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Az értekezésben el6fordulé orvosi szakkifejezések, idegen eredetli szavak
irasmodjanédl az MTA Orvosi Tudoményok Osztdlya 1987 junius 16-i iilésén és az
MTA Helyesirasi Bizottsdga és Anyanyelvi Bizottsdga 1987 november 9-i egyiittes
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fészerkesztGk: Dr. Fabidn Pél és Magasi Péter, Akadémiai Kiado, 1992)



ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTH - adrenokortikotrop hormon

ARDS - Adult Respiratory Distress Syndrome
GdCl3- gadolinium klorid

IL-1 - interleukin-1

IL-1Ra - interleukin-1 receptor antagonista
IL-6 - interleukin-6

IL-8 - interleukin-8

LPS - lipopolisacharid

NK - Natural Killer (sejt)

NO - nitrogén-oxid

PAF - Platlet Activating Factor

RES - Reticuloendothelialis System

TNF - tumor nekrozis faktor

hTNF - huméan tumor nekrozis faktor



TUDOMANYOS ELOZMENYEK

A szeptikus sokk a mai modern sebészetben is igen gyakori, stlyos
komplikédci6. A szdmos (j terdpids moddszer ellenére a korkép haldlozadsa az
utébbi években is eléri az 50%-ot (Cohen és Glauser, 1991). Az Egyesiilt
Allamokban jelenleg a 13. vezetd halélok, évente kozel 300 ezer a regisztralt
betegek szdma (Centers for Disease Control, 1987; National Center for Health
Statistics, 1989).

Az elmult évtizedekben szdmos fogalmat, mint szepszis, silyos szepszis,
szeptikémia, szeptikus sokk, egymds szinonimdjaként hasznaltak az
irodalomban. Ez sokszor szamos félreértést, helytelen kovetkeztetést vont maga
utdn. Az American College of Chest Physicians/Society of Critical Medicine
Consensus Conference 1991-ben keriilt megrendezésre, melynek résztvevdi

megegyezésre jutottak a kiilonb6zd definicidkat illetGen:

Generalizalt/Szisztémas gyulladdsos vilasz szindréma (Systemic Inflammatory
Response Syndrome, SIRS) - Szisztémas/generalizalt gyulladasos valaszreakcio
a szervezetet ért kiilonb6zé behatasokra (trauma, égés, pancreatitis, infekcio,
egyéb okok). A vélaszreakcié az alabbi tiinetekbdl ketté vagy tobb egyiittes
fennélldsa esetén definidlhato:

Testh6mérséklet > 38°C vagy < 36°C

Szivfrekvencia > 90/perc

Légzésszam > 20/perc vagy PaCO2 > 32 torr(>4,3kPa)

Fehérvérsejtszam > 12.000 G/1, vagy < 4.000G/L,



vagy 10%-nal tobb az éretlen (palca) alak

Szepszis - Infekciora 1étrejove szisztémads/generalizélt valaszreakcio.

Silyos szepszis - Szervi diszfunkciéval, hypoperfusioval vagy hypotensioval jaré
szepszis. A hypoperfusio kovetkezményei magaba foglalhatjdk, de nem
kizar6lagosan a tejsav acidosist, oliguriat, vagy a mentdlis status akut

megvaltozasat.

Szeptikus sokk - Hypotensioval jaré silyos szepszis, mely a megfelel§ folyadék

terapia ellenére is fennall.

Hypotensio - A szisztolés artérids nyomds < 90 Hgmm, vagy annak csokkenése

> 40 Hgmm, és egyéb hypotensiot okoz6 koriilmény egyidejtileg nem 4ll fenn.

A szeptikus  sokkot daltaldban  Gram-negativ  bacteriaemia
kovetkezményeként szoktdk definidlni, de val6jdban Gram-pozitiv baktériumok,
gombdak, virusok, parazitdk kiilon-kiilon, illetve egyiittesen is okozhatjak
(Glauser és mtsai, 1991). Gram-negativ baktériumok 30%-80%-ban, mig a
Gram-pozitiv baktériumok 6%-24%-ban vesznek részt a fert6zés, illetve a
szeptikus sokk létrehozdsdban. Az esetek tobbségében azonban a kérokozokat
nem lehet pontosan identifikdlni (Bone és mtsai, 1987; Isphani és mtsai, 1987;

Calandra és mtsai, 1988).

Tobb klinikai és kisérletes megfigyelés szerint a sokk dllapotok
patomechanizmusdban, fiiggetleniil a sokkot kivadltd etiolégiai tényez6tdl,

szamos hasonlosag 4ll fenn. Ezek alapjan a kutaték mar igen koran



feltételezték, hogy sokk allapotokban kozelebbrél meg nem hatarozott, kozos
bakterialis vagy metabolikus-toxikus faktor, vagy faktorok szerepelnek, melyek a
kapillaris fal karosoddsdhoz, a vér stagndldsdhoz, a szoveti perfizio
csokkenéséhez vezetnek. Az egyik legismertebb felfogas szerint (Fine, 1954;
Fine és mtsai, 1959) ez a kozos toxikus anyag, a bélbdl felszivodé - a Gram-
negativ baktériumok sejtfaldnak kiils6 membran alkot6ja- a bakteridlis
endotoxin vagy mas néven bakteridlis lipopoliszacharid (LPS). Sokk
allapotokban, az ischaemia miatt csokken a bél barrier funkcidja, igy az
endotoxin - melyet a mdj hipoxids kédrosodésa folytan, a Kupffer sejtjei nem
tudnak kozombositeni - bejut a szisztémds keringésbe. A bakteridlis
endotoxinnak, mint a sokk éllapotok kozos etioldgiai faktor szerepét jatszo
toxikus anyagnak a fontossagat késGbbi kutatdsok is megerdsitették. Selye €s
mtsai (1966) kimutattdk, hogy az Olom acetit a patkdnyok endotoxin
érzékenységét a kiilonb6z6 Gram-negativ baktériumok endotoxinja irdnt
jelentGsen noveli. Az Olomacetdtnak ezen tulajdonsiagat felhasznilva, tobb
szerz{ is kimutatta a bélbdl felszivodo bakteridlis endotoxin szerepét kiilonbozd
etiologiaja sokk allapotokban (Filkins és Buchanan, 1973, Kisida és mtsai, 1974,
Csordas és Bertok, 1983; Orban és mtsai; Bertok, 1985)

Az endotoxin szerepe kulcsfontossaglii a szeptikus sokk kialakuldsdban
(Suffredini, 1992). Kozel szaz éve, Richard Pfeiffer megfigyelése 6ta ismerjiik a
bakteridlis endotoxin sokk indukdlé hatdsat (Brade és mtsai, 1977). Pfeiffer
vizsgalataiban hével elélt Vibrio cholerae lysatumaval, kisérleti allatokban silyos
sokk dallapotot és letdlis hatdst tudott elGidézni. Pfeiffer nevezte el a
baktériumok hdéstabil komponensét endotoxinoknak, megkiilonboztetve a
bakteridlis exotoxinokt6l. Els6ként Boivin és Mesrobeanu dolgoztak ki egy
endotoxin tisztitasi eljarast, és 6k irtak le az endotoxin {6 stukturalis jellemzgjét,

a lipopolisaccharid-fehérje-phospholipid szerkezetet (Wethphal és mtsai, 1977).



KésGébb, Westhpal és més kutatoknak is sikeriilt izoldlniuk az endotoxin aktiv

fehérjementes részét (Luderitz és mtsai, 1963; Westhpal és mtsai, 1978).

Az endotoxin kb 200.000 D molekulasilyG makromolekuldk heterogén
csoportja. Szerkezetileg hdrom f§ alkot6 eleme van: a kiils6 poliszacharid lanc
(O antigén, O-Ag), mely elsGsorban az antigenitasért felelGs, a belsd
poliszacharid lanc, mely a lipid és a kiilsé poliszacharid ldnc k6zott helyezkedik
el, és a lipid A-rész, mely telitetlen zsirsavak ldncolata (Glauser és mtsai, 1991).
Ezutébbi felelds elsdsorban az endotoxin toxikus hatdsaiért (Galanos és mtsai,
1971). Az endotoxin emlGs szervezetben jellegzetes bioldgiai reakcidk sorozatat
véltja ki (Nowotny, 1964; Agarwal és Léazar, 1977). A kezdeti kutatdsokban a
bakteridlis endotoxinnak az érrendszerrel (Thomas, 1956), szimpatikus
idegrendszerrel (Agarwal, 1974; Kertai és mtsai 1975), endocrin rendszerrel
(Hall és mtsai, 1964; Filkins, 1976), anyagcserével (Jeffries, 1969; Kovéts és
mtsai, 1960; Lazar és mtsai, 1960), véralvadési rendszerrel (McKay és mitsai,
1969), reticuloendothelialis rendszerrel (Beeson, 1947; Chedid és mtsai, 1971),
fehérvérsejtekkel (Becker, 1948; Filkins, 1976) valé kolcsonhatdsat
hangsulyoztak. Hasonloképpen fontosnak itélték az endotoxin hatdsara
létrejové hisztamin felszabaduldst (Hinshaw és mtsai, 1961; Schayer, 1960),
valamint az endotoxinnal szemben az emlds szervezetben kifejl6dé endotoxin
hypersensitivitast (Kovéts, 1961; Kovéts és mtsai, 1963).

Az ut6bbi évek kutatdsai feltartdk, hogy a legtobb endotoxin hatds a
szervezet sajat gyulladdsos medidtor rendszerének aktivacidjara vezethetd vissza
(Waage és mtsai, 1991; Parrillo, 1993). Az endotoxin a véraramba keriilését
kovetGen szdmos humordlis és cellularis reakciét indit el, melyek egymassal
szoros kolcsonhatdsban alakitjdk ki a szeptikus sokk tlinetegyiittesét, a

killonboz6 szervi és szoveti karosodasokat, valamint a letdlis hatast. A



komplement rendszer aktivaci6ja révén vasodilatatio, emelkedett vascularis
permeabilitds, tovdabba thrombocyta és leukocyta aggregacié alakul ki,
melyeknek fontos szerepiik van a szeptikus sokk soran létrejové hypotensioban,
valamint az ARDS (Adult Respiratory Distress Syndrome) patogenezisében
(Jacobs, 1981; Hack és mtsai, 1989). Az aktivdlt leukocytdk tobbek kozott
szabadgyokok és kiilonbozd lizoszomélis enzimek felszabaduldsat hozzdk 1étre,
valamint felel6sek az adhéziés molekuldk képzddésében, az arachidonsav
metabolizmus és a lipidperoxiddcié elinditdsdban (Reines és mtsai, 1982;
Jacobs, 1981; Hack és mtsai, 1989). Az endotoxin stilyos véralvadasi zavart és
diffiz intravascularis coagulatiot is okoz (Spika és mtsai, 1982; Warr és mtsai,
1990). A szeptikus sokk alatt jelentkezd silyos hypotensio kialakuldsédban a
kinin-kallikrein rendszer aktivacidja sordan felszabadulé vasoactiv kininek,
valamint a részben endothel sejtek &ltal termelt nitrogén-oxid (NO) is fontos

szerepet jatszik (Colman, 1989; Palmer és mtsai, 1987).

Az utobbi évek kutatdsai irdnyitottdk a figyelmet az endotoxin és a
macrophag rendszer kapcsolatara. A macrophagok ugyan kiilonb6z6 szervekben
helyezkednek el, de kozos tulajdonsdgaik alapjan funkciondlis egységet
képeznek. A sejtrendszer jelolésére a “Reticuloendothelidlis System™ (RES)
elnevezést hasznaljuk 4ltalaban (Aschoff, 1924), mely fogalom a ko6z6s
funkciondlis alapokon nyugszik. Kezdetben a macrophagokat elsGsorban
“utcaseprG”, “scavanger” sejteknek tartottdk, melyek feladata a szervezetbe
keriilt idegen anyagok, fert6z6 mikroorganizmusok, valamint elpusztult sejtek,
sejttormelékek bekebelezése, elpusztitdsa. A macrophagokkal kapcsolatos
Ujabb vizsgalatok feltdrtdk, hogy a macrophagok szdmos aktiv anyag, igy
enzimek (Soderling és Knuutila, 1980), komplement fehérjék (Brade és mitsai,

1977; Davies és mtsai, 1980), prostaglandinok (Humes és mtsai, 1977), lysozym



(Gordon és mtsai, 1974), interferon (Olstad és mtsai, 1981), tumor nekrozis
faktor (Carswell és mtsai, 1975), kiilonb6z§ interleukinok (Dinarello, 1984;
Decker, 1990) és egyéb, kevésbé jol jellemzett anyagok termelésére képesek,
mely anyagok kozvetitenek és modositanak szdmos szoveti reakciot és
szabédlyozzak a macrophagok mas sejtekkel valé kolcsonhatdsat. Mai
ismereteink szerint a macrophagok nemcsak szamos fiziolégiai folyamatban, igy
a cellularis és humordlis immunvélasz kialakuldsidban (Nelson, 1981), a
vérképzésben (Bennet és Kay, 1981), anyagcsere- és gy6gyszermetabolizmusban
(Govier, 1965; Cantrell és Bresnick, 1972), az intravasculdris véralvaddsban
(Lee, 1962) jatszanak fontos szerepet, hanem olyan koérfolyamatokban képezik a
szervezet védekezd mechanizmusanak fontos részét, mint a fert6zések (Murray
és Cohn, 1980), a gyulladas (Davies és mtsai, 1980), a rosszindulati daganatos
megbetegedések (Murray és Cohn, 1980, Weinberg, 1981). Az elmilt néhdny év
kutatdsai igazoltdk, hogy a macrophagok szerepe meghatarozé a szeptikus sokk
patogenezisében is (Spooner és mtsai, 1992).

A szeptikus sokk sordn a vérdramba keriill§ endotoxin Ondlléan és
szérum fehérjével (un. LBP, LPS bindig protein) komplexet képezve is képes a
macrophag rendszer aktivdlasara (Wright és mtsai, 1990; Schumann és mtsai,
1990). Az irodalmi adatok arra utalnak, hogy a macrophagok endotoxin
hatdsara létrejové medidtor tilprodukcidja, elsGsorban a TNF és bizonyos
interleukinok, mint az interleukin 1, 6 és 8, felelds szeptikus sokkban a szervi
karosodésokért és a letdlis hatdsért is (Spooner és mtsai, 1992; Cerami, 1992;
Beutler, 1992). Ezek kozott is kiemelkedd jelentdsége van a tumor nekrozis
faktornak (TNF), vagy més néven cachectinnek.

