DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Uj eljarasok az indirekt immunfluoreszcens elvii autoantitest tesztek
kiértékelésében: a szamitogéppel tamogatott mintazatfelismerés

lehetdségei és korlatai

Dr. Nagy Gabor

Témavezet6: Prof. Dr. Antal-Szalmas Péter
MTA doktora

DEBRECENI EGYETEM
PETRANYI GYULA KLINIKAI IMMUNOLOGIAI ES
ALLERGOLOGIAI DOKTORI ISKOLA
DEBRECEN, 2024



1.

2.

3.

Tartalomjegyzék

ROVIDITESEK JEGYZEKE .........cooooviiiiiiiiimiiessiisesieee st 4
BEVEZETES........coiiiiutitititiiestseessesesses st ss 806808808888 5
TRODALMI ATTEKINTES ......ooivimtitimiriineesiessssssessessessssss s ssssessss st esssssssssssssoas 6
3.1 AUTOIMMUNITAS, AUTOIMMUN BETEGSEGEK .......0cciiiiiiiiiiiiie it 6
3.2. AZ AUTOANTITEST KIMUTATAS KLINIKATJELENTOSEGE .....ocuiiiiiiiiii i 6
3.3. AUTOANTITEST KIMUTATASIMODSZEREK ......oiiiiiiiiiiiiniiiiin s 7
3.3.1. Indirekt immunfluoreszcens teSZt (ITFT) ..ocvveieee e 8
3.3.2. Enzimkapcsolt immunszorbens eSSzé (ELISA) ..ot 9
3.3.3. IMMURDBIOE VIZSGALAL ...t e 9
3.4. AZ INDIREKT IMMUNFLUORESZCENS TESZT ELVE, KIVITELEZESE .......cccoiiiiiiiiieine s 10
3.4.1. Az IIF teszt elve, manudlis targylemez-elORESZILES ..........cocvvvviiiiiiiiiiiiiiieie e 10
3.4.2. Biochip alapil IIF tArgYLemez ............c.ouovioieiiiiiiii e 11
3.4.3. A titerplane’ KivitelezESi MOd ..............ccouuiiieiiiiiie et 11
3.5. AZ INDIREKT IMMUNFLUORESZCENS TESZT KIERTEKELESE.......cccciiiiiiiiiiiii s 12
3.5.1. Fluoreszcens MikFOSZKODIA ..............ccvouiiiiii it 12
3.5.2. Hagyomanyos mikroSzkOpos I€0IVASAS ...........cc.ccuieiiiieiiiiiiiice et 12
3521 MINEAZATEIISINIEIES ...ttt ettt et st e e s e s s e sreeseeesteenaeenbeeneesreenreens 13
3522 Titralas: a végponti titer MEGhAtATOZASA. .......ccvvvvirieiiieiiiee st 13
3.5.3. Szamitogéppel tAmOoZatott KiGrtEKEIES ............cocouiiiiviiiiiiiiiiiii i 13
3531 Képdigitalizalas automatizalt fluoreszcens mikroszKoppal..........ccocveieiviieniiiniiicecce e 13
3.5.3.2 Fluoreszcenciaintenzitas, a becsiilt végponti titer meghatarozasa...........ccoveeeveereeneiiieniienienieens 14
3.5.33 Mintazatfelismerés szamitogépes képelemzeés segitsEZEVel.......oovvriiriiiiiiiiiiiiiieneeeeine 14
3.5.34 Képerny6n végzett mintazatfelismerés €8 titralas ........ccoocveriiiieiieiinicne e 14
3.5.35 Autoantitest kimutatasra alkalmas fluoreszcens mikroszkop €s képelemzo rendszerek ............. 15

3.6. ANTI-NEUTROFIL CITOPLAZMATIKUS ANTITESTEK (ANCA) KIMUTATASA ...ttt 17
3.6.1. Az ANCA kimutatds jelentosége kisér-gyulladassal jaro és mds betegségekben ................cccuue... 17
3.6.2. Az ANCA kimutatds vizsGAlati MOASZETl .............coouiiieiiiiiiii it 18
3.6.3. Az indirekt immunfluoreszcens ANCA TESZE ..o 18
3.6.3.1 E10nyok €8 hAtraAnYOK ........coiiiiiiiiiiicic e 19
3.6.3.2 Automatizacid, szamitogéppel tdmogatott eljArasok ...........ccocviiiiiiiiiiiii 19

3.7. ANTINUKLEARIS ANTITESTEK (ANA) KIMUTATASA . ...c.uiitiitirititieiieie ettt sttt et st 19
3.7.1. Az ANA kimutatas jelentésége autoimmun betegségekben ..............cocoviuiiiviiiiiiiiiiicnieieieeens 19
3.7.2. Az ANA KiMULQEAS TOASZETCI .......eeeeeeseeesieeie et aeetestee st e e ee e sneesaeesae e eeaneeaneesneesseesteeteesaeaneeanees 20
3.7.3. A HEp-2 indirekt immunfluoreszcens ANA TESZL........cviiriiiiriirenese e 20

1



4.

5.

3.7.3.1 E10nyok €s hAtranyok.........ccciiiiiiiiiiiiii 20

3.7.3.2 StandardizaciO, NArMONIZACIO ........cccuvveiieei it e e e e s e e e s s s e bbb e e e e e e s sesabbbaseeeesesianres 21
3.7.3.3 Automatizacid, szamitogéppel tdmogatott eljArasok ...........ccocviiiriiiiiiiii 24
3.7.34 Osszetett, tobbszoros és kevert ANA MINtAZALOK ......o.o.vveveveviiieieieiesseeeee et 25
CELKITUZES ...ttt 27
ANYAGOK ES MODSZEREK .......c..oooiiiiiiiiiisiisiis s 28
5.1. ARUTIN ANCA ES ANA VIZSGALATOK EREDMENYEINEK OSSZEGYUIJTESE ES ELEMZESE........ccccivenienenn. 28
51.1. Az egy vagy tobb ANA mintdzattal rendelkezo mintak gyakorisaganak meghatdrozasa ................. 28
5.2. BETEGEK ES MINTAK ....cuteuteutestesttsteettestetes ettt bt esee s esbe st bt sbees e e s e e s et e eb e eb e e bt e bt e s e et e b eb e et e sbeen b e e e b e nbenne s 28
52.1. Az ANCA IIFT dsszehasonlito vizsgalathoz felhasznalt mintdk ............ccccccovvviiiiiiinicicninn, 28
52.2. A kevert antinukledris mintazatok vizsgalatahoz felhasznalt mintdk ...............c.ccocoovvvoiicnininnen, 28
5.2.2.1 A kevert ANA mintazatok €lOAIITtASA .....cccvviiiveeiiieiiie s e e 29

5.3. AZ INDIREKT IMMUNFLUORESZCENS VIZSGALATOK KIVITELEZESE ......ccoiiiiiaieaieaiesiiesieesieesieesiesseesseesneas 29
5.3.1. AZ ANCA TIFT KIVITELEZESE .....vveivviiiiiiiiiiiesie sttt st b s snbeennbe e 30
5.3.2. AZ ANA IIFT KQVItELEZESE .vvovuvviiiviiiie it esie sttt st ssb e nbeenabe e 30
54. A FLUORESZCENS LEMEZEK KIERTEKELESE, A MINTAZATLEOLVASAS MODJAL .....coiuiiviniinieniinieeieie e 30
5.4.1. Az ANCA [emezek ErteheleSe. ........cccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiii st 30
5.4.2. AZ ANA 16MEZEk ETLEKCIESE .........vvece et be e saae e aeeanaee e 32
5.5. Az ANCA MINTAZATOK FELISMERESENEK ES EROSSEGENEK REPRODUKALHATOSAGI VIZSGALATA ........ 33
5.6. A BECSULT VEGPONTI TITER LINEARITASANAK VIZSGALATA ANCA MEGHATAROZAS ESETEN ................. 33

5.7. A SZAMITOTT TITER ES A HAGYOMANYOS MODON MEGHATAROZOTT VEGPONTI TITER KORRELACIOJANAK

VIZSGALATA ANCA TESZT ESETEN .....viutitiieiiitenteteareneettsre st et sttt sttt are et abe s e bt are st e bt st st e st sb et et nesr et ane e n s nnen e 33
5.8. Az ANCA LEMEZEK KIERTEKELESI IDEJENEK SZAMITASA.......cocviiiiiiiiiiniee e 33
5.9. A MYELOPEROXIDAZ ES PROTEINAZ 3 ELLENI ANTITESTEK MEGHATAROZASA ELISA VIZSGALATTAL......33
5.10. A STATISZTIKAI ELEMZES MODSZEREL........covttiteiaitsteiaieatessesessestesessessesessessesssnessesessessesesnessesesnessesessesnens 34
EREDMENYEK ......ccoooooiiittiimitiniisieise et ssse s sss s8££ 35
6.1. AZ ANCA VIZSGALATOK EREDMENYEL ......oitiiiiiiiiiiiieientiste sttt sees et sre s sbe s snenn e sne st nnenne s 35
6.1.1. A mintazat felismerésének és erdsségének reprodukdlhatosaga .............cccocovenviiiiiiioiicicninin, 35
6.1.2. A becsiilt titer dinamikus tartomanyanak és linearitasanak vizsgalata ..............cccccooevviivenieennann. 35
6.1.3. Az EPa becsiilt titer és a hagyomanyos végponti titer korreldaciojanak vizsgalata........................... 36
6.1.4. A negativ és nemnegativ mintak elRiIONIIESE . ..........ccccccoiviiiiiiiiiiiiii e e 37
6.1.5. A mintak osztalyozdsa mintazatfelismerés alapjan ...............cccccouoviviiveiiieiieiisi e 39
6.1.6. Az antinukledris és anti-citoplazmatikus antitestek hatdsa a mintdzatfelismerésre ............c.couo..... 41
6.1.7. A gépi és képernyd elotti kiértékelés hatasa a leolvasasi idOre ............ccooeviviivviiiiiiinieiiiieneeeen, 42
6.2. A KEVERT ANA MINTAZATOK VIZSGALATANAK EREDMENYEL......coeiiriiiiiniiirinieeieniesresie e 42
6.2.1. Az egy vagy tobb ANA mintazattal rendelkezé mintdk gyakoriSaga ..........cocoueecvecevceneesinesinainnnnns 42



6.2.2. Az elvart mintazattal valo egyezés a zavaro masodik mintdzat jelenlétében .................cccoovvvvennnenn. 44

6.2.2.1 A szemcsés magmintazat hatdsa a homogén magmintazat felismerésére ...........ccoovevvrivriennns 44

6.2.2.2 A homogén magmintazat hatasa a szemcsés magmintazat feliSmerésére ..........ccoovevvvvvriririnenne, 45

6.2.3. A megfigyelt és a vart fluoreszcencia intenzitas/titer korreldciofa .............ccccocvviviiiiiiiiivinieennan, 46
6.2.3.1 Vizsgalt mintazat: homogén magmintazat, zavaré mintazat: finomszemcsés magmintazat ....... 46

6.2.3.2 Vizsgalt mintazat: finomszemcsés magmintazat, zavaré mintazat: homogén magmintazat ....... 47

6.2.4. A szemcsés magmintdzat homogén magmintazatra kifejtett zavaro hatasanak részletes elemzése..48
6.2.5. A homogeén magmintdazat szemcsés magmintazatra kifejtett zavaro hatasanak részletes elemzése..51

7. MEGBESZELES ........ccooooiiiiiiiiiiiiiinieeesceeieseees s 53
7.1. AZ ANCA VIZSGALATOK EREDMENYEL ......ccuiiiiiiiiiiiiiiniiii s s 53
7.2. A KEVERT ANA MINTAZATOK VIZSGALATANAK EREDMENYEL........cocuiiiiiiiiininiicise s 56

8. OSSZEFOGLALAS..........ccooiiiiiiiiietieiee et 62
9. SUMMARY ettt b et bbb b £ E R E £ h bR R £ R R e R bR bbb h b bt b nn s 64
10. AZ UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA .......ccooooitiiiiiiiiiiiniesiisssss s 66
11. TARGYSZAVAK ......ccooooiiiiiiiiiiiieieieeeese st 67
12. TRODALOMUIEGYZEK ..........coiviiiiiiiiiiiisiisiesiee st 68
12,1, HIVATKOZASOK ...oiuiiiiiiiiii bbb bbb bbb bbb bbb 68
12.2.  SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE ......ccoiiiuiiiiiitieeiestete ittt et 82
13. KOSZONETNYILVANITAS ...t sesss st 86
14. FUGGELEK ......ccooovtviimeiiiei s 87



1. Roviditések jegyzéke

AC: anti-cell pattern, sejt elleni mintazat

ACyA: anti-citoplazmatikus antitest

ANA: antinuklearis antitest

ANCA: anti-neutrofil citoplazmatikus antitest

Cl: konfidencia intervallum

DFS: dense fine speckled, stirti finomszemcsés

ELISA: enzyme linked immunosorbent assay, enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalat
ENA: extrahéalhat6 nuklearis antigén

EPa: EUROPattern automatizalt fluoreszcens mikroszkop

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GBM: glomerulus bazalmembran

HEp-2: Human epithelioma 2 sejtvonal

ICAP: International Consensus on Antinuclear Antibody Patterns

IgG: immunglobulin G; IgA: immunglobulin A; IgM: immunglobulin M
IF: indirekt immunfluoreszcens

IIFT: indirekt immunfluoreszcens teszt

FI: fluoreszcencia intenzitas

LC: liver cytosol, m4j citoszol

LKM: liver-kidney microsome, maj-vese mikroszoma

MPO: myeloperoxidaz

PR3: proteindz-3

SS-A, SS-B: Sjogren-szindroma A antigén, Sjogren-szindroma B antigén
RNP: ribonukleoprotein

dsDNS: dupla szalu dezoxiribonukleinsav

CENP-A, CENP-B: centromer protein A, centromer protein B

RNS: riboukleinsav

NOR: nucleolus organizer region, sejtmagvacska-szervezé régio

PM: polymyositis

PDGFR: platelet-derived growth factor receptor, vérlemezke eredetii novekedési faktor receptor



2. Bevezetés

Az indirekt immunfluoreszcens technika tobb évtizede jelen van az autoimmun diagnosztikaban.
Szamos Uj antitest felfedezéséhez vezetett €z a mddszer: szovetmetszeten vagy sejtrétegen sikeriilt
kimutatni a beteg vérében keringd még ismeretlen autoantitestet. Ennek megfeleléen, mas
modszerekkel szemben eldnye, hogy képes egy lépésben szamos, akar ismeretlen antitestet is
detektalni. Hatranya viszont, hogy a hagyomanyos mikroszkopos leolvasas a sotétszobaban
faraszto, id6igényes folyamat, mikozben nagy szakértelmet kivan. Ugyanakkor, mas vizsgalati
tipussal nem valthato ki, elsésorban annak kdszonhetden, hogy a szoveti vagy sejtes kozegben az
antigén konformdcidja megtartott, rdadasul a teszt eldallitasi koltsége is alacsony. Az autoimmun
betegségek emelkedd incidenciajanak és prevalencidjanak kdszonhetéen az autoantitest, koztik az
indirekt immunfluoreszcens elvii vizsgalatok szama folyamatosan novekszik, sziikségessé téve az
automatizacidt. Az elmult években olyan szamitdgéppel vezérelt fluoreszcens mikroszkopos
rendszerek jelentek meg, melyek a latotérrdl digitalis képet tudnak késziteni, majd azt képernyén
megjelenitik az értékeldnek, sot képelemzd algoritmus segitségével elemzik is azokat.
Természetesen az ilyen szamitdgéppel tdmogatott eljarasok rutin diagnosztikai alkalmazasa el6tt
ellendrizni kell, hogy az 0j értékelési mdodok milyen sajatossadgokkal rendelkeznek ¢és a
hagyomanyos leolvaséssal dsszevethetd eredményeket szolgéltatnak-e.

Az értekezés alapjaul szolgdldé tanulményokban az anti-neutrofil citoplazmatikus ¢€s az
antinukledris antitest diagnosztika teriiletén vizsgaltuk egy ilyen automatizalt mikroszkopos és

képelemzd rendszer lehetdségeit és korlatait, sszehasonlitva a konvencionalis kiértékeléssel.



3. lrodalmi attekintés

3.1. Autoimmunitas, autoimmun betegségek

Az autoimmun folyamatokban az immunrendszer a szervezet sajat Osszetevéi ellen indit
immunvalaszt. Kordbban ezt onmagéaban koérosnak tartottuk, ma mar tudjuk, hogy korlatozott
formaban az egészséges szervezetben is zajlik, ami egyaltalan nem karos, sot élettani szerepe van.
Tobbek kozott biztositja, hogy az immunsejtek folyamatosan rendelkezésre alljanak, illetve részt
vesz a sejttérmelék eltakaritasaban [1, 2].

Bizonyos koriilmények mellett azonban patoldgids autoimmunités is kialakulhat, mely rovidebb
vagy hosszabb fennallas utdn a szervek, szovetek, sejtek karositasaval autoimmun betegségek
kialakuldasdhoz vezethet. Az autoimmun korallapotokat altalaban hajlamositd genetikai hattérrel
rendelkezd egyénekben kiilsé, kornyezeti tényezdk inditjdk el, de belsd, példaul hormondlis
hatasoknak is szerepe van. A korfolyamat foként az adaptiv immunrendszert érinti, mely az
immuntolerancia zavarahoz, ennek kovetkezményeként pedig autoreaktiv T- és B-limfocitak
megjelenéséhez vezet. Az autoreaktiv B-sejtek plazmasejtekké differencialoédnak, melyek
autoantitesteket, azaz a szervezet sajat anyagaval, molekuldival reagal6 ellenanyagokat termelnek
[1-8].

Az autoimmun betegségek a lakossag 5-7%-at, egy ujabb epidemioldgiai tanulmany szerint akar
minden tizedik embert érintik, mind az el6fordulasuk (prevalencia), mind az 0 esetek szama

(incidencia) emelkedést mutatott az elmult évtizedekben [2, 9-11].

3.2. Az autoantitest kimutatas klinikai jelentésége

Az autoimmun betegségek tobbsége kronikus lefolyas, hosszl preklinikai iddszakkal kezdddhet,
amikor nem vagy alig észlelhetdk a betegség jelei, melyet a nem differencialt fazis kovethet, amely
alatt még nem egyértelmi, hogy pontosan melyik betegség kialakuldsa varhatd. A szimptomas
szakasz alatt a tiinetek valtozatosak, sok esetben nem specifikusak, a betegség hullamzoé lefolyasa
miatt nem észlelhetok folyamatosan. A koros immunvalasz gyakran mar csak akkor okoz a beteg
vagy a kezeldorvos altal észlelhetd elvaltozast, amikor mar maradand6 kérosodas alakult ki. Emiatt
hasznosak az olyan biomarkerek, amelyek a hattérben zajlé autoimmun folyamatrol objektiv adatot
szolgaltatnak [12, 13].

