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l. BEVEZETES

A vilagszerte vezeté morbiditasu és mortalitdsi korképek (kardiovaszkuléris, daganatos és
fertdzéses megbetegedések) 0sszefiiggésbe hozhatdk a szervezet gyulladasos aktivitasaval. A
szisztémas gyulladas gyakran vezet sulyos szovOdményekhez. A korképek koziil kiemelendd
a szepszis, mely mar az Okorban ismert jelenség volt, és még napjainkban is az
orvostudomany egyik legnagyobb kihivésa, jelentds egészségiigyi, tarsadalmi és gazdasagi
probléma. Ko6zel 30%-os halalozasi mutatokkal és magas kezelési koltségekkel, a szepszis az
egyik legjelentdsebb megterhelés az intenziv osztalyok szamara ma is.

A szepszis heterogén, komplex klinikai szindroma, véltozo6 etiologiai hattérrel, sulyossaggal
¢és prognodzissal. A kimenetel szempontjabol dont6 a szeptikus allapot korai felismerése, és
elkiilonitése a szisztémas gyulladasos valaszreakcid (SIRS) egyéb formaitol, melyhez nagy
segitséget nyujtanak a mikrobioldgiai és laboratoriumi vizsgalatok. A diagnozis felallitasanak
eldsegitésén kiviil, bizonyos biomarkerek alkalmasak lehetnek a prognoézis és a szervi
diszfunkciok kifejlddésének eldrejelzésére, az antibiotikus terdpia megtervezésére, tovabba a
kezelésre adott valasz értékelésére. Az elmult néhany évtizedben szamos, kozel 200
kiilonb6z6 szepszis marker vizsgalatardl szamoltak be. A lehetséges biomarkerek nagy része a
szepszis soran kialakuld gyulladdsos valasz medidtorai kozé tartozik. A legujabb
diagnosztikus iranyelvek mar magukba foglaljdk a szérum prokalcitonin (PCT) és nagy-
érzékenységli C-reaktiv protein (hsCRP) mérését szepszis gyanujakor, azonban ezek sem
minden igényt kielégitd molekuldk, igy a szepszis markerek kutatdsa napjainkban is
intenziven folyik. Kiilondsen eldnyds olyan paraméterek elemzése, melyek a betegeknek nem
jelentenek megterhelést (non-invazivan nyerhetdk), és a gyulladasos allapot valds idejl
monitorozasara alkalmasak. Ujabb proteomikai kutatasok szerint a vizeletfehérjék klinikailag
hasznos informacioval szolgalhatnak, mind szisztémas, mind lokalis folyamatokban.

Az orosomucoid (ORM), vagy mas néven a-1 savanyu glikoprotein egy jelentds, pozitiv akut
fazis fehérjeként szamon tartott glikoprotein. Habar mar 1950-ben azonositottdk, és azota
szamos funkciojat leirtdk, a pontos bioldgiai szerepe még ma is tisztdzatlan. Az ORM egy 41-
43 kDa molekulatomegii fehérje, tomegének kozel felét szénhidrat lancok alkotjak, igy
kialakitva a kiilonleges molekulaszerkezetét, melynek egyedi tulajdonsdgait és funkcidit
koszonheti. Az immunocalin fehérje csalad tagjaként az ORM egyrészt jelentds transzport
funkciokkal, ligand kot6 tulajdonsagokkal rendelkezik, és igy képes befolyasolni bizonyos
gyogyszerek farmakokinetikdjat, masrészt részt vesz a gyulladasos folyamatok

szabalyozéasaban, ismert anti-inflammatorikus és immunmoduldl6 szerepe is.



In vitro tanulmanyok kimutattak, hogy az ORM valamennyi immunsejt aktivitasat képes
befolyasolni. Gatolja a leukocita adhéziot és extravazaciot, csokkenti a neutrofil aktivaciot,
kemotaxist és migraciot, valamint a szuperoxid szabadgyokok képzédését. Allatkisérletek
soran kimutattdk az ORM protektiv tulajdonsagait kiilonb6z6 gyulladdsos allapotokban,
sokkban, szepszisben. Igazoltdk, hogy az ORM fontos szerepet tolt be a kapillaris
permeabilitas szabalyozasaban, noveli az endothel sejtek negativ toltését és kozremiikodik a
Szamos betegségben, akut ¢és kronikus gyulladdsos allapotokban, autoimmun és tumoros
megbetegedésekben leirtak a szérum ORM (se-ORM) nem specifikus, maximum 2-3-szoros
emelkedését.

Az ORM molekulaméreténél fogva a glomerulusokban filtralodhat, az egészséges egyének
vizeletében is megtalalhatd, azonban a vizeletben valé megjelenéséért felelds faktorok és
mechanizmusok még nem tisztazottak. A vizelet ORM (U-ORM) szintek feltérképezésére
idaig csak kevés kutatds iranyult. ll-es tipusu cukorbetegségben, szivelégtelenségben,
reumatoid arthritiszben irtak le emelkedett u-ORM szinteket, melyet Osszefiiggésbe hoztak a
fennalld kronikus gyulladésos allapottal és az endothel diszfunkcidval. Az eddigi vizsgalatok
alapjan ugy tlinik, hogy az u-ORM szintek monitorozdsa szdmos szisztémas gyulladasos
aktivitassal jard betegség esetén igéretes lehet, és kiegészitd informacioval szolgalhat a napi
klinikai gyakorlat szamara is. A biztaté adatok ellenére azonban a rutin klinikai gyakorlat

szamara nem érhetd el megbizhatd, preciz, automata u-ORM mérési mod.



1. CELKITUZESEK

Vizsgalataink célja volt a vizelet orosomucoid szintek monitorozasa akut gyulladasos
folyamatokban. Vizsgalni kivantuk, hogy az u-ORM alkalmas-e a szisztémas gyulladas
sulyossaganak megitélésére.

