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Osszefoglalo

Bevezetés: Az endothelidlis glycocalyx (GX)
destrukcidja rontja a kapillarisok integritasat,
néveli az oedema készséget és az endothelium
aktivalasaval hozzajarulhat a tobbszervi elégte-
lenség kialakulasahoz. A GX és degradacicjabél
szarmaz0 markerek értékelése eltéré6 megkozeli-
tést igényel a kisérletes és a klinikai kértilmeé-
nyek kozott. Ezért célunk egy 4j informatikai elja-
ras révén a GX vastagsag valtozasanak kimuta-
tasa volt intravitalis mikroszképias technikaval.
Modszerek: Az ismert festék kizarasi technikat
alkalmaztunk két eltéré6 molekulatémeg
fluoreszcens festékekkel (fluorescein isothiocya-
nate-dextran 2000 kDa Sigma-Aldrich, illetve
Texas-red-dextran 70 kDa, Thermo Fisher
Scientific), az alabbi Gj fejlesztésekkel: (1) moz-
gasi artefaktum kikiliszobolése a két festés soran
készuilt képek egymasra illesztésével, (2) a GX te-
rilet-alap( mérése (szemben a korabbi egy vo-
nal menti mérésekkel), (3) az GX-érfal hatarterti-
let definidlasa az intenzitasgérbe hatarértékei
segitségével, és (4) folyamatos vizualis feedback
(a GX megjelenitése). Feln6tt, altatott SK-H1 (30
t 2 g) egereket (n=35) randomizaltunk egy intra-
peritonealis lipopolysaccharid (LPS, 10 mg/kg,
n=14) és egy fiziol6gas séoldattal oltott kontroll
(SH, n=21) csoportba. A cremaster izomzatan vi-
zualizaltuk az 5-7 pm atmérdéja kapillarisokat,
és a GX-ot, intravitalis videémikroszkopia (IVM)
alkalmazasaval (Zeiss Axiotech Vario 100HD
mikroszkép; Zeiss 63x% viz immerziés objektiv;
CCD kamera felbontas:1392x1040 pixel). A GX
vastagsagat 18 oraval az LPS oltas utan hataroz-
tuk meg. A szisztémas GX degradacié vizsgalata
plazma syndecan-1 szintek mérésével tortént
(Diaclone, Murine CD138 ELISA kit). Az elemzé-
seket IBM SPSS 23.0 programmal végeztiik.
Eredmények: Az LPS kezelt allatokban a GX
méretének jelentds csokkenését figyeltiik meg a
kontrollokhoz képest (205,8 + 80,0 nm vs. 83,0 +
21,1 nm). Ezeket a valtozasokat a plazma synde-
can-1 koncentraciéjanak szignifikans néveke-
dése kisérte (SH: 2,22 + 0,53 ng / ml, LPS: 7,08 +
1,47 ng/ml).

Kovetkeztetés: Fejlesztéseink lehet6vé teszik a
GX dinamikus megjelenitését és vastagsaganak
mérését a kapillarisokban. Az 4j médszer révén
a GX degradacié és annak kinetikaja monitoroz-
hat6é tovabba potencialis terapias beavatkoza-
sok hatasa is szamszerGsithetévé kisérletes ko-
rilmények kézott.

Kulcsszavak: endothelium, mikrokeringés, vi-
zualizacio, syndecan-1, szepszis, egér

Summary

Introduction: Examination and assessment of
the upper airway of neonates and infants are
difficult due to their anatomical properties and
vulnerability. Tracheal intubation is impracti-
cal because it does not provide ideal conditions
for the examination of functional diseases. In
our study high-frequency jet ventilation (HFJV)
was used for better visualization of the larynge-
al and subglottic structures without intubation.