A TNF egy 157 aminosavbol, 17 kD tomeg(i alegységekbdl 4ll6 fehérje
(Beutler és mtsai, 1985a,c), melyet elsGsorban macrophagok, emellett mas

sejtek, mint a T és B lypmphocytdk, Natural Killer (NK) sejtek, astrocyték stb. is



termelnek (Tracy és Cerami, 1992). A TNF felfedezésekor - egymastol
fiiggetleniil - két eltérd hatdsat irtdk le, mely magyarazza kettGs elnevezését.
Kisérleti 4llatban egyrészt silyos cachexidt, trigliceridaemiat (Guy, 1975),
masrészt transzplantdlhat6 tumorok nekrézisdt képes elGidézni (Carswell,
1975). A tumor nekroézis faktor elnevezés Carswell és munkatérsaitél szarmazik,
mikor megfigyelték, hogy BCG (Bacille Carnette-Guerin)-vel kezelt kisérleti
allatok szérumdban egy 1j, eddig ismeretlen fehérje jelenik meg, mely
feltehetGen felelGs az éllatok daganatainak nekrézisdért. Magat a jelenséget
mar 1893-ban Williem Coley, késébb Hartwell (1943) és OMalley (1963) is
leirtak. Ha daganatos betegeket, illetve kisérleti allatokat baktériummal vagy
endotoxinnal kezelnek, a daganat visszafejl6dése észlehet6. Ezen korabbi
megfigyelések arra vezethetSk vissza, hogy a TNF szintézisét legerGsebben a
bakteridlis endotoxinok (Beutler és Cerami, 1987; Rock és Lowry, 1991)
emellett virusok, gombdk, protozonok és a bakteridlis exotoxinok fokozzdk
(Wong és Goeddal, 1986; Hotez és mtsai, 1984). A TNF igen sokrétd biol6giai
aktivitdst képes kifejteni kozvetleniil vagy attételesen. Mint gyulladédsos
medidtornak, fontos szerepe van a fert6zések elleni védelemben. Lazkeltd
hatdsa van, mely a hypothalamus prosztaglandin szintézisének fokozasa révén
jon létre (Dinorello és mtsai, 1986), tovabbé fokozza a leukocytdk aktivaciéjat,
Shalabay és mtsai 1985; Moser és mtsai, 1989), valamint ismert virus és gomba
ellenes hatésa is (Djeu és mtsai, 1986; Philip és Epstein, 1986). A TNF emellett
jelentdsen befolyasolja az anyagcesere folyamatokat is. Ezek a hatdsok a periféris
szovetekben elsdsorban katabolikus jellegiiek, mivel hatdsara fokozodik a
fehérjék, a zsirszovet lebomldsa ( Warren és mtsai, 1987; Zechner és mtsai
1988) és gatlodik a zsirsavak szintézise (Beutler és mtsai, 1985¢). Ezen

hatdsokkal magyardazhat6 a TNF kronikus adédsara a kisérleti &llatokban



létrejové wasting szindréma is (Fong és mtsai, 1989). A TNF, a periférids
szovettekkel ellentétben a mdjban az anabolikus folyamatokat erdsiti: fokozza
az amindsavak felvételét, a lipogenezist és az akut fehérjék szintézisét (Fong és
mtsai, 1989; Warren és mtsai, 1987; Feingold és mtsai, 1987). Ezenkiviil szdmos
egyéb hatédssal is rendelkezik: mint pl. szdmos egészséges diploid sejtnek
novekedési faktora, angiogenetikus hatasi (Rock és Lowry, 1991; Tracey és
Cerami, 1992).

A szeptikus sokk kialakuldsdért is felelés TNF hatdsa nagyfokban
hasonlit az endotoxinnak tulajdonitott tiinetekhez. A TNF amellett, hogy
interleukin 1, 6, 8, thrombocyta aktivalo faktor (PAF, platelet-activating factor)
termelddést valt ki (Nawroth és mtsai, 1986; Shalaby és mtsai, 1989; Bonavida
és mtsai, 1989), az arachidonsav metabolizmus aktivalasan keresztiil eicosanoid
produkciot is indukdl (Petrak és mtsai, 1989). Fokozza a leukocytdk és az
mtsai, 1985; Shalaby és mtsai, 1985). A TNF képes aktivilni a véralvadasi
rendszert (Van der Poll és mtsai, 1990), valamint szabadgyok képz6dést indukal
(Zimmerman, 1992), és direkt toxikus hatdsa van az endothelialis sejtekre (Sato

és mtsai, 1986).

Szamos adat gytlt ¢ssze arra vonatkozéan, hogy a TNF-nek
kulcsfontossagi szerepe van a szeptikus sokk patogenezisében (Tracey, 1991;
Spooner és mtsi 1992). Klinikai vizsgdlatok szerint a szérum szintje jol korreldl a
szeptikus sokk stlyossdgéval, illetve végs§ kimenetelével (Girardin és mitsai,
1988; de Groote és mtsai, 1989). Kisérleti dllatban rekombindns TNF beadasat
~kovetGen silyos hypotensiot, metabolikus acidézist, hemokoncentréiciot és

letalis hatést okoz (Tracey és mtsai, 1987, Natanson és mtsai, 1989). Tovdbba



kimutattdk, hogy monoklondlis TNF ellenes ellanyagokkal jelentGsen fokozhat6
a kisérleti allatok rezisztencidja az endotoxin és a szeptikus sokk letdlis

hatdsaval szemben (Beutler és mtsai, 1985b; Tracey és mtsai, 1986).

A szeptikus sokk mdsik kulcsfontossdgii mediatorat, az interleukin 1
(IL1)-t is elsGsorban macrophagok termelik (Dinorello, 1983). Szintézisét
legerdsebben a bakteridlis endotoxin, de a TNF és maga az IL1 is fokozza (Gery
és mtsai, 1981; Oppenheim és mtsai, 1982). Az IL1 a TNF-hez hasonl6an
fokozza a leukocytak aktivitdsat, a leukocyta-endothel adhézi6t (Bevilacqua és
mtsai, 1985) az intravasculdris coagulatio kialakuldsat (Bevilacqua és mtsai,
1984), tovabba PAF (Dejana és mtsai, 1987; Mizoguchi és mtsai 1991) és
eicosanid termel6dést indukdl (Raz és mtsai, 1988). Szérum szintje altaldban
emelkedett szeptikus betegekben (Calandra és mtsai, 1990), 6néll6an is képes a
szeptikus sokk szdmos klinikai tiinetét elGidézni (Smith és mtsai, 1992),
valamint jelentdsen fokozza a TNF sokk indukdl6 hatdsat (Okusawa és mtsai,
1988; Waage és Espvik, 1989). Az elmilt években hivtdk fel a figyelmet, szintén
els6sorban a macrophagok altal termelt, interleukin 6 fontossagara a szeptikus
sokk patogenezisében (Helfgott és mtsai, Molloy és mtsai, 1993). Szérum
szintje, hasonl6éan a TNF- és IL-1-hez, emelkedett és prognosztikai értékd

szeptikus sokkban (Waage és mtsai, 1989).

A szeptikus sokkban kialakulé hypotensioért és a szervi kdrosodasokért
elsGsorban a vascularis endothelen lezajl6 folyamatok felelGsek (Dinorello és
mtsai, 1993). A TNF és az IL1 az endothelsejtek aktivdldsan keresztiil PAF
(Dejana és mtsai, 1987; Mizoguchi és mtsai, 1991), PGE (Raz és mtsai, 1988),
NO (Kilbourn és mtsai, 1990, Beasley és mtsai, 1991) szintézist valt ki, melyek

vasodilatatiot és hypotensiot okoznak. Ez vezet a tovdbbiakban a csokkent
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szervi perfuzidhoz, acidézishoz és késdbb szervi elégtelenségekhez. A TNF és az
IL1 az adhéziés molekuldk képzddését is kivaltjdk, melyek fokozzak a
1991; van Deventer és mtsai, 1993) felszabadulasat is elGidézik. Az IL8-nak
fontos szerepe van a leukocytdk extravascularis térbe val6 jutdsaban (Huber és
mtsai, 1991), és a leukocytdkbdl a kiillonb6zé enzimek, oxigen szabadgyokok
felszabaditdsdban (Rampart és mtsai 1989; Willems és mtsai, 1991), melyek
stlyos szoveti kdrosoddsokat eredményeznek. A vascularis endothelen lezajlo
folyamatokat a bakteridlis endotoxin, illetve egyéb bakteridlis toxinok a
komplement aktivalasan keresztiil is 1étrehozhatjék (Billiau és Vandekeckhove,

1991).

A szeptikus sokkal szembeni rezisztencia fenntartidsdban lényeges
szerepet toltenek be a gliikokortikoid hormonok. Pontos koérélettani szerepiik
tisztdzdsa segitséget nydjthat a klinikum szdmdra a szeptikus sokk madig
megoldatlan terdpidjahoz. Régota ismert, hogy az endogén gliikokortikoidoknak
meghatdroz6 szerepe van a szervezet védekezd mechanismusaban kiillonb6zé
sokk és stressz dllapotokban (Selye, 1941; Petri, 1965; Kendall 1971). A
gliikkokortikoid hormonok nemcsak az anyagcsere folyamatokat, hanem a
phagocytosisban, immunvélaszban, gyulladasban résztvevd sejtek miikodését is
befolyasoljak és ezéltal jelentGsen modositjdk a szervezet reakciokészségét és
védekezd mechanismusat. A szeptikus sokk patogenezisében lényeges szerepet
jatszik a Gram-negativ baktériumok sejtfal anyaga, a bakteridlis endotoxin
(Suffedrini, 1992). Az daltala kivaltott biolégiai reakciok jelentGs része a
gliikkokortikoid hormonok ellendrzése alatt all (Ismahan és Agarwal, 1979;
Agarwal és Lazar, 1984). Kimutattdk, hogy az endotoxin kérosit6 hatédsaival

szemben, beleértve a letdlis hatast is, a kisérleti dllat rezisztencidja jelentésen
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novelhet§ gliikkokortikoid hormonok adéasdval (Agarwal és Lézar, 1977
Hinshaw, 1988), azonban mind a klinikai, mind a kisérletes szeptikus sokkban a
gliikokortikoid hormonok kedvez§ hatdsa a mai napig vita targyat képezi
(Sjolin, 1991; Hinshaw, 1988). Igen sok munka foglalkozik a gliikokortikoid
hormonok kedvez§ hatdsdval nemcsak az endotoxin, hanem mdés etiolégidju
sokk dllapotokban is. Igy kimutattdk, hogy a gliikkokortikoidok a lisosomalis
membrénstabilizalé és a sympathico-adrendlis valaszreakciot modosité hatdsuk
révén kedvezGen befolyasoljak a haemorrhagias sokk lefolyasat is (Nagy és

mtsai, 1964, 1970)

A gliikokortikoid hormonok lényeges szerepét az endotoxin és szeptikus
sokkal szembeni rezisztencia fenntartdsdban tobb kisérletes és klinikai vizsgélat
igazolta. Jotékony hatdsukat szdmos ok magyarazhatja: stabilizaljak tobbek
kozott a sejt és lysosoma membrant (Weismann és Thomas, 1962; Mothsay és
mtsai, 1970), géatoljdk a komplement aktiviciét és a komplement indukalta
leukocyta aggregéaciot (Hammerschmidt és mtsai, 1979; Skubitz és mtsai, 1981),
javitjak a myocardium teljesitményét (Lozman és mtsai, 1975), és antagonizaljak
a koéros metabolikus hatdsokat (Schumer W, 1975) szeptikus sokkban. Fontos
szerepet jatszhat ezenfeliil az dltaldnos gyulladdscsokkentd hatdsuk is, mely
elsGsorban a phospholipase A, gatl6, lipocortin szintézis fokozdsa révén jon
létre (Hirata és mtsai, 1980; Vadas és mtsai, 1988). Az elmiilt évek kutatasai
ismerték fel a gliikkokortikoidok és a szeptikus sokk macrophag mediatorainak
szoros kapcsolatat. A gliikokortikoidok tobbek kozott gatoljak a TNF és az
Interleukin 1 szintézisét (Beutler és mtsai, 1986; Knudsen és mtsai, 1987;
Waage, 1987), valamint csokkentik cytotoxikus (Tsiyimoto és mtsai, 1988; Kull,
1988), sokk indukélé és letdlis hatasukat is (Libert és mtsi, 1991). Ismertes

tovabbd, hogy a gliikokortikoidok jelentdsen csokkentik az endotoxin, TNF és
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IL-1 hatédsara felszabadulé6 NO szintézisét, melynek szerepe meghatdroz6 a
szeptikus sokk sordn jelentkezd vasodilatatio és a kovetkezményes hypotonia
kialakuldsdban. (Rees és mtsai, 1990; Radomski és mtsai, 1990). A steroid
hormonok fontossagat igazoljak a szeptikus sokkal szembeni rezisztencia
fenntartdsaban azok a megfigyelések is, hogy a mellékvese kiirtds jelentGsen
fokozza a kisérleti dllatok érzékenységét bakteridlis endotoxinnal, TNF és IL-1-
el szemben, és ez a fokozott érzékenység felfiiggeszthetd szteroid hormonok
adédsaval (Hinshaw és mtsai, 1985; Bertini és mtsai, 1988). Hasonloképpen egy
kozelmiltban megjelent klinikai tanulmany is, melyben egészséges
onkénteseken kimutattdk, hogy kozvetleniil az endotoxin bevitele el6tt adott
intravénds hydrocortison, szignifikdnsan csokkentette az endotoxinok hatdsara
felszabadul6 cytokinek, a TNF, az interleukin 1, 6, 8 szérum szintjét, valamint
felfiiggesztette az endotoxin egyéb metabolikus és klinikai hatdsait (Santos és

mtsai, 1993).
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TEMA FELVETES

A gliikokortikoidok szerepének jobb megismeréséhez jarulhatnak hozzi,
a klinikum szdmadra is nagy jelentGséggel bird, a specifikus gliikkokortikoid,
progeszteron antagonista RU 38486 (Mifepristone)-al [Roussel Uclaf,
Franciaorszag] végzett kutatdsok (Philibert, 1984). Jelenleg a klinikai
gyakorlatban f6leg antiprogeszteronként, a korai terhesség megszakitasban
hasznaljak (Rodger és Baird, 1987; Silvestere és mtsai, 1990). Munkacsoportunk
korabbi vizsgdlatai szerint az RU 38486 specifikusan a cytosol agonista
kotShelyén hatva, felfiiggeszti a gliikokortikoid hormonok katabolikus
[thymusban] és anabolikus [méjban] hatasat (L4zar és Agarwal, 1986a; Agarwal
és mtsai, 1987). Ezen kisérletek az elsé bizonyitékéat adtdk annak, hogy egy, a
glitkokortikoid receptor szintjén haté anyag, szenzibilizél az endotoxin hatasaval
szemben és képes felfiiggeszteni a genetikusan endotoxin rezisztens C3H\HelJ
egértorzs endotoxin rezisztencidjat (Lazar és Agarwal, 1986b).

