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|. Bevezetés

A szepszis napjainkban is az intenziv terapia egyik legnagyobb kihivasat jelentd, Osszetett
korképe, ugyanis a modern antibiotikus és szervtamogato kezelési lehet6ségek ellenére a szepszis
mortalitasa jelenleg is eléri a 30%-ot. E16szor 1992-ben alkottak meg az egységes Szepszis-1, majd
2001-ben a Szepszis-2 definicidkat, melyek a szervezetben zajlo fertézés miatt kialakulo an.
szisztémas gyulladasos valaszreakcié szindroma (SIRS) meglétére alapoztdk a szepszis
diagnozisat. A 2016-ban frissitett, és azota is hasznélatos Szepszis-3 definicidk viszont mar az un.
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score alapjan a fert6zéshez tarsuld szervi

diszfunkciok kialakuldsara helyezik a hangsulyt a korkép korai felismerése érdekében.

A szepszis korai diagndzisaban — a szervezetben zajlo gyulladast kivalto infekcio mikrobiologiai
vizsgalatokkal torténé megerdsitéseig —a klinikai kép és a SOFA score hasznalata mellett bizonyos
laboratoriumi paraméterek (fehérvérsejtszam, nagy érzékenységli C-reaktiv protein (hs-CRP),
procalcitonin (PCT)) monitorozasa nyujthat segitséget. A szepszis heterogenitasa miatt viszont a
SOFA pontrendszernek és a gyakran hasznélt laboratériumi markereknek is vannak korlatozo
tényezOi, igy a szepszis és a szepszis-indukalta szervi elégtelenségek adekvat meghatarozasahoz
0j, igéretes szepszis biomarkerek monitorozasa szlikséges. Irodalmi adatok alapjan mar tébb, mint
200 (javarészt a szérumbol mert) szepszis biomarkert azonositottak, viszont még nem talaltak
olyan molekulat, mely minden sziikséges kritériumnak megfelelne. A szepszis komplexitasabol
ugyanakkor valészintisitheté, hogy tobb szepszis biomarker szimultan monitorozasa eredményes

lehet az effektiv diagndzishoz és prognozisbecsléshez.

A szepszis miatt kialakuld massziv sejtkarosodas kovetkeztében szamos gyulladasos paraméter
(pl. presepsin) vagy egyéb intracellularis fehérje (pl. aktin) juthat ki a keringésbe, illetve — a

korképben gyakori veseérintettség révén — a vizeletbe.

Az aktin egy 43 kDa molekulatomegii, globularis szerkezetli ubikviter fehérje, melynek 6
tulajdonsaga a szal- illetve rostképzés, igy a sejtek citoszkeletonjanak, illetve a mikrofilamentaris
rendszernek egyik esszencialis alkotoeleme. Az aktin globularis aktin monomer (G-aktin), vagy
filamentaris aktin polimer (F-aktin) formaban van jelen a sejtekben. A szervezetben fizioldgias
koralmények kozott is zajlo sejt turnover sordn a keringésbe jutd aktin az un. aktin scavenger

rendszer fehérjéihez (gelsolin, Gc-globulin) kotédve szallitodik, igy a fehérjéhez kotott aktin



komplexek méretuknél fogva nem filtralédnak a vese glomerulusaiban, ezért a vizeletben sem
jelennek meg. Salyos katabolikus &llapotokban viszont a pusztuld sejtekb6l rovid id6 alatt nagy
mennyiségii aktin keriil az extracellularis térbe, majd az aktin scavenger rendszer eliminacios

kapacitasa is kimerl, ezaltal az aktin nagyobb koncentracidban is bekerllhet a vizeletbe.

Eddig minddssze egy 2003-ban kozolt vizsgalatban taldltak emelkedett vizelet-aktin (u-aktin)
szinteket vesetranszplantalt betegeknél. Ennek kapcsan merilt fel bennink a kérdés, hogy
szepszisben detektalhato-e aktin a vizeletben.

A presepsin (PSEP) a CD14 molekula membrankotott formajabol (55 kDa) keletkez6 szolubilis
N-terminalis fragment (13 kDa). A membranhoz ko6tott forma foként a velesziletett immunitas
sejtjeinek (makrofagok, monocitak, neutrofil granulociték) felszinén expresszalodik, igy a marker
szérum szintje mar a kérokozok felismerese utdn megemelkedik a szepszis korai szakaszaban,
ezert a jelenleg széleskdrben elterjedt szepszis biomarkerekhez (hs-CRP, PCT) képest korabban
emelkedé PSEP szintek varhatok. Az eddigi klinikai tanulmanyokban a PSEP optimalis szepszisre
vonatkoztatott cut-off értéket 400-600 pg/ml koz6tti plazma koncentracioknal hataroztak meg, mig
a PCT cut-off értéke 0,5 ng/ml. Fontos irodalmi adat, hogy a molekula plazma szintje (egyelére
ismeretlen mechanizmussal) gombaszepszisben is emelkedik. A PSEP kicsi molekulatémege miatt
a glomerulusokban szabadon filtralodik, ezért sulyos vesekarosodas esetén a marker plazma

koncentracidja a GFR csokkenésével forditottan aranyos valtozast mutat.

Az albumin fiziologidsan szdmos feladatot lat el a keringésben (pl. onkotikus nyomas fenntartasa,
transzport funkcio, antioxidans kapacitas), ezért sulyos katabolikus allapotokban gyakran csdkkent
szérum albumin koncentraciok varhatok. Ennek megfeleléen szamos gyulladasos allapotban (pl.
iszkémias szivbetegség, pankreatitisz, szepszis, tumor) észleltek — a tébbnyire ellentétesen valtozé
gyulladasos marker és albumin szintekbdl kalkulalt — emelkedett CRP:albumin, PCT:albumin
vagy PSEP:albumin aranyt. A gelsolin (GSN) aktin scavenger fehérjeként (82 kDa) egyfajta
protektiv funkciot lat el a keringésben, igy Kiterjedt gyulladasos allapotokban (pl. trauma, akut
méjelégtelenség, miokardialis infarktus, szepszis) szintén csokkend szérum GSN szinteket
talaltak. Egy korébbi intézetiinkben folytatott vizsgalatban szintén csokkené GSN koncentraciok

mellett novekvo se-aktin szinteket detektaltak szeptikus betegeknél.

A fenti vizsgalatok eredményei alapjan feltételeztiik, hogy a PSEP és a GSN szinteket aranyanak

valtozasat érdemes lehet megvizsgalni szeptikus betegeknél.

2



I1. Célkituzések

Egy minden eukariota sejtben jelentés mennyiségben eléforduld fehérjét, az aktint vizsgaltuk
szepszis biomarkerként. A szérum aktin (se-aktin) koncentraciokat mar szamos tanulményban
monitoroztak kritikus allapotu betegeknél, azonban a vizelet-aktin (u-aktin) szinteket eddig még
csak egy kutatas soran vizsgaltak vesetranszplantalt betegeknél.

Els6 tanulmanyunk céljai a kovetkezok voltak:

o Egy érzékeny kvantitativ Western blot technika kidolgozésa az u-aktin detekt&lasahoz.

e Az u-aktin szintek monitorozasa kontroll, szeptikus és szepszis-indukalta vesekarosodott
betegekben. Hipotézisiink szerint az u-aktin korai és érzekeny biomarkere lehet a szepszis-
indukalta vesekarosodasnak, igy ez alapjan vizsgaltuk az u-aktin szinteket:

o aszepszis-indukalta vesekarosodas diagnosztikajaban
o aszepszis és a szepszis-indukalta vesekarosodas sulyossaganak megitélésében

o aszepszis kimenetelének prognosztikajaban

Maésodik vizsgalatunkban feltételeztiik, hogy a PSEP és GSN szintek egyidejii mérése értékes
informéacioval szolgalhat a szepszissel tarsult szervi diszfunkciok hatékonyabb meghatarozasaval

kapcsolatban, ezaltal egy Uj potencialis szepszis markert vizsgaltunk, a PSEP:GSN aranyt.

