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. BEVEZETES

I.1. SZEPSZIS

A vilagszerte vezetd morbiditasi és mortalitasu korképek (kardiovaszkularis,
daganatos ¢s fert6zéses megbetegedések) Osszefliggésbe hozhatok a szervezet
gyulladdsos aktivitasdval. A szisztémas gyulladds gyakran vezet sulyos
szovodményekhez. A korképek koziil kiemelendd a szepszis, mely mar az
Okorban ismert jelenség volt, ¢s még napjainkban is az orvostudomany egyik

legnagyobb kihivasa, jelentds egészségiigyi, tarsadalmi és gazdasagi probléma.

A szepszis heterogén, komplex klinikai szindroma, valtozo etioldgiai hattérrel,
sulyossaggal ¢és progndzissal. A kimenetel szempontjab6l dontd a korai
diagnézis, melyben nagy segitséget nyujtanak a laboratoriumi vizsgéalatok. A
szepszis markerek vizsgéalata intenziven kutatott teriilet, kiilondsen elonyds olyan
paraméterek elemzése, melyek a betegeknek nem jelentenek megterhelést (non-
invazivan nyerhetdk), és a gyulladdsos allapot valds idejli monitorozasara

alkalmasak.

1.1.1. A szepszis fogalomkore

Hippokratész feljegyzései révén mar az okori gorog kultarabol is fellelhetdek
irasos bizonyitékok a szepszisrdl, és a késébbi évszdzadok soran is szamos
feljegyzés sziiletett a vérmérgezéssel kapcsolatban [1, 2]. Mindezek ellenére
azonban a nemzetkozileg elfogadott és széles kdrben hasznalt fogalomrendszert
csak mintegy 25 évvel ezeldtt, 1991-ben rogzitették [3]. A szepszis, illetve a
hozza kapcsolodo 4llapotok, valamint szervi diszfunkciok fogalmainak ¢és
diagnosztikus kritériumainak feliilvizsgalata — minimalis valtoztatasokkal - 2001-
ben tortént meg [4]. A negyed évszazadon at hasznalt definiciérendszer alapjan a
szeptikus korfolyamat elemei klinikai €s korélettani szempontbdl egy stulyossag
szerinti kontinuumot alkotnak. Ezek az allapotok a Szisztémas gyulladasos
valaszreakcid szindroma (SIRS), a szepszis, a sulyos szepszis, a szeptikus sokk
¢és a tobb szervi elégtelenség (MODS) [3, 4], melyeket az alabbiakban réviden

ismertetek, mivel vizsgalataink soran is ezt a fogalomrendszert alkalmaztuk.



A SIRS nem-specifikus gyulladdsos folyamatot jelol, mely infekciok
kovetkeztében, de - fert6zés hidnyaban - egyéb karositd tényezok hatisara (nagy
mitétek, égés, trauma, pancreatitis, egyéb szovetsériilés, ischaemia) is
kialakulhat. A SIRS diagnézisanak kimondasadhoz az 1. Tablazatban foglalt
tiinetek koziil legalabb kettdnek teljesiilnie kell.

1. Tablazat: A SIRS diagnosztikus kritériumai [3]

1. | Maghémérséklet >38°C vagy <36°C
2. | Szivfrekvencia >90/perc
Légzési frekvencia >20/perc
3. vagy vagy
PaCO, <32 Hgmm
4. | Fehérvérsejtszam >12 000/ul vagy <4 000/ul vagy >10% éretlen sejt

A négy tlinetbdl kett6 teljesiilése esetén SIRS-r6l beszélink. PaCO,: artérias parcialis

széndioxid tenzio

Szepszisrol — a vizsgalataink soran hasznalt definiciok szerint — akkor
beszélhetiink, ha a SIRS hatterében infekcid all. Az infekcid mikrobiologiai
vizsgalattal igazolt, vagy klinikai jelek, laborparaméterek, képalkoto vizsgalatok
eredményei alapjan feltételezett is lehet. A SIRS kritériumainak teljesiilésén tal a
2. Tablazatban szerepld — mas okkal nem magyarazhatd - jelek segithetik a
szepszis diagnozisanak felallitasat.

Sulyos szepszis esetén a fennalld szepszishez tarsuld szervi diszfunkcio, szoveti
hipoperfuzié vagy szepszis-indukalta hipotenzid van jelen.

A szeptikus sokk megfelelo folyadékpotlas ellenére fennalld szepszis-indukalta

hipotenzid, amelyhez hipoperfiizids zavar vagy szervdiszfunkcio tarsul.

Tobb szervi elégtelenség ketté vagy tobb szervrendszerben (keringés, 1égzés,
kivalasztas, majmiikodés, kozponti idegrendszer) fellépd akut miikodési zavart

jeldl.



2. Tablazat: A szepszis diagnosztikus kritériumai [4]

Infekcio (bizonyitott vagy gyantjelek miatt feltételezett)

Altalanos jellemzék:

- laz (maghémérséklet >38,3°C)

- hipotermia (maghdmérséklet <36°C)

- szivfrekvencia >90/perc vagy >2 SD az életkornak megfeleld referencia érték
felett

- tachipnoe (>30/perc)

- tudatzavar

- jelentés 6déma vagy pozitiv folyadékegyenleg (>20 ml/kg 24 6ra alatt)
hiperglikémia (plazma gliik6z >7,7 mmol/l) nem diabéteszes betegnél

Gyulladasos jellemzok:
- leukocitdzis (fehérvérsejtszam >12 000/pl)
- leukopenia (fehérvérsejtszam <4 000/ul)
- normal fehérvérsejtszam >10% éretlen alakkal
- plazma C-reaktiv protein >2 SD a referencia tartomany fels6 hatara felett
- plazma prokalcitonin >2 SD a referencia tartomany felsd hatara felett

Hemodinamikai jellemzdk:

- artérias hipotenzid (szisztolés vérnyomas <90 Hgmm, MAP <70 Hgmm, vagy
>40 Hgmm szisztolés vérnyomasesés felnéttekben vagy <2 SD az életkornak
megfeleld referencia érték alatt)

- kevert vénas oxigénszaturacio >70%

- sziv-index >3,5 I/min/m’

Szervi diszfunkcios jellemzok:
- artérias hipoxaemia (PaO,/FiO, <300)
- akut oliguria (vizelet kivalasztas <0,5 ml/kg/6ra)
- akut kreatinin emelkedés (48 oran beliil >44,2 pmol/1)
- alvadasi rendellenességek (INR >1,5 vagy APTI >60 masodperc)
- ileus (hidnyz6 bélhangok)
- thrombocytopenia (vérlemezkeszam <100 000/ul)
- hiperbilirubinaemia (plazma 6sszbilirubin > 70 umol/I)

Szoveti perfuzios jellemzok:
- hiperlaktatémia (>3 mmol/l)
- csokkent kapillaris ujratelddés

SD: standard deviaton (szoras), MAP: mean arterial pressure (artérias kozépnyomas), PaO,:
artérias parcialis oxigéntenzid, FiO,: fraction of inspired oxygen (belélegzett levegd
oxigénfrakcigja), INR: international normalised ratio, APTI: aktivalt parcialis tromboplasztin

1d6



A fent részletezett kritériumrendszer az elmult 25 év kutatasi eredményei és
klinikai tapasztalatai alapjan 2016-ban lényeges atalakitasokon esett at [5]. Az 1j

- Szepszis-3 — fogalomrendszer a korabbitdl sok szempontbdl kiilonbozik.

Az Uj definiciok szerint a szepszis: infekciora adott, diszregulalt gyulladasos

valasz, mely kovetkeztében életet veszélyeztetd szervdiszfunkcio alakul ki.

Az egyszerlibb és gyorsabb terdpias dontéshozatal érdekében a szepszis
diagnosztikus algoritmusdba bekeriilt a betegagy mellett elvégezhetd
egyszerusitett, SOFA (quick Sequential (Sepsis-related) Organ Failure
Assessment) pontrendszer is. A qSOFA elemei a tudatzavar, a hipotenzio
(szisztolés vérnyomas <100 Hgmm) és a hiperventillacio (>22/perc), melyek
vizsgalata segitséget nydjt a prognozisbecslésben (1. Abra). Emellett tovabbi
elénye, hogy laboratoriumi paraméterek mérését nem igényli, igy gyorsan
reprodukalhato.

Ezenfeliil a SOFA (Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment)
pontrendszer legalabb 2 ponttal torténd akut emelkedése is sziikséges a szepszis

diagnozisahoz, a szervelégtelenségek megitéléséhez.

Tovabbi 1jitds, hogy a SIRS, illetve a stlyos szepszis fogalma kikeriilt a
Szepszis-3 definiciokbol, a szeptikus sokk pedig a szepszis magas mortalitasu

alcsoportja lett, keringési és szoveti anyagesere rendellenességekkel (1. Abra)

[5].



1. Abra: Szepszis-3 definiciok [5]

[ Infekcid gyantja? ]

< S,:,F:._';‘,Q,;,r Nem Még mindig Nem Monitorozas,
q — sZepszisgyanu? ujraertekelés

lgen I
en
g GSOFA paramétere;\

y
[ Szervelegtelenség ]‘— légzésszam

mentalis statusz
szisziolés vérnyomas

¥ Nem . )
< SOFA@—)[_ A_SZED'S_Z|S'|(|!I'II|(E'II ] *“SOFA paraméterek:
jeleinek Ujraériékelése Pa0./FiC; arany
GCS score, MAP
vazopresszor igeny

szérum kreatinin vagy
[ SZEPSZIS ]“_ vizeletmennyiség
Nem bilirubin

\trombocitaszam j)
MAP=265 Hgmm fenntartasahoz

lgen
SZEPTIKUS
SOKK
2. Se-laktat = 2 mmol/l

SOFA: Sequential (Sepsis-related) Organ Failure Assessment, gSOFA: quick SOFA, MAP:

h 4
Amegfeleld folyadékpdtlas ellenére
1. Vazopresszor szikséges a

mean arterial pressure (artérids kozépnyomas), PaO,: artérias parcidlis oxigéntenzio, FiO:

fraction of inspired oxygen (belélegzett levegd oxigénfrakcidja), GCS: Glasgow Coma Scale

A Szepszis-3 fogalomrendszer elonyei ellenére, jelen tanulmanyunk soran a
korabbi definiciokat alkalmaztuk, hiszen vizsgalataink tervezése és kivitelezése

alatt ezek hasznalata volt nemzetkozileg elfogadott.



1.1.2. A szepszis epidemiolégidja és etiologiaja

A szepszis egy komplex korfolyamat, mely jelenleg is az intenziv terapias
osztalyok (ITO) egyik legnagyobb kihivasa. A modern antibiotikus és fejlett
szervtamogatd kezelések ellenére a sulyos szepszis mortalitdsi arédnya
napjainkban is kozel 30% [6]. A magas halalozasi mutatok mellett a kezelési

koltségek miatt is vilagszerte komoly egészségiigyi problémat jelent [7].

A szepszis a korhazi felvételek csaknem 2%-4ért tehetd felelossé. Kiemelendd
adat, hogy az esetek kozel fele intenziv terapiat igényel, igy a sulyos szepszis az
intenziv osztalyos felvételek tobb mint 10%-aért felelds [8]. A szepszis
el6fordulasa legjellemzébb a hatodik évtizedben, €s hajlamositd tényezdi kozé
tartoznak a tumoros betegségek, immundeficiencia, kronikus
szervelégtelenségek, iatrogén okok és genetikai tényezOk, mint a férfi nem, a
negrid rassz és azon génpolimorfizmusok, amelyek az immunitast szabalyozzak
[8]. A szepszis azonban nemcsak a felnott populaciot érinti, hanem a csecsemo és
gyermekkori halalozéds egyik jelentds oka is, fejlédd orszagokban a mortalitds

elérheti akar a 60-80%-ot is [9].

Epidemioldgiai felmérések szerint tobben halnak meg a szepszishez tarsuld
szOvodményekben, mint szivinfarktusban, vagy emld- és vastagbélrakban
Osszesen [10]. Vilagszerte novekvo esetszamot regisztralnak, azonban az elmult
évtizedekhez képest valamelyest csokkend mortalitas figyelheté meg, tovabba a
korhazi kezelés atlagos id6tartama is csokkent [11, 12]. Az emelkedd incidencia
magyarazhatd a tarsadalom eloregedésével, a kronikus Dbetegségek
gyakorisdgaval, novekvé  invaziv  beavatkozdsok,  kemoterdpia  és
immunszupressziv kezelések alkalmazasaval. A csokkend mortalitas pedig a
legjabb kezelési elvek sikerességének, az intenziv terapia és a diagnosztikai

lehetéségek fejlédésének koszonhetd [13].

Hazéankban 2005-ben, 2010-ben és 2015-ben végeztek felméréseket a szepszis
incidenciajat és mortalitasat tekintve. A szepszis auditok soran az ITO-ra keriilt
szeptikus betegek szdmanak jelentés novekedését figyelték meg. A vizsgalatok

folyaman az infekcioval Gsszefiiggd Osszesitett mortalitas 30%-ra csokkent, mig



a szeptikus sokkos betegek halalozasi aranya 49% volt 2015-ben. A 10 év adatait
Osszevetve, az apolasi napok szamiban ¢és a tobb szervi elégtelenség

eléfordulasaban érdemi valtozas nem tortént [14].

A korokozokat tekintve, nemzetkozi adatok szerint a szepszis kialakulasaért
kozel 90%-ban kiilonb6z6 baktériumok teheték feleléssé. A Gram-negativ
fert6zések valamivel gyakrabban fordulnak eld, mint a Gram-pozitiv eredetii
infekciok, azonban a Gram-pozitiv esetek szama az utdbbi évtizedekben novekvd
tendenciat mutat. Egyre nagyobb szamban keriil felismerésre a gomba okozta
szeptikus allapot is (~10%), azonban az infekcioforras sok esetben (~30%) még
ma is azonositatlan marad [8]. Szamos esetben kevert fertdzéssel is
taldlkozhatunk, tovabba 1ényeges adat, hogy a nozokomialis fertdzések, igy a
multirezisztens korokozok altal kivaltott vérmérgezések incidenciaja emelkedik.
A 2015-ben hazankban végzett vizsgalat azt mutatta, hogy a korokozok aranya
atalakult, a Gram-negativ fert6zések szama novekszik (56%), és a Gram-pozitiv
infekciok ritkabban fordulnak el6 (36%) [14].

Osszességében az esetek koriilbeliil felében 1éguti infekcid felelés a szepszis
kialakulasaért, ezt kovetik az urogenitalis traktus fert6zései, és a hastiri infekciok,

de barmely mas lokalizacioji gocbdl is kialakulhat szepszis [8].

1.1.3. A szepszis patomechanizmusa

A korokozok behatolasat elsd vonalban a kiilonb6zé mechanikai védétényezdk
akadalyozzak meg; ide tartozik a bér, a tapcsatorna, a légutak és a hugyutak
nyalkahartydja, valamint az ezek altal kivalasztott antimikrobialis anyagok
(defenzinek, lizozim, stb.). Masodik vonalban, a szervezetbe keriild
mikroorganizmusok ellen, a gyors védekezést a velesziiletett immunrendszer
biztositja (természetes Oldsejtek, fagocitak, granulocitak, stb.). Harmadik

védvonalként a szerzett immunrendszer (limfocitak) is aktivalodik.

A velesziiletett immunitas sejtjei, a mintdzat felismerd receptoraik (PRR) révén
képesek felismerni a mikroorganizmusokra jellemzd, patogénhez tarsuld

molekularis mintazatokat (PAMP). Léteznek sejtfelszini PRR-ek, mint a Toll-



like receptorok (TLR) és a C-tipusu lektin receptorok (CLR), és ismertek az
intracellularis PRR-ek, mint a retinsav-indukalta gén - szer(i receptorok (RLR) és
a nukleotid oligomerizaciés domén - szerli receptorok (NLR), melyek a
kiilonboz6 konzervalt struktarak azonositasaért felelések [15]. llyenek a
liopopoliszacharid (LPS) a Gram-negativ baktériumok felszinén, vagy a Gram-

pozitiv sejtfalalkoté lipoteicholsav [16].

A PRR-ek képesek endogén strukturdkat, un. sériiléshez tarsuld molekularis
mintdzatokat (DAMP) is felismerni, melyek massziv sejtkarosodas (nhagy
mutétek, trauma, égés, ischaemia) soran jelennek meg. Feltehetéen a DAMP-0k
foként a nekrotizdld sejtek mitokondriumaibdl szarmaznak (HMGB-1,
mitokondrialis DNS-ek). A DAMP a PAMP-pal azonos modon - kétédve a PRR-

ekhez - képes aktivalni az immunrendszert [17].

A PAMP ill. DAMP struktirak megkotése utan az aktivalt receptor-komplexek
jelatviteli kaszkadokat inditanak be, ezzel fokozzdk a gyulladdsos valaszban
résztvevd gének transzkripcidjat (2. Abra). A patogének eliminalasa érdekében
fokozodik a gyulladasos mediatorok, pro- és anti-inflammatorikus citokinek
(TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12), kemokinek, interferonok, akut fazis fehérjék
termelése. A stimulus hatasara 30-90 percen beliill aktivalodik a gyulladasos
kaszkad. Aktivalodnak az endothel sejtek, leukocitak, valamint a vérlemezkék,
fokozodik az adhézios molekuldk (szelektinek) expresszidja, a fagocitdk
extravazacidja. Tovabbi citokinek, lipid-medidtorok, vazoaktiv anyagok
(hisztamin, bradikinin), nitrogén-monoxid, reaktiv oxigéngyokok felszabadulasa
indul el [16, 18].

A szerzett immunvalasz sejtjei is aktivalodnak, a CD4+ T-limfocitak egy része 1-
es tipusu helper sejtté differencialodik, mely fontos szerepet jatszik a gyulladasos
folyamatok ¢és a citokintermelés felerdsitésében, a memoriasejt-képzddésben,
valamint a CD8+ citotoxikus T-sejtek aktivalasa révén a cellularis immunvalasz
kialakitasdban. A limfocita populacié masik hanyada a humorélis immunvalaszt
aktivalja, valamint anti-inflammatorikus mediatorokat termel (IL-4, IL-10, IL-
13) [16, 19].



Ha felborul az egyensuly a pro- és anti-inflammatorikus folyamatok kozott, a
gyulladasos folyamat generalizalodhat. A pro-inflammatorikus citokinek
feleldsek az akut fazis reakcid létrejottéért, melynek soran a gazdaszervezet

lazzal, emelkedett fehérvérsejtszammal reagal [1, 20].

A talzott meértékli nitrogén-monoxid termelés €s egyéb vazoaktiv anyagok
hatasara vazodilatacio alakul ki, az endothel diszfunkcio és a glycocalix
karosodas hatasara fokozodik a permeabilitas, mely hemodiamikai
elégtelenséghez vezet. A reaktiv oxigéngyokok és a kiszabadult lizoszomalis
enzimek karositjak a sejteket, szoveteket, a szivizom kontraktilis funkcidja
romlik, mely tovabbi vérnyomaseséshez vezet. A fokozott koagulacio,
mikrotrombus képzddés hatasara a szoveti ischaemia sulyosbodik. Megvaltozik a
szervezet anyageseréje IS hiperglikémia, hiperlaktatémia, megnovekedett protein
katabolizmus és inzulinrezisztencia alakulhat ki [1, 21]. Gyakorlatilag minden

szervrendszer elégtelen miikodésével szamolhatunk szepszisben (2. Abra).

A szervi diszfunkcidk patogenezise multifaktoridlis és nem teljesen tisztazott,
azonban bizonyos, hogy létrejottében a mikrocirkuldcid romlasa, szoveti
hipoperfuzi6é, hipoxia ¢és a kovetkezményes mitokondridlis elégtelenség

meghatarozo tényezok [16].

A szepszisre jellemzd gyulladisos valasz feltételezhetden annak az eredménye,
hogy a pro-inflammatorikus mediatorok tulzott mennyiségben vannak jelen, és a
kompenzatorikus gyulladésellenes valasz (CARS), amely a tulzott mérteki
gyulladast  hivatott  ellenstlyozni, nem képes megfelel6  mértéki
immunszupressziot elérni. Ha a fertézés soran az anti-inflammatorikus
mediatorok jutnak talstlyra, a CARS fokozodik, és immunparalizis jon létre, igy
lehetévé valik opportunista infekciok fellangolasa is, ami noveli a Szepszis késoi

halalozasat [21].



2. Abra: A szepszis patomechanizmusa [18]

Infekcié/trauma/nagy miitét/ szovetsériilés/egyéb

PAMP DAMP
LPS, LTA, lipoproteinek, peptidoglikanok, bakterialis HMGB-1, hé-sokk fehérjék, mitokondrialis DNS,
DNS, stb. hlgysay, stb.
N J
Y
Komplex fehérje rendszerek Szovetek, sejtek Immunsejtek
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kaszkad

Komplement
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( =
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A 4
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Zsirszbvet
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U oo

Granulocitak Makmfég?k/
monocitak
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C5a, APTI, ELAM-1, APP-k: Citokinek/kemokinek: Sejt felszini
C3a, INR, ICAM-1, CRP, PCT, TNF-q, IL-6, IL-8, IL-4, IL- markerek
C5aR, Protein C, || Szelektinek, LBP, 10, MIF, HMGB-1, suPAR, mHLA DR,
C5b-9, stb. stb. ORM, STREM-1, stb. CD64, CD48,
stb. stb. stb.
AN J
3 g
Idegrendszer Tiid6 Kardiovaszkularis  y/esak M3j Bélrendszer Mikro-
rendszer cirkulacio
@% I
Oliguria/ Maj- .

Tudatzavar ARDS e AR elégtelenség lleusz Odéma, DIC

Reinhart K. és mtsai. alapjan magyarra forditva. PAMP: pathogen-associated molecular pattern,

DAMP: damage-associated molecular pattern, LPS: lipopolysaccharide, LTA: lipoteichoic acid,

HMGB-1: high-mobility-group box 1, APP: acute phase protein, APTI: aktivalt parcialis

thromboplastin idd, INR: international normalized ratio, ELAM-1: endothelial leukocyte

adhesion molecule, ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1, CRP: C-reactive protein, PCT:

prokalcitonin, LBP: LPS-binding protein, ORM: orosomucoid, MIF: macrophage migration

inhibitory factor, sUPAR: soluble urokinase type plasminogen activator receptor, STREM-1:

soluble triggering receptor expressed on myeloid cells 1, mHLA-DR, monocytic human

leukocyte antigen DR, ARDS: acute respiratory distress syndrome, DIC: disseminated

intravascular coagulation.
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1.1.4. A szepszis diagnosztikaja, biomarkerek

A szepszis korai felismerése €s elkiilonitése a SIRS egyéb formaitdl rendkiviil
fontos, ugyanis az id6ben elkezdett specifikus kezelés dontd jelentdségli a
kimenetel szempontjabol [22, 23], azonban a diagndzis gyakran nehézkes, hiszen

a klinikai kép és a tiinetek sokszor nem elég specifikusak.

A szepszis diagnozisdhoz a  mikrobiologiai  vizsgélatok  elvégzése
elengedhetetlen. Szepszis gyantja esetén, az elsdé 3 oran belill a mikrobiologiai
mintavételnek meg kell torténnie. Hemokultura vételén tal, mintat sziikséges
venni minden feltételezhetd fertézésforrasbol, mint példaul kaniilokbdl,
vizeletbdl, liquorbol, sebekbdl, 1éguti valadékbol vagy egyéb testvaladékokbol
[23]. A mikrobiologiai vizsgalatok eredményeire azonban legalabb 24-48 o6rat

kell varni, és sok esetben a korokozo azonositasa sikertelen.

Napjainkban mar szamos 1 lehet6ség kinalkozik a mikrobioldgiai tenyésztésen
tal a korokozok azonositasara [24-26]. Kiilonbozé molekularis biologiai
modszerekkel (hibridizacios technikdk, polimerdz lancreakcié (PCR)) akar
egyszerre tobb kiillonb6zé patogén azonositasa is lehetséges [26]. A molekularis
technikak mellett a tomegspektrometrias azonositas (MALDI-TOF MS) is egyre
szélesebb korben terjed [25]. A tomegspektrometriat akar PCR-ral is lehet
kombinalni, igy potencidlisan minden korokozd nagyon szenzitiven és
specifikusan, nukleinsavak alapjan azonosithatd [25]. Ezeknek az vj
modszereknek a hatrdnya, hogy meglehetésen dragak, ¢és megfeleld
infrastruktarat és személyzeti hatteret igényelnek, valamint a kolonizéciot és a
valos infekciot okozd agens elkiilonitése nehézkes. Ezek a technikdk jelenleg
még nem helyettesithetik a mikrobioldgiai tenyésztéseket, annak ellenére, hogy

joval rovidebb id6 alatt (8 6ra) megbizhatd eredményt szolgéltathatnak.

A mikrobiologiai vizsgalatok eredményéig a klinikai dontéshozatalt kiillonb6z6
paraméterek monitorozasa segiti. A diagnozis felallitdsdnak eldsegitésén kiviil,
bizonyos biomarkerek alkalmasak lehetnek a prognozis és a szervi diszfunkciok
kifejlédésének eldrejelzésére, valamint az antibiotikus terdpia megtervezésére,

tovabba a kezelésre adott valasz értékelésére [27]. Az elmult néhany évtizedben
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szamos, kozel 200 kiilonb6z6 szepszis marker vizsgalatarol szamoltak be [28]. A
lehetséges biomarkerek nagy része a szepszis soran kialakuld gyulladasos valasz
mediatorai kozé tartozik. A legjabb diagnosztikus iranyelvek mar magukba
foglaljak a szérum prokalcitonin (PCT) és C-reaktiv protein (CRP) mérését
szepszis gyanujakor, azonban ezek sem minden igényt kielégitd molekulak, igy a

szepszis markerek kutatasa napjainkban is intenziven folyik.

A PCT meghatarozasa jelenleg a szepszis diagnosztikus kritériumainak egyik
alapfeltétele [4, 23]. A kemokinként ismert PCT a calcitonin hormon eléanyaga,
116 aminosavbol all6 molekula, mely alkalmas a bakteridlis €s az egyéb eredetli
fertdzések egymastol vald elkiilonitésére, tovabba negativ prediktiv értékét
bakterialis szepszis kizarasaban 99%-osnak itélik [28]. Gyulladasos folyamatok
hatdsara a PCT a majban ¢és a polimorfonuklearis sejtekben is termelddhet.
Bakterialis fertozések soran 4-6 6ran belill emelkedik a szérum PCT szint, és 24
oran belil eléri a maximumat, mely megfeleld kezelés mellett csokkenni kezd,
koszonhetéen az 1 napos féléletidejének [18]. Szérumszintje a SIRS nem
fertdzéses formaiban a diagnosztikus kiiszobérték 3-4-szerese, szepszis soran 5-
10-szerese lehet. Sulyos szepszisben és szeptikus sokkban koncentracidja akar a
kiiszobérték tobb szazszorosara is emelkedhet [20]. Magasabb PCT értékek
nagyobb mortalitdssal mutatnak Osszefiiggést. Hasznosnak tlinik a PCT szintek
monitorozasa is, a csokkend kinetika ugyanis az antibiotikus terdpia sikerességét
jelezheti [29]. Virus és gomba infekciok esetén azonban a szérum PCT szintek
nem, vagy csak mérsékelten emelkednek, valamint emelkedése belgyogyaszati
eredetll szepszis soran elmarad a miitétek utan megfigyelt értékektdl. Masodik,
vagy tobbedik szeptikus allapot soran a PCT emelkedése kisebb. Massziv
sejtkarosodassal jard folyamatokban (sulyos sériilések, nagy mitétek, stb.)
markansan emelkedett PCT szintek figyelhetéek meg [30]. Jelenleg a PCT tiinik
a legidealisabb szepszis markernek, igy uj fejlesztésként megjelentek a betegagy
mellett végezhetd PCT gyorstesztek 1s, ezzel gyorsithatd a diagndzis

meghozatala [31].