Ismeretes, hogy endotoxin elGkezeléssel is jelentGsen fokozhaté a
kisérleti allatok rezisztencidja az endotoxin letalis hatdsival szemben (Balogh és
mtsai, 1973; Agarwall és Léazar, 1977). Mindezek alapjdn érdemesnek latszott
megvizsgalni az RU 38486 hatdsat endotoxin és szeptikus sokk koriilményei
kozott, valamint a mesterséges endotoxin tolerancia dllapotdban (Lazar jr. és

mtsai, 1990 a, b; 1992 a).

A macrophagok TNF termelésének legerGsebb ingere a bakteridlis
endotoxin (Michie és mtsai, 1988). A legijabb kutatdsok bizonyitottdk, hogy

endotoxin és szeptikus sokkban, eddig az endotoxinoknak tulajdonitott szoveti
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karosodésokért elsGsorban a TNF felelGs (Tracey, 1991). Tekintettel arra, hogy
a gliikokortikoid hormonok gétoljak a macrophagok TNF termelését (Beutler
és mtsai, 1986), érdemesnek lattuk megvizsgdlni, hogy a gliikokortikoid
antagonista RU 38486, hogyan befolydsolja az endotoxin indukalta TNF
produkcidt kisérleti dllatban és szovettenyészetben (Lazéar Jr. és mtsai; 1991;
1992 b,c). Egy specidlisan transzformdlt, humdn TNF termelésére képes
sejtvonal segitségével vizsgalni kivantuk az RU 38486 hatasat a huméan TNF

toxicitasara in vivo és in vitro koriilmények kozott (Lazar Jr. és mtsai, 1992c).

A gliikokortokoidok szdmos érési, fejl6dési folyamatban is
elengedhetetleniil sziikségesek. Szerepiiket a foetdlis életben, a tidd
fejlédésében mar igen koran felismerték (Liggins, 1969). KésGbbi tanulményok
egyértelmien igazoltdk, hogy korasziilottekben a tiid§ surfactant hidnyaval jaro
respiratory distress syndrome megel6zhet§ gliikkokortikoid hormonok adasaval.
Ezzel szemben felné6tt korban, a gliikokortikoidok kedvez§ hatasa a szeptikus
sokkban kialakul6 ARDS kezelésében napjainkban is ellentmondasos (Murrey
és mtsai, 1988).

Masrészt régota ismert, hogy jsziilott kisérleti allatban gliikokortikoidok
nagy doziséval az 4llat silyos leromlasaval jaré wasting szindréma idézhetd eld
(Schlesinger és Mark, 1964; Fachet és Stark, 1969: Szilagyi és Lazar, 1978). Az
RU 38486-ot sikeresen alkalmazzdk feln6tt korban a gliikkokortikoid talstllyal
jar6 megbetegedések (pl.: Cushing kor) kezelésében (Philibert, 1984; Nieman és
Loriaux, 1987). Kivancsiak voltunk arra, hogy az RU 38486 befolyasolja-e az

Gjsziilottkori wasting szindroma kialakuldsat (1azér Jr. és mtsai, 1992d).

Jol ismert a Kupffer-sejtek szerepe a szervezet aspecifikus védekezd

mechanizmusdban. Nagy funkciondlis kapacitdsuk révén nemcsak az
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intravascularis clearanceben dontd jelentGségliek, hanem anatémia helyzetiik
folytan stratégiailag fontos szerepet toltenek be a portdlis keringésbe jutott
antigén természeti anyagok, bakteridlis termékek kisziirésével és
kozombdositésével (Crofton és mtsai, 1978). A macrophagok, kiillondsen a mdj
Kupffer-sejteinek aktivacidja, a destruktiv és immunoszupressziv macrophag-
produktumok tilzott felszabaduldsa hozzajarulhat stlyos sokk é4llapotokban a
szervek miikodésének oOsszeomldsdhoz, az un. "multiple organ failure"
kialakuldsahoz (Border, 1988) A mdjnak ebben a folyamatban komoly
jelentGséget tulajdonitanak. A mdj, els6sorban a Kupffer-sejtek miikodésének
megsziinése révén, szabad utat enged a bélbdl felszivodo toxikus anyagoknak. A
bakteridlis endotoxinok keringésbe jutdsa jelentGsen hozzdjarul a sokk
irreverzibilissé valdsahoz (Schoeffel és mtsai, 1989).

A macrophag vagy mas néven reticuloendothelialis rendszer
(Reticuloendothelialis System, RES) granulopexiés aktivitasdnak csokkentése a
rendszer élettani és korélettani szerepével foglalkoz6 kutatdsok egyik régi
torekvése. Az ugynevezett RES-deprimdld, vagy mas néven RES-blokkirozé
szerek kozott a legkiilonbozdbb fiziko-kémiai tulajdonsagt anyagok taldlhatok,
mint pl. kolloidok (Jaffe, 1931, Jancs6, 1955), szteranvazas vegyiiletek, mint a
kortizon (Bilbey és Nicol, 1958), zsirsavészterek, mint a metilpalmitat (Di Luzio
és Wooles, 1964), a nagymolekulasilya dextrdnszulfat (Bradfield és mitsai,
1977), az tjabban igen gyakran hasznalt, a macrophagokra specifikusan
cytotoxikus hatdstinak tartott silica (Allison és mtsai, 1966) és a tengeri
novényekbdl eldallitott, nagymolekulastlya poligalaktéz szulfat, a karragenin
(Catanzaro és mtsai, 1971), mely a lysosomdlis memréan destabilizicidja révén
szelektiv moédon karositja a mdj Kupffer sejtjeit. Munkacsoportunk korabbi
vizsgdlatai szerint a ritkafoldfémek, koztik a gadolinium klorid (GdCly),

jelentdsen gatolja a reticuloendothelialis rendszer miikodését (Lazar, 1973) és a
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hatdsért fény- és elektronmikroszképos, valamint izotép teszt-anyagokkal
végzett vizsgalatok szerint (Husztik és mtsai, 1980) a Kuppfer-sejtek csokkent
phagocyta miikodése tehet§ felelGssé. A modszert a nemzetkozi irodalom is
atvette és segitségével mds kutatocsoportok is igazoltdk a Kupffer-sejtek
jelentGségét immunoldgiai folyamatokban (Person és mtsai, 1986; Gogenheim
és mtsai, 1988; Calery és mtsai, 1989; Kamei és mtsai, 1990). Mindezek alapjan
érdemesnek lattuk megvizsgdlni egyrészt a GdCly hatésat a kisérletes szeptikus
sokk lefolyasara (Lazar jr. és mtsai, 1984, 1986, 1987), masrészt a karrageninnel,
valamint a GdCls-al létrehozott reticuloendothelialis blokdd segitségével,
vizsgdlni kivantuk a madj szerepét az endotoxin érzékenységben, az endotoxin
eloszlasdban, valamint a TNF termelésben (Lazar Jr. és mtsai, 1992c).
Hasonl6képpen igéretesnek tiint megvizsgélni a GdCly és a karragenin hatdsat

a TNF termelésre és toxicitdsra in vitro koriilmények kozott is.
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CELKITUZESEK, A KUTATASOK GYAKORLATI JELENTOSEGE

1. Az 1j gliikkokortikoid antagonista az RU 38486 segitségével vizsgélni
kivantuk egyrészt az endogén gliikokortikoidok szerepét az endotoxin és
szeptikus sokkal szembeni rezisztencia megdrzésében és az endotoxin tolerancia
fenntartasaban, mésrészt az RU 38486 hatdsat a kisérletes wasting szindrémara.

Ezzel kapcsolatosan az aldbbi kérdésekre kerestiik a vdlaszt:

ay Befolyédsolja-e az antigliikokortikoid RU 38486 a kisérleti éllatok
rezisztencidgjat a bakteridlis endotoxin és a -- caecum lekotésével és

b) Megvaltoztatja-e az RU 38486 az endotoxin eldkezeléssel endotoxin
tolerdnssa tett kisérleti allatok rezisztencidjat endotoxin és szeptikus sokkal
szemben?

) Milyen hatdsa van az RU 38486-nak az endotoxin/szeptikus sokk
kulcsfontossagi medidtordnak, a TNF-nek, a termelésére és toxicitasara in vitro
és in vivo koriilmények kozott?

d) Befolydsolja-e az RU 38486 a kisérletes ujsziilottkori wasting

szindroma kialakulasat?

2. Az értekezés masik f6 célkitlizése annak a kérdésnek a vizsgdlata volt,
hogy a reticuloendothelialis rendszer egyik legnagyobb funkciondlis kapacitassal
rendelkezd sejtjeinek, a Kupffer-sejtek miikodésének felfiiggesztése, milyen
hatést valt ki endotoxin és kisérletes szeptikus sokk koriilményei kozott. Ezzel

kapcsolatosan az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
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a) Hogyan befolyasolja a GdCl3-dal kivéltott Kupffer-sejt phagocytosis
blokad a kisérletes szeptikus sokk lefolydsat?

b) Hogyan befolyédsolja a GdCl3-dal és a karrageninnel kivéltott Kupffer-
sejt phagocytosis blokdd az endotoxin szoveti eloszldsdt, az endotoxin

érzékenységet és a TNF termelést?

A kisérletek gyakorlati jelentdségét abban latjuk, hogy az eredemények
kozelebb visznek a szeptikus sokk patofiziol6gidjanak, a gliikokortikoid
hormonok altal medialt mechanizmusok és a macrophagok élettani, korélettani
szerepének jobb megismeréséhez, tovibbd ezen ismeretek perspektivikusan

segitséget nytjthatnak kedvezd terapids effektusok eléréséhez.
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KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben CFLP és NMRI 30-35g-os him egereket (LATI), valamint R-
Amsterdam vagy Wistar 200-220g-os, him és ndstény patkanyokat (LATI)
hasznaltunk. A kisérleti allatok ad libitum csap vizet és LATI tépot

fogyasztottak.
2. Kisérleti anyagok

RU 38486 (Roussel Uclaf, Franciaorszag)

Methylprednisolon (Orion, Finnland)

Hydrocortison (K&banyai Gyogyszerarugyar, Budapest)

GdCly (ICN-K and K Laboratories, Plainview, New York)
Carragenan (kappa, lambda, iota), (Marine Colloid, Rochland)
Nembutal (Abbot Laboratories)

Escherichia coli 026:B6 lipopolosaccharid B (Difco Laboratories, Detroit,
Michigan USA)

Tuskészitmény (C11/1531a, Gunther Wagner, Hannover)
Na2Cr5104 (MTA Izotop Intézet)

L- phosphatidyl choline (Sigma Chemical Company)

cholesterol (Sigma Chemical Company)
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3. Kisérleti médszerek

Endotoxin tolerancia eloidézése

Egerekben az endotoxin tolerancia elGidézésére az E. coli 026:B6
lipopoliszacharid B-t S, 5, 10, 10, 20, 20 ug mennyiségben (0,2 ml fiziol6gids
s6oldatban) i.p. adagoltuk 6 napon keresztiil. A kisérletet 48 6raval az utolso
endotoxin injekci6 utdn végeztiik.

Patkdnyokban az endotoxin tolerancia elidézésére az endotoxint intravéndsan
adtuk, 50 illetve 75 pg/100 g testsily dbzisban, a kisérlet elGtti 6. illetve 4.

napon.

Szeptikus sokk eldidézése

Az irodalomban ajdnlott szdmos szeptikus sokk modell koziil Wichterman és
munkatarsai  (1980) 4ltal patkdnyokra leirt, a caecum lekotésén és
perforacigjan alapulé akut peritonitis kisérleti modelljét alkalmaztuk, melyet
egerekre is adaptédltunk (1. dbra). A Nembutél altatdsban, k6zépsG medidn
laparotomiabdl feltart hasfalon keresztiil a caecumot 6vatosan elGemeltiik. A
colon ascendensbdl a béltartalmat enyhe nyomdssal a caecum felé préseltiik,
hogy azt a béltartalommal feltdltsiik, majd a caecumot kozvetlentl az ilocaecalis

billenty( alatt agy kotottiik le, hogy a bél folytonossdgat ne szakitsuk meg. Ezt



1. Abra

A szeptikus sokk eltideézésenek mitéti technikdja
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kovetGen a caecum antemesenterialis felszinén két tlszhrast ejtettiink, €s a
belet visszahelyezve a hasiiregbe, a hasfalat két rétegben zartuk.

A miitét utdn az dllatok latszolag egészséges dllatokhoz hasonléan viselkedtek:
folyadékot fogyasztottak, tisztdlkodtak, majd fokozatosan silyos betegség
tiinetei fejlédtek ki: az allatok keveset mozogtak, nem tisztdlkodtak, nem bujtak
Ossze, szdriiket borzoltdk, kornyezetiikkel szemben kézombossé, letargikussa
valtak. A mitétet kovetG 24. oraban levett vérbdl elvégzett mikrobioldgiai
(bakteriolégiai) vizsgdlat szerint az dallatokban bacteriaemia fejlédott ki: az
allatok vérébdl Escherichia coli és Streptococcus faecalis tenyészett ki.

Baker és munkatdrsai (1983) megfigyelésével Osszhangban a modszer jol
standardizdlhatd, és a caecum lekotéséhez hasznalt td 4tmérdjének

véltoztatdsaval a letalitds a kivinalmaknak megfelelGen valtoztathato.

