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1. Osszefoglalds

A coeliakia és a gyulladdsos bélbetegségek (IBD) valtozatos klinikai megjelenését
befolyasolé faktorok jelentOs része ismeretlen. A haptoglobin (Hp) molekula hirom f6
fenotipusa kiillonb6z6 mértékii antioxidans, scavenger és immunmoduldns tulajdonsiggal
rendelkezik, és ezek kapcsolatot mutatnak egyes gyulladdsos betegségek korlefolydsaval.
A Hp o-lanc -1 genotipusa kis molekulasilyd dimerek, a 2-1 genotipusa kiillonb6z6
hosszisdgi linedris polimerek, a 2-2 genotipusa ciklikus polimerek képzddését
eredményezi. Munkank soran vizsgaltuk a Hp polimorfizmus megoszlasat, valamint annak
lehetséges kapcsolatit a betegség klinikai megjelenésével nagyszdmu coeliakids és IBD
betegben. A Hp fenotipusokat natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) és immunblottal hatdroztuk meg, mely egyértelmiien azonositja a betegek
genotipusit is. Az eredményeket az egészséges magyar népességet reprezentdld
kontrollokhoz viszonyitottuk. Coeliakids betegekben a Hp2-/ tipus -el6forduldsa
szignifikdnsan gyakoribb, mig a Hp2-2 tipusé ritkdbb volt az egészséges populdcidéban
talaltakhoz képest. A Hp2-2 fenotipusu személyeknél azonban a silyos, malabszorpcidval
jelentkezd klinikai betegség kockdzata magasabb volt, a silent betegségé viszont joval
alacsonyabb. Dermatitis herpetiformisban a Hp fenotipusok megoszldsa nem tért el a
coeliakias csoporttél. A Hp fenotipusok megoszlasa IBD-ben nem kiilonbozott az
egészséges populdcidban észlelttdl. Ugyanakkor Crohn-betegekben a Hp2-71 fenotipus
esetén a gyulladdsos (nem stenotizdl6, nem penetralé) betegségforma eléforduldsa
szignifikdnsan gyakoribb volt a masik két Hp fenotipushoz viszonyitva, mig a stenotizdld
forma eld6forduldsa ritkdbb. Tovabba az extraintesztindlis manifeszticiok koziil primer
szklerotizal6 cholangitisben a Hp/-/ fenotipus egyéltaldn nem fordult el6. A Hp szerepét a
molekula immunreakcidkban betdltott moduldlé hatdsai és eltérd térszerkezete
magyarazhatjak.

A mikrobidlis- és autoantigének elleni szeroldgiai vdlasz, mint a Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) és Escherichia coli kiills6 membrdn porin C elleni antitestek (anti-
OmpC) vagy a perinukledris antineutrofil citoplazmatikus antitestek (P-ANCA) segitséget
jelenthetnek az IBD differencidl diagnosztikdjaban és djabb adatok szerint Osszefiiggést
mutathatnak a betegség fenotipusdaval. Munkank sordn nagyszamu IBD betegben és
egészséges kontroll egyénekben vizsgiltuk a fenti antitestek el6forduldsi gyakorisdgat és
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extraintesztindlis tiinetekkel és a velesziiletett (,innate”) immunitidsban szerepet jatszé
receptorok mutécidival és polimorfizmusaival. Vizsgaltuk tovdbbd az antitestek szerepét a
kezelés hatékonysdganak elSrejelzésében. Ertékeltiik az etanol-fix4lt neutrofil granulocyta
preparatumokkal parhuzamosan hasznélt formalin-fix4lt szubsztratok alkalmazhatéségat az
IBD asszocialt atipusos P-ANCA mintdzat azonositisdban. A médszer sorozatok (inter-
assay) és vizsgalok kozotti (inter-observer) variabilitisit az egyes mintdknak négy
kiilonbozo kereskedelmi forgalomban elérheté assay felhaszndlasaval, két kiilonbozd
laboratériumban torténd tesztelésével hatiroztuk meg. Az ASCA és az anti-Omp
meghatdrozds szérum mintdkbol tortént enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay-vel
(ELISA), az ANCA meghatdrozas pedig indirekt immunfluoreszcens (IIF) vizsgalattal. A
nucleotid oligomerisatios domain/caspase recruitment domain (NOD2/CARDIS5)
muticidkat és a toll-like receptor (TLR)-4 D299G variansokat polimerdz lancreakcid/
restrikcids fragmens hossz polimorfizmus (PCR-RFLP) vizsgilat segitségével hataroztuk
meg. A szeroldgia markerek hasznosnak bizonyultak a Crohn-betegség és a colitis ulcerosa
differencidl diagnosztikdjdban. Az ASCA és az anti-Omp antitestek jelenléte Crohn-
betegség, mig az atipusos P-ANCA pozitivitas colitis ulcerosa fokozott kockdzataval jart.
Az etanol-fixalt neutrofil granulocytdk mellett alkalmazott formalin-fixalt preparatumok
azonban IBD-ben nem segitették a P-ANCA és az atipusos P-ANCA elkiilonitését. A
kiilonféle P-ANCA mintdzatok egyiittes értékelése a Crohn-betegség és a colitis ulcerosa
differencidl diagnosztikdjdban a specificitds és szenzitivitds novekedését eredményezte.
Tovabba csokkentette a kiillonféle kereskedelmi forgalomban elérhetd tesztek inter-assay
és az inter-observer variabilitdsat. Crohn-betegségben az ASCA és az anti-Omp pozitivitds
a vékonybél érintettség €s a nem-gyulladdsos betegségforma szempontjabol a logisztikus
regresszids analizisben is fiiggetlen rizik6faktornak bizonyultak, mig a mitéti kockazat, a
szteroid €s infliximab kezelésre adott valaszkészség tekintetében nem. A szeroldgiai valasz
vonatkozasdaban nemcsak kvalitativ, hanem kvantitiv 6sszefiiggés is kimutathaté volt. A
nem-gyulladdsos tipusi vékonybél Crohn-betegség és az antimikrobidlis antitest
pozitivitdsok szdma, illetleg az antitest titerek kozott szintén pozitiv korreldcidt taldltunk
(szerologiai-dozis hatas). Az ASCA és az anti-Omp antitestek jelenléte kapcsolatot
mutatott a NOD2/CARDI5 genotipussal. Az antimikrobidlis antitestek el6forduldsi
gyakorisdga szignifikdnsan nétt a NOD2/CARDI5 muticiok szdmanak novekedésével,
mely gén-dézishatdsra utal és aldtdmasztja a mikrobdkkal szembeni megvaltozott érzékelés

szerepét a Crohn-betegség patogenezisében.



2. Summary

Clinical presentations of the celiac disease and inflammatory bowel diseases (IBD) are
highly variable but little is know about those factors determining disease phenotype. Since
differences in the antioxidant, scavenging and immunomodulatory properties were found
among three major haptoglobin (Hp) phenotypes, Hp polymorphism was reported to be
associated with the risk and clinical course of inflammatory diseases. The /-1 genotype of
Hp a-chain results in production of low molecular weight dimers, while the 2-/ and 2-2
genotype are associated with variable length of linear polymers and cyclic polymers,
respectively. The aim of our study was to investigate the distribution of Hp polymorphisms
in large cohort celiac patients and in patients with IBD, and also their possible association
with the clinical presentation of these diseases. Hp phenotypes were determined by
sodium-dodecyl-sulphate  polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
immunoblotting of the sera, which clearly identifies the genotype of the patients. The Hp
results were compared to a group of healthy individuals representing the normal Hungarian
population. In celiac patients, the frequency of Hp2-/ phenotypes was significantly higher
compared to the control population. The occurrence of Hp2-2 phenotype was lower;
however patients having this phenotype were at an increased risk of severe malabsorption
as a clinical presentation of the disease but reduced risk of silent disease. Patients with
dermatitis herpetiformis showed similar Hp phenotype distribution to those in the whole
celiac patients group. The Hp phenotype distribution showed no difference in IBD group as
compared to control population. In Crohn’s disease, patients with Hp 2-1 type carried a
higher probability for inflammatory (non-stricturing, non-penetrating) form compared to
the other two phenotypes, while the stricturing form developed less frequently. Regarding
extraintestinal manifestations of the disease, we found no Hp/-/ expression in patients
with primary sclerosing cholangitis. The role of Hp molecules may be contributed to their
distinct immunomodulatory properties and structural characteristics.

Sero-reactivity to microbial components like Saccharomyces cerevisiae (ASCA) and
outer membrane porin protein C of Escherichia coli (anti-OmpC) or autoantibodies
directed against perinuclear components of neutrophils (P-ANCA) are reported to be
associated with disease phenotype and may be of diagnostic importance in IBD. The aim
of our study was to investigate the prevalence of serological markers in a large cohort of
IBD patients and healthy controls. We also assessed the possible interaction with the

clinical presentation, response to treatment and extraintestinal manifestations.



Additionally, we studied the relationship between serological response and genetic factors.
We analyzed the feasibility of using the combination of ethanol-fixed and formaldehyde-
fixed neutrophil substrates in the identification of IBD associated atypical P-ANCA. We
also examined the infer-assay variability of this method by comparing four different
commercially available assays, and the inter-observer precision based on the results of two
distinct laboratories. Sera were assayed for ASCA and anti-Omp by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) and ANCA by indirect immunofluorescence (IIF) method.
The nucleotide-binding oligomerization domain/ caspase recruitment domain
(NOD2/CARDI15) and the toll-like-receptor (TLR)-4 variants were tested by polymerase
chain reaction/ restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP). Serological
markers were useful in the differentiation between Crohn’s disease and ulcerative colitis.
ASCA and anti-Omp positivity were associated with increased risk for Crohn’s disease. In
addition, atypical P-ANCA was associated with increased risk for ulcerative colitis. The
combined application of ethanol-fixed and formaldehyde-fixed substrates did not facilitate
the differentiation between P-ANCA and atypical P-ANCA, and the results were not
consistent when using substrates from different sources. Combining all P-ANCAs (typical
and atypical) together ensures the highest sensitivity and specificity in differentiating
ulcerative colitis from Crohn’s disease. In a logistic regression analysis, ASCA and anti-
Omp were independently associated with ileal and non-inflammatory disease, but not with
a risk for surgery or response to steroids or infliximab. In addition to qualitative
correlations, quantitative correlations with serologival response were also present. The
number of antibodies produced against microbial antigens and their titers in Crohn’s
disease showed a positive correlation with the small bowel involvement and the severity of
the disease course (serology dosage effect). Moreover, reactivity to microbial components
was associated with NOD2/CARDI15 genotype. Positive correlation was found between the
number of mutations and the prevalence of antimicrobial antibodies (gene dosage effect),
further supporting the role of altered microbial sensing in the pathogenesis of Crohn’s

disease.



3. Roviditések jegyzéke

ANA: antinukledris antitest

Anti-CBiR1: flagellin ellenes antitest

Anti-12: anti-Pseudomonas fluorescens antitest

Anti-OmpC/ Anti-Omp: anti-outer membrane porin protein C antibody of Escherichia coli (anti-
Escherichia coli kiils6 membran porin C antitest)

ASCA: anti—Saccharomyces cerevisiae antitest

ANCA: anti-neutrophil cytoplasmic antibody (antineutrofil citoplazmatikus antitest)

BPI: natural antibiotic bactericidal permeabilty increasing protein (természetes antibiotikus baktericid
permeabilitast fokoz6 protein)

C-ANCA: citoplazmatikus ANCA

CDALI: Crohn Betegség Aktivitdsi Index

c¢GMP: ciklikus guanozin-monofoszfit

CI: konfidencia intervallum

CO: szén-monoxid

DHPLC: denaturing high performance liquid chromatography (nagyteljesitményli denatural6
folyadékkromatografia)

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

DNAse: dezoxi-ribonukledz

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay)
EMA: endomysium elleni antitest

gASCA: glikdn anti-Saccharomyces cerevisiae antitest

Hb: hemoglobin

HbSR: haptoglobin-hemoglobin scavenger receptor

HLA: human leukocita antigén

HMG: high mobility group non-histone chromosomal protein

Hp: haptoglobin

HO-1: hemoxigenaz-1

IBD: inflammatory bowel diseases (gyulladdsos bélbetegségek)



IL: interleukin

Ig: immunglobulin

IIF: indirekt immunfluoreszcencia

INF: interferon

IQR: interquartile range (interkvartilis tartomény)

LDL: low-density lipoprotein

LPI: labile plasma iron (labilis plazma vas)

LRR: leucine-rich repeat (leucingazdag ismétlddés)

LPS: lipopoliszacharid

MBL: mannan-binding lectin (mannéz-koto lektin)

MPO: mieloperoxidiz

MHC: major histocompatibility complex (f6 hisztokompatibilitdsi komplex)
NO: nitrogén-oxid

NOS: NO szintdz

NOD2/CARD15: nucleotid oligomerisatios domain/caspase recruitment domain
NPV: negativ prediktiv érték

NS: nem szignifikans

OR: odds ratio (esélyhdnyados)

P-ANCA: perinukledris ANCA

PCR-RFLP: polymerase chain reaction/ restriction fragment length polymorphism (polimeraz
lancreakci6-restrikcids fragmens hossz polimorfizmus vizsgalat)

PGN: peptidoglikdn

PPV: pozitiv prediktiv érték

PR3: proteindz-3

PSC: primer szklerotizlé cholangitis

PRR: pattern recognition receptor (mintdzatfelismerd receptor)

SD: standard deviécid

SDS-PAGE: sodium-dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electroforesis (natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis)

SNP: single nucleotide polymorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)



Anti-TG: transzglutaminaz elleni antitest
TLR: toll-like receptor

TNEF-a: tumor nekrézis faktor-alfa



4. Bevezetés

A coeliakia kiilonféle szervrendszereket érinté kronikus gyulladdsos megbetegedés,
autoimmun komponensekkel. A betegség genetikailag fogékony egyénekben a kaldszos
gabonafélékkel fogyasztott glutén-tipusa fehérjék gliadin komponensének hatdsara alakul
ki, és barmely életkorban manifesztdlédhat. Amennyiben nem jut glutén a szervezetbe, a
kérfolyamat dnmagatdl ledll, a betegség klinikai tiinetei megsziinnek. A gluténintolerancia
azonban életresz6l6'. A diagnézis a vékonybélben kialakulé boholykédrosodds és a
transzglutamindz (TG) elleni immunreakcié egyiittes kimutatdsan alapul. A betegség
manifesztalodasdhoz a f6 hisztokompatibilitdsi génekben (MHC II) a human leukocyta
antigén (HLA)-DQ2 vagy DQ8 heterodimer jelenléte mindenképpen sziikséges,
hordozdsuk azonban onmagdban nem elegendd. Coeliakidban a néi tdlsily mar régdta
ismert. A nem HLA-asszocialt gének feltételezett szerepe a betegségre valo fogékonysag
kialakuldséban legaldbb 50%-os, de a sz6bajovo kiilonbozd gének 4ltal jelentett kockdzat
egyenként joval alacsonyabb, mint a HLA géneké és a kozolt adatok helyenként
ellentmondésosak®.

A coeliakidhoz vezetd korai patologids torténések magukba foglaljadk az innate
immunrendszer aktivacidjat is, mely elsOsorban az epiheliumban zajlik. Bizonyos gluten
peptidek (p31-p43) fokozzak az aktivalt dentritikus sejtek interleukin (IL)-15 szekrécidjat,
ami végs6d soron az intraepithelidlis lymphocytdk aktiviciéjdhoz vezet (NKG2D
receptorokat expresszdlnak). Ezek a sejtek citotoxikus lymphocytdva alakulnak 4t és az
enterocytak tovabbi karosoddsdhoz vezetnek (az NKG2D ligandja az enterocytdk felszinén
lévé MIC-A). Ez megelozheti a lamina propridban a szoveti transzglutamindz altal
deamidalt gluten peptidek és a HLA-DQ2 és DQ8 molekuldk kapcsoladdsaval aktivalt
adaptiv CD4+ T sejt valasz kialakulasat, mely a coeliakia patogenezisének egyik
kulcslépése, aholis az interferon-gamma (IFN-y) alapvetd fontossiagu (T-helper [Th] 1
dominancidjd folyamat)’.

Klinikai megjelenését tekintve a coeliakia rendkiviil valtozatos kérkép, a befolydsold
faktorok jelentds része azonban ismeretlen’. Az djabb epidemioldgiai vizsgélatok
eredménye alapjdn a betegség joval gyakoribb, mint azt kordbban gondoltuk: az eurdpai és
észak-amerikai lakossdg mintegy 1%-at érinti, azonban a felismert esetek szdma ennél

joval kevesebb™®. A szeroldgiai mddszerek széleskorii elterjedésének, valamint a betegség
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egyre tudatosabb keresésének eredményeképpen jelentds csokkenés figyelhetd meg a
tilnetek kezdete és a diagndzis feldllitdsa kozott eltelt idStartamban. Tovabbd a betegség
felismerésekor a kevésbé silyos tiinetek domindlnak; egyre kevésbé taldlkozhatunk a
klasszikus klinikai képpel, a malabszorpci(’)val3.

A gyulladdsos bélbetegségek (IBD) a gasztrointesztindlis traktust érinté krénikus
megbetegedések. Két {6 formdjuk a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség, melyek
diagnézisa a klinikai kép, az endoszképos és radioldgiai lelet, valamint a szdvettani
vizsgélat egyiittes eredménye alapjan altaldban egyértelmiien felallithatd, ugyanakkor a
betegség etolégidja mdig ismeretlen, multifaktoridlisnak tekintheté’. Mai elképzelésiink
szerint az IBD genetikailag fogékony egyénben bizonyos kornyezeti (pl. enterdlis,
mikrobidlis) antigének és a mucosalis immunrendszer sajitos kolcsonhatdsa révén alakul
ki. Egyre nyilvanvalobbnak tiinik, hogy mind kornyezeti, mind genetikai tényezok
fontosak nemcsak a betegségre vald hajlam kialakitisdban, hanem a betegség
viselkedésének, terdpids befolydsolhatdsdganak meghatdrozdsaban. Az tjabb kutatdsi
eredmények szerint az IL-23 az egyik kulcsfontossdgi citokin a Th1/Thl7 vélasz
szabdalyozdsaban. Az eddig az IL-12-nek tulajdonitott funkcidk jelentds része az IL-23-hoz
kotott, kiilonosen a mucosalis barrier funkcidban €s immunvéalaszban kiemelked6 a
szerepe. Az IL-23 hatdsa a T-sejtes vdlasz mellett az innate immunvélasz aktivildsin
keresztiil is érvényre jut®.

A Crohn-betegség klinikai megjelenésében ¢és lokalizaciéjdban, valamint az
extraintesztindlis tiinetek kialakuldsdban kifejezett heterogenitds tapasztalhatd, tovabba a
betegség viselkedése és a kezelésre adott valasz ugy Crohn-betegségben, mint colitis
ulcerosdban egyarant igen eltérd lehet. A sokszinli genetikai hattér részben magyarazhatja
a korkép valtozatos klinikai megjelenését, ugyanakkor szamos részlet var még tisztazasra.

Az IBD komoly egészségiigyi problémat jelent, mert tobbnyire késo serdiilokorban,
illetoleg fiatal felnéttkorban kezdddik, az érintett egyént egész éEletén végigkiséri,
befolyésolja tanuldsdt, munkdajat, csalddi életét, életmindségét’. Eurépdban a betegségben
szenvedok szdmdt mintegy 2,2 milliéra teszik'®. A betegség epidemioldgidjaban az elmult
két évtizedben jelentds valtozas észlelhetd: eléfordulasuk az eddig alacsony incidencidju
teriileteken, mint példdul Kelet-Eurépédban, koztiikk hazdnkban is emelkedik'!, tovabbd a
colitis ulcerosa és a Crohn-betegség korabbi 4-5:1-es ardnya is kozeledik egymashoz.

A haptoglobin (Hp) molekula jelentds antioxiddns tulajdonsdgokkal rendelkezd akut
fazis fehérje, melynek f6 feladata, hogy intravascularisan a vordsvértestekbdl kikeriild, a

sejtek szamdra toxikus szabad hemoglobint (Hb) megkosse, és azt a keringésbol
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eltavolitsa. A Hp ugyanakkor az extravascularis szovetekben és testfolyadékokban is aktiv:
direkt angiogenetikus, anti-inflammatorikus és immunmodulans hatdsd'>. Atjut az érfalon
és bizonyos hatdsokra kiilonbdz6 szovetekben is expresszdlédik. A Hp a neutrofil
granulocytdkban is megtaldlhatd, a gyulladds helyén lokdlisan felszabadulva képes a

. , , . . . 13,14
szovetkarosodas csokkentésére ™

. A Hp receptorai a monocyta-makrofig rendszer
sejtjein expresszlodo CD163" és a CD11b (CR3), mely a granulocytdkon, természetes
Oloésejteken és a lymphocytdk egy kis csoportjanak felszinén taldlhat. A Hp a CD4+ és
CD8+ T lymphocytik tobbségéhez is kotédik'®, kozvetleniil képes gétolni azok
proliferdci6jat és médositja a Th1/ Th2 egyenstlyt'’. A Hp polimorfizmus kivetkeztében
Iétrejovo harom, eltérd szerkezeti és tulajdonsagi Hp molekula (Hpl-1, 2-1, 2-2) szamos
gyulladdsos és autoimmun kérkép lefolyasat médosithatjdk'®.

Gyulladasos bélbetegségekben kiilonféle autoantigének, valamint mikrobidlis
alkotorészek ellen képzddnek antitestek. Leggyakrabban a Saccharomyces cerevisiae elleni
antitesteket (ASCA) és az atipusos perinukledris antineutrofil citoplazmatikus antitestet (P-
ANCA) vizsgéltdk, de egyre tobb adat 4ll rendelkezésre az djabban felfedezett, kiilonféle
mikrobidlis antigének ellen termel6dd antitestekrdl is. Ilyenek pl. a kiilsé membran porin C
ellenes antitest (anti-OmpC), Pseudomonas fluorescens ellenes antitest (anti-12), valamint
a kiilonféle glikan ellenes antitestek. A CBirl (flagellin) az elsd olyan bakteridlis antigén,
mely allatmodellben colitist indukdl, és IBD betegekben is kéros immunvalasz mutathaté
ki vele szemben'. A kiilonféle mikrobidlis- és autoantigének ellen termelédé antitestek
pontos mechanizmusa és jelentdsége azonban nem tisztazott. Alapvetd kérdésnek tlnik,
hogy az antitesteknek van-e szerepiik az IBD immunpatogenezisében vagy megjelenésiik
csupan a gyulladt, ateresztd bélnyalkahartya kovetkezményének tarthato.

Az IBDI1 régioban taldlhaté nucleotid oligomerisatios domain/caspase recruitment
domain (NOD2/CARDI15) gén muticidinak és a Crohn-betegség kapcsolatanak
felfedezése™, melyet szdmos, koztik magyar beteganyagon is sikeriilt igazolni*', hivta fel
a figyelmet arra, hogy a betegség patogenezisében kulcsfontossidgi szerepet jatszik az
innate immunitds szabdlyozdsdnak megvaltozdsa. A gén terméke egy citoszolikus
mintazatfelismerd receptor (pattern recognition receptor), mely a Gram-negativ és —pozitiv
baktériumokbdl szdrmazdé bakteridlis termékek, mint a lipopoliszacharidok (LPS) és
peptidoglikdnok (PGN) intracelluldris felismerésért felelés™. A receptorok egy madsik
fontos csalddja, amely az innate immunrendszer részeként a bakteridlis termékek
érzékelésében vesz részt, a sejtfelszini toll-like receptorok (TLR). Ezek koziil a TLR4

sziikséges a LPS felismeréséhez”. A genetikai €s a szeroldgia markerek kozotti lehetséges
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Osszefliggést az is aldtdmasztja, hogy a NOD2/CARDI1S5 varidns allélok fokozott
bélpermeabilitdst okoznak®, a szeroldgiai markerek szintje pedig a bélpermeabilitds
fokozéddsaval emelkedik”. Ugyanakkor Crohn-betegségben az ASCA és a
NOD2/CARD15 kozotti kapesolatot vizsgdld tanulméanyok eredményei ellentmondasosak,
melyek legaldbbis részben tiikrozik a betegpopulaciok kozott észlelt klinikai és genetikai

kiilonbozdséget'”.
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Célkituzések

A haptoglobin (Hp) molekula o-ldncat kédolé gén két allélja — Hpl és Hp2 —
kovetkeztében 1étrejovo harom kiilonbozo6 fenotipusi Hp molekula térszerkezete eltérd és
kiilonbozé mértékii antioxiddns, scavenger és immunmoduldns tulajdonsidgokkal
rendelkeznek, melynek révén kapcsolatot mutatnak egyes gyulladdsos betegségek

prevalencidjaval és lefolyasaval.

