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1. Bevezetés

A coeliakia kiilonféle szervrendszereket érintd krénikus gyulladdsos
megbetegedés, autoimmun komponensekkel. A betegség genetikailag fogékony
egyénekben a kaldszos gabonafélékkel fogyasztott glutén-tipusi fehérjék gliadin
komponensének hatdsdra alakul ki, és barmely életkorban jelentkezhet. A
betegség manifesztilédasdhoz a f0 hisztokompatibilitdsi génekben (MHC II) a
humén leukocyta antigén (HLA)-DQ2 vagy DQS8 heterodimer jelenléte
mindenképpen sziikséges, hordozasuk azonban dnmagaban nem elegendd, mas,
nem HLA-asszocidlt gének is szerepet jatszhatnak. A coeliakia gyakori, az
eurdpai €s észak-amerikai lakossdg mintegy 1%-at érinti, klinikai megjelenését
tekintve rendkiviil vdltozatos korkép, a befolydsolé faktorok jelentds része
azonban ismeretlen.

A gyulladdsos  bélbetegségek (IBD) ismeretlen eredetli, a
gasztrointesztindlis traktust érintd, vdltozatos extraintesztindlis tiinetekkel jard
kronikus megbetegedések. Elsdsorban a fiatal felndtt korosztdlyokat érintik.
Kialakuldsukat az eltéré genetikai hattér és a kiilonboz6 kornyezeti tényezdok
egyiittesen hatarozzdk meg. ElO6fordulasi gyakorisaguk vildgszerte novekszik,
els6sorban az eddig alacsony incidencidju teriileteken, mint példdul Kelet-
Eurépdban, koztiikk hazdnkban is. Tovdbb4 a colitis ulcerosa és Crohn-betegség
kordbbi 4-5:1-es ardnya is kozeledik egymashoz. Hazankban az eddigi
eredmények colitis ulcerosdban 11, Crohn-betegségben 4-5/ 100 000 lakos-év
kozotti incidencidt mutatnak. A Crohn-betegség klinikai megjelenésében és
lokaliz4cigjdban, valamint az extraintesztindlis tiinetek kialakuldsdban kifejezett
heterogenités tapasztalhato, tovdbba a betegség viselkedése és a kezelésre adott
valasz, ugy Crohn-betegségben, mint colitis ulcerosdban egyarant igen eltérd
lehet.

A haptoglobin (Hp) jelentds antioxidadns tulajdonsagokkal rendelkez6 akut
fazis fehérje, melynek fo feladata a sejtek szdmadra toxikus szabad hemoglobin
megkotése. A Hp wugyanakkor az extravascularis szovetekben és a
testfolyadékokban is direkt angiogenetikus, anti-inflammatorikus  €s
immunmoduldns tulajdonsigokkal rendelkezik. Egyrészt atjut az érfalon,
masrészt bizonyos stimulusok hatdsdra egyes szovetekben expresszalodhat is.
Tovabbd a Hp a neutrofil granulocytdkbdl a gyulladds helyén lokdlisan is
felszabadul, és csokkenti a szovetkdrosoddst. Haptoglobin receptorok taldlhatok
a monocyta-makrofdg sejteken (CD163), ill. granulocytdkon, természetes
Olosejteken és a lympocytdk bizonyos szubpopuldcidjanak [CD11b (CR3)]
felszinén. A Hp molekuldk ugyanakkor kotédnek a CD4+ és CD8+ T
lymphocytdkhoz is és befolydsoljdk azok proliferdciéjat és ezéltal a T helper
(Th)1/Th2 egyensulyt.

A Hp molekula polimorfizmusit az a-lancot kédolé gén (16q22) két
kodomindéns allélja — Hp1 és Hp2 — hatarozza meg. Kovetkezésképp a molekula
genetikai polimorfizmusa harom {6 fenotipusban nyilvanul meg. A Hpl génre



homozigéta egyének esetén 1étrejové Hpl-1 molekula, két a1 B alegységbdl allo
kis homodimer. A Hp2 génre homozigéta egyénekben nagy molsulyu ciklikus
polimerek alakulnak ki. Az igy képzdd6 Hp2-2 molekula val6jaban ezen valtozo
szamd o2 alegységb6l 4ll6 ciklikus polimerek keveréke. A Hp génre
heterozigdta egyénekben szintetizdlodoé Hp2-1 molekula szerkezete teljesen eltér
a Hpl és Hp2 génre homozigota egyénekben képz6d6 molekuldkétol. A Hp2-1/
szintén egy polimer keverék, azonban ezt a molekulat két o1 alegysége kozott
kiillonboz6 szamd a2P alegységbdl kialakuld linedris polimerek alkotjak. Az
eltérd fenotipusi Hp molekuldk kiilonb6zé mértékii antioxidans, scavenger, és
immunmodulédns tulajdonsdggal rendelkeznek, és ezek kapcsolatot mutatnak
egyes gyulladdsos és autoimmun betegségek lefolyisaval.

Gyulladdsos bélbetegségekben kiilonféle autoantigének, valamint
mikrobidlis alkotorészek ellen képzOdnek antitestek. Leggyakrabban a
Saccharomyces cerevisiae elleni antitesteket (ASCA) és az atipusos
perinukledris antineutrofil citoplazmatikus antitestet (P-ANCA) vizsgaltak, de
egyre tobb adat all rendelkezésre az djabban felfedezett, kiilonféle mikrobidlis
antigének ellen termelddd antitestekrdl is. Ilyenek pl. az Escherichia coli kiilsé
membrdan porin C ellenes antitest (anti-OmpC), Pseudomonas fluorescens
ellenes antitest (anti-12), flaggellin ellenes antitest (anti-CBirl) valamint a
kiilonféle glikdn ellenes antitestek. A kiilonféle mikrobidlis- €s autoantigének
ellen termeldd6 antitestek pontos mechanizmusa és jelentdsége azonban nem
tisztazott. Alapvetd kérdésnek tlinik, hogy az antitesteknek van-e szerepiik az
IBD immunpatogenezisében vagy megjelenésiik csupan a gyulladt, dteresztd
bélnyalkahartya kovetkezményének tarthato.

Az IBDI1 régidban taldlhaté nucleotid oligomerisatios domain/caspase
recruitment domain (NOD2/CARD15) gén muticidinak és a Crohn-betegség
kapcsolatdnak felfedezése, melyet szdmos, koztik magyar beteganyagon is
sikeriilt igazolni, hivta fel a figyelmet arra, hogy a betegség patogenezisében
kulcsfontossdgd szerepet jdtszik az innate immunitds szabdlyozdsdnak
megviltozdsa. A gén terméke egy citoszolikus mintdzatfelismerd receptor
(pattern recognition receptor), mely a Gram-negativ és —pozitiv baktériumokbdl
szarmazd bakteridlis termékek, mint a lipopoliszacharidok (LPS) és
peptidoglikanok intracelluldris felismerésért felelds. A receptorok egy masik
fontos csaladja, a sejtfelszini toll-like receptorok (TLR), melyek szintén a
bakterialis termékek érzékelésében vesznek részt. Koziiliik a TLR4 sziikséges a
LPS felismeréséhez. A genetikai és a szeroldégia markerek kozotti lehetséges
Osszefliggést az is alatdmasztja, hogy a NOD2/CARDI15 varidns allélok fokozott
bélpermeabilitdst okoznak, a szeroldgiai markerek szintje pedig a
bélpermeabilitds fokozddasdval emelkedik. Ugyanakkor Crohn-betegségben az
ASCA és a NOD2/CARDIS kozotti kapesolatot vizsgdlé tanulmanyok
eredményei ellentmonddsosak, melyek legaldbbis részben tiikrozik a
betegpopulaciok kozott észlelt klinikai és genetikai kiillonbozoséget.



