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Diagnostic value of procalcitonin in chronic uraemic patients with systemic
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Distinction between infection and systemic inflammation is very difficult in the
management of patients with end stage renal failure (ESRF). Both ESRF and
bioincompatibility during haemodialysis (HD) have resulted in chronic inflammation.
The serum procalcitonin (PCT) is a new marker for systemic bacterial and fungal
infection, and it seems to be more sensitive, than other non specific parameters like C-
reactive protein (CRP) or erythrocyte sedimentation rate (ESR). The aim of this study
was to determine the usefulness of PCT for differentiation between systemic
inflammatory syndrome and invasive bacterial infection in ESRF.

Two groups of patients were studied: 90 ESRF patients on HD (aged 17.0+9.3
yrs) and 25 ESRF patients with systemic infection. PTC, white blood cells count (WBC),
BUN, creatinine and ionized calcium (iCa) prior and after single haemodialysis session,
C-reactive protein (CRP) and intact parathyreoid hormone (iPTH) only before HD were
measured. PCT were assayed using the LUMItest (Brahms diagnostica).

Slightly elevated serum PCT levels (SEM, 0.75+0.33 ng/ml) were observed in
the patients with ESRF compared to reference values. After HD PCT (0.83+0.32 ng/ml)
did not differ significantly from those, what measured prior HD. The serum PCT
significantly, more than 12-fold elevated in uraemic patients with sepsis (12.56+7.9
ng/ml). The diagnostic specificity in ESRF was 0.74 for PCT and 0.56 for CRP, whereas
the sensitivity 0.93 for PCT and 0.97 for CRP. There were no significant correlation
between PCT and BUN, PCT and iPTH and PCT and serum creatinine.

In conclusion, the haemodialysis did not influence significantly the slightly

elevated PCT serum level in ESRF. In contrast to non-infected ESRF patients those with
infection showed significantly elevated PCT serum values. The PCT is a good marker for

detecting systemic bacterial infection in end stage renal failure.



Prokalcitonin mRNS vizsgalata szepszises gyermekek torok és melliiri valadékaban
(Kozlésre elfogadva a Gyermekgyogyaszat folyoiratba 2006. febr.-ban!)
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Osszefoglalas

Az intentziv gondozds soran a szepszises gyermekek differencidl diagndzisaban a
prokalcitonin szintek mérése fontos tampontot adhat az infekcid diagnosztikajaban.
Jelenlegi ismereteink szerint a prokalcitonin szerepet jatszhat mint mediator a szepsisben
és gyulladdsokban megfigyelheté kéros hatasok kialakuldsdban. Az aktudlis klinikai
diagnosztikaban a prokalcitonin fehérjét szérumbol hatarozzuk meg. 2002 és 2004 kozott
1144 beteg szérum PCT vizsgalatat végeztuk el, amely fontos tampontnak bizonyult a
diferenciél diagnosztikaban és a betegek tovabbi kezelésében. Azonban a PCT eredetének
és mediator szerepének tisztdzasa napjainknak is aktudlis kérdese, amelyet a
prokalcitonin  mRNS-ének mérésével tisztdzhatunk. A Kklinkan apolt 8 szepszises
(bakteridlis es gomba fertézott) gyermek torok eés mellari valadékat vizsgaltuk
molekuléris genetikai (kvantitaiv real time PCR) mddszerrel. Eredményeink szerint a
prokalcitonin mRNS a vizsgalat idépontjdban mar nem irodott le (expresszalodott) az
analizalt mintdkban, a kontrolként hasznalt haztartasi gén (amely a szdvetekben konstans
szinten fejezédik ki) expresszidjat viszont kimutattuk. A jelenség magyarazata: a
mononukleéris sejtek PCT termelése tranzitorikus jellegi, kitapadasukat kovetéen
néhany oraig tart. Azonban az altaluk termelt gyulladasos mediatorok kifejezett PCT

képzodést valtanak ki egyéb szdvetekben.

