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I. Roviditések jegyzéke

ABCB1: ATP-binding cassette sub-family B member 1
ACTH: Adrenokortikotrop hormon

ALT: Alanin-aminotranszferaz

ALKP: Alkalikus foszfataz

AKI: Acute Kidney Injury

APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

APPLE: score és APPLE:.s: score: Acute Patient Physiologic and Laboratory Evaluation

(teljes és roviditett pontozasi rendszer)

AP-1: Activator protein-1

ARDS: Akut Respiracios Distressz Szindréma

AVP: Arginin-vazopresszin

CBG: Corticosteroid-binding globulin

cDNS: komplementer DNS (RNS mintardl szintetizalddott DNS szal)
cGRa: Kutya glikokortikoidreceptor a-izoforma

cGR-P: Kutya glukokortikoidreceptor P-izoforma

CIRCI: Critical lliness-Related Corticosteroid Insufficiency

CRH: Corticotrop-releasing hormon

CRP: C-reaktiv fehérje

Cy: Cycle threshold (gPCR reakciéban)

CTD: C-terminalis domén

DBD: DNS-kot6 domén

DHEAS: Dehidroepiandroszteron és dehidroepiandroszteron-szulfat

DIC: Disszeminalt Intravascularis Coagulatio



FAM: Fluoreszcein-amidit

GLK: Glukokortikoid

GR: Glukokortikoidreceptor

GREs: Glucocorticoid Responsive Elements
HEX: Hexakloro-fluoreszcein

hGRa: Human glikokortikoidreceptor a-izoforma
hGRp: Human glukokortikoidreceptor p-izoforma
hGR-P: Human glikokortikoidreceptor P-izoforma
HDL: High-density lipoprotein

HHM: Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese

IL-1B: Interleukin-13

IL-6: Interleukin-6

LBD: Ligandkdté domén

MIF: Macrophage migration inhibitory factor
MODS: Multiple Organ Dysfunction Syndrome
MDR: Multi Drug Resistance

MRNS: messenger RNS

NF-kB: Nuclear factor-kB

NGRE: negative Glucocorticoid Responsive Elements
NR3C1: Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1
NTD: N-terminalis domén

ORF: Open Reading Frame (“nyitott leolvasasi keret’, amely a DNS-szekvenciaban lévd

fehérjekodolo régid-jelolt terlletek elézetes azonositasat segiti)

PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell



PCR: Polimeraz lancreakcio

POMC: Proopiomelanocortin

gPCR (real-time PCR): kvantitativ polimeraz lancreakcid
RAI: Relative Adrenal Insufficiency

RIN: RNA Integrity Number

RNA-Seq: RNA sequencing (un. ujgeneracios szekvenalasi technika, amivel az adott

idépontban jelen 1évd és mennyiségl RNS-t lehet kimutatni a vizsgalt mintaban)
RPS5: Ribosomal protein S5

SIADS: Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hormone Secretion

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

TBG: Thyroxine-binding globulin

TGFB: Transforming Growth Factor-3

TNFa: Tumor Necrosis Factor-a

11B-HSD: 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz



Il. Osszefoglalas

A kutatbmunka soran a kritikus allapotu kutyak tulélési valdszinlsége, valamint a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HHM-tengely) aktivalodasa, illetve a periférias
fehérvérsejtek kortizol valaszkészsége kozotti lehetséges Osszefuggést vizsgaltuk.
Munkahipotézisiink szerint a HHM-tengely inadekvat mikdédése miatti hypocortisolaemia
és/vagy a célsejtek csdkkent glikokortikoid szenzitivitasa ndveli a kritikus allapotu paciensek

mortalitasat.

A Critical lliness-Related Corticosteroid Insufficiency (CIRCI) a human gyégyaszatban jol
ismert entitas (Beishuizen and Thijs, 2001; Venkatesh and Cohen, 2011), de kutyakban is
dokumentalasra kerilt mar (Goy-Thollot et al., 2006; Burkitt et al., 2007; Martin et al., 2008;
Creedon, 2015). A CIRCI definicidja szerint csdkkent kortizol termelést és/vagy glikokortikoid
rezisztenciat jelenti kritikus allapotu betegekben (Marik et al, 2008, Burkitt Creedon, 2015).
Valéjaban a csokkent kortizolszekrécio nem feltétlenll okoz abszolut értelemben vett
hypocortisolaemiat, hanem a fennalld6 szisztémas gyulladas csillapitasahoz szikséges
elégtelen mértéki kortikoszteroidhatast is jelenthet (Galac et al, 2010; Venkatesh - Cohen,
2011; Bhatia et al, 2014).

A glukokortikoidok fontos szerepet toltenek be a hemodinamikai stabilitas fenntartasaban és
a gyulladasos folyamatok szabalyozasaban (van den Berghe, 2003; Gibson et al, 2005;
Annane, 2011). A gyulladaskelt6- és csillapité citokinek egyensulyanak felborulasa szisztémas
gyulladasos valaszreakcié (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS), tovabba
tobbszervi diszfunkci6 szindroma (Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS)
kialakulasahoz is vezethet (Johnson et al, 2004; Singer et al, 2004), amelyek a kérhazi
tartozkodas meghosszabbodasat, illetve magasabb mortalitasi ratat okozhatnak (Sweeney et
al, 2010).

A vizsgalataink els6é fazisaban 50 kritikus allapotu kutya adrenalis rezerv kapacitasat és
egyes gyulladasos paramétereit vizsgaltuk a betegséguk kimenetelének tukrében. A
paciensek 2014 januarja és 2016 augusztusa kozott kerlltek korhazi felvételre az
Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatkérhdazanak Intenziv Osztalyara. Azon betegek
automatikusan kizarasara kerultek a vizsgalatbol, amelyeknél mellékvese betegeség kerult
igazolasra vagy a korhazi felvételt megel6z6en a HHM-tengely miikddését befolyasold
gyogyszeres terapiaban részeslultek (pl. glikokortikoidok, gesztagének, major analgetikumok,
azoltipusu gomba-ellenes készitmények). Minden paciensnél részletes fizikalis vizsgalatot
végeztink, illetve vénas vérmintat vettink a rutin hematoldgiai és klinikai kémiai vizsgalatokra

a kérhazi felvételt kovetd 24 6ran beldl.



Azok a kutyak, amelyek a kérhazbdl hazaadasra kerlltek, a tulélé csoportba, azok a
paciensek, amelyek a korhazi tartdzkodas soran elpusztultak vagy terminalis allapotuk miatt
végleges elaltatasra kerlltek, a nem-tulél§ csoportba soroltuk. Azok a betegek, amelyek
anyagi korlatok miatt kerlltek végleges elaltatasra, szintén kizarasra kertltek a vizsgalatbol.

A logisztikus regressziéos modell alapjan az Acute Patient Physiologic and Laboratory
Evaluation réviditett pontozasi rendszer alapjan kalulalt APPLE:.s: pontérték szignifikansan
korrelalt a tulélés csokkend esélyével (p= 0,0420). A vizsgalt hematoldgiai és klinikai kémiai
paraméterek nem korrelaltak a betegség kimenetelével. Azonban figyelemremélté eredmény,
hogy a vizsgalt populaciéban mind az emelkedett alap kortizolszint (OR = 9,71, p = 0,0135)
mind az emelkedett stimulalt kortizolszint (OR = 3,69, p = 0,0311) szignifikans dsszeflggést
mutatott a mortalitasi rizikbval (Fisher-féle egzakt teszt).

Hasonléan a korabban publikalt eredményekhez, egyetlen kritikus allapotu kutya esetében
sem detektaltunk valédi hypocortisolaemiat a rendelkezésre allo, populacié alapu referencia
intervallumot figyelembe véve (Prittie et al., 2002; Goy-Thollot et al., 2006; Martin et al., 2008;
Marchetti et al, 2021). A vizsgalati eredményeink alapjan nem a hypocortisolaemia, hanem a
kérosan emelkedett alap és/vagy stimulalt kortizolszint mutatott negativ 6sszefliggést a tulélés

valészinlségével.

Ez az ellentmondasos eredmény is 0sztdnzétt benniinket arra, hogy a periférias
vérmintakban a glikokortikoidreceptor (cGR) mMRNS expresszidos szintjét vizsgalva
Osszefuggést keressunk az expresszios szintek és a betegség kimenetel kdzott. Ennek
vizsgalatara 7 egészséges és 26 kritikus allapotu, SIRS-ben szenved6 kutya periférias

vérmintajat gydjtottik 2014 januarja és 2018 marciusa kozott.

Tekintve, hogy emberekben szamos gyulladasos korképben igazoltak a
gliikokortikoidreceptor izoformak megvaltozott expresszidjat, igy egy szeptikus peritonitisben
szenvedd kutya vérmintajat ujgeneracios mRNS-szekvenalassal analizaltunk a feltételezett
NR3C1 gén transzkript varidnsainak beazonositasahoz. Az mRNS-konyvtart a KAPA
Stranded mRNA-Seq Kit (Illumina, Roche) hasznalataval, a gyartoi alkalmazasi eléirat alapjan
hoztuk Iétre. A tisztitott és trimmelt szekvenciak a Canis lupus Familiaris Assembly CanFam3.1
(Sep. 2011) alapjan kerlltek feltérképezésre a HISAT2 alignment program (v2.1.0)
hasznalataval. A CanFam3.1 referencia genom alapjan ismert szekvenciak illesztésekor
azonositasra kerllt a cGR egy, a 7-es intron retenciodjat tartalmazé canine NR3C1 transzkript
varians. A RNS-Seq soran kapott szekvenciak megoszlasanak elemzésekor, az intronok és a
kodold exonok vizsgalata alapjan az NR3C1 7-es intronjanak aranya az 6ssz NR3C1 exonhoz
viszonyitva egy nagysagrenddel nagyobb volt, mint a globalis intron: exon arany. Ez alapjan a

detektalt 7-es intron retenciojat tartalmazé NR3C1 transzkript varians nem artefakt vagy



éretlen mMRNS, hanem egy bona fide splice varians. Az mRNS-Seq adatok alapjan ez az eddig

nem ismert izoforma expresszioja a klasszikus cGRa. transzkripthoz viszonyitva kb. 20% volt.

Az in silico transzlacié alapjan a 7-es intron retenciojaval létrejott splice varians egy, a 7-es
intron elején Iévé korai stop kodon okan egy 680 aminosav hosszusagu fehérjét kodol. A
csonkolt fehérje a ,klasszikus” glikokortikoidreceptorhoz (cGRa) képest 101 aminosavval
rovidebb. A rovidilés a ligandkotd domén részleges hianyahoz vezet. Tekintve a
szerkezetbeni homolégiat a korabban mar leirt human és sertés GR-P izoformaval a
tovabbiakban az Ujonnan talalt kutya GR splice varianst cGR-P izoformaként hivatkozzuk.

A cGRa és cGR-P splice variansok jelenlétét Tag-Man qPCR maddszerrel egészséges és
SIRS-ben szenved6 kutyak periférias vérmintajaban is igazoltuk. A SIRS kohort
klinikopatologiai jellemzdit tovabb vizsgalva, a korabbi eredményeinkkel 6sszhangban, azt
talaltuk, hogy az alap kortizolszint szignifikansan kilonb6zott a nem-tulélék (median: 320,0
nmol/l; 41,6 - 1366,0 nmol/l) és a tuleélék kdzoétt (median: 131,0 nmol/l; (52,0 - 1131,0 nmol/l)
(p = 0,0336).

Tovabba, a periférias vérmintak mRNS expresszios szintjét vizsgalva, a cGRa median
MRNS expresszidja 5,6-szor nagyobb (0,3 - 26,3) volt a tulélé csoportban, mint az egészséges
egyedekben (p = 0,0008), mig az expresszidés szint statisztikailag nem kilonbozott az
egészséges és a nem-tulélé csoportban (p = 0,5360). A cGR-P median mRNS expresszidja
9,8-szor nagyobb (0,3 - 22,8) volt a tulélé csoportban, minta az egészséges kohortban (p =
0,0005), és hasonléan a cGRa expresszidohoz, a cGR-P expresszidja a nem-tulélé, valamint
az egészséges csoportban nem kulonbdzétt (p = 0,3510). Figyelemre méltd adat, hogy a
cGRa/cGR-P arany median mRNS expresszidja nem kulonb6zoétt szignifikansan sem a tulélé
sem a nem-tulélé csoportban (p = 0,4337), tovabba a kontroll csoportban sem (p = 0,1738).

Az egészséges egyedek expresszids szintjéhez viszonyitva, sem a cGRa, sem a cGR-P
génexpresszidja nem emelkedett meg szignifikdnsan a nem-tuléldé csoportban, ellentétben a
szignifikdns mMRNS expresszi6 ndvekedéssel a tuléld egyedekben. A cGRa és a cGR-P mRNS
expresszid szoros korrelacioja a vizsgalt populacidban a két splice varians koregulaciojara
utal.

A kritikus allapotu betegekben a szisztémas gyulladas fennalldasa a HHM-tengely
aktivalédasan keresztul hypercortisolaemia fennallasahoz, valamint a célsejtek fokozott
glikokortikoid érzékenységéhez vezethet (Peeters et al, 2009). Ebbdl adéddan a periférias
fehérvérsejtek fokozott cGRa. és cGR-P mRNS expresszidja egy adaptiv mechanizmus része
lehet SIRS betegekben, a kortizol gyulladascsillapité hatasu transzkripcido-modulaciojanak
fokozott szikségessége okan. Masfeldl, a kritikus allapotu betegekben detektalt jelentds
hypercortisolaemia a glukokortikoidreceptor kifejez6désének mérséklédéséhez vezethet a

ligand-indukalta receptor downregulacié miatt (Hagendorf et al, 2005, Nicolaides et al., 2014).
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Szamos human tanulmanyban publikaltak mar, hogy az emelkedett szérum Kkortizolszint
és/vagy a periférias fehérvérsejtek csdkkent GR expresszidja sulyosabb betegség lefolyashoz
vezet, illetve csdkkent tulélési valoszinlséggel jar egyutt szeptikus- és nem szeptikus SIRS-
ben szenvedd paciensekben. Tekintve, hogy a kutya szamos gyulladasos korkép modell-
allata, igy az eredményeink hozzajarulhatnak a human glikokortikoidreceptor altal medialt

gyulladasos jelatviteli utak tovabbi megismeréséhez.

10



I1l. Bevezetés

A kutatas célja a HHM-tengely miikddésének vizsgalata volt kritikus allapotu kutyakban,
kiilonos tekintettel az un. kritikus allapotu kutyak kortikoszteroid-elégtelenség szindromajanak,
valamint a periférias fehérvérsejtek gluikokortikoidreceptor expressziés mintazatanak
vizsgalatara.

A munkahipotézis szerint a relativ hypocortisolaemia, amit a HHM-tengely elégtelen
aktivalodasa eredményezhet, valamint a glukokortikoidrezisztencia, amit a célsejtek nem
megfelel6 valaszkészsége valthat ki, a tulélés esélyét csokkenthetik kritikus allapotu
kutyakban.

A Critical lllness-Related Corticosteroid Insufficiency (CIRCI) szindréma az
emberorvoslasban mar 1982 6ta ismert és kezdetben ,relativ adrenalis elégtelenség” (RAI,
Relative Adrenal Insufficiency) néven irtak le a szakirodalomban. Azo6ta, bar a kérkép
elnevezését tobb alkalommal modositottak, a human medicinaban kiemelt figyelmet
szentelnek a kritikus allapotu betegek adrenalis valaszkészségenek és glukokoritkoid
rezisztenciajanak vizsgalatara (Prigent et al, 2004; Gibson et al, 2005, Venkatesh - Cohen,
2011; Boonen - Van den Berghe, 2016, Dendoncker - Libert, 2017). A HHM-tengely miikodését
kritikus allapotu kutyakban a 2000-es évek 6ta kutatjak (Martin et al, 2008; Galac et al, 2010;
Prittie, 2009; Sweeney et al, 2010; Burkitt Creedon, 2015).

A glikokortikoidrezisztencia molekularis mechanizmusa Osszetett, szamos folyamat allhat
onalléan vagy tébbedmagaval a hatterében (Yudt - Cidlowski, 2002; Barnes - Adcock, 2009,
Venkatesh - Cohen, 2011; Souza et al, 2014; Vandevyver et al, 2014). A human
glukokortikoidreceptor splice variansainak fokozott kifejez6dése és a sejtek glikokortikoid
érzékenységének megvaltozasa kdzotti kapcsolatot szamos in vitro és in vivo kisérlet vizsgalta
(Moalli et al, 1993; Gaiten et al, 1995; Krett ez al, 1995; Leung et al, 1997; Parks et al, 1998;
DelLange et al, 2001; Webster et al, 2001; Chikanza - Kozaci, 2004; Lewis -Tuffin - Cidlowski,
2006; Ito et al, 2006; Marik et al, 2008; Tait et al, 2008; Ledderose et al, 2012; Guerrero et al,
2013; Oakley - Cidlowski, 2013).

A kisallat-gydgyaszatban a surgésségi beavatkozast és intenziv ellatast igénylé paciensek
szama folyamatosan emelkedik, igy e betegpopulacionak a korélettani jellemz8inek vizsgalata
és az egyes terapias beavatkozasok hatasanak nyomon kévetése egyre fontosabba valik a
gyakorlo allatorvosok szamara is. A sulyos, életet veszélyeztetd megbetegedésekben a
fajdalom, a gyulladaskelt6 citokinek, a szisztémas vagy lokalis keringési zavar, valamint a
hypoxia/hypoxaemia befolyasoljak a neuroendokrin- és az immunrendszer mikddését (Van
den Berghe, 2003; Martin et al, 2008).
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A CIRCI a neuroendokrin és az immunrendszer kozoétti komplex és dinamikus interakcio
megvaltozasanak kovetkezménye. A korélettani hattere Osszetett, mivel a hipotalamusz-
hipofizis-mellékvese-tengely barmely, vagy akar minden szintje egyidejlleg érintett lehet.
Amennyiben a gyulladast kivalté folyamatok a szabalyozas hianyaban ,elszabadulnak”, un.
szisztémas gyulladasos valaszreakcié (Systemic Inflammatory Response Syndrome; SIRS),
illetve akar tébbszervi-diszfunkcio szindroma (Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS)
is kialakulhat (Johnson et al, 2004; Singer et al, 2004). A megdfeleléen megvalasztott és
alkalmazott terapia ellenére is a betegek tulélés esélyei jelentésen csdkkenhetnek, illetve a
gyégyulas folyamata hosszabb ideig tarthat. A SIRS-ben szenved® egyed korai felismerése
és megfeleld ellatasa noveli a paciens tulélési, illetve gyogyulasi esélyeit (Sweeney et al,
2010).
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V. Irodalmi attekintés

1. Kiritikus allapotu kutyak klinikopatoldgiai jellemz6i

A kisallat-gyogyaszatban a kritikus allapotu beteg fogalma alatt azokat a pacienseket értjlik,
ahol az alapbetegségtdl fuggetlentl (pl. gyulladasos koérképek, daganatos megbetegedések,
trauma stb.), de annak kdévetkeztében kialakulé masodlagos szervfunkcié zavarok miatt vagy
azok helyettesitésének, illetve helyreallitdsanak hianyaban a paciens rovid idén beldl, nagy
eséllyel elpusztul. A kritikus allapot gyors és hatékony felismeréséhez egyes klinikai és
laboratoriumi  paraméterek, illetve ezek kombinaciojabol megalkotott pontrendszerek

jelentésen hozzajarulhatnak.

A kritikus allapotu beteg vérében a gyulladaskeltd citokinek koncentraciéja megemelkedik,
ami szisztémas gyulladas kialakulasahoz vezethet. A szisztémas gyulladas lehet az
alapbetegség része vagy kdvetkezményesen kialakulé allapot is. A citokinek kis molekula-
tomegl fehérjék, amelyek részt vesznek az egyes immunfolyamatok aktivalasaban és
lejatszédasaban. A gyulladaskeltd citokinek kézé tartoznak a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-
a), egyes interleukinek (pl. IL-1, IL-6, IL-12), és az interferon gamma (IFN-y) is. A legfontosabb
gyulladascsokkentd citokinek pedig az IL-10, a transzformalé ndvekedési faktor f (TGF-B),
valamint az IL-4 (DeClue et al, 2012; Schulte et al, 2013).

2. Szisztémas gyulladasos valaszreakcio, szepszis

A szisztémas gyulladasos valaszreakcié (SIRS) a szervezetet érd sulyos fert6z6 (pl.
pyometra, bronchopneumonia, pyothorax, szeptikus peritonitis, szepszis, babesiosis) vagy
nem-fert6z6 eredetl kérok (pl. pancreatitis, hétorlddas szindréma, égési sérilés, polytrauma,
daganatos és immun-medialt kérképek) altal kivaltott kaszkad-folyamat, amelyet a pro- és
antiinflammatorikus citokinvalasz egyensulyanak felborulasa jellemez (DeClue, 2009; de
Laforcade, 2009). A gyulladasos reakcioé szabalyozasanak hianyaban (fokozott TNFa-, IL-1-,
IL-6-, prekallikrein-, bradykinin-, thrombocyta-aktivalé faktor citokinvalasz) a gyulladasos
folyamatok ,elszabadulnak”, melynek kdvetkezményei a szervezet egészére kihatnak, és

kezelés hianyaban fatalis kimenetellel jarnak (DeClue, 2009; de Laforcade, 2009).

A SIRS nem-specifikus tinetekkel kisért klinikai szindroma, amelyet tdbbszervi diszfunkcio,
periférias vagy centralis keringési elégtelenség, valamint véralvadasi zavarok is kisérhetnek
(Annane, 2011, Osterbur et al, 2014). A SIRS és szovédményeinek koérélettani hattere
Osszetett. A citokinek altal kivaltott, fokozott endothel ateresztéképesség, a fokozott nitrogén-
monoxid-szintaz termel&dés, a vazopresszin- és/vagy kortizolhiany, illetve -rezisztencia

okozta csokkent vascularis tonus hipotenzidhoz vezethet. Az un. szdveti faktor fokozott
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kifejez6dése a fehérvérsejtek fellletén, valamint az endogén antikoagulans rendszer
kimerllése véralvadasi zavarok kialakulasahoz vezethet (de Laforcade, 2009; Boller - Otto,
2009). A veleszlletett és szerzett immunitas nem megfelelé mikdédése, a neuroendokrin
rendszer aktivaldodasa, valamint az intermedier anyagcsere megvaltozott mikddése is
hozzajarulnak a kritikus allapot kialakulasahoz és progredialasahoz (de Laforcade, 2009;
Schulte et al, 2013).

A SIRS kezelése az alapbetegség gyogykezelésén kivil specialis terapias megfontolasokat
igényel (Declue, 2009). A szepszisben, illetve a SIRS-ben szenved betegek allapota kritikus,
a mortalitasi rata még intenziv terapias ellatas ellenére is jellemzéen magas (van den Akker
et al, 2009; Schulte et al, 2013).

2.1 Szepszis, sulyos szepszis, szeptikus sokk

Hasonléan a human konszenzusos iranyelvben foglaltakhoz (Bone et al, 1992; Schulte et
al, 2013) az allatorvosi gyakorlatban szepszis alatt a fert6z6 agensek altal kivaltott szisztémas
gyulladasos valaszreakcié szindromat értink. Szlkebb értelemben véve a szepszis az egész
szervezetre kiterjedd, elsésorban Gram-negativ baktériumok altal kivaltott kontrollalatlan
gyulladasos valaszreakciot jelenti (Prechl - Gergely, 2012). Sulyos szepszisrél beszéllnk, ha
a SIRS fennallasa mellett szisztémas hipotenzid, és/vagy barmely belsé szerv funkciézavara,
és/vagy hipoperfuzié okozta eltérések (lactacidaemia és/vagy oliguria) alakul(nak) ki.
Szeptikus sokk esetén a megfeleld intravénas folyadékterapia ellenére akut keringési
elégtelenség vagy perzisztald artérias hipotenzié detektalhatd a szeptikus betegben
(Dendoncker - Libert, 2017).

A SIRS-ben szenved6 kutyak hatékony felismerésére specialis kritériumrendszert allitottak
fel, amely klinikai és laboratériumi  eltéréseket  (hypothermia/hyperthermia,
leukocytosis/leukopenia, a leukogram balra tolédasa, tachycardia/bradycardia, tachypnoe)
vizsgal, és a négy kritérium kozul egyidejlleg legalabb kettdnek kell teljesulnie a SIRS

fennallasanak igazolasahoz (1. sz. tablazat) (de Laforcade, 2009; DeClue, 2009).

1. sz. tablazat. SIRS-kritériumok kutyaban (de Laforcade, 2009)

Paraméter Erték
testhémérséklet <38,0°C vagy > 39,0°C
érverésszam > 120/perc
légzésszam > 20/perc
osszfehérvérsejt szam, <6 G/l vagy >16 G/
neutrophil grc. band arany >3%

14



Ez a kritériumrendszer ugyan nagyon érzékeny (szenzitivitas: 97%), de nem kell6en
specifikus (specificitas: 64%). Mivel a SIRS kritériumrendszerben vizsgalt paraméterek nem-
specifikusak, és az alapbetegség okozta eltérésekkel atfedést mutatnak, ezért célszerli mas
laboratériumi moédszerekkel is igazolni a szisztémas gyulladasos valaszreakcié fennallasat (pl.
toxikus neutrophil granulocytak jelenlétének kvalitativ és kvantitativ vizsgalata, gyulladasos
citokinek vérszintjének detektalasa, akut fazis fehérjék vérkoncentracio-valtozasanak nyomon

kdvetése, szervfunkciok monitorozasa) (Boller - Otto, 2009).

3. A szisztémas gyulladas laboratériumi vizsgalata a gyakorlatban

A szisztémas gyulladas fennallasanak szamos klinikai (pl. testhémérséklet emelkedése,
bagyadtsag) és laboratériumi (pl. leukocytosis/leukopenia, a leukogram balra tolédasa,
fokozott vorosvérseijt-sillyedés, szérum fehérjeelektroforézis eltérései, gyulladasos citokinek
és akut fazis fehérjék koncentracidjanak valtozasa) paramétere ismert (Stockham - Scott,
2008; Latimer, 2011).

3.1 A gyulladasos leukogram kutyaban

A gyulladasos leukogramot el kell kiiléniteni az un. fiziolégias leukocytosistél, ami az ,alarm”

reakciot kiséri, illetve a szteroid-indukalta fehérvérsejtszam emelkedéstdl (Schultze, 2010).

Az ,alarm” reakcio soran a leukocytosis azonnali, de altaldban enyhe mértéki és az érett,
szegmentalt neutrophil granulocytak, valamint a Iymphocytak kismértékl, atmeneti
emelkedését okozza kutyaban (Schultze, 2010). Ezzel ellentétben, az endogén vagy exogén
kortikoszteroidok hatasara az dsszfehérvérsejtszam néhany oran belll atmenetileg, vagy
tartésan megemelkedik, de a leukocytosis mértéke itt elérheti, sét olykor meghaladja a
mérsékelt (15,0 - 25,0 G/L) szintet. Az érett neutrophil granulocytak szamanak
megemelkedése mellett a monocytosis, valamint a lympho- és eosinopenia megjelenése is

jellemezheti a ,stressz leukogramot” (Tvedten et al, 2019).

A gyulladasos leukogram a szervezet altalanos valasza fert6z6 vagy nem fert6zé hatteri
gyulladasos korképekre. Perakut folyamat fennallasa esetén az Osszfehérvérsejtszam
lecsOkkenhet (leukopenia), els6sorban a neutrophil granulocytak megfogyatkozasa
(neutropenia) miatt. Néhany ora elteltével a csontvel6bél a vérkeringésbe kerllé neutrophil
granulocytak miatt a leukocytosis/neutrophilia lesz jellemzé (akut gyulladas). A gyulladas akut
szakaszdban az érett, szegmentalt magvu neutrophil granulocytdk mellett a fiatalabb
neutrophil granulocytdk (Gn. band, metamyelocyta, myelocyta alakok) szama is
megemelkedhet (a leukogram balra tolédasa). A neutrophil granulocytak a vérkenet
fénymikroszképos vizsgalata soran un. toxikus valtozas jeleit (Dohle testek, basophil,

vakuolizalt cytoplazma, illetve toxikus granulacié megjelenése) is mutathatjak.
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Ezzel egyidejlileg lymphopenia, eosinopenia is tapasztalhatd, a monocytak szama pedig
normal vagy emelkedett lehet. Ez utdbbi eltérések az akut gyulladas soran mar a gyulladasos
folyamat altal indukalt endogén glukokortikoidvalasz kévetkezményei. Ha az akut gyulladas
fennallasa nem szlinik meg, akkor a folyamat akar néhany nap elteltével krénikussa valhat. A
kronikus gyulladas leukogramjara a neutrophilia (balra tolédassal vagy a nélkul) jellemzé, a
tobbi fehérvérsejttipus szamanak alakulasa valtozatos lehet. A gyulladasos leukogram egy
specialis formaja az un. extrém neutrophilias leukocytosis (korabbi nevén leukaemoid reakcid),
amikor a neutrophil granulocyta sejtszam jellemz8en meghaladja a 80.0 G/I-t és ezt altalaban
jelentds balra tolédas és toxikus eltérések megjelenése kiséri. Lymphocytosis €s eosinophilia
szintén kialakulhat. Extrém neutrophilias leukocytosis jellemz&éen kronikus, lokalizalt
fert6zés/gyulladas (pl. peritonitis, pyometra, immun-medialt haemolyticus anaemia)
fennallasara utal (Schultze, 2010).

