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1. Roviditések jegyzéke

APTI

CD
CK
CRP

DAMP

DIC

DiOCe3)
E. coli
EDTA
ETP
FITC
GPT
HIF-1

IL

LPS
MFI
NET
NK-sejtek
NO

PAF

activated partial thromboplastin time,

aktivalt parcialis tromboplasztin id6

cluster of differentiation, sejtfelszini jelz6anyag

creatine kinase, kreatin-kinaz

C-reactive protein, C-reaktiv protein

damage-associated molecular pattern,

sériilés-asszocialt molekularis mintazat

disseminalt intravascularis coagulatio,

disszeminalt intravaszkularis koagulacio
3,3’-dihexyloxocarbocyanine iodide; 3,3’-dihexil-oxocarbocianin-jodid
Escherichia coli

ethylene-diamine-tetraacetate, etilén-diamin-tetraacetat
endogen thrombin potential, endogén trombin potencial
fluorescein isothiocyanate, fluoreszcein-izotiocianat
glutamate-piruvate-transaminase, glutamat-piruvat-transzaminaz
hypoxia-inducible factor-1, hypoxia indukalta faktor-1
interleukin

lipopolysaccharide, lipopoliszacharid (mas néven endotoxin)
mean fluorescence intensity, atlagos fluoreszcencia intenzitas
neutrophil extracellular trap, neutrofil extracellularis csapda
natural Killers, természetes 616sejtek

nitrogen monoxide, nitrogén-monoxid

platelet activating factor, thrombocyta aktivalé faktor



Pa0O-

paCOZ

PAMP

PBS
PPP
polyP
PRP
PS

SIRS

SOFA

TFPI

TLR

TNF-a

partial pressure of oxygen in arterial blood,

az oxigén parcialis nyomasa az artérias vérben

partial pressure of carbon dioxide in arterial blood,

a szén-dioxid parcialis nyomasa az artérias vérben
pathogen-associated molecular pattern,
korokozo-asszocialt molekularis mintazat

phosphate buffered saline, foszfattal pufferolt s6oldat
platelet poor plasma, thrombocyta-szegény plazma
inorganic polyphosphate, inorganikus polifoszfat

platelet rich plasma, thrombocyta-dis plazma
phosphatidylserine, foszfatidil-szerin

systemic inflammatory response syndrome,

szisztémas gyulladasos valasz szindroma

Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment,
szekvencidlis (szepszissel 0sszefiiggd) szervi elégtelenség értékelése
tissue factor pathway inhibitor, szoveti faktor ut inhibitor
toll-like receptor, toll-receptor

tumor necrosis factor-o, tumor nekrozis faktor-a



2. Bevezetés és irodalmi attekintés

2.1. Torténeti attekintés; a szepszis és a szeptikus shock fogalma

A szepszis jelent0s népegészségiigyi problémat jelent, évente 15-30 milli6 ember
megbetegedéséért felelds vilagszerte, halalozasi aranya megkozeliti a 20%-ot [1, 2].
Maga a ,,szepszis” sz6 gorog eredetli (onyil), jelentése: ,,allati, ndvényi vagy szerves anyag
bomlasa baktériumok jelenlétében” [3]. Orvosi értelemben els6ként Homérosz eposzaiban
jelenik meg kb. 2700 évvel ezelbtt a ,,szepo” (onnw) ige formajaban, amely annyit jelent:
,bomlik, rothad”. Hippokratész irdsaiban is emlitésre keriil Krisztus elétt 400 koriil, 6 ugy
tekintett a szepszisre, mint egy veszélyes biologiai bomlasra, amely a testben bekovetkezhet;
¢és az els6k kozott volt, aki bizonyos anyagok — mint a borban 1évé alkohol és az ecet —
antiszeptikus tulajdonsagait tanulmanyozta. A XVII. szazadtol kezdédéen Anthonie van
Leeuwenhoek, majd Semmelweis Ignac, Joseph Lister, Louis Pasteur és Robert Koch
munkassaganak kiemelkedd szerepe volt a fertdzések és a szepszis patomechanizmusanak
megismerésében ¢és az antiszepszis szabalyainak lefektetésében. Paul Ehrlich, Gerhard

Domagk és Alexander Fleming nevéhez fliz8dik az elsd antibiotikumok felfedezése.

1991-ben az American College of Chest Physicians és a Society of Critical Care
Medicine konszenzus konferencidjan megsziiletett a szisztémas gyulladasos valasz szindréma
(systemic inflammatory response syndrome, SIRS), a szepszis, a stlyos szepszis és a
szeptikus shock kezdeti definicidja [4].
A SIRS a szervezetet ért barmely hatasra adott szisztémas gyulladasos valasz, amely akkor
van jelen, ha az alabbi feltételek koziil legalabb kettd teljesiil:

— atesthdmérséklet >38°C vagy <36°C;



— aszivfrekvencia >90/perc;

— alégzésszam >20/perc vagy a p,CO, <32 Hgmm;

— a fehérvérsejtszam >12000/mm® vagy <4000/mm® vagy az éretlen alakok (stabok)

aranya >10%.

A szepszis a szervezet fertdzésre adott szisztémas valasza, tehat a SIRS feltételei mellett — a
SIRS okaként — infekcid igazolhato. Szepszis akkor jon 1étre, ha az €16 kérokozok véraramba
jutasat kovetden olyan generalizalt gyulladdsos valasz alakul ki, amely érinti az egészséges
szoveteket is és ott szervi dysfunctidhoz vezethet.
Sulyos szepszisrél akkor beszélhetiink, ha a szepszishez szervi dysfunctio, hypoperfusio vagy
hypotensio tarsul. Perfuziozavart jelezhet a laktat acidosis, az oliguria vagy az akutan fellép6
tudatzavar, de nem kizardlag az eléz6ek. Szepszis-indukalta hypotensio esetén a szisztolés
vérnyomas <90 Hgmm vagy a kiindulasi vérnyomasértékhez képest a csokkenés >40 Hgmm
¢s a hypotensio mas okkal nem magyarazhat6.
Szeptikus shockként definialtak az adekvat volumenpoétlas ellenére fennalld szepszis-
indukalta hypotensiot €s perfuziozavart. A Sokszervi karosodds szindroma (multiple organ
dysfunction syndrome, MODS) az akut betegségben szenveddk olyan progressziv

szervfunkcidzavara, amikor a homeosztazis terapias beavatkozas nélkiil nem tarthat6 fenn.

A 2001-es konferencian a korabbi meghatarozasokon alapvetéen nem valtoztattak,
csak kiegészitettek a szepszis diagnosztikai kritérium-rendszerét szamos tiinettel és jellel [5].
Ennek kovetkeztében a bizonyitott vagy feltételezett fertdzéses eredet és a SIRS kritériumain
kiviil diagnosztikus kritériumma valt a megvaltozott mentalis allapot, a szignifikdns 6déma, a
diabetes hidnyaban észlelt hyperglycaemia, az emelkedett C-reaktiv protein (CRP) és
prokalcitonin szint, az artérias hypotensio, az artérias hypoxia, az akut oliguria, az emelkedett
kreatinin koncentracid, a véralvadasi eltérések, a thrombocytopenia, az ileus, a
hyperbilirubinaemia, az emelkedett laktat koncentracid és a csokkent kapillaris-tijratelddés.
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Megallapitottak, hogy a meglévd definiciok nem teszik lehetévé a fertézésre adott vélasz
mértékének megfeleld megitélését, igy — a daganatok TNM-beosztasanak mintajara —
megalkottak a PIRO rendszert. A szepszis stadiumbeosztasat biztositdé PIRO rendszer alapjat
négy f6 paraméter képezi: a genetikai hajlam és meglévo betegségek (P=predisposition), a
fertézés helye, tipusa és kiterjedése (I=Infection), a szervezet fert6zésre adott valaszanak
tiinetei ¢és laboratoriumi jelei (R=Response) és a szervkarosoddas meértéke (O=Organ

dysfunction).

2015-ben ismételten sor keriilt a szepszis és a szeptikus shock meghatarozasanak és
kritériumainak feliilvizsgalatara [6]. A szepszist Gigy definialtak, mint egy életet veszélyeztetd
szervi miikodészavart, amelynek oka a szervezet fertézésre adott valaszanak nem megfeleléen
szabalyozott volta. A szervi miikddészavar sulyossadganak jelzésére leggyakrabban hasznalt
pontrendszer a Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment Score (roviden SOFA
score; 1. tablazat) [7, 8]. Magasabb SOFA score fokozott mortalitasi kockazatot jelent [8]. Az
Uj definicio szerint szepszisrdl akkor beszélhetiink, ha bizonyitott vagy feltételezhetd fertdzés
kovetkeztében a SOFA score >2 ponttal hirtelen emelkedik [6]. Azokban a betegekben,
akiknél korabban szervfunkcio-zavar nem volt ismert, a SOFA score nullanak tekintendd. A
>2-es SOFA score-ral rendelkezd betegek megkozelitleg 10%-0s Osszesitett haldlozasi
kockazattal rendelkeznek, és a 2 alatti pontszdmt betegekhez képest 2-25-sz6ros eséllyel
halaloznak el. A szepszis Uj definicioja kiemeli a szervezet nem megfeleld valaszanak
fontossagat, amely a korkép mieldbbi felismerését teszi sziikségessé. E terminoldgia
hasznalataval a sulyos szepszis korabbi definicigja foloslegessé valt.
Annak érdekében, hogy azon (feltételezhetden) fertdzéssel rendelkezd betegeket — akik
valosziniileg hosszabb ideig szorulnak majd intenziv osztalyos ellatasra vagy a korhazi
tartozkodasuk soran elhaldloznak — mielébb azonositsdk, bevezették az un. Quick SOFA

(qSOFA) kritériumokat, amelyek az aldbbiak:



— alégzésszam >22/perc,

— megvaltozott tudatallapot és

— aszisztolés vérnyomas <100 Hgmm.
A szeptikus shock a szepszis egy csoportja, amelyben a keringési €s a cellullaris/metabolikus
abnormalitdsok olyan sulyosak, hogy azok jelentdsen fokozzdk a mortalitdst. A szeptikus
shock kritériuma a szepszis mellett perzisztalé hypotensio, amely soran vazopresszor terapia
sziikséges az artérids kozépnyomds >65 Hgmm értéken tartdsdhoz, tovabba a laktat
koncentraci6 >2 mmol/L adekvat folyadékpotlas ellenére is [9]. Ezen kritériumok

teljesiilésekor a mortalitds meghaladja a 40%-ot.
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1. tablazat. Sequential (Sepsis-Related) Organ Failure Assessment Score

Score

Szervrendszer 0 1 2 3 4
Légzorendszer

Pa0,/FiO,, >400 (53.3) <400 (53,3) <300 (40) <200 (26,7) <100 (13,3)

Hgmm (kPa) légzéstamogatas légzéstamogatas

mellett mellett

Véralvadas

Thrombocyta- >150 <150 <100 <50 <20

szam, x10%/uL
Mij

Bilirubin, mg/dL <1,2 (20) 1,2-1,9 (20-32) 2,0-5,9 (33-101) 6,0-11,9 (102-204) >12,0 (204)

(umol/L)

Kardiovaszkularis MAP>70 Hgmm  MAP <70 Hgmm  Dopamin <5 vagy Dopamin 5,1-15 vagy =~ Dopamin >15 vagy

rendszer dobutamin (barmely  adrenalin <0,1 vagy adrenalin >0,1 vagy
dozisban)? noradrenalin <0,1% noradrenalin >0,1%
Kozponti
idegrendszer
GCS score” 15 13-14 10-12 6-9 <6
Vese
Kreatinin, mg/dL ~ <1,2 (110) 1,2-1,9 (110-170) 2,0-3,4 (171-299) 3,5-4,9 (300-440) >5,0 (440)
(pmol/L)
Vizeletiirités, <500 <200
mL/nap

A tablazatban el6forduld roviditések: PaO,: oxigén parcialis nyomasa az artérias vérben; FiO,: fraction of
inspired oxygen; MAP: artérias k6zépnyomas; GCS: Glasgow Coma Scale

# A katecholaminok dézisai pg/kg/perc-ben vannak megadva legalabb 1 6ra idétartamra.

P GCS score: 3-15, a magasabb érték jobb neuroldgiai funkciora utal.

A tablazat Vincent és munkatarsainak kézleménye alapjan, az eredeti tablazat médositasaval késziilt [7].
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2.2. A szepszis kérokozéi

A szepszis mindig fert6zés kovetkeztében alakul ki, az esetek tobbségében
bacteracmia (él6 baktériumok jelenléte a keringésben), ritkabban fungaemia, viraemia,
parazitaemia vagy kevert fert6zés all a tiinetek hatterében [4]. A Gram-pozitiv és Gram-
negativ baktériumok okozta véraramfertézések aranya foldrajzi régionként kiilonbozik, de
befolyasolja az is, hogy nosocomialis vagy Un. kdzosségben szerzett szepszisrél van-e szo,
illetve fiigg a beteg egyéb rizikofaktoraitol [10, 11]. Az 1980-as évekig a szeptikus esetek
tobbségét Gram-negativ baktériumok okoztak, mig attol kezdve a Gram-pozitiv baktériumoké
lett a vezetd szerep €s a korabbinal gyakoribba valtak a gombaszepszisek. Egy nagy amerikai
felmérés szerint 1979 és 2000 kozott a szeptikus esetek 52,1%-aért Gram-pozitiv és 37,6%-
aért Gram-negativ baktériumok voltak feleldsek, mig 4,7%-at polimikrobialis, 1%-4at anaerob
¢s 4,6%-at gombafertézés okozta [12]. A leggyakrabban izolalt Gram-pozitiv patogének a
Staphylococcus aureus és a Streptococcus pneumoniae; mig a Gram-negativak az Escherichia
coli, a Klebsiella torzsek és a Pseudomonas aeruginosa [13]. Jelenleg az Gsszes
véraramfert6zés negyedét-felét okozzak a Gram-negativ baktériumok. A nosocomialis Gram-
negativ szepszis fO0 forrasai a centralis vénas katéterek, a légzdrendszer, valamint az
urogenitalis €s gastrointestinalis tractus; mig a kozdsségben szerzett szepszis elsdsorban

hugyuti eredetii, ez utobbi f6 korokozoja az E. coli [14-17].
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2.3. A szepszis patomechamizmusa

2.3.1. A citokinek és a hypoxia indukalta faktor-1 (HIF-1)

Fert6zés esetén a korokozd elséként a velesziiletett immunrendszer tagjaival
talalkozik: a monocytakkal/macrophagokkal, a granulocytakkal és a természetes 6l6sejtekkel
(az NK-sejtekkel). Ezen sejtek a mintazat-felismer6 receptoraik (pattern recognition receptor,
PRR) segitségével aktivalédnak oly modon, hogy a receptorokhoz kotddnek egyrészt a
korokozo eredetti molekulak (pathogen-associated molecular pattern, PAMP), masrészt az
elhalt sejtekbdl szarmazd anyagok (damage-associated molecular pattern, DAMP) (1. abra)
[18]. Ez utobbi sejtelhalas részben a korokozd kozvetlen hatasanak, részben pedig a
felszabadult citokinek hatdsanak kovetkezménye. A mintazat-felismerd receptorok lehetnek
példaul toll-receptorok (toll-like receptor, TLR), Nod- és RIG-szerti, valamint C-tipusu lektin
receptorok. Az immunsejtek toll-like receptorai koziil a TLR2-h6z a Gram-pozitiv koérokozok
peptidoglikanja, mig a TLR4-hez a Gram-negativ korokozok lipopoliszacharidja (LPS, mas
néven endotoxin) képes kotddni. Az exogén PAMP-0k és az endogén DAMP-0k felismerése

aktivacios/foszforilacios kaszkadokat indit el.
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1. abra. A citokinek kézponti szerepe szepszisben

A fehérvérsejtek mintazat-felismerd receptoraihoz kotddnek a korokozd eredetii és az elhalt sejtekbol
kiszabadulé molekuldk. Az aktivalt fehérvérsejtek citokineket termelnek, amelyek hatassal vannak a szervezet
tobbi sejtjére. A szervezet nem megfeleld valasza kovetkeztében kezdetben tilzott mértékli gyulladas, késobb
immunszuppresszié alakul ki, amelyek végsé soron sokszervi elégtelenséghez és halalhoz vezethetnek.
Roviditések: PRR: pattern recognition receptor, PAMP: pathogen-associated molecular pattern, DAMP: damage-
associated molecular pattern. Sajat szerkesztés(i dbra, amely Chousterman és munkatarsainak kozleménye

alapjan, az eredeti abra modositasaval késziilt [18].

