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Eloszo

Pontosan 20 évvel ezel6tt 1995. majusaban fogadtak el az Annals of Hematology
folyoiratban az elsd, els6szerzés tudomanyos publikaciomat, majd 1997-ben szereztem
PhD fokozatot, igy ez a Disszertaci6 az elmult kozel 20 év tudomanyos munkéssagat
foglalja 6ssze. Egy ilyen értekezés elkészitésekor viszonylag egyszerii helyzetben van az,
aki fokuszaltan egy kutatasi teriilet - egy molekula, egy folyamat, egy betegség -
vizsgalatat végezte hosszabb idén keresztiil. Nekem joval nehezebben sikeriilt ezt az
Osszefoglald6 munkat elkészitenem, mert részben munkahelyi valtdsaim, részben
"csapongd" érdeklédésem miatt sokféle terlileten végeztem kutatdémunkat, és publikaltam
tudoményos eredményeket. Hozzajarult ehhez a sokszintiséghez a valasztott szakmam is. A
klinikumot kiszolgalo laboratoriumi szakember a diagnosztikus munka soran 6hatatlanul
talalkozik izgalmas klinikai problémakkal, és gyakran keresik meg kutatasi otleteikkel
klinikus kollégai a legkiilonbdzébb teriiletekrdl. Nem meglepd, tehat, hogy az elkésziilt
Disszertacioban nyolc kiilonb6z6 betegesoporton végzett kutatas eredményeit mutatom be,
harom eltérd teriileten: onkologiai koérképek, csontanyagcsere —eltérések  és
immunpatomechanizmust betegségek (autoimmun, atdpids-allergids betegségek, ¢és
cirrhosishoz tarsuld infekciok és immunologiai eltérések vizsgalata). A kozos ezekben a
munkikban az, hogy bar kiilonb6z6 teriileteken, de minden alkalommal vagy Uj
biomarkerek bedllitdsat ¢és analitikai tesztelését végeztik el, majd kiilonbdzo
betegcsoportokon vizsgaltuk dket, vagy ismert markerek 0 klinikai applikécioit értékeltiik.
Ennek megfelelden az értekezés Bevezetés fejezetében - a konkrétan vizsgalt paraméterek
mellett - bemutatasra kerlilnek altalaban a biomarkerek felfedezésével és mérésiik
standardizaciojaval kapcsolatos ismeretek is. A bemutatott munkdk kozott van olyan
vizsgalat, ahol eredetileg az alapkérdés egy adott betegség patomechanizmusanak jobb
megértése volt, itt a betegek és a kontrollok mintaiban tesztelt markerek diagnosztikus
hatékonysagat utélag, az értekezés irasa soran értékeltiik. Szerepel tovabba olyan
eredmény is a Disszertacioban, amely még nem keriilt publikalasra jelezve, hogy ez a mi,
bar Osszefoglald, de csak pillanatfelvétel, és a kutatdo munka remélhetéleg még hosszl
évekig tovabb folytatodik.
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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AD: atépids dermatitis

AFF: akut fazis fehérje

AFP: a-fetoprotein

AFR: akut fazis reakcio

AGE: agar6z gélelektroforézis
AML: akut myeloid leukemia
ANCA: anti-neutrophil citoplazmatikus
antitest

aPDM: aktiv PDM

AUC: gorbe alatti teriilet

bp: bazispar

BMD: bone mineral density - csont
denzités

CANCA: citoplazmatikus ANCA
CE: kapillaris elektroforézis

CEA: carcinoembrionalis antigén
CRP: C-reaktiv protein

CV%: variacios koefficiens

DM: dermatomyositis

EKG: elektrokardiografia

EEG: elektroenkefalografia

FLT3: Fms-szert tirozinkinaz 3
FRAX: a 10 éven beliil varhaté nagyobb
csont toréskockazatat megado index
Fvs: fehérvérse;jt

GFR: glomerulus filtracios rata
eGFR: szamitott GFR

1PDM: inaktiv PDM

IL: interleukin

JM: juxtamembran

LBP: LPS koto fehérje

LDCT: alacsony dozist CT vizsgalat
LPS: lipopoliszacharid

mAb: monoklonalis ellenanyag

mCD14: membran expresszalt CD14
Ms: molekulasuly marker

MS: tomegspektrometria

NPE: negativ prediktiv érték

HbAlc: glikalt hemoglobin Alc
ITD: bels6 tandem duplikéacio

NSE: neuron specifikus enolaz

NHS: normal human szérum

NIH: National Institutes of Health
OSC: oszteokalcin

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis
pANCA: perinuklearis ANCA

PCR: polimeraz lancreakcid

PCT: prokalcitonin

PDM: PM ¢és DM egyiitt

PHI: prostate health index

PM: polymyositis

PMN: neutrophil granulocyta

PPE: pozitiv prediktiv érték

QP300: Quanti Plasma 300 kit

RE%: relativ eltérés

ROC: receiver operating characteristic
gorbe

ROMA: Risk of Ovarian Malignancy
Algorithm

sCD14: szolubilis CD14

SIRS: szisztémas gyulladasos
valaszreakcio

SLE: szisztémas lupus erythematosus
SOP: standard operating procedure
TK: timidin kinaz

TK: tirozinkinaz

TKD: tirozinkindz domén

TNFa: tumor nekrozis faktor a
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2. BEVEZETES

2.1. A biomarker definici6ja, tipusai, legfontosabb alkalmazasi lehetéségek

Az orvosbioldgiai kutatdsok gyors fejlédésének kovetkeztében az elmult 10-15 évben
olyan 1 technologidk vonultak be az egészségiigyi ellatasba, mint pl. az &ramlasi
citometria, tomegspektrometria, molekularis  biologiai moddszerek,  kiilonbozo
nagyateresztoképességli array rendszerek, az tjgeneracios DNS szekvenalas vagy a
legkiilonb6z6ébb modern képalkotod eszk6zok. Ezek az eljarasok olyan teszteredményeket
biztositanak a betegeket kezeld orvosok szamara, ami jelentésen fokozza a betegségek
szlirésének, diagnosztizalasanak, karakterizalasanak, kovetésének és prognozisbecslésének
hatékonysagat. Az 10j és régi technologidk keveredése az orvosi eljarasok ¢és a
nomenklatara atalakuldsat vonta maga utdn és egy uj fogalom a ,,biolégia marker” vagy

egyszeriibben ,,biomarker” megsziiletését eredményezte [1].

2.1.1. Mi is az a ,,biomarker”?

A National Institute of Health (NIH) ,,Biomarker Definition Working Group”-ja 2001-
olyan tulajdonsag, melyet objektiven lehet mérni, és amely indikatora lehet a normalis
bioldgiai folyamatoknak, patoldgias folyamatoknak vagy egy terapiara adott farmakologiai
valasznak” [2]. A megfogalmazas meglehetésen tag, hiszen magaban foglalja a
legkiilonbozObb vizsgalati teriileteket (laboratoriumi diagnosztika, patoldgia, képalkotd
eljarasok, EKG-EEG, stb.), és egymastol rendkiviil eltéré technoldgiakat sorol egy kalap
ala [1].

A definicié részben megfogalmazza a biomarkerek alkalmazasanak legfontosabb
teriileteit is. Az elsG a betegségre vald hajlam vagy a betegség jelenlétének, illetve
stlyossaganak a kimutatdsa, mely segitheti a betegek sziirését és a diagnozis felallitasat. A
prognosztikai markerek megjosoljak a betegség lefolyasat, lehetséges kimenetelét és
befolyasolhatjak a potencialisan effektiv terapia kivalasztasat. A prediktiv markerek egy
terapiacsoport vagy egy konkrét gyogyszer potencialis hatdsossdgara vagy hatastalansagara
utalnak, illetve megjosoljak a varhaté mellékhatasok kialakulasat. A farmakodinamikai
biomarkerek egy adott terapia soran valtoztatjak szintjiikket, és az alkalmazott kezelés
farmakodinamikai tulajdonsagairdl adhatnak informéciokat, mig a farmakologiai markerek
alkalmazasa szélesebb korti: lehetdvé teszik egy gyogyszer hatdsanak valosideji
monitorozasat, a terapia hatékonysaganak, illetve a kezelés toxicitdsanak megitélését.
Végiil a legértékesebb biomarkerek klinikai végpontokat is reprezentalhatnak, esetleg

helyettesithetnek is, mivel jol korrelalnak a terapias kimenettel; ennek legismertebb példaja
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a stroke, illetve annak kialakulasi valosziniisége, mely a magas vérnyomassal mutat szoros
Osszefliggést [1,3,4] vagy a diabeteses retinopathia és neuropathia helyettesité végpontja
lehet a HbAlc mérés [4].

2.2. Uj biomarkerek felfedezése és fejlesztése

Az 10j biomarkerek azonositdsdra kiilonbozd tipusi megkozelitések 1éteznek ¢és
hasznalatosak a mindennapi gyakorlatban. Historikusan a biomarker felfedezések elsé
iddszakat alapvetden a természettudoméanyos vizsgalomoddszerek fejlédése hatarozta meg.
Az onkoldgiai diagnosztikaban pl. az els6é daganatspecifikus biomarker leirdsa 1847-re
tehetd, amikor a savanyitott vizeletben f6z¢s hatasara kicsapodo Bence-Jones fehérjék és a
myeloma multiplex kapcsolatat sikeriilt azonositani [5,6]. Késébb a kiilonb6z6é enzimek és
izoenzimek, illetve hormonok keriiltek a vizsgalatok kdzéppontjaba az enzimoldgia és a
radioimmunoassay-k fejlédésével [5,7], majd a monoklonalis ellenanyag elballitas
a klinikai gyakorlatba [5].

A XX. szazad masodik felében jelent meg a biomarker azonositds masodik formadja,
azzal parhuzamosan, ahogy a kiilonb6z0 betegségek kialakuldsdval és patobiokémiai
eseményeivel kapcsolatos ismeretek szamottevien gyarapodtak, és a metodikai repertoar
jelentésen kiszélesedett. Ebben az esetben az ij markerek felismerését mindig hosszas
(alap)kutatasi periodus elézi meg, amelynek soran egy adott betegség patologids torténéseit
vizsgalva olyan molekulak kerlilnek a figyelem kozéppontjdba, melyek
mennyiségi/mindségi valtozasai Osszefliggést mutatnak a korkép bizonyos klinikai
paramétereivel. Ezek a markerek a betegség altal érintett szovetekben vagy az ezekkel
érintkezé testnedvekben taldlhatok meg. A lehetséges molekuldk azonositasdban
potencidlisan jelentds szerepet jatszhatnak bizonyos dallatmodellek vagy a betegséget
reprezentald sejtvonalak is. Itt tehat, alapvetéen egy meghatdrozott hipotézis jelenti a
biomarker azonositas alapjat [5]. Csak egy konkrét példa: nagyszamu kisérletes adat
igazolta, hogy a p53 fehérje expressziojanak és funkciojanak valtozasai szerepet jatszanak
egyes daganatok kialakuldsaban; igy a pS3 fehérje expresszidjadnak vizsgalata és a p5S3 gén
mutacidinak detektalasa a daganat diagnosztika értékes modszerei lettek [8,9].

Teljesen 1) iranyzatot képviselnek a XX. szazad végétdl egyre dinamikusabban fejlédo,
nagy ateresztOképességli genomikai és proteomikai technikak (DNS és fehérje microarray-
K, ujgeneracios szekvenalas). Itt hipotézis filiggetlen biomarker azonositasrol —
»adathalaszatrol” — beszéliink. Ezekkel a modszerekkel tobb szdz vagy ezer marker

crcr

biologiai Osszefiiggésétdl tudunk olyan biomarkereket azonositani, amelyek az adott
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betegségben eltérést mutatnak a megfeleléen kivalasztott kontroll csoporthoz képest. Ez a
megkozelités akkor igazan hatékony, ha a profilirozas globalis, azaz - lehetdség szerint -
minden mérhetd paramétert érint, és ha a mérés szenzitivitasa eléri vagy nagyobb a
minimalis/varhatd valtozas mérés¢hez sziikséges érzékenységnél. Ezeknél a modszereknél
kiilonosen nagy jelentdsége van a bioinformatikanak, aminek nemcsak az igen nagyszamu
adat kezelésében ¢és feldolgozasaban van szerepe, hanem a tobb paramétert egyesitd
kompozit score-ok megalkotasaban is [10].

Az el6zé harom bekezdésben a biomarkerek fejlesztésének elsd fazisardl beszéltiink,
azaz, arrdl hogy milyen mddon keriilhet egy ) marker az érdeklodés kdzéppontjaba egy
adott korkép kapcsan. Ezt nevezzilk a biomarker fejlesztés felfedezdé fazisanak
(,,discovery phase”). Ezt koveten a biomarker fejlesztésnek tovabbi harom fazisarol
beszélhetiink még. A masodik szakasz a kvalifikacios fazis (,,qualification phase”),
amikor mar a diagnosztikus mintaként szolgalé testnedvben (leggyakrabban szérum vagy
plazma) hatarozzuk meg a kandidans biomarker szintjét és igazoljuk, hogy eltérd
koncentraciok mérheték az egyedi betegek és kontrolljaik mintaiban. A harmadik,
verifikacios fazisban (,verification phase”) populacios szintli vizsgalatok torténnek
egészséges kontrollokon, és a cél elsdsorban a vizsgalat specificitdsanak igazolasa. Végiil
az utolso, validaciés fazisban (,,validation phase”) torténik meg a klinikai assay végs6
kifejlesztése és tesztelése, melynek soran betegek és kontrolljaik mintaiban torténik meg a
vizsgalat, és a szenzitivitas/specificitds adatok mellett az 4j marker klinikai adatokkal valo
Osszefliggése ¢és igy potencialis klinikai applikécioi  (diagnosztika, predikcio,

terapiamonitorozas) is vizsgalatra kertilnek. [11,12]

2.3. Biomarker tesztek analitikai és funkcionalis validalasa

2.3.1. A validalas 6 lépései

Az 1j biomarkerek azonositdsa utdn hasonléan komoly kihivas lehet az ennek mérésére
alkalmas assay-k megalkotasa és validalasa. Az International Organization for
Standardization szervezet altal megfogalmazott definici6 szerint egy modszer validalasa
annak igazolasa — kisérletes uton, objektiv adatok bemutatas révén —, hogy egy bizonyos
alkalmazassal kapcsolatos kiilonleges elvarasoknak az adott modszer megfelel [13,14]. A
modszervalidalas 1épései viszonylag jol definidltak a kémiai analitikai laboratériumokban
¢s szamos irdnyelv/guideline foglalkozik ezzel a rutin diagnosztikai célra alkalmazott
tesztek esetében is [3,15]. Ugyanakkor a biomarker assay-k fejlesztésének kiilonbozo

fazisaiban kiilonb6z0 szintli modszervalidalasra van sziikség, ami az adott szint igényeinek
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megfelel: . fit-for-purpose” analizis. Ilyenkor tehat, ugyantigy kisérletes eredményekre és
objektiv adatokra van sziikség, de ezek szama, illetve az ezekkel kapcsolatos elvarasok
szigorusaga nagyon kiilonb6z6 lehet a modszerfejlesztés szintjének megfeleléen [3].

A modszervalidalas szempontjabol 5 stadiumat kilonitjilk el a biomarker assay-k
fejlesztésének. Az elsé fazisban a klinikai és kisérletes céloknak megfeleld assay elméleti
kivalasztasa a 6 cél. A masodik, a modszerfejlesztés fazisaban az 1j assay valamennyi
komponensét meg kell alkotni (reagensek, antitestek, higito-, blokkold oldat/matrix, szilard
fazis/plate-ek és detektald rendszer kivalasztasa), ki kell dolgozni az assay mitkodésének
részleteit (minta elOkészités, plate formatum, replikdtumok, inkubacidés iddk
meghatdrozasa, kalibracids gorbe illesztés modellének kivalasztasa), el kell végezni az elsd
validalasokat (a reagensek specificitasanak ¢€s stabilitdsanak tesztelése, elzetes stabilitas
¢és robosztussag vizsgalat), és egy tovabbi részletesebb validalasi tervet kell kidolgozni. A
harmadik 1épés a pre-study validacio, amely mar sokkal Osszetettebb (referencia
anyagok létrehozésa, kalibracios gorbe, torzitas és reprodukalhatdsag, kvantitalas hatérai,
specificitas €s szelektivitas, stabilitds, linearitas, robosztussag, batch méret, és egy futtatas
elfogadasanak kritériumai), melynek eredménye egy analitikai riport és egy “standard
operating procedure” (SOP), amely leirja a modszer miikodését részleteiben. A negyedik
lépés az in-study validalas, amikor a QC mintak részletes mérése mellett valdodi
betegmintak mérése is torténik. Ezt a fazist egy végsd beszamolo zarja le, ami tartalmazza
a standard gorbe és a QC mintak kumulativ statisztikai adatait, valamint a betegmintak
értékeit és a vizsgalat sordn észlelt eltéréseket, ismétléseket és ezek okait, magyardzatat.
Mindezek teljesitése utan valhat a teszt rutin diagnosztikus modszerré (5. fazis), amikor
mar az ilyen moédszereknek megfelelé folyamatos QC tesztelést kell végezni. Ezek a
fazisok nem mindig valaszthatok el egymastol élesen, s6t ismert példaul olyan teszt is
(Oncotype Dx), ahol a mar piacon 1év6 termék adatait felhasznalva folyamatosan javitottak
az értékel6 algoritmust. A folyamat soran a fejlesztés alatt all6 modszer allandoan javul, és
ennek biztositéka a ,,fit-for purpose” analizis filozofiajanak megfelelé folyamatos és egyre
szigorubba valé mindségellendrzés [12,16-19]. Egyes forrasok a biomarker assay fejlesztés
1. és 2. fazisat 6sszevonjak, €s ezt nevezik a ,,modszerfejlesztés” szakaszanak, ezt koveti a
korabbiakhoz hasonldan a ,,pre-study validalas” majd az ,,in-study validalas”, ami végiil
egy rutin diagnosztikus tesztet eredményezhet [19]. Az 1. 4bra és az 1. tablazat a validalas
kiilonboz0 fazisaiban végrehajtando legfontosabb feladatokat mutatja be.

10
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-
1. fazis: az assay . o . o 2
Kivalasztisa A céloknak megfelel6 assay tipus kivalasztasa

\_

4
2. fazis: médszer Az Uj assay valamennyi komponensének megalkotasa,
fejlesztés mﬁkédés’ének kidolgozé?sal, ?I.Sé vaIiclléIésok falvégzése,

részletesebb validalasi terv kidolgozasa

.

r
3. fazis: pre-study Részletesebb és Gsszetettebb validalds, melynek
validalas eredménye egy analitikai riport és egy SOP

.

(

4. fézis: in-study QC és betegmintak mérése és részletes értékelése,
validalas melyet egy végs6 beszédmold zar le

.

e
5. fazis: rutin Az assay fejlesztés eredménye egy rutin, diagnosztikus
diagnosztikus mddszer teszt

\_

1. Abra Az j biomarker tesztek bevezetésének és validalasanak f6bb fazisai.

A biomarkereket mérd assay tipusatol fliggden is kiillonbozdek lehetnek az elvarasok a
modszervalidalas mélységét illetéen. A definitiv kvantitativ modszerek — pl. immunoassay-
Kk, tomegspektrometridas metédusok kisebb hanyada — kalibracios gorbét alkalmazva
hatarozzak meg az analit pontos koncentracidjat, ahol a kalibrator anyag — és az azt
hordoz6 matrix — tokéletesen karakterizalt és reprezentalja a biomarkert. Ebben az esetben
a legfontosabb cél az adott analit koncentracidjanak a meghatarozasa a mintaban olyan
pontosan, ahogy csak lehetséges. Ennek megfelelden itt kulcsfontossagu az analitikai
pontossag és meglehetésen komplex a mddszer validalas folyamata. A relativ kvantitativ
assay-k esetében a kalibracios gorbe megalkotasahoz hasznalt standardok nem
reprezentaljak tokéletesen a mérendd anyagot (pl. rekombinans fehérje negativ kontroll
szérumaban higitva). Ide az immunoassay-k nagyobb része tartozik, ahol a mérend6 analit
valamilyen endogén anyag, amely nativ formaban nem 4all rendelkezésre; a
modszervalidalds mélysége a definitiv kvantitativ modszerekéhez hasonld. A kvazi
kvantitativ assay-k nem hasznalnak kalibracios standardokat, de a teszt eredmény
folyamatos numerikus érték. A kvalitativ modszerek pedig pozitiv/negativ eredményt
adnak, esetleg 3-4 fokozatu skalan fejezik ki a végeredményt (pl. immunhisztokémiai
metodikak). Ertelemszertien ezekben az utdbbi assay-kben a validalas soran legnagyobb

jelentOsége a pozitiv és negativ tesztmintak mérésének és értékelésének van [3,18,20-22].

11
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Teljesitmény paraméterek

Modszer fejlesztés fazisa

Pre-study validalas fazisa

In-study validalas fazisa

Reagensek
(kivalasztasa/stabilitasa/teszt
formatum/batch méret

Kivalasztani;
Az elfogadhatosag hatarait meghatarozni

A szabalyokat és az azoknak valo
megfelelést megerdsiteni

Monitorozni;
Lot valtasnal ellen6rizni kell a mikodést

Specificitas és Erzékenység

Az elfogadhatdsag hatarait meghatarozni

A szabalyokat és az azoknak vald
megfelelést megerdsiteni

A szabalyokat és az azoknak vald
megfelelést megerdsiteni betegek mintain

Matrix kivalasztasa/Minta
elokészités/Minimalisan
sziikséges mintahigitas

Az elfogadhatdsag hatarait meghatarozni

A szabalyokat és az azoknak vald
megfelelést megerdsiteni; Uj/modositott
matrixok esetén a QC mintakat ebben
kell elkésziteni

Monitorozni: a matrix lot valtozasa
esetén, az Osszehasonlithatosagot igazolni
kell

Standardok/kalibratorok és
Standard gorbe

Modell kivalasztasa

A szabalyokat és az azoknak valo
megfelelést megerdsiteni

Monitorozni a szabalyoknak vald
megfelelést

Reprodukalhatésag és

Reprodukalhatosagot és torzitast

Reprodukalhatdsag és torzitas

Teljes hiba értékelése (4-6-30 szabaly

Valédisag értékelni elfogadhatosaganak hatarait alapjan)
meghatarozni
Mérési tartomany Ertékelni Az elfogadhatosag hatérait meghatarozni ~ Alkalmazni
Minta stabilitas Ertékelni Az elfogadhatosag hatarait meghatarozni  Folyamatos értékelés és kiterjesztés
Higitasi linearitas Ertékelni Az elfogadhatosag hatarait meghatdrozni A Prestudy validalas sordan nem vizsgalt
higitasok tesztelése
Parhuzamossag = - Megvizsgalni ha lehet Az elfogadhatosag hatarait meghatarozni
a tesztelt mintak segitségével
Robosztussag Ertékelni Az elfogadhatdsag hatarait meghatarozni ~ Monitorozni a szabalyoknak vald

megfelelést

Részleges validalas/ Médszer
atvétel/ Kereszt validalas

Ertelemszertien alkalmazni

Mérés (futas) elfogadasanak
kritériumai

A futés elfogadasanak alapjai a Standard
gorbe elfogadhatosaganak kritériumai

A futés elfogadasanak alapjai a standard
gorbe és a QC mintak elfogadhatosaga-
nak kritériumai (4-6-30 szabaly alapjan)

1. tablazat Az 1ij biomarker assay-k fejlesztésének Kiilonbozé fazisaiban végrehajtando validalasi feladatok [19]. 4-6-30 szabaly: a tesztelt 6 kontroll mintabol
minimum 4 a nominalis értékétél <30%-ban tér el.
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2.3.2. A modszervalidalds sordan az adott assay teljesitményét jellemzo paraméterek

[3,19,23-25]
Analit specificitas és szelektivitas: Ez azt jelenti, hogy egy adott assay csak egy adott

analitot mér ¢és az ahhoz kémiailag/fizikailag hasonldé variansokat nem — nincs
keresztreaktivitas —, illetve az adott alkalmazott matrixban nincsenek jelen olyan anyagok,
amelyek a célanalit mérését zavarndk. A specificitas akkor tesztelhetd, ha a vizsgalt
analithoz fizikokémiailag hasonlé molekuldk — amelyek a tesztelni kivant mintdkban
fiziologias vagy patologias koriilmények kozott jelentés mennyiségben jelen lehetnek —
rendelkezésre allnak. Ezeket az alkalmazott assay matrixba bemérve tesztelhetd az assay
specificitasa. A szelektivitas ellenérzésére a vizsgalt analitot mérjiik be kiilonb6z6
koncentracioban legalabb 6 kiilonb6zd személytdl szarmazo matrixba (pl. szérumba) és
Legalabb a tesztelt matrixok 80%-aban elfogadhaté visszamérést (<30% eltérés;
CV%<25%) kell kapnunk. A matrixban (szérumban, plazmaban) 1év6 interferalé anyagok
koziil leggyakrabban a lipidek, hemoglobin, bilirubin és a reumafaktor zavar6d hatasat
szokték vizsgalni.

Standard gorbe értékelése: A standard gorbe felvételéhez sziikséges mintak

késziilhetnek valddi kontroll/beteg mintdk poolozasaval/keverésével, amelyekben a
vizsgalt analit koncentracidjat egy masik — referencia — modszer segitségével
meghataroztuk. A masik lehetdség ismert mennyiségli referencia anyag (pl. tisztitott vagy
rekombinans fehérje) adasa a megfeleld pufferhez vagy matrixhoz. A standard goérbének
minimum 6 pontbol kell allnia (a modszerfejlesztés soran ez akar 10 pont is lehet), és a
standardoknak egyenletesen kell megoszlani a mérési tartomanyban (logaritmikus skalan).
A standardokat minimum duplikatumban kell mérni és legalabb 3 fiiggetlen futtatas
alapjan kell értékelni (a pre-study értékelés sordn minimum 6 futtatas). A gorbe illesztés
lehet linearis és nemlinearis. Az immunoassay-k esetében leginkabb javasolt a 4- vagy 5-
paraméteres logisztikus illesztés. A standard gorbe elfogaddsanak feltétele: legalabb a
standard pontok 75%-anal a standard mintak reprodukalhatosaga CV%<20% kell legyen,
mig a gorbe alapjan visszaszamolt standard koncentracié nem térhet el a nominalis értéktdl
tobb, mint 20-25%-kal.

Analitikai reprodukalhatosag és torzitds: Ugyanazon homogén minta ismételt mérése

soran meghatarozhatd a mérés reprodukalhatosdga (mennyire ,,szornak” az ismételt
mérések) és a torzitdsa (mennyire tér el a mérések atlaga egy kordbban megallapitott
nomindlis célértektdl). Az assay fejlesztés valamennyi fazisdban nagy jelent0sége van

ennek a vizsgdlatnak és spike-olt QC mintdk vagy valddi kontroll/beteg mintdk is
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hasznalhatok ehhez a teszteléshez. A meghatarozas torténhet egy kisérleten (futtatison)
beliil vagy a kisérletek (futtatasok) kozott (intra- €s inter-assay vagy intra- és inter-run
variabilitas). A reprodukalhatosag megadasa CV%-ban (variaciés koefficiens %-ban)
torténik (mért értékek szoérdsa osztva a minta nomindlis értékével vagy a mért értékek
atlagaval). A torzitas esetében relativ hiba szazalékot (RE%) kalkulalunk (mért értékek
atlaga osztva a minta nominalis értékével). A modszerfejlesztés idészakaban minimum 8 (a
pre-study validalas soran minimum 5, az in-study értékelés soran minimum 3) mintat kell
vizsgalni duplikatumban, és legalabb 6 fliggetlen futtatast kell végrehajtani az inter-assay
variabilitds értékelése soran. Az intra-assay reprodukalhatosag €s torzitds soran 2-5 a
replikdtumok javasolt szdma. Ebben — a replikatumok szaméaban — nagy kiilonbség lehet a
kiilonb6z6 tipust analitok kozott. Az immunoassay-k esetében elegendd lehet a minimalis
esetszam is, de egy kémia teszt esetében akar n=20 is lehet az intra- és inter-assay CV% ¢és
RE% kalkulalasahoz sziikséges mérések szama. Az elfogadhatdo CV% és RE% 20-25%.
Funkcionalis Szenzitivitas: Az a legkisebb analitkoncentracio, ami még elfogadhato
reprodukalhatosaggal és torzitassal mérhetd (CV%<20-25%, RE%<20-25%).

Mérési tartomény: Az a legkisebb és legnagyobb analitkoncentracio altal meghatarozott

tartomany, ami még elfogadhat6 reprodukalhatosaggal és torzitassal mérhetd (CV%<20-
25%, RE%<20-25%).

Higitasi linearitds: Miutan a biomarker assay-k egy részénél a kvantitalas tartomanya

meglehetdsen sziik feltétleniil sziikséges annak igazolasa, hogy a kvantitalas felso hatarat
meghatarozas teszi lehetdvé a prozone vagy a nagy dozisu ,,hook™ effektus kimutatasat is.
A higitasi linearitds meghatarozasa minimum 3 kiilonb6zé QC mintaval (spike-olt matrix)
torténik (szemben a parhuzamossag meghatdrozasaval, ahol valos beteg/kontroll minta
higitasat végezziik el). A legmagasabb tesztelt koncentracionak legalabb 100-szor vagy
1000-szer nagyobbnak kell lenni, mint a kvantitalas fels6 hatara, és egyenletes higitasi sort
kell képezni, ugy, hogy tobb higitasi pont is az assay mérési tartomanyéaba essen. A higitas
alapjan visszaszamolt analit koncentraciok eltérése a nominalis értéktdl kisebb, mint 20-
25% kell legyen (CV%<25%) a 3-bol legalabb 2 QC minta esetében.

Parhuzamossag (,.paralellism™): Intakt (nem spike-olt) minta egyedi vagy sorozat

higitasaval vizsgalhatjuk a mérés parhuzamossagat. Legalabb 6 kiilonb6z6 minta vizsgélata
szlikséges, amelybdl legalabb 5-nek meg kell felelnie az elvarasoknak. Az értékelés
torténhet linearis regresszidval: a mért koncentraciét abrazoljuk a logaritmus(1/higitas)
fliggvényében. Az egyenes meredeksége nem térhet el szignifikdnsan 1-t6l. A masik

crer

higitas esetében, és ezek eltérése a nominalis értéktdl nem lehet nagyobb, mint 30% (és
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CV%<25%). A parhuzamossag vizsgalata alkalmas lehet a minimalis még/mar elfogadhato
torzitassal és reprodukalhatosaggal jar6 mintahigitds meghatarozasara is.

Minimalis sziikséges higitds: A mintak mérése soran az optimalis torzitast és

e ey

az alkalmazott matrix segitségével, sorozathigitas alkalmazasaval meghatarozhat6
paraméter.

Robosztussag: Egy assay robosztussagat az adja meg, hogy a mindennapi gyakorlat
koriilményei és valtozasai kozott, mennyire muikddik megbizhatéan. A legfontosabb
tesztelendd paraméterek egy immunoassay esetében: az inkubalasok hossza, homérséklete,
a reagens+minta elegy razasa, fény hatasa, a reagensek batch/lot valtozasai, minta térfogat,
miiszervaltas (pipetta, moso, reader), operator személyének valtozdsa. Meghatdrozando,
hogy mely paraméterek valtozasai befolyasoljak szamottevOen az assay teljesitményét, és
ezeket a paramétereket optimalizdlni, majd ezt kdvetden szigorGian rogziteni kell. A
robosztussag vizsgalata kiilondsen a modszerfejlesztés fazisaban nagy fontossagu.

Mintastabilitds: Ennek a vizsgalatnak leginkabb a pre-study validacio soran kell

megtorténnie. A mintastabilitas tesztelése soran azokat a helyzeteket kell leginkabb
modellezniink, amelyek a mindennapi gyakorlatban a minta preanalitikai Gtja soran
el6fordulhatnak. Az alkalmazand6 minta betegektdl/kontrolloktol szarmazé vagy spike-olt
teljes vér vagy a megfeleld6 matrix plusz a vizsgalt analit. Vizsgalni kell a
szobahOmérsékleten torténd tarolds soran bekovetkezd valtozasokat, €s a rovid és hosszl
Szobahémérsékleten minimum 2 6ras, 2-8°C ko6z6tt minimum 24 Oras tarolasi idot kell
tesztelni. Vizsgalni kell azt, ha a vérminta all hosszabb ideig szobahdmérsékleten vagy
hiitében és a tarolas utan torténik meg a szérum/plazma szeparacioja, és tesztelni kell az
azonnal (vagy 2 oran belill) szeparalt szérum/plazma eltarthatosagat is (szobahdn és
hiitbben). Az olvasztas/fagyasztas tesztelése soran legalabb 3-5 ilyen ciklust kell
végrehajtani, és a kiolvasztasok kozott nem telhet el kevesebb id6, mint 12-24 6ra. A révid
tavu tarolas esetén 1 honap elteltével kell lemérni a -20°C-on vagy -80°C-on tarolt mintdk
utdn. Legalabb 2 mintat kell vizsgalni triplikdtumban. A reprodukalhatosdgnak és a
nominalis értéktdl valo eltérésnek 25%-nal kisebbnek kell lennie.

Reagens stabilitds: Tesztelheté a modszerfejlesztés stddiumaban, amikor az egyes assay

komponenseket szobahdn, 2-8°C-on vagy -20°C-on taroljuk, és friss kalibratorok és QC
mintak alkalmazasédval teszteljiik a reagensek életidejét. Vizsgalhatd az in-study validalas
soran is, hiszen itt folyamatosan torténik tobbszinti QC mérés, aminek az eltérései

jelezhetik a reagens stabilits csokkenését is.
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2.3.3. Az uj biomarkerek hivatalos engedélyeztetéséhez sziikséges vizsgalatok

Bar a biomarkerekkel kapcsolatos publikaciok szama rendkiviil nagy - egy aktualis,
egyszerl keresés a "biomarker" széra a PubMed adatbazisban tobb mint 700.000 talalatot
ad -, de nagyon kevés azoknak a teszteknek a szama, amelyek a rutin diagnosztikus
laboratoriumok repertoarjaba bekeriilnek. Az elmult 15 évben évente atlagosan csak kb.
1,5 G fehérje valt a rutin diagnosztikus algoritmusok részévé [26]. Ahhoz, hogy egy 1j
marker sikeres legyen, tobb fontos dolgot kell figyelembe venni mar a biomarker assay
fejlesztése, és még inkabb az analitikai és klinikai validalasa soran [26,27]. Az 0j tesztnek
az alabbi kritériumoknak kell megfelelnie:

1., analitikai teljesitményének meg kell felelnie jol definialt, nemzetkozileg elfogadott

laboratoriumi elvarasoknak, standardoknak,

2., meg kell talalni az egyértelmii helyét az aktuélisan érvényben 1évo klinikai dontési
algoritmusokban, tovabba olyan informaciot kell nyuajtania, amely kiegésziti vagy
kivaltja a mar meglévd tesztek eredményeit, és hozzajarul a betegek allapotdnak
javulasahoz,

3., koltséghatékonynak kell lennie,

4., illeszkednie kell a rutin diagnosztikus laboratoriumok mitkodési rendjébe,

5., analitikai és klinikai teljesitményének (1. és 2. pont) evidencia alaptinak kell lennie,

6., meg kell felelnie a laboratoriumi mikodést szabalyzo hatdsagok eldirasainak (Food
and Drug Administration - FDA - szabalyzata, CE jelzés feltételrendszere).

Kiilonosen fontos lehet a teszt sikere szempontjabol a 6. pontban emlitett FDA elismertetés
vagy az eurdpai CE jelzés megszerzése. Ennek megfelelden a teszt-fejlesztés és -validalas
soran célszerii az emlitett hatosagok elvarasait fokozottan szem el6tt tartani.

Barmilyen tipust assay esetében a teszt alkalmazasdnak pontos definidlasa az elsd
fontos 1épés. Ez helyezi a vizsgalatot egy jol definialt klinikai kontextusba, ez fogja
meghatarozni pl. az FDA esetében a teszt besorolasat (I., II., IIl. osztaly), és ennek
megfeleléen az engedélyezési eljaras menetét is [egyszerii bejelentés; "510(k)" eljaras;
piacra valo bevezetés elotti engedélyezés ("premarket approval™ - PMA)]. A lll-as osztalya
tesztek eredménye jelentdsen befolyasolja a beteg ellatdsdnak menetét (pl. diagnozis
definialasa, invaziv beavatkozas - biopszia - indikacidja, terapia megkezdése vagy
kihagyasa). A fals pozitiv vagy negativ eredmények hatasa a beteg életkilatasara igen
komoly lehet, ezért ezek a tesztek nagy kockazati beavatkozasnak mindsiilnek. Ebben az
esetben a legszigorubb ellendrzés, a "premarket approval" elvégzésére van sziikség. A 11-es
osztalyu tesztek kockazata kisebb (pl. prognozis becslése), és itt az egyszeriibb "510(k)"
eljaras lefolytatdsa az elvards. Ebben az esetben az Uj teszt és egy mar meglévé, FDA

engedéllyel biro assay egyenértékiiségét kell bemutatni. Ha nincsen még ilyen assay akkor
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egy "de novo" kérvényezésre van sziikség az "510(k)" eljaras keretében. Az I-es osztalyt
tesztek esetében egyszerii bejelentésre van csak sziikség [26-29].
A ll-es és IlI-as osztalyu assay-k esetében az analitikai validalas 6 elemei [26-29]:
- intra-assay, inter-assay, mérdhely- és batch-fliggd reprodukalhatdsag
- mintavétellel kapcsolatos reprodukalhatosag (mintavétel modja, eszkézei; bioldgiai
variabilitas; cirkadian valtozasok)
- torzitas (ha megfeleld QC minta elérhetd)
- linearitas, detektalasi hatar, assay cut-off
- atszennyezés ("carry-over")
- varhato értékek, visszavezethetdség (kontrollok, kalibratorok)
- analitikai specificitas, interferencia (hasonld molekulak; hemoglobin, lipidek,
bilirubin, reumafaktor)
- miiszer/reagens és mintastabilitas.
A kérelem benyujtasakor a klinikai validalast illetd legfontosabb kérdések:
- a vizsgalat célpopulacidja
- az assay levizsgalasa egy kiprobalasi- (“training™), egy teszt- és egy validalasi-
beteg/minta populacion
- az assay teljesitménye - Onmagaban vagy mas tesztekkel kombinalva - a kiprobalasi-,
teszt- és validalasi beteg/minta populacion (klinikai szenzitivités, specificitds, pozitiv
prediktiv érték, negativ prediktiv érték, esély hanyados, tulélési adatok)
- klinikai cut-off, referencia tartomany, varhato értékek.
A kérelemnek tartalmaznia kell a modszer technikai leirasat, az alkalmazott mtszereket és
szoftvereket, valamint a hasonl6 médszerekkel vald dsszehasonlitas eredményeit [26-29].
Az eljaras sikeres lefolyasat nagyban eldsegitheti egy beadas eldtti palyazat elkészitése €s
benyujtasa véleményezésre az FDA-hez. Ez tartalmazza az 0j teszt tervezett felhaszndalasi
teriileteit, az alkalmazott technologiat, valamint a tervezett analitikai és klinikai
vizsgalatokat. A kommunikécid soran az FDA ¢és a gyartd kozosen alakithatja ki az assay
pontos besorolasat és meghatarozhatjak a validalas részletes menetét [27,28].

Az FDA engedélyezés elvarasaihoz hasonld az eurdpai regulacio kritérium rendszere,
melyet az Eurdpai Parlament és Tanacs 98/79/EK iranyelve szabalyoz, de ez dominaléan
az analitikai megfeleldségre fokuszal. A teszt tipusatol fliggden a hatosag vagy egyszeriien
csak a gyartd altal benyujtott technikai adatok alapjan dont a megfeleldségrol, vagy
bizonyos tesztek esetében az értékelés soran un. szakért6i testiilet (“"notified body™)

munkajat is igénybe veheti [26,30].
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2.4. A disszertacioban vizsgalt biomarkerek jellemzo6i

A disszertacidban bemutatott eredmények tobb, kiillonb6zdé betegségesoport koré
rendezhetéek:  immunpatomechanizmusu  betegségek, daganatos  korképek, a
csontanyagcsere betegségei és végiil majbetegségek. Elmondhatd, ugyanakkor, hogy bar
kiilonboz6 teriileteken, de minden alkalommal vagy j biomarkerek beallitasat €s analitikai
tesztelését végeztik el, majd kiilonb6zd betegesoportokon vizsgaltuk dket, vagy ismert
markerek 1j klinikai applikacioit teszteltiik. Vizsgaltuk azt, hogy mennyire képesek ezek
azonositani a betegeket megfelelden illesztett kontroll csoportokhoz képest, illetve, hogy
képesek-e a betegség aktivitasat vagy tarsuld infekciokat kimutatni vagy elérejelezni.
Megvizsgaltuk, hogy bizonyos terapids eljarasok moédositjadk-e a szintjilket. Tobb esetben
azonositottunk olyan preanalitikai faktorokat vagy tarsuldo betegségeket is, amelyek
szamottevoen befolyasoltak a mért eredményeket. Végiil sikeriilt tobb markert is magaban
foglal6 Uj kompozit paramétereket is definidlnunk.

A kutatomunka soran vizsgalt betegségek ¢€s tesztek tehat, meglehetdsen sokfélék és
sokszinliek voltak, ezért didaktikus bemutatadsuk nem tlint konnylinek. Végil egyszerii
logikat valasztottunk; a biomarkerek szervezeten beliilli eléfordulasa alapjan
"kategorizaltuk" az egyes vizsgalatokat: sejtmembranban 1év6, szolubilis (szérumban
talalhato) és végiil genetikai (DNS) markerek. Ennek megfeleléen kovetik egymast a
vizsgalatok a Bevezetés és az Eredmények részekben. Az 10 eredményeket hozd

markereket és a vizsgalt betegségcsoportokat a 2. abra foglalja 6ssze.

2.4.1. A CD14 molekula

A természetes immunrendszer egyik fontos mintazatfelismerd receptora és az egyik
legjelentdsebb LPS koto fehérje a CD14 molekula. Ez egy 356 aminosavbol plusz egy 19
tagl N-termindlis leader peptidbdl all6 membran glikoprotein, melynek C-terminalis
végére a transzlacio utan egy foszfolipid (glikozil-foszfatidil-inozitol - GPI) farok keril,
ami nagy lateralis mobilitast biztosit a receptor molekulanak a sejtmembranban [31-33]. A
CD14-nek a membran-expresszalt forman (mCD14) kiviil szolubilis formaja (sCD14) is
1étezik: egy 56 kDa-os és egy 48 kDa-0s izoforma. A 48 kDa-os kiilonb6z6 stimulusokra a
membran-expresszalt CD14 molekuldk sejtekrél vald lehasadéasa soran keletkezik, az 56
kDa-os izoforma direkt modon szekretalodik, megtartja C-terminalis végét és elkeriili a
GPI-farok kotodését (3. abra) [32,34-36]. A molekula szerkezete - a "leucin-gazdag
repeat-eket tartalmazo fehérjékhez hasonléan kissé hajlott szolenoidhoz hasonlit. A

fehérjét 3 diszulfid hid stabilizalja, 5 o hélixet és 11 B-reddt tartalmaz. A molekula N
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terminalis végén talalhato egy hidrofob zseb vagy bemélyedés, ami az LPS, illetve egyéb

acetilalt CD14-ligandok lipid részének a kotéséért felelds (3. abra) [37].

Vizsgalt
biomarkerek

v

J

Sejtmembran Szolubilis Genetikai
(mono-, granulocyta) (szérum) (DNS)
I sCD14 241\ [ HEs 2.4.4.)
- AD 6.2.1.| ™ i 6.2.4.
2.4.1 = - tidétumor
mCD14 el - PM/DM \ y FLT3-ITD 4.7
- AD o - SLE y - AML 6.3.1
- PM/DM p \
- SLE | Tumormarkerek
Akut fazis fehérjék - RA 2.4.4,
ANCA 2.4.2.-3. \ 6.2.5)
- cirrhosis  6.2.2.-3. -
QP300 plazma proteom
= microarray »
Sclerostin csontmarker - tiidétumor 6'2'5"
- 50 év feletti e\ —
egészséges férfiak égg
2.6,

2. abra Az értekezésben vizsgalt biomarkerek és betegségek. A boxokban 1év6 szamok a "Bevezetés" és
az "Eredmények" rész megfeleld fejezeteire utalnak (AD: atopias dermatitis, PM: polymyositis, DM:
dermatomyositis, SLE: szisztémas lupus erythematosus, RA: rheumatoid arthritis, AML: akut myeloid
leukemia).

A mCD14 myeloid differencialodasi marker, elsésorban érett myeloid sejtek
expresszaljak. A monocytdkon megkozelitéleg 110.000 molekula, mig a granulocytakon
3.000-5.000 molekula talalhato sejtenként; a macrophagokon szoveti lokalizacidjuktol
fiiggben valtozik a sejtenkénti CD14-szam [32,33,38].

A CD14, mint leucin gazdag repeateket (LRR) tartalmaz6 mintazatfelismerd receptor
jelentds szerepet tolt be a korokozokkal szembeni védekezésben, ugyanis az LPS-en kiviil
szamos egyéb, Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumokbol, valamint gombakbol
szarmaz6 konzervativ  strukturat képes felismerni (peptidoglikan, lipoteikolsav,
lipoarabinomannan, poliuronsav) [32]. A CD14 legfébb sajatsaga, hogy a Gram-negativ

baktériumokbdl szarmazé endotoxin (LPS) nagy affinitasti kotésére képes. A mCD14
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onmagaban is meg tudja kotni az LPS-t, de az LPS kotd fehérje (LBP) jelenléte az
interakcio érzékenységét 100-1000-szeresére fokozza. Mivel a CDI14-nek nincs
intracellularis doménje, nem indithat el dnmagaban jelatviteli folyamatokat, ehhez az
MD2-TLR4 komplexre van sziikség [32,39-42].

Kozvetlen

Ujonnan tler
szintetizalodott szekréci6 56 kDa
CD14 g—o
molekula MONOCYTA

i°

—
i a% %56 kDa 54 kDa Transzport
s ~. a plazma-
Glikozilacio

Hasitas+
GPI farok
. 2 GPI-farok
illesztése

3. abra A CDI14 molekula szintézise monocytikban (A) és rontgendiffrakciéval meghatarozott
haromdimenziés szerkezete (B). Az A 4bran a membran-expresszalt és a kétféle sCD14 keletkezése
kovetheté nyomon [31]. A B részen a CD14 molekula szerkezete lathatd, az a-hélixek (al-a7) és B-reddk
(B3-P13) keriiltek feltlintetésre, a narancssarga rész a diszulfid hidakat jeloli [37].

A szolubilis CD14 az egészséges emberi szérumban 1-5 mg/L koncentracidban
talalhato, de akut gyulladas esetén 3-4-szeresére emelkedik a szintje [32,43-46]. A sCD14
molekulat nem expresszald sejtek (pl. endothel-, epithel-, simaizom sejtek) membranjahoz
tud kotédni, és képes ezeket aktivalni [32,47,48]. Masrészt a SCD14 nagy koncentracioban
az LPS biologiai hatasanak neutralizalasaban is szerepet jatszhat [32]. A CD14 molekula
képes a keringd apoptotikus testek kotésére és ezek cellularis felvételének eldsegitésére
anélkiil, hogy ek6zben gyulladasos folyamatokat indukalna [32].

Tobb olyan fert6zéses (aktiv tuberculosis, malaria, hepatitis B, C és HIV-1 fert6zés,
bakterialis meningitis, szepszis, szeptikus sokk, ARDS), kronikus gyulladassal jard és/vagy
autoimmun (szisztémas lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis, scleroderma,
psoriasis, Behcet kor, Kawasaki betegség) és atopias-allergias (extrinsic allergias alveolitis,
atopias dermatitis) betegség is ismeretes, ami a mCD14 és a szérumban talalhato sCD14
szintek megvaltozasaval jar [32,43,44,49-55]. Sajat adataink szerint a gyulladasos
bélbetegségek (Crohn-betegség, colitis ulcerosa) esetében az akut klinikai allapot
kimutatasaban és eldrejelzésében jol hasznalhatd diagnosztikus és prognosztikus marker
lehet a sCD14 mérése [56].
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2.4.2. Akut fizis fehérjék

Az akut fazis reakcido (AFR) a szervezet kiilonb6zé kiilsé vagy belsé stressz hatasra
adott szisztémds, nem specifikus valasza. Célja a szerveket/szoveteket karositd hatas
elimindlasa, és a normalis miikodés helyredllitdsa. Egy komplexen regulalt folyamatrol van
sz0, amit hormonalis €és metabolikus valtozasok egész sora is kisér. Az AFR indukalasban
a kiilsé és bels6 noxa — fert6zés, gyulladasos megbetegedés, szovetnekrozis, malignus
megbetegedés — hatdsara termelddo bioldgiai mediatoroknak, elsdsorban az interleukin 1
(IL-1), IL-6 és tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) citokineknek van meghatarozé szerepe.
A folyamat jellegzetes élettani valtozasokkal jar, amelyek egyben az AFR diagnosztikajat
is eldsegitik. Ide sorolhatd a 14z, a fehérvérsejtszam emelkedése, fokozott vordsvértest
stillyedés, ACTH és Kortizol szint emelkedése és az akut fazis fehérjék (AFF) szintézise
[57-59].