2. Célkitiizések

A haptoglobin (Hp) molekula a-lancat kédol6 gén két allélja — Hpl és Hp2 —
kovetkeztében 1étrejovo harom kiilonbozo fenotipusi Hp molekula térszerkezete
eltér0 és kiilonb6z0 mértékli antioxiddns, scavenger €s immunmoduldns
tulajdonsagokkal rendelkeznek, melynek révén kapcsolatot mutatnak egyes
gyulladasos betegségek prevalencidjaval €s lefolydsaval.

» A coeliakia gyakori, genetikailag meghatirozott, klinikai megjelenését
tekintve rendkiviil véltozatos korkép, mely szdmos szervrendszert
érinthet, a befolydsold faktorok jelentds része azonban ismeretlen. Az
irodalomban a Hp polimorfizmus €s a coeliakia kapcsolatat vizsgdlé nagy
esetszamu tanulmany nem ismert. Munkdnkban ezért célul tuztiik ki, hogy
nagyszamu, egymadssal rokonsdgban nem all6, a tiinetek teljes spektrumét
reprezentdld coeliakids betegcsoportban megvizsgaljuk a Hp fenotipusok
megoszldsit, valamint azok lehetséges kapcsolatit a betegség klinikai
megjelenésével. Vizsgdltuk tovdbba coeliakidban a nagy rizikéji HLA-
DQ genotipusok prevalencidgjait a harom kiilonboz6 Hp fenotipusi
csoportban.

» A Crohn-betegség novekvd incidencidjdval parhuzamosan a betegség
klinikai megjelenésében, lefolydsiban, valamint az extraintesztindlis
tilnetek kialakuldsdban kifejezett heterogenitas észlelhetd, amit elsosorban
a véltozatos genetikai héttér magyardzhat. Az irodalomban a Hp
polimorfizmus és a Crohn-betegség kapcsolatat vizsgald, nagy esetszamu
tanulmdny nem ismert. Vélaszt kerestiink ezért arra a kérdésre, hogy a Hp
polimorfizmus kapcsolatba hozhaté-e a Crohn-betegség kialakuldsaval,
annak extraintesztindlis manifesztacidival, a betegség klinikai megjelenési
formdival és a kezelésre adott vdlasszal. Vizsgdltuk tovdbba a Hp
kapcsolatait mas genetikai tényezokkel is, mint pl. a NOD2/CARDI5
mutéciokkal illetdleg a TLR4 D299G polimorfizmussal.

Gyulladdsos bélbetegségekben kiilonféle mikrobidlis- és autoantigének ellen
képzddhetnek antitestek, melyek jol hasznédlhatéak a betegség differencidl
diagnosztikdjdban, ugyanakkor az antitestképz6dés pontos mechanizmusa és
jelentésége egyelére nem tisztdzott. Ujabb vizsgdlatok adatai szerint a
szerologiai markerek jelenléte esetén a betegség agresszivebb lefolydsu. Az
antitestek prevalencidjat tekintve azonban jelentds foldrajzi eltérésekrol
szamoltak be. Felmeriil tovdbba a szeroldgiai és a genetikai markerek kozotti
lehetséges Osszefiiggés, azonban a tanulmanyok eredményei ellentmondésosak.



» Kelet Eur6pabdl a szeroldgiai markerek vonatkozdsiaban csak
szorvanyosan dllnak adatok rendelkezésre, ezért tartottuk fontosnak, hogy
nagyszdmd magyar IBD betegen vizsgdljuk az anti-Saccharomyces
cerevisiae antitestek (ASCA), a kiils6 membran porin elleni antitest (anti-
Omp) és az atipusos perinukledris antineutrofil citoplazmatikus antitest
(P-ANCA) eloforduldsat és azok esetleges Osszefiiggését a betegség
klinikai megjelenési formdival, a kezelésre adott valasszal és az
extraintesztindlis szovOdményekkel. Vizsgaltuk tovdbba a szeroldgiai
valasz és a genetikai faktorok (NOD2/CARD15 és TLR4) kapcsolatat.

» Eltéroen a kiillonb6z6 szisztémds kisér vasculitisekben jelenlévo
klasszikus ANCA-t6l, az IBD-hez tarsul6 ANCA mintazatok
azonositdsdra €s interpretdldsdra, nincs egyértelmli, nemzetkozileg
elfogadott ajanlas. Igy célul tiiztik ki, hogy megvizsgéljuk az
irodalomban javasolt, de eddig széles korben még nem vizsgdlt médszer
és kritériumrendszer kivitelezhetdségét és reprodukdlhatésagéat rutin
laboratériumi  koriilmények kozott elérhetd tesztek és eszkozok
segitségével. Az inter-assay és inter-observer vizsgdlatok sordn négy
kiilonbozd, kereskedelmi forgalomban elérhetd, etanol-és formalin-fixalt
neutrofil szubsztritot egyardnt tartalmazo, indirekt immunfluoreszcens
teszt eredményeit hasonlitottuk Ossze két foldrajzilag kiillonbozo
laboratériumban. A fluoreszcens mintdzatok mellett tovabba vizsgéltuk az
antinukledris antitest (ANA) jelenlétét és a mieloperoxidiz (MPO),
proteindz-3 (PR3), elasztdz, laktoferrin, katepsin G, lizozim illetdleg
baktericid permeabilitast fokozd protein (BPI) antigének elleni antitest
szinteket.

3. Modszerek

Haptoglobin fenotipus/genotipus analizis

A Hp fenotipusok szérumbdl  gélelektroforézissel  biztonsdggal
meghatdrozhatdak, és egyértelmiilen azonositjdk az egyén genotipusit is. A
kiilonbozé betegcsoportok €s kontroll egyének esetén a Hp fenotipus
meghatdrozds szérum mintdkbdl tortént roviden az aldbbiak szerint: nétrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid 5-10%-os linedris gradiens gél elektroforézist
(SDS-PAGE) kovetden polivinilidén-difluorid (PVDF) immobilion-P transfer
membréanra (Millipore, Bedford, MA) elektrotranszferrel atvittiikk (blottoltuk) a
fehérjét. A detektdlast Hp ellenes antitest (1:1000) (Polyclonal Rabbit Anti-
Human Haptoglobin [Dako, Glostrup, Denmark]) és peroxiddz jelzett masodik
antitest (1:2000) (Goat Anti-Rabbit-HRP, Dako), valamint diaminobenzidin



[DAB] oldatok felhaszndldsdval végeztiik. A genotipusokat minden vizsgdlat
sordn [-1 és 2-2 tipusu gyari Hp standardok (Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Germany) felhaszndlaséaval allapitottuk meg.

A kiilonb6z6 Hp fenotipusok elektroforetikus mobilitdsuk és
sdvmintazatuk alapjan konnyen elkiilonithetdek.

Statisztikai analizis

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

Antimikrobidlis antitest vizsgdlatok

Az ASCA IgG és IgA, valamint anti-Omp IgA antitest meghatdrozasokat
szérum mintdkbol végeztik enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay-vel
(ELISA) (QUANTA Lite, INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA). Mind az
ASCA IgG és IgA, mind pedig az anti-Omp IgA antitest meghatarozdsok a
gyarto eldirdsai szerint torténtek. Egy adott tipusu vizsgalat esetén minden minta
tesztelésére kétszer keriilt sor, ugyanazon a lemezen. Az eredményeket
onkényes egységben a gyart6 altal megadott egyenlet segitségével fejeztiik ki,
pozitiv cut-off értéknek >25 egységet tekintettiik.

Anti-neutrofil citoplazmatikus antitest (ANCA) meghatdrozds

Az ANCA jelenlétét szérum mintdkban indirekt immunfluoreszcens (IIF)
modszerrel vizsgédltuk. A szérumok tesztelését etanol- és a formalin-fixalt
humadn periférids neutrofil granulocyta preparatumokon parhuzamosan végeztiik.

