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1.Roviditések jegyzéke:

ACCA IgA: chitobioside szénhidrat epitdp elleni IgG antitest

AD: acut decompensation (majcirrhosis akut dekompenzacioja)

ALCA IgG: laminaribioside szénhidrat epitdp elleni IgG antitest

AMCA IgG: mannobioside szénhidrat epitop elleni IgG antitest

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

CAID: cirrhosis asszocialt immundeficiencia szindroma

CD: celiac disease, coeliakia

Cl: konfidencia intervallum

CSI: clinically significant bacterial infection (klinikailag jelentds bakterialis fert6zés)
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay (enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay)
EMA: endomysium antitest

FCN: fikolin

FCN-2: fikolin-2

FCN-3: fikolin-3

gASCA: glikan anti-Saccharomyces cerevisiae antitest

GMD: gluténmentes diéta

HCC: hepatocellularis carcinoma

HRP: horseradish peroxidase (torma peroxidaz)

IBD: inflammatory bowel diseases (gyulladasos bélbetegségek)

INR: international normalized ratio

IQR: interquartile range

MAC: membrane attack complex-(membrankarositdo komplex)

MASP: mann6z-koté lektin szerin protedz

MELD: Model For End-Stage Liver Disease

NK sejt: natural killer sejt/természetes 616 sejt/

SBP: spontan bakterialis peritonitisz

SNP: single nucleotid polymorphism

SPRM: soluble pattern recognition molecules (szolubilis mintazatfelismeré molekulak)

TGA: szoveti transzglutaminaz (TG2) ellenes antitest



2. Osszefoglalds

BEVEZETES

A velesziiletett immunrendszert alkotd cellularis és humordlis alkotéelemek miikddésének
megvaltozasa jelentds szerepet tolt be a kiilonféle, nagy betegpopuléciot érintd kronikus
gyulladéssal jar6 gasztroenteroldgiai korképek patogenezisében, mint példaul a gyulladésos
bélbetegségek (IBD) vagy a coeliakia. Elégtelen mikodésiik szamos betegcsoportban, igy
majcirrhosisban is gyakoribb, silyosabb infekciok kialakulasahoz vezethet.

A coeliakidhoz vezetd korai patholdgias torténések magukba foglaljak a velesziiletett
immunrendszer aktivacidjat is, mely elsésorban az epitheliumban zajlik. Emellett a
coeliakia tipikus jellegzetessége a kiilonb6z6 antitestek jelenléte, habar ezek termel6désének
hatterében 4all6 mehanizmusok és a betegség pathogenezisében betoltott tényleges szerepiik
egyeldre nem teljesen tisztazott. A szoveti transzglutamindz 2 (TG2) a f6 autoantigénje az
anti-endomysialis antitesteknek (EMA) és az anti-TG2/EMA vizsgalata gyakran hasznalt
modszer a CD szlrésében és diagnosztikajaban. A kiilonféle baktériumok sejtfalanak
szénhidrat epitopjai ellen termel6dd antitestek a szovédményes Crohn-betegség markerei.
Az anti-Saccharomyces cerevisiae antitest (ASCA) gyakoribb megjelenését coeliakiaban is
leirtak. Ugyanakkor az IBD-ben észlelt egyéb antimikrobialis antitestek (ALCA, AMCA,
ACCA, anti-OMP) el6fordulasanak gyakorisaga illetve klinikai jelentésége coeliakiaban
nem tisztazott.

A madjcirrhosisos betegek kiilondsen fogékonyak a bakteridlis fertdzések kialakuldsara, a
cirrhosis asszocidlt immundeficiencia (CAID) szindréma jelenléte miatt, ennek azonban még
nem minden komponense ismert. A komplement rendszer lektin Utvonalanak molekulai a
velesziiletett immunrendszerhez tartoznak, a majban képzddnek és kozponti szerepet toltenek
be a mikrobakkal szembeni védekezésben. A fikolinok (FCN) szolubilis mintazatfelismerd
receptorként milkddnek, mig a manno6z-kotd lektin szerin protedzok (MASP) effektor
molekuldk. A funkciondlis fehérjék alacsony szintje noveli a kiilonféle fertézés
kialakuldsdnak kockazatat, elsdésorban immunszupresszioval jardé korképek esetén. A
majcirrhosishoz kapcsolodo bakterialis fertézésekben betoltott szerepiik kevéssé ismert.
CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn célul tiiztiikk ki, hogy felnétt coeliakias betegekben meghatarozzuk a
kiilonféle glikan tipust antimikrobidlis antitestek eldforduldsi gyakorisagat, a betegség
klinikai fenotipusaval valé kapcsolatat, valamint azok jelenlétének lehetséges Osszefliggését

a glutén expozicioval. Prospektiven kovetett, nagy esetszami ma4jcirrhosisos



betegcsoportban célul thztiik ki tovabba annak vizsgalatat, hogy a lektin utvonal egyes
molekulainak (FCN-2, FCN-3 és MASP-2) szérumszintje hogyan valtozik az egészséges
populacidhoz képest ¢€s mutat-e Osszefliggést a betegségspecifikus szovédmények
jelenlétével. Otéves utankovetéses klinikai vizsgalatban elemeztiik a fikolinok és a MASP-2
molekulak szérumszintjének Osszefiiggését a klinikailag jelentds bakteralis infekciok
kialakuldséaval és a haldlozassal.

MODSZEREK
A coeliakids betegcsoportban az antimikrobialis antitestek illetve a majcirrhosisos

betegekben a lektin Gtvonal molekulainak (FCN-2, FCN-3, MASP-2) meghatarozasa ELISA
modszerrel tortént, szérum mintakbol.

EREDMENYEK

Coeliakias betegcsoportban elvégzett vizsgalataink eredményeit az alabbiakban foglalhatjuk
ossze: (1) A kiilonféle glikan tipusu antitestek koziil a gASCA, AMCA, és ACCA az antitest
eléfordulasi gyakorisdga szignifikdnsan magasabb volt a coeliakia diagndzisanak
felallitasakor az egészséges €s a gastrointestinalis kontrollokéhoz képest. Az ALCA 1gG és
anti-OMP esetén kiilonbséget a vizsgalt csoportok kozott nem talaltunk. (11) Osszefiiggés
volt kimutathat6 a glikan ellenes antitestek szintjei, illetve az EMA és TGA szintek kozott.
(1) Szigort gluténmentes diétat tartd betegekben kelld hosszasagt ido elteltével a glikan
ellenes antitestek a szérumbol teljesen eltiintek. (1V) Sulyos malabsorptios betegeknél joval
gyakrabban ¢észleltlink tobbszords antitest pozitivitdst, mig a nem specifikus
gastrointestinalis tiinetek vagy vashianyos anaemia esetén gyakoribb volt a szeroreaktivitas
hianya, vagy a csupan egy glikan komponens ellen kimutathato reaktivitas.

Majcirrhosisos betegcsoportban elvégzett vizsgalataink eredményeit az alabbiakban
foglalhatjuk 6ssze:(I) A FCN-2, FCN-3 és MASP-2 szintek szignifikansan alacsonyabbak
voltak cirrhosisos betegekben az egészséges kontrollokhoz képest, ¢és a betegség
stlyossagaval Osszefiiggben csokkentek. (I1) Az alacsony individualis FCN-2 és FCN-3
szintek és méginkdbb a kombinalt fikolin deficiencia jelenléte esetén szignifikansan
gyakrabban alakult ki klinikailag jelentds bakterialis infekcio a kovetési id6 alatt, MASP-2
deficiencia esetén ilyen Osszefliggést nem talaltunk. Ez az Osszefiiggés azonban nem volt
fiiggetlen a majbetegség sulyossagatol. (111) Ugyanakkor sem a FCN profil, sem pedig a
MASP-2 deficiencia nem mutatott 6sszefiiggést az infekciofiiggd mortalitassal.
KOVETKEZTETESEK

Coeliakias betegcsopotban végzett vizsgalatunk eredményei azt a feltételezést tamasztjak ala,

hogy a gASCA ¢és az egyeb glikan ellenes antitestek kialakuldsanak oka coeliakidban a



karosodott vékonybél nyalkahartyan torténd fokozott antigénatjutas. Tovabba, a glikan ellenes
antitest pozitivitds a coeliakia jelenlétének ¢és a diétds compliance markereként is
értelmezhetd. Mdjcirrhosisos betegekben észlelheté alacsony fikolin szintek a CAID
szindréma ujonnan azonositott komponensének tekinthetok. Jelentdségiik elsdsorban az
infekciok patogenezise, illetdleg a jovoben esetlegesen terapids célpontként vald
figyelembevétel szempontjabol lehet. Az infekciok prognosztikajaban fliggetlen kockazati
tényezOként azonban nem alkalmazhatok, mert a majbetegség sulyossagaval szignifikans

Osszefiiggést mutatnak.



3. Summary

INTRODUCTION

Changes in the functioning of the cellular and humoral components of the innate immune
system play a significant role in the pathogenesis of various chronic inflammatory
gastroenterological diseases (e.g. inflammatory bowel diseases (IBD) or coeliac disease)
affecting a large patient population. Their insufficient function may lead to the more
frequent development of severe infections in various patient groups, such as in cirrhosis.
Early pathologic events resulting in coeliac disease are also involved the activation of the
innate immune system which mainly takes place in the epithelium. In addition, the presence
of various antibodies is the typical characteristic of coeliac disease, even though the
background mechanisms of their production and their actual role in the disease pathogenesis
are not entirely clarified. Tissue transglutaminase 2 (TG2) is the main autoantigen of anti-
endomysial antibodies (EMA) and the analysis of anti-TG2/EMA is a frequent method
during the screening and diagnostics of CD. The antibodies produced against the
carbohydrate epitopes of the cell walls of various bacteria are the markers of complicated
Crohn’s disease. The more frequent presence of anti-Saccharomyces cerevisiae antibody
(ASCA) was observed also in coeliac disease. At the same time, the frequency and CD-
related clinical significance of other antimicrobial antibodies observed in IBD (ALCA,
AMCA, ACCA, anti-OMP) is not clarified.

Cirrhosis patients are especially susceptible to bacterial infections due to the cirrhosis-
associated immune deficiency syndrome (CAID). However, not all components of this
syndrome is known. Lectin pathway molecules of the complement system are synthesised by
hepatocytes and have pivotal role in innate host defense against infectious organisms. Ficolins
(FCNs) act as soluble pattern recognition molecules, while mannan-binding lectin serine
proteases (MASPs) are effective in elimination of pathogens. The low level of functional
proteins increases the risk of various infections, especially in immunosuppressive diseases,

while their role in bacterial infection related cirrhosis is less known.

AIMS

The objective of these analyses was to determine the prevalence of various glycan type
antimicrobial antibodies in adult CD patients, as well as their correlation with the clinical
disease phenotype and the possible connection between their presence and gluten

exposition. In addition, a prospectively followed large study was performed in cirrhosis



patients with the aim to examine how the serum level of each molecule of the lectin
pathway (FCN2, FCN3 and MASP2) changes in comparison with the healthy population
and whether there is any correlation with the presence of disease-specific complications. A
five-year-long follow-up clinical study was performed to analyse the correlation of the
serum level of ficolins and MASP2 molecules with the development of clinically significant

bacterial infections and mortality.

METHODS

ELISA was used to determine the antimicrobial antibodies in coeliac patients and the lectin

pathway molecules (FCN-2, FCN-3, MASP-2) in cirrhosis patients from serum samples.

RESULTS

The results of analysis performed in the coeliac patient group is summarised as follows:

() Of the various glycan type antibodies, the prevalence of gASCA, AMCA and ACCA
antibody was significantly higher than the healthy and gastrointestinal control at the time of
setting up the coeliac diagnosis. No difference was found between the examined groups in the
case of ALCA IgG and anti-OMP. (I1) Correlation was found between the levels of anti-
glycan antibodies and those EMA and TGA. (l11) In the case of patients on strict gluten-free
diet, anti-glycan antibodies totally disappeared from the serum. (IV) Multiple antibody
positivity was observed significantly more frequently in the case of patients suffering from
severe malabsorption. However, in the case of non-specific gastrointestinal symptoms or iron
deficiency anaemia, the lack of seroreactivity or reactivity against a single glycan component
were observed more frequently.

The results of analysis performed in the cirrhosis patient group is summarised as follows:

(1) FCN-2, FCN-3 and MASP-2 levels were significantly lower in cirrhosis patients in
comparison with healthy controls and decreased in conformity with disease severity. (1)
During the follow-up period, clinically significant bacterial infection developed
significantly more frequently in the case of low individual FCN-2 and FCN-3 levels and
especially combined ficolin deficiency. At the same time, no such correlation was found in
the case of MASP-2 deficiency. However, this correlation was dependent on the severity of
liver disease. (I11) At the same time, neither the FCN profile, nor MASP-2 deficiency
showed any correlation with infection-dependent mortality.



CONCLUSIONS

The results of our study performed in a coeliac patient group confirmed the assumption that
the reason for generation of gASCA and other anti-glycan antibodies is the increased antigen
presentation through the impaired small bowel mucosa. In addition, anti-glycan antibody
positivity can also be interpreted as the marker of coeliac disease and dietary adherence.

Low ficolin levels observed in cirrhosis patients can be regarded as the newly identified
component of CAID syndrome. Their primary significance lies in the pathogenesis of
infections, while they could also considered as therapeutic target in the future. However, they
cannot be used as independent risk factors in the prognosis of infections, because they show

significant correlation with the severity of liver diseases.



4. Bevezetés

Az immunhomeosztdzis fenntartasat a velesziiletett (innate) €s a szerzett (adaptiv) immunitas
elemeinek szoros egyiittmiikodése teszi lehetévé. A velesziiletett immunitas humoralis
(komplement rendszer, antimikrobialis peptidek, citokinek), ¢és cellularis (fagocitak,
természetes 016 (NK) sejtek, dendritikus sejtek) komponensei képezik a szervezet elsé
immunologiai védelmi vonalat a behatold korokozokkal szemben és kulcsszerepiik van az
adaptiv immunvalasz elinditasdban is. Az adaptiv immunvélasz humoralis (citokinek,
ellenanyagok) és cellularis elemei (T és B limfocitdk) ugyan bizonyos latenciaidé utan
aktivalodnak, de a két védekezé rendszer nem egymastdl fiiggetleniil miikddik, hanem
egymasra épiilve és 0sszefonddva biztositjak a gazdaszervezet védelmét. Az immunrendszer
azonban ,,kétélll kardként” is miikddhet, a védekezd mechanizmusok bizonyos koriilmények
kozott koros folyamatokat is elindithatnak. Fokozott aktivacio észlelheté példaul az
autoimmun vagy allergias betegségekben. Az immunrendszer szamos alkotdja koziil egy-egy
elem hibés vagy elégtelen mitkkédése az immunhomeosztazis felborulasdhoz, fertézésekkel
szembeni csokkent védekezOképességhez vezet.

Az immunrendszer fokozott reaktivitasa vagy csokkent mitkkodése szamos gasztroenterologiai
korkép pathogenezisében kiemelt szerepet jatszik. Klinikai kutatdsunk soran két olyan
gasztroenterologia betegcsoportot  (coeliakias betegek és  majcirrhosisos  betegek)
valasztottunk ki, ahol a betegség patogenezisében és a betegséglefolyas soran jelentkezd
szovodmények kialakuldsaban jelentds szerepet jatszik a velesziiletett immunrendszer
miikodészavara. A két korkép kozos jellemzdje, hogy a vékonybélfal gyulladasa, strukturalis
¢és funkcionalis karosodasa kovetkeztében létrejovo fokozott permeabilitds és a megvaltozott
bélflora egylittesen kronikus bakteridlis transzlokacidhoz vezetnek. A kiilonféle baktériumok
jelenléte, illetve az ellentik kialakul6 immunvélasz befolydsolhatja a lokalis vagy szisztémas
gyulladas sulyossagat.

A coeliakia a glutén gliadin komponense altal kivaltott, genetikailag fogékony egyénekben
kialakuld, extraintesztinalis manifesztaciot is mutatd T sejt medialta autoimmun enteropathia.
Szamos antitest képzddése (pl: transzglutaminaz ellenes antitest: TGA; endomysium ellenes
antitest:EMA, gliadin ellenes antitest, deamidalt gliadin peptid ellenes antitestek) jellemzi,
habar ezek termelddésének hatterében all6 mehanizmusok és a betegség pathogenezisében
betoltott tényleges szerepiik egyelére nem teljesen ismert. A kiilonféle baktériumok
sejtfalanak szénhidrat epitopjai ellen termelddd antitestek a szovédményes Crohn-betegség

markerei. Az anti-Saccharomyces cerevisiae antitest (ASCA) gyakoribb megjelenését

10



coeliakidban is leirtak. Ugyanakkor az IBD-ben észlelt egyéb anti-mikrobidlis antitestek
(ALCA, AMCA, ACCA, anti-OMP) el6fordulasanak gyakorisaga illetve klinikai jelentOsége
coeliakidban nem tisztazott.

