <0.05

SOFA score 0.818 (0.715 - 0.920) | 0.052 704 | 763 | 105 <0.001

Shorter (<5 days) (n=25) vs. longer (>5 days) (n=29) vasopressor support in sepsis

PSEP (pg/mL) 0.789 (0.666 - 0.912) | 0.063 759 800 | 16185 | <0.001
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.821 (0.705 - 0.937) | 0.059 931 |680 |9L7 <0.001
SOFA score 0.698 (0.546 - 0.850) | 0.077 897 |560 |95 <0.05

Oxygen supplementation (n=17) vs. mechanical ventilation (n=48) requirement in sepsis

PSEP (pg/mL) 0.701 (0.570 - 0.832) | 0.067 667 |70.6 |9825 |<0.05
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.814 (0.699 - 0.929) | 0.059 729 | 706 |688 |<0.001
SOFA score 0.763 (0.612 - 0.914) | 0.077 708 | 765 |95 <0.01

Shorter (<5 days) (n=17) vs. longer (>5 days) (n=31) mechanical ventilation requirement in sepsis

PSEP (pg/mL) 0.778 (0.635 - 0.921) | 0.073 83.9 |647 |8845 | <001
PSEP:GSN ratio (ng/mg) | 0.793 (0.655 - 0.931) | 0.071 839 | 706 |94.2 <0.01
SOFA score 0.712 (0.529 - 0.895) | 0.093 871 |588 |95 <0.05

Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of admission laboratory and clinical
parameters for distinguishing sepsis from septic shock along with differentiating shorter (<5 days)
from longer (>5 days) requirement of vasopressor support, while also discerning septic patients’
requirement of oxygen supplementation from mechanical ventilation and their shorter (<5 days)
or longer (>5 days) requirement of mechanical ventilation. Abbreviations: AUC: area under the

curve; 95% CI: 95% Confidence interval; Sens.: Sensitivity; Spec.: Specificity; PSEP: presepsin;
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PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio; PCT: procalcitonin; SOFA: Sequential Organ Failure
Assessment score. *DeLong et al., 1988.

Correlations

Quantitative data from all sample collection time points were used for calculating correlations.
PSEP:GSN ratio showed strong correlation (p<0.001) with PSEP (p=0.924). Moderate correlations
(p<0.001) were found between PSEP:GSN ratio and se-urea (p=0.720), se-creatinine (p=0.611),
hs-CRP (p=0.573), PCT (p=0.576) and WBC (p=0.452), along with APACHE II (p=0.759), SAPS
II (p=0.743) and SOFA (p=0.741) clinical scores. PSEP:GSN ratio showed negative correlations
(p<0.001) with se-TP (p=-0.439), se-albumin (p=-0.667), and GSN (p=-0.853). No further

associations were observed with other inflammatory or clinical parameters.
Discussion

The early diagnosis and effective therapy of sepsis are essential for a successful recovery.
However, the currently used biomarkers (hs-CRP, PCT) show several diagnostic and prognostic
limitations, hence a multi-marker approach including novel biomarkers may contribute to
achieving a more favorable outcome [8-10].

One of the main focuses of our study was to describe the time course of PSEP:GSN ratio among
non-septic and septic patients. Compared with controls, significantly elevated PSEP:GSN ratios
were found in non-septic and septic patients. First-day PSEP:GSN ratios showed good
performance compared with SOFA score, PCT and PSEP levels regarding the diagnosis of sepsis.
Compared with septic non-AKI patients, PSEP:GSN ratios were even higher in sepsis-related AKI
patients, especially in AKI-3 stage septic patients needing RRT. This tendency was the same when

investigating PSEP levels among control, non-septic and septic patients. In accordance with
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previous studies, our results show a similarly increasing tendency of PSEP levels in sepsis and in
sepsis-related AKI [21-28].

However, first-day se-creatinine had better performance than PSEP and PSEP:GSN ratio in the
diagnosis of sepsis-related AKI. As se-creatinine only reflects the decreased glomerular filtration
rate, our results suggest that PSEP:GSN ratio provides a more complex information regarding the
patients condition and the overall organ dysfunction during sepsis. To the best of our knowledge,
this is the first study to examine PSEP:GSN ratio in sepsis, therefore we did not have any other
study for reference in this field. Additional investigation with increased case numbers may clarify
the usefulness of PSEP:GSN ratio regarding the diagnosis of sepsis-related AKI.