A monocytdkban/macrophagokban a nukledris faktor-kB aktivacioja és transzlokécidja
kovetkeztében proinflammatorikus citokinek (tumor necrosis factor-o. /TNF-a/, interleukin-13
/IL-1B/), proteazok (elasztaz, kollagenaz, katepszin) és kiilonb6z6 mediatorok
(prosztaglandinok, leukotriének, thrombocyta aktivalo faktor /platelet activating factor, PAF/)

termelddnek, oxigén-szabadgyokok szabadulnak fel, valamint a sejtek szoveti faktort
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expresszalnak [19]. A neutrophil granulocytak aktivalédnak ¢és adhézidos molekulakat
expresszalnak, igy a keringésben mozgasuk lelassul, gordiilnek, az endotheliumhoz
rogziilnek, az érpalyabodl kilépnek és a fertdzés helyére vandorolva szamos medidtort
szekretalnak [20]. Az endothelsejtek adhézios molekulak (vascular cell adhesion molecule-1,
VCAM-1 és intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) expresszalasaval és kemokinek
termelésével segitik az aktivalt immunsejtek eljutasat a fertézés helyére; prokoagulans
faktorokat szekretalnak vagy expesszalnak; nitrogén-monoxidot (NO) termelnek; és az
endothel dysfunctio felelés a fokozott vascularis permeabilitasért [18, 19]. Ezen teljes
folyamat szabalyozasa a pro- és anti-inflammatorikus citokinek termelésének egyensulyan
keresztiil valosul meg. Szepszis esetén a fertézésre adott nem megfelelé valasz generalizalt
gyulladashoz ¢és az egészséges szovetek karosodasahoz vezet. A szepszis kezdeti
hiperinflammatorikus fazisaban az immunrendszer aktivacidja dominal, nagy mennyiségii
proinflammatorikus citokin szabadul fel (ez az Un. ,citokin vihar”), a keletkez6 NO
vasodilatatiot valt ki és hibernalja a sejteket. A szepszis késobbi szakasza az anti-
inflammatorikus fazis, ekkor az immunrendszer deaktivacidja jellemz6é ¢és az anti-
inflammatorikus citokinek uraljak a képet [21]. A szepszis kezdetén bekdvetkezd halalozasért
a szeptikus shock, mig a késdbbi fazisban az immunszuppresszié miatti reinfekcio felelds.

A szepszis egyik kulcsfontossagu molekuldja a HIF-1, egy folyamatosan termel6dé
fehérje, amely normoxia esetén gyorsan lebomlik, hypoxiaban viszont stabil marad [22].
Enyhébb hypoxia esetén a HIF-1 eldsegiti a sejtek alkalmazkodasat a megvaltozott
koriilményekhez: a génexpresszio fokozasan keresztiil segiti tobbek kozott a sejtek
glikolizisre torténd atallasat, fokozza a vascularis endothelialis growth factor (VEGF), az
erythropoietin és az NO termelését, ezaltal az angiogenesist, a vorosvértestek képzodését és a
vasodilatatiot, igy biztositva a sejtek oxigénhez jutasat [23]. Az NO ezenkiviil gatolja a

mitokondrialis 1égzési lancot, igy a sejtek hibernalt allapotban igyekeznek atvészelni a

15



hypoxiat. Sulyos hypoxia esetén — amikor a sejtek a hypoxia miatt mutaciokat szenvednének
— a HIF-1 apoptozist indukal [24]. Az LPS képes HIF-1 termelést kivaltani a

macrophagokban, mig az IL-1p normoxia esetén is fokozza a HIF-1 szintjét [25, 26].

2.3.2. Csontveléi reakcio szepszisben

A csontveld a massziv fertézésre éretlen sejtek felszabaditasaval reagal. A
granulocytak éretlenségét jelzi az emelkedett éretlen/total granulocyta arany (az Un. balra tolt
vérkép), amely mind szepszisben, mind SIRS esetén megfigyelheté [27]. Szepszisben az
éretlen alakok megjelenésének oka a neutrophil paralysis: az NO-, citokin- és kemokin-
tultermelés kovetkeztében sériil a neutrophil granulocytdk endotheliumhoz torténd adhézidja
¢s a kemotaxis, igy a granulocytdk nem jutnak el a fert6zés helyére. Az aktiv neutrophil
granulocytdk funkciondlis defektusat probalja a csontveld az éretlen alakok kibocsatasaval
kompenzalni [28].

A magvas vorosvérsejtek koran jelzik a kritikus allapotu betegek fokozott halalozasi
kockazatat: atlagosan 1-3 héttel a beteg halala el6tt mar megjelennek a periférian. A magvas
vorosvérsejtek megjelenését kordbban mar leirtak hypoxia, chronicus anaemia és sulyos
fert6zések esetén [29]; e vorosvérsejteket az ismert csontveldi stimulusok (erythropoietin, IL-
3, IL-6) emelkedett szintjével egyiitt észlelték [30]. Ezen mediatorok koncentracioja altalaban
hypoxia és gyulladas esetén emelkedik, igy a magvas vorosvérsejtek szama egy olyan
paraméter, amelyben 0Osszeadodnak a hypoxia ¢és a gyulladds okozta hatdsok ¢és ez
eredményezi e paraméter erds prediktiv értékét a fokozott mortalitas tekintetében [31, 32].

Az éretlen thrombocytdk megjelenése eldrejelzi a szepszis kialakuldsat, az éretlen
thrombocyta frakcio ardnya — amely a retikulalt thrombocytak aranyat tiikrozi — atlagosan 2-3

nappal a szepszis kialakulasa el6tt megemelkedik, majd a szepszis kialakuldsat kdvetden
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csokken a kezdeti fokozott thrombopoiesist kovetd csontveldi depresszionak megfeleléen

[33].

2.3.3. Mitokondrialis dysfunctio és apoptézis

A szervezet oxigénfogyasztdsdnak és ATP termelésének tobb mint 90%-aért a
mitokondrialis oxidativ foszforilacié felelds. A 1€gzési lanc enzimkomplexeit (els6sorban a
NADH-ubikinon oxidoreduktazt és a citokrom C oxidazt) szepszisben gatolhatja maga az
LPS, illetve az infekci6 hatasara termelddé TNF-a és a nagy mennyiségben felszabaduldé NO
[34, 35]. A reaktiv oxigén-szabadgyokok és a peroxinitrit karositjak a mitokondrialis DNS-t
¢s fehérjéket, valamint a mitokondrium membranrendszerét. A mitokondriumok oxidativ
karosodasa a citokrom C citoplazmaba torténd kijutasahoz vezet, ami apoptozist indukal [36].
Szeptikus betegekben a szolubilis Fas szintjét emelkedettnek talaltak, ami arra utal, hogy az
apoptdzis nemcsak intrinszik (mitokondridlis) utvonalon, hanem extrinszik ton is aktivalodik
[37]. Raadasul maga a TNF-a is indukalhat apoptdzist az extrinszik Gtvonalon keresztiil [38].
A mitokondrialis dysfunctio a szepszis korai szakaszaban reverzibilis lehet, mig nagyfoku és
tartos oxidativ karosodas esetén irreverzibilissé valhat [39]. A szepszis-indukalta
szervkéarosodas hatterében legaldbb részben a mitokondridlis dysfunctio eredményezte
energiakrizis all [36]. Brealey és munkatarsai Osszefliggést talaltak a szeptikus shock
sulyossaga és kimenetele, valamint a mitokondrialis dysfunctio, az ATP-deplécio, az
intracellularis antioxidansszint csokkenése és az NO-termelés kozott [34]. A mitokondrialis
dysfunctio a szervezet valamennyi — mitokondriummal rendelkez6 — sejtjét érintheti. A
szepszishez tarsuld thrombocytopenia hatterében részben a thrombocytak fokozott apoptodzisa
allhat [40], mig a lymphopenia oka a CD4+ és CD8+ T-sejtek, valamint a B-sejtek apoptdzisa

lehet [21].
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Az apoptozis korai szakaszaban a sejtmembran foszfatidil-szerin (PS) expresszidja
fokozodik, de membran integritdsa nem sériil [41]. A thrombocytdkban a mitokondrialis
reaktiv oxigén-szabadgyokok termelésének novekedése fokozza a PS expressziot, de nem
thrombocytakat aktivald hatds is eredményezhet fokozott PS expressziot, és végsd soron a
thrombocytak prokoagulans aktivitasat [42]. A vorosvértestek — bar sem sejtmaggal, sem
mitokondriummal nem rendelkeznek — szintén elszenved6i lehetnek a programozott
sejthalalnak (eryptosisnak), amelyet esetiikben a vorosvértestek zsugorodasa, a sejtmembran
kiboltosulasok 1étrejotte és a fokozott PS expresszio jelez [43]. A vordsvértesteket ért
karosodas esetén az eryptosis megakadalyozza a hemolizis kialakuldsat, amely soran a nagy
mennyiségben kiszabadulé hemoglobin veseelégtelenséghez vezethetne. Az excessziv
eryptosis azonban anaemiat, s6t mikrocirkulaciés zavart okozhat, ugyanis az eryptoticus
vorosvértestek az endothelsejtekhez kotddhetnek. Szepszisben fokozott eryptosist irtak le,
valamint megfigyelték, hogy a szeptikus betegek plazméaja egészséges egyének
vorosvértestjein a membran atrendezOdését és a sejtek zsugorodasat valtja ki [43, 44].
Szepszis esetén az eryptosist stimulalhatjak egyes bakteridlis virulenciafaktorok (pl.
szfingomielinaz, hemolizin), a fertézéshez tarsuld vashiany, a fokozott PAF-termelés és az
oxidativ stressz, amelyek részben kalcium-fiiggd, részben attol fliggetlen modon fejtik ki

hatasukat [43, 45, 46].
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2.3.4. Az oxidativ stressz markerei: a laktat és a hligysav

A szepszis-asszocialt hyperlactataemia a mortalitas erds, mas paramétertdl fiiggetlen
elorejelzéje. A laktat koncentraciot sokaig kizardlag a hypoperfusio €s a szoveti hypoxia
markereként tartottak szamon, ez esetben az emelkedett laktatszint az anaerob glikolizis
eredménye. Ma mar egyértelmii, hogy stresszhelyzetben (igy szepszis esetén is) a laktatszint
emelkedése fontos adaptiv tényezd IS, amely segiti a tulélést: egyrészt egy alternativ
energiaforrast biztosit a sejtek szamara, masrészt maga is glikozforras [47]. Az adrenerg
stimulus fokozza az aerob glikolizist, igy tobb piruvat és kovetkezésképpen tobb laktat
keletkezik a sejtekben. E megnovekedett laktat mennyiséget hasznalja fel a sziv és az agy
energianyerés céljabol, a majban és a vesében pedig a gliikoneogenezis soran glikoz
keletkezik bel6le. Experimentalis modellek alapjan a tiido bizonyult a f6 laktatforrasnak
szepszis esetén [48].

A hugysav egy hatékony antioxidans, a purin-metabolizmus végterméke, fiziologias
pH-n elsdésorban urat anion formdjdban van jelen a szervezetben, kétharmada a vesén at
valasztodik ki. Szepszisben mind az aktivalt immunsejtekb6l, mind az endothelsejtekbol
reaktiv oxigén-szabadgyokok szabadulnak fel. Az oxidativ stressz a szabadgyok-scavenger
kozvetett modon vesekarositd hatast, endothel dysfunctiot eredményez, szdmos gyulladasos
transzkripcios faktort aktival, fokozza egyes citokinek (pl. TNF-o) és kemokinek

termel6dését, valamint erételjesen gatolja az NO-szintézist [50-53].

19



2.3.5. A thrombocytak és a véralvadas szerepe szepszisben

Szepszisben a gyulladas és a véralvadas szorosan Osszekapcsolodik: a fert6zés nem
csupan aktivalja a koagulacids kaszkadot, hanem az alvadasi rendszer is fontos szerepet
jatszik a korokozoé terjedésének limitalasaban [54-56]. A képz6dé nagy mennyiségii trombin,
az aktivalodott komplement rendszer fehérjéi, az endothelsejtek proadheziv fenotipusa és a
subendothelialis kollagén szabadd4 valdsa, valamint maga a korokozo is thrombocyta
aktivaciot eredményez (2. abra) [57]. Ez idaig szamos baktérium esetében — tobbek kozott az
E. coli esetén is — igazolodott, hogy képes a thrombocytakat direkt vagy indirekt mddon
aktivalni. E folyamatot plazmafehérjék (fibrinogén, von Willebrand faktor, komplement
fehérjék, immunglobulinok) és/vagy thrombocyta receptorok (Fcy receptor Ila, glikoprotein
Iba, glikoprotein Ilb-111a, C1qg, C3a és C5a receptorok, proteaz-aktivalt receptor 1, toll-like
receptorok) medialjak, de a baktérium kozvetleniil is kotddhet egyes receptorokhoz (TLR2,
TLR4, glikoprotein Iba) vagy a baktérium altal felszabaditott toxin (pl. Shiga toxin,
lipoteicholsav) hat a thrombocytara [57, 58]. A thrombocytakbol felszabaduld thrombocyta 4-
es faktor egyes baktériumokhoz ktddve lerdviditi a thrombocyta aktivacioig eltelt id6t. Az E.
coli direkt modon elsésorban a TLR4-en keresztiil kotédhet a thrombocytakhoz, de Arbesu és
munkatarsai a kozelmultban leirtak egy TLR4-fiiggetlen interakciot is [58]. Maga a
thrombocyta szamos komplement faktort tartalmaz és az aktivalt thrombocyta fokozza a
komplement rendszer aktivalodasat [58]. A thrombocyta adhézion, aggregacion és szekrécion
tul kiemelt jelentségli a thrombocyta-leukocyta kapcsolat, melynek soran a thrombocytdk
segitik a neutrophil granulocytak kilépését az intravascularis térbol és aktivaljak oket [57]. A
thrombocytak maguk is képesek egyes citokineket szekretalni és antimikrobialis peptidjeiknek
koszonhetden direkt baktericid hatassal is rendelkeznek. Szepszisben a thrombocytak egy

részét citotoxikusnak talaltak, amelyek granzim B-t szekretdlnak és a targetsejttel direkt
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kapcsolatot Iétesitve annak apoptozisat indukaljak [59]. Az aktivalo agensek a thrombocytak
prokoagulans fenotipusat is eredményezhetik. E prokoagulans thrombocytak — amelyek nem
pusztan ,,tul aktivalt” formak, hanem a nekrozis jellegzetességeit mutatjdk — nagymértékben
fokozzak a trombin- és ezaltal a fibrinképzddést, nagy mennyiségli proinflammatorikus PAF-
ot szekretalnak és fokozottan kotddnek a neutrophil granulocytakhoz [42]. Az aktivalt
thrombocyta eredetii mikropartikuldk is jelent6s prokoagulans aktivitassal rendelkeznek [57].
Mig kontrollalt gyulladés esetén a thrombocytak segitik a fert6zés lokalizalasat és a korokozo
eliminalasat, addig szepszisben a kontrolladlatlan thrombocyta aktivacid talzott mértéki
gyulladashoz, microthrombusok képzédéséhez és thrombocytopeniahoz, végiil disseminalt
intravascularis coagulatiohoz (DIC-hez) és sokszervi elégtelenséghez vezet [60]. Irodalmi
adatok alapjan a thrombocytopenia — fiiggetleniil annak okatdl — a kritikus allapotu, valamint

a szeptikus betegek esetén a mortalitas fliggetlen elérejelzéje [57].
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2. abra. Thrombocyta aktivacié szepszisben

A gyulladas kovetkeztében aktivalodik a véralvadasi rendszer és a képz6dé trombin a PAR-okon keresztiil
aktivalja a thrombocytakat. Az endothelsériilés kovetkeztében szabadda vald subendothelialis kollagénhez a
thrombocytak kozvetleniil a GP Ia-Ila és GP VI, mig a VWF-on keresztiil a GP Iba-IX-V komplexen keresztiil
kotédnek (adhézid). A baktériumok a megfeleld receptorokon keresztiil (TLR, GP Iba-1X-V, GP VI, GP Ilb-llla,
ClgR, FcyRIl, PAR) direkt vagy indirekt modon aktivalhatjak a thrombocytakat. A PF4 az egyes
baktériumokhoz kotédve lerdviditi a thrombocyta aktivacioig eltelt idot. Szepszisben az aktivalddé komplement
rendszer és a PAF is thrombocyta aktivacidhoz vezet. Szamos baktérium, az endotoxin és a hisztonok a TLR-
okon keresztiil fejtik ki aktivalé hatasukat. Az aktivalt thrombocytakbol felszabadulo TXA, és ADP tovabbi
thrombocytakat aktival, amelyek utana a GP IIb-IIla receptoraikon keresztiil sszekapcsolddnak fibrinogén-
vagy VWF-medialt médon (aggregacid). A thrombocyta aktivacié alakvaltozashoz, aggregatum-képzodéshez és
degranulaciohoz vezet. A granulumokbol felszabaduld alvadasi faktorok, citokinek, kemokinek és a polyP
prokoagulans és proinflammatorikus hatassal rendelkeznek. A PS-t expresszald thrombocytdk és a
mikropartikulumok szintén prokoagulans hatastak.

