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2 Bevezetes

A COVID-19 (Coronavirus Disease-19) az un. ,,Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2” (SARS-CoV-2) bétakoronavirus altal okozott léguti megbetegedés, ami
potencialisan barmely szerv diszfunkciojat okozhatja, és akar sulyos szisztémas korképpé
teljesedhet ki [1]. Az els6 eseteket 2019 novemberében észlelték Kina Wuhan tartoméanyéban.
Néhany honap leforgasa alatt pandémidva nétte ki magét, és gyakorlatilag a vildg Osszes
orszagaban koradbban sohasem tapasztalt egészségiigyi katasztrofahelyzetet okozott [2].
Jelenlegi ismereteink szerint eddig vilagszerte 776,3 milli6 igazolt fertézésért €s tobb, mint 7
milli6 haldlesetért tehetd feleldssé a virus [3]. Bar a fertdzottek tobbségénél a korlefolyas csak
enyhe felsd léguti tiinetekkel zajlott vagy az érintettek akar teljesen tiinetmentesek voltak,
ugyanakkor a betegek kb. 14%-4ban stlyos, 5%-ukban pedig kritikus klinikai &llapotot

eredményezd tobbszervi elégtelenség alakult ki [4].

Az els6 terapias kudarcok komoly zavarodottsagot okoztak a korhédzi kezelést igényld
tiidégyulladésos esetek kezelése soran az intenziv terapiaval foglalkozo szakemberek korében,
hiszen a kordbban sikeresen kezelt, hasonléan sulyos 1égzési elégtelenséget eredményezd
bakteridlis és viralis koérképekkel szemben a COVID-19 pneumonidban szenvedd betegek
kevésbé vagy egyaltalan nem reagaltak az intenziv terdpia soran alkalmazott invaziv
1élegeztetési modozatokra. A kezdeti keserli tapasztalatok alapjan hamar nyilvanvaléva valt,
hogy a SARS-CoV-2 okozta pneumonia nem egy szokvanyos kérfolyamat, mivel a parenchyma

pusztulasanak okat nem a tiidében kell keresniink ¢és legféképp nem ott kell kezelniink.

Holott az eurdpai és a tengerentili egészégiigyi ellatorendszereknek korabban hasonlo
jarvanyligyi vészhelyzetekkel nem kellett szembenéznie, a koronavirusok okozta endémidk az
utobbi két évtizedben jelentds terhet rottak az dzsiai orszagok egészségligyi szervezeteire [5-8].
A 2002-ben azonositott SARS (,,Severe Acute Respiratory Syndrome”) virus és a 2012-ben
megjelené MERS (,,Middle East Respiratory Syndrome”) virus okozta felsé 1éguti fertézések
kezelésével szerzett eredményeknek és klinikai kutatasoknak hala, a SARS-CoV-2 infekcio
patomechanizmusaval kapcsolatos vizsgalatok hamar az endothelium karosodast okozo
tényezOk ¢és annak kovetkezményei felé fordultak [1,9,10]. Noha a sulyos, idénként ¢életet
veszélyeztetd korallapot kialakuldsa maig sem tisztazott pontosan, szamos vizsgalati eredmény
igazolta az érfalak bels6é rétegét képezd endothelsejtek strukturalis és funkcionalis

karosodasanak szerepét [11-16].



A fertdzes barmely életkorban és akar kifogastalan egészségi allapotban is bekdvetkezhet,
am bizonyos kronikus korképek (pl. magasvérnyomds betegség, egyéb sziv- érrendszeri
koérallapotok,  cukorbetegség, illetve az  elOrehaladott  életkor  stb.), amelyek
patomechanizmusaban az érendothelium funkcidkarosodasa szerepet jatszik, hajlamosithatnak

a sulyos ¢és az ¢€letet veszélyeztetd klinikai manifesztacio kialakulésara [17].

A virus megjelenését kovetd elsé harom évben utdlagos jarvanyligyi tanulményok tettek
kisérletet a SARS-CoV-2 altal okozott megbetegedések ijesztéen magas mortalitasi adatainak
magyarazatara [18,19]. Az egészségligyi ellatd rendszerek vilagszerte tapasztalt sulyos
leterheltségét tobb tényezd egylittes jelenléte okozta. A virus magas kontagiozitasanak
koszonhetden egy adott foldrajzi teriileten egy idében nagyszamu fertdzés kovetkezett be. A
kezdeti hidnyos tajékoztatds és a potencialisan sulyos megbetegedéstdl valo félelem enyhe
l1éguti tiinetek esetén is felesleges orvos-beteg talalkozéasokat generalt [20]. A valdban korhazi
felvételt igényld, oxigén szupportaciora szoruld betegek szama idonként megkozelitette, nem
egyszer meghaladta a fekvébetegellatd intézmények kapacitasat [21,22]. A rendkiviil rapid,
fulminéns lefolyés a kérhazi felvétel idopontjaban nem volt elére megjosolhatod, ami igy sok
esetben késon keriilt felismerésre, és a sziikségesnél késobb megkezdett, kevésbé hatékony

kezeléshez vezetett.

Az értekezés alapjaul szolgalo vizsgalataink megkezdésekor még nem alltak rendelkezésre
olyan fizikalis vizsgalati eredmények, tipikus klinikai tiinetek, laboratoriumi vagy képalkoto
vizsgalatok, amellyel a COVID-19 betegség kezdeti szakaszdban az orvoshoz fordul6 betegek
esetén eldre megjosolhatd lett volna a korkép lefolydsanak iiteme, a klinikai manifesztaciod
varhat6 stlyossaga vagy éppen a kedvezdtlen kimenetel valoszinlisége. Napjainkra mar szamos
irodalmi adat all rendelkezésre arrol, hogy a SARS-CoV-2 fertézés kialakuldsdban prominens
szerepet jatszo fehérjék és a korlefolyas soran fellépd kiilonbozd sejtdiszfunkciodkat jellemzd
markerek keringésben mérheté mennyisége a fertdzés soran hogyan valtozik [23-27]. Az
emelkedés mértéke €s a varhato klinikai prognézis kozotti kapcsolatrél ugyanakkor sok esetben
ellentmondasos irodalmi adat allt rendelkezésre. Emiatt a szérumban/plazméaban mérhetd
biomarkerek mennyiségének ¢és azok idébeni kinetikdjanak analizise, illetve a varhat6
kimenetellel valo Osszefiiggések keresése jelenleg is a tudomanyos kutatasok kdzéppontjaban

all.

A korhazi kezelést igényld, a COVID-19 betegség kezdeti vagy eldrehaladott szakaszaban
orvoshoz forduld betegek esetében a mindenkori klinikai allapothoz igazitott terdpia mielébbi

megkezdése mellett rendkiviil fontos a varhaté allapotrosszabbodas ¢és az esetleges
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szovodmények korai felismerése vagy lehetOség szerint azok megelézése. Amennyiben a
kérhézi felvétel idépontjdban megbizhatéoan beazonosithatok azok a betegek, akik nagyobb
kockéazatnak vannak kitéve a stlyosabb korlefolyas tekintetében, ugy esetiikben szorosabb
klinikai kontroll és proaktiv terapias beavatkozasok segitségével jelentdsen csokkenthetd a

kedvezotlen kimenetel valoszintisége.

crer

részleteiben, amelyekrol feltételeztiik, hogy szintjiik jelentésen megvaltozhat stilyos COVID-
19 betegségben. Ezek koziil az ,,Angiotensin-converting enzyme 2” (ACE2) szérumaktivitas,
valamint a ,,Human epididymis protein 4” (HE4), a ,,Vascular cell adhesion molecule-1"
(VCAM-1), a ,,Lipoprotein-associated phospholipase A2” (Lp-PLA2), a szolubilis E-selectin,
P-selectin ¢és CD40L fehérjekoncentracio valtozasanak potencialis szerepét vizsgaltuk a sulyos
COVID-19 tiidégyulladasban szenvedd betegek kezelés elotti  klinikai  allapotanak
felmérésében és a varhatd kimenetel eldzetes megitélésében. Emellett célul tiiztiik ki a fenti
paraméterek korlefolyéassal parhuzamos kinetikdjanak vizsgalatat és a mortalitassal fennalld
esetleges Osszefliggéseinek bemutatasat. Tovabba a masok altal mar igazolt, prognosztikai
szereppel bird emelkedett 6ssz ,,lactate dehidrogenase” (LDH) aktivitas hatterének pontosabb
megismerése céljabol az egyes LDH izoenzimek COVID-19 betegségben jellegzetes mintazatat

kivantuk feltarni.



3 Irodalomi attekinteés

3.1 A COVID-19 betegség etiologidja, tiinettana, rizikdfaktorai és laboratoriumi
diagnozisa

2019 novemberében egy kinai munkacsoport irta le elséként egy, a Coronaviridae
rendszertani csoportba sorolhatdé 0 bétakoronavirus-térzset, amely a korabban mar ismert
»Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus” (SARS-CoV)-hoz hasonlo szerkezete miatt
a SARS-CoV-2 nevet kapta. A stlyos felsd léguti tiineteket, kétoldali tiidégyulladast, gépi
1¢legeztetést igényld ,,Acute respiratory distress syndrome” (ARDS) tlinetegyiittest, tobbszervi
elégtelenséget és esetenként halalt okozo korképet a ,,World Health Organization” (WHO) 2020
marciusaban COVID-19 betegségre keresztelte el. A virus egy viszonylag nagyméreti,
burokkal rendelkezd, egyszali RNS-t hordozé virus [28], amely valdsziniisithetéen eldbb
zoondzissal, majd szamos mutacid révén emberrdl-emberre terjedt [29]. A fert6zés terjedésének
leggyakoribb modja a cseppfertdzéssel torténd transzmisszid [30], noha bizonyos feltételek

mellett ¢lettelen targyak (pl. papirpénz) kozvetitésével is megtorténhet [31].

A megfert6z6dést kdvetden a betegek nagy hanyada tlinetmentesen esik at az infekcion
[32], vagy csak enyhe léguti tiinetek alakulnak ki ugy, mint kohogés, orrfolyas, torokfajas,
gyakori esetben a szaglas €s az iz€rz¢és atmeneti zavara [33], esetleg erythematosus bortiinetek,
urtikaria jelenik meg [34]. Ugyanakkor idegrendszeri ¢érintettség jeleirdl, fejfajasrol,
szédiilésrdl, tudatallapotvaltozasrol és akut neurovascularis eseményrdl is beszamoltak SARS-
CoV-2 fert6zott betegek [35]. Ezzel szemben a fertézottek kb. 15%-a sulyos, elsdsorban
1égzbszervi tiinetekkel, 1€gszomjjal, fulladasérzéssel, szapora 1égzéssel, kohogéssel, magas
lazzal, esetenként gyomor-bélrendszeri panaszokkal korhazi kezelést igényel [35]. A betegek
kozel 5%-anal viszont a fenti tiinetek az adekvat korhazi kezelés ellenére progredialtak, ¢és a
majat, a vesét, a kdzponti idegrendszert, a gyomor-bél traktust, valamint a vérképzdszerveket
érintd szervelégtelenség alakult ki, tovabba tromboembolids szovodmények manifesztalodtak,

amelyek egylittesen végiil a beteg korai haldlahoz vezettek [35,36].

A SARS-CoV-2 virussal torténd fertdzodés és a stilyosabb klinikai allapot kialakulasanak
egyarant jol ismert rizikofaktora az elérehaladott €letkor és a férfi nem [37]. El6bbi leginkabb
a kevésbé hatékony immunvalasszal és a polimorbiditassal allhat Osszefiiggésben, mig az
utobbi hatterében hormonélis hatdsok, a virus cellularis internalizacidjdban szerepet jatszé

ACE?2 ¢s a ,, Transmembrane protease serine 2”” (TMPRSS2) genetikai polimorfizmusa, illetve



¢letmodbeli eltérések allhatnak [38]. Ahogy az el6zdekben is utaltunk ra, egyes tarsbetegségek,
kiilonosen az endothelsejt karosodasaval egyiitt jaro korképek gy, mint a magasvérnyomas,
egyeb kardiovaszkularis betegségek, a cukorbetegség vagy a kronikus veseelégtelenség nem
csupan az infekcio kialakuldsanak kockazatat noveli, de fliggetlen prediktorai is a stilyosabb

prognozisnak [39,40].

A SARS-CoV-2 laboratoriumi kimutatdsa a jarvany elsd iddszakaban kizardlag
nukleinsav amplifikacios teszttel (NAAT) tortént, jelentds részben ,reverse transcriptase
polymerase chain reaction” (RT-PCR) mddszerrel [41]. A virusfertdzottség kimutatasara hamar
kifejlesztésre keriilt az antigént teszt, mely 2020 november végén Magyarorszagon is
elfogadotta valt a COVID-19 fertézottség igazolasara. A pozitiv esetek detektalasara elsésorban
felsd léguti mintat hasznalunk, ezek koz¢ tartozik a nasopharyngealis és oropharyngealis
valadékminta, ugyanakkor lehetdség van als6 1éguti mintdkat is analizalni, amelyek kozé
tartozik a kopetminta, a ,,bronchoalveolar lavage” (BAL) minta, esetleg 1€guti hdmaspirdtum,
pleuralis folyadékgyiilem vagy tiidészovet biopszia [42]. A megfert6z6dott betegekben mar
elég koran, akar a tlinetek megjelenésekor kimutathaté a virus RNS RT-PCR teszttel. Az
antigénteszt a mintdban jelen 1évo virusfehérje kimutatasan alapszik. Mivel kevésbé érzékeny
modszer, mint a PCR, negativitdsa esetén - tlinetek mellett - a PCR teszt is elvégzendo.
Pozitivitds esetében azonban a fertdzott személyek gyorsan (kb. 15 perc alatt)
diagnosztizalhatok.

A SARS-CoV-2 fertézés ,,utdlagosan” is igazolhato a szervezet fertézésre adott sejtes
vagy humoralis immunvélaszanak mérésével. A sejtes immunvalasz detektalasakor a periférias
T-sejteket in vitro stimulaljuk SARS-CoV-2 specifikus antigénekkel, amely sejtek, ha korabban
talalkoztak a virussal, aktivalodnak és fokozott mennyiségben y-interferont termelnek. A sejtek
altal {ritett y-interferon mennyiségét megfeleld kontrollokhoz képest immunoassay-vel
meghatdrozva jelenthetjiik ki, hogy valaki koradbban atesett-e SARS-CoV-2 fertézésen [43].
Ezek a vizsgalatok a pandémia els6 két évében csak kevés laboratériumban valtak elérhetéve,
mig a humoralis/szerologiai vizsgalatokat egyre tobb laboratorium vezette be, amelynek soran
a SARS-CoV-2 specifikus IgG, IgM vagy IgA osztalyu antitesteket mutatjuk ki, kiilon-kiilon,
vagy egymadstol nem elkiilonitve, ugynevezett 6ssz Ig tesztben [44]. A SARS-CoV-2 kétféle
fehérj¢je ellen termelddé immunglobulinokat értékelhetjiik: a nukleokapszid (N) és a spike
protein, annak is leginkabb a receptor-k6té doménje (S1-RBD) ellenit. Az ellenanyagokat

kimutat6 tesztek lehetnek mennyiségi meghatarozasra is alkalmasak. A laboratériumok az S1-



RBD elleni ellenanyagszintet a WHO standardhoz viszonyitva BAU/ml (binding antibody

unit/ml) mértékegységben hatarozzak meg.

3.2 A COVID-19 betegség klinikai manifesztacioja

A COVID-19 korkép a legtobb esetben két jol elkiilonithetd fazisra bonthato, amit a
megfert6zodést kovetden egy kb. 6t-tiz napos tlinetmentes virusszaporodasi iddszak el6z meg
[45]. Az els6 fazisban az excessziv virusreplikacié eredményeképpen megjelenhetnek nem-
specifikus felsé léguti tiinetek, 14z, kohogés és akar 1€gszomj [45,46]. A virus szaporodasa
rendszerint a bevezeto tiinetek megjelenését kovetd 5. napon alabbhagy [45]. Hét-tiz nappal a
kezdeti tiinetek utan a korkép masodik fazisa kovetkezik, amely a jelentds citokinfelszabadulas
altal kivaltott tulzott immunreakcio kovetkezménye [45]. A betegség masodik fazisat is
elszenvedd betegek alkotjak a potencidlisan kritikus allapotud, stlyos pneumoniaban szenvedd
¢s gyakorta egyéb szervérintettségekkel rendelkezd, intenziv osztalyos kezelést igényl6 betegek

csoportjat [47,48].

A korokozo elsddleges behatolasi kapuja a fels6 és az also 1égutak hamjat borito léguti
epithelsejtek [49], illetve a tiidoben taldlhatdo Il-es tipust pneumocytak [50]. A virus
internalizacidjat, majd sejten beliili replikaciojat kdvetden az endothelium és az epithelium
struktarak sulyos karosodasa kdvetkezhet be, amely fokozott érpermeabilitashoz, igy alveolaris
¢s interstitialis oedema képzddéshez vezetnek [51]. A korai Gin. exudativ fazisban a II-es tipusu
pneumocytak altal termelt surfactant megkevesbedik, fibrinlerakodasok ¢és hyalinmembran
képzddés figyelhetd meg [52]. A kiterjedt szoveti gyulladds és a massziv sejtkarosodas
eredményeképpen sejtszinten apoptozis, szoveti szinten pedig nekrotikus folyamatok indulnak
el, amelyek Osszességében diffiiz alveolaris kdrosodast ¢s a tlidéofunkcid szamottevd romléasat
eredményeznek [53]. Ezzel parhuzamosan a fibroblasztok koros proliferacidja indul el, ami az
alveolaris exudativ folyamatokkal, illetve a vaszkularis struktirdk virus altal kivaltott direkt
karosodasaval egyiitt citokinek (pl. transforming-growth factor- f [TGF-B]) és interleukinok
(pl. interleukin-1p [IL-1pB]) altal medialt irreverzibilis pulmonalis kdrosodashoz, 6sszességében
ARDS-hez vezethet [53]. Ekozben az endothelsejtek aktivaciojanak eredményeképpen a tiido
kapillarishalozatdban jelentésen megemelkedik a pro- és antiinflammatérikus mediatorok,
valamint a neutrophilek ¢és monocytdk mennyisége. Az atelectasia és a konszolidalt
tiildoteriiletek aranyanak novekedése, illetve a tiid0 vérellatdsanak zavara, a hajszalerek

trombotikus ¢és immunmedialt obstrukcidja, valamint a shuntkeringés kialakuldsa miatt



bekovetkezd ventillacids-perfuzids ardnytalansag Gsszességében a gazcesere hatékonysaganak

dramai leromléasat eredményezi [54].

A COVID-19-asszocialt ARDS-ben szenvedd betegek esetében gyakran eléfordulnak
egyeb masodlagos szervérintettségek. A sziv- és érrendszert érintd rendellenességek koziil
myo/pericarditis, sziv ischemia és arrithmia léphet fel leginkabb [55]. Az esetek nagy részében
a kardialis szovodmények tiinetmentesek, csupan az elektrokardiogramon észlelhet6 eltérések
¢s a megemelkedett necroenzimek alapjan kovetkeztethetiink rajuk [45]. Mindemellett 20%-
ban ¢életet veszélyeztetd malignus ritmuszavar vagy szivmegallas kovetkezhet be [56]. A
kritikus allapoti SARS-CoV-2 fertdzott betegek esetén gyakorta érintett lehet a vese is, akar
vesepotlo kezelést igényld akut vesekdrosodas is kialakulhat [57]. A vese érintettségének magas
aranya tobb sériilési mechanizmus Utjan magyarazhat6, amelyek kozott megemlithetd a
csokkent vérataramlas, a glomeruléaris mikrotrombusok jelenléte, illetve a ,,Renin-angiotensin-
aldosterone system” (RAAS) autokrin aktivaciodja is [58,59]. Az invaziv 1élegeztetést igénylo,
sulyos akut veseelégtelenségben szenvedé COVID-19 betegek mortalitasi rizikdja akar a 80%-
ot is elérheti [60]. A kritikus allapott paciensek egyharmadéanal neuroldgiai manifesztacioval is
szamolnunk kell(ett). Ezek a centralis és periférias idegrendszert egyarant érinthetik, vélhetéen
az idegszovet direkt karosodasabol fakado inflammécios korképeket latunk (pl. myelitis,
meningoencephalitis, encephalopathia stb.) [61]. A gépi [élegeztetést igényld betegek

crcr

az un. ,,ventilator-induced diaphragmatic dysfunction” (VIDD) is [62] (1. dbra).
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1. dbra A silyos SARS-CoV-2 fertézés okozta potenciilis szervkarosodasok. Sulyos COVID-19
betegségben a tiiddo mellett a sziv, a mdj, a vesék és a kdzponti idegrendszer is érintett lehet. Az eredeti abra

forrasa: [63].

3.3 A SARS-CoV-2 fertozés molekularis patomechanizmusa

Korabbi klinikai vizsgalatok alapjan a SARS-CoV és a MERS virushoz hasonldan a
SARS-CoV-2 emberi sejtekbe torténd internalizécidjanak kulcsmolekuldja a human sejtek
felszinén jelen 1évo ACE2 glikoprotein [50,64,65]. Emberben legnagyobb mértékben a nazalis
¢s a bronchialis epithelsejteken, illetve a II-es tipusii pneumocytakon expresszalodik ez a
receptor [66]. Noha tijabb kutatdsok alapjan szintén jelen van a vékonybél, a here, a vese, a sziv,
a pajzsmirigy €s a zsirszdvet sejtjein, mig kisebb mennyiségben a vastagbél, a maj, a
hugyholyag ¢s a mellékvese epithelsejtjein [66]. Az ACE2-nek a fertézésben betoltott kozvetlen
szerepét tdmasztja ala az a megfigyelés is, mely szerint a receptort bdségesen expresszald

szovetek megfeleltethetdk a virus organotropizmusanak [67].
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Envelope vagy burok (E)

RNS

2. abra A SARS-CoV-2 virus strukturajanak sematikus rajza. A virus szerkezetének kialakitasaban
tobbek kozott a tiiskefehérje (S), a nukleokapszidfehérje (N), €s a burokfehérje (E) vesz részt. A kiilsé burok
alatt talalhat6 a pozitiv egyszali RNS. Az eredeti abra forrasa: [68].

