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1 Bevezetés

1.1 Kortizol meghatarozas

A kortizol a mellékvesekéreg zona fasciculata rétegében termelddo
gliikkokortikoid hormon. A keringé kortizol 90%-a kortikoszteroid-koté globulinhoz
(CBQ) illetve albuminhoz kotédik, a fennmaradé mintegy 10% szabad forméaban van
jelen. A biologiai hatasért kizarolag a szabad frakcio a felelés. Kortizol jelen van a
vérben, a vizeletben és a nyalban; utobbiak ardnyosak a plazmaban keringé szabad
érzékenyebben tiikrozik a bioldgiailag aktiv kortizol mennyiségét.

A legtobb laboratériumi  modszer kizardlag — Gssz-kortizol  (TC)
meghatarozasra alkalmas, pedig a szabad kortizol (FC) szint mérése 1ényegesen tobb
informéciot szolgéltat a biologiai hatdsért felelds kortizol koncentracidjardl. Az
albumin és CBG koncentraciok valtozasai befolyasolhatjak a vizsgalat eredményét.
Az FC szint megallapitasara kiilonb6z6 modszerek allnak rendelkezésre. Az egyik
lehetéség az FC kiszamitasa a TC ¢s CBG mennyiségi meghatarozasat kovetden, a
szabad kortizol index vagy a Coolens formula hasznalataval. Az ily mddon
meghatarozott FC érték nem megbizhatd, mivel figyelmen kiviil hagyja a kotési
jellegzetességek egyének kozotti eltéréseit, illetve a mérésekbdl fakadod lehetséges
hibak 6sszeadddhatnak. Az FC szint direkt mérése sokkal korszerlibb €s pontosabb
megoldas. Ahhoz, hogy a mérés soran ténylegesen csak a szabad frakciot hatarozzuk
meg, a minta el6készitést a fehérjék mechanikai eltavolitasaval kell kezdeniink.
Fehérjementes oldatot egyensulyi dializissel vagy ultrafiltracioval allithatunk eld.
Utobbihoz egy membransziiré sziikséges, melynek molekulatomeg cut-off értéke
meghaladja az analit tdmegét, de kisebb a CBG ¢és az albumin molekulatomegénél. A
szabad kortizol becslésének legegyszeriibb modja a nyal kortizol (SC) szint
meghatarozasa, mivel ebben az esetben nincs sziikség a fehérjék eltavolitasara. Az
FC és az SC analizise nagymértékben hasonlit a TC meghatarozashoz. Az egyetlen
kiilonbség, hogy a TC mérés soran a fehérjéhez kotdtt hormon frakciot fel kell
szabaditani.

A kulonboz0 matrixok esetén is alkalmazhatd, rutinszerien hasznalt
immunoassay eljarasok (enzimimmunoassay és elektrokemilumineszcencia assay)
szenzitivitasa nagy, azonban a specificitds novelése a szerkezetileg nagyon hasonlé

szteroidok meghatarozasa sordn, nagy kihivast jelent. Az alig kiilonb6z6 kémiai



struktarak vizsgalata immunoassay esetén keresztreakciohoz, ennek kovetkeztében
pedig hibas eredményhez vezethet. Ez leginkabb akkor jelent problémat, ha a beteg a
szokasos prednizolon vagy metilprednizolon kezelésben részesiil. Irodalmi adatok
bizonyitjak, hogy a kortizol elleni antitestekkel szamos szteroid €s szteroid tartalmu
készitmény is keresztreagdl. Tovabbi analitikai problémat jelent az
immunvizsgalatok esetén az antitest interferencia (heterofil antitestek vagy
autoantitestek).

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria
(HPLC-MS) specificitasa meghaladja az immunoassay specificitasat, mivel a
vegylilet azonositasa az Osszetevok pontos tomege, nem pedig azok szerkezeti
jellemz6i alapjan torténik, ami lehetdvé teszi a nehezen elkiilonithetd vegyiiletek
pontos mennyiségi meghatdrozasat. HPLC alkalmazasaval kikiiszobolheté a
keresztreaktivitas €s a heterofil antitestek megjelenése. A HPLC-MS moddszer
lehetdvé teszi tobbféle metabolit meghatarozasat kis térfogati mintabol, bevezetése

azonban szigoru validalast igényel.

1.2 Kritikus allapotu betegek endokrin valtozasai

A kritikus allapot, sulyos betegség, fertézés, miitét vagy trauma
kovetkeztében kialakult, életet veszélyeztetd allapotot jelent, mely létfontossagu
szervek elégtelenségében illetve sulyos fizikai stresszben nyilvanul meg. A talélés
érdekében elengedhetetlen az elégteleniil miik6dd szervrendszerek tdmogatisa. Az
intenziv ellatas 0j terapias lehetdségei nélkiil a betegeknek nincs esélyiik a tulélésre.

A szervezet altal a kritikus allapotra adott kdzponti és periférids stressz-
valasz, kiillonb6z0 neuroendokrin €és anyagcsere valtozasokkal jar egyiitt. A stlyos
fizikai stressz az életveszélyes allapot legvégsé formaja. Az utdbbi években szamos
uj adat latott napvilagot a kritikus allapoti betegek endokrin valaszanak

patomechanizmusarol.

