Doktori (PhD) értekezés tézisei

Hemodinamikai és hemoreologiai valtozasok E. coli
szuszpenzioval indukalt fulminans szepszis modellen

Dr. Berhés Marianna

Témavezetok:
Dr. Fiilesdi Béla
az MTA doktora

Dr. Németh Norbert
az MTA doktora

S
b

@

DEBRECENI EGYETEM

Idegtudomanyi Doktori Iskola

Debrecen, 2021



Hemodinamikai és hemoreoldgiai valtozasok E. coli
szuszpenzioval indukalt fulminans szepszis modellen

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében

a klinikai orvostudomanyok tudomanyagban
frta: Dr. Berhés Mariann, altalanos orvos

Késziilt a Debreceni Egyetem Idegtudomanyi doktori iskoldja

keretében

Témavezetbk: Prof. Dr. Filesdi Béla, az MTA doktora
Prof. Dr. Németh Norbert, az MTA doktora

A doktori szigorlati bizottsag:
elnok: Prof. Dr. Antal Miklos, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Darvas Katalin, PhD
Dr. Ujhelyi Laszl6, PhD
A doktori szigorlat idépontja (online formaban): 2021. 07. 21. 11:00 6ra
Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Csontos Csaba, PhD
Dr. Veres Katalin, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Antal Miklds, az MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Dr. Darvas Katalin, PhD

Dr. Ujhelyi Laszlo, PhD
Prof. Dr. Csontos Csaba, PhD
Dr. Veres Katalin, PhD

Az értekezés védésének idépontja (online formaban): 2021. 07. 21. 13:00 6ra

A nyilvanossagot online modon biztositjuk. Amennyiben részt kivan venni, tgy jelezze
a berhes.marianna@med.unideb.hu e-mail cimre kiildott {izenetben a vitdit megel6zo
munkanap (2021. julius 20.) 16 6rdig. A hataridd lejartat kdvetden technikai okok miatt mar
nincs lehetdség a védéshez kapcsolodni.



mailto:berhes.marianna@med.unideb.hu

Bevezetés

Az utobbi évtizedben a szepszis incidenciaja novekvd tendenciat mutat. Németorszagban
2007. és 2013. kozott évente 15%-kal novekedett az incidencia, a korkép mortalitasa 30,5%,
mely évente atlagosan csak 0,8%-kal csokken, az intenziv terapia fejlddésének dacara. A
magas incidencia és halalozasi adatok mellett elhanyagolhat6 a szeptikus betegek kezelésének
magas koltségigénye sem, amelynek becsiilt 6sszege 2013-ban Németroszagban 9,1 billié
Euro volt, amely az az egészségiigyi koltségvetés 3%-at teszi ki.

Tekintettel arra, hogy a fejlodé és alacsony bevételii orszagokbol adatok csak részben
érhetbek el, a szepszis globalis incidenciaja és halalozasi mutatéi nem ismertek. EQy 2016-
ban megjelent tanulmany becslése alapjan 31,5 millio szepszis fordul el6 vilagszerte, ebbdl
19,4 milli6 salyos, mely 5,3 millié halalesethez vezet évente. Jean-Louis Vincent és
munkacsoportja 2019-ben publikalt egy metanalizist, mely soran 2005. januar 1-t61 2018.
februar 20-ig megjelent megfigyelésen alapuld szepszis és szeptikus sokk mortalitasi
frekvenciaval foglalkozo eurdpai és észak-amerikai tanulmanyok adatait Osszesitették a
Cochrane adatbazisa alapjan. Az atlagos mortalitas 37,3% volt az intenziv osztalyokon, mig a
korhazi mortalitas 39%. Amennyiben a a szeptikus sokkot a Sepsis-3 konszenzus kritériumai
alapjan diagnosztizaltak, az intenziv osztalyos és korhdzi becsiilt mortalitds 51,9% illetve
52,1% volt.

A szeptikus folyamat egy, a szervezet altal adott generalis valaszreakcio, de a korkép kozel
sem homogén. Mivel a szepszis kialakulasanak pontos patomechanizmusa nem ismert, a
megismeréshez olyan kutatasok vihetnek kozelebb, melyeknek célja a szindroma korélettani
hatterének és kezelési lehetdségeinek pontosabb megismerése. Erre szolgalnak a kiillonb6z6
szeptikus allatmodellek.

Ertekezésemben a szepszissel, valamint a szeptikus allatmodelekkel kapcsolatos 6sszefoglalot
kdvetden sajat szeptikus allatmodelliink soran nyert eredményeinket foglalom ssze.

Célkitiizések

Jelenlegi munkank egy Osszetett kutatasi terv részét képezi, melynek célja az E. coli indukalta
szepszis létrehozéasa soran a sertésmodellben 1étrejové hemodinamikai, hemosztazeologiai,
hemoreolodgiai és cerebrovaszkularis komponensek valtozasdnak vizsgalata volt. Tekintettel

arra, hogy az eddigi szeptikus allatmodellekben a humén szepszis soran alkalmazott emelt
szintli hemodinamikai monitorozast alig alkalmaztak,

- elsddleges feladatként tliztiik ki az intravéndsan adott E. coli szuszpenzid indukalta
korai szepszis szisztémds hemodinamikai valtozésainak leirasat PiCCO monitor
paraméterei segitségével.

- Vizsgalataink kovetkezd célja annak tanulmanyozasa volt, hogy az éltalunk valasztott
modellben korai szepszis sordn milyen, a mikroreoldgiai viszonyokat érintd
valtozasok jonnek létre.



Modszerek

Kisérleti allatok, és kisérleti protokoll

Az allatkisérleti engedélyt a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaga regisztralta és hagyta
jova (kisérleti enegedély szama: 21/2013. UD CAW) a Magyar Allatvédelmi Torvény
XVIII/1998 és a 40/2013 Magyar Kormany Rendelet alapjan, mely megfelel az Eurdpai Uniods
iranyelveknek (2010/63/EU).

Kisérletiink sordn dsszesen harmincegy egészséges ndstény Hungahib sertést hasznaltunk. Az
allatok atlagos kora 10-12 hét volt. A sertéseket véletlenszeriien két csoportra osztottuk: a
hemodinamikai mérések esetében kontroll csoport (n=15) és szeptikus csoport (n=16); a
hemoreologiai vizsgalatok esetében kontroll csoport (n=4), szeptikus csoport (n=5). Az
allatok sulya atlagosan a kontroll csoportban 18,9 (16,7-20,4) kg, a szeptikus csoportban 18,9
(18,9-20,6) kg volt. Az atlagos testhossz a kontroll csoportban 92 (83,5-97,2) cm, a szeptikus
csoportban 92 (85-98,2) cm volt.

Altaldnos anesztéziaban hajtottuk végre a kisérleteket, mely soran 15 mg/ttkg Ketamint és 1
mg/ttkg Xylazint kaptak az allatok intramuszkularisan. Az anesztézia fenntartasa a fajdalmas
stimulusokra bekovetkezd vegetativ jelek, szivfrekvencia és vérnyomas emelkedés alapjan
tortént, amennyiben sziikséges volt, a Ketamin és Xylasin dozist ismételtiik. Az anesztézia
indukcioja utan tracheosztomiat végeztiink, melyen keresztiil endotrachealis tubust helyeztiink
a légcsdbe. A bal oldali véna jugularis interna és a bal oldali artéria femoralis sebészi
preparacidja utan artérids és vénas kaniilt vezettiink be, melyeken keresztiil a késébbiek soran
a kisérleti vérmintdkat vettiikk, valamint a hemodinamikai méréseket ezek segitségével
kiviteleztilk. Az endotrachedlis tubus behelyezése utdn nyomastamogatott gépi 1élegeztetést
(Airox Legendair Ventilator, PAU CedexFrance) folytattunk a kisérlet ideje alatt. A gépi
Iélegeztetés célja 100-130 Hgmme-es artérias parcialis oxigén nyomads és 35-45 Hgmm-es
artérias parcidlis szén-dioxid nyomds biztositdsa volt. A miitéhelyiség hdomérséklete
megkozelitdleg 25 °C volt, a sertések ald melegité parnat helyeztiink, mellyel az allatok 37°C
-os maghdmérsekletét biztositottuk. A vizeletiiritést szuprapubikusan behelyezett
cisztosztomas holyagkatéteren keresztiil biztositottuk. Az 4allatok ezen kiviil semmilyen
terapids beavatkozasban nem részesiiltek. A beadott intravénas folyadék mennyisége a
szeptikus csoportban megfelelt a beadott E. coli szuszpenzié volumenének, amit a kontroll
csoportban fiziologids sooldattal helyettesitettiink.

A szeptikus csoport allatainak intravéndsan fizioldgids séban szuszpendalt Escherichia coli
kultarat (2,5X10%/ml; ATCC 25922, Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet)
adtunk folyamatosan emelve a beadott mennyiséget. A protokollnak megfeleléen az az elsd
30 percben 2 ml fiziologias soban szuszpendalt baktérium kultirat, majd a kovetkezd 30
percben 4 ml baktérium kultarat adtunk. Ezt kdvetden 32 ml baktérium kultarat adtunk 120
perc alatt. fgy 9,5x108 6sszdozisu E. coli-t adtunk be 180 perc alatt. A helyi laboratériumban
végzett teszt alapjan az €16 baktériumok szdma ennyi id6 utan még stabil maradt.