Masodik tanulmanyunk céljai a kovetkezok voltak:

e A PSEP:GSN arany monitorozasa egészséges kontroll egyénekben, valamint intenziv
osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegekben.
o Feltételezéseink szerint a PSEP:GSN arany érzékenyen jelezheti az egyes szepszissel
tarsulo szervi diszfunkciokat, igy ezek alapjan vizsgaltuk:
o aPSEP:GSN arany emelkedését szepszishez taruld tobbszervi elégtelenségben
o a PSEP:GSN arany diagnosztikus hatékonysagat szepszisben, szepszis-indukalta
vesekarosodasban, alacsony és magas vazopresszor igényli szeptikus betegekben,
szeptikus sokkban, valamint noninvaziv oxigén terapiat és gépi lélegeztetést
igényld szeptikus betegeknél
o aPSEP:GSN aréany prognosztikus teljesitményét a szeptikus betegek vazopresszor

¢s gépi I¢élegeztetési igényének id6tartamat, valamint a szepszis kimenetelét illetéen



I11. Anyag és modszer

I11.1. Vizsgélt betegcsoportok, hasznalt klinikai definiciok

Kutatasaink az ,,Uj biomarkerek vizsgalati lehetéségei szeptikus betegeknél” cimii klinikai
tanulmany keretében zajlottak, melynek elvégzéséhez a PTE KK Regionalis és Intézményi Kutatas
Etikai Bizottsag engedélyével rendelkeztiink (engedélyszdm: 4327.316-2900/KK15/2011.). A
vizsgélatokat az engedélyezett protokoll szerint, a 2013-as Helsinki Deklarécioban kifejezett etikai
ajanlasok betartasaval végeztik el, tovabba a tanulméanyainkat a ClinicalTrials.gov fellletén is
regisztraltuk (engedélyszamok: NCT04968262; NCT05060679). A betegekt6l — akadalyoztatas
esetén a legkozelebbi hozzatartozotdl — tajékoztatast kovetden irasos beleegyez6 nyilatkozatot

kaptunk a vizsgalatban torténé 6nkéntes részvételrol.
I11.1.1. Vizelet-aktin mérések soran vizsgalt betegcsoportok

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

(60 f6) veér- és vizeletmintait elemeztik.

A szepszis, valamint a szepszis-indukalta AKI diagnozisanak megallapitasara a 2016-0s Szepszis-
3 definiciokat, valamint a KDIGO Kklasszifikacios rendszert alkalmaztuk. A szeptikus betegek
bevételi kritériumai a kovetkezok voltak: feltételezett vagy mikrobioldgiai vizsgalatokkal igazolt
fert6zés, legalabb egy vitalis szervrendszer elégtelensége emelkedett SOFA score (>2) alapjan,
emelkedett PCT szintek (>2 ng/ml). A szepszis-indukalta AKI diagndzisa az elsé mintavételi
idépontban a se-kreatinin szint (7 napon belul >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 oOran at)

valtozasain alapult.

A vizsgalatba torténd beleegyezés hianya, illetve a visszavont nyilatkozat, a 18 év alatti eletkor, a
végstadiumu  tumoros megbetegedés, valamint a kronikus dializis kezelést vagy
vesetranszplantaciot igénylé végstadiumi veseelégtelenség a betegek tanulmanyunkbdl vald
kizarasat vonta maga utan. A mérések végpontjai voltak: a kovetési id6 elérése, illetve a vizsgalat

id6tartama alatt bekovetkezett halal.



A felvételt kovetden a szepszis sulyossagat és a mortalitasi valosziniiséget az APACHE II, a SAPS
Il és a SOFA pontrendszerek alapjan becsultik meg. 30 napos mortalitasi adatok alapjan a
szeptikus betegeket tlélé és nem-tGlélé csoportokra osztottuk. Mindkét tanulmanyunk sorén a
szeptikus betegek ellatdsa (pl. intravénds folyadékpétlas és gyogyszeradagolds, invaziv
hemodinamikai monitorozas, lélegeztetés, szedalds, antikoaguldns kezelés, szondataplalas) a
2016-0s SSC iranyelvek alapjan zajlott.

A szeptikus beteganyaghoz korban illeszkedd, kiillonb6zd kronikus betegségekkel rendelkezo
kontrollcsoportot is vizsgaltunk, igy a PTE KK Szemészeti Klinikara érkez6, miitétre eldjegyzett
betegektdl (24 6) vettink mintakat. A kontroll egyéneknél akut gyulladasos allapot fennallasa
(Klinikai tiinetek, emelkedett hs-CRP és feherversejtszam), tumoros megbetegedések és a kronikus

veseelégtelenség voltak a kizar6 tényezok.
I11.1.2. Presepsin:gelsolin ardny méresek soran vizsgéalt betegcsoportok

Maésodik prospektiv megfigyeléses tanulmanyunkban 2018 januar és 2020 februar kdzétt a PTE
KK Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias Intézetben kezelt szeptikus (65 6), valamint kiterjedt

sebészeti beavatkozast kovetden felvett nem szeptikus betegek (38 f6) vérmintait elemeztiik.

A szepszis, valamint a szepszissel tarult szervi elégtelenségek diagndzisanak megallapitasara
ugyanugy a 2016-os Szepszis-3 definiciokat alkalmaztuk. 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 kdvetden, viszont itt a klinikai tiinetek
alapjan nem mertilt fel infekci6 jelenléte. A betegek kizarasi kritériumai, a mérések végpontjai €s
a szepszis-indukalta AKI diagnosztikus kdvetelményei megegyeztek az elsé tanulmanyunkban
leirtakkal (lasd fent).

A szepszishez tarsuld szervi elégtelenségeket tekintve a hemodinamikai zavarok sulyossaga
alapjan a szeptikus betegeket alacsony (<0,1 pg/kg/perc) és magas (>0,1 pg/kg/perc) dozist
vazopresszor (t6bbnyire noradrenalin) tamogatas, valamint az intenziv osztalyos kezelés alatti
rovidebb (<5 nap) és hosszabb (>5 nap) id6tartamu vazopresszor igény Szerint is szétvalasztottuk.
Mindemellett a szeptikus betegeket a szeptikus sokk (adekvat folyadékpétlas, vazopresszor igény,

emelkedett laktat szint (>2 mmol/l)) kialakulasa alapjan is csoportositottuk.



A szepszishez tarsuld légzési elégtelenség kezelése szempontjabdl a szeptikus betegeket
noninvaziv oxigén terapias- és gépi lélegeztetesi igény szerint is felosztottuk, mig utdbbi csoportot
szintén rovidebb (<5 nap) és hosszabb (>5 nap) idOtartamu gépi 1élegeztetési igény szerint is
elkllonitettik. Ezenkivil a gépi lélegeztetett szeptikus betegcsoportot a (legaldbb) kozepes
stlyossagu ARDS kialakulésa szerint is tovabb bontottuk a Berlini definiciok alapjan.

Az els6 mintavétel utan a szepszis sulyossagat és a mortalitasi valoszinliséget az APACHE 11, a
SAPS Il és a SOFA pontrendszerek alapjan becsultiik meg. A szeptikus betegeket a tébbszervi
elégtelenség (MODS) kialakuldsa (2 vagy tobb vitalis szervrendszer diszfunkcidja) szerint is
felosztottuk. 10-napos mortalitasi adatok alapjan a szeptikus betegeket tuléld és nem-taléld

csoportokra osztottuk.

