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. BEVEZETES

1. A szepszis epidemioldgiaja és konvencionalis laboratoriumi diagnosztikaja

A szepszis diagnosztikaja napjaink orvostudomanyanak egyik nagy kihivasa. Statisztikai
felmérések szerint évente mintegy 19 millié szeptikus beteget hospitalizalnak vilagszerte (1). A
szepszis egy sokarcu szindroma, nem egy definitiv betegség, ezért nehéz egy univerzalis
diagnosztikus kritériumrendszer alkalmazasa. Az elsé konszenzus panel szakértdi a szepszist egy
infekciora adott szisztémas gyulladasos valaszreakcioként (systemic inflammatory response
syndrome, SIRS) értelmezték (2). Az eltelt kozel 25 év soran a korképpel kapcsolatos szakmai
szemlélet megvaltozott, melyet az 01j definicio is jol mutat: a szepszis a szervezet infekcidra adott
diszregulalt immunvalasza, melynek kovetkezménye életveszélyes szervi diszfunkcio(k)
kialakulasa. Bar a szepszis akut mortalitasa csokkenni latszik, a szeptikus sokk halalozasi rataja
tovabbra is magas (40-55%) (3, 4).

A diagnosztikat segitd rutin mikrobiologiai tenyésztés idéigényes és kis hatasfoku (5). Ennek
kovetkeztében a klinikai tiinetek (1égzési, kardiovaszkularis, neurologiai diszfunkcio) észlelésén
tal elengedhetetlen a laboratoriumi paraméterek (koagulacié, maj-és vesefunkcio), valamint
specialis fehérje markerek vizsgélata a szindroma korai felismerése €s kezelése érdekében.
Napjaink gold standard szepszis markere a szérum prokalcitonin (PCT). A PCT képes a
SIRS/szepszis hatékony elkiilonitésére, valamint biztatd eredmények utalnak a PCT vezérelt
antibiotikus terapia hasznossagara (5-7). Gyakran vizsgalt akut fazis fehérje szepszisben a szérum
magas szenzitivitasu C-reaktiv protein (high-sensitivity C-reactive protein, hsCRP) is, bar lokalis
gyulladasos folyamat szintén okozhat hsCRP ndvekedést (5). Tanulmanyunkban olyan fehérjéket

vizsgaltunk, amelyek kiegészit6 informaciot adhatnak a szepszis sulyossagarol.

2. Szérum aktin és aktinkoté fehérjék

Az aktin (molekulastly: 42 kDa) az eukaridta sejtekben expresszalt ubikviter fehérje. Hat
izoformaja és két f6 el6fordulasi allapota (globularis [G]/monomer és filamentozus [F]/polimer)
ismert (8, 9). Az aktin gyulladasos korfolyamatban apoptozis/sejtnekrozis révén juthat a

plazmaba, melynek ioneréssége és Osszetétele a mikrofilamentum-képzédés iranyaban hat. Az
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excessziv mennyiségben plazmaba juté szabad aktin toxikus, mivel a mikrométer hosszisagu
filamentumok mikrothrombus-képz6dést, endothelsériilést okozhatnak. A szabad aktin
filamentumok kéros hatasatol az extracellularis aktin scavenger rendszer két fehérjéje, a gelszolin
és a Gc (group-specific component)-globulin nytjt védelmet (10-15).

A gelszolin egy kalcium-fiiggé fehérje, emldsben 2 f6 izoforméaja (citoplazmatikus, valamint a
plazmaban jelen 1év6) ismert. A plazma gelszolint (molekulasaly: 83 kDa) a vazizomzat
szintetizalja, koncentracidja a vérben fizioldgiasan 150-300 mg/l, azonban ez a tartomany
nagymértékben fligg a vizsgalati modszert6l (16). A fehérje f6 szerepe a plazma aktin
filamentumok oligomerekké hasitasa, emellett egy molekula gelszolin képes 2 molekula aktin
monomer megkdtésére is. A plazma gelszolin gyulladasos korfolyamatban nagy affinitassal koti
meg a bakterialis lipopoliszachharidot, képes a szfingozin-1-foszfat adszorbealasara, valamint a
trombocita aktivacios faktor medialta gyulladasos valaszreakcio gatlasara is (10-14, 16).

A szérum Gce-globulin (molekulasuly: 52-59 kDa) egy kis fokban glikozilalt op-globulin. A
fehérjét a maj termeli, szérumkoncentracidja egészséges egyénekben 200-600 mg/l (17). A Ge-
globulin nagy affinitassal koti a plazma monomer aktint, ezaltal segitve a gelszolin tovabbi
mikrofilamentum hasitasat. Emellett a Gc-globulin a plazma legfontosabb D-vitamin szallito
fehérjéje. Gram-negativ infekcio esetén a fehérje képes a bakterialis endotoxin megkdtésére és
hatasanak gatlasara. Kisérletes modellek feltételezték a fehérje gyulladasos folyamatok soran
megvalosuld ko-kemotaktikus hatasat is (17, 18).