Az akut fazis proteinek a majban termelédnek. Az AFR sordn a m4j fehérje termelése
atprogramozodik, és bizonyos fehérjék szintézise jelentésen (akar 1000-Szeresen is)
fokozodik, mig masoké csokken. Az elsé csoportba a pozitiv AFF-K tartoznak, mig a
masodikba a negativak. A fehérje termelddés fokozodasanak mértéke jelentdsen kiilonbdzo
JUN/AP1 utvonal aktivalodasat érzékel6 elemek jelen vannak-e vagy sem. A
coruloplazmin 1,5-2-szeres, az al-antitripszin, haptoglobin, fibrinogén 2-4-szeres a C1-
inhibitor 6-8-szoros, a C-reaktiv protein (CRP) és a szérum amyloid A (SAA) szérum
szintje 100-1000-szeres novekedést mutat. A negativ AFF-k (albumin, transzferrin,
fibronektin) szintje altalaban 40-60%-kal csokken [57-59].

Az AFR monitorozasara legszélesebb korben alkalmazott marker a C-reaktiv protein

(CRP). Nevét onnan kapta, hogy a Streptococcus pneumoniae C poliszacharidjaval reagal.
Génje az 1. kromoszoman talalhatd, a CRP monomer 224 aminosavbdl épiil fel és 25 kDa
a tomege. A pentraxinok csaladjaba tartoz6 molekula pentamer, 5 monomer alkot egy
funkcionalis egységet (4. abra) [57,58,60,61]. Az AFR soran jelents szerepe van a
kiilonb6z6 mikrobakkal szembeni védekezésben és a gyulladasos sejttormelék
eltakaritdsaban. Negativ toltésti foszfolipidekhez, polianionokhoz, galaktanokhoz kotddik,
és miutan ezek a baktériumok, gombak falaban, illetve az elpusztult sejtek tormelékében
megtalalhatok, ezeket opszonizalja és elésegiti a fagocitozisukat. Képes a komplement
rendszer aktivalasara, és igy a mikrobak lizalasara is [60-62]. A CRP szérum szintje
jelentésen megemelkedhet az AFR soran, kiilonosen kiilonb6z6é infekciok hataséara
fokozodik a termelddése nagymértékben, de szdvetnekrozis (égés vagy trauma), miitéti

beavatkozéasok, autoimmun betegségek és daganatos korképek is emelhetik a szintjét. A
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CRP szérum koncentracidja mar enyhe infekcid hatésara is jelentésen emelkedik, és nem
korrelal a szervezet valaszreakcidjanak sulyossagaval, nem alkalmas a talélés predikcidjara
szeptikus betegekben és még tobb napig emelkedett maradhat a fertézéses goc eltavolitasa
utan is [62]. Ez a szérum CRP valtozas jellegzetes kinetikdjaval magyarazhato:
koncentracioja az AFR kezdete utan 6-12 o6raval kezd emelkedni, 48-72 6ra mulva éri el a
csticspontjat és akar 1 hétig is emelkedett maradhat [62,63].

A bakterialis infekciok, kiilondsen a sulyos, komplikacioval jaro, szisztémas fertdzések
(szisztémas gyulladasos valaszreakcio - SIRS, szepszis, sokszervi elégtelenség) esetében a

CRP-nél diagnosztikus szempontbdl sokkal hatékonyabb AFF a procalcitonin (PCT)

[59,62,63]. Ez a molekula a hormonhatasu calcitonin fehérje el6alakja, amely a
pajzsmirigy follikularis C sejtjeiben termelddik, és a szérum kélcium szint enyhe atmeneti
csokkenését okozza. A CALC-I gén a 11. kromoszéman helyezkedik el, egy 116
aminosavbol allo pre-PCT-t kodol, ami nagyon gyorsan atalakul a 114 aminosavas PCT-v¢é
(13 kDa), majd proteazok hatasara tovabb hasad amino-PCT-vé, éretlen (majd érett)
calcitoninna és katacalcinnd (CCP-1) (4. abra). Erdekes modon az AFR soran az extrém
mértékit PCT szint emelkedés nem jar a calcitonin koncentrdcié hasonldé mértékii
emelkedésével. Ennek az a magyarazata, hogy a stlyos bakterialis infekciok sordn a
korokozok altal termelt, illetve ezekbdl felszabaduld bioldgiailag aktiv anyagok (pl.
endotoxin, peptidoglikan, stb.) és az ezek hatasara termel6dd proinflammatérikus citokinek
a kiilonb6z6 parenchymas szervek (maj, pancreas, vese, tiid6, izom, zsirszovet) epithelialis
sejtjeiben indukaljak a CALC-I gén expressziojat. Raadasul ezekben a sejtekben klasszikus
szekrécios vezikulumok hijan a PCT iirités folyamatosan torténik és elmarad ennek
enzimatikus atalakitasa calcitoninna [62,64,65]. Kinetikajat tekintve a PCT szint a CRP-
hez képest hamarabb emelkedik (2-4 ora), kordbban (12-24 o¢6ra mulva) éri el a

A PCT mérés klinikai szempontbdl a stlyos, bakteridlis infekciok diagnosztikdjaban a
legjelentdsebb. Egészséges felndttekben a szérum PCT szint <0,1 pg/L és enyhe, lokalizalt
infekciok esetében altalaban nem észlelhetd ebben valtozas. Ha a PCT koncentracié <0,5
ug/L sulyos bakterialis infekcio és/vagy szepszis kizarhatd, 2 pug/L felett azonban ezen
allapotok jelenlétének vagy kialakuldsanak a valdszinlisége nagy. Amennyiben a PCT szint
10 pg/L feletti altalaban mar sulyos szepszis és sokszervi elégtelenség van jelen [62]. A
PCT szint emelkedése egyértelmiien bakteridlis infekciok esetében fokozodik
legmarkansabban, mig virusos fert6zés esetében csak minimalis a valtozas. (Ez utobbi
esetben az infekcid hatasara fokozddd interferon termelés gatolja a CALC-I gén

expressziojat és a PCT termelés mértékét.) Enyhébb emelkedés megfigyelheté még stlyos
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trauma vagy égési sériilés esetén kiilonosen akkor, ha ahhoz sulyos keringési elégtelenség
is tarsul [62,64-68].
Az akut fazis fehérjék kozé sorolhatd a korabban részletesen bemutatott sCD14

molekula és az ennek kapcsan emlitett LPS-ko6t6é fehérje (LBP) is. Az LBP egy 60 kDa-0s

gliikkoprotein; génje a 20. kromoszéman talalhato (20911.23), 15 kodold exonbol épiil fel.
A fehérje 452 aminosavat tartalmaz, amihez egy 25 reziduumbol all6 szignal szekvencia
csatlakozik (4. abra) [40,69,70]. Az LBP az tin. PLUNC (palate, lung and nasal epithelium
clone) fehérje csaladba tartozik, mely elsdsorban lipid transzfer fehérjéket foglal magaban
(pl. koleszterin-észter transzfer protein és foszfolipid transzfer protein) [69,71-73]. Ennek
megfeleléen az LBP jellegzetes bumerang format mutaté molekuldjanak N-termindlis része
a Gram-negativ baktériumok sejtfalabol szarmazd LPS kotésére képes. A C-terminalis rész
pedig a CD14 molekulaval torténd interakciét medialja a korabbiakban leirtaknak
megfeleléen (4. abra) [70,73-75]. Mindezek alapjan az LBP legfontosabb funkcidja a vizes
kozegben aggregalt forméban 1évé LPS molekuldk monomerizdldsa és prezentalasa a
CD14/TLR4 rendszer felé. 1ly modon az LPS medialta biologiai hatasok akar 100-1000-
szeresen is feler6sddnek; LBP jelenlétében 100-1000-szer kisebb koncentracioban
jelenlévé LPS képes ugyanolyan citokin valaszt indukalni, mint ha LBP nincs jelen
[69,76]. Az LBP ugyanakkor mintazat felismerd receptornak is tekinthetd, hiszen az LPS
mellett egyéb patogén-asszocidlt molekuldris mintdzat felismerésére 1is képes:
lipoproteinek, lipopeptidek, lipoteicholsav, peptidoglikan és glikolipidek [71,77-79]. A
rendszer komplexitasat jelzi, hogy az LBP magas koncentracidban LPS neutralizalo
agenskeént is képes miikddni. Egyrészt az LPS molekuldkat az LDL ¢s HDL részecskékbe
transzportalja, ahol azok neutralizalodnak, masrészt képes az LPS aggregatumokhoz
kotédve eldsegiteni azok CD14-medidlta felvételét, ami az endotoxin intracelluléris
eliminalasat eredményezi. Végiil képes alapfunkcidjanak megforditasara is: a mCD14 vagy
sCD14 kotott LPS eltavolitasat végzi, ami csokkentheti a sejtaktivacio mértékét [80-82].
Az LBP elsésorban a majban termelddik, €s innen keriil be a szisztémas keringésbe;
jellegzetes akut fazis fehérje, melynek termelddését az IL-2, 1L-6 fokozza, mig a TGF-f
csokkenti. Az LBP szérum koncentracidja egészségesekben 5-15 mg/L, de az akut fazis
reakcio soran szintje viszonylag lassan (2-3 nap), de akar 30-50-szeresére is novekedhet
[71,83]. Szamos olyan koéros klinikai allapot ismert, amelyek jellegzetesen markans és
diagnosztikai szempontbdl is hasznosithatdé LBP szint emelkedéssel jarnak. Kiilonbz6
infekciok (meningitis, pneumonia, endocarditis) és kiilondsen azok generalizalt formai
(SIRS, szepszis) tartoznak ide, és bar az adatok ellentmond6ak vannak olyan publikaciok,
amelyek szerint az LBP emelkedés mértéke a szepszis sulyossagaval €s a kimenetelével is

Osszefliggést mutat [84-87]. Sajat adataink szerint a gyulladasos bélbetegségek (Crohn-
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betegség, colitis ulcerosa) esetében az akut klinikai allapot kimutatdsaban ¢és
elérejelzésében is jol haszndlhaté diagnosztikus és prognosztikus marker lehet az LBP
mérése [56]. Ujabb adatok szerint az LBP extrahepatikus szovetekben (intestinalis, 1égutak
¢és a gingiva epithel sejtjei) is termelddhet szignifikans mennyiségben [88], ami azt jelzi,
hogy a folyamatosan mikrobialis stimulusnak kitett helyeken az LBP szerepe jelent6s a

korokozokkal szembeni védekezésben és a normalis szoveti homeostasis fenntartasaban.
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4. abra A vizsgalt akut fazis fehérjék szerkezete. Az A abra mutatja az 5 alegységbdl allo CRP pentamer
felépitését. A B rész a procalcitonin aminosav szekvencidjat és szerkezeti egységeit tiinteti fel (sarga: N-
terminalis PCT, piros: calcitonin, rozsaszin: katakalcin), mig a C abra az LBP térbeli szerkezetét teszi
lathatova [70,89,90].

2.4.3. Anti neutrophil citoplazmatikus antitestek

Az anti-neutrophil citoplazmatikus antitestek (ANCA) az autoantitestek meglehetdsen
heterogén csoportjat jelentik. Normal periférids granulocytdkat hasznalva szubsztratként,
indirekt immunfluoreszcens modszerek segitségével alapvetéen két fajta klasszikus
mintazatot kiilonithetiink el: a citoplazmatikus cANCA-t és a perinuklearis pANCA-t. A
cANCA esetében az etanollal fixalt granulocytdkon diffiz, granulalt citoplazmatikus
jelolodést latunk, a sejtmag lebenyei kozott fokozott pozitivitassal, mig a pANCA-K a
sejtmag koriil mutatnak intenziv pozitivitast, az esetek egy részében enyhe nuklearis
festddéssel kombinalva. Ez utébbi mintazat - érdekes mddon - technikai artefactum, mert

r o

az alkoholos permeabilizalas soran mobilissa valo, er6sen pozitiv toltésii citoplazmatikus
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lokalizaci6ji molekulak a negativ toltésii sejtmagmembran kozelébe diffundalnak €s ahhoz
kotddnek. Formalintacetonos fixalast/permeabilizalast alkalmazva a keresztkotott fehérjék
a helyiikon maradnak, és ilyenkor citoplazmatikus lokalizacidéju pozitivitast latunk a
pANCA esetében is, 8 CANCA-hoz hasonldan. Jol ismert ennek a két fajta antitestnek az
antigénspecificitasa is; a kisér vasculitises betegeknél a cANCA esetében a proteinase-3 a
pANCA esetében a mieloperoxidaz a leggyakrabban felismert antigén, melyek egyedi
ELISA-k segitségével is mérhetdek. Tovabbi ritkabb antigének is ismertek, melyek erdsen
pozitiv toltésti neutrophil citoplazmatikus proteinek: katepszin G, elasztaz, baktericid
permeabilitast fokozo fehérje (BPI), laktoferrin, stb. [91-98].

Klinikai szempontbol ezek a klasszikus ANCA-k a kisereket érintd vasculitisek
diagnosztikajaban és monitorozasaban jelentések. Ebbe a csoportba a granulomatosis
polyangiitis (GPA; Wegener-granulomatosis), a mikroszkopikus polyangiitis (MP) és az
eosinophilias granulomatosis polyangiitis (EGPA; Churg-Strauss szindroma) tartozik,
illetve ezek egy-egy szervre (vese, tiido) lokalizalodd limitalt variansai. Bar a cANCA
elsésorban GPA-ban fordul el6, mig a pANCA inkabb az MPA-t és EGPA-t jellemzi, de
alapvetéen az ANCA mintazatok és antigén-specificitas nem segiti a felsorolt 3 forma
kozotti differencialast. Ugyanakkor az indirekt immunfluoreszcens detektalas és az
MPO+PR3 ELISA-k kombinalt alkalmazasa kozel 99% specificitas mellett kb. 85%-0s
szenzitivitassal képes ezeknek a korképeknek az azonositasara, a hasonlo klinikai
tiinetekkel jard, de nem vasculitis alapu betegségekkel osszevetve [92,93,97-101].

A vasculitiseken kiviil szamos egyéb klinikailag koros allapotban (pl. gyulladasos
bélbetegségek, rheumatoid arthritis, kronikus autoimmun majbetegség ¢és kiilonbozo
fertdzések) is megjelennek ilyen antitestek. Az ANCA-pozitivitas gyakorisaga 50-90%
colitis ulcerosaban, 10-30% Crohn betegségben, 40-95% l-es tipusu autoimmun
hepatitisben, 25-90% primer sclerotisalo cholangitisben, 0-25% primer biliaris
cirrhosisban, kb. 30% rheumatoid arthritisben és 10-20% SLE-ben. Ezekben az esetekben
azonban a festddési mintdzat és az antigén-specificitas jelentOsen eltér a klasszikus c- és
PANCA-t6l. Ezt az ANCA csoportot atipusos pANCA-nak nevezziik, bar az irodalomban
tobbféle elnevezésiik is ismert (pl. x-ANCA, pANNA vagy DNA-ANCA). Ezen
autoantitestek tobbféle, kevésbé ismert antigénhez kotddnek, amelyek sejtmag eredetiiek
vagy sejtmag-asszocialt citoplazmatikus proteinek. Az esetek egy részében az etanol fixalt
granulocytdkon perinuclearis mintazat lathato, elvétve erésebb nukleéris foltokkal is, ami
formalin fixalt sejteken 1is valtozatlan marad, jelezve az autoantigén valos
nukleéris/perinukleéris lokalizaciojat. Mas betegeknél kombinalt
citoplazmatikus/perinukledris mintazat lathatdo, ami tobbféle autoantigént felismerd

ANCA-k egyidejli jelenlétére utal. Az atipusos pANCA-k esetében kiillondsen jelentds az
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anti-nuklearis antitestek jelenlétének egyidejii vizsgalata (pl. HEp2 sejteken), ami alpozitiv
ANCA reakcidt adhat indirekt immunfluoreszcens technika alkalmazdsa mellett. Az
atipusos ANCA-k klinikai jelentdsége még kevésbé ismert, de hasonléan a vasculitises
esetekhez, az antitest jelenléte sulyosabb betegség lefolyassal tarsulhat [93-98,102-106].
Az ANCA-k keletkezésével kapcsolatban tobbféle teoria is 1étezik. JOl ismert, hogy a
fertézések, gyulladasos reakcid soran létrejohetnek ilyen antitestek. A lokalis gyulladast
kiséré neutrophil granulocyta degradacid olyan mértékii lehet, hogy a sejttormeléket
eltavolitd funkcio kapacitasat meghaladja. Ilyen esetben a szovetekben hosszasan jelenlévo
citoplazmatikus, granulocyta-eredetii fehérjék autoimmun reakciot indukalhatnak, ami az
affinitast, megvaltozott epitopspecifitasu és funkcionalisan is aktiv patologias ANCA-k
megjelenését eredményezi. Ezt a folyamatot segitheti el6 a neutrophil extracellularis
"csapdak" (neutrophil extracellular trap, NET) keletkezése is. Az extracellularis matrixhoz
kotddd halodzatos struktirardl van sz, ami a neutrophilek degradéacidja soran jon létre,
nagy mennyiségben tartalmaz kromatin elemeket, hiszton komponenseket és
citoplazmatikus fehérjéket, igy PR3-at és MPO-t is. Ezek a struktarak eldsegitik a
neutrophil eredetii autoantigének bemutatasat az immunrendszernek [107-112]. Egy masik
lehetséges mechanizmus az infekciot okozo korokozok és a szervezet sajat fehérjéi kozotti
keresztreakcid. A tartds infekcid tehat, molekularis mimikri révén is indukélhatja az
ANCA-k keletkezését, a LAMP2 (lysosome-associated membrane protein 2)-specifikus
val. Ennek megfeleléen egérkisérletekben a FimH-val vald immunizacié hatasara az
allatokban anti-LAMP2 ANCA képzddik [113-115]. Ennek a jelenségnek a valtozata lehet
olyan bakterialis fehérjék felszabadulasa, amelyek az MPO-hoz vagy a PR3-hoz képesek
kotddni, ezen fehérjék komplementer epitdpjaival rendelkeznek, és igy képesek ezeket
neutralizalni. Ugyanakkor az ezen bakteridlis epitopok ellen termelddott protektiv
antitestek anti-idiotipus antitestjei mar az MPO ¢és PR3 felismerésére képes ANCA-k
lehetnek [105,108,113,116-118]. Az ANCA-pozitivitassal jaro gastrointestinalis
korképekben egy tovabbi lehetéség, hogy az ANCA keletkezése nem egy manifeszt
infekcio, hanem a béltraktusban normadlisan is jelenlévé mikroorganizmusok elleni koros
immunreakcio kovetkezménye [119-121]. A bélbaktériumok és az ANCA kapcsolatat
allatmodellek is aldtdmasztjak; nem mutathatok ki ANCA-k csiramentes kornyezetben
tartott allatokban [122]. Az ANCA termelé B-sejtek aktivalasaban a toll-like receptorok
fokozott expresszidjanak is szerepe lehet. Ezek a kiilonb6z6 korokozok specidlis virulencia
faktorait ismerik fel és cellularis aktivaciot, illetve fokozott citokin termelést indukalnak a

TLR pozitiv macrophag/dendritikus sejtekben, ami szerepet jatszhat a B-sejt aktivacio
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folyamataban [123,124]. Az ANCA termelését immunregulatorikus folyamatok is
szabalyozhatjak: a szupresszor funkciojli Treg, illetve CD5™ IL-10-termelé B sejtek aranya
csokkent az ANCA medialta korkép aktiv fazisaban [125,126].

A majbetegségek végstadiumat jelentd cirrhosis esetében is jol ismert a baktérium
ellenes antitestek megjelenése elsdsorban eldrehaladott cirrhosisban €s portalis hypertensio
esetében [127]. A cirrhosis betegek immunreaktivitasa jelentdsen csokken a betegség
elorehaladéasaval, raadasul a betegséghez tarsuld fokozott bélfal permeabilitas eldsegiti a
transzlokacio, jelentdsen befolyasolja a betegség klinikai lefolyasat és emellett alapja lehet
a kiilonbozo baktériumok ellen kialakult antitestek keletkezésének [128-131]. Feltételezve
a korabban emlitett bakterialis mimikri mechanizmusat valosziniisithetd az ANCA-k

megjelenése a cirrhosis betegek esetében is.

2.4.4. Tumormarkerek

2.4.4.1. A szérum tumormarkerek definicioja és csoportositasa

A tumormarkerek a tumor altal vagy a tumorra valaszul a szervezet altal termelt
anyagok. Tagabb értelemben véve olyan molekuldk, melyek mennyiségi és/vagy mindségi
valtozasai Osszefliggésbe hozhatok daganatmegeldzd allapotokkal vagy a mar kifejlodott
tumoros megbetegedéssel. Legfontosabb tipusaik: enzimek/izoenzimek, hormonok,
onkofotalis antigének, mucinszerli glikoproteinek, vércsoport antigének, cytokeratinok.
Kimutatasuk torténhet kvalitative/kvantitative kémiai, immunologiai, molekuléris biologiai

és proteomikai modszerekkel [5,132].

2.4.4.2. Enzimek

A rutin diagnosztikdban alkalmazott enzimek egy része (laktat dehidrogendz, alkalikus
foszfatdz, kreatin kindz), pontosabban ezek bizonyos izoenzimjei ¢€s izoformai
tumormarkerként szolgalhatnak, és Osszefiiggést mutathatnak bizonyos daganatos
allapotokkal [5,133-136]. Sokkal specifikusabb és szenzitivebb ugyanakkor ezeknél a
neuron specifikus enolaz (NSE) és a prostata specifikus antigén (PSA) mérése.

Az NSE egy glikolizisben résztvevd enzim (foszfopiruvat hidroldz) y alegysége.
Dominaléan az idegrendszer szoveteiben, illetve a neuroendokrin rendszer sejtjeiben
talalhato meg. A szérumba vagy a liquorba ezen sejtek sériilése vagy pusztuldsa soran
kertilhet be. Az NSE - szoveti lokalizacidjanak megfeleléen - az idegrendszer, illetve a

neuroendokrin szovetek daganataival (kissejtes tiidorak, neuroblastoma,
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pheochromocytoma, carcinoid tumor, pajzsmirigy medullaris carcinomaja, melanoma,
pancreas endokrin tumorai) mutat Osszefiiggést. A kissejtes tiidorak esetében a klinikai
szenzitivitas kb. 80%, mig a specificitas 80-90% kozott van. Ebben a kérképben az NSE
szérum szintje Osszefliggést mutat a daganat stadiumaval, és prognosztikai markerként is
hasznalhato. Alkalmas lehet a terapia monitorozasara is. Gyermekkori neuroblastoma
esetében az esetek akar 90%-aban is mérhetiink emelkedett NSE értéket, és ez egyben
prognosztikai marker is [5,136,137].

A PSA alkalmazasa talan még szélesebb korben elterjedt. Ez egy 33-36 kDa-os, 237
aminosavbol 4all6 glikoprotein. Alapvetden egy szerin protedz, melyet a prostata acinus €s
ductalis epithelialis sejtjei termelnek és valasztanak ki az ondoba. Biokémiai funkcidja: az
ondo6 elfolyosodésat segiti eld, annak alvadasat kovetden (hasitja az ondoholyag altal
termelt gélképzo fehérjéket — szemenogelin I-11, fibronektin). Normalisan rendkiviil kis
mennyiségben taldlhatdé meg a szérumban (0-4 pg/L, felezési ideje 1-4 nap), részben
szabad (10-30%), részben al-antikimotripszinnel (65-85%) ill. a2-makroglobulinnal (5%)
alkotott komplex formdajaban. Szérum szintje fiziologias variabilitast mutat: életkorral nd,
az afroamerikaiakban magasabb, és tavasszal is emelkedettebb az értéke. Emelkedett
szérum koncentracid észlelhetd prostatitisben, benignus prostata hyperplasidban (BPH-
ban), prostata infarctusban és prostata carcinomaban. Alapvetden tehat, szovetspecifikus,
de nem betegségspecifikus marker [138-143].

A totdl PSA mérését - a klinikai szenzitivitds és specificitds fokozasa végett -
kiegészithetjiikk tovabbi meghatarozasokkal. A tPSA/prostata térfogat arany kalkulalasa
vagy a sorozat tPSA mérések értékelése nem terjedt el széles korben, viszont az életkor
specifikus referencia tartoméany hasznalata igen. A masik hasznos kiegészitd megoldas a
szabad/total PSA arany meghatarozasa kiilonosen a 4-10 ng/L tPSA étékek kozotti ,,sziirke
zona”-ban. A prostata carcinoméja esetében a szabad PSA aranya csokkent. Egy még ijabb
marker a PSA fehérje részleges hasitdsa sordan keletkez6 p2PSA molekula. Ezeket a
teszteket olvasztja egybe egy Uj paraméter a ,,Prostate health index” (PHI), ami a total
prostata tumoros, benignus prostata hyperplasias vagy kronikus prostatitises betegek
megkiilonboztetését, kiillonésen az emlitett, diagnosztikailag nem egyértelmii "sziirke
zO6nd"-ban. Az eddigi klinikai adatok alapjan a PHI alkalmazasa csokkentheti a f6losleges
prostata biopszidk szamat, de klinikai alkalmazhatdsdganak pontos megitélése tovabbi
vizsgalatokat igényel [144-151].
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2.4.4.3. Hormonok

Az endokrin szervek tumorai €és az egyéb szervekben 1év0 neuroendokrin szoveteibol
kiindul6 daganatok jellegzetes hormontermelése is segitheti a tumor diagnosztikat. Az
ektopiasan termelt hormonok koziil leggyakrabban az ACTH, ADH, BHCG és Calcitonin
termelése fordul el6 [5,132,152,153].

2.4.4.4. Onkofetalis antigének

Ezek a molekulak a magzati korban termelddnek nagy mennyiségben és a sziiletés utan
szérum koncentraciojuk rendkiviili modon lecsokken. Kiilonbozd daganatok esetében
azonban Ujra magas koncentracioban jelennek meg a keringésben.

Az alfa-fetoprotein (AFP) egy 70 kDa-os glikoprotein, mely a terhességet kivéve

minimalis koncentracidoban van jelen a felndttek széruméaban. Emelkedett AFP mérhetd
hepatocellularis carcinomaban, de kisebb mértékli emelkedés a mdj benignus
megbetegedéseiben is eléfordul. Ez a marker alkalmazhat6 az erre a daganatra fokozott
kockazatot mutatd egyének sziirésére, prognosztikai értéke is van, sot a betegek kovetésére
is hasznalhat6. A masik klinikai alkalmazas a - BHCG-vel egyiitt - a csirasejtes tumorok
szubklasszifikacioja, illetve a betegség kovetése [5,154-158].

A carcinoembrionalis antigén (CEA) 150-300 kDa-os glikoprotein, mely az

immunglobulin szupercsaldd tagja. Osszesen 7 immunglobulin domén épiti fel: az N
terminalis IgV-szerli, mig a 6 C-terminalis IgC2-szerii domén. Ez utdbbiak alternaléan A
¢s B tipusuak. A fehérjének van egy 34 aminosavbol all6 leader szekvencidja is, és a
citoplazma membranba egy GPI farok segitségével rogziil (5. abra). A CEA szérum
koncentracidja szamos daganatos betegség esetén emelkedik. A colorectalis tumorok 70%-
aban, a gyomor tumorok 50%-4ban, a tiidétumorok 45%-aban, az emld tumorok 40%-
aban, a pancreas daganatainak 55%-dban, ovarium tumorok esetén 25%-ban, mig a méh
daganatainak 40%-aban lehet pozitiv. A tumorok szlirésére nem, de betegség kovetésére,

stadium becslésre hasznalhat6 és egyben prognosztikai marker is lehet [5,132,159-163].

2.4.4.5. Mucinszerii glikoproteinek és vércsoport antigének

Ezek a molekuldk a tumorsejtek felszinérél valnak le vagy a tumor aktivan szekretalja
Oket. Azonositasuk ujonnan fejlesztett monoklondlis ellenanyagok segitségével tortént, és
tumor-specifikusabbnak tlinnek, mint a klasszikus tumormarkerek (enzimek és hormonok).
Kémiai tulajdonsagaikat illetden alapvetden nagy molekulatomegli mucinok vagy

vércsoport antigének [5].
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A CA 15-3 egy nagyméretli mucin, mely az emldtumoros betegek vérében emelkedik
meg jelentdsen, ugyanakkor a tiido, pancreas, vastagbél, ovarium és mdj - elsGsorban
mucindzus - daganataiban is szadmottevo pozitivitas észlelhetd. Elsdsorban az emlétumoros
betegek kovetésére és a terapia hatékonysaganak megitélésére alkalmazzuk [5,164,165].

A CA 125 egy nagyméretii glikoprotein, melynek N-terminalis része erdsen glikozilalt.
A C ¢és N termindlis rész kozott egy kb. 60 ismétlédé egységbdl allo "tandem repeat"
domén talalhatdé. Minden doménban 2 cisztein helyezkedik el, amelyik intramolekularis €s
intermolekularis kotések kialakitdsara képes. Mig az elébbiek a fehérjén beliili hurkok
kialakitasat segitik eld, addig az utobbiak az extracellularis matrix felépitésében lehetnek
jelentések. A C-termindlis domén rovidebb, ebben taldlhaté a transzmembran és az
intracellularis rész, valamint a SEA domének kozott egy potencialis hasitohely (5. abra)
[166]. A CA 125-6t els6sorban a petefészek carcinoma diagnosztikajaban hasznaljuk.
Alkalmas lehet fokozott kockazati rizikd csoportok sziirésére - képalkotod technikakkal
egylitt -, emellett 6sszefiiggést mutat a betegség eldrehaladottsagaval és a petefészek tumor
kovetésében is hasznalhat6. Emelkedett CA 125 mérheté még endometrium carcinomaban
és kiilonbo6z6 tipust tiidétumorokban is (nem kissejtes tiidérak) [5,167-172].

A CA 19-9 a Lewis vércsoport antigénjei kozé tartozik, egy specifikusan szialilalt
glikolipid, melyet normalisan a pancreas €s az epeutak sejtjei, valamint a gyomor, a belek,
az endometrium ¢és a nyalmirigyek epithel sejtjei szintetizalnak. Leginkdbb a pancreas
daganatok diagnosztikajat szolgalja, de emelkedett szérumszint mérhetd hepatobiliaris,
hepatocellularis, colorectalis, gyomor és emld tumorok esetében is. A pancreas daganatai
esetében Osszefliggés mutathatd ki a tumor kiterjedtségével, és a betegség kovetésére is
alkalmas [5,173,174, 162,163].

A CA 72-4 a gastrointestinalis traktus és a petefészek daganatainak jol hasznalhato
markere. Emellett a tidétumorok egy részében is emelkedett lehet. Alkalmas a betegség

kovetésére a terapia soran [5,163,175].

2.4.4.6. Citokeratinok

A citokeratinok az epithelialis sejtekben 1évé cytoskeleton felépitésében résztvevd
intermedier filamentumok f6 komponensei. Ennek a csaladnak 6sszesen kb. 20 fehérje a
tagja, melyek nemcsak daganatos sejtekbdl, hanem a normalis epithel sejtek turn-overe
soran is felszabadulhatnak [5,176,177].

A Klinikai gyakorlatban is hasznalt egyik marker a szoveti polipeptid antigén (TPA),

melynek detektalasara alkalmazott antitestek a 8, 18 és 19-es citokeratin molekulakat

ismerik fel. Alapvetden ez nem tumorspecifikus paraméter, hanem egy proliferacios
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marker, mely szinte barmely daganat esetében hasznalhato, de fokozott proliferacioval jaro
benignus allapotokban is emelkedett lehet [176-179].

A Cyfra 21-1 markert detektalo antitestek a 19-es citokeratint ismerik fel. Tiidétumor
esetében jelentdsen emelkedik a szérum koncentracidja, kiillonosen a nem kissejtes
daganatok esetében. Szintje a betegség elérehaladottsagaval is Osszefliggést mutat, és

alkalmas a daganat lefolyasanak monitorozasara is [176,177,180,181].

2.4.4.7. EQy ujabb tumormarker - human epididymis protein 4 (HE4)

A HE4 egy 20-25 kDa-os glikozilalt fehérje, amely a "whey acidic protein” (WAP)
csalad tagja. Nagyon jellegzetes szerkezeti eleme ezeknek a molekuldknak a 4 db
konzervativ diszulfid hidat tartalmazé "whey four disulphide core" (WFDC) domén. A
HE4 vagy masképpen WFDC2, két ilyen elemet tartalmaz, és emellett szignal peptiddel is
bir (5. abra). Funkcidjukat tekintve a WAP fehérjéknek antiinflammatorikus hatasa van,
egyrészt protedz inhibitor tulajdonsaguk, masrészt antibakteridlis-antifungélis hatdsuk
révén [182].

A HE4-et fiziologias koriilmények kozott, kis mennyiségben a disztalis epididymis,
valamint a tiidd epithelialis sejtjei termelik, ugyanakkor kiilonb6z6 mértékben emelkedett
HE4-szérumszintek mérheték a petefészek carcinoma I-IV. stadiumaiban. Emellett mas
tumorokban is emelkedett lehet a szintje (emld, endometrium, gastrointestinalis traktus,
tiid6 daganatai, illetve egyéb benignus betegségek). A Klinikai vizsgalatok szerint jelenleg
a HE4 tekinthet6 a legszenzitivebb petefészekrak biomarkernek. A betegség esetleges
relapszusat is sokkal hamarabb jelzi, valamint a nem tumoros betegségekben is
szignifikansan alacsonyabb mértékben mutat fals pozitivitast, mint a CA 125. Ugyanakkor
ez a tumormarker sem alkalmas a betegség elézetes - populécio szintii - sziirésére [5,183-
185].

A CA 125 ¢és HE4 egyiittes alkalmazasa tovabb fokozhatja, az amugy onalldan is
értékes markerek diszkriminativ erejét. A CA 125 és a HE4 szérumszintjeinek egyiittes
meghatarozasa utdn az tn. ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) score
kalkulalasa torténik meg. A score értékét az alabbi képlet segitségével hatdrozzuk meg,
ahol a PI (predictive index) premenopausaban:

Pl =-12,0 + 2,38 x In[HE4] + 0,0626 x In[CA 125] (In= természetes logaritmus)

valamint postmenopausaban:

Pl1=-8,09 + 1,04 x In[HE4] + 0,732 x In[CA 125]

A nemzetkozi irodalom szerint a ROMA score a petefészek carcinoma kialakuldsanak

kockazatat nagy szenzitivitassal képes jelezni pre- €s postmenopausaban is [185].
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5. abra A legfontosabb vizsgalt tumormarkerek szerkezete. Az abra A része a CEA doménszerkezetét és
haromdimenzios strukturajat tiinteti fel. A CA 125 térbeli szerkezete rendkiviil nagy mérete miatt pontosan
nem ismert, ezért ennek fobb szerkezeti egységei lathatdak sematikusan a B dbran. Az abra C részén a HE4
sematikus rajza lathato a 2 WFDC domént létrehozd 4-4 diszulfid hiddal és egy glikolizacios hellyel.
[166,186-188]

2.4.4.8. A szérum tumormarkerek gyakorlati alkalmazdsai, nemzetkozi guideline-ok

A kiilonboz6 szérum tumormarkerek alkalmazasaval foglalkozé publikaciok tobb
¢évtizede fellelhetok a nemzetkdzi irodalomban, és nagyon sok vizsgalat foglalkozott
ezeknek a teszteknek a diagnosztikus jelentéségével. A nagyszamu kozlemény tanulsagait
a kiilonb6z6 nemzetkdzi tarsasagok guideline-jai foglaljak dssze. A laboratoriumi medicina
teriiletén az egyik legjelentésebb guideline gylijteménnyel az American Association of
Clinical Chemistry tarsasag National Academy of Clinical Biochemistry szervezete
rendelkezik, és tobb tumor esetében is fogalmaztak meg ajanlasokat a tumormarkerek
hasznalataval kapcsolatban. Ezekben az anyagokban is jol lathatd, hogy sajnalatos moédon,
az irodalmi adatok egy jo része nem kelléen evidencia alapu, és emiatt nem hasznalhat6 fel
a kiilonb6zdé iranyelvek készitésekor. Bar az NACB aktualis anyagai minden
tumortipusban szamos klasszikus és 11j biomarkert sorolnak fel, azonban a tumormarkerek
szigorl, evidencia alapt értékelése esetén a valoban hasznalhaté szérum markerek és ezek
megalapozott klinikai alkalmazasainak szama meglehetésen limitalt. Az NACB anyagok
nagy elénye, hogy szamos hasonlé irdnyelv javaslataival vetik Ossze sajat értékelésiiket
[189,190]. Az egyes tudomanyos tarsasagok altal készitett iranyelvek nagy hatranya,
ugyanakkor, hogy a javaslatok elkészitése majd megvitatdsa ¢és a végsd allaspont
megfogalmazasa hossztu 1d6t (nemritkan éveket) vehet igénybe. EbbOl a szempontbol

kivételes a National Comprehensive Cancer Network (NCCN), amelyik évente akar két-
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harom alkalommal is frissiti javaslatait. Emiatt az NCCN aktualis guideline-jait tekintettiik
at részletesebben, és az abban megfogalmazott legfontosabb ajanlasokat foglaltuk Gssze.

A vizsgélt 34 dokumentumbdl 13 esetében még emlitésre sem keriilnek szérum
tumormarkerek (emld, tiidé és vastagbél tumor szlirése; gyomor-, méhnyak-, vese-, fej-
nyak-, penis-, anus-, hugyholyag-, bér lapham- és nem kissejtes tiid6é tumor, valamint a
lagyrész sarcomak).

Az emld tumor kdvetése soran - kiilondsen a metasztatikus esetekben - felmeriil a
szérum CEA és a CA 15-3 alkalmazasa, de az ajanlas nem egyértelm, illetve inkabb
negativ [191]. Az ovarium epithelialis daganatai esetében a CA 125 szérum marker
hasznalatat javasolja a guideline. Amennyiben a daganat diagnosztizalasakor emelkedett a
CA 125 ¢érték, ennek mérése a beteg kovetése soran célszerli. Ismeretlen kismedencei
terime esetében a klinikai kép fiiggvényében jelentésége lehet a szérum tumormarker
méréseknek (CA 125, AFP, inhibin, BHCG) bizonyos ritkdbb ovarium daganatok
azonositasaban (pl. csirasejtes tumorok). Ugyanakkor a szakértdi csoport nem javasolta a
CA 125 és HE4 mérését, illetve a ROMA score meghatdrozasat a kismedencei terime
malignitasanak megallapitasara [192]. Az eml6 és ovarium tumor kialakulasara fokozott
kockazattal bir6 - hajlamosité mutacidt hordozo - személyek esetében is felmeriil a szérum
CA 125 mérés, mint a korai daganatkialakulas szlirétesztje. Az NCCN guideline nem
javasolja ennek rutinszer(i alkalmazasat, illetve az adott egyén kezeldorvosara bizza a
dontést [193]. Az uterus daganatai esetében is lehet jelentésége a CA 125 mérésének,
kiilonésen ha kismedencei extrauterin manifesztacio (is) felmeriil. Mind az endometrium
carcinoma, mind a szerdzus vagy vildgossejtes adenocarcinoma €s a carcinosarcoma
esetében javasolt a szérum CA 125 mérése a klinikai valasz monitorozasa soran [194].

A vastagbél daganatai esetében egyértelmli a helyzet. A szérum CEA szint mérése
javasolt a diagnozis megallapitdsakor - kiinduldsi érték -, majd a CEA meghatarozas
hasznaland6 a betegek kovetése soran [195]. A nyeldcsd és a nyel6cs6-gyomor atmenet
daganatai esetében emlitésre keriil a CEA, de az alkalmazasanak lehet6ségei bizonytalanok
[196]. Ezzel szemben a rectum tumorok esetében a CEA alkalmazasa megegyezik a colon
daganatainal leirtakkal (kiindulasi szérum érték mérése diagndziskor majd monitorozas)
[197]. A maj hepatocellularis carcinomaja esetében az AFP - az NCCN szakértoi
bizottsdganak véleménye alapjan - hasznos lehet a hasi ultrahang kiegészitéseként a
pozitiv egyének cirrhosis nélkiil is) szlirésére. Emellett az AFP hasznalatat a betegség
kovetése soran javasoljadk. Az epeholyag- és a cholangio-carcinoma esetében a CEA és a
CA 19-9 mérése mérlegelhet6 a kivizsgalas elején [198]. A pancreas adenocarcinomajanak

esetében az ajanlas a CA 19-9 mérését javasolja a terapia megkezdése eldtt (alapérték) és
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aztan rendszeresen a beteg kovetése soran. A kiindulasi CA 19-9 értéknek prediktiv €s
prognosztikai jelentésége is lehet [199].

A kozponti idegrendszer daganatai koziil a primer lymphomdk esetében a liquor
mintabol igazolt immunglobulin monoklonalitas (fehérje vagy génatrendezddés szinten)
segitheti a diagnozis kimondasat, egyéb CNS daganatok esetében azonban a klasszikus
szérum tumormarkerek alkalmazasanak nincs jelentésége [200]. A neuroendokrin tumorok
esetében a daganat altal termelt specifikus anyag (inzulin, gastrin, stb.) kimutatasa eldsegiti
a diagnozis megallapitasat és alkalmas lehet a betegség kovetésére is. Egy altalanosabb
marker, a chromogranin A is felhasznalhat6 a betegség lefolyasanak monitorozasa soran,
illetve prognosztikai jelent6sége is lehet [201].

A bor melanoma esetében - érdekes modon - egy régi ismerds, a laktat dehidrogenaz
(LDH) szerepel a guideline-ban. A IV. stadium tumor esetében a szérum LDH mérésének
prognosztikai jelentdésége van, és a stadium beosztds megallapitasakor is figyelembe
veszik, az "M" (metastasis) alkategoridk definialasa soran [202]. A szérum LDH és
alkalikus foszfatdz mérésének jelentdsége lehet az osteosarcoma esetében is, melyek
prognosztikai faktorként szolgalnak, illetve alkalmazhatéak a betegség kovetése soran
[203]. A harmadik daganat, ahol a szérum LDH mérésének jelentésége van a kissejtes
tiidorak, és ebben az esetben is prognosztikai faktorként szolgal. Ebben a tumorban egyéb
szérum tumormarker alkalmazasa nem mertl fel [204].

A pajzsmirigy medulléris carcinomdja esetében a szérum calcitonin és CEA mérésének
van jelentdsége. A diagndzis megéllapitdsakor majd a beteg kdvetése soran is javasolt ezek
sorozatos mérése, ¢és a tesztek eredménye jelentdsen befolyasolja a beteg ellatdsanak
menetét. Ezenkiviil ezeknek a markereknek prognosztikai jelentdsége is van. A familiaris
esetekben a RET mutéaciot hordozd, de profilaktikus thyreoidectomiara nem keriild,
egészséges csaladtagok esetében az ismétlddo calcitonin mérések alkalmasak lehetnek a
betegség kialakulasanak korai jelzésére. A papillaris, follicularis és Hiirtle sejtes carcinoma
esetében a szérum tireoglobulin koncentraci6 mérése javasolt - TSH stimulalassal vagy
anélkiil - a beteg kovetése sordn, és az anti-tireoglobulin antitestek kimutatdsa, ami
zavarhatja a tireoglobulin meghatarozast [205].

A prostata tumor esetében laboratériumi sziirétesztek is rendelkezésiinkre allnak. A
guideline a klinikai panaszok és tiinetek, €letkor, rassz és a csaladi anamnézis ismeretében
az atlagos rizikoju férfiak esetében 45 és 75 év kozott javasolja a szlirés végzését, total
PSA ¢és digitalis rektalis vizsgalat alkalmazasaval. Amennyiben a tPSA<1 pg/L akkor 2-4
évente, 1-3 pg/L kozott 1-2 évente javasolt a vizsgalat ismétlése. Ha a tPSA nagyobb, mint
3 pg/L javasolt a prostata biopszia végzése. Bizonytalan esetekben kiegészitésként a
szabad/totdl PSA arany, a Prostate Health Index (PHI) vagy a PCA3 meghatdrozas
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segitheti a dontést. Amennyiben az ismételt biopszia sem igazol egyértelmiien prostata
carcinomat javasolt az egyének kovetése 6-12 havonta végzett tPSA mérés és DRV
segitségével. 75 éves kor felett csak klinikailag indokolt esetben javasolt a tPSA sziirés,
akiknél a varhato életkilatas meghaladja a minimum 5 évet [206]. A szlirés mellett a tPSA
mérésnek szerepe van a prostata tumor diagnozisanak megallapitasaban €s a riziko
csoportokba vald besorolasban. A betegek kovetése soran is javasolt a tPSA mérése az
alkalmazott terapia és a kiujulas valoszinliségének fiiggvényében 3, 6 vagy 12 havonta
[207].

A here csirasejtes tumorainak diagnosztikdjdban meghatdrozd szerepe van a szérum
tumormarkerek kozill az AFP, BHCG ¢és LDH mérésének. Mar a diagndzis
megallapitdsakor fontos ezek mérése, majd a hereeltavolitast kovetden ismételt
meghatarozast kell végezni, ugyanis a tumor stadiumanak megallapitdsdhoz ez utobbi
értékeket haszndljuk fel. A szérum tumormarkereknek prognosztikai jelentdsége is van a
csirasejtes tumorok esetében, €s a betegség kovetése sordn is javasolt mérésiik a stadiumtol
¢s a kovetési 1d6 hosszatol fiiggden 2, 3, 6 vagy 12 havonta. A hdrom marker koziil az
AFP-nek differencial diagnosztikai jelentdsége is van, mert a nem-seminoma tipusu
tumorok esetében szinte mindig emelkedett a szérumszintje, mig a seminomdk esetében,
pedig szinte sohasem [208]

Az ismeretlen eredetii, szekunder daganatok esetében a feltételezett primer
lokalizacionak megfeleléen néhany szérum tumormarker mérése is része lehet a
kivizsgalasnak. A korabbiak alapjan a csirasejtes tumor gyanuja esetén AFP és BHCG, a
prostata carcinoma esetében PSA, kismedencei n6gyogyaszati tumorok esetében CA 125, a
pancreas ¢és epeutak tumorainak esetében CA 19-9, és a m4aj daganat gyantjakor AFP
meghatarozasa javasolt. Amennyiben neuroendokrin tumor jelenléte mertilt fel a megfeleld

hormon mérés végezhetd el a primer tumor lokalizacidjanak megallapitasara [209].

2.4.5. A csontanyagcsere markerei

A csontanyagcsere valtozasainak kovetésében és a csontbetegségek diagnosztikdjaban
szamos laboratoriumi paraméter hasznalhat6. Ezek kozé sorolhatok a szérum kélcium
(totdl ¢és ionizalt), foszfat, totdl alkalikus foszfatdz, albumin, totdl protein,
immunglobulinok, kreatinin és glomerulus filtracios rata (GFR; vesefunkcid) mérése,
valamint a pajzsmirigy (TSH, fT3, fT4) a gonadok (tesztoszteron, Osztrogén) és a
mellékvesekéreg (gliikokortikoszteroidok) funkcidjanak vizsgalata [210]. A kalcium
haztartast és csontanyagcserét meghatarozo két hormonhatasti anyag — a parathormon és a

D-vitamin — mérése esszencialis. Végiil egyre bovill azoknak a markereknek is a kore,
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amelyeket szérumbol vagy vizeletb6l tudunk Kimutatni, és a csont felépiilést vagy lebontast
Kiséré biokémiai folyamatok soran termelédnek, igy ezeknek jol hasznalhaté markerei
lehetnek [210,211].

2.4.5.1. A csontfelépiilés markerei

Az alkalikus foszfatdz enzimnek 4 kiilonb6z6 izoenzimje taldlhatd meg a vérben
(intestinalis, placentalis, csirasejtes €s a nem-specifikus forma). Ezen utobbi gén kodolja az
enzim szovetspecifikus izoformait, és ez talalhatd meg az osteoblastokban is, ami a

csontspecifikus alkalikus fosztfatdz (BALP) szintéziséért felelés. Ezen izoforma szintje a

gyerekkorban, illetve pubertas alatt jelentdsen emelkedett értéket mutat. A BALP
termelddése egyértelmiien korreldl a csont felépiilés mértékével. Kimutatasa a szérumban
1évé izoenzimek ¢és izoformdk jelenléte miatt nem egyszerli, ¢és ez kiilonosen
majbetegségek esetében lehet zavaro [211-213].

Az osteocalcin (OSC) a kollagén utan az egyik legnagyobb aranyban jelen 1évé fehérje

a csontban. Ez egy kisméretii molekula, melynek a D-vitamin fokozza a szintézisét, és
jellegzetes poszttranszlaciés modositason esik at. K-vitamin fliggd modon a molekula 3
szabad glutaminsav reziduuma gamma-karboxi glutamatta alakul at, és ez teszi lehetové az
OSC kotddését a hidroxy-apatithoz, ami a csontmatrix mineralizacidjat segiti el6. Az OSC
féléletideje nagyon rovid a keringésben, gyorsan degradalodik, igy az intakt forma mellett
a vérben egy nagyobb (N-terminalis+kozépso régid) és egy kisebb (C-terminalis rész) OSC
fragmens is talalhat6. Az OSC ¢és metabolitjai a maj €s a vese kozvetitésével eliminaldédnak
a keringésbdl, igy a vesefunkcid besziikiilése OSC emelkedést eredményez. Az OSC
mérését szamos preanalitikai faktor is befolyasolja. A molekula rendkiviil instabil, ezért a
levett mintat azonnal jégbe kell tenni, és minél hamarabb szeparalni kell a sejtes elemekt6l,
majd -20°C-on vagy -70°C-on kell tarolni. Raadasul analitikai szempontbol is problémas
az OSC mérés, hiszen tobbféle degradécios termék is keletkezik a bomlésa soran, és a
kiilonboz6 assay-k ezeket kiilonb6zé mértékben mérik. Mindezek alapjan, bar az OSC egy
értékes markere a csontformacionak a felsorolt preanalitikai és analitikai problémak miatt
alkalmazasa a klinikai gyakorlatban meglehetésen nehézkes [214-216].