A masik, elterjedten hasznalt paraméter a CRP, melynek meghatarozasat

szepszishen szintén nemzetkdzi ajanlasok irjak eld, kiegészitve a PCT méréseket
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[4, 23]. A CRP egy akut fazis fehérje, akut stimulusok hatasara a majban
termelddik, feladata az opszonizacid, a komplement rendszer aktivalasa [18]. A
szérum CRP szintek szdmos akut ¢és kronikus gyulladasos folyamatban
emelkednek. A PCT-nél lassabban emelkedik, a maximalis értékeket 48 Oran
beliil éri el, igy a szeptikus betegek aktualis allapotat nem tiikkr6zi megfelelden
[32]. Magasabb szérum CRP értékek esetén nagyobb a riziko szervelégtelenség
¢s a halal bekovetkeztének [29]. Minden korlatja ellenére a CRP jelenleg is

széleskoriien hasznalt szisztémas gyulladasos marker.

A citokinek, mint bioldgiai valaszmodositok, a szepszis kulcs mediatorai,
azonban klinikai alkalmazhatésagukrol megoszlanak a vélemények alacsony
diagnosztikus specificitasuk és magas anyagi vonzatuk miatt. Mind a pro-
inflammatorikus IL-6, mind az anti-inflammatorikus I1L-10 emelkedése
Osszefiiggést mutatott a silyossaggal és a mortalitassal szepszisben [33]. Az IL-
1B, IL-8, TNF-a szérum koncentracioi is novekednek szepszis, sulyos szepszis,
szeptikus sokk soran, ezen kiviil Gsszefiiggésben allnak a szervi diszfunkcid
kialakulasaval és a mortalitdssal. A citokin szintek valtozasa rovid féléletidejiik
miatt azonban nem all Osszefiiggésben a szeptikus korfolyamat idébeli

lefolyasaval.

A presepsin (sCD14) egy ujabb lehetdség a szepszis diagnosztikdban. A
presepsin a CD14 ko-receptor keringé formaja, melynek az LPS felismerésben
van szerepe. Nagy esetszamu multicentrikus vizsgalattal igazoltdk, hogy
szepszisben a presepsin plazma szintje két oran beliil megemelkedik, és jol
alkalmazhat6 a bakterialis szepszis nem-bakterialistol valo elkiilonitésében [34].
Tanulmanyok alapjan tovabba, a presepsin szintek jo korrelaciot mutatnak a
szepszis sulyossadgaval, kimenetelével, és segitséget nyujthatnak az antibiotikus

terapia hasznossaganak megitélésében [35, 36].

Ugyancsak igéretes eredmények lattak napvilagot a suPAR (soluble urokinase-
type plasminogen activator receptor) alkalmazasaval kapcsolatban [37]. A
suPAR j6 indikatora lehet az allapot stlyossdganak, valamint szérumszintje a

szervelégtelenségekkel korrelalt kritikus allapota betegeknél [38]. Alacsony
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specificitasa miatt a sSuPAR sokkal értékesebb prognosztikus markerként, mint

diagnosztikusként.

A fent emlitett biomarkereken tul egyéb molekuldk, CD-markerek, akut fazis
fehérjék, receptorok hasznalhatdésagat és szepszisben betdltott szerepét is
vizsgaltak. A  hatékonyabb diagndzis alkotashoz, prognozis becsléshez,
betegellatashoz a paraméterck kombinalt alkalmazasara van sziikség, a Szepszis
komplexitasabdl és heterogenitasabol adodoan, egyetlen marker meghatarozasa
nem elégséges [28]. A laboratoriumi diagnosztika tarhaza azonban segitséget
nyUjthat a klinikusoknak a gyors dontéshozatalban, a kiillonboz6 labortesztek
hasznalata mind a szepszis, mind a szervelégtelenségek felismeréséhez

nélkiilozhetetlen.

A szepszis sulyossaganak és mortalitdsanak becslésére 6nallo markerek - jelen
tudasunk szerint - nem alkalmasak, ezért kiilonb6z6, tobb paraméteres
pontrendszereket fejlesztettek ki [39]. A pontszam kiszamitasa soran hasznalt
értekek kozott szerepelnek kiilonbozd laboratoériumi (kdlium, kreatinin, bilirubin,
stb.) és élettani (vérnyomads, testhd, stb.) paraméterek, életkor, komorbiditasok,
¢s sziikséges terapias beavatkozasok. A legelterjedtebb pontrendszerek az
APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), a SAPS
(Simplified Acute Physiology Score) és a SOFA (Sepsis-related Organ Failure
Assessment). Kombinacidjukkor egyértelmiien javul a  prognosztikus
hatékonysag [39], jollehet kiszamitasuk idéigényes, a napi rutin soran SOK
esetben nehézkes a hasznalatuk. Mindezek mellett a Szepszis-3 definiciorendszer
¢s a legujabb ajanlasok a SOFA pontrendszer meghatarozasat irjak elé a szepszis
diagnozisdhoz és a szervelégtelenségek felismeréséhez, ezzel segitik a magas

mortalitast korallapot azonositasat [5].
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1.1.5. A szepszis kezelésének alapelvei

Terjedelmi okokbol csak rovid Osszefoglalast adunk a szepszis kezelésének

alapelveirdl.

A SIRS-es betegeknél a kivalto korokok ellatasa az elsédleges feladat, valamint
fontos az esectleges infekciok folyamatos keresése, mivel a szepszis korai

felismerése kiemelt jelentdségii.

Sulyos szepszis és szeptikus sokk esetén az idében - 1 oran beliil - megkezdett
terapia jelentOsen javitja a talélési esélyeket. Nemzetk6zi ajanlasok szerint a
feltételezett infekcionak megfeleld, mielébbi ex juvantibus, széles spektrumu
antimikrobialis (baktérium, gomba, virus ellenes) szer adasa javasolt, melyet a
tenyésztések eredményeinek megfeleléen egy un. deeszkalacios terdpia kovet.
Amennyiben a mikrobioldogiai mintavétel nem jar jelentdés (>45 perc)
idéveszteséggel ugy az antimikrobidlis szer inditasa eldtt sziikséges azt
elvégezni. Szintén az elsé harom oOran beliil sziikséges a folyadékpotlas

megkezdése (3. Tablazat).

3. Tablazat: A silyos szepszis kezelésének algoritmusa [23]

Az els6 3 oran beliil elvégzendd feladatok:
1. szérum laktat szint meghatdrozasa
2. hemokultura vétele az antibiotikum adasat megel6z6en
3. széles spektrumi antibiotikum adéasa
4. 30 ml/kg krisztalloid infazi6 adasa, hipotenzié vagy >4mmol/l feletti laktat
szint esetén

Az els6 6 oran beliil elvégzendd feladatok:
5. vazopresszor alkalmazasa folyadékra nem reagald betegeknél, >65 Hgmm-es
MAP fenntartasa
6. perzisztald hipotenzi6 (szeptikus sokk) vagy >4mmol/l feletti laktat szint esetén
a folyadékstatusz €s a szdveti perfuzio ujraértékelése:
e vagy:
o fokuszalt vizsgalatok megismétlése (vitalis jelek, pulzus, kapillaris
ujratelddés. bortiinetek, fizikalis vizsgalat)
e vagy az alabbiak koziil 2 elvégzése:
central vénds nyomas mérése
central vénds oxigén szaturacid mérése
agymelletti szivultrahang elvégzése
o volumen valaszkészség megitélése
7. Laktatszint mérésének ismétlése

o O O

A Surviving Sepsis Campaign 2012 ajanlasai alapjan.
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A szepszis tovabbi kezelésének alapelvei kozé tartoznak a fertézés fokuszanak
megsziintetése ¢€s a sziikséges szervtamogatd kezelések 1s (intravénas
folyadékpotlas €s vazopresszor terdpia, légzéstamogatas, diuretikus vagy sziikség
esetén vesepotlo kezelés, vérkészitmények adéasa, szedacio és fajdalomcsillapités,

trombozis profilaxis, gyomorfekély prevencio).

A szepszis kezelésének tovabbi részletezése meghaladja a dolgozat kereteit és
témajat, ezért a részletes leirasatol eltekintiink, és csak utalunk a megjelent

ajanlasokra [22, 23, 40], melyeket betegeink kezelése soran kovettiink.
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1.2. OROSOMUCOID

Az orosomucoid (ORM), vagy mas néven a-1 savanyu glikoprotein egy jelentds,
pozitiv akut fazis fehérjeként (APP) szamon tartott szérum glikoprotein. Habar
mar 1950-ben azonositottdk, és azota szdmos funkcidjat leirtak, a pontos
biologiai szerepe még ma is tisztazatlan [41, 42]. Az ORM egy 41-43 kDa
molekulatomegli fehérje, tomegének kozel felét szénhidrat lancok alkotjak, igy
kialakitva a kiilonleges molekulaszerkezetét, melynek egyedi tulajdonsagait €s
funkcioit koszonheti. APP-ként az ORM szérum szintje akut stimulusok hatésara
megemelkedik, a fehérje részt vesz a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban,
ismert anti-inflammatorikus és immunmodulalé szerepe is [43]. Emellett a
keringésben jelentds transzport funkciokkal, ligand koté tulajdonsagokkal
rendelkezik, ezaltal képes befolyasolni bizonyos gyogyszerek farmakokinetikajat
[44]. Ujabb vizsgalatok vilagitottak r4 az anyagcsere szabalyozasaban betdltott
szerepére [45]. A gyulladas okozta szovetkarosodas csokkentésével az ORM

hozzéjarul a homeosztazis fenntartasahoz.

1.2.1. Genetikai polimorfizmus

Az orosomucoidot kdédold gének strukturaja és nukleotid szekvencidja ma mar jol
ismert, és bizonyos homoldgiat mutat a legtobb fajban. A human ORM gének
vizsgélata soran, az APP génekre jellemzd, nagyfokban konzervalt DNS

szekvenciat figyeltek meg, mely az akut fazis reakcioban jatszhat szerepet [46].

A human ORM két szomszédos lokusz (ORM1, ORM?2) altal kodolt gének
terméke, melyek a humian genomban a 9-es kromoszéma hosszi karjan
helyezkednek el egymastdol 3,3 kilobazis tavolsagra (9932). A gének
nagymértékii homologiat mutatnak, 6 exont és 5 intront tartalmaznak, egymastol
minddssze 32 nukleotid szubsztiticidban kiilonboznek. Mindkét 16kusz 183
aminosav tartalmt fehérjelancot kodol, melyek kozt 21 aminosav kiilonbség
talalhato [47, 48].

Genetikai vizsgalatok soran az ORM gének jelentds polimorfizmusat figyelték

meg. Yuasa ¢és mtsai. 57 kiilonbozo allélt irtak le, 27 kiilonbozé ORMI és 30
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ORM2 allélt, melyek valésziniileg az ORM gének mutacioibol alakultak ki [49].
A négy leggyakoribb all¢l az ORMI1*F1, ORM1*F2, ORM1*S és az ORM2*M.
Az ORMI gén alléljai (F1, F2, S) feltehetéen a 20-as és 156-0s aminosavat
kodoldo  pozicidban  végbement nukleotid kicserélédésbdl  keletkeztek
(adenin—>guanin), mely eltéré aminosav szubsztiticidkat eredményezett [50].
Valészintsithetd, hogy az ORMI*S az 6si allél melybdl a tobbi szarmazik.
Populacios vizsgalatok soran feltarasra keriilt, hogy Europaban, Nyugat-

Azsiaban és Eszak-Afrikaban a leggyakoribb allél az ORM1*F2 [51].

Genetikai vizsgalatok alapjan az ORM gének 6roklddése autoszomalis jellegi,
ko-dominans expresszioval [52]. A genetikai lokuszok, valamint a szamos ORM

allél felelds az expresszalt fehérjelanc heterogenitasaért.

Feltehetden a szérum ORM koncentricidja nincs genetikai kontroll alatt, ezt
inkabb az akut stimulusok befolyasoljak. Kiilonb6z6 gyulladasos folyamatok,
sérillések, miitétek, bakterialis infekciok hatdsara a gének expresszidja
fokozodik, az ORM szintek a szérumban és lokalisan is megemelkednek [53].
Eltér6 adatok vannak arra vonatkozdan, hogy melyik gén transzkripcidjanak
terméke a f60 komponens a cirkuladlo ORM keverékben, am valoszinisitheto,

hogy gyulladasos folyamatok hatdsara az ORM1 lokusz irédik at aktivabban.

Az orosomucoid foként a majban szintetizalédik, de a gének extrahepatikus
expresszigjat is leirtdk. Szédmos sejt képes ORM szintézisre €s szekrécidra
(endothel sejtek, polimorfonuklearis sejtek, leukocitak, tumor sejtek, stb.).
Konstitutiv ORM génexpressziot figyeltek meg tovabbi szovetekben, szervekben

is (vese, tiido, prosztata, zsirszovet) [54].

A génexpresszid és az ORM szintézis f6 stimulatorai a gyulladasos mediétorok,
IL-1, IL-6, TNF-a és gliikkokortikoidok. Akut stimulus hatdsara megné az ORM
szintézis, 24 6ran beliil emelkedik a szérum orosomucoid koncentracid, és az
ORM megjelenik a kiilonbozo testfolyadékokban is [55]. A magas ORM
szintekhez feltehet6en nemcsak a hepatocitak altal termelt, hanem a lokalisan,
leukocitdk, endothel sejtek altal szintetizdlt ORM is hozzjarul, és igy a

gyulladasos fokuszban is emelkedik az ORM szint [43, 56].
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1.2.2.  Fehérjeszerkezet

Az ORM aminosavsorrendje mar koézel 50 éve ismert [57]. A fent emlitett
genetikai  polimorfizmus az aminosavsorrendben eltéré szubsztitaciokat

eredményez, mely a keringd ORM heterogenitasanak egyik magyardzata.

Az ORM egy 201 aminosav hossziisdgli prekurzor proteinbdl hasad le. A
keletkez6, 183 aminosavbol allo polipeptidlancot két diszulfid hid stabilizalja az
5-147 és 72-165 pozicioju ciszteinek kozott (3. Abra) [58].

3. Abra: Az orosomucoid aminosavsorrendje [58]

1 15 20

-Glu-lle- Pro- Leu- Cys- Ala- Asn-Leu- Val- Pro- Val- Pro-lle- Thr- M—Ala— Thr- Leu- Asp- GIn-
38 40

-lle- Thr- Gly- Lys- Trp- Phe-Tyr- lle- Ala- Ser- Ala- Phe-Arg- Asn-Glu- Glu- Tyr- M—Lys— Ser-
54 60
-Val-Glu- Glu- lle- GIn- Ala- Thr- Phe-Phe-Tyr- Phe-Thr- Pro- M-Lys- Thr- Glu- Asp-Thr- lle-
75 80

-Phe-Leu-Arg- Glu- Tyr- GIn- Thr- Arg- GIn- Asp- GIn- Cys- lle- Tyr- M—Thr- Thr- Tyr- Leu- Asn-
85 100

-Val-GIn- Arg- Glu- M—Gly— Thr- lle- Ser- Arg- Thr- Val- Gly- Gly- GIn- Glu- His- Val- Ala- His-
120

-Leu-Leu-lle- Leu- Arg- Asp- Thr- Lys- Thr- Leu- Met-Phe-Gly- Ser- Tyr- Leu- Asp- Asp-Glu- Lys-
140

-Asn-Trp- Gly- Leu- Ser- Phe-Tyr- Ala- Asp-Lys- Pro- Glu- Thr- Thr- Lys- Glu- GIn- Leu- Gly- Glu-
160

-Phe-Tyr- Glu- Ala- Leu- Asp- Cys- Leu- Cys- lle- Pro- Arg- Ser- Asp-Val- Val- Tyr- Thr- Asp-Trp-
180

-Lys-Lys- Asp-Lys- Cys- Glu- Pro- Leu- Glu- Lys- GIn- His- Glu- Lys- Glu- Arg- Lys- GIn- Glu- Glu-

183
-Gly-Glu- Ser-

cre

helyeit. Az aminosavsorrend elérhetd a Swiss-Prot adatbazisban

(http://www.uniprot.org/uniprot/P02763).

Az ORM masodlagos és harmadlagos szerkezetét vizsgald tanulméanyok alapjan a
human ORM 15% a-hélixet, 41% B-redét, 12% B-hurkot és 24% rendezetlen
strukturat tartalmaz [59]. A szerkezetben talalhaté magas B-redd arany, valamint
a savas €s hidrofob részek magyarazhatjdk az ORM diverz ligand kotési
képességét. Feltételezett, hogy alkalikus, bazikus és szteroid kotd helyeket is
tartalmaz a fehérjelanc [60].

A fehérjelanc zsirsavaktol, koleszterintél és foszfolipidektél mentes, dm ot

glikozilacios helyet tartalmaz, ahol a szénhidratlancok N-glikozidos kotéssel
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kapcsolodnak az aszparaginokhoz (15, 38, 54, 75, 85 pozicio, 3. Abra). A
fehérjelanchoz kapcsolodo, valtozatos N-glikanok jelentds mikroheterogenitast
eredményeznek. Az ORM proteinlancan foszforilacios helyek is talalhatok, habar

ez a modosulas még nem ismert részleteiben [61].

A keringd ORM szdmos izoforma keveréke, mely koszonhetd egyrészt a
genetikai polimorfizmusnak (aminosav szekvencia eltérései), masrészt a

kiilonboz6 glikozilacios formaknak.

1.2.3. Glikozilacio

A glikozilaci6 az egyik legfontosabb €s leggyakoribb poszttranszlacios protein
moddosulas, mely a fehérjeszerkezet megvaltozasaval funkciobeli és metabolikus
kiilonbségekhez vezethet. Emellett a glikoprotein felszinén 1év6 oligoszacharidok

a sejtek kozotti kommunikacioban és adhézidban jatszanak szerepet [62].

Az orosomucoid az egyik legkiterjedtebben glikozildlt szérumfehérje, -
elnevezeése is erre utal - a molekulatomegének 45%-at szénhidrat lancok teszik
ki. Raadasul az ORM az egyike azon kevés glikoproteineknek, amelyek komplex

bi-, tri- és tetra-antennaris glikan struktirakat is tartalmaznak [63].

A glikozilaci6 soran a polipeptidlanc aszparaginjainak aminocsoportjahoz
kovalens kotéssel kapcsolodnak az N-acetil-glilkozaminnal induld, kiilonb6zo
oligoszacharid oldallancok. Mar a peptidlanc szintézise alatt, az endoplazmatikus
retikulumban megkezdédik a glikozilacié (kotranszlacios modosulas). A

folyamat a terminalis szialsav kotddésével a Golgi-appardtusban fejezddik be
[61].

Az ORM komplex oligoszacharidjainak felépitésében N-acetil-gliikozamin és
monoszacharidok (mannoz, galaktodz, fukdz) vesznek részt, a lancok végein pedig

szialsav (N-acetil-neuraminsav) talalhato [54, 61].

Az ORM fehérjelancan jellegzetes csoportok, tn. szialil Lewis X (SLe™)
struktardk vannak jelen. Ezek a négy monoszacharidbdl felépiild struktarak a
szelektin tipusu adhéziés molekuldk ligandjai, fontos szerepet jatszanak a sejt

felismerésben, a sejtek egymashoz valdo kapcsolodasaban és a leukocita
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extravazacioban. Az ORM SLe” csoportjai révén szamos sejthez képes kotédni

(endothel, leukocitak, stb.) [54, 64, 65].

Az ORM peptidlancdhoz kapcsolédo glikanok 0Osszetétele (szidlsav, fukoédz
tartalma), szerkezete, eladgazottsaga jelent6sen kiilonbozhet, ami a fehérje
mikroheterogenitasaért feleldés. Ez a variabilitds szamos, megkdzelitéen 12-20

kiilonb6z6 glikoformat eredményez [54].

Az ORM egyedi fizikokémiai tulajdonsagait a glikozilacié jelentOsen
befolyasolja. A nagy mennyiségli - 10-12% koriili - szidlsav tartalomnak
koszonheti savas tulajdonsagait, rendkiviil negativ toltését, mely miatt az ORM
kiemelkedden alacsony izoelektromos ponttal rendelkezik (pI:1-3,8). Kiilonosen

jol oldadik vizben és egyéb polaris oldoszerekben, valamint savakban is [61].

A glikozilacié az ORM eliminacidjat is befolyasolja. Az ORM féléletideje a
keringésben kortilbeliil 5 nap [55], azonban a terminalis szialsavmentes protein
turnovere mindossze 2 perc, ugyanis ezt a struktarat specifikus majbeli
receptorok (aszialo-glikoprotein receptor) ismerik fel ¢és eliminaljak a
keringésbol [61, 66].

A szénhidratlancok nemcsak az ORM tulajdonségait befolyasoljak, de a biologiai
funkcioit is. A glikozilacié képes befolyasolni a ligand kotodést és az

immunmodulalo aktivitast is [56, 67, 68].

Patologias  allapotokban az  ORM  glikdnjainak  Osszetételében  és
antennaszamaban is valtozasok kovetkezhetnek be, melyek 0Osszefiiggésben
allhatnak a betegségek progressziojaval. A kiilonbozo glikoformak alkalmasak

lehetnek diagnosztikus ill. prognosztikus markerként [68].

Akut fazis reakciok soran megfigyelték a bi-antennaris glikanok, a fukozilacio és
a SLe* csoportok mértékének novekedését [69]. Kronikus gyulladasos
folyamatokban [70], daganatos megbetegedésekben [71], diabetes mellitusban
[72] szintén erésebben fukozilalt bi-antennaris glikdnok megjelenését irtak le.
Reumatoid arthritiszben a betegség progressziojaval parhuzamosan nétt a bi- ill.

tetra-antennaris oligoszacharidok ttlstlya [73]. Daganatos megbetegedésekben
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Osszefiiggést taldltak a rossz progndzis, a metasztazisok megjelenése ¢s az ORM

fukozilaciojanak ill. elagazasainak novekedése kozt [74].

1.2.4. Biolégiai funkcio

Az ORM széleskort funkciokkal rendelkezik, fontos szerepet jatszik a szervezet

homeosztazisaban.

Az ORM az un. lipocalin fehérjecsalad tagja, azon beliil az immunocalinokhoz
tartozik. A lipocalinok heterogén fehérjék, melyek kozos tulajdonsaga a lipofil
anyagok megkotése €s transzportja. A kozos szerkezeti tulajdonsaguk, hogy
specifikus sejtfelszini receptor kotohelyek és makromolekula kotéhelyek is
talalhatok a felsziniikon, valamint Gn. lipocalin-zsebet tartalmaz a strukturdjuk,
mely felelés a karos lipofil molekuldk megkotéséért és ezek neutralizalasaért
[75]. Emellett az immunocalinok (a-1-microglobulin, glycodelin, neutrophil
gelatinase-asszocialt  lipocalin, orosomucoid, stb.) az immunrendszer
szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet. Az immunocalinok a szervezet nem-
specifikus védoérendszerének tagjai, az immunvalasz kiterjedtségét képesek

befolyasolni [76].

Ujabb vizsgalatok alapjan az ORM szerepet jatszik az anyagcsere folyamatok
szabalyozasaban is [45, 77]. Felismerésre keriilt, hogy az ORM képes javitani a
glukoz anyagcserét, adipocitakban fokozta a gliikoz felvételt, enyhitette a

hiperglikémia indukalta inzulin rezisztenciat, és a TNF-o medialt lipolizist [78].

1.2.4.1. Ligand kotés és transzport funkcio

Az albumin és a lipoproteinek mellett az ORM az egyik legfontosabb nem-
specifikus transzport protein a keringésben. A kiilonleges struktirajanak
koszonhetden tobb, mint 300 gydgyszermolekula kotési és szallitasi képességét

irtak le, és ismertek endogén ligandjai is [44].

A legfontosabb endogén ligandjai a hisztamin, szerotonin, trombocita aktivald
faktor, melatonin, biliverdin és a szteroid hormonok [56]. Az Osztradiol hét

lehetséges kotéhelyen képes kapcsolodni az ORM fehérjelancahoz [79]. Szérum
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fehérjékkel is interakcioba 1€p, bizonyitottdk tobbek kozt a plazminogén

aktivator inhibitor 1-es tipusahoz (PAI-1) torténd kotodését [80, 81].

A fizikokémiai tulajdonsagai (magas szialsav tartalom) miatt az ORM inkabb
pozitiv toltési, bazikus (propranolol, tamoxifen, dipyridamol, stb.) és neutralis
(diazepam, carbamazepin, stb.) molekuldkat transzportal, de savas karakterii
gyogyszerek kotddését is leirtak (fenobarbital, retinolsav) [44, 56]. Az ORM a
specifikus szallitdo fehérjéje a vanilloidoknak is (kapszaicin, resininfenatoxin),

struktarajan egy vanilloid koté alegységet talaltak [82].

Az akut fazis reakcidé soran emelkedd szérum ORM koncentracio jelentOsen
befolyasolhatja egyes gyogyszerek szabad plazmaszintjét, farmakokinetikéjat. Az
ORM genetikai varidnsai, valamint glikoformjai is eltérd gydgyszerkotd
affinitassal rendelkezhetnek, igy az ORM jelentésen befolyasolhatja a
gyogyszerhatastant. Kronikus mieloid leukémia kezelése alatt kialakul6 imatinib
rezisztencidért az emelkedett ORM szintek miatt fellépd farmakokinetikai
valtozasokat teszik felelossé [84, 85]. Tovabba az antiviralis terapia (saquinavir,
ritonavir €s indinavir) hatdstalansdga hatterében is az emelkedett ORM szintek

miatt bekovetkez6 csokkent szabad hatébanyag koncentracio feltételezhetd [86].

Az ORM képes exogén toxikus agensek megkotésére is (LPS), ezzel nem-

specifikus védé mechanizmust biztosit a karos behatasokkal szemben [83].

1.2.4.2. Immunmodulatoros szerep

Az ORM egy jelentds akut fazis fehérje, igy szérumszintje mind akut mind
kronikus gyulladasokban, tumorokban emelkedik [43]. Az ORM szamos anti-
inflammatorikus és immunmodulald aktivitasat leirtak. Csokkenti a gyulladasos
valasz potencialisan karos hatasait, melyhez feltételezhetéen a gyulladasos
szOvetben torténd lokalis ORM szintézis (leukocitak, endothel sejtek, szovetek)
1s hozzéjérul.

In vitro tanulmanyok kimutattdk, hogy az ORM valamennyi immunsejt
aktivitasat képes befolyasolni. Géatolja a leukocita adhézidt és extravazaciot,

csokkenti a neutrofil aktivaciot, kemotaxist és migraciot, valamint a szuperoxid
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szabadgyokok képzédését [43]. Feltehetéen az ORM SLe* csoportjai révén az
endothel sejtek felszinén expresszalodd E-szelektinekhez kotodik, ezaltal
kompetitiven gatolja a gyulladt teriileten akkumulal6édoé granulocitakat, és a

tovabbi extravazaciot [87, 88].

Az ORM részt vesz a D-vitamin medialt makrofag deaktivacioban is. Egy D-
vitamin valasz-régio (VDRE) van jelen az ORM1 gén promoter szakaszan, igy a
D-vitamin indukalhatja az ORM szintézist, mely gatolja a monocitak pro-
inflammtorikus citokin (TNF-a, IL-6) expresszidjat, és fokozza a makrofag
deaktivaciot [89].

Az ORM reverzibilisen képes gatolni a limfocita proliferaciot, csokkenti az IL-2
szintézist, valamint anti-komplement aktivitasa €s trombocita aggregaciot gatld
hatdsa is ismert. Leirtdk antiapoptotikus hatasat is, valamint az ORM képes

fokozni a fibroblaszt proliferaciot, ezaltal segitheti a sebgyogyulast [43].