Stulyos szisztémas gyulladas és kiterjedt szoveti sériilés soran az elhalt sejtekbdl felszabadulo
nagy mennyiségii aktin teliti az extracellularis aktin scavenger rendszer kapacitasat. Kisérletes
eredmények alapjan az aktinkotott gelszolint és Ge-globulint joval gyorsabban elimindljdk a
retikuloendothelialis rendszer sejtjei, mint a szabad fehérjéket, ezaltal a gelszolin és a Ge-
globulin szérumszintje rovid idén beliil csokken (10). Szakirodalmi adatok szerint az intenziv
osztalyon kezelt betegekben mért alacsony szérum gelszolin szint korrelalt az elhtiz6do intenziv
osztalyos kezeléssel, a sulyos szovédmények kialakulasaval, valamint a megndvekedett
mortalitassal (19-22). A szérum Ge-globulin szerepét vizsgald klinikai tanulméanyok soran
csokkent fehérje koncentraciot mértek  politraumatizalt, szeptikus, valamint akut
majelégtelenségben szenvedd betegek vérében (23-28). A csokkent szérum Gce-globulin szint

Osszefliggést mutatott a szervi diszfunkciok és a szepszis kialakulasaval, valamint a mortalitassal.



1. CELKITUZESEK

1. A szérum aktin és gelszolin szintek egyiittes vizsgalatara eddig nem keriilt sor human
szepszisben. Célunk a szérum aktin és gelszolin szintek, valamint egy ) marker, az
aktin/gelszolin hanyados monitorozasa és prediktiv értékének meghatarozasa volt SIRS-ben és

sulyos szepszisben.

2. Analitikai szempontbol nem allt rendelkezésre gyors, automatizalt modszer a szérum gelszolin
szint mérésére. Célunk volt egy gyors, immunturbidimetrias assay validalasa a szérum gelszolin
koncentracid6 meghatarozasara. Tovabbi célunk volt egy, a szérum Gce-globulin szint mérésére

alkalmas gyors, immunturbidimetrias modszer adaptalasa.

3. Az eddigi kutatasok kapcsan nem keriilt sor a két aktin scavenger fehérje egyiittes, gyors
meghatarozasara. Végsé célunk volt ezért a szérum gelszolin és Ge-globulin szint gyors,

immunturbidimetrias mérése €s prediktiv értékének vizsgélata szepszisben.

11l. BETEGEK ES MODSZERTAN

1. Betegcsoportok

Vizsgalati protokollunkat a Pécsi Tudoméanyegyetem Regionalis Kutatisetikai Bizottsaganak
jovahagyasaval (4327.316-2900/KK15/2011), a 2003-as Helsinki Deklaracio etikai iranyelveinek
megfelelden kiviteleztiik.

Elsé klinikai kovetéses vizsgalatunkba a Pécsi Tudomédnyegyetem Anesztezioldgiai és Intenziv
Terapias Intézetében 2013. januar és 2014. december kozott felvételre keriilt SIRS-es (n=12),
valamint stlyos szeptikus (n=32) betegeket vontunk be. A SIRS és a sulyos szeptikus
korallapotot a Szepszis-2 konszenzus panel (29) kritériumainak megfeleléen definialtuk.
Végpontként a beleegyezd nyilatkozat visszavonasa vagy a vizsgalati periddus alatt
bekovetkezett halal szolgalt. A kontroll csoport korban és nemben illesztett, alapbetegségekben a
kritikus betegekhez hasonl6, ambulans szemészeti betegekbdl (n=28) allt. Kizarasra keriiltek a

18. ¢életév alatti, illetve a vizsgalatban valo részvételt elutasitdo betegek (cselekvOképtelenség
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esetén a beteg legkdzelebbi hozzatartozdja dontott a vizsgalatba vald beleegyezésrél). A kontroll
betegek korében kizarasi kritériumnak szamitott a 18. életév alatti kor, valamint a fennallé akut
gyulladasos/infektiv megbetegedés. Klinikai vizsgalatunkban a 7 napos (talélé szeptikus betegek:
n=21; nem tulélok: n=11), illetve a hosszabb tava intenziv osztilyos mortalitast egyarant
figyelembe vettiik.

Masodik kovetéses Klinikai vizsgalatunkba a 2013. januar és 2016. augusztus kozott egyetemiink
intenziv osztalyara felvételre keriilt betegeket vontuk be. A betegek osztalyozasa retrospektiv
moédon tortént a Szepszis-3 definiciok (3) szerint, nem szeptikus (n=28), szeptikus (n=33) és
szeptikus  sokkos (n=13) csoportokba. Kontrollként korban ¢és nemben illesztett,
alapbetegségekben a kritikus betegekhez hasonld, ambulans betegeket (n=35) valasztottunk. A
szeptikus betegek korében a 14 napos mortalitast (talélok: n=28; nem talélok: n=18) vizsgaltuk.
A kritikus allapoti betegek korében kizarasi kritériumnak szdmitott az ismert autoimmun
betegség, majelégtelenség, vagy a 18. ¢életév alatti kor. A kontroll csoport tagjainal kizarasi
kritériumként szerepelt az ismert akut gyulladasos vagy autoimmun betegség, valamint a 18.
¢életév alatti kor. Klinikai vizsgalatainkban a betegeket az intenziv osztalyos tartozkodasuk alatt

kovettiik, melynek sordn a klinikai diagnézistdl szamitott 1., 2., 3. és 5. napokon tortént vérvétel.