Az N-terminalis prokollagén propeptidnek (PINP) négy formaja talalhatd6 meg a vérben:

az intakt vagy trimer molekula, a dimer és a monomer varians, valamint ezek degradacios
termékei. A nagyobb méretii PINP molekuldk a RES kozvetitésével hagyjak el a keringést,
mig a monomer varians ¢és a degradacios termékek a vesén keresztiil, igy ezek szintjét

befolyasolja a vese funkcid besziikiilése. A PINP mérése preanalitikai szempontbol
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eldonyds: minimalis a diurndlis és intra-individualis variabilitdas ¢és a PINP
szobahdmérsékleten is stabil 5 napig [210,217-220].
A C-termindlis prokollagén propeptid (PICP) egyetlen formaban van jelen a

keringésben. Mannéz gazdag oldallancokat tartalmaz, és ezek kozvetitésével, mannoz

receptorokhoz kotédve kertil ki a keringésbdl a majban [217-220].

2.4.5.2. A csontlebontas markerei

A_tartardt rezisztens savi foszfatdz (TRACP) a lizoszomalis enzimek csoportjaba

tartozik, a keringésben 2 formdja taldlhaté meg, melyek koziil a TRAPSb szdrmazik az
osteoclastokbol. Ez az enzim reaktiv oxigén intermedierek keletkezését katalizalja, ami
elésegiti a csont degradacios termékek tovabbi emésztését a csont allomanyaban. A
keringésben a TRAPS5b enzim is fragmentalodik, a majban metabolizalodik és a vesével
valasztodik ki [221-222]. Ezt a markert a klinikai gyakorlatban mar nem hasznaljuk.

A kollagént keresztk6té molekulak — pyridinoline (PYD) és deoxypyridinoline (DPD) —

mechanikailag stabilizaljak a kollagént, keresztbe kotve az egyedi kollagén szélakat. A
csontlebontds sordn a kollagén degradalodik, és ekdzben szabadulnak fel a keresztkotd
molekuldk. A PYD a porcokban, csontban, iziileti szalagokban és az erek faldban is
megtalalhato, mig a DPD szinte kizarolag a csontokban és a fogak dentinjében fordul eld.
Ezek a molekulak szérumbol és vizeletbdl is kimutathatdéak, meglehetdsen stabilak, de a
vizeletben UV-fény hatasara szamottevéen bomlanak [223-224].

Az N- és C-termindlis keresztkotott kollagén telopeptidek (CTX és NTX) a legtobbet

vizsgalt markerei a csontreszorbcionak. Ezek is a kollagén degradacidja soran szabadulnak
fel és a keresztkoté PYD és DPD mellett 8-10 aminosavbol allé kollagén peptid
fragmenseket tartalmaznak. A CTX tovabbi poszttranszlaciéos moédosulason is atesik,
racemizalodik és izomer valtozéason is keresztiillmegy. A CTX és NTX a vizelettel {irtil, igy
mérésiik torténhet 24-6ras gyiijtott vizeletbdl, reggeli elsé vizeletbdl és szérumbol is. A
CTX szérum szintjét befolyasolja a vese funkcio, jellegzetes napi ingadozast mutat (reggel
a legmagasabb délutan a legalacsonyabb) és étkezés utan is csokken a szintje. Legstabilabb
az EDTA-val alvadasgatolt mintakban [210, 225-228].

A hidroxiprolin és a hidroxilizin-glikozidok a csontlebontas ma mar kevéssé vizsgalt

markerei. A kollagén poszttranszlaciés modositasa sordn keletkeznek, a prolin esetében
hidroxilacio, a lizin esetében hidroxilacio és glikozilacio is lezajlik. A hidroxiprolin nagy
mennyiségben keletkezik a csonton kiviili szovetekben is, mig a galaktozil-hidroxi-lizin
sokkal csontspecifikusabb. Ezek az aminosavak a kollagén degradacioja soran szabadulnak
fel, és a vizelettel tiriilnek, abbol mutathatok ki [229-231].
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2.4.5.3. A csontanyagcsere ujabb markerei

Az elmult években egyre tobb adat gyllt 6ssze a csontmetabolizmus molekularis és
regulatorikus mechanizmusaival kapcsolatban és szamos olyan 1j marker keriilt a figyelem
kozéppontjaba, amelyek diagnosztikus szempontbdl is jelentdsek, sét egyes esetekben

terapias megoldasok kiinduld pontjai is lehetnek. Ezek kozé tartozik a csont szialoprotein

(BSP) [231], a katepszin K [232], a Receptor activator for nuclear factor kappa-B ligand
(RANKL), az osteoprotegerin (OPG) [233,234], a periostin [235], a Dickkopf-1 (Dkk-1) és

a sclerostin fehérje [236,237]. Ezek koziil az értekezésben csak a sclerostin mérésével

kapcsolatban prezentalunk adatokat, ezért csak ennek bemutatasa szerepel itt
részletesebben.

A sclerostin az osteocytak altal termelt molekula, amely a wnt szignalizacids Gtvonal
potencialis inhibitora. EQy 23 aminosav nagysdgui szignal peptidet tartalmazo6, 190
aminosavbol allo kb. 25 kDa-0s protein, mely egy "cisztin-csomd" (cisztin-knot)
motivumot tartalmaz, és a DAN/Cerberus fehérje csalad tagja. A “cisztin-csomé"-t 2
diszulfid hid hozza létre, melyet 4 konzervativ cisztein alkot, és a fehérje szerkezetét
tovabbi két diszulfid hid stabilizalja. A molekula gerincét 2 par, ellentétes iranyt B-redd
adja, ami egy kinyujtott ujjhoz hasonl6 format kdlcsonoz a proteinnek. A fehérje dimereket
alkot, és egy heparin kot6 rész lehet felelds a molekularis interakciokért (6. abra) [238].
Genetikai okokra visszavezethetd hianya progressziv generalizalt osteosclerosissal jar (van
Buchem betegség) [239]. In vitro és in vivo (allatmodell) adatok alapjan a sclerostinnak
negativ hatdsa van a csontfelépiilésre, raadasul (ijabb eredmények azt mutatjak, hogy képes
aktivitasat [240,241]. Hatasai alapjan a sclerostin molekula terapias targetet is jelent az
osteoporosis kezelésében. Sclerostin ellenes monoklonalis antitestek képesek voltak
novelni a csontforméciés markerek vérszintjét €s a BMD-t, mig csokkentették a
csontreszorbcios paraméterek értékeit. A sclerostin mérése esetén hasonld problémakkal
szembesiiliink, mint altaldban a csontmetabolizmus markereinek meghatdrozasa soran.
Egyrészt jelentds bioldgiai variabilitas figyelhetd meg a nemnek, életkornak, BMI-nek és a
vesefunkcionak megfelelden [242-244]. Masrészt a sclerostin szint mérésére alkalmas
modszerek eredményei bar jol korrelalnak, de jelentds variabilitast mutatnak, amit részben
a sclerostin variansok, illetve degradacios fragmensek jelenléte, részben technikai okok
magyarazhatnak [245-247]. Mindezekkel egyiitt is a sclerostin mérés a csontmetabolizmus
igen igéretes markere. Szamos Klinikai adat utal arra, hogy az emelkedett sclerostin szint
fokozott torési kockazattal tarsul [248,249], és forditva is, a csokkent sclerostin szint
jelenlétében fokozodott a csonttorés valdszinlisége iddsebb férfiak esetében [250].

Diabeteses (2-es tipusti) betegek esetében is hasonld Osszefiiggés volt megfigyelhetd
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[251,252]. A csontanyagcserét befolyasolo terapiak koziil az 6strogén, raloxifen és a PTH
analdogok hatdsara csokken a sclerostin szintje, mig a bisphosphonatokra adott valasz
ellentmondasos [253-256].

hurok 1 hurok 3

hurok 2

6. abra A sclerostin csontmarker szerkezete. Az abran a sclerostin haromdimenzids strukturaja és
sematikus abrazolasa latszik (a molekuldban 1évé diszulfid hidakkal, 3 hurokkal és a B red6t alkotod
aminosavakkal (kék korok) [238].

2.4.5.4. A D-vitamin

A D-vitamin egy olyan taplalék komponens, melyre kis mennyiségben van sziikség a
mindennapok soran, de esszencidlis a csonthaztartas egyenstlyban tartasahoz és - a
legijabb klinikai és kisérletes adatok alapjan - szamos egyéb ¢életmiikodéshez is. A D-
vitamin két f6 formaja a D2 (ergocalciferol) és D3 (cholecalciferol) vitamin, melyek
megtaldlhatoak kiilonb6zd ételekben, a D2 elsdsorban ndvényi a D3 pedig allati eredetii
¢élelmiszerekben [257,258]. Ugyanakkor a D3-vitamin endogén moédon is termel6dhet a
szervezetben. A bérben talalhatd eléanyaga - 7-dehydrocholesterol - alakul at UV-B
sugarzas (290-315 nm) hatasara cholecalciferolla, majd a majban 25-OH-cholecalciferol
végiil a vesében 1,25-dihidroxi D3-vitamin, a biologiailag aktiv hormon, keletkezik. A
taplalékkal felvett D2-vitamin hasonld hidroxilacios 1épéseken keresztiil alakul at aktiv
D2-vitamin molekulava. Biologiai hatasat tekintve a D3-vitamin hatasa dominans
[257,259-261]. Nyaron a napsugarzas hatasara elegendé mennyiségben keletkezhet D3-
vitamin a boérben, ha valaki elegend6 id6t tolt a szabadban kellden fedetlen borfeliiletekkel
(fedetlen kezek és labak, 5-30 perc idétartam, 10:00-15:00 kozott, kétszer egy héten) [262].
Ha a napexpozicio nem elégséges, ami kiilondsen igaz a mérsékelt €gdv alatt télen, akkor a

taplalékkal kell a sziikséges mennyiségli D3-vitamint bevinni. Ez az igény erésen valtozik
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a napsiitéses orak szamaval, és az évek soran a kiilonb6z0 ajanlasok egyre nagyobb
mennyiségli bevitelt javasolnak. A Német Taplalkozastudomanyi Tarsasag 2012-es
guideline-ja pl. napi 800 IU D-vitamin bevitelét irja ¢lé az atlagpopulacidoban; az
iddsebbek ¢s veszélyeztetettebb személyek esetén pedig akar 1000 IU-t is. Az élelmiszerek
koziil leginkabb a halféleségek, kiilondsen a halmaj, illetve a kiilonb6z6 halolaj
készitmények, a tojas - illetve a D-vitaminnal mesterségesen dusitott ételek - tartalmaznak
nagyobb mennyiségii D-vitamint [258].

A szervezet D-vitamin-ellatottsaganak jelenleg legjobbnak tartott biomarkere a szérum
25-OH-D-vitamin szint meghatarozasa. Bar az aktiv forma az 1,25-dihidroxi, ennek
féléletideje a vérben nagyon rovid és meghatarozasa ezért is nehézkes, ugyanakkor a 25-
OH forma szérum koncentracidja jo korrelaciét mutat az aktiv hormon szintjével. Ezek
alapjan a jelenleg érvényes ajanlasok szerint az idealis D-vitamin-ellatottsag als6 hatara 75
nmol/L 25-OH-D-vitamin szint a szérumban. A Nemzetkozi Oszteoporozis Szovetség és
partnerei elkészitették a vilag D-vitamin-ellatottsag térképét [263,264]. Ez alapjan a vilag
lakossaganak 6,7%-a sulyosan D-vitamin-hianyos (<25 nmol/L), 37,3%-a jellemezhetd
hipovitaminozissal (<50 nmol/L) és 88,1%-anak nem kielégité a D-vitamin-ellatottsaga
(<75 nmol/L). A magyar adatok a n6i lakossag korében ismertek: atlagos D-vitamin szint
48,4 nmol/L, a D-hipovitamindzis aranya 56,7%. A D-vitamin bioldgiai hatasai koziil
legismertebb a kalcium és csontanyagceserére gyakorolt hatas. Ez a molekula fokozza a
bélben és vesében a kalcium felvételét és hianyaban a csontok elégtelen mineralizacioja
kovetkezik be; gyermekkorban rachitis, felnéttkorban osteomalacia alakul ki. Az ujabb
klinikai adatok alapjan Osszefliggés mutathato ki a D-vitamin-ellatottsag és a csonttdréshez
vezet6 elesés gyakorisaga kozott is [258,265,266].

Ugy tiinik, hogy a D-vitamin élettani hatasai azonban ennél sokkal tobbrétiiek. A
megfelelé D-vitamin-ellatottsag mellett javul a 1égzésfunkcio, csokken a tuberculosis és a
fels6 1éguti infekciok incidenciaja, csokken az autoimmun betegségek - pl. sclerosis
multiplex, rheumatoid arthritis, szisztémas lupus erythematosus vagy I-es tipust diabetes -
kialakulasanak esélye. Ugyanakkor, a D-vitamin-hiany fokozhatja bizonyos daganatok
(vastagbél, tidé, prostata, emld), kardiovascularis megbetegedések (Mmagasvérnyomas,
infarktus, stroke), ll-es tipusu diabetes, obesitas, valamint neurologiai megbetegedések
(Alzheimer, Parkinson), gyulladasos bélbetegségek és kronikus vesebetegségek
eléfordulasanak gyakorisagat [258,267-284].

A D-vitamin meglehet6sen diverz hatasait nagy valdszinliséggel az magyarazza, hogy a
D-vitamin receptora - ligandjanak kotése utan - tobb mint 1000 gén aktivitasat képes
befolyasolni [285]. Nagyszamt olyan gén is van ezek kozott, amelyek expresszidjanak

valtozasa az immunrendszer milkodését befolyasolja jelentdsen, és igy a fent emlitett
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betegségek jo részében a D-vitamin immunmodulans hatasa magyarazhatja a D-vitamin-
hiany és a koros allapot kialakuldsa kozotti Osszefliggést. Ez a molekula jelentésen
befolyasolja szdmos szignalizacids utvonal aktivitasat az immunrendszer meghatarozo
sejtjeiben, ami csokkent proinflammatérikus citokin szekréciot eredményez a
monocytak/macrophagok esetében. Jelentosen csokken a dendritikus sejtek MHC-II és
kostimulatorikus molekula (CD80, CD86, CD40) expresszidja, valamint [FNy, 1L-12, IL-
17, IL-21 és IL-23 termelése, mig fokozodik ezen sejtek IL-10 és a CC20 szekrécidja.
Mindezek a valtozasok eldsegitik a regulatorikus T sejtek keletkezését és egy tolerogén
allapot kialakulasat. Th2 iranya polarizacio alakul ki a Th sejtek szintjén, amihez a Thl
mellett a Th17 sejtek aranyanak csokkenése is hozzajarul [279,286-299].

2.4.5.5. A csontanyagcsere markerek mérésének gyakorlati problémdi

Az eddigiekbdl is jol latszik, hogy a csontmarkerek klinikai alkalmazasaban mennyi
potencial rejlik, ennek ellenére az elmult évtized soran még sem valtak igazan a rutin
diagnosztika részévé. Ez els6sorban a mérések nagyfoka preanalitikai, analitikai és
postanalitikai variabilitasaval fiigg Ossze. A preanalitikai fazisban technikai okok és
bioldgiai faktorok is befolyasolhatjak a markerek szérum/plazma szintjét. A technikai okok
kozott szerepel a mintavétel, egyes alvadasgatloszerek interferald hatasa, illetve egyes
markerek instabilitdsa, ami megfeleld szallitasi és tarolasi kondiciokat igényel. A bioldgiai
faktorok kozott megemlithetjiik az életkor, nem, rassz, diéta, menstruacio, terhesség és
szoptatas hatasat a cirkadian ritmust és az évszak-fliggd valtozasokat, valamint jelentdsen
befolyasolhatja egyes markerek szintjét egy korabbi csonttérés vagy a fizikai
aktivitdas/immobilitds is. Hasonléan problémas lehet az analitikai fazis is, mert a
markereket mér6 kiilonb6z6 immunoassay-k kiillonbozo antitesteket alkalmaznak, amelyek
az esetleges degradalt analit formakat kiilonb6z6 mértékben ismerik fel. Nem all
rendelkezésre nemzetkozileg elfogadott standard és kontroll anyag sem a modszerek
kalibralasahoz és validalasahoz [211,300]. Ezek miatt 2011/2012-ben a Nemzetkdzi
Osteoporosis Szovetség (IOF), az International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medine (IFCC) csontmarker munkacsoportja és a National Bone Health
Alliance az Egyesiilt Allamokban egy nemzetkozi standardizacios folyamatot inditott el,
melynek célja a csontmarkerek klinikai alkalmazasadnak elOsegitése és népszerlsitése,
melyet a vizsgalatok megbizhatosaganak novelése ¢€s jobb standardizalasa révén
szeretnének elérni [211,300-302].
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2.4.5.6. A csontanyagcsere markerek és a csonttorés kockazata

A csontbetegségek ¢és kiilondsen az osteoporosis legfobb szovodménye a kiilonb6zo
lokalizaciokban megjelend (csigolydk, femurnyak, stb.) csonttorések. Ezek egyik
legfontosabb eldrejelzéje a radiologiai moddszerrel mért csontstriiség (bone mineral
density, BMD) csokkenése. A fiatal (20-29 éves) ndk atlagos BMD-jéhez viszonyitott 2,5
SD csokkenés egyértelmiien osteoporosist és fokozott toréshajlamot jelez [303]. Szamos
olyan faktor van azonban, ami jelentésen befolyasolhatja egy-egy egyén
csonttoréskockazatat (pl. életkor, nem, BMI, korabbi térések, secunder osteoporosishoz
vezetd betegségek, mint pl. a rheumatoid arthritis, szteroid terapia, dohanyzas,
alkoholfogyasztas). Ezeket a tényezoket olvasztja egybe az un. FRAX index, ami a 10 éven
beliil varhaté nagyobb torés, illetve combnyak torés kockéazatat adja meg, és kivalasztja
azokat az egyéneket, ahol terdpia alkalmazasa sziikséges. Ezek a képletek orszag és
populacié specifikusak, és kiilonbozo internetes portalokon elérhetéek. Mar a magyar
lakossagra specifikus FRAX kérddiv is kitolthetd a
https://www.shef.ac.uk/FRAX/tool.aspx?country=27 linken.

2.4.5.7. A csontanyagcsere markerek és az osteopOrosis terdpia monitorozasa

A csontanyagcsere markerei jellegzetes valtozdsokat mutatnak a kiilonbozd terdpias
beavatkozasok (gliikkokortikoszteroid, bisphosphonatok, 6sztrogén, raloxifene, denosumab
parathormon anal6gok, anabolikus szerek és stroncium szdrmazékok) sordn is. A csont
biokémiai markereinek potencialisan ez lehet a legfontosabb klinikai alkalmazasi teriilete,
mert mig a BMD valtozasa a kiilonb6zd terapias eljardsok soran 12-18 honapot igényel és
a valtozasok meérteke kicsi, addig a csontanyagcsere paraméterei mar 3-6 honap utan
jelentdsen valtoznak, rdadasul a markerek szignifikdns valtozasa jelentdsen csokkenti a
torések kockazatat is a kezelt betegekben [210,211,304].

2.4.6. Multiplex markerek (,,kompozit score”-ok) készitése egyedi szérum
paraméterekbdl

Az egyes biomarkerek Onmagukban is hatékonyan alkalmazhatok bizonyos
diagnosztikus célokra, ugyanakkor mar egyszerli kombindlasuk is jelentdsen fokozhatja
hatékonysagukat és értékes klinikai informaciokat adhat. Egyszeri példan bemutatva,
példaul a szérum alkalikus foszfatdz szintjének emelkedése a csont és a mdj kiillonbozo
betegségeire utalhat, de akar bizonyos daganatokhoz is tarsulhat, azonban ha ezt a y-
glutamil transzferdz emelkedése kiséri, akkor ez igen nagy valoszinliséggel az epeutak

obstrukcidjara utal [305].
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M¢ég hatékonyabban tudunk az egyedi markerek segitségével egyes klinikai kérdéseket
megvalaszolni, ha meghatarozott formuladk/képletek alapjan kompozit score-okat képziink
beldliik. A klinikai gyakorlatban régdta ismertek ilyenek, mint pl. a cirrhosis
sulyossagat/prognozisat jellemzd Child-Pugh vagy ujabban a MELD (Model for end-stage
liver disease) score. Az el6z6 a szérum total bilirubin, albumin és a prothrombin id6 (INR)
mellett az ascites €s a hepatikus encephalopathia jelenlétét veszi figyelembe, az utdbbi
pedig a szérum bilirubin, kreatinin és a prothrombin 1d6 (INR) mellett a dializis igényt. A
Child-Pugh rendszer egyenként pontozza az 5 komponenst, és ebbdl szamol egy score-t, a
MELD cértékelés esetében egy matematikai formula koti 6ssze a valtozokat. Az eredmény
az 1, illetve 2 éves (Child-Pugh), valamint a 3 honapos (MELD) tulélés valdszinliségét
adja meg [306,307]. Hasonloan miikddnek az autoimmun korképek aktivitasi indexei is (pl.
SLE-DAI, DAS28, SDAI, PASI, stb.), melyek elsésorban klinikai adatokat, bizonyos
gyulladdsos markereket (CRP, vvt siillyedés) és hematoldgiai paramétereket vesznek
figyelembe (fvs, thr szam) [308-311]. Tobbféle score rendszert alkalmaznak az intenziv
osztalyokon is a sulyos allapoti betegek prognozisanak, é¢letkiladtdsainak megitélésre
(APACHE, SOFA, SAPS) [312,313].

Az onkoldgiai diagnosztika teriiletén is szamos ilyen score ismert. Az egyik elsd, a
prostata carcinoma azonositisat eldsegitd probalkozas, a ProstAsure index volt; egy
neuralis hal6 altal megalkotott nemlinearis algoritmus, ami a szérum total PSA szint
mellett az életkort, a prostata specifikus savanyu foszfataz és a kreatinkinaz izoenzimek
gyakorlat részévé [314]. Egy hasonld céllal késziilt Gj paraméter a ,,Prostate health index”
(PHI), ami a total (tPSA), a szabad (fPSA) és a p2PSA szérumkoncentraciojat alkalmazza
(pP2PSA / fPSA x VPSA), és elbsegiti a prostata tumoros és benignus prostata hyperplasias
vagy kronikus prostatitises betegek megkiilonboztetését kiilonosen a 4 png/L<tPSA<10
ng/L sziirke zonaban. Az eddigi klinikai adatok alapjan a PHI alkalmazésa csokkentheti a
folosleges prostata biopszidk szdmat, de klinikai alkalmazhatdsdganak pontos megitélése
tovabbi vizsgalatokat igényel [149,150]. A petefészek tumorok esetében is tobb ilyen score
rendszer ismeretes. A ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) score, a petefészek
carcinoma kialakuldsanak kockazatat nagy szenzitivitdssal képes jelezni pre- ¢és
[171]. Az OVAL teszt a CA 125 mellett tovabbi 4 biomarkert (B2-mikroglobulin,
apolipoprotein Al, prealbumin és transzferrin) hasznal, és egy nem publikus algoritmus
(OvaCalc®) segitségével kalkulal egy 1-10 kozé esé szamot. Premenopausaban 5,0
menopausaban 4,4 feletti érték malignus daganatot valoszintisit a petefészekben [315]. A

tiidé malignus daganatai esetében is szamos publikacié foglalkozik hasonld score
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rendszerek definialasaval, valtoz6 szamu (2-6) laboratériumi paramétert (tumormarkerek,
akut fazis fehérjék, gyulladdsos mediatorok) kombindlva, de ezek klinikai evaludldsa még
varat magara [316-320]. Jonéhany olyan génexpresszid valtozast meghatirozd teszt
(Oncotype DX, MammaPrint, Tissue of Origin teszt) ismert ugyanakkor, amelyek a
klinikai gyakorlatban is alkalmazasra keriiltek kiilonb6z6 tipusu tumorok esetében [321-
324].

A disszertacidban egy ilyen kompozit score-t generalé rendszerre mutatunk be példat,
egy ujonnan kifejlesztett specidlis protein array formajaban. A QP300 kit a plazma
proteom profilirozasara haszndlhatdo 1) eszkoéz, ami 290 monoklonalis ellenanyagot
alkalmaz, melyek a plazmaban talalhato fehérjék kiilonb6zé epitdpjait ismerik fel, és az
azonositott protein (epitdp) mennyiségi meghatarozasat teszik lehetové. Az 0j rendszer

analitikai és funkcionalis validalasa kerul bemutatasra a disszertacioban.

2.4.7. Az FLT3 és mutdcioi

Az FLT3 fehérjét 1991-ben azonositottak egér embriok majsejtjeiben, majd 1993-ban
human sejtekben is kimutattak. Tobb elnevezés utan végiil az fms-like thyrosine kinase 3
(FLT3) név terjedt el [325-328]. A human FLT3 gén a 13. kromoszoman helyezkedik el
(13q12), 24 exonbdl all, mérete kb. 100 kb, mig az altala koédolt fehérje 993 aminosavat
tartalmaz. Szerkezetére jellemzé egy 5 immunglobulinszerii doménbol felépiild
extracellularis rész (3-12. exon), melynek a ligandk6tésben van szerepe. A gén 13. exonja
kodolja a rovid transzmembran (TM) domént, a 14. exon a juxtamembran (JM, membran
kozeli), mig a 15-22. exonok egy specifikus tirozinkinaz részt, végiil a 23-24. exonokrol a
C-termindlis domén keril atirasra. A kinaz rész a kindz inzert domén (KI) altal két részre
(TK1 és TK2) osztott (7. abra) [325,326,329-333]. Az FLT3 az emberi szervezetben
elsésorban a hemopoetikus progenitor sejtekben, a thymusban, a nyirokcsomodban talalhatéd
meg, de kimutathaté még a majban, a placentaban, a gonddokban, az agyban és a retindban
is [325,333-336].

Az FLT3 molekula a receptor tirozinkinazok III. alcsoportjaba tartozik. Ezek
transzmembran  fehérjék,  amelyek  ligandjukat  megkotve — megvaltoztatjdk
konformaciojukat, aktivalédnak és kiilonboz6 sejten beliili jelatviteli utak alkotoelemeit
foszforilaljak [325, 332,333,337,338]. Az FLT3 ligandja egy transzmembran protein, ami
szamos sejt €s szovet felszinén expresszalodik, melyek koziil a legfontosabbak a csontveldi
stromalis fibroblastok. A ligand kotddése (parakrin vagy autokrin modon) a receptor
dimerképzddéséhez ¢és autofoszforilacidjdhoz vezet, ami a sejten beliili jelatviteli

mechanizmusok aktivalasa révén - tovabbi novekedési faktorokkal és citokinekkel egyiitt -
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crer

[325,326,332,333,339].

Az FLT3 génben leirt mutacidok alapvetden 3 csoportba sorolhatdéak. Az elsd tipus a
juxtamembran domént kddold 14. és 15. exonokat érinti és az ebben a régioban kialakult
belsé tandem duplikacioikat (internal tandem duplication - ITD) és ehhez tarsuld kis
inzerciokat jelenti. Az ITD hossza 3 és 400 bazispar kozott, mig a pluszban beépiilt
nukleotidok szama 3 és 36 bazispar k6zott mozog. Mivel a leolvasas az olvasasi kereten
beliil marad, a képzddd fehérje megdrzi kinaz funkcidjat, csak éppen a tandem duplikacio
méretétdl fliggden hosszabb JM doménnel rendelkezik. A megvaltozott szerkezetii JM
domén TK régiora kifejtett gatlohatasa lecsokken, és ennek kovetkeztében alakul ki a
receptor ligand-fiiggetlen dimerizacioja és aktivacidja, mely proliferaciot, illetve a myeloid
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sejtek  differenciacidjanak és apoptosisanak a gatlasait eredményezi (7. 4bra)
[325,332,333,339-343].

A mutaciok masodik csoportja a tirozinkinaz domén (TKD) aktivacioés hurkat érinti.
Normalis esetben ez az elem az enzim aktiv zsebéhez k6tddve megakadalyozza az ATP és
a szubsztrat kotodését a kinazhoz, mig ligandkotddés esetén foszforilalodik (az Y842-es
pozicidban) és gatld hatdsa megsziinik. Az itt kialakuld mutaci6 szintén allandd kindz-
aktivaciot okoz. Az esetek 85-90%-ban aminosav cserét eredményezd (missense) mutacio
fordul el6 a 835. kodonban, kisebb aranyban a 834., a 836-837. és a 839-841. kodonokban
is lehet eltérés (7. abra) [325,332,333,341,342,344-347].

A mutacidok harmadik tipusa ritka, a JM domén egy 16 aminosavbol allo szakaszat
érinti. Ebben az esetben azonban nem duplikaciokrol hanem az 579., 590./591., 592. és
594. kodonokat érinté pontmutaciokrol van szo (7. abra). Ennek hatasa nagyon hasonl6 az
FLT3-ITD mutéaciohoz - a JM domén TK régiéra kifejtett gatlo hatdsa lecsdkken, ami
spontan szignalizaciét eredményez -, csak ahhoz képest valamelyest "gyengébb". Ezt
vélhetéen az magyarazza, hogy az FLT3-ITD esetében sokkal jelentdsebb a JM domén
konforméciéo valtozdsa, mint amit az egyedi pontmutiaciok okozni képesek
[325,332,348,349].

Ezen mutaciok tehat, a tirozinkinaz spontan és allandé aktivacidjat, végsé soron az
jelatviteli utak is aktivalodnak, amelyek normal esetben nem vesznek részt az FLT3
medialta szignalizacioban. Ilyen példaul a STATS aktivacidja, ami az apoptosis
blokkolasdhoz vezet, vagy az RGS2 gén (és kovetkezményesen két myeloid transzkripcios
faktor) gatlasa, ami a progenitor sejtek myeloid differencialodasat blokkolja [325,332,350-
353].
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Klinikai szempontbdl legnagyobb jelentésége az FLT3-ITD eltérésnek van. Ennek
jelenléte rosszabb prognozissal tarsul az AML-es betegek esetében, és bar az adatok
ellentmondoak, de az inzerciét hordozo6 allél aranya, az inzercid6 mérete €s pozicidja,
valamint a multiplex inzerciok jelenléte mind befolyasolhatjdk a prognézist
[325,332,333,341-343,354-360].

Az FLT3-ITD eltérés kimutatdsa torténhet a koros sejtekbdl izolalt DNS-en elvégzett
egyszerii PCR-t kovetd agardz vagy poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. Ezekben
az esetekben az ITD megléte esetén a vad tipusu allélrol felszaporodott PCR termék
mellett egy nagyobb méretii termék is lathato az elektroforézis soran. Az ITD mérete és a
mutans allél ardnya pontosan meghatarozhato, ha kapillaris elektroforézist alkalmazunk. A
mutacio mérete és pontos lokalizacidja DNS szekvenalassal azonosithato, ha a mutans allél
kelléen nagy mennyiségben (minimum 10-20%) van jelen a mintaban
[325,332,343,348,349,361].

IGLD1 IGLD2 IGLD3 IGLD4 IGLD5 T™M JM TK1 Kl TK2
=D D D ED @ == —
1. 14. 15. 20. 24.
rHH—H+{—+{ 4+ 4+ +H +H +H H+H H +HHHHH H HH H H H HH1
exon

A i
ITD TKD
Codon 835, 836
i 834, 839, 841, 842
JM-PM

Codon 579,
520/591
592, 594

7. abra Az FLT3 molekula szerkezetének sematikus rajza, és a mutacidinak lokalizacioja. (IGLD:
immunglobulin szerli domén, TM: transzmembran domén, JM: juxtamembran domén, TK: tirozinkiniz
domén, KI: kinaz inzert domén, ITD: belsé tandem duplikacidé, TKD: tirozinkindz domén mutacidi, JIM-PM:
pont mutaciok a juxtamembran doménben) [325].
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3. CELKITUZESEK

Alapvetd célunk az volt, hogy ismert €s 1) biomarkerek tesztelését végezziik el kiillonb6zo
onkolodgiai, csontanyagcsere vagy immunmedialt betegségekben. Ennek kapcsan be
kivantuk mutatni a biomarkerek alkalmazéasaval kapcsolatos lehetdségeket és problémakat,
valamint a biomarker validalas 1épéseit illusztraltuk kiilonb6z6 tipusti markerek és tesztek

esetében.

3.1. Sejtasszocialt markerek vizsgalata
e Monocyta membran CD14-expresszidé mérése atopias dermatitises (AD), myositises
(PDM) és szisztémas lupus erythematosusos (SLE) betegek mintain. Osszefiiggés a
betegség aktivitdsaval.
e Kortikoszteroid terapia hatasanak vizsgalata az SLE-s betegek monocytainak
CD14-expresszidjara és a CD14-medialta LPS-kotésre és sejtaktivaciora.
3.2. Szolubilis markerek vizsgalata

e sCDI14 koncentraci6 mérése AD-S, SLE-s és PDM-es betegek szérum mintaiban.
Osszefiiggés a betegség aktivitasaval.

e Akut fazis fehérjék (CRP, PCT, sCD14, LBP) és ANCA antitestek mérésének
alkalmazdsa a cirrhosishoz tarsuld fertdzések kimutatasara, illetve predikcidjara. Az
IgA-tipusit ANCA antitest keletkezés potencidlis mechanizmusanak vizsgalata.

e  Tumormarkerek tesztelése rheumatoid arthritises betegek szérum mintaiban.

e A HE4 marker egy 0 alkalmazasanak vizsgélata tiid6tumoros betegek mintaiban.
Potenciélis preanalitikai faktorok értékelése. Uj kompozit paraméterek alkotasa a
betegek és kontrollok jobb megkiilonbdztetésére.

e A sclerostin csontmarker vizsgalata 50 év feletti egészséges férfiak szérumaban.
Potencidlis preanalitikai faktorok értékelése.

e A plazma proteom jellemzésére hasznalhatd (1j mAb-alapu array (QP300) analitikai
vizsgalata és tesztelése tiidStumoros betegek mintdin. Uj kompozit paraméterek
alkotasa a betegek ¢€s kontrollok jobb megkiilonboztetésére.

3.3. Genetikai markerek vizsgalata
e Az FLT3-ITD kimutatasara hasznalt kiillonb6zo elektroforetikus technikdk és DNS
szekvenalas analitikai vizsgalata akut myeloid leukemias betegek DNS mintainak

felhasznalasaval.
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4. BETEGEK

4.1. Atopias dermatitis (AD)

Munkénk sordan a DEOEC Borgyogyaszati Klinikdjanak allergoldgiai szakrendelésén
gondozott 30 atopids dermatitisben szenvedd beteg (12 nd, 18 férfi, atlagéletkoruk
19,749,3 ¢év), valamint 56 korban és nemben illesztett egészséges személy mintait
vizsgaltuk. A diagnézist Hanifin és Rajka kritériumrendszere alapjan allitottuk fel [362].
Az intrinsic AD csoportjdba azt a 10 beteget soroltuk, akiknek borprobéja, allergén
specifikus IgE tesztje negativ, a szérum 0Osszes IgE koncentracidja 120 kU/L alatti,
atlagban 45,6+36,6 kU/L volt. A tovabbi 20 beteg — akiknek 6ssz IgE koncentracidja
atlagosan 2.788,2+3.512,6 kU/L volt — alkotta az extrinsic AD csoportjat. A betegség
sulyossagat a SCORAD (SCORe Atopic Dermatitis) index alapjan hataroztuk meg, ennek
atlagértéke az Osszes AD-S betegre vonatkoztatva 39,8+16,7 volt. Az intrinsic AD-s
csoportra (36,4%15,1) és az extrinsic AD-s csoportra (41,5+17,6) kalkulalt SCORAD index
nem tért el szignifikansan egymastol. A betegek a vérvételt megeldézden legalabb négy
hétig nem kaptak szisztémas immunmodulald gyogyszereket és UV-fény terapidban sem
részesiiltek. Az egészséges kontrollok allergias betegségektdl mentesek voltak, szérum IgE
koncentracioik a normal tartomanyba estek.

A betegek gondozasit a DEOEC Borgyogyaszati Klinikdjan Dr. Szegedi Andrea

professzornd és munkatarsai végezték.

4.2. Szisztémas lupus erythematosus (SLE)

A DEOEC Belgyogyaszati Intézet, Klinikai Immunologia Tanszékének jarobeteg
szakrendelésén gondozott betegek koziil 18 SLE-ben szenvedd beteget (16 nd, 2 férfi,
atlagéletkoruk 38,8+11,7 év) vontunk be a gliikokortikoszteroid terapianak a monocytak
CD14-expresszidjara, valamint CD14-fliggd aktivalhatosagara gyakorolt hatasat vizsgald
munkankba. A betegek az Amerikai Reumatologusok Kollégiuma éltal osszeallitott SLE-re
vonatkozo diagnosztikus kritériumrendszer legalabb négy kritériumanak megfeleltek [363].
A vizsgélat ideje alatt 10 beteg (10 nd, atlagéletkoruk 40,6+14,3) volt inaktiv stddiumban
(SLEDALI: 0,90+1,29), 6k a mintavételkor mar legalabb harom honapja nem kaptak
semmiféle szisztémas kezelést. A betegség fennallasanak atlagos ideje 8,6+6,8 év volt
ebben a csoportban, és minden betegnek volt iziileti és borérintettsége, hematoldgiai
abnormalitdsa és szerologiai eltérése a betegség fennallasa sordn. Négy betegnek
veseérintettsége, 3 betegnek fényérzékenysége, és 1-1 betegnek majérintettsége, illetve

szemészeti problémai is voltak. A kordbban alkalmazott terapia ebben a csoportban
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dominaldéan alacsony dozisu szteroid volt, de 2-2 beteg chloroquint, illetve
cyclophosphamidot, mig 1-1 beteg methotrexat-ot, illetve azathioprint is kapott. Ezek a
személyek alkottak a ,,szteroidmentes” csoportot.

A masik csoportba 8 olyan beteg (6 no, 2 férfi, atlagéletkoruk 36,5+7,5, betegségiik
atlagos iddtartama 9,2+5,5 év, SLEDAI: 8,5+1,93) tartozott, akik fenntarto terapiaként kis
dozistt kortikoszteroidot (4-16 mg methylprednisolon/nap) kaptak rendszeresen. A
vizsgalat ideje alatt betegségiik sulyos fellangolasa miatt mindegyikiik egy révid pulzus
(I6kés) szteroid kezelésen (1 g/nap, harom napig) esett at. A pulzus szteroid kezelés eldtt
tortént elészor mintavétel, és ez szolgaltatta a ,kis dozist szteroid” csoport adatait. A
pulzusterapia utolsé adagjanak beaddsa utan 24 oraval vettiink ujra vérmintat, és az ebbdl
mért paraméterek adtak a ,,pulzus szteroid” csoport adatait. A kontroll csoportot 11 korban
¢s nemben hasonl6 egészséges személy képezte (9 nd, 2 férfi, életkor: 34,4+9,2 év).

A szérum sCDI14 mérését ebben a betegcsoportban egy fliggetlen vizsgalat sordn
végeztiik el, amiben 23 SLE-s beteg (1 férfi, 22 nd, életkor: 40,9+12,4) és 53 kontroll
személy (29 férfi, 24 nd, életkor: 40,4+15,1) vett részt. A betegek megfeleltek az SLE
ARA kritériumainak, de a betegség iddtartamatol, aktivitasatol és az alkalmazott terapiatol
fiiggetlentil valasztottuk ki dket.

A Dbetegek gondozasit a DEOEC Belgyogyaszati Intézet Klinikai Immunolégiai

Tanszékén Dr. Kiss Emese tanarn6, Dr. Tarr Tiinde adjunktusnd és munkatarsaik végezték.

4.3. Polymyositis/dermatomyositis (PM/DM)

Vizsgalatainkba a DEOEC Belgyogyaszati Intézet, Klinikai Immunologia Tanszékének
jarobeteg szakrendelésén gondozott 76 polymyositises (60 nd és 16 férfi, atlagéletkoruk
54,0£12,1 év), valamint 34 dermatomyositises beteget (27 nd, 7 feérfi, atlagéletkoruk
53,1£13,9 év) valogattunk be. Diagnoézisuk egyértelmili volt, mindannyian megfeleltek a
Bohan és Peter altal felallitott kritériumrendszernek [364,365]. A PM-ben szenved6
betegek koziil 23 volt aktiv, 53 pedig inaktiv stddiumban, mig 14 DM-es beteg volt aktiv,
20 pedig inaktiv stddiumu a vizsgalat idején. A betegség aktivitasat a klinikai tiinetek,
leginkdbb az MMT (Manual Muscle Testing) segitségével jellemzett izomgyengeség,
valamint az izombol felszabadulo enzimek (kreatin kinaz, laktat dehidrogenaz) emelkedett
szérumkoncentracidja alapjan hataroztuk meg. Aktiv bortiinetek és extramuscularis tiinetek
esetén a betegeket szintén az aktiv csoportba soroltuk. Az inaktiv stddiumban a betegek
mar remisszioba keriiltek, amit az izomerd stabil javulasa, az izombol felszabadul6
enzimek szérumkoncentracidjanak normalizaloddsa, a Dbdrtiinetek eltlinése és az
extramuscularis tlinetek javulasa jelzett. A vizsgalat idején 71 beteget kortikoszteroiddal,

27 beteget masodvonalbeli immunoszuppressziv szerekkel kezeltek és tizenketten
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semmilyen szisztémas terdpidban nem részesiiltek. A vizsgalatban kontrollként 35
egészséges személy vett részt.
A betegek gondozasait a DEOEC Belgyogyaszati Intézet, Klinikai Immunologia

Tanszékén Dr. Dank6 Katalin professzornd és munkatarsai végezték.

4.4. Cirrhosis

Az akutfazis fehérjék vizsgalata soran 368 jol karakterizalt, kovetés alatt all6 cirrhosisos
beteget (204 férfi 164 nd; kor: 56,4+10,8 év; betegség iddtartama: 3,9+4,2 ¢év)
valasztottunk be a DEOEC Belgydgyaszati Intézetének Gastroenterologiai Tanszékérdl. Az
ANCA ¢s a fertdzések Osszefiiggését 385 beteg bevondsaval elemeztiik (férfi/nd: 206/179,
¢letkor: 56,6+11,0 év; betegség idotartama: 3,9+4,2 év).

A cirrhosis diagnozisat klinikai, biokémiai, ultrahangos és amennyiben lehetséges volt,
hisztoldgiai vizsgalatok alapjan allitottak fel [366]. A betegek bevalasztasakor vérvétel,
valamint a klinikai adatok (Child és MELD score-ok, ascites és encephalopathia
jelenléte/sulyossaga) rogzitése tortént meg. A tovabbi klinikai adatok (életkor a betegség
kezdetekor, etioldgia, varix jelenléte, varix vérzések, hepatikus encephalopathia, spontan
bakterialis peritonitis, alkalmazott gyogyszerek és egyéb kiséré betegségek) a betegek
a két tanulmanyban alkoholizmus (67% és 64%), hepatitis fert6zés (28% és 30%), illetve
egyéb ok (5% és 6%) volt. A bevalasztasnal kiilonos figyelmet forditottunk az akut
bakterialis fertézések jelenlétére is. A fert6zés diagndzisat a klinikai tiinetek, lazas allapot,
laboreredmények, mikrobioldgiai tenyésztés (amennyiben lehetséges volt), képalkoto
vizsgalatok, illetve az antibiotikum kezelésre adott valasz alapjan a betegek gondozasat és
kovetését végzé Dr. Papp Maria tanarnd és Dr. Vitalis Zsuzsanna adjunktusné (DEOEC,
Belgyogyaszati Intézet, Gastroenteroldgiai Tanszék) allapitottadk meg.

A vizsgalatok masodik részében 205 és 345 cirrhosisos beteget egy prospektiv
kovetéses vizsgdlatba vontunk be. A kovetés soran a betegek atlagosan 3 havonta
jelentkeztek kontrollra, illetve allapot rosszabbodas esetén akar havonta is vissza lettek
rendelve. A vizsgalat végpontja a betegek halala, illetve klinikailag szignifikans fert6zés
megjelenése volt. A kovetési id6 24 honap, illetve az emlitett végpontok elérése volt. A
talélési adatokat 3, 12 és 24 honap kovetési id6 utan is értekeltiik.

Az ANCA vizsgalatba bevont egészséges kontrollok szama 100 volt (45 férfi, 55 nd;
¢letkor: 50,5+16,7 év).
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4.5. Akut myeloid leukémia (AML)

Az FLT3-ITD meghatarozasara alkalmas modszer validalasahoz 73 feln6tt akut myeloid
leukémias beteg (37 nd, 36 férfi; életkor: 51,7+18,5 év) 95 db DNS mintajat hasznaltuk fel.
Az AML diagnézisat a WHO kritériumai alapjan allitottak fel [367]. Ezeket a betegeket a
DEOEC Belgyogyaszati Intézetének Hematologiai Tanszékén dolgozo Dr. Batar Péter
adjunktus ur és Dr. Udvardy Miklés professzor ur, illetve a Nyiregyhdzi Josa Andrés

Koérhaz Hematologiai Osztalyan dolgozo6 Dr. Szerafin Laszlé féorvos ur gondozta.

4.6. Rheumathoid arthritis (RA)

Osszesen 75 RA-s beteg vett rész a rtheumatoldgiai betegségekhez tarsuld tumormarker
eltéréseket analizalo vizsgalatunkban (62 n6 és 13 férfi; életkor 50,1+13,8 év). A betegség
fennallasanak atlagos ideje 10,948,6 év volt. Kontrollként 50 korban és nemben illesztett
egészséges donor szolgalt (41 né és 9 férfi; életkor: 54,5+9,3 év). Sem a betegek, sem a
kontrollok esetében nem fordult el malignus megbetegedés. A betegség aktivitasanak
jellemzésére a betegség aktivitasi score (DAS28) kalkulalasa tortént meg [311]. A betegek
gondozasat a DEOEC Belgyogyaszati Intézet Rheumatologia Tanszékén Dr. Szekanecz

Zoltan professzor Ur és munkatérsai végezték.

4.7. Tiildétumoros betegek - NKTH mAB-CHIC study

Egy 2009-ben indult projekt soran 5 kiilonb6z6 daganatos betegségben (tiid6, vastagbél,
emld, ovarium és prostata tumor) szenvedd betegektdl gyiijtottiink szérum és plazma
mintdkat a diagnézis felallitdsa utdn, de a terdpia megkezdése eldtt. Osszesen 544
daganatos beteget és 521 kontrollt vontunk be a vizsgalatba. A daganatos betegek koziil
153 volt tiidétumoros (99 férfi, 54 ng; atlagéletkora 62,1+8,9 év). A vizsgalatba a DEOEC
Tidégyogyaszati Klinikajan valtozo 1éguti panaszokkal megjelent betegek keriiltek
bevalasztasra, akiknél a részletes klinikai, radioldgiai és laboratoriumi vizsgalat tiidétumort
igazolt.

A szérum HE4 szint ¢és a tidétumor Osszefliggését vizsgald eset-kontroll,
keresztmetszeti tanulmanyban 98 twjonnan diagnosztizalt tiidétumoros férfibeteg és 98
korban és nemben illesztett egészséges kontroll adatait vontuk be. Az életkor mindkét
csoportban 62 (40-80) év volt, és a daganatos betegek 50%-a, mig a kontrollok 12%-a
(n=12) volt dohanyz6 a vizsgalat idején. A hisztopatologiai vizsgalatok alapjan 69
betegnek volt NSCLC-je (33: laphamrak; 31: adenocarcinoma; 5: nagysejtes carcinoma),
15 betegnél SCLC igazolddott, mig hisztologiai adat nem volt elérhetd 14 esetben. Ez
utobbi betegeknél a tiid0 daganat diagnozisanak megallapitaisa a CT/MRI eredménye
alapjan tortént. A betegek koziil 13 1., 8 11., 38 Ill. és 39 IV. stadiumu volt a diagnézis
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felallitasakor. Az egészséges kontrollok véradok és a Laboratériumi Medicina Intézet
dolgozoi voltak.

A plazma proteom profilirozasara alkalmas QP300 chip tesztelése soran 46 korban és
nemben illesztett tiidétumoros €és kontroll személy mintdit vizsgaltuk (kontrollok: 20 férfi,
26 no, atlagéletkor: 55,2+9.3; jelenleg dohanyzé: 17, korabban dohényzott, de most mar
nem: 19, soha nem dohdnyzott: 10; betegek: 19 férfi, 27 nd, atlagéletkor: 55,1£8,7;
jelenleg dohanyzd6: 19, korabban dohanyzott, de most mar nem: 18, soha nem dohdnyzott:
9). A tiidétumoros betegek gondozasat a DEOEC Tiidégyogyaszati Klinikajan Dr. Szilasi

Maria professzornd és munkatarsai végezték.