Az autoimmunitas sok eleme vizsgalhato laboratoriumi tesztekkel, de gyakorlati szempontbol

kiemelkedik az autoantitestek kimutatdsa. Ennek okai az alabbiak:



e az autoimmun betegségek tobbségében specifikus, az adott korallapotra jellemzd autoantitest

mutathato ki,

a hosszu életli plazmasejtek folyamatosan termelik,

e a vérkeringésben magas koncentracidban van jelen, vénds mintavétellel kdnnyen vehetd

minta,
e az immunglobulin molekula relative stabil in vitro, 5 °C-on napokig, fagyasztva hetekig-
honapokig, mélyfagyasztva évekig tarolhato,

e szamos modszer all rendelkezésre a kimutatasukhoz.
A koéros autoimmunitas esetén megjelend patologias ellenanyagok lehetnek korjelzoek, ezek csak
jelzik a betegség fennallasat, de nem vesznek részt a betegség kialakitdsaban. Masik csoportjuk
patogén, azaz a betegség kialakitdsdban, a sejt-, szovet- és szervkdrositasban kozvetleniil van
szereplik [12-15]. Néhany annyira erésen kothet6 egy korfolyamathoz, hogy a betegség elnevezése
is az ellenanyag nevébdl szarmazik (pl. anti-glomerulus bazal membran betegség, anti-foszfolipid
szindroma, anti-szintetdz szindroma, stb.), de ennél gyengébb asszocidcio esetén is hasznalhato a
diagnozis feldllitdsdhoz, a diagndzis megerdsitéséhez. Szamos klasszifikacios kritériumban
szerepel autoantitest, ezek mérése a tanulmanyokban a homogén betegcsoportok kialakitasahoz is
hozzajarul [16-18]. A teljessége igénye nélkiil néhany klasszifikacios kritériumrendszerben
megtalalhat6 autoantitest: anti-CCP, rhematoid faktor (rheumatoid arthritis), antinuklearis antitest,
anti-Sm, anti-dsDNS (SLE), anti-U1-RNP (MCTD), anit-Jo-1 (autoimmun myositis), anti-
centromer, anti-Scl-70, anti-RNS polimeraz III (szisztémas sclerosis), anti-SS-A/SS-B (Sjogren-
szindréma), anti-kardiolipin, 32-glikoprotein | (anti-foszfolipid-szindroma, SLE). Segitik a korai
diagnodzist, sOt tobb antitest mar a tiinetmentes iddszakban jelzi a betegség kialakuldsanak
kockézatat. Ezenkiviil alcsoportba torténd besorolashoz, a terapias valasz eldrejelzésére, a terapia

kovetésére, a betegség aktivitds megitélésére, rizikdcsoportokban akar sziirésre is alkalmazhat6
[12,13].

3.3. Autoantitest kimutatasi modszerek

A patologias antitestek szerencsére tobb jellemzdjiikben elkiiloniilnek az élettani szerepet betdltd
természetes autoantitestektél: magasabb koncentracioban fordulnak eld, erdsebb affinitassal
rendelkeznek, jellegzetesen IgG (ritkdbban IgM vagy IgA) izotipustiak, valamint az
antigéncélpontjuk is gyakran mas. Ezek alapjan tobb modszer is alkalmas arra, hogy kelléen

szenzitiv és specifikus modon hatarozzunk meg koros autoimmun ellenanyagokat.
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A rutin laboratériumi gyakorlatban ezek koziil az indirekt immunfluoreszcens teszt (IIFT), az
enzimkapcsolt immunszorbens esszé (ELISA), valamint az immunblot vizsgalat a meghatarozo,
amelyek mell¢ az elmult évtizedben felzarkozott negyediknek a lumineszcens jelzésti immunesszé.
Mind a négy gyakori mddszerben kozos elv, hogy az antitestet egy szilard fazishoz rogzitett
autoantigénhez val6 kotddése utan, a nem specifikus ellenanyagok mosdassal torténd eltavolitasat
kovetden, egy masodik, jelzett antitesttel (konjugatum) mutatjuk ki (heterogén, jelzéses
immunanalitikai moddszer). A szilard fazison detektalt jelzés erdssége altaldban aranyos az

crer

ebben az esetben a jel forditottan aranyos az analit mennyiségével [13, 19, 20].

3.3.1. Indirekt immunfluoreszcens teszt (11FT)

IIFT esetén az antigént szOvetmetszet vagy sejtréteg (szubsztrat) tartalmazza, amelyet
mikroszkopos targylemez feliiletére rogzitenek (1. abra A). Elénye, hogy a kimutatashoz nem kell
ismerni az antitest pontos célpontjat, igy 0j, ismeretlen autoantitesteket is detektalni tudunk. Sok
antitest felfedezését, elsd kimutatasat koszonheti ennek a modszernek az orvostudomany. Az
antitest az autoantigén elhelyezkedésének megfelelden kotddik a szubsztraton, annak megfeleld
fluoreszcens mintazat ismerhetd fel, amelybdl kovetkeztethetiink az autoantitest célpontjara.
Hétranya, hogy az azonos elhelyezkedésli antigének elleni antitesteket nem tudjuk elkiilonitent,
azok azonos mintazatot adnak, illetve néhany fehérje nem fejezddik ki olyan mennyiségben a
szubsztratban, hogy az ellene termelddott ellenanyag kimutathato legyen. Ezekben az esetekben
antigén monospecifikus tesztet (pl. ELISA, immunblot) kell hasznalnunk, amelyben tisztitott vagy
rekombinans formaban eldallitott antigén koti meg az autoantitestet. Az eldallitasnak

természetesen elofeltétele az autoantigén elézetes azonositasa, karakterizalasa [19-23].



1. abra Az indirekt immunfluoreszcens (A), ELISA (B) és immunblot (C) vizsgdlatok elve. A: autoantigén, |: autoantitest
a beteg mintajabol, 11: jelolt masodlagos antitest, F: fluoreszcens festék, E: enzim, S: szintelen enzimszubsztrat, P:
szines termék [19]

3.3.2. Enzimkapcsolt immunszorbens esszé (ELISA)

Az ELISA tesztben 8x12 vajulattal rendelkez6 miianyag hordoz6 szolgal szilard fazisként, ehhez
rogzitik az ismert autoantigént (1. abra B). A megfelelen higitott betegmintabol az els6 inkubacio
alatt kotddik ki az autoantitest. A nem specifikus ellenanyagok eltavolitdsa utdn a masodik
inkubacids 1épésben a human immunglobulin elleni enzimmel jelolt masodlagos antitest
kapcsolodik. A mért jelet az enzim altal katalizalt szinvaltozas jelenti, mely aranyos az autoantitest
mennyiségével. Ot-hét pontos kalibracid segitségével mennyiségi eredmény kiadasat teszi lehetdvé

[19].

3.3.3. Immunblot vizsgalat

Az ELISA-hoz hasonléan enzimes jelolést alkalmazunk, ellenanyag jelenlétében a szinreakcid a
membrancsik koriilhatarolt, antigénnel fedett teriiletén jon 1étre, melyet szemikvantitativ skalan
értékeliink (1. abra C). Elénye, hogy egy tesztcsikra egyszerre tobb, akar 20 kiilonb6zd, elozetesen
azonositott autoantigén is rogzithetd, igy betegség specifikus, multiplex esszék is kialakithatok. Az
ELISA és immunblot vizsgalatok kdzos gyenge pontja, hogy a tisztitas, eldallitas és a szilard
fazishoz torténd rogzités soran az antigén epitopszerkezete megvaltozhat, ami fals pozitiv/negativ

eredményekhez vezethet [19].



3.4. Az indirekt immunfluoreszcens teszt elve, Kivitelezése

3.4.1. Az IIF teszt elve. manualis targylemez-el0készités

Mikroszkopos targylemezen akar husz, egymastol hidrofob bevonattal elvalasztott teriiletet hoznak
1étre, majd ide rogzitik a szovetmetszetet vagy a sejtréteget. Néhany gyarto a targylemezre rogzitett
antigéntartalmi microdotot, antigénnel fedett mikrogyongydket, illetve autoantigénnel
transzfektalt sejteket is hasznal mint szubsztrat. A leggyakrabban IIF modszerrel kimutatott

antitesteket és szubsztratjaikat az 1. tablazat tartalmazza [24].

Antitest Szubsztrat tipusa Szubsztrat

ANA sejtréteg HEp-2

dsDNS sejtréteg Crithidia luciliae

neutrofil granulocita citoplazma | sejtréteg human neutrofil granulocita

(ANCA)

myeloperoxidaz microdot MPO antigén specialis matrixban

proteinaz-3 gyongy PR3-mal fedett gyongy

mitokondrium szovetmetszet patkany/egér maj/vese/gyomor

gyomor parietdlis sejt szovetmetszet patkdny gyomor

simaizom, LKM, LC szovetmetszet patkany/egér maj/vese/gyomor

mellékvese kéreg szovetmetszet majom mellékvese

hypophysis szovetmetszet majom, egér hypophysis

szivizom szOvetmetszet majom szivizom

endomysium szOvetmetszet majom  oesophagus, human
koldokzsinor artéria

pancreas szigetsejt szovetmetszet majom pancreas

bér szovetmetszet majom oesophagus

¢lesztbsejt sejtréteg Saccharomyces cerevisiae

ovarium szOvetmetszet majom ovarium

Purkinje-sejt szovetmetszet majom Kisagy

aquaporin-4 sejtréteg transzfektalt HEK sejt

1. tablazat A leggyakrabban IIF modszerrel kimutatott antitestek és szubsztratjaik. ANA: antinuklearis antitest, HEK:
human embryonic kidney, LC: liver cytosol, LKM: liver-kidney microsome

A fixalas mellett a sejtmembranok permeabilizalasa is megtorténik, ami az ellenanyagok szamara
hozzaférhetdvé teszi akar a sejtmagban taldlhatd antigéneket is. A moddszerbedllitds soran
meghatarozott aranyban higitott — altalaban szérum — mintaban talalhaté autoantitest az elsd
inkubacios 1d0 alatt bekdtddik, ha a szubsztratban a megfeleld antigén jelen van. Az elsé mosasi
1épés alatt eltavolitjuk a nem specifikus antitesteket. A mésodik inkubacids 1d6 alatt a human

immunglobulin elleni, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jel6lt masodlagos antitest (konjugatum)
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kapcsolodik az autoantitesthez. A fluoreszcens festék érzékenysége miatt a lemezeket ettdl a
ponttol kezdve fénytdl védeni kell, amennyire az lehetséges. A konjugatum hatdrozza meg, hogy
milyen izotipusu ellenanyagot mutat ki a teszt. Ha a célunk IgG autoantitest kimutatasa, akkor
gamma nehézlanc elleni antitestet hasznalunk. A be nem kot6dott konjugatumot a masodik
mosassal tavolitjuk el. Utolso 1épésként feddmédiumot, majd fed6lemezt helyeziink a targylemezre
[19-23].

A targylemez el0készitést manualisan €s automatizaltan is el lehet végezni. E10bbi esetében a minta
elOhigitasa, a minta és a konjugatum felvitele kézi pipettazassal torténik, mig a mosast mosokadban

végezzik [20].

3.4.2.Biochip alapu IIF targylemez

Az Euroimmun cégnél az IIF tesztek gyartdsa soran a szubsztratot nem hagyomanyos targylemezre,
hanem vékony tiveglapra rogzitik, melyet aztan 2x2 mm-es négyzetekre darabolnak fel. Ezekbdl a
kiilonbdz6 szubsztrattal fedett *biochip’-ekbdl maximum hatfélét kozvetleniil egymas mellé tudnak
helyezni egy specialis miianyag targylemezre, akdr tiz ilyen Osszetett reakcidomezdt alakitva ki egy
lemezen. A tobb biochipbdl allé reakciomezore egy pipettazassal lehet a mintat felvinni, igy egy
1épésben tobbféle szubsztattal lehet a mintat inkubdalni, majd a fluoreszcens mintdzatokat egymas

mellett, egymassal dsszevetve kiértékelni.

HEp-2 sejtréteg raszort granulocitakkal

etanollal fixalt granulocitdk

formalinnal fixalt granulocita

2. dbra Biochip alapu targylemez anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek kimutatdasdara. A lemezen 10 reakciomezd,
mindegyikben 3 biochip taldlhato.

3.4.3. A ’titerplane’ kivitelezési mdod

Az Euroimmun specidlis targylemezének kialakitasa azt is lehetévé teszi, hogy a hagyoményos
kivitelezéssel szemben a mintat és a konjugatumot ne a targylemez reakcidémezdire pipettazzuk fel,
hanem egy megfeleléen kialakitott tartd mélyedéseibe, amibe aztan a biochip targylemezt
reakcidomezoikkel lefelé helyezziik be. Ennek az eljarasnak az eldénye, hogy a mintainkubacio

minden reakciomezdn pontosan egy iddben indul el, szemben a hagyomanyos kivitelezéssel, ahol
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a pipettazas idéigénye miatt ez Kis csuszassal torténik. Emellett elénye az is, hogy hasznalataval

nem sziikséges a lemezeket nedveskamraban inkubalni.

6060060

[ 1 feddlemez

\

[[—————11 biochip alapi targylemez
,_&_M_.&@_‘

inkubacid Titerplane

technikaval

3. dbra A ‘Titerplane’ indirekt immunfluoreszcens teszt kivitelezési mod.

3.5. Az indirekt immunfluoreszcens teszt Kiértékelése

3.5.1.Fluoreszcens mikroszkdpia

Az elkészitett IIFT lemezeket fluoreszcens mikroszkdp segitségével értékeljiikk. A hasznalt
fluoreszcens festék elnyelési spektrumanak megfelelé gerjeszté fényt a modern fluoreszcens
mikroszképokban LED (ligth emitting diode) biztositja, a megvilagitas episzkopikus, a gerjesztd
fény az objektiven keresztiil éri el készitményt. Specifikus autoantitest hidnyaban fénykibocsatés
nem jon létre, a latotér so6tét marad. Pozitivitas esetén a gerjesztd fénynél hosszabb hullamhosszl
(mas szini) fotonok keletkeznek, melyet a fluoreszcens festéknek megfeleld dikroikus sziir6
elvalaszt a gerjesztd fotonoktol. A sotét hattéren megjelend, konnyen észlelhetd fluoreszcens jel
biztositja az IIFT nagy analitikai érzékenységét. A fluoreszcencia kioltds miatt a megvilagitas

hatasara a jel intenzitasa idovel csokken (photobleaching vagy fading) [20, 23, 25].

3.5.2. Hagyomanyos mikroszkoépos leolvasas

Az ITF lemezek tradicionalis értékelési modja a szemmel torténd leolvasas a mikroszkdpban, amit
a konjugatum fényérzékenysége miatt sotétszobaban végziink. A nagyitas a szubsztrattol fliggden
100x, 200x vagy 400x. A lemezek cseréje, a radallas a kovetkezd reakciomezore, a fokuszalas és a
megfeleld latotér kivalasztasa megeldzi a tényleges értékelést. Az eredményeket munkalistara irjuk

fel, majd az értékelés befejezése utan atvezetjiik a laboratoriumi informatikai rendszerbe [20, 23].
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3.5.2.1 Mintazatfelismerés

A masodlagos ellenanyaggal megjelolt autoantitest a szubsztratban elérheté antigén
elhelyezkedésének megfeleléen ad jelet, jellegzetes fluoreszcens mintazatot hozva létre. Idealis
koriilmények kozott negativ minta esetén egyaltalan nem lathatd fluoreszcens szignal, de a
gyakorlatban a negativ és pozitiv eredmény elkiilonitését zavarhatja a konjugatum aspecifikus
bekotodése, a szubsztrat vagy a minta autofluoreszcenciaja. A mintazat felismerésének elofeltétele
a szubsztrat szovettani és sejtmorfologiai ismerete. A fluoreszcens jel aranyos a mintaban talalhato
autoantitest mennyiségével, igy a fényintenzitas megitélésével a mintazat eréssége szemikvantitiv
skalan rogzithet6. Mind a mintdzat felismerése, mind az erésségének megitélése fiigg a mikroszkop
optikai tulajdonsagaitol, a leolvasod személytdl, foként képzettségétol, tapasztalatatol, de még egy
értékeld esetén is maradnak szubjektiv elemek, emiatt a leolvasas variabilitasa jelent6s [20, 23].
3.5.2.2 Titralas: a végponti titer meghatarozasa

Ha a kvalitativ eredmény vagy a mintazat er6sségének kozlése nem elegendo, akkor az in. végponti
titer meghatarozasara is lehetdség van. Ennek standard kivitelezési mddja az, hogy a szlirdhigitési
fokbol kiindulva a minta sorozathigitasat készitjlik el (altaldban kétszeres vagy négyszeres tovafutd
higitas), majd meghatarozzuk azt a legnagyobb higitast, ahol az adott mintdzat még pozitiv. A
végponti titer értékét a higitasi arany (pl. 1:80 titer) vagy annak reciproka (pl. 80 1/titer) formajaban

adjuk meg a leleten.

3.5.3. Szamitogéppel tamogatott kiértékelés

Az autoimmun betegek szamanak emelkedése miatt novekszik az igény az autoantitest vizsgalatok,
ezen beliil az IIF tesztek irant is. Az IIFT értékelése idoigényes, nagy tapasztalatot igényel, szamos
szubjektiv tényezo6tdl fiigg, emiatt az elmult egy-két évtizedben tobb gyartd szamitdgéppel

tamogatott rendszerek kifejlesztésébe kezdett.

3.5.3.1 Képdigitalizalds automatizalt fluoreszcens mikroszkoppal

Els6 lépésként a targylemezek mozgatdsa sziikséges, melyet szamitogép-vezérelt, motorizalt
mikroszkép végez el, kiemeli a targylemezt a lemeztarold egységbdl, majd a reakciomezdket
egymas utan az objektiv ala helyezi. Autofokusz eljaras segitségével a szubsztratot a fokuszsikba
mozgatja, majd legalabb egy latdtérrdl a beépitett 2-5 Mpixel felbontast kameraval digitalis képet
készit, majd elmenti. A kép szinmélysége altalaban 24 bit, de ebbdl a leggyakrabb hasznalt FITC

fluorokrém fluoreszcencia erdsségét csak a zold csatorna tarolja 8 biten.
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3.5.3.2 Fluoreszcenciaintenzitas, a becsiilt végponti titer meghatarozadsa

A digitalis kép egyes pixeleinek fényerdsségébol kiilonbozé szamértékek, fluoreszcencia
intenzitasértékek szdrmaztathatok. Ezek az értékek felhaszndlhatok példaul a pozitiv és negativ
kontroll er6sségének kovetésére, mint a mdodszer belsé mindségellendrzési paramétere.