2. Vérvétel

A vénas vérvétel (7,5 ml) zart vérvételi rendszerben (BD Vacutainer®) tortént. A mintavételt
kovetd 30. perc utan az alvadt vérmintakat 1500g-n 10 percen &t centrifugaltuk €és a szérumokat

azonnal analizaltuk, vagy felhasznalasukig —80°C-os mélyhiitében taroltuk.

3. Szérum aktin és gelszolin koncentraciok meghatarozasa Western blottal

A szérum fehérje szinteket kvantitativ kemilumineszcencias Western blot modszerrel hatdroztuk
meg (21), 10%-os SDS poliakrilamid gélelektroforézis (30) alkalmazasaval. Poliklonalis primer
(Nyul Anti-Human N-terminalis Aktin, ref. szam: A2103, Sigma-Aldrich Co. LLC; Nyul Anti-
Human Gelszolin, ref.szam: AQ0146, Dako A/S, Glostrup, Denmark), valamint torma-
peroxidazzal jel6lt szekunder antitesteket (Sertés Anti-Nyal Immunglobulinok, ref.szam: Z0196,
Dako, A/S) hasznaltunk. A Western blot kvantifikalasat tisztitott nyul vazizom G-aktin, valamint



Escherichia coli expresszios rendszerben (His-8) eldallitott rekombinans human gelszolin

antigénekkel végeztiik.

4. Immunturbidimetrias assay a szérum gelszolin szint meghatarozasara

A szérum gelszolin immunturbidimetrids assay-t a Cobas 8000 analizator c¢502-es moduljanak
nyitott csatornajara (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) applikaltuk. Gyari
gelszolin kalibrator hianya miatt standardként Escherichia coli-ban termelt rekombinans human
gelszolint hasznaltunk. A rekombinans gelszolin kalibratort fotalis borji szérummal (FBS, ref.
szam Ph. Euro. 2262, PAN Biotech, Aidenbach, Germany) higitottuk. Kontrollként — gyari
kontroll hidnyaban — egészséges egyének poolozott szérummintdja szolgdlt. Az assay soran
dilucios pufferrel (ref. szam S2005, Dako A/S) 1:4 aranyban higitott poliklonalis nytl anti-human
gelszolin antitestet (ref. szam. A0146, Dako A/S), valamint reakciés puffert (ref. szam S2007,
Dako A/S) alkalmaztunk, Christensen munkacsoportjanak modszertani leirasat (31) modositva.

Az assay-t az Eurochem iranyelvek 2. kiadasa (32) alapjan validaltuk.

5. Immunturbidimetrias assay a szérum Gc-globulin szint meghatarozasara

A szérum Ge-globulin immunturbidimetrias assay-t a Cobas 8000 automata c502-es moduljanak
nyitott csatornajara applikaltuk. A szérum Gce-globulin koncentraciot Bangert (33) modositott
modszertani protokollja alapjan hataroztuk meg, mely soran dilucios pufferrel (ref. szam S2005,
Dako A/S) 1:5 aranyban higitott poliklonalis nyul anti-human Ge-globulin antitestet (ref. szam
A0021, Dako A/S), reakciés puffert (ref. szam S2007, Dako A/S), human szérum protein
kontrollt (ref. szam X0939, Dako A/S) hasznaltunk. A modszer analitikai teljesitményét az

Eurochem iranyelvek 2. kiadasa (32) alapjan ellendriztiik.

6. Rutin laboratériumi paraméterek és klinikai pontszimok meghatiarozasa

A konvenciondlis laboratoriumi paraméterek szintjét a rutin diagnosztikidban hasznalt

automatakon mértiik. Az Acute Physiology And Chronic Health Evaluation (APACHE) II,



Simplified Acute Physiology Score (SAPS) Il és Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)
klinikai pontszdmokat az intenziv osztalyos kezelés elsé napjara adtuk meg. A quick SOFA
(gSOFA) pontszamokat az intenziv osztalyos felvételi paraméterek alapjan szamoltuk. Az artérias
kozépnyomast (mean arterial pressure [MAP]) intraarterialis vérnyomasmérés soran hataroztak

meg az intenziv osztalyon.

7. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez SPSS (IBM SPSS Statistics for Windows, 22. verzid), valamint Origin
Pro 8 programcsomagot hasznaltunk. Adataink eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel ellendriztiik. A
betegcsoportok Osszehasonlitasat és markereink prediktiv értékét nem-parametrikus tesztekkel
illetve regresszids analizissel vizsgaltuk. A korabbi Western blot, valamint az 0ij gelszolin assay
modszertani 6sszehasonlitasat Bland-Altman plottal végeztiik. A statisztikai szignifikancia szintje
p<0,05 volt.