A szeptikus csoport allatain, tekintve a fatalis infekciot, halalukig végeztiik a vizsgalatokat.
Mindkét csoport egyedeit 8 oran keresztiil obszervaltuk, kivételt képeztek azok az esetek,
amikor a kisérleti allat korabban elpusztult. A kisérlet végén az allatokat tulaltattuk.

A vizsgédlat soran az intravénasadn adott fizioldgids sooldaton ¢€és nyomds kontrollalt
l¢legeztetésen kiviil folyadék reszuszcitacid, gyogyszeres, vagy egyéb terapids beavatkozas
nem tortént.



Hemodinamikai mérések

A hemodinamikai valtozdkat transzpumondlis termodilucidés és pulzus contour analizis
technikaval mértiik. Ehhez PICCO™ (PULSION Medical Systems AG, Munich, Germany)
késziiléket hasznaltunk. A hemodinamikai méréshez a bal oldali véna jugularis externat és
a bal oldali artéria femoralist kaniilaltuk. A kaniilok a hemodinamikai mérések mellett
mintavételi helyként is szolgdltak. A sebészi intervenciok utan az allatok egy Ords
stabilizacids perioduson estek at, mely utan megkezdtiik a kisérleti protokoll kdvetkezo
fazisat. A szisztémas hemodinamikai valtozok mérése termodiltiicioval tortént, melyhez 4 F
vastagsagl, 8 cm hosszii PICCO® katéter (Pulsion Medicsl System AG. Miinchen,
Németorszag) hasznalataval tortént. A termodiltcié soran 10 ml hideg s6 oldatot (T< 8 °C)
fecskendeztiink be a centralis vénas kaniilon keresztiil oranként, ezzel a pulzus kontur
analizist is rendszeresen Kkalibraltuk. A szivfrekvenciat (HR), az artérias kozépnyomast
(MAP) invazivan monitoroztuk az artéria femoralis katéteren keresztiil. Az indexek
képzéséhez a sertés testfelszin meghatarozasahoz a Meeh formulat hasznaltuk:

BSA (body surface area)=8,58xBW (body weight)

A PiCCO paraméterek koziil a cardiac index, stroke volumen variacié (SVV), globalis
végdiasztolés térfogat, globalis ejekcios frakcio, extravaszkularis tiidoviz index €s szisztémas
vaszkuldris rezisztencia index keriilt rogzitésre.

Adatgyiijtés

Az els6 mérést a szepszis indukcioja el6tt, az tigynevezett nyugalmi fazisban (resting state —
RS) végeztiikk. Ezt kovetden a mérések az E. coli szuszpenzidé vagy a fiziologias sdoldat
injektalasat kovetden 60 percenként torténtek az allat halalaig. A mért adatokat T60-t6l T360-
ig rogzitettik. A T60 idépontban 2+4 ml E. coli szuszpenzid vagy sooldat injektalasa
fejezodott be. A T120 illetve 180 idOpontban 2x16 ml E. coli szuszpenzid injektalasat, azaz a
tervezett 38 ml E. coli oldat szepszis indukcids protokollt befejeztiik.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizis soran az SPSS 19,0-et (SPPS Chicago, IL) hasznaltuk. A folyamatos
valtozok normal eloszlasanak verifikalasahoz Kolgomorow-Smirnov tesztet alkalmaztuk. A
paraméterek nagy része nem mutatott normal eloszlast, az adatokat medidn €s interquartilis
tartomanyban prezentaltuk, majd a megfelel6 non-parametrikus teszttel (Mann-Whitney Rank
Sum Test) dsszehasonlitottuk a csoportokat. A csoporton beliili, a kiilonb6z6 paramétereken a
beavatkozéas hatasara tortént valtozasok analizise repetitiv ANOVA mérésekkel tortént. A
valtozok kozotti korrelacid szamitasahoz Spearman korrelaciot hasznaltunk. Szignifikéns
eltérésként a p<0,05 értéket hataroztuk meg.

Hemoreolégiai mérések

A hemoreoldgiai mérésekhez Osszesen 9 sertést vontunk be a vizsgalatba, kontroll csoport
(n=4) ¢és szeptikus csoport (n=5) esetszammal. A kisérleti allatok antikoagulans kezelésben
nem részesiiltek. A centralis vénas kaniil €s az artéria femoralis kaniil behelyezése utan a két
kaniilbél parhuzamosan vérmintat vettliink. Ez a minta (a tovabbiakban alapminta) szolgalt az
alapméréshez. Kozvetleniil K3-EDTA (1,5 mg/ml) tartalmi kémcsdbe tortént a mintavétel, a



késobbiek soran ebbdl végeztik az Osszes laboratdriumi vizsgalatot. Kivételt képzett a
szedimentacios mérésekhez hasznalt vénas vérminta, ahol 0,109 M natrium-citratot
hasznaltunk antikoagulalds céljabol. A tovabbi artérids és vénas vérmintavétel a szepszis
indukcidja utan 2, 4, 6 és 8 oraval tortént. A laboratdériumi mintavételek idépontjaban a
maghdmérsékletet (centralis vénas T [°C)), az artérids kozépnyomdst (MAP [Hgmm]),
szivirekvenciat (HR [1/perc], és az oxigén szaturaciot (Sat [%] ) 1s rogzitettiik.

In vitro study: Az é16 baktérium jelenlétének hatasa a vér reolégiai tulajdonsagaira

Két allatbol vettiink alapmintat a vizsgalathoz. A mintakat két szubmintara osztottuk,
melyekhez a szepszis indukcidhoz hasznalt E. coli szuszpenzi6 50 illetve 100% dozisat adtuk,
az in vivo vizsgalatnak megfelelden 60 m/ttkg keringd vérvolumennel kalkuldlva. Az E. coli
hozzaadasat kovetden 15-20 perc mulva, valamint 120 perces szobahdmérsékleten torténd
inkubaciot kdvetden mikroreologiai vizsgalatokat - vorosvérsejt deformabilitas €s aggregacio,
ozmotikus gradiens ektacitometria- vizsgalatot végeztiink.

Laboratériumi vizsgalatok (in vivo)
Hematolégiai tulajdonsagok

A hematologiai paraméterek meghatarozdsdhoz Sismax F-800 félautomata mikrosejt
szamlalot (TOA Medical Electronics Co., Japan) hasznaltunk. A fehérvérsejtszamot (WBC
[x10% pl], vordsvérsejt szamot (RBC [x10% pl], a hematokritet (Htc [%]), az atlagos
korpuszkulasris térfogatot (MCV [fl]), az atlagos hemoglobin tartalamat (MHC [pg/l] és a
trombocita szamot hasonlitottuk dssze.

Eritrocita szedimentacios rata és leukocyta anti-szedimetacios rata

A natrium-citrat alvadasgatolt vénds vérmintdkat tartalmazo kémcsoveket vertikalis pozicidba
helyezve gravitacios szedimentaciot végeztiink. 60 percet kdvetden a szabalyos eritrocita
szedimentacidos ratat regisztraltuk. A leukocita anti-szedimentdcios rata (LAR)
meghatarozasahoz a véroszlop felsd és also részét ovatosan szeparaltuk, és mindkét mintdban
megmértiik a fehérvérsejt szdmot. A LAR-t a Bogar-formula alapjan kalkulaltuk.

LAR = 100 X (WBCfels('j - WBCalsé)/(WBCfe156 + WBCalso')
Vér és plazma viszkozitas

Hevimet-40 kapillaris viszkoziméterrel (Hemorex Ltd. Hungary) torténtek a mérések a
mintavételt kovetd 60 percen beliil 37 °C-on. A plazmat 800g fordulatszamon centrifugaltuk
10 percig. A teljes vér viszkozitis (WBV [mPas]) értékeket 90 s™ nyirderdn hasonlitottuk
Ossze egymassal, melyet a Matrai formulanak megfeleléen korrigaltuk 40%-0s hematokrit
értékre.