Reticuloendothelialis blokad eloidézése

Reticuloendothelialis blokad el6idézésére gadolinium kloridot és kappa,
lambda vagy iota karragenint hasznédltunk. A gadolinium chloridot (2mg/ml
koncentracioban, fiziologids sbéoldatban) intravéndsan (1mg/100g testsuly
doézisban), a kappa, lambda vagy iota karragenint (10 mg/ml koncentréciéban,
fiziol6gids sos vizben oldva) intraperitonedlisan (Smg/100g testsily dézisban) 24

6raval az endotoxin beadasa vagy a szeptikus sokk kivaltdsa el6tt adtuk.
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RES aktivitds meghatdrozadsa

A reticuloendothelialis rendszer granulopexids aktivitisanak meghatdrozasara
Biozzi és munkatarsai (1951) tus-clearance moddszerét alkalmaztuk. A
vizsgalatokhoz pelikdn tuskészitményt haszndltunk, melyb&l 1% zselatint és 16
mg/ml tust tartalmazé oldatot készitettiink. Az allatok 8-16 mg/100g testsuly
dézisban kolloidalis tus-szuszpenziét kaptak intravéndsan. A retroorbitélis
plexusb6ol levett vérmintdk tus koncentracigjait 675 nm hullamhosszon
fotometridsan mértiik. A tus koncentracié logaritmusabdl az id§ fliggvényében
kiszamitottuk a globdlis phagocyta-index (K) értékét az alabbi képlet
segitségével:

log C1 -1log C2
T2-Ti

K

A képletben a Cl1, illetve C2 a tus koncentracijat jelenti T1, illetve T2 idében.

A reticuloendothelialis szervfrakci6 értékeket Crdl-el jelzett idegen
vorosvértestek és Crol-el jelzett endotoxin segitségével hatdroztuk meg. Az
emberi O vércsoportl, Rh negativ vorosvértestek jelolését Gray és Sterling
modszere (1950) szerint végeztiik. A jeloléshez NaZCr51O4-et hasznaltunk. A
vértartdsitd oldatban (Osszetétel: natrium citricum 20 g, dextroz 30 g, acidum
citricum 5,1 g, deszt. viz ad 1000 ml) tarolt vorosvértest iiledékhez natrium-
kromdtot adtunk (20uCi/ml vorosvértest iiledék ardnydban). A vorosvértest
keveréket 45 percig szobahdn inkubdltuk, kozben tobbszor megkevertiik, majd
fiziologias sooldattal tobbszorosen (3-4x) mostuk. Az E. coli 026:B6
Lipopolysaccharid B a Cr31-el t6rténd jelolését Braude és munkatdrsai (1955),
illetve Chedid és munkatarsai (1966) szerint végeztiik. 20 mg endotoxint 4 ml

fiziol6gias sOban szuszpendéltunk és 150 uCi NazCr51O4-al 24 o6raig 37°C-on
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inkubdltunk, majd dializdl6 hiivelybe helyezve, 4°C-on fizioldgids sooldattal
szemben dializédltuk a dializal6 folyadék tobbszori cseréjével, amig a dializatum
radioaktivitdsa a hattérrel azonos aktivitdst mutatott. A jelolt vorosvértestek,
illetve endotoxin intravénds injekcidja utdn 1 éréval az dllatokat ledltiik, és a
kiilonb6z§ szerveket lemértiik. A vér, valamint az egyes szervekbdl vett mintak
radioaktivitdsdt gamma-szdmldléban (Gamma, Budapest) mértik. Az
eredményeket az injicidlt radioaktivitas szdzalékaban, az egész szervek silyara

adtuk meg.

Multilamelléris liposoma készitése

A multilamelldris liposomat Van Rooijem és Van Nieuwmegen (1984)
modszere szerint prepardltuk. 56,25 mg foszfatidilkolint, 7,25 mg koleszterint,
valamint 15 mg RU 38486-ot oldottunk chloroform:methanol 1:1 aranyd
keverékében (az iires liposoma RU 38486-ot nem tartalmazott). Az organikus
fazist 500 ml-es gdmbalaki lombikban rotédciés vakuum-beparléban 37 CO-on
elparologtattuk, mely miiveletet 10 ml chloroformban térténd oldas utén
egyszer megismételtiink. A lombik faldn finom film formdjaban kitapadé lipid
réteget 3 ml 7,4 pH-ju 0,1 M-os phosphat-puffer-sésvizben szobah6mérsékleten
szuszpendaltunk iiveggydngyok és vortex segitségével (10-szer 1 perces vortex
kezelés, 1 perces sziinetek kozbeiktatdsdval). Ezutdn a prepardtumot 1 percig

szonifikdltuk. A kész liposoma szuszpenziét +4 CO-on maximum 2 napig

taroltuk.
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Az wjsziilottkori wasting szindréma el6idézése

Az 1jsziilott patkdnyok (Wistar) a megsziiltésiiket kovetd elsé napon 0,5 mg
hydrocortisont kaptak subcutan. A hydrocortison addsa utdn az Wjsziilott
patkdnyokon wasting szindroma tipusos &llapota alakult ki, mely az aldbbi
tiinetegyiittesbdl 4llt: rossz fizikai allapot, silynévekedés elmaraddsa, vékony,
rancos bdr, elégtelen szérnovekedés, hasmenés, és az dllatok jelentds

szazalékanak elhullasa.

Tumor nekrézis faktor klé6nozasa és termelése

A TNF-a (human tumor nekroézis faktor alfa, cachectin) gént huméan géntarbol
izolaltuk. A Mspl-EcoRI fragmentet, mely kb 80 %-at kédolja a TNF gén
negyedik exonjdnak, a fehérje hidnyz6 N termindlis részét koédolé 102 bp
szintetikus oligonukleotiddal ligaltuk. Az igy létrehozott gén konstrukciét a
pDR540 expressziés vektor (Pharmacia Fine Chemicals) BamHI helyére
kl6noztuk. Az E. coli sejtek, melyek a fenti plazmidot tartalmazzdk, kb 1 mg
rekombindns hTNF termelésére képesek LB tépfolyadékban 1 liter kultura
esetén (Toth és mtsai, 1988).

A természetes emberi tumor nekrdzis faktor (alfa)-t HeLa sejtb6l szarmazé M9
humdn epithelialis tumor sejtekkel termeltettiik. E sejteket korabban egy olyan
DNS konstrukcidval transzformaltuk, amelyben az emberi TNF gén kifejez6dést
az SV40 majom tumorvirus rendkivil erds enhancer-promoter szekvencidja
szabélyozza. Ezen sejtek kb 104-105 U TNF (1 milli6 sejt/nap) termelésére
képesek Dulbecco altal médositott MEM-ben (Mai és mtsai, 1990).
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Tumor nekrézis faktor tisztitdsa és meghatarozasa

Mind a természetes, mind a rekombindns TNF-et CPG (kontrolalt porusu
iiveggyongy) és Mono-Q FPLC kromatografids lépésekbdl allo tisztitdsi
eljardssal nyertiikk. Ha sziikséges volt, az LPS nyomait Polymyxin B-agar6zon
végzett affinitds kromatografiaval tévolitottuk el. A végsé termék egy 17 kD
tomegl alegységekbdl 4all6, >95%-os tisztasagu fehérje volt, mely specifikus
aktivitdsa legaldbb 20 milli6 U/mg és LAL-Pyrogent assay-vel vizsgdlva
(Wittaker Bioproducts, Walkersville, MD) kevesebb mint 0.125 U/mg
endotoxint tartalmazott.

A TNF meghatdrozasat egér L929 sejteken végzett, cytotoxicitason alapuld
biol6giai tesztettel végeztilk (Actinomycin D jelenlétében, 37 C fokon)
(Carswell és mtsai, 1975; Aggarwal és mtsai, 1985). A sejtek pusztuldsat neutral
voros vitdlis festék felvétele alapjan hataroztuk meg. Egy U TNF félmaximalis
cytotoxikus hatdsnak felel meg.

A szervekbdl (mdjlép) vett mintdkat ultrahangos feltardst kovetGen
centrifugdltuk, a membran frakciét eltdvolitottuk, majd reszuszpendaltuk. A
TNF aktivitdsat a supernatansb6l és a membrénfrakciébdl is meghatdroztuk. Ez
a TNF koncentracié az egyes szervek sejtes elemei (Kupffer sejtek, T és B
lymphocytédk, granulocytdk, NK sejtek, stb) éltal termelt, illetve a szervekben

1év§ vér, nyirok és egyéb szoveti nedvek TNF tartalmanak osszességét jelentik.
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Sejt tenyésztés

A kisérleteinkben hasznélt sejteket (1929, M9, 3T3, P388) 5% foetalis
borjiisavot tartalmaz6, Dulbecco édltal médositott MEM-ben, 37 C-on, 5% CO0,

mellett tenyésztettiik.

Statisztikai analizis

Az adatok és a probléma természetétdl fiiggen kiilonbozd statisztikai
mobdszereket alkalmaztunk.
A varhat6 értékek Osszehasonlitdséra:
(1) egymintés és kétmintds t proba Bonferroni modszerével
(2) variancia analizis (t6bbszoros dsszehasonlitasok
Scheffé modszerével)
A gyakoriséagi eloszlasok (talélési adatok):
(1) chi-négyzet préba Yates korrekcidval
(2) Fisher préba
Az Osszefiiggések vizsgalatdra:
(1) regresszi6s analizis

(2) Friedman préoba
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KISERLETI EREDMENYEK

1. Az RU 38486 hatasa a kisérletes szeptikus és endotoxin sokk lefolydsara

Baker és munkatérsai (1983) megfigyelésével Gsszhangban a caecum
lekotésével és perforacidjaval kivéltott szeptikus peritonitis illetve szeptikus

0y,

sokk modell jol standardizalhato és a caecum perfordcidjara hasznalt ti
atmérdjének véltoztatdsaval a mortalitds mértéke a kivainalmaknak megfelelGen
véltoztathat6 (2. dbra). Az 4brabol lathat6, hogy 21G-s tii alkalmazésa esetén az
S. napon a tilélés 75%, mig a nagyobb, 20G-s t{i esetében 20% volt. A modszer
igy alkalmas arra, hogy mind a szeptikus peritonitis illetve a szeptikus sokk
lefolyasat silyosbit6, mind pedig a rezisztencidt novel§ anyagok hatdsat
vizsgalhassuk.

Vizsgalataink szerint, mint ahogyan a 3. dbra mutatja, az endotoxin
elGkezeléssel endotoxin tolerdnssa tett egerek rezisztencidja a szeptikus sokk
letalitasaval szemben jelent&sen fokozodott. A kontroll dllatok csoportjaban --
20G-s injekci6s tlit hasznédlva a caecum perforaci6jara -- az éllatok minddssze
20%-a é€lte tul a mitétet kovetd 5. napot és 70%-uk mar az elsé 24 Oraban
elpusztult, az endotoxin tolerdns 4llatok esetében azonban 90%:-os tulélést
tapasztaltunk.

Vizsgalataink szerint az RU 38486 mind a kontroll, mind pedig az
endotoxin tolerdns egerek rezisztencidjat jelentGsen csokkentette a szeptikus
sokk letalitdsaval szemben (4. dbra). 21G-s tiit haszndlva a caecum

perforéacidjara, a kontroll 4llatok csoportjaban a 71%-os tilélés a glukokortikoid
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antagonista elGkezelés hatdsara 15%-ra csokkent. Az endotoxin tolerans éllatok
esetében az allatok talélése novekedett (90%), de az RU 38486 ezen dllatok
csoportjaban is jelentGsen csokkentette az dllatok tulélését (33%).

Az RU 38486 jelentGsen csokkentette az endotoxin elGkezeléssel
kivéltott endotoxin toleranciat is (5. abra). 600 ug endotoxin beadéasat kovetGen
a kontroll csoportban 60%-0s, mig az endotoxin tolerdns csoportban 95%-o0s
talélést észleltiink. Ha az endotoxin tolerdns egerek az endotoxin sokk kivaltasa
el6tt RU 38486 elGkezelésben is részesiiltek, az allatoknak mindossze 5%-a
maradt életben. Az dbra azt is szemlélteti, hogy az RU 38486, d6zis-dependens
modon noveli az dllatok érzékenységét az endotoxin letalis hatdséval szemben.
RU 38486, a vizsgédlatainkban alkalmazott dozirozas mellett (1mg) sem 6, sem
12 6ra milva nem befolydsolta a reticuloendothelialis szervfrakcié értékeit (6.

4bra).



30

5. nap
Talélés (%,
—_— . s (°)
- 80f 80F §-P<001
& 2x21 G —‘
i 6of 60F [ ]
L |
2 o} 40
20 2x20 G 20
ol . i ’ ; 0 S
0 1 2 3 4 5 nap 2x1G 2x20 G

2. Abra

Szeptikus sokk hatédsa a kisérleti allatok tulélésére
A caecum perforacidjara kiilonbozG atmérdja tit hasznaltunk.
2x21 = két tiszaras 21G-s tiivel
2x20 = két tiiszards 20G-s tiivel
Az oszlopdiagrammon feltiintetett szdmok az él/0sszes éllat szimat jelzik az
egyes csoportokban.
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3. Abra
Az endotoxin tolerancia hatasa szeptikus sokkban az 4llatok ttilélésére

Mind a kontroll, mind az endotoxin tolerdns allatok iires liposomat kaptak a
szeptikus sokk/peritonitis kivéltasa elGtt. A caecum perforaciojat 20 G-s tiivel
végeztiik. Az endotoxin tolerancia elGidézésére az allatok E. coli 026-B26
lipopolisaccharid B-t kaptak 5, 5, 10, 10, 20, 20 ug mennyiségben
intraperitonedlisan 6 napon keresztiil. A szeptikus sokk kivaltasat 48 draval az
utols6 endotoxin injekci6t kovetGen végeztiik. Az oszlopdiagrammon
feltlintetett szamok az €1/6sszes allat szamat jelzik az egyes csoportokban.
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4. Abra

RU 38486 hatdsa a talélésre szeptikus sokkban normdl és endotoxin tolerans
egerekben

A kontroll (K) és endotoxin eldkezeléssel endotoxin toleranssé tett egerek (T)
iires liposomat vagy liposoméba zért RU 38486-ot (1mg) kaptak intravéndsan
kozvetleniil a szeptikus sokk kivaltdsa elGtt. A caecum perforacigjat 21G-s tiivel
végeztiik.