A masodik vizsgalatunkban is kronikus betegségekkel rendelkezd, a PTE KK Szemeszeti Klinikan
miitétre eldjegyzett kontrollcsoporttol (23 f6) vettiink mintakat. A kontroll egyéneknél ugyanigy
az akut gyulladasos allapot (klinikai tiinetek, emelkedett hs-CRP és fehérvérsejtszam), a tumoros

megbetegedések €s a kronikus veseelégtelenség voltak a kizaro tényezok.
I11.2. Vér- és vizelet mintavetel

Az intenziv osztalyon kezelt szeptikus betegekt6l harom idépontban (T1, T2, T3) tortént vér- és
vizelet mintavétel: T1: a felvételt kovetd 24 oran beliil; T2: a kdvetés 2. napjan reggel; T3: a
kovetés 3. napjan reggel. Az intenziv osztalyokon kezelt nem szeptikus betegcsoporttol ket
id6épontban (T1, T3) tortént vérmintavétel: T1: az elsé posztoperativ napon reggel; T3: a 3.
posztoperativ napon reggel A szeptikus és nem szeptikus betegektdl a behelyezett artérias kaniilbol
vettlink vérmintakat és a hugyholyag katéterbdl nyertlink egyszeri vizelet mintakat. A vérmintakat
zart rendszerii (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA) szérumos (nativ) és plazmas (etilén-
diamin-tetraecetsavat (EDTA) tartalmazo) vérvételi csovekbe gytlijtottiik a napi rutin vérvételek
alkalmaval, igy kutatasunk nem jelentett Ujabb megterhelést a betegeknek. A vizeletmintakat
milanyag mintavételi csovekbe vettiik (Sarstedt AG, Niimbrecht, Németorszag). A kontroll
egyénektdl csak egyszeri vénas vérvétel és spontan kozépsugaras vizelet mintavétel tortént. A vér-
és vizeletmintdkat a gytjtést kovetd 1 0ran belil centrifugaltuk (1500 g, 10 perc), majd aliqoutozas
utdn a mintak egy részét Laemmli mintapufferrel higitottuk, végul a higitott mintakat 3 percig
100°C-on kezeltuk. Az igy szétporcidzott nativ és denaturalt vér- és vizeletmintakat Eppendorf-

csdvekben -70 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig.
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111.3. Rutin laboratériumi vizsgalatok

A napi rutin vérvételek soran mért paraméterek (0sszfehérje, albumin, karbamid, kreatinin,
bilirubin, kreatin kindz (CK), hs-CRP, PCT, vérkép), tovabba a levett vizeletmintakbol mért
markerek (6sszfehérje, albumin, kreatinin) rogzitése utan ezen értékek alapjan az APACHE 11, a
SAPS Il és a SOFA score segitségével valdsult meg a betegek besorolésa, és a szervelégtelenségek
meghatarozasa. A PTE KK Laboratériumi Medicina Intézet akkreditalt (NAH-9-0008/2021)
laboratériumaban torténtek a mérések rutin diagnosztikai modszerekkel. A legtobb szérum és
vizelet paraméter meghatarozéasat Cobas 8000 automata analizatorral (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszag) végeztiik, mig a PCT mérését Cobas e411 keszuléken, a laktat mérését
Gem Premier 3500 Point of Care analizatorral (IL Company, Bedford, MA, USA) folytattuk. A
vérkép vizsgalatok Sysmex XN-9000 hematoldgiai automataval (Sysmex Corporation, Koébe,
Japan) torténtek. Az intézetlinkben mért 0], potencialis szepszis markerek (vizelet orosomucoid,
vizelet CysC) meghatarozasat az intézetiinkben kidolgozott automatizalt turbidimetrian alapulo

immunkémiai mddszerekkel hataroztuk meg.
I11.5. Vizelet-aktin meghatarozasa Western blot technikaval

A se-aktin szinteket Lee és mtsai., valamint munkacsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan egy
kvantitativ Western blot technikaval hataroztuk meg. Ezen eljarast az alabb leirt modon az u-aktin

szintek kimutatasahoz adaptaltuk.
Fehérje elektroforézis denaturalo kdzegben

A korabban centrifugalt, hokezelt és Laemmli mintapufferrel higitott denaturalt vizeletmintak
Western blottal torténé analiziséhez el6szor egy egydimenzios poliakrilamid gélelektroforézist
vegeztink SDS-t és béta-merkapto-etanolt tartalmazé kozegben (SDS PAGE) Laemmli szerint.
Pasztanként azonos fehérjetartalmu vizelet mintakat futtattunk (5 pg), tovabba a betegek mintaival
parhuzamosan egy ismert aktin koncentracioju belsé standard (egészséges egyen szérummintaja)

3 pontos felez6 higitasi sorozatat is felvittik minden gel futtatasakor.

Az elektroforézis utan zajlott a gélek transzferalasa 0,2 pm porusméretii nitrocellul6z membranra,
szendvics rendszerben. A transzferalas 20 percig, 0,8 mA/cm?-rel, Gn. semi-dry modszerrel zajlott.
A nitrocellul6z membran szabad kotéhelyeinek blokkolasat 5%-0s tejes tweenes TBS oldattal

végeztik, egy éjszakan at +4 °C-on.



Ezt kovetden a nitrocelluloz 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) tartalmaz6 5%-o0s tejes tweenes TBS oldattal kezeltiik 37 °C-on, enyhe
razéassal 1 6rén at. Méasodlagos antitestként torma peroxiddzzal (HRP) jel6lt anti-nydl poliklonalis
antitestet (1:4000 higitas; Goat Anti-Rabbit IgG, Cat. # 31460, Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) hasznaltunk, az inkub&cid korilményei megegyeztek a primer antitestnel leirtakkal.

Az immunreakcio el6hivasa erésitett kemilumineszcencias (ECL) technikéaval tortént. Ehhez egy
femto érzékenységti kemilumineszcens reagenssel kezeltiik a nitrocelluléz membrant. A keletkez6
fényjelek detektalasahoz egy digitalis CCD (charge coupled device) kamerat tartalmazo képalkotd

rendszert és értékeld szoftvert hasznaltuk. A mintdk denzitometrias értékelésekor a vizeletmintak

cre

crer
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nyul harantcsikolt izom preparatumbdl készitett standard higitasi sorral hataroztuk meg.
I11.6. Presepsin:gelsolin ardny meghatarozasa

A plazma PSEP szinteket egy automatizalt kemilumineszcencias immunkémiai modszeren alapuld
Point of Care berendezés (PATHFAST™; LSI Medience Corporation, Tokyo, Japan) segitségével
mértiik meg (méréstartomany: 20 — 20,000 pg/ml). A szérum GSN szinteket egy, az intézetlinkben
kidolgozott és a Cobas 8000/c502 moduljanak nyitott fejlesztdi csatorndjara adaptalt automatizalt
turbidimetrian alapulé immunkémiai mddszerrel hataroztuk meg. Ezen markerekbél szamoltuk Ki

a méasodik tanulmanyunkban vizsgalt hanyadost, a Presepsin:gelsolin (PSEP:GSN) aranyt.
I11.7. Statisztikai analizisek

Statisztikai elemzéseket a Windows operacids rendszer alatt futé SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences) statisztikai elemz6 szoftver 22-es verziojaval (IBM Corp. NY, USA) végeztlnk.
Normalitds vizsgalat utan (Shapiro-Wilk teszt) nem normal eloszlasu véaltozoink miatt nem
parametrikus eljarasokat alkalmaztunk. A betegcsoportok kozotti kuldnbségek elemzéséhez
mindségi valtozok esetén Khi-négyzet probat, mig mennyiségi valtozok esetén Mann-Whitney U

tesztet (2 csoport), illetve Kruskal-Wallis tesztet (t6bb csoport) hasznaltunk, a kovetés alatti



valtozdsok vizsgalatahoz pedig Wilcoxon tesztet (2 csoport) és Friedman-probéat (tébb csoport)
alkalmaztunk. A tanulméanyainkban analizlt biomarkerek diagnosztikus és prognosztikus
teljesitményének kiértékelését ROC (Receiver operating characteristics) analizissel végeztiik.
Mennyiségi valtozoink korrelacios elemzéseinkhez Spearman-féle Korrelacids vizsgalatokat
folytattunk. A statisztikai elemzések soran a p<0,05 értéket tekintettik szignifikansnak.

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

mennyiségi valtozok esetén a medién és interkvartilis értékeket (25-75%) szemléltetem.