1.3 Hormonalis prognosztikai faktorok kritikus allapotu betegek esetén

A Kklinikai gyakorlatban a kritikus dallapoti betegek halalozasanak
megitélésére kiilonbozé prognosztikus pontrendszereket haszndlnak: APACHE
(acute physiology and chronic health evaluation), SAPS (simplified acute physiology
score). Ezek kiszamitasahoz szamos vizsgalatra és laboratoriumi mérésre van

sziikség, mig egy O6nallo biomarker 1ényegesen egyszeriibben jelezhetné a betegség



hatranyos kimenetelét. Sok hormont vizsgaltak ebbdl a szempontbdol. A Kritikus
allapot akut fazisaban a kezdeti magas szérum kortizol szint mellett az
adrenokortikotrop hormon (ACTH) stimulaciora adott alacsony kortizol valaszt irtak
le a rossz prognoézis rizikofaktoraként. Megallapitottak, hogy az emelkedett reverz
trijodtironin (rT3) szint és Ts/rT; arany is magas haldlozasi kockazatot jelent.
fliggetleniil, megbizhatéan eldre jelezte a haldlozast. Szeptikus betegek vizsgalata
soran a magas grelin koncentracié bizonyult a talélés pozitiv prediktoranak. A talélé
csoportban szignifikansan alacsonyabb agyi eredetti natriuretikus peptid (BNP)
koncentraciot mértek a nem taléld csoporthoz képest kritikus allapotu betegek
nagyszamu kevert csoportjaban. Az emelkedett adiponektin szintet is dsszefliggésbe
hoztdk a halalozassal 1€gzési elégtelenségben szenvedd betegek esetén. A felvételkor
mért novekedési hormon (GH) koncentracié medianjanak emelkedése a nem taléld
csoportban koriilbeliil 7-szerese volt a taléldkének.

Szamos vizsgalat alapjan elmondhatjuk, hogy minél stlyosabb a magas
halalozasi kockazattal rendelkez6 betegek allapota, annal nagyobb mértékii endokrin
valtozas megy végbe a szervezetben, illetve hogy a prognozis megitélésére tobb

hormonalis paraméter is hasznos lehet.
2 Célkitiizések

2.1 Uj médszer validalasa a kortizol meghatirozasara

Célunk volt egy érzékeny ¢€s specifikus HPLC-MS-alapt kortizol mérés kidolgozéasa
nagy-felbontasti Bruker micrOTOF tomegspektrométer hasznalataval. Modszeriinket
az alabbi paraméterek meghatarozasara terveztiik kifejleszteni:

a) szérum Gsszkortizol koncentracid

b) szérum szabad kortizol koncentracid

€) nyal kortizol koncentracio

2.2 Kortizol valasz meghatarozasa kritikus allapoti  betegekben

folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometriaval

Kutatasunk célja volt,

a) az Ossz- ¢és szabad kortizol koncentraciok meghatarozasa HPLC-MS

crer



b) a kortizol valasz idébeli lefolyasanak meghatarozasa kritikus allapota
betegekben

c) a kortizol koncentracid prognosztikai szerepének értékelése a ma legjobbnak
tartott halalozasi pontrendszerekhez (APACHE 11, SAPS Il) viszonyitva

d) az Ossz- és szabad Kortizol koncentraciok értékelése, mint 0 prognosztikai

biomarker kritikus allapota betegek esetén
3 Betegek és médszerek

3.1 Anyagok

A méréseinkhez hasznalt analitikai standardokat a Sigma-Aldrichtol
(Budapest, Hungary), a deuteralt bels6é standardot (9,12,12-D3 kortizol) pedig a
Cambridge Isotope Laboratories Inc.-tol (USA) szereztik be. Az eluensekben
hasznalt HPLC-MS mindségii oldoszereket a Molar Chemicals-t6l vasaroltunk

(Hungary).

3.2 Betegek az HPLC-MS modszerrel torténé kortizol mérés validalasa soran

Méréseinkhez 292 betegtél vettiink vért (175 n6, 117 férfi). A ndk atlag
¢letkora 59,1 év (23-82), a férfiaké 53,4 év (24-76) volt.

A vérmintakat nativ (alvadasgatlo-mentes) Vacutainer (Becton Dickinson,
Hungary) vérvételi csovekbe gytijtottiik reggel 8:30 és 10:00 kozott. A szérumot -24
°C alatt taroltuk a minta el6készitésig. A nyalmintdkat egészséges egyénektol
Salivette mintagyiijté csovek (Saarstedt, Hungary) segitségével nyertiik, melyeket a

mérésig fagyasztva taroltunk.