2.2 A szérum C-reaktiv fehérje

Az akut fazis fehérjék (AFF) az un. akut fazis reakcidban részvevd proteinek. Az akut fazis
reakcié a természetes immunvalasz része. A folyamat nem specifikus, barmilyen szoveti
karosodas kivalthatja, ugyanakkor a karosodast kévetéen réviddel mar megkezdédik, akar a
klinikai tUnetek megjelenése el6tt vagy azzal egy idében, de mindenképpen korabban, mint a
specifikus immunvalasz megjelenése (Cerdn et al, 2005; Eckersall - Bell, 2010). Az akut fazis
reakcid nemcsak az immunrendszer aktivalodasat jelenti, hanem szamos mas szervrendszer
megvaltozott mikodését vonja maga utan: pl. fokozott glikoneogenezis, valamint lipolizis és
fehérje katabolizmus, csdkkent szérum vas- és cinkkoncentracid, emelkedett kortizol- és
csOkkent tiroxinszint, valamint az egyes plazmafehérjék koncentraciojanak megvaltozasa
(Cerdn et al, 2005). Az akut fazis reakcio lezajlasa és az egyes akut fazis fehérjék termelédése
jelentésen kilénbdzik az egyes fajokban (pl. a kutya egyik f6 AFF-je a C-reaktiv fehérje, mig
macskaban gyulladasos citokinek hatasara nincs CRP-valasz). Az akut fazis fehérjék
gyulladasos citokinek (pl. IL-1, IL-6, TNFa) hatasara dontbéen a majban termelédnek, és a
természetes immunvalasznak nemcsak markerei, hanem aktiv résztvevdi is. Szereplk van
példaul az opszonizacio és fagocitdzis fokozasaban, az extracellularis matrix stabilizalasaban,
valamint a komplement kaszkad aktivalasaban is (Ceron et al, 2005; Murata et al, 2004). Az
akut fazis fehérjék tobbféle szempont szerint csoportosithatok, de leggyakrabban az akut fazis
reakci6 soran végbemend koncentracié-valtozasuk dinamikajat figyelembe véve
megkllonboéztetlink negativ (csdkkend koncentracioju) és pozitiv (emelkedd koncentracioju)
akut fazis proteineket (Eckersall - Bell, 2010, Latimer, 2011). A negativ AFF-k kozil a
legismertebb az albumin és transzferrin, de negativ akut fazis protein pl. a tiroxin- és
kortizolkdté fehérje (TBG, CBG) is. A pozitiv AFF-k a vérplazma-koncentraciéjuk

megemelkedésének mértéke és idébeni lezajlasa alapjan f6 (,major”), mérsékelt (,moderate”)

16



és mellék (,minor’) alcsoportokba sorolhatdéak (2. sz. tablazat). A f6 pozitiv AFF-k (pl. C-
reaktiv fehérje, szérum amyloid A) vérplazmaszintjére jellemz6, hogy egészséges egyedben
nagyon alacsony koncentracioban vannak jelen, gyulladasos citokinek hatasara a
vérplazmaszintjuk akar 100-1000x emelkedést is mutathat. Koncentraciéjuk a karosité
stimulust kovetéen néhany oran belil mar megemelkedik, 24-48 6ran belll elérik a
maximumszintjiket, és a kivaltd inzultus elmultaval a koncentraciéjuk nagyon révid idén belll
jelentésen lecsokken. Ha a kivalté gyulladaskelté tényez6 nem szinik meg, ugy vérplazma-
koncentraciojuk tartésan emelkedett marad. A mérsékelt pozitiv akut fazis fehérjék (pl.
haptoglobin, a-savas glikoprotein, coéruloplazmin) egészséges egyed vérplazmajaban is
detektalhatoak, azonban proinflammatorikus citokinek hatasara vérplazma-koncentraciojuk 2-
10x-re emelkedik. Az emelkedésik jellemzéen nemcsak mérsékeltebb a f6 AFF-hez képest,
hanem idében elhizoddbb is (csucskoncentracié 2-3 nappal a kivaltd ingert kdvetéen alakul
ki), akarcsak a koncentracio-csokkenésik a kivaltdé hatas megsziinését kovetéen. A mellék
vagy minor pozitiv akut fazis fehérjék (pl. hepcidin) egészséges egyedben is jelen vannak,
vérplazmaszintjik gyulladasos valaszreakcié soran jellemzéen 50-100%-kal emelkedik meg.

A rutin klinikai gyakorlatban altalaban nem kertlnek meghatarozasra (Eckersall - Bell, 2010).

2. sz. tablazat. A legfontosabb akut fazis fehérjék kutyaban. (Cerén et al: Acute phase
proteins: current knowledge and future perspectives, Vet Clin Path., 34. 85-99, 2005.)

Pozitiv Negativ

Fo6 Mérsékelt

coruloplazmin,
haptoglobin,
a-savas glikoprotein

albumin,
transzferrin

C-reaktiv fehérije,
szérum amyloid A

Az akut fazis fehérjék tehat kvantitativ jelz6i a szisztémas gyulladasnak, és a vérplazma-
koncentraciojuk sorozatmérésével a gyulladasos folyamat id6ébeni lezajlasa is jél nyomon
kdvethetd. Az AFF-k nagyon érzékeny, de a valaszreakcio kivaltd okat tekintve nem-specifikus
markerei a gyulladasnak. Minden olyan folyamat, ami a gyulladaskeltd citokinek

c s

szOveti nekrozis, fizikai trauma, daganat) az az akut fazis proteinek vérplazma
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A klinikai gyakorlatban, kutyakban az alabbi kérképekben javasolt az akut fazis fehérjék

meghatarozasa és nyomon koévetése:

Fert6z6 és nem-fert6z6 oktanu gyulladasos megbetegedések: pl. parvovirosis (Kocaturk et al,
2010; McClure et al, 2013), szeptikus oktanu pleuritis/peritonitis és szepszis (Gebhardt et al,
2009), pyometra (Dabrowsky et al, 2009), szé6védményes babesiosis (Matijatko et al, 2007),
perioperativ szeptikus szovédmény (Christensen et al, 2015), hasnyalmirigy gyulladas (Keany
et al, 2021), pneumonia (Yamamoto et al, 2011), illetve SIRS fennallasanak megerésitésére
(Torrente et al, 2015). Tovabba, immun-medialt korképek esetén: pl. szteroidreszponziv
meningitis-arteritis (Bathen-Noethen et al, 2008), immun-medialt haemolyticus anaemia
(Griebsch et al, 2009; Mitchell et al, 2009), immun-medialt polyarthritis (Kjelgaard-Hansen et
al, 2006), gyulladasos bélbetegség (Jergens et al, 2003), valamint immunszuppresszalt beteg

allapotanak nyomon kévetésére (Merlo et al, 2007; Mischke et al, 2007).

Az akut fazis fehérjék termel6désére az életkor altalaban nincs szignifikans hatassal, kivéve
a 6 honap alatti pediatriai betegeket, ahol enyhe foku AFF-szint emelkedés is komoly
beszamitas ala tartozik. Az egyes fajok és fajtak kozott az AFF-k tekintetében azonban érdemi
kilonbségek vannak. Az ivar néhany kivételtdl eltekintve nincs hatassal az akut fazis fehérjék
termelédésére. Egészséges egyedben az akut fazis fehérjék produkciojaban nem figyelhet6
meg cirkadian ritmus vagy ,napok kézotti” variacio, de az interindividualis eltérések jelentések
lehetnek, és erre hatassal vannak pl. a tartasi kériilmények is (nagyon tiszta kennelben tartott
vs. tanyan él6 kutya). Egészséges kutyak sorozatmintait vizsgalva azt tapasztaltak, hogy az
intra- és interindividualis eltérések okan a populacié alapu referencia tartomany nem feltétlen
hasznalhaté 6nmagaban az adott egyedben mért szérum C-reaktiv fehérje szint elbiralasakor
(Carney et al, 2011).

Az akut fazis valaszreakciora (és igy az AFF-k termel6désére) nincs hatassal pl. lege artis
kivitelezett vénaszuras, subcutan beadott injekcié vagy fizioldgias séoldat intravénas beadasa,
ugyanakkor egyes gyogyszerek (pl. glikokortikoidok, citosztatikumok) jelentés hatassal birnak

az akut fazis fehérjék szintézisére (Cerdn et al, 2005).

A C-reaktiv fehérje a legrégebb 6ta ismert f6 AFF emberben. A fehérje elnevezése onnan
szarmazik, hogy 1930-ban Tillett és Francis Pneumococcus C fert6zésben szenvedd
paciensek vérében detektalta el6szor a Pneumococcus baktérium ,C” poliszacharidjaval
reagald molekulat. A CRP, hasonléan mas AFF-hez, nemcsak markere, hanem résztvevéje is
az akut fazis valaszreakcionak. Szerepe els8sorban a komplement molekulak kotédésének
elésegitése, a citokinek termelésének indukcidja, valamint a kemotaxis gatlasa (Cerdn et al,
2005). A kutya C-reaktiv fehérjéje egy 100kD-os pentamer molekula, szerkezetét tekintve csak

részben egyezik meg a human CRP-vel, igy méréséhez fajspecifikus modszer beallitasa
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szlkséges (Eckersall - Bell, 2010). A szérum CRP meghatarozasara a klinikai laboratériumi
gyakorlatban ELISA vagy immunturbidimetrias mérési modszerek hasznalhatéak (Murata et
al, 2004; Stockham - Scott, 2008; Hillstrém et al, 2014). A szérummintaban a C-reaktiv fehérje
4°C-on tarolva néhany napig, -20°C-on fagyasztva pedig hénapokig stabil (Ceron et al, 2005).

A szisztémas gyulladasos folyamat fennallasanak igazolasara, illetve kizarasara az akut fazis
fehérjék mérésének elbnye mas laboratériumi diagnosztikai markerekhez (pl. gyulladasos
leukogram megjelenése, fokozott vorosversejt-sillyedés) képest az automatizalt és gyors
meghatarozason tul, hogy ezeknek a paramétereknek magas a szenzitivitasa, tovabba a
gyulladasos allapot korai felismerését teszik lehetévé (pl. szubklinikai allapotok).
Myelosuppressio fennallasa esetén pedig csaknem az egyetlen diagnosztikai médszer a
szisztémas gyulladas kimutatasara a rutin  allatorvosi  klinikai  gyakorlatban.
Az AFF-k vérplazma-koncentraciojanak valtozasa jo6l korrelal a gyulladasos folyamat
kiterjedésével és mértékével, valamint sorozatmérés soran alkalmas a betegség, illetve az
alkalmazott terapia hatékonysaganak nyomon kdvetésére, tovabba pl. a posztoperativ
komplikaciok korai kimutatasara. Az akut fazis fehérjék diagnosztikai értékét befolyasolja, ha
szisztémas gyulladasos folyamat fennallasaval egyidében fehérjevesztd kérképek vagy sulyos

foku majfunkciézavar all fenn (Cerén et al, 2005).

4. Tobbszervi-diszfunkcié szindroma

A SIRS miatt kialakul6 tébbszervi funkciézavar szindroma jellemzéen 2 vagy tébb szervet
érintd masodlagos korkép, melynek kialakuldasa még céliranyos beavatkozas esetén is
jelentésen csokkentheti az egyed tulélésének esélyét (Declue, 2009; Kenney et al, 2010,
Osterbur et al, 2014). A Klinikai gyakorlatban a tidé-, a vesefunkcié, a gyomor-bél csatorna-
és a majmikddés, a sziv és keringési rendszer, a kdzponti idegrendszer, az endokrin
szabalyozas, valamint a hemosztazis megvaltozott miikddését detektalhatjuk a fizikalis és

kiegészit6 laboratériumi vizsgald modszerekkel (Johnson et al, 2004; Kenney et al, 2010).

A tébbszervi funkciézavar szindroma koéroktanaban szerepet jatszhatnak a gyulladaskelté
citokinek (pl. TNFa, IL-6, IL-1B) fokozott aktivitasa miatt bekdvetkezd kdzvetlen sejtfunkcio-
karosodas, valamint a sejtek megvaltozott metabolikus aktivitdsa, tovabba a keringé
vérvolumen csokkenése (hypovolaemia, hypotonia) illetve a mikrocirkulaciés zavarok
kovetkeztében kialakulé szdveti hypoxia is (Singer et al, 2004; Osterbur et al, 2014).A
bekdvetkezett karosodas mértékétél és a fennalldsanak id6tartamatél fliggben a
mikodészavar lehet atmeneti, de bekdvetkezhet akar végleges strukturalis karosodas is.
Kutyakban MODS fennallasa esetén az egyes szervek diszfunkcidja klinikopatoldgiailag jol

nyomon kovethet6.
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A majmikoédés beszlikilése esetén hypoalbuminaemiat, hypoglykaemiat, csokkent
karbamid-, és koleszterinszintet, illetve emelkedett laktatszintet és csokkent laktatklirenszt,
tovabba emelkedett alanin-aminotranszferaz (ALT) - és alkalikus foszfataz (ALKP) - aktivitast,
hyperbilirubinaemiat, valamint a véralvadasi id6k meghosszabbodasat detektalhatjuk
(Johnson et al, 2004; Osterbur, et al, 2014). A szeptikus betegekben tapasztalt cholestasisban
szerepe lehet a hepatocytak megvaltozott epesavmetabolizmusanak is (Dendoncker - Libert,
2017).

A hemosztazis zavara a véralvadasi-készség fokozédasaban, az endogén antikoagulans
rendszer kimerllésében, illetve fokozott fibrinolizisben nyilvanulhat meg. A DIC lehet okkult
vagy vezethet életet veszélyeztetd szervfunkcids zavarokhoz. Laboratériumi vizsgalatokkal a
thrombocytaszam csOkkenését vagy emelkedését, megnyult aktivalt parcialis tromboplasztin
id6t, prothrombin idét és thrombin idét, tovabba a fibrin(ogén)-degradacios proteinek

(Osterbur et al, 2014).

A sziv- és érrendszer érintettsége szisztémas gyulladasos valaszreakcioban nem ritka és
szisztémas hipotenzioban, illetve csdkkent myocardialis kontraktilitasban nyilvanulhat meg. A
betegvizsgalat soran tachycardiat, sulyos esetben bradycardiat, illetve arrhythmiat
tapasztalhatunk. A paciensekben az adekvat folyadékterapia és vazopresszor-kiegészités
ellenére szisztémas hipotenzié alakulhat ki, ami a vérerek és a szivizom adrenerg
receptorainak katekolaminokra adott csOkkent valaszkészségének a kovetkezménye
(Osterbur et al, 2014). Langhorn és mtsai (2014) szisztémas gyulladasos valaszreakcioban
szenvedd kutyak szérummintajaban vizsgalta a szivizom-eredetl troponin I- (cTnl)
koncentraciot és annak valtozésat a betegség kimenetelének fluggvényében. A korhazi
felvételkor mért cTnl-koncentracié, valamint a hospitalizacié soran detektalt legmagasabb

troponin I-szint szignifikdnsan befolyasolta az egyéves tulélés valdszinliségét.

A szisztémas gyulladasos valaszreakcié soran a gyulladaskeltd citokinek a vese
hamsejtjeinek apoptézisat indukalhatjak. Sulyos esetben akar akut tubularis nekrézis is
kialakulhat, ami csokkent glomerulus filtracios ratahoz, ezaltal beszikult vesemikodéséhez
vezet (acute kidney injury, AKI). A vizelettermel6dés mértékének monitorozasa, valamint a vér
kreatinin-koncentraciéjanak sorozatmérése segit megitélni az akut vesefunkcidkarosodas
mértékét (Johnson et al, 2004).

Kritikus allapotu betegben az artérias vérgazanalizis soran a PaO,: FiO, arany és az un.
alveolaris-artérias oxigén gradiens (A-a gradiens) vizsgalataval az akut respiraciés distressz
szindroma (ARDS), illetve az artérias hypoxaemia kialakulasa igazolhaté (Johnson et al,
2004).
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A gyomor-bélrendszer motilitasanak csokkenése, a bélnyalkahartya permeabilitdsanak
fokozédasa el6segiti a bakteriadlis transzlokacid kialakulasanak esélyét, amely tovabb
csOkkenti a SIRS-ben szenvedd beteg tulélési esélyeit. Klinikailag étvagytalansag, hanyas,
véres, hig bélsar Uritése hivja fel a figyelmet a gyomor-bélcsatorna érintettségére (Declue,
2009; Osterbur et al, 2014).

A neuroendokrin rendszer megvaltozott mikodése miatt a kritikus allapoti betegben
inzulinrezisztencia, sick euthyreoid szindréma, relativ adrenalis elégtelenség, valamint a
vazopresszin megvaltozott termel6dése és elvalasztdsa okozta folyadék- és
elektrolithaztartasi zavar (Syndrome of Inappropriate Antidiuretic Hormone Secretion) is
kialakulhat. A kritikus allapotu beteg endokrinolégiai vizsgalata és az eltérések kezelése akar

életmentd beavatkozas is lehet (Singer et al, 2004; Osterbur et al, 2014).

A koézponti idegrendszer érintettsége  MODS-ban nem ritka, ugyanakkor ennek
laboratériumi moddszerekkel torténd vizsgalata az allatorvosi klinikai gyakorlatban ritkan
valésithatd meg. A metabolikus encephalopathiakon tul a kdzponti idegrendszer primer
karosodasa (vérkeringési- és véralvadasi zavarok, nekrézis, apoptozis) is bekdvetkezhet SIRS
soran, ennek leggyakoribb klinikai megjelenési formaja a csokkent tudatallapot és/vagy
gorcsroham. A kodzponti idegrendszer klinikai vizsgalatat neheziti, hogy a kritikus allapotu
betegekben gyakran alkalmazott major analgetikumok szintén hatassal vannak a mentalis
statuszra (Osterbur et al, 2014).

5. A kritikus allapotu kutyak felismerését seqitd klinikai pontrendszerek

A kritikus allapotu kutyak felismerését szamos pontrendszer segiti (3. sz. tablazat). A
korabban mar emlitett és a vizsgalatainkban is hasznalt SIRS-kritériumokon kivil ilyen példaul
a human APACHE (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) pontozasi séma
allatorvosi valtozata az APPLE-pontrendszer (Acute Patient Physiologic and Laboratory
Evaluation) ,telies” és ,gyors” valtozata. (Hayes et al, 2010), valamint az un. SOFA-
pontrendszer (Sequential Organ Failure Assessment) (Ripanti et al, 2012) és a Survival
Predictor Index Scores (SPI2-) indexszam (Whittemore et al., 2011).
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3. sz. tablazat. A kritikus allapotu kutyak felismerését seqitd klinikai pontrendszerek
kritériumainak dsszefoglalasa. (A tablazat a kdvetkezé oldalon folytatodik.)

Pontrendszer Paraméter Erték
APPLE;:ast pontrendszer
1- 50 pont, a pontszam
forditottan aranyos a
tulélés esélyével
(Hayes et al., 2010)
<4.6 mmol/l — 7 pont
ST 4.6 - 5.6 mmol/l — 8 pont
vérgliik6z

koncentracio

5.7 - 9.0 mmol/l — 9 pont
9.1 - 15.0 mmol/l — 10 pont
>15.0 mmol/l — 0 pont

albumin
koncentracido

<26 g/l — 8 pont
26 - 30 g/l — 7 pont
31-32 g/l - 6 pont
33-35 g/l - 0 pont

>35 g/l - 2 pont

laktatszint

<2.0 mmol/l — 0 pont
2.0 - 8.0 mmol/l - 4 pont
8.0 - 10.0 mmol/l — 8 pont

>10 mmol/l — 12 pont

vérlemezkeszam

<151 G/l — 5 pont
151 - 200 G/I — 6 pont
201 - 260 G/l — 3 pont
261 - 420 G/l — 0 pont

>420 G/l — 1 pont

tudatallapot

fiziolégias — 0 pont
labon van, bagyadt/tompult — 4 pont
csak segitséggel allithaté labra, bagyadt/tompult — 6 pont
nem allithaté labra, de kilsé ingerekre reagal — 7 pont

nem allithaté labra, kllsd ingerekre sem reagal — 14 pont

SPI2- indexszam
0.00 —1.00 (.00 =
100% tulélési
valészinliség)
(Whittemore et al., 2011)

SPI2-indexszam
- elogitP/(1+ elogitP)

logitP = 0.3273
+ (0.0108 x artérias k6zépnyomas)
- (0.0102 x légzésszam)

- (0.2183 x kreatinin)
+(0.0164 x Ht)

+ (0.3553 x albumin)

- (0.1184 x életév)
- [0.8069 x belgyogyaszati (1) vagy sebészeti (0) korkép]
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SOFA-érték
0 - 24 pont
(Ripanti et al, 2012)

PaOZIFiOZ

*1 éraval a
vazopresszorterapia
megkezdését
kdvetden

>400 Hgmm — 0 pont
400 - 300 Hgmm — 1 pont
300 - 200 Hgmm — 2 pont
200 - 100 Hgmm — 3 pont*

<100 Hgmm — 4 pont*

vérlemezkeszam

>150 G/l — 0 pont
<150 G/l — 1 pont
<100 G/l — 2 pont
<50 G/I — 3 pont
<20 G/l — 4 pont

szérum
bilirubinszint

<10 umol/l — 0 pont
10 - 24 pmol/l — 1 pont
24 - 86 umol/l — 2 pont
86 - 188 umol/l — 3 pont

>188 umol/l — 4 pont

vérnyomas

nincs hypotenzié — 0 pont
artérias ko6zépnyomas <60 Hgmm — 1 pont
dopamin <5ug/kg/min — 2 pont
>5ug/kg/min dopamin; <1ug/kg/min (nor)adrenalin — 3 pont
>15ug/kg/min dopamin; <1pg/kg/min (nor)adrenalin — 4 pont

Glasgow Coma
Scale

15 pont — 0 pont
13 - 14 pont — 1 pont
10 - 12 pont — 2 pont

6 - 9 pont — 3 pont
< 6 pont — 4 pont

szérum kreatinin
koncentracidé

<124.0 pmol/l — 0 pont
124 - 168 pmol/l — 1 pont
169 - 301 pmol/l — 2 pont
302 - 433 umol/l — 3 pont

>433.0 pumol/l — 4 pont

Az APPLEw és a SOFA pontozasi rendszer alkalmazasahoz artérias vérgazanalizis
vizsgalatot is végezni kell, az SPI2 indexszam kalkulalasahoz pedig artérias kdzépnyomast

kell mérni.
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6. Hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely miikodése élettani és kéros korulmények
kozott

5.1 A hipotalamusz-hipofizis- mellékvese tengely mikodése fizioldgias korulmények kozott

A mellékvesekéreg zona fasciculata és kismértékben a zona reticularis rétegében termel6dé
glikokortikoidhormonok a szintézisuket kovetéen azonnal a szisztémas keringésbe keriinek.
A keringésben a szallitasuk kilénb6zd karriermolekulakhoz kétédve torténik. Kutyaban a
kortizol nagyjabdl 75%-a a specifikus kortizolko6td fehérjéhez (CBG, cortisol binding globulin),
kb. 12%-a albuminhoz és vdrosversejtekhez kapcsolédva kering, mig a fennmaradé rész az
un. szabad frakcid (szabad kortizol), ami a sejtek szamara elérhetd, bioldgiai aktiv forma
(Meyer - Rothuizen, 1993). A kotott és szabad frakcio aranyat az elérhetd szallitorendszerek
tipusa és mennyisége befolyasolja. A kortizol elérhetéségét a sejtek szamara déntéen a 11p3-
hidroxiszteroid-dehidrogenaz (113-HSD) enzimrendszer mikddése szabalyozza. Ezen enzim
2 formaja (1-es és 2-es tipusu 11p-HSD) felel az aktiv kortizol és az inaktiv kortikoszteron
dinamikus atalakulasaért szoveti szinten. Kutyaban a gliikokortikoid hormonok kisebb részben
a majban metabolizalodnak, dontéen azonban a vesén keresztlil metabolizalédnak és
valasztédnak ki. Az dsszkortizol minddéssze néhany szazaléka valtozatlan formaban Urdl a
vizelettel (Galac et al, 2010; Boag et al, 2020).

A mellékvesekéreg altal termelt glikokortikoidok bioszintézisét és elvalasztasat dontéen a
hipofizis elllsé lebenyében termel6dd adrenokortikotrop hormon (ACTH) szabalyozza. Az
ACTH epizddikus elvalasztasat a hipotalamusz és kézponti idegrendszer felél érkezd ingerek
befolyasoljak és a szekréciés mintazatara hat a kering6 kortizolszint negativ visszacsatolasi
mechanizmusa, a stressz, valamint immunolégiai tényezdk is (1. sz. abra). Ellentétben, az
emberben leirt reggeli 6rakban tapasztalt ACTH-szint emelkedéssel, kutyaban végzett ilyen
irdnyu vizsgalatok eddig nem tamasztottak ala az ACTH-termelés és elvalasztas cirkadian
ritmusat. Ujabb kutatasok eredménye alapjan nem-ACTH-fiiggd szabalyozas is részt vesz a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely mikoédésének finom hangolasaban” (Bornstein -
Chrousos, 1999; Marik, 2009; Galac et al, 2010).
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1. sz. dbra. A hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely sematikus miikodése és a
visszacsatolasi mechanizmusok fizioldgias korilmények kozoétt. (Galac S. - Reusch C. E. -
Kooistra, H. S. - Rijnberk A.: Adrenals. In: Rijnberk A. - Kooistra H. S.: Clinical Endocrinology
of Dogs and Cats. 2nd edition 2010 alapjan)

5.2 Hormonalis valtozasok a kritikus allapotu betegekben

A kritikus allapotu betegekben kialakuldé hormonalis valtozasok Osszetettek, és csaknem
minden endokrin szerv miikddését érinthetik (van den Berghe, 2003; Gibson et al, 2005;
Santos, 2013). Altalanosan ismert endokrin miikddészavarok az un. sick euthyreoid
szindroma, amely akut vagy krénikus szisztémas betegségben szenvedd euthyreoid paciens
pajzsmirigy-hormonszintjeiben, illetve a pajzsmirigy mikodését vizsgalo funkcionalis tesztekre
adott valaszaban okoz eltéréseket (van den Berghe, 2003; Singer et al, 2004; Gibson et al,
2005; Schoeman et al, 2007). Az alacsony 6ssztiroxinkoncentracié prognosztikai markerként
is hasznalhat6 a kritikus allapotu kutyak tulélési esélyének meghatarozasara (Schoeman -
Herrtage, 2008b).

A glukokortikoidok az akut fazis reakcio alapvet6 hormonalis szabalyozoi (Prittie et al, 2002,
Necela - Cidlowski, 2004). A fokozott ACTH-termelés és elvalasztas kovetkeztében
megemelkedik a vérplazma &sszkortizolszintje, valamint csokken a kortizolszallité fehérjék
mennyisége és affinitasa, igy a keringésben a kortizol bioldgiailag aktiv, szabad frakcidjanak
aranya megemelkedik (Galac et al, 2010; Martin, 2011). A kortizol hatassal van a katekolamin-
elvalasztasra és az adrenerg receptorok mikodésére, illetve a vesetubulusok natriumion- és
vizvisszatartasara, igy a megemelkedett szabad kortizol koncentracionak és a célsejtek

fokozott kortizol érzékenységének célja, nemcsak a gyulladas mérséklése, hanem a
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hemodinamikai stabilitdas megérzése is (van den Berghe, 2003; Gibson et al, 2005; Annane,
2011). A megfeleld stressz-valaszreakcié a kritikus allapotu betegek tulélésében kiemelkedd
szerepet jatszik (Galac et al, 2010; Bhatia et al, 2014).

A hipotalamusz-hipofizis-mellékvese-tengely aktivalédasa komplex hatasok végeredménye
(1. sz. abra). A kortikotrop-felszabadité hormon (CRH) elvalasztasat a noradrenalin és a
szerotonin serkenti, mig a substance P, az opioidok és a GABA blokkoljak (O’Connor et al,
2000). Egyes proinflammatorikus citokinek (TNF-o, IL-1, IL-6) is modulaljak a CRH
elvalasztasat a hipotalamuszban. Az ACTH-elvalasztasat a CRH és a vazopresszin (AVP)
fokozza, tovabba a katekolaminok, az angiotenzin-1l, a szerotonin és egyéb peptidek (pl.
vasoactive intestinal polipeptid) is serkentik. Fiziolégias kérilmények kdzott a TNF-a, I1L-1, IL-
6 stimuldlja, a TGF-p pedig gatolia az ACTH termel6dését és elvalasztdédasat. A
gliikokortikoidok visszacsatolasi mechanizmusok altal maguk is negativ hatassal birnak mind
az ACTH, mind a CRH termelésére és elvalasztasara (Prigent et al, 2004; Galac et al, 2010;
Martin, 2011; Oakley - Cidlowski, 2013).

Kritikus allapotu betegben az akut fazis reakcié részeként a fentieken kivul szamos
neuroendokrin valtozas detektalhatd. A névekedési hormon indukalta inzulinrezisztencia és
hyperglykaemia kialakulasahoz hozzajarul a kortizol, az adrenalin, valamint a glukagon altal
kivaltott fokozott glukoneogenezis és a csokkent periférias glukozfelhasznalas is (Van den
Berghe, 2003; Gibson et al, 2005).

A vazopresszin megvaltozott termelédése és elvalasztasa sulyos zavart okozhat a folyadék-
és elektrolithaztartasban, amennyiben az alacsony plazma ozmolalitds ellenére az AVP-
szekrécio normal marad vagy fokozdodik. llyenkor un. inadekvat ADH-szekréciés szindroma
(Syndrome of Inappropriate ADH Secretion) alakulhat ki. Ezen betegekre jellemzé a
hyponatraemia, a csdkkent plazma ozmolalitas (Posm <280 mOsm/kg) tovabba a relativ
hypersthenuria (Meij et al, 2010; Ueda et al, 2015).

