Valasz Dr. Vasarhelyi Barna, egyetemi tanar biralatara

Ezuton is szeretném megkdszonni professzor ur faradozasat és a biralatra szant idejét, az
alapos és részletes értékelést, az izgalmas kérdéseket, és az MTA Doktori értekezés pozitiv
biralatat.

A felvett kérdésekre a valaszaim a kovetkezoek:

1., A vizsgadlatok jelentos részénél hasznalt egészséges kontroll csoportot és eredményeit is
ennek tagjaihoz hasonlitotta. Kérem, hatirozza meg, On szerint ki az egészséges, milyen
vizsgalatok sziikségesek és egyben elégségesek ahhoz, hogy ezt ki lehessen jelenteni valakirol.

Vialasz: Az egészségnek, mint allapotnak mar a definicidja sem egyszeri. Ha a WHO
Alkotmanyanak elészavabol indulunk ki, mely szerint ,,az egészség a teljes testi, szellemi és
szocialis jolét allapota, nem pusztdn a betegség vagy fogyatékossdg hidnya"
(http://lwww.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamop425/2011 0001 524 Megelozo_orvostan_nep
egeszsegtan/ch03s05.html), akkor nem egyszer(i az egészséges egyének objektiv azonositasa.
egészséges kontroll egy klinikai tanulmanyban egy olyan személy, aki mentes a vizsgalt
betegségtdl vagy koros allapottol" (https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-
terms?cdrid=561403). Megnézhetjiik azt is, hogy a szakirodalomban hogyan torténik az
"egészséges" kontrollok bevalasztisa. Az irritabilis bél szindrémat (IBSZ) vizsgalo eset-
kontroll tanulmanyok metaanalizise alapjan a kutatok nagy része a National Cancer Institute
megkozelitését kovette, €s az IBSZ tlineteinek/panaszainak kizardsa alapjan definidlta a
kontroll populaciét. Ez torténhetett egy egyszeri kérddiv alapjan, ahol altalanossdgban
rakérdeztek a hasi és székelési panaszokra, vagy egy un. széklet naplod készitésével, ahol 7
napon keresztiil kellett a széklet tulajdonsagait és a székiirités jellemzdit rogziteni. A masik
gyakori megkozelités az egyének oOnértékelésén alapult; azok keriiltek bevalasztasra, akik
egészségesnek tartottak magukat (a bélmiikodésiikkel kapcsolatban) (S. Ghorbani et al.,
Annals of Gastroenterology, 2015, 28:87-93).

A sajat munkaink soran, szinte mindegyik tanulmanyunkban mi is az NCI definiciojat
alkalmaztuk. Olyan kontrollokat valasztottunk - leggyakrabban laboratoriumi/egészségiligyi
dolgozdkat és csaladtagjaikat -, akik a vizsgalat targyat képezd betegségtdl mentesek voltak,
és sajat bevallasuk szerint altalaban is egészségesek. Két olyan vizsgalatunk volt, ahol ennél
alaposabb és szigoriibb megkotéseket alkalmaztunk a kontrollok bevalasztasanal. A HunMen
study esetében 50 feletti férfiak csontstatuszat vizsgaltuk, és itt az altalanos bevalasztasi
kritériumok a kovetkezdek voltak: >50 év, férfi, ambulans, egészséges személy. A kizarasi
feltételek: ismert metabolikus csont, maj vagy vese betegség €s barmilyen csontanyagcserét
befolyasold gyogyszer szedése (kivéve kalcium és D-vitamin). A betegségek "azonositasa"
laboratoriumi paraméterek alapjan tortént: kizarasra keriilt egy személy, ha a referencia
tartomany felso kiiszobének kétszeresénél nagyobb volt a szérum total bilirubin, GOT, GPT,
yGT, alkalikus foszfataz, LDH, urea, kreatinin és a hugysav értéke (illetve ezek koziil
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barmelyik). A masik vizsgalat az NKTH mAB-CHIC study, ahol a QP Kitek hatékonysagat
teszteltiik rakos betegek szérum mintain. Itt a kontrollok részletes kérddivet toltottek ki, €s
nyilatkoztak valamennyi szervrendszeriiket érint6 betegségek meglétérdl/hianyardl. A kizaras
abszolut kritériuma volt barmilyen aktualis vagy korabbi daganatos allapot megléte. Relativ
kizarasi feltétel volt barmilyen sziv- és érrendszeri betegség, kozponti idegrendszeri betegség,
vérzékenység, ismételt 4julasi (syncope) epizodok vagy korabbi goércsrohamok, a gyomor-bél,
a vizeletkivalaszto, vérképzo, az immunoldgiai, az anyagcsere, a vese vagy a légzérendszert
érinté korképek, cukorbetegség, fert6z6 betegségek, vakcinacio, terhesség, szoptatas, Kisebb
sebészeti beavatkozas, fogaszati kezelés, vértranszfuzid vagy vér/plazma adasa, illetve
barmilyen egyéb akut fazis reakciot kivaltd allapot. A kizarasrdl a bevalasztd orvos dontott a
beteg anamnesztikus adatai és a laborparaméterek alapjan a HunMen study-hoz hasonléan.

Osszegezve, tehdt, az "egészséges" kontrol definidlasa nem egyszerii és jelentésen
valtozhat az adott klinikai vizsgalat igényeinek megfeleléen. A legszigorubb megkozelités
megfelelhet az altalunk az NKTH mAB-CHIC study-ban alkalmazottaknak, ahol kizarasi
kritérium lehet szinte barmilyen koros allapot jelenléte - a betegek bevallasa, illetve a
laboratériumi vizsgalatok pozitivitasa alapjan. Ez nagyon hasonlit a véradasba bevonhato
személyek kivalasztasara. Az ilyen "szupernormal" egyének kontrollként vald alkalmazasa,
ugyanakkor veszélyeket is hordoz magaban. Tulbecsiilheti egy marker hasznalhatosagat, vagy
klinikailag nem relevans Osszefliggéseket tarhat fel. Ezzel szemben a legenyhébb bevalasztasi
kritériumrendszer csak annyit ir eld, hogy az "egészséges" kontroll legyen mentes a vizsgalat
targyat képezé Dbetegségt6l. Ebben az esetben azonban pl. egy adott biomarker
kontrollokban szintén téves kovetkeztetések levonasat eredményezheti. A legsikeresebb
megoldés, az "arany kozéput": olyan kontrollok bevalasztisa, akik mentesek a vizsgalat
targyat képzd betegségtdl, mentesek olyan allapotoktol, amelyek a tesztelt markerek
teljesitményét befolyasolhatjdk, és az egyéb - populacids szinten gyakoribb - kisérd
betegségek eléfordulasa a kontroll csoportban hasonld a vizsgalt betegcsoportéhoz. Egy ilyen
kontroll populacié kialakitasdhoz sziikség van a kontrollok anamnesztikus adataira,
laborvizsgalatokra és szilikség esetén egyszeriibb, a kontrollok szamara jelentds megterhelést
nem jelentd, képalkoto vizsgalatokra.

Mi a véleménye: a véradok haszndlata egészséges kontrollként milyen mértékben tiikrézi az
altalanos populdciot (kiilonosen akkor, ha a betegcsoport mar idésebb)?