Kulcsszavak: szepszis, prokalcitonin, gén expresszio, real time PCR



Procalcitonin mRNA examination in throat lavage and bronchial secretion of septic
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Summary

At the intensive care units measurement of procalcitonine (PCT) levels in septic children
provides an important guideline in the differential diagnostics of infection. To our
knowledge PCT may play a role as a mediator in the development of harmful effects
during sepsis and infection. In the clinical diagnostical practice PCT is measured at the
protein level from serum. Between 2002 and 2004 we examined PCT levels of 1144
patients which gave important guide to the differential diagnostics and further treatment
of these patients. However the origin and role of PCT is still an important question which
may be examined by mRNA measurement of PCT in different tissues. We examined
different samples (throat lavage, throat phlegm, bronchial secretion) of 8 septic patients
(bacterial, fungal) with quantitative real time PCR. By our results the mRNA of PCT was
not expressed in the analysed samples, although we could detect the expression of a
house keeping gene used as control. The explanation is that the PCT expression of
mononuclear cells is transitory which only lasts about 3-4 hours after their adherence to
the epithelium. However the inflammatory markers generated by these cells lead to

markedly increased PCT production in the surrounding tissues.

keywords:  sepsis, procalcitonin,  gene  expression, real time PCR



Bevezetés

A sulyos infekcio, szepszis és az ezt kovetéen kialakuld tobb szervet érint6
elégtelen mikddes (multiple organ dysfunction or failure, MODS) a morbiditas és
mortalitds egyik f8 okozoja az Ujszilléttkori intenziv gondozas soran . A szepszis
patogenezisének tanulmanyozasa soran egyértelmiveé valt hogy a szisztémas gyulladast
és a szervi elégtelenségek kialakuldsat nem csak a nem kezelt infekcio, hanem egyéb
stimulusok is kivalthatjak (pl. pankreatitis @, trauma @, égési sérillések ). A szisztémés
gyulladas jegyei, mint pl. a testhémérséklet emelkedés, leukocitdzis, tachikardia,
kialakulhatnak infekcios és nem infekcids etiologiaju korkepekben is, ezert diagndzisuk
nem tekinthet6 a szepszis érzékeny, specifikus markereinek. A szepszises betegeknél nem
minden esetben mutathatd ki a leukocitdzis, emellett eléfordulhat 14z, hypoténia vagy
normalis testhomérséklet mellett is.

Az infekcio kimutatdsara a bakteriologiai tenyésztés a standard maodszer a szepszis
diagndziséban, azonban az infekciot okozo baktériumok vagy gombak kitenyésztése
sokszor nehezkes és hosszadalmas. A vérbdl tenyésztett negativ hemokultdrak nem
zarjék ki az infekciot és tobb tenyésztésre is szlikség lehet, amig a pozitiv hemokultira
kitenyészthet6, ami hosszU id6t igényelhet. Emellett a klinikai tiinetek nem feltétlenul
egy idoben jelentkeznek a pozitiv és negativ hemokulturak kitenyésztésével. Ezert
szlikseg van az infekcio korai altalanos markerére, amely lehet6ve teszi a szisztémas
bakterialis infekcio leheté legkorabbi diagnozisat. Az infekcié hatasara létrejovo
szisztémas gyulladas jo markerének tiinik a prokalcitonin (PCT).

A PCT, a kalcitonin propeptidje szerepét a klinikai diagnosztikaban ill. kezelésben
tobbek kdzott az alabbi teruleteken bizonyitottak:

* Szisztémas gyulladassal jaré fertézések diagnézisa ©©
* Systemic inflammatory response syndrome (SIRS), szepszis, stlyos
szepszis, szeptikus sokk differencial diagnosztikaja (" ®

* A MODS prognosztizaléasa ill. a betegek kezelésének kontrollja @ 1%

Bakterialis és viralis infekci6 differencial diagnosztikaja **?