Kritikus allapotu paciensekben gyakori az ionizalt hypocalcaemia is. Hatterében 6sszetett
hormonalis (D-hipovitaminézis, citokin-indukalta megvaltozott parathyroid hormon elvalasztas)
és egyéb hatasok (hypomagnesaemia, alkalozis, vérplazma ionizialt kalcium frakciéjanak

fokozott kelacioja, szekvesztracioja) allnak (Holowaychuk et al, 2009; Holowaychuk, 2013).
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5.3 Ciritical lliness-Related Adrenocortical Insufficiency (CIRCI) - A kritikus allapotu
betegek kortikoszteroid-elégtelenség szindromaja

A CIRCI korképnek jelenleg nincs altalanosan elfogadott magyar nyelvi elnevezése. A
human terminolégia kordbban az un. relativ adrenalis elégtelenség kifejezést hasznalta a
vazopresszor-rezisztens hipotenziv szeptikus betegek jellemzésére (Marik et al, 2008; Galac
et al, 2010), ujabban a sick euadrenal state elnevezést részesitik elényben (Venkatesh -
Cohen, 2011). A CIRCI azonban nemcsak a mellékvesék elégtelen kortizol termelését
jelentheti, hanem a kortizol csokkent hatasat is a célsejteken (Marik et al, 2008, Burkitt
Creedon, 2015). Az elégtelen kortizolhatas kdvetkeztében az inflammatorikus transzkripcios
faktorok downregulaciéja nem megfelelé mértékl, igy a betegben zajlo6 gyulladasos
folyamatok nem mérséklédnek (Peyton - Burkitt, 2009; Galac et al, 2010; Sweeney et al, 2010;
Venkatesh - Cohen, 2011; Bhatia et al, 2014; Osterbur et al, 2014).

A CIRCI tdbb szempontbol kilonbdzik a hypoadrenocorticismustdl (Addison-betegseg). A
mellékvese hipofunkcidjaval jaré korképek fobb jellemzéit a 4. sz. tablazat foglalja 6ssze. A
kutydk Addison-betegsége ritka, életveszélyes korkép, amely leggyakrabban a
mellékvesekéreg immun-medialt gyulladasanak koévetkeztében alakul ki és irreverzibilis
mineralokortikoid és/vagy glukokortikoid hianyhoz vezet, amelynek terapias célu potlasa a
paciens élete végeéig szikséges (Galac et al, 2010). Ezzel ellentétben a kritikus allapotu
betegek kortikoszteroid-elégtelenség szindromaja soran elsésorban funkcionalis zavar alakul
ki (ehhez tarsulhat akar strukturalis karosodas is), ami ,relativ’ hypocortisolaemiahoz és/vagy
kortizolrezisztencia kialakulasahoz vezet. A CIRCI lefolyasa és sulyossaga a kivaltd
tényez6ktdl figgben idében dinamikusan valtozhat és az alapbetegség megsziinésével a
normal kortizoltermelés, illetve kortizolhatas helyreallhat (Prittie, 2009; Martin et al, 2008).
Tovabbi kuldnbség, hogy CIRCI soran a mineralokortikoid-termel6dés és elvalasztas altalaban
nem érintett (Martin et al, 2008; Galac et al, 2010).

Klinikai kéralmények kdzott kutyaban a mellékvesék kortizoltermel6 kapacitasat az ACTH-
stimulacids teszt soran lehet vizsgalni (Martin et al, 2007; Pessina et al, 2009). Az Addison-
kor igazolasara a korabbi 250ug/allat dézis helyett, jelenleg az 5 pg/ttkg szintetikus ACTH-
készitmeény intravénas adasa javasolt, amellyel a mellékvesék maximalis kortizol termelését
lehet elSidézni (Kemppainen et al, 2005; Martin et al, 2007). Ujabb kutatasok szerint 5 ug/kg-
nal alacsonyabb ACTH-d6zis is alkalmas a mellékvesekéreg maximalis kortizol valaszanak
vizsgalatara emberben (Kozyra et al, 2005), valamint kutyaban is (Martin et al, 2007; Sweeney
et al, 2010; Cortés-Puch et al, 2014; Botsford et al, 2018).
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4. sz. tablazat. A mellékvese hipofunkcid formai kutyaban Rijnberk-Kooistra: Clinical
Endocrinology of Dogs and Cats (2009) alapjan.

Hormonalis

Koérkép Korélettani hattere cltérések

immun-medialt gyulladas és = hypocortisolaemia és

“tipikus” Addison betegség kdvetkezményes hypoaldosteronaemia
funkciovesztés
eunatraemias, eukalaemias immun-medialt gyulladas és hypocortisolaemia
hypoadrenocorticismus kovetkezményes id6vel kisérheti
(“atipikus” Addison betegség) funkciovesztés hypoaldosteronaemia
hypophysectomia,

kétoldali adrenalectomia,
gliikokortikoid terapia
iatrogén Addison-kor atmenet nélkili megvonasa,
trilosztan/mitotan/ketokonazol
/gesztagén terapia
mellékhatasa lehet

hypocortisolaemia +/-
hypoaldosteronaemia

“relativ” adrenalis elégtelenség _at,HHM':eE%eg ;nmdlen i | Kortizolvalasz és/vagy
Kortikoszteroid-eléatelensé szintje érintett lehet, valamin . .
( ikosz _ d| 'e égtelenség receptorialis, illetve ko’rtlzolhatas kritikus
szindréma) posztreceptorialis zavarok is allapot betegben

allhatnak a hatterében

A CIRCI oktana még nem minden részletében ismert, de a HHM-tengely nem megfeleld
aktivalodasa, a mellékvesék csokkent kortizol termelése vagy a sejtszintl
glukokortikoidrezisztencia 6nalldéan, vagy egyuttesen is vezethetnek a korkép kialakulasahoz
(Beishuizen - Thijs, 2004; Martin, 2011, Peyton - Burkitt, 2009, Prigent et al, 2004; Bhatia et
al, 2014; Boonen - Van den Berghe, 2016) (2. sz. abra).
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HIFOTALAMUSE

/

verkeringési és véralvadasi zavarok HIPOFIZIS
ABCEl-mutacid gvigyvszerhatis
MELLEKVESE gyulladaskelts citokinek
CBG, albumin mennyvisége/affinitisa ¥ ~PERIFERIA™ kortizolszintézis zavara

neutrophil granulocyta elasztaz aktivitasa

11p0H-szteroid-dehidrogenaz

2. sz. abra. Sematikus abra a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengelyt és a célsejteket
éré komplex hatasokrdl kritikus allapot fennallasa soran. (ABCB1: ATP-binding cassette sub-
family B member 1; CBG: kortizolkétd globulin)

Kwon és mtsai (2010) kritikus allapotu emberek klinikai vizsgalata soran igazoltak, hogy a
proinflammatorikus citokinek mérsékelik a mellékvese kortizoltermeld rezerv kapacitasat.
Egyes citokinek fokozott kifejez6dését pedig Osszefuggésbe hoztak szteroid-rezisztens
asztmaban szenvedd betegek T-lymphocytainak csdkkent GLK-érzékenységével (lto et al,
2006). A gyulladasos folyamatok soran a mellékvese kortizol termelését a neutrophil
granulocytak altal termelt a-defenzinek is blokkoljak, azaltal, hogy az ACTH-val versenyeznek
az adrenalis melanocortin receptor kotéhelyekért (Prigent et al, 2004). Ugyancsak az aktivalt
neutrophil granulocytak altal termelt elasztaz képes befolyasolni a kortizol és a kortizolk6td
szallitomolekula kdzotti kapcsolatot, ezaltal a sejtek szamara nagyobb mennyiségl szabad

kortizol valik elérhetévé (Vanhorebeek et al, 2006).

A Th2-sejtek altal termelt gyulladaskelt6 citokinek (IL-2, IL-4) képesek befolyasolni a
periférian a 11#-hidroxiszteroid-dehidrogenaz enzimek kifejez6désének mértékét, igy a
bioldgiailag aktiv kortizol koncentracidja figg a 2-es tipusu 11B-HSD aktivitasatdl is (Prigent
et al, 2004; Marik, 2009; Martin, 2011; Annane, 2016).

Az ABCB-1 (korabbi nevén MDR1) gén mutacidjaval rendelkez6 egyedekben a P-
glikoprotein nem megfelel6 mikddése miatt a GLK-ok szabadon lépnek at az vér-agy gaton,
igy a visszacsatolasi mechanizmusok soran erételjesebb gatlé hatast fejtenek ki a
kézpontokra. Egészséges ABCB1 gén mutacidjat hordozé egyedben az endogén ACTH-szint,
illetve az alap és a stimulalt kortizolszint is szignifikansan alacsonyabb, mint ABCB1 gén vad
tipusat hordozo6 egyedben az erbteljesebb negativ feed back hatas miatt (Mealey et al, 2007;

Dendoncker - Libert, 2017). A HHM-tengely szuppresszidja ABCB1 génmutaciét hordozé
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egyedben relativ hypocortisolaemia kialakulasahoz vezethet kritikus allapot soran (Mealey et
al, 2007).

Az alacsony kortizolszinthez, illetve a csOkkent Kkortizol rezerv kapacitashoz a
hypocholesterinaemia is hozzajarulhat, tekintve, hogy a kritikus allapotu betegekben gyakori a
HDL-szint markans cstkkenése (Marik, 2009; Annane, 2016).

Kritikus allapotu betegekben csokkent szérum kortizol-klirensz fennallasat is igazoltak, ami
nem a megnovekedett kortizol szekrécio, hanem a csokkent, illetve elhuzod6é metabolizmus
és kivalasztas kdvetkezménye volt (Kanczkowski et al, 2015; Boonen - Van den Berghe,
2016). Boag és mtsai. (2020) szepszisben és szeptikus sokkban szenvedd kutyak vér- és

vizeletmintainak vizsgalataval mutattak ki a kortizol metabolizmus megvaltozasat.

A HHM-tengely miikédése dinamikusan valtozik a gyulladasos folyamat intenzitasaval és
fenndllasanak id6tartamaval. A szisztémas gyulladas ,kronikussa” valasaval az endogén
ACTH-szint lecsdkken, ezaltal a fokozott kortizoltermelés mar nem ACTH-fliggé folyamatok
kovetkezménye (ACTH - kortizol disszociacié) (Beishuizen - Thijs, 2004). A mellékvese
hormon” és a ,szbveti” kortikotropin serkenti. Ez az alternativ hormonalis szabalyozas
stimulalja a mellékvesék gliikokortikoid termelését a hipotalamusz-eredetli CRH hianyaban is.
Ehhez jarul hozza az adrenalis sejtek és a mellékvesében jelen 1évé immunseijtek citokin
termelése, valamint az adrenalis immunsejtek MHC/HLA class Il molekuldk expresszidjan
keresztili kozvetlen leukocyta-mellékvese szabalyozas és fokozott kortizolszekrécid
(Bornstein - Chrousos, 1999; Beishuizen - Thijs, 2004; Boonen et al, 2014; Kanczkowski et al,
2015; Annane, 2016).

A jelentds szisztémas gyulladas fennallasa soran emberben a mellékvese kortikoszteroid-
metabolizmus megvaltozasanak markere a csdkkend DHEAS (dehidroepiandroszteron és
dehidroepiandroszteron szulfat) koncentraciok. Az adrenalis androgének szamos élettani
funkciot latnak el, tobbek kdzott a glikokortikoidok immunszupressziv hatasat ellensulyozzak
(Beishuizen - Thijs, 2004).

A szisztémas gyulladas soran a vérkeringésben megn6 a bioldgiailag aktiv, szabad
kortizolfrakci6 mennyisége. Ez a kortizolkdté fehérje (negativ akut fazis protein)
koncentracionak csokkenése miatt kovetkezik be (Kanczkowski et al, 2015). Elhuzédo
gyulladas fennallasa soran a CBG-szint ismét megemelkedik, ez a szabad Kortizolszint

csOkkenét okozza (Beishuizen - Thijs, 2004).

Egészséges beagle kutyakban a kortizolszint emelkedését mutattak ki hiperténias sooldat

(10% NaCl 5ml/kg) bolusban térténé intravénas beadasat kdvetéen, ugyanakkor 0.9% NaCl
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infuzios oldat és HAES kolloid oldat adagolasa utan ezt nem tapasztaltak (Goy-Thollot et al,
2007). A gyogyszerek kozul az etomidat és a dexmedetomidin a 11B-hidroxildz (CYP11B1)
gatlasan keresztil csokkenti a kortizolszintézist, de mas anesztetikumokrdl is igazoltak mar,
hogy emberekben a HHM-tengely mikddését blokkoljak, igy példaul a fentanil és egyéb
opioidok csdkkenti az ACTH-szintet (Prigent et al, 2004; Gibson et al, 2005; Thomas et al,
2010; Santos, 2013). Emberben egyes gydgyszerek (pl. antiepileptikumok, rifampin,
ciklosporin, Klaritromicin) a CYP-450 enzimrendszer indukcidjaval fokozzak a kortizol-
metabolizmust (Prigent et al, 2004; Thomas et al, 2010). Az azoltipusu gombaellenes szerek
(pl. ketokonazol) pedig reverzibilisen gatoljak az adrenalis szteroidszintézis CYP-450 fuggd
enzimeit (Thomas et al, 2010). A kritikus allapotu beteg megvaltozott adrenalis valaszreakcidja
tehat nemcsak az alapbetegség kévetkezménye lehet, hanem a terapias beavatkozasok is
hozzajarulhatnak kialakulasahoz (Thomas et al, 2010; Martin, 2011; Burkitt Creedon, 2015;
Boonen - Van den Berghe, 2016).

A CIRCI kovetkezményei a hemodinamikai instabilitas és a gyulladasos folyamatok
csillapodasanak elmaradasa (Prittie, 2009; Bhatia et al, 2014). A CIRCI soran detektalhato
klinikopatologiai eltérések nem specifikusak, tovabba az alapbetegség klinikai tlinetei és a
laboratoriumi eltérések sokszor elfedik a jelenlétiket. llyenek példaul a laz, hanyinger/hanyas,
hasi fajdalom, szisztémas hipotenzidé, csdkkent tudatallapot, alacsony vérglikoézszint,

hyponatraemia, valamint az eosinophilia (Gibson et al, 2005; Prittie, 2009).

A human felmérések szerint a CIRCIl a daganatos és nem-daganatos kritikus allapotu
betegek 30-58%-at érinti (Prittie, 2009; Bruno et al, 2012; Bhatia et al, 2014; Osterbur et al,
2014). A CIRCI prevalenciajardl az allatorvosi szakirodalomban jelenleg nem talalhatdéak
konkrét adatok, ugyanakkor szamos tanulmany vizsgalta mar a koérkép jellemzéit kritikus
allapotu kutyak kérében (Goy-Thollot et al., 2006; Schoeman et al, 2007; Prittie, 2009; Martin,
2011, Cortés-Puch, 2014; Summers et al, 2021; Marchetti et al, 2021).

A CIRCI diagnosztikai protokollja sem a human-, sem az allatgydgyaszatban nem
egységes. Az alap szérum kortizolszintet, az ACTH-stimulaciés teszt soran mért alap és
stimulalt kortizolszintet, illetve ezek kiildnbségét (Un. Akortizol érték), valamint a kortizol/ ACTH
aranyt is alkalmazzak kritikus allapotu betegek tulélési valdészinliségének meghatarozasara
(Cortés-Puch et al, 2014, Bhatia et al, 2014; Burkitt Creedon, 2015; Marik et al, 2008; Kwon et
al, 2010; Martin, 2011, Peyton - Burkitt, 2009; Prittie et al, 2002; Venkatesh - Cohen, 2011,
Schoeman - Herrtage, 2008a).

A kritikus allapotban detektalhaté hypercortisolaemia ,referencia tartomanyat” még nem

hataroztak meg (Prittie et al, 2002; Prittie, 2009; Martin, 2011). Human vizsgalatok alapjan
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random maodon vett vérmintaban amennyiben a kortizolszint nagyobb, mint 34 pg/dl (>935
nmol/l), az sulyos allapotban lévé betegben megfelelé mellékvese-miikddésre utal, mig <15
ung/dl (<412 nmol/l) kortizol érték esetén a relativ adrenalis elégtelenség fennallasa nagyon
valdészinl. A szirke zénaban mert alap kortizol koncentracio (15-34 pg/dl) esetén az adrenalis

valaszkészség megitélésére tovabbi tesztek elvégzése javasolt (Gibson et al, 2005).

Kaplan és mtsai. (1995) nem-mellékvese eredet(, kronikus betegségben szenvedé kutyak
ACTH-stimulaciés teszt soran kapott eredményei alapjan azt tapasztaltak, hogy a betegek
34%-anak az alap kortizolszintje, a paciensek 14%-anak a poszt-ACTH Kkortizolszintje a
referencia tartomany fels6 hatarat meghaladta. Szeptikus, Staphylococcus aureus okozta
tudégyulladasban szenvedd kutyak alap kortizolszintie a szepszis korai szakaszaban

magasabb volt, mint az ACTH-stimulaciét kdvetéen mért értékek (Cortés-Puch et al, 2014).

Sweeney és mitsai. (2010) az intenziv terapias beavatkozasok (fentanil-midazolam-
medetomidin kombinacioval fenntartott szedaci6, endotrachealis intubacié és mechanikus
lélegeztetés) hatasat vizsgaltak egészséges kutydk mellékvesemiikddésére. Az elsé 24
6raban mind az alap, mind a stimulalt kortizol-koncentraciék emelkedettek voltak a kontroll
csoport értékeihez képest, de 24 6ra utan mar nem volt szignifikans kilénbség a két csoport
kortizolértékei koézott. Az ACTH-stimulaciés tesztet 5 ug/kg, valamint 1 ug/allat ACTH
készitmény intravénas beadasaval is elvégezték, és nem tapasztaltak szignifikans
kGldnbséget a kétféle dozis hatasa kozott. A 24 6ran tuli kildnbség eltlinése a kezelt és a
kezeletlen egészséges kutyak kortizolszintjei kd6z6tt magyarazhatd egyrészt azzal, hogy a
kezdeti stresszhatas elmultaval és a megfelel6 analgézia-szedacié fenntartasa mellett
gyulladasos folyamat hianyaban nem volt ujabb HHM-tengelyt ér6 stimulus. Masfeldl
lehetséges, hogy az alkalmazott narkotikumok befolyasoltak negativan a HHM-tengely

mikodéseét.

A human szakirodalomi adatok ellentmondasosak a szérum kortizolkoncentracio és a
betegség varhaté kimenetele kozotti 0sszefiggés tekintetében. Egyes tanulmanyok pozitiv
Osszefuggést talaltak a hypercortisolaemia mértéke és a tulélés valoszinlsége kozott, mig
mas vizsgalatok ellentétes kapcsolatot mutattak ki az emelkedett kortizolszint és a betegség
kimenetele k6z6tt (Goecke - Guerrero, 2006; Bendel et al, 2008; Venkatesh - Cohen, 2011).

A szérum kortizolszint és a betegség kimenetele kozotti lehetséges dsszefliggeést mar
kutyakban is vizsgaltak klinikai korilmények kdzott. Babesia canis rossi-val fert6zott kutyak
kdzul a nem-tulélék median alap kortizol- és ACTH-szintje szignifikansan magasabb volt, mint
a tuléléké (Schoeman et al, 2007). Cortés-Puch és mtsai. (2014) a HHM-tengely mikddését

vizsgaltak szeptikus, Staphylococcus aureus okozta tudégyulladasban szenvedd kutyakban.
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A kortizol- és ACTH-szint emelkedésének mértéke a szepszis korai szakaszaban nem
kildnboztette meg a tuléld és nem-tulélé egyedeket, ugyanakkor a tulélék HHM-tengelyének
a visszacsatolasi mechanizmusokra valo érzékenysége a szepszis kialakulasat kovetéen mar
24 6ran belll helyredllt. A nem-tulélékben magas kortizol- és ACTH-szint volt jellemzd, és
exogén ACTH- illetve, dexametazon adasat kdvetéen a dinamikus tesztek elvégzése soran

csOkkent valaszkészséget mutattak.

Fontos megjegyezni, hogy a fenti vizsgalatokban az ACTH-stimulacidés teszt elvégzése
soran eltérd dézisban alkalmaztak a szintetikus ACTH-készitményeket, igy a vizsgalatok
eredményei nem vetheték 6ssze (Prittie et al, 2002; Sweeney et al, 2010; Cortés-Puch, 2014).
Egyes szakirodalmi adatok alapjan a 250 pug/egyed ACTH-dézis alkalmazasa nem javasolt a
stimulacids teszt soran, mivel ez extrém nagy (szuprafiziolégias) mennyiség, ami nem
kellbképp érzékeny a CIRCI igazolasara, helyette az un. alacsony doézisu (0,5 ug/kg iv.) ACTH-
stimulacios teszt elvégzését javasoljak a mellékvese kortizoltermeld rezerv kapacitasanak
vizsgalatara (Martin et al, 2007; Prittie, 2009; Martin, 2011; Venkatesh - Cohen, 2011).

Tovabba figyelembe kell venni azt is, hogy az 6sszkortizol koncentracié meghatarozasa
nem feltétlenll korreldl a biolégiai funkciot valéjaban betéltd, a hordozémolekulakhoz nem
kotott, un. szabad kortizol szintjével (Marik, 2009; Bhatia et al, 2014; Venkatesh - Cohen, 2011,
Boag et al, 2020). Ugyanakkor Bendel és mtsai (2008) emberekben, illetve Boag és mtsai.
(2020) kutyak esetében sem talaltak szignifikdns kuldnbséget a tulélé és nem-tulélé szeptikus
betegek kalkulalt, illetve mért szabad kortizolszintje, valamint az ésszkortizol koncentracioja
kozott. A szabad- és az 6sszkortizol koncentracio értékei jol korrelaltak egymassal, tovabba a
nem-tulélé, szepszisben vagy szeptikus sokkban szenvedé betegek szabad és 6sszkortizol

szintje egyarant szignifikansan magasabbak voltak a tulélé betegcsoport értékeihez képest.

Az Aallatorvosi Klinikai laboratériumi diagnosztikaban rutinszerlien nem alkalmazott, un.
szabad kortizolfrakcid meghatarozasa hasznos lehet olyan egyedekben, amelyekben jelentés
hypoalbuminaemia/hypoproteinaemia all fenn, mivel ezekben a paciensekben az 6sszkortizol
meghatarozasa nem feltétlenll lesz reprezentativ a szabad kortizolfrakcié tekintetében
(Beishuizen - Thijs, 2004; Sweeney et al, 2010; Martin, 2011). Azt sem szabad figyelmen kivul
hagyni, hogy a szérum 6ssz- vagy szabad kortizol koncentracidja nem feltétlenll reprezentalja
a sejtszintl glukokortikoid miliét (Venkatesh - Cohen, 2011).

Egyes szerz6k pedig az egyszeri hormonszint-meghatarozas vagy stimulacios teszt
elvégzése helyett, sorozat kortizolszint mérést és/vagy ismételt ACTH-stimulacios tesztet,

illetve szérum Kkortizol-klirensz vizsgalatot javasolnak, hangsulyozva a CIRCI idében valtozo,

33



dinamikus jellegét (Prittie et al, 2002; Martin, 2011; Cortés-Puch et al, 2014; Boonen - Van den
Berghe, 2016).

Az endogén ACTH-szint meghatarozasa 6nmagaban nem alkalmas a CIRCI-ben szenvedd
és nem-szenvedo kritikus betegek megkulonboztetésére. A jelenség hatterében allhat, hogy a
kritikus allapot hosszabb idejl fennallasa esetén a kortizoltermelés dontéen mar nem ACTH-
fugg6 iranyitas ala kertl az ,ACTH - kortizol szekrécié disszociacid” jelensége okan
(Beishuizen - Thijs, 2004; Venkatesh - Cohen, 2011, Boonen - Van den Berghe, 2016).

Az American College of Critical Care Medicine iranyelve alapjan, ha az alap kortizolszint
kisebb, mint 10 ug/dl (<275 nmol/l) vagy a stimulalt kortizol érték kevesebb, mint 9 pg/dl-rel
(247,5 nmol/l) né a 250 ug/beteg dézisu szintetikus ACTH-injekcidval végzett stimulacios
tesztje soran, akkor az adott paciensnél javasolt a glikokortikoidpotlas a megfelelé folyadék-
és vérnyomasemel6-terapia mellett (Burkitt Creedon et al, 2007; Kwon et al, 2010; Bhatia et
al, 2014). Egy masik atfogd human vizsgalat alapjan az a beteg, akinek a stimulalt kortizol

igényel (Annane, 2011).

A szérum kortizolszint meghatarozasara hasznalt detektalasi moddszerek analitikai
pontossagat és megbizhatésagat, illetve a kilonb6zé mérési metddusok kdzétti jelentds
analitikai variabilitast is célszerli figyelembe venni, amikor az egyes tanulmanyokban
meghatarozott, klinikai déntéshozatali kiszonértékeket (Un. cut off value) vetjik Ossze
(Boonen - Van den Berghe, 2016). A mérési eredmények kiértékelésekor tehat figyelembe kell
venni az alkalmazott mérési modszer analitikai varianciajat, a vizsgalt paraméter bioldgiai
variabilitasat, valamint az esetleges analitikai interferenciat (pl. lipaemia, hemolizis, heterolég
ellenanyagok jelenléte) vagy keresztreaktivitast okoz6 anyagok hatasat is (Bendel et al, 2008,
Venkatesh - Cohen, 2011; Gal et al, 2017).

Gal és mtsai. (2017) egészséges kutyakban vizsgalta a populacié alapu referenciatartomany
alkalmazhatdésagat ACTH-stimulaciés teszt eredményének kiértékelésekor. A kapott
eredmények alapjan az ACTH-stimulaciés teszt kortizol értékei un. kdztes individualitasi
indexet mutattak, ami a populacié alapu referencia intervallum alkalmazasan kivil az un.
.reference change value” (kritikus kiildnbség érték) egyuttes figyelembevételét indokolja az

ACTH-stimulaciés teszt eredményeinek kiértékelése soran.

Prittie és mtsai. (2002) 20 kritikus allapotu kutya ACTH-stimulacios teszt (250 ug/allat)
elvégzése soran mért kortizol értékeit és az endogén ACTH-koncentracidjat vizsgaltak a
betegségik kimenetelének fuggvényében. A vizsgalatban egyik egyednél sem igazoltak

abszolut értelemben vett hypocortisolaemiat az elérhetd referenciatartomanyhoz képest,
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tovabba sem az alap, sem a stimulalt kortizolkoncentracio, sem pedig az endogén ACTH-szint

nem mutatott szignifikans kulénbséget a tulélé és nem-tulélé csoportokban.

Goy-Thollot és mtsai. (2006) 34 kritikus allapotu kutya alap és stimulalt kortizol
eredményeivel. Az ACTH-stimulacios tesztet 250ug/allat dézisban alkalmaztak intravénasan
adva. Az adatok elemzését kdvetben azt talaltak, hogy a nem-tulélé, kritikus allapotu kutyak
alap kortizol- és a Akortizol értéke ugyan magasabb volt, mint a tuléléke, de a kulonbség nem
volt szignifikans. A stimulalt kortizol erték viszont a nem-tulélékben szignifikansan magasabb

volt, mint tulélékben.

Egy masik vizsgalatban 33 szeptikus allapot okozta SIRS-ben szenvedd kutyat vizsgaltak.
Azon SIRS-ben szenved6 egyedek, amelyek Akortizol-értéke az ACTH-stimulacios teszt soran
<3ug/dl (<82,5 nmol/l) volt, jellemzéen szisztémas hipotdniaban szenvedtek, és a tulélési
esélylk kisebb volt, mint a jobban stimulalhaté egyedeké. Fontos azonban megemliteni, hogy
a vizsgalat soran a mellékvese rezerv kapacitasat intramuszkularisan adott, 250ug/allat dézisu
szintetikus ACTH-készitmény adasaval végezték, igy felmeril, hogy az izomba adott
készitmény felszivodasa a hipotdniaban szenvedd egyedekben eleve elégtelen lehetett, igy a
csOkkent mértékl stimulacid esetleg nem oka, hanem kovetkezménye volt a szisztémas
hipoténianak (Burkitt Creedon et al, 2007).

Martin és mtsai (2008) szintén a Akortizol-érték kiszamitasa alapjan azonositottak be a
feltehetéen CIRCI-ben szenvedd, kritikus allapotu kutyakat (Martin et al, 2008). Az ACTH-
stimulacios tesztet 5 ug/kg iv. dozissal végezték. Az alapbetegséguktdl fuggetlenul azok a
paciensek, amelyek Akortizol értéke <83 nmol/l volt, kdzel 6-szor nagyobb eséllyel részesultek
vazopresszor-terapiaban, mint azok a kutyak, melyek Akortizol értéke nagyobb volt, mint 83
nmol/l (Martin et al, 2008).

A fenti ellentmondasos eredményeket és a nem egységes protokoll alapjan végzett
vizsgalatokbdl szarmazé adatokat nehéz dOsszevetni, ugyanakkor néhany allatorvosi
szakirodalmi forras allaspontja alapjan amennyiben a kritikus allapotu kutya alap kortizol
értéke a referenciatartomanyon belll vagy a felett van, de az ACTH-stimulaciét kovetéen a
kortizolvalasz elégtelen, ugy CIRCI gyanuja all fenn, és ezekben a paciensekben a
glukokortikoidterapia kedvez6en hathat az alapbetegség kimenetelére (Burkitt Creedon et al,
2007; Prittie, 2009; Martin, 2011).

A CIRCI-ben szenvedd beteg kortikoszteroid szubsztitucids terapiajat illetéen jelenleg nincs

egyseégesen elfogadott iranyelv, sem a human-, sem az allatorvoslasban (Cortés-Puch et al,
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2014; Burkitt Creedon, 2015; Vandewalle - Libert, 2020; Summers et al, 2021). Korabbi
vizsgalatok emberekben igazoltak, hogy a nagy dézisu GLK-terapia névelte a mortalitast, sét
a masodlagos fert6zések és egyéb mellékhatasok okozta halalozas ebben a betegcsoportban
magasabb volt (Goecke - Guerrero, 2006; Marik et al, 2008). A human szakirodalom az
alacsony dézisu 0,5 - 1,5 mg/kg hidrokortizon 6 6ranként iv./im. vagy 2 mg dexametazon iv./im.
alkalmazasat javasolja a folyadék- és vérnyomasemel® terapiara nem reagalé szeptikus
betegek kezelésére (Gibson et al, 2005; Marik et al, 2008; Peyton - Burkitt, 2009, Prittie, 2009).
A kritikus allapotu kutyak kezelésére jelenleg az alabbi glukokortikoid készitmények javasoltak:
hidrokortizon 1,0 - 4,3 mg/kg/24h iv. (a napi dozis eloszthato 4 részre és 6 oranként is adhato
bolusokban) vagy prednizon 0,25 - 1,0 mg/kg/24h iv. (eloszthaté 2 részre és 12 odras
kaldnbséggel adhatd), illetve dexametazon 0,04 - 0,4 mg/kg/24h iv. (Martin, 2011).