Roviditések: GP: glikoprotein, PAF: platelet activating factor, PAR: protease-activated receptor, PF4: platelet
factor 4, polyP: inorganikus polifoszfat, PS: foszfatidil-szerin, TLR: toll-like receptor, TXA;: tromboxan A,,
VWEF: von Willebrand faktor. Sajat készitésii abra, amely de Stoppelaar és munkatarsainak kdzleménye alapjan,

az eredeti abra modositasaval késziilt [57].
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Szepszisben az aktivalt thrombocytdk a TLR4-en keresztil a neutrophil
granulocytakhoz kotédve azok maganyaganak felszabadulasat valtjak ki, neutrophil
extracellular trap-ek (NET-ek) képzodését eredményezve; ugyanakkor a NET-ek is fokozzak
a thrombocytak aktivaciojat [54, 61]. A NET-ek olyan térhalos struktarak, amelyek a DNS-en
kiviil hisztonokbol és a sejtek granulumaibdl szarmazé enzimekbdl (neutrophil elasztaz,
myeloperoxidaz) allnak; proteolitikus aktivitassal rendelkeznek, csapdéaba ejtik és elpusztitjak
a korokozokat. A DNS és a hisztonok a NET-képzdédésen kiviil nekrozis soran is
kiszabadulhatnak a sejtekb6l. Az extracellularis hisztonokat az endotheliumra nézve
citotoxikusnak talaltak, igy kozremtkodhetnek az endothel dysfunctio 1étrehozasaban;
képesek aktivalni a thrombocytdkat TLR2-n és TLR4-en keresztiil; ezenkiviil a human
monocytak esetében fokozzak a szoveti faktor aktivitast és a trombin generaciot [62-64]. E
hatasokért elsdsorban a H3 ¢és H4 hisztonok felelések. A NET-ek ¢és a thrombocytdk
egyiittesen vettek részt a DIC kialakitasaban egy egér szepszis modellben [65].
Osszességében a NET-ek a thrombocyta aktivacion kiviil fokozzdk az alvadasi kaszkad
miikodését is mind az extrinszik, mind az intrinszik Utvonalon keresztiil, illetve gatoljak az
alvadas limitalasat a szoveti faktor Ut inhibitor (TFPI) proteolizisével [61]. A NET-ek
kifejezett prokoaguldns ¢és proinflammatorikus hatasuk révén a mikrocirkulaciéban tn.
immunothrombosishoz vezetnek, amely kontrolldlt forméaban lokalizalja a fert6zést, mig
kontrollalatlan esetben DIC-et eredményez [66].

Szepszisben a véralvadasi rendszerben bekovetkezd valtozasokért elsOsorban a
citokinek felelosek [56]. A protrombotikus allapot kialakulasat harom f6 folyamat
eredményezi: (1) a prokoagulans Utvonalak aktivalasa, (2) a természetes antikoagulansok
gatlasa €s (3) a fibrinolizis szuppresszidja. Az alvadési rendszer aktivaciojanak koézponti
Iépése a szoveti faktor expressziojanak fokozodasa. Ez elsGsorban a monocyta/macrophag

rendszerben valosul meg, de néhany tanulmanyban szoveti faktort detektaltak még az aktivalt
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thrombocytakon, endothelsejteken, neutrophil granulocytakon, sét az eosinophileken is [67]
Endotoxaemiés ¢s szeptikus allatmodellekben a nem hemopoietikus sejtek szoveti faktor
expressziojanak szelektiv gatlasa az alvadasi aktivacid gatlasat eredményezte, ami arra utal,
hogy a szoveti sejtek (pl. tiid6 és vese epithelsejtek, valamint az agy astrocytai) szintén
jelentds szoveti faktor termeléssel rendelkeznek szepszisben [68]. Az endothelsejtek felszinén
1év6 trombomodulin, endothelialis protein C receptor, protein S, TFPI és heparan-szulfat
kozremiikodik a véralvadas limitalasaban. Szepszisben a karosodott endothelsejteken ezek
mennyisége csokken, igy géatlddnak a természetes antikoagulans folyamatok (protein C
utvonal, TFPI és antitrombin) [19, 66, 67]. A plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1)
szintézisének fokozoddsa ¢és a trombinnal aktivalhatd fibrinolizis inhibitor (TAFI)
aktivalodasa a fibrinolizis gatlasat eredményezi.

A gyulladas és a véralvadas kapcsolatdnak viszonylag 0j elemei az inorganikus
polifoszfatok (polyP), amelyek 3-1000 ortofoszfat linearis polimerjei. A nagyobb méretiick
bakterialis eredetlick, mig a kisebbek megtaldlhatok az emberi szervezetben is, példaul a
thrombocytdk denz granulumai nagy mennyiségben tartalmaznak polyP-t [69]. A polyP-k
aktivaljak a véralvadas kontakt fazisat, amely az alvadasi aktivacié mellett a gyulladdsos
mediator bradikinin képzddését eredményezi [70, 71]. Ezenkiviil fokozzak az V-0s faktor
aktivaciojat, a XI-es faktor auto-, illetve trombin altali aktivaciojat, stabilizaljak a fibrinhalot
¢s gatoljak a TFPI miikodését. A kontakt aktivacio kivaltasara csak a hosszi lancu bakterialis
polyP-k képesek, mig az egyéb protrombotikus hatasok a thrombocyta aktivacid soran
felszabaduld polyP-k esetében is létrejonnek. A hemosztazis mellett a gyulladasban is jelentds
szerepilk van: a polyP-k hozzajarulnak az endothelium proadheziv fenotipusanak
kialakulasahoz; fokozzédk a hisztonok proinflammatorikus hatdsat; részben direkt modon,
részben a bradikininen keresztiil fokozzadk a vaszkuldris permeabilitast; illetve a kontakt

aktivacio kovetkezményeként a komplement rendszer klasszikus utjanak aktivaciojat [69]. Az
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extracellularis hisztonok thrombocyta aktivald és trombin generald hatasa polyP-medialtnak

bizonyult.

2.4. A laboratériumi medicina szerepe a szepszis diagnosztikajaban, a szepszis lehetséges

biomarkerei

A klinikai kép alapjan szepszisnek diagnosztizalt esetekben vagy amikor bacteraemia
vagy candidaemia feltételezhetd, a hemokultira vizsgélata a betegek 30-50%-aban negativ
eredményt ad [72-74]. A hemokultura negativ szepszis €s a nem fert6zéses eredetii SIRS
elkiilonitése rendkiviil fontos, hiszen a Surviving Sepsis Campaign ajanlasa alapjan az
antibiotikus kezelést a szeptikus shock észlelését kovetd 1 oran beliil el kell kezdeni [75, 76],
ugyanis minden egy oOras késlekedés 7,6%-kal fokozza a szeptikus shock haldlozasi
kockazatat [77]. Raadasul a mikrobioldgiai vizsgalatok tobbsége viszonylag késén ad
eredményt, igy a minél kordbbi pontos diagnézis érdekében laboratoriumi vizsgélatok
elvégzése sziikséges. Jelenleg nincs olyan laboratoriumi vizsgalat, amely Onmagaban
alkalmas lenne a szepszis diagno6zisanak felallitasara [78].

A prokalcitonin a Food and Drug Administration altal jovahagyott szepszis biomarker,
amely jol elkiiloniti a szepszist a SIRS-t6l, tovabba a rendszeres prokalcitoninszint
monitorozas fontos a szepszis diagnoézisa, progndzisa ¢€s az antibiotikumra adott vélasz
kovetése szempontjabol [21, 78, 79]. Hatranya, hogy onmagaban mérsékelt diagnosztikai
hatékonysaggal rendelkezik, igy csak az egyéb klinikai informaciokkal egyiitt értékelhetd
megfeleléen [78, 80]. A CRP jol elkiiloniti a bakterialis és viralis fertézéseket, azonban
alacsonyabb tartomanyban nem differencial egyértelmiien a fert6zéses és nem fertézéses
eredet kozott [21, 78]. Egy 87 mg/L-es CRP koncentracio 88%-os valdsziniiséggel bakterialis

fert6zésre utal [81]. A CRP szint jol korrelal a betegség sulyossagaval, a szervfunkcio-
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zavarral és a mortalitassal, ezenkiviil a napi monitorozas elengedhetetlen az antibiotikum
terapiara adott valasz megitélés¢hez [81-83]. A citokinek a gyulladasos valasz
monitorozasanak hasznos markerei lehetnek, de egyik sem rendelkezik jobb szenzitivitassal €s
specificitassal, mint a prokalcitonin és a CRP [84]. A proinflammatorikus IL-6, a TNF-a és az
anti-inflammatorikus IL-10 koncentraciojanak emelkedése jol korrelalt a szepszis
stlyossagaval [21, 85]. Gyermekeknél az IL-8-at hasznaltdk a szepszis sulyossaganak
elorejelzésére, de felndtt populacioban ennek alkalmazhatosdga nem igazolddott [86, 87].
Stlyos szepszis és szeptikus shock esetén a mortalitas direkt modon korrelalt az 1L-18 szint
emelkedésével — fliggetleniil az egyéb pro- és anti-inflammatorikus citokinek szintjétol [88].
Szeptikus gyermekeknél az IL-27 és a prokalcitonin egylittes monitorozasa tlint igéretes
prognosztikai markernek [89].

Az adekvat folyadékpotlas ellenére is 2 mmol/L {616tti laktat koncentracio 2015 6ta a
szeptikus shock diagnosztikai kritériuma [9]. A laktat emelkedett szintje erds korrelaciot
mutat a kedvezdtlen kimenetellel [90, 91], sorozatos mérése joOl hasznalhatdo a terapia
hatékonysaganak monitorozasaban [75]. Mindezek ellenére sem a szepszis diagnosztikajaban,
sem a mortalitds elérejelzésében nem eléggé specifikus és szenzitiv biomarker [78]. Az
emelkedett hugysavszintet kedvez6tlen prognosztikai markernek talaltak [49]. A 1égz6szervi
miikddés (artérids vérgaz-értékek), a maj- és vesefunkcid (bilirubin és kreatinin koncentracio)
vizsgalata, valamint a thrombocytaszdm mérése nélkiilozhetetlen a SOFA score
meghatarozasahoz [7].

Szepszisben leukocytosis, leukopenia vagy az éretlen alakok (stabok) 10% fo6lotti
aranya jellemz6 [4]. A delta neutrophil index — amely egy hematoldgiai automata altal
szamitott paraméter — az éretlen granulocytdk aranyara utal (kivéve a blastokat) és jobb
indikatora a szepszisnek, mint a fehérvérsejtszam, az abszolit neutrophilszdm, a jugendek és

stabok Osszesitett aranya, a laktat vagy a CRP. Az index jol korrelal a szeptikus shock és a
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DIC kialakulasaval, valamint a mortalitassal [27]. A delta neutrophil index/ albumin hanyados
a delta neutrophil indexnél még érzékenyebb marker lehet [92]. A magvas vordsvérsejtek
megjelenése a szepszis kedvezdtlen kimenetelét jelzi [29]. Azokndl a magvas
vorosvérsejtekkel rendelkezd betegeknél, akiknél a magvas vordsvérsejtek megjelenését
alacsonyabb p,O; (hypoxia) eldzte meg, fokozottabb volt a mortalitas, mint a magasabb p,0,-
vel és egyidejlileg magvas vorosvérsejtekkel rendelkezd betegek esetén [93]. Az éretlen
thrombocyta frakcié — amely szintén egy hematoldgiai automata altal meghatarozott érték — a
retikulalt thrombocytak aranyara utal és a csontveldi megakaryocyta aktivitdsrol ad
informaciot [33]. Az éretlen thrombocyta frakciot a szepszis eldrejelzdjének talaltak [33], és
azt is leirtak, hogy jol elkiiloniti a szeptikus és nem szeptikus betegeket, de nem alkalmas a
szepszis stulyossaganak megitélésére [94].

Szepszisben az abszolit lymphocytaszam tartésan alacsony volta szekunder
fertézésekre hajlamosit és kedvezétlen kimenetelt jelez [95, 96]. A keringd
CD4+CD25+CD39+ regulatorikus T-sejtek szamanak emelkedése szepszisre utal, mig a
keringd CD4+CD25+ regulatorikus T-sejtek szdméanak emelkedése, a keringd dendritikus
sejtek szdmanak tartdos csOkkenése és a B- és T-lymphocyta attenuitor (BTLA)+/CD4+
lymphocytak aranyanak novekedése pedig rossz progndzisra [21]. Szintén kedvezdtlen
prognosztikai marker a citotoxikus T-lymphocyta antigén-4 (CTLA-4) expresszidjanak
fokozodasa csakugy, mint a triggering receptor expressed on myeloid cells-1 szolubilis
formajanak (STREM-1) emelkedett koncentracidja [21]. Szeptikus shock esetén
szignifikdnsan alacsonyabb szolubilis CD40 ligand szinteket irtak le [97]. A presepsint
(szolubilis CD14 fragmenst) csak mérsékelt diagnosztikai hatékonysagtinak talaltak a szepszis
és a SIRS elkiilonitésében [98]. A neutrophil granulocytdk CD64 expresszidja bakterialis
fert6zés esetén fokozott, igy e vizsgalat alkalmas lehet a bakterialis és viralis infekcio,

valamint a szepszis €s SIRS elkiilonitésére [21, 78]. A monocytakon a programozott sejthalal-
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1 (PD-1) receptor, mig a neutrophil granulocytdkon a programozott sejthalal-ligand1(PD-L1)
expresszid fokozodasa rossz prognozisra utalt [21]. A szeptikus betegekben a D-dimer
emelkedett koncentracidja bacteraemidra utalt és az emelkedés mértéke korreldlt a szepszis
stlyossagaval [99]. A myocardialis biomarkerek koziil a bazikus natriuretikus peptid
propeptidjének N-terminalis fragmense (NT-pro-BNP), a magas szenzitivitasi kardialis
troponin T (hs-cTnT) és a myoglobin koncentracié lehet hasznos prediktiv marker [78].
Leirtak tovabba a proadrenomedullin, az angiopoietinek és az endocanok diagnosztikai ¢€s
prognosztikai szerepét is [21, 78]. A keringd szabad (sejtekbdl kiszabadult) DNS korai
prognosztikai marker, az elsé 96 o6raban mért maximalis plazma DNS koncentracio jol
korrelalt a szervkarosodassal és a szepszis sulyossagaval [21]. Szepszisben eddig szamos
keringé mikroRNS szintjét talaltak emelkedettnek (pl. miR-122, 133a, 574-5p, 4772) vagy

csokkentnek (pl. miR-25, 150, 223, 297) [79].

2.5. Allatmodellek szepszisben

A Kklinikai tanulméanyok lehetdséget biztositanak a szepszis patomechanizmusanak
mélyebb megismerésére, azonban e tanulmanyok eredményei nagyfoku variabilitast mutatnak
a betegek eltérd életkoranak, alapbetegségének, a betegség klinikai lefolydsénak, az
alkalmazott terdpidnak és a korokozok heterogenitdsanak megfeleléen. A human betegekkel
ellentétben ezen tényezok jol standardizalhatok az allatmodellekben, igy ezekben az
esetekben az eltérések kivaltd okai viszonylag konnyebben felderitheték. Az utdbbi
évtizedekben az experimentalis allatmodellek irdnt egyre nagyobb érdeklédés mutatkozott és
korvonalazodott e modellek klinikai relevanciaja [100]. A szepszissel kapcsolatos vizsgalatok

kezdetén a leggyakrabban hasznalt modell a patkany modell volt. Hatranya, hogy a levehetd
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vérmennyis€ég meglehetdsen limitalt, a hemodinamikai profil az emberekétdl kiillonbozo és a
patkany viszonylag rezisztens az endotoxinra. A késObbi vizsgalatok sordn mar nagyobb
allatokat hasznaltak, hogy jobban utdnozhassdk a human szepszis soran bekovetkezd
patologias valtozasokat. Harom experimentalis modell terjedt el szélesebb korben: (1) a
coecalis ligatio és punctio altal kivaltott peritonitis modell [101], (2) a szepszis indukcioja
intravénas vagy intraperitonealis endotoxin injekcioval [102], illetve (3) él6 baktériumok
beadasaval. A vizsgalatok egy része soran Gram-pozitiv baktériumokat is hasznaltak [103], de
a szepszist a legtobb esetben Gram-negativ baktériumok (féleg E. coli) adasaval valtottak ki.
Ma mar a kutatdk egyetértenek abban, hogy az endotoxin injekcid inkabb az endotoxin shock
modelljeként szolgal, és nem egy idealis szepszis modell [104]. Az endotoxaemia kivaltasara
hasznalt LPS tipusa is befolyasolja az endotoxin hatdsat, igy példaul munkacsoportunk
korabbi eredményei alapjan [105] a Salmonella minnesota eredetii Re-LPS direkt mddon
fokozza a thrombocyta aktivaciot, mig az E. coli O111:B4 eredetti S-LPS nem rendelkezik
ilyen hatdssal. Osszességében a szepszis indukcids lehetdségek koziil az él6 baktériumok
beadasa az, amelyik valdsziniileg a legjobban mimikalja az emberben in vivo bekovetkezd

patologias folyamatokat.
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3. Célkitizések

A szervezetnek a fert6zésre és kovetkezményes hypoxiara adott valasza intenziven
tanulmanyozott, de ¢ valtozasok idébeliségérdl viszonylag keveset tudunk. A hemosztazis
vizsgalata soran a szeptikus betegek esetén a klinikai tanulmanyok dontd tobbsége
hypocoagulabilitast jelez, de a kezdeti és valoszinlileg rovid ideig tartd hypercoagulabilitast
nem képes kimutatni.