Valasz: Bar a véradas felso életkor hatara rendszeres véradok esetében 65 év, azonban a
véradasban résztvevok atlagéletkora ennél joval alacsonyabb. Ennek megfeleléen egy iddsebb
betegcsoporthoz valo illesztés nehezebb lehet, ha véradokat szeretnénk kontrollként
felhasznalni egy klinikai vizsgalatban. A véradok raadasul - ahogy ez a fentiekben szerepel -
egy "szupernormalis" egészséges populdcionak tekinthetdek, ami bizonyos mértékig
problémat okozhat egy klinikai vizsgalat sordn, téves kovetkeztetések levonasat 1is
eredményezheti. Ennek megfeleléen kontrollként vald alkalmazasuk kortiltekintést igényel, és
elsdsorban olyan esetekben jon szoba, ahol a vizsgalt betegpopulacioé is homogénen kisérd
betegségektdl mentes.



2. Az orvoshoz fordulé emberek jelentds (tillnyomd) része valamilyen panasz miatt teszi ezt. A
napi orvosi gyakorlatban a differencial diagnosztika célja a panaszok hdatterében allo
kiilonbozo okok elkiilonitése. Mi a véleménye: egy biomarker kutatasa, értékelése soran nem
lenne-e célszeriibb az egészséges kontroll csoport helyett/mellett inkabb hasonlo panaszokkal
jaro, de mas korképekben szenvedo betegcsoportot hasznalni?

Valasz: A birald felvetése teljesen jogos és észszerl, hiszen a mindennapi gyakorlatban
valdban tulnyomo részt nem teljesen egészséges €s beteg emberek kozott kell "kiilonbséget
tennlink", hanem az adott beteg panaszainak hatterében kell azonositanunk sok koros allapot
koziil egy (vagy néhany) konkrét betegséget. Ennek megfeleléen a klinikai kutatds soran is
sziikséges az egészséges kontrollok mellett egy (vagy tobb) klinikai/beteg kontroll csoportot
is tesztelniink. A gyakorlat az mutatja, hogy az ilyen jellegli kontrollok bevalasztasa altalaban
a biomarker validalas egy késébbi fazisaban torténik meg. Az els6 kérdés az, hogy az adott
teszt képes-e egyaltalan kiilonbséget tenni az egészséges €s a cél betegcsoport kdzott, és ha az
eredmények biztatoak lehet tovabb finomitani a vizsgalatot klinikai kontroll csoportok
bevonasaval.

Az MTA Disszertaiciomban bemutatott vizsgalatok koziil is volt olyan, amelyben nem csak
egészséges kontrollok szerepeltek. A majcirrhosisos betegek ANCA vizsgalata soran
alkalmaztunk beteg kontroll csoportot az egészséges kontrollok mellett. Ebbe a vizsgélatba
hepatitis C fertdzott, illetve 102 primer biliaris cirrhosisos beteg vett részt, akiknél még nem
alakult ki cirrhosis. Ezek mellett 100 korban €s nemben illesztett egészséges kontroll mintait
is megvizsgaltuk ebben a studyban. A masik majcirrhosis vizsgalatban pedig a fertézéssel
jellemezhetd és infekcid mentes betegek eredményeit hasonlitottuk dssze.

Egy éppen most indulé 0j vizsgalat soran a glycoprotein-2 (GP2), mint biomarker
alkalmazhatdsagat vizsgéaljuk az akut pancreatitis diagnosztikdjdban ¢€s a betegség
kimenetelének elorejelzésében. Ebbe a vizsgalatba a siirgésségi osztalyon akut, hasi
panaszokkal jelentkezd betegek keriilnek bevalasztasra - télilk vesziink vért a felvételkor.
Attdl fiiggden, hogy késébb igazolodik-e a pancreatitis diagnozisa soroljuk két csoportba a
betegeket - akut pancreatitis vs. beteg kontroll (Dr. Papp Maria tanarndvel k6z6s munka).

Egy harmadik példa a sajat munkainkbol. A QP69/QP300 array-k segitségével, egészséges
kontrollok és tiidorakos betegek Gsszevetésével azonositott, 21 tiidérak specifikus markert egy
folyamatban 1év0 vizsgalatban mar nem csak tiidérakos betegeken és egészséges kontrollokon
vizsgaltunk meg, hanem egy COPD-s betegpopulacion is (Dr. Takacs Laszlo professzor trral
kozos munka). Ebben az esetben ennek a kontroll csoportnak a vizsgalata azért is jelentds,
mert van olyan elképzelés is, mely szerint a COPD a tiidé rak kialakuldsdnak "eldszobdja".
Néhany olyan betegiink is volt, akinél a végsé diagndzis penumonia, illetve sarcoidosis volt,
egy-egy ilyen klinikai kontroll csoport vizsgalatdnak szintén volna jelentdsége.



3. Atopias dermatitises betegeknél az allergén specifikus IgE szintek alapjan sorolta be a
beteget intrinsic vagy extrinsic csoportba. Milyen spec IgE szinteket hatarozott meg?
Mekkora volt annak a valosziniisége, hogy az intrinsic csoportba sorolt beteg tulajdonképpen
extrinsic atopias volt, csak az dssz IgE szint emelkedésért felelos spec IgE-t nem sikeriilt
azonositani?

Vialasz: Az atopids dermatitises vizsgdlatok végzésének idején az allergén specifikus IgE
vizsgalatokat egy MAST CLAI1 analizator segitségével végeztik el a DOTE Ill. sz.
Belgyogyaszati Klinikai Regionalis Immunologiai Laboratoriumaban. Az inhalativ és nutritiv
allergének koziil 40-40 ellen termelddott IgE ellenanyag meghatarozasa tortént meg a vizsgalt
betegek szérumaban (1. tablazat).

1. tablazat A tesztelt specifikus IgE allergének

Ez a panel lefedi a Magyarorszagon leggyakrabban eldéforduld allergéneket,

Az inhalativ panel tartalma (allergének) A nutritiv panel tartalma (allergének)
Alternaria- Corn Pollen- Almond- Onion Mix-
Aspergillus- Oat Pollen- Banana- Orange-
Candida- Rape- Bean- Pea-
Penicillium- Wheat Pollen- Beef- Peanut-

Ragweed Mix (short,
Box Elder- giant)- Lamb- Tomato-
3 Trees Mix (Black
alder,White birch,
American haselnut) English plantain- Carrot- Pork-
Acacia- Mogwort- Casein- Potato-
Ash- Rumex Mix- Chicken- Peach-
Oak Mix- Goldenrod- Dried fruit mix- Rye-
London Planetree- Cow-epithel Olive black- Shellfish Mix-
Poplar Mix
(Cottonwood, Willow)- | Cat-epithel Codfish- Soybean-
Pigweed Mix- Dog-epithel Corn- Celery-
Orchard- Horse-epithel Egg White- Tuna-
Timothy Grass- Hamster-epithel Egg Yolk- Turkey-
Kentucky Blue- Cockroach Mix- Garlic- Walnut-
Bermuda Grass- Feather Mix- Milk- Wheat-
Reed- Mite-d pterony- Rabbit- Yeast-
Cultivated Rye- Mite-d farine- Cereal Mix-

természetesen eléfordulhatnak olyan ritkdbb allergének is, amit ez a teszt nem vizsgal.
Kiilonosen igaz ez az atopias dermatitises betegekre, ahol a klasszikus allergén-specifikus IgE
szenzitizaltsdg mellett specidlis allergének/antigének ellen is kimutathatdo IgE medialta
immunvalasz. Ide sorolhatok bizonyos mikrobialis antigének, melyek koziil a Staphylococcus
aureus és a Malassezia (egy kommenzidlis bér gomba) csalad tagjainak antigénjei a
legjelentdsebbek, melyek gyakran bizonyos human antigénekkel mutatnak keresztreaktivitast
(pl. a Malassezia sympodialis egyes antigénjei a human mangan-szuperoxid-dizmutaz, illetve
a human thioredoxin enzimek epitdpjaival). Masrészt, bizonyos autoantigének - elsésorban az
epithel sejtek bizonyos komponensei - ellen is kimutathatéak lehetnek IgE molekulak,



melyeket nem vizsgalnak a hagyomanyos tesztek. A mikrobialis és a human epithel sejtek
allergénjei ellen termelddott specifikus IgE viszonylag nagy gyakorisaggal (34-62%) mutathat
pozitivitast az AD-s betegek kozott (1. Mitterman et al., PLOS One, 2016, 11:e156077).