Az oOsszehasonlito ANCA vizsgdlatokhoz négy kiillonféle ANCA assay-t
haszndltunk (Nova Lite ANCA, INOVA Diagnostics, San Diego, CA, USA;
ImmuGlo, IMMCO Diagnostics, Inc., Buffalo, NY; Granulocyte Mosaic
Euroimmun Medizinische Labordiagnostika AG, Liibeck, Germany és ANCA
Test System Immunoconcepts N.A. Ltd., Sacramento, CA). A meghatirozasok
minden esetben ugyanazon mintdbol szdrmazd aliquotokbdl torténtek. A
szérummintdkat az etanol- és a formalin fixalt neutrofil szubsztrat lemezek
esetén is a gyartok eldirdsai szerint 1:40 (INOVA), 1:20 (IMMCO és
Immunoconcepts) és 1:10 (Euroimmun) higitdsokban vittiikk fel. A mintdzatok



leolvasdsa IIF  mikroszkoppal (Regiondlis Immunoldgiai  Laborban:
Eurostar Plus  microscope, Euroimmun Medizinische Labordiagnostika,
Luebeck, Germany; INOVA Diagnostics-ban: Nikon Eclipse E200 Labphot-2
indirect immunofluorescence microscope, San Diego, CA) 400-szoros nagyitas
mellett tortént. Az inter-assay variabilitds vizsgdlat sordn a fent emlitett négy
immunfluoreszcens ANCA assay-ben kapott mintizatokat egy vizsgalo
értékelte. Az inter-observer variabilitds vizsgalat sordn ezzel szemben csak egy
assay-t hasznaltuk (Nova Lite ANCA), a vizsgélatok azonban egyidejlleg
foldrajzilag  kiillonbozd  laboratériumokban  (Regiondlis  Immunoldgiai
Laboratérium, Debreceni Egyetem OEC, Debrecen és INOV A Diagnostics, Inc.,
San Diego, CA) torténtek.

Az immunofluoreszcens eredmények értékelése az ANCA mintdzatoknak
az etanol- és formalin fix4lt szubsztarokon torténd egyiittes viselkedése alapjan
tortént. Az aldbbi mintdzatok keriiltek lefrdsra: citoplazmatikus (C-ANCA),
tipusos perinukledris (P)-ANCA, valamint atipusos P-ANCA. Az ANCA
Konszenzus Nyilatkozat dltal emlitett negyedik féle ANCA mintdzat (atipusos
C-ANCA) a vizsgdlt beteganyagban nem fordult eld.

Az ANCA antigén-specificitdsi vizsgdlatokat kereskedelmi forgalomban
elérhetd kitek segitségével (Orgentec Diagnostika GmbH, Mainz, Germany)
végeztiik. Az MPO, PR3, laktoferrin, BPI, katepsin G, elasztdz és lizozim elleni
IgG tipusu antitestek jelenlétének kimutatdsa ELISA-val tortént. Az egyes
antitestek jelenlétét kiilon-kiilon, a gyarté altal megadottak szerint hatiroztuk
meg. Az anti-laktoferrin, anti-BPI, anti-katepszin G, anti-elasztiz és az anti-
lizozim antitestek esetén az eredményeket pozitiv vagy negativ formédban adtuk
meg, mig az anti-MPO és anti-PR3 antitestek esetén a kvalitativ eredmények
mellett, azokat abszolut értékekben is megadtuk. Az eredményeket Onkényes
egységben a gyarto altal megadott egyenlet segitségével fejeztiik ki, pozitiv cut-
off értéknek >5 egységet tekintettiik.

Anti-nukledris antitest (ANA) meghatdrozds

Az anti-nukledris antitest meghatdrozasokat HEp-2 sejteken (ANA-Hep-
2) 1:40 ardnyban higitott szérum mintdkbol, IIF modszerrel (ImmuGlo, IMMCO
Diagnostics, Inc., Buffalo, NY) végeztiikk. Az eredményeket IIF mikroszképban
400-szoros nagyitas mellett értékeltiik.

Coeliakia specifikus autoantitestek meghatdrozdsa (endomysium [EMA] és
transzglutamindz elleni [anti-TG] antitest)

Az IgA és IgG osztilya EMA vizsgalatok human koldokzsinor
szubsztraton IIF moddszerrel torténtek. Az anti-TG antitest meghatarozast
Eschericia coli-ban expresszdlt humdn rekombindns antigén felhaszndldsaval
ELISA-val végeztiik.



Genetikai vizsgdlo eljdrdsok

A genetikai vizsgdlatokat a betegeknél mar kordbban elvégezték. Teljes
vérbdl torténd DNS szepardldst kovetden a TLR4 D299G polimorfizmust
polimerdz lancreakcid/ restrikcids fragmens hossz polimorfizmus (PCR-RFLP)
segitségével hatdroztdk meg. A NOD2/CARDI5 esetén a lehetséges mutdcidkat
(single nucleotide polymorphism [SNP] 8, SNP12 és SNP13) denaturdld
nagyteljesit0-képességli  folyadék kromatografia (DHPLC) segitségével
vizsgaltdk ¢és direkt szekvendldssal bizonyitottdk. A HLA DQ allélok
meghatdrozdsa  szekvenciaspecifikus  primerek  felhaszndlasdval, PCR
segitségével tortént.

Statisztikai analizis

A szeroldgiai vizsgdlatok esetén a normalitds vizsgédlatot Shapiro Wilk’s
W test segitségével végeztik. Az IBD betegek €s a kontrollok, valamint az
egyes IBD alcsoportok adatainak Osszehasonlitdsiara T-probat kiilonbozo
variancidji csoportokra, Fischer-exact-tesztet, illetéleg y*-prébat alkalmaztunk
helyenként Yates-korrekcidval, OR-t hatdroztunk meg 95% Cl-vel. A p <0,05
értéket tekintettiik szignifikdnsnak. Az atipusos P-ANCA, ASCA és a két
antitest kombindcidjdnak esetén is szenzitivitdst, specificitdst, pozitiv prediktiv
értéket (PPV) és negativ prediktiv értéket (NPV) szdmoltunk, hogy
meghatdrozzuk az adott antitestek és azok kombinécidjdnak prediktiv értékét a
colitis ulcerosa, Crohn-betegség, izolalt colon lokalizaci6ji Crohn-betegség és a
kontroll csoport elkiilonitésében. Amennyiben sziikséges volt, meghataroztuk a
prevalencidt, és haszndltuk a szdmitdsokban. A genetikai és klinikai adatok
Osszehasonlitdsara logisztikus regressziot alkalmaztunk, az eredményeket OR és
95% CI form4jaban fejeztiik ki. A p <0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.

Betegek kivdlasztdsa

Hp polimorfizmus vizsgdlathoz

L. tanulmdny: A vizsgdlatban 712 egymdssal rokonsdgban nem 4ll6 coeliakids
beteg vett részt (357 gyerek és 355 felndtt, medidn életkor: 17 év [tartomdny: 2-
85], medidn életkor a diagnéziskor: 7 év [tartomdny: 1-85], férfi/nd ardny:
234/478). A coeliakia diagndzisat a vékonybélbiopsids mintdban észlelt crypta
hyperplasidval jar6é sulyos boholyatréfia (Marsh III tipusd 16zi6) és az
emelkedett anti-TG elleni antitest szint és /vagy EMA jelenléte alapjdn allitottuk
fel. Azokat a betegeket, akiknél nem dallt rendelkezésre szeroldgiai vizsgélati
eredmény, csak akkor vontuk be a vizsgdlatba, ha a diagnézist a klasszikus
glutén terheléses teszt és a HLA-DQ2 vagy DQS8 haplotipusok jelenléte is
megerdsitette. A dermatitis herpetiformist akkor tekintettiik bizonyitottnak, ha a




bor direkt immunfluorescens vizsgdlata a bor papilldiban IgA depozitumokat
mutatott. A Dbetegeket a diagndzis feldllitiskor a klinikai adatok, a
laboreredmények [-2SD életkornak megfeleld] és a novekedési gorbék [-2SD
életkornak megfeleld] alapjdn prospektiv médon a betegség klinikai megjelenési
formdja szerint csoportokba soroltuk. A betegek 32,9%-dban a diagndzis
generalizdlt malabszorpcid vagy fejlodésbeni visszamaradas, 22,8%-aban
altaldnos leromlast nem okoz6 gasztrointesztindlis tiinetek, 9,4%-aban
vashidnyos anémia, 15,6%-dban dermatitis herpetiformis, 12,1%-aban egyéb
tiinet miatt keriilt felallitidsra. A betegek 7,2%-aban a betegség silent formdja
szlrés folytan deriilt ki.

