Valasz Dr. Molnar Béla, az MTA Doktora opponensi véleményére

Ko6szondm Molnar Béla tanar rnak, hogy vallalta értekezésem biralatat, koszondm elismerd
szavait a témavalasztast, az egyes témakoroket, a publikéacios aktivitast és annak visszhangjat
illetéen. Koszondm, hogy a birdlé a megkozelitést komplexnek, az értekezés megirasat
szinvonalasnak, a kutatd munkat és annak diszkussziojat alapos szakmai ismereteken nyugvo
szintetizal6 munkanak tartotta. Kosz6nom a formai megjegyzéseket és annak elfogadasat is,
hogy az altalanos, a jelenlegi epidemiologiai, patogenetikai, monitorizalasi és kezelési
stratégiat bemutatd bevezetés mellett a diszkusszioban témakoronként keriilt kritikus
értékelésre a sajat munka eredménye, az elérhetd, esetenként a sajat munka megjelenését

kovetden publikalt adatok tiikrében.

Nagyon koszonom a biraldé gondos, mindenre kiterjedd figyelmét és a helyenként a munka

pontositasat is lehetdvé tevo kérdéseket.

A feltett kérdésekre az alabbi valaszokat adom:

1. A mintagyiijtési DNS izolacios eljarasok egységes volta nem deriil ki ebben a
fejezetben. Hianyzik az informacio arrol, hogy az 500-600 CD-s minta hdny
centrumbol, hogyan keriilt osszegyiijtésre, a DNS izoldlasokat egy helyen, vagy a
vizsgaloknal végezték-e el? Az egyes centrumok kozott volt-e kiilonbség a géntipusok
eloszlasaban?  Egyenlé  ardnyban  keriiltek-e  mintak a végsé poolba a
donorcentrumokbol? Egy-egy domindns centrum eredményei nem torzitottak-e az
osszképet?

Ko6szoném a metodikai kérdést. Minden centrumban torekedtiink az egymas utani betegek
bevonasara annak érdekében, hogy a szelekciods hiba elkeriilhetd legyen. A DNS izolalas egy
helyen, az I. sz. Belgyogyaszati Klinika genetikai laborjaban tortént kommercialis DNS-
szeparacios kit segitségével, mig a genetikai vizsgalatok elvégzése a bécsi egyetemmel (Prof.
Dr. Péter Ferenci) és az Orszdgos Vérellato Intézettel (Dr. Tornai Attila és Dr. Andrikovics
Hajnalka) egyiittmiikodésben tortént. Mivel a betegek mintai tobb centrumbodl szarmaztak, a
nyugat-, kozép- és kelet-magyarorszagi centrumokbdl szarmaz6 mintakat kiilon is értékeltiik.

A kontrollok bevonésa hasonl6 ardnyban tortént a teriileti reprezentacionak megfelelden.

Tekintettel arra, hogy fontosnak tartottuk a centrumok kozotti variabilitas kizarasat, a
NOD2/CARD15, illetve a TLR4 vizsgalat esetén (ebben a tanulmanyban 12 centrum vett
részt) a teriileti kiilonbségeket az eredeti kozleményben is bemutattuk. A legnagyobb

mintaszam a Semmelweis Egyetem Belgyogyaszati Klinikairol, a Szegedi Egyetem I. sz.



Belgyogyaszati Klinikajarol és a Veszprémi Csolnoky Ferenc Korhaz Belgyogyészati
Osztalyardl szarmazott. Magyarorszag teriileti adottsagait figyelembe véve nem szamitottunk
foldrajzi kiilonbségekre, de mivel a Crohn-betegség klinikai megjelenése a NOD2/CARD15
mutaciokkal ismerten kapcsolatot mutat (bar a tanulmany idépontjaban ez még nem volt
egyértelmii), ezért fontos kiemelni, hogy az egyes teriiletekr6l szarmaz6 mintdkban nem
tudtunk lényeges klinikai megjelenésbeli kiilonbséget kimutatni (1asd eredeti kozlemény 1.
tablazat). A NOD2/CARDI15 és TLR4 genotipusok eléforduldsa az egyes teriileteken szintén
nem kiilonb6zott, sem Osszesitve, sem kiilon vizsgalva az egyes nukleotid polimorfizmusokat

(SNP). Torzit6 hatast tehat nem tapasztaltunk.