3.3 Minta elokészités

A TC mintak el6készitése soran 20 pl belsé standard oldatot (1,1 umol/l)
adtunk 100 pl szérumhoz, majd a fehérje precipitaciot 300 pl acetonitril
hozzaadasaval végeztiik. Ezt kovetden a mintat 10 percig centrifugaltuk (14000 g).
Az autosampler csébe 50 ul vizhez 50 pl feliiliszot kevertiink, melyb6l a HPLC
oszlopba 20 pl-t injektaltunk.

Az FC analizishez els¢ 1épésként 500 pl szérumot ultrafiltraltunk Amicon
Ultra-0.5 ml centrifuga filterrel (Merck, Hungary), melynek molekula témeg cut-off
értéke 30 kDa volt.



Az ultrafiltratumot és a nyalmintakat szilard fazisu extrakcioval (SPE)
tisztitottuk. 400 pl nyalmintdhoz illetve ultrafiltratumhoz 20 pl belsé standard oldatot
(0,11 umol/l) adtunk. Az extrakciot Strata-X (60 mg) polimer alapu forditott-fazist
extrakcios toltetekkel (Phenomenex, USA) végeztik. Az eluenst vakuum alatt
szaritottuk, a rezidumot pedig 20%-0s metanol, 2 mmol/l ammonium-acetat és 0,05%

hangyasav tartalmu oldatban oldottuk vissza. Az injektalasi térfogat 20 pl volt.

3.4 Eszkozok

Az  tobblépéses gradiens eluciés elvdlasztdst —autosamplerrel és
oszloptermosztattal (30 °C) felszerelt Dionex Ultimate 3000 (Dionex, USA)
analitikai HPLC-vel, Kinetex C8 2.6 um, 2.1x100 mm analitikai o0szlopon
(Phenomenex, USA) végeztiik 200 pl/min aramlasi sebességgel. A HPLC oldoészerek
2 mmol/l ammonium acetatot és 0,05% hangyasavat tartalmaztak 5%-os (A) illetve
95%-o0s (B) acetonitrilben.

A detektalast a HPLC-hez kapcsolt, pozitiv médban miikodtetett electrospray
ionizacios (ESI) ionforrassal felszerelt Bruker micrOTOF tomegspektrométerrel

végeztik.

3.5 Kiritikus allapoti betegek

A prospektiv, kovetéses vizsgalatba a Pécsi Tudomanyegyetem 1. szamu
Belgyogyaszati Klinika Intenziv Osztalyara felvett 69 kritikus allapot beteget (39
férfi, 30 nd) vontunk be. A betegek atlag életkora 74 (23-87) év volt. A kevert
populacié sebészeti indikacioval felvett betegeket és traumas sériilteket nem
tartalmazott. A vizsgalat ideje alatt a vitalis paraméterek és a klinikai statusz
monitorozasa mellett rutin laborvizsgalatokat végeztiink minden betegnél. A betegek
gyogyszeres kezelését alaposan tanulmanyoztuk, és a glukokortikoid kezelésben
részesiilé betegek mintait kizartuk a tovabbi feldolgozasbol. A bevont betegek egyike
sem kapott etomidat, ketokonazol vagy egyéb szteroid metabolizmust befolyasolo
gyogyszeres kezelést. A betegség sulyossagat a SAPS Il és az APACHE I
mortalitasi pontrendszerek alapjan allapitottuk meg.

A vérmintakat az intenziv osztalyra torténé felvétel idépontjaban (O oras), és
az azt kovetd 6., 24., 48. és 96. Oraban vettik. Az 0Ossz- és szabad kortizol

koncentraciokat nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval (HPLC) kapcsolt nagy



felbontasti electrospray ionizacios-repiilési id6 (ESI-TOF) tomegspektrométerrel
(MS) mértiik.

3.6 Statisztika

A statisztikai analizist az IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM
Magyarorszag Kft. Budapest, Hungary) és az SPSS Statistics Version 22.0 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA) szoftverekkel végeztiik.

Kolmogorov-Smirnov teszt segitségével hataroztuk meg az adatok eloszlasat.
Szignifikans eredménynek a P <0,05 értéket fogadtuk el. A tGlél6 és nem taléld
csoportok Ossz- és szabad kortizol szintjeit Mann-Whitney U teszttel hasonlitottuk
O0ssze. A nem-normdl eloszlasti valtozok kozotti Osszefiiggést Spearman
korrelacioval vizsgaltuk. ROC (receiver operating characteristic) analizissel
hataroztuk meg a kortizol szintek diagnosztikus értékét a haldlozas elorejelzésében.
Az optimalis cut-off értéket Youden’s J statisztika segitségével allapitottuk meg. Az
egyes kortizol kvartilisek mortalitasi rizikojat Kaplan-Meier talélési gorbékkel
hasonlitottuk 0ssze. A haldlozas fiiggetlen determindnsainak vizsgélatat binaris

logisztikus regresszios analizissel végeztiik.
4 Eredmények

41 Uj folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias modszer

bevezetése a kortizol meghatarozasara

4.1.1 HPLC kapcsolt ESI-TOF tomegspektrometria

A kortizol ¢és a belsé standard retencios ideje 6 perc (+0,1 perc), az extrakcios
ionkromatogram (EIC) m/z értékét a kortizol (m/z 363,2099) és a bels6 standard (m/z
366,2287) tapasztalati tomege alapjan valasztottuk, melyek a proton addukt ionok
[M+H]" tomegeinek felelnek meg. A méréssorozat alatt elért nagy (1-2,5 ppm)
tomegpontossagnak koszonhetéen, az ionkromatografias csucsok integralasat sziik
tomegtartomanyban (£1 mDa) végeztiik.