A terapia ellendrzése és a bakteriélis infekcié nyomon kévetése 319

Ismeretlen eredeti 14z differencialdiagnosztikaja *°

Kritikus allapotd betegek monitorozasa *° 1719



A PCT a 11-es kromoszéma rovid karjan a p15.1-15.2 kromoszoéma régioban
talalhatd calcitonin gén terméke. A gén 6 kodold régiobol (exonbdl) all, amelyrél szdvet
specifikus modon (alternativ splicing) 2 kiloénbdzé mRNS irédik le. Az 1-3 exonok
kozosek ezt koveti a 4-es exon, amely a calcitonin szekvencigjat tartalmazza. Az 5-0s
exon a calcitonin related protein (CGRP)-re specifikus szekvenciat tartalmazza. A
calcitonin normalis esetben a pajzsmirigy C sejtjeiben, a CGRP hipotalamusz
idegsejtjeiben képzodik.

A calcitonin propeptidje a PCT 116 aminosavbol all és 15.5kD méretii. A PCT a
pajzsmirigy C sejtjeiben a fehérje érés soran specifikus proteolizissel 3 részre hasitddik:
N-termindlis régid, calcitonin es katacalcin.

A prokalcitonin normalis esetben a plazmaban alacsony koncentracidban
(<0.5mg/L) van jelen. Salyos bakterialis-, gomba-, parazita- fert6zés, sepsis hatasara a
prokalcitonin mas sejtekben is indukalodik (plazma koncentracioja akar >500mg/L is
lehet) vélhetéen az adipdzus sejtekben, monocytakban, maj makrofagjaiban, bél, és a
tid6 neuroendokrin sejtjeiben (1. abra). Kronikus gyulladas, virus infekcio, enyhébb
lokélis infekcio esetén szintje a plazméaban nem emelkedik (valdszini a vy interferon gatlo
hatasa miatt %).
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1. &bra. A procalcitonin és calcitonin expresszidja gyulladasos és fizioldgias

koralmenyek kozott.

A prokalcitonin fehérje életideje sokkal hosszabb (~30 dra), mint a gyorsan lebomlo
calcitoniné (~5-10 perc), ezért jol hasznalhaté a laboratoriumi diagndzishoz. Vérbél
chemilumineszcens immun assay segitsegével mutathatd ki. A fehérje kimutatas elénye
hogy kozvetlenll a prokalcitonint mérhetjuk, viszont a modszer kevesbé érzékeny, mint a
molekuléris genetikai polimeraz lancreakcié (PCR) alapu technikék.

A vizsgalatainkban a prokalcitonin mRNS expressziojat terveztik meghatarozni
infekcios betegeknél torokvaladékbdl vagy egyéb testnedvekbdl, amely lehetéveé teszi a
PCT szOveti (sejt szinti) kifejezédésenek meghatarozédsast. Mivel az mRNS kepzédese,
mennyisége (expresszid) a fehérje szintézist megel6zéen torténik, a koérfolyamat korai
szakaszdban lenne igy lehetéség az infekcidé kimutatasara. Ehhez sziiksegunk volt egy
specifikus, érzékeny, mennyiségi meghatarozasi modszer bedllitasara, amelyre a valds

idejii (real time) PCR-t tartottuk legalkalmasabbnak.



Betegek és modszer
Betegek

A Gyermekgyogyaszati Klinika Intenziv osztalydn kezelt 8 infekcios/szepszises
gyermek kuldnb6z6 mintait vizsgaltuk:
o torok valadék
e torok moso folyadék

e melltri valadék

A valadékok prokalcitonin szintjét konvencinalis modon (chemilumineszcens
immun assay) mértiik amely soran 0.2-1.8 ng/ml prokalcitonin fehérje értékeket kaptunk.
Két gyermek (mellkas csdvezett kil6zusos valadék, ill egy torokvaladékban) esetében 1.5

ng/ml feletti értékeket mértiink.