There is a growing body of evidence indicating the further increase of PSEP levels as kidney
function decreases [27-29, 54]. Like several other inflammatory markers (e.g. IL-6, PCT), PSEP
also does not bind to carrier proteins in the circulation, thus it can be removed from the circulation
by different forms of RRT [28, 31-33]. Based on our results, a slightly decreasing tendency of
PSEP:GSN ratio was observed during follow-up in sepsis-related AKI patients needing RRT. We
are aware of the evidence that these procedures can effectively reduce the blood concentrations of
numerous inflammatory markers, thereby potentially causing falsely low biomarker levels during
RRT, thus limiting the prognostic value of these molecules in sepsis-related AKI [28, 30, 33].
Regarding sepsis-related hemodynamic instability, increasing PSEP:GSN ratios were in good
agreement with the dosage and the duration of vasopressor requirement in septic patients.
Moreover, PSEP:GSN ratios were also significantly higher in patients with septic shock than in
septic patients without shock. First-day PSEP:GSN ratios also showed superior performance
compared with SOFA score and PSEP levels regarding the diagnosis of septic shock and the length

of vasopressor requirement in sepsis. Regarding sepsis-related respiratory insufficiency,
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considerably elevated PSEP:GSN ratios were observed in patients needing mechanical ventilation
compared with patients needing oxygen supplementation. This increase was even more explicit in
mechanically ventilated patients with moderate ARDS, while higher PSEP:GSN ratios were also
associated with prolonged mechanical ventilation requirement in septic patients. First-day
PSEP:GSN ratios showed better performance than SOFA score and PSEP levels regarding the
requirement and duration of mechanical ventilation in sepsis. Our results suggest that PSEP:GSN
ratio could be a useful marker besides the routinely used SOFA score concerning the more accurate
assessment of hemodynamic and respiratory insufficiency in septic patients [6, 7].

Moderate correlations were observed between PSEP:GSN ratio and the conventional inflammatory
markers (hs-CRP, PCT). Regarding 10-day mortality data, PSEP:GSN ratios were considerably
elevated in non-survivors compared with survivors during follow-up, while the prognostic
performance of PSEP:GSN ratio was similar to widely used clinical scores (APACHE II, SAPS
I, SOFA). These results suggest that PSEP:GSN ratio could also be a useful marker regarding the
short-term mortality prediction of sepsis, yet the prognostic performance of PSEP levels was
markedly inferior compared with the conventional clinical prognostic scores. Therefore, our results
somewhat contradict the data available from several larger multi-center studies indicating better
performance of PSEP levels regarding mortality prediction [21-23, 26, 36].

As albumin has a variety of essential physiological functions in the circulation (e.g. maintaining
the plasma oncotic pressure, providing buffer capacity, transporting substances, scavenging free
radicals), decreasing albumin levels are often associated with malnutrition or inflammation.
Elevated CRP:albumin ratios, PCT:albumin ratios and Presepsin:albumin ratios — found mostly
due to hypoalbuminemia and increased inflammatory marker levels — were detected in several

catabolic conditions including sepsis, sepsis-related AKI, pancreatitis, coronary artery disease and
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different types of malignancies [34-41]. Since GSN also has a protective role by being an actin
scavenger protein, several studies reported decreasing serum GSN concentrations in various
clinical conditions (e.g. trauma, acute liver failure, myocardial infarction, sepsis) [45-47]. Our
previous study showed that the increase of serum actin was inversely proportional to the amounts
of GSN in the circulation which was associated with increased mortality rate [48]. As a result, we
also found significantly elevated PSEP:GSN ratios in septic patients, especially in sepsis-related
organ dysfunctions (AKI, hemodynamic instability, respiratory insufficiency, MODS).

Our study has several limitations. As far as we know, PSEP:GSN ratio was not investigated before
in sepsis, thus we aimed to be the first to explore this interesting field by conducting a small sample
size pilot study. We had limited capacities for consecutive patient recruitment, since our study was
performed as a single center study (16 bedded central 1CU). Septic patients with severe organ
dysfunction were more frequently admitted to our ICU being a regional center for critical care.
Different sample sizes between control, non-septic and septic patient groups might reduce the
power of comparison, yet non-parametric tests (e.g. Mann-Whitney U test) could be used well with
unequal sample sizes. We are aware of the concern that outpatients are a difficult control group
for ICU patients, yet we aimed to establish a reference range for PSEP:GSN ratios in patients
without inflammation.

In the future, we should increase the number of critically ill patients due to the heterogeneity of
sepsis while also extending the sample collection period to 5-10 days in order to draw more
accurate conclusions. As there are no commercially available rapid diagnostic kits for GSN
quantification, the development of an efficient Point of Care test would facilitate the prompt

determination of PSEP:GSN ratio in routine clinical practice.