II. vizsgdlat: A vizsgélatban 511 egymdssal rokonsdgban nem 4all6 IBD beteget
(Crohn-betegség: 468, életkor: 36,5+12,7, férfi/nd ardny: 233/235,
betegségtartam: 8,2+6,7 év és colitis ulcerosa: 43, életkor: 38,7+15,7 év,
férfi/né: 22/21, betegségtartam: 9,6+£10,6 ¢év) vizsgdltunk. Az IBD
diagnézisdnak feldllitdisa a Lennard-Jones 4ltal leirt (klinikai, endoszképos,
radioldgiai és korszovettani) kritériumok alapjan tortént. A betegek adatainak
rogzitését a gondozd gasztroenterologus szakorvos végezte eldre elkészitett
kérdbiv kitdltésével, mely tartalmazta a beteg nemét, az aktudlis és a betegség
felismeréskori életkort, az extraintesztindlis tiinetek jelentkezését (arthritis:
periférids, axidlis; szemészeti szovodmények: conjunctivits, uveitis, iridocylitis;
bdrelvaltozasok: erythema nodosum, pyoderma gangrenosum;
mdjszovOdmények: primer szklerotizalé cholangitis [PSC]; a relapszusok
gyakorisagat (gyakori relapszus: >1/év), a gydgyszeres kezelés hatékonysigat
(szteroid és/vagy immunszuppressziv szerek alkalmazdsdnak sziikségessége,
szteroid-rezisztencia az ECCO [European Crohn’s and Colitis Organisation]
Konszenzus Report alapjdn, vagy az infliximab kezelésre adott rovid-tava
valasz), a sebészeti beavatkozas sziikségességét (reszekcios miitétek), a csalddi
IBD el6fordulast és a dohdnyzasi szokdasokat. Tovabba a perianélis szovodmény
jelentkezését is rogzitettik. A betegség klinikai osztilyozdsat (betegség
felismeréskori életkor, a betegség lokalizdcidja, viselkedése) a bécsi
klasszifikdacio szerint végeztik (<40 év [Al], >40 év [A2]; termindlis ileum
[L1], colon [L2], ilecolicus [L3], felsO tdpcsatornai [L4] érintettség; gyulladédsos
[nem stenotizdld, nem penetrdlé] [B1], stenotizdlé [B2] vagy penetrdlé [B3]
betegségforma). Colitis ulcerosa esetén a betegség kiterjedést a kovetési ido alatt
észlelt legnagyobb kiterjedés alapjan hatdroztuk meg. A betegség lefolydsat
kronikus kontinuusnak tekintettilk, ha a relapsusok szdma évente >1. A
tanulmdnyba torténd bevonds feltétele volt, hogy a végleges diagndzis
felallitasatol legaldbb egy év elteljen, a beteg folyamatos ellenorzés alatt alljon
és két évnél ne legyen régebbi a tdpcsatorna endoszkopos €s szovettani
vizsgalata.

A kontroll csoport 384 egészség egyénbdl allt (medidn életkor: 38 év
[tartomdny: 17-69], férfi/n6 ardany: 192/192). A kontroll egyének esetén részletes



belgydgydszati fizikdlis vizsgdlat, vérnyomdsmérés és rutin laboratériumi
vizsgalatok torténtek az esetleges rejtett betegségek kizarasara.

Szerologiai vizsgdlatokhoz

A vizsgélatban 653, egymadssal rokonsdgban nem all6 IBD beteget (Crohn-
beteg: 558, férfi/nd ardny: 263/295, életkor: 36,3+12,6 év, betegségtartam:
8,1+10,7 év és colitis ulcerosas: 95, férfi/nd arany: 44/51, életkor: 39,7£14,5 év
betegségtartam: 8,9+9,8 év) és 100 korban- és nemben egyezd egészséges
kontroll egyént vizsgaltunk (férfi/n6 arany: 47/53, €letkor: 36,6+9,1 év). Az IBD
diagndzisanak felallitdsa a fentiekben ismertetett modon tortént.

Az 0Osszehasonlit6 ANCA vizsgdlatokhoz 108 Crohn-beteg és 96 colitis
ulcerosds beteg szérumét hasznéltuk fel.

4. Eredmények

Haptoglobin polimorfizmus: Gj genetikai kockazati tényezo a coeliakia
kialakulasaban és klinikai megjelenési formaiban

A coeliakids betegekben a Hp2-1 tipus el6forduldsa szignifikdnsan
gyakoribb volt (56,9%), mint az egészséges populdciéban (46,1%, OR: 1,54,
95%CI: 1,20-1,98; p=0,0006). Az egészséges kontroll populdcié Hp fenotipus
megoszldsa (Hp/-1: 11,5%, Hp2-1: 46,1%, Hp2-2: 42,4%) megegyezett a
korabbi, mintegy 25439 magyar egyént magdba foglalo populacids szintl
felmérés adataival €s a nem, valamint az életkor nem befolydsolta. A Hpl és
Hp?2 allélok a kontroll csoportban megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensulynak.

A coeliakids betegek— akiknél a HLA eredmények rendelkezésre 4lltak
(n=228) — mindegyike, legaldbb egy DQ2 vagy DQS8 allélt hordozott; a magas
rizikoval jar6 DQ genotipusok el6fordulasi ardnya (DQB1*0201/%0201
[DR3;DQ2/DR3;DQ2] vagy DQB1*0201/%0202 [DR3;DQ2/DR7;DQ2]) a
harom kiilonbozd Hp tipus esetén azonos volt (Hp/-1: 40,0%, Hp2-1: 40,7%,
Hp2-2: 38,8%), mely azt mutatja, hogy a HLA-asszocidlt hajlamosité tényezdok
eléforduldsa nem volt gyakoribb a Hp2-/-es coeliakids csoportban. A kontroll
csoport esetén HLA-DQ vizsgélatokat nem végeztiink.

A betegség klinikai megjelenési formdinak eltéré megoszlasat észleltiik a
harom kiilonb6z6 Hp genotipusu csoportban. A Hp2-2-t hordoz6 személyeknél a
sulyos, malabszorpcidval vagy fejlddésbeni visszamaraddssal jelentkezd klinikai
betegség kockdzata magasabb volt (OR: 2,21 95%CI: 1,60-3,07), mig a nem-
specifikus vagy enyhe gasztrointesztindlis tiinetekkel jar6 forma (OR: 0,38,
95%CI: 0,25-0,58) vagy a silent betegség joval ritkdbban fordultak eld (OR:
0,35 95%CI: 0,16-0,76) a mésik kétféle Hp-t hordoz6 csoporthoz képest. Az
Osszes Hp2-2 tipusu coeliakids beteg koziil a betegség klinikai megjelenése
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44,9%-4dban  volt malabszorpci6 vagy fejlddésbeni visszamaradds; ez
szignifikdnsabb gyakoribb volt, mint a teljes coeliakids csoportban (32,9%,
p=0,0008) vagy a masik két Hp fenotipusd csoportban (26,9%, p<0,0001).
Hasonl6képpen, az dsszes malabszorpcidval vagy fejlddésbeni visszamaraddssal
diagnosztizalt coeliakids beteg 45,3%-a volt Hp2-2 fenotipust, annak ellenére,
hogy a Hp2-2 fenotipus el6forduldsa coelidkidban alacsonyabb volt, mint az
egészségesek kozott (p=0,0023).