Allatkisérletek soran kimutattdk az ORM protektiv tulajdonsagait kiilonbozo
gyulladasos allapotokban, sokkban, szepszisben [90-92]. Igazoltak, hogy az
ORM fontos szerepet t6lt be a kapillaris permeabilitas szabalyozasaban, noveli az
endothel sejtek negativ toltését ¢s kozremiikodik a glycocalix fenntartdsdban,
kozvetleniil is képes kapcsolatba 1épni az endothel sejtekkel, valamint gatolja a

hisztamin és a bradikinin hatasait [93-97].

Az ORM antimikrobialis aktivitasat is leirtak, ORM-el kezelt egerekben
alacsonyabb bakteriémiat figyeltek meg, és szignifikdnsan javult az allatok
tulélése [90]. Az ORM képes az LPS-sel interakcidba 1épni, az ORM-LPS
komplex kozvetleniil aktivalja a makrofagokat, ezaltal csokkenti az LPS direkt

toxicitasat [83].

1.25.  Szérum ORM korképekben

A szérum orosomucoidot (Se-ORM) szamos betegségben vizsgaltak. Az ORM

referencia tartomanya szérumban 0,5-1,2 g/l, mely akut fazis reakciok soran,
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gyulladasos folyamatokban és malignus daganatokban 2-3-szorosara emelkedik
[54].

A se-ORM klinikai hasznalhatésagarol megoszlanak a vélemények, mivel nem-

specifikus és nem kelléen szenzitiv gyulladasos marker.

Kronikus gyulladasos allapotok koziil reumatoid arthritiszben vizsgéalva, a CRP
mellett legjobban hasznalhato aktivitasi markerként irtdk le az emelkedett se-
ORM koncentraciokat [98].

Daganatok koziil kolorektalis karcindmaban a se-ORM szintjének szignifikans
emelkedését figyeltek meg [99]. Elérehaladott prosztata rakban alkalmas lehet a

daganatos folyamat monitorozasara, hasonléan a PSA-hoz [100].

Ujabb klinikai kutatasok soran kideriilt, hogy a se-ORM szintek segithetnek az
anyagcserezavarok felderitésében elhizott betegeknél [101].

Gyulladasos bélbetegségekben idedlis markerként tartjdk szdmon a se-ORM
emelkedését, mely elore jelezheti a relapszusokat, és aktivitasi markerként is
hasznalhato [102, 103].

Ujabb eredmények alapjan az emelkedett se-ORM szintek szepszisben is
prognosztikus értékkel birhatnak [104, 105].

1.2.6. Vizelet ORM korképekben

Mig a szérum ORM kutatasok szama magas, addig csak néhany kutatdécsoport
foglalkozott a vizelet ORM (u-ORM) szintek feltérképezésével. Az ORM
molekulaméreténél fogva a glomerulusokban filtralodhat, az egészséges egyének
vizeletében is megtalalhatd, azonban a vizeletben vald megjelenéséért felelds

faktorok ¢s mechanizmusok még nem tisztazottak.

Az emelkedett u-ORM szinteket 2-es tipusi cukorbetegségben a
kardiovaszkularis mortalitas erds rizikofaktoraként irtak le, dsszefiiggésbe hoztak

a fennallo kronikus gyulladdsos allapottal és az endothel diszfunkcioval [106-

109].
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Ujabb vizsgalatok alapjan az u-ORM korai markere lehet a szivelégtelenségnek
iIs [110]. Ischaemias szivbetegségben az orosomucoidot a proteinuria
meghatarozd komponenseként irtak le, valamint emelkedett u-ORM iritést

talaltak akut koronaria szindroémaban is [111].

Leukocita proliferacioval jaro betegségekben a szérumban és a vizeletben is

magasabb ORM szinteket mértek [112].

Korabbi vizsgalatok pre-eclampsidban az u-ORM korai, fokozott iiritését

bizonyitottak, igy a sziir6vizsgalatokban igéretes szerepet tolthet be [113, 114].

Emelkedett u-ORM koncentraciot talaltak holyag tumoros betegeknél, a daganat

kiterjedtségével, eldrehaladottsdgaval hoztdk Osszefliggésbe az u-ORM értékeket
[115, 116].

Autoimmun betegségekben is fokozott u-ORM kivalasztast figyeltek meg. SLE-
ben a lupus nephritis progresszidjaval korrelaltak a magasabb u-ORM szintek
[117], mig reumatoid arthritiszben a betegség aktivitasaval mutattak ki

Osszefiiggést [118].

Az eddigi vizsgalatok alapjan ugy tlinik, hogy az u-ORM szintek emelkedése
nem-specifikus, azonban monitorozasa szamos betegség esetén igéretes lehet. Az
eredmények azt sugalljadk, hogy az u-ORM potencidlis markere a gyulladdsos
folyamatoknak, és kiegészité informacioval szolgalhat a napi klinikai gyakorlat

szamara is.

A fent emlitett biztatd adatok ellenére, nem érhet6 el automata mérési mod u-
ORM meghatdrozashoz. A kordbbi vizsgélatok kiilonb6z6 bonyolult
labortechnikakat igényld modszerekkel zajlottak (radidlis immundiffuzio,

ELISA, western blot), azonban ezek egyike sem alkalmas a rutin diagnosztikara.

A rutin klinikai gyakorlat gyors, megbizhato, preciz és érzékeny automatizalt
mérési eljarast igényel, mellyel az u-ORM Klinikai hasznosithatosaga is

megitélhetd.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink célja volt a vizelet orosomucoid szintek feltérképezése akut

gyulladasos folyamatokban. Vizsgalni kivantuk, hogy az u-ORM alkalmas-e a

szisztémas gyulladas sulyossaganak megitélésére. Mivel nincs elérhet6é rutin

eljaras az u-ORM meghatarozasokhoz, igy sziikséges volt egy automata modszer

beallitdsara méréseink elvégzéséhez.

Tanulmanyunk céljai a kovetkezOk voltak:

Automatizalt u-ORM mérési modszer kidolgozasa, analitikai validalasa.
Referencia tartoméany megallapitasa egészséges egyének vizsgalata alapjan.
Az u-ORM szintek feltérképezése akut gyulladasban nem szenvedd, de
kiilonbozd kronikus betegségekkel rendelkezd egyéneknél. Ezzel vizsgalni
kivantuk, hogy az alapbetegségek befolyasoljak-e az u-ORM kivalasztast.

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

o Diagnosztikus értékét,

o Iddbeli lefolyasat,

o Prediktiv értékét a kimenetelt illetden,

Osszefiiggését a stilyossaggal és a szervelégtelenségekkel,

O

o Osszefiiggését egyéb laborparaméterekkel.

Az Uu-ORM kinetikajanak monitorozasa miitét indukalta szisztémas

gyulladasos allapotban. Feltételezéseink szerint az u-ORM gyorsan ¢s

érzékenyen jelezheti a mitét utani gyulladasos aktivitas mértékét. Szivmiitott

betegeknél vizsgalni kivantuk az u-ORM szintek:

o Mitét eldtti értekét, €s hogy ez kiillonbozik-e az egészséges egyénekétdl,
ill. sszefliggésbe hozhato-e tarsbetegségekkel,

o Idobeli lefutasat a mitét utani idoszakban,

o Osszefiiggését a miitét utani gyulladdsos valasz mértékével és klasszikus

gyulladdsos paraméterekkel.
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I1l.  ANYAG ES MODSZER

111.1. MODSZER  VALIDALAS AUTOMATIZALT VIZELET
OROSOMUCOID MERESEKHEZ

I11.1.1. Reagensek, késziilék és modszer beallitasok

Mivel az u-ORM meghatarozasokhoz nem volt elérheté gyors és automatizalt
mérési mod, mely jol alkalmazhatd a napi gyakorlatban, ezért az u-ORM
mérésekhez egy latex partikulumok altal erdsitett turbidimetrias (PET) modszert
dolgoztunk ki ¢€s adaptaltunk a cobas 8000 automata c¢502 moduljara (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg). Ehhez az applikdcidhoz nyitott

fejlesztdi csatornat hasznaltunk.

Az Uu-ORM meghatirozasa nyulban termeltetett anti-humén orosomucoid
immunpartikulumokat tartalmazé reagenssel (ref. no. OA504, Dako Denmark
A/S, Glostrup, Dania) és a hozza tartoz6 Reakcios pufferrel (ref. no. PO1812,
Dako) tortént. Az antigén- antitest- puffer- aranyokat a modszer validalas alatt

optimalizaltuk.

Figyelembe véve, hogy nincs elérhetd kalibrator és kontroll elegy vizelet mintak
ORM tartalmanak meghatarozasahoz, igy se-ORM mérésekhez is alkalmazott
oldatok megfeleld higitasait hasznaltuk. A kalibraciokhoz (788 mg/l ORM
tartalmt) Protein Standard SL for BN II Systems kalibrator (ref. no. OQIM13,
Siemens Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Németorszag) higitasait
alkalmaztuk, mig kontrollként az N/T Protein Control SL/L kontroll anyag (ref.
no. OQIN13, Siemens) 2 kiilonb6zd higitasat (4,13 €és 0,83 mg/l) hasznaltuk.
Minden higitas a kalibratorok, kontrollok és mintak esetében is steril fiziologids
sooldattal (154 mmol/l NaCl) tortént. Ugyancsak fiziologias sooldatot

hasznaltunk vak mintaként a kalibraciokhoz.

A reakcio detektalasa 546 nm-es hullamhosszon tortént. Kétlépcsds végpontos
(two-point end) mérési modot alkalmaztunk, delta abszorbancia szamitassal (az
immunpartikulumok bemérése utan, a 38. és a 70. mérési pontra kapott

abszorbcid  kiilonbség). A  kalibrator/kontrol/minta térfogata 7 pul, az
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immunpartikulum reagens mennyisége 40 ul és a reakcio puffer 130 ul volt. A
modszerhez 6 pontos kalibraciot alkalmaztunk, (vak és 5 kiilonboz6 kalibrator
higitas) melyhez spline gérbe-illesztést hasznaltunk. A reakcié 37 °C-on zajlott
10 percig.

111.1.2. Validalasi protokoll

A modszer validalasi protokollt az Eurachem Guideline ajanlasai alapjan
allitottuk 6ssze [119]. Az analitikai hatarokat 30 fiiggetlen vak mérés (fiziologias
sooldat) abszorbancia adataibol hatdroztuk meg, melyekbdl atlagot, szérast (SD)
¢és variacios koefficienst (CV%) szamoltunk. A kimutatasi hatart (limit of
detection, LOD) az atlag + 3 SD, mig a meghatarozasi hatart (limit of
quantification, LOQ) az atlag + 10 SD értékekbdl szamoltuk ki. A kapcsolodo
koncentraciokat a megfeleld abszorbancia adatokbdl ,,cubic spline” algoritmussal
az Origin Pro8 szoftver (Origin Lab Corporation, Northampton, USA)

segitségével szamoltuk vissza.

A modszer funkciondlis szenzitivitdsa egy vizelet minta 5 pontos higitdsabol
keriilt meghatarozasra (0,025-0,390 mg/l), melyekbdl 5 egymast kdvetd napon, 2
parallel mérést végeztiink. A funkciondlis szenzitivitadst annal a legalacsonyabb

koncentracional hatdroztuk meg, ahol a CV% elérte a 20%-ot.

A linearitast egy vizelet minta 10 1épcsOs higitasi sordnak 2 parallel mérésébol

itéltiik meg (0,10-4,68 mg/l).

A sorozaton beliili (intra-assay) és a sorozatok kozti (inter-assay) precizitas
megitéléséhez a PreciControl ClinChem Multi 2 (PC2, ref. no. 05117216 190,
hasznaltuk. A sorozaton beliili pontatlansagot a higitdsok ugyanazon a napon
torténd 10 parhuzamos mérésével hataroztuk meg, mig a sorozatok kozti
pontatlansdghoz 2 parallel mérést végeztiink 10 egymast kovetd napon. A mérési
valddisagot ugyanezekbdl a higitasokbdl allapitottuk meg, a mért és a névleges

értékekbdl kiszamitva és %-ban kifejezve.
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Stabilitds vizsgalatokhoz 5 vizeletmintat (0,52-4,11 mg/l) vélasztottunk ki,
melyeket konzervald szer hozzdaddsa nélkiil teszteltink. A mintékat
centrifugdlas utan szétosztottuk, és additivum nélkiil hiitészekrényben 2-8 °C-on,
lefedve taroltuk 10 napig. Az u-ORM koncentraciokat a mintavételt kovetden,
majd a harmadik, 6todik, nyolcadik és tizedik napokon mértiik. Az u-ORM
stabilitasat fagyasztas-olvasztasi ciklusok soran is teszteltiik. A mintakat -70 °C-
ra fagyasztottuk, majd 37 °C-on kiolvasztottuk, és u-ORM koncentraciokat 5

egymast kovetd ciklus soran vizsgaltuk.
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111.2. VIZSGALT CSOPORTOK, MINTAGYUJTES

Vizsgalataink az ,,Uj biomarkerek vizsgalati lehetdségei szeptikus betegeknél”
cimii klinikai tanulmany keretében =zajlottak, melyek eclvégzéséhez a PTE
Regionalis Kutatasetikai Bizottsag engedélyével rendelkeztiink (4327.316-
2900/KK15/2011). A  vizsgélatokat az engedélyezett protokolloknak
megfelelden, a 2008-as Helsinki Deklaracioban foglalt etikai ajanlasok
betartasaval végeztik el. Minden résztvevot tajékoztattunk a kutatdsok
részleteir6l, valamint a mintavételt és a vizsgalati protokollt illetéen. Ezutan
minden résztvevotdl, ill. akadalyoztatasa esetén a hozzatartozoktol, valamint
gyermekek esetén a sziilotdl is irasos beleegyezést kaptunk a vizsgalatban torténd

onkéntes részvételrol.

I11.2.1. Referencia csoport

Az 1j, turbidimetridss u-ORM mérési modszeriinkh6z referencia tartomany
megallapitasara volt sziikség, melyhez tobb életkori csoportba tartozd egészséges
egyéneket vizsgaltunk. Az Un. ,Referencia csoport” tagjai (n=72) részben
lizemorvosi vizsgalatra érkezOk, részben egyetemi dolgozok és hallgatok,
valamint egészséges tizenéves fiatalok voltak. Egészségesnek tekintettiik azt a
személyt, akinek nem volt ismert kronikus betegsége, nem szedett rendszeresen
gyogyszert, valamint a mintavételkor nem volt panasza, sem akut betegségre

utalo tiinete.

Ezek alapjan kizarasi kritérium volt barminemii gyulladds (fehérvérsejtszam
(WBC), hsCRP ¢s klinikai tiinetek alapjan), kronikus betegség (orvosi kartonok

alapjan) és a beleegyezés hianya.

A csoport tagjaitol csak egyszeri vér- és vizelet mintavétel tortént. Egyidejiileg

nyert vénds vérmintakat és spontan iiritett kozépsugar vizeletet elemeztiink.
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111.2.2. lllesztett kontroll csoport

A kiilonbozé kronikus betegségek u-ORM kivalasztasra gyakorolt hatdsat
alapbetegségekkel rendelkezd, az intenziv osztadlyon kezelt betegekhez korban,
nemben ¢és egészségiigyi problémdékban is illeszkeddé egyének bevonasaval
vizsgaltuk. Az ,illesztett kontroll csoport” tagjai (n=30) részben ilizemorvosi
vizsgalatra érkezok, részben pedig a PTE KK Szemészeti Klinika vizsgalatra

érkez6 ambulans betegei voltak.

A csoport tagjainal kizarasi kritériumok voltak az akut gyulladasos allapotok
(WBC, hsCRP ¢és klinikai tiinetek alapjan), a kronikus vesebetegség (Orvosi
dokumentacio, tovabba a szérum kreatinin (se-CREAT) és cisztatin C (se-CYSC)

alapjan), valamint a beleegyezés hianya.

A csoport tagjaitol csak egyszeri vér- €s vizelet mintavétel tortént. Egyidejiileg

nyert vénas vérmintakat és spontan kozépsugar vizeletet elemeztiink.

111.2.3. Intenziv osztalyon kezelt betegcsoportok

Vizsgalataink soran a PTE KK Aneszteziologiai és Intenziv Terapias Intézetben

kezelt SIRS-es (n=13) és sulyos szeptikus betegektdl (n=43) vettiink mintakat.

Mivel anyaggyijtésiink 2014. januar és 2015. december kozott folyt, igy az
akkor érvényben 1évo definiciokat és ajanldsokat alkalmaztuk tanulmanyunk
soran [4, 23]. SIRS megallapitasahoz az 1. Tablazatban foglaltak koziil 2 vagy
tobb kritérium teljesiilése volt sziikséges. Csak negativ hemokulturaju betegek
keriiltek bevonasra a SIRS csoportba. A sulyos szepszis diagnosztikus
kritériumat jelentettétk a SIRS-hez tarsuld mikrobiologiailag igazolt vagy
gyanitott fertdzés, emelkedett PCT szintek (>2 ng/ml bakterialis szepszis esetén),
¢s legalabb egy szervdiszfunkcid, mely szepszis kovetkeztében alakult ki. A
mikrobiologiai vizsgalatok a PTE KK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani

Intézetben torténtek.

Az intenziv osztalyon kezelt betegek esetén kizarasi kritérium volt a kronikus

vesebetegség, az uroszepszis és a beleegyezés hidnya.
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A kritikus allapotii betegeknél kovetéses vizsgalatot folytattunk, a sulyos
szeptikus betegek esetén az els6 minta a felvételt/ klinikai diagnézist kdvetd 24
oran belill tortént, majd az azt kdvetd masodik, harmadik és 6todik napon. SIRS
betegek esetén a mintavételt csak az elsé és masodik napon tudtuk elvégezni,

mivel 8k rovidebb intenziv osztalyos feliigyeletet igényeltek.

A SIRS-es ¢és stlyos szeptikus betegektdl a behelyezett artérias kaniilbdl vettiink

vérmintat, és a holyag katéterbdl sterilen nyertiink vizeletet a vizsgalatainkhoz.

A felvételt kovetden a szepszis sulyossadgat és a mortalitdsi valdszintiséget a
SAPS Il [120], az APACHE 11 [121] és a SOFA [122] pontrendszerek alapjan
becsiiltiik meg. 28 napos mortalitasi adatok alapjan a szeptikus betegeket tuléld

¢s nem-tulélé csoportokra osztottuk.

A Kkialakult szervelégtelenségek koziil az akut vese sériilést (AKI) a 2012-es
KDIGO Kklasszifikacio alapjan hataroztuk meg [123]. A se-CREAT szintek
mellett az AKI kimondasat se-CYSC mérésekkel erdsitettik meg, ahogy
korabban masok is [124, 125]. Emelkedett se-CYSC értékekkel (>0,3 mg/l
emelkedés 48 oran beliil, vagy > 1,5X emelkedés a kiindulasihoz képest) vagy
csokkent vizelet kivalasztassal (<0,5 ml/kg/h 6 oran at) jellemzett betegek

kertiltek az AKI csoportba.

A kritikus allapotil betegek kezelése az érvényben 1évd nemzetkdzi ajanldsok

szerint tortént [23].

111.2.4. Nyitott szivmiitéten atesett betegek

A  mitét indukalta szisztémds gyulladas hatasat szivmiitott betegek
monitorozasaval vizsgaltuk. A PTE KK Szivgyogyaszati Klinikdn 2015.
november és 2016. julius kozott elektiv, on-pump szivmiitéten atesett betegeket

vontunk be vizsgalatunkba (n=38).

A szivmitott betegeknél az akut vagy kronikus gyulladdsos folyamatok,
autoimmun betegségek, tumor, fert6zés, vesebetegség, akut koronaria szindroma

és a szivmitétet megeldzd operativ beavatkozasok jelentettek kizarasi
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kritériumokat, igy szerettiikk volna kikiiszobolni ezen faktorok u-ORM szintekre

gyakorolt hatasat.

A szivmitott betegeknél kovetéses vizsgalatot folytattunk, az elsé mintavétel a
miutét eldtti napon tortént, majd a miitét utdni elsd, harmadik és 6todik napon

vettiink egyidejlileg vénas vér- és spontan lritett kozépsugar vizeletmintakat.
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111.3. MINTAK FELDOLGOZASA, KEZELESE

A vérmintakat zart rendszerti (Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA) vérvételi csovekbe vettik a napi rutin vérvételek
alkalmaval, igy kutatdsunk nem jelentett ujabb megterhelést a betegeknek.
Szérum esetén alvadasgatldt nem tartalmazd (nativ) csoveket hasznaltunk. A

vizeletmintakat milanyag mintavételi csévekbe gyljtottiik.

Centrifugalas utdn (1500g, 10 perc) a szérum és vizelet mintdkat tovabbi

felhasznalasig szétporcidzva -70 °C-on taroltuk.

A napi rutinméréseket kiegészitve, szérum mintainkbol  gyulladasos
paramétereket (hsSCRP, PCT, se-ORM) és vesefunkcids markereket (se-CREAT,
se-CYSC) mértiink. A vizeletmintakbol automata modszerekkel Osszfehérjét,
kreatinint, albumint és az altalunk kidolgozott eljarassal orosomucoidot
hataroztunk meg. Mivel nem gytijtott, random vizeletmintakat elemeztiink, igy az
ajanlasok alapjan az u-ORM értékeket vizelet kreatininre (u-CREAT)
vonatkoztattuk, hogy kikiiszoboljiik a vizelet mennyiség/tdménység befolyasolo
hatasat [110]. Tovabba az u-ORM szinteket vizelet Osszfehérjére (u-TP)
vonatkoztatva is kifejeztiik, ezzel vizsgaltuk az u-ORM részardnyat és relativ
valtozasait a vizelet fehérjék kozt. Ezek alapjan az u-ORM adatokat nemcsak
mg/l-es koncentracioban, de mg/mmol-ban u-ORM/u-CREAT-ként és %-0S
aranyban (u-ORM/u-TP) is megadtuk.
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111.4. RUTIN LABORATORIUMI VIZSGALATOK

A napi rutin vérvételek soran mért parameéterek koziil csak a vizsgéalatunkban
kiemelt szerepet jatszo gyulladasos paraméterek (WBC, hsCRP, PCT, se-ORM),
valamint a vesefunkciés markerek (Se-CREAT és se-CYSC) meghatarozasi
modjat kivanom ismertetni. Ezeken feliil a tanulmanyunk soradn hasznalt rutin
vizeletvizsgalatokat (6sszfehérje, kreatinin, aloumin) mutatom be. Minden mérés
a PTE KK Laboratoriumi Medicina Intézet akkreditalt (NAH-1-1553/2016)
laboratoriumaban tortént, rutin diagnosztikaban hasznalt, automatizalt mérési

modszerekkel.

111.4.1. Vérmintak laboratériumi vizsgalata

Fehérvérsejtszam (WBC): Vérkép vizsgalatok soran mind a fehérvérsejtek, a
vorosvértestek és a trombocitak elkiilonitése aramlasos citometrids optikai
modszerrel tortént K,-EDTA véralvadasgatlot tartalmazo csovekbdl ADVIA
2120 hematoldgiai automatan (Siemens, Erlangen, Németorszag). Referencia
tartomanyok: Vorosvértest: 3,9-6 T/l, WBC: 4-10 G/I, Trombocita szam: 140-
440 G/I, Hemoglobin: 120-175 g/l, Haematokrit: 34,1-51%, (nemek és életkor

szerinti tartomanyokat nem részleteztem).

A C-reaktiv protein (hsCRP) mérés elve: Nagy érzékenységii - latex szemcsékkel
erdsitett immunturbidimetrias C-reaktiv protein meghatarozas, mely sordn a
minta CRP molekuldi agglutinalnak a CRP elleni monoklonalis antitestekkel
fedett latex szemcsékkel. Az antitest-antigén komplex mennyiségét az automata
turbidimetriasan hatarozza meg. A mérések szérum mintakbol a cobas 8000/c702

modulon torténtek (Roche). Referencia tartomany: <5 mg/I.

A szérum prokalcitonin (PCT) méréseket cobas e411 automatan (Roche)
végeztiik, szendvics elvil elektrokemilumineszcencids immunkémiai modszerrel.

Referencia tartomany: <0,5 ng/ml.

A szérum orosomucoid (se-ORM) mérések cobas Integra 400 plus automatan
zajlottak  (Roche) turbidimetridss immunkémiai vizsgalattal. Referencia

tartomany: 0,5-1,2 g/l.
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Szérum kreatinin (Se-CREAT) meghatarozasa a Jaffé modszeren alapuld,
korrigalt, kinetikus kolorimetrids vizsgalattal tortént. Alkalikus kozegben a
kreatinin pikrinsavval borostyan szinli komplexet képez, melyet fotometridasan
detektalunk. A méréseket cobas 8000/c702 automata analizitoron végeztiik

(Roche). Referencia tartomanyok: férfiak: 62-106 umol/l, nk: 44-80 umol/I.

Szérum cisztatin C (se-CYSC): Latex szemcsékkel novelt érzékenységii
immunkémiai turbidimetrias vizsgalati eljaras, mely soran a human cisztatin C
agglutinal a szemcsék felszinéhez kotott antitestekkel, az aggregatumok 546 nm-
en turbidimetridsan detektalhatdéak. A se-CYSC értékeket cobas 8000/c502
modulon mértiik (Roche). Referencia tartomany: 0,61-0,95 mg/I.

4. Abra: A cobas 8000 automata
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111.4.2. Vizelet vizsgalatok

Vizelet osszfehéje (u-TP) mérés soran benzetonium-klorid reagal a fehérjekkel
bazikus kozegben, €s a megvaltozott turbiditast lehet detektalni. A méréseket
cobas 8000/c502 analizatoron végeztiik el. Referencia tartomany: <150 mg/I

(random vizelet mintdk esetén).

A vizelet kreatinin (u-CREAT) mérés elve megegyezik a szérum kreatinin
meghatarozasaval (Jaffé reakcid), csak a higitds mértéke eltérd. A mintakat cobas
8000/c702 modulon mértiik. Referencia tartomany: férfiak: 3,45-22,9 mmol/l,
nok: 2,47-19,2 mmol/l.

A vizelet albumin (u-ALB) mérés elve: A human albumin elleni poliklonalis
(birka) antitestek reakcioba lépnek az albuminnal, antigén-antitest komplexek
jonnek létre, és az agglutinicid utan a komplexek mennyisége mérhetd. Az u-
ALB méréseket turbidimetrids immunkémiai vizsgélattal végeztilk cobas

8000/c502 automatan. Referencia tartomany: <20mg/1 (<2,26 mg/mmol).
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111.5. STATISZTIKAI ELEMZESEK

Statisztikai analizisekhez az SPSS (Statistical Package for the Social Sciences for
Windows) statisztikai elemz6 szoftver 22-es verzidjat hasznaltuk (IBM

Corporation, New York, USA).

Normalitas vizsgalat utan (Shapiro-Wilk teszt), valtozoink nem normal eloszlést
mutattak, igy nem-paraméteres teszteket alkalmaztunk az elemzések soran. A
csoportok Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney U tesztet (2 csoport), illetve tobb
csoport vizsgalata estén Kruskal Wallis tesztet hasznaltunk. A kovetés alatti
valtozasokat Wilcoxon teszttel (2 nap), ill. Friedman probaval (t6bb nap)
vizsgaltuk. A paraméterek diagnosztikus hatékonysagat és prediktiv értékét ROC
(receiver operating characteristic) gorbével vizsgaltuk, melyet a gorbe alatti
teriilettel (AUC ROC) jellemeztink. Tovabba tobbvaltozos logisztikus
regresszios analizist végeztiink a valtozok Klinikai hatasanak megitélésére,
melyet esély hanyadossal (OR) és a hozzatartozo 95% konfidencia
intervallumokkal (95% CI) szemléltettiink. A Kkorrelacios elemzésekhez
Spearman tesztet alkalmaztunk. A statisztikai elemzések soran a p<0,05 értékeket

tekintettiik szignifikansnak.