Az HPLC-MS technikéval torténd kortizol mérés validalasa soran az alabbi
koncentraciotartomanyokat hataroztuk meg: TC 35,6-1088 nmol/l (atlag 372 nmol/l),
FC 0,5-12,4 nmol/l (atlag 3,7 nmol/l), SC 0,7-10,4 nmol/l (atlag 3,2 nmol/l).



4.1.2 A modszer validdldsa

Az intra-assay és az inter-assay variancia meghatarozasakor a 3 assay-hez
(TC, FC és SC) osszesen 9 mintasorozatot gyljtottiink. Minden sorozat 10 random
moddon kivalasztott mintabol allt. EQy tartozott az alacsony (TC <100 nmol/l, FC és
SC <3 nmol/l), egy a kdzepes (TC 100-500 nmol/l, FC és SC 3-8 nmol/l), és egy a
magas tartomanyba (TC >500 nmol/l, FC és SC >8 nmol/l). Minden mintat 20
alkalommal mértiink le. Az inter-assay variancia meghatarozasahoz a megfelel
mintakat, egymast kovetd napokon 6 alkalommal mértiik le. Az intra-assay variacios
koefficienst (CV) a 254,5 nmol/l-es TC mintakban talaltuk a legjobbnak (1,7%) és a
45,8 nmol/l-es TC mintakban a legrosszabbnak (7,4%). A legrosszabb inter-assay
CV-t a 254,5 nmol/l-es TC mintak esetében kaptuk (9,6%), mig a legjobbat a 8,4
nmol/l SC mintaknal (4,1%). Az atlag intra-assay variancia 4,7%, az atlag inter-assay
variancia pedig 6,6% volt.

A modszer kimutathatosagi (LOD) és kvantifikalhatosagi hatarainak (LOQ)
meghatarozasahoz a szérum ¢és nyalmintakat PBS-sel (phosphate buffered saline)
higitottuk oly modon, hogy a LOD esetében haromszoros, a LOQ esetében pedig
tizszeres atlagos jel-zaj aranyt érjiink el (n=10). Az értékek az FC és az SC
meghatarozas esetében: LOD 140 pmol/l, LOQ 440 pmol/l, illetve LOD 190 pmol/I
és LOQ 600 pmol/l voltak. A TC esetében az értékeket LOD 9 nmol/l, LOQ 12,5
nmol/l-ben allapitottuk meg. A mérés linearitasi tartomanya 400 pmol/I-4000 nmol/I
névleges koncentraciok kozott volt.

A visszanyerés meghatirozasdhoz ismert mennyiségli kortizol hozziadasa
atlag recovery a TC esetén 101,2%, az FC és az SC esetében pedig 98,9% és 94,6%
volt. A szamitott recovery értékek 94,6-107,8% kozottiek voltak.

4.1.3 Gyakran alkalmazott szteroid tartalmu terdpidas készitmények zavaro

hatdsdnak vizsgdlata

Az interferencia vizsgalat sordan a gy(ijtott mintdkhoz gyakran hasznalt
adtunk, és a méréseket 10 alkalommal ismételtiik. A kortizol koncentraciot a
megfeleld  készitmény  hozzdadasa  elétt €és  utan is  megmértiik.
Folyadékkromatografiaval a kortizon, a dexametazon, a prednizon ¢és a

metilprednizolon elvalaszthatdo volt a kortizoltol, és a mérések soran ezekkel a



szerekkel interferenciat nem tapasztaltunk. A prednizolon retenciés ideje azonban
megegyezik a kortizol és a belsd standard retencios idejével, ami nem teszi lehetové
a kromatografias szeparaciét. Ez az oka, hogy a mérések soran a Kkortizol
koncentraci6 atlag 3%-0s (2,2-4,1%, n=10) talbecslését tapasztaltuk. Ez az eltérés

azonban kevesebb, mint a vizsgalat alatt megfigyelt atlag CV.

414 Az HPLC-MS modszer oOsszehasonlitisa a rutinszeriien hasznadlt

immunoassay meghatdarozdssal nem kritikus dallapotu betegek esetén

Az altalunk kidolgozott HPLC-MS technikat Pearson korrelacioval és linearis
regresszios analizissel vizsgaltuk 3 kiilonb6z6 immunoassayhez viszonyitva. A TC
mérés eredményeit a Roche Modular Analytics E 170 ECLIA assay (n=96)
eredményeivel hasonlitottuk 0Ossze, mely a Klinikai laboratériumunk validalt
modszere. Az FC és az SC eredményeket (n=96 mindkét esetben) pedig két tovabbi
immunoassay kit mérési eredményeivel vetettiik 6ssze. Az Enzo Cortisol EIA kitet
(Biomarker, Budapest) hasznaltuk az FC, és az IBL International Cortisol ELISA
kitet (Diagnosticum, Budapest) az SC eredmények 6sszehasonlitasara.