4.8. Otven évnél idésebb férfiak csontstatuszanak vizsgalata

Ennek a vizsgalatnak az alapvetd célja az volt, hogy véletlenszerlien kivalasztott
nagyszamu egészséges magyar férfi esetében jellemezziikk ezek csontstatuszat,
csontdenzitas méréssel, a csontképzddés ¢és lebomlds biokémiai markereinek a
meghatarozasaval, illetve a taplalkozasi szokasok felmérésével. Az altalanos bevalasztasi
kritériumok a kovetkezdek voltak: >50 év, férfi, ambulans, egészséges személy. A kizarasi
feltételek: 1ismert metabolikus csont, mé; vagy vese betegség ¢és barmilyen
csontanyagcserét befolyasolo gyogyszer szedése (kivéve kalcium és D-vitamin). A
vizsgalatba bevont személyek Osszlétszama 229 volt, akik koziil végiil 23 kertilt kizarasra,
mert nem feleltek meg a feltételeknek. Részletes anamnézis-felvétel mellett, az index és a
napi kéalcium bevitel meghatdrozasara validalt kérddiveket kellett a betegeknek kitoltenie.
A résztvevok életkora 60,2 (51-81) év volt. A kontrollok bevalasztasat, mintaik és

adatainak 0sszegyljtését Dr. Bhattoa Harjit Pal, adjunktus ar végezte.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A sejtfelszini receptorok jelolése, kvantitalasa

A sejtfelszini receptorok mennyiségi meghatarozasdhoz direkt és indirekt méodon jelolt
monoklonalis ellenanyagokat, valamint ezek izotipus kontrolljait hasznaltuk fel. A
kovetkezé antitesteket alkalmaztuk: anti-human CD14 mAb LeuM3-PE (Becton-
Dickinson, Mountain View, CA, USA), anti-human CD14 mAb MY4-PE (Coulter,
Hialeah, FL, USA) anti-human CD14 mAb 26ic és 60bca (Dr. Jos A.G. van Strijp és Dr.
Kok P.M. van Kessel bocsatotta rendelkezésiinkre — Eijkman-Winkler Institute, Utrecht
University, Utrecht, Hollandia). A jeldletlen antitestek kimutatisihoz hasznalt ,,2.”
antitestek: anti-egér IgG-FITC és anti-egér IgG-PE (DAKO, Glostrup, Denmark). Izotipus
kontroll antitestek: egér 19G2b-PE mAb (Becton-Dickinson), valamint jel6letlen egér IgG1
¢és IgG2b mADb (Serotec, Raleigh, NC, USA).

A 100 pL alvadasgatolt teljes vérmintat 10 pg/mL monoklondlis antitesttel inkubaltuk
30 percig jégen. Indirekt jelolés esetében, a mosasi 1épések utan egy ,,2.” antitesttel is
inkubaltuk a mintdkat. A vordsvértestek ammonium-kloridos lizéldsa utan a
fehérvérsejteket 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mintdk fluoreszcencia intenzitasat
Coulter EPICS XL, (Beckman Coulter), illetve FACSCalibur (Becton-Dickinson) aramlasi
citométerrel mértiik le. Legaldbb 5000 monocyta, 20000 lymphocyta és 50000 granulocyta
adatait gyjtottik be. A monocytakat, lymphocytakat és granulocytakat fényszorasi
paramétereik (FSC - SSC) alapjan valasztottuk el egymastol. Egyes vizsgalatok soran a
receptorok abszolut szamat is meghataroztuk, monoklonalis antitesttel fedett standard
bead-ek (QIFIKIT; DAKO) segitségével. A bead-ek egy-egy csoportja ismert mennyiségii
anti-human CD5 monoklonalis ellenanyagot hordozott a felszinén. Ugyanannyi ideig és
mosasi 1épés utan 50.000 bead fluoreszcencia intenzitasat mértiik meg a sejteknél is
alkalmazott protokollt hasznalva. A bead-ek atlagos fluoreszcencia intenzitasat (MFI) az
egy bead-en talalhato antitestek szamanak fliggvényében abrazolva (log/log skalan) egy
standard gorbét készitettiink, és ennek segitségével hataroztuk meg az egy sejt felszinén

expresszalt receptorok szamat.

5.2. A CD14 medialta LPS kotés vizsgalata

A monocytak és granulocytdk CD14 medialta LPS kotésének vizsgalatahoz a betegek és
a kontrollok heparinnal alvadasgatolt, mosott teljes vérét, illetve izolalt mononukledris
sejtjeit hasznaltuk fel. A mononukledris sejtek izoldlasa ficoll stirliséggradiens segitségével

trtént. Elsd 1épésben 3x10° mononukledris sejtet, illetve 80 pL, 5x10%mL leukocytat

53



dc_1077_15

tartalmazd mosott vért 10 pg/mL blokkold anti-CD14 monoklonalis antitest (60bca)
jelenlétében vagy anélkiil inkubaltunk 30 percig +4°C-on. Ezutan a mintékat 10, vagy 1000
ng/mL FITC-LPS (FITC-cel jelolt Salmonella minnesota Re 595; Dr. Jos A.G. van Strijp
ajandéka) és 4% normal human szérum (NHS) jelenlétében inkubaltuk tovabb 30 percig
37°C-on. Ezt kovetden a teljes vér mintdkban lizaltuk a voOrdsvértesteket, végiil a
fehérvérsejteket 1%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A mintak mérése Coulter EPICS XL,
illetve FACSCalibur aramlasi citométerrel, a monocytdk €s a granulocytdk azonositdsa
fényszorasi paramétereik (FSC-SSC) alapjan tortént. A jeldletlen sejtek fluoreszcencia
intenzitasat, mint hatteret, minden minta MFI értékébdl levontuk. A CD14-fiiggé6 LPS
kotddés mértékének a meghatarozasdhoz az anti-CD14 antitest nélkiil inkubalt sejtek
fluoreszcencia intenzitasabol (ami az 6ssz LPS kotés mértékét mutatja) levontuk a

blokkolo antitest jelenlétében mért fluoreszcencia intenzitasat (CD14-fiiggetlen kotodés).

5.3. Az LPS indukalta sejtaktivacié mérése — a szekretalt TNFa fehérje
mennyiségének meghatarozasa

Mononukledris  sejteket izolaltunk ficoll stiriséggradiens segitségével steril
kériilmények kozott. Ezt kovetéen 96 lyuku steril mikrotiter lemez vélytiba 5x10° sejtet
mértiink és 5% CO,-t tartalmazo termosztatban inkubaltuk 6ket 60 percig 37°C-on. A le
nem tapadt sejteket mosassal eltavolitottuk. A letapadt sejtek >94%-a monocyta volt May-
Griinwald-Giemsa festés alapjan. Ezutdn a monocytakat anti-CD14 monoklonalis
antitesttel (10 pg/mL 60bca) vagy anélkiil 60 percig inkubaltuk majd 10, vagy 1000 ng/mL
LPS-t (S.minnesota Re595) és 4% NHS-t mértiink duplikatumban a megfeleld lyukakba. A
mintakat 16 6ran keresztiil inkubaltuk, majd a feliiliszokat leszivtuk és -70°C-on taroltuk.
A feliiliszok TNFa koncentraciojat az OptEIA ELISA kit (Pharmingen, San Diego, CA,
USA) segitségével hataroztuk meg, a gyartd Gtmutatdsai alapjan. Az LPS és NHS nélkiil
inkubdlt sejtek TNFa termelését, mint hatteret levontuk minden egyes mintdhoz tartozo
TNFa értekbdl. A sejtek CD14-fiiggd aktivalodasat gy kalkulaltuk, hogy a blokkol6 anti-
CD14 antitest hidanyaban mért TNFa mennyiségébdl (ami az 6ssz aktivacido mértékét jelzi)
kivontuk a gétlo antitest jelenlétében mért TNFo mennyiségét (ez a CDI14-fliggetlen

aktivacié mértékére utal).

5.4. A szolubilis CD14 mérésére alkalmas aramlasi citometrias modszer kifejlesztése

crer

modszert dolgoztunk ki. A teszt alapvetden egy kompetitiv immunoassay, amelyben a
szérum SCD14 és az izolalt mononuklearis sejtek monocytain kifejez6d6 membran CD14

(mCD14) verseng egy CDI14 ellenes monoklonalis antitesthez valé kotodéséért. A
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sejtekhez kotodott - direkt vagy indirekt modon jeldlt - antitest mennyiségét aramlasi
citométerrel hatdroztuk meg. A fluoreszcens szignal nagysaga forditottan ardnyos a
szérumban [évé SCD14 mennyiségével. A mintdk sCD14 tartalmat kalibracios gorbe
készitettiink, majd az ezekbdl kapott fluoreszcencia intenzitasokat (MFI) abrazoltuk a
sCD14 koncentracio (illetve szérum higitas) fliggvényében log-log skalan (8. abra). Az
aramlasi citometrias modszerrel kapott eredményeket Osszevetettiik egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 ELISA (Quantikine, R&D systems, Minneapolis, MN, USA)
eredményeivel.

A mobdszer beallitasanal kétféle CDI14 ellenes antitestet (60bca és 26ic), tobbféle
antitestkoncentraciot (0,01-100 pg/mL), szérumkoncentraciot (0,1-50%) és monocyta
sejtkoncentraciot (1x, 2x, 6x, 18x és 32x10°/mL) teszteltink. A két anti-CD14 antitest
(60bca, 26ic) koziil a 60bca-val kapott eredmények mutattak nagyobb hasonlésagot az
ELISA-val kapott eredményekhez, és raadasul hatékonyabban kiilonboztették meg az SLE-
s betegeket a kontrolloktol, ezért ezt hasznaltuk a késdbbi mérések soran. Inhibicids assay-
60bca antitest koncentracid gorbéjét felvéve az 3-10 pg/mL kozott mutatott telitést a
monocytakhoz vald kotddésben, ezért a mérésekhez az 1 pg/mL mADb koncentraciot
valasztottuk. A tesztelt 5 kiilonb6z6 monocyta sejtszam mellett kapott sSCD14 eredmények
nem kiilonboztek szamottevéen egymastdl, ezért az aramlasi citometrids kisérletekben
altaldban hasznalt, (megfeleld flow rate-et ado) 5x10%/mL  mononuklearis sejt
koncentraciot alkalmaztuk. Végiil a standard gorbe linearis tartoméanyat hataroztuk meg a
standard minta higitasainak segitségével. A 60bca antitest esetében ez 1,5%-12,5% NHS
(29,5-246,2 pg/L sCD14) volt. Ennek megfelelden az aramlasi citometrias modszerrel még
megbizhatdan kimutathaté sCD14 koncentracidja 30 pg/L volt. A mérendd szérum mintak
optimalis higitasat is teszteltiik. A 16x, 32x és 64x-es véghigitasokat probaltuk ki, és az
ELISA eredménnyel legjobban a 64x-es véghigitas eredményei egyeztek, ezért ezt
hasznaltuk a késébbiekben.
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8. abra A sCD14 meghatirozasiahoz hasznalt kalibracios gorbe elkészitése. A mononukledris sejteket 6,4
mg/mL human IgG jelenlétében inkubaltuk jégen 15 percig, majd egy ismert sCD14 tartalmil poolozott
szérum kiilonb6z6 higitasaival (0,2-12,5%). Ezt kovetéen az anti-CD14 mAb 60bca-t mértilk be 1 pg/mL
koncentracidban, és 30 perces inkubacid kovetkezett. A sejtekhez kot6dott mAb mennyiségét egy kecske
anti-egér IgG-FITC konjugatum segitségével hataroztuk meg. A monocytak azonositasa a fényszorasi
paramétereik és a CD14 pozitivitas alapjan tortént (A, Gate A). Minden mintaban meghataroztuk a sejtek
atlagos fluoreszcencia intenzitasat (MFI), és ezt abrazoltuk a szérum higitas (sCD14 koncentracio)
fiiggvényében (kis abra). A nagyobb abra az egyes standard mintak fluoreszcens hisztogramjait mutatja. A
fluoreszcens hisztogrammok felett lathatd szamok a standard szérum koncentracioit (%) jelzik (higitatlan
szérum: 100%).

A fent leirtak alapjan az optimalizalt protokoll a kovetkezd volt. A kompeticiohoz
sziikséges mononuklearis sejteket egészséges donorok heparinnal alvadéasgatolt vérébol
ficoll-stiriséggradiens (Histopaque-1077, Sigma) segitségével izolaltuk, majd a sejtszamot
5x10%/mL-re allitottuk be. A meghatarozas tovabbi 1épései alatt a mintékat jégen tartottuk,
valamint Na-azid tartalmt oldatokat hasznaltunk, hogy meggatoljuk a CD14 membran
turnoverét a monocytakon. 2,5%x10° mononukledris sejtet (50 uL) 6,4 mg/mL human IgG-
vel (Human, Godolld, Magyarorszag) inkubaltunk 30 percig, hogy blokkoljuk a
monocytakon 1év6 Fc-receptorokat. Ezt kovetdéen 50 ul 32-szeresére higitott szérumot
kevert szérum 64-, 32-, 16- és 8-szoros véghigitasai adtak. A mintdkat 15 percig
inkubaltuk, majd 1 pg/mL anti-CD14 mAb 60bca hozzaadasa utan ujabb 30 perces
inkubdléas kovetkezett. Kétszeri mosas utan a sejteket 30 percig 100 pL 1:20 aranyban
higitott FITC-jelolt, kecske anti-egér IgG-vel inkubaltuk, majd 1%-o0s paraformaldehiddel
fixaltuk. A mintakat Coulter EPICS XL, illetve FACSCalibur aramlasi citométeren mértiik
és analizaltuk. A monocytak elkiilonitése a FSC/FL1 dotploton tortént (8A. &bra),
mintdnként 5.000 monocyta atlagos fluoreszcencia intenzitdsat mértiik meg, ¢és a
kalibraciés gorbe alapjan kiszamoltuk a mintak (53 egészséges kontroll személy és 23
SLS-s beteg) sCD14 koncentracigjat.

A modszer optimalizaldsa soran meghataroztuk a mérés intra- €s inter-assay variacios

koefficiensét (CV%) egy kontroll és egy SLE-s minta esetében. Egy kisérletben hétszer
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hataroztuk meg a sCD14 koncentraciot €s a kontroll minta esetében 3,2%, mig az SLE-S
betegek esetében 3,4% volt az intra-assay variabilitas. Az inter-assay CV% a kontrollnal
13,3%, az SLE-s betegnél 11,5% volt 5 mérési nap eredményei alapjan.
hogy Osszemértiik az 1:32 aranyban higitott kontroll szérum mintat és 80 pg/L
koncentracioji rekombinans sCD14-et (rsCD14, az ELISA kit komponense) 1:2 ¢és 2:1
aranyban. Mind a kiilénallo6 komponensek, mind a keverékek esetében a visszanyerés 100-
115% kozott volt.

Az é4ramlési citometridas mddszer egyszeriisitése és gyorsitasa végett a késdbbiekben a
direkten, phycoerythrinnel jelolt CD14 ellenes antitest, az anti-CD14 mAb MY4-PE

hasznalatat vezettiik be, a kétlépéses indirekt jelolés helyett.

5.5. Laboratoriumi vizsgalatok

5.5.1. Rutin diagnosztikus laboratoriumi tesztek

A monocytak abszollt sejtszamat a Sysmex SF3000 hematologiai automatan (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan) mértiik le, a szérum laktat-dehidrogenaz aktivitasat Integra 700

kémiai automataval (Roche, Basel, Svijc) hatdroztuk meg. A szérum 0Ossz IgE

crer

crer

USA) segitségével tortént. A szérum IgM reumafaktor (RF) meghatarozasa
nefelometriaval tortént (reagensek: Dialab, Budapest, Magyarorszag; késziilék: Cobas Mira
Plus, Roche). Az RF értékeket >50 KU/L felett tekintettiik pozitivnak. Az anti-CCP
autoantitest szintek meghatdrozasdhoz Immunoscan-RA CCP2 ELISA tesztet
(Eurodiagnostica, Arnhem, Hollandia) hasznaltunk és a 25 KU/L feletti értékeket
tekintettlik pozitivnak. A vesefunkcié megitélése a szérum urea, kreatinin (Cobas Integra-
800, Roche), és cisztatin C (BN-II nephelometer, Siemens, Marburg, Németorszag)
meghatarozasok alapjan tortént. Az eGFR (mL/min/1,73 m2) értékeket a 4v-MDRD

formula alapjan kalkulaltuk.

5.5.2. Szérum tumormarker mérések

A tumormarkerek (CEA, CA 19-9, CA 15-3, CA 125, CA 72-4, NSE, Cyfra 21-1)
meghatarozasat electrochemiluminescens immunoassay segitségével végeztiik (Modular
E170, Roche). A HE4 mérése egy kemilumineszcens mikropartikula-erdsitett
immunoassay segitségével tortént (Architect, ABBOTT, Wiesbaden, Germany). A TPA és
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TK meghatarozasat egy chemiluminescens immunoassay (Liason, DiaSorin, Saluggia,
Olaszorszag) segitségével végeztilk. A referencia tartomany fels6 hatara ezekben az
esetekben a kovetkez6 volt: CEA 3,4 ug/L, CA 19-9 34 kU/L, CA 15-3 25 kU/L, CA 125
35 kU/L, CA 72-4 6,9 kU/L, NSE 16,3 ng/L, TPA 75 U/L, TK 26,3 U/L, HE4
premenopausaban 70 pmol/L, posztmenopausaban 140 pmol/L. Ezen értékek alapjan
dontottiik el, hogy egy minta pozitiv vagy negativ egy tumormarkerre, és ebbdl kalkulaltuk

az adott markerre pozitiv betegek és kontrollok aranyat.

5.5.3. Csontanyagcsere vizsgalata

A plazma 25-OH-D-vitamin szintjét egy Jasco nagynyomasu folyadékkromatografias
késziilék (HPLC) segitségével mértiik (Jasco, Tokyo, Japan) Bio-Rad reagens Kkiteket
alkalmazva (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). A szérum parathormon (PTH),
osteocalcin (OC), keresztkotott 1. tipust kollagén C-terminalis telopeptid (CTX-1) és I.
tipustt prokollagén N-terminalis propeptid (PINP) értékeket electrochemiluminescens
immunoassay segitségével hataroztuk meg (Modular E170, Roche). A szérum sclerostin
szint meghatarozasa ELISA (Biomedica GmbH, Wien, Austria) segitségével tortént. A 25-
OH-D-vitamin esetében a 75 nmol/L alatti értékeket tekintettik csokkentnek (D-
hipovitaminozis).

A csontdenzitas (bone mineral densitiy; BMD) mérését LUNAR Prodigy (GE-Lunar
Corp., Madison, WI, USA) denzitométer segitségével végeztiik. A BMD meghatarozasa az
L1-L4 lumbalis csigolyakon (LS) és a femur nyakon (FN) tortént és az eredményt T-score-
ban adtuk meg. Ennek kiszamolasdhoz a legmagasabb csonttomeggel bir6 fiatal férfiak
csontdenzitasabodl atlagot és standard devidciot kalkuldlnak és egy adott személy esetében
mért BMD-t az alapjan hatarozzuk meg, hogy hany SD-vel tér el ettdl az atlagtol. (A
populécids atlag €és szoras értékét a gyartd adta meg.) Az osteopenia és osteoporosis

definialasa az aktualis WHO klasszifikacio alapjan tortént [303].

5.5.4. Akut fazis fehérjék koncentraciojanak mérése
Az analiziseket fagyasztva tarolt szérummintakon (-70°C) végeztilk. A CRP szinteket
egy Integra 700 automataval (Roche) mértik. A PCT meghatirozas ,two-site”

immunoluminometrias esszével tortént Liaison analizatorral (DiaSorin). Az LBP és sCD14

crer

Uden, Hollandia és Quantikinine, R&D Systems). A mintakat ugyanazon a lemezen,

duplikatumban vizsgaltuk és atlagot szamoltunk. Az alsd szenzitivitdsi hatdr az egyes
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analitok esetében a kovetkez6 volt: 0,1 mg/L — CRP, 0,1 ug/L — PCT ¢és LBP, és 0,125
ug/L — sCD14.

5.5.5. Anti-mikrobidlis antitestek mérése

Az ASCA IgG, IgA ¢és az anti-OMP Plus IgA antitestek mérése gyari ELISA kittek
segitségével tortént (QUANTA Lite; INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA) a gyartod
utmutatasainak megfeleléen. Az eredményt mesterséges egység (unit) formajaban adtuk

meg és a pozitivitasi kiiszob 25 U/mL volt.

5.5.6. Az Anti-neutrophil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgdlata

5.5.6.1. Az ANCA mérése indirekt immunfluoreszcens technikaval

Az antitestek szemikvantitativ meghatarozasa az EUROIMMUN cég (Liibeck,
Németorszag) etanol, illetve formalin fixalt granulocytakat tartalmazé biochipjeinek
segitségével tortént. A lemezen 1évo granulocytdkat a betegek szérumaval (1:10 higitas
PBS-sel) inkubaltuk egyiitt, majd a megkotott ANCA detektalasa FITC-cel jelzett anti-
human IgG, illetve IgA masodlagos antitest segitségével tortént. A lemezek értékelését egy
EUROStar II Plus mikroszkoppal (EUROIMMUN) végeztik 400x-os nagyitast
alkalmazva. Az immunfluoreszcens eredmény értékelése az etanol- és formalin-fixalt
granulocytakon kapott mintazatok alapjan tortént [96,368]: c-ANCA, p-ANCA, atipusos p-
ANCA. Az 1:10 higitasban kapott pozitiv szigndl esetén tekintettiik a mintat pozitivnak, és
az ANCA-titer meghatarozéasa ezekben a mintakban sorozat higitassal (higitasi faktor 3,2x)

tortént.

5.5.6.2. Az IgA tipusu ANCA karakterizaldsa a cirrhosisos betegekben

Az IIF technikaval pozitivnak talalt mintak esetében meghataroztuk az IgA; és IgA,
alosztalys  ANCA aranyat, illetve a szekretoros komponenst hordozo IgA ANCA
mennyiségét. A vizsgalathoz az EUROIMMUN etanollal fixalt granulocytakat tartalmazo
lemezeit hasznaltuk. A sejteket az IgA ANCA-t tartalmazd mintak 1:10-es higitasaval
inkubaltuk, majd az IgA alosztilyok, illetve szekretoros komponens detektalasa 3
specifikus antitesttel (anti-human IgA; NI69-11; anti-human IgA, NI512 ¢és anti-human
SIgA NI1194-4; Acris Antibodies, Herford, Németorszag), egymastol fiiggetlentil tortént. A
fluoreszcens detektalashoz FITC-cel jel6lt anti-egér IgG masodlagos antitestet hasznaltunk
(1:100 higitas; DAKO). Az IgA; és IgA, ANCA antitestek mennyiségének meghatarozasa
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egy image analizis alapu kvantitalasi technika segitségével tortént, egyetlen mintahigitast
tesztelve.

A lemezeket egy MicroOptix MX 300 TF (West Medica, Perchtoldsdorf, Ausztria)
mikroszkop segitségével 400x-os nagyitast hasznalva értékeltiik ki. A fluoreszcens képeket
32-bites ".bmp" formatumban egy MicroOptix/Vision CAM V330 kamera segitségével
rogzitettilk az SB Video&Audio AV Grabber (West Medica) program segitségével. Egy
z0ld hattér lemezt is exponaltunk minden mérési napon a megvilagitasi erésség ¢&s
inhomogenitas korrigalasara. A képeket az "ImageJ 1.46r" szoftver segitségével értékeltiik
[369], és a zold csatornan mért fluoreszcencia intenzitast mesterséges egységekben (AU)
fejeztik ki. Minden mezdben 20 db egyedi granulocyta fluoreszcencia intenzitasat
hataroztuk meg, ¢és ezekbdl atlag+SD értéket szamoltunk. Minden tesztelt szérum esetében
3 atlag AU értéket hataroztunk meg az IgA;, IgA; és a sIgA paramétereknek megfeleléen.

Az anti-IgA; és anti-IgA; antitestekkel kapott szignalok Gsszehasonlithatosaga végett
Quantum Simply Cellular beadek (Bangs Laboratories, Fishers, IN, USA) segitségével
standardizaltuk a mikroszkdpos quantitalas technikdjat. Ezek a beadek ismert szami
kecske anti-egér antitestet tartalmaznak a felsziniikon, és megfeleld telitd koncentracio
estén ennyi antitest megkotésére képesek. A vizsgalat soran az indirekt immunfluoreszcens
jelolésnek megfeleléen anti-IgA; és IgA, antitesteket majd a GoaM-FITC konjugatumot
adtuk a beadekhez. Ezutan a targylemezre cseppentve a fentiekben leirtaknak megfeleléen
értékeltiik a beadek fluoreszcencia intenzitasat. A 172.200 kotohelyet tartalmazd beadek
esetében a fluoreszcencia intenzitas 44,6+8,2 volt az IgA; és 48,4+10,4 az IgA, antitestek
jelenlétében, mig 490.500 kotohelyet tartalmazd beadek esetén 100,0+12,2 (IgA;) és
103,2+9,7 (IgA») volt a szignal. Ezek a kiilonbségek az 1gA; és IgA, antitestek kdzott nem
voltak szignifikansak. Mindezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy rendszeriinkben az
IgA: és IgA, tipusi ANCA egyenlé mennyiségben egyforma fluoreszcens szignalt ad, igy
a kapott szignal intenzitasok hanyadosa kozvetlenil megadja az IgAi/lgA; antitestek
aranyat a mintainkban.

A moddszer reprodukalhatdsagat (intra- és inter-assay variabilitds) 5-5 mérés alapjan
teszteltiik. Az intra-assay CV% 8,0%, 5,6% és 10,2%, mig az inter-assay CV% 10,4%,
14,9% és 13,2% volt az IgA;, 1gA; és a szekretoros IgA komponens esetében.

A szekretoros komponens pozitivitasanak megitélésére egy fluoreszcencia
kiiszobértéket hataroztunk meg 40 kontroll minta mérése alapjan: az atlag +3 SD ebben a
csoportban 23,4 AU fluoreszcencia intenzitas volt.
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5.5.6.3. Az IgA-tipusu ANCA antigén specificitasanak meghatarozasa ELISA technikaval

Az anti-MPO IgA és anti-Proteinase 3 IgA antitestek mennyiségét az indirekt
immunfluoreszcens technikdval IgA pozitivnak bizonyult mintdkban hatdroztuk meg
kereskedelmi forgalomban kaphat6o ELISA-k (QUANTA Lite; INOVA Diagnostics)
segitségével. Az eredményeket OD-ban adtuk meg. Az anti-MPO és anti-PR3 pozitivitas
kiisz6b OD értéke 0,159 ¢és 0,140 volt, amit 92 egészséges kontroll mintdiban mért
atlag+3SD kalkulalas alapjan hataroztunk meg.

5.6. A QP300 array analitikai vizsgalata és tesztelése tiidétumoros betegek mintain

A QP300 kit, egy monoklonalis antitest (MAb) alapt fehérje microarray, ami 290,
kiilonb6zé plazmafehérjén talalhatdo, immunogén epitdop egyidejii felismerésére ¢&s
kvantitalasara képes. Az array alapvetden egy kompetitiv immunoassay. A mAb-ok (290
db) 9x9 mme-es keramia chipekhez kotottek (9A. abra), melyb6l 3x3 helyezkedik el 1
rackben. A meghatarozas sordn egy biotinnal jelolt plazma fehérje ,tracer” verseng a
mintaban 1évé fehérjékkel a mAb-Okhoz valdo kotddésért. A bekotédott .tracer”
mennyiségét egy streptavidin-peroxiddz konjugadtum ¢és kemilumineszcens szubsztrat
segitségével hatarozzuk meg. Minél nagyobb az adott plazma protein epitop mennyisége a
vizsgalt plazmaban annal kisebb jelintenzitast kapunk.

Az inkubalasi protokoll végén, a szubsztrat hozzdadasa utan az Evidence Investigator
(Randox, Crumlin, frorszag) késziilékben 1évé CCD kamera segitségével készitiink
képeket minden egyes rackrdl (9 db chip)(9B. abra), és egy analizalo szoftver segitségével
torténik meg az image-ek denzitaldsa és a fényintenzitds meghatarozasa (9C. dbra). A csak
a plazma tracer jelenlétében (,,tracer only”) — kontroll vagy beteg plazma nincsen jelen —
mért lumineszcencia adja a maximalis jelintenzitdst (RLUmax). A vizsgalt plazmak
jelenlétében mért fényintenzitdst (RLU) az RLUmax értékhez hasonlitjuk minden egyes
mAD esetében és RLU/RLUmax% értéket szamolunk.

9. abra A QP300 array miikodésének technikai részletei. Az antitestek 9x9 mm-es keramia chipekhez
kotottek, melybdl 3x3 helyezkedik el 1 rackben (A). A mérés végén CCD kamera készit felvételt minden
egyes chiprdl, amelyen latszanak az egyes antitesteknek megfelelé "foltok" (B). Az analizalé szoftver ezek
denzitasat hatarozza meg (C) [370].
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A QP300 kit 290 mAb-ot tartalmaz, melyek 18 chipen keriilnek kiosztasra, igy egy 54
chipet tartalmazd QP300 kit 3 minta mérésére alkalmas, amelybdl 1 a ,.tracer only” minta,

az RLUmax meghatdrozasahoz (10. &bra)

D= 150.-194. E 195.-244. 245.-290.

mAb mAb mAb

10. abra A QP300 kit antitest kiosztasa. 1 minta dsszesen 18 chipet foglal el (piros keretben 1évd chipek),
igy egy kittel 3 minta (1 "tracer only' + 2 beteg/kontroll plazma) mérhetd.

Vizsgalataink soran elsé 1épésben a QP300 array analitikai teljesitményét jellemeztiik.
A maximalis jelintenzitds (RLUmax; csak a tracer van jelen, minta nem) megoszlasat,
inter-assay és lotok kozotti variabilitasat vizsgaltuk meg. Az inter-assay reprodukalhatosag
esetén 56 fiiggetlen kisérletben mért RLUmax értéket vettiink figyelembe, és ebbdl
szamoltunk atlagot, szorast és CV%. A lot-to-lot variabilitas tesztelése soran az 5068-as lot
Kitjeit 56 fiiggetlen kisérletben teszteltik, mig az 5263-es lot esetében 13 mérési nap
kisérleteit analizaltuk. Minden kisérletben a ,tracer only” minta egyszer lett lemérve ¢és az
56, illetve 13 napi RLUmax értékekbdl atlagot, SD-t és CV%-ot szamoltunk, és az
atlagokat vetettiik 6ssze antitestenként.

A klinikai vizsgélatok soran 46 tiidétumoros beteg és 46 korban €s nemben illesztett
kontroll egyedi plazma mintait mértiik le egy plazmahigitast alkalmazva (300x). Az
analizis soran minden minta esetében meghataroztuk az RLU/RLUmax% értékét és ezt
hasonlitottuk Ossze a betegek és a kontrollok kozott. A statisztikai analizis sordn a
nagyszamu BSI marker (290 marker) miatt elsé 1épésben arra torekedtiink, hogy ezek
koziil kivalasszuk a legjobbakat (5-10 marker) és a tovabbi analizisekbe csak ezeket
vigyiik. Erre a célra 2 technikat alkalmaztunk: 1) Az adatok normalitasatol fliggen
parositatlan t-probat vagy Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk, és p<0,05 szignifikancia
szint mellett valasztottunk ki egy-egy antitestet a késdbbi analizishez; i1)) Random Forests
analizis - ez 1000 db dontési fa generaldsaval és értékelésével rendezte sorba a BSI
antitesteket. A leginformativabb 5-10 marker keriilt kivalasztasra. Ezt kdvetden a legjobb

BSI markerek RLU/RLUmax% értékeit, illetve a hagyomdnyos rutin tumormarkerek,
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valamint a CRP, albumin ¢és total protein értékeket vittiik be egy binaris regresszios
modellbe. A modell eredménye egyetlen paraméter, (,,P”’), ami megadja, hogy mi a
valdszinlisége annak, hogy egy adott vizsgalt egyén egészséges (P<0,5) vagy daganatos
(P>0,5). Az analizis 3 féleképpen tortént:

1., Csak a legjobb 5-10 BSI markert vittiik be a modellbe.

2., A BSI markerek mellett a rutin tumormarkerek is belekeriiltek a modellbe.

3., A BSI markerek mellett a rutin tumormarkerek és a CRP, albumin ¢és total protein is
belekertiltek a modellbe.

Azt, hogy az egyes modellek mennyire helyesen soroltak be a betegeket és a kontrollokat a

kapott ,,P”” paraméter ROC analizisével hataroztuk meg.

5.7. Molekularis genetikai vizsgalatok

5.7.1. DNS izolalas

Az AML-es betegek esetében az FLT3 gén mutédcioinak vizsgdlatdhoz teljes vérbdl,
végeztik el a DNS izolalast a ,,QIAmp DNA Blood mini kit” izolald kit (QIAGEN)
RNA/DNA Calculator, Amersham Biosciences California, USA vagy NanoDrop Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, USA) hataroztuk meg.

5.7.2. Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatisa PCR és agaroz-, illetve
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével

A FLT3 gén 14-15. exonjat és a koztiik 1évo intront amplifikaltuk. A PCR-hez hasznalt
primerek: 5'-GCAATTTAGGTATGAAAGCCAGC-3’ és 5'-CTTTCAGCATTTTGACG-
GCAACC-3" (BioScience kft., Budapest, Magyarorszag). A PCR mix (25 ul) osszetétele:
0,4 mM dNTP (Roche), 2,5 ul AmliTaq Gold puffer (10x-es), 2 mM MgCl,, 20 nM sense
¢és antisense primer, 250 ng DNS és 1 U AmpliTag Gold polymerase (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA). A PCR-t Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems -
LifeTechnologies) késziilékkel végeztiik: kezdeti hosszabb denaturaci6: 94°C-on 12 perc -
1 ciklus; amplifikalas: denaturacié 94°C-on 30 masodperc majd primer annealing 56°C-on
1 perc majd lanchosszabitas 72°C-on 2 perc - 35 ciklus; végiil terminalis lAnchosszabbitas
72°C-on 10 perc - 1 ciklus.

A PCR terméket 3%-0s TBE-agar6z (Tris-Borsav-EDTA; Lonza, Basel, Svajc), illetve
6%-os poliakrilamid gélen (BioRad, Hemel Hempstead, Egyesiilt Kiralysag) futtattuk meg.
A gélre 10 pl PCR terméket vittiink fel, melyhez 1 ul 10x-es loading festéket adtunk. A
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futtatas kortilményei: 90 V, 1,5 o6ra. A PCR termékeket ethidium bromid jel6léssel UV
lampa alatt tettiik lathatova. A vad tipusu allél jelenléte esetén egy 331 bp-os termék, mig

mutans allél esetén egy ennél nagyobb méretii sav is lathato az elektroforetogrammon.

5.7.3. Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatdsa fragmentanalizissel

A fragmentanalizis vizsgalathoz Iényegében az 5.7.2. pontban leirt PCR-t végeztiik el
kisebb modositasokkal. Az alkalmazott primerek koziil a forward primer az 5' végén 6-
FAM (VBC-Biotech, Bécs, Ausztria) fluoreszcens jelolést kapott. A PCR mixbe 10 mM
MgCl, keriilt, az alkalmazott DNS mennyiségét 100 ng-ra csokkentettik. A PCR
protokollban a terminalis lanchosszabbitas idejét noveltiik 30 percre.

A PCR termék fragmentanalizise kapillaris elektroforézissel tortént. Az analizishez
sziikséges 15 ul-es mixbe 1,0 ul PCR termék (8x-ra higitva desztillalt vizzel), 0,5 ul ROX-
500 méret standard (2x-re higitva desztillalt vizzel, Life Technologies) és 13,5 ul
formamid (Life Technologies) keriilt. A formamidba felvett mintakat 2 percig 95°C-on
inkubaltuk, majd jég kozott tartottuk legkevesebb 5 percig. Analizisig -20°C-on taroltuk a
mixet.

A denaturalt mixek analizise az ABI310 kapillaris elektroforézis késziilékkel (Life
Technologies) tortént. A mérést/adatgyijtést a GeneScan (Life Technologies), az analizist
a GeneScan, illetve a PeakScanner szoftverek (Life Technologies) segitségével végeztiik
el. Az clektroforézis technikai paraméterei: kapillaris hossz: 47 cm, POP6 polimer
(Performance Optimized Polymer 6; Applied Biosystems); futtatas 60°C-on, 15 kV-0s
fesziiltséggel; injektalds: 10 masodperc 2 kV; adatgylijtés: 60 perc. A vad tipusu allél
jelenléte esetén egy 331 bp-os termék, mig mutdns allél esetén egy ennél nagyobb méretii

csucs is lathato az elektroforetogrammon.

5.7.4. Az FLT3 internal tandem duplication (ITD) kimutatdsa szekvenaldassal

Az 5.7.2. pontban leirt PCR termékének pontos bazissorrendjét bidirekcionalis
szekvenalassal hataroztuk meg.

A PCR termék tisztitdsa Microcon ultrafiltracios oszloppal (Amicon® Ultra — 0,5 ml,
30K; Millipore, Carrigtowhill, frorszag) tortént. A tisztitas utan kb. 5-7 plL tisztitott PCR
termék allt rendelkezésiinkre, melyhez 25 plL sterilizalt desztillalt vizet adtunk.

A tisztitott PCR terméket egy szekvenaldo PCR segitségével vizsgaltuk tovabb a Life
Technologies cég BigDye Terminator (v.3.1) kitjét alkalmazva. A szekvenaldé PCR
Osszeallitasa a kovetkezoképpen tortént: 8,0 pl tisztitott PCR termék, 4,0 uL TRR, 4,0 uL
TRR puffer (5x) és 4,0 uL forward vagy reverz primer (kiilon reakciokban). A PCR-t egy
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Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems - Life Technologies) késziilékkel végeztiik:
denaturaci6 96°C-on, 30 masodperc; primer annealing 50°C-on, 15 maésodperc;
lanchosszabitas 60°C-on, 4 perc; - 25 ciklus.

A szekvenald PCR soran be nem épiilt dezoxi- és didezoxi-nukleotidok eltdvolitasara a
QIAGEN DyEx Spin Kit-jét hasznaltuk (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany). A
megtisztitott terméket vakuumcentrifugaban (Savant SpeedVac SC100, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) teljesen beszaritottuk majd 15 pl formamidot (Life
Technologies) mértiink a beszaradt mintakra, és szekvenalasig ebben a formaban -20°C-on
taroltuk azokat. A formamidban 1év0 mintakat kdzvetleniil szekvenalas elott 3 percig 95°C-
on inkubaltuk, majd azonnal jég koz¢é raktuk és minimum 5 percig jégben tartottuk.

A szekvenalas ABI Prism 310 Genetic Analyzer késziilékkel tortént. A mérés soran
POPG6 gélt hasznaltunk. A szekvenalas technikai paraméterei: kapillaris hossz: 47 cm (50
um atmér6ji); injektalas: 10 masodperc; futtatas, detektalas: 15,0 kV-os fesziiltség, 36
perc. Az adatgy(ijtés és analizis a ,,ABI Prism™ Collection and Sequencing Analysis”
3.4.1 szoftver (Applied Biosystems - Life technologies) segitségével tortént.

5.8. Statisztikai médszerek

A vizsgalt numerikus paraméterek adatainak normalis eloszlasat Kolmogorov-Smirnov
vagy Shapiro-Wilk teszt segitségével ellendriztiik. A folytonos valtozokat atlag [SD] vagy
medidn [interkvartilis tartomany (IQR)] formaban Osszesitettik a homogenitasuknak
megfelelden. Normalis eloszlast mutatd folytonos valtozok esetében a kontroll és a
kiilonbozd betegesoportok adatait Student-féle két mintas t-probaval hasonlitottuk Gssze,
mig a nem-normalis eloszlast csoportok esetében Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk.
Parositott mintak esetében (pl. pulzus-szteroid terapia el6tt és utan ugyanazon SLE-S beteg
esetében) a meghatarozott paraméterek kozotti eltérést a Wilcoxon-féle parositott teszt
segitségével analizaltuk. A kategorikus valtozokat Chi-négyzet teszttel vizsgaltuk, ahol
sziikséges volt, ott Yates korrekcioval. A folytonos valtozok egymassal valo kapcsoltsagat
Pearson vagy Spearman SRO teszttel ellendriztiik. Az egyes markerek hatarértékének és
pontossaganak vizsgalatdit ROC gorbével (szenzitivitds vs. 1-specificitds) analizaltuk.

A betegek infekcidmentes, illetve teljes tulélését Kaplan—Meier tulélési gorbék és
LogRank, illetve Breslow teszt segitségével analizaltuk. Cox-regresszids analizist
alkalmaztunk a kategorikus klinikai, illetve laboratoriumi paraméterek és a szignifikans
klinikai infekciok megjelenéséig eltelt 1d0 kozotti Osszefliggés feltarasahoz. Az
asszociaciokat "odds ratio" (OR), "likelihood ratio" (LR) vagy "hazard ratio" (HR) és

ennek 95%-os konfidencia intervallumainak (CI) formajaban adtuk meg.
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A QP300 markerek, illetve a hagyomanyos tumormarkerek kompozit score-okka valo
Osszevonasa soran logisztikus regresszios analizist alkalmaztunk. Kisszamu kiindulasi
paraméter esetén valamennyi markert belevittilk a regresszios analizisbe, mashol Mann-
Whiney U teszttel, t-teszttel vagy Random forests analizissel valogattuk ki a
leghatékonyabb markereket és ezeket vittiik a logisztikus regresszidba. A logisztikus
regresszids analizist is kétféleképpen végeztiik el: valamennyi analizisbe vitt marker
beépiilt a végsd képletbe ("enter" moddszer) vagy csak azok a markerek, amelyek
szignifikansan javitottdk egymas hatékonysagat ("forward" moédszer).

A statisztikai szamitasokat Statistica for Windows, GraphPadPrism 5 (San Diego, CA,
USA), SPSS 15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) és az R (The R Foundation) szoftverekkel
végeztiik. A kiillonbségeket p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikansnak.
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6. EREDMENYEK

6.1. SEJTASSZOCIALT BIOMARKEREK

A potencialis biomarkerek egy nagy csoportjat alkotjak a periférids vérben 1évo sejtek
felszinén taldlhatd molekuldk. Ezek legszélesebb korben elterjedt rutin alkalmazasa a
hematologiai maligndmak sejtvonal elkotelezettségének, illetve érettségének jellemzése, de
szamos 1j lehetdség is felmertil ezzel kapcsolatban.

Az érett myeloid sejtek felszinén megtalalhato CDI14 fehérje — mint egy fajta
mintazatfelismer6 molekula — a legfontosabb LPS-koreceptor, mely jelentés szerepet
jatszik a monocytak, neutrophil granulocytadk aktivacidjaban, és igy potencidlisan szerepe
lehet bizonyos immunmedidlta korképek kialakulasaban, illetve aktivitdsdnak
valtozasaban. Ennek tesztelésére munkéank sordn tobb betegcsoport esetében vizsgaltuk a
CD14-expresszio ¢és a klinikai kép kozotti osszefiiggéseket, illetve a CD14-expresszio és a

periférids monocytak aktivitdsanak a valtozéasat ezekben a kérképekben.
6.1.1. A CD14-expresszio valtozdsai immunpatomechanizmusu korképekben

6.1.1.1. Atépias dermatitis

Az atopids dermatitis (AD) multifaktorialis, visszatérdé vagy kronikus lefolyasu, erds
viszketéssel jard, immunmedialt, gyulladdsos bdrbetegség. Gyakorisaga emelkedd
tendenciat mutat, az iparilag fejlett orszagokban prevalencidja a gyerekek korében 10-20%
[371-374]. Az atopias dermatitisnek két f6 variansa ismert. A betegek 70-80%-anal fordul
elé az extrinsic AD, melyet a kornyezeti és/vagy ételallergénekkel szembeni fokozott
specifikus IgE-termelés, pozitiv prick- és intrakutan teszt jellemez. A betegek 20-30%-at
érint intrinsic varians esetében a szérum total és specifikus IgE koncentracidja nem
emelkedett [31,371,373-375].

Az atdpiara valo hajlam 6roklédik, az AD gyakran mas atopias betegségekkel (allergias
rhinitis, asthma) jar egyiitt. Az atopias dermatitis pontos oka nem ismert, genetikai
faktorok, az egyén immunrendszerének allapota, a bér barrier funkcidjanak valtozasa,
fert6zések, valamint kornyezeti tényezok egyiittes hatasa vezet a betegség 1étrejottéhez. A
bér meggyengiilt védekezdképességére utal, hogy az AD-ban szenvedd betegek bore
kiilonosen fogékony bizonyos tipusu infekciokra. A Staphylococcus aureus példaul a
betegek tobb mint 90%-anak bérén detektalhatdo. A természetes immunrendszer
receptorainak mennyiségi és funkcionalis valtozasai is fontos elemei lehetnek a
védekezoképesség csokkenésének [31,373,374,376-380], igy a CD14-molekula esetleges
valtozasai is 1ényegesek lehetnek az AD-hez tarsul¢ infekciok 1étrejottében.
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Munkank soran a sejtfelszini CD14-molekulak pontos szamat hataroztuk meg atopias
betegek monocytdin és granulocytdin egy aramlasi citometrids modszer és kvantitalasra
alkalmas beadek segitségével. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a betegcsoportok €s
kontrollok monocytain kifejez6dé CD14 molekulak szaméban, ugyanakkor a granulocytak
CD14-expresszidja valamennyi betegcsoport esetében magasabb volt, mint a kontroll
csoportban, azonban ez a kiilonbség csak az intrinsic AD-s és az Osszes AD-S beteg
esetében volt szignifikans (6sszes AD: 4.051+1.127, p<0,03; intrinsic AD: 4.518+783,
p<0,02; extrinsic AD: 3.788+1.225, p<0,152; kontrollok: 3.150+1.318 molekula/sejt).

Bar az AD-s betegek bizonyos csoportjai és a kontrollok kozott szignifikans kiilonbség
volt a granulocytdk CD14-expressziojaban kivancsiak voltunk, hogy mennyire lehet
alkalmas ez a marker a kontrollok és betegek elkiilonitésére. Az elvégzett ROC analizis
alapjan a granulocyta CD14-expresszido mérsekelt hatékonysaggal kiilonitette el az dsszes
AD-s beteget a kontrolloktél (ROC-AUC: 0,693, optimalis szenzitivitds: 76,0% &s
specificitas: 61,9%), mig az intrinsic AD vs. kontroll dsszevetés mar nagyobb effektivitast
mutatott (ROC-AUC: 0,788, optimalis szenzitivitas: 77,8% ¢és specificitas: 71,4%) (11.
abra)
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11. abra A granulocyta CD14-expresszi hatékonysiga az AD-s betegek és egészséges kontrollok
elkiilonitésében. ROC-AUC - Osszes AD: 0,693 (95%Cl: 0,536-0,851), p=0,025; Intrinsic AD: 0,788
(95%CI: 0,628-0,948), p=0,014; Extrinsic AD: 0,640 (95%Cl: 0,461-0,819), p=0,150. AD: atopias
dermatitis.

Osszegezve elmondhatjuk, hogy a granulocytak fokozott CD14-expresszioja jellemzé
az AD-s betegekre, ez azonban csak mérsékelt hatékonysaggal tesz kiilonbséget a
betegek és kontrollok kozott.
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6.1.1.2. Poly- és dermatomyositis

A polymyositis (PM) és a dermatomyositis (DM), az ismeretlen eredeti gyulladasos
izombetegségek kozé tartozd szisztémas autoimmun korképek, melyek kozos jellemzdje a
proximalis végtagizmok immunmedialt kronikus gyulladasa, amely progressziv,
szimmetrikus izomgyengeséghez vezet. A dermatomyositises betegeken tipusos,
gyulladasos bérelvaltozasok is megfigyelhetok [371,381,382]. Bar a két betegség
patomechanizmusa eltérd, a koros immunfolyamatok mindkét esetben az izmok kronikus
gyulladasadhoz, az izomrostok pusztulasdhoz, fibr6zishoz vezetnek.

A PM/DM etioldgidja még ma sem teljesen ismert. A betegség autoimmun eredetére
utal az izomszovetet infiltrdldé mononukledris gyulladasos sejtek jelenléte, kiilonb6zo
immunszupressziv terapiara adott pozitiv valasz is [381-383]. Valosziniileg genetikailag
fogékony egyénekben kiilonbozd kiilsé kornyezeti és belsé hatasok kéros immunoldgiai
folyamatok aktivalodasat eredményezik, ami myositis kialakulasahoz vezet [381,383,384].
PM-ben a cellularis immunitas jatssza a f6 szerepet a gyulladas fenntartasaban: a CD8-
pozitiv T sejtek, macrophagok és myeloid dendritikus sejtek infiltraljak az endomysiumot,
¢s az aberransan MHC-I-et expresszald izomrostokat perforin kozvetitésével karositjak.
Dermatomyositisben is jellemzé a CD4+ T sejtek, macrophagok, B és plazma sejtek
jelenléte a perivascularis és perimisealis teriileteken, de a koros, foként humoralis
immunfolyamatok az intramuscularis microvasculatura endotheliuma ellen iranyulnak
(komplement medialta sejtkarosodds). A kronikus gyulladds kialakuldsdban és
fenntartasaban a citokin halozat atrendezddése is fontos szerepet jatszik; a B sejt aktivalo
faktor (BAFF), TNFa, IFN-B, IFN-y, IL1-B, IL-6, IL-17 és IL-22 szignifikans valtozasait
irtak le a kiilonbz6 myositises korképekben [384,385].