Endotoxin tolerancia elGidézése: 1lasd 3. dbra magyarazatiat. Az
oszlopdiagrammon feltiintetett szimok az él1/6sszes dllat szamat jelzik az egyes
csoportokban.
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5. Abra

RU 38486 hatdsa az endotoxin érzékenységre normal és endotoxin tolerans
egerekben

A kisérleti egerek (A, B, C, D) LPS-t (500 ug, ip.) és kiilonbozd dozisa (0.25,
0.5, 1.0 mg, iv.) liposomdba zart RU 38486-ot (RU) kaptak. (bal oldal)

A masik csoportban (jobb oldal) a normal és az endotoxin elOkezeléssel
endotoxin tolerdnssa tett dllatok LPS-t (600 ng, ip.), vagy LPS-t és liposomdba
zart RU-t (1 mg, iv.) kaptak. A tilélok szamat a kezelést kovetGen 48 oréaval
rogzitettiik. Az oszlopdiagrammon feltiintetett szimok az él/0sszes allat szdmat
jelzik az egyes csoportokban.
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6. Abra
RU 38486 hatasa a reticuloendothelialis rendszer szervirakcio értékeire

Az allatok iires llposomat vagy liposomdba zart RU 38486-ot (1 mg, iv.) kaptak
kozvetleniil a Crol-el jelolt LPS (200 ug, iv.) beaddsa el6tt. A kiilonbozé
szervek aktivitdsat 6 és 12 6ra milva hatdroztuk meg. Az értékek tiz mérés
atlagat mutatjak.
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2. Az RU 38486 hatdsa a TNF termelésre

Allatkisérleteinkben megvizsgaltuk az RU 38486 hatatését az endotoxin-
indukalta TNF termelésre.

Az RU 38486 elGkezelésen étesett allatokban, 6sszehasonlitva a kontroll
és a methylprednisolon-kezelt édllatok adataival, szignifikdnsan emelkedett a
TNF termelés mind a szérumban, mind a méjban és a lépben (7., 8. és 9. dbra).
A methylpredenisolon szignifikdnsan csokkentette az endotoxin indukalta TNF
termelést (szérumban, madjban), valamint felfiiggesztette az RU 38486
potencirozd hatdsat a TNF termelésre (7., 8. és 9. abra).

In vitro vizsgalatainkban a genetikai transzformacion atesett, hTNF
termelésre képes M9 sejtek TNF termelése kozel haromszorosara emelkedett
az antigliikokortikoid, RU 38486 jelenlétében (10. abra). Tovabbéd kimutattuk
azt is, hogy az RU 38486 TNF szintézist képes indukalni a P388 myeloid tumor
sejtben (10. abra). Ezen sejtek LPS, TNF vagy forbol észterek jelenléte nélkiil

nem termelnek TNF-t.
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7. Abra
Az RU 38486 hatasa az endotoxin indukalta TNF termelésre a szérumban

Az 4llatok iires liposomét (K), liposzoméba zirt RU 38486-ot (1 mg),
methylprednisolont (MP) (2 mg) vagy RU 38486 (RU)-ot és MP-t kaptak
intravénasan kozvetleniil az endotoxin beadédsa eldtt (1 ug/giv.). A TNF
aktivitasat 1, 2, 3 és 4 oraval az LPS beadéséat kovetGen hatdroztuk meg. A
kpzépértgl)(eket minden id6pontban 10 mérés alapjan szamitottuk ki.

("p< 0.05).
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-0- Kontroll - RU-38486 -0 MP -m RU-38486+MP

8. Abra
Az RU 38486 hatésa az endotoxin indukalta TNF termelésre a majban

Magyarazat: 14sd 7. dbrat
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TNF (U/mg)

1dd (6ra)
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9. Abra
Az RU 38486 hatésa az endotoxin indukalta TNF termelésre a lépben
Magyarazat: lasd 7. abrat
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10. Abra

Az RU 38486 hatdsa az M9 és P388 sejtek TNF termelésére

Az 4bra a sejtek (100 sejt/ml) 24 6ras TNF termelését mutatja. A sejteket (M9,
P388) liposomdba zért, kiilonbozé dézisi RU 38486-al (RU) illetve iires
liposomaval kezeltiik.

o = M9 sejtek RU kezelés nélkiil

1, 2,3 = M9 sejtek 6, 20 és 60 pg/ml RU jelenlétében

4 = P388 sejtek, RU kezelés nélkiil

5 = P388 sejtek, 40 pg/ml RU jelenlétében
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3. Az RU 38486 hatasa a h'TNF toxicitasara

Kisérleteink szerint az RU 38486 nemcsak a TNF termelést, hanem a
TNF toxikus hatdsat is jelentGsen fokozta mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott.

Egerekben a humédn TNF-nek, a vizsgdlatainkban alkalmazott
dozirozasban, letdlis hatdsa nem volt. Az irodalombél j6l ismert, hogy az emberi
TNF ragcesalokban kevésbé toxikus (Brouckaert és mtsai, 1992). Ennek oka,
hogy az emberi TNF csak az egyik egér TNF receptorhoz kot6dik, mig az
egérben termel6d6 murine TNF mindkett6hoz (Brouckaert és mtsai, 1992). A
human TNF hatédsa egérben jelentGsen fokozhat6 kis mennyiségi, egyebekben
artalmatlan bakteridlis endotoxinnal (Rothstein és Schreiber, 1988).
Egérkisérleteinkben az RU 38486 szignifikdnsan fokozta a TNF toxicitdsat LPS-
sel kombindlva vagy LPS adasa nélkiil is (30% illetve 100%-o0s mortalitas, 1
Téblazat).

Az RU 38486 jelentdsen fokozta a hTNF toxikus hatdsat in vitro
sejttenyészetben is. Az 1929 sejtek TNF érzékenysége antigliikokortikoid
jelenlétében jelentGsen fokozédott (a sejtek haromszor alacsonyabb TNF
koncentrdci6 mellett is elpusztultak). Tovdbba kimutattuk, hogy a TNF-fel
szemben rendkiviil rezisztens 3T3 egér fibroblast sejtek RU 38486 hatdsara

TNF rezisztencidjukat részben elvesztették (11. abra).
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Kezelés é1\0ssz. mortalitas (%) statisztika

TNF 20\20 0

LPS 20\20 0

TNF +LPS 16\20 20 3vs 1 NS

TNF+RU 14\20 30 4 vs 1 p<0.005

LPS+RU 20\20 0 5vs2NS

TNF+LPS+RU 0\20 100 6 vs 3 p<o0.001

TNF+LPS+RU+MP 14\20 30 7 vs 6 p<o.ool
1. Téblézat

Az RU 38486 hatasa hTNF letalis hataséra

Az allatok LPS (1 pg/g), TNF (2 ng/10g), RU 384}86 (1 mg)} és MP (2 mg)
intravénas kezelésben részesiiltek. A tilél6k szdmat a kezelést kovetden 48

oraval rogzitettiik. (“'p<0.001)
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11. Abra

Az RU 38486 hatdsa a 3T3 sejtek TNF érzékenységére

A sejteket liposomaba zirt RU 38486-al (RU, 40 upg/ml) illetve iires
liposomaval kezeltiik a kolonboz6 koncentracioji TNF tesztelés elstt. A sejtek
TNF érzékenységét actinomycin D (0,125 vagy 0,25 pg/ml) jelenlétében
vizsgéltuk.

(#) 0.25 pg/ml actinomycin D + RU

(®) 0,125 pg/ml actinomycin D + RU

®) 0,25 pg/ml actinomycin D

(e) 0,125 pug/ml actinomycin D
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4. Az RU 38486 hatdsa a kisérletes tjsziilottkori wasting szindroméra

Az jsziilott patkdnyokat (Wistar, LATI Go6dollo) négy csoportba
osztottuk. A megsziiletésiiket kovetd napon az elsé csoport allatait 0,5 mg
hydrocortisonnal kezeltiik. A médsodik csoport liposoméba zéart 1 mg RU 38486-
ot kapott egy oraval a hydrocortison kezelés el6tt. A harmadik csoport csak RU
38486-t (1 mg), a negyedik pedig csak iires liposomét kapott. Mind az RU

38486-ot, mind a hydrocortisont subcutan adtuk az allatoknak.

Egyszeri 0,5 mg hydrocortison addsdra az ujsziilott patkdnyokon wasting
szindréma tipusos allapota alakult ki. A tiinetegyiittesre jellemz§ volt: a rossz
fizikai 4llapot, stlynovekedés elmaradédsa, vékony, rdncos bdr, elégtelen
szoérnovekedés, hasmenés és dllatok jelentGs szdzalékdnak elhulldsa.

Az RU 38486 elGkezelés megakaddlyozta a wasting szindroma
kialakuldsét (12. abra). Mint az dbran lathat6, a hydrocortison kezelés utédn, a
15. napon, a hydrocortosonnal kezelt allatokon a wasting szindréma tipikus
képe alakult ki, mig az antiglucocorticoiddal el6kezelt 4llatok nem kiilonboztek
a kontroll allatoktol.

Az RU 38486 a wasting szindroma letalis hatdsat is felfiiggesztette. Mig a
hydrocortisonnal kezelt allatcsoportban a talélés 48%-os volt, addig az RU
38486 elGkezelésen atesett csoportban 89 %-os (13. dbra). Az iires liposomaval
kezelt kontroll és a liposomédba zart RU 38486-al kezelt édllatok csoportjdban
elhullast nem észleltiink. A 15. napot talélg allatok végleges tilélGknek voltak
tekinthetGk. A 14. dbra az 4llatok teststilydnak alakuldsat mutatja a kiillonb6zd

csoportokban. A hydrocortisonnal kezelt allatok testsilya kozel 30%-kal maradt



44

el a tobbi csoport dllatainak testsiulydhoz viszonyitva. A talél§ allatoknal a
wasting szindréma tiinetegyiittese fokozatosan megsziint, az 4llatok 3 h6napon
beliil utolérték fejlddésben tarsaikat. Az RU 38486 kezelés onmagaban az

allatok teststlydnak novekedését nem befolydsolta.
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12. Abra

Az RU 38486 hatéasa az njsziilottkori wasting szindroméra

A fényképen kett§ 15 napos ndstény Wistar patkény lathato.

A: hydrocortison (0.5 mg, sc) kezelt allat
B: hydrocortison és (0.5 mg, sc) és RU 38486 (1 mg, sc) kezelt allat.
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13. Abra
Az RU 38486 hatasa a wasting szindréma letélis hatdsara

Az allatok talélését 15 napos korukban rogzitettilk. A tizenot napot taléls
allatok végleges talélGknek voltak tekinthet6k. Az oszlopdiagrammon
feltiintetett szamok az él/osszes allat szaimat jelzik az egyes csoportokban.

A: Kontroll csoport (K); B: Hydrocortisonnal kezelt csoport (H);

C: RU 38486-al kezelt csoport (RU); D: Hydrocortisonnal és RU 38486-al

kezelt csoport (H + RU)
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14. Abra
Az RU 38486 hatasa az éllatok teststlydra wasting szindromaban

Az édbra a taléld dllatok atlagos stlyat mutatja 15 napos korukban.

A: Kontroll csoport (K); B: Hydrocortisonnal kezelt csoport (H);

C: RU 38486-al kezelt csoport (RU); D: Hydrocortisonnal és RU 38486-al
kezelt csoport (H + RU)
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5. GdClj hatésa a kisérletes szeptikus sokk lefolyasara

* 22

77%-a, mint ahogyan az 15. dbra szemlélteti, a miitétet kovetd S. napon beliil
elpusztult. Az édllatok tobbsége 48 6ran beliil hullott el és megfigyelésiink szerint
(tobb, mint egy hénap) az S. napot tilélg allatok végleges tuléléknek voltak
tekinthet6k. Ha az 4llatok az akut peritonitis kivéltasa el6tt endotoxin vagy
gadolinium klorid el6kezelésben részesiiltek, rezisztencidjuk az akut peritonitis
letdlis hatdsaval szemben jelentdsen fokozddott. Az endotoxin, illetve a
gadolinum klorid elGkezelésben részesiilt allatok csoportjaban a letalitas 8,
illetve 10%-0s volt, szemben az elGkezelésben nem részesiilt dallatok
csoportjaban észlelt 77%-os elhullassal.

Vizsgalataink szerint, mint ahogyan a 16. dbra szemlélteti, ha a caecum
lekotésével és perforaciojaval egyidejiileg az dllatok splenectomian is atestek, a
letalitas jelentdsen fokozodott, mely kiillondsen a miitétet kovets 24 6ran beliil
volt feltiind. Az endotoxin elGkezelés szignifikins védelmet nyujtott a
splenectomizalt allatokban is. Az endotoxin el6kezelésben részesiilt allatok
csoportjdban a talélés 66%-os volt, szemben az eldkezelésben nem részesiilt
allatok csoportjaban észlelt 16%-os ttléléssel.

A splenectomizalt allatokban a gadolinium klorid, mint ahogyan az II
Tébl4zat szemlélteti, védGhatast nem fejtett ki.

A kisérleteinkben alkalmazott endotoxin elkezelés jelentGsen emelte a
phagocyta index értékét, valamint a maj és a 1ép sulyat (17. abra).

A gadolinium klorid megvéltoztatta a reticuloendothelialis rendszer
szervfrakci6 értékeit: a mdjfrakcio jelentGs csokkenésével parhuzamosan, az
extrahepatikus szervfrakciok (1ép, tiidG) értéke jelentGsen novekedett (18.

dbra).
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15. Abra
Endotoxin és gadolinium klorid hatdsa az allatok tilélésére akut peritonitisben
K: kontroll csoport

LPS: endotoxinnal elGkezelt csoport (50 ug illetve 75 pg/100 g, iv., a mitétet
megel§zd 6. és 4. napon)

Gd: gadolinium kloriddal el6kezelt csoport (1mg/100g, iv., a mitétet
megeldzGen 24 6réaval)

Az oszlopdiagrammon feltiintetett szimok az él/0sszes éllat szamat jelzik az
egyes csoportokban.
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16. Abra

Splenectomia és endotoxin hatésa az allatok talélésére akut peritonitisben.
K: kontroll csoport

Spl-x: splenectomizalt csoport

Spl-x + LPS: splenectomizalt és endotoxinnal el6kezelt csoport

A splenectomidt a mitéttel egyidejiileg végeztiik.