Mivel az IIFT esetén a fluoreszcenciaintenzitas ardnyos az autoantitest koncentracidval és a
digitalis képen a fényerdsség pontosan meghatdrozhato, lehetséges a szlir6higitasban lathato
fluoreszcencia erdssége alapjan megbecsiilni, hogy mennyi lenne a minta végponti titere, ha azt

hagyomanyos titralassal, sorozathigitas készitésével hatdroznank meg.

3.5.3.3 Mintdzatfelismerés szamitogépes képelemzés segitségevel

Az elkészitett kép elemzésével szamitogépes algoritmusok arra is képesek, hogy negativnak vagy
pozitivnak mindsitsék a mintat, st a fejlettebb valtozatok akar a mintdzatok felismerésére, a
pozitiv mintak osztalyozasara is alkalmasak. Altalanossagban elmondhatd, hogy a sejtes
szubsztratokrol késziilt képek elemzése konnyebben automatizalhatd, mint a sokkal komplexebb
szovetek analizise. A képelemzés elso 1épése a képek elokészitése, normalizalasa, a pixelintenzitas
eloszlasa alapjan kiiszoboléssel (thresholding, pl. Otsu-féle) az eldtér és hattér elvalasztasa.
Sejtszintli elemzés esetén ezutan torténik a sejtek vagy a sejtmagok hatdrainak megkeresése, a
szegmentalas pl. vizvalasztd (watershed)-modszer segitségével. Az antinuklearis antitestek esetén
néhany automatizalt eljaras a sejtmag helyének jelolésére DNS festéket (pl. 4',6-diamidino-2-fenil-
indol — DAPI, vagy propidium-jodid) is hasznal. Képszintii elemzés esetén nincs sziikség régid
alapu szegmentéalasra. A kovetkezd 1épés a mintazat felismerés, leggyakrabban osztalyozo
algoritmusok segitségével. A jellemzOk keresése (feature extraction) torténhet targyteriileti
szakértd bevonasaval (machine learning) vagy anélkiil (deep learning). A klasszifikacio altalaban
feliigyelt (supervised), mivel az osztalyokat (IIFT esetén a fluoreszcens mintazatokat) eldre
meghatarozzak, definialjak. A szadmitogépes mintdzatfelismerés matematikai modelljeinek

részletes ismertetése meghaladna a dolgozat kereteit [26-35].

3.5.3.4 Képernyon végzett mintazatfelismerés és titralas

Természetesen a gépi képelemzés eredményeit kozvetleniil nem lehet kiadni, annak ellendrzése
sziikséges, illetve a vizsgalatok egy részénél nincs is lehetdség a szamitogépes felismerésre.
Ilyenkor az automatizalt mikroszkop altal készitett képet emberi értékeld a szamitdgép képernydn
elemzi és allapitja meg, hogy lathat6-e €s ha igen milyen mintazat. Egy minta sorozathigitasarol

késziilt képek esetén pedig a monitoron olvashaté le a végponti titer értéke is.
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3.5.3.5 Autoantitest kimutatasra alkalmas fluoreszcens mikroszkop és képelemzo rendszerek
Az automatizalt mikroszkép, kamera és képelemzo szoftverek egy egységként, zart rendszerben
miikodnek, a képelemz6 algoritmus csak a gyarto sajat reagenseivel hasznalhat6. A legismertebb

ilyen rendszerek adatait a 2. tablazat tartalmazza.
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Név Gyarto Magyar Sebesség Kapacitas | Objektiv | Mintazat- Miné- | Csak digi- | Egyéb
forgalmazo felismerés sités talizalas
. . . . EMA,
Aklides Medipan Diagnosticum | 40 mp/3 kép | 5x12 10x,40x | ANA, ANCA CLIFT LKS titer becslés
. . . . . EMA,
akiron NEO | Medipan Diagnosticum | 35 mp/minta | 2x12 20x ANA, ANCA CLIFT LKS titer becslés
. 4x,10x, EMA,
Nova View | Inova Werfen 45 mp/3 kép | 5x12 ANA, ANCA CLIFT titer becslés
40x LKS
. . 10x,20x, | ANA (Kkevert is), EMA, )
Europattern | Euroimmun | Immunotrin 20 mp/1 kép | 50x10 CLIFT titer becslés
40x ANCA LKS
Europattern . . CLIFT, )
Euroimmun | Immunotrin 2 mp/1 kép 5x10 20x ANA, ANCA EMA titer becslés
Live LKS
Zenit G- . . >60 mp CLIFT, 5, 50 vagy 220
) Menarini nincs ) 5x14 4x,40x ANA, ANCA LKS
Sight /minta EMA kép/minta
. . . 4x,10x, EMA, lemezel6készitd is,
Zenit Pro Menarini nincs N/A 18x12 ANA, ANCA CLIFT
20x LKS titer becslés
Euroimmun . . 4x,10x, CLIFT, lemezel8készitd is,
Euroimmun Immunotrin N/A 18x12 ANA, ANCA EMA
UNIQO 20x LKS titer becslés
. ] 10 mp/kép, 4x,10X, ANA, ANCA ANA, EMA, lemezel6készitd is,
Helios Aesku Medilab 20x12 )
1-10 kép 20x,50x kiegészité modul | ANCA, | LKS titer becslés
Image Immuno- . . 4x21, 40x,20x, | ANA, ANCA ANA, CLIFT, HEp-2 vagy HEp-2000,
] Biomedica 25 mp/4 kép ]
Navigator Concepts 8x21 10x,4x kiegészitd modul | ANCA | EMA, LKS: 16 kép/minta

2. tablazat Autoantitest kimutatasra alkalmas fluoreszcens mikroszkop és képelemzd rendszerek és jellemzaik.

N/A: nincs adat, ANA: antinuklearis antiest, ANCA: anti-neutrofil citoplazmatikus antitest, CLIFT: Crithidia luciliae immunfluoreszcens teszt, EMA: anti-
endomysium antitest, LKS: mdj, vese, gyomor ragesalo szévetek
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3.6. Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) kimutatasa

3.6.1. Az ANCA kimutatas jelentOsége kisér-gyulladassal jard és mas betegségekben

Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek felfedezését az IIF technika tette lehetévé az 1980-as
években, majd késobb sikeriilt azonositani, hogy az antigének a neutrofil sejtek granulumaiban
elhelyezkedd fehérjék. Az ANCA kimutatds szamos gyulladasos és autoimmun betegségnél
hasznos diagnosztikus marker [36-40]. Koziiliik is kiemelkednek azok a kisér-gyulladassal jaré
korképek, melyeket a jelenlegi Chapel Hill nozologiai rendszer az ANCA asszocialt vasculitisek
csoportjaba sorol (mikroszkopikus polyangiitis, polyangiitis granulomatosissal (korabbi néven
Wegener-granulomatosis), eosinophil polyangiitis granulomatosissal (Churg—Strauss-szindréma))
[41-46]. A tobbi vasculitis koziil kiemelheté még az anti-GBM betegség (Goodpasture-szindroma),
melyben a nevének megfelelden a glomerulus bazdlmembran elleni antitest kimutatdsa a dontd, de
az ANCA pozitivitasnak is van prognosztikai szerepe [47, 48]. Bar nem mérhetd 0ssze a vasculitis
diagnosztikaban betoltott szerepével, de az ANCA kimutatas gyulladasos bélbetegségekben is
jelentdséggel bir [49-51]. A colitis ulcerosa-ban szenvedd betegek akar 88%-anal indirekt
immunfluoreszcens modszerrel ANCA mutathato ki, mig ez az arany csak 6-16% a Crohn-betegség
esetében. Tobb tanulmany azt mutatta Ki, hogy a laboratoriumi tesztek kozott az ANCA és a
Saccharomyces cerevisiae elleni antitestek (ASCA) egyidejii hasznalata nytjtja a legmagasabb
diagnosztikai hatékonysagot a colitis ulcerosa és a Crohn-betegség elkiilonitésében [52, 53]. Az
autoimmun majbetegeket vizsgald tanulmanyokban a primer szklerotizal6d cholangitisben (PSC)
szenvedo betegek tobbségében talaltak reaktivitast ANCA-antigénekre, mig kisebb hanyaduk volt
pozitiv autoimmun hepatitis és a primer biliaris cholangitis esetében. Az autoimmun
majbetegségekben az ANCA-vizsgalat jelentéségét mutatja az is, hogy szerepel az International
Autoimmune Hepatitis Group aktualizalt diagnosztikai pontrendszerében [54, 55]. ANCA
kimutathato tobb szisztémas autoimmun (rheumatoid arthritis, Felty-szindroma, szisztémas lupus
erythematosus, szisztémas sclerosis) és fert6z6 (endocarditis, Pseudomonas aeruginosa-fert6zés
cisztas fibrozisban, human immunhidnyvirus-fertéz¢és) betegségben is [56-65]. Az ANCA
megjelenését tumor, illetve néhany gyogyszer (hidralazin, propiltiouracil, levamisol) is kivélthatja
[36, 66, 67].
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3.6.2. Az ANCA kimutatas vizsgalati mdédszerei

Az ANCA kimutatas eszkoze kezdetben az IIFT volt etanollal fixalt neutrofil granulocitakon, majd
az antigének azonositasat kovetden a legfontosabb két antitest, a myeloperoxidaz (MPO) és a
proteinaz-3 (PR3) elleni ellenanyag ELISA modszerrel is mérhetévé valt. Az utodbbi években a

lumineszcens immunesszék is elérhetoek lettek [68].

3.6.3. Az indirekt immunfluoreszcens ANCA teszt

Az ANCA mintazatok tipusait egy nemzetkozi ajanlas és annak kiegészitése irja le [69, 70]. A
klasszikus diffaz citoplazmatikus ('C-ANCA') mintazat erés asszociaciot mutat az anti-PR3
antitestekkel, mig az anti-MPO antitestek allnak az esetek dontd tobbségében a klasszikus
perinuklearis (‘'P-ANCA') mintazat hatterében. Emellett megkiilonboztetiink 'atipusos C-ANCA' és
‘atipusos ANCA' mintazatokat is. Tobb laboratorium formaldehiddel rogzitett neutrofil
granulocitakat is hasznal az etanollal fixalt sejtek mellett, ami segiti az antinuklearis és ANCA
megkiilonboztetését és a mintazatok felismerését. Ezzel a technikaval a formalin rezisztens P-
ANCA ¢s C-ANCA mellett, lathatunk formalinra érzékeny atipusos P-ANCA és atipusos C-ANCA
mintazatokat is (4. abra). [71, 72].

C

4. dbra Anti-neutrofil citoplazmatikus antitest mintdzatok (etanollal fixalt granulocytik, 400x). A: P-ANCA, B: C-
ANCA, C: atipusos P-ANCA, D: atipusos C-ANCA
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3.6.3.1 Elonyok és hatranyok

Az ANCA IIFT elénye, hogy 1j, ismeretlen antitestek kimutatasara is alkalmas, illetve az antigén
epitopszerkezete ennél a modszernél sériil a legkevésbé, hatranya, hogy a leolvasas szubjektiv,
1doigényes, nehezebben automatizalhato és titralassal is legfeljebb szemikvantitativ eljaras. Miutan
a legfontosabb, legnagyobb klinikai relevanciaju anti-MPO ¢és anti-PR3 antitestek meghatarozasa
ELISA vagy tjabban kemilumineszcens mddszerekkel megoldhatd, mas neutrofil granuluocita
elleni antitestek jelentésége pedig joval kisebb, igy az ANCA diagnosztikaban az IIF technika kezd
hattérbe szorulni [40, 45]. Tovabbra is sziikséges azonban mint az MPO/PR3 elleni antitestek
megerdsitd/alternativ tesztje vasculitis gyantja esetén, illetve mint az egyéb nem érgyulladasos
korképek kiegészit diagnosztikus vizsgalata [40, 45, 46].

3.6.3.2 Automatizdacio, szamitogéppel tamogatott eljardsok

Az ANCA IIF elvii kimutatasara nincs olyan mennyiségben igény, mint az ANA tesztelésre,
rdadasul a granulocitak tobbféle fixalasi modja, illetve zavard antitestek jelenléte miatt az értékelés
az atlagosndl bonyolultabb. A szamitdgépes eljarasok mégis hasznosak, hiszen képernyén egy nem
egyértelmil eset konnyebben megvitathato, illetve a képek digitalis tdrolasaval egy el6z6 mintdban

¢észlelt mintazattal vald 0sszevetés is lehetséges.
3.7. Antinuklearis antitestek (ANA) kimutatasa

3.7.1. Az ANA kimutatas jelent0sége autoimmun betegségekben

Az antinuklearis antitestek kimutatasanak szisztémas autoimmun betegségek diagnosztizalasaban
elvitathatatlan jelentdsége van. Kevert kotdszoveti betegségben minden beteg ANA pozitiv, kozel
100% a pozitivitds gyakorisdga szisztémas lupus erythamatosusban (SLE), a szisztémas
sclerosisban szenvedOk tobbsége, a Sjogren-szindromas betegek 50-70%-a, a rheumatoid
arthritises betegek kozel fele, de az autoimmun myosositisben szenveddk jelentds része is ANA
pozitiv. A szervspecifikus autoimmun korképek koziil az ANA klinikai jelentdségét nézve
kiemelkednek az autoimmun méjbetegségek, kiilondsen nagy aranyban detektalhat6 antinuklearis
antitest autoimmun hepatitis és primer bilidris cholangitis diagnozisa esetén. Néhany gyulladasos
korképben (juvenilis idiopathias arthritis (JIA), gyulladasos bélbetegségek) is gyakran talalkozunk
ANA pozitivitassal [73-78]. Ezenkiviil tobbféle fert6zés (HCV, HIV, SARS-CoV2, intracellularis
baktérium) is sejtmag elleni antitest termelését indithatja el [79-83]. Az ANA pozitivitas

megitélése, értékelése nem konnyl, mert az aranya a kimutatasi modszertdl is fiigg, emellett
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egészséges egyénekben is megjelenhet [76]. Tiinetmentes egyénekben raadasul nem tekinthetiink
a kimutatott antinuklearis antitestre fals pozitivitasként, mert joval a betegség megjelenése elott
detektalhaté lehet, jelezve a szubklinikai autoimmunitast [84].

Néhany korképben prognosztikai jelentdsége is van, JIA-ban példaul az ANA pozitivitas az uveitis
kialakulasanak rizikofaktora [85]. Az antitest mennyiségének meghatarozasara szinte mindig
sziikség van, hiszen a magasabb koncentracié erdsebb asszociacidt mutat a betegséggel, valamint

Osszefligghet a betegség aktivitasaval is [86-88].

3.7.2. Az ANA kimutatas modszerei

Az LE sejt jelenséget (Hargraves, 1948) tekintjiik a sejtmag elleni immunreakcid els6
bizonyitékanak [89], de az indirekt immunfluoreszcens modszert is mar 1957-ben bevezették
Holborow és munkatarsai az ANA kimutatasi modszerek kozé [90], melyhez késobb csatlakozott
az immunprecipitacio, a hemagglutinaci6 és a komplement fixacid, majd az 1970-es években az
immunelektroforézis, a Western blot és az ELISA. A hetvenes évektdl kezdve az allati szoveteken
végzett IIF modszert fokozatosan felvaltottdk a human sejtvonalakkal végzett vizsgalatok, mara
szinte kizar6lagossa valt a human epithelioma 2 (HEp-2) sejtek hasznalata. A modern ANA
diagnosztika eszkoztara a kemilumineszcens, a citometrids gyongy immunesszé (CBA: cytometric
bead assay) és a partikulum alapi multianalit technika (PMAT: particle based multianalyte

technology) megjelenésével valt teljessé [91].

3.7.3. A HEp-2 indirekt immunfluoreszcens ANA teszt

3.7.3.1 Elonydk és hatranyok

A HEp-2 sejtrétegen végzett 1IFT elterjedése annak kdszonhetd, hogy human eredete miatt az
antigének szerkezete elonydsebb az autoantitestek kimutatdsara. Konnyen tenyészthetd, ami
olcsobba teszi a lemezek eldallitasat. Eredetileg human gégerdk carcinoma sejtvonalként lett
regisztralva, de késdbb genetikai vizsgalatok igazoltdk kontamindléo Hela sejtek tulndvekedését.
Mindez nem valtoztat azon, hogy tumorsejtekrél van szo, amelyek a targylemezre torténd letapadas
miatt ellaposodod, nagyméretii sejtmaggal és nagy mitotikus rataval rendelkeznek. A nagy mag és
a sejtciklus-fliggd antigének expresszidja miatt IIF szubsztratként tobb, mint szdz autoantitest
kimutatasat teszi lehet6vé [22]. Ennek kdszonhetd, hogy 2009-ben az Amerikai Reumatologus
Kollégium ANA szlirésre ezt a vizsgalatot ajanlotta, szemben az addigra egyre inkabb elterjedd
ELISA elvii ANA screen tesztekkel, melyek — miutdn sokszor csak az ismert antigéneket

tartalmaztak — alnegativ eredményt adhatnak [21]. Hatranya viszont a HEp-2 alapu vizsgalatnak,
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hogy bizonyos autoantigének nem fejezédnek ki elegendé mennyiségben ahhoz, hogy az antitest
lathatd fluoreszcens jelet adjon, vagy a konformacidja nem megfeleldé az autoantitest
bekotddéséhez, esetleg a szerkezete a fixaloszer vagy olddszer hatasara megvaltozik, igy egyes
ellenanyagok kimutatasara egyaltalan nem (pl. anti-Ro52) vagy korlatozottan (pl. anti-R060, anti-
Jo-1) alkalmas. Ennek orvoslasara megjelentek genetikailag modositott HEp-2 sejtvonalak,
melyekben egyes antigének (példaul az ImmunoConcepts cég HEp-2000 termékében a Ro60)
fokozottan fejezédnek ki [92]. A mintazatfelismerésben a sejtciklus kiillonbozé fazisaban 1évo
sejtek nagy segitséget jelentenek, az Euroimmun ezért fejlesztette ki a tenyésztési koriilmények
megvaltoztatasaval a HEp-20-10 sejtvonalat, aminél az osztddo sejtek aranya jelentésen magasabb
az eredeti valtozathoz képest [93].

3.7.3.2 Standardizacio, harmonizacio

Antinuklearis antitestek vonatkozéasédban valddi standardizaciét nem lehet végezni, mert ahhoz
pontosan definidlni kellene az analitot. Autoantitesteknél ez nem lehetséges, hiszen egy antigénen
szamos epitop helyezkedik el, illetve az ellenanyag sem teljesen egységes szerkezetii. Illyenkor a
harmonizici6 a megoldas, ami azt jelenti, hogy az eredmények variabilitdsat okoz6 tényezdk
megismerése utan a végz6 laboratoriumok megegyeznek, hogy a meghatarozast milyen médon
végzik [94-96].

