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Összefoglaló
Bevezetés: Az endotheliális glycocalyx (GX) 
destrukciója rontja a kapillárisok integritását, 
növeli az oedema készséget és az endothelium 
aktiválásával hozzájárulhat a többszervi elégte­
lenség kialakulásához. A GX és degradációjából 
származó markerek értékelése eltérő megközelí­
tést igényel a kísérletes és a klinikai körülmé­
nyek között. Ezért célunk egy új informatikai eljá­
rás révén a GX vastagság változásának kimuta­
tása volt intravitalis mikroszkópiás technikával. 
Módszerek: Az ismert festék kizárási technikát 
alkalm aztunk két eltérő m olekulatöm egű 
fluoreszcens festékekkel (fluorescein isothiocya- 
nate-dextrán 2000 kDa Sigma-Aldrich, illetve 
Texas-red-dextrán 70 kDa, Thermo Fisher 
Scientific), az alábbi új fejlesztésekkel: (1) moz­
gási artefaktum kiküszöbölése a két festés során 
készült képek egymásra illesztésével, (2) a GX te­
rület-alapú mérése (szemben a korábbi egy vo­
nal menti mérésekkel), (3) az GX-érfal határterü­
let definiálása az intenzitásgörbe határértékei 
segítségével, és (4) folyamatos vizuális feedback 
(a GX megjelenítése). Felnőtt, altatott SK-H1 (30 
± 2 g) egereket (n=35) randomizáltunk egy intra- 
peritoneális lipopolysaccharid (LPS, 10 mg/kg, 
n=14) és egy fiziológás sóoldattal oltott kontroll 
(SH, n=21) csoportba. A cremaster izomzatán vi- 
zualizáltuk az 5-7 pm átmérőjű kapillárisokat, 
és a GX-ot, intravitális videómikroszkópia (IVM) 
alkalmazásával (Zeiss Axiotech Vario 100HD 
mikroszkóp; Zeiss 63x víz immerziós objektív; 
CCD kamera felbontás: 1392x1040 pixel). A GX 
vastagságát 18 órával az LPS oltás után határoz­
tuk meg. A szisztémás GX degradáció vizsgálata 
plazma syndecan-1 szintek mérésével történt 
(Diaclone, Murine CD 138 ELISA kit). Az elemzé­
seket IBM SPSS 23.0 programmal végeztük. 
Eredmények: Az LPS kezelt állatokban a GX 
méretének jelentős csökkenését figyeltük meg a 
kontrollokhoz képest (205,8 ± 80,0 nm vs. 83,0 ± 
21,1 nm). Ezeket a változásokat a plazma synde­
can-1 koncentrációjának szignifikáns növeke­
dése kísérte (SH: 2,22 ± 0,53 ng / ml, LPS: 7,08 ± 
1,47 ng/ml).
Következtetés: Fejlesztéseink lehetővé teszik a 
GX dinamikus megjelenítését és vastagságának 
mérését a kapillárisokban. Az új módszer révén 
a GX degradáció és annak kinetikája monitoroz­
ható továbbá potenciális terápiás beavatkozá­
sok hatása is számszerűsíthetővé kísérletes kö­
rülmények között.
Kulcsszavak: endothelium, mikrokeringés, vi­
zualizáció, syndecan-1, szepszis, egér