Conclusions
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The present study demonstrated the diagnostic and prognostic utility of PSEP:GSN levels among
control, non-septic and septic patients while also investigating the latter group based on the
occurrence of sepsis-related organ dysfunctions including AKI, hemodynamic instability,
respiratory insufficiency and MODS. Its diagnostic performance was superior in differentiating
oxygen supplementation vs. mechanical ventilation requirement and sepsis vs. septic shock
compared to other routinely used markers and scores (e.g. PSEP, PCT, SOFA) among septic
patients. Furthermore, its prognostic ability was also good regarding the length of vasopressor and
mechanical ventilation requirement in sepsis which could help clinicians in the more accurate
assessment of the patients’ condition. PSEP:GSN ratio could yield valuable information regarding
the extent of inflammation and the simultaneous depletion of the patient’s scavenger capacity
during sepsis. Further investigations with extended sampling periods and larger study populations

are warranted to clarify the importance of PSEP:GSN ratio in sepsis.
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Figure legends:

Figure 1. PSEP:GSN ratio in control, non-septic and septic patients. PSEP:GSN ratios of
control, non-septic and septic patients during follow-up (A). Receiver operating characteristic
(ROC) curves of admission laboratory parameters for distinguishing non-sepsis from sepsis (B).
Time points: T1: within 12h after admission; T2: second day; T3: third day; Abbreviations: PSEP:
presepsin; PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio; PCT: procalcitonin; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment score. n: sample number. n.s.: not significant. ***p<0.001.

Figure 2. PSEP:GSN ratio in sepsis-related AKI. PSEP:GSN ratios of septic non-AKI and
sepsis-related AKI patients (A) during follow-up. PSEP:GSN ratios of the individual sepsis-related
AKI stages (B) during follow-up. Receiver operating characteristic (ROC) curves of admission
laboratory parameters for distinguishing septic non-AKI from sepsis-related AKI state (B).
Abbreviations: AKI: acute kidney injury; PSEP: presepsin; PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio;
PCT: procalcitonin. Time points: T1: within 12h after admission; T2: second day; T3: third day.
n: sample number. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 3. Survival data and predictive power of PSEP:GSN ratio. PSEP:GSN ratio in survivor
and in non-survivor septic patients based on 10-day mortality during follow-up (A). Receiver
operating characteristic (ROC) curves of admission parameters for predicting 10-day mortality in
sepsis (B). Time points: T1: within 12h after admission; T2: second day; T3: third day;

Abbreviations: PSEP: presepsin; PSEP:GSN: presepsin:gelsolin ratio; APACHE II: Acute
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Physiology and Chronic Health Evaluation Il score; SAPS II: Simplified Acute Physiology Score
I1; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment score. n: sample number. *p<0.05; **p<0.01.
Figure 4. PSEP:GSN ratio in septic patients based on vasopressor requirement. PSEP:GSN
ratios of septic patients with different doses of vasopressor requirement during follow-up (A).
PSEP:GSN ratios of patients with sepsis and septic shock (B) during follow-up. PSEP:GSN ratios
of septic patients needing shorter (<5 days) and longer (>5 days) vasopressor support during
follow-up (C). Receiver operating characteristic (ROC) curves of admission parameters for
distinguishing sepsis from septic shock (D) along with discerning septic patients’ shorter (<5 days)
and longer (>5 days) vasopressor requirement (E). Time points: T1: within 12h after admission;
T2: second day; T3: third day; Abbreviations: NE: norepinephrine; PSEP: presepsin; PSEP:GSN:
presepsin:gelsolin ratio; PCT: procalcitonin; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment score.
n: sample number. n.s.: not significant. **p<0.01; ***p<0.001.

Figure 5. PSEP:GSN ratio in septic patients based on requirements of respiratory support.
PSEP:GSN ratios of septic patients with requirements of oxygen supplementation and mechanical
ventilation (A), with the latter group having ARDS (B) during follow-up. PSEP:GSN ratios of
septic patients having shorter (<5 days) and longer (>5 days) requirement of mechanical ventilation
during follow-up (C). Receiver operating characteristic (ROC) curves of admission parameters for
distinguishing septic patients needing oxygen supplementation from mechanical ventilation (D)
along with discerning septic patients’ shorter (<5 days) and longer (>5 days) requirement of
mechanical ventilation (E). Time points: T1: within 12h after admission; T2: second day; T3: third
day; Abbreviations: ARDS: acute respiratory distress syndrome; PSEP: presepsin; PSEP:GSN:
presepsin:gelsolin ratio; PCT: procalcitonin; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment score.

n: sample number. n.s.: not significant. **p<0.01; ***p<0.001.
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