Endotoxin el6kezelés: lasd 15. dbrat

Az oszlopdiagrammon feltiintetett szimok az él/6sszes allat szdmat jelzik az
egyes csoportokban.
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El/Ossz.
24h | 48h | 72h | 96h | 120h
Kontroll 4/14 | 2/14 | 2/14 | 2/14 | 2/14
GdCl, 6/15 | 4/15 | 4/15 | 4/15 | 4/15
Szignifikancia NS | NS | NS | NS NS
I1. Tablazat
A gadolinium klorid hatdsa splenectomizélt 4llatok talélésére

peritonitisben.

akut

Mind a kontroll mind a GdCl-al el6kezelt 4llatokon splenectomiat is
végeztiink a caecum lekotésével és perforécidjaval egyidében.
Gadolinium klorid el6kezelés: 14sd 15. 4bra.
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17. Abra

Endotoxin hatdsa a phagocyta index értékére, valamint a mé;j és a 1ép silyara

Endotoxin elGkezelés: S0 illetve 75 pg/100 g testsulydbzisban, iv., a RES
vizsgélat el6tti 6. és 4. napon. Az értékek tiz mérés atlagat mutatjak.
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18. Abra

Gadolinium klorid hatdsa a Cr3l-el jelolt idegen vordsvértestek felvételére a
majban, 1épben és tiidében.

Gadolinium kloridot (1mg/100g) intravéndsan adtuk az 4allatoknak a
reticuloendothelidlis szervfrakciok meghatdrozasa elGtt 24 6raval. Az értékek
tiz mérés atlagat mutatjak.
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6. A GdCly és a karragenin hatdsa az endotoxin eloszldsara, az endotoxin

érzékenységre és a TNF termelésre

A karragenin szignifikdnsan fokozta a kisérleti allatok érzékenységét az
endotoxin letalis hatdsaval szemben (III tdblazat). Mig a kontroll allatok
csoportjdban 60%, addig a kappa, lambda, iota karrageninnel elGkezelt
csoportokban 20, 5, 15%-os volt az éllatok tulélése, az endotoxin beaddsa utdn
48 o6raval. A karragenin jelentGsen megvéltoztatta az endotoxin eloszldsat a
kiillonboz§ szervekben (19. dbra). Az extrahepatikus (1ép, tiid6, vér, csontveld)
szervfrakciOk értékei a majfrakcié csokkenésével parhuzamosan szignifikansan
emelkedtek.

A GdClj a karrageninhez hasonléan befolyédsolta az endotoxin eloszlasat

a kiilonbozd szovetekben (20.4bra). Ezzel ellentétben a GdCly nem véltoztatta
meg a kiséleti dllatok endotoxin érzékenységét (IV tdblazat).
A 21, 22. és 23. 4dbra mutatja a karragenin € a GdCly hatdsat az endotoxin
indukélta TNF termelésre a szérumban, a méjban, és a 1épben. A karragenin
szignifikdnsan emelte a TNF szérum koncentracidjat 1 és 2 éréval az endotoxin
6rdval az endotoxin beaddsa utdn) a kontroll és a GdClz-al elGkezelt
csoportokkal dsszehasonlitva. A GdCly nem viltoztatta meg a méj és a szérum
TNF koncentrécigjat, de szignifikdnsan novelte a TNF termelést a 1épben.

A GdCly és a karragenin in vitro korilmények kozott sem a TNF

termelését, sem toxicitdsidt nem befolyésolta.



55

Kezelés El/Ossz. Talélés Statisztika
(48h) (%) vs 1

1.LPS - 30/50 60

2. Kappa C + LPS 4/20 . 20 p<0.01

3. Lambda C + LPS 1/20 5 p<0.001

4. TIota C + LPS 3/20 15 p<0.01

I11. Tablazat
A karragenin hatdsa az endotoxin érzékenységre
A him CFLP egerek kiilonbozd karragenin elGkezelésben (5 mg/100 g, ip.)

p.
részesiiltek 24 ordval az endotoxin (250 ug/100 g, ip.) bead4sat megel6zGen. Az
allatok talélését 48 6raval az endotoxin kezelést kovetSen rogzitettiik.
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19. Abra
A karragenin hatdsa a Cr31-el jelolt endotoxin eloszlésara

Az dllatok kiilonbozé karragenint (5 mg/100 g, ip.) kaptak 24 érdval az
endotoxin (250 pg/100 g, ip. ) beadasat megeldzoen A szervek radioaktivitasat
az LPS kezelést l%ovetoen 1 6ra milva hatdroztuk meg. Az értékek tiz mérés
atlagat mutatjak.
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20. Abra
A GdCly hatésa a Crol-el jelolt endotoxin eloszldsdra
Az éllatok GdClz-ot (1 mg/100 g, iv.) kaptak 24 ordval az endotoxin (250

pg/100 g, ip.) beadasit megel6zGen. A RES frakcid értékeit az LPS kezelést
kovetGen 1 6ra milva hatdroztuk meg. Az értékek tiz mérés atlagat mutatjak.
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Kezelés E1/Ossz. Tulélés Statisztika
(48h) (%) vs 1

1. LPS - 12/20 60

2. GdCl, 11/20 . 55 NS

IV. Tablazat
GdCly hatédsa az endotoxin érzékenységre

A him CFLP egerek GdCI3 elGkezelésben részesiiltek 24 6raval az endotoxin
(250 ug/100 g, ip.) bead4sat megeldzGen. Az allatok talélését 48 6raval az
endotoxin kezelést kivetden rogzitettiik.

NS: nem szignifikans
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21. Abra

A GdCl3 és a karragenin hatdsa az endotoxin indukdlta TNF produkcidra a
szérumban

Az éllatok GdCl3-ot (1 mg/100 g, iv.) vagy karragenint (5 mg/100 g, ip.) kaptak
24 6réaval az endotoxin (1 pg/g, iv.) beadasat megel6zGen. A TNF aktivitasat 1,
2, 3 és 4 oréaval az LPS beadasat kovetGen hatdroztuk meg. A kozépértékeket
minden id6pontban 10 mérés alapjdn szdmitottuk ki.

("p< 0.05).
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22. Abra

A GdCly és a karragenin hatdsa az endotoxin indukalta TNF produkciéra a
majban

Magyarazat: lasd 21. abrét
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TNF (U/mg)

1d§ (6ra)

-O- LPS - LPS+GdCIl3 -0 LPS+Karragenin

23. Abra

A GdCl3 és a karragenin hatdsa az endotoxin indukélta TNF produkci6ra a
lépben

Magyarazat: lasd 21. 4brat
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MEGBESZELES

Miar az 1940-es évek Ota a szeptikus sokk jelentette az egyik
legkomolyabb terdpids problémat a sebészeti és intenziv osztdlyokon.
Napjainkban kezelésének elengedhetetlen elemei a kovetkezGk: megfeleld
antibiotikum terdpia, a hypotensio kezelése (folyadék potlés, vasopressorok), a
megfeleld szervi perfizié és oxigenizaci6 biztositdsa, melyekhez szorosan
hozzatartozik a cardio-pulmondlis monitorizdlds (Schwann-Ganz katéter, oxy-
capno monitor stb.) is (Parker 1990). Ezen komplex terdpia is csak
kismértékben tudja csokkenteni a szeptikus sokk igen magas letalitdsat. Az
elmilt években szdmos 1j modszert, anyagot vizsgdltak féleg kisérletes €s

részben klinikai koriilmények kozott (1sd. alabbiakban, Bone, 1991):

Monoklonilis ellenanyagok: endotoxin, exotoxin, TNF, IL 1, phospholipase A,,
complement C5a, adheziés molekuldk, kontakt faktor ellen.

Receptor antagonistdk: TNF, IL 1, thrombocyta aktivalé faktor, thromboxan
A2, bradikinin receptor ellen.

Un. oldhat6 receptorok: TNF, IL 1

Gyulladas gatlék: Complement 1, S5 gatlok, Arachidonsav metabolizmus gétloi:
ibuprofen, imidazol, diethylkarbamazin, leukotrien gatlok; fehérvérsejt gatlok:
pentoxifillin, adenosin, antioxidansok, nehézfém kelatok, oxigén szabadgyok

scavangerek, proteédz inhibitorok.
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Véralvadast befolydsolé anyagok: antithrombin III, protein C, thrombomodulin,
hirudin, alpha antitrypsin Pittsburgh, plasminogén aktivator, aprotinin, szdjabab
trypsin inhibitor.

Egyéb anyagok és médszerek: Antihisztaminok, naloxon, glukagon, surfactant,
kalcium csatorna blokkoldk, novekedési faktor és hormon, bél dekontaminéci6

stb.

A szeptikus sokk kimenetelét egyértelmien javité kezelési eljards a mai
napig nem ismert.

Szamos adat gytlt Ossze arra vonatkozéan, hogy a szeptikus sokk
patogenezisében kiemelt jelentGsége van a bakteridlis endotoxinnak, a tumor
nekrozis faktornak és az interleukin 1-nek. A szeptikus sokk terdpidjdban a
figyelem elsGsorban ezen anyagok k6zombdsitése vagy termelésiik csokkentése
felé iranyult az ut6bbi években. Endotoxin (Crowley és mtsai, 1990), TNF
(Beutler és mtsai, 1985b; Tracey és mitsai, 1986) ellenes monoklonélis
ellenanyagok, TNF (van Zee és mtsai, 1992) és IL 1 (Fanslow és mtsai, 1990)
oldhat6 receptor, IL 1 receptor ellenes monoklonalis (Gershenwald és mtsai,
1990) ellenanyag vagy antagonista (Ohlsson és mtsai, 1990; Alexander és mtsai,
1991) pozitiv hatdsat a talélésre 4llatkisérletek igazoltdk, de klinikai
alkalmazasuk jelenleg még kérdéses.

Szeptikus sokkban az elsé prospektiv, randomizélt klinikai vizsgélatot
humédn, poliklondlis, endotoxin ellenes (E. coli mutans, un. JS torzs ellenes)
szérum alkalmazdsaval Ziegler és mtsai végezték (1982). Az antiszérum
csokkentette a szeptikus sokk letalitdsat, kiillonosen Gram-negativ fert6zések
esetén. Ezeket az eredményeket késG6bb Baumgartner és mtsai (1985) is
megerdsitették. Az antiszérum alkalmazdsa, kedvez§ hatdsa ellenére, erdsen

korlatozott. Ennek oka egyrészt, hogy nehezen standartizdlhaté és
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reprodukédlhat6, masrészt komoly veszélyt jelent az AIDS dtadasdnak
lehetGsége. 1991-ben két 1j, IgM tipusi endotoxin ellenes monoklonalis
ellenanyaggal (HA-1A; ES) végeztek klinikai vizsgélatokat (Ziegler és mtsai,
1991; Greenman és mtsai 1991). Az ellenanyagok javitottdk a Gram-negativ
szeptikus sokk lefolydsat, de ez a késGbbi klinikai alkalmazasuk soran
egyértelmiien nem igazolodott. Ezért HA-1A endotoxin ellenes monoklonalis
ellenyaggal Gjabb vizsgalatot végeztek (Dinorello és mtsai, 1993) és kimutattak,
hogy az ellenanyag nem javitja, s6t a betegek egy csoportjaban a szeptikus sokk
letalitasat noveli. Hasonl6képpen az IL-1 receptor antgonista (IL-1Ra) sem
valtotta be a hozzéflizott reményeket. A III. fazisi klinikai vizsgalatok
eredményei (Fischer és mtsai, 1993) azt mutattdk, hogy az IL1-Ra ugyan javitja
a szeptikus sokk lefolydsat, de ez a kiilonbség a placeboval kezelt csoporttal

Osszehasonlitva statisztikailag nem szignifikans.

Mindezen adatok azt jelzik, hogy a szervezet természetes
védekezbképessége nem elhanyagolhat6 az endotoxin és a szeptikus sokkal
szembeni védelemben. A gliikokortikoid hormonoknak meghatdroz6 szerepe
van a szervezet rezisztencidjanak megérzésében. A kiilonb6zé antibiotikumok
mellett a steroid hormonok voltak azok a gyogyszerek, melyeket a legkordbban
hasznaltak a szeptikus sokk kezelésében. A biztaté kisérletes eredmények
ellenére, napjainkban is vitatott a gliikokortikoid hormonok szerepe a szeptikus
alkalmazasarol (hydrocortison, fiziol6gids dézisban) bacteriaemidval jaro silyos
Streptococcus infekcioban (Hahn és mtsai, 1951), melyet az6ta szdmos kovetett.
Tudomasunk szerint, eddig 10 prospektiv, randomizalt klinikai vizsgalat tortént
a szteroid hormonok hatdsossaganak eldontésére (Benett és mtsai, 1963;

Rogers, 1970, Klastersky 1971, Thompson és mtsai, 1976; Schumer, 1976; Lucas
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és Ledgerwood, 1984; Sprung és mtsai, 1984; Bone és mtsai, 1987; The Veterans
Administration SSCSG, 1987; Luce és mtsai, 1988). A vizsgalatok koziil csak
Schumer (1976) igazolta a szteroid terdpia szignifikdns pozitiv hatdsat a
tulélésre. A Gram-pozitiv és Gram-negativ fertGzéseket szétvdlasztva négy
tanulméany elemezte eredményeit (Benett és mtsai, 1963; Schumer, 1976; Bone
és mtsai, 1987; The Veterans Administration SSCSG, 1987). Mind a négy
vizsgélat szerint, csak Gram-negativ fert6zések esetén volt igazolhat6 a szteroid
kezelés eredményessége. A megfigyelést kisérletes vizsgdlatok is aldtdmasztjak,
csak a tiszta Gram-negativ illetve endotoxin sokkban egyértelmid a szteroid
hormonok védd hatasa (Hinshaw, 1988). Ez magyardzhatja részben a szteroid
kezelés eredménytelenségét is, mivel a klinikumban a szeptikus sokk altaldban
kevert fert6zések eredményeként jon létre. Ezenkiviil a gliikokortikoidok
alkalmazésdnak megkésettsége is szerepet jatszhat hatdsuk elégtelenségében.
Kisérletes adatok igazoltdk, hogy az endotoxin sokk kivaltasat kovetd elsG négy
6raban alkalmazott szteroid kezelésnek van csak protektiv hatdsa (Sprung és
mtasi, 1989). A mdsik nem elhanyagolhaté ok, hogy szeptikus sokkban
gliikkokortikoid antagonista hatdsok is érvényesiilnek. Kisérleti 4llatban
endotoxin hatdsdra csokken mind a gliikokortikoid receptorok szdma, mind a
gliikokortikoidok affinitdsa a receptorhoz, valamint fokozédik a szteroid-
1983). Ennek egyik kovetkezménye, a mdj glilkoneogenezisének depresszidjira
létrejové  stlyos hypoglycaemia is. Az antagonista mechanizmusokat az
extrahepatikus szervekben, igy a tiidGben, 1épben, vesében, végtag izomzataban
is igazoltdk (Stith és McCallum, 1986). Feltételezhetd, hogy ezek a folyamatok
hozzajarulhatnak a vesében a kéros glomerularis filtraciohoz, vizvesztéshez, a
cardiovascularis rendszerben a csokkent szivteljesitményhez és a silyos

vérnyomaseséshez, a végtagizmokban a fehérjeszintézis és katabolizmus
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egyensilydnak felboruldsdhoz, valamint a RES sejtek cytokin produkcidjanak
megvaltozasihoz.