A SARS-CoV-2 virus gomb alaka ¢és megkozelitdleg 125 nanométer nagysagu.
Elnevezését a felszinébdl tiiskeszertien kiemelkedd fehérjéknek a Nap korondjara emlékeztetd
elektronmikroszkdpos megjelenése miatt kapta [69]. A virus négy, a genom altal kodolt fehérjét
tartalmaz: az M (,,membrane”) protein a kiils6 burok legfontosabb strukturalis alkotoja [70], az
E (,envelope”) fehérje egy, a burokban joval kisebb aranyban jelenlévd protein, a
viruspartikulumok 0sszeszerelésében €s a gazdasejtbol torténd kijutasaban jatszik szerepet [71],
az N (,,nucleocapsid”) protein pedig az orokitdanyagot kdrbevevd belsd héj alkotoja, emellett
a virusreplikécioban is jelentds szerepet tolt be [72] (2. abra). Infektologiai szempontbodl a
legnagyobb jelentdséggel a kiilsé burokbol kiemelkedd S (,,spike”) protein rendelkezik. Két
alegységbdl (S1 és S2) épiil fel és a gazdasejthez torténd kotddésben van szerepe [50,64,73]. A
sejtfelszinen  expresszalodo ~ ACE2-h6z  kapcsolédva az  S1/S2 komplexben
konformacidvaltozas zajlik le, melynek sordn a virusfehérjébdl szabadda valé aminosav
szekvencia indukalta intracellularis protedz stimulacion keresztiil a virus kiilsé burka és a
sejtmembran 6sszeolvad, ami endocitézishoz vezet [74,75]. A membranfuzioban a TMPRSS2
nevl sejtfelszini fehérjének kiemelkedd szerepe lehet: klinikai vizsgélatok soran a molekula
mitkddésének gatlasa megakadalyozta a virus gazdasejtbe torténd internalizacdjat, igy a sejt

megfertézodését [75]. Noha a legutdébbi in vitro tanulmanyok szerint az emberi
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endothelsejteken joval alacsonyabb koncentracioban mutathatd ki az ACE2, mint a léguti
epithelsejtekben és ez megemelkedett citokinkoncentracié mellett sem valtozik jelentdsen [76],
a véraramba bekeriild viruspartikulumok altal kivaltott direkt endothelsejt aktivécio, az
intracellularis virusreplikacio és a kovetkezményes vaszkularis diszfunkcio tovabbra is egy

altalanosan elfogadott tedria [77].

3.4 Az ACE2 szerepe a COVID-19 betegség lezajlasaban

Az ACE2 egy metalloprotedz aktivitassal rendelkezd enzim, a homeosztazisért felelds
RAAS egyik kulcsmolekulaja [78]. A vese hipoperfuzid, a hiponatrémia vagy a szimpatikus
idegrendszer aktivacioja eredményeképpen a vese glomerularis sejtjeiben pro-renin képzddik,
amely vagy helyben, vagy a mas szévetek altal expresszalt pro-renin-receptorhoz kotddve aktiv
reninné alakul [78,79]. A ma4j altal termelt angiotenzinogént a renin ,,angiotensin I’ (Ang I)-re
transzformalja. Az Ang I a tiiddben termel6dd ACE szubsztratja, amibdl ,,angiotensin II”” (Ang
1) képzddik, amely potens végtermékként a szervezetben diffuzan jelenlévd angiotensin
receptor 1 és 2-6n (ATIR és AT2R) keresztiil szdmos folyamatot regulal: a sziv-érrendszerben
artérias és vénds vasokonstrikciot, hipertenziét ¢€s tachycardidt eredményez, a
mellékvesekéregben aldoszteron felszabadulast, a vese disztalis tubulusaiban kovetkezményes
natrium-retenciot ¢és kaliumkivalasztast produkal, mig a hypothalamus ¢és hypophysis

abra).

Az utobbi néhany évtizedben deriilt fény arra, hogy az Ang Il az ATR1-n keresztiil a
MAPK ¢és a Rho proteinek altal az NF-xB medialt szignaltranszdukcios tUtvonalon pro-
inflammatodrikus gének aktivaciojat is eldsegiti [80-82]. Mindez ,,Vascular endothelial growth
factor” (VEGF) lokalis felszabadulast, ezen keresztiil érpermeabilitas fokozddast okoz, tovabba
szdmos citokin és kemokin, valamint sejtadhézidos molekuldk, pl. az , Interleukin-6" (IL-6),
,Monocyte chemoattractant protein” (MCP), ,,Vascular cell adhesion protein-1” (VCAM-1) és
“Intercellular cell adhesion protein-1” (ICAM-1) termelddését idézi eld, amelyek egyiittesen a
IT a thrombocyta adhézidos molekuldk (pl. P-selectin), valamint a szoveti faktor (TF) és a
,plasminogen activator inhibitor-1 és 2” (PAI-1/2) endothelsejt €s simaizomsejt altali

expressziojanak fokozasa révén a lokalis thrombosis valoszinliségét is ndvelheti [83].
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3. abra Az ACE2 balansziroz6 szerepe a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerben. Az eredeti abra

forrasa: [85].

Az ACE2 RAAS rendszeren beliili pontos szerepére csupan az utobbi két évtized soran deriilt
fény. Az enzim szubsztratja az Ang I és Ang Il egyarant, melyekbdl proteolitikus hasitas révén
“angiotensin 1-9” (Ang 1-9) illetve “angiotensin 1-7” (Ang 1-7) képzddik. Az utdbbi a
“mitochondrial assembly receptor”-hoz (MASR) ko6tddik, ami vazodilatacidt okoz csokkentve
ezzel a vérnyomast, tovabba gatolja az érfal trombotikus, flogisztikus és profibrotikus
folyamatait, igy egyfajta belsé ellensulyként funkcional az extenziv Ang II képzddéssel
szemben (3. abra) [86-88].
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Az ATRI1 éltali aktivacié révén megvalosuld proinflammatorikus és prokoagulacios
folyamatok ellenstilyozasat szolgaljak az ATR2-6n keresztiil megvaldsulo protektiv hatdsok. A
receptor aktivalodasa az endothelsejtek nitrogen-oxide (NO) termelddését fokozza és bizonyos

sejteken beliil az NF-«xB medialt jelatviteli kaszkad aktivaciojat gatolja [84].

Bizonyos kronikus gyulladéssal jaro korallapotokban a sejtek felszinén expresszalodo
ACE2 a proteaz aktivitassal rendelkezd fehérje (“A disintegrin and metalloproteinase 177,
ADAM17) hatésara lehasad, ¢és a véraramban kering tovabb [89]. A lehasadas kdvetkeztében
az ACE2 funkcidja kérosodik, és balanszirozo képességét elvesziti [89,90]. Ezt tamasztjak ala
azok a megfigyelések, miszerint egyes kardiovaszkularis korképekben, mint
magasvérnyomasban [91], aorta stenosisban [92], szivelégtelenségben [93], ¢és
pitvarfibrillaciéban [94] szenvedd betegek vérében a keringd ACE2 mennyisége jelentdsen

megemelkedik.

Virusreplikdcio gdtldsa
SARS-CoV-2

Anti-Ang 1T hatas

Szolubilis
ACE2
\_j

p - | J

e T b

G ( G 1 ¢
Viralis RNS

ACE2 p— ACE2 IAPRSSH Replikacié

Sejtmembrdan * * * *

4. abra A SARS-CoV-2 virus internalizacié és az ACE2 “shedding” folyamata. Az eredeti abra forrasa:

[95].

SARS-CoV-2 infekcio esetén a RAAS mindkét “karja” (Ang II/AT1R/NF-kB utvonal
indukcio), illetve az Ang 1-7/Ang 1-9/AT2R/NF-«xB ttvonal gatlas) extenziven mitkodik. A még
sejtfelszinen 1évé ACE2-t az ADAMI17 enzim a sejtfelszinrdl lehasitja és szolubilizalodik. A
bontdéenzimének (vagyis az ACE2) aktivitascsokkenése miatt az Ang Il mennyisége emelkedik,

ami az ATR1-hez koétddve tovabb fokozza az ADAMI17 protedz aktivitasat, és ez a sejtfelszini
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ACE?2 expressziot tovabb csokkenti, egyben ndveli a keringd ACE2 szintjét és aktivitasat [96].
Mindemellett az ACE2 nem csupan az angiotenzin, hanem tobbek kozott a bradykinin,
pontosabban a des-Arginin-bradykinin enzimatikus hasitasaért is felelds [97,98]. Ez utébbi a
,Bradykinin Receptor B17-hez (BKB1R) képes kotddni €és tovabbi gyulladasos kemokinek
termelddését potencirozza, melyek vazodilataciot, sejtproliferaciot és fibrozist eredményeznek
[50,97,99]. Osszességében az ACE2 expresszié redukcidja a protektiv kardiovaszkularis hatas
csokkenéséhez, végsd soron a pro-inflammatorikus és prokoagulans hatasok ardnyanak elébb
lokalis, majd generalizalt megnovekedéséhez vezethet [96]. Ugyanakkor a felszabadulé ACE2
fehérje ¢és a viruspartikuldk S-proteinen keresztiili egymashoz valdé kotddésének
feltételezhetden lehet kedvezd hatasa is, mivel ez gatolhatja a virusreplikaciot (4. abra).

A fentiekben részletezett mechanizmusok alapjan sulyos COVID-19 betegségben a
szolubilis ACE2 mennyiségének novekedését varnank, viszont a témaban publikalt vizsgalatok
soran ellenmondéasos eredmények sziilettek: a kontrollhoz képest emelkedett ACE2
szérumszintrél szamolt be tobb kozlemény [100-104], mig néhany szerzé nem talalt
kiilonbséget a kontroll csoporthoz képest [105,106], illetve egy kutatdcsoport vizsgalatai soran
a kontrollokhoz képest inkdbb alacsonyabb szolubilis ACE2 szinteket sikeriilt kimutatni [107].
Munkacsoportunk - a jelen vizsgalatokat megelézden - egy kritikus allapotd COVID-19 beteg
nyomonkovetése soran a szolubilis ACE2 emelkedett szérum aktivitasat detektalta [108]. Ezért

fontosnak tartottuk nagy betegszam mellett ezen elézetes eredmények tovabbi vizsgalatat.

3.5 A HE4 protein mérésének lehetséges szerepe COVID-19 korképben

A HE4 a ,,Whey acidic protein” (WAP) fehérje csalad tagja, a WFDC2 gén terméke. A
WAP fehérje csaladba olyan antiprotedz ¢és antibakteridlis aktivitassal, illetve
gyulladascsokkentd hatassal rendelkezd proteinek sorolhatok, amelyek a tiidoben nagy
mennyiségben képzddnek és a korokozok proteolitikus folyamatainak kivédésében jatszanak
jelentds szerepet [109,110]. A ,,Secretory leukocyte protease inhibitor” (SLPI) és az elafin a
csoport két prominens tagja, melyek elsésorban ,,neutrophil elastase”-ra kifejtett gatlé hatasuk
révén egyes baktériumok (pl. Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus stb.), gombak
(Aspergillus fumigatus, Candida albicans), illetve retrovirusok (pl. Huméan Immundeficiencia

Virus - HIV) ellen is hatékony védelmet biztosithatnak [111-113].

A HE4 egy kisméretli szekretoros glikoprotein, amely elséként a spermiumok érési

folyamataiban feltételezett szerepe miatt valt ismertté [114]. Azdta szamos huméan szdvetben
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kimutattdk az expresszidjat: a nyalmirigyek, a szdj- ¢€s orriireg, valamint a léguti
epithelsejtekben egyarant [110], €s szerin, valamint cisztein protedz inhibitor hatdsan keresztiil
a proteolitikus tulajdonsaggal rendelkezd mikrobak elleni védelemben jatszik szerepet [115].
Az egészséges szOvetek normdl expresszidjaval szemben a légzérendszer, az emld és a
reproduktiv szervek egyes daganatos megbetegedéseikor viszont jelentés mértékben megnd az
expresszidja €s magas koncentracidban van jelen a keringésben [110,116,117], ami alkalmassa
teszi biomarkerként torténd hasznalatdt malignus korképek (pl. petefészekrak, tiidorak)
progresszidjanak megitélésében [118,119]. Ugyanakkor nem malignus pulmonolégiai
betegségekben, ugy, mint cisztas fibrozis, tuberculosis €s interstitialis tiidobetegségben is a
szérum HE4 szint jol kovette a gyulladdsos folyamatok sulyossagat és ezaltal alkalmas

laborparaméter volt a betegek klinikai allapotanak értékelésében [120-122].

Stulyos SARS-CoV-2 fert6zésben a leginkdbb involvalt szerv a tiid6, melynek
karosodasahoz tobb, egymast potencirozé koros mechanizmus jarulhat hozza. Az exudativ
diffuz alveolaris kdrosodas, a hyalinmembran képzddés, a Il-es tipusu pneumocyta hiperplazia
¢s a pro-inflammatorikus citokinek tultermelddése egyiittesen vezet a 1égzdfeliilet maradando
karosodasahoz, ami akar a beteg halalat is okozhatja [123]. Korabbi klinikai vizsgalatok soran
bakterialis ARDS-ben a jelentésen emelkedett szérum HE4 koncentracid szoros kapcsolatot
mutatott a kedvezdtlen kimenetellel [124,125]. Ezidaig minddssze két publikacio ismert, amely
a HE4 szérumszint prognosztikai szerepét vizsgalta COVID-19 betegségben, bar ezen
tanulmanyokban az intenziv ellatast igényl6 tiidogyulladasban szenvedd betegek esetében a
pontos klinikai koriilmények nem voltak teljesen tisztazottak [126,127], ezért a HE4 szerepének

tovabbi elemzését fontosnak tartottuk stilyos COVID-19-ben.

3.6 Az endothelsejt diszfunkcio kialakulasa és molekularis karakterisztikaja sulyos
COVID-19 betegségben

A vaszkularis endothelium szdmos funkciot lat el a szervezet homeosztazisanak
fenntartasa érdekében. Normal koriilmények kozott az érfalakat beliilrél béleld endothelsejtek
¢szlelik és gyorsan reagdlnak a mikrokornyezetilkben megjelend humoralis faktorokra és a
hemodinamikai valtozasokra, melyen keresztiil befolyéssal birnak a hemosztdzis, az oxidativ
stressz, a gyulladés, a vaszkuldris permeabilitds, a véraramlas és a véralvadas folyamatara,
illetve az érfal integritdsanak biztositasara egyarant [128,129]. Mindezen feliil a véraramba

bejuto infektiv agensek elleni elsé védelmi vonalként is kiemelkedd szereppel birnak [130].
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Nyugalmi 4allapotban az endothelium antikoagulans, antiadheziv ¢és vasodilatator

karakterisztikaval jellemezhetd [131].

Endothelium diszfunkciorol akkor beszéliink, ha a fent emlitett endothelialis funkciok
koziil egy vagy tobb karosodik [132]. A véraramba jutott korokozok vagy azok valamely
alkotdja az endothelsejtek felszinén és az intracellularis térben elhelyezkedd Un. ,,pattern
recognition receptor” (PRR) molekuldkon keresztiil egy konzervalt, nem specifikus antiviralis
gyulladasos kaszkadmechanizmust inditanak el, amely a sejten beliilli NF-xB- és MAPK-
medialt szignaltranszdukcids tutvonalakon keresztil 1L-6, IL-8, TNF-o, IL-1B, és INF-y,
tovabba kiilonbozd sejtadhézids molekuldk (pl. E-selectin, P-selectin, ICAM-1, VCAM-1)
megnovekedett expresszidjat eredményezi [132]. Az endothelium monolayer megbomlésa
kovetkezményes permeabilitasfokozodast generdl, illetve lehetdvé teszi a kotdszdvetben
jelenlévd prokoagulans faktorok, pl. a TF, PAI-1, ,,von Willebrand factor” (vWF) és az
,urokinase-type plasminogen activator” (uPA) felszabadulasat [132]. A SARS-CoV-2 okozta
fert6zés esetén az endothelsejtek és a fehérvérsejtek, illetve a vérlemezkék kozotti
intercellularis kapcsolatok bizonyitottan kiemelkedd szerepet jatszanak a szovodményként
gyakran detektalt myocardialis infarctus (MI), a vasculitis, az interstitialis pneumonitis és az
ARDS kialakuldsaban [133-135]. Az indirekt sejtaktivacios mechanizmusok mellett az
endothelsejtek felszinén jelenlévé ACE2 glikoproteinen keresztiill megvalosuldo kozvetlen
fert6z0dés, a kovetkezményes sejtaktivacio és karosodas, illetve sejtapoptozis is vélhetéen nagy

jelentdséggel bir [50,66,67].

A SARS-CoV-2 virusfertdzés elsdszamu behatolasi pontja a 1égzérendszer. Az alveolaris
kapillaris rendszer a test legslirlibb és egyben legkiterjedtebb érhaldzata [130], igy a
pneumocytak és az alveolaris macrophagok megfert6zodése valdsziniileg az 6ket korbevevd
endothelsejtek kozvetlen és kozvetett karosodasat is magéaval vonja [136]. A krdonikus
endothélium gyulladas és diszfunkcid jellegzetes megnyilvanulasi forméja az atherosclerosis,
amely az érendothelsejtek, a vérlemezkék, a macrophagok és a kornyez6 simaizomsejtek koros
mukodésének eredményeképpen alakul ki [137]. A legutébbi klinikai vizsgalatok alapjan a
sclerotikus plakk magjat képezd nekrotikus szovetszaporulat kialakuldsaban a Lp-PLA2, masik
nevén ,platelet-activating aethyl-hydrolase”, kulcsszerepet jatszik [138]. Az Lp-PLA2 a
macrophagok altal termelt, a vérben az alacsony denzitdsu lipoproteinnel (LDL) komplexben
keringd fehérje [139], és az oxidalt foszfolipidekbdl hidrolizis Utjan pro-inflammatérikus
karakterrel rendelkezd medidtorokat hoz I1étre. Ez utobbiak kulcsszerepet jatszanak az

endothelsejt diszfunkcid és a tulzott mértékli vérlemezke aktivacid kialakuldsdban [138].
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Tovabba kapcsolatba hoztdk az LDL oxidativ formajanak kialakuldsaval is, mely az érfal intima
gyulladédsos kaszkadfolyamatanak elinditasaért felelés [138]. A szérumban detektalhaté Lp-
PLA2 szint hatékony biomarkernek bizonyult az atherosclerosis eredményezte visszatérd
koszoruérbetegség €s a stroke rizikobecslésére [140], valamint a lipid anyagcserezavarokban
fennallo prokoagulans hajlam értékelésében is [141]. Erdekes modon stlyos COVID-19
koérallapotban lecsokken az ssz koleszterin, az LDL és a magas denzitdsu lipoprotein (HDL)
mennyisége is [142], mig a sériilt pneumocytakbol és macrophagokbol felszabaduld oxidalt
lipidproduktumok aranya megnd ARDS-ben [143]. COVID-19 betegségben a lipidanyagcsere
érintettsége ¢és az endothelium funkcidkarosoddsa ellenére az Lp-PLA2 mennyiségi

valtozasanak prediktiv értékérdl korlatozott szamu eredményekkel rendelkeziink [144].

3.7 Az LDH izoenzimek aktivitasanak lehetséges eltérése COVID-19 betegségben

Az LDH enzim egy, a szervezet minden sejtje altal termelt oxidoreduktdz, amely a piruvat-
laktat reverzibilis atalakulasat segiti eld. Sejtsériilés esetén a fehérje a véraramba keriil, ahol
aktivitasa jelentésen megemelkedhet. A molekula tetramer szerkezetii és két (M - muscle és H
- heart) alegység kiilonb6z6 kombinacioibdl épiil fel, melyeket izoenzimeknek neveziink és
termelddésiik bizonyos mértékben szovetspecificitast mutat [145,146]. Humanban 6sszesen 0t
izoenzimet kiilonboztetiink meg: az LDH-1 (4H alegység) dontden a szivizom, az LDH-2
(3HIM) a retikuloendothelialis rendszer, az LDH-3 (2H2M) a tiid6, az LDH-4 (1H3M) a vese,
mig az LDH-5 (4M) a m4j €s a vazizom sejtjei altal termelddik [145,146]. Rutin laboratoriumi
koriilmények kozott a szérumban 1évo 6ssz LDH aktivitast mérjiik, mely az egyes izoenzimek
aktivitasanak Osszegébdl adodik. Szadmos mas, rutinban mérhetd laboratériumi paraméter
mellett a LDH-rdl is bebizonyosodott, hogy COVID-19 betegségben a stlyossag tekintetében
figgetlen prediktiv faktorként viselkedik [147-150], illetve képes eldrejelezni a sulyos
tiidokarosodast és a légzési elégtelenséget [150,151], tovabba a kedvezdtlen kimenetelt
[147,148,152]. Bar korabbi vizsgalatok feltartdk a més respiratorikus korallapotokra jellemz6
LDH-izoenzim mintézatokat [153], a COVID-19 kérkép esetében csak kevés klinikai eredmény
all rendelkezésiinkre [154].
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4 Célkitiizések

Laboratoriumi  vizsgalataink célja az volt, hogy 0Osszefiiggést keressiink a
szérumbol/plazmabdl kimutathatd, az endothelsejt diszfunkcidban emelkedett mennyiségben
expresszalodd biomarkerek abnormalis koncentracidja vagy aktivitdsa €s a sulyos/kritikus
allapoti COVID-19 betegségben szenvedd betegek klinikai allapota, valamint a korkép
kimenetele kozott. Vizsgalatainkba az intenziv osztilyos gyakorlatban rutinszerien mért
paraméterek koziil az LDH enzim 6t szovetspecifikus izoenzimjét analizaltuk, illetve a korabbi
tudoményos eredményeink alapjan az ACE2, a HE4, a P- és E-selectin, VCAM-1, CD40L,
valamint a Lp-PLA2 biomarkerek szérumszintjét vagy aktivitdsat vettiilk gorcso ala.
Meghataroztuk tovabba az egyes paraméterek korhazi felvétel idején mért értékeinek

prognosztikai szerepét a betegség progresszidja €s a varhatd kimenetele tiikkrében.

4.1 A szolubilis ACE2 aktivitas valtozasanak vizsgalata sulyos és kritikus allapotu
COVID-19 betegek kimenetelével osszefiiggésben

A sejtfelszinen expresszalt ACE2 fehérje alapvetd szerepet jatszik a SARS-CoV-2
virusrészecskék internalizaciojaban és igy a gazdaszervezet megfertdz6désében. A korabbi
eredmények alapjan kivancsiak voltunk arra, hogy a szérumban keringd ACE2 aktivitdsa
korrelaciot mutat-e a COVID-19 klinikai stlyossagaval és lathato-e aktivitasbeli kiilonbség az

cre

eltérések esetén. Az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e sulyos, illetve kritikus allapota COVID-19 betegek szérummintainak ACE2 aktivitasat
megmeértiik és 0sszehasonlitottuk az egészséges populacioban mért értékekkel, tovabba
sulyos, nem SARS-CoV-2 okozta szepszis miatt kezelt betegek eredményeivel,

e a SARS-CoV-2 fertézott betegeknél a korhazi kezelés elétt és a kezelés alatt is
meghataroztuk a szolubilis ACE2 aktivitasat a fehérje potencialis prediktiv és
prognosztikai értékének megitélése celjabol,

e az ACE2 aktivitas értékeket a rutin laboratoriumi gyulladasos markerekkel korreléaltatva
is megvizsgaltuk, és statisztikai analizissel elemeztiik a fiiggetlen valtozoként viselkedd

paramétereket.
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4.2

A HE4 szérumszintjének vizsgadlata pulmonalis gyulladdsos biomarkerként eltéro
sulyossagu COVID-19 pneumonidban szenvedé betegekben

A léguti epithelsejtek altal expresszalt HE4 protein vizsgalata az els@sorban léguti fert6zést

okoz6 sulyos SARS-CoV-2 infekciod esetén kézenfekvonek tiint. EzErt megvizsgaltuk

4.3

az enyhe, kozepesen sulyos és kritikus allapota COVID-19 betegekben a HE4
szérumszint valtozasat a korhazi felvétel elott, illetve a betegek egy részénél
utankovetéses mintaadkban is,

a HE4 értékeket korrelaltattuk a rutin laboratoriumi paraméterekkel és a klinikai allapot
sulyossagaval kiilonos tekintettel a pulmonologiai érintettségre,

a korhazi kezelés megkezdése eldtt mért HE4 szérumszinteket 6sszefliggésbe hoztuk a
klinikai progresszioval és a betegség végkimenetelével az esetleges prognosztikai

jelentdség megitélése céljabol.