Methods: In cooperation with University of
Szeged Department of Pediatrics, in 2019 and
2020 we studied 40 infants coming from and
outside of the region with airway compromise,
predominantly inspiratory stridor. The study
was carried out at the Department of Oto-
Rhino- Laryngology and Head- Neck Surgery.
Conduct of anaesthesia: After inhalational
induction with sevoflurane and vein cannula-
tion, total intravenous anaesthesia was main-
tained. We used assisted jet ventilation for
gaining diagnosis. In cases of surgical inter-
vention, the following drugs were adminis-
tered: nalbuphin (0.1 mg/kg) or fentanyl (2
ug/kg) from the age of 2 years; propofol (1
mg/kg), muscle relaxant if needed rocuronium
(0.6 mg/kg). Settings of HFJV were IT: 20-30%;
DP: 0,3-0,5 bar. Frequency: 150/cycle; PP: 10
cmH,0; PIP: 12 cmH,O. During laser surgery,
maximal FiO, was 30% instead of 40%.

Results: In three cases the diagnosis was
bilateral vocal cord paralysis and endoscopic
arytenoid abduction lateropexy (EAAL) was
carried out (the lateralizing instrument can
only be introduced into the larynx without in-
tubation). Extensive laryngeal papillomatosis
observed in 2 children needed removal by laser
and topical administration of Avastin. In 4
cases extensive subglottic and tracheal steno-
sis was found, so tracheal resection was per-
formed under general anaesthesia with endo-
tracheal intubation. 14 infants underwent
laser microsurgery of the glottic space, aryepi-
glottoplasty because of severe laryngomalacia.
In 17 cases the diagnosis was tracheomalacy
that did not require surgical intervention.
Conclusions: We conclude that supraglottic jet
ventilation is effective in diaghosing and evaluat-
ing functional and organic laryngeal and trache-
al stenoses. Also, quick and simple surgical pro-
cedures can be performed safely with this tech-
nique.

Keywords: upper airway stenosis, jet ventilation,
vocal cord lateralization, vocal fold paralys1s EAAL
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Bevezetés

Az endothelidlis glycocalyx (GX) proteo-
glikanokbol és glikoproteinekbdl allé ré-
teg. Mivel plazmakomponensek kapcso-
lédnak hozza, a GX dinamikus egyen-
sulyban van az aramlé vérrel és a helyi
mikrokdrnyezet allapotvaltozasaira folya-
matosan reagal. A GX szerepet jatszik
szamos élettani és korélettani folya-
matban [1, 2], igy hatassal bir az érrend-
szer permeabilitasara, a leukocytak és a
sos folyamatokra, ugyanakkor maga is
érzékenyen reagal a nyiréfesziiltség val-
tozasaira [3, 4]. Ismeretes tovabba, hogy a
GX vastagsagat a volumen status és a
véraramlas is befolyasolja [5, 6]. és hogy
az endothel-sejtek a laminaris nyiréfe-
szlultségnek megfelelé vastagsagi GX ré-
teggel rendelkeznek felilettikén. Minde-
zek eredgjeként az intakt GX antitrombo-
tikus és antiangiogén hatasokat koézvetit
az érrendszer permeabilitasanak védel-
me mellett [6].

Kritikus allapotu, els6sorban szeptikus
betegekben a GX degradacidja jelentésen
fokozodik, ami karositja a kapillarisok
integritasat és fokozott permeabilitashoz
vezet. A koévetkezményes interstitialis
6démanak komoly szerepe van a szerv-
diszfunkci6é romlasaban szepszisben [7].
Ezzel magyarazhaté a krisztalloid és kol-
loid oldatok hatékonysagat elemz6 nagy
klinikai vizsgalatok soran tett megfigye-
lés is, mely szerint ugyanazon hemodi-
namikai hatas eléréséhez nem a kollo-
idokhoz képest elvart mintegy négyszer-
es, hanem csak mintegy 30-50%-kal
nagyobb mennyiségl krisztalloid adasa-
ra van sziukség [8-11]. Ezzel szemben
egészséges férfi 6nkénteseken és allatki-
sérletekben a kolloid és krisztalloid olda-
tok hatasa a Starling hipotézisnek meg-
felel6en alakul [12, 13].