A nem-specifikus vagy enyhe gasztrointesztindlis tiinetekkel jelentkezd
betegekben és a sziiréssel felfedezett esetekben er0s Hp2-1 tualsuly volt
észlelhetd (69,1% és 72,5%) a teljes coeliakids csoporthoz képest (56,9%)
(p=0,0004 és p=0,0192), mig a Hp2-2 el6fordulasa joval ritkabb volt.

A dermatitis herpetiformis eléfordulds gyakoribb volt a Hp/-1 csoportban
(22,5%) a masik két Hp csoporthoz (14,8%; p=0,118) és a teljes coeliakids
csoporthoz (15,6%; p=0,131) hasonlitva, a kiillonbségek azonban nem bizonyult
szignifikdnsnak. A dermatitis herpetiformisos betegek minddssze 14,4%-a volt
Hp1-1 tipust, mig a nagytobbségiik szintén a Hp2-/ csoportba tartozott.

A vashidnyos anémia és az egyéb klinikai megjelenési formdk
el6forduldsi ardnya a harom kiilonboz6 Hp fenotipusi csoportban azonos volt,
tovabba megoszlasuk a teljes coeliakids csoporttdl sem tért el.

Nem volt 6sszefiiggés a Hp fenotipusok és a diagndziskori életkor kozott.
Tovéabba a férfi/ndi ardny is megegyezett a harom kiilonb6z6 Hp csoportban.

Haptoglobin polimorfizmus kapcsolata a Crohn-betegség viselkedésével és
extraintesztinalis manifesztacidival

Crohn-betegségben a Hpl allél szignifikdnsan gyakrabban fordult eld a
kontroll egyénekhez képest (0,395 vs. 0,345; OR: 1,24, 95% CI: 1,02-1,51,
p=0,03), a Hp fenotipus megoszlads azonban nem kiilonbozott a vizsgalt IBD
csoportokban a kontroll populaci6tol.

A Hp polimorfizmus nem mutatott dsszefiiggést Crohn-betegségben sem a
betegség kezdete kori életkorral, sem a betegség fenndlldsdnak iddtartamadval,
sem pedig a csalddi IBD gyakorisdggal. Nem volt hatdssal a betegség
lokaliz4cigjara. A Hp fenotipusok és a perianalis manifesztacié kozott sem volt
Osszefiiggés kimutathato.

A betegség viselkedése azonban kapcsolatban dllt a Hp polimorfizmussal:
a 2-1 fenotipus esetén a gyulladdsos (nem stenotizal6, nem penetrdld) forma
[B1] el6forduldsa szignifikdnsan gyakoribb volt (44,9%) a madsik két Hp
fenotipushoz viszonyitva (I-1: 36,6%, 2-2: 34,3%) (ORgipo-1 vs egyen: 2.06,
95%CI: 1.29-3.28), mig a stenotizdl6 forma [B2] el6forduldsa ritkdbb (2-1:
20,3%, 1-1: 32,4%, 2-2: 32,5%; p=0,04). A penetrdl6 [B3] forma eléforduldsa
mindhdrom fenotipus esetén azonos volt (/-1: 29,6%, 2-1: 34,8% 2-2: 32,5%). A
relapszusok gyakorisdga nem kiilonbozott a fenotipusok alapjén.
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Az extraintesztindlis manifesztaciok koziil a PSC vonatkozdsdban jelentds
kiilonbséget taldltunk a kiilonféle Hp fenotipusok esetén. A 18 PSC-s betegbdl
egyetlen esetben sem fordult eld /-7 Hp fenotipus. Ezen megfigyelésiinket egy
nagyobb szdmi PSC betegcsoportban is meg tudtuk erdsiteni (n=63) (Hp!-1I:
0%, Hp2-1: 52,4%, Hp2-2: 47,6%, ORupi.1 vs. egyer: 0,00, 95%CI: 0,003-0,99, p=
0,0012).

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

Nem volt dsszefiiggés a Hp fenotipusok és a TLR4 D299G polimorfizmus
kozott sem. A NOD2/CARDI15 gén LRR régidjdban 1évé harom f6 muticiod
koziil a SNP 12 az -1 fenotipus esetén szignifikdnsabban gyakrabban fordult
eld (14,3% [9/63]), mint a mdsik két fenotipus esetén (2-1: 3,6% [7/186], 2-2:
6,1% [9/138]) (p=0,025), az SNP 8 és 13-al nem taldltunk kapcsolatot.

A mikrobidlis antigének elleni szeroldgiai valasz Crohn-betegségben
osszefiigg a vékonybél érintettséggel, a nem-gyulladasos tipusi betegség
lefolyassal és a NOD2/CARD15 genotipussal, de nem korrelil a gyégyszeres
kezelésre adott valasszal és miitétek gyakorisagaval

Szerologiai markerek eloforduldsi gyakorisdga és klinikai haszna IBD-ben

Az altalunk vizsgdlt IBD betegpopuldciéban az anti-Omp, ASCA és
atipusos P-ANCA antitestek 31,2%, 59,3% ¢és 13,8%-ban voltak jelen a Crohn-
betegek, 24,2%, 13,7% és 48,5% a colitis ulcerosds betegek, valamint 20%, 16%
€s 5,6%-ban a kontroll egyének szérumdban. Az ASCA és anti-Omp antitestek
jelenléte Crohn-betegség (ORasca=7,65, 95%CI: 4,37-13,4; ORomp=1,81,
95%CI: 1,08-3,05), mig az atipusos P-ANCA pozitivitds colitis ulcerosa
fokozott kockédzatdval jart (ORp.anca=10,91, 95%CI: 4,34-27,41) a kontroll
csoporthoz viszonyitva. Az atipusos P-ANCA ¢és az ASCA pozitivitis
gyakorisdga colitis ulcerosa és Crohn-betegség esetén is szignifikdnsan eltért
egymdstol. A Crohn-betegek 20,8% az ASCA IgA, ASCA IgG és anti-Omp
antitestek mindegyikére pozitiv volt, ezzel szemben a colitis ulcerosas
betegekben (3,2%), valamint a kontroll egyénekben (1%) a harmas antitest
pozitivitas ritka volt (p<0,0001 mindkét esetben). Ugyanakkor a Crohn-betegek
35,1%-a nem mutatott reaktivitdst sem az ASCA-val, sem pedig az Omp-val
szemben.

A szeroldgiai markerek kombinicidja (mint pl. P-ANCA+/ASCA-, P-
ANCA-/ASCA+ vagy ASCA IgA és IgG egyiittes pozitivitds) elfogadhat6
specificitast és pozitiv prediktiv értéket mutatott a kontroll csoport, a colitis
ulcerosa és a Crohn-betegség elkiilonitésében. A szeroldgiai markerek
kombindcidja még a colon lokalizdci6ji Crohn-betegséget (L2) és colitis
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ulcerosdt — mely a klinikai gyakorlatban leginkdbb jelenthet differencidl
diagnosztikai problémat — is elfogadhaté médon tudta elkiiloniteni (specificités
>90%, PPV>80%). A szeroldogiai markerek kombindcidjdnak szenzitivitdsa
ugyanakkor alacsonynak bizonyult.