Az FC ¢és az SC mérések soran a magas koncentraciotartomanyokban pozitiv
eltérést figyeltink meg, melyet azonban a TC mintaknal nem tapasztaltunk. A
Pearson korrelacios koefficiens értéke a TC és az SC eredmények esetén hasonlo volt
(0,991 ¢és 0,992 p <0,001); az FC eredmények azonban alacsonyabbak voltak (0,987

p <0,001), mint az EIA kittel torténd mérés soran.
4.2  Ossz- és szabad kortizol mérés kritikus allapotii betegek esetén

4.2.1 Kortizol vilasz kritikus dllapotii betegekben és az dssz- és szabad kortizol

szint korreldacioja

Méréseink soran 49,9 és 8797,8 nmol/l (referencia tartomany: 138-690
nmol/l, median: 583,5 nmol/l, interkvartilisek: 381,5 és 855,8 nmol/l) k6zé es6é TC,
illetve 0,4 és 759,9 nmol/l (referencia tartomany: 1-8 nmol/l, median: 13,4 nmol/I,
interkvartilisek: 4,3 és 60,1 nmol/l) k6zé es6 FC értékeket kaptunk. A maximalis TC
szint a referencia tartomany felsé hatarértékének (ULN) 13-szorosa, a legmagasabb
FC koncentracio pedig annak 95-szorése volt.

Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgalva, a kortizol értékek nem normal
eloszlasuak voltak. A TC és az FC értékek kozott szignifikans korrelaciot talaltunk
(P <0,001) (R=0,710).



Az intenziv osztalyra torténd felvételkor mért Gsszkortizol —szint
szignifikdnsan magasabb volt a késébbi idépontokénal, és a 6 Oras érték is
emelkedett volt a késébbiekhez képest. A szabad kortizol szint emelkedése ezzel

szemben csak a felvételkor volt szignifikans a tobbi id6ponthoz viszonyitva.

4.2.2 A tulélo és a nem tulélo populaciok kortizol értékeinek dsszehasonlitisa

A talélé (n=51) és a nem talélé (n=18) (30 napos haladlozas) csoportok 0ssz-
¢és szabad kortizol értékeit 0sszehasonlitva, emelkedett TC értékeket figyeltink meg
a nem talél6 csoport 0, 6 és 48 6ras mintaiban. Az FC értékek a felvételkor és a 6, 24
és 48 oras mintakban voltak szignifikdnsan magasabbak a nem talélé csoportban.

Mivel az intubacid és a mesterséges lélegeztetés is okozhat kortizol szint
emelkedést, és Osszefiiggésbe hozhatd a rossz prognoézissal, ezért a 1élegeztetett és
mesterséges  lélegeztetésre nem  szoruld betegek  kortizol szintjeit is
Osszehasonlitottuk minden idépontban. A felvételkor mért TC szint (TCO) (p=0,001),
a felvételkor mért FC szint (FCO0) (p <0,001) és a 6 6ras FC szint (FC6) (p=0,001)
szignifikdnsan magasabb volt a [élegeztetett betegeknél. A haldlozasi rata is
szignifikansan emelkedett volt abban az esetben, ha a betegnek sziiksége volt

mesterséges 1élegeztetésre (p <0,001).

4.2.3 A kiilonbozé idopontokban vett vérmintik kortizol koncentrdcidjanak

prediktiv szerepe a haldalozas vonatkozdsdaban

A kortizol szintek prediktiv szerepét a mortalitds vonatkozasaban a ma
legjobbnak tartott halalozasi pontrendszerekhez (APACHE II, SAPS II) viszonyitva
értékeltiik.

Az intenziv osztalyra torténé felvételkor (FCO) és az azt kovetd 6. (FC6), 24.
(FC24), 48. (FC48) ¢és 96. oraban (FC96) mért szabad kortizol értékek szignifikansan
korrelaltak az APACHE 1I és a SAPS |l score-ok altal megjosolt mortalitassal. A
felvételkor (TCO) és az azt kovetd 6. oraban (TC6) mért Osszkortizol szintek is
korrelaltak a mortalitasi score-okkal, ez azonban a koveté 24. oraban (TC24) mar
nem volt kimutathato.

ROC analizissel vizsgaltuk a kortizol koncentraciok diagnosztikus értékét a
mortalitas elOrejelzésében, és meghataroztuk a kortizol optimalis diagnosztikus
pontossaggal bird cut-off értékét. Az FCO és a TCO értékek szenzitivitdsa magasabb,
specificitasa pedig alacsonyabb volt, mint a késoébbi értékeké. Az APACHE 1I és
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SAPS II mortalitdsok szenzitivitasa és specificitdsa hasonlo volt az FC6, FC24 és
FC48 szintek diagnosztikus értékéhez.

