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1. Bevezetés

1.1 A COVID-19 jellegzetességei, epidemiologiaja

Kina Hubei tartomanyaban talalhatdé Wuhan varos Egészségiigyi Bizottsaga 2019.
december 31-én ismeretlen eredetii tiid6égyulladasos betegekr6l tett bejelentést.
Kozzétették, hogy a koronavirusok uj torzsét izolaltak, melyet késébb SARS-CoV-2-nek
(Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2) neveztek el (1). Bizonyitast nyert,
hogy ezen virus tekintheté a COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) korokozojanak,
amely megbetegedést 2020. marcius 11-én az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO)
pandémiava nyilvanitott, a jarvany rohamos titemben torténd eszkalacidja miatt (2).

A WHO adatai szerint (https://covid19.who.int) 2023. februar 8-ig, a COVID-19 t6bb,
mint 755 millié megbetegedést okozott vilagszerte és 6,8 millio beteg halt meg a fertdzés
kovetkeztében. Magyarorszagon 2020. marcius 4-én igazoltdk az elsé COVID-19
megbetegedést, majd az els6 SARS-CoV-2 okozta halaleset 2020. marcius 15-én
kovetkezett be (3). A szintén 2023. februar 8-i WHO adatok szerint
(https://covid19.who.int), melyek alapja a hazai adatbazis (https://koronavirus.gov.hu)
Magyarorszagon a COVID-19 kozel 2,2 millio beteget érintett és tobb, mint 48 ezer
halélos aldozatot kovetelt a SARS-CoV-2 virusfertdzés.

A COVID-19 pandémia kovetkeztében elhunytak szamanak pontos meghatarozasa
problémas lehet, ezért informativ az Gn. tobblethaldlozéas értékelése, azaz egy adott
periddusban elhunytak szamanak a korabbi évben/idészakaszban elhunytak szamahoz
vald viszonyitasa (1. abra) (4, 5). A kozolt tobblethalalozas Gsszevetése az egyes orszagok
altal ismertetett halalozas aranyaval, az adott orszag bejelentési rendszerének (,,reporting

systems”) megbizhatosagat is tiikr6zi (2. abra).
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1. abra A COVID-19 pandémia okozta tobblethaldlozas globalis eloszlasa a 2020-
21-es kumulativ id6szakra vonatkozoan (4).
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2. abra A COVID-19 pandémia okozta becsiilt tobblethalalozas és a bejelentett
COVID-19 halalozas aranyanak globalis eloszlasa a 2020-21-es kumulativ
idOszakra vonatkozoan (4).

A halalozast a kiilonb6zo SARS-CoV-2 variansokkal valo fertdzddés is befolyasolja,
mint erre hazai adatok is ramutattak (3. abra). Az Alfa nevet visel6 varianst elséként az
Egyesiilt Kiralysagban mutattak ki 2020. szeptemberében. A masodik hullamban jelentds
szerepet jatszo Béta varians 2020. mdjusdban el6szor Dél-Afrikaban jelent meg. A
tanulmanybol, valamint az abrabol is kirajzoldédik, hogy bar az Omikron (2021.
november, Dél-Afrika) varians fertzoképessége magasabb, ugyanakkor a Delta (2020.

oktober, India) varianshoz képest jelentdsen kisebb aranyban okoz sulyos végkifejletet a



fertézotteknél. A tanulmany egyértelmiien kimutatja, a vakcindk (minden gyarto)

hatasossagat és a tovabbi ismétld oltasok hasznat is (6).
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3. abra A SARS-CoV-2 variansok halalozasra gyakorolt hatasai (6).

Mar a pandémia elején nyilvanvalova valt, hogy a SARS-CoV-2 okozta fertézés
elsGsorban és legsulyosabban a tiid6t tamadja. A kialakult ugynevezett akut 1égzési
distressz szindroma (ARDS), a hyalin membran betegség a légzéfeliilet jelentds
besziikiilését okozza, mely az esetek jelentds részében a beteg halalahoz vezet (3, 7-15).
Az esetek elemzése azonban ravilagitott arra, hogy a tiidon kiviil egyéb szervek is
érintettek lehetnek, igy a sziv, idegrendszer, vese, m4j stb., melyek megbetegedése a
klinikai tiinetek kozott is valtozé mértékben mutatkozhat (9, 16-22). Nem volt ismert, és
jelenleg is vitatott, hogy az egyes szervekben mutatkoz6 elvaltozasok a SARS-CoV-2
kozvetlen citopatogén hatasanak, vagy masodlagosan, a tlidében bekovetkezd
megbetegedés kovetkezményeinek tekinthetdk-e. Kérdéses volt, hogy a szekunder
tényezok kozott elsdésorban az Un. ,citokinvihar”, a stlyos hipoxia, a beteg kezelése
kapcsan alkalmazott gyogyszerek mellékhatasai stb. szerepelnek-e, vagy a virus a tiidon
kiviili egyéb szervek sejtjeiben torténd replikacidja (9, 14, 23-25). Ennek eldontésében
alapvetd a SARS-CoV-2 egyes komponenseinek, igy a tiiske- és nukleokapszid
fehérjéknek immunhisztokémiaval, valamint a virus-ribonukleinsavnak (RNS) in situ

hibridizacidval torténd kimutatasa, melyekre munkank soran magunk is torekedtiink (26).
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A pandémia elemzése soran ismertté valt, hogy a COVID-19 legstlyosabban az
idésebb korosztalyt, valamint egyes tarsbetegségekben szenveddket érinti. Ennek
egyértelmil bizonyitasa, az okok elemzése ugyancsak vilagszerte a kutatasok fokuszaban
allt és all jelenleg is (27).

A COVID-19 pandémia induldsét kdvetden boncolasi adatok csak korlatozottan alltak
rendelkezésre vilagszerte, igy a megbetegedés patomechanizmusanak elemzése
nehézségekbe iitkozott (13). Hazankban a jarvany kezdeti szakaszaban hatdsagi és
igazsagligyi boncolasokat lehetett csak végezni a SARS-CoV-2 fertdzésben elhunytakon,
a késébbi hulldmokban terjesztették ki a boncolasok lehetdségét a patoldgiai osztalyokra
is, elsdsorban a nem egyértelmi, tisztdzatlan haldlozésok esetében. A Semmelweis
Egyetem (SE) Igazsagiigyi és Biztositas-Orvostani Intézetében a jarvany kezdetétol
nagyszamu boncolasra keriilt sor, a SE-en elhunytak mellett a Dél-pesti Centrumkorhaz
(DPCK)-ban elhaldlozottak boncolasa is itt tortént, a SE Il. Sz. Patologiai Intézete
munkatarsainak bevonasaval. Az egylittmiikddés eredményeképpen a vilagon az egyik
legnagyobb, egy centrumbdl szarmazo boncolasi anyag elemzésére kertilhetett sor, 100
(9), majd 150 (27) eset részletes analizise soran.

A boncolasi anyagok tanulmanyozasa soran alapveté volt a SARS-CoV-2 in situ
kimutatéasa, standardizalt, megbizhat6 modszerek alkalmazasa, mely vizsgalataink egyik

alapjat képezte.
1.2 SARS-CoV-2 virus jellegzetességei, kimutatasa

1.2.1 SARS-CoV-2 virus jellegzetességei

1.2.1.1 SARS-CoV-2 virus

A 2019-ben felfedezett SARS-CoV-2, a Coronaviridae csalad Betacoronavirus
nemzetségéhez tartozik és egyszalu, pozitiv szenz RNS-genommal rendelkezik (28). 50-
200 nanométer atmérdji, virionjat lipid burok veszi koriil. A koronavirusok négy
strukturfehérjével rendelkeznek, igy a boritékfehérje (E), membranfehérje (M),
nukleokapszid fehérje (N, NP), tiiskefehérje (S, spike). Ez utdbbi 2 alegységbdl all: az S1
alegység a sejtfelszini receptorhoz kapcsolodik, mig az S2 a virus €s a sejt lipidrétegeinek
egyesiilését segiti (4. abra) (29). A tiiskefehérjék koronaszerti dinamikus feliiletet hoznak
létre, melynek a fertézés folyamatdban van jelentds szerepe. Koszonhetéen a virus

szerkezetének, az meglehetdsen ellenalld mechanikai hatasokra (30).
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4, abra SARS-CoV-2 virus sematikus kiilsd megjelenése: virus burok
tiiskefehérjékkel, valamint a virus kapcsolodasa az angiotenzin-konvertald enzim-
2 (ACE2) sejtfelszini receptorhoz, ahonnan a virus 6rokit6 anyaga a transzmembran
szerin protedaz 2 (TMPRESS2) kozremiikodésével jut a sejtbe (Sajat szerkesztési
BioRender abra).

A SARS-CoV-2 léguti megbetegedést okozd virus, mely cseppfertdzéssel terjedhet
akar 7-8 méteren beliil is, foként kohogés, tiisszentés ttjan (31). A fertdzés fobb tiinetei
a laz, kohogés, nehézlégzés, faradtsag, torokfajdalom. A betegség lefolyasa emberenként
igen valtozd, a tiinetmentestdl egészen az akar haldlos kimenetelllig. Terjedését
megakadalyozni f6ként gyakori fertStlenitdszeres kézmosdssal (mivel a detergens
felbontja a virus kiilsé lipid burkat), megfeleld maszk viselésével és tdvolsagtartassal
lehet (32, 33).

SARS-CoV-2 fertézés kovetkeztében a majban leggyakrabban a transzaminaz
szintjének emelkedése fordul elé. Szintén gyakori az aszpartat-aminotranszferaz (AST)
¢s az alanin-aminotranszferaz (ALT) enzimek szintjének novekedése a majsejtek
karosodasanak koszonhetden. Eléfordulhat még a Gamma-glutamil transzferaz (GGT) és
a bilirubin emelkedés is. Az enzimek megemelkedett szintje a majszovet gyulladasanak,

illetve a majfunkciok romlasanak is lehetnek jelei (22, 34, 35).
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1.2.1.2 SARS-CoV-2 virus receptorok

A SARS-CoV-2 virus a human angiotenzin-konvertald enzim 2 (ACE2) receptoron
keresztiil jut be a sejtekbe, ahogyan azt a 4. abra és az 5. abra szemlélteti. Az ACE2
receptor az erek falaban, légutakban, szivben és epeutakban fordul el6 nagyszamban. Az
ACE2 receptor a SARS-CoV-2 mellett egyéb virusok sejtbe jutasaban is szerepet jatszik.
A sejtbe valo bejutashoz a SARS-CoV-2 virus a tiiskefehérjéjét (spike) hasznalja, amely
kapcsolodik az ACE2 receptorhoz. A kapcsolddas utan egy masik, a sejtmembranban
talalhatd cellularis enzim, a transzmembran protedz szerin 2 (TMPRSS2) hasitja a
virustiiske fehérjét, ezzel szabadda téve az S2 alegység fuzids doménjat, mely igy

Az ACE2 receptorok nagy mennyisége és magas aktivitasa novelheti a COVID-19

megbetegedés lefolyasanak sulyossagat a tiidében, a fennalld sziv és érrendszeri betegség

fokozott kockazatot jelent (28, 36-38).

1.2.1.3 SARS-CoV-2 virus replikacioja

Ahogyan az 5. abra vazolja, a megfert6zott sejtekben a replikacio soran a SARS-CoV-
2 virus el6szor a teljes orokitéanyagat (RNS) masolja le (negativ szenz kopiak), igénybe
véve a sejtek szintézis apparatusat. Innen torténik a teljes genom sokszorozddasa. A
masolatok részben a virionok oOrokitdanyagat adjak, részben pedig mRNS-ként
transzlacios templatok lesznek az ORFlab-szakasz (Open Reading Frame)
leforditasahoz, a replikdciés komplexek elkészitéséhez. A SARS-CoV-2 virus
replikacidjahoz sziikségesek a virus RNS-polimeraz, a virus proteaz és a virus helikaz
enzimek (28, 33).

A transzkripcid soran lehetséges, hogy a negativ templatszalak szegmentaltan
irodjanak at, ez okozza, hogy a koronavirusok genetikai rekombinaciora hajlamosak (39).
A transzkripcié mechanizmusanak koszonhetéen kiilonb6z6é hosszisagh mRNS-ek
képzddnek, tekintettel arra, hogy a templat szal 5’ végéhez legkdzelebb a nukleokapszid
fehérjét kodolo szakasz (N-gén) talalhatdé, amely mindenképpen atirasra keriil (28). A
keletkezett pozitiv szenz szalak latszolag policisztronosak, gyakorlatban azonban
monocisztronos MRNS-nek bizonyulnak. Ezekbdl adodik, hogy a detektalhatosagra,
illetve annak érzékenységére, hatassal lehet a transzkripcid is, nem csak a replikacio. Az

ujonnan keletkezett virusok elhagyjak a gazdasejtet €s 0jabb sejteket vesznek célba. A
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virusfert6zés szervezetben torténd terjedésének akadalyozédsara alkalmas modszer a

replikacio gatlasa (32, 36, 38, 40).
6
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5. abra SARS-CoV-2 virus replikacidja (sajat forditas, Benjamin Goldman-lsaelow
¢s Ginny Fulfor BioRenderen kdzzétett abrdja alapjan).

1.2.2 SARS-CoV-2 virus kimutatasa

1.2.2.1 Reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A SARS-CoV-2 virus jelenlétének kimutatdsa szovetekben tobbféle modszerrel
lehetséges. A leggyakrabban hasznalt (arany standard) modszer a RT-PCR vizsgalat,
amely a virus RNS-ét mutatja ki a mintaban, egy meghatarozott primer segitségével. A
RT-PCR teszt szenzitiv és specifikus modszer, képes kimutatni a virus jelenlétét alacsony
virusszam esetén is. A modszer a nativ virusgenomon tul, a transzlacié elétt 4ll6 mRNS-
szakaszokat is detektalhatja. A klinikumban a terapias dontések szempontjabol is a RT-

PCR vizsgalat eredménye a meghatarozo (41).

1.2.2.2 Immunhisztokémia
Az immunhisztokémiai reakcio segitségével (IHC) a virus fehérje egyes komponensei

detektalhatok a szovetekben. Az IHC modszer mind érzékenységhben, mind pedig
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specificitasban elmarad a PCR-hez képest, nagy elénye viszont, hogy segitségével

lokalizalhat6 a szoveteken beliil a virus eléfordulasa (42-44).

1.2.2.3 Insitu hibridizacié

Az in situ hibridizaci6 (ISH) soran a virus nukleinsav (RNS vagy DNS) adott
szakaszahoz egy megfeleld, komplementer proba kapcsolodik. A prébahoz kotott
jelerdsitd struktirahoz fluoreszcens molekuldk vagy kromogén enzimek kapcsolhatoak,
ezzel lehetdvé téve a keresett szakasz detektalasdt. A modszer kellden szelektiv és
érzékeny, kis virusszdm kimutatasdra is alkalmas, valamint lehetéséget ad a virus

nukleinsav szoveti lokalizaciojanak vizualizaciojara is (42, 45, 46).