Matrai formula: (WBVage/PV)*%HC  ahol
WBW.00: 40%-0s hemtokritra korrigalt teljes vér viszkozitas
PV: plazmaviszkozités

Htc: a minta aktualis hematokrit értéke

Vorosvérsejt deformabilitas



LoRRca MaxSis Osmoscan-nel (Mechatronics BV, Hollandia) tortént a deformabilitas
meghatarozasa. 5 ul térfogat vérmintat tettiink 1 ml izotonias polyvinyl-pyrrolidone (PVP)
oldathoz (360 KDa PVP normal phosphate pufferelt soéoldat; viszkozitds=27mPas,
ozmolalitds=290-300 mOsm/kg, pH=7,3). 0,3-30 Pa koz6tti nyird fesziiltség (SS) modban a
lézer diffrakcidos mintazat valtozasanak megfelelden hataroztuk meg az elongécios indexet
(EI). Az elongaciés index egyenld a (L-W)/(L+W) héanyadossal, ahol a L megfelel a
hosszusagnak, a W a szélességnek a diffraktogrammon. Minél nagyobb a vordsvérsejt
deformabilitasa, annal nagyobb az EI értéke. A mérések 37 °C-on torténtek. Lineweaver-Burk
analizist végeztiink az EI-SS gorbék 6sszehasonlitasaval a maximalis elongacios index (Elmax)
¢s a fél Elmax-nal 1év6 nyiro fesziiltség (SSi2 [Pa]: 1/EI=SSi1/2/Elmax X 1/SS+1/Elmax)
kalkulalasahoz. A késébbiekben kiszamitottuk az Elmax/SS1e aranyt is. (210) Az ozmotikus
gradiens ektacitometria, vagy osmoscan vizsgalathoz 250 pul vért kevertiink 6vatosan 5 ml
PVP oldathoz. Konstans 30 Pa nyiréfesziiltségen az elongacids index értékeket folyamatosan
hataroztuk meg az ozmolalitas fokozatos 0-rol 500 mosmol/kg-ig torténd emelése mellett. Az
eszkoz altal analizalt paraméterek mellett megmértiik a minimalis elongéacids indexeket
alacsony ozmotikus kornyezetben (minimal EI), a maximalis elongacids index értékeket
(maximal EI), az ezekhez tartozé ozmolalitas értékeket (minO és maxO, mint ,,optimalis”
ozmolalitas), és meghataroztuk az egyedi elongacios index- ozmolalitas gorbe alatti teriiletet
(AUC). A tovabbiakban olyan paramétereket is meghataroztuk, amelyek segitségével a minEI
¢s maxEl kozotti fazist jellemeztiink ozmolalitds funkcioban: deltaEl a maxEI és min El
kozotti kiilonbség; deltaO, az ozomolalitas kiilonbség a maxEIl és minEIl értékhez tartozo
ozmolalitasok kozott; valamint a deltaEl/deltaO aranyt.(211)

Vorosvérsejt aggregacio

A Myrenne MA-1 eritrocyta aggregometert (Myrenne GmbH, Németorszdg)hasznaltuk az
aggregacios indexek meghatarozasahoz, melynek mikodése a fényatereszté képességen
alapul: M ( 0 s? nyir6 aranyon) és M1 (3 s nyiroaranyon) 5 vagy 10 maésodperccel a
diszaggregacid utan. Az indexek (M 5s, M1 5 s, M 10 s, M1 10 s) ndvekednek a fokozott
vorosvérsejt aggregacioval. A LoRRca miiszer syllectometrids méréstechnikédjat szintén
alkalmaztuk a kovetkezd vorosvérsejt aggregacios paraméterek meghatarozasahoz: amplitudé
( Amp [au]); aggregacios index (Al [%]); aggregacios félido (tie [S]). (212).

Statisztikai analizis

A kapott adatokat atlag és standard deviacionak megfelelden interpretaltuk. Az eredmények
normdl eloszldsdnak megfeleléen a csoportok kozotti ( kontrol versus szeptikus)
Osszehasonlitast Student-t vagy Mann-Whitney RS teszt alapjan végeztiik. A csoporton beliil
nyert adatok Osszehasonlitasa az alapértékekkel one-way ANOVA teszttel (Dunn vagy
Bonferroni modszer) tortént. A p esetében az eredményt 0,05 alatti értéknél tekintettiik
statisztikai értelemben szignifikdnsnak.

Eredmények
Hemodinamikai mérések

A 16 szeptikus allatbol kettd a szepszis indukcio kisérleti protokoll megkezdését kovetden,
két allat 2 6ra, 6t sertés 3 ora, harom 4 6ra mulva, egy 6 6ra mulva pusztult el. A szeptikus és
kontroll csoport hemodinamikai paraméterei az E coli szuszpenzid injektalasa el6tt
statisztikailag hasonloak voltak. (1. tabldzat) A kontroll sertésekben a hemodinamikai
valtozok relativ stabilak voltak a vizsgalati periddusban. Az artérias kozépnyomas érték a
hatodik ordban csokkent, mig a szisztémds vaszkuldris rezisztencia index az 6tddik oratol
emelkedett. A szeptikus csoportban a szeptikus sokk a 176. percben (IQR:60-263) alakult Ki



az E. coli szuszpenzié injektdlasdnak kezdetétdl. Az artérids kozépnyomas értékei az ido
fliggvényében fokozatosan csokkentek, mig a pulzus frekvencia novekedett az E. coli
injektalasat kovetden.

Az aramlési paraméterek valtozasat vizsgalva a cardiac index csokkenése volt tapasztalhato. A
szisztémas vaszkularis rezisztencia index atmeneti ndvekedést mutatott a harmadik oraban, de
visszatért a kiindulési értékre a késObbi vizsgalati periddusban. A pulzus kontar analizise
soran a stroke volumen variancia szignifikdns emelkedést mutatott a globalis végdiasztolés
volumen index (térfogat paraméter) nem szignifikans csokkenése mellett. Az extravaszkularis
tiidoviz index novekvod tendenciat mutatott, mig a globalis ejekcios frakcid a vizsgalat soran
csokkent.

Hemoreoldgiai vizsgalatok eredményei

A hemoreologiai mérésekben résztvevé sertés alcsoport hemodinamikai és mortalitasi
jellemzoi

A hemoreoldgiai mérésekhez Gsszesen kilenc allat mintaibol nyert adatokat elemeztiik. A
szeptikus csoportban (n=5) 1év6é valamennyi kisérleti allat esetében fulminans szepssis volt
megfigyelhetd €s 3-7 oran beliil elpusztultak (2 allat a 3-4. 6rdban, 3 allat a 6-7. 6raban). A
szeptikus csoport esetében a szivfrekvencia emelkedett, az artérias kozépnyomas csokkent. A
szivirekvencia/MAP ardny szignifikans csokkenést mutatott mind a kontrol csoporttal, mind
pedig a szeptikus csoporton beliil a kiindulasi értékekkel 0sszehasonlitva. Az E. coli oldat
injektalasanak kezdetétdl eltelt 6 6ra mulva a p érték<0,001 a szeptikus csoporton beliili, mig
p=0,004 a kontrol csoporttal tortént statisztikai analizis soran. A kontroll csoport egyedeinél a
kisérlet ideje alatt stabil hemodinamikai paramétereket mértiink.

Hematologiai paraméterek

A total leukocyta szam a szeptikus csoportban mind az artérids, mind a vénas mintdban
folyamatosan csokkend tendenciat mutatott. A 4. és 6. draban szignifikansan alacsonyabb volt
mint a kiindulasi értékhez, mind a kontrol csoporthoz viszonyitva (p<0,001). A kontrol
csoport esetében egy konstans emelkedés volt megfigyelhetd a kisérleti periddus végére. A
monocyta-granulocyta % mindkét csoportban enyhe emelkedést mutatott, de ez nem érte el a
szignifikans kiilonbséget.

A voOrdsvérsejtszam csaknem konstans maradt, de a kisérlet 6. orajaban megemelkedett a
hematokrit értékkel parhuzamosan a szeptikus csoportban. A csoportok kozott szignifikans
kiilonbség volt kimutathato a vorosvérsejtszam emelkedésben a kisérlet 6. 6rdjdban az artérids
€s a vénas mintaban is. Az MCV értékek minimalisan magasabbak voltak a szeptikus
csoportban a kontrol csoporttal 6sszehasonlitva.

A trombocita szam dominansan csokkent a szeptikus allatokban, szignifikdns kiilonbség
alakult ki az E. coli szuszpenzi6 injektalds megkezdésének 6. 6rdjaban a csoportok kozott és a
szeptikus csoporton beliil is a kiindulasi értékhez képest.

Eritrocita szedimentacios rata és leukocita anti-szedimentacios rata

Az eritrocita szedimentacios rata (ESR) allando maradt a kontroll csoport allataiban a kisérlet
végéig. A szeptikus allatok esetében lépcsézetes emelkedést mutatott a 4. oOrdig, majd



csokkeni kezdett. A leukocyta anti-szedimentacids rata minden 2. drdban végzett analizis
soran 15-20%-0s csOkkenést mutatott. A csokkenés mértéke szignifikans kiilonbséget
mutatott a kontroll csoporthoz képest is; a 2. éraban p=0,031, a 4. 6raban p=0,05, a 6. 6rdban
p=0,049 értékkel.

A vér és plazma viszkozitas

A teljes vér viszkozitas (WBV) kozepesen csokkent a kontroll csoport allataiban a kisérleti
id6szak alatt, de ekdzben a plazma viszkozitdsa lényegesen nem valtozott. A 40%-0S
hematokritra korrigdlt WBYV értékekben 1ényegi eltérés sem a kontroll, sem a szeptikus allatok
esetében nem volt. A szeptikus csoportban a teljes vér viszkozitds a 4. ordban kezdett
emelkedni, a plazma viszkozitdsa viszont folyamatos csokkenést mutatott.