2. ,,A szerologiai vizsgdlatok” fejezet onallo része a nagydoktori dolgozatnak. A 3.
fejezetben azonban megint értékel a jelolt immunoldgiai, de szintén szérum
paramétereket, mint példaul CRP, LBP, CD14. A biralo rogton fel is teszi a kérdést:
mi indokolta ezen vérvizsgalatok kiilon fejezetben torténd kezelését?

Az antibakterialis, mikotikus autoantitestek alkalmazasat a
differencialdiagnosztikiban latja a jelolt, a hsCRP-t, az LBP-t és a CDI14-t pedig
azaktivitas jelzésben. Atfedd alkalmazdsok nem lehetségesek, vagyis az antibakterdlis
antitesteket nem lehet aktivitas jelzésre haszndlni?

A ,konvencionalis” szerologiai markerek vizsgalataval szerzett sajat tapasztalataink (ASCA,
pANCA, glikanok, stb.) és az ezzel parhuzamosan b6viil6 irodalmi ismeretek (pl. Rieder et al.
Plos One 2011;6:€18172) egyértelmiivé tették, hogy ezek a markerek az aktualis aktivitassal
nem mutatnak kapcsolatot, szintjik viszonylag alland6é. A markerek klinikai jelentGsége

sokkal inkabb a betegség lefolyasanak hosszutavu eldrejelzésében varhato.

Ezzel szemben a vizsgalat tervezésekor ismert volt, hogy a CRP, a szolubilis CD14 (ez
utdbbinak azdta a szepszis mortalitasi markereként és kezelési célpontként is felmeriilt a
szerepe — Huber-Lang et al. J Immunol 2014;192:5324, Masson et al. Crit Care 2014;18:R6,
Ulla et al. Crit Care 2013;17:R168) és az LBP (Pastor Rojo et al. Inflamm Bowel Dis
2007;13:269) szintek valtozasa sokkal gyorsabb, igy hasznalatuk a klinikumban az aktivitas
objektiv megitélésében és eldrejelzésében varhatd. A CRP a gyulladdsos bélbetegekben
altalanosan elfogadott gyulladasos marker (Solem et al. Inflamm Bowel Dis 2005;11:707),
ami pontosabb Crohn-betegségben, mint colitis ulcerosaban. Egy a tanulmanyunkat megel6z6
francia vizsgalat adatai arra utaltak, hogy a CRP a minta levételét kovetd két honapra nyu;t
elérejelzést a varhato klinikai fellangolas vonatkozasaban (Cosigny et al. Inflamm Bowel Dis
2006;12:551). A hasznalt cut-off (>20mg/L) és a siillyedéssel valdo kombinacié ugyanakkor a

gyakorlattol 1ényegesen eltért, ezért vizsgaltunk targya részben a megfelelé cut-off érték



meghatarozasa volt (Kiss et al. Inflamm Bowel Dis 2012;18:1647). Ez indokolta a fenti
markerek elkiilonitését a hagyomanyos mikrobialis markerektdl. A prediktiv jelentdséget
ebben a vizsgalatban kdzéptavon vizsgaltuk, de mar az eredeti kozlemény 5. abrajabol lathato,
hogy rovidebb tavu elOrejelzésre is alkalmasak (Lakatos et al. Inflamm Bowel Dis
2011;17:767). Ezért a kovetkez6 tanulmanyunkban a CRP szerepét az aktivitas és kozéptava
elérejelzés mellett a betegség lefolyasanak rovidtavu eldrejelzésében is vizsgaltuk (3 honap,

Kiss et al. Inflamm Bowel Dis 2012;18:1647).