A proteoglikanok koztil a syndecanok ké-
pezik a GX legf6bb szerkezeti elemeit és

igy kulcsszerepet jatszanak az endotheli-
um funkcidgvaltozasaiban [14]. Négy alti-
pusuk ismert, melyek egy-egy transz-
membran doménen kereszttil kapcsolod-
nak a sejtmembranhoz, de citoplazmat-
ikus doménekkel is rendelkeznek [2, 3].
A kozelmault klinikai vizsgalatai és allat-
kisérletek azt igazoltak, hogy a GX
degradacio indikatoraként is szolgalo
syndecanok plazmaszint emelkedése
pozitiv korrelaciét mutat a mortalitassal
kritikus allapota betegekben, és kiilono-
sen a syndecan-1 és 3 altipus degradaci-
d6ja fokozodik kuilénféle sokkallapotok-
ban[15-17].

A GX kis (~0,1-0,5 um-es) méreténél
fogva jelentds kihivas jelent a vizualizacio
szempontjabél és mérete nagy eltérése-
ket mutat a vizsgalati metodikatol fiiggs-
en [1, 18]. Ennek magyarazata a GX
sérilékenysége és nagy érzékenysége
magukra a vizualizici6 soran hasznalt
kialénb6z6 festékanyagokra [19-21].
A GX-ot els6ként Luft vizualizalta 1966-
ban elektronmikroszkopos moédszerrel (a
kapillarisokban 20 nm-es vastagsagot
meérve)[22]. Kortlbeltil 30 évvel az elsé
elektronmikroszkopos felvételek ké-
szitése utan Vink és munkatarsai intra-
vitalis mikroszkopiaval festékkizarasos
technikaval jelenitették meg a GX-t in
vivo horcsdg modellen, a cremaster izom
kapillarisainak vizsgalataval. Az eljaras
lényege, hogy a ktilonbdzé molekulato-
megl fluoreszcens dextrannal jel6lt
molekulak eltéré mértékben penetralnak
a GX rétegbe, igy az érképlet eltérd vas-
tagsaginak latszik a kulonbozé fes-
tékekkel készult képeken, atmérdjuk
ktilénbsége pedig mérhetévé teszi a GX
vastagsagat [23]. Ezt a m6dszert szamos
tanulmanyban alkalmazzak azéta is,
elsésorban a hércsdégékon [24, 25| vagy
egereken [26] a cremaster izom mikro-
keringésében. Ez a szévet anatomiai
sajatsagai miatt alkalmas intravitalis
mikroszképos mérésekre, mivel vékony
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€s attetszo és emellett minimalis mozgasi
artefaktum mellett jelenitheté meg a GX
réteg az endothelium és a vér alakos ele-
mei kozotti z6naban. A intravitalis fes-
tékkizarasos modszer egyik f6 limitacioja
a relative alacsony optikai felbontas,
ugyanis a GX meérete fénymikroszképia
felbontasanak alsé hataranak felel meg,
a mélységélesség limitacioi miatt pedig a
modszer elsésorban 15 uym -nél kisebb
atmérdju erek esetén alkalmazhato [27].
Munkacsoportunk célja egy olyan 1j
informatikai megkozelités kidolgozasa és
tesztelése volt, mely révén a GX-vastag-
saganak meghatarozasa pontosithato és
egyszerusithet6 fluoreszcens intravitalis
mikroszképiaval.

Anyagok és Modszerek

Vizsgalatainkat a NIH (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals) és az EU
2010/63 iranyelveknek megfeleléen az
Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs
jovahagyasaval (engedélyszam: V./175/
2018.) végeztik.

Az endotoxaemia indukcidja, kisérleti
sorozatok

Felnétt, him, SK-H1 (30 £ 2 g, n=35) ege-
reket random médon két csoportba osz-
tottuk, majd az allatok egyik csoportjat
az endotoxaemia indukci6ja céljabél 10
mg/kg Escherichia coli lipopolyszacha-
riddal (LPS, O55:B5, Sigma-Aldrich)
oltottuk intraperitonealisan (i.p.) (n=14),
mig a kontroll allatok (n=21) azonos
volumenu fiziolégias séoldatot kaptak.
A hatalyos nemzetkézi ajanlasokat ko-
vetve [28] az allatok az LPS oltast kévetd
2 6raval 0,1 mg/kg subcutan oltas révén
(s.c.) buprenorphine kezelésben része-
stiltek fajdalomcsillapitas céljabdl, illet-
ve tovabbi 4 6ra mulva s.c. 1 ml Ringer
lactate oldatot (B. Braun Melsungen AG)
kaptak folyadékpétlas gyanant. A kisér-
leteket két sorozatban végeztiik az endo-
toxaemia indukcifjat kévetd 18. éraban.
Az els6 sorozatban intravitalis mikrosz-