Tanulmanyunk céljai a kovetkezok voltak:

e Automatizalt u-ORM mérési modszer adaptaldsa, analitikai validalasa.

e Referencia tartomany megallapitasa egészséges egyének vizsgalata alapjan.

e Az u-ORM szintek vizsgalata akut gyulladasban nem szenvedd, de kiilonb6z6 kronikus
betegségekkel rendelkezd egyéneknél. Ezzel vizsgalni kivantuk, hogy az alapbetegségek
befolyasoljak-e az u-ORM Kivalasztast.

e Az u-ORM szintek monitorozasa intenziv osztalyon kezelt silyos szeptikus betegeknél.
Azt feltételeztiik, hogy az u-ORM egy korai markere a stilyos gyulladasnak, igy szeptikus
betegeknél vizsgalni kivantuk az u-ORM szintek:

o Diagnosztikus értékeét,

o Iddbeli lefolyasat,

o Prediktiv értékét a kimenetelt illetoen,

o Osszefliggését a stilyossaggal és a szervelégtelenségekkel,
o Osszefiiggését egyéb laborparaméterekkel.

e Az u-ORM kinetikdjanak vizsgalata miitét indukalta szisztémas gyulladasos allapotban.
Feltételezéseink szerint az u-ORM gyorsan €s érzékenyen jelezheti a miitét utani
gyulladasos aktivitds mértékét. Szivmiitott betegeknél vizsgalni kivantuk az u-ORM
szintek:

o Mitét elotti értekét, €s hogy ez kiilonbozik-e az egészséges egyénekétol, ill.
Osszefliggésbe hozhato-e tarsbetegségekkel,

o Idobeli lefutasat a mitét utani idoszakban,

o Osszefliggését a miitét utani gyulladasos vélasz mértékével és klasszikus gyulladasos

paraméterekkel.



I1l. ANYAG ES MODSZER

I11.1. Médszer validalas automatizalt vizelet orosomucoid mérésekhez

Az u-ORM mérésekhez egy latex partikulumok 4&ltal erdsitett turbidimetrids modszert
dolgoztunk ki és adaptaltunk a cobas 8000/c502 automata nyitott, fejlesztdi moduljara (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag).

Az u-ORM meghatarozasa nytlban termeltetett, poliklonalis anti-human orosomucoid
immunpartikulumokat tartalmazo6 reagenssel (ref. no. OA504, Dako Denmark A/S, Glostrup,
Dania) és a hozza tartoz6 Reakcio pufferrel (ref. no. PO1812, Dako) tortént.

A modszer kalibralasahoz (788 mg/l ORM tartalmu) Protein Standard SL for BN 11 Systems
kalibrator (ref. no. OQIM13, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Németorszag)
higitasait alkalmaztuk, mig kontrollként az N/T Protein Control SL/L kontroll anyag (ref. no.
OQIN13, Siemens) 2 kiilonb6z6 higitasat (4,13 ¢és 0,83 mg/l) hasznaltuk. Minden higitas a
kalibratorok, kontrollok és mintak esetében is steril fizioldgias sooldattal (154 mmol/l NaCl)
tortént, mely vak mintaként is szolgalt.

A reakcio detektalasa 546 nm-es hullamhosszon zajlott. Kétlépcsds végpontos (two-point end)
mérési modot alkalmaztunk, delta abszorbancia szamitassal (a 38-70 mérési pont kozott). A
kalibrator/kontrol/minta térfogata 7 pl, az immunpartikulum reagens mennyisége 40 pl, a
reakcio puffer 130 pl volt. A modszerhez 6 pontos kalibraciot alkalmaztunk 0,0-5,25 mg/l
kozott spline gorbe-illesztéssel. A reakcid 37 °C-on zajlott 10 percig.

A modszer validalasa sordn az analitikai hatdrokat 30 fiiggetlen vak mérés adataibol
hataroztuk meg, melyekbdl atlagot, szorast (SD) €s varidcios koefficienst (CV%) szamoltunk.
A kimutatasi hatart (limit of detection, LOD) az atlag + 3 SD, mig a mennyiségi
meghatarozasi hatart (limit of quantification, LOQ) az atlag + 10 SD értékekbdl szdmoltuk ki.
A modszer funkcionalis szenzitivitasa egy vizelet minta higitasaibol (0,025-0,390 mg/l) kertilt
meghatarozasra, azon koncentracional, ahol a CV% elérte a 20%-0t. A linearitast egy vizelet
minta 10 1épcsds higitasi soranak (0,10-4,68 mg/l) 2 parallel mérésébdl itéltiikk meg.

A precizitas és valodisag megitéléséhez (845 mg/l ORM tartalmu) PreciControl ClinChem
Multi 2 (PC2, ref. no. 05117216 190, Roche) négy kiilonbozd higitdsat hasznaltuk. A
sorozaton beliili pontatlansdg megitéléséhez egy nap 10 parhuzamos mérés tortént, mig a
sorozatok kozti pontatlansaghoz 10 napig 2-2 parallel mérést végeztiink. A valodisagot a mért
¢és a névleges értékek %-os aranyaban fejeztiik ki.

Stabilitas vizsgalatokhoz 5 vizeletmintat (0,52-4,11 mg/l) konzervalo szer hozzaadéasa nélkiil

teszteltiink. A mintak egy részét 2-8 °C-on taroltuk, majd a harmadik, 6t6dik, nyolcadik és
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tizedik napon mértiink u-ORM koncentraciot. Tovabba 5 egymast kovetdé fagyasztas-

olvasztasi ciklust teszteltiink.