Endothelsejt diszfunkciot és a vérlemezke aktivaciot jellemzo biomarkerek

e rer

A COVID-19 korkép patomechanizmusdban megkérddjelezhetetlen szerepet jatszik az

endothelium strukturalis és funkciondlis sériilése, ami kaszkadszerti gyulladasos és koagulacios

mechanizmust indithat el az érpalyan beliil. Az ekkor termel6dd inflammacids proteinek és a

masodlagosan bekdvetkezd vérlemezke aktivacid jelzomolekuldi a vérmintaban mérhetdveé

valnak. Ebbol kovetkezden

retrospektiv modon vizsgaltunk néhany sejteredetli paramétert a SARS-CoV-2 infekcid
okozta ARDS-ben szenvedd tulélok és a kedvezotlen kimenetelt mutatd betegek
szérummintaiban és kontrollcsoportként enyhe léguti fert6zés tiineteit mutatd, de
SARS-CoV-2 specifikus RT-PCR negativ betegek mintait analizaltuk,

az endothelsejt diszfunkci6 detektalasa érdekében a VCAM-1, E-selectin, ACE2 és Lp-
PLA2 szérumszintek meghatarozdsat végeztilk, mig a vérlemezke aktivacio
jellemzésére a plazma P-selectin ¢s CD40L kimutatasat valasztottuk,

a fenti biomarkerek emelkedett szintje és a COVID-19 betegség kimenetele kdzotti

esetleges relaciot allapitottuk meg.
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4.4 Az LDH egyes izoenzimjeinek vizsgdlata enyhe/kozepesen sulyos és sulyos
COVID-19 betegségben

Feltartuk az LDH egyes izoenzimjeinek aktivitas valtozasait két eltérd klinikai stlyossagu,

COVID-19 tiidégyulladasban. Ennek érdekében

e a koérhazi felvételt igényld, sulyos €s enyhe/kézepesen sulyos COVID-19 betegségben
szenved0 betegek szérummintaiban meghataroztuk az O6ssz LDH aktivitast és
eredményeinket korrelaltattuk a klinikai allapot sulyossagaval,

o cgyenként megmértiik az egyes LDH izoenzimek aktivitasat, majd 0Osszefliggést
kerestiink az izoenzim aktivitds értékei €s mads, rutin laboratdriumi paraméterek
szérumszintje kozott,

e kapcsolatot kerestiink a tiidéérintettség mértéke és az LDH-izoenzimek eltéréseinek

elektroforetikus mintazata kozott.
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5 Anyagok és modszerek

A doktori értekezés alapjaul szolgdld tudomanyos kozlemények vizsgalatai sordn egy
nagyszamu COVID-19 betegcsoport szérum, illetve plazma mintait dolgoztuk fel a kiilonb6z6
biomarkerek analiziséért. A megfogalmazott célkitlizéseink megvalaszolasa érdekében a
betegeket kiilonb6z6 alcsoportokba soroltuk és kovettiik a klinikai allapotuk kimenetelét. A
kiilonboz6 vizsgalatok alatt szamos metodika atfedést mutatott egymassal, igy a laboratoriumi

moddszerek nem kozleményenként, hanem egységesitve keriilnek bemutatésra.

5.1 Betegek és kontrollok

Kutatasaink soran a SARS-CoV-2 okozta masodik és harmadik fert6zési ,,hullam” alatt
(2020 decemberétol 2021 juliusaig) a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Infektologia
Klinikan, valamint a Kenézy Gyula Campus Kdzponti Intenziv Osztalyan kezelt enyhe, stlyos
¢s kritikus allapotat COVID-19 betegektdl nyert vérmintakat dolgoztuk fel. Szamos beteget a
Jelolt maga kezelt. Ezen vizsgalati populacid6 mellett a szolubilis ACE2 szérumaktivitas
mérések soran a Budapesti Jahn Ferenc Dél-pesti Centrumkorhdz Orszagos Hematologiai és
Infektologiai Intézetben kezelt és rendelkezésiinkre bocsatott, szintén COVID-19 betegségben
szenvedd betegek kisebb csoportjdnak a mintdit is bevontuk. A teljes vizsgalt
betegpopulacidban 18 és 87 év kozotti betegek szerepeltek. A vizsgéalatokban szereplok korében
a komorbiditési adatok a kezeldorvosok altal rendelkezésiinkre alltak. Az ismert rosszindulati
tumoros megbetegedést, az autoimmun korképet, az idiilt tiidobetegséget és a terhességet
altalanos kizar6 tényezoként kezeltiik. A vizsgdlati csoportunkba bevalogatott betegek
mindegyikénél az orr-garat valadékbol elvégzett RT-PCR moddszerrel keriilt igazolasra az akut
SARS-CoV-2 fertézés. A korhazi felvételt kdvetden a sulyos vagy kritikus allapota COVID-19
betegek elhelyezése intenziv terapias osztalyon tortént, mig az oxigénterapiat igényld, de stabil
allapotu betegek nyilt korhazi részlegen keriiltek elhelyezésre. A klinikai allapot sulyossaganak
megitélésére minden esetben az un. ,,Sequential Organ Failure Assessment” (SOFA)
pontrendszert alkalmaztuk (1. tablazat). Amellett, hogy a korhazi kezelés indoka szinte kivétel
nélkil a légzési elégtelenség ¢és oxigénszupporticios igény volt, a betegek vizsgalati
alcsoportokba torténd kategorizalasa a kiindulasi SOFA- score segitségével tortént: a 10 vagy
annal nagyobb pontszamot elérd betegek a kritikus allapotti csoportba sorolddtak ¢és

elhelyezésiik intenziv osztalyon tortént, mig a 10 alatti pontszammal rendelkezdket sulyos, de
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stabil allapotunak tekintettiik és nyilt osztalyra keriiltek. Az oxigén-szupplementacio iranti
igény ¢és igy kozvetve a tiidé funkcionalis allapota - a SOFA-score-ban reprezentalt szervi
elégtelenségen kiviill - a Horowitz-indexszel keriilt kikalkuldlasra, amely a belélegzett
gazkeverék oxigén-frakciojabol (FiO») és a beteg artérias vérében mérhetd oxigén-nyomasbol
szamithato ki (PaO.), mértékegysége Hgmm (vagy kPa). A Horowitz-kvociens (mas néven
Pa/Fi index) normalis értéke oxigén szupportacid nélkiil normal 1égkdri nyomas esetén 350-450
Hgmm. A belélegzett és az artérids vérben mérhetd oxigénszint kiilonbség a pulmonalis
ventillacids és perfuzios kapacitasrol arulkodik. Amennyiben akar a tiiddteriiletek atszelldzése,
akar az alveolusoktdl torténd oxigénszallitas zavart szenved, az a Pa/Fi arany csokkenésében
2012-ben lefektetett Berlin-kritériumok hatarozzék meg. A Horowitz-index alapjan az ARDS -
sulyossagat illetden - harom kategodridra oszthat6: ha a Horowitz index érté¢ke 200-300 Hgmm
kozotti, enyhe, ha 100-200 Hgmm kozétti, kdzepes, mig 100 Hgmm alatt sulyos ARDS-re utal.
A vizsgélataink soran kontrollcsoportként bevont bakteridlis szepszisben szenvedd betegek
esetén a szepszis diagnosztikai kritériumait az Amerikai Tiidogyodgydsz és Intenziv Terapids
Tarsasag kritériumrendszere alapjan Aallapitottuk meg (,,American College of Chest

Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus criteria”).

Paraméter 0 1 2 3 4
Pulmonalis funkcio - > 400 <400 <300 1;2255(3;;02;;&1 1;(;2155(2;;01;;2“
Vérlemezkeszam (x 10%/pl) >150 <150 <100 <50 <20
Majfunkci6 - 6ssz bilirubin <12 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 > 12 (2204)
mg/dl (umol/l) (20) (20-32) (33-101) (102-204) =ol=
Dopamin 5,1- .
MAP > Dopamin < 5* 15* vagy Dopa;:n n = 1115.*
Kardiovaszkularis rendszer 70 MAP vagy Epinephrin vagyo laltng;m
rye r . * >
aktualis allapota Hgmm | * 70 Hgmm | dobutamin =0,1% vagy Norepinephrin
tamogatas Norepinephrin > 0.1%
<0,1* ’
Kozponti idegrendszer
15 13-14 10-12 6-9 <6
(GCS)
Vesefunkcié - kreatinin
mg/dl (umol/l
g/dl (u ) <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
. . o (<110) | (110-170) (171-299) (300-440) (>440)
Uritett vizelet mennyisége
(ml/nap) <500 <200

1. tablazat A SOFA pontrendszer paraméterei. Roviditések: PaO, - ,,Arterial partial pressure of oxygen”;
FiO,- ,,Fraction of Inspired Oxygen”; kPa — kiloPascal; GCS — Glasgow Coma Scale; MAP — Mean arterial

pressure, *pg/testsulykilogramm/perc.
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A koérhazi felvételt igénylé COVID-19 betegek esetén alkalmazott standard terapia a
vizsgalat idején érvényben 1év0 magyarorszagi szakmai ajanlasnak (,,2020. évben azonositott
kézikonyve”) megfelelden tortént. Az oxigénterapia, a noninvaziv és invaziv 1¢legeztetés a
betegek mindenkori oxigényigényének figyelembevételével keriilt bevezetésre. A klinikai
allapot progresszidjanak nyomonkdvetését a kordbban mar bemutatott SOFA-pontrendszer és
Horowitz-index rendszeres Ujraértékelésével végeztiik. A betegek demogréfiai jellemzdi,
tarsbetegségei, a mellkas CT-n lathat6 tlidéérintettség, a terapias modalitasok, a korhazi kezelés

hossza és a kimenetel tekintetében a kezeldorvosok altal szolgaltatott adatokra hagyatkoztunk.

A szolubilis ACE2 és a HE4 vizsgélatok sordn kontroll csoportként olyan kritikus
allapot bakterialis szeptikus betegeket valogattunk be, akik SARS-CoV-2 RT-PCR tesztje
negativ eredményt adott és a bakterialis fertézés ténye mikrobioldgiai mddszerekkel igazolva
volt. A szepszis diagnozis feléllitasat az ACCP/SCCM (,,American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus”) érvényben 1évd diagnosztikus
kritériumai szerint végeztik. A VCAM-1, Lp-PLA2, E-selectin, P-selectin és CD40L
markereket tanulmanyozo6 méréssorozatunk soran kontrollként enyhe 1éguti tiineteket mutato, a
Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont Belgydgyaszati Intézetben korhazi kezelésben részesiilo,

SARS-CoV-2 negativ betegek 0sszegylijtott szérum/plazmamintait hasznaltuk.

A koérhazi felvételkor, a klinikai szitudcio altal kivanatos urgens terapias lépésekkel
(oxigénszupportacio, intravénds folyadékpotlas, etc.) egyiitt, de az inflammaciét befolyéasolni
képes gyogyszeres kezelés megkezdése eldtt az Gsszes résztvevotdl alvadasgatolt (szérum)
mintavétel, valamint Na-citratot tartalmazé Vacutainer® csdvekbe tortént periférias vénas vér
(plazma) levétele tortént, amelyet lehetdség szerint kovetéses mintakkal egészitettiink ki a
hazabocsatas vagy még az exitus el6tt. A kontroll csoportok tagjaitdl a korhazi kezelés elsé 24

orajaban tortént a mintavétel.

5.2 Vizsgalati modszerek

A rutin laboratoriumi vizsgéalatokra a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont
Laboratoriumi Medicina Intézetben keriilt sor. A mar bealvadt vérmintakbol a sejtalkotok
centrifugalasat kovetden a feliiluszo szérumot eltavolitottuk és tovabbi feldolgozasig -70° C-on

taroltuk. Az alvadasgatolt vérmintdkat szintén lecentrifugaltuk, hogy a citratos plazmat
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eltarolhassuk. A fehérvérsejtszamot, a vérlemezkeszamot, a hemoglobin koncentraciot és az
atlagos vérlemezke térfogatot (mean platelet volume - MPV) rutin koriilmények kozott egy
Advia® 2120 Hematology System automatin (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NJ, USA)
hataroztuk meg. A C-reaktiv protein (CRP), a procalcitonin (PCT), az IL-6, a ferritin, és a
cardiac troponin T (cTnT) koncentracid kimutatasa elektro-kemilumineszcens immunoassay
(Cobas® e411, Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) segitségével tortént, mig a D-
dimer meghatarozashoz immunoturbidimetrias méréseket végeztiink (BCS® XP, Siemens,
Miinchen, Németorszag). Az enzimaktivitasok vizsgalata (aszpartat-aminotranszferaz [AST] és
alanin-aminotranszferaz [ALT], valamint az LDH) és a kreatinin, illetve az urea meghatarozasa
kinetikus kolorimetrikus assay-vel tortént Cobas® 6000 analizitor késziilék segitségével
(Roche Diagnostics). A becsiilt glomeruléris filtracids rata (eGFR) értékét a ,,CKD-EPI”

(,,Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration™) egyenlete alapjan hataroztuk meg.

Az LDH egyes izoenzimjeinek aktivitasat gélelektroforézis segitségével analizaltuk
(LDH Hydragel® 7 kit [Sebia, Norcross, GA, USA]) 8,4 pH-n agar6z gélen. Az elkiilonitett
izoenzimek vizualizacidja specialis kromogén szubsztrattal tortént. A kapott formazéan
precipititum mennyisége az LDH izoenzim aktivitasdval volt aranyos. A félautomata
HYDRASYS® elektroforézis késziilék (Sebia) segitségével futattuk a mintakat az agardz gélen.
A megszaradt gélrdl denzitometria segitségével hataroztuk meg az egyes izoformak relativ
mennyiségét. Az LDH izoenzimek aranyat a Hydragel® 7 kit gyartd utasitdsai alapjan
kalkulaltuk ki. A mérések kivitelezésében Dzsudzsédk Erika analitikus (DE, Laboratériumi

Medicina Intézet) nyujtott segitséget.

A szérum ACE2 aktivitas egy ,,in-house” fluoreszcens kinetikus assay-vel tortént, amihez
egy specifikus fluoreszcens szubsztratot alkalmaztunk egy korabbi kozleményben bemutatott
modszer alapjan [108]. A mérések kivitelezésében Dr. Fagyas Miklds egyetemi docens (DE,

Kardioldgiai Intézet, Klinikai Fiziologiai Tansz¢k) segitségét koszonjiik.

A HE4 szérumszint mérése automatizalt immunoassay segitségével tortént (Architect®
11000SR, Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag). A mintdk VCAM-1, E- és P-selectin,
valamint CD40L szintjét kereskedelmi forgalomban elérhetdé ELISA kitek segitségével
mutattuk ki a gyart6 utasitasai alapjan (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), mig az Lp-
PLA2 detektalasa - szintén a gyartd utasitdsai alapjan - egy masik automatizalt

kemilumineszcens immunoassay-vel tortént (Snibe Maglumi® 800, Snibe, Shenzhen, Kina).
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5.3 Statisztikai szamitasok

Az adatok normalitasanak vizsgalatara Shapiro-Wilk és Kolmogorov-Smirnov tesztet
hasznaltunk. Két tanulméanyunk lefolytatasa el6tt a mar csak limitalt szdmban elérhetd ,,minta-
pool” miatt a méréseket megeldzden az Intercooled Stata v17 program segitségével 90 %-o0s
statisztikai erd €s 0,05 a érték mellett meghataroztuk a szignifikéans kiilonbségek kimutatasahoz
sziikséges legkisebb mintaszam nagysagat. Korabbi kézlemények alapjan a HE4 szérumszint
mérésekor a sulyos és kritikus allapoti COVID-19 fertdzott csoportok esetében meghatarozott
kozépértéket (145,7 pmol/l, valamint 284,0 pmol/l) és a hozza tartoz6 standard deviacio értéket
(118,4 pmol/l, valamint 201,6 pmol/l) vettiikk figyelembe [127], és a legkisebb kivanatos
mintaszam alcsoportonként 30-nak bizonyult. A szolubilis E-selectin meghatarozas esetén a
kedvezd és kedvezdtlen kimenetellel rendelkezd intenziv osztilyos kohorszok vizsgalatai
alapjan 33,7 ng/ml, illetve 60,6 ng/ml median értékek és 25,0-45,5 ng/ml, valamint 49,2—-111,6
ng/ml IQR mellett [155], a minimalis mintaszdm 33 volt. Eredményeinket median érték
(interkvartilis tartomany, IQR) forméban fejeztiik ki. Két kohorsz mintdinak 6sszehasonlitasara
Mann-Whitney U tesztet vagy ¥’ tesztet, illetve Fisher-féle egzakt probat alkalmaztunk. A
korhazi kezelés elotti és a kovetéses mintdk szérumszintjeinek Osszevetése Wilcoxon-féle
parositott teszttel tortént. Ketténél tobb csoport 6sszehasonlitasa soran Kruskal-Wallis tesztet
végeztliink Dunn-féle post-hoc analizissel. A vizsgalt biomarkerek, valamint mas klinikai és
laboratoriumi paraméterek kozotti korrelacié kimutatdsa Spearman teszttel tortént, ahogy az
0ssz LDH ¢és az egyes LDH izoenzimek aktivitasai kozotti kapcsolat vizsgalata is. A kérhéazi
felvételkor mért biomarker szérumszintek és a Horowitz-index klinikai progresszidra és
kimenetelre gyakorolt diszkriminativ erejét ROC gorbe (,,receiver operating characteristic”)
analizissel értékeltiik az AUC (,,area under the curve”) érték meghatarozasaval. A kiiszob
értekeket a Youden-index maximuma alapjan hatdroztuk meg. Tobbszords logisztikus
regresszids analizist alkalmaztunk a vizsgalt szérumaktivitasok prognézisra és a klinikai
kimenetelre gyakorolt hatasanak feltarasa érdekében, valamint a demografiai és komorbiditasi
jellemzok és a rutin laboratériumi paraméterek, mint fiiggd valtozok relacidinak vizsgalatara.
A p<0,05 valoszinliségi szintet tekintettiik szignifikansnak. A statisztikai analizishez GraphPad

Prism® szoftvert hasznaltunk (6.01 verzid, La Jolla, CA, USA).
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6 Eredmények

6.1 A szolubilis ACE?2 aktivitds sulyos és kritikus dllapott COVID-19 betegekben jol
korreldl a korkép sulyossagaval, valamint kepes elorejelezni a varhato kimenetelt

Egy korabbi tudoményos kozleményiink alapjan a szolubilis ACE2 aktivitas jelentds
emelkedése egy sulyos COVID-19 tiidégyulladasban szenvedd beteg esetében igazolast nyert
[108]. Vizsgalataink soran ezért egy nagy betegpopulacioban még a korhazi kezelést
megeldzden a szérumban meghataroztuk az ACE2 aktivitast, és kerestiik a klinikai allapot

sulyossagaval, illetve a kedvezdtlen kimenetellel valo sszefiiggését.

6.1.1 A vizsgalatban résztvevo sulyos és kritikus dllapott COVID-19 betegek demografiai és
anamnesztikus jellemzoi

Ebbe a tanulmanyba &sszesen 176, RT-PCR vizsgalattal igazolt COVID-19 pozitiv egyént
vontunk be (2. tdblazat). A korhazba érkezést kovetden n. tridzs-vizsgalat soran kritikus, illetve
sulyos, de stabil allapotu betegekbdl allo alcsoportot képeztiink. A 110 kritikus allapota
betegbdl allo csoport atlagéletkora magasabb volt, mint a 66 enyhébb klinikai tiineteket mutatéd
kohorsz¢ (median [IQR] 67 [59-76] év vs. 61 [52-65] év; p < 0,0001), a nemek aranyaban
kiilonbség nem mutatkozott. A korhazi kezelés idétartamaban szignifikéans kiilonbség nem volt
(median [IQR] 10 [5-19] nap vs. 8 [6-12] nap; p = 0,1517). Gépi I¢legeztetési igényben jelentds
differencia mutatkozott a két csoport kozott (96 6 a kritikus allapot csoportban szemben a
sulyos allapota COVID-19 betegek esetében talalt 6 fovel). A kimenetel tekintetében is
szignifikans eltérést detektaltunk, miszerint a kritikus allapota betegek korében 78,2% volt az
elhaldlozds ardnya, mig a stlyos allapotii betegeknek csupan 4,5%-a mutatott kedvezdtlen
prognozist (p < 0,0001). A szérum ACE2 meghatarozassal parhuzamosan a rutin laboratériumi
paraméterek vizsgalatara is sor keriilt a korhazi kezelést megeldzden. A kritikus allapota
COVID-19 betegek csoportjaban a gyulladdsos laborparaméterek gy, mint a CRP, IL-6,
szérum ferritin és fehérvérsejtszam jelentésen magasabbnak bizonyultak. A szakirodalmi
megfigyelésekkel ellentétben [156-158] esetiinkben a vérlemezkeszamban jelentds eltérés a két

kohorsz k6zott nem igazolodott.
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Kritikus allapoti
COVID-19 betegek

Stlyos allapota
COVID-19 betegek

Nem COVID-19 eredetii
sulyos szeptikus betegek

(n=110) (n=66) (n=32)
Antropometriai és klinikai
adatok
Eletkor (évek) (median, IQR) 67 (59-76) * 61 (52-65) § 68 (52-75)
Nem (Férfi/N6) 68/42 39/27 21/11
Korhazi kezelés idétartama (nap) 10 (5-19) 8 (6-12) 9 (5-14)
Gépi lélegeztetés (volt/nem volt, %) 96/14 (87,3) *# 6/60 (9,1) ¢ 20/12 (62,5)
SOFA-pontszim 12 (10-13) * 4(3-8)8 10 (5-11)
Horowitz index (Pa/Fi, Hgmm) 103 (71-160) *# 147 (89-222) § 243 (182-384)
Mortalitas (n, %) 86 (78,2) ** 34,58 21 (65,6)

Laboratériumi paraméterek

CRP (mg/l) (median, IQR)

173.2 (116,7-256,3) *

101,9 (34,2-221,6) §

162,1 (102,0-205,3)

PCT (ug/l) 0.6 (0,26-3.41) ** 0,06 (0,05-0,30) § 9.1 (3,8-26.5)
1L-6 (ng/l) 96.8 (37,8-242) *7 35,2 (4,1-63,7) § 351,9 (47,2-3832,0)
Ferritin (ug/l) 1038 (577,3-1753) * | 648.9 (350,2-950,3) n.a.