kop segitségével egy altalunk kidolgozott
Uj moédszer segitségével vizualizaltuk a
GX-et, mig a masodik sorozatban az
endothelidlis GX karosodas mértékét be-
csultiik a GX degradaci6 egyik markeré-
nek, a syndecan-1 plazmaszint valtoza-
sainak detektalasa révén.

Sebészi beavatkozds és a glycocalyx vizu-
alizacidja

Az elsO sorozatban az allatokat ketamin
(90 mg/kg) - xylazin (15 mg/kg) kombi-
naci6javal i.p. oltas révén elaltattuk,
majd haton fekvd pozicigjuk mellett ki-
preparaltuk a jobb oldali vena jugularist
folyadékpétlas és intravénas kontraszt-
anyagok adasa céljabol. A cremaster
izmot Bagher és Segal mddszere szerint
mikrosebészeti modszerekkel operacios
mikroszkép alatt preparaltuk ki [29],
majd a preparatumot egy specialisan ki-
képzett vizszintes szervtartéra helyez-
tik. Ezt kévetdéen a cremaster izom mik-
rokeringésének intakt voltat egy fluo-
reszcens intravitalis videomikroszkop
(IVM, Zeiss Axiotech Vario 100HD mik-
roszkop; Zeiss 63% viz immerzios objek-
tiv; CCD kamera felbontas:1392x1040
pixel) autofluoreszcens filtere segitsé-
gével ellendrizttik (Ex: 365 nm, Em: 420
nm). Kivalasztottunk egy tokéletes fo6-
kuszban levé kapillarist, majd a mikrosz-
kopot annak maximalis atméréjére foku-
szaltuk. A GX réteget un. festék-kizara-
sos technika segitségével vizualizaltuk
[27], mely ktilénb6z6 molekulatémegt és
emiatt a GX rétegbe ktilénb6z6 mérték-
ben penetralé intravénasan beadott flu-
oreszcens festékek alkalmazasan alapul.
Elész6r a kisebb molekulatomegi,
Texas-red festékkel jelzett 70 kDa métert
dextrant injektaltuk intravénasan (TR70,
33 mg/kg, Thermo Fisher Scientific),
majd kb. 30 masodperces felvételt készi-
tettlink a festék hullamhosszat detektal6
mikroszkép filter segitségével (Ex: 595
nm, Em: 615 nm, Sigma-Aldrich). Ezt a
2000 kDa tomegQ, fluorescein isothio-
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cyanattal jelzett dextran oldat injekcidja
(FITC2000, 33 mg/kg, Sigma-Aldrich), és
ennek hullamhosszan készitett (30 ma-
sodperces) felvétel kévetett (Ex: 490 nm,
Em: 520 nm) ugyanazon kapillaris vo-
natkozasaban.

Vided analizis

Méréseinket a fent emlitett festék-kiza-
rasos technikan alapulé, am altalunk
modositott Gj informatikai megkdézelités
révén értékelttik ki. Ennek lényege, (1)
mozgasi artefaktum kikilisz6bé6lése a két
festés mellett készitett felvételek egy-
masra illesztésével, (2) a GX tertlet-ala-
pU mérése (szemben a korabbi egy vonal
menti mérésekkel), és (3) folyamatos
vizualis feedback (a GX megjelenitése).
A GX-érfal hatarteriilet definidlasa a ma-
sok altal is hasznalt intenzitasgorbe
hatarértékein (50%-os intenzitascsékke-
nés) alapult [30]. A tertilet-alap( mérésre
azért volt szlikség, mert elézetes tapasz-
talataink szerint a fénymikroszképia alt-
al biztositott felbontas (esetiinkben ez
150 nm/pixel) nem ad lehetdséget a
maximum 1-2 pixelnek megfelelé méreti
GX valtozasainak egyetlen ér-atmérénél
vald hiteles szamszertisitésére.