A folytonos valtozok esetén a median ¢és interkvartilis (25-75 percentilis)
értékeket tiintettiik fel, valamint a modszerhez tartozo referencia tartomanyt az u-
ORM, u-ORM/u-CREAT és u-ORM/u-TP esetén 2,5-97,5 percentilisként irtuk

le.
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IV. EREDMENYEK

IV.1. MODSZER VALIDALAS

Az u-ORM meghatidrozasokhoz a kalibralt tartomanyt 0,16-5,25 mg/l kozt
allitottuk be. A 22 fiiggetlen kalibraciobol nyert egyesitett kalibracios gorbe az
5/A Abran lathaté. Széles koncentracid tartomany (0,1-31,5 mg/l) vizsgalata
soran megfigyelt sziik biztonsagi zéna és a gorbe visszahajlasa miatt (5/B Abra),
kalibrator (0,16 mg/l) alatti mintakat azonban a kvantifikalasi hatarig
megbizhatdan lehetett mérni. Az analitikai hatarok értékeire kielégitden alacsony
koncentraciokat kaptunk (LOD=0,02 mg/l, LOQ=0,08 mg/l).

A modszer funkcionalis szenzitivitasat 0,03 mg/l értéknél hataroztuk meg (6/A

Abra). A mérések megfeleld linearitast mutattak (R?=0,999) a 0,10-4,68 mg/I
tartomanyon beliil (6/B Abra).

A sorozaton beliili és a sorozatok kozti pontatlansag is minden vizsgélt szinten
5,0 CV% alatt volt, tovabbad a mérési valodisag vizsgalata soran is 95,69-

102,51% kozotti eredményeket kaptunk. (4. Tablazat).

5. Abra: Kalibraciés (A) és dézis valasz (B) gorbe az u-ORM mérésekhez
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A 6 pontos kalibracios gorbe a 0-5,25 mg/l kozotti tartomanyban spline gorbe-illesztéssel. Az
abra 22 fiiggetlen kalibraci6 atlag +szoras értékeit szemlélteti.

B: Doézis-valasz gorbe 0,1-31,5 mg/l kozott
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6. Abra: Funkcionalis szenzitivitas (A) és linearitas (B)
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A: A funkcionalis szenzitivitast 0,03 mg/l értéknél hataroztuk meg (szaggatott vonal)

B: A linearitas vizsgalata 0,10-4,68 mg/l kozott (a mérések atlagait szemléltettiik). A regressziods

egyenes (y = bx + a) egyenlete: y = 1,021 x + 0,015; R =0,999.

Stabilitas vizsgalatok

A hitdszekrényben 2-8 ©°C-os tarolas soran 10 nap alatt nem talaltunk

kiilonbségeket az U-ORM visszanyerhetdségében, a vizelet mintak u-ORM

koncentracioja meglehetdsen stabil maradt (97,2-109,2%). Tovabba nem

talaltunk szignifikans csokkenést az u-ORM koncentraciokban az egymast

kovetd fagyasztas-olvasztas ciklusok soran. Még az o6tddik ciklus utan is

kielégit6 maradt az u-ORM visszanyerhetdsége, ahogy azt az 5. Tablazat

szemlélteti.
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4. Tablazat: Sorozaton beliili és sorozatok kozti pontatlansag és valodisag

vizsgalata
. L, Sorozaton beliil (n=10) Sorozatok kozott (n=20)
Néverték, m -
mg/l |AtlagtSD, | Pontatlansag Valodisag, — Atlag+SD, Pontatlansag Valodisag,
mg/I CV% % mg/l CV% %
3,86 | 3,73+0,08 2,01 96,70 3,83+0,13 3,50 99,24
2,11 | 2,06+0,01 0,45 97,98 2,17+0,04 1,77 102,51
0,64 |0,62+0,01 1,92 95,69 0,63+0,03 4,29 98,31
0,30 |0,30+0,01 4,44 100,71 0,30+0,01 4,55 100,18

SD: szoras, CV%: variacios koefficiens

5. Tablazat: U-ORM stabilitas vizsgalatok

Kiindulési Tarolas 2-8 °C-on Fagyasztas-olvasztas ciklusok
konc;lgﬁamo’ 3.;:1p 5.;:1p 8.;:1p 10(.)2ap ciklllus, cil<2IiJs, cik?i'us, cilflhs, ciksllus,
% % % % %
4,11 98,4 | 103,6 | 105,7 | 109,2 106,3 1 108,31 109,5| 111,7 | 112,9
3,61 99,1 1 101,5 102,4 | 106,6 105,5 | 106,7 | 106,4 1 105,3 | 104,6
2,74 98,9 1 100,5 103,0| 105,8 104,6 | 105,7 | 104,2  104,5|103,6
1,23 97,2 1 98,8 | 99,1 | 107,9 106,3 | 108,2 | 109,4 112,6 | 113,1
0,52 104,5/ 98,8 | -* -* 104,5 104,8 | 102,0 107,6 | 110,0

Az U-ORM szinteket a kiindulasi koncentraciora vonatkoztattuk, és %-ban fejeztiik ki.

*: technikai okok miatt (alacsony mintatérfogat) a mintat nem tudtuk mérni
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IV.2. REFERENCIA TARTOMANY MEGHATAROZASA

A vizsgalatunkban résztvevd 72 egészséges - referencia egyénbdl 3 életkori
csoportot alkottunk: 10-20, 21-40, 41-60 éves korosztaly.

Az u-ORM szintek tekintetében nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket az
egeszseges egyének korcsoportjai kozott, ezért kozds referencia tartomanyt
hatdroztunk meg 10-60 év kozott (6. Tablazat). A spontan vizelet mintak
vizsgalata alapjan a kovetkezé referencia intervallumokat allapitottuk meg
(median (2,5-97,5 percentilesek)): u-ORM: 0,69 (0,13-2,96) mg/l; u-ORM/u-
CREAT: 0,08 (0,01-0,24) mg/mmol; u-ORM/u-TP: 1,00 (0,21-3,58) %.

Nem volt szignifikans kiillonbség a ndk és a férfiak kozott az u-ORM/u-CREAT
—ként kifejezett értékek esetén a 3 életkori csoportban. Ugyanakkor, a 41-60 év
kozti férfiaknal magasabb u-ORM koncentraciokat (p=0,034) és u-ORM/u-TP
részaranyt (p=0,023) figyeltiink meg, szemben ezen korcsoporton beliili nékkel
(férfiak: 1,30 (0,78-2,65) mg/l és 2,29 (1,66-3,58) % vs nok: 0,49 (0,20-1,10)
mg/l és 0,62 (0,48-1,57) %).

6. Tablazat: U-ORM referencia tartomanyok az egészséges egyéneknél

Korcsoport 1 Korcsoport 2 Korcsoport 3| p érték Osszesitett
csoport
elemszam, n 30 19 23 - 72
n8k, n (%) 13(43,3) | 9(47.4) | 15(65,2) - 37 (51,4)
életkor, évek 14 (10-18) = 29(21-39) | 51(40-58) | - | 23(10-58)
0,56 0,71 0,76 0,69
u-ORM, mg/l (0,10-2,96) | (0,25-2.30) | (0,14-264) =" | (0.13-2,96)
u-ORM/u-CREAT, | 0,09 0,07 0,08 s 0,08
mg/mmol (0,02-0,19) | (0,01-0,35) | (0,02-0,24) (0,01-0,24)
0,01 1,09 1,36 1,00
- - 0 i) i) ) )
U-ORMA-TR, % | 091034y | (024-324) | (032-432) ™ | (021-358)

A csoportok Osszehasonlitasahoz Kruskal Wallis tesztet hasznaltunk. A folytonos valtozok
esetén a median (2,5-97,5 percentilis) értékeket tiintettiik fel, kivéve az életkort, ott median

(min-max). ns: nem szignifikans
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IV.3. ILLESZTETT KONTROLL CSOPORT VIZSGALATA

Az intenziv osztalyon kezelt kritikus allapoti betegekhez illesztett kontroll
csoport (30 f6) tagjai a referencia egyéneknél iddsebb, kiilonbozo
alapbetegségekt6l szenved6 (hipertonia, diabetes, COPD, stb.), gyogyszereket

szedd egyének voltak.

Megfigyeltiik, hogy az illesztett kontroll csoport u-ORM kivalasztasa magasabb,
mint az egészségeseké (p<0,001), 2-3-szoros emelkedést tapasztaltunk az u-
ORM/uU-CREAT szintek tekintetében az egészséges - referencia egyénekhez
képest (7. Abra és 7. Tablazat). Ugyancsak magasabb hsCRP szinteket talaltunk
(p=0,03), am a se-ORM ¢értékek nem kiilonboztek a két csoport kdzott.

Az illesztett kontroll csoporton beliil a férfiak és ndk kozott nem talaltunk
kiilonbségeket az u-ORM szintek tekintetében, valamint nem volt kiilonbség a
kiilonbozo alapbetegségekkel rendelkezé egyének u-ORM/u-CREAT értékeiben
sem. Tovabba a vesefunkcids paramétereik is a referencia tartomanyon beliil

mozogtak.

7. Abra: Az u-ORM/u-CREAT szintek emelkedése az illesztett kontroll csoportban

p<0,001

0,67

0,47

oS T
- T

T T
Referencia lllesztett kontroll
csoport csoport

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

0,0
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7. Tablazat: A referencia csoport és a kontroll csoport adatai

Referencia Illesztett -
egyének kontrollok p ertek
elemszam, n 72 30 -
ndk, n (%) 37 (51,4) 14 (46,7) -
életkor, évek 23 (14-45) 58 (49-69) <0,001
WBC, G/I 6,5 (4,5-7,9) 6,7 (5,5-8,2) ns
hsCRP, mg/I 0,6 (0,3-1,5) 1,0 (0,5-2,2) 0,03
se-ORM, g/l 0,8 (0,6-0,9) 0,8 (0,7-0,9) ns
se-CREAT, umol/l 64 (55-75) 73 (66-81) 0,005
se-CYSC, mg/l 0,8 (0,7-1,0) 0,9 (0,9-1,0) ns
u-TP, mg/l 60 (30-80) 60 (50-90) ns
u-ALB/u-CREAT, mg/mmol | 0,51 (0,25-1,71) | 0,71 (0,49-1,37) ns
u-ORM, mg/I 0,69 (0,33-1,13) 1,6 (0,7-2,8) <0,001
u-ORM/u-CREAT, mg/mmol | 0,08 (0,05-0,15) 0,2 (0,1-0,3) <0,001
u-ORM/u-TP, % 1,00 (0,54-1,69) 2,2 (1,6-4,0) <0,001

A csoportok Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk, a median (25-75

percentilis) értékeket tiintettiik fel. ns: nem szignifikans
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IV.4. INTENZIV OSZTALYON KEZELT BETEGCSOPORTOK

VIZSGALATA

Vizsgalatunkba 13 SIRS és 43 sulyos szeptikus beteg keriilt bevonasra. Az ITO-n
kezelt betegcsoportok adatait a 30 f6s illesztett kontroll csoporthoz
viszonyitottuk, mivel ezen csoportok alap demografiai adatai hasonloak voltak
(8. Tablazat).

8. Tablazat: Intenziv osztalyon kezelt betegek demografiai adatai

klc:LetSrzotlelgtk SIRS Szepszis
elemszam, n 30 13 43
nék, n (%) 14 (46,7) 4 (30,8) 17 (39,5)
életkor, évek 58 (49-69) 62 (54-70) 67 (57-76)
Alapbetegségek, n (%)
Efgg{)‘g:;ﬁgiﬂs 18 (60,0) 10 (76,9) 28 (65,1)
diabetes mellitus 5(16,7) 3(23,1) 11 (25,6)
tiidébetegségek 1(3,3) 6 (46,2) 16 (37,2)
tumor 0 (0) 6 (46,2) 15 (34,9)

A kritikus allapotii betegeink koziil tobb beteg keriilt felvételre mutéti
beavatkozas utan, mint belgyogyaszati okokbol. A SIRS-es betegek altalaban
csak rovidebb, 2 napos intenziv terapias feliigyeletet igényeltek, ezutdin mas

osztalyokra lettek athelyezve, egyikiiknél sem alakult ki szepszis.

A szeptikus betegek atlagosan kdzel 6 napos intenziv terapiat igényeltek. Az 5
napos kovetés alatt a sulyos szeptikus betegek 28%-a elhunyt, a 28-napos

haldlozas pedig 47%-o0s volt (9. Tablazat).

Minden bevont SIRS paciens negativ hemokultiraval rendelkezett. A szeptikus
betegeknél 9 esetben maradt azonositatlan a korokozo. A leggyakrabban
azonositott Gram-negativ mikroorganizmus az Escherichia coli volt, mig Gram-

pozitiv baktériumok koziil leggyakrabban a Staphylococcus fajok fordultak el6.
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Gomba infekciot leginkabb Candida fajok okoztak. Tovabbi mikrobioldgiai és
klinikai adatok a 9. Tablazatban lathatoak.

9. Tablazat: Intenziv osztalyon Kkezelt betegek klinikai és mikrobiologiai adatai

SIRS Szepszis p érték
elemszam, n 13 43 -
Felvétel tipusa, n (%)

belgyogyaszati ok 3(23,1) 17 (39,5) -

Sebészeti ok 10 (76,9) 26 (60,5) -
ITO kezelés hossza, napok 2 (1-2) 6 (3-11) <0,001
5-napos halalozas, n (%) 0 (0) 12 (27,9) 0,046
28-napos halalozas, n (%) 1(7,7) 20 (46,5) 0,014
Prognosztikus pontrendszerek

APACHE II score 8 (6-14) 19 (13-24) <0,001

SAPSII score 25 (18-31) 50 (34-57) <0,001

SOFA score 4 (2-5) 8 (7-11) <0,001
Szervelégtelenségek, n (%0)

1 szervi elégtelenség - 7 (16,2) -

2 szervi elégtelenség - 15 (34,9) -

3 szervi elégtelenség - 8 (18,6) -

>4 szervi elégtelenség - 13 (30,2) -

szeptikus sokk - 28 (65,1) -

akut vese sériilés - 22 (51,2) -
Patogének, n (%0)

nem identifikalt 13 (100) 9(20,9) -

kevert (Baktérium+Gomba) - 23 (53,5) -

Gram-negativ baktérium - 5 (11,6) -

Gram-pozitiv baktérium - 3(6,9) -

gomba - 3(6,9) -

A csoportok Osszehasonlitisdhoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk, a median (25-75

percentilis) értékeket tiintettiik fel.
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Felvételi laboradatok SIRS és szepszis elkiilonitésében

A szokvanyos gyulladasos markerek mellett (WBC, hsCRP, PCT) a szérum és
vizelet orosomucoid szintek is korai emelkedést mutattak; SIRS-ben és
szepszisben is szignifikansan magasabb (p<0,001) értékeket taldltunk a
kontrollokhoz képest. Kozel tizszer magasabb u-ORM/u-CREAT értékeket

talaltunk szepszisben, mint SIRS- ben (10. Tablazat, 8/A Abra).

10. Tablazat: Intenziv osztalyon kezelt betegek laboratériumi adatai felvételkor

klollnetsrz(;[lelgtk SIRS Szepszis p érték
elemszam, n 30 13 43 -
PCT, ng/ml - 0,4 (0,3-0,7) 15,4 (4,4-33,5) | <0,001
WBC, G/l 6,7 (55-8,2) | 11,0(9,1-14,8) | 14,0(7,5-16,7) | <0,001*"
hsCRP, mg/l 1,0 (0,5-2,2) 92,4 (56,4-227,9) | 228,5 (138,6-336,4) | <0,001*"¢
se-ORM, g/l 0,8(0,7-0,9) | 1.2(1,1-1,3) 1,7(1,3-21) | <0,0013P¢
se-CREAT, umol/l | 73 (66-81) 70 (59-81) 127 (94-182) | <0,001°°
se-CYSC, mg/l 0,9 (0,9-1,0) | 0,9(0,7-1,1) 1,8 (1,5-2,3) <0,001°¢
u-TP, mg/l 60 (50-90) | 160 (89-410) 427 (150-850) | <0,001%P¢
u-ALB/u-CREAT, 0,71 3,82 14,68 <0.00125¢
mg/mmol (0,49-1,37) (1,44-4,78) (3,51-40,90) ’
U-ORM, mg/l (0,711’?21,78) (7,12{570,2) (28,282?’14:5,89) <0,001°%¢
u-ORM/u-CREAT, 0,21 2,06 19,20 <0.001%5°¢
mg/mmol (0,11-0,30) (0,72-6,36) (11,43-32,78) '
u-ORM/u-TP, % (1,624’-2201) (3,5199’1211,92) (10,%?1231,02) <0,001%*

A csoportok Osszehasonlitasahoz Kruskal Wallis tesztet hasznaltunk. A folytonos valtozok
esetén a median (25-75 percentilis) értékeket tiintettiik fel. ns: nem szignifikans. A betiik
felséindexben jelzik a post hoc analizisek eredményeit: *: kontroll vs SIRS: p<0,001, > kontroll

vs szepszis: p<0,001, °: SIRS vs szepszis: p<0,05. PCT —t a kontroll csoportnal nem mértiink.

ROC analiziseket végeztiink a laborparaméterek diagnosztikus képességének
megitélésére. A sulyos szepszis SIRS-t6l vald elkiilonitésében a gorbe alatti

teriilet 0,954 volt u-ORM/u-CREAT esetén, amely hasonld volt a PCT-hez
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(0,949), és nagyobb, mint a se-ORM szintekhez tartozo 0,804, és a hsCRP 0,845
értékei (8/B Abra). A ROC analizisek alapjan a SIRS szepszistdl vald
elkiilonités¢hez 94,7% érzékenységgel és 90% fajlagossaggal cut-off értéket
hataroztunk meg a 6,75 mg/mmol u-ORM/u-CREAT értéknél. (A diagnosztikus
képesseg vizsgalatahoz a dializalt betegeket kizartuk, hogy elkeriiljiik ennek
befolyasold hatasat- lasd késébb).

8. Abra: Felvételi u-ORM/u-CREAT diagnosztikus értéke szepszisben
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A: Az u-ORM/u-CREAT értékek Osszehasonlitasa az illesztett kontroll csoport, a SIRS-es és

szeptikus betegek kozott. A pontozott vonal szemlélteti a 6,75 mg/mmol-0S cut-off értéket. Az
extrém kiugro értékek nincsenek abrazolva.

B: ROC analizisek a SIRS és szepszis elkiilonitésére.

Logisztikus regresszids elemzéseink kimutattak, hogy az emelkedett u-ORM/u-
CREAT, hasonléan a PCT ¢és a hsCRP szintekhez szignifikans (p<0,05)
indikatorai a szepszisnek. A kovetkezé OR értékeket kaptuk: u-ORM/u-CREAT:
1,56 (95% CI: 1,14— 2,14), PCT: 2,37 (95% CI: 1,23-4,57) és hsCRP: 1,02 (95%
Cl: 1,01-1,02).

Vizelet orosomucoid szintek idébeli alakulasa szepszisben

SIRS betegek esetén a 2 napOs monitorozas alatt nem figyeltink meg

szignifikans valtozast az u-ORM/u-CREAT szintek esetén, ugyaniugy az 5 napos
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kovetés alatt szepszisben sem. Tovabba a vizsgalt periodus alatt nem volt
kiilonbség az u-ORM/U-CREAT szintekben a taléld (n=23) és nem-tulélé (n=20)
szeptikus betegek kozt. A mintak vizsgalata soran néhany esetben azonban
megfigyeltiink kiugréan magas, extrém u-ORM/u-CREAT értékeket, melyeket a
késébbiekben részleteziink (9/A Abra).

Mortalitas becslés

A felvételi u-ORM/u-CREAT szintek prediktiv értékét szepszisben ROC
analizissel vizsgaltuk (9/B Abra). A 28 napos mortalitas eldrejelzésére az AUC
ROC 0,414 volt u-ORM/u-CREAT és 0,376 volt se-ORM esetén, szemben a
prognosztikus pontrendszerekhez tartozéo magasabb értékekkel (SAPS I1I: 0,731,

APACHE II: 0,676, SOFA: 0,698).

9. Abra: U-ORM/uU-CREAT szintek tilélé és nem-tiilélé betegeknél szepszisben
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A 5 napos kovetés szepszisben. A csillagok az extrém, kiugro értékeket jelolik. A kovetés alatt

nem volt szignifikans kiilonbség.

B: ROC analizisek a 28 napos mortalitds prognosztikus értékét tekintve szepszisben.

Alcsoport elemzéseink soran az u-ORM/u-CREAT értékek hasonléan magasak
voltak fiiggetleniil attoél, hogy mikrobioldgiailag milyen korokozd agens

igazolddott a szepszis hatterében. Nem taldltunk kiilonbséget a fert6zés
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helye/eredete ill. eltérd felvételi okok (belgyogyaszati/sebészeti) kozt sem. Az u-
ORM/u-CREAT értékek a szeptikus sokkos betegek, és a haromnal tobb szervi
elégtelen betegek esetében sem kiilonboztek az ezekkel nem rendelkez6
betegekétdl. Nem talaltunk kapcsolatot a vazopressor ill. diuretikum igénnyel

sem. Az u-ORM exkrécio oligurids betegeknél is emelkedett volt.

Szepszis kovetkeztében kialakult AKI és u-ORM/u-CREAT szintek

A 22 AKI betegb6l 9 akut dializisre szorult. Minden korabban megfigyelt
kiugréan magas u-ORM/U-CREAT érték, melyeket a 9/A Abra szemléltet,
dializalt betegektdl szarmazott. Extrémen emelkedett u-ORM/u-CREAT
szinteket mértiink (p<0,001) a dializalt betegektdl szarmaz6 vizelet mintdkban
(52,2 (19,4-154,7) mg/mmol), szemben a nem dializalt szeptikus betegek
mintaival. A nem dializalt AKI és nem-AKI betegek vizelet mintaiban mért u-
ORM szintek koOzott azonban nem talaltunk kiilonbséget (14,1 (9,9-25,0)
mg/mmol vs 16,3 (7,9-30,8) mg/mmol), mint ahogy a 10/A Abran lathato. A
dializis igény eldrejelzésében az AUC ROC u-ORM/u-CREAT esetén 0,831 volt
(10/B Abra).

10. Abra: U-ORM/u-CREAT szintek AKI-ban
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Albuminuria és orosomucoiduria gyulladas soran

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

véltozott szignifikansan a szisztémas gyulladas hatasara (11/B Abra).

11. Abra: Orosomucoiduria (A) és albuminuria (B) szisztémas gyulladas soran
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A: Az orsomucoid részaranya a vizeletfehérjék kozott (U-ORM/u-TP).

B: Az albumin részaranya a vizeletfehérjék kozott (u-ALB/u-TP).

Korrelacios vizsgalatok

Szignifikdns (p<0,001) korrelaciokat talaltunk az u-ORM/u-CREAT ¢és a
kozismert gyulladasos paraméterek kozott, mint a se-ORM (0,693), a hsCRP
(0,600), valamint a WBC (0,407) és a PCT (0,348). Tovabba, u-ORM/u-CREAT
kozvetleniil korrelalt a vesefunkcios markerekkel: se-CYSC (0,488), se-kreatinin
(0,318). Gyenge kapcsolatot talaltunk az APACHE II pontrendszerrel (0,339,
p=0,024), de egyéb asszociaciot nem talaltunk a szervelégtelenségeket jelzd
paraméterekkel. A vizelet ORM koncentracié erdsen korrelalt a vizelet

osszfehérje szintekkel (0,844, p<0,001).
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IV.5. SZIVMUTOTT BETEGEK VIZSGALATA

A vizsgalatba 38 nyitott szivmiitéten és extrakorporalis keringésen atesett beteget

vontunk be, az adataikat 42 egészséges feln6tthoz (Referencia csoport tagjai)

viszonyitottuk. A betegek demografiai adatai és alap laborértékei a 11.

Tablazatban lathatok.

11. Tablazat: Szivmiitott betegek demografiai és miitét elotti laboratériumi adatai

Referencia Szivmiitott -
egyének betegek perték
elemszam, n 42 38 -
nék, n (%) 24 (57,1) 15 (39,5) -
életkor, évek 45 (32-53) 67 (60-73) <0,001
Alapbetegségek, n (%)
e : w0 |-
diabetes mellitus 0 12 (31,6) -
tiidébetegségek 0 7 (18,4) -
korabbi szivmitét 0 3(7,9) -
Miitét elotti laboratériumi adatok
WBC, G/l 6,4 (4,9-7,5) 7,0 (6,4-4,8) 0,035
hsCRP, mg/l 0,9 (0,5-1,8) 2,2 (1,2-3,9) <0,001
se-ORM, mg/l 0,8 (0,7-0,9) 0,7 (0,6-0,9) ns
se-CREAT, pmol/l 75 (63-81) 76 (67-84) ns
se-CYSC, mg/l 0,8 (0,7-0,9) 0,8 (0,7-1,0) ns
u-TP, mg/l 60 (40-70) 60 (30-70) ns
U-ALB/U-CREAT, 0,49 (0,26-1,65) | 0,58 (0,41-1,89) ns
mg/mmol
u-ORM, mg/I 0,79 (0,36-1,16) 1,92 (0,64-4,56) 0,002
u-ORM/U-CREAT, 0,08 (0,06-015) | 029 (0,16-0,42) | <0,001
mg/mmol
u-ORM/u-TP, % 1,47 (0,6-2,1) 2,96 (1,90-5,07) <0,001

A csoportok Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk, a median (25-75

percentilis) értékeket tiintettiik fel. ns: nem szignifikans
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A 38 szivmiitott betegbdl, 20 f6 koszoruér bypass mitéten (CABG, coronary
artery bypass grafting) esett at, és 18 fonél aorta billentyli csere (AVR, aortic
valve replacement) mitétre keriilt sor (12. Tablazat). A CABG és AVR betegek
demografiai adataiban nem volt kiilonbség, hasonld volt az operativ stressz is
(operacios idO, aorta kirekesztés, stb.). A szivmiitét utan a legtobb beteg
minddssze egynapos ITO feliigyeletet igényelt. A mitétet kdveté hatvanadik

napon valamennyi szivmiitott beteg életben volt (12. Tablazat)

12. Tablazat: Szivmiitott betegek klinikai adatai

CABG AVR p érték
elemszam, n 20 18 -
nék, n (%) 7 (35,0) 8 (44,4) -
életkor, évek 65 (54-72) 68 (62-74) ns
Euroscore 5 (3-7) 6 (4-8) ns
mutéti id6, perc 163 (150-201) 155 (133-190) ns
aorta kirekesztési idd, perc 52 (45-81) 63 (45-92) ns
cardioplegia, ml 750 (500-800) 800 (500-1000) ns
vérveszteség, ml 220 (170-395) 210 (160-300) ns
ITO kezelés, napok 1(1-2) 1(1-2) ns
korhazi bentfekvés, napok 8 (7-11) 8 (7-10) ns
laz, n (%) 8 (40,0) 6 (33,3) -

A csoportok Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk, a median (25-75

percentilis) értékeket tlintettiik fel. ns: nem szignifikans, ITO: intenziv terapias osztaly, CABG:

coronary artery bypass grafting, AVR: aortic valve replacement
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Kiindulasi, miitét elotti adatok

A miitét elotti napon a betegek nem szenvedtek akut gyulladastol, habar az alap
u-ORM/u-CREAT ¢és hsCRP értékeik mérsékelten emelkedettek voltak az
egészséges egyénekhez viszonyitva (p<0,001). Ezzel szemben a se-ORM
koncentraciok nem kiilonboztek a referencia egyénekétdl. A szivmiitétre varo
betegeknek nem volt proteinuridjuk, albuminuridjuk, ¢és vesefunkcios
paramétereik is a referencia tartomanyon beliil mozogtak (11. Tablazat). A mitét
elétti u-ORM/U-CREAT szintek egyforman enyhe emelkedést mutattak a
szivmitétre vard betegeknél, fiiggetleniil az ismert diabetestdl, ill. egyéb
kronikus betegségektdl. Az u-ORM/u-CREAT értékekben nem mutatkozott
kiilonbség a CABG (0,27 (0,17-0,36) mg/mmol) és AVR (0,33 (0,13-0,49)

mg/mmol) csoportok kozt, valamint a kor és a nem tekintetében sem.