Kreatinin (umol/l)

112 (80-164) **

88 (73-101) §

208 (95-335)

Urea (mmol/l) 9,5 (6,5-15,6) * 5,9 (4,5-71,58 11,5 (7,5-25,6)
AST (UN) 49 (34-67) * 37,5 (27,2-49,5) 44 (23-151)
ALT (U/l) 37 (22-69) 36 (23-50) 8 30 (15-117)
LDH (UN) 812 (574-1095) *# 545 (385-747) § 337 (239-486)
¢TnT (ng/l) 26,4 (10-105) * 10 (10-11) n.a.
Fehérvérsejtszam (G/1) 10,2 (6,9-13,9) *# 6,9 (54-9,6) % 12,9 (8,1-20,7)
Hemoglobin (g/1) 129,5 (114-144) *# 137,5 (127-149) § 112 (88-131)
Vérlemezkeszam (G/1) 238 (163-320) 224 (155-282)8 174 (66-225)
MPV (1) 8.3 (7,69,5) ** 7.8 (6,9-8,6) § 11,6 (10,1-12,1)
Tarsbetegségek

Magasvérnyomas (igen/nem, %) 98/12 (80,9) *# 44/22 (66,7) 20/12 (62,5)
Cukorbetegség 41/69 (37,3) 19/47 (28,8) 10/22 (31,2)
Kardialis dekompenzacié 40/70 (36.,4) * 10/56 (15,2) § 12/20 (37.5)
COPD 21/89 (19,1) 8/58 (12,1) 4/28 (12,5)
Pitvarfibrillacié 43/67 (39,1) ** 8/58 (12,1) 9/23 (28,1)
Veseelégtelenség 34/76 (30,9) * 9/57 (13,6) § 11/21 (34,4)
Kezelés

Antiviralis kezelés (igen/nem, %) 104/6 (94,5) % 63/3 (954)° 0/32 (0)
Azithromycin 97/13 (88,2) ** 22/44 (33.3)° 0/32 (0)
Egyéb antibiotikum 98/12 (89,1) * 44/22 (66,7) ¢ 32/0 (100)
Kortikosteroidok 37/73 (33,6) ** 13/53 (19,7) 5/27 (15,6)
Dexamethasone 97/13 (88,2) ** 22/44 (33,3) § 0/32 (0)
LMWH 79/31 (71,8) ** 24/42 (36,4) § 17/15 (53.1)

2. tablazat A vizsgalatba bevalogatott 6sszesen 176 COVID-19 beteg demografiai jellemzoi, kiindulasi
klinikai és laboratériumi paraméterei. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket (p < 0,05) az egyes
alcsoportok kozott kiilonbozé szimbolumokkal jeldltiik: * = szignifikans eltérés a kritikus allapoti COVID-
19 csoporthoz képest, # = a stilyos COVID-19 csoporthoz képest, illetve § = a non-COVID- 19 szeptikus
kohorsz adataihoz képest. Roviditések: CRP: C-reaktiv protein, PCT: procalcitonin, IL-6: interleukin-6, AST:
aszpartat-aminotranszferaz, ALT: alanin-aminotranszferaz, LDH: laktat dehidrogendz, cTnT: ,cardiac
troponin T”, MPV: ,,;mean platelet volume”, COPD: ,,chronic obstructive pulmonary disease”, LMWH: ,,low

molecular weight heparin”, n.a.: nincs adat.

29



A kor és a nemi eloszlas alapjan a stlyos allapotd COVID-19 csoporthoz illesztett nem
COVID-19 etiologidju sulyos szeptikus betegek az eldbbiekhez hasonld SOFA-értékekkel
rendelkeztek, noha a mortalitasi aranyuk elmaradt a sulyos COVID-19 csoporthoz képest. Azon
betegek esetén, akiknél stilyos foku 1€gzési elégtelenség allt fenn, Horowitz-indexet szamoltunk
a pulmonalis funkci6 €s az oxigenizacios kapacitas dinamikus meghatarozasa érdekében. A
kritikus allapotq, eldrehaladott ARDS-ben szenvedé COVID-19 betegek korében (103 [71-160]
Hgmm, p < 0,0001) szignifikansan alacsonyabb kvécienst szamitottunk, mint a stlyos, de nem
kritikus COVID-19 betegekben (147 [89-222] Hgmm, p < 0,0001), vagy a nem COVID-19
etiologiaval bird szeptikus betegek (243 [182-384] Hgmm) esetében.

6.1.2 A korhazi felvételkor mért ACE2 szérumaktivitas és a COVID-19 betegség sulyossaga
kozotti kapcsolat

A korhazi felvételkor meghatarozott ACE2 szérumaktivitds szignifikdnsan
magasabbnak mutatkozott a kritikus allapott COVID-19 betegek alkotta csoportban (54,4
[36,7-90,8] mU/l), mint a sulyos tiintekkel rendelkezo betegek korében (34,5 [25,2-48,7] mU/I,
p <0,0001), valamint a nem COVID-19 etiologiaval bir6 sulyos szeptikus betegek esetén (40,9
[21,4-65,7] mU/l; p = 0,0260) az alapbetegségekre vald tekintet nélkiil (5/A. abra). A
koronavirus fertézottek korében megvizsgaltuk, hogy az ¢€letkor és a nem kozvetlen hatdssal
rendelkeznek-e a szérum ACE2 szintre (5/B-D. dbra). Megfigyeléseink soran azt talaltuk, hogy
az ACE2 szignifikdnsan magasabb szérumszintet mutatott a férfiak esetében a kritikus allapott
betegek korében (p = 0,0436), noha hasonlo kiilonbséget a sulyos klinikai tiinetekkel
rendelkezd COVID-19 betegek csoportjaban nem tudtunk kimutatni (p = 0,2870). Az ¢életkor
elérehaladtaval a teljes betegpopulacié vizsgalata soran emelkedd tendenciat detektaltunk az
ACE2 aktivitas tekintetében (p = 0,0134) a tiinetek sulyossagatol fiiggetleniil, mig a klinikai
tiinetek szerint differencialt csoportokat egyenként analizalva a fenti 6sszefliggést egyik esetben
sem tudtuk kimutatni (p = 0,6841, illetve p = 0,4344 kiilon a kritikus és a sulyos allapotu
betegek csoportjaiban). A fenti megfigyelés alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
ACE2 szérumszintet inkdbb a tiinetek stlyossdga, mintsem az ¢életkor befolyasolta.
Mindemellett Spearman-analizis soran sem mutatkozott 6sszefliggés a korhazi felvételkor mért
ACE?2 aktivitas és a betegek ¢letkora kozott (r = 0,074, p = 0,3279). Végiil gorcso ala vettiik a
kiindulasi szolubilis ACE2-t és a klinikai rutinban vizsgalt laboratériumi paraméterek szintje

kozotti kapcesolatot, relaciot keresve a koronavirus fertdzés okozta sziv- €s érrendszeri, méj- és
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vesekarosodashoz vezetd generalizalt gyulladasos allapot €s az ACE2 felszabaduldsa kozott. A
vizsgalati eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy az altalunk mért kiindulasi szolubilis
ACE2 aktivitds erds korrelaciot mutatott a COVID-19 betegség klinikai sulyossagaval,
mindamellett, hogy az aktivitasfokozdédds nem tekinthetd specifikusnak a SARS-CoV-2

infekciora.
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5. abra A kiindulasi ACE2 szérumaktivitas dsszehasonlitasa kritikus és stilyos allapota COVID-19
betegek, illetve sulyos bakterialis szepszisben szenved6 paciensek kozott (A). A nem (B), valamint az
életkor befolyasold hatasa (C és D) a kezelés elotti ACE2 aktivitas értékeire a két COVID-19 beteg

alcsoportban.

6.1.3 Az ACE?2 szint valtozasa a korhazi kezelés alatt a kritikus dllapotu és a sulyos COVID-
19 betegségben szenvedok korében

A vizsgalatunkba bevalogatott betegek egy jelentds részénél modunkban allt nem
csupan a korhazi felvételt megelézden, hanem a kezelés sordn is ugynevezett utankovetéses
ACE?2 vizsgalatot végezni (6/A. abra). Eredményeink szerint a kritikus allapota COVID-19
betegeket magéaba foglald csoportban tovabbi szignifikans szérumszint emelkedés (p < 0,0001)

volt detektalhato a kiindulasi értékekhez képest az adekvat korhazi kezelés ellenére, mig a
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sulyos klinikai manifesztacioval rendelkezd betegek csoportjdban a hospitalizacié alatt
statisztikailag szignifikdns szérumszint emelkedést nem tudtunk kimutatni (p = 0,0579).
Mindemellett hasonlo ACE2 szérumszint értékeket mértiink a korhazi kezelést megel6zden,
mint a terapia els6, masodik vagy harmadik hetében levett mintdkban (p = 0,4165) (6/B. dbra).
Osszességében elmondhatjuk, hogy vizsgalati csoportunkban jelentds és egyben tartdsan magas

szolubilis ACE2 szérumszint emelkedés észlelhetd a kritikus allapota COVID-19 betegek

esetében.
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6. abra A sulyos és kritikus allapotd COVID-19 betegek szérum ACE2 aktivitas értékeinek valtozasai
a kérhazi kezelés alatt (A). Kiilon is megvizsgaltuk, hogy a mintavétel idépontja mennyire befolyasolta az

ACE?2 aktivités értékeit (B).

6.1.4 Az Osszefiiggeés keresése a szolubilis ACE2 és a COVID-19 betegség kimenetele kozott

A tovabbiakban a szolubilis ACE2 SARS-CoV-2 fertdzés esetén jatszott potencialis
prognosztikai szerepét helyeztiik az érdeklddésiink kozéppontjaba. A korhazi kezelés
kimenetelének ismeretében megallapitottuk, hogy a betegség miatt elhunyt vizsgalati egyének
esetében szignifikansan magasabb kiindulasi ACE2 szérumaktivitds volt kimutathatd (54,6
[37,3-94,7] mU/l), mint a kedvezd kimenetellel rendelkezd paciensek esetén (35,6 [25,3-58,5]
mU/l, p < 0,0001) (7/A. abra). Ezt kovetéen Osszevetettiik az utankdvetés sordn mért
szérumszinteket ugyanazon betegek kiindulasi értékeivel annak érdekében, hogy lassuk a

szolubilis ACE2 kinetikajanak valtozasat a korkép elérehaladtaval.
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7. abra A szérum ACE2 aktivitas értékeinek osszehasonlitasa az eltéré kimenetet mutaté betegekben
(A), valamint a korhazi kezelés alatti kinetika kovetése az elhunyt és a tilélé betegek csoportjaban (B
és C).

Ebben a megkozelitésben lathatova valt, hogy a kedvezdtlen kimenetellel rendelkezd betegek
— fliggetleniil a SARS-CoV-2 fert6zés klinikai stlyossagatol — szignifikans tovabbi ACE2
szérumszint emelkedést produkaltak a korhazi kezelés ellenére gyakorlatilag az elhaldlozas
elétt (p < 0,0001), mig a COVID-19 betegségbdl felépiilé egyéneknél nem lattunk szignifikdns
valtozast a hazabocsatast megel6z6 ACE2 szérumszintekben a kezdeti értékekhez képest (p =
0,0623) (7/B-C. abra). A fenti eredményeket attekintve megallapithato, hogy szoros relacio allt

fenn a szolubilis ACE2 szérumaktivitas és a COVID-19 varhato kimenetele kozott.

6.1.5 A kiindulasi szolubilis ACE2 aktivitas elemzése a COVID-19 klinikai manifesztdcio
sulyossaganak és a betegség kimenetelének elorejelzésére

A korhazi kezelést megeldzéen mért szolubilis ACE2 szérumszint prognosztikai
szerepének tovabbi vizsgalatira ROC-gorbe elemzést végeztiink. A Youden-index alapjan a
betegség sulyossaganak eldrejelzésében a kiindulasi ACE2 szérumszint legjobb
kiiszobértekének 45,4 mU/1 bizonyult 60%-o0s szenzitivitas és 71,2%-o0s specificitds, valamint
0,701-es AUC értek (95% CI [0,621-0,781], p < 0,0001) mellett. Megegyez6 “cut-off” értéket
alkalmazva a kiindulasi szolubilis ACE2 szérumszint 61,8%-0s szenzitivitas és 65,5%-0s
specificitas és az el6zdekhez hasonléan magas AUC érték mellett [0,679 (95% CI [0,600-
0,759], p < 0,0001)] képes volt eldrejelezni a varhatd mortalitast (8/A-B. abra).
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8. abra A kiindulasi szérum ACE2 aktivitas (A és B), illetve a Horowitz-index (C és D) a COVID-19

betegség sulyossagara és kimenetelére gyakorolt hatasanak vizsgalata ROC analizissel.

Kiilon logisztikus regresszios analizist is végeztiink annak tisztdzasara, hogy vajon a
kiindulasi ACE2 aktivitas fiiggetlen prediktiv faktornak tekinthet6-e a klinikai manifesztacio
sulyossaganak tekintetében. A magasabb kiindulasi ACE2 szérum aktivitas szignifikdnsan
magasabb “odds ratio”-val rendelkezett a silyosabb kimenetelre vonatkoz6an (OD: 1,032, 95%
CI [1,005-1,061], p = 0,019). Tovabba a ferritin, a kreatinin, az 0ssz fehérvérsejtszdm ¢és
lymphocytaszam, a hemoglobin, illetve az MPV értéke mutatott statisztikailag szignifikans
valoszinliségi ratdit (OR) a COVID-19 fertdzés sulyossdganak eldrejelzésében.
Osszegzésképpen a fenti adatok alatdmasztjak az ACE2 szérumaktivitds prediktiv szerepét a
SARS-CoV-2 infekci6 altal okozott, korhazi kezelést igényld tiinetegyiittes kedvezdtlen

kimenetele tekintetében.

6.1.6 A koros Horowitz-index és szérum ACE? szint relacioja sulyos COVID-19 betegségben

Ahogy kordbban mar emlitettiik, az Ggynevezett Pa/Fi ardny vagy Horowitz-index

szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az altalunk vizsgalt kritikus allapota COVID-19
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betegségben szenvedd betegekben (p = 0,0306) a sulyos allapotii csoport értékeivel
Osszevetésben. Ezt a klinikai allapot jellemzésére is jol hasznalhatd attributumot a betegség
kimenetelének fliggvényében megvizsgalva azt lathattuk, hogy a kezelés soran elhunyt betegek
esetén szignifikdnsan alacsonyabb értékeket detektaltunk, mint a kedvezd kimenetellel
rendelkezo betegek esetén (100,5 [66,3-160] Hgmm vs. 142 [90,7-200,3] Hgmm, p = 0,0180).
A tovabbiakban a Pa/Fi aranyszdm ROC-gorbe elemzését végeztiik (8/C-D. abra), mely soran
a betegség sulyossaganak eldrejelzése szempontjabol a legjobb kiiszobértéknek 129 Hgmm
bizonyult 66,7%-0s szenzitivitas, valamint 64,8%-0s specificitas, tovabba 0,662-es AUC érték
mellett (95% CI [0,522-0,802], p = 0,0312). Azonos “cut-off” értéket hasznalva, a Horowitz-
kvociens a kedvezdtlen kimenetelt 65,8%-0s szenzitivitas és 61,5%-o0s specificitas, valamint

0,653-es AUC érték (95% CI1[0,539-0,767], p = 0,0196) mellett volt képes elorejelezni.

Meglepd modon, az ACE2 szérumszint ¢s a Horowitz-index kozotti kapcsolat vizsgalata
sordn nem tudtunk szoros relaciét kimutatni a két paraméter kozott: a teljes vizsgalati
csoportban: r = 0,045, p = 0,6417; a kritikus allapota COVID-19 alcsoportban: r = 0,0342, p =
0,7517. Ezen eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy bar a Pa/Fi ardnyszam COVID-19
betegségben is hasznos klinikai paraméter a tiido funkcionalis éallapotvaltozasanak nyomon
kovetésére, mégis a COVID-19 betegségben tapasztalt megnovekedett ACE2 expresszidval

kozvetlen kapcsolata ebben a vizsgalati csoportban nem volt megéllapithato.

6.1.7 A 30 napos mortalitds elorejelzése a korhazi kezelést igénylo COVID-19 betegekben a
kiindulasi ACE2 szérumaktivitasa alapjan

A vizsgalatunkba bevalogatott 176 SARS-CoV-2 pozitiv beteg koziil a 30 napos
utankovetéses id6szak soran 89 (50,6%) f6 elhunyt. A kordbban részletezett eredmények
alapjan szignifikéns kiillonbség volt tapasztalhaté a kedvezd és a kedvezdtlen kimenetellel
rendelkezd egyének kiindulasi ACE2 szérumaktivitas értékei kozott, tovabba a biomarker
kimenetelt elorejelzd képességét ROC analizis igazolta. A korabban meghatarozott
kiiszobértékkel elvégzett Kaplan-Meier elemzés szignifikdnsan magasabb mortalitasi
valdszinliséget mutatott az emelkedett kiinduldsi ACE2 szérumszinttel (> 45,4 mU/l)
rendelkez6 COVID-19 betegek esetében azon paciensekhez képest, akiknek a korhazi
felvételkor mért szérumaktivitasa nem érte el ezt a cut-off értéket (37,2%, illetve 64,7%, Log-

Rank p < 0,0001) (9. ébra).
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9. abra Kaplan-Meier analizis az emelkedett kiindulasi szérum ACE2 aktivitas és a 30 napon beliili
mortalitas kozotti relacié tekintetében. A gorbe alatt az egyes idépontokban (0-30 nap) megallapitott

betegszam keriilt feltiintetésre.

Osszességében elmondhatd, hogy a korhazi kezelést megeldzéen mért szolubilis szérum ACE2
aktivitas hasznos biomarker lehet a COVID-19 betegség klinikai manifesztacié sulyossaganak

¢s a varhato kimenetel eldrejelzésében.
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6.2 A HE4 megemelkedett szérumszintje képes elorejelezni a COVID-19 tiinetek
sulyossagat és a betegség mortalitasat

Munkacsoportunk korabbi, a cisztas fibrozis progresszidjaban és a CFTR-specifikus
terapia hatékonysaganak megitélésében a HE4 szint méréssel végzett igéretes eredményeinek
birtokaban [120,159,160] vizsgéltuk az ugyancsak progressziv tiidokarosodast okoz6, korhézi
kezelést igényld COVID-19 betegség esetében a szérumban detektalhatd HE4 fehérje
mennyiségét. Retrospektiv analizisiink soran az alabbi kérdéseinkre kerestiik a vélaszt: 1) vajon
a kérhazba keriilt betegek terapia elétt mért HE4 szérumszintje dsszefliggést mutat-e a klinikai
allapotuk sulyossagaval; 1i) lathato-e tendencidzus valtozas a fehérje szérumszintjében a
betegség progresszidjaval parhuzamosan; iii) kimutathato-e a HE4 relacioja a klasszikus
gyulladésos biomarkerek szintjével, illetve a tiidéérintettség mértékével; és iv) megjdsolhatd-e
a kiindulasi HE4 szérumszint segitségével az intenziv terapiat igényld, kritikus allapota betegek

varhato kimenetele.

6.2.1 A klinikai vizsgalatba bevont betegcsoportok legfontosabb demografiai jellemzoi

Ezen vizsgélatunk sordn 0sszesen 99 tartos vagy atmeneti korhazi kezelést igényld, RT-
PCR vizsgalattal igazolt SARS-CoV-2 pozitiv egyén vérmintaja allt rendelkezésiinkre. Ebbol
40 kritikus allapott, tovabbi 40 sulyos klinikai manifesztacidoval rendelkezd, illetve 19 enyhe
tiineteket mutatd beteg korhazi felvételkor és a betegek egy részénél a kezelés soran nyert
szérummintéjat is vizsgalhattuk (3. tablazat). A mintavétel idépontjaban egyetlen, a vizsgélatba
bevalogatott betegnél sem volt kimutathatd bakteridlis koinfekcio. Kor ¢és nemi eloszlas
tekintetében nem mutatkozott kiilonbség az alcsoportok kozott, tovabba a korhazban toltott
napok szdmaban sem talaltunk eltérést a kritikus allapotu és a stilyos COVID-19 kohorsz kézott
(medidn [IQR], 9,5 [6-18] nap vs. 10 [6-13] nap). A gépi [élegeztetési igény nem meglepd
modon a kritikus allapoti betegcsoportban szignifikansan magasabbnak bizonyult (37, illetve
2 beteg, p <0,0001). Emellett a kedvezdtlen kimenetel aranya is jelentds eltérést mutatott (90%
vs. 7,5%, p <0,0001). Az éltalanos gyulladasos szérummarkerek tekintetében a CRP, a PCT, az
IL-6, a ferritin €s a fehérvérsejtszam volt szignifikdnsan magasabb (p < 0,001, illetve p <
0,0001) a kritikus allapota COVID-19 csoportban a sulyos allapott betegek értékeihez képest,
mig a vérlemezkeszdmban nem tudtunk markans kiilonbséget kimutatni a két kohorsz kozott.

A gépi I¢legeztetési igénnyel Osszhangban a Horowitz-index is jelentésen alacsonyabbnak
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bizonyult a kritikus allapoti betegek csoportjdban a sulyos COVID-19 manifesztacioval

rendelkezd betegek csoportjaval szemben (95 [65-139] Hgmm vs. 154 [100-277] Hgmm, p <

0,001).
Kritikus allapota | Silyos allapotii | Enyhe tiinetes Kng;l:tseiiziom’
Valtozok COVID-19 COVID-19 COVID-19 szepszises betegek
betegek (n=40) betegek (n=40) | betegek (n=19) (n=25)
Antropometriai és klinikai
adatok
Eletkor (évek) (mediin, IQR) 65 (55-75) 61 (52-66) 63 (56-72) 68 (49-74)
Nem (Férfi/No) 23/17 26/14 7/12 14/11
Koérhazi kezelés idotartama
(napok) (median, IQR) 9,5 (6-18) 10 (6-13) 0 10 (7-12,5)
Gépi lélegeztetés (igen/nem, %) 37/3 (93)™ 2/38 (5) - 11/14 (44)*
SOFA-pontszam 12 (10-14)™ 7 (3-10) - 9 (5-10)
Horowitz index (P/F, Hgmm)
(median, IQR) 95 (65-139)™ 154 (100-277) - n.a.
Tiid6érintettség a mellkas CT
alapjan (%) (mediin, IQR) 70 (55-80)" 55 (25-70) - n.a.
Mortalitas (f6, %) 36 (90)™ 3 (7,5 0(0) 11 (44)*

Laboratériumi paraméterek

CRP (mg/l) 180 (131-271)" 112 (30-241) | 2,3(0,9-12.8)'1 175 (142-263)
PCT (ug/l) 0,5 (0.3-2,9"" | 0,05 (0,05-0,21) n.a. 9.0 (4,5-26,5)"*
IL-6 (ng/l) 96,5 (38,8-330)"* | 38,7 (3.8-52,0) n.a. 162 (61,9-835.3)
Ferritin (ug/l) 1271 (776-2455)"" | 613 (345-1031) | 167 (30-468)i! n.a.