3. A biraloban felmeriil a kérdés, hogy a makroszkopos vastagbél gyulladas kiterjedése
is hasonlo korrelaciot mutathat a szerologiai valasz mértékevel? Azaz a makroszkopos
fekélyesedés mértéke lehetséges, hogy a bedramlo, az immunrendszer szamdra direkt
terhelést jelento mikrobakkal aranyos lehet?

A kérdés logikus. Azonban irodalmi és sajat adatok alapjan az antimikrobialis (ASCA, glikan)
markerek elsdsorban Crohn-betegségben a szovodményes betegségformaval és az vékonybél-,
ileum-lokalizacioval mutattak kapcsolatot (Lakatos et al. Am J GE 2011;106:406, Papp et al.
Am J GE 2008;103:665, Ferrante et al. Gut 2007;56:1394). Gyakorisaguk colitis ulcerosaban
¢s Crohn-colitisben, fliggetleniil annak kiterjedésétdl, ritkabb volt. Crohn-colitis esetén is
szignifikansan ritkabb volt az iledlis érintettséggel rendelkezd betegekhez képest (Papp et al.
Inflamm Bowel Dis 2007;13:984), mig colitis ulcerosa-szerii makroszkopos Crohn-betegség
megjelenés esetén a gyakorisag nem kiillonbozott az egészséges kontrollhoz képest. Ebbdl az
kovetkezik, hogy elsdsorban a vékonybél ¢és nem a vastagbél fekélyek
megjelenése/permeabilitas-valtozdsa  mutat  kapcsolatot ~a  szeroldgiai  markerek
megjelenésével. Ezt tdmasztja ald tovabba, hogy a fenti markerek gyakorisaga kezeletlen
coeliakiaban (Ashorn et al. J Clin Immunol 2008;28:486, Papp et al. WJG 2009;15:3891) és
elérehaladott majbetegségben (Papp et al. Plos One 2010;5:€12957) csaknem megegyezik a
Crohn-betegségben tapasztalt értékkel.

4. A NOD2/CARD15 mutdacion kiviil a tobbi vizsgdlt genetikai eltéréssel mutattak
osszefiiggest a vizsgalt szerologiai markerek?

Az irodalomban elérheté adatok ebben a vonatkozasban nem egységesek. A leuveni centrum
adatai (Henckaerts et al. Gut 2007;56:1536 és Manolakis et al. Dig Dis Sci 2013;58:371)
alapjan a NOD1/CARD4 GG-indel hordozas esetén gyakoribb volt a gASCA pozitivitds, mig
a TLR4 D299G és TLR2 P631H varidnsok esetén ritkdbban fordultak eld egyes glikan
markerek (ACCA) és az Omp. Ezzel ellentétesen a TLR1, TLR6 és CARDS variansok nem

mutattak kapcsolatot a szerologiai markerekkel. Sajat adataink alapjan (Papp et al. Inflamm



Bowel Dis 2007;13:984, Papp et al. Am J GE 2008;103:665 ¢és Lakatos et al. Tissue Antigens
2008;71:552) nem talaltunk kapcsolatot a TLR4 gén fenti variansa, illetve egy gyakori DLG5
varians allél eléfordulasa és a szerologiai markerek gyakorisaga kozott, mig a lokalizaciotol
¢és viselkedéstdl is fliggetlen forditott Osszefiiggést mutattunk ki egy beta-defenzin 1 gén

varians ¢€s a glikdn markerek el6fordulasa kozott.

5. Az elmult 3 évben a Crohn-betegség természetes lefolyasa megvaltozott. A klinikai kép
enyhébb a betegség diagnozisanak felallitasakor, a korlefolyas soran. A jelolt
vizsgalatai ezt 30 éves vizsgalt idoszakban igazoltik. A betegség lefolydasanak ilyen
pozitiv valtozasat minek tulajdonitia? Jobb, korabbi diagnosztika, jobb terapidk?
Kornyezeti, életmodbeli valtozasok? Befolyasolhatja-e az IBD megjelenésének ilyen
irdnyu valtozasat a gyakoribb, szélesebb korii antibiotikus terdpidk alkalmazasa?