A tulélést Kaplan-Meier gorbékkel vizsgalva a legjobb szeparaciot az FCO
kvartilisek esetén kaptuk, ugyanis az also kvartilisbe tartozo (vagyis a felvételkor a
legalacsonyabb szabad kortizol szinttel rendelkezd) betegek mind taléltek, mig a

felsében a betegek 60%-a nem ¢élte tul a betegséget.

4.2.4 Ossz- és szabad kortizol koncentrdaciok a haldlozdst elérejelzéd modellekben

Amivel a kortizol értékek prognosztikus szerepe igen jonak bizonyult,
tovabbi vizsgalatukra modelleket alkottunk, melyekben a kortizol szintek mellett a
nem, a kor és a ma legjobbnak tartott mortalitasi score-ok (APACHE II, SAPS II)
egyiittesen szerepeltek. A mortalitasi score-0k mellett a 6, 24 és 48 oras szabad
kortizol értékek bizonyultak a haldlozas fiiggetlen prediktoranak. A modellek
onmagukban is magas szenzitivitdssal és specificitassal rendelkeztek a halalozas
tekintetében. Azon tal, hogy a kortizol prediktiv szerepe hasonldo a Klinikai
pontrendszerekéhez, fontos szempont, hogy a mortalitasi score-ok meghatarozasahoz
12 illetve 17 paraméterre is sziikség van, mig kortizol egyetlen paraméter, tehat
alkalmazdsa a progndzis megéllapitasara 1ényegesen egyszertibb.

Azt, hogy az intubécid és a mesterséges lélegeztetés mennyire jarul hozza a
kortizol emelkedéshez, nehéz megbecsiilni. A kérdés tisztdzasara a 1élegeztetési
igényt, a mortalitasi score-okat, a nemet, a kort és a kortizol szinteket binaris
logisztikus regressziés modellekben vizsgaltuk. A 1élegeztetési igény a haldlozasi
pontrendszereknél is er6sebb determinansnak szamit a mortalitds szempontjabol,
mellette azonban az FC6, az FC24 ¢s az FC48 tovabbra is a halalozas fiiggetlen
meghatarozoi maradtak. Ezek az adatok megerdsitik, hogy az intubalas és a
1élegeztetés dnmagaban is, de legalabb részben felelds a szignifikans kiilonbségért,

amit a taléld és a nem taléld csoportok kortizol szintjei k6zott megfigyelhetiink.
5 Megbeszélés

5.1 Uj folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias moédszer

kidolgozasa a kortizol meghatarozasara

A tomegspektrometrias mérések kivitelezésére altalaban triple-quadrupole

tomegspektrométereket hasznalnak, melyek eldnye, hogy képesek az analitot
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fragmentdlni, és szignifikans fragmentacids mintazatot biztositani. A modszer a
mennyiségi meghatarozas soran a keletkezett fragmensionok csucsait integralja.

A masik lehetéség a specifikus tomegspektrometrias azonositasra a molekula
pontos monoizotopikus tomegének meghatarozasa. Egy molekula pontos tomegét
annak elemi 0Osszetétele hatarozza meg. Nagy tomegpontossag mellett kis
tomegkiilonbséget (1-2 mDa) is képesek vagyunk kimutatni két molekula kozott.
Ennek eredményeképpen nd a specificitds, hiszen képesek vagyunk elkiiloniteni a
hasonld tomegil, de kiilonbozd elemi Gsszetételii molekuldkat. Méréseink soran a
mennyiségi meghatarozashoz 5,5 ppm széles tomegtartomanyt alkalmaztunk, mellyel
sikeresen zartunk ki mindenféle interferenciat a hasonl6é tomegi, vagy koelual6do
vegyiiletek esetén. Ez nagyon fontos szempont az immunoassay alternativ
modszerének kifejlesztésekor, hiszen a tomegspektrometria legfobb elénye az
immunvizsgalatokkal szemben a nagyobb specificitds. A kezelés soran alkalmazott
szteroidok ugyanis gyakran keresztreakciot adnak a kortizol elleni antitestekkel.

A HPLC-MS modszer validalasa soran, a LOD és LOQ értékeket hataroztuk
meg elsoként. A LOQ értékek az FC (440 pmol/l), az SC (600 pmol/l) és a TC (12,5
nmol/l) esetén joval a fizioldgias allapot soran megfigyelhetd tartomany (FC és SC:
1-8 nmol/l, TC: 100-800 nmol/l) alatt voltak; a TC értékek esetén azonban sokkal
magasabbnak bizonyultak, mint a masik két esetben. Ennek oka, hogy a TC
koncentraciotartomanya viszonylag magas, bdven a tdomegspektrometria mérési
tartomanyan feliill van, ezért nem volt sziikség SPE alkalmazasira a mintdk
koncentralasahoz.  Ehelyett elegend6  volt egy egyszeri  acetonitriles
fehérjeprecipitacio, mely a minta higuldsaval jart.