111.2.  Vizsgalt csoportok, mintagyiijtés

Vizsgalataink az ,,Uj biomarkerek vizsgalati lehetdségei szeptikus betegeknél” cimii klinikai
tanulmany keretében zajlottak, melyek elvégzéséhez a PTE Regionalis Kutatasetikai
Bizottsag engedélyével rendelkeztiink (4327.316-2900/KK15/2011). A vizsgalatokat az
engedélyezett protokolloknak megfeleléen, a 2008-as Helsinki Deklaracioban foglalt etikai

ajanlasok betartasaval végeztiik el.

111.2.1. Egészséges referencia csoport

Az u-ORM mérési modszerhez tartozo referencia tartomany megallapitasdhoz egészséges
egyéneket vizsgaltunk 10-60 ¢év kozott (n=72, atlagéletkor: 30+£16 év, 51% nd).
Egészségesnek tekintettilk azt a személyt, akinek nem volt ismert kronikus betegsége, nem
szedett rendszeresen gydgyszert, valamint a mintavételkor nem volt panasza, sem akut
betegségre utalo tlinete. Ezek alapjan kizdrasi kritérium volt barminemii gyulladas
(fehérvérsejtszam (WBC) <10 G/l, hsCRP <5 mg/l ¢és klinikai tiinetek alapjan), kronikus
betegség (orvosi kartonok alapjan) €s a beleegyezés hianya. A csoport tagjaitol egyszeri vér-

és vizelet mintavétel tortént.

111.2.2. lllesztett kontroll csoport alapbetegségekkel

A kiilonbo6z6 kronikus betegségek u-ORM kivalasztasra gyakorolt hatasat alapbetegségekkel
rendelkezd, az intenziv osztdlyon kezelt betegekhez korban, nemben és egészségiigyi
problémakban is illeszked6 egyének bevonasaval vizsgaltuk (n=30, atlagéletkor: 60+12 év,
47% nd). A csoport tagjainal kizarasi kritériumot jelentettek az akut gyulladasos allapotok
(WBC <10 G/I, hsCRP <5 mgl/l és klinikai tiinetek alapjan), a kronikus vesebetegség (orvosi
dokumentacio, és GFR <60 ml/perc/1,73m? alapjan), valamint a beleegyezés hianya. A

csoport tagjaitol csak egyszeri vér- és vizelet mintavétel tortént.

111.2.3. Intenziv osztilyon kezelt betegcsoportok (SIRS, szepszis)

Vizsgélataink soran intenziv osztalyon kezelt, szisztémas gyulladés tiineteit mutatd6 SIRS-es
(n=13, atlagéletkor: 63+9 év, 31% nd) és sulyos szeptikus betegektdl (n=43, atlagéletkor:
65+14 év, 40% nd) vettiink mintdkat. Csak negativ hemokultirdju betegek keriiltek bevonasra

a SIRS csoportba. A sulyos szepszis diagnosztikus kritériumat jelentették a SIRS-hez tarsulod



mikrobiolodgiailag igazolt vagy gyanitott fertézés, emelkedett PCT szintek (>2 ng/ml), és
legalabb egy szervdiszfunkcid, mely szepszis kovetkeztében alakult ki. A diagnozis felallitasa
¢s a betegek bevalasztdsa soran tobb pontrendszert (SAPS II, APACHE Il, SOFA) és az
aktualis iranyelveket is figyelembe vettiik.

Kizarasi kritériumot jelentett a kronikus vesebetegség, az uroszepszis és a beleegyezés hianya.
A betegeknél kovetéses vizsgalatot folytattunk, a felvételt/ klinikai diagnozist kovetd 24 o6ran
beliil tortént az elsé mintavétel, majd sulyos szeptikus betegeknél a kezelés masodik,
harmadik ¢és 6todik napjan, mig SIRS betegek esetén - a rovidebb intenziv osztalyos kezelés
miatt - csak az elsé és masodik napon vettiink mintakat.

A SIRS-es és sulyos szeptikus betegcsoportok adatait az illesztett kontroll csoporthoz

viszonyitottuk, mivel ezen csoportok alap demografiai adatai hasonldak voltak.

111.2.4. Szivmiitéten atesett betegek

A miitét indukalta szisztémas gyulladas hatasat elektiv, on-pump szivmiitéten atesett betegek
monitorozasaval vizsgaltuk (n=38, atlagéletkor: 66+8 év, 40% nd). A szivmiitott betegeknél
az akut és kronikus gyulladasos folyamatok, autoimmun betegségek, tumorok, fert6zés,
vesebetegség, akut koronaria szindroma ¢€s a szivmiitétet megel6z6 operativ beavatkozasok
jelentettek kizarasi kritériumokat, igy szerettiikk volna kikiiszobdlni ezen faktorok u-ORM
szintekre gyakorolt hatasat. A szivm(itott betegeknél kovetéses vizsgalatot folytattunk, az elsé
mintavétel a miitét elétti napon tortént, majd az azt kovetd elsd, harmadik és 6todik napon
vettlink mintékat.

A szivmlitéten atesett betegek adatait a Referencia csoport egészséges felnétt tagjaihoz (n=42,

atlagéletkor: 43+11 év, 57% nd) viszonyitottuk.

111.2.5. Laboratériumi mérések

A vizsgélatainkba bevont egyéneknél egyidejlileg tortént a vér- és vizelet mintavétel.
Centrifugalas utan (1500g, 10 perc) a szérum és vizelet mintakat -70 °C-ra fagyasztva
taroltuk. Rutin automata modszerekkel szérum mintainkbdl gyulladasos paramétereket
(hsCRP, PCT, se-ORM) és vesefunkcios markereket (kreatinin, cisztatin-C) mértiink, mig a
vizeletmintakbol dsszfehérjét (u-TP), kreatinint (u-CREAT), albumint (u-ALB) és az altalunk
kidolgozott eljarassal orosomucoidot (U-ORM) hataroztunk meg. Mivel nem gyijtott, random
vizeletmintakat elemeztiink, igy az u-ORM értékeket u-CREAT-ra vonatkoztattuk (u-ORM/u-
CREAT, mg/mmol), hogy kikiiszoboljiik a vizelet mennyiség/toménység befolydsold hatésat.