Szerologiai markerek kapcsolata az IBD fenotipusdval és a miitéti kockdzattal

Crohn-betegségben univaridcids analizist végezve Osszefliggést tudtunk
kimutatni az anti-Omp pozitivitds, a betegség koraibb életkorban torténd
manifesztiacidja (p=0,025), a hosszabb betegségfenndllas (p=0,01), a nem-
gyulladésos (p<0,0001, OR: 2.89, 95%CI: 1.93-4.33) / penetrdl6 betegségforma
(p=0.001, OR: 1.84, 95%CI: 1.27-2.67), a szemtiinetek el6forduldsa (p=0,019,
OR: 2,23, 95%CI: 1,16-4,30), az azathioprin haszndlat (p=0,016, OR: 1,62,
95%CI: 1,10-2,41) és a sebészeti beavatkozds sziikségessége (p<0,0001, OR:
2,26, 95%CI: 1,58-3,27) kozott. Az ASCA pozitivitds a betegség koraibb
életkorban torténd manifeszticidja (p<0,0001), a vékonybél érintettség
(p<0,0001, OR: 2,51, 95%CI: 1,70-3,71), a nem-gyulladdsos (p<0,0001, OR:
2,02, 95%CI: 1,43-2,86)/ penetral6 betegségforma (p=0,004, OR: 1.73, 95% CI:
1.20-2.51), a perianalis érintettség (p=0,002, OR: 1,83, 95%CI: 1,25-2,70) és a
sebészeti beavatkozds sziikségessége (p=0,004, OR: 1,69, 95%CI: 1,19-2,40)
szempontjdbol bizonyult rizik6faktornak.

A szerolégiai markerek és a betegség viselkedése, a szemtiinetek,
valamint a sebészeti beavatkozas sziikségessége kozotti 0sszefiiggést logisztikus
regresszios analizisben is vizsgdltuk. Az anti-Omp és az ASCA fiiggetlen
rizik6faktornak bizonyultak a nem-gyulladdsos betegségforma szempontjibol,
mig az anti-Omp (B=0,38, p=0,04, OR: 1,47, 95%CI: 1,01-2,13) és a n0i nem
(B=1,11, p=0,005, OR: 3,05, 95%CI: 1,41-6,62) a szemtiinetek kialakuldsival
mutatott Osszefiiggést ugyanabban a modellben, mely a nem-gyulladdsos
betegségformat, mint fiiggetlen véltozot is tartalmazta. Ezzel szemben a
sebészeti  beavatkozds sziikségességének elorejelzésében a  hosszabb
betegségfenndllds, a vékonybél érintettség és nem-gyulladdsos betegségforma
bizonyultak fiiggetlen kockazati tényezdknek, mig a P-ANCA, ASCA vagy anti-
Omp statusz nem.

Nem taléltunk kiilonbséget azonban a P-ANCA pozitiv és negativ Crohn-
betegek klinikai megjelenési formdjaban. Hasonloképpen a szeroldgiai profil
colitis ulcerosdban sem mutatott Osszefiiggést a klinikai képpel. Nem volt
Osszefiiggés tovdbbd a dohdnyzdsi szokdsok és a kiilonb6zd mikrobidlis
antigénekkel szemben kialakul6 szeroldgiai valasz kozott sem.

Szerologiai markerek kapcsolata a NOD2/CARD15 genotipusokkal

Az ASCA (p<0,0001, OR: 2,64, 95%CI: 1,71-4,10) és az anti-Omp
(p=0,005, OR: 1,89, 95%CI: 1,24-2,90) antitestek jelenléte univaridcios
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analizisben Osszefiiggést mutatott a NOD2/CARD15 genotipussal. Szeroldgiai
gén-dozishatdst is ki tudtunk mutatni, azaz antimikrobidlis antitestek
eléforduldsi gyakorisdga szignifikdnsan nétt a NOD2/CARDI15 muticidk
szamanak novekedésével. Az ASCA pozitivitds 50,6%, 70,7% és 80% volt a 0, 1
vagy 2 varidns NOD2/CARDI15 alléllal (p<0,0001) rendelkezd betegekben, mig
az anti-Omp antitestek 24,5%, 37,4% és 42,5%-ban (p=0,007) voltak jelen. A
NOD2/CARDI15 és ASCA (B=0,406, p=0,001, OR: 1,50, 95%CI: 1,18-1,90)
kozotti Osszefiiggés az antitest pozitivitdst, a nemet, a betegség tartamot, a
vékonybél érintettséget vagy csak a vékonybél betegséget, a nem-gyulladasos
betegségformat €és a dohanyzdst, mint fiiggetlen valtozokat tartalmazo
logisztikus regresszidés modellben is szignifikans maradt, mig a NOD2/CARD15
és anti-Omp kozotti Osszefiiggés nem.

Szerologiai vdlasz nagysdgdnak a betegség fenotipusdval valo osszefiiggése

Pozitiv 6sszefiiggést tudtunk kimutatni az antitest-vdlaszok szdma (ASCA
és/vagy anti-Omp) és a vékonybél érintettség, a nem-gyulladdsos
betegségforma, valamint a sebészeti beavatkozds sziikségessége kozott
(szeroldgiai doézishatds), mig az izoldlt colon érintettség és az antitest
pozitivitdsok szdma kozott forditott Osszefiiggést taldltunk. Logisztikus
regressziés modellben — mely magdban foglalta a betegségtartamot, a nemet, a
vékonybél érintettséget, a nem-gyulladdsos betegség viselkedést és az aktudlis
dohényzdst, mint fiiggetlen valtozokat — az antitest-vdlaszok szdma fiiggetlen
rizik6faktornak bizonyult a hosszabb betegségtartam (p<0,0001, OR 3,01,
95%CI: 1,91-4,72), a nem gyulladdsos betegség viselkedés (p<0,0001, OR:
3,15, 95%CI: 2,46-4,03) és a vékonybél érintettség (p=0,001, OR: 2,38, 95%CI:
1,44-3,93) tekintetében, a sebészeti beavatkozas sziikségességének (p=0,076)
elOrejelzésében azonban nem.

Az antimikrobidlis anitest termeldodés nagysdgdnak és a betegség fenotipusanak
kapcsolta

Az ASCA IgA, IgG és anti-Omp antitest szintek kozotti kiilonbségeket
medidn értékekben és kvartiliesekben is megadtuk. A logisztikus regresszids
analizisben a fent emlitett valtozokat figyelembe véve az ASCA IgA, IgG és
anti-Omp kvartilis antitest szintek fiiggetlen kockézati tényezdnek bizonyultak a
nem-gyulladdsos betegség viselkedést (ASCA IgA: p<0,0001, OR: 1,39,
95%ClI: 1,18-1,62; ASCA IgG: p=0,03, OR: 1,28, 95%CI: 1,09-1,15; anti-Omp:
p<0,0001, OR: 1,44, 95%CI. 1,23-1,70) és a sebészeti beavatkozas
sziikségességét (ASCA IgA: p=0,004, OR: 1,27, 95%CI: 1,08-1,49; ASCA IgG:
p=0,003, OR: 1,30, 95%CI: 1,10-1,53; anti-Omp: p<0,0001, OR: 1,34, 95%CI:
1,14-1,58) illetoen.
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Etanol- és formalin-fixalt neutrofil granulocyta szubsztratok egyiittes
alkalmazasanak vizsgalata az atipusos P-ANCA kimutatasara IBD-ben:
specificitas és reprodukalhatosag

Inter-assay vizsgdlat — Fluoreszcens mintdzatok

Az ANCA jelenlétét IBD betegek szérumdban IIF mikroszkép
segitségével etanol- ¢és formalin-fixdlt neutrofil szubsztratokat egyardnt
hasznalva vizsgalatuk. A vizsgdlat populdcioban az 0sszes ANCA mintazat
el6fordulasa a négyféle IIF assay-vel mérve 24,5% és 37,5% kozotti volt: 39,6-
53,1% colitis ulcerosasokban és 11,1-24,1% Crohn-betegekben.