IV. EREDMENYEK

1. Szérum aktin, gelszolin szintek és aktin/gelszolin hanyados vizsgalata

SIRS-ben és szepszisben

Klinikai és laboratoériumi paraméterek

A betegek 63,6%-a sebészeti beavatkozast kovetden, mig 36,4%-a egyéb ok (pl.: akut 1égzési
elégtelenség) miatt keriilt intenziv osztalyos felvételre. Szeptikus betegekben nagyobb elsé napi
szérum PCT (p<0,001), hsCRP (p<0,001) szinteket, valamint nagyobb APACHE Il (p<0,001),
SAPS II (p<0,001) és SOFA (p<0,05) klinikai pontszamokat észleltiink a SIRS-es betegekhez
képest.

Szignifikansan nagyobb (p<0,05) els6 napi szérum PCT szinteket és klinikai pontszamokat
észleltlink nem tal€ld szeptikus betegekben a talélokhoz képest a 7 napos mortalitas vizsgalata
soran. A szeptikus betegek 65,6%-aban akut veseelégtelenség, 50%-aban akut tiidésériilés,

21,8%-aban thrombocitopenia, mig 12,5%-aban akut majelégtelenség lépett fel. A hemokultira



eredménye a betegek 18,8%-aban pozitiv volt, mig 53,1%-ban a koérokozot egyéb forrasbol (pl.:

bronchoalveloaris lavage) sikeriilt azonositani.

Szérum aktin, gelszolin szintek és aktin/gelszolin hanyados kritikus allapota betegekben

Az elsé napi szérum gelszolin szint nagyobb (p<0,01) volt SIRS-ben mint szepszisben, mig a
legnagyobb gelszolin koncentraciot a kontroll csoportban észleltiik (LA abra). A legnagyobb elsé
napi aktin/gelszolin hanyadosokat szepszisben mértiik, ehhez képest kisebb (p<0,05) értékeket
kaptunk SIRS-ben, mig a legkisebb értékek a kontroll csoportban voltak (p<0,001) (1B, D abra).
Tulels szeptikus betegekben az elsd napi szérum gelszolin koncentracié a nem tulélékhoz képest
nagyobb (p<0,05) volt (1C abra). A kovetés soran a 3. napon ugyancsak nagyobb gelszolin
szinteket mértiink szeptikus talélékben a nem tulélékhoz képest (22,95 vs. 3,69 mg/l; p<0,05).
Nagyobb median szérum aktin szintet mértiink szeptikus nem talélékben a talélokhoz
viszonyitva, bar ez a kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak. Ezen tilmenden, szeptikus nem
talélokben a talélokhoz képest nagyobb 2. napi szérum aktin/gelszolin hanyadosokat észleltiink
(median: 2,18 vs. 0,19; p<0,05).
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1. abra. Az els6 napi szérum gelszolin koncentraciok és aktin/gelszolin hanyados értékek szeptikus, SIRS-es és
kontroll betegekben (A, B), valamint szeptikus talélékben és nem talélékben, a 7-napos mortalitast figyelembe véve
(C, D). *: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001). SIRS: systemic inflammatory response syndrome
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Spearman-féle korrelacios analizis

A szérum gelszolin szintek negativan korrelaltak a szérum PCT (p= -0,38, p<0,05), hsCRP
szintekkel (p=-0,65, p<0,01), valamint a SAPS II (p=-0,37, p<0,05) és SOFA (p=-0,35, p<0,05)
pontszamokkal. A szérum gelszolin és albumin szintek pozitivan korreldltak egymassal (p=0,43,
p<0,01). Az aktin/gelszolin hanyados értékek pozitivan korrelaltak a hsCRP szinttel (p=0,43,
p<0,01) valamint a SOFA pontszammal (p=0,32, p<0,05).

A receiver operating characteristics (ROC) és a COX-féle regresszios analizisek eredményei

A SIRS/szepszis elkiilonitése terén az elsdé napi szérum PCT ROC-gorbe alatti teriilet értéke 0,95,
hsCRP esetén 0,84, mig gelszolin esetén 0,77, az aktin/gelszolin hanyados kapcsan 0,70 volt
(mindegyik esetben p<0,05).

A 7 napos mortalitas elérejelzésére a PCT ROC-gorbe alatti teriiletértéke 0,75, mig gelszolin
esetén 0,74 volt (mindkét esetben p<0,05). Az aktin/gelszolin hanyados (0,70), valamint a hsCRP
(0,66) vizsgalata soran nem kaptunk szignifikans értéket.

Az intenziv osztalyos mortalitas elOrejelzésére a COX-féle regresszids analizis soran az
APACHE 1I pontszam mellett (hazard ratio (HR)=1,208; 95%-0s konfidencia intervallum
(KI=1,083 — 1,347; p=0,001) csak az aktin/gelszolin hanyados (HR=1,172; 95% KI=1,079 —
1,273; p<0,001) bizonyult szignifikans faktornak.