A HEp-2 IIFT teszt esetén az egyik fontos lépés a felismerhetd mintazatok karakterizalasa,
elnevezése volt. Ez a folyamat mar a 2000-es években elkezdddott, a ma elfogadott ICAP
(International Consensus on HEp-2 ANA patterns) nevezéktant 2014-2015-ben dolgoztak ki, majd

hoztak nyilvanossagra a www.anapatterns.org oldalon (5. abra) [97, 98].
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HEp-2 sejtmintazat
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Rutin szint .

Expert szint
A kromoszomak a metafazisban megfestédnek
*Az osztalyozasi fa frissitve 2021 szeptemberében

Bl

5. dbra Az ICAP (International Consensus on HEp-2 ANA patterns) nevezéktan hierarchikus dgrajza a www.anapatterns.org oldalon.
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A honlap a mintazatok leirdsan, képein kiviil az antigén- és betegségasszocidciokat is bemutatja

tobb nyelven. A magyar valtozatot a hazai immunoldgia centrumok képviseldi allitottdk Ossze,

ezzel is segitve az ANA diagnosztika harmonizaciojat (3. tablazat) [99]. Az ICAP nomenklatira

rendszeres aktualizalasat nemzetk6zi munkacsoport végzi [100, 101].

Csoport Mintazat Autoantigén Betegség
nukleéris homogén nuklearis dsDNS, nukleoszoma, | SLE, gydgyszerindukalt lupus, JIA,
hiszton AlH
Scl-70-szerti Scl-70 SSc

szemcsés nuklearis

SS-A, SS-B, snRNP, Sm,
hnRNP, RNS polimeraz
IT és III, SAE1, NXP2,
TIF1ly, TIF1B, Ku, Ki,
Mi-2

SjS, SLE, RA, MCTD, SSc, DM

strfl finomszemcsés | DFS70 egészséges egyének, nem szisztémas
nukledris AID

centromer CENP-B és A SSc limitalt forma, PBC, SjS

tobb nuklearis pont Sp-100, PML, NDP53 PBC

kevés nuklearis pont p80-coilin PBC, AlH, CTD

nukleolaris PM-Scl, Th, To, U3- | SSc, SSC-AIM overlap, SjS, CTD,

RNP, RNS polimeraz 1,
Gu

tumor

folytonos magmembran

lamin

autoimmun cytopenia, AILD, APS,
CTD

pontozott magmembran gp-210, nucleoporin 62 PBC, AILD, CTD

pleomorf, PCNA-szerii proliferating cell nuclear | SLE
antigen

pleomorf, CENP-F-szerii | CENP-F tumor, Crohn-betegség, SjS, AILD

citoplazmatikus | citoszkeletalis citoszkeleton fehérjék AIH, alkoholos majbetegség, RA,
CTD, fertézéses ¢és gyulladasos
allapotok, myasthenia, IBD

szemcsés Jo-1, PL-7, PL-12, SRP, | AIM, ILD, SLE
riboszoémalis P proteinek

pettyezett GW182, Su/Ago2, | CTD és mas betegségek
endoszoma antigének

mitokondrium-szerti mitokondrium fehérjék PBC, CTD

Golgi-szeri giantin/macrogolgin, kiilonb6z6 betegségek
golgin

palcikak és gytiriik inozin-5"-monofoszfat interferon+ribavirin kezelés
dehidrogenaz

mitotikus centroszéma centriolum fehérjék Raynaud-jelenség, SSc, SLE, RA

0sztodasi orsd HsEg5 nem egyértelmii

NuMA-szeril NuMA SjS, SLE, RA, CTD

midbody tobbféle nem egyértelmii

mitotikus  kromoszéma | DCA, MCAL, and MCA5 | nem egyértelmii

burok

3. tablazat HEp-2 sejteken elkiilonitheté nukledris, citoplazmatikus és mitotikus mintdzatok, illetve a veliik asszocialt
autoantitestek és betegségek. AIM: autoimmun myositis, AIH: autoimmun hepatitis, AILD: autimmun madjbetegség,
APS: antifoszfolipid szindroma, CENP: centromer protein, CTD: kitészoveti betegség, DFS: dense fine specled, DM:
dermatomyositis, IBD: gyulladasos bélbetegség, ILD: intersticialis tiidobetegség, JIA: juvenilis idiopathids arthritis,
MCTD: kevert kétészoveti betegség, NuMA: nuKledris mitotikus appardtus, PBC: primer bilidris cholangitis, PM:
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polymyositis, PML: promyelocytas leukémia fehérje, RA: rheumatoid arthritis, RNP: ribonukleoprotein, SjS: Sjégren-
szindroma, SLE: szisztémas lupus erythematosus, SSc: szisztémas sclerosis

IMAGE BY : KAI FECHNER IMAGE BY : KAI FECHNER
EUROIMMUN EUROIMMUN

6. abra A homogén nuklearis (AC-1) és a finomszemcsés nukledris (AC-4) mintdzatrol késziilt képek a
www.anapatterns.org oldalon.

A harmonizéacié masik fontos 1épése az antinuklearis antitest vizsgalatot végz6 laboratoriumok
gyakorlatanak megismerése, majd a kdvetendd eljarashoz nemzetk6zi ajanlasok osszeallitasa volt
[102-105].

3.7.3.3 Automatizdcio, szamitogéppel tamogatott eljardsok

Mivel a HEp-2 IIF lemezek leolvasasa iddigényes, a nagy forgalmu laboratériumokban kezdettol
igény volt az automatizaciora. A nemzetkozi ajanlasok pedig meggydzték a reagensgyartokat, hogy
a HEp-2 IIFT nem fog kiszorulni a piacrdl az ELISA ¢és lumineszcens elvil szlirOtesztek terjedése
ellenére. Néhany ANA IIFT mintazatfelismerésre alkalmas mikroszkdpos rendszert és az altaluk
automatizaltan felismert HEp-2 mintazatokat a 4. tablazat mutatja be [106, 107]. A szamitogépes

eljarasok bevezetése a szubjektivitas kikiiszobolésével az értékelés harmonizacidjat is magéaval

hozhatja [108].
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Mintazat Aklides” Euro EuroPattern Helios Nova Zenit Zenit
Pattern™ Live View* G-Sight Pro
homogén nuklearis X X X X X X X

szemcsés nuklearis X X X X X X

finomszemcsés nuklearis

X | X[ X

durva szemcsés nuklearis

surt finomszemcsés

nukleolaris
centromer

X[ X[ X[ X

nuklearis pontok

néhany nuklearis pont

X | X | X| X]| X

tobb nuklearis pont

mitdtikus X

magmembran
citoplazmatikus X X X X X
mitokondrium-szert

riboszéma-szeru
0sszesen 7 8 9 7 5 5

O X[ X[ X

4. tablazat Antinuklearis antitest mintazatfelismerésre alkalmas szamitogép-segitett fluoreszcens mikroszkopos
rendszerek és a felismert HEp-2 mintdzatok tipusai. *: 4',6-diamidino-2-fenil-indol — DAPI magfestés, **: propidium-
jodid magfestés

3.7.3.4 Osszetett, tobbszords és kevert ANA mintdzatok

A mintazatfelismerést neheziti, hogy egyszerre lehetnek jelen olyan autoantitestek, amelyek mind
kimutathatok a HEp-2 IIF teszttel. Tobb ANA-mintazat helyes azonositasa nemcsak a szamitogép-
segitett rendszerek szamara, de a hagyomanyos értékelést végzd szakértoknek is kihivast jelent.
Egynél tobb mintazat egyidejli el6forduldsa esetén érdemes megkiilonboztetni a tobbszords és a
kevert mintazatokat. TObbszordos mintazat (multiple patterns) esetén két vagy tobb, de
egyértelmlien megkiilonboztethetd mintazatot figyelhetiink meg egy szérummintdban [pl.
homogén magmintazat (AC-1) + citoplazmatikus palcikak és gytiriik (AC-23) vagy finomszemcsés
magmintazat (AC-4) + citoplazmatikus Golgi-szerii (AC-22)]. A kevert mintazatok (mixed
patterns) megkiilonboztetése még nagyobb nehézséget jelent, mivel itt legalabb két olyan
mintdzatot okozo autoantitest taldlhatd a paciens mintdjaban, amelyeknél a fluoreszcens jel
elhelyezkedésében atfedést mutat, emiatt nem lehetséges egyértelmlien azonositani az egyes
komponenseket. A megfigyelt kép nagymértékben fiigg az egyes autoantitestek koncentraciojatol
és affinitasatol, a dominans antitest képe részben vagy teljesen elfedheti a masikét. Fontos tovabba

megkiilonboztetni a tobbszords/kevert mintazatokat az dsszetett mintazatoktol [pl. Scl-70-szerl
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(AC-29) vagy PCNA-szerli (AC-13)], ahol tobbféle sejtalkoto a kiilonbozo sejtciklusokban eltérd
fluoreszcens festédést mutat, de mindezt egyetlen autoantitest okozza [109].
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4. Célkituzés

Vizsgalataink célja az volt, hogy az indirekt immunfluoreszcens elvii autoantitest diagnosztika

teriiletén megjelent 1j, automatizalt, szdmitdgéppel tamogatott értékelési modokat kiprobaljuk,

elemezziik ¢és Osszehasonlitsuk az elfogadott, jelenleg hasznalt eljarasokkal. A kiprébalast,

Osszehasonlitast az antinuklearis (ANA) és anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)

diagnosztikajaban EUROPattern automatizalt fluoreszcens mikroszkopos rendszerrel végeztiik.

I. Az ANCA IIFT hagyomanyos, szamitogépes képelemzéssel, illetve képernyon végzett
értékelésének dsszehasonlitasa soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen a mintdzat mindsitésének és er0sségének reprodukalhatosdga? Kiilonbozik-e az
ismételhetdség a haromféle értékeléssel?

2. A mérési tartomanyon beliil linearis-e az egyetlen reakciomezo fluoreszcenciaintenzitasa
alapjan becstilt végponti titer? Hasznéalhato-€ a sorozathigitdson alapuld hagyomanyos
titralas helyett?

3. Mekkora az egyezés a mintak mindsitését és osztalyozasat illetéen az EPa képelemzo
algoritmusa, illetve a képerny6n leolvasott eredmények és a hagyomanyos mikroszkopos
értékelés kozott? Kiadhatok-e az automatizialt értékelés eredményei felhasznaloi
ellendrzés nélkiil? Mik a nem egyezd mindsités és osztalyozas okai?

4. A mintaban jelen 1év6 zavard antinuklearis vagy anti-citoplazmatikus antitesteknek van-
e hatasa az ANCA kiértékelésre?

Il. Az ANA mintazatok kozotti zavar6é hatas vizsgalata, a szamitogéppel tamogatott
kiértékelési modok osszehasonlitasa kapcsan a kovetkezoket kivantuk tisztazni:

1. Milyen a Laboratériumi Medicina Intézetbe HEp-2 IIF vizsgalatra kiildott mintak korében
az egyszerre egynél tobb ANA mintizatra pozitiv mintak aranya? Mely mintazatok
fordulnak el6 leggyakrabban egyiitt?

2. Kevert mintazatok esetén fellép-e az egyes komponsek kozott zavard hatas? Milyen
jelentds az interferencia? Milyen titernél alakul ki? El tudja-e teljesen fedni egyik mintazat
a masikat?

3. Van-e kiilonbség a vizsgalt mintazat felismerésében zavar6 mintazat jelenlétében az
automatizalt képelemzéses, a képernydn végzett és a konvenciondlis mikroszkopos

értékelési modok kozott?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A rutin ANCA és ANA vizsgalatok eredményeinek oOsszegyiijtése és

elemzése

Az ANCA és az ANA HEp-2 IIF vizsgalat eredményeit a GLIMS (General Laboratory Information

Management System v8.0, CliniSys, Belgium) laboratériumi informéaciods rendszerben taroljuk.

5.1.1. Az egy vagy tobb ANA mintazattal rendelkez6 mintak gyakorisagdnak meghatarozasa

Lekérdeztikk az 6sszes ANA HEp-2 eredményt a 2019. marcius 1. és december 31. kozotti
iddészakbol egy Excel-fajlba. Rogzitettik a pozitivitds/negativitast, a mintdzatokat és a titer
értékeiket, egy mintaban legfeljebb 3 nuklearis, 1 citoplazmatikus és 1 mitotikus mintazatot

tiintettlink fel. Az egyediilallo és kevert mintazatok gyakorisagat kiszamoltuk.
5.2. Betegek és mintak

5.2.1. Az ANCA IIFT 6sszehasonlito vizsgalathoz felhasznalt mintak

575 szérummintat elemeztiink, amit a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetébe egy
harom hénapos idészakban rutin ANCA vizsgalatra kiildtek az észak-alfoldi régié immunologia,
reumatoldgia, nefroldgia, gasztroenterologia, hepatologia, pulmonologia, fiil-orr-gégészet,
borgyogyaszat fekvobeteg osztalyainak vagy jarobeteg szakrendeléseinek orvosai. Az 575 minta
570 személytdl szarmazott, 5 betegt6l két minta érkezett. A laboratoriumi kivizsgalas fobb
indikéacidja akut és kronikus veseelégtelenség, fekélyes vastagbélgyulladas (colitis ulcerosa),
Crohn-betegség, szisztémas autoimmun betegségek, vasculitis és autoimmun majbetegségek

gyanUja vagy nyomon kovetése volt.

5.2.2. A kevert antinuklearis mintazatok vizsgalatdhoz felhasznalt mintak

A rutin ANA vizsgalatra kiildott szérummintak koziil az alapjan valogattunk, hogy milyen IIFT
festési mintazatot mutattak HEp-2 sejteken (Euroimmun, Liibeck, Németorszag). Az 1:80 kezdeti
higitasban pozitivnak talalt szérumokat tovabbi 1:320, 1:1280, 1:5210 higitasokban vizsgaltuk, €s
EuroStar II Plus fluoreszcens mikroszkop (Euroimmun) segitségével hagyomanyos moédon
hataroztuk meg a végponti titert. Olyan mintakat kerestiink, melyek vagy csak homogén nuklearis
(AC-1) vagy csak finomszemcsés nuklearis (AC-4) mintazatot mutattak 1:5120 titerben. A
mintakban 1évé autoantitestek antigénspecifitasat SS-A/Ro60, SS-B/La, RNP, Sm, Scl-70, Jo-1

(Euroimmun), dsDNS, nukleoszoma, hiszton elleni antitest ELISA tesztekkel (Orgentec
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Diagnostika, Mainz, Németorszag), valamint Scl-70, CENP-A, CENP-B, RNS polimeraz III (11
és 155 kDa), fibrillarin, NOR-90, Th/To, PM/Scl-100, PM/Scl-75, Ku, PDGFR, Ro052 elleni
antitestek kimutatasara alkalmas scleroderma immunblot (Euroimmun) tesztcsikokkal is
azonositottuk. Azokat a szérumokat valasztottuk ki, melyek homogén magmintazat esetén
kizardlag anti-dsDNS, anti-nukleoszoma vagy anti-hiszton, finomszemcsés magmintazat esetén
pedig csak anti-SS-A és/vagy anti-SS-B ellenanyagokat tartalmaztak. A tovabbiakban 3 homogén
nuklearis (AC-1) és 3 finomszemcsés nuklearis (AC-4) pozitiv mintat hasznaltunk a keveréses

vizsgalatokhoz.

5.2.2.1 A kevert ANA mintdzatok eldallitasa

A vagy homogén vagy szemcsés magmintazata, 1:5120 végponti titer(i szérummintakbol elészor
40-szeres majd tovabbi harom tovafutd négyszeres (4x, 16x, 64x) higitast készitettiik higitd
pufferrel. Ezen el6higitasok szamitott végponti titerértékei 1:10240, 1:2560, 1:640, 1:160 voltak
az eredeti titer (1:5120) és a higulasi faktor alapjan. A homogén ¢és a finomszemcsés mintabol
késziilt 44 ilyen el6higitast 1:1 ardnyban (25 pL + 25 pL) kevertiik 6ssze egymassal az 0sszes
lehetséges kombinacidban. Ezenkiviill a 4-4 el6higitast azonos mennyiségii pufferrel is
meghigitottuk, hogy csak az egyik mintzatra pozitiv mintékat is vizsgalhassuk. Igy osszesen 16
kevert mintazattal és 4—4 izolalt mintazattal rendelkezé mintat vittiink fel a HEp-2 lemezekre
minden futtatasnal. A felvitt mintakban igy a két mintazat elvart végponti titere 1:5120, 1:1280,
1:320, 1:80 vagy nulla volt. A 3 homogén és 3 finomszemcsés mintabol 8 homogén-szemcsés
mintapart valasztottunk ki, és minden mintaparnal elkészitettiik az el6bb leirt higitdsokat €s
keveréseket. fgy minden homogén/szemcsés ANA mintazat arany esetén az adatpontok minimalis
szama 8 volt. Azokban az esetekben, ahol a megfigyelt és varhato fluoreszcencia intenzitéas/titer
kozotti kiilonbség kozel szignifikdns volt, megismételtiik az elShigitasi és keverési eljarast
ugyanazokkal a mintaparokkal, maximum 16 alkalommal. Igy egy homogén/szemcsés

mintazatarany esetén a mérési pontok maximalis szdma n=24 volt.

5.3. Az indirekt immunfluoreszcens vizsgalatok kivitelezése

Az Euroimmun Granulocyte Mosaic 13 (kataldgusszam: FC 1201-1010-13) és ANA HEp-20-10
EPa (katalogusszam: FC 1522-1010) reagenskészleteit hasznaltuk. A Kkivitelezés manualisan,

szigorian a gyarto altal megadott protokoll szerint tortént.
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5.3.1. Az ANCA IIFT kivitelezése

Az ANCA lemezen egy reakciomezdben harom 2 x 2 mm-es ,,biochip” (szubsztrattal fedett vékony
iiveglemezdarabka) volt talalhat6. A héaromféle biochipen etanollal vagy formalinnal fixalt
neutrofil granulocitak, illetve HEp-2 sejtrétegre raszort granulocitak szolgaltak szubsztratként az
autoantitestek megkdotésére. A masodlagos ellenanyag human IgG elleni kecske antitest volt,

fluoreszcein-izotiocianattal megjeldlve. A szlird mintahigitas mértéke 1:10 volt.