Tovabba vizsgaltuk az u-ORM részaranyat és relativ valtozasait a vizeletfehérjék kozt, igy u-

TP-re vonatkoztatva is kifejeztiik (u-ORM/u-TP, %).

111.3. Statisztikai elemzések

Statisztikai analizisekhez az SPSS szoftver 22-es verzidjat hasznaltuk (IBM Corporation, New
York, USA). Vailtozdéink nem-normal eloszlast mutattak (Shapiro-Wilk teszt), igy
elemzéseinkhez nem-paraméteres teszteket alkalmaztunk. A csoportok Osszehasonlitasdhoz
Mann-Whitney U tesztet (2 csoport), illetve Kruskal Wallis tesztet (t6bb csoport) hasznaltunk.
A kovetés alatti valtozasokat Wilcoxon teszttel (2 nap), ill. Friedman probaval (t6bb nap)
vizsgaltuk. A paraméterek diagnosztikus hatékonysagat és prediktiv értékét ROC (receiver
operating characteristic) gorbével vizsgaltuk, melyet a gorbe alatti teriilettel (AUC ROC)
jellemeztiink. Logisztikus regresszids analizist végeztiink a valtozok klinikai hatasanak
megitélésére, melyet esélyhanyadossal és a hozzatartozo 95% konfidencia intervallumokkal
(95% CI) szemléltettiink. A korrelacios vizsgalatainkhoz Spearman tesztet alkalmaztunk. A
statisztikai elemzések soran a p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikansnak.

A folytonos valtozok esetén a median (25-75 percentilis) értékeket tiintettiik fel, illetve a
referencia tartomanyt az u-ORM, u-ORM/u-CREAT és u-ORM/u-TP esetén 2,5-97,5

percentilisként irtuk le.



V. EREDMENYEK

IV.1. Vizelet orosomucoid mérési modszer validalasa

Az u-ORM meghatarozasokhoz a kalibralt tartomanyt 0,16-5,25 mg/l kozt allitottuk be (1/A
Abra). Széles koncentracié tartomany (0,1-31,5 mg/l) vizsgilata soran megfigyelt sziik
biztonsagi zona és a gorbe visszahajlasa miatt (1/B Abra), az 5,25 mg/l feletti u-ORM
kvantifikalasi hatarig megbizhatdan lehetett mérni.

Az analitikai hatarok értékeire kielégitéen alacsony koncentracidkat kaptunk (LOD=0,02
mg/l, LOQ=0,08 mg/l). A moddszer funkcionalis szenzitivitasat 0,03 mg/l értéknél hataroztuk
meg. A mérések megfeleld linearitdst mutattak (R?=0,999) a 0,10-4,68 mg/l tartomanyon
beliil. A sorozaton beliili és a sorozatok kozti pontatlansdg is minden vizsgalt szinten 5,0
CV% alatt volt, tovabba a mérési valodisag vizsgalata soran is 95,69-102,51% kozotti
eredményeket kaptunk.

A 10 napos 2-8 °C-os tarolas soran a vizelet mintak u-ORM koncentracioja meglehetésen
stabil maradt (97,2-109,2%). Tovabba nem talaltunk szignifikans csokkenést az u-ORM

koncentraciokban az egymast kovetd fagyasztas-olvasztas ciklusok soran sem.

1. Abra: Kalibracios (A) és dozis valasz (B) gorbe az u-ORM mérésekhez
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IV.2. Referencia tartomany meghatarozasa

A vizsgalatunkban résztvevo 72 egészséges egyénbdl 3 életkori csoportot alkottunk (10-20,
21-40, 41-60 év). Az u-ORM szintek tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket a
korcsoportok kozott, ezért k6zos referencia tartomanyt hataroztunk meg 10-60 év kozott: u-
ORM: 0,13-2,96 mg/l; u-ORM/u-CREAT: 0,01-0,24 mg/mmol; u-ORM/u-TP: 0,21-3,58 %.
Az u-ORM/u-CREAT —ként kifejezett értékek esetén nem volt szignifikans kiilonbség a ndk

¢s a férfiak kozott egyik életkori csoportban sem.

IV.3. lllesztett kontroll csoport vizsgalata

Az illesztett kontroll csoport tagjai a referencia egyéneknél iddsebb, kiillonbozo
alapbetegségektdl szenvedd (hipertonia, diabetes, COPD, stb.), gyogyszereket szedd egyének
voltak. Az egészséges egyénekhez viszonyitva a kontroll csoport tagjainal szignifikansan
(p<0,001) magasabb u-ORM/u-CREAT értékeket figyeltink meg (0,08 (0,05-0,15) vs 0,2
(0,1-0,3) mg/mmol). Ugyancsak magasabb hsCRP szinteket talaltunk (p=0,03), am a se-ORM
értékek nem kiilonboztek a két csoport kdzott.

Az illesztett kontroll csoporton beliil a férfiak és ndk kozott nem talaltunk kiilonbségeket az
u-ORM kivalasztas tekintetében, valamint nem volt kiilonbség a kiilonboz6 alapbetegségekkel

rendelkez6 egyének u-ORM/u-CREAT értékeiben sem.

IV.4. Intenziv osztilyon kezelt betegcsoportok vizsgalata

A vizsgalatunkba bevont betegek koziil tobb paciens keriilt felvételre muitéti beavatkozas
utan, mint belgydgyaszati okokbol. A SIRS-es betegek atlagosan 2 napos, mig a szeptikus
betegek atlagosan kozel 6 napos intenziv terdpiat igényeltek. Az 5 napos kovetésiink alatt a
sulyos szeptikus betegek 28%-a elhunyt, a 28-napos halalozas pedig 47%-0s volt.
Komplikacioként 22 szeptikus betegnél alakult ki akut veseelégtelenség (AKI), és 9 beteg
szorult akut dializisre.