A kérdés megvalaszoldsa Osszetett, fiigg attol is, hogy mit valasztunk kimenetelt mérd
valtozonak. Az okok szintén Osszetettek. Egy 2010-ben megjelent dsszefoglald kozlemény
még azt allapitotta meg, hogy a populacids alapu vizsgalatokban kevés a bizonyiték arra
vonatkozoan, hogy a Crohn-betegség természetes lefolyasa megvaltozott volna (Peyrin-
Biroulet et al. Am J GE 2010;105:289). Nem sokkal e kozleményt kovetden jelent meg a
walesi munkacsoport anyaga (Ramadas et al. Gut 2010;59:1200) és a sajat tanulmanyunk
(Lakatos et al. Am J GE 2012;107:579), mely felhivta a figyelmet arra, hogy a sebészeti igény
Crohn-betegségben csokkent. Ennek egyik markere/oka lehet a megvaltozott kezelési
stratégia - igy pl. a korai azathioprin kezelés bevezetése -, ami azonban bizonyosan nem az
egyetlen tényezd. A sebészeti igény csokkenése az 1950-es évektdl kimutathatdé volt a
nemzetkodzi IBD tarsasag tagjaival egyiitt készitett szisztematikus 6sszefoglald kézleményben
(Bernstein et al. Gut 2012;61:622), tovabba egy masik, fliggetlen szisztematikus osszefoglald

tanulmany és metaanalizis adatai alapjan is (Frolkis et al. Gastroenterology 2013;145:996).

Mas valtozas is tortént. Az elmult 3 évtizedben megvaltoztak a diagnosztikus eszkozeink (pl.
vékonybél rontgen helyett CT-MR enteroklizis), rutinszerlien és gyorsabban elérhetdk lettek a
laboratoriumi vizsgalatok (pl. CRP). Masrészt az 1990-es évek végétol egyre szélesebb
korben elérhetové valtak a biologiai kezelések (pl. anti-TNF, Hanauer et al. Lancet
2002;359:1541, Sands NEJM 2004;350:876). Ezekbdl a gydgyszervizsgalatokbdl az is egyre
nyilvanvalobba valt, hogy a korai—kombinalt kezelés, a szoros betegkdvetés, a biokémiai
paraméterek korai normalizalodasa (Schnitzler et al. Gut 2009;58:492) és a korai nyalkahartya
gyogyulas (Baert et al. Gastroenterology 2010;138:463), azaz a gyulladasos kép korai

objektiv kontrollja javitja a hosszutava kimenetelt.



Mindez a gyakorlatban egyiitt jart a gyorsabb és részletesebb diagnosztikaval és egy
szorosabb  betegkovetési  stratégiaval  (klinikai  kontroll,  vérvizsgalatok  és
endoszkopos/képalkotd ellendrzés), ami szintén a kedvezObb hosszutava kimenetel iranyaba
mutathat. Sajat vizsgalatunkban is kimutathato, hogy az ujabban diagnosztizalt betegekben a
diagnoéziskor ritkdbb a szovodményes betegségforma és lassabb a betegség progresszidja is
(Lovasz et al. WJG 2013;19:2217). A magyar adatokat is tartalmazo legijabb kozos europai
populaciés alapt tanulmanyban (Burisch et al. Gut 2014;63:588, Burisch et al. Inflamm
Bowel Dis 2014;20:36) mar a stratégiai biologiai kezelés hatasa is tetten érhets. A
tanulmanyban a 2010-ben diagnosztizalt Crohn-betegek 5-21%-aban keriilt bevezetésre a
bioldgiai kezelés mar a diagnézis évében. A gyogyszer korai alkalmazésa részben fliggott a
betegség viselkedésétél. A betegek 44-57%-a részesiilt ugyanakkor korai immunszupressziv
kezelésben. A kimenetel rovidtavon kedvezd volt. Az egy éves kovetés végén a betegek
77%-a volt remisszidban, mig tovabbi 13%-aban csak enyhe aktivitas volt mérhetd. A betegek

kovetése folyamatban van. A 3 éves kimenetelek idén keriilnek feldolgozasra.