5.3.2. Az ANA IIFT kivitelezése
Az ANA lemezeken szubsztratként megfelelden fixalt HEp-2 sejtréteget alkalmaztunk. A 5.2.2.1

bekezdésben leirt modon elkészitett mintakbol 30 pL-t vittiink fel egy mezdre véletlenszeri
sorrendben, melyet a leolvas6 nem ismert. A masodlagos human IgG elleni kecske antitest
fluoreszcein-izotiocianattal volt megjeldlve, emellett a konjugatum oldat a sejtmagok piros

hattérfestését biztositd propidium-jodidot is tartalmazott.

5.4. A fluoreszcens lemezek kiértékelése, a mintazatleolvasas modjai

A lemezeket EUROPattern automatizalt fluoreszcens mikroszkdp és szoftvercsomag (Euroimmun,
3.7.289.14128 valtozat) segitségével értékeltiik ki, a beépitett kamera 20x-o0s objektivvel készitett
digitalis képeket, melyeket png és jpeg formatumban tarolt. A pozitiv és negativ mintak
elkiilonitését, illetve a mintazatok felismerését a beépitett automatikus képanalizis is elvégezte a
gyarto altal kifejlesztett osztalyozd algoritmusok segitségével. Ezt kdvetden a gépi eredményeket
¢és a digitalis képeket egy kalibralt szamitogépes képernydn a felhasznalo értékelte, validalta. Végiil
a lemezeket hagyomanyos vizualis leolvasassal értékeltiik epifluoreszcens mikroszkop alatt

(EUROQOStar Il Plus, Euroimmun).

5.4.1. Az ANCA lemezek értékelése

Az ANCA mintazatok hagyomanyos és képernyOn végzett leolvasasat az etanollal és formalinnal
fixalt neutrofil granulocita- és a HEp-2 sejtrétegen lathaté mintazatok alapjan az 5. tablazat alapjan

végeztik.
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Etanollal fixalt Formalinnal fixalt

Mintazat ] ] ) ) HEp-2 sejtréteg
neutrofil granulocita neutrofil granulocita

C-ANCA diffaz citoplazmatikus diffaz citoplazmatikus negativ

P-ANCA perinuklearis citoplazmatikus, | diffaz citoplazmatikus negativ

atipusos P-ANCA | perinuklearis citoplazmatikus | negativ negativ

atipusos C-ANCA | diffuz citoplazmatikus negativ negativ

sejtmag magmintazat negativ magmintazat

citoplazmatikus citoplazmatikus mintazat negativ citoplazmatikus mintazat

5. tablizat Az anti-neutrofil citoplazmatikus (ANCA) indirekt immunfluoreszcens teszt értékelése hagyomdnyos
mikroszképos és képernyén végzett leolvasdssal: ANCA és zavaré sejtmag, illetve citoplazmatikus mintdzatok.

Az EPa automatizalt képanalizis a mintdkat 'nem értékelhetd', 'negativ', 'C-ANCA', 'P-ANCA' vagy
‘atipusos ANCA' kategoriakba sorolta. A mem értékelheté' kategoriaba altalaban technikai
probléma miatt keriiltek a mintdk. Az automatizalt értékelés sikertelenségének (7/575 tesztelt
mintabol) oka buborék jelenléte, alacsony sejtslirliség vagy homalyos kép volt. Ezeket az eseteket
kizartuk az elemzésbdl, igy az dsszehasonlitasban szerepld mintdk szdma 568 volt.

Az automatizalt elemzéssel elérhetd kategoridknak valo megfeleltethetség érdekében a képernyon
torténd ¢és a hagyomanyos leolvasas 'atipusos C-ANCA' és 'atipusos P-ANCA' eredményeit
Osszevontuk egy 'atipusos ANCA' kategoriaba. A HEp-2 sejteken és az etanollal rogzitett
granulocita sejtrétegen lathato fluoreszcencia mintdzatok egyiittes értékelése alapjan az altalanos,
nem neutrofil granulocitéara specifikus nuklearis vagy citoplazmatikus sejtkomponensekhez kot6do
antitestekkel rendelkezé mintakat pedig kiilon 'ANA/ACYA interferencia’ csoportba soroltuk,

mivel ezek az antitestek bizonytalanna vagy lehetetlenné teszik az ANCA mintazat értékelését.

Ebben a tanulmanyban antinuklearis antitest (ANA) elnevezéssel kizardlag a sejtmag Gsszetevoi
elleni antitestekre utaltunk, mig a citoplazmaban talalhat6 antigének elleni antitestekre az anti-
citoplazmatikus antitest (ACyA) megnevezést hasznaltuk. Tisztaban vagyunk azzal, hogy az ANA
mintazatok nemzetkozileg elfogadott nevezéktana (ICAP) szerint az ANA kifejezés minden
antitestet magaban foglal, ami a HEp-2 sejtek nuklearis, citoplazmatikus és mitdtikus antigénjeihez
kapcsolodni tud, de mi meg akartuk kiilonboztetni a sejtmag ¢és a citoplazma elleni antitesteket,
mivel ezek feltehetden kiilonb6z6 mértékii zavard hatast gyakorolhatnak az ANCA mintazatok

felismerésére. Amikor az etanollal fixalt granulocita biochip pozitiv volt és ANA vagy ACyA
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mintazat volt a HEp-2 sejtrétegen, akkor a mintat 'ANA/ACyA interferencia' kategériaba soroltuk.
Ha az etanollal rogzitett granulocita biochip negativ volt, a mintat negativnak soroltuk be
fliggetleniil az ANA vagy ACyA jelenlététol.

Osszeségében a mintakat 5 kategoriaba osztottuk be: 'negativ', 'P-ANCA', 'C-ANCA, 'atipusos
ANCA' és 'ANA/ACyA interferencia'. A 'P-ANCA’, 'C-ANCA, ‘atipusos ANCA' és 'ANA/ACyA
interferencia’ kategoridkra egyiitt "nemnegativ’-ként, mig a 'P-ANCA', 'C-ANCA' és 'atipusos
ANCA' eredményekre pozitivként utaltunk. Mind az 6t kategoriat a hagyomanyos és a képernyon
torténd értékelésnél hasznaltuk, mig az EPa automatizalt osztalyozasa nem tudta felismerni az
ANA/ACYA interferenciat, és ezeket a mintakat - hibasan - a pozitiv ANCA alcsoportokba sorolta
('P-ANCA', 'C-ANCA, ' atipusos ANCA"). A hagyomanyos és a képerny6n torténd leolvasast — a
rutin értékelés soran alkalmazott modon— egy megfigyeld végezte.

A kategoria megadasa mellett az EPa klasszifikacios algoritmusa egy konfidencia értéket is k6zol,
amely kifejezi a besorolds megbizhatdsdgat szazalékban kifejezve. Ezenkivill a szoftver a
szlir6higitasban lathato fluoreszcencia intenzitasabol a végponti ANCA titerre is becslést ad (1:10,
1:32, 1:100 vagy 1:320). Az EPa a 1:10-es titer(i mintakat 'hatarértékii’ eredményként jeloli, de mi
ezeket a pozitiv esetekkel (titer > 1:10) egylitt vizsgaltuk és elemeztiik.

5.4.2. Az ANA lemezek értékelése

A EUROPattern automatizalt mintazatfelismerd rendszer az osztilyozds sordn az aldbbi
kategoridkba sorolja be a mintdkat: pozitiv, negativ, hatarértékli és nem értékelhetd ('?"). Tovabba
azonositani tud nyolcféle ANA mintazatot/mintazatcsoportot: nuklearis homogén (AC-1),
nuklearis szemcsés (AC-4,5), centromer (AC-3), nuklearis pontok (AC-6,7), nukleolaris (AC-
8,9,10), magmembran (AC-11,12), osztodasi ors6é (AC-25) és citoplazmatikus (AC-15 - AC-23).
Ezenkiviill a szoftver minden mintazat végponti titer értékét iS megbecsiili a sziir6higitas
fluoreszcencia intenzitasa alapjan.

A képerny6n torténd és a hagyomanyos leolvasas soran az értékelok az ANA mintazatokat
azonositottak, majd a mintazat fluoreszcencia intenzitasat (FI) becsiilték a negativ (0)/1+/2+/3+/4+
szemikvantitativ skalan. Két fiiggetlen szakért6 értékelte az Gsszes képet/lemezt, egyet nem értés
esetén kozosen ellendrizték és konszenzuson alapuld dontést hoztak.

A mintak kategorizalasahoz, a mintazatok besorolasahoz hasznalt algoritmus, az osztalyozasi
megbizhatdsag és a végponti titer becslésének paramétereit és kiiszobértékeit a gyartdé mérnokei

alapértelmezett értékekre allitottak a miiszer telepitése soran.
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5.5. Az ANCA mintazatok felismerésének és erdsségének reprodukalhatésagi
vizsgalata
Héarom alacsony vagy kdzepesen pozitiv C-ANCA, P-ANCA ¢és atipusos ANCA mintazatu mintat

Otszor-6tszor teszteltik harom kiilon napon. Osszevetettiik a felismert mintdzatot és a

fluoreszcencia intenzitas/becsiilt végponti titer értékeit mindharom kiértékelési modszer esetén.

5.6. A becsiilt végponti titer linearitasanak vizsgalata ANCA meghatirozas

esetén
A teszt linearitidsa egy adott tartomanyon beliil azt jelenti, hogy a méréssel kapott eredmények
egyenesen aranyosak az analit szintjével [110, 111]. Két C-ANCA-mintaval, két P-ANCA-
mintaval és egy atipusos ANCA mintaval dolgoztunk, kétszeres higitasi sort készitettlink, majd
meghataroztuk a végponti titert konvencionalis mikroszkdpos értékeléssel. Ezutan minden higitast
kiértékeltiink az EPa segitségével, az igy kapott becsiilt titert az elvart titer értékkel hasonlitottuk

Ossze, amit a végponti titerbdl és a higitasi tényezébdl szamitottunk.

5.7. A szamitott titer és a hagyomanyos médon meghatarozott végponti titer

korrelacidojanak vizsgalata ANCA teszt esetén
Az ANCA végponti titer értékeket 32 mintaban (11 C-ANCA, 15 P-ANCA, 6 atipusos ANCA)
hagyomanyos modszerrel hataroztuk meg (1:10 és 1:1280 kozotti kétszeres tovafutd
sorozathigitas). Az 1:10-es sziir6higitasbol késziilt kép alapjan az EPa becsiilt végponti titer
eredményeket hasonlitottuk a hagyomanyos végponti titerekkel és Spearman-féle rangkorrelaciot

végeztiink.

5.8. Az ANCA lemezek kiértékelési idejének szamitasa
Mindharom kiértékelési modszer esetén megmértik az egy futtatds Osszes lemezének
leolvasasdhoz sziikséges 1d6t, majd elosztottuk a mintdk szaméval. Négy futtatasbol atlagot €s

szorast szamitottunk.

5.9. A myeloperoxidaz és proteinaz 3 elleni antitestek meghatarozasa ELISA

vizsgalattal
Az anti-MPO/PR3 ellenanyagokat az Orgentec ELISA reagensei (katalogusszam: ORG 219 és
ORG 318) segitségével hataroztuk meg Alegria analizatoron. A referenciatartomany anti-MPO

esetén < 5 U/mL, anti-PR3 esetén pedig < 10 U/mL volt.
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5.10.A statisztikai elemzés médszerei

Az Osszes eredmény, valamint kiillon a pozitiv/negativ mintdk egyezOségét, és a Cohen-kappa
egyiitthatokat kiszamoltuk. A kiilonbdzo leolvasasi modokkal kapott mintazaterésség/titer értékek
Osszefiiggését Spearman-féle rangkorrelacios analizissel vizsgaltuk.

A kevert antinuklearis mintazatok vizsgalata soran a masodik mintazat zavard hatasat ugy
vizsgaltuk, hogy kiszamoltuk azoknak a mintaknak az aranyat, amelyekben a vizsgalt mintazat
helyesen azonositasra keriilt (egyezési arany % + 95% CI). Ezt az elemzést kiilon is elvégeztiik
azokon a mintakon, ahol csak egyetlen mintazat volt jelen (csak homogén: n = 32, csak szemcsés:
n = 44), és azokban, ahol a homogén mintazat elvart titer értéke magasabb (n = 75) vagy
alacsonyabb volt (n = 96) volt a szemcsés mintazat titerénél, illetve megegyezett (n = 61) azzal.
minta titerének fliggvényében (Spearman-féle r rangkorrelacids egyiitthatd + 95% CI).

Végiil a masodik mintazat okozta interferenciat (alul/feliillmérés, maszkolas) részletesen elemeztiik
a fluoreszcencia intenzitasok medianjainak Osszehasonlitasaval (Kruskal-Wallis, majd Mann—
Whitney tesztek).

A statisztikai elemzésekhez, illetve az abrak készitéséhez a GraphPad Prism és Microsoft Excel

szoftvert hasznaltuk. A statisztikai teszteknél a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. Az ANCA vizsgalatok eredményei

6.1.1. A mintazat felismerésének és er0sségének reprodukalhatdsaga

Hérom alacsony vagy kozepesen pozitiv C-ANCA, P-ANCA ¢és atipusos ANCA mintat teszteltiink
OtszOr harom kiilonb6zd napon. Hagyomanyos és képernydn torténd leolvasassal mindharom
mintaban minden ismétléssel az elvart mintazatot kaptuk. Az automatizalt képanalizissel mind a
15 mérés ugyanazt a mintazatot adta a P-ANCA pozitiv mintaval, a C-ANCA pozitiv mintaval a
vart eredményt kaptuk 14 alkalommal (egyszer 'nem értékelhetd' volt), az atipusos mintaval pedig
13 alkalommal (egy-egy alkalommal "negativ", illetve "P-ANCA" volt).

A Dbecsiilt végponti titerek jo reprodukalhatésagot mutattak, az 6sszes eredmény a median + egy
higitasi 1épés tartomanyban volt mindharom mintazat esetében (az adatokat nem mutatjuk). A
fluoreszcenciaintenzitds reprodukalhatdsaga is elfogadhato volt. A képernydn torténd értékelés
soran a C-ANCA ¢s a P-ANCA pozitiv minta esetén 15-sz0r 2+, az atipusos ANCA minta esetén
10-szer 1+, 5-szor 2+ erdsséget olvastunk le. A hagyomanyos értékelés soran a C-ANCA pozitiv
minta 3-szor +/-, 8-szor 1+, 4-szer 2+, a P-ANCA pozitiv minta 11-szer 1+, 4-szer 2+, az atipusos
ANCA minta 15-szor 1+ intenzitas értéket kapott.

A 15 ismétlés alatt az EPa algoritmus altal megadott konfidencia értékek atlagai 84,7%, 80,2%,
86,0%, mig a variacios egyiitthatok 5,25%, 4,35%, 5,85% voltak a C-ANCA, P-ANCA, illetve az
atipusos ANCA pozitiv minta esetében. A konfidencia érték nem volt alacsonyabb, amikor az
algoritmus a mintat rosszul osztalyozta, tehat ugy tiinik, hogy nem segiti a hibas besorolas

felismerését (az adatokat nem mutatjuk).

6.1.2. A becsiilt titer dinamikus tartomanyanak és linearitdsanak vizsgélata

Az erGs pozitiv mintdk sorozathigitasaval kozel linearis valaszt kaptunk az 1:10-1:80
tartomanyban, de a gorbék ellaposodtak, amikor a titerbecslés elérte az 1:320 értéket (7. abra).
Erdekesség, hogy mindkét C-ANCA pozitiv mintdnal jelentds alamérést lehetett latni magas
antitest-koncentracioknal (high dose hook effect).
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1. dbra A digitalis kép fluoreszcencia intenzitasabol a EUROPattern (EPa) képanalizis altal becsiilt titer érték a
konvencionalis értékeléssel kapott végponti titerbol és a higitasi tényezobdl szamolt vart titer fiiggvényében. Két C-
ANCA (A és B), két P-ANCA (C és D) és egy atipusos ANCA (E) pozitiv minta kétszeres tovafuto higitdsat készitettiik
el a sziirési higitasbol (1:10) elindulva. Az EPa dltal becsiilt ANCA titer 1:10, 1:32, 1:100 vagy 1:320 értéket vett fel.

6.1.3. Az EPa becsiilt titer és a hagyomanyos végponti titer korrelacidéjanak vizsgélata

32 mintanal (11 C-ANCA, 15 P-ANCA, 6 atipusos ANCA) az 1:10-es szlir6higitasbol késziilt kép

alapjan az EPa altal becsiilt végponti titer eredményét hasonlitottuk 6ssze a hagyomanyos modon

titralassal meghatarozott értékkel (8. abra). Az Gsszes mintat egyiitt vizsgalva a Spearman-féle r

egyiitthatd 0,70 volt (p < 0,001). Erésebb korrelaciot lehetett megfigyelni a P-ANCA (r = 0,74, p

=<0,001) pozitiv mintak esetén. Az atipusos ¢€s diffuz citoplazmatikus ANCA pozitiv szérumoknal
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az Osszefliggés nem volt szignifikans, de az egyiitthaté mérsékelt korrelaciot mutatott (r = 0,66, p
= 0,33, illetve r = 0,58, p = 0,06).
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8. dbra A digitdlis kép fluoreszcencia intenzitisabol a EUROPattern (EPa) képanalizis dltal becsiilt titer érték a
konvenciondalis értékeléssel kapott végponti titer fiiggvényében. Az EPa dltal becsiilt ANCA titer 1:10, 1:32, 1:100 vagy
1:320 értéket vett fel. Az adatpontok értékeit kis mértékben véletlenszeriien modositottuk a jobb lathatosag kedvéert.
A nyilak két C-ANCA mintat mutatnak, amelyeknél nagydozisu hook effektus jott létre.

6.1.4. A negativ és nemnegativ mintdk elkiilOnitése

Mivel az ANCA vizsgalatra kiildott mintak tobbsége negativ (a mi tanulmanyunkban a szérumok
70,6%-a), eldszor azt vizsgaltuk, hogy a negativitds megitélése mennyire pontos a kiilonb6zd
értekelési modokkal.

Osszesen 568 minta adatait elemeztiik ki. A konvencionalis leolvasas alapjan negativnak mindsitett
401 mintabol 328-at (81,8%) negativnak mindsitett az automatizalt képértékelés is (6. tablazat). Az
alpozitiv mintak szama 73 volt, ebbdl 6, 19, illetve 48 mintat osztalyozott az algoritmus P-ANCA,
C-ANCA, illetve atipusos ANCA-nak. Az 0Osszes ilyen minta gyenge/hatérérték pozitivitast
mutatott az EPa rendszerrel [becsiilt titer 1:10 (69 minta) és 1:32 (4 minta)]. A negativ eredmények

egyezése 95,3%-ra emelkedett (382/401), amikor a képeket a képernydn értékeltiik (7. tablazat).
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EUROPattern képelemzd algoritmus
Hagyomanyos . i i atipusos | ANA/ACYA | .
értékelés negativ. | P-ANCA | C-ANCA ANCA | interferencia | ©5%°°"
negativ 328 6 19 48 401
P-ANCA 20 3 23
C-ANCA 1 14 2 17
atipusos
ANCA 5 9 3 30 47
ANAJACYA 1 23 4 52 80
interferencia
0sszesen 334 59 40 135 568

6. tablizat A EUROPattern képelemzd algoritmus osztalyozasi eredményei dsszehasonlitva a hagyomanyos
mikroszkopos értékeléssel.