2. Modszerfejlesztés

2.1. Immunturbidimetrias assay a szérum gelszolin szint mérésére

Analitikai paraméterek és stabilitas vizsgalat

A 2A abra 9 fiiggetlen kalibracio Osszegzett gérbéjét mutatja. A vakhatar (limit of blank [LOB])
0,47 mg/l, a kimutatasi hatar (limit of detection [LOD]) 0,72 mg/l, mig a meghatarozasi hatar
(limit of quantification, [LOQ]) 1,99 mg/l volt. Az intra- és inter-assay variabilitas vizsgalata

soran kapott variacios koefficiens (CV%) értéke az esetek tobbségében 5% alatt volt. A 4
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kiilonb6z6 tartoményban végzett visszanyerési (recovery) vizsgalat soran 84,56 — 93,52% kozotti
értékeket kaptunk. A linearitas vizsgalathoz egy szérumminta 10 kiillonb6z6 higitasat hasznaltuk,
mely soran a szamolt linearis regresszios koefficiens adekvatnak bizonyult (r’= 0,998) (2B 4bra).

A 10 napos stabilitas vizsgalat alatt a mintak szérum gelszolin szintje nem valtozott jelentdsen a
kezdeti értékekhez képest (96,70 — 117,36%), tovabba az 5 ismételt fagyasztasi-olvasztasi ciklus

soran sem tapasztaltunk 1ényeges valtozast.
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2. abra. Validalasi eredmények. A: A gelszolin assay exponencialis illesztéssel nyert szummalt (n=9) 6-pontos (10—
260 mg/l) kalibracios gorbéje. B: A linearitas vizsgalat eredménye. Az egyenes pontjai atlagokat jeldlnek. r%:
regresszios koefficiens.

A Western blot és az immunturbidimetrias mérési eredmények ossszevetése

A szeptikus, SIRS-es, valamint a kontroll betegek Western blot és immunturbidimetrias mérési
eredményeit Bland-Altman analizissel vetettiik Ossze, mely a hibat 0,26-nak jeldlte, mig a

megfeleldségi tartomanyt —0,79 — 1,09 kozott adta meg.

2.2. A szérum Gc-globulin szint mérése immunturbidimetrias assay-vel

Analitikai paraméterek és stabilitas vizsgalat

Meéréseink soran a LOB 0,43 mg/l, a LOD 0,66 mg/l, mig a LOQ 1,85 mg/l volt. Az intra-assay
pontatlansag 1,38 — 1,64% kozott mozgott, mig az inter-assay pontatlansag 5,03% volt. A
linearitas vizsgalathoz egy szérumminta 7 kiilonboz6 higitasat (8 — 332 mg/l) hasznaltuk, mely

sordn a kapott regresszios koefficiens értéke (r?=0,995) megfeleldnek bizonyult. A 6 napos



stabilitas vizsgalat (+4°C), valamint az 5 fagyasztasi-olvasztasi ciklus soran mintainkban nem

tapasztaltunk érdemi szérum Ge-globulin koncentracio-valtozast.

3. A gelszolin és a Gc-globulin prediktiv értékének vizsgalata szepszisben

Klinikai és laboratériumi paraméterek

Az intenziv osztalyos betegcsoportok qSOFA pontszamai nem kiilonboztek szignifikansan.
Mindharom kritikus allapota betegcsoport APACHE Il pontszama eltért egymastol (p<0,05), mig
a SAPS II pontszamok nagyobbak (p<0,01) voltak a szeptikus és a szeptikus sokkos betegekben a
nem szeptikus intenziv osztalyos betegekhez képest. A szeptikus sokkos betegek felvételi SOFA
pontszamai nagyobbak (p<0,01) voltak, mint a szeptikus €s a nem szeptikus betegek esetén
észleltek. Szeptikus sokkos és szeptikus betegekben magasabb (p<0,001) szérum hsCRP és PCT
értékeket mértiink, mint a nem szeptikus intenziv osztdlyos betegekben. A mikrobiologiai

tenyésztés az esetek 76,8%-ban pozitivnak bizonyult.

Szérum gelszolin és Ge-globulin szintek szeptikus sokkos, szeptikus és SIRS-es betegekben

Az els6 napi szérum aktinkot6 fehérje szintek a kontroll csoportban nagyobbak (p<0,001) voltak,
mint az intenziv osztalyos betegekben (3A, B abra). A nem szeptikus intenziv osztalyos
betegekben nagyobb (p<0,001) szérum gelszolin koncentraciét mértiink, mint a szeptikus ¢és a
szeptikus sokkos paciensekben (3A abra). Szeptikus sokkban észleltiik a legkisebb elsé napi
szérum Gce-globulin szinteket, mig ehhez képest nagyobb volt a Gc-globulin koncentracid
szepszisben (p<0,01) és SIRS-ben (p<0,001) egyarant (3B abra).