Végezetiil a korai antibiotikum kezelés és az IBD incidenciaja k6zo6tt tobb tanulmanyban
mutattak ki Osszefliiggést. Az azonban nem teljesen egyértelmii, hogy a korai antibiotikum
kezelés a kivaltoja ennek a folyamatnak, vagy csupan egy markere a mar fennallo fokozott
bélgyulladasnak (Shaw et al. Am J GE 2011;106:2133, Virta et al. Am J Epidemiol
2012;175:775). Az antibiotikum kezelés szovédményes Crohn-betegségben (pl. perianalis
fistula) a napi gyakorlat része (Khan et al. Am J GE 2011;106:661). Egyes tjabb adatok
szerint enyhe Crohn-betegségben a rovid tava klinikai remisszid elérését is segithetik
(Prantera et al. Gastroenterology 2012;142:473), azonban arra vonatkozoé adat, hogy a

betegség lefolyasat a gyakori antibiotikum adas megvaltoztatna, nem ismert.

6. A magyar IBD-s betegekben a vastagbéldaganatok megjelenése ritkabb, mint ahogy
arrdl a nemzetkozi irodalomban olvashatunk, tulélésiik kedvezobb, mint a sporadikus
vastagbélrakban szenvedoke. Magyarorszagon ezeknél a betegeknél gyakoribb a
kolonoszkopias vizsgalat, mint a nemzetkozi gyakorlatban? Lehet Osszefiiggés a
Crohn-betegekben ritkabban eldfordulo vastagbélrak és a jelolt altal leirt
magyarorszagi komplex terapidk alkalmazasa kozott?

Az ellentmondas a nemzetkozi és a magyar adatok kozott csak latszolagos. A gyakran idézett
Eaden (Eaden et al. Gut 2001;48:526) metaanalizisben ko6zolt érték jelentés mértékben
centrum adatokon alapul, azaz feliilértékeli a rakrizikot, ez magyarazza a tankonyvekben a
mai napig szereplé magas, 10, 20 és 30 éves colorectalis rakrizikot. Sajat populacios alapt

tanulmanyunkban a relativ rdkrizikd (SIR: 1,74) érdemben megegyezett egy az értekezés



benyujtasat kovetéen megjelent ujabb, csak a populacios alapii tanulméanyokon alapulod
metaanaizis adataival (Jess et al. Clin Gastroenterol Hepatol 2012;10:639). Ebben a

tanulmanyban a relativ kockazat 6sszességében 2,4-szeres volt.

A talélés valoban kedvezonek volt mondhatd, aminek oka részben az, hogy a daganatok
nagyobb aranyban keriiltek felismerésre korai(bb) stadiumban (Dukes A-B) a magyar
sporadikus colorectalis rakos betegekhez képest (Fuszek et al. Anticancer Res 2006;26:527).
Az ellenérzo colonoscopidk szama az atlag populécidoban tapasztaltnal nagyobb volt (10 éves
betegségfennallast kovetden legalabb 2 ellen6rzd colonoscopia 5 év alatt), azonban a sajat
definicionk szigorisaga elmarad a nemzetk6zi ajanlasoktol (Dignass et al. JCC 2012;6:965).
Az egyes terapidk direkt rakrizikot befolydsold hatisara kevés a bizonyiték, az adatok
ellentmondadsosak még az aminoszalicilatok vonatkozdséban is (Bernstein et al. Am J GE
2011;106:731, Rubin et al. CGH 2006;4:1346, van Staa et al. Gut 2005;54:1573, Velayos et
al. Am J GE 2005;100:1345). A gyakorlat szamara praktikus megkozelités, hogy kronikus
gyulladés nélkiil nincs fokozott daganat rizik6. Azaz valdsziniileg nem az egyes gyogyszerek
specifikus hatasaban keresend6 a valasz, hanem a gyulladas megfelel6, hossztava kontrollja
az elsédleges (Rutter et al. Gastroenterology 2004;126:451). Ilyen értelemben a komplex,
hosszutavu, teljes nyalkahartya gyogyulasra torekvo kezelés elméletileg csokkentheti a
rakrizikot. Mas tényezdk hatdsa is fontos lehet, igy pl. nem hagyhatd figyelmen kiviil a
colectomiak aranya sem, ami jelentés foldrajzi variabilitast mutat (Bernstein et al. Inflamm
Bowel Dis 2013;19:2001). Megjegyzést érdemel tovabba, hogy sajat anyagunkban is
kedvezébb volt a dohidnyzo betegek hosszutava korlefolyasa, kevesebb beteg igényelt
colectomiat az uralhatatlan betegség aktivitas miatt (Lakatos et al. Inflamm Bowel Dis
2013;19:1010).