KépernyOn végzett értékelés
Hagyomanyos . i ) atipusos | ANA/ACYA | .
értékelés negativ | P-ANCA | C-ANCA ANCA | interferencia | *>%7%5"
negativ 382 1 6 12 401
P-ANCA 21 1 1 23
C-ANCA 16 1 17
atipusos
ANCA 1 45 1 47
ANAJACYA 1 3 76 80
interferencia
Osszesen 382 22 19 56 89 568

7. tablizat A képernyén végzett értékelés osztalyozdsi eredményei Gsszehasonlitva a hagyomdnyos mikroszkopos
értékeléssel.

167 minta keriilt a nemnegativ csoportba a konvencionalis mikroszkoppal torténé leolvasassal: 23
(4,0%) P-ANCA, 17 (3,0%) C-ANCA, 47 (8,3%) atipusos ANCA ¢és 80 (14,1%) értékelhetetlen
volt interferalo6 antitest miatt (ANA/ACyA interferencia). A nem értékelhetd eredmények tobbségét
ANA jelenléte okozta (80-bol 74, 93%). A nemnegativ mintdk korében a konvencionalis
leolvasassal valo egyezés kivald volt az automatizalt (161/167 = 96,4%) és tokéletes (100,0%) a
képernydn torténd kiértékelési mod esetén. Csak 5 atipusos ANCA és 1 ANA pozitiv minta

esetében volt negativ az EPa (6. tablazat), ezeket is helyesen mindsitették az értékelok a képernyd
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elott (7. tablazat). Osszességében az automatizalt képértékelés eredményeinek 86,1%-a (489/568)
volt 6sszhangban a szokasos, konvencionalis értékeléssel, mig a konkordancia 96,7% -ra nétt
(549/568) a képek képernydn torténd attekintése utan.

A valdos C-ANCA, P-ANCA vagy atipusos ANCA pozitiv eredmények (EPa automatizalt és
konvencionalis értékelés is pozitiv, n = 82) esetén a besorolas biztonsagat mutatd konfidencia érték
medianja jelentésen magasabb volt, mint az alpozitiv (EPa pozitiv, de hagyomany leolvasas
negativ, n = 73) csoportban (93% Vs 83%, p < 0,001). A valods negativ (n = 328) és hamis negativ
(n = 6) csoportok konfidencia értékeinek Gsszehasonlitasa nem mutatott szignifikans kiilonbséget
(9. abra).
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P P
1004 —— - S
90
£ ]
= 807 |
8
S 70
.S
Q
s 604 —
=
g 504 —
(4
40+ e
30 | T T T
valodi hamis valodi hamis
pozitiv pozitiv negativ negativ

9. dbra Az automatikus képértékelés konfidencia értékei a valodi pozitiv (EPa automatizdlt és konvenciondlis értékelés
is pozitiv, n = 82), hamis pozitiv (EPa pozitiv, de a hagyomdadny leolvasds negativ, n = 73), valodi negativ (EPa
automatizalt és konvencionalis értékelés is negativ, n =328) és hamis negativ (EPa negativ, de hagyomany leolvasas
pozitiv, n =6) eredményekhez. A statisztikai értékeléshez Bonferroni-korrigdalt Mann-Whitney-tesztet alkalmaztunk;
n.s.: p>0,05, ***: p<0,001.

6.1.5. A mintak osztalyozdsa mintdzatfelismerés alapjan

A EUROPattern automatizalt értékelése a mintak 69,0%-at helyesen sorolta be (6sszesen 392: 328
negativ, 20 P-ANCA, 14 C-ANCA, 30 atipusos ANCA), ha az ANCA mintazatot is figyelembe
vessziik (6. tablazat). A jol osztalyozott mintak aranya 95,1%-ra emelkedett, amikor a leolvasé a

képernyd el6tt dolgozott (7. tablazat). A Cohen-féle kappa egylitthato 'mérsékelt' egyezést mutatott
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a konvencionalis mikroszkopos és a szamitogépes algoritmikus értékelés kozott (x = 0,446, 95%
ClI: 0,396-0,495), ¢és 'nagyon jo' egyezést a hagyomanyos €s a képernyds kategorizalas kozott (k =
0,900, 95% CI: 0,864-0,936). Ha a gépi algoritmus eredményességét nézziik, akkor a helyesen
azonositott mintdk ardnya a legmagasabb a P-ANCA pozitiv (87,0%), legalacsonyabb az atipusos
ANCA pozitiv (63,8%) szérumok kozott volt (10. abra). A képértékeld algoritmus nem képes
megkiilonboztetni az antinuklearis vagy anti-citoplazmatikus zavard antitesteket az ANCA-t6l,
ezért az ANA/ACyA pozitiv mintakat foként atipusos ANCA-nak vagy kevésbé gyakran P-ANCA-
nak sorolta be. Hangsulyozni kell azonban, hogy egyetlen pozitiv P-ANCA vagy C-ANCA mintat
sem kategorizalt az EPa negativnak. A helyesen osztalyozott mintak aranya 91,3% és 95,7% kozott

valtozott, ha a mintazatot human értékel6 azonositotta a szamitogép képerny6jén (10. abra).
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negativ P-ANCA C-ANCA atipusos  ANA/ACyA
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OEUROPattern képelemz0 algoritmus B Képerny on torténd mintazatfelismerés

10. abra A EUROPattern képelemzo algoritmus osztalyozasanak és a felhasznalo dltal képernyon vegzett
mintdazatfelismerés dsszehasonlitasa: a helyesen, a hagyomdnyos mikroszkopos értékeléssel azonosan kategorizalt
mintak aranya.

Az automatizalt képértékelés helytelen besoroldsa nagyrészt annak tudhat6 be, hogy az interferalo
antitesttel (ANA vagy ACyA pozitiv) rendelkez6 mintakat atipusos ANCA-ként (n = 52) vagy P-
ANCA-ként (n =23) és a negativ mintakat atipusos ANCA-ként (n = 48) vagy C-ANCA-ként (n =
19) kategorizalta. A képerny6n torténd értékelés soran a helytelen osztalyozas kozott eléfordult a
negativ mintdk ANA/ACyA pozitiv (n = 12) vagy atipusos ANCA pozitiv (n = 6), valamint az
ANA/ACyA pozitiv mintak atipusos ANCA pozitiv (n = 3) kategoriaba vald sorolasa.
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Sajnos a tesztelt betegek diagnozisaval az eredményeket nem volt médunk 6sszevetni, de a mintak
tobbségénél (428/568) az anti-PR3/MPO antitestek mérése megtortént. Az anti-PR3 pozitivitas jol
ismert és erds asszociaciot mutat a C-ANCA, mig az anti-MPO pozitivitas a P-ANCA mintazattal,
igy ezek a mérések segithetnek az IIF vizsgalatok értékelésének megitélésében. Az ELISA ¢és az
IIF vizsgalatok eredményeinek osszevetése lathato a 8. tablazatban. Altalanossagban elmondhato,
hogy az EPa automatizalt értékelés érzékenysége valamivel magasabb, mint a masik két értékelési
modé, de ennek az az ara, hogy az alpozitiv esetek szama né (anti-PR3 esetén: 25 szemben a 7 és

10 mintaval, valamint anti-MPO esetén: 30 szemben a 6, illetve 6 mintaval).

ELISA Hagyomanyos EPa képelemz6  Képernyon
eredmény értékelés algoritmus végzett értékelés
anti-PR3 pozitiv  8/12 (66,7%) 9/12 (75,0%) 7112 (58,3%)
(n=12) C-ANCA C-ANCA C-ANCA

anti-PR3 negativ. =~ 409/416 (98,3%)  391/416 (94,0%)  406/416 (97,6%)
(n=416) nincs C-ANCA nincs C-ANCA nincs C-ANCA

anti-MPO pozitiv ~ 17/25 (68,0%) 23/25 (92,0%) 16/25 (64,0%)
(n=25) P-ANCA P-ANCA P-ANCA

anti-MPO negativ  397/403 (98,5%)  373/403 (92,6%)  397/403 (98,5%)
(n=403) nincs P-ANCA nincs P-ANCA nincs P-ANCA

8. tablazat Az ELISA és a haromféle modon kiértékelt IIF vizsgalat eredmeényeinek 6sszevetése

6.1.6. Az antinukledris és anti-citoplazmatikus antitestek hatdsa a mintazatfelismerésre

Az antinuklearis és anti-citoplazmatikus antitestek mintazatfelismerésre kifejtett zavard hatasanak
vizsgalatdhoz a kappa koefficienst mint az egyez0ség mérdszamat kiszamoltuk ugy is, hogy a
mintakat az ANA (n=236) és az ACyA (n= 146) pozitivitasa alapjan csoportositottuk (9. tablazat).
Az ANA/ACYA pozitiv mintak szama viszonylag magas volt, de ezek az antitestek csak 80 esetben
zavartak az ANCA-értékelést olyan mértékben, hogy az nem volt értékelhetd. Az egyezés az
automatizalt és hagyomanyos értékelés kozott szignifikansan gyengébb volt, ha ANA mintazat volt
lathato a HEp-2 sejteken (Cohen-féle kappa: 0,534 az 0,335-hoz képest), de az ACyA jelenlétének

ugyanilyen hatasa nem volt kimutathato. Nem volt kiilonbség a képernydn végzett és a
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hagyomanyos leolvasas eredményei kozotti egyezoségben, az ANA/ACYA jelenléte nem rontotta
le azt.

Antinuklearis Anti-
antitest (ANA) citoplazmatikus
antitest (ACyA)
negativ pozitiv negativ  pozitiv
(n=332)  (n=236) (n=422)  (n=146)
* *
EPa képelemz6 algoritmus (00’543;140_ (06323755_ (8’5'12?_ (8’383_
vs. hagyomanyos értékelés 0,628) 0,395) 0.521) 0,494)
Képernyon végzett értékelés (g’gﬂ_ (8’222_ (8’251_ (8’323_
vs. hagyomanyos értékelés ’ ’ ’ ’
0,943) 0,948) 0,957) 0,924)

9. tablazat Az antinuklearis vagy anti-citoplazmatikus antitestek hatdsa a mintdik besoroldsara: Az EPa automatikus
képelemzés és a képernyon végzett értékelés egyezésége a hagyomanyos értékeléssel antinuklearis vagy anti-
citoplazmatikus antitestek jelenlétében és hidanydaban. Az egyezés mértékét Cohen-kappa egyiitthatoval fejeztiik ki (95%
Cl). *: p<0,05

6.1.7. A gépi és képerny0 elbtti kiértékelés hatdsa a leolvasasi idOre

Az autofokuszalas, a képfelvétel és az automatikus értékelés egy reakciomezon 63,8 £ 1,5

c gy

kiértékelési idovel. A hagyoményos leolvaséassal 79,5 £ 9,0 mésodpercet vett igénybe egy mezd
leolvasasa, mig egy minta kiértékeléséhez a képernydn joval kevesebb iddre volt sziikség (46,8 +

2,4 mésodperc, p <0,001).
6.2. A kevert ANA mintazatok vizsgalatinak eredményei

6.2.1. Az egy vagy tobb ANA mintazattal rendelkez6 mintdk gyakorisaga

Osszesen 10 587 mintan végeztiink ANA HEp-2 |IF tesztet laboratériumunkban 2019. marcius 1.
és 2019. december 31. kozott. A negativ eredmények szama 5858 volt (55,3%), 3499 minta
(33,0%) csak nuklearis, 334 minta (3,2%) csak citoplazmatikus és 95 minta (0,9%) csak mitotikus
mintazatot mutatott, tovabba 801 szérum (7,6%) kiilonb6z6 kombinacidban tobb mintdzattal is

rendelkezett ebbdl a harom mintazatcsoportbol (11. abra).
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11. abra Teriilet aranyos Venn-diagram, ami a Laboratoriumi Medicina Intézetben 2019.03.01 és 12.31. kozétt
elvégzett 10 587 HEp-2 vizsgdlat eredményének eloszlasat mutatja.

A 4291 nuklearis pozitiv mintabol 2 786 (64,9%) csak egy, 1 396 (32,5%) kettd, mig 109 (2,5%)
harom kiilonb6zé magmintazatra volt pozitiv. A citoplazmatikus és mitotikus pozitivitdsnal 15
(1,4%) és 4 (2,5%) mintanal két kiilonb6z6 citoplazmatikus, illetve mitotikus mintazat volt jelen.
Tehat egynél tobb mintazat leggyakrabban a nukledris ANA pozitiv szérumok kozott fordult eld.
A homogén (AC-1) és a szemcsés (AC-4,5) magmintazat kombinacioja messze a leggyakoribb volt
(10. tablazat).

Mintazat-kombinacié N %
homogén (AC-1) + szemcsés (AC-4,5) 937 62,3%
homogén (AC-1)+ nukleolaris (AC-8,9,10) 256 17,0%
szemcsés (AC-4,5) + nukleolaris (AC-8,9,10) 99 6,6%
szemcsés (AC-4,5) + néhany nuklearis pont (AC-7) 67 4,5%
homogén (AC-1) + néhany nuklearis pont (AC-7) 45 3,0%
homogén (AC-1) + centromer (AC-3) 25 1,7%
szemcsés (AC-4,5) + t6bb nuklearis pont (AC-6) 17 1,1%
homogén (AC-1) + tobb nuklearis pont (AC-6) 12 0,8%
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Mintazat-kombinacio N %

szemcsés (AC-4,5) + centromer (AC-3) 11 0,7%
egyéb 36 2,4%
Osszesen 1505 100%

10. tdblazat A leggyakoribb magmintdzat-kombindciok és gyakorisaguk a Debreceni Egyetem Laboratoriumi
Medicina Intézetben a tiz hénapos idészakban végzett HEp-2 indirekt immunfluoreszcens vizsgalatok kozott.

6.2.2. Az elvart mintazattal vald egvezés a zavardé masodik mintazat jelenlétében

6.2.2.1 A szemcsés magmintdzat hatasa a homogén magmintazat felismerésére

Azokat a mintdkat, amelyek csak homogén mintazatot mutattak, a hagyomanyos és a képernyén
végzett értékeléssel is 100%-ban sikeriilt megfeleléen osztalyozni, mig az EPa besorolasa
szignifikansan pontatlanabb volt (60,7%, p = 0,0002) (12. abra). Az EPa alacsonyabb hatékonysaga
az izolalt homogén pozitivitas felismerésében nagyrészt azzal magyarazhatd, hogy alacsonyabb
talalati arannyal ismeri fel a legalacsonyabb, 1:80 titer(i mintazatot. Amikor kiilon vizsgaltuk az
1:320, 1:1280 és 1:5120 titerii csak homogén pozitiv mintakat, a felismerés aranya mar 80,9% volt
(4bran nem mutatjuk be).

Ha a homogén mintazat titere magasabb, mint a szemcsés mintdzaté, akkor a zavard szemcsés
mintédzat jelenlétében az egyezés 100% hagyomanyos és 97% képernydn végzett értékelés esetén,
ugyanakkor az EPa kép elemzésének egyezési aranya (83%) kissé, de szignifikansan alacsonyabb
volt (p = 0,0002, illetve p = 0,0028). Az egyezés szazaléka csokkent, ha a zavar6 mintazat titere
azonos (hagyomanyos: 90,2%, képernyds: 86,9%, EPa: 78,7%) vagy magasabb volt
(hagyomanyos: 55,2%, képernyés: 50,0%, EPa: 54,2%), mint a homogén mintazat titere (12. abra).
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12. abra A szemcsés mintdzat hatisa a megfigyelt és a vart mintdzat egyezésére homogén mintdzat esetén
hagyomanyos, képernyon végzett és EPa automatikus értékelés soran. A homogén mintazat felismeréset vizsgaltuk
interferalo szemcsés mintdzat nélkiil és akkor, amikor a homogén mintdazat titere magasabb, egyenld vagy alacsonyabb
a zavaré mintdzaténdl. A jelolok az egyezés ardanydt, a hibavonalak annak 95%-0s konfidencia intervallumdt mutatjdak
(**p < 0,01, ***p < 0,001).

6.2.2.2 A homogén magmintazat hatdsa a szemcsés magmintazat felismerésére

A csak szemcsés mintazatu mintak azonositasi aranya 100% volt hagyomanyos és képernyon
végzett értékelésnél, mig az EPa esetében csak 63,6% (p < 0,0001) (13. abra). Hasonldan a
homogén mintazathoz, a csak szemcsés mintazat felismerési szazaléka is jobb volt az EPa esetében,
ha a titer > 1:320 (87,5%, abran nincs megjelenitve).

A szemcsés mintazat felismerési aranya a homogén mintizat jelenlétében hagyomanyos és
képernydn végzett leolvasassal 87%, illetve 90% volt, abban az esetben, ha a finomszemcsés
mintdzat szintje magasabb volt, mint a zavar6 homogén mintazaté. Az EPa automatikus elemzés
felismerési aranya jo volt (69,8%), de szignifikansan gyengébb a masik két modszerhez képest (p

=0,0052 és p =0,0007). Amikor a két mintazat titere azonos volt, az egyezési arany 14,8% volt az

EPa hasznélataval, mig a szemcsés magmintazatot hagyomanyos €s képernyon végzett értékeléssel
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jelentdsen magasabb hanyadban azonositottuk helyesen (45,9%, p = 0,0002, illetve 54,1%, p <
0,0001). Az egyezési arany 20% alatt volt, amikor a zavar6 mintazat szintje magasabb volt, mint a

szemcsés mintazaté (hagyomanyos: 2,7%, képernyds: 10,7%, EPa: 1,3%) (13. abra).
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13. dbra A homogén mintazat hatisa a megfigyelt és a vart mintdzat egyezésére szemcsés mintdzat esetén
hagyomanyos, képernyon végzett és EPa automatikus értékelés soran. A szemcsés mintazat felismeréset vizsgaltuk
interferalo homogén mintazat nélkiil és akkor, amikor a szemcsés mintazat titere magasabb, egyenlo vagy alacsonyabb
a zavaré mintdzaténdl. A jelolok az egyezés ardnydt, a hibavonalak annak 95%-0s konfidencia intervallumdt mutatjak
(*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001).