» A coeliakia gyakori, genetikailag meghatdrozott, klinikai megjelenését tekintve
rendkiviil valtozatos korkép, mely szamos szervrendszert érinthet, a befolyasold
faktorok jelentds része azonban ismeretlen. Az irodalomban a Hp polimorfizmus és
a coeliakia kapcsolatit vizsgdlé nagy esetszdmui tanulmdny nem ismert.
Munkdnkban ezért célul tiiztiikk ki, hogy nagyszdmu, egymadssal rokonsdgban nem
allo, a tiinetek teljes spektrumdat reprezentdld coeliakids betegcsoportban
megvizsgéljuk a Hp fenotipusok megoszlasat, valamint azok lehetséges kapcsolatat
a betegség klinikai megjelenésével. Vizsgiltuk tovdbbd coeliakidban a nagy
rizikéju HLA-DQ genotipusok prevalencijat a harom kiilonb6zé Hp fenotipusi

csoportban.

» A Crohn-betegség novekvd incidencidjaval parhuzamosan a betegség klinikai
megjelenésében, lefolydsaban, valamint az extraintesztindlis tiinetek kialakuldsaban
kifejezett heterogenitds észlelhetd, amit elsdsorban a véltozatos genetikai hattér
magyaréazhat. Az irodalomban a Hp polimorfizmus és a Crohn-betegség kapcsolatat
vizsgdld, nagy esetszami tanulméany nem ismert. Vélaszt kerestiink ezért arra a
kérdésre, hogy a Hp polimorfizmus kapcsolatba hozhaté-e a Crohn-betegség
kialakuldsdaval, annak extraintesztindlis manifesztaciéival, a betegség klinikai
megjelenési formdival és a kezelésre adott valasszal. Vizsgéltuk tovdabbd a Hp
kapcsolatit mds genetikai tényezokkel is, mint pl. a NOD2/CARD15 mutdcidkkal
illetdleg a TLR4 D299G polimorfizmussal.

Gyulladasos bélbetegségekben kiilonféle mikrobidlis- és autoantigének ellen képzddhetnek
antitestek, melyek jol hasznélhatdak a betegség differencidl diagnosztikdjaban, ugyanakkor

az antitestképz6dés pontos mechanizmusa és jelentésége egyelére nem tisztizott. Ujabb
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vizsgdlatok adatai szerint a szeroldgiai markerek jelenléte esetén a betegség agresszivebb
lefolyasu. Az antitestek prevalencidjat tekintve azonban jelentds foldrajzi eltérésekrol
szdmoltak be. Felmeriil tovdbbd a szeroldgiai és a genetikai markerek kozotti lehetséges

0Osszefiiggés, azonban a tanulményok eredményei ellentmondésosak.

» Kelet Eurépabol a szeroldgiai markerek vonatkozasdban csak szorvanyosan allnak
adatok rendelkezésre, ezért tartottuk fontosnak, hogy nagyszdmd magyar IBD
betegen vizsgaljuk az anti-Saccharomyces cerevisiae antitestek (ASCA), a kiils6
membran porin elleni antitest (anti-Omp) €s az atipusos perinukledris antineutrofil
citoplazmatikus antitest (P-ANCA) el6forduldsat €s azok esetleges Osszefiiggését a
betegség klinikai megjelenési formdival, a kezelésre adott vailasszal és az
extraintesztindlis szovédményekkel. Vizsgaltuk tovabba a szeroldgiai valasz és a

genetikai faktorok (NOD2/CARD15 és TLR4) kapcsolatét.

» Eltérben a kiilonb6z6 szisztémas kisér vasculitisekben jelenlévé klasszikus ANCA-
tol, az IBD-hez tarsul6 ANCA mintidzatok azonositdsdra és interpretdlasdra, nincs
egyértelmii, nemzetkozileg elfogadott ajanlds. Igy célul tiztik ki, hogy
megvizsgdljuk az irodalomban javasolt, de eddig széles korben még nem vizsgalt
modszer és kritériumrendszer kivitelezhet6ségét és reprodukalhatésagat rutin
laboratériumi koriilmények kozott elérhetd tesztek és eszkozok segitségével. Az
inter-assay €és inter-observer vizsgéilatok sordn négy kiilonboz6, kereskedelmi
forgalomban elérhetd, etanol-és formalin-fixdlt neutrofil szubsztratot egyarant
tartalmazd, indirekt immunfluoreszcens teszt eredményeit hasonlitottuk Ossze két
foldrajzilag kiilonbdz6 laboratériumban. A fluoreszcens mintazatok mellett tovabba
vizsgéltuk az antinukledris antitest (ANA) jelenlétét €s a mieloperoxiddz (MPO),
proteindz-3 (PR3), elasztdz, laktoferrin, katepsin G, lizozim illetéleg baktericid

permeabilitast fokozo protein (BPI) antigének elleni antitest szinteket.
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5. Irodalmi attekintés

6.1 Haptoglobin polimorfizmus

Az intravascularis hemolizis sordn a vorosvérsejtek destrukcidjanak kovetkeztében
szabadd4 vélé hemoglobin (Hb) és hem érendothel kdrosité hatdsa jol ismert. A vascularis
homeosztazis fenntartdsdban kulcsfontossagi nitrogén-oxid (NO) mennyisége az
oxihemoglobinnal torténd, prompt és irreverzibilis reakcioba lépése miatt jelentsen
lecsokken (NO scavenging), melyet a fokozott NO szintdz (NOS) aktivitds sem tud
ellensilyozni, ugyanis a vorosvértestekbdl kiszabaduld argindz az enzim szubsztritjat, az
L-arginint, ornitinné alakitja. Az NO hidny a guanilat cikldz csokkent miikodését és igy a
ciklikus guanozin-monofoszfit (cGMP) mennyiségének csokkenését eredményezi. A
cGMP hidnya a simaizom ténus szabdlyozdsdnak zavardhoz, lokédlis vasoconstricti6hoz,
trombocita aktivicidhoz, valamint aggregicidhoz vezet. A szabaddd véalé hem a
protoporfirin gytiribe zart ferro vas(Il) miatt is vesz€lyt jelent: a Fenton-reakcidé sordn
keletkezd hidroxil gyokok direkt médon kérosithatjdk az érfalat, valamint jelentds szerepet

2627 Az extravascularisan

jatszanak a low-density lipoprotein (LDL) oxidéacioban is
szabadd4 valé Hb, pl. szoveti gyulladds vagy érsériilés sordn, hasonlé mddon oxidativ
stresszt, NO hidnyt eredményez, mely makrofdg aktivicidhoz és kovetkezményes
proinflammatorikus citokin felszabadul4shoz vezet.

A vorosvértestekbdl kiszabadulé és oxidalédé Hb-nak (methemoglobin) a vérzés
helyén Hp-nal torténd stabilizdldsa és a CD163/hemoxigendz-1 (HO-1)/biliverdin reduktaz
rendszer milkkodése azonban képes ellensilyozni a methemoglobin NO scavenger,
vasoconstrictiv, proliferativ, inflammatorikus és pro-oxidans tulajdonsagat®®*’. A Hp-Hb
komplex képzddése sordn megjelend Uj epitdp a makrofdgok és kisebb mértékben a
monocytik felszinén is jelenlévé CD163 receptorhoz (haptoglobin-hemoglobin scavenger
receptor, HbSR) kotédik. A kotddés Ca2+—dependens és nagy affinitdsa'”; a komplex
endocytosisit kovetden annak lebomldsit eredményezi a lizoszémakban. A HO-1 enzim
hatdsdra a hem molekula szénmonoxiddd (CO), biliverdinné és ferro vas(Il)sa alakul. A
CO vazodilatator, antiproliferativ, anti-inflammatorikus és antioxiddns tulajdonsagi. A
biliverdin és az azt bilirubinnd alakité biliverdin reduktdz szintén antioxiddns hatdsd. A

felszabadul¢ ferritin pedig azonnal megkéti a ferro Vas(II)—t30 (1. abra)
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1. abra A hemoglobin haptoglobinhoz valé kotédése és a komplexnek a makrofagok

CD163 scavenger receptoran keresztiil torténé metabolizmusa.

Hemoglebin
. Oo<O

Haptoglobin

Anti-inflammatorikus
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A Hp-Hb komplex elsdsorban a madjban (90%), kisebb részt a keringésben 1évo
monocytdkban (10%) metabolizalédik, extravascularisan azonban az egyetlen lehetdség a
makrofagokon keresztiil torténd clearance’’. A Hp-Hb komplexnek a CD163 receptorahoz
val6 kotédése és metabolizmusa egyben a velesziiletett (,,innate”) immunrendszerrel vald
fontos, szorosan szabalyozott kapcsolddasi pontot is jelenti, ugyanis a monocyta/macrofag
sejtek aktivacigjat eredményezi: fokozdédik az anti-inflammatorikus tulajdonsagd IL-10
termelése’. A gyulladds sordn az IL-6, IL-10 és a gliikokortikoidok hatdsdra nemcsak a
keringésben 1évé monocytdkon, hanem az érintett szovetek makrofagjain is fokozodik a
CD163 receptor expresszidja. Ugyanakkor a klasszikus macrofdg-aktivicidoban szerepet
jatszé citokinek (INF-y, tumornekrozis faktor-alfa [TNF-a]) illetdleg a LPS csokkentik a
CD163 receptor expresszidjat. Az alternativ tton aktivadlt, CD163+ makrofdgok egy
rendkiviil heterogén csoportot jelentenek, melyek a kiilonbdzd stimulusokra sokréti,

ugyanakkor testreszabott modon képesek vialaszolni. Kulcsszerepiik van mind az akut,
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mind pedig a krénikus gyulladdsos folyamatok mérséklésében, a tolerancia indukcidban és
a szoveti regeneréci(’)ban16.

A Hp molekula egy 022 szialoglikoprotein, szintézise elsésorban a hepatocytdkban
zajlik, melyet az akut féazis reakcié sordn felszabaduld proinflammatorikus citokinek
indukélnak, elsésorban az IL-6 és gliikokortikoidok (egyiitt szabalyozddas a CD163-val és
HO-1-ve)™. A molekula ugyanakkor nemcsak a keringésben, hanem az extravascularis
szovetekben és a testfolyadékokban is jelen van. Egyrészt atjut az érfalon, masrészt LPS
hatdsdra adipocytdkban, alveoldris sejtekben és epidermadlis sejtekben is megjelenik.
Beszamoltak tovdabbda a Hp jelent6s fokd ektopids megjelenésérol adenomatosus
vastagbélpolypokban és daganatszovetben®®, valamint tartésan fennallé dramldsvaltozasok
kovetkeztében a nyirdfesziiltség €s NO hatdsdra az artéridk faldban is”. A Hp a neutrofil
granulocytdkban is megtaldlhat6. Nagyobbrészt a myeloid érés sordn a
myelocyta/metamyelocyta fazisban de novo szintetizalodik és a specifikus granulumokban
tarolddik ill. kis mértékben a plazmdbdl az exogén Hp endocytosisa is lehetséges. A Hp igy
a gyulladds helyén lokalisan is felszabadul, és képes csokkenteni a szdvetkdrosodast'>'*. A
Hp a szovetekben valddi chaperone aktivitdst fejt ki azdltal, hogy megakadalyozza a
kiilonféle fehérjék hésokk és az oxidativ stressz indukélta misfoldingjat - fehérjék nem
megfeleld feltekeredése, gombolyoddsa, hibas fehérje térszerkezetek kialakuldsa — és
precipitacidjat, melyek toxikus hatdsai j6l ismertek™®.

A Hp molekula polimorfizmusat az a-lancot k6dolé gén két kodominans allélja —
Hp1 és Hp2 — hatdrozza meg, mely a 16922 kromoszémadn helyezkedik el. Kdvetkezésképp
a molekula genetikai polimorfizmusa hirom {6 fenotipusban nyilvanul meg (HpI-1, Hp2-1
and Hp2-2). A Hp gén locus a Hpl allél éltal kodolt 5 vagy a Hp2 allél éltal kédolt 7
exonbol all. A Hp2 a Hpl allélbdl keletkezett az exon 3 és az exon 4 intragénikus
duplikécidja révén, feltéhetbleg egy nem-homolég dezoxi-ribonukleinsav (DNS) crossing-
over folyamat sordn. A Hp monomerek dsszekapcsoldddsdhoz sziikséges kritikus diszulfid
kotéhelyek az exon 3-ban és az exon 4-ben taldlhatéak. A Hpl monomerek monovalensek
és dimerek keletkeznek beldliik. A Hp2 monomerek azonban bivalensek, tekintve, hogy az
exon 3-t és az exon 4-t duplikdtumban tartalmazzdk és igy két masik Hp monomer
megkotésére képesek. Ennek kovetkeztében a Hpl génre homozigéta egyének esetén
létrejovéo HplZ-1 molekula, két alf alegységbdl allo dimer (86kDa). A Hp2 génre
homozigéta egyénekben nagy molsilyu ciklikus polimerek alakulnak ki. Az igy képzodd

Hp2-2 molekula valdjdban ezen valtoz6 szamd o2 alegységb6l 4ll6 ciklikus polimerek
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keveréke (170-900kDa). A Hp génre heterozigéta egyénekben szintetizdlodé Hp2-1
molekula szerkezete teljesen eltér a homozigéta egyénekben képz6dé molekuldkétol.
Szintén egy polimer keverék, azonban ezt a molekulat két o1 alegysége kozott kiillonboz6o
szamu a2 alegységbdl kialakuld linedris polimerek alkotjdk (86-300kDa) (2. abra).

A Hp fenotipusok szérumbdl gél elektroforézissel biztonsdggal meghatirozhatdak, és
egyértelmilen azonositjdk az egyén genotipusit is. Koch és mtsai DNS mintdkbol PCR
vizsgélat segitségével meghatdrozott genotipusokat Osszevetve a szérummintdkbol gél

elektroforézissel tortént fenotipus analizis eredményekkel teljes egyezést taldltak’’.
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2. abra Az egyes haptoglobin (Hp) fenotipusok eltéré szerkezeti és alegység

szervezodési jellemzoi.

A Hp molekula szerkezeti felépitésében kulcsfontossdgi kovalens kotések diszulfid hidak révén valdsulnak
meg, melyek kotbhelyei a molekula a-lancdban taldlhatéak. A Hpl monomer (alp) monovalens, igy csak
egyetlen masik Hp monomerrel tud 6sszekapcsolédni. A Hp2 monomer (02p) azonban bivalens, gy két
masik Hp monomerhez képes kotédni. Ennek koszonhetéen a harom Hp genotipus esetén egymastdl eltérd
szerkezetli Hp molekuldk termelédnek. Hp/-/ kis molekulasilyd haptoglobin dimerek (86kDa), a 2-1
genotipus kiilonbozd hosszisdgd linedris polimerek (86-300kDa), mig a 2-2 genotipus ciklikus polimerek
(170-900kDa) képzddését eredményezi. Elméletileg elképzelhetd, gyakorlatilag azonban a Hp2-/ fenotipusd

egyénekben az a2f} alegységek nem képeznek ciklikus polimereket a tdlstlyban 1év6 alf elegységek miatt.
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Nagyszdmi in vitro és in vivo adat tdmasztja ald, hogy a Hp molekula 3 {6 fenotipusa
kozott nemesak szerkezeti, hanem jelentds funkciondlis kiilonbségek is kimutathatdak:
kiillonb6zé mértéki  antioxiddns, scavenger €s immunmoduldns tulajdonsidggal
rendelkeznek, €és ezek kapcsolatot mutatnak egyes gyulladdsos betegségek — fertdzések,
atherosclerosis, autoimmun betegségek — lefolyésévallz. A Hpl-1 és 2-2 molekula a
kiilonféle funkciondlis vizsgdlatokban daltaldban ellentétesen viselkedett. A Hp2-/
mukodését ugyanakkor gyakran intermediernek tartjak, noha a molekula aktivitasat csak
ritkdn vizsgaltdk és csak nagyon kevéssé ismert annak valodi viselkedése, esetleges
kiilonbozosége a masik két fenotipushoz képest. A Hp2-1 molekula szerkezetét figyelembe
véve sem tekinthetd a mdsik két fenotipus intermedierjének, mely szintén arra enged
kovetkeztetni, hogy ugyanez érvényes a molekula miikodésére is.

A Hp egyik legtobbet vizsgélt tulajdonsdga az antioxiddns kapacitdsa. A Hp Hb-kotd
képessége és 1<apacita’1sa38’39 az egyes fenotipusok esetén kiilonb6zd, az antioxidins
aktivitdsban észlelhetd eltéréseket mégis elsdsorban a Hp-Hb komplexben 1év6 vasnak a
kornyezte szdmdra valo eltéré hozzaférhetdségével magyardzzak. A Hp molekuldk koziil
Hp2-2 rendelkezik a legkisebb antioxiddns kapacitassal, mind a keringésben, mind az
extravascularis szovetekben. Egyrészt a Hp2-2-Hb komplexben 1év0 vas a leginkdbb
elérhetd a kornyezet szdmara, melynek kovetkeztében fokozott kelatképzddési hajlam és
kifejezettebb redoxaktivitds jellemezi a Hp/-/-Hb komplexben 1évd vashoz képest. Ez az
un. labilis plazma vas (LPI) felelés a Hp2-2-Hb komplex esetén kimutathaté fokozott
szabadgyok képzodésért. A Hb oxiddléddsa vagy glikozildloddsa esetén azt is
megfigyelték, hogy az LPI mennyisége no, illetleg az antioxidans kapacitdsban észlelhetd
fenotipus-fiiggd kiilonbség is jelentdsen fokoz6dik*™*!. Tovabbd a Hp-Hb komplex
kitiriilése a Hp2-2 fenotipus esetén joval lassibb és kevésbé hatékony a Hp/-/-hez
képest™. Az extravascularis szovetekben és a kiilonféle testfolyadékokban is a Hp2-2
antioxidans kapacitdsat a nagy molekulatomege még tovabb csokkenti azéltal, hogy
korléatozza az érfalon vald étjutésban43 .

Szamos klinikai tanulmany igazolta a Hp polimorfizmus fiiggetlen prognosztikai
szerepét a diabéteszes érszovodmények kialakuldsdban. A Hp2-2 fenotipusu diabéteszes
betegekben gyakrabban alakul ki nephropathia, retinopathia és kiilonféle cardiovascularis

szovOdmények, mint Hp2-/ és Hpl-1 fenotipusu egye’:nel<ben44’45

, melyet a molekula
csokkent antioxidadns kapacitdsa mellett egyre inkdbb annak fokozott immunreaktivitdsaval

© e .\ 2 46
is Osszefiiggésbe hoznak™.
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ﬁjabb adatok a Hp molekuldnak az innate és az adaptiv immunrendszer
szabdlyozdsaban betoltott sokrétli szerepére utalnak. A vizsgilatok jelentds részében
azonban vagy csak a molekuldrol édltaldnossdgban irtdk le az adott hatdst vagy a vizsgélat
sordn csak egy adott fenotipusi Hp molekuldt hasznaltak és ezért kevés direkt adat 4ll
rendelkezésiinkre a kiilonboz6 fenotipusi Hp molekuldk pontos viselkedését illetéen az
egyes immunoldgiai folyamatokban. Tovdbbd az autoimmun betegségekkel foglalkozd
néhany kozlemény kis betegszdmu vizsgilatokon alapul és az eredmények gyakran

p 47,48
ellentmondasosak™""".

6.2 Szeroldgiai és gentikai vizsgalatok gyulladasos
bélbetegségekben

Gyulladdsos bélbetegségekben egyre tobb adat all rendelkezésre a kiilonféle
autoantigének, valamint mikrobidlis alkotérészek ellen termel6dd antitestek lehetséges
patogenetikai szerepérdl. JelentOségiik a diagnosztikdban, a progndzis felallitisaban, a
betegség kovetésében, a kezelési stratégia kialakitdsdban illetdleg hatékonysdginak

ellenérzésében valtozé. Szubklinikus markerként valé alkalmazhatésdguk is nyitott kérdés.

Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) egy heterogén autoantitest
csaldd. Kozos jellemzdjiik, hogy az antitestek a neutrofilek (vagy olykor egyéb myeloid
sejtek) primer granulumaiban taldlhaté enzimek vagy egyéb citoplazmatikus fehérjék ellen
irdnyulnak. Legkevesebb hét azonositott ANCA antigén van mér, és tobb olyan, amit még
nem sikeriilt pontosan azonositani. Ilyen enzim tobbek kozott a mieloperoxiddz (MPO),
proteindz-3 (PR3), elasztaz, laktoferrin, katepszin G, lizozim, természetes antibiotikus
baktericid permeabilitdst fokozo protein (BPI).

Az IBD-hez gyakran tarsul6 ANCA tobb vonatkozdsban is eltér a kiillonb6z6
szisztémads kisér vasculitisek diagnosztikajaban és kovetésében haszndlt klasszikus ANCA-
t61*, ugyanakkor megtévesztd médon az irodalomban gyakran szintén perinuklearis [P]-
ANCA elnevezéssel illetik. A vasculitis asszocialt tipusos P-ANCA antigénjével szemben
ezen atipusos P-ANCA antigénje — esetleg akdr tobb is — nem ismert pontosan; feltehetéen
azonban nem citoplazmatikus, hanem nukledaris lokalizacidju €s a neutrofil granulocytdk
maghdrtydjanak belsé részében taldlhaté (50 kDa myeloid-specifikus fehérje)*>'. A
kiilonféle, hiszton- (H1) és nem-hiszton kromoszomdlis fehérjék (HMGI1 és HMG?2)

azonban szintén az antigén jeloltek kozé tartozhatnak™>>***, Az antigén pontos ismeretének
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hidnyaban, az IBD asszocidlt P-ANCA mérésére alkalmas szenzitiv és specifikus szolid-
fazisu tesztet nem tudtak kifejleszteni, és igy tovdbbra is az etanol-fixdlt granulocyta
prepardtumokon indirekt immunfluoreszcens (IIF) mddszerrel torténd vizsgalat az
egyetlen, széles korben elterjedt mdédszer az antitestek detektdldsban. Az IIF mddszerrel
etanol-fixalt neutrofil prepardatumokon kapott perinukledris mintazatok fluoreszcens
megjelenése is eltérd a kétféle P-ANCA esetén, az egymadstdl vald elkiilonitésiik azonban
nem egyszerll; a megitélése egyarant fiigg a haszndlt szubsztrattdl, a fluoreszcencia
intenzitdsatol és a vizsgald tapasztalatiatol. Fontos megjegyezni azonban azt is, hogy a
nemzetkdzi konszenzus leirat”® mindenféle perinukledris fluoreszcencidt P-ANCA-ként
emliti. A tipusos P-ANCA tovabbi jellegzetessége az atipusos P~ ANCA-val szemben, hogy
sajatosan anti-MPO pozitiv. A P-ANCA MPO-specificitisat megerdsitd vizsgélatok: a
formalin-fixalt neutrofil preparatumok és az antigén-specifikus szolid-fazisi immunoassay.
A fentiekbdl addéddéan a neutrofil granulocytdkon észlelt perinukledris fluoreszcencia
onmagdban nem jelenti sziikségszerlien vasculitis fennéllasat. Az IBD asszocidlt ANCA
kimutatdsdra egy ELISA és egy DNAse-I-kezelt granulocyta készitményeken végzett IIF

vizsgdlatot kombindlé mddszerrdl is emlitést tesznek az irodalomban’®.