RNS szeparélas

A vizsgalt személyektél 1ml melliri vagy torok valadékot 9ml mRNS stabilizald
oldatban vettink fel. A mRNS-t magneses Uveg részecskékkel a mRNA Isolation Kit for
Blood/Bone Marrow (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) kit segitségével
szeparéltuk. A kapott total RNS-t random hexamerekkel a RevertAid™ First Strand

cDNA Synthesis Kit (Fermentas AB, Vilnius, Lithuania) segitségével irtuk &t cDNS-re.



Real Time PCR
A mennyiségi analizist a Roche LightCycler készulékén végeztik. A
prokalcitoninra specifikus primereket és probdkat a LightCycler probe design

programmal terveztiik meg:

proCT-F 5-TCA GTG AGG ACG AAG C-3'
proCT-R 5-GTG TAG AACTTG TTG AAG T-3'
proCT-P1 5-AGC AAG AGA GAG AAG GC-fluorescein-3'

proCT-P2 5'-LCred705-CAG CCT GGA CAG CCC C-3'

A Kisérleti elrendezésiinket az 2. abra szemlélteti. A primereket a 3-as és 4-es
exonokba terveztlik. A genomikus DNS-bél torténé amplifikécid a 3-as intron hossza és a
PCR program extenzios idejének rovidsege miatt nem torténik meg, amit agar6z gélen

vald futtatassal is igazoltuk.

forward reverse
exonl exon 2 exon3 e gXOng

190bp PCR termék



2. &bra. A prokalcitonin mRNS-ének részlete. Az 1-3-as exonok a CGRP és

prokalcitoninban is megtalalhatok, a 4. exon specifikusan csak a prokalcitoninban.

Az amplifikdlt DNS szakaszon a konzervativ szekvencidkat és alacsony
komplexitasu ismétlédé DNS szakaszokat (repeateket) BLAST-al és a RepeatMasker
programmal is kizartuk. A vizsgélatainkhoz a h-HPRT alacsony kopia szamu house

keeping gene (haztartasi gen) kit-jét hasznaltuk belsé kontrollként.

Biokémiai PCT meghatarozas
A PCT kimutatéasat szérumbdl a LIA-mat system 300 luminométerrel (Biotest)
végeztik. 1144 betegnél 2002-2004 kozott.
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Eredmények
A 2002-2004 kozott vizsgalt 1144 beteg kb 2/3-a fekiidt intenziv osztalyon. Koros

értéket (>0.5ng/ml) 2002-ben 134 betegnél meértiink, ezek atlag és széras értéke
10.2+18.6 ng/ml volt. 2003-ban 149 esetben, 15.9+51.3 ng/ml értékekkel, 2004-ben 156
esetben, 27.8+81 ng/ml értékekkel mértiink kdérosan magas PCT szinteket. A szOrés
értékek is jelzik hogy a mérsékelten emelkedett szinttél a tobb szézas értékekig valtoztak
az eredmények.

A real time PCR modszerrel végzett méréseink alapjan nem talaltunk kimutathato6
mennyiségii prokalcitonin mRNS expresszio a kilonbdzé valadékokban. A torok és
tidémoso valadékokban kimutathat6 volt a h-HPRT gén mRNS-e. Ez bizonyitja hogy a
sejtes elemek ezen valadékokban a haztartasi géneket fejezik ki (expresszaljak), az RNS
szeparalas, random hexameres cDNS attiras és a real time PCR miikddott. A 3. dbran egy
LightCyclerel végzett PCR amplifikacio eredmenye lathatd, amelyen a haztartasi gén
kllsé kontrol higitasi sora, ill. egy tlidécsovezett paciens tudovaladékabdl nyert mintaja
lathatd csak a héztartdsi génre specifikus primerekkel, csak a prokalcitonin specifikus
primerekkel és két parhuzamos mindkét primer péart tartalmaz6 PCR elegy

felhasznalasaval.
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3. abra prokalcitonin mRNS kimutatasa LightCyclerrel

Az F2 csatornan a higitasi sor kulsé kontrolja teljesen uniform modon a
koncentracionak megfeleléen amplifikalodott. A mindkét primert és a h-HPRT gén
primereit tartalmazé kapillarisban a haztartasi gén azonos mennyisége szaporodott fel. Az
F3-as csatorndn amely a prokalcitonin specifikus probak abszorpciés maximuman a
prokalcitonin expressziot mérte nem kaptunk jelet. Eredményeinket agaréz géles
futtatassal is megerésitettiik, ahol a prokalcitoninra jellemzé 190bp-os DNS fragmenst
nem detektaltuk.