Masrészt nagy kiilonbség lehet a specifikus IgE kimutatasara hasznalt tesztek kozott is. A
modernebb assay-k akar 120 kiilonb6z6 allergén elleni IgE azonositasara képesek, raadasul
nagy lehet a kiilonbség a tesztek analitikai érzékenysége kozott is. Egy 2008-as publikacioban
56 klinikailag egyértelmiien AD-s beteg allergén-specifikus IgE szintje volt negativ egy
hagyomanyos teszttel. Ugyanezen betegeket megvizsgalva a "state-of-the-art” specifikus IgE
mérd Phadia rendszerrel és prick teszttel 18 esetében a specifikus IgE jelenléte kimutathato
volt (EEA. Brenninkmeijer et al., J Am Acad Dermatol, 2008, 58:407-414).

Osszegezve tehat megallapithatd, hogy az alkalmazott allergén-specifikus IgE teszt
tulajdonsagaitol (vizsgalt allergének szama, érzékenység) fiiggben akar az esetek
egyharmadéban is elképzelhetd olyan scenario, hogy a szérum total IgE szint emelkedett, de
allergén-specifikus IgE pozitivitds nem mutathaté ki. Ugyanakkor az altalunk bemutatott
vizsgalatban ez nem jelentett gondot, mert az intrinsic AD-S betegek kozé csak olyan
személyek keriiltek be, akiknél a total IgE és a specifikus IgE eredmények is negativak voltak.
Amennyiben akar a totdl IgE, akar valamelyik tesztelt allergén-specifikus IgE pozitivitast
mutatott, az adott beteget az extrinsic csoportba soroltuk be.

4. A CD14 vizsgadlatok soran milyen modszerrel zartak ki az esetlegesen fenndllo infekciot?

Vialasz: A bakteridlis fert6zések diagnosztikdja a megfeleld klinikai tiinetek, laboratoriumi
paraméterek, a vizelet iiledék, és képalkotod vizsgalatok (hasi ultrahang és mellkas rontgen
felvétel), valamint ascites esetében a diagnosztikus punkcid (neutrophil meghatirozas és
tenyésztés) eredményei alapjan tortént. A vizsgalatok eredményeitdl fiiggden az adott fertézés
helyének megfelelden mikrobiologiai vizsgalatot végeztiink. Szepszis gyantja és nem
azonositott fertdzésforras esetén hemokultirat is vettiink.

A laboratoriumi paraméterek koziil a kovetkezOk tamogattak a bakteridlis fertézés
jelenlétét: a fehérvérsejt szam abszolut (>10,8x10%/L) vagy relativ (leukopenia esetében a
sejtszam duplazodasa az utolsod vizithez képest) emelkedése balra tolt vérképpel, emelkedett
neutrophil granulocyta arannyal (>76%). A bakterialis fertdzéseket a kovetkezdképpen
diagnosztizaltuk: (1) Spontan bakteridlis peritonitis: ascites neutrophil sejtszam: >250/mm®
¢s/vagy pozitiv eredményll ascites tenyésztés, masodlagos abdominalis infekcioforrés
hianyaban. (2) Hugyuti fertézés: dysurids panaszok, pyuria, (vizelet fehérvérsejtszam
>10/mm3) és/vagy pozitiv vizelettenyésztési lelet. (3) Tiidégyulladas: kohogés, pozitiv
mellkas rontgen vizsgalat, pozitiv kdpettenyésztés. (4) Vegyes - bor- és lagyrész fert6zések,
epeuti fertdzések, osteomyelitis, endocarditis: klinikai kép, ultrahang és rontgen vizsgalat,
tenyésztések. (5) Bacteraemia (véraram fertdzés) a jellegzetes klinikai tiinetek mellett, akkor
volt kimondhat6, ha a lokalis fertézések jelei nem voltak kimutathatéak és hemokultura
igazolta oki szereppel bird, véraramban 1év6 korokozo jelenlétét.

A kovetéses vizsgalatok soran az elhunyt betegek esetében a kdrbonctani vizsgalatok
eredményei is attekintésre keriilt utdlagosan, illetve az antibiotikum terdpia alkalmazésa és
annak hatékonysaga is értékelésre kertilt.



5. Az sCD14 az mCD14 lehasaddsdval keletkezik. A hasitast protedzok végzik. Nem lehet-e,
hogy az sCD14 marker tulajdonképpen csak egy olyan potlo (un. surrogate) marker, amely a
protedz aktivitasra (ill. a protedz aktivitisat befolyasolo tényezdkre) utal? Van-e olyan
terapias eszkoz, vagy fiziologiai allapot (pl. stressz), ami a protedz aktivitiasat befolyasolja?

Valasz: A birdlo felvetése teljesen logikus, a CD14 és egyéb hasonld fehérje természeti
szérum biomarkerek proteolitikus hasitdsa altalanos jelenség lehet. A CD14 esetében is jol
ismert ez, hiszen a rutin diagnosztikus tesztként elérhetd Presepsin assay - melyet nemrégiben
mi is részletesen teszteltiink cirrhosisos betegek mintain (M. Papp et al., World J
Gastroenterol, 2016, 22:9172-9185) - is a CD14 molekula egy proteolitikus hasitasi termékét
méri. Nagyon hasonloan viselkedhet a CD163 (hemoglobin-haptoglobin scavanger receptor)
is - melyet szintén vizsgaltunk ebben a betegcsoportban (T. Tornai et al., Liver Int, 2016,
36:1628-1638). Ez a molekula a gyulladasos reakcido soran lehasadhat a monocytak-
macrophagok felszinérél, és megjelenik a szérumban szolubilis formaban. A cirrhosishoz
tarsuld fibrosis kialakuldsa soran a majszdvet extracellularis matrixdban (ECM) is szamos
proteaz aktivalodasa kovetkezik be (leginkabb matrix-metalloproteindzok), amelyek az ECM
kiilonb6z6 komponenseit hasitjak. Az igy keletkezd kollagén vagy proteoglycan fragmensek
bekeriilhetnek a keringésbe, és a fibrotikus folyamat biomarkerei lehetnek cirrhosisban (SS.
Veidal et al., Disease Markers, 2010, 28:15-28).