A CDI14 ¢és a TLR-ek fontos szerepet jatszanak a periférids leukocytak €s antigén
bemutatd sejtek aktivalasdban, a gyulladdsos folyamatok ¢és az antigénspecifikus
immunvalasz beinditasaban [32,41,42,384-388]. Kiilonb6z6 autoimmun korképekben
megvaltozott mCD14-expressziot, sCD14 koncentraciot és a CDI14 gén C(-159)T
polimorfizmusanak megvaltozott genotipus eloszlasat figyelték meg, ami arra utal, hogy az
autoimmun betegségek kialakulasaban, lefolyasaban is szerepet jatszhatnak ezek a
receptorok [43,50,53]. Munkank soran arra kerestiink valaszt, hogy a CD14 molekulat
érint6 valtozasok befolyasolhatjak-e a poly- és dermatomyositis kialakulasat és a betegség
lefolyasat.

A PM-es ¢s DM-es betegek monocytainak CD14-expresszidjat aramlasi citométerrel és
indirekt jeloléssel vizsgaltuk, és nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a betegek és

kontrollok sejtfelszini CD14 szamaban. Mivel a vizsgalt paraméterben nem talaltunk

69



dc_1077_15

szignifikans eltérést a polymyositisben és dermatomyositisben szenvedd betegek kozott
sem (12A. abra), ezért az Osszes myositises beteget egy homogén — PDM elnevezésii -
betegcsoportba tartozoként kezeltiik.

A betegeket ezutan a betegségiik aktivitasa alapjan osztottuk két csoportra, melyet a
klinikai tiinetek €és a laboratoriumi paraméterek figyelembevételével hataroztunk meg. A
monocytdk CD14-expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt az aktiv betegekben az
inaktiv betegekhez és a kontrollokhoz viszonyitva (aPDM-MFI: 601,6+227,0; iPDM-MFI:
690,7+£204,1, p<0,02; Kontroll-MFI: 693,3+£172,0, p<0,03) (12B. 4bra). Ezek alapjan tehat,
a CD14-expresszio csokkenése a myositis aktivitasi markerének is tekinthetd; €s valoban a
monocytdk CD14-expresszidja és — a betegség aktivitdsdnak egyik markere — a szérum
laktat-dehidrogenaz aktivitas kozott szignifikdns negativ korrelaciot tudtunk kimutatni
(R=-0,295, p<0,002).
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12. abra A monocytiak CD14-expressziéjanak dsszevetése polymyositises és dermatomyositises betegek,
valamint egészséges kontrollok mintaiban (A). A monocytak CD14-expressziojanak osszefiiggése a
betegség aktivitasaval poly/dermatomyositisben (B). A CD14-expressziot aramlasi citometrias modszerrel
hataroztuk meg periférias teljes vérmintat hasznalva, a sejtfelszini receptorszamot atlagos fluoreszcencia
intenzitas (MFI) értékben fejeztilk ki. PM: polymyositis, DM: dermatomyositis, PDM: PM és DM egyiitt,
aPDM: aktiv PDM, iPDM: inaktiv PDM.

A CD14-expresszié diagnosztikus hatékonysagat is megvizsgaltuk ROC analizis
segitségével. Az aktiv PDM csoportot a kontrollokhoz viszonyitva magasabb ROC-AUC
értéket (AUC: 0,665) kaptunk, mint az inaktiv myositises betegek vs. kontrollok
Osszevetésben (AUC: 0,512) (13A. abra). Hasonlo volt az aktiv és inaktiv PDM-es betegek
megkiilonboztetésének hatékonysaga is (AUC: 0,638) (13B. abra).

70



dc_1077_15

100+ 100~
g 80+ g 80
(7] (7]
;g 604 '® 60-
= 2
g w g
g — aPDMvs. K. g
N 201 ‘ N 204 .
— iPDMvs K. — iPDMvs. aPDM
C L 1 T T 1 c T T T T 1
0 20 40 60 80 100 B 0 20 40 60 80 100
100% - Specificitas% (%) 100% - Specificitas% (%)

13. 4bra A monocyta CD14-expresszio hatékonysaga az aktiv és inaktiv PDM-s betegek és egészséges
kontrollok elkiilonitésében. ROC-AUC - aPDM vs. Kontroll: 0,665 (95%Cl: 0,535-0,796), p=0,023; iPDM
vs. Kontroll: 0,512 (95%Cl: 0,392-0,631), p=0,86; iPDM vs. aPDM: 0,638 (95%Cl: 0,524-0,752), p=0,018.
PDM: polymyositis és dermatomyositis csoportok egyiitt. aPDM: aktiv PDM, iPDM: inaktiv PDM.

Megallapithatjuk, hogy a monocytak CD14-expresszidjanak csokkenése osszefiiggést
mutat a betegség aktivitisaval poly- és dermatomyositisben, igy mérsékelt
hatékonysagu aktivitasi markerként szolgalhat.

6.1.1.3. A CD14-expresszio és funkcio valtozasai SLE-s betegek monocytdin gliiko-

kortikoszteroid terapia hatdsara

Az SLE ismeretlen eredeti, tobb szervet érintd, valtozatos tiineteket okozo, szisztémas,

zavara alakul Kki; mind a velesziiletett, mind a szerzett immunrendszer komponensei
érintettek. A patomechanizmus lényeges elemei a sajat antigénekkel szembeni tolerancia
attorése, patogén autoantigének megjelenése, a sejt- és szovet-tormelékek eltakaritasanak
zavara, melyek autoreaktiv T-sejtek képzddéséhez, majd T-sejt dependens, illetve
independens modon poliklonalis B-sejt aktivaciohoz ¢és az autoantitestek széles
spektrumanak termeléséhez vezetnek. Az SLE-re karakterisztikus a sejtmag alkotorészek
ellen iranyuld autoantitestek termelddése. Az autoantitestek egy része direkt mddon is
karosithatja a sejteket, szoveteket, de a patogenezis szempontjabol fontos mechanizmus az
antigén-antitest komplexek képzddése és lerakodasa is, és ezek altal az érintett szovetek és
szervek destrualasa. Emellett a szovetekben 1évé T és B sejtek, valamint myeloid elemek
aktivalodasa is fontos komponense lehet a szervkarosodédsnak. Jellemzé az SLE-re a
citokin halozat atrendezddése is: a BAFF, TNFa, IFN-a, IL1-f, ILIRA, IL-2, IL-6, IL-10
IL-17, 1L-22 és IL-37 szignifikans valtozasait irtak le ebben a korképekben [31,371,389-
392].
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crer

elérése és fenntartasa, a szervkarosodasok lehetdség szerinti megel6zése és mérséklése. A
kezelés intenzitdsat a betegség aktivitasa €és a szervi tiinetek stlyossaga hatdrozza meg.
Enyhe tiinetek esetén elegendd lehet nem szteroid gyulladascsokkentok (NSAID),
bértiinetek esetén helyi kezelés és fényvédok hasznalata. Aktiv stadiumban intenzivebb
kortikoszteroid terdpia javasolt, ami az aktivitas csOkkenése utan mérsékelhetd, illetve
elhagyhato. Sulyos esetekben, illetve a terapia refrakter betegeknél 16kés szteroid terapia
hasznalhato. Citosztatikumokkal (pl.: bolus cyclophosphamid, methotrexat) valo kezelés
sulyos vese-, illetve idegrendszeri érintettség esetén javasolt. Tovabbi terapias lehetdséget
jelenthetnek egyéb immunszupresszans szerek: chloroquine szarmazékok, intavénas
immunglobulin készitmények, calcineurin inhibitorok, mycophenolate mofetil és az ujabb
biologiai terapiak (pl. rituximab, belimumab, epratuzumab) [31,392,393].

Vizsgalataink soran arra kerestiink valaszt, hogy a CD14-expresszio mérése lehet-e
markere az SLE aktivitasanak, illetve, hogy a leggyakrabban alkalmazott kortikoszteroid
terapia hatasa kovethet6-e a CD14-expresszid meghatirozasaval.

A kiilonboz6 koncentracioji  kortikoszteroiddal in vivo kezelt SLE-s betegek
monocytadinak CD14-expresszigjat direkten jelolt CD14 ellenes monoklonalis ellenanyag
(LeuM3-PE) és aramlasi citométer segitségével hataroztuk meg. Eredményeink azt
mutattak, hogy az SLE-s betegek esetében minimalis - nem szignifikans - CD14-expresszid
csokkenés volt megfigyelhetd a kontrollokhoz képest, ami a betegség aktivitdsanak
fokozddasaval sem valtozott szamottevéen. A sejtfelszini CD14 molekuldk szdmaban
szignifikans kiilonbség csak a pulzus terapidban részesiilt betegek (MFI=18,443,8) ¢s a
tobbi csoport adatai kozott észleltiink (szteroidmentes, inaktiv SLE: MFI=33,1+12 4,
p<0,01; kis dozist szteroid, aktiv SLE: MFI1=32,1+11,2, p<0,02; kontroll: MFI=39,1+13,4,
p<0,001). Ha a pulzus szteroid terapia el6tti és utani értékparokat Wilcoxon-féle parositott
teszttel hasonlitottuk 0Ossze szintén szignifikans (p<0,03) CD14-expresszid csokkenést
tudtunk kimutatni (14A. abra).
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2] 50 ) 100 2 100
= 40 . = 80 = 80 =
e 2 2 e
E G\ E E .-
== 30 S = 60 S 60
s \ s Sy y %
5 2 2 = 5 2 40 O §< 4 &
S 0)% S H\\e qua N
1] 1 A, N
= 10 £ 20 =& = 20
= =2 =
= 0 = 0 = 0 T
Elétt Utan Elétt Uta Elétt Utan
A B 0 an C
TNFa termelés (10 ng/mL LPS) TNFa termelés (1000 ng/mL LPS)
350 350
300 B —0 300 ey —A—Beteg 1
— 0

T 250 T 250 Beteg 2

> B’) Beteg 3

> 200 2 200 —B—Beteg 4

3 150 3 150 —5— Beteg 5

LC [

Z 100 o Z 100 ~ 5 —o—Beteg 6

~ 50 B\ = 50 Beteg 7

Beteg 8
o \‘\.‘3 ) | N
D Elott Utan E Elétt Utan

14. abra Az SLE-s betegek monocytiainak CD14-expresszidja (A), CD14-fiiggé FITC-LPS kotése (B,C)
és CD14-fiiggd LPS-stimulalta TNFa szekrécioja (D,E) a pulzus szteroid terapia elétt és utan. A CD14-
expresszio mérése aramlasi citometria és direkt sejtfelszini jelolés segitségével tortént. A FITC-LPS (10 és
1000 ng/mL) kotédését 4% human szérum jelenlétében vizsgaltuk, aramlési citometria segitségével. A
CD14-expresszié és FITC-LPS kotés mértékét atlagos fluoreszcencia intenzitds (MFI) értékben fejeztiik ki.
Az izolalt monocytakat 10 és 1000 ng/mL LPS ¢és 4% szérum jelenlétében inkubaltuk 16 6ran keresztiil, majd
a sejtek feliiliszojaban a TNFa mennyiségét ELISA segitségével hataroztuk meg. A sejtek egy részét 10
ug/mL gatld anti-CD14 mAb (60bca) jelenlétében inkubaltuk, ez adta a CD14-fliggetlen LPS kotés és TNFa
termelés mennyiségét. Ezt levonva a total LPS kotés és TNFa szekrécio (nincs gatld antitest) mértékébol adja
meg a CD14-fiiggd paramétereket. Az abran ez utobbiakat mutatjuk be.

ROC analizissel Osszevetve a kontrollok és SLE-s betegcsoportok értékeit a CD14-
expresszié diszkriminativ hatékonysaga minimalis volt az inaktiv SLE (ROC-AUC: 0,618)
¢s az aktiv, alacsony dozisti szteroid terapiaban részesiilo SLE (ROC-AUC: 0,602)
csoportok esetében. Ugyanakkor magas ROC-AUC értéket kaptunk a pulzus szteroid
kezelt betegek és az egyéb csoportok Osszevetése soran (ROC-AUC: 0,863-0,977) (15.

abra).
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15. abra A monocyta CD14-expresszio hatékonysaga a szteroid terapiaban részesiil6 SLE-s betegek és
egészséges kontrollok elkiilonitésében. ROC-AUC - Nincs szteroid vs. Kontroll: 0,618 (95%Cl: 0,363-
0,873), p=0,36; Alacsony dozisu szteroid vs. Kontroll: 0,602 (95%CI: 0,335-0,869), p=0,46; Pulzus szteroid
vs. Kontroll: 0,977 (95%Cl: 0,921-1,034), p=0,0005 (A). Pulzus szteroid vs. Nincs szteroid: 0,863 (95%ClI:
0,666-1,059), p=0,01 (B). st: szteroid, K: kontroll.
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A CD14-expresszio valtozasai a periféridss monocytdkon ¢és granulocytadkon tehat,
jellemzdéek lehetnek bizonyos koéros allapotokra. Ugyanakkor érdekes kérdés az, hogy
ennck a valtozasnak van-e hatasa ezen sejtek kiilonb6z6 funkcidira. Ennek
megvalaszolasara a szteroid terapia hatasara csokkent CD14-expressziot mutato

A sejtfelszini CD14 ligandkotését SLE-s betegek monocytain FITC-cel jelolt LPS és
aramlasi citométer alkalmazasaval vizsgaltuk. A CD14-fiiggd és fiiggetlen LPS kotést egy
olyan CD14 ellenes monoklonalis antitest (60bca) segitségével hataroztuk meg, amely
gatolja az LPS CDI14-hez vald kotédését. Az antitest jelenlétében a CD14-fliggetlen
kotddés, mig hidnyaban a total kotés mérhetd, és a kettd kiilonbsége adja meg a CD14-
medialta LPS-asszocidciot. Akar 10, akar 1000 ng/mL FITC-LPS-t hasznaltunk a
jeloléshez az SLE-s betegek monocytainak CD14-fliggé LPS kotése csokkent az in vivo
alkalmazott szteroid dozis emelkedésével. A valtozas szignifikans volt a kontrollok és a
pulzus, illetve a kis dozisu szteroid terapiaban részesiilt betegek adatai kozott, ugyanakkor
nem talaltunk eltérést, ha a kontrollok és a szteroid terapiaban nem részesiilt SLE-s betegek
eredményeit vetettilk 6ssze. Pulzus szteroid terapia utan a betegek monocytainak CD14-
fiiggd LPS-kotése szignifikansan alacsonyabb volt, mint kis dozist terapia esetén, illetve
terapia nélkiil (16A. abra).

Szignifikans kiilonbségeket észleltink a CD14-fiiggé LPS kotést illetden, amikor
Wilcoxon-féle parositott teszt segitségével a pulzus szteroid kezelésben részesiilt SLE-S
betegek terapia eldtti és utani értékparjait hasonlitottuk 6ssze a (10 ng/mL LPS: p<0,02;
1000 ng/mL LPS: p<0,02) (14B,C. abra).
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16. abra Az SLE-s monocytak CD14-medialta LPS-kiotése és TNFa szekrécioja a szteroid dozis
fiiggvényében. A FITC-LPS (10 és 1000 ng/mL) kotédését 4% human szérum jelenlétében vizsgaltuk,
aramlasi citometria segitségével, a kotddés mértékét atlagos fluoreszcencia intenzitas (MFI) értékben fejeztiik
ki (A). Az izolalt monocytakat 10 és 1000 ng/mL LPS és 4% szérum jelenlétében inkubaltuk 16 oOran
keresztiil, majd a sejtek feliiluszojaban a TNFa mennyiségét ELISA segitségével hataroztuk meg (B). A
sejtek egy részét 10 pg/mL gatld anti-CD14 mADb (60bca) jelenlétében inkubaltuk, ez adta a CD14-fiiggetlen
LPS kotés és TNFa termelés mennyiségét. Ezt levonva a total LPS kotés és TNFa szekrécid (nincs gatld
antitest) mértékébdl adja meg - az itt bemutatott - CD14-fliggd paramétereket (A,B).
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A kontrollok ¢és az SLE-s betegek monocytainak CD14-fiiggé aktivacidjat az LPS
kotéshez hasonlé modon hataroztuk meg a sejtek altal termelt TNFa mérésével. A kontroll
csoporthoz viszonyitva a pulzus, illetve a kis dozisu szteroid kezelésben részesiilt betegek
LPS-indukalta TNFa termelése alacsonyabb volt, de ez az eltérés csak a pulzus terapidban
részesiiltek esetén volt szignifikdns. A pulzus terdpids betegekben mért értékek
szignifikansan alacsonyabbak voltak a kezeletlen betegekéhez képest is (16B. abra).

Amennyiben a terapia el6tti és utani értékparokat Wilcoxon-féle parositott teszttel
hasonlitottuk Ossze, szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a monocytak pulzus terapia
elétti és utani CD14-fiiggd TNFa szekréciojaban (10 ng/mL LPS: p<0,05; 1000 ng/mL
LPS: p<0,04) (14D,E. abra).

A CD14-expresszié csokkenése nem tiinik aktivitisi markernek SLE-ben, de jol
koveti a nagydoézisu kortikoszteroid terapia hatasat, és potenciilisan alkalmas lehet
ennek a monitorozasara. A pulzus szteroid kezelés hatasira bekovetkezé CD14
receptor szam csokkenést az SLE-s monocytikon csokkent LPS-indukalta
sejtaktivacio kiséri.

6.2. SZOLUBILIS BIOMARKEREK

A Dbiomarkerek rutin diagnosztikai alkalmazasanak legjelentdsebb teriilete a vérben-
plazméban-szérumban keringd, illetve egyéb testnedvekben 1évé molekuldk jelenlétének
kimutatasa vagy mennyiségének meghatarozasa. Ezeknek a szolubilis markereknek a
szama igen nagy, €és a plazmdban nagy, kozepes és kis koncentracioban eléfordulo
molekuldk is ebbe a csoportba sorolhatoak. Vizsgalataink soran ismert €s tijabb molekulék,
akut fazis fehérjék (CRP, PCT, LBP, sCDI14), specifikus antitestek (ANCA),
tumormarkerek (HE4, CA 125, TPA, CEA, Cyfra 21.1, TK, NSE) és csontanyagcsere
markerek (D-vitamin, sclerostin) diagnosztikai jelentdségét tanulmanyoztuk kiilonbozo
koros allapotokban. Ezen szérum paraméterek egy részénél nagy szerepe lehet bizonyos
preanalitikai megfontoldsoknak is. Erre mutatunk példat a HE4 tumormarker és a sclerostin

csontmarker esetében.

6.2.1. A szérum sCD14 koncentraciojanak mérése kiilonbozo immunpatomechanizmusu

korképekben

A korabban targyalt membran-expresszalt forma mellet a CD14 molekulanak szolubilis
formdja (sCD14) is 1étezik, melynek koncentracidja az egészséges emberi szérumban 1-5

mg/L, de akut gyulladas esetén 3-4-szeresére emelkedik a szintje [32,43-46], pozitiv akut
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fazis fehérjének tekinthetd. Tobb olyan fertdzéses, kronikus gyulladassal jard, autoimmun
¢és atopids-allergias betegség is ismeretes, ami a mCD14 és a szérumban taldlhaté sCD14
szintek megvaltozasaval jar [32,43-46,49-54].

Vizsgalataink soran arra kerestiink valaszt, hogy bizonyos immunpatomechanizmusu

korképekben mutat-e valtozast a szérum sCD14 szintje.

6.2.1.1. Atopias dermatitis

A 6.1.1.1. alatt vizsgalt kontroll és betegcsoport esetében a sejtfelszini CD14-expresszio
kompeticion alapuld, aramlasi citométeres modszer segitségével. Valamennyi
betegcsoportban alacsonyabb sCD14 szintet mértiink a kontrollokhoz képest, azonban a
kiilonbség csak az Osszes AD-S beteget egyesitd csoportban, valamint az extrinsic AD-S
betegek csoportjaban volt szignifikans (6sszes AD: 1.119,9+372,5 pg/L, p<0,03; extrinsic
AD: 1.084,2+407,9 ug/L, p<0,02; intrinsic AD: 1.199,2+283,0 ug/L, p=0,36; kontrollok:
1.334,4+385,7 pg/L).

Itt is megvizsgaltuk, hogy a sCD14 szint mennyire lehetne hatékony biomarker az AD-S
betegek azonositadsara. A ROC analizis azt mutatta, hogy a szérum sCDI14 koncentracio
mérsékelt hatékonysaggal kiilonitette el az Gsszes AD-s beteget a kontrolloktol (ROC-
AUC: 0,690, optimalis szenzitivitas: 69,0% ¢és specificitas: 71,4%), mig az extrinsic AD
vs. kontroll Gsszevetés valamivel nagyobb effektivitast mutatott (ROC-AUC: 0,731,
optimalis szenzitivitas: 70,0% és specificitas: 81,0%) (17. abra)
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17. abra A szérum sCD14 hatékonysaga az AD-s betegek és egészséges kontrollok elkiilonitésében.
ROC-AUC - Osszes AD: 0,690 (95%Cl: 0,540-0,840), p=0,023; Intrinsic AD: 0,598 (95%ClI: 0,376-0,820),
p=0,403; Extrinsic AD: 0,731 (95%CI: 0,566-0,896), p=0,011. AD: atopias dermatitis.

A csokkent szérum sCD14 szint jellemzé az AD-s betegekre, ez azonban csak
mérsékelt hatékonysaggal tesz kiilonbséget a betegek és kontrollok kozott.
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6.2.1.2. Poly- és dermatomyositis

A 6.1.1.2. alatt jellemzett kontroll és myositises betegcsoporton a sejtexpresszalt CD14
mellett megvizsgéltuk a szérum sCD14 szint valtozasait is. Els6 1épésként a PM-es és a
DM-es betegcsoportokat hasonlitottuk 6ssze; a szérum sCDI14 koncentraciojat a
kompeticion alapuld aramlasi citometridas modszerrel mértik meg. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a két betegcsoport ¢€s a kontrollok szérum sCDI4
koncentracioiban, ezért a késObbiekben az Gsszes myositises beteget egy homogén — PDM
elnevezési - betegcsoportba vontuk 6ssze (18A. abra).

Ezt kovetden a betegeket két csoportra osztottuk betegségiik aktivitasa alapjan, melyet a
klinikai tiinetek és a laboratoriumi paraméterek figyelembe vételével hataroztunk meg.
Eredményeink azt mutattak, hogy a sCD14 koncentracidja szignifikansan magasabb volt az
aktiv betegekben (aPDM) mint az inaktiv betegekben (iPDM) vagy a kontrollokban
(aPDM: 2.850,8+577,4 ug/L; iPDM: 2.337,6+325,2 png/L, p<0,0001; Kontroll:
2.357,6£399,9 ug/L, p<0,0003) (18B. abra). Mindezek alapjan tehat, a szérum sCD14
koncentraci6 emelkedése a myositis aktivitdsi markerének is tekinthetd; és valdban a
sCD14 koncentraci6 és — a betegség aktivitasdnak egyik markere — a szérum laktat-

dehidrogenaz aktivitds kozott szignifikdns korrelacidt tudtunk kimutatni (R=0,273,
p<0,004).
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18. abra A szérum sCD14 koncentraciok osszevetése polymyositises, dermatomyositises betegek és
egészséges kontrollok mintdiban (A). A szérum sCDI14 koncentracio oOsszefiiggése a betegség
aktivitasaval poly/dermatomyositisben (B). A sCDI14 szintet az inhibiciés aramlasi citometrias modszer
segitségével hataroztuk meg a betegek szérumaban. PM: polymyositis, DM: dermatomyositis, PDM: PM és
DM egyiitt, alPDM: aktiv PDM, iPDM: inaktiv PDM.

ROC analizis segitségével megvizsgaltuk, hogy a szérum sCD14 koncentracié mennyire
hatékonyan képes megkiilonboztetni a kiilonb6z6 aktivitasi betegcsoportokat a kontroll
csoporttol. Az aktiv PDM csoportot a kontrollokhoz viszonyitva magasabb ROC-AUC
értéket (AUC: 0,771) kaptunk, mig az inaktiv myositises betegek és a kontrollok kozott
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Iényegében nem tett a sCD14 kiilonbséget (AUC: 0,505) (19. abra). Ugyanakkor az aktiv
¢és inaktiv PDM-es betegek megkiilonboztetésében igen jo hatékonysagot mutatott (AUC:

0,802).
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19. dabra A szérum sCD14 hatékonysiga az aktiv és inaktiv PDM-s betegek és egészséges kontrollok
elkiilonitésében. ROC-AUC - aPDM vs. Kontroll: 0,771 (95%Cl: 0,656-0,886), p<0,0003; iPDM vs.
Kontroll: 0,505 (95%Cl: 0,364-0,647), p=0,94; iPDM vs. aPDM: 0,802 (95%Cl: 0,712-0,892), p<0,0001.
PDM: polymyositis és dermatomyositis csoportok egyiitt. aPDM: aktiv PDM, iPDM: inaktiv PDM, K:
kontroll.

A szérum sCD14 koncentricio emelkedése osszefiiggést mutat a betegség
aktivitasaval poly- és dermatomyositisben, és jo hatékonysagu aktivitasi markerként
szolgalhat.

6.2.1.3. Szisztémas lupus erythematosus

A sCD14 mérésére alkalmas aramlési citometrids assay validaldsa sordn 53 egészséges
kontroll és 23 SLE-s beteg sCD14 eredményét hasonlitottuk dssze. Az Gsszes egészseéges
kontroll eredményeit értékelve az atlagos szérum sCD14 koncentracio 1.904+411 ng/L
volt, és a férfiak (1.897+£336 pg/L, n=29) és nék (1.912+495 ng/L, n=24) értékei nem
mutattak szignifikans (p<0,9) kiilonbséget. A kontroll és SLE-s betegek Osszevetése 27
kontroll és 23 beteg mintajanak mérése alapjan tortént, mert a rendelkezésre allo 1 db
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ELISA kit segitségével csak ennyi minta mérésére volt
lehet6ségiink. Az 1ij, aramlasi citometrias modszerrel kapott eredmények alapjan a betegek
sCD14 koncentracidja (2.625+704 ug/L) szignifikansan magasabb volt a kontrollokénal
(1.907+467 pg/L; p<0,0002). Az ELISA-val nagyon hasonlo sCD14 szinteket mértiink
(SLE: 2.721£700 pg/L, kontroll: 1.978+427 ug/L, p<0,0001), és Pearson regresszioval
Osszevetve a két modszer jol korrelalt egymassal (r=0,92). Annak ellenére, hogy a

vizsgalati csoportok mintaszdma meglehetdsen alacsony az elvégzett ROC analizis alapjan
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a szérum sCD14 mérés diagnosztikus ereje meglehetdsen nagy volt (aramlasi citometrids
modszer: AUC=0,838; ELISA: AUC=0,854) (20. abra). Az optimalis cut-off (2.100 ug/L)

mellett az aramlasi citometrias teszt szenzitivitasa 78%, specificitasa 81% volt.
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20. abra A szérum sCD14 hatékonysaga az SLE-s betegek és egészséges kontrollok elkiilonitésében.

ROC-AUC - ELISA médszer: 0,854 (95%CI: 0,744-0,964), p<0,0001; Aramlési citometrias modszer: 0,838
(95%CI: 0,725-0,952), p<0,0001.

A szérum sCD14 mérése hatékonyan tesz kiilonbséget az SLE-s betegek és az

egészséges kontrollok kozott, és ha nem is betegség-specifikus, de relative érzékeny
markere lehet az SLE-nek.

6.2.2. Akut fazis fehérjék a majcirrhosishoz tarsulo fertozések diagnosztikajaban

A cirrhosishoz tarsuld fertézések jelentdsen fokozzak a cirrhosis mortalitdsat, amit a
fertézés altal indukalt sulyos szovodmények (dekompenzacid, varix vérzés €s egyeb
vérzéses szovodmények, veseelégtelenség, hepatikus encephalopathia) kialakulasa
magyarazhat. Az infekciok diagnosztizalasa ugyanakkor nehézségekbe iitkozik ebben a
betegcsoportban. A klinikai tiinetek igen gyakran nem jellegzetesek, és a diagnosztikus
laboratoriumi paraméterek jo része akut fazis fehérje (AFF), amelyek a majban
termelédnek és eldrehaladott cirrhosisban szintjilkk kevésbé emelkedik [394-396].
Vizsgalatunk sordn rutinszerlien hasznalt és kevésbé frekventalt akut fazis fehérjek

diagnosztikus  hatékonysagat vizsgaltuk meg a cirrhosishoz tarsuldo infekciok

kimutatasaban.
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6.2.2.1. Az akut fazis fehérje szintek a fertozéses és fertozes nélkiili betegek csoportjaban

A vizsgalatba bevont 368 cirrhosisos beteg koziil 139-nek volt bakterialis infekcidja,
mig 229 betegnél nem volt fertdzés a mintavétel idején. A klinikai paramétereket illetéen
nem volt kiilonbség a nemben, a kisér0 betegségek ¢€s a hepatocellularis carcinoma
gyakorisagaban a két csoport kozott. Ugyanakkor a fertézéses betegek idosebbek voltak,
sulyosabb volt a betegségiik (magasabb atlagos Child- és MELD score), és gyakrabban
fordultak el6 klinikai sz6vodmények (ascites, varix vérzés).

A fertézéses ¢és fertdzés nélkiili betegek dsszehasonlitasa soran egyértelmii volt, hogy a
fertdzések jelenlétében szignifikansan magasabbak a CRP, PCT és LBP szintek.
Ugyanakkor a két csoport sCD14 szintje k6zott nem volt szignifikans kiilonbség (2.
tablazat). Az egyes markerek kozotti Osszefliggést megvizsgalva pozitiv korrelaciot
talaltunk a PCT (r=0,61, p<0,0001), LBP (r=0,62, p<0,0001), sCD14 (r=0,23, p=0,004),
fehérvérsejt (Fvs) szam (r=0,23, p=0,0038), abszolut neutrophil granulocyta (PMN) szam
(r=0,26, p=0,0025) és a CRP szintek kozott a fertdzott betegesoportban.

Nem fert6zéses Fertozéses p-value
n=229 n=139

CRP (mg/L) 2,7]1,1-6,3] 28,5 [14,9-53,1] <0,0001
PCT (ug/L) 0,10[0,01-0,11] 0,32 [0,13-0,88] = 0,019
LBP (ug/L) 19.081 [15.137-27.302] 29.289 [18.426-44.308] <0,0001
sCD14 (ng/L) 2.336 [1.792-3.147] 2.613 [1.929-4.043] N.S.
Fvs szam (G/L) 5,3[4,0-7,0] 7,3[5,7-11,3] <0,0001
PMN sejtszam (G/L) 3,2 [2,4-4,6] 5,3[3,7-8,9] <0,0001

2. tablazat A tesztelt markerek koncentracidéja a nem fertézott és a fert6zott betegesoportokban. Az
adatok a medidn és az interkvartilis tartomany hatarértékeit mutatjak. Fvs: fehérvérsejt; PMN: neutrophil
granulocyta.

6.2.2.2. Az egyes paraméterek diszkriminativ ereje a cirrhosishoz tarsulo fertozések

kimutatasaban

ROC analizissel is megvizsgéltuk, hogy a tesztelt AFF markerek képesek-e a nem
fert6zott és fert6zott betegesoport kozott differencialni, és esetlegesen lehet-e ilyen
esetekben diagnosztikai értékiilk. A ROC gorbe alatti teriilet a CRP esetében volt a
legnagyobb [AUC, (95%CI): 0,93 (0,90-0,95)], ez a PCT esetében [AUC, (95%CI): 0,84
(0,79-0,88)] mar valamivel alacsonyabb értéket mutatott, mig a tobbi AFF és paraméter
esetében a tesztek diszkriminativ ereje joval gyengébb volt [LBP — AUC, (95%CI): 0,67
(0,61-0,73); sCD14 — AUC, (95%Cl): 0,57 (0,51-0,63); fehérvérsejtszam — AUC,
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(95%Cl): 0,73 (0,67-0,78); abszolut PMN szam — AUC, (95%Cl): 0,77 (0,72-0,82)]. A 3.
tablazat mutatja az egyes markerek analitikai paramétereit a ROC gorbe segitségével
meghatarozott optimalis cut-off értékek alapjan (egyesével, illetve a CRP esetében a PCT-
vel kombinalva is). Az eredmények alapjan a szérum sCDI14 mérés alacsony
szenzitivitas/specificitas, valamint pozitiv/negativ prediktiv értékkel rendelkezik, igy nem
alkalmas az infekcio jelenlétének kimutatasara cirrhosisos betegekben. A CRP viszont az
eredmények alapjan érzékeny markernek tinik, ¢és kiilondsen a PCT szint
meghatarozasaval kombinalva a bakteridlis infekciok detektalasanak érzékeny markere
lehet.

Szenzitivitas  Specificitas PPE (%) NPE (%)

(%) (%)

Fertozéses vs. fertozés nélkiili

CRP (5 mg/L) 96 69 65 96
CRP (10 mg/L) 84 91 84 91
PCT (0,15 pg/L) 72 84 72 84
PCT (0,5 pg/L) 36 98 90 72
LBP (25.467 pg/L) 59 71 55 75
sCD14 (2.804 ng/L) 50 67 45 68
CRP és PCT pozitiv® 62 98 94 81
Legalabb egy marker pozitiv® 94 77 70 96

3. tablazat. Akut fazis fehérjék hatékonysaga a fertozott és nem fertozott betegek
megkiilonboztetésében. *CRP 10 mg/L és PCT 0,15 pg/L. PPE: pozitiv prediktiv érték, NPE: negativ
prediktiv érték.

6.2.2.3. A CRP hatékonysaganak vizsgalata kiilonbozo sulyossagu cirrhosis esetében

A CRP tehat, a bakterialis infekciok detektaldsanak egy hatékony markere, ugyanakkor
pozitiv akut fazis fehérje, melynek teljesitményét befolydsolhatja a majbetegség
sulyossaga, a m4j parenchyma allapota. Ennek tesztelésére kiilon ROC analizist végeztiink
- a fertdzéses ¢€s fertdzésmentes betegek mintait dsszevetve - a Child A, B és C stadiumu
betegcsoportokon, illetve az ascitessel bird és attol mentes csoportokban. A ROC gorbe
alatti tertilet alacsonyabb volt a Child B és C csoportban a Child A csoport eredményéhez

képest, és az ascites jelenléte is rontotta a CRP hatékonysagat (21. ébra).
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21. abra A CRP hatékonysaganak valtozasa a cirrhosis sulyossagaval (A) és ascites
jelenlétében/hianyaban (B). ROC analizis (fert6zéses vs. fertézés nélkiili betegek). ROC-AUC - Child A:
0,97 (95%CI: 0,94-1,00); Child B: 0,91 (95%Cl: 0,86-0,94); Child C: 0,87 (95%CIl: 0,80-0,94); Ascites
NEM: 0,95 (95%Cl: 0,92-0,99); Ascites IGEN: 0,88 (95%ClI: 0,83-0,93).

crer

A CRP ¢és PCT szintje szignifikdnsan magasabb volt az elérehaladott cirrhosisban és
ascites jelenléte esetén is (median értékek; Child C vs. A, CRP: 7,0 vs. 1,5 mg/L, p=0,008;
PCT: 0,44 vs. 0,10 ug/L, p<0,0001; ascites van vs. ascites nincs, CRP: 4,5 vs. 1,9 mg/L,

kiilonbség az egyes Child csoportok kozott és az ascites-pozitiv és -negativ betegek
esetében. A szérum CRP, PCT, LBP ¢és sCD14 szint nem kiilonbozott az ASCA IgA, 1gG
vagy anti-OMP IgA antitest-pozitiv és -negativ cirrhosis egyének kozott sem.

6.2.2.5. Az AFF-k koncentracidja és az elso klinikailag szignifikans bakterialis infekcio

kialakulasaig eltelt ido kozotti osszefiiggés vizsgalata

Kaplan-Meier analizis alapjan 10 mg/L-nél kisebb CRP koncentracio esetén mind a 3,
mind a 12 honapon beliili infekcid kialakuldsanak valdszinlisége kisebb volt a magasabb
CRP-vel biro esetekhez képest (22. abra). A Cox regresszios analizis azt mutatta, hogy a
laboratoriumi paraméterek koziil csak a CRP fliggetlen riziké faktora a 3-honapon beliil

kialakulo6 bakterialis infekcioknak (HR: 3,29 95%CI: 1,09-9,95, p=0,035).
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22. abra A CRP szint és a bakterialis fertézések kialakulasa kozotti osszefiiggés (Kaplan-Meier
analizis). A fert6zésmentes tilélés azon betegek aranyat mutatja, akiknél 3 (A), illetve 12 honap (B) alatt
nem alakult ki klinikailag jelentds infekcio. A betegeket a CRP=10 mg/L kiiszobérték alapjan osztottuk 2
csoportba, és ezek infekcidmentes talélését vetettiik dssze.

A vizsgalt akut fazis fehérjék koziil a CRP a legérzékenyebb teszt a cirrhosishoz
tarsulo fert6zések kimutatasara, bar eldrehaladott betegség esetén hatékonysaga
csokken. Jol hasznalhaté még emellett a szignifikans bakterialis fert6zések
elorejelzésére is az aktualisan infekciomentes betegek esetében.

6.2.3. Az ANCA-k eléfordulisanak gyakorisdga cirrhosisos betegek mintdiban és ennek
tarsuldsa a betegséget kisérd infekciokhoz

Az ANCA-k keletkezésével kapcsolatban tobb kiilonb6z6 elmélet is ismert ¢€s
valoszinlisithetd, hogy bizonyos bakteridlis komponensekkel vald keresztreakcid is
szerepet jatszhat ezek kialakuldsaban. Miutan a cirrhosisos betegek esetében az atlagosnal
joval gyakrabban alakulnak ki ilyen fertdzések, gyakran minimalis klinikai tiinetekkel (pl.
bakterialis transzlokacid), ezért valdsziniinek tlint, hogy ezek az antitestek cirrhosisos
betegek vérében is jelen vannak. Ezt vizsgaltuk meg részletesebben, és ekdzben teszteltiik
azt is, hogy ezek az antitestek mennyire lehetnek alkalmasak a cirrhosishoz tarsuld

fertdzések kimutatasara, illetve eldrejelzésére.

6.2.3.1. Az ANCA-k elofordulasanak gyakorisaga cirrhosisban

Az ANCA kimutatasa indirekt immunfluoreszcens modszerrel tortént, és szignifikansan
nagyobb volt az IgG ¢és IgA tipusat ANCA pozitivitds a betegek kozott az egészséges
kontrollokhoz viszonyitva. A varakozasainknak megfeleléen az IgA tipusi ANCA

antitestek ardnya magasabb volt az IgG tipust antitestekhez viszonyitva (4. tablazat).
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A fluoreszcens festddési mintazat kiilonb6z6 volt az IgA és IgG tipusa ANCA-k
esetében. Az IgA antitestek esetében a c-ANCA dominalt (46,3%), mig a p-ANCA
(31,3%) ¢és az atipusos p-ANCA (22,4%) aranya alacsonyabb volt. Az IgG antitesteknél az
atipusos p-ANCA volt a leggyakoribb (51,1%), mig a c-ANCA és p-ANCA el6fordulasa
joval ritkabb (21,6% és 27,3%).

Kontrollok Cirrhosis

N 100 385

Osszes ANCA pozitiv* 4 (4,0%) 281 (73,0%)
Osszes ANCA IgA pozitiv* 0 (0,0%) 201 (52,2%)
Osszes ANCA 1gG pozitiv 4 (4,0%) 140 (36,4%)
ANCA IgA pozitiv (IgG-negativ)* 0 (0,0%) 141 (36,6%)
ANCA 1gG pozitiv (IgA-negativ)* 4 (4,0%) 80 (20,8%)
ANCA IgA és 1gG pozitiv* 0 (0,0%) 60 (15,6%)

4. tablazat Az ANCA IgA és IgG pozitivitas eléfordulasa cirrhosisban. Indirekt immunfluoreszcens
modszer segitségével meghataroztuk az IgA és IgG ANCA pozitivitds aranyat egészséges kontrollok és
cirrhosisos betegek mintdjaban. Az ANCA pozitivitas szignifikansan magasabb volt a betegekben. *p<0,001.

6.2.3.2. Az IgA tipusu ANCA tovabbi karakterizaldsa

A cirrhosisos betegekben tovabb vizsgaltuk az IgA tipusit ANCA jellemzdit. Egy
kvantitativ indirekt immunfluoreszcens modszert hasznalva meghataroztuk az IgA; és IgA;
tipusut ANCA-k aranyat, ¢€s az IgA, tipusu antitestek gyakorisdga jelentdésen emelkedett
volt (46,2+8,5%), csak minimalisan tért el az IgA; ANCA ardnydhoz képest. (Az
egeszséges egyének szérumaban mért Osszes IgA, aranya a totdl IgA mennyiségéhez
viszonyitva kb. 10%, és az Ossz IgA; antitest ardny kb. 90%). Az IgA, ANCA-k aranya
minden tipusu fluoreszcens mintazat esetében hasonld volt. A szekretoros komponens
pozitiv . ANCA a cirrhosisos betegek 86,8%-ban volt kimutathatd. Ez megint sokkal
magasabb, mint az egészséges egyének vérében, ahol a total IgA kb. 1%-a tartalmaz
szekretoros komponenst.

Anti-MPO és anti-PR3 ELISA-k segitségével megvizsgaltuk az IgA tipusi ANCA-k
antigén specificitasat, azonban csak a p-ANCA pozitiv mintdk 4,9%-a és a c-ANCA
mintak 16,5%-a mutatott anti-MPO, illetve anti-PR3 pozitivitast. Ez azt jelzi, hogy a
cirrhosisos betegekben detektalt IgA tipusat ANCA-k eltérd antigén specificitdst mutatnak

a klasszikus ANCA mintazatokhoz viszonyitva.
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6.2.3.3. Az ANCA és a klinikai paraméterek osszefiiggése

Az IgA ANCA pozitivitas folyamatos emelkedést mutatott a betegség elérehaladtaval a
Child stddiumoknak megfeleléen, és magasabb volt a pozitivitds ardnya ascites
jelenlétében is (5. és 6. tablazat). Ez a valtozas nemcsak az ANCA pozitivitas szintjén volt
megfigyelhetd, hanem az IgA ANCA titer is hasonld irdnyu valtozast mutatott: nétt az
antitest mennyisége a betegség sulyosbodasaval (23. abra). Ezzel ellentétes iranya
valtozast mutatott az IgG tipustt ANCA aranya: az elérehaladottabb Child stadiumokban és
ascites esetén a szintje csokkent (5. és 6. tablazat).

Az egyéb baktérium ellenes IgA-tipusu antitestek jelenléte 0sszefiiggést mutatott az IgA
ANCA pozitivitassal. Az ASCA IgA és az anti-OMP IgA gyakrabban fordult elé IgA
ANCA pozitiv betegekben (ASCA: 59,0% vs. 23,5%, p<0,001 és anti-OMP: 75,5% vs.
50,5%, p<0,001).

Child-Pugh stadium

A (n = 144) B (n=136) C (n=105)
ANCA IgA és/vagy IgG pozitiv 100 (69,4%) 100 (73,5%) 81 (77,1%)
ANCA IgA pozitiv 55 (38,2%) 78 (57,4%) 68 (64,8%)"
ANCA IgG pozitiv (magaban) 45 (31,2%) 22 (16,2%) 13 (12,4%)"

5. tablazat: Az ANCA IgA és IgG pozitivitas ardnya a cirrhosis sulyossaganak fiiggvényében. Az IgA
ANCA pozitivitas gyakorisaga nd, mig az 1IgG ANCA-¢é csokken Child A-t6l Child C-ig. ANCA IgA pozitiv
= IgA+/1gG- vagy IgA+/1gG+ esetek. ANCA IgG pozitiv (magaban) = IgA-/IgG+ esetek. "p<0,001.

Betegek ascitessel Betegek ascites nélkiil

(n=204) (n=181)
ANCA IgA és/vagy IgG pozitiv 141 (69,1%) 140 (77,3%)
ANCA IgA pozitiv 86 (42,2%) 115 (63,5%)"
ANCA IgG pozitiv (magaban) 55 (27,0%) 25 (13,8%)"

6. tablazat: Az ANCA IgA és IgG pozitivitas ardnya a cirrhosis sulyossaganak fiiggvényében. Az IgA
ANCA pozitivitas gyakorisaga nagyobb, mig az IlgG ANCA-¢ kisebb ascites jelenléte esetén. ANCA IgA
pozitiv = IgA+/1gG- vagy IgA+/IgG+ esetek. ANCA IgG pozitiv (magéban) = IgA-/1gG+ esetek. “p<0,001.
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23. abra Az ANCA IgA titerek valtozasa a cirrhosis sulyossaganak fiiggvényében. A magasabb titerii
IgA ANCA pozitivitas aranya novekszik Child A-to6l C-ig (A), és nagyobb ascites jelenléte esetén is (B).

6.2.3.4. Az ANCA és a bakteridlis infekciok osszefiiggése

A vizsgalat ideje alatt 110 beteg (31,9%) esetében dsszesen 187 klinikailag szignifikans
fertdzéses epizdd zajlott le, 39,4%-uknal egynél tobb eset is. A fertézések lokalizacidja a
kovetkezOképpen alakult: spontan bakteridlis peritonitis 27,5%, pneumonia 17,5%, hugyti
infekcid 12,5%, bor €s lagyrész infekcid 8,9%, egyéb 16,5%. A fertdzéses esetek 17,1%-
aban az infekcio eredetét nem lehetett azonositani. A fert6zést okoz6 baktériumok 60,9%-
ban Gram-negativak, 39,1%-ban Gram-pozitivak voltak. A fert6zésekkel Osszefiiggésbe
hozhato legfontosabb klinikai paraméterek a cirrhosis elérehaladottsdga (Child C, ascites
jelenléte), hepatikus encephalopathia és a kisérd betegségek jelenléte.

Az IgA ANCA pozitiv esetek kozott szignifikdnsan magasabb volt az infekcids
események szdma az IgA ANCA negativ csoporthoz viszonyitva (38,9% vs. 24,1%,
p<0,01). A fertézések gyakrabban fordultak el6 a magasabb IgA ANCA titerrel bird
betegek kozott (negativ - 24,1%, titer 1:10 - 18,2%, titer 1:32 - 42,9%, titer >1:100 -
54,7%, p>0,001). Az ANCA mintazatok kozil a c-ANCA jelentette a legnagyobb
kockazatot a klinikailag szignifikans infekcio kialakulasara (OR: 2,71; 95%CI: 1,54-4,75,
p<0,001).

Az els6 klinikailag szignifikans infekcio kialakuldsaig eltelt id6t meghatarozo klinikai
paraméterek a Child stadium, ascites, illetve kiséré betegségek jelenléte voltak (Kaplan-
Meier analizis, 24A,B,C. abra). Az I[gA ANCA pozitivitdsnak is hasonlé hatasa volt a két
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éves kovetési periddus soran (24D. abra). Az IgA ANCA ¢és az infekciok kialakulasanak

Osszefliggését Cox regresszios modell alapjan is analizaltuk, és az IgA antitestek jelenléte

fliggetlen prediktora volt a fert6zéses allapotok megjelenésének (a nem, Child score €s

kisérd betegségekre vald korrekceio utan is)(p=0,006, 7. tablazat).
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24, abra A fertézés mentes tulélés aranyanak valtozasa az idé fiiggvényében. Az adatok értékelése
Kaplan-Meier analizis segitségével tortént. A klinikailag jelentds fert6zések kialakulasanak valosziniiségét
szignifikansan fokozta az elérehaladottabb majkarosodas (Child B és C)(A), az ascites (B) és kisérd
betegségek (C) jelenléte, valamint az I[gA ANCA pozitivitas (D).

Hazard Ratio  95% ClI

Nem 0,299 1,22 0,83-1,77
Kisérd betegségek 0,008 1,68 1,14-2,47
Child-Pugh stadium <0,001

Child A viszonyitasi alap

Child B 0,016 1,81 1,12-2,95

Child C <0,001 3,42 2,07-5,64
ANCA IgA pozitivitas i
1:32 titer 0,006 1,74 1,18-2,56

7. tablazat Az els6 klinikailag jelentds infekcioig eltelt id6t befolydsolé paraméterek. Az értékelés Cox
regressziés modell alapjan tortént. A Child stadiumoknal a Child A stadium volt a viszonyitasi alap. p érték:

szignifikancia szint; 95% CI: 95% konfidencia intervallum.
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Megallapithatjuk, hogy az IgA tipusi ANCA antitestek pozitivitasa Kifejezetten
gyakori cirrhosisban, és magas titerben mutathatok ki ezek az antitestek.
Osszefiiggést mutatnak a bakterialis infekciok jelenlétével és egyben fiiggetlen
prediktorai is ezek kialakulasanak. Az ANCA IgA; alosztaly emelkedett aranya és a
magas szekretoros komponens pozitivitas felveti a béltraktusban lévé immunsejtek és
a cirrhosisra jellemzo fokozott bakterialis transzlokacio szerepét ezen antitestek
kialakulasaban.