A majcirrhosisos betegek kiilonosen fogékonyak a bakteridlis fertézések kialakulasara, a
majcirrhosis az egyik leggyakoribb szerzett immundeficiencia. Ennek hatterében azok az
oroklott és szerzett immunitast is érintd mechanizmusok allnak, amiket 6sszefoglald néven a
szakirodalomban a cirrhosishoz kapcsolt immundeficiencia (CAID) szindromanak neveznek.
Majcirrhosisos betegekben a bélnyalkahartya barrier szamos okbol karosodik, melynek
kovetkeztében pathologias bakterialis transzlokécié jon létre, az immunogén bakteridlis
termékek mennyisége emelkedik a keringésben. Ezek egyrészt fokozzak azokat a
proinflammatorikus folyamatokat, amelyek a méjszovet kdrosodasahoz vezetnek, masrészt a
baktériumok felismerésben szerepet jatszo szolubilis és cellularis receptorok elégtelen
miukodése a fertdzésekre vald fogékonysag fokozddasahoz vezethet.

A komplement rendszer a velesziiletett immunitas fontos eleme. A lektin Gtvonal szolubilis
mintazatfelismerd molekuldi (sPRM) a pathogének felszinén jelen 1évé molekularis mintazat
egyes szénhidrdt komponenseit ismerik fel, ezt kovetden a manndz-kotd lektin asszocilt
szerin proteazok (MASP) aktivalodasa inditja el a kaszkadfolyamatot. A funkcionalis fehérjék
alacsony szintje noveli a kiilonféle fert6zés kialakuldsanak kockézatat, elsdsorban
immunszupresszioval jard korképek esetén. A madjcirrhosishoz kapcsolédd bakteridlis

fertdzésben betodltott szerepiik eddig kevéssé ismert.
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S.Irodalmi dttekintés

5.1 Coeliakia

A coeliakia (celiac disease:CD; gluténszenzitiv enteropathia, lisztérzékenység, sprue)
genetikailag meghatarozott autoimmun komponenseket tartalmazé kronikus gyulladdsos
allapot, melyet a gabonafélékben talalhaté glutén gliadin komponensének diétas expozicidja
valt ki (1). A betegség megjelenése nagyon valtozo, keveset tudunk arrdl, milyen tényezok
hatarozzak meg a tiinetek tipusait. A betegség klinikai manifesztacioja lehet klasszikus,
amikor jol észlelhetok a malabsorptio jelei és tlinetei (hasmenés, fogyas, steatorrhoea,
novekedési elmaradas) de jelentkezhet nem klasszikus (gasztrointesztinalis tlinetek és/vagy
extraintesztinalis manifesztaciok) és aszimptomatikus formaban is. Az elmult években
vilagszerte egyre tobb nem klasszikus és aszimptomatikus beteget diagnosztizalnak.
Utobbiak gyakran valamilyen hajlamosité allapot, betegség (pl. csaladi halmozddas, 1-es
tipusu diabetes mellitus, autoimmun pajzsmirigy vagy majbetegség, Down-szindroma)
kapcsan végzett szlirdvizsgalat soran keriilnek felismerésre.

A coeliakia prevalenciaja a vilag nagy részén -igy Magyarorszagon is- 1% feletti (2). A
frissen diagnosztizalt esetek szdma vilagszerte nd, ez egyrészt az orvosok és betegek
részérél a Dbetegség iranti figyelem fokozodasanak, a javuldo és egyre pontosabb
diagnosztikus lehetdségeknek koszonhetd, de ismertek a betegség incidencidjanak
novekedésére utalo adatok is (1).

A betegség manifesztalodasahoz a f6 hisztokompatibilitdsi génekben (MHC II) a human
leukocyta antigén (HLA)-DQ2 vagy DQS8 heterodimer jelenléte mindenképpen sziikséges,
hordozasuk azonban Oonmagaban nem elegendd. A coeliakidhoz vezetd korai pathologids
torténések magukba foglaljak a velesziiletett immunrendszer aktivacidjat is, mely elsésorban
az epitheliumban zajlik. Bizonyos glutén peptidek (p31-p43) fokozzék az aktivalt dendritikus
aktivacigjat eredményezi (NKG2D receptorokat expresszalnak). Ezek a sejtek citotoxikus
lymphocytava alakulnak at és az enterocytdk tovabbi karosodasahoz vezetnek (az NKG2D
ligandja az enterocytak felszinén 1évé MIC-A). Ez megel6zheti a lamina propriaban a szoveti
transzglutaminaz altal deaminalt glutén peptidek és a HLA-DQ2 ¢és DQ8 molekuldk
kapcsolodasaval aktivalt adaptiv. CD4+ T sejt valasz kialakulasat, mely a coeliakia
patogenezisének egyik kulcslépése, ahol is az interferon-gamma (IFN-y) alapvetd fontossagu

[T-helper (Th)1 dominanciaju folyamat](3, 4).
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A coeliakia tipikus jellegzetessége a kiillonbozd antitestek jelenléte, habar ezek
termelddésének hatterében all6 mehanizmusok és a betegség patogenezisében betdltott
tényleges szerepiik egyelére nem teljesen tisztazott (5). A szoveti transzglutaminaz 2 (TG2)
a f0 autoantigénje az anti-endomysialis antitestcknek (EMA) és az anti-TG2/EMA
vizsgalata gyakran hasznalt modszer a CD sziirésében ¢s diagnosztikajaban (6). A diagnézis
a vékonybélben kialakuldé boholykarosodas szdvettani vizsgalatan és a transzglutaminaz
(TG) elleni immunreakcid egyiittes kimutatasan alapul (7).

A gyulladt és karosodott vékonybél nyalkahartya gyogyul az érintett egyénekben azt
kovetden, hogy a glutént teljesen kivonjak az étrendjiikbol. A gluténintolerancia azonban
¢letreszolo, igy jelenleg az egyetlen kezelési mod a szoros, élethosszig tartd gluténmentes
diéta (8).

5.1.1 Antitestek coeliakidban

Autoantitestek  képzOdése szamos autoimmun betegség jellegzetessége, mely az
autoantigénekkel szembeni immuntolerancia elvesztését jelzi. Coeliakidban a
transzglutaminaz 2 (TG2)-vel szembeni autoantitest reaktivitas szoros Osszefliggést mutat a
betegség akut fazisaval. A legeldszor felismert gliadin ellenes antitesteket majd késébb leirt
retikulin ellenes antitesteket alacsony szenzitivitasuk €s specificitdsuk miatt ma mar nem
hasznaljuk a CD diagnosztikajaban. A legtobb ajanlas az anti-TG2 és EMA meghatarozast

javasolja (9).

Ujabban, bizonyos esetekben, a szintetikus deamidalt gliadin peptidek elleni antitestek tiinnek
valoban hasznalhatd eszkoznek a CD diagnosztizalasaban (10, 11). Egyéb autoantigénekkel -
tobbek kozott transzglutaminaz 3, aktin, gangliozid, kollagén, calreticulin és zonulin -
szembeni immunreaktivititast is leirtak az irodalomban. Ezen antitestek klinikai jelentGsége
nem ismert, legtobbjiik nem tiinik sem magas szenzitivitasinak, sem magas specificitasinak
CD-re, de o0sszefligghetnek a specifikus klinikai tlinetekkel és az extraintesztinalis
manifesztaciokkal (9). A magas IgA anti-aktin antitest prevalencia szorosan Osszefliggott a
boholyatrophia mértékével stlyosabb lefolyasu betegség esetén, ami a citoszkeleton ¢és
intercellularis tight junction érintettségének jele (12). Az anti-aktin antitestek termel6dése
glutén dependens volt. Szigoru gluténmentes diéta (GMD) utan néhany hoénapon beliil
kimutathatatlannd valtak, ami azt jelzi, hogy a megjelenésiik a nyalkahartya sériilést koveti
(13, 14). Ehhez hasonléan 6sszefliggott a zonulin ellenes antitestek megjelenése az aktiv CD-

vel és eltlint remisszio alatt (15).
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5.1.2 Antimikrobialis antitestek

A glikanok glikozidkotéssel Osszekapcsolt, azonos monoszacharid egységekbdl felépiild
oligoszacharidok. Jelen vannak a vordsvértestek, az immunsejtek ¢és kiilonféle
mikroorganizmusok sejtfelszinén. A humoralis és cellularis immunrendszer fontos molekulai,
mivel szerepet jatszanak a sejtek kozotti kapcsolat 1étrejottében, az innate immunvalaszban €s
az elleniik termel6dd antitestek ismerik fel a pathogének felszinén 1év0 szénhidrat
komponensekbdl felépiil6 antigéneket. Ez magyarazza, hogy az a glikan ellenes antitesteket a
gyulladasos és autoimmun betegségek lehetséges biomarkereként tartjadk szdmon.

A mannan ellenes antitestek koziil a legtobbet vizsgalt antitest az anti-Saccharomyces
cerevisiae antitest (ASCA IgG és IgA vagy gASCA), mely a siitd- és sorélesztében talalhatod
Saccharomyces cerevisiae sejtfalaban 1évé oligomanndz struktira ellen termelédik. Az
ASCA ¢és az egyéb mikrobialis antigének ellen termelddd antitestekrdl egyarant
elmondhato, hogy kialakuldsuk pontos mechanizmusa és jelentdsége egyelére nem
tisztazott. Nem tudjuk, hogy az antitesteknek van-e szerepilk a gyulladasos
gasztroenterologiai betegségek [mint pl. gyulladasos bélbetegségek (IBD) vagy coeliakia]
immunpathogenesisében vagy megjelenésiik csupan a gyulladt, ateresztd bélnyalkahértya

kovetkezményének tarthato.

Laminaribioside Chitobioside Mannobioside
Glc(B1,3)Glc(B) GIcNAC(B1,4)GIcNAC(B) Man(al,3)Glc(a)
OH OH HO— HO
_ Co HO’@'\O\/ HO7~7~0
HﬂW&ﬁO% "o OHOJ on

on _{
\/ &V%%‘E \j

Anti-Laminaribioside
Carbohydrate Antitest

ALCA

Anti-Chitobioside
Carbohydrate Antitest

ACCA

Anti-Mannobioside
Carbohydrate Antitest

AMCA

1. abra Glikan ellenes antitestek
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A kiilonb6z6 mikrobiologia 4dgensekre adott szerologiai vélasz jelenléte [pl. a
Saccharomyces cerevisiae phosphopeptidomannan sejtfal komponense (ASCA), az
Escherichia coli outer membrane porin C transport protein (OmpC) vagy a Pseudomonas
fluorescens associalt protein 12] jellegzetes Crohn-betegségben és ezen betegcsoportban
intenziven tanulmanyoztdk az antitestek klinikai jelentéségét (16). A szeroreaktivitas
jelenléte és mértéke Osszefiiggott a szovodményes vékonybél betegséggel és a sebészi
beavatkozas sziikségességével (17, 18). Ujabban antitest képzédést mutattak ki ezen
betegcsoportban a kiilonb6z6 glikdnok ellen, amik a pathogén élesztd €s baktériumok
glycocalixanak gyakori alkotéelemei (19). A mannan ellenes antitestek kozé tartozik a
mannobioside [Man(al1,3) Man(a)] szénhidrat epitop elleni IgG antitest vagy AMCA IgG
is. Tovabbi glikan-ellenes antitestek a laminaribioside [Glc(B1,3)Glc(B)], valamint a
chitobioside [GICNAc(B1,4)GIcNACc(B)] elleni antitest (ALCA IgG és ACCA IgA) (L.
abra).

Annak ellenére, hogy az antitestképz6dés hatterében allé mechanizmus vagy ezek lehetséges
szerepe a pathogenezisben tovabbi vizsgalatokat igényel, jelen adatok azt sugalljak, hogy ezek
a markerek nem a gyulladt, atereszté bélnyalkahartya epifenoménjei, hanem a bakterialis és
gomba floraval szemben elvesztett toleranciat tiikrozik (20). Tovabba az anti-mikrobialis
antitestek megjelenése genetikai hajlamot mutathat, mert azon betegek, akiknek pozitiv
antitestjiik van gyakran hordozzak a NOD2/CARD15 gén mutacioit (19, 21, 22).
Antimikrobialis antitestképzddést leirtak coeliakiaban is. Az ASCA-k maradnak a
legszélesebb korben vizsgalt antitestek (23-27) ebben a betegcsoportban de novekvod
kisérletes adatok elérhetdk az ujonnan felismert antitestekrél is, mint pl. anti-12 vagy anti-
OmpW (Bacteroides caccae TonB- linked outer membrane protein) (27, 28). Az ASCA
gyakorisaga 27% ¢és 59% kozott valtakozik a kiilonbozé tanulmanyokban ami a betegek
szamanak ¢és ¢letkoranak valamint az antitest detektalasara hasznalhat6 kereskedelmi assay-k

kozotti kiilonbségeknek tulajdonithato.

5.2 Mijcirrhosis

A majsejteket karosito kiilonb6z6 tényezok (leggyakrabban alkoholfogyasztas, virusinfekcio,
nem-alkoholos steatohepatitis vagy autoimmun folyamat) hatasara a majban jellegzetes
szOvettani elvaltozasok (necroinflammatio, fibrogenezis) alakulnak ki. Ezen folyamatok
progresszidja eredményeképp altalaban évek, évtizedek alatt kialakul a definitiv majcirrhosis

(majzsugor). A betegség eldrehaladottsagatol fiiggden kiilonbozo klinikai tiinetek jelennek

15



meg. Kezdeti, un. kompenzalt stddiumban a betegek tlinetmentesek, klinikai jelek pl.
palmaris erythema, csillagnaevusok, a méj tapintasi lelete utalhatnak a majbetegségre. A
cirrhosis stlyosbodasaval a maj funkcionalis elégtelenségének és a portalis hipertenzio
kialakulasanak tlinetei (nyeldcsé varixvérzés, encephalopathia, ascites, icterus ) uraljdk a
képet (dekompenzalt stadium), mig végiil kialakul a végstddiumu majelégtelenség, mely
majtranszplantacid nélkiil a beteg haldlahoz vezet. A betegség elérehaladtanak objektiv
megitélését a klinikusok altal napi gyakorlatban is jol hasznalhaté pontrendszerek (Child-
Pugh score, MELD score) segitik (29). A kronikus progresszié alatt, gyakorlatilag barmely
stadiumban jelentkezhet hirtelen, napok vagy hetek alatt kialakul6 allapotrosszabbodas, azaz
akut dekompenzaci6 (AD). Ezzel egy id6ben egy vagy tobb extrahepatikus szerv
elégtelensége is kialakulhat, a mortalitds jelentésen emelkedik. Ezen klinikai szindroma a
kronikus majbetegség talajan kialakult akut majelégtelenség (acute-on-chronic liver failure,
[ACLF]). Az akut dekompenzacio leggyakoribb oka valamilyen bakteridlis fertézés, de
kivalthatja alkoholfogyasztas, v.portac trombozis, gasztrointesztinalis vérzés is (30).

A fejlett orszagokban m4jcirrhosis okozta morbiditas és mortalitds évrdl évre nd, vilagszerte
a 14., Kozép-Europaban a 4. leggyakoribb halalok. Magyarorszagon a majcirrhosis miatti
halalozés férfiaknal 103/100,000 f6/év, ndknél 32/100,000 f6/év, mely az eurdpai orszagok
kozott magasan az elsé helyen all (31). Bar a virushepatitisek kezelése soran elért
eredmények ezen statisztikat javithatjak, az alkoholfogyasztas mértékében nem észlelhetd
csokkend tendencia, az elhizas prevalencidja is nd, ezért a kronikus majbetegségek illetve

majzsugor tovabbra is jelentGs népegészségiigyi problémat jelentenek (32).
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5.2.1 Majcirrhosis és bakterialis infectiok

A cirrhosisos betegekben az immunrendszer tobb szintjén is ismert diszfunkcid, ami
fogékonnya teszi Oket kiilonféle bakterialis infekciokra (33). A szisztémas immunvalasz
majdnem minden komponense érintett (2. abra). Ezen eltérések Osszességét a
szakirodalomban cirrhosishoz tarsulé immundiszfunkcioés szindrémanak (CAID) nevezik
(34).

Maijcirrhosisos betegekben a klinikai allapotrosszabbodas gyakori okai kiilonb6zé fertézések
(35), melyeknek alapvetd szerepiik van szamos szovédmény kialakulasaban, beleértve a
varixvérzést, hepatikus encephalopathiat, veseelégtelenséget, és véralvadasi zavarokat (36).
Bakterialis fert6zés kialakuldsa a mortalitast négyszeresére noveli. A fert6zés kialakulasat
kovetd 1 honapon beliill a betegek 30%-a, 1 éven beliil tovabbi 30%-uk hal meg (37). A
bakterialis infekciok megeldzése kiemelkedden fontos, amihez sziikséges azon betegek korai
észlelése, akiknél nagy a veszély ilyen epizddok kialakulasara. Hosszu id6 ota csak néhany
klinikai el6rejelzé faktor ismert, mint a Child-Pugh stadium szerint elérehaladott betegség
(38), gasztrointesztinalis vérzés jelenléte (39). Az utdbbi idében az immunrendszer kiillonb6z6
funkcioit érintd, szdmos genetikai polimorfizmust azonositottak amelyeknek alapvetd hatdsuk
van a bakterialis fertézések kialakulasara cirrhosisban. Ezek a funkciondlis eltérések tovabb
gyengitik a mar jelenlévé immundiszfunkciot cirrhosisban és szerologiai (40, 41), vagy single
nukleotid polimorfizmuson (SNP) alapulé genetikai (42-45) modszerekkel keriiltek
meghatdrozasra. Habar a legtobb tanulmany egy vagy két Onallo markerre fokuszalt és
elsédlegesen a spontan bakterialis peritonitisz (SBP) kialakulasanak esélyét becsiilte csak meg

a bakterialis fertézések egyéb tipusait nem.
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2. abra. Cirrhosishoz tarsulo immundiszfunkcios szindroma (CAIDS) elemei, mely
egyarant magaban foglalja az innate és adaptiv felismerd, effektor és szabalyozo

humorilis és cellularis funkciéokat (46)

5.2.2 Komplement rendszer-lektin utvonal

A komplement rendszer a velesziiletett immunrendszer fontos eleme. A komplement rendszer
proteolitikus kaszkadok révén végbemend aktivacidja szdmos immunologiai effektor
funkciohoz vezet. Gyulladasos sejtek toborzasa, fagocit6zis eldsegitése, a sejtmembranokon
membran kérositd komplex (MAC) képzddése révén, valamint kozvetlen modon segiti el a
késobbi adaptiv immunvalasz kialakulasat (47).

A komplement rendszer harom féle uton aktivalodhat, a klasszikus, az alternativ és a lektin
utvonalon. A lektin utvonalat a manndz —k6td lektin (MBL) vagy a fikolinok és a pathogének
felszinén 1év6 szénhidratok kozotti kotodés aktivalja (3. abra) (48).

A lektin utvonal molekulai dontéen a majban termelddnek (49) és kulcsszerepiik van a
gazdaszervezet természetes védelmében a korokozodkkal szemben. Manndz-kotd lektin, a
fikolinok (FCN) és a kollektinek szolubilis mintazatfelismer6 molekulaként (sPRM)
viselkednek, mig a manndz-koté lektin asszocialt szerin proteazok (MASP) a pathogének

eliminalasanak effektor molekulai (50).
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A fikolinok az oligomer lektinek azon alcsoportjdhoz tartoznak, amelyek kollagén-szerii és
fibrinogén-szeri domént is tartalmaznak. A legtébb fikolin, amit gerincesekben ¢és
gerinctelenekben azonositottak N-acetyl glikézamint ismer fel. Az MBL-hez hasonloan a
plazmaban a fikolinok is a MASP-okkal (MASP-1, MASP-2, MASP-3) és a hasitott
proteinjeikkel (MAP1, sMAP) alkotnak komplexet. A MASP-fikolin komplex kdtodése a
mikrobak feliiletén 1évé acetylalt részekhez elinditja a komplement aktivacidt a lektin
utvonalon. A lektin tvonal evolucios szempontbol meglehetésen konzervalt, alkotdéelemei
szamos fajban megtalalhatok, ez szintén a kiemelt jelentéségét taimasztja ala (51). Human
vizsgalatok soran eddig harom fikolint azonositottak: L-fikolin (FCN-2), H-fikolin (FCN-3),
és M-fikolin (FCN-1) (4. abra)

Az L-fikolin (mas néven P35, fikolin-2, FCN-2, EBP-37 vagy hucolin) a majban termelédik
¢és a vérben kering (52). Az L-fikolin felismeri az acetyl csoportot tartalmazo anyagokat, mint
pl. N-acetyl-gliikozamint (GIcNAC) és a béta-(1-3)-D-glucan-t is. Szamos baktériumhoz
kotédik, (pl. Salmonella typhimurium, E. coli, S. aureus, S. pneumoniea) felismerve a
lipopoliszacharidjaikat, lipotheikolsavjukat és a tok poliszacharidjaikat (53).

A H-fikolin (méas néven fikolin-3, FCN-3, Hakata antigén, béta2 thermolabilis
makroglikoprotein) MRNS-e a majban és a tiidében expresszalodik. A majban a H-fikolin a
hepatocytakban ¢és az epevezeték epithelialis sejtjeiben keletkezik, az epébe és a szérumba
szekretalodik (54). A tiidében a bronchusok csillos epithelialis sejtjeiben és a Il-es tipust
alveolaris epithelialis sejtekben is termelddik és a bronchusokba és az alveolusokba
szekretalodik. H-fikolin is felismeri az acetyl csoportot, csakugy mint az L-fikolin, de az L-
fikolinnal 6sszevetve a H-fikolinnak kisebb a baktériumkoté specificitasa (53).

Az M-fikolin (mas néven fikolin-1,FCN-1, p35-related protein) mMRNS-e expresszalodik a
monocytakban, tiidében, 1épben (55-57). M-fikolin proteint talaltak a monocytak és
granulocytak felszinén, valamint a periférias neutrofil sejtek citoplazmajaban, monocytakban
és a tid6é Il-es tipust alveolaris sejtjeiben (58). A plazmaban is jelen van alacsony
koncentracioban (59). Egyelére ismeretlen, hogy a plazma M-fikolin komplexet képez-e a
MASP-pal (58).

Eddig két betegséggel hoztak osszefliggésbe a H-fikolin deficienciat. Munthe-Fog eldszor irt
le egy beteget ismétldd6 infekciokkal, aki homozigota volt a H-fikolin gén (FCN-3)
mutaciora (1637delC). Ez H-fikolin deficienciahoz vezetett a plazmaban (60). Az FCN-3

crer

enterocolitisben (61).
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Fikolin deficiencia

AZ MBL-hez hasonléan a szérum fikolin szintek is nagy valtozékonysagot mutatnak
egészséges emberekben. Eddigi vizsgalatok alapjan ennek egyrészt genetikai okai lehetnek,
minden egyes human fikolin génnek szamos single nucleotid polimorfizmusa (SNP) ismert
melyek eredményeként a szérumszintek, illetve a ligand koté aktivitdsok valtozhatnak.
Masrészt egyéb faktorok, pl. infekciok vagy autoimmun betegségek is befolyasolhatjdk a

szérum szinteket (62) .

MASP

A manndz kotd lektin (MBL)- asszocialt szerin proteazok (MASP) kozé tartoznak a MASP-1,
MASP-2, MASP-3 valamint a hasitott proteinjeik (MAP1 és sMAP). A lektin rendszer {6
aktivatora a MASP-2, mely az MBL-lel, a H-és L-fikolinnal komplexet képezve kering a
plazmaban. A MASP-2 akkor aktivalodik, ha az MBL vagy a fikolinok kétddnek a pathogén
asszocialt molekularis mintazathoz, ezt kovetéen a MASP-2 tudja hasitani a C2 és C4-et,
ezaltal létrejon a C3 konvertaz, C4bC2b. A MASP-1 a MASP-2 aktivacidjat segiti eld, a
MASP3 szerepe még nem teljesen tisztazott. A MAP1 és sMAP nem rendelkezik enzimatikus
aktivitassal, pontos funkcidjuk még kevésbé ismert, feltehetéen regulatorikus szerepiik van. A
MASP-2 féként a méjban szintetizalodik (63). Oroklstt MASP-2 deficiencia ritka allapot,
kiilonbozo fertézésekkel vald osszefliggését kis esetszamon irtak le (64, 65).

A lektin rendszer funkciondlis proteinjeinek alacsony szintje ndveli a kiilonbozd fertézések
kialakulasanak veszélyét, foképp immundeficiens allapotokban (62, 66, 67). A lektin
utvonalat alkoté molekulak deficienciajanak és a cirrhosisos betegek fertézéses epizodjainak
Osszefliggése meglehetésen logikusnak tiinik, de eddig alig vizsgaltak. Munkacsoportunk
korabban bemutatta, hogy az abszolut MBL deficiencia rizikofaktor a klinikailag jelentds
bakterialis infekciok (CSI) kialakuldsdra nézve fliggetleniil a betegség sulyossagatol és a
tarsbetegségek el6fordulasatol (41). Tovabba Chong és mtsai kis tanulmanyaban az MBL2
deficiens genotipus hajlamositotta a betegeket a hepatitis B virus indukalta cirrhosis esetén
SBP kialakulasara (68).

Munkank soran a lektin rendszer elemei koziil a FCN-2 és FCN-3-t, valamint a MASP-2-t
vizsgaltuk, azért mert az eddigi irodalmi adatok alapjan a lektin Gtvonal aktivacidjaban

foszerepet toltenek be, illetve ezen molekulak foképp a majban termelddnek.
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Klasszikus utvonal Lektin titvonal Alternativ titvonal

Bakterialis felszin

3. abra A komplement rendszer részei és aktivalédasa

A lektin utvonalon a lektin-MASP komplex kétédik a pathogénekhez, ami a C4 és C2
aktivaciojat eredményezi, ezaltal létrehozza a C3 konvertizt, ami képes a C3-at
aktivalni. Ezt kovetoen kozos kaszkadutvonalon folytatédik az aktivacio, mely végiil a

MAC (mebrane attack complex) létrejottéhez és a pathogén liziséhez vezet
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4. abra A lektin rendszer mintazatfelismeré molekulainak szerkezete
A fikolinok az oligomer lektinek azon alcsoportjahoz tartoznak, amelyek kollagén-szerii
és fibrinogén-szerii domént is tartalmaznak.

CRD: cysteine-rich domain, az MBL molekula N-terminalis doménja

A 3.és 4.-es abra sajat szerkesztésil, felhasznalt irodalom:(48, 65)

21



6. Célkitiizések

Coeliakias betegcsoport

Feltételeztiik, hogy az Gjonnan felismert, IBD asszocialt antimikrobialis antitestek (magaban
foglalva a glikan-ellenes és anti-OMP antitesteket) fontosak coeliakiaban és célul tliztiik ki
ezen antitestek el6forduldsi gyakorisaganak meghatdrozasdt egy felndtt magyar
betegcsoportban, vizsgalva az Osszefliggést a klinikai megjelenéssel, a gluténmentes di¢taval
¢s a NOD2/CARDI15 mutécioval.

Majcirrhosisos betegcsoport

Jelen vizsgalatban célul tlztikk ki a lektin tvonal kiilonb6zé molekuldinak szérumszint
meghatarozasat stabil cirrhosisos jarobetegek nagy kohorsz vizsgalataban és kerestiik a
betegség specifikus jellemzokkel vald Osszefiiggéseket. Ezen felil 5 éves utankdvetéses
vizsgélatban célunk volt értékelni, hogy a lektin utvonal kiilonb6zé molekuldinak szérum
szintjei cirrhosisban a klinikailag szignifikans bakterialis infekciok kialaluldsara nézve

kockéazati tényezonek tekinthetok-e.

7. Betegek és modszerek

7.1 Betegcsoportok
7.1.1 Coeliakias betegek

190 nem rokon, feln6tt, magyar, duodenum biopsziaval igazolt coeliakias beteget (férfi/n6:
71/119, atlagéletkor: 39,9 év, SD: 14,1) és ezen betegek 66 elsd foku rokonat (testvérek,
atlagéletkor: 37,7 év, SD:13,9) vizsgaltunk. A coeliakia diagnézisa stlyos boholyatrophiat és
crypta hyperplasiat (Marsh III tipusu 1€zi6) mutatdé vékonybél biopszidn €s emelkedett
szérum transzglutaminaz (TGA) és endomysium (EMA) elleni antitestszinteken alapult.

IgA ¢és 1gG osztalyl EMA-t vizsgaltunk human koldokzsinor szubsztraton a kordbban mar
leirt indirekt immunfluoreszcens modszer hasznalataval (69). A TGA mérése enzyme- linked
immunosorbent assay (ELISA) modszerrel tortént human rekombinans Escherichia coli (70,
71) altal expresszalt antigén segitségével.

A 190 betegbdl 82 beteg szérumat a diagndzis idejében gytijtottilk (CD1 csoport) és ezek
koziil tovabbi 30 beteg szérumszintjét ujraértékeltiik ugyanezen antitestekre hosszantartod
gluténmentes diéta utdn. A median kovetési id0 ezek kozott a mintagylijtések kozott 28,5
hénap volt [interquartile range (IQR):18-52]. A fennmaradd 108 esetben a coeliakia
diagnozisat korabban megallapitottak, vizsgalatunk el6tt a betegek szoros gluténmentes diétat

tartottak. Ezt a 108 beteget tovabbi két kiilon csoportra osztottuk a jelenlegi TGA és EMA
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statusnak ¢€s a mintagy(ijtés alatti diétds compliance-nek megfelelden. 33 betegnek tovabbra

is pozitiv volt az EMA ¢és TGA eredménye (CD2 csoport) a median atlagos idétartam 3,5

honap volt (IQR: 1-11). Megfelelé6 compliance-t jelentett a diagnézishoz képest csokkent

antitest titer. A fennmarad6 75 betegnek negativ EMA ¢és normal TGA titere volt (CD3

csoport), median kovetési idé: 21 honap (IQR: 6-85).

Részletes klinikai adatokat gy(ijtottiink a betegség diagnozisakor észlelt klinikai megjelenési
formajar6l amit az aldbbiak szerint osztalyoztunk: (1) stlyos, generalizalt malabsorptio (
legalabb négy tiinet jelenléte az aldbbi 6tbdl: hasmenés, hasfesziilés, fogyas, anaemia,
hypoproteinaemia); (2) nem specifikus gastrointestinalis tlinetek, amik nem befolyasoltak az
altalanos allapotot (hasmenés, székrekedés, puffadas, visszatérd hasi fajdalom vagy hanyas,
nyeldcsd reflux); (3) vashianyos anaemia jelentds hasi panaszok nélkiil; (4) dermatitis
herpetiformis; (5) tiinetmentes betegség (populdcios sziirés); (6) egyéb (autoimmun
betegségek, csokkent csontslirliség, majbetegség, idegrendszeri betegség). A betegeket ezen
prezentacios csoportokhoz rendeltiik hozza prospektiv mdédon a diagndzis soran klinikai és
rutin laboratériumi modszerek felhaszndldsaval.

A kontroll csoport 100 egészséges, etnikailag egyez6 vérado egyénbdl allt ( férfi/nd: 47/53,
atlagéletkor: 36,6 év, SD: 9,1) A kontroll egyének esetén részletes belgyogyaszati fizikalis
vizsgalat, vérnyomasmérés és rutin laboratoriumi vizsgalatok torténtek az esetleges rejtett
betegségek kizarasara. Egy masodik- nem coeliakids, de egyéb gastrointestinalis betegségben
szenvedd- kontroll csoportot is dsszeallitottunk. Ez 48 irritabilis bél szindromaban vagy
gyulladas nélkiili diverticulosisban szenvedd betegbdl allt (férfi/nd arany: 22/26, atlagéletkor:
40,4 = 16,1 év). A coeliakia kizarasa a kontrollok eset¢ében EMA ¢és TGA negativitason
alapult. A kontroll személyek egyikének sem volt coeliakidra pozitiv csaladi anamnézise.
Tovabbi 6sszehasonlitasokat végeztiink a korabban publikalt Crohn-beteg csoporttal, akikben

ugyanezen antitesteket korabban vizsgaltuk (72).

7.1.2 Majcirrhosisos betegek

korében magyarorszagi, tercier ellatasi szintii kozpontban (Debreceni Egyetem Kilinikai
Kozpont, Gasztroenterologiai Tansz€k). A cirrhosis diagnodzisa klinikai, biokémiai, képalkoto,
¢s amennyiben elérhetd volt szovettani adatokon alapult.

Jelen tanulmanyba bevont betegek munkacsoportunk azon 404 fés betegcsoportjanak részét
képezik, akiket 2006. majus 1. és 2010. december 31. kozott jarobeteg szakrendelésen

rendszeres vagy rendkiviili kovetéses vizit alkalmaval valamint akut dekompenzacios (AD)
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epizod miatt osztalyon vizsgaltunk. (73). Kizarasi kritériumok voltak (1) ha a beteg, vagy a
torvényes képviseldje elutasitottdk a vizsgalatban vald részvételt és nem irtdk ald a
beleegyezd nyilatkozatot (2), ha a beteget csak konzultacio céljabol kiildték szakrendelésre, €s
egyébként valahol mashol kovetik. Jelen vizsgalathoz 378 beteg szérummintaja volt elérhetd
(266 jarobetegé és 117 AD epizdd miatt hospitalizalt betegé). Tovabbi szeroldgiai értékelés
soran a stabil jarobetegeket vontuk be a vizsgalatba, mig az AD-s betegeket kizartuk (5.
abra). Akut dekompenzacidonak definialtuk a megszokott kritériumok szerint az alabbi
események kozil egy vagy tobb kombinaciojat: nagy mennyiségl ascites kifejlodése (II/I11
stadium) (74), akut hepatikus encephalopathia (75), akut gasztrointesztinalis vérzés (76)

és/vagy szisztémas bakterialis infekcio jelenléte. Refrakter asciteses betegek sem keriiltek

bevonasra.
404
beteg
\ \b
383 21
rendelkezésre nem all
all rendelkezésre
-\\“‘“\t«\
~ M
266 117 akut dekompenzacié
jarébeteg miatt hospitalizalt beteg
bevont kizart

5. abra A vizsgalatba bevont cirrhosisos betegek

A vizsgalatba bevont betegek klinikai jellemz6i az 1. tablazatban lathatok. A vérmintak
levételét kovetden rutin laboratdriumi adatok és részletes klinikai fenotipus meghatarozas a
vizsgalatba bevonaskor megtorténtek. A Klinikai adatokat struktaralt interju elvégzésével, a
betegek orvosi eseteinek részletes Osszefoglalasaval hataroztuk meg. Az orvosi
dokumentaciot,-ami tartalmazta a diagnoziskori életkort, etiologiat, nyeldcsé varixvérzés,
korabbi AD epizoédok, hepatocellularis carcinoma el6forduldsat, extrahepatikus
tarsbetegségek jelenlétét-, illetve cirrhosishoz kapcsolddd gyogyszeres kezelést retrospektiv
modon elemeztiik a kovetéses tanulmany eldtti idészakra vonatkozdan. Bevalasztaskor a
betegség sulyossaganak megallapitasa majspecifikus pontrendszerek (Child-Plug és MELD)
segitségével  tortént, valamint ~ meghataroztuk a  klinikai staddiumot IS

(kompenzalt/dekompenzalt) (77).
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A betegek fenotipusanak jellemzése a kovetés soran

Olyan betegeket vontunk be a kovetéses vizsgalatba, ahol a kezeld gasztroenterologus
regisztralta a korhazi felvételt igazold6 AD idOpontjat €s tipusat. A kovetési idészak 5 évig
vagy halalozasig/kovetésbdl kiesésig tartott. 85 beteg (32%) halt meg a kovetés alatt, a
halalozasig eltelt median idé 656 (IQR: 277-971) nap volt. A 181 életben maradt beteg
median kovetési ideje 1107 (IQR: 411-1825) napig tartott. A gyijtott adatokat egy
elektronikus adatbazisba vittiik at €s ott taroltuk. A vizsgalati id6szak végén, 2013. december
31-én minden klinikai adatot kinyertiink tovabbi analizis céljabol.

Klinikailag szignifikans bakterialis infekcio (CSI) megjelenése gondosan elvégzett
vizsgalatokon alapult. Ertékeltiik a megfelel6 klinikai jeleket és tiineteket, laboreredményeket
(leukocyta szam, nagy érzékenységii C-reaktiv protein [CRP] és prokalcitonin [PCT])
vizelet(iiledék) vizsgalat eredményét illetve képalkotd vizsgalatokat végeztiink (hasi ultrahang
¢és mellkas rontgen). Ha ascites jelen volt, a diagnosztikus paracentesis (neutrofil szam és
ascites tenyésztés) eredményeit minden AD epizod esetén figyelembe vettik. A fenti
vizsgalatok eredményein alapulva a kiilonbozd specifikus helyekrdl levett tenyésztések
(kopet, vizelet, sebvaladék) is rendelkezésre alltak az infekcid lokalizacidjanak igazolasara.
Haemokultarat vettlink szepszis esetén, vagy ha az infekcioforras helye vilagosan nem volt
azonosithatd. A laboratoriumi eredményeket tekintve emelkedett fehérvérsejt szam (abszolut:
>10,8 G/L vagy relativ [azon betegekben akik leukopenidsak]: a korabbi vizithez képest
kétszeres mennyiség) emelkedett neutrophil arannyal (>76%) és emelkedett szérum CRP
(>10,0 mg/L) és/vagy PCT (>0,15 ng/L) (78) infekcidban a diagndzist tamogatjak. A
bakterialis infekciok jellemzése a tovabbiakban a hagyomanyos kritériumok szerint tortént
(79-82).

(1) Spontan bakterialis peritonitisz: ascitesben neutrophil sejtszam >250/mm?® és/vagy pozitiv
haemokultura egyéb intra-abdominalis fertézésforras nincs jelen.

(2) Hugyati fertdzés: dysuria, pyuria jelenléte (leukocyta >10/mm?®) és pozitiv
vizelettenyésztés

(3) Tiidégyulladas: kohogés ¢és kopet jelenléte, pozitiv mellkas rontgen, pozitiv
kopettenyésztés.

(4) Egyéb: bor és lagyrész, epeuti, szdjiiregi €s emésztOszervi fertdzések, osteomyelitis,
endocarditis.

(5) Ismeretlen eredetli bakterialis infekcio: pozitiv haemokultira elhelyezkedés- specifikus
fertdzés nélkdil.

Az egészséges kontroll csoport 160 egészséges kor €s nem szerint illesztett egyénbdl allt
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(férfi/nd: 72/88, életkor: 51,5+£16,9 év) akiket véletlenszerlien valasztottak ki Debrecenben. A

kontroll egyéneknek nem volt semmiféle gasztrointesztinalis vagy majbetegsége.

1. tablazat. A majcirrhosisos betegek klinikai jellemz6i

Osszes Alkoholos Nem-alkoholos
eredetii cirrhosis | eredetii cirrhosis
Betegek 266 170 96
Nemek (férfi/ né) 133/133 91/79 42/54
Eletkor (évek)? 56 (49-64) 53 (47-64) 57 (51-63)
Child-Pugh stadium, n(%)
A 148 (55,6) 83 (48,8) 65 (67,7)
B 101 (38,0) 75 (44,1) 26 (27,1)
C 17 (6,4) 12 (7,1) 5 (5,2)*
MELD score (pontok) @ 11 (8-14) 12 (9-14) 10 (7-13)*
Serum bilirubin (umolV/L)? | 27 (16-42) 28 (18-44) 22 (13-37)*
Serum albumin (g/L) 2 38 (33-42) 37 (32-42) 39 (34-44)%
INR? 12(1,1-13) | 1,2(1,1-1,3) 1,1 (1,1-1,3)*
Ascites , n(%) 96 (38,1) 74 (435) 22 (22,9)°
Dekompenzalt stadium n (%) 133 (50) 103 (60,6) 30 (31,3)%
Tarsbetegségek, n(%) 136 (51,1) 91 (53,5) 45 (46,9)
HCC, n(%) 26 (9,8) 16 (9,4) 10 (10,4)
Korabbi CSI, n(%) 97 (36,5) 71 (41,8) 26 (27,1)7

CSl:(clinically significant bacterial infection)klinikailag jelentés bakterialis infekciok ; HCC: hepatocellularis

karcinoma; INR: international normalized ratio; ®median, IQR (legalacsonyabb 25% - legmagasabb 25%)
#p<0,01 alkoholos és nem-alkoholos eredetii cirrhosisos betegek kdzott

- . 2 . r
p értékeket Mann-Whitney U-test, Fisher’s exact teszttel vagy y -teszttel Yates korrekcioval szamoltuk




7.2 Laboratériumi modszerek

7.2.1 Coeliakidas betegek

7.2.1.1 Antimikrobialis antitestek meghatirozasa

A gASCA IgG, AMCA IgG, ALCA IgG, ACCA IgA ellenanyag meghatdrozdsa

A vizsgéalatokhoz periférias vérbol nyert szérummintdkat hasznaltunk, melyeket a
felhasznalasig  -80°C-on  taroltunk. Az  antimikrobidlis antitestek  jelenlétének
meghatdrozasahoz kereskedelmi forgalomban kaphaté kiteket hasznaltunk a gyartd
utmutatéasa szerint a gASCA IgG, AMCA IgG, ALCA IgG, ACCA IgA (IBDX®, Glycominds
Ltd., Lod, Israel) meghatarozasra. Ltd., Lod, Isracl) meghatarozasra.

A vizsgalathoz részlegesen tisztitott S. cerevisiae antigénnel, mannobiosiddal,
laminarbiosiddal, illetve chitobiosiddal bevont mikrotiter ELISA lemez-t hasznaltunk. A
betegek mintdit 1:101-es aranyban higitottuk IBDX™ mintahigit6 oldattal, majd
duplikatumok formdjaban vittiik fel. gASCA IgG, AMCA IgG, ACCA IgA, ALCA IgG
kalibrator, pozitiv és negativ oldatokat hasznaltunk minden futtatds soran. A vizsgalatokat
szobahdmérsékleten végeztiik. A mintak felvitelét kovetden a lemzeket 30 percig inkubaltuk,
majd hdromszori mosast kovetden anti-human, HRP (horseradish peroxidase) IgA illetve IgG
konjugatumot adtunk hozza, mellyel 30 percig inkubaltuk. A szin el6hivaséhoz TMB
(tetrametil-benzidin-dihidroklorid) kromogén szubsztratot hasznaltunk, a reakci6 terminalasa
HRP stop oldattal tortént. Az optikai denzitasi értékek leolvasasat 450 nm-en végeztik
Labsystem Multiscan MS késziilékkel (Thermo Scientific, Budapest, Magyarorszag) a
leallitas utan azonnal.

Az eredményeket tapasztalati egységekben fejeztiik ki, amit a minta és a kalibrator optikai
denzitasabol (OD) szamoltunk ki. Az eredményeket Onkényes egységben a gyartd altal
megadott egyenlet segitségével fejeztiik ki. A pozitiv kiiszobértékeket a sajat és korabbi
vizsgalatok ROC (=Receiver Operating Characteristic) analizisébdl hataroztuk meg a gyartd
cég kozremiikodésével. A kiiszob (cut-off) érték gASCA IgG esetén 50U/ml, AMCA IgG
esetén 100U/ml, ALCA IgG esetén 60U/ml és ACCA IgA esetén 90U/ml volt. Ezen értékek
alatt mért mintakat negativnak tekintettilk. Az eredményeket mind abszolut értékben, mind
pedig a pozitivitas gyakorisagaban megadtuk.

Anti-OMP ellenanyag meghatdrozas

Az anti-OMP IgA meghatarozas ELISA modszerrel tortént szintén kereskedelmi forgalomban
kaphato kittel a gyartdé Utmutatasa szerint (QUANTA Lite OMP PLUS ELISA, INOVA
Diagnostics, San Diego, CA). A vizsgalathoz OMP-Plus antigénnel bevont polisztirén
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mikrotiter ELISA lemez-t hasznaltunk. A betegek mintait 1:101-es aranyban higitottuk HRP
mintahigité oldattal, majd duplikdtumok formdjaban vittiik fel. ElShigitott alacsony OMP
pozitiv, magas OMP pozitiv és OMP negativ gyari kontrollokat hasznaltunk minden futtatés
soran. A mintdk felvitelét kdvetden a lemzeket 30 percig inkubaltuk szobahOmérsékleten.
Haromszori mosast kovetéen kecske, anti-human, HRP IgA konjugatumot adtunk hozza, majd
ismételten 30 percig szobahémérsékleten, majd TMB kromogén hozzdadasa utan s6tétben 30
percig inkubaltuk, a reakciot 0.344M H2SO4 oldattal termindltuk. Az optikai denzitési értékek
leolvasasat 450 nm-en végeztik Labsystem Multiscan MS késziilékkel (Thermo Scientific,
Budapest, Magyarorszag) a leallitas utan azonnal.

Az eredményeket itt is tapasztalati egységekben (U/ml) fejeztiik ki, a pozitiv cut-off érték 25
U/ml volt. Ezen értékek alatt mért mintakat negativnak tekintettiik. Az eredményeket mind

abszolut értékben, mind pedig a pozitivitds gyakorisagdban megadtuk.

NOD2/CARD15 mutaciok detektalasa

134 CD beteg és 100 egészséges egyén Vvolt alkalmas a NOD2/CARD15 mutacié analizisre.
Major NOD2/CARD15 mutaciok (SNP8, 12 és 13) a korabban leirtak szerint lettek
meghatarozva (18) denaturald nagy teljesitményii folyadék kromatografiaval (dHPLC, Wave
DNA Fragment Analysis System, Transgenomic Limited, UK). A dHPLC profilban észlelt
szekvencia-variacio szekvenalasa mindkét szalon elvégzésre keriilt a modosulas igazolasanak
céljabol. A szekvenalasi reakciokat az ABI BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v1,1
(Applied Biosystems, Foster City, CA) segitségével végeztik el, mig a mintak
szekvenalasahoz az ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA)
eszkozt alkalmaztuk. A vizsgalatok az Orszagos Vérellatdé Szolgalat Molekularis
Diagnosztikai Laboratoriumaban torténtek Dr. Andrikovics Hajnalka és Dr. Tordai Attila

segitségével.
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7.2.2 Cirrhosisos betegek

7.2.2.1 Lektin rendszer vizsgdlata

Vérmintakat vettiink minden egyes betegtdl a bevalasztaskor és -70°C —on fagyasztva taroltuk
a vizsgalatokig. A MASP-2 szérumszintjét solid-phase enzyme-linked immunoassay
(ELISA)-vel hataroztuk meg, a gyartd utasitasainak megfeleléen. (Hycult Biotechnology,
Uden, Netherlands). A mintakat ugyanazon a lemezen duplikdtumokként mértiik, és az
atlagértékeket hasznaltuk fel. A futtatasok kozott a variacios koefficiens (CV) 8% volt. A
detektalas hatara 1,6 ng/mL volt. Irodalmi adatok alapjan a <100ng/ml MASP-2 szintet
tekintettiik MASP-2 deficiensnek (83).

Az L-fikolin (FCN-2) és H-fikolin (FCN-3) szérumszintjének meghatdrozdsa

A Fikolin-L és Fikolin-H koncentraciok meghatarozasara szendvics ELISA modszereket
allitottunk be. A lapos alji, nagy kotOkapacitdsu mikrotiter lemezeket (Greiner Bio-One
Hungary, Mosonmagyarovar, Magyarorszag) karbonat/bikarbonat pufferben (pH=9,6)
Fikolin-H (4H5 Klon) antitestekkel (HyCult Biotechnology, Uden, Hollandia) fedtiik, és
37°C-on inkubaltuk 6 6ran keresztiil. A beteg, illetve kontroll mintdkat a Fikolin-L esetében
10-szeres, a Fikolin-H esetében 1000-szeres higitasban, duplikatumok formajaban vittiik fel.
Standardként rekombinans human Fikolin-L-bdl és Fikolin-H-bol (R&amp;D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA) késziilt higitasi sort hasznaltunk. A felvitel utan a lemezt egy
¢jszakan at inkubaltuk +4°C-on nedves kamraban. Haromszori mosast kovetden 0,15 pg/ml
(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) vittiink a lemezekre, melyeket 0,1%-0s borju
szérum albumint (BSA) tartalmaz6 PBS-pufferrel (pH 7,4) higitottunk, és 2,5 6ran keresztiil
inkubaltunk, nedves kamraban, szobahémérsékleten. Ujabb mosas utan 1000-szeres higitdst
Avidin-Biotin- peroxidaz konjugatummal (Vectastain, Vector Laboratories Inc., Burlingame,
CA) inkubdltuk a lemezt 30 percen keresztiil nedves kamraban. A szin el6hivasara tetrametil-
benzidin-dihidroklorid (Sigma—Aldrich, Schnelldorf, Németorszag) oldatot hasznaltunk, és a
reakciot 2M HoSOgs oldattal terminaltuk. Az optikai denzitasi értékek leolvasasat 450 nm-en
végeztiik Labsystem Multiscan MS késziilékkel (Thermo Scientific, Budapest, Magyarorszag)
a ledllitds utdn azonnal. Az eredmények kiszamitasat a Genesis program segitségével

végeztiik négy pontos logisztikus gorbeillesztés felhasznalasaval.

29



Duplikalt mintak esetén amennyiben a koefficiens variacido (CV)>20%, ismételt mérés
tortént. Futtatasok kozott a CV 17% FCN-2 és 14%volt FCN-3-ra nézve. A detektalds
hatardnak a legalacsonyabb standard koncentraciokat tekintettiik. Mivel a fikolin
deficiencianak nincs definicidja jelen vizsgalatban FCN-2 (<427ng/ml) és FCN-3
(<4857ng/ml) alacsony szintek meghatarozasa onkényesen a betegek szérum szintjének 25%-
anak megfelelden tortént.

A méréseket a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpont Laboratériumi Medicina Intézetben
vakon végeztiik, az egyes betegek klinikai adatainak és pontosabb diagndzisainak ismerete

nélkiil.

7.3 Statisztikai elemzés

Coeliakias betegcsoport

A normalitas vizsgalatot Shapiro Wilk's W teszt segitségével végeztiik. A coeliakias betegek
¢s a kontrollok, valamint az egyes coeliakia alcsoportok adatainak &sszehasonlitdsara T-
probat kiilonbozd variancidju csoportokra, illetdleg y2-probat alkalmaztunk helyenként Yates-
korrekcioval, valamint valdszinliségi valtozo (LR) meghatarozast is végeztiink. Szenzitivitast,
specificitast, pozitiv (LR+) és negativ valoszinliségi valtozot (LR-) szamoltunk 95%-0S
konfidencia intervallummal (95%CI), hogy meghatarozzuk a gASCA 1gG, AMCA IgG,
ALCA IgG, ACCA IgA és anti-OMP antitestek €s azok kombinacidjanak prediktiv értékét a
coeliakids betegek és a kontrollok elkiilonitésére. Spearman féle korrelacids analizist
alkalmaztunk annak eldontésére, hogy van-e 0sszefiiggés a coeliakia specifikus antitestek és
az antimikrobidlis antitestek szintje kozott. Kiilonbozdé becsiilt variancidval rendelkezd
fiiggetlen valtozokon végzett kétmintas t probat, illetve varianciaanalizist és post-hoc Scheffé-
probat alkalmaztunk a glikan ellenes antitest titerek és a diagnozis klinikai tiinetei kozotti
Osszefliggés elemzésére. A p<0,05 értéket tekintettiilk szignifikdnsnak. A statisztikai analizis

SPSS13,0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programmal.

Majcirrhosisos betegcsoport
A folyamatos valtozok eloszlasat Shapiro-Wilk W-teszt segitségével vizsgaltuk. Az adatok
bemutatasa eloszlds szerint medidn (25-75 percentilis tartomany), atlag £+ szoras illetve

esetszam (%) formaban tortént.

2
Kategorikus valtozokat hasonlitottunk Ossze a Fisher exact teszttel vagy y teszttel Yates

korrekcoval. Folyamatos valtozok oOsszehasonlitaisaira Mann-Whitney U tesztet vagy >2
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csoport esetén a Kruskal Wallis H-tesztet hasznaltuk Dunn post-hoc teszttel. A parmintak
Osszehasonlitdsdit Wilcoxon féle rang teszttel végeztik. A folyamatos valtozok kozotti
Osszefiiggés megallapitdsahoz Spearman korrelaciot hasznaltunk.

A kategorikus klinikai valtozok vagy a lektin Gtvonal molekulainak szérum szintjei és a
kovetési id6 alatti kedvezbtlen betegségkimenetelek kozotti dsszefliggéseket Kaplan-Meier
analizissel és univaridciés Cox regresszios analizissel vizsgaltuk. A kiilonbdzo alcsoportok
szignifikancidjat log-rank teszttel értékeltiik. A fliggetlen rizikdfaktorok azonositdsdhoz
multivariaciés analizist végeztiink backward eliminacidval és valdszinliségi arany teszttel
(LRT). Az o0sszefiiggéseket kockazati hanyadokként [hazard ratio-HR] 95% konfidencia
intervallummal [CI] adtuk meg

A statisztikai elemzésekhez az SPSS Statistics 22,0 [SPSS, Chicago, IL] az adatok
abrazolasahoz a GraphPad Prism 6 [San Diego, CA programokat hasznéltuk.

A kiilonbséget statisztikailag szignifikdnsnak akkor tekintettilk, ha a kétszempontos p

érték<0,05 volt.

Etikai engedélyek

A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Regionalis és
Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaganak engedélyével végeztik (DEOEC RKEB/IKEB: 2600-
2007 ¢s DEOEC RKEB/IKEB 5306-9/2011, 3885/2012/EKU [60/P1/2012]). A betegek és a
kontroll személyek a vizsgalatokrol részletes szobeli és irasbeli tajékoztatast kaptak és alairtak

a beleegyezd nyilatkozatot.
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8.Eredmények

8.1 Antimikrobialis antitestek vizsgalata coeliakiaban

Glikdn ellenes és anti-OMP antitestek jelenléte a coeliakia diagnozisanak felillitasakor

A gASCA, AMCA ¢és ACCA ellenanyagok gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt a
coeliakia diagnoézisanak felallitdisakor, mint az egészséges ¢és a gastrointestinalis
kontrollokban (2. tablazat, 6. abra). Az ALCA IgG és anti-OMP esetén azonban a kontroll
csoportokhoz hasonl6 eredményeket kaptunk. Mivel az antitestek eléforduléasi gyakorisaganak
tekintetében nem talaltunk kiilonbséget az egészséges és a gasztrointesztinalis kontrollok
kozott, ezért a kés6bbi Gsszehasonlitdsokhoz csak az egészséges kontroll személyek adatait
hasznaltuk. A javasolt cut-off értékeket alapul véve kiszamitottuk a kiilonb6z0 markerekre
vonatkoz6 specificitast és szenzitivitast. A coeliakias betegek 65,9%-a volt pozitiv legalabb
egy vizsgalt ellenanyagra a diagndzis idopontjaban. Az ALCA-t kivéve az Osszes glikan
kezeletlen coeliakiara specifikusnak mutatkozott. A szenzitivitds Osszességében azonban

alacsony maradt (JASCA: 39%, AMCA: 35,4%, ACCA: 37,8%).

. tablazat Antimikrobialis antitestek gyakorisaga coeliakias betegekben és egészséges

kontroll csoportban n(%o)

Egészséges
CD1 csoport CD2 csoport CD3 csoport Gl kontroll
kontroll csoport
n 82 33 75 100 48
TGA IgA (U/mL)
54,3 (20,2-100) | 32,2(9,9-73,1) 2,7(2,2-3,7) - -
(median; IQR)
gASCA 1gG 32 (39,0)°H 12 (36,3)4"! 10 (13,3) 14 (14) 2(4,2)
AMCA 1gG 29 (35,4)0Fin 3(91) 1(1,3) 0(0) 0(0)
ALCA IgG 7(8,5) 0(0) 0(0) 6 (6) 1(2,1)
ACCA IgA 31 (37,8)0fin 4 (12,1) 3(4,2) 6 (6) 1(2,1)
barmely glikan ,
i 54 (65,9)>fip 15 (45,4)%% 15 (20) 21 (21) 4(84)
pozitiv
anti-OMP IgA 22 (26,8) 11 (33,3) 23(30,7) 20 (20) 11(22,9)

CD1: ujonnan diagnosztizalt coeliakias betegek CD2: nem kellden hosszl ideje vagy eredményteleniil diétazo

coeliakias betegek CD3: szigort diétat tartd coeliakias betegek

bP<0,001, 9P<0,001, CD1 vagy CD2 vs egészséges kontroll csop.;

fP<0,001 CD1 vagy CD2 vs Gl kontroll;iP<0,001, 'P<0,01 CD1 vagy CD2 vs CD3;

"P<0,001, PP<0,003 CD1 vs CD2 y?tesztet hasznalva Yates korrekcioval
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6. abra Antimikrobidlis antitestek szintjei 190 coeliakias betegben és a kontroll

csoportokban
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A fenti Osszefiiggést tovabb vizsgaltuk LR teszt segitségével. A szenzitivitas, specificitas,
pozitiv és negativ prediktiv érték CD-ben diagndziskor és a kontroll csoportban a 3.
tablazatban lathat6. Mind a gASCA, mind az AMCA, mind pedig az ACCA jelenléte a
coeliakia el6fordulasanak mérsékelten fokozott kockazataval jart a kontroll csoporthoz képest.
Barmely glikan-ellenes antitest pozitivitds is a coeliakia el6fordulasanak fokozott
kockazataval jart.

3. tablazat A Kkiilonb6z6 szerologiai markerek prediktiv értéke coeliakias betegek és a

kiilonb6z6 kontroll csoportok esetén

Szenzitivitas Specificitas
LR+ LR-
(%) (%)
Coecliakiasok vs. egészséges kontrollok
2,73 0,71
gASCA 39 86
95%Cl: 1,57-4,76 95%Cl: 0,59-0,86
AMCA 35 100 - -
6,36 0,66
ACCA 38 94
95%Cl: 2,76-14,4 95%Cl: 0,56-0,79
3,13 0,43
Barmelyik glikan 66 79
95%Cl:2,08-4,73 95%Cl: 0,31-0,59
Cocliakiasok vs. GI kontrollok
9,36 0,64
gASCA 39 96
95%Cl: 2,35-37,4 95%Cl: 0,53-0,76
AMCA 35 100 - -
13,7 0,73
ACCA 38 98
95%Cl: 1,86-101 95%Cl: 0,60-0,89
7,43 0,42
Barmelyik glikan 66 92
95%Cl: 2,82-19,6 95%Cl: 0,28-0,62

A coeliakia diagnézisakor észlelt tiinetekre vonatkozo részletes klinikai adatok a CD1
csoportban 82 betegbdl 78-ban voltak elérhetdk.

A 78 betegbdl 32-nél (41%) jelentkezett sulyos malabsorptio, 34-nél (43,6%) nem specifikus
enyhébb gasztrointesztinalis tiinetek, 9-nél (11,5%) vashianyos anaemia, és 3-nal (3,9%)
egy¢éb tiinetek. A glikan ellenes antitestek titere a prezentald tiineteknek megfeleléen valtozott
(4. tablazat) a kiilonb6zd becsiilt varianciaval rendelkezd fliggetlen valtozokon végzett

kétmintas t proba alapjan. Ha a fenti Osszefiiggést ANOVA és post hoc Scheffe-teszttel
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vizsgaltuk, az Osszefiiggés csak a gASCA (P = 0,027) és AMCA (P = 0,03) esetében maradt
szignifikans. A coeliakia prezentcios tiineteit tovabbi csoportokba osztottuk a szeroldgia valasznak
megfeleléen (7. abra, 5. tablazat). Stlyos malabsorptios betegeknél sokkal gyakrabban
észleltiink tobbszords antitest pozitivitast (P=0,019) mig a nem specifikus gastrointestinalis
tiinetek vagy vashidnyos anaemia esetén gyakoribb volt a szeroreaktivitds hianya, vagy a
csupan egy glikan komponens ellenében mutatott reaktivitas (5. tablazat). Azon coeliakias
betegek kozott, akikben tobbszords antitest pozitivitast €szleltiink, az esetek 63%-aban a
diagnoziskor a vezetd tlinet a malabsorptio volt, mely érték szignifikdnsan magasabb, mint

egyéb szerotipusi CD csoportban. (0 = 25%, vagy 1 = 34,8%, P = 0,019) (7. abra).

4. tablazat Az antimikrobialis antitestek titere és a coeliakia diagnézisakor észlelhet6

prezentacios tiinetek kozotti osszefiiggés (CD1 csoportban, n=78)

Malabsorptio Nem specifikus Gl Anaemia
tiinetek

n 32 34 9

gASCA IgG 54,8 (16,4-99,4) 21,3 (7,1-76,5) 12,2 (8,8-36,7)
AMCA IgG 90,3 (59,5-115,9)° 73,8 (52,3-104,4)° 44,1 (25,1-55,0)
ALCA IgG 20,6 (16,7-31,2)° 23,7 (16,5-39,1)* 12,8 (9,9-15,2)
ACCA IgA 103,8 (53,3-192,1)° 57,3 (37,4-100,5)* 26,8 (12,7-53,6)
OMP IgA 14,8 (5,2-33,2) 15,2(8,2-24,2) 16,2 (2,9-34,1)

3P<0,005, PP<0,01 (nem specifikus gasztrointesztinalis tiinetekkel rendelkezo, malabsorptios és anaemids

betegek kozott kiilonbozé becsiilt varianciaval rendelkezd fiiggetlen valtozokon végzett kétmintas t proba

5. tablazat Kezeletlen coeliakids betegekben észlelt antimikrobialis antigénekre adott

valasz a pozitiv antitestek szamanak fiiggvényében n (%) (n=78)

0 1 2-4 Osszesen
sulyos malabsorptio 7(22) 8 (25) 17 (53) 32 (40)
nem specifikus Gl
13 (38) 12 (35) 9 (27) 34 (44)
tiinetek
Vashianyos anaemia 6 (67) 3(33) 0 9 (21)
Egyéb 2 0 1 3(4)
Osszes 28 (36) 23 (29) 27 (35) 78 (100)

P=0,019 y?teszt
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7. abra A coeliakia klinikai megjelenési formaja szerologiai valaszok szerint

A glikan ellenes és anti-OMP antitestek valamint a coeliakia specifikus TGA és EMA
kozotti osszefiiggés

Szignifikans korrelaciot talaltunk a glikan ellenes antitestek és a TGA szintje kozott
(pgASCA < 0,001, R = 0,39; pAMCA = 0,01, R = 0,28; pALCA = 0,006, R = 0,23; pACCA
< 0,0001, R =0,53; p anti-OMP = 0,001, R = 0,25 Spearman féle korrelacids analizist
alkalmazva). Ehhez hasonloan pozitiv 6sszefiiggés mutatkozott az EMA IgA és gASCA (p <
0,001), AMCA (p < 0,001), ACCA (p< 0,0001), vagy barmely glikan (p < 0,0001) antitest

kozott, anti-OMP esetén azonban nem.

A gluténmentes diéta hatdsa a glikan ellenes és anti-OMP antitestek jelenlétére

Azon 30 f6s betegcsoportban, akiket vizsgaltunk a diagndziskor, illetve a hosszatava
gluténmentes diéta soran (CDI alcsoport) a glikan ellenes antitestek pozitivitdsa a szigord
hosszas GMD mellett (gASCA 12, AMCA 9 és ACCA 11 betegben) teljesen eltint. Minden
egyes ellenanyag koncentracidja is szignifikdnsan csokkent a gluténmentes diéta utan.
(p<0,001 minden esetben). Az anti-OMP ellenanyag a 14 betegbdl egy esetben pozitiv
maradt az EMA ¢és TGA negativva valasa ellenére, de a titer ebben a betegben is jelentdsen

csOkkent a 135 honapos gluténmentes diéta alatt (33,2 U/ml-r6l 25,4 U/ml-re; vo. pozitiv
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cut-off 25 U/ml). A 8. abra mutatja az individualis glikan-ellenes és anti-OMP antitest

szinteket a diagnoziskor és valtozasukat a sikeres gluténmentes diéta utan.
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Cut-off értékek gASCA IgG esetén 50U/ml, AMCA IgG esetén 100U/ml, ACCA IgA esetén 90U/ml, anti-
OMP IgA esetén 25U/ml

8.abra A coeliakias betegek (n=30) glikan ellenes és anti-OMP ellenanyag titerének

valtozasa gluténmentes diéta mellett

A glikdn és OMP ellenes antitestek gyakorisdga és az atlagos antitest titer szignifikdnsan
alacsonyabb volt azon betegekben, akik kelléen hosszu ideig tartd sikeres gluténmentes
diétat tartottak (CD3 csoport), mint a nem kezelt betegek esetében (CDI1 csoport)

(2.tablazat, 6.abra) és statisztikailag nem kiilonbo6zott az egészséges kontrolloktol.

A NOD2/CARD15 mutdciok prevalencidja és osszefiiggésiik az antitest szintekkel és a
prezentdcios tiinetekkel

Coecliakidban a NOD2/CARD15 mutacié jelenléte (19/134, 14,2%) nem kiilonbozott a
kontroll csoporttél (16/100, 16%). Nem talaltunk tovabba semmilyen Osszefliggést a
prezentacios tiinetek, a glikan ellenes antitest pozitivitas és a NOD2/CARD15 variansok

kozott.
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8.2 Lektin utvonal molekulainak vizsgalata majcirrhosisos betegekben

A lektin utvonal molekuldinak szérumszintjei cirrhosisban

A lektin utvonal molekuldinak szérumszintjei cirrhosisos betegekben és a kontroll csoportban
a 6. tablazatban lathatok. FCN-2 és FCN-3 szintek szignifikansan alacsonyabbak voltak a
cirrhosisos betegekben a kontroll csoporthoz képest. Hasonloan a MASP-2 deficiencia, -ami
<100 ng/ml szérumszintnek felelt meg-, gyakrabban fordult el6 cirrhosisos betegekben.
Cirrhosisban a lektin utvonal mindhdrom molekulajanak a szintje fokozatosan csokkent a
betegség sulyossaganak Child-Pugh stddiumok szerinti elérehaladasaval. Tovabba a MASP-2
szintekkel ellentétben mindkét tipust fikolin szintje szignifikdnsan alacsonyabb volt az
asciteses betegekben (6. tablazat).

fikolin szint szignifikansan alacsonyabb volt alkoholos cirrhosisban a nem alkoholos
eredethez képest, de csak Child A stadium esetén (FCN-2: 505 [440 — 562] vs. 548 [489 —
679] ng/ml, p=0,001 és FCN-3: 7509 [5508 — 10897] vs. 10596 [7065 — 15379] ng/ml,
p<0,001, ), vagy azokban, akiknek nem volt ascitesilk. MASP-2 esetén nem talaltunk hasonld
Osszefiiggést (6. tablazat).
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6. tablazat A lektin utvonal vizsgalt molekuldinak szérumszintjei majcirrhosisos
betegekben és egészséges kontroll egyénekben

FCN-2 szint FCN-3 szint MASP-2 szint MASP-2 deficiencia
Esetszam
(ng/ml) 2 (ng/ml)2 (ng/ml)? (< 100 ng/ml), n(%)
Egészséges 160 769 10797 412 3
kontrollok (629 — 1145) (9017 - 13867) (285 — 586) (2,0)
Cirrhosisos
betegek 266 505 7301 212 52
(kiilonb6z6 (426 — 596)* (4857 — 10601)# (126 — 359) * (19,5) #
etiologia)
Etioldgia
492 6593 206 35
Alkoholos eredetii 170
(398 — 564) (4532 — 9569) (127 - 357) (20,6)
Nem-alkoholos % 536 9498 234 17
eredetil (470 — 652)% (6318 — 13614)* (123 - 363) 7,7
Child-Pugh stadium
527 8962 250 22
A 148
(455 - 618) (6064 — 12872) (159 - 372) (14,9)
486 6032 194 23
B 101
(391 - 583) (4416 —8714) (106 — 320) (22,8)
427 5487 134 7
C 17
(314 - 499) (3986 — 8139)Y (56 — 295) § (41,2) ¢
Ascites
528 8110 239 29
Nincs 170
(453 - 625) (5764 — 12006) (133 -370) (17,1)
472 6314 195 23
Van 96
(392 — 550)* (4094 —8917)* (103 - 335) (24,0)
Klinikai stadium
9415 (6054-
Kompenzalt 133 537 (461-647) 241 (132-366) 22 (16,5)
13189)
, 6314 (4231-
Dekompenzalt 133 478 (396-551)F 8624)’ 205 (112-348) 30 (22,6)

FCN: fikolin; MASP: mannan-binding lectin serine protease; 2median, IQR (legalacsonyabb 25% - legmagasabb 25%)

#p< 0,001 cirrhosisos és egészséges kontrollok kozott; *p< 0,001 és *p< 0,01 nem alkoholos és alkoholos kozdtt

Up< 0,001, "p< 0,01 és ¥p< 0,05 a harom kiilonboz6 Child stadium kozott

*p< 0,01 ascites jelenléte és hidnya kozott

TP<,001 kompenzalt és decompenzat cirrhosisos betegek kozott

2
p értékeket Mann-Whitney U-test, Fisher’s exact teszttel vagy y -teszttel Yates korrekcioval szamoltuk ki
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Szignifikdns Osszefiiggést észleltiink a lektin Utvonal molekulai és a maj orientalt
pontrendszerek (Child-Pugh és MELD), valamint a portalis hipertenzidé laboratoriumi
paraméterei, ill. a csokkent mé;j és vesefunkcid kozott. A nem-parametrikus 0sszefliggéseket a
7. tablazatban foglaltuk Ossze.

Stabil jarobetegek alcsoportjaban (n=65) vizsgaltuk a szérum lektinszintek szekvencialis
valtozasait. E16szor 33 beteg szérummintait vizsgaltunk késobbi jarobeteg kontroll alkalmaval
iS. (A két mintavétlel kozott eltelt id6 655 [IQR: 246-1090] nap volt). Egyik vizsgalt molekula
szérumszintjében sem talaltunk szignifikans valtozast (FCN-2: 504 [458-600] vs. 479 [423-
543], p=0,092; FCN-3: 9449 [5934-13070] vs. 8814 [5999-11006], p=0,837; MASP-2: 221
[129-369] vs. 208 [119-324], p=0,313). Ezen id6szak alatt a Child-Pugh stadiumok kozott
sem észleltiink szignifikans valtozast (p=1,000 Wilcoxon rank tesztet alkalmazva).

Egy masik, 32 betegbdl allo alcsoportban AD epizod idején is elvégeztiink lektinszint
méréseket. Egyik molekula szintjében sem talaltunk szignifikans eltérést (FCN-2 164 [107-
284] vs. 178 [102-314], p=0,772; FCN-3: 6455 [3877-9204] vs. 5978 [3723-8751], p=0,400;
MASP-2: 183 [106-329] vs. 167 [78-276], p=0,140). A két mintavétel kozott eltelt median id6
555 nap [133-955] volt.

A lektin utvonalat alkoto molekulak szérumszintjének jelentosége a klinikailag jelentos
bakteridlis infekciok kialakulasaban

A vizsgalatba bevont betegek koziil 95 (35,7%) betegben alakult ki klinikailag jelent6s
bakterialis infekcid (CSI) legalabb egy alkalommal a kovetési id6 alatt. Az elsdé infekcio
kialakulasaig eltelt median id6é 626 [169-799] nap volt. A leggyakrabban diagnosztizalt
infekcio a hugyuti infekcio volt ami 33,7%-ot tett ki, ezt a spontan bakteridlis peritonitisz
(24,2%) és pneumonia (12,6%) kovette. Az esetek 5,3%-a multifokalis eredetii volt. Egyéb
bakterialis infekciok kozott észleltink még orbancot (4,2%), cholangitist (2,1%),
bacteriaemiat (2,1%), akut bronchitist (3,2%) és az infekcid helyét nem tudtuk meghatarozni
12 esetben (12,6%). A lektin Gtvonal molekulainak szérumszintjeirél elmondhat6, hogy a
normal molekula szinthez képest az alacsony FCN-2 és FCN-3 szintek Osszefiiggtek a
klinikailag jelentds bakterilis infekciok novekvd kumulativ incidenciajaval (FCN-2 esetében
62,6% vs. 46,7% HR: 1,55, 95%ClI: 1,00-2,39, p=0,047 és FCN-3 esetén 59,3% vs. 48,2%
HR: 1,61, 95%CI: 1,05-2,47, p=0,029) (7. tablazat).
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7. tablazat Nem—parametrikus osszefiiggések a lektin ttvonal molekulai és

majcirrhosisos betegek laboratoriumi jellemzaoi kozott

FCN-2 FCN-3 MASP-2

Spee;rhngan’s p-érték Spee:rhn;an’s p-érték Spearl;]rgan’s p-érték

életkor -0,014 0,815 0,007 0,915 0,05 0,415
kreatinin 0,087 0,168 0,066 0,293 0,094 0,137
bilirubin -0,292 <0,001 -0,441 <0,001 0,249 <0,001
albumin 0,184 0,003 0,317 <0,001 -0,300 <0,001
INR -0,300 <0,001 -0,442 <0,001 -0,240 <0,001
CPS -0,263 <0,001 -0,390 <0,001 -0,205 0,001
MELD -0,193 0,002 -0,404 <0,001 -0,256 <0,001
AST 0,143 0,020 0,177 0,004 0,031 0,620
ALT 0,200 0,001 0,299 <0,001 0,104 0,089
Thrombocytaszam 0,086 0,168 0,127 0,038 0,090 0,143

FCN: fikolin, MASP: mannan-binding lectin serine protease; CPS: Child-Pugh score; INR: international

normalized ratio, AST: aspartate aminotransferase; ALT: alanine aminotransferase
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A szérum fikolin profil,-amely esetén mindkét fikolin molekula szintjét egyidejiileg
figyelembe vettiik- 1épcsdzetesen novekvé kumulativ incidenciat mutatott a klinikailag
jelentds bakteridlis infekcid kialakulasara nézve az alacsony fikolin szintek szdmanak
novekedésével: 45,7% volt mindkét fikolin normal szintje esetén, 57,2% ha két fikolin koziil
az egyiknek volt alacsony a szintje és 63,8% volt azokban, akiknél mindkét fikolin szint
alacsonyabbnak bizonyult (HR: 2,00, 95%CI: 1,15-3,47, p=0,016) (8. tablazat és 9A abra).
Nem talaltunk hasonld Osszefliggést sem az individualis (8. tablazat és 9B abra) sem a

fikolinokkal kombinalt MASP-2 deficiencia esetén.

Kovariaciok

A klinikailag jelentés bakteridlis fert6zések kialakuldsédval Osszefiiggd klinikai faktorok
univaridciés Cox regresszios analizise lathatd a 8.tablazatban. Alkoholos betegségetiologia
(HR: 1,68, 95%Cl: 1,07-2,66, p=0,024), elérehaladott betegségstadium (Child-Pugh stage
B/C [HR: 2,42, 95%CI: 1,61-3,64,p<0,001] vagy az ascites jelenléte [HR: 2,31, 95%CI: 1,54-
3,46,p<0,001]) és korabbi CSI epizod (HR: 2,64, 95%CI: 1,76-3,96, p<0,001) szignifikansan

Osszefiiggtek a klinikailag jelent6s bakterialis infekciok kialakulasanak valoszintiségével.

Multivariacios analizis

A Cox regresszios analizisben, mely mind a lektin utvonal molekuldinak szérumszintjeit,
mind pedig a klinikai véaltozokat szamitasba vette, azt mutatta, hogy csak a klinikai faktorok,
mint az el6rehaladott betegségstadium és korabbi CSI epizod bizonyultak a klinikailag
szignifikans bakteridlis infekciok kialakuldsdra nézve fiiggetlen kockazati tényezdnek ,
azonban ez nem allt fenn sem az egyes fikolinok, sem pedig a fikolin profil esetén. (8.
tablazat).
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8. tablazat Univariacios és multivar

o7 eor

oer eor

1aC108

Cox-regresszio analizis, melynek célja a lektin
utvonal molekuldinak szérumszintjei és a Kklinikai faktorok jelentoségének értékelése
majcirrhosisos betegekben a klinikailag jelentds bakterialis fert6zés kumulativ el6fordulasaban

. , Univariacios Multivariacios
CSI kialakuldsa analizis analizis
esemeé- HR
. CP g o -y HR (95% p
esetszam nyek CSI1 % p érték (95% p érték ch erték
szama Cl)
Osszes beteg 266 95 50,6%
<65 év 216 74 47,9%
Eletkor 5 1.40
>65 év 0 21 64,2% 0,173 (0,86- 0,175
2,28)
férfi 133 48 48,7%
Nemek 109
no 133 47 53,0% 0,676 (0,73- 0,676
1,63)
nincsenek 130 42 44,5%
Tarsbetegsé-
gek 1,37
vannak 136 53 57,4% 0,132 (0,91- 0,136
2,05)
egyéb 96 25 41,6%
Etiologia
1,68 0,025 1,36
alkohol 170 70 55,5% 0,024 (1,07- (0,85- 0,196
2,66) 2,15)
nem volt 169 42 38,8%
KOI'abbl CSI 2 64
' 2,48
volt 97 53 68,7% <0,001 5156?' <0001 | (es- | <%
’ 3,73)
Kompenzalt 133 38 39,6%
Klinikai
Dekompenzalt 57 61,9% 0,001 (1,29-
0,002
2,93)
Child-Pugh Child A 148 43 40,1%
stadium
2,42 2,27 <0.00
Child B/C 118 52 66,8% <0,001 (1,61- <0,001 (1,51- i
3,64) 3,41)
nincs 170 52 42,3%
Ascites 231
van 96 43 67,9% <0,001 (1,54- <0,001
3,46)
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8. tablazat folytatasa

. , Univariacios Multivariacios
CST kialakulasa analizis analizis
esetszam esemeny tP érték” (;5;) érték HR (95% P
ek szama CSI % P cly P Cl) érték
Osszes beteg 266 95 50,6%
nem 148 43 41,8%
PPI hasznalat 176 125
igen 118 52 61,3% 0,005 (1,18 | %006 (0,81- | 0,317
2,64) 1,91)
Nem .
szelektiv nem 139 42 43,1%
béta-
1,55 1,08
blokkolo igen 127 53 58,7% 0,033 (1,03- | 0034 (0,67- | 0,753
hasznalata 2,32) 1,74)
normal 214 74 48,6%
MASP2 129
deficiens 52 21 59,6% 0,306 (0,79- 0,307
2,09)
normal szint | 200 65 46,7%
FCN-2 o6 1,55 0,049 1,09
alacsony szint 30 62,6% 0,047 (1,00- ’ (0,69- 0,715
2,39) 1,72)
normal szint | 200 64 48,2%
FCN-3 66 Lol 0,030 1,00
alacsony szint 31 59,3% 0,029 (1,05- | (0,63- | 0,985
2,47) 1,58)
normal 167 51 45,7% ref.
o egy FCN 1,39 0,97
Kombinalt szintje 66 27 57,2% 0160 | 087- | %% | (059- 0,908
FCN alacsony 2,22) 1,59)
két FCN 2,00 1,09
szintje 33 17 63,8% 0,016 (1,15- 0,014 (0,60- 0,770
alacsony 3,47) 1,99)

*log-rank teszt p értékei

CP: cumulative probability/kumulativ valoszintiség; CI: confidence interval; CSI: clinically significant

bacterialinfections; FCN: ficolin; HR: hazard ratio; MASP: mannan-binding lectin serine protease;

PPI: proton-pump inhibitor; ref.: reference
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Halalozas

Vizsgaltuk a szérum fikolin profil és a MASP-2 deficiencia lehetséges hatasat a fert6zéshez
kapcsolodo halalozasra (n=95). Az elsé bakterialis infekcid lezajlasa alatt 19 beteg (20,0%)
halt meg. Sem a bevalasztaskor észlelt fikolin szérum profil sem a MASP-2 deficiencia nem
volt Osszefiiggésben a halalozas rizikdjaval a Kaplan-Meier tulélési analizisben (9C — D
abra). Az egész vizsgalt cirrhosisos betegcsoportban a majbetegséghez kapcsolodo halalozas
85 esetben kovetkezett be (32.%). Kaplan-Meier tulélési analizis megmutatta, hogy jelentsen
rosszabb a talélés azon betegekben, akiknek a betegsége el6rehaladott a Child-Pugh
stadiumnak megfeleléen (p<0,001), akiknek volt ascitese (p<0,001) vagy megel6z6 mar
zajlott CSI epizodja (p=0,035). MASP-2 deficiencia (p =0,387) vagy szérum fikolin profil (p
=0,093) nem fliggott Gssze a teljes tuléléssel. (9E és F abra).

>
(@)
m

190 -~ Mindkét FCN szintje normalis 199 ; L
- Egy FCN szintje alacsony W — ) Referencia
® 80 -+- Két FCN szintje alacsony 5§ 80 ———ees 804 Referencia
52 g | T T N
[ x4 Xo p=0.888 g
NE gg ----------- ! o 60
SN 60 o~ 60 p=0.305 =1
52 25 s
] %o & !
»S =2 .l 0% M} 0 VLG
F> 40 32 40 2 401
foXs] >0 g
=<5 5'% 4
&E 20 > 20 204
= €
3¢
0+ 0 0
0 365 730 1095 1460 1825 0 7 14 21 28 0 365 730 1095 1460 1825
Kockazatnak kitett létszam: napok napok napok
o 167 110 88 62 46 32 51 47 45 41 39 167 122 104 73 61 46
-~ 66 44 33 21 17 13 27 26 24 21 21 66 50 40 27 22 16
33 21 13 9 7 6 17 14 13 1 1" 33 25 18 10 9 8
100
100 - Normal MASP-2 szint 100
-~ MASP-2 deficiens L
o o5 80
£ 80 B35 o
o8 ﬁ'g* ]
NE 23 K]
O'N 60 oN 60 o 60
88 2% 55’ E
Koke] B p=0.139
oS 9 2
m2 40 20 40 S 40 e
] p=0.306" >0 2 p=0:387
2 58 2
= 20 20
2 20 EE 20
0 T T 0 0
0 365 730 1095 1460 1825 0 7 14 21 28 0 365 730 1095 1460 1825
Kockazatnak kitett Iétszam: napok napok napok
o 214 139 112 76 60 43 74 68 64 60 58 214 159 135 91 78 59
—+ 52 3% 22 16 10 8 21 19 18 13 13 52 38 27 19 14 11

9. abra Majcirrhosisos betegekben bakterialis infekciok kialakulasa (A,B) (n=266), az
infekciohoz kapcsolodo halalozas (C,D) (n=95), és a majbetegséghez kapcsolodo
osszhalalozas a fikolinok (FCN) vagy a mannéz koto lektin szerin proteaz 2 (MASP2)
szérumszintjének megfeleléen (E,F) (n=266)

Azon betegeknél, akikben mindkét fikolin szintje alacsony volt a klinikailag szignifikans bakterrialis fertézések
kumulativ el6fordulasi valoszinlisége szignifikansan gyakoribb volt, mint azokban akiknek normal volt a fikolin
szintjiik, vagy csak az egyik fikolin szintjiik volt alacsonyabb.

MASP-2 deficiencia nem fiiggott Ossze a klinikailag jelentds bakteridlis infekcio kialakulasanak a
valosziniiségével. Sem a fikolin profil sem a MASP-2 deficiencia nem fiiggétt 6ssze az infekciohoz kapcsolodo
vagy a majbetegséghez kapcsolodd Gsszhalalozassal. MASP-2 deficiencia:<100 ng/mL, alacsony FCN-2:<427
ng/mL és FCN-3:<4857 ng/m

*Log_Rank teszt
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9.Megbeszélés

Antimikrobidlis antitestek vizsgalata coeliakidban

Munkank az els6 az irodalomban, mely relative nagy coeliakids beteganyagban komplexen
vizsgalta az Osszefliggéseket az 1) szerologiai marker panelek, a betegség klinikai tiinetei és a
NOD2/CARDL1S5 statusz kozott. Hasonloan a korabban vizsgalt Crohn-beteg csoporthoz (18),
az antimikrobialis antitestképzodés folyamatanak vizsgalata coeliakias betegekben az
antitestképzddés megismerésének jabb eleme lehet.

Vizsgalatunkban bemutattuk, hogy a glikan ellenes antitestek (gASCA, ACCA, és AMCA)

Osszefiiggnek a coeliakidval a diagnézis felallitdsakor. Azonban az ALCA ¢és az anti-OMP

eléfordulasi gyakorisaga nem kiilonbozott a kontroll csoport eredményeitél. A gASCA

pozitivitas aranya (39%) coeliakias betegekben diagnoéziskor Osszevethetdé volt korabbi

coeliakias betegcsoportban vizsgalt eredményekkel (23-27).

A Candelli (27) és Barta (84) altal kozoltektdl eltéréen, a coeliakias betegek adatait sajat

IBD-s beteganyagunkéval (28) 0Osszehasonlitva az ASCA IgG prevalenciajaban a két

betegcsoport kozott nem tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni. Az ASCA IgG

gyakrabban fordult elé IBD-ben (50,5%), mint coeliakidban (35,7%), a kiilonbség azonban

nem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,091). Jelen vizsgalatban az ALCA kivételével a glikan

ellenes antitestek el6forduldsa €s a median titeriik coeliakidban a diagnozis felallitdsakor

hasonl6 volt a korabban Crohn-betegség esetén leirtakhoz (18, 85) (coeliakia gASCA: 33,1

U/mL, AMCA 79,3 U/mL, ALCA 21,5 U/mL, ACCA 68,4 U/mL vs Crohn-betegség

gASCA: 48,3 U/mL, AMCA 55,5 U/mL, ALCA 25,4 U/mL, ACCA 46,2 U/mL). Radasul a

pozitivitds ardnya barmely antitest esetén 0Osszehasonlithatdé ezen betegcsoportokban

(coeliakia vs Crohn betegség 65,9% vs 59,4%, p = NS). Tovabba a szenzitivitas, specificitas,

pozitiv és negativ prediktiv érték coeliakidban Osszevethetd volt a Crohn-betegségben

megfigyeltekkel. Gasztrointesztinalis tiinetekkel rendelkezé betegek esetén ASCA, AMCA

vagy ACCA jelenléte nem csak fennalld Crohn-betegségre utalhat, hanem Osszefiigghet

kezeletlen coeliakidval is. Ugyanakkor eredményeink alapjan az ALCA és az anti-OMP

specifikus, de kevésbé szenzitiv markernek bizonyult Crohn-betegségben.

Jelen adatok az tamasztjak ala, hogy mind coeliakiaban, mind Crohn-betegekben elsédleges
defektus van a bél permeabilitasban, amely a rokonok alcsoportjaiban is észlelheto.
Coeliakidban az antitestek megjelenése a glutén altal provokalt gyulladas és kdvetkezményes
szovetkarosodas miatt kialakulo megndvekedett intestinalis permeabilitasnak tulajdonithato,

mig a glutén étrendbdl torténd eliminalasa jelentdsen csokkenti vagy normalizélja a fokozott
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intestinalis permeabilitast (86, 87). Feltételezhet6en ezek a gliadin altal indukalt folyamatok
(bél barrier karosodas) az okai az anti-mikrobialis antitest képz6désének a betegségben. Ezt
tamasztja ald, hogy vizsgélatunkban a glikdn ellenes markerek és a TGA vagy EMA kozott
Osszefiiggést tudtunk kimutatni, tovabba az, hogy az antitest statusz alapvetdéen megvaltozottt
a gluténmentes di¢ta bevezetését kovetéen. A gASCA és egyéb glikan ellenes antitestek
teljesen eltiintek a vizsgalt coeliakias betegekben a szigoru, hosszl tava gluténmentes diéta
utan. Ezek az eredmények megegyeznek korabbi vizsgalatok eredményeivel (21, 23).
Mallant-Hent és munkatarsai (25) 111 coeliakias betegbdl alld vizsgalati csoportjaban a
gluténmentes diéta mellett jelentdsen csokkent az ASCA pozitivitas ardnya (28,8%-rol 8,1%-
ra), azonban nem sziint meg teljesen. Ezen kiilonbség magyardzata az lehet, hogy az atlagos
kovetési id6 gluténmentes diéta utdn a mi tanulményunkban hosszabb volt [49 (10-159) honap
vs 33 (3-113) honap]. Az eredmények azt tamasztjak ala, hogy a hosszabb ideig tarto diétaval
feltehetdleg sokkal inkabb elérheté az antitest-negativitds, miként a nyalkahartya teljes
gyogyuldsanak aranya is.

A felnottekben az ASCA prevalencidja magasabb a gyerekekhez képest, ami a hosszan tartd
gyulladds ¢és kovetkezményes antigén expozicid fontos szerepét tdmasztja ald az anti-
mikrobialis antitestek képzodésében.

Jelen vizsgalatban megallapitottuk, hogy az antitestek eltiinésének kinetikdja valtozoan
érzékeny a gluténmentes diéta hosszara. A glikan ellenes antitestek koziil az AMCA és ACCA
csOkkent leggyorsabban, kozvetleniil amint a TGA titer elkezdett csokkenni. A CD2
csoportban az antitestek prevalencidja szintén megvaltozott a CD1 csoporthoz hasonldan, kb.
36%-16l 11%-ra, mikozben az gASCA és anti OMP valtozatlan maradt. Azon coeliakias
betegek kozott, akik szigorti gluténmentes diétan voltak, a diéta id6tartama ebben a csoportban
volt a legrovidebb. Azon betegcsoportban, akik sikeresen reagaltak a gluténmentes diétara
(CD3) a gASCA csaktgy, mint az AMCA ¢és ACCA gyakorisdga alacsonyabb volt.
Ugyanakkor az anti-OMP &sszfrekvenciaja nem valtozott sem a CD2 sem a CD3 csoportban
(2 tablazat). Mindamellett azt talaltuk, hogy az anti-OMP szintek egyértelmiien a normal
szintre csokkentek a CDI1 csoportban 14 betegbdl 13 esetében. (8. abra). A feltételezhetd
ellentmondas magyarazata az, hogy az atlagos kovetési idé mindkét CD2 és CD3 csoportban
szignifikansan rovidebb, mint a CD1 csoportban, akik részt vettek az intra-individualis
longitudinalis monitorozasban, ami azt sugallja, hogy az anti-OMP teljes eltlinésé¢hez
szlikséges a legtobb 1d6 és ez a joval a TGA és EMA normalizalodéasa utan torténik. Az anti-
OMP ¢és glikan ellenes antitestek kialakuldsa kozotti kiilonbségeket IBD-ben korabbi
vizsgalatunkban is igazoltuk (72).
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Vizsgaltuk a lehetséges 0sszefliggést a szerologiai valasz és a betegség klinikai tlinetei kozott.
Azon betegek, akikben a glikdnokkal szemben tobbszords szeroreaktivitast észleltiink
gyakrabban mutattak sulyos malabsorptios tiineteket, mint azok, akiknél egyaltalin nem
¢észleltiink egyik glikdnnal szemben sem reaktivitast (63% vs 22%, P = 0,019), és kortilbeliil a
malabsorptios esetek 53%-at tették ki. Az Gsszes alcsoport koziil a TGA titer azok esetében
érte el a legmagasabb értéket (115,9 U/mL vs egyéb: 60,9 U/mL, P = 0,016), akiknél
malabsorptio jelentkezett, mely szintén arra utal, hogy a fokozott intestinalis permeabilitas az
antitest képzodés valoszinlsithetd komponense. JOl ismert, hogy az intestinalis karosodas
malabsorptios esetekben a legkifejezettebb és a TGA a szoveti sériilés jo markere (88). Meg
kell azonban jegyezniink, hogy a kiilonb6z0 klinikai prezentacios csoportokban az esetek szama
alacsony volt, ezért tovabbi vizsgalatok sziikségesek nagyobb coeliakias betegcsoportba az
eredmények megerdsitésére.

Legutobbi adatok felvetik annak a lehetéségét, hogy az anti-mikrobialis antitestek jelenléte,
legalabbis részben genetikai hajlamhoz kapcsolhat6. Crohn-betegekben Gsszefliggést talaltak
az antimikrobialis antitestképz6dés és a velesziiletett immunitas receptor génjeiben észlelt
mutaciok hordozasa k6zott (NOD2/ CARDIS5 vagy toll-like receptor) (72). Tovabba a Crohn-
betegcsoportunkban NOD2 varians hianyaban a gASCA ¢és a glikdn ellenes antitest
pozitivitas meglehetésen magas volt (43,5% és 53,7%). Jelen vizsgalatban azt talaltuk, hogy
az coeliakias betegekben ezen antitestek ugyanolyan mennyiségben ¢s gyakorisdggal
fordultak elé, mint a Crohn-betegekben, holott a NOD2/CARDI15 mutacié megjelenése
szignifikdnsan alacsonyabb volt. Ezen felismerések —azon tények alapjan, hogy nincs
Osszefiiggés a TLR4 variansok és a coeliakia kozott (89, 90) nem erdsitik meg a genetikai
hajlam szerepét az antitestképzddésben. Mindemellett a NOD2/CARD15 jelenléte Crohn-
betegségben nyilvanvald és kapcsolatot irtak le a fokozott bélpermeabilitds ¢és a
NOD2/CARDI15 3020insC mutacio kozott (91). Coeliakiasokban mi nem figyeltiink meg
semmilyen Osszefiiggést a glikan ellenes antitestek és a NOD2/CARDI1S5 varians jelenléte
kozott. A NOD2/CARDI1S5 mutaciot hordozé egyének alacsony 1étszdma nem teszi lehetdveé a
szerologiai valaszban 1évé szignifikans kiilonbségek felismerését ezen betegcsoportban.
Coeliakiaban az antimikrobialis antitestképzddésben Srokletes vonds nem valdszinii, mivel
nem talaltuk magasabbnak az ASCA (9,1% vs 14%) és az anti-OMP (12,1% vs 20%)
prevalenciat ezen vizsgalatban a 66 els6 fokl, nem érintett rokon (testvér) esetében.
hasonlosag alapjan feltételezzik az anti mikrobidlis antitest képzddése is hasonld

mechanizmussal mehet végbe coeliakiaban ¢s Crohn-betegségben. A szerologiai valasz jelenléte

48



feltehetéleg a bél mikroflora elemeinek tartds jelenléte miatt kialakuld reakcio, mely a
megnovekedett bakteridlis transzlokacid kovetkeztében alakul ki. A bakteridlis transzlokacid
ismert prediszpondld tényez6i, mint pl. a bakteridlis talndvekedés a vékonybélben
(masodlagosan az intestinalis dysmotilitas miatt) (92-94), a bél nyalkahartya integritasanak
karosodasa (masodlagosan a lokalis bél mikrokeringésének megvaltozasa miatt) (95, 96),
amely csokkent oxigénszallitast és az oxigéngyokok képzodésének a fokozddasat eredményezi
(97) csakiugy, mint a proinflammatorikus cytokinek upregulacioja (TNFa, interleukin-17
vagy IFN-gamma) az aktiv 1éziokban (98), és a hianyos mukoézalis védelem (22, 99) mind
tipikus jellegzetességei mindkét klinikai allapotnak. A vékonybélbdl szarmazd fokozott
bakterialis transzlokacid jelentdségét az antimikrobidlis antitestképzddésben tovabba
alatamasztja az a tény is, hogy Crohn-betegekben a szerologiai valasz jelenléte foképp a
komplikalt (strikturald vagy penetrald) vékonybél érintettségben jellemz6 ¢€s ritkdbban észlelt
izolalt colon betegség vagy colitis ulcerosas betegek esetében. Ugyanakkor a gyogyult bélfal
véd a mikrobdk, illetve azok komponenseinek invazidjatdl és ez az antimikrobidlis antitest
képzddés megsziinéséhez vezet. Coeliakidban ez a folyamat igazolhatd annak
megfigyelésével, hogy az antitestképzddés csak 4atmeneti jelenség. A gliadin expozicio
megszinése €s az ezt kdvetd nyalkahartya gyogyulas eredményeképp az antitestek teljesen
eltinnek. A feltételezésiink ezen szempontjanak megerdsitése sokkal bonyolultabb Crohn-
betegség esetén. Mindenckel6tt a patogenetikai folyamat nemcsak sokoldalubb, hanem
kevésbé is jellemzett a coeliakidhoz képest. A kivalto agens teljes eliminalasa nem lehetséges.
Tovabbad nem érheték el olyan megbizhatd szerologiai markerek, amik a bél Kkiterjedt
gyulladasat tiikkrozik, mint coeliakidban a TGA és az anti-actin IgA antitestek. Végil a
mikrobialis szeroreaktivitas teljes megsziinése szempontjabol a hosszl tava teljes remisszio
(nyalkahartyagyulladas nélkiil) sziikséges, de ritkan érhetd el Crohn-betegekben

Osszehasonlitva azon coeliakias betegekkel, akik szigort gluténmentes diétat tartanak.

A bioldgiai kezelések megérkezése megvalaszolhatja ezt a megoldatlan kérdést. A
nyalkahartya teljes gyogyulasa ezen kezeléssel Crohn-betegségben a betegek nagyobb
hanyadaban érheté el, mint a klasszikus immunszupressziv gyogyszerekkel. Jelen
pillanatban nincsenek elérhetdé adatok prospektiv vizsgalatokrol, amik a bioldgiai terdpia
hatékonysaga és az antitestek stabilitasa kozotti Osszefliggést értékelné. Adataink ezenfeliil
sziikségessé tesznek kiegészité alapkutatdsokat, hogy feltarjdk a kommenzalis
bélbaktériumokra adott immunvalasz pontos mechanizmusait, csakugy, mint a bakteridlis

transzlokacio lehetséges klinikai jelentdségét a betegség vagy a szovodmények kialakuldsaban,
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ami mar kelléen megalapozott egyéb korallapotokban, mint pl. majcirrhosis, akut pancreatitis
vagy szepszis (100).

Kovetkezésképp elmondhatjuk, hogy az eredményeink alapjan az ASCA és egyéb glikan ellenes
antitestek tekinthetdk a coeliakia és a gluténmentes diéta compliance kiegészité markereinek. A
mikrobialis komponensekre adott valasz jelenléte és mértéke Osszefiiggott a sulyosabb
betegséglefolyassal, de nem taldltunk Osszefiiggést a NOD2/CARDIS5 mutacioval. Ez a
szeroreaktivitas feltehetdleg a karosodott vékonybél nyalkahartyan torténd fokozott bakterialis

transzlokacié kdvetkezménye.

Majcirrhosisos betegek

Jelen tudasunk szerint vizsgalatunk a legnagyobb tanulmény, ami komplex Osszefiiggéseket
vizsgal a lektin utvonal molekuldinak szérumszintjei a betegség etiologidja és sulyossaga
kozott majeirrhosisos betegek nagy esetszamu csoportjaban.

Vizsgaltuk a lektin utvonal két mintdzatfelismerd molekulajat (FCN-2 és FCN-3) és egy
effektor molekulajat (MASP-2).

A lektin utvonal komponenseinek szérumszintje egészséges egyénekben is nagy egyének
kozotti variabilitast mutat (101). Jelen vizsgalatban median MASP-2 szint (102) és a MASP-
2 deficiencia jelenléte (83) megegyezett a korabban kozoltekkel, mig FCN-2 és FCN-3
szintek alacsonyabbak voltak. Az eltérés feltehetdleg a modszerek és a kutatdshoz felhasznalt
kiilonféle anyagok sokfélesége miatt van. MASP-2 esetében kereskedelemben elérhet6 assay-
t alkalmaztunk, ami a komplement/lektin tanulmanyokban széles korben hasznalt (83). A
FCN-2 és FCN-3 szintek méréséhez azonban in-house kettds antitest sandwich ELISA-t
hasznaltunk.

A fikolin szintekkel kapcsolatosan a kiilonféle irodalmi adatokban is észlelhetd eltérések
feltehetleg a vizsgadlatok soran felhasznalt anyagok és metodikak sokféleségének
tulajdonithatod, ami a protein standardokra is érvényes. A kalibracios gorbe alapjan kalkulalt
értekek kiilonbozoségét irtak le attol fiiggben, hogy a fikolin standardok frissen preparaltak
vagy nem. A tisztitott fikolin a szérumban 1év6tél eltéréen jelentds labilitast mutat (103).
Stabil cirrhosisos jarobetegek nagy csoportjaban (n=266) azt talaltuk, hogy mindharom
molekula szérumszintjei szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az egészséges kontroll
csoporthoz képest.

Két korabbi tanulmany megerdsiti a vizsgalatunk eredményeit. Laursen és mtsai (104).

vizsgalataban kis betegcsoportban (n=20) a FCN-2 és FCN-3 stabil, alkoholos eredetii
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majcirrhosisos betegekben alacsonyabbnak bizonyult egészséges kontrollokéhoz képest.
Ehhez hasonléan Hoang és munkatdrsai (105) szignifikansan alacsonyabb FCN-2 szinteket
irtak le kronikus hepatitis B virus fertézés talajan kialakult majcirrhosisos betegekben
(n=120). Ezzel ellentétben egyetlen, kronikus hepatitis C virussal fert6zott betegekben (n=21)
elvégzett vizsgalat (106), szignifikdnsan magasabbnak talalta a szérum FCN-2 szinteket
cirrhosisos betegekben a kontroll csoporthoz, illetve egyéb betegcsoportokhoz képest, amik
magukban foglaltak a kronikus aktiv és kronikus inaktiv hepatitiszeket. Annak oka, hogy a
lektinek szérumszintjei a cirrhosisos betegekben miért csokkennek tovabbi magyarazatokat
igényel. Egy lchetséges magyarazat lehet az, hogy cirrhosisban hepatocytak szintetikus
kapacitasa karosodott és feltehetdleg a vérkeringés a szervben gatolt ami a molekuldk
csokkent termelddését vagy a periférids vérbe valo kijutdsat eredményezi. Ezt a feltételezést
tamasztja ald az eredménylink, hogy a FCN-2, FCN-3 és MASP-2 szintek fokozatosan
csokkentek a betegség sulyossaganak megfelelden. Szignifikdns Osszefiiggés volt a madj
szintetikus funkcidjanak laboratériumi jellemzdi (szérum albumin szint és INR) és a
kiilonb6z6é lektin szintek kozott, melyek a betegség sulyossaganak megfeleld fokozatos
csOkkenést mutattak.

Jelen vizsgdlatban a lektin szintek intra-individudlisan hosszll tavon is stabilak voltak, és
valtozatlanok maradtak az akut dekompenzacié (AD) korai fazisaban is, ami lehetévé teszi,
hogy szerologiai biomarkerekként hasznaljuk Oket hossza tavon is. Eredményeink
megegyeznek Laursen és mtsai. eredményeivel. Vizsgalatukban 75 akut majelégtelenségben
szenvedd betegben az elsd és a harmadik napon, azaz a betegség korai fazisdban vizsgalt
kering6 fikolin L (FCN-2) és fikolin H (FCN-3) szintek nem valtoztak (104).
Tanulmanyunkban végeztiink tovabba egy kovetéses vizsgalatot is, melyben vizsgaltuk, hogy
fikolinok alacsony szintje vagy a MASP-2 deficencia kockaztai tényezének tekintheté-e a
cirrhosisos betegekben a klinikailag jelentds infekciok kialakulas szempontjabol. A szerzett
immunitas éretlensége vagy karosodasa esetén az velesziilett immunrendszer Szerepe a
bakterialis infekciok kialakuldsaval szembeni védekezésben még nagyobb jelentdséggel bir.
Ismertek azon gyakori FCN-2 (103) FCN-3 (62) ¢és MASP-2 (64) funkcionalis gén
polimorfizmusok, melyek hatassal vannak az adott protein Osszetételére, szerkezetére és
milkodésére, és fokozott kockazatot jelentenek a karosodott immunrendszerii betegekben a
kiilonb6z6 bakterialis infekcidk kialakulasara.

A FCN-2 és MASP2 gén promoter és a kodolo régioi szamos SNP-t foglalnak magukba, ami
a fehérje koncentraciora hatassal van, de relative kevés SNP-t azonositottak az FCN-3 génen

(62, 67). Figyelembe véve kapcsoltsagi kiegyensulyozatlansagot a promoter és strukturalis
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kromoszoémakon 1év6 gének egyiittes hatasa kozott, megtévesztd lehet az allél expresszio és a
protein koncentracio kozotti osszefliggés vizsgalata (103). Egyértelmiien alatdmasztott, hogy
a genotipusnak nagyon kevés befolyasa van az atlagos protein koncentraciora (107). A gén
polimorfizmusoktol eltekintve ezen gének up/downregulacidja és a szérum proteinek
csokkenése/novekedése ugy tinik Osszefiiggésben van a kiilonféle gyulladasos és fertdzéses
betegségekkel (62). Tovabbra is megallapitasra var, hogy a nem genetikai befolyas van-e
annyira erds, mint a genotipus, vagy anndl is erdsebb. Ezen limitdld tényezOk miatt
elemeztik a lektin tutvonal molekuldinak szérum szintjeit a genotipizalas helyett.
Amennyiben szeroldgiai markert hasznalunk hosszu tavu elérejelzésre, akkor fontos, hogy
ezen molekula szérumszintjeinek stabilnak kell lennitik legalabb bizonyos idéperiddus alatt
¢s bizonyos koriilmények kozott. Ennek megfeleléen meghataroztuk a FCN-2, FCN-3 ¢és
MASP-2 szérum szintek stabilitasat a betegek egy alcsoportjaban. A mintavételek kozott
eltelt medidn 1d6 Osszevethetd volt az elsd klinikailag jelentds bakteridlis infekcid
megjelenéséig eltelt idovel. Ezen molekuldk egyikének szérumszintje sem mutatott
szignifikans valtozast az id0 elteltével. Nem volt észlelhetd szignifikans valtozas a betegség
sulyossadgaban sem ezen észlelhetd periddus alatt.

Ha a szerzett immunvalasz éretlen vagy gyengiilt a velesziiletett immunrendszer jelenti a 6
védelmi vonalat a fertézésekkel szemben. A cirrhosis egy szerzett immunhianyos
szindromanak tekintheté (46). A mintazatfelismerd molekulak alacsony szintje a mikrobak
elégtelen felismeréséhez és csokkent komplement aktivacidhoz, opszonizacidhoz, gyulladasos
citokin szekrécidhoz vezet, ami az infekciokra vald fokozott fogékonysagot eredményez.
Ezért ésszerli feltételezni, hogy a lektin Gtvonal molekulainak szérumszintjei dsszefiigghetnek
a cirrhosisos betegek bakteridlis infekcios epizodjaival, azonban ezt eddig még nem
vizsgaltak. Az altalunk vizsgélt betegcsoportban a klinikailag szignifikdns bakterialis
infekciok kumulativ valoszinlisége szignifikdnsan magasabb volt azon egyéneknél, akinél
vagy a FCN-2 vagy a FCN-3 csokkent, ez tovabb fokozddott, ha mindkét lektin esetén
alacsony szinteket mértiink. Ez az 6sszefliggés nem volt fliggetlen a betegség sulyossagatol.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a csokkent fikolin szintek eldrehaladott cirrhosisban a
majsejtek szintetikus kapacitas-karosodasanak kovetkezményei, és nincs olyan jelentds
helyettes, ami ezt a funkciojukat potolni tudja. Ezért a lektindeficiencidk a cirrhosishoz
kapcsolodd immundeficiencia fontos, szerzett alkotdelemeinek tekinthetdk. Nem zéarhato
azonban az ki, hogy egyéb, az alternativ Gtvonalat hasonloképpen aktivalo, de mas epitdpokat
felismerd szolubilis mintazatfelismeré molekulak (MBL, M-fikolin, kollektin 10 és 11) azért

valamelyest képesek enyhiteni a FCN deficiencia immunologiai hatasait.
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Prognosztikai szempontbdl az eredményeink nem hordoztak 0j informaciot a jelenleg elérhetd
klinikai prognosztikai faktorokhoz képest és nem alkalmasak rizikobecslés matrix modelljébe
val6 bevonasra. Azonban pathologiai szempontbol ezek az ) felismerések figyelemre méltok.
A szolubilis mintazatfelismeré molekuldk (sPRMs) a nem antibiotikum alapt infekcio
profilaxis célpontjai lehetnek. Elérehaladott majcirrhosisban, amikor majfunkcié javulasa
majtranszplantacio nélkiil nem lehetséges, a cirrhosishoz tarsuld immundiszfunkcios
szindroma komponenseinek korrekcidja csokkenthetné a kialakuld, és dontdéen halalhoz
vezetd infekciok gyakorisagat. MBL deficiencia esetén az MBL szint helyreallitasa javitotta a
tulélést, biztonsagosnak és hatékonynak bizonyult mind pre-klinikai, mind a korai fazis II.
vizsgalatokban (108). Hasonld vizsgalatok végzése fikolin deficiencia esetén is jelentGséggel
birhat.

A MASP-2-t a lektin utvonal kézponti, de nem egyetlen aktivitora. Miutan a lektin tipusa
mintazatfelismerd molekulak kotddnek a célmolekulajukhoz, MASP—ok hasitasa megtorténik,
igy az aktivalodik és elinditja a proteolitikus kaszkadot, ami a membran karosito komplex
létrehozasahoz és a pathogének liziséhez vezet (67). Jelen vizsgalatunkban a MASP-2 szintek
nem fliggtek Ossze a klinikailag szignifikdns infekciok gyakorisdgaval. Kétségteleniil
vizsgalatunk limitalé tényezdje az, hogy nem végeztink funkcionalis analizist. Igy nem
zarhatjuk ki, hogy a MASP-2 aktivitas dsszefiigghet a vizsgalt klinikai kimenetekkel.

A lektin utvonal molekulainak a betegek bevalasztasakor vizsgalt szérumszintje nem mutattak
Osszefliggést az infekcidval Osszefiiggd halalozassal. Mivel a komplement rendszernek a
betegségekre vald fogékonysagban kettds szerepe van, feltételezhetjiik, hogy inkdbb a
gyulladasos folyamat soran talzott aktivacido kovetkeztében 1étrejovo szovetkarosodas tiinik
artalmasabbnak, mint a mikodés hidnya. Ebbdl kovetkezéen tovabbi értékelések és
tanulmanyok elvégzése indokolt a jovében a lektin utvonal vizsgalatira cirrhosisos

betegekben.
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FOBB UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
Coeliakia

1. Coeliakiaban a glikan ellenes antitestek el6fordulasa gyakori a diagnézis
felallitasakor, a kezelés megkezdése elott.

2. Az antitestek prevalencidja ¢és azok titer értékei nagyon hasonldéak a Crohn-
betegségben észleltekéhez és kapcsolatot mutatnak a betegség klinikai megjelenésével, a
NOD2/CARD15 mutéci6 jelenlétével azonban nem.

3. A legmagasabb glikan ellenes antitest prevalencia és titer értékek a legsulyosabb
klinikai formaban jelentkez6 betegség, a malabszorpcid esetén észlelhetd.

4 Kell6 hosszusagu és megfeleld gluténmentes diéta hatasara az antitestek a szérumbol
teljesen eltiinnek.

5. A glikén ellenes antitestek eléforduldsa coeliakids betegek egészséges elséfoku
hozzatartozoiban nem gyakoribb.

6. Eredményeink alapjan az ASCA ¢és egyéb glikan ellenes antitestek a coeliakia és a

gluténmentes diéta compliance kiegészité markereinek tekinthetok

Majcirrhosis
1. Elséként szamoltunk be nagyszam majcirrhosisos beteganyagban a lektin
komplement ttvonal molekuldirol komplex moédon. A szérum lektin szintek Osszefiiggést

mutatnak a majbetegség stlyossagaval és a portalis hipertenzio jelenlétével. A lektinszintek

crer

crer

ami lehetové teszi, hogy szeroldgiai biomarkerekként hasznaljuk 6ket hosszu tavon is.

3. Eredményeink arra utalnak, hogy a csokkent fikolin szintek elérehaladott
cirrhosisban a majsejtek szintetikus kapacitas-karosodasanak kovetkezményei, €és nincs olyan
jelentds helyettes, ami ezt a funkcidjukat potolni tudja. Ezért az észlet lektin deficiencia a
cirrhosishoz tarsuldo immundiszfunkcios szindroma j alkotoelemének tekinthetd.

4. Prognosztikai szempontbol az eredményeink nem hordoztak 1) informaciot a
jelenleg elérhetd klinikai prognosztikai faktorokhoz képest és nem alkalmasak a rizikobecslés
matrix modelljébe valdo bevonasra, mert az infekciok prognosztikdjaban fiiggetlen kockazati
tényezOként nem alkalmazhatok.

5. A lektinek nem antibiotikum tipusu infekcioprofilaxis célmolekulai lehetnek a
majcirrhosisos betegekben.
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10.Targyszavak

Coeliakia; glikanok; Anti- Saccharomyces cerevisiae antitestek; Anti-outer membrane
protein antitestek, NOD2/CARDI15; gluténmentes diéta, bakterialis transzlokacio, Crohn
betegség majcirrhosis, fikolin, manndz-kotd szerin proteaz, cirrhosis, bakterialis infekciok,

mortalitas

Celiac disease; Glycans; Anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies; Anti-outer membrane
protein antibody; Gluten-free diet; Presenting symptoms; Bacterial translocation; Crohn’s
disease liver cirrhosis, ficolin, mannan-binding lectin serine protease, cirrhosis, bacterial

infection, mortality

11.Koszonetnyilvanitas

Koszonetet mondok témavezetdmnek, Dr. Papp Madria egyetemi docensnek, aki 6todéves
orvostanhallgatd korom O&ta segiti és iranyitja szakmai ¢és kutatdé tevékenységemet ¢és
nélkiilozhetetlen tanacsokat adott a munkaterv, a kéziratok ¢€s a Ph.D dolgozat elkészitéséhez.
Nemcsak témavezetoként irdnyitotta munkémat, hanem bevezetett a belgydgyaszat és a
gasztroenteroldgia izgalmas vilagdba ¢és felkeltette az érdeklédésem a hepatologia, a
gyulladadsos bélbetegségek €s a coeliakia irant. Magas szinvonalon végzett kutatd munkdja és
gyogyitd orvosi tevékenysége, soha nem sziind lendiilete és kivancsisdga egyarant példa
szamomra.

Koszonettel tartozom szerzétarsaimnak, Dr. Korponay-Szabo Ilmanak, Dr. Tumpek Juditnak,
Dr. Antal-Szalmas Péternek, Dr. Tornai Davidnak a laboratoriumi munkaban, valamint Dr.
Tornai Tamasnak az eredmények statisztikai elemzésében és az adatok interpretdlasaban
nyajtott segitségéért. Koszondm tovabba a Gasztroenteroldgiai Tansz€k, a Laboratoriumi
Medicina Intézet és a Regiondlis Immunoldgiai Laboratéorium minden munkatarsanak
tamogatasat, mellyel nagyban hozzéjarultak gyakorlati és elméleti tudasom bdvitéséhez.
Végiil, de nem utols6 sorban kdszondm egész csaladomnak, foképpen sziileimnek, férjemnek
¢s gyermekeimnek a kitartast, tlirelmet, szeretetet, amellyel a nehéz peridodusokban is
mellettem 4lltak és a mindennapi teenddket és gondokat levéve a vallamrol a nyugodt

munkavégzéshez sziikséges feltételeket biztositottak szdmomra.
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14. A témahoz kapcsolodo tudomdanyos eloadasok

1. A lektin komplement rendszer molekulidinak szérumszintje dontéen nem befolyasolja
a bakterialis fertozések kialakulasanak kockazatat majcirrhosisos betegekben MGT 58.

Nagygytilése Siofok (2017)

2.A lektin komplement rendszer molekuldinak szérumszintje dontéen nem befolyasolja
a bakterialis fertozések kialakulasanak kockazatat majcirrhosisos betegekben

Laki Kalman Doktori Iskola hallgatéinak PhD Konferenciaja; Debrecen, 2017.)
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1. Ritka korkép egy fiatal né majcirrhosisanak hatterében Hepatologia Iskola (2008) Tata

2. Sikeres TIPS implantacié primer szklerotizalé kolangitiszes beteg akut, uralhatalan
varixvérzése soran FIGAMU (Fiatal Gastroenterologusok Munkacsoportja) Il. Kongresszusa
(2007) Kecskemét

3. Kroénikus B-virus hepatitis reaktivacioja Non-Hodgkin-Lymphomas betegen
kemoterapia utan FIGAMU (Fiatal Gastroenteroldgusok Munkacsoportja) I. Kongresszusa
(2006) Harkany

4. Haptoglobin polimorfizmus szerepe a diabeteses angiopathia pathogenezisében

Magyar Hematologiai €s Transzfuziologiai Tarsasag XX. Kongresszusa, (2005) Budapest

5. Haptoglobin polimorfizmus szerepe a diabeteses angiopathia pathogenezisében
Magyarorszagi Belgyogyasz Tarsasig FEszakkelet- Magyarorszagi —Szakcsoportjanak
Tudomanyos Ulése (2005) Budapest

Poszterek: 2 angol és 2 magyar nyelvii poszter kongresszusokon:

1. Haptoglobin polymorphism: a novel genetic risk factor for celiac disease development
and its clinical manifestation (13th International Celiac Disease Symposium, Amsetrdam
2009,04. 06.-08.)

2. Anti-glycan antibodies in celiac disease: is there an association with gluten-free
diet?(13th International Celiac Disease Symposium, Amsetrdam 2009,04,6-8.)

3. Glikan ellenes antitestek vizsgalata coeliakiaban: Van-e osszefiiggés a gluténmentes

étrenddel? (MGT 50. Nagygytilése, Tihany 2008,06,06.-11.)

66



4. Haptoglobin polimorfizmus és a coeliakia klinikai megjelenésének kapcsolata (MGT
49. Nagygytlése Tihany, 2007,06,01.-06.)

16. Fiiggelék

Javitasok a biralok javaslata alapjan

Dr. Gasztonyi Beata észrevétele:

»A 7. szaml abra kétszer szerepel a dolgozatban, a 36. és a 45. oldalon is. A 45. oldalon
talalhaté abra hibasan keriilt a 7-es szammal feltiintetve, sorszamat tekintve ez a 9. abra, a

szovegben is 9.-ként hivatkozik ra a jelolt.”
A tablazat szamozasat a 45. oldalon 7.-r6l 9.-re javitottam.
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