Protedazok normalisan is jelen vannak a szérumban, de egyrészt inaktiv zimogén formaban
talalhatok, vagy kiillonboz6 anti-proteaz rendszerek (inhibitorok) kordaban tartjak Oket. A
legismertebb ilyen kaszkad-szerii proteaz rendszerek a véralvadas és a komplement rendszer,
amelyek megfeleld stimulus hatasara aktivalodhatnak. A  gyulladasos folyamatok
medialasaban nagy szerepe van még a kallikrein-kinin rendszernek is. Szamottevé mértékben
befolyasolhatja ezeknek a rendszernek az "alap" aktivitasat kiilonb6z6é implantatumok vagy
intravénas katéter jelenléte (G. Pampalakis et al., Biochimica et Biophysica Acta, 2007,
1776:22-31; BN. Jukema et al., Frontiers in Medicine, 2016, 3:52; AH. Schmaier et al., J
Thromb Hemost, 2016, 14:28-39). Befolyasolja a proteolitikus kaszkadok aktivaltsagi
allapotat a mentalis stressz is (R. van Kanel et al., Psychosom Med, 2001, 63:531-544).

Az aktiv formaban jelenlévé enzimek egy masik része cellularis eredeti lehet, kiilondsen a
neutrophil granulocytak granulumaibol felszabadulo neutralis és savas proteazoknak van nagy
jelentdsege. Ezek release-ét szamos faktor indukalhatja, melyek koziil a gyulladasos allapotok
¢s infekciok a legjelentdsebbek. A keringésbe keriilé vagy lokalisan felszabadul6 bakterialis
virulencia faktorok (LPS, peptidoglikan, stb.), valamint a monocytak és endothelialis sejtek
altal szekretalt citokinek képesek a neutrophilek degranulaciojat indukalni, ami a proteolitikus
enzimek felszaporodasahoz vezethet. Az aktiv proteazok tovabbi szérumban 1évd, zimogén
formaban 1évé enzim aktivalasra is képesek, illetve lehasithatjdk az immunvalaszban
résztvevd fontosabb sejtfelszini receptorokat, ami az immunvalasz leregulalasat is
eredményezheti (PH. Leliefeld et al., Critical Care, 2016, 20:73)

Mindezek alapjan a biralo altal felvetett gondolat teljesen reélis. Az infekcid, gyulladasos
reakcid aktivalja a neutrophileket, és a vérben 1év6 proteolitikus rendszereket, megemelkedik
a szérumban 1év6 aktiv proteazok mennyisége, ami hasitja a mCD14-et emelve ezzel a sCD14
majd az ebbdl képzddd Presepsin (CD14 fragmens) mennyiségét.



6. A cirrhotikus betegek esetében a cirrhosis hatterében allo alapbetegség hogyan fiiggott
ossze a kapott eredményekkel, elsosorban az autoantitest pozitivitassal?

Valasz: Az anti-neutrophil citoplazmatikus antitestek (ANCA) és a cirrhosishoz tarsuld
fert6zések valamint a betegség mortalitasanak Osszefiiggését vizsgald kozleménylinkben 385
cirrhosisos beteg adatait dolgoztuk fel. Ezek koziil 246 (63,9%) esetében kronikus
alkoholizmus, 115 (29,9%) beteg esetében hepatitis C virus fert6zés, mig 24 (6,2%) esetben
egyéb etiologiai ok allt a betegség hatterében. Az alkoholos cirrhosis esetében az
elérehaladottabb stadiumu betegek (Child B és C) ardnya szignifikdnsan magasabb volt, és
ennek megfeleléen magasabb MELD score-ral, szérum bilirubinnal, de alacsonyabb szérum
albuminnal voltak jellemezhetoek.

Az ANCA pozitivitds megoszlasat illetben ha az IgA ¢és IgG osztalyt antitesteket
Osszevontan vizsgaltuk, akkor a sulyosabb esetekben (Child B és C stadium, ascites jelenléte)
emelkedett volt az ANCA pozitivitas aranya alkoholos etiologia esetében, a nem-alkoholos
eredetli betegek adataihoz képest. Amikor az ANCA IgA+/IgG- vagy IgA+/1gG+ eseteket
kiilon analizaltuk ez a kiilonbség mar a Child A stddium és az ascites mentes betegek esetében
is észlelhetd volt (2. tablazat).

Erdekes modon az izolalt ANCA IgG pozitivitas (IgA-/IgG+ betegek) pontosan forditva
valtozott: a nem-alkoholos etioldgia esetében és az enyhébb esetekben (Child A vagy ascites
hianya) volt emelkedett az alkoholos esetekhez képest, ami az elérehaladottabb stadiumban
lecsokkent és nem tért el az alkoholos esetekben mért ANCA IgG pozitivitds aranyatol (2.
tablazat). (M. Papp et al., Journal of Hepatology, 2013, 59:457-466).

Table 3. Prevalence of ANCA positivity in patients with cirrhosis. (A) Impact of disease severity according to Child-Pugh stages. (B) Impact of ascites.

A Child-Pugh stages B Patients without  Patients with
A B c ascites ascites

Total 144 136 105 204 181

Non-alcoholics 86 35 18 93 46

Alcoholics 58 101 87 11 135
ANCA IgA and/or IgG 100 (69.4%) 100 (73.5%) 81 (77.1%) 141 (69.1%) 140 (77.3%)
Non-alcoholics 60 (69.8%) 24 (68.6%) 10 (55.6%) 64 (68.8%) 30 (65.2%)
Alcoholics 40 (68.9%) 76 (75.2%) 71 (81.6%) 77 (69.4%) 110 (81.5%)
ANCA IgA 55 (38.2%) 78 (57.4%) 68 (64.8%)" 86 (42.2%) 115 (63.5%;'
Non-alcoholics 24 (27.9%)5 14 (40.0%)* 8 (44.4%)" 24 (25.8%)" 22 (47 .8%)
Alcoholics 31(53.4%) 64 (63.4%) 60 (69.0%) 62 (55.9%) 93 (68.9%)
ANCA IgG only 45 (31.2%) 22 (16.2%) 13 (12.4%)* 55 (27.0%) 25 (13.8%)**
Non-alcoholics 36 (41.9%)°  10(28.6%) 2 (11.1%)" 40 (43.0%)" 8 (17.4%)*
Alcoholics 9 (15.5%) 12 (11.9%) 11 (12.6%) 15 (13.5%) 17 (12.6%)

(A) ANCA IgA = cases with IgA+/IgG - or IgA+/IgG+.

ANCA 1gG only = cases with IgA- [IgG+.

“p <0.001 and “p = 0.031 between three different Child groups.

%p <0.01, ‘p=0.016, “p = 0.047 and °p <0.001 between non-alcoholics vs. alcoholics, by using Fisher's exact test or x*-test with Yates correction.

(B) ANCA IgA, cases with IgA+/IgG - or IgA+[IgG+.

ANCA 1gG only, cases with IgA-[IgG+.

“p <0.001 and **p <0.01 between patients with and without ascites.

*p = 0,035 and ®p <0.01 and "p <0.001 between non-alcoholics vs. alcoholics ANCA IgA in non-alcoholics vs. alcoholics by using Fisher's exact test or z*-test with Yates
correction.

e

Child stadium fiiggvényében (M. Papp et al., Journal of Hepatology, 2013, 59:457-466., Table 3).