Minden bevont SIRS paciens negativ hemokultiraval rendelkezett. A szeptikus betegeknél 9
esetben maradt azonositatlan a kdrokoz6. A leggyakrabban kevert fertézésekkel talalkoztunk
(53%).

Felvételi laboradatok SIRS és szepszis elkiilonitésében

A szokvéanyos gyulladdsos markerek mellett (WBC, hsCRP, PCT) a szérum és vizelet

orosomucoid szintek is szignifikansan (p<0,001) magasabbak voltak SIRS-ben és szepszisben
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is a kontrollokhoz viszonyitva. Kozel tizszer magasabb u-ORM/u-CREAT értékeket talaltunk
szepszisben, mint SIRS- ben (19,20 (11,43-32,78) vs 2,06 (0,72-6,36), p<0,001).

A ROC analizisek alapjan a SIRS szepszist6l valo elkiilonitéséhez 94,7% érzékenységgel €s
90% fajlagossaggal cut-off értéket hataroztunk meg a 6,75 mg/mmol u-ORM/u-CREAT
értéknél (2/A Abra). A gorbe alatti teriilet 0,954 volt u-ORM/u-CREAT esetén, amely hasonld
volt a PCT-hez (0,949), és nagyobb, mint a hsCRP (0,845) és a se-ORM (0,804) értékei (2/B
Abra).

Logisztikus regresszids elemzéseink kimutattak, hogy az emelkedett u-ORM/U-CREAT
szintek, hasonléan a PCT és a hsCRP értékekhez szignifikdns (p<0,05) indikéatorai a
szepszisnek: u-ORM/u-CREAT: 1,56 (95% ClI: 1,14-2,14), PCT: 2,37 (95% CI: 1,23-4,57) és
hsCRP: 1,02 (95% CI: 1,01-1,02).

2. Abra: Felvételi u-ORM/u-CREAT diagnosztikus értéke szepszisben

1,0 — ~ B
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p<0,001
|~ U-ORM/u-CREAT,
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— crP
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f' ..... Referencia

— o egyenes

o
2

p<0,001

d
)

Szenzitivitas

2
s
1

<0,001
p 0,2

............................ ﬁ R N ‘ . .
—— 0.0 0,2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Specificitas

u-ORM/u-CREAT (mg/mmol)
n -
2 2

T T T
Kontrollok SIRS Szepszis

A: Az u-ORM/u-CREAT értékek 6sszehasonlitasa az illesztett kontroll csoport, a SIRS-es és
szeptikus betegek kozott. A pontozott vonal szemlélteti a 6,75 mg/mmol-0s cut-off értéket.

B: ROC analizisek a SIRS és szepszis elkiilonitésére.

Vizelet orosomucoid szintek monitorozasa szepszisben

Sem a SIRS-es betegek 2 napos monitorozasa alatt, sem a szeptikus betegek 5 napos kovetése
soran nem figyeltiink meg szignifikans valtozast az u-ORM/u-CREAT szintek esetén.
Tovabba a vizsgalt periddus alatt nem volt kiilonbség az u-ORM/u-CREAT szintekben a
talélé (n=23) és nem-tuléls (n=20) szeptikus betegek kozt (3/A Abra).

Az u-ORM/u-CREAT szintek 28 napos mortalitast jelz6 képessége (AUC ROC: 0,414)
elmaradt a prognosztikus pontrendszerekhez tartozdo magasabb értékektdl (SAPS II: 0,731,
APACHE I1: 0,676, SOFA: 0,698).
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Az u-ORM/u-CREAT értékek szepszisben egyarant magasak voltak fiiggetleniil a patogén
tipusatol vagy a fert6zés okatol, eredetétdl. A szeptikus sokkos betegek, és a haromnal tobb
szervi elégtelen betegek u-ORM/u-CREAT értékei nem kiilonboztek az ezekkel nem
rendelkez0 betegekétdl. Nem talaltunk kapcsolatot a vazopressor ill. diuretikum igénnyel sem.
Azonban extrémen emelkedett u-ORM/u-CREAT szinteket mértiink (p<0,001) a dializalt
betegektdl szarmazé vizelet mintakban (52,2 (19,4-154,7) mg/mmol), szemben a nem dializalt
szeptikus betegek mintaival (14,1 (9,9-25,0) mg/mmol). A nem dializalt AKI és nem-AKI
betegek u-ORM/u-CREAT értékei kozott azonban nem talaltunk kiilonbséget (3/B Abra).

3. Abra: Az u-ORM/u-CREAT szintek monitorozasa szepszisben
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A: 5 napos kovetés szepszisben. A kovetés alatt nem volt szignifikdns kiilonbség. A csillagok
az extrém, kiugro értékeket jelolik.
B: Az u-ORM/u-CREAT szintek Osszehasonlitasa akut veseelégtelen (AKI) és nem-AKI

csoportok kozt. RRT: renal replacement therapy (dializis), ns: nem szignifikans

Albuminuria és orosomucoiduria gyulladas soran

Vizsgaltuk a vizeletfehérjék osszetételének valtozasait gyulladas soran. Mind a SIRS-es, mind
a szeptikus betegek koOzt szignifikansan magasabb u-ORM részaranyt (u-ORM/u-TP)
figyeltiink meg a kontrollokhoz képest (p<0,001). A kontrolloknal csak mintegy 1,6-4,0 %-
ban volt jelen az orosomucoid a vizeletfehérjék kozt, SIRS-ben elérte a 3,6-11,9 %-ot,
szepszisben pedig a vizeletfehérjék 10,2-34,0 %-at tette ki. Ezzel szemben az u-ALB/u-TP
arany nem valtozott szignifikdnsan a szisztémas gyulladas hatasara.