A fentiek alapjan a munkank célja a kdvetkez6 volt:
— afertézés és a hypoxia indukalta valtozasok kinetikajanak meghatarozasa a klasszikus
szepszis paraméterek és a szervkarosodas viszonylataban,
— a fulmindns szepszis soran fellépd korai hemosztazis eltérések kimutatdsa, azaz az
alvadasi és thrombocyta aktivaci6 igazolasa, tovabba
— a szepszis soran felszabaduld szolubilis anyagok sejtaktivalé hatasanak kimutatasa in

vitro kisérletekben.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sertés szepszis modell

A Kkisérletek kivitelezése az Europai Unid iranyelveinek és a hazai eldirasoknak
megfelelden tortént a Debreceni Egyetem Allatjoléti Bizottsaganak jovahagyasaval (az
engedély szama: 21/2013. DEMAB). Tizenhét fiatal ndstény Hungahib sertést vizsgaltunk
(testtomeg: 19,5+1,6 kg) a szeptikus (n = 10) vagy a kontroll (n = 7) csoport tagjaként. A
Sebészeti Mitéttani Tanszék munkatirsai és az aneszteziologus kollégdk altalanos
anesztéziaban (ketamin és xylazin hatasa alatt) az asszisztalt 1élegeztetéshez tracheostomiat
végeztek, valamint a tobbszori mintavétel és a hemodinamikai mérések biztositasa céljabol a
bal vena jugularis externaba és az arteria femoralisba kaniilt helyeztek (3. abra). Az allatok
nem részesiiltek antikoagulans terapiaban, illetve egyéb gyogyszeres kezelésben.

Az E. coli-kezelt csoportban a szepszist E. coli szuszpenzié intravénas adasaval
valtottak Ki (2,5><105/mL; ATCC 25922 torzs, API suspension medium-ban /bioMéricux,
Lyon, Franciaorszag/, Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézet). A fizioldgias
sooldatban szuszpendalt E. coli-t folyamatosan emelkedd mennyiségben injektaltak: az
allatok az els6 30 percben 2 mL baktérium szuszpenziot kaptak, a kovetkezd 30 percben
tovabbi 4 mL-t, majd 2 6ran at 6ranként 16 mL-t. Harom ora alatt dsszesen 9,5x10° E. coli
intravénas beadasara keriilt sor [106, 107]. A kontroll csoport tagjai a szeptikus csoport
tagjaival azonos mennyiségii és azonos protokoll szerint beadott fiziologias sooldatot kaptak,
naluk mas beavatkozas nem tortént. A megfelelé mélységii anesztéziat 15 mg/kg ketamin és 1
mg/kg Xxylazin intramuscularis adasaval 4 o6ran keresztiil tartottak fenn oly modon, hogy az
els6 oraban 20 percenként, majd a masodik oratél 25 percenként kaptak az allatok

anesztetikumot. Az anesztézia mélységérdl a vérnyomas ¢€s szivfrekvencia valtozasa, illetve
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az egyes reflexek megléte vagy hianya (pl. szemhéj-, cornea-reflex, labujjkoz-reflex) adott
informaciot. A 4 oOras iddtartam alatt az allatokat 37°C-os elektromos melegitOparnaval

folyamatosan melegitették. A kisérletek végén végleg elaltattak éket.

3. abra. Sertés szepszis modell

Az altalanos anesztézidban 1évo, lélegeztetett allattol a kaniilalt arteria femoralisan (a) és vena jugularis

externajan (b) keresztiil torténtek a mintavételek. Az abra Dr. Németh Norbert anyagabdl szarmazik.

4.2. Maghomérséklet, hemodinamikai paraméterek és vérgaz-monitorozas

A maghdémérséklet meghatarozasa a centralis vénas kaniilon keresztiil tortént Philips
IntelliVue monitorhoz (Koninklijke Philips N.V., Hollandia) kotott PICCO késziilék (Pulsion

Medical Systems SE, Németorszag) segitségével. A szivfrekvencia és az artérias
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kozépnyomas kovetésére szintén invaziv modon keriilt sor ugyanezen késziilékkel. A
modositott shock index — amely a keringés allapotardl ad informacidt és a kritikus allapott
betegek mortalitasanak klinikailag szignifikéns eldrejelzdje — a szivirekvencia és az artérias
kozépnyomas hanyadosa [108]. Az artérias vérben az oxigén parcialis nyomasat (p,0-) €s a
laktat koncentraciot GEM 3500 vérgaz-analizatorral (Instrumentation Laboratory, Bedford,

USA) hataroztak meg.

4.3. Vérvétel és mintakezelés

Vénas vér vétele minden esetben az eldzetesen behelyezett kaniilon keresztiil tortént
kozvetleniil a vacutainer vérvételi csovekbe (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) oly
modon, hogy az elsé 3 mL vért nem hasznaltuk fel. A vérvételi csoveink antikoagulansként
0,105 M natrium-citratot tartalmaztak, a vér-antikoagulans arany 9:1 volt. Az els6 mintavételt
kozvetleniil az E. coli adasanak kezdete eldtt végezték a kollégak (kiindulasi, mas néven 0
oras vérvétel); majd az E. coli-tartalmi infuzid kezdete utan 2 és 4 oraval ismételt
mintavételre keriilt sor (2 és 4 oras vérvételek). Valamennyi vérmintat 37°C-on szallitottak a
laboratoriumba és a mintavételtdl szamitott 20 percen beliil elkezdtiik a méréseket. A citratos
teljes vérbdl nagyvérkép-meghatarozast végeztiink hematologiai automatan, valamint kenetet
készitettiink. A koagulacios szlir6tesztekhez, a trombin generacios vizsgalatok egy részéhez, a
klinikai kémiai tesztekhez és az in vitro kisérletekhez thrombocyta-szegény plazmat (PPP)
hasznaltunk. Ehhez a natrium-citrattal alvadasgatolt teljes vért tartalmazd vérvételi csovet a
gyartd ajanlasanak megfeleléen 15009-n 15 percig szobahdomérsékleten centrifugaltuk, majd
az igy nyert PPP-t hasznaltuk az alvadasi szlir6tesztek meghatarozasahoz, a klinikai kémiai
vizsgalatokhoz, az in vitro kisérletekhez, valamint a thrombocyta-dus plazma (PRP)

thrombocytaszamanak beéllitasdhoz. A PPP-bdl végzett trombin generaciods vizsgalatokhoz az
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egyszer centrifugalt PPP-t még egyszer centrifugaltuk 10000g-n 10 percig
szobahémérsékleten [109]. A centrifugalasok utdn minden esetben a plazma felsé 2/3-at
hasznaltuk. Az d4ramlasi citometriai vizsgalatokat és a tovabbi trombin generacios
vizsgalatokat PRP-bdl végeztiik, amelyet az alvadasgatolt teljes vér 170g-n 10 percig
szobahdmérsékleten torténd centrifugalasaval nyertiink. A PRP thrombocytaszdmat Sysmex
XP 300 hematoldgiai automatan (Sysmex, Kobe, Japan) hataroztuk meg, majd megfeleld

mennyiségii PPP hozzaadasaval a thrombocytaszamot 250 G/L-re allitottuk be.

4.4. Nagyvérkép meghatarozasa hematologiai automataval, mikroszkopos kenetelemzés

és alvadasi sziirotesztek

A nagyvérkép meghatarozasat a rutin klinikai laboratériumi gyakorlatunknak
megfelelden végeztik ADVIA 120 hematologiai automatan (Siemens, Forcheim,
Németorszag) egy olyan specialis szoftverrel, amely lehet6vé teszi a sertésvér sejtes
elemeinek pontos elkiilonitését. A lebenyezettségi indexet — amely a fehérvérsejtek
éretlenségét jelzi — ugyanezen analizator szamolta. A késziilék a basophil/lebenyezettségi
tizemmodban elészor lizalja a vorosvértesteket €s a thrombocytakat, majd egy reagens és az
egyre emelkedd homérséklet segitségével a basophil granulocytdk kivételével az Osszes
fehérvérsejtet megfosztja a citoplazmajatol. Ezt kovetden a sejtmagok alakja €és Gsszetettsége
alapjan a fehérvérsejteket mononuklearis és polimorfonuklearis csoportokba sorolja. A Baso
X hisztogramon a két fehérvérsejt-populacionak megfeleléen harom kiilonb6z6 érték lathato:
a mononuklearis csucs, a mononuklearis/polimorfonuklearis volgy és a polimorfonuklearis
cstics. A lebenyezettségi indexet a késziilék ugy szamolja, hogy a polimorfonuklearis cstcs
értékét elosztja 14-gyel. Az index csokkent értéke ,balra tolt” vérképet jelez, azaz éretlen

fehérvérsejtek megjelenését a keringésben.
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A magvas vorosvérsejtek szamat May-Griinwald-Giemsa festésii periférias kenetekben
vizsgalatokat Zeiss Axiostar Plus fénymikroszkoppal (Zeiss, Jena, Németorszag) végeztik. A
magvas vorosvérsejtek szamat (G/L) az 1000 fehérvérsejtre esé magvas vordsvérsejtek
szamabol és a mintak fehérvérsejtszamabol kalkulaltuk. Az 6rids és féregszerti thrombocytak
szamat 200 egyedi thrombocytara vonatkoztatva adtuk meg. Thrombocyta aggregatumnak a 3
vagy tobb thrombocytat tartalmazé konglomeratumot tekintettiik és szamukat szintén 200
egyedi thrombocytara vonatkoztattuk.

Az alvadasi sziréteszteket (protrombin idd, aktivalt parcialis tromboplasztin 1d6
[APTI/, trombin idé ¢és fibrinogén koncentracio) BCS koagulométeren mértiikk (Siemens,

Forcheim, Németorszag) a rutin klinikai laboratoriumi gyakorlatnak megfelelden.

4.5. Klinikai kémiai vizsgalatok

A hugysav és a kreatinin koncentracid, valamint a kreatin-kinaz (CK) és a glutamat-
piruvat-transzaminaz (GPT) aktivitas mérése COBAS 6000 késziiléken (Roche, Basel, Svajc)

tortént a rutin klinikai laboratoriumi gyakorlatnak megfelelden.

4.6. Aramlasi citometriai vizsgalatok

A thrombocyta mitokondrium membran depolarizaciot FC500 é&ramlasi citométer
(Beckman Coulter, Brea, CA, USA) segitségével vizsgaltuk Leytin €és munkatarsainak
modszere alapjan [110], amelyet sertés thrombocytakra adaptaltunk. E mddszer 1ényege, hogy
a thrombocytakat egy 3,3’-dihexil-oxocarbocianin-jodid (DiOCg3); Sigma-Aldrich, Budapest,

Hungary) nevi fluoreszcens festékkel jeloljiik és normal mitokondrium miikddés esetén a
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festtk a mitokondriumokban felhalmozddik. Amennyiben a mitokondrium membran
depolarizaltta valik, a thrombocyta mitokondriumok DiOCg3) akkumulacidja csokken, amely
a teljes thrombocyta populacié atlagos fluoreszcencia intenzitasanak (MFI) csokkenését
eredményezi. A PRP-ket (5 puL) foszfattal pufferolt sooldattal (PBS) torténd 20-szoros higitast
kovetden 20 pL 1,5 pmol/L DiOCgs)-oldattal inkubaltuk 20 percig szobahOmérsékleten,
sOtétben, majd PBS-sel 560 uL végtérfogatura higitottuk. Az aramlasi citométer segitségével
a thrombocytdkat a fényszordsi tulajdonsagaik alapjan azonositottuk — ugyanis korabbi
kisérleteink alapjan a thrombocytdk azonositdsara hasznalt anti-humén antitestek nem
kotédtek a sertés thrombocytakhoz —, és az FL1 hisztogramokat elemeztiik. A mitokondrium
membran depolarizacié mértékét az FL1 hisztogramon észlelt MFI csokkenésként hataroztuk
meg.

A thrombocytak PS expressziojat szintén a Leytin és munkatarsai altal kozolt aramlasi
citometriai modszer [110] altalunk moédositott valtozataval vizsgaltuk. A PS expressziot a
thrombocytak felszinéhez torténd annexin V kotddésként hataroztuk meg, méréseinkhez
fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-konjugalt annexin V-6t (BD Pharmigen, San Jose, CA,
USA) hasznaltunk. Ot uLL PRP-t 5 pL annexin V-FITC-cel jeldltiink 40 pL annexin V kotd
puffer kozegben (BD Pharmigen), a mintainkat 15 percig szobahOmérsékleten, s6tétben
inkubaltuk, majd annexin V ko6té pufferrel 550 plL  végtérfogatira higitottuk. A
thrombocytakat méretiik €s fényszorasi tulajdonsagaik alapjan azonositottuk. Mivel célunk az
egyedi thrombocyta populacié vizsgalata volt, ezért a thrombocyta aggregatumokat (a nagy
elére halado és oldalsd fényszérdsu thrombocyta eseményeket) kapuzassal kizartuk. Az
aktivalt thrombocytdkat az FL1 hisztogramokon annexin V bright eseményekként lathattuk €s
ezen thrombocytdk ardnyat oly mdédon hataroztuk meg, hogy az annexin V bright események

szamat a teljes egyedi thrombocyta populacié eseményszamahoz viszonyitottuk.
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4.7. Szeptikus sertés plazmak mosott human vorosvértestekre gyakorolt hatasa

Annak vizsgalatara, hogy vajon az E. coli-kezelt és nem kezelt allatok plazma mintai
milyen hatassal vannak mosott humén vordsvértestekre, in vitro kisérleteket végeztiink egy
korabban kozolt kisérleti rendszer mintajara [111]. Egészséges ,,0” vércsoportu donoroktol
vért vettiink K,-EDTA-t tartalmazo csovekbe (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), majd
az alvadasgatolt teljes vért 200g-n 10 percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk, igy
kiilonitettiik el a vorosvértesteket a fehérvérsejtektdl és a PRP-t6l. Ezt kovetéen a
vorosvértest-szuszpenziot PBS-ben kétszer, majd CaCl,-mentes Ringer-oldatban egyszer
mostuk. A mosott vorosvértest-szuszpenzid hematokritjét kalcium-mentes Ringer-oldattal 0,1-
re (10%-ra) allitottuk be. Az E. coli vagy fiziologias sdoldat infizid elétt, illetve utana 2 és 4
oraval levett sertés mintdk plazmajat 24 oran at 37°C-on 5% CO, kozegben inkubaltuk a
mosott vorosvértestekkel, a keverékben a hematokrit 0,05 (5%) volt. Mind a keverék
elkészitése (10 perc), mind a teljes inkubacios id6 letelte (24 6ra) utan meghataroztuk a
vorosvértestek PS  expresszidjat aramlasi citometriai  vizsgalattal. A vordsvértesteket
glikoforin A (Dako, Santa Clara, CA, USA) jeloléssel azonositottuk, PS expesszidjukrol a
sejtfelszini annexin V kotésiik adott informacidt. Az annexin V pozitiv vordsveértestek MFI-
jének aranyat Ggy hataroztuk meg, hogy a teljes inkubécids 1d6 utan (24 6ra) mért annexin V
pozitiv vordsvértestek MFI-jét elosztottuk a sertés plazma és mosott vordsvértestek

keverékének elkészitése utan (10 perc) mért annexin V pozitiv vorosvértestek MFI-jével.