Utodlagosan analizalva a kiilonb6z6 korokozo ellenes IgA és IgG antitestek eléfordulasat
nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk. (Ezeket a vizsgalatokat 267 beteg mintajan végeztiik
el.) Az anti-outer membrane protein (OMP) antitestek esetében a betegség sulyossaganak
fokozodasaval novekedett az IgA antitestek el6fordulasanak ardnya fiiggetleniil a betegség
etiologiajatol. Ugyanakkor az alkoholos eredetii betegség esetében valamennyi Child
stadiumban, de kiilondsen az enyhébb Child A és B esetében magasabb volt az IgA anti-OMP
antitest pozitivitas aranya (3. tablazat).

Child A Child B Child €
Total 92 101 74
Non-alcoholics 58 28 12
Alcoholics 34 73 62
OMP IgA 35 71 60
38,0% 70,3% 81,1%
Non-alcoholics e 1 o
29,3% 39,3% 75,0%
Alcoholi 18 60 51
conoties 52,9% 822% | 823%

s

eseteben, a Child stadium fiiggvényében. (A zolddel jelolt rész a vizsgalatba bevont betegek szamat mutatia a
kiilonboza etiologiai és sulyossagi csoportokban. A fehér cellakban feliil az antitest pozitiv betegek szama, alul
ezek szdzalékos ardnya lathato a z6ld részen szerepld szamokhoz viszonyitva.)

Az anti-Saccharomyces cerevisiae antitestek is nagyon hasonloéan viselkedtek. Az IgA
antitestek gyakorisaga nagyobb volt az alkoholos cirrhosis esetében a Child A és kiilondsen a
Child B stadium esetében (4. tablazat).

Child A Child B Child C

Total 92 101 74

Non-alcoholics 58 28 12

Alcoholics 34 73 62

21 39 45

ASCA IgA and 1gG

BA and/or g 22,8% 38,6% | 60,8%

Non-alcoholics 12 7 /
20,7% 25,0% 58,3%

Alcoholics 9 32 8
26,5% 43,8% 61,3%

ASCA IgA 13 35 43
14,1% 34,7% 58,1%

Non-alcoholics / > 7
12,1% 17,9% 58,3%

6 30 36

Alcoholi

conoties 17,6% 411% | 581%

ASCA IgG only 8 4 2
8,7% 4,0% 2, 7%

Non-alcoholics > 2 0
8,6% 7,2% 0,0%

Alcoholics 3 2 2
8,8% 2,7% 3,2%

s re

Child stadium fiiggvényében. (A zolddel jelolt rész a vizsgalatba bevont betegek szamat mutatja a kiilonbozé
etiologiai és sulyossagi csoportokban. A fehér cellakban feliil az antitest pozitiv betegek szama, alul ezek
szazalékos aranya lathato a zold részen szerepl6 szamokhoz viszonyitva.)



Osszegezve tehat megallapithatd, hogy az alkoholos etiologia esetében magasabb mind az
ANCA mind a baktérium/gomba ellenes IgA antitestek eléfordulasanak aranya (és titere az
ANCA esetében) a nem alkoholos esetekhez képest, mig az ANCA IgG esetében forditott a
helyzet vagy nincs szamottevo kiilonbség.

Az IgA tipusu antitestek keletkezésében nagy valdszinliséggel jelentds szerepe van az
intestinalis traktus permeabilitas fokozddasanak, és ezzel 6sszefiiggésben a bélbaktériumok és
immunogének és képesek az IgA osztalyvaltas elésegitésére is, igy vezethetnek korokozod
specifikus antitestek, illetve - pl. molekularis mimikri révén - autoantitestek képzédéséhez. Az
alkohol szerepe ebben a folyamatban viszonylag jol tetten érhet6. A kapszula-endoszkopian
atesett cirrhosis betegek 2/3-dnak vékonybelében lehetett kimutatni mind makroszkdposan,
mind szdvettani vizsgalattal gyulladasos jeleket, és az alkohol direkt toxicus hatasa a bélfal
epithel sejtjeire Iényeges szerepet jatszhat ebben a folyamatban (A. van de Wiel, et al., Scand
J Gastroenterol, 1987, 22:1025-1030; S. Bhonchal et al., J Gastroenterol Hepatol, 2008,
23:e43-e48). Raadasul a kronikus alkohol expozicio direkt modon gatolhatja a T-sejt medialt
immunvalaszokat is (B. Leber et al., Wien Klin Wochenschr, 2009, 121:732-744). Az alkohol
¢s az IgA antitestek képzddésének Osszefliggését mutatjdk immunizacids vizsgalatok is. Az
alkoholos eredetli majcirrhosisos betegek esetében pneumococcus poliszacharid vaccinaciot
kovetden az IgA osztaly( anti-PPS antitestek titere joval magasabb, mig az IgG antitestek
titere alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz képest (TM. McCashland et al., J Infect Dis,
2000, 181:757-760).

7. Cirrhosisban a CRP-szint emelkedésével kapcsolatos megfigyelései — tekintve, hogy a CRP-
t a maj termeli — igen érdekesek. Az eredmények valtoznak-e, ha a CRP-t valamilyen
mdjfunkcios vizsgalat eredményére, pl. a protrombin idore korrigalja?

Valasz: A biralo felvetése nagyon izgalmas. A cirrhosishoz tarsulo infekciok esetében a CRP
szint valtozasat két tényezd befolyasolja: a fertdzés CRP emelkedést indukal, ugyanakkor a
majparenchima destrukcidja csokkenti a CRP termelését. Igy sulyosabb cirrhosishan
ugyanolyan "intenzitdsu" fert6zés kisebb CRP szint emelkedéssel jarhat. Ezt a jelenséget
tapasztaltuk is, hiszen a CRP hatékonysaga az infekciok jelenlétének kimutatasara a cirrhosis
sulyossagaval parhuzamosan csokkent. A biralo felvetése az, hogy ha valamilyen a
majfunkciok besziikiilését jellemzd faktorral korrigaljuk a CRP mért értékét, ugy a korrigalt
CRP elérehaladott majbetegségben hatékonyabban miikddhet. A javasolt protrombin idd
(INR) mellett a szérum albumin szintet és a Child score értékét hasznaltuk fel a CRP
modositasara. A Child score komplex modon tiikrozi a betegség sulyossagat, mind a
parenchymas, mind a portalis elégtelenségre vonatkozoan, hiszen a total bilirubin, szérum
albumin ¢és az INR mellett az ascites, illetve a hepatikus encephalopatia értékelése is része a
Child pontszam kalkulalasanak (5. tablazat).



Measure 1 point 2 points 3 points

Total bilirubin, pmol/l (mg/dl)| <34 (<2)|34-50 (2-3) >50 (>3)

Serum albumin, g/dl =3.0 2.8-3.9 <28

PTINR =1.7 1.71-2.30 =230

Ascites None Mild Moderate to Severe
Hepatic encephalopathy MNone Grade |-l {or suppressed with medication) | Grade -V (or refractory)

Points | Class |One year survival | Two year survival

56 A 100% 85%
7-9 B 81% 7%
10-15 |C 45% 35%

5. tablazat A Child-score értéke (https://en.wikipedia.org/wiki/Child%E2%80%93Pugh_score)

A birdlo javaslatdnak megfeleléen ujraanalizéltuk a publikalt kisérletes adatokat. Ennek
soran a mért CRP értéket megszoroztuk az INR-rel, és a Child pontszammal, illetve osztottuk
az albuminnal, és az igy kapott j paraméterek hatékonysagat teszteltiik ROC analizissel az
Osszes betegen, illetve a Child A, B és C csoportokban. A 6. tdblazatban lathato, hogy ez a
megkdzelités nem hozott szamottevo elérelépést. Talan a Child B csoport esetében mutatott a
CRP x Child pontszam jobb hatékonysagot az dnmagaban alkalmazott CRP-hez képest.