7. A glukokortikoidreceptor és a glukokortikoidrezisztencia

6.1 A glukokortikoidok gyulladascsillapité és immunmodulans hatasa

A szarvasmarhak mellékvesekérgebdl kivont szteroidok gyulladascsillapité hatasat az
1940-es évek masodik felében ismerték fel és kezdték el orvosi céllal hasznalni. A
szintetikusan el6allitott kortikoszteroidok szamos farmakolégiai tulajdonsagukban térnek el a
szervezet altal termelt glikokortikoidoktol. Egyfeldl a mesterségesen elballitott hatdbanyagok a
keringésben nem a kortizolk6été fehérjéhez kapcsolddva szallitdédnak, igy a sejtek/szévetek
altal elérhetd ,szabad” frakci6 nem all szabalyozas alatt. Masfel6l a szintetikus
glukokortikoidok egymastol és az endogén kortizoltdl jelentésen kilonboznek a
hatékonysagukat, valamint metabolikus klirensziket tekintve. Példaul a dexametazon,
ellentétben a kortizollal nem inaktivalhaté a 2-es tipusu 11B-hidroxi-szteroid-dehidrogenaz
altal, igy a sejtek szintjén fokozott a bioldgiai elérhetésége (Veterinary Medicine Expert
Committee on Drug Information, USP, 2004; Whitley - Day, 2011; Kadmiel - Cidlowski, 2013;
Oakley - Cidlowski, 2013).

A glukokortikoidok napjainkban is a leggyakrabban alkalmazott gyulladascsillapité és
immunmodulans gyogyszerek kozé tartoznak mind az embergydgyaszatban, mind az
allatorvoslasban (Bell et al, 1984; Schmidt et al, 2004; Goecke - Guerrero, 2006; Matsuda et
al, 2010; Thacker, 2010; Whitley - Day, 2011; Viviano, 2013; Dendoncker - Libert, 2017).

A glukokortikoidok és receptoraik a szervezet szinte minden sejtjiében jelen vannak és
csaknem 2000 gén szabalyozasaban vesznek részt. Ezek a gének szabalyozzak az alap

élettani mikodéseket (pl. embrionalis fejlédés, postnatalis ndévekedés, idegrendszer
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adaptacioja), illetve szamos enzim kdédolasan keresztiil részt vesznek a szénhidrat-, a lipid- és
aminosav-anyagcsere, az akut fazis reakcio, valamint a xenobiotikumok metabolizacidjanak
szabalyozasaban is (Newton, 2000; Necela - Cidlowski, 2004; Schmidt et al, 2004; Kadmiel -
Cidlowski, 2013; Dendoncker - Libert, 2017).

A glikokortikoidok az immunrendszer sejtes és humoralis elemeit egyaranyt modulaljak.
Szamos a gyulladasban részt vevé citokin (pl. IL-1, IL-6, TNFa, GM-CSF, CXCL8, IL-10),
kemokin, adhéziés molekula, gyulladasos enzim (pl. lipocortin-1, nitrogén-monoxid-szintaz,
ciklooxigenaz) atirédasat ,kapcsoljak ki’ (transzrepresszidé) (Leung - Bloom, 2003; Barnes -
Adcock, 2009; Thacker, 2010; Whitley - Day, 2011; Viviano, 2013). Az antiinflammatorikus
hatasukat részben a gyulladasban részt vevd sejtek (pl. lymphocytadk, monocytak, eosinophil
granulocytak) programozott sejthalalanak indukalasaval érik el, mig egyes sejteket (pl.
neutrophil granulocytak) megvédenek az apoptozistdl (Necela - Cidlowski, 2004; Schmidt et
al, 2004). A human neutrophil granulocytak mas periférias fehérvérsejttipusokkal
dsszehasonlitva nagyobb mértékben fejezik ki a glukokortikoidreceptor B-izoformajat (hGRp).
Ez szerepet jatszhat abban, hogy a neutrophil granulocytak glikokortikoid hatasara, egy ideig,
elkertilik a programozott sejthalalt (Leung - Bloom, 2003). A glikokortikoidok sejt-specifikus
hatasa mas mddon is megmutatkozik. Az adhéziét segitéd molekulak csdkkent expresszidjaval
a GLK-ok gatoljak a neutrophil granulocytak extravazacidjat, de a kemotaxist, valamint a
fagocitézist is akadalyozzak (Beishuizen - Thijs, 2004; O’Connor et al, 2000; Thacker, 2010;
Kadmiel - Cidlowski, 2013). A B-lymphocytak és plazmasejtek ellenanyag termelése csdkken
glukokortikoidok hatasara, mig a T-lymphocytak egy részében programozott sejthalalt
okoznak, ugyanakkor az un. Tweg-lymphocytak tulélését segitik a glikokortikoidok (Kadmiel -
Cidlowski, 2013). A macrophagok citokin termelését, antigén prezentacidjat és fagocitdzisat
blokkoljak, az eosinophil- és basophil granulocytak szamat a keringésben csdkkentik, bioldgiai
funkciojukat gatoljak a glukokortikoidok (O’Connor et al, 2000; Beishuizen - Thijs, 2004;
Thacker, 2010).

Figyelemre mélté kuldnbség van a glukokortikoidok gyulladascsillapité hatasat tekintve a
nemek kozott. Ragcsalokban és féemlésdkben végzett kutatdsok szerint az 6sztrogén
szerepet jatszik a gyulladasos citokinek szabalyozasaban, a hipotalamusz CRH és AVP
nitrogén-monoxid szintaz) képzédését is (Puder et al, 2001; Oakley - Cidlowski, 2013; Tait et
al, 2008; Venkatesh - Cohen, 2011).

A glukokortikoidok szerteagazo hatasukat nem-genomi és genomi szabalyozason keresztul
valésitjak meg. Hatasuk dozisfiggé, szerv, illetve sejt specifikus és a cellularis mikrokérnyezet

is befolyasolja (Vandevyver et al, 2014).
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A klasszikus, genomi szabalyozas altalaban 24 - 48 6rat vesz igénybe, ugyanakkor a GLK-ok
mar néhany éran belll képesek valtozast okozni a szervezet mikoddésében. A nem-genomi
hatas a sejtmembranhoz kététt, aktivalt glikokortikoid receptorok kézvetlen, an. kinaz-alapu
jelatviteli utakkal és mas membranhoz koétott fehérjékkel valo kdlcsénhatason alapul (Newton,
2000; Dallman, 2005; Nicolaides et al, 2014). A genomi szabalyozas a GR altal az egyes gének
transzkripciojanak fokozasaval (transzaktivacio) vagy gatlasaval (transzrepresszid) torténik
(Gross et al, 2009; Oakley - Cidlowski, 2013). A transzrepresszié mar sokkal alacsonyabb
GLK-d6zis mellett megtorténik, mint a transzaktivacié (Nixon et al, 2013; Nicolaides et al,
2014). A transzrepresszio elsésorban a gyulladascsillapitd hatasért felelés (pl. AP-1, NF-xB),
mig a glukokortikoidok altal kivaltott transzaktivaciéo dontéen a metabolikus ,mellékhatasokért”
felel (pl. glikoneogenezis fokozasa a foszfoenol-piruvat-karboxi-kinaz gén fokozott
transzkripcioja altal), ugyanakkor uUjabb kutatdsok ennél arnyaltabb képet mutatnak a GR
monomerek és dimerek transzkripciés aktivitasardl, illetve a glukokortikoidreceptorok egyéb
transzkripcios faktorokkal torténd interakcidjanak gyulladascsillapité hatasarol (4. sz. abra)
(Newton, 2000; Nixon et al, 2013; Nicolaides et al, 2014).

6.2 A glukokortikoidreceptor és izoformai

A glukokortikoidreceptor (GR) egy ligandfliggd transzkripcios faktor, amely a nuklearis
receptor szupercsalad tagja (Goecke - Guerrero, 2006). Kutydban a 2-es kromoszdman

elhelyezked6 NR3C1 (Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1) gén kddolja.

A GR csaknem minden sejtben megtalalhaté, de megjelenésik (szamuk, tipusuk,
subcellularis megoszlasuk) szovet-specifikus mintazatot mutat (Zhou - Cidlowski, 2005;
Nicolaides et al, 2014). A GR génje emberben és kutyaban is intronikus szakaszokkal
elvalasztott 9 exonbdl all, amelyekbdl az els6 nem tartalmaz kdédold régidt (Lewis-Tuffin -
Cidlowski, 2006). A kutya jelenleg ismert és azonositott, funkcionalis glukokortikoid receptora
(cGRa) egy 781 aminosavbdl allé fehérje, aminek a szerkezete az altalanos GR felépitését
koveti. A receptorfehérje szerkezetileg harom 6 részbdl épul fel: az N-terminalis régio, a DNS-
koté régi6, valamint a C-termindlis, Un. ligandkét6é domén (3. sz. abra)
(http://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiarisboxer/Transcript/ProteinSummary?db=core;g
=ENSCAFG00000006293;r=2:35169173-35286712;t=ENSCAFT00000010207).

Az N-terminalis rész a konstitutiv, ligandfliggetlen transzkripcios aktivitasért feleldés régiot
tartalmazza, amely a GLK hormonok célgénjeinek atirddasat szabalyozza. A centralis, erésen
konzervalt szakasz a DNS-kotd régié (DBD), amely két ,cink-ujj” motivummal rendelkezik,
ezekkel képes a sejtmagban 1évé koétéhelyekhez (GRE: glikokortikoid reszponziv részek)
kapcsolddni, majd egyéb transzkripcids kofaktorokkal komplexet alkotni. Tovabba ennek a

régionak kulcsszerepe van a receptor dimerizaciojaban is. Az inaktiv GR a citoplazmaban
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monomer formaban, fehérjékhez kapcsolddva talalhaté, mig a sejtmagban aktiv formaban
dimer-szerkezetli. A ,hinge” régid6 a DBD és a ligandkoté domén kozott helyezddik és a
receptor strukturalis flexibilitasat biztositja. A C-terminalis régié (ligandkété domén) pedig a
receptor-specifikus ligand megkdtésén kivil a ligandfiiggd transzkripcid aktivacidjaért is felel.
Az aktivalt ligand-GR-komplex sejtmagba vald athelyez6dését a centralis és a C-terminalis
régiod szabalyozza (Zhou - Cidlowski, 2005; Oakley - Cidlowski, 2013; Dendoncker - Libert,
2017).

2 9 L | UIR | >
‘.%* ~
N-terminslis régio | DNS-kité | ligand-koté régio
Transzkripcios aktivitas Receptor-homodimerizicia Hosokk fehérjékhez vald kitodés a

DNS-kitéhely (GRE) felismerése citoplazmaban inaktiv allapotban
GRE-hez valé kités (,,cink-ujjak™) Receptor-specifikus ligand megkitése
Receptor ligand-fiiggd aktivacidja
Kofaktor fehérjékkel valo interakcio

Az aktivalt ligand-GR Komplex sejtmagba

vald athelyezddése

3. sz. abra. A kutya glukokortikoidreceptor (NR3C1) génjének sematikus szerkezeti
felépitése (felsd sor) és az egyes genomi régiok altal kddolt fehérjedomének, valamint azok
funkcioja (also6 sor). Costa és mtsai, Polymorphisms in the canine glucocorticoid receptor
alpha gene (NR3Cla). J. Vet. Pharmacol. Therap., 2015 alapjan.

A glukokortikoidok szabadon jutnak at a sejtmembranon és kapcsolddnak a citoplazmaban
inaktiv, un. multiprotein komplex (pl. HSP90 hd&sokk-fehériéhez kotott) formaban lévo
monomer GR-hoz (Oakley - Cidlowski, 2013; Nicolaides et al, 2014). A hormon receptor
komplex ezt kdvetben aktivalodik (megvaltozik a C-terminalis domén térszerkezete), és a
sejtmagba helyezddik at. Ott a DNS GRE-szakaszaihoz kapcsolédva, homodimert alkotva,
szamos kofaktor fehérjével funkcionalis, transzkripcidt szabalyozé komplexet képez és
feler&siti, vagy éppen gatolja az egyes GLK-reszponziv gének atirodasat (Goecke - Guerrero,
2006; Zhou - Cidlowski, 2005; Nicolaides et al, 2010).

A folyamatot bizonyos transzkripciés faktorok is befolyasoljak. A gyulladasos folyamatok
szabalyozasaban fontos szerepet jatszik a nuclear faktor-kB (NF-kB) és az activator protein-1
(AP-1) (Nicolaides et al, 2010; Oakley - Cidlowski, 2013). Az AP-1 kozvetitd szerepet jatszik a

citokinek jelatvitelében, tovabba szamos proinflammatorikus gén aktivalasaban vesz részt
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(Necela - Cidlowski, 2004). Az NF-xkB a gyulladaskelt6 citokinek és gének aktivalasaval
feler6siti a gyulladasos immunvalaszt (Necela - Cidlowski, 2004). Az NF-xB és az AP-1 egyes
gyulladaskeltd citokinek, illetve fert6z6 agensek, valamint mas karositdé stimulusok (pl.
lipopoliszacharidok, UV-sugarzas, oxidativ hatasok) hatasara aktivalédnak, és az
immunszabalyoz6 gének expresszidjanak fokozasaval sejt- és szdvetkarosodashoz vezetnek
(Leung - Bloom, 2003; Zhou - Cidlowski, 2005; Ito et al, 2006). A glikokortikoidreceptor képes
kdzvetlenul hozzakapcsolodni ezekhez a gyulladasos transzkripcidés faktorokhoz, ezaltal
inaktivalva azokat. Emellett a GLK-ok bizonyos antiinflammatorikus citokinek és fehérjék
kifejez6dését is serkentik, igy jarulva hozza a gyulladas mérséklédéséhez (Zhou - Cidlowski,
2005; Goecke - Guerrero, 2006; Matsuda et al, 2010; Nixon et al, 2013; Nicolaides et al, 2014).

Cytoplasm Nucleus

Glucocorticoids,

Proteinsn

GR/DNA and GR/TF

4. sz. dbra. Sematikus abra a GR-medialt transzkripciés regulacio jelatviteli
utvonalairdl (Zhou - Cidlowski, 2005). Az inaktiv glikokortikoidreceptor (GR) ligandkdtést
kdvetben a levalik a hésokk-fehérjékrdl és a sejtmagba helyezédik at, ahol (A) GR-dimer
formaban kdézvetlenil kapcsolddik a célgének GRE-, illetve nGRE-hez, (B) egyes
transzkripcios faktorokkal (pl. NF-xB, AP-1) térténd kdzvetlen interakcié altal torténik a
génszabalyozas, illetve (C) egyidejl, komplex interakcié soran a GRE-vel és a mas
transzkripcios faktorokkal egyltt modulalja a célgének atirodasat.

(GTM: general transcription machinery; TF: other transcription factors)

A glukokortikoidreceptor genomi hatésa tehat 3 {6 mechanizmuson keresztul valosul meg
(4. sz. abra): (1) transzaktivacio fokozasa vagy a transzkripcid gatldsa (transzrepresszio) a
célgénekben; (2) génszabalyozas mas transzkripcios faktorokkal (pl. AP-1, NF-kB) torténd
kdzvetlen interakcié altal, illetve (3) egyidejl, komplex interakci6 a GRE-vel és mas

transzkripcios faktorokkal (Leung - Bloom, 2003; Necela - Cidlowski, 2004).
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Az NR3C1l gén atirédasa soran torténd alternativ splicing mechanizmus emberben,
majmokban, ragcsaldkban, valamint zebrahalban is tobb varianst eredményezhet. Emberben
szamos (pl. hGRa, hGRB, hGRy, hGR-A, hGR-P), mig kutyaban mindezidaig csupan a cGRa
ismert (Oakley - Cidlowski, 2011; Costa et al, 2015). Az alternativ splicing a centralis vagy a
C-termindlis régiot érinti, ezaltal az izoformak a subcellularis lokalizaciéjukban, a
ligandkdtésikben, illetve a magkétédésikben kildnbdznek (Bamberger et al, 1995; Oakley -
Cidlowski, 2013; Nicolaides et al, 2014, Costa et al, 2015). Az mRNS transzlaci6ja soran
alternativ iniciacionak kdészonhetéen minden egyes izoformabdl tovabbi variansok
keletkezhetnek, eltéré génregulacids profillal (Oakley - Cidlowski, 2011). Ezek jellemz&en az
N-terminalis régid variaciéi, tehat ligandkoété képességikben nem, de a sejten beldli
megoszlasukban, transzkripciés képességuikben eltérhetnek (Nicolaides et al, 2014;
Vandevyver et al, 2014; Dendoncker - Libert, 2017). Mindezen tul az egyes variansok
specifikus poszttranszlacios modosulasokon (pl. foszforilacio, acetilacio, metilacio,
ubiquitinacio, illetve sumoilacié) mennek keresztlil, amelyek tovabbi funkcionalis
kilonbségeket okozhatnak: igy példaul, eltérd receptorstabilitas, subcellularis lokalizacio, és
mas transzkripciés faktorokkal/fehérjékkel torténd interakcié. A fenti mechanizmusok
kovetkezménye, hogy bar egy gén kddolja a glukokortikoidreceptort, de az Osszetett és tobb
szinten szabalyozott génkifejez6dés miatt szamos szerkezetében és funkcidjaban eltéré
fehérje keletkezhet (Nixon et al, 2013; Souza et al, 2014; Nicolaides et al, 2014; Vandevyver
et al, 2014; Tan - Wahli, 2016). Egy friss human vizsgalat eredménye szerint, amelyben
egészséges véradok periférias vérmintajat vizsgaltak, tobb mint 1500 NR3C1 varianst
detektaltak RNS szinten, ugyanakkor a kildonb6zé GR szubtipusok lehetséges funkcidirdl
fiziologias és patoldgias kérilmények kdzott csak korlatozott ismereteink vannak (Petta et al,
2016, Leventhal et al, 2019).

A transzkript variansok kézil emberben a hGRa, a hGRp valamint, a hGR-P izoformak a
legismertebbek. A hGRa és a hGRp izoforma mRNS és fehérjeszinten szamos sejtben és
szbvetben kerult mar kimutatdsra és ezek szerepet jatszhatnak a sejtek GLK-
érzékenységének szabalyozasaban fizioldégias és patologias kortlmények kozoétt (Zhou -
Cidlowski, 2005; Lewis-Tuffin - Cidlowski, 2006; Goecke - Guerrero, 2006; Ito et al, 2006 Nagy
et al, 2016). AhGRa az un. ,klasszikus”, funkcionalisan aktiv receptor. A hGRa emberben 777
aminosav hosszusagu fehérje (Nicolaides et al, 2014). A B-izoforma (hGRp) emberben egy
rovidebb, 742 aminosav hosszusagu fehérje, amely megtalalhaté a legtdbb sejtben és
szovetben, de fiziolégias koérulmények kozott az o-izoformahoz képest altalaban
nagysagrendekkel kisebb mértékben fejez6dik ki és bar dontéen a sejtmagban talalhato, de a
citoplazma és sejtmag kozétt ,ingazni” is képes (Bamberger et al, 1995; Pujols et al, 2002;
Yudt - Cidlowski, 2002; Hagendorf et al, 2005; Gross et al, 2009; Ledderose et al, 2012).
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A két hGR izotipus mRNS szinten a 9. exonban kuldnbdzik egymastél (Bamberger et al,
1995; Lewis-Tuffin - Cidlowski, 2006; Nicolaides et al, 2010). A 9. exon a ligandko6té rész
koddolasaban vesz részt (3. sz. abra) (Goecke - Guerrero, 2006). A B-izoforma transzkript
variansa egy rovidebb kodolé régiét tartalmaz, amely csonka fehérjét eredményez és
természetes ligandot nem, de pl. a mifepriszton (RU486) nevl glukokortikoidantagonistat
megkdti, illetve hGRa jelenlétében transzkripcids aktivitassal bir (Lewis-Tuffin - Cidlowski,
2006; Gross et al, 2009; Kadmiel - Cidlowski, 2013).

A B-izoformat mar nem csak emberben, hanem pl. radgcsaldkban (Hinds et al, 2010; DuBois
et al, 2013), sertésben (Reyer et al, 2013), valamint zebrahalban (Schaaf et al, 2008) is
azonositottak, ugyanakkor egészséges kutyak majszdveti mintaibol RNA-Seq mdodszerrel nem
sikerllt azonositani (Costa et al, 2015). Az alternativ splicing mechanizmusa az egyes
fajokban eltéré. A zebrahalban a 8-as exont érint6 ,kivagddas” vezet a ligandkoté doménjaban
eltérd splice varians létrejottéhez (Schaaf et al, 2008). Egérben, az emberhez hasonléan a f3-
izoformanak 15-aminosav-hosszusagu C-terminalis régioja van és a 8-as intronban jelen lévé,
alternativ splicing donorhely hasznalataval jon létre (Hinds et al, 2010). DuBois és mtsai.
(2013) Wistar patkanyban olyan izoforma jelenlétét mutattak ki, amely a 7-es intron egyes
szekvenciait tartalmazza. Habar a B-izoformak a kulénb6zé fajokban szerkezetileg eltéréek,
funkcidjukat tekintve azonosak (Schaaf et al, 2008; DuBois et al, 2013; Hinds et al, 2010).

A GR B-izoformajanak fokozott megjelenése (pl. proinflammatoricus citokinek vagy
mikrobidlis szuperantigének altal) un. dominans negativ gatlé hatast fejt ki az a-izoforma
mikodésére. Ez azaltal valdsul meg, hogy a transzkripcié szempontjabdl inaktiv heterodimert
hoz létre a GRa-val, illetve az o- és B-izoforma kozott versengés alakul ki a GRE-hez valo
kotédeésért, valamint a nuklearis receptor transzkripcidos koaktivator komplexekért. A GRp
negativ/gatlé hatasa a sajat GRE-ken keresztul megvalésulo, kdzvetlen downregulacioval is
Osszefuggésben all (Yudt - Cidlowski, 2002, Leung - Bloom, 2003; Goecke - Guerrero, 2006;
Bernes, 2010; Nicolaides et al, 2010; Kadmiel - Cidlowski, 2013, Oakley - Cidlowski, 2013; Ma
et al, 2013; Nagy et al, 2016; Tan - Wahli, 2016). Az ujabb kutatasok alapjan hGRp a hiszton

deacetilaciojan keresztil is hozzajarul a transzkripcidé gatlasahoz (Hinds et al, 2010).

A két izotipus aranya egyeéb tényez6k mellett szerepet jatszik egészséges egyedben a
kUlénbozb sejtek/szovetek eltérdé GLK-érzékenységének kialakitasaban (Zhou - Cidlowski,
2005; Nicolaides et al, 2010). A hGRp fokozott expresszidjat és ez altal az a- és B-izotipus
aranyanak megvaltozasat ki lehet valtani a gyulladaskelté citokinekkel, mikrobialis
szuperantigénekkel, valamint kortizollal is (Leung et al, 1997; Hauk et al, 2000; Webster et al,
2001; Leung - Bloom, 2003; Zhou - Cidlowski, 2005; Silverman - Sternberg, 2012; Bhatia et al,
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2014). Mivel a kortizol-indukalta receptor downregulacié p-izoforma esetén nem valdésul meg,
ez tovabbi aranyeltolodast okoz a két izoforma expresszidjaban (Yudt - Cidlowski, 2002). A
két izoforma kifejez6dését egyfelél meghatarozza a képzédésik lteme, masfel6l az RNS- és
fehérjeszinten eltérd stabilitasuk is hatassal van expresszids aranyukra (Leung et al, 1997).
Mivel a hGRp fehérje félideje kétszer hosszabb, mint a hGRa proteiné, ez is hozzajarul az

aranyuk megvaltozasahoz (Leung - Bloom, 2003).

A human GR splice variansok koézil a hGR-P (de hGR-0-ként is hivatkozott) izoforma az
utolsé el6tti intron (intron G) retencioja altal jon Iétre. A korai stop kodont tartalmazé izoforma
emberben egy 676 aminosav hosszusagu fehérjét kddol, amelynek bar intakt a DNS-ko6td
doménje, de a B-izoformahoz képest egy hosszabb rész hianyzik a ligandkotd régidbol (Moalli
et al, 1993; Krett et al, 1995, Gaitan et al, 1995; Parks, et al, 1998; De Lange et al, 2001). A
hGR-P-t el6szor a 90-es években azonositottak myeloma multiplexben szenvedd paciensek
daganatos sejtjeiben, ahol a fokozott expresszidja glikokortikoid rezisztenciat eredményezett
(Moalli et al, 1993; Krett et al, 1995, Sanchez-Vega et al, 2006). Ugyanakkor De Lange és
mtsai. (2001) transzfekcids vizsgalataban a hGR-P, a hGRa transzkripcios aktivitasat és
ezdltal a GLK-érzékenységet sejtvonaltdl fliggéen befolyasolta. A hGR-P-t azéta nemcsak
myeloma sejtekbél, hanem mas lymphoproliferativ daganatsejtekbdl is izolaltak, valamint
egészséges emberek, illetve Addison-kdrban és Cushing-betegségben szenved® paciensek
fehérvérsejtjeiben is azonositottak (Hagendorf, 2005). A hGR-P expresszidja az egyes
daganatos mintakban akar az 50%-t is elérte a teljes GR transzkriptomhoz viszonyitva (De
Lange et al, 2001), mig egészséges emberek fehérvérsejtjeiben a hGR-P expresszidja kb.

negyede volt a hGRa-nak, de tébb nagysagrenddel nagyobb volt a hGRp-hoz képest
(Hagendorf, 2005). Habar a hGR-P expresszidja jelentésen nagyobb, mint a hGRp-é

funkciojardl jelenleg keveset tudunk. A hGR-P hatasa ellentmondasos a glikokortikoid
érzékenységre, kilénésen egy Ujabb kutatas fényében, amely azt talalta, hogy a H intron
retencidja altal létrejott 745 aminosav hosszusagu izoforma (hGR-S1) in vitro kdéridlmények
kozott, exogén glukokortikoidhatas jelenlétében és hianyaban is csOkkent transzaktivacios
potenciallal bir (Baker et al, 2012). Mindez tovabb arnyalja a strukturalisan hasonlo, de
funkcidéjukban kildnb6z6 izoformak lehetséges bioldgiai szerepét, valamint a cellularis milié

hatasat az egyes izoformak transzkripcios aktivitdsara vonatkozoéan.

A human GR-P-hez hasonld, az utolsé elétti intron retencidja altal 1étrej6tt ortologot sertésbdl
szarmaz6 szdvetekben (Reyer et al, 2013), valamint egér blastocystaban is detektaltak (Ciko$
et al, 2019). A sertésbdl szarmazo kuldonb6z6 szévetekben a GRp, illetve a GR-P aranya az

0ssz NR3C1 transzkipthoz képest 1.2%, illetve 6-25% kdzott valtozott.
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Yamanaka és mtsai (2019) iatrogén Cushing-szindrémaban szenvedd kutya periférias
vérmintajat vizsgalva a cGRo-t6l klilénb6z6 izoformat (cGRALBD) irtak le. Vizsgalatukban a
C-terminalis rész megroévidilésével jard splice varianst inzercidos mutacioként azonositottak és
in vitro kértlmények koézoétt a ,,csonkolt” izoformaval ,fert6zott” sejtekben jelentésen csdkkent

glikokortikoid érzékenységet talaltak.

A GR izoformainak eltér6 transzkripcids aktivitdsan kivlil szamos egyéb tényezd
befolydsolja az endogén vagy exogén glukokortikoidra adott valaszreakciot. A
glikokortikoidreceptor nuklearis két6helyeit, a genomban nagy gyakorisaggal el6fordulé GRE-
ket és az uUjonnan felfedezett direkt-represszor nGRE szekvenciakat, génpolimorfizmus
jellemzi. A GRE és nGRE szakaszok a genomban jellegzetes és valtozo térszerkezeti
mintazatban helyezkednek el a kromatin allapotatél fiiggéen koénnyen, vagy kevésbé
hozzaférheté konformacidban. A térszerkezeti mintazatra hatassal vannak epigenetikus
faktorok, a sejtciklus-fazis, valamint a hisztonszerkezet is. A GRE-k dinamikus
kdlcsbnhatasban vannak az aktivalt GR-ral és annak kofaktoraival. A kdlcsénhatas eréssége
kromatinban szabadon |évé GRE mintazattdl is. Glikokortikoidreszponziv elemek magaban
az NR3C1 génben is megtalalhatéak, igy kdzvetlen dnszabalyozas is érvényesil (Pujols et al,
2002; Oakley - Cidlowski, 2013; Dejager et al, 2014; Vandevyver et al, 2014; Dendoncker -
Libert, 2017). Ennek a glukokortikoidok altal indukalt receptor dnszabalyozasnak is szerepe
van az egeészséges sejtek GLK-homeosztazisanak fenntartdsaban (Gross et al, 2009;
Nicolaides et al, 2014). Fontos hangsulyozni azonban, hogy a glikokortikoid jelatviteli
utvonalainak és halézatainak szabalyozasaval kapcsolatos ismeretek még korant sem
teljesek, és jelenleg is aktiv kutatas targyat képezik (Kadmiel - Cidlowski, 2013, Tan - Wahli,
2016).