A metodika
kifejlesztéin kiviil, akik az IBD szeroldgiai vizsgilatok egyik tttér6 munkacsoportjanak
tekinthetdk, az eljarast nem igen haszndljak és a konszenzus leirat sem emliti.

Az atipusos P-ANCA jelenléte elsOsorban colitis ulcerosds betegekre jellemz6: a
betegek 50-80%-ban taldlhaté meg, mig az észak-amerikai és a nyugat-europai Crohn-
beteg populdciéban csak 10%-ban fordul el6””®, de gyakori eléforduldsardl szamoltak be
autoimmun hepatitisben® és primer szklerotizalé cholangitisben (PSC)® is. Crohn-
betegekben ezzel szemben inkdbb a kiilonféle mikrobialis antigének ellen termel6do
antitestek, mint pl. az anti-Saccharomyces cerevisiae elleni antitestek (ASCA)
jellegzetesek®, amelyek a betegek mintegy 50-70%-dban vannak jelen, mig colitis
ulcerosas betegekben (10-15%) és egészséges egyénekben (0-5%) csak ritkdn mutathatok
ki>"0*% A két antitest onmagdban torténd meghatdrozdsa mérsékelt szenzitivitasuk és
specificitdsuk miatt kevés jelentdséggel bir az IBD jelenlegi diagnosztikus algoritmusédban.

Korabbi kozlemények szerint az atipusos P-ANCA és az ASCA vizsgilatok
kombinécidja, azonban segithet a Crohn-betegség és a colitis ulcerosa differencidl

37,64 amennyiben a hagyomdényos vizsgilati modszerekkel a diagnézis

diagnosztikéjaban
nem egyértelmii. Az ASCA"/ atipusos P-ANCA™ mintdzat elsésorban Crohn-betegségre,
mig az ASCA’/ atipusos P-ANCA™ colitis ulcerosdra jellegzetes. Ezen antitestek magas

specificitasuk (85%-97%) révén jol hasznalhatéak a klinikai gyakorlatban (az IBD
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differencidl diagnosztikdjaban), ugyanakkor alacsony szenzitivitdsuk (50-70%), f6leg ha
csak az egyik markert vizsgdljuk, nem teszi lehetévé szlrdvizsgilatként vald
felhaszndldsukat. Egyes betegekben az antitestek jelenléte mar évekkel az IBD klinikai
diagnézisdt megel6zden észlelhet8®. Tovabba a szerol6gia markerek jelenléte esetén a
betegség agresszivebb lefolydsi®®®’, gyakoribb a sebészeti beavatkozds sziikségessége®™®,
ugyanakkor az antitestek prevalencidjdt tekintve jelentds foldrajzi eltérésekrdl szdmoltak
be. A P-ANCA és az ASCA szenzitivitdsa kinai és japan betegekben sokkal alacsonyabb

70,71
volt™

, mig a P-ANCA pozitivitdst gyakoribbnak talaltdk mexikéi-amerikai colitis
ulcerosds betegekben’”. A szeroldgiai markerekkel kapcsolatosan Kelet Eurépdbél csak
szorvanyosan allnak adatok rendelkezésre.

Az ujonnan felfedezett ellenanyagok koziil az Eschericia coli kiils6 membrinjiaban
taldlhatd porin C transzporterfehérje ellen termelddd antitestek (anti-OmpC)
szeroprevalencidja Crohn-betegségben 24-56%, mig colitis ulcerosdban 10% koriili®” 73
Anti-OmpC jelenléte esetén gyakoribb a penetrdlé és a stenotizdlé beregség forma
eléforduldsa. Tovdbbd az antitest pozitivitdsa esetén progressziv betegséglefolydssal és a
sebészeti beavatkozdsok sziikségességének gyakoribb eldforduldsdval kell szdmolni 6774 A
tovabbi anti-mikrobidlis antitestek— mint pl. az anti-I2 és az anti-CBirl—, valamint a
kiilonféle szénhidrat epitopok elleni (anti-glikdn) antitestek kimutatdsdnak klinikai
jelentésége abban 0sszegezhetd, hogy megteremtik annak a lehetdségét, hogy a betegeket a
kvalitativ és kvantitativ szeroldgiai vélasz alapjan kiillonféle alcsoportokba sorolhassuk. Az
elmult években jelentds eldrelépés tortént a szeroldgiai markerek és az IBD klinikai
megjelenése kozotti Osszefiiggés jobb megértésében, miszerint a kialakul6 szeroldgiai
valasz kumulativ jelenléte és nagysidga markere lehet a szovodményes, agresszivebb
lefolyasu vékonybél Crohn-betegségnek és elOrevetitheti a sebészi beavatkozds
sziikségességét. Fontos kérdésnek tiinik, hogy a diagndzis feldllitdsanak id6pontjdban a
szerologiai markerek paneljét alkalmazva megbizhatdéan kivalaszthatok-e azon betegek,
akiknél sulyosabb korlefolydsra lehet szdmitani, és igy a hosszd tavd progndzis javitdsa
érdekében intenzivebb kovetést és korai agressziv kezelést igényelnek. Tovabbi prospektiv
klinikai tanulményok sziikségesek a szeroldgiai vizsgédlatok valddi klinikai jelentdségének
meghate’lroza’lse’lra75 e,

A szeroldgia tesztekkel kapcsolatosan fontos megemliteni azonban, hogy az igazin
markdns kiilonbségek csak a betegek kisebb részében jelentkeznek. A Crohn-betegek
mintegy egynegyede pozitiv egyiddben tobb antitestre is, ill. rendelkezik kifejezetten

magas antitest titerekkel. Hasonlé a szeronegativ, vagy csak egy antigénnel szemben és
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alacsony antitestvélasszal reagdlé betegek ardnya is. A Crohn-betegek koriilbeliil felének
azonban a szeroldgiai vizsgélatok alapjan koztes fenotipusa lesz. Az tjabb markerek
felfedezésére irdnyuld torekvések célja pontosan az, hogy az IBD szerodiagnosztikus
paneljének bovitésével ezekben, az un. ,sziirke zénaba” esd betegekben is azonositani
lehessen a progresszié és terdpids szempontb6l azonos csoportot jelentd egyéneket’’. A
szenzitivitds varhat6 novekedése, azonban magdval vonhatja azt a figyelmen kiviil nem
hagyhat6 aspektust, miszerint tovabb csokkenhet a specificitds. Fontos kérdésnek tiinik az
is, hogyan lehet a mar jelenleg is rendelkezésre all6 széles antitestpanelt klinikailag
hatékonyan, ugyanakkor koltségkimélé médon felhasznalni'.

A kiilonféle mikrobidlis antigének ellen termelddd antitestek kialakuldsdnak hattere
esetleges patogenetikai szerepe egyeldére nem ismert pontosan. Egyre tobb irodalmi adat
tdmasztja ald azt az elképzelést, miszerint az antitestképzddés a bélbaktériumokkal
szembeni immuntolerancia elvesztése miatt kialakult adaptiv immunvélasz kdvetkezménye
lehet. A szeroldgiai vélaszban észlelhetd kiillonbségek részben tiikrozhetik a betegcsoportra
jellegzetes genetikai heterogenitdst. Tobb irodalmi adat is megerdsiti, hogy az
antimikrobidlis antitestek kialakuldsdban szerepe lehet a leucin gazdag ismétlddést (LRR)
tartalmazé mintazatfelismerd receptorok (PRR)"*"*_ mint példaul a NOD2/CARDIS, a
NODI1/CARD4 vagy TLR —€s a mann6z-kot6 lectin (MBL) genetikai eltéréseinek is’!. Az
irodalomban azonban ellentétes véleménnyel is taldlkozhatunk®**® Az innate
immunitdsban szerepet jatszé receptorok muticidi/polimorfizmusai €s az antimikrobidlis
antitestképzodés kozotti feltételezett Osszefiiggést tovabb erdsiti, hogy un. gén-ddzishatas
is megfigyelhetd volt, azaz az antitestek prevalencidja szignifikdnsan nétt a mutaciok
szamanak novekedésével; masrészt, az antitestképzodést gyakoribbnak taldltik a betegek

egészséges elséfoki rokonaiban a kontroll hattér populdcichoz képest™.
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6. Anyagok és modszerek

7.1 Haptoglobin fenotipus/genotipus analizis

A Hp fenotipusok szérumbdl gélelektroforézissel biztonsdggal meghatirozhatdak, és
egyértelmilen azonositjdk az egyén genotipusat is”. A Kkiilonboz6 betegcsoportok és
kontroll egyének esetén a Hp fenotipus meghatirozds szérum mintdkbdl — a Yang és
mtsai® 4ltal kordbban ismertetett médszert laboratériumunkban médositva®®— tortént
roviden az aldbbiak szerint: nétrium-dodecil-szulfat poliakrilamid 5-10%-os linedris
gradiens gél elektroforézist (SDS-PAGE) kovetéen polivinilidén-difluorid (PVDF)
immobilion-P transfer membranra (Millipore, Bedford, MA) elektrotranszferrel atvittiik
(blottoltuk) a fehérjét. A detektalast Hp ellenes antitest (1:1000) (Polyclonal Rabbit Anti-
Human Haptoglobin [Dako, Glostrup, Denmark]) és peroxiddz jelzett masodik antitest
(1:2000) (Goat Anti-Rabbit-HRP, Dako), valamint diaminobenzidin [DAB] oldatok
felhaszndldsval végeztiik. A genotipusokat minden vizsgdlat sordn /-7 és 2-2 tipusi gyari
Hp standardok (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Germany) felhasznalasdval allapitottuk meg.

A Hp polimer-expresszié stabilitisdnak, valamint a fenotipizdldsi mddszer
reprodukélhatésdganak ellendrzésére 27 coeliakids beteg esetén két vagy tobb kiillonbozo
idépontban levett szérummintdkbdl nyert eredményeket hasonlitottuk Ossze. A
mintavételek kozott eltelt medidn idGintervallum 12,8 év [tartomény 0,2-14,8 év] volt. Az
egyes betegektdl szarmazé mintasorozatokban megegyezd eredményeket kaptunk, melyek
minden esetben azonos genotipust jeleztek.

A kiilonbozé Hp fenotipusok elektroforetikus mobilitdsuk és savmintazatuk alapjan

konnyen elkiilonithet6ek (3. abra).

Statisztikai analizis

A Hp polimorfizmus vizsgalatok esetén a normalitds vizsgalatot Shapiro Wilk’s W test
segitségével végeztilk. A kiilonboz beteg és kontroll csoportok, valamint az adott
betegség esetén az alcsoportok adatainak Osszehasonlitdsdra T-probat kiilonbozo
variancidji csoportokra, Fischer-exact-tesztet, illetéleg x*-prébiat alkalmaztunk helyenként
Yates-korrekcidval, esélyhdnyadost (odds ratiot [OR]) hatdroztunk meg 95% konfidencia
intervallummal (95% CI). A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az adatokat
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SPSS13.0 programmal (SPSS Inc, Chicago, IL, USA), statisztikusok segitségével (Dr.
Vargha Péter és Dr. Dinya Elek) értékeltiik.

3. abra Kiilonbo6zé haptoglobin (Hp) fenotipusok elektroforetikus képe.

A Hpl-1 fenotipus esetén egyetlen, kis molekulatomegi, gyorsan vandorl6 sav lathatd (A).
A Hp 2-2-t szamos, nagy molekulatomegii, lassan vandorl6 sav jellemzi (B). A Hp 2-1
fenotipusban pedig mind a Hp I-/-nek megfeleld sav, mind pedig szdmos lassabban

vandorl6 sav is megfigyelheto (C).

27



7.2 Antimikrobialis- és autoantitest vizsgalatok

7.2.1 Antimikrobialis antitest vizsgalatok

Az ASCA IgG és IgA, valamint anti-Omp IgA antitest meghatdrozdasokat szérum
mintdkbdl végeztiikk enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay-vel (ELISA) (QUANTA
Lite, INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA). Mind az ASCA IgG és IgA, mind pedig
az anti-Omp IgA antitest meghatdrozasok a gyartd eldirdsai szerint torténtek. Egy adott
tipusud vizsgdlat esetén minden minta tesztelésére kétszer keriilt sor, ugyanazon a lemezen.
Az eredményeket Onkényes egységben a gyartdé 4ltal megadott egyenlet segitségével

fejeztiik ki, pozitiv cut-off értéknek >25 egységet tekintettiik.

7.2.2 Autoantitest vizsgalatok

Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) meghatarozasa

Az ANCA jelenlétét szé&rum mintdkban indirekt immunfluoreszcens (IIF) médszerrel
vizsgéltuk. A szérumok tesztelését etanol- és a formalin-fixdlt humdan periférids neutrofil
granulocyta prepardtumokon parhuzamosan végeztiik, a Terjung és misai®’ dltal javasolt
modon.

Az osszehasonlito ANCA vizsgalatokhoz négy kiilonféle ANCA assay-t haszndltunk
(Nova Lite ANCA, INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA; ImmuGlo, IMMCO
Diagnostics, Inc., Buffalo, NY; Granulocyte Mosaic FEuroimmun Medizinische
Labordiagnostika AG, Liibeck, Germany és ANCA Test System Immunoconcepts N.A.
Ltd., Sacramento, CA). A meghatdrozdsok minden esetben ugyanazon mintabdl szarmazé
aliquotokbdl torténtek. A szérummintdkat az etanol- és a formalin fixalt neutrofil
szubsztrat lemezek esetén is a gyartok eldirdsai szerint 1:40 (INOVA), 1:20 (IMMCO és
Immunoconcepts) €s 1:10 (Euroimmun) higitdsokban vittiik fel. A mintdzatok leolvasasa
IIF mikroszképpal (Regiondlis Immunolégiai Laborban: Eurostar Plus microscope,
Euroimmun Medizinische Labordiagnostika, Luebeck, Germany; INOVA Diagnostics-ban:
Nikon Eclipse E200 Labphot-2 indirect immunofluorescence microscope, San Diego, CA)
400-szoros nagyitds mellett tortént. Az inter-assay variabilitas vizsgalat soran a fent

emlitett négy immunfluoreszcens ANCA assay-ben kapott mintdzatokat egy vizsgdld
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értékelte. Az inter-observer variabilitas vizsgalat sordn ezzel szemben csak egy assay-t
hasznéltuk (Nova Lite ANCA), a vizsgélatok azonban egyidejlileg foldrajzilag kiilonb6zd
laboratériumokban (Regiondlis Immunoldgiai Laboratérium, Debreceni Egyetem OEC,
Debrecen és INOV A Diagnostics, Inc., San Diego, CA) torténtek.

Az immunfluoreszcens eredmények értékelése az ANCA mintidzatoknak az etanol- és
formalin fixdlt szubsztirokon torténd egyiittes viselkedése alapjan tortént az aldbbiak
szerint: 1) Citoplazmatikus (C-ANCA) mintazatnak tartottuk, ha az etanol- és formalin-
fixdlas esetén durva, granuldris citoplazma fluoreszcencia volt lathatd, mely a
maglebenyek kozott hangsilyozottabban jelentkezett. 2) Tipusos perinuklearis (P)-
ANCA mintazat esetén etanol-fixalt preparitumokon a maglebenyeket koriillvevd
perinukledris citoplazmdban finom gytiriszeri fluoreszcencia jelentkezett, intranukledris
terjedést mutatva, mig a formalin fixalt sejteken diffiz citoplazmatikus fluoreszcencia
alakul ki. 3) Atipusos P-ANCA-nak akkor tekintettilk a mintdzatot, ha az etanol-fixalt
prepardtumokon a sejtmag periférids részén széles, inhomogén, gylriiszerii festédés volt
lathat6, mely nukledris terjedést nem mutatott vagy kombindlt mintdzatot taldltunk,
melynek sordn az el6bb emlitett perinukledris fluoreszcencidval egyiitt diffiz, a
maglebenyek k6zott nem mutatkozd, citoplazmatikus festodés is jelen volt. Az etanol-fixalt
prepardtumokon ldthaté festddési mintdzat a formalinos prepardtumokon vagy teljesen
eltiint, vagy gyenge perinukledris festddés formajaban megmarad. Az ANCA Konszenzus
Nyilatkozat44 altal emlitett negyedik féle ANCA mintdzat (atipusos C-ANCA) a vizsgalt
beteganyagban nem fordult el6. A 4. abra a kiilonféle ANCA mintazatok
immunfluoreszens megjelenését mutatja be.

Az ANCA antigén-specificitasi vizsgalatokat kereskedelmi forgalomban elérhetd
kitek segitségével (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Germany) végeztik. Az MPO,
PR3, laktoferrin, BPI, katepsin G, elasztiz és lizozim elleni IgG tipusu antitestek
jelenlétének kimutatdsa ELISA-val tortént. Az egyes antitestek jelenlétét kiilon-kiilon, a
gyart6 altal megadottak szerint hatdroztuk meg. Az anti-laktoferrin, anti-BPI, anti-
katepszin G, anti-elasztaz €s az anti-lizozim antitestek esetén az eredményeket pozitiv vagy
negativ formédban adtuk meg, mig az anti-MPO és anti-PR3 antitestek esetén a kvalitativ
eredmények mellett, azokat abszolut értékekben is megadtuk. Az eredményeket 6nkényes
egységben a gyarté 4altal megadott egyenlet segitségével fejeztiikk ki, pozitiv cut-off
értéknek >5 egységet tekintettiik.
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4. abra Neutrofil granulocyta ellenes antitestek (ANCA) mikroszképos
immunfluoreszcens mintazata etanol- és formalin-fixalt normal periférias neutrophil

granulocyta preparatumokon.

A: Citoplazmatikus (C)-ANCA mintdzat (etanol-és formalin fixdlds sordn egyardnt): durva, granuldris
citoplazma fluoreszcencia, mely a maglebenyek kozott hangsilyozottabban jelentkezik. B: A sematikus dbra
a tipusos és atipusos perinuclearis (P)-ANCA target antigénjeinek (®) szubcelluldris eloszldsit és az
immunfluorescens mintazatokat mutatja kiilonféle fixalasok mellett. Tipusos P-ANCA mintazat etanol-fixalt
prepardtumokon a maglebenyeket koriilvevé perinukledris citoplazmdban finom = gyfriiszeri
fluoreszcenciaként jelentkezik és intranukledris terjedést mutat. A formalin fixdlds keresztkotések 1étrehozasa
révén megakadalyozza a pozitiv toltésti granuldris fehérjéknek a negativ toltésii maghdartydhoz torténd
vandorlasat. gy az etanol-fixalt neutrophil preparitumokon tipusos P-ANCA esetén észlelhetd, valéjaban
miterméknek tekinthetd perinukledris mintdzat helyett az antigén valédi elhelyezkedésének megfeleléen
diffiz citoplazmatikus fluoreszcencia alakul ki. Atipusos P-ANCA esetén, etanol-fixdlt preparitumokon a
sejtmag periférids részén széles, inhomogén, gytirtiszert festddés lathat, mely intranukledris terjedést nem
mutat. Az antigén feltehet6leg a neutrophil granulocitik maghartydjéban talalhat6. Az atipusos P-ANCA dltal
felismert nukledris antigén elhelyezkedését a formalin-fixdlds nem befolydsolja. Az etanol-fixalt
prepardtumokon lathat6 festddési mintdzata a formalinos preparditumokon vagy gyenge perinukledris festédés

formdjidban megmarad, vagy pedig teljesen eltlinik.
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Etanol fixalas: P-ANCA

Etanol fixalas: atipusos P-ANCA
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Formalin fixdlas: P-ANCA

Formalin fixalas: atipusos P-ANCA



Anti-nuklearis antitest (ANA) meghatarozas

Az anti-nukledris antitest meghatdrozdsokat HEp-2 sejteken (ANA-Hep-2) 1:40
ardnyban higitott szérummintdkbdl, IIF médszerrel (ImmuGlo, IMMCO Diagnostics, Inc.,
Buffalo, NY) végeztiik. Az eredményeket IIF mikroszképban 400-szoros nagyitas mellett
értékeltiik.

Coeliakia specifikus autoantitestek meghatarozasa (endomysium [EMA] és
transzglutaminaz [anti-TG] elleni antitest)

Az IgA és IgG osztilyd EMA vizsgilatok huméan koldokzsinér szubsztraton IIF
moédszerrel a kordbban mar ismertettek szerint torténtek®. Az anti-TG antitest
meghatdrozast ELISA-val végeztiik, Escherichia coli-ban termeltetett humédn rekombinédns

. ke 189,90
antigén felhasznalasaval 2,

7.3 Genetikai vizsgalo eljarasok

A genetikai vizsgdlatokat a betegeknél mér kordbban elvégezték. Teljes vérbdl torténd
DNS szepardlast kovetéen a TLR4 D299G polimorfizmust PCR-RFLP segitségével
hatdroztdk meg. A NOD2/CARDI1S esetén a lehetséges muticidkat (single nucleotide
polymorphism [SNP] 8, SNP12, és SNP13) denaturdlé nagyteljesito-képességti folyadék
chromatographia (DHPLC) segitségével vizsgaltdk ¢és direkt szekvendldssal
bizonyitottékzl. A HLA DQ allélok meghatirozdsa szekvenciaspecifikus primerek

felhaszndlasaval, PCR segitségével tortént’".

Statisztikai analizis

A szeroldgiai vizsgalatok esetén a normalitds vizsgdlatot Shapiro Wilk’s W test
segitségével végeztiik. Az IBD betegek és a kontrollok, valamint az egyes IBD alcsoportok
adatainak Osszehasonlitisara T-probat kiilonb6z6 variancidju csoportokra, Fischer-exact-
tesztet, illetdleg X2—pr(’)bét alkalmaztunk helyenként Yates-korrekciéval, OR-t hataroztunk
meg 95% Cl-val. A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az atipusos P-ANCA,

ASCA és a két antitest kombindcidjanak esetén is szenzitivitdst, specificitdst, pozitiv
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prediktiv értéket (PPV) és negativ prediktiv értéket (NPV) szadmoltunk, hogy
meghatdrozzuk az adott antitestek és azok kombindcidjdnak prediktiv értékét a colitis
ulcerosa, Crohn-betegség, izolélt colon lokalizici6éju Crohn-betegség és a kontroll csoport
elkiilonitésében. Amennyiben sziikséges volt, meghataroztuk a prevalenciat, és hasznaltuk
a szamitasokban. A genetikai és klinikai adatok Osszehasonlitdsara logisztikus regressziot
alkalmaztunk, az eredményeket OR és 95% CI formdjdban fejeztiik ki. A p <0,05 értéket

tekintettiik szignifikansnak.

7.4 Etikai engedélyek

A vizsgédlatokat minden esetben a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum és a Semmelweis Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaganak
engedélyével végeztik (81/2003; DEOEC RKEB/IKEB: 2595/2007, 2006/2007,
2601/2007). A betegek és a kontroll személyek a vizsgalatokrdl részletes szdbeli és irasbeli

tajékoztatast kaptak és aldirtdk a beleegyezo nyilatkozatot.

7.5 Anyagi forrasok

A tanulmédnyok Mecenatira (11/2005), OTKA (T43003, K61868), ETT (347/2006,
041/2006) palyazatok, EU Marie Curie Mobility Grant MRTN-CT-2006-036032
(TRACKYS), Richter Gedeon a Gasztroenteroldgiai Kutatisért Palyazat (2007), a Debreceni
Régi6 Gasztroenteroldgusainak Kozhaszni Egyesiilete, valamint az INOVA Diagnostics

tdmogatasaval torténtek.

7.6 Betegek kivalasztasa

7.6.1 Haptoglobin polimorfizmus vizsgalathoz

L tanulmdny: A vizsgdlatban 712 egymadssal rokonsiagban nem allé coeliakias beteg
vett részt (357 gyerek és 355 felndtt, median életkor: 17 év [tartomdny: 2-85], median
életkor a diagnéziskor: 7 év [tartomany: 1-85], férfi/nd arany: 233/479).