Summary
Introduction: Examination and assessment o f 
the upper airway o f 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 o f functional diseases. In 
our study high-frequency jet ventilation (HFJV) 
was used for better visualization o f the larynge­
al and subglottic structures without intubation. 
Methods: In cooperation with University o f 
Szeged Department o f Pediatrics, in 2019 and 
2020 we studied 40 infants coming from and 
outside o f the region with airway compromise, 
predominantly inspiratory stridor. The study 
was carried out at the Department o f Oto- 
Rhino- Laryngology and Head- Neck Surgery. 
Conduct o f anaesthesia: After inhalational 
induction with sevoflurane and vein cannula- 
tion, total intravenous anaesthesia was main­
tained. We used assisted je t ventilation for 
gaining diagnosis. In cases o f surgical inter­
vention, the following drugs were adminis­
tered: nalbuphin (0.1 mg/kg) or fentanyl (2 
pg/kg) from the age o f 2 years; propofol (1 
mg/kg), muscle relaxant if needed rocuronium 
(0.6 mg/kg). Settings o f HFJV were IT: 20-30%; 
DP: 0,3-0,5 bar. Frequency: 150/cycle; PP: 10 
cmH20 ; PIP: 12 cmH20 . During laser surgery, 
maximal FiOa was 30% instead o f 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 o f 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 o f the glottic space, aryepi- 
glottoplasty because o f 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 diagnosing 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 paralysis, EAAL
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Bevezetés
Az endotheliális glycocalyx (GX) proteo- 
glikánokból és glikoproteinekből álló ré­
teg. Mivel plazmakomponensek kapcso­
lódnak hozzá, a GX dinamikus egyen­
súlyban van az áramló vérrel és a helyi 
mikrokörnyezet állapotváltozásaira folya­
matosan reagál. A GX szerepet játszik 
számos élettani és kórélettani folya­
matban [1, 2], így hatással bír az érrend­
szer permeabilitására, a leukocyták és a 
vérlemezkék adhéziójára és a gyulladá­
sos folyamatokra, ugyanakkor maga is 
érzékenyen reagál a nyírófeszültség vál­
tozásaira [3,4]. Ismeretes továbbá, hogy a 
GX vastagságát a volumen status és a 
véráramlás is befolyásolja [5, 6]. és hogy 
az endothel-sejtek a lamináris nyírófe­
szültségnek megfelelő vastagságú GX ré­
teggel rendelkeznek felületükön. Minde­
zek eredőjeként az intakt GX antitrombo- 
tikus és antiangiogén hatásokat közvetít 
az érrendszer permeabilitásának védel­
me mellett [6].

Kritikus állapotú, elsősorban szeptikus 
betegekben a GX degradációja jelentősen 
fokozódik, ami károsítja a kapillárisok 
integritását és fokozott permeabilitáshoz 
vezet. A következményes interstitiális 
ödémának komoly szerepe van a szerv- 
diszfunkció romlásában szepszisben [7]. 
Ezzel magyarázható a krisztalloid és kol­
loid oldatok hatékonyságát elemző nagy 
klinikai vizsgálatok során tett megfigye­
lés is, mely szerint ugyanazon hemodi- 
namikai hatás eléréséhez nem a kollo­
idokhoz képest elvárt mintegy négyszer­
es, hanem csak mintegy 30-50%-kal 
nagyobb mennyiségű krisztalloid adásá­
ra van szükség [8-11]. Ezzel szemben 
egészséges férfi önkénteseken és állatkí­
sérletekben a kolloid és krisztalloid olda­
tok hatása a Starling hipotézisnek meg­
felelően alakul [12, 13].

A proteoglikánok közül a syndecanok ké­
pezik a GX legfőbb szerkezeti elemeit és

így kulcsszerepet játszanak az endotheli- 
um funkcióváltozásaiban [14]. Négy altí­
pusuk ismert, melyek egy-egy transz- 
membran doménen keresztül kapcsolód­
nak a sejtmembránhoz, de citoplazmat- 
ikus doménekkel is rendelkeznek [2, 3]. 
A közelmúlt klinikai vizsgálatai és állat- 
kísérletek azt igazolták, hogy a GX 
degradáció indikátoraként is szolgáló 
syndecanok plazmaszint emelkedése 
pozitív korrelációt mutat a mortalitással 
kritikus állapotú betegekben, és különö­
sen a syndecan-1 és 3 altípus degradáci­
ója fokozódik különféle sokkállapotok­
ban [15-17].