A glukokortikoid érzékenység, illetve rezisztencia mértéke tehat genomi szinten az NR3C1
gén mutacioitdl, polimorfizmusaitdl, a GRE-k és GLK-reszponziv gének elérhetéségétdl, a
jelatviteli utvonalak egyéb molekulaitdl, transzkripcids szinten az alternativ splicing-t6l, az
alternativ transzlacids iniciaciotol, a microRNS-k expressziét befolyasold hatasatal,
fehérjeszinten pedig a poszttranszlaciés modosulasoktdl, valamint epigenetikai szinten is
szamos tovabbi tényez6tél flgg. Példaul a kilénbdzé sejtek/szdvetek glikokortikoid
érzékenységének cirkadian ritmusa emberben ismert jelenség, amely részben a GR fehérje
poszttranszlaciés moédosulasa (pl. acetilacio) révén valésul meg. Mindez egyuttesen okozza a
glikokortikoidok széleskord, sokrétl, dozisfiggd és gyakran egyedi hatasat (Leung - Bloom,
2003; Stevens et al, 2004; Chriguer et al, 2005; Zhou - Cidlowski, 2005; Gross et al, 2009;
Ledderose et al, 2012; Nicolaides et al, 2014; Souza et al, 2014; Vandevyver et al, 2014;
Dendoncker - Libert, 2017).
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6.3 A glukokortikoidrezisztencia

A szerzett glikokortikoidrezisztenciat el kell kiléniteni a velesziletett, un. primer (familiaris)
glikokortikoidrezisztencia szindromatdl. Ez a ritka kérkép emberben a GR génmutacioja
kovetkeztében tartésan magas kortizolszintet okoz, de a hypercortisolismus klasszikus klinikai
tunetei nem alakulnak ki (Barnes, 2010). Emberben leirtak mar az NR3C1 gén ritka, de
jellegzetes polimorfizmusait is (pl. ER22/23EK, N363S, Bcll) amelyek jelentés fenotipusos
kilonbségeket okozhatnak az egyedi glikokortikoid érzékenységben (Russcher et al, 2005;
Silverman - Sternberg, 2012; Kadmiel - Cidlowski, 2013; Souza et al, 2014; Bazsoé et al, 2020).
Kutyaban a GR-t kddolé NR3C1 génben mindezidaig 6 SNP-t mutattak ki, amelybdl ketté nem

szinonim polimorfizmus (Costa et al, 2015).

A szerzett GLK-rezisztencia esetén a GR génjében nem mutathatd ki strukturalis eltérés
(Leung - Bloom, 2003; Dendoncker - Libert, 2017). A szerzett glukokortikoidrezisztencia
molekularis hattere Osszetett. Prereceptorialis, receptoridlis, valamint posztreceptorialis
mechanizmusok alakithatjak ki (Yudt - Cidlowski, 2002). A csodkkent glikokortikoidvalasz
kialakitasaban szerepet jatszhat a CBG-koncentracié gyulladasos citokinek hatasara
bekdvetkez6 csOkkenése, a 11B-HSD enzimrendszer aktivitasanak médosulasa, valamint az
ABCBL1 gén altal kédolt pumpafehérje (P-glikoprotein) fokozott kifejezédése, illetve a ligand-
indukalta GR down-regulacié is (Farrell - Kelleher, 2003; Barnes, 2010; Silverman - Sternberg,
2012; Dejager et al, 2014; Nicolaides et al, 2014). A macrophag migraciés gatlé faktor (MIF,
Macrophage migration inhibitory factor) egy olyan gyulladaskelté citokin, amely jelentds
gliikokortikoid gatldhatassal rendelkezik a macrophagok citokin termelését és T-lymphocytak
aktivacidjat tekintve, és aminek a képz6dését maguk a GLK-ok is indukaljak (Beishuizen -
Thijs, 2004, Barnes, 2010; Dejager et al, 2014). Egyes gyulladaskelté citokinek (pl. IL-2, 1L-4)
hatasara a GR ligand-altal torténd aktivalédasa, sejtmagba térténé athelyezédése és GRE-
hez t6rténd kapcsoldédasa, valamint az egyes transzkripcios faktorokkal torténd interakcidja is
akadalyozott lehet (Barnes - Adcock, 2009; Dejager et al, 2014). A ligandkdtést kdvetben a
GR foszforilalédasanak mintazata is befolyasolja a transzkripcids aktivitast (Dejager et al,
2014). A GR transzkripcios eredményességét befolyasolja a kromatin szerkezete, valamint a
kromatinallomany hozzéaférhetéségét szabalyozo faktorok is (Dejager et al, 2014; Dendoncker
- Libert, 2017). Egyes transzkripcids faktorok (pl. AP-1) fokozott expresszidja, illetve a hiszton
acetilacio zavara miatt a célgének transzkripcidja zavart szenved. Ezen kivll a Treg-
lymphocytak csokkent szama és az altaluk termelt IL-10 alacsony koncentracidja is
megfigyelhetd GLK-rezisztenciaban (Leung - Bloom, 2003; Barnes - Adcock, 2009). Emberben
ismert az egyes szovetek glukokortikoid érzékenységének cirkadian ritmusa is (Nicolaides et
al, 2014).
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Az egyes izoformak mennyisége nemcsak a képz8&désik rataja, hanem az RNS- és fehérje-
szintl degradacidjuk mértékének is a fliggvénye (Leung et al, 1997; Dejager et al, 2014). A
glikokortikoidreceptor expresszidjanak finomhangolasaban szerepet jatszanak az un.
microRNS-k is. Egyes microRNS-k (pl. miR124) tébbek kdzott ACTH- és gyulladasos citokinek
hatasara a GR expresszidjat mérséklik (Dejager et al, 2014). A GR funkciéjat, a korabban mar

emlitett poszttranszlacios mddosulasok is jelentésen befolyasolhatjak (Dejager et al, 2014)

Szamos gyulladasos koérképben igazoltdk mar a periférids mononuklearis sejtek GRp
upregulacidja és a GLK-rezisztencia kozotti kapcsolatot: pl. szepszisben (Ledderose et al,
2012; Guerrero et al, 2013), asztmaban (Leung et al, 1997; Hamid et al, 1999; Ito et al, 2006;
Dejager et al, 2014), gyulladasos bélbetegségben (Orii et al, 2002; Farrell - Kelleher, 2003),
rheumatoid arthritisben (Chikanza - Kozaci, 2004), szisztémas lupus erythematosusban
(Piotrowski et al, 2007), valamint egyes lymphoproliferativ korképekben (Oakley - Cidlowski,
2013). Mas vizsgalatok ugyanakkor ezt nem igazoltak (Goecke - Guerrero, 2006; Ma et al,
2013). Van den Akker és mtsai. (2009) szepszisben és szeptikus sokkban lévé csecsemdk és
kisgyermekek vérében a neutrophil granulocytdk GR izotipusainak mMRNS expressziojat
vizsgaltdk a betegség sulyossagaval oOsszevetve. A GR mMRNS expresszido atmeneti
csOkkenését tapasztaltak a neutrophil granulocytdkban. A csdkkenés a hGRo és hGR-P
izotipusokat érintette, a hGRpB-t nem. A csdkkenés mértéke forditottan aranyos volt a betegség

sulyossagaval.

A human vizsgalatok soran kapott eltérd és ellentmondasos eredmények hattere maig nem
tisztazott kérdés. Figyelembe kell venni ugyanakkor a rendkivil Osszetett és sokszintd,
,halozatszer(” szabalyozé mechanizmusokat, illetve az alkalmazott metodikak korlatait. A GR-
izotipusok kifejez6désének csak mRNS-szintli vizsgalata nem feltétlendl reprezentativ a
kGlonb6z6 GR-izoformak fehérje-szinten térténd megnyilvanulasat tekintve (Goecke -
Guerrero, 2006; van den Akker, et al, 2009; Ma et al, 2013). A kulénb6z8 izoformak
expressziojanak mértékét befolyasolja a vizsgalt szervek (pl. periférias vérminta, majsejtek,
izomszovet, kdzponti idegrendszer stb), illetve sejtek tipusa (pl. neutrophil granulocytak,
lymphocytak, periférias mononuklearis sejtek) is (Ledderose et al, 2012). Példaul az
apoptézisra ,programozott” lymphocytak és a tulélésre ,programozott” neutrophil granulocytak
ellentétes GR izotipus mintazattal rendelkeznek (Strickland et al, 2001; van den Akker et al,
2009).

Az intraindividualis variabilitas figyelembevétele mellett (Hagendorf et al, 2005), a jelentds
fenotipusbeli kildonbségeket okozd polimorfizmusok kis allél-gyakorisaga a populaciészinti

statisztikai vizsgalatokban komoly problémat jelentnek.
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A kutya glikokortikoid rezisztenciajaval kapcsolatos ismeretek jelenleg korlatozottak
(Burkitt Creedon, 2015). A kutyaban a glikokortikoidreceptort a 2-es kromoszéman talalhato
NR3C1 gén kédolja. A funkcionalisan aktiv, ,klasszikus” cGRa izoforma 6 polimorfizmusat
irtak le eddig (Costa et al, 2015) és Yamanaka és mtsai. (2019) pedig egy iatrogén Cushing
szindrébmaban szenved® kutya periférias vérmintajabol, egy altaluk inzerciés mutacioként
(cGRALBD) azonositott GR tipust izolaltak. Ezt a mutaciot 2 masik, egészséges kutyaban nem

talaltak meg.

Egy 1984-ben publikalt tanulmanyban lymphoproliferativ korképben szenvedé kutyakat és
macskakat vizsgaltak, amelyek 2mg/kg/nap dozisu prednisont kaptak 14 napon at. Azon
egyedek, amelyek in vitro mintaiban a blast sejtek csak kis mértékben kététték meg a jeldlt-
triamcinolont, azon egyedek a terapiara sem reagaltak (Bell et al, 1984). Matsuda és mtsai.
(2010) kutyabol szarmazé daganatos lymphoid sejtvonalakban igazoltak az alacsony GR
expresszid okozta GLK-rezisztenciat. Ugyanennek a munkacsoportnak egy masik
vizsgalataban mastocytomaban szenvedé kutyak mintait vizsgalva azt talaltak, hogy GLK-
rezisztens betegek mintaiban alacsonyabb mértéki volt a daganatos sejtek GR expresszidja
(Matsuda et al, 2011). Szintén kutya hizésejtes daganatbdl szarmazéd mintakat vizsgalt egy
masik munkacsoport. A vizsgalataik alapjan a rosszul-differencialt daganatos sejtek kisebb
mértékben fejeztek ki GR-okat, igy azok GLK-kezelésre kevésbé voltak érzékenyek
(Takahashi, et al, 1997).
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V. Anyag és médszer

1. A vizsqgalt populacié: kritikus allapotu kutyak és a kontroll csoport

A vizsgalatok els6 szakaszaban 2014. januar 1-je és 2016. augusztus 31-e kdzott, az allat
tulajdonosanak irasos belegyezésével kérhazi felvételre kerilt, gyulladasos vagy daganatos
alapbetegségben szenvedd kutyak kozul étven, kritikus allapotu egyed kertilt kivalasztasra
(Melléklet, Adattabla 1). A bevalasztasi kritériumok kozé tartozott, hogy a paciens ismert vagy
ujonnan megallapitott mellékvese betegségben nem szenved, nem részeslilt a vizsgalatot
megel6z6 egy hdénapban glikokortikoid vagy mas a HHM-tengely mikoédését befolyasold
gyogyszeres (pl. gesztagének, major analgetikumok, azoltipusi gombaellenes szerek)
kezelésben. Ugyanakkor el6zetes nem-szteroid tipusu gyulladascsékkentd, antibiotikum,

illetve folyadékterapia alkalmazasa nem volt kizaré feltétel.

A kritikus allapotu kutyak a fizikalis vizsgalaton tul az alapbetegségiiknek és aktualis
allapotuknak megfeleléen kiegészitd laboratériumi (pl. vérgazanalizis, hematoldgiai és Klinikai
kémiai vizsgalatok, vizeletvizsgalat, testlri folyadékok vizsgalata stb.), illetve képalkotd
vizsgalatokban (pl. hasi ultrahangvizsgalat, mellkas RTG, koponya CT stb.), valamint
konzervativ és szilkség szerinti sebészeti ellatasban (pl. laparotomia) részestltek. Azon
kutyak, amelyek a de Laforcade, 2009 szerinti SIRS kritériumok (1. sz. tablazat) kozul négybdl
kettbnek megfeleltek, automatikusan SIRS-paciensként lettek regisztralva. Ha a kérhazi
felvétel idején ketténél kevesebb kritérium allt fenn, ugy a besorolas egyéb klinikopatolégiai
paraméterek kiértékelése, illetve a korelbzmeényi adatok attekintése alapjan toértént. Minden
paciens esetében a vérvétellel egy idében a tudatallapot is rogzitésre kerllt az APPLEfas

pontérték (Hayes et al, 2010) (3. sz. tablazat) kiszamitasahoz.

A végs6 diagnozist a koérel6zményi adatok, a klinikai tlinetek, a rutin laboratériumi és
képalkotd vizsgalatok, citoldgiai/korszévettani és/vagy koérbonctani vizsgalatok eredményei
alapjan allapitottuk meg. Azon kritikus allapotu kutyakat, amelyek javulé altalanos allapotban
vagy gyogyultan keriltek hazaadasra a kérhazbdl, a ,tulélé” csoportba soroltuk. A ,nem-tuléld”
csoportba azon egyedek kerlltek, amelyek a kérhazi kezelés soran elpusztultak vagy a rossz
korjoslatra vald tekintettel végleges elaltatasra kerultek. Azon péacienseket, amelyek anyagi
okokbdl keriltek elaltatasra, utdlag kizartuk a vizsgalatbdl. A bevalasztasi kritériumoknak véguil

50 egyed felelt meg.

A kutatas masodik fazisaban az el6z6 csoport 23 egyedén kivil, tovabbi harom, SIRS-ben
szenved§, kritikus allapotu kutyat vontunk be a vizsgalatokba (Melléklet, Adattabla 2). A
bevalasztasi kritériumok a fentiekben ismertettek voltak, ezen kivil tovabbi kizaré ok volt, ha

paciensnél lymphoproliferativ kérkép kerllt megallapitasra.
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Ehhez a vizsgalathoz kontroll csoportként klinikailag egészséges, allatorvos kollégak, illetve
hallgaték tulajdonaban lévé egyedek kerlltek kivalasztasra (n=7), amelyek ismert vagy
ujonnan megallapitott mellékvese- vagy egyéb betegségben nem szenvedtek, illetve nem
részeslltek a vizsgalatot megel6z6 egy hdonapban glikokortikoid vagy mas a HHM-tengely
mikodését befolyasold gyodgyszeres (pl. gesztagének, major analgetikumok, azoltipusu
gombaellenes szerek) kezelésben. Az egészségvizsgalat magaban foglalta a fizikalis
vizsgalatot, a vervételt rutin vérvizsgalatokra (hematologia, biokémiai panel, CRP- és alap
kortizolszint) (Melléklet, Adattabla 2).

Az elvégzett klinikai vizsgalatokhoz az Allatorvostudomanyi Egyetem Munkahelyi Allatjoléti
Bizottsaga hozzajarult, tovabba a vizsgalatban résztvev kutyak mindegyike magas minéségi

allatorvosi ellatasban részesiilt a Kisallatkérhaz Intenziv Osztalyan.

2. Mintavétel és vizsgalati moédszerek

A kritikus allapotu betegekben a vérmintak vétele a korhazi felvételtdl, illetve a kritikus allapot
kialakulasatol szamitott 24 6ran belll lege artis torténtek. A laboratériumi vizsgalatokat az

Allatorvostudomanyi Egyetem Koérélettani és Onkoldgiai Tanszék laboratériumaban végezték.

2.1 Rutin hematoldgiai €s biokémiai vizsgalatok

A vénas vérmintak azonnal vagy legfeljebb 24 6ran belll 4°C-on torténd tarolast kdvetéen
kerultek rutin hematoldgiai és klinikai kémiai vizsgalatra. A C-reaktiv fehérje és kortizolszint
meghatarozashoz a szérummintak -20°C-on taroltuk a mérésig. A teljes vérkép vizsgalat
Abacus Junior Vet 5 Analyzer (Diatron) hematolégiai automataval toérténé mérést és a vérkenet
mikroszképos, kvalitativ morfoldgiai vizsgalatat foglalta magaban. A vizsgalt paraméterek az
Osszfehérvérsejtszam, az un. band neutrophilek szama, lymphocytak szama, a vorosvérsejt
szam, hemoglobin koncentracié és vérlemezke szam volt. A klinikai kémiai paraméterek
(albumin, 6sszbilirubin, 6sszkoleszterin, ALT, lipaz, kreatinin, CRP) Olympus AU400 biokémiai
automataval kerultek lemérésre. A szérum C-reaktiv fehérje szintet csak 33 paciens mintajabadl
tudtuk meghatarozni, korabban mar erre a fajra validalt, immunturbidimetridas modszerrel a
gyarto leirasa alapjan (Canine CRP assay, Diasystem Scandinavica). A detekcios tartomany
feletti (>220 mg/l) C-reaktiv fehérje szinteket a statisztikai vizsgalatokhoz 220 mg/| értékként
rogzitettik. A vérglukéz-, a laktat-, a bikarbonat- és az elektrolitszinteket savbazis
automatakon (ABL 55 Bloodgas Analyser, Denmark, illetve EPOC vérgaz analizalo rendszer®,
Epocal. Inc. Ontario) a mintavételt kdvetd 5 percen bellil meghatdroztuk. A savbazis

vizsgalatokhoz a mintat specialis mintavételi fecskendébe gyjtéttiik (PICO, Radiometer®).
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2.2 Az alacsony dézisu ACTH-stimulacios teszt és szérum kortizolszint meghatarozas

Az ACTH-stimulacios tesztet a vérvétellel egy idében végeztik alacsony 0,5 pg/kg dozisban
beadott tetrakozaktid injekcid felhasznalasaval (Synachten 250ug/ml inj., Novartis). Szérum
kortizolszinteket a szintetikus ACTH-injekcio intravénas beadasa elétti (kortizol to) és 60
perccel késébb (kortizol tin) vett vérmintakbdl is meghataroztuk. Két kutya posztstimulacios
kortizolszint meghatarozasa elégtelen mintamennyiség kdvetkeztében nem volt lehetséges. A
Akortizol értékét a kapott eredmények alapjan az alabbi formula alapjan szamitottuk ki:

Akortizol = [kortizol tin]-[ kortizol to].

A szérum Kortizolszint mérés kutyara korabban mar validalt, kemilumineszcens
immunoassay (Immulite1000, Siemens) modszerrel tortént (Russell et al, 2007). A detekcids
tartomany feletti (>1380 nmol/l) kortizolszinteket a statisztikai vizsgalatokhoz 1380 nmol/I

ertéekként rogzitettlk.

2.3 A periférias vérminta RNS tartalmanak kivonasa, tisztitasa, mindéség ellenérzés és

A glukokortikoidreceptor mMRNS expresszidjanak vizsgalatahoz az egészséges és a kritikus
allapotu kutyak (egyedenként 2*500 pl) periférias vérmintajat specialis csébe (RNA Protect®
Animal Blood Tubes, Qiagen®) gylijtottik, és a gyarto ajanlasa szerint kezeltlk. A csdveket az
MRNS-tartalom kivonasaig -80°C-on taroltuk. Az mRNS-tisztitast (RNeasy Protect Animal
Blood Kit for purification of total RNA from blood, Qiagen®) és a mintak minésitését (Agilent
2100 Bioanalyzer mikrokapillaris chip-gélelektroforézis rendszer), valamint cDNS-re térténd

atirdsat a Chromoscience Kft. végezte.

2.4 A cGRizoformak uj generaciés RNS szekvenalassal (RNA-Seq) torténd bioinformatikai
azonositasa

A glikokortikoidreceptor izoformakat (NR3C1 gén splice variansok) a Xenovea Kift.
kézremikoddésével, un. uj-generacios RNS szekvenalassal (MRNA-Seq) azonositottuk. Egy
kritikus allapotu, szeptikus peritonitisben szenvedd kutyabdl (Melléklet Adattabla 2, ,Patient
25”) szarmazo, Qiagen RNALater (500ul) csébe gylijtott és tarolt periférias vérmintajabdél az
RNS kivonasa a gyartd javaslata alapjan tortént (RNeasy® Protect Animal Blood Kit; Qiagen).
A minta mindsitését (Un. RNA Integrity Number meghatérozasa) és a tisztitott RNS
(4200 TapeStation System Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA; RNA HS Assay Kit
with Qubit 3.0 Fluorometer Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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Az mMRNS-koényvtart a KAPA Stranded mRNA-Seq Kit (lllumina, Roche) hasznalataval, a
gyartéi alkalmazasi el6irat alapjan hoztuk létre. Az mRNS-konyvtar kvantitativ és kvalitativ
mindsitése High Sensitivity DNA 1000 ScreenTape system with 2200 Tapestation (Agilent) és
dsDNA HS Assay Kit with Qubit 3.0 Fluorometer (Thermo Fisher) rendszerrel végeztik. A
poolozott kdnyvtarak higitasra kertltek (to 1.8 pM for 2x81 bp paired-end sequencing with 150-
cycle High Output v2.5 Kit on the NextSeq 550 Sequencing System; lllumina) a gyartd

protokolljat kévetve.

A termékek az lllumina software (fastx-toolkit) adapter- és minéségkontrollja (Q30) alapjan
kerlltek trimmelésre és kiértékelésre (hosszusag, minéség, adApter tartalom, GC-tartalom
FASTQC szerint). A tisztitott és trimmelt szekvenciak a Canis lupus Familiaris Assembly
CanFam3.1 (Sep. 2011) alapjan kertiltek feltérképezésre a HISAT2 alignment program
(v2.1.0) hasznalataval. A transzkript variansokat StringTie (v2.1.1) programmal azonositottuk
be. A termékek megoszlasa a kilénb6zd genomi régiok kdzott (CDS exons, UTR exons,
introns, upstream and downstream régidk) RSeQC (v3.0.1)-vel lett meghatarozva. A kapott
NR3C1 transzkriptek végul az Integrative Genomics viewer hasznalataval kerultek vizualis
elbiralasra. Az exonok és feltételezett exonok konszenzusos szekvenciainak dsszekapcsolasa
és transzlaciéja EMBOSS transeq (v5.0.0) segitségével tortént. Az mRNS-Seq adatok a
National Center for Biotechnology Information szamara elkildtik (projekt azonosité szama:
PRJINA736937 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRINA736937).

2.5 Glukokortikoidreceptor mRNS expresszid vizsgalata egészséges és klinikailag beteg
kutyak periférias vérmintajabdl (két-lépéses RT-qPCR)

A qPCR-hez a periférias vérmintdk a 2.3. pontban leirt mdédon keriltek tisztitasra és
mindsitésre. A kivont RNS cDNS-e torténd atirdsat RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit-tel (Thermo Scientific) végeztik a gyarté el6irasa alapjan. A cGRa és cGR-P
MRNS expresszié TagMan-alapu real-time PCR assay-vel, singleplex reakcioként kerult
detektalasra (10. sz. abra). A cGRa és cGR-P specifikus primereket a PrimerQuest™ Tool
from IDT (https://eu.idtdna.com/) programmal terveztik. A primerek specificitdsanak
ellenérzéséhez pedig a NCBI adatbazis szerinti Primer-BLAST tool-t hasznaltuk
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A k6z6s forward primer (5° GAT TAT TAA
TGA GCA GAG AAT GAC CCT 3), ami a 6-7-es exonok talalkozasi pontjara lett tervezve,
ezdaltal mindketté izoforma kvantitativ vizsgalatat lehetévé tette, egyidejlileg kertilt
alkalmazasra a reverz primerekkel, amelyek egyfelél a 8-as exonnal (5 GTT CCC TTC CCT
CTT GAC AAT G 3'), masfelél a 7-es intronnal (5° GTT TCT GCA CAT TTA CAT TTC ATG C
3’) komplementerek, ezaltal a cGRa, illetve cGR-P izoformakkal specifikusak. A cGRa-
specifikus préba (5 CAG TTC CTA AGG AAG GTT TGA AGA GCC A 3’') HEX-szel (hexakloro-
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fluoreszcein) lett jeldlve és a 7-8-as exon talalkozasi pontjahoz kétédik be, mig a cGR-P-
specifikus préba (5 TGC TCT ACC AAC CTG AAG AGA GAA GC 3') FAM-mal (fluoreszcein
amidit) jel6lt és a 7 exon és 7 intron hataran kapcsolodik be (10. sz. abra). A cGRa- és cGR-

P-specifikus prébak tervezése az antisense és sense szalak alapjan tortént.

A PCR reakcioelegy végtérfogata (10 pl) 1 pl cDNS-t, 1x TagMan™ Gene Expression Master
Mix-et (Applied Biosystems), 900 nM mennyiségi primert (Eurofins Genomics AT) és 250 nM
TagMan prébat (Eurofins Genomics AT) tartalmazott. Belsé kontrollként a qPCR vizsgalat
soran a RPS5-t kédold gént hasznaltuk (Brinkhof et al, 2016). A referencia gén expressziojat
egy paralel SYBR Green-alapu real-time PCR reakciéban mértiik. A reakciéelegy végtérfogata
(10 pl) 1x gPCRBIO SyGreen Mix Lo-ROX reagenst (PCR Biosystems), 1 ul mennyiség
templatot a reverz transzkripcidohoz, 500 nM mennyiégl forward (5° GGA GCG CCT GAC CAA
CT 3’) és 500 nM mennyiségl reverse (5 CCC GGG GAC CAC TGT TA 3) primereket
tartalmazott. A felhasznalt primerek IDT alapjan keriltek megtervezésre. A PCR reakciok
mindegyike MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plates (Applied Biosystems) in QuantStudio™
12K Flex Real-Time PCR System (Applied Biosystems) rendszerben tortént, a kdvetkezékben
felsorolt PCR futasi ciklus paraméterekkel: 50°C — 2 min, 95°C — 10 min, majd 40 cikluson
keresztul 95°C — 15 s, 60°C — 1 min. A reakcidkat triplikatummal végeztik. A kapott mérési
eredmények a Thermo Fisher Cloud (Thermo Fisher Scientific) relativ kvantifikacié analizis
moduljaba kerlltek feltdltésre, hogy a technikai replikatumok atlag + SD értékekeit megkapjuk.

Minden technikai replikatum C; standard deviacidja kisebb volt, mint 0,3.

A kontrol és SIRS egyedek cGRa és cGR-P mRNS expresszios szintjeinek relativ
kalkulalasahoz a komparativ threshold cycle (C;) modszert hasznaltuk (Schmittgen - Livak,
2008). A kapott eredményeket a RPS5 haztartasi gén expresszios szintjéhez és a kontroll
csoport atlagahoz normalizaltuk (Melléklet, Adattabla 4). Az alabbi formulat hasznaltuk a
génexpresszios szintek szamitasahoz: 222¢;, ahol AACt = (Criarget gene - Cr reference gene)
minta - atlag (Cr target gene - Cr reference gene) Kontroll csoport. A SIRS-ben szenved6 paciensek
tulélé és nem talél6 alcsoportjainak esetében 2722%; vizsgalata az egészséges kutyak mRNS

expresszios értékeihez képest mért relativ valtozast jelenti.

2.6 In silico vizsgalatok

Az alabbi fajok NR3C1-201 (GRa) transzkript szekvenciai kerultek elemzésre (forras:
http://www.ensembl.org/): ember (ENST00000231509.7), sertés (ENSSSCT00000044530.2),
egér (ENSMUST00000025300.13) és kutya (ENSCAFT00000010207.4). Az emberi, a sertés,

az egér, valamint a kutya exonok kerlltek dsszehasonlitasra, a GRCh38.p13, Sscrofall.l,
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GRCm39 és CanFam3.1 alapjan. A human szekvenciat tekintettik referencianak az exonok

egyezOségének vizsgalatahoz és az dsszevetéséhez.

A human GRa (P04150-1) és GR-P (P04150-4) aminosav sorrendjét az UniProt
Knowledgebase-bdl vettik (https://www.uniprot.org/). A sertés, az egér és a kutya GR-P
izoforma szekvenciai Clone Manager 9 Professional Edition (v9.1) programmal lettek
analizalva. A sertés GR-P (Reyer et al, 2013) (accession number: KC329459) és a részleges
egér GR-P (Ciko$ et al, 2019) (MG946717.1) transzkript szekvencidk a NCBI adatbazisabdl
szarmaznak. A telijes egér GR-P kdodolé szekvencia megalkotasahoz, az Ensembl alapjan
ismert sorrendet, a GenBank-bdl ismert részleges GR-P szekvenciahoz illesztettik, igy a 7-es
intron sorrendje az egér GR 7-es exonja utan kerdlt beillesztésre. A kutya GR-P transzkript
szekvencia a sajat mRNS-Seq vizsgalatunkbdl volt ismert (GenBank, accession number:
MZz382869). A meghatarozott ORF-k szerinti fehérjeszekvenciakra térténé transzlacié Clone
Manager 9 Professional Edition (v9.1) programmal végeztik. A hGRa ligandkété doménjanak
a 531-777 kdzotti aminosav sorrend feltérképezéséhez az NCBI Conserved Domain Search
(Lu et al, 2020) programot hasznaltuk. A GR-P izoforma aminosav sorrendjének illesztését a

hGRa splice varidnshoz Clustal Omega (v1.2.4) programmal végeztik (Madeira et al, 2019)

az eltérés a hGRo-tél a 674 aminosav utan volt detektalhato.

3. Statisztika

A kutatas els6 fazisaban kapott eredmények statisztikai vizsgalatdhoz az ,R 3.2.3 statisztikai
program-ot” (R Core Team, 2015) hasznaltuk. A vizsgalni kivant paraméterek a kdvetkezéek
voltak: alap Kkortizolszint (kortizolp), stimulalt kortizolszint (kortizolun), Akortizol érték,
testhémérséklet, a SIRS kritériumoknak valé6 megfelelés, az APPLE:ws pontérték,
Osszfehérvérsejtszam, band neutrophil granulocytak abszolut szama, abszolut lymphocyta

szam, szérum albumin és C-reaktiv fehérje koncentracio.