A coeliakia diagnézisat a vékonybélbiopsids mintdban észlelt crypta hyperplasiaval

jaré silyos boholyatréfia (Marsh IIT tipust 16zi6)°* és az emelkedett anti-TG elleni antitest
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szint és /vagy EMA jelenléte alapjan allitottuk fel”™>. Azokat a betegeket, akiknél nem allt
rendelkezésre szeroldgiai vizsgdlati eredmény, csak akkor vontuk be a vizsgdlatba, ha a
diagnézist a klasszikus glutén terheléses teszt”* és a HLA-DQ2 vagy DQS8 haplotipusok
jelenléte is megerdsitette. A dermatitis herpetiformist akkor tekintettiik bizonyitottnak, ha a
bér direkt immunfluoreszcens vizsgélata a bdr papilldiban IgA depozitumokat mutatott™.
A klinikai adatokat a kezeldorvosok dltal kitoltott részletes kérddiv alapjan nyertiik. Az
adatok a kovetkezoek voltak: nem, aktudlis életkor, életkor a diagnézis feléllitaskor és a
betegség klinikai megjelenési formaja az alabbi kategoridk szerint: (i) stlyos generalizalt
malabszorpcié (a kovetkezd ot tiinet koziil legalaibb négynek a megléte: hasmenés,
puffadas, stlygyarapodas elmaraddsa vagy fogyds, hypoproteinemia) vagy fejlodésbeni
visszamaradds; (ii) nem specifikus gasztrointesztindlis tiinetek, melyek az 4ltalanos
allapotot, vagy szomatikus fejlodést nem befolydsoljak (hasmenés, székrekedés, puffadis,
visszatérd hasi féjdalom, vagy hdnyds, reflux oesophagitis); (iii) vashidnyos anémia
kiilonosebb gasztrointesztindlis panaszok nélkiil; (iv) dermatitis herpetiformis; (v) silent
forma (populdcidsziirés); (vi) egyéb (autoimmun betegségek, csontok csokkent dsvanyi
anyag tartalma, mdjbetegség, neuroldgiai korképek). A betegeket a diagndzis feldllitaskor a
klinikum, a laboreredmények [-2SD (standard deviicid) életkornak megfeleld] és a
novekedési gorbék [-2SD életkornak megfeleld] alapjan prospektiv médon soroltuk be a

fenti csoportokba.

Il tanulmdny: A vizsgalatban 511 egymadssal rokonsdgban nem 4all6 IBD beteget
(Crohn-beteg: 468, életkor: 36,5£12,7 év, férfi/nd arany: 233/235, betegségtartam: 8,2+6,7
év és colitis ulcerosas: 43, életkor: 38,7+15,7 év, férfi/nd arany: 22/21, betegségtartam:
9,6+10,6 év) vizsgaltunk. A Crohn-betegek klinikai adatait a 4. tablazat tartalmazza.

Az IBD diagnézisanak feldllitisa a Lennard-Jones altal leirt (klinikai, endoszképos,
radiol6giai és kérszovettani) kritériumok alapjan tortént®. A betegek adatainak rogzitését a
gondozé gasztroenteroldgus szakorvos végezte eldre elkészitett kérdoiv kitoltésével, mely
tartalmazta a beteg nemét, az aktudlis és a betegség felismeréskori életkort, az
extraintesztindlis tiinetek jelentkezését (arthritis: periférids, axidlis; szemészeti
szovédmények: conjunctivitis, uveitis, iridocyclitis; borelvdltozdsok: erythema nodosum,
pyoderma gangrenosum; majszovédmények: PSC; a relapszusok gyakorisigit (gyakori
relapszus:  >1/8v), a gydgyszeres kezelés hatékonysdgat (szteroid és/vagy
immunszuppressziv szerek alkalmazdsanak sziikségessége, szteroid-rezisztencia az ECCO

[European Crohn’s and Colitis Organisation] Konszenzus Report alapjain%, vagy az
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infliximab kezelésre adott rovid-tdvi valasz), a sebészeti beavatkozds sziikségességét
(reszekcidés miitétek), a csaladi IBD el6forduldst, a dohdnyzési szokdsokat. Tovabbd a
periandlis szovOdmény jelentkezését is rogzitettilk. A betegség klinikai osztilyozdsat
(betegség felismeréskori életkor, a betegség lokalizicidja, viselkedése) a bécsi
klasszifikacio szerint Végeztiik97 (240 év [A1], >40 év [A2]; termindlis ileum [L1], colon
[L2], ilecolicus [L3], fels6 tapcsatornai [L4] érintettség; gyulladdsos [nem stenotizal6, nem
penetrald] [B1], stenotizdlé [B2] vagy penetrdlé [B3] betegségforma). Colitis ulcerosa
esetén a betegség kiterjedését a kovetési id6 alatt észlelt legnagyobb kiterjedés alapjan
hatdroztuk meg. A betegség lefolydsat kronikus kontinuusnak tekintettiik, ha a relapsusok
szama évente >1 volt.

A tanulmanyba torténd bevonads feltétele volt, hogy a végleges diagndzis felallitasatol
legaldbb egy év elteljen, a beteg folyamatos ellen6rzés alatt alljon és két évnél ne legyen

régebbi a tdpcsatorna endoszkdpos és szovettani vizsgalata.

A kontroll csoport 384 egészség egyénbdl allt (medidn életkor: 38 év [tartomany: 17-

69], férfi/né ardny: 192/192). A kontroll egyének esetén részletes belgydgyaszati fizikalis
vizsgélat, vérnyomdsmérés és rutin laboratériumi vizsgalatok torténtek az esetleges rejtett

betegségek kizardsara.

7.6.2 Szerologiai vizsgalatokhoz

A vizsgalatban 653, egymadssal rokonsdgban nem 4116 IBD beteget (Crohn-beteg: 558,
férfi/né ardny: 263/295, életkor: 36,3+ 12,6 év, betegségtartam: 8,1+10,7 év és colitis
ulcerosds: 95, férfi/nd ardny: 44/51, életkor: 39,7+£14,5 év betegségtartam: 8,9+9,8 év) és
100 korban- és nemben egyezd egészséges kontroll egyént vizsgaltunk (férfi/nd arény:
47/53, életkor: 36,6+ 9,1 év). Az IBD diagndzisanak feldllitisa a fentiekben ismertetett
modon tortént (7.6.2.1). A Crohn-betegek klinikai adatait a 6. tablazat tartalmazza. Az
Osszehasonlit6 ANCA vizsgélatokhoz 108 Crohn-beteg és 96 colitis ulcerosds beteg

szérumat hasznaltuk fel.
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8. Eredmeények

8.1 Haptoglobin polimorfizmus vizsgalata

8.1.1 Haptoglobin polimorfizmus: uj genetikai kockazati tényezé a coeliakia
kialakulasaban és klinikai megjelenési formaiban

A Hp molekula hiarom f6 fenotipusa kiillonb6zé mértékil antioxidans, scavenger €s
immunmodulans tulajdonsdggal rendelkezik, és ezek kapcsolatot mutatnak kiilonféle
gyulladdsos betegségek és autoimmun korképek koérlefolydsdaval. Coeliakidban egy egész
sor gyulladdsos folyamat zajlik, noha ezen eseményeknek a primer és szekunder szerepe
mindmdig vitatott. Ezért tartottuk fontosnak azon hipotézis vizsgdlatit, hogy a Hp
polimorfizmus szerepet jdtszik-e a coeliakia patogenezisében és a betegség klinikai
megjelenésében. A Hp polimorfizmus és a coeliakia kapcsolatival eddig minddssze
egyetlen rovid kozlés foglalkozott az 1970-es évek elejérdl, mely szerint a Hp/-1 fenotipus
eléforduldsa gyakoribb coeliakidval tarsult dermatitis herpetiformisban, a rendelkezésre
all6 adatok azonban hiényosakgg.

Nagyszamd, a tiinetek teljes spektrumat reprezentalé coeliakids betegek bevondsaval
vizsgéltuk a Hp polimorfizmus megoszlasit és annak esetleges kapcsolatit a betegség
klinikai megjelenési formajaval. A 712 betegbdl 234 (32,9%) esetben a diagndzis
felallitasa sulyos generalizalt malabszorpcid vagy fejlédésbeni visszamaradas, 162 (22,8%)
esetben altaldnos leromlast nem okozé gasztrointesztindlis tiinetek, 67 (9,4%) esetben
vashidnyos anémia, 111 (15,6%) esetben dermatitis herpetiformis, 87 (12,1%) esetben
pedig egyéb tiinetek miatt tortént. Otvenegy betegben (7,2%) a betegség silent formdajara
szlirés kapcsan deriilt fény.

A coeliakids betegekben a Hp2-1 tipus eldforduldsa szignifikdnsan gyakoribb volt
(56,9%), mint az egészséges populdciéban (46,1%, OR: 1,54, 95%CI: 1,20-1,98;
p=0,0006). A Hp fenotipus megoszlasokat és le allél frekvencia értékeket az 1. tablazat

tartalmazza.
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1. tablazat Haptoglobin (Hp) fenotipusok és a Hp allélok gyakorisaga coeliakiaban és

egészséges egyénekben.

Osszevetés az egészséges kontroll

csoporttal
N=384
Hp OR P
(%) (95%CI)
Coeliakia | Hpl-1 71 44 0,86 0,44
N=712 (10,0%) | (11,5%) | (0,57-1,30)
Hp2-1 405 177 1,54 0,0006
(56,9%) | (46,1%) | (1,20-1,98)
Hp2-2 236 163 0,67 0,0023
(33,1%) | (42,4%) | (0,52-0,87)
Hpl
allél 0,3841 0,3451 1,18 0,3265
frekvencia (0,98-1,42)

OR: Odds ratio

xz- vagy Fisher’s exact teszttel

Az egészséges kontroll populdcié Hp fenotipus megoszlidsa megegyezett a korabbi,

1" és a nem,

25439 magyar egyént magaba foglalé populdcids szintli felmérés adataiva
valamint az életkor nem befolydsolta. A Hpl és Hp2 allélok a kontroll csoportban
megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensulynak.

A coeliakids betegek— akiknél a HLA eredmények rendelkezésre alltak (n=228) -
mindegyike, legalabb egy DQ2 vagy DQS8 allélt hordozott; a magas rizikéval jaré DQ
genotipusok el6forduldsi ardnya (DQB1%#0201/%0201 [DR3;DQ2/DR3;DQ2] vagy
DQB1*0201/%0202 [DR3;DQ2/DR7;DQ2]) a hiarom kiilonbozé Hp tipus esetén azonos
volt (HpI-1: 40,0%, Hp2-1: 40,7%, Hp2-2: 38,8%), mely azt mutatja, hogy a HLA-
asszocidlt hajlamosité tényezOk el6forduldsa nem volt gyakoribb a Hp2-/-es coeliakids
csoportban. A kontroll csoport esetén HLA-DQ vizsgalatokat nem végeztiink.

A betegség klinikai megjelenési formdinak eltér6 megoszldsat észleltik a harom
kiilonb6z6 Hp genotipusi csoportban (5. abra és 2. tablazat). A Hp2-2-t hordoz6

személyeknél a sulyos, malabszorpcidval vagy fejlédésbeni visszamaradassal jelentkezd

klinikai betegség kockazata magasabb volt (OR: 2,21 95%CI: 1,60-3,07), mig a nem-

37



specifikus vagy enyhe gasztrointesztindlis tiinetekkel jaré forma (OR: 0,38, 95%CI: 0,25-
0,58) vagy a silent betegség joval ritkdbban fordultak elé (OR: 0,35 95%CI: 0,16-0,76) a
masik kétféle Hp fenotipust hordozd csoporthoz képest. Az dsszes Hp2-2 tipusu coeliakids
beteg koziil a betegség klinikai megjelenése 44,9%-ban volt malabszorpcié vagy
fejlodésbeni visszamaradds; ez szignifikdnsabb gyakoribb volt, mint a teljes coeliakids
csoportban (32,9%, p=0,0008) vagy a masik két Hp fenotipusi csoportban (26,9%,
p<0,0001). Hasonloképpen, az Osszes malabszorpciéval vagy fejlédésbeni
visszamaraddssal diagnosztizalt coeliakids beteg 45,3%-a volt Hp2-2 fenotipusud, annak
ellenére, hogy a Hp2-2 fenotipus eléfordulasa coeliakidban alacsonyabb volt, mint az
egészségesek kozott (p=0,0023).

A nem-specifikus vagy enyhe gasztrointesztindlis tiinetekkel jelentkezd betegekben és
a sziréssel felfedezett esetekben erds Hp2-1 tulsily volt észlelhetd (69,1% és 72,5%) a
teljes coeliakids csoporthoz képest, mig a Hp2-2 el6forduldsa ritkabb volt.

A dermatitis herpetiformis el6fordulds gyakoribb volt a Hp/-1 csoportban (22,5%) a
madsik két Hp csoporthoz (14,8%; p=0,118) és a teljes coeliakids csoporthoz (15,6%;
p=0,131) hasonlitva, a kiilonbségek azonban nem bizonyultak szignifikdnsnak. A
dermatitis herpetiformisos betegek mindossze 14,4%-a volt Hpl-I tipusi, mig a
nagytobbségiik szintén a Hp2-/ csoportba tartozott.

A vashianyos anémia és az egyéb klinikai megjelenési formak el6forduldsi ardnya a
harom kiilénb6z6 Hp fenotipusu csoportban azonos volt, tovabba megoszlasuk a teljes
coeliakias csoporttél sem tért el.

A 3. tablazat az egyes Hp fenotipusok esetén a coeliakia kiillonboz6 klinikai
megjelenési formdinak esélyét foglalja 6ssze.

Nem volt 6sszefiiggés a Hp fenotipusok és a diagndziskori életkor kozott. Tovabba a

férfi/ndi arany is megegyezett a harom kiilonbozé Hp csoportban (2. tablazat).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a Hp2-1 fenotipus szignifikinsan
gyakoribb volt a magyar coeliakias betegek korében a Kkontroll populaciéval
osszehasonlitva. A Hp2-2 jelenléte azonban silyosabb betegséglefolyasra
hajlamositott. Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a Hp polimorfizmus
vagy egyéb tarsult polimorfizmusok szerepet jatszanak a betegségre valo fogékonysag
kialakulasaban, tovabba médédosité tényezéként szerepelhetnek a betegség

lefolyasaban.
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2.tablazat A hatoglobin (Hp) fenotipusok megoszlasa a coeliakia eltéré klinikai

megjelenési formaiban.

Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2 Total
n=71 n=405 n=236 n=712
(10%) (56,9%) (33,1%) (100%)
Férfi/nd 22/49 126/279 85/151 233/479
Atlagéletkor a diagnosis 10,79+£10,04 8,24+7,86 8,61+8,98 8,61+8,52
felallitasakor (évek)
Hp tipusok megoszlasa a klinikai megjelenési formak szerint
Silyos 13 115 106 234
malabszorpcié/ (5,6%)% (49,1%)* (45,3%)% (100%)
fejlédésbeni
visszamaradas, n
Nem-specifikus 20 112 30 162
gasztrointesztinalis (12,4%)* (69,1%)* (18,5%)* (100 %)
tilnetek, n
Vashidnyos anémia, n 5 39 23 67
(7,5%) (58,2%) (34,3%) (100%)
Dermatitis herpetiformis, n 16 60 35 111
(14,4%) (54,1%) (31,5%) (100%)
Egyéb, n 11 42 34 87
(12,6%) (48,3%) (39,1%) (100%)
Silent forma 6 37 8 51
(populacidsziirés) , n (11,8%)* (72,5%)* (15,7%)* (100 %)

& p<0,0001, * p= 0,005

xz- vagy Fisher’s exact teszttel
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5. abra A coeliakia klinikai megjelenési formai a Kiilonb6zé haptoglobin (Hp)

fenotipusok esetén.

GI= gasztrointesztinalis
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O Silent betegség

8 Egyéb tinetek
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0 Dermatitis herpetiformis
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m Sulyos malabszorpcié
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3. tablazat A kiilonbo6z6 klinikai megjelenési formak esélye az egyes haptoglobin (Hp) fenotipus esetén coeliakias betegekben.

Klinikai tiinetek Hp1-1 vs. nem HpI-1 Hp2-1 vs. nem Hp2-1 Hp2-2 vs. nem Hp2-2
OR 95%CI p OR 95%CI p OR 95%CI p

Stlyos malabszorpcié/ 0,43 0,23-0,79 0,005 0,63 0.46-0.86 0,0035 2,21 1,60-3,07 <0,0001
fejlédésbeni visszamaradds
Nem-specifikus 1,38 0,80-2,39 N.S. 1,97 1.35-2.65 0,0004 0,38 0,25-0,58 < 0,0001
gasztrointesztindlis tiinetek
Vashidnyos anémia 0,71 0,27-1,82 N.S. 1,06 0.64-1.77 N.S. 1,06 0,62-1,8 N.S.
Dermatitis herpetiformis 1,67 0,92-3,04 N.S. 0,873 0.58-1.31 N.S. 0,92 0,59-1,42 N.S.
Egyéb 1,36 0,69-2,71 N.S. 0,67 0.43-1.06 N.S. 1,34 0,85-2,13 N.S.
Silent forma 1,22 0,50-2,98 N.S. 2,104 1.12-3.97 0,0192 0,35 0,16-0,76 0,005
(populdcidsziirés)

NS= nem szignifikans
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8.1.2 Haptoglobin polimorfizmus kapcsolata a Crohn-betegség viselkedésével és
extraintesztinalis manifesztaciéival

A Crohn-betegség patofiziologidjdban egyre inkdbb el6térbe keriill az az djszerli
szemlélet, miszerint a dontd fontossdgi elsd 1épés az innate immunitdsban észlelhetd
defektus lenne, és ennek kovetkezményeként alakulna ki az adaptiv immunitds zavara. A
Hp-nak mind az innate mind pedig az adaptiv immunrendszer szabdlyozdsdban betoltott
komplex, esetenként fenotipusfiiggd szerepe, valamint a granulomatosus fertézések
lefolyasara kifejtett hatdsa alapjan felmeriilhet az IBD patogenezisével vagy annak
koérlefolyasaval vald kapcsolata is. Ugyanakkor a Hp polimorfizmus megoszlasrél IBD
betegek vonatkozasaban csak kevés adat ismert. Mindossze egy, a Th1/Th2 orientici
genetikai hatterét vizsgdld tanulmany részeként keriilt sor 28 Crohn-betegben a Hp
fenotipus-megoszlas meghatérozéséramo.

Multicentrikus tanulmanyunkban magyar IBD betegekben, elsdsorban Crohn-
betegekben vizsgdltuk a Hp polimorfizmus megoszlast és annak esetleges kapcsolatit a
betegség klinikai megjelenésével, a kezelésre adott vilasszal és az extraintesztindlis
manifeszticiokkal. Vizsgéltuk tovdbbd a Hp kapcsolatit mdés genetikai tényezdkkel
(NOD2/CARD15 muticiokkal illetdleg a TLR4 D299G polimorfizmussal) is.

Crohn-betegségben a Hpl allél szignifikdnsan gyakrabban fordult eld a kontroll
egyénekhez képest (0,395 vs. 0,345; OR: 1,24, 95% CI: 1,02-1,51, p=0,03) (5. tablazat), a
Hp fenotipus megoszlds azonban nem kiilonbozott a vizsgalt IBD csoportokban a kontroll
populéciétdl (4. tablazat). A Crohn-beteg csoportban egyetlen ahaptoglobinaemids (Hp 0-
0) esetet észleltiink.

A Hp polimorfizmus nem mutatott Osszefiiggést Crohn-betegségben sem a betegség
kezdete kori életkorral, sem a betegség fenndlldsdnak idStartamdval, sem pedig a csalddi
IBD gyakorisdggal. Nem volt hatdssal a betegség lokalizacidjara. A Hp fenotipusok €és a
perianalis manifesztici6 kozott sem volt 6sszefiiggés kimutathato.

A betegség viselkedése azonban kapcsolatban allt a Hp polimorfizmussal: a 2-1
fenotipus esetén a gyulladdsos (nem stenotizdld, nem penetrald) forma [B1] eléforduldsa
szignifikdnsan gyakoribb volt (44,9%) a masik két Hp fenotipushoz viszonyitva (I-1:
36,6%, 2-2: 34,3%) (ORBip2-1 vs cgyen: 2,06, 95%CI: 1,29-3,28), mig a stenotizalé forma
[B2] eléfordulasa ritkdbb (2-1: 20,3%, 1-1: 32,4%, 2-2: 32,5%; p=0,04). A penetral6 [B3]



forma el6forduldsa mindharom fenotipus esetén azonos volt (I-1: 29,6%, 2-1: 34,8% 2-2:
32,5%). A relapszusok gyakorisdga nem kiilonbozott a fenotipusok alapjén.

Az extraintesztindlis manifeszticiok koziil PSC vonatkozédsaban jelentds kiilonbséget
taldltunk a kiilonféle Hp fenotipusok esetén. A 18 PSC-s betegbdl egyetlen esetben sem
fordult el [-I Hp fenotipus. Ezen megfigyelésiinket egy nagyobb szamu PSC
betegcsoportban is meg tudtuk erdsiteni (n=63) (Hp/-1: 0%, Hp2-1: 52,4%, Hp2-2: 47,6%,
ORHp;-1 vs. egyen: 0,06, 95%CI: 0,003-0,99; p= 0,0012).

Crohn-betegségben a Hp polimorfizmus nem mutatott kapcsolatot, a szteroid- és az
azathioprin-kezelés sajatossagaival illet6leg a sebészeti beavatkozasokkal.

Nem volt osszefiiggés a Hp fenotipusok és a TLR4 D299G polimorfizmus kdzott sem.
A NOD2/CARD15 gén LRR régidéjaban 1év6é harom 6 muticié koziil az SNP 12 az [-1
fenotipus esetén szignifikdnsan gyakrabban fordult el6 (14,3% [9/63]), mint a masik két
fenotipus esetén (2-1: 3,6% [7/186], 2-2: 6,1% [9/138]) (p=0,025), az SNP 8 és 13-al nem
talaltunk kapcsolatot.

Colitis ulcerosdban fenotipus-genotipus kapcsolatot nem taldltunk, igaz az esetszdm

kicsi volt (adatokat nem mutatjuk).
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4. tablazat Crohn-betegek klinikai adatai a haptoglobin (Hp) fenotipusok szerint.

Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2 Osszes
(n=71) (n=227) (n=169) (n=468)
Nem (férfi/né) 37/34 110/117 86/83 233/235
Eletkor (évek) 36,2+12,7 36,0+12,7 37,4+12,6 36,5+12,7
Eletkor a betegség 28,3+11,8 27,7+12,1 29,2+11,2 28,2+11,7
kezdetekor (évek)

Betegségtartam (évek) 8,6+6,1 8,3+7,1 8,1+6,5 8,3+6,7
Csaladdi IBD 12 (16,9%) 23 (10,1%) 23 (13,6%) 58 (12,4%)
el6fordulds’

Lokalizdcié'
L1 16 (22,5%) 55 (24,2%) 42 (24,9%) 113 (24,1%)
L2 18 (25,4%) 53 (23,3%) 44 (26,0%) 116 (24,8%)
L3 35 (49,3%) 115 (50,7%) 80 (47,3%) 230 (49,1%)
L4 2 (2,8%) 4 (1,8%) 2 (1,2%) 8 (1,7%)
Viselkedés'
B1 26 (36,6 %) 102 58 (34,3%) 186 (40,4 %)*
B2 23 (32,4%) | (44,9%) 55 (32,5%) 125
B3 21 (29,6%) 46 (20,3%) 55 (32,5%) (26,7 %)**
79 (34,8%) 155 (33,1%)
Perianilis 16zi6" 21 (29,6%) 64 (28,2%) 46 (27,2%) 131 (28,0%)
Gyakori relapszusl 25 (35,2%) 96 (42,3%) 73 (52,5%) 194 (41,6%)
Extraintesztinalis
tlinetek
21 (29,6%) 73 (32,1%) 56 (33,1%) 150 (32,1%)
Arthritis'
Szem' 6 (8,5%) 22 (9,7%) 10 (5,9%) 38 (8,1%)
Erythema nodosum, 5 (7,0%) 19 (8,4%) 13 (7,7%) 37 (7,9%)
pyoderma1
PSC! 0 (0,0%) 7 (3,1%) 11(6,5%) | 18 (3,8%)***
Szteroid kezelés/ 60 (84,5%) 187 (82,4%) 145 (85,8%) 393 (84,0%)
refrakter’ 10 (14,1%) 18 (7,9%) 14 (8,3%) 42 (9,0%)
Azathioprin kezelés 47 (66,2%) 146 (64,3%) 111 (65,7%) 305 (65,2%)
Reszekcids miitétek’ 25 (35,2%) 89 (39,2%) 72 (42,6%) 186 (39,7%)
Tobbszords reszekcid! 8 (11,3%) 21 (9,2%) 22 (13,0%) 51 (10,9%)
Dohényzas (n)
nem 46 135 88 270
igen 20 75 61 156
korabban 5 17 19 41
NOD2 (n=404)
carrier 21 (33,3%) 58 (30,1%) 44 (29,9%) 123 (30,4%)
non-carrier! 42 (66,7%) 135 (69,9%) 103 (70,1%) 281 (69,6%)
TLR4 D299 (n=404)
carrier 7 (12,5%) 22 (11,4%) 11 (7,5%) 41 (10,1%)
non-carrier! 56 (87,5%) 171 (88,6%) 136 (92,5%) 363 (89,9%)

h (%)

Lokalizacid: L1: termindlis ileum, L2: colon, L3: ilecolicus, L4: felsd tapcsatornai érintettség

Viselkedés: B1: gyulladdsos [nem stenotiz4l6, nem penetrdld], B2: stenotizald, B3: penetrdl6 betegségforma

* ORBal2-1 vs egyébe 29063 95%CI: 1929'3’28; e P B2Hp-2-1 vs egyébs 0904; e p= 0’039

a kontrollhoz képest
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5. tablazat Haptoglobin (Hp) fenotipusok és a Hp allélok gyakorisaga Crohn-

betegekben, colitis ulcerosasokban és egészséges egyénekben.