Megbeszélés

Korédbbi allat kisérletek arra utaltak hogy a PCT-nek szerepe lehet a szisztémas
infekciokban lezajlo karos folyamatokban %, ezért fontos lehet keletkezési helyének,

eredetének tisztdzdsa human szepszisben is. Szeptikus allat modellben generalizalt
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tobbféle szovetet érintd, nem neuroendokrin eredetii szOvetekben is kimutattak a
prokalcitonin képzédését ®* 2. Human adipocyta sejtkultirakban hasonlé eredményre
jutottak megerdsitve azt a tényt hogy a PCT pajzsmirigyen kivili is képzédik. Ezek az
eredmények felhivjak a figyelmet arra, hogy kritikus infekcids esetekben az obez betegek
tiineteinek a progresszidja stlyosabb lehet 2. A mi retrospektiv vizsgalataink a BMI
indexek hidnya miatt ezen adatok alatamasztasat nem tették lehetéve.

A szérum prokalcitonin szintek mérése fontos informacidét nydjtott a
diagnosztikaban. A 0.5-2 ng/ml ertékeket altalaban politraumatizécio, égés, sulyos
bakteridlis (nem szepszis) infekcio esetében kaptunk. Tébb mint 2 ng/ml PCT értékek
igazolodtak bakterialis (esetleg gomba) szepszisekben, néha extrém magas (>500ng/ml)
szintekkel. Normal értéket (<0.5 ng/ml) 705 betegnél mértink, ezek hatterében kronikus
gyulladasok, autoimmun folyamatok, virus infekciok vagy enyhe, esetleg kdzépsulyos
bakterialis infekcio allt.

A kvantitativ RT-PCR-o0s eredményeink alapjan a vizsgalt torok véladék, torok
mosé es melliri valadékokban is megtaldlhato sejtek (epithél sejtek, monocytak) nem
expresszaltdk a prokalcitonin  mRNS-ét, azonban a haztartadsi gén kifejezédését
kimutattuk. Aktivalt makrofagokban eredményeinkhez hasonléan mésok sem tudtak
igazolni a PCT mRNS-ének expresszidjat . Periférias vér mononukleéris sejtek csak 3-
5 dran keresztul termeltek a PCT-t az endothél sejtekhez torténé kitapadast kovetéen, 18
6ra milva mar nem @, Ugyanebben a tanulmanyban nem tudtak kalcitonin mRNS-t
kimutatni szeptikus betegek fehérvérsejtjeiben, bar jelentésen emelkedett volt a szerum
PCT szintjuk. Azonban az aktivalt makrofagok altal termelt gyulladasos mediatorok
jelentés PCT termelédést valtottak ki human adipocita sejt tenyészetben. A betegeinktél a
mintavétel késoébbi idépontban tortént, igy adataink is igazoljdk a fentebb emlitett
kutatasi eredményeket. Ugyanakkor Russwurm S, és mktsai ¥ vizsgélataibél kideriil az
is, hogy a kulénbdzé humén szdvetek kulonbdzé mennyiségben termelhetnek PCT-t, a
legtobbet a méj, tesztisz, tlido, prosztata, vese és vékonybeél. Ezen kutatasok tlikrében a
klinikai gyakorlatban a PCT fehérje kimutatasa tiinik legcelravezetébbnek, mivel a

kilonbdz6 szovetekben keletkezett PCT kivalasztodik, 6sszegzoédik a szérumban.
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