A GX kis (~0,1-0,5 pm-es) méreténél 
fogva jelentős kihívás jelent a vizualizáció 
szempontjából és mérete nagy eltérése­
ket mutat a vizsgálati metodikától függő­
en [1, 18]. Ennek magyarázata a GX 
sérülékenysége és nagy érzékenysége 
magukra a vizualizáció során használt 
különböző festékanyagokra [19-21]. 
A GX-ot elsőként Luft vizualizálta 1966- 
ban elektronmikroszkópos módszerrel (a 
kapillárisokban 20 nm-es vastagságot 
mérve) [22]. Körülbelül 30 évvel az első 
elektronm ikroszkópos felvételek ké­
szítése után Vink és munkatársai intra- 
vitális mikroszkópiával festékkizárásos 
technikával jelenítették meg a GX-t in 
vivő hörcsög modellen, a cremaster izom 
kapillárisainak vizsgálatával. Az eljárás 
lényege, hogy a különböző molekulatö- 
megű fluoreszcens dextránnal je lö lt 
molekulák eltérő mértékben penetrálnak 
a GX rétegbe, így az érképlet eltérő vas­
tagságúnak látszik a különböző fes­
tékekkel készült képeken, átmérőjük 
különbsége pedig mérhetővé teszi a GX 
vastagságát [23]. Ezt a módszert számos 
tanulmányban alkalmazzák azóta is, 
elsősorban a hörcsögökön [24, 25] vagy 
egereken [26] a cremaster izom mikro- 
keringésében. Ez a szövet anatómiai 
sajátságai miatt alkalmas intravitális 
mikroszkópos mérésekre, mivel vékony



és áttetsző és emellett minimális mozgási 
artefaktum mellett jeleníthető meg a GX 
réteg az endothelium és a vér alakos ele­
mei közötti zónában. A intravitális fes­
tékkizárásos módszer egyik fő limitációja 
a relatíve alacsony optikai felbontás, 
ugyanis a GX mérete fénymikroszkópia 
felbontásának alsó határának felel meg, 
a mélységélesség limitációi miatt pedig a 
módszer elsősorban 15 pm -nél kisebb 
átmérőjű erek esetén alkalmazható [27]. 
Munkacsoportunk célja egy olyan új 
informatikai megközelítés kidolgozása és 
tesztelése volt, mely révén a GX-vastag- 
ságának meghatározása pontosítható és 
egyszerűsíthető fluoreszcens intravitális 
mikroszkópiával.

Anyagok és Módszerek
Vizsgálatainkat a NIH (Guide fór the Care 
and Use o f Laboratory Animals) és az EU 
2010/63 irányelveknek megfelelően az 
Állatkísérleti Tudományos Etikai Tanács 
jóváhagyásával (engedélyszám: V./175/ 
2018.) végeztük.
Az endotoxaemia indukciója, kísérleti 
sorozatok
Felnőtt, hím, SK-H1 (30 ± 2 g, n=35) ege­
reket random módon két csoportba osz­
tottuk, majd az állatok egyik csoportját 
az endotoxaemia indukciója céljából 10 
mg/kg Escherichia coli lipopolyszacha- 
riddal (LPS, 0 5 5 :B5, Sigma-Aldrich) 
oltottuk intraperitoneálisan (i.p.) (n=14), 
míg a kontroll állatok (n=21) azonos 
volumenű fiziológiás sóoldatot kaptak. 
A hatályos nemzetközi ajánlásokat kö­
vetve [28] az állatok az LPS oltást követő 
2 órával 0,1 mg/kg subcutan oltás révén 
(s.c.) buprenorphine kezelésben része­
sültek fájdalomcsillapítás céljából, illet­
ve további 4 óra múlva s.c. 1 ml Ringer 
lactate oldatot (B. Braun Melsungen AG) 
kaptak folyadékpótlás gyanánt. A kísér­
leteket két sorozatban végeztük az endo­
toxaemia indukcióját követő 18. órában. 
Az első sorozatban intravitális mikrosz­