Osszes beteg Child A Child B Child C
0,928 0,965 0,901 0,888
CRP (0,894-0,954) | (0,910-0,991) | (0,832-0,949) | (0,805 -0,943)
0,803 0,611 0,641 0,544
CRP x INR (0,752-0,849) | (0,499-0,716) | (0,544-0,729) | (0,432 - 0,653)
0,933 0,960 0,895 0,898
CRP / Albumin (0,897-0,959) | (0,896-0,990) | (0,822-0,946) | (0,814 -0,953)
0,934 0,958 0,913 0,878
CRP x Child (0,899-0,959) | (0,893-0,989) | (0,845-0,957) | (0,792 -0,937)

6. tablazat A CRP és a korrigalt CRP értékek hatékonysaga a fertdzéses és infekcio mentes cirrhosis betegek

megkiilonboztetésében. A tablazat a ROC-AUC (95%Cl) értékeket mutatja.
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8. Rheumatoid arthritises betegek esetén feltétel volt, hogy a beteg nem szenvedett malignus
megbetegedésben. A malignus megbetegedés hianyat milyen modszerekkel igazoltak? Mit
Jjavasolna klinikus szamdra: egy rheumatoid arthritises beteg esetében haszndljon-e, és ha
igen, milyen feltételekkel haszndljon tumormarkert a meglévo daganat monitorozasara?

Vialasz: A malignus megbetegedések kialakuldsa kismértékben, de fokozott a rheumatoid
arthritis-es (RA-s) betegekben az atlagpopulaciohoz képest. Egy nemrégiben publikalt
metaanalizis alapjan a malignus limfomék (Hodgkin betegség és Non-Hodgkin limfémak),
valamint a tiidérdk standardizalt incidencidja magasabb, mig a colorectalis- és emldrak
incidenciaja minimalisan alacsonyabb, mint az atlag populacioban (Simon et al., Arthritis
Research & Therapy, 2015, 17:212). Eppen ezért az RA-s betegek tumorainak
diagnosztizalasa majd monitorozasa fontos klinikai feladat. Az RA-s betegek kivizsgalasa
majd gondozasa soran mellkas rontgen, hasi ultrahang, valamint altalanos laboratoriumi
tesztek (vérkép, CRP, siillyedés, vizelet vizsgalat) mindig elvégzésre keriilnek, azonban
komplett tumor iranyt Kivizsgalas csak megalapozott klinikai kép esetében torténik, szakmai,
etikai és financialis okok miatt. Az 01j betegek esetében a megel6z6 anamnesztikus adatok is
attekintésre keriilnek a tumorok kizarasanak érdekében, és akinél korabban nem igazolodott
daganat azt tumor mentesnek tekintik.

Ahogy sajat és mdsok munkdi is igazoltdk az RA-s betegek esetében bizonyos
tumormarkerek pozitivitast mutathatnak, annak ellenére, hogy az adott beteg esetében daganat
nem mutathat6 ki. Ez lehet akar az RA-s betegek 5-10%-a (CA19-9, CA125, CA72-4) vagy
20-25%-a (CEA, CA15-3, NSE) is. Ugyanakkor ez az arany - és a markerek szérum
koncentracidja - nem tért el szamottevoen az egészséges kontrollokétdl a CEA, CA72-4 ¢és az
NSE esetében, igy ez a harom teszt az atlag populacidhoz hasonldéan hasznalhatdé egy
potencialis daganat monitorozasaban. Az altalunk vizsgalt markerek koziil a CA19-9, CA125
¢s CA15-3 gyakrabban volt pozitiv RA-s betegekben, mint az egészséges kontrollokban,
azonban a szérum szintje csak a CA19-9-nek és a CA125-nek volt magasabb a kontrollokhoz
képest. Igy ezen két teszt alkalmazisa mar nagyobb koriiltekintést igényel. Miutan azonban
ezen két marker szérumszintje is csak minimalisan emelkedett értékeket mutatott az RA-S
betegekben a referencia tartomany felsé hatarahoz képest, ezért egy jelentdsen emelkedett
érték mindenképpen alarmirozé egy daganatos RA-s beteg kovetése soran. Eppen ezért a
tesztelt valamennyi marker vizsgéalata hasznos lehet és alkalmazhat6 a tumoros allapot
kovetésére, azzal a megkotéssel, hogy az alacsony pozitiv CA19-9 ¢és CA125 értékek
fenntartassal kezelenddek, €s néhany héten beliil megismétlendéek a valtozas dinamikdjanak
megitélésére. Nagyon fontos az is, hogy egyetlen tesztelt tumormarker sem mutatott
Osszefliggést a CRP-vel és a DAS28-cal, azaz a betegség aktivitasaval sem, igy ez sem
befolyasolhatja szdmottevden a tumormarker méréseket, €s nem okozhat fals pozitivitast.

Mi a véleménye: kell-e interferenciaval szamolni az autoimmun betegeknél jelen levo
autoantitestek és a hasznalt immunoassayk kozott?

Vialasz: A rheuma faktor zavard hatdsa a kiilonb6z6 immunoassay-k esetében jol ismert
jelenség, ez azonban elsOsorban a human autoantitestek, illetve kérokozok ellen termelddott
human antitestek mérését zavarhatja szdmottevéen. Sporadikus publikaciok fellelhetdk
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ugyanakkor olyan esetekrdl is, amikor a magas RF titer bizonyos szérum fehérjék kimutatasat
befolyasolta. Nagy mennyiségii RF jelenlétében csokkent B-tipusu natriuretikus peptid szintet
mértek egy Architect 2000 analizatorral (Wen Fan et al., Plos One, 2014, 9:105304), mig
emelkedett CA19-9 érték volt mérhet6 egy Advia Centaur késziiléken (M Berth et al., Clin
Chem Lab Med, 2006, 44:1137-1139). Ezekben az esetekben egér antitesteket alkalmaztak
mindkét immunoassayben, igy feltehetden az RF pozitivitast okozo autoantitestek, esetleg
heterophil tulajdonsaggal is birtak, és ezért zavartdk meg ezt a két tesztet. Raadasul a
rheumatoid arthritis és a szelektiv IgA hiany viszonylag gyakran tarsul egymassal, az IgA
hiany esetében ugyanakkor relative gyakrabban fordulnak elé heterophil antitestek (A.K.
Knight et al., Clinical and Experimental Immunology, 2005, 141:333-337).

Az éltalunk vizsgélt 6 tumormarker mérése egy Modular E170 analizatoron tortént, ahol a
kit leirasok szerin a CA125 esetében 1200 IU/mL, mig a t6bbi teszt esetében 1500 IU/mL-ig a
RF jelenléte nem befolyasolja a meghatarozast. Ilyen magas RF érték a mi vizsgalatunkban
nem fordult el6. Raadasul a gyartok blokkold anyagot is adnak a reagenseikhez, amelyek
képesek gatolni a zavarod RF hatésat.