Az 5 napos kovetés soran mindvégig nagyobb (p<0,01) szérum Ge-globulin szinteket mértiink
szepszisben, mint szeptikus sokkban (3D abra). Tovabba, szeptikus betegekben az elsé napi
szérum Ge-globulin értékekhez képest a 2. és az 5. napi szérum Gce-globulin koncentracié nétt
(p<0,05). A szérum gelszolin szintek vizsgalatakor, a kdvetési periodus soran nem tapasztaltunk

szignifikans kiilonbséget a szeptikus és a szeptikus sokkos betegcsoportok kozott (3C abra).
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3. abra. Szeptikus sokkos, szeptikus és nem szeptikus intenziv osztalyos betegekben mért els6 napi szérum gelszolin
(A), Ge-globulin szintek (B), valamint a kovetés soran mért szérum gelszolin (C) és Ge-globulin (D) koncentraciok
szeptikus és szeptikus sokkos betegekben. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Szérum gelszolin és Ge-globulin szintek szeptikus talélé és nem talélo betegekben a 14

napos mortalitas alapjan

Az els6 napi szérum gelszolin szintek nagyobbak voltak a tulélé szeptikus betegekben, mint a
nem talélékben (median: 12,9 vs. 6,9 mg/l; p<0,05). Az 5 napos kdvetés soran nem tapasztaltunk
tovabbi szignifikans valtozast a szérum gelszolin koncentraciok terén.

A kovetés soran novekvoé trendet (p<0,05) figyeltiink meg a taléld szeptikus betegekben az elsé
és a 2. napi (median: 212,8 vs. 271,9 mg/l), valamint az els6 és a 3. napi (median: 212,8 vs. 235,2
mg/l) Gc-globulin szintek Osszehasonlitasakor. Hasonld tendenciat tapasztaltunk a nem talélo
betegek elsé és 2. napi Ge-globulin koncentracidinak vizsgalatakor (median: 155 vs. 267,1 mg/l;
p<0,05).
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Spearman-féle korrelacios analizis

A szérum gelszolin és Ge-globulin szintek pozitivan korrelaltak egymassal (p= 0,48, p<0,01),
tovabba mindkét fehérje szintje pozitivan korrelalt a szérum albumin koncentraciéval (gelszolin —
albumin: p= 0,54; Gc — albumin: p=0,61, p<0,01) és negativan a hsCRP szinttel (gelszolin —
hsCRP: p= -0,68; Gc — hsCRP: p= -0,43, p<0,01). Gc-globulin esetén negativ korrelaciot
tapasztaltunk a plazma laktattal (p= -0,64, p<0,01), PCT-vel (p= -0,34, p<0,01), valamint a
klinikai pontszamokkal (G¢c — SAPS II: p= -0,49, p<0,01; G¢c — APACHE II: p= -0,35, p<0,05;
Gc — SOFA: p=-0,52, p<0,01) egyarant.

A ROC és logisztikus regresszios analizisek eredményei

A szeptikus/nem szeptikus intenziv osztalyos betegek elkiilonitése terén a PCT (AUC: 0,98,
p<0,001) és a hsCRP (AUC: 0,80, p<0,01) mellett a gelszolint is diagnosztikus értékiinek talaltuk
(AUC: 0,88, p<0,001). Az optimalis gelszolin kiiszobérték 22,29 mg/l volt (szenzitivitas: 83,3%,
specificitas: 86,2%) (4A, B abra).

A szeptikus sokkos/szeptikus allapot elkiilonitésére a plazma laktat szint (AUC: 0,99, p<0,001)
bizonyult a legjobb paraméternek, de emellett a Ge-globulin (AUC: 0,76) és az atlagos artérias
kozépnyomas (AUC: 0,74) is szignifikans (p<0,05) gorbe alatti teriiletértékkel birt (4C, D éabra).
Az optimalis kiiszobérték Gce-globulin esetén 116,5 mg/l volt (szenzitivitas: 78,3%, specificitas:
60%).

A 14 napos mortalitas predikcioja terén a SOFA pontszam (AUC: 0,88, p<0,001) és a szérum
gelszolin (AUC: 0,71, p<0,05) szignifikans eredményt adott (4E, F abra). A gelszolin esetén
meghatarozott kiiszobérték 8,7 mg/l volt (szenzitivitas: 71,4%, specificitas: 58,3%).

Logisztikus regresszids analizis soran a felvételi SOFA pontszam (8= 0,53; p= 0,03; OR=1,70;
95%-o0s KI: 1,03-2,79) mellett az els6 napi gelszolin szintek (8=-0,15; p= 0,04; OR= 0,87; 95%-

os KI: 0,75-0,99) bizonyultak szignifikansnak a szepszis 14 napos mortalitasanak elérejelzésére.
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4. abra. ROC (Receiver operating characteristic curves) analizis az els6 napi szérum paraméterek és klinikai
pontszamok dsszehasonlitisara. A, B: szeptikus/nem szeptikus korallapot elkiilonitése; C, D: szeptikus sokk/szepszis
differencialasa; E, F: 14 napos mortalitas elorejelzése szepszishben. hsCRP: high sensitivity C-reactive protein (magas
szenzitivitasu C-reaktiv protein); MAP: mean arterial pressure (artérias k6zépnyomas); PCT: prokalcitonin; gSOFA:

quick Sequential Organ Failure Assessment; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment
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V. DISZKUSSZIO

1. Szérum aktin, gelszolin szintek és aktin/gelszolin hanyados vizsgalata

SIRS-ben és szepszisben

Els6 klinikai tanulmanyunkban a Western blot mddszerrel kimutatott szérum gelszolin és az 0j
aktin/gelszolin hanyados prediktiv értékét vizsgaltuk. Fontos megfigyelésiink, hogy a szeptikus, 7
napos mortalitads szempontjabol tulélé betegek elsé napi szérum gelszolin szintje szignifikansan
nagyobb volt a nem talél6khoz képest, hasonloan Lee és munkatarsainak eredményeihez (20, 21),
azonban ellentétben Wang és munkatarsainak megallapitasaval (22).