Vorosvérsejt deformabilitas

A vorosvérsejt deformabilitds romlo tendenciat mutatott a szeptikus csoport allataiban. A két
oranként levett artérias és vénds vérmintdkban az SSi, fokozatosan nétt, mig az ElmaxSSir2
arany fokozatosan csokkent. Ugyanakkor ez a véltozas nem volt szignifikans. Az artérids és
vénds vérmintdk Osszehasonlitdsa sordn a deformabilitdsban szamottevd valtozast nem
észleltliink

Az osmoscan altal mért paramétereket vizsgalva a minEI értékek folyamatos ndvekedést
mutattak a szeptikus allatokban, kifejezettebben az artérias vérmintakban. A kisérlet 6.
orajaban a kontroll csoporttal dsszevetve a p érték 0,047 volt. Az AUC nagyobb eltéréseket
mutatott. Mér a szepszis indukcid utan két o6raval csokkenni kezdett, majd a késobbiekben is
folytatta ezt a tendenciat. A deltaEl értékek fokozatosan csdkkentek, foleg a szeptikus allatok
artérids vérmintaiban, mig al deltaO 1épcsozetes emelkedést mutatott a megfigyelési periddus
6. o6rdjaig. A deltaEl/deltaO ardny markansabb eltérést mutatott, fokozatosan csokkent,
kifejezettebben az artérias mintdkban.

Vorosvérsejt aggregacio

A szeptikus csoportban a vOordsvérsejt aggregacios index (Al%) csaknem konstans maradt a
szepszis indukcidt kovetd 4. oraig, majd csokkenni kezdett. A 6. 6raban vett mintak vizsgalata
soran a kiindulasi értékekkel és a kontroll csoport azonos idejii értékeivel Osszevetve a
csokkenés mértéke szignifikdns volt. A p értek < 0,001 a csoporton beliili, p =0,003 a
kontrolhoz viszonyitott artérias mintak és p=0,11 a csoporton beliili és p=0,02 a kontroll
vénds mintdk esetében. Ez a valtozds a vénas mintdk esetében volt kifejezettebb. Az
amplitud6 értékek markans arterio-venozus kiilonbséget mutattak mind a szeptikus, mind a
kontroll csoportban. A csdkkenés kifejezettebb volt a vénas vérmintakban, a szignifikancia
szintet mar a szepszis indukciot kovetd 2. ordban elérte (2. 6ra: p=0,001 vs. kiindulasi vénas
minta; 4. 6ra: p<0,001 vs. kiinduldsi vénas minta; 6. 6ra: p=0,02 vs. kiindulési artérids minta
¢és p=0,043 vs. kontroll csoport artérids minta; 6. 6ra: p<0,001 vs. kiindulasi vénas minta és
p=0,029 vs. kontroll csoport vénds minta). A ti2 id6 megnyult, valamint emelkedett a 6.
ordban a szeptikus sertésekben csoporton beliil (p<0,001 vs. kiindulasi minta) és a kontroll
csoporthoz (P=0,003 vs. kontrol csoport) viszonyitva a vénas mintdk (p=0,02 vs. kiindulasi
minta; p=0,002 vs. kontroll csoport) és az artérias mintak esetében is.

A Myrenne aggrométerrel mért paraméterek esetében szintén egy csokkend tendencia volt
megfigyelhetd a szeptikus allatok esetében a 4. és 6. draban. A kiilonbség szignifikansnak
bizonyult a 6. éraban a 5 sec M’ (artérids minta: p<0,001 vs. kiinduldsi minta és kontroll
csoport; vénas minta: p=0,001 vs. kiinduldsi minta és p=0,002 kontroll csoport; arterio-



venozus kiilonbség: p=0,003), '5 sec M1! (artérias minta: p=0,027 vs. kiindulasi minta; vénas
minta: p<0,001 vs. kiindulasi minta és p=0,023 vs. kontroll csoport), 10 sec M’ (artérias
minta: p=0,022 vs.kiindulasi minta, és p=0,028 vs. kontroll csoport; vénas minta: p<0,001 vs.
kiindulasi minta és kontroll csoport) index értékeinek esetében. A 10 sec M1 esetében csak a
vénas mintdknal taldltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,027 vs. kiindulasi érték; arterio-
vendzus kiilonbség: p=0,00053)

Az in vitro vizsgalat eredményei

A fél dozis E.coli szuszpenzid 5-6%-0s csokkenést okozott a vOrdsvérsejt szamban, mig a
teljes dozis esetén ez 13-15%-o0s volt. A két oras inkubacids id6t kdvetden az értékek enyhe
emelkedést mutattak. A vorosvérsejtek eloszlasi szélessége (RDW-CV%) csak a keverés utan
valtozott, az inkubacios periddust kovetden fél dozis baktérium utan 4-5%, a teljes dozis utan
9-10% novekedés volt lathatd. Az MCV értékének a valtozasa nem haladta meg a 2-4%-ot.

Az aggregacids paraméterek fél dozis E. Coli szuszpenzid utan enyhén csokkentek, mig a
teljes dozis utan valamennyi aggregacios paraméter romlani kezdett: az aggregacios index %
¢s a Myrenne index értékek markdnsan csokkentek, mely kifejezettebb lett a két oOrés
inkubécios idot kovetden. Ugyanakkor a vorosvérsejt deformabilitas kozepesen romlott.

Megbeszélés

A szepszis tovabbra is egy heterogén, nehezen differencidlhatd klinikai korkép, melynek
mortalitdsa a javuld terapias lehetdségek ellenére is igen magas. Egy 2016-ban késziilt
tanulmany globalisan probalta a szepszis incidencidjat és mortalitdsat megbecsiilni az utolso
10 év adatai alapjan. A feldolgozott adatok szerint évente vilagszerte 31,5 millid szeptikus, és
19,4 milli6 salyos szeptikus beteg kezelése varhatd, mely 5,3 millio esetben halalos
kimeneteli. Egy fontos mérfoldkd lehet a hatékony gyodgyszeres terdpia fejlesztésében
szepszis esetén egy megfeleld allatmodell 1étrehozasa, mely a human szepszis lefolyasat és
patomechanizmusat tokéletesen utdnozza. Sajnos a legtobb jelenleg erre a célra alkalmazott
allatmodell félrevezetdé megallapitasokat eredményez. Ennek egyik fontos oka, hogy a
szepszis soran a trauma vagy infekcid hatasara 1étrejovo génexpressziok jelentésen eltérnek a
leggyakrabban alkalmazott kiséleti faj, az egér esetében, a huméan génexpresszidtol. Egy
masik fontos tényezd, hogy szamos, a kisérleteknél alkalmazott allatfaj, egér, vagy pavian,
rezisztens a bakterialis lipopoliszacharidokra, mig a humdan szervezet ezekre kifejezetten
szenzitiv. Jelen vizsgdlatunk soran bakterémia modell altal hoztunk létre gram negativ
szepszist Hungahib sertésekben. A sertés modell jo1 hasznalhaté a human szepszis kutatasban,
Osszehasonlitva a ragcsalokkal anatomiai és fiziologiai sajatsagai megkozelitik a human
jellemzdket. A sertések mérete lehetdvé teszi a humén klinikumban hasznalt eszk6zok és
monitorok hasznalatat, és a megfeleld6 vérvolumeniik miatt alkalmasak az ismételt
mintavételekre €s Osszehasonlitd analizisekre, anélkiil, hogy ez jelentdsen befolyasolna a
hemodinamikai paramétereket és a mintak mindségét. Nem elhanyagolhato, hogy a sertések
szenzitivitasa a lipopoliszacharidokra hasonldé a human érzékenységhez, Osszevetve pl. az
egerek rezisztenciajaval. A vizsgalat soran a szepszis korai hemodinamikai és hemoreologiai
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konzekvencidit vizsgaltuk anélkiil, hogy barmilyen terdpias beavatkozast végeztiink volna,
azaz tulajdonképpen a spontan szepszis korlefolyast kivantuk tanulmanyozni. A szepszis
indukcidjahoz 2,5x10° csiraszamt E. coli szuszpenziot alkalmaztunk, 9,5x10° 6sszdézisban.
Szamtalan szeptikus allatmodell 1étezik, mely soran kiilonb6zo technikat alkalmaznak a
szepszis indukcidjara. Az altalunk hasznalt bakterémia modell folyamatosan emelkedd
metddust hasznaltak Thorgesen és Castellheim munkacsoportjai is. Castellheim alacsony
(4x10° baktérium Osszdozis) és magas (16x10° baktérium osszdozis) dozisu él6 E. coli
szuszpenziot injektalt vénasan ¢€s intrapulmondlisan emelkedd koncentracioban viszonylag
rovid idéperiodus alatt sertésekbe, mely modell segitségével gram-negativ szepszist
imitaltak. Hemodinamikailag a szeptikus csoportot markdns pulmonaris artérias
nyomasemelkedés és szisztémas vérnyomasesés jellemezte. A hiperakutan kialakult
pulmonadlis hipertenzié ideje szoros dsszefiiggésben allt az E. coli infuzid kezdetével és a
sulyossaga kozvetleniil Osszefliggbtt az adagolas ratajaval. A szepszis kialakulasat a
hemodinamikai valtozok mellett az interleukin (IL)-10, IL-12, a vaszkularis endotelialis
emelkedése is megerdsitette. Az altalunk végzett vizsgalat soran a korai fulminans szepszis
hemoreoldgiai és hemodinamikai hatasainak vizsgélatara fektettiik a hangstlyt. Sertésekben
intravénas E. coli-val indukalt szepszis modellen jelen ismereteink alapjan nem vizsgaltak
eddig a korai hemoreologia eltéréseket, illetve hemodinamikai valtozasokat PICCO monitor
hasznalataval.