Urea (mmol/l) 8,6 (6,2-13,8)™ 5,5 (4,3-6,7) 5,3 (4,9-6,0) 12,7 (10,1-19,8)*

Kreatinin (umol/l)

109.0 (82,5-159,8)™

87,0 (79,3-98.5)

66,0 (59,0-78,0)}

219 (93,5-313.5)"

GFR CKD-EPI (ml/min/1,73 m?)

59,5 (36,2-71,5)"

67.0 (60,0-77.8)

88,0 (73,2-90,0)}

22,0 (15-58)"

AST (UM

49,0 (38,5-55.8)"

36,5 (27,3-50.3)

19,5 (15,0-25.3)!

45,0 (22,5-181)

ALT (U 36,5 (23,0-69,0) | 36,0 (26,3-54,0) | 22,0 (14,5-29.8): | 42,0 (13,5-193.5)
LDH (U/l) 781 (674-1083)" | 530(393-748) | 192 (179-244)i | 326 (251-455)"
Fehérvérsejtszim (G/I) 9,1(6,6-13,8" | 67(54-10,1) | 7,8(599,5) 13,9 (7,7-19,8)"
Hemoglobin (g/1) 131 (119-147) | 140 (127-151) | 136 (131-150) 108 (93-127)%#
Thrombocytaszam (G/I) 237(162-293) | 213 (149-269) | 239 (177-307) 174 (61-224)"
MPV (1) 8,3 (7,6-9.9) 8,1 (7,2-8,8) 9.2 (7,8-10,8) 11,7 (10,5-12,3)
ACE2 aktivitas (mU/1) 50,5 (32,6-80.4)" | 34,7 (25,4-49,7) n.a. n.a.
Tarsbetegségek

Magasvérnyomas (igen/nem, %) 37/3 (93)" 28/12 (70) 13/6 (68) 19/6 (76)*
Diabetes mellitus 10/30 (25) 12/28 (30) 3/16 (16) 12/13 (48)
Kardislis dekompenzscié 14/26 (35) 8/32 (20) 0/0 (0) 5/20 (20)
Pitvarfibrillacié 12/28 (30)° 4/36 (10) 0/0 (0) 7/18 (28)
Veseelégtelenség 13/27 (32,5)™ 3/37 (1,5) 0/0 (0) 14/11 (56)

3. tablazat A kritikus, a silyos és az enyhe tiineteket mutato COVID-19 betegek, illetve a Kkritikus
allapoti, bakterialis szepszisben szenvedo betegek fobb demografiai és klinikai jellemz6i, valamint
kiindulasi laboratériumi értékei. Az egyes alcsoportok kozotti szignifikans eltéréseket és azok mértékét a

kovetkezd szimbolumok jeldlik: “““p < 0,0001, “p < 0,001, *p < 0,05 a kritikus és stlyos allapott COVID-
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19 betegek csoportja kozott; “p < 0,0001, #p < 0,001, *P < 0,05 a kritikus allapotd COVID-19 és bakterialis
szepszisben szenvedd betegek kohorszai kozott; Hp < 0,0001, #p < 0,001, P < 0,05 a sulyos és enyhe
tiinetekkel rendelkezé COVID-19 alcsoportok kozott. Roviditések: SOFA-score: “Sequential Organ Failure
Assessment score”, CRP: C-reaktiv protein, PCT: procalcitonin, IL-6: interleukin-6, GFR-CKD-EPI:
“Glomerularis filtracios rata” AST: aszpartat transzaminaz, ALT: alanin aminotranzferaz, LDH: laktat-

dehidrogenaz, MPV: “mean platelet volume”, ACE2: Angiotenzin konvertal6é enzim 2, n.a.: nincs adat.

Mindemellett jelentds differencia volt lathatd a CRP, a ferritin és az 6ssz LDH aktivités

vonatkozaséaban a sulyos ¢és az enyhe tiineteket mutato6 COVID-19 alcsoportok kozott.

A Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézet Intenziv Osztalydnak jovoltabol a SARS-
CoV-2-pozitiv egyének mellé kontrollcsoportként korban és nemi eloszlasban a kritikus
allapoti COVID-19 kohorszhoz illesztett, 25 fobdl allo, bakterialis szepszisben szenvedd
betegcsoport mintdi alltak rendelkezésiinkre. A szeptikus betegek kétharmada pozitiv
hemokultaraval (pl. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pneumoniae stb.) birt. A kritikus allapota COVID-19 betegcsoporttal dsszevetve
a SOFA-pontérték esetiikben alacsonyabbnak bizonyult (12 [10-14] vs. 9 [5-10], p < 0,0001),
viszont jelentésen magasabb PCT, fehérvérsejtszam ¢és MPV, valamint alacsonyabb
vérlemezkeszam és szignifikdnsan rosszabb vesefunkcids értékek voltak detektilhatok a
bakterialis szepszissel bird kontrollok korében. Ellenben, a kedvezdtlen kimenetel aranya
alacsonyabbnak adodott a koriikben a kritikus allapoti COVID-19 betegcsoport adataihoz
képest.

6.2.2 A magas kiindulasi széerum HE4 szint erds korrelaciot mutat a COVID-19 sulyos klinikai
manifesztacioival

A vizsgalatba bevolt 6sszes COVID-19 és szeptikus beteg esetében elvégeztiik a kezelés
megkezdése elott levett szérummintak HE4 szintjének meghatarozasat (10/A. dbra). Méréseink
szerint a kritikus allapoti COVID-19 betegek HE4 szérumszintje szignifikdnsan magasabbnak
adodott, mint a sulyos vagy enyhe tlinetekkel bird egyénekben (p < 0,0001). Fontos
megjegyezni, hogy a kritikus allapoti betegek mintaiban kivétel nélkiil a tesztleiras alapjan
megallapitott normalértéket jocskan meghaladé mértékben tudtunk HE4 szintet detektalni, mig
a sulyos allapotu betegek mintdinak 45%-a esetében a kimutatott fehérje mennyiség megfelelt

a posztmenopauza iddszakaban elfogadott referenciatartomanynak, minddsszesen két beteg
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mutatott 140 pmol/l feletti értékeket. A kritikus allapoti COVID-19 pozitiv betegek és a sulyos
szeptikus betegek eredményeit 6sszehasonlitva hasonléan magas szérumszinteket detektaltunk

statisztikiailag szignifikans kiilonbség nélkiil (p = 0,056) (10/A. &bra).
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10. abra A kiindulasi HE4 szérumszintek vizsgalata a kritikus allapotu, silyos és enyhe tiineteket
mutaté COVID-19 betegek, illetve a bakteridlis szepszisben szenvedé kritikus allapoti betegek
esetében. A SARS-CoV-2 pozitiv betegek mintaiban a klinikai manifesztacié stlyossagaval korrelalé HE4
szint emelkedés volt detektalhato (A). Az egyes alcsoportok vizsgalatanal a férfiak esetében magasabb HE4
szint volt kimutathat6, noha a nemi kiilonbség befolyasold hatasa nem igazolddott (B). Az életkor a kritikus
allapoti COVID-19 betegek esetében nem befolyasolta a HE4 kiindulési szérumszintjét (C), viszont a sulyos
allapoti COVID-19 csoport tagjai korében az idésebbekben magasabb volt a HE4 (D).

A kovetkezOkben az életkor és a nem HE4 szérumszintjére gyakorolt befolydsold szerepét
vizsgéltuk mintainkban (10/B-D é&bra). Egyik COVID-19 kohorszban sem tudtunk jelentds
eltérést kimutatni a férfi és ndi betegek értékei kozott. Az életkor befolyasold szerepének
tisztdzasara Spearman analizist végeztiink, amely szignifikans korrelaciot mutatott a valtozok
kozott (r = 0,349, p = 0,0015). Amikor a klinikai sulyossag alapjan elkiilonitett COVID-19
pozitiv alcsoportokat egyenként vizsgaltuk, sem a kritikus (p = 0,8283), sem pedig a stlyos
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allapoti betegek (p = 0,8015) kohorszdban nem sikeriilt életkorral Osszefliggd varianciat
kimutatni, habar az utdbbi csoport esetében az életkorral Osszefiiggd emelkedd tendencia
kimutathat6 volt (p = 0,0285). A rutin laboratériumi paraméterek tekintetében is megvizsgaltuk
kiilon a kiinduldsi HE4 szérumszintet, mely sordn kis mértékii, de statisztikailag mégis
szignifikans korrelaciot talaltunk a CRP, az IL-6 és a fehérvérsejtszam esetében, valamint
COVID-19 betegségben igazolt prognosztikai szereppel is bird 6ssz LDH, ferritin és szolubilis
ACE2 aktivitéas tekintetében is. Tovabba hasonld Osszefliggés mutatkozott a kiindulasi HE4,
illetve néhany fontos klinikai paraméter vonatkozasaban gy, mint a SOFA-pontérték ¢és a

mellkas CT-n lathato tiid6érintettség mértéke.

, p=0,0001 ,
A iﬂ; P:0.00IS B p<00001
200001 ' : ! 20000~ e B LI
3 10000 p=0,0007 2 10000
=] .* ———— = L
& A eslece .o .e E‘," L seslengs e
= 1000 . 5 10007 .
8 800- . . . 2 8001 . .
= * . e X
goe0d —— ) R
= . . . =} .y .
S 4004 . . H S 4004 e .
€ 200 ¥ . - T T 00 i RE
N 4 . 3. - AT I . " seate
Seerrivive atet i.nl'.!.‘o-..
0 T T T T 0 - Y
<10nap 210 nap <10 nap =10 nap Elhunytak Talélok
Kritikus 4llapoth COVID-19 Silyos COVID-19
hetegek betegek
C D
=10.8486 : p=0.0039 )
— 80001 — | 1000 ) ‘
= 6000 . . = 8001
-1 g
g 4000:_ A = 6007
g 250071 = T
N N J
3 2000, @ 300
I
o 15004 T 200
E 1000+ E 100-
Y] ]
] 500 P
0 T 0 T T
Kiindulasi érték Halal elout Kiindulasi érték Elbocsatas elotti érték
Elhunytak Tulélok

11. abra A Kkiindulasi HE4 szérumszint a korhazi tartézkodas hossza (A), illetve a Kkimenetel
fiiggvényében (B). Kiilon megvizsgaltuk a szérum HE4 kinetikajat a kedvezodtlen (C) és a kedvezd
kimenetelt mutatdé (D) COVID-19 betegek korében. A mintadk a diagnoézis idépontjaban, majd a korhazi

benttartozkodas alatt a végsd kimenetel koriili iddpontban keriiltek levételre.

41



A korhazi tartézkodas hossza €és a korhazi felvételkor meghatarozott HE4 szérumszint kozott
eltérd tendenciat detektaltunk a kritikus és a stlyos allapotu betegek korében: el6bbiek esetében
a 10 napnal rovidebb korhazi kezelés és ezzel egyiitt korai(bb) elhaldlozas mellett joval
magasabb kiinduldsi HE4 értékeket mértiink (p < 0,0001), mint a sulyos COVID-19 betegek
korében, mig a stlyos betegek csoportjaban a 10 napnal hosszabb korhazi benttartozkodast mar
elore jelezte a magasabb HE4 koncentracio, mint akiknek ennél kevesebb id6t kellett benttdlteni
a kedvezd allapotjavulas végett (p = 0,0007) (11/A. abra). A fenti eredmények azt sugalljak,
hogy a kiindulasi HE4 koncentraci6é alakuldsa leginkabb a COVID-19 betegség klinikai
manifesztaciok sulyossagaval allhat Osszefliggésben parhuzamosan a szisztémas gyulladas

mértékével és a pulmonalis diszfunkcid kiterjedségével.

6.2.3 A HE4 szérumszint valtozasa kedvezo és kedvezotlen kimenetelt mutato COVID-19
betegek esetében

A kovetkezOkben a betegeket retrospektiv mddon ijabb csoportbontasban vizsgaltuk az
ismert kimenetel fliggvényében a kiindulasi HE4 szérumszintek és a mortalitds fliggvényében
(11/B-D. abra). Eredményeink alapjan az elhunytak korében szignifikdnsan magasabb HE4
szérumszintek voltak detektalhatok a korhdzi kezelést megelézden a betegséget tulélok
értékeihez képest (p < 0,0001). Nyolc kedvezd ¢és 22 kedvezdtlen kimenetellel rendelkezo
COVID-19 beteg esetén lehetségiink volt a korhazi kezelés folyaman utankdvetéses mintak
vizsgalatara is. Az intenziv osztalyos terapia alkalmazasa soran a HE4 szérumszint sok esetben
csokkend tendenciat mutatott, viszont az elhunyt betegek mintdiban szignifikans kiilonbség
nem volt kimutathaté (p = 0,8486). Ezzel szemben jelentés HE4 koncentracid csokkenést
tudtunk detektalni a kiindulasi és az elbocsatast megel6zé mintdk kozott azon betegek esetében,
akik gyogyultan tavozhattak a korhazbdl (p = 0,0039). A fenti eredményeink ravilagitanak arra,
hogy a kiindulasi HE4 szérumszint elérevetiti a kérkép varhatd kimenetelét, tovabba a kérhazi

kezelés folyaman mutatott kinetikdja parhuzamot mutat a COVID-19 progressziojaval.

6.2.4 A kiindulasi HE4 szint hatékonyan prediktdlja a kimenetelt és a klinikai tiinetek varhato

sulyossagat COVID-19 betegségben

A tovéabbiakban arra voltunk kivancsiak, hogy a fent részletezett eredményeink alapjan

vajon alkalmazhaté-e a korhazi kezelést megel6zoen meghatarozott HE4 szérumszint a
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COVID-19 betegségben prognosztikai faktorként. Ennek érdekében részletes statisztikai
elemzést végeztiink a klinikai tiinetek stlyossaga és a varhatdo kimenetel eldrejelzése
tekintetében. Elsé 1épésben ROC-AUC gorbe analizis soran Youden-index segitségével
meghataroztuk a kiinduldasi HE4 szérumszint legjobb diszkriminativ kiiszobértékét, amely
286,3 pmol/l-nek adodott, és 80%-0s szenzitivitas €s 70%-os specificitds mellett 0,816-0s (95%
CI [0,723-0,908], p < 0,0001) AUC értéken eldrejelezte a sulyos klinikai manifesztaciot.
Tovabbé a mortalitds tekintetében a hasonld metodikéval nyert 331,7 pmol/l kiindulasi HE4
értek 80%-os szenzitivitas és 83%-os specificitas mellett 0,874-es (95% CI [0,797-0,951], p <
0,0001) AUC értek mellett eldrejelezte a kedvezdtlen kimenetelt COVID-19 betegségben

(12/A-B. ébra). Statisztikai szamitasaink alapjan a kiindulasi HE4 szérumszint hatékonyan
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12. abra ROC gorbe analizis a kiindulasi HE4 szérumszint prediktiv potencialjanak igazolasira a
COVID-19 betegség klinikai manifeszticidjanak sulyossaga (A), illetve kimenetele (B) tekintetében.
Jelentés AUC értéket tapasztaltunk a kezelés el6tti HE4 szint és a sulyos COVID-19 korkép

sulyossaga/progresszidja vonatkozasaban.

Annak igazolasara, miszerint a kiindulési szérum HE4 szint més laboratoriumi paraméterektdl
fiiggetlentil képes prediktdlni a varhatd klinikai stlyossagot és a kimenetelt COVID-19
betegségben, logisztikus regresszids analizist végeztiink. A HE4 szérumszint szignifikdnsan
magas korrigalt esélyhanyadost mutatott (OR: 10,618 [2,331-48,354]; p = 0,002) a kedvezdtlen
kimenetel tekintetében. Emellett megjegyzendd, hogy vizsgalatunkban a csdkkent abszolut

lymphocytaszam (OR: 0,175, 95% CI [0,033-0,925], p = 0,040), a magas IL-6 (OR: 5,605
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[1,516-20,724]; p = 0,010) és ferritin koncentracio (OR: 5,911 [1,194-29,259]; p = 0,029),
valamint az emelkedett fehérvérsejtszam (OR: 5,435 [1,152-25,626]; p = 0,032) egyarant
szignifikans esélyhanyadosnak tekinthetd a kimenetel eldrejelzésében. A COVID-19 korkép
klinikai sulyossagéanak eldrejelzésében a kiindulasi HE4 “borderline” szignifikdnciat mutatott
(OR: 3,642, 95% CI1[0,985-13,457]; p = 0,053), mig a ferritin (OR: 4,813 [1,237-18,723]; p =
0,023) és az abszolut lymphocytaszam (OR: 0,224 [0,055-0,909]; p = 0,036) statisztikailag
szignifikins esélyhanyadosként viselkedett. Oszességében a HE4 kiindulasi szérumszint
potencialis prognosztikai biomarkernek tekintheté koérhazi kezelést igénylo COVID-19
betegségben.

6.2.5 A magas kiindulasi HE4 szérumszint alkalmazasa COVID-19 korképben szenvedo
betegek 30 napon beliili mortalitas valdsziniiségének meghatdrozdsaban

Az 6sszesen 80 intenziv osztalyos ellatast igényld sulyos és kritikus allapota COVID-
19 beteg koziil 35 életét vesztette a fertézésbdl kifolydlag a 30 napos utankovetéses iddszak
soran (13. abra). A fenti megallapitdsunk szerint a kiindulasi HE4 szérumszintben jelentds
kiilonbség volt észlelhetd a kedvezd és kedvezdtlen kimenetellel rendelkezé COVID-19
betegek kozott, tovabba a ROC-AUC gorbeelemzés alapjan megallapitottunk egy kiiszob-
érteket (331,7 pmol/l), ami felett hatékonyan eldrejelzi a korkép varhatd kimenetelét. Ezen
kiiszobértéket haszndlva elvégeztiik a Kaplan-Meier gorbe analizist is, mely eredménye szerint
a jelentésen emelkedett HE4 szérumszinttel rendelkez6 COVID-19 betegek esetén
szignifikansan magasabb a mortalitds valdszintisége a kovetkezdé 30 napban, mint a kiiszobérték
alatti szérumszinttel rendelkezd betegtarsaik korében (71% vs. 19%, Log rank p < 0,0001). A
klinikai kovetéses iddszakot 40 napra kiterjesztve a kritikus allapota COVID-19 csoport tagjai
koziil tovabbi 4 beteg elhunyt, mig a 331,7 pmol/l HE4 kiindulasi szérumszint alatti értékkel
rendelkezd betegek koziil egyet sem veszitettiink el. A fenti allitdsokat 0sszegezve a szérum
HE4 kiinduldsi koncentracidja az intenziv osztalyos ellatast igényld6 COVID-19 betegek

korében alkalmas lehet a betegség kimenetelének eldrejelzésére.
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13. abra Kaplan-Meier gorbe analizis alapjan az emelkedett kiindulasi HE4 szérumszint jol korrelal a
30 napon beliil bekdvetkezé mortalitis magasabb valosziniiségével. A gorbe alatt az egyes idédpontokban

(0-30 nap) megallapitott betegszam kertilt feltiintetésre.

6.3 Az endothelsejt diszfunkcio és a thrombocyta aktivacio jellemzésére alkalmas
biomarkerek szérumszint vizsgalata sulyos COVID-19 betegekben

A SARS-CoV-2 fertézés ¢és a kovetkezményes szisztémas gyulladasos reakciod
patomechanizmusdanak mélyebb megismerése a generalizalt, kaszkadszerli endothelsejt
karosodas, a kovetkezményes koros regenerativ folyamatok és az ezekben résztvevd
mediatorok vizsgalata fel¢ iranyitotta a figyelmiinket. A gyulladt endothelium és az aktivalt
vérlemezkék altal a keringésbe keriilt kiilonbozo citokinek és kemoadheziv faktorok
szérumszint emelkedése informacioval szolgalhat a korkép pillanatnyi staddiumarol, vagy

e ey

diszfunkcioban, illetve thrombocytaaktivacioban jelentds szerepet jatszo molekuldkat vettlink
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goresé ala COVID-19-ben, amelyeknek az eddig rendelkezésiinkre allo irodalmi adatok szerint
lIényeges szerepiik lehet a stlyos klinikai tiinetekkel jar6 betegség kialakulasaban. Célul tliztiik
ki a szolubilis VCAM-1, az ACE2, az E-selectin és az Lp-PLA2 mint endothelsejt aktivacidhoz
kotheté biomarkerek, illetve a keringd P-selectin és CD40L mint a thrombocyta aktivaciot
jellemzd paraméterek szérum- illetve plazmaszintjének meghatarozasat sulyos COVID-19
betegek korében. Az emlitett biomarkerek értékeit egymassal, majd a rutin laboratoriumi és a
klinikai paraméterekkel korrelaltattuk, végiil a mortalitas tekintetében igyekeztiink prediktiv
szerepiiket meghatdrozni. Noha a szolubilis ACE2 szérumaktivitassal egy korabbi vizsgalatunk
soran célzottan ¢és részletesen mar foglalkoztunk (lasd eldbb), a most bemutatasra keriilo
vizsgalatunkban elsdsorban a tobbi lemért endothelsejt specifikus paraméterhez fliz6do

kapcsolatéara igyekeztiink ravilagitani sulyos SARS-CoV-2 fert6zésben.