1.2.2.4 Elektronmikroszkopia

Tovabbi médszer a virus detektalasara és azonositasara az elektronmikroszkdpos (EM)
vizsgalat. Kivitelezése a fenti modszerektdl eltérden, ahol alapvetden a rutin mdédon
kezelt anyagokbol torténik a virus alkotorészeinek a kimutatdsa, az EM specialis
beliili vizualizalasara, elhelyezkedésének és egyéb sejtalkotorészhez vald viszonyanak a

demonstralasara (47).
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2. Célkituzések

A COVID-19 jarvany soran elhunytak vizsgalata szdmos kérdést vetett fel, melyek
megvalaszolasa érdekében magunk, a Semmelweis Egyetem Patologiai, Igazsagiigyi €s
Biztositasi Orvostani Intézet COVID-19 munkacsoportjanak tagjaiként, vizsgalatokat

végeztiink, az alabbi célkitiizésekkel, melycket alapvetden két csoportra osztottunk:

I. A SARS-CoV-2 fert6zott elhunytak boncolasi adatainak elemzése, kiemelve az
egyes szervekben észlelt elvaltozasok sulyossagat, ezek osszefiiggését a halalokkal és

tarsbetegségekkel:

1. A SARS-CoV-2 fertdzott, elhunyt boncoltak demogréfiai jellemzdinek, igy a kor, a
nem ¢és a tarsbetegségek SARS-CoV-2 fertézéssel vald Osszefiiggésének elemzése
a COVID-19 pandémia egyes hullamaiban.

2. A SARS-CoV-2, mint halaloki tényezd szerepének a vizsgélata a fert6zottekben, a
tarsbetegségek figyelembevételével.

3. Az egyes szervekben észlelt elvaltozasok sulyossagi fokozatanak statisztikai
elemzése, Osszefliggése a tiidoben észlelt patoldgiai kép sulyossagaval és a

SARS-CoV-2 fertdzés halalokban betdltott szerepével.

Il. A SARS-CoV-2 egyes protein és RNS komponenseinek kimutatisa a
fertozottek boncolasi anyagaban hisztologiai, immunhisztokémiai és molekularis

biologiai modszerekkel:

1. A SARS-CoV-2 virus komponenseinek detektalasa kiilonbozé szdvetekben és
sejtekben.

2. SARS-CoV-2 virus immunhisztokémiai kimutatdsira vonatkozd orszagos
korvizsgélat szervezése.

3. A szervi elvaltozasok primer (citopatogén) vagy szekunder jellegének Osszefiiggése

a virus kimutathatdsagaval, fokuszalva a majra.
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3. Modszerek

3.1 A SARS-CoV-2 fertozott elhunytak boncolasi elemzése

Kutatasunk elsé szakaszaban 100 olyan elhunytat vizsgaltunk a Semmelweis Egyetem
Igazsagiigyi és Biztositas-orvostani, valamint a Il. Sz. Patoldgiai Intézetében, akik a
DPCK-ban alltak kezelés alatt és hunytak el a COVID-19 els6 (2020. jalius 31-ig) és
masodik hullama sordn, 2020.06.11. és 2020.12.27. k6zott. Az elhunytak SARS-CoV-2
fert6zottségét meég életiikben, nazofaringealis Gton vett mintabdl, reverz transzkriptaz
polimeraz lancreakcioval (RT-PCR) igazoltak (14sd kés6bb). A részletes klinikai adatok,
laboratoriumi paraméterek a korboncolasok megkezdésekor a DPCK ¢és az SE
korhazinformatikai rendszereibél kinyerve, rendelkezésre alltak. A boncolasok
eredményeit a klinikus kollégak (Dr. Kiss-Dala Noémi, Dr. Lakatos Botond, Dr. Szlavik
Janos, Prof. Valyi-Nagy Istvan) és az idokozben a Semmelweis Egyetem két intézetében
megalapitott COVID-19 Patologus Munkacsoport (PM) tagjaival heti rendszerességgel
tartott Zoom-konferencian elemeztiik, megvitattuk és meghataroztuk a végrehajtando
eljarasok sorrend;jét, sziikségességét.

Ezen szakaszban a korboncolasokat, egységes dokumenticids €s mintavételezési
protokollt kovetve, Dr. Danics Krisztina tanarsegéd asszony végezte, szigoru
biztonsagossagi protokollok és izolalasi feltételek betartasaval, elkiilonitett bonctermi
részlegben. A boncoldsok soran a szervi elvaltozasokrol igen részletes fotddokumentacio
késziilt, melyek az egyes esetek elemzése soran az elemzé klinikopatologus csapat
rendelkezésére alltak.

A kutatas masodik szakaszaban a boncolasra keriilok, illetve mintaik a DPCK-ban
elhunytak mellett a SE klinikain, els6sorban a COVID-19 fertézotteket ellatd intenziv
terapias osztalyokon elhunyt személyektdl is szarmaztak. A boncolasok végzésébe a |l.
Sz. Patoldgiai Intézet munkatarsai is bekapcsolodtak Dr. Glasz Tibor docens ur, Dr. Lotz
Gabor docens ur és Dr. Varkonyi Tibor tanarsegéd ur feliigyeletével. A boncolési
eredmények elemzése, a kordbbiakhoz hasonléan, heti Zoom-egyeztetéseken kertilt
klinikopatologiai megbeszélésre és értékelésre, majd statisztikai elemzésre. Az utdbbi

munkat, beleértve az adatbeviteli lapok szerkesztését, adatbevitel karbantartasat, a
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patologusok altal adott szdmszerisitett értékelés statisztikai elemzését magam végeztem
el.

A mintavételezési protokoll meghatarozasa, igy a kivagandé blokkok helye, szama, a
COVID-19 PM véleménye alapjan tortént. A mintavételezési lokacidkat az 1. tablazat
tartalmazza. A mintak szama esetenként atlagosan 40 (20-60 kozott) volt, mely specialis
elvaltozas észlelése esetén (pl. daganat) nagyobb mintaszamot is jelenthetett. A
protokollban egy alkalommal tortént valtoztatas 2021.03.08-ai hatallyal: a kezdeti
tapasztalatokat, eredményeket figyelembe véve ezen datumtol kezdve a tablazatban
csillaggal jelolt helyekrdl nem tortént kivagas.

1. tablazat Mintavételezés helye, a mintak szdma.

szerv régio; blokk szam
kamra: jobb, bal; 2
sziv kamrai sovény™; 1
koszortuverdér: bal, jobb*; 2
1égcso kozEépso rész; 1
jobb féhorgo™; 1
jobb lebeny: felsd, kozépso, also; 3
fids jobb hillﬂs = h?rg(’i*; 1
bal f6horgd™; 1
bal lebeny: felso, also; 2
bal hilus — horgo™; 1
nyelv gyok; 1
nyeldcsd kozépso rész; 1
gyomor antrum-corpus hatara; 1
vékonybél ileum, jejunum; 2
vastagbél coecum, sigma, appendix; 3
1ép 1ép; 1
hasnyalmirigy fej; 1
test, farok™; 2
maj bal, jobb lebeny; 2
pajzsmirigy Jobb; 1
bal*; 1
vese bal, jobb; 2
mellékvese bal, jobb; 2
orr orrmellékiireg; 1
prostata / uterus prostata / uterus test*; 1
ovarium jobb ovarium*; 1
portio portio*; 1
agy kiilon protokoll szerint; 30

*a jelolt regiokbol 2021.03.08. utan nem tortént mintavétel
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A halal bedlltat kdvetden, a torvényi eldirdsok figyelembevételével, igyekeztiink a
boncolasok lehetd legrovidebb idén beliili megkezdésére. A ,,post mortem intervallumot”
(PMI) minden esetben gondosan rogzitettiik. Néhany esetben ugynevezett ,,rapid”
korboncolasok végzésére is sor keriilhetett, azaz a boncolast, a megfeleld klinikai adatok,
dokumentacio ¢és epikrizis birtokaban a halalt kovetd 6 o6ran beliil meg lehetett kezdeni.

A SARS-CoV-2 virus kimutatasahoz az elhunytak (kor)boncoldsa soran késziilt
formalin fixalt, paraffinba agyazott szoveteket hasznaltuk.

A késobbiekben a SARS-CoV-2 virus majban okozott hatasainak vizsgalatdhoz 20
olyan esetet valasztottunk ki, ahol a boncolas a halal idépontjatol szamitott 48 dran beliil
megkezdddott.

A vizsgalatok megfeleltek a Helsinki Deklaracid irdnyelveinek, az Egészségiigyi
Tudomanyos Tandcs (ETT) Tudomanyos és Kutatdsetikai Bizottsaga (TUKEB) a
IV/3961-2/2020/EKU (hosszabbitasi engedély: BMEU/4354-1/2022/EKU), a 1V/938-
1/2022/EKU, valamint a 1V/939-1/2022/EKU azonositd6 szamu hatarozataiban

hozzajarult elvégzésiikhoz.
3.2 Hisztologia

A korbonctani vizsgalat soran kimetszett mintakat a tovabbi feldolgozas érdekében
4%-o0s pufferolt (pH=7,4) formaldehid oldatba (Molar Chemicals Kft., Halasztelek,
Magyarorszag) — ami 10%-0s formalinnak felel meg — helyeztilk, majd a mintak
Intézetiink rutin szovettani laboratériumaba keriiltek, ahol a rutin eljarasoknal
alkalmazott protokoll szerint tortént a szovetek feldolgozasa (Excelsior AS, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

A mintak paraffinba (Bio Optica Milano S.p.A., Milano, Olaszorszag) valo agyazasa
a HistoCore Arcadia C és H (Leica Biosystems Nussloch GmbH, NuB3loch, Németorszag)
késziilékek segitségével tortént. Az igy elkészitett ,,formalin fixalt paraffinba agyazott”
(Formalin Fixed Paraffin Embedded; FFPE) szovettani blokkokbdl 3-4 mikrométer
vastag metszeteket készitettlink Leica RM2235 (Leica Biosystems Nussloch GmbH,
NuBloch, Németorszag) félautomata mikrotommal.

Azokat a metszeteket, amelyeken a hagyomanyos szovettani festési eljarasokat
terveztiink végezni, Marienfeld Superior (Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-

Konigshofen, Németorszag) tipust liveg targylemezekre usztattuk. TOMO (Matsunami
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Glass IND. LTD, Oszaka, Japan) gyartmanyu adheziv targylemezekre preparaltuk azokat
a mintdkat melyeken immunhisztokémiai (IHC) reakciokat terveztiink elvégezni. Az
Aptaca (Nuova Aptaca SRL, Canelli, Olaszorszag) altal készitett bevont targylemezekre
usztattuk a vizr6l azokat a lehtizasokat, melyeken a tovabbiakban in situ hibridizacios
(ISH) technikat alkalmaztunk.

A targylemezen 1évé mintat 53 °C-os vizfiirdd segitségével simitottuk ki, rogzitettiik.
A hagyomanyos festési eljardsokhoz készitett mintaknal 10 perc 70 °C-0s,
szaritoszekrénybe helyezéssel, mig az immunhisztokémiai és in situ hibridizacios
vizsgalatokhoz készitett anyagok esetében fél perces, 60 °C-os fhitdlapon torténd
melegitéssel erdsitettiik meg a lemezhez vald tapadast. Az utobbi mintakat tovabbi
feldolgozasukig 4 °C-on, hiitészekrényben taroltuk.

A hematoxilin-eozin (HE), perjodsav-Schiff (PAS) és diasztaz emésztés utani
perjodsav-Schiff (ePAS) festésekhez a metszeteket hiit6bol kivéve Leica ST5020 tipusu
festd automataba (Leica Biosystems Nussloch GmbH, NuBlloch, Németorszag) helyeztiik.

A megfestett metszeteket Leica CV5030 tipust fedé automata (Leica Biosystems
Nussloch GmbH, NuBloch, Németorszag) fedte le, Schott D 263 (Paul Marienfeld GmbH
& Co. KG, Lauda-Konigshofen, Németorszag) fedélemezzel. A fedéshez felhasznalt xilol
bazist fedéanyag Surgipath Micromount (Leica Biosystems Nussloch GmbH, NuBloch,
Németorszag) megnevezésii volt. A szovettani feldolgozas folyamatit a 6. abra

szemlélteti.

BONCOLAS
SZOVETTANI
ELOKESZITES

(FFPE)

SZKENNELES

ERTEKELES

=
s

6. abra A mintak feldolgozasanak vazlatos dsszefoglalasa (sajat készitésii abra).
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3.3 SARS-CoV-2 kimutatasi modszerek

A tovabbiakban az altalunk, a kutatas soran alkalmazott modszerek rovid leirasara
szoritkozunk. A virus egyes alkotorészeinek (proteinek, RNS) kimutatasara
immunhisztokémiai (IHC), RT-PCR ¢és in situ hibridizacios (ISH) technikakat

alkalmaztunk.
3.3.1 Immunhisztokémia

A hagyomanyos festési technikdkkal késziilt metszetek attekintését kovetden a
megfeleld mindségli mintakon IHC reakcidkat végeztiink. Az egyes immunhisztokémiai
reakciokhoz tartozd protokollok kiilonbségeit kivonatosan a 2. tablazat ismerteti. A
reakciokat Ventana markaja BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems Inc.,
Tucson, Arizona, USA) tipustt immunhisztokémiai automatakon futtattuk. A reakciok
kivitelezései a rutin diagnosztikdban megszokott modon, a gyartéi ajanlasnak
megfeleléen, gyartdi kitek felhasznalasaival tortént, a primer antitesteket kiilonb6z6
higitasban alkalmazva, ahol ez indokolt volt, elsésorban a SARS-CoV-2 [HC reakcidok
esetében.

2. tablazat Az egyes immunhisztokémiai reakcidkhoz tartozd protokollok
Kivonata.

PZZ;?E:” Sejt k;);;:l;:;(;nélés, Inkubalas Hattérfestés (Ilgflljll:];s)
738 95 °C; 8 + 52 perc 35 °C; 48 perc 4 perc 4 perc
739 95 °C; 8 + 52 perc 36 °C; 48 perc 4 perc 4 perc
880 95 °C; 8 + 36 perc 42 °C; 32 perc 12 perc 8 perc
911 95 °C; 4 + 40 perc 36 °C; 40 perc 12 perc 8 perc
913 95 °C; 4 + 40 perc 35 °C; 48 perc 12 perc 8 perc

A reakciokhoz manualisan adagolt (titralas) primer antitestek jellemzoéit a 3. tablazat
tartalmazza. A megfelel6 antitesthigitast a vizsgalatok megkezdése el6tt allapitottuk meg,
melynek szempontja a reakci6 intenzitasa és a hattér értékelése volt. Pozitiv kontrollként
RT-PCR-rel igazolt, SARS-CoV-2 fert6zott mintakat hasznaltunk. Az elvaltozasok
jellegét tekintve a pozitiv kontroll a tiid6bol, majd a késébbiekben a SARS-CoV-2 pozitiv

placentakbol keriilt ki. A placenta mintdk hasznalata mellett sz6lt a homogénebb
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immunhisztokémiai reakcié megjelenése, valamit, hogy nem post mortem anyag, igy a
szovet kevésbé autolizalt. Negativ kontrollként a primer antitest kihagyasa, valamint RT-
PCR-rel negativnak bizonyult, a pandémia el6tti (2018-2019) boncolasokbdl szarmazé
(tiid6) mintak, valamint placentarészek keriiltek felhasznalasra.