Vizsgalatunk soran Lee (20, 21), valamint Wang és munkatarsaival (22) ellentétben, szignifikans
kiilonbséget talaltunk a szeptikus tuléld és nem taléld betegek szérum albumin szintje kozott.
Hasonloan megfigyelésiinkh6z, Mounzer munkacsoportja (19) szintén pozitiv korrelaciot irt le a
szérum albumin, valamint a gelszolin szintek tekintetében politraumatizalt betegekben.
Vizsgalatunkban, Mounzer munkacsoportjahoz (19) hasonléan, kisebb szérum aktin szintet
mértiink szepszisben, mint Lee és munkatarsai (21). Mig Lee munkacsoportja a szeptikus betegek
81%-aban detektalt plazma aktint, és a kontroll egyének egyikében sem észlelt aktin pozitivitast,
addig munkacsoportunk valamennyi vizsgalt betegben kimutatott szérum aktint. A fenti
kiilonbséget az érzékenyebb aktin kimutatasi technikank is magyarazhatja.

Tanulméanyunkban, a szeptikus betegekhez hasonld koru és nemi kontroll egyéneket vontunk be,
ellentétben Lee munkacsoportjaval (21), akik csak egészséges és fiatal egyéneket vizsgaltak a
kontroll csoportban.

Belsky munkacsoportjanak megfigyeléséhez (15) hasonloan, a vizsgalati periodus alatt
munkacsoportunk sem észlelt szignifikans valtozast a szérum aktin szinteket illetéen szepszisben.
A szeptikus betegek napok kozti szérum gelszolin szintjében, Lee és munkatarsaihoz (20)
hasonléan, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget, ellentétben Mounzer (19) és Wang (22)
munkacsoportjanak eredményeivel.

2. Modszerfejlesztés

Eredményesen validaltunk egy gyors, preciz, kis mintaigényli immunturbidimetrids modszert a

szérum gelszolin szint mérésére. Ehhez részben Christensen és munkacsoportjanak (31)
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modszertani leirasat vettiik alapul. Ismereteink szerint hasonléan gyors assay a szérum gelszolin
koncentracié meghatarozasara jelenleg nem elérheto.

Christensen munkacsoportja (31) korabban kidolgozott egy immunturbidimetrids modszert a
szérum gelszolin szint mérésére, ami az altalunk bevezetett assay-hez képest precizebb (CV: 4%)
volt, és a LOD 2,7 U/l-nak bizonyult. A gelszolin kalibrator és kontroll instabilitasa miatt
azonban az assay tobbé nem hozzaférhetd. Dahl munkacsoportja (24) egy korabbi tanulmanyban
a plazma gelszolin szint mérésére alkalmas immunnephelometrias assay-t irt le, azonban nem
kozolt a rendszerrel kapcsolatos analitikai paramétereket.

Kisérleteinkben a szérum gelszolin stabilitasa megfelelé volt a 10 napos, +4°C-on végzett
vizsgalat, és az 5 fagyasztasi/olvasztasi ciklus soran egyarant. Nem javasoljuk azonban a
gelszolin szint mérését EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav) alvadasgatlot tartalmazo mintavételi
cs6bbl, mivel ebben az esetben a gelszolin koncentracidé a szérumos és a citratos vérben mért
értékekhez képest jelentésen csokken. Az EDTA-indukalta gelszolin szint csokkenés lehetséges
okaként emlithetd, hogy az EDTA a nétrium-citrathoz képest er8sebben koti a Ca?*-t, valamint
egyéb fémionokkal is kelatot képez (34), ami a gelszolin domének széteséséhez vezethet.

A szérum Ge-globulin assay adaptdldsa soran, Hamashima és munkatarsaihoz hasonldan (35),
Bangert munkacsoportjanak (33) eredményeihez képest kisebb LOD értéket kaptunk. A
kiilonbség feltehetéen az eltér6 reagens vak mintakbol szarmazik. Az intra-és inter-assay
pontatlansag vizsgalata soran Bangert munkacsoportjdhoz hasonld eredményeket kaptunk.
Hamashima és munkatarsai a rendszeriinkh6z hasonld intra-assay, azonban kisebb inter-assay
pontatlansagot irtak le. Tovabba, az utobb emlitett assay nagyobb mintaigényii volt a Bangert és

munkatarsai, valamint munkacsoportunk altal prezentalt modszerhez képest.