kóp segítségével egy általunk kidolgozott 
új módszer segítségével vizualizáltuk a 
GX-et, míg a második sorozatban az 
endotheliális GX károsodás mértékét be­
csültük a GX degradáció egyik markeré­
nek, a syndecan-1 plazmaszint változá­
sainak detektálása révén.
Sebészi beavatkozás és a glycocalyx vizu­
alizációja
Az első sorozatban az állatokat ketamin 
(90 mg/kg) - xylazin (15 mg/kg) kombi­
nációjával i.p. oltás révén elaltattuk, 
majd háton fekvő pozíciójuk mellett ki­
preparáltuk a jobb oldali véna jugularist 
folyadékpótlás és intravénás kontraszt- 
anyagok adása céljából. A cremaster 
izmot Bagher és Segal módszere szerint 
mikrosebészeti módszerekkel operációs 
mikroszkóp alatt preparáltuk ki [29], 
majd a preparátumot egy speciálisan ki­
képzett vízszintes szervtartóra helyez­
tük. Ezt követően a cremaster izom mik- 
rokeringésének intakt voltát egy fluo­
reszcens intravitális videomikroszkóp 
(IVM, Zeiss Axiotech Vario 100HD mik­
roszkóp; Zeiss 63x víz immerziós objek­
tív; CCD kamera felbontás: 1392x1040 
pixel) autofluoreszcens filtere segítsé­
gével ellenőriztük (Ex: 365 nm, Em: 420 
nm). Kiválasztottunk egy tökéletes fó­
kuszban levő kapillárist, majd a mikrosz­
kópot annak maximális átmérőjére fóku­
száltuk. A GX réteget ún. festék-kizárá­
sos technika segítségével vizualizáltuk 
[27], mely különböző molekulatömegű és 
emiatt a GX rétegbe különböző mérték­
ben penetráló intravénásán beadott flu­
oreszcens festékek alkalmazásán alapul. 
E lőször a kisebb m olekulatöm egű, 
Texas-red festékkel jelzett 70 kDa méterű 
dextránt injektáltuk intravénásán (TR70, 
33 mg/kg, Thermo Fisher Scientific), 
majd kb. 30 másodperces felvételt készí­
tettünk a festék hullámhosszát detektáló 
mikroszkóp filter segítségével (Ex: 595 
nm, Em: 615 nm, Sigma-Aldrich). Ezt a 
2000 kDa tömegű, fluorescein isothio-



cyanattal jelzett dextran oldat injekciója 
(FITC2000,33 mg/kg, Sigma-Aldrich), és 
ennek hullámhosszán készített (30 má­
sodperces) felvétel követett (Ex: 490 nm, 
Em: 520 nm) ugyanazon kapilláris vo­
natkozásában .

Videó analízis
Méréseinket a fent említett festék-kizá­
rásos technikán alapuló, ám általunk 
módosított új informatikai megközelítés 
révén értékeltük ki. Ennek lényege, (1) 
mozgási artefaktum kiküszöbölése a két 
festés mellett készített felvételek egy­
másra illesztésével, (2) a GX terület-ala­
pú mérése (szemben a korábbi egy vonal 
menti mérésekkel), és (3) folyamatos 
vizuális feedback (a GX megjelenítése). 
A GX-érfal határterület definiálása a má­
sok által is használt intenzitásgörbe 
határértékein (50%-os intenzitáscsökke­
nés) alapult [30]. A  terület-alapú mérésre 
azért volt szükség, mert előzetes tapasz­
talataink szerint a fénymikroszkópia ált­
al biztosított felbontás (esetünkben ez 
150 nm/pixel) nem ad lehetőséget a 
maximum 1-2 pixelnek megfelelő méretű 
GX változásainak egyetlen ér-átmérőnél 
való hiteles számszerűsítésére.