6.2.3. A megfigvelt és a vart fluoreszcencia intenzitas/titer korrelacioja

6.2.3.1 Vizsgalt mintazat: homogén magmintdzat, zavaré mintdzat: finomszemcsés magmintazat
A homogén mintazat fluoreszcencia intenzitdsa a hagyomanyos €s a képernyon végzett értékelési
modszerekkel erds korreldciot mutatott a vart titerrel mind a finomszemcsés mintdzat jelenléte,
mind a hidnya esetén (Spearman r rangkorrelacios egyiitthaté: 0,79-0,99). Ezzel szemben az EPa
automatikus képértékelés becsiilt titerértékei sokkal kevésbé voltak pontosak (14. abra). Zavaro
szemcsés mintazat nélkiil ennél a kiértékelési modnal nem is volt szignifikans a korrelacio a

homogén mintdzat elvart és megfigyelt titere kozott, ami azzal magyardzhato, hogy az 1:80 titeri
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mintaknal a mintazat felismerés hatékonysaga csokkent volt, mig 1:320 és afeletti titernél jelentds
tulbecslést lehetett tapasztalni. Szemcsés mintazat jelenlétében a homogén mintazat vart és észlelt
titer értékei kozott mérsékelt, de szignifikans korrelaciot meg lehetett megfigyelni (r: 0,44-0,72,
minden p-érték <0,01) az EPa automatikus képértékelés esetében is.

A zavard szemcsés mintazat titerének valtozasa nem befolyasolta szignifikdnsan a vizsgalt
homogén mintazat elvart és észlelt titerének/fluoreszcencia intenzitasanak korrelaciojat (14. abra).

A homogén mintazat megfigyelt ¢s vart
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14. dbra A homogén mintazat haromféle kiértékelési moddal megfigyelt titer/fluoreszcenciaintenzitdas értékeinek
korrelacioja a vart titerrel zavaro szemcsés mintazat nélkiil és jelenlétében. A jelolok a Spearman-féle r korrelacios
egyiitthatot, a hibavonalak annak 95%-o0s konfidencia intervallumat mutatjak (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

6.2.3.2 Vizsgalt mintdzat: finomszemcsés magmintdzat, zavaro mintdzat: homogén magmintdazat
A rangkorrelacio er6s volt (r: 0,80-1,00) a szemcsés mintazat észlelt és vart fluoreszcencia
intenzitasa kozott a hagyomanyos és képernydn végzett értékeléseknél, de csak akkor, ha a zavar6
homogén mintdzat hianyzott vagy annak titere 1:1280 alatt volt. Az automatikus képértékelés

ebben a tartomanyban erdstdl gyenge Szintig terjedd korrelaciot mutatott (r: 0,83-0,33). Alacsony

szintli korrelaciot talaltunk (r < 0,5) minden értékelési tipusban, ha a homogén mintazat jelen volt
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1:1280 vagy 1:5120 titerben. Az EPa becsiilt titer és az elvart titer kozott nem volt szignifikans
korrelacié, amikor a homogén mintazat titere 1:5120 volt. Osszességében a korrelacié jelentdsen
csokkent a zavard mintazat titerének novekedésével (15. abra).

A szemeses mintazat megfigyelt és vart
értékeinek korrelacidja
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15. abra A szemcsés mintazat haromféle kiértékelesi moddal megfigyelt titer/fluoreszcenciaintenzitds értékeinek
korrelacioja a vart titerrel zavaro homogén mintdzat nélkiil és jelenlétében. A jelolok a Spearman-féle r korrelacios
egyiitthatot, a hibavonalak annak 95%-o0s konfidencia intervallumat mutatjak (**p < 0,01, ***p < 0,001, ****p <
0,0001).

6.2.4. A szemcsés magmintizat homogén magmintazatra kifejtett zavard hatdsanak részletes

elemzése
A vart 1:80 (1+) pozitiv homogén mintak esetén a homogén mintazat megfigyelt fluoreszcencia
intenzitdsa a hagyomanyos és képernyén végzett értékelés soran szignifikansan (p < 0,001)
alacsonyabb volt, mint a FI a szemcsés mintazat nélkiili mintakban, ha a zavaré szemcsés mintazat
titere 1:1280 vagy annal magasabb volt (16. abra A-B). Ugyanezt nem lehetett megitélni az EPa
esetén, mert a zavard mintdzat hianyaban az 6sszes homogén mintat 'nem értékelhetd’ kategoriaba
sorolta és nem adott meg becsiilt titert. Azonban - hasonléan a mas két értékelési tipushoz -, ha a

homogén mintazat elvart titere 1:80 volt és a szemcsés mintdzat titere > 1:1280 volt, a homogén
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mintazatot legtobbszor nem ismerte fel a képelemz6 algoritmus (16. abra C). A homogén mintazat
erdsségének ugyanilyen alulbecslése lathato a 16. abra D—E részén (homogén mintazat 1:320 vagy
2+), de a kiilonbségek itt nem szignifikansak. Szignifikans negativ interferencia nem lathato, ha a
homogén mintazat vart titere 1:1280 vagy 1:5120, fiiggetlentil attol, hogy a szemcsés mintazat
titere mennyire magas (16. abra G-L). Ugyanakkor szignifikans (p = 0,0147) feliilmérés
tapasztalhaté a homogén mintdzat képernydn megfigyelt fluoreszcencia intenzitasaban, ha a vart
homogén mintazat titer 1:1280 és zavar6 szemcsés mintazat van jelen 1:320 titerben (16. abra H).
Ugyanez a pozitiv interferencia tendenciaszertien lathat6 a 16. abra D, E és G részén is (p = ns.).
A homogén mintazat erésségének megitélésében az EPa becsiilt titer a legkevésbé pontos, amit a
még zavaro antitest hianyaban is megmutatkozé szamottevo talbecslés jol mutat (16. abra F és I).
Ezenkiviil vilagosan lathato, bar statisztikai tesztekkel nem elemeztiik, hogy egy masodik szemcsés

mintazat jelenlétében a homogén mintazat erdssége nagyobb variabilitassal hatarozhatdé meg.
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16. dbra A szemcsés mintizat homogén mintdzatra kifejtett zavaré hatdsdinak részletes elemzése. Minden adatpont
egy megfigyelt fluoreszcenciaintenzitast (F1; a "Hagyomdnyos értékelés"” és a "Képernydn végzett értékelés" esetében)
vagy lititer értéket (az "EPa képelemzd algoritmus” esetében) mutat egy adott keverékben, amiben mind a vizsgdlt
homogén, mind a zavaro szemcsés mintdzat titere ismert (szamitott). Az egyes keverékekben megfigyelt homogén
mintdzat Fl/titer az y-tengelyen (a vastag szakaszok a medidanértékeket mutatjak), mig az interferdlo szemcsés mintdzat
titerét az x-tengelyen dbrazoltuk. A homogén mintdzat vart Fl vagy titer értékét a szaggatott vonal jelzi. Interferencia
hidnyaban és az erdsség tokéletes leolvasdsa esetén az osszes adatpont a szaggatott vonalakon lenne. Az
osszehasonlitashoz Kruskal-Wallis és Mann-Whitney teszteket haszndaltunk. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001.



6.2.5.A homogén magmintizat szemcsés magmintazatra kifejtett zavard hatisanak részletes

elemzése
Az 1:80 titeri szemcsés mintazat mintak megfigyelt fluoreszcencia intenzitasa hagyomanyos és
képernyOn végzett értékeléssel szignifikansan alacsonyabb volt (p értékek: <0,0001-t61 0,0378-iQ),
ha a zavard6 homogén mintazat titere > 1:320 (17. abra A és B). Ez a negativ irdnyban hat6
interferencia statisztikai teszttel nem volt igazolhaté az EPa értékelésénél, mivel a referenciaként
hasznalt hatarérték pozitiv mintaknal sok alnegativ eredményt kaptunk (17. abra C). Az Osszes
olyan keveréknél, ahol a szemcsés mintazat vart titere > 1:320 és a zavar6 homogén mintazat titere
> 1:1280, a szemcsés mintazat erdsségének szignifikans alulbecslését lattuk (p értékek: <0,0001-
t61 0,0158-ig), kivéve kettd kombinaciot (17. abra D-G, I, J, L). Valdjaban ebben a két esetben is
valoszintsithetd negativ interferencia, csak az alulbecslés nem szignifikans 1:1280, csak 1:5120
titeri zavar6 homogén mintazat mellett (17. abra H és K, p =0,0051, illetve p =0,0036). Kis
mértékii, de nem szignifikans (p = ns) a szemcsés mintazat Fl-nak talbecslése a képernyén végzett
értékelés soran azokon a mintakon, ahol a zavaré homogén mintazat titere 1:80 (17. abra B és H).
Az EPa becsiilt titer pontatlansdga feltlind a zavaré homogén mintdzat nélkiili hatarérték pozitiv
szemcsés mintazati mintak esetében (17. abra C). Hasonldan a szemcsés mintazat zavard
hatasahoz, a szemcsés mintazat fluoreszcencia intenzitasanak megitélése is bizonytalanabb,

nagyobb szdrassal olvashaté le egy masodik homogén mintézat jelenlétében.
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17. abra A homogén mintizat szemcsés mintdzatra kifejtett zavard hatasdnak részletes elemzése. Minden adatpont
egy megfigyelt fluoreszcenciaintenzitast (FI; a "Hagyomdnyos értékelés” és a "Képernyon végzett értékelés"” esetében)
vagy l/titer értéket (az "EPa képelemzd algoritmus” esetében) mutat egy adott keverékben, amiben mind a vizsgalt
szemcsés, mind a zavaro homogén mintdzat titere ismert (szamitott). Az egyes keverékekben megfigyelt szemcsés
mintazat Fl/titer az y-tengelyen (a vastag szakaszok a medianértékeket mutatjak), mig az interferalo homogén mintazat
titerét az x-tengelyen abrazoltuk. A szemcsés mintdzat vart FI vagy titer értékét a szaggatott vonal jelzi. Interferencia
hianydban és az erdsség tokéletes leolvasdisa esetén az dsszes adatpont a szaggatott vonalakon lenne. Az
osszehasonlitashoz Kruskal-Wallis és Mann-Whitney teszteket haszndltunk. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001,
****p < 0,0001.
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7. Megbeszélés

7.1. Az ANCA vizsgalatok eredményei

Az ANCA kimutatds elengedhetetlen szamos autoimmun ¢és gyulladasos megbetegedés
diagnosztikajaban. Ugyan tobb tanulmany kimutatta, hogy az antigén-specifikus tesztek jobban
elkiilonitik az ANCA-asszocialt vasculitisszel rendelkez6 betegeket a betegkontrolloktol, mint az
IIF vizsgalat [46, 112-114], de az tovabbra is nagy segitség nyujt, ha az anti-PR3/anti-MPO tesztek
eredménye és a klinikum egymasnak ellent mond [46, 112-115]. Emellett az IIFT fontos az olyan
diagnosztikai laboratoriumokban, amelyek jelentés mennyiségben kapnak mintat nem-vasculitises
betegektol.

Az ANCA vizsgalatok teriiletén célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az Euroimmun EUROPattern
(EPa) automatizalt IIF mikroszkopos rendszert [116, 117] és Osszehasonlitsuk a szamitogéppel
segitett értékelési modokat a hagyomanyos leolvasassal nagyszamu, olyan rutin mintan, melyek az
immunologia, reumatoldgia, nefroldgia, gasztroenteroldégia ¢és hepatoldgia szakteriiletek
szakorvosaitol érkeztek, igy az ANCA meghatarozas minden indikacidjat lefedik.

Eldszor az IIF rendszer analitikai megbizhatdsagat teszteltiik. Az ismételhetdségi vizsgalatunk jo
reprodukélhatdsagot mutatott az EPa automatikus értékelés esetében. A P-ANCA, a C-ANCA és
az atipusos ANCA mintdzatot mutatdé alacsony vagy hatarértékli pozitiv mintdkat minden
futtatasban az elvartnak megfeleléen osztalyozta az algoritmus, csak egy teszt adott negativ
eredményt. Ez lehetett mintastabilitdsi probléma, mivel a rendelkezésre all6 alacsony
szérummennyiség miatt a mintat nem fagyasztottuk le és a negativ eredményt az utols6 napon
kaptuk, bar a reagens leirat szerint a szérumok +2°C és +8 °C kozotti hémérsékleten 14 napig
tarolhatok.

A kép fluoreszcenciaintenzitasabol szamolt titer linearitasa elfogadhaté volt az 1:10-1:100
tartomanyban, de efelett a gorbe ellaposodott. Ez valdszintileg a fluoreszcenciaintenzitas és a 8
bites kamera altal digitalizdlhato fényintenzitas tartomanyai kozotti nagy kiilonbségre vezethetd
vissza. Mivel a gyarté nem engedélyezi a becsiilt titer végponti titerként vald kozlését a leleten,
ezért ezt nem tekintjlik valodi problémanak. Ha sziikség van a végponti titer meghatarozasara, azt

higitasi soron el lehet végezni.
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Fontos viszont, hogy néhany erésen pozitiv mintanal magas dozist hook-effektus jelentkezett. Ez
a jelenség IIF esetén is ismert: fluoreszcencia quenching vagy a konjugatum bekotddésének
sztérikus gatlasa csokkentheti a fluoreszcencia er6sségét, ha az autoantitest koncentracidja
rendkiviil magas [118, 119]. A magas dozisu hook-effektus a képernyés és a hagyomanyos
kiértékelésnél is megjelenik, de amit a human értékel6 konnyen felismer, azt az EPa automatizalt
analizise nem képes azonositani. A képernyds értékelésnél segit, ha tobb kép késziil a latotérrol,
mivel a fluoreszcencia csokkenése kisebb a reakcidomez6 sz€li részén.
A pozitiv-negativ elkiilonités pontossaga talan a legfontosabb paramétere egy automatizalt I1F
rendszernek, mivel a rutin mintdk talnyomoé tobbsége negativ. Tanulmanyunkban a szérumok
70,6%-a volt negativ, és ezek 81,8%-at sorolta be az automatizalt képelemzés helyesen. Ennél
fontosabb, hogy a 334 automatizalt képanalizissel negativ mintabol 328-at a hagyomanyos
értékelés is negativnak mindsitett. Csak 6 minta volt alnegativ, de az értékelé mindegyiket helyesen
mindsitette a képernyon.
A EUROPattern nemcsak a pozitiv-negativ mindsitést, hanem a pozitiv mintdk mintazat szerinti
osztalyozasat is el tudja végezni. A képelemzd algoritmus igy négy kiilonboz6 kategoriaba
csoportosit: negativ, C-ANCA, P-ANCA vagy atipusos ANCA. A ndlunk belizemelt késziilék
szoftvere nem volt alkalmas arra, hogy megkiilonboztesse az antinuklearis vagy anti-
citoplazmatikus zavaré mintazatokat az ANCA-t6l, ami az 6todik kategoriat (CANA/ACyA
interferencia’) képezte a hagyomanyos és a képernydn torténd értékelés soran.
Vizsgéalatunkban a mintak 69,0%-at kategorizalta a EUROPattern képanalizis a hagyomanyos
mikroszkopos olvasds eredményének megfelelden, mig a képernyon végzett értekelésnél ez az
arany 95,1% volt. A j6 egyezést ennél a kiértékelési mddnal a magas rangkorrelacids egyiitthato (k
= 0,900) is jelzi. A 401 negativ mintabol csak 19-et mindsitett helyteleniil pozitivnak, mig a 167
nemnegativ mintabol 9-et negativnak az értékel6 a képernyén. Ezek az eredmények is azt mutatjak,
hogy a szamitdgépes értékelés onmagaban nem elég pontos, a leletezéshez a felhasznalo
korrekcidja, jovahagyasa sziikséges.
Az EPa helytelen osztalyozasa dontden két okra volt visszavezethetd:

1) Negativ mintakat sorolt a pozitivak kozé. Ezeket az eltéréseket kiillon megvizsgalva azt
lattuk, hogy tobbségiik olyan minta volt, amiknél a fluoreszcencia intenzitdsa a hatarértékhez
nagyon kozeli volt, mely a hagyomanyos értékeléssel még negativ besorolast kapott, de az EPa

mar pozitivnak mindsitette. A hatarérték kozeli mintak eltérd értékelését részben magyarazhatja,
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hogy a EUROPattern és a hagyomanyos mikroszkop fényforrasa és optikai elemei kiilonbozéek. A
mintak fluoreszcencia intenzitasa valdsan is kissé alacsonyabb lehetett a hagyomanyos értékelés
idején, mivel az a lemezek automatizalt fényképezése, tehat mar egy fényexpozicid utan tortént.
Ezt a hibat teljesen nem tudtuk elkeriilni, mert mindenképpen ugyanazokat a lemezeket akartuk a
kiilonbozé modszerekkel értékelni. A hiba mértéke viszont ebben az elrendezésben valoszintileg
elhanyagolhat6, de mindenképpen kisebb, mivel az automatizalt mikroszkdpban az excitacios fény
csak a kép rogzitésekor van bekapcsolva, mig a hagyomanyos mikroszkopban folyamatosan.
Onmagukban ezek a hatdsok azonban nem lehetnek az EPa eltérd mindsitésének az okai, mert
akkor a képernydn végzett értékelésnél is hasonlo hibés értékeléseknek kellett volna eléfordulnia.
Ezért inkabb az valdszini, hogy a képelemz6 algoritmus kifejlesztésekor a gyartd alacsonyabb
kiiszobértékeket allitott be, hogy elkeriilje a fals negativ eredményeket, akar a fals pozitivitas
novekedése aran is. Mindenesetre a hatarérték pozitiv mintak helyes azonositdsa valoban nehéz, de
még ez az alacsony ANCA szint is lehet klinikailag fontos, mivel 6sszefiigghet a betegség rosszabb
kimenetelével [120].

ii) A hibas EPa kategorizalas masik gyakori oka az ANA ¢és/vagy ACyA interferencia Vvolt.
Ezeket a mintdkat az EPa legtobbszor atipusos ANCA-ként osztalyozta, mivel mind az
antinuklearis, mind az anti-citoplazmatikus antitest pozitivitast okoz az etanollal rogzitett
granulocitdkon, mig a formalinnal rdgzitett neutrofil sejtek negativak, hasonléan az atipusos
mintazathoz. Néhany ANA/ACyA pozitiv mintat, amelyeknél halvany fluoreszcencia volt lathato
a formalinnal rogzitett granulocitakon is, tévesen P-ANCA-ként osztalyozott. Ezen esetek tobbsége
a képernyOn természetesen jo besorolast kapott.
Az automatizalt képanalizis és a képernydn torténd értékelés eredményeit a hagyomanyos
mikroszkopos értékeléssel hasonlitottuk O0ssze, mikdzben ennek a leolvasidsi modnak is van
pontatlansadga és szubjektivitasa. Annak érdekében, hogy objektivebben értékelhessiink, a
kiilonbozo IIF értékelési modok eredményeit 6SSzehasonlitottuk az anti-PR3 és anti-MPO ELISA
eredményekkel, melyek elérhetok voltak a laboratorium informacios rendszerben a betegek
tobbségénél. Ez az elemzés azt mutatta, hogy az EPa automatizalt osztalyozas érzékenysége kissé
magasabb a mas két IIF értékelési moddal 6sszehasonlitva, de egyben magasabb az alpozitivitas
IS. Ha az §sszes esetet figyelembe vessziik, ahol az ELISA eredmények rendelkezésre alltak, akkor
a hagyomanyos leolvasasnak volt a legjobb a hatékonysaga, mutatva, hogy miért ennek hasznalatat

tekintjiikk referencia eljarasnak. Fontos megemliteni, hogy az ELISA pozitiv/IIF negativ mintak
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nagy részében igen alacsony, éppen referencia tartomany feletti ANCA-szint volt mérheté ELISA
teszttel. Ez megerdsiti azt az 0j konszenzust, amely az antigén-specifikus tesztek alkalmazasat
javasolja az ANCA-asszocialt vaszkulitisek laboratoriumi kivizsgalasanal.