4.8. TNF-a és LPS egészséges vorosvértestekre gyakorolt hatasa

Annak tanulmanyozasara, hogy a szeptikus sertés plazmak mely komponense lehet

hatassal az egészséges mosott vordsvértestekre, tovabbi in vitro kisérleteket terveztiink. Els6
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Iépésként az el6zdekben leirt modon készitett mosott huméan vordsvértest-szuszpenzidhoz a
donorok autoldég plazmajan kiviil TNF-o-t és/vagy LPS-t adtunk. A rekombinans TNF-a-t
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) mindig 100 ng/mL, az LPS-t (E.
coli O55:B5, Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) 100 ng/mL, valamint 1 és 10 pg/mL
végkoncentracioban alkalmaztuk. A nem aktivalt mintaban csak mosott vorosvértestek voltak
puffer és autolog plazma kdzegben, a tovabbi mintak ezeken kiviil 100 ng/mL TNF-a-t; 100
ng/mL, 1 pg/mL vagy 10 ug/mL LPS-t; illetve 100 ng/mL TNF-a mellett 100 ng/mL, 1
ug/mL vagy 10 pg/mL LPS-t is tartalmaztak. A mintakat 24 6ran at 37°C-on 5% CO,
kozegben inkubaltuk, majd egyrészt meghataroztuk a vorosvértestek PS expresszidjat FC500
aramlési citométeren, masrészt a mintdk 1500g-n 15 percig szobahOmérsékleten torténd
centrifugaldsa utan a feliiliszébol LDH aktivitast és hemolizis indexet mértiink COBAS 6000
késziiléken. Masodik 1épésben a TNF-o-t és/vagy LPS-t kozvetleniil a K,-EDTA-val
alvadasgatolt teljes vérhez adtuk, és ezutan keriilt sor a 24 oras inkubaciora (ez esetben a
vorosvértesteken kiviil a fehérvérsejtek és a thrombocytak is jelen voltak). Az inkubacios id6
letelte utan a vorosvértesteket mostuk és meghataroztuk a PS expresszidjukat, a mintak

centrifugalasa utan nyert PPP-b6l pedig LDH aktivitast és hemolizis indexet mértiink.

4.9. Trombin generacios vizsgalatok

Trombin generacios vizsgalatokat PRP-ben és PPP-ben végeztiink Fluoroscan Ascent
FL fluoriméteren Thrombinoscope reagensekkel és szoftverrel (Thrombinoscope BV,
Maastricht, Hollandia). A méréseket a gyarto ajanlasainak megfeleléen kiviteleztiik.
A PRP-Reagens 1 pmol/L rekombinans szoveti faktort tartalmazott, ez esetben a mintidk

thrombocyta tartalma szolgalt foszfolipid felszinként.
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PPP esetén harom kiilonb6z6 vizsgalati elrendezést alkalmaztunk. A gyari PPP-Reagens 5 pM
(tovabbiakban: PPP-Reagens) hasznalatakor a reagensben 1évé 5 pmol/L rekombinans szoveti
faktorral és 4 umol/L foszfolipiddel biztositottuk a trombinképzddés feltételeit. Minden PPP
helyett fiziologids sdoldatot adtunk a mintakhoz). Az elézéeken kiviil néhdny minta esetében
szoveti faktor hozzaadasa nélkiil, pusztan foszfolipid hozzaadasaval (Mikropartikula (MP)-
Reagens; 4 umol/L foszfolipid) is elvégeztiik a méréseket. A fluoriméter lemezének lyukaiba
80 uL PRP/PPP-t és 20 uL PRP-Reagenst/ PPP-Reagenst/ fiziologias soéoldatot/ MP-
Reagenst/ Trombin Kalibratort pipettaztunk, majd 10 percig tarté 37°C-os inkubacié utan 20
puL FluCa (fluorogén szubsztrat és kalcium pufferben) hozziadasaval inditottuk el a
trombinképzddést. A készililék a trombin generaci6 dinamikajanak megfeleléen valtozé
fluoreszcens jelet detektalt és ez alapjan rajzolta meg a trombin generacidos gorbét (a
trombogramot). A trombinképzddés sebességér6l a lag time, time to peak ¢és start tail
paraméterek, mig a képz6dott trombin mennyiségérdl a peak és endogén trombin potencial

(ETP) paraméterek adtak informaciot (4. abra).
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4. abra. Jellegzetes trombogramok PRP (kék) és PPP (piros) esetén

A trombinképzddés sebességérdl a lag time, time to peak és start tail paraméterek, mig a képz6dott trombin
mennyiségérdl a peak és ETP paraméterek adnak informaciot. A lag time a trombinképzddés kezdetéig, a time to
peak a legnagyobb trombinmennyiség képzodéséig, mig a start tail a trombinképzddés végéig eltelt idd percben
kifejezve. A peak height (csicsmagassag) a legnagyobb képzédott trombinmennyiség (nM), az ETP a
trombogram alatti teriilet (nM x perc).

4.10. Statisztikai elemzések

Mérési eredményeink statisztikai analizisét GraphPad Prism 6.0 program (La Jolla,
CA, USA) segitségével végeztiikk. Az adatok eloszlasanak elemzéséhez Shapiro-Wilk probat
hasznaltunk. A szeptikus és a kontroll csoport kozotti eltérések statisztikailag szignifikans
voltanak megitélése Gaussi eloszlds esetén parositatlan Student-féle t-probaval, mig nem
Gaussi eloszlas esetén Mann-Whitney teszttel tortént. A szeptikus allatok Osszetartozo
adatainak, tovabba a kontroll allatok megfeleld adatsorainak analiziséhez parositott
egyszempontos ANOVA elemzést alkalmaztunk Bonferroni korrekciéval vagy Friedman

tesztet Dunn-korrekcioval, az eloszlasnak megfeleléen. Az eltéréseket p<0,05 esetén
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tekintettiik szignifikansnak. A 0,05 alatti p értékeket az abrakon egy csillaggal jeldltik,
p<0,01 esetén kettd, p<0,001 esetén harom, mig p<0,0001 esetén négy csillag jelzi a
szignifikancia mértékét. A 10 szeptikus és 7 kontroll éllat eredményeit a medidn, az

interquartilis tartomany, tovabba a minimum és maximum értékek feltiintetésével mutatjuk

be.

41



5. Eredmények

A szeptikus csoportban 4 oraval az E. coli-tartalmt infuziés kezelés kezdete utan mind
a maghOomeérséklet, mind a modositott shock index paraméterek szignifikans emelkedést
mutattak a kiindulasi értékekhez képest (5. abra). Az abszolat lymphocytaszam szignifikansan
csokkent és mar a szepszis indukcio utan 2 oraval jelentés kiillonbség volt észlelhetd az E.
coli-kezelt és a kezeletlen allatok értékei kozott. A fehérvérsejtek lebenyezettségi indexe mind
2, mind 4 ora elteltével szignifikans csokkenést mutatott. A kezeletlen kontroll allatok esetén

mind a négy paraméter valtozatlan volt a kisérlet teljes idétartama alatt.
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5. abra. Maghémérséklet (A), médositott shock index (B), abszolut lymphocytaszam (C) és lebenyezettségi
index (D) szeptikus allatok (sotétsziirke) és kontrollok (fehér) esetén E. coli vagy fiziolégias séoldat infizié

adasa elott, valamint az infuzio kezdete utan 2 és 4 oraval
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A szeptikus csoportban 4 6raval az E. coli adasat kovetden mind a maghémérséklet, mind a modositott shock
index paraméterek szignifikans emelkedést mutattak a kiinduldsi értékekhez képest, mig az abszolut
lymphocytaszaim ¢és a lebenyezettségi index szignifikinsan csokkent; ezen eredmények szeptikus shock
kialakuldsara utalnak. A kezeletlen kontroll allatok esetén mind a négy paraméter valtozatlan volt a kisérlet teljes

id6tartama alatt.

Az abran — és a tovabbi abrakon — 10 szeptikus és 7 kontroll allat eredményeit mutatjuk be a median, az
interquartilis tartomany, tovabba a minimum és maximum értékek feltiintetésével.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

Az invaziv beavatkozas (tracheostomia, asszisztalt 1¢élegeztetés, artérias és vénas
kaniilalas) mind a szeptikus, mind a kontroll allatokban akut fazis reakcidhoz és
izomsériiléshez vezetett, amint az az emelkedett abszolut neutrophilszam és CK aktivitas
értékekbol lathato (6. abra). Az E. coli adasat kovetéen az abszolut neutrophilszam a
kiindulasi értékekhez képest egy enyhe, nem szignifikans emelkedést mutatott, a magas
maximum ¢&s alacsony minimum értékek a szeptikus egyedek kozotti jelentds kiilonbségeket
jelzik. Az abszolit neutrophilszam tekintetében a kontroll allatoknal egy szignifikans
emelkedés volt észlelhetd; mig a CK aktivitas mind a kezelt, mind a kezeletlen csoportban

jelentdsen emelkedett a kisérletek végére.
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6. abra. A trauma és a stressz altal kivaltott valtozasok

Az invaziv beavatkozas mind a kezelt (sotétsziirke), mind a kezeletlen (fehér) allatokban akut fazis reakciot és
izomsériilést eredményezett, amelyet az emelkedett abszolut neutrophilszam (A) és CK aktivitas jelzett (B).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

43



Annak érdekében, hogy a szepszis folyaman kialakuld csontvel6i reakcidt
tanulmanyozhassuk, reticulocyta- és thrombocytaszamot mértiink hematoldgiai automataval,
tovabba a periférias kenetekben meghataroztuk a magvas vorosvérsejtek szamat és vizsgaltuk
a thrombocytak morfologidjat. A szeptikus csoport esetén a reticulocytaszdm és a magvas
vorosvérsejtek szama szignifikdnsan emelkedett a kontroll csoport értékeihez, valamint a
szeptikus csoport kiindulasi értékeihez képest (7. abra). Ezen valtozasok mar 2 oraval a

szepszis indukcio utan szignifikansak voltak.
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7. abra. Abszolt reticulocytaszam (A) és a magvas vorosvérsejtek szama (B)

A szeptikus csoport (sotétsziirke) esetén a reticulocytaszam és a magvas vorosvérsejtek szama szignifikansan
emelkedett a kontroll csoport (fehér) értékeihez, valamint a szeptikus csoport kiindulasi értékeihez képest. Ezen
valtozasok mar 2 oraval a szepszis indukci6 utan szignifikansak voltak.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

Szepszisben a thrombocytak kétféle morfologiai eltérést mutattak: egyrészt kiilonbozo
méretli és alaku thrombocytdk jelentek meg a periféridan — valdsziniileg a csontveldben
Ujonnan termelédve és onnan kiszabadulva (thrombocyta anisocytosis, orids thrombocyték,
féregszerli thrombocytdk); masrészt a thrombocytak aktivalodtak, amelynek kovetkeztében
thrombocyta aggregatumok voltak lathatoak a kenetekben. Az E. coli-kezelt csoportban mind
az oOrids, mind a féregszerli thrombocytdk szama mar a szepszis korai szakaszéban
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szignifikans emelkedést mutatott a kontroll csoport értékeihez, valamint a szeptikus csoport

kiindulasi értékeihez képest (8. abra).
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8. abra. Thrombocyta morfolégia szepszisben: 6rias thrombocytak (A, C) és féregszerii thrombocytiak (B, D)

Szepszisben a thrombocytak kétféle morfologiai eltérést mutattak: egyrészt kiillonb6z6 méretii és alaka
thrombocytak jelentek meg a periférian — valdsziniileg a csontveldben Ujonnan termelddve és onnan
kiszabadulva (thrombocyta anisocytosis, oOrids thrombocytak, féregszerli thrombocytik), masrészt a
thrombocytak aktivalodtak, amelynek kovetkeztében thrombocyta aggregatumok voltak lathatdak a kenetekben.
Az 6rids thrombocytakat (A) és a féregszerli thrombocytakat (B) nyillal jeldltiik. Az 6rias thrombocytak (C) és a
féregszerti thrombocytak szamat (D) 200 egyedi thrombocytara vonatkoztatva adtuk meg. Mindkét thrombocyta
alak szdma mar a szepszis korai szakaszaban szignifikdns emelkedést mutatott a kontroll csoport (fehér)
értékeihez, valamint a szeptikus csoport (sotétsziirke) kiindulasi értékeihez képest.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **+* p<0,0001
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A keringd thrombocyték sorsanak kovetése céljabol vizsgaltuk a szeptikus és kontroll
allatok thrombocytdinak mitokondrium membran depolarizacidjat oly moédon, hogy aramlasi
citométerrel a thrombocytdk mitokondriumaiban felhalmozddd fluoreszcens festék
emisszidjat detektaltuk (9. abra). Mitokondrium membran depolarizacié esetén a festék
akkumulacidja, ezéltal a teljes thrombocyta populacié atlagos fluoreszcencia intenzitasa
csokkent. A depolarizaci6 mértékét az FL1 hisztogramokon lathatd MFI csokkenéssel
jellemeztiik. A thrombocytak mitokondriumainak membran potencidlja szignifikans valtozast

csak az E. coli-kezelt allatok esetében mutatott a szepszis indukci6 utan 2 éraval.

Az E. coli-kezelt allatok esetén 4 oraval a szepszis indukcid utan jelzett hypoxiat
¢észleltiink (10. abra). A szeptikus csoportban laktat acidosis alakult ki, 4 6ra elteltével a laktat
koncentracié szignifikdnsan emelkedetté valt olyan értékeket elérve, amelyek sulyos human
szepszis esetén lathatok. Az oxidativ stresszre adott valasz monitorozasa érdekében
esetén folyamatos emelkedést mutatott. A kezeletlen kontroll 4llatoknal valamennyi

paraméter valtozatlan maradt a vizsgalat teljes id6tartama alatt.
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9. abra. Thrombocyta mitokondrium membran depolarizaci6

Az abran egy szeptikus (A-C) és egy kontroll (D-F) allat eredményei lathatok E. coli vagy fiziologias sooldat
infizi6 adasa el6tt (A, D), valamint az infuzié kezdete utan 2 (B, E) és 4 oraval (C, F). A szepszis indukcid
hatdsara a thrombocytdk mitokondriumaban csokkent a fluoreszcens DiOCgs akkumulacioja, igy tobb
thrombocyta keriilt az alacsony fluoreszcencia intenzitassal rendelkez6 események ,,A” kapujéaba (pirossal jelolt
populacid). A kontrollok esetében a thrombocytak DiOCgg akkumulacidja nem valtozott. A mitokondrium
membran depolarizaciot az FL1 hisztogramon MFI csékkenésként detektaltuk (G). Mindossze az E. coli-kezelt
allatoknal (sotétsziirke) 2 oOraval a szepszis indukcié utan lattunk szignifikans mértéki thrombocyta
mitokondrium membran depolarizaciot.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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10. abra. Az oxidativ stressz markerei

Az E. coli-kezelt allatok (sotétsziirke) esetén 4 Oraval a szepszis indukcid utan jelzett hypoxiat detektaltunk (A).
Ennek eredményeként laktat acidosis alakult ki és 4 ora elteltével a laktat koncentracio szignifikansan
emelkedetté valt (B). Az oxidativ stresszre adott valasz monitorozasa érdekében meghatiroztuk az allatok
kiilonbozve a kontroll csoport (fehér) eredményeitdl (C).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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Az esetleges vese- és majkarosodas kimutatasa érdekében kreatinin koncentracid és
GPT aktivitas meghatarozasokat végeztink (11. abra). Bar a szeptikus allatok kreatinin
koncentracioja szignifikdnsan megemelkedett a kisérletek végére, ez az emelkedés 1ényegesen

kisebb mértékii volt, mint a hugysav koncentracio emelkedése.
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11. abra. A szervkarosodas markerei

Az esetleges vese- és majkarosodas kimutatasa érdekében kreatinin koncentracio (A) és GPT aktivitas (B)

meghatarozasokat végeztiink. Csak a szeptikus allatok (sotétsziirke) kreatinin koncentracidja emelkedett

szignifikansan a kisérletek végére.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

Az alvadasi szlir6tesztek nagy része (a protrombin 1d6, az APTI és a trombin id6) nem
mutatott szisztematikus valtozast a 4 Oras vizsgalati periddus alatt, viszont az egyes egyedek
értékei jelentOs variabilitast mutattak (12. abra). Az E. coli-kezelt allatok fibrinogénszintje
folyamatosan csokkent, de a csokkenés mértéke nem volt szignifikans. A kontroll allatok

esetén egy kezdeti enyhe csokkenés utan alland6 fibrinogénszintet mértiink.
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12. abra. Véralvadasi sziirotesztek E. coli fertézésnek kitett (sotétsziirke) és ki nem tett allatok (fehér) esetén

A protrombin id6 (A), az APTI (B) és a trombin id6 (C) nem mutatott szisztematikus valtozast a 4 Oras
vizsgalati periddus alatt. Habar ezen idészak alatt a fibrinogén koncentracié (D) folyamatosan csokkent, a

valtozas nem bizonyult szignifikansnak.