Korrelaciés vizsgalatok

Szignifikans (p<0,001) pozitiv korrelaciot talaltunk az u-ORM/u-CREAT és a kozismert
gyulladdsos paraméterek kozott, mint a se-ORM (0,693), a hsCRP (0,600), a WBC (0,407) és
a PCT (0,348). Tovabba, az u-ORM/u-CREAT korrelalt a vesefunkcios markerekkel:
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cisztatin-C (0,488), kreatinin (0,318), azonban egyéb asszociaciét nem taldltunk a

szervelégtelenségeket jelzé paraméterekkel.

IV.5. Szivmiitott betegek vizsgalata

A 38 szivmiitott betegbol, 20 f6 koszoruér bypass mutéten (CABG, coronary artery bypass
grafting) esett at, és 18 fonél aorta billentyli csere (AVR, aortic valve replacement) tortént. A
CABG ¢s AVR betegek demografiai adataiban nem volt kiilonbség, hasonld volt az operativ
stressz is (operacios id6, aorta kirekesztés, stb.). A szivmiitét utan a legtobb beteg minddssze
egynapos intenziv osztalyos feliigyeletet igényelt. Az 5 napos kdvetés alatt egyik szivmiitott
betegnél sem alakult ki akut veseelégtelenség, sem szepszis. A miitétet kovetd hatvanadik
napon valamennyi szivmiitott beteg életben volt.

Kiindulasi, miitét elotti adatok

A szivmiitét el6tti napon a betegek alap u-ORM/uU-CREAT és hsCRP értékei mérsékelten
emelkedettek voltak az egészséges egyénekhez viszonyitva (p<0,001). Ezzel szemben a se-
ORM koncentraciok nem kiilonboztek a referencia egyénekétol.

A mitét elotti u-ORM/U-CREAT szintek egyforman enyhe emelkedést mutattak a szivmiitétre
vard betegeknél, fiiggetleniil az ismert kronikus betegségektl. Az alap u-ORM/u-CREAT
értékekben nem mutatkozott kiilonbség a CABG (0,27 (0,17-0,36) mg/mmol) és AVR (0,33
(0,13-0,49) mg/mmol) csoportok kozt, valamint a kor és a nem tekintetében sem.

A gyulladasos allapot monitorozasa szivmiitét utan

A miitét utani idészakban az u-ORM/u-CREAT szintek valtozasai hasonlé mintazatot
mutattak a hsCRP kinetikajahoz. Nagyjabol 10-szeres emelkedést talaltunk a szivmiitét utan
az u-ORM/u-CREAT tekintetében, mely a harmadik napon is emelkedett maradt, majd
szignifikansan csokkent, habar magasabb maradt a kiindulasi, mttét el6tti szintnél (4/A,B
Abra). Az u-ORM koncentracio adatok (mg/l) és a szazalékos megoszlas (u-ORM/U-TP) is
hasonlo trendet irtak le. Ezzel szemben a se-ORM koncentraciok az 6tddik posztoperativ
napig egy folyamatosan emelkedd tendenciat mutattak, mintegy kétszeres emelkedéssel, itt
csokkenést nem figyeltiink meg (4/C Abra).

Korrelacios vizsgalatok

Szivmiitét utan az u-ORM/U-CREAT értékek szignifikans (p<0,001), pozitiv korrelaciot
mutatattak a gyulladasos paraméterekkel: hsCRP (0,724), se-ORM (0,633) é¢s WBC (0,461).
Azonban nem talaltunk Osszefiiggést a vesefunkcios markerekkel, sem a cisztatin-C, sem a

kreatinin koncentraciokkal.
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4. Abra: Gyulladasos paraméterek monitorozasa szivmiitétet kovetden
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A: U-ORM/u-CREAT szintek, B: hsCRP szintek, C: se-ORM szintek alakuldsa szivmtétet

kovetden. 0. nap jelzi a mutét elotti értekeket, ns: nem szignifikans
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V. MEGBESZELES

Vizsgalataink sordn tanulméanyoztuk a vizelet orosomucoid szinteket szisztémas gyulladésos
folyamatokban. Eredményeink segithetik az u-ORM potencidlis szerepének feltaradsat akut
gyulladasok soran.

Munkénk sordn megfelelden gyors, érzékeny és preciz turbidimetrias u-ORM meghatarozasi
modszert dolgoztunk ki cobas 8000/c502 automatan, mely rutin felhasznalasra is idealis. A
kiilondsen alacsony mennyiségi meghatdrozasi hatar és a jo funkciondlis szenzitivitds
eredményeknek koOszonhetden a modszeriink lehetdvé teszi a kvantitativ u-ORM
meghatarozast valamennyi egészséges egyén vizeletében, és megfeleld higitas utan szisztémas
gyulladdsban szenvedd betegeknél is. A szilik biztonsdgi zéna miatt, a vizelet mintdk 20-
szoros el6higitasa ajanlott, igy kiterjeszthetd a mérési hatar, akar 105 mg/1 koncentracioig.
Korabban kozolt modszerekkel Osszehasonlitva automata turbidimetrids moddszeriink
érzékenyebb és precizebb u-ORM meghatarozast tesz lehetdvé.

Egyetértésben korabbi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az ORM a vizeletben - in vitro — stabil,
igy késobbi U-ORM mérésekhez akar hosszabb ideig is tarolhatok a vizeletmintak.
Vizsgalataink soran egészséges egyéneknél alacsony u-ORM kivalasztast figyeltiink meg. A
72 egészséges egyén spontan vizelet mintdja alapjan meghatarozott u-ORM/u-CREAT
referencia tartomanyunk jo 6sszhangban van korabbi tanulmanyok eredményeivel. A random
(nem gytijtott) vizelet mintakban az u-ORM szintek kifejezése u-ORM/U-CREAT aranyaban
javasolt, ezaltal csokkenthet6 a vizelet valtozo koncentraltsaganak hatasa, mindemellett az u-
ORM/u-CREAT szintek fiiggetlennek tiinnek az életkortdl és a nemtdl.