Masodlagos antitestként a primer antitest ellen termelt specifikus antitestet
hasznaltunk (3. tablazat).

Az IHC reakcioknal kétféle detektalasi modszert vettiink igénybe. A mintak
tobbségénél torma peroxidaz (HRP) enzimet és diaminobenzidin (DAB) kromogént
hasznaltunk: 880, 911, 913 szamu protokollok (2. tablazat). Mig a maj metszeteknél
annak érdekében, hogy az esetlegesen jelenlévé barnas szinti lipofuszcin ne zavarja meg
az értékelést, alkalikus foszfataz (ALP) enzimet és Fast Red kromogént alkalmaztunk:
738, 739 szam protokollok (2. tablazat).

3. tablazat Az immunhisztokémiai reakciok soran felhasznalt antitestek adatai.

T Antitestklon | Gyarté | Katalégus | Higitasi | Protokoll
Célantigén fai - . A .
aj szam arany szama
JC70A
CD31 egér Dako M0823 1:300 880
monoklonalis
QBENd/10
CD34 egér Leica | NCLb- 14309 880
- END
monoklonalis
KP1
CD68 egér Dako M0814 1:4000 880
monoklonalis
OV-TL 12/30
CK7 egér Dako M7018 1:3500 880
monoklonalis
EPR7583
CLAUDIN-5 nyul Abcam | ab131259 1:200 880
monoklonalis
F8/86
FACTOR VIII egér Dako M0616 1:100 880
monoklonalis
SARS-CoV-2 05 40143-
NUKLEOKAPSZID egér Sino 1:1000 739, 911
- MMO05
(NP) monoklonalis
SARS-CoV-2 E5S3V
TUSKEFEHERJE nyul CST 99423 1:500 738,913
(SPIKE) monoklondlis

*A gydrték pontos adatai az Ertekezés elején (7. oldal) keriiltek részletesen felsoroldsra.
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3.3.2 Insitu hibridizacié (RNAscope®)

Az in situ hibridizacios technika alapjat a nukleinsav bazisparok kapcsolata adja. A
vizsgalatokat az RNAscope® 2.5 Assay €s RNAscope® 2.5 HD Detection Reagent —
RED kitekkel (Advanced Cell Diagnostics Inc. (ACD), Newark, CA, USA) végeztiik, a
322452 ¢és 322360-USM  szamu felhaszndloi utasitdsok alapjan. A felhasznalt
hibridizacids probakat szintén az ACD gyartotta a 848561 katalogus szamon (bp 21631-
23303). Az aldbbiakban a gyartéi Utmutatdhoz képest roviditve, a fobb Iépéseket
kiemelve kovetkezik a reakci6 leirasa.

A hitébdl eldvett mintdk deparaffindlasanak elsé 1épéseként 5 percre analitikai
tisztasagu xilolba (VWR International Kft., Debrecen, Magyarorszag) tettiik a lemezeket,
majd Kivétel utan attettiik Gjabb 5 percre friss xilolba (kétszer valtott xilol). Ezek utan a
lemezeket kétszer egymas utdn 1 percre tiszta abszolut etanolba (VWR International Kft.,
Debrecen, Magyarorszag) meritettilk és mozgattuk, sziirépapirra tettiik, majd 5 percig
szobahdmérsékleten szaradni hagytuk.

A mintdk protokoll szerinti el6kezelése 10 perc hidrogén peroxiddal torténd inkubalas
utan desztillalt vizes mosassal tortént. A desztillalt vizben kondicionalt, majd higitott
(1X) feltard reagensbe meritett metszeteket tartalmazo edényt 99 °C-os vizfiirddbe tettiik
20 percre (korabbi tapasztalataink alapjan alkalmaztuk ezt a 15 perces gyartoi ajanlashoz
képest 5 perccel hosszabb feltarast). Ujabb desztilllt vizes mosast kovetéen 3 percig
abszolut etanolba tartottuk, majd 60 °C-on szaritottuk a mintdkat. A széraz
targylemezeken hidrofob tollal rajzoltuk korbe a szoveteket. Protedz enzim
hozzaadésaval, majd nedves kamraban 30 percig tartdo 40 °C-on inkubalassal folytattuk a
munkat, az ezt kovetd desztillalt vizes mosassal lezarult az elokezelések sora.

A mosd puffer higitdsa, reagensek 0Osszemérés utdn a 40 °C-ra eldmelegitett
metszetekhez hozzaadtuk a szintén 40 °C-os probakat, majd ugyanezen a hdmérsékleten
2 orat specialis nedveskamras siitében inkubaltuk azokat, mig a hibridizacio lezajlott.
Mosast kovetden megkezdtik a jel erdsitd struktira probdkhoz kapcsolasat. Az
amplifikacios fa 1étrehozasahoz hatszor ismételtiik a soron kovetkezo reagens (AMP1-6)
hozzaadasa, 40 °C-on inkubalasa: AMP-1, -3, -5 esetén 30 percig, AMP-2, -4, -6 esetén
15 percig, végiil mosasa 1épéseket. A jel detektalasahoz szobahdmérsékleten hozzaadtuk
az alkalikus foszfatdz enzim szubsztratjat €s kromogénjét, 10 perc elteltével mostuk. A

metszeteket 2 percig hematoxilinnal festettiik végiil 0,02%-0S ammonids csapvizzel
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kékitettiik. A metszetek szaradasa utan alkoholmentes EcoMount (Biocare Medical LLC,
Pacheco, CA, USA) fed6anyag segitségével fedtiik oket.
A technika kapcsan megjegyzendd, hogy a gyartoi ajanlas szerint a 16 6ranal kevesebb

vagy 32 oranal tovabb tarto fixalas ronthatja az RNAscope® teljesitményét.

3.3.3 RT-PCR

Az FFPE blokkokbdl készitett 3 db 5 pm vastagsagu metszetek 1,5 ml-es, steril
Eppendorf csévekbe keriiltek. A ribonukleinsav izolalasat RNeasy FFPE Kit (Qiagen
N.V., Venlo, Hollandia) kittel végeztiik, a gyarto altal mellékelt HB-0375-006 szamu
protokoll szerint. Deparaffinalast kovetéen, Proteindz K enzimekkel emésztettiik a
mintat. A lecentrifugalt anyagban DNaz enzimek segitségével emésztettilk a DNS-t, Red
Blood Cell (RBC) puffer és etanol kiséretében. Az izolald oszlopra pipettaztuk a minta
oldatot, centrifugaltuk, mostuk, centrifugaltuk végiil eludltuk az oszloprol az RNS-t. Az
izolatum mindségét, tisztasagat NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) spektrofotométerrel ellendriztiik. Megfelelonek fogadtuk el azokat
az izolatumokat, ahol 260 és 280 nanométeren mért abszorbancia értékek hanyadosa 1.8
és 2.1 kozott volt.

Az izolalt RNS tovabbi Vvizsgalata az amerikai Betegségmegel6zési és Jarvanyiigyi
Kozpont (CDC, Centers for Disease Control and Prevention) altal kiadott CDC-006-
00019 szamu diagnosztikus panel protokollja alapjan zajlott. A SARS-CoV-2 virus
detektalasahoz felhasznalt primerek és probak (N1, N2) a virus nukleokapszid génjében
talalhatoak. Egy tovabbi primer-proba rendszert is hasznaltunk, a human RNaz P gén
(RP) kimutatasara, a folyamat kontrolljaként.

A primereket (N1, N2, RP) és a TaqMan® jelolt probakat az Integrated DNA
Technologies Inc. (Coralville, IA, USA) gyarté 10006770 katalogus szamu, SARS-CoV-
2 Research Use Only gPCR Primer & Probe Kit elnevezésii készlete tartalmazta. A reverz
transzkriptaz enzimeket, deoxinukleotid-trifoszfat (dNTP), UNG-ket (Uracil-DNA
Glycosylase), termo stabil DNS polimerazokat, ROX (karboxirodamin) festéket az
A15300 katalogus szamt TagPath™ 1-Step RT-gPCR Master Mix (4x) (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) kit foglalta magaba.

A reakcio master mix osszeméréséhez n+2 (ahol n a vizsgalni kivant mintdk szama)
szer 1,5 pl primer-proba mixet; 8,5 ul nukleaz mentes vizet; 5,0 ul TagPath™ 1-Step RT-
gPCR Master Mix-et hasznaltunk. 96-lyuku plate adott well-jébe 15 ul reakcié master
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mix-et pipettaztunk, majd 5 pul RNS izolatumot mértiink, igy a teljes térfogat 20 ul. A
vizsgaland6 mintak, negativ (NTC, No Template Control) és pozitiv kontrollok (reakcid
és extrakcio) elhelyezése utan a plate-et fed6 foliaval lezartuk és a PCR késziilékbe
helyeztik.

A vizsgalat Light Cycler 480 Il (Roche Diagnostics Inc., Indianapolis, IN, USA)
késziléken tortént, az alabbi id6tartam és hOmérséklet beallitasok szerint. Els6 fazis: 2
perc, 25 °C; masodik fazis: 15 perc, 50 °C; harmadik fazis: 2 perc, 95 °C; negyedik fazis:
3 masodperc, 95 °C, majd 30 masodperc, 55 °C, a negyedik fazis 45 alkalommal volt
ismételve. A kiértékelés soran 40 ciklusnal (negyedik fazis) huztuk meg a jel
detektalasiciklus-kiiszobértékét (Ct, Cycle Threshold).

3.4 Digitalis képalkotas

A leirt modokon elkésziilt metszeteket 3DHistech Pannoramic® 1000 (3D Histech
Kft., Budapest, Magyarorszag) tipusi metszetszkennerrel digitalizaltuk. A szkennelt
képeket kezdetben 0,12 pm/képpont felbontassal, majd késébbiekben, amikor bizonyossa
valt, hogy ennél kisebb felbontas is megfelel a kiértékeléshez 0,24 pum/képpont
felbontassal készitettiik. Ezek az értékek hozzavetdlegesen a hagyomanyos
mikroszkopiaban hasznalt 80 szoros ¢és 40 szeres nagyitdsnak megfeleld képet
eredményeznek. A digitalizalas soran manualis minta kijel6léssel dolgoztunk. A mintat
egy sikban szkenneltiik (single layer), az automatikusan meghatarozott f6 fokuszpontok
tavolsagai 1500 um és 3000 um kozé estek.

A digitalizalt képeket rendszerezve, Intézetiink digitalis archivumaba (SlideCenter)
toltottiik fel. A képek megjelenitésére, illetve jelolésére a SlideViewer (3D Histech Kft.,

Budapest, Magyarorszag) szoftvert hasznaltuk.
3.5 Mintak kiértékelése

A digitalizalt szovettani metszeteket patologus szakorvosaink konzultacios
csoportokban, kozosen tekintették at. Az értékelés objektivizalasara konszenzuson
alapul6 pontozasi értékelési rendszert hoztunk 1étre, melyben az adott elvaltozas, reakcio
jelenléte mellett annak sulyossagi fokozatat is szdmszerUsitettiik, az adott elvaltozasnak
megfeleld, eléore meghatarozott pontozasi értékkel. A tovabbiakban a szdmszeriisitett

eredmények rogzitésére online tirlapokat készitettiink Microsoft 0365 Forms (Microsoft
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Corporation, Redmond, WA, USA) szoftver segitségével, valamint a Microsoft 0365
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) programot hasznaltuk. A szdveti
szinti  elvaltozasok  részletes mennyiségi, mindségi  (stlyossagi  fokozat)
elemezhetdségének érdekében, négy szerv vonatkozasdban kiilon értékeld trlapot
alkottunk, melynek értékelt és a késébbiekben az eredményekben bemutatott szempontjai
az aldbbiak voltak:

e Tid6: trombodzis/embolus, fibrin makro/mikrotrombus, DAD exudativ fazis, DAD
proliferativ fazis, DAD fibrotikus fazis, vérzéses infarktus/vérzés alveolusokban,
alveolaris 6déma, leukocita reakcio, limfocita reakcio, idegen test a 1égutakban

e Sziv: intersticialis fibrozis, hullamos szivizomrostok (wavy fibers), akut iszkémias
miocita karosodas, szepszis

e Vese: globalis glomerulosclerosis, arteriosclerosis, intersticialis fibrozis/tubularis
atrofia

o Maj: szteatozis, pangas, Centrolobularis nekrozis, Kolesztazis, kronikus gyulladas,
fibrozis

Ezen feliil minden trlap tartalmazott még technikai jellegli informacidkra vonatkozé és
egyeb megjegyzésekre lehetdséget adé mezdket.

A tiid6 esetében a kiértékelés soran 1étrehoztuk a teljes tiid6 hisztoldgiai pontrendszert,
,»Total pulmonalis hiszto-score” (TP) néven, melynek részelemei, stlyossag szerint 0-t6l
3-ig pontozva a kovetkezdk: fibrin mikrotrombusok, hyalin-membran (DAD exudativ
fazis), fibrozis alveolusfalakban és/vagy alveolustérben (DAD fibrotikus fazis), alveolaris
0déma, alveolaris vérzés, pneumocyta II hiperplazia, lapham metaplazia, alveolaris
makrofagok, limfocitas infiltracio.

A majban a jellegzetes elvaltozasok leirdsara szintén létrehoztunk egy hisztologiai
kiértékelési rendszert, ahol 0-t6l 3-ig pontoztuk az egyes részelemeket, melyek a
sinusoidealis ektdzia (S), endothelsejtek karosodasa (E) és fibrin akkumulaci6 (F) voltak,
a felsoroltak egytittesen a SEF-score értéket adtak.

Koszonhetéen sajat kutatasainknak, elemzéseinknek, valamint a DPCK csapatat
erdsitd adattudosok altal végzett lekérdezéseknek, a medikai rendszerekbdl (DPCK és SE
korhazinformatikai adatbazisai, valamint a Nemzeti COVID-19 Regiszter, Nemzeti

Egészségbiztositasi Alapkezel6 adatbazisa) széles korben tudtunk informaciokat kinyerni
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a korel6zményekre, tarsbetegségekre vonatkozoan. Ugyanakkor voltak elhunytak, akik
esetében csak alapveté adatokkal rendelkeztiink.

A DPCK ¢s az SE adatbazisaiban elérhetd laboratoriumi vizsgalatok szintén tag skalan
mozogtak, mind a mintavételek szamanak, mind a vizsgalt paramétereknek tekintetében.
A kutatas elsé fazisaban az alabbi paramétercket vettiik szamba (ahol elérheté volt):
alkalikus foszfataz, bilirubin, kreatin-kinaz myocardial band, C-reaktiv protein, D-
Dimer, becsiilt glomerularis filtracios rata (estimated glomerular filtration rate from the
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation), ferritin, gamma glutamil
transzferdz, aszpartat-aminotranszferdz, alanin-aminotranszferaz, nagy érzékenységii
troponin, Interleukin-6, laktat dehidrogenaz, limfocita szam, neutrofil szam, N-terminalis
pro B-tipusu natriuretikus peptid, nitrogén, kreatinin. Azokban az esetekben, ahol egy
adott elhunythoz t6bb id6pontbol szarmazéd eredmény is elérheté volt, a halal el6tti 7
napban mért értékek medianjat hasznaltuk, ahol ez nem volt lehetséges, ott a halal eldtti
utolsd elérhetd adatot vettiik figyelembe. A kutatas késébbi fazisaban a korabbi
eredmények tanulsagai szerint az Eredmények fejezetben leirt moédon sziikitettik a
vizsgalt paraméterek listajat.