7. Van-e a jeloltnek adata arrdl, hogy a 30 éves megfigyelés alatt valtozott-e az
azathioprin terapia elleni intolerancia mértéke? A mellékhatas profil valtozott?

A sajat populacios alapti vizsgalatunkban Osszesen a betegek 14,9%-aban észleltiink
intoleranciat. Irodalmi adatok alapjan a kezelést a betegek 9-25%-aban kell mellékhatas miatt
leallitani (Lakatos et al. WJG 2011;17:4372). A gyakorisag nem fiiggdtt a diagnozis évétol
(pl. a 2000 eldtt és 2000 utan diagnosztizalt Crohn-betegekben az intolerancia gyakorisaga
15,2% ¢és 12,3% volt) és a mellékhatasok megoszlasa érdemben megegyezett az ismert

tankonyvi adatokkal.



8. A biraloban a dolgozat atolvasasa utan felmeriil a kérdés a genetikai faktorok
elvaltozasai, a polimorfizmus, a szerologiai paraméterek eltérései nem adnak
segitséget a biologiai kezelés hatasossaga tekintetben?

Az altalunk vizsgalt genetikai és szerologiai markerek nem jelezték eldre a biologiai kezelés
hatékonysagat. Egy szintén koradbbi tanulmanyban belga szerz6k a Fas ligand egy
polimorfizmusa (-843C/T) és az infliximab kezelés klinikai eredménye kozott irtak le
kapcsolatot (Hlavaty et al. APT 2005;22:613). A gyakorlati jelentOséget azonban
megkérdojelezi, hogy egyiittes azathioprin kezelés esetén a fenti Osszefiiggés nem volt

megfigyelhetd.

A dinamikus modellek biztatobbaknak tiinnek. Irodalmi adatok alapjan az anti-TNF kezelés
hatasara bekovetkez6 korai apoptozis fokozodas (pl. 99Tc-annexin felvétel) mind
allatkisérletben, mind emberben kimutathatd, ami kapcsolatba hozhato a késébbi terapias
hatékonysaggal (van den Brande et al. Gut 2007;56:509). Tovabba, egy leuveni tanulmany
szerint a nyalkahartya génexpresszios profilja (top 5 gén: TNFAIP6, S100AS8, IL11, GOS2 és
S100A9) segitséget nyujtott a késObbi terapids valasz eldrejelzésében, legalabbis vastagbél
érintettség esetén (Arijs et al. Inflamm Bowel Dis 2010;16:2090). A vizsgalt esetszam az
egyes tanulmanyokban azonban meglehetdsen kicsi, és jelenleg nem lehet megbecsiilni a

vizsgalatok additiv értékét a klinikai/labor/képalkotd paraméterek korai valtozasahoz képest.
M¢ég egyszer koszonom Molnar Béla tanar urnak részletes, alapos biralatat, megjegyzéseit,
kérdéseit és elismerd szavait a témavalasztast, a komplex megkozelitést, az eredmények
gyakorlati jelentdségét, a publikacids aktivitast és annak visszhangjat illetden. Koszondom
tovabba, hogy az értekezést és a téziseket elfogadasra méltonak talalta.

Budapest, 2014. junius 25.
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