A cardiac output monitorozas bevalt médszer a klinikumban a kritikus allapotu betegek
hemodinamikai monitorozdsara ¢és a folyadék, vazopresszor ¢és inotrop kezelés
optimalizalasara. Sertés szepszis modell hemodinamikai eltéréseinek vizsgalatara Schuerholz
¢s munkacsoportja mar sikeresen alkalmazta a folyamatos pulzus kontur cardiac output
(PiCCO) monitorozast, de vizsgalatuk célja az eszkdz pontos milkodéséhez sziikséges
kalibraci6 gyakorisdganak meghatdrozdsa volt. A szepszis indukcidhoz coecotomia soran
nyert autolog székletet jutattak vissza a hasiliregbe, a szepszis kialakulasanak bizonyitéka a
pozitiv hemokultura volt. Barett és munkatarsai polivalens immunglobulin hatdsat vizsgalta
kozépnyomas és szisztémas vaszkularis rezisztencia index csokkenést, valamint szivfrekvecia
emelkedést figyeltek meg. Pulmonalis artérias katétert (PAC) alkalmazott a hemodinamikai
monitorozasra Pranskunas és munkacsoportja, szintén intravénds E. coli infazidval 1étrehozott
szepszis modellen. Méréseik soran a cardiac index a felére csokkent, a szisztémas vaszkularis
rezisztencia megduplazddott a szepszis indukcidjat kovetden. Chvojka és munkacsoportja
peritonitis indukalta sertés szepszis modellt hasznaltak a kisérletiik soran. Méréseiket a
perotinitisz indukcidja utan 12, 18 ¢és 22 o6ra mulva végezték. A hemodinamikai
monitorozashoz szintén pulmonadlis artérias katétert (PAC) hasznaltak. Szignifikdns eltérést a
hemodinamikai paraméterek mérése kapcsan az obszervacié 12. érajaban figyeltek meg, mely
csokkent artérias kozépnyomas, cardiac output és szisztémas vaszkularis rezisztencia,
valamint emelkedett pulmonalis artérias kozépnyomas €és pulmonalis éknyomas formajaban
jelentkezett. A hemodiamikai eltérések mellett pH csokkenést, IL-6 és TNF-alfa emelkedést is
tapasztaltak. Ez a peritonitisz indukalta szepszis modell relative gyorsan vezetett szepszis
kialakulasdhoz.

Az altalunk nyert eredmények jol Osszehasonlithatoak az elébbi szeptikus sertés
vizsgalatokkal. Vizsgalatunk soran a szeptikus sokk kialakuldsa folyamataban az artérids
kozépnyomas és a cardiac index csokkenését figyeltik meg, emelkedd tendenciaju
pulzusszammal. Emellett szignifikans csokkenést tapasztaltunk a stroke volumen variacid
értékében a szeptikus allatok esetében. Itt kell azonban megjegyezni, hogy a kisérletiink soran
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nem adtunk intravénds folyadékot az allatoknak, mivel a szepszis sordn bekovetkezd
hemodinamikai valtozdsok természetes lefolyasat tanulmanyoztuk terdpids intervenciok
nélkiil. Ez a magyardzata annak, hogy a kontroll csoport allatainal szintén észleltiink egy lasst
artérias kozépnyomas csokkenést. Ha a kontroll allatok artérids kozépnyomas esését a
kiindulasi értékkel Osszevetettiik, ez statisztikailag szignifikdnsnak bizonyult, de a MAP
értekek egy viszonylag stabil, 96-103 Hgmm-es tartomanyban maradtak. Az allatok
anesztéziajat ketamin-Xylazin kombinacidval végeztiik. Mivel a cardiac index analizise soran
a kisérlet ideje alatt a kontroll csoportban statisztikailag szignifikans eltérést nem észleltiink,

igy a gyogyszerek okozta kardiodepressziv hatas kizarhato volt.

Koradbban tobb tanulmany is bizonyitotta, hogy az ¢él6 E. coli baktérium intravénas
Tracey €s munkatarsai pavianok esetében vizsgalta a cachectin (tumornekrozis faktor alfa,
TNF-alfa) szerepét a szeptikus sokkban. Ehhez a kisérletiikhoz letalis dozisa (LD 100) €16 E.
coli szuszpenzidt infundaltak a szeptikus sokk indukcidjahoz. A kontroll csoport allataiban
ennek hatdsira hipotenzid, letdlis vese- és pulmonaris elégtelenség alakult ki. Ugyanezen
modell esetében az allatok elokezelése TNF-alfa monoklonalis antitesttel javitotta az allatok
hemodinamikai paramétereit €s a tulélést. Kis emlds allatokban az E. coli alacsony dozisban
tobb oOran keresztiil injektalva minimalis hemodinamikai eltéréseket okozott, de magasabb
dozisban bifazisos valaszt valtott ki. A korai cardiac output emelkedést a szepszis késobbi
fazisaban cardiac output csokkenés kovette. Szintén pavianok esetében szubletalis és letalis
dozist E.coli injektalasa utan Taylor és munkacsoportja figyelte meg sulyos disszeminalt
intravaszkularis  koagulopatia kialakuldsat, melyhez komplex inflammatorikus és
hemosztatikus valasz tarsult. Ez magaba foglalta a mikrovaszkulatura endotéljanak és az
antikoagulaciés rendszernek a karosodasat is. A folyamat Osszeségében tobbszervi
diszfunkciohoz vezetett. Dehring és munkatarsai altal sertéseken végzett vizsgalat soran E.
coli, P. aeruginosa (Gram-negativ) és S. aureus (Gram-pozitiv) baktériumok injektalasa utan
hasonlitottak 6ssze a kivaltott szepszis kovetkezményeit. Azt tapasztaltdk, hogy amig a gram-
pozitiv baktérium minimalis valtozast okozott a kiindulasi allapothoz képest, az E. coli és P.
aueruginosa sokkot és akut respiratorikus elégtelenséget valtott ki. Egy szeptikus juh
modellben a nem letalis dézist E. coli hiperdinam kardiovaszkularis vélaszt provokalt
hipotenzidval, megndvekedett cardiac output-tal, tachikardidval. Kutydkban mind a
szubletalis ¢és a letalis dozist €16 E. coli sulyos kardiovaszkularis karosodast okozott
hipotenzidval, nagyon alacsony cardiac output-tal, splanchnicus hipoperfizioval, és stlyos
metabolikus zavarral. Az emlitett korabbi szepszis modellek alapjan lathatd, hogy az
intravéndsan injektalt E. coli altal kivaltott hemodinamikai valaszt jelentésen befolydsolja a
kisérlethez hasznalt allatfa; is.

Az egyértelmii, hogy az intravénas E. coli infuzi6 utan kialakult szeptikus sokk karaktere eltér
az egyeb szeptikus kisérleti modellektdl. Az altalunk létrehozott fulminans szeptikus sokk
soran egy fazisu hipodindm keringési paraméterek voltak megfigyelhetdek. Mas szepszis
modellek bifazisos valasszal jellemezhetdek, mely sordn eldszor egy hiperdindm keringés
alakul ki megnovekedett cardiac index-szel ¢és cardiac output-tal, alacsony artérias
kozépnyomassal és szisztémas vaszkuldris rezisztencia index-szel. A késdbbi, ugynevezett
hipodindm fazisban pedig alacsony cardiac output és szisztémas vaszkularis rezisztencia
figyelhet6 meg.

Ugy tiinik, hogy az E. coli altal kivaltott gyulladdsos valasz kdzvetleniil a miokardium
kontraktilitasat befolyasolja. A cardiac index és a globdlis ejekcios frakcid csokkenéséhez
vezet a folyamat soran, mely a hipodinam keringés vezeté oka lehet. A hipodinam keringési
valasz hatasara kisérletiink soran megfigyelhetd volt egy azonnali mikrocirkulaciés karosodas
IS, mar a baktérium infizi6 korai szakaszaban. Ugyanakkor a cerebralis perfizié intakt
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maradt. Az is megfigyelhetd volt, hogy a roml6 hemodinamikai statusz miatt a laktat szint
emelkedni kezdett, melyet a magvas vordsvérsejtek szamanak emelkedése kovetett, mely
egyértelmli szoveti hipoxiat jelzett. Ebben a formdban az intravénds E. coli infizid egy
fulmindns hipodinam szepszist valtott ki sertés modelliinkben, mely széveti hipoperfizidhoz
¢s hipoxidhoz vezetett. Wester és munkatdrsai inaktivalt N. meningitidist hasznaltak
esetében a szepszis indukcid utdn 200 perccel alakultak ki a szepszis egyértelmi jelei. Ez az
inkubacios 1d6 jol Osszevethetd a sajat kisérletiinkben tapasztalttal, mely soran a fulminans
szepszis jelei az €16 baktérium infizid kezdetétdl szamitott 2-4. orara datalhatok.