Esetek Hpl-1 Hp2-1 Hp2-2 Hpl1
allél
Crohn- 468 71 227 169 0,3951%*
betegség, n (100,0%) (15,2%) (48,5%) (36,1%)
(%)
Colitis 43 4 23 16 0,3140
ulcerosa, (100,0%) (9,4%) (53,5%) (37,2%)
n (%)
Kontrollok,
n (%) 384 44 177 163 0,3451%
(100,0%) (11,5%) (46,1%) (42,4%)

* OR:1,24, 95%CI: 1,02-1,51, p=0,03 a kontrollhoz képest

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a Hpl allél szignifikinsan gyakrabban
fordult elé6 magyar Crohn-betegekben, a Hp fenotipusok pedig a betegség
viselkedésével és a PSC gyakorisagaval mutattak Osszefiiggést, ami a Hp
polimorfizmus vagy egyéb tarsult polimorfizmusok betegségmddosité szerepére

utalnak Crohn-betegségben.

8.1.3 Megbeszélés

Tanulmanyunk az elsé az irodalomban, mely nagyszamu coeliakids és Crohn-beteg
csoportban vizsgalta a Hp genetikai polimorfizmusanak szerepét egyrészt a betegségre valé
fogékonysdgban, madsrészt a klinikai fenotipus kialakitdsiban. A Hp fenotipusok
azonositdsira egy konnyen kivitelezhetd gélelektroforézis mdédszert hasznaltunk, mivel
altaldnosan elfogadott, hogy a Hp fenotipusok megegyeznek a mogottes genotl’pusokkal3 7
Coeliakids betegekben a Hp2-1 fenotipus/genotipus el6forduldsit szignifikdnsan
gyakoribbnak taldltuk az egészséges kontroll populdciéhoz képest. Egyetlen, ovarium

carcinomds betegekkel foglalkoz6 klinikai tanulmanyt leszdmitva'®', nem ismert olyan
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adat, amely barmely betegség és a Hp2-1 kapcsolatira utalna. Ezzel szemben a Hpl-/
(asthma bronchiale, atopids dermatitis72, krénikus hepatitis C virusfertézés'®  és
me’ljcirlrhosis103 ) vagy a Hp2-2 (diabéteszes betegek vascularis szbvc’idményei34,
esszencidlis hipert(’)niam, vagy elOrehaladott és terdpiarezisztens tuberculosis'®) szamos
betegséggel Osszefiiggésbe hozhat6. Az autoimmun betegségekkel foglalkozé néhdny
kozlemény kis betegszdmi vizsgdlatokon alapul és az eredmények gyakran
ellentmondésosak*"*®.

Friss irodalmi adatok arra utalnak, hogy a Hp befolyasolhatja a Th1/Th2 egyensilyt,
mely egy olyan ujabb részlet, ami segithet a coeliakia komplex patogenezisének
megértésében. A lamina propria CD4+ T-sejtjeinek gliadin peptidek hatdsara bekovetkezd
aktivicidja HLA-DQ2 vagy DQ8 molekuldk jelenlétében a coeliakia patogenezisének
egyik kulcslépése, ahol az IFN-y alapvet6 fontossagi (Thl dominanciaji folyamat)'®. A
Hp in vitro koriilmények kozott serkenti a Th1 valaszt azéltal, hogy jelentdsen csokkenti a
Th2-tipusu citokin kidramlast, melyet Hp'/ " egerekben in vivo adatok is aldtdmasztanak. A
kisérleteket /-7 és 2-1 fenotipusi Hp molekuldk keverékével végezték, és nem volt jelen 2-
2 molekula'”.

A Hp polimorfizmust nagyszdmu IBD betegben vizsgilva, a Hpl allél prevalenciajat
szignifikdnsan gyakoribbnak taldltuk Crohn-betegekben, a Hp fenotipus megoszlas
azonban nem kiilénbozott az egészséges kontroll populdcidban észlelt megoszlastdl,
ugyanakkor a betegség bécsi klasszifikdcié’' szerinti gyulladdsos formdjdban [nem
stenotizdld, nem penetrdld; B1] a Hp2-1 fenotipus eléforduldsa szignifikdnsan magasabb
volt, a stenotizdlé [B2] formdhoz képest. Sajat megfigyelésiink eltér attdl az egyetlen
irodalmi adattdl, mely szerint Crohn-betegségben Hp/-1 fenotipusi egyént nem taldltak.
Bottini és mtsai tanulményukban azonban minddssze 28 Crohn-beteget vizsgaltak'™.
Erdekes médon a myosin IX gén coeliakidra hajlamosité allél variansai Crohn-betegekben
szintén kimutathatéak voltak'"’”, feltehetéen azoknak a gyulladdsos folyamatokat elésegité
tulajdonsagaik miatt. A Hp/-/ Onmagidban inkdbb Th2-asszocidlt betegségekre
hajlamosithat, és in vitro koriilmények kozott a Hp2-2-hoz képest nagyobb mértékben
fokozza az anti-inflammatorikus IL-6 és IL-10 termelédését' ™.

A coeliakia és a Hpl és Hp2 allélokra heterozigdta allapot kozotti kapcesolat
meglehetésen szokatlan és tovdbbi magyardzatra szorul, miért is hajlamosit jobban a
betegség kialakuldsdra a Hpl és Hp2 homozigéta formakhoz képest. Ehhez fontos lehet az

a tény, hogy a Hp2-1 genotipusi egyénekben termelddd linedris polimerek molekularis
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szerkezete jelentdsen kiilonbozik mind a Hp2-2, mind pedig a Hpl-1 gentotipus esetén
keletkez6 Hp molekuldkétdl és feltehetdleg mitkodését tekintve is eltér azoktdl.

In vitro és in vivo eredmények egyardnt aldtdimasztjdk az eltéré Hp fenotipusok
kiilonbozé mértékli antioxidadns, scavenger és immunmodulédns tulajdonsdgait. Sajnélatos
moédon a Hp mitkodését vizsgald tanulméanyok tobbsége csak a Hpl-1 és Hp2-2 fenotipust
molekuldk jellegzetességeit hasonlitotta dssze, és alig néhany foglalkozott tisztitott Hp2-1
molekuldval'’. Eppen ezért csak kevés informéci6 all rendelkezésre a Hp2-1 molekula
valédi viselkedésér6l ¢és annak feltételezett intermedier hatdsa egyaltalin nem
megalapozott. A Hp2-/ mind az /-, mind pedig a 2-2 molekula bizonyos szerkezeti
jellegzetességeit hordozza. Egyrészt megtaldlhatok benne a Hp2-2-re jellemz0 nagy
molekulatomegii polimerek, ugyanakkor a molekula két végén egy-egy alf alegységet
hordoz. A szerkezeti jellegzetességeknek megfeleloen elképzelhetd hogy a Hp2-1 bizonyos
funkcidk tekintetében inkdbb a Hp/-/, mig masokban a Hp2-2-vel mutat hasonlésdgot.

A coeliakia klinikai megjelenése rendkiviil védltozatos, a betegség egyarant jelentkezhet
gyermek- ¢és felnottkorban, és kiilonféle szervrendszereket érinthet. A coeliakia
koérlefolyasara jellemzd, hogy kezdetben a beteg teljesen tiinet- és panaszmentes lehet és a
betegségre jellegzetes klinikai kép csak késébb fejlédik ki'®. Tovabba a klinikai képet
kezdetben domindlé tiinetek is véltozhatnak a betegség lefolydsa sordn, ami tovdbb
neheziti a betegség megjelenési formdiért felelés tényezOk azonositisit. Eppen ezért
vizsgdlatunkban csak néhdny, egymastdl jol elkiilonithetd kategériat allitottunk fel a
betegség megjelenéskor észlelt tiinetek alapjdn, melyekbe a betegeket a diagndzis
felallitasakor prospektiv médon soroltuk be.

A tanulmidnyunkban szerepld betegcsoport elég nagy volt ahhoz, hogy ne csak a
kifejezett malabszorpcids tiinetekkel jelentkezd, hanem a tiinetmentesen kisziirt, vagy
enyhe tiinetekkel bird betegek is kelloképpen reprezentdlva legyenek, amiben szerepet
jatszott a résztvevd klinikai kozpontok széleskori diagnosztikus aktivitdsa. Coeliakids
kohorszunkban a kontroll populdcidhoz képest a Hp2-2 fenotipus el6forduldsa
szignifikdnsan alacsonyabb volt (p= 0,0023), de ezen fenotipusii személyeknél a silyos,
malabszorpcioval jelentkezd vagy fejlodésbeni visszamaraddssal jaré betegségforma
kockdzata magasabb volt. Kordbban ezek a silyos tiinetek szdmitottak a coeliakia
klasszikus megjelenési formdjanak, manapsdg azonban csak a jéghegy csucsat
képviselik“o. Ugyanakkor a Hp2-2 fenotipus esetén nem észleltilk a betegség koraibb
megjelenését, ezt azonban magyardzhatja az is, hogy az utobbi években nagyszamu, enyhe

panaszokkal biré kisgyermeknél allitottuk fel a coeliakia diagndzisiat. A Hp2-2 a nem-
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specifikus és enyhe gasztrointesztindlis tiinetekkel jelentkezd betegek vagy tiinetmentes
egyének kozott ritkdn fordult eld, mig a Hp2-/ el6forduldsa még magasabb volt (69,1 és
72,5%), mint a coeliakids csoportban 6sszességében (56,9%).

A tiinetmentes esetek legaldbb hétszer gyakoribbak a tiinetekkel jelentkezd formanal''’,
ami szintén aldtdmasztja a Hp2-1 és a coeliakia kozotti primer kapcsolatot. A Hp2-2
betegségmddositd hatdsa Osszefiigghet a molekuldnak az oxidativ szovetkdrosodds elleni
védekezés''' és a gyulladdsos folyamatok down-reguliciGjdban mutatott csekély
hatékonysagdval. A klinikumban ez a hatds a Hp2-2 és a diabéteszes érszovodmények
kozotti szoros Osszefiiggésben nyilvanul meg''>. A Hp2-2-Hb komplexek kevésbé
hatékonyan és lassabban elimindlédnak a CD163 receptoron keresztiil, mint a Hp/-/-t
tartalmazdok. Tovdabbd a Hp2-2 a CD163 expresszidjanak szignifikdns csokkenésével is
egyiittjar' . Az extravascularis terekben a CD163 receptor jelenti a Hp-Hb komplexek
clearance-ének egyetlen utjat, ezért a Hp2-2 fenotipusu egyének esetében a reaktiv oxigén
gyokok felszaporodhatnak.

Ujabb irodalmi eredmények arra utalnak, hogy a makrofigok CDI163 receptorai
nemcsak a Hp-Hb komplex scavenger receptoraként szolgdlnak, hanem az IL-10, HO-1, és
bilirubin szintézis elésegitése révén immunmoduldlé hatdssal rendelkeznek és elsdsorban
az anti-inflammatorikus folyamatokban jatszanak jelentOs szerepetB. Kimutattdk tovabbd,
hogy ha a Hp2-2-Hb komplex kotddik a CDI163 receptorhoz, a Hpl/-I-hez képest
szignifikansan kisebb mennyiségli anti-inflammatorikus IL-10 szabadul fel™. Az IL-10-
nek immunreguldlé hatdsa van a gliadin dependens T sejt aktivicioban, gatolja az antigén
prezentdciét, és fokozza a hiporeszponziv gliadin specifikus T-sejtek képzédését''®. A
Hp2-2 esetében ezen felill a szervezet immunreaktivitasa is kifejezettebb, melynek okai

lehetnek a prosztaglandin szintézisre kifejtett gatlé hatds''>''

, valamint, hogy a periférids
vérben nagyobb szdamban jelennek meg B- és CD4+ T lymphocytdk'®,

Nagyszamu dermatitis herpetiformisos beteganyagunkban nem sikeriilt igazolni Marks
és mtsai’® azon, 1971-b8l szdrmazé megfigyelését, miszerint ebben a betegségben a Hpl-1
fenotipus el6forduldsa gyakoribb, mint coeliakidban. Az 6 beteganyaguk azonban
kisszamu volt és a szerzok nem kozoltek pontos adatokat sem a betegekszamrol, sem pedig
a Hp fenotipusok gyakorisdgardl. Jelen vizsgédlatban szerepld 111 dermatitis
herpetiformisos beteg mindossze 14%-aban fordult el6 Hp/-/ fenotipus, mely megfelelt az
atlagpopuldciéban észleltnek.

A PSC és a Hp polimorfizmus kapcsolatdat eddig nem vizsgdltdk, illetdleg az

irodalomban nem ismert olyan betegcsoport, ahol a Hp/-I fenotipus teljes hidnyardl
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szamoltak volna be. A PSC kialakuldsa soran immungenetikailag fogékony egyénben a
béltraktus krénikus gyulladdsa sordn transzlokdl6d6 baktériumok az epeitrendszerben
antigénként jelenhetnek meg, a memoria T-sejtek pedig nemcsak a colon, hanem az
epeutak endothel sejtjeihez is kotddnek. A memoria T-sejtek bilidris traktusba torténd
homingja vezethet a PSC kialakuldsihoz. Ujabb adatok az epettrendszer oxidativ
karosoddsdban felvetik a mononucledris sejtek jelentdségét is'". Primer szklerotiz4ld
cholangitisben a sinusoiddlis és a perisinusoidalis térben makrofagok szaporodnak fel. Az
aktivalt makrofagoknak és az altaluk termelt citokineknek szerepiik lehet a gyulladas
fenntartdsaban, a fibrosis, majd a cirrhosis kialakuldsdban''®. A Hp fenotipusok és a PSC
kapcsolatinak egyik lehetséges magyardzata a CD163+ makrofagok eltérd viselkedése a

3246108 Nasrészt a  PSC

kiilonboz6 Hp molekuldkkal valé kolcsonhatds sordn
immungenetikai modelljéhez illeszkedhet az a megfigyelés, hogy a szervezetnek a
kiilonféle bakteridlis fertézésekre adott vélasza, annak hatékonysdga az egyes Hp
fenotipusok esetén jelentdsen eltér' 010119,

A kapott eredményeink megerdsitésére azonban tovdbbi, foldrajzilag eltérd régidban
végzett populdcids vizsgdlatok sziikségesek. Tovdbbi vizsgdlatok sziikségesek annak
tisztazasara is, hogy a kiillonb6z6é Hp molekuldk milyen szerepet jatszanak a kiilonféle

gyulladdsos folyamatokban, és mi lehet azok pontos patogenetikai kapcsolata az dltalunk

vizsgélt betegségcsoportokban.

8.2 Szeroldgia vizsgalatok gyulladasos bélbetegségekben

8.2.1 A mikrobialis antigének elleni szerologiai valasz Crohn-betegségben
osszefiigg a vékonybél érintettséggel, a nem-gyulladasos tipusi betegség lefolyassal és
a NOD2/CARDI15 genotipussal, de nem Kkorrelal a gyogyszeres kezelésre adott
valasszal és miitétek gyakorisagaval

Mai elképzelésiink szerint IBD-ben a bélnyalkahartya krénikus gyulladasa és az ehhez
tarsuld kiilonféle szisztémds tiinetegylittesek az endogén bélféraval szemben kialakul6
tdlméretezett immunvélasz kdvetkezményei. A bélnydlkahdrtya immun és/vagy barrier
funkcidjdnak genetikai zavara esetén a patoldgids folyamatot bizonyos kodrnyezeti hatdsok
inditjak el. Allatkisérletes adatok alapjan az egyén és a bélbaktériumok kozotti
kolcsonhatds kiilonosen fontos lehet. A pontos mechanizmust azonban, melynek sordn a

bélnyalkahartya 4teresztOvé vdlik a bakteridlis kornyezettel szemben, egyelére nem
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ismerjiik. Egy adott genetikai defektus megléte esetén a kommenzélis baktériumfléra nem
minden tagja képes patoldgids immunvalasz kivaltdsdra, valamint a kialakulé immunvalasz
mértéke is eltérd lehet, ennek megfeleléen a betegség klinikai megjelenése is!2012 A
luminalis antigénekkel szembeni immuntolerancia elvesztése IBD-ben ismert64,
ugyanakkor a szeroldgiai markerek diagnosztikus és patogenetikai jelentdsége még szamos
részletét tekintve tisztdzdsra var. Tovdbbd az antitestek prevalencidjat tekintve jelentds
foldrajzi eltérésekrol szamoltak be. A szeroldgiai markerekkel kapcsolatosan Kelet-
Eur6pabdl pedig csak szérvanyosan dllnak adatok rendelkezésre.

Jelen tanulmdany célja az volt, hogy nagyszamu IBD betegben vizsgaljuk a kiilonféle
szerologiai markerek (ASCA, anti-Omp és atipusos P-ANCA) el6fordulasat és azok
esetleges Osszefiiggését a betegség klinikai megjelenési formdjdval, a kezelésre adott
véalasszal és az extraintesztindlis szovodményekkel. Vizsgaltuk tovabba a szeroldgiai

valasz és a genetikai faktorok (NOD2/CARD15 mutécidk és TLR4 D299G polimorfizmus)

kapcsolatit.
Szerologiai markerek eléfordulasi gyakorisaga és klinikai haszna IBD-ben

Az anti-Omp, ASCA és atipusos P-ANCA el6fordulasi gyakorisagat a 7. tablazat
mutatja. Crohn-betegségben a medidan ASCA IgA, IgG és anti-Omp titerek rendre a
kovetkezok voltak: 17,9 U/ml (interkvartilis tartomany [IQR]: 9,8 és 58), 25,1 U/ml (9,5 és
53,7) és 16,0 U/ml (10,3 és 26,6). Az ASCA és az anti-Omp antitestek jelenléte Crohn-
betegség (ORasca=7,65, 95%CI: 4,37-13,4; ORomp=1,81, 95%CI: 1,08-3,05, Xz—teszt Yates
korrekcidval), mig az atipusos P-ANCA pozitivitds colitis ulcerosa fokozott kockazataval
jart (ORp.anca=10,91, 95%CI: 4,34-27,41) a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az atipusos
P-ANCA és az ASCA pozitivitds gyakorisdga colitis ulcerosa és Crohn-betegség esetén is
szignifikansan eltért egymast6l. A Crohn-betegek 20,8% -a az ASCA IgA, ASCA IgG és
anti-Omp antitestek mindegyikére pozitiv volt, ezzel szemben a colitis ulcerosis
betegekben (3,2%), valamint a kontroll egyénekben (1%) a harmas antitest pozitivitds ritka

volt (p<0.0001 mindkét esetben) (6. abra).
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6. tablazat Az ASCA és az anti-OMP osszefiiggése a Crohn-betegség fenotipusaval.

Osszes ASCA pozitiv ASCA Anti-Omp Anti-Omp
(n=558) (n=331) negativ pozitiv negativ
(n=227) (n=174) (n=384)
Nem (F/N) 263/295 165/166 98/129 80/94 183/201
Eletkor (év) 36,3+12,6 | 333+114 | 409+128 | 358+127 | 36,7 +12,6
Eletkor a betegség 283+11,3 | 25699 |324+122 |26,7+115 |29,1+11,3"
kezdetekor (év)
Betegségtartam (év) 8,7 +7,6 7,7+6,3 8,4+72 91+6,7 | 75+66
Csaladi IBD eléfordulas® 69 (12,3%) 43 (12,9%) 26 (11,5%) 19 (10,9%) 50 (13,0%)
Lokalizacié (n) L1 127 77 50" 31 96
L2 140 59 81 43 97
L3 286 190 96 97 189
L4 5 5 0 3 2
Viselkedés (n) B1 222 109 113" 417 1817
B2 149 95 54 58 91
B3 187 127 60 75 112
Perianalis 16zi6* 163(29,2%) 113 50 60 (34,5%) | 103 (26,8%)
(34,1%)"" | (22,0%)"
Gyakori relapsus® 223 (39,9%) 140 (42,3%) 83 (36,6%) 74 (42,5%) 148 (38,5%)
Arthritis® 165 (29,6%) 94 (28,4%) 71 (31,3%) 61 (35,1%) 104 (27,1%)
Szemészeti tiinet® 39 (7,0%) 24 (13%) | 15(6,6%) |20 11,5%) | 19 (4,9%)
Szteroid kezelés/refrakter” 457 (81,9%) / 280 (84,8%)/ 177 (78,0%) / 150 (86,2%) / 307 (79,9%) /
54 (11,8%) 36 (12,9%) 18 (10,2%) 19 (12,7%) 35 (11,4%)
Azathioprinkezelés® 363 (65,1%) | 224 (67,7%) | 139 (61,3%) 126 237
(72,4%)" 61,7%)
Reseszekcios miitét® 228 (40,9%) 152 76 95 (54,6%) | 133 (34,6%)
@59%)"" | 33,5%)
Infliximab kezelésre adott
valasz:
-remisszio 23 18 5 8 15
-parcialis 28 13 5 8 10
-nincs hatas 15 10 5 6 9
Dohanyzas (n) nem 332 201 131 110 222
igen 183 106 77 54 129
korabban 43 24 19 10 33
NOD2 (n=457) carrier 138 1017 37 53" 85"
Non-carrier 319 162 101 79 240
TLR4 (n=457) carrier 44 24 20 12 32
Non-carrier 413 239 174 120 293

'n (%)

Lokalizacié: L1: termindlis ileum, L2: colon, L3: ilecolicus, L4: fels6 tdpcsatornai érintettség

Viselkedés: B1: gyulladdsos [nem stenotiz4l6, nem penetrdld], B2: stenotizdld, B3: penetrdl6 betegségforma

"p<0,0001; ~p=0,02;

TS

p=0,002 ASCA-pozitiv és negativ vagy anti-Omp pozitiv és

negativ betegek kozott xz-tesztet vagy xz-tesztet Yates korrekcioval alkalmazva
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7. tablazat Szerolégiai markerek Crohn-betegségben, colitis ulcerosaban, valamint
egészséges kontroll egyénekben.