A folytonos valtozok (Akortizol érték, testhbmérséklet, az APPLEs: pont, dsszfehérvérseijt
szam, band neutrophil granulocytak abszolut szama, abszolut lymphocyta szam, szérum
albumin és C-reaktiv fehérje koncentracio) atlaga és + SD tartomanyuk kerult rogzitésre. A
csoportok értékeinek dsszehasonlitdsahoz Student’s t-tesztet, valamint Spearman-féle rang
korrelaciot alkalmaztunk. A kategoérias valtozok (a SIRS kritériumoknak valé megdfelelés, a
betegség kimenetel, az alap és a stimulalt kortizolszint) 6sszehasonlitdsahoz Fisher-féle
egzakt probat hasznaltunk. Logisztikus regresszios modell alkalmazasaval vizsgaltuk az
APPLErst pontérték és a betegség kimenetel kozotti kapcsolat erbsségét. Az ACTH-
stimulacids teszt soran vett vérmintakban mért alap és/vagy stimulalt kortizolszint 4 paciens

esetében a detekcidés tartomany feletti érték (>1380 nmol/l) volt, emiatt a statisztikai
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elemzésbél ezen eredményeket kizartuk. A Akortizol hatarértékének megallapitasa 44 kutya
adataibdl tortént a tulélés esélyébek megbecslésére. A statisztikai vizsgalatokhoz az alabbi
csoportokat hoztuk létre: referenciatartomanyon belili alap kortizolszint (40 - 110 nmol/l), alap
kortizolszint emelkedett (2110 nmol/l), stimulalt kortizolszint a referenciatartomanyon beluli
(150 - 470 nmol/l), a stimulalt kortizolszint emelkedett (= 470 nmol/l) vagy a stimulalt
kortizolszint csokkent (<150 nmol/l) a referenciatartomanyhoz képest. A p <0,05 érték esetén

a kapott eredményt statisztikailag szignifikans kulonbségnek tekintettuk.

A vizsgalatok masodik fazisaban kapott eredmények (klinikopatolégiai valtozék és
génexpresszios szintek) kiértékeléshez GraphPad Prism 8.0.1 statisztikai programot
hasznaltunk. A kategdrias valtozok (ivar) gyakorisagként kerlltek kifejezésre. A folytonos
valtozék (életkor, dsszfehérvérsejtszam, szérum C-reaktiv fehérje koncentracio, valamint
szérum alap kortizolszint) tekintetében pedig a median értékek és a hozzajuk tartozo

tartomanyok kerultek rogzitésre.

A két csoport kategorias valtozoinak elemézésére Fisher-féle egzakt tesztet alkalmaztunk, a
folytonos valtozék Osszevetéséhez pedig, nem-parametrikus Mann-Whitney U tesztet
hasznaltunk. A csoportok értékeinek 6sszehasonlitdsahoz Spearman-féle rang korrelaciét
alkalmaztunk. A p-értékek kétoldalu probaval kerlltek meghatarozasra és p <0,05 érték esetén

tekintettuk a kapott eredményt statisztikailag szignifikdnsnak.

4. Célkitlizés

A kutatdbmunka soran egyfelsl célunk volt az Allatorvostudomanyi Egyetem
Kisallatkorhazanak Intenziv Osztalyan kezelt kritikus allapotd kutyak kortizol rezerv
kapacitasanak vizsgalataval a CIRCI-szindréma el6fordulasi gyakorisaganak felmérése, illetve
az adrenalis valaszkészség Osszevetése egyes, a szisztémas gyulladas mértékét mutato
klinikopatologiai paraméterekkel, illetve a betegség kimenetelével.

Ehhez klinikopatolégiai vizsgalatokkal igazolt, szisztémas gyulladasos valaszreakcid
szindrémaban (SIRS) szenved® kutyak kortizolvalaszkészségét vizsgalatuk 0.5 pg/ttkg
doézisban beadott szintetikus ACTH-injekciéval végzett stimulaciés teszt soran. Tovabba az
alap és a stimulalt kortizolszintet, valamint a Akortizol értékét vetettiik dssze a gyulladas
mértékét mutatd hematoldgiai és klinikai kémiai paraméterekkel, valamint a betegség
kimenetelével.

A kutatas soran tovabbi célkitlizés volt a kritikus allapotu kutyak periférias vérmintaiban a
glikokokortikoidreceptor izoformdk mRNS expresszidjanak vizsgalata. A human
szakirodalomi ismeretekre alapozva feltételeztik, hogy a gyulladasos korképekben,

hasonléan az emberhez, kutyaban is megvaltozik a GR expresszidja. Ennek vizsgalatara
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SIRS-ben szenvedd, valamint klinikailag egészséges kutyak periférias vérmintait specialis
cs6be gydjtottuk (Qiagen RNALater). Az alternativ splicing soran létrejové transzkript
vairansokat un. Uj-generacios RNS szekvenalassal vizsgaltuk SIRS-ben szenvedd kutya
periférias vérmintajabol. Az RNA-Seq soran kapott és bioinformatikai modszerekkel
azonositott transzkriptek alapjan izoforma-specifikus primereket és prébakat tervezve az
NR3C1 ortologok jelenlétét vizsgaltuk TagMan gqPCR-rel az egészséges és a SIRS-ben
szenvedd kutyak vérmintaiban. Az egészséges kontroll csoport és a SIRS kohort GR
izoformainak expresszids szintjét Osszevetettik, tovabba, a SIRS csoport értékeit tovabb
vizsgalva a tulélé- és a nem-tuléld kutyak expresziés mintazatat elemeztuk ki a vizsgalt

klinikopatologiai paraméterek, illetve a betegség kimenetelének tikrében.
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VI. Eredmények

1. A kritikus allapotd kutyak kortizolvalasz készségének vizsgalata és Osszevetése a
szisztémas gyulladas mértékét mutatd paraméterekkel és betegség kimenetelével

A vizsgalt id6északban a bevalasztasi kritériumoknak 6tven kritikus allapotu kutya felelt meg,
ebbdl 26 himivaru (12/26 kasztralt) és 24 ndivaru (13/24 ivartalanitott) egyed volt (Melléklet
adattabla 1). A paciensek az alabbi fajtdkhoz tartoztak: 7 egyed keverék, 4 egyed német
juhaszkutya, 3 - 3 egyed Yorkshire terrier és Golden retriever, 2 egyed Bichon bolognese,
Bichon havanese, illetve angol cocker spaniel, Tacskd, Dobermann, Mopsz, valamint West
highland white terrier fajtaju volt, tovabbi 19 fajtabdl pedig 1-1 egyed kerult a vizsgalati
csoportba. A beteg egyedek median testtémege 22,5 kg (2 - 65 kg) volt. A paciensek életkora
az alabbiak szerint alakult: 5 hénapos volt a legdfiatalabb és 15,5 éves a legidésebb beteg, a
median életkor 7 év volt. A nem-tuléldk atlagéletkora 8,7 + 3,8 év (0,9 - 15,5 év) szignifikansan
magasabb volt, mint a tuléldk atlag életkora 6,4 + 3,7 év (0,5 - 13,5 év) (p= 0,0461).

A betegek 82%-aban (41/50) valamilyen gyulladasos korkép kerllt megallapitasra: peritonitis
(n=8), gyulladasos bélbetegség (IBD) (n=5), akut vérzéses hasmenés szindroma (korabbi
nevén haemorrhagias gastroenteritis) (n=3), septicaemia (n=3), un. ismeretlen oktanu laz
szindroma (fever of unknown origin) (n=2), pancreatitis-szel szév6détt diabetes mellitus (n=2),
pleuropneumonia (n=2), bronchopneumonia (n=2), félrenyeléses tudbgyulladas (n=2),
szeptikus pleuritis (n=2), harapott sérilés (n=2), immun-medialt haemolyticus anaemia (n=2),
nem-specifikus gastroenteritis (n=1), endocarditis (n=1), mastitis (n=1), talyog (n=1),
babesiosis (n=1), immun-medialt polyarthritis (n=1). Az 50 egyedbdl 9 kutya (18%) pedig
valamilyen daganatos megbetegedéssel kerult diagnosztizalasra: emlé carcinoma (n=2),
kissejtes tidd carcinoma (n=1), high grade multicentrikus lymphoma (n=1), alimentaris B-
sejtes lymphoma (n=1), high grade laphamsejtes carcinoma (n=1), haemangiosarcoma (n=1),
tid6 metastasis (n=1), hasuregi nem differencialt sarcoma (n=1). A paciensek 64%-a (32/50)
gyogyultan/javulé altalanos allapotban a kérhazbdl hazaadasra kerllt, de 18 kutya (36%) a
korhazi kezelés id6tartama alatt elpusztult vagy a rossz koérjéslat miatt végleges elaltatasra

kerdlt.

A betegek 64%-a (32/50) teljesitett kettd feltételt a négy SIRS kritériumrendszerbdl. Kézulik
5 kutya (5/9; 56%) a daganatos és 27 egyed (27/41; 66%) a gyulladasos betegcsoportba
tartozott.

A SIRS- és a nem-SIRS csoport ko6z6tt nem volt szignifikdns kuilénbség a betegség
kimenetelét tekintve. A SIRS és nem-SIRS csoportba tartozé egyedek alap kortizol (median
SIRSkortizolw:176 nmol/l; 52,4 - 1366 nmol/l; median nemSIRSkortizok: 147 nmol/l; 69,3 - 1131
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nmol/l; p=0,3476), illetve stimulalt kortizolszintie nem kulénbdzoétt szignifikansan (median
SIRSkortizokso: 329,5 nmol/l; 123 - 1035 nmol/l; median nemSIRSkortizolso: 449,5 nmol/l; 93,8 -
1219 nmol/l; p=0,158). Ugyanakkor a median Akortizol érték szignifikansan kilonbozoétt a
SIRS- és nem-SIRS csoportok kdzott (median Akortizolnon-sirs: 201,5 nmol/l (tartomany: -96 -
408 nmol/l), és median Akortizolsirs: 249,15 nmol/l (tartomany: 8 - 931 nmol/l), p= 0,0148 (5.

Sz. abra).
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5. sz. dbra. A Akortizol érték alakulasa a SIRS- és nem-SIRS betegcsoportban (median
Akortizolnon-sirs: 201,5 nmol/l (tartomany: -96 - 408 nmol/l), és median Akortizolsgs:
249,15nmol/l (tartomany: 8 - 931 nmol/l); p= 0,0148. A horizontalis vastag vonal a median
értékeket jeldli.

Az APPLE:.s: pontérték és az alap-, a stimulalt kortizolszint, valamint a Akortizol érték kozott
nem volt szignifikdns 0Osszefluggés. Ugyanakkor logisztikus regresszié alkalmazasaval
statisztikailag szignifikans kapcsolatot lehetett kimutatni a ndvekvd APPLE:.s: pontérték és a
tulélés csokkend esélye kozott [atlag APPLE:s: pontérték a tulélé betegcsoportban: 24,09 +
3,62, atlag APPLE:.s: pontérték a nem-tulélé betegcsoportban: 26,89 + 5,29, OR = 0,86, ClI
95%: (0,79; 0,92), p = 0,0420] (6. sz. abra).
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6. sz. abra. Logisztikus regresszié alkalmazasaval szignifikans kapcsolatot lehetett kimutatni
a novekvd APPLE:.s: pontérték és a tulélés csokkend esélye kozott. Az APPLE:s: pontszam a
tulélé- és a nem-tulél betegcsoportban: atlagues 24,09 + 3,62, atlagnem-taieis 26,89 + 5,29
OR= 0,86, Cl 95%: [0,79; 0,92], p= 0,0420).

A testhémérséklet a vervétellel egyidében kerilt megmérésre és rogzitésre. Harmincegy beteg
(31/50; 62%) testhémérséklete fizioldgias tartomanyban volt (38,0 - 39,2°C), 8 kutya (8/50;
16%) testhédmérséklete emelkedett, 11 egyed (11/50, 22%) pedig hypothermias volt. A
testhdmérséklet emelkedése korrelalt az emelkedett CRP-szinttel (Spearman-féle rang
korrelacio, p = 0,0255, p=0,39). A vizsgalt populacidban az ivar nem befolyasolta a betegség

kimenetelét (Fisher-féle egzakt teszt, p= 0,8473).

A szérum C-reaktiv fehérje szint 33 egyed mintajabdl kerllt meghatarozasra: mediancy:
101,6 mg/l, atlagep: 130,6 £ 87,20 mg/l, tartomany: 18,9 - 406,1 mg/l). Habar a nem-tulélé
egyedek atlag CRP-szintje magasabb volt, mint a tuléléké, a kildnbség nem volt statisztikailag
szignifikans (7. sz. tablazat). Az atlag CRP-koncentracié nem kilénbdzott a SIRS- (146,4 +
94,5 mg/l) és nem-SIRS (109,1 £ 74,0 mg/l) csoportok k6z6tt sem, tovabba a szérum C-reaktiv
fehérje koncentraci® nem Kkorreldlt sem az alap, sem a stimulalt kortizolszinttel. Az
Osszfehérvérsejtszam, a band neutrophil granulocytak, illetve a lymphocytak abszolut szama,
tovabba az albumin koncentracidé nem korreldlt a betegség kimenetelével. A szérum albumin

koncentracio nem kilénbozott a tuléld- és nem tulélé betegecsoportban (7. sz. tablazat).
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7. sz. tablazat A tulélé- és nem tulélé paciensek klinikai és laboratériumi jellemzéi
* Wilcoxon- féle rangdsszeg préba folytonossagi korrekcidval

Paraméter atlag SD median n  p-érték
APPLEqs pontérték Tk 2409 3,62 24 2 e
Nem-talélok 26,89 529 26 18 O
Testhémérséklet (°C) Talélsk 3859 0,67 865 32
Nem-talélsk 38,69 0,76 3880 18 O
Osszfehérvérsejt szam (G/I) Tulélék 28,71 17,89 26,35 32
Nem-talélék 3131 3187 2245 18 05309
Band Neutrophil sejtszam (G/I) Talélsk 266 477 111 31 11
Nem-talélk 160 285 076 16 04445
Lymphocyta sejtszam (G/I) Tualélsk 2,64 1,44 2,02 31
Nem-talélsk 236 1,92 183 16 04061
Albumin koncentracié (g/l) Tualélok 23,70 7,33 22,7 32
Nem-talélsk 2397 518 236 18 08805
C-reaktiv fehérje szint (mg/l) Tulélék 118,97 90,85 87,65 20 0.2852%
Nem-talélék 14838 8150 1462 13 0285
Akortizol érték Talélsk 2745  227.6 218 29
Nem-talélsk 2885 2945 155 13 08807

Azon egyedek, amelyek alap kortizolszintje [kortizolp] a referencia tartomanyhoz (>110
nmol/l) képest emelkedett volt, csaknem 10-szer nagyobb eséllyel tartoztak a nem-tulélé
betegcsoportba, dsszevetve azon kutyakkal, amelyeknek az alap kortizol koncentracidja a
referenciatartomanyon belul (40 - 110 nmol/l) volt mérheté (OR = 9,71, p = 0,0135) (7. sz.

abra).

16
12
1
f T ]
Tulélsk Nem-tulélok

kortizolt, érteke m kortizolt, értéke referencia
referencia tartomanyon tartomany felett
beliili (40 - 110 nmol/l) (=110 nmol/l)

7. sz. dbra. A tuléld és nem-tuléld kutyak alap kortizol (kortizol to) szintje és a tulélés
valészinlsége kdzotti 6sszefuggés. Az oszlopok feletti szamok az egyedszamokat jeldlik
(OR =9,71, p = 0,0135).
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Azon paciensek, amelyek stimulalt kortizol szintje [kortizol teomin] a referencia tartomanyhoz
képest (>470 nmol/l) emelkedett volt csaknem 4-szer nagyobb eséllyel tartoztak a nem-tulélé
betegcsoportba, 6sszevetve azon kutyakkal, amelyeknek a stimulalt kortizol koncentracidja a
referenciatartomanyon belil (150 - 470 nmol/l) vagy az alatt volt mérheté (OR = 3,69, p =
0,0311) (8. sz. abra).

19

13

Tuléldk Nem-tulélék
kortizolts, értéke m kortizolty, értéke
<470 nmol/l >470 nmol/l

8. sz. abra. A tulélé és nem-tuléld kutyak stimulalt kortizolszintje és a tulélés
valoszinlsége kozotti 6sszeflggés. Az oszlopok feletti szamok az egyedszamokat jeldlik
(OR= 3,69, p= 0,0311).

A négy kutya, amelyeknek az alap és/vagy stimulalt kortizol szintje a mérési modszer
detekcios tartomanya feletti érték (>1380 nmol/l) volt a statisztikai vizsgalatokban nem
szerepelt. Ezek kdzll harom egyed a kérhazi kezelés id6tartama alatt elpusztult vagy a rossz
korjoslatra valé tekintettel elaltatasra kerult (peritonitis-szel szov6dott hasnyalmirigy gyulladas,
eml6tumor, idegentest okozta ileus és hashartyagyulladas) és csak egy kutya kerult

hazaadasra a korhazbdl (babesiosis és tibia-implantatum okozta fert6zés).

A klinikai dontéshozatalt segitd, megfelel§ szenzitivitassal és specificitassal rendelkezd

Akortizol hatarértéket statisztikai médszerekkel ebben a betegpopulaciéban nem talaltunk.
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2. A Gliukokortikoidreceptor P izoforma detektalasa kritikus allapotu kutya periférias
vérmintajabol mRNA-Seq modszerrel

A human szakirodalomi ismeretekre alapozva feltételeztiik, hogy a gyulladasos korképekben,
hasonléan az emberhez, kutyaban is megvaltozik a glikokortikoidreceptor expresszidja.
Ennek a hipotézisnek az igazolasara, egy szeptikus peritonitisben szenvedd kutya (Melléklet
2. adattabla, ,Patient 25”) periférias vérmintajabol nyertunk ki RNS-t, azzal a céllal, hogy a
szisztémas gyulladas indukalta alternativ splicing mechanizmus révén létrejott lehetséges
NR3C1 gén ortologokat vizsgaljuk. A tisztitott és mingsitett mMRNS un. uUjgeneracios

szekvenalassal kerult vizsgalatra.

A CanFama3.1 referencia genom alapjan ismert szekvenciak illesztésekor azonositasra kerdilt
a cGR egy, a 7-es intron retencidjat tartalmazé canine NR3C1 transzkript variansa (9. sz.
abra). Az RNS-Seq soran kapott szekvencidk megoszlasanak elemzésekor, az intronok és a
kodolo exonok vizsgalata alapjan az NR3C1 7-es intronjanak aranya az 6ssz NR3C1 exonhoz
viszonyitva egy nagysagrenddel magasabb volt, mint a globalis intron: exon arany. Ez alapjan
kimondhaté, hogy ez az alternativ mRNS transzkript egy bona fide splice varians (Melléklet 3.
adattabla). Az mRNS-Seq adatok alapjan ennek az eddig nem ismert izoformanak az

expresszios szintje a klasszikus cGRa transzkripthez viszonyitva kb. 20% volt.

A kdvetkezd Iépésben a kapott transzkript nukletoid sorrendjét vetettiik 6ssze az ismert kutya
gliikokortikoidreceptor genomi strukturajaval. Az exonok tekintetében 100%-0s megegyezést
taldltunk (nem publikalt adat), mig az intron retencié altal keletkezett, a 7-es és 8-as exon
kozotti, 8234-bp hosszusagu szekvencia esetében az egyezés mérteke 98% volt (Melléklet,
1. abra).

Az in silico transzlacié alapjan a 7-es intron retenciojaval létrejott splice varians egy, a 7-es
intron elején 1évd korai stop kodon okan egy 680 aminosav hosszusagu fehérjét kédol. A
csonkolt fehérje a vad-tipusu glikokortikoidreceptorhoz képest 101 aminosavval rovidebb. A
rovidilés a ligandkoté domén részleges hianyahoz vezet (9b. sz. abra). Tekintve a
szerkezetbeli homoldgiat a kordbban mar leirt human és sertés GR-P izoformaval (9. sz. abra)
a tovabbiakban az ujonnan talalt kutya GR splice varianst cGR-P izoformaként hivatkozzuk. A
cGR-P fehérje szekvencigjat 6sszevetve a korabban mar mas fajokban leirt GR-P izoformak
szekvencigjaval, 92%, 90%, illetve 80% egyezést talaltunk, az ember, a sertés és az egér

ortolégjait tekintve (Melléklet, 2. abra).
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9. sz. dbra. Sematikus abra a human (h), a sertés (p), az egér (m), valamint a kutya (c)
NR3C1 génjének 3’ vég splice variansairol, valamint a fehérje illeszkedésrdl a kilénb6z6
fajok GR-P isoformai k6zétt. (a) A f6 3’ vég splice variansai az ember, a sertés, az egér és a
kutya glikokortikoidreceptor transzkriptjanak. A nem transzlal6doé régiok vilagos szurke
téglalapokként kerultek feltlintetésre. Az aminosav kédolé exonok szine a GR fehérje
doménijeit kddol6 szineknek feltethetéek meg: narancssarga: transzaktivacios régio, zold:
DNS-k6té domén, kék: ligandkoté domén, soétét szirke: alternativ exont kédolé aminosavak.
(b) A ligandkdté domén fehérjeszekvencia illeszkedése a kiulonb6z6 fajok GR-P
izoformaiban.
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3. Glukokortikoidreceptor izoformak mRNS expresszidjanak vizsgalata egészséges és
kritikus allapotu kutyak periférias vérmintajabdl

A cGR-P ortolég univerzalis jelenlétének igazolasara egészséges (n=7) és kritikus allapotu,
SIRS-ben szenvedd kutyak (n=26) periférias vérmintait (Melléklet, 2. adattabla) vizsgaltuk
TagMan real-time PCR-rel. Az mRNA-Seq eredmények alapjan megtervezett specifikus
primerek egyideju alkalmazasaval (10. sz. abra), mind a cGRa, mind a cGR-P splice varians

detektalhato volt a reakcidban.

67 toward  “ B2 (1FY
exon 6 exon 7 exon 8 exon 9 cGRa
Areverse
Bﬁﬂmard E probe {F:.M)
exon 6 exon 7 intron 7 (8235 bp) exon 8 exon 9 cGR-P
P reverse

10. sz. abra. A cGRa és cGR-P splice variansok sematikus abraja és a qPCR soran
alkalmazott izoforma specifikus primerek és probak kotédési helyei. A 6-0s és 7-es exon
kapcsolédasi pontjahoz illeszkedé forward primert, egyidejlileg alkalmazva a 8-as exonnal,
illetve a 7-es intronnal komplementer primerekkel sikerilt elkiloniteni a cGRa. és cGR-P
splice variansokat. Az izoforma-specifikus fluoreszcens probak (HEX és FAM) vagy a cGRa
7-8-as exon kapcsolddasi pontjahoz tudnak bekdtni, vagy a 7-es exon és 7-es intron hataran
kotdédnek be a cGR-P esetén.

A kapott qPCR adatok megerésitették az mRNA-Seq soran kapott eredményeket és
bizonyitottak, hogy mindketté cGR izoforma megtalalhaté a periférias vérmintakban, beleértve
az egészéges egyedek mintait is (11. sz. abra). A kapott eredményeket a RPS5 haztartasi
gén expresszios szintjéhez és a kontroll csoport atlagahoz normalizaltuk (Melléklet, 4.
adattabla). A klasszikus cGRa varians és a cGR-P izoforma median génexpresszids szintje
SIRS-ben szenvedd kutyakban 3,5-szer (p = 0,0120) és 7,5-szer (p = 0,0067) nagyobb volt,
mint az egészéges egyedek mintaiban (11. sz. abra). Tovabba erds pozitiv korrelacioé volt
megfigyelhetd a SIRS kohort (rs = 0,9077, p <0,0001) cGRa és a cGR-P mRNS expresszidja
kozott (12. sz. abra). A medidan cGRa/cGR-P mRNS expresszids arany szignifikansan
alacsonyabb volt (p = 0,0497) a SIRS csoportban (9,77), mint a kontroll csoportban (14,80),
ugyanakkor figyelemre mélté adat, hogy a cGRa/cGR-P arany tag tartomanyban mozgott (3 -

31) a vizsgalt mintakban (11. sz. abra).
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11.sz. abra. Real-time PCR adatok a cGRa és cGR-P mRNS expressziodjardl, valamint a
cGRa/cGR-P mRNS aranyokrdél a kontroll és a SIRS csoportban. Az egyes csoportokba
tartozé egyedek szamat a grafikonok alatt tlintettiik fel. A cGRa és cGR-P mRNS
expressziot a haztartasi gén (RPS5) expresszidjahoz normalizaltuk és a kontroll csoport
atlagaval kerult 6sszevetésre. A vizszintes vonalak az abran a median értékeket
reprezentaljak. A két csoport értékeinek az 6sszehasonlitdsahoz nem-parametrikus Mann-
Whitney U tesztet alkalmaztunk. A statisztikailag szignifikans kilénbségek *p <0,05 és

**p <0,01 jeldléssel kerultek feltlintetésre.

rs = 0.9388, p < 0.0001
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12. sz. abra. Korrelacio a SIRS betegek cGRa és cGR-P mRNS expresszidja kdzott a
korhazi felvétel idején vett periférias vérmintédkban vizsgalva. A cGRa és cGR-P mRNS
expressziot a haztartasi gén (RPS5) expressziéjahoz normalizaltuk és az egészséges
csoport atlagaval kerllt sszehasonlitasra. A korrelacios analizis a Spearman-féle
rangkorrelacio szerint kerilt elvégzésre és a p <0,05 értéket tekintettik statisztikailag

szignifikdns eredménynek.
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4. A periférias fehérvérsejtek glikokortikoidreceptor izoformainak expresszidos mintazata
egészséges és kritikus allapotu kutyakban, kulonos tekintettel a lehetséges
Osszefliggésre az expresszios mintazat és tulélés valdszinlisége kozott.

A TagMan gPCR eredményei alapjan a SIRS-betegcsoportban a cGRa and cGR-P
izoformak génexpresszidja fokozott volt az egészséges egyedek expresszids szintjeivel
Osszevetve. A két kohort egyes demografiai adatait (8. sz. tablazat), tovabba a kérhazi
felvételkor detektalt klinikopatolégia paramétereket (életkor, szérum CRP-szint, szérum
kortizolszint, Osszfehérvérsejtszam (WBC), vorosvérsejtszam (RBC) és vérlemezkeszam

(PLT)) vetettik 6ssze a cGR splice variansok expresszids szintjeivel (13. sz. abra).

8. sz. tablazat. Az egészséges és a SIRS csoport demografiai €s klinikopatologiai adatai. Az
életkor, az dsszfehérvérsejtszam, a vorosversejtszam, a vérlemezkeszam, a szérum CRP-
és kortizolszint tekintetében a median érték, illetve zardjelben a teljes tartomany kertlt
feltUntetésre.

2. Fisher-féle egzakt teszt, °: Mann-Whitney U teszt

Paraméter Kontroll csoport SIRS-csoport

(n=7) ((=49))
Ivar
ndéstény a7 9/26 0,39262
him 3/7 17/26
ivartalanitott 5/7 11/26 0,22452
Eletkor (év) 2,2(1,0-4,5) 7,3(0,5 - 16,0) 0,0085P
Osszfehérvérsejtszam (G/) 9,93 (8,03 - 21,8) 26,36 (3,63 - 74,00) 0,0056"
Vorosvérsejtszam (1/1) 6,52 (5,29 - 8,50) 5,97 (1,15 - 10,51) 0,1197P
Vérlemezkeszam (G/l) 272,0 (127,0 - 360,0) 254,5(18,0-677,0)  >0,9999P
Szérum CRP (mg/l) 12,5 (12,5 - 35,8) 113,6 (32,2-238,3)  <0,0001P
Szérum kortizol (nmol/) 168 (51,3 - 315) 184,5 (41,6 - 1380,0)  0,4178P

Bar a SIRS- és az egészséges csoport median életkora, dsszfehérvérsejtszama, valamint
szérum CRP-szintje szignifikansan kilénb6zott, de a 13. sz. abran dsszesitett adatok alapjan
a korhazi felvétel idépontjaban gydijtétt periférias vérmintakban a detektalt cGRa és a cGR-P
expresszio, valamint a cGRa/cGR-P mRNS expresszios arany nem mutatott szignifikans
korrelaciot a paciensek életkora, szérum C-reaktiv protein (CRP) és alap kortizol szintje,

valamint az 6sszfehérvérsejtszam, a vorosvérsejtszam és a vérlemezkeszam eredményével.
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13. sz. abra. A SIRS-ben szenvedd kutyak klinikopatoldgiai paramétereinek korrelacidja a
glikokortikoidreceptor izoformak (cGRa és cGR-P) génexpresszids szintjével, valamint a
cGRo/cGR-P arany mRNS expresszidjaval. A vizsgalt paraméterek: életkor (n = 26), szérum
CRP-szint (n = 25), szérum alap kortizolszint (n = 24), valamint 6sszfehérvérsejtszam (n =
26) voltak. A zardjelben az egyedszamot tlntettik fel. A cGRa és cGR-P mRNS
expressziojat az RPS5 haztartasi gén expresszidjara normalizaltuk. A korrelaciok
analizalasara Spearman-féle rang korrelaciot alkalmaztunk és p <0,05 tekintettik
statisztikailag szignifikans értéknek. (Az abra folytatdsa a kdvetkezd oldalon).
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13. sz. abra (folytatas). A SIRS-ben szenved6 kutyak klinikopatologiai paramétereinek
korrelacidja a gliukokortikoidreceptor izoformak (cGRa. és cGR-P) génexpresszios szintjével,
valamint a cGRa/cGR-P arany mRNS expresszidjaval. A vizsgalt paraméterek:
vorosvérsejtszam (n = 26) és vérlemezke szam (n = 26). A zardjelben az egyedszamot
tintettlk fel. A cGRa és cGR-P mMRNS expresszidjat az RPS5 haztartasi gén expresszidjara
normalizaltuk. A korrelaciok analizalasara Spearman-féle rang korrelaciot alkalmaztunk és
p <0,05 tekintettuk statisztikailag szignifikans értéknek.