A gyulladasos allapot monitorozasa szivmiitét utan

A mitét utani id6északban az U-ORM/u-CREAT szintek valtozasai hasonlo
mintazatot mutattak a hSCRP kinetikajahoz, az értékek a harmadik posztoperativ
napig markansan emelkedtek, majd szignifikansan csokkentek (12. Abra).
Nagyjabol 10-szeres emelkedést talaltunk a szivmiitét utan az u-ORM/u-CREAT
tekintetében, mely a harmadik napon is emelkedett maradt. Az 6todik
posztoperativ napon az U-ORM/u-CREAT szintek csokkentek, és alacsonyabbak
voltak, mint a harmadik napi értékek (p<0,001), habar magasabbak maradtak a
kiindulasi, miitét el6tti szinteknél (13. Tablazat, 12/A Abra). Az u-ORM
koncentracio adatok (mg/l) és a szazalékos megoszlas (U-ORM/u-TP) is hasonld
trendet irtak le. Ezzel szemben a se-ORM koncentraciok az 6todik posztoperativ
napig egy folyamatosan emelkedd tendenciat mutattak, mintegy kétszeres

emelkedéssel, itt csokkenést nem figyeltiink meg (12/C Abra).
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12. Abra: Gyulladisos paraméterek monitorozasa szivmiitétet koveten
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A: u-ORM/u-CREAT szintek, B: hsCRP szintek, C: se-ORM szintek alakuldsa szivmutétet

kovetden. 0. nap jelzi a mitét elotti értékeket.
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13. Tablazat: Gyulladasos paraméterek monitorozasa szivmiitét utan

Miitét elott | Maitét utan | MUtét utan | Mitét utan |, .
p érték

0. nap 1. nap 3. hap 5. hap
7.0 14,0 10,0 9,0

WBC, Gl (64-84) | (116-160) | (83-124) & (69-9,9) | <0001
2,2 117,8 1438 50,3

nsCRP, g/l (1,2-3.9) | (82.2-1463) | (93.7-173,0) (30.8-79,6) | <0:00%
0,7 1,1 1,3 1,4

se-ORM, g/l (0,6-09) | (09-13) | (11-16) (1116 | 0001
1,92 13,40 9,62 441

u-ORM, mg/l (0,64-4.56) | (5.75-29.22) | (3,39-24,13)  (2,91-11,93)| <0001

u-ORM/u-CREAT, 0,29 1,95 2,32 140 | _ooo1

mg/mmol (0,16-0,42) | (1,08-4,71) | (1,08-5,39) | (0,61-2,21) | ~"
2,96 8,02 12,4 9,97

- - 0 i) ) ) )

W-ORMIU-TP, % | (1 90.5.07) | (6,32:17,77) | (5.93-22.73)  (4.64-14,79) ~0:001

A kovetés alatti valtozasok megitélésére Friedman tesztet hasznaltunk. A median (25-75

percentilis) értékeket tiintettiik fel.

Klinikai események a kovetés alatt

A kovetés alatt nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket az u-ORM/u-CREAT
szintek tendenciajaban a CABG és AVR mitott betegek kdzott. Az 6t nap soran
sem oliguriat, sem markans se-CYSC emelkedést nem taldltunk (<1,5x a
kiindulashoz képest), a 38 betegbdl senkinél sem alakult ki akut
veseelégtelenség.

A nagy mitét utani SIRS jeleként 14 betegnél regisztraltunk lazat, de a
mikrobiologiai eredmények negativak maradtak, és a betegeknél nem alakult ki
szepszis. Az u-ORM/u-CREAT megegyez0 tendenciat mutatott lazas és nem
lazas betegeknél, ¢és a lazas betegeknél sem talaltunk szignifikdns u-ORM

emelkedést.

Korrelacios vizsgalatok

Az Uu-ORM/u-CREAT értékek szignifikans (p<0,001), pozitiv korrelaciot
mutatattak a gyulladasos paraméterekkel: hsCRP (0,724), se-ORM (0,633) és
WBC (0,461). Azonban nem talaltunk Osszefiiggést a vesefunkcids markerekkel,
sem a se-CYSC, sem a se-CREAT koncentraciokkal.
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V. MEGBESZELES

V.1. MODSZER VALIDALAS

Megfeleloen gyors, érzékeny €s preciz turbidimetrids u-ORM meghatarozasi
modszert dolgoztunk ki cobas 8000/c502 automatan, mely rutin felhasznalasra is
idealis. A mérési pontatlansag nem érte el az 5%-os variacids koefficienst, és a
teszt csak 10 percet igényel. A kiilondsen alacsony mennyiségi meghatarozasi
hatar (0,08 mg/l) és a jo funkcionalis szenzitivitas (0,03 mg/l) eredményeknek
koszonhetden a mddszeriink lehetdvé teszi a kvantitativ u-ORM meghatarozast
minden egészséges egyén vizeletében, és megfeleld higitds utdn szisztémas
gyulladastol szenvedd betegeknél is. A sziik biztonsagi zéna miatt, a vizelet
mintak 20-szoros elOhigitasa ajanlott, igy kiterjeszthetd a mérés hatar, akar 105
mg/l koncentracioig. Az alacsony u-ORM tartalmu mintakat (<1 mg/l) Gjra lehet

mérni higitas nélkiil, jollehet ezeknek az adatoknak nincs klinikai jelentésége.

Irodalmi és sajat adatok alapjan az u-ORM egy igéretes markernek tlinik
szisztémas gyulladasos aktivitassal jaro betegségekben [45-50], azonban ez idaig
csak Christiansen és mtsai. irtak le automata turbidimetrids immunoassayt u-
ORM mérésekhez [126]. Az 6 modszeriikk a miénkhez hasonld, de az altalunk
alkalmazott  beallitasok,  reagens/puffer/minta  aranyok  érzékenyebb
meghatdrozast tesznek lehetévé, Osszehasonlitva az altaluk kozolt detektdlési
hatarral (0,05mg/l). Eredményeink tovabba azt mutatjak, hogy a moédszeriink

precizebb az alsé koncentraci6 tartomanyokban is.

Egyetértésben a korabbi vizsgalatokkal [126, 127], sajat eredményeink is
bizonyitjak, hogy az ORM a vizeletben - in vitro - stabil. Adataink igazoljak,
hogy az u-ORM koncentraciok additivum nélkiil, hiitében tarolva akar 10 napig
is stabilak. Tovabba azt talaltuk, hogy nincs anyagveszteség 5 fagyasztas-
kiolvasztas ciklus alatt sem. Ezek az eredmények bizonyitottak, hogy késobbi u-
ORM mérésekhez a vizelet mintak akar 2-8 °C-on tarolhatok, vagy fagyaszthatok

¢és késobb is megbizhatdan tesztelhetok.
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V.2. REFERENCIA INTERVALLUM

Vizsgalataink soran egészségeseknél alacsony vizelet orosomucoid kivalasztast
figyeltink meg. A 72 egészséges egyén spontdn vizelet mintaja alapjan,
kiilonboz6 életkori csoportokban, 10-60 év kozott meghatarozott u-ORM/u-
CREAT referencia tartomanyunk (0,01-0,24 mg/mmol, 0,08 mg/mmol
medidnnal) j6 0sszhangban van korabbi tanulmanyok eredményeivel [126, 128,
129]. Tencer és mtsai. 95 egészséges felndtt mintajat vizsgaltak radialis
immundiffazioval, és fels6 hatarértéknek 0,7 mg/mmol-t hataroztak meg [128].
Fliggetlennek talaltak az u-ORM szinteket az életkortol, a nemtdl és a vizelet
mintavételezés tipusatol. Hjorth és mtsai. szintén radialis immundiffuzioval
mértek u-ORM szinteket, és 233 1-15 év kozti gyermek vizsgalata sordan 0,5
mg/mmol-nal allapitottak meg felsé hatarértéket. Szignifikansan magasabb
szinteket csak az egy honapnal fiatalabb ujsziilotteknél talaltak [129].
Christiansen és mtsai. @ miénkhez hasonlo referencia tartomanyt kézoltek (0,009-
0,17 mg/mmol, 0,04 mg/mmol median értékkel) [126]. Az u-ORM szinteket
turbidimetrias modszerrel 69 felndttnél vizsgaltak (atlag ¢€letkor 43 év), €s
hozzank hasonloan, férfiaknal magasabb u-ORM koncentracidokat (mg/l) mértek,
mint a ndk vizeletében, habar a kiilonbségek eltiintek, ha az eredményeket
testfelszinre vagy kreatininre vonatkoztattak. A 40 év folotti korosztalyban mi
szintén szignifikans kiillonbséget talaltunk nék és férfiak kozott, de a kiilonbségek
megsziintek, ha az u-ORM szinteket u-CREAT-ra korrigaltuk. Ezért random
(nem gyljtott) vizelet mintakban az u-ORM szintek kifejezése u-ORM/u-
CREAT aranyéaban javasolt, ezaltal csokkenthetd a vizelet valtozo slirliségének
befolydsol6 hatasa, ¢és az eredmények egyértelmlien interpretdlhatdéak ¢és

O0sszehasonlithatoak.
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V.3. KRONIKUS BETEGSEGEK HATASA: ILLESZTETT
KONTROLL CSOPORT

Irodalmi adatokkal egyetértésben, az alapbetegséggel rendelkezd csoportunknal
(illesztett kontroll csoport) az egészséges egyénekhez képest 2-3 SzOros
emelkedést figyeltiink meg az u-ORM szintek vizsgalata soran. A legtdbb
publikacio ez idaig diabeteses betegeket vizsgalt [106-109, 130, 131], azonban
sajat vizsgalataink sordn a diabeteses €s nem diabeteses egyének kozt nem
talaltunk eltérést az u-ORM/u-CREAT szintekben. Tovabba, hasonloan az
egeszseges egyénekhez, a nemi megoszlas €s az életkor sem volt hatassal az u-
ORM/uU-CREAT értékekre. Valosziniinek tartjuk, hogy az enyhe emelkedést az
alapbetegségekkel jardo kronikus gyulladasos folyamat okozza, melyet a
mérsékelten emelkedett hsCRP értékek is alatamasztanak. Az u-ORM

gyulladassal 0sszefiiggd emelkedését korabban masok is feltételezték [113, 132].

Az illesztett kontroll csoportnal megfigyelt u-ORM emelkedés jo Gsszhangban
van a szivmiitott betegcsoport miitét eldtti u-ORM szintjeivel. A szivmiitétre
eléjegyzett betegek szintén kronikus betegségekkel kezelt egyének voltak,
akiknél ugyancsak emelkedett hsCRP értékeket talaltunk mar a mitét eldétt.

A se-ORM szintekben azonban nem talaltunk kiilonbségeket az egészséges és
kronikus betegségekkel rendelkezd csoportok kozott, igy eredményeink alapjan,
a kronikus gyulladasos folyamatok aktivitasait az u-ORM/uU-CREAT

érzékenyebben képes jelezni, mint a se-ORM.
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V.4. INTENZIV OSZTALYON KEZELT BETEGCSOPORTOK: SIRS
ES SZEPSZIS

A SIRS ¢és szepszis elkiilonitése gyakran nehézkes, mivel a tiinetek hasonloak, és
a mikrobiologiai vizsgalatok hossza id6t igényelnek. A szepszis korai diagnozisa
¢s a megfeleld terapia inditasa elengedhetetlenek a kedvezd kimenetel
szempontjabol [23, 133]. A laboratoériumi paraméterek kiilonésen hasznosak a
gyors klinikai dontéshozatalban €s a szepszis monitorozasdban, igy szamos

potencialis biomarkert vizsgaltak mar a szérumban [28].

Jollehet a proteinuria régota ismert kiilonb6zd gyulladasos folyamatokban, igy
szepszisben is, de a vizelet fehérje markerek szerepét ez idaig kevesen vizsgaltak
[134]. Ujabb proteomikai kutatdsok szerint azonban a vizeletfehérjék is
szolgalhatnak klinikailag hasznos informacioval, mind szisztémas, mind lokalis

folyamatokban [135-137].

Legjobb tudasunk szerint az u-ORM szintek szerepét szepszisben mi vizsgaltuk
eldszor. Szignifikdnsan emelkedett u-ORM exkréciot talaltunk sulyos szisztémas
gyulladasban. Szepszisben a kontrollokhoz viszonyitva mintegy 100-szoros,
SIRS-hez képest 10-szeres u-ORM/u-CREAT emelkedést irtunk le. A 6,75
mg/mmol u-ORM/u-CREAT cut-off érték alkalmas lehet a szepszis - SIRS
elkiilonitésére, melyet a regresszios analizisek is alatamasztottak. Ezek alapjan az
u-ORM/u-CREAT egy hasznos markere a sulyos gyulladasnak, igéretesnek tiinik
a szepszis korai felismerésében, és ezaltal javithatja a talélést, mivel a korai

diagnoézis 1étfontossdgu a kimenetel szempontjabol.

A se-ORM koncentraciokat vizsgalva szintén emelkedett szinteket talaltunk, de
ennek mind a diagnosztikus, mind a prediktiv értéke elmaradt az u-ORM
értekekhez képest. Korabbi tanulméanyok mar leirtak szignifikdnsan magasabb se-
ORM szinteket szepszisben - kontrollokhoz és SIRS-es betegekhez viszonyitva
[105, 138]. Nemrégiben Xiao és mtsai. kozoltek kedvezé diagnosztikus (AUC
ROC: 0,869) ¢és prognosztikus (AUC ROC: 0,793) értékeket se-ORM esetén
szepszisben [105]. Sajat eredményeink alapjan azonban, a se-ORM szintek

diagnosztikus kapacitasa alacsonyabb, mint az u-ORM/u-CREAT értékeké, ami
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egy érzékeny, korai markere lehet a szepszisnek, kivald diagnosztikus értékkel,
(AUC ROC: 0,954). Vizsgalataink alapjan az u-ORM/u-CREAT hasonldan jelzi

a szepszist, mint a PCT, és jobban, mint a hsCRP.

Mindeddig csak Magid és mtsai. szamoltak be emelkedett u-ORM exkréciorol
szepszisben, igaz 6k minddssze csak 7 szeptikus beteget monitoroztak. Annak
ellenére, hogy nalunk joval kevesebb beteget vizsgaltak, hasonld eredményeket
kozoltek, 25 mg/mmol u-ORM/u-CREAT median értéket talaltak szepszisben
[139].

Habar az u-ORM/u-CREAT értékek korai emelkedést mutattak szepszisben, az
0t napos kovetési periodus alatt ezek jelentdsen nem valtoztak. Ez a jelenség
magyarazhato a fennallo, folyamatos stlyos szisztémas gyulladassal, valamint a
csoport heterogenitdsaval (a sulyossagot, etiologiat illetden), ¢s feltehetden

kevésbé indokolja az ORM relativ hosszu, 5 napos plazma-tféléletideje.

Vizsgalatunkban emelkedett u-ORM kivalasztast figyeltiink meg fiiggetleniil a
patogén tipusatdl és attol, hogy a fertézés sebészi vagy belgydgydszati eredetil,
ami elonyOs lehet a szepszis diagnosztikaban, kikiiszobolve a PCT ezen

hatranyait [20].

Gyenge korrelaciot talaltunk az APACHE II score és az u-ORM/u-CREAT
kozott, de nem figyeltiink meg kiilonbségeket a tulélé és nem talélé szeptikus
betegek kozott kovetésiink alatt. Az u-ORM/u-CREAT szintek prediktiv
tulajdonsagai feltehetéen a viszonylag alacsony esetszam alapjan nem
kielégitéek. A szepszis szindroma komplexitdsabol €s heterogenitasabol adodoan
a kimenetel korjoslasdhoz ¢s az éallapot monitorozdsahoz tobb paraméteres
vizsgalatok sziikségesek, egy biomarker onmagadban nem képes ugyanazt

produkalni, mint a tobbvaltozos pontrendszerek [28].

Annak ellenére, hogy az u-ORM szinteket nem befolyasoltak a szepszishez
kapcsolodo szervelégtelenségek, valamint ezek sulyossdga, a vese funkcionak
fontos hatasa lehet az u-ORM kivalasztasra. Ezt a dializalt betegek esetén
megfigyelt extrémen emelkedett u-ORM/u-CREAT szintek is sugalljak, valamint

a vesefunkcios paraméterekkel talalt korrelaciok is. A dializis soran megfigyelt,
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extrém U-ORM/u-CREAT értékek képesek lehetnek jelezni a fatalis vese
elégtelenséget, és a vesepotlo kezelés igényét, habar ennek eldontésére tovabbi
vizsgalatokra van sziikség. Eredményeinkkel Osszhangban, korabban Devarajan
¢s mtsai. szivmiitott gyermekeknél figyeltek meg extrém fokih u-ORM

emelkedést, melyet a posztoperativ AKI korai markereként irtak le [140].

Az u-ORM szintek joval markansabban emelkednek szepszisben, mint a se-ORM
koncentracio, és az u-ORM egy jelentds fehérjévé valik a vizeletben. Egészséges
egyéneknél az u-ORM, a vizeletfehérjék 1-5%-at teszi ki, normaélisan az
albuminnal 5-10-szer alacsonyabb mértékben van jelen, mig szepszisben az u-
ORM meghaladhatja az u-ALB szinteket. Eredményeink alapjan, gyulladasos
folyamatokban az u-ORM relativ emelkedése joval erdteljesebb, mint az albumin
valtozasa. Ez utalhat arra, hogy mas mechanizmussal keriilnek a vizeletbe,
illetve, hogy az u-ORM egy jobb indikatora a gyulladasnak, melyre Magid és
mtsai. is ravilagitottak [139].

Az u-ORM exkrécid patomechanizmusa nem teljesen tisztazott. A szérum és
vizelet ORM szintek kozti korrelacio azt sugallja, hogy a keringé ORM egy része
megjelenik a vizeletben, azonban a se-ORM szintek Onmagukban nem
magyarazzak az emelkedett u-ORM értékeket, mely feltehetéen nem egy
tulfolyasos proteinuria eredménye. A vesefunkcioban torténd valtozasok,
valosziniileg mind glomeruldris, mind tubuldris folyamatok 1is szerepet
jatszhatnak az u-ORM emelkedésében. Tovabba, - a szisztémas gyulladas
hatasara - lokalis produkcid a vesében is feltételezhetd. Az extrahepatikus helyi
ORM szintézis a vesében hozzajarulhat a szervi funkciok és homeosztazis
fenntartasdhoz, és csokkentheti a gyulladdsos folyamat miatti szovetkarosodast.
Az erds korrelacio a gyulladasos markerek és u-ORM/u-CREAT értékek kozott
megerdsitt azt a feltevést, hogy az u-ORM emelkedés f6 oka a szisztémas

gyulladas.
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V.5. U-ORM SZINTEK MONITOROZASA SZIVMUTOTT
BETEGEKNEL

Nagy mutéti beavatkozasok, mint a nyitott szivmtét is, szisztémas gyulladasos
valaszt valtanak ki, mely sordn a szepszishez hasonléan aktivalodhat az
immunrendszer. Eredményeink alapjan az u-ORM/u-CREAT  szintek
Osszhangban vannak a gyulladdsos valasz mértékével az operativ sériilés utan,
melyet a hsCRP- hez hasonldéan képes jelezni, mint érzékeny non-invaziv,

gyulladasos marker.

A szivbetegek mitét elotti u-ORM/u-CREAT szintjei és az egészséges egyének
kozott megfigyelt kiilonbségek ramutattak a kronikus betegségek u-ORM
kivalasztasra gyakorolt hatasara, melyet az illesztett kontroll csoport esetén is
tapasztaltunk. A megfigyelt emelkedés valosziniileg a fennalld kronikus
gyulladasos allapotnak kdszonhetd, mely az atherosclerosissal, kardiovaszkularis
¢s egyeb betegségekkel magyarazhato. Az emelkedett kiinduldsi hsCRP, mint jol
ismert kardiovaszkularis riziko faktor is ezt tamasztja ala [141]. Korabbi
tanulmanyok az u-ORM szinteket az atherosclerosis és az endothel diszfunkcio
markereként ill. a kardiovaszkularis mortalitas prediktoraként irtak le [109, 113,
130]. Emelkedett u-ORM szinteket talaltak szivelégtelen betegekben is [110]. Az
u-ORM koncentraciokat esszencialis hipertoniaban is vizsgaltak, de modszertani
okokbol a kontrollokban és a betegek 87%-aban nem sikeriilt az u-ORM
szinteket meghatarozni [142]. Ezzel szemben az altalunk kidolgozott, nagy
érzékenységli turbidimetrids modszer alkalmas a finom u-ORM koncentracid
valtozasokat is megitélni, ezért rutin meghatarozasokra is alkalmas €s hasznos

lehet akar kiterjesztett klinikai gyakorlatban is.

Annak ellenére, hogy a se-ORM szinteket korabban Osszefiiggésbe hoztak a
kardiovaszkularis eseményekkel magas vérnyomasos betegekben [143, 144], és
ujabb vizsgalatok a kronikus szivelégtelenség prognosztikus faktoraként irtdk le
[145], jelen tanulmanyunk soran a szivbetegeknél nem talaltunk emelkedett se-
ORM szinteket, szemben a magasabb mitét el6tti u-ORM/u-CREAT értékekkel.

64



Jollehet a szivmiit6tt betegeink életkorban és nemi Gsszetételben is kiilonboztek
az egészséges, referencia egyénektél, mégis ezen faktorok u-ORM/u-CREAT
szintekre gyakorolt — feltételezhetd - befolyasat nem tartjuk valoszintinek. Egyik
altalunk vizsgalt populacioban sem, és korabbi tanulmanyokban sem talaltak a
férfiak és nok kozott kiillonbséget az u-ORM/u-CREAT szintekben, valamint az
értékek nem mutattak igazolhato 6sszefiiggést az életkorral [126, 128].

Ezek alapjan gy gondoljuk, ¢és a megfigyeléseink is azt tiikkrozik, hogy a
mérsékelt u-ORM/U-CREAT emelkedés jo indikatora lehet a kronikus, alacsony
intenzitdsu gyulladdsos folyamatoknak, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok
sziikségesek az u-ORM szintek klinikai hasznosithatésaganak eldontésére a

magas kardiovaszkularis rizik6ja betegeknél.

Az U-ORM szintek szivmiitét utan megfigyelt kinetikaja magyarazza az intenziv
osztalyon kezelt SIRS betegeknél észlelt két napig nem valtoz6 szinteket, hiszen
az U-ORM értékek csak a stimulus utdni harmadik napot kovetden mutatnak
csokkenést. Legjobb tudasunk szerint mi irtuk le eldszor az u-ORM szintek

valtozasat szivmutéten atesett felnotteknél.

Eredményeink azt tiikkrozik, hogy az u-ORM/u-CREAT hasonléan mutatja a
szisztémas gyulladas kiterjedtségét, mint a hsCRP. Erdekes megfigyelés, hogy az
u-ORM/u-CREAT idébeli lefutasa a hsCRP Kinetikajat koveti szivmitét utan, és
nem a se-ORM szintek valtozasat. A CRP lefutasa jol ismert, az inzultus utan 24-
48 oran beliil emelkedik ¢és 72 6ra mulva kezd csokkenni [146, 147]. A se-ORM
kinetikdja is hasonldéan ismert, nagyjabol kétszeresére emelkedik 24-48 o6ran
beliil, és a stimulus utan még 5 napon tal is magas marad [146, 148, 149]. A
hosszu, koriilbeliil 5 napos féléletideje magyarazza a se-ORM kinetikajat, mig az
u-ORM szinteket valdsziniileg nem befolyasoljak azon faktorok, melyek a

plazma féléletid6ért feleldsek.

A szignifikdns U-ORM/uU-TP emelkedés mutatja a valos idejii valtozast a
vizeletben, és kihangsulyozza, hogy az ORM egy tekintélyes frakcid a vizelet
fehérjék kozt gyulladasos allapotokban. Eredményeink ramutattak, hogy az u-
ORM szintek gyorsabban, érzékenyebben és sokkal jelentdsebben emelkednek
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mint a se-ORM koncentracié. Az u-ORM normalisan csak néhany szazaléka a
vizeletfehérjéknek, és mg/l-es koncentracioban van jelen, szemben a szérum
ORM g/l-es nagysagrendjével. igy a vizelettel iriil6 ORM mennyiségének
kismértékii emelkedése is joval markansabb valtozast jelent, mint a se-ORM
enyhe mozgasai. Ezek alapjan az u-ORM egy joval szenzitivebb marker, mint a

se-ORM.

Csak néhany adat talalhaté az u-ORM kinetik4jat illetden miitét utan. Magid ¢€s
mtsai. kovetéses vizsgalatukban, 6 feln6tt betegnél mitét altal indukalt
gyulladasban monitoroztak az u-ORM kivalasztast [139], és azt figyelték meg,
hogy az u-ORM szintek tikrozik a CRP valtozasait elektiv hasi mitétet
kovetden. Ez egybevag sajat, nagyobb elemszamt eredményeinkkel szivmitéten
atesett betegeknél. Egy masik tanulmanyban Devarajan és mtsai. leirtak, hogy az
u-ORM szintek két éran beliil emelkednek szivmiitott gyermekekben [140]. Ok
joval magasabb u-ORM szinteket mértek nefelometrias modszerrel, mint mi a
felnott szivmiitottek esetén. Azt figyelték meg, hogy a 40 mg/l feletti u-ORM
szintek erds indikatorai a szivmitét utan kialakuld6 AKI-nak. Sajat vizsgalatunk
soran a szivmiitott betegeknél azonban egy esetben sem fordult el AKI (vizelet
kivalasztas és se-CYSC szintek alapjan), és ilyen extrém magas u-ORM szinteket
sem mértiink. A posztoperativ AKI az on-pump szivmitétek egyik f0
komplikacidja, mely nagyjabol a betegek 30%-aban alakul ki [150], azonban az
altalunk vizsgalt szivmitott betegcsoport egy Kkis kockazati csoportnak
tekinthetd. A bevont betegeknél miitét elétt nem figyeltiink meg proteinuriat, ill.

albuminuriat, mely alacsony posztoperativ rizikora utal [151, 152].

Jelen vizsgalatban a lazas egyének u-ORM/uU-CREAT értékei nem kiilonboztek a
laztalanokétol, és infekciot mikrobiologiailag sem igazoltunk. Megfigyelések
szerint, a szivmiitét utani 14z altalaban szimplan az akut fazis reakcio jele, és nem
fertozéses eredetii [153]. Az ITO-n kezelt SIRS-es betegcsoportunkhoz hasonld
u-ORM értékeket figyeltiink meg a szivmitét utan is, és az u-ORM/u-CREAT
szintek nem érték el a 6,75 mg/mmol cut-off értéket, mely szepszisre lehet

diagnosztikus.
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A szivmiitott betegeknél is megfigyelt erds korrelacio a hsCRP és u-ORM/u-
CREAT értékek kozt azt sugallja, hogy a szisztémas gyulladas tiinik a legfobb
felelosnek az u-ORM emelkedésében, ezzel is hangsilyozva az ORM
immunmodulatoros szerepét. Azonban a korrelacios vizsgalatok nem adnak
egyértelmli magyardzatot az u-ORM emelkedés komplex mechanizmusara, a
gyulladas mellett a vesefunkcio valtozasa, és egyéb lokalis faktorok is szerepet

jatszhatnak.
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V.6. VIZSGALATAINK KORLATAI

Eredményeink értékelését, a vizsgalatainkbol levonhatd kovetkeztetéseket

szamos tényezo befolyasolhatja, korlatozhatja.

A modszer validalast tekintve, vizelet orosomucoid meghatarozashoz nem érhetd
el hivatalos kalibrator/kontroll anyag, ezek csak se-ORM mérésekhez kaphatok,
igy az u-ORM mérési moddszer validdlasdhoz  higitott  szérum

kalibratorokat/kontrollokat hasznaltunk.

Tovabbi limitacié, hogy monocentrikus jellegli vizsgalatainkat viszonylag

alacsony elemszamu csoportokon végeztiik.