6.3.1 Az endothelsejt biomarker vizsgalatban résztvevo COVID-19 betegek demografiai és
klinikai jellemzése

Ebbe a vizsgalatunkba 6sszesen 70 stlyos allapota COVID-19 beteget vontunk be, majd
a korlefolyas alapjan két alcsoportot képeztiink. Az ¢életkor, a nem ¢és a tarsbetegségek
fliggvényében szignifikans kiilonbség nem volt kimutathato, valamint a koérhazi kezelés
id6tartama is hasonlénak mutatkozott a kedvezd és kedvezodtlen kimenetellel jellemezhetd
alcsoportok kozott (median (IQR) 9,0 [5,5-16] nap vs. 10 [6,5-13] nap). A gépi 1¢élegeztetésre
szoruld betegek aranya magasabb volt az ARDS-ben szenvedd, késobb elhunyt betegeket
tomoritd csoportban a gyogyult egyénekhez képest (30/33 beteg vs. 2/37 beteg, p < 0,0001).
Kontrollként egy 16 fos, életkor és nem szerint a vizsgalati betegpopulacionkhoz illesztett,
egyéb okbdl klinikai kezelés alatt all6 betegcsoport szolgalt. A rutin laboratdriumi paraméterek
szintje a kontrollcsoport esetén mind a kedvezotlen, mind a kedvezd kimenetellel rendelkezd
COVID-19 betegekénél alacsonyabbnak bizonyult. A gyulladdsos paraméterek, mint a CRP,
PCT, IL-6, ferritin és a fehérvérsejtszadm szignifikdnsan magasabb volt az elhunyt betegek
mintaiban a talélok értékeihez képest (p < 0,001, illetve p < 0,0001), mig a vérlemezkeszam ¢és
az MPV tekintetében jelentds differencidt nem sikeriilt kimutatni. A koérhéazi felvételkor
kalkulalt Horowitz-index jelentdsen alacsonyabbnak adodott a kedvezdtlen kimeneteli betegek
korében (95 [65—157] Hgmm vs. 196 [138-381] Hgmm, p <0,001), emellett a tiid6 strukturalis

allapotarol adekvat informéciot adé mellkas CT-n is joval kiterjedtebb tliidéérintettség latszott
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a késdbb elhunyt betegek, mint a gydgyhajlamot mutatdk esetében (73 [60-80] %, illetve 50
[30-70] %, p < 0,05).

6.3.2 A magas kiindulasi VCAM-1, ACE2 és az endothelsejt diszfunkcio mértékének
kapcsolata sulyos COVID-19 betegségben

Els6 1épésben a kiindulasi szérum VCAM-1, E-selectin, ACE2 és Lp-PLA2 retrospektiv
méréseit végeztilk a vaszkularis karosodas mértékének és az endothelsejtek aktivacidjanak
megitélése céljabol, majd a kapott adatokat dsszevetettiik az ismert klinikai kimenetellel (14.
abra). Szignifikans kiilonbséget detektaltunk az elhunyt és a taléld betegek kiindulasi szolubilis
VCAM-1 és ACE2 értékei kozott (p = 0,0001 és p = 0,0038), tovabba jelentds valtozas volt
megfigyelhetd a tulélok esetében. Ezzel ellentétben az E-selectin szintekben csupan
hatarértéken 1évo szignifikancia mutatkozott (p = 0,0656) a két csoport kdzott, mig az Lp-PLA2
szintek nem kiilonboztek jelentdsen a koronavirus fertdzésben szenveddkben (14/A-D. 4bra).
Ezzel parhuzamosan a vérlemezke aktivaciot jellemzd faktorok is meghatarozasra kertiltek,
mely soran a szolubilis P-selectin szignifikdnsan magasabbnak adoddott az elhunyt betegek
korében (p =0,0072), mig a plazma CD40L kiindulasi értéke mindkét COVID-19 csoport tagjai
esetében szignifikansan megemelkedett (p = 0,0012, valamint p = 0,0022), de a tulélok és
elhunytak eredményei kdzott jelentds kiilonbség nem volt (14/E-F. dbra). Az adataink alapjan
az intenziv osztalyos felvételkor meghatarozott szolubilis VCAM-1 és ACE2 emelkedett értéke
egyértelmiien jelezte a hattérben zajlé endothelium kérosodéas jelenlétét és az annak
koszonhetéen bekdvetkezd eltérd betegségkimenetelt. A kovetkezokben a kapott adatok
statisztikai elemzését végeztiik el kapcsolatot keresve az életkor, a korhazi felvételkor szamitott
Horowitz-index, a rutin laboratoriumi paraméterek és a vizsgélt vaszkuldris biomarkerek
szérumszintje kozott. Spearman analizis segitségével megallapitast nyert, hogy az €életkor nem
befolyésolja a vizsgalt paraméterek valtozasat, habar ennek befolyasolo szerepét a vizsgalati
csoportjaink életkor alapjan torténd illesztése miatt kordbban kizartuk. Jelentds korrelaciot
talaltunk a VCAM-1, az ACE2, valamint a Horowitz-index (r =0,3115), a PCT (r = 0,3664), az
IL-6 (r = 0,4599) ¢és az E-selectin (r = 0,3643) vonatkozdsdban, mig a vesefunkcio
érintettségérol arulkodo GFR értékkel forditott kapcsolat igazolodott (r =—0,5076) (4. tablazat).
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14. abra A VCAM-1 (A), az E-selectin (B), az ACE2 (C), az Lp-PLA2 (D), a P-selectin (E), illetve a
CD40L (F) kezelés elotti Kkocentracidjanak osszevetése eltéré6 Kkimenetelii COVID-19
betegcsoportokban,  valamint SARS-CoV-2  negativ  kontrollokban. Az  endothelsejt
aktivaciohoz/sériiléshez kothetd biomarkerek szérumbol, mig a thrombocyta aktivaciora érzékeny

paramétereket citratos plazmabol mértiikk meg.

Az endothelsejt karosodast jelzd E-selectin, ACE2 ¢s a rutin laboratériumi paraméterek
Osszevetése soran szignifikans korrelacié mutatkozott a CRP, a PCT, az IL-6, az LDH ¢és a
ferritin esetében. Meglep6 modon a szérum Lp-PLA2 ¢és az altalanos inflammatorikus
paraméterek Gsszevetése soran semmilyen kapcsolatot nem tudtunk kimutatni. A thrombocyta
aktivaciot jellemz6 biomarkerek ¢és az el6z6ekben emlitett endothelsejt diszfunkcidhoz tarsuld
molekuldk egyméshoz viszonyitott kinetikdjat tekintve mérsékelt, de szignifikans korrelaciod

mutatkozott az ACE2 ¢s CD40L kozott (r = 0,2948).
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Paraméterek VCAM-1 (ng/ml) | E-selectin (ng/ml) ACE2 (nU/ml) Lp-PLA2 (ng/ml)
Eletkor (év) r=0,1290 r=0,1589 r=0,1497 r=0,1865
Horowitz-index (Hgmm) r=0,3115* r=0,1251 r=0,0602 r=0,3551
|CRP (mg/1) r=0,2991 r=0,2885 * r = 0,4602 *** r=0,2003
PCT (ng/l) r=0,3664 ** r=10,3336 ** r = 0,3484 ** r=0,1896
IL-6 (ng/l) r = 0,4599 *** r=0,3649 ** r=0,2373 * r=0,1232
[Ferritin (ng/l) r =0,3209 ** r = 0,5220 *** r =0,4461 *** r=0,2396
Ossz LDH (U/1) r=0,1471 r=0,2995 * r = 0,4297 ** r=0,1479
I%ﬁ;ﬁﬁ);iﬂf) r=-0,5076 *** r=-0,2223 r=-0,2498 r=-0,1414
[Fehérvérsejtszam (G/1) r=0,2154 r=0,2735 * r=0,1598 r=0,1899
[E-selectin (ng/ml) r =0,3643 ** r=1,0000 r=0,4143 *** r=0,1998
P-selectin (ng/ml) r=0,1834 r=0,1781 r=0,0954 r=0,1500
CD40L (ng/ml) r=0,3182 r=0,1889 r=0,2948 * r=0,1190

4. tablazat A kiindulasi VCAM-1, E-selectin, ACE2 és Lp-PLA2 értékek osszevetése néhany rutin
klinikai és laboratériumi paraméterrel Spearman-teszt segitségével. * p < 0.05, ** p < 0.001, *** p <

0.0001.

Ezen eredmények azt sugélljak, hogy a szolubilis VCAM-1 és ACE2 kinetikajat jelentdsen
befolyéasolja a SARS-CoV-2 fert6zés kovetkeztében fellépd endotheliitis, mig a jelenleg
vizsgalt betegeink esetében sem a thrombocyta aktivacionak, sem a lipid peroxidacionak

egyértelmii molekularis lenyomatat nem sikeriilt kimutatnunk.

6.3.3  Alkalmas lehet-e a korhazi kezelést megelozoen mért szolubilis VCAM-1, E-selectin és
ACE?2 szérumszint a kedvezotlen kimenetellel fenyegeto COVID-19 betegség korai
felismerésére?

Kutatasunk kovetkez6 szakaszaban az altalunk vizsgélt laboratoriumi markerek klinikai
hasznalhatosagat, prognosztikai faktorként torténd alkalmazasat vizsgaltuk meg. Statisztikai
analizisiink soran ROC-AUC gorbe elemzéssel elébb az egyes faktorok diagnosztikus
karakterisztikajat helyeztiik a kozéppontba (15. abra). A kiinduldsi VCAM-1 szérumszint esetén
a Youden-index alapjan a legjobb diszkriminativ kiiszobérték 1420 ng/ml volt, 64%-o0s
szenzitivitas és 73%-os specificitds mellett 0,6855-6s (95% CI [0,5595-0,8115], p = 0,0077)

AUC értéken jelezte elore a korkép kimenetelét (15/A. ébra). A szérum E-selectin koncentracio
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¢s az ACE2 aktivitas esetében nagyon hasonld AUC értékek mutatkoztak a kedvezd és a

kedvezdtlen kimenetellel rendelkezd betegek elkiilonitésére (15/B-C. abra).
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15. abra A VCAM-1 (A), E-selectin (B) és ACE2 (C) prediktiv potencidjanak vizsgilata a kedvezditlen
kimenetel tekintetében ROC gorbe analizis segitségével. Ezzel parhuzamosan az eltéré kiindulési
szérumszintek 30 napos mortalitdsra gyakorolt hatdsanak elemzése a VCAM-1 (D), az E-selectin (E),

valamint az ACE2 (F) vonatkozasaban Kaplan-Meier gorbe analizis alapjan.

Az E-selectin esetében a legjobb kiiszobérték 49,3 ng/ml volt 58%-o0s szenzitivitas és 70,3%-
os specificitas és 0,6523-as AUC érték mellett (95% CI[0,5215-0,7813], p = 0,0286). Végiil —
az ACE2-vel folytatott kordbbi vizsgalataink eredményeihez hasonléan — a kiindulasi ACE2
szérumaktivitds 0,6519-es AUC értéken (95% CI [0,5213-0,7826], p = 0,0291) 57,6%-0s
szenzitivitas és 70,4%-os specificitds mellett 45,2 pU/ml koszobértéknél birt a legjobb
megkiilonboztetd erdvel (15/A-C. abra). Az elvégzett ROC-AUC elemzések alapjan
elmondhatjuk, hogy a kiinduldsi VCAM-1, E-selectin és ACE2 kozel azonos hatékonysaggal
képes eldrejelezni a betegség kimenetelét stlyos allapotdt COVID-19 betegekben.

6.3.4 A 30 napon beliili mortalitas elorejelzése az emelkedett kiinduldasi VCAM-1 és ACE?2
szerumszintek alapjan sulyos COVID-19 korképben szenvedo betegekben

A 70 intenziv osztalyos kezelést igényld, sulyos klinikai allapota COVID-19 beteg koziil

33 elhunyt a 30 napos utankodvetéses idoszakban. A megel6z6 szamitasaink soran meghatarozott
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“cut-oft” értékek mellett kivancsiak voltunk, hogy a kezelés el6tti VCAM-1, E-selectin és az
ACE2 eredmények vajon alkalmasak lehetnek-e a 30 napos mortalitds valoszinliségének
predikciojara. A kiszamitott kiiszobértékeket alapul véve Kaplan-Meier talélési gorbe analizis
soran megallapitast nyert, hogy az emelkedett kiindulasi VCAM-1 szérumszinttel rendelkezd
betegek szignifikdnsan nagyobb kockazattal birnak a kedvezdtlen kimenetel tekintetében
COVID-19 kérképben (68% vs. 37% mortalitasi arany, Log-rank p =0,0031). Tovabba a > 45,2
pwU/ml kiindulasi ACE2 szérumaktivitds dnmagéban szintén magasabb mortalitési rizikot jelent
a beteg szamara (65,7% szemben 40%, Log-rank p=0,0117). A fentiekkel ellentétben a korhazi
kezelés elott mért emelkedett E-selectin szérumszint (> 49,3 ng/ml) prediktiv potencidlja még
éppen elmarad a szignifikancia hatarértékt6l a 30 napos mortalitas tekintetében (p = 0,0707)
sulyos COVID-19 betegségben (15/D-F. abra). Vizsgalatunk ezen eredményeit 6sszegezve az
intenziv osztalyos terapiat igényld stlyos SARS-CoV-2 fertdzott betegek kiindulasi VCAM-1
szérumszintjei és ACE2 aktivitdsa a vizsgalt paraméterek koziil a legalkalmasabbak a varhato

mortalitds eldrejelzésére.

6.4 Az LDH izoenzimek vizsgalata COVID-19 betegségben

A kordbbi vizsgalataink soran végzett irodalomkutatas alapjan a rutin laboratériumi
markerek koziil COVID-19 betegségben az egyik legalkalmasabb rutin laborparaméternek a
szérum LDH enzimaktivitds bizonyult. A korabbi klinikai vizsgélatok alapjan ugyanis szoros
Osszefliggés mutatkozott az emelkedett LDH és a COVID-19 klinikai tiineteinek sulyosséaga,
valamint a mortalitds valoszinlisége kozott [147-150]. Ezen tulmenden az 6ssz LDH aktivitas
sulyos allapotti koronavirus fert6zottek esetén fiiggetlen rizikofaktornak is tekinthetd
[147,148,150]. Ugyanakkor az egyes LDH izoenzimek kinetikajarol nincsenek irodalmi adatok
annak ellenére, hogy az egyes izoenzimek aktivitds valtozasa akar specifikus lehet a stlyos,

egyszerre tObb szerv elégtelenségét okozé COVID-19 betegségben.

6.4.1 A vizsgalatba bevalogatott betegek klinikai jellemzoi

Osszesen 22 (13 férfi és 9 nd, életkoruk 29-81 év kdzott valtozott) egymast kovetd,
korhazi felvételt igényld stulyos (14 beteg) vagy enyhe/kdzepesen stlyos tiidogyulladasban
szenvedo (8 beteg) COVID-19 pozitiv paciens szérummintait analizaltuk, akiknek rutinszertien

tortént 6ssz LDH aktivitas mérés. A lefagyasztott mintaikbol utdlagosan LDH gélelektroforézis
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vizsgélatot végeztiink tudomanyos célbol. A klinikai manifesztacié sulyossaga szerint a
paciensek ellatasa az intenziv osztalyon, illetve az infektoldgiai osztalyon folytatodott. Az
adekvat korhazi kezelés ellenére a stilyos pneumoniaval diagnosztizalt COVID-19 betegek (n
= 14) az ¢letiiket vesztettek a felvételt kovetd 28 napos utdnkovetés soran, mig az enyhébb
tiineteket mutatd betegek (n = 8) gyogyultan tavoztak. A klinikai korlapok alapjan a betegek a
SARS-CoV-2 fertdzést megelézden tobbféle kronikus korképben szenvedtek, igy
magasvérnyomads betegségben, (in)stabil anginaban, vesekovességben, diabetes mellitusban,
kiilonbozd vesebetegségekben (glomerulonephritis, gyodgyszer-indukalta nephropathia) és

kronikus gyulladasos iziileti korképekben.

6.4.2 A szérum ossz LDH aktivitas és a rutin laboratoriumi markerek szintjének valtozasa
sulyos és enyhe/kézepesen sulyos COVID-19 betegekben

A kordbbi vizsgélataink eredményeivel Osszhangban az altalunk vizsgalt betegek
mintdiban a gyulladésos paraméterek, mint a fehérvérsejtszam, a ferritin és a CRP emelkedett
értéket mutattak a szérumban. Mind a stlyos, mind az enyhe/kézepesen sulyos allapotu
COVID-19 betegek esetében a normal referenciatartomanynal magasabb 6ssz LDH aktivitas
mutatkozott a korhazi felvétel idépontjaban (272-2141 U/1). A sulyos pneumonidban szenvedd
betegek csoportjaban az atlagos 6ssz LDH értékek szignifikdnsan nagyobbnak adodtak az
enyhébb tiinetekkel bird betegeknél mért szinthez képest (median [IQR] 947,5 [704,3-1307,0]
U/l vs. 391,5 [331,8-895,8] U/l, p = 0,016) (16/A. ébra). A tovabbiakban a betegektdl nyert
mintakbol gélelektroforézis segitségével igyekeztiink az egyes LDH izoenzimek egymashoz
viszonyitott aktivitasi aranyat meghatarozni.

Annak ellenére, hogy a rutinszertien mért 6ssz LDH aktivitas és a gélelektroforézis
sordn szamitott izoenzim aktivitdsok kozott egyértelmii dsszefiiggés nem volt szembetiing, a
statisztikai analizis soran szignifikans kapcsolat igazolddott az LDH-3 (r = 0,765, p = 0,0001)
¢s az LDH-4 izoenzim (r = 0,783, p=0,0001), valamint az 6ssz-LDH aktivitas k6zott. Az LDH-
3 ¢s LDH-4, valamint a COVID-19 betegségben jellemzden szérumszint emelkedést mutato
rutin laboratoriumi paraméterek kozotti kdzvetlen relaciot vizsgalva szerény, de statisztikailag
szignifikans kapcsolatot detektaltunk mindkét izoenzim és a ferritin szérumszintje kézott (r =

0,437, p =0,042; illetve r = 0,505, p = 0,016) (16/B-E. abra).
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16. abra Osszefiiggések vizsgilata a kezelés elotti 6ssz LDH aktivitas, az egyes LDH izoenzimek
aktivitasa, a ferritinszint és a betegség kimenetele kozott COVID-19 betegekben. A két csoport kdzotti
kiilénbség meghatarozasat Mann-Whitney U teszttel, mig a korrelacid vizsgalatot Spearman teszttel

végeztik.
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Végiil a kimenetel tekintetében vizsgalva az egyes izoenzimek aktivitdsat szignifikdnsan
magasabb LDH-3 (241,0 [127,7-299,0] U/], illetve 83,7 [63,0-200,9] U/1, p = 0,043) ¢és LDH-4
(106,4 [85,5-182,7] U/, illetve 33,0 [20,9-69,4] U/l, p = 0,034) aktivitas, valamint kiilon az
LDH-4 esetében nagyobb relativ %-os arany (p = 0,026) is megfigyelhetd volt a kedvezdtlen
kimenetellel rendelkezd betegek esetében a talélokhoz képest (16/F-H. abra).

6.4.3 Az egyes LDH izoenzimek aktivitas mintazata COVID-19 betegség okozta
pneumonidaban

Az elvégzett denzitometrids analizisiink sordn nyert eredmények alapjan COVID-19
betegségre specifikus LDH izoenzim mintazatot nem sikeriilt azonositanunk (17. abra). Az
altalunk vizsgalt 22 minta koziil kilenc esetben a gélelektroforézis kdzépsé zondjaban, tehat
leginkabb az LDH-3, esetenként az LDH-2 és LDH-4 teriiletén detektaltunk nagyobb aranyu
aktivitast. Harom betegnél izolalt LDH-2 aktivitds emelkedést tapasztaltunk. Tovabbi hat
esetben az LDH-5 izoenzim fokozott aktivitasat észleltiik az LDH-4 szimultdn emelkedésével
vagy an¢lkiil, tovabba két betegnél magasabb LDH-1 szint mutatkozott. Két esetben az 6ssz
LDH szérumaktivitas emelkedés ellenére egyik izoenzim esetében sem tudtunk relativ aktivités

eltérést kimutatni (17. abra).

AzLDH-izoenzimekrelativ. pj py p3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21 P22
megnovekedett aranya:
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17. abra Az egyes LDH izoenzimek aranyanak meghatarozasa gélelektroforézissel COVID-19 betegek
szérummintaiban. A gélfotokon pirossal vannak jeldlve az egyes betegmintakban azonositott koros

aktivitast mutatd izoenzimek savjai.