6.2.4. Tumormarkerek vizsgalata tiidotumoros betegek szérummintdiban

6.2.4.1. HE4 - a tiidétumor diagnosztika lehetséges uj markere

A tid6tumor a vilagon a masodik/harmadik legnagyobb incidenciaji rosszindulata
daganat, ami az Osszes daganatos megbetegedés 16,5%-at jelenti. Még jelentGsebb az,
hogy a daganatos halalozasok kozott elsé helyen all. Epidemiologiai adatok alapjan az 5-
éves tulélés ebben a betegségben csak kb. 17%. Ennek a rossz prognézisnak egyik f6 oka a
betegség késoi felismerése. A jelenleg hasznalhatd radioldgiai eljarasok és laboratoriumi
markerek nem eléggé érzékenyek és specifikusak a betegség kimutatdsara a korkép korai
stadiumaban [397-401]. Ezért 10j, jobb diagnosztikus hatékonysagi paraméterek
azonositasa feltétleniil kivanatos. Az egyik ilyen lehetséges uj alternativa a Human
epididymis protein 4 (HE4), amely a petefészek tumor diagnosztikajanak viszonylag 1j
eleme, és szorvanyos adatok szolnak arrél is, hogy ez a tumormarker tiid6tumorban is
emelkedett lehet. Ebben a keresztmetszeti, eset-kontroll vizsgalatban 98 Ujonnan
diagnosztizalt, még terapidban nem részesiilt tiidétumoros beteg mintdjaban hatdroztuk
be, hogy a petefészek betegségeibdl szarmazod, illetve a menstruacios ciklussal jard
hormonalis valtozasok zavard hatasat kikiiszoboljiik.

Els6 1épésben a kiilonbozd preanalitikai faktorok hatasat vizsgaltuk meg a kontrollok és
a tiidétumoros betegek szérumaban mért HE4 szintekre. Statisztikailag szignifikans pozitiv
korrelacié volt a HE4 szint és az ¢életkor kozott az egészséges kontrollok esetében
(Spearman’s rho=0,374, p<0,001). Ha a median ¢letkor (62 év) alapjan 2 csoportra
osztottuk a kontrollokat akkor az idésebb csoportban szignifikdnsan magasabb volt a HE4
szint a fiatalabbakhoz hasonlitva (67,2 [54,6-82,5] pmol/L vs. 53,7 [43,3-65,3] pmol/L;
p=0,001) (25A. abra). A HE4 negativ korrelaciot mutatott a vesefunkciot jelz6 eGFR-rel is
(Spearman’s rho = -0,278, p=0,005) a kontrollokban, jelezve hogy a vesemiikodés

crer

emelkedett volt a HE4 koncentracié a jelenleg dohanyzé kontrollok szérumaban (70,7
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[55,6-93,3] pmol/L vs. 61,7 [46,9-73,1] pmol/L; p=0,039) (25B. abra). Ezek a hatasok nem
befolyasoltak a HE4 koncentraciot a tiidétumoros betegek esetében (25. abra).

A tiidétumoros betegek és a megfelel6en (életkor 25A., dohanyzas 25B. abra) illesztett
kontrollok adatait 6sszevetve szignifikansan (p<0,001) emelkedett HE4 értékeket tudtunk a
betegek szérumaban kimutatni. Az analizist elvégezve az Osszes zavard tényezdre valod

korrekciokkal szintén szignifikans (p=0,001) kiilonbség volt a 2 csoport szérum HE4

koncentraciojaban.
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25. abra Az életkor és a dohanyzas hatasa a HE4 koncentriacié alakulasara. A HE4 szintet egy
kemilumineszcens mikropartikula-erésitett immunoassay segitségével hataroztuk meg a kontrollok és a
betegek mintaiban. Ha a median életkor (62 év) alapjan 2 csoportra osztottuk a kontrollokat akkor az idésebb
csoportban szignifikansan magasabb volt a HE4 szint a fiatalabbakhoz hasonlitva (A). Szignifikansan
emelkedett volt a HE4 koncentracié a dohanyzé kontrollok szérumaban is (B). Ezek a hatdsok nem
befolyasoltak a HE4 koncentraciot a tiidétumoros betegek esetében (A,B). A tiidétumoros betegek ¢€s a
megfelelden illesztett kontrollok adatait Gsszevetve szignifikansan (p<0,001) emelkedett HE4 értékeket
tudtunk a betegek szérumaban kimutatni.

A HE4 diszkriminativ erejének (O0sszes tumoros beteg vs. egészséges kontrollok)
jellemzésére ROC analizist végeztiink. A HE4-hez tartoz6 ROC gorbe alatti teriilet 0,848
(95% CI: 0,792-0,904) volt; a legjobb cut-off érték (97,6 pmol/L) mellett a szenzitivitas
64,3%, a specificitas 95,9%-nak adodott (26. abra, 8. tablazat). A CEA, TPA és Cyfra 21-1
szenzitivitasa hasonl6 vagy jobb volt, mint a HE4-¢, a specificitdisban nem volt 1ényeges
kiilonbség a HE4 és a tobbi marker kozott (26. abra). A HE4 értékek az NSE kivételével
valamennyi tumormarkerrel szignifikans korrelaciét mutattak (Spearman’s rho=0,232-
0,384; p=0,020-0,001).
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26. abra A HE4 és a rutinszeriien alkalmazott tumormarkerek diszkriminativ ereje a tiidétumoros
betegek és kontrolljaik 6sszevetése soran. Az osszes (A), az [-II. stadiumt (B) és a II-1V. stadiumu (C)
csoportok esetében végeztiik el az egyes tumormarkerek és kombinacidik hatékonysaganak vizsgalatat ROC
analizis segitségével. Az dbra bal oldalan a ROC gorbék lathatoak, mig a tablazatok mutatjak az egyes
markereknél alkalmazott kiiszobértékeket és az ezekhez tartozo szenzitivitas és specificitas értékeket. A HE4,
CA 125, CEA ¢és Cyfra 21-1 markerekbdl logisztikus regresszioval ("enter" modszerrel) képeztiink két
kompozit score-t és ezek hatékonysaga, szenzitivitas és specificitas értékei is lathatoak az abran.
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Osszes tiid6 tu.-s beteg

Tiid6 tu. I-IL. stadium

Tiid6 tu. ITI-IV. stadium

HE4

CA 125
CEA
Cyfra 21-1
TPA

0,848 (95% CI 0,792-0,904)
0,900 (95% CI 0,855-0,945)
0,886 (95% C1 0,893-0,932)
0,858 (95% CI 0,802-0,914)
0,830 (95% CI 0,770-0,891)

0,741 (95% Cl 0,609-0,873)
0,781 (95% CI 0,666-0,895)
0,894 (95% CI 0,821-0,967)
0,635 (95% CI 0,478-0,792)
0,529 (95% CI 0,364-0,694)

0,875 (95% Cl 0,819-0,932)
0,930 (95% CI 0,888-0,973)
0,883 (95% CI 0,832-0,935)
0,915 (95% CI 0,868-0,962)
0,907 (95% CI 0,861-0,954)

CEA-CA 125
CEA-CA 125-Cyfra 21-1
CEA-CA125-TPA

CEA-CA 125-Cyfra 21-1-TPA

0,943 (95% CI 0,912-0,975)
0,955 (95% C1 0,928-0,981)
0,950 (95% C1 0,922-0,978)
0,955 (95% C1 0,928-0,982)

0,894 (95% Cl 0,811-0,977)
0,883 (95% CI 0,807-0,959)
0,872 (95% CI 0,788-0,956)
0,854 (95% CI 0,763-0,945)

0,956 (95% CI 0,925-0,987)
0,973 (95% CI 0,949-0,997)
0,970 (95% CI 0,947-0,993)
0,973 (95% CI 0,948-0,997)

HE4-CA 125
HE4-CEA
HE4-Cyfra 21-1
HE4-CA 125-CEA

0,933 (95% CI 0,896-0,970)
0,930 (95% Cl 0,892-0,967)
0,899 (95% CI 0,850-0,949)
0,963 (95% CI 0,937-0,990)

0,857 (95% CI 0,753-0,961)
0,908 (95% CI 0,840-0,976)
0,729 (95% Cl 0,577-0,881)
0,927 (95% CI 0,865-0,989)

0,953 (95% CI 0,917-0,988)
0,935 (95% CI 0,893-0,977)
0,943 (95% CI 0,900-0,986)
0,973 (95% CI 0,945-1,000)

HE4-CA 125-CEA-Cyfra 21-1 0,964 (95% C1 0,938-0,991) 0,914 (95% CI 0,840-0,989) 0,977 (95% ClI 0,952-1,000)

8. tablazat Az egyes tumormarkerek és ezek kombinacidéinak hatékonysaga a tiidétumoros betegek és
kontrolljaik 6sszehasonlitasa soran. Az dsszes, az I-11. stadiumu és a III-IV. stadiumu csoportok esetében
végeztiik el az egyes tumormarkerek és kombinacidik hatékonysaganak vizsgalatat ROC analizis segitségével
(26. abra). A tablazat a ROC gorbék alatti teriilet (és a 95%-0s konfidencia intervallum) nagysagat mutatja. A
HE4, CA 125, CEA, Cyfra 21-1 és TPA markerekb6l logisztikus regresszioval ("enter" modszerrel)
képeztiink kompozit score-okat és ezek hatékonysaga lathato a tablazatban (tu.: tumor).

A HE4 szint egyértelmli Osszefiiggést mutatott a betegség kiterjedtségével, a
szervezetben jelenlévd daganat méretével, illetve mennyiségével. Mar az I-es stadiumi
betegcsoportban is szignifikansan emelkedett volt a HE4 érték (a CEA-hoz, CA 125-hoz és
a Cyfra 21-1-hez hasonléan) a kontrollokhoz viszonyitva, és még magasabb értékeket
mutatott a IL., III. és IV. stadiumban (9. tablazat). A kornyez6 szoveteket (pleura, mellkas
fal, nyel6écsd, pericardium) infiltraldo (139,8 [96,8-235,4] pmol/L vs. 109,9 [69,1-141,3]
pmol/L, p=0,009) vagy tavoli metasztazist adé tumorok (135,9 [97,8-192,9] pmol/L vs.
96,3 [63,5-141,8] pmol/L, p=0,036) esetében szignifikansan magasabb volt a szérum HE4
érték a lokalizalt esetekhez képest. Szignifikans korrelacié volt a tumor CT/MRI-vel
meghatarozott mérete (50,6 [13-130] mm) és a HE4 koncentracidé kozott is (Spearman’s
rho=0,227, p=0,030). Emelkedett HE4 érték volt mérhetd azoknal a betegeknél is az
egészseéges kontrollokhoz képest, akiknél még klinikai tiinetekkel nem jart a daganat
jelenléte (113,5 [66,6-145,5] pmol/L vs. 62,2 [47,2-76,1] pmol/L, p<0,001). Két olyan I-es
stadiumu betegiink is volt, ahol csak a HE4 mutatott emelkedést a tobbi tumormarker nem.

A szérum HE4 szint a tiid0 daganat minden szdvettani tipusdban szignifikansan
magasabb értéket mutatott az egészséges kontrollokhoz képest, de az egyes szdvettani
tipusok kozott nem volt szignifikans kiilonbség, amit részben az alacsonyabb esetszam is

magyarazhat egy-egy csoportban (9. tablazat).
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HE4 (pmol/L) CA 125 (kIU/L) CEA (ug/l)  Cyfra2l-1(ug/L) NSE (ug/L) TPA (U/L) TK(U/L)
Egészségesek 62,2 (47,2-76,1) 9,8(6,8-12,9) 1,9(1,4-2,5) 14(1,2-2,1) 6,3 (4,0-9,6) 43,2 (31,8-63,3) 7,6(5,9-10,8)
Osszes tiidé tu-s beteg 118,2(80,6-150,1)° 40,5(17,0-78,5)° 5,3(3,2-15,0)° 45(2,3-9,7)° 16,5 (4,5-34,8)° 114,0 (70,0-246,0)° 10,1 (6,3-19,4)°
I. stadium (n=13) 70,6 (60,5-114,4)* 15,6 (12,5-18,7)° 3,4(32-57)° 1,6(1,2-3,1) 4,6 (3,4-7,4) 35,3(26,9-90,9) 4,5(2,7-7,9)
1. stadium (n=8) 133,9(65,2-141,5)° 12,3(7,3-51,4)* 48(2,7-9,1)° 2,5(1,7-3,9)* 4,1(2,9-8,1) 74,1(32,5-98,6) 7,8(5,5-12,5)*

I11. stidium (n=38)

IV. staidium (n=39)

118,7(79,9-153,1)

135,9(97,8-193,7)°

49,9 (17,9-84,2)°

62,1 (25,4-108,0)°

5,4(3,4-13,2)°

14,6 (3,4-28,4)°

6,1(2,5-10,0)°

6,2(3,4-16,3)°

6,6 (4,7-10,3)*

7,3(4,3-11,9)*

129,0 (75,1-246,3)°

147,0(90,5-393,0)°

9,9(6,3-17,2)*

14,8 (7,5-42,4)°

Lapham cc. (n=33)
Adenocarcinoma (n=31)
Nagy sejtes cc. (n=5)

SCLC (n=15)

120,5(68,9-143,7)°
97,8(70,6-142,6)°
192,9 (128,8-408,4)°

120,7 (108,3-233,6)°

48,5 (15,2-98,0)°
18,4 (14,6-68,2)°
76,0 (51,3-148,0)°

35,2 (24,7-63,9)°

4,0(2,8-10,4)°
7,8(3,8-19,4)°
6,8(4,2-18,1)°

6,9 (3,5-15,4)°

5,3(2,1-8,7)°
3,8(2,1-10,8)°
6,2 (2,2-19,0)"

3,7(2,5-9,7)°

5,1(3,6-8,6)*

6,4 (4,3-9,2)"

47(39-9,2)

27,4(5,9-94,3)°

111,0(61,2-174,5)
117,0 (59,2-263,0)°
115,0 (65,3-395,5)"

128,0(79,8-352,0)°

8,3(5,9-15,2)
9,6(7,0-17,0)*
14,3 (6,7-28,4)*

56,2 (13,1-77,3)°

9. tablazat A HE4 és a tovabbi tesztelt tumormarkerek koncentraciojanak értékei az egészséges kontrollokban, az 6sszes tiidétumoros betegben, illetve a stadium
és a szovettani tipus alapjan képzett alcsoportokban. Az eredményeket median [interkvartilis tartomany (IQR)] formaban tiintettiik fel. (cc.: carcinoma, tu: tumor,

SCLC: kissejtes tiidérak) *p<0,05, *p<0,01, $p<0,001 az egészséges kontrollokhoz viszonyitva.
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A betegek tulélési adatait analizalva ugy tiint, hogy a diagnoziskor mért emelkedett HE4
(>97,6 pmol/L) koncentraciénak nincsen prognosztikai jelentdsége.

A laboratoriumi diagnosztika viszonylag Uj irdnyvonala tobb egyedi marker
kombinalasa ¢és konvertalasa egyetlen hatékonyabb paraméterré. Binaris logisztikus
regressziot hasznalva mar két tumormarker kombindldsa is javitotta a diagnosztikus
hatékonysagot, de a legjobb szenzitivitast és specificitaist a HE4+CEA+CA 125
kombindciodja adta, kiillonosen az I-II. stadiumu betegek esetében (AUC: 0,927, (95% CI:
0,865-0,989), szenzitivitas: 80,0%, specificitas: 92,9%). A HE4 jelent6s szerepét ezekben a
kombinaciokban egyértelmiien igazolja az, hogy az I-II. stadiumu betegek esetében 0,900-
nal nagyobb AUC-vel jellemezheté ROC gorbét csak akkor kaptunk, ha a HE4 is benne
volt a modellben (8. tablazat, 26. abra).

Eredményeink alapjan a HE4 szérumszintjét szamos preanalitikai faktor (életkor,
dohanyzas, vesefunkcio) befolyasolhatja. A HE4 a  petefészek tumor
diagnosztizalasanak elésegitése mellett a tiidotumor hatékony markere is lehet,
raadasul magasabb értéket mutatott az elérehaladottabb tumoros allapotokban, és
korrelalt a tumor méretével és Kiterjedtségével. A HE4, CEA és CA 125 kombinalasa
egy kompozit score-ra tovabb fokozta a diagnosztikus hatékonysagot és akar a korai
stadium tiidéraknak is érzékeny markere lehet.

6.2.5. Tumormarkerek vizsgdlata rheumatoid arthritisben (RA)

A rutin laboratériumi diagnosztikdban hasznalt tumormarkerek jol alkalmazhatéak a
daganatos betegségek diagnosztikajaban: segithetik a diagnozis felallitasat, lehet
prognosztikai jelentdségiik, de leginkdbb a betegek allapotanak kovetése, a terdpia
hatékonysdganak monitorozasa soran van jelentdségiik. Jol ismert tény ugyanakkor, hogy
szamos benignus allapotban, elsésorban lokalis vagy szisztémas gyullad4sos reakcidkban,
is emelkedhet ezen analitok szérum koncentracioja. Ez talan nem is annyira meglepd,
hiszen a tumormarkerek egy jo része adhézidos molekula, melyek a gyulladasos sejtek
felszinén 1s megjelenhetnek, ¢s ezekrdl levalva kimutathatovd valnak a keringésben. A
legismertebb ilyen szempontbol a carcinoembrionalis antigén (CEA, CD66a-¢) csalad,
melyek az immunglobulin szupercsalddba tartozé adhéziés molekuldk, és ezek
megtalalhatok a gyulladdsos synoviumot infiltradl6 aktivalt granulocytdk és fibroblasztok
felszinén [402-404]. A CEA mellett szamos tovabbi tumormarker (CA 15-3, CA 125, CA
19-9) tartalmaz nagyméretli szénhidrat komponenst is, ¢és funkciondlhat adhézios
molekulaként. Raadasul tobb ilyen szérum tumormarker (CA 15-3, CA 125, CA 19-9, CA
72-4, NSE) is kimutathat6 volt kiilonb6z6 tipust autoimmun betegségekben [405-409].
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Miutan RA-s betegek mintaiban nem tortént még ilyen jellegli vizsgalat munkank célja az
betegek és egészséges kontrolljaik kozott.

A tumormarker koncentraciokat Gsszevetve szignifikansan (p<0,05) tobb RA-s beteg
rendelkezett a referencia tartomany felsé hataranal magasabb értékekkel a kontrollokhoz
képest a CA 19-9 (8,1% vs. 0%), a CA 125 (10,8% vs. 7,1%) és a CA 15-3 (17,6% vs.
14,3%) esetében. Ugyanakkor, nem volt kiilonbség a CEA (22,2% vs. 21,4%), CA 72-4
(2,7% vs. 2,1%) és NSE (23,0% vs. 24,6%) pozitivitasban (27A. abra). A CA 19-9
(14,2+1,2 vs. 10,5+1,6 kU/L) és CA 125 (23,9+1,8 vs. 16,8+2,2 kU/L) szérum
koncentraciok a betegekben szignifikansan magasabbak voltak a kontrollokhoz képest
(p<0,05), ugyanakkor nem volt kiilonbség a CEA (1,8+0,9 vs. 2,6+1,6 pg/L), CA 15-3
(18,6+3,3 vs. 19,2+5,3 kU/L), CA 72-4 (2,5+1,6 vs. 1,5+1,4 KU/L) és NSE (13,7+4,5 vs.
16,3+7,8 ng/L) esetében (27B. abra). Végiil tobb korrelacio is kimutathatd volt az egyes
tumormarkerek, illetve a tumormarkerek és az egyéb vizsgalt laborparaméterek kozott. A
CA 125 a CA 15-3-mal (r=0,377, p<0,05), a CEA a reumafaktorral (RF) (r=0,270;
p<0,05), a RF az anti-CCP-vel (r=0,275, p<0,05) és a CRP-vel (r=0,473, p<0,05) fiiggott
Ossze szignifikansan. Egyetlen tumormarker sem mutatott szignifikans korrelaciot a CRP-
vel, anti-CCP antitesttel, DAS28-cal és a betegek életkoraval vagy a betegség lefolyasanak

hosszaval.

[ RA-sbetegek
[ Kontrollok  p<0,05

[0 RA-sbetegek P<0.05
2 |1 Kontrollok

p<0,05
-—>

N
(=]
T

p<0,05
+—>

kontrollok aranya (%)
=

(KIU/L vagy pg/L)
&

o
T

Tumormarker pozitiv betegek és
Tumormarker koncentracié

N

o LA \ \ \ \ A\ 0
CEA CA19-9 CA125 CA15-3 CA72-4 NSE CEA CA19-9 CA125 CA15-3 CA72-4 NSE
A Tumormarkerek B Tumormarkerek

27. abra A tumormarker pozitivitas aranya (A) és a tumormarker szérumkoncentraciok értékei (B)
egészséges kontrollok és rheumatoid arthritises betegek mintaiban. A  tumormarkerek
szérumkoncentracioit rutin diagnosztikus immunoassay-k segitségével mértiikk meg. A referencia tartomany
fels6 hatara feletti értékeket tekintettiik pozitiv eredményeknek.

Vizsgalataink azt mutattik, hogy az adhéziés tulajdonsaggal biré tumormarkerek
(CA 19-9, CA 125, CA 72-4) a daganatos betegségek mellett az autoimmun
gyulladasos megbetegedések koziil RA-ban is pozitivitaist mutathatnak. Rutin
tumormarkerként torténé Kklinikai alkalmazasuk soran ez a fontos tény
mindenképpen figyelembe veendd.
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6.2.6. A csontanyagcsere markereinek vizsgalata egészséges férfiakban

A 2010-ben indult vizsgalat célja az 50 év feletti magyar férfiak csontanyagcsere
allapotanak feltérképezése volt. A postmenopausaban 1évé ndk csontstatusza tobb
tanulmany targya volt mar [410,411] azonban a férfiak helyzete Magyarorszagon alig
ismert. Vizsgélataink sordn a csontanyagcsere rutinszeriien alkalmazott markerei mellett 0;j

paramétereket is teszteltiink, és ezek koziil a sclerostin mérés eredményeit mutatjuk be itt.

6.2.6.1. A sclerostin szint vizsgdlata egészséges férfiak szérummintaiban

A sclerostin egy jol ismert regulatora a csontformacionak. Az osteocytak termelik, és a
Wnt szignalizacios utvonalat gatolva, visszafogja az osteoblast iranya differenciaciot,
csokkenti az osetoblastok élettartamat és a csontformacidt. A sclerostin genetikai okra
visszavezethetd hidnya (van Buchem betegség) igen nagy slirliségli csontszovet
kialakuldasdhoz vezet, mig a sclerostin hatdsanak gatlasa specifikus antitestek segitségével
fokozhatja a csontdenzitast alacsony csontsiirliséggel jaro allapotokban (pl. osteoporosis).
Mindezek alapjan a sclerostin mérése a csontanyagcsere jellemzésének igéretes, Uj
paramétere [239,412]. Vizsgalataink soran arra kerestliink valaszt, milyen preanalitikai
faktorok befolyasoljak ennek a paraméternek a szintjét, illetve, hogy mutat-e 6sszefliggést
a szérum sclerostin szint egyéb biokémia markerekkel, illetve a csontdenzitassal 194
egészséges férfi vizsgalata soran.

Eredményeink egyértelmilen azt mutattdk, hogy a teljes populaciot vizsgélva
szignifikans korrelacio volt a sclerostin szint és az életkor (r=0,211; p=0,003), a cystatin C
(r=0,246; p=0,001), a femur nyakon (FN BMD: r=0,147; p=0,041), illetve a lumbalis
csigolyakon (LS BMD: r=0,169; p=0,019) mért csondenzitas, tovabba a szérum kreatinin
koncentracio (r=0,172; p=0,022) és az eGFR kozott (r=-0,162; p=0,033). Multivariancia
linearis regresszids analizist végezve is hasonld eredményt kaptunk. A szérum sclerostin
szint szignifikans el6rejelzéi az életkor (standardizalt regresszids koefficiens: 0,167;
p=0,029) és a cystatin C (standardizalt regresszios koefficiens: 0,187; p=0,013), illetve
onmagaban a cystatin C (standardizalt regresszios koefficiens: 0,200; p=0,008) voltak két
regresszios modellben (melyekben az életkor, cystatin C és az FN BMD, illetve az életkor,
cystatin C és az LS BMD voltak a fliggetlen valtozok).
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Osszes férfi Kozépkoru férfi IdGsebb férfi
(n=194) (<59 év, n=98) (>59 év, n=96)

Eletkor (év) 60,4 (51-81) 55,6 (51-59) 65,4 (60-81)°
BMI, (kg/m?) 29,2 (17,3-41,7) 28,9 (18-38,5) 29,5 (17,3-41,7)
Sclerostin (pmol/L) 65,6 (27,2-114,6) 63,5 (39,2-114,6)° 67,8 (27,2-110,2)°
PTH (pmol/L) 4,2 (1-10,2) 4,2 (1-10,2) 4,3 (1,6-8,3)
25-OH-D (nmol/L) 73,1 (11-185) 72,1 (11-137) 74,0 (14-185)
OC (ng/L) 14,6 (5-35) 15,2 (5-33) 14,0 (6-35)
CTX-I (ug/L) 0,22 (0,01-0,77) 0,24 (0,01-0,77) 0,20 (0,04-0,70)
PINP (ug/L) 38,3 (10,5-98,6) 39,2 (10,5-98,6) 37,3 (13,1-81,3)
Cystatin C (mg/L) 0,697 (0,381-1,150) 0,657 (0,381-1,060)° 0,736 (0,485-1,150)
Kreatinin (umol/L) 78 (46-109) 77 (46-109) 79 (52-105)
eGFR (mL/percl,73 m?) 91 (60-165) 94 (60-165) 87 (62-140) °
LS BMD (gm/cmz; atlag = SD) 1,172+ 0,185 1,148 £ 0,167 1,197 £ 0,199
FN BMD (gm/cmz; atlag = SD) 0,970 £ 0,137 0,980 + 0,131 0,960 + 0,142

10. tablazat. Az csontanyagcsere paraméterek és a vesefunkcio valtozasa az életkorral az egészséges
férfiak mintaiban. A feltiintetett adatok: atlag (tartomany), kivéve a BMD értékek esetén. BMI: Testtomeg
index, PTH: Parathormon, 25-OH-D: 25-OH-D-vitamin, OC: Osteocalcin, CTX-I: keresztkotott 1. tipusa
kollagén C-terminalis telopeptid, PINP: I. tipusu prokollagén N-terminalis propeptid, eGFR: szdmolt
glomerulus filtracios rata, LS BMD: L1-L4 csigolyakon mért csontdenzitds, FN BMD: Femur nyakon mért
csontdenzitas, *°p<0,001, bp:0,047 és de0,0l? a kozépkort és iddsebb férfiak kozott.

Az életkor befolyasold hatasat kikiiszobdlendd a populaciéo median életkora alapjan 2
csoportot képeztiink: 59 évnél fiatalabb ¢s 1ddsebb férfiak. Az idésebb férfiak esetében
szignifikdnsan magasabb szérum sclerostin, cystatin C és alacsonyabb eGFR szintet
mértiink (10. tablazat), és csak ebben a csoportban volt szignifikans korrelacié a szérum
sclerostin és az életkor (r=0,259; p=0,011), illetve a cystatin C szint (r=0,522; p<0,001)
kozott. Egy regresszios modellbe épitve az életkor és a cystatin C hatasat, csak a cystatin C
volt a szérum sclerostin koncentracié egyetlen szignifikans elérejelzdje (standardizalt
regresszios koefficiens: 0,487; p<0,001). A kozépkoru férfiak csoportjaban a sclerostin
nem mutatott sszefliggést egyetlen vizsgalt paraméterrel sem.

A szérum sclerostin szint 0sszefliggést mutatott a csontdenzitdssal is, de csak a lumbalis
csigolyan mért értékekkel. A normal LS-BMD-vel (T score > -1,0; n=125) rendelkez6
egyének szérumaban szignifikdnsan magasabb sclerostin szintet mértiink, a csokkent LS-
BMD-jii (T score <-1,0; n=69) csoporthoz képest (67,5£16,3 vs. 62,2+12,2 pmol/L,
p=0,027). Még kifejezettebb volt a kiilonbség, ha a normal LS-BMD-jii csoporton beliil az
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idésebb ¢és kozépkora férfiakat hasonlitottuk ossze (70,4+17,0 vs. 63,9+11,5 pmol/L,
p=0,019).

Eredményeink azt mutattak, hogy a vizsgalt 50 év feletti férfi populacioban a szérum
sclerostin szint emelkedik az életkor elérehaladtaval. A Cystatin C-vel, kreatininnel
és az eGFR-rel valo osszefiiggése egyértelmiien jelzi, hogy a sclerostin koncentraciot
befolyasolja a vesemiikodés hatékonysaga. Az iddsebb korra jellemzé meérsékelt
vesefunkcio besziikiilés lehet részben magyarazata a sclerostin emelkedett szintjének
az idosebb betegek mintaiban.

6.2.7. A plazma proteom jellemzésére hasznalhato uj mAb-alapu array (QP300 kit)

analitikai és funkcionadlis tesztelése tiidotumoros betegek mintdin

A biomarker azonositds ijabb és nagyhatékonysagli lehetdsége a kiilonbozé "omika"
technoldgiak alkalmazasa. Ezek segitségével - legtobbszor hipotézismentesen - vizsgalunk
tobb szaz/ezer/tizezer paramétert (génexpresszio, SNP-k, fehérjék, metabolitok, stb.) pl.
két Osszehasonlitandd betegcsoport mintdin, és azokat valasztjuk ki, amelyek a
leghatékonyabban tesznek kiilonbséget a két vizsgalt csoport kozott. A dolgozat ezen
részében erre mutatunk be egy specialis példat.

A QP300 kit a plazma proteom profilirozasara hasznalhatoé Gj eszkoz, amely 290
monoklonalis ellenanyagot tartalmazé fehérje array. Ezek az antitestek a plazmaban
talalhat6 fehérjék kiilonbozd epitdpjait ismerik fel, és az azonositott protein (epitodp)
mennyiségi meghatarozasat teszik lehetové. Alapvetden egy kompetitiv immunoassay-rol
van sz0, ahol a keramia chiphez kotott antitestek vetekszenek a mintdban 1évé jeloletlen és
a mintdkhoz adott biotinnal jelolt antigénekért. A detektalas streptavidin-PO konjugatum
¢s lumineszcens szubsztrat segitségével torténik. A chipekr6l CCD kameraval felvétel
késziil, és az egyes foltok helye azonositja az antitestet/antigént, mig a folt denzitasa
forditottan korrelal a mintaban 1évé jeldletlen antigén mennyiségével. Ha csak a biotinalt
plazma tracer van jelen (és beteg/kontroll minta nem) akkor kapjuk a "maximalis
jelintenzitas"-t (RLUmax), ha beteg vagy kontroll minta is, akkor az RLUmax-nal kisebb
"minta jelintenzitas"-t (RLU) mérjiikk. Az értékelés soran minden minta esetében
RLU/RLUmMax%-ot szamoltunk, és ezt a paramétert vetettiik ssze a betegek és kontrollok
Osszehasonlitasa soran.

Miutan - a BioSystems International kft. €s a RANDOX cég altal - ujonnan kifejlesztett
rendszerrdl van sz0, a lehetdségekhez mérten, eldszor a kit analitikai validalasat végeztiik
el, amit a Klinikai verifikalas kovetett tiidotumoros betegek és egészséges kontrollok

mintain.
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6.2.7.1. A QP300 array analitikai tesztelése - az RLUmax vizsgalata

Ezekben a kisérletekben a biotinnal jeldlt plazmat (,,tracer”-t) inkubaltuk 6nmagéban a
chipeken — sem kontroll, sem beteg plazma nem volt jelen a rendszerben. Az igy kapott
maximalis jelintenzitds az RLUmax; ennek megoszlasat, inter-assay ¢és lot-to-lot

variabilitasat vizsgaltuk meg az analitikai értékelés soran.

6.2.7.1.1. Az RLUmax értékek megoszidasa

A kisérlet soran a biotinnal jellt plazmat (,,tracer”-t) inkubaltuk 6énmagaban a QP300
kit 18 db Osszetartozo chipjén tiz fiiggetlen alkalommal. A 10 db napi RLUmax értékbdl
szamoltunk atlagot és szorast minden mADb esetében. Az atlagos RLUmax érték 1.000 alatt
volt 17 mAb, 1.000-10.000 kozott volt 147 mAb, 10.000-20.000 kozott volt 44 mAb,
20.000-50.000 kozott volt 43 mAb, mig 50.000-nél nagyobb volt 39 mAb esetében (28.
abra)

mAb-ok szama

0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000

RLUmax

28. abra Az RLUmax értékek megoszlasa a QP300 kit mAb-jai esetében. Tiz mérési nap RLUmax
értékeibol szamolt atlagot vettiink figyelembe minden mAb esetében.

6.2.7.1.2. Az RLUmax értékek intra-assay analizise

Miutan egy QP300 kit maximdlisan 2 minta mérésére alkalmas, ezért analitikai

szempontbol kielégitd intra-assay analizis elvégzésére nem volt maod.

6.2.7.1.3. Az RLUmax értékek inter-assay analizise

Daganatos betegektdl és egészséges kontrolloktol szdrmazd plazmamintdkat vetettiink
Ossze 56 db QP300 kittet felhasznalva. Minden mérés soran a tracert-t dnmagdban is
lemértiik, ugyanis ehhez hasonlitottuk a beteg/kontroll plazmamintdk jelenlétében mért
RLU értékeket. Az 56 kisérlet soran mért egyedi RLUmax értékekbdl atlagot, SD-t és a
CV%-ot szamoltunk minden egyes mADb esetében.
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A CV% 105/290 mADb esetében volt 20%-nal nagyobb. Kritikus értékelésnek alavetve
az eredményeket arra a megallapitasra jutottunk, hogy bizonyos chipek egyes kisérletekben
a chipen 1év6 szinte valamennyi mAb esetében kiugrd eredményeket adtak az 56 mérés
RLUmax atlagahoz viszonyitva. Az 56 QP300 kitben 1év6 1008 chipbdl dsszesen 26 ilyen
chipet azonositottunk, ahol tehat, a vizsgalt mAb-ok tobb mint egyharmadanal, a generalt
RLUmax érték tobb mint 50%-kal magasabb vagy alacsonyabb volt, mint az 56 egyedi
RLUmax érték atlaga. Feltételezve, hogy ezek a chipek a gyartds soran nem megfeleléen
lettek elkészitve, az ezek altal generalt valamennyi adatot kiejtettiik az analizisbol
("outlier"-ek). A reprodukalhatosag sokkal jobb lett a 26 chip adatainak elhagyasa utan; a
CV% csak 38 mADb esetben haladta meg a 20%-ot. Ebb6l a 38 mADb-bdl 5 esetben az
RLUmax értéke kisebb volt, mint 500, mig tovabbi 7 esetben 500-1000 kozotti értéket
mértiink (29. abra).

60 1 RLUmax 60 1 RLUmax
g 50 - CV%>20% - 105 mAb g 50 - CV%>20% - 38 mAb
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29. abra: Az RLUmax értékek inter-assay CV% megoszlasa a QP300 kit antitestjei kozott a szisztémas
hibat mutaté 26 chip torlése eldtt és utan. Az analizis soran 56 mérési nap RLUmax értékeib6l szamoltunk
atlagot, szorast és CV%-ot. A tesztelt 1008 chipbdl 26 esetében észleltiink extrém RLUmax értékeket a
chipen 1év6 antitestek legalabb egyharmadanal. Ezen 26 chip valamennyi adatat kihagyva tjra kalkulaltuk a
CV% értékeket és ezek megoszlasa latszik a jobb oldali abran.

6.2.7.1.4. Az RLUmax értékek lot-ok kozotti variabilitasa

Annak érdekében, hogy értékeljiik a QP300 kit sorozatok kozotti reprodukalhatosagat a
mért RLUmax értékeket vizsgaltuk két azonos idében (2013 oktoberében) késziilt, de
eltéré sorozatszamu QP300 kit esetében. Az 5068-as lot Kitjeit 56 fiiggetlen kisérletben
teszteltik, mig az 5263-es lot esetében 13 mérési nap kisérleteit analizaltuk. Minden
kisérletben a ,,tracer only” minta egyszer lett lemérve és az 56, illetve 13 napi RLUmax
értékekbdl atlagot szamoltunk. Az atlagos RLUmax értékek az 5068 és 5263 sorozatok
kozott nagyon hasonloak voltak, (R = 0,998) (30. abra). Harom antitest esetében volt
kisebb eltérés a két lot kozott.
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30. abra A QP300 kittel mért atlagos RLUmax értékek lot-to-lot variabilitisa. Az 5068-as lot esetében
56, mig az 5263-as lot esetében 13 mérési nap RLUmax értékeibdl szamolt atlagot tiintettiik fel.

6.2.7.2. A QP300 array analitikai tesztelése - kontrollok mintaibol késziilt pool analizise

Egészséges kontrollok egyedi mintdit 6sszemérve egy kontroll poolt készitettiink, majd
ezt aliquotozva taroltuk -80°C-on. Ezeket az aliquotokat hasznaltuk a késébbiek soran a
QP300 kit analitikai validalasara. A poolozott kontroll plazmat egy higitasban (300x)
vizsgaltuk. Minden kisérletben a 300x-os higitashoz tartozd6 RLU értéket mértiikk meg, €s
ebb6l RLU/RLUmax%-ot szamoltunk. Ennek a megoszlasat és inter-assay variabilitasat

vizsgaltuk meg.

6.2.7.2.1. Az RLU/RLUmax% értékek megoszlasa

Tiz fiiggetlen, egyedi kisérletben mértiik le a poolozott kontroll plazma minta 10
aliquotjat (300x-os higitasban), 10 db QP300 kittel. Az RLU/RLUmMax% értékeket
meghataroztuk mind a 10 mérési napon, és ebbdl a 10 értékbdl szamoltunk atlagot minden
mAb esetében. A 300x-os plazmahigitast tesztelve az 4tlagos RLU/RLUmax% 245 mAb
esetében volt 10%-90% kozott, 6 mAb esetében volt 10% alatt és 39 mAb esetében
szamoltunk 90%-nal nagyobb értéket (31. abra).
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31. abra Az RLU/RLUmax%-ok megoszlasa a QP300kit mAb-jai esetében. Egy poolozott plazma minta
aligoutjait mértik le tiz fiiggetlen kisérletben 10 nap soran. Minden alkalommal meghatiroztuk az
RLU/RLUmax% értéket és az ezekbdl szamolt atlagot vettiik figyelembe minden mAb esetében.
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6.2.7.2.2. Az RLU/RLUmax% értékek intra-assay analizise

Miutan egy QP300 kit maximalisan 3 minta (1 db "tracer only" + 2 db beteg/kontroll
minta) mérésére alkalmas, ezért analitikai szempontbdl kielégitd intra-assay analizis

elvégzésére nem volt mod.

6.2.7.2.3. Az RLU/RLUmax% értékek inter-assay analizise

A poolozott normal plazma aliquotjainak egy higitasat (300x) vizsgaltuk 10 fiiggetlen
kisérletben, tiz QP300 kittet hasznalva. A tiz mérés soran kapott RLU/RLUmax% értékek
atlag, SD és CV% értékeit kiszamitottuk minden egyes mAb esetében. A CV% 44/290
mAD esetében volt 20% feletti érték. Kritikus értékelésnek aldvetve az eredményeket arra a
megallapitasra jutottunk, hogy egyetlen chip egy kisérletben a chipen 1évé szinte
valamennyi mAb esetében kiugré eredményeket adott a 10 mérés RLU/RLUmax%
atlagadhoz viszonyitva (>50%-kal kisebb, mint az atlag). Feltételezve, hogy ez a chip a
gyartas soran nem megfelelden lett elkészitve, a chip altal generdlt valamennyi adatot
kiejtettiik az analizisbdl. Ezt kovetéen a CV% 37 mADb esetben haladta meg a 20%-ot.
Ezek koziil 16 esetben 1, mig 8 esetben 2 kiugrd érték elhagyésa lecsokkentette a CV%-ot
20% alattira, azonban a tovabbi 13 antitest mellett 2-nél t6bb volt a kiesé értékek szama
(32. abra).
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32. abra: Az RLU/RLUmax% értékek inter-assay CV% megoszlasa a QP300 kit antitestjei kozott a
szisztémas hibat mutaté 1 chip torlése el6tt és utan. Egy poolozott plazma minta aliquotjait mértiik le tiz
fiiggetlen kisérletben 10 nap soran. A 10 mérési nap RLU/RLUmax% értékeibdl szamoltunk atlagot, szorast
és CV%-ot. A tesztelt 180 chipbdl 1 esetében észleltiink extrém RLU/RLUmax% értékeket a chipen 1évo
antitestek legalabb egyharmadanal. Ezen 1 chip valamennyi adatat kihagyva ujra kalkulaltuk a CV%
értékeket és ezek megoszlasa latszik a jobb oldali abran.

Az analitikai vizsgalat eredményét 6sszefoglalva az 56 Kkisérlet soran felhasznalt 1188
chip-bél 27 esetében észleltiink szisztémas hibat, és ezek adatait kihagytuk az
analizisb6l. Az RLUmax és RLU/RLUmax% értékek analitikai értékelése alapjan
valamennyi vizsgalatot (inter-assay, lot-to-lot variabilitas) figyelembe véve 252 mAb
adott megbizhatéan reprodukalhaté adatot, mig 38 mAb esetében gyengébb
reprodukalhatosagot talaltunk.
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6.2.7.3. Tiidotumoros betegek és kontrolljaik egyedi mintainak osszevetése a QP300 kittel

Az analizis sordn azt vizsgaltuk meg, hogy a QP300 biomarkerek (290 db), a klasszikus
tumormarkerek, valamint az albumin, total protein és a CRP képesek-e 6nmagukban vagy
egymassal kombinalva a  tiidotumoros betegek ¢és  egészséges  kontrollok
megkiilonboztetésére. A vizsgalatba bevont korban, nemben ¢és Ilehetdség szerint
dohanyzasi szokasokban illesztett betegek és kontrollok szama 46-46 volt.

Az analizis elsd 1épésében a tumormarkerek diszkriminativ erejét vizsgaltuk meg
onmagukban. Az elvégzett ROC analizis alapjan a HE4 (ROC-AUC: 0,835 [95%CI: 0,751-
0,919, p<0,0001]), TPA (ROC-AUC: 0,809 [95%CI: 0,720-0,898, p<0,0001]) és CA 125
(ROC-AUC: 0,807 [95%Cl: 0,708-0,906, p<0,0001]) markerek ROC gorbealatti teriiletei
voltak a legnagyobbak (33A. abra). A CRP, albumin és total protein diszkriminativ erejét
megvizsgalva a CRP a HE4-hez hasonlé eredményt adott (ROC-AUC: 0,830 [95%CI:
0,742-0,918, p<0,0001]), a masik 2 marker ennél alacsonyabbat (33B. abra).

Ezt kovetden a tesztelt 7 klasszikus tumormarkert, a CRP-t, albumint és total proteint
egy bindris logisztikus regresszidos modellbe vittiik forward moddszerrel, €s ennek soran
négy valtozo (albumin, total protein, HE4 és TPA) beépitése eredményezett szignifikans
javulést a predikcioban, igy ezt a 4 markert alkalmaztuk a létrehozott score-ban. Az Uj
paraméter még hatékonyabban kiilonitette el a kontrollokat a betegektél (ROC-AUC: 0,924
[95%CI: 0,870-0,978, p<0,0001]): a betegek ¢s kontrollok 89,0%-at azonositotta helyesen
(33C. abra).

A kovetkez6 1épésben a QP300 kit biomarkereit vizsgaltuk meg. A QP300-as Kittek
RLUmax értékeinek analitikai evaludldsa soran elvégzett korrekciok (6.2.7.1.3.) alapjan
modositott adatsort analizaltuk. Miutan a vizsgélatban résztvevd személyek szama relative
alacsony a vizsgalt markerek szamahoz képest el6szor az onmagaban legjobban teljesitd
BSI markerek azonositasat végeztiik el. Az eredmények normalitasatol fiiggden kétmintas
t-probaval vagy Mann-Whitney U teszttel hasonlitottuk Ossze a kontrollok és betegek
RLU/RLUmax% értékeit, antitestenként. A 8 legjobban teljesité markert vittiik egy bindris
logisztikus regresszidos modellbe forward mddszerrel €s ennek eredményeként kapott Uy
paraméter rendkiviil hatékonynak bizonyult (ROC-AUC: 0,945 [95%CI: 0,901-0,989,
p<0,0001]): a vizsgalatban résztvevd személyek 83,8%-at azonositotta helyesen (33D.
abra). A 4 BSI marker és a klasszikus tumormarkerek kombinadlasa még tovabb javitotta a
rendszer diszkriminativ erejét. A logisztikus regresszios modellbe a BSI markerek mellett a
Cyfra 21-1 keriilt még be. Ez a betegek és kontrollok 90,4%-4at azonositotta helyesen a
ROC-AUC értéke pedig 0,973 [95%CI: 0,946-0,999, p<0,0001] volt (33D. abra).

A 290 BSI markerbdl az 6nmagaban legjobban teljesit6k kivalasztasara a klasszikus

statisztikai modszerek mellett egy masik metodust is kiprobaltunk. Random forests
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analizissel allitottuk sorendbe az egyes antitesteket. 1.000 dontési fa analizise utan a 8
legjelentdsebbet vittiik be a logisztikus regressziés modellbe, melyek koziil 2 keriilt be a
végsd score-ba. Ez a betegek és kontrollok 85,5%-at azonositotta helyesen, a ROC-AUC
értéke pedig 0,887 [95%CI: 0,812-0,961, p<0,0001] volt. A klasszikus tumormarkerek, a

CRP, az albumin ¢s a total protein nem javitottak szignifikdnsan ezt a regresszios modellt.
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33. abra: A QP300 kit markerei, a klasszikus tumormarkerek, a CRP, albumin, total protein és az
ezekbdl alkotott 1j paraméterek diszkriminativ ereje 46 kontroll és 46 tiidétumoros beteg
osszehasonlitasa soran. Nemben, korban és dohanyzasi szokasokban illesztett betegek és kontrollok adatait
vetettilk 6ssze ROC analizis segitségével. Az A abra az egyedi tumormarkerek hatékonysagat, a B abra a
CRP, az albumin és a total protein diszkriminativ erejét mutatja be. A C abran a tumormarkerek és kémiai
paraméterekbdl késziilt kompozit score-ok ROC gorbéi lathatéak, mig a D abra 4 QP300 marker és a Cyfra
21-1 segitségével 1étrehozott 1j paraméterek ROC analizisét mutatja.

A plazma proteom profilirozasara alkalmas QP300 kit segitségével lehetdség nyilik
hatékonyan miikodé uj biomarkerek azonositasara. Kiilonb6z6 matematikai
algoritmusok segitségével ezek az Gij markerek, a klasszikus tumormarkerek, illetve
egyéb rutin kémiai paraméterek kombinalhaték egymassal egy kompozit score-ra,
ami tovabb fokozhatja diszkriminativ erejiiket.
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6.3. GENETIKAI MARKEREK

6.3.1. Az FLT3-ITD tesztelésére alkalmas maodszer bedllitasa és validalasa

Az FLT3 gén 14-15. exonjat ¢és a koztiik 1évo intront érintd belsd tandem duplikaciok
(ITD) viszonylag nagy gyakorisaggal fordulnak el az akut myeloid leukemias betegek
mintaiban és - az NPM1 gén mutacidival kolcsOnhatasban - negativ prognosztikai
markernek szamitanak. Az FLT3-ITD kimutatasira szamos modszer all rendelkezésre, de
ujabb adatok szerint az ITD mérete €s a mutans allél aranya is birhat prognosztikai
jelentéséggel, ezért nem elegendd csak az FLT3-ITD kimutatdsa, de a két emlitett
numerikus paraméter meghatarozasa is esszencialis [325,332,353,357-360]. Ezeket a
paramétereket szemikvantitativ AGE vagy PAGE, denaturdlé HPLC, Agilent Bioanalyser,
kapillaris elektroforézis (CE) vagy valosidejii kvantitativ PCR segitségével hatarozhatjuk
meg. Miutan a rutin hemato-onkologiai gyakorlatban domindléan hazi fejlesztésii
modszereket hasznalnak a laboratériumok, az ilyen tesztek analitikai vizsgélata -
kiilondsen a kvantitativ assay-ké - esszencialis. Munkank soran az FLT3-ITD kimutatasara
a rutin gyakorlatban leginkabb elterjedt harom moddszer - PCR-t kovetd agardz vagy
poliakrilamid vagy kapillaris elektroforézis - analitikai tulajdonsagait és hatékonysagat

vetettik Ossze.

6.3.1.1. Az FLT3-ITD kimutataisa AML-es betegek mintdiban harom kiilonbézo

elektroforetikus modszerrel

Az FLT3-ITD kimutathatésagat 73 AML-es felnétt beteg 95 darab DNS mintajaban
vizsgaltuk meg harom kiilonb6zd elektroforetikus modszer segitségével. Vizsgalataink
soran 18 beteg esetében kettd, 2 beteg esetében harom fiiggetlen mintan végeztiink
analizist. A harom modszer diagnosztikus érzékenysége hasonlonak adodott, valamennyi
segitségével sikertilt 18 beteg 20 mintajaban pozitivitast kimutatni.