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

A négy kiillonboz6 mddszerrel kapott eredmények kozotti egyezés az egyes
ANCA mintdzatokra vonatkozoan a kovetkezoek szerint alakult: atipusos P-
ANCA: 73,6-88,0%, P-ANCA: 77,4-93,3% és C-ANCA 93,3-98,1%. A
sulyozott Kappa értékek (k) azonban csak gyenge-kozepes egyezésre utaltak (k=
0,14-0,34 az atipusos P-ANCA-ra).

A kiilonb6zd assay-vel kapott eredmények tovdbbi vizsgdlata és
Osszehasonlitdsa az aldbbi, altalunk meghatarozott kritériumrendszer szerint
tortént. A fluoreszcens mintizatot akkor tekintettiik atipusos P-ANCA-nak, ha a
négybdl 3 assay-vel azonos eredményt kaptunk. Ezt mindossze 16 esetben (az
Osszes beteg 7,8%-a) taléltuk igy, amely a kiilonféle assay-ek eredményei kozott
tapasztalhat6 jelentOs eltéréseket tiikkrozi. Amennyiben a tipusos és atipusos P-
ANCA mintdzatokat 0sszevontuk (a Konszenzus Ajinldsnak megfelelden, 41
betegnél kaptunk egyezést (az Osszes eset 20,1%-a). Ezek az adatok arra
engednek kovetkeztetni, hogy a tipusos- és az atipusos P-ANCA mintizat
elkiilonitésében a foramalin-fixdlt lemezek haszndlata nem hatékony és az
eredmények javulnak, ha a tipusos és az atipusos P-ANCA mintdzatokat nem
védlasztjuk kiilon egymadstol. A fenti 41 esetbdl az INOVA, az IMMCO és az
Euroimmun assay-k kozel azonos ardnyban bizonyultak pozitivnak (92,7, 90,2%
€s 82,9%), mig az Immunoconcepts assay aldbecsiilte a P-ANCA pozitiv mintak
aranyat (58,5%). Ezért a tovéabbi értékelésbdl az Immunoconcepts kittel kapott
eredményeket kihagytuk, és 1) kritériumrendszert allitottunk fel a médsik harom
assay adatai alapjan. Eszerint akkor fogadtuk el az eredményeket egyezOnek,
amennyiben 3 assay-bol 2 azonos mintdzatot mutatott. Atipusos P-ANCA
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vonatkozdsaban ez 28 (az 0Osszes beteg 13,7%-a), mig az 0Osszes P-ANCA
mintdzatra nézve 57 esetet (az Osszes beteg 27,9%-a) jelentett, 41 colitis
ulcerosas (42,7%) és 16 Crohn-beteget (14,8%) (p<0,0001 a colitis ulcerosa és a
Crohn-betegség kozott). Az 6ssz-ANCA pozitivitds (25,5-34,8% a harom fenti
assay haszndlatdval, beleértve néhdny C-ANCA mintdzatot is) tekintetében
elmondhatd, hogy a kiilonféle P-ANCA mintazatokat egyiitt ért€kelve az esetek
dontd tobbségében egyezést tudtunk kimutatni. A hdrom kiillonbdzo assay
hasonl6 ardnyban taldlt azonos mintazatot (89,5, 87,7% és 71,9%).

Antigén specificitds

Vizsgaltuk a neutrofil granulocytdk kiilonféle citoplazmatikus
alkotérészeivel, példaul az MPO, PR3, laktoferrin, BPI, katepsin G, elasztdz €s a
lizozimmel reagdlé IgG antitestek jelenlétét. Az MPO és PR3 elleni
antitesteknek mind a szintjiik, mind a gyakorisdguk alacsony volt. Az anti-PR3
antitest azonban gyakrabban volt jelen, mint az anti-MPO. Mind az anti-PR3,
mind az anti-MPO colitis ulcerosdban gyakoribb volt Crohn-betegséggel
osszehasonlitva (4,2% vs. 0,9%; n.s. és 16,7% vs. 3,7%; p=0,002). Tovabba
(csak a pozitiv eseteket vizsgédlva) az anti-PR3 szintje is magasabb volt colitis
ulcerosdban, mint Crohn-betegségben (25,9 [IQR 15,8-38,1] vs. 9,6 [IQR 7,9-
13,4]) n.s.). Egy colitis ulcerosds betegben anti-MPO és anti-PR3 antitestet
egyarant taldltunk, mig 2 Crohn-betegben és 4 colitis ulcerosas betegnek a fenti
antitestek valamelyikén tdl lactoferrin és/vagy BPI elleni antitestje is volt. A 24
betegbdl, akikben anti-MPO és/vagy anti-PR3 antitestek valtoz6 mértékben
voltak jelen, 21 (87,5%) mutatott valamilyen fokd immunfluoreszcencidt
IMMCO lemezeken, mig 13-13 (54,2%) INOVA, Euroimmun ¢&s
Immunoconcepts szubsztratokon. Ha figyelmen kiviil hagytuk azokat a
mintdkat, amelyek a cut-off értéknél kétszer kevesebb antitestet tartalmaztak,
csupan 13 beteg esetében taldltunk jelentdés mennyiségii anti-MPO és anti-PR3
antitesteket (az Osszes beteg 6,4%-a), és ezek koziil 8-10 volt IIF pozitiv a
kiilonboz0 assay-kel vizsgalva.

Egyik csoportban sem taldltunk katepsin G és elasztdz elleni antitesteket,
és betegcsoportonként csupdn 1 betegnek volt lizozim ellenes antitestje. Az anti-
laktoferrin és anti-BPI antitestek el6forduldsi gyakorisdga 10,4% vs. 4,6% és
10,4% vs. 7,4% volt colitis ulcerosaban és Crohn-betegségben (n.s.). Egy
Crohn-betegben és 3 colitis ulcerosas betegben mindkét antitest kimutathatd
volt, mig az anti-MPO és anti-PR3 6 betegben fordult eld egyiitt. A 31 betegbdl
(az Osszes beteg 15,2%-a), akikben lizozim, laktoferrin és/vagy BPI elleni
antitestek voltak jelen, 27-nél (87,1%) kaptunk pozitiv IIF eredményeket az
IMMCO lemezeken, és 20 (64,5%), 13 (41,9%) és 11 (35,5%) esetben INOVA,
Euroimmun és Immunoconcepts szubsztratokon. Az immunfluoreszcens
mintdzatok megoszldsa valtoz6 volt az egyes mddszereknél, P-ANCA, atipusos
P-ANCA és C-ANCA egyarant el6fordult.
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Az ELISA-val kapott eredményeket szintén elemeztiik a klinikai fenotipus
vonatkozdsdban. Nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a fenti antitestekkel
rendelkezd vagy nem rendelkezd betegek kozott a nemet, életkort, diagndziskori
életkort és a betegség lokalizacidjat vagy lefolydsat vizsgalva.

HEp-2-vel szembeni ANA pozitivitdst [IF médszerrel vizsgélva a colitis
ulcerosas betegek 17,7%, mig a Crohn-betegek 6,5%-ban figyeltiink meg.

Inter-observer vizsgdlat

Az inter-observer vizsgdlatban ugyanazt a tesztet (Nova Lite ANCA,
INOVA) hasznéltuk két fiiggetlen laboratériumban, az eredményeket pedig két
kiillonbozd, tapasztalt vizsgdlé értékelte. Colitis ulcerosaban az ANCA
mintdzatok el6forduldsi gyakoribb volt a San Diego-i laboratériumban, mint a
debreceniben (64,6% vs. 53,1%), ami jorészt a gyakoribb atipusos P-ANCA
mintdzatnak tulajdonithaté (57,3% vs. 39,6%). Ezzel parhuzamosan a P-ANCA
(5,2% vs. 9,4%) és C-ANCA (2,1% vs. 4,2%) valamivel ritkabban fordult elo.
Crohn-betegekben a két vizsgdld gyakorlatilag azonos eléfordulési gyakorisdgot
talalt a kiilonboz6 ANCA mintdzatok esetében: 17,6% vs. 16,7% az atipusos P-
ANCA-ndl, 2,8% vs. 1,9% a P-ANCA-ndl és 0,9% vs. 0,0% a C-ANCA-nél
(6sszesen 21,3 vs. 18,5%). Az egész vizsgdlati populdciot tekintve az atipusos P-
ANCA esetében az egyezés mértéke 75,5%, volt, ami 0,44-es « értéknek, vagyis
kozepes vizsgdlok kozotti konkordancidnak felel meg. P-ANCA és C-ANCA
esetében a K koefficiens nem kertilt kiszamitdsra a nagyon alacsony eléfordulasi
arany miatt.

A tipusos és atipusos P-ANCA mintdzatokat egyiitt értékelve, colitis
ulcerosds és a Crohn-beteg csoportban a P-ANCA eloforduldsi gyakorisaga
62,5% és 20,4% (p<0,0001) volt a san diego-i, illetve 49,0% és 18,6%
(p<0,0001) a debreceni laboratériumban. Az egyezés 77,9% volt, a vonatkoz6
Kk értek a 0,53-re adodott. A colitis ulcerosds betegek kozott a P-ANCA
szenzitivitdsa 62,5% (52,0-72,0%), a specificitdsa 79,6% (70,6-86,5%; 95% CI)
volt a San Diego-i, illetve 49,0% (38,7-59,3%) és 81,5% (72,6-88,1%; 95% CI)
a debreceni laboratériumban mérve. A két labor k6zott nem volt szignifikdns
kiilonbség a szenzitivitas és a specificitds tekintetében.
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5. Fobb uj tudomanyos eredmények

1. Munkinkban nagyszdmui coeliakids betegcsoportban vizsgdltuk a Hp
polimorfizmus szerepét a betegség kialakulasdban ¢és annak klinikai
megjelenésében. Az irodalomban elsoként szdmoltunk be arrdl, hogy coeliakias
betegekben a Hp2-/ tipus el6forduldsa szignifikdnsan gyakoribb az egészséges
kontroll populaciéhoz képest. A HLA-asszocialt hajlamositd tényezok el6fordulasa
azonban nem mutatott kapcsolatot a Hp genotipussal.

2. Osszefiiggést taldltunk tovabbd a Hp fenotipusok és a coeliakia klinikai
megjelenési formdi kozott. A Hp2-2 fenotipus bar coeliakidban ritkdbban fordult
eld, sulyosabb klinikai forma kialakuldsdhoz vezetett. Ezzel szemben a Hp2-1/
fenotipus esetén elsOsorban a betegség enyhébb tiinetek formdjdban torténd
jelentkezését észleltiik. A tiinetmentesen, szlirés kapcséan felfedezésre keriilt esetek
jelentds része is ebbe a fenotipusba tartozott. A korédbbi, kis esetszdmu irodalmi
adattol eltérden, a sajat beteganyagunkban a Hp fenotipusok megoszldsa dermatitis
herpetiformis esetén nem tért el a coeliakids csoportban észlelttdl.

3. Az 4ltalunk vizsgalt nagy esetszamu magyar Crohn-beteg populédcidban a
Hpl allél el6forduldsat szignifikdnsan gyakoribbnak taldltuk, a Hp fenotipus
megoszlds azonban nem tért el a kontroll populdcioban észlelttdl. Crohn-
betegekben a polimorfizmus kapcsolatba volt hozhat6 a betegség lefolyasaval: a
Hp2-1 fenotipus esetén gyakoribbnak taldltuk a betegség enyhébb tiinetekkel
jar6é gyulladdsos formdjat és ritkdbbnak a szovédményes, stenozizdldé formaét.
Primer szklerotizdl6 cholangitisben a Hp/-/ fenotipus egydltalain nem fordult
eld.

4. Munkédnk sordn a kelet-eurdpai régiobol elsdként szdmoltunk be a
szerologiai és a genetikai markerek kozotti komplex 0Osszefiiggésekrol
nagyszamu IBD beteganyagon. Az ASCA, az anti-OMP és atipusos P-ANCA
antitestek eldéforduldsi gyakorisdga dsszhangban volt a kordbbi észak-amerikai
és nyugat-eurdpai kaukdzusi betegeket vizsgdl6 tanulmanyok eredményeivel. A
szerol6giai markerek specificitdsa, szenzitivitdsa és PPV értékei is a kordbbi
vizsgdlatokkal dsszhangban amellett sz6lnak, hogy a kiilonféle markerek kiilon-
kiilon nem haszndlhatéak az IBD diagnosztikdjdban. A magas PPV érték
mindazonadltal lehetdvé teszi, hogy valogatott esetekben kiegészitd diagnosztikus
vizsgdlatként keriiljenek alkalmazdsra.
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5. Vizsgdlatunkban a mikrobidlis antigének elleni szeroldgiai vélasz Crohn-
betegségben Osszefliggést mutatott a betegség korai megjelenésével, a vékonybél
érintettséggel, és a nem-gyulladdsos tipusu betegség lefolydssal, de nem korrelalt
sem a gyogyszeres kezelésre adott valasszal, sem pedig a mutétek gyakorisagaval.
Az eddigi irodalmi adatoktdl eltérden sajat beteganyagunkban az atipusos P-
ANCA pozitiv és negativ Crohn-betegek klinikai megjelenési formdja nem
kiilonbozott egymastol. Hasonloképpen colitis ulcerosas betegekben sem talaltunk
fenotipus-szerotipus Osszefiiggést.

6. A szerologiai markerek és az innate immunitdsban szerepet jitszo
receptorok mutacidi kozotti kapcsolatot vizsgalé néhany tanulmany eredményei
ellentmondasosak. Munkank sordn azt talaltuk, hogy Crohn-betegségben a
bakteridlis komponensekkel szemben kialakulé szeroldgiai  vélaszok
kapcsolatban dllnak a NOD2/CARDI1S5 genotipusokkal. Szerolégiai gén-
dozishatds is kimutathatd volt és a szeroldgiai vdlasz mértéke korreldlt a sebészi
beavatkozdsok sziikségességével. A szeroldgiai markerek és a NOD2/CARD15
genotipus kapcsolata aldtdmasztja a megvdaltozott mikrobidlis érzékelés
jelentOségét a Crohn-betegség pathogenesisében.

7. Eredményeink alapjdn elmondhat6, hogy a tipusos és az atipusos P-ANCA
elkiilonitésére az irodalomban javasolt, formalin-fixdlt lemezeket is haszndl6
moédszer és mikroszképos kritériumrendszer nem kellden megbizhaté és
reprodukdlhaté eljards rutin laboratériumi koriilmények kozott, illetve
fluoreszcens mikroszkép hasznédlatdval. A P-ANCA antitesteket (fliggetleniil
attol, hogy etanol-fixalt lemezeken tipusos vagy atipusos mintdzatot mutatnak)
egyiitt kell értékelni. Az anti-MPO és anti-PR3 antitestek alacsony titerrel jelen
lehetnek IBD-ben is. Az ANCA vizsgalat (IIF+ELISA) eredményének
értelmezése csak a klinikai tiinetek ismeretének birtokdban lehetséges. A
laktoferrin, BPI, kathepsin G, elasztdz és lizozim elleni antitestek meghatarozasa
ugy tinik, nem szolgél hasznélhat6 informaciokkal IBD-ben.
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