A korhazi felvétel soran készitett mellkas CT vizsgalatok kiillonbozé mértéki
tiidoérintettséget igazoltak, amelynek kiterjedtsége a sulyosabb klinikai tiineteket mutato,
kedvezédtlen kimenetellel rendelkezd betegek esetén szignifikdnsan nagyobb volt az enyhébb
tiinetekkel korhazba keriil6 talélokéhez képest (70 [50-76] % vs. 15 [50-76] %, p = 0,003). A
tiid6érintettség mértéke és az egyes LDH izoenzim aktivitasok kozotti kapcsolat vizsgalata
soran az 50%-nal nagyobb aranyt pulmondlis karosoddsban szenvedd betegek esetén az

agardzgél kozéps6 LDH frakcidinak magasabb ardnyt aktivitasa volt kimutathatd. Az izolalt
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LDH-2 izoenzim emelkedéssel parhuzamosan mérsékelt parenchymaérintettség mutatkozott (<
20%). A COVID-19 okozta sulyos majelégtelenség és pneumonia egyiittesen eredményezhetett
emelkedett LDH-5 izoenzim aktivitast (6 beteg esetében), mig két kritikus allapoti paciens
esetében kimutatott magas LDH-1 arany hatterében intravascularis hemolizis valdszintisithetd.
Eredményeink alapjan szoros kapcsolat mutatkozott a SARS-CoV-2 fert6zés okozta pulmonalis
manifesztacio és az LDH izoenzimek kozeépso frakcidinak relativ aktivitas fokozodasa kozott,
bar eredményeink értelmezésekor szem el6tt kell tartanunk, hogy az LDH izoenzimek aranyat

szamos egy¢b klinikai koriilmény és tarsbetegség is befolyasolhatja.
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7 Megbeszélés

A SARS-CoV-2 altal okozott COVID-19 betegség az esetek egyodtdodében sulyos, akar
¢letet veszélyeztetd, elsdsorban a tiid6t, de sok esetben mas szervrendszert parhuzamosan érintd
fert6z0 megbetegedés. A diagnodzis feldllitasa a tlinetek altal felvetett gyant alapjan a beteg orr-
torok valadék mintajabol RT-PCR technikaval a virus-RNS kimutatasdn alapszik [161].
Bizonyos demografiai faktorok, mint az elérehaladott életkor, a cukorbetegség, a kronikus tiido,
illetve sziv-érrendszeri megbetegedés, az idiilt veseelégtelenség, a rosszindulatu tumoros
betegség fennalldsa, az immunszuppressziv allapot, az obezitds és a sarlosejtes anaemia
fiiggetlen prediktiv faktorai a stlyos lefolyasu és kedvezdtlen kimenetellel zarul6 COVID-19
betegségnek [40,162-166]. A korai klinikai vizsgélatok alapjan szamos probalkozas tortént a
gyakorlatban gyorsan és konnyen alkalmazhat6, a rizikostratifikdciot eldsegitd pontrendszer
bevezetésére, melyek a korhdzi kezelés kezdetén észlelt tiinetek alapjan igyekeztek kiemelni a
magasabb kockazatl betegeket [167], noha ez a gyakorlat Magyarorszagon végiil nem terjedt
el. A korai fertdzési stadiumban észlelt klinikai és laboratoriumi paraméterek is szolgalhatnak
tampontul a magasabb rizikdval rendelkezd betegek felismerésében. A korhazi felvételkor
észlelt hypoxia 6nmagaban fontos fiiggetlen rizikofaktora a kedvezdtlen kimenetelnek. Egy
korabbi klinikai vizsgalatban 140 COVID-19 pneumodnidban szenvedd stlyos beteg adatai
alapjan a periférias artérias szaturacid (SpOz) 90%-nal magasabb érteke 84%-o0s szenzitivitas
és 97%-os specificitas mellett képes volt eldrejelezni a talélést [168]. Az un. PaO»/FiO;
aranyszdm vagy Horowitz-index a klinikai gyakorlatban a hypoxaemia ¢s a tiidoben zajlo
gazcsere hatékonysaganak jellemzésére széles korben elfogadott mérdszam. Normal
tartomanya 350-450 Hgmm koz6tt helyezkedik el, 300 Hgmm alatt 1€gzési elégtelenségre utal
[169]. Az ARDS diagnozisat és sulyossagi fokat 2012 6ta a Berlin kritérium rendszer alapjan
hatdrozzuk meg, amelynek oszlopos része a PaO2/FiO> hanyados meghatarozasa [169].
Emellett a kritikus allapota betegek rizikobecslésére alkalmazott SOFA-score szamitasanal is
figyelembe vessziik [170]. A stlyos légzési elégtelenséget okozé COVID-19 betegség egyik
kritériuma a 300 Hgmm alatti PaO,/FiO, hanyados [171]. Retrospektiv analizisek alapjan a
koérlefolyés kezdetén meghatarozott aranyszam jo prediktiv értékkel kiilonitette el az enyhe ¢és
a korhazi kezelést igénylo eseteket [172], tovabba befolyassal lehet a korhazi kezelés hosszara
[173], és a 300 Hgmm alatti értékkel rendelkez6 betegeknek akar haromszor nagyobb esélytik
volt a kedvezétlen kimenetelre [174]. A képalkotdé vizsgalatok koziil a legnagyobb
szenzitivitassal a mellkas CT rendelkezik, noha a fertézés korai szakaszdban vagy enyhe

tiinetek esetén normadlis leletet is kaphatunk [175]. A legjellemzébb patomorfoldgiai entitas az
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un. tejiivegszerti homaly (ground-glass opacity, GGO) illetve a kétoldali konszolidacié [176].
A CT-felvételen lathat6 tiidéérintettség nem csupan a 1égzési elégtelenség stlyossagaval
korrelalt, hanem forditottan ardnyos a kedvezd kimenetel valdszintiségével is [177].
Altalanosan elfogadott gyakorlat, hogy minden korhazi kezelést megeldz6en periférias
vénas vér mintavétele torténik, melybdl a rutin laboratériumi paraméterek keriilnek
meghatdrozasra. A pandémia kirobbanasa 6ta nagymennyiségii adat gyiilt 6ssze, melyek alapjan
szamos metaanalizis vizsgélta ezen paraméterek kimenetelre gyakorolt hatasat. A kezdeti
lymphopenia a koréllapot sulyossagaval progredialt [27]. A neutrophil/lymphocyta arany
(NLR) a betegek allapotromlasaval emelkedett és prediktiv faktora volt a kedvezotlen
kimenetelnek [178]. Az eosinophilek ardnyanak folyamatos csdkkenése szintén negativ
progndzisra utalt [179]. A thrombocytaszam valtozasanak tekintetében ellentmondasos
eredmények allnak rendelkezésre: a kezdeti vizsgalatok sulyos thrombocytopeniardl szamoltak
be a kritikus allapotu betegek korében és 6sszefiiggést lattak a vérlemezkeszam csokkenésének
mértéke €s az elhalalozas valoszintisége kozott [180]. Noha més szerzOk nem talaltak jelentds
eltérést a thrombocytaszamban az ARDS-ben szenvedé COVID-19 betegek korében [181].
Figyelembe véve azt a tényt, miszerint a sulyos szeptikus allapotban a csontveldi
megakaryocytakrol a vérlemezkék gyorsabb leflizddése kovetkezhet be, illetve, hogy a
COVID-19-ben rendkiviil gyakori thromboembolids események jelentds konszumpcios
thrombocytopeniat generalhatnak a keringésben, a két klinikai megfigyelés nem zarja ki
egymast [182]. Egy korabbi vizsgalat az intenziv osztalyon kezelt COVID-19 betegek esetében
a periférias vérben keringd abszolut éretlen vérlemezkeszam (A-IPC) vizsgalata soran forditott
aranyossagot talalt az A-IPC értéke és a negativ kimenetel kozott, melynek hatterében
valdsziniileg a thrombopoietin termelddés és funkcio elégtelensége allhat [183]. A kémiai
markerek koziil az LDH, az AST, az ALT, a kreatinin, az 0ssz kreatinin-kinaz (CK), a cTnl és
az NT-pro-BNP szignifikansan magasabb koncentracioban volt kimutathat6 a kedvezotlen
kimenetellel rendelkezd betegek mintaiban, mint a talélok esetén [166]. Hasonloan egyes akut
fazis fehérjék (pl. CRP, PCT, ferritin, szérum amyloid-A) szignifikdnsan nagyobb
enyhébb tlinetekkel rendelkezd tarsaik esetében [183,184] és egyben eldrevetitették a
kedvezotlen prognodzist. A D-dimert 1 pg/ml feletti mennyiségben a korhdzban kezelt betegek
korében a kedvezdtlen prognozis fiiggetlen prediktiv faktoranak talaltdk [185], emellett
elérejelezte a thromboembolids szovédmények, a kritikus klinikai allapot és az elhaldlozés

nagyobb valdszinliségét is [186].
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Bar szamos klinikai jel és laborparaméter utalhat a stlyos COVID-19 korlefolyas
magasabb kockazatara, figyelembe kell venniink azt a tényt, hogy a jelenleg rendelkezésre allo
paraméterek tobbsége a nagyfoku generalizalt gyulladas ¢és a kezd6do tobbszervi elégtelenség
kovetkezményeképpen mutat jelentds valtozast a korlefolyas elérehaladtaval, és eképpen az
elsé klinikai tiinetek megjelenésével egyidoben még nem birnak prognosztikai erdvel. A
kedvezdtlen prognozisra hajlamos betegek kiemelése mar az elsé orvosi vizsgalat alkalmaval
esszencidlis lenne annak érdekében, hogy ezen betegek agressziv szupportiv terapidban és
szorosabb megfigyelésben részestilhessenek. A SARS-CoV-2 infekcid patomechanizmusanak
ismeretében kézenfekvd volt olyan 0j biomarkerek felkutatisa, melyek akar a gazdasejt
fert6z0dése révén, akar a kovetkezményes endothelsejt kdrosodasbol adéddéan megemelkedett
mennyiségben expresszalddnak és keriilnek a véraramba, ezaltal szérumszintjiik jol korrelal a
korkép elérehaladtaval.

Vizsgalatsorozatunk célja az volt, hogy a szérumban kimutathatdé mennyiségben jelenlévo,
a SARS-CoV-2 fertézés progresszidjaban feltehetéen résztvevd molekulak, mediatorok
expressziojanak fokozodasat igazoljuk és kapcsolatot keressiink a klinikai tiinetek sulyossaga,
valamint a vizsgalt biomarkerek szérumszintjei kozott. Tovabba célunk volt olyan
szérummarkerek felkutatasa, amelyek mar a korhazi kezelés megkezdése eldétt nagy
valdszinliséggel képesek eldrevetiteni a kedvezdtlen kimenetelt.

A sejtfelszinen expresszalddé ACE2 glikoprotein a huméan gazdasejtek megfert6zdési
folyamatanak egyik legfontosabb szerepldje [75]. Az ACE2 egy tobbféle funkcidval biro, a
szervezet homeosztazisaban kiemelkedd szerepet jatszo enzim, amely az Ang I és Il lebontasan
keresztiil azok vazokonstriktor, prokoagulans és proinflammatorikus hatdsat hivatott tompitani
[86-88]. Az epithelsejtek és endothelsejtek felszinén expresszalodd ACE2 molekulat a virus S1
¢s S2 felszini fehérjéi kvazi receptorként hasznaljak, a kialakult kotés pedig a virus
endocytosisat idézi eld [74,75]. Az internalizaciét megeldézendd, egyfajta protektiv
mechanizmus révén a SARS-CoV-2 bekotddése az ACE2 levalasahoz [75], un. “shedding”-
jéhez vezet, ezaltal a keringd ACE2 szintje és aktivitasa megnd [96]. Kordbbiakban a SARS-
CoV virussal végzett vizsgalatok szoros korrelaciot mutattak ki a pulmonalis epithelsejtek
ACE2 expressziojanak csokkenése, illetve az érpermeabilitas fokozddasa, a kovetkezményes
tiidéodéma ¢€s a romlo 1égzési elégtelenség kozott ARDS allatmodelleken [187]. COVID-19-
ben tobb kutatdcsoport vizsgalta a szolubilis ACE2 mennyiségét eltéré eredményekkel [100-
107]. Munkacsoportunk elséként egy kritikus allapott COVID-19 beteg esetében végzett
esettanulmany soran a szolubilis ACE2 jelentdsen emelkedett szérumaktivitasat igazolta [108].

A keringd ACE2 mennyiségének a COVID-19 betegség lefolyasa soran alakul6 kinetikajarol és
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a klinikai manifesztacioval Osszefliggd mértékii valtozasarol elézéleg nem allt rendelkezésre
adat. A fertézés kezdeti szakaszaban megkeriilhetetlen szerepet jatsz6 human fehérje
szérumszintjének mérése kézenfekvonek tint a fertdzés stlyossdganak és a szervezet
valaszreakciojanak megbecslése ¢és a korlefolyds irdnyanak meghatarozésa céljabol.

Vizsgalataink soran arra a megallapitasra jutottunk, hogy a kritikus allapota COVID-19
betegek szérummintaiban szignifikansan magasabb ACE2 aktivitas volt kimutathaté mind a
sulyos allapota COVID-19, de még a nem COVID-19 etiologidju stlyos szeptikus kontroll
csoport értékeihez viszonyitva egyarant - a komorbiditasoktol fliggetleniil. A vizsgalt COVID-
19 betegek esetében a kritikus allapotti csoportban a férfiak korében még magasabb ACE2
aktivitds értékeket meértiink. Kardiovaszkuldris betegségekben szenvedd betegpopulacion
végzett ACE2 szérumszint vizsgalatok soran a férfiak esetében szintén magasabb ACE2
eredmények mutatkoztak, mely kiilonbség a hipertenzid fennallasa esetén szignifikans mértéket
ért el [91]. Bar a kritikus allapotd COVID-19 betegeink 80,9%-a hipertonidban szenvedett, a
betegek koros ACE2 aktivitds értékei elsésorban a SASR-CoV-2 fertézés rovasara irhatd. A
teljes vizsgalt populaciora vetitve a tiinetek stlyossagétol fliggetleniil a magasabb életkort
betegeknél emelkedettebb ACE2 aktivitds mutatkozott, viszont az egyes vizsgalati
alcsoportokban az ¢letkor ACE2 szintre gyakorolt hatasat Spearman analizissel nem tudtuk
igazolni. Ebbdl azt a kovetkeztetést szlrtiik le, hogy az emelkedett ACE2 aktivitas oka
legféképpen az eldrehaladott életkorban nagyobb ardnyban eléforduld kardiovaszkularis
korallapotokban ¢és az iddsebbeknél gyakrabban latott sulyosabb lefolydsu COVID-19
betegségben keresendd. A korhazi kezelés alatt nyert utdnkdvetéses vizsgalatok alapjan a
kritikus allapotdt COVID-19 betegek korében a kiindulési szolubilis ACE2 szinthez képest
tovabbi szignifikdns mértékli szérumszint emelkedést detektaltunk szemben a sulyos
pneumoniaban szenvedd betegek kezelés alatt 1ényegesen nem valtozd szérumszintjeivel.
Fontos ravilagitanunk arra, hogy az altalunk vizsgalt, kérhazi kezelést igénylé COVID-19
betegek esetében a kezelés elbtti szolubilis ACE2 szintek jelentdsen és tartosan emelkedettek
maradtak vagy még tovabbi ndvekedést mutattak, és jelentdsen csokkend tendenciat a gyogyuld
betegek esetében sem detektaltunk. A szolubilis ACE2 esetleges prognosztikai szerepének
vizsgalatara a kedvez0 ¢s kedvezotlen kimenetellel rendelkezd betegek felvételi, majd késobbi
szérumszintjeinek alakuldsat kovettiik. Az elhalalozott betegek esetében a kezdetben is
szignifikdnsan magasabb ACE2 aktivitas a kezelés kés6bbi szakaszaban - jellemzden kevéssel
az exitus eldtt - tovabbi jelentds emelkedést produkalt. Mivel a legnagyobb klinikai jelentdséget
a kezdeti tiinetek megjelenésekor mérhetd szolubilis ACE2 szérumszint progndzisra gyakorolt

hatasatol vartuk, igy statisztikai analizissel vizsgéltuk a biomarker prognosztikai potencialjat a
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sulyossag ¢és a kimenetel tekintetében. ROC gorbe elemzéssel 45,4 mU/1 kiindulasi ACE2
szérumszint mellett 60%-o0s szenzitivitas €s 71,2%-os specificitas, de 0,701-es AUC értéken a
sulyos korlefolyés, tovabba ugyanolyan “cut-off” értéket alkalmazva 61,8%-0s szenzitivitas és
65,5%-o0s specificitas mellett hasonloan magas AUC értékkel (0,679) a kedvezdtlen kimenetel
is eldrejelezhetd volt. Logisztikus regresszios analizis alapjan a ferritin, a kreatinin, a
fehérvérsejt- és lymphocytaszam, a hemoglobin, illetve a MPV mellett a kiindulasi ACE2
aktivitas fliggetlen prediktiv faktornak mutatkozott a vizsgalati csoportunk esetében (OR:
1,032, p=10,019).

A tiid6 funkcionalis allapotanak jellemzésére alkalmas egyik leggyorsabb ¢és legegyszeriibb
paraméter a Horowitz-index, amely a kritikus allapott COVID-19 betegeink korében
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult a stlyos tiiddgyulladasban szenvedd betegekhez
képest. Varakozasainknak megfelelden a kedvezdétlen kimenetellel rendelkezd egyének korében
jelentdsen alacsonyabb kiinduldsi Horowitz-indexet szdmitottunk a tulélok értékeihez képest,
melynek diszkriminativ értékét Youden indexszel 129 Hgmm-ben hatdroztuk meg. A korkép
sulyossaganak eldrejelzésében 66,7%-0s szenzitivitas, valamint 64,8%-0s specificitas és 0,662-
es AUC érték mellett, mig a kimenetel eldrejelzésében 65,8%-0s szenzitivitas €s 61,5%-os
specificitas, valamint 0,653-as AUC érték mellett volt hasznalhat6. Annak ellenére, hogy a
rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok azt sugalljak, hogy a szérumban nagy mennyiségben keringd
szolubilis ACE2 jelentds része a megfert6zott tiidé epithelsejtjeinek felszinérdl szarmazik
[187,188], a tovabbi statisztikai analizis sordn a szolubilis ACE2 és a pulmonalis funkcionalis
karosodassal kovetkezményesen romlo Horowitz-index kozott fennallo statisztikai kapcsolatot
nem tudtunk kimutatni. A korhazi felvétel utani 30 napos kovetéses periddus soran a
vizsgalatunkba bevalogatott 176 COVID-19 beteg koziil 89 elhunyt. A kiindulasi 45,4 mU/I
ACE2 szérumszint diszkriminativ értékkel elvégzett Kaplan-Meier gorbe analizis alapjan
szignifikansan magasabb 30 napos mortalitasi valdsziniiség mutatkozott a kiiszobérték feletti
szérumszinttel rendelkezd betegek esetében (37,2% illetve 64,7%, Log-Rank p < 0,0001). Az
elvégzett vizsgalatok alapjan a kezelés elott mérhetd szérum ACE2 aktivitas egy 0j hatékony
biomarkernek bizonyult COVID-19 betegek esetében a korkép lefolydsanak és a varhato

kimenetelének elérejelzésében egyarant.

A HE4 elsOsorban a felsé ¢€s also léguti epithelsejtek felszinén expresszalodik jelentds
mennyiségben [110], egyes mirigyes szerveket érinté onkoldgiai kérképekben szérumszintje
nagymértékben és konzekvensen megemelkedik [110,116,117], ennek kdszonhetden tobbek

kozott epithelidlis petefészekrak [189] és nem-kissejtes tiidorak [190] esetében prognosztikai
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faktorként hasznalhatdo a betegség diagnosztizaldsa és kovetése soran is. Mindemellett a
megnovekedett HE4 szérumszint potencidlis biomarkernek tekintheté  kronikus
veseelégtelenségben [191,192] és progressziv interstitidlis tiidofibrozisban is [193].
Munkacsoportunk korabbi vizsgélatai jelentésen emelkedett HE4 szérumszintet igazoltak
cisztas fibrozisban, melynek valtozésai szoros korrelacidét mutattak a betegség progresszidjaval,
a légzésfunkcios paraméterekkel és a CFTR-specifikus gydgyszeres kezelés hatékonysagaval
is [120,160,194,195]. A kozelmultban publikalt kézlemények alapjan sulyos bakteridlis
szepszishez tarsult ARDS esetén a HE4 szérumszint fiiggetlen prediktiv faktora volt a
kedvezotlen kimenetelnek [124,125]. Annak ellenére, hogy a HE4 proteinnek a Iégutakon
keresztiil bejutott korokozok elleni humoralis immunitésban jatszott szerepét feltételezik [196],
¢s kozismert, hogy a sulyos COVID-19 betegség leggyakoribb szervi manifesztacioja a
kétoldali pneumonia, a SARS-CoV-2 fertézésben bekdvetkezd6 HE4 szérumszint valtozasok
tekintetében szerény irodalmi adat 4llt rendelkezésre [126,127].

Vizsgalatunk sordn az enyhe, sulyos és kritikus allapott COVID-19 betegek
szérummintai mellett kontroll csoportként bakteridlis szepszisben szenveddk mintaiban
elemeztiik a korhazi felvételkor mért HE4 szérumszinteket. A komoly tiid6érintettséggel jaro
COVID-19 ¢s a bakterialis szepszises kontroll betegekben egyarant a normalisndl jelentdsen
emelkedettebb HE4 szérumszint volt kimutathato. A teljes vizsgélati populacio esetén a HE4
szint az ¢életkorral némi korrelacidt mutatott, ami a korabbi irodalmi adatokkal egybecseng
[197], habar ezt a tendencidt a sulyossag szerint differencialt alcsoportok esetén mar nem
tudtunk kimutatni. Szamos laboratoriumi paraméter (pl. szolubilis ACE2, IL-6, CRP, ferritin,
0ssz LDH, fehérvérsejtszam stb.) ¢és a klinikai allapotot jellemzd paraméterek (SOFA-score,
mellkas CT-n lathatd tiidéérintettség mértéke) tekintetében dsszefliggés mutatkozott a kezdeti
HE4 szérumszintekkel. Ezen tulmenden a HE4 ¢és a korhdzi napok szaménak tekintetében a
sulyos allapota COVID-19 betegek esetében egyenes aranyossag, a kritikus allapotu,
legtobbszor a felvételt kovetden rovid idon beliil exitaloknal forditott relacid6 mutatkozott. A
fenti eredményeket tekintve a kezdeti HE4 szint nagy valdsziniiséggel mar az elsd tiinetek
idején stlyos foku tiidodestrukcidora és generalizalt gyulladas kiterjedésére utalhat. A
kovetkezokben igyekeztiink Osszefliggést kimutatni a korhazi kezelést megeléz6 HE4
szérumszint és a varhato kimenetel kozott. Retrospektiv analizis soran a késobb elhunyt betegek
esetén szignifikdnsan magasabb kiindulasi értékeket mérhettiink, amelyek a kezelés soran
érdemi valtozast az exitus bekovetkeztéig nem mutattak. Ezzel szemben a kezelést kdvetden
gyogyultan tavozok esetén az utdnkdvetéses szérummintdk HE4 koncentracidja jelentds

csokkenést mutatott a kezelést megel6zo értékekhez képest (p = 0,0039). A tovabbiakban
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kivancsiak voltunk arra is, hogy a kiinduldsi HE4 szint alkalmas lehet-e a korhdzi kezelést
igényld COVID-19 korkép sulyossaganak ¢és kimenetelének eldrejelzésére. ROC-AUC
analizissel 286,3 pmol/l szérum HE4 “cut-oft” érték mellett a betegség sulyos lefolyasa 80%-
os szenzitivitds €s 70%-os specificitds mellett kiemelkedden jo 0,816-os AUC értéken
elérejelezhetd volt, tovabba 331,7 pmol/l kiinduldsi HE4 szint 80%-0s szenzitivitas és 83%-os
specificitas mellett 0,874-es AUC értéken szintén eldrejelezte a kedvezdtlen kimenetelt. A
biomarker fiiggetlen prediktiv értékének meghatirozdsara logisztikus regresszids analizist
végeztiink, amely alapjan a koros HE4 szérumszint magas esélyhanyadost (OR: 10,618)
mutatott a kedvezdtlen kimenetelre a korabban mar igazolt prognosztikai szereppel bird
laboratoriumi paraméterek (abszolut lymphocytaszam, 6ssz fehérvérsejtszam, IL-6, ferritin)
mellett. Mindemellett a varhat6 salyossdg tekintetében mar joval szerényebb, de még
szignifikans Osszefliggés mutatkozott a HE4 szint kapcsan. A 30 napos utankovetéses
id6szakban a mortalitds valoszinlisége a fentebb emlitett 331,7 pmol/l diszkriminativ
kiiszobértek alatti €s feletti szérumszinttel rendelkezd betegek esetén szignifikans kiilonbséget
mutatott (71% ¢és 19% mortalitas, Log-rank p < 0,0001). A kovetéses idészakot 40 napra
kiterjesztve a két csoport statisztikai kiilonbsége még markdnsabbnak mutatkozott (81% vs.
19%). A fentieket figyelembevéve a korhdzi kezelés kezdetén mért szérum HE4 egy fontos
prognosztikai faktor lehet a COVID-19 korkép varhat6 lefolyasa és kimenetele prediktalasaban

M¢ég néhany évtizeddel ezel6tt is az erek belso falat boritd sejtrétegnek csupan passziv,
hatarold funkciot tulajdonitott az orvostudomany, viszont az azota eltelt idében megannyi
lokalis és szisztémas élettani folyamatban igazolddott aktiv, autokrin és parakrin szerepe,
amelyeken keresztiil vilagossa valt, hogy az endothelium hibatlan miikodése nélkiilozhetetlen
a szovetek vérellatasanak dinamikus optimalizalasa, a hemosztazis €s a koagulacios folyamatok
kiegyensulyozottsaga szempontjabol. Szdmos kutatasi adat és klinikai megfigyelés alatamasztja
az endothelium sériilés jelentdségét stilyos SARS-CoV-2 infekcidt kovetden. A COVID-19
betegség lefolydsa soran a vérdramba keriilt viruspartikuldk direkt vagy indirekt
mechanizmusok révén eldidézik az endothelsejtek aktivaciojat, melynek eredményeképpen
citokinek, kemoattraktans molekuldk, proinflammacios faktorok jutnak a keringésbe. Ezek a
molekuldk a gyulladasos sejtek ¢és a thrombocytdk aktivaciojat idézik eld, valamint az
endothelsejt réteg folytonossdganak megszakadéasat, trombogén faktorok megjelenését
eredményezik tovabbi gyulladasos kaszkadfolyamatot idézve el6. Az egyes szervekre levetitve
ez a folyamat vérellatasi zavarban, érelzarodasban manifesztalédik, és a COVID-19

korlefolyasaban gyakran eléforduld myocardialis infarctus, vasculitis, interstitialis pneumonitis
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vagy ¢éppen ARDS képében szembesiil vele a klinikus [133-135]. A vizsgélatsorozatunk

kovetkezd szakaszdban az endothelsejtek aktivacidjaval Osszefliggésbe hozhaté molekuldk
szérumszintjét vizsgaltuk stlyos ¢és kritikus allapoti COVID-19 betegek esetében azok
korlefolyassal, a betegség sulyossagaval, illetve kimenetelével 0Osszefliggésben allo
kinetikajanak feltardsa céljabol. Retrospektiv analizisiinket kritikus allapota betegekre
terjesztettiilk ki, és két alcsoportot képeztink a kedvezd és kedvezdtlen kimenetelnek
megfelelden.