A PM kozdsen végezte el a korelézmények, tarsbetegségek, laboratoriumi vizsgalatok
eredményei, makroszkopos elvaltozdsok és a szOvettani pontértékek egyiittes
figyelembevételével az elhunytak haldloki csoportokba sorolasat. A PM altal megalkotott
halaloki kategériak felsorolasat, valamint a hozzajuk tartoz6 definiciokat az alabbi 4.

tablazat tartalmazza.
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4. tablazat Halaloki kategoridk definicidi SARS-CoV-2 fert6zott elhunytak

esetében (9).

KATEGORIA

KOZVETLEN
HALALOK

SARS-CoV-2 FERTOZOTTSEG
ES A HALALOK
OSSZEFUGGESE

1. kategoria

Stulyos COVID-19
pneumonia: DAD, ARDS,
pulmonalis intravaszkularis
¢s intraalveolaris fibrin
koagulacio.

“Eros” osszefiiggés a
SARS-CoV-2 fertdzéssel, a
tarsbetegségek nem sulyosak,
sulyos pneumonia.

2. kategoria

Sulyos meglévo
tarsbetegség.

“Kiegészit6” osszefiiggés a
SARS-CoV-2 fertdzéssel,
COVID-19 pneumonia, mint
tarsbetegség.

3. kategoria

A halal egyéb okai, melyek
nincsenek kapcsolatban a
SARS-CoV-2 fertdzéssel.

“Gyenge” osszefiiggés a
SARS-CoV-2 fertdzéssel, nincs
COVID-19 pneumonia.

3.6 Orszagos patologiai korvizsgalat

Az Emberi Eréforrasok Minisztériuma javaslata alapjan igyekeztink a hazai
forgalomban elérhetd6 SARS-CoV-2 ellenes antitestek alkalmazhatdsagat, a leginkabb
megfeleld antitest kivalasztdsat, a standard higitds meghatarozasat ¢€s moddszer
véleményezését elvégezni.

A négy hazai orvosegyetem, igy a Szegedi Tudomanyegyetem (SZTE), a Pécsi
Tudomanyegyetem (PTE), a Debreceni Tudomanyegyetem (DTE), valamint a SE
(Patologiai, Igazsagiigyi és Biztositasi Orvostani Intézet, PIBOI) patoldgiai intézeteinek
bevonasaval végeztiik a vizsgalatokat.

A SE PIBOI szervezésében RT-PCR-rel bizonyitottan SARS-CoV-2 pozitiv tid6 és
placenta mintakat, valamint igazoltan negativ (COVID-19 pandémia el6tti) mintakat
valasztottunk ki. A mintdkat kodszammal lattuk el, melyek azonositdsa csak a
vizsgélatvezetd szamara volt ismert. Ugyancsak a SE PIBOI éaltal rendelt SARS-CoV-2
ellenes tiiske és nukleokapszid ellenes antitestek 20-20 pl-nyi mennyiségét juttattuk el

hiitve, a nativ metszetekkel egyiitt a vizsgalohelyekre. Emellett néhany vizsgéalohely az
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altaluk alkalmazott antitestekkel is elvégezte a reakciokat. A reakciokat minden

intézetben Ventana BenchMark ULTRA (Ventana Medical Systems Inc., Tucson,

Arizona, USA) automatakon végezték. A kiprobalt primer antitestek adatait az alabbi 5.

tablazat tartalmazza.

5. tablazat A vizsgalohelyeken (A, B, C, D). alkalmazott SARS-CoV-2
nukleokapszid- ¢és tiiskefehérje ellenes antitestekkel végzett immunhisztokémiai

reakciok listaja (26).
Antitest Antitest neve, gyarto* Vizsgalé
‘s ; » 8Y > | Eredet, klon | Higitas hely
kodja katalogus szam g
kodja
SARS-CoV/SARS-CoV-2
NP 1 Nucleocapsid, Sino, 40143- egér, #05 1:1000 A
MMO05
SARS-CoV/SARS-CoV-2
NP 1 Nucleocapsid, Sino, 40143- egér, #05 1:1000 B
MMO05
SARS-CoV/SARS-CoV-2
NP 1 Nucleocapsid, Sino, 40143- egér, #05 1:1000 C
MMO05
SARS-CoV/SARS-CoV-2
NP 1 Nucleocapsid, Sino, 40143- egér, #05 1:1000 D
MMO05
SARS-CoV-2 Coronavirus
NP 2 Nucleocapsid Ab, Thermo, egér, B46F 1:100 B
MA1-7404
SARS-CoV-2 Spike Protein , )
SPIKE 1 (S1), CST, #99423 nyul, E5S3V 1:200 A
SARS-CoV-2 Spike Protein , )
SPIKE 1 (S1), CST, #99423 nyul, E5S3V 1:500 B
SARS-CoV-2 Spike Protein , .
SPIKE 1 (S1), CST, #99423 nyul, E5S3V 1:250 C
SARS-CoV-2 Spike Protein , .
SPIKE 1 (S1), CST, #99423 nyul, E5S3V 1:500 C
SARS-CoV-2 Spike Protein , .
SPIKE 1 (S1), CST, #99423 nyul, E5S3V 1:500 D
Anti-SARS-CoV-Spike, DB, , ]
SPIKE 2 DB 279 nyul, Q25-L 1:500 B
SARS-CoV-2 Spike vl
SPIKE 3 Glycoprotein S1 ab, Abcam, yul 1:2000 B
polklonalis

ab275759

*A4 gyart6k pontos adatai az Ertekezés elején (1. oldal) keriiltek részletesen felsoroldsra.
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A masodlagos antitestek az adott laboratériumban rutinszeriien alkalmazott THC
reakciok végzésére hasznalt antitestek voltak. A detektdlds minden helyszinen DAB
kromogént hasznalva tortént.

Az IHC reakciok elvégzése utan a reakciot tartalmazoé targylemezeket a vizsgalohelyek
a SE PIBOI-be kiildték, ahol azokat a 3D Histech késziilékével szkenneltiik, a fent leirt
modon. Az egyes vizsgalohelyek belépési lehetdséget kaptak a SE SlideCenterbe. A latott
reakciokat a vizsgalohelyek hozzaérté képviseldi értékelték: intenzitds és hattér
vonatkozasaban, egyeztetett modon. Az adhatd pontok mindkét kategdriaban a 0-t6l 3-ig
terjedd skala egész szamai voltak, melyeket Osszesitettiink. Ertelemszertien hattér
esetében az alacsonyabb, mig intenzitas esetében a magasabb pontok jelezték a jobb

reakciot.
3.7 Alkalmazott elemzési, statisztikai modszerek

A rogzitett eredmények megjelenitése, ellendrzése, attekintése, statisztikai elemzésre
elékészitése, valamint a statisztikai vizsgalatok egy része is a Microsoft 0365 Excel
szoftver segitségével tortént. Az adatok elemzéséhez felhasznaltuk még az IBM SPSS
Statistics 28.0.1.0(142) verzidju (IBM Corporation, Armonk, NY, USA), az R 4.0.2
kiadasu (The R Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria), valamint a
Statistica 14.0.1.25 verzioszamu (TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA)
szoftvereket. A statisztikai vizsgalatok sordn a kialakitott csoportok Gsszefiiggéseinek
jellemzéséhez Cohen-féle kappa, Fleiss-féle kappa mutatokat, korrelacios egyiitthatokat,
szamoltunk. Az eloszladsok vizsgalatahoz varianciaanalizist (ANOVA, Analysis of
variance), Friedman-teszteket, Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, Khi-négyzet (kis
mintaszamoknal Fisher-féle egzakt probat) és t-probakat alkalmaztunk. A normalitas
vizsgalathoz Kolmogorov-Smirnov és Shapiro-Wilk teszteket végeztiink. A beallitott

szignifikanciaszint 5% (0=0,05) volt minden statisztikai vizsgalatunk esetében.
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4. Eredmények

4.1 A SARS-CoV-2 fertozott elhunytak boncolasi adatainak elemzése,
kiemelve az egyes szervekben észlelt elvaltozasok stlyossagat, ezek

osszefiiggését a halalokkal és tarsbetegségekkel

411 A SARS-CoV-2 fertézott, elhunyt boncoltak demogrifiai, klinikai és
laboratéoriumi adatainak elemzése a COVID-19 pandémia egyes

hullamaiban (kor, nem, tarsbetegségek, laboratoriumi eredmények)

2020. marciusa és decembere kozott a 495 DPCK-ban elhunyt SARS-CoV-2 pozitiv
beteg koziil 100 egyén boncolasara kertilt sor a SE Igazsagiigyi és Biztositas-orvostani
Intézetben. A 100 elhunytb6l 21 a pandémia elsé hullimaban, mig 79 a masodik
hullamban veszitette életét. A klinikopatologiai és hisztologiai elemzés a 1l. Sz. Patoldgiai
Intézet és a DPCK munkatarsaival egylitt tortént (lasd 3.1. fejezet). A legfontosabb
demografiai adatok a 6. tablazatban lathatok. A nemek eloszlasa azonos (50 — 50) volt.
Az atlagéletkor 74,7 év (szoras=13,1), a median értéke 77 év, a legfiatalabb elhunyt 40,
mig a legidésebb 103 éves volt. A hospitalizacio 1 — 116 nap, mely statisztikailag
kiilonbozott a pandémia két hullama kozott, az ,.els6 hulldmban™ atlagosan 24, a
,masodikban” 10 nap volt (p<0,001).

Az 6. tablazatban felsoroltak szerint szamos tarsbetegség fordult el6 az elhunytakban,
legnagyobb aranyban a hipertonia, kardiovaszkularis megbetegedés, diabetes stb.
Ugyancsak kiemelend6 a tilsulyosak (34) €s az elhizottak (36) nagy szama.

4.1.3. alfejezet tartalmazza, ugyanakkor az eredmények minél szélesebb spektrumon
torténd értelmezhetdségének érdekében mar az alabbiakban (7. tablazat) is szerepeltetjiik
ezt a felosztasi modot. Ennek alapjan az ,.er6s” Osszefliggési kategoéridba 57, a
,»kiegeészitd” kategdridba 27 €s a ,,gyenge” Osszefiiggési csoportba 16 elhunytat soroltunk.

Az elvégzett laboratoriumi vizsgalatok elérhetd értékeit a 7. tablazat tartalmazza.

Osszességében elmondhatd, hogy CRP (C-reaktiv protein), D-dimer, ferritin és

interleukin-6 emelkedés fordult el6 leggyakrabban.

31



6. tablazat A kutatas els6 szakaszaban boncolt 100 SARS-CoV-2 fert6zott
elhunyt demografiai és klinikai adatai (9).

Boncolt elhunytak szama; n 100
N6; n (%) 50 (50,0)
Férfi; n (%) 50 (50,0)
Kor, év; atlag (szoras) 74,73 (13,11)
NOk kora, év; atlag (szoras) 77,50 (13,08)
Férfiak kora, év; atlag (szoras) 71,96 (12,67)
Korcsoportok, év; n (%)
<51 7 (7,0)
51-60 3(3,0)
61-70 23 (23,0)
71-80 34 (34,0)
81-90 23 (23,0)
>90 10 (10,0)
Komorbiditasok az anamnézisekben; n (%)
Hipertonia 85 (85,0)
Sziv- és érrendszeri betegség 71 (71,0)
Diabétesz 40 (40,0)
Cerebrovaszkularis betegség 31 (31,0)
Légzbszervi megbetegedés 30 (30,0)
Malignus tumor 20 (20,0)
Vesebetegség 19 (19,0)
Kozponti idegrendszer megbetegedése 15 (15,0)
Majbetegség 6 (6,0)
Testtomeg-index (BMI), kg/m?; 4tlag (szoras) 28,93 (7,20)
Testtomeg-index (BMI) kategoriak; n (%)
<18.5 1(1,0)
18.5-24.9 29 (29,0)
25-29.9 34 (34,0)
>30 36 (36,0)
Korhazi apolas idétartama, nap; atlag (szoras) 18,62 (22,03)
Korhazi apolas idétartam-kategoriankként, nap; n (%)
<1 0 (0)
1-2 13 (13,0)
3-4 6 (6,0)
5-9 22 (22,0)
10-15 20 (20,0)
>15 39 (39,0)
Intenziv osztalyon apoltak szama; n (%) 63 (63,0)
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7. tablazat 100 boncolt, SARS-CoV-2 fert6zott elhunyt normal tartomanytol eltérd
laboratoriumi adatainak szama, halaloki kategoriak szerinti csoportositasban (9).

Elhunytak | Elhunytak | Halaloki kategoriak COVID-19
Vizsgdlt elhunytak dsszesen: 6?2312?5 ab Isli;:gllzhs asszocialtsag mértéke alapjan )
n=100 laborértékkel | laborértékkel| 70" klege;mo N értél
: ey | N | e | n(k)

Elhunytak szama (n) 57 27 16
Emelkedett ALP (%)
Normal tartomany: 40-130 U/l 82 28(34,1) | 17(32,7) | 5(29,4) | 6 (46,2) | 0,599
Emelkedett bilirubin (%)
Normal tartomany: 5-21 81 15(18,5) | 10(19,2)| 0(0,0) | 5(38,5) | 0,029
umol/1
Emelkedett CK-MB (%)
Normél tartomény: <24 U/l 58 27 (46,6) | 15(36,6) | 7(58,3) |5(100,0) | 0,018
Emelkedett CRP (%)
Normél tartomény: <10 mg/l 89 84 (94,4) | 51(94,4) | 18 (90,0) {15 (100,0)| 0,445
Emelkedett D-Dimer (%)
Normal tartomany: <500 84 80 (95,2) | 50(96,2) | 16 (88,9) {14 (100,0)| 0,445
ng/ml
Csokkent eGFR (CKD-EPI)
(%)
Normil tartomény: > 60 89 49 (55,1) | 31(57,4) | 10(50,0) | 8(53,3) | 0,841
ml/min/1.73m2
Emelkedett ferritin (%)
Normal tartomany: 15-300 80 69 (86,3) | 44(89,8) | 14 (77,8) | 11 (84,6) | 0,441
ng/ml
Emelkedett GGT (%)
Normél tartomény: 12-52 U/l 82 63 (76,8) | 44 (84,6) | 12 (70,6) | 7 (53,8) | 0,05
Emelkedett AST (%)
Normil tartomany: 13-40 U/l 82 41 (50,0) | 29(55,8) | 7(41,2) | 5(38,5) | 0,384
Emelkedett ALT (%)
Normél tartomény: 7-40 U/l 82 27 (32,9) | 18(34,6) | 5(29,4) | 4(30,8) | 0,91
Emelkedett hs-Troponin | (%)
Normal tartomany: <0.03 75 45 (60,0) | 27 (55,1) | 9(60,0) | 9(81,8) | 0,263
ng/ml
Emelkedett Interleukin-6 (%)
Normal tartomany: 0.64-10 75 69 (92,0) | 46 (93,9) | 13 (86,7) | 10(90,9) | 0,66
pg/ml
Emelkedett LDH (%)
Normal tartoméany: 240-480 85 63 (74,1) | 44 (83,0) | 10 (55,6) | 9 (64,3) | 0,047
U/l
Csokkent limfocita (%)
Norml tartomény: 1.5-4 G/l 91 74 (81,3) | 44(81,5) | 19 (86,4) | 11 (73,3) | 0,607
Emelkedett neutrofil (%)
Normil tartomény: 2-7.5 G/l 91 60 (65,9) | 40(74,1) | 12 (54,5) | 8(53,3) | 0,141
Emelkedett NT-proBNP (%)
Normal tartomany: 35-125 57 56 (98,2) | 40(97,6) |11 (100,0)| 5 (100,0) | 0,82
pg/ml
Emelkedett nitrogén
vizeletben (%) 89 66 (74,2) | 46 (85,2) | 13 (65,0) | 7 (46,7) | 0,006
Normal tartomany: 3-8 mmol/l
Emelkedett kreatinin (%)
Normal tartomény: 61.9- 89 40 (44,9) | 25(46,3) | 9(45,0) | 6(40,0) | 0,91

114,9 pmol/l
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*n (%): normadl tartomanytol eltérd laborértékkel rendelkezé elhunytak szama (adott
kategoriaban a rendelkezésre allo értékek koziil a normadl tartomanytol eltérok szazalékos
aranya).