A TC és az SC esetén a magasabb koncentraciotartomanyokban pozitiv
eltérést tapasztaltunk az immunvizsgalatokhoz képest. Feltételezziik, hogy ezt a
kiilonbséget az immunoassay soran megfigyelhetd keresztreakci6 okozza. Az
altalunk alkalmazott moddszer altalaban alulbecsiili a kortizol szintet a harom
immunoassay eredményeihez viszonyitva; ez az eltérés kevésbé jelentds a validalt
klinikai Roche Modular E 170 ECLIA assay eredményeivel Osszehasonlitva. A
mérési eredményeink ezzel a modszerrel korrelaltak a legjobban.

A TC, az FC és az SC mintak analizise soran az altalunk megallapitott
koncentraciotartomanyok hasonldak voltak az irodalomban fellelhetd értékekhez. A
mintaink koncentracio atlaga azonban némileg magasabb (TC 372 nmol/L, FC 3.7
nmol/L, and SC 3.6 nmol/L) volt a korabbi vizsgalatokban megfigyelt értékeknél
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(TC <300 nmol/l, FC és SC <3 nmol/l). Ez a megfigyelés azzal magyarazhato, hogy

a mintavételeket a reggeli 6rakban végeztiik.

5.2 A kortizol hasznos prognosztikai marker kritikus allapotu betegekben

A prospektiv, kdvetéses vizsgalat soran O0ssz- €s szabad kortizol szinteket
hataroztunk meg HPLC-MS modszerrel kritikus allapotu betegek szérummintaiban.
Rendkiviil széles kortizol koncentracié tartoményt figyeltiink meg, mely a referencia
tartomany fels6 hatarat (ULN) Gsszkortizol esetében 13-szorosan, szabad kortizol
esetében pedig 95-szorosen haladta meg. Mind az 6ssz-, mind a szabad kortizol
értekek emelkedettek voltak az intenziv osztalyra torténd felvételkor a késdbbi
idépontokhoz képest. A 2 napon beliil mért szabad kortizol és a 6 6ran beliil mért
Osszkortizol értékek jol korrelaltak a halalozassal. A magasabb kortizol szinttel
rendelkezd betegek haldlozasi rizikdja is magasabb volt. A mesterséges 1¢legeztetés
sziikségessége részben felelds a magasabb kortizol szintért a nem tiléld csoportban.
A kortizol koncentracié diagnosztikus értéke a haldlozds megitélésében hasonld a
rutinszertien hasznalt klinikai haldlozési pontrendszerekéhez (APACHE II, SAPS II).
Tovabba az FC6, FC24 ¢és FC48 értékek prediktiv modellekben a haldlozas fiiggetlen
determinansainak bizonyultak még ngy is, ha a kor és nem mellett a modellekben a
mortalitasi score-0k is szerepeltek. A kortizol értékek, mint 6nalldé paraméterek, a 12
illetve 17 paramétert magéban foglaldé komplex haldlozési score-okéhoz hasonld
prognosztikus értékkel rendelkeznek.

Az dsszkortizol koncentraciot kritikus allapotli betegekben minddssze néhany
kulcsfontossagi kozlemény vizsgalja. A szabad kortizol szintek mérésérél még
kevesebb tanulmany szamol be, és alig érhetd el adat az HPLC-MS technikaval
meghatarozott szabad kortizol értékekrdl. Csupan egy kozlemény hozzaférheto,
melyben szeptikus sokkban szenvedd betegpopulacioban Gssz- és szabad kortizol
szinteket egyarant mértek HPLC-MS/MS modszerrel. Az immunvizsgalaton alapulo
kortizol méréseket szamos analitikai hiba zavarhatja, kiilondsképpen kritikus allapota
betegekben. A CBG ¢és albumin koncentraciok valtozasai, az antitestek
keresztreaktivitdsa hasonld kémiai szerkezetli anyagokkal, és a heterofil antitestek
mind befolyasoljédk az eredményt. Ezek a hibalehetdségek az HPLC-MS technikéaval
kikiiszobolhetoek. Az altalunk kidolgozott HPLC-MS modszer alkalmas a kortizol
pontos tOmegazonositdson alapuld specifikus mennyiségi meghatarozasara

kiilonbozé matrixok esetén. Az dsszkortizol mérés egyszerl €s pontos, ezért jelenleg
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intézetiinkben rutinszerlien alkalmazzdk. A szabad kortizol meghatarozas joval
Osszetettebb minta eldkészitést igényel, mely a rutinban torténd elterjedésének
egyeldre gatat szab. Minden tényezdt figyelembe véve, a szabad kortizol szint
mérése HPLC-MS technikaval a legjobb mddszer a stressz-valasz tanulmanyozasara
kritikus allapot betegekben, azonban prognosztikus célokra az HPLC-MS-sel
torténd Osszkortizol mérés sokkal elérhetébbnek tiinik a napi gyakorlatban.