P-ANCA ASCA IgA és/vagy IgG Anti-Omp
Crohn-betegség 77 (13,8%)*% 331(59,3%)**< 174 (31,2%)***
(n=558)
Colitis ulcerosa 39 (41,1%)™* 13 (13,7%)% 23 (24,2%)
(n=95)
Kontroll (n=100) 6 (6%)* " 16 (16%)** 20 (20%)%**

Crohn-betegség vs. kontroll: *p=0,036; **p<0,0001; ***p=0,024

Colitis ulcerosa vs. kontroll: #p<0, 0001

Crohn-betegség vs. colitis ulcerosa: &p<0, 0001, xz-teszt alkalmazasa Yates
korrekcidval

6. abra Az anti-mikrobialis antitestek megoszlasa Crohn-betegségben.

ASCA IgA ASCA IgG
(N=257) 46,1% (N=282) 50,5%

92
(16,5%)

116
(20,8%)

Nincs reaktivitas

(N=196) 35,1%

Anti-Omp
(N=174) 31,2%
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A szeroldgiai markerek kombindcidja (mint pl. P-ANCA+/ASCA-, P-ANCA-/ASCA+
vagy ASCA IgA és IgG egyiittes pozitivitds) elfogadhatd specificitdst és pozitiv prediktiv
értéket mutatott a kontroll csoport, a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség elkiilonitésében.
A szeroldgiai markerek kombindcidja még a colon lokalizaci6ji Crohn-betegséget (L2) és
colitis ulcerosat is elfogadhaté moédon tudta elkiiloniteni (8. tablazat). A szeroldgiai
markerek kombindcidjadnak szenzitivitdsa ugyanakkor alacsonynak bizonyult. (Az anti-

Omp eredményeket nem mutatjuk).

8. tablazat Szeroldgiai markerek prediktiv értéke Crohn-betegségben és colitis

ulcerosaban.

Szenzitivitas Specificitas PPV NPV

(%) (%) (%) (%)

P-ANCA 41 94 87 61
Colitis ulcerosa vs. Kontroll
P-ANCA 41 86 75 59
Colitis ulcerosa vs. Crohn-betegség
P-ANCA 41 66 54 53
Colitis ulcerosa vs. Crohn-betegség colon (L2)
ASCA IgA és/vagy IgG 59 84 79 67
Crohn-betegség vs. Kontroll
ASCA mind IgA &IgG 37 99 97 61
Crohn-betegség vs. Kontroll
ASCA IgA és/vagy IgG 59 86 81 68
Crohn-betegség vs. Colitis ulcerosa
ASCA mind IgA &IgG 37 95 87 60
Crohn-betegség vs. Colitis ulcerosa
ASCA IgA és/vagylgG 44 86 76 61
Crohn-betegség colon (L2) vs. Colitis ulcerosa
ASCA mind IgA &IgG 25 95 83 56
Crohn-betegség colon (L2) vs. Colitis ulcerosa
P-ANCA+ASCA- 36 95 88 60
Colitis ulcerosa vs. Kontroll
P-ANCA+ASCA- 36 93 84 59
Colitis ulcerosa vs. Crohn-betegség
P-ANCA+ASCA- 36 91 80 59
Colitis ulcerosa vs. Crohn-betegség colon (L2)
P-ANCA-ASCA+ 52 85 78 64
Crohn-betegség vs. Kontroll
P-ANCA-ASCA+ 52 92 86 66
Crohn-betegség vs. Colitis ulcerosa
P-ANCA-ASCA+ 38 92 82 60
Crohn-betegség colon (L2) vs. Colitis ulcerosa

PPV: pozitiv prediktiv érték; NPV: negativ prediktiv ért€k; ASCA+: ASCA IgA és/vagy IgG pozitiv
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Szeroldgiai markerek kapcsolata az IBD fenotipusaval és a miitéti kockazattal

Crohn-betegségben univaridciés analizist végezve (Xz—teszt vagy Xz—teszt Yates
korrekcidval) osszefiiggést tudtunk kimutatni az anti-Omp pozitivitds, a betegség koraibb
életkorban torténd manifesztacidja (p=0,025), a hosszabb betegségfennallds (p=0,01), a
nem-gyulladasos (p<0,0001, OR: 2,89, 95%CI: 1,93-4,33) / penetrdlé betegségforma
(p=0.001, OR: 1.84, 95%CI: 1.27-2.67), a szemtiinetek el6forduldsa (p=0,019, OR: 2,23,
95%CI: 1,16-4,30), az azathioprin hasznélat (p=0,016, OR: 1,62, 95%CI: 1,10-2,41) és a
sebészeti beavatkozas sziikségessége (p<0,0001, OR: 2,26, 95%CI: 1,58-3,27) kozott. Az
ASCA pozitivitds a betegség koraibb életkorban torténd manifeszticidja (p<0,0001), a
vékonybél érintettség (p<0,0001, OR: 2,51, 95%CI: 1,70-3,71), a nem-gyulladdsos
(p<0,0001, OR: 2,02, 95%CI: 1,43-2,86) / penetrdld betegségforma (p=0,004, OR: 1.73,
95% CI: 1.20-2.51), a perianalis érintettség (p=0,002, OR: 1,83, 95%CI: 1,25-2,70) és a
sebészeti beavatkozds sziikségessége (p=0,004, OR: 1,69, 95%CI: 1,19-2,40)
szempontjabdl bizonyult rizik6faktornak (6. tablazat).

A szerologiai markerek és a betegség viselkedése (9. tablazat), a szemtiinetek,
valamint a sebészeti beavatkozds sziikségessége kozotti Osszefiiggést logisztikus
regresszids analizisben is vizsgaltuk. Az anti-Omp €s az ASCA fiiggetlen rizikofaktornak
bizonyultak a nem-gyulladdsos betegségforma szempontjabol, mig az anti-Omp (B=0,38,
p=0,04, OR: 1,47, 95%CI: 1,01-2,13) és a n6i nem (B=1,11, p=0,005, OR: 3,05, 95%ClI:
1,41-6,62) a szemtiinetek kialakuldsdaval mutatott Osszefiiggést ugyanabban a modellben,
mely a nem-gyulladdsos betegségformat, mint fiiggetlen valtoz6t is tartalmazta. Ezzel
szemben a sebészeti beavatkozds sziikségességének elOrejelzésében a hosszabb
betegségfenndllds, a vékonybél érintettség €s nem-gyulladasos betegségforma bizonyultak
fiiggetlen kockazati tényezoknek, mig a P-ANCA, ASCA vagy anti-Omp statusz nem
(adatokat nem mutatjuk).

Colitis ulcerosds betegekben nem taldltunk fenotipus-szerotipus Osszefiiggést (adatokat

nem mutatjuk).
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9. tablazat Logisztikus regresszio: A szerologiai adatok és a nem-gyulladasos tipusi

betegség lefolyas kozotti osszefiiggés Crohn-betegségben

Tényezo koefficiens P érték OR 95% CI
Néi nem 0,19 0,30 1,21 0,83-1,73
Hosszabb betegségtartam (<10 0,86 <0,0001 2,37 1,53-3,65
évvs. >10 év)

Crohn-betegség lokalizacioja -0,15 0,89 0,99 0,79-1,22
P-ANCA -0,10 0,11 0,90 0,79-1,03
ASCA 0,29 0,003 1,33 1,10-1,61
Anti-Omp 0,42 <0,0001 1,52 1,22-1,89
Aktudlis dohdnyzas 0,13 0,25 1,13 0,91-1,41

A koefficiens az OR naturalis logjanak felel meg; p érték: szignifikancia szint; OR: odds ratio; 95%CI: 95%

konfidencia intervallum.
Szerolégiai markerek kapcsolata a NOD2/CARD1S genotipusokkal

Az ASCA (p<0,0001, OR: 2,64, 95%CI: 1,71-4,10) és az anti-Omp (p=0,005, OR:
1,89, 95%CI: 1,24-2,90, Xz—teszt Yates korrekcidval) antitestek jelenléte univaridcios
analizisben Osszefiiggést mutatott a NOD2/CARDI15 genotipussal. Szeroldgiai gén-dozis
hatdst is ki tudtunk mutatni, azaz antimikrobidlis antitestek el6forduldsi gyakorisiga
szignifikansan nétt a NOD2/CARDI1S5 mutéicidk szdmdnak novekedésével. Az ASCA
pozitivitds 50,6%, 70,7% és 80% volt a 0, 1 vagy 2 varidns NOD2/CARD15 alléllal
(p<0,0001) rendelkezd betegekben, mig az anti-Omp antitestek 24,5%, 37,4% és 42,5%-
ban (p=0,007) voltak jelen. A NOD2/CARDI15 és ASCA (B=0,406, p=0,001, OR: 1,50,
95%CI: 1,18-1,90) kozotti Osszefiiggés az antitest pozitivitdst, a nemet, a betegség
tartamot, a vékonybél érintettséget vagy csak a vékonybél betegséget, a nem-gyulladdsos
betegségformat és a dohdnyzdst, mint fiiggetlen véltozokat tartalmazé logisztikus
regresszioés modellben is szignifikdns maradt, mig a NOD2/CARDI15 és anti-Omp kozotti

Osszefiiggés nem.

Szeroldgiai valasz nagysaganak a betegség fenotipusaval val6 osszefiiggése

74

A ,,szeroldgiai dozishatds” vizsgalatot a Mow'™ és Arnott® 4ltal kordbban mér leirt

moédon elvégezve pozitiv Osszefiiggést tudtunk kimutatni az antitest-vdlaszok szdma
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(ASCA és/vagy anti-Omp) és a vékonybél érintettség, a nem-gyulladdsos betegségforma,
valamint a sebészeti beavatkozds sziikségessége kozott, mig az izolalt colon érintettség és
az antitest pozitivitdsok szdma kozott forditott Osszefiiggést taldltunk (10. tablazat).
Logisztikus regresszios modellben — mely magédban foglalta a betegségtartamot, a nemet, a
vékonybél érintettséget, a nem-gyulladasos betegség viselkedést és az aktudlis dohdnyzast,
mint fiiggetlen valtozdkat — az antitest-védlaszok szdma fiiggetlen rizikéfaktornak bizonyult
a hosszabb betegségtartam (p<0,0001, OR 3,01, 95%CI: 1,91-4,72), a nem gyulladdsos
betegség viselkedés (p<0,0001, OR: 3,15, 95%CI: 2,46-4,03) és a vékonybél érintettség
(p=0,001, OR: 2738, 95%CI. 1,44-3,93) tekintetében, a sebészeti beavatkozas

sziikségességének (p=0,076) elorejelzésében azonban nem.

Az antimikrobialis anitest termelodés nagysaganak és a betegség fenotipusanak

kapcsolta

Az ASCA IgA, IgG és anti-Omp antitest szintek kozotti kiillonbségeket medidn
értékekben és kvartiliesekben is megadtuk (11. tablazat). A logisztikus regresszids
analizisben a fent emlitett valtozokat figyelembe véve az ASCA IgA, IgG és anti-Omp
kvartilis antitest szintek fiiggetlen kockdzati tényezOnek bizonyultak a nem-gyulladdsos
betegség format (ASCA IgA: p<0,0001, OR: 1,39, 95%CI: 1,18-1,62; ASCA IgG: p=0,03,
OR: 1,28, 95%CI: 1,09-1,15; anti-Omp: p<0,0001, OR: 1,44, 95%CI: 1,23-1,70) és a
sebészeti beavatkozds sziikségességét (ASCA IgA: p=0,004, OR: 1,27, 95%CI: 1,08-1,49;
ASCA IgG: p=0,003, OR: 1,30, 95%CI: 1,10-1,53; anti-Omp: p<0,0001, OR: 1,34,
95%CI: 1,14-1,58) illetden.

Osszefoglalasként  elmondhatjuk, hogy a szerolégiai markerek sajat
beteganyagunkban is hasznosnak bizonyultak a Crohn-betegség és colitis ulcerosa
differencial diagnosztikajaban. A mikrobialis antigének elleni szerologiai valasz
Crohn-betegségben Osszefiiggést mutatott a vékonybél érintettséggel, a nem-
gyulladasos tipusu betegség lefolyasaval és a NOD2/CARDI15 genotipussal, de nem
korrelalt sem a gyogyszeres Kkezelésre adott valasszal, sem pedig a miitétek
gyakorisagaval. A szerolégiai markerek és a NOD2/CARDI15 genotipus kapcsolata
alatamasztja a megvaltozott mikrobiailis érzékelés jelentoségét a Crohn-betegség

patogenezisében.
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10. tablazat Crohn-betegekben az antimikrobialis antigének ellen termel6dé antitest

valaszok szamanak a betegség fenotipusaval valé osszefiiggése.

Klinikai fenotipus Szerolégiai marker pozitivitas OR 95% CI
0 1 2 (0vs.2) (0vs.2)
Ilealis érintettség 128 175 112 1,92 1,17-3,15
(65,3%) (79,9%) (78,3%)
Izolalt colon érintettség 68 42 30 0,50 0,30-0,82
(34,7%) 19,2%) (21,0%)
Nem-gyulladasos tipusi 926 125 115 4,28 2,60-7,05
betegség (48,9%) (57,1%) (80,4%)
Reszekcios miitétek 64 81 83 2,85 1,82-4,46
(32,7%) (37,0%) (58,1%)

A Crohn-betegség klinikai fenotipusdnak osszefiiggését mutatja az ASCA és anti-Omp antitestek jelenlétével.
Az eredmények fiiggetlenek a P-ANCA, NOD2/CARD15 vagy TLR4 statusztol.
OR: odds ratio, 95%CI: 95% konfidencia intervallum, Xz—tesztet alkalmazva Yates korrekcioval.

11.tablazat A betegség jellegzetességei az egyes immunvalasz kvartilisekben.

Klinikai ASCA IgA ASCA IgG

fenotipus Q1 Q2 Q3 Q4 p Q1 Q2 Q3 Q4 p
Vékonybél 64.7% | 73,7% | 77,5% | 81,0% | 0,014 | 54,7% | 72,9% | 84,5% | 85,1% | <0,0001
érintettség

Izolalt colon 35,3% | 26,2% | 22,0% | 17,7% | 0,001 | 43.2% | 27,1% | 15,5% | 14,6% | <0,0001
érintettség

Nem- 49,6% | 52,5% | 66,9% | 71,1% | <0,0001 | 49,7% | 57,9% | 66,9% | 66,5% | 0,009
gyulladasos

betegségforma

Reszekcios 34,5% | 33,8% | 41,6% | 52,8% | 0,004 | 32,4% | 36,4% | 44,4% | 50,4% 0,01
miitétek

Klinikai Anti-Omp Megjegyzés. Oszlopok: Q1-Q4 megfelel az
fenotipus Q1 Q2 Q3 Q4 p egyes szeroldgiai markerek alapjan
Vékonybél T1,5% | 74.5% | 77,0% | 74,4% N.S. kvartilisekre lebontott betegcsoportoknak.
érintettség A szerolégiai védlaszkészség a quartilis 1-
Izolalt colon 28,5% | 24,1% | 23,0% | 25.,0% N.S. be tartozd betegek esetén volt a
érintettség legalacsonyabb, mig a quartilis 4 esetén a
Nem- 50,8% | 51,8% | 58,3% | 77,6% | <0.0001 legmagasabb. Sorok: a szdmok az egyes
gyulladésos fenotipusokba tartozé betegek szazalékos
betegségforma aranyat jelzik.

Reszekcids 33,8% | 35,0% | 33,9% | 58,6% | <0.0001

miitétek
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8.2.2 Megbeszélés

Munkédnk sordn a kelet-eurdpai régidbdl elsoként szdmoltunk be a szeroldgiai és a
genetikai markerek kozotti komplex Osszefiiggésr6l nagyszamid IBD beteganyagot
vizsgédlva. Kimutattuk, hogy a bakteridlis komponensekkel szemben kialakul6 szeroldgiai
vdlasz Crohn-betegségben szoros kapcsolatban 4ll a klinikai képpel és az innate
immunitasban szerepet jatszé6 NOD2/CARDI1S5 gén mutécidival. A szeroldgiai markerek
jelenléte fiiggetlen rizik6faktornak bizonyult a betegség korai megjelenésére, a vékonybél
érintettségre, a nem-gyulladdsos betegségformara és a NOD2/CARD15 genotipusra nézve.
Erdekes médon az anti-Omp antitestek jelenléte és a szemészeti manifeszticiok kozott is
Osszefiiggés volt kimutathato.

Az ASCA és az anti-Omp pozitivitds eléforduldsi gyakorisiga megfelelt a korabbi
észak-amerikai és nyugat-eurOpai kaukdzusi betegeket vizsgdld tanulmdnyok
(5764 67.69.122

eredményeine

betegségben az ASCA IgA ardnya 10%-o0s volt)’*"!. Crohn-betegségben az ASCA IgA és

és jelentdsen killonbozott az 4zsiai populdciotél (Crohn-

IgG pozitivitds ardnyat 46,1% és 50,5%-nak taldltuk, mig a betegek 35,1%-a nem mutatott
reaktivitidst sem az ASCA-val, sem pedig az Omp-vel szemben. Ezzel szemben a magyar
betegek kozott az atipusos P-ANCA pozitivitds kisebb gyakorisdgi volt, nagyjabodl
megfelelt a kinai populdcioban tapasztalhaté ardnynak. Meg kell jegyezni azonban, hogy
az atipusos P-ANCA detektdlhatésdgdhoz munkdnk sordn az etanol-fixalt neutrofil
preparatumok mellett formalin-fixaltakat is hasznaltunk (mig a korabbi IBD tanulméanyok
jelentds részében csak etanol-fixdlt neutrofil prepardtumokat hasznéltak). Az eltérd
eredményeket a metodikai kiillonbségek legalabbis részben magyarazhatjak.

A szeroldgiai markerek specificitdsa, szenzitivitisa és PPV értékei is Osszevethetdek
voltak a kordbbi vizsgalatokban taldltakkal, ami aldtdmasztja azt a tényt, hogy a kiilonféle
markerek kiilon-kiillon nem hasznédlhatéak az IBD diagnosztikdjaban. A magas PPV érték
mindazondltal lehet6vé teszi, hogy valogatott esetekben kiegészitd diagnosztikus
paraméterként mégis széba jojjenek.

A Crohn-betegség €s a colitis ulcerosa differencidl diagnosztikdjaban az izolalt colon
érintettséggel jaré Crohn-betegség és a colitis ulcerosa differencidldsa jelenthet nehézséget,
mivel a vékonybél érintettség csak Crohn-betegségben fordul eld. Ezért célul thztiik ki

annak vizsgalatét, hogy a szeroldgiai markerek milyen prediktiv értékkel birnak az izolalt
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colon lokalizici6ji Crohn-betegség és a colitis ulcerosa elkiilonitésében. 146 Crohn-
betegiink esetén volt izolalt colon érintettség. Az ASCA IgA és 1gG kettds pozitivitds (PPV
Crohn-betegségre: 83%), P-ANCA-/ASCA+ mintdzat (PPV Crohn-betegségre: 82%) és P-
ANCA+/ASCA- (PPV colitis ulcerosara: 80%) elfogadhaté PPV értékekkel tarsult, noha a
szenzitivitds itt is alacsony volt. Egy kordbbi vizsgalatban 92%-os PPV értéket kozoltek P-
ANCA+/ASCA- esetén izolélt colon lokalizdcigji Crohn-betegség és colitis ulcerosa
elkiilonithetoségét tekintve, de csoportonként mindossze 50 beteget vizsgaltak, az ANCA
mintdzatokat pedig csak etanol-fixalt granulocyta preparitumokon vizsgaltdk’'. Az anti-
Omp antitestnek a szeroldgiai panelhez valé hozzdadasa nemhogy javitotta volna az
eredményeket, hanem még alacsonyabb szenzitivitdis ¢és specificitds értékeket
eredményezett (adatokat nem mutatjuk).

Egy kordbbi, 156 Crohn-beteget vizsgdld tanulmanyban a P-ANCA jelenléte és a
colitis-szeri kép kozott multivaridcids analizisben Osszefiiggést tudtak kimutatni®®, Sajat
munkdnkban a P-ANCA pozitiv és negativ Crohn-betegek klinikai megjelenési formdjiban
nem taldltunk kiilonbséget. Hasonl6képpen a szeroldgiai profil colitis ulcerosdban sem
mutatott Osszefiiggést a klinikai képpel.

Vizsgaltuk tovabba a szeroldgiai markerek és a betegség megjelenési formdja kozotti

Osszefiiggést. Kordbbi klinikai vizsgalatokhoz hasonléan®”%6%74

mi is azt taldltuk, hogy
Crohn-betegségben az ASCA és az anti-Omp jelenléte esetén a betegség fiatalabb
életkorban jelentkezik, sulyosabb lefolydsu, gyakoribb a vékonybél érintettség, a nem-
gyulladdsos betegségforma €s gyakrabban valik sziikségessé sebészeti beavatkozds
(univaridciés analizist alkalmazva). Arnott és mtsai® tanulmanyukban az ASCA és az anti-
Omp jelenléte esetén progressziv betegséglefolyasrdl szamoltak be.

A kordbbi tanulményoknak®®"-""7

mindenképpen bizonyos szintli hatranyat jelenti,
hogy azok egy részében a szeroldgiai markereknek a betegség idotartamaval vald
Osszefiiggését vagy nem vizsgaltak, vagy ha vizsgéltdk is és Osszefiiggést tudtak kimutatni
a szeroldgiai markerek jelenléte és a betegség idotartama kozott (ahogyan ezt az anti-Omp
esetén mi is tapasztaltuk), az adatok elemzésekor akkor sem korrigdltdk a betegség
fenotipusa kozotti osszefiiggést a betegség fenndllasanak idotartamara.

Tovabbi zavard tényezd, amit szamos vizsgdlatban szintén figyelmen kiviil hagytak,
pedig befolydsolja a betegség megjelenését, az a dohdnyzds. Crohn-betegségben a
dohanyzds gyakoribb relapszusokkal és posztoperativ betegségkidjuldssal tarsul. A

dohanyzds Crohn-betegségre gyakorolt kdros hatdsiért felelds alapvetd mechanizmusok

nem ismertek. A bél motilitds, a nydktermelés, a permeabilitds és a keringés megvaltozasa
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azonban egyarédnt szerepet jétszhat123. Ezeken tdl a dohdnyzds az antigén medidlta T-sejt
proliferdcié gatldsaval gitolja az immunrendszer miikodését. Az IL-1b, IL-8 és TNF-a -
melyek fontosak a patogénekkel szembeni védekezésben — termelddése dohdnyosokban
szintén lecsokken a nem dohdnyzdkkal osszehasonlitva'?*, Egy belga tanulme’myban125 113
Crohn-beteg esetén a dohdnyzds és az ASCA pozitivitas kozott forditott Osszefiiggést
taldltak, ami arra utalhat, hogy a dohdnyzas hatdssal lehet a bélbaktériumokkal szemben
kialakulé immunvalaszra. Sajat vizsgalatunkban nem taldltunk Osszefiiggést a dohanyzasi
szokdsok €s a kiilonboz6 mikrobidlis antigénekkel szemben kialakul6 szeroldgiai vélasz
kozott.

Mindezeket figyelembe véve nem meglepd, hogy vizsgdlatunkban, bizonyos esetekben
a fenotipus-szerotipus 0Osszefiiggés (mint pl. azathioprin haszndlat, ill. a sebészeti
beavatkozas sziikségessége) a multivaridciés analizisben a betegség iddtartaméaval és a
dohanyzéssal torténd korrigdldst kovetden nem maradt szignifikdns. Ez arra utal, hogy
mind az azathioprin haszndlat, mind pedig a sebészeti beavatkozds sziikségessége
elsésorban id6- és nem szeroldgiaiprofil fliggd valtozok.