V. Eredmények

IV.1. Vizelet-aktin szepszis-indukélta vesekarosodasban
IV.1.1. Klinikai és laboratériumi parameterek
A kontroll, szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegek demografiai és laboreredményei

Elsé tanulmanyunkba 24 egészséges kontroll egyént, 17 szeptikus és 43 szepszis-indukalta AKI
beteget vontunk be. A vizsgalt betegcsoportok eltértek (p<0,05) a kor, a nem és némely
alapbetegségek tekintetében. Jelentés kiilonbségeket talaltunk (p<0,05) a kontroll, szeptikus és
szepszis-indukalta AKI betegek kozott a vérbol (0sszfehérje, albumin, kreatinin, CK, hs-CRP,
PCT, fehérvérsejtszdm, trombocitaszam) és vizeletbdl (6sszfehérje, albumin, orosomucoid, CysC,

aktin) mért labor paraméterek tobbségét tekintve (6. tablazat a teljes Ph.D. értekezesben).
A szeptikus és szepszis-indukalta AKI betegek 6sszehasonlitasa

A vizsgalatunkba bevont 60 szeptikus beteg fontosabb terapias sziksegletei a kovetkezok 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
merdlt fel, emellett 30 betegnél talaltunk emelkedett laktat szinteket (>2 mmol/l) a kdvetés soran.
A szepszis-indukalta AKI csoportban 18 betegnél (41,9%) merlt fel valamilyen fajta vesepotlo
kezelési (RRT) igény. A Kklinikai prognosztikai score-ok tekintetében a vesekarosodas nélkili
szeptikus csoporthoz képest jelentdsen emelkedett (p<0,05) pontszamokat talaltunk a szepszis-
indukalta AKI betegeknél, és a szepszishez tarsuld6 MODS is gyakrabban fordult elé az utobbi
csoportban (69,8%) az el6bbihez képest (53,0%) (7. tablazat a teljes Ph.D. értekezésben).



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), mésodik (p=0,584)
és harmadik (p=0,608) napjan, viszont szamottevéen megemelkedett u-aktin koncentraciokat
detektaltunk a kontroll és a szeptikus csoportok kozott a kovetés elsé (medidn: 0,78 vs. 3,98 ugl/l,
p<0,001), mésodik (p<0,001) és harmadik (p<0,001) napjan (1A. abra). A szepszis-indukalta AKI
betegeknél is jelentésen magasabb u-aktin szinteket mértiink a vesekarosodas nélkili szeptikus
betegekhez képest az elsé (median: 1,27 vs. 9,52 ug/l, p<0,001) napon, viszont ezen kiilénbség
mar nem volt statisztikailag szignifikans a kovetés masodik (p=0,368) és harmadik (p=0,220)
napjan (1B. abra). A szepszis-indukalta AKI betegek esetében az AKI stadiumokkal aranyosan
valtozo elsé napi u-aktin szinteket talaltunk (T1 median: 3,16 vs. 10,78 vs. 11,55 pg/l, p<0,01),
mig ez a kulénbség a kovetés masodik (p<0,01) és harmadik (p<0,05) napjan is fennmaradt (2A.
abra). Az AKI stadiumokkal ardnyosan emelked6 tendencia az u-aktin értékek vizelet-kreatininre
torténd vonatkoztatasa utan is markans volt mind az els6é napon (median: 0,47 vs. 3,74 vs. 6,16

pg/mmol, p<0,05), mind a masodik (p<0,05) és harmadik (p<0,01) napon (2B. abra).

100 . 1007 e
. — . A B (Inon-AKI
— 4 B Ak
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80 80 )
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I 40 I a0
20 ; 207
0] 078 = o
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(n=24) n-60) n-50) (n—45] (n—17 43) n-15 35) (n-14 31)
Szepszis kovetés Szepszis kovetési napok

1. abra. U-aktin szintek kontroll és szeptikus (A), valamint szeptikus és szepszis-indukalta AKI

betegekben. n: mintaszam. **p<0,01; ***p<0,001.
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2. dbra. U-aktin (A) és u-aktin/u-kreatinin (B) szintek az egyes AKI stadiumokban. n: mintaszam.
*p<0,05; **p<0,01.

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 talélok és nem talélok kozott. Az elsé napi u-aktin szintek diagnosztikus
hatékonysagat ROC analizissel vegeztik. A szepszis-indukalta AKI és a vesekarosodas nélkili
szeptikus betegek differencialasa soran kiszamolt gorbe alatti értékek (AUC) a kovetkezok voltak:
u-aktin: 0,876 (p<0,001); se-kreatinin: 0.875 (p<0,001). A szarmaztatott cut-off értékek: u-aktin:
2,63 pg/l (szenzitivitas: 86,0%, specificitas: 82,4%); se-kreatinin: 111 pmol/l (szenzitivitas:
90,7%, specificitas: 76,5%).

Korrelaciok

Korrelacios vizsgalatainkban mindharom mintagytijtési pont laborértékeit felhasznaltuk, emellett
az eredményeink bemutatasanal a nativ u-aktin értékeket prezentaltuk az u-aktin/u-kreatininnel
mutatott erds korrelacioja miatt (p=0,898; p<0,001). Az u-aktin koncentréaciok kdzepes korreléciot
(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
CysC-vel (p=0,434). Emellett még az u-aktin szintek gyenge korreléciét (p<0,01) mutattak a se-

aktinnal (p=0,272), valamint a fehérvérsejtszdmmal (p=0,223).
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IV.2. Presepsin:gelsolin arany szepszisben és szepszissel tarsulo szervi elégtelenségekben
IV.2.1. Klinikai és laboratoriumi paraméterek

Masodik tanulményunkba 23 egészseges kontroll egyént, 38 intenziv osztalyon kezelt nem
szeptikus és 65 szeptikus beteget vontunk be. A vizsgalt betegcsoportok eltértek (p<0,05) az
¢letkor és némely alapbetegségek esetében. Jelentds kiilonbségeket talaltunk (p<0,05) a kontroll,
nem szeptikus €s szeptikus betegek kozott a vérbol mért labor paraméterek tobbségét illetden
(szérum Osszfehérje, albumin, karbamid, kreatinin, hs-CRP, PCT, PSEP, GSN, fehérvérsejtszam,
trombocitaszam és PSEP:GSN arany), rdadasul a nem szeptikus és szeptikus betegek kozott a
vizsgalt klinikai pontszdmokban (APACHE II, SAPS IlI, SOFA) és az ITO kezelési napok
szamaban is markans eltéréseket tapasztaltunk (8. tablazat a teljes Ph.D. értekezésben).

Az altalunk vizsgalt 38 nem szeptikus beteg fontosabb terapias sziikségletei a kovetkezok voltak:
minden érintett adekvat folyadékpdtlast kapott a kezelés soran, viszont 23 betegnel felmerilt révid
idétartamu alacsony dézisu vazopresszor tamogatas, tovabba 36 érintett noninvaziv oxigén
terapidban részesilt, azonban 2 betegnél sziikseges volt ideiglenesen gépi lélegeztetésre, valamint

ebben a betegcsoportban senkinél sem mertilt fel vesepotld kezelési igény az ITO kezelés soran.
A szeptikus és szepszissel tarsult tébbszervi szervelégtelen betegek 6sszehasonlitasa

A vizsgalatunkba bevont 65 szeptikus beteg fontosabb terapias sziikségletei a kovetkezok voltak:
17 apoltnal noninvaziv oxigen terapia, 48 érintettnél gépi lélegeztetés (median Horowitz index:
184 Hgmm), 53 betegnél hidrokortizon tdmogatés, valamint 54 érintettnél vazopresszor igeny
merilt fel a kdvetés soran. A gépi Iélegeztetett szeptikus betegek tobbsége a felvételt kovetden
propofol vagy dexmedetomidin szedacioban részesult, emellett minddssze 11 érintettnél alakult ki
trombocitopénia és szintén 11 betegnek volt akut majelégtelensége.