A gyakorlati kdvetkeztetéseken til az eredményeink elméleti vonatkozasai is
jelentdsek. A kritikus allapotra adott kortizol vélasz aranyosnak tlinik a betegség
sulyossagaval. Feltételezhetd, hogy a stressz-valasz az életet veszélyeztetd allapotnak
megfelelden maximalis. Nem tisztdzott, hogy vajon a kortizol szint tovabb
novelhetd-e ACTH stimulacié révén. A kritikus allapot kortizol homeosztazisanak 1j
elmélete alapjan, az ACTH nem emelkedett, inkabb szupresszalt a magas kortizol
szint miatt. Lehetséges, hogy az ACTH stimulaciés teszt nem eredményez
szignifikans kortizol emelkedést azokban a betegekben, akiknek mar eleve magas
kortizol értékeik vannak. Oket tekintik relativ mellékvese elégtelenségben szenvedd
betegeknek. Vitatott a megnovekedett kortizol termelés is, mivel sokan a magas
kortizol szint elsédleges okanak a glukokortikoidok csokkent metabolizmusat tartjak.
Célszerii lenne a relativ mellékvese elégtelenség (RAI) elméletét az 0j vizsgalatok
alapjan Gjraértékelni. A mi eredményeink nem tamasztjadk ald a RAI létezését, és
szerepét a kritikus 4llapotu betegek rossz progndzisdban. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek terapia refrakter szeptikus sokkban szenvedd betegekben, akiknél a

nagy dozisu hidrokortizon kezelés ma rutin eljaras.

6 Kovetkeztetések

Osszefoglalva, az altalunk alkalmazott pontos tdmeg meghatarozason alapuld
HPLC-ESI-TOF-MS modszer valddi alternativ technikanak bizonyult az elterjedt
triple-quadrupole MS assay mellett. A munkankban elért LOD és LOQ értékek joval
alacsonyabbak, mint az irodalomban fiziologias tartomanyként elfogadott értékek.
Fontos kiemelni, hogy egy nagy tomegpontossagi MS késziilék hasznalataval egy
analitikai futtatds sordn tetszéleges szamu tovabbi vegyiilet specifikus azonositasa is
lehetove valik.

Az Ossz- és szabad kortizol koncentracié kritikus allapoti betegekben olyan
széles tartomanyon beliil valtozik, hogy a legmagasabb 0Osszkortizol érték 13-

szorosan, mig a legmagasabb szabad kortizol érték 95-szorosen haladja meg a
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referencia tartomany felsé hatarat. Az HPLC-MS moddszerrel mért ssz- €s szabad
kortizol szintek egyarant hasznos prognosztikai markernek bizonyultak. A magas
kortizol értékkel rendelkezd betegek haldlozasi rizikdja is magasabb volt. A szabad
kortizol elénye az dsszkortizolhoz képest, hogy az intenziv osztalyos felvételt kovetd
elsé 2 napban képes eldrejelezni a halalozast. A 6, 24 és 48 o6ras szabad kortizol
értekek prognosztikus modellekben a haldlozés fiiggetlen prediktoranak bizonyultak
abban az esetben is, ha a modellek tartalmaztak a SAPS II és APACHE II halalozasi
pontrendszereket. Az intenziv ellatast igénylé allapotra adott kortizol valasz

valoszintileg jol tiikrozi a betegség sulyossagat.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Uj eredmények

Munkank soran kidolgoztunk, és validaltunk egy iy HPLC-MS modszert

a) a szérum Osszkortizol

b) a szérum szabad kortizol

C) és anyal kortizol mérésére.

Az 1) modszer alkalmas a kortizol pontos molekula tomeg alapjan torténd
mennyiségi meghatarozasara kiilonb6z6 matrixokban. Az Osszkortizol szint
mérése egyszerl, pontos ¢és koltséghatékony; ezért intézetlinkben ma mar
rutinszeriien hasznalt technika a kortizol koncentracio meghatarozasara.

A mi vizsgalatunk volt az elsd, melyben HPLC-MS modszerrel 6ssz- és szabad
kortizol szintek egyarant meghatdrozédsra keriiltek kritikus allapoti betegek
Bebizonyitottuk, hogy az HPLC-MS modszerrel mért 0ssz- és szabad kortizol
értékek ismerete segitségiinkre lehet a haldlozéds rizikdjanak és a betegség
stlyossaganak ~ megitélésében,  kovetkezésképpen  mindketté  hasznos
prognosztikai marker lehet kritikus allapott betegek esetén.

Adataink alatamasztjak, hogy a kortizol koncentraciok prognosztikus értéke a
halalozés eldérejelzésében hasonld a rutinszertien hasznalt klinikai haldlozasi
pontrendszerekéhez (APACHE Il és SAPS 1I), melyeket ma a legjobbnak
tartanak a halalozasi rizik6 megitélésére.

Méréseink alapjan az is elmondhatd, hogy a magasabb kortizol szinttel
rendelkezd kritikus allapoti betegek haldlozasi rizikdja magasabb, €s hogy a
kritikus allapot kiilonb6z6 idépontjaiban mért kortizol koncentraciok a haldlozas
fiiggetlen prediktorainak bizonyultak.

Ezek a megfigyelések segithetnek egy Uj prognosztikai biomarker bevezetésében

a kritikus allapotl betegek ellatasaban.
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