A  GX vastagság meghatározás és vizuali­
záció lépései:

1. Az összetartozó (két) festéssel készült 
képpárok kiválasztása: egy állaton át­
lagosan 8-9 érképletet tudtunk anali­
zálni, a mikromozgások hatásának 
kiküszöbölése céljából (esetleges fó­
kusz eltérés miatt) mindig 10 képpá­
ron, képpáronként 10-10 mérést vé­
geztünk.

2. A mozgási artefaktum (azaz a két fes­
ték hullámhosszán készített felvétel 
közötti x és y  tengely szerinti eltérés, 
mely az állat légsőmozgásai illetve ap­
ró mikromozgások következménye) 
kiküszöbölése: az TR70-nel készült 
képet átlátszóvá tettük, majd a FITC-

2000-rel készített képre manuálisan 
illesztettük.

3. A mérési terület (region of interest, ROI) 
kijelölése: mivel a kiválasztott, tökéle­
tes fókuszban levő érszakasz mindig 
valamely szöget zárt be az x vagy y ten­
gellyel, így először mindig az ér hossz­
tengelyét x tengellyel bezárt szögét 
definiáltuk, majd a ROI-t egy szoftve­
resen berajzolt téglalap segítségével je ­
löltük ki (az ér tengelyével párhuzamo­
san; Ábra 1.).

Ábra 1.: GX meghatározása az alábbi képlettel történt: 
(TR70 pixel - FITC 200 pixel) / 2 =GX

TR 70: Tex.'is-red festékkel jelzett 70 kBa méretű dext­
rán; FITC 2000: fluorescein isothiocyanattal jelzett 
2000 kDa méretű dextrán; GX: glycoealyx,

4. A mérés elve: A GX-érfal határterület 
definiálása az intenzitásgörbe határér­
tékei segítségével történt, melyet a mért 
RGB (red green blue) értékekből nyer­
tünk, határértéknek az intenzitásgörbe 
50%-át vettük [27, 30]. A pixelt elemi, 
oszthatatlan egységnek tekintettük. 
A határérték alapján a program megha­
tározta mindkét képen, hogy mely pixe-



lek alkotják a festéket tartalmazó 
érszakaszt a ROI-n belül. Szemben a 
korábbi egy vonal menti mérésekkel, 
esetünkben a ROI által meghatározott 
téglalap minden pixelsorában a szoft­
ver automatikusan meghatározta a GX 
vastagságot (azaz aTR 70-nel meghatá­
rozott pixelszámból kivonta a FITC 
2000-rel adódó pixelszámot és osztotta 
kettővel) (Ábra 1.). Tehát a GX vastag­
ság meghatározása nem egyetlen vonal 
mentén történt, hanem közel 50 mérés 
átlagából adódott (melyeknél csak a 
képek kiválasztása és egymásra illesz­
tése volt manuális, a többi folyamatot a 
szoftver automatikusan hajtotta végre). 
Mérésekkel igazoltuk, hogy a kalkulált 
GX vastagság értékelt nem függnek a 
ROI méretétől.

5. Automatikus kiértékelés, a GX vizuális 
megjelenítése (az eredeti képre a prog­
ram automatikusan kivetíti a GX-ot és 
egy intensítás-pontfelhő diagramon is 
megjeleníti), valamint az adatok auto­
matikus exportja (egy csv fájlba; az állat 
azonosítója, csoport, dátum, képek elé­
rési útvonala, intenzitás határértéke, 
artefaktum koordinátái, GX területe, 
GX vastagsága, vizsgált érszakasz 
hossza) (Ábra 2.).

6. Az adatok statisztikai analízise: Álla­
tonként az összes mérésből kapott át­
lagok alapján történt.

7. Szoftver és hardver specifikációk: ope­
rációs rendszer: platform független, 
programozási nyelv: Java, egyéb felté­
telek; Java runtime enviroment kör­
nyezet.