A szeptikus betegeket tovabb bontottuk a szepszissel tarsult tobbszervi elégtelenség (MODS)
eléforduléasa alapjan (2 vagy tobb vitélis szervrendszer elégtelensége). A szeptikus (24 f6) és a
szepszis-indukalta MODS (41 f6) betegek kozott szignifikéns differencia (p<0,05) mutatkozott az
ITO kezelés hosszat, a 10-napos mortalitast, a klinikai prognosztikai pontszamokat (APACHE I,
SAPS II, SOFA), a vizsgalt laboratoriumi paraméterek zémét (szérum albumin, Kkreatinin,
bilirubin, PCT, PSEP, GSN és PSEP:GSN arany) és a fontosabb terapids igények tébbségét

illetéen (9. és 10. tablazat a teljes Ph.D. ertekezésben).
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IV.2.2. A presepsin:gelsolin arany kontroll, nem szeptikus, szeptikus és szepszis-indukalta

vesekarosodott betegekben

Jelent6s emelkedést észleltiink a PSEP:GSN aranyt illetéen a kontroll, nem szeptikus és szeptikus
betegcsoportok kozott (T1 median: 1,7 vs. 9,9 vs. 105,9 ng/mg, p<0,001), viszont a marker
kinetikajat tekintve nem tapasztaltunk szignifikans valtozast a nem szeptikus (T1, T3) és szeptikus
(T1, T2, T3) betegeknél (3A. &bra). Az elsé napi PSEP:GSN arany diagnosztikus és prognosztikus
hatékonysagat ROC analizissel végeztik. A nem szeptikus és szeptikus betegek elkilonitése
(p<0,001) soran az els6 napi PSEP:GSN arany (AUC értékek alapjan) hasonléan hatékonynak
mutatkozott, mint a SOFA (p<0,001), a PCT (p<0,001) és a PSEP (p<0,001) (3B. &bra) (11.

tablazat a teljes Ph.D. értekezésben).
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3. abra. PSEP:GSN aranyok 6sszehasonlitasa kontroll, nem szeptikus és szeptikus betegekben a
kovetés sordn (A). Nem szeptikus és szeptikus betegek differencialasa els6 napi labor- és Klinikai
paraméterek alapjan ROC analizis hasznélataval (B). n: mintaszdm. n: mintaszam. ns: nem
szignifikans. ***p<0,001.

Presepsin:gelsolin arany szeptikus és szepszis-indukéalta AKI betegeknél

A vesekarosodas nélkiili szeptikus betegekhez képest jelentdsen magasabb PSEP:GSN aranyt
észleltlink a szepszis-indukalta AKI betegeknél a kovetés elsé (median: 43,6 vs. 176,1 ng/mg,
p<0,001), masodik (p<0,001) és harmadik (p<0,05) napjan. A szepszis-indukalta AKI betegeknél
is az AKI stddiumokkal aranyosan emelkedé PSEP:GSN aranyokat talaltunk a kovetés els6 napjan

(median: 85,8 vs. 111,1 vs. 419,5 ng/mg, p<0,05), mig ez a kilonbség a masodik napon (p<0,05)
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is megmaradt. Osszesen 20 AKI-3 stadiumu szeptikus beteg koziil 15 (75%) érintettnél meriilt fel
valamilyen RRT igény, igy ebben a csoportban 0Osszesen 9 (60%) betegnél intermittald
hemodializisre (IHD), mig 6 betegnél (40%) folyamatos vesep6tlo kezelésre (CRRT) volt szlikség.
A szepszis-indukélta AKI és a vesekérosodas nélkiili szeptikus betegek differencialdsa soran a se-
kreatinin AUC értéke jobbnak bizonyult (p<0,001), mint a PSEP (p<0,001), a PSEP:GSN arany
(p<0,001), valamint a PCT (p<0,05).

A presepsin:gelsolin ardny hasznosséga a szeptikus betegek mortalitas becslésében

A szeptikus betegek 10-napos mortalitasi adatait elemezve a PSEP:GSN ardnyban jelentds
kildnbséget talaltunk a tulélok és nem talélok kozott a kdvetés els6 (median: 80,6 vs. 322,7 ng/mg,
p<0,01), méasodik (p<0,05) és harmadik (p<0.01) napjan. A tulélé és nem taléld szeptikus betegek
differencialasa soran az elsé napi PSEP:GSN arany AUC értéke (p<0,01) hasonloan hatékonynak
mutatkozott, mint az APACHE Il (p<0,001), a SAPS Il (p<0,01), a SOFA (p<0,01) és a PSEP
(p<0,05). Egyebekben a PCT AUC értéke (0,511) nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

IV.2.3. A presepsin:gelsolin arany valtozasa szepszissel tarsulo szervi elégtelenségekben
Presepsin:gelsolin arany szepszis-indukalta hemodinamikai elégtelenségben

Masodik vizsgalatunkban a vazopresszor igény nélkili szeptikus betegekkel, valamint az alacsony
és magas dozisu vazopresszor tamogatasra szoruld szeptikus betegekkel aranyosan valtozd
PSEP:GSN értékeket talaltunk a kovetés elsé (median: 17,4 vs. 70,9 vs. 307,1 ng/mg, p<0,001),
masodik (p<0,01) és harmadik (p<0,001) napjan (4A. abra). Emellett a szeptikus sokk nélkdli
betegekhez képest jelentdsen emelkedett PSEP:GSN aranyt eszleltink a szepszis sokkban
szenved6 betegeknél a kdvetés elsé (median: 59,2 vs. 317,8 ng/mg, p<0,001), masodik (p<0,001)
és harmadik (p<0,001) napjan (4B. abra). Emellett az elh(1z6d6 vazopresszor tAmogatasra szoruld
szeptikus betegekben szignifikansan magasabb PSEP:GSN aranyt detektaltunk a rovidebb
vazopresszor igényli betegekhez viszonyitva a kovetés elsé (median: 66,7 vs. 247,4 ng/mg,
p<0,001), masodik (p<0,001) és harmadik (p<0,001) napjan. (4C. abra). A szeptikus sokkban
szenvedo és a sokk nélkiili szeptikus betegek differencidldsa 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) (4D. abra). Emellett a rovidebb és hosszabb vazopresszor igényl szeptikus betegek
elkulonitése sorén is az elsé napi PSEP:GSN arany AUC értéke (p<0,001) hatékonyabban
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teljesitett, mint a PSEP (p<0,001) vagy a SOFA (p<0,05), mig a PCT AUC értéke (0,468) nem
volt statisztikailag szignifikans (4E. abra) (12. tablazat a teljes Ph.D. értekezésben).
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4. dbra. PSEP:GSN aranyok 0Osszevetése szeptikus betegekben vazopresszor igény mennyisege
(A), valamint a szeptikus sokk kialakuladsa (B) és a vazopresszor tamogatas idétartama (C) alapjan.
A szeptikus betegek ROC analizissel torténd differencialasa a szeptikus sokk kialakulasa (D),
valamint a vazopresszor igény hossza (E) alapjan az elsé napi labor- és klinikai paraméterek

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

A noninvaziv oxigén terapiaban részesiilé szeptikus betegekhez képest jelentésen emelkedett
PSEP:GSN aranyokat talaltunk a gépi 1¢legeztetésre szoruld szeptikus betegeknél a kovetés elsd
(median: 26,9 vs. 173,2 ng/mg, p<0,001), masodik (p<0,001) és harmadik (p<0,001) napjan (5A.
abra). Az utdbbi csoportot a (legalabb) kdzépsulyos ARDS kialakulasa szerint is tovabb bontva
még extrémebb ndvekedést tapasztaltunk a PSEP:GSN aranyokban a kovetés elsé (median: 26,9
vs. 94,2 vs. 554,8 ng/mg, p<0,01), masodik (p<0,01) és harmadik (p<0.01) napjan (5B. abra).
Emellett a tartosabb gépi 1élegeztetési igényll szeptikus betegekben szignifikdnsan magasabb
PSEP:GSN aranyt észleltiink a rovidebb ideig gépi lélegeztetésre szoruld betegekhez viszonyitva
a kovetés elsd (median: 63,2 vs. 230,4 ng/mg, p<0,01), masodik (p<0,001) és harmadik (p<0,001)

napjan. (5C. &bra). A noninvaziv oxigén terapiaban részesiilo és a gépi 1élegeztetett szeptikus
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betegek elkilonitése soran az els6 napi PSEP:GSN arany AUC értéke (p<0,001) hasonl6an
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 (5D. &bra). Ezenkivil a révidebb és hosszabb gépi
Iélegeztetési igényii szeptikus betegek differencialasa soran az els6 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 eértéke (0,480) nem volt statisztikailag szignifikéns (5E. 4bra).
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5. abra. PSEP:GSN aranyok dsszehasonlitasa szeptikus betegekben a noninvaziv oxigén terapia és
a gépi lélegeztetési igény (A), valamint a (legalabb) kozépsulyos ARDS kialakulasa (B) és a gépi
lélegeztetési igény idOtartama (C) szerint. A szeptikus betegek ROC analizissel torténd
elkilonitése a noninvaziv oxigén terapia es gépi lélegetetés sziikségessége (D), valamint a gépi
I¢legeztetési igény hossza (E) alapjan az els6 napi laboratériumi és klinikai paraméterek