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **+* p<0,0001

A thrombocytaszam 4 o6ra elteltével mind a szeptikus, mind a kontroll csoport esetén
szignifikans csokkenést mutatott (13/A abra). Ez a valtozas az E. coli-val kezelt csoportban
mar 2 oraval a szepszis indukcid utdn egyértelmli volt, majd 4 ora elteltével a
thrombocytaszam tovabb csokkent. A kezeletlen csoportban csak egy mérsékelt csokkenést
lattunk. Szepszisben intenziv thrombocyta aggregatum képzoédést figyeltiink meg (13/B abra).
A kezelt allatok esetén 2 ora elteltével thrombocyta aggregatumok jelentek meg, ezek szdma 4
ora elteltével tovabb emelkedett, mig a kezeletlen egyedeknél az aggregatumok szdmaban
csak egy enyhe nOvekvd tendencia volt megfigyelhetd. A szepszis soran kialakulo
thrombocyta-asszocialt ~ valtozasok jellemzése céljabol meghataroztuk az  aktivalt
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thrombocytak aranyat e thrombocytak annexin V pozitivitasa alapjan (13/C abra). Az aktivalt
thrombocytdk az FL1 hisztogramokon annexin V bright eseményekként lathatok és ezen
thrombocytdk ardnya meghatarozhat6, amennyiben az annexin V bright események szamat a
teljes egyedi thrombocyta populacié eseményszamahoz viszonyitjuk. A szeptikus csoportban
egy mérsékelt, de nem szignifikans emelkedést lattunk 2 6raval a szepszis indukciot kdvetden.
Ezeken kiviil tanulmanyozni szerettilk volna, hogy vajon az E. coli-kezelt és nem kezelt
sertések plazma mintai rendelkeznek-e barmilyen aktivalo hatdssal mosott human
vorosvértestekre vonatkozoan, ezért a kiilonb6zé iddpontokbdl szarmazd sertés plazma
mintakat mosott human vordsvértestekkel inkubaltuk 37°C-on 24 6ran keresztiil (13/D éabra).
A vordsvértest-aktivacid markereként a vordsvértestek PS expressziojat vizsgaltuk. Az
annexin V pozitiv vordsvértestek MFI-jének ardnyat ugy hatdroztuk meg, hogy a teljes
inkubacios i1d6 utan (24 6ra) mért annexin V pozitiv vorosvértestek MFI-jét elosztottuk a
sertés plazma és mosott vorosvértestek keverékének elkészitése utan (10 perc) mért annexin V
pozitiv vorosvértestek MFI-jével. Ez az arany csak abban az esetben volt emelkedett,
amennyiben a mosott vorosvértesteket a szepszis indukcido utan 2 oraval levett mintakkal

inkubaltuk. A kontrollok esetén semmilyen valtozast nem észleltiink.
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13. abra. Thrombocytaszam, thrombocyta aggregatum képzdédés és a thrombocytak PS expresszidja (A-C),

valamint a mosott human vorosvértestek indukalhato PS expresszidja (D)

Az E. coli-val kezelt csoport (sotétsziirke) thrombocytaszama mar 2 ora elteltével szignifikans csokkenést
mutatott, majd 4 ora elteltével tovabb csokkent, mig a kezeletlen allatok (fehér) thrombocytaszama csak
mérsékelten csokkent (A). A kezelt allatok esetén 2 ora elteltével thrombocyta aggregatumok jelentek meg, ezek
szama 4 Ora elteltével tovabb emelkedett, mig a kezeletlen egyedeknél csak egy enyhe novekvd tendencia volt
megfigyelhet6 (B). Az aktivalt thrombocytédk az FL1 hisztogramokon annexin V bright eseményekként lathatok
¢és ezen thrombocytadk aranya meghatirozhat6, amennyiben az annexin V bright események szamat a teljes
egyedi thrombocyta populacié eseményszamahoz viszonyitjuk. A szeptikus allatok esetén egy mérsékelt, de nem
szignifikans emelkedést lattunk 2 ora elteltével. (C) A sertés plazma mintakat mosott human vordsvértestekkel
inkubaltuk. Az annexin V pozitiv vorosvértestek MFI-jének aranyat ugy hataroztuk meg, hogy a teljes
inkubacios id6 utan (24 6ra) mért annexin V pozitiv vorosvértestek MFI-jét elosztottuk a sertés plazma és mosott
vorosvértestek keverékének elkészitése utan (10 perc) mért annexin V pozitiv vordsvértestek MFI-jével. Ez az
arany csak abban az esetben volt emelkedett, ha a mosott vorosvértesteket a szepszis indukcid utan 2 oraval
levett mintakkal inkubaltuk. (D)

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001
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In vitro kisérletiink eredménye tehat arra utalt, hogy a szeptikus plazma valamely
szolubilis komponense vorosvértest-aktivaldo hatassal rendelkezik €és ez a komponens
megfeleld koncentracidban a szepszis indukcié utan 2 oraval van jelen. Ezenkiviil a kezelt
allatoknal a szepszis indukci6 utdn 4 Ooraval szignifikdns LDH aktivitas-emelkedést
detektaltunk (14/A abra). Eredményeink alapjan felmeriilt, hogy a szeptikus sertés
plazmaknak vajon mely komponense lehet hatassal az egészséges mosott vorosvértestekre,
igy ennek vizsgalatara tovabbi in vitro kisérleteket terveztiink. Els6 1épésként mosott human
vorosvértest-szuszpenziohoz a donorok autoldg plazmajan kiviil 100 ng/mL TNF-a-t és/vagy
100 ng/mL, 1 pg/mL vagy 10 pg/mL LPS-t adtunk. A mintakat 37°C-on 24 o6ran keresztiil
inkubaltuk, majd meghataroztuk a mosott vordsvértestek PS expresszidjat, tovabba a
felilosz6 LDH aktivitasat és hemolizis indexét. Sem a TNF-a, sem az LPS, sem ezek
egylittese nem aktivalta a vordsvértesteket és nem eredményezett hemolizist. Masodik
1épésben a TNF-a-t és/vagy LPS-t kozvetlentiil az alvadasgatolt teljes vérhez adtuk, és ezutan
keriilt sor a 24 dras inkubaciora. A vorosvértestek PS expresszidja ez esetben sem fokozodott,
ellenben a 100 ng/mL TNF-a és 10 pg/mL LPS kombinacidjat tartalmazo mintak plazmajabol
mért LDH aktivitas szignifikdnsan emelkedett volt mind a nem aktivalt mintdkéhoz, mind a
tobbi aktivalt mintaéhoz képest (B); a hemolizis index esetén pedig nem csak a 100 ng/mL
TNF-a és 10 pg/mL LPS egylittes addsa, hanem 10 pg/mL LPS 6nmagaban is szignifikans

emelkedést eredményezett (C).
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14. abra. Nagy do6zisu LPS hatasa a vorosvértestekre

Az E. coli-kezelt allatok (sotétsziirke) esetén 4 oraval a szepszis indukeio utan szignifikans LDH aktivitas-emelkedést

detektaltunk, a kontrolloknal (fehér) nem volt valtozas (A). Hat egészséges human donortdl szarmazd teljesvér-

inkubaciot kovetden a 100 ng/mL TNF-a és 10 pg/mL LPS egyiittesét tartalmazé mintak plazmajabol mért LDH
aktivitas szignifikansan emelkedett volt mind a nem aktivalt mintdkéhoz, mind a tobbi aktivalt minta¢hoz képest (B).
A hemolizis index esetén nem csak a 100 ng/mL TNF-a és 10 pg/mL LPS egyiittes adasa, hanem 10 pg/mL LPS
onmagaban is szignifikans emelkedést eredményezett (C). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001

a: nem aktivalt mintak; b: 100 ng/mL TNF-o; c: 100 ng/mL LPS; d: 1 ug/mL LPS; e: 10 pg/mL LPS; f: 100
ng/mL TNF-a + 100 ng/mL LPS; g: 100 ng/mL TNF-o + 1 pg/mL LPS; h: 100 ng/mL TNF-a. + 10 pg/mL LPS
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Annak érdekében, hogy igazoljuk azt, hogy az E. coli adas hatasara thrombocyta és
alvadasi aktivacio, valamint kovetkezményes consumptio jon Iétre, trombin generacios
vizsgalatokat végeztiink. Mind PRP-ben, mind PPP-ben vizsgaltuk a trombin generacid
kinetikajat (lag time, time to peak és start tail) csakagy, mint a képz6dott trombin
mennyiségét (thrombin peak and ETP). A PRP mintak thrombocytaszamat minden esetben
250 G/L-re allitottuk be. A 15/A abran a szeptikus allatok jellegzetes trombin generacios
gorbéi lathatok PRP-ben. Az E. coli adasa utan 4 oraval a trombin generacié korabban és
nagyobb sebességgel kezdddott, hamarabb befejezddott, mig a képzddott maximalis trombin
koncentracio6 és az ETP nem valtozott a kiindulasi értékekhez képest. A szeptikus csoportban
a lag time egy jelzett, de nem szignifikans rovidiilést mutatott, mig a time to peak ¢és start tail
paraméterek 2 ora elteltével szignifikdnsan csokkentek, és a time to peak 4 ora elteltével is
szignifikansan rovidebb maradt (15/B-D éabra). PRP-ben a trombincstics és az ETP nem

valtozott a kisérlet 4 6ras idGtartama alatt (15/E-F abra).
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15. abra. Trombinképzdédés PRP-ben

A trombinképz6dést PRP-ben vizsgaltuk; és a lag time, time to peak, start tail, peak és ETP paramétereket
értékeltiik. A szeptikus allatok PRP mintaiban a trombin generacios gorbék 4 ora elteltével (folytonos vonal)
balra tolddtak a kiindulasi allapothoz képest (szaggatott vonal), mig a peak thrombin és ETP értékek nem
csokkentek (A). A lag time nem szignifikans rovidiilést mutatott (B), mig a time to peak ¢és start tail paraméterek
2 ora elteltével szignifikansan csokkentek, és a time to peak 4 ora elteltével is szignifikansan rovidebb maradt
(C-D). A peak és az ETP nem valtozott a 4 6ras id6tartam soran (E-F).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; sotétsziirke: szeptikus allatok, fehér: kontrollok
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PPP esetén harom kiilonbozé vizsgalati elrendezést alkalmaztunk. El8szor
rekombinans szoveti faktor és foszfolipid hozzdaddsa mellett vizsgaltuk a trombin generaciot
(a plazmakhoz PPP-Reagenst adtunk). Ebben az esetben az E. coli adasa utan a trombin
generacid kissé kordbban, de valtozatlan sebességgel indult és ugyanakkor ért véget, mint a
szepszis indukci6 el6tt; a trombincsucs és az ETP viszont szignifikdnsan alacsonyabb volt
ezen csoport kiindulasi értékeihez képest (16/A abra). A szeptikus allatokban a lag time és
time to peak paraméterek mar 2 ora elteltével szignifikans rovidiilést mutattak az alvadési
aktivacionak megfelelden, majd 4 ora elteltével kissé megnyultak, jelezve az alvadasi faktor
consumptio kialakulasat stlyos szepszisben (16/B-C abra). A start tail a 4 6ras periodus alatt
végig allandé maradt, ezzel jelezve, hogy a trombinképz6dés végpontja nem valtozott (16/D
abra). A kezelt allatokban a trombincsucs a kisérletek alatt végig folyamatosan csokkent a
képzodott trombin csokkent mennyiségének megfelelden, €s ez a valtozas 4 ora elteltével lett
szignifikans (16/E abra). Az ETP mind a szeptikus, mind a kontroll csoportban szignifikans
csOkkenést mutatott, de a szeptikus allatok esetén egy sokkal kifejezettebb csokkenés alakult

ki a szepszis indukcio utan 4 oraval (16/F abra).
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16. abra. Trombinképzdédés PPP-ben rekombinans szoveti faktor és exogén foszfolipid jelenlétében

Az E. coli-kezelt allatok kiinduldsi trombin generacios gorbéje (szaggatott vonal) balra tolodott és kisebb
mennyiségii trombin képzddott 4 oraval a szepszis indukcid utan (folytonos vonal; A abrarész). A lag time és
time to peak paraméterek mar 2 oOra elteltével szignifikans rovidiilést mutattak (B-C) allando start tail mellett
(D), mig a peak csokkenése 4 ora elteltével lett szignifikans (E) egy sokkal kifejezettebb ETP csokkenéssel
egyiitt (F).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; sotétsziirke: szeptikus allatok, fehér: kontrollok
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A kovetkezd mérési sorozatban a trombin generacids vizsgalatokat hozzaadott szoveti faktor
¢s foszfolipid nélkiil végeztiik el (PPP-Reagens helyett fiziologias sooldatot adtunk a
mintakhoz), igy a trombinképzédés a PPP sajat szoveti faktor aktivitasatol, foszfolipid
tartalmatol és egyéb lehetséges trombin generacids szubsztratok jelenlététdl fiiggott. Ez
voltak, mint amilyenek a PPP-Reagens hozzdadasa esetén, mig a képzOdott trombin
mennyisége 50-80%-a volt a PPP-Reagens esetén keletkezettnek. A szepszis indukcid utan 4
oraval a trombin generacioé szignifikansan koradbban kezdddott és fejezodott be, mig a
trombincstcs a kiindulasi értékeknél 1ényegesen magasabb volt (17/A éabra). A szeptikus
csoportban a lag time és time to peak paraméterek mar 2 ora elteltével rovidiiltek az alvadési
aktivacionak megfelelden, és ez a valtozas 4 ora elteltével valt szignifikanssa (17/B-C abra),
mig a start tail mar 2 ora elteltével szignifikans rovidiilést mutatott (17/D abra). A
trombincsucs 2 ora elteltével szignifikansan emelkedett a nagyobb mennyiségben képzddott

trombinnak megfeleléen és ugyanebben az idépontban az ETP is mutatott egy enyhe

novekedést (17/E-F abra).
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17. 4bra. Trombinképzdédés PPP-ben rekombinans szoveti faktor és exogén foszfolipid hidnyaban

A szeptikus allatokban a kiindulasi trombin generacids gorbe (szaggatott vonal) kifejezett balra tolddast mutatott
¢és nagyobb mennyiségili trombin képz6dott 4 draval a szepszis indukcid utan (folytonos vonal; A dbrarész). A lag
time és time to peak paraméterek folyamatosan rovidiiltek és a valtozas 4 ora elteltével valt szignifikanssa (B-C),
mig a start tail mar 2 ora elteltével szignifikans rovidiilést mutatott (D). A peak 2 ora elteltével szignifikansan
novekedett és az ETP is mutatott egy enyhe valtozast (E-F).

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001; sotétsziirke: szeptikus allatok, fehér: kontrollok

60



Az utols6 mérési sorozatban néhadny minta esetén csak foszfolipid hozzdadasa mellett
tanulmanyoztuk a trombin generaciot PPP-ben (ekkor MP-Reagenst adtunk a plazmakhoz),
ezaltal a trombinképzddést nem csak az alvadasi faktor aktivitasok, de a PPP szoveti faktor
aktivitdsa is befolydsolta. A trombin generacids gorbék jellegzetességei hasonldak voltak a
rekombinans szoveti faktor és exogén foszfolipid hianyadban megfigyeltekhez, egyediili
eltérésként a kinetikus paraméterek enyhe rovidiilése és a mennyiségi paraméterek enyhén

emelkedett volta emlithet6 (2. tablazat).

2. tablazat. Trombinképz6dés PPP-ben foszfolipid hozzaadasa mellett két reprezentativ allat esetében E.

coli vagy fiziolégias séoldat infuzié adasa elétt, valamint az infiizié kezdete utan 2 és 4 éraval

Allat Vérvétel Lag time Time to Start tail Peak ETP
idépontja (perc) Peak (perc) (perc) (nM) (nMxperc)
E.coli-kezelt 0 ora 9,3 11,0 21,0 95 253
2 ora 7,3 9,0 18,7 114 274
4 6ra 4,0 57 17,7 58 172
Kontroll 0 o6ra 8,7 10,3 19,7 83 245
2 6ra 10,0 12,0 22,3 85 242
4 ora 9,7 11,3 21,0 93 227

Szepszis indukcid utdn a trombinképzddés valtozasai exogén foszfolipid jelenlétében hasonléak voltak az
exogén foszfolipid hidnyaban megfigyeltekhez, azonban enyhén rovidiilt lag time, time to peak és start tail
paramétereket észleltiink enyhén emelkedett cstics trombinkoncentracioval és ETP-vel a foszfolipid hianyaban

megfigyeltekhez képest.
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6. Megbeszélés

A Klinikai gyakorlatban a szepszis soran észlelt valtozasok objektiv megfigyelése

meglehetdsen nehézkes, az allatmodellek biztosithatjak a kivant standardizalt koriillményeket.
Sertés modelliinkben a szepszist €16 E. coli intravénas beadasaval valtottuk ki, majd a fertézés
¢s a hypoxia indukalta valaszreakciok, valamint a korai hemosztazis eltérések dinamikajat
vizsgaltuk.
A csontveld az intenziv bacteraemidra éretlen fehérvérsejtek felszabaditdsaval reagdl. A
szeptikus modelliinkben az E. coli-kezelt allatoknal a baktérium adasanak kezdete utan 2
6raval csokkent lymphocytaszamot igazoltunk a kontroll allatokhoz képest a szepszisnek
megfelelden, és ezzel egyiddben a lobularitasi index is csokkent, ami éretlen neutrophil
granulocytak megjelenését jelenti a periférian. Mindkét érték csokkenése fokozodott 4 ora
elteltével és a kezeletlen allatokban nem észleltiink hasonlé valtozast.