Ábra 2.: Egy érszakasz intravítális mikroszkópos képe Texas-red-dextrán (70 kDa) (A panel} és FITC-dextrán (2000 
kDa) injektálása (B panel) után. A téglalap jelöli a GX vastagságméréshez használt ROI-t A ROI hosszát és szögét (deg) a 
program megjeleníti (lásd a zöld számot). (C panel) a GX réteg automatikus megjelenítése a ROI-n belül. (D panel) 
intenzitás-pontfelhő, amely megmutatja a fluoreszcencia markerek térbeli eloszlását a ROI-n belül.



A plazma, syndecan-1 szintjének mégha 
tározása

A kísérletek második sorozatában keta- 
min-xylazinnál altatott egereken (LPS: 
n=8, kontroll: n=13) médián laparoto- 
miát végeztünk, majd a véna cava infe- 
rior-ból (~ 1 ml) vérmintát vettünk EDTA- 
t tartalmazó hűtött Eppendorf csövekbe. 
A mintákat a mintavételtől számított 30 
percen belül 2000 g-n 15 percig centrifu­
gáljuk, majd a plazmát aliquotokra 
osztottuk  és -20 °C-on fagyasztva  
tároltuk. A GX degradáció meghatározá­
sa céljából syndecan-1 szinteket ELISA 
módszerrel (Diaclone, Murine CD 138 
ELISA kit), melynek érzékenysége: >0.35 
ng/ml. határoztuk meg.

Statisztikai analízis
Adataink digitális rögzítésére Microsoft 
Excel táblázatkezelő program 2010-es 
verzióját használtuk, statisztikai analízi­
süket IBM SPSS 23.0 programmal végez­
tük (Armonk, NY, USA). A normalitási 
vizsgálatok során Shapiro-Wilk tesztet 
alkalmaztunk. Elemzéseinkhez Student- 
féle t-próbát alkalmaztunk. Ábráinkon 
az átlag ± standard deviáció kerültek fel­

tüntetésre; p < 0,05. A folyamatos válto­
zók közti összefüggés vizsgálatára Pear- 
son-korrelációt alkalmaztunk.

Eredmények

Az új szoftver segítségével a cremaster 
izom kapillárisainak GX vastagságát 5-7 
jum vastagságú erekben határoztuk meg. 
A kontroll állatokban végzett mérések 
alapján a GX vastagsága 210 ± 70 nm-nek 
adódott. Az endotoxinnal kezelt csoport­
ban azonban szignifikánsan alacsonyabb 
értékeket találtunk (93 ± 40 nm; p < 
0,001). Mindkét csoportban közel azonos 
hosszúságú érszakaszokat vizsgáltunk 
(az SH csoportban: 2784 ± 1510 nm, az 
LPS csoportban: 2397 ± 1243 nm).

A plazmában mért syndecan-1 szint szig­
nifikánsan magasabb volt az LPS-kezelt 
állatokban, mint a kontroll csoportban 
(Ábra 3.).

A plazma syndecan-1 és a program által 
mért GX vastagság között szignifikáns ne­
gatív korrelációt találtunk [r = - 0,857, p  = 
0,007). '

Ábra 3 Plazma syndecan-1 koncentrációk (ng / ml) Kontroll (SH) és LPS-kezelt állatokban (LPS) 18 órával az endo- 
toxaemia indukciója után. Az adatokat átlag ± standard deviáció ábrázoltuk. * p <0,001