A SIRS fogalmat az 1j, Szepszis-3 definicidérendszer mar nem javasolja, mivel
nem elég specifikus, jollehet tanulmanyunk idészakdban még széleskoriien

hasznalt fogalom volt.

A szivmlitott betegek vizsgalata soran nem tapasztaltunk korai halalozast és
egyéb komplikaciokat, igy nem tudtuk megitélni az u-ORM prediktiv
tulajdonsagait a kimenetelt és az AKI-t illetden. Tovabba off-pump szivmiitott
betegek  bevonasa  segitene  feltarni az  extrakorpordlis  keringés

szerepét/befolyasat az u-ORM emelkedésében.

A betegellatas soran alkalmazott kezelések u-ORM szintekre gyakorolt hatisa

sem zarhat6 ki a vizsgalati eredmények értekelésében.

Az emelkedett u-ORM szintek okanak/patomechanizmusanak tisztazasahoz
tovabbi vizsgalatok sziikségesek (esetszam novelés, sejtes- és allatkisérletes

modellek, tubularis markerek, stb.).

Tovabbi betegcsoportok bevonasaval kiterjesztheté az u-ORM diagnosztikus és

prognosztikus értékeinek tanulmanyozésa.
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VI.

OSSZEGZES

Vizsgalataink soran tanulményoztuk a vizelet orosomucoid szinteket szisztémas

gyulladasos folyamatokban. Eredményeink segithetik az u-ORM potencialis

szerepének feltarasat akut gyulladasok soran.

Elvégzett vizsgalataink eredményeit 0sszegezve:

Kidolgoztunk egy megfeleléen gyors, érzékeny, preciz és teljesen automata,
immunpartikulumok altal erdsitett turbidimertridss u-ORM mérési modszert,
mely alkalmas rutin klinikai hasznalatra.

Egészséges egyének vizsgalatdval a modszerhez referencia tartomanyt

hataroztunk meg, mely alkalmazhat6 gyermekeknél és felndtteknél egyarant.

Mig az egészséges egyéneknél alacsony u-ORM/u-CREAT értékeket

mértiink, addig a kronikus betegségektdl szenvedd személyeknél mérsékelten

emelkedett u-ORM kivalasztast talaltunk, mely indikatora lehet az
alapbetegségekkel 0Osszefiiggd kronikus, alacsony intenzitast gyulladdsos
allapotnak.

Vizsgalataink legfobb tudoméanyos eredményének tartjuk, hogy az u-ORM

szintek markans ¢és korai emelkedést mutattak szepszisben, ¢és képesek

egyértelmilen elkiiloniteni a SIRS-et a szepszistdl. Megfigyeléseink alapjan
az u-ORM/u-CREAT alkalmazhato lehet kiegészité markerként szepszisben,
és segitheti a klinikusokat a gyors dontéshozatalban.

o Igéretes diagnosztikus értékeket talaltunk a SIRS és szepszis
elkiilonitéséhez, a 6,75 mg/mmol feletti u-ORM/u-CREAT szintek
egyidejii 90 % feletti szenzitivitassal €s specificitassal képesek jelezni a
stlyos szepszist.

o Szeptikus betegeknél az 5 napos kovetési periddus alatt az u-ORM
szintek jelentésen nem valtoztak, melyre magyarazat lehet a fennallo
folyamatos sulyos szisztémas gyulladas.

o Alacsony esetszamunk mellett, a kimenetelt illetéen az u-ORM szintek

prediktiv értéke elmaradt a sokparaméteres pontrendszerektol.
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o Habar az u-ORM/u-CREAT szintek filiggetlennek tiintek a betegség
sulyossagatol és a kimeneteltdl, az extrém szintek potencialis indikatorai
lehetnek a vesekarosodasnak és vesepotld kezelés sziikségességének

o Jelentés eredménynek tekintjiikk, hogy erds korrelacidt taldltunk a
kozismert gyulladasos paraméterek és az u-ORM/u-CREAT értékek
kozott. A megfigyelt Osszefliggések utalhatnak arra, hogy az u-ORM
emelkedésben a szisztémas gyulladas jelentds szerepet jatszik.

e Az u-ORM szintek idébeli valtozasa szivmiitét utan demonstralta, hogy az u-
ORM gyors ¢és érzé¢keny markere a szisztémas gyulladdsos aktivitasnak.

o A szivbetegek miitét elotti, mérsékelten emelkedett u-ORM/u-CREAT
értékei jelezték a kronikus betegségek u-ORM kivalasztasra gyakorolt
hatasat.

o Fontos megfigyelésiink, hogy az u-ORM/uU-CREAT értékek szivmiitét
utan koran, markansan emelkednek, és a mitétet kovetéen a hsCRP-hez
hasonlé kinetikat kovetnek. Mig a se-ORM valtozasai kevésbé
befolyasoltak az u-ORM/u-CREAT értékeket.

o A klasszikus gyulladasos markerek ¢és az u-ORM/u-CREAT kozt
tapasztalt Osszefiiggések ramutattak arra, hogy az u-ORM jelezheti a

gyulladasos valasz mértékét.

Az elvégzett vizsgalatok eredményeit Gsszegezve megallapithato, hogy a vizelet
orosomucoid a szérum orosomucoidndl egy joval érzékenyebb, korai gyulladasos
marker, mely idealis a gyulladasos aktivitds valds idejli kovetésére.
Eredményeink alapjdn a non-invaziv ton nyert vizelet alternativdja lehet a
vérvételnek, és a vizelet orosomucoid alkalmasnak tiinik a SziSztémas
gyulladasos folyamatok vizsgalatara a mindennapi gyakorlatban, akar betegagy

melletti gyorstesztként is.
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Abstract

Introduction: Besides routine serum markers of inflammatory diseases, the diagnostic potential of selected urinary proteins has not been fully
exploited yet. Former studies revealed that urinary orosomucoid (u-ORM) might have complementary information in inflammatory disorders. Our
aim was to develop and validate a fully automated method for u-ORM measurements and to evaluate its potential clinical impact on systemic in-
flammatory diseases.

Materials and methods: A particle-enhanced immune turbidimetric assay was validated for a Cobas 8000/c502 analyzer to determine u-ORM
levels. Spot urine samples from 72 healthy individuals, 28 patients with Crohn’s disease and 30 septic patients were studied.

Results: Our assay time was 10 minutes and the detection limit of u-ORM was 0.02 mg/L. The intra- and inter-assay imprecision expressed as CV
was less than 5%, and the recovery ranged between 95—103%. Within 10 to 60 years of age, a preliminary reference range for urinary orosomucoid/
creatinine ratio (u-ORM/u-CREAT) was found to be 0.08 (0.01-0.24) mg/mmol [median (2.5-97.5 percentiles)]. Compared to controls, a five-fold
increase of u-ORM/u-CREAT values in Crohn’s disease and approximately a 240-fold increase in sepsis were observed.

Conclusions: We set up a fast, sensitive and precise turbidimetric approach for automated u-ORM determination. Our highly sensitive assay is ideal

for routine u-ORM measurements and might be a potential novel laboratory test in the management of systemic inflammatory processes.
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Introduction

The leading causes of global mortality — cardiovas-
cular diseases, diabetes mellitus, malignancies and
infections — and their complications are all associ-
ated with activation of the inflammatory system.
Laboratory parameters are fundamental in these
disorders not only for early diagnosis, but also for
the detection of complications. Furthermore, bio-
markers are particularly useful in risk stratification,
prediction of disease progression and outcome. It
is additionally advantageous, if a marker can be
measured from a non-invasively obtained sample
by a fast, automated routine diagnostic procedure.

http://dx.doi.org/10.11613/BM.2016.044

Human orosomucoid (a-1-acid glycoprotein, ORM)
is an extensively glycosylated, abundant constitu-
ent of the a-1-globulin family (1). It is an acute
phase protein produced mainly by the liver with a
molecular mass of 41-43 kDa; however, lower
amounts of ORM can be also synthesized by leu-
kocytes and endothelial cells (2). As a member of
the lipocalin protein family, ORM plays a role in
transporting biomolecules and drugs (3). Further-
more, it has been revealed that ORM takes part in
maintaining capillary perm-selectivity, represent-
ing its immunomodulatory effect (4,5).
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As an acute phase protein, serum concentrations
of ORM can increase up to two-three fold in malig-
nancies, inflammatory diseases and severe infec-
tion, thus it serves as a general, non-specific in-
flammatory marker (6,7). ORM can also be found in
the urine with much lower concentrations than in
serum. However, information on its role in the
urine is limited. Most probably it is filtrated
through the glomeruli, but the mechanism of uri-
nary excretion of ORM is not well clarified (8).

Former studies revealed that ORM is a considera-
bly abundant component of urinary proteins (8-
21). Markedly increased urinary excretion of ORM
was found after physical exercise, in acute inflam-
mation, preeclampsia, lupus and also in bladder
cancer (9-14). In spite of the fact that the elevation
of urinary orosomucoid (u-ORM) concentrations
seems to be a non-specific marker, several publica-
tions stated that u-ORM might serve advanta-
geous information on early monitoring of certain
inflammatory disorders. Elevated u-ORM was de-
scribed in diabetes mellitus associated with the
ongoing chronic low-grade inflammation and en-
dothelial dysfunction and was considered to be an
independent predictor of diabetic nephropathy
and cardiovascular mortality among patients with
type 2 diabetes (15-19). Recent findings suggest
that it also might be a potential novel marker for
the early detection of chronic heart failure (20).
Previously we showed that u-ORM could be a
more sensitive marker of inflammation than serum
ORM which rises only 2-fold in contrast to even
200-fold increase of u-ORM in sepsis (21). Others
also showed that the elevation of u-ORM is much
more considerable than that of serum ORM in rela-
tion to inflammatory diseases (10,11,17). These re-
sults indicate that u-ORM is a reliable marker of
chronic and acute inflammatory disorders and
provides valuable supplementary information for
daily clinical practice.

In spite of promising literature data on the poten-
tial utility of u-ORM, a commercially available, sen-
sitive, fast and fully automated laboratory test for
u-ORM measurement is unavailable yet. Several
different methods exist to determine u-ORM
(western blotting, radioimmunoassay, ELISA),
though all of these analyses are not appropriate

Biochemia Medica 2016,;26(3):421-30

for routine work. In our previous studies we per-
formed an in-house western blot method and a la-
ser nephelometric assay for u-ORM measurements
in several patient groups and in healthy individu-
als (21,22). Although we could determine ORM val-
ues in urine, neither techniques are usable in daily
routine: western blotting is time consuming;
moreover, it is not accurate enough, while neph-
elometry was not properly sensitive for values
found in healthy individuals. Clinical application
requires a simple, reliable, fast and sensitive auto-
mated method. For this purpose, we decided to
adapt and validate a particle-enhanced turbidi-
metric assay on a fully automated clinical chemis-
try analyzer for the quantitative determination of
ORM in urine. Our further aim was to determine
preliminary reference ranges of u-ORM in different
age groups of healthy individuals and to investi-
gate its applicability in acute and chronic inflam-
matory diseases.

Materials and methods
Methods

Instrumentation, reagents, assay conditions

The latex particle-enhanced turbidimetric (PET)
assay for u-ORM measurement was carried out on
the c502 module of a Cobas 8000 analyzer (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). An
open developmental channel was used for this ap-
plication.

The determination of u-ORM was performed by
using anti human rabbit Orosomucoid Immu-
noparticles (ref. no. OA504, Dako Denmark A/S,
Glostrup, Denmark) and Reaction Buffer (ref. no.
PO1812, Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark).
The antigen, antibody and buffer volumes were
optimized during the validation period.

Considering that there are no commercially availa-
ble urinary ORM calibrators and controls, dilution
series of N Protein Standard SL for BN Il Systems
(ref. no. OQIM13, Siemens Healthcare Diagnostics
GmbH, Marburg, Germany) with 788 mg/L oroso-
mucoid concentration were used for calibration
and two different dilutions (4.125 and 0.825 mg/L,
respectively) of N/T Protein Control SL/L (ref. no.
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OQIN13, Siemens Healthcare Diagnostics GmbH,
Marburg, Germany) were applied as controls. All
the dilutions of calibrators, controls and samples
were made by sterile 154 mmol/L NaCl solution
which was also used as blank sample.

The optimal assay volumes were assessed using a
wide concentration range of the calibrator (0.1-
31.5 mg/L), and a working range below the equiv-
alence zone was chosen (antibody excess). Two-
point end assay type was set using 10-minute re-
action time. The wavelength used for the turbidi-
metric reaction was 546 nm and delta absorbance
was calculated after pipetting the latex-antibody
particles (self-blank, between 38-70 measuring
points). The calibrator/control/sample volume was
7 uL and the latex-antibody volume was 40 pL. Full
calibration was performed by applying a six-point
standard curve (blank plus five different dilutions
of the calibrator) and the spline graph evaluation
method was used. The assay was performed at
37 °C.

Validation protocol

The validation protocol of our u-ORM assay is
based on the 2"d edition of Eurachem guidelines
(23). The analytical limits were obtained by using
the absorbance data of 30 independent determi-
nations of blank samples. Mean, standard devia-
tion (SD) and coefficients of variation (CV) were
calculated. Limit of blank (LOB) was determined as
the mean absorbance value + 1.645 x SD of the
blank samples (24), limit of detection (LOD) was
calculated as the blank mean + 3 x SD, while limit
of quantification (LOQ) as the blank mean value +
10 x SD. The corresponding concentrations were
defined using cubic spline interpolation of the ab-
sorbance data by the Origin Pro8 software (Origin-
Lab Corporation, Northampton, USA). Functional
sensitivity was evaluated from five independent
dilution series of a urine sample (0.025 - 0.390
mg/L) measured on five consecutive days in two
parallels. Functional sensitivity was set at the low-
est u-ORM concentration where the CV reached
20%.

For intra- and inter-assay imprecision measure-
ments we used dilutions of PreciControl ClinChem
Multi 2 (PC2, ref. no. 05117216 190, Roche Diagnos-
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tics GmbH, Mannheim, Germany) with 845 mg/L
orosomucoid concentration. Four different dilu-
tion levels of PC2 were used for the assessment of
intra-assay (within run) imprecision by ten parallel
measurements on the same day and for that of in-
ter-assay (between run) imprecision using dupli-
cate measurements on ten consecutive days. Also,
recovery was calculated from the measured and
theoretical value at four levels of PC2 and was ex-
pressed as % (N = 40 for each level). Linearity was
determined by two parallel measurements of ten
different dilutions of a urine sample in the range of
0.10-4.68 mg/L.

Five different urine samples (ranging from 0.52 to
411 mg/L) were selected for stability studies.
Specimens were divided into aliquots and were
stored at 2-8 °C for 10 days. U-ORM was deter-
mined right after sample collection and on the 319,
5th, 8th and 10t day, respectively. Urinary oroso-
mucoid stability after freezing - thawing cycles
was also assessed. Aliquots of the samples without
any preservatives were frozen at -70 °C and subse-
quently thawed at 37 °C, then u-ORM was meas-
ured thereafter, five freezing - thawing cycles
were performed with a simultaneous u-ORM de-
termination.

Method comparison

A reference method for u-ORM measurements is
not available; therefore, our results measured by
turbidimetric assay were compared to results ob-
tained by western blotting which was previously
used, too (21). Urine samples from healthy individ-
uals and various patients were analyzed by west-
ern blotting using primary anti-orosomucoid anti-
bodies (ref. no. Q0326, Dako Denmark A/S,
Glostrup, Denmark) and secondary horseradish
peroxidase conjugated anti-rabbit immunoglobu-
lins (ref. no. P0217, Dako Denmark A/S, Glostrup,
Denmark). For the chemiluminescent detection
and immunoblotting evaluation a charged cou-
pled device (CCD) camera and software (Syngene,
Cambridge, UK) was used. Dilution series of the N
Protein Standard SL (ref. no. OQIM13, Siemens
Healthcare Diagnostics GmbH, Marburg, Germa-
ny) were used for calibration of the western blot
method after densitometry by plotting the chemi-
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luminescence signal of the standards vs the stand-
ards’ concentrations. A linear regression fit was ap-
plied (R? = 0.996). For the quantitative evaluation
of the samples in each blot the same urine sample
with known u-ORM concentration of a healthy in-
dividual was applied as an internal standard.

Subjects

In order to determine the reference range for u-
ORM, healthy volunteers (N = 72) were recruited be-
tween the age of 10 and 60 years among whom
three age groups were created (10-20, 21-40, and
41-60 years, respectively). Healthy state was as-
sessed if the person had no chronic iliness, no com-
plaints, and no symptoms on medical examination
and did not take prescribed medicines. Accordingly,
exclusion criteria were inflammation (based on hs-
CRP, white blood cell count and clinical signs), any
kind of chronic diseases (based on medical records)
or the lack of consent. U-ORM was also analyzed in
patients with clinical diagnosis of Crohn’s disease (N
= 28) independently from disease activity and in pa-
tients with sepsis (N = 30). Our study was performed
from January 2014 to November 2015. The study
was approved by the Regional Ethics Committee of
the University of Pécs, Medical School in accord-
ance with the Helsinki declaration (no. 4327.316-
2900/KK15/2011). Every patient and control individ-
ual was fully informed and written consent was ob-
tained from all of them. Spontaneous random urine
samples and venous blood were simultaneously
obtained from the participants. After centrifugation
(1500 x g, 10 minutes) of clotted blood and urine
samples, supernatants were collected into aliquots
and stored at -70 °C until use. We measured urinary
total protein (u-TP) and creatinine on Cobas 8000
analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). We expressed our u-ORM data not only
in mg/L concentrations but also in u-ORM/ urinary
creatinine (u-CREAT) ratio (mg/mmol) and in u-
ORM/uU-TP (%) proportion. Also, hs-CRP and creati-
nine were measured from serum samples.

Statistical analyses

The distribution of our variables was determined
by Shapiro-Wilk analyses. For comparison of the

Biochemia Medica 2016,;26(3):421-30

laboratory parameters of our patient groups
Kruskal-Wallis test was used when the distribution
was not normal. To assess gender differences the
Mann Whitney U test was performed. Reference
interval for u-ORM, u-ORM/u-CREAT and u-ORM/u-
TP were determined at 95% confidence interval.
Passing- Bablok regression analyses and Bland-Alt-
man plots were used to compare the methods.
The continuous variables were expressed as medi-
ans with percentiles in case of non-normal distri-
bution. A p value of P < 0.05 was considered as sta-
tistically significant. Statistical analyses were per-
formed by MedCalc Statistical Software version
16.8 (MedCalc Software, Ostend, Belgium).

Results
Validation data

The calibration curve obtained from 22 independ-
ent calibrations is shown in Figure 1A. The calibrat-
ed working range for u-ORM measurements was
between 0.16-5.25 mg/L. Samples at above 5.25
mg/L u-ORM concentrations had to be diluted due
to the hook effect experienced (Figure 1B) while
those under the lowest calibration point (0.16
mg/L) of the assay could be determined down to
at least of 0.08 mg/L. LOB, LOD, LOQ of our u-ORM
assay were calculated as previously described, and
were 0.0095, 0.02 and 0.08 mg/L, respectively. The
functional sensitivity of our assay was assessed to
be 0.03 mg/L (Figure 2A).

Both intra- and inter- assay imprecision was deter-
mined to be less than 5% of CV and even recovery
of our u-ORM assay was found to vary between
95.69 - 102.51% (Table 1). The assay showed good
linearity (R2=0.999) in the range of 0.1-4.68 mg/L
(Figure 2B).

Stability studies

During 10 days of storage at 2-8 °C we found no
significant difference in the recovery of u-ORM
concentrations of the urine samples (97.2-109.2%).
Furthermore, we found no significant decrease in
u-ORM concentrations after repeated freeze-thaw
cycles. Even at the 5% cycle the recovery remained
quite acceptable as presented in Table 2.

http://dx.doi.org/10.11613/BM.2016.044

424



Kustdn P. et al. Urinary orosomucoid as inflammatory marker

A B
20000 20000~
18000 -
16000
15000
@ 14000 - °
v v
€ 12000 c
] ("]
2 10000 - £ 10000
2 2
% 8000 %
g 6000 - £ 50001
@ 4000 [
(a] [a]
2000
0- 07
-2000 T T T T T T | T T T T T T T |
0 1 2 3 4 5 6 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
Orosomucoid (mg/L) Orosomucoid (mg/L)

Ficure 1. Calibration and dose response curve of u-ORM.

(A) Cumulative graph of a 6-point calibration curve of the assay in the range of 0.16-5.25 mg/L with spline graph fitting. Calibrators’
mean + standard deviations from 22 separate calibrations are represented by red dots and bars.

(B) Dose response curve from serial dilutions of the calibrators in the range of 0.1-31.5 mg/L.
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FiGuRE 2. Functional sensitivity and linearity of the u-ORM assay.

(A) Functional sensitivity was determined to be 0.03 mg/L (dashed line).

(B) Linearity was studied by diluting a urine sample within the range of 4.68-0.10 mg/L in 10 different dilutions. The regression line
equation (y = bx + a) is: y = 1.021 x + 0.015, R* = 0.999. a - Regression line’s intercept. b - Regression line’s slope. R2 —~Coefficient of de-
termination. Mean values of parallel measurements are presented.

TaBLE 1. Imprecision and recovery data of u-ORM assay.

Target Intra-assay (N = 10) Inter-assay (N = 20)
Sample value, Mean + SD
- 4 0 v 0, v
mg/L mg/L VvV, % Recovery,% Mean+SD,mg/L  CV,% Recovery, %
cl* 3.86 3.73+£0.08 2.01 96.70 3.83£0.13 3.50 99.24
c2* 2n 2.06 £ 0.01 0.45 97.98 217 +£0.04 1.77 102.51
c3* 0.64 0.62 +0.01 1.92 95.69 0.63 +0.03 4.29 98.31
c4* 0.30 0.30£0.01 4.44 100.71 0.30 £ 0.01 4.55 100.18

*Samples were dilutions from PC2 control. SD - standard deviation. CV - coefficient of variation.
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TasLE 2. Stability studies of urinary orosomucoid

Initial u-ORM Storage at 2-8 °C Thawing-freezing cycles
concentration,mg/L  Day3,% Day5% Day8 % Day10,% Cycle1,% Cycle2,% Cycle3,% Cycle4,% Cycle5,%
4.1 98.4 103.6 105.7 109.2 106.3 108.3 109.5 11.7 112.9
3.61 99.1 101.5 102.4 106.6 105.5 106.7 106.4 105.3 104.6
2.74 98.9 100.5 103.0 105.8 104.6 105.7 104.2 104.5 103.6
1.23 97.2 98.8 99.1 107.9 106.3 108.2 109.4 112.6 113.1
0.52 104.5 98.8 -* -* 104.5 104.8 102.0 107.6 110.0

Urinary ORM concentrations are referred to initial concentration and expressed in %. *sample with 0.52 mg/L initial concentration
could not be tested on day 8 and 10 because of non-expected sample error.

Method comparison

96 samples with a u-ORM concentration range of
0.23-292 mg/L were analyzed by western blotting
and the new turbidimetric assay. We found a
strong positive correlation (r = 0.924, p < 0.001) be-
tween the results obtained by the two methods;
however, the concentrations determined by west-
ern blotting were lower than those obtained by
immune turbidimetry and a proportional differ-
ence between the methods was found. The com-
parison of the methods is illustrated in Figure 3.
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The data of healthy individuals are listed in Table 3.
We found no significant differences in u-ORM ex-
cretion between the three age-groups of healthy
volunteers, therefore we suggest pooling all the
data and using a common reference value for all
cases between 10-60 years. Based on the sponta-
neous u-ORM concentrations of 72 healthy per-
sons, the following reference intervals, expressed
as median (2.5-97.5 percentiles), could be defined:
0.69 (0.13-2.96) mg/L for u-ORM, 0.08 (0.01-0.24)
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Ficure 3. Comparison of quantitative western blotting and the new automated turbidimetric assay for u-ORM measurement.

(A) Passing-Bablok regression analysis. Regression line equation (y = a (95% Cl) + b (95% Cl) x) is y = 0.154 (-0.396 to 0.574) + 2.143
(1.882 t0 2.523) x. a - Regression line’s intercept. b - Regression line’s slope. 95% Cl - 95% confidence interval. Cusum test for linearity
showed no significant deviation from linearity (P = 0.95). Solid line - regression line. Dashed lines - 95% Cl for the regression line. Dot-

ted line - identity line (x =y).

(B) Bland-Altman plot of the mean concentration against the difference for the compared methods. Solid line (mean) - mean differ-

ence. Dashed lines (SD) - standard deviation.
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TasLE 3. Preliminary reference ranges of u-ORM values in healthy individuals

Group 1, Group 2, Group 3, p Total control group,
N=30 N=19 N=23 N=72
Females, N (proportion) 13 (0.43) 9(0.47) 15 (0.65) NA 37 (0.51)
Age, years 14 (10-18) 29 (21-39) 51 (40-58) NA 23 (10-58)
U-ORM, mg/L 0.56 (0.10-2.96) 0.71 (0.25-2.30) 0.76 (0.14-2.64)  0.730 0.69 (0.13-2.96)
U-ORM / u-CREAT, mg/mmol 0.09 (0.02-0.19) 0.07 (0.01-0.35) 0.08 (0.02-0.24)  0.590 0.08 (0.01-0.24)
U-ORM / u-TP, % 0.91 (0.21-2.34) 1.09 (0.24-3.24) 1.36(0.32-4.32)  0.170 1.00 (0.21-3.58)

Data are presented as median and 2.5-97.5 percentiles. Age is presented as median (range). Kruskal-Wallis test was used to
compare the different age groups of controls. P < 0.05 was considered statistically significant. NA-not applicable. U-ORM - urinary
orosomucoid. u-CREAT - urinary creatinine. u-TP — urinary total protein.

mg/mmol for u-ORM/u-CREAT and 1.00 (0.21-
3.58)% for u-ORM/u-TP proportion. There was no
significant difference in u-ORM/u-CREAT between
females and males in the three control groups.
However, significantly elevated u-ORM concentra-
tion (P = 0.034) and u-ORM/u-TP (P = 0.023) were
observed in males compared to females (1.3 mg/L
and 2.29%, 0.49 mg/L and 0.62%, respectively) in
the age group of 41-60 years. Regarding past
medical history and laboratory data (serum creati-
nine concentrations) in our control group, normal
kidney function was hypothesized and also no
proteinuria and no inflammatory activity were ob-
served in healthy individuals.

We found significantly elevated (P < 0.001) u-ORM
concentrations in inflammatory diseases (Table 4).

Compared to controls, about a 5-fold increase of
u-ORM/u-CREAT ratios in Crohn’s disease (0.40
mg/mmol, P < 0.001) and an extreme, approxi-
mately 240-fold elevation in sepsis (19.13 mg/
mmol, P < 0.001) was found. The observed u-ORM
concentration in severe sepsis was significantly
higher (P < 0.001) than that in morbus Crohn. Like-
wise, significant elevation was discovered in u-
ORM/u-TP proportions both in sepsis and in
Crohn’s disease compared to healthy people (P <
0.001).

Discussion

In the present study we reported the adaptation
and validation of an automated immune turbidi-

TasLE 4. Urinary orosomucoid concentrations in inflammatory diseases

Total control group,

Crohn’s disease, Sepsis,

N=72 N=28 N=30 P
Females, N (proportion) 37(0.51) 15 (0.54) 11 (0.37) NA
Age, years 23 (10-58) 27 (12-62) 67 (30-82) NA
Serum creatinine, (umol/L) 64 (55-75) 59 (50-71) 130 (104-181) < 0.001
hs-CRP, mg/L 0.60 (0.30-1.50) 6.10 (2.95-14.16) 260.09 (158.16-335.73) <0.001
U-ORM, mg/L 0.69 (0.33-1.13) 4.15 (1.97-10.30) 90.21 (42.01-137.23) <0.001
U-ORM / u-CREAT, mg/mmol 0.08 (0.05-0.15) 0.40 (0.20-1.08) 19.13 (13.04-32.80) <0.001
U-ORM/u-TP, % 1.00 (0.54-1.69) 3.72 (2.48-6.41) 18.71 (11.88-34.86) < 0.001

Data are presented as median and 25-75 percentiles. Age is presented as median (range). Kruskal-Wallis test was used to compare
variables in different groups. P < 0.05 was considered statistically significant. NA — not applicable. Hs-CRP - high sensitive
C-reactive protein. U-ORM - urinary orosomucoid. u-CREAT - urinary creatinine. u-TP — urinary total protein.
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metric assay for u-ORM measurements on Cobas
8000/c502 platform, and also pointed out its po-
tential clinical relevance.