A prospektiv randomizélt klinikai vizsgdlatok eredményei alapjan az
“Antimicrobial Agents Committee of the Infectious Disases Society of
America” (1992) nem javasolja a nagy dézisu szteroid készitmények (prednison,
prednisolon, dexamethason) addsat Gram-negativ szeptikus sokkban. Az ajanlés
viszont nem ellenzi az alacsony doézisi hydrocortison, Ugynevezett
“replacement” terdpiat. Szeptikus sokkban dltaldban emelkedett a kortizol
szérum szintje, teljes mellékvese elégtelenség ritkdn észlelhetd (Schein és mtsai,
1990). A mellékvesék kortizol valasza azonban rendkiviil lényegesnek latszik a
talélés szempontjabdl szeptikus sokkban, mivel klinikai megfigyelések szerint,
azon betegeknél, ahol a szérum kortizol szint alacsony vagy a kortikotropinnal
indukélt szérum kortizol szint emelkedés elmarad a vartndl, a betegség
prognézisa nagyon rossz (Sibbald és mtsai, 1977; Finlay és mtsai, 1982; Rothwell
és mtsai, 1991; Briegel és mtsai, 1991). Ennek a relativ mellékvese
elégtelenségnek az oka, hogy szeptikus sokkban a mellékvesék kortikotropin
érzékenysége jelentGsen csokkent (Catalano és mtsai, 1984; Garcia és mtai,
1990). Mindezek alapjan tgy tdnik, hogy a megfelel§ gliikokortikoid szérum
szint biztositasara feltétleniil sziikség van a szeptikus sokk kezelésében (Parillo

és mtsai, 1990; Rothwell és mtsai, 1991; Briegel és mtsai, 1991).

Vizsgélataink szerint az antigliikokortikoid RU 38486, szignifikdnsan
fokozta a kisérleti dllatok érzékenységét endotoxin és a kisérletes szeptikus sokk
letdlis hatdsédval szemben. Ezen eredményeink megerdsitik az endogén
gliikkokortikoidok fontossdgat a szeptikus és endotoxin sokkal szembeni
védelemben. Kimutattuk azt is, hogy az RU 38486 képes fokozni egerekben az

endotoxin indukdlta TNF termelést a szérumban, mdjban és a lépben.
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Hasonl6képpen kimutattuk, hogy az RU 38486 sejttenyészetben TNF szintézist
indukal. Ezen eredmények j6l magyarazzak az RU 38486 sokk szenzibilizal6
hatdsat, masrészt igazoljdk az endogén glikokortikoidok szerepét a
arra, hogy az RU 38486 receptor antagonista, feltételezhets, hogy a TNF
produkciéra gyakorolt hatdsa is a szteroid receptoron keresztiil jon létre. Ezt
tAmasztja ald azon megfigyelésiink is, hogy a methylprednisolon teljesen
felfiiggeszti az RU 38486 hatasat a TNF termel&désre.

Az RU 38486 nemcsak a TNF termelést, hanem a hTNF toxikus hatasat
is jelentésen fokozta mind sejttenyészetben, mind kisérleti allatban. Ezen
eredményeink alapjén azt gondoljuk, hogy az RU 38486 feltehetden fokozza az
endogén TNF hatasait is. Uj irodalmi adatok vannak arra vonatkozéan, hogy a
TNF kisérleti allatban vetélést idéz el (Parant és mtsai, 1990) és gamma
interferonnal kombindlva toxikus az embriondlis sejtekre (Suffys és mtsai,
1989). Mindezek felvetik, hogy az RU 38486 abortogén hatasdban az
antiprogeszteron hatds mellett, a sejtek megnovekedett TNF érzékenysége is

szerepet jatszik.

A tumor nekrozis faktor és az interleukin 1 kulcsfontossagi
patogenetikai faktorai a szeptikus és endotoxin sokknak. Ezen cytokinek
kozvetleniil hatva a hypothalamo-hypophysis rendszerre, kortikotropin és
ACTH termelddést valtanak ki (Hermus és Sweep, 1990), melynek eredménye a
mellékvesék gliikokortikoid szekréci6ja. Az interleukin 1 nemcsak a
kortikotropin felszabaditdsa révén, hanem kozvetleniil is képes a mellékvesék
glitkokortikoid szintézisét fokozni (Roh és mtsai, 1987). Tekintettel arra, hogy a
glikkokortikoid hormonok fontos szabdlyoz6 szerepet jatszanak az

immunvalaszban résztvevé sejtek mikodésében - melyet eredményeink is
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alatdmasztanak - teljessé vilik az endokrin és az immunrendszer "feedback"
jellegli kapcsolata. Ezt tdmasztja ald Zuckerman és munkatarsainak a
megfigyelése is (1989), hogy adrenectomisalt vagy hypophysectomisalt kisérleti
allatokban az endotoxin indukélta TNF szérum szintje magasabb és hosszabb

ideig marad emelkedett a kontroll dllatokéval dsszehasonlitva.

Az endotoxin tolerancia mechanizmusidnak jobb megismerése sok
segitséget nydjthat a szeptikus sokk kezeléséhez. Kimutattdk, hogy a kisérleti
allatok endotoxin el6kezelése jelentGsen csokkenti érzékenységiiket az
endotoxin letalis és metabolikus hatdsaival szemben (Beeson, 1947; Balogh és
mtsai, 1973; Agarwall és Lazar 1977). Bertok (1993) igazolta az endotoxin
elékezelés (TolerinR, radio-detoxifikalt endotoxin) jotékony hatdsat vastagbél
miitott betegeken, a varhat6 Gram-negativ fert6zés megel6zésében. Az
endotoxin tolerancia genetikus mutdciéval is létrejohet. Régdta ismert a
C3H/Hej egértorzs, mely kozel S0-szer nagyobb endotoxin dozist képes
tolerdlni, mint a normél egerek (Sultzer, 1968; Lazar és Agarwal, 1986b).

A szeptikus és endotoxin sokk kulcsfontossagi mediatorainak is lényeges
szerepe van az endotoxin tolerancia kialakuldsdban. TNF és IL1 elGkezeléssel
fokozhat6 a kisérleti dllatok rezisztencidja az endotoxin és szeptikus sokk letdlis
hatdsaval szemben (Alexander és mtsai, 1991a, b). Kimutattak, hogy endotoxin
tolerancia 4allapotdban csokken a macrophagok endotoxin indukalta TNF
(Fraker és Norton, 1988; Sanchez-Cantu és mtsai, 1989), IL6 (Leon és mtsai,
1992) produkci6ja, mig ezzel parhuzamosan az IL 1 termelésiik jelentGsen
megnd$ (Zuckerman és mtsai, 1991). A C3H/HelJ egértorzs fokozott endotoxin
tolerancidja is részben a macrophagok medidtor produkcidjanak
megvaltozdsdval magyardzhato. Ezekben az dllatokban endotoxin hatdsdra TNF

termelés egyéltaldn nem, vagy minimdlis mértékben mutathaté ki (Beutler és



69

mtsai, 1986), viszont jelentGsen megnd a macrophagok antigén prezentacidja és
IL1 produkcidja (Baker és mtsai, 1991).

Vizsgalatainkban, az endotoxin el6kezeléssel endotoxin tolerdnssa tett
kisérleti allatok érzékenysége jelentdsen csokkent nemcsak az endotoxin,
hanem a kisérletes szeptikus sokk letalis hatdsaval szemben is. Kimutattuk azt
is, hogy az endotoxin tolerancia a reticuloendothelialis rendszer aktivitdsanak
fokozodésaval jar. Kisérleteink szerint, az endotoxin tolerancia fenntartdsaban
az endogén gliikokortikoidoknak is lényeges szerepiikk van, mivel az
antigliikokortikoid RU 38486 felfiiggeszti mind a mesterséges, mind a genetikus
endotoxin tolerancidt. Az endogén gliikkokortikoidok fontossagat az endotoxin
tolerancia fenntartdsdban més kutaté csoportok is igazoltak. Kimutattak, hogy
endotoxin rezisztens egerekben jelentGsen emelkedett a szérum kortizol szintje
(Zuckerman és mtsai, 1989.) és adrenectomisalt dllatokban endotoxin

toleranciat nem lehet 1étrehozni (Evans és Zuckerman, 1991).

A glikokortikoidok  szamos érési, fejl6dési folyamatban is
elengedhetetleniil sziikségesek. Indukélé szerepiik fontos a tiid§ surfactant
phospholipid és protein alkotdjanak szintézisében is (Rooney 198S; Ballard,
1989; Liley és mtsai, 1989). Klinikai alkalmazasuk elfogadott korasziilotteknél a
tidd surfactant kialakuldsanak felgyorsitdsdra illetve a hyalin membrédn
betegség megeldzésére. Gyerekkorban szamos egyéb betegségben (asthma,
nephrézis szindréma, rheumatoid arthritisz, stb.) alkalmaznak kiilonb6zé
szteroid készitményeket, melyeknek azonban néhdny jél ismert mellékhatdsa
van. Tobbek kozott ilyen a gyerekek szomatikus fejlédésének, novekedésének
lelassuldasa (Hughes, 1987). Ismert az is, hogy ujsziilottkorban adott kortizol
patkdnyban és egérben, silyos leromléssal jaré wasting szindrémét hoz létre

(Schlesinger és Mark, 1964; Fachet és mtsai, 1969; Szildgyi és Lazar, 1978).
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Vizsgélataink szerint az RU 38486 felfiiggeszti a hydrocortison indukalta
Gjsziilottkori  wasting szindroma szomatikus és letdlis hatdsat. Ezen
megfigyelésiink, Ggy gondoljuk, a klinikum szdmdra is jelentGséggel birhat, az
Gjsziilott és gyermekkorban alkalmazott szteroid terdpia nem kivanatos

mellékhatdsainak kivédésében.

A gadolinium (Gd) a ritkafoldfémek, vagy masnéven lantanidak
csoportjdba, a periodusos rendszerben a lantantdl a luteciumig helyetfoglald, a
peri6dusos rendszer egyetlen helyére, a 6. periédus I1IB oszlopdba sorolt, 57-71-
es rendszami elemeihez tartozik. A csoport tagjainak kémiai és fizikai
tulajdonsédgai rendkiviili mértékben hasonl6ak, mely a csoportba tartozé elemek
hasonl6 kiilsé elektronkonfigurécidjaval magyarazhato.

A ritkafoldfémek el6forduldsa a természetben nem olyan ritka, mint
ahogyan arra elnevezésiik utal. Miutdn izoldldsuk technikai nehézségei
megoldédtak, kideriilt, hogy elforduldsuk nem ritkdbb, mint szdmos maés, jol
ismert elemé, igy példaul, az arzéné, vagy az antimoné. Bar a ritkafoldfémeket
valtoz6 mennyiségben az ember kiilonb6zd szerveiben is kimutattdk (Erametsa
és mtsai, 1968), fiziologiai funkci6jukat nem ismerjiik. Szdmos bioldgiai hatdsuk
folytan farmakoldgiai, kiterjedt ipari alkalmazasuk miatt pedig, toxikoldgiai
jelentGségiik van (Magnusson, 1963; Haley, 1965).

A ritkafoldfémek biol6giai hatdsai kozil a legismertebbek a
véralvadasra (JancsO, 1961; Lazar és mtsai, 1969), a méjra (Snyder és mtsai,
1959; Lazar és mtsai, 1970; Kadas és Jobst, 1973) kifejtett hatdsuk, valamint
kalcifikalo tulajdonsdguk (Selye, 1962; Lazar és Selye, 1975). Igen nagy figyelem
fordult a lantdn illetve a lantaniddk kalcium antagonista hatdsa felé. Ezen
elemek ugyanis biolégiai rendszerekben, igy sejtmembréanokban is, hasonl6 ion-

radiusuk és nagyobb vegyértékiik kovetkeztében le tudjdk cserélni a kalcium
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iont. A ritkafoldfémek tobb bioldgiai hatdsa is a membran kalcium cseréjével,
illetve a kalcium ionoknak a sejtmembrdnon keresztiil torténd mozgasanak
gatlasaval hozhato6 osszefiiggésbe (Best és mtsai, 1980; Kramsch és mtsai, 1980).

Munkacsoportunk korabbi vizsgalataiban a ritkafoldfémek egy eddig
nem ismert, Gj biol6giai hatdsat figyele meg. Biozzi és mtsai (1953) tus-
clearence modszerével végzett vizsgdlatok szerint kiillonb6zd organikus
ritkafoldfém vegyiiletek, mint az addig alvadas- és gyulladasgatlé (Jancso, 1961,
Oyvin és mtsai, 1964) hatdsarél ismert neodinium pirokatechin diszulfonat
(PhlogodymR, Kébéanyai Gyogyszerarugyar, Budapest) és a -ketovaleriansav
didimium sé6ja (Helodym 88R, Helopharm K.G., Németorszag), valamint az
anorganikus ritkafoldfém vegyiiletek, igy a ritkaféldfémek csoportjdba tartozé
szamos elem egyszerd sdja (kloridja) jelentGs reticuloendothelialis blokkirozé
hatdssal rendelkeznek. Intravénas injekci6juk utdn 24 o6ran beliil mind
patkanyban, mind pedig egérben jelentGs reticuloendothelialis blokad fejlédik
ki, mely a ritkafoldfém dézisatol fiiggben napok milva is fennall (Lazar, 1973;
Husztik és mtsai, 1980). A ritkaf6ldfémek RES-deprimal6 hatasukat nem akkor
fejtik ki, amikor vérbeli koncenraci6juk magas, a hatds kifejl6désére latencia
idére van sziikség. Magnusson (1963) izotoép ritkafoldfémekkel végzett
vizsgédlatai szerint, az intravéndsan bevitt ritkafoldfémek koncentrici6ja a
vérben gyorsan esik, a beaddsa utdn 1 6ra milva a vérben a bevitt
mennyiségnek csak 1-10%-a mutathat6é ki, 24-48 o6ra milva pedig, amikor
vizsgalataink szerint kifejezett RES-hatds észlelhetd, koncentracidjuk leesik a
bevitt dézis 0.01 %-ala.