hasznalataval. n: mintaszam. **p<0,01; ***p<0,001.
Korrelaciok

A masodik vizsgalatunk sordn végzett korrelacids vizsgalatainkban is mindhdrom mintagyijtési
pont laborértékeit felhasznaltuk. A PSEP:GSN arany erds 6sszefliggést (p<0,001) mutatott a PSEP
szintekkel (p=0,924). Ezenkivil a PSEP:GSN arany kozepes korrelaciot (p<0,001) mutatott a
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
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pontszamok kozil az APACHE II (p=0,759), a SAPS 1I (p=0,743) és a SOFA (p=0,741) score-ral.
Ezzel szemben a PSEP:GSN aréany 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 észleltink

szignifikans 0sszefuggést a PSEP:GSN arény és a tobbi vizsgalt paraméter kdzott.

V. Megbeszélés

V.1. Vizelet aktin szepszis-indukalta vesekarosodasban

A szepszis korai diagnézisa és a kdvetkezményes hatékony terapias intervencié elengedhetetlen
az optimalis gyogyulés érdekében. A jelenleg széleskdrben elterjedt szepszis (szérum PCT, hs-
CRP) és szepszis-indukalta AKI (se-kreatinin, oradiurézis) biomarkerek ugyan fontos
informacioval szolgalnak a klinikai dontéshozatalt és a szepszis monitorozasat illetden, viszont
elébbiek limitacioi miatt a jelenleg érvényes Szepszis-3 definicidk alapjan a szepszis diagnozisat
mar az egyes szervi diszfunkciok meglétére alapozzak. Emiatt a szepszis és a szepszis-indukalta
AKI meghatarozasanal ma is hasznalt biomarkerek mellett Gj, szenzitivebb és specifikusabb
vérben és vizeletben detektalhaté molekulak monitorozasa fontos lehet a betegek gyogyulasi

esélyeinek javitasaban.

Irodalmi adatok alapjan mar t6bb mint 200 potencialis szepszis biomarkert vizsgaltak, de egyelére
nem talaltak olyan molekulat, amely minden idealizalt kritériumnak megfelelne. Szepszisben
gyakran jelent6s proteinuria figyelheté meg, igy az utdbbi években egyre tobb kutatas foglalkozott
ezen jelenség vizsgalataval kiilonb6z6 gyulladasos allapotokban. A szepszis mellett a szepszis-
indukélta AKI biomarkereinek kutatasa is egy intenziven kutatott terilet, igy mar szamos ismert,
a vizeletben is mérheté molekula hasznalatos az AKI korai felismerésére, mint példaul a TIMP-
2xXIGFBP-7, az NGAL, a KIM-1, illetve a CysC.

Az aktin scavenger rendszer fehérjéit illetben mar szamos klinikai tanulmanyban észleltek
csokkené GSN szinteket sulyos gyulladassal jaro allapotokban (pl. akut majelégtelenség, trauma,
miokardialis infarktus, szepszis). A csokkené scavenger fehérje koncentraciokon kivil tobb
vizsgalatban emelked6 se-aktin szinteket taldltak, amit korabban egy intézetlinkben végzett kutatés

keretében is igazoltak szeptikus betegeknél.
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Elsé tanulmanyunkban a vizeletet valasztottuk vizsgalati anyagként, mert kdnnyen, gyorsan és
noninvaziv médon hozzaférhet6. Mivel az aktin egy ubikviter fehérje, igy Kiterjedt sejtkarosodas
esetén a scavenger rendszer kimertlése miatt a se-aktin koncentracié emelkedése varhat6, azonban
az u-aktin szintekrél eddig nem rendelkeztiink informécioval. Legjobb tudomasunk szerint eddig
minddssze egy 2003-ban folytatott kutatas soran vizsgaltak az aktin szinteket vesetranszplantalt
betegek vizeletében. Kwon és mtsai. a vizsgalatba kontroll egyének mellett cadaverbdl és €16
donortol szarmaz6 vese transzplantacion atesett betegeket vizsgaltak. Az u-aktin szinteket hozzank
hasonldan Western blot technikaval hataroztak meg, értékeiket vizelet kreatininre vonatkoztatva
adtak meg. A kontroll egyének vizeletében nem detektaltak aktint, viszont a vesetranszplantaltak
esetében — kilondsen az akut veseelégtelen betegeknél — jelents emelkedést talaltak. Az u-aktin
megjelenesenek hatterében a vese iszkémias, illetve hipoxias karosodasat feltételezték.

Vizsgalataink egyik legfontosabb célja egy érzékeny és specifikus modszer kidolgozésa volt az u-
aktin szintek meghatarozasara. Az irodalmi adatokban taldlhaté kutatasi eredményeknek
megfelelden a se-aktin szintek emelkedd tendenciat mutattak a szeptikus betegekben a kontroll
egyenekhez képest. A korabban Kwon és mtsai. altal végzett kutatassal ellentétben viszont mi a
kontroll egyének vizeletében is (alacsony koncentracioban) ki tudtunk mutatni az aktint. Emellett
a kontroll egyénekhez képest a szeptikus betegekben jelentésen megemelkedett u-aktin szinteket
talaltunk, mig ezen novekedd 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 tulélék és nem tulélék kozott a kovetés soran. Emellett nem
talaltunk statisztikailag szignifikans dsszefliggést az u-aktin szintek és a gyulladasos paraméterek
(hs-CRP, PCT), valamint a klinikai prognosztikai pontszamok (APACHE II, 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 kifejlédésével

indokolhato.

Vizsgalatunk soran spontan vizeletmintakat elemeztiink, igy az irodalmi ajanlasoknak megfelelden
az u-aktin szinteket vizelet-kreatininre vonatkoztatva is megadtuk. A nativ ng/ml-es koncentracié

értékekkel egybevagoan a pg/mmol-ban kifejezett adatok is ugyantgy erés osszefliggést mutattak
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a szepszis-indukélta 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 hasznalatat preferaljuk, ugyanis a vizelet
kreatinin szint erésen fiigg a glomerularis és tubularis funkciotol, amely az akut vesekarosodas
soran szintén gyakran érintett. Ennek megfeleléen Conti és mtsai. a vizelet CysC mérése kapcsan
megfigyelték, hogy a vizelet CysC koncentraciok jol korrelaltak a vesekarosodas mertékével,
azonban vizelet kreatininre vonatkoztatva diszkrepanciat tapasztaltak a nativ koncentraciokhoz és
a stlyossaghoz képest. igy végiil arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy vesekarosodas esetén a mért

értékek vizelet kreatininre vonatkoztatasa félrevezeto lehet.

Elemzéseink soran a vizeletben megjelend emelkedett aktin szintek eredetére is kerestiik a valaszt.
Az u-aktin szintek kozepes erésségli 0sszefuggést mutattak a vese glomerularis érintettségét jelzo
paraméterekkel (se-kreatinin, vizelet 6sszfehérje, albumin), ezaltal feltételezhetd, hogy a
szepszisben gyakori kiterjedt széveti kdrosodas miatt nagy mennyiségben felszabadulo aktin a
kimeriil6 scavenger kapacitasok revén szabad formaban is filtralodhat a glomerulusokban. Ezen
hipotézissel szemben viszont az u-aktin szintek csak gyenge korrelaciot mutattak a se-aktin
szintekkel, tovabba a vizelet CysC koncentraciokkal mutatott kozepes Osszefligges felveti a
tubularis kdrosodas miatti u-aktin emelkedést. Mivel a szérum CK és myoglobin értékekkel nem
talaltunk szignifikans korrelaciot sem a se-aktin, sem az u-aktin esetében, ezért feltételeztlik, hogy

a megfigyelt u-aktin szintek emelkedése nem egy kiterjedt izomszoveti karosodas kdvetkezménye.