A szeptikus kardiomiopatia kialakuldsa jelenleg még nem teljesen tisztazott, annak ellenére,
hogy 40 éve ismert probléma. Szamos tanulmany alapjan a szepszis soran kialakult szeptikus
kardiomiopatia akar 2-3-szoros mortalitdas novekedést is okozhat. A feltételezett
mechanizmusok az inflammatorikus citokinek kozvetlen miokardiumra Kkifejtett hatasa,
miokardium 6déma, megnovekedett oxidativ stessz, és az adrenerg receptorok csokkent
expresszioja, melyek szisztolés ¢és diasztolés diszfunkcidhoz, valamint {iregrendszeri
dilatacidhoz vezetnek. Az altalunk végzett kisérlet soran erre utalhat a csokkend tendencidji
stroke volumen index mellett a cardiac index ¢és a globalis ejekcids frakcid csdokkenése is.

A hemodinamikai paraméterek mellett kisérletiink célja a hemoreoldgiai paraméterek
valtozasanak vizsgalata is volt a korai fulminans szepszis folyaman. Szamos tanulmany kozolt
megallapitasokat az elmult évtizedekben a szepszis mikrocirkulaciora és reologiai
paraméterekre kifejtett hatasairol. Ezek koziil a legtobb a mikroreoldgiai allapot romlasarol
szamol be, ugy, mint csdokkent vorosvérsejt deformabilitas, fokozott vordsvérsejt aggregacio.
A szepszis soran a voOrOsvérsejt deformabilitast sok tényezd befolyasolja. A 2,3-difoszfo-
glicerat a belsé viszkozitast és a membran viszkoelaszticitasat noveli. A nitrogén-monoxid
megvaltoztatja a sejt kalcium homeosztazisat, megndvelve az intracellularis szabad Ca?*
ionok mennyiségét. A szidlsav mennyisége szepszis soran csokken a vOrdsvérsejt
membranjdban, mely altal megvaltozik a sejt alakja, romlik a deformabilitds és novekszik a
vorosvérsejt aggregacio. A fehérvérsejtek szabad oxigén gyokoket, peroxidazokat,
protedzokat szabaditanak fel, melyek megvaltoztatjdk a membran strukturat, ezaltal rontva a
deformabilitast, és fokozva az aggregaciot.

Kiserletes szepszis vizsgalata sordn Baskurt €s munkatarsai szeptikus €s nem szeptikus
patkdnyok vorosvérsejtek edotoxinnal tortént inkubdldsa utin demonstraltdk, hogy a
mikrohemoreologiai jellegzetességek, mint amilyen a vorosvérsejt deformabilitdas vagy
vOrosvérsejt aggregacio, vizsgalata soran a homérséklet, melyen a méréseket végzik,
befolyasolja a kapott eredményeket. 37°C-on ektacitometrival végzett mérés soran
szignifikans csokkenést figyeltek meg az elongicios index esetében. (36) Singh és Stolz
egészséges Onkéntesek voOrdsvérsejtjeit vizsgalva az elongaciés index szignifikans
csokkenését igazolta a homérséklet 37°C-rol 5 °C-ra véltoztatasa soran. Piagnerelli és
munkatarsai szeptikus és egészséges vorosveérsejtekkel végzett flowcytometrids vizsgalatot.
Megallapitottak, hogy a szeptikus vorosvérsejtek alakja kevésbé bikonkdv, inkabb szferikus
karakterti, de a minta hdmérséklete a vorosvérsejtek alakjat nem befolyasolta .

Tobb vizsgalat is tortént az egészséges ¢€s szeptikus voOrdsvérsejtek mikroreologiai
paramétereinek Osszehasonlitdsara. Reggiori és munkatarsai szeptikus betegek és egészséges
onkéntesek voOrosvérsejtjeit vizsgaltdk. A vorosvérsejt deformabilitdsa szignifikansan
rosszabb volt a szeptikus betegek esetében kiillonbozo nyirofesziiltségen vizsgalva. Az
aggregacios index nétt, a ti, rovidiilt a szeptikus betegcsoportban. Az elongacids index
nagysagat csak a szepszis és a hematoldgiai tarsbetegségek befolyasoltadk. Piagnerelli és
munkacsoportja tobb kutatdsi eredményt is publikalt, mely a szepszis vOorosvérsejtre gyakorolt
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mikroreologiai hatasaival foglalkozik. Kritikus allapotu, intenziv osztalyon kezelt betegek
esetében a vorosvérsejt membran proteinek ardnyanak megvaltozasat irta le egészséges
onkéntesek vorosvértsejtjeihez képest, de nem talalt kiilonbséget a szeptikus €s nem szeptikus
betegek voOrdsvérsejt membran szkeletalis fehérje Osszetételében. Szintén Piagnerelli és
munkacsoportja vizsgalta a membran szialsav és glikoforin A tartalmat szeptikus betegek ¢és
egészséges Onkéntesek bevonasaval. A sziadlsav tartalmat nagy teljesitményt folyadék
kromatografiaval, a glikoforin A tartalmat antiglikoforinnal hatdroztdk meg &aramlasi
citometriaval. Emellett értékelték a vorosvérsejt alakokat szferikalis index alkalmazéasaval. A
szeptikus vorovérsejtek alakja inkabb szferikus, mint bikonkav volt, a szferikalis index
szignifikdnsan csokkent szepszisben. Kizarolag a szeptikus vordsvérsejteknek csokkent a
szfericitas kapacitdsa hipoozmolaris kornyezetben. A szeptikus vordsvérsejtek membranjaban
szignifikansan csokkent a szidlsav tartalom, melynek hatterében az emelkedett neuraminidaz
aktivitas allhat. Emellett a membran glikoforin A tartalma magasabb volt.

Szamos human szepszis vizsgalat tortént a vér hemoreoldgiai paramétereinek valtozasa és a
korallapot sulyossaga, kimenetele kozotti kapcsolat feltarasara. Donadello és munkacsoportja
2015-ben megjelent tanulmanyaban egy prospektiv study keretében szeptikus és nem
szeptikus betegek 1ézer-aszisztalt optikai rotacios sejtanalizatorral mért vorosvérsejt reologiai
paramétereit hasonlitotta Ossze az intenziv osztalyos felvétel 1. és 3. napjan. A vorosvérsejt
deformabiltas kifejezésére nyiro fesziiltség alapu elongacids indexet hasznaltak, mely mellett
az aggregacios indexet is meghataroztak. A vizsgalt betegcsoportban a szeptikus betegek
mortalitdsa 31% volt. A vorosvérsejt deformabilitas mar az intenziv osztalyos felvétel idején
rosszabb volt a szeptikus betegek esetébe, a vizsgalat ideje alatt a nem talélo szeptikus
betegek esetén ez tovabb romlott. A nem szeptikus betegcsoportban ez nem volt
megfigyelhetd. Az aggregacids index értékei a szeptikus betegek esetében magasabb voltak,
deformabilitas egyértelmiien a szeptikus betegek rossz prognozisat jelezte elére. Moutzouri és
munkacsoportja is a vorOsvérsejt deformabilitds prognosztikai jelentdségérél szamolt be
szepszisben egy 2007-ben megjelent tanulmanyaban. Nem csak a prognozis eldrejelzésében,
hanem a szepszis sulyossagadnak monitorozasara is hasznos volt a klinikai gyakorlatban.
Nozokomidlis szeptikus betegeket valogattak be a study-ba a diagnézist kovetd 24 6ran beliil.
A vorosvérsejt deformabilitas csdkkenése egyértelmii volt a betegcsoportban, melynek
mértéke a kérkép sulyossagat is kifejezte. A deformabilitds romlasdnak mértékét rigiditasi
index forméjdban adtdk meg. Az IR szignifikdnsan magasabb volt mindegyik
betegcsoportban, szepszis esetén 51%-kal, sulyos szepszis esetén 229%-kal, szeptikus sokk
esetén1285%-kal, akut respiracios distressz szindroma esetén 923%-kal volt magasabb az
egeészséges kontroll csoport IR értékeihez képest. A voOrdsvérsejt rigiditasi index szoros
korrelacidt mutatott az egyszerlsitett akut fiziologiai pontrendszerrel (SAPS II) és a becsiilt
mortalitassal is.

crer

jelentds hatdssal vannak a mikrocirkuldciora is. A fehérvérsejtek marginiciojat erdsen
befolyasolja az eritrocitdk axidlis migracidja. Jol ismert tény, hogy a vordsvérsejt aggregacio
fokozza a fehérvérsejtek marginaciojat az endotél mentén. (Kirschenbaun és munkacsoportja
szepszis sordn nem csak a voOrdsvérsejt deformabilitds csOkkenését és a voOrdsvérsejt
aggregacid novekedését figyelte meg, hanem fokozott neutrofil-trombocita interakciot és
csokkent leukocita deformabilitdst is. Szintén hasonlé eredményre jutott Yodice és
munkacsoportja, megndvekedett fehérvérsejt aggregaciot és csokkent neutrofil sejt
deformabilitast irtak le sulyos szeptikus €s szeptikus sokkos betegek esetében. (46)
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Természetesen mikroreologiai eltérések nem csak szepszishez asszocialtan fordulnak eld.
Szamos tanulmany ko6zoOlt hemoreoldgiai eltéréseket majbetegségekkel Gsszefiiggésben.
Alkoholos mdj cirrdzisos betegek esetében csokkent teljes vér viszkozitast és plazma
viszkozitast irtak le, csak igy mint alacsonyabb hematokrit és fibrinogén koncentraciot.
Hepatitis B-s betegek esetében szignifikansan magasabb teljes vér viszkozitasrol és
vororsvérsejt aggregacios indexrdl szamoltak be egyes kozlemények. Egyes szerzok
véleménye szerint a diabetes mellitus soran szovodményként észlelt rossz szoveti perfuzio
elsddlegesen a betegség soran kialakult csokkent vorosvérsejt deformabilitasnak koszonheto.