** p-érték: a kategoriak kozotti dsszefiiggéseket mutatja (szingifikancia=p<0,05;
vastaggal jelélve).

ALP=alkalikus foszfataz, CK-MB=kreatin-kindz myocardial band, CRP=C-reaktiv
protein, eGFR (CKD-EPI)=estimated glomerular filtration rate from the Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration equation, GGT=gamma glutamil transzferdz, hs-
Troponin=nagy érzékenységii troponin, AST=aszpartdt-aminotranszferdz, ALT=alanin-
aminotranszferdz, LDH=laktdt dehidrogendz, NT-proBNP=N-termindlis pro B-tipusii
natriuretikus peptid.

A vizsgéalat masodik szakaszaban tovabbi 50, azaz igy mar 6sszesen 150 elhunyt
adatait elemeztiik, 2020. marciusa és 2022. marciusa kozott (8. tablazat). Nemek
eloszlasat tekintve az arany megvaltozott 69 no és 81 férfire. A 150 esetre boviilt csoport
atlagéletkora 69,9 évre (szoéras=14,3) csokkent, a medidan 71,5 évnek adodott, a
legfiatalabb elhunyt 26, a legidésebb 103 éves volt. A Mann-Whitney-proba eredménye
alapjan életkor tekintetében szignifikans kiilonbség volt az eredeti (100 elhunyt) csoport
¢és azt ezt bovitd 50 elhunyt adatait tartalmazo (atlagéletkor 61,0 év, median 60,5 év,
minimum 26 év, maximum 88 ¢év) csoport kozott. Az 50 esettel kiegészitve az egyes
halaloki kategéridk szamai a kovetkezoképpen modosultak: ,.erds” kategoéridban 79
elhunytat, ami a teljes vizsgalati kohorsz 52,67%-a; ,kiegészit6” kategoridba 47
(31,33%); ,,gyenge” kategoriaba 24 (16%) elhunytat soroltunk be.

A korabbi szakaszban bemutatott eredmények tanulsagai alapjan szelektalt, relevans
laboratoriumi paraméterek koziil a CRP 96,1% volt emelkedett, ezt kovette a GGT
(75,8%), a csokkent limfocita szam (74,8%) és az emelkedett neutrofil szam (67,2%) (9.

tablazat).
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8. tablazat 150 SARS-CoV-2 fert6zott elhunyt demografiai és klinikai

adatai (27).

Boncolt elhunytak szama; n
N6; n (%)
Kor, év; atlag (szoras)
Nok kora, év; atlag (szoras)
Férfiak kora, év; atlag (szoras)
Korcsoportok, év; n (%)
<51
51-60
61-70
71-80
81-90
>90
Komorbiditasok az anamnézisekben; n (%)
Hipertenzio
Sziv- és érrendszeri betegség
Diabétesz
Cerebrovaszkularis betegség
Légzdszervi megbetegedés
Malignus tumor
Vesebetegség
Kozponti idegrendszer megbetegedése
Majbetegség
Testtémeg-index (BMI), kg/m?; atlag (szoras)
Testtomeg-index (BMI) kategoriak; n (%)
<18.5
18.5-24.9
25-29.9
>30
Koérhazi apolas id6tartama, nap; atlag (szoras)

150
69 (46,0)

69,61 (14,31)
72,88 (13,57)
66,81 (14,41)

17 (11,33)
18 (12,0)
39 (26,0)
41 (27,33)
26 (17,33)
9 (6,0)

106 (70,67)
82 (54,67)
50 (33,33)
41 (27,33)
37 (24,67)
25 (16,67)
24 (16,00)
20 (13,33)
10 (6,67)
27,98 (6,70)

3(2,0)

58 (38,67)
41 (27.33)
48 (32.0)
17.26 (16.66)

Koérhazi apolas id6tartam-kategoriankként, nap; n (%)

<1
1-2
3-4
5-9
10-15
>15
Intenziv osztalyon apoltak szama; n (%)
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9. tablazat 150 boncolt, SARS-CoV-2 fert6zott elhunyt normal tartomanytol eltérd
laboratoriumi adatainak szama (27).

Vizsealt elhunvtak & 0 Elhunytak szama Elhunytak szama
zsgalt € u_ ylak osszesen. elérheto laborértékkel [abnormalis laborértékkel
n=150
n n (%)
Emelkedett AST aktivitas
Normal tartomany: 13-40 U/I 120 S7(47.5)
Emelkedett ALT aktivitas
Normal tartomany: 7-40 U/I 120 51 (42.,5)
Emelkedett ALP aktivitas
Normal tartomany: 40-130 U/I 120 46 (38,3)
Emelkedett GGT aktivitas
Normal tartomany: 12-52 U/I 120 9L (758)
Emelkedett bilirubin koncentracid
Normal tartomany: 5-21 pmol/l 119 29 (24.4)
Emelkedett CRP koncentraciod
Normal tartomany: <10 mg/I 129 124 (96,1)
Csokkent limfocita szam
Normal tartomany: 1.5-4 G/I 131 %8 (74.8)
Emelkedett neutrofil szam
Normal tartomany: 2-7.5 G/I 131 88 (67.2)
AST=aszpartdt-aminotranszferdz,  ALT=alanin-aminotranszferdz, =~ ALP=alkalikus

foszfataz, GGT=gamma glutamil transzferaz, CRP=C-reaktiv protein

4.1.2 A SARS-CoV-2 fertozott elhunytak korbonctani mintaiban észlelt

hisztologiai elvaltozasok szemikvantitativ értékelése

4.1.2.1 A tiidé hisztologiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése

A patologus szakorvosok altal értékelt sulyossagi pontértékek alapjan legnagyobb

aranyban az alveolaris 6déma, az infarktus és vérzés, a DAD (diffiiz alveolaris karosodas

exudativ és proliferativ fazisa) fordult el6, a limfocita és leukocita reakcié mellett (7.

abra).
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7. abra A tiid6elvaltozasok megoszlasa a 100 SARS-CoV-2 fert6zott elhunytban
(9).
4.1.2.2 A sziv hisztologiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése
A szivben észlelt elvaltozasok koziil az tin. hullamos rostok (wavy fibers), intersticialis
fibrozis, akut myocardialis iszkémias karosodas és szepszis fordult el6 legnagyobb

aranyban (8. abra).
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8. abra A szivelvaltozasok megoszlasa a 100 SARS-CoV-2 fertézott elhunytban

(9).
4.1.2.3 A vese hisztologiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése

A vesében az arteriosclerosis, az intersticialis fibrozis és a glomerulosclerosis volt a

legnagyobb aranyban észlelhet6 (9. abra).
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Globalis Arteriosclerosis Intersticialis
glomerulosclerosis fibrézis/tubularis atréfia

9. abra A veseelvaltozasok megoszlasa a 100 SARS-CoV-2 fertézott elhunytban

(9).
4.1.2.4 A maj hisztolégiai elvaltozasainak szemikvantitativ értékelése

A mijban észlelt elvaltozasok koziil, az elsd 100 eset elemzése sordn a pangas,
szteatozis, fibrozis, kolesztazis, kronikus gyulladas volt észlelhetd (10. abra). A majban
észlelt tovabbi, részletesebb elvaltozasok analizisét a késObbiekben, a 150 eset

bemutatdsa soran ismertetjiik.
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n=100
100

esetek szama

10. abra A madjelvaltozasok megoszlasa a 100 SARS-CoV-2 fert6zott elhunytban

(9).
4.1.3 A SARS-CoV-2, mint halaloki tényezd szerepének vizsgalata a

fertozottekben, a tarsbhetegségek figyelembevételével

A patologusok és klinikusok kozti megbeszélés soran igyekeztiink a hisztologiai
elvaltozasok sulyossagat Osszevetni a klinikopatologiai adatok elemzésével a halal
okanak megallapitasara. Ennek célja annak a megallapitasa volt, hogy a virusfert6zés
mennyiben jarult hozza kdzvetleniil a halal bekovetkezéséhez. Az elemzés soran az egyes
szervekben észlelt elvaltozasok sulyossagat, a komorbiditdsok fennallasat, a
laboratoriumi eredményeket, a klinikai lefolyast vizsgaltuk, esetrél — esetre, melynek
alapjan tortént az egyes esetek valamely halaloki kategoriaba torténd besorolasa. A
halaloki kategoriak meghatarozasanak modjat a mar ismertetett 4. tablazat tartalmazza.

Az egyes halaloki kategoridk eloszlasat mutatja a 11. abra az els6 100 eset elemzése
soran, melyen lathato, hogy az Osszesitett elemzés soran az ,.erds” 0sszefliggésii esetek

dominaltak (11. abra/a). Az els6 hullamban azonban az arany a ,kiegészité” kategoria
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javara (11. abra/b), mig a masodik hullamban (11. abra/c) az ,,er6s” Gsszefliggést mutato
kategoria javara tolodott el. A megfigyelést a Khi-négyzet proba eredménye
statisztikailag alatamasztja. Az Gjabb 50 esettel Kkiegészitve tovabbra is az ,.erés”
kategoria dominalt (12. abra).

A BMI (kg/m?) az ,.erds” dsszefiiggésii csoportban volt a legmagasabb, de nem
szignifikansan (10. tablazat). A kardiovaszkularis, valamint a 1égzdszervi betegségek a
»kiegészité” kategOridban nagyobb aranyban voltak. (10. tablazat). A kdzponti
idegrendszer megbetegedése szignifikansan gyakoribb volt a , kiegészitd” kategdriaban,
mig a ,,gyenge” kategéridban a malignus tumorok el6éforduldsa volt szignifikdnsan

magasabb (10. tablazat).

a TELJES

n=100
merds Hkiegészitd mgyenge
COVID-19 osszefiiggés
b21 els6 hullam C_masodik hullam
n= n=

merds mkiegészito mgyenge merds mkiegészitd mgyenge

11. abra A SARS-CoV-2 fert6zott elhunytak (100 eset) eloszlasa halaloki
kategoriak szerint, 6sszesitve (a), az els6 (b) és a masodik (c) hullamban (9).
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merds mkiegészitd mgyenge
COVID-19 ésszefiiggés

12. abra A SARS-CoV-2 fertdzott elhunytak (150 eset) Osszesitett eloszlasa
halaloki kategoriak szerint (27).
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10. tablazat 100 boncolt, SARS-CoV-2 fertézott elhunyt demografiai adatai és
komorbiditasai halaloki kategoriak szerinti bontasban, ezek 0sszefiiggései (9).

Vizsgalt elhunytak 0sszesen:

Halaloki kategériak COVID-19
asszocialtsag mértéke alapjan

n=100 erds kiegészitd | gyenge p-érték
n (%) n (%) n (%)
Boncolt elhunytak szama; n 57 (100%) | 27 (100%) | 16 (100%)
Kor, év; atlag (szoras) (ﬁl:gg) &g:i% (Zgzgg) 0,991
Korcsoportok, év; n (%) 0,697
<51 35,3 3(11,1) 1(6,2)
51-60 2 (3,5) 0 (0,0) 1(6,2)
61-70 14 (24,6) 7 (25,9) 2 (12,5)
71-80 20 (35,1) 7 (25,9) 7(43,8)
81-90 14 (24,6) 5 (18,5) 4 (25,0)
>90 4 (7,0) 5 (18,5) 1(6,2)
N&; n (%) 24 (42,1) | 14(51,9) | 12(75,0) 0,059
Komorbiditdsok az anamnézisekben; n (%)
Hipertenzio 49 (86,0) | 23(85,2) | 13(81,2) 0,925
Sziv- és érrendszeri betegség | 40 (70,2) | 20(74,1) | 11 (68,8) 0,909
Diabétesz 26 (45,6) 9 (33,3 5(31,2) 0,456
Cerebrovaszkularis betegség 17 (29,8) 8 (29,6) 6 (37,5) 0,833
Légzészervi megbetegedés 17 (29,8) 9 (33,3) 4 (25,0) 0,870
Malignus tumor 6 (10,5) 8 (29,6) 6 (37,5) 0,015
Vesebetegség 9 (15,8) 6 (22,2) 4 (25,0) 0,598
Kozponti idegrendszer
megbetegedése 4 (7,0) 8 (29,6) 3(18,8) 0,018
Majbetegség 2 (3,5) 1(3,7) 3(18,8) 0,088
Testtomeg-index (BMI), kg/m?; 30,41 26,77 27,33 0.059
atlag (szoras) (6,77) (6,84) (8,41) ’
Korhazi 4polas iddtartama, nap; 18,12 18,19 21,12 0.886
atlag (szoras) (21,06) (21,21) (27,56) ’
Korhazi apolas idotartama, nap; 14,00 12,00 15,50
median (IQR=interkvartilis [7,00; [4,50; [4,50; 0,775
tartomany) 20,00] 21,50] 26,50]
Koérhézi apolas id6tartam- kategoriankként, nap; n (%) 0,650
<1 0(0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
1-2 6 (10,5) 4 (14,8) 3(18,8)
3-4 2 (3,5) 3(11,1) 1(6,2)
5-9 13 (22,8) 6 (22,2) 3(18,8)
10-15 13 (22,8) 6 (22,2) 1(6,2)
>15 23 (40,4) 8 (29,6) 8 (50,0)
Intenziv osztalyon apoltak; n (%) | 45(78,9) | 13 (48,1) 5(31,2) <0,001
Pandémia hullama; n (%)
els6 hullam 5 (8,8) 10 (37,0) 6 (37,5)
masodik hullam 52(91,2) | 17(63,0) | 10(62,5)
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414 Az egyes szervekben észlelt hisztologiai elvaltozasok sulyossagi
fokozatanak elemzése, osszefiiggése a tiidoben észlelt patologiai kép
sulyossagaval és a SARS-CoV-2 fert6zés halialokban betoltott

szerepével

A tiidoben észlelt egyes hisztologiai eltérések sulyossaganak értékelésével, a
pontértékek (0-3) Osszeadasaval képeztiik az un. ,,Total pulmonalis hiszto-score” (TP)
értéket. A TP értékeket a harom halédloki kategoria szerint csoportositva, kiilonbséget
¢észleltlink a kategoridk kozott (13. abra). Az erds és kiegészitd, valamint az erds ¢€s
gyenge kategoriak kozott (p<0,0001) szignifikans, a kiegészito €és a gyenge csoport kozott

viszont nem észleltiink szignifikans sszefiiggést (p>0,05) (13. abra).
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13. abra Totadl pulmonalis hiszto-score értékek Osszehasonlitdsa halaloki
kategorianként. A csillagok a szignifikans kiilonbséget jelolik (a=0,05) (9).