Egy korabbi kozleményben [107] a mikrocirkulacios eltéréseket tanulmanyozva
munkacsoportunk azt talalta, hogy a szeptikus allatokban 1 ora elteltével a véraramlas 40%-
kal csokkent, amely 4 6raig progredialt; mig a kontrollok esetén 1 6ra elteltével csak egy nem
szignifikdns mértékli csokkenés volt megfigyelhetd, amely az 1d6 eldrehaladtaval
normalizalddott. Ezek alapjan azt feltételeztiikk, hogy a mikrocirkuldcid karosodasa és a
kovetkezményes hypoxia csontveldi reakciokat indit el. Eredményeink igazoltdk a
feltételezést, ugyanis 2 ora elteltével az abszolut reticulocytaszam megemelkedett €s magvas
vorosvérsejtek  jelentek meg a periférian, amelyek tobbségében polychromatophil
normoblastok voltak néhany orthochromatophil sejttel. Humén tanulményokban maér
korabban leirtak, hogy a magvas vorosvérsejtek szama a mortalitas elérejelzéje [29, 31, 32].
Ezen szerz6k a magvas vorosvérsejtek szamat egy olyan paraméternek taldltdk, amely

0sszegzi a hypoxia ¢és a gyulladds okozta hatdsokat szepszis esetén. Vizsgalataink soran a
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magvas vOrosvérsejtek megjelenése megerdsiti a kordbban kozolteket, és eredményeink
alapjan a magvas voOrdsvérsejtek a stulyos szepszis korai markereinek tekinthetok. Bar a
reticulocytaszam a vartnak megfeleléen szintén emelkedett, ez esetben a beteg és kontroll
értékek atfedést mutattak, mig a magvas vorosvérsejtek szamanak emelkedése a szepszisre
nézve sokkal specifikusabb volt.

Az éretlen vordsvérsejtekhez hasonléan éretlen thrombocytak is felszabadulnak a
csontvel6bdl. Az éretlen thrombocyta frakcio eldrejelzi a szepszist, de nem alkalmas a
szepszis sulyossaganak megitélésére [33, 94]. Mi a thrombocytdk morfologiai eltéréseit
tanulmanyoztuk, amely esetliinkben Gsszefiiggést mutatott a fokozott csontveldi valasszal. A
kiindulasi mintakbdl késziilt kenetekben csak ritkdn lattunk orids thrombocytakat ¢&s
féregszerti thrombocytakat, és ezen dysplasticus thrombocytdk szama kizardlag a szeptikus
csoportban emelkedett meg tobbszordsére, a kontroll csoportban valtozatlan maradt. A
thrombocyta egy nagyon gyors reagalasu sejt a hemosztazisban betdltott szerepe soran, az
utobbi idében pedig gyulladasos sejtként is azonositottak [112]. Egy nagy prospektiv
multicentrikus tanulmanyban a thrombocytopenidt a fokozott mortalitds fliggetlen
rizikofaktoranak talaltdk szepszisben [113]. A thrombocytopenia stlyossaga egyenesen
aranyos a gyulladas sulyossagaval és a kovetkezményes mortalitassal [114]. A bacteraemiat
kiséré thrombocytopenia szintén elOsegiti a fiatal thrombocytak felszabadulasat. Szepszis
modelliinkben a keringd thrombocytdk mitokondriumainak miikodését vizsgaltuk, amely
megvaltozhat a fert6zés és a hypoxia kovetkeztében. A patologias allapotokban bekovetkezo
mitokondrialis eltérések karosak vagy hasznosak lehetnek a szervezetre nézve [115]. A
,mitokondridlis dysfunctio” fogalma még nem egységes. A legtébb tanulmany, amelyben ezt
a jelenséget vizsgaltak, szovet-homogenizatumot vagy izolalt mitokondriumot haszndl, €s a
vizsgalat klasszikus modszere az oxigénfogyasztas mérése. Szepszisben mind fokozott, mind

csOkkent mitokondrialis 1égzést leirtak; és a mitokondriumok miikodése fajonként, szepszis
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modellenként és szdvetenként is kiilonbségeket mutatott. Leggyakrabban a m4j, a sziv és a
vazizom sejtjeinek mitokondrialis miikodését vizsgaltak, legtobbszor patkany-modellben
coecalis ligatio és punctio, valamint intraperitonealisan adott LPS utan. A thrombocyta egy
konnyen hozzaférheté sejttipus, amely rdadasul jelentds mennyiségli miikodo
mitokondriummal rendelkezik, igy alkalmas a mitokondridlis funkcid sorozatos vizsgalatara
[40]. Ezenkiviil a keringésben 1évé thrombocytakat kevéssé érinti a szepszisben kialakulod
hypoperfusio és hypoxia, amely neheziti annak megitélését, hogy a mitokondrialis dysfunctio
a szoveti hypoxia vagy az LPS direkt citotoxikus hatdsanak kovetkezménye-e [116]. A
szeptikus sertés modelliinkben a thombocytdk mitokondrium membran depolarizacidjat
aramlédsi citometriai modszerrel vizsgaltuk oly moédon, hogy a depolarizaciét a
mitokondriumokban felhalmozodo fluoreszcens festék akkumuléacidjanak csokkenésével
detektaltuk. A mitokondrium membran potencial jol tiikrozi a mitokondrium miikodését és a
mitokondrialis energiaallapotot. Az energiatermelés mellett a mitokondriumok fontos szerepet
jatszanak a sejtek tulélésében és a programozott sejthalalban is, igy a mitokondrium membran
depolarizaci6 nemcsak az aerob metabolizmus zavarara utalhat, hanem Osszefiiggésben lehet
az apoptozis mitokondrialis Gtvonalaval is [36, 37, 39]. Bar a kisérleteink soran a kontroll
allatoknal is észleltiink egy enyhe, nem szignifikdns valtozast, a mitokondrialis funkcio
szignifikdns csokkenése csak a szeptikus csoportnal volt megfigyelhetd. Eredményeink
fokozott thrombocyta mitokondrium membran depolarizaciora és esetleges thrombocyta
apoptozisra utalnak sulyos szepszisben, amelyek kordn, mar 2 6éréval a szepszis indukciot
kovetden kialakulnak. Hasonld technikaval human beteganyagon azt taldltdk, hogy a
thombocytdk mitokondrium membran potencidlja 6sszefliggést mutatott a SIRS sulyossagéaval
[37]. Puskarich és munkatarsai szeptikus shockos betegek esetén korai mitokondrialis
funkcio-eltéréseket irtak le, amelyek korrelaltak a szervkarosodassal és a taléléssel [117].

Egyéb apoptotikus markereket is hasznosnak taldltak human vizsgalatokban. Egy klinikai
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tanulmanyban sulyos szepszis esetén a szérum kaszpdz 3 aktivitds jo korrelaciét mutatott a
korai haldlozassal [118]. Ismert, hogy a mitokondrialis dysfunctio gyakran reverzibilis;
ugyanakkor a folyamat mar enyhe hypoxiara is nagyon érzékeny lehet, mert a szeptikus
csoportunkban a p,O, fokozatos, de nem szignifikans mértékli csokkenést mutatott a
kisérletek alatt és a laktat koncentracio is csak 4 ora elteltével valt szignifikdnsan emelkedetté.
Eredményeink ugyanakkor alatamaszthatjak azt a feltételezést is, hogy a mitokondriumok
miikddését a szepszishez tarsuld hypoxian kiviil az LPS kozvetleniil is gatolja.

A faji és taplalkozasbeli kiillonbozdségek miatt a hugysav alkalmasabb markernek
tlinik a hypoxia-indukalta valtozasok kdvetésére a szeptikus sertés modellben, mint human
szepszisben. A hugysav koncentraciok egészséges emberekben meglehetdosen magasak,
megkozelitik a metabolit oldhatosagi pontjat, mig a sertésekben rendkiviil alacsonyak.
Kovetkezésképpen azokban a human tanulmanyokban, amelyekben a higysavszintet
markerként hasznaljak, a betegek csak ,,normal” vagy ,,magas” hugysav koncentracidval
rendelkezé csoportokba sorolhatok a nemfiiggd referencia tartomanyhoz viszonyitva [49].
Ezzel ellentétben a mi szeptikus sertés modelliinkben jelentds kiilonbség volt a szeptikus €s
kontroll allatok 4 oras hugysavszintje kozott, és ezek az értékek nem mutattak atfedést
egymassal. Raadasul a szeptikus csoport hugysavszintje mar 2 ora elteltével jelentdsen
kiilonbozott a kontroll csoport eredményeitél — a laktattal szemben —, amely arra utal, hogy a
hagysav koncentracid az oxidativ stressz sokkal érzékenyebb markere, mint a laktat
koncentraci6. Bar a hugysav koncentraciot jelentdsen befolyasolja a vesefunkcio, az altalunk
észlelt emelkedés jorészt nem vesekarosodas eredetli, ugyanis az E. coli-kezelt allatok
kreatininszintje csak 4 oraval a baktériumok adasanak kezdete utdn valt szignifikdnsan
emelkedetté és az emelkedés mértéke messze elmaradt a hugysavétol. Az is lehetséges, hogy a
magas hagysavszint eredményez akut vesekdrosodast akar direkt tubuldris toxicitassal (a

kristalyok éaltal), akér indirekt médon, vazoaktiv mediatorok felszabadulasa és az oxidativ
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stressz kovetkeztében. A szepszis modelliinkben minddssze egy enyhe kreatininszint-
emelkedést észleltink a GPT — mint majspecifikus enzim — aktivitdsanak valtozasa nélkiil.
Fontos tehat kiemelni, hogy e fulminans szepszis sordn a hugysavszint emelkedése, a
mitokondrium membran depolarizacid, valamint az éretlen vordsvérsejtek és thrombocytak
felszabadulasa a csontvel b6l megel6zi a sokszervi elégtelenség kialakulasat. Ugy gondoljuk,
hogy tovabbi vizsgalatok szilikségesek annak megitélésére, hogy ezek az adatok sulyos human
szepszisben is hasznalhatok-e.

Szepszisben a gyulladas és a véralvadas szorosan osszefonodik. Az €16 E. coli-val
kezelt sertéseink esetén varhato volt, hogy a vizsgélat idStartama alatt DIC alakul ki, amint
azt szamos Kkorabbi szepszis tanulmanyban megfigyelték [119]. Az alvadasi sziir6tesztek (a
protrombin id6, az APTI és a trombin idd) ezzel szemben nem mutattak szisztematikus
megnyulast a szeptikus csoportban, viszont az eredményekben jelentds variabilitas latszott,
amely okaként a hemosztazis valtozasok eltéré dinamikaja feltételezhetd a kiilonbozo
egyedek esetében. Ezen hagyomanyos alvadasi tesztek érzékenyek a vérzésveszéllyel jard
alvadasifaktor-deficienciakra, de érzéketlenek a protrombotikus allapotokra [120]. Perrin és
munkatarsai a trombin generacios tesztek alapjan a szeptikus shockban 1évé betegek <15%-at
talaltak kizardlag hypocoagulabilitassal rendelkezonek [121], és alvadasi id6 megnyutlas
jorészt ezeknél a betegeknél varhatd. Vizsgalataink sordn egyediil a fibrinogénszint csokkent
nem szignifikdns mértékben a 4 6rés id6tartam alatt. Ismerve azt, hogy a fibrinogén egy akut
fazis fehérje, a mérsékelt csokkenés valoszinilileg az alvadasi aktivacié miatti fogyas és az
akut fazis reakcid miatti termelddés ereddje.

Az alvadasi paraméterekkel ellentétben a thrombocytaszam a szeptikus csoportban
mar 2 ora elteltével szignifikansan csokkent — az E. coli beadasat kovetden aktivalodo
thrombocytdk kivonddtak a keringésbdl —, ezzel parhuzamosan thrombocyta aggregatumok

jelentek meg, és ezen valtozasok a megfigyelési periddus végéig progredidltak. Fontos
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megjegyezni, hogy — a szeptikus betegekkel ellentétben — ezek az allatok nem részesiiltek
antikoagulans kezelésben; ennek megfeleléen a thrombocytaszam csokkenés ¢és az
aggregatum képzodés a kontroll allatok esetében is megfigyelhetd volt 4 ora elteltével, bar a
valtozasok mértéke Iényegesen kisebb volt, mint a szeptikus allatoknal. Szisztémas
antikoagulacié hidnyaban az artéria- és vénapreparalas, valamint az altaldnos anesztéziaval
Osszefliggd invaziv beavatkozasok a hemosztazis aktivaciojahoz vezethettek. A thrombocyta
aktivaciot a PS pozitiv thrombocytak annexin V kotésével vizsgaltuk, és az E. coli-kezelt
allatok esetén a PS pozitiv thrombocytak ardnyaban egy nem szignifikans mértékli emelkedést
lattunk. Mivel a baktérium adésanak kezdetétdl szamitott 2 ora elteltével a thrombocytaszdm
mar szignifikdnsan csdkkent, eléggé valoszinii, hogy a leginkabb aktivalt thrombocytak
kivonodtak a keringésbol és ezaltal detektalhatatlanna valtak szamunkra. lrodalmi adatok
alapjan a thrombocytopenia a szeptikus betegek esetén a mortalitas fliggetlen elérejelzéje,
azonban nehéz eldonteni, hogy a thrombocytopenia a thrombocyta aktivacido és comsumptio
(tehat a primer koérfolyamat) mértékének jelzdje vagy csupén a betegség sulyossagéra lehet
beldle kovetkeztetni, ugyanis a gyodgyszerek, a csontveld szuppresszid, a taplalasi
nehezitettség és a fertdzés mind-mind befolyasoljak a thrombocytaszamot [57]. A fulminans
szepszis modelliink eredményei alapjan az elébbi valtozok nincsenek hatassal a thrombocytak
esetén megfigyelt valtozasokra. Egy egér modellben korabban leirtak alapjan a trombin-
dependens thrombocyta fogyas kulcsfontossagu endotoxaemiaban [122].

In vitro kisérleteinkben normal humén mosott vordsvértesteket inkubaltunk a
szeptikus és kontroll allatok 0, 2 és 4 6rds mintdival, és e mintdk PS-indukalé képességét
vizsgaltuk. A kontroll sertésektdl szdrmazd plazmak nem eredményeztek PS expresszio
fokozodast a humén vordsvértesteken, mig a 2 6rds szeptikus mintdk PS-indukald képessége
jelentds volt. Eredményeink arra utalnak, hogy az E. coli adasa alatt olyan szolubilis anyagok

szabadulnak fel, amelyek a sejtek prokoagulans fenotipusat eredményezik. Egy korabbi
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kozlemény alapjan human vizsgalatokban a fertdzésre adott valasz részeként felszabadulo H4
hiszton képes volt PS expressziot indukalni a vorosvértesteken [123], tovabba a szabad DNS-
ol is leirtdk, hogy fontos szerepe van a prokoagulans fenotipus l1étrehozasédban szepszisben
[124]. Ezeken kiviil Lang munkacsoportjanak patogének feliiluszojaval sikeriilt eryptosist
kivéltani, amelyet részben a vorOsvértestek PS expresszidjanak fokozodasa jelzett, és ez
korrelalt a feliiluszo szfingomielinaz aktivitasaval [125]. A szerzék valodszinisitik, hogy
szepszisben a bakteridlis szfingomielindz és a PAF a vorosvértestekben fokozza a
ceramidképzddést, amely azutdn érzékenyiti a vordsvértesteket az intacellularis kalcium
koncentraci6 emelkedésére, ndvelve ezaltal az eryptosis valdsziniiségét [45]. Mindezek
mellett a felszabaduld proinflammatorikus citokinek (pl. IL-6, TNF-a) is endothel, leukocyta
¢s thrombocyta aktivaciot valtanak ki [19], igy hatassal lehetnek a vorosvértestekre is. Oliver
endotoxin beaddsa utdn 2 oOraval éri el, majd a rovid féléletidejének koszonhetéen szintje
gyorsan csokken [126]. Mivel a szeptikus malacaink 3 6ran at kaptak E. coli-t és az LPS
féléletideje is meglehetésen rovid [127], az LPS szerepe is felmeriil a vordsvértestek
stimulalasaban. Raadasul a szepszis indukcio utan 4 oraval a szeptikus allatok plazmajanak
LDH aktivitasa szignifikdnsan emelkedett volt a kiindulési allapothoz képest, amely felvetette
hemolizis kialakulasat a szepszis soran. In vitro kisérleteinkben csak vorosvértesteket és
plazmat tartalmazo rendszerben sem a TNF-a, sem az LPS, sem ezek egyiittese nem fokozta
vorosvértestek PS expressziojat és nem eredményezett hemolizist, tehat valosziniileg ezek
egyike sincs kozvetlen hatassal a vordsvértestekre. Amennyiben TNF-o-t és/vagy LPS-t
kozvetleniil az alvadasgatolt teljes vérhez adtuk — amelyben a fehérvérsejtek és a
thrombocyték is jelen voltak —, a vorosvértestek PS expresszidja ugyan nem fokozodott, de a
nagy dozisu LPS hemolizist valtott ki. Tekintettel arra, hogy munkacsoportunk korabbi

vizsgalataiban [106] az erdteljes szepszis indukcid néhany oran beliil valamennyi allatnal
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halalt okozott, in vitro kisérleteinkben a viszonylag magas — a szepszist nem tlél6 betegek
Eredményeink azt mutattdk, hogy a TNF-a és az LPS sem kozvetleniil, sem a
fehérvérsejteken és a thrombocytdkon keresztiil nem indukélja a vordsvértestek PS
expresszidjat. A TNF-a egyaltalan nincs hatassal a vorosvértestekre, mig az LPS is csak
kozvetetten fejti ki hemolizald hatasat. A 2 oras szeptikus sertés mintak PS-indukalod
képességének hatterében valamely mdas szolubilis anyag (pl. bakteridlis szfingomielinaz,
egyéb proinflammatorikus citokinek, PAF, hisztonok, szabad DNS) allhat.