A GX vastagsag meghatarozas és vizuali-

zacié lépései:

1. Az Osszetartozd (két) festéssel késznilt
képparok kivalasztasa: egy allaton at-
lagosan 8-9 érképletet tudtunk anali-
zalni, a mikromozgasok hatasanak
kiktiszobolése céljabél (esetleges f6-
kusz eltérés miatt) mindig 10 képpa-
ron, képparonként 10-10 mérést vé-
geztink.

2. A mozgasi artefaktum (azaz a két fes-
ték hullamhosszan készitett felvétel
kozotti x €s y tengely szerinti eltérés,
mely az allat légzémozgasai illetve ap-
r0 mikromozgasok kovetkezménye)
kiktiszobélése: az TR70-nel készilt
képet atlatszova tetttik, majd a FITC-

2000-rel készitett képre manualisan
illesztettiik.

3. A mérési tertilet (region of interest, ROI)

kijelolése: mivel a kivalasztott, tokéle-
tes fokuszban levd érszakasz mindig
valamely szbget zart be az x vagy y ten-
gellyel, igy el0szOr mindig az ér hossz-
tengelyét x tengellyel bezart szOgét
definialtuk, majd a ROI-t egy szoftve-
resen berajzolt téglalap segitségével je-
161tk ki (az ér tengelyével parhuzamo-
san; Abra 1.).
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Abra 1.: GX meghatarozasa az alabbi képlettel tortént:
(TR70 pixel - FITC 200 pixel) / 2=GX

TR 70: Texas-red festékkel jelzett 70 kDa méretii dext-
ran; FITC 2000: fluorescein isothiocyanattal jelzett
2000 kDa méreti dextran; GX: glycocalyx.

4. A mérés elve: A GX-érfal hatartertilet
definidlasa az intenzitasgorbe hatarér-
tékei segitségével tértént, melyet a mért
RGB (red green blue} értékekbdl nyer-
tlink, hatarértéknek az intenzitasgdrbe
50%-at vettiik [27, 30]. A pixelt elemi,
oszthatatlan egységnek tekintettlik.
A hatarérték alapjan a program megha-
tarozta mindkét képen, hogy mely pixe-
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lek alkotjak a festéket tartalmazd
érszakaszt a ROI-n belil. Szemben a
korabbi egy vonal menti mérésekkel,
esetlinkben a ROI altal meghatarozott
téglalap minden pixelsoraban a szoft-
ver automatikusan meghatarozta a GX
vastagsagot (azaz a TR 70-nel meghata-
rozott pixelszamboél kivonta a FITC
2000-rel adddoé pixelszamot €s osztotta
kettével)(Abra 1.). Tehat a GX vastag-
sag meghatarozasa nem egyetlen vonal
mentén tortént, hanem kdzel 50 mérés
atlagabol adédott (melyeknél csak a
képek kivalasztasa és egymasra illesz-
tése volt manualis, a tobbi folyamatot a
szoftver automatikusan hajtotta végre).
Meérésekkel igazoltuk, hogy a kalkulalt
GX vastagsag értékek nem fiiggnek a
ROI méretétol.

5. Automatikus kiértékelés, a GX vizualis

megjelenitése (az eredeti képre a prog-
ram automatikusan kivetiti a GX-ot és
egy intenzitas-pontfelhé diagramon is
megjeleniti), valamint az adatok auto-
matikus exportja (egy csv fajlba; az allat
azonositdja, csoport, datum, képek elé-
rési utvonala, intenzitas hatarértéke,
artefaktum koordinatai, GX tertilete,
GX vastagsaga, vizsgalt érszakasz
hossza)(Abra 2.).

. Az adatok statisztikai analizise: Alla-

tonként az 6sszes mérésbdl kapott at-
lagok alapjan toértént.