Korabbi tanulményok igazoltdk, hogy a magasabb ASCA IgA és IgG titereket medidn
értékek és kvartilisek segitségével vizsgdlva azok kifejezett Osszefiiggést mutattak a
vékonybél érintettséggel és a silyosabb betegség lefolyéssa156’71’74. Mow™ és Arnott®
prospektiv médon vizsgéltdk, hogy van-e Osszefiiggés a szeroldgiai valaszok szdma €s a
betegség lefolydsa vagy megjelenési formdja kozott, azt feltételezve, hogy a betegség
sulyossidga Osszefiigg a szeroldgiai dozishatdssal. Azaz, minél tobb antigénnel szemben
alakul ki antitest valasz, anndl nagyobb a valdszinlisége a stilyosabb betegség lefolyasnak.
Azt talaltak, hogy az ASCA, az anti-12, és anti-OmpC antitesteket expresszdlé betegek
esetén nagyobb volt a fibrostenotizdlé/ penetrdlé forma és a sebészeti reszekcid
eléforduldsa, mint a szeronegativ betegek esetén. Nem tisztidzott egyeldre, hogy ez egy
fiiggetlen asszocidcié-e, mivel az antitest pozitivitist gyakoribbnak talaltdk a hosszabb
ideje fennalld betegség esetén és novekvé ASCA (p=0,001), anti-12 (p=0,005), valamint
anti-OmpC (p=0,003) szinteket észleltek a betegség idotartam kvartilis analizisnél.

Sajat vizsgalatunk alatdmasztotta, hogy a szeroldgiai valaszok szdma Osszefiiggésben
all a vékonybél érintettséggel és a nem-gyulladdsos betegségformdval a betegség
id6tartamdra torténd korrigdlds utdn is, ugyanakkor nem bizonyult fiiggetlen prediktiv
faktornak a sebészi reszekcié tekintetében (ugyanazon modellben). Ha azonban a

szeroldgiai vélasz nagysdga alapjdn vizsgéltuk az Osszefiiggést, az fiiggetlen prediktiv
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faktor volt a miitéti beavatkozds tekintetében. Az anti-Omp esetén ez az Osszefliggés
azonban csak a legmagasabb antitest titerrel rendelkezd betegekre (Q4) volt igaz.

A legtobb tanulmdnyban nem taldltak Osszefliggést az antitest termelddés és az
extraintesztindlis manifeszticiok jelenléte kozott®. Az anti-Omp és a szemészeti
szovodmények kozotti osszefiiggés Crohn-betegségben tovabbi vizsgalatokat igényel.

Crohn-betegségben az ASCA ¢és a NOD2/CARDIS5 status Osszefiiggése

. 67.74,126,127
ellentmondéasos’ "™ =

ami arra utalhat, hogy a vizsgalt betegcsoportok kozott jelentds
klinikai és genetikai eltérések lehetnek. Az eddig vizsgalt legnagyobb (n=1225) IBD
kohorszban az ASCA (63,7%, vs. 49,4%) jelenléte Osszefiiggést mutatott a
NOD2/CARDI5 varidns allélok eléforduldsdval™. Szeroldgiai gén-dézis hatdst is ki
tudtunk mutatni, azaz az antimikrobidlis antitestek el6fordulési gyakorisdga szignifikdnsan
nétt a NOD2/CARDI15 muticiék szamédnak novekedésével. Erdekes médon a TLR4
D299G varidnsok colitis ulcerosds betegekben forditott Osszefiiggést mutattak az anti-
Omp-val (3,1% vs. 28,5%). Tovabbd inverz gén dézishatds volt megfigyelhetd colitis
ulcerosdban az anti-Omp jelenlétében. Ezekkel az eredményekkel Osszhangban, sajat
munkdnkban is Osszefiiggést taldltunk az ASCA és a NOD2/CARDI15 kozott, mely
fiiggetlen volt a beteg nemétdl, a betegség idotartamatol, annak lokalizacidjatol, klinikai
viselkedésétdl és a beteg dohdnyzdsi szokdsaitdl is. Gén-dozis hatdst mi is ki tudtunk
mutatni.

Vizsgaltuk tovabba a szeroldgiai markerek és a gyogyszeres kezelésre adott vilasz
Osszefiiggését. Az mar korabbrdl ismert, hogy az antitest titerek valtozatlanok maradnak 5-
amino-szalicilsav, szteroid és infliximab kezelés sordn, legaldbbis 4-12 hdénapos
utdnkovetési idészak alatt’'*. Egy osztrdk munkacsoport tendencia-szerli sszefiiggést
mutatott ki az ASCA pozitivitds és a szteroid kezelésre adott valasz kozott, mig hasonld
kapcsolatot nem taldltak, az azathioprin és az infliximab esetében. Vizsgdlatunk sordn azt
talaltuk, hogy a betegek szeroldgiai profilja nem jelzi eldre sem a szteroid, sem pedig az
azathioprin rezisztencidt. 56 Crohn-betegben (lokalizdcio: vékonybél: 4, colon: 16 és
ileocolicus: 35; viselkedés: gyulladdsos forma: 17 és penetrdlé forma: 39 beteg) vizsgaltuk
a szerolégiai-marker pozitivitds és az infliximab kezelésre adott vdlasz kozotti
Osszefiiggést. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy nincs Osszefiiggés egyik vizsgalt
szeroldgiai marker és az indukcids infliximab kezelésre (5 mg/ttskg dozis a 0., 2. és 6.
héten; részleges valasz: Crohn Betegség Aktivitasi Index [CDAI] >70 pontos csokkenés
és/vagy a fistulak szdmédnak >50% csokkenése; remisszié: CDAI<150 vagy 0sszes fisztula

zaréddsa) adott rovidtava valaszkészség (8. héten vizsgalva) kozott sem.
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8.2.3 Etanol- és formalin-fixalt neutrofil granulocyta szubsztratok egyiittes
alkalmazasanak vizsgalata az atipusos P-ANCA kimutatasara IBD-ben: specificitas és
reprodukalhatésag

A nemzetkozi ANCA konszenzus megéllapodds értelmében az IIF moédszerrel, etanol-
fixalt neutrofil prepardtumokon kapott mintdzatok lehetnek: C-ANCA, C-ANCA
(atipusos), P-ANCA és atipusos ANCA. Optimélis esetben a tipusos P-ANCA a sejtmagot
koriilvevd perinukledris citoplazmdban finom gytirtiszert fluoreszcenciaként intranukleéris
terjedést mutatva jelentkezik és sajatosan anti-MPO pozitiv. A nem vasculitises
allapotokban, igy IBD-ben is a festddési mintdzat a sejtmag periférids részén gyakran
inkdbb széles, inhomogén, gylirliszerti és nem mutat intranukledris terjedést™. A kétféle P-
ANCA mintdzat egymdstél val6 elkiilonitése azonban nem egyszerli, €s fontos
megjegyezni, hogy a konszenzus leirat mindenféle perinuklearis fluoreszcenciat P-ANCA-
ként emlit, tekintve, hogy a perinukledris mintdzat pontos jellemzése és az intranukledris
terjedés megitélése egyarant fiigg a hasznalt szubsztrattdl, a fluoreszcencia intenzitasatdl és
a vizsgalo tapasztalatiatol. Ebbdl adéddéan a neutrofil granulocytdkon észlelt perinukledris
fluoreszcencia 6nmagdban nem jelenti sziikségszertien vasculitis fenndllasat. A P-ANCA
MPO-specificitdsat megerdsitd vizsgalatok: a formalin-fixalt neutrofil preparatumok és az
antigén-specifikus szolid-fazisi immunoassay.

Az IBD szeroldgidval foglalkozd legtobb tanulminy csak etanol-fixalt granulocyta
szubsztratumot hasznalt, amely azzal jar, hogy a valds eredmények torzulhatnak az MPO-
ANCA, ANA és egyéb, nem IBD asszocidlt antitestek (anti-laminin, anti-Golgi, anti-aktin,
stb.) jelenléte miatt'*’. Terjung és mtsai nemrégiben irtak le egy reprodukélhatd és
specifikus mddszert, melyben etanol- és formalin-fixdlt humdn neutrofil szusztratokat
egyidejlileg haszndltak a tipusos €s az atipusos P-ANCA elkiilonitésére. A keresztkotéseket
létrehozd formalin-fixalds mellett a tipusos P-ANCA difftiz citoplazmatikus fluoreszens
festddést mutat. Ezzel szemben az atipusos P-ANCA finom ’perinukledris’ mintdzat
formdjaban jelentkezik, szdmos intranukledris fluoreszcens géccal®. Ez a mintizat
azonban csak confocalis laser scanning elektronmikroszkoppal detektalhatd; alacsonyabb
felbontasu IIF mikroszkopot haszndlva felismerése igen nehéz, ezért gyakran negativnak

M b1, 130,131
véleményzik ™

. Munkénk sordn vizsgaltuk az etanol- és formalin-fixalt granulocyta
szubsztraitumok egyiittes alkalmazasanak megbizhatosagét és hatékonysagat az atipusos P-

ANCA kimutatdsdban rutin laboratériumi koriilmények kozott elérhetd tesztek és eszk6zok

62



segitségével. A vizsgdlati moddszer kivitelezhetdéségének ¢és reprodukdlhatésdganak
felmérésére egy inter-assay €s inter-observer variabilitds vizsgilatot végeztiink, melynek
sordin a szérum mintdkat négy, kereskedelmi forgalomban elérhetd fluoreszcens
szubsztraton, két kiilonbdzd laboratdriumban teszteltiik. A fluoreszcens mintdzatok etanol-
és formalin-fixalt lemezeken torténd értékelése mellett, vizsgaltuk az anti-nukledris
antitestek (ANA) jelenlétét, valamint ELISA mddszerrel az MPO, proteindz-3 (PR3),

elasztaz, katepsin G, lizozim és (BPI) ellenes antitestek szintjét.

Inter-assay vizsgdlat - fluoreszcens mintazatok

A vizsgélat IBD populdcidban az 0sszes ANCA mintdzat el6forduldsa az etanol- és
formalin-fixalt neutrofil szubsztratok egyiittes alkalmazasa mellett a négyféle IIF assay-vel
vizsgédlva 24,5% és 37,5% kozotti volt: 39,6-53,1% colitis ulcerosdsokban és 11,1-24,1%
Crohn-betegekben. Az inter-assay vizsgdlatban a kiilonb6z6 ANCA mintdzatok
el6forduldsi gyakorisagat 12. A és 12. B tablazatok foglaljak ossze.

Mind colitis ulcerosaban, mind pedig Crohn-betegségben egy assay kivételével az
ANCA mintdzatok dontéen atipusos P-ANCA-nak adédtak (az osszes ANCA 68,4-76,3%
ill. 71,4-90,0%). Az IMMCO assayben az ANCA mintdzatoknak csak viszonylag kis
szazaléka volt atipusos P-ANCA (colitis ulcerosdban az 6sszes ANCA 17,6%-a, Crohn-
betegségben 38,5%-a), mig a tipusos P-ANCA el6forduldsa jéval magasabb volt (az Osszes
ANCA 72,5% és 46,2%-a). A C-ANCA mintazat eléforduldsa mind a négy assayben
alacsony volt.

A négy killonbozé maddszerrel kapott eredmények kozotti egyezés az egyes ANCA
mintazatokra vonatkozéan a kovetkezéek szerint alakult: atipusos P-ANCA: 73,6-88,0%,
P-ANCA: 77,4-93,3% és C-ANCA 93,3-98,1%. A sulyozott Kappa értékek (k) azonban
csak gyenge-kdzepes egyezésre utaltak (k= 0,14-0,34 az atipusos P-ANCA-ra) (13.
tablazat). A K koefficiensek tipusos P-ANCA és C-ANCA esetén azok alacsony
eléfordulasi gyakorisdga miatt nem keriiltek meghatdrozasra. Az eredmények hasonl6ak
voltak, amikor a colitis ulcerosds és Crohn-betegeket kiilon csoportként vizsgaltuk
(adatokat nem mutatjuk).

A 7. abra két colitis ulcerosds beteg (No.104 és No.95) szérumdban észlelt ANCA
mintdzatokat mutatja a négy kiilonféle assay haszndlatdval. Az egyik beteg esetén (No.

104) minden teszt atipusos P-ANCA mintdzatot mutatott, mig a masik beteg esetén (No.
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95) a kiilonbozé ANCA tesztek esetén eltérd eredményeket kaptunk: az INOVA és az
Immunoconcepts tesztek esetén C-ANCA, mig az IMMCO és az Euroimmun tesztek
esetén P-ANCA mintazatokat. A minta anti-PR3 IgG pozitiv volt (17,8 U/mL).

A kiilonb6z6 assay-vel kapott eredmények tovabbi vizsgilata és Osszehasonlitidsa az
alabbi, altalunk meghatarozott kritériumrendszer szerint tortént. A fluoreszcens mintizatot
akkor tekintettiik atipusos P-ANCA-nak, ha a négybdl 3 assay-vel azonos eredményt
kaptunk. Ezt mindossze 16 esetben (az Osszes beteg 7,8%-a) talaltuk igy, ami a kiilonféle
assay-ek eredményei kozott tapasztalhatd jelentds eltéréseket tiikrozi. Amennyiben a
tipusos és atipusos P-ANCA mintdzatokat Osszevontuk (a Konszenzus Ajanlasnak
megfeleléen 41 betegnél kaptunk egyezést (az 6sszes eset 20,1%-a). Ezek az adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a tipusos- és az atipusos P-ANCA mintdzat elkiilonitésében
a foramalin-fixalt lemezek haszndlata nem hatékony és az eredmények javulnak, ha a
tipusos és az atipusos P-ANCA mintdzatokat nem valasztjuk kiilon egymastdl. A fenti 41
esetbdl az INOVA, az IMMCO és az Euroimmun assay-k kozel azonos ardnyban
bizonyultak pozitivnak (92,7, 90,2% és 82,9%), mig az Immunoconcepts assay aldbecsiilte
a P-ANCA pozitiv mintdk ardnyiat (58,5%). Ezért a tovédbbi értékelésbdl az
Immunoconcepts kittel kapott eredményeket kihagytuk, és 4j kritériumrendszert allitottunk
fel a masik harom assay adatai alapjan. Eszerint akkor fogadtuk el az eredményeket
egyezonek, amennyiben 3 assay-bél 2 azonos mintazatot mutatott. Atipusos P-ANCA
vonatkozasaban ez 28 (az Osszes beteg 13,7%-a), mig az 6sszes P~ ANCA mintadzatra nézve
57 esetet (az Osszes beteg 27,9%-a) jelentett, 41 colitis ulcerosas (42,7%) és 16 Crohn-
beteget (14,8%) (p<0,0001 a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség kozott). Az 6ssz-ANCA
pozitivitas (25,5-34,8% a harom fenti assay haszndlataval, beleértve néhdany C-ANCA
mintazatot is) tekintetében elmondhatd, hogy a kiilonféle P-ANCA mintazatokat egyiitt
értékelve az esetek dontd tobbségében egyezést tudtunk kimutatni. A hirom kiilonb6zo

assay hasonl6 ardnyban talalt azonos mintazatot (89,5, 87,7% és 71,9%).
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12. tablazat Inter-assay vizsgalat eredményei a négy ANCA tesztnek megfeleléen.

A. Kiilonb6z6 ANCA mintazatok megoszlasa colitis ulcerosds betegekben (n = 96)

Immuno-
INOVA IMMCO Euroimmun
concepts
. 51 51 38 38
Osszes ANCA
(53.1%) (53.1%) (39.6%) (39.6%)
Atipusos 38 9 26 29
P-ANCA (39.6%) 9.4%) (27.1%) (30.2%)
9 37 12 5
P-ANCA
9.4%) (38.5%) (12.5%) (5.2%)
4 5 0 4
C-ANCA
(4.2%) (5.2%) 0.0%) 4.2%)

B. Kiilonb6z6 ANCA mintdzatok megoszlasa Crohn-betegekben (n = 108)

INOVA IMMCO Euroimmun Immuno-
concepts
Osszes 20 26 14 12
ANCA (18.5%) (24.1%) (13.0%) (11.1%)
Atipusos 18 10 10 10
P-ANCA (16.7%) 9.3%) 9.3%) 9.3%)
2 12 4 1
P-ANCA
1.9%) (11.1%) 3.7%) 0.9%)
0 4 0 1
C-ANCA
0.0%) 3.7%) 0.0%) 0.9%)

13. tablazat Egyezés a négy Kiilonb6zé immunfluoreszcens ANCA teszt kozott az

atipusos P-ANCA esetén a silyozott kappa (k) értékek alapjan.

INOVA IMMCO Euroimmun Immunoconcepts
INOVA 1
IMMCO 0.15 1
Euroimmun 0.34 0.03 1
Immunoconcepts 0.34 0.14 0.27 1
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7. abra Colitis ulcerosas beteg (No.104 és No.95) szérumaban észlelt ANCA

mintazatok négy kiilonféle assay hasznalataval.
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Antigén specificitas

Vizsgaltuk a neutrofil granulocytdk kiilonféle citoplazmatikus alkotérészeivel, példaul
az MPO, PR3, laktoferrin, BPI, katepsin G, elasztaz €s a lizozimmel reagdlé IgG antitestek
jelenlétét. Az MPO és PR3 elleni antitesteknek mind a szintjiik, mind pedig a gyakorisdguk
alacsony volt. Az anti-PR3 antitest azonban gyakrabban volt jelen, mint az anti-MPO.
Mind az anti-PR3, mind az anti-MPO colitis ulcerosdban gyakoribb volt Crohn-
betegséggel osszehasonlitva (4,2% vs. 0,9%; n.s. és 16,7% vs. 3,7%; p=0,002). Tovabba
(csak a porzitiv eseteket vizsgdlva) az anti-PR3 szintje is magasabb volt colitis ulcerosdban,
mint Crohn-betegségben (25,9 [IQR 15,8-38,1] vs. 9,6 [IQR 7,9-13,4]) NS). Egy colitis
ulcerosds betegben anti-MPO és anti-PR3 antitestet egyarant taldltunk, mig 2 Crohn-
betegben és 4 colitis ulcerosds betegnek a fenti antitestek valamelyikén tdl laktoferrin
és/vagy BPI elleni antitestje is volt. A 24 betegbdl, akikben anti-MPO és/vagy anti-PR3
antitestek véltozo mértékben voltak jelen, 21 (87,5%) mutatott valamilyen fokud
immunfluoreszcencidt IMMCO lemezeken, mig 13-13 (54,2%) INOVA, Euroimmun és
Immunoconcepts szubsztratokon. Ha figyelmen kiviil hagytuk azokat a mintdkat, amelyek
a cut-off értéknél kétszer kevesebb antitestet tartalmaztak, csupdn 13 beteg esetében
talaltunk jelentés mennyiségii anti-MPO és anti-PR3 antitesteket (az 6sszes beteg 6,4%-a),
és ezek koziil 8-10 esetben volt IIF pozitiv a kiilonboz6 assay-kel vizsgdlva (14. tablazat).
Egyik csoportban sem taldltunk katepsin G és elasztiz elleni antitesteket, és
betegcsoportonként csupan 1 betegnek volt lizozim ellenes antitestje (14. tablazat). Az
anti-laktoferrin és anti-BPI antitestek el6fordulasi gyakorisdga 10,4% vs. 4,6% és 10,4%
vs. 7,4% volt colitis ulcerosdban és Crohn-betegségben (NS) (14. tablazat). Egy Crohn-
betegben és 3 colitis ulcerosds betegben mindkét antitest kimutathaté volt, mig az anti-
MPO és anti-PR3 6 betegben fordult el6 egyiitt. A 31 betegbdl (az Gsszes beteg 15,2%-a),
akikben lizozim, laktoferrin és/vagy BPI elleni antitestek voltak jelen, 27-nél (87,1%)
kaptunk pozitiv [IF eredményeket az IMMCO lemezeken, és 20 (64,5%), 13 (41,9%) és 11
(35,5%) esetben INOVA, Euroimmun ¢és Immunoconcepts szubsztritokon. Az
immunfluoreszcens mintdzatok megoszldsa valtozé volt az egyes mddszereknél, P-ANCA,
atipusos P-ANCA és C-ANCA egyarant el6fordult (15. tablazat).

Az ELISA-val kapott eredményeket szintén elemeztiik a klinikai fenotipus

vonatkozdsdban. Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a fenti antitestekkel rendelkezd
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vagy nem rendelkezd betegek kozott a nemet, életkort, diagnéziskori életkort és a betegség

lokaliz4cidjat vagy viselkedését vizsgalva.

Az ANA pozitivitdst HEp-2 szubsztraton, IIF mddszerrel vizsgilva a colitis ulcerosds

betegek 17,7%-ban, mig a Crohn-betegek 6,5%-ban figyeltiink meg.

14. tablazat
autoantitestek eléfordulasi gyakorisaga IBD betegekben.

Kiilonféle

neutrofil

granulocyta alkotorészek

ellen kialakulo

MPO PR3 Laktoferrin BPI Katepsin G Elasztaz Lizozim
Colitis 16 10 10
ulcerosa 4 (4.2%) (16.7%) | (104%) | (10.4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.9%)
(n=96)
Crohn-
betegség 1(09%) | 4(3.7%) | 5(4.6%) | 8 (7.4%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0.9%)
(n=108)

MPO: mieloperoxiddz; PR-3: proteindz-3; BPI: baktericid permeabilitdst fokozo protein

15. tablazat A Kkiilonféle ANCA assay-kel kapott immunfluoreszcens mintazatok

megoszlasa anti-laktoferrin, anti-BPI és anti-lizozim antitest pozitiv IBD betegekben

(n=31)

Atipusos P-ANCA | Tipusos P-ANCA C-ANCA Negativ
IMMCO 7 14 6 4
INOVA 16 4 0 11
Euroimmun 9 4 0 18
Immunoconcepts 9 1 1 20

4 betegnek volt egyardnt laktoferrin- és BPI-ellenes, valamint 6 betegnek mieloperoxiddz (MPO) és

proteindz-3 (PR-3) elleni antitestje

Inter-observer vizsgdlat

Az inter-observer vizsgélatban ugyanazt a tesztet (Nova Lite ANCA, INOVA)
hasznéltuk két fiiggetlen laboratériumban, az eredményeket pedig két kiilonbozo, tapasztalt
vizsgdld értékelte. Colitis ulcerosdban az ANCA mintazatok eléforduldsa gyakoribb volt a
San Diego-i laboratériumban, mint a debreceniben (64,6% vs. 53,1%), ami jorészt a

gyakoribb atipusos P-ANCA mintdzatnak volt tulajdonithaté (57,3% vs. 39,6%). Ezzel
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parhuzamosan a P-ANCA (5,2% vs. 9,4%) és C-ANCA (2,1% vs. 4,2%) valamivel
ritkdbban fordult eld. Crohn-betegekben a két vizsgdlé gyakorlatilag azonos el6forduldsi
gyakorisdgot talalt a kiilonb6z6 ANCA mintdzatok esetében: 17,6% vs. 16,7% az atipusos
P-ANCA-nal, 2,8% vs. 1,9% a P-ANCA-nal és 0,9% vs. 0,0% a C-ANCA-nal (6sszesen
21,3% vs. 18,5%). A teljes beteganyagot tekintve az atipusos P-ANCA esetében az
egyezés mértéke 75,5%, volt, ami 0,44-es k értéknek, vagyis kozepes vizsgdlok kozotti
konkordancidnak felelt meg. A P-ANCA és C-ANCA esetében a k koefficiens nem keriilt
kiszdmitasra a nagyon alacsony el6éforduldsi ardny miatt.

A tipusos és atipusos P-ANCA mintdzatokat egyiitt értékelve, colitis ulcerosds és a
Crohn-beteg csoportban a P-ANCA el6fordulasi gyakorisdga 62,5% és 20,4% (p<0,0001)
volt a San Diego-i, illetve 49,0% és 18,6% (p<0,0001) a debreceni laboratériumban. Az
egyezés 77,9% volt, a vonatkoz6 x érték 0,53—-nak adddott. A colitis ulcerosds betegek
kozott a P-ANCA szenzitivitdsa 62,5% (95% CI: 52,0-72,0%), a specificitasa 79,6% (95%
CI: 70,6-86,5%) volt a San Diego-i, illetve 49,0% (95% CI: 38,7-59,3%) és 81,5% (95%
CI: 72,6-88,1%) a debreceni laboratériumban mérve. A két labor kozott nem volt

szignifikdns kiilonbség a szenzitivitds és a specificitds tekintetében.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az etanol- és formalin-fixalt neutrofil
szubsztratok egyiittes alkalmazasa nem segitette a tipusos és az atipusos P-ANCA
mintazatok elkiilonitését és az eredmények ellentmondasosak voltak a Kiilonb6zo
ANCA assay-k hasznalata mellett. A kétféle P-ANCA mintazat egyiittes értékelése
eredményezte a legmagasabb szenzitivitast és specificitast a colitis ulcerosa és a
Crohn-betegség elkiilonitésében. A neutrofilek specifikus granulumfehérjéi ellen
kialakulé immunvalasz eléfordulasa alacsony volt és kiilonféle IIF mintazatokkal
tarsult; tobbszoros pozitivitas eléfordult. Nem talaltunk osszefiiggést a kiilonféle

antitestek jelenléte és a betegség klinikai megjelenési formai kozott.