A trombin generacios vizsgalat egy olyan globalis koagulacids teszt, amely az utdbbi
évtizedekben jelent meg és azota szamos tanulmanyban alkalmaztik. Egy, a kozelmultban
publikalt 6sszefoglald kozlemény alapjan e vizsgalat tobb korképben (kronikus majbetegség,
diabetes, gyulladasos bélbetegségek, myeloproliferativ korképek, nem-alkoholos zsirmaj) is
hasznosnak bizonyult az alvadasi mechanizmusok tisztazasaban [129]. Ennek -ellenére
szepszisben a trombin generaciés vizsgalatok meglehetdsen ritkak, és olyan allatmodellben,
amelyben a szepszis indukcié €16 baktérium beadasaval tortént, trombin generacios
eredményeket még egyaltalan nem kozoltek. A klinikai vizsgalatok a szeptikus betegekben
legtobbszor hypocoagulabilitast detektaltak csokkent cstcs trombin koncentraciokkal,
valamint a trombinképzddés kezdetének megnyulasaval és késébb kialakuld trombincstccsal,
azaz hosszabb lag time és time to peak paraméterekkel [130]. Nemrég Carlier és munkatarsai
nagyszamu szeptikus betegen végeztek trombin generacids vizsgalatokat és azt talaltdk, hogy
a DIC-es és nem DIC-es betegcsoportok eredményeinek atfedése miatt ez a teszt nem
hasznalhato a klinikai gyakorlatban a szeptikus betegek vizsgalatara [120]. Egy masik
a talélok és a nem tulélék eredményeit hasonlitotta 6ssze [131]. A szerzOk azt talaltak, hogy a

nem tulélok alacsonyabb csucs trombin koncentracidval, rovidebb lag time és time to peak
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paraméterekkel rendelkeztek a talélokhoz képest a legtobb vizsgalt iddpontban. Mi egy letélis
sertés modellt tanulmanyoztunk, amely leginkdbb a szepszist nem tulélé betegek patologias
folyamatait mimikalja. Petros és munkatdrsaihoz hasonldéan a PPP mintakban 2 6ra elteltével
egy szignifikans lag time és time to peak rovidiilést, tovabba 4 ora elteltével a trombincstcs €s
az ETP szignifikans csokkenését figyelhettiik meg, amennyiben a vizsgalatot exogén szoveti
faktor és foszfolipid hozzaadasaval végeztiikk. Ezen valtozasok fokozott alvadasi aktivaciora,
de ezzel majdnem egyidejiileg — a consumptios coagulopathianak megfeleléen — csokkent
trombin generacios képességre utalnak korai szepszisben. A kontrollokban 2 oéra elteltével
észlelt enyhe ETP csokkenés az extrinszik és kozos Ut alvadasi faktorainak kezdeti enyhe
consumptiojaval magyarazhato.

A tovabbiakban a trombin generdcios vizsgalatokat magiban a PPP-ben, hozzaadott
szoveti faktor és foszfolipid nélkiil is elvégeztiik, ekkor a lag time és time to peak folyamatos
rovidiilését lattuk, amely 4 ora elteltével valt szignifikdnssd, valamint a cslics trombin
koncentraci6é 2 ora utani szignifikdns emelkedését. Ezen eredmények szintén aldtdmasztjak
egy korai és rovid életli hypercoagulabilis fazis jelenlétét szepszisben. Wang és munkatarsai
az egér abdominalis szepszis modelljiikben coecalis ligatio €s punctio utdn 3 oran beliil
fokozott trombin generaciot, majd 6 és 24 ora elteltével a trombin generdcid jelzett
csokkenését irtak le [132].

Feltételezziik, hogy a human vizsgalatokban altalaban azért nem sikeriil igazolni a
kezdeti hypercoagulabilitdst, mert egy bizonyos id6 eltelik az alvadasi rendszer kezdeti
valtozasai és a szepszis tiinetek klinikai megjelenése kozott, illetve ezekben a trombin
generacios vizsgalatokban szoveti faktorral és foszfolipiddel torténd koaktivaciot hasznalnak.
Vizsgalataink soran az E. coli adasat kovetden 4 ora elteltével alakult ki egyértelmii szepszis,
mig a PRP-ben és PPP-ben megfigyelhetd trombin generacios valtozasok, tovabba a

thrombocytaszdm csokkenése és a fokozott aggregatum képzOdés mar 2 oraval a szepszis
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indukciot kovetden bekovetkezett, ami korai alvadasi és thrombocyta aktivacidra utal
szepszishen. Osszesen harom kiilonbdzd vizsgalati elrendezést alkalmaztunk PPP esetén és
mindharommal sikeriilt igazolnunk az alvadasi aktivaciot, mint az id6fiiggd — tehat a
trombinképzddés sebességét leir6 — paraméterek rovidiilését. A fokozott maximalis
trombinképzddéssel jard hypercoagulabilitas detektalasahoz azonban a trombin generacios
tesztet mindenféle agonista hozzaadasa nélkiil kellett elvégezniink. Amennyiben szdveti
faktort és foszfolipidet is adtunk a rendszerhez, ugy a trombincstics és ETP paraméterek
alapjan hypocoagulabilitast észleltliink az alvadasi faktorok consumptidjanak megfeleléen. A
human vizsgalatok egy masik hatranya, hogy gyakran nincs lehetdség a PRP vizsgalatara a
thrombocytaszdm sulyos esése miatt. A sertés modelliinkben a PRP vizsgalatat is elvégeztiik
oly médon, hogy a mintak thrombocytaszamat azonos értékre allitottuk be, és igy a PPP-hez
alapvetden hasonlo, de némiképp eltéré eredményeket kaptunk. A time to peak paraméterek a
PPP-hez hasonldan a szepszis indukci6 utan mar 2 6raval rovidiilést mutattak, amely a kisérlet
végéig megmaradt, azonban a csucs trombin koncentraci6é és az ETP nem csokkent. A PRP
mintakban a trombin generacid vizsgalata csak egy nagyon kis mennyiségii szintetikus szoveti
faktor hozzaadéasaval torténik, mig az alvadasi komplexek képzddéséhez sziikséges
foszfolipid felszint a thrombocytak biztositjak. Ezaltal a mintaban 1évé aktivalt thrombocytak
kompenzatérikus hatasa megakadalyozza a trombinképzddés csokkenését, amit a PPP
mintakban lathattunk.

Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a trombin generacids vizsgalat egy hasznos eszkdze a
valodi hyper- és hypocoagulabilitas kimutatasanak sulyos szepszis esetén, de az eredmények
erdteljesen fliggenek a kisérleti elrendezéstol. Egyuttal megerdsitettiikk a korabban leirtakat,
melyek szerint a globalis alvadasi tesztek elonydsebbek a rutin alvadasi tesztekhez képest
[129, 133]. A hagyomanyos alvadasi sziirtesztek nem mutatjdk a prokoagulans és

antikoagulans hatasok egyensulyat [129]. Ennek egyik oka az lehet, hogy az alvadasi id6 vége
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az alvadékképzddés idopillanata, ameddig azonban az Osszes fiziologiasan relevans
trombinnak csak kb. 5%-a képzddik, tehat a trombin generacid 95%-arol ezek a tesztek nem
adnak informaciot. A masik lehetséges ok az, hogy a természetes antikoagulansok nem
rendelkeznek teljes aktivitasukkal ezekben a rendszerekben (pl. a protein C aktivitdsdhoz
szilkség lenne az endothelsejteken 1évé trombomodulinra). Ezzel szemben a trombin
generacids vizsgalat mind a véralvadast eldsegitd, mind az azt limitalé rendszerrdl ad
informaciot; a szlrOteszteknél Iényegesen alacsonyabb szdveti faktor és foszfolipid
koncentracioju reagenseket hasznal, fokozva ezzel a teszt szenzitivitasat; valamint alkalmas
thrombocytékat tartalmaz6 rendszer vizsgalatéra is.

A vizsgalatainknak azonban vannak korlataik: a vizsgalt allatok szama mindkét
csoportban meglehetdsen alacsony volt, de minden allat hasonl6 életkorti néstény volt és az
¢szlelt kiilonbségek meggydzonek tintek. Az allatokndl nem végeztik el a szovetek
hisztopatologiai vizsgalatat, ugyanis a biomarkerek kinetik4jara fokuszaltunk, amelyek
segitenek a korai eltérések felismerésében a fulmindns szepszis folyaman. Mivel az allatok —
mint az a korabbi kisérletek soran lathatd volt — a szepszis indukcié utdn 5-6 oOraval
elpusztultak volna, semmilyen kovetkeztetést nem tudunk levonni a vizsgalt paraméterek
eltérései €s betegség sulyossaga kozotti Osszefliggésre vonatkozoan. Szamos thrombocyta
aktivacios vizsgalatot nem tudtunk elvégezni a sertéseken, mert a mérésekhez hasznalt anti-

human antitestek nem kotédtek a sertés thrombocytakhoz [134, 135].
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7. Osszefoglalas

A szepszis vilagszerte a vezetd halalokok kozé tartozik, korai felismerése és megfeleld
kezelése azonban javitja a betegek tulélési esélyeit. Az allatmodellek segitségével a szepszis
viszonylag standardizalt koriilmények kozott tanulmanyozhato. Vizsgalataink soran egy
letalis sertés szepszis modellt alkalmaztunk, amelyben a szepszis indukcio él6 E. coli
intravénas beadasaval tortént. Célunk egyrészt a fertdzés és a hypoxia indukalta valtozasok
kinetikdjanak tanulmanyozasa, masrészt a fulminans szepszis soran fellépd korai hemosztazis
eltérések kimutatasa volt. Szepszis modelliinkben az éretlen vorosvérsejt- és thrombocyta-
alakok megjelenése, a thrombocyta mitokondrium membran depolarizdcid, a hugysav
koncentraci6 emelkedése, valamint a thrombocyta- és alvaddsi aktividcid megeldzte a
manifeszt szepszis kialakulasat. Aramlasi citometriai vizsgalataink eredményei arra utalnak,
hogy szepszisben a mitokondrialis dysfunctio jelent6s hypoxia nélkiil is kialakul. A
hagysavszintet az oxidativ stressz érzékenyebb jelzdjének taldltuk, mint a laktat
koncentraciot. A thrombocytaszam Korai és jelentés mértékii csokkenése és a thrombocyta
aggregatumok egyidejli megjelenése korai thrombocyta aktivaciéra utal szepszisben.
Kimutattuk, hogy az E. coli-indukalt szepszis soran olyan szolubilis anyagok szabadultak fel,
amelyek az egészséges vorosvértesteken PS expressziot indukaltak, azonban a hatas
hatterében a TNF-o és az endotoxin szerepe nem volt igazolhatdé. Trombin generacios
vizsgalattal a szepszis korai szakaszaban ki tudtuk mutatni mind a hyper-, mind a
hypocoagulabilitast, attol fliggden, hogy milyen volt a kisérleti elrendezés. A szepszis korai
hemosztazis eltéréseinek kimutatasdra a trombin generdcids vizsgalatot a rutin alvadasi

szlir6teszteknél elénydsebbnek talaltuk.
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8. Summary

Sepsis is a leading cause of death worldwide, however early diagnosis and adequate
therapy can improve prognosis. Use of animal models is a relatively well standardized way to
study sepsis. We investigated a lethal porcine sepsis model in which sepsis was induced by
the intravenous administration of live E. coli. We aimed to study the kinetics of infection and
hypoxia induced changes, furthermore we extended to explore early haemostatic alterations
during fulminant sepsis. In our sepsis model the appearance of immature red blood cells and
platelets, the platelet mitochondrial membrane depolarisation, the elevation of uric acid
concentration, as well as platelet and coagulation activation occured prior to the development
of manifest sepsis. Results of our flow cytometric measurements suggest that during sepsis
the mitochondrial dysfunction may occur even in the absence of significant hypoxia. Urate
level was found to be a more sensitive indicator of the oxidative stress than lactate
concentration. The early and significant decrease in platelet count together with the increase
of platelet aggregates indicate early platelet activation in sepsis. We demonstrated that soluble
substances that are capable of inducing PS expression on normal red blood cells were released
during the E. coli induced sepsis, however the role of TNF-o and endotoxin could be
excluded. We have provided evidence that the thrombin generation assay was useful in
evaluating true hyper- and hypocoagulability in early stage of sepsis but the results depended
on the assay setting. We found that thrombin generation assay was superior to routine

coagulation screening for the detection of early haemostatic alterations in sepsis.
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9. Az értekezés uj eredményei, megallapitasai, klinikai jelentésége

1. Letalis sertés szepszis modelliinkben az éretlen vorosvérsejt- és thrombocyta-alakok
megjelenése, a thrombocyta mitokondrium membran depolarizacid, a hugysavszint
emelkedése, valamint a thrombocyta- és alvadasi aktivacid megelézte a manifeszt

szepszis kialakulasat.

2. A magvas vorosvérsejtek és a dysplasticus thrombocytak szama csak a szeptikus
allatokban emelkedett, igy ¢ paraméterek vizsgalata alkalmas lehet a szepszis korai
kimutatasara. A magvas vorosvérsejtek szamanak emelkedése a szepszis specifikusabb

markere, mint a reticulocytaszam-emelkedés.

3. A thrombocytak mitokondriumainak membranja mar a szepszis korai szakaszaban,
jelent6s szoveti hypoxia hianyaban is depolarizaltta valt, ami arra utal, hogy

szepszisben a mitokondrialis dysfunctio hypoxia nélkiil is kialakul.

4. Sertésekben az oxidativ stressz hatdasara a hlgysav koncentracid kordbban és
lényegesen nagyobb mértékben emelkedett, mint a laktat koncentricid, tehat a

hagysavszint az oxidativ stressz érzékenyebb jelzdje.

5. A thrombocytaszam koran és jelent6s mértékben csokkent a thrombocyta
aggregatumok egyidejii megjelenése mellett, ami korai thrombocyta aktivaciora utal
szepszishen. Mivel a kisérletek soran egészséges allatok szepszis indukcidja tortént,
akik ezt kovetden nem részesiiltek gyogyszeres kezelésben, a thrombocytaszdm

valtozasa arra utal, hogy a thrombocytopenia az infekciora adott valaszreakcio jelzdje.

6. Az E. coli-indukalt szepszis soran olyan szolubilis anyagok szabadultak fel, amelyek

az egészséges vorosvértesteken PS expressziot indukaltak, azonban a hatas hatterében

75



a TNF-a és az endotoxin Szerepe nem volt igazolhatd. Nagy doézisu endotoxinnal az
egészséges vorosvértestek lizisét tudtuk kivaltani, ehhez azonban sziikség volt a

fehérvérsejtek és a thrombocytak jelenlétére.

Trombin generéacios vizsgalattal a szepszis korai szakaszdban bizonyitani tudtuk a
hyper- és hypocoagulabilitast és igazoltuk, hogy az eredmények erételjesen fiiggenek
a kisérleti elrendezéstdl. Thrombocyta-szegény plazmdban a hozzaadott agonistak
jelenlétében egyidejii hyper- és hypocoagulabilitdst, mig agonistdk nélkiil tisztan
hypercoagulabilitast detektaltunk. A szepszis korai hemosztazis eltéréseinek
kimutatdsara a trombin generacios vizsgalatot a rutin alvadasi sziiréteszteknél

elénydsebbnek talaltuk.
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