Mivel a cGRa és a cGR-P génexpresszid tag hatarok kozott valtozott és jelentds
interindividualis variabilitast mutatott, a SIRS-ben szenvedd pacienseket tulélé és nem-tuléld
csoportba soroltuk. Az egyedek ezen besorolasa alapjan az alap kortizolszint szignifikansan
magasabb volt a nem-tulélé (median 320,0 nmol/l; 41,6 - 1366,0 nmol/l), mint a tulélé
(131,0 nmol/l; 52,0 - 1131,0 nmol/l) csoportban (p = 0,0336). A két csoport egyéb paraméterei,
mint az életkor, szérum CRP-szint, 0&sszfehérvérsejtszam, vorosvérsejtszam és

vérlemezkeszam nem kulonboztek (14. sz. abra).
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14. sz. abra. A tUlél6- és a nem-tulélé SIRS kohort paramétereinek 6sszehasonlitasa.

A vizsgalat soran az életkor, a szérum CRP-szint, az alap kortizolszint, valamint az
Osszfehérvérsejtszam, a vorosversejtszam és a vérlemezkeszam kerilt elemzésre. Az egyes
paraméterekhez tartozé egyedszamot a grafikon alatt jeleztik. A vizszintes vonalak a
median értéket reprezentaljak. A statisztikai kiértékeléshez nem-parametrikus Mann-Whitney
U tesztet alkalmaztuk. A statisztikailag szignifikans kuldnbséget (p <0,05) ,*"-gal, a nem
szignifikans kilonbséget pedig ,ns’-sel jeloltuk.

A cGRa median mRNS expresszidja 5,6-szor nagyobb (0,3-26,3) volt a SIRS-ben
szenvedd, de tulélé kutyakban az egészéges egyedek értékéhez viszonyitva (p = 0,0008), mig
a SIRS-ben szenvedd, de nem-tulélé paciensek expresszids szintje nem kilonb6z6tt a kontroll
csoport értékétdl (p = 0,5360) (15. sz. abra). A cGR-P median mRNS expresszidja 9,8-szor
nagyobb (0,3-22,8) volt a tulélékben a kontroll allatok értékéhez képest (p = 0,0005), és
hasonléan a cGRa expressziohoz, a cGR-P mRNS expresszidja sem kilonbdzott
szignifikdnsan a nem-tulélé és az egészséges egyedek kézott (p = 0,3510) (15. sz. abra).
Figyelemreméltd eredmény, hogy a medidn cGRa/cGR-P mRNS expresszié aranya nem
kulénbozott szignifikansan a nem-tulélé csoport és a tuléls csoport, (p = 0,4337), illetve a nem-

tulélé és a kontroll kohortot értékeit 6sszevetve (p = 0,1738) kozott (15. sz. abra).

68



3 ns ns s
g . ns E *x * g * ns
(e ey s e | —
5 304 g 257 40
>
= L = ® e Ea
] 8 204 . T 40 =
e N . . ©
20 . . o .
. 15 b
. 14 L .
. ¢ Q%1 - :
% 10- . s 10 = § . e o ° °
2 e & e X 104 * Sou .
o ety @ 59 .... . % . wte Y
£ cne** ° £ . . . * .
= . 8 P L. o (J —y—— .
& ol—xx  ea  aas = pl—=das .. Wl 0 r r r
(3 Kontroll  Tuléld  Nem-taléld g Kontroll Talélé  Nem-tuléld Kontroll ~ Tuléld  Nem-talélé
n=7 n=17 n=9 n=7 n=17 n=9 n=7 n=17 n=9

15. sz. abra. A cGRa, a cGR-P mRNS expressziodja, valamint a cGRa/cGR-P génexpresszio
aranya a kontroll, valamint a tuléls, és a nem-tuléld SIRS alcsoportokban. Az egészséges
egyedek, a tulélé- és a nem tuléld SIRS paciensek periférias vérmintaban a cGRa és a cGR-
P mRNS expresszidja, valamint az aranyuk kerult 6sszehasonlitasra. Az egyes csoportokba
tartozé egyedek szamat a grafikonok alatt tlntettik fel. A cGRa és cGR-P expressziés
szinteket a haztartasi gén (RPS5) expresszidjara normalizalva fejeztik ki és az egészséges
csoport atlagaval hasonlitottuk 6ssze. A vizszintes vonalak az abran a median értékeket
reprezentaljak. A két csoport értékeinek az 6sszehasonlitasahoz nem-parametrikus Mann-
Whitney U tesztet alkalmaztunk. A statisztikailag szignifikans kilénbségek *(p <0,05),
**(p <0,01), ***(p <0,001) jeldléssel, és ,ns” (nem-szignifikans) jeldléssel kertltek
feltintetésre.
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VIl. Megbeszélés

1. A kritikus allapotu kutyak kortizol valaszkészségének vizsgalata és Osszevetése a
szisztémas gyulladas mértékét mutatd paraméterekkel, valamint a betegség
kimenetelével

A kritikus allapotu kutyak gyulladasos paramétereinek és a mellékvese kortizol rezerv
kapacitdsanak vizsgalata soran célunk volt az Allatorvostudomanyi Egyetem
Kisallatkorhazanak Intenziv Osztalyan kezelt kritikus allapotu kutyakban a CIRCI-szindréma
eléfordulasi gyakorisaganak felmérése, valamint a szisztémas gyulladas sulyossaganak és a
mellékvese Kortizol valaszkészségének Osszevetése, tovabba a kapott eredmények

Osszehasonlitasa a tulélé- és a nem-tulélé betegcsoportokban.

Az altalunk vizsgalt populaciéban detektalt magas mortalitasi rata dsszhangban van Giunti
és mtsai. (2015), valamint Marchetti és mtsai. (2021) altal kritikus allapotu kutyakban tapasztalt
és publikalt adatokkal. Az eredményeink alapjan a kérhazi felvételkor vizsgalt és rogzitett
APPLEws: pontérték (6.sz. abra) segitheti a betegség lehetséges kimenetelének

megbecsulését a kivaltoé koroktdl fuggetlendl.

A vizsgalatkor mért testhémérséklet j6l korrelalt a paciens szérum C-reaktiv fehérje
szintjével. Ez az eredmény nem meglepé tekintve, hogy mindkét paraméter a gyulladaskelt
citokinek okozta akut fazis-valaszreakcié kdvetkezménye. Ugyanakkor a korhazi felvételkor
mért szérum CRP-szint nem volt alkalmas a betegség kimenetelének megitélésére az altalunk
vizsgalt betegcsoportban. Ez korabbi kutatasi eredményekkel is dsszhangban all (Whittemore
et al, 2011; Giunti et al, 2015). Gebhardt és mtsai. (2009) 61 szeptikus vagy nem-szeptikus
oktanu SIRS-ben szenvedé kutya adatait vizsgalva arra a megallapitasra jutottak, hogy a
kezdeti szérum C-reaktiv fehérje szint ugyan nem korrelal a betegség kimenetelével, de a
kezelést megkezdését kovetdé 72 oran beluli CRP-koncentracié valtozasnak magas a
prognosztikai értéke a betegség korlefolyasat illetéen. A teradpia megkezdését kbvetden a
szérum CRP-szint nyomon kdvetése az altalunk vizsgalt populaciéban is hasznos lett volna,
nem csak a terapiara adott valasz, hanem a betegség varhatdé kimenetelének megitélése

szempontjabal is.

A SIRS- és nem-SIRS populacié egyedeiben mért szérum C-reaktiv fehérje koncentracio
kdzott nem volt szignifikans kuldnbség. Ahogy az irodalmi dsszefoglaldban is jeleztiuk, a de
Laforcade-féle SIRS-kritériumrendszer (2009) specificitasa csak 64%, mig a szenzitivitasa
rendkivul magas (97%). Ezen kivul figyelembe kell venni, hogy a bevalasztasi kritériumoknak
megfelelt paciensek csoportja rendkivul heterogén volt a betegséguk tipusa, illetve stadiuma

tekintetében. Tovabba, az irodalmi 6sszefoglaloban jelzett intra- és interindividualis eltérések
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okan a szérum C-reaktiv fehérjeszint emelkedés elbiralasakor nem csak a populacié alapu
referencia intervallumot érdemes figyelembe venni (Carney et al, 2011). Azonban egy mérési
eredmény alapjan a paciens sajat ,referencia tartomanyahoz” (Un. homeostatic set point)

képest a kritikus kildnbség (un. reference change value) nem hatarozhaté meg.

A gyulladasos citokinek a HHM-tengely minden szintjét, valamint a célsejtek szintjén is
modulalhatja a GLK-hatast. Ennek ellenére az altalunk vizsgalt kislétszamu populacidoban nem
talaltunk statisztikai 6sszefliggést a kérhazi felvétel idején vett vérminatél meghatarozott
szérum C-reaktiv fehérjeszint, valamint az alap és stimulalt kortizolszintek k&zott. Tekintve,
hogy a CRP-szint és kortizolszint is dinamikusan valtozhat a betegség soran, akar az
alkalmazott terapias beavatkozasok kdvetkeztében is, érdemes lenne nagyobb egyedszamu,
és betegséguk tipusat és stadiumat tekintve homogénebb populaciéban vizsgalni a fenti
lehetséges kapcsolatot, kiilonos tekintettel, hogy nem talaltunk erre vonatkozé informaciot az
allatorvosi szakirodalomban. Mindemellett a szérum C-reaktiv fehérjeszint helyett/mellett a
gyulladaskelt citokinek sorozat mérése még pontosabb képet adhat a szervezetben zajld
gyulladasos folyamatrél. Tovabba a glikokortikoidhatas nemcsak a szérum kortizolszint,

hanem a célsejtekben zajl6 receptoridlis és posztreceptorialis folyamatok fliggvénye is.

A SIRS-ben szenvedd kutyak egyikében sem detektaltunk az ACTH-stimulaciora adott
csOkkent kortizoltermelést, ami a CIRCI tradicionalis értelmezése (csdkkent adrenalis
valaszkészség) alapjan varhaté lett volna. Tovabbi elgondolkodtatdé, de nem meglepé
eredmény, hogy a Akortizol értéke a tuléls- és a nem-tuléld betegcsoportban nem kilénbézott
szignifikdnsan. Figyelembe véve azt, hogy a betegség kimenetelét a mellékvese rezerv
kapacitasan kivll szamos egyéb belsé és kilsé hatas befolyasolhatja, az ellentmondas
feloldasat jelentheti, ha a kritikus allapotban Iévé betegek esetén a kortikoszteroidhianyt nem,
mint abszolut hypocortisolaemiat definialjuk, hanem a célsejtek szintjén megjelend elégtelen
kortizolhatast, flggetlenul a keringé dsszkortizol mennyiségétél (Beishuizen and Thijs, 2001;
Venkatesh and Cohen, 2011; Burkitt Creedon, 2015).

Hipotézislink szerint ezekben, a kritikus allapotu kutyakban a célsejtek gliikokortikoidreceptor
expressziojanak, illetve a sejtek kortizolvalaszanak tovabbi vizsgalata javasolt. Tekintve, hogy
az egyes célszervek/célsejtek GR expresszidés mintazata kulénbdzé lehet, igy a periférias
fehérvérsejteken kivil mas sejtek/szovetek (pl. maj, harantcsikolt izomszévet, valamint a

kdzponti idegrendszer sejtjei) glikokortikoid valaszénak vizsgalata is javasolt.

A fenti eredmény kiértékelésekor figyelembe kell venni a kislétszamu vizsgalati csoportban
végzett statisztikai vizsgalatokban kapott eredmények limitacioit, valamint a kérhazi felvételt

megel6zéen alkalmazott, de nem kizard jellegli gyogykezelés (pl. antibiotikum adasa,
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folyadékterapia, nem-szteroid tipusu laz- és fajdalomcsillapitdk) esetleges hatasat a HHM-

tengely miikddésére.

Hasonléan korabbi kutatasi eredményekhez, egyetlen kritikus allapotu beteglinkben sem volt
referenciatartomany alatti alap kortizolszint vagy csdékkent Na*/K* arany detektalhaté (Prittie et
al., 2002; Goy-Thollot et al., 2006; Martin et al., 2008; Marchetti et al 2021). Ugyanakkor az
alap és a stimulalt kortizolszint referencia tartomanya egészséges kutyapopulacio adatai
alapjan kerllt meghatarozasra, ami elsésorban a tipikus Addison-betegség kizarasat segiti.
Jelenleg nincs kritikus allapoti kutyak kortizol szintjét alapul vevd referencia intervallum,
amihez viszonyitva az egyes betegek kortizol koncentracidjat interpretalni lehetne (Prittie,
2009; Martin, 2011). Az irodalmi 6sszefoglaléban mar megjegyzésre kerilt, hogy az ACTH-
stimulacios teszt soran mért kortizol értékek individualitasi indexe koztes értékkel bir, ami
alapjan a populacio alapu referenciatartomany figyelembevétele 6nmagaban nem feltétlentil

elegendd a ,kéros” kortizolszinttel biré egyedek azonositasara (Gal et al, 2017).

Sweeney és mtsai. (2010) meghataroztak ugyan az alap és az ACTH-stimulalt kortizolszintet
olyan kutyakban, amelyek kulonb6z6 intenziv osztalyon alkalmazhaté terapias
beavatkozasokon mentek keresztll (pl. szedacio, tracheosztomia, intubaciéo és mechanikus
lélegeztetés stb.), de ezek az egyedek egyébként teljesen egészségesek voltak, igy a

szisztémas gyulladas hatasat a szérum kortizol koncentraciora nem tudtak vizsgaini.

Sajat vizsgalatunkban a nem tulélé 18 kutyabdl, 17 egyednek volt emelkedett az alap és/vagy
a stimulalt kortizol szintje. Korabbi vizsgalatokkal 6sszhangban azt talaltuk, hogy az
emelkedett alap és/vagy stimulalt kortizolszint, valamint a tulélés esélye kozott forditott
aranyossag tapasztalhaté (Goy-Thollot et al.,, 2006; Schoeman et al., 2007; Schoeman -
Herrtage, 2008a; Bendel et al, 2008; Marchetti et al. 2021).

A fentiek tukrében a nemzetkozi allatorvosi szakirodalomban jelenleg hasznalatos Ciritical
lliness-related Corticosteroid Insuffenciency szindroma atnevezésének megfontolasat

javasoljuk Critical lllness-related Relative Corticosteroid Insuffenciency kérképre.

Az ACTH-stimulacios tesztre adott csdkkent kortizol valaszkészség szepszisben szenvedd
emberekben elbre jelzi a betegség kedvezdbtlen kimenetelét (Juutilainen et al, 2011). A nem
megfelel6 kortizolvalaszkészség és az elhullas fokozott kockazata kozotti kapcsolat kutyakban
is leirt jelenség. Burkitt és mtsai. (2007) szepszisben szenvedd kutyakban azt talaltak, ha a
Akortizol érték kisebb, mint 83 nmol/l akkor a hipotenzié kialakulasanak és a rossz
prognozisnak esélye szignifikdnsan megné. Ebben a vizsgalatban a szintetikus ACTH injekcio
250 pg-nyi dozisat intramuszkularisan adtak be, igy az ACTH injekci6 adagolasanak maédja is

befolyasolhatta a kapott eredményeket. Ugyanis egy hipotenziv betegben az izomba adott
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hatdanyag felszivodasa csokkent és/vagy késleltetett lehet, igy az ACTH-ra adott csdkkent
valaszkészség lehet oka vagy kdvetkezménye is a hypotenziv allapotnak. Egy masik klinikai
kisérletben szeptikus, traumatizalt vagy gyomorcsavarodasban szenvedd kutyakat vizsgaltak.
A Akortizol értékét itt intravénasan adott 5 pg/kg dézisu ACTH beadasat kdvetéen mérték meg.
Azon egyedek, amelyek Akortizol értéke < 83 nmol/l volt, 5,7-szer nagyobb eséllyel igényeltek
vazopresszor terapiat, dsszehasonlitva azon paciensekkel, amelyeknél a Akortizol érték
nagyobb volt, mint 83 nmol/l. Ugyanakkor a betegség kimenetelét tekintve nem volt
szignifikans kuloénbség a két csoport kézott (Martin et al, 2008). Schoeman és Herrtage
(2008a) Babesia rossi-val fertézott kutyak kortizol valaszkészségét vizsgalta 5 ug/kg dozisu
ACTH injekcid adasaval. A nem-tulélé egyedek jellemzéen alacsonyabb Akortizol értékkel
rendelkeztek, mint a tulélé kutyak, de az Osszefliggés nem volt statisztikailag szignifikans.
Ezzel ellentétes Osszefiiggésre jutott Goy-Thollot és mtsai. (2006), akik azt talaltak, hogy 250
Mg dozisu ACTH intravénas beadasat kdvetéen a Akortizol érték magasabb volt nem-tuléls,

mint tuléld kritikus allapotu kutyakban.

Az altalunk vizsgalt populacidoban a 0,5 pug/kg dézisu ACTH-stimulacios teszt elvégzése
soran nem taldltunk statisztikailag szignifikdns kilénbséget a tulélé és nem-tulélé
egyedek Akortizol értékei kozoétt. A ,kisddzisu” ACTH-stimulacios teszt elvégzése mellett
egyfeldl az szolt, hogy a magasabb 5 ug/kg, illetve 250 pg/kutya dézis ,szuprafizioldgias”
mennyiségnek tekinthet6 és elfedheti a CIRCl-ben szenved6 és a megfelel6 kortizol
valaszkészségli csoportok kozotti finom kuldonbségeket. Masfelél a szakirodalmi adatok
igazoltak, hogy egészséges kutyakban mar 0,5 ng/kg mennyiségl ACTH injekcio intravénas

beadasa is kivaltja a maximalis adrenalis valaszreakciot (Martin et al, 2007).

Nagy létszamu, betegséguket tekintve homogén csoportot alkotd, kritikus allapotu kutyak
egységes protokoll alapjan (sztenderd ACTH dozis és applikacios méd, illetve azonos
mérémodszer és reagens) végzett ACTH-stimulacids teszt elvégzése javasolt a Akortizol

értéknek egy esetleges klinikai dontéshozatalt segitd, un. cut off érték meghatarozasara.

Mivel a daganatos megbetegedés nem volt kizard ok a bevalasztasi kritériumoknal, igy ezen
egyedek vélhetéen magasabb mortalitasi rataja befolyasolja a betegség kimenetelét vizsgalo
statisztikai probakat. Ugyanakkor a szisztémas gyulladasos valaszreakcio, illetve a kritikus
allapotu betegek kortikoszteroid-elégtelenség szindromaja onkoldgiai betegekben is ismert és
leirt kérkép. Olyan daganatos megbetegedésben szenvedd emberekben, akikben sulyos
szepszis vagy szeptikus sokk alakult ki szévédményként, a CIRCI eléfordulasi gyakorisaga
csaknem 60% volt (Bruno et al, 2012). Boozer és mtsai. (2005) 35 nem-szeptikus, daganatos
megbetegedésben szenved kutya (20 lymphoma, 15 nem-lymphoproliferativ daganatos

betegség) kortizol valaszkészségét vizsgaltak ACTH-stimulaciés teszttel, valamint

73



meghataroztak a betegek endogén ACTH-szintjét is. Tizendt betegnek (10 lymphomas, 5 nem-
lymphoproliferativ daganatos betegségben szenvedd) valamely hormonszintje a populacié
alapu referencia tartomanyon kivili érték volt. A kapott eredmények interpretaciéja és klinikai

relevanciaja a szerz6k szerint tovabbi vizsgalatokat igényel.

A klinikai vizsgalatok sajatossaga, hogy a vizsgalt populacio létszama, illetve a kisérleti
elrendezés nem feltétlentl optimalis. A bevalasztasi kritériumaink szigoruak voltak a
tekintetben, hogy a paciens nem részesilhetett a HHM-tengely miikédését befolyasolo
gyogyszeres kezelésben. A kisallatpraxisban altalanosan alkalmazott gliikokortikoidterapia
jelentésen csbdkkentette a vizsgalatba bevonhaté egyedek szamat. Az altalunk kivalasztott
populacié betegségtipus (kilonb6zdé gyulladasos és daganatos korképek), sulyossag
(mérsékelt, sulyos) és betegség stadium (akut, szubakut, krénikus) tekintetében is heterogén
volt. Egyes terapias beavatkozasok (pl. antibiotikum, nem-szteroid tipusu gyulladascsokkent6
gyogyszerek, folyadékterapia) nem jelentettek kizaro feltételt, habar ezek a beavatozasok a
kivalasztott betegek klinikai tlneteit (pl. testhémérséklet), illetve laboratériumi eredményeit,
valamint a betegség kimenetelét is befolyasolhattak. A betegség kezdetének pontos idépontja
sem volt minden esetben ismert, ugyanakkor a SIRS és CIRCI szindromak a betegség barmely
szakaszaban kialakulhatnak, emiatt nem volt ez kizaré feltétel. A vérvétel idépontja sem volt
egyseéges, ugyanakkor kutyaban az eddigi ismeretek szerint nem kell szamolni a kortizolszint
cirkadian ritmusaval, illetve emberekben kimutattak, hogy szeptikus allapot fennallasakor a

kortizol szekrécié fizioldgias napi ritmusa megsziinik (Bendel et al, 2008).

A paciensek életkora a betegség kimenetelét befolyasolhatja, igy nem meglepé, hogy az
altalunk vizsgalt populacidban a tulélé paciensek szignifikansan fiatalabbak voltak a nem-tulélé
egyedeknél. Az életkor hatasat csak olyan kisérleti elrendezésben tudtuk volna vizsgalni, ahol

a minden tulélére jut egy azonos életkoru, ivaru és fajtaju/testtdmegi nem-tulélé egyed.

A szabad kortizolszint meghatarozésa kritikus allapotu betegekben az &sszkortizol
koncentraci6 meérése helyett pontosabb képet adhat a biolégiailag elérhet6 Kortizol
mennyiségérél a szervezetben, ugyanakkor a szabad kortizolszint nem feltétlendl
diszkriminativ a betegség kimenetelét tekintve (Bendel et al, 2008; Cortés-Puch et al, 2014).
A human szabad kortizol frakcié mérésével kapcsolatos eredményeknél figyelembe kell venni
aztis, hogy emberben a kortizol kb. 80 - 90%-a kapcsolddik specialis szallitéfehérjéhez (CBG),
kb. 14%-a albuminhoz és a szabad frakcié kb. 6%. A CBG szaturacidja emberben kb. 690
nmol/L-es Kortizolszint mellett teljessé valik, az e feletti kortizolmennyiség az albuminhoz
kotédik nem-specifikusan, illetve szabadon kering (Bendel et al, 2008). Egészséges kutyakban
a szabad kortizolfrakcio az emberhez képest kicsivel magasabb (kb. 13%) (Meyer - Rothuizen,

1993). A szabad kortizolszint mérése vagy kalkulacidja akut fazis reakcio fennallasa, illetve
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hypoalbuminaemia/hypoproteinaemia fennallasa esetén lehet kildndsen érdekes (Martin,
2011; Venkatesh and Cohen, 2011). Az albumin mellett a CBG szintje is csOkken akut fazis
valaszreakcio soran (Un. negativ akut fazis fehérjék) és mindkét fehérje részt vesz a kortizol
vérkeringésben torténd szallitasaban. A csokkent CBG és albumin koncentracié okan a
keringésben megndvekszik a nem-kotott, azaz szabad kortizol frakcid mennyisége, emiatt az
Osszkortizol mennyiségének meghatarozasa alabecsulheti a szabad frakcié aranyat. Habar a
szabad kortizolszint mérése pontosabb képet ad a bioldgiailag elérhetd kortizol mennyiségérdl,
ezen frakcid meghatarozasa az allatorvosi klinikai laboratoriumi diagnosztikaban rutinszerien
nem érhet6 el. Az altalunk vizsgalt populacié adatait tekintve érdekes eredménylnk ezzel
kapcsolatban, hogy a tulélé- és nem tulélé csoport albuminszintje szignifikansan nem

kilonbozott.

A fenti eredményeink interpretalasakor figyelembe kell venni azt is, hogy a kapott adatok
els6sorban hely- és modszerspecifikusak és a Kisallatkérhazban kezelt, kritikus allapotu

kutyak esetében tekinthetéek relevansak.

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az altalunk vizsgélt kritikus allapoti egyedekben
hypocortisolaemia fennallasa (tradicionalis értelmezés szerinti CIRCI) nem volt igazolhaté.
Epp ellenkezéleg, a nem tulélé egyedek 94%-anak emelkedett volt az alap és/vagy a stimulalt
kortizol szintje. Ezek az eredmények is dsztondztek bennlinket arra, hogy tovabbi kisérleteket
végezzink a szisztémas gyulladas és a periférias fehérvérsejtek GLK receptor izoformainak

expresszidja kdzotti lehetséges 6sszefiiggés tekintetében.

2. A Glukokortikoidreceptor P izoforma detektalasa kritikus allapotu kutya periférias
vérmintajabél mRNA-Seq mddszerrel

Az mRNS-Seq adatait kiértékelve megallapitottuk, hogy a szeptikus peritonitisben szenvedé
kutya periférias vérmintdjaban a 7-es intron retencidjaval létrejové cGR-P izoforma a
klasszikus cGRa splice varianst kdveté legnagyobb mennyiségben jelen levd transzkript
varians. Ennek, az ujonnan leirt cGR izoformanak az altalanos kifejez6dését egészséges
egyedek és SIRS-ben szenvedd kutyak periférias vérmintaiban is igazoltuk izoforma-
specifikus primerek és TagMan probak alkalmazasaval real-time PCR maodszerrel.

A cGR-P egy ,csonkolt” fehérjét kodol, ami a klasszikus cGRa-hoz képest egy megrdvidult
ligandk6td doménnal rendelkezik Az altalunk leirt Uj izoforma aminosav sorrendje nagy
mértékli homoldgiat mutat mas fajokban (ember, sertés, egér) mar megismert GR-P
transzkript variansokkal, ezért az mRNA-Seq soran detektalt splice varianst a kutya
gliikokortikoid receptor P-izoformajaként (cCGR-P) azonositottuk.

A human GR-P izoforma a 90-es években keriilt leirasra glikokortikoid-rezisztens myeloma

multiplex tumorsejtekben, valamint ACTH-t termel6 kis-sejtes tudécarcinoma sejtvonalban és
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a fokozott expresszidjuk a sejtek GLK-rezisztenciajahoz vezetett (Moalli et al, 1993; Gaitan et
al, 1995; Krett et al, 1995; Parks et al, 1998). Azéta igazolasra kertlt, hogy a hGR-P transzkript
a hGRa utan a masodik legnagyobb mennyiségben jelen 1évé splice varians egészséges
emberekben is. A hGR-P izoforma mRNS expresszids szintje a mononuklearis sejtekben eléri
akar a hGRa 25%-at is (Hagendorf et al, 2005). Tovabbi, ezzel 6sszhangban all6 mRNS
expresszios aranyokat detektaltak vérképzdszervi (De Lange et al, 2011; Koga et al, 2005;
Tissing et al, 2005; Sun et al, 2015) és mas daganatokban (Gaitan et al, 1995; Parks et al,
1998), hyper- és hypocortisolismus fennalllasa esetén (Hagendorf et al, 2005), valamint egyes
majbetegségekben (ter Borg et al, 2004), tovabba kritikus allapotu betegekben (Peeters et al,
2009; van den Akker et al, 2009), illetve vesetranszplantalt egyénekben (Chen et al, 2009), és
egyes pszichiatriai kérképekben (Alt, et al, 2010, Cao-Lei et al, 2013), illetve human
placentamintakban (Johnson et al, 2008) is.

Az6ta mas fajokban, igy példaul sertésbdl szarmazd neuroendokrin szévet GR-P
génexpressziojanak vizsgalata soran is hasonléan magas expresszids szintet (14 - 25%)
detektaltak (Reyer et al, 2013).

A kutya 2-es kromoszémajan elhelyezkedd6 NR3C1 gén és az Aaltala kodolt
glikokortikoidreceptor (cGRa), illetve egyes polimorfizmusai mar leirasra kerlltek.
(http://www.ensembl.org/Canis_lupus_familiarisboxer/Transcript/ProteinSummary?db=core;g
=ENSCAFG00000006293;r=2:35169173-35286712;t=ENSCAFT00000010207). Costa és

mtsai. (2015) 10 egészséges kutya majszdveti mintajabol kivont RNS-t vizsgalva nem talaltak

a 9-es exon alternativ splicingja révén létrejové mas izoformat, de cGRa-t kédoldé NR3C1

génben 6 SNP-t mutattak ki.

Az altalunk beazonositott cGR-P izoforma eltér a Yamanaka és mtsai (2019) altal egy
iatrogén Cushing-szindrémaban szenvedd kutya periférids vérmintajaban detektalt, altaluk
cGRALBD-ként jeldlt, a cGRa inzercios mutacidjaként leirt transzkript varianstol. Ezt az altaluk
»-mutacioként” megnevezett transzkriptot 2 masik, egészséges kutyaban nem talaltak meg,
tovabba a iatrogén Cushing szindrobmaban szenvedd kutyaban a human familiaris
gliikokortikoidrezisztencia szindrédmahoz hasonlé korkép fennallasat gondoltak az inzercids
mutacio jelenléte miatt. Az altaluk megadott szekvenciat figyelembe véve azt gondoljuk, hogy
a talalt transzkript varians nem tekinthet6 a GR mutaciéjanak, hanem az alternativ kivagédas
egy termékét azonositottdk. A Yamanaka és mitsai. (2019) altal végzett transzfekcios
kisérletben a cGRALBD-t COS-7 sejtvonalba Ultették és in vitro kdrilmények kdzoétt nagyon
alacsony prednizolon-k6té kapacitast tapasztaltak.

Mivel az altalunk leirt cGR-P és a cGRALBD kozo6tt csupan 5 aminosavban tér el, igy

felmertl, hogy a cGR-P izoforma is csdkkent GLK-kotd képességgel rendelkezhet, ugyanakkor
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az altalunk detektalt cGR-P izoforma ligandkété képességérél, illetve genomi hatasardl nincs
informacionk.