Megbeszélés

Párhuzamosan a GX jelentőségének elő­
térbe kerülésével, számos, döntően egéren 
végzett kísérletben mutatták ki a synde- 
can-1 plazmaszintjének emelkedését kü­
lönböző szisztémás és lokális károsodás­
sal járó modellben. így például szepszis 
[31], ischaemia-reperfüzió [32], égés [33], 
pancreatitis [34], sebészeti beavatkozás 
[35], vérzéses sokk [17] , és vese transz­
plantáció következtében egyaránt detek­
táltak szisztémás syndecan-1 szint emel­
kedést [36]. A keringésben megtalálható 
syndecan-1 egy általánosan elfogadott 
markere a GX degradációnak, de kevés 
olyan tanulmány áll rendelkezésre, mely a 
GX vizualizációt is egyidejűleg megvalósít­
ja. Ezt a megközelítést egy intenzív terá­
piás relevanciájú tanulmányban különbö­
ző folyadékterápiás kezelések hatásának 
számszerű összehasonlítására alkalmaz­
ták vérzéses sokkban. Azt találták, hogy a 
krisztalloiddal reszuszcitált csoportban a 
syndecan-1 plazma szintje a háromszoro­
sára emelkedett, míg az albuminnal kezelt 
csoportban ez az emelkedés kétszeres 
volt, és a szintetikus kolloiddal kezelt cso­
portban nem mutatott szignifikáns válto­
zást a kontroll csoporthoz képest [17]. 
Ezzel párhuzamosan a GX vastagsága a 
krisztalloiddal kezelt csoportban felére, az 
albuminnal és a szintetikus kolloiddal ke­
zelt csoportban 25%-kal csökkent a kont­
roll csoporthoz képest [17]. Mi a jelen kí­
sérletben szintén egy szisztémás kórál­
lapotban, endotoxaemiában igazoltuk a 
GX lokális degradációját egy új és a ko­
rábbiaknál reprodukálhatóbb metodika 
révén. Ezzel párhuzamosan a syndecan-1 
plazmaszintjét is meghatároztuk és a két 
paraméter szoros korrelációját mutattuk 
ki, ami további adatot szolgáltat ahhoz, 
hogy a syndecan-1 szint fontos markere 
lehet a GX degradációnak.

A szepszis azonban nagyon eltérő súlyos­
ságot és heterogén lefolyást mutat mind a

klinikumban, mind pedig állatkísérletes 
modellekben, és ez a heterogenitás érvé­
nyes a syndecan-1 szintekre is. Irodalmi 
adatok alapján a syndecan-1 plazma­
szintjének fokozódása mérsékelt mértékű 
(60%-os emelkedést mutat) például endo­
toxaemiában, míg peritoneális szepszis 
(ún. coecum ligáció-punkcióval kivitele­
zett) modellben akár többszörös növeke­
dést is meg lehet figyelni ugyanazon idő­
ablakon belül (8 órával az indukciót 
követően). Ezzel párhuzamosan a GX 
vastagsága 40%-os csökkenést mutatott 
a creamaster izomban [37]. Mi az endo- 
toxaemia mellett a kevésbé heterogén 
kimenetel miatt döntöttük az LPS-modell 
mellett és ennek egy súlyosabb stádiu­
mában (18 órával az indukció után) vé­
geztük a kísérleteket, amikor a szaldro- 
dalmi adatok alapján már jelentős synde­
can- 1-szint emelkedés várható [38, 39].

A GX károsodása szepszisben vélhetően 
egy multifaktoriális folyamat. A patho- 
mechanizmus fontos elemei közé tarto­
zik a fokozott nitrogénmonoxid szintézis, 
az oxidatív stressz és a gyulladásos cito- 
kinek (pl. TNF-a) fokozott felszabadulása 
[40, 41]. Egerekben kiváltott endotoxae­
miában összefüggést találtak a tüdő GX 
fokozott degradációja és aTNF-a-mediál- 
ta folyamatok között, melyek a GX degra- 
dációban szerepet játszó heparanáz fo­
kozott aktivitásával és a neutrofil leuko- 
cyták fokozott kitapadásával is együtt 
jártak [41]. Kimutatták továbbá, hogy 
heparanáz, chondroitináz és hyaluroni- 
dáz kezelések egyaránt csökkentik a GX 
vastagságát és növelik a FITC diffúzióját 
a GX alsóbb rétegeibe [18]. A GX elvéko- 
nyodása ugyanakkor fokozza a leukocyta 
adhéziót [42], a felszabadult hyaluronan 
fragmensek (melyek a GX károsodásakor 
szabadulnak fel) pedig pro-inflamatori- 
kus hatást fejtenek ki [43]. Ily módon a 
GX degradáció potencírozhatja a szep­
szis által kiváltott önrontó gyulladásos 
folyamatokat.