A kapillaris elektroforézis alapjan meghatarozott ITD paraméterek a kdvetkezOképpen
alakultak: ITD méret 9-178 bazispar (median 40 bp), a mutans/vad allél aranya 0,006-
3,714 (median 0,144), a mutans/Gsszes allél aranya 0,48-77,8% (median 12,5%). Kilenc
beteg esetében egynél tobb mutans allél is kimutathato volt (tobbszoros ITD). A kapillaris
elektroforézis soran két mutaciora utalé csucsot 7, harom csucsot 2 minta mutatott.
Alapvetéen mindhdrom modszer képes volt az FLT3-ITD pozitivitds azonositaséra,
azonban kiilonbség volt az eredményekben a mutans allélek szamat, méretét és intenzitasat
illetden (34. 4bra).
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34. abra Az FLT3-ITD pozitiv és negativ DNS mintak vizsgalata PCR + harom Kkiilonb6zo
elektroforetikus médszer segitségével. A mintakbol izolalt genomi DNS-t PCR segitségével amplifikaltuk.
Ennek termékét (10 pl) 3% agaréz (A) és 6% poliakrilamid gél (B) segitségével analizaltuk. A kapillaris
elektroforézishez kiilon PCR-t hasznaltunk fluoreszcensen jelolt forward primerrel. A mintdkat ABI310
késziilékkel vizsgaltuk, a PCR-termékek méretét PeakScanner szoftver és ROX-500 méret-standard
segitségével hataroztuk meg (C, D, E, F, G, H, I). A vad-tipusu allélrol amplifikalodott termék mérete 331
bp, az ennél nagyobb méretii sivok ITD jelenlétére utalnak. (K: kontroll, B: beteg, Vt: vad tipus, Ms:
molekulastily marker).

6.3.1.2. Az elektroforetikus rendszerek reprodukadlhatosaganak vizsgalata

Két ITD-pozitiv mintat hasznaltunk a vizsgalathoz. A 35-0s sorszamu AML-es beteg
(B35) mintajara egy nagy ¢€s egy alig lathato kisebb mutans csucs volt jellemz6 387 és 339
bp-nal, mig a 80-as sorszamt AML-es beteg (B80) mintaja esetében egy nagy és egy
nagyon kis intenzitasu mutans cstcsot lattunk 355 és 398 bp-nal CE segitségével.

Az intra-assay variabilitast kétféleképpen vizsgaltuk. Egyrészt, a két mintat (B35 és
B80) tizszer amplifikaltuk ugyanolyan korilmények kozott, ugyanazon a napon, majd
mindegyik PCR terméket kapillaris elektroforézissel értékeltiik (11A. tablazat, ,,10 cs6”).
Masrészt, a tiz PCR termék egyikét tizszer injektaltuk a kapillarisba (11A. tablazat, ,,1
¢s6”). A PCR termékek méretébdl kalkulalt intra- és inter-assay CV% rendkiviil alacsony
volt (<0,2%). Az ITD (mutans allél minusz a vad allél) mérete szintén jo
reprodukalhatdésagot mutatott (intra- és inter-assay CV% <1%, ill. <2%), ha az ITD
nagysaga nagyobb volt, mint 24 bp. A B35 minta ITD1 esetében kisebb, 9 bazisparnyi
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inzerciot észleltiink, relative nagyobb intra- és inter-assay CV%-kal (7 és 11%) (11A.

tablazat).

A - FLT3-1TD-méret ITD 1° ITD 2°
B35 minta®

Intra-assay variacio (1 es6)° 8,3+£0,6 (7,2%) 56,1+£0,3 (0,5%)
Intra-assay variacié (10 cs6)° 7,7£0,5 (6,5%) 55,7+0,1 (0,2%)
Inter-assay variacié® 9,11,0 (11,0%) 56,5+0,6 (1,1%)
B80 minta®

Intra-assay variacio (1 es6)° 24.,4+0,2 (0,8%) 67,6+£0,3 (0,4%)
Intra-assay variacié (10 cs6)° 24,1+0,2 (0,8%) 67,1+£0,4 (0,6%)
Inter-assay variacié® 24,8+0,4 (1,6%) 68,1+£0,7 (1,0%)
B - FLT3-1TD-arany Mutans 1/Total (%)a’b Mutans 2/Total (%)a’b
B35 minta®

Intra-assay variacié (1 cs6)° 0,39£0,20 (51,3%)° 63,9+0,5 (0,8%)
Intra-assay variacié (10 cs6)° 0,43+0,34 (79,1%) 65,3£1,6 (2,5%)
Inter-assay variacié? 0,63+0,36 (57,1%) 65,7+2.,4 (3,7%)
B80 minta®

Intra-assay variacié (1 cs6)° 11,9£0,1 (0,8%)° 1,520,1 (6,7%)
Intra-assay variacié (10 cs6)° 12,6+0,2 (1,6%) 1,240,1 (8,3%)
Inter-assay varidcio® 12,5+0,5 (4,0%) 1,3+£0,3 (23,1%)

11. tablazat A kapillaris elektroforézissel végzett FLT3-1TD-méret és -arany meghatarozas analitikai
jellemzoi. *Két FLT3-ITD pozitiv, két-két mutdns allélt hordoz6 mintat (B35 és B80) vizsgaltunk. °A vad
tipusti és mutans allélok méretét és a vad tipust és mutans allélok gorbe alatti teriileteit (AUC) CE-vel
hataroztuk meg. Az ITD méreteket a mutans és vad-tipust allélokrol amplifikalédott PCR termékek
méretkiilonbségébdl szamoltuk ki. A mutans allélok aranyat az AUCmygns aniel / AUC mutanstvad tipusa alielok kK€plet
segitségével szamoltuk ki. °Az intra-assay variabilitdis meghatdrozasa: i, a két pozitiv mintaval tizszer
végeztiink PCR-t ugyanolyan koriilmények kozott ugyanazon a napon, majd mindegyik PCR-terméket
egymastol figgetleniil vizsgaltuk CE-vel (“10 ¢s6”); ii, a 10 PCR-termékbdl egyet kivalasztva, egymas utan
tizszer vizsgaltuk az analizatorral (“1 ¢s8”). A mintakat 10 egymast kovetd napon napi egy alkalommal
amplifikaltuk és analizaltuk. °A feltiintetett szamadatok: atlag+SD (CV%).

A muténs/Osszes allél hanyados reprodukalhatésaga mar véltozatosabb képet mutatott
(11B. tablazat). A B35 minta ITD2 és a B80 minta ITD1 esetében a mutans/dsszes allél
hanyados 65% és 12%, az intra- és inter-assay CV%, pedig 5% alatt volt. A B80 minta
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ITD2 esetében, ahol a mutans/Gsszes allél arany 1,2-1,5% volt, az intra-assay CV% 7-10%-
nak, mig az inter-assay CV% 25%-nak adodott. 1% alatti mutans/0sszes allél hanyadosnal
(B35 minta ITD1) a CV% 50% felett volt.

A reprodukélhatosagi teszteket elvégeztiik az AGE és a PAGE esetében is mindkét
pozitiv mintaval. A nagyobb mennyiségben jelenlévé mutans allélrol amplifikaldédé PCR
termék jol lathaté volt minden nap és minden futtatasnal, és az intenzitdsa sem valtozott
észlelhetéen. Ugyanakkor, a Kisebb intenzitasi mutans sav nem volt detektalhaté egyik

minta esetében sem.

6.3.1.3. Az elektroforetikus rendszerek érzékenységének vizsgalata

Az clektroforetikus modszerek érzékenységének Osszehasonlitasa soran a B35 minta
DNS-¢ébdl egy ITD-negativ DNS-sel sorozathigitast készitettiink. A DNS koncentracid az
FLT3 pozitiv és negativ mintdban egyenld volt. A mutins/Osszes allél aranyt a B35
mintdban CE ¢és PeakScanner analizis segitségével hataroztuk meg, a higitott DNS
mintdkban pedig a higitasi faktor alapjan szamoltuk ki (35A. és 35B. abra). A DNS
mixeket az FLT3 PCR-rel amplifikaltuk, majd 10 ul terméket vizsgaltunk agar6z vagy
poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. A dominans mutans allél kimutathato volt 1-
2%-o0s higitasnal mindkét modszerrel (35A. és 35B. abra), de a minor mutans allél nem
volt detektalhato.

A higitott DNS-eket fluoreszcensen jelzett forward és jelletlen reverse primerrel is
amplifikaltuk, majd CE-vel analizaltuk. A mutans/vad tipus (35D. 4&bra), illetve
mutans/Osszes allél hanyadost (35C. abra) PeakScanner analizissel allapitottuk meg. A
higitasi gorbe linedris részének alsé hatarat tigy hataroztuk meg, hogy egy valtozo cutoff
értéket teszteltiink, ami a kalkulalt mutans/Gsszes allél arany esetén 0,1-0,5% kozott (35C.
abra), mig a kalkulalt mutans/vad tipusu allél arany esetében 0,001-0,005 ko6zo6tt mozgott
(35D. abra). Egy linearis regresszids vonalat huztunk az aktualis cutoff feletti pontokon
keresztiil, és a két vizsgalt hanyados esetében a 0,2% és 0,002 cutoffhoz tartozott a legjobb
regresszids koefficiens (R=0,989 ¢és R=0,990). Az assay analitikai érzékenységét a
legalacsonyabb mutans allél hanyadossal rendelkezd 10 adatpontot figyelembe véve
allapitottuk meg. Ezek atlag+3SD-je 0,28% ¢s 0,0028 volt, amely megadta a két hanyados
detektalasi limitjét (35C. és 35D. abra).
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35. abra A harom elektroforetikus rendszer érzékenysége az FLT3-ITD kimutatasa soran. Egy ITD-
felhasznalva. A mixeket amplifikaltuk, majd 10 pul PCR-terméket agaréz (3%, A), illetve poliakrilamid (6%,
B) gélen analizaltunk. A savok feletti szamok a kalkulalt mutans/total allél aranyt mutatjak. Az FLT3 vad
tipust allél PCR termékének mérete 331 bp, a mutansé 387 bp. A kapillaris elektroforézishez fluoreszcensen
jelolt forward primerrel amplifikaltuk a DNS mixeket. A vad tipust és mutans csticsok alatti teriileteket a
PeakScanner szoftverrel hataroztuk meg, és a mért AUC aranyokat (C: mutans/total, D: mutans/vad tipus) a
szamolt aranyokkal vetettiik 6ssze. Az abra C és D részén a regresszios egyenesek a 0,2% mutans/total és a
0,002 mutans/vad tipus arany feletti pontokra illeszkednek, mig a detektalasi cut-off értékeit (Szaggatott
vonal) a legalacsonyabb 10 pont aranyaib6l szamoltuk ki (atlag+3SD). Az abra A és B része egy
reprezentativ kisérletet mutat harombol, mig a C és D része harom fiiggetlen meghatarozas adatait
Osszegezve jeleniti meg. (mt: mutans, vt: vad tipust, K: FLT3-ITD negativ kontroll, Ms: molekulastly
marker).

6.3.1.4. Az elektroforetikus rendszerek felbontasanak vizsgalata

Megvizsgaltuk a hiarom elektroforézis rendszer maximalis felbontasat is. A 144-es
sorszami AML-es beteg (B114) mintajaban a vad és mutans allél PCR termékének 9
bazisparnyi kiilonbségét mindharom modszer ki tudta mutatni (34A., 34B., és 34G. abra).
Ugyanakkor a 147-es sorszamu beteg (B147) mintaja esetében a 370 bp és 373 bp mutans
allélok ugyan jol detektalhatoak kapillaris elektroforézissel, de ez a harom bazisparnyi
kiilonbség agar6z vagy poliakrilamid gél elektroforézis segitségével mar nem volt
feloldhato (34A., 34B. és 34l. abra).
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Minta® DNS szekvenalas® PeakScanner® GeneScan®
B13 ¢.1773_1793dup21°® 19.2+0,3 bp° 19,720.4 bp
B16 ¢.1742_1777dup36 32,7+0,2 bp 33,4+0,9 bp
B35 ¢.1776_1833dup58 + ¢.1833_1834insCC 56,5:0,6 bp 56,940,5 bp
BS55 ¢.1773_1793dup21 19,1+0,2 bp 18,9+0,2 bp
B58 ¢.1772_1833dup62 + .1833_1834insGAGA 61,5:0.2 bp 60,9414 bp
B80 €.1734G>A + ¢.1734_1735insCAACCAACCAACCATGCGAGGGCCTCC 24,84+0,4 bp 25,040,7 bp
B92 ¢.1790_1835dup46 + ¢.1835_1836insCCTCCCCACGG 52,5:0,3 bp 52,5403 bp
B113 ¢.1762_1827dup66 61,3=1,1 bp 61,5:1,0 bp
B114 €.1788 1789insGGGGTCCCT 9,0£0,1 bp 9,1+0,1 bp
B125 €.1786_1837+3dup55 + ¢.1837+3_1837+4insCC 52,3+0,6 bp 52,0+1,3 bp

12. tablazat A PeakScanner és GeneScan programokkal, valamint a DNS szekvenalassal meghatarozott FLT3-ITD méretek dsszehasonlitasa. *A 10 ITD-pozitiv
minta DNS-ét bidirekcionélis szekvenalassal vizsgaltuk, majd meghatéroztuk a dominéns mutans allélben a duplikalt/inzertalodott nukleotidok helyét és szamat. "A vad-
tipustt és mutans allélok méretét CE-vel hataroztuk meg a PeakScanner és GeneScan programok segitségével. Az ITD méreteket a mutans és vad-tipusa allélokrol
amplifikalodott PCR termékek méretének kiilonbsége adta. “A feltiintetett adatok: atlag=SD (n=3-10). (bp: bézispar)
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6.3.1.5. A kapillaris elektroforézissel, illetve DNS-szekvendldssal meghatdarozott ITD

meéretek osszehasonlitasa

Jol ismert tény, hogy az ITD minden esetben olvasokeret eltolodast nem okozo ,,in-
frame” genetikai elvéltozas. Ez egyben azt is jelenti, hogy az ITD-t tartalmaz6 nukleotidok
szama mindig oszthatd harommal. Meglepé mddon a CE segitségével kapott ITD méret
adatokra ez nem volt minden esetben igaz. Eppen ezért 10 ITD-pozitiv minta DNS-ét
direkt szekvenalassal is megvizsgaltuk, majd a duplikalt/inzertalodott nukleotidok szamat a
CE éltal meghatarozott ITD mérethez hasonlitottuk (12. tablazat). A két modszer kozotti
korrelacié nagyon erds volt (R=0,999), de a duplikdtum/inzertum mérete DNS
szekvenalassal 7%-kal nagyobbnak bizonyult, mint CE-vel (Méretsekvensiassat = 1,07 X
Meéretce + 0,5). Kizartuk azt a lehetdséget is, hogy az észlelt eltérés az analizishez hasznalt
ingyenes PeakScanner program sajatossaga miatt lenne, mivel az ABI310 késziilékhez
hivatalosan biztositott GeneScan szoftverrel megegyezd eredményeket kaptunk (12.

tablazat).

Eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy az FLT3-ITD kimutatasara leginkabb
alkalmas modszer a PCR-t koveté kapillaris elektroforézis, melynek érzékenysége és
feloldoképessége feliilmilja a hagyomanyos elektroforézis technikak nyujtotta
lehetoségeket. Ugyanakkor megfeleld reprodukalhatésaggal csak az 1% feletti
mutans/total allél arany kvantitalhato, és a meghatarozott ITD méret kb. 7%-kal
alacsonyabb a valds értékhez képest, ha ezt a modszert hasznaljuk. Vizsgalatunk
fontos iizenete még, hogy a sajat fejlesztésit modszerek alapos analitikai validalasa -
akar Kisérletes, akar rutin klinikai alkalmazasrél van szo - elengedhetetlen.
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7. MEGBESZELES

7.1. A tesztelt biomarkerek alkalmazasaval nyert lényeges tapasztalatok, a
biomarkerek felhasznalasanak legfontosabb szempontjai

Az Eredmények részben bemutatott vizsgalataim kiilonboz6 betegségesoportok koré
rendezhetdek, ami lényegében koveti az évek sordn bekovetkezett munkahely
valtozasaimat ¢és 1) kutatoi egylittmikodések kialakulasit. A DEOEC Regionalis
Immunolégiai Laboratéoriuméban eltoltott id6 az immunpatomechanizmusi betegségek
vizsgalatanak id6szaka, amit a Laboratériumi Medicina Intézet (elétte KBMPI) onkologiai
targyt kutatasai kovettek. Mar ebben az Intézetben, a Dr. Bhattoa Harjit Pal kollégam altal
elinditott study-ba kapcsolodtam be, melynek soran csontanyagcsere vizsgalatok egész
sorat végeztik el. A Dr. Papp Maria tanarndvel (Belgyogyaszati Intézet,
Gasztroenterologiai Tanszék) kialakitott eredményes kooperacid bizonyos mértékig
visszavezetett a gyokerekhez, a cirrhosishoz tarsuld6 immunologiai valtozasok és infekcidok
kimutatasara alkalmas markerek és autoantitestek vizsgalata révén. Izgalmas kapocs volt
az immunologia és onkologia kozott a Dr. Takacs Laszlo akadémikus Urral (BioSystems
International Kkft.) kozos innovativ munka, ahol mAb-alapti protein array rendszer

fejlesztését és tesztelését végeztiik daganatos betegek mintdin.

7.1.1. Immunolégia mechanizmusu betegségek

Korébbi munkainkban a monocytdkon 1évé CD14 molekula expresszigjat, funkcidjat és
sheddingjét vizsgaltuk részletesen egészséges egyének mintaiban, igy logikusnak tlnt,
hogy ezt kovetden a CD14-expressziot és a szérum sCD14 szintet kiilonb6zd koros
allapotokban hatdrozzuk meg. A CD14 és a Toll like receptor csalad tagjai a velesziiletett
immunrendszer mintdzat felismerd receptorai, és az ezekben bekdvetkezd valtozas
befolyasolhatja az ezeket expresszalo sejtek aktivitasat is. Miutdn ezek a sejtek fontos
elemei az immunrendszernek a funkcidikban bekovetkezd valtozasok hatassal lehetnek pl.
a fertézésekkel szembeni védekezés hatékonysagara, illetve az autoimmun betegségek
kialakulasara. Vizsgalatainkkal ezért az autoimmun korképeket céloztuk meg (poly- és
dermatomyositis, SLE), illetve olyan immunpatomechanizmusu betegségeket, ahol a koros
allapot kialakuldsaban egy kronikus bakteridlis expozicidnak is potencidlisan jelentdsége
lehet (atopias dermatitis).

Az AD betegek jol ismerten fogékonyabbak bizonyos bdrfertdzésekkel szemben, a S.

aureus példaul a betegek 90%-nak a borébdl kimutathatd, és vélhetden szerepe van a
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bortiinetek kialakulasaban. A baktérium kiilonb6z6 molekularis Osszetevdi képesek a
kiilonb6z6é immunsejtek (T lymphocytak, macrophagok, eosinophil sejtek és keratinocytak)
[373,374,376]. Az atopias boérben kialakuld ismétlodo lokalis infekciok hatterében tobb
faktor is allhat: a bor integritdsanak sériilése, a defenzinek és egyéb antimikrobialis
molekuldk csokkent lokalis termelése, a Th2/Th22 irdnyba polarizalt immunrendszer,
melyet a Th17 hatas csokkenése kisér, vagy a monocyta/macrophag rendszer aktivitasanak
zavara [373,374,376,379,380]. Eredeti hipotézisiink szerint az ezen utdbbi sejtek felszinén
1évé mintazatfelismerd receptorok csdkkent expresszidja is szerepet jatszhat ebben a
valtozasban. Eredményeink azonban nem igazoltak ezt a feltevést: a granulocytak CD14-
expresszioja magasabb volt a kontrollokhoz képest, mig a monocytak esetében nem volt
szamottevd kiilonbség. Sokkal valdszinlibb tehat, hogy a mintazatfelismerd receptorok
expresszi0 valtozasa nem oka, hanem sokkal inkdbb kdvetkezménye az ismétlodd
bakterialis infekcioknak AD-ben. J6l ismert tény, ugyanis, hogy a Gram-pozitiv és -negativ
baktériumok kiilonb6zé molekularis komponensei képesek fokozott CD14-, TLR2- és
TLR4-expressziot indukalni a leukocytdkon [413,414], illetve a bakteridlis szepszis
kialakulasa soran fokozodik ezen sejteken a receptorok szama [415,416].

Erdekes modon a szérum sCD14 koncentracidja csokkenést mutatott az AD-s betegek
mintdiban. Az Gjonnan szintetizal6dé6 CD14 molekuldk - a bakterilis stimulacid hataséra -
vélhetden nagyobb aranyban keriilnek ki a sejtmembranba, és kevésbé szekretalodnak,
tovabba csokkenhet a felszini CD14 molekulak vedlése (shedding-je) is [35]. Mindkét

A szisztémds autoimmun betegségek kozé tartozo poly- €s dermatomyositis esetében
forditott iranyt valtozasokat tapasztaltunk, és nem az Osszes beteg és a kontrollok, hanem
az aktiv és inaktiv stadiumban 1évé betegek kozott. Az aktiv betegek CD14-expresszioja
csokkent, a SCD14 szintje emelkedett, és ezek az eltérések szignifikansan korrelaltak a
CD14-expresszid novekedése és a sCD14 koncentracid csokkenése a betegségaktivitas
markere lehet ebben a betegségcsoportban.

Az SLE-s betegek esetében két fliggetlen vizsgélatot végeztiink. A sCD14 szint
mérésére alkalmas, 10j, aramlédsi citometrids modszer bedllitdisa sordn egy random
szelektalt, heterogén betegcsoport szérum sCD14 szintjét hasonlitottuk egészséges
kontrollok értékeihez, és szignifikansan magasabb eredményeket kaptunk az j modszer és
egy kereskedelmi forgalomban 1év6 ELISA segitségével is. A szérum sCD14 koncentraciod
normal tartomanya 1-5 mg/L a kiilonb6z6 publikaciokban [43-46,417,418], sajat

eredményeink ennek az alsé részébe estek. Nagy valosziniiséggel technikai kiilonbségek
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magyarazhatjdk ezeket az eltéréseket. A sejtfelszini CD14-expresszio mértéke jelentds
variabilitast mutatott pl. az alkalmazott mAb tipusatol fliggéen [33,419], és hasonlo hatas a
sCD14 mérésére hasznalt immunoassay-k esetébe is nagyon valoszinii. Az SLE-s betegek
szérumaban is magasabb sCD14 értékekrdl szamoltak be Nockher ¢s mtsai. [43]. Az
inaktiv betegek esetében 4,1 mg/L, az aktiv stadium esetében pedig 7,1 mg/L volt az
atlagos szérum sCD14 koncentracio. A korabbi publikaciok és a sajat eredményeink
kozotti eltéréseket magyarazhatjak technikai okok és a betegcsoportok Osszetételében és
méretében 1évo jelentds kiilonbségek. Mindezek alapjan tehat, a sejtfelszini CD14-
expresszid és a szérum sCD14 mérése akar az SLE diagnosztikajat is segithetik, vagy a
betegek kovetése soran, illetve a terapidra adott valasz megitélésben lehetnek hasznosak
[43,420]. Ez utdbbi vizsgalata tortént meg a masodik tanulmanyunkban.

A masodik SLE-s vizsgalatban a kortikoszteroid terapia hatasat vizsgaltuk meg az SLE-
s monocytak CD14-expresszidjara. Az inaktiv, Szteroid terapia mentes és az alacsony
dozisu kezelést kapd betegek sejtjeinek CD14-expresszidja minimalis, nem szignifikans
csokkenést mutatott a kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a pulzus szteroid kezelés 40-
50%-kal csokkentette a sejtfelszini CD14 molekuldk szdmat hasonléan két korabbi
vizsgalathoz [45,421]. Mas szerzOk [422-424], ugyanakkor, nem észleltek ilyen valtozast.
A kiilonbségek egyik magyarazata az alkalmazott in vivo szteroid kezelés dozisa és
id6tartama  kozotti  eltérésekben lehet. A CD14-expresszid csokkenést mutatd
tanulmanyokban magas koncentracioban és minimum 2-3 napig alkalmaztak a szteroid
kezelést. Masrész technikai okok allhatnak az eltérések hatterében. Az alkalmazott anti-
CD14 mAb-ok kiilonb6zé CD14 szubpopulaciokat ismerhetnek fel, amelyek a szteroid
kezelésre kiilonbozoképpen reagalnak [33,425]. A CD14-expresszid csokkenése is tobb
mechanizmussal torténhet. Ahogy kordbban is irtuk az Ujonnan szintetizalodott CD14
molekulak sorsa lehet kozvetlen szekrécid vagy transzport a plazmamembranba, és ennek
talalhato egy Spl transzkripcios faktort koté hely, és a dexamethason képes gatolni az Spl
faktor kotodését ehhez a regulatorikus elemhez [426]. Az in vivo szteroid terapia hatasat az
SLE-s betegek leukocytaira csak néhany tanulmany vizsgalta eddig. A CD40L-
expresszidjanak valtozasa, csokkent arachidonsav felszabadulds és calcineurin aktivitas
jellemezte a kezelés soran ezeket a sejteket [427-429].

Végiil megvizsgaltuk azt, hogy a sejtfelszini CD14-receptorszdm valtozasanak lehet-e
valamilyen funkcionalis hatasa. A pulzus szteroid terapia soran az SLE-s betegek
monocytdinak CD14-expresszidja csokkent, és ezt egyértelmiien kisérte az LPS-kotd

képesség és az LPS-indukalta TNFa szekrécid csokkenése. Ezek a valtozasok a monocytak
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immunreaktivitasanak redukcidjat jelzik, és ez egy potencidlis faktora lehet a szteroid
kezelés immunszupressziv hatasanak.

A CD14-expresszid valtozasanak lehet még egy masik jelentdsége is. Ezek a receptorok
képesek az endotoxin molekuldk, de akar Gram-negativ baktériumok megkotésére is,
CD14 molekuldk szama lecsokkenhet ez a funkcid is, ami kulonbozd bakterialis

fert6zésekkel szemben fokozottabb fogékonysagot eredményezhet [430].

7.1.2. Tiidotumor

Az elmult néhany évben két tanulmanyunkban is foglalkoztunk a tiidétumor
kimutatasara alkalmas 0j markerek azonositasaval. Ez nem véletlen, ugyanis, mind a nok,
mind a férfiak kozott incidenciajat tekintve a tiidétumor a masodik/harmadik leggyakoribb
rosszindulat daganatos betegség vilagszerte, és a daganatos halalozéas aranyat tekintve
pedig mindkét nemben listavezeté [397,431]. Kiilondsen szomort az, hogy ha az orszagok
rangsorat nézziik Magyarorszag all az elsé helyen; a tiidétumor 100.000 lakosra vetitett
éves incidencidja meghaladja a 40 f6t, ami a legmagasabb a vildgon. Ennek oka pontosan
nem ismert, de biztosan szerepet jatszik benne a dohanyzas rendkiviil magas aranya az
elmilt évtizedekben. A dohanyzas és a tiidérak kialakulasanak Osszefiiggése ma mar
teljesen elfogadott, jol lathato pl., hogy a fejlodd orszagokban (pl. Mexikd, Kozép- és Dél-
Afrika), ahol a dohanyzok aranya alacsony, ott alacsonyabb a tiidérak incidencidja is, és
egy olyan orszagban, mint Kina, ahol jelentdsen emelkedik a dohényzas meértéke, ott
fokozodik a tiidérak el6fordulasa [431]. Elfogadott tény az is, hogy nemcsak a
dohanyfiisttel belélegzett karcinogének, hanem a szennyezett levegdjii nagyvarosok
levegdjében 1évo kiilonbozoé méretii aprod részecskék is tartalmaznak rakkelté anyagokat, és
igy a légszennyezddes is egyértelmii okozdja lehet a tiidoraknak. Bar az Eurdpai Unio 25
ug/m3 hatarértéket fogad el, de a levegdben 1€vo részecskék mennyisége €s a rakkockazat
kozott gyakorlatilag linedris Osszefliggés van igazi kiiszob nélkiil; azaz barmilyen alacsony
is a szalld por mennyisége az is fokozott rakkockazattal jar [432].

A tiidérdk mortalitasi adatai kiugroan rosszak vilagszerte; az Egyesiilt Allamokban,
példaul, a 2004-2010 kozotti adatokat figyelembe véve a tiiddtumoros betegek
minddsszesen 17,8%-a volt még €letben 5 évvel a diagndzis feldllitasa utan. A legnagyobb
gond az, hogy ez a daganat nagyon gyakran mar elérehaladott stadiumban keriil
felismerésre, amikor mar tavoli attétek képzodtek és ekkor a terapids lehetdségek mar alig
hatékonyak, és a hosszabb tavu talélési esélyek nagyon szerények. Ugyanakkor a

tiinetmentes €s korai stddiumban azonositott betegeknek 88% esélye van a tizéves

114



dc_1077_15

talélésre. Kulcsfontossagu tehat, olyan diagnosztikus és még inkabb olyan sziiréteszteknek
az azonositdsa, amellyel a korai (lehetdleg I-IIA stddiumua) daganat felismerhetd
[397,431,433].

A klinikai gyakorlatban jelenleg els6 helyen allo sziirteszt az alacsony dozisu mellkas
CT (LDCT) vizsgalat. Egy 2011-ben lezarult nagy amerikai tanulmany jelentette ebben az
esetben a mérfoldkovet. Ebben a 9 éves study-ban 53.000 fokozott tiidérak kockazata, 55-
74 év kozotti egyén vett részt, akiket 3 éven keresztiil évente egyszer mellkas rontgennel
vagy LDCT-vel vizsgaltak meg. Az eredmények egyértelmiien igazoltak, hogy az LDCT
szlirOteszt alkalmazasa 20%-kal csokkentette a tiiddtumoros mortalitast az egyszer(i
mellkas rontgennel szlrt populacidhoz képest [434]. 2013 végére tobb amerikai
tudoményos tarsasag - tobbek kozott a US Preventive Services Task Force, az amerikai
kormany fliggetlen tanacsado testiilete - is javasolta az LDCT szliréprogram elinditasat az
USA-ban. Ami még Iényegesebb, javasoltdk a teszt allami egészségbiztositd
(MEDICARE) altal torténé finanszirozasat is. A MEDICARE szakmai tanacsado testiilete
2014 nyaran elvetette a javaslatot, azonban a kibontakoz6 tarsadalmi vita eredményeként
2015. februar 5-én a MEDICARE kozleményben tudatta, hogy financialisan tdmogatja az
LDCT sziir6programot. A vizsgalatot annal végezhetik el, aki 55-70 év kozotti és jelenleg
dohényzik vagy nem hagyta abba dohdnyzast 15 évnél régebben. A vizsgalat eldtt a teszt
potencidlis eredményeinek és veszélyeinek részletes ismertetése torténik meg specialis
centrumokban, és a beteg dont a sziir6teszt elvégzésérdl vagy elhagyasarol [433,435-437].
Az Eurdpai Unio egyeldre nem implementélta az amerikai eredményeket és ezt az j
sztirdprogramot. A dontéshozok a holland-belga NELSON vizsgélat eredményére varnak,
¢s ezt tervezik poolozni tobb kisebb eurdpai study eredményével is, ami varhatoan kb. még
2 évet vesz igénybe. Ez alatt vizsgaljak meg a szliréprogram orvosi hatékonysagat és
gazdasagossagi mutatoit, és ez alapjan dontenek a szlirés inditasarol és paramétereirdl (pl.
kit kell sz{irni és milyen gyakorisaggal?) [433].

Az LDCT szliréssel kapcsolatban felmertiilt egyik probléma a fokozott sugarterhelés
kérdése, ami alkalmanként az éves normal sugardozis kb. 50%-at jelenti. A CT technologia
folyamatos fejlédésével valoszintileg ez hamarosan nem lesz mar komoly gond. A masik -
sokkal sulyosabb - kifogds az LCDT szlirés nagyon magas fals pozitivitdsa volt. A
vizsgalat soran 100 kisziirt kerek arnyakbol 4-r6l igazolddott be, hogy tumoros elvaltozas.
Az Osszes tobbi esetben az ismételt vizsgalatok, biopszia és miitét foloslegesen terhelték
meg az egészségiigyi ellatd rendszert, és - ami legalabb olyan fontos - indokolatlan
aggodalmat és pszichés megterhelést jelentettek a kiszlirt egyének szdmara. Ennek a
problémanak a megoldésa tobbféleképpen is torténhet. Mindenképpen lehet optimalizalni

az LDCT tesztet kiilondsen annak kiértékelését. Az amerikai vizsgalatban az észlelt arnyék
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atmérojét vették alapul, és ennek kiiszobértéke 4 mm volt. Amikor ezt az értéket 7-8 mm-
re novelték jelentdsen csokkent a fals pozitivitas ardnya, és csak minimalis szdmu beteg
veszett el. Az europai vizsgalat a tiidoben 1évo képletet 3D-ben rekonstrualja, és annak
térfogatat hatarozza meg, és veszi alapul a pozitivitds eldontésének kérdésében. Végiil
olyan szamitogépes képanalizaldo programok fejlesztése és tesztelése zajlik jelenleg,
amelyek a CT felvétel akar tobb szaz paraméterét is értékelik, és ez alapjan formalnak
véleményt [433]. Egy masik lehetdség olyan biomarkereknek az azonositasa, amelyek
onmagukban vagy az LDCT sziiréssel kiegészitve még specifikusabban ¢és szenzitivebben
azonositjak a tiidétumoros betegeket a vizsgalt egészséges populacioban.

A tiid6tumor sziirésére alkalmas biomarkerek azonositasa és tesztek fejlesztése komoly
kihivas, ugyanakkor komoly Ilehetdség is, hiszen egy jelentds, tarsadalmi szintl,
egészségiigyi problémardl van sz6, ami ugyanakkor jelentds, potencialis gazdasagi
lehetdséget is rejt magaban. A jelenleg rutinszeriien alkalmazott szérum tumormarkerek
onmagukban nem alkalmasak a tiiddtumoros betegek sziirésére, sokkal inkabb a betegek
kovetésére, a terapia hatékonysaganak jelzésére, recidiva kimutatasara hasznalhatok. Sajat
vizsgalataink is azt mutattak, hogy a petefészek tumor diagnosztikdjaban alkalmazott HE4
jo hatékonysaggal kiiloniti el a tiidétumoros férfiakat a kontrolloktol, de ez elsésorban a
késoi II-1V. stadiumt betegek esetében igazan hatékony, és sokkal kevésbé effektiv a
korai stddiumt rakban. Jelentdsen javitotta a teszt teljesitményét, az I.-1l. stadiumu
tidédaganat esetében is, ha a HE4-et a CEA-val és a CA 125-tel kombinaltuk egyetlen
paraméterré binaris logisztikus regresszioval (szenzitivitasa: 80%, specificitasa: 93%). Ez a
fajta megkozelités - kompozit score-ok képzése az egyedi paraméterekbdl - biztosan a jovo
utja. A jelenleg piacon 1év6 assay-k alkalmazzak is ezt a metodikat. A 20/20 Genesystem
PAULA tesztje harom tumormarker (CEA, CA 125, Cyfra 21-1) és egy daganat-specifikus
autoantitest (NY-ESO-1) szérum koncentracidjat méri, és ebbol kalkulal egyetlen score-t,
ami a tiild6tumor jelenlétének valdszinliségét adja meg (szenzitivitasa: 71%, specificitasa:
83%) [438]. A Somalogic aptamer alapu detektald rendszere (SomaScan) 12 szérumfehérje
89%, specificitasa: 83%) [439]. Az Oncimmune szérumtesztje (EarlyCDT-Lung) jelenleg
7 tumorspecifikus autoantitest szintjét méri, és ha ezek koziil barmelyik értéke kiiszob
feletti, pozitiv a teszt eredménye - (szenzitivitasa: 37%, specificitasa: 91%) [440]. Ebbe a
sorba illik bele a sajat fejlesztésti QP300 rendszeriink is, ahol 4 QP300 marker és a Cyfra
21-1 fuzionalasa egyetlen paraméterré nagyon hatékony 1) tesztet eredményezett:
szenzitivitasa: 88%, specificitasa: 92%. Ezek az eredmények egy potencialis korai tiidérak
diagnosztikum alapjait vethetik meg. Hangstlyozandé ugyanakkor, hogy a tesztelést

alacsony esetszamll populdcion végeztik el, és mindenképpen sziikség van ennek
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bévitésére. Rendkiviil fontos és izgalmas kérdés a tiidétumoron beliili alcsoportok
vizsgalata is, €s itt nem csak a korai stddiumui betegekr6l van szo, hanem a kiilonb6z6
szovettani kategoridkrol (SCLC vs. NSCLC) vagy a dohanyzo, illetve nem dohanyzé
betegek tiid6tumorarol, ami az Gjabb vélemények szerint akar kiilon korkép is lehet [441].
Az el6z6 bekezdésben felsorolt elsésorban proteomikai megkozelitésii assay-k mellett
természetesen dramai gyorsasaggal fejlodnek a genetikai alapu tesztek is. Az Gjgeneracios
szekvenalasi technikdk ardnak csokkenése és széles korti elérhetdvé valdsa tette pl.
lehetévé a "The Cancer Genome Atlas" (TCGA) létrejottét, ami hihetetlen mennyiségli
informaciot tartalmaz a legkiilonb6z6ébb tipusu daganatokrol [442]. Ezen project keretében
publikaltak nemrégiben két jelentds study-t, amelyekben 178 tiid6 laphamrak [443] és 230
tiid6 adenocarcinoma [444] vizsgalatat végezték el. Ennek soran DNS, mRNS és miRNS
szekvenalas tortént kopiaszam analizissel, metilacids vizsgalattal és proteomikai tesztekkel
kombindlva. A munka sordn szdmos 0j driver gén, terdpias célpont és daganat alcsoport
keriilt azonositasra. Ezek az eredmények szamos 1j teszt alapjat képezhetik, akar olyanokét
is, amelyek pl. a plazmabdl izolalt DNS analizisébdl kovetkeztetnek a daganat jelenlétére

vagy annak kiilonb6z6 valtozasaira (metasztazis képzés, terapia rezisztencia, stb.) [445].

7.1.3. Cirrhosis

[ SN4

eredménye, melynek soran a maj parenchyma hegszovetté alakul, és a maj funkcioi
jelentdsen besziikiilnek. A cirrhosis leggyakoribb komplikacioi az ascites, varix vérzések,
hepatikus encephalopathia ¢és a kiilonb6z0d bakteridlis fertdzések kialakulasanak
megnovekedett kockazata. Ez utdbbiak gyakran tarsulnak az alapbetegséghez ¢és
indukalhatjak a tobbi szovédmény kialakulasat is, rdadasul felismerésiik sem egyszerii
[394-396]. A cirrhosishoz tarsuld infekciok kimutatasa vagy predikcioja tehat, egy
lényeges klinikai probléma, és ennek megoldasara kiilonbozo akut fazis fehérjék tesztelését
végeztiik el egy igen nagy 1étszamu és részletesen karakterizalt betegcsoport esetében. A 4
tesztelt marker (CRP, PCT, LBP és sCD14) koziil a szérum sCD14 szintje nem tért el
szignifikansan az infekcidval bird és infekciomentes betegekben, mig a masik harom
marker képes volt kiilonbséget tenni a két csoport kozott. A leghatékonyabbnak a CRP
mérése bizonyult: 10 mg/L hatarértékkel mar onmagéaban is érzékeny markere volt a
bakterialis fertézéseknek. A CRP kombinalasa a PCT meghatarozasaval némileg emelte a
diagnosztikai pontossagot (szenzitivitast 10%-kal, NPE-ket 5%-kal), ugyanakkor a
diagnosztikai folyamat koltségeinek jelent6s emelkedésével jart (3.500 Ft vs. 500 Ft).

Sajnéalatos mdédon ezen szeroldgiai tesztek gyengébb teljesitményt nyujtottak a betegség
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elérehaladottabb stadiumaiban vagy olyan betegek esetében, akiknél ascites is igazolodott.
A CRP a bakterialis infekciok kialakulasanak - rovid tava - prognosztikai markere is volt.

A CRP, mint a bakteridlis fertézések jellemz0 paramétere mar jo ideje ismert, még
cirrhosisos betegek esetében is [446]. Kordbbi klinikai tanulmanyokban, melyek 20-127
esetet dolgoztak fel, a CRP és a PCT bizonyult a legjobb markernek a bakterialis
fertdzések azonositasara, de a diagnosztika pontossaguk és hatarértékeik jelentdsen eltértek
egymastol a kiilonb6z6 study-kban [447-454]. A CRP esetében a szenzitivitas 62-80%, a
specificitas  68-96%  kozott, a ROC-AUC pedig 0,72-0,91 kozott  valtozott
[63,447,448,455]. Sajat vizsgalatunkban a szenzitivitas 84%, a specificitas 91%, a ROC-
AUC pedig 0,93 volt. Az altalunk meghatarozott optimalis hatarérték (9,2 mg/L)
alacsonyabbnak adddott, mint a tobbi tanulmanyban, melyekben ez 20 mg/L [451], 24,7
mg/L [452], 55,9 mg/L [448], valamint 80,0 mg/L [450] volt. Egy lehetséges magyarazat
ezekre az eltérésekre a betegpopulaciok kozotti kiilonbség. Sajat tanulmanyunkhoz képest
a korabbi eredményeket joval kisebb betegcsoportokon végezték, mely torzithatja az
eredményt. Tovabbd a kordbbi tanulméinyokban a fertdzéses esetek a legtobb beteg
esetében egyiitt jartak szisztémas gyulladdsos valaszreakcioval (SIRS), szepszissel,
bizonyos esetekben még szeptikus Sokk-kal is [456]. A mi egész fertdzéses
betegcsoportunk sokkal inkabb a mindennapos klinikai eseteket reprezentalta. A fertézések
hozzavetdlegesen 25%-a enyhe volt, és foként a hugyutakra lokalizalodott.

A masodik legjobb markernek a PCT bizonyult, de a teljesitménye minden tekintetben
elmaradt a CRP mogott. Hasonld eredmények jelentek meg korabbi cirrhosisos
publikaciokban is [447,449,450,452]. Ezekben az esetekben a PCT szint jelent6sen
megemelkedett a fertdzott betegekben a kontrollhoz képest, bar a median érték széles
tartomanyban valtozott: 0,74 pg/L [454], 2,8 ug/L [453], 3.2 ug/L [447], 9,8 ug/L [449],
10,1 pg/L [450]. Mi is szignifikansan emelkedett PCT szinteket mértiink a fertdzéses
betegekben, de a median érték alacsonyabbnak adodott: 0,24 pg/L. Tovabba a PCT
diszkriminativ ereje 0,15 pg/L cut-off értéket alkalmazva szintén kissé gyengébb volt
(szenzitivitds: 72%, specificitds 84%, AUC-ROC: 0,84), mint két kordbbi tanulméanyban
(szenzitivitas: 85 és 95%, specificitas: 96 és 98%, AUC-ROC: 0,97 és 0,98) [449,450]. Az
altalunk vizsgalt betegcsoport egy negyede csupan enyhe fertézésben szenvedett, mely
vagy nem, vagy kismértékben jar csak PCT koncentracidemelkedéssel [64], de ezek a
diszkrepancidk technikai kiilonbségekkel is magyardzhatok. Annak ellenére, hogy
klasszikus (nem szenzitiv) PCT tesztet hasznaltak minden korabbi tanulméanyban, a

vizsgélatok eredménye eltérd lehet a kiilonbozd detektdlasi modszerek kovetkeztében
[64,66].
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A vizsgalatok masodik részében az ANCA el6forduldsat vizsgéltuk cirrhosis betegek
mintaiban és - els6ként az irodalomban - megmutattuk, hogy fokozott az ANCA IgA
eléfordulasa és szérum koncentracidja ebben a betegcsoportban a korkép etioldgiajatol
fiiggetleniil. A szérum total IgA koncentracid emelkedése alkoholos madjcirrhosisban jol
ismert jelenség és ennek megfelelden a legmagasabb pozitivitasi aranyt és ANCA IgA
titereket az alkoholos eredetli majcirrhosisos betegek mintdiban kaptuk (nem bemutatott
adat). A magasabb total IgA - és hasonloan az ANCA IgA - pozitivitas és koncentracio oka
pontosan nem ismert ezekben a betegekben, azonban a gastrointestinalis traktus szerepe
nagyon valoszinli. A bél barrier funkciojanak - mind fizikai, mind immunoldgiai
értelemben - bekovetkezd kéarosoddsa a cirrhosisnak jol ismert velejardja, €s a betegség
elérehaladasaval fokozodik [130,395]. A kapszula endoszkdpian atesett cirrhosisos betegek
2/3-anal a vizsgalat a vékonybél falanak gyulladasos elvaltozasat mutatta mind
makroszkdposan, mind hisztologiai vizsgalattal [457,458], amihez a vékonybél bakterialis
kolonizacidja is tarsult. Mindennek eredményeképpen a bakteridlis eredetii komponensek a
sériilt bélfalon keresztiil bekeriilhetnek a submucosalis szovetekbe majd a keringésbe -
bakteridlis transzlokacié -, ami stimuladlhatja a szekretoros immunrendszert ¢és
hozzajarulhat a betegségspecifikus komplikaciok kialakulasahoz [130]. Ezt a
mechanizmust tdmogatja az is, hogy a bélbaktériumok kiilonb6zd dsszetevoivel szemben
mutathatok Ki ellenanyagok a cirrhosisos betegek szérumaban, vagy olyan sajat antigének
ellen keletkeznek autoantitestek, amelyek keresztreagdlnak bizonyos bakterialis
mintazatokkal [119,121,127,459-461]. A szekretoros immunrendszer fokozott aktivitasat
jelzi ezekben a betegekben, az emelkedett sIgA szint is [462]. Nagyszamt kisérletes adat
tdmasztja ala azt, hogy a béltraktus bakterialis kolonizacidjanak mértéke és fajosszetétele
egyértelmiien befolyasolja a lokalis IgA termelést, ami kiilonb6zé mechanizmusok révén a
szisztémas keringésben is megjelenik [97,461].

Tudvan, hogy a cirrhosisra fokozott bakteridlis transzlokacié jellemzd, és a bakterialis
eredeti molekulak keresztreagalhatnak bizonyos granulocyta antigénekkel hipotézisiink
szerint a szérumban kimutatott IgA ANCA antitestek alapvetden béltraktus eredetiiek. Ezt
hivatott igazolni az IgA szubtipizalas, ugyanis a csokkent IgA1/IgA; antitest arany, illetve a
szekretoros komponens jelenléte az IgA szekréci6 mucosalis eredetének elfogadott
markerei. Eredményeink igazoltak elképzelésiinket: az ANCA IgA; antitestek aranya
jelentésen emelkedett volt (46%) a szérumban altalaban mért értékhez képest (10%), és a
szekretoros komponens az antitestek 87%-an jelen volt (normalisan ez kb. 1%). A mi
vizsgélatainkhoz hasonlé moédon - IgA szubtipizalas segitségével - igazoltdk a coeliacia
specifikus autoantitestek mucosalis eredetét, mig kizartak ezt a Guillain-Barré szindroma
esetében [463-465].
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Az ANCA béltraktus eredetének indirekt bizonyitékat a gyulladasos bélbetegségek
esetében szintén kimutatott ANCA pozitivitas adhatja, ahol a cirrhosishoz képest talan még
fokozottabb a bélfal permeabilitasa [96]. Ismert tovabba az is, hogy pasztorizalt E. coli-val
¢és S. aureus-szal immunizalt patkanyokban ANCA-kat tudtak kimutatni [466]. A klinikai
adatokkal 6sszevetve az ANCA pozitivitas szignifikansan gyakrabban fordult elé azokban
a betegekben, akiknél klinikailag jelentds bakteridlis infekcio zajlott és egyben fliggetlen
rizikofaktora volt 0jabb infekciok kialakulasanak. Ez az eredmény is az ANCA keletkezés
bakterialis eredetét tdmasztja ala.

Az ANCA vizsgalatokat indirekt immunfluoreszcens technikaval végeztiik el és csak a
két leggyakoribb antigén (MPO, PR3) tesztelése tortént meg ELISA segitségével. Az anti-
MPO ¢és anti-PR3 pozitivitas aranya alacsony volt, ugyanakkor mindharom jellegzetes IIF
mintazat (c-, p-, atipusos p-ANCA) szamottevl gyakorisaggal fordult elé a betegekben,
ami azt jelzi, hogy a cirrhosishoz tarsulo ANCA IgA kialakulasanak hatterében tobb

kiilonb6z6 ritkabb antigén is allhat.

7.1.4. Csontanyagcsere betegségek

A postmenopausaban 1évé ndk csontstdtusza és az ezzel Osszefliggd csonttorések
kockazata tobb tanulmany targya volt mar [410,411] azonban a férfiak helyzete
Magyarorszagon kevésbé ismert. Eppen ezért a 2009 és 2010 szeptembere kozott indult
vizsgalatba 229 f6 50 év feletti férfit vontunk be, meghataroztuk a csontanyagcserében
szerepet jatsz6 hormonok €s a csontmetabolizmus biokémiai markereinek szintjét ¢s BMD
mérést végeztiink. A rutin csontmarkerek mellett tobb 0j csontanyagcserével Osszefiiggd
analit szintjét meghataroztuk (sclerostin, OPG, RANKL, DKK-1), azonban ebbe a
dolgozatba csak a sclerostin mérés eredményei kertiltek.