Tovabbi érdekes adat, hogy a POMC gén nGRE-éhez a hGR-P kétédni képes és a
génrepressziot nem gatolja (Turney - Kovacs, 2001). A POMC gén, egy példaja a nGRE-altal
szabalyozott transzkripcionak, de a negativ GRE-k szamos, proinflammatoricus mediatorokat
kédold génben is jelen vannak és a GLK-fliggd génrepresszidért felelések (Vandevyver et al,
2013). Ezen eredmények figyelembevételével feltételezhetd, hogy a GR-P megérzi a nGRE-
khez t6rténd kotbképesseget, de nem képes a transzkripcid szabalyozasadhoz szikséges
fehérjék ,toborzasara”. Tovabbi elgondolkodtaté eredményeket publikaltak De Lange és mtsai.
(2001) a hGR-P fehérjeexpresszio fiziologiai szerepérdl. Vizsgalatukban azt talaltak, hogy az
o és P izoforma egyilttes expresszidja a hGRo hatasat erfsitette sejtspecifikus és
koncentraciofiggd modon. Ez az eredmény egy masik vizsgalat adataival dsszevetve tovabb
bonyolitja a képet az egyes transzkript variansok biolégiai hatasardl. Tissing és mtsai (2005).
akut lymphoblastos leukémiaban vizsgalta a hGR-P és egy masik LBD-csonkolt izoforma, a
hGRp hatasat a GLK-érzékenységre. A két splice varians egyuttes, fokozott expresszidja
gatolta a GLK-reszponziv gének transzaktivacios aktivitasat. EIméletik szerint a hGR- és
hGR-P a hGRa-val valé nem-funkcionalis heterodimerek létrehozasaval akadalyozza a

glukokortikoidreceptor és az NF-kB, valamint az AP-1 kdzotti interakcidkat.

Végezetlil az egyes GR-izoformak expressziojanak hatasat a sejtek glikokortikoid
érzékenységére csak kontextusban lehet értelmezni. Erre példa az ujonnan azonositott, a H
intron retencidja altal Iétrejott 2 human glikokortikoidreceptor splice varians, a hGR-S1 és
hGR-S1(j349A) in vitro korulmények kozott eltérd transzkripcios aktivitasa. Mindkettd
transzkript varians csOkkent transzaktivacidos potenciallal bir a hGRa-hoz képest exogén
gliikokortikoidhatas hianyaban, ugyanakkor exogén szteroid hozzaadasaval a hGR-S1(j349A)
izoforma transzkripcids aktivitasa jelentésen fokozodott, mig a hGR-S1-é nem valtozott (Baker
et al, 2012).

A fenti kutatasi eredmények tovabb arnyaljak a strukturalisan hasonlé, de
funkcionalitasukban kiilénb6z6 izoformak lehetséges bioldgiai szerepét, valamint a cellularis

mili6 hatasat az egyes izoformak transzkripciés aktivitdsara vonatkozoéan.

A sajat vizsgalati populacionkban, mind a klinikailag egészséges, mind a kritikus allapotu
betegekben kimutathatd volt a cGR-P izoforma. A mérési eredményeink alapjan a cGR-P
expresszidja a szisztémas gyulladas fennallasa soran fokozodott. Jelenlegi tudasunk alapjan
a cGR-P splice varians szerepe és jelentésége sem egészséges, sem SIRS-ben szenvedd
kutyak esetében sem ismert. A cGR-P és a cGRa koregulacidjara utald6 mRNS expresszios

adatok alapvetéen a GLK hatas feler6s6dését eredményezhetik a célsejteken, de a
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ligandkotés in vitro vizsgalataval, valamint a GR izoformak fehérjeszintli kifejezédésével vald

Osszevetése javasolt az mRNS-szinten tapasztalt expresszidés mintazatoknak.

Habar a periférias vérmintaban mRNA-Seq modszerrel egyéb transzkript varians nem kerult
detektalasra, ez nem zarja ki mas izoformak expressziojat egyéb tipusu mintakban vagy mas
korképek fennallasa soran. Ugyanakkor, az eredményeink 6sszhangban allnak a human
periférias vérmintakbol detektalt GR izoformak génexpresszids szintjeivel, igy feltételezzik,
hogy az altalunk a periférias vérmintakbol detektalt génexpresszids aranyok reprezentativnak
tekinthet6ek.

3. Glukokortikoidreceptor izoformak mRNS expresszidjdnak vizsgalata egészséges és
kritikus allapotu kutyak periférias vérmintajabdl

Habar a vizsgalt, kritikus allapotban lév6 betegek csoportja kifejezetten heterogén volt az
alapbetegség tipusat és stadiumat (perakut, akut, kronikus) tekintve, de a lymphoproliferativ
korképekben szenvedd kutyak, illetve azon egyedek, amelyeknek ismert vagy uUjonnan
megallapitott adrenalis betegséglik (Cushing-szindroma, Addison-kér) volt, tovabba a
vizsgalatot megel6z6 egy hdénapban glukokortikoid vagy mas a HHM-tengely mikodését
befolyasolé gyogyszeres (pl. gesztagének, major analgetikumok, azoltipusi gombaellenes
szerek) kezelésben részeslltek, automatikusan kizarasra kerlltek a vizsgalati csoportbdl.

Kontroll csoportként klinikailag egészséges egyedek vérmintai kerllt feldolgozasra.

A vizsgalatba bevont egyedek heterogén testtdmeg, fajta és életkor megoszlasa
reprezentativnak tekintheté egyfelél a Kisallatkérhazban kezelt kritikus allapoti kutyak
expressziot SIRS-betegségben nem befolyasolja az életkor (13. sz. abra). Van den Akker és
mtsai (2009) eredményei alapjan a neutrophil granulocytak mRNS expresszidja a szepszisbdl
felgyogyult gyermekekben nem kildénb6zétt a felndtt kontroll csoport értékeitél. Mindettél
fuggetlendl az életkor hatasat csak olyan kisérleti elrendezésben tudtuk volna vizsgalni, ahol
a minden tulélére jut egy azonos életkoru, valamint ivaru és fajtaju/testtomegl nem-tulélé

egyed.

Egyes tanulmanyok szerint a hGRa. mRNS expresszidéja nem kulénbdzik érdemben az
egészséges és a gyulladasos kérképekben szenvedd emberekben (Goecke - Guerrero, 2006;
Cohen et al, 2016), ugyanakkor szamos publikacioé alapjan a szisztémas gyulladas fennallasat
a hGRa mRNS és fehérje expresszidjanak fokozddasa kiséri, és az alacsonyabb szérum
kortizolszint nagyobb valdszinliséggel vezet kedvezé betegség kimenetelhez (Van den Akker
et al, 2009; Vardas et al, 2017; Alder et al, 2018; Li et al, 2021). Tovabba, immun-medialt
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thrombocytopenia esetén a glikokortikoidreszponziv betegek szignifikansan magasabb hGRa
MRNS expressziot mutattak, a GLK-rezisztens paciensek mintaival 6sszevetve (Ma et al,
2013).

A vizsgalatunkban cGRa és cGR-P-specifikus primereket és probakat alkalmaztunk, hogy
egészséges és SIRS-ben szenvedd, kritikus allapoti kutyak periférias vérmintajaban
detektaljuk a két GR splice varians mRNS expresszidés szintjeit real-time PCR-rel.
Eredményeink alapjan a SIRS-ben szenvedd kutyak cGRa és cGR-P transzkript variansainak
genexpresszioja fokozottabb volt, az egészséges egyedek értékeihez képest, dsszhangban
allva a mar hivatkozott human adatokkal. A hGRa és hGR-P egyuttes expresszidjat periférias
vérmintakban csak néhany kbézlemény vizsgalta, de az altalunk detektalt szoros korrelaciot a
két splice varians mMRNS expresszidja kozott dsszeségében megerdsitették és hasonlé
GRa/GR-P aranyokat talaltak egészséges és beteg egyénekben (De Lange et al, 2011,
Hagendorf et al, 2005; Peeters et al, 2009; Sun et al, 2015). Ezek alapjan valészin(, hogy a

két transzkript varians szabalyozasa nem fliggetlen egymastol.

Ugyanakkor a GR génexpresszios adatok interpretacioja évatossagot igényel, mivel a GRa
és a GR-P izoformak expresszids szintje jelentds interindividualis eltérést mutat emberekben
(Koga et al, 2005; Ledderose et al, 2012; Guerrero et al, 2013; Vassiliou et al, 2019) és jelentés

eltéréseket detektaltunk az altalunk vizsgalt kutyapopulacioéban is (11. sz. abra).

Osszefoglalva, a SIRS-ben szenvedé kutyak cGRa és cGR-P mRNS expresszios szintjének
fokozddasat detektaltuk és hipotézisink szerint a szimultan upregulacid célja a fennalld
szisztémas gyulladas mérséklése. Ez megvalosulhat a genomi szabalyozason keresztul,

beleértve az nGRE-ken (,gatlas gatlasa”) térténé hatast is.

4. A periférias fehérvérsejtek glikokortikoidreceptor izoformainak expresszids mintazata
egészséges és kritikus allapotu kutyakban, kulonds tekintettel a lehetséges
Osszefuggésre az expresszios mintazat és a tulélés valdszinlisége kozott

A kutya GRa. és GR-P transzkript variansok mRNS expresszioja és a betegség kimenetel
kdzotti szoros Osszefliiggést a SIRS-csoportba tartozd kutydk tovabbi klasszifikaciojaval
mutattuk ki. A kontroll csoport génexpresszios szintjeihez képest a nem-tulélé kohortba tartozé
egyedek periférias vérmintaiban a cGRa és a cGR-P expresszidja nem volt szignifikdnsan
emelkedett, mig a tulél6 egyedek GR izoformainak relativ génexpresszidja szignifikans
emelkedést mutatott a kontroll csoporthoz képest. A statisztikai vizsgalatok alapjan a

cGRa/cGRP-P expresszié aranya a tulélés valészinliségével nem korrelalt.
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Az altalunk vizsgalt SIRS-populacidban az alap kortizolszint tag hatarok k6zétt volt mérheté6,
mind a tulélé, mind a nem-tulélé egyedekben, de a nem-tulélé kohort median kortizol szintje
szignifikAnsan magasabb volt a tulélé csoport median értékéhez képest. Ez az eredmény is
o0sszhangban all korabbi kutya, illetve human adatokkal, miszerint a vérplazma kortizol szintje
tag hatarok kozott detektalhaté a kritikus allapotu betegekben, de a magasabb kortizolszint
magasabb mortalitasi rizikd kiséri (Bendel et al, 2008; Schoeman - Herrtage, 2008a;
Venkatesh - Cohen, 2011; Cohen et al, 2016; Vardas et al, 2017; Alder et al, 2018; Li et al,
2021).

A vizsgalt SIRS populaciéban nem talaltunk statisztikailag szignifikans 6sszefliggést a
korhazi felvétel idején vett vérmintdban detektalt szérum CRP- és kortizolszint, valamint a
cGRa és cGR-P mRNS expresszioja, illetve a cGRo/cGR-P arany kozott. Ez lehet a vizsgalt
populacio kis egyedszama, illetve heterogenitdasa miatt, illetve a kordabban mar emilitett, az
egyes paraméterek analitikai és bioldgiai varianciaja okan is.

A kritikus allapotu betegekben a HHM-tengely aktivaldédasa a célsejtek glukokortikoid
érzékenységének a fokozddasaval jar egyutt (Peeters et al, 2009), igy a periférias
fehérvérsejtek fokozott cGRa és cGR-P mRNS expresszidja ennek az adaptiv
mechanizmusnak lehet a kdvetkezménye, ezaltal biztositva a kortizolhatas érvényesilését, és
a szisztémas gyulladas csillapodasat. Ugyanakkor, a SIRS-betegekben detektalt jelentés
hypercortisolaemia az un. ligand-indukalta receptor downregulacié révén a GR izoformak
csokkent génexpressziojahoz is vezethet (Nicolaides et al, 2014).

Az eredményeink 0Osszhangban vannak human publikacidkban talalt 6sszefuggéssel,
miszerint a szeptikus és nem-szeptikus SIRS-betegekben az emelkedett szérum kortizolszint
és/vagy a periférias fehérvérsejtek csdkkent gliikokortikoidreceptor expresszidja, a sulyosabb
betegség lefolyas, valamint a magasabb mortalitasi rizikd kozott 6sszefiiggés all fenn (Cohen
et al, 2016; Alder et al, 2018; Li et al, 2021).

Az eredményeink alapjan a cGRa/cGR-P aranya a tulélé- és nem tuléldé egyedek csoportja
kdzott nem tér el, ez alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy az 6sszes cGR génexpresszio
fontosabb a glikokortokoid hatas érvényesilése szempontjabdl, mint az egyes izoformak
expressziojanak mértéke.

Tekintettel arra, hogy a kutya szamos human, gyulladasos megbetegedés modell allataként
szolgal, mint példaul, a szepszis (Alves et al, 2020), a rheumatoid arthritis (Hu et al, 2013), az
atopias dermatitis (Marsella - Girolomoni, 2009) és a gyulladasos bélbetegség (Cerquetella et
al, 2010), az eredményeink hozzajarulhatnak a human GR-medialta jelatviteli utak tovabbi

vizsgalatahoz.
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VIII. Uj tudomanyos eredmények

1. A kortikoszteroid elégtelenség szindroma  el6fordulasanak  vizsgalata az
Allatorvostudomanyi Egyetem Kisallatkorhazaban kezelt kritikus allapotu kutyak korében

A CIRCI tradicionalis definicioja szerinti hypocortisolaemia fennallasa egyetlen betegben sem
volt igazolhaté a szérum kortizol populacié alapu referencia tartomanyat figyelembe véve.
Ellenben azok az egyedek, amelyeknek az alap, illetve stimulalt kortizolszintje emelkedett volt,
csaknem 10-szer, illetve 4-szer nagyobb eséllyel tartoztak a nem-tuléld betegcsoportba,
Osszevetve azon kutyakkal, amelyeknek az alap, illetve stimulalt kortizol koncentracidja a

referenciatartomanyon belll volt mérhetd.

2. Korabban nem azonositott kutya gliikokortikoidreceptor transzkript varians (cGR-P) leirasa
és altalanos jelenlétének igazoldsa egészséges és SIRS-ben szenvedd kutyak periférias
vérmintaibdl

Egy szeptikus peritonitisben szenvedd kutya periférids vérmintajabdl eddig ismeretlen kutya
glukokortikoidreceptor izoforma (cGR-P) azonositdésa RNA-Seq modszerrel és altalanos
jelenlétének igazolasa egészéges és SIRS-ben szenvedd kutydk periférias vérmintajaban
TagMan real-time PCR-rel.

3. A glikkokortikoidreceptor a és P izoformak mRNS expresszidos mintazatanak vizsgalata
egészséges és kritikus allapotu kutyak periférias vérmintajaban, kilonos tekintettel a
tulélés valdszinliségére

A szisztémas gyulladasos valaszreakcié szindrémaban szenved6 kutyak periférias
vérmintaiban a median cGRa és cGR-P mRNS expresszidja nagyobb volt az egészséges
kontroll csoport expresszios szintjeivel 6sszevetve.

A SIRS-ben szenved6 kutyak periférids vérmintaiban a cGR izoformainak génexpresszids
szintjét tovabb vizsgalva, a cGRa median mRNS expresszidja 5,6-szor nagyobb volt a tulélé
csoportban az egészséges egyedek értékeihez képest, de szignifikansan nem kiilénbdzoétt a
nem-tulélé és az egészséges kutyak kozott.

A cGR-P median mRNS expresszidja 9,8-szor nagyobb volt a tulélé csoportban, minta az
egészséges kohortban, de szignifikansan nem kilonbdzoétt a nem-tulélé és az egészséges
kutyak kozott.
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Mivel a cGRa/cGR-P arany median mRNS expressziéja nem kilénb6zott szignifikansan a
tuléelé és nem-tuléld csoportban, igy az altalunk vizsgalt betegcsoportban a SIRS-ben
szenved§ kutyak tuléléséhez a cGRa és a cGR-P izoformak egytittes, fokozott expresszidja

szlkséges.
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adatai
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Adattabla 4: A kontroll és SIRS csoport cGRa és cGR-P mRNS expresszié RPS5-re
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Abra 1: A kutya gliikokortikoidreceptor (cGR) intron 8 nukleotid sorrendje

Abra 2: A human, a sertés, az egér, valamint a kutya GR-P izoformak aminosav sorrendjének

oOsszevetése a hGRa-val
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Melléklet Abra 1. A 7-es és 8-as exon kozotti, 8234-bp hosszisagu szekvencia (cGR 8
intron) nukleotid sorrendjének egyezése az Ensembl (felsé sor) és az mRNS-Seq (alsé sor)
szekvencidk alapjan. Narancssarga szinnel az eltéré bazisok kerlltek megjeldlésre.

A szekvencia egyes szakaszai az alacsony lefedettség miatt nem voltak olvashatéak, igy azok
a bazisok ‘N’-ként kerultek feltintetésre. A szekvencia analizis a Clone Manager 9
Professional Edition programmal tortént.
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Melléklet abra 2. A human (h), a sertés (p), az egér (m), valamint a kutya (c) GR-P
izoformak aminosav sorrendjének osszevetése a hGRa-val. A szekvencia analizis a
Clustal Omega (v1.2.4) programmal tortént. A teljesen megegyez6 részek , * "-gal keriltek
feltintetésre, az erésen, illetve a gyengén egyezd teriletek pedig ,, : 7, illetve ,,
jeléltik. A sorok végén szereplé szamok az aminosav poziciora utalnak.
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Melléklet Adattabla 1. A vizsgalat els6 fazisaba bevalasztott 50 kritikus allapoti kutya demografiai és klinikopatologiai jellemzdi.

|_F'éciens azonosité | Ivar (ivartalanitott = 0, ivaros = 1) Fajta Eletkor i Testtomeqg (kg) Diagnoézis SIRS :
234091 ndstény 0 Bullmasztiff 10 év 47 IRA, anuria, septikaemia igen
234521 néstéeny 1 Bichon havanese 10 év 5 cholangiohepatitis, peritonitis nem
234925 néstény 0 Mopsz 13,5¢év 5,6 PLE, hydrothorax, ascites, oedema pulmonum igen
234145 him 1 Yorkshire terrier G év 25 lymphangiectasia nem
235339 him 0 Yorkshire terrier 11 hénap 2 harapott sériilés, hydrocephalus igen
157868 ndsteny 0 Magyar vizsla 95 év 27 IMHA igen
230953 ndsteny 1 Szalkdssz. tacskd 3,5 ev 74 IMPA, IMHA igen
232579 him 1 Doberman 6,5 év 40 heveny babesiosis, abscessus igen
235964 him 1 Ausztral juhdszkutya 7 ey 27 HSA, metastasis igen
236012 him 0 Délorosz juhaszkutya h5év 80 septikaemia igen
236808 ndstény 0 Golden retriever 9,5 ev 35 szeptikus shock. MODS, ARDS igen
236854 néistény 0 Westhighland white terrier 8,5ev 8,7 szeptikus pleuritis, perforatio oesophagii igen
236621 him 0 Kaukazusi juhdsz keverék 5 évy 47 prosztatatalyog, szeptikus peritonitis, septikaemia nem
237214 ndstény 1 Bichon frise 10 év 5,1 pancreatitis, peritonitis, ARDS igen
237185 néstéeny 1 MNémet juhaszkutya 9év 40 neoplasma mammae nem
229334 him 0 Mémet juhdszkutya 8,5 ev 38,5 AHDS, vasculitis igen

Roviditések: SIRS (Szisztémas Gyulladasos Valaszreakcié Szindréma) - kritériumoknak (de Laforcade, 2009) valé6 megdfelelés; IRA (heveny
veseelégtelenség); PLE (fehérjevesztéses enteropathia); IMHA (immun-medialt hemolyticus anaemia), IMPA (immun-medialt polyarthritis), HSA
(haemangiosarcoma), MODS (Tébbszervi Diszfunkcié Szindréma), ARDS (Akut Respiracios Distressz Szindroma), AHDS (Akut Hemorrhagias
Hasmenés Szindroma)



Roviditések: WBC (6sszfehérvérsejtszam); Neu band (band neutrophil granulocytak abszolut szama)



Paciens azonositd
234091
234521
234925
234145
235339
157868
230953
232579
235964
236012
236808
236854
236621
237214
237185
229334

RBC (TN

3,29
406
341
6,84
449
299
492
6,8
1,49
531
461
545
6,47
6,86
8,76
529

Hemoglobin (g/l)

81
81
72
133
161
62
103
95
41
101
98
132
128
139
167
101

PLT(GA)
228
58
520
126
160
820
388
38
720
105
239
463
128
204
360
123

CRP (mgmn)
MNA
NA
NA
MNA
MNA
NA
NA
MNA
MNA
NA
MNA
MNA
NA

1318
171,2
180,3

OsszBr (umoln)
7.3
546
35
1.4
16
364
35
167,95
06
3
NA
3.9

2

58
1197
16,5

8.1

TChol (mmol/l)

NA

NA
53
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
7.1
49
1.7

Albumin (gn)
29,1
16,8
15,3
246
232
245
203
17,2
28,2
29
19,7
19,8
247
16,1
24
171

ALT (un)
32
201
5
81
135
192
17
715
23
55
291
148
5
367
25
165

Lipaz (un
691
38
163
248
81
95
22
798
37
120
597
37
115
52
476
41

Réviditések: RBC (vorosvérsejtszam), PLT (vérlemezkeszam); CRP (C-reaktiv fehérje koncentracio), OsszBr (Osszbilirubinszint), TChol
(Osszkoleszterinszint), ALT (Alanin-amino-transzferaz aktivitas)






Paciens azonositd Ivar (ivartalanitott = 0, ivaros = 1) Fajta Eletkor Testtomeg (kg) Diagnbzis SIRS
238157 néstény 1 Kaukazusi juhdsz 6 év 34 IBD igen
237545 him O Whippet 1,7 év 136 ileus paralyticus, IBD igen
239414 ndstény 1 Basset hound 7ev 25,4 fever of unknown origin nem
239374 néstény 0 Német juhdsz-keverék 9 ay 20 tidBmetastasis igen
239129 him 1 Yorkshire terrier 6 v 4 pancreatitis, pancreas-abscessus, peritonitis nem
238771 him 1 Golden retriever 7 év 26 idegen test okozta bélperforatio, peritonitis igen
236355 him 1 keverék 1év 8,7 AHDS nem
175646 ndstény 1 Westhighland white terrier 11,58év 5,1 diabetes mellitus, azotaemia igen
225794 néstény 0 Leonbergi 10 év 56 inflammatory carcinoma (emld), DIC, IHA igen
208613 him 0 Jugoszlaviai farkaslg-keverék 10,5 év 65 abscessus, septikaemia igen
200530 him 1 Moszkvai 6rkutya 6,5 év 43 High grade Non-Hodgkin diffiz lymphoma igen
241483 him 0 Bichon bolognese hHev 86 harapott sériilés, hernia abdom., PTX, peritonitis nem
234925 néstény 0 Mopsz 14 év 7 PLE. pulmaonalis hypertensio igen
242497 ndstény 0 Doberman 6 év 35 mastitis, setikaemia igen
242473 néstény 1 Tacskd 7év 7.4 pleuropneumonia igen
243317 him 1 Tarpe schnauzer 12 év 10,5 alimentaris B-sejtes/MALT lymphoma, dysbacterisosis nem

Roviditések: IBD (Inflammatory Bowel Disease), DIC (Disszeminalt intravascularis coagulatio), IHA (Immun-medialt hemolyticus anaemia), PTX
(Pneumothorax).












Roviditések: NA (nincs adat), FUO (Fever of Unknown Origin).












Melléklet adattabla 2: A vizsgalat masodik fazisaban résztvevo, egészséges, illetve kritikus allapotu kutyak demografiai és
klinikopatolégiai adatai.

Piciens Piciens i Eletkor ; SIES ; Satrom - Szérum alap
. Csoport . Fajta Ivar :Ivartalanitott? ; N i kritériumok | CRP { WBC(G/T): RBC(T/1) | PLT(G1) i kortizol | Diagnézis Mortalitas:
kad azonositd i Po(ew) i ;
1-4) i (mgla; : : (mmol/T) . .
Controll | control : 233743 Aldta inu him fem 22 - 125 8.03 6.51 127 1630 - -
Control2 | control 233744 Shiba inu him nem 43 - 123 0.03 7.63 227 383 - -
Control3 | control { 242021 Labrador Retrever ndstény izen 22 - 338 003 6,06 272 313 - -
Controld | control 211612 kevergk nastény izen 43 - 123 828 8.3 360 173.0 - -
Controld | control | 268749 keverék him izen 32 - 125 21,80 6,32 283 1320 - -
Controld | control 268748 kevergk nastény izen 1.0 - 123 13.70 1,76 264 313.0 - -
Control7 | control 268747 keverék nastény izen 1.0 - 212 18.30 3,29 309 2490 - -
Patient1 SIES 244389 Bichon Havanese him igzen 6.0 3 48.0 37,10 6.34 228 198.0 szeptikus pleuritis 0
Patient2 | SIRS 243933 | Angol cocker spaniel | ndstény izen 6.0 N/A 2240 644 326 167.0 pleuropneumonia 0
heartworm infection
polyradiculoneuritis
Patient3 SIS 252084 iCavalier King Charles! him igen 3.0 12 36.8 49.70 2,53 18 341.0 diabetes mellitus 0
spaniel pancreatitis
Patientd SIES 251107 : Angol cocker spaniel |  him nem | ] 3 33,8 2147 1.13 130 1366,0 immune-mediated hemolytic 1
anaemia
MOTS
Patient3 SIES 249407 Német dog him igen 1.3 3 328 33,21 7174 373 32.0 ASPIrAcios preumoma 0
Patient§ | SIRS 228619 Német juhdsziutya him nem 11.0 12 22000 8.8 7.08 52 2200 neoplasma pulmotam 1
septicaemia
Patient? SIRS 244867 Golden Fetriever him igen 130 1° 835 13,67 3,58 31l 26,0 aspirdcids pneumonia 1]
mezaoesophagus
Patient8 SIES 243498 Shar-Pei nostény nem o0 3 110.7 2880 312 22 1380.0 Baberia caniz infection 1
urothelial cell carcinoma
hydronephros
pancreatitis
acute kidney injury







Melléklet adattabla 3. A szeptikus peritonitisben szenvedé kutya periférias
vérmintajanak uj generaciés mMRNS-szekvenalassal (mMRNA-Seq) nyert adatainak
oOsszegzése.

Total Reads: 44691037
Total Tags: 55127177
Total Assigned Tags: 51250375
Group Total_bases Tag_count Tags/Kb
CDS_Exons 33014650 28742753 87061
S'UTR_Exons 7221338 838507 11613
FUTR_Exons 19511230 5396171 27657
Introns 617520223 9911518 10.8
1kb 24856465 200963 1171
T”‘S’:'f:[:ggt‘?gaﬂa” 5kb 112512194 751922 6.68
10kb 204774660 1092330 5.33
1kb 25081957 2448377 o7 62
franscipfonENd  skb 110516034 4789196 4333
10kb 197949325 52690090  26.62
NR3C1 exons 7268 5140 844 80
NR3C17-8 intron 8234 1277 155.00

Global intron-exon ratio

NR3ICT 7-8 intron-all exon ratio

0.012405095
0.183580514

Az intron-exon aranyokrél és egyéb genomi régiokrél szold statisztikaban a "Tag"-ek jelen
esetben a spliced read-ekkel egyltt szamolt read-szamot jelenti. Az egyes régiok a kodold
exonok (CDS_Exons), az 5' nem kodolé exonok (5'UTR_Exons), 3' nem kodoléd exonok
(3'UTR_EXxons), transzkripttél Upstream és Downstream régiok 1, 5 és 10 kb tavolsagban. Az
egyes régiokra es6é Tag-ek mellett (Tag count) az adott régio teljes méretére (Total_bases)
normalt érték is szerepel (Tags/Kb). Feltlintetésre kertilt a teljes transzkriptomra vonatkozé
intron-exon lefedettségének arany is.



Melléklet adattabla 4: A kontroll és SIRS csoport cGRa és cGR-P mRNS expresszidjanak RPS5-re normalizalt eredményei

Paciens koéd | Controll | Control2 | Control3 | Control4 | Control5 | Control6 | Control7 | Patientl | Patient2 | Patient3 | Patient4 | Patient5 | Patient6
Csoport control control | control | control | control | control | control | SIRS | SIRS | SIRS SIRS SIRS
¢GRo/RPS5| 0,001289 |0,00077 |0,00134 |0,00146 |0,00021 |0,00034 |0,0004 |0,02179 |0,00484 |0,00759 |0,00039 |0,00733 |0,00109
cGR- 0,000052 | 0,00016 |0,00012 |0,000014|0,000015 |0,000022|0,00147 |0,00048 |0,00103 |0,000061 |0,00153 |0,00022
P/RPS5 0,000087
Paciens kod | Patient7 | Patient8 | Patient9 | Patientl0 | Patientll | Patientl2 | Patientl3 | Patientl4 | Patientl5 | Patient16 | Patientl7 | Patient18
Csoport SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS
c¢GRo/RPS5 | 0,01749 | 0,01464 | 0,00212 | 0,01082 | 0,0046 0,0017 0,00921 | 0,01706 | 0,0029 0,00256 | 0,00422 | 0,00231
cGR- 0,0009 |0,00118 | 0,00032 | 0,00113 |0,00027 |0,000080 |0,00081 |0,00134 |0,00041 |0,00037 |0,00067 | 0,00023
P/RPS5
Paciens kéd | Patient19 | Patient20 | Patient21 | Patient22 | Patient23 | Patient24 | Patient25 | Patient26
Csoport SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS SIRS
¢GRa/RPS50,00509 |0,00222 |0,00203 |0,00026 |0,00018 |0,00035 |0,00044 |0,00034
cGR- 0,00119 [0,00034 |0,00068 |0,000031 |0,000015 |0,000011 0,000017 |0,000024
P/RPS5
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