Sajat vizsgalatunkban a szeptikus allat csoportban folyamatosan csokkend vordsvérsejt
deformabilitast talaltunk a kisérleti periodus folyaman. Az osmoscan paraméterek esetében ez
szintén ¢€szlelhetd volt. Az osmoscan gorbe sejt deformabilitdshoz és membran stabilitashoz
tartoz6 része, ami megfelel a min EI és max EI kozotti teriiletnek az idetartozé ozmotikus
értékekkel egyiitt mutatta a legmarkansabb eltérést. A két pont kozotti kiilonbség egy
fokozatosan romld tendenciat mutatott. Ez nem csak a csokkent deformabilitast, hanem
valdsziniileg a megvaltozott ozmotikus mikrokdrnyezet sejtkarositd hatdsat is tikkrozheti.

A korabbi tanulmanyoktol eltéréen sajat vizsgalatunkban csokkend tendenciaju aggregacios
paramétereket figyeltiink meg. A kapott értékek alapjan az aggregacids folyamat sebessége és
intenzitasa is alacsonyabb lett az €16 E. coli szuszpenzi6 infuziot kovetd hatodik 6raban, habar
a voOrosvérsejt deformabilitas romlott. Ennek az ellentmondasos eredménynek az lehet a
magyarazata, hogy az altalunk végzett vizsgalat parhuzamosan zajlott a fulminans szepszis
korai fazisdban a szeptikus sokk kialakulasaval. Emellett nem zéarhatdé ki a véraramba
emelkedé koncentracidban kozvetleniil bekeriilé €16 baktériumoknak hatasa az aggregaciora
kifejtett hatasa sem. Ezért teszteltiik az é16 E. coli szuszpenzid hatasat normal vérmintan is.
Két normal vérmintdhoz €16 E. coli szuszpenziot kevertlink a szeptikus sertések véraramaba
bejuttatott teljes baktérium koncentracionak megfeleld dozisban. Ezt a sertések kalkulalt teljes
vértérfogata alapjan hataroztuk meg. Az in vitro vizsgalat sordn azt tapasztaltuk, hogy a
vorosvérsejt deformabilitds és aggregécio az in vivo vizsgalatnak megfelelden valtozott, mely
a két ords inkubdcids peridodus sordn tovabbra is megfigyelheté volt. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az altalunk hasznalt E. coli térzs hemolizint tartalmazott, mely béta
hemolizist valt ki. Az in vivo vizsgalat soran a vizsgalati periddusban nem észleltiink
valtozast a vorosvérsejt szamban és az MCV-ben. Az in vitro vizsgalatban viszont mind a
vorosvérsejt szam, mind az MCV csokkeni kezdett az €16 baktériumszuszpenzid vérmintaba
keverése utan. Nagyon jol ismert tény, hogy az E coli hemolizin karositja a vordsvérsejt
membrant azaltal, hogy gytiri alak(i heptaméter komlexekkel porusokat képez a membranban.
Ennek hatdséara a vorosvérsejtek az ozmozis miatt visszafordithatatlanul megduzzadnak, és ez
bizonyos 1d6 utdn sejtlizishez vezet. A komplemetek jelenléte szintén szerepet jatszik a
vorosvérsejt karosodasban. Keshari és munkatarsai altal a C5 hasitas inhibitoratnak, egy
makrociklikus peptidnek, a hatasat vizsgaltdk pavian allatmodellen E. coli indukata szepszis
soran. Megfigyelték, hogy a kontroll csoporttal dsszehasonlitva a C5 hasadas inhibitorral
kezelt csoportban az els6 24 ora soran a vordsvérsej konzumpcié €és hematokrit csokkenése
csak minimalis volt. A kezelés felfliggesztése utdn az enyhe csokkenés folytatddott, de a
hemolizis lathat6 jelei nélkiil. A voOrdsvérsejt karosodas okaként az endotoxinok kozvetlen
hatasat is meg kell emliteni. Poschl és munkatarsai Gram negativ korokozo kivaltotta szepszis
esetében, valamint egészséges OnkéntesekbOl nyert vordsvérsejtek lipid A-val vagy
lipopoliszahariddal torténd inkubécidja utdn vizsgaltdk a vordsvérsejt hydroxymyrist-sav
tartalmat €s a vorosvérsejt deformabilitast. A vordsvérsejt deformabilitds csokkent a Gram
negativ szeptikus betegek esetében, valamint a mosott vordsvérsejtek lipid A-val és a teljes
vér lipopoliszahariddal torténd inkubalasa utan. A vorosvérsejt deformabilitas csokkenésének
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mértéke a membran hydroxymyrist-sav tartalmanak emelkedésével szorosan Osszefliggott,
ami arra utalhat, hogy az endotoxin kétddése a membranhoz kozvetleniil a sejt mechanikai
tulajdonsagait befolyasolja. Todd és munkatarsai megfigyelték, hogy szeptikus betegek
intracellularis kalcium-ion szintje megemelkedik. Reprodukalhaté volt az eredmény E. coli
endotoxin ¢€s teljes vér inkubacidja soran. In vitro ugyanebben a vizsgalatban igazoltak, hogy
a megemelkedett intracellularis Ca®* szintet nem lehetett kikiiszobolni verapamil
hasznalataval, de gatolhatdé volt ATP eldkezeléssel. Ebbol arra kovetkeztettek, hogy egy
energiahianyos allapot tehetd feledssé a megvaltozott intracellularis homeosztazisért. Ruef és
munkacsoportja egészséges Onkéntesek vorosvérsejtjeit inkubalt E. coli Lipid A endotoxinnal.
Azt tapasztaltak, hogy ennek hatasara megndvekedett a citoszol Ca?* koncentracioja, mellyel
parhuzamosan romlott a vordsvérsejtek deformabilitasa. A Lipid A hatas felfiiggeszthetd volt
verapamil és a protein kinaz inhibitor staurosporine-nal.