4.1.5 A majban észlelt hisztologiai elvaltozasok SARS-CoV-2 fert6zésben

A méjban észlelt hisztologiai elvaltozasokat kordbban ismertettiik az elsé 100 eset
elemzése soran. (4.1.2. alfejezet). Ezt kovetden 150 boncolasi esetben is elemeztiik az

eltéréseket. Néhany esetben el6fordult, hogy a minta mindsége, autolizaltsdga nem tette
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lehetévé az adott paraméter megitélését. Az egyes elvaltozdsokban észlelt stulyossagi
fokozatot (0-3, fibrozis 0-4) a 14. abra mutatja. 7 esetben volt jelen cirrhosis (F4), 3-ban
F3, 68-ban F1-2, mig fibrozist nem detektaltunk 48%-ban (72/150). Szteatozis igen nagy
aranyban mutatkozott (93/147; 63,27%), valtozd sulyossagi fokozatban. Jelentds
lobularis, portalis, periportalis gyulladas nem volt jelen. A CK7-tel abrazolt epeutak a
cirrhotikus eseteket kivételével, csak minimalis duktularis reakciot mutattak. Egyes- sejt

nekrozis/apoptozis, ritkabban zonalis/fokalis nekrozis megfigyelhetd volt.

150
I
125
100
75
50
25
0 krozi krénik dothel i id
szteatézis | V04 |y olesztazis| fibrozis ronikus - endothel | Sinusold fibrin
n=147 apoptozis n=143 n=150 gyulladas | karosodas | dilatacié n=119
n=145 n=146 n=119 n=119
m4 0 0 0 7 0 0 0 0
m3 15 0 0 3 0 46 31 15
m2 29 0 2 6 4 52 52 51
o1 49 103 52 62 59 21 36 53
@0 54 42 89 72 83 0 0 0

14. abra Leggyakoribb szovettani elvaltozasok a majban, 150 SARS-CoV-2
fert6zott elhunyt esetében. Pontozas: 0-3, kivéve fibrozis: 0-4 (27).
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A fenti viszonylag enyhébb parenchyma-elvaltozasokkal szemben sulyos eltéréseket
figyeltiink meg a vaszkularis és sinusoidealis endothelsejtekben. (15. abra/a, b). Az
endothelsejt karosodas kiilondsen jol demonstralhaté volt a Claudin-5 (15. abra/c) és

CD31 (15. abra/d) IHC reakciokkal. A fibrin kiaramlast Faktor VIII (15. abra/e) IHC

reakcio szemléltette.
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15. abra M4j szovetek endothelsejt karosodasa: hematoxilin-eozin festett
metszeteken (a, b), Claudin-5 (c), CD31 (d) és a fibrin kivalast jelz6 Faktor V111 (e)
immunhisztokémiai reakciokkal DAB kromogénnel (27).

Az endothel elvaltozasok egyiitt jartak a 3. zona sinusoidok és a Disse-tér ektdzidval
¢s fibrin akkumuléacioval. A sinusoid ektazia (S), endothel karosodas (E) és fibrin
akkumulacié (F) mértékét részelemenként 0-3 sulyossagi pontértékkel jeloltik (SEF-
score), mely legmagasabb pontértéke igy 9 lehetett. Ennek abrazolasat a 16. abra mutatja.
A maj SEF pontok ¢és a tiidé TP értékek kozott nem talaltunk szignifikans Osszefliggést
(p=0,96).
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16. abra A sinusoidealis elvaltozasok sulyossaga (SEF-score) és eloszlasa 119
SARS-CoV-2 fertdzott elhunyt esetén a majban. A kiilonboz6 szinli négyzetek és a
csatlakozd szamok a SEF-score értékét jelzik, mely maximalisan 9 lehet
(S:3+E:3+F:3) esetenként (27).

4.1.6 Egyes sejttipusok identifikalasara hasznalt IHC reakciok

Az egyes sejttipusok identifikalasara megfeleld antitesteket hasznaltunk (3.
tablazat). Az endothelsejteket CD31, CD34, Claudin-5 ellenes, a makrofagokat CD68, a
cholangiocytdkat CK7 ellenes antitestekkel azonositottuk. Az IHC reakcidok
eredményeként egyértelmiien azonositani lehetett, a hisztologiai vizsgélatot kiegészitve,
a sejteket, valamint segitette a karosodas mértékének a megallapitasat. Ennek kiemelt
jelentdséget tulajdonitottunk az endothelsejtek vizsgélata soran, melyek karosodéasardl az

el6zd alfejezetben szoltunk.
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4.2 A SARS-CoV-2 egyes protein és RNS komponenseinek kimutatasa
a fertozottek boncolasi anyagaban immunhisztokémiai és

molekularis biologiai modszerekkel

421 A SARS-CoV-2 virus komponenseinek detektilasa Kkiilonbozé

szovetekben és sejtekben

4.2.1.1 Immunhisztokémia
A HE metszetek mar ismertetett (4.1 alfejezet) eredményeinek hisztologiai
attekintését kovetéen, IHC vizsgalatokat végeztink a SARS-CoV-2 protein

komponenseinek, igy a nukleokapszid fehérje (NP) és a tiiskefehérje (spike) kimutatasara.

A virus fehérjéinek eloszlasa fokalis mintdzatban volt megfigyelhetd a metszeteken,
egyes terilileteken nem volt reakci6, mig a tiidémetszetek mas teriiletein intenziv reakciod
mutatkozott (17. abra). Az eloszlas metszetenként is valtozott. A NP fehérje
citoplazmatikus, valamint magi expressziot (18. abra), mig a tiiskefehérje csak
citoplazmatikus megjelenést mutatott (19. 4bra) a pneumocytakban. Altaldnosan
megfigyelheté volt, hogy a NP IHC intenzivebb festédést adott a tiiskefehérjénél.
Mindkét fehérje jelentés mennyiségben kimutathatd volt intraalveolarisan, a levalt

alveolaris sejtekben és a szovettormelékben (20. abra, 21. abra).
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17. abra Fokalisan megjelend pozitiv SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje
immunhisztokémiai reakcio DAB kromogénnel, virus fertézott tiidészovetben
(sajat készitésii dbra).

18. abra Pozitiv SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje immunhisztokémiai reakcio
DAB kromogénnel virus fert6zott tiidészovetben. Erds citoplazmatikus, valamint
magi expresszio észlelhetd a levalt sejtekben, alveolaris terekben (9).
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19. abra Pozitiv SARS-CoV-2 tiiskefehérje immunhisztokémiai reakcio DAB
kromogénnel virus fertdzott tiidoszovetben. Erds citoplazmatikus expresszio

¢észlelhetd az alveolusok falaban, pneumocytakban (9).
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20. abra SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje pozitiv immunhisztokémiai reakcid
DAB kromogénnel, virus fert6zott tiidoszovetben, a levalt alveolaris hamsejtekben,

sejttormelékben (sajat készitésii abra).
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21. abra SARS-CoV-2 tiliskefehérje pozitiv immunhisztokémiai reakcio6 DAB
kromogénnel, virus fert6zott tiidészovetben, a levalt alveolaris sejtekben,
sejttormelékben (sajat készitési abra).

Az THC reakcid tovabbi kontrolljaként RT-PCR reakcidval bizonyitottan SARS-
CoV-2 pozitiv és negativ placenta szovetet is hasznaltunk. A tiid6hdz hasonléan itt is
észlelhetd volt a virus fokalisan pozitiv megjelenése (22. abra). Mind a NP (23. abra),
mind a tiiskefehérje (24. abra) igen intenziv reakcidt mutatott a fert6zott placenta

mintakban. A virusfehérjék a syncytiotrophoblastokban voltak detektalhatoak, mig a

magzati erekben nem volt lathato pozitivitas.
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22. abra Fokalisan megjelend SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje
immuhisztokémiai reakcié pozitivitas DAB kromogénnel, placentaban (sajat
készitésii abra).

23. abra Diffizan megjelend SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje
immuhisztokémiai reakcido pozitivitdas DAB kromogénnel, placentdban a
syncytiotrophoblastokban (sajat készitésii abra).
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24. abra Diffuzan megjelend SARS-CoV-2 tiiskefehérje immuhisztokémiai
reakcio pozitivitdAs DAB kromogénnel, placentdban a syncytiotrophoblastokban
(sajat készitésii abra).

A tovabbiakban kiemelten vizsgaltuk a SARS-CoV-2 proteinek expresszidjat a
majszovetben. Ehhez 20 olyan esetet valasztottunk, melyekben PMI<2 nap volt. A NP
15 esetben volt detektalhatd, mig a tiiskefehérje Gsszesen 4 esetben (11. tablazat). A virus
proteinek egyenetleniil, fokalisan jelentek meg az endothelsejtekben, a Kupffer sejtekben
és a portalis makrofagokban (25. abra). A hepatocytakban és a cholangiocytakban SARS-
CoV-2 fehérjéket nem tudtunk detektalni.
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25. abra SARS-CoV-2 nukleokapszid fehérje (a, nyilak) és tiiskefehérje (b, nyilak)
pozitiv immunhisztokémiai reakcioja vaszkularis és sinusoidealis terekben,
endothelsejtekben és Kupffer sejtekben. A betétek nagyobb nagyitassal (180x)
abrazoljak a pozitiv reakciot (27).
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11. tablazat SARS-CoV-2 RNS kimutatisa RT-PCR,
fehérjekimutatasa IHC-val maj mintakban (27).

ISH vizsgalatokkal,

Minta = Jfﬁ?c riskce (e Nyﬁj . o
PCR IHC PCR IHC |[(RNAscope®)

#01 = - + + - +
#02 + + + + - -
#03 ~F - - - + -

#04 + + + + +

#05 + + - - - -
#06 + - S + + - +
#07 - - - - - - -
#08 + + + + + - +
#09 + + + + + - -
#10 + + + + + + -
#11 + - - + - - -
#12 + - - - + - -
#13 + + + + + = +
#14 + - - - - - -
#15 + + + + + - +
#16 + + + + + + -
#17 + = = + + _ +
#18 - - - + + - +
#19 + + + - + + -
#20 + + - - - - -

RT-PCR=reverz transzkripcios polimerdz-lancreakcio, NP=nukleokapszid fehérje,

IHC=immunhisztokémiai reakcio, \SH=in situ hibridizacio
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4.2.1.2 In situ hibridizacié

A fenti 20 m4jmintdban az RT- PCR ¢és IHC reakcioval parhuzamosan SARS-CoV-2
ISH végeztiink. Az alkalmazott RNAscope® technika a 20 esetbdl kilencben mutatott
majpozitivitast (11. tablazat). A pozitiv jel az IHC-hoz hasonléan az endothel- és Kupffer
sejtekben, valamint a portalis makrofagokban jelentkezett (26. abra). A vizsgalatokhoz itt
is tid6 (26. abra/d) és placenta mintakat hasznaltunk pozitiv kontrollként, igen intenziv

reakciokat tapasztaltunk.

26. abra SARS-CoV-2 kimutatasa in situ hibridizacios reakcioval (RNAScope®).
Voros (pozitiv) jel lathatd fert6zott majszovetben: az endothelsejtekben, Kupffer
sejtekben, és portalis makrofagokban (a, b, ¢, nyilak). Erés jel figyelheté meg
fert6zott tiidészovetbe (d), melyet pozitiv kontrollként hasznaltunk (27).

56



4213 RT-PCR

A 20 kivalasztott, 2 napon beliil végzett boncolasok majeseteihez tartozé tiidémintak
koziil az RT-PCR 18 esetben adott pozitiv eredményt. A 18-bol 12 esetben a
majmintakban is detektalhato volt a SARS-CoV-2 RNS (11. tablazat). Azon két eset
koziil, ahol a tiidémintaban nem volt kimutathat6 a virus RNS RT-PCR-al, egy esetben a
majban sem, mig a masik esetben a majban igazolhato volt a SARS-CoV-2 RNS jelenléte
(11. tablazat).

4.2.2 SARS-CoV-2 virus immunhisztokémiai kimutatasara vonatkozo

orszagos korvizsgalat

A négy vizsgalohelyen (SE PIBOI, SZTE, DE, PTE) elvégzett IHC-k pozitivitasat,
intenzitasat és a hatterét hasonlitottuk Ossze és értékeltik. A reakcidkat kodolt,
RT-PCR-rel ellendrzott tiido és placenta mintakon végeztiik el. A RT-PCR eredményeket
a vizsgalat vezetdje ismerte, a mintaszett pozitiv és negativ metszeteket is tartalmazott.
A SARS-CoV-2 fert6zott tiido €s placenta mintdkban minden esetben €szlelhet6 volt a
pozitiv reakciét jelentd barna szinreakcido, mig a negativ kontrollokban nem. A
vizsgélohelyek bevont szakértdi altal elvégzett, szemikvantitativ kiértékelés Osszesitett
eredményeit az alabbi 12. tablazat. Osszesitett eredmény alatt az aktualis vizsgalohelyen,
adott higitasu antitesttel végzett reakcidra a vizsgalohelyek altal megitélt pontértékek
Osszegét értjiik. Ennek vart elméleti maximuma 48 (4 SARS-CoV-2 pozitiv minta,
maximalisan kaphato 3-3 pontja, 4 vizsgalohelytdl). Ertelemszeriien intenzitas
tekintetében a 48-hoz minél kozelebbi érték, mig hattér vonatkozasdban a nullat kozelitd

pont dsszegek a kivanatosak.
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12. tablazat A vizsgalt antitestekkel a jelolt higitason, helyszinen végzett reakciok
intenzitasra és hattérre vonatkozo Gsszesitett pontértékei (26).

An:[it}ast Higitas Vizsg’ﬁl(:) Infenzitz'ls I.-.Iz'lttér
kodja hely kodja | 0sszeg 0sszeg
NP 1 1:1000 A 46 7
NP 1 1:1000 B 48 8
NP 1 1:1000 C 46 11
NP 1 1:1000 D 48 8
NP 2 1:100 B 31 10
SPIKE 1 1:200 A 44 0
SPIKE 1 1:500 B 44 0
SPIKE 1 1:250 C 47 7
SPIKE 1 1:500 C 43 4
SPIKE 1 1:500 D 39 0
SPIKE 2 1:500 B 23 11
SPIKE 3 1:2000 B 31 22

Statisztikailag elmondhatd, hogy intenzitasra vonatkozéan a pontozast végzd
szakértok valodi egyezést mutattak: Fleiss-féle kappa=0,62. A hatteresség megitélésének
tekintetében némileg nagyobb eltérés volt kimutathaté az értékelok kozott: Fleiss-féle

kappa=0,45 ez mérsékelt egyezést jelent.