This new turbidimetric approach was set up to be
fast, sensitive and precise, therefore it is ideal for
routine u-ORM determinations. The imprecision of
our method was tested by using diluted controls
with a CV at around 5%. Therefore, taken real urine
samples we accepted the quality requirements for
this assay with an imprecision of less than 10% as
CV. The test requires only 10 minutes. Due to the
extraordinarily low LOQ (0.08 mg/L) and the good
functional sensitivity (0.03 mg/L) our PET assay en-
ables the quantitative u-ORM determination in all
healthy individuals and, after proper dilution in
patients suffering from systemic inflammatory dis-
eases. However, due to the narrow security zone, a
20-fold predilution of all urine samples is suggest-
ed in order to automatically extend the measura-
ble concentration limit up to 105 mg/L. Samples
containing low orosomucoid concentrations (< 1
mg/L) can be retested without dilution however
these samples’ data has no clinical relevance.

Although, u-ORM seems to be a promising marker
in diseases with systemic inflammatory activation,
up to now only Christiansen et al. described an au-
tomated turbidimetric immunoassay for u-ORM
determination similar to ours (25). Nevertheless,
our assay settings allow more sensitive determina-
tion compared to their detection limit (0.05 mg/L);
moreover our method seems to be more precise
in the lower concentration range.

In agreement with other studies we also proved
that ORM in urine is stable in vitro (25, 26). Our re-
sults showed that within 10 days the u-ORM con-
centrations are considerably constant in samples
without additives and stored at 2-8 °C. Further-
more, we found no loss in u-ORM concentration
during 5 freezing-thawing cycles. These results
support that urine samples can be stored at 2-8 °C
even for 10 days before analysis, and in case of de-
layed analysis for any reason, samples can be fro-
zen and tested later.

In our preliminary studies, we found dramatically
higher u-ORM concentrations in sepsis by immu-
noblotting (21,22). Good correlation between the

Biochemia Medica 2016,;26(3):421-30

immunoblotting results and this PET immunoas-
say was found, although the methods are not di-
rectly comparable due to systemic bias. The use of
quantitative u-ORM determination by immunob-
lotting, on the grounds of the methodological un-
certainty, imprecision and time demand means
that western blotting is unsuitable for daily rou-
tine u-ORM testing.

In our present work, we found a low urinary oroso-
mucoid excretion rate in healthy persons. The ex-
pression of urinary protein concentrations referred
to urinary creatinine is necessary in order to re-
duce the large inter-individual variability in the
amount of excreted protein of urine samples.
Based on spot urine samples of 72 healthy volun-
teers from different age groups between 10-60
years, we determined a preliminary reference
range for u-ORM/u-CREAT to be 0.01-0.24 mg/
mmol with a median of 0.08 mg/mmol. Our results
are in accordance with former studies (25, 27, 28).
Tencer et al. analyzed 95 healthy adults and estab-
lished an upper reference limit for u-ORM/u-CREAT
at 0.7 mg/mmol. They found no correlation with
age and found no differences between the gender
and the type of urine collection (27). Hjorth et al.
determined a cut off value for u-ORM/u-CREAT by
single radial immunodiffusion of 0.5 mg/mmol in
233 children and in infants at the age from 1
month to 15 years. They found significantly higher
u-ORM concentrations in neonates in the first
month (28). Christiansen et al. described a similar
reference range to ours for u-ORM/u-CREAT of
0.009-0.17 mg/mmol, with a median value of 0.04
mg/mmol measured by their u-ORM PET assay. In
the examined 69 adults with mean age of 43 years
they also found higher urinary orosomucoid ex-
cretion in men than in women however, the differ-
ences disappeared when results were corrected to
body surface area (25). We also noticed significant
differences in u-ORM concentration between fe-
males and males above 40 but if u-ORM were cor-
rected to u-CREAT, as expectable no differences
were observed. Therefore, u-ORM level is suggest-
ed to be expressed as urinary orosomucoid/creati-
nine ratio in order to make results easier to inter-
pret in different patients. We conclude that our
preliminary u-ORM reference values seem to be
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suitable for both children and adults, furthermore
our method is precise and sensitive enough to
measure urinary orosomucoid in every healthy in-
dividual.

To date no studies have been reported regarding
the u-ORM concentrations in Crohn’s disease,
however serum ORM is a well-known marker of
morbus Crohn (29). Our observations suggest that
elevated u-ORM may also provide additional infor-
mation on this disease. So far, in sepsis only one
paper with 7 septic patients reported a 280-fold
increase of u-ORM excretion, which is similar to
our results based on a larger sample size (10). The
observed early and extreme elevation of u-ORM
indicates that it could be a potential biomarker of
sepsis.

During urinalysis we further observed a relative in-
crease in u-ORM/u-TP proportion — both in Crohn’s
disease and in sepsis, which indicates that ORM
becomes a prominent protein component in urine
during inflammation. The observed increase of u-
ORM values in our patient groups supports the hy-
pothesis that u-ORM elevation is caused by inflam-
matory activity. Although the cause of such eleva-
tion is probably multifactorial, both systemic in-
flammation and renal factors are supposed to be
responsible for it. Based on our results, we further
support the hypothesis that u-ORM is a sensitive
marker of systemic inflammation.

This study has several limitations. Although, we
demonstrated examples for the possible clinical
utilization of u-ORM measurements, this study re-
ports only the analytical validation of u-ORM as-
say, and it is not a diagnostic accuracy study (30).
Further research is required to describe the diag-
nostic performance of u-ORM in inflammatory dis-
eases. Calibrators, control materials and a refer-
ence method are not commercially available for u-
ORM measurements, only for serum testing.
Therefore, in our u-ORM assay validation diluted
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Abstract

Background: In order to help clinical decision making,
we investigated the diagnostic and prognostic ability of
urinary orosomucoid (u-ORM) as a new sepsis biomarker,
and compared its performance to classical inflammatory
parameters.

Methods: We monitored u-ORM in septic (n=43) and SIRS
(n=13) patients in a 5-day follow-up study vs. control
patients (n=30). U-ORM was measured by a newly devel-
oped turbidimetric assay. U-ORM values were referred
to urinary creatinine and expressed as u-ORM/u-CREAT
(mg/mmol).

Results: Significantly higher (p <0.001) u-ORM/u-CREAT
levels were found in sepsis than in SIRS. Both intensive
care unit (ICU) groups showed strongly elevated values
compared to controls (p<0.001). The medians of admis-
sion u-ORM/u-CREAT levels were 19.2 in sepsis, 2.1 in SIRS
and 0.2 mg/mmol in controls. The area under the receiver
operating characteristic curve for distinguishing SIRS
from sepsis was found to be 0.954 for u-ORM/u-CREAT,
superior to serum ORM and hsCRP. U-ORM levels did not
change during the 5-day follow-up and were independent
of the severity of sepsis however, we found extremely ele-
vated u-ORM/u-CREAT values in dialyzed septic patients
(52.2 mg/mmol as median).
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Conclusions: The early and relevant increase of u-ORM in
sepsis suggests that it might be a promising novel marker
of sepsis and could be a valuable part of routine labora-
tory and clinical practice.
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sepsis; SIRS; urinary orosomucoid.

Introduction

Although sepsis syndrome has been known since ancient
times it still remains a challenging healthcare problem
in the 21st century [1]. Sepsis with an approximately 30%
mortality rate and high costs of care is one of the most
serious conditions in intensive care unit (ICU) admissions
[2, 3]. To improve disease outcome, early diagnosis and
goal-directed therapy is necessary [4, 5]. Besides clini-
cal signs, laboratory parameters provide the most effi-
cient help in rapid diagnosis and in starting appropriate
therapy as early as possible.

The diagnostic guidelines regarding sepsis dedi-
cated serum procalcitonin (PCT) and high-sensitivity
C-reactive protein tests (hsCRP) to be the most useful
markers, nowadays [4]. Due to their limitations (sensitiv-
ity, specificity, etc.) hundreds of further potential sepsis
biomarkers in blood have been studied [6]. Neverthe-
less, urinary markers have not been explored as much,
although proteinuria is a well-known phenomenon in
infections and in sepsis as well [7]. Therefore, monitor-
ing of specific urinary proteins might provide clinically
useful information [8].

Orosomucoid (ORM) - also called al-acid glycopro-
tein — is a major positive acute phase protein accounting
for 1%-1.5% of total serum proteins [9]. Besides its trans-
port function, ORM has relevant anti-inflammatory and
immunomodulation activity. In vitro studies showed, that
ORM has several effects on all major leukocyte types: it
inhibits lymphocyte proliferation, neutrophil chemotaxis,
superoxide generation and platelet aggregation, as well
[10]. Animal experiments confirmed that ORM improves
the outcome from different types of shock, sepsis, and it
is important to maintain perfusion of vital organs, and
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regulating capillary permeability [11-15]. Besides hepato-
cytes, leukocytes and endothelial cells can also synthe-
tize ORM. In response to acute stimuli — as a result of
glucocorticoid and cytokine (IL-1B, IL-6, TNF-o) release —
the serum level of ORM increases several-fold [16].

Increased serum orosomucoid (se-ORM) concen-
trations have been described in several disorders with
inflammatory activation, like immunological diseases,
Crohn’s disease, tumors and infections [17]. An eleva-
tion of se-ORM with possible diagnostic performance for
sepsis was recently reported [18].

Only a little is known about the mechanism of urinary
appearance of ORM. Due to its 43 kDa molecular weight,
most probably it is filtrated through the glomeruli, but
further renal factors might also play a role in its excre-
tion, however, the exact biochemical process is not well
understood.

Moderately increased urinary orosomucoid (u-ORM)
levels have already been studied in diseases associated
with chronic inflammatory activation [19-24].

Elevated u-ORM excretion was recently described as a
potential early marker of chronic heart failure [19]. Also,
increased u-ORM was found in diabetes mellitus as a pre-
dictor of diabetic nephropathy [20] and is thought to be an
independent risk factor of mortality in association with
the ongoing chronic low grade inflammation and endothe-
lial dysfunction [21-23]. Increased u-ORM excretion was
reported as a predictor of preeclampsia, explained by local
renal inflammatory response [24]. These findings suggest
that u-ORM might serve as a general inflammatory marker.

In the present work, we monitored u-ORM excretion in
critically ill patients with an automated immune turbidi-
metric assay, hypothesizing that u-ORM is a useful marker
of sepsis. The aim of our study was to explore u-ORM as an
early diagnostic marker of severe sepsis and to describe its
suspected association with sepsis-related organ dysfunc-
tions and prognostic value for mortality prediction.

Materials and methods
Study design

Our study was performed at our adult multidisciplinary ICU from
September 2014 to October 2015. The study protocol in accordance
with the 2008 Declaration of Helsinki was approved by the Regional
Ethics Committee of the University of Pécs (no. 4327.316-2900/
KK15/2011). The patients or their next of kin were informed regarding
the study protocol and sampling, and written consent was obtained
from all. Consecutive patients with systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) and severe septic patients from our ICU were
enrolled. Exclusion criteria were withdrawal of consent, urosepsis
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and history of chronic kidney disease. A group of volunteers similar
in age, sex and medical history served as the control group. Control
patients with inflammation, chronic kidney failure and lack of con-
sent were excluded.

Definitions and clinical characteristics

We applied the definitions and guidelines declared by the 2001 Inter-
national Sepsis Definitions Conference as it was recommended dur-
ing our study period [25].

In the present work, SIRS was established when the patient
showed two or more of the following findings: fever (>38 °C)
or hypothermia (<36 °C), tachycardia (>90/min), tachypnea
(>20/min) or PaCO, <32 mmHg, leukocytosis (>12,000/uL) or leuko-
penia (<4000/pL). Only patients with negative blood culture were
enrolled into the “SIRS group”.

Diagnostic criteria for severe sepsis included SIRS plus micro-
biologically proven or presumed infection, elevated serum PCT levels
(>2 ng/mL in bacterial sepsis), and at least one organ dysfunction
induced by sepsis.

Acute kidney injury (AKI) was defined and classified using
the Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) guideline
[26] supported by serum cystatin C (CysC) levels, similarly to other
authors before [27, 28]. Patients with increased serum CysC levels
(= 0.3 mg/L increase within 48 h or > 1.5 fold from baseline within
7 days) or with reduced urine output (<0.5 mL/kg/h for 6 h) were
considered to have AKI.

For the assessment of disease severity and mortality the Simpli-
fied Acute Physiology Score II (SAPS II), the Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation II (APACHE II) and the Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) scores were calculated. Based on 28-day
mortality data, patients were categorized as survivors and non-sur-
vivors.

Sampling and laboratory analyses

For our study, blood and urine samples were collected simultane-
ously at the same time of the day. The first sample from each ICU
patient was obtained within 24 h after clinical diagnosis then on
the 2nd, 3rd and 5th consecutive days in sepsis, whereas in patients
with SIRS the sampling was carried out only on the 1st and 2nd days
because of the shorter ICU treatment. Blood samples were drawn
into plastic blood collection tubes with accelerator gel. Urine was
taken directly from the bladder catheter into plain plastic tubes. Only
one sample (venous blood and midstream spot urine) was obtained
from control individuals. After centrifugation of urine and congealed
blood samples (10 min, 1500 g), serum and urine aliquots were stored
at -70 °C until analyses.

Laboratory determinations — as part of the daily routine —
including inflammatory parameters [white blood cell count (WBC),
hsCRP, PCT] and kidney function markers (se-creatinine, CysC) were
performed in our accredited university central laboratory (MSZ EN
ISO 15189:2013) using routine analyzers. For our study, se-ORM was
measured on Cobas Integra 400 plus (Roche, Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) by using the manufacturer’s protocol. Urinary
total protein (u-TP), creatinine (u-CREAT) and albumin (u-ALB) were
determined on Cobas 8000 analyzer (Roche) by routine procedures.
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Measurement of u-ORM

Automated u-ORM test is not commercially available yet, therefore for
routine measurements we developed and adapted a fully automated
particle enhanced turbidimetric assay based on the work of Christian-
sen et al. [29]. The determination of u-ORM was performed on a cobas
8000/c502 analyzer (Roche) by using ORM immunoparticles (ref. no.
0A504, Dako A/S, Glostrup, Denmark) and reaction buffer (ref. no.
P01812, Dako). The wavelength used for the turbidimetric reaction
was 546 nm. The assay time was 10 min, the detection limit was found
to be 0.02 mg/L with a working range of 0.16-5.25 mg/L. For determi-
nation of higher u-ORM levels sample predilution was made by saline.

Our method showed good linearity in the range of 0.10-
4.68 mg/L (R?=0.999). The inter-assay imprecision at four different
ORM levels (3.86, 2.1, 0.64 and 0.30 mg/L) prepared from PreciCon-
trol ClinChem Multi 2 (ref. no. 05117216 190, Roche) was found to be
3.5, 1.77, 4.29 and 4.55 CV%, respectively. Also, the accuracy at these
concentrations varied between 98.3% and 102.5%.

U-ORM concentrations were referred to u-CREAT levels and were
expressed as u-ORM/u-CREAT in mg/mmol, as recommended and
used by others to avoid the influence of urine volume and to reduce
between-subject variability [19, 29]. In addition, u-ORM and u-ALB
concentrations were also referred to urinary TP and expressed as uri-
nary protein proportion (%).

Statistical analyses

Statistical analyses were performed by IBM SPSS Statistics for Win-
dows, Version 22 (IBM Corporation, NY, USA). The required number

Table 1: Demographic and admission data (clinical and laboratory).

Kustéan et al.: Urinary orosomucoid: a new biomarker of sepsis = 301

of patients in each group was calculated by power analysis based
on previous findings [30, 31]. After normality testing (Shapiro-Wilk
test) our variables were found to be non-normally distributed, there-
fore non-parametric tests were used. For comparison of our groups
Kruskal-Wallis or Mann-Whitney U tests were carried out, while dif-
ferences during the follow-up period were investigated by Wilcoxon
sum rank test and by Friedman’s two-way ANOVA. Spearman’s tests
were performed for correlation analyses. Receiver operating charac-
teristic (ROC) curves were used for analyzing the diagnostic and pre-
dictive values. Multivariate logistic regression analyses were applied
to evaluate the clinical impact of variables, odds ratios (OR) and cor-
responding 95% confidence intervals (CI) were calculated. Statistical
significance was considered at p <0.05.

Results

Patients’ characteristics

In the present study, 13 SIRS, 43 severe septic patients
and 30 control individuals were enrolled. The basic demo-
graphic data of our groups were similar (Table 1). More
patients were admitted after surgical interventions than
due to non-surgical causes. Our SIRS patients required
only 2 days of ICU treatment, after that they were trans-
ferred to other departments, and none of them developed
sepsis. Longer ICU stays (p<0.001) and worse predic-
tor scores (p<0.05) were observed in severe sepsis than

Control (n=30) SIRS (n=13) Sepsis (n=43) p-Value
Age, years 58 (49-69) 62 (54-70) 67 (57-76) ns
Males, n (%) 16 (53) 9 (69) 26 (60) ns
Major comorbidities, n (%)
Diabetes mellitus 5(17) 3(23) 11 (26) ns
Cardiovascular diseases 18 (60) 10(77) 28 (65) ns
Pulmonary diseases 1(3) 6 (46) 16 (37) 0.002
Malignancies 0(0) 6 (46) 15 (35) 0.001
Admission laboratory data
se-CREAT, pmol/L 72.5(66-81) 70 (59-81) 127 (94-182) <0.0015¢
se-CysC, mg/L 0.9(0.9-1.0) 0.9(0.7-1.1) 1.8(1.5-2.3) <0.001b¢
WBC, G/L 6.7 (5.5-8.2) 11(9.1-14.8) 14 (7.5-16.7) <0.0012b
hsCRP, mg/L 1(0.5-2.2) 92.4(56.4-227.9) 228.5(138.6-336.4) <0.0012b¢
PCT, ng/mL - 0.4 (0.3-0.7) 15.4 (4.4-33.5) <0.001
se-ORM, g/L 0.8 (0.7-0.9) 1.2 (1.1-1.3) 1.7 (1.3-2.1) <0.0015¢
u-TP, mg/L 60 (50-90) 160 (89-410) 427 (150-850) <0.0012b¢
u-ORM, mg/L 1.6 (0.7-2.8) 14.9 (7.2-27.2) 89.4 (28.2-145.9) <0.0012bc
u-ORM/u-CREAT, mg/mmol 0.2 (0.1-0.3) 2.1(0.7-6.4) 19.2(11.4-32.8) <0.0012b<¢
u-ORM/u-TP, % 2.2(1.6-4.0) 10.2 (3.6-11.9) 18.5(10.2-34.0) <0.0012b¢
u-ALB/u-TP, % 8.4 (5.0-16.7) 12 (5.5-16.0) 18.0(5.2-31.7) ns

Continuous variables are expressed as median (25th-75th percentiles) and categorical variables are expressed as a number (percentage).
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests or y?-tests were performed to compare the data between the groups. p-Values are presented; ns,
non-significant. Superscript lowercase letters show post-hoc analysis: p<0.001 between controls and SIRS. ?p<0.001 between controls and
sepsis. ¢p<0.05 between SIRS and sepsis. (PCT was not measured in control patients.)
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in SIRS. During the 5-day follow-up, 28% of the severe
septic patients died and a further 19% before the 28th day.
Only one of the SIRS patients died within 28 days. All the
enrolled SIRS patients had negative blood cultures and in
nine cases of sepsis the microbes remained unidentified.
The most frequently identified Gram-negative pathogen
was Escherichia coli, while Gram-positive bacteria were
mostly from Staphylococcus species. Fungal infections
were seen to be caused mostly by Candida species. Further
clinical and microbiological data are presented in Table 2.

Admission laboratory data to distinguish
SIRS from sepsis

Besides the conventional inflammatory markers (WBC,
hsCRP, PCT), serum and urinary ORM levels also showed
an early elevation among critically ill patients and were
found to be significantly higher (p<0.001) compared to
controls (Table 1).

The admission levels of u-ORM/u-CREAT were sig-
nificantly increased both in SIRS and in sepsis compared

Table 2: Clinical and microbiological characteristics of ICU patients.

SIRS (n=13) Sepsis (n=43) p-Value

Type of admission, n (%)

Medical 3(23) 17 (40) na

Surgical 10(77) 26 (60) na
Length of ICU stay, days 2(2-2) 6 (3-11) <0.001

5-day mortality, death (%) 0 (0) 12(28) 0.046
28-day mortality, death (%) 1(8) 20 (47) 0.014
Prognostic scores

APACHE Il score 8(6-14) 19 (13-24) <0.001

SAPSII score 25(18-31) 50 (34-57) <0.001

SOFA score 4 (2-5) 8(7-11) <0.001
Organ dysfunction, n (%)

1 organ dysfunction 7 (16)

2 organ dysfunctions 15 (35)

3 organ dysfunctions 8(19)

>4 organ dysfunctions 13 (30)
Septic shock 28 (65)
Acute kidney injury 22(51)
Pathogens, n (%)

Non identified 13 (100) 9(21)

Mixed 23 (53)

Gram-negative bacteria 5(12)

Gram-positive bacteria 3(7)

Fungi 3(7)

Continuous variables are expressed as median (25th-75th percen-
tiles) and categorical variables are expressed as number (percent-
age). Mann-Whitney U or y2-tests were performed to compare

the data between the groups, p-values are presented; na, not
applicable.
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to controls moreover, much higher levels were found in
sepsis than in SIRS (Figure 1A).

ROC analyses were performed to assess the diagnostic
ability of laboratory parameters. In differentiating SIRS
from sepsis the area under ROC curve (AUC ROC) was
found to be 0.954 for u-ORM/u-CREAT, while it was 0.804
for se-ORM, 0.845 for hsCRP and 0.949 for PCT (Figure 1B).
A cut-off value for u-ORM/u-CREAT with 94.7% sensitivity
and 90% specificity could be set at 6.75 mg/mmol to dis-
tinguish SIRS from sepsis. (For diagnostic investigations,
dialyzed patients were excluded, to avoid the potential
bias, see later.)

Logistic regression analysis showed that increased
u-ORM/u-CREAT, PCT, and hsCRP levels were significant
(p<0.05) indicators of sepsis, with OR 1.56 (95% CI: 1.14—
2.14), 2.37 (95% CI: 1.23-4.57) and 1.02 (95% CI: 1.01-1.02),
respectively.

Time course of urinary orosomucoid
excretion

We did not observe any significant changes in u-ORM/u-
CREAT values during the 2-day monitoring of SIRS and the
5-day follow-up of sepsis. Moreover, in our study period
the u-ORM/u-CREAT levels of survivor septic patients
(n=23) did not differ significantly from those of non-sur-
vivors (n=20) (Figure 2A).

Mortality prediction and disease severity

The prognostic performance of admission u-ORM/u-
CREAT levels in sepsis was evaluated by ROC analysis
(Figure 2B). For 28-day mortality prediction the AUC ROC
was found to be 0.414 for u-ORM/u-CREAT and 0.376 for
se-ORM, while for SAPS II, APACHE II and SOFA scores
were 0.731, 0.676 and 0.698, respectively. By logistic
regression analysis only SAPS II score (OR: 1.06, 95% CI:
1.01-1.11, p<0.05) and APACHE II score (OR: 1.14, 95% CI:
1.01-1.28, p<0.05) were found to be risk factors for poor
prognosis of patients with sepsis.

During subgroup analysis, the u-ORM/u-CREAT
values were similarly high in septic patients with different
blood culture results (bacterial, fungal, mixed, non-iden-
tified) and no difference was observed among patients
with different infectious origin or cause of admission (sur-
gical/non-surgical). Similarly, the u-ORM/u-CREAT levels
of patients with septic shock or with dysfunction of more
than three organs did not differ significantly from patients
without these conditions, and also no relation with the
use of vasopressors or diuretics could be found.
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Figure 1: Admission levels of u-ORM.
(A) Comparison of u-ORM/u-CREAT values between controls, SIRS and
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Figure 2: U-ORM/u-CREAT levels in survivors and in non-survivors.

(A) 5-day monitoring of u-ORM/u-CREAT in sepsis. Stars represent the extreme values. No significant differences were found during the
follow-up period. (B) ROC analyses for prognostic performance regarding 28-day mortality prediction in sepsis.

Sepsis-related AKI and u-ORM/u-CREAT levels

From the 22 AKI patients nine required acute renal
replacement therapy (RRT). Extremely elevated (p < 0.001)
u-ORM/u-CREAT levels (with a median of 52.2 mg/mmol)
were found in the urine samples obtained from patients
with RRT requirement compared to non-RRT patients,
independently whether they developed AKI (14.1 mg/
mmol) or not (16.3 mg/mmol) (Figure 3A). All the observed
extreme u-ORM/u-CREAT values, illustrated in our figures
originated from dialyzed patients. The AUC ROC of

u-ORM/u-CREAT was 0.831 for prediction of RRT require-
ment (Figure 3B).

Correlations

We found significant (p<0.001) correlation between
u-ORM/u-CREAT and se-ORM (p=0.693) and hsCRP
(p=0.600). Additional moderate correlations were
discovered with inflammatory parameters, such as
WBC (p=0.407) and PCT (p=0.348). Furthermore,
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Figure 3: U-ORM/u-CREAT levels in sepsis-related acute kidney injury (AKI).
(A) Differences of u-ORM/u-CREAT levels between AKI and non-AKI groups. RRT, renal replacement therapy; ns, non-significant.

(B) ROC analyses of u-ORM/u-CREAT for indicating RRT.

u-ORM/u-CREAT directly (p<0.001) correlated with
kidney function markers: CysC (p=0.488) and se-CREAT
(p=0.318). A weak correlation was found between u-ORM/
u-CREAT and APACHE Il scores (p =0.339, p=0.024) but no
associations were observed with other organ dysfunction
parameters or severity data. U-ORM correlated strongly
(p=0.844, p<0.001) with u-TP concentrations.

Albuminuria and orosomucoiduria during
inflammation

The u-ORM/total protein proportion (u-ORM/u-TP, %)
also showed an elevation among critically ill patients:
in controls the u-ORM accounted for only 1.6%—4.0% of
urinary proteins, in SIRS it reached 3.6%-11.9%, while in
sepsis u-ORM/u-TP ranged from 10.2 to 34.0%. In contrast,
the u-ALB/u-TP proportion did not change significantly
during systemic inflammation (Figure 4).

Discussion

Distinguishing SIRS from sepsis is often challenging
and might be delayed, because symptoms are similar
and microbiological identification requires at least 24 h,
although the early diagnosis and adequate therapy of
sepsis is essential for a favorable outcome [4]. Therefore,
laboratory parameters may be extremely useful in rapid
clinical decision making and also in monitoring of sepsis
[32]. A lot of potential biomarkers have been studied
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Figure 4: Albuminuria and orosomucoiduria in systemic inflamma-
tion, illustrated by urinary protein proportions (%).
ns, non-significant.

however, sepsis guidelines only recommend the determi-
nation of serum PCT and hsCRP levels [4, 25]. Both have
several limitations, hsCRP rises late and in a nonspecific
mannet, PCT concentrations do not indicate adequately
fungal infections. Moreover the increase of PCT is lower in
non-surgical cases of sepsis compared to cases of surgical
origin [33, 34].