A sclerostin méréseket illetden a mi vizsgalatunk volt az elsé olyan study, ahol a
sclerostin szint meghatarozasa szisztematikusan kivalasztott 50 év feletti férfiakban tortént.
Egyetlen hasonld tanulmany volt az irodalomban, de abban a résztvevd férfiaknak nem
kellett a mieinkhez hasonl6 kritériumoknak megfelelni a vizsgalatba valo bevalasztaskor
[243]. A mérések értékelése soran azt tapasztaltuk, hogy a szérum sclerostin szintet
elsdsorban a résztvevOok biologiai tulajdonsagai (életkor €s vesefunkcid) befolyasoljak,
ezért ezeket az eredményeket a 7.3. fejezetben targyaljuk a dolgozatban szerepld hasonld

megfigyelésekkel egyiitt.
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7.2. Biomarker tesztek analitikai validalasa

Ahogy a Bevezetés 2.4 pontjdban részletesen targyaltuk az 0j biomarkerek azonositasa
utan hasonldéan komoly feladat az azok mérésére alkalmas mérémodszerek kifejlesztése és
ezek analitikai, funkcionalis és klinikai validalasa. A legrészletesebb "bevizsgalas"-t akkor
kell elvégezniink, ha egy teljesen 1j assay-t hozunk Iétre, és ekkor sziikség lehet a
Bevezetés-ben ismertetett szinte valamennyi kontroll teszt elvégzésére. Az ilyen eljarasok
szabalyozasaval nemcsak nemzetkdzi publikaciok, de nemzetkozi tarsasagok ajanléasai is
foglalkoznak.

A Clinical Laboratory Standards Institute szamos ilyen guideline-t jegyez, melyek koziil
kettd (LA21-A2 és LA23-A) az 0j immunoassay-k analitikai és klinikai validalasat
szabalyozza. Az 1j moddszer valamennyi reagensének (antitest, antigén, kalibratorok,
standardok és kontrollok, stb.) megfelel6 mindségiinek kell lennie, és ennek biztositasara
tesz javaslatokat a guideline. Nagyon lényeges a vizsgalati minta tipusa (szérum, plazma,
alvadasgatloszer fajtaja, stb.), a reagensek ¢és mintdk kezelésének, taroldsdnak ¢és
stabilitdsanak kérdése, melyet megfeleléen standardizalni kell a klinikai validalas el6tt.
Hasonldéan fontos a reakcio koriilmények optimalizaldsa, majd a rendszer analitikai
tulajdonsagainak kontrollalasa (torzitas, reprodukalhatosag, a cut-off-ok ¢és kalibracios
gorbe validalasa, als6 és fels6é detektalasi hatar meghatarozasa, linearitas vizsgalata,
interferald anyagok tesztelése és a keresztreaktivitds vizsgélata). A klinikai tesztelés
eldirdsai is igen részletesek, mar a vizsgalat elokészitésétdl kezdve: vizsgalati protokoll
készitése, vizsgalati célok megfogalmazasa, etikai engedélyek, nem vart események és
ezek kezelése, a betegek tdjékoztatdsa és vizsgalatra valo elokészitése, vizsgalati helyek
kivéalasztasa, eredmények értékelésének menete, stb. Hasonldéan Osszetett lehet az
eredmények klinikai értékelése is; ide elsOsorban a klinikai szenzitivitds, specificitas,
negativ és pozitiv prediktiv érték meghatarozasa tartozik. Ebben a fazisban a
leghatékonyabb modszer a "receiver operating characteristic (ROC) plot" analizis, ahol egy
konkrét numerikus érték - a ROC gorbe alatti teriilet - jellemzi a vizsgalt marker klinikai
effektivitasat [467,468].

Sokkal egyszeriibb a helyzet, ha egy kereskedelmi forgalomban 1évé assay helyi
implementalasarol van sz0, hiszen a felsorolt teszteket a gyartd cég laboratériumaiban mar
elvégezték, igy csak a torzitds, intra- és inter-assay reprodukalhatosag, atszennyezddés
(bizonyos automatak esetében), linearitas és a mérési eredmény iddbeli valtozasa tartozik a
minta segitségével 5 mérési nap alatt el lehet végezni [469].

A doktori értekezésben tobb 1) assay fejlesztése szerepel, és ezeket is probaltuk - a

lehetdségekhez képest - az itt leirtaknak megfelelden tesztelni. A sCD14 meghatarozasara
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alkalmas 4ramlasi citometrids modszer esetében kiilonbozé anti-CD14 és detektald
antitesteket teszteltiink, intra- és inter-assay CV% meghatarozas, és - "spike"-olt mintak
segitségével, illetve egy masik ELISA mddszerrel vald 6sszevetés sordn - torzitas vizsgalat
is tortént. Emellett vizsgaltuk a moédszer dinamikus tartomanyat, teszteltiik a versengd
"tracer"-nek hasznalt monocytak szamat, és - bar viszonylag alacsony szdmu kontroll
bevonasaval - probaltunk férfi/nd referencia tartomanyokat definidlni. Az analitikai
validalas utdn a modszert tobb betegcsoporton is teszteltiik ROC analizis segitségével.

A masodik példa az ANCA IgA alosztalyainak meghatarozasara alkalmas, image-
analizis alapu, kvantitativ metodika beallitasa, ahol a fluoreszcencia intenzitast kalibracios
beadek segitségével forditottuk le sejthez kotott antitestszdmra. Itt intra- €s inter-assay
reprodukalhatosag vizsgalata tortént, illetve egy masik - szemikvantitativ - modszerrel
vetettiik 6ssze a kvantitativ modszer eredményeit.

Kiilondsen nehéz olyan modszerek analitikai vizsgalatat elvégezni, ahol tobb szaz vagy
ezer analit egyideji kvantitalasa torténik, ami a kiilonb6z6 "omika" technikakra jellemzd.
Ilyen jellegli probalkozésrdl is beszdmoltunk a doktori értekezésben. Az Gjjonnan fejlesztett
QP300 rendszer esetében a maximalis jelintenzitas (RLUmax) és egy kontroll minta relativ
jelintenzitasanak (RLU/RLUmax%) inter-assay és lotok kozotti variabilitdsat tudtuk
meghatarozni, de miutdn a detektalt antigének egy része pontosan nem ismert, masrészt
egyszerre 290 analit torzitdsanak megvalositdsa rendkiviil koltséges lenne, ezért ilyen
vizsgalatot nem végeztiink. A klinikai validalas tiidotumoros betegek és egészséges
kontrollok mintdinak dsszevetése alapjan ROC analizissel tortént, és a teszt meglehetdsen
hatékonynak bizonyult.

A molekularis genetikai diagnosztika teriilete robbanasszerli véaltozason megy at és
egyre tobb teszt a rutin diagnosztika részéveé valik. Nyilvanvaldan ezekre a vizsgalatokra -
kiilondésen a kvantitativ meghatarozdsokra - ugyanazon analitikai szabalyoknak kell
vonatkoznia, mint a klinikai kémia tesztekre. Ennek szellemében - és ezt bemutatandé -
végeztiik el az FLT3-ITD genetikai eltérés vizsgalatara alkalmas PCR + AGE/PAGE/CE
metodikak analitikai tesztelését egy munkankban. Igazan széles Kor(i tesztelést a
kvantitativ, kapillaris elektroforézis esetében tudtunk végezni. Meghataroztuk a modszer
kiilonb6zd numerikus paramétereinek intra- és inter-assay variabilitdsat, a mutans/totél
allél arany meghatarozasanak analitikai szenzitivitasat, kvantitalasi hatarat (funkciondlis
szenzitivitasat) €s linearitdsat, az ITD méret meghatidrozasanak feloldasat és torzitasat egy

referencia modszerhez (DNS szekvenalés) viszonyitva.
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7.3. Preanalitikai faktorok és a biologiai variabilitas jelentésége a biomarker
vizsgalatok értékelése soran

A laboratériumi diagnosztikaban a vizsgalatot kérd orvosok legfontosabb elvarasa, hogy
megbizhatd eredményt kapjanak. Jelenlegi tudasunk szerint a laboratériumi vizsgalatok
hibainak legjelent6sebb forrasa sorrendben a preanalitikai majd a posztanalitikai fazis, és
legkevésbé maga a mérés elvégzése jarul ehhez hozza. Az elmult 10 évben az analitikai
hibak el6fordulasanak aranya tizedére csokkent, egyrészt a technologiai fejlodés
(miiszerek, reagensek standardizalasa), masrészt az informacios technoldgia, harmadrészt a
modern mindségbiztositasi rendszerek és mindségi kontrollok széles korii elterjedése miatt.
Jelenleg kisebb annak az esélye, hogy egy laboratéoriumi mérés analitikailag hibasan
torténik, mint az, hogy valakinek elvész a csomagja a repiilétéren vagy, hogy egy
radioldgiai vizsgalatot hibasan értékelnek [470,471].

Miutan a preanalitikai fazisnak ilyen nagy jelentésége van a vizsgalatok
megbizhatdsagat illetéen, az utdbbi néhany évben kitiintetett figyelem fordult ebbe az
iranyba. A European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM)
0nallo Preanalitikai munkacsoportot hozott 1étre (Working group for Preanalytical Phase)
az itt eléforduld hibdk felderitésére és orvosolasara. A munkacsoport foglalkozik tobbek
kozott a betegek vérvételre vald elokészitésének (éhgyomri allapot), a vérvétel
technikdjanak (vérvételi tii mérete, leszoritds helye és iddtartama, feliilet fertdtlenitése,
csovek tipusa, kezelése és sorrendje), a minta taroldsanak, szallitasanak (a koagulaciéra
hagyott 1d0, taroldsi/szallitdas homérséklet és 1d0, fagyasztas homérséklete/ideje,
olvasztasi/fagyasztasi  ciklusok) ¢és elokészitésének (centrifugalas paraméterei)
standardizalasaval [470,471]. Ezeket a folyamatokat nemzetkdzi irdnyelvek is
szabalyozzak mar, a Clinical and Laboratory Standars Institute 2007-ben alkotta meg a
vérvételt standardizaldo GP41-A6 (korabban H3-A6) guideline-jat, a GP44-A4 (korabban
H18-A4) iranyelv pedig a minta kezelés és feldolgozas eldirata. De emellett van ajanlasuk
a kapillaris és artérias vérvételre, a vérvételi csovekre és ezek kezelésére is [470-472].
Nagyon fontos ennek a fazisnak a standardizalasa a biomarker kutatisban is az yj
biomarkereket teszteld klinikai study-k tervezése soran [473].

A preanalitikai fazisban nagyon sok olyan paraméter van, ami befolyasolhato és igy
standardizalhato is, vannak ugyanakkor olyan a betegekkel kapcsolatos biologiai faktorok,
amelyek nem alakithatdak. Ilyenek pl. a nem, életkor, rassz, testtomeg index, kronikus
gyogyszer/alkohol fogyasztas, dohdnyzas ¢és kiillonb6z6 koros allapotok. Az ezekbdl eredd
variabilitds tisztdzdsa nagyon fontos egy 0j biomarker esetében, mert ezek jelentdsen
befolydsolhatjdk a mérési eredményeket, amit pl. specifikus referencia tartomanyok
definialasaval lehet kezelni [473-475].
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Sajat vizsgalataink soran is tobbszor szembesiiltiink ezzel, a bioldgiai variabilitasbol
adodo problémaval. A HE4 tumormarker vizsgéalata sordn az egészséges kontrollokban
egyértelmi ¢életkor fiiggést tudtunk kimutatni: a HE4 szint magasabb volt az id6sebb
betegekben ¢és ezt korabban is leirtdk mar [476,477]. Ugyanakkor a dohdnyzas is hasonlo
hatassal birt - szignifikdnsan magasabb volt a HE4 koncentraci6 a dohanyz6 kontrollok
mintdiban - ami ) megallapitas. A HE4 szint negativan korrelalt az eGFR csokkenésével,
ami azt jelzi, hogy a vesefunkci6 valtozdsa is szamottevOen befolydsolhatja a HE4
vizsgalata soran is. Az 6tven év feletti egészséges férfiak szérum sclerostin szintjét mérve
Osszefliggést talaltunk az iddsebb életkor és a sclerostin koncentracid kozott, ugyanakkor
pozitiv 6sszefiiggés volt a csontmarker és a cystatin C, illetve a kreatinin koncentracioja, és
negativ korrelacié a sclerostin és az eGFR kozott. A cystatin C a vesefunkcid talan
leghatékonyabb markere: egyenletesen termelddik és nem fiigg a nemtdl, kortol és
izomtomegtol, ezért szélesebb korben hasznalhaté [478]. A vesefunkcidé folyamatos
kismértekii besziikiilése jellemzd az életkor elérehaladasaval, igy az id6sebb korban észlelt
sclerostin szint emelkedés ezzel is dsszefiigghet. Mind a HE4, mind a sclerostin példaja jol
mutatja, hogy azok a markerek (proteinek), amelyek kisméretiieck (HE4 25 kDa, sclerostin
22 kDa), ¢és eliminaciojuk a vérbél dominaléoan a vesén keresztiil torténik nagyon
érzékenyek a vesefunkcid valtozasaira, ami mindenképpen figyelembe veendd értékelésiik
soran.

A HE4 ¢és egyéb tumormarkerek diagnosztikus alkalmazasa sordn kiillonb6z6 nem-
daganatos betegségek is okozhatnak differencialdiagnosztikai problémat. A klinikai
gyakorlatban alkalmazott tumormarkerek egy része felépitését tekintve nagyméretd,
mucindzus gliikoprotein, funkcidjara nézve pedig adhéziés molekula, melyek szerepet
jatszhatnak a legkiilonb6zOobb sejt-sejt interakciok eldsegitésében. Kordbbi adatok
igazoltak, hogy a CA 19-9, CA 125 ¢és a CA 15-3 szintje emelkedett lehet kiilonbdzd
szisztémas autoimmun korképekben (SLE, Sjogren szindroma, scleroderma, myositis)
[405-409,479], mig sajat vizsgalataink RA-ban mutattak hasonlé eredményeket. Vélhetden
a gyulladésos reakcidban résztvevo sejtek expresszaljak ezeket az adhézios molekulakat,
ami eldsegitheti szinovialis invazidjukat, ezzel egyiitt azonban a sejtekrdl levald markerek
megjelennek a keringésben is. Nem véletlen tehat az, hogy a tumormarkerek pozitivitasa
alapjan nem kovetkeztethetiink automatikusan valamilyen daganat jelenlétére, hiszen a
kiilonbozd szervek egyéb benignus allapotai vagy szisztémas gyulladdsos/autoimmun

korképek is allhatnak a marker emelkedés hatterében.
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7.4. A biomarker kutatas és a biomarkerek diagnosztikus alkalmazasanak jovoje

7.4.1. Multiplex biomarker array-k és azok potencidlis lehetiségei

A Dbiomarker kutatds talan legdinamikusabban fejlodd teriilete a nagy
ateresztoképességli, egyidejlileg tobb szaz/ezer/tizezer/szazezer paramétert teszteld
,0mika” technologidk alkalmazasa. A rutin diagnosztikdban is jol alkalmazhato
eredmények elsésorban a genomikai vizsgalatok kapcsan lattak napvilagot. Az
ujgeneracios szekvenalas (“'next-generation sequencing” - NGS) fejlédésével és aranak
drasztikus csokkenésével a mindennapok szdmara is elérhetdové valt a teljes genom vagy
exom szekvenalds, ami egy-egy személy teljes DNS allomanyanak vagy a kddold DNS
régioknak a feltérképezését jelenti. A technoldgia altal nyujtott hatalmas mennyiségl
genetikai informécio - jelenleg mar tobb ezer egyén teljes genom szekvenalasanak anyaga
elérhetd kiilonbozd adatbdzisokban - nemcsak a genetikai kutatdsoknak adott hatalmas
16kést, de egyre nagyobb klinikai jelentdsége is van. Szdmos monogénes, ritka betegség
esetében sikeriilt megtalalni az ennek kialakuldséért felelds genetikai eltérést, és ez alapjan
lehetéség nyilt az ezen korképekben szenvedd betegek genetikai diagnosztikédjara is. A
technika alkalmas SNP-k és j mutaciok, kisebb inzerciok/deléciok, kopia szam és
strukturalis variaciok kimutatdsara is. A NGS lehetévé tette szomatikus mutaciok
vizsgalatat is, pl. ugyanazon beteg tumoros és tumormentes szdveteibdl izolalt DNS
szekvenciadjanak Osszehasonlitasaval. Ez alapjan a daganatban 1évé potencidlisan
diagnosztikus  vagy prognosztikai/prediktiv  értékkel bird  genetikai eltérések
azonosithatoak, vagy a terapia rezisztencia hatterében allo okok felderithetéek. Es persze
vannak kiilonleges klinikai alkalmazdsok is, mint a vérben keringd tumorsejtek
karakterizalasa vagy az anyai vérben 1év0 magzati DNS vizsgélata alapjan kromoszdémalis
aneuploidiak kimutatasa ("nem invaziv prenatalis teszt") [480,481].

Az 1jgeneracids szekvenalas forradalmasitotta a génexpresszid vizsgalatara épiilod

transzkriptomikat is. Hagyomanyosan a valds-ideji kvantitativ PCR és a microarray

technikdk jelentették az mRNS expresszio vizsgalatdnak alapjat. Mig az els§ modszer
meglehetdsen koltséges €és nem haszndlhato egyidejiileg tobb ezer gén expresszidjanak a
vizsgélatara, addig a masodik nem elég szenzitiv, és az eredménye tobbnyire utdlagos
verifikaciot igényel. Az RNS-Seq metodika ugyanakkor képes tobb ezer gén aktivitasat
parhuzamosan mérni az mRNS transzkriptek mennyiségének abszolit kvantitalasaval.
Képes a kiilonbozd splice variansok, 0j atirdédo régiok vagy exonok és 1j promoterek
azonositasara. Ezzel a moddszerrel lehetdség nyilik a nem kdodold6 RNS molekulak
vizsgalatara is, amelyek koziil a micro- €s kisméretli interferdld6 RNS (miRNS és siRNS)

poszttranszkripcios szabalyz6 funkcioval is bir [482].
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A human genomhoz vagy akar a transzkriptomhoz hasonlitva a proteom sokkal
komplexebb és dinamikusabban véltozd rendszer. Miutan a sejtek/szovetek életében a
fehérjék jelentik a funkcidé szempontjabol meghatarozé6 molekuldkat, a patoldgids
valtozasok és a diagnosztika szempontjabol a proteom analizisének igen nagy jelentésége
van. A teljes proteom vizsgalata ugyanakkor nem egyszerti feladat. A human genomban
1évo kb. 23.000 kodold génrdl a splice variansok miatt mar joval tobb fehérje irodhat at,
amelyek aztan kb. 430 féle poszttranszlaciés modositdson mehetnek at, részben vagy
egészben degradalodhatnak kiilonb6zd protedzok altal, és komplexeket képezhetnek mas
fehérjékkel és molekulakkal. A rutin laboratériumi diagnosztikaban jonéhany fehérje és
peptid vizsgalata torténik hosszi i1dé 6ta hagyoményos technologidk segitségével. A
proteom kutatdsban is megjelentek ugyanakkor nagyatersztOképességli metodikak,
amelyek megteremtették a modern proteomika alapjait. A két legjobban -elterjedt
proteomikai eszkéz a tomegspektrométer €s ennek varidnsai (kiilonb6z6 elvéalasztasi
technikdkkal kombinalva), illetve a kiilonb6zé protein microarray-k (szilard és
szuszpenzios megoldasok). Ezek alkalmazasanak logikaja - hasonloan az Osszes tObbi
"omika" technikdkhoz - mitkddhet egy koncepcidé mentén ("biased" vagy "bottom-up”; pl.
proinflammatorikus citokinek mérésére alkalmas microarray) vagy lehet egyszerlien
hipotézismentes "adathalaszat" ("unbiased" vagy "top-down"; pl. egy total plazma proteom
array) [483-485].

A biomarkerek felfedezése szempontjabol legnagyobb jelentésége a plazma proteom
analizisének van, hiszen az emberi vér az, ami kdzvetlen kapcsolatban all minden - koros
¢és normal szovettel - igy a patologias elvaltozasok molekularis lenyomatat tartalmazhatja.
Ugyanakkor a plazma proteom vizsgalata is szamos elméleti és technikai problémat vet fel.
A human plazma kb. 3.000-10.000 kiilonb6zo fehérjét tartalmaz, amelyek kiilonbozo
komplexek formajaban talalhatok, rdadasul kb. 12 nagysagrendet dlel at a koncentraciojuk,
¢és a plazma fehérjék mennyiségének tobb mint 95%-at 10 major fehérjekomponens adja.
Ahhoz, hogy ezeket a fehérjéket - vagy egy jelentds résziiket - egy multiplex rendszerben
mérjik, rendkiviil széles dinamikus tartomannyal rendelkezd modszerre lenne sziikséglink,
abundans fehérjék eldzetes depletdldsira. Az antitest alapu microarray-k esetében gondot
jelenthet az antigéneket felismerd antitestek kozotti keresztreaktivitds, igy az egyszerre
detektalhatd fehérjék szdma nem tul magas (40-60), ugyanakkor mas affinitds alapu
megoldasok (aptamer assay-k) akar 1.000-re is novelhetik a vizsgalt fehérjék szamat [483-
485].

A proteomika eredményeinek klinikai elterjedése lemaraddsban van a genomikahoz €s

transzkriptomikahoz képest, amit elsésorban a validalt biomarkerpanelek és az alkalmazott
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metodikak megfeleld standardizaciojanak hianya, a sziikséges eszkozOk magas ara és a
szlikséges magas szintli szaktudds hidnya magyardzhat. Ennek ellenére ismertek mar €16
klinikai alkalmazasok pl. autoantitest profilirozas proteomikai eszk6zokkel [483-485].

A 6.2.7. fejezetben egy sajat, Gijonnan fejlesztett proteomikai rendszert mutattunk be,
ami a plazma proteom screenelésére alkalmas. Osszesen 290 egyedi plazma protein epitop
felismerésére képes a rendszer, ami a fehérjék szintjén redundans, de az epitopok szintjén
nem. Ez azt jelenti, hogy egy-egy plazma fehérjével tobb a chipen 1évé antitest is képes
reagalni, de ezek a protein kiilonb6zdé epitopjaihoz kotddnek. Ennek igazoldsat az
antitesteket eldallito BSI kft. végezte el az antitestek keresztreaktivitasanak tesztelésével,
phage display technologiat alkalmazva ¢és az antitesteket kodold immunglobulin gén
hogy az array alkalmas olyan markerek azonositasara, amelyek onalléan vagy egymassal
kombindlva hatékonyan kiilonboztetik meg a tiidétumoros betegeket és az egészséges
kontrollokat. Az adatok analizise soran az is kideriilt, hogy tobb olyan antitest is van a
chipen, ami ugyanazt a fehérjét ismeri fel, mint a hatékonynak talalt antitestek, azonban
ezek eredménye nem mutat kiilonbséget a betegek és kontrollok kozott (nem bemutatott
adatok). Tehat, vannak olyan fehérje epitopok, amelyek valtoznak a daganatos betegek
mintaiban, mig ugyanannak a fehérjének mas epitopjai nem. Ez alapjan a QP300 kit
nemcsak proteom, hanem az epitom profilirozasara alkalmas eszk6znek tiinik, és mint
ilyen jelenleg egyediilallonak tekinthetd.

Az egyik talan legfiatalabb az "omika" technologiak koziil a metabolomika, ami a

szervezetben talalhatd kisméretli molekulak, metabolitok vizsgéalataval foglalkozik. Ezek
az anyagok az Osszes makromolekuldink (fehérjék, DNS, RNS, poliszacharidok)
épitékovei (aminosavak, cukrok, nukleotidok, stb.), amelyek vagy a szervezetben
keletkeznek, vagy kiviilr6l keriilnek be oda. Nemcsak a makromolekulak felépiilésében
van fontos szerepiik, hanem a szervezetben zajl6 minden biokémiai folyamatban (pl.
energiatermelés); gyakran ezek eredményeként 1is jonnek létre. A metabolitok
vizsgalatanak legfontosabb eszkdzei az NMR spektroszkopia és tomegspektrometria. Az
eldobbinek meglehetdsen alacsony az érzékenysége €s nem tul sok metabolit egyidejii
vizsgalatara képes, mig az utobbi egyidejiilleg tobb szaz analit tesztelésére alkalmas. Ennek
megfelelden a tomegspektrometria alkalmazasa terjedt el széles korben ezen a teriileten. A
biologiai mintak vizsgéalata torténhet direkt injektdlassal vagy valamilyen szeparacios
technikat kovetden. Az elsd esetben a biologiai mintdkban nagy mennyiségben 1évo
makromolekulak zavarhatjdk a meghatdrozast (nagy hattér zaj, alacsony érzékenység), a
szeparalasi eljarasok viszont modosithatjak a mintak metabolit Gsszetételét. A szeparalasi

eljarasok kozil els6sorban a gaz- és folyadék-kromatografiat, valamint a kapillaris

127



dc_1077_15

elektroforézist hasznaljak a gyakorlatban. Az emberi szervezetben 1évé metabolitok
teljeskorti feltérképezésére indult 2008-ban a Human Metabolom Project, és az ennek
eredményeként 1étrejott Human Metabolom Adatbazis jelenleg tobb mint 7900 metabolitot
tartalmaz. 2011-ben hoztak létre a Szérum Metabolom Adatbazist, ami jelenleg tobb mint
4300 molekulat tartalmaz a megfeleld szérumkoncentracioval, ismert funkciokkal és
betegség asszociaciokkal. Ezeknek a potencialis biomarkereknek a klinikai evalualasa is
megkezd6dott mar, és kiillonb6zé daganatos, kardiovaszkularis és neurologiai korképek

esetében sikeriilt betegség-asszocialt metabolit profilt azonositani [485].

7.4.2. Tovabbi jelentds technologiai fejlesztések

Az "omika" technikak eredményei mellett tovabbi 0j technologiai fejlesztések is
eldsegitik a biomarkerek felfedezéséket, illetve ezek klinikai adaptilasat. Ezek az 1j
metodikak és eljarasok alapvetden a miniatiirizalas irdnyaba mutatnak. Idesorolhatdk pl. az
egy sejt "transzkriptomikai" vizsgalatok, amelyek egyetlen sejt génexpresszios valtozasait
képesek jellemezni. Amennyiben egy adott szovetbdl tobb szdz vagy ezer egyedi sejt
valtozasait kovetjliik nyomon az adott szovetben zajlé génaktivitas lokalis feltérképezésére
is lehetdségiink van [486].

Egy masik izgalmas teriilet a nanotechnologia alkalmazésa pl. a proteomika teriiletén. A
kiilonb6z6 nanostruktaraji  felszinek, nanoporusokkal bir6 magneses vagy arany
részecskék, szén nanocsdvek vagy polimer nanostruktirdk hatalmas felszinnel biro
specialis tulajdonsagi  képletek, amelyek a kiilonb6z6, affinitas alapu assay-k
érzékenységet tobb ezerszeresére is novelhetik. Ez lehetévé teszi azt, hogy akar az attoM
koncentraci6 tartomanyban torténjenek a meghatdrozasok, raadasul nagyfokl
miniatiirizacidt hozhat magéaval. Ezek a nanostruktirak alkalmasak lehetnek a proteomikai
eljardsokat megel6zd tisztitasi 1épések modernizaldsara is. A fémoxid tartalmu
nanorészecskék pl. nagyon jol hasznalhatok a foszfoproteinek dusitasara [487].

Végiil akar a jelenleg hasznalt laboratoriumi automatak kivaltasara is képesek lehetnek,
de legalabbis Ttjgeneracios POCT késziilékek alapjat vethetik meg a legljabb
mikrofluidikai technologidk. Ezekben a rendszerekben a minta és a reagens igény
jelentdsen redukalhatd és minimalizalhatdé az emberi tényezd hatasa is, hiszen néhany pL
de még inkabb nL mintara van csak sziikség, amit kdzvetlenill a rendszerbe keriil és
tovabbi emberi beavatkozas nem is torténik. Ezeket a rendszereket "lab-on-chip” vagy
"biochip” vagy "mikrototal-analizis rendszer"-nek (uTAS) nevezziik. A diagnosztikai
folyamat minden 1épése (minta eldkészités, reagenssel 0sszeméres, reakcid és detektalas)

miniatiirizaltan a chip feliiletén torténik meg. Az alkalmazasi teriilet igen sokszinii, az
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altalanos kémiai teszteken tal immunoassay-k, sejtes vizsgalatok vagy genetikai
meghatarozasok is a chipre keriilhetnek. Akar egy "PCR késziilék" is beépithetdé ebbe a
rendszerbe: 3 kiilonb6z6 homérsékleti (90°C, 72°C, 55°C) reakcid6 kamra kertl
kialakitasra, amelyek kozott a PCR mix egyetlen csepp formajaban egy piezoelektromos
mikropumpa altal iranyitva mozog. A PCR termék feldolgozésa is torténhet ugyanitt, pl.
egy elektrokinetikusan kontrollalt DNS hibridizaciés mikrofluidikai kamraban, ahol a
fluoreszcens detektalas is megtorténhet. A megfelelden kialakitott chipen végbemend
reakciok lezajlasdnak detektaldsara nagyon jol hasznalhat6 technika az impedancia mérése,

ami egyre szélesebb korben kezd elterjedni [488].

7.4.3. Markerkombindciok haszndlata a laboratériumi diagnosztikdban

Ahogy a Bevezetés 2.4.6. részében is taglaltuk az egyedi markerek 6ndllo alkalmazasa
mellett egyre nagyobb teret kapnak a laboratoriumi diagnosztikdban a markerkombinaciok,
illetve kompozit score-ok is, mert sokkal hatékonyabban miikddnek, mint az egyedi
markerek.

Sajat kisérletes eredményeink is egyértelmiien igazoltak ezt a tendenciat. A doktori
értekezés 6.2.4. fejezetében a tlidotumoros betegek mintdiban a HE4 és tovabbi rutin
tumormarkerek diagnosztikus hatékonysagat vizsgaltuk, és a binaris logisztikus
regresszioval egy képletbe hozott HE4, CEA ¢és CA 125 sokkal -effektivebben
kiilonboztette meg a daganatos betegeket és a kontrollokat, mint az egyedi markerek.
Ehhez hasonloan miikddik a 7.1.2. pontban emlitett két kereskedelmi forgalomban 1évo
tid6étumor diagnosztikum: a PAULA teszt 4 (CEA, CA 125, Cyfra 21-1, NY-ESO-1) a
SomaScan assay, pedig 12 szérumfehérje mérését egyesitve értékeli a betegek mintait
[438,439].

A kompozit score-ok alapjaul rendkiviil jol hasznalhatoak a 7.4.1. pontban ismertetett
,omika” technikak altal szolgaltatott nagyszamu egyedi adatok. Az FDA altal is elfogadott
2 emld tumor diagnosztikum pl. alapvetden génexpresszids mintazat azonositasa alapjan
miikddik. Az Oncotype Dx 21 gén expresszidjat vizsgalja a tumoros emld szovetben és 0-
100 kozotti score-t ad meg, ami a kemoterdpiara adott valaszt, illetve a 10 éven beliil
bekovetkezd daganat kitjulas valdszinliségét jellemzi. A MammaPrint assay 70 gén
expressziOjat hatarozza meg, €s hasonldan az el6z6 teszthez, alacsony és magas rizikdju
csoportba sorolja az emlétumoros betegeket a daganat kiujulds szempontjabol. A ,,Tissue
of Origin” teszt nem vagy alig differencidlt metasztizisok primer daganatanak
azonositasara hasznalhaté. Ez a microarray rendszer 1660 gén expresszidjanak

vizsgalataval 15 jol karakterizalt tumor szdvettani tipust ismer fel, ami a szolid tumorok
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90%-at lefedi [321-324].). Sajat fejlesztésti protein array eredményeink is ebbe a sorba
illeszthetéek. A QP300 rendszer, ami 290 fehérje marker egyidejii mérésére képes,
sikeresen azonositott 4 plazma proteint, amelyek hagyomanyos tumormarkerrel
kombinalva rendkiviil hatékonyan kiilonitették el a tiiddtumoros betegeket ¢és
kontrolljaikat.

Akér néhany rutin laboratdriumi paraméter, akar tobb tiz vagy szaz, valamely omikai
modszer altal biztositott adat kombinaciojat szeretnénk végrehajtani nagyszamu
matematikai megkozelités (formula és algoritmus) all a rendelkezésiinkre. A moddszerek
egy része szolgalhat a valtozok szamanak redukélasara (pl. fokomponens analizis) vagy
alkalmas lehet az egyedi markerek hatékonysaga alapjan sorrend felallitdsara, amivel az
onmagaban leghatékonyabb markerek kivalaszthatoak (klasszikus 0Osszehasonlitd
statisztikak — t-teszt, Mann-Whitney U-teszt; dontési fak alkalmazasa — random forests
analizis). A metodusok masik csoportja az Osszes valtozobol vagy a redukdlt szamu
(6nmagaban leghatékonyabb) paraméterekbdl kiindulva képes a klinikai dontést eldsegitd
formula vagy algoritmus megalkotasara (logisztikus regresszio; dontési fak alkalmazasa -
random forests, adaptive boosting trees, gradient boosting trees és extra trees; mediod
klasszifikacios algoritmus; "linear discriminate™ analizis; "support vector machine" analizis
¢és neuralis halok alkalmazasa). Ezek koziil kiilonosen hatékonyak az 6nmagukat fejlesztd
algoritmusok ("machine learning algorithm"), melyek képesek javitani a teljesitményiikon
mikdzben az analizist végzik az ujabb és ujabb adatbazisokon. A kompozit score-ok
megalkotasanak matematikai folyamata azonban kevéssé definidlt és standardizalt, a
kiilonbdzé matematikai technikak jelentdsen eltérd eredményeket adhatnak, raadasul egy-
egy alkalmazas esetében mas-mas modell és eszkoz miikodik a leghatékonyabban
[483,489-491].

A score rendszerek kidolgozasa a biomarker kutatds egyik legigéretesebb teriilete, és

egyre tobb példa mutatja ezek alkalmazhatosagat a rutin klinikai gyakorlatban.

7.4.4. Biomarkerek és személyre szabott orvoslas

A gyakorlati medicina teriiletén igen jelentds szemléletvaltozas van folyamatban; az
evidencia alapu orvoslds mellett egyre nagyobb hangsulyt kap a személyre szabott
betegellatds (“personalized medicine”). Az evidencia alapti megkozelités egy-egy
gyogyszer/eljaras hatékonysagat nagy betegpopulacidkon tesztelte, €s szigora kritériumok
alapjan dontott arrol, hogy egy szer klinikailag hatékonynak tekinthetd-e vagy sem. Ezek a
klinikai vizsgalatok, majd a vald élet is igazolta, hogy ugyan egy nagyobb populacion

altalaban valéban miikodik egy terdpia, de bizonyos egyének kevéssé vagy egyaltalan nem
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reagalnak ra, masoknal pedig lehet hatékony a kezelés, de stlyos mellékhatasok is
jelentkeznek [4]. Ugyanakkor tobb olyan gyogyszer is elveszett a klinikai tesztelések
soran, ami bar nagyon jol mikodott a vizsgalt betegek néhany szazalékan, de a populacid
nagy része nem reagalt ra, és ez az adott gyogyszer fejlesztésének terminalasat
eredményezte. Masrészt szamos esetben fordult eld, hogy a széles korben jol miikddo
gyogyszer fejlesztését le kellett allitani vagy vissza kellett vonni a piacrol extrém ritkan
jelentkezo sulyos mellékhatasok miatt. A személyre szabott medicina célja éppen az, hogy
egy beteg genomikai/proteomikai adottsagai alapjan valasszuk ki azt a terdpiat, ami nala
nagy valoszinliséggel miikddni fog és nem okoz karos mellékhatasokat. A személyre
szabott terapia megvalasztdsa varhatdan jelentOsen csokkenteni fogja a diagndzis felallitasa
¢s a terapia megkezdése kozott eltelt 1dot, noveli a kezelésre ténylegesen reagdlod betegek
szamat, ¢s csokkenti az adverz események eldforduldsdnak gyakorisagat, ami egyiitt
potencialisan jelent6s koltséghatékonysag novekedést eredményezhet [4,492,493].

Ugy tiinik, hogy a személyre szabott medicina fejlédésének markéans 16kést adhatnak a
biomarker felfedezések. Az adott terapidra eltéréen reagald betegek kozott meglévd
rendkiviil nagyszamu biologiai eltérés koziil azonositanunk kell azokat, amelyek a terdpia
hatékonysdgat valoban befolyasoljak, majd rutin diagnosztikai célra is hasznosithato
modszert kell ennek kimutatdsara fejleszteniink. Az amerikai FDA felismerve a célzott
terapiak alkalmazasahoz sziikséges specifikus diagnosztikus tesztek jelentdségét 2011-ben
fogadta be az els0 un. tarsdiagnosztikumot. Ezek olyan hatdsag altal engedélyezett
diagnosztikus tesztek, amelyek bizonyitjak egy adott koros allapot meglétét és elosegitik a
specifikus gydgyszer kivalasztasat, illetve dozisanak megallapitasat. Jelenleg az FDA mar
tobb mint 15 tarsdiagnosztikumot fogadott be, de ezek szama folyamatosan nd. A
legdinamikusabban fejlodo teriilet az onkologia (Her2 expresszio, EGFR, K-RAS, FLT3,
KIT, BRAF, ALK mutacidk, stb.), de ismertek egyéb korképek is (pl. depresszio,
Alzheimer kor, cystas fibrosis), ahol bizonyos - elsdsorban genetikai - tesztek
végezhetok/végezendok bizonyos gyogyszerek felirasa elott [4,492,494-497].

Az FDA kifejezetten szorgalmazza a terapeutikumok és a kisérdé diagnosztikus tesztek
parhuzamos fejlesztését, szabadalmaztatasat és engedélyeztetését, ami azonban nem
egyszerll kérdés. A gyodgyszerfejlesztd cégek nagy része nem rendelkezik diagnosztikum
fejlesztési potenciallal, rdadasul a diagnosztikum fejlesztés akar megduplazhatja a
gyogyszerfejlesztés és kiprobalds, amugy is igen magas, koltségeit. Nyilvan nehéz a két
fejlesztési folyamat idObeli koordinalasa is. A diagnosztikum fejlesztésbe belekezdeni
igazan akkor van értelme, ha az adott gydgyszer tul van a kiprobalasok nagy részén és a
piaci bevezetése ¢és sikere nagyon valdszinli. Ha azonban csak ekkor kezdik el a fejlesztést

nem lesz kész az assay addigra, amikorra a gydgyszer mar bevezethet lenne. Masrészt,

131



dc_1077_15

amennyiben a kiséré diagnosztikum rendelkezésre all a gyogyszer klinikai tesztelésének
fazisaban lehetdséget teremt arra, hogy csak célzottan keriiljenek be a betegek a klinikai
kivizsgalasba, ami csokkentheti a résztvevok szamat és a koltségeket. Ugyanakkor egyre
nagyobb gondot jelent tarsadalmi szinten az egyre dragdbb gyodgyszerek ¢és ezek
diagnosztikumainak finanszirozasa. Ami ebbdl a laboratériumokat érinti az a diagnosztikus
tesztek alkalmazasa, fejlesztése és nem utolsdsorban koltsége [492,493,498,499].
Mindezen problémak ellenére az 1j biomarkerek felismerése és csatasorba allitasa jelentds
mértékben segitheti a személyre szabott terapidk egyre intenzivebb fejlesztését és egyre

sz¢lesebbkort elterjedését.
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8. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A granulocytdk fokozott CDI14-expresszidja jellemzé az atdpids dermatitises
betegekre, ez azonban csak mérsékelt hatékonysaggal tesz kiilonbséget a betegek és
kontrollok k6zott. A monocytak CD14-expressziojanak csokkenése osszefiiggést mutat
a betegség aktivitasaval poly- és dermatomyositisben, és mérsékelt hatékonysagu
aktivitasi markerkent szolgalhat™.

A monocytak CD14-expresszio csokkenése nem tlinik aktivitasi markernek SLE-ben,
de jol koveti a nagydozist kortikoszteroid terapia hatasat, és potencialisan alkalmas
lehet ennek a monitorozéasara. A pulzus szteroid kezelés hatasara bekovetkez6 CD14
receptor szam csokkenést az SLE-s monocytdkon csokkent LPS-indukélta
sejtaktivacio kiséri.

Sikeriilt egy 10j, aramlési citometrids, szérum sCD14 mérésére alkalmas modszert
beallitani. Az 1) teszttel elvégzett mérések alapjan csokkent szérum sCD14 szint
jellemz0 az atdpias dermatitises betegekre, ez azonban csak mérsékelt hatékonysaggal
tesz kiilonbséget a betegek és kontrollok kozott. Az SLE-s betegek és az egészséges
kontrollok kozott szamottevd kiilonbség van a sCD14 koncentracioban. A szérum
sCD14 koncentracio emelkedése Osszefiiggést mutat a betegség aktivitasaval poly- és
dermatomyositisben és jo hatékonysagu aktivitasi markerként szolgalhat™.

A vizsgalt akut fazis fehérjék koziil a CRP a legérzékenyebb teszt a cirrhosishoz
tarsulo fertdzések kimutatasara, bar eldrehaladott betegség esetén hatékonysaga
csokken. Jol hasznalhatdo még emellett a szignifikdns bakteridlis fertézések
eldrejelzésére is az aktualisan infekciomentes betegek esetében.

Az IgA tipusi ANCA antitestek pozitivitasa kifejezetten gyakori cirrhosisban, ¢€s
magas titerben mutathatok ki ezek az antitestek. Osszefiiggést mutatnak a bakterialis
infekciok jelenlétével, és egyben fliggetlen prediktorai is ezek kialakuldsanak. Az
ANCA IgA; alosztaly emelkedett aranya és a magas szekretoros komponens
pozitivitas felveti a béltraktusban 1évé immunsejtek és a cirrhosisra jellemzd fokozott
bakterialis transzlokacio6 szerepét ezen antitestek kialakulasaban.

A HE4 szérumszintjét szamos preanalitikai faktor (életkor, dohanyzas, vesefunkcio)
befolyasolhatja. A HE4 a petefészek tumor diagnosztizalasanak eldsegitése mellett a
tidétumor hatékony markere is lehet, rdadasul magasabb értéket mutat az
elérehaladottabb tumoros allapotokban, ¢és korreldl a tumor méretével és

kiterjedtségével. A HE4, CEA ¢és CA 125 kombinaldsa egyetlen kompozit score-ra
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tovabb fokozza a diagnosztikus hatékonysagot, és akar a korai stadiumu tiidéraknak is
érzékeny markere lehet.

Az adhéziés tulajdonsaggal birdé tumormarkerek (CA 19-9, CA 125, CA 72-4) a
daganatos betegségek mellett az autoimmun gyulladdsos megbetegedések koziil RA-
ban is pozitivitast mutathatnak.

A vizsgalt 50 év feletti férfi populacidban a szérum sclerostin szint emelkedik az
¢letkor eldérehaladtaval. A Cystatin C-vel, kreatininnel ¢és az eGFR-rel valo
Osszefliggése egyértelmiien jelzi, hogy a sclerostin koncentraciét befolydsolja a
vesemiikodés hatékonysaga. Az idosebb korra jellemzé mérsékelt vesefunkcid
beszlkiilés lehet részben magyarazata a sclerostin emelkedett szintjének az iddsebb
betegek mintaiban.

Az FLT3-ITD kimutatasara leginkabb alkalmas moédszer a PCR-t kdvetd kapillaris
elektroforézis, melynek érzékenysége és feloldoképessége feliilmulja a hagyomanyos
elektroforézis  technikak  nyujtotta  lehetdségeket.  Ugyanakkor  megfeleld
reprodukélhatdsaggal csak az 1% feletti mutans/total allél arany kvantitalhatd és a
meghatarozott ITD méret kb. 7%-kal alacsonyabb a valos értékhez képest, ha ezt a
modszert hasznaljuk.

Az wujonnan kifejlesztett, 290 antitester tartalmazo, mAb-alapu, plazma proteom
profilirozasara alkalmas fehérje array (QP300) analitikai tesztelése soran 252 mAb
adott megbizhatoan reprodukalhato adatot. A QP300 kit segitségével lehetoség nyilik
hatékonyan miikodé uj biomarkerek azonositisara. Kiilonbozé matematikai
algoritmusok segitségével 4 QP300 marker és a Cyfra 21-1 teszt eredményét
kombindalva egyetlen kompozit score-ra, tiidétumoros betegek és egészséges kontrollok

elkiilonitésére alkalmas hatékony paraméter allithato el6™.

*még nem publikalt eredmények
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9. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

A sCD14 mérésére beallitott aramlédsi citometrias modszer egyszerli és olcso
alternativaja lehet a sCD14 méré immunoassay-knek. A potencialis rutin diagnosztikai
applikaciok kozé tartozhat a betegség aktivitasanak monitorozasa a myositises betegek
esetében*, illetve a kortikoszteroid terapia hatékonysaganak értékelése SLE-ben.

A cirrhosishoz tarsuld infekcidk jelentés mértékben befolyasoljak ezen betegek
életkilatasait. A szérum CRP, PCT és ANCA mérése jol hasznalhatdé az infekciok
kimutatasara ¢és elorejelzésére is. Ezek beépitése a cirrhosisos betegek kovetése soran
alkalmazott labordiagnosztika profilba szdmottevéen javithatja a betegek ellatasat. Az
altalanosan hasznalt 5 mg/L-es CRP cut-off érték helyett ezen betegek esetében 10
mg/L-es kiiszobérték javasolt.

A HE4 marker, kiilonosen a CEA és CA 125 kombinalasaval, a tiidotumorok
diagnosztikajanak értékes, Gj paramétere lehet. Ertékelésénél mindenképpen
figyelembe kell venni, hogy az életkor, dohanyzéas és a vesefunkcid besziikiilése
novelheti a szérumszintjét.

Az adhéziés tulajdonsaggal birdé tumormarkerek (CA 19-9, CA 125, CA 72-4) a
daganatos betegségek mellett az autoimmun gyulladdsos megbetegedések koziil RA-
ban is pozitivitast mutathatnak. Rutin tumormarkerként torténd klinikai alkalmazasuk
soran ez a differencidl diagnosztikai szempontbdl fontos tény mindenképpen
figyelembe veendo.

A csontanyagcsere egyik 1j, jelenleg még kisérleti fazisban 1évé markere a sclerostin
besziikiilése és az életkorral is Osszefliggést mutat. Ezeket a preanalitikai faktorokat a
marker értékelése soran figyelembe kell venni.

Az FLT3-ITD kimutatdsa mar jelenleg is része az AML diagnosztikai profiljanak.
Amennyiben az ITD méretét, és a mutans allél ardnyat is meg akarjuk hatdrozni a
legoptimalisabb modszer a PCR-t kovetd kapillaris elektroforézis. Ennek értékelésénél
azonban mindenképpen figyelembe kell venni, hogy megfeleld reprodukalhatosaggal
csak az 1% feletti mutans/total allél arany kvantitalhato, és a meghatarozott ITD méret
kb. 7%-kal alacsonyabb a valos értékhez képest.

A QOP300 array a plazma proteom profilirozasanak értékes uj modszere, mely
hatékonyan hasznalhato uj, betegségspecifikus biomarkerek azonositasara. A 4 QP300
és egy klasszikus tumormarkert alkalmazo kompozit paraméteriink a tiidotumor
diagnosztikajanak hatékony uj paramétere lehet*.

*még nem publikadlt eredmények
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publikaciom elkészitésében is segédkezett. Koszonettel tartozom Dr. Muszbek Laszlo
akadémikus urnak, amiért Intézetébe fogadott, segitett €s tamogatott, és lehetéveé tette,
hogy a modern laboratoriumi diagnosztika alapjait elsajatithassam. Haldsan koszonom Dr.
Kappelmayer Janos professzor Ur tobb, mint egy évtizedes bizalmat, tdmogatédsat,
0sztonzesét €s segitségét.

Koszonettel tartozom Dr. Jos van Strijp és Dr. Kok van Kessel professzoroknak,
utrechti mestereimnek, akiktdl a kutatds szeretetét megtanulhattam ¢&s szépségét
megismerhettem. Milyen kér, hogy a "just for fun" kutatds ma mar nem létezik!

Koszonetet mondok valamennyi PhD hallgatomnak - Aleksza Magdolna, Siimegi
Andrea, Buban Tamads, Vida Andrés, Tornai David - a kozosen eltoltott izgalmas és
stimulal6 idoszakokért, a kozosen atélt sikerek emlékével.

Halasan koszondom a kutatomunkaban kozvetleniil velem egyiitt dolgozé analitikus
kollégandim - Szo6l16siné Ibolya, Veszprémi Anikd és Galné Szabd Gabriella - segitségét.
Kiilon koszonettel tartozom Vargané Foldesi Rozikanak az elmult években nyujtott
aldozatos munkajaért, timogatasaért.

Koszonet illeti a kutatdmunkaban résztvevd belgyogyasz, borgydgyasz, onkologus,
rheumatologus, sebész, sziilész-négyogyasz, tidégyogyasz és urologus kollégakat is.
Kiilon koszondm Dr. Papp Maria doktornd segitségét, a faradsdgos, de izgalmas kozos
munkalkodést.

Koszonettel tartozom Dr. Takacs Laszlo akadémikus turnak ¢és a Biosystems
International kft.-ben dolgozo kollégaknak, amiért a laboratoriumi reagens fejlesztés
1zgalmas Uj teriiletére nyujtottak betekintést.

Halasan koszonom a III. sz. Belgyodgyaszati Klinika, a Regiondalis Immunoldgiai
Laboratorium, a Laboratéoriumi Medicina Intézet és utrechti Eijkman Winkler Orvosi
Mikrobiologiai Intézet minden dolgozdjanak segitségét.

Szeretnék koszonetet mondani Vargané Foldesi Rozikanak, Tornai Davidnak, Galné
Szabd Gabriellanak és Siimegi Andrednak a doktori értekezés és tézisfiizet elkészitésében

nyujtott potolhatatlan segitségéért.
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