Osszegezve elmondhatd, hogy az esetek dominans részében a RF jelenléte nem
befolyasolja a tumormarker méréseket. Nagyon magas titerben, esetleg heterophil
tulajdonsaggal is rendelkezé RF antitestek esetében azonban elképzelheté RF interferencia,
Mindezek alapjan a varatlanul és indokolatlanul magas tumormarker mérések esetében
érdemes a RF ¢és heterophil antitestek €s esetleg a szelektiv IgA hiany jelenlétét megvizsgalni.
Az egyéb RA-hoz tarsuld szisztémas autoantitestek tumormarker mérést befolyasold hatasa
nem valoszinii, hiszen ezek jol definialt sejtalkotokhoz és nem az ismert tumormarkerekhez
kotddnek.

9. Tiidétumoros betegek esetében kombindlta a kiilonbézé markereket. Ezzel kapcsolatos
felvetésem: nem probalkoztak-e a kombinacio kapcsan az egyidejii mérés helyett olyan
megkozelitéssel, hogy szekvencidlisan mérjék a kiilonb6z6 markereket (pl. a nagy
specificitasu- alacsony szenzitivitasu markert mérik le eloszor és kizardlag emnek koros
mivolta esetén keriilt volna sor az alacsony specificitasu — nagy szenzititivitasu marker
méresére)? Mi a véleménye, ez a megkozelités (kiilonosen koltséghatékonysagi
megfontolasokbol) mennyire lehet életképes a napi gyakorlat szamara?

Valasz: A biral6 felvetése izgalmas és tobb szempontbol is relevans; ez a megkozelités a
multiplex biomarker analizisnek lehet egy potencialis stratégidja, ami valoban alkalmas lehet
a diagnosztikus vagy sziir$ vizsgalatok koltségének a csokkentésére. A tiidérakos betegek
esetében a biomarkerek szintjén nem végeztiink ilyen analizist, de érdemes ebbe az iranyba is
1épéseket tenniink, és a rendelkezésre all6 adatbazison jabb analiziseket végezni.

Azt, hogy az elsé 1épésben a magas specificitdsi vagy a magas szenzitivitasi tesztet
hasznaljuk fiigg a vizsgalat céljatol. Ha pl. a betegeket szeretnénk minél nagyobb szdmban
azonositani, akkor a magas szenzitivitasu teszt keriil az elsé helyre, amit egy nagyobb
specificitast, masodik biomarker vizsgalat kovethet. Ebben az esetben viszont - az alacsony
specificitas miatt - az elsé 1épésben magas lesz a fals pozitiv esetek szama, igy a masodik
tesztet nagy szamban kell elvégezniink, ami noveli a koltségeket. Masrészt, barmennyire is jO

12



az elsd teszt szenzitivitdsa, a masodik alacsonyabb szenzitivitdsu teszt lerontja annak
hatékonysagat, és sok beteg ad a masodik teszttel fals negativ eredményt. (Egy ilyen
szekvencialis vizsgalat esetén a két teszt eredd szenzitivitasa egyenld az 1. teszt szenzitivitasa
szorozva a 2. teszt szenzitivitasaval.)

Ha a magas specificitasii teszt keriil az 1. helyre jelentésen javul az algoritmus
koltséghatékonysaga, mert a 2. teszttel joval kevesebb mintat kell megvizsgalnunk, mivel
alacsony lesz a fals pozitiv egészségesek szama. Ennek az ara azonban a fals negativ betegek
szamanak novekedése, azaz nagyszamu beteg nem keriil azonositasra.

Ami a tiidérak komplex diagnosztikus algoritmusat illeti gondoltunk olyan megoldasra,
ami ezen logika mentén mikodik. A tidérak szirésében a jelenleg legelterjedtebben
alkalmazott sziir6 modalitas - amit az USA-ban, bizonyos rizikoé csoportokban mar az allami
egészségiigyi ellato rendszer is finansziroz - az alacsony dozist mellkas CT. Ennek jelenleg
egyik problémaja az alacsony specificitas: gyakran keriil olyan kis méretii kerek arnyék
azonositdsra, aminek tovabbi vizsgilata és kovetése nagyon koltséges, és végil nem
bizonyulnak tiidéraknak. Reményeink szerint ezen a ponton léphet be az altalunk
kifejleszteni kivant biomarker teszt, amelyet nagy specificitasra "hangolva" csokkentheti a
fals pozitiv esetek aranyat, legalabb az egészségesek egy részében.

A biomarkerek szintjén egy a javasolthoz hasonl6 szekvencidlis analizist a HE4, CA-125
¢s az ovarium tumorok esetében dolgoztunk ki, (Kappelmayer J. et al, Clin Chim Acta, 2015,
438:35-42.; ez a munka végiil nem keriilt be az MTA disszertacié anyagaba). Ebben az
esetben azt is figyelembe vettilk, hogy a HE4 szérum szintje jelentds mértékben fiigg a
vesefunkcio intaktsagatol, amit a kalkulalt eGFR form4jaban vettiink figyelembe az
algoritmus kialakitasa soran. A HE4, CA-125 és az eGFR értékeket ovarium tumoros betegek
¢s egészséges kontrollok esetében hatdroztuk meg, és véletlenszerii dontési fakat 1étrehozva és
hatékonysagukat analizalva (random forest analizis) alakitottuk ki a végsé - legjobban
teljesitd - dontési algoritmust. Itt még egy preanalitikai faktort is figyelembe vettiink. A HE4
érték valtozast (emelkedést) mutat a menopausa utan, ezért 6nalld algoritmust dolgoztunk ki a
teljes cohors, illetve a postmenopausaban 1év6 egyénekre (1. abra).

HE4 < 147 pmol/L HE4 < 210 pmol/L
yes // N\ no yes},-*" \\.\no
/ AN / \
¥ N ¥ .
Chance of (eGFR < 48 mLimin/1.73m? HE4 < 112 pmoliL (eGFR < 28 mL/min/1.73m?
tumor: 9% \ 7N SN
N / N / AN
ye,i// o y/es "0 yes rlc
7 A » . ¥ .
Chance of CA125 < 69 klU/L Chance of Chance of
CA125 < 66 kIU/L ﬁ:::lﬁeg:f% tumor: 0% VRS [tumor: 30%] [lumor: 92%]
/ N - yes ,’/ \ no
yes / N, no ) \,
/ N\ e “a
- b Chance of Chance of
Chance of Chance of tumor: 21% tumor: 67%
tumor: 21% tumor: 71%

1. dbra Kappelmayer J., Antal-Szalmds P., Nagy B. jr.: Human epididymis protein 4 (HE4) in laboratory
medicine and an algorithm in renal disorders. Clin Chim Acta, 2015, 438:35-42. (Figure 3., 4.)(bal oldali dbra:
teljes cohors, jobb oldali abra: postmenopausaban 1évé egyének)
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10. A multiplex array nagyon sok analit egyidejii mérésére ad lehetoséget. A multiplex
arrayjel kapcsolatos modszertani kérdések jelentos részére a jelolt és munkacsoportja vailaszt
talalt. A kérdes szamomra az, hogy ennek a klinikai validalasara milyen tervet dolgoztak ki. A
vizsgalt analitok nagy szama miatt a hagyomanyos poweranalizis enormis szamu beteg
bevonasat feltetelezi; a klinikai értékelés céljara a redlisan ehhez joval kevesebb beteg dll
rendelkezésre. Ennek a problémanak a megolddasdra milyen megolddast javasol?