The acute phase protein ORM contributes to main-
tain homeostasis against excessive inflammatory
damage, and due to its immunomodulatory and anti-
inflammatory properties ORM forms an integrated part
of the extended cytokine network [16, 35]. ORM elevates
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in serum only mildly during the acute phase reaction.
Many studies investigated se-ORM but only scarce data
are available on u-ORM. A few former studies reported
a slight elevation of u-ORM levels in chronic diseases
indicating u-ORM as a general inflammatory marker
[19, 20, 23, 36]. In our preliminary studies, we found
elevated u-ORM levels in sepsis by Western blotting [30,
37] however, the mechanism of urinary excretion of ORM
remains unclear.

To our best knowledge our study is the first which
examines the potential role of u-ORM in sepsis.

In our present work, we observed significantly
increased u-ORM excretion in severe systemic inflamma-
tion compared to controls. We described an early and rele-
vant u-ORM/u-CREAT elevation in severe sepsis with a cut
off value at 6.75 mg/mmol to distinguish SIRS from sepsis.
Analyzing se-ORM too, we also found elevated admission
levels but the diagnostic as well as the prognostic capacity
of it was much lower than those of u-ORM. Former studies
also found significantly higher se-ORM levels in sepsis
compared to SIRS or controls [18, 38]. Recently Xiao et al.
have reported — on a larger study population — a better
diagnostic (AUC ROC: 0.869) and prognostic (AUC ROC:
0.793) performance for se-ORM in sepsis than we found
[18]. Nevertheless, based on our results, the diagnostic
capability of se-ORM is much less than that of u-ORM/u-
CREAT, which is a more sensitive and early marker of
sepsis with good diagnostic ability (AUC ROC: 0.954),
superior to hsCRP and similar to PCT.

So far only Magid et al. published increased u-ORM
excretion in sepsis, monitoring only seven septic patients
for 24 h [31]. In spite of the fact that they examined fewer
septic patients than we did, their results were similar to
ours with a median value of u-ORM/u-CREAT at 25 mg/
mmol in sepsis. However, we monitored our patients for a
longer time period, and we found an early rise of u-ORM/
u-CREAT levels in sepsis which did not change during our
5-day follow-up study. This phenomenon can be explained
by the ongoing severe inflammatory condition and also by
the relatively long, 5 days half-life of ORM [9].

We found a weak correlation with APACHE II scores,
but observed no differences in u-ORM/u-CREAT levels
between survivors and non-survivors during the moni-
toring period. Furthermore, the prognostic performance
of u-ORM/u-CREAT was not satisfactory. Because of the
heterogeneity and complexity of sepsis syndrome, to
predict outcome and monitoring the condition a multi-
marker approach is required [6, 32], as a single biomarker
is not able to compete with the multiparametric scoring
systems. U-ORM/u-CREAT as early inflammatory marker
seems to be promising for the detection of sepsis, and

Kustan et al.: Urinary orosomucoid: a new biomarker of sepsis = 305

prompt diagnosis is of utmost importance for improving
the outcome, as well [1-6].

In our present work, we observed increased u-ORM
excretion in sepsis independently from the source of
infection (e.g. different pathogens) or from the cause of
admission (surgical or non-surgical), which might be a
good advantage in sepsis diagnostics. Moreover, non-
infectious/SIRS cases did not reach the u-ORM levels
characteristic for sepsis.

In spite of the fact that u-ORM excretion seems not to
be influenced by the severity of sepsis or organ dysfunc-
tions, kidney function may have an important impact
on the urinary concentration of u-ORM as shown by the
increase of u-ORM/u-CREAT in patients with RRT and is
confirmed by the correlation between kidney function
parameters and u-ORM. The observed extreme values in
RRT suggest that u-ORM/u-CREAT might indicate renal
insufficiency and the necessity of dialysis.

The good correlation found between inflammatory
markers and u-ORM/u-CREAT supports the hypothesis
that the elevation of urinary ORM excretion is mainly due
to systemic inflammation. The correlation between serum
and urinary ORM suggests that circulating ORM appears
in the urine. The circulating ORM is only 1%—-2% of total
serum proteins, and in sepsis it elevates only slightly. In
contrast to se-ORM, u-ORM excretion increases extremely
and it becomes one of the major urinary protein com-
ponents in sepsis. Normally, ORM in urine appears 5- to
10-fold lower than ALB, while in sepsis u-ORM exceeds
the u-ALB levels. The relative increase of u-ORM is much
higher than that of u-ALB during the inflammatory
process. Consequently, u-ORM seems to be a better indica-
tor of inflammation, which was also suggested by Magid
etal. [31].

The path mechanism of u-ORM excretion is not well
understood and the increased se-ORM level itself may not
explain that alone. Alteration in kidney function, prob-
ably both glomerular and tubular dysfunctions may be
involved. Furthermore, a possible local renal production
due to systemic manifestation of inflammation is also
suspected. Extrahepatic, local ORM synthesis in kidneys
might contribute to maintain organ function and reduce
tissue damage caused by inflammation [16, 35]. Therefore
it is likely that the increased urinary appearance of ORM is
not only the result of a simply overflow mechanism rather
than due to production in kidneys.

Our study has several limitations. Firstly, our obser-
vations were carried out in a relatively small population
from a single institution. In the future, we should increase
the number of critically ill patients to draw more definite
conclusions. Enrollment of further patient groups (AKI,
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dialyzed patients) and extension of our investigation to
other departments (e.g. Emergency Department) are also
recommended, to see the earliest moment when patients
show developing sepsis. Further research is necessary to
clarify the path mechanism of u-ORM excretion during
inflammation. Additional large multi-center studies are
recommended to validate our findings. As our study was
performed in 2014-2015, our patients were categorized
according to the former guidelines [25]. We are aware that
from February 2016, new definitions for sepsis and septic
shock are available [39]. These (e.g. quickSOFA) promote
earlier recognition and management of patients with
sepsis or at risk of developing sepsis. It would be advanta-
geous and helpful to investigate u-ORM according to the
new definitions.

Conclusions

In conclusion, u-ORM showed a considerably early eleva-
tion in sepsis with promising diagnostic performance
in discriminating SIRS cases from true sepsis. However,
u-ORM/u-CREAT levels were found to be independent
from outcome and disease severity, the extremely elevated
u-ORM/u-CREAT levels are supposed to be potential indica-
tors of dialysis requirement. Consequently, non-invasively
obtained urine could be a possible alternative to blood
sampling in diagnosis of sepsis, especially by a rapid point
of care u-ORM test in emergency and in intensive care
departments. U-ORM/u-CREAT might be suitable as a com-
plementary marker of sepsis and could help clinicians in
proper decision making. Larger multi-center studies should
be conducted to validate our findings and to determine the
usefulness of u-ORM measurements in clinical practice.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Urinary biomarkers might provide non-invasive tool for monitoring of systemic processes. We
al-Acid glycoprotein aimed to investigate the time-course of urinary orosomucoid (u-ORM) excretion after cardiac surgery hy-
Biomarker pothesizing that u-ORM is an early and sensitive marker of systemic inflammatory activation.

Cardiopulmonary bypass Methods: During a 5-day follow-up study we monitored u-ORM levels in cardiovascular patients who underwent
E‘rfilj;nmanon on-pump cardiac surgery (n = 38). The patients baseline data were compared to healthy control individuals

(n = 40). u-ORM was measured by a newly developed automated turbidimetric assay and values were referred
to urinary creatinine and expressed as u-ORM/u-CREAT (mg/mmol).

Results: The cardiovascular patients showed slightly increased baseline u-ORM excretion compared to healthy
controls (0.29 vs 0.08 mg/mmol, p < 0.001). After cardiac surgery, a rapid 10-fold elevation in u-ORM/u-
CREAT levels was found. The values remained high till the 3rd postoperative day, and they then decreased
significantly (p < 0.01) on the 5th day after surgery. u-ORM/u-CREAT mirrored well the perioperative ten-
dency of hs-CRP levels, but it did not follow the non-decreasing kinetics of serum ORM concentrations during the
follow-up. u-ORM/u-CREAT correlated significantly (p < 0.001) with inflammatory parameters (hs-CRP, se-
ORM, WBC).

Conclusions: We described u-ORM as an early and sensitive marker of inflammatory activation. The rapid ele-
vation of u-ORM/u-CREAT after surgery and its postoperative kinetics could reflect the magnitude of in-
flammatory response better than serum ORM and similar to hs-CRP. u-ORM measurements might provide a
novel non-invasive tool for real-time monitoring of systemic inflammation, however further investigations are
required to confirm it.

1. Introduction of several urinary markers in cardiovascular diseases [2]. Biomarkers in

urine are emerging as a non-invasive tool for real-time monitoring of

Cardiovascular diseases are the leading causes of morbidity and
mortality worldwide. To our latest knowledge they are associated with
low grade inflammation. From the laboratory side - beyond traditional
risk factors-, sensitive inflammatory parameters, like high sensitivity C-
reactive protein (hs-CRP) are also useful for cardiovascular risk as-
sessment [1]. Recently urinary proteomics also revealed the importance

systemic processes, however urinary protein markers of inflammation
have not been fully explored yet.

Major surgical procedures such as cardiac surgery with cardio-
pulmonary bypass trigger systemic inflammatory response through
activation of inflammatory cells, complement cascade, secretion of cy-
tokines and acute phase proteins, including CRP and orosomucoid [3].

Abbreviations: hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; u-TP, urinary total protein; u-CREAT, urinary creatinine; u-ORM, urinary orosomucoid; u-ALB, urinary albumin; WBC, white
blood cell count; CABG, coronary artery bypass grafting; AVR, atrial valve replacement; AKI, acute kidney injury; EF, ejection fraction
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Orosomucoid (ORM) or a-1-acid glycoprotein is a major acute phase
protein accounting for about 0.5-1.2 g/L of serum proteins [4]. It is an
approximately 40 kDa glycoprotein, mainly synthetized by the liver,
however extrahepatic gene expression of ORM (leukocytes, endothelial
cells, kidney, etc.) is also known [5].

ORM was described as an integrated part of the body's non-specific
defense system against excessive inflammation. Among other im-
munocalins, as part of the extended cytokine network, ORM plays a role
in limiting the potential harmful effects of inflammatory response by
reduction of tissue damage and protection against oxidative stress [6].

As a non-specific inflammatory marker, serum orosomucoid (se-
ORM) concentration is elevated during infection, malignancies, auto-
immune diseases and inflammatory bowel diseases [7].

Factors other than solely the molecular weight as a major de-
terminant in the urinary appearance of ORM have not been explored
yet. Normally, ORM accounts for about 1-5% of total proteins in urine,
and it is detectable only in a few mg/L concentration, much lower than
in serum [8]. Consequently, gentle elevation in urinary orosomucoid (u-
ORM) levels might appear as a more significant and markedly change
compared to serum, therefore u-ORM could be a more sensitive marker
than se-ORM.

Recent studies demonstrated that elevated u-ORM levels provide
clinically relevant information, and u-ORM might be a promising
marker both in diagnosis and in monitoring of disorders associated with
chronic inflammatory activation, as autoimmune diseases, cancer,
diabetes mellitus and Crohn's disease [9-11]. These findings suggested
that slightly elevated u-ORM levels are in association with chronic low
grade inflammation. Therefore we might suppose that u-ORM serves as
a sensitive general inflammatory marker. Despite of these promising
data, routine u-ORM assay is not available, therefore we previously
developed a sensitive and fully automated method for u-ORM mea-
surements, suitable for daily clinical use [8].

The present study aimed to monitor u-ORM levels after on-pump
cardiac surgery and to compare its changes to well-known in-
flammatory parameters, hypothesizing that u-ORM serves as a sensitive
non-invasive biomarker of inflammation and might be associated with
the magnitude of inflammatory activation. A further goal was to com-
pare the baseline, preoperative u-ORM levels to that of healthy in-
dividuals, whether ongoing cardiovascular disorders could affect the u-
ORM excretion.

2. Methods
2.1. Study design and sampling

This prospective observational study was performed at an ISO 9001
accredited Cardiac Surgical Ward between November 2015 and July
2016. Consecutive patients undergoing elective cardiac surgery with
cardiopulmonary bypass were monitored for 5days after surgery.
Apparently healthy volunteers were recruited as a control group.
Inclusion criteria were > 18 years of age and lack of underlying renal
disease at admission (based on medical history, serum cystatin-C levels
and GFR > 60 mL/min/1.73 m?). Patients suffering from autoimmune
diseases, tumors, ongoing acute inflammation, infection, acute cor-
onary syndrome or recent surgical interventions were excluded. In
controls, exclusion criteria were any kind of acute or chronic disorders
to avoid their potential influence on u-ORM levels. Healthy state was
assessed based on medical history and findings.

The study protocol was approved by the Regional Ethics Committee
of the University of Pécs (no. 4327.316-2900/KK15/2011). The study
was performed according to the ethical guidelines of the Declaration of
Helsinki 2008. The patients and controls were fully informed and
written consent was obtained from all.

Venous blood and midstream spot urine samples were obtained on
the day before surgery and on the 1st, 3rd and 5th postoperative days.
Only one sample was taken from healthy controls. After centrifugation
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(1500 RCF, 10 min) of clotted blood and urine samples, serum and
urine aliquots were stored without preservatives at — 70 °C until ana-
lyses, which happened within 3 months after sampling.

2.2. Laboratory tests

Laboratory tests were performed at the university laboratory
(accreditation no.: NAH-1-1553/2016) by routine procedures.
Inflammatory parameters (hs-CRP, white blood cell count (WBC), se-
ORM) and kidney function markers (serum creatinine, serum cystatin-
C) were measured by manufacturer's protocol. Urinary parameters, as
total protein (u-TP), creatinine (u-CREAT) and albumin (u-ALB) were
determined on cobas 8000 analyzer (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany) by routine procedures. u-ORM was measured by
a novel turbidimetric assay using Orosomucoid Immunoparticles (Dako
A/S, Glostrup, Denmark) on cobas 8000/c502 automated analyzer as
recently described [8]. Since urine was obtained by spontaneous mic-
turition, u-ORM and u-ALB levels were referred to u-CREAT (u-ORM/u-
CREAT and u-ALB/u-CREAT, in mg/mmol) to reduce the influence of
urine volume on their concentrations as it is recommended and used by
others [12,13]. u-ORM concentrations (mg/L) and the proportional
data as u-ORM/u-TP (%) were also expressed to reveal the relative
changes of ORM among urinary proteins.

2.3. Statistical analyses

Statistical analyses were performed by SPSS for Windows 22 sta-
tistical software (IBM Corporation, New York, USA). Since the para-
meters were found to be non-normally distributed by Shapiro-Wilk
analyses, non-parametric statistical tests were used. To assess the dif-
ferences between groups Mann-Whitney U tests were performed.
Changes during the follow-up were tested by Friedman's analyses.
Spearman's tests were performed for correlation analyses. A p value of
p < 0.05 was considered to be statistically significant. Data are pre-
sented as median and interquartiles (IQR).

3. Results
3.1. Patients characteristics

In the present study, 38 cardiovascular patients and 40 healthy
controls were enrolled. Patients' demographic and baseline laboratory
data are shown in Table 1.

From the total 38 patients 20 underwent coronary artery bypass
grafting (CABG) and 18 required atrial valve replacement (AVR)

Table 1
Patients characteristics and baseline laboratory data.

Controls Patients p value

Number, n 40 38 -

Age, years 45 (32-53) 67 (60-73) < 0.001
Females, n (%) 23 (58) 15 (39) -

HT, n (%) 0 38 (100) -

DM, n (%) 0 12 (32) -

COPD, n (%) 0 7 (18) -

WBC, G/L 6.4 (4.9-7.5) 7.0 (6.4-8.4) 0.035
hs-CRP, mg/L 0.9 (0.5-1.8) 2.2 (1.2-3.9) < 0.001
se-ORM, g/L 0.79 (0.69-0.91) 0.68 (0.61-0.85) ns
se-Creatinine, pmol/L 75 (63-81) 76 (67-84) ns

0.82 (0.76-0.89)
0.49 (0.26-1.65)
0.08 (0.06-0.15)
0.79 (0.36-1.16)
1.47 (0.6-2.1)

0.84 (0.76-0.99) ns

0.58 (0.41-1.89) ns

0.29 (0.16-0.42) < 0.001
1.92 (0.64-4.56) 0.002
2.96 (1.90-5.07) < 0.001

se-Cystatin-C, mg/L
u-ALB/u-CREAT, mg/mmol
u-ORM/u-CREAT, mg/mmol
u-ORM, mg/L

u-ORM/u-TP, %

Mann-Whitney U test was used to compare variables. Data are presented as median (IQR)
or number (%). HT: hypertension, DM: type 2 diabetes mellitus, ns: non-significant.
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Table 2
Data of patients who underwent cardiac surgery.

CABG AVR p value
Number, n 20 18 -
Age, years 65 (54-72) 68 (62-74) ns
Females, n (%) 7 (35) 8 (44) -
Euroscore 5(3-7) 6 (4-8) ns
Surgery time, min 163 (150-201) 155 (133-190) ns
Aortic cross clamp time, min 52 (45-81) 63 (45-92) ns
Cardioplegia, mL 750 (500-800) 800 (500-1000) ns
Total blood loss, mL 220 (170-395) 210 (160-300) ns
ICU time, days 1(1-2) 1(1-2) ns
Hospitalization, days 8 (7-11) 8 (7-10) ns
Fever, n (%) 8 (40) 6 (33) -
Preoperative EF, % 57 (52-60) 56 (53-58) ns
Postoperative EF, % 54 (50-56) 54 (53-56) ns

u-ORM/u-CREAT, mg/mmol 0.27 (0.17-0.36) 0.33 (0.13-0.49) ns

Mann-Whitney U test was used to compare variables. Data are presented as median (IQR)
or number (%). ICU: intensive care unit, EF: ejection fraction, ns: non-significant.

surgery. The basic demographic and operative data were comparable
between CABG and AVR patients. Most patients required only 1 day
intensive care after surgery and they were discharged after 1 week from
the department. Within a 60-day period after surgery no death was
observed (Table 2).

3.1.1. Baseline, preoperative data

On the day before cardiac surgery, the patients had no acute in-
flammation, however their baseline u-ORM/u-CREAT and hs-CRP levels
were moderately elevated compared to healthy controls (p < 0.001).
Oppositely, se-ORM concentrations did not differ between the groups.
All controls and patients were non-albuminuric and normal kidney
function was confirmed by serum cystatin-C and creatinine data
(Table 1). The baseline u-ORM/u-CREAT values were similarly elevated
in patients independently from ongoing diabetes or other chronic dis-
orders and no differences were noted respective to age or gender.

3.2. Monitoring of inflammatory activation after cardiac surgery

The perioperative changes of u-ORM and u-ORM/u-CREAT showed
a similar pattern to that of hs-CRP levels, both were increased markedly
till the 3rd postoperative day than they decreased significantly (Fig. 1A,
B). 10-Fold increased u-ORM/u-CREAT values were found after cardiac
surgery which remained also high on the 3rd postoperative day. On the
5th day u-ORM/u-CREAT levels decreased and were lower than on the
3rd postoperative day (p < 0.01), however they remained higher than
the baseline values (Table 3 and Fig. 1A). The u-ORM concentrations
(mg/L) and the proportional changes, as u-ORM/u-TP (%) ratios also
showed similar trends (Table 3). Meanwhile, se-ORM concentration
showed an increasing tendency up to the 5th postoperative day with a
2-fold elevation, and no decrease was observed in its values (Fig. 1C). u-
ALB/u-CREAT levels did not change significantly during the follow-up.

3.3. Clinical events during the follow-up

During the 5-day follow-up period no differences were found be-
tween the CABG and AVR groups in the tendency of u-ORM/u-CREAT
levels.

None of the 38 patients developed acute kidney injury (AKI). No
oliguria and only mild increase of serum cystatin-C concentrations
(< 1.5 x increase) were found during the 5-day period.

We observed fever in 14 patients during the follow-up, however
their blood cultures remained negative and none of the patients de-
veloped sepsis. The u-ORM/u-CREAT values of febrile patients showed
the same tendency as those of without, and no extra elevation was
found.
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3.4. Correlations

Correlation analyses showed that u-ORM/u-CREAT was positively
correlated with inflammatory parameters (p < 0.001), as hs-CRP
(0.724), se-ORM (0.633) and WBC (0.461). Furthermore, a mild cor-
relation was found with u-ALB/u-CREAT levels (0.424, p < 0.001),
but no association was discovered with serum cystatin-C or creatinine
concentrations.

4. Discussion

The present study demonstrated the time-course of u-ORM levels
following cardiac surgery. Our results provide evidence that u-ORM/u-
CREAT values are associated with systemic inflammatory activation
triggered by operative injury, which is indicated by similar changes of
hs-CRP.

The differences in baseline u-ORM/u-CREAT levels between pa-
tients and healthy controls can be explained by the effect of chronic
disorders on u-ORM excretion. The observed subclinical elevation was
most likely caused by low-grade inflammation associated with the on-
going atherosclerosis, cardiovascular diseases and ageing [14,15].
Elevated baseline hs-CRP levels also support this hypothesis, since hs-
CRP is a known cardiovascular risk factor [1]. Moreover, previous
studies also described u-ORM as a marker of endothelial dysfunction
and a predictor of cardiovascular mortality [11,16,17]. Elevated u-ORM
levels were found in patients suffering from chronic heart failure as well
[18]. Only one study aimed to investigate u-ORM among patients with
essential hypertension [19], however due to some methodological
causes they were unable to measure u-ORM in controls and in 87% of
patients.

In spite of the results of a former study showing elevated se-ORM
among patients with high blood pressure [20], our findings did not
reveal increased baseline se-ORM levels among the patients. Interest-
ingly, u-ORM/u-CREAT levels were elevated compared to controls.
These demonstrate that moderately elevated u-ORM might be a more
sensitive marker of low grade inflammation than se-ORM, however
further studies should decide the usefulness of u-ORM in cardiovascular
risk assessment.

To the best of our knowledge, this is the first study monitoring the
changes of u-ORM after on-pump cardiac surgery in adults and com-
paring them to serum acute phase protein levels. The results demon-
strated that u-ORM excretion might indicate the magnitude of systemic
inflammation, since the time-course u-ORM/u-CREAT and hs-CRP were
similar, however hs-CRP levels showed greater alternations. The time-
course of CRP after major surgery is well described, it increases 24-48 h
after the insult and decreases after 72 h [21,22]. The kinetics of se-ORM
after surgical interventions are also known, se-ORM increases about 2-
fold in 24-48 h after stimuli and remains high over 5 days [21,23,24].
The relative long, about 5-day half-life of se-ORM can explain its time-
course [4], however other factors should influence the u-ORM levels,
since it did not follow the kinetics of se-ORM.

The significant relative increase of urinary orosomucoid excretion
(u-ORM/u-TP, %) reflects real-time changes in urine, and suggests that
ORM might become a valuable fraction of urinary proteins during in-
flammation. Moreover, our findings showed that increase of u-ORM
levels was more rapid, sensitive and explicit than that of se-ORM.

The currently available data regarding the kinetics of u-ORM after
surgery is limited. In a follow-up study, Magid et al. monitored u-ORM
excretion in 6 patients with surgery induced inflammation [25]. They
found that the increase and decrease of u-ORM mirrored those of CRP
levels after elective abdominal surgery, similarly to our observations
after on-pump cardiac surgery.

Devarajan et al. reported that u-ORM levels could elevate within 2 h
after cardiac surgery in children [26]. They found, that u-ORM con-
centrations above 40 mg/L could be strong indicators for acute kidney
injury. Nevertheless, in the present study we did not observe neither as
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Fig. 1. Monitoring of u-ORM/u-CREAT (A), hs-CRP (B) and se-ORM (C) levels after cardiac surgery.
Friedman's test with post hoc analyses was used to compare variables. Day 0 indicates the day before cardiac surgery. Boxplots represent median values with interquartile ranges.

high u-ORM concentrations nor AKI. Indeed the patients did not have
albuminuria before surgery, which is considered to indicate a relatively
low risk for postoperative kidney injury [27,28].

Sepsis is another major complication after surgery, however nor
infection neither sepsis was observed during the follow-up. Febrile
patients showed similar u-ORM/u-CREAT levels to non-febrile ones,
probably because of fever following cardiac surgery is mainly caused by
acute phase response, not by infection [29]. Moreover u-ORM/u-CREAT
levels did not exceed 6.75 mg/mmol which was previously described as
a helpful cut-off value for sepsis diagnosis [30].

The complex mechanism and factors responsible for increased u-

Table 3
Monitoring of inflammatory and urinary parameters after cardiac surgery.

ORM excretion are not well-clarified. Although serum and urinary le-
vels of ORM were slightly correlated, it is probable that urinary ap-
pearance of ORM is not only a simply overflow mechanism. Kidney
function should influence u-ORM excretion, glomerular and tubular
factors cannot be ruled out, however no correlation was found between
kidney function markers and u-ORM/u-CREAT. Furthermore, a local
renal ORM synthesis is also suspected [5], which might be a protective
response to stressful stimuli, enhancing the anti-inflammatory effects of
ORM. The strong correlation between hs-CRP and u-ORM suggested
that systemic inflammation seems to be mainly responsible for in-
creased u-ORM excretion.

Day 0 Day 1 Day 3 Day 5 p value

WBC, G/L 7.0 14.0 10.0 9.0 < 0.001
(6.4-8.4) (11.6-16.0) (8.3-12.4) (6.9-9.9)

hs-CRP, mg/L 2.2 117.8 143.8 50.3 < 0.001
(1.2-3.9) (82.2-146.3) (93.7-173.0) (30.8-79.6)

se-ORM, g/L 0.68 1.08 1.3 1.35 < 0.001
(0.61-0.85) (0.96-1.28) (1.14-1.60) (1.12-1.64)

u-ALB/u-CREAT (mg/mmol) 0.58 1.61 1.23 0.69 ns
(0.41-1.89) (0.78-2.92) (0.44-2.99) (0.44-1.35)

u-ORM/u-CREAT, mg/mmol 0.29 1.95 2.32 1.40 < 0.001
(0.16-0.42) (1.08-4.71) (1.08-5.39) (0.61-2.21)

u-ORM, mg/L 1.92 13.4 9.62 4.41 < 0.001
(0.64-4.56) (5.75-29.22) (3.39-24.13) (2.91-11.93)

u-ORM/u-TP, % 2.96 8.92 12.4 9.97 < 0.001
(1.90-5.07) (6.32-17.77) (5.93-22.73) (4.64-14.79)

Day 0 indicates the day before surgery. Friedman's test was used to compare variables. Data are presented as median (IQR). ns: non-significant.
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The first and highest limitation of this study is the relatively small
number of patients. In the study we used frozen samples for u-ORM
determinations, which could influence protein concentrations, although
u-ORM seems to be a stable analyte [31-34]. It would be worthwhile if
comparing our results with off-pump cardiac surgery to reveal the im-
pact of extracorporeal circulation on u-ORM levels. Due to the absence
of adverse outcomes or complications we could not describe the pre-
dictive performance of u-ORM regarding AKI or mortality. In order to
exclude the potential influence of latent comorbidities on u-ORM levels,
control persons were healthy and younger than patients. Further re-
search and measurements of tubular markers are needed to identify the
causative factors of elevated u-ORM excretion.

Based on these promising findings a larger study should be con-
ducted to investigate the clinical usefulness of u-ORM as a sensitive
inflammatory marker.

5. Conclusions

This study helps to better understand the potential role of u-ORM in
inflammation. Our main conclusion is that u-ORM/u-CREAT is an early
inflammatory marker which might be ideal for real-time monitoring of
inflammatory response due to its rapid changes. Rapid elevation of u-
ORM levels after cardiac surgery and its perioperative kinetics could
reflect the magnitude of operative injury and inflammatory activation
similarly to hs-CRP. u-ORM seems to be a more sensitive marker than
se-ORM, showing considerably higher signal than serum values after
acute stimuli. Consequently, non-invasively obtained urine samples
could be possible alternative to blood sampling. Due to its low cost and
high sensitivity, u-ORM shows itself capable of routine clinical usage,
however further investigations are required to decide its utility in
management of inflammatory diseases.
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