Az adatok attekintésével megallapithatd, hogy a B vizsgalohely altal kiprobalt NP 2,
SPIKE 2 és SPIKE 3 kodokkal rendelkezé ellenanyagok alacsonyabb intenzitast és
hatteresebb reakciokat eredményeznek, mint az NP 1 és SPIKE 1 antitestek.
Statisztikailag pontos értékeket a Cohen-féle kappara vonatkozoan a kovetkezd 13.
tablazat szerepeltet. Az adott antitestre vonatkozd Osszes intenzitas és hattér érték

figyelembevételre keriilt.

13. tablazat Antitestek kapott értékinek dsszevetése Cohen-féle kappa segitségével

Osszevetett antitest par Cohen-féle kappa
NP 1-NP2 0,47
SPIKE 1 - SPIKE 2 0,47
SPIKE 1 - SPIKE 3 0,46
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Higitasok vonatkozéasdban a NP fehérje ellenes primer antitest esetén az NP 1 jeld,
Sino altal gyartott termék 1:1000 aranyu higtdsban megfeleld intenzitasti, minimalis
hatteri reakciot adott a pozitiv mintakban. A tiiskefehérje ellenes primer antitest
tekintetében az egyes higitasok k6zott nem mutatkozott sem gyakorlatban sem pedig
statisztikailag (1:200 — 1:500 higitasok esetén Cohen-féle kappa=0,69; 1:250 — 1:500
higitasoknal Cohen-féle kappa=0,74) kimutathatd érdemi eltérés. Elmondhato, hogy a
CST cég altal gyartott SPIKE 1 koddal jelolt antitest 1:500 aranyt higtasban megfeleléen

hasznalhato.

A reakcidintenzitasok aspektusaban statisztikai szempontbol a vizsgélohelyek kozott,
az eltéré laboratériumi koriilmények ellenére sem volt észlelhetd kiilonbség. Ezt a
Friedman-teszt altal adott érték: szignifikancia=0,75 igazolja, mely bdségesen

meghaladja a 0,05-6s hatart, mely a kiilonbséget hivatott jelezni.
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5. Megbeszélés

A COVID-19-ben elhunytak vizsgalata soran vildgviszonylatban is jelentds kohorszt
szerepének feltarasara, a halaloki lancolat analizisére vonatkozoan. A tanulmany elso
részében a 2020. marciusa és 2020. decembere kozott, az elsé és masodik hullamban
boncolt 100 elhunyt adatait analizaltuk klinikopatologiai szempontbdl (9). A munkéank
masodik szakaszéban tovabb bdvitettiik a vizsgalatok szamat, a harmadik és negyedik
COVID-19 hullamban elhunytakkal (150 beteg) (27).

A hisztologiai analizis soran torekedtiink az észlelt elvaltozasok objektiv elemzésére,
az eredményekkel kapcsolatos konszenzus l1étrehozéasara, a vizsgalok értékelése kozotti
eltérések csokkentésére (,,interobserver variabilitas”). Ennek egyik modja az elkésziilt HE
képzett patologus szakemberek team-munkaban végezték. A szemikvantitativ
eredmények elére meghatarozott pontérték szerint keriiltek meghatarozasra az online
megadott vizsgalolapokon, melyeket statisztikailag elemeztiink. Mindez 0j megkozelitést
jelentett az addig kozlésre keriilt boncolési adatokra vonatkozdan, melyek csak kis szamu,
tobbnyire tobb centrumbdl szarmazé anyagok Osszefoglalasat ismertették (7, 8, 10, 12,
48-55).

Vizsgalatainkban a boncolt populécié atlagéletkora hasonld volt az irodalomban
kozoltekhez (8, 12, 56), az elsé 100 esetben 74,73 év (50 férfi, 50 nd) (9), a masodik, 150
elhunytat fel6lel tanulmanyban 69,1 év volt (n6: 46%) (27). A legtobb elhunyta 71 — 80
év kozotti korcsoportbol keriilt ki mindkét vizsgalat sordn, mely hasonld volt a
nemzetk6zi adatokhoz (8, 12, 54, 56). Az alabbi 14. tablazatban lathato az altalunk
publikalt adatsorok, valamint a nemzetk6zi irodalomban fellelt kozlemények

esetszamainak, demografidjanak dsszehasonlitasa.
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14. tablazat Az altalunk publikalt

adatsorok 0Osszehasonlitdsa nemzetkozi

tanulmanyokkal.
elso szerzé Danics Pesti | Carsana Lax Schaller | Bradley
(referencia) (9) (27) (8) (12) (54) (56)
vizsgalt 100 150 38 11 10 14
elhunytak szama
férfi 50 81 33 8 7 6
nd 50 69 5 3 3 8
atlagéletkor, év 14,7 69,6 69 81,5 n.a. n.a.
median cleticor, 77 715 | na | 805 79 73,5
Cletkor minimum | 45 _ 103 | 26 _103 | 32-86 | 75-91 | 64—90 | 4284
— maximum, év

n.a.=nincs adat

A komorbiditasok is hasonlonak mutatkoztak Sajat tanulmanyainkban, az irodalmi
adatokhoz viszonyitva (hipertenzio, kardiovaszkularis megbetegedés, diabetes, COPD,
malignus daganatok stb.) (9, 12, 13, 27, 56). Mindezek alapjan azt a véleményt
fogalmaztuk meg, hogy a COVID-19-asszocialt elvaltozasok elsésorban a COVID-19
megbetegedéssel Osszefiiggden kialakulo eltérések, nem valamilyen ,,hazai sajatossagot”,
jellegzetességet tiikroznek (9).

Az analizalt biomarkerek, laboratorium eltérések kozott mindkét tanulmanyban a
CRP, D-dimer, IL-6, LDH stb. emelkedés volt jelen a megbetegedettek és elhunytak 60%-
nal, mig a limfopénia 74%-aban. A szérum enzim aktivitasok koziil az ALT, AST, GGT
ugyancsak emelkedettnek bizonyult, hasonléan masok eredményeihez (9, 27, 34, 35, 57-
59). A diszhemosztazis jeleként a protrombin id6 megnyulasa, alacsony trombocita szam,
magas fibrinogén, von Willebrand faktor szamos esetben jelen volt, mas szerzék
tanulmanyaban észleltekhez hasonloan (60).

Az észlelt szervi elvaltozasok koziil a tiidében tapasztaltak bizonyultak a
legsulyosabbnak mind a makroszkopos, mind a mikroszkopos vizsgalatok soran, ahogy
azt mas tanulmanyokban is bemutattak (8, 10, 12, 14, 49, 50, 53, 61-63). A
legjellegzetesebbnek a DAD, a mikro- és makrotrombusok jelenléte, tobbmagvu
orassejtek megjelenése bizonyult. A tiid hisztologiai sulyossdgi pontjai (0-3, Totél
pulmonalis hiszto-score —TP) kifejezik a tlidoben észlelt elvaltozasok stulyossagat, igy a

fibrin mikrotrombusok, a hyalin membran, DAD kiilonb6z6 fazisait stb. A TP-t
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Osszevetve a harom halaloki kategoriaval (1. késdbb) szignifikans kiillonbségek voltak
megfigyelhetok. A SARS-CoV-2 NP ¢s tiiskeprotein egyértelmiien kimutathato volt a
tiid6 pneumocytakban, a levalt intraalveolaris sejtekben, mint azt magunk és masok THC
modszerekkel kimutattuk (9, 13, 56, 64, 65). IHC vizsgalataink soran felhivtuk a
figyelmet arra, hogy a viralis antigének eloszlasa a tiidon beliil, gyakran metszetenként is
erdsen eltérd, fokalis megjelenésii, ami esetlegesen a mintavétel soran értékelési eltérést
okozhat.

Egyéb szervek koziil a sziv ugyancsak sulyos eltéréseket mutatott, mint azt a patologus
kollegak vizsgalata szemikvantitativan is kimutatta. A sulyos, tagult iiregrendszerii
szivben jellegzetes u.n. ,,wavy fibers” (hullamos rostok) kiterjedten jelentek meg, valtozo
mértékll intersticialis fibrozissal és a koszorus erek szklerotikus elvaltozasaval. Az
utobbiak valoszintileg nem hozhatok kozvetleniil kapcsolatba a COVID-19 okozta
eltérésekkel, els6sorban a hajlamositd tényezdk kozé sorolhatok. A rostelvaltozasok
mellett a helyenként random megjelend foltos, kis kiterjedési myocardialis elvaltozasok
viszont akut eltérésként értékelhetdk, mely mikrocirkulacids zavarként interpretalhato a
kardiopatologus kollegak véleménye alapjan (9). Fibrin mikrotrombusokat ritkabban
észleltiink az anyagunkban (8%), mint az mas szerzOk leirasaban szerepel (66, 67).
Ugyancsak ritkan volt detektalhatd myocarditis (3%), mas szerzOk ¢észleléséhez
viszonyitva (16, 20, 68, 69).

A vese vizsgalata soran elsOsorban olyan eltéréseket észleltiink, melyek nem
tekinthetdk kozvetleniil Osszefliggésben lévéknek a COVID-19 hatasaval, kronikus,
elsésorban az életkorral Osszefliggd eltérések mutatkoztak (9). Egyes szerzok enyhe
tubularis karosodast, és szegmentalis glomeruloszklerézist irtak le (70).

Az els6 100 elhunyt anyaganak elemzése alapjan a majban legjellegzetesebbnek, az
anyagok 60%-t meghalad6 aranyaban jelen 1év makro- és mikrovezikularis szteatozis,
valamint pangds mutatkozott, mely 0Osszecseng korabban kozolt tanulmanyok
eredményeivel (56, 71, 72). Emellett szétszort, kis kiterjedésben nekrotikus/apoptotikus
sejtek is mutatkoztak, mely elvaltozasokat mas szerzok szintén leirtak (63, 73, 74),
valtoz6 mértékii laboratdriumi eltérésekkel tarsulva. Gyulladas ritkan és enyhe mértékben
volt megfigyelhetd, akut hepatitis jeleit nem észleltiik. Magunk, ezen elsé szakaszban
észlelt majelvaltozasokat a COVID-19 megbetegedés masodlagos tényezdiként

értékeltiik, nem kozvetlen virus citopatogén hatasként. Ezen feltételezésiink
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megerdsitésére végeztliink a késdbbiekben IHC és molekuldris bioldgiai modszerekkel
részletes vizsgalatokat.

A fenti részletes patoldgiai szemikvantitativ értékelés alapjan, klinikopatologiai
megbeszElés soran igyekeztiink a halal egyértelmi okanak a megallapitasara, illetve
annak eldontésére, hogy a SARS-CoV-2 fert6zés milyen mértékben volt felelds a beteg
halalaért. A virusfertdzés szempontjabol harom halédloki kategoriat kiilonitettiink el, az
elsében egyértelmiien a SARS-CoV-2-vel valo fertézés volt felelos a halal
bekovetkezésért, a kapcsolat a virus és a COVID-19 kozott ,,erds ” volt (1. kategoria). A
masodikban a SARS-CoV-2 fertdzés mellett egyéb faktorok, igy komorbiditasok
megkozelitdleg hasonld aranyban szerepeltek a haldl okozéasadban (,,kiegészité”, 2.
kategoria). Végiik a harmadik csoportban a SARS-CoV-2 fertdzés nem jatszott 1ényeges
szerepet a halal bekovetkeztében (,gyenge” Gsszefliggés). Mas szerz6k Hamburgbol 4
kategoriat kiilonitettek el (,,definitive, probable, possible, not associated”) (10).

A részletes klinikopatoldgiai elemzésiink soran az elsé 100 elhunyt haldlokdban 57%-
ban ,.erds” Osszefliggést allapitottunk meg, mig 27%-ban ,kiegészitd” kategoridba
soroltuk az elhunytakat, 6sszesen tehat 84%-ban volt megallapithaté a SARS-CoV-2 erds,
vagy kiegészit0 szerepe a halalokban. Az els6 és masodik hullamban elhunytak halaloki
kategoriait kiilon elemezve viszont, az els6 hullamban a , kiegészitd” kategoria nagyobb
aranyban szerepelt (48%), mint a ,,gyenge” (28%) ¢és az ,,er0s” (24%). A masodik
hullamban viszont az ,,erds” kategoria fordult eld nagyobb ardnyban (66%), melyet a
»kiegészité” (21%) és a ,,gyenge” (13%) kovetett. Ezen értékeket 6sszevetve a hamburgi
szerzOk altal kozolt adatokkal, melyek az elsé hullam elejérdl szarmaznak, egy sziikkebb
intervallumbol, elmondhat6, hogy esetiikben tobbségben voltak a mi terminoldgiank
szerinti ,,er0s” kategoriaba sorolt elhunytak (10). A masodik vizsgalatsorban, a 150
elhunyt halaloki kategoriaiban az ,,erds” kategoriat 52,67%-ban, a ,,kiegészitét” 31,33%-
ban, a ,,gyenge” Osszefiiggést 16% -ban talaltuk. Ugyancsak megallapitottuk, hogy a
masodik hulldmban a korhéazi dpolas (a kérhazban toltott idd hossza) jelentdsen rovidebb
volt, mint az elsében. Mindez azzal is magyaradzhato, hogy az Osszefiiggés a masodik
hullamban a SARS-CoV-2 fert6zéssel erdsebb volt, melynek kezelésére kevesebb
terapias lehetdség allt rendelkezésre, mint a ,kiegészitd” kategoridba Kkertilt,

komorbiditassal kiizdo betegek esetében. Ezt a feltételezést tamogatja, hogy a ,,Total
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pulmonaris hiszto-score” (TP) stlyosabb volt az ,,er6s” halaloki kategériaban, mint a
»kiegészitében” (p<0.0001).

A korabbiakban utaltunk arra, hogy a legsulyosabb eltérések COVID-19 sordn a
tiidében talalhatok, azonban valtozé mértékben egyéb szervek is érintettek lehetnek (22,
71, 75-80). Nyitott kérdés, hogy ezen szervekben 1étrejott elvaltozasok a virus kozvetlen
Citopatogén hatasanak, vagy masodlagosan, a tiidoben kialakult fert6zés
kovetkezményének, igy a citokinek felszabadulasanak, hipoxianak, gyogyszeres kezelés
stb. kovetkezményének tekinthetok-e (9, 71, 72, 80-82).

Magunk a majszovet vizsgalata soran kerestiink arra valaszt, hogy a virus replikacié
kozvetleniil torténik-e a majszovetben, milyen sejtekben és milyen eltéréseket 1étrehozva,
mint ezt mas szerzok is felvetették (27, 77, 83).