Az egészségesekhez képest a kronikus alapbetegséggel rendelkezd egyéneknél 2-3 szoros u-
ORM/u-CREAT emelkedést figyeltink meg, mely kiilonbségek ramutatnak a kronikus
betegségek u-ORM kivélasztasra gyakorolt hatasara. Valoszinlinek tartjuk, hogy az enyhe
emelkedést az alapbetegségekkel jar6 kronikus gyulladdsos folyamat okozza, melyet a
mérsékelten emelkedett hsCRP értékek is aldtdmasztanak. Az u-ORM gyulladéssal
Osszefliggd emelkedését korabban masok is feltételezték kronikus betegségek,
kardiovaszkularis megbetegedések, diabetes, atherosclerosis, szivelégtelenség soran. Az
illesztett kontroll csoportnal megfigyelt u-ORM emelkedés jo Gsszhangban van a szivmiitott
betegcsoport miitét elétti u-ORM szintjeivel. A szivmiitétre eldjegyzett betegek szintén
kronikus betegségekkel kezelt egyének voltak, ugyancsak mérsékelten emelkedett hsCRP
értékekkel. A se-ORM szintekben azonban nem talaltunk kiilonbségeket az egészséges és

kronikus betegségekkel rendelkezd csoportok kozott, igy eredményeink alapjan, a kronikus
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gyulladasos folyamatok aktivitasat az u-ORM/u-CREAT érzékenyebben képes jelezni, mint a
se-ORM.

Szignifikansan emelkedett u-ORM exkréciot talaltunk sulyos szisztémas gyulladasban is.
Szepszisben a kontrollokhoz viszonyitva mintegy 100-szoros, SIRS-hez képest 10-szeres u-
ORM/uU-CREAT emelkedést irtunk le. A 6,75 mg/mmol u-ORM/u-CREAT cut-off érték
alkalmas lehet a szepszis - SIRS elkiilonitésére, melyet a regresszidés analizisek is
alatamasztottak. Ezek alapjan az u-ORM/u-CREAT egy hasznos markere a sulyos
gyulladasnak, igéretesnek tlinik a szepszis korai felismerésében, €s ezaltal javithatja a talélési
esélyeket, mivel a korai diagnoézis létfontossdgi a kimenetel szempontjabol. A se-ORM
koncentraciokat vizsgalva szintén emelkedett szinteket talaltunk, de ennek mind a
diagnosztikus, mind a prediktiv értéke elmaradt az u-ORM értékekhez képest.

Mindeddig csak Magid és mtsai. szamoltak be eredményeinkhez hasonldé mértékben
emelkedett u-ORM exkréciordl szepszisben, igaz 6k minddssze csak 7 szeptikus beteget
monitoroztak.

Habar az u-ORM/u-CREAT értékek korai emelkedést mutattak szepszisben, az 6t napos
kovetési periddus alatt ezek jelentdsen nem valtoztak. Ez a jelenség magyarazhat6 a fennallo,
folyamatos sulyos szisztémds gyulladassal, valamint a csoport heterogenitasaval (a
sulyossagot, etioldgiat illetden), és feltehetden kevésbé indokolja az ORM relativ hosszu, 5
napos plazma-féléletideje.

Vizsgalatunkban emelkedett u-ORM kivalasztast figyeltiink meg fiiggetleniil a patogén
tipusatol és attol, hogy a fert6zés sebészi vagy belgyogyaszati eredetli, ami elényos lehet a
szepszis diagnosztikaban, kikiiszobolve a PCT ezen hatranyait.

Annak ellenére, hogy az u-ORM szinteket nem befolydsoltdk a szepszishez kapcsolodo
szervelégtelenségek, valamint ezek sulyossadga, a vese funkcionak fontos hatdsa lehet az u-
ORM kivalasztasra. Ezt a dializalt betegek esetén megfigyelt extrémen emelkedett u-ORM/u-
CREAT szintek is sugalljak, valamint a vesefunkcios paraméterekkel talalt korrelaciok is. A
dializis soran megfigyelt, extrém u-ORM/u-CREAT értékek képesek lehetnek jelezni a fatalis
veseelégtelenséget, és a vesepotld kezelés igényét, habar ennek eldontésére tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. Eredményeinkkel dsszhangban, kordbban Devarajan és mitsai.
szivmiitott gyermekeknél figyeltek meg extrém fokih u-ORM emelkedést, melyet a
posztoperativ AKI korai markereként irtak le.

Egészséges egyéneknél az u-ORM, a vizeletfehérjék 1-5%-at teszi ki, normadlisan az
albuminnal 5-10-szer alacsonyabb mértékben van jelen, mig szepszisben az u-ORM

meghaladhatja az u-ALB szinteket, és egy jelentés fehérjévé wvalik a vizeletben.
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Eredményeink alapjan, gyulladdsos folyamatokban az u-ORM relativ emelkedése joval
erdteljesebb, mint az albumin valtozasa. Ez utalhat arra, hogy mas mechanizmussal keriilnek a
vizeletbe, illetve, hogy az u-ORM egy jobb indikatora a gyulladasnak, melyre Magid és mtsai.
is ravilagitottak.