. Szoftver és hardver specifikaciék: ope-

raciéos rendszer: platform filiggetlen,
programozasi nyelv: Java, egyéb felté-
telek: Java runtime enviroment kér-
nyezet.

Abra 2.: Egy érszakasz intravitalis mikroszkopos képe Texas-red-dextran (70 kDa) (A panel) és FITC-dextran (2000
kDa) injektalasa (B panel) utan. A téglalap jelsli a GX vastagsagméréshez hasznalt ROI-t A ROI hosszat €s szdgét (deg) a
program megjeleniti (lasd a z6ld szamot). (C panel) a GX réteg automatilkus megjelenitése a ROI-n beliil. (D panel)
intenzitas-pontfelhé, amely megmutatja a fluoreszcencia markerek térbeli eloszldasat a ROI-n beliil.
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A plazma syndecan-1 szintjének megha
tarozdsa

A kisérletek masodik sorozataban keta-
min-xylazinnal altatott egereken (LPS:
n=8, kontroll: n=13) median laparoto-
miat végeztink, majd a vena cava infe-
rior-bél (~1 ml) vérmintat vettlink EDTA-
t tartalmazé hutott Eppendorf csévekbe.
A mintakat a mintavételtél szamitott 30
percen bellil 2000 g-n 15 percig centrifu-
galjuk, majd a plazmat aliquotokra
osztottuk és -20 °C-on fagyasztva
taroltuk. A GX degradacié meghataroza-
sa céljabdl syndecan-1 szinteket ELISA
modszerrel (Diaclone, Murine CD138
ELISA kit), melynek érzékenysége: >0.35
ng/ml. hataroztuk meg.

Statisztikai analizis

Adataink digitalis rogzitésére Microsoft
Excel tablazatkezelé program 2010-es
verzidjat hasznaltuk, statisztikai analizi-
stiket IBM SPSS 23.0 programmal végez-
tik (Armonk, NY, USA). A normalitasi
vizsgalatok sordn Shapiro-Wilk tesztet
alkalmaztunk. Elemzéseinkhez Student-
féle t-probat alkalmaztunk. Abrainkon
az atlag + standard deviacié kertiltek fel-

tintetésre; p < 0,05. A folyamatos valto-
zok kozti Osszefliggés vizsgalatara Pear-
son-korrelaciét alkalmaztunk.

Eredmények

Az Uj szoftver segitségével a cremaster
izom kapillarisainak GX vastagsagat 5-7
um vastagsaga erekben hataroztuk meg.
A kontroll allatokban végzett mérések
alapjan a GX vastagsaga 210+ 70 nm-nek
adddott. Az endotoxinnal kezelt csoport-
ban azonban szignifikdnsan alacsonyabb
értékeket taldltunk (93 = 40 nm; p <
0,001). Mindkét csoportban kézel azonos
hosszisagll €rszakaszokat vizsgaltunk
(az SH csoportban: 2784 £ 1510 nm, az
LPS csoportban: 2397 £ 1243 nm).

A plazméaban mért syndecan-1 szint szig-
nifikdnsan magasabb volt az LPS-kezelt
allatokban, mint a kontroll csoportban
{Abra 3.).

A plazma syndecan-1 €s a program altal
mért GX vastagsag kdzott szignifikans ne-
gativ korrelacié6t talaltunk (r=- 0,857, p =
0,007).

Plazma syndecan-1

ng/ml
10
9 N
8 A
7 4
6 =
S o
4
3 4
2 4
1 i
0 A
SH

LPS

Abra 3.: Plazma syndecan-1 koncentraciék (ng / ml) Kontroll (SH) és LPS-kezelt allatokban (LPS) 18 éraval az endo-
toxaemia indukcidja utan. Az adatokat atlag + standard deviaci6 Abréazoltuk. * p <0,001
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Megbeszélés