A maijszdvet vizsgalatdhoz olyan 20 esetet valasztottunk, amelyek boncoldsara 2
napon beliil keriilt sor, a lehetd legmegfelelobb szoveti megdrzottség érdekében. Mas
szerz6khoz hasonldan mind a NP, mind virdlis RNS kimutathatd volt a majban, bar kis
mennyiségben ¢és egyenlStlen eloszlasban (27, 72, 77, 79, 82, 84, 85). IHC és ISH
vizsgalatokkal azonban sem a NP, sem a tiiskefehérje, sem viralis genomialis RNS nem
volt kimutathatd a maj parenchyma sejtjeiben, igy sem a hepatocytakban, sem a
cholangiocytakban, mig azok demonstralhatok voltak az endothelsejtekben ¢s Kupffer
sejtekben, valamint a portalis/periportalis makrofagokban. A szerzok egy része sem
igazolta a SARS-CoV-2 fehérjék jelenlétét a hepatocytakban (76), st egyéb
majsejtekben sem tudtak kimutatni (86, 87). Egyesek szerint ennek magyarazata lehet,
hogy a SARS-CoV-2 replikacidja alacsony szintii, betegrél betegre, valamint a betegség
lefolyasa soran és a kezelés hatasara is valtozik az extrapulmonalis szervekben (85).

A 20 kivalasztott, a halalt koveto 48 oran beliil elvégzett boncolasok majeseteihez
tartozo6 tiidomintak koziil az RT-PCR 18 esetben adott pozitiv eredményt, melybdl 12
esetben a majmintakban is detektalhato volt a SARS-CoV-2 RNS. A detektalas aranyaban
a két szerv kozott észlelt kiillonbség tobb tényezdvel magyarazhatd. Részben a virus
korabban mar emlitett fokalis eloszlasaval, de nagyobb valosziniiséggel a tiidében és a
majban észlelhetd eltérd mértékii virus replikécio szintjével is dsszefligghet. Feltehetden
az alacsonyabb szintli virus replikdci6 a majban egyenetlenebb eloszlast virus
megjelenést eredményez, mely mind az IHC, mind az ISH modszerével kimutatasi

hianyhoz vezethet, mint erre a SARS-CoV-2 majban val6 replikacidja soran ramutattak.
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Masrészrdl viszont, vizsgalatainkban az RT-PCR végzése soran a FFPE mintakbol tobb
metszet lehuzasa tortént az RNS izoldlashoz, ndvelve a pozitivnak vélelmezhetd
mintafragmentumok mennyiségét, csokkentve ezzel a kimutathatdsag esetleges technikai
limitjét. Egyesek negativ eredményei, mely szerint nem sikeriilt viralis komponenst
kimutatni a majban, részben az alkalmazott metodologiat illetd eltérésekkel is
magyarazhat6 lenne (19, 56, 87). Hangsulyozni kell azonban, hogy a SARS-CoV-2
genomialis RNS kimutatdsa nem feltétlentil értékelhetd a virusreplikacid jeleként. Az
ISH-val kimutathato viralis RNS lehet ugyan a virusreplikacio jele, de a rezidens

makrofagokban fagocitalt virus RNS komponens is (88).

A SARS-CoV-2 protein és RNS komponensei — valtozo eloszlasban — kimutathatok
voltak vizsgalatainkban az endothelsejtekben. Ismeretes, hogy az endothelsejtek
rendelkeznek az ismert SARS-CoV-2 sejthez valo kapcsolodas, illetve belépési
receptorokkal, igy mind az ACE2, mind a TEMPRESS2 receptorokkal, bar ezek
eloszlasa, mennyisége szervenként, sejtenként valtozo (89). A szamos szerv
endothelsejtjeiben kimutatott SARS-CoV-2 arra utal, hogy a virus ezen sejtekben
replikdlodik, mely egyes szerzOk szerint felveti, hogy a virus citopatogén hatast fejt ki
(79, 85). Az adatok nem igazoljak jelenleg azonban azt, hogy a virus belépése az
endothelsejtekbe  receptor-medialt, vagy fagocitozis 1utjan  torténik-e. Az
endothelsejtekben észlelhetd kifejezett sejtkdrosodas, melyet magunk is egyértelmiien
kimutattunk, lehet masodlagos tényezdk, igy a citokinvihar, hypoxia, keringési zavar,
gyogyszerhatés stb. kdvetkezménye is. Egyes szerzék azonban nem detektaltak viralis
komponenst az endothelsejtekben (90, 91). Az elektronmikroszkoposan bemutatott
,»virus-szerii részecskek” morfologidja erdsen kétséges, mellyel magunk is egyetértiink
(92-95). Egyes in vitro adatok arra utalnak, hogy az emberi endothelsejtek fertézheték
SARS-CoV-2-vel, azonban replikaciot nem észleltek, és a virus 72 orat kdvetden
jelentésebb sejtkarosodas nélkiil eltiint (96). Eltérés észlelheté a SARS-CoV-2 replikaciot
vizsgalo in vitro és in vivo modellek k6zott is, kiemelten a parenchymasejtek tekintetében.
A virus detektalhato volt maj organoidban (97), Huh7 sejtvonalban (98), azonban jelenleg

IS vitatott kérdés, hogy a virus a hepatocytakban replikalodik-e (82, 98).

A majban észlelt eltérések, kiemelten az endothelsejt karosodds, akéar primer
citopatogén, akar masodlagos tényezOok kovetkezménye, arra hivja fel a figyelmet, hogy

a tiidén kiviili szervek, jelen esetben a m4j, késdbbi karosodasaval is szadmolni kell a
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betegséget sikeresen tulélé beteg esetén. Ennek alapjan a sulyosabb COVID-19
fertdzésen atesett €s ,,gydgyult”, virus negativva valt egyének esetében is kdvetni célszerti
a betegeket ¢és id6szakosan ellenérizni. Ez kiilonésen indokolt, amennyiben a betegség
lefolyasa soran a majfunkcié eltéréseire utald laboratoriumi ¢és klinikai eltérések

mutatkoztak.
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6. Kovetkeztetések, Gj eredmények

A bemutatott 100, késébb 150 SARS-CoV-2 virus fert6zott elhunyt egyén
boncolasi eredményeinek elemzése vilagviszonylatban is jelentés esetszam
alapjan vont le klinikopatologiai kovetkeztetéseket és tart fel halaloki lancolatokat,
az elvaltozasok szemikvantitativ elemzése alapjan.

A vizsgalt populacio demografiailag megfelelt a nemzetkozileg vizsgalt
csoportoknak, mind kor, nem, komorbiditas tekintetében stb., igy az észlelt

patologiai eltérések mas kohorszokra is nagy valosziniiséggel kiterjeszthetok.

1. A klinikopatologiai elemzések alapjan harom halaloki kategériat kiilonitettiink
el, mely a SARS-CoV-2-vel vald Osszefliggés alapjan csoportositotta az eseteket.
Ennek alapjan az esetek a haldlok szempontjabol a virussal vald ,erds”,
wkiegészité”, vagy ,,gyenge” kategoriaba voltak sorolhatok.

2. Ramutattunk, hogy a pandémia egyes hullamaiban a haldloki kategoridk
aranyaban lényeges kiilonbségek mutatkoztak, az els6 hullamban a ,,kiegészitd”,
mig a masodik hullamban az ,.erés” dsszefiiggés aranya dominélt. Osszességében
az ,,er0s” Osszefiiggés bizonyult a legnagyobb aranytnak.

3. A tliddben észlelt elvaltozasok digitalizalt, szemikvantitativ elemzése alapjan az
u.n. ,Total pulmonalis hiszto-score” (TP) értéket vezettiik be, mely szorosan
Osszefiiggott a halaloki kategoriakkal. Az ,erds” Osszefiiggési halaloki
kategoridkban a TP érték szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kiegészitd és gyenge
csoportban (p<0, 0001).

4. A tidé hisztologiai elemzése mellett, részletesen vizsgéltunk szamos
extrapulmonalis szervet, kiemelten a majszovetet. Megallapitottuk, hogy a
leggyakoribb elvaltozas, a valtozé mértékll szteatdzis és a pangés volt, a fibrozis
mértéke alacsonyabbnak bizonyult, a nekrozis/apoptdzis nem volt jelentds és
hepatitis nem fordult eld.

5. A viszonylag enyhébb parenchyma elvaltozdsokkal szemben viszont jelentds
sinusoidealis ektaziat, endothelsejtek karosodast és fibrin akkumulaciét
észleltiink. Ennek szemikvantitativ mértékét az u.n. SEF-score-ral fejeztiik ki, mely

nem mutatott dsszefliggést a haldloki kategoriakkal.
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6.

SARS-CoV-2 proteinek kimutatdsdra megfeleld, IHC célra szolgald antitestek
kivalasztasara, a magyarorszagi eljarasok egységesitése céljabol szervezett hazai
korvizsgalaton — a négy orvosi egyetem részvételével — kivalasztottuk a
legmegfelelobben hasznalhaté ¢és ajanlhatdé primer antitesteket. Ez alapjan
megallapitottuk, hogy az IHC mindsége ¢és ¢értékelése nem fiiggott a
vizsgalohelytol.

A SARS-CoV-2 NP ¢s tiiskefehérjéket IHC, a virdlis RNS-t RT-PCR ¢és ISH
modszerekkel mutattuk ki a maj kiilonb6zé sejtjeiben, ugyanazon betegektdl
szarmazo tiidészovettel osszehasonlitva. lgazoltuk, hogy a SARS-CoV-2 NP és
tiiskefehérjéi, valamint a viralis RNS a fert6zott majban kimutathatok, az endothel,
a Kupffer sejtekben és a makrofagokban. A virus a parenchyma sejtekben
(hepatocyta, cholangiocyta) nem volt detektalhato.

A majban észlelt eltérések, kiemelten az endothelsejt karosodas (akar primer
citopatogén, akar masodlagos tényezok kdvetkezménye), arra hivja fel a figyelmet,
hogy a tlidén kiviili szervek, igy a m4j, késdbbi karosoddsaval is szamolni kell a
betegséget sikeresen tuléld betegekben. Ennek alapjan a stlyosabb COVID-19
fertézésen atesett és ,,gyogyult”, virus negativva valt egyének esetében is indokolt

a betegek kovetése, idoszakos ellendrzése.
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7. Osszefoglalas

Az Egészségligyi Vilagszervezet altal 2019. december 31-én bejelentett tjfajta
koronavirus, a SARS-CoV-2 okozta COVID-19 pandémia 2020. marciusara elérte
hazankat is, még ebben a honapban elhunytak a betegség els6 aldozatai. A Semmelweis
Egyetem Patologiai, Igazsagiligyi és Biztositdsi Orvostani Intézete Magyarorszagon
elséként kezdte meg a SARS-CoV-2 fert6zott elhunytak korboncolasat. Munkank elsé
szakaszaban 100, majd tovabbi 50 elhunyt részletes korboncolasi eredményeit elemeztiik.
A majelvaltozasok analizisére 20 olyan esetet valasztottunk, akiken a korboncolas a halal
idejétol szamitott 2 napon beliil megtortént. A korboncolasok soran, egységes protokoll
alapjan torténtek a szoveti mintavételek. A mintadkon a rutin szovettani festéseken tul,
immunhisztokémiai, in situ hibridizaciés és RT-PCR reakciokat is végeztiink a virus
kimutataséra, valamint a fertzés hatdsainak elemzésére. A hazai vizsgalohelyek SARS-
CoV-2 kimutatassal kapcsolatos eljardsainak egységesitése érdekében orszagos
korvizsgalatot szerveztiink. A korboncolasok makroszkopos megfigyelései, az elhunytak
demografiai adatai, klinikai anamnézise, valamint a mikroszkopos szdvettani képe
alapjan az intézeti munkacsoport kozosen hatarozta meg, hogy a SARS-CoV-2 fertdzés
mennyiben felel6s a halal bekovetkezéséért, azaz a virusfertézés a halalokkal ,,erés”,
»Kiegészitd” vagy ,,gyenge” Osszefliggésben all-e. Ezen kategorizalas segitségével
megallapitottuk, hogy az elsé hullamban a , kiegészité”, mig a masodik hullamban az
,erds”, valamint Osszességében is az ,.erés” Osszefiiggés dominalt. A munkacsoport
megalkotta az G.n. ,,Total pulmonalis hiszto-score” (TP) értéket, mely 6sszefliggésben allt
a halaloki kategoriakkal. Az extrapulmonalis szervek koziil a kiemelten tanulmanyozott
majszovetben nekrozis, apoptozis, hepatitis ritkan, mig szteatozis és pangas gyakran volt
észlelhetd. Sulyos, Kiterjedt, nem-parenchymalis sejtkarosodasok voltak kimutathatok,
igy sinusoidealis ektazia (S), endothelsejtek karosodasa (E) és fibrin akkumulacio (F)
(SEF-score). A SARS-CoV-2 proteineket és RNS-t az endothelsejtekben, Kupffer
sejtekben és makrofagokban detektaltuk, a parenchymasejtekben nem tudtuk kimutatni.
A majban észlelt eltérések, kiemelten az endothelsejt karosodas, arra hivja fel a figyelmet,
hogy a tiidon kiviili szervek, igy a m4j, késobbi karosodasaval is szamolni kell a fert6zést
sikeresen t0léld betegekben. Ennek alapjan a sulyosabb COVID-19-en atesett egyének

esetében is indokolt a betegek kovetése, iddszakos ellendrzése.

69



8. Summary

The COVID-19 pandemic caused by the new type of coronavirus, SARS-CoV-2,
announced by the World Health Organization on 31% of December 2019 reached our
country by March 2020, with the first victims of the disease dying this month. The
Department of Pathology, Forensic and Insurance Medicine at Semmelweis University
was the first in Hungary to start pathological autopsies of SARS-CoV-2-infected patients.
In the first phase of our work, we analysed the detailed pathology results of 100 and the
next phase 50 more deceased patients. For the analysis of liver lesions, we selected 20
cases who underwent autopsy within 2 days of death. Tissue samples were taken during
the autopsies according to uniform protocol. In addition to routine histopathological
staining, the samples were subjected to immunohistochemical, in situ hybridization and
RT-PCR reactions to detect the virus and to analyse the effects of infection. A nationwide
study was organised to standardise the SARS-CoV-2 detection procedures of Hungarian
testing sites. Based on macroscopic observations of autopsies, demographic data, clinical
history and microscopic histology of the deceased, the institutional working group
determined to what extent the SARS-CoV-2 infection was responsible for death. In other

words, whether the viral infection had "strong", "contributive™ or "weak" association with
death. This categorisation allowed us to conclude that, in the first wave the “contributive”
one, while in the second wave the "strong" and overall, the "strong" association
predominated. Our working group created the "Total Pulmonary Histo-score™ (TP), which
was correlated with the mortality categories. Necrosis, apoptosis and hepatitis were rarely
observed in liver, as extrapulmonary organ, whereas steatosis and congestion were
frequently found. Severe, extensive, non-parenchymal cellular damage was detected,
such as sinusoidal ectasia (S), endothelial cell damage (E) and fibrin accumulation (F)
and liver specific score was created (SEF-score). SARS-CoV-2 proteins and RNA were
detected in endothelial cells, Kupffer cells and macrophages, but not in parenchymal cells.
The abnormalities detected in the liver, especially the endothelial cell damage, raise the
possibility of subsequent damage in extrapulmonary organs in those patients, who
survived SARS-CoV-2 infection. On this basis, follow-up and periodic monitoring of

patients with more severe COVID-19 is also warranted.
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