A nitrogén-monoxid szerepét szintén régdta vizsgaljak a szeptikus hemorreolédgiai eltérések
hatterében. A szepszis soran l1étrejovo hemoreologiai valtozasok hatterében allhat a csokkent
vorosvérset ¢€s leukocita deformabilitds és vorosvérsejt aggregacio, a koagulacids
mechanizmusok zavara, valamint az indukalhatdé nitrogén-monoxid szintetaz altal termelt
nitrogén-monoxid okozta hipotenzio. A NO-nak nagy valosziniiséggel multifunkcionalis
szerepe lehet a mikrovaszkulatura karosodasaban, megvaltoztatjia a vOrosvérsejt
deformabilitast, de emellett moduldlja a szignal transzdukcidés ttvonalakat is a
vorosvérsejtben. Bateman ¢s munkacsoportja patkanyokon végzett kisérletiik soran cecalis
ligacid ¢és punkcié modellel hozott létre patkanyokban peritonitiszt és akut normotenziv
szepszist. Ennek soran demonstraltak, hogy a vazizomzatban szignifikdnsan novekedett a
»stopped flow capillary” denzitas 3-6 6ra kozott a fekulens peritonitisz indukciéjat kovetden.
Ugyanebben a periodusban megnovekedett a szisztémas NO koncentracio, mely
felhalmozodott a vordsvérsejtekben. Emellett csokkent a vordsvérsejt deformabilitas, és
kialakult egy csokkent deformabilitasu vordsvérsejt populacio. Egy in vivo iNOS gatlo, az
aminoguanidin segitségével gatoltdk az NO termelést. Megfigyelték, hogy ennek hatasara a
NO concentraci6 az alapértéken maradt, ¢és megakadalyozta mind a vOrosvérsejt
deformabilitas, mind a funkcionalis kapillaris denzitas csokkenést. Eredményeik azt sugalljak,
hogy a szepszis soran kialakuld funkcionalis kapillaris denzitds csokkenés a NO medialta
eritrocita deformabilitas kdrosodasanak kovetkezménye. Az altalunk megfigyelt vorosvérsejt
aggregacid csOkkenés ellentmoddsos a vildgirodalmi adatokhoz képest. A vordsvérsejt
aggregacid6 egy f6 meghataroz6 faktora a vér viszkozitdsdnak, leginkdbb alacsony
nyirofesziiltségen. A vordsvérsejt aggregacio altal leginkabb érintett a posztkapillaris venulak
teriilete, ahol az érkaliber méar elég nagy, a nyir6 fesziiltség pedig elég alacsony az aggregacio
kialakulasdhoz. A kapillarisok teriiletén az aramlas meghatarozobb faktora a vordsvérsejt
deformabilitasa. Kiilonbozd allatkisérletek bizonyitottdk, hogy a vordsvérsejt aggregacid
szepszis ¢s szeptikus sokk sordn gatolja a véraramlast a mikrocirkulacio teriiletén. (64) Az
altalunk vizsgalt fulminans szepszis modell esetében a legtdbb korabbi vizsgalattal ellentétben
csokkend eritrocita aggregaciot figyeltiink meg. A gyulladdsos megbetegdések, igy a szepszis
is, akut fazis reakcidval jellemezhetd, mely sordn nagy mennyiségli C reaktiv protein,
fibrinogén, immunglobulin és alfa-2 makroglobulin termelddik. A fibrinogén és egyéb nagy
molekulasulyt proteinek novekvd koncentracidja a vorosvértsejt aggregacido fokozddasahoz
vezetnek. Az altalunk vizsgalt fulminans szepszis modell esetében a legtobb korabbi
vizsgalattal ellentétben csokkend eritrocita aggregaciot figyeltiink meg. Ugyanezen kisérlet
alvizsgélata soran azt tapasztaltuk, hogy a bdor mikrocirkulacié romldsa egy nagyon korai
fazisban, mar a hemodinamikai paraméterek valtozasa elott bekovetkezett. Ennek
magyarazata lehet a fibrinogén konzumpcio, a megndvekedett NO koncentracid hatasa, a
baktérium endotoxinok direkt hatdsa a vorosvérsejtekre, a felszini glikokalix szerekezetének
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megvaltozasa. Ez az eredmény azt sugallhatja, hogy a fulminans szepszis esetében a reologiai
valtozasok eltérhetnek a lassan, fokozatosan kialakuld szepszis folyamat soran kialakulo
reologiai valtozasoktol.

Osszefoglalas

A szepszis és szeptikus sokk napjainkban is magas mortalitassal és nagy korhazi koltséggel
jar6o szindréma. Patomechanizmusa tovabbra sem tisztazott. Bar a klinikumban szamos j
terapia keriilt bevezetésre, a morbiditasi és mortalitasi mutatok tovabbra sem javultak
jelentésen. Az Osszetett patomechanizmus, a heterogén betegpopulacido, a pontos
diagnosztikus markerek hidnya, valamint az etikai megszoritdsok nehézségeket allitanak a
szepszis kutatas Utjaba. Emiatt egy tokéletes szeptikus allatmodell kifejlesztése mérfoldkd
allatmodellek szamos hidnyosaggal birnak, nem standardizaltak, emiatt a kutatdsi eredmények
sokszor félrevezetdek lehetnek.

Munkank egy dsszetett tudomanyos kisérlet részét képezte, melynek célja E. coli indukalta
szepszis soran a hemodinamikai, hemosztazeoldgiai, hemoreoldgiai és cerebrovaszkularis
komponensek valtozasanak vizsgalata volt sertés modellen. Elsédlegesen arra a kérdésre
kerestiik a valaszt, hogy az intravéndsan adott E. coli szuszpenzio indukalta korai fulmindns
szepszis soran milyen szisztémas hemodinamikai valtozasok figyelhetdek meg. A fulminans
szepszis modellezéséhez €16 E. coli szuszpenziot alkalmaztunk intravénasan, folyamatosan
emelve a beadott mennyiséget. Az els6 30 percben 2 ml fiziologids soban szuszpendalt
baktérium kultarat, majd a kovetkezd 30 percben 4 ml baktérium kultarat adtunk. Ezt
kovetéen 32 ml baktérium kultirat adtunk 120 perc alatt. Igy 9,5x10% 6sszdozisu E. coli-t
adtunk be 180 perc alatt. A hemodinamikai paraméterek mérése PiCCO monitor segitségével
tortént. Kisérletiink soran a szeptikus sokk kialakulasa folyamatédban az artérias kozépnyomas
¢s a cardiac index csokkenését figyeltiik meg, emelked6 tendenciaja pulzusszammal. Emellett
szignifikans csokkenést tapasztaltunk a stroke volumen variacio értékében a szeptikus éallatok
esetében. A vizsgalat sordn az anesztézia gyogyszerein kiviil az allatok egyéb gyodgyszeres
terapidban nem részesiiltek ( intravénds folyadék terdpiaban sem) , igy a szepszis soran
bekovetkez0 hemodinamikai valtozadsok természetes lefolyasat tudtuk megfigyelni. Az
altalunk 1étrehozott fulminans szeptikus sokk sordn egy fazisu hipodindm keringési
paraméterek voltak megfigyelhetdek. Feltételezéseink alapjan az E. coli altal kivéltott
gyulladésos valasz kozvetleniil a miokardium kontraktilitdsat befolyasolja. Ez a cardiac index
és a globalis ejekcids frakcid csokkenésehez vezet a folyamat soran, mely a hipodinam
keringés vezetd oka lehet. A hipodindm keringési valasz hatdsdra kisérletiink soran
megfigyelhetd volt egy azonnali mikrocirkulacids kérosodas is, mar a baktérium infizid korai
szakaszaban. Ez alapjan elmondhatd, hogy az intravénds E. coli infiziéo egy fulminans
hipodindm szepszist valtott ki sertés modelliinkben, mely szdveti hipoperfizidhoz ¢és
hipoxiahoz vezetett.

Vizsgalatuk tovabbi célja a hemoreologiai valtozasok vizsgéalata volt fulminans szepszis
soran.

A szeptikus allat csoportban folyamatosan csokkend vordsvérsejt deformabilitas volt
megfigyelhetd. Az osmoscan paraméterek vizsgalata soran az osmoscan gorbe sejt
deformabilitashoz és membran stabilitdshoz tartozo része, ami megfelel a min EI és max EI
kozotti teriiletnek az idetartozd ozmotikus értékekkel egyiitt, mutatta a legmarkdnsabb
eltérést. A két pont kozotti kiilonbség egy fokozatosan romld tendenciat mutatott, mely
valésziniileg a megvaltozott ozmotikus mikrokdrnyezet sejtkarosito hatasat is jelzi. A
csokkend tendencidju aggregacidos paraméterek ellentmondanak a korabbi tanulmanyok
megfigyelésének. Az aggregéacios folyamat sebessége €s intenzitdsa is alacsonyabb lett az €16
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E. coli szuszpenzié infuziot kovetd hatodik oraban, habar a vordsvérsejt deformabilitas
romlott. Ennek az ellentmondésos eredménynek az lehet a magyarazata, hogy az altalunk
végzett vizsgalat parhuzamosan zajlott a fulminans szepszis korai fazisdban a szeptikus sokk
kialakulasaval. Nem tudtuk kizarni a véraramba keriilo €16 baktériumok aggregaciora kifejtett
hatasat, emiatt az él6 E. coli szuszpenzidét normal vérmintakkal is teszteltiik. Az in vitro
vizsgalat soran a voOrosvérsejt deformabilitds €s aggregacid az in vivo vizsgalatnak
megfelelden valtozott, mely a két oras inkubacids peridodus soran tovabbra is megfigyelheto
volt. Az altalunk alkalmazott E. coli szepszis modellt véleménylink szerint jol alkalmazhat6 a
hipdinam szepszis hemodinamikai és hemorholdgiai hatasainak vizsgalatara.

Sajat eredmények, onallo megallapitasok

1.

A nemzetkozi irodalomban az elsé kozott tanulméanyoztuk E. coli indukalta fulmindns
szepszisben a korfolyamat spontdn, kezelés nélkiili lezajldsa soran jellemzd
hemodinamikai és hemoreologiai paramétereket.

Megéllapitottuk, hogy a folyamat sordn a cardiac index csokken, a szisztémas
vaszkularis rezisztencia és az intravaszkularis tiidoviz index emelkedik, a stroke
volumen variacié csokken. Ennek alapjan a kisérletes Osszedllitdsunk a hipodindm
szeptikus folyamatok modellezésére alkalmas.

Megéllapitottuk, hogy a baktériumok beadasat kovetéen a fulmindns szepszis
modellben az erithrocytak deformabilitasa és aggregacidja a szepszis elsd oraiban
csokkent. A direkt bakteridlis hatast in vitro tesztekkel is meg lehetett erdsiteni.
Tekintettel arra, hogy vizsgalatainkban a szepszis spontan lefolydsat vizsgaltuk,
mindenféle terapids beavatkozas nélkiil, vizsgalataink alapjat képezhetik a hipodinam
szepszis tanulmanyozasat célzo tovabbi experimentalis vizsgalatoknak, és kiilondsen
azoknak, amelyek terapids beavatkozasokat kivannak tesztelni.
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