A reticuloendothelialis rendszer funkcionalis 4llapotdanak vizsgédlatara
kidolgozott eljarasok feltartdk, hogy a RES funkciondlis aktivitisanak
felfiiggesztése, “blokkirozdsa™ nem konnyii feladat. A korabbi feltételezés

szerint a RES sejtek “szaturdldsaval™ haté kolloidalis anyagok viszonylag nagy
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dozisai is csak atmeneti, rovid ideig tartd blokadot (Stiffel, 1959), illetve a
reticuloendothelialis  rendszer  proliferaciés vélasza, kompenzatorikus
hyperplasidgja miatt a kivant hypofunkci6 helyett, sok esetben inkdbb
hyperfunkciét okoznak (Blickens és Di Luzio, 1964). A gadolinium klorid nem
csak a normdl, nem aktivdlt, hanem a kiilonb6zé reticuloendothelialis
stimuldlokkal, igy zymozannal, trioleinnel, BCG-vel, oestradiollal, aktivalt
macrophagok funkcidjat is gatolja (Lazdr, 1973; Husztik és mtsai, 1977).
Szemben a korabban hasznélt RES blokkol6 moédszerekkel, a GdCl;, az
alkalmazott dozisban, karos mellékhatast nem fejt ki, a blokdd napokig fenndll
és a RES depresszios fazist nem koveti hyperphagocytosis (Peschle és mutsi,
1976). A GdClz-al kivéltott reticuloendothelialis blokdd a Kupffer-sejtek
mikodésének gatlasara vezethetd vissza (Husztik és mtsai, 1980). Mindezen
tulajdonsdgai alapjan alkalmas modszer a Kupffer-sejtek immunvalaszban
betoltott szerepének vizsgalatara (Person és mtsai, 1986; Gogenheim és mtsai,
1988; Calery és mtasi, 1989; Kamei és mtasi, 1990).

A méj Kupffer-sejtjei révén a szervezet legnagyobb funkciondlis
kapacitéssal rendelkezd reticuloendothelialis szerve (Crofton és mtasi, 1978). A
Kupffer-sejtek l1ényeges szerepet toltenek be a specifikus immunitdsban. Az
Gjabb kutatdsok kimutattdk, hogy képesek un. MHC kettes osztalyu (Class II,
Ia) antigének expresszidjara (Lautenschlager, 1984), az antigén felismerésére és
(McCuskey és mtsai, 1987), TNF (Decker és mtsai, 1989) prosztaglandin E2
(Decker, 1985) termelésére.

A GdCls-dal kivéltott Kupffer-sejt phagocytosis blokad segitségével
immunmoduldlé effektus érhetd el: jelentGsen fokozza a birkavorosvértestekkel
kivéltott humordlis immunvalaszt (Lazér és mtasi, 1985a) és kivédi az egerek

anaphylaxias sokkjat (Lazar és mtsai, 1985b), mely a mdj szerotonin és
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szeptikus sokk letalitdsdaval szemben és jelentGsen fokozza az endotoxin
indukélta TNF termelést a 1épben. Szeptikus sokkban komoly pathogenetikai
jelentGséget tulajdonitanak a maj Kupffer sejtek mediator ttlprodukci6janak
(Border, 1988; Schoeffel és mtsai, 1989). A GdCl3 kedvez§ hatdsa szeptikus
sokkban, igy elsGsorban a Kupffer-sejtek mikodésének megsziinésére vezethetd
vissza. A GdCl; tovabba jelentGsen megvdltoztatja a reticuloendothelialis
rendszer szervfrakci6 értékeit: a mdj frakci6 jelentds csOkkenésével
parhuzamosan az extrahepatikus szervfrakciok (1ép, tiidd, csontveld) jelentGsen
novekednek. A GdCly hatdsdnak magyardzatdban tovdbba kézenfekvOnek
latszik, hogy a Kupffer-sejt phagocytosis blokdd hatdsira el6térbe keriil az
immunvédekezésben fontos szerepet jatsz6 1ép mikddése. Ezen
elképzelésiinket aldtdmasztja azon megfigyelésiink is, hogy splenectomizalt
allatokban a GdCly a szeptikus sokk letlis hatdsaval szemben védéhatdst nem

fejtett ki.

A RES aktivitds és az endotoxin érzékenység kapcsolata rendkiviil
komplex és ellentmondasos. Ismert, hogy kisérleti allatban az endotoxin
beadasat kovetden RES depresszi6 jelentkezik, mely egészen az éllatok haléléig
fenndll (Altura és Hersey, 1973). A tuléldk esetén azonban, a RES funkci6
RES funkciondlis véltozdsa mas sokk édllapotokban is, mint pl. haemorrhagias
sokkban (Altura, 1974). Jelen vizsgédlataink szerint, az endotoxin elGkezeléssel
endotoxin tolerdnssa tett dllatokban a RES aktivitds fokozddésa figyelhetd meg,

mely részben magyarazza az 4llatok megnovekedett rezisztencidjat endotoxinnal
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szemben. Eredményeink megerdsitik a méj szerepének fontossagat az endotoxin
intravascularis clearanceben. Ez kiilondsen endotoxin tolerancidban tinik
lényegesnek, mikor a keringé endotoxinoknak a gyors kisziirése elsGsorban a
mdjon keresztiil torténik (Utili és mtsai, 1977). A m4dj endotoxin eltavolito
kapacitdsa viszont nem meghatdrozdja az endotoxin érzékenységnek. Mig a
karragenin és a GdCl3 hasonloképpen viltoztatja meg a RES frakcié és az
endotoxin eloszlds értékeit - a madjfrakci6 jelentGs csokkentésével
parhuzamosan jelentGsen megnG az extrahepatikus (szérum, 1€p, csontveld)
szervirakci6k értéke - addig az endotoxin érzékenységre kifejtett hatdsaik
eltérGek. Vizsgilataink szerint a GdCly nem befolydsolja az endotoxin
érzékenységet, azonban fokozza a szeptikus sokkal szembeni rezisztenciat.
Ezzel ellentétben a RES-deprimdlé karragenin egyes RES stimuldlé anyaghoz
hasonl6éan, mint a BCG, zymosan, Corynebacterium parvum, glukan, jelentGsen
fokozza az endotoxin toxikus és letdlis hatdsat is (Green és mtsai, 1977; Peavy és
mtsai, 1979; Di Luzio és mtsai, 1980). A RES aktivitds és az endotoxin
érzékenység ellentmondésossagat jol jelzi a polyanethol szulfonédt és a methyl
palmitat kiilonbozd hatésai is. Munkacsoportunk kordbbi vizsgdlatai szerint a
polyanethol szulfat jelentGsen csokkenti a RES aktivitdsat és fokozza az
endotoxin érzékenységet (Ldzar és mtsai, 1984), ezzel ellentétben a methyl
palmitat, mely jol ismert RES depresszans, szignifikdnsan fokozza a kisérleti
allatok rezisztencidjat az endotoxin letdlis hatdsdval szemben (Di Luzio és

Crafton, 1969).

Szoros Osszefliggés mutathaté ki a TNF szérum szintje és a kisérleti
allatok endotoxin érzékenysége kozott. A GdCl3 nem befolydsolja a keringd
TNF szintjét és az endotoxin érzékenységet, a karragenin azonban jelentGsen

fokozza mind a szérum TNF szintjét, mind pedig a kisérleti dllatok endotoxin
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érzékenységét. A karragenin amellett, hogy szelektiv médon felfiiggeszti a
Kupffer-sejtek mikodését, prosztaglandin (Siegel és mtsai, 1981; Splawinski és
mtsai, 1978) és szabadgyok termelGdést (Oyangui, 1976) valt ki, melyek
kozvetleniil vagy attételesen TNF szintézist képesek indukdlni (Schade és mtsai,
1989; Chaudhri és Clark, 1989). A macrophagokon kiviil az immunrendszer
egyéb sejtjei, igy a T és B lymphocytdk (Sung és mtasi, 1988a,b),
polymorphonuclearis leukocytdk (Yamazaki és mtasi, 1989), és az un. "natural
killer" sejtek (Degliantoni és mtasi, 1985) is képesek TNF termelésére. Igy a
karragenin hatdsdnak magyarazatdban feltételezhetd, hogy a prosztaglandin és
az oxigén szabadgyok felszabaduldas révén fokozodik az extrahepatikus

macrophag és nem macrophag jellegi immunsejtek TNF termelése.
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OSSZEFOGLALAS, FO KOVETKEZTETESEK

1. Vizsgalatainkban wjabb adatokat szolgdltattunk arra vonatkozdan,
hogy az endogén gliikokortikoid hormonok 1ényeges szerepet tdltenek be az
endotoxin és a szeptikus sokkal szembeni rezisztencia, valamint az endotoxin
tolerancia fenntartdsdban. Ezen eredményeink ugy gondoljuk, segitséget
nyujthatnak a sokat vitatott szteroid terdpia alkalmazdsahoz szeptikus sokkban.

Egerekben végzett kisérleteinkben kimutattuk, hogy az RU 38486,
jelentGsen fokozza a bakteridlis endotoxin toxicitdsat, valamint az emberi
korképhez igen kozel 4ll6 - a caecum lekotésével és perforacidjaval kivaltott -
akut peritonitis, illetve a hozza tarsul6 szeptikus sokk letalitasat.

Vizsgalataink szerint az RU 38486 megsziinteti az endotoxin
el6kezeléssel kivéltott endotoxin toleranciit, és felfiiggeszti az endotoxin
védGhatasat a szeptikus peritonitis, illetve a szeptikus sokk letalitdsdval

szemben.

2. Kisérleteink arra utalnak, hogy a gliikkokortikoid-dependens
folyamatok fontos szerepet jatszanak a TNF termelésében és hatdsanak
regulaciojdban. Kimutattuk, hogy az antigliikokortikoid, RU 38486, mind in
vivo, allatkisérletekben, mind pedig in vitro, szovettenyészetben, jelentGsen

noveli a TNF termelését és toxicitasat.

Kisérleti dllatban az RU 38486 fokozta az endotoxinnal kivdltott TNF
termelést. Az endotoxinnal kezelt dllatokéhoz viszonyitva az endotoxinnal és

RU 38486-al kezelt éllatok szérumdban, mdj-, 1ép-kivonatdban jelentGsen
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megnétt a TNF koncentracidja, és az antiglitkokortikoid hatdsa antagonizalhat6

volt egyidejli methylprednisolon kezeléssel.

In vitro vizsgélatainkban a genetikai transzformacion atesett, hTNF
termelésre képes M9 sejtek TNF produkcidja kozel haromszorosara emelkedett
az antigliikokortikoid hatasara. Tovabba kimutattuk azt is, hogy az RU 38486

TNF szintézist képes indukalni a P388 myeloid tumorsejtekben.

Kisérleteink szerint az RU 38486 a TNF termelést is jelentGsen fokozta
mind in vivo, mind in vitro koriilmények kozott. Egér kisérleteinkben az RU
38486 szignifikdnsan novelte a TNF toxikus és letdlis hatasat LPS-sel
kombindlva valamint LPS addsa nélkiil is. In vitro sejttenyészetben az 1.929
sejtek TNF érzékenysége antigliikokortikoid jelenlétében jelentGsen fokozddott,
és a TNF-fel szemben rendkiviil rezisztens 3T3 egér fibroblast sejtek RU 38486

hat4sara TNF rezisztencidjukat részben elvesztették.

3. Vizsgdlataink szerint az RU 38486 felfliggeszti a hydrocortison
indukdlta wasting szindréma szomatikus és letdlis hatdsat. Ezen megfigyelésiink
a klinikum szdmara is jelentGséggel bir a korasziilottek szteroid kezelésénél a

nem kivanatos mellékhatdsok kivédésében.

4. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy a Kupffer sejtek miikodésének

felfiiggesztésével immunmodulal6 effektus érhetd el.
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Vizsgélatainkban GdCl3-dal vagy karrageninnel kivéltott Kupffer-sejt
phagocytosis blokdd jelentdsen megvaltoztatta a RES-frakcié és az endotoxin
eloszlas értékeit, a madjfrakci6 csokkenésével parhuzamosan megndttek az
extrahepatikus (szérum, 1€p, csontvel§) szervfrakciok értékei. A GdCl3 fokozta
a kisérleti éllatok rezisztencidjat az akut szeptikus peritonitis és szeptikus sokk
letalitdsaval szemben, azonban az endotoxin érzékenységiiket nem véltoztatta
meg. Tovébba kimutattuk, hogy a GdCl fokozza az endotoxin indukalta TNF
termelést a lépben. A GdCls-al kivaltott Kupffer-sejt phagocytosis blokad
perspektivikusan alkalmas modszernek latszik kedvez$ terdpids effektusok

elérésére szeptikus sokkban.

Vizsgélatainkban a karragenin jelentGsen fokozta a kisérleti egerek
endotoxin érzékenységét és ezzel parhuzamosan novelte a keringé TNF szintjét.
A karragenin a GdCls-hoz hasonl6an in vitro koriilmények ko6zott nem

befolydsolta a TNF termelését és toxicitasat.
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KOSZONETNYILVANITAS

Halasan mondok koszonetet édesapamnak, Lézar Gyorgynek, aki
megismertetett a korélettani, élettani kutatdsokkal, aki biztositotta a
kutatasokhoz sziikséges feltételeket, hasznos tandcsaival és szigora kritik4javal
segitett a kisérletek megtevezésében és a kozlemények megirasdban, és utoljéra,
de nem utolso6 sorban, aki mellett megszerettem a kisérletes orvostudoménynt.

Koszonettel tartozok tovabba kollégaimnak, akik segitettek abban, hogy
a klinikai munka mellett kisérleteimet végezhessem.

Kisérletek végrehajtdsiban Varga Istvanné laboratériumi aszisztensnek
mondok kdszonetet.

Kiilon koszoném Boda Krisztina matematikus 4ldozatos munkdjat az
eredmények statisztikai kiértékelésében.

Végezetiil feleségemnek koszoném meg, hogy biztositotta a munkdmhoz
sziikséges nyugodt feltételeket, valamint tandcsait, kritikdjat a disszertacio

megirasaban.
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