3. A gelszolin és Gc-globulin prediktiv értékének vizsgalata kritikus allapotu betegekben

Vizsgalataink alapjan a szérum gelszolin a szepszis gyors diagndzisat segité marker lehet.
Hasonloan eredményeinkhez, Lee munkacsoportja (20, 21) szintén nagyobb elsé napi szérum
gelszolin szinteket talalt tuléld szeptikus betegekben a nem talélokhoz képest.

Nem talaltunk Osszefiiggést az elsé napi szérum Gce-globulin szint és a szeptikus betegek
mortalitasa kozott, mely 6sszhangban volt Leaf (26, 27), valamint Gressner munkacsoportjanak

(28) megfigyeléseivel.
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Jeng és munkatarsaival (25) ellentétben nem talaltunk kiilonbséget a szeptikus €s a nem szeptikus
intenziv osztalyos betegek elsé napi Ge-globulin szintjében. A szeptikus betegek kovetése soran a
Gc-globulin szintek kis foka novekedését figyeltik meg, hasonléan Dahl munkacsoportjahoz
(24). Az emlitett jelenség a Gc-globulin, mint akut fazis fehérje sulyos szoveti sériilés kapcsan
megfigyelt fokozott szintézisével fiigg Ossze (23). A gelszolin szintézise ellenben szisztémas
gyulladasban nem fokozodik (16), amit kutatdcsoportunk, valamint Lee munkacsoportja (20) is
alatdmasztott.

Kutatdcsoportunk vizsgalta elsoként immunturbidimetrids modszerrel a szérum gelszolin és Ge-
globulin szintjét szepszisben. Korrelacids vizsgalatokkal szignifikans pozitiv Osszefiiggést
talaltunk a két aktinkotd fehérje kozott, ami a szinergisztikus aktin scavenger funkcidjukra
utalhat. Gressner kutatocsoportjaval (28) ellentétben szignifikans negativ  korrelaciot
tapasztaltunk a szérum Gce-globulin, valamint a hsCRP, PCT szintek és a klinikai pontszamok
kozott. Negativ Osszefiiggést talaltunk a szérum gelszolin és a hsCRP szintek kozott, amit
korabbi vizsgalatunk is igazolt. Jelen tanulméanyunkban, hasonldéan a korabbihoz, a szeptikus
betegekhez korban és nemben illesztett, valamint alapbetegségekben hasonld kontroll csoportot
vizsgaltunk annak érdekében, hogy a potencialis zavar6 hatdsokat kikiiszoboljiik.

Fontos megemliteni, hogy egyik vizsgalt aktinkoto fehérje sem specifikus szepszisre. A szeptikus
allapoton tilmenden csokkent szérum gelszolin szinteket irtak le akut tiidésériilés, politrauma,
mionekrozis és akut majelégtelenség kapcsan egyarant (16). Tovabba, csokkent szérum Ge-
globulin szintet tapasztaltak majelégtelenségben szenvedd és politraumatizalt sokkos betegekben
(17). Mindazonaltal, mivel a szepszis egy sokarcu szindroma ¢és nem egy definitiv betegség,
egyik laboratoriumi marker sem nyujthat 100%-os specificitast (4). Sokkal inkdbb mérvado a
szérum gelszolin és Gc-globulin szint csokkenésének mértéke és a megfeleld kiiszobértékek
megvalasztasa.

A PCT napjaink nagy szenzitivitdsi ¢és specificitdsi gold standard szepszis markere.
Mindemellett igy gondoljuk, hogy a szérum gelszolin, aktin/gelszolin hanyados és a Ge-globulin

fontos, kiegészité informaciot nyujt a szepszis sulyossagardl és a betegek immunstatuszarol.
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V1. OSSZEGZES, UJ MEGALLAPITASOK

Kidolgoztunk egy szenzitiv Western blot mddszert a szérum aktin szint meghatarozasara,

mely tovabbi modszertani fejlesztések kiindulasi pontja lehet.

A szérum aktin és gelszolin szinteket elséként kutatocsoportunk monitorozta szimultan

human szepszisben.

Bevezettiink egy 0j potencialis szepszis markert, a szérum aktin/gelszolin hanyadost, mely az
APACHE II pontszdmhoz hasonldan, szignifikans prediktiv értékkel birt az intenziv osztalyos

mortalitast illetGen.

Validaltunk egy egyediilalloan gyors, kis mintaigényii, preciz assay-t a szérum gelszolin szint
mérésére. Az 0j, gyors gelszolin assay az intenziv (szepszis) €és a belgyogyaszati (kronikus

gyulladasos allapotok) ellatasban egyarant hasznos lehet.

Bizonyitottuk a gelszolin és a Ge-globulin szinergisztikus funckigjat, valamint a gyulladasos

crer

szerepliket feltételezi.

A szérum gelszolin kiegészité diagnosztikus és prediktiv fehérje lehet szepszisben. A Kritikus

mértékben csokkent szérum Ge-globulin koncentracié ellenben szeptikus sokkra utalhat.

A szérum gelszolin és a Gce-globulin szint immunturbidimetrias mérése gyors, kiegészitd

informaciot adhat a szepszis sulyossagarol.
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