A EUROPattern mikroszkop/szoftver értékelésérol ANCA vonatkozasdban csak egy korabbi
vizsgalatot talaltunk, de az is mas beteganyagon és mas reagensek felhasznalataval tortént. Ebben
a tanulmanyban Csernok és mtsai. kiilonb6z6 tipusu vasculitises betegeket, egészséges egyéneket
és autoimmun és gyulladasos rendellenességekben szenveddéket vizsgaltak, de kizartak a
gyulladdsos bél- és autoimmun majbetegségeket. Az automatizalt I[IFT érzékenysége és
specificitasa vasculitis esetében 89,8% és 89,2% volt, a ROC AUC értéke pedig 0,904 [121]. Ezen
kiviil egy tanulmany foglalkozott a Helios [122, 123], mig legalabb 5 az Aklides rendszerrel [124-
128]. Egy francia tanulmany a mi megkdozelitésiinkh6z hasonloan, rutin mintak sorozatan tesztelték
az Image Navigator automatizalt mikroszkopot [129]. Ezekben a publikaciokban - az utolso
kivételével - az automatizalt ANCA-értékeld rendszerek hasonld diagnosztikai teljesitményt
mutattak, mint a mi tanulmanyunk.

Az automatizalt [IF mikroszkopok alkalmazasa varhatéan azt eredményezi, hogy csokken a human
munkaigény és az adminisztracio, rovidiil az analizis 6sszideje, egyszeriisodik a munkafolyamat.
A képerny6n torténd értékelés gyorsabb lehet, mint a hagyomanyos leolvasas, mivel a lemezek
cseréje, a reakcidomezok kozotti valtas és a fokuszalas elézetesen megtorténik. A mi
tanulmanyunkban ez 41%-kal csokkentette az értékelési id6t.

A vizsgalatunk egyik korlatja a P-ANCA és C-ANCA pozitiv esetek viszonylag alacsony szama,
de ez kovetkezik abbol, hogy a célunk a EUROPattern rendszer tesztelése volt olyan mintak
sorozatan, amelyben jelentds részt tesznek ki a nem vasculitis irdnyaban vizsgaltak. Ezaltal
lehetséges annak megitélése, hogy a szamitdogépes képelemzés €s a képernydn végzett értékelés

helyettesitheti-e a hagyomanyos mikroszkopos leolvasast a rutin ANCA diagnosztikaban.

7.2. A kevert ANA mintazatok vizsgalatanak eredményei

Az HEp-2 sejteken alapuld IIF teszt az ajanlott ANA sziird6 moddszer szisztémas autoimmun
betegségek gyanuja esetén. Az utdbbi években a standardizdldsukra tett erdfeszitések
megbizhatobba tették ezeket a teszteket [102, 104], a manualis munkaigény csokkent az
automatizalt lemezelOkészité késziilékek megjelenésével, emellett szamitogép-vezérelt

mikroszkopok valtak elérhetdvé, amelyek képesek a mikroszkopos kép rogzitésére €s elemzésére
[106, 107].
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Ezek a digitalis képet elemz6 szamitogépes algoritmusok megbizhat6 adatokat szolgaltathatnak az
ANA pozitivitas/negativitas tekintetében, de az ANA mintazatok azonositdsa még mindig kihivast
jelent [108, 130, 131]. Ha Osszehasonlitjuk a mintazatok algoritmusok altal 6nalldan végzett
osztalyozasat a hagyomanyos mikroszkopos értékeléssel, akkor az egyezés az Aklides rendszer
esetében 43,0% ¢és 84,7% kozott [106, 132, 133], a EUROPattern esetében 69,0% és 87,1% kozott
[106, 117, 134-136], a Helios esetében 70,8% [137], a NovaView esetében 53,8% és 70,8% kozott
[106, 137-139], valamint a Zenit G-sight esetében 26,0% ¢és 63,0% kozott [106, 140, 141] valtozik.
Az egyedi mintazatok esetén a helyes azonositas szdzalékos aranyai még szélesebb tartomanyban
valtoznak. A homogén mintazatot 46,7% ¢€s 95,0% kozott, a szemesés mintazatot 11,1% ¢és 76,9%
kozott, a nukleolaris mintazatot 33,3% és 100% kozott, mig a centromer mintdzatot 25,0% ¢és
92,7% kozott azonositottak jol a kiilonboz6é automatizalt rendszerek. A pontozott magmintazat
(helyes azonositas 0% - 100%), a magmembran (helyes azonositas 0% - 50%) és a citoplazmatikus
mintazatok (helyes azonositas 48,0% - 100%) felismerésére nem minden analizator képes, emellett
ilyen mintazatok alacsony szammal szerepeltek a tanulmanyokban. A nagy variabilitasért részben
az eszk6zok képességei, részben a tanulmanyok felépitése kozotti kiilonbségek okolhatok. Az
értékelt mintak szama 49 és 3745 kozott valtozott, egyes tanulméanyok szelektalt pozitiv mintdkat
hasznaltak, mig masokban rutindiagnosztikai értékelésre kiildott szokasos mintakat teszteltek. Ez
drasztikusan megvaltoztathatja a helyesen azonositott mintazatok/mintak aranyat.

A szamitogéppel tamogatott rendszereknél nagyobb a helyesen felismert mintazatok aranya, ha a
rogzitett digitalis képet nem a képelemzd algoritmus, hanem az ANA mintazatok leolvasasdban
jartas szakember értékelte képernydn. Az egyezés aranya a monitoron és a konvencionalis
mikroszkopos értékelés kozott hasonléan magas volt a EUROPattern (94,6%) [134], a NovaView
(97,0%) [142] és a Zenit G-sight (90,0%) [141] esetében.

A legnehezebb feladat az ANA IIF értékelése soran az olyan mintak osztilyozasa, melyek
egyszerre egynél tobb mintazattal rendelkeznek. Tudomdasunk szerint jelenleg az automatizalt,
szamitogéppel segitett rendszerek koziil csak a EUROPattern képelemzé algoritmusa képes
kategorizalni az ilyen tobbszoros vagy kevert mintazatokat és azonositani az egyes komponenseit.
Azon esetek aranya, ahol a EUROPattern képelemz6 szoftvere a dominans mintazatot a klasszikus
mikroszkopos értékelésnek megfelelden azonositotta viszonylag magas volt: 87,5% [143] és 95,2%
[135]. Ezzel szemben a tobbszoros/kevert mintazat minden komponensét csak 33,3% és 68,4%

kozotti aranyban azonositotta helyesen az automatizalt rendszer [134-136, 143]. Ezen adatok
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alapjan az ANA mintdzatok pontos osztalyozasa az automatizalt, szamitogép-segitett rendszerek
szamara még mindig nagy kihivas, ami még Kifejezettebb tobb ANA mintazat egyidejii
eléfordulasa esetén.

A rutin diagnosztikaban ez nagyon lényeges, hiszen a tobb ANA mintazattal rendelkez6 mintak
aranya viszonylag magas. Az altalunk vizsgalat 10 honapos id6szakban a pozitiv mintak tobb, mint
harmadaban (36,3%) volt tobbszoros/kevert mintazat, és hasonld aranyokat mutattak korabbi
tanulmanyok is. Choi és munkatarsai [144] 17,1%, illetve 20,3%-nak talaltdk a kevert mintazata
mintak aranyat ANA IIF sziirésnél, illetve titralasnal. Van Beers tanulmanya [145] szerint a
tObbszOrds mintdzat aranya 24,6% volt hagyomanyos mikroszkdpos értékelésnél és 34,6%
EUROPattern automatizalt analizis esetén, mig Li és munkatarsai [146] 62,5%-0s értéket kaptak a
tobb mintédzattal rendelkezd mintak gyakorisagara.

A szamitogépes ANA mintazatfelismeré rendszerek megitélésének f6 problémaja az, hogy
nincsenek megfeleld tobbszords/kevert mintazatot mutatd referenciamintaink, azaz olyan minték,
melyek minden mintazata és azok titere is pontosan ismert. A rutin diagnosztikabol szarmazo
szérummintak nem felelnek meg ennek a célnak, mivel kevert mintazat esetén a hagyomanyos
mikroszkopos ANA leolvasasban jartas szakérték sem tudnak pontos eredményt szolgaltatni. A
probléma megoldasa érdekében egy ) megkozelitést alkalmaztunk. Két kiillonbdz6 mintazatra
izolaltan, magas titerben pozitiv minta sorozathigitasait készitettiik el és kevertiikk ssze, igy jol
definialt, ismert mintazata és titerti kevert mintakat hoztunk létre. Ezeken a keverékeken HEp-2
IIF vizsgélatot végeztiink, és a két kiilonbozé mintazat jelenlétét és erdsségét értékeltiik az dsszes
keverékben. A két ANA mintazat egymasra kifejtett hatasat a leggyakoribb mintdzatkombindcio,
a homogén magmintazat (AC-1) és a finomszemcsés magmintazat (AC-4) vizsgalataval kezdtiik.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a homogén magmintazat nagyobb mértékben akadalyozza a
finomszemcsés magmintdzat megitélését, mint forditva, de mindkét mintazat zavarja a masik
felismerését. A kevert mintadzati mintdk jelentds részében a homogén mintdzat akar teljesen el is
fedheti, maszkolhatja a szemcséset ugyanabban a mintaban, és - bar sokkal ritkabban - az alacsony
titeri homogén mintazat is teljesen rejtett maradhat egy magas titerii szemcsés mintazat mellett.
Bizonyos esetekben az elfedett komponens lathatova valhat titralassal, azaz a minta higitasaval,
vagy - idealis esetben - a laboratoriumok megsziintethetik a zavaré mintazat hatasat, ha antigén-

specifikus immunoadszorpcidval eltavolitjak a dominans autoantitestet.
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Az ANA mintazatok kozotti interferencia ismerete fontos ahhoz, hogy jol miikddé laboratdriumi
kivizsgalasi algoritmusokat alakithassunk ki. Nemrégiben tettek kozzé egy ANA vizsgalati
protokollt, amely a masodvonalbeli autoantitest tesztek sorrendjére tesz javaslatot a HEp-2 sejteken
észlelt mintazat alapjan [147]. Mivel - eredményeink alapjan - nem zarhatjuk ki a szemcsés
magmintazat jelenlétét egy homogén mintazatra pozitiv minta esetében és forditva sem, mind a
homogén (pl. dSDNS, hiszton elleni antitest), mind a szemcsés mintazatnak megfelelé (pl. anti-
ENA) antigén-specifikus teszteket el kell végezni, ha az ANA mintazat titere egy adott szintet
meghalad. A mintazatok kozotti zavard hatasok megismerése segithet a multiplex tesztpanelek
kialakitasaban is. A mintdzatok kozotti interferencidval a kezel6orvosoknak is tisztaban kell
lenniiik, a laboratoriumi specialistak a leletek véleményezésével segithetik az ANA mintazatok
értelmezését. A mintazat tipusa és titere alapjan az adott leletre specifikus megjegyzésekkel
részletes informaciot lehet atadni arrdl, hogyan zavarhatja egy mintazat a masik azonositasat. Ez
segithet elkeriilni a hibds diagndzis felallitasat és csokkentheti a laboratériumi kivizsgalas
koltségeit.

Az elfedés mellett érdekes mddon bizonyos esetekben az interferdld antitest jelenléte fokozta a
vizsgalt mintazat intenzitasat. Az er0sités statisztikailag is szignifikans volt 1:1280 titerit homogén
mintazat képernyon végzett leolvasasanal, ha a zavard szemcsés mintazat 1:320 titerti volt, de a
tendencia tobb keverékben is megfigyelheté volt mind hagyomanyos, mind monitoron végzett
értékelésnél. A homogén mintazat erésségének feliilbecslése annak a kovetkezménye lehetett, hogy
a szemcsés mintazat fluoreszcens fénye részben 6sszeadddott a homogén mintazat jelével leolvasas
kozben. A jelenség a szemcsés mintazatnal interferaldo homogén mintizat jelenlétében is
megfigyelhetdé volt, de kevésbé kifejezetten, a feliilbecslés egyik keverék esetén sem volt
szignifikans.

A kiilonbozd kevert homogén-szemcsés mintazati mintdk értékelése sordn a hagyomanyos
mikroszképos és a képernydn torténd leolvasds nagyon hasonld eredményeket mutatott.
Ugyanakkor a szamitogépes képelemzésen alapulé mindsités onmagaban gyengébb teljesitményt
mutatott, a titerbecslés pedig még kevésbé volt pontos. Erdekes modon a homogén mintézat titerét
az EPa gyakran tulbecsiilte, mig a szemcsés mintazatnal alacsony titerek esetén feliil-, magas
titerek esetén alulmérés volt lathat6. Ezek az eredmények az mutatjak, hogy a jelenlegi
szamitogépes mintazatfelismerd algoritmusok még kevert mintazati mintaknal is viszonylag jol,

de a hagyomanyos €s képernyon végzett human értékelésnél rosszabbul azonositjak a mintazatot,
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de a fluoreszcencia intenzitdson alapuld titerbecslés még nem igazan megbizhatd. Ez utobbi
felhivja a figyelmet arra, hogy a fluoreszcens mintazat erésségének meghatirozdsa nem egyenld
egyszerl fényerdsség méréssel, hiszen abban egy digitalis kamera nyilvanvaldan jobb volna, mint
az emberi szem.

Az ANA HEp-2 mintazatok kozotti interferencia tanulmanyozasara kidolgozott megkozelitésiink
ujnak mondhato. A kevert mintak hasznalata természetesen nem 1j, de az antinuklearis antitest
mintazatok egymasra kifejtett zavard hatasat ilyen szisztematikusan még nem vizsgaltdk. A
szakirodalomban csak két tanulmanyt talaltunk, amely ANA mintazatok kozotti interferenciaval
foglalkozik, de ezekben a tanulmanyokban kiilonb6z6 mintazatokra erdsen pozitiv mintakat
hasznaltak (a titer meghatarozasa nélkiil), majd azokat kiilonb6z6 aranyokban keverték. Raadasul
ezeknek a tanulményoknak nem az volt a céljuk, hogy az interferenciat elemezz¢ék, hanem hogy
Kimutassak, hogy a monospecifikus ¢s a mas mintazattal egyiitt jelen 1év6 stri finomszemcsés
magmintazat [dense fine speckled (DFS), AC-2] kiértékelése konnyebb egy specialis reagenssel,
amely modositatlan és DSF-70 knock-out HEp-2 sejtek keverékét tartalmazza [148], illetve, hogy
a DFS mintazat felismerése problematikus egy masik ANA mintazat jelenlétében [149].
Vizsgalataink 1ényege ezzel szemben az volt, hogy olyan mintakeverékeket készitsiink,
amelyekben két kiilonboz6 ANA mintazat van jelen kiilonboz6, de ismert titerben, és
Osszehasonlitsuk az elvart és megfigyelt mintazat intenzitasokat. Ez nemcsak a mintazatok kozotti
interferencia észlelését tette lehet6vé, hanem annak részletes elemzésére és jellemzésére is
lehetdséget nyujtott. Rdadasul a kevert mintdzatok szdmitogépes képelemzéssel és monitoron
végzett értékelését 6ssze tudtuk hasonlitani a konvencionalis leolvasassal. Tudomasunk szerint ezt
a kisérleti elrendezést az ANA mintazatok kozotti interferencia vizsgalatara mas még nem
alkalmazta.

Vizsgélatainknak van néhany korlatja. Eldszor is, csak a két leggyakoribb ANA mintazat
interferencidjat vizsgaltuk, a homogén nuklearis és finomszemcsés nuklearis mintazatét. Nagyon
valoszinii, hogy mas ANA mintazatparok egymasra kifejtett zavard hatasa eltérhet ettol.
Masodszor, a két ANA-pozitiv minta Osszekeverése megvaltoztatja az idiotipus/antiidiotipus
haloézatot, amely befolydsolhatja az autoantitestek reaktivitasat, megvaltoztatva a megfigyelt
mintdzatot. Harmadszor, az interferald mintazatot tartalmaz6 mintabol szarmazo IgA és IgM
osztalyu antitestek - amit nem tudunk észlelni az anti-lgG-FITC konjugatummal - kapcsoloddhatnak

a HEp-2 sejtekhez és megvaltoztathatjak a vizsgalt mintazatot okozé IgG osztalyu autoantitestek
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kotodését. Ezt a potencionalis problémat el lehetne héritani IgG osztalyu antitestek izolalasaval és
hasznalataval. Negyedszer, betegmintakat hasznaltunk, amelyeket standard homogén és
finomszemcsés mintazatra pozitiv készitményekkel lehetne helyettesiteni. Még tisztabb
megkozelités lehetne monoklonalis antitestek (pl. anti-dSDNS és anti-Ro60) keverése, de ezzel
nem human antitestek kozotti interferencidt vizsgalnank. Otddszor, a kevert mintazatd mintakat

csak egyféle HEp-2 ANA reagenskészlettel teszteltiik.
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8. Osszefoglalas

Hattér: Az indirekt immunfluoreszcens teszt az egyik legrégebb 6Ota autoantitestek kimutatasara
hasznalt modszer. Szamos eldnye mellett hatranya, hogy a fluoreszcens képek kiértékelése
bonyolult, idéigényes feladat, mely a harmonizacié irdnyaba tett 1épések ellenére még mindig
jelentds mértékben szubjektiv. A kiértékelés automatizacidja, szamitdgépes eljarasok bevezetése a
folyