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1. Bevezetés

A velesziiletett immunrendszer a kiilonb6z6 patogénekkel €s testidegen anyagokkal szembeni
védekezés meghatarozd els vonala. A kialakulo immunvalasz nem szelektiv és
immunmemoria kialakulasaval sem jar, ugyanakkor az adaptiv immunrendszer aktivalddasaig
ez a rendszer jelent védelmet a szervezet szamara. A velesziiletett immunrendszer mitkodése
kulcsfontossagu az adaptiv immunvalasz beinditasaban is. A legfontosabb humoralis
komponensek (komplement rendszer, antimikrobialis peptidek és kiilonboz6 citokinek) €s a
cellularis elemek (fagocitak, természetes 616 [NK], valamint dendritikus sejtek) a patogének
jelenlététdl fliggetleniil funkcidképes allapotban vannak és nagyon rovid id6 alatt képesek
aktivalodni. A mikrobdk felismerése az un. ,mintazatfelismeré receptor (PRR)”-okon
keresztll torténik, melyek az adott mikrdbabol szarmazo jellegzetes kémiai szerkezetli
molekulakat az Un. ,,kérokozo-asszocialt molekularis mintazat (PAMP)”-okat ismerik fel. A
PAMP-ok korai felismerése elengedhetetlen a megfelelé anti-mikrobialis immunvalasz
kialakulashoz, ugyanakkor jol miikodo szabalyoz6 mechanizmusok is sziikségesek a tulzott
mértékii szisztémas és lokalis immunvalasz megakadalyozdsira és a kdévetkezményes
szovetkarosodas elkeriilésére. Ugyanazon ligandot egyidében tobb PRR is felismeri és ezek
egyiittes, 0sszehangolt mitkddése sziikséges a megfeleld valasz kialakulasahoz.

A PRR-ok kilonféle formaban, szervezet szerte megtalalhatoak: egyrészt szabadon
mozg6 fehérjék (oldott elemek), masrészt a természetes immunrendszer sejtjeinek felszinén
megkotott vagy a sejtek belsejében, intracellularisan eléforduld receptorok. Minden olyan
helyen nagy szamban fellelhetéek, amely a mikroorganizmusok szdmaéra belépési kaput jelent
az emberi szervezetbe. A kulonféle PRR-ok kdzé tartoznak a toll-szerii receptorok (TLR), a
scavenger receptorok (SR), a C-tipusu lektinek (CLR), a nukleotid kot6 oligomerizacios
domén (NOD)-szert receptorok (NDL), valamint a B2-integrinek. Miikodésiik alapjan két f6
csoportba sorolhatdak. A sejthez kotott elemek egyrészt endocitotikus, masrészt jelatvivo
receptorok és a gyulladasos valasz beinditasaban, valamint a kdvetkezményes
sejtaktivacioban van jelentGs szerepiik. A szolUbilis elemek ugyanakkor az antitestek
funkciondlis 6sei, fagocita receptorként miitkodnek. A patogén mikrobadknak vagy azok
termékeinek a fagocitak altal torténd felvételét kozvetlendl, opszoninok jelenléte nélkal is
segitik es aktivaljak a komplement rendszert. A szolubilis PRR-ok egy része a neutrofilek
granulumaiban raktarozodik és a granulocitakat érd stimulus hatdsara azonnal, perceken beliil,
kibocsajtasra kerul az extracellularis térbe. Masik részik, mint korai géntermék, a
mononuklearis és a dendritikus sejtekben Ujonnan szintetizalédik. Mindkét esetben a
szolubilis PRR-ok lokalisan, az immunrendszert ért tamadas helyszinén képzddnek. Fontos
azonban, hogy a szolubilis PRR-ok egyben akut fazis fehérjék (APP) is, késleltetett formaban,
szisztémasan is képzddnek, tavol a gyulladas helyétdl. Forrasuk bizonyos szovetekben (mint
pl. m4j) az epitél sejtek. Szintézisiiket els6sorban az interleukin (IL)-6, Kisebb mértékben az
IL-1 és a tumor nekrézis faktor-alfa (TNF-a) fokozzak.

A PRR-ok ligandkoto specificitasa széles skalan mozog. Képesek megkdtni kiilonféle
poliszacharidokat (mint pl. a lipopoliszacharid [LPS]), a lipoteikolsavat (LTA), a
peptidoglikant (PG), nukleinsavakat és fehérjéket. Ezen molekuldk azonban nemcsak a
patogén mikrébak sejtfelszini alkotdelemei, hanem a kommenzalis flora tagjain és az
opportunista korokozékon is jelen vannak (mikréba-asszocialt molekula mintazatok
[MAMP]). A szervezet PRR-0k segitségével a szdmara idegen mikrobialis struktarak mellett
bizonyos endogén molekuldk felismerésére és eliminalasara is képes. A karosodott sajat
sejteket azok megvaltozott felszini alkotoelemei (DAMP) alapjan ismerik fel.
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A PRR-ok ¢és szabdlyoz6 mechanizmusaik nem megfeleld miikodése esetén a
korokozok és a sajat sérult struktarak felismerése és eltavolitasa, a szdveti regeneracio,
valamint a gyulladdsos vélasz megfeleld kontrollja sériil, melynek eredményeképpen
fokozodhat az akut és kronikus gyulladasos folyamatokkal és tarsuld korképekkel szembeni
fogékonysag, valamint médosulhat azok lefolyasa.

A PRR-ok altal felismert sejtfelszini mikrobialis alkotoelemek ellen a szervezetben
antitestek is képzOdhetnek, melyek szerologiai moddszerekkel kimutathatoak. Az anti-
mikrobialis antitestek kozul a legismertebb és legtobbet vizsgalt antitest az anti-
Saccharomyces cerevisiae ellenes antitest (ASCA), mely a mikrébak manndz sejtfal
komponense ellen termelédik. Az ASCA-hoz képest az egyéb sejtfelszini glikan
komponensek ellen képz6dé antitestek (anti-glikdn antitestek) eléfordulasi gyakorisaga
lenyegesen ritkabb. Antitestek ugyanakkor nemcsak a mikrébak szénhidrat, hanem fehérje
komponensei ellen is termelddhetnek. A baktériumok kiilsé membran proteinjei ellen képz6do
antitestek anti-OMP antitest néven ismertek. Az anti-mikrobidlis antitestképz6dés oka és
annak pontos mechanizmus nem ismert. Gyakoribb képzddésiiket megfigyelték bizonyos
funkcionalis kovetkezmennyel jaro varians PRR genotipusok esetén (MBL deficiencia, NOD2
variansok). Ezen megfigyelés és az anti-mikrobidlis antitestek jellegzetes betegcsoportokban
torténd eloforduldsa felveti annak lehetdségét, hogy az antitestképzddés egyik lehetséges oka
a genetikai alapon 1étrejové bélflora elleni immuntolerancia vesztés. Ujabb irodalmi adatok
alapjdn az emberi szervezet bizonyos fehérjéi ellen kialakult antitestek (autoantitestek)
jelenléte szintén tikrozheti a szervezetnek a bél mikroflérajara adott rendellenes
immunvalaszat. Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitest (ANCA) képz6désében szerepet
jatszik a molekularis mimikri jelensége. A huméan 5-6s izotipusup -tubulin citoszkeletalis
fehérje és a bélbaktériumok sejtfelszinen ubiquiter modon megtalalhaté FtsZ fehérje kozott
nagyfoku szerkezeti hasonldsag van, mely keresztreakcio kialakulasahoz szolgalhat alapul. A
pankreasz acinus sejt ellenes antitest (PAb) antigénjérél, a glikoprotein 2 (GP2)-rél, pedig
igazolddott, hogy egy intesztinalis receptorfehérje, mely a bélbaktériumok érzékelésében vesz
részt. Elképzelhetd, hogy egy bakterialis komponens és a GP2 egyiittese a valodi antigén.

A klinikai gyakorlat szempontjabdl nagy jelentdséggel birnak azok a biomarkerek,
melyek segitséget nyujtanak a kllénféle gasztroenterologiai betegségek kimenetelének
elorejelzésében. Az utdbbi években az érdeklédés kozéppontjdba keriilt olyan klinikai és
laboratoriumi (szerologia €s genetikai) tényezok felkutatasa, melyek segitséget nyjthatnak a
klinikusok szamara azon betegek kisziirésében, akik fokozott kockazattal rendelkeznek az
adott betegség progresszidjara nézve. LehetOvé téve az egyénre szabott kovetési stratégia,
valamint kezelési terv kialakitasat. Klinikai kutatdsunk soran két olyan gasztroenteroldgiai
betegcsoportot (majcirrhosis, gyulladasos bélbetegségek [IBD]) valasztottunk ki, ahol a
betegség patogenezisében és a korlefolyds sordn a szovédmények kialakulasaban jelentds
szerepet jatszik a velesziiletett immunrendszer miitkodészavara. A két korkép tovabbi kozos
jellemzdje, hogy a vékonybélgyulladas kovetkeztében 1étrejovd strukturalis és funkcionalis
karosodas, a bélnyalkahartya csokkent védekezOképessége €s a megvaltozott bélflora
egylttesen kronikus bakterialis transzlokaciohoz (BT) vezetnek. A kulonféle lumindlis
baktériumok és/vagy bakterialis termékek kontrollalatlan felvétele tovabb sulyosbitja a mar
zajlo lokalis és szisztémas proinflammatorikus folyamatokat eldsegitve ezéltal a betegség
sulyosbodasat és a szovodmények kialakulasat.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Gyulladasos bélbetegségek (IBD)

Gyulladasos bélbetegségek (IBD), nevezetesen a Crohn-betegség (CD) és a colitis ulcerosa
(UC) a gasztrointesztinalis traktus kronikus gyulladassal jar6 megbetegedesei. Mindkét
betegcsoport mind (klinikai) megjelenésében, mind pedig a betegség lefolyasa tekintetében
igen heterogen.

A bakterialis transzlokacié szerepe az IBD patogenezisében

Annak ellenére, hogy az utdbbi évek kutatdsai szamos Uj aspektusat tartdk fel a Crohn-
betegségnek, az etioldgia egyes pontjai tovabbra is tisztdzatlanok maradtak. A genetikai €s
kornyezeti faktorok mellett a luminalis floranak is szerepe van a kronikus intesztinalis
gyulladas patogenezisében. CD-ben szenvedé betegek esetén a mucosalis immunitas zavara,
valamint a bélnyalkahartya barrier integritasanak megbomlésa antigének  és
proinflammatorikus molekuldk, tébbek kdzott lumindlis baktériumok és bakterialis termékek
kontrollalatlan felvételét eredményezheti a béllumenbdl. A fokozott bakteridlis transzlokécio
(BT) kovetkeztében tulstilyba keriild proinflammatorikus folyamatok pedig a
szOvetkarosodast tovabb sulyosbitjak.

Szerolégiai markerek jelentésége IBD-ben

A fokozott (szeroldgiai) antitestképzddés jol ismert jellemzéje az IBD-nek. Szamos anti-
mikrobialis és autoantitestek esetében talaltak dsszefliggéseket akar CD-vel, illetve UC-vel,
akar a szovodményes betegségforma kialakulasaval. Szérum mintakbdl kimutathatd kulonféle
antitestek szerepe az IBD diagnosztikajaban, differencidl diagnosztikdjaban, illetve a
betegséglefolyas, valamint a terapias valasz eldrejelzésében mar bizonyitott. Keresztmetszeti,
longitudinalis (hosszutavi kdvetéses) vizsgalatok és meta-analizisek révén nyert bizonyitékok
is tamogatjak a kulonféle szeroldgiai markerek szerepét a szovédményes betegségforma
kialakulasanak, illetve a magas miitéti rizikd elérejelzésében CD-ben. Jelenleg CD-ben az
anti-Saccharomyces cerevisiae antitest (ASCA) szamit a legmegbizhatobb markernek, mig a
tobbi ismert marker esetén kérdéses, hogy ezek vajon képesek-e azonositani a CD betegek
specifikus alcsoportjait.

Az anti-mikrobialis antitestek a kiilonboz6 bélben talalhatdé mikrobak sejtfelszini
szénhidrat komponensei (anti-glikanok), illetve fehérje antigénjei ellen képz6dnek. Kozuluk
az els6ként azonositott és jelenleg legjelentésebb anti-mikrobialis antitest az ASCA. Az
autoantitestek pedig kiilonbozd, a szervezet sajat fehérjéi ellen képzddnek. Ujabb kutatési
eredmények szerint felmeril, hogy egyes autoantitestek jelenléte ¢sszefligghet a bélrendszer
velesziiletett immunrendszerének zavara kovetkeztében a bél feldl kialakulé fokozott
mikrobialis expozicidval, illetve ezzel dsszefliggésben az ezaltal triggerelt felfokozott adaptiv
immunvalasszal. Emellett ezek a szeroldgiai antitestek aktiv szerepet jatszhatnak a gyulladas

Ve

Anti-foszfolipid antitestek (APLA)

Az anti-foszfolipid antitestek az autoantitesteknek egy protrombotikus csoportja, melyek az
anti-foszfolipid szindroma (APS) szerologiai markereiként kertltek be a kdztudatba. Ebbe a
csoportba tartozik az anti-kardiolipin (ACA), az anti-p2-Glikoprotein-I (anti-p2-GPl), és a
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foszfatidilszerin/protrombin komplex ellen képzédé antitest (anti-PS/PT). APLA-k
jelenlétét szamos mas betegségben (krénikus gyulladasos betegségekben és posztinfekciozus
allapotokban) is kimutattak, ahol nem feltétleniil rendelkeztek protrombotikus aktivitassal.
Termeészetesen protrombotikus aktivitds hidnyaban is lehet ezeknek az antitesteknek
meghatarozott patogenetikai szerepe szamos mas betegségben az APS-n kivil.

IBD-ben a jelenleg rendelkezésre allo, az APLA-k kulonféle aspektusait vizsgald
keresztmetszeti tanulmanyok igen eltéré kovetkeztetésekre jutottak ezen antitestek
képzodését, el6fordulasi gyakorisagat és idébeli stabilitasat illetéen. Az APLA-k klinikai
jelentdsége IBD-ben, beleértve a trombotikus eseményekkel valod Osszefiiggésiiket egyeldre
nem egyértelmiien tisztazott. igy ezen elsédleges APLA-k atfogd, minden részletre kiterjedd
elemzése egy nagy esetszamu, prospektiven kdvetett IBD kohorszban hianyp6tlonak szamit.

Jelenleg a legtdbb informacié az APLA-k lehetséges patogenetikai szerepérél az anti-
B2-GPI antitest vonatkozésdban all rendelkezésre, mely akér Uj fordulatot is jelenthet az IBD
patomechanizmusanak kutatasaban.

A komplement szabalyozo fehérjék (CCP) szupercsaladjaba tartoz6 p2-Glikoprotein |
(B2-GPI) elsésorban a hepatocitdkban szintetizalodik és magas koncentracidt ér el a
szérumban. Ezen kiviul a B2-GPI messenger RNS (mMRNS)-ének jelenlétét szdmos szOvetben
is kimutattdk, igy tdbbek kozott az antifoszfolipid-szindromaban szerepet jatszo endotél
sejtekben, astrocitdkban, illetve neuronokban is. A B2-GPI 6t alegységbdl allo fehérje. A
kiilonb6zé domének a fehérje eltérd funkcioiért feleldsek, igy az 1-es domén (D1), mely az
extracelluldris térbe nyulik, mas plazmafehérjékkel és antitestekkel 1ép interakcioba, mig a D5
az anionos foszfolipid membranok és kiilonb6z6 receptorok, mint példaul TLR-ok kotéséert
felelés. A P2-GPI velesziletett immunitdsban betdltott szerepére utal bakteridlis LPS
semlegesité funkcioja, mely a D5 és az LPS kozvetlen interakcioja révén valdsul meg.
Megerdsitésre varnak tehat ebbdl kiindulva azok a feltételezések, melyek szerint akar a [32-
GPI csokkent szintje, akar funkciozavara karosithatja a szervezet baktériumokkal szembeni
védekezOképességét.

A fehérje elleni antitestek kialakulasa ismert folyamat, a mechanizmus részletei
azonban még nem teljesen tisztzottak. A p2-GPI gén polimorfizmusainak szerepe lehet a
fehérje immunogenitasaban, illetve méas plazmafehérjekkel valo6 interakcidkban. Tanulmanyok
igazoltdk, hogy a D5 alegység kodold régidjaban a Val/Leu®’ egypontos nukleotid
polimorfizmus (SNP) gyakoribb és reaktivabb anti- f2-GPI antitest képz6édéssel jar. Az anti-
B2-GPI antitestek az APS szerologiai markerének tekinthetOk. Ezek az antitestek un.
,.funkcionyerd” (gain-of-function) antitestek, melyek endotélsejtek, monocitak és trombocitak
aktivacidja révén ezen sejtek proinflammatorikus, proadheziv és prokoagulans fenotipusainak
megjelenését segitik eld. Ugyanakkor az antitestek jelenléte mellett egy masodik trigger
tényezore, leggyakrabban egy gyulladasos eseményre is szikség van az érrendszerben lezajld
koros folyamatok beinditasahoz. Az anti-p2-GPl antitestek beavatkoznak a fiziologias
hemosztazisha azaltal, hogy felfliggesztik a B2-GPI gatlo hatasat a von Willebrand faktor
(VWF)-fiigg6é trombocita adhéziora és aggregaciora, igy a keringé aktiv vVWF emelkedett
szintje a trombotikus folyamatok felé billenti a hemosztazist. Jellegzetes klinikai
manifesztacioval rendelkeznek az anti-p2-GPI antitestek kiilonb6z6 altipusai, igy a D1
alegység ellen képz6dé antitestek egyarant fokozzak a vénas és artérids tromboembolids
események rizikojat, mig a D4/5 alegységek ellen képz6dé antitestek egyes non-trombotikus
allapotok kialakulasaért feleldsek. Bar ez utobbi csoport szerepkore kevésbé jol definidlt.

Az anti-p2-GPI antitestek tehat az APS-en Kkivil szdmos mas, nem feltétlendl
trombotikus korképben is szerepet jatszanak, igy tobbek kdzott IBD-ben is. Az anti-p2-GPI
antitestek valds prevalencigja és szignifikanciaja IBD-ben azonban jelenleg nem teljesen
tisztdzott. APS-ben kimutattdk p2-GPI és Saccharomyces cerevisiae keresztreagald epitopok
jelenlétét. Papp és mtsai egy elézetes tanulmanyban, CD-ben szenvedd betegek korében
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fokozott anti-B2-GPI antitestképzédést mutattak ki, mely szignifikansan korrelalt az ASCA
jelenlétével, valamint a betegség sulyossagaval. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az
anti-p2-GPI antitestek 6nmagukban, illetve ASCA-val keresztreagalva felerdsithetik CD-ben
az intesztinalis mikrovaszkulatirdban zajlé patoldgias folyamatokat azaltal, hogy
felfliggesztik a p2-GPl VWEF-fiiggd vérlemezke adhéziora és aggregaciora gyakorolt gatlo
hatasat. A gyulladas és a véralvadas szorosan Osszefiiggd, egymassal kolcsonhatasban 1évo
folyamatai a mikrovaszkulatiranak. Mucosalis szinten a koagulacios zavarok mikrotrombus
képzddéshez vezetnek, mely jol ismert komponense a CD patogenezisének, valamint szerepet
jatszik tobbek kozott a betegség progresszidjaban is. EIméletileg az anti-B2-GPI antitestek
jelenlétében a B2-GPI velesziletett immunitasban betdltétt meghatarozott funkcidi is zavart
szenvedhetnek, mely szintén hozzajarulhat az IBD-ben zajlo patoldgias korfolyamatok
kialakulasahoz, illetve azok fenntartasdhoz. A p2-GPI fehérjének ugyanis fontos szerepe van a
velesziletett immunitasban LPS ,,scavenging” (,,utcasepr6”) funcigja altal, mely a p2-GPI 5-
6s domén (D5) és LPS koz6tti interakcid réveén valosul meg.

Pankreasz ellenes antitestek (PAb)

Az exokrin pankreasz acinus sejtjei ellen képz6d6 autoantitestek fokozott képzOdését mar
kordbban kimutattdk CD-ben, illetve coeliakiaban. A PAb-ok jelenlétét elészor 1980-ban
fagyasztott human pankreasz metszeteken mutattdk ki indirekt immunfluoreszcens
technikaval (11F), majd ezt kdvetéen féemlds pankreasz szovet szubsztratokkal egyetemben a
PAb kimutatas elsédleges diagnosztikai tesztjének szamit napjainkig. Két festédési mintazat -
nevezetesen retikulogranularis és cseppszert - kilonboztetheté meg IIF modszerrel, melyek
azonos gyakorisaggal fordulnak el6. Irodalmi adatok szerint a PAb-ok el6fordulési
gyakorisaga CD betegekben 40% koruli. Ezen antitestek az IBD-ben szenvedd betegek
differencidldiagnosztikajaban (CD vs. UC) bizonyultak alkalmazhatonak. Mindemellett
néhany tanulmany, koztik egy nagyobb betegszdm( vizsgélat dsszefuggeést talalt a PAb-ok
jelenléte és egyes specifikus betegség fenotipusok kozott, mely felvetette, hogy ezen
antitestek meghatarozasanak klinikai jelentdsége lehet.

Annak ellenére, hogy a PAb-ok viszonylag koran felfedezésre kerultek, az
autoantigének meghatarozasa kozel 20 évet varatott magara, ezaltal hatraltatva ezen
antitesteknek a CD immunpatogenezisében betoltott szerepének tovabbi vizsgalatat.
Nemrégiben két egymastol fuggetlen kutatdcsoportnak kiilonb6zé modszerek alkalmazasaval
sikerdilt azonositani a PAb-ok cél antigénjeként a hasnyalmirigy zimogén granulumainak
membranjdban talalhaté f6 alkotd glikoproteint, nevezetesen a glikoprotein 2-t (GP2).
Komorowski és mtsai. egy masik hasonléan relevans cél antigént is azonositottak, a CUB
zona pellucida-szerii domén 1-t (CUZD1). Mindemellett ezen tanulméany keretében igazoltak,
hogy a huméan pankreaszbol keszult szovettani metszeteken IIF mddszerrel lathatd
immunfluoreszcens mintazatok kozil a retikulogranularis tipus szoros dsszefliggést mutatott
az anti-CUZD1 antitestek jelenlétével, mig anti-GP2 antitest pozitivitas esetében cseppszerii
festddés volt megfigyelheté. Tovabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy a GP2 és a CUZD1 a
velesziletett és szerzett immunitasban szerepet jatsz0 fehérjecsaladok tagjai €s
feltételezhet6en a kommenzalis flora tagjaival szembeni tolerancia, illetve a patogénekre adott
immunvalasz kdzotti egyensuly fenntartasaban jatszanak szerepet.

Ezeknek az Gjonnan felismert autoantigéneknek az azonositasa 0j diagnosztikus
modszerek fejlesztését segitette eld, tobbek kozott példaul a 4-es izoformaju rekombinans
GP2-t tartalmaz6 enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalatot (ELISA) vagy CUZD1-t és GP2-t
expresszalo sejt alapd IIF technikat. Ezekkel az Gjonnan elérhetd6 PAb kimutatasra alkalmas
technikakkal egyelére igen kevés a tapasztalat, kulongs tekintettel ezeknek a PAb-oknak a
CD-ben jatszott klinikai jelent6ségére. Az eddigi CD-ben végzett klinikai tanulmanyok
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elsésorban rekombinans GP2-alapli ELISA rendszert alkalmaztak. Ezzel szemben az anti-
CUZD1-gyel kapcsolatosan igen limitalt informaciok allnak rendelkezésre és az anti-CUZD1
antitestek meghatarozasnak hianydban, ezekben a tanulmanyokban a PAb szeroreaktivitas
tobb mint fele hianyzik. Néhany tanulmanyban az anti-GP2 antitestek jelenléte dsszefliggést
mutatott a perianalis betegséggel szovodott strikturizald betegségforma kialakulasaval, mig
mas tanulmanyokban ez nem igazolodott. Ezen tanulmanyokban korlatozé tényezé a
keresztmetszeti vizsgalati jelleg. A PAb-ok pontos klinikai jelentéségének megitélésére a CD
betegséglefolyasanak eldrejelzésében hosszutavi longitudinalis kovetéses vizsgalatok
szlikségesek. Emellett a PAb-ok hosszU tavu stabilitasa szintén tisztazando kérdés.

Jelentés mennyiségli PAb antigén valasztddik ki az exokrin pankreaszbdl a
béllumenbe az emésztdenzimekkel egyetemben, melyek a velesziiletett és szerzett
immunitasban koézremiikodé fehérjecsaladok tagjai. Feltehetbleg a GP2 és a CUZDI a
kommenzalis baktériumokkal szembeni tolerancia és a korokozokra adott immunvélasz
kozotti egyensuly fenntartdsaban jatszik szerepet. A GP2-vel kapcsolatosan viszonylag tobb
adat all rendelkezésre, jelenlétét a gyulladt bélben CD betegekben mar kimutattdk. Ez a
fehérje képes szelektiven kotni a kommenzalis és patogen bélbaktériumok bizonyos
alcsoportjait, tObbek kozott az Escherichia coli-t is, a baktériumok kiils6 membranjaban
talalhato 1-es tipusd pilusok FimH komponensének felismerese révén. GP2 expresszalddik a
Peyer-plakkok (folliculusokhoz asszocialt epithelium) M-sejtjeinek apikalis felszinén az
egészséges bélnyalkahartyaban, ahol mucosalis antigének transzcitotikus receptorakeént
funkciondl, és ezéltal az l-es tipusu pilusokkal rendelkez6 baktériumok elleni mucosalis
immunvalasz inicidcidjaban kulcsfontossagu szerepet tolt be. A GP2 tovabba a pankreasz
acinussejtjeinek zimogén granulumainak f6 membranfehérjéje. A pankredsznedv alkotd
részeként a béllumenbe szekretdlt GP2 az l-es tipusu pilussal rendelkezé baktériumok
szolubilis receptoraként funkcional. Ezen glikoproteinek ellen képz6dd autoantitestek
egyrészt interferalhatnak egyes velesziiletett immunmechanizmusokkal, masrészt akar
tlkrozhetik a fokozott mikrobialis terhelésnek Kitett bél barrier altal kivaltott immunvélaszt is.
Feltételezésiink szerint a GP2 ellen képzO6dd antitestek gatoljak a szolubilis receptor
baktériumkotd képességét, mely miatt a bélnyalkahartya fokozott bakteridlis expozicionak
van kitéve. Feltételezhetd, hogy anti-GP2 jelenléteben fokozodik az M-sejtekbe torténd
baktériumtranszcitozis, s igy fokozodik a dendritikus sejtek felé torténd antigén prezentacio
is, ezaltal beinditva antigén-specifikus mucosalis immunvalaszt, koztiik IgA* B-sejtek

crer

propriaba. Ezen feltételezésiink azonban tovabbi megerdsitésre var.

A kutatas jelentésége IBD-ben

Mind CD-ben, mind UC-ben a betegség klinikai megjelenése és a betegség lefolyasa
rendkiviil valtozatos, és a betegség elérehaladtaval valtozik. A klinikai gyakorlat
szempontjabol nagy jelent6séggel birnak azok a biomarkerek, melyek segitséget nyujtanak a
betegség kimenetelének elérejelzésében. Az utdbbi években az érdeklédés kozéppontjaba
kertilt olyan klinikai és laboratoriumi (szeroldgia és genetikai) tényezok felkutatdsa, melyek
segitséget nyujthatnak a klinikusok szamara azon betegek kisziirésében, akik fokozott
kockézattal rendelkeznek a betegség progresszidjara nézve. Mindez lehetévé tenné, hogy
betegre szabottan a lehetd legkorabban ¢és a legmegfelelobb terdpias algoritmus illetdleg
betegkdvetesi terv kerlljon kivalasztasra és alkalmazésra. CD és UC esetén a komplexitas
nem csak magara a betegség klinikai megjelenésére vonatkozik, hanem a betegség hatterében
meghuzddo patogenetikai mechanizmusokra is. Mivel az IBD kialakulasanak pontos oka(i) és
mechanizmusa(i) jelenleg nem tisztazott(ak), igy minden feltételezett patogenetikai
komponens szerepe koriiltekintd vizsgalatot igényel, jelentdséggel bir. Azon kornyezeti
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tényezOk, melyeknek szerepiik lehet a kronikus intesztinalis gyulladds fenntartdsaban
kilénosen figyelmet érdemelnek az IBD kronikus jellegét tekintetbe véve. A veéralvadasi
rendszer dinamikus részét képezi a kronikus intesztinalis gyulladds folyamatanak, és igy
fontos eleme az IBD patogenezisének. Tekintve, hogy egyelére csak korlatozott adat all
rendelkezésre a veéralvadasi rendszer és a velesziletett immunrendszer sejtjei kozotti
kapcsolatrdl, igy ez a terulet igéretes célpontja lehet az IBD kutatasoknak.

2.2 Majcirrhosis

A méjcirrhosis klinikai megjelenése és a betegség lefolydsa valtozatos. A hullamzo
betegséglefolyas soran alapvetden két kiilonbozo klinikai entitdssal kell szamolnunk, melyek
esetén eltér6 immun patogenetikai folyamatok keriilnek elétérbe. A méjmiikddés akut
rosszabbodasa soran kialakul6 allapot (ACLF, krdnikus majelégtelenségre rakodott akut
dekompenzéciod allapot) sok esetben szervelégtelenséggel jar, mig a majmikodés kronikus
rosszabboddsa esetén a majfibrozis progresszioja és a szovédmények kialakulasa uralja a
korkepet.

Szerzett immundeficiencia majcirrhosisban

A méjcirrhosis a leggyakoribb szerzett immundeficiens &llapot. Az immunrendszernek a
korképhez tarsuld miikodészavara ,.cirrhosishoz tarsuld immundiszfunkciés szindréma”
(CAIDS) néven ismert. A természetes és az adaptiv immunfunkcidk zavara majcirrhosisban
szerteagazo és mértéke is kiillonb6z6; a zavar a felismerd-, végrehajtd- és szabalyozo
mechanizmusokat egyarant érinti. Paradox modon bizonyos esetekben mind a géatolt, mind
pedig a tulaktivalt allapot parhuzamosan van jelen, mely egyfajta fogékonysagot eredményez
az akut gyulladasos folyamatok kialakuldasaval szemben, mind lokéalisan, mind pedig
szisztémasan. A pro- és anti-inflammatorikus folyamatok egyensulyzavaranak egyik
legszélsGségesebb formaja a kronikus majelégtelenségre rakodott akut dekompenzacio
allapota (ACLF). A majcirrhosishoz tarsuld komplex immunzavar sajatossaga, hogy kedvez
az akut gyulladasos folyamatok perzisztalasanak és ezéltal hozzajarul a majfibrézis
progressziojahoz és a szovodmények kialakulasahoz, (portalis hipertenzié és hepatikus
encephalopathia). A majmiikodés akut romlasaban és kronikus rosszabboddsdban azonban
eltéré patogenetikai folyamatok keriilnek el6térbe. A fokozott BT ¢és a kdvetkezmeényes
endotoxémia, tovabba a szisztémas bakterialis fert6zések el6fordulasanak gyakoribba valasa
mindket klinikai esetben kiemelt fontossagd. A betegek immunoldgiai statusza a betegség
lefolydsa soran folyamatosan valtozik. Az immunmikddés mértékének zavara Osszefligg a
majbetegség sulyossagaval és annak etiologidjaval. Minél sulyosabb a méjbetegség, annél
az elvaltozasok a krdnikus alkoholfogyasztas esetén a legkifejezettebbek. Majcirrhosisban az
immunrendszer szerzett miikodészavarai mellett, annak orokletes — a majcirrhosistdl
fuggetlendl fennallé — pl. funkcionalis kdvetkezményekkel jaré genetikai polimorfizmusok
kovetkeztében kialakuld eltérései sokkal kifejezettebb klinikai kdvetkezményekkel jarnak az
atlag populaciohoz képest. Ennek az az oka, hogy majcirrhosisban a széleskorli szerzett
immunmitk6dési zavar miatt a kompenzacios folyamatok korlatozottak.

A bakterialis transzlokacié szerepe méjcirrhosisban

A méjfibrézis kialakuldsa 0sszetett folyamatok eredménye, melyet a szervezet genetikai és a
kornyezeti faktorok kozotti interakciok befolyasolnak. Ennek az interakcionak az egyik f6
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szintere a gasztrointesztinalis rendszer és a bélnyalkahartya, mely az egyik legnagyobb
felulet, ahol a szervezet a kilvilaggal érintkezik. A bél luminalis florajanak a jelentés szerepe
a maj kronikus gyulladésénak patogenezisében nemrégiben kertlt felfedezésre.

Intesztinalis  bakteridlis tulndvekedés, a bél mikroba flora 0Osszetételének
megvaltozésa, a bél motilitds zavara, a bélnyalkahartya lokalis immunzavara, valamint
bélnyalkahartya barrier multifaktorialis kéarosodasa (megndvekedett oxidativ stressz,
bélnyalkahartya 6déma és ennek kovetkeztében kialakulé strukturélis valtozasok altal
letrehozott fokozott bél permeabilitas) egyuttesen patoldgias BT eredményez majzsugorban.
A BT a fent leirt mechanizmusoknak koszonhetéen kiilonb6zé (mikrobialis) eredetli
antigenek, baktériumok (féként Gram negativok) és bakteriadlis termékek (bakterialis DNS
CpG motivumokkal, LPS, lipoteicholsav, teicholsav) kontrollalatlan felvételét eredményezi a
béllumenbdl a szisztémas keringésbe. A fokozott BT pedig a potencialisan immunogen
bakterialis termékek szintjének emelkedéséhez vezet a szisztémas keringésben. Ehhez jarul
hozza, hogy ezen bakteridlis termékek eliminacidja is tobb ponton zavart szenved
méjzsugoros betegekben. A méj rezidens makrofagjai, az un. Kuppfer sejtek (KC)
kulcsszerepet jatszanak a bakteridlis termékek kiszlirésében. A maj ezen sziiré funkcidja is
zavart szenvedhet majzsugorban. Mindemellett az albumin fokozott oxidacioja a fehérje LPS
eltavolitasa szempontjabdl jelentds un. ,,scavenging” (,,utcasepr6™) kapacitdsanak csokkenését
eredményezi. A hasonld funkciét betoltdé magas denzitdst lipoprotein (HDL) és
apolipoprotein  A-1 (ApoA-1) csokkent szintje is hozzajarul a bakterialis termékek
megemelkedéséhez a portalis és szisztémas keringésben.

A fokozott BT sulyosbitja a proinflammatorikus folyamatokat, mely hozzajarul a maj
szOvetkarosodasahoz, illetve annak fokozodasahoz. A maj csillagsejtjei egyfajta végrehajtod
funkciot toltenek be a fibrogenezis folyamataban, ugyanis a maj homeosztazisanak fenntartasa
kiilonb6z6 pro- és anti-fibrotikus hatasok csillagsejteken valé szummécidjanak fliggvénye. A
BT kovetkeztében a kilonféle bakterialis termékek, alkotorészek (LPS, bakterialis DNS)
kiilonboz6 TLR &ltal medialt jelatviteli utakon (els6sorban TLR4 és TLRY9) a csillagsejtek
aktivaciojat eredményezik, mely a profibrogenetikus folyamatok iranyaba billentik el az
egyensulyt.

Intesztinalis eredetii bakteridlis termékek (LPS, nem metilalt CpG-DNS és
lipoteicholsav [LTA]), testidegen toxikus anyagok (ethanol és acetaldehidbdl szadrmazd
adduktok) és karosodott hepatocytdkbol szarmazo endogén TLR ligandok kronikus
expozicioja kovetkeztében kialakuld valtozasok a TLR jelatviteli utakban jol ismert elemei a
CAIDS-nak. A TLR2 a di- és triacil-lipoproteineket, TLR9 nem metilalt CpG-DNS-t, TLR4
pedig a lipopoliszacharid (LPS) lipid A komponensét ismeri fel. A baktériumok felismerése
szempontjabol legjelentésebb PRR-0k, a TLR2 és TLR4 funkcionalis zavara az elnyudjtott
LPS expozicid kovetkeztében szignifikans szerepet jatszik majzsugoros betegekben a
fertézésre valo fokozott hajlam kialakulasaban. Akut vagy krénikus hatasok valtozasokat
hoznak létre a maj parenchymas és nem parenchymas sejtjeinek, illetve periférids vér
mononuklearis sejtjeinek (PBMC) TLR expresszidjaban. LPS és mas TLR ligandok
kiilonbozo jelatviteli utak aktivalasara képesek immun és nem immunsejtekben, melyek pro-
inflammatorikus és pro-fibrogenetikus kaszkadot inditanak be akut koértlmények kozott. Ezzel
parhuzamosan anti-inflammatorikus es anti-fibrogenetikus folyamatok is jelen vannak, hogy
ellensulyozzak az ellentétesen hatd mechanizmusokat, igy a maj homeosztazisanak és az
immuntolerancidnak a fenntartasat timogatjak.

Ismétlodé stimulacid alacsony dozist LPS-sel un. csokkent LPS-re adott
valaszkészséget, masnéven LPS toleranciat eredményez monocytakon, Kuppfer sejteken
(KC) és a maj szinuszoidalis endotel sejtjein (LSEC) in vitro korilmények kozott. A
monocitak funkcionalis deaktivacidjat, mely hasonlit az in vitro LPS toleranciara, leirtak
Child C stadiumud majzsugorban és ACLF-ben szenved6 betegek esetén. Ezt a jelenséget a
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szakirodalom ,,immunparalizisnek” hivja, és a monocitdk HLA-DR expressziojanak down-
regulacidjakent definidlja. Lin és mtsai az ,,immunparalizis” hatterében a kronikus
endotoxémia, mint etiologiai faktor jelentdségét bizonyitottak. A szérum LPS szintek HLA-
DR expresszidval forditott modon korrelaltak, mig pozitiv dsszefliggés volt megfigyelhet6 az
anti-inflammatorikus hatasd szérum IL-10 szinttel. Ezt a megfigyelést tAmasztja ala, hogy in
vitro LPS stimulacié képes volt szupprimalni a HLA-DR expressziot egészséges egyénekbol
szarmazd monocitdkon IL-10 fliggé modon. Majcirrhosisos betegekbdl szarmazo alacsony
HLA-DR expressziot mutatd monocitak esetén csokkent TNF-a szekrécids kapacitast
figyeltek meg, melyet az indukalhaté nitrogén monoxid szintetaz (iNOS) és egyes
kostimulator molekulak (CD40, CD86) csokkent expresszidja kisert. A HLA-DR expresszio
csokkenése (<40%) ezeken felul Osszefliggott ACLF-es betegekben a negativ
végkimenetellel, foként azokban az esetekben, ahol a monocitak nem mutattak javulast HLA-
DR expresszid szempontjabol. Az 0Osszesitett prognosztikai ereje azonban alulmarad a
konvencionalis markerekkel szemben. A 40% alatti HLA-DR expresszio altal meghatarozott
90 napos mortalitas 80%-0s specificitassal és 59%-os szenzitivitassal jellemezhetd
majzsugoros  betegekben. Osszefoglalva az  “immunparalizis”  anti-inflammatorikus
folyamatok dominancigjaval (emelkedett szérum IL-6 és IL-10 szintekkel) és a pro-
inflammatorikus folyamatok gatlasaval (csokkent TNF-o szintekkel) jar. Nagyon hasonlo
jelenséget figyelhetiink meg neutrofil granulocitak esetében, mely szintén a fokozott BT
etiologiai szerepeére utal a “majcirrhosishoz tarsulé immunologiai disszonancidban”.

Majcirrhosisban a neutrofil granulocitdk (PMN: polimorfonukleéris leukociték)
aktivalt allapotban vannak jelen a keringésben, melynek hatterében a fokozott endotoxin
expozicio all. A neutrofilek folyamatos aktivaltsdga ugyanakkor a sejtek kimertlését is
eredményezi, egyfajta ,.energiaszegény” allapotat jon létre és karosodnak a kuldnfele
sejtfunkciok (csokkent kemotaxis, fagocitozis és baktericid kapacitas). Ma4jcirrhosisban az
endotoxin eltavolitasa mind in vitro, mind pedig in vivo kortlmények kozott képes volt
helyreallitani a neutrofil granulocitak miikddését. Fokozott primingot és a PMN-eknek ennek
kovetkeztében létrejove “készenléti” allapotat jelzik a csokkent L-szelektin szintek, a
hidrogén peroxid overexpresszidja es a neutrofil elasztaz emelkedett szintje. Ez a baktériumok
legy6zésére iranyuld ,készenléti” allapot és a magas ,respirdcios burst”-tel jaro PMN
aktivacio a karositd reaktiv oxigén gyokok (ROS) mennyiségének megemelkedését
eredményezi a szisztémas keringesben és a PMN-ek mikrokornyezetében, mely tovabbi sejt-
és szovetkarosodas alapjaul szolgalhat. Sziikségszeriien egy id6 utan a PMN-ek kimertlnek,
»energiaszegény” allapotba keriilnek €s képtelenek lesznek megfelel6 mdodon reagalni tovabbi
bakteridlis stimulusokra fagocitdzissal. A zavart tuftsin aktivitas, alacsony natrium- és
emelkedett ammoniaszintek egyiitt a nem megfelel6 szuperoxid anion képzést eredményezé
elégtelen foszfolipdz C (PLC) miikddéssel mind hozzédjarulnak a csokkent PMN fagocita
kapacitdshoz. A megndvekedett nyugalmi oxidativ burst és a csokkent fagocita kapacitas
Osszefliggést mutat a fert6zések gyakorisagaval €s a halalozassal. Ezek a valtozasok
helyreallithatonak bizonyultak in vitro korilmények kozott az endotoxin eltavolitasaval,
illetve granulocita-makrofag koldniastimuldlé faktor GM-CSF inkubécioval. A természetes
immunrendszer mas sejtjeihez hasonldéan a neutrofilek miikodészavarat is az a kettGség
jellemzi, hogy egyszerre van jelen egyfajta talmiikodés és elégtelenmiikodés is, mely
egyuttesen jarul hozza a majcirrhosis patogenezisehez. A majat infiltralo aktivalt allapotban
1év0 neutrofil granulocitdk a fokozott szabadgyokképzddés révén eldsegitik a fibrogenezist. A
majcirrhosis kés6i stadiumaban azonban a kimeriilt neutrofilek a kemoattrakcids és migracios
zavar miatt kevésbé tudnak jelen lenni a zajlo infekcidk helyszinén.

Alkoholos majbetegségben (ALD) mar régdéta ismert a B-sejtek széles korii zavara,
mely Osszefliggést mutat a shunt képz6dés és a Kuppfer sejtek mitkodészavara kovetkeztében
kialakuld fokozott antigén expozicioval. Szamos kutatdsi eredmény tamasztja ala, hogy a
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szisztémas keringesben jelen 1évo bakterialis termékek alapvetd szerepet jatszhatnak a B-
sejtek altal kozvetitett valtozasok kialakuldsdban majzsugorban. Bakterialis transzlokacioval
Osszefuggest mutatd szolubilis elemek, mint példaul az LPS és bakterialis DNS gyakran
kimutathatok cirrhosisos betegek plazmajabol és kepesek in vitro kirélmények kozott
aktivalni a B-sejteket. A B-sejtek stimulacidja kiilonbozé TLR ligandok altal azok
poliklondlis aktivacigjdhoz ¢és kiilonféle immunoglobulinok (Ig) képzddéshez vezet.
Emberekben a TLR-2, TLR-4 és TLR-8 receptorok elsdsorban monocitdkban/makrofagokban
expresszalodnak fokozottan, mig B-sejtekben csak gyengén fejezddnek ki. Ezzel szemben a
TLR-7 és TLR-9 pedig féként B limfocitakban és plazmocitoid dendritikus sejtekben
expresszalodik. Cirrhosisban, féleg ALD talajan kialakult majzsugorban, fokozott szérum IgA
képzddést figyeltek meg. Azonban az emelkedett IgA szinthez vezetd folyamatok egyeldre
nem teljesen tisztdzottak. Kordbban ezt a jelenséget legalabbis részben az IgA és az IgA-
immunkomplexek csokkent eliminacidjaval hoztadk 6sszefliggésbe, melyet a monocitak
megvaltozott Fc receptor expressziojaval es a kovetkezményesen karosodott Fca receptor altal
kodzvetitett endocitdzis zavaraval magyardztak. Hossz( ideig csak feltételezés volt, de az
utobbi idében szamos tanulmany alatamasztotta azt a feltételezést, hogy a fokozott Ig
szintézis alkoholos cirrhosisban dsszefuigghet a bakteriélis stimulussal. Massonett és mtsai
altal kozolt tanulmanyban egészséges kontrollhoz viszonyitva a TLR-9 ligand CpG altal
aktivalt B-sejtek szignifikansan emelkedett abszolit IgA produkcidjat figyelték meg
alkoholos cirrhosisban, mely 6sszecseng ezen sejtek intrinsic képességével, hogy spontan
tobb 1gA-t termeljenek, mint az egészséges egyénekbdl szeparalt B-sejtek. Ezzel szemben az
alkoholos cirrhosisban szenvedd betegekbdl szeparalt B-sejtek relativ TLR9 ligand CpG altal
indukalt IgA termelése kevésbé volt kifejezett, mely Osszefliggést mutat ezen sejteknek az
egészséges egyenek B-sejtjeihez viszonyitott csokkent TLR-9 expresszigjaval. In vitro
korilmények kozott CpG kezelés hatasara a B-sejtek TLR-9 expresszidjanak csokkenését
(,,down” regulacidjat) figyelték meg. Ez pedig felveti a lehetdségét annak, hogy az alkoholos
cirrhosisban szenved6 betegekbdl szeparalt B-sejtek csokkent TLR-9 expresszidja a fokozott
BT kovetkeztében fellépd, a bakterialis DNS altal kozvetitett in vivo priming kovetkezménye.
Az IgA képz6dés tekintetében a majcirrhosisnak van mégegy jellegzetessége, mégpedig a
kilénféle, IgA tipusu antimikrobialis- €s auto-antitestek fokozott képz6dése, mely egyrészt a
bélnyéalkahartya megndvekedett mikrobiélis terheltsegét tikrozhetik, méasrészt egyes
patogenectikai folyamatok aktiv résztvevéi lehetnek. Mig ezen antimikrobialis antitestek a
bélben talalhaté baktériumok egyes fehérjéi ellen képz6dnek, addig az autoantitestek esetében
ismertek olyan keresztreagalo epitdpok, melyek a szervezet egyes fehérjéi és bakterialis
alkotoreszek kozott alakulnak Kki. Ezek a specifikus antitestek elsésorban el6rehaladott
betegseg és portalis hipertenzid esetén vannak jelen.

Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)

Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek kiilonb6z6 antitestek altal 1étrehozott heterogén
csoport. Indirekt immunfluoreszcens madszerrel két klasszikus ANCA mintazat kiilonithet6 el
normal periférias vérb6dl szeparalt neutrofil granulocitakat hasznalva szubsztratként: a
citoplazmatikus (c-ANCA) és perinuklearis mintdzat (p-ANCA). A c-ANCA esetében az
etanollal fixalt granulocitakon diffuz, granulalt citoplazmatikus jel6lédést latunk, a sejtmag
lebenyei kdzott fokozott pozitivitassal, mig a p-ANCA-k a sejtmag korll mutatnak intenziv
pozitivitast, az esetek egy részében enyhe nukledris festddéssel kombinalva. Ez utdbbi
mintazat - érdekes modon - technikai artefactum, mert az alkoholos permeabilizalas soran
mobilissa valo erésen pozitiv toltésti citoplazmatikus lokalizdcioji molekuldk a negativ
toltésti sejtmagmembran kozelébe diffundalnak és ahhoz kotddnek. Formalin+acetonos
fixalast/permeabilizalast alkalmazva a keresztkotott feheérjék a helyikén maradnak és ilyenkor
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a citoplazmatikus lokalizacioju pozitivitast latunk a p-ANCA esetében is, a c-ANCA-hoz
hasonldan.

Ezeket az antitesteket kordbban els6sorban a primer kisér vasculitisek
diagnosztikajaban, illetve a gyulladasos aktivitds monitorozasaban alkalmaztak, illetve
alkalmazzak napjainkban is. Ezekben a betegségekben jél ismert ezen antitestek
antigenspecificitasa is; a leggyakrabban felismert cél antigének a c-ANCA esetében a
proteindz-3 (PR-3), illetve a p-ANCA esetén pedig a mieloperoxidaz (MPO). Vasculitisekben
felvet6dott, hogy az ANCA-nak patogenetikai szerepe lehet az autoimmun folyamatokban.
Ebbe a csoportba a granulomatosis polyangiitis-szel (GPA; Wegener-granulomatosis),
mikroszkopikus polyangiitis (MP) és az eosinophilias granulomatosis polyangiitis-szel
(EGPA; Churg-Strauss szindroma) tartozik, illetve ezek egy-egy szervre (vese, tiido)
lokalizalodo limitalt variansai. Bar a c-ANCA elsésorban GPA-ban fordul elé, mig a p-
ANCA inkébb az MPA-t és EGPA-t jellemzi, de alapvetden az ANCA mintazatok és antigén-
specifitds nem segiti a felsorolt 3 forma kozotti differencialast, ugyanakkor az indirekt
immunfluoreszcens detektéalds és az MPO+PR3 ELISA-k kombinlt alkalmazéasa kdzel 99%
specificitds mellett kb. 85%-0s szenzitivitassal képes ezeknek a korképeknek az azonositasara
a hasonl6 klinikai tlinetekkel jard, de nem vasculitis alapu betegségekkel dsszevetve.

Az ANCA jelenlétét szamos mas, a vasculitisek kézé nem sorolhatd betegségben
kimutattdk, tobbek kozott IBD-ben, reumatoid arthritisben, kronikus autoimmun
majbetegségekben és kiilonbozo infekciok esetén. Az ANCA-pozitivitas gyakorisdga 50-90%
UC-ben, 10-30% CD-ben, 40-95% l-es tipusu autoimmun hepatitisben, 25-90% primer
szklerotizal6 cholangitisben, 0-25% primer biliaris cirrhosisban, kb. 30% rheumatoid
arthritisben és 10-20% szisztémas lupus erythematosusban (SLE). Ezekben a betegségekben
megfigyelt p-ANCA mind antigén specificitasaban, mind fest6dési mintazataban eltér a
klasszikus p-ANCA-tol. Elkulonitésképpen atipusos p-ANCA-nak nevezték el, bar szdmos
mas néven is szerepel a szakirodalomban, mint példaul x-ANCA, pANNA vagy DNA-
ANCA. Az atipusos p-ANCA szamos kiilonbozé még egyelére kevésbé jol definialt neutrofil
antigen (nukleéris vagy sejtmaghoz asszocialt citoplazmatikus) ellen képzddik. Az esetek egy
részében az etanol fixalt granulocytdkon perinucledris mintdzat lathato, elvétve erésebb
nuklearis foltokkal is, ami formalin fixalt sejteken is valtozatlan marad jelezve az autoantigen
val6s nukleéris/perinukleéris lokalizaciojat. Maés betegeknél kombinalt
citoplazmatikus/perinuklearis mintazat lathato, ami tobbféle autoantigént felismeré ANCA-K
egyidejii jelenlétére utal. A jellemz6 autoantigének kozé a katepszin G, elasztaz, BPI
(baktericid permeabilitast fokozé fehérje), laktoferrin, a-enoldz, katalaz tartozik. Az atipusos
p-ANCA-k esetében kiilonosen jelentés az anti-nukledris antitestek (ANA) jelenlétének
egyidejli vizsgalata (pl. Hep2 sejteken), ami alpozitiv ANCA reakciot adhat IIF technika
alkalmazéasa mellett. Az atipusos ANCA-k klinikai, illetve patofizioldgiai jelentésége még
egyeldre nem tisztazott, de hasonldan a vasculitises esetekhez az antitest jelenléte sulyosabb
betegség lefolyassal tarsulhat.

Szamos tedria Iétezik ezeknek az antitesteknek a keletkezését illetéen. Az ANCA
képz6dés Osszefligghet a gyulladasos folyamatokkal. A gyulladasos valaszreakcioban
résztvevé neutrofilek degradacioja olyan mértékti lehet, hogy meghaladja a sejttérmeléket
eltavolito kapacitast. Igy a gyulladas helyén lokalisan olyan citoplazmatikus fehérjék
szabadulhatnak fel a neutrofilekbdl, melyek egy autoimmun valaszreakciot indit(hat)anak be a
szervezetben, ami az egészségesekben is megtalalhaté természetes ANCA-k mellett nagy
koncentracidju, nagy affinitast, megvaltozott epitopspecifitasi és funkcionalisan is aktiv
patologias ANCA-k megjelenését eredményezi. Ezt a folyamatot segitheti el6 a neutrofil
extracellularis "csapdak™ (neutrofil extracellular trap, NET) keletkezése is. Az extracellularis
matrixhoz kot6d6é haldzatos struktarardl van sz, ami a neutrofilek degradacioja soran jon
letre, nagy mennyiségben tartalmaz kromatin elemeket, hiszton komponenseket és
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citoplazmatikus fehérjéket, igy PR3-at és MPO-t is. Ezek a struktarak eldsegitik a neutrofil
eredeti autoantigének bemutatdsit az immunrendszernek. Az ANCA képzddés
mechanizmusara egy masik lehetséges magyarazat egyes bakterialis fehérjék és a szervezet
sajat antigénjei kozotti keresztreakcio. Lehetséges, hogy elhuzodé fertézések a molekularis
mimikri jelensége révén képesek triggerelni az ANCA képzddést. Erdekes mddon az atipusos
p-ANCA jelenléte jelezhet a bélben talalhaté mikroorganizmusokra adott egyfajta rendellenes
immunvalaszt. Autoimmun méjbetegségekben az atipusos p-ANCA az 5-0s izotipusd human
B-tubulin (TBB-5) ellen alakul ki és keresztreakciot ad a bakteridlis FtsZ fehérjével. Ez annak
lehet a kdvetkezménye, hogy a TBB-5 kifejezetten nagy strukturdlis homologiat mutat ezzel a
mikrobialis sejtosztodasban szerepet jatszo fehérjével, mely szinte minden intesztinalis
floraban el6forduld baktériumban megtalalhato. Mas betegségekben az ANCA jelenlétét az
enteralis bakterialis antigénekre adott immunvalasz jelének tekintik. Ezt az 6sszefliggést
tamasztja ala az is, hogy allakisérletes modellekben csiramentes kornyezetben nem mutathaté
ki p-ANCA.

Az anti-mikrobialis antitestek jelenléte foként elérehaladott majbetegség és portalis
hipertenzio esetében gyakoribbnak bizonyult maéjcirrhosisos betegekben munkacsoportunk
egy kordbbi tanulmanya szerint. Mindez arra utalhat, hogy a kulonféle mikrobialis
alkotdrészekre adott szerologiai valasz tukrozheti a mikrobialis antigének fokozott
expozicidjat. A cirrhosisos betegekben jelen 1év6, a fentiekben viszonylag részletesebben is
ismertetett komplex immunzavar fogékonnya teszi Oket a bakterialis fert6zésekre, mely
sulyosbitja a betegség lefolyasat és szignifikans morbiditassal és mortalitassal is jar. Fontos
jellemzoéje a cirrhosisos betegekben eléforduld infekcioknak az enteralis organizmusok altal
okozott fertézéses epizodok magas incidenciaja. A BT a baktériumoknak, illetve bakterialis
termékeknek a bél lumenbdl a szisztémas keringésbe valo fokozott felvételét jelenti. A BT
alapvetd mechanizmus a fertézések kialakuldsédban és jelentésen befolyasolhatja a betegség
klinikai lefolyasat is. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az ANCA el6fordulasa gyakoribb
cirrhosisban és jelenlétik 0sszefliggést mutathat a betegség klinikai lefolyasaval és a
bakterialis fert6zéssel jard szovodmények Kialakulasaval. Jelen tanulmany elkeszultekor ezzel
kapcsolatosan a szakirodalomban nem alltak rendelkezésre atfogd adatok.

A kutatas jelentésége majcirrhosisban

A BT folyamatanak pontosabb megismerése segithet (1) a majcirrhosis progresszidjanak és a
bakterialis infekciok kialakulasanak szempontjabol leginkabb veszélyeztetett betegcsoport
elkilonitésében (2) a folyamatot megbizhatéan azonosité diagnosztikus laboratoriumi
modszerek kidolgozasaban illetéleg (3) nem antibiotikum alapt, célzott terapias eljarasok
kifejlesztésében. Mindezen célok elérésével a klinikusok szamara lehetévé valhat a
mindennapi klinikai gyakorlatban olyan kezelési és gondozasi stratégiak kialakitasa
majcirrhosisban, melyek alkalmazésa eldsegiti a szovddmények kialakulasdnak megeldzését
és azok uralasat, keslelteti a betegség progresszidjat és csokkenti a halalozast.

Majcirrhosisban nemcsak a betegség klinikai megjelenése és lefolyasa, hanem a
hattérben meghl(zodo patogenetikai folyamatok is 0Osszetettek, azonban még szamos
vonatkozasban nem tisztazottak. Részletes vizsgalatuk azonban jelentdséggel bir.
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3. Célkitiizesek

. Célul thztik ki, hogy nagyszami IBD-ben szenvedd beteget vizsgalva a klinikali
gyakorlat szamara olyan szeroldgiai markereket azonositunk, amelyek (1) egyrészt segitenek
a konvencionalis kritériumok alapjan bizonytalan esetekben a diagndzis pontosabb
meghatarozasaban, masrészt alkalmazasukkal pontosabban valdsziniisitheté a betegség
lefolyésa, a kiilonféle szovodmények megjelenésének kockazata, a kezelésre adott vélasz,
valamint a véarhatd sebeszeti igeny elorejelzése. Tovabba szerologiai modszerek
alkalmazasaval (2) optimalizaljuk az aktiv betegségallapot kimutatasat és a varhat6 klinikai
fellangolas eldrejelzését.

Ezek alapjan tehat célul taztik ki, hogy prospektiven kovetetett nagy esetszamu
gyulladasos bélbeteg kohorszban (n=458) vizsgaljuk a kulonféle target specifikus
pankreasz ellenes antitestek (PADb), valamint antifoszfolipid antitestek (APLA)
1. el6fordulasi gyakorisagat
2. Uj diagnosztikai tesztek kozotti egyezést a PAb-ok esetében
3. antitestvalasz hosszu tavu stabilitasat
4. képzOdésének Osszefiiggését a Crohn-betegség klinikai, szerologiai és genetikali
jellegzetességeivel
5. prognosztikai értékét a betegséglefolyés eldrejelzésében CD-ben (betegség specifikus
szovodmények, rezekcios mutétek).

s

majcirrhosisos beteganyagot vizsgalva a klinikai gyakorlat szamara szerologiai modszerek
alkalmazasaval (1) optimalizdljuk a bakterialis infekcidk jelenlétének kimutatasat. (2)
Tovabba olyan 0j markereket azonositunk, melyek hatékonyan képesek elére jelezni a
bakterialis infekciok kialakulasat.

Ezek alapjan célul tiiztiik ki, hogy egy nagyszamu, Kkiilonbozé etiologiaju, prospektiven
kovetett majcirrhosisos beteganyagon (n=385) vizsgaljuk a szérum IgA és IgG tipusu anti-
neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)
1. el6fordulasi gyakorisagat, tipusat és mintazatat.
2. megvizsgaljuk, hogy kimutathat6-e kapcsolat az ANCA jelenléte és a betegseg
sulyossaga ill. portalis hipertenzié jelenléte kzott majcirrhosisban.
3. ANCA jelenléte — mint bakteridlis transzlokacios marker — kockazati tényez6-e a
majcirrhosisos betegek klinikailag jelentds bakterialis fertdzéseinek kialakuldsban.
4. annak megallapitasa, hogy mi a cirrhosishoz tarsul6 ANCA eredete.
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4. Metodikak
4.1 Betegek

Gyulladasos bélbetegek

2005 januérjaban a Debreceni Egyetem Belgyogyaszati Intézetének Gasztroenteroldgiai
Tanszéke altal rendszeresen gondozott IBD betegek (Crohn-betegek [CD] és colitis
ulcerosaban szenveddk [UC]) részére elindult egy sajat prospektiv szeroldgiai mintabank és
egy ahhoz tartozo klinikai adatbazis 1étrehozasa, mely lehetévé tette a keresztmetszeti klinikai
tanulmanyok mellett longitudindlis vizsgalatok elvégzését is. Az eddig elkészult prospektiv
klinikai vizsgalatokbol a jelen disszertacioban ket tanulmany kerdl ismertetésre IBD
vonatkozasaban. 2005. Januar 1. és 2010. Janius 1. kozott a jarobetegellataisban megjelend
paciens kozul a fent emlitett két szeroldgiai vizsgalatba 458 jol karakterizalt, egymassal
rokonsagi kapcsolatot nem mutatd, teljes klinikai kovetéssel rendelkez6, konszekutiv IBD
beteg kerilt bevonasra (CD: 271, [férfi/n6: 115/156, median életkor a diagndzis idépontjaban:
25 év (inter quartilis tartomany [IQR], 19-33)]; UC: 187, [férfi/nG: 86/101, median életkor a
diagnézis idépontjaban: 33 év (inter quartilis tartomany [IQR], 23-43)]). A betegek jelentds
részEtdl (n=316) a késobbiek soran tobb alkalommal is tortént vérvétel, a betegség kiilonbdzo
aktivitasu szakaszaiban. A nyilvantartott mintaszam jelenleg 1068.

Az IBD diagndzisanak felallitasa a Lennard-Jones kritériumrendszer alapjan tortént
(klinikai, endoszkopos, radioldgiai és korszovettani vizsgalat alapjan). A klinikai adatbazisba
a mintavételkor rogzitettik a betegség klinikai klasszifikacidjat a montreali beosztas szerint
(életkor a betegség jelentkezésekor, a betegség fennallasanak ideje, lokalizacio, viselkedés és
perianalis érintettség). A bevonas sordn a mintavétel mellett rogzitésre kerult a betegseg
részletes klinikai fenotipusa is. A klinikai adatok gyljtése egységes formaban, a betegek
orvosi dokumentéacidjanak alapos tanulméanyozasa mentén zajlott. A prospektiv kovetési
idészakot megel6z6 idszakra jellemz6 klinikai adatokat, melyek a Kklinikai fenotipusra, az
extraintesztinalis manifesztaciok jelenlétére (pl. arthritis: periférids és axialis tipusu;
szemtunetek: conjunctivitis, uveitis, iridocyclitis; bortiinetek: erythema nodosum, pyoderma
gangrenosum; m@j érintettség: primer szklerotizalé cholangitis [PSC]), a korabbi relapszusok
gyakorisagara (gyakori relapszus: > 1 klinikai relapszus/év), gyogyszerigényre (pl. szteroid,
immunszuppressziv és/vagy biologiai terapia), a csaladi IBD el6fordulasra, dohényzasi
szokasokra, a betegség kimenetelére (korabbi sebészeti beavatkozasok, tromboembdlias
események, szovédményes betegségforma kialakuldsa, periandlis érintettség) vonatkoznak,
retrospektiv. modon elemeztik. A Kklinikai aktivitast bevondskor CD esetén a Harvey-
Bradshow Index [HBI] segitségével, UC esetén pedig a parcialis Mayo pontrendszer alapjan
hataroztuk meg. Ezen tanulmanyokban az Eurdpai Crohn Colitis Tarsasadg (ECCO) iranyelveit
kovettliik és Klinikai relapszusként értékeltiik, ha a HBI 5 pont volt, mig HBI <4 pont
esetében klinikai remissziot veleményeztiink. UC esetén < 3 parcialis Mayo pont eseteben
tekintettiik a beteget klinikai remisszioban 1évének, ezzel szemben >4 pont jelentett
klinikailag aktiv betegséget. Az endoszkopos aktivitds meghatarozasara a Crohn-betegségben
hasznalt egyszeriisitett endoszkopos pontrendszert (SES-CD) hasznaltuk CD-ben, mig UC
esetében Mayo pontrendszer endoszkdpos komponensét. A SES-CD endoszkdpos aktivitast
veleményez >3 pont esetén és inaktivnak tekinti betegséget <2 pontnal CD-ben, mig az UC-
ben alkalmazott Mayo pontrendszer aktivitast véleményez> 1 pont esetén. Az adatbazishol a
betegség aktivitdsira és kimenetelére vonatkozo adatok mind folyamataban, mind pedig
id6szakokra lebontva elérhetdek (3 honap, 6 honap, 1 év, 2 év, teljes kdvetési id6).
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Prospektiv kovetés soran a Crohn-betegek esetén a betegség klinikai fenotipusanak
jellemzése

A CD betegeket bevontuk egy prospektiv kovetéses vizsgalatba, mely folyaman a tervezett (3-
6 havonta) és soron Kivili ambulans betegvizitek, valamint a kérhazi bennfekvések
alkalmaval folyamatosan rogzitettik a betegség Kklinikai, radiologiai, endoszkdépos és
laboratoriumi aktivitasara, a gyogyszeres kezelés hatékonyséagara és a betegség kimenetelére
vonatkoz6 adatokat (szovédmény kialakulasa, tromboembolias esemény bekdvetkezése,
sebészeti beavatkozés sziikségessége). A kezelési semak, mind gyogyszeres, mind miitéti
terapidas szempontbol egységesitettek és a jelenlegi ECCO iranyelveket kovetik. A mitéti
igény ¢és a rezekcid iddzitésének elbirdldsa multidiszciplinaris feladat, mely a
gasztroenteroldgus, radioldgus és sebész szakmai egyittmiikodése révén valosul meg. Az
Osszegylijtott adatokat tovabbi értékelés céljabol egy egységes adatbazisba importaltuk és
abban taroljuk betegcsoportonként. 2013. Oktober 1-ig minden beteg dokumentécioja
ismételten atnézésre kerilt, az adatbazis adatainak atnézése és felfrissitése megtortént a fent
emlitett szempontok (klinikai végpontok) szerint. Adott beteg kdvetéset terminaltuk azokban
az esetekben, melyekben nem volt elegend6é elérheté adat. A diagnozistol eltelt median
kovetési id6 108 honap volt (IQR, 65-178). CD-ben szovédményes betegségformaként
definialtuk szikiilettel (sztenozis, strikturizaldé forma) jaro, illetve belsé penetrald betegség
kialakulasat. A perianalis fisztulizalo betegséget fontos megkiilonboztetni a belsé penetrald
formatol, melyet minden értékelésunkben kilon entitdsként elemeztiink. Mitéti igénynek
kizardlag a CD-asszocialt hasi miitéteket (rezekcidkat) tekintettik.

Kontroll csoport: A kiilonb6zé betegcsoportok mintainak — Gsszegyiijtésével
parhuzamosan, 100 egészséges egyén (HC) (férfi/nd: 46/54) szérummintait is 0sszegyljtottik
Debrecenben. A kontroll csoportok 6sszedllitasa az egyes tanulményok esetén gy tortént,
hogy az életkorban es nemben illesztett legyen a vizsgalt betegcsoporthoz. A kontroll csoport
tagjainak nem volt ismert gasztrointesztinalis és/vagy majbetegsége.

Majcirrhosisos betegek

2006 majusa €s 2009 aprilisa kozott 385 kiilonbozd etioldgidji méjcirrhosisban szenvedd
betegt6l (férfiné: 206/179, atlagéletkor: 56,6+11,0 év) toértént mintavétel a Debreceni
Egyetem, Belgydgyéaszati Intézetének Gasztroenterologiai Tanszékén a 2006 majusaban
témavezetém, Dr. Papp Maria altal elinditott és koordinalt szerolégiai mintabank szamara.
Bevonaskor ezen majcirrhosisos betegeknek a majzsugor diagndzistol szamitott atlagos
betegségtartama 3,9+4,2 év volt. A méjcirrhosis diagnozisanak felallitasa a Kklinikai,
biokémiai, kepalkotd vizsgalatok és amennyiben elérhet6 volt, szovettani lelet alapjan tortént.
A szeroldgiai mintabank mellett egy klinikai adatbazist is létrehoztunk, melyben a
mintavételkor rogzitettik a betegseg sulyossagat (Child-Pugh stadium, MELD score),
valamint az ascites jelenlétére és sulyossagi fokara, illetve az encephalopathidra vonatkozé
adatokat.

A betegek orvosi dokumentéaciojanak részletes tanulményozasakor rogzitésre kerilt
szamos klinikai adat, gy mint a diagnéziskori életkor, nyeldcsOvarixok jelenléte, korabbi
varixvérzéses, illetve hepatikus encephalopathiaval jaro epizodok, megel6z6 idGszakban
lezajlott spontan bakteridlis peritonitis (SBP), extrahepatikus tarsbetegségek (myocardialis
infarktus, pangasos szivelégtelenség, periférias artérias betegség, cerebrovaszkularis-,
valamint  kronikus tiidobetegség, kronikus veseelégtelenség, gasztrointesztinalis fekély,
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diabetes mellitus, nem metasztatizald, illetve metasztatizalé daganatos betegségek, beleértve a
hepatocellularis carcinomat is, vasculitis), és az aktualis gyogyszeres terapia. A vizsgalati id6
alatt az aktualis irdnyelveket vettik figyelembe a varixvérzés és SBP elsddleges és
masodlagos megel6zésében alkalmazott nem szelektiv béta-blokkolok és fel nem szivodo
antibiotikumok indikaciojanak mérlegelésekor. Protonpumpagatlok alkalmazasi kore a
gastrooesophagealis reflux betegség, az eroziv gastritis, peptikus fekélybetegség, illetve a
Helicobacter pylori fertézés kezelése volt. A majcirrhosis 63,0%-ban alkoholos, 29,6%-ban

Az indulé beteg kohorszbdl 345 beteg volt bevonhat6 egy jelenleg is zajlé prospektiv
kovetéses vizsgalatba, ahol a kovetés a kovetési id6 fels6 hatardig (24 hdnap), a beteg
halaléig, illetve a kovetésbol valo kiesésig (median kovetési id6: 729 nap [tartomény: 5-730])
tartott. A tervezett (1-3 havonta) és soron kivili ambulans betegvizitek, valamint a korhazi
bennfekvések alkalmaval folyamatosan rogzitettiik a betegség kimenetelére vonatkozé adatok
(betegség sulyossaganak valtozasa, szovédmény megjelenése, mortalitas [22,3%]) és a CSI
epizddok (tipusa, idopontja) eléfordulasat. Azon bakteridlis fertdzéses epizodokat tekintettiik
klinikailag jelentdsnek, amelyek a beteg allapotromléasa kovetkeztében korhazi felvételt tették
indokoltta, a majfunkcidé jelentds romlasa vagy egyéb stlyos szovodmény (nyeldcsod
varixvérzes, hepatikus encephalopathia, diuretikum rezisztens ascites vagy veseelégtelenseg)
jelentkezése miatt. Az infekcios epizddokat az alabbi adatokat figyelembe véve azonositottuk:
klinikai tiinetek, Iz jelenléte, labor eredmények (fehérvérsejt szam abszol(t [>10,8 x 10%/L]
vagy relativ emelkedését balra tolt vérképpel, emelkedett CRP [>10,0 mg/L] és/vagy PCT
szint [>0,15 pg/L]) beleértve a mikrobioldgiai eredményeket is, amennyiben tortént
tenyésztés, valamint a képalkoto eljarasok eredményei és az antibiotikus kezelés hatasa. A
kovetési id6 alatt elhunyt betegek esetén (n=77) a korbonctani leletek is kikérésre és atnezésre
kerultek. Az alabbi bakterialis fertézéseket a konvencionalis kritériumok alapjan
diagnosztizaltuk: bor- és lagyrész-, szajuregi-, fels6- és alsé léguti- (akut bronchitis,
pneumonia), epeuti- (cholecystitis, cholangitis, majtalyog), gyomor-bélrendszeri
(gastroenteritis), hugyuti fertézések (szovédménymentes cystitist kizartuk), osteomyelitis, és
endocarditis. Spontan bakterialis peritonitis diagnozisa intraabdominalis fertézésforras hianya
esetén abban az esetben volt felallithatd, amennyiben az ascites fehérvérsejtszam nagyobb
volt  250/mm3-nél, fiiggetleniil a tenyésztési lelet eredményétdl. Bacteraemia
(véraramfert6zés) volt véleményezheté azokban az esetekben, amelyekben a fent emlitett
lokalizalt fert6zés jeleinek hianya mellett infekcio klinikai tlnetei allnak fenn és
mikrobioldgiailag kimutathat6/igazolhatd kdérokozé hemokulturdbol, melynek oki szerepe
feltételezhet6. Az adatbazisbol a betegség kimenetelére és CSl-re vonatkozd adatok mind
folyamataban, mind pedig id6szakokra lebontva elérhetéek (3 honap, 6 honap, 1 év, 2 év,
teljes kovetési 1d0).

Beteg kontroll: Krénikus hepatitis C-virus fertézésben (kronikus HCV, n=119,
férfi/né: 50/69, atlagéletkor: 54,6+11,7 év) és primer biliaris cirrhosisban (PBC, n=102,
férfi/n6: 4/98, atlagéletkor: 58.8411.8 év) szenved6 egyénbdl, akikben a majbetegség
végstadiumat jelentd cirrhosist még nem érte el a betegségfejlddés, alakitottunk ki egy
betegkontroll csoportot. A majfibrézis és a nekroinflammatorikus aktivitas mértékének
megitélésére a METAVIR pontrendszert alkalmaztuk. Kizartuk a betegkontroll csoportbdl
azokat a betegeket, akik a fibrozis 4. stadiumaba (F4) voltak sorolhatdk, dket cirrhosisban
szenvedd csoportba soroltuk. PBC diagnoézisanak az alapjat képezik a cholestasisra utal6d
biokémiai paraméterek, a szérumban kimutathato anti-mitokondrialis antitest (AMA) és/vagy
PBC-specifikus AMA-M2 pozitivitds, ezzekkel egybehangzd szovettani lelet, és
extrahepaticus cholestasis kizarasa. Kronikus HCV fertézésre utal, annak diagnozisat erdsiti
meg a pozitiv HCV ribonukleinsav kimutatdsa mellett emelkedett majfunkcids tesztek és
ezzel egybehangz6 majbiopszias eredmény.
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Kontroll csoport: Kontrollcsoportként 100 életkorban és nemben illesztett,
egészséges egyén (HC) (férfi/né: 45/55; életkor: 50,5+16,7 év) szérummintait hasznaltuk fel
ehhez a tanulmanyhoz, ahol a kontroll csoport tagjainak nem volt ismert gasztrointesztinalis
és/vagy majbetegsége.

Az adott klinikai tanulmanyban a vizsgalt betegszam és a kovetési ido mind a
majcirrhosisos, mind pedig az IBD betegcsoportban esetén aszerint valtozott, hogy a
tanulmany idején a beteg kohorszba hany beteg keriilt mar bevalasztasra, illetéleg
azokat milyen hosszan kévettuk.

4.2 Laboratoriumi moédszerek

Szerolodgiai vizsgalatok: A vérvételt kovetéen a vizsgalatokhoz a szérummintakat az adott
laboratoriumi tesztek elvégzéséig -80°C—on taroltuk. A szerologiai vizsgalatok kivitelezése
soran a kisérletet végz6 személy nem volt tudatdban sem a betegek diagnoézisanak, sem mas
klinikai informacioknak.

4.2.1. Anti-mikrobialis antitestek mérése

Az anti-mikrobialis antitestek kozul a legismertebb és legtobbet vizsgalt antitest az anti-
Saccharomyces cerevisiae ellenes antitest (ASCA), mely az élesztégomba, mas néven
soréleszt6 200 kDa molekulatomegli foszfopeptidomannan sejtfal komponense ellen
termelddik. Az ASCA-hoz képest az egyéb sejtfelszini glikdn komponensek ellen képzddo
antitestek (anti-glikdn antitestek) el6fordulasi gyakorisdga lényegesen ritkabb. Antitestek
ugyanakkor nemcsak a mikrobak szénhidrat, hanem fehérje komponensei ellen is
termelédhetnek. A baktériumok kiils6 membran proteinjei ellen képz6do antitestek anti-OMP
antitest néven ismertek, melyek koziil az altalunk vizsgalt anti-OMP Plus™ antitestek két
bélbaktérium speciesb6l (egy Gram-pozitiv és egy Gram-negativ) szarmazo bakterialis
fehérjék ellen képz6dnek. Ezen baktériumok egyike sem tagja annak a Proteobacteria
torzsnek, ahova az Escherichia coli is tartozik.

Az ASCA IgG, IgA és az anti-OMP Plus IgA antitestek meghatarozésa a
betegek szérumabol gyari enzimhez kapcsolt immunszorbens assay (ELISA) Kkittek
segitségével tortént (QUANTA™ Lite; INOVA Diagnostics, San Diego, CA) a gyartd
utmutatasainak megfeleléen. Az eredményt mesterséges egyseg (unit) formajaban adtuk meg
és a pozitivitasi kuszob 25 U volt. Az eredmények értékelésekor az abszolutértékek mellett a
pozitivitas gyakorisagat is felhasznaltuk.

4.2.2. Autoantitestek mérése

Az Anti-foszfolipid antitestek (APLA) vizsgalata

Az anti-foszfolipid antitestek kozul az anti-p2-glikoprotein 1 (a2-GPl), anti-kardiolipin
(ACA) és anti-foszfatidilszerin/protrombin komplex (aPS/PT) szintek meghatarozasa
szérummintakbdl ELISA médszerrel tortént szemikvantitativ QUANTA Lite™ ap2-GPl,

ACAIII és aPS/PT IgA, 1gG and IgM kittek (INOVA Diagnostics, San Diego, California)
segitségével. Ezen antifoszfolipid antitestek kiilonboz6 izotipusai (IgG/A/M), melyek
kimutatasara a human szérumbol ezek az ELISA kittek alkalmasak, a p2-GPl, a cardiolipin és
a PS/PT komplex ellen képzédnek. Az APLA meghatarozas soran hasznalt ELISA lemezek
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tisztitott B2-GPI-vel, kardiolipinnel és PS/PT komplexszel voltak fedve, melyhez az inkubéacid
soran a szérumban 1év6 aP2-GPIl, ACA és aPS/PT antitestek (IgA, 1gG és IgM izotipusok)
képesek kikotdédni, amennyiben jelen vannak a vizsgalt szérummintakban. A be nem kot6dott
fehérjék eltavolitasra keriiltek a mosasi Iépések soran, mig a bek6t6dott antitestek detektalasat
tormaperoxidazzal (HRP) jel6lt anti-human IgA, 1gG és IgM antitestekkel végeztiik. Majd ezt
kovetden a reakcio lathatova tételéhez kromogeén reakcidt ado peroxiddz szubsztratot adtunk a
rendszerhez. Az ap2-GPIl, ACA és aPS/PT antitestek szérumszintjének meghatarozasa soran a
spektrofotometrias modszerrel mért optikai denzitasokat (OD) az egyedi beteg, illetve kontroll
mintak esetében 5 pontos Kkalibracios gorbe segitségével az adott antitestek
szérumkoncentraciojat reprezentalo titer ertékeknek (mesterséges egység, unit) feleltettiik
meg. Minden ELISA-t a gyart6 utasitasai szerint hajtottunk végre és az ltaluk megadott titer
kiiszobertékek (anti-p2-GPI és ACA IgA, 1gG és IgM esszék esetén > 20 unit; anti-PS/PT IgG
és IgM esszek > 30 unit) alapjan allapitottuk meg az adott mintak pozitivitasat. Az anti-PS/PT
IgA esetén nem allt rendelkezésre kalibrator, igy az eredmények értékelésekor az OD-k nyers
adatait hasznaltuk, illetve az egészséges kontrollcsoport segitségével meghataroztunk egy
pozitivitasi kuszobérteket is. A 0,795 feletti OD-vel (atlag+2SD) rendelkez6 mintakat
tekintettiik ez alapjan anti-PS/PT IgA pozitivnak. Az eredmények értékelésekor az abszolut
OD értékek mellett a pozitivitas gyakorisagat is felhasznaltuk. A 458 vizsgalatba bevont IBD-
s betegbdl 451 esetben volt technikailag sikeres a szerologiai analizis.

Pankreasz ellenes antitestek (PAb) vizsgalata

Glycoprotein 2 (GP2) ellenes antitestek kimutatasa enzimkapcsolt immunoszorbens
modszerrel (ELISA)

A PAb meghatarozasokat a betegek és kontroll egyének szérumabol két kiilonb6zé cég altal
gyartott rekombinans 4-es isoformaju GP2-t tartalmazo (anti-MZGP2 IgA és 1IgG QUANTA
Lite® ELISA [Inova Diagnostics, San Diego, CA, Research Use Only] illetve anti-GP2 IgA
és 1gG ELISA [GA Generic Assays, Dahlewitz/Berlin, Németorszag]) enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalattal végeztiik a gyartd utasitdsai szerint. Az aldbbiakban rdviden
ismertetjlik az eljarast. A polisztirén mikrotiter lemezek felulete gyarilag fedve van MZGP2,
illetve GP2 antigénekkel, melyeket szobahémérsékleten 30, illetve 60 percig inkubaltunk 100
ul eléhigitott szérummal (1:100). A felesleges, be nem kotddott szérumot mosési 1épések
soran eltavolitottuk, majd hozzaadtuk az egyes ELISA lemezek lyukaihoz a peroxidazzal
konjugélt kecske anti-human IgA vagy 1gG tipust antitesteket. A beko6tédott specifikus
antitestek kimutatdsdhoz hasznalatra kész hidrogén-peroxid/tetrametilbenzidin  (TMB)
kromogén szubsztratot adtunk a rendszerhez, majd az inkubacids id6 leteltét kovetden a
reakciot kénsavval leallitottuk és a mintak optikai denzitasat spektrofotometrias modszerrel
450/620 nm-es hullamhosszon olvastuk le Labsystem Multiscan MS készilékkel (Thermo
Scientific, Budapest, Magyarorszag). A kitben talalhatd kalibratorok segitségével illesztett
standard gorbe segitségével az egyes mintak optikai denzitdsat (OD) mesterséges
egységeknek (arbitrary units, AU/ml) feleltettlik meg, melyek az adott mintakbdl kimutathatd
szérum antitest koncentracidt hivatottak reprezentalni. A szérummintak antitest pozitivitasat
az anti-MZGP2 esetében >25 AU/ml, mig az anti-GP2 esetén >20 AU/ml kapott értékeknél
allapitottuk meg.
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CUZD1 és GP2 ellenes antitestek kimutatasa indirekt immunfluoreszcens modszerrel (11F)

A PADb meghatarozasokat (anti-GP2 illetve anti-CUZD1 IgA és IgG) a betegek és egeszséges
kontroll egyének szérumbol GP2-t ill. CUZD1-t expresszalo transzfektalt HEK 293 sejteket
tartalmazé biochippen (Morbus-Crohn Mosaic 1, Euroimmun Medizinische Labordiagnostika
AG, Libeck, Németorszag) indirekt immunfluoreszcens maédszerrel (anti-rPAg2 és rPAgl) is
elvégeztik. Ebben a kisérleti rendszerben a GP2-t ill. CUZD1-t expresszalo transzfektalt HEK
293 sejtek szolgalnak antigen szubsztratként, igy az ezekkel a sejtekkel fedett biochipeket
szobahOmérsékleten 30 percig inkubaltuk a kihigitott szérummintdk higitasi soraval
(nevezetesen 1:10, 1:100 és 1:1000 higitasokat alkalmaztunk). A felesleges, be nem koté6dott
szérumot mosasi 1épések soran eltavolitottuk, majd ezt kovetden fluoreszceinnel jelolt kecske
anti-human IgA vagy IgG antitestekkel tettiilk lathatova a betegek szérumabol kikotédott
antitesteket. A lemezek leolvasasat egy EUROStar Plus mikroszkop kékfényii LEDjének
segitségevel (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG) végeztilk. Komorowski és
mtsai. gyakorlati tapasztalatai szerint a CUZD1-t expresszalo HEK293 sejteken
megfigyelhetd IIF kép megfeleltethetd volt a kordbban fagyasztott human pankreaszszdveten
leirt retikulogranularis (2-es tipust) PAb mintazattal, mig a GP2-t expresszalo sejteken lathato
mintézatot a cseppszerii festodéssel (1-es tipus) talaltak identikusnak.

Az Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgalata

Az ANCA mérése indirekt immunfluoreszcens technikéaval

Az antitestek meghatarozasa szemikvantitativ indirekt immunfluoreszcens maédszerrel (11F) az
EUROIMMUN cég (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Lubeck,
Németorszag) ethanol illetve formalin fixalt human neutrofil granulocitdkat tartalmazo
biochipjeinek segitségével tortént. A lemezen 1évé granulocita preparatumokat a betegek
szérumdval (1:10 higitds PBS-sel) inkubaltuk egyitt, majd a megkdtott ANCA detektalasa
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelzett anti-human IgG illetve IgA masodlagos antitestek
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG) segitsegével tortént. A lemezek
értékeléset egy EUROStar Il Plus mikroszkoppal (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG) végeztik 400x-os nagyitast alkalmazva. Az immunfluoreszcens
eredmények értékelése az etanol- és formalin-fixalt granulocita preparatumokon kapott
mintazatok alapjan tortént: c-ANCA, p-ANCA, atipusos p-ANCA. Az 1:10 vagy annal
nagyobb higitasi végpontoknal kapott pozitiv szignal esetén tekintettiik a mintat pozitivnak.
Az ANCA-titer meghatarozasa ezekben a mintdkban sorozat higitassal (higitasi faktor 3,2x)
tortént, ahol a sorozatkezd6 higitas 1:10 volt.

Az IgA tipusu ANCA karakterizalasa a cirrhosisos betegekben

A szérumban jelenlévé IgA tipusi ANCA antitestek karakterizalasat (IgA; és 1gA; alosztalyd
ANCA aranyanak, illetve a szekretoros komponenst hordozo IgA ANCA mennyiségeét
meghatarozasa) a  fentiekhez  hasonl6  rendszerben  szemikvantitativ  indirekt
immunfluoreszcens madszerrel (I1F) végeztik. A vizsgalathoz az EUROIMMUN ethanollal
fixalt neutrofil granulocitdkat tartalmazé lemezeit hasznaltuk (Granulocyte Mosaic,
EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG). A sejteket a szérummintak 1:10-es
higitdsaval inkubaltuk, majd az IgA alosztalyok illetve szekretoros komponens detektéalasa 3
specifikus FITC-vel jelélt monoklonalis antitest segitsegével (egérben termeltetett anti-human
IgA1 NI69-11; anti-humén IgA, NI512 és anti-human slgA NI194-4; Acris Antibodies,
Herford, Németorszag), egymastol fliggetlentl tértént. Ezen antitesteket 1:30-as higitasban
alkalmaztuk. A fluoreszcens szignal erésitéséhez FITC-cel jelolt, poliklonalis F(ab’), 1gG
tipusu anti-egér antitestet hasznaltunk 1:10 higitasban (DAKO, Glostrup, Dania). Az 1gA; és
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IgA, ANCA antitestek mennyiségének meghatarozasa egy image analizis alapu kvantitalasi
technika segitsegével tortént, egyetlen mintahigitast (1:10) tesztelve.

A lemezeket egy MicroOptix MX 300 TF (West Medica, Perchtoldsdorf, Ausztria)
mikroszkop segitségével 400x-0s nagyitast hasznalva ertékeltiik ki. A fluoreszcens képeket
32-bites ".bmp" formatumban egy MicroOptix/Vision CAM V330 kamera segitségével
rogzitettiik az SB Video&Audio AV Grabber (West Medica) program segitségével. Egy z6ld
hattér lemezt is exponaltunk minden mérési napon a megvilagitasi er6sség és inhomogenitas
korrigalasara (Chroma Technology Corp., Rockingham, VT, USA). A képeket az "ImageJ
1.46r" software segitségével értékeltiik. A z6ld csatornan mért fluoreszcencia intenzitdsok
meghatarozasa mesterséges egységekben (A.U., arbitrary unit) torténik latoterenként 20 db
egyedi granulocita értékelésével, majd a kapott értékekb6l minden minta esetén atlagos
fluoreszcencia denzitads (FD)/sejt + SD értekeket szamoltunk. Minden szérum minta esetén
harom A.U./sejt értéket adtunk meg a harom IgA izotipusnak megfeleléen (IgA1, 1gA; és
slgA).

Az anti-lgA; és anti-lIgA, antitestekkel kapott FD szigndlok mennyiségi
0sszehasonlithatdsaga végett és az IgAi/A, arany pontos meghatarozasdhoz Quantum™
Simply Cellular® (QSC) mikropartikulumok/beadek (Bangs Laboratories, Fishers, IN, USA)
segitségével standardizaltuk a mikroszkopos quantitalas technikajat. Ezek a beadek ismert
szamu kecske anti-egér antitestet tartalmaznak a felsziniikon és megfeleld telitd koncentracio
estén ennyi antitest megkdtésére képesek. A vizsgalat soran az indirekt immunfluoreszcens
jelolésnek megfelel6 higitdsban anti-lgA; és IgA, antitesteket majd a GaM-FITC
konjugatumot adtuk a beadekhez. Ezutdn a targylemezre cseppentve a fentiekben leirt
képanalizal6 modszernek megfeleléen értékeltiik a beadek fluoreszcencia intenzitasat. A
172189 antigen-kotéhelyet (ABC) tartalmazo beadek esetében a fluoreszcencia intenzitas
44,6£8,2 volt az 1gA; és 48,4+10,4 az IgA; antitestek jelenlétében, mig a 490505 kotéhelyet
tartalmazd beadek esetén 100,0+12,2 (IgA;) és 103,2+9,7 (IgA,) volt a szignal. Ezek a
kilénbségek az IgA; és IgA; antitestek kozott statisztikailag nem voltak szignifikansak, ez
alapjan arra kovetkeztettink, hogy az IgA; és IgA; tipusui ANCA egyenlé mennyiségben
egyforma fluoreszcens szignalt ad rendszerlinkben, igy a kapott jelintenzitasok hanyadosa
kdzvetlenll megadja az 1gA,/IgA; antitestek aranyat a mintainkban.

A modszer reprodukalhatésagat (intra- és inter-assay variabilitas) 5-5 mérés alapjan
teszteltlik. Az intra-assay variacios egydtthatd (coefficient of variation; CV%) 8,0%, 5,6% és
10,2%, mig az inter-assay CV% 10,4%, 14,9% és 13,2% volt az IgA;, 1gA; és a szekretoros
komponens esetéeben.

A modszer egyértelmiien képes volt elkiiloniteni az ANCA IgA pozitiv és negativ
mintakat. Ezt bizonyitja, hogy az ANCA IgA1, IgA,, illetve sigA fluoreszcencia intenzitasok
szignifikdnsan magasabbak voltak az ANCA IgA-pozitiv cirrhosisos betegekben az
egészséges kontrollcsoporthoz viszonyitva (IgA1: 38,4+12,4 vs. 14,4+4.5, 1gA2: 31,7+5,7 vs.
14,4440 és slgA: 35,1+9,4 vs. 14,0+3,1 |; p<0,001 minden csoportban). Mindemellett a
kapott flureszcencia intenzitdsok erds korrelaciét mutattak a szemikvantitativ modszerrel
korabban meghatarozott ANCA IgA-titer értékekkel (IgA1: Spearman korrelacios koefficiens,
R=0,63 [95%Cl: 0,51-0,73], 1gA,: R=0,37 [95%CI: 0,21-0,52] és slgA: R=0,55 [95%CI:
0,41-0,66]; p<0,001 minden csoportban). Ezen eredmények alatdmasztjak, hogy a két IIF
technika (képanalizis alapl kvantitativ és a korabban ismertetett szemikvantitativ IIF
modszer) egymassal erésen egybehangzo eredményeket ad.

142 ANCA IgA-pozitiv, 20 ANCA IgA-negativ cirrhosisos beteg és 20 egészséges
kontroll egyen eseten végeztilk el az ANCA IgA szubtipusok analizisét. Mivel az ANCA
IgA1, IgA,, illetve sigA fluoreszcencia intenzitasok kozott nem volt szignifikans kilénbség
az egészséges e€s beteg kontrollcsoportokban (egészseges kontroll: 1gA;=12,8+3,3,
IgA,=14,1+45, slgA=13,0+2,7; beteg kontroll: 1gA;=16,0+4,9, p=0,08, 1gA,=14,6+34,
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p=0,98, slgA=14,9+3,1, p=0,06), ezen csoportokat &sszevontuk egy egységes
kontrollcsoportba (n=40). Az IgA./IgA; ardnyok meghatarozasakor minden egyes minta
esetén elosztottuk az ANCA IgA; vagy IgA; fluoreszcencia intenzitasat ezen két érték
Osszegével. A szekretoros komponens pozitivitasanak megitélésere egy fluoreszcencia
kiiszdbértéket hataroztunk meg a 40 kontroll minta mérése alapjan: az atlag + 3 SD ebben a
csoportban 23.4 AU fluoreszcencia intenzitas volt.

Az IgA-tipust ANCA antigén specificitdsanak meghatéarozdsa ELISA technikéval

Az anti-mieloperoxidaz (MPO) IgA és anti-proteinaz 3 (PR-3) IgA antitestek mennyiségét az
indirekt immunfluoreszcens technikdval IgA pozitivnak bizonyult mintakban (n=162)
hataroztuk meg kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA-k (QUANTA Lite™ MPO and
QUANTA Lite™ PR-3 INOVA Diagnostics, San Diego, CA) segitségével. Az eredményeket
OD-ban adtuk meg. Az anti-MPO és anti-PR3 pozitivitds kiisz6b OD értéke 0,159 és 0,140
volt, amit 92 egészseges kontroll mintaiban mert atlag+3SD kalkulalas alapjan hataroztunk
meg.

4.2.3. Genetikai vizsgalo eljarasok

NOD2/CARD15 polimorfizmusok (SNP8, 12, 13 mutaciok) kimutatasa

NOD2/CARD15 polimorfizmusok (SNP8, 12, 13 genotipusok) Kkimutatasat egy korabbi
tanulmany (172) soran Crohn-betegekben mar elvégeztik (n=235). A NOD2/CARD15
varidnsokat denaturald nagy teljesitOképességii folyadékkromatografiaval (dHPLC, Wave
DNA Fragment Analysis System, Transgenomic Limited, UK) vizsgéltak. A dHPLC
profilban megfigyelt szekvencia variansokat mindkét szalon direkt szekvenalassal
bizonyitottak. A szekvenalast ABI BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v1.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) és ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA) segitségével kivitelezték. A PRR funkcionalis polimorfizmus vizsgalatoknal
a genotipus megoszlasokat Hardy-Weinberg equilibrium teszt segitségével vizsgaltuk.
Minden  vizsgélt  polimorfizmus  megoszldsa  megfelelt a  Hardy-Weinberg
equilibriumnak/eloszlasnak.

Genetikai vizsgalatok: A genetikai vizsgélatokat korabban mar més intézményben végeztek
(Dr. Tordai Attila Orszagos Verellatd Szolgalat Molekularis Diagnosztikai Labor). Teljes
vérbol torténd DNS szeparalast kovetéen polimeraz lancreakcid/ restrikcids fragmens hossz
polimorfizmus  (PCR-RFLP) segitségével hataroztdk meg a kdlonféle PRR
polimorfizmusokat, melyek a kovetkezdek voltak: NOD2/CARDI1S5 (egypontos nukleotid
polimorfizmus [SNP] 8: rs2066844, p.Arg702Trp, 0.19877C>T, SNP12: rs2066845,
pGly908Arg, 9.30491C>T, és SNP13: rs5743293, 9.37732_37733insC) polimorfizmusok.
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4.3 Statisztikai analizis

A statisztikai modszerek részletes ismertetése az egyes kozleményekben érhetdé el. A
statisztikai elemzéseket Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) és SPSS 22.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programokkal statisztikus ellendrzése mellett (Dr. Dinya Elek)
magunk végeztiik. A normalitast Shapiro-Wilk’s W teszt segitségével vizsgaltuk. A folytonos
(valészintisegi) valtozok leirasakor az adatok eloszlasanak megfeleléen azok atlagertékét
[standard deviacioval (SD)] vagy mediénjét [interquartilis tartomannyal (IQR)] adtuk meg. A
kiilonb6z6 betegesoportok (CD, UC, LC) egymashoz, alcsoportokhoz, illetve az egészséges
kontrollhoz viszonyitott kulonbségeit az aldbbi statisztikai modszerekkel elemeztik. A
kategorikus valtozok 6sszehasonlitasat Fisher-exact teszttel, illetve y2-probaval helyenként
Yates korrekcidval végeztik. A folytonos valtozokat az 6sszehasonlitott csoportok szamanak,
az adott adatok eloszlasanak fliggvényében parametrikus és nonparametrikus eljarasokkal,
tobbek kozott Student-féle t-teszttel, egyszempontos egytényezGs varianciaanalizissel
(ANOVA), Mann-Whitney U-teszttel illetve post hoc analizissel (Dunn-fele tdbbszoros
Osszehasonlitds)  kiegészitett  Kruskal-Wallis  H-teszttel hasonlitottuk — dssze. A
NOD2/CARD15 funkcionalis genetikai polimorfizmus vizsgalatoknal a genotipus
megoszlasokat Hardy-Weinberg equilibrium teszt segitségével vizsgaltuk. Az autoantitestek
esetén a folyamatos tényezdk alcsoport analizise sordan Pearson vagy Spearman korrelaciot
szamoltunk. A kildnféle tesztek egyezését sulyozott Kappa teszt segitsegével hataroztuk meg.
Id6figgd modellekben az egyes faktorok (kategorikus klinikai valtozok vagy szeroldgiai
antitestek) Osszefiiggését a betegség id6beni lefolyasaval, szovodményes betegségforma
kialakulaséval Kaplan-Meier analizisben, a kiilonb6z6 alcsoportok szignifikanciajat LogRank
illetve Breslow tesztek segitségével vizsgaltuk. A multivariancia analizishez Cox regresszio
analizist hasznaltunk. Az univariacids analizisben p<0,l tényezdk illetve egyes a priori
kivalasztott tényezok keriiltek bevonasra a multivariancia analizisekbe. Amennyiben nincs
kaléon més kritérium jelezve a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A
nyers adatokat ,,atlag + széras”, ,,median (kvartilis)” illetve ,,esetszam (%)” formaban adtuk
meg. Az 6sszefiiggések jellemzésére Spearman-féle korreldcids koefficienst, esélyhanyadost
(OR, odds ratio), illetve kockazati arany/hanyadost (HR) és ezek 95%-0s megbizhatosagi
intervallumat (95%CI) szdmoltunk.

4.4 Etikai engedélyek

A tanulményok protokolljait a Debreceni Egyetem OEC Etikai és Tudomanyos Bizottsaga és
az Egészséglgyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos es Kutatasetikai Bizottsaga is elfogadta.
Etikai engedélyszdmok: DEOEC RKEB/IKEB 2006-2007, 2595-2007, 2735-2008, 2860-
2008, 3515-2011, 3514-2011; ETT-TUKEB 321-81/2005-1018-EKU, 80/2007-EKU,
25403/2011-EKU, 26186/2011-EKU, 3880/2012/EKU (59/P1/2012). A betegek megfeleld
tajékoztatast kaptak az adott tanulmanyrdl és alairtak a betegtajékoztatd belegyezési
nyilatkozatot.

4.5 Anyagi forrasok

MSD Pharma Kutatasi Palyazat (2012-2013), 10IBD Amerikai Kutatasi Osztondij (2012-
2015, Debreceni Egyetem Belsé Kutatasi Palyazata (2013-2016), TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0024
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5. Eredmények

5.1 Anti-foszfolipid antitestek (APLA) vizsgalata IBD-ben

Az APLA markerek gyakorisdga IBD-ben

Az ACA pozitivitas a Crohn betegség (CD) kialakuldsanak fokozott rizikéjaval fliggott 6ssze
a kontroll csoporthoz képest (ORaca=10,18; 95% CI: 3,12-33,24). A kiilonb6z6 izotipusokat
vizsgalva a legszorosabb 0sszefliggest az ACA 1gA-val (ORaca 135a=49,70; 95% CI: 3,04-
813.8, y’-teszt Yates korrekcidval) talaltuk CD-ben. Szignifikans killonbséget talaltunk az
ACA pozitivitasban a CD és UC csoport kzott. Hasonlé médon szignifikans volt a kiilénbség
az anti-PS/PT prevalencijaban is a CD és UC csoportok kozott, ugyanakkor a CD és a
kontroll csoport vonatkozasaban nem volt szignifikans eltérés. Nem talaltunk viszont
kilénbséget az anti-B2-GPI el6fordulasi gyakorisagaban a kiilonboz6 vizsgalt csoportok
kozott.

Az APLA pozitiviths 0Osszefiuggései mas szeroldgiai markerekkel és a
NOD2/CARD15 genotipusokkal CD-ben

Nem taléltunk 6sszefiiggést CD-ben a betegek APLA és ASCA statusza kdzott. Sem az ACA
IgA, sem az IgG pozitivitasi ratajadban sem volt szignifikans kulonbség az ASCA IgA és
ASCA 1gG jelenlététdl, illetve hianyatdl fiiggben. Hasonld6 mddon nem volt dsszefliggés az
ACA cléfordulasi gyakorisaga és a fobb NOD2/CARD15 mutéciok kodzott. 235 CD beteg
NOD2/CARD15 genotipusa allt rendelkezésre. Nem volt kilonbség az ,,ACA egyéltalan”
prevalencidi kozott a NOD2/CARDI15 mutaciéval rendelkezé csoportban, illetve annak
hidnya esetén (16,1% és 26,1%, p=NS, y*-teszt Yates korrekciéval).

Az APLA pozitivitas 6sszefliggései a betegség aktualis klinikai, laboratoriumi,
illetve endoszképos aktivitasaval

Bevonaskor a CD betegek 26,6%-ban, illetve az UC-ben szenved6 betegek 27,8%-ban volt
aktivnak mindsithetd a betegség klinikai aktivitasi pontrendszereket alkalmazva. Nem volt
szignifikans kulonbség az anti-p2-GPI, ACA és anti-PS/PT el6fordulasi gyakorisdgadban CD-
ben a klinikailag aktiv (2,8%; 29,2% és 18,1%) és inaktiv (8,8%; 21,2% és 21,2% a fent
emlitett antitestek esetén) csoportok kozoétt. Klinikailag aktivnak tekintettiik a betegseget CD-
ben, ha a HB%5 volt. Hasonl6 modon nem talaltunk korrelaciot UC-ben a partialis Mayo
score alapjan (>4) meghatarozott betegség aktivitas és az APLA statusz kozott (ezen adatok
nem kerllnek bemutatasra).

Az ACA ,egyaltalan” prevalencigja hasonlénak bizonyult a 10 mg/l feletti C-reaktiv
proteinnel (CRP), illetve a 10 mg/l vagy ez alatti CRP-vel rendelkezd betegcsoportban (29,0%
és 21,1%; p=NS, y*-teszt Yates korrekciéval).

87 CD betegnek volt a bevonaskor ileokolonoszkdpidja. Az ACA ,egyaltalan”
eléforduldsi gyakorisiga nem kiilonbozott a SES-CD szerint (vagépont/cut off>3)
megallapitott endoszkdpos aktivitas alapjan szétbontott csoportok kdzott (inaktiv vs. aktiv:
25,6% és 29,5%). A fentiekhez hasonléan nem talaltunk szignifikans 0Osszefliggést a
Spearman korrelacios analizist elvégezve az ACA IgA, valamint ACA 1gG szintek és a CRP
szint, az aktualis HBI, illetve a SES-CD pontszam kodzo6tt CD-ben (ezen adatok nem kertilnek
bemutatésra).

A CD betegek 20,3%-ban észleltiink a kovetési id6 soran gyakori relapszusokat. Az
ACA prevalencia nem kulonb6zott a relapszusok gyakorisdga szerint (gyakori vs. gyakori
relapszussal nem rendelkezd csoport; ACA IgA 23,5% vs. 16,7%; ACA IgG 3,9% vs. 10,1%
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és ACA IgM 2,0% vs. 3,5%; p=NS minden esetben).

Végul elemeztilk a mintavételkori betegségtartam és a szeroldgiai valasz jelenlétének, illetve
mértékének Osszefliggéseit CD-ben. A betegségtartam quartilis beosztasat kovetden az ACA
»egyaltalan” pozitivitasi gyakorisag az egyes csoportokban nem kiilénb6zott (Q1: 26,9%; Q2:
22,7%:; Q3: 22,4% és Q4: 23,0%; p=NS, y’-teszt Yates korrekcidval). Az ACA IgA, illetve
IgG szintek és a betegségtartam kozott sem taldltunk osszefuggést (Kruskal-Wallis teszt).

APLA markerek és a betegség progresszidjanak 6sszefiggései CD-ben

Mintavételkor 154 (56,5%) CD betegnek volt a Montreali Klasszifikacio szerint gyulladasos
(nem strikturizalo és nem penetralo=szovédménymentes) Vviselkedési fenotipust (B1)
betegsege. Kozuluk 143 beteg volt alkalmas arra, hogy bevonjuk 6ket egy prospektiv
kovetéses vizsgalatba. A median kovetési id6 53,4 honap volt (IQR; 38,0-79,3). Ezen
betegségspecifikus szovodménytdl mentes ¢s miitéti szempontbol naiv/korabban mutéten at
nem esett beteg kozul 20,3%-ukban (29/143) alakult ki valamely sz6vodmény a kdvetés soran
(31,03%-ukban alakultak ki strikturak, 44,83%-ukban belsé penetrald betegség és 24,14%-
ukban kizardlag perianalis perforacid). A komplikacioig eltelt median id6 21,4 honap volt
(IQR; 8,1-43,1). A kovetési id6 folyaman Osszességében 9,1%-uk (13/143) ment &t CD-
asszocialt hasi mutéten (rezekcid). Két beteg, akiknek korabban nem volt sz6védményes
betegsége, esett at miitéten colorectalis carcinoma miatt. A tobbi beteg esetén a miitéti
indikaciot valamely betegségspecifikus szovodmény megjelenése jelentette (23,1%-ban
stenosis/sziikiilet, 46,2%-ban bels6é penetralo betegség; 15,4%-ban mindkett). A miitétig
eltelt median id6 50,0 honap volt (IQR; 30,5-54,5).

A B1 csoportba sorolt betegek esetén nem talaltunk Osszefluggést a betegség elsé
betegségspecifikus eseménybe torténd progresszidja €s az APLA pozitivitas jelenléte, illetve
hianya kozott. Betegségspecifikus eseményként  definidltuk a  betegsegspecifikus
szovédmények (stendzis, belsd penetrald betegség és/vagy periandlis érintettség kialakulasa)
mellett a CD-asszocialt mitétet. Mindemellett id6fiiggé univariacios modellben (Kaplan-
Meier analizis) a korai progresszido valosziniisége APLA pozitiv és negativ csoportban
azonosnak bizonyult. A Klinikai faktorok kozul a betegség lokalizacioja és a dohanyzas
fliggott Ossze az els6 belsd penetrald betegség és/vagy stikturizald forma kialakulasaig eltelt
idoével, mig a gyakori relapszus pedig a periandlis érintettség kialakulasaval korrelalt id6fliggd
modellben.

Kilon értékeltiik az APLA-k jelentdségét azon betegcsoportban, ahol a mintavételt
megeldzden mar jelen volt valamely betegségspecifikus szovédmény és/vagy kordbban mar
miitéten atesett a beteg. Osszesen 117 CD betegnek (43,5%) volt a mintavétel idépontjaban a
Montreali Klasszifikacio értelmében szovédményes betegségformaja (56 beteg tartozott a B2,
mig 61 beteg pedig a B3 csoportba). Koziilok 109 beteg volt alkalmas ra, hogy bevonjuk 6ket
egy prospektiv jellegli kovetéses vizsgalatba. Ezen betegek 39,4%-anak (43/109) lett Gjabb
betegsegspecifikus eseménye a kdvetés soran. Betegségspecifikus eseményként definialtuk a
belsd penetrald és/vagy periandlis penetrald betegség kialakulédsat, illetve CD asszocidlt
miutétet. Kizardlag betegségspecifikus szovédmény a betegek 11,6%-ban, kizardlag mutét a
betegek 58,1%-ban, mig mindkettd a betegek 30,2%-ban kovetkezett be. Egy Ujabb
betegségspecifikus esemenybe valo progresszio nem mutatott 6sszefuggést sem az APLA
pozitivitassal, sem annak hianyaval. Kaplan-Meier analizist végezve az (j betegségspecifikus
szovodménybe valdo korai progresszid valdsziniisége az APLA pozitiv és negativ
betegscsoportban nem kilonbdzott (ezen adatok nem keriilnek bemutatasra).

Az UC betegcsoportban az APLA-k alacsony el6fordulasi gyakorisaga miatt
eltekintettink az APLA pozitivitds és a klinikai fenotipus, illetve a betegség progresszid
Osszefliggéseinek kiértékelésétol.
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APLA markerek és tromboembodlidas események IBD-ben

Osszességében az IBD betegek 5,1%-a (23/452) esett at legalabb egy tromboembdlias
eseményen (TE) (14 CD és 9 UC beteg). CD-ben 18 vénas tromboembolias esemény (VT), 1
pulmonalis embodlias (PE) esemény és 3 artérids tromboembolias esemény (AT) kertlt
diagnosztizalasra. UC-ben 8 VT és 1 AT eseményt regisztraltunk. 7 beteg (1,6%) esett at az
IBD diagnozisat megel6zéen TE-n, illetve 4 CD betegnek (1,5%) volt visszatérd/ismételt TE-
je. A CD beteg ndk 6,4%-ban (10/156) és az UC-s ndbetegek 6,9%-ban (7/101) tortéent
spontan vetélés.

A VT eseményen atesett CD betegek szignifikansan idésebbek voltak, mint akiknek a
kdvetése soran nem szenvedtek el VT eseményt (medién életkor: 30,0 vs. 38,5 év; p=0,003).
A vizsgalt klinikai faktorok és laboratoriumi markerek kozil a kordbbi VT esemény (RR:
23,0; 95%ClI: 10,6-50,1), valamint faktor V Leiden mutacié (RR: 8,3; 95%ClI: 2,2-31,3)
esetében talaltunk 6sszefliggést a VT esemény fokozott rizikdjaval. Ugyanakkor UC
betegekben a gyakori relapszusok mutattak dsszefiiggést a VT esemény fokozott kockéazataval
(RR: 6,4; 95%CI: 1,7-24,1). Egyik APLA marker sem mutatott dsszefuiggést IBD-ben a VT
esemény megndvekedett rizikojaval.

Az egyes APLA-k 06sszefliggéseit a tromboembolias esemény bekdvetkezésének
valoszintiségével nem csak kiilon-kilon, hanem az APLA antitest pozitivitdsok szamanak
fuggvenyében is vizsgaltuk. Sem CD, sem pedig UC esetében sem volt nagyobb a
tromboembolias esemény kialakulasanak valdszinlisége az APLA-ra tobbszorosen pozitiv
betegekben.

Az APLA markerek stabilitasa

A CD (n=198) és UC-ben szenvedé betegek (n=103) egy alcsoportjaban betegenként legalabb
két szérum minta Kkeriilt levételre a kovetés soran, igy lehetdséglink nyilt a
betegséglefolyasanak kiilonb6z6 idépontjaiban levett mintdk analizisét elvégezve az APLA
statusz (pozitiv vagy negativ az adott antitestekre nézve) id6beli stabilitasara vonatkozo
vizsgalatokra. A mintavételek kozott eltelt median id6 CD-ben 13,5 hénap [IQR; 6,8-22,9
honap], UC-ben 12,1 hénap [IQR; 5,7-20,4 hdénap] volt. Az anti-B2-GPI statusz id6ében
meglehetdsen stabilnak bizonyult mindharom 1g szubtipus esetén. A CD, illetve UC
betegeknek minddssze 1,5%-5,8%-a valtoztatta meg az anti-B2-GPI antitest statuszat az elsé
mintavételhez viszonyitva. Ugyanakkor jelentds kiilonbségeket taldltunk az ACA Ig
szubtipusok tekintetében. Az ACA IgM statusz az anti-2-GPI-hez hasonloan stabilnak
bizonyult. Ezzel szemben az ACA IgG, illetve ennél még kifejezettebben az ACA IgA
statuszban tortént idovel szignifikdns valtozas, elsésorban a negativ antitest statuszbol lett
pozitiv. Az antitest statuszban tortént valtozasok sokkal kifejezettebbek voltak CD-ben az
UC-hoz képest (ACA IgA: 49,9% vs. 23,3% és ACA I1gG: 21,2% vs. 5,8%). Stabilitasra
vonatkozé adatok nem &llnak rendelkezésre az anti-PS/PT antitestek esetén, mivel itt mérés a
betegeknek csak az elsd elérhetd szérum mintdjabol tortént.

A tumor nekrozis faktor (TNF) antagonista terapia 2008-t61 valt elérhetdvé hazankban,
igy ezt kovetéen a kutatdsba bevont betegek 43,7%-a (110/252) kapott infliximab vagy
adalimumab terapiat a kdvetés soran. Megvizsgaltuk a bevonast kdvetden az anti-TNF terdpia
hatdsat az ) ACA antitestképzOdésre. Azon betegek korében, akik anti-TNF terapiat kaptak
¢s a bevonas iddpontjdban ACA IgA-ra negativak voltak, a késObbiekben ezen betegek
59,1%-a (55/93) valt pozitivwvd ACA IgA antitest statusz szempontjabdl. Ez az arany
szignifikdnsan magasabb ahhoz a csoporthoz viszonyitva (p=0,004), akik egyaltalan nem
kaptak anti-TNF terapiat, itt ugyanis a betegek 35,6%-a (36/101) valt id6vel antitest pozitivva.
Ezek az aranyok ACA IgG esetében 30,1% vs. 12,9% (p=0,033).
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5.2 Pankreéasz ellenes antitestek (PAb) vizsgalata IBD-ben

PAb gyakorisaga IBD-ben

Szignifikansan tobb CD beteg bizonyult pozitivnak az altalunk vizsgalt 1gA/IgG tipusu PAb-
okra (anti-GP2 1gA/IgG: 10,2%; anti-MZGP2 IgA/IgG: 12,2%; anti-rPAg2 1gA/1gG: 10,2%;
anti-CUZD1 (=anti-rPAgl): 20,8%) mind az UC szenved6, mind az egészséges
kontrollcsoporthoz képest (p<0,01 mindkettd esetén). Emellett szignifikdns kulonbsegeket
talaltunk az IgA és 1gG szubtipusok esetén is. Ezzel szemben az UC-s és kontroll csoportok
kdzott nem volt szignifikans kiilonbség az antitestek eléfordulasi gyakorisagaban.

Az anti-GP2 és anti-MZGP2 antitest titerek is szignifikansan magasabbak voltak CD-
ben az UC-hez képest. Az anti-MZGP2 IgA Kkivételével az 6sszes antitest esetében
szignifikans kilonbség volt kimutathaté az antitestek median titerértékei kdzott (Mann-
Whitney, anti-GP2 IgA p<0,001; anti-GP2 IgG p<0,001; anti-MZGP2 IgA p=0,12; anti-
MZGP2 IgG p<0,001).

PAb képzédésének Osszefiiggése a teljes betegségtartammal CD-ben: a PAb
stabilitasa CD-ben

A mintavétel idopontjaban az antitest statusz e€s a klinikai, illetve endoszkdpos aktivitas
(aktudlis HBI vagy SES-CD) kdz6tt nem talaltunk dsszefliggést (ezen adatok nem keriilnek
bemutatasra). A CD betegek tobbségénel (n=192) betegenként legalabb két szérum minta
keriilt levételre a kovetés soran, igy lehetdségiink nyilt a betegséglefolydsanak kiilonb6zo
id6pontjaiban levett mintak analizisét elvégezve a PAb statusz (pozitiv vagy negativ az adott
antitestekre nézve) idobeli stabilitasara vonatkozoan kovetkeztetések levonasara/megitélésére.
A mintavételek kozott eltelt median id6 30,3 honap volt [IQR, 15.3-48.7]. Erdekes mddon a
kilonféle PAb-ok statusza mind az IgA ¢és IgG szubtipusok esetében meglehetésen stabilnak
bizonyult, nevezetesen a CD betegek5%  -ban valtozott idével a PAb statusz. Ezzel
egybehangz6 modon a szovédményes betegségforma kialakulasa, illetve a miitéti igény sem
érintette a kulonfele PAb-ok esetében az antitest statuszt (ezen adatok nem Kkerilnek
bemutatésra).

PAb prognosztikai értéke a betegséglefolyas elérejelzésében CD-ben

Ezt kovetden id6fuggd univariacios modellekben vizsgéltuk a kulonféle PAb markerek
jelenlétének Osszefliggését a negativ betegseg kimentel/szovodményes betegségforma (belsd
penetrald és/vagy strikturizald betegségforma kialakuldsa, perianalis penetrald betegség és
els6, illetve ismételt miitéti rezekcios igény) kialakulasaval.

Egyik PAb marker sem bizonyult alkalmasnak a szo6védményes betegségforma (belsé
penetrald és/vagy strikturizald betegség) kialakulasanak elbrejelzésére a gyulladasos
viselkedésbeli fenotipussal (B1) indul6 betegekben (n=211).

Azon betegek kozil, akik kordbban nem rendelkeztek perianalis érintettséggel
(barmely luminalis fenotipussal rendelkez6 beteg bevonésaval) (n=216) az anti-CUZD1
IgA/IgG pozitiv betegekben nagyobb valdszintiséggel alakult ki perianalis komplikécio
szemben az ezen antitestekre negativ betegcsoporttal (pLogRank=0,008). Ezen 6sszefliggés
erOsebbnek bizonyult az IgA antitest szubtipus esetében (pLogRank<0,001), valamint
kvantitativ 0sszefliggést talaltunk az IgA antitest titerekkel is (pLogRank<0,001).

Kizarva a fent vizsgalt csoportbol azokat a betegeket, akik ugyan perianalis
érintettséggel nem rendelkeztek a diagndzis iddpontjaban, viszont valamely szovOdményes
betegsegformaval igen (B2/3-p fenotipus) alcsoport analizist végeztink a periandlis
érintettséggel kezdetben nem rendelkezé gyulladasos fenotipusu (B1-p) betegekben (n=169),
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melynek eredményeként a fentiekben ismertetetthez hasonlé eredményeket kaptunk a
perianalis  betegség  kialakulasat  illetben  1d6fliggd  univariaciés  modellekben
(pLogRank<0,001 az anti-CUZD1 IgA esetén).

A mitéti szempontbdl naiv, miitéten kordbban at nem esett betegcsoportot (n=234)
elemezve az elsd rezektiv miitétig eltelt id6 rovidebbnek bizonyult az anti-GP2 IgA antitest
pozitiv betegcsoportban (pLogRank=0.002). Ugyanakkor a posztoperativ korilményeket
vizsgalva a korabban mar miitéten atesett betegcsoportban (n=109) az anti-GP2 IgA antitest
jelenléte nem bizonyult alkalmasnak egy esetleges kovetkez6 miitét predikcidjara.

A kulonféle PAb markerek prediktiv értékének tovabbi elemzése végett tébbvaltozos
Cox regresszids analizist vegeztink, melyekben az univariacios modellekben (Kaplan-Meier
és Log-rank analizis) 0,1 alatti p értéket ad6 valtozokkal (nem, klinikai valtozok)
korrigaltunk. Az anti-CUZD1 IgA és anti-GP2 IgA antitesteket a modellben kilon értékeltuk.
Az anti-CUZD1 IgA fiiggetlen kockazati tényezOnek bizonyult a perianalis betegség
kialakulasara nézve mind az elséként ismertetett, mind pedig az alcsoport vizsgalat szerint
(ezen utdbbi adatok nem kertilnek bemutatasra). Ezzel szemben az univariacios modellben
talalt anti-GP2 ¢és a rezektiv mitéti igény kozotti Osszefiiggés multivariacios modellben mar
nem bizonyult szignifikdnsnak.

A PAb pozitivitas 0Osszefiiggései a CD klinikai, szeroldgiai és genetikai
jellemzéivel

Fiatal korban kezd6d6 betegség esetén az anti-MZGP2 IgA/IgG antitestek gyakoribbnak
bizonyultak (Al: 28,6%; A2: 11,3%; A3: 5,7%; p=0,012). llealis érintettseg esetén pedig az
anti-rPAg2 IgA/IgG antitestek prevalencigja volt szignifikansan magasabb a kizardlag colon
érintettséggel rendelkezé csoporthoz képest (L1/3 vs. L2; 13,2% vs. 4,5%; p=0,032). A
kovetési 1d6 végén penetrald betegség fenotipussal rendelkezd betegek korében gyakoribb
volt az anti-GP2 IgA/IgG (17,9% vs. 7,3%; p=0,026), anti-MZGP2 IgA/IgG (20,2% vs. 8,9%);
p=0,040) és anti-rPAg2 IgA antitest (13,1% vs. 4,8%; p=0,040) pozitivitas. Szintén
kimutathat6 volt 0sszefiiggés a teljes kovetési 1d0 alatt a rezektiv miitéti igény €s az anti-GP2
IgA/IgG pozitivitas (14,5% vs. 6,6%; p=0,036) kozott. Az extraintesztinalis manifesztaciok
tekintetében pedig az anti-rPAg2 IgA/lgG pozitivitds és a PSC jelenléte kozott talaltunk
osszefliggést (37,5% vs. 9,4%; p=0,038). Ezzel szemben a CUZDI ellen termel6d6 PAb
pozitivitds (=anti-rPAgl) 6sszefliggést mutatott a colon érintettséggel (L2/L3 vs. L1; 23,7%
vs. 10,5%; p=0,041 az IgA/IgG szubtipus esetén), a teljes kovetési id6 végén a perianalis
betegseggel (P1 vs. PO, 32,6% vs. 15,0%; p=0,001 az IgA/IgG szubtipus eseten) és az IBDs
bér érintettséggel kialakulaséval (23,5% vs. 10,4%; p=0,044 az IgA szubtipus esetén).
Emellett 6sszefliggest talaltunk a kuldnfele IgA tipusu PAb-ok jelenléte és az ASCA antitest
pozitivitas kozott. A kilonbozé PAb IgA antitestek szignifikansan gyakoribbak voltak az
ASCA IgA pozitiv csoportban az ASCA IgA negativ csoporthoz képest (anti-GP2 IgA: 6,7%
vs. 0,0%; anti-MZGP2 IgA: 14,6% vs. 1,7%; anti-rPAgl: 17,5% vs. 4,9% és anti-rPAg2:
11,7% vs. 2,4%; p<0,01 minden esetben). A PADb IgG pozitivitasban nem talaltunk
sziginifikans kulonbséget az ASCA IgG jelenlétének, illetve hidanyanak fuggvényében. A
kilénféle PAb-ok prevalencidja vizsgalatunkban nem fiiggott 6ssze a f6bb NOD2/CARDI5
mutéciok jelenlétével vagy ezek hidnyaval (ezen adatok nem kerllnek bemutatésra).

Az anti-GP2 antitestek interassay vizsgalata

Osszességében a harom kiilonbozd modszer kozotti egyezés 94,0% és 95,6% kozé esik az
anti-GP2 1gG esetében, mig ez az anti-GP2 IgA-nal 91,6%-t6l 96,4%-ig terjed. A
vizsgalatunk soran alkalmazott kilonféle médszerek kdzotti konkordancia (egyezdség) jonak
bizonyult a k egyitthatok (koefficiensek) alapjan.
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5.3 Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgalata
majcirrhosisos betegekben

ANCA el6fordulasi gyakorisaga kronikus majbetegekben

Az egészséges kontroll csoporthoz képest az ANCA szeropozitivitads gyakorisagat tekintetbe
véve az ANCA IgA és/vagy IgG pozitivitast szignifikansan magasabbnak bizonyult minden
CLD csoportban. A CLD csoporton beliil az ANCA szeropozitivitas szignifikansan magasabb
volt a cirrhosisos csoportban szemben azokkal a krénikus majbetegekkel, akikben még nem
alakult ki cirrhosis (ORancaTotal 1,96; 95% CI: 1,28-3,00; p<0,01 kronikus HCV fertézés
esetén és ORancaTorl: 4,37; 95%CI: 2,76-6,90; p<0,001 PBC esetén). Immunglobulin
szubtipus tekintetében az IgA tipusu ANCA szignifikansan gyakoribb volt a cirrhosisos
betegek korében (52,2%) szemben a kronikus HCV fert6zésben (10,9%), illetve PBC-ben
(27,4%) szenvedokkel (p<0,001 mindkét esetben). Ezzel szemben az IgG tipusi ANCA
kronikus HCV  fertézott betegesoportban (52,1%) volt gyakoribb 0sszehasonlitva a
cirrhosisban (36,4%; p<0,01), illetve PBC-ben (14,7%; p<0,001) szenveddkkel. A HCV
fert6zott betegek koziil egy sem szenvedett ANCA asszocialt vasculitisben.

Az ANCA izotipusok fluoreszcens festodési mintazatai is eltéréek voltak a kiilonboz6
CLD csoportok kozott. Cirrhosisos betegekben az IgA tipusi ANCA dominansan c-ANCA-
nak megfeleld mintazatot mutatott (46,3%), mig az IgG izotipusi ANCA elsdsorban atipusos
p-ANCA mintazatnak felelt meg leggyakrabban (51,1%). A masik két mintazat
megkozelitdleg azonos gyakorisaggal fordult el mindkét esetben (IgA izotipusi ANCA
esetében atipusos p-ANCA: 22,4% és p-ANCA: 31,3%; IgG tipusi ANCA esetében p-
ANCA: 27,3% és c-ANCA: 21,6%). Ezzel szemben izotipustdl fliggetlentl (IgA és IgG
esetén is) kronikus HCV-ben szenveddk (84,6% és 82,5%), illetve PBC-s betegek (82,5% és
86,7%) kozott a leggyakoribb fluoreszcens festddési mintazat az atipusos p-ANCA volt.
Cirrhosisban az ANCA pozitiv betegek 15,6%-a, kronikus HCV-s betegek 5,0%-a, mig a
PBC-s betegek 3,9%-a esetén volt mindkét ANCA izotipusra (IgA és IgG) pozitivak a szérum
mintak. Ezen kett6s pozitivitassal rendelkez6é szérum mintakban a kiilonféle Ig izotipusokat
Osszehasonlitva a fluoreszcens festédési mintdzat egyezOségében eltérést tapasztaltunk a
kiilonb6z6 betegesoportok kozott. Kronikus HCV-s betegekben teljes volt az egyezés (100%-
os konkordancia) ANCA mintézat szempontjabol anti-IgA és anti-IgG szekunder antitesteket
alkalmazva, mig PBC-s betegek 50,0%-a €s a cirrhosisos betegek 35,0%-a esetén volt azonos
a festodés.

Az IgA tipusu ANCA karakterizacioja méjcirrhosisban

Az 1gA izotipusi ANCA antitestek Kkarakterizaldsadt  szemikvantitativ.  1IF modszerrel
végeztik el cirrhosisos betegek ANCA IgA pozitiv szérum mintainak felhasznalasaval. Az
IgA szubtipusok aranyat és a szekretoros komponens (SC) jelenlétét szimultan vizsgaltuk
minden minta esetén. Az ANCA IgA2 szubtipus aranya jelentdsen emelkedett (46,2+8,5%) és
csak egy arnyalatnyit volt alacsonyabb az ANCA IgA1 szubtipushoz képest (53,8+8,5%). Az
IgA2 ardny megoszldsa a harom kiilonb6z6 ANCA mintazatok esetében nagyon hasonlonak
volt (c-ANCA: 45,8%+8,1%; p-ANCA: 48,0+6,8% és atipusos p-ANCA: 44,9+8,6%). A
szekretoros komponens jelenléte magasnak bizonyult, torténtesen az ANCA IgA pozitiv
szérummintak 86,8%-a volt pozitiv SC-re.

Megvizsgaltuk az ANCA IgA pozitiv szérum mintak antigénspecificitasadt MPO és
PR-3 tekintetében. Az anti-PR3 és anti-MPO pozitivitas gyakorisaga alacsonynak bizonyult: a
p-ANCA pozitiv mintdk 4,9%-a volt pozitiv anti-MPO antitestre, mig a c-ANCA pozitiv
mintaknak 16,5%-a volt pozitiv anti-PR3-ra.
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Az ANCA jelenlétének oOsszefliggései a betegség sulyossagaval, a
betegségspecifikus szovédmeények megjelenésével, illetve az anti-mikrobialis
szeroldgiai valasszal cirrhosisos betegekben

Cirrhosisos betegekben az ANCA IgA pozitivitas (ide érte/beleértve az IgA+/1gG- vagy
IgA+/1gG+ eseteket is) a betegség Child-Pugh stadiummal jellemzett sulyossagaval aranyosan
fokozatosan nétt. AZ ANCA IgA jelenléte (ide szamolva az IgA+/1gG- vagy IgA+/1gG+
eseteket is) emellett Gsszefliggést mutatott (ORancaiga: 3,0; 95%CI: 1,90-4,71) az ascites
jelenlétével is. A szeropozitivitds esetén kapott eredményekhez hasonl6 modon minél
sulyosabbnak bizonyult a méjcirrhosis/betegség, annal magasabb ANCA IgA titer értékeket
figyeltiink meg. Az ANCA IgA titerértekek szignifikansan magasabbak voltak az asciteses
beteg korében szemben azokkal a betegekkel, akiknél nem volt ascites.

Az adatokat az alkoholos és nem alkoholos etioldgiaju csoportokban kilén-kilén
Ujraelemezve, ugyanezeket az Osszefiiggéseket kaptuk, bar észleltlink néhany kuldnbséget
etiologiai szempontbdl az ANCA IgA valasz tekintetében. Alkoholos etioldgia esetén
Osszehasonlitva a két csoportban az azonos sllyossagi foku alcsoportokat az alkoholos
etiologidju betegek korében az ANCA IgA pozitiv betegek szama szignifikansan
sulyos betegség esetén (Child A stadium vagy ascites jelenlétének hidnya
esetén/fennallasakor) emelkedett ANCA IgA pozitivitast észleltiink (53,4% vagy 55,9%).

Ezzel szemben nem alkoholos etiologidju betegekben az ANCA IgG valasz
ellenkez6képpen viselkedett az ANCA IgA vélasszal hoz viszonyitva. A kizar6lag ANCA
IgG pozitivitas jelenléte (IgA-/IgG+ esetek) fokozatosan csokkent a Child-Pugh stadiummal
jellemzett betegség sulyossagaval parhuzamosan, illetve negativ 0sszefiiggést tapasztaltunk az
betegekben a kizardlagos ANCA IgG pozitivitds (IgA-/1IgG+ esetek) aranya a betegség
sulyossagatol, illetve az ascites jelenlététdl fiiggetleniil alacsonynak bizonyult. Ezekben a
betegekben mar kevésbé stlyos betegség esetén (Child A stadium vagy ascites jelenlétének
hidnya esetén/fennallasakor) is észlelhetd volt jelzetten csokkent kizardlagos ANCA IgG
pozitivitasi arany (15,5% vagy 13,5%). Ezek az aranyok szignifikdnsan alacsonyabbak voltak
a nem alkoholos etioldgiaju azonos sulyosaggi foku alcsoporthoz viszonyitva (41,9% vagy
43,0%; p<0,001 mindkét esetben). Ezek a kiilonbségek a Child C csoportban megsziintek.

Az ASCA IgA és anti-OMP™"™ IgA antitestek gyakoribbnak bizonyultak az ANCA
IgA pozitiv csoportban Osszevetve az ANCA IgA negativ csoporttal (59,0% vs. 23,4%;
p<0,001 es 75,5% vs. 50,5%; p<0,001). Hasonlo Osszefuggést talaltunk az ASCA 1gG és
ANCA IgG antitestek jelenléte kozott. Az ANCA 1gG pozitiv betegek 23,6%-ban volt az
ASCA 1gG jelenléte kimutathato, mig ez az ANCA 1gG negativ betegcsoport 11,5%-ban volt

igy (p<0,01).

Bakterialis fert6zések: altalanos jellemzék

A két éves kovetési 1id0 sordn a 345 cirrhosisos beteg esetében Osszesen 187 klinikailag
jelent6s bakteridlis infektiv epizddot azonositottunk. 110 beteg (31,9%) esetében alalkult ki a
kovetés soran valamely klinikailag szignifikans infekcio, 39,4%-uk szenvedett el tobb mint
egy epizodot. A kiilonboz6é sulyossagu fertdézések megoszlasa a kovetkezé képpen alakult:
27,5% SBP, 17,5% pneumonia, 12,5% hagyuti fertézés, 8,9% bor- és lagyrészfert6zés és
16,5% egyéb. A fert6zésforras az esetek 17,1%-ban nem volt azonosithatd. Pozitiv tenyésztési
leletek alapjan a baktériumok 60,9%-ban Gram-negativak voltak, illetve 39,1%-ban Gram-
pozitivok. A kiilonbozé tipusu fert6zések aranya lokalizacid, illetve Gram specificitas
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szempontjabol hasonld volt az ANCA pozitiv és negativ csoportokban (ezen adatok nem
kerulnek bemutatasra).

A vizsgalt populacioban elemeztilk azokat a klinikai faktorokat, melyek ismert modon
kockazati tényezének szamitanak a fert6zések kialakulasaban. 84 betegnek (24,3%) volt
elérehaladott betegsége, illetve 158 (45,8%) betegnek pedig ascitese. Az asciteses beteg
korében 36-nak (22,8%) volt kordbban SBP epizodja, melyek kozil 14 beteg (38,9%)
szenvedett el azt megel6zéen tobb mint egy epizodot. 76 betegnek (22,0%) volt a
tanulmanyba vald belépést megel6zOen varix vérzéses epizodja, valamint 57 betegnek
(16,5%) pedig hepaticus encephalopathigja. Osszesen 183 beteg (53,0%) kapott nem szelektiv
béta blokkoldt, mely arany az ANCA IgA pozitiv betegek korében szignifikdnsan magasabb
volt az ANCA IgA negativ betegekhez viszonyitva (60,0% vs. 45,6%; p<0,01). Ez utdbbi
egybecseng azzal a megfigyeléssel, hogy az ANCA IgA pozitiv betegnek joval
elérehaladottabb a betegsége. 38,2%-ban hasznaltak protonpumpa gatlokat a betegek kezelése
soran és ez az arany az ANCA IgA pozitiv és negativ betegekben megegyezett (37,4% vs.
39,1%).

A klinikailag jelentés bakterialis fertézések klinikai és laboratériumi prediktorai

Univariciés analizisben (y°-teszt vagy y*-teszt Yates korrekciéval) a klinikai faktorok koziil a
betegseg sulyossaganak Child-Pugh stadium szerinti besorolasa (p<0,001), az ascites jelenléte
(OR: 3,02; 95% CI. 1,89-4,84; p<0,001), hepaticus encephalopathia el6fordulasa a
kortorténetben (OR: 2,15; 95% CI: 1,20-3,86; p<0,01) és a tarsbetegségek (OR: 2,03; 95%
Cl: 1,28-3,22; p<0,01) bizonyultak rizikotényezonek a klinikailag jelentOs fertézések
kialakulasaban (CSI). A korel6zményben eléforduld korabbi SBP epizdd pedig kockazati
tényezOének bizonyult ijabb SBP epizod kialakuldsa szempontjabol (OR: 2,87; 95% CI: 1,20—
6,89; p<0,01).

Azokban a betegekben, ahol az IgA izotipusi ANCA jelenléte kimutathaté volt
szignifikdnsan gyakoribban alakultak ki bakterialis infekcio azokkal a betegekkel szemben,
akik ANCA IgA negativak voltak (38,9% vs. 24,1%; p<0,01 amennyiben a pozitivitasi
vagopontot 1:10-es titerérteknél hataroztuk meg, illetve 41,8% vs. 23,4%; p<0,001 pedig
1:32-es vagopont esetén). Az az infekcidk el6fordulasi gyakorisaga dsszefliggést mutatott az
ANCA IgA szerologiai valasz nagysagaval (negativ: 24,1%, 1:10-es titer: 18,2%; 1:32-es
titer: 42,9% és >1:100-as titer: 54,7%; p<0,001). A legmagasabb aranyt az 1:100-as vagy
afeletti (>100) titerérték esetében is ANCA IgA pozitiv betegek korében észleltiink. Ebben a
csoportban a CSI el6fordulasa 54,7% volt. Az ANCA IgA pozitiv betegek 51,1%-a (90/176)
tartozott ebbe a csoportba, mely a teljes betegkohorszot vizsgalva, ide értve az ANCA IgA
negativ betegeket is 26,1% (90/345) volt. Ehhez hasonléan az ANCA IgA mintazatok is
Osszefliggést mutattak a CSl-kel (OR: 2,71; 95% CI. 1,54-4,75; p<0,001). A c-ANCA
mintazatot mutatd szérumok 80,2%-a esetében volt az ANCA IgA titer >100 szemben azzal a
csoporttal, ahol nem c-ANCA volt az IIF festddési mintazat (25,8%; p<0,001).

Klinikai és laboratériumi paraméterek, melyek 6sszefliggést mutattak az elsé
klinikailag jelentés bakterialis ferté6zésig eltelt idével

Kaplan-Meier analizisben a Child-Pugh stadium, az ascites jelenléte, a tarsbetegségek
jelenléte, hepaticus encephalopathia el6fordulasa a kortorténetben (p<0,01) és a varix vérzés
(p=0,046) mutatott Gsszefliggést az elsé CSI-ig eltelt idével. Tovabba a korelézményben
el6forduld korabbi SBP epizdd 0sszefliggést mutatott a kdovetkezd SBP epizodig eltelt idével
(p<0,01).
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A két éves kovetési id6 soran rovidebbnek bizonyult az elsé infekciodig eltelt id6 az
ANCA IgA pozitiv betegek korében szemben az ANCA IgA negativ betegekkel (HR: 1,83
95%Cl: 1,26-2,66; p <0,01 — 1:10-es titer, mint pozitivitasi kiiszob esetén és HR: 2,15
95%Cl: 1,46-3,15; p <0,001 — 1:32-es titer, mint pozitivitasi kiuszob esetén). A kiilonb6z6
ANCA IgA tipusok kozll a c-ANCA mintazat jelenléte fliggott 6ssze a legmagasabb CSI
kockazattal (HR: 3,04 95%CI: 1,83-5,04; p <0,001).

Multivariacios analizisben Cox-regressziés modellt hasznalva is megvizsgaltuk az
ANCA IgA pozitivitas hatasat a CSI kialakuldsara. Nemre, tarsbetegségekre és a Child-Pugh
stddiummal jellemzett betegseg sulyossagra korrigadlva az ANCA IgA pozitivitds (1:32-es
titer, mint pozitivitasi kuszob esetén) fliggetlen kockazati tényezOnek bizonyult és
Osszefuggest mutatott az elsé infekcioig eltelt rovidebb idével (p=0,006). Ebben a
multivariacios modellben a betegség sulyossaganak jellemzésére azért valasztottuk a Child-
Pugh stadium beosztast, mert egyrészt az ismert klinikai valtozok kozil ez az, amelynek a
bakterialis fert6zések kialakulasa szempontjabol majcirrhosisban a legjelentésebb befolyasold
hatdsa van, masrészt mivel a legdsszetettebb modon jellemzi mind a mdj parenchymas
elégtelenségét, mind pedig a portalis hipertenziot. A redundancia elkerllésére a Child-Pugh
pontrendszer egyes komponenseit, illetve az ezzel Osszefiiggd faktorokat nem alkalmaztuk
parhuzamosan multivariacios modellinkben, még akkor sem, ha azok az univariacios
analizisekben szignifikans 0sszefliggést mutattak a CSI kialakul&saval.

Talélési analizis

Osszesen 77 beteg (22,3%) halt meg a két éves kovetési ido alatt. Kaplan-Meier tdlélési
analizisben szignifikansan rosszabb volt a tulélési esélye azoknak a betegeknek, akiknek a
Child-Pugh stadium szerint elérehaladott volt a betegsége (p<0,001), ascitese volt (p<0,001)
vagy valamely tarsbetegsége (p<0,01). Az ANCA IgA pozitivitas nem mutatott 6sszefliggest
a halalozassal (p=0,117), viszont a CSI jelenléte szignifikdnsan magasabb halalozasi rataval
jart egyutt (p<0,001).
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6. F6bb uj tudomanyos eredmények

1.1 Jelenleg rendelkezésre allo informacioink szerint ezidaig ez a legnagyobb tanulmany,
mely szimultan vizsgalta tobb APLA prevalenciajat, tipusat és klinikai jelentéségét nagy
esetszamu, prospektiv médon kovetett IBD betegkohorszban.

1.2 Harom kiilonb6zé antitestet vizsgaltunk ELISA modszerrel. A hagyomdnyos, rutin
laboratériumi gyakorlattal szemben az APLA-knak nem csak az 1gG és IgM altipusait,
hanem IgA altipusat is meghataroztuk

1.3 Emellett attekintést nyujtottunk a szakirodalomban jelenleg fellelhetd relevans APLA
tanulméanyokrdl IBD-ben.

1.4 Fébb eréssége jelen tanulmanyunknak a prospektiv kdvetési mdd és a jelenleg elérhetd
APLA-k szeéles korének alkalmazéasa a vizsgalat soran.

1.5 Els6ként igazoltuk, hogy a fokozott ACA IgA képzddés a CD jellemzdje; az ACA IgA
eléfordulasi gyakorisadga szignifikdnsan magasabb volt az UC és HC csoportokhoz képest.

1.6 Nem taldltunk 6sszefliggést az APLA-k jelenléte és maéas jol ismert prognosztikai
szempontbol jelentds szeroldgiai (a betegek ASCA IgA és IgG statusza), illetve genetikai
markerek (NOD2/CARD15 genetikai mutacidk/polimorfizmusok) kozott.

1.7 Jelen tanulmanyban komplex modon vizsgéaltuk a betegség aktivitasa (klinikai,
laboratoriumi és endoszkopos) és az APLA képzddés kozotti kapcsolatot, de nem
talaltunk koztlk szignifikans dsszefliggést.

1.8 Az ACA jelenléte szubtipusok szerinti bontasban sem mutatott dsszefliggést CD-ben a
gyakori relapszusokkal. Az ACA esetén nem taldltunk tovabba 0sszefiiggést a
betegsegtartam és a szerologiai valasz mértéke kdzott.

1.9 Bar a szakirodalmi adatok alapjan a bakteriélis transzlokacionak (BT) az ACA képzbédés
indukcigjaban  betdltott szerepe az anti-mikrobialis  antitestekéhez  hasonldan
kézenfekvonek tiinik, ezek az altalunk kapott eredmények megkérddjelezik a BT szerepét
az ACA képz6dés mechanizmusaban és mas, a BT-n kivili mechanizmusok lehetséges
szerepére utalnak az ACA képzddésben.

1.10 Jelen tanulméanyunkban alkalmazott prospektiv kovetési modszer lehet6vé tette az
APLA-k lehetséges prediktiv értékének a vizsgalatadt, melynek révén ezen markerek
Klinikai értéke is jobban karakterizalhatd. Egyik APLA sem bizonyult a sz6voidményes
betegsegforma (stenotizald, bels6 penetrald, illetve perianalis betegségforma), valamint a
CD-asszocialt mitéti igény prediktiv markerének a CD egyik klinikai fennallasban sem.

1.11 A kiilonféle tromboembolids szovOdmények alacsony gyakorisdga miatt ezeknek az
eseményeknek az el6fordulasdt a diagnozistél kezdddden vizsgaltuk, mely magdba
foglalta a mintavétel el6tti idészakot is. Egyik APLA jelenléte sem mutatott 6sszefliggést
IBD-s betegekben a tromboembolias esemenyek (VT, AT), illetve a spontan vetélés
kialakuldsaval. A Klinikai és laboratoriumi markerek kozil CD-ben a korabbi vénas
tromboembolids esemény (VT) és a faktor V. Leiden mutacid, UC-ben a gyakori relapszus
fliggott 6ssze a VT fokozott kockazataval.

1.12 Az APLA-k kozil az anti-B2-GPI statusz mindharom Ig szubtipus esetén, illetve az
ACA IgM id6ben stabilnak bizonyult. Ezzek szemben az ACA IgG, illetve ennél még
kifejezettebben az ACA IgA statuszban tortént idével szignifikans valtozas, elsésorban a
negativ antitest statuszbol lett pozitiv. Az antitest statuszban tortént valtozasok sokkal
kifejezettebbek voltak CD-ben az UC-hoz képest. Megvizsgaltuk a TNF antagonista
terapia lehetséges szerepét prospektiven kovetett CD kohorszunkban. Az anti-TNF
terapiat kapott csoportban 1évé betegek, akik kezdetben ACA negativak voltak
szignifikdnsan gyakrabban lettek ACA IgA vagy ACA I1gG pozitivak, mely egy ok-
okozati kapcsolat lehetdségét is felveti.
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1.13  Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy annak ellenére, hogy az APLA-k
eléfordulasa IBD-ben gyakoribbnak bizonyult, hasznalatuk a mindennapi gyakorlatban
IBD-ben a fenti eredményeinket tekintetbe véve a jelenleg rendelkezésre allé
informécidink birtokdban nem javasolhat6. Tovabbi vizsgalatukra IBD vonatkozasaban
ujabb nézdpontok latotérbe kertiléséig egyeldre nincs sziikség.

2.1 Jelen tanulmanyunkban felndtt CD betegekben vizsgaltuk a kiillonb6zo target specifikus
PAb-ok klinikai jelent0ségét a szovOdményes betegségforma és a miitéti igény
predikciojaban. Tudomasunk szerint ez az elsd prospektiv tanulmany az 0j PAb-ok
vonatkozasaban.

2.2 A szerologiai markerek hosszutava predikciora vald alkalmazhatosaganak megitéléséhez
nélkiilozhetetlen az antitest statusz idébeli stabilitasanak vizsgalata. Az anti-GP2 antitest
stabilitasrdl csak limitalt és egymassal ellentmond6 adat allt eddig rendelkezésre. Jelen
tanulmanyban a kilonféle PAb-ok hosszutavu stabilitasat részletesen kielemeztik. A PAb
statusz nem fliggott Ossze az aktudlis betegség aktivitassal és a pozitivitasi rata is idében
stabilnak bizonyult IBD betegekben.

2.3 J6 laboratoriumi egyezést tapasztaltunk az anti-GP2 antitestek kimutatasara alkalmazott Uj
diagnosztikai eszk6zok kozott. A Klinikai fenotipusokban észlelt kilénbségeket az is
magyarazhatja, hogy minden teszt egy tovabbi betegpopuléaciot ismert fel, mely a
masik(ak) altal nem lett felismerve, mely részben at nem fedd epitopok jelenlétét
valoszinUsiti.

2.4 Szignifikansan tobb CD beteg bizonyult pozitivnak a kulonféle PAb-okra az UC, illetve
egészséges kontroll csoporthoz képest. A GP2 és CUZDI1 glikoproteinek ellen képz6dd
autoantitestek képzddése tiikrozheti a bél barriert éré fokozott mikrobidlis terhelésre adott
immunvélaszt. Az anti-GP2 antitest titerek is szignifikansan magasabbak voltak CD-ben
az UC csoporthoz kepest. Az antitest valasz nagysaga eszerint korrelalhat a bakterialis
transzlokéacio (BT) mértékével, mely kifejezettebb CD-ben az UC-hez viszonyitva.

2.5 Jelen kohorszunkban az anti-GP2 és anti-CUZD1 esetében eltér6 klinika Osszefiiggéseket
talaltunk. Az anti-GP2 antitestek prevalenciaja magasabb volt korai betegségkezdet,
iledlis érintettséggel jaro kiterjedt betegség, penetrald betegségforma esetében. A betegség
lokalizacigjat illetben az anti-CUZD1 antitestek pedig colon érintettség esetében
bizonyultak szignifikansan gyakoribbnak. Ezidaig egyik vizsgalatban sem elemezték a
target specifikus PAb-ok dsszefliggéseit az extraintesztinalis manifesztacidkkal: az anti-
GP2 jelenléte a PSC-vel, mig az anti-CUZD1 antitesteké pedig a borérintettséggel fliggott
dssze.

2.6 Eredményeink szerint a PAb-ok alkalmazédsa hozzajarulhat a CD betegek jobb
stratifikacidjahoz. A PADb-ok prevalenciaja és klinikai alkalmazhatosaga a diagndzisban
viszonylag alacsony és a betegséglefolyas predikcidjaban CD-ben az ASCA-hoz képest
némileg alulmarad. Habar az anti-GP2 antitest specifikusabbnak bizonyult CD
szempontjabol az ASCA-hoz képest, illetve a kettésen pozitiv CD betegek specificitasa
100%.

2.7 Ki kell emelni, hogy CD betegeink korében az anti-GP2 IgA/IgG prevalencia rataja
alacsonyabb volt a korabbi tanulmanyokban ko6zélt adatokhoz képest (10,2-12,4% vs.
21,0-45,0%). A szerologiai markerek eléfordulasi gyakorisagaban észlelt kiillonbségek a
tanulmanyok kozott, illetve kiilonboz6 etnikai populaciokban jol ismert jelenség.
Mindemellett metodikai eltérések is hozzajarulhatnak ezen kiilénbségek kialakuléséhoz.

2.8 Az altalunk jelen tanulmanyban alkalmazott ELISA-k mindegyike rekombinans human
GP2 4-es izoformajat tartalmazzak, mint szolid fazis antigént, mely a GP2 rovidebb
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izoformajanak feleltethetd meg (GP2b) és a CD betegek jobb elkiilonithetdségét biztositja
az UC betegekkel szemben.

2.9 Ezidaig csak keresztmetszeti asszociativ analizisek alltak rendelkezésre CD betegekben.
Jelen tanulmanyunkban a betegségspecifikus szovédmények ¢és a mitéti igény
vonatkozéasaban a PAb-ok prediktiv értékér6l szolgaltatunk longitudinalis prospektiv
adatokat. Betegkohorszunkban a PAb pozitivitds képes volt elérejelezni a gyorsabb
progressziot a szovOdményes betegségforma iranyaba. Az anti-GP2 pozitivitas
Osszefliggott a miitéti igénnyel, mig az anti-CUZD1 a perianalis komplikacio kialakul&sat
volt képes eldrejelezni. Egyik fobb erdssége jelen tanulmanynak, hogy a kiilonbozd
kimenetelek analizise prospektiv kovetési peridodust kovetden tortént. A végsdé Cox-
regresszios multivariacios modellben az anti-CUZD1 pozitivitas a perianalis szovodmény
er6s fuggetlen prediktoranak bizonyult a diagndziskori életkorral, nemmel, betegség
lokalizacidval, viselkedesi fenotipussal és gyakori relapszussal, mint lehetséges torzito
tényezokkel korrigélva.

2.10  Erdekes mddon tanulmanyunkban az IgA és nem az 1gG PADb tipusok esetén talaltunk
Osszefliggéseket a szovodményes betegséglefolyassal CD-ben. A bél mucosalis
immunrendszere kozponti szerepet jatszik az IgA antitestképzdédésben, mely legalabb
részben tukrozheti a fokozott mikrobidlis terhelésre adott immunvélaszt. Emellett az IgA
tipusu autoantitesteket az enteralis antigénekre adott immunvalasz jelének tekintik, mely
mas betegségekben a fokozott bakteridlis transzlokacioval fliggott ossze. A
bélnyalkahartya mikrobidlis tulterhelése pedig fokozhatja/felgyorsithatja a bélben zajlé
gyulladasos folyamatokat.

2.11 Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt prospektiv kohorszban
talalt eremények alapjan a target specifikus PAb-ok hasznos markerei lehetnek a CD
betegek stratifikacidjanak és 6sszefliggést mutattak a szovédményes betegség fenotipus
kialakuldséaval, illetve a perianalis szovédmény kialakulasanak kockazataval. Ezek alapjan
hasznos kiegészitd eszkdzként szolgalhatnak a szerologiai panelek tagjaiként a betegség
predikcidjaban.

3.1 Tudomésunk szerint ezidaig ez a legnagyobb tanulmany, mely az ANCA-k el6fordulasi
gyakorisagat, tipusat ¢és klinikai jelentdségét vizsgalta kiilonbozé etioldgidju
majcirrhosisos betegcsoportban.

3.2 Kronikus méjbetegségekben (CLD) az ANCA IgA-rdl korlatozott mennyiségii adat all
rendelkezésre. Az ANCA jelenlétét IIF technika segitségevel vizsgaltuk etanol- és
formalin fixalt huméan neutrofil szubsztratokon. A rutin laboratoriumi eljarasokkal
szemben az ANCA meghatarozasat nemcsak anti-lgG, hanem anti-lgA szekunder
antitestekkel is elvégeztik. Ezt kovetéen az ANCA IgA szubtipusok is meghatarozasra
ker(ltek.

3.3 Jelen tanulmanyban eldszor sikeriilt igazolni az ANCA IgA fokozott képzdodését
majcirrhosisban, mely flggetlennek bizonyult a cirrhosis etioldgiajatol, valamint
Osszefliggést mutatott a betegség sulyossagaval és a portalis hipertenzidval. A cirrhosisos
csoporton belll az alkoholos etioldgiaju alcsoportban magasabb volt az ANCA IgA
pozitivitas gyakorisaga és magasabbak voltak a titerértékek is.

3.4 A fokozott szérum IgA képzOdés oka cirrhosisban jelenleg nem teljesen tisztazott. A
gasztrointesztinalis traktus részvétele a folyamatban azonban igen valoszinilinek tlinik. A
bél barrier integritasdnak megbomlasa mind mechanikus, mind immunologiai szinten jol
ismert jellemzGje a cirrhosisnak és a betegség elérehaladdsaval egyre kifejezettebbé valik.
A Dbél barrier integritdsdnak zavara a vekonybél bakterialis talndvekedésével egyitt
lehetové teszi a bakterialis alkotorészeknek a béllumenbdl vald fokozott lokalis felvételét
(BT), mely stimulalja a szekretoros immunrendszert és részt vesz a betegségspecifikus
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szovodmények kialakulasanak patogenetikai folyamataiban cirrhosisban. Az IgA régbta
jelentds tényezének szadmit a mucosalis immunitasban, melyet az alapkutatdsokbol
szarmazo adatok is alatamasztanak.

3.5 Mivel a bél bakteridlis florajanak az Osszetétele, illetve a bakterialis terheltség mértéke
egyértelmiien hatassal van az IgA képzddésre, valamint mivel a fokozott bakterilis
transzlokéci6 (BT) a majcirrhosis jol ismert jellemzdje, igy feltételeztiik, hogy mukozalis
kompartmentekbdl szarmazo6 bakterialis antigének és ezek keresztreakcidja a granulocytak
citoszolban 1évé vagy granularis fehérjéivel kdzponti szerepet jatszanak az IgA tipusu
ANCA fokozott képzddésében majcirrhosisban.

3.6 Kordbbi tanulmanyokban az IgA, szubtipus aranyanak megndvekedését és a SC
parhuzamos jelenlétét az IgA szekrécid6 mukozalis eredetére nézve bizonyitd erejiinek
tekintették. Az altalunk vizsgalt ANCA IgA pozitiv cirrhosisos betegcsoport mintéiban az
IIF ANCA mintézattol fliggetleniil az ANCA IgA; szubtipus aranya jelentésen emelkedett
volt (46%) és az SC jelenlétét is nagy ardnyban sikertlt kimutatni (87%).

3.7 Egyik hianyossaga ugyan jelen tanulmanynak, hogy az ANCA IgA antitestek jelenlétét
nem vizsgaltuk kozvetlenill a kiillonb6z6 mukozalis kompartmentekben, illetve azokban a
szervekben, kompartmentekben, ahova baktériumok transzlokécidja feltételezhetd (pl. a
majban vagy az ascitesben).

3.8 Jelen tanulmanyunk klinikai részének eredményei szintén alatdmasztjak a kapcsolatot a
bakterialis fert6zések és az ANCA képzddés indukcidja kozott. Az ANCA IgA pozitivitas
szignifikdnsan gyakoribb volt azon betegek korében, akiknek a korelézményében
szerepelt klinikailag jelentds bakteridlis fert6zés (CSI). Emellett a két éves kovetési 1d6
soran az IgA tipusi ANCA jelenléte fiiggetlen kockazati tényezOnek bizonyult egy
kovetkezd CSI epizdd kialakuldsanak szempontjabol.

3.9 Betegkohorszunkban az IgA tipusi ANCA jelenléte nem mutatott 0sszefliggést sem a
teljes, sem pedig az infekciohoz tarsuld haldlozéssal. Eredményeink azt sugalljak, hogy az
ANCA IgA-nak nincs patogenetikai szerepe a cirrhosis progressziojaban (karosodas,
fibrogenezis), illetve a bakteridlis szovédmények kimenetele szempontjabol. Ennek
ellenére a fokozott IgA tipusi ANCA képzbédése valdsziniileg nem csak a kronikus
gyulladas epifenomenonja/méasodlagos jelensége csupan, hanem olyan a héattérben zajlé
(alap)folyamatok indikatora, melyek végs6 soron CSI-hez vezetnek.

3.10 Az IgA tipusi ANCA antigénjei feltehetdleg nem a klasszikus citoszol/granularis
neutrofil fehérjék, melyek vasculitisekben az IgG tipusi ANCA-k antigenjei. Ezt
tdmasztja ald, hogy betegkohorszunkban az anti-PR3 és anti-MPO pozitivitds igen
alacsonynak bizonyult. Sajat eredményeink alapjan, mivel az IgA tipusi ANCA esetében
mindharom klasszikus ANCA mintdzat el6fordult, ez is inkabb arra utalhat, hogy a
képzddés hatterében szamos kiilonbdzd antigén jelenléte allhat.

3.11 Jelen tanulményban az ANCA IgG valasz és ennek valtozdsa nem mutatott
parhuzamot az ANCA IgA vélasszal. Alkoholos etiol6gidju betegek korében az ANCA
IgG el6fordulasa alacsonyabb volt, nagyjabol az IgA tipus fele, még a legkevésbé sulyos
stadiumok esetében is. Nem alkoholos etioldgia esetén az ANCA I1gG pozitivitas
gyakorisadga fokozatosan csokkent a betegség sulyossdgaval parhuzamosan és jelentdsen
csokkent szintet ért el. Ezek az eltérések az ANCA IgA és IgG valaszban nagyon hasonl6
tendenciat mutatnak, mint a vakcinacios vizsgalatok eredmeényei ebben a betegcsoportban.
Ezek (a tendenciak) feltehetbleg egyrészt az adaptiv immunrendszer zavarat tiikrozik
cirrthosisban, mely foként az elérehaladott stadiumokban kifejezett, masrészt az alkohol
direkt gatld hatasat is reflektajak a T-sejt kdzvetitett immunitasra.
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