Fiziologias koriilmények kozott az aktin foként a GSN-nel vagy Gce-globulinnal komplexet
képezve van jelen a keringésben, ezaltal megjelenése a vizeletben valdsziniitlen. Ezzel szemben
sulyos szepszis és szepszis-indukalta vesekarosodas esetén az u-aktin szintek mind glomerularis,
mind tubularis eredet(i vesekarosodas miatt megemelkedhetnek. Mint ahogy pl. az NGAL vagy a
KIM-1 is szoveti (féként tubularis) karosodast jelz6 AKI biomarkerek, igy az u-aktin is ebbe a
kategoriaba sorolhatd. Azt feltételezzik, hogy az u-aktin — a tobbi szoveti karosodast jelz6 AKI
markerrel egyitt — pontosabb informéciot nyUjthat a szepszis-indukalta AKI mértékérdl, mint a

jelenleg hasznalt se-kreatinin.

Ugyan a kilonféle RRT metodikak — kivaltképp a CRRT — igencsak hatékony eszkdzok a sulyos
szepszis-indukalta AKI kezelésében, viszont egyelére nincs konszenzus ezen madszerek preventiv

jellegli korai AKI-ban torténd bevezetését illetden. Mivel az aktin extracellularisan vagy a
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scavenger fehérjékhez kotddik, vagy elkezd filamentumokat képezni, igy a keringésbdl vélhetéen
nem lehet RRT modszerekkel eltavolitani. Mindemellett az u-aktin szintek emelkedése értékes
informacioval szolgalhat a sulyos szepszis-indukélta AKI soran gyakran sziikségessé valo6 RRT

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

A napjainkban is hasznalatos Szepszis-3 definiciok a szepszishez tarsuld szervi elégtelensegek
meglétére, valamint a kdrfolyamatot kivalto infekcid kimutatsara alapozzék a diagnozist. Az
egyes szervi diszfunkciok megitélésére a széleskdrben elterjedt SOFA score-t alkalmazzak, amely
konnyen értelmezheto és objektiv tdjékoztatast ad a beteg allapotanak stilyossagaval kapcsolatban.
Ugyanakkor a szepszis heterogenitasa miatt ezen pontrendszernek is lehetnek korlatozo tényezoi,
igy a szepszis és a szepszis-indukalta szervi elegtelenségek adekvat meghatarozasaban az uj,

igéretes szepszis biomarkerek monitorozasa is fontos kiegészitd informaciot nyujthat.

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

szepszishez tarsuld szervi elégtelenségek diagnosztikajaban és prognosztikajaban.

Maésodik tanulmanyunk egyik legfontosabb célja volt a PSEP:GSN arany vizsgalata egészséges
kontroll egyenekben, valamint intenziv osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegekben.
Az egészseges kontroll egyénekhez képest jelent6sen 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 differencidlasaban, mint a
SOFA vagy a PCT.

Ezenkivil a szeptikus betegcsoportban a szepszis-indukalta AKI betegeknél még kifejezettebb
novekedest észleltink a PSEP:GSN aranyokban, kiléndsen a vesepOtld kezelésre szoruld
betegeknél. Ezzel szemben a szepszis-indukalta AKI és a vesekarosodas nélkuli szeptikus betegek
elkilonitésében a se-kreatinin szint effektivebbnek mutatkozott, mint a PSEP:GSN arany és a
PSEP. Ennek ellenére Ggy gondoljuk, hogy a PSEP:GSN arany atfogobb informéacioval szolgal a

szepszis-induklta szervkarosodas, igy az AKI tekintetében is, mig a se-kreatinin féként a
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glomeruléris érintettség egyik funkcionalis markere. Ennek megfelelden tovabbi vizsgalatok

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

A szepszis-indukélta AKI stlyossadgéaval aranyosan novekedé PSEP:GSN aranyok a nativ PSEP
szintek esetében is hasonlo tendenciat mutattak, amelyet mar méas kutatécsoportok is megfigyeltek
szepszis-indukalta AKI-ban, illetve krénikus veseelégtelenségben. Szdmos kisméretii gyulladasos
markerhez (pl. IL-6, PCT) hasonl6an a PSEP sem kot6dik fehérjéhez a keringésben, igy kiilonféle
RRT metodikakkal eltavolithatd a vérbdl, amely a molekula prognosztikus hatékonysagat is
negativan befolyasolhatja. Eredményeink alapjan mi is kissé csokkend tendenciaju PSEP szinteket

talaltunk a vesepo6tl6 kezelést igényld szepszis-indukélta AKI betegekben.

A szepszis-indukalta hemodinamikai elégtelenség tekintetében az emelkedé PSEP:GSN aranyok
szoros Osszefliggest mutattak a betegek vazopresszor igényének mértékével és idGtartamaval
egyarant. A PSEP:GSN aranyok szamottevd novekedést mutattak a szeptikus sokkban szenvedd
betegekben a sokk nélkili szeptikus betegekhez képest. Emellett az elsé napi PSEP:GSN arany a
SOFA score-hoz képest jobban teljesitett a szeptikus betegek elkildnitéseben a szeptikus sokk

kialakulasa, valamint az elh(1z6d6 vazopresszor igény esetében.

A szepszis-indukalta 1égzési elégtelenséget illetden a noninvaziv oxigén terapiat igényl6 szeptikus
betegekhez képest szignifikansan magasabb PSEP:GSN aranyokat detektaltunk a gépi lélegeztetett
betegeknél, tovabba ezen emelkedés még kifejezettebb volt az utdbbi csoport azon betegeinél,
akiknél (legalabb) kdzépsulyos ARDS is kialakult. A tartos (5 napnal hosszabb) gépi Iélegeztetési
igényl szeptikus betegeknél szintén jelentds ndvekedést 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 gepi lélegeztetés sziikségessége, valamint a tartos
gépi lelegeztetési igeny tekintetében. Eredményeink alapjan Ggy gondoljuk, hogy a PSEP:GSN
arany a rutinszertien hasznalt SOFA score mellett értékes kiegészitd informacioval szolgéalhat a

szepszishez tarsulé hemodinamikai és légzési elégtelenség diagndzisaban és progndzisaban.

Vizsgalataink soran a PSEP:GSN arany kozepes erdsségli korrelaciot mutatott a konvencionalis
szepszis biomarkerekkel (hs-CRP, PCT). Emellett a szeptikus betegek 10-napos mortalitasi adatai
alapjan a talélo betegekhez képest szamottevoen emelkedett PSEP:GSN aranyokat talaltunk a nem
tulélé betegeknél, tovabba a PSEP:GSN ardny hasonléan hatékonynak bizonyult a klinikai
prognosztikus pontszamokhoz (APACHE II, SAPS II, SOFA) képest a tulél6 és nem tuléld betegek
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elkllonitésében. Mivel jelen tanulményunkban a nativ PSEP szintek nem voltak statisztikailag
szignifikansak a szeptikus betegek mortalitas becslésében, ez némileg ellentmond a PSEP

irodalomban k&z61t kedvez6bb prognosztikus teljesitményének tiikkrében.

Mivel az albumin fizioldgias kortlmények kdzott szamos esszencialis feladatot 1t el a keringésben
(pl. onkotikus nyomas fenntartasa, pufferelés, transzport funkcid, antioxidans kapacitas), ezért
stlyos katabolikus allapotokban gyakran csokkent szérum albumin koncentraciok lathatok. Ennek
megfeleléen szamos gyulladasos allapotban (pl. iszkémias szivbetegség, pankreatitisz, szepszis,
tumoros megbetegedés) eszleltek — a tobbnyire ellentétesen valtozd inflammacios marker és
albumin szintekbdl kalkulalt — emelkedett CRP:albumin, PCT:albumin és PSEP:albumin aranyt.
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 méajelégtelenség, miokardialis infarktus, szepszis).
Emellett az intézetlinkben korabban folytatott vizsgalat soran szintén csékken6 GSN
koncentraciok mellett novekvd se-aktin szinteket detektaltak szeptikus betegeknel, raadasul a
markansan csokkené GSN szintek hatékonynak mutatkoztak az intenziv osztalyos mortalitas
prognosztikdjdban. Ennek megfeleléen mi is jelentdsen emelkedett gyulladasos marker
koncentraciokat (hs-CRP, PCT, PSEP), valamint csokkent GSN szinteket talaltunk szeptikus és

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

A kutatasaink soran észlelt eredményeink értékelését, valamint az igy levonhatd kdvetkeztetéseket
szamos tényez6 befolyasolhatja. Legjobb tudoméasunk szerint sem az u-aktint, sem a PSEP:GSN
aranyt nem vizsgaltdk még szepszisben és szepszissel tarsuld szervelégtelenségekben, ezért
els6ként egy-egy alacsonyabb esetszamu elétanulmany keretében elemeztiik az emlitett biomarker

szintek valtozasat.

Kutatasaink monocentrikus jellege miatt korlatozott lehet6ségeink adodtak a szeptikus betegek
bevonasara, ezért a vizsgalt betegcsoportok eltértek az életkor, a nem, valamint bizonyos
alapbetegségek tekintetében. Intézetiink egy regionalis centrumként miitkddik a kritikus allapott
betegek ellatdsa szempontjabol, ezért feltételezhetd, hogy sulyos allapotl szeptikus betegek
aranylag gyakrabban keriltek felvételre. Az egyes betegcsoportok létszambeli kilonbségei is

befolyasolhattak mérési eredményeinket, bar az alkalmazott nem parametrikus statisztikai tesztek
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segitségével ezen torzitasi tényez6 ellenére is megfelelden szignifikans eredményeket kaptunk.
Mivel a szeptikus betegek foként tigyeleti idében keriiltek felvételre, ezért az osztalyos felvétel és
a masnap reggeli elsé mintavételi idépont kozott eltelt idészakban kiilonbségek adddhattak. Az
intenziv osztalyon kezelt szeptikus betegek és az egészséges kontroll egyének 6sszehasonlitasa az
eltéré koriilmények miatt szintén korlatozé tényezo, ugyanakkor szerettiink volna egy kisebb
,referencia tartomanyt” 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 tisztazasahoz a jovOben tovabbi vizsgalatok szlikségesek (esetszam
novelése, a mintavételi idétartam bovitése (minimum 5-7 napra), egyéb betegcsoportok bevonasa
(pl. kronikus veseelégtelenség, pankreatitisz)). Mivel az u-aktin szintek meghatarozasara jelenleg
nem all rendelkezésre a kereskedelmi forgalomban elérhet6 rutin diagnosztikai modszer, ezért egy
megfelelden érzékeny erdsitett kemilumineszcencian alapulé Western blot technikat dolgoztunk
ki erre a célra. A Western blot metodika legnagyobb hatranya, hogy meglehetésen id6- és
munkaigényes modszer, ezért jelen formajaban az u-aktin szintek rutin Kklinikai hasznalata
problematikus. Emiatt a jovOben egy gyorsabb rutin diagnosztikai médszer (pl. ELISA, POCT)
kifejlesztése szilkséges, mely altal az u-aktin mérése szepszis-indukalta vesekarosodasban jol
hasznosulhat. Jelenleg a PSEP szintek egy mar kereskedelmi forgalomban elérhet6 POCT
maodszerrel meghatarozhatok, emellett a szérum GSN szintek is egy intézetiinkben kifejlesztett
automatizalt mérési technikaval detektalhatok, azonban a GSN mérések széleskorii korhazi
elérhetdsége egyeldre korlatozott, igy a jovOben szintén egy specifikusan kifejlesztett POCT
modszerrel a PSEP:GSN ardny is rutinszerien meghatarozhatova valna, ezaltal segitheti a

hatékony klinikai dontéshozatalt.
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V1. Osszefoglalas

Els6 kutatasunk sordn elemeztilk az u-aktin szinteket szepszisben és szepszis-indukalta AKI-ban.
Eredményeink fontos kiegészitd informacioval szolgalhatnak a szepszis-indukalta AKI soran

Kifejlodo vesekarosodas pontosabb megitélésével kapcsolatban.
Az elvégzett vizsgalataink eredményeit dsszefoglalva:

e Kidolgoztunk egy megfeleléen érzékeny modszert az u-aktin szintek detektaldsara.

o Az egészséges kontroll egyéneknél mért minimalis mennyiségli u-aktin szintekhez kepest
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 soran az u-aktin szintek kdzepes erdsségii sszefliggést mutattak
mind a glomeruléaris (se-kreatinin, u-6sszfehérje, u-albumin), mind a tubularis (u-CysC)
karosodast jelz6 biomarkerekkel, igy feltételezziik, hogy az u-aktin atfogobb informacios
értékkel rendelkezik az AKI soran kialakulo szoveti karosodas kiterjedését illetéen, mint a
jelenleg széleskdrben elterjedt se-kreatinin.

e Az u-aktin, mint szoveti karosodast jelz6 AKI biomarker a stlyos szepszis-indukalta AKI
esetén gyakran szilkseges vesepotld kezelés korai indikéaciojaban eredményeink alapjan
ugy tiinik, segitséget nyQjthat.

e Az alkalmazott Western blot modszer limitaciéi miatt a jovOben egy rutin diagnosztikai

modszer kidolgozésa (pl. ELISA, POCT) jelent6sen el6segitheti a klinikai dontéshozatalt.

Maésodik kutatasunk soran a PSEP:GSN aranyt tanulmanyoztuk szepszisben és szepszishez tarsulo
szervi elégtelenségekben. Eredményeink segithetik a szepszis diagnozisat, valamint a szepszis-
indukalta hemodinamikai és 1égzési elégtelenség sulyossagi fokanak és prognozisanak pontosabb

megitélését.
Vizsgalatunk eredményeit 6sszegezve:

e Jelenleg a PSEP szintek mar egy kereskedelmi forgalomban is elérheté POCT mddszerrel

mérhetdk, tovabba a szérum GSN szintek egy intézetiinkben validalt automatizalt mérési
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technikdval detektalhatok, igy a két biomarkerb6l képzett hanyados — a PSEP:GSN arany
— rapidan és hatékonyan meghatarozhato.

o Azegészséges kontroll egyénekhez képest szamottevé novekedést észleltiink a PSEP:GSN
aranyokban az intenziv osztalyon kezelt nem szeptikus és szeptikus betegeknél.

e Masodik tanulméanyunkban is markansan emelkedé 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 idétartamaval, emellett a marker szeptikus sokk kialakulasa
esetén is jelent6sen megemelkedik.

e A noninvaziv oxigén terapiat igényl0 szeptikus betegekhez képest szignifikansan
magasabb PSEP:GSN aranyokat lattunk a gépi lélegeztetésre szoruld szeptikus betegeknél,
kilonosen akkor, ha az utébbi csoportban (legalabb) kozepsulyos ARDS is kialakult a
kovetés soran.

e Tovabba a PSEP:GSN arany az elhiz6do vazopresszor, illetve gépi lélegeztetési igény
prognosztikajaban is hatékonyabbnak bizonyult, mint a szervi diszfunkciék megitélésere

széleskorben elterjedt SOFA pontrendszer.

Az elvégzett vizsgalatok eredményeit dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy az u-aktin a szepszis-
indukalta AKI egy igéretes szoveti karosodast jelzé biomarkere, mely eldsegitheti a szepszisben
gyakran kialakul6 vesekarosodas pontosabb meghatarozasat.

Ezenkivil a PSEP:GSN arany is hozzajarulhat a szepszis, valamint a szepszishez tarsulé szervi
elégtelenségek hatékony diagnosztikajahoz és prognosztikajahoz. A szepszis heterogenitasa miatt
a korkép felismerésében tovabbra is a legfontosabb a beteg klinikai paramétereinek atfogé és
korrekt értelmezése, azonban az emelkedé PSEP:GSN aranyok értékes informaciot nydjthatnak a
szepszis soran a szervezetben zajl6 szisztémas gyulladas, valamint a szimultan kimeriilé scavenger

kapacitasok mértékét illetéen.
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