Nagy miitéti beavatkozasok, mint a nyitott szivmitét is, szisztémas gyulladdsos valaszt
valtanak ki, mely sorén a szepszishez hasonl6an aktivalodhat az immunrendszer.
Eredményeink azt tiikrozik, hogy az u-ORM/u-CREAT hasonléan mutatja a szisztémas
gyulladas kiterjedtségét, mint a hsCRP. Erdekes megfigyelés, hogy az u-ORM/u-CREAT
idébeli lefutdsa a hsCRP kinetikajat koveti szivmiitét utan, és nem a se-ORM szintek
valtozasat. A hosszl, koriilbeliil 5 napos féléletideje magyarazza a se-ORM kinetikdjat, mig
az U-ORM szinteket valoszintlileg kevésbé befolyasoljak azon faktorok, melyek a plazma
feleletidoért felelések. Az u-ORM szintek szivmiitét utan megfigyelt kinetikdja magyarazza
az intenziv osztalyon kezelt SIRS betegeknél észlelt két napig nem valtozo szinteket, hiszen
az u-ORM értékek csak a stimulus utani harmadik napot kdvetéen mutatnak csokkenést. Csak
néhany adat taldlhatd6 az u-ORM kinetikdjat illetben miitét utan. Eredményeinkkel
egyetértésben Magid és mtsai. kovetéses vizsgdlatukban, 6 hasi miitéten atesett beteg
monitorozasakor figyelték meg, hogy az u-ORM szintek tiikrzik a CRP véltozésait.
Devarajan és mtsai. szivmiitott gyermekek vizsgalata soran leirtak, hogy az u-ORM szintek
két oran beliil képesek megemelkedni.

Az U-ORM exkrécid patomechanizmusa nem teljesen tisztdzott. A szérum és vizelet ORM
szintek kozti korrelacio azt sugallja, hogy a keringd ORM egy része megjelenik a vizeletben,
azonban a se-ORM szintek dnmagukban nem magyarazzak az emelkedett u-ORM értékeket,
mely feltehetden nem egy tulfolyasos proteinuria eredménye. A vesefunkcidban torténd
véltozasok, valdsziniileg mind glomerularis, mind tubularis folyamatok is szerepet jatszhatnak
az u-ORM emelkedésében. Tovabba, - a szisztémas gyulladds hatdséara - lokalis produkcid a
vesében is feltételezhetd. Az extrahepatikus helyi ORM szintézis a vesében hozzajarulhat a
szervi funkcidk €s homeosztazis fenntartasahoz, €s csokkentheti a gyulladésos folyamat miatti
szovetkarosodast. A korrelacios vizsgalatok alapjan az u-ORM/u-CREAT szintek
Osszhangban vannak a gyulladdsos valasz mértékével, az erds korrelacido a gyulladasos
markerek és u-ORM/u-CREAT értékek kozott megerdsiti azt a feltevést, hogy a szisztémas
gyulladas tlinik a legfobb feleldsnek az u-ORM emelkedésében, ezzel is hangsulyozva az
ORM immunmodulatoros szerepét.

Az elvégzett vizsgalatok eredményeit 6sszegezve megallapithatd, hogy a vizelet orosomucoid

a szérum orosomucoidndl egy joval érzékenyebb, korai gyulladdsos marker, mely ideélis a
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gyulladasos aktivitas valos idejii kovetésére. Eredményeink alapjan a non-invaziv ton nyert
vizelet alternativdja lehet a vérvételnek, és a vizelet orosomucoid alkalmasnak tlinik a
szisztémds gyulladdsos folyamatok vizsgdlatira a mindennapi gyakorlatban, akar betegagy

melletti gyorstesztként is.
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VI.

UJ EREDMENYEK-TEZISEK

Adaptaltunk egy megfeleléen gyors, érzékeny, preciz ¢€s teljesen automata,
immunpartikulumok altal erdsitett turbidimertrids u-ORM mérési modszert, mely
alkalmas rutin klinikai hasznalatra.

Egészséges egyének vizsgalatdval a mdodszerhez referencia tartoméanyt hataroztunk meg,
mely gyermekeknél és felndtteknél egyarant alkalmazhato.

Mig az egészséges egyéneknél alacsony u-ORM/u-CREAT értékeket mértiink, addig a
kronikus betegségektdl szenvedd személyeknél mérsékelten emelkedett u-ORM
kivalasztast talaltunk, mely indikatora lehet az alapbetegségekkel Osszefliggd kronikus,
alacsony intenzitasu gyulladasos allapotnak.

Az u-ORM szintek markans ¢s korai emelkedést mutattak szepszisben, és képesek
egyértelmiien elkiiloniteni a SIRS-et a szepszist6l. A 6,75 mg/mmol feletti u-ORM/u-
CREAT szintek egyidejii 90 % feletti szenzitivitassal és specificitassal képesek jelezni a
sulyos szepszist.

Habar az u-ORM/u-CREAT szintek fliggetlennek tlintek a szepszis stlyossagatol és a
kimeneteltdl, az extrém szintek potencidlis indikatorai lehetnek a vesekdrosodéasnak és
vesepotlo kezelés sziikségességének.

Az u-ORM/u-CREAT szintek idébeli valtozasa szivmiitét utan demonstralta, hogy az u-
ORM gyors és érzékeny markere a Szisztémas gyulladasos aktivitas fokozodasanak.
Fontos megfigyelésiink, hogy az u-ORM/U-CREAT értékek szivmiitét utan koran,
markansan emelkednek, és a mitétet kovetoen a hsCRP-hez hasonl6 kinetikat kdvetnek.
Mig a se-ORM valtozasai kevésbé befolyasoltak az u-ORM/uU-CREAT értékeket.

Er6s korrelaciot talaltunk a kozismert gyulladasos paraméterek és az u-ORM/u-CREAT
értékek kozott, mely utalhat arra, hogy az u-ORM emelkedésben a szisztémas gyulladés
jelentds szerepet jatszik.

A vizelet orosomucoid a szérum orosomucoidnal egy joval érzékenyebb, korai
gyulladasos marker, mely idedlis a szisztémas gyulladdsos aktivitds non-invaziv

kovetésére.
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