Parhuzamosan a GX jelentéségének eld-
térbe kertilésével, szamos, dontéen egéren
végzett Kisérletben mutattak ki a synde-
can-1 plazmaszintjének emelkedését kii-
16nb6z6 szisztémas és lokalis karosodas-
sal jar6 modellben. Igy példaul szepszis
[31], ischaemia-reperfazio [32] , égés [33],
pancreatitis [34], sebészeti beavatkozas
[35], vérzéses sokk [17] , és vese transz-
plantacié kovetkeztében egyarant detek-
taltak szisztémas syndecan-1 szint emel-
kedést [36]. A keringésben megtalalhat6
syndecan-1 egy altalanosan elfogadott
markere a GX degradacionak, de kevés
olyan tanulmany all rendelkezésre, mely a
GX vizualizaciét is egyidejluleg megvalosit-
ja. Ezt a megkozelitést egy intenziv tera-
pias relevanciaju tanulmanyban kiilénbo-
z6 folyadékterapias kezelések hatasanak
szamszer(l 6sszehasonlitasara alkalmaz-
tak vérzéses sokkban. Azt talaltak, hogy a
krisztalloiddal reszuszcitalt csoportban a
syndecan-1 plazma szintje a haromszoro-
sara emelkedett, mig az albuminnal kezelt
csoportban ez az emelkedés kétszeres
volt, és a szintetikus kolloiddal kezelt cso-
portban nem mutatott szignifikans valto-
zast a kontroll csoporthoz képest [17].
Ezzel parhuzamosan a GX vastagsaga a
krisztalloiddal kezelt csoportban felére, az
albuminnal és a szintetikus kolloiddal ke-
zelt csoportban 25%-kal cstkkent a kont-
roll csoporthoz képest [17]. Mi a jelen ki-
sérletben szintén egy szisztémas koral-
lapotban, endotoxaemiaban igazoltuk a
rabbiaknal reprodukalhatéobb metodika
révén. Ezzel parhuzamosan a syndecan-1
plazmaszintjét is meghataroztuk és a két
ki, ami tovabbi adatot szolgaltat ahhoz,
hogy a syndecan-1 szint fontos markere
lehet a GX degradaciénak.

A szepszis azonban nagyon eltéré sulyos-
sagot és heterogén lefolyast mutat mind a

klinikumban, mind pedig allatkisérletes
modellekben, és ez a heterogenitas érvé-
nyes a syndecan-1 szintekre is. Irodalmi
adatok alapjan a syndecan-1 plazma-
szintjének fokozodasa mérsékelt mértéka
(60%-o0s emelkedést mutat) példaul endo-
toxaemiaban, mig peritonealis szepszis
(Gn. coecum ligacié-punkciéval kivitele-
zett) modellben akar t6bbszords néveke-
dést is meg lehet figyelni ugyanazon idé-
ablakon belil (8 6raval az indukciét
kovetéen). Ezzel parhuzamosan a GX
vastagsaga 40%-os csbkkenést mutatott
a creamaster izomban [37]. Mi az endo-
toxaemia mellett a kevésbé heterogén
kimenetel miatt déntéttiik az LPS-modell
mellett és ennek egy sulyosabb stadiu-
maban (18 éraval az indukcié utan) vé-
geztiik a kisérleteket, amikor a szakiro-
dalmi adatok alapjan mar jelentds synde-
can-1-szint emelkedés varhaté [38, 39].