Az ¢érfal belsé sejtrétegének sériilése az NF-xB ¢és MAPK intracelluléris
szingaltransdukcios utvonalon keresztiil az IL-6, IL-8, IL-1p fokozott expresszidja mellett [24]
reparativ mechanizmusok beindulasat és az antitrombotikus attributumok elvesztését vonja
maga utan. Ennek részeként immunsejtek és thrombocytdk jelennek meg a gyulladasos
érszakaszon. Az Un. selectinek a fehérvérsejtek toborzéasaért felelds glikoproteinek. Az E-
selectin az endothelsejtek aktivaciojakor a keringésbe jutd adhézios molekula, az endothelsejtek
aktivaciojanak egyik érzékeny biomarkere. Noha a COVID-19 betegség patomechanizmusaban
az endothelium kéarosodas/sériilés szerepe bizonyitottnak tlinik, és a korkép kezdetén detektalt
szolubilis E-selectin szint a legtobb klinikai vizsgalat sordn abnormalis értéket mutatott
[155,198], Gelzo ¢és munkatarsai érdekes mdédon nem taldltak szignifikédns kiilonbséget a
tiinetmentes és a korhazi kezelést igénylé COVID-19 betegek eredményei kozott [199].
Tovabba a szolubilis E-selectin koncentracié erds korreldciot mutatott a neutrophil sejtszam ¢€s
a tlinetek kezdetétdl eltelt napok szamaval is [198]. A plazma P-selectin az endothelsejtek
Weibel-Palade testekben, illetve a thrombocytak intracellularis a-granulumaiban helyezkedik
el és a vérlemezkék aktivaciojat kivaltdo noxa hatasara az expresszioja megnd. Egy 7668 beteg
adatait 0sszesitd meta-analizis alapjan szamos mas, az endothelsejt diszfunkcioval kapcsolatba
hozhat6 biomarker mellett az E- és P-selectin kiindulési szérumszintje is magasabbnak adodott
a kedvezotlen kimenetellel rendelkez6 SARS-CoV-2 fertézottek korében [200]. A kozelmultban
publikalt vizsgalat szerint a korhazi felvételkor szignifikansan magasabb E-selectin (> 32,5
ng/ml) és P-selectin (> 3,2 ng/ml) fliggetlen prediktorai voltak a korhazi kezelés alatt
bekovetkezd thromboembolids eseményeknek [201], mely a sulyos endothelium diszfunkcid
kovetkeztében kialakuld prothrombotikus klinikai allapot fennallasat timasztja ald. Intenziv
osztalyos kezelést igényld COVID-19 betegek kezelést megel6zd E-selectin szintje
figyelemreméltd 0,88-as AUC érteken 100%-0s szenzitivitas és 75%-os specificitds mellett
megbizhatéan eldrejelezte a kedvezdtlen kimenetelt [155]. Varakozéasainkkal ellentétben, az

altalunk vizsgalt betegpopuldcidban csupan szerény, de szignifikdns kiilonbséget tudtunk
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kimutatni a taléld és elhunyt COVID-19 betegek kiindulési E-selectin értékei kozott. Noha a
kimenetelre gyakorolt hatds vizsgélata soran a 49,3 ng/ml kiindulasi E-selectin szérumszint
0,6523-as AUC értéket mutatott, Kaplan-Meier tuélési gorbe analizissel nem sikeriilt
szignifikans kiilonbséget detektalnunk a diszkriminativ érték alatti és folotti szintekkel biro
érintettek kozott.

Az artherosclerosis talajan kialakult kardiovaszkuléris korképek és a stroke [140],
valamint a lipid anyagcserezavarokban eléforduld procoagulans [141] és oxidativ
stresszallapotok kialakuldsaban [141] bizonyitottan oki szerepet jatsz6 Lp-PLA2 a
makrophéagok altal termelt, a keringésben foként az LDL-hez kapcsoltan keringd molekula
[139]. Az Lp-PLA2 az oxidalt lipoproteinek hydrolizise révén proinflammatorikus agensek
létrehozasaban jatszik szerepet, melyek az endothelsejtek aktivaciojaban, az artherosclerotikus
plakkok nekrotikus magjanak kialakuldsaban kiilonos jelentdséggel bir [ 138]. A megnovekedett
oxidativ stressz a proinflammatorikus citokinek emelkedett szintjét eredményezi és forditva: ez
az onmagat erdsitd folyamat pedig a kardio-metabolikus kornyezet romlasdhoz vezet [202]. Az
Lp-PLA2 szérumszint prediktiv faktorként torténd mérését eurdpai és amerikai ajanlasok is
tartalmazzak a stroke és a visszatérd kardialis események eldrejelzésére [203]. Korabbi
kutatasok soran erds korrelacido mutatkozott a kritikus allapoti betegek rizikobesorolasahoz
hasznalt APACHE II pontérték és az Lp-PLA2 szérumszint kdzott [204]. A stlyos COVID-19
betegségben mind a keringd 6ssz koleszterin, mind az LDL és HDL szintje csokken [142], mig
ARDS-ben a sériilt pneumocytakbol és makrophagokbol oxidalt foszfolipidek valnak szabadda
nagy mennyiségben [143]. Az endothelsejt aktivacioban betoltdtt prominens szerepe ellenére
az Lp-PLA2 SARS-CoV-2 infekcioban kimutathato esetleges prediktiv jelentoségérdl szerény
vizsgalati eredmények allnak rendelkezésre [144]. Jelen klinikai vizsgalattal a kedvezd ¢és
kedvezétlen  kimenetellel rendelkez6 COVID-19  betegek  kiindulasi  Lp-PLA2
szérumszintjében szignifikans eltérés nem volt kimutathat6. Eredményeink alapjan az Lp-
PLAZ2 szintje nem korrelalt a gyulladasos paraméterekkel és nem mutatott jellegzetes kinetikat
a progresszioval parhuzamosan sem. Eredményeink hatterében az Lp-PLA2 dominaldan
artherosclerosissal 0sszefliggd szérumszint valtozasa, és a molekulara elenyész6 hatassal bird
COVID-19 okozta endothelium kérosodas allhat. Az altalunk vizsgalt betegcsoportok
kardiovaszkularis rizikéfaktoraiban szignifikans kiilonbség nem allt fenn.

Az endothelsejtek altal termelt kiilonb6zd sejtadhézios molekulak koziil a VCAM-1
szamos megel6zd klinikai vizsgalatban szignifikdnsan emelkedett szérumszintet mutatott
sulyos COVID-19 betegek esetében, akar egészséges populdciohoz [205,206], akar csak az
enyhe tiineteket mutatdé SARS-CoV-2 fertézottekhez viszonyitva [207-209]. Enyhe ¢és sulyos
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1égzési elégtelenségben szenvedd, koérhazban kezelt betegek korében végzett vizsgélat a
kedvez6tlen kimenetellel rendelkezd betegek esetén magasabb VCAM-1 értékekrdl szamolt be
[210]. Intenziv terapiat igénylé SARS-CoV-2 fert6zottek korében végzett, a dexamethasone
terapia kedvezd hatasat elemzd kutatds sordn a vizsgalati és a kontroll csoportban is
szignifikansan magasabb VCAM-1 szintek a mortalitas tekintetében jo prediktiv értékkel
birtak, noha ezen eredményeket a szteroid terdpia vagy annak hidnya befolyasolhatta [211].
Tovabbi elemzések szerint a kérhazi kezelés eldtt mért szérum VCAM-1 szint a 30 napos
mortalitas valoszinliségével is korrelaciot mutatott [212].

Szamos klinikai tanulméany igazolta korabban a vérlemezkék humordlis és sejtes
immunvalaszban betdltott szerepét, melynek soran a thrombocytak és fehérvérsejtek kozott
kialakul6 interakci6 befolyasold hatdssal bir a thrombotikus folyamatokra [213,214]. A
vérlemezkék és neutrophilek kozott 1étrejott sejt-sejt interakcid a thrombocyta aktivacio egyik
érzékeny markere [215]. Ahogy fentebb mar emlitettiik, a kiinduldsi plazma P-selectin
koncentracid erés korrelaciét mutatott a kedvezOtlen kimenetellel és a kezelés soran
bekovetkezett thromboembolias események gyakorisagaval [201]. Az altalunk végzett mérések
soran szignifikdnsan magasabb kezdeti szolubilis P-selectin szintek mutatkoztak a késébb
elhalalozott kritikus allapotii paciensek esetében, mig a gyogyult betegek esetében csupan

mérsékelt emelkedés volt detektalhato (18. abra).
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18. abra A SARS-CoV-2 infekcié altal kivaltott endothelsejt és thrombocyta aktivaciot eredményezé

molekuldris mechanizmusok 6sszefoglalasa.

Vizsgalatsorozatunk utolso 1épéseként 22, enyhe/kozepesen sulyos és sulyos COVID-19
okozta tiidogyulladasban szenvedd beteg esetében analizaltuk az egyes LDH izoenzim
aktivitasok €s a betegek klinikai tiinetei kozotti esetleges Osszefiiggéseket. Szamos kordbbi
tanulmany igazolta, hogy a kiindulési 6ssz LDH aktivitas COVID-19 kérképben mind a klinikai
manifesztacio stlyossaga [147,148], mind pedig a varhatdé kimenetel [147,148,152]
tekintetében fliggetlen prognosztikai faktorként szerepel, emellett egyéb, szérumbol
kimutathaté biomarker molekulak szimultan emelkedése esetén segithet eldrejelezni a korkép
sulyossagat és kimenetelét egyarant [216,217]. A human szervezetben megtalalhat6 6tféle LDH
izoenzim viszonylag nagy szervspecificitdst mutat, ennek megfeleléen szoveti sériilés vagy
fokozott sejtpusztulas esetén a szervre jellemzé LDH izoenzim magasabb aktivitassal jelenik
meg a periférids vérben az 0ssz LDH szérumaktivitas emelkedését okozva [218]. Ennek
megfeleléen az 6ssz LDH aktivitds hatterében 4ll6 izoenzim-profilt vettiik gorcsd ald. Az
altalunk vizsgélt 6sszes beteg szérumaban emelkedett 6ssz LDH aktivitds mutatkozott, tovabba
az irodalmi adatokkal egybecsengd modon a sulyosabb tiinetekkel rendelkezdk jelentosen
magasabb 0ssz LDH aktivitdst mutattak. Noha egyik izoforma esetén sem tapasztaltunk

kizarolagos, COVID-19-re tipusos aktivitds fokozddast, a vizsgalt 22 paciens koziil kilenc
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széruma az elvégzett gélelektroforézis soran emelkedett ,,k6zépmezds aktivitast” mutatott,
tehat az LDH-3 és/vagy az LDH-2 és LDH-4 izoformak relative emelkedett aktivitasa volt
detektalhat6. Tovabba a denzitometrias analizis alapjan szdmitott LDH-3 és LDH-4 aktivitas
szignifikans korrelacidot mutatott a szérumbdl mért 6ssz-LDH aktivitassal, illetve a szérum
ferritin szinttel.

A kedvezdtlen kimenetellel rendelkez6 COVID-19 betegek esetében ¢észlelhetd
szignifikdnsan nagyobb tiid6érintettség kozismert klinikai jelenség. Az elvaltozas hatterében
felvetddik a SARS-CoV-2 altal okozott kdzvetlen tiidosériilés, a gyulladasos valaszreakcio,
valamint a kovetkezményes csokkent artérids oxigénszaturacid [219]. Mindemellett nagy
mintaszamu COVID-19 korképben szenvedd populacion végzett elemzés alapjan erds forditott
aranyosssdg mutathat6 ki a szérum 6ssz LDH aktivités, illetve a Horowitz-kvéciens kozott
[151]. Vizsgalatunk esetében a mellkas CT vizsgdlat sordn 50%-nal kiterjedtebb
tiildéérintettséggel rendelkezd paciensek egyes LDH izoenzim aktivitasa tekintetében erdsebb
jel detektalhat6, tovabba az LDH-2 izoenzim relativ aktivitds fokozodasa jelent meg enyhe,
20%-nal alacsonyabb pulmonaris disszeminacié mellett. Kovetkezésképpen a szérumban
kimutathaté LDH-3 ¢s LDH-4 aktivitas fokozodas erds dsszefliggésben allhat az alsé 1égutak
COVID-19 altali involvacidjaval. Mindazonaltal szamolnunk kell a SARS-CoV-2 fertdzés altal
generalt tovabbi szervkarosodasok LDH izoenzimekre gyakorolt befolyasold hatasaval is: az
LDH-5 emelkedés Osszefiiggésbe hozhatdé mind a pneumonia, mind a méjelégtelenség okozta
sejtelhalassal, az immuntrombotikus folyamatok kovetkezményeként fellépd esetleges
intravascularis hemolizis az LDH-1 megnovekedését eredményezheti. Tovabba felvetddhet az
altalunk vizsgalt betegek anamnesztikus adataibol ismert tarsbetegeségeinek LDH
izoenzimeket moduldld szerepe is, viszont jelen vizsgalatunk sordn a hypertenzid,
cardiomyopathia, diabetes mellitus, veseelégtelens€ég, angina pectoris €s cataracta sem
befolyasolta érdemben az izoenzimek aktivitasat. Osszességében eredményeink azt sugalljak,
hogy bar COVID-19 tipikus LDH izoenzim mintazat vélhetden nem detektalhatd, viszont az
emelkedett LDH-3 és LDH-4 izoenzim aktivitds szoros korreldciot mutathat a kedvezdtlen
kimenetellel, épp ugy, ahogy korabbi tanulmanyok azt az 6ssz LDH esetében mar
megerdsitették [147,220]. Vélhetden a sulyos tiidokarosodas okozta apoptotikus sejtpusztulas
egyenes kovetkezménye a szérumban detektalhaté LDH aktivitas fokozddas, melyet a kiterjedt
sokszervi elégtelenség tovabbi 0ssz LDH szérumaktivitds emelkedéssel kovethet. Késobbi,
nagyobb mintaszamu populacion elvégzett klinikai vizsgalatok tovabb pontosithatjak az egyes
LDH izoenzimek forrasat, igy egyértelmiibbé tehetik az Osszefliggést a szervérintettség €s a

relativ LDH izoenzim aktivitas emelkedések kozott.
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8 Osszefoglalds

A SARS-CoV-2 virus altal okozott COVID-19 betegség egy magas kontagiozitasu,
altalaban enyhe léguti tiineteket okozo fertdz6 megbetegedés. A betegek kis hanyadanal kozhazi
kezelést igényld tiidogyulladas, ritkdn tobbszervi elégtelenség alakul ki, amely haldlhoz
vezethet. A megfert6zddést kovetden oki terapia nem ismert, a fertézés elkeriilésére iranyuld
altalanos higéniai szabalyok betartasa mellett kiilonb6zé mechanizmusokon alapulo
védooltasok allnak rendelkezésre. A betegség pontos patomechanizmusa napjainkig csak
nagyvonalakban ismert, nagy valosziniiséggel a SARS-CoV-2 virus éltal okozott direkt és
indirekt endothelsejt aktivacid, a kovetkezményes hiperinflammacié és a masodlagos
intravaszkuldris immuntrombotikus események eredményezik jellemzden a tiido, de egyes
esetekben a tobb mas 1étfontossagu szerv sériilését és funkcidvesztését.

A COVID-19 betegség kezdeti stadiumaban a disszertacié alapjaul szolgalé tudomanyos
kozlemények ¢letre hivasat megel6zden nem allt rendelkezésre olyan vizsgalomodszer vagy
klinikai tiinetegylittes, amely megbizhatoan képes lett volna differencialni azokat a betegeket,
akik esetében sulyosabb betegséglefolyas, esetleg kedvezdtlen kimenetel varhato.
Vizsgalatsorozatunk célja olyan, szérumbdl/plazmabol detektalhatd biomarkerek felderitése
volt, amelyek a SARS-CoV-2 infekcio kezdeti szakaszdban képesek megbizhatden eldérejelezni
a betegség lefolyasat €s a mortalitas varhato valdszintiségét.

Eredményeink alapjan a korhdzi felvételt megelézéen mért emelkedett szérum ACE2
aktivitas, illetve a HE4 szint megbizhatoan eldrejelezte a késobbi stlyos korlefolyast, illetve a
kedvezoOtlen kimenetelt. Az endothelsejt aktivacidt és thrombocyta diszfunkciot fémjelzo
klasszikus biomarkerek koziil a VCAM-1 és az E-selectin korai szérumszint emelkedése erds
korrelaciot mutatott a magasabb mortalitasi rizikéval. Mindemellett az ismert prognosztikai
szereppel bird 6ssz LDH aktivitas hatterének vizsgalata soran tipikus, COVID-19 betegségre
jellemzd 1zoenzim aktivitds mintazatot nem tudtunk kimutatni.

Osszességében megallapithatd, hogy a COVID-19 betegség korai szakaszaban kimutatott
emelkedett szolubilis ACE2 ¢s HE4 szint megbizhatoan stratifikalja azokat a betegeket, akiknél
sulyosabb korlefolyas varhato és szorosabb klinikai obszervacié indokolt a kritikus 1égzési
elégtelenség, invaziv 1¢élegeztetési igény és esetleges tromboembolids szovodmények magasabb
kockazata miatt. A nagy rizikoval rendelkezd betegcsoport kezelése soran alkalmazott proaktiv
klinikai szemlélet, az esetleges allapotrosszabbodas 1d6 elotti észlelésének kdszonhetden
bevezetett korai szupportiv terapidval megeldzhetd olyan kritikus szovédmények vagy definitiv

karosodasok kialakulasa, amelyek késobbi észlelése a beteg haldlahoz vezethetnek.
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9 Summary

COVID-19 disease, caused by the SARS-CoV-2 virus, is an infectious clinical condition
with high contagiousness that usually results in mild respiratory symptoms. However, a few
percentages of COVID-19 patients develop severe pneumonia with multiorgan failure that
requires hospital treatment and may lead to death. The cause of infection following infection is
still unknown, and vaccinations based on various mechanisms have become available to avoid
infection, in addition to observing general hygiene rules. The pathomechanism of COVID-19
is most likely based on the direct and indirect endothelial activation caused by SARS-CoV-2,
the consequent hyperinflammation and secondary intravascular immunothrombotic events
which typically lead to damage and loss of function of the lungs and in some cases, other vital
organs.

In the initial stage of the COVID-19 pandemic, there was no test or set of clinical symptoms
that could undoubtedly differentiate those patients with a higher risk for a more severe course
or an unfavorable outcome of the disease. The aim of our study series was to find some new
biomarkers in the serum/plasma that can reliably predict the course of the disease and mortality
in the initial phase of severe SARS-CoV-2 infection.

Based on our results, elevated serum ACE2 activity and augmented HE4 level at hospital
admission reliably predicted the subsequent severe course of the disease and the unfavorable
outcome. Among the classic biomarkers that can demonstrate endothelial cell activation and
platelet dysfunction, early serum levels of VCAM-1 and E-selectin showed a strong correlation
with a higher mortality risk. In addition, during the examination of the background of total LDH
activity, which had been earlier known as a prognostic role in severe COVID-19 disease, we
could not detect a typical isoenzyme activity pattern characteristic to SARS-CoV-2 infection.

Overall, we conclude that elevated soluble ACE2 and HE4 levels detected in the early
stages of the COVID-19 disease reliably stratify those patients in whom a more severe disease
course is expected. In case of these patients, a closer clinical observation is warranted due to
the higher risk of critical respiratory failure, and there is a clinical need for invasive ventilation
and possible thromboembolic complications. The proactive clinical approach used in the
treatment of the high-risk patient group with early supportive therapy according to the early
detection of possible deterioration, can prevent the development of critical complications or

irreversible damage, which may lead to the death of these patients.
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10. Az ertekezés uj tudomanyos eredményei, a jelolt sajat

megallapitasai

1. Sulyos és kritikus allapota COVID-19 betegekben a korhazi kezelés el6tti ACE2 szérum
aktivitas szoros korrelaciot mutat a betegség prognézisaval €s a mortalitassal.

2. Akiindulasi szérum HE4 szint jelentésen megemelkedik COVID-19 pneumoniaban, jol
elkiiloniti a kritikus és a sulyos allapoti betegeket egymastol, valamint prediktalja a
korai elhaldlozas rizikojat.

3. A fokozott endothelsejt aktivaciot jelzd szolubilis VCAM-1 és E-selectin szintek
megbizhatdan eldrejelzik a kedvezdtlen kimenetelt kritikus allapoti COVID-19 betegek
esetén.

4. Bar az egyes LDH izoenzimek aktivitasaban egyértelmii COVID-19 specifikus
,mintdzat” nem detektalhatd, az LDH-3 és LDH-4 aktivitasban szignifikans kiilonbség
mutatkozik a taléld és az elhaldlozott COVID-19 betegek kozott.
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