8.2.4 Megbeszélés

A vasculitishez tarsul6 ANCA-ra vonatkozé Konszenzus Nyilatkozatt(’)l55 eltéréen
IBD-ben nincsenek pontos utmutatisok az ANCA mintdzatok IIF detektdldsara és
értelmezésére’*”. Indirekt immunfluoreszcens moédszert haszndlva az etanol-fixalt

szubsztratokon jelenleg is nehézséget jelent a tipusos és atipusos P-ANCA mintdzatok
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elkiilonitése. Az eddig rendelkezésre all6 kozlemények a formalin-fixdlt neutrofilek
hasznélatar6l az IBD-hez tarsuld atipusos P-ANCA detektdldsdban kisszdmudak és nem
egyértelmﬁek56’133’134. Az ellentmonddsos adatok magyardzata a formaldehid fix4ldsi
moédszerek kiilonbségei és a nem egységes immunfluoreszcens mikroszkdpos nagyitds
hasznélata lehet. Az azonban leszlirhetd, hogy a formaldehid fixalt szubsztrat egyszeriien
és hatékonyan alkalmazhat6 az ANA és a tipusos P-ANCA elkiilonitésére, melyek gyakran
egyiittesen fordulnak elé'”. Terjung és mtsai® nemrég megjelent kozleménye szerint a
formalin-fixalt neutrofilek haszndlata reprodukalhaté (92%), specifikus (97%) €s szenzitiv
(98%) modszernek bizonyult a vasculitishez tarsuld tipusos P-ANCA és az atipusos P-
ANCA immunfluoreszcens mintazatok elkiilonitésében. A kutatok IIF-et és laser scanning
elektronmikroszképot  alkalmazva  feldllitottak  tovdbbad  egy  mikroszkdpos
kritériumrendszert a tipusos és atipusos P-ANCA-k elkiilonitésére. Sajnos az atipusos P-
ANCA szimultan reaktivitasa formaldehid- és etanol-fixalt neutrofileken, illetve a fenti
mikroszképos kritériumrendszernek a haszndlati értéke IBD-ben egyeldre nincs kellden
tisztdzva. Targan és misai*® kifejlesztettek egy olyan ANCA detektdldsi rendszert, amely
az IIF sordn egy enzimatikus (DNase I) emésztési 1épéssel helyettesiti a formalin-fixalt
neutrofil lemezek alkalmazasat, ezt a modszert masok azonban csak ritkan haszneiljé.k13 3,
Szintén ezen munkacsoport az ,,atipusos” kifejezés helyett gyakran a ,,DNase-érzékeny”
(vagyis DNase-val kezelt neutrofileken nem detektilhatd) P-ANCA-t hasznilja. A
kiilonbozé ANCA assay-k és vizsgalohelyek kozotti gyenge egyezés jol dokumentalt'?®"7.
A jelentds kiillonbségek feltehetden az egyes gyartok kitjeinek helyenként eltérd
paramétereivel (a hattér fluoreszcenciat befolydsold sejtprepardlasi és fixalasi modszerek,
valamint a hasznalt pufferek és konjugiatumok kozotti kiilonbségek) magyardzhatok. Az
ellentmondidsos eredmények tovdbbi okai lehetnek a vizsgdlat sordn haszndlt nem
egyforma mikroszképok és a vizsgaldk eltérd tapasztalati szintjei.

Jelen vizsgélatban nagyszamu IBD betegcsoportban prébéltunk kiilonbséget tenni a C-
ANCA, P-ANCA és az atipusos P-ANCA antitestek kozott a mintdzatok eléforduldsa
alapjan, amihez etanol- és formalin-fixdlt lemezeket, illetve elére feldllitott IIF
kritériumokat hasznaltunk. A leggyakrabban észlelt ANCA mintazat colitis ulcerosdban €s
Crohn-betegségben egyardnt az atipusos P-ANCA volt. Csakhogy a kiilonb6z0,
kereskedelmi forgalomban kaphat6 ANCA assay-k eredményeit Osszevetve, a betegek
szérumdban az atipusos P-ANCA el6forduldsi gyakorisdgdban szignifikdns kiilonbségek
adddtak (colitis ulcerosa: 9,4-39,6%; Crohn-betegség: 9,3-16,7%). Az assay-ket parosdval

Osszehasonlitva, az egyes kombindcidok esetében a kapott k-értékek 0,14-0,34 kozottiek

71



voltak, ami szignifikdnsan alacsony szintli egyezésre utal. Két kordbbi vizsgélatban is
ehhez hasonlé eredményeket kozoltek. Joossens és misai>’ 50 colitis ulcerosds beteg
esetén vizsgiltdk az ANCA jelenlétét négy kiilonbozd, kereskedelmi forgalomban kaphat6
szubsztrat (Bio-Rad, The Binding Site, Immunoconcepts és INOVA) segitségével. Az
atipusos P-ANCA gyakorisdga 16% és 62% koz¢é esett mind etanol-, mind formalin-fixalt
humén neutrofil szubsztratot haszndlva, a kapott <0,2 « érték alacsony egyezést jelent.
Sandborn és misai'® tanulméanyukban 162 IBD beteg esetén vizsgiltik a P-ANCA
kimutatds érzékenységét, amely a résztvevd laboratériumokban (Prometheus, Oxford,
Wiierzburg, Mayo és Smith Kline Beecham) 0-63% volt. A tanulményban az egyik assay a
DNase emésztési moddszert alkalmazta, mig a tobbiek csupdn etanol-fixalt lemezeket
hasznéltak.

Tanulmanyunkban amennyiben a tipusos és atipusos P-ANCA-val kapott eredményt
egyiitt értékeltiik (vagyis a formalin-fixdlt lemezeken tapasztalt kiilonboz6 IIF
mintdzatokat figyelmen kiviil hagytuk), az ANCA pozitiv mintdk dontd tobbségében
egyezést sikeriilt kimutatni. Ez a megfigyelés arra utal, hogy a formalin-fixélt lemezek
hasznélata bizonytalan adatokhoz vezethet, és ez lehet a felelds a kiilonféle assay-k
eredményei kozott tapasztalhaté ellentmonddsokért. A kapott eredmények latszolag
ellentmondanak a Terjung és mitsai®’ altal kozoltekkel, az a tanulmany azonban confocalis
laser scanning elektronmikroszkopot hasznalt a mintdzatok értékelésére, amely sokkal
érzékenyebb és nagyobb felbontdsu a rutinszertien hasznalt fluoreszcens mikroszképoknal.
Ebbdl kovetkezik, hogy az éltaluk kidolgozott mikroszkopos kritériumrendszer rutin
laboratériumi koriilmények kozott nem alkalmazhato.

Az inter-observer vizsgalatban magasabb szintii konkordanciat talaltunk az atipusos P-
ANCA vonatkozédsaban (k=0,44), ami arra enged kovetkezetni, hogy a kiilonb6z6 forrasbol
szdrmaz6 ANCA assay-k fluoreszcencidja kozti eltérések nagyobb mértékben jarulnak
hozzd az eredmények sokszintiségéhez, mint a haszndlt mikroszkép tipusa vagy a
vizsgdlok jartassiga. A tipusos és atipusos P-ANCA mintdzatokat egyiitt értékelve az
egyezés ezuttal is javult (k=0,53), és a P-ANCA kimutatas érzékenysége €s specificitdsa
tekintetében colitis ulcerosdban nem volt szignifikdns kiilonbség a két résztvevo
vizsgédldhely eredményei kozott (62,5% vs. 49% és 79,6% vs. 81,5%). Ezek az értékek
egybehangzdak az altalunk kordbban kozolt megfigyeléssel a P-ANCA eldforduldsi
gyakorisagat illetéen IBD-ben'®.

Lizozim, laktoferrin vagy BPI elleni specifikus antitesteket a betegek 15,2%-4ban

talaltunk, e tekintetben nem volt kiilonbség a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség csoport
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kozott. Tobbszords pozitivitds gyakran eléfordult, ezen antitestek némelyike nem
produkélt pozitiv fluoreszcencids mintdzatot, a tobbi P-ANCA, atipusos P-ANCA vagy C-
ANCA-ként volt detektdlhaté. Nem taldltunk Osszefiiggést az antitestek jellegzetességei €s
a fluoreszcencids mintdzatok kozott, és a mintdzatok eloszldsa nagyon véltozd volt a
kiilonbozé modszerekkel mérve. Hasonloképpen nem volt egyértelmli Osszefiiggés a
kiilonféle antitestek jelenléte és az IBD tipusa és megjelenési formdja kozott sem. Az anti-
MPO és anti-PR3 antitestek az 6sszes beteg 11,8%-aban voltak jelen; a PR3 elleni antitest
gyakoribb volt colitis ulcerosdban, mint Crohn-betegségben (16,7% vs. 3,7%; p=0,002).
Egy colitis ulcerosas betegben anti-MPO és anti-PR3 antitesteket egyarant talaltunk, mig 2
Crohn-betegben és 4 colitis ulcerosds betegnek a fenti antitesteken tdl laktoferrin és/vagy
BPI elleni antitestjei is voltak. Az antitest szintek dltaldban alacsonyak voltak, és ha csak
azokat a mintdkat vettilk figyelembe, amelyek a cut-off értéknél kétszer tobb antitestet
tartalmaztak, csupdn 13 beteg esetében taldltunk jelentés mennyiségli anti-MPO és anti-
PR3 antitesteket (az 0sszes beteg 6,4%-a), és ezek koziil csak 8-10 esetében detektaltunk
egyértelmii fluoreszcencidt a kiilonbdzd assay-kel. Az anti-MPO és anti-PR3 alacsony
szintje, illetve a tobbi granuldris komponenssel szembeni egyidejii — gyakran tobbszoros -
antitest pozitivitds arra utal, hogy ezeknek az antitesteknek a klinikai jelentdsége és
specificitidsa nem mérvado.

Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a tipusos €s atipusos P-ANCA elkiilonitése
formalin-fixalt lemezek segitségével nem kelléen megbizhatd és reprodukdlhaté modszer
rutin laboratériumi koriilmények kozott, illetve fluoreszcens mikroszkép hasznalataval. A
P-ANCA antitesteket (fiiggetleniil att6l, hogy etanol-fixdlt lemezeken tipusos vagy
atipusos mintdzatot mutatnak) egyiitt kell értékelni. Kiilonosen rutin laboratériumi
koriilmények kozott, amikor az ANCA vizsgélatot nagyon kiilonbdzo betegek (vasculitis,
IBD, autoimmun rheumas betegségek, stb.) mintdibol kell elvégezni, a tipusos €s atipusos
P-ANCA elkiilnitése nem mindig lehetséges. Mivel a Konszenzus Nyilatkozat™ szerint az
IIF tesztet mindig anti-MPO és anti-PR3 ELISA-nak kell kovetnie, ez éltaldban segit a
vasculitishez tarsult, illetve az egyéb ANCA-k megkiilonboztetésében. Az anti-MPO és
anti-PR3 antitestek magas titere aktiv, primer kisér vasculitisekre jellemz6, de a fenti
antitestek alacsony titerrel jelen lehetnek kezelt vasculitisben, IBD-ben és szisztémas
reumds betegségekben is, ami azt jelenti, hogy a klinikai tiinetek ismerete nélkiil az ANCA
vizsgédlat (IIF+ELISA) eredményének értelmezése gyakorlatilag lehetetlen. A laktoferrin,
BPI, kathepsin G, elasztdz és lizozim elleni antitestek meghatdrozdsa dgy tlinik, hogy nem

szolgal hasznalhat6 informéacidkkal.
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7. Fobb uj tudomanyos eredmények

1. Munkdnkban nagyszdmu coeliakids betegcsoportban vizsgiltuk a Hp polimorfizmus
szerepét a betegség kialakuldsdban és annak klinikai megjelenésében. Az irodalomban
elséként szdmoltunk be arrdl, hogy coeliakids betegekben a Hp2-/ tipus eléforduldsa
szignifikdnsan gyakoribb az egészséges kontroll populdcidhoz képest. A HLA-asszocidlt

hajlamosité tényezdk eldforduldsa azonban nem mutatott kapcsolatot a Hp genotipussal.

2. Osszefiiggést taldltunk tovabba a Hp fenotipusok és a coeliakia klinikai megjelenési
formai kozott. A Hp2-2 fenotipus bér coeliakidban ritkdbban fordult eld, silyosabb klinikai
forma kialakuldsdhoz vezetett. Ezzel szemben a Hp2-/ fenotipus esetén elsGsorban a betegség
enyhébb tiinetek formdjaban torténd jelentkezését észleltiik. A tiinetmentesen, sziirés kapcsan
felfedezésre keriilt esetek jelentds része is ebbe a fenotipusba tartozott. A kordbbi, kis
esetszamu irodalmi adattdl eltéréen, a sajat beteganyagunkban a Hp fenotipusok megoszlasa

dermatitis herpetiformis esetén nem tért el a coeliakids csoportban észlelttdl.

3. Az altalunk vizsgalt nagy esetszamu magyar Crohn-beteg populaciéban a Hpl allél
elofordulasat szignifikdnsan gyakoribbnak taldltuk, a Hp fenotipus megoszlds azonban nem
tért el a kontroll populdciéban észleltt6l. Crohn-betegekben a polimorfizmus kapcsolatba
volt hozhaté a betegség lefolyasaval: a Hp2-1 fenotipus esetén gyakoribbnak taldltuk a
betegség enyhébb tiinetekkel jaré gyulladdsos formdjat és ritkdbbnak a szovédményes,
stenozizalé format. Primer szklerotizal6 cholangitisben a Hp/-1 fenotipus egyéltalan nem

fordult el6.

4. Munkank soran a kelet-eurépai régiobol elsoként szamoltunk be a szeroldgiai és a
genetikai markerek kozotti komplex Osszefiiggésekrdl nagyszamud IBD beteganyagon. Az
ASCA, az anti-OMP és atipusos P-ANCA antitestek eléfordulasi gyakorisdga 6sszhangban
volt a kordbbi észak-amerikai és nyugat-eurépai kaukdzusi betegeket vizsgdld
tanulmanyok eredményeivel. A szeroldgiai markerek specificitdsa, szenzitivitisa és PPV
értékei is a korabbi vizsgdlatokkal Osszhangban amellett szdlnak, hogy a kiilonféle

markerek kiilon-kiilon nem hasznédlhat6ak az IBD diagnosztikdjaban. A magas PPV érték
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mindazondltal lehetdvé teszi, hogy vdlogatott esetekben kiegészitd diagnosztikus

vizsgélatként keriiljenek alkalmazasra.

S. Vizsgélatunkban a mikrobidlis antigének elleni szeroldgiai vélasz Crohn-betegségben
Osszefiiggést mutatott a betegség korai megjelenésével, a vékonybél érintettséggel, és a nem-
gyulladdsos tipust betegség lefolydssal, de nem korreldlt sem a gydgyszeres kezelésre adott
valasszal, sem pedig a miitétek gyakorisdgaval. Az eddigi irodalmi adatoktdl eltérden sajat
beteganyagunkban az atipusos P-ANCA pozitiv és negativ Crohn-betegek klinikai
megjelenési formdja nem kiilonbozott egymastol. Hasonléképpen colitis ulcerosas betegekben

sem talaltunk fenotipus-szerotipus Osszefiiggést.

6. A szeroldgiai markerek és az innate immunitdsban szerepet jatszé receptorok
muticidi kozotti kapcsolatot vizsgdlé néhany tanulméiny eredményei ellentmondasosak.
Munkdnk sordn azt taldltuk, hogy Crohn-betegségben a bakteridlis komponensekkel
szemben kialakul6 szeroldgiai vélaszok kapcsolatban dllnak a NOD2/CARDIS
genotipusokkal. Szerolégiai gén-ddzishatds is kimutathaté volt és a szeroldgiai vilasz
mértéke korreldlt a sebészi beavatkozasok sziikségességével. A szeroldgiai markerek és a
NOD2/CARD15 genotipus kapcsolata aldtimasztja a megvaltozott mikrobidlis érzékelés

jelentdségét a Crohn-betegség pathogenesisében.

7. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a tipusos és az atipusos P-ANCA
elkiilonitésére az irodalomban javasolt, formalin-fixalt lemezeket is haszndlé médszer és
mikroszkdpos kritériumrendszer nem kelléen megbizhat6 €s reprodukalhaté eljaras rutin
laboratériumi koriilmények kozott, illetve fluoreszcens mikroszkép haszndlatival. A P-
ANCA antitesteket (fiiggetleniil attdl, hogy etanol-fixalt lemezeken tipusos vagy atipusos
mintazatot mutatnak) egyiitt kell értékelni. Az anti-MPO és anti-PR3 antitestek alacsony
titerrel jelen lehetnek IBD-ben is. Az ANCA vizsgdlat (IIF+ELISA) eredményének
értelmezése csak a klinikai tiinetek ismeretének birtokdban lehetséges. A laktoferrin, BPI,
kathepsin G, elasztdz és lizozim elleni antitestek meghatdrozdsa gy tlinik, nem szolgél

hasznalhat6 informaciokkal IBD-ben.
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8. Készénetnyilvanitas

Mindenekeldtt szeretnék hédlas koszonetet mondani tanité mesteremnek Dr. Udvardy
Miklésnak a Belgyogydszati Intézet igazgatd egyetemi tandrdnak, akinek szeretetteljes
tdmogatasat a II. Belklinikdra keriilésem els6 percétdl érezhettem. Lankadatlan figyelme,
alland6 biztatdsa, bardtsiga munkdm sordn végig elkisért. Benne egy rendkiviil széles
latokord, nyitott és fantasztikusan kreativ kutatét ismerhettem meg. Mellette szerettem meg
a klinikai kutatomunkdt, tanultam meg annak fontossdgat és vélt a belgydgydsz-
gasztroenteroldgiai munkdm elvalaszthatatlan részévé. Vele érezhettem meg elGszor azt a
szellemi kihivast, amit a tudomény jaratlan 6svényein val6 elindulds és az azon vald
toretlen elérehaladds jelent annak minden nehézségével és izgalmaval. Ot mindig
csodaltam, mert sugérzott beldle a betegek és a belgydgyaszat irdnti 6szinte odaaddsa és
tisztelete. TOle tanultam meg a betegek szeretetét, és a gondos belgydgydszati 1atdsmod
alapjait is. Mégegyszer koszonom Neki, hogy megtisztelt bizalmdaval, hogy tanitvanyava

fogadott.

Halaval tartozom Dr. Altorjay Istvannak a Gasztroenteroldgiai Tanszék vezetd egyetemi
docensének, akinek a példdja végérvényesen megszilarditotta bennem a gasztroenterolégia
irdnti elkotelezettségemet. Koszonom Neki, hogy lathattam mellette a belgydgyész-
gasztroenterologusok munkds hétkoznapjait. Kitartdsa, munkabirdsa, a betegek irdnti
Oszinte odaadas mindig lenyiig6zott. Koszonom Neki, hogy mindig kiallt mellettem, hogy

tanitott és az endoszkOpos csapatinak tagjava fogadott.

Kiilon koszonom Dr. Harsfalvi Jolannak a Klinikai Kutaté Kozpont egyetemi
docensndjének, aki harmadéves medikus korom 6ta figyelemmel kiséri palyamat. TDK
hallgatéként O tanitotta meg nekem a laboratériumi kutatémunka elsé 1épéseit, és azéta is
folyamatosan tanit. Neki koszonhetem, hogy gyakorld klinikusként olyan latdsmddot és
jartassagot szerezhettem a laboratériumi kutatomunkaban, amely kevés klinikusnak adatik
meg, és ezt most is nagy kincsként O6rzom. Kritikdja, segitdé megjegyzései, dllandd
biztatdsa, és legfébbképpen baritsiga munkdm sordn végig elkisért. O az most is, akit a

nap barmelyik percében zavarhatok, barmilyen problémdval megkereshetek, és akitdl
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barmikor segitséget kaphatok. Koszéndm, hogy munkdim minden szomord és a boldog

pillanatdban jelen van.

Nagyon koszonom Dr. Korponay Ilma Ritanak a Gyermekklinika docensndjének, hogy
munkatirsanak fogadott és tanitvanya lehettem. Tuddsat, fantasztikus kreativitasat és
hihetetlen munkabirdsit mindig csodiltam. Az O példdja bizonyitja szdmomra, hogy

hogyan lehet valaki egyszerre nagyon jo klinikus és eredményes kutato.

Oszintén koszonom Dr. Lakatos Péter Laszlé kollégamnak és bardtomnak, hogy
segitségével egy nagyon aktiv, lendiiletes munkacsoport tagjava valhattam. Mellette
tapasztalhattam meg mennyi erd rejlik egy csapatban, ha az kdzds munkdval kozos
célokért kiizd. Munkatarsként és baratként is magaval ragadott racionalitdsa, dinamizmusa
és Orokos tenni akardsa. KoszonOm Neki a sok-sok kozds munkdval eltoltott ordt és

mindazt, amire megtanitott.

Nagyon készonom Dr. Tumpek Juditnak, a laboratériumban egyiitt eltoltott sok-sok 6rét,
melynek sordn oly sok szeretettel és tiirelemmel segitett az immunoldgiai laboratériumi
modszerek elsajatitdsdban. Koszondm Neki bardtsiagit és azt a szeretetteljes féltd

tdmogatast, mellyel végigkisérte munkdimat.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Lakos Gabriellanak, hogy kritikus észrevételeikkel,

tandcsaival nagy segitségemre volt a kéziratok elkészitésében.

Szeretném megkoszonni minden kollégamnak, kiilon is kiemelve Dr. Tornai Istvant, Dr.
Vitalis Zsuzsannat és Dr. Palatka Karolyt, hogy oly sok tiirelemmel tanitottak és

segitették mindennapi klinikai munkamat.
Oszintén koszonom Dr. Kacska Sandornak és Dr. Foldi Ildikénak, hogy barmikor
szamithattam rajuk, ha a klinikai vagy a laboratériumi munkdak sokasdgéban segitotarsakra

volt sziikségem.

Koszonetet mondok Fabian Marika, Bézi Andrea és Szollésiné Ibolya laboratériumi

asszisztensndknek, akik segitd munkajukkal hozzdjarultak a vizsgilatok elvégzéséhez.
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Es végiil szeretnék koszonetet mondani csaladomnak.

Draga Tamas, koszonom, hogy férjként mindig mellettem alltal, ha sziikség volt rad
meghallgattdl. Koszondm Neked szerelmedet, szeretetteljes tdmogatdsodat és a miattam
véllat sok lemondast.

Driga Edesanyam, koszonom, hogy kisgyermek korom 6ta arra neveltél, hogy az életben
rdm bizott feladatokat a t6lem telhetd legjobban kell elvégeznem, akkor is, ha azok olykor
nagyon nehezek és sok lemondassal jarnak. A Te rendithetetlen hited és lelkierdd az,
amibdl a mai napig er6t meritve az elérhetetlennek hitt tavlatok karnydjtasnyira keriilnek.
Ko6szonom, hogy kisfiaim, Tomika és Gergoke szamdra az én tavollétemben most is
megteremted azt a biztos, tdimogatd, meleg csaladi hatteret, mely egész gyermekkoromat
végigkisérte.

Draga Edesapam, Testvérem, Mamika, Nagymama, Tibi Nagypapa, Anyuka és
Apuka koszonom Nektek, azt a sok szeretetet, gondoskodast, amit Tdletek kapok, hogy
egy csodilatos csaliddban élhetek, koszonom a szomorii és a boldog pillanatokat. Es

legféképpen koszondm a szereteteket.
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