A GX karosodasa szepszisben vélhetéen
egy multifaktorialis folyamat. A patho-
mechanizmus fontos elemei kézé tarto-
zik a fokozott nitrogénmonoxid szintézis,
az oxidativ stressz és a gyulladasos cito-
kinek (pl. TNF-a) fokozott felszabadulasa
[40, 41]. Egerekben kivaltott endotoxae-
miaban Osszefliggést talaltak a tiddé GX
fokozott degradaciéja és a TNF-a-medial-
ta folyamatok kézott, melyek a GX degra-
dacioban szerepet jatszé6 heparanaz fo-
kozott aktivitasaval és a neutrofil leuko-
cytdk fokozott kitapadasaval is egyutt
jartak [41]. Kimutattak tovabba, hogy
heparanaz, chondroitinaz és hyaluroni-
daz kezelések egyarant csokkentik a GX
a GX als6bb rétegeibe [18]. A GX elvéko-
nyodasa ugyanakkor fokozza a leukocyta
adhéziét [42], a felszabadult hyaluronan
fragmensek (melyek a GX karosodasakor
szabadulnak fel) pedig pro-inflamatori-
kus hatast fejtenek ki [43]. [ly médon a
GX degradacié potencirozhatja a szep-
szis altal kivaltott 6nronté gyulladasos
folyamatokat.
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Mint mar emlitettiik, a GX méreténél fog-
va egy a fénymikroszképia felbontasnak
hataran levé képlet, melyrél bebizonyo-
sodott, hogy in vivo vizualizaciéja rele-
vansabb, mint a statikus és jelzéstech-
nikaja folytan a GX-ot akar direkt médon
is karosité elektron mikroszképia. Figye-
lembe kell venni ugyanis, hogy egérben
elektronmikroszkopiaval akar egy nagy-
sagrenddel kisebb GX réteg vastagsagot
lehet kimutatni (100 nm), mint ugyane-
zen méretd érben (10 pm-es venulaban)
IVM segitségével (ahol ez 1 pm-nek adé-
dott) [44]. A jelenség legvaldszintibb oka a
GX nagy sértlékenysége, melynek ka-
rosodasa a lantan-nitrattal kivitelezett
elektronmikroszképos jelzéstechnika
kovetkeztében direkt médon is bekovet-
kezhet [3]. Az IVM egyik elénye abban
van, hogy segitségével dinamikusan, in
vivo kértlmények kozott vizsgalhaték a
GX valtozasai, szemben a jelentésen na-
gyobb feloldoképességli, am a képletek
statikus elemzését lehetévé tevd elekt-
ronmikroszképiaval [2, 3]. Mivel fixalas
és beagyazas nélkul vizsgaljuk a mikro-
keringést, csak vékony szovetekben és
kis méretti erekben (idealisan kapillari-
sokban) vizualizalhat6 a GX IVM segitsé-
gével. A korabban kidolgozott festékkiza-
rasos modszerre alapozva egy ér geomet-
riatol lényegében flggetlen, tobb méré-
sen alapuld és ezért konnyebben repro-
dukalhato, valamint nagymértékben au-
tomatizalt informatikai médszerrel szam-
szerUsitettilk a GX vastagsagat. A t6bb
pixelsor atlagan alapulé informatikai
modszer alkalmas lehet nemcsak az
endotoxaemia altal kivaltott, hanem mas
modellekben létrejé6vé GX karosodas
megbizhat6 elemzésére is, tovabba a GX
védelmét célz6 terapias beavatkozasok
hatasanak tesztelésének eszkoéze is lehet.

Limitaciok

Allatkisérlettinknek szamos limitaciéja
van. A jelen kisérleteket (a fentebb rész-

letezett okok miatt) endotoxaemiaban és
nem a klinikai lefolyas jobb szimulalasa-
ra alkalmas klasszikus peritonealis szep-
szis modellben végeztiik. Egér model-
linkben a sokk sulyossaganak monitori-
zalasara, igy hemodinamikai mérésekre
és artérias / kevert-vénas vérgazvizsgala-
tokra nem volt lehetdséglink. Hatra van
tovabba a moddszertan validalasa, mely
eredményeink elektronmikroszkoépias
meérési eredményekkel valé Osszevetését
foglalhatja magaba.

Kovetkeztetés

Uj kisérletes moédszert dolgoztunk ki a
GX réteg vizualizdlasara és vastagsag-
valtozasainak objektiv detektalasara és
mérésére. A GX-réteg rovid idé6 alatt ész-
lelt szignifikans csokkenése, valamint a
syndecan-1 emelkedése a szeptikus alla-
tokban arra enged kévetkeztetni, hogy a
jelenlegi médszertink alkalmas lehet kii-
l6nb6z6 sokkallapotok altal eldidézett
GX-karosodas mértékének illetve kine-
tikajanak leirasara, valamint ktlénb6zé
intravascularis tamadasponttal biré te-
rapias beavatkozasok (pl. folyadéktera-
pia, endotheliumra haté gyoégyszerek)
hatasanak tesztelésére kisérletes korul-
mények kozott.
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