Mint már említettük, a GX méreténél fog­
va egy a fénymikroszkópia felbontásnak 
határán levő képlet, melyről bebizonyo­
sodott, hogy in vivő vizualizációja rele- 
vánsabb, mint a statikus és jelzéstech­
nikája folytán a GX-ot akár direkt módon 
is károsító elektron mikroszkópia. Figye­
lembe kell venni ugyanis, hogy egérben 
elektronmikroszkópiával akár egy nagy­
ságrenddel kisebb GX réteg vastagságot 
lehet kimutatni (100 nm), mint ugyane­
zen méretű érben (10 pm-es venulában) 
IVM segítségével (ahol ez 1 pm-nek adó­
dott) [44]. A jelenség legvalószínűbb oka a 
GX nagy sérülékenysége, melynek ká­
rosodása a lantán-nitráttal kivitelezett 
elektronmikroszkópos jelzéstechnika 
következtében direkt módon is bekövet­
kezhet [3]. Az IVM egyik előnye abban 
van, hogy segítségével dinamikusan, in 
vivő körülmények között vizsgálhatók a 
GX változásai, szemben a jelentősen na­
gyobb feloldóképességű, ám a képletek 
statikus elemzését lehetővé tevő elekt­
ronmikroszkópiával [2, 3]. Mivel fixálás 
és beágyazás nélkül vizsgáljuk a mikro- 
keringést, csak vékony szövetekben és 
kis méretű erekben (ideálisan kapillári­
sokban) vizualizálható a GX IVM segítsé­
gével. A korábban kidolgozott festékkizá­
rásos módszerre alapozva egy ér geomet­
riától lényegében független, több méré­
sen alapuló és ezért könnyebben repro­
dukálható, valamint nagymértékben au­
tomatizált informatikai módszerrel szám­
szerűsítettük a GX vastagságát. A több 
pixelsor átlagán alapuló informatikai 
módszer alkalmas lehet nemcsak az 
endotoxaemia által kiváltott, hanem más 
modellekben létrejövő GX károsodás 
megbízható elemzésére is, továbbá a GX 
védelmét célzó terápiás beavatkozások 
hatásának tesztelésének eszköze is lehet.

Limitációk

Állatkísérletünknek számos limitációja 
van. A jelen kísérleteket (a fentebb rész­

letezett okok miatt) endotoxaemiában és 
nem a klinikai lefolyás jobb szimulálásá­
ra alkalmas klasszikus peritoneális szep- 
szis modellben végeztük. Egér model­
lünkben a sokk súlyosságának monitori- 
zálására, így hemodinamikai mérésekre 
és artériás / kevert-vénás vérgázvizsgála- 
tokra nem volt lehetőségünk. Hátra van 
továbbá a módszertan validálása, mely 
eredményeink elektronmikroszkópiás 
mérési eredményekkel való összevetését 
foglalhatja magába.

Következtetés

Új kísérletes módszert dolgoztunk ki a 
GX réteg vizualizálására és vastagság­
változásainak objektív detektálására és 
mérésére. A GX-réteg rövid idő alatt ész­
lelt szignifikáns csökkenése, valamint a 
syndecan-1 emelkedése a szeptikus álla­
tokban arra enged következtetni, hogy a 
jelenlegi módszerünk alkalmas lehet kü­
lönböző sokkállapotok által előidézett 
GX-károsodás mértékének illetve kine­
tikájának leírására, valamint különböző 
intravascularis támadásponttal bíró te­
rápiás beavatkozások (pl. folyadékterá­
pia, endotheliumra ható gyógyszerek) 
hatásának tesztelésére kísérletes körül­
mények között.
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