Valasz: A vazolt probléma megoldasara tobbféle lehetdség is kinalkozik. A munkdink
értékelésében résztvevo statisztikusok altal alkalmazott egyszer(i szabaly azt mondja, hogy
kb. 10 adatra (klinikai vizsgalatba bevont beteg és kontroll) kell egy valtozonak (biomarker)
esni (P. Peduzzi et al., Journal of Clinical Epidemiology, 1996, 49:1372-1379); azaz egy 100-
100 beteget és kontrollt magéaban foglalo klinikai vizsgéalatban maximum (100+100)/10=20
darab biomarker hatékonysaga tesztelhetd le. Az altalunk végzett vizsgalatok soran kb. 150-
350 marker mérése tortént meg minden egyes beteg és kontroll plazma mintdjaban, de az egy
vizsgalatba bevont betegek ¢és kontrollok szdma nem haladta meg a 100 kontroll és 100 beteg
kiiszobot. Ahhoz, hogy a fent emlitett szabalynak megfeleljink elészor redukalni és
rangsorolni kellett a biomarkereket és csak az - 6nmagaban - leghatékonyabban miik6dé 10-
15 paraméter keriilt be a végsé analizisbe (binaris logisztikus regresszid). A folyamat
végeredménye egy képlet, amely egyetlen numerikus paramétert ad meg, és amely
hatékonyabban kiilonbozteti meg a betegeket/kontrollokat az egyedi markerekhez viszonyitva.

Az els6é 1épés tehat valamilyen marker redukciés technika alkalmazasa. Erre sokféle
lehetéség van  (https://www.knime.org/files/knime_seventechniquesdatadimreduction.pdf;
http://computation.linl.gov/casc/sapphire/pubs/148494.pdf), melyek koziil az elsé lehet azon
valtozok torlése az adatbazisbol, amelyek - valamilyen sajnélatos ok miatt - til sok beteg és
kontroll esetében nem keriiltek lemérésre vagy nem adtak értékelheté eredményt ("removing
data columns with too many missing values™). Lehet6ség van arra is, hogy az 0Osszes
(kontroll+beteg) adaton megvizsgaljuk minden egyes marker variabilitasit. Ha ez egy
bizonyos elére definialt érték alatt van, akkor az adott marker nagy valoszinliséggel nem fog
kiilonbséget tenni a betegek és a kontrollok kozott ezért kiejthetd az analizisbdl ("low
variance filter"). Ossze lehet vetni paronként az egyes biomarkerek numerikus eredményeit és
ha ez egy bizonyos szintnél nagyobb korrelaciét mutat a két paraméter koziil az egyik
kiejthetd (“"reducing highly correlated columns™). Hasonl6, de multidimenzionalis korrelacid
vizsgalatara alkalmas a fokomponens analizis (“"principal component analysis - PCA"),
amikor is a hasonl6 modon viselkedé ("egy iranyba mutatd") paraméterek Osszevonasra
keriilnek egy 0j paraméterbe, és ezzel csokkenthetd a valtozok szama. A marker redukciot
kovetheti a vizsgalt paraméterek rangsorolasa. Ez torténhet egyrészt a klasszikus
statisztikai  analizisek  (t-proba, Mann-Whitney — U-teszt) segitségével. Egyesével
megvizsgalhatjuk valamennyi markert, hogy mennyire jol kiilonitik el egymastol a betegeket
¢és kontrollokat, és az 5-15 legjobban teljesité paraméterrel dolgozunk aztan tovabb. Egy
masik lehetéség a markerek kozotti sorrend felallitasara a "random forest analizis"
(nagyszamti véletlen dontési fa generalasa és értékelése), amely a diszkriminativ
hatékonysagot egy score segitségével jeleniti meg minden marker esetében, ¢s itt is a legjobb
score-u paraméterek keriilnek a végsé analizisbe. Hasonldan alkalmazhat6 a "support vector
machine - SVM" moédszer is a legjobban teljesité markerek szelektalasara.
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Mind az adatredukciéra, mind az adatok csoportositasara, rangsorolasara tobb tovabbi
modszer is hasznalhato (“'factor analysis”, "multidimensional scaling”, "linear discriminant
analysis"”, "isomap", "canonical correlations analysis", "maximum autocorrelation factors",
"independent component analysis™, "maximum variance unfolding", "diffusion maps", "/ocally
linear embedding”, "laplacian eigenmaps™), de ezek még bonyolultabb matematikai
algoritmusokon alapulnak.
(http://jmlr.org/papers/volumel6/cunninghaml15a/cunningham15a.pdf;
http://airccse.org/journal/mlaij/papers/1114mlaij06.pdf
http://www.ec.unipg.it/DEFS/uploads/quaderno23.pdf
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2998530/pdf/1471-2105-11-567.pdf)

Az eddig elvégzett klinikai vizsgalatok soran a legjobban teljesité markerek szelektalasara
Mann-Whitney U teszt/t-tesztet és random forest analizist hasznaltunk, a legjobb 5-15
markerbdl pedig binaris logisztikus regresszids analizissel alkottunk modelleket/képleteket a
betegek-kontrollok megkiilonboztetésére. A QP69 Kitet 69 tiidérakos és 64 kontroll mintajan
teszteltiik, és a Mann-Whitney U teszt/t-teszt alapjan kivalasztott legjobb 7 QP69 markert
vittlik a logisztikus regresszids analizisbe, ahol végilil 3 markerre volt sziikség a legjobb
modell megalkotasdhoz. A random forest analizis alapjan 8 marker keriilt kivalasztasra, €s
ezek koziil 3 keriilt be a végso képletbe. A vastagbél rakos betegek koziil 90 beteg és 51
kontroll mintajat vizsgaltuk meg a QP69 kit segitségével. A Mann-Whitney U teszt/t-teszt
alapjan 8, mig a random forest analizissel 11 marker keriilt kivalasztasra, és ezek koziil 2-2
keriilt be a logisztikus regresszios analizissel 1étrehozott képletbe. Végiil az emld rakos
csoportbol 81 beteget teszteltiink 51 kontrollal egyiitt. A klasszikus statisztikai analizissel 4,
mig random forest analizissel 10 QP69 markert valasztottunk ki, melyek koziil 3, illetve 2
marker keriilt be a végsé képletbe. A QP300 kitet csak tiidorakos betegek egyedi mintain
teszteltiik (46 beteg és 46 kontroll). A Mann-Whitney U teszt/t-teszt alapjan 8, mig a random
forest analizissel 8 marker kerult kivalasztasra, és ezek kozil 4, illetve 2 keriilt be a
logisztikus regresszios analizissel 1étrehozott képletbe.

A tiidordkos betegek esetében tovabbi vizsgilatok is torténtek. A QP69 ¢és QP300
tesztekkel leghatékonyabbnak talalt 21 antitest keriilt fel egy 0j chipre, 1étrehozva ezzel a
QPLC21 assay-t. Ennek vizsgalata 600 tiidérakos és 600 kontroll mintdin tortént meg.

A QP kitek szabadalmaztatasa mar majdnem lezarult, ennek befejezése utan - reményeink
szerint - tobb nivos publikacio formajaban mutatjuk majd be ezeket az eredményeket.

M¢ég egyszer szeretném megkdszonni professzor Ur részletes értékelését és az MTA Doktori
értekezés pozitiv biralatat.

D AL

Dr. Antal-Szalmas Péter
egyetemi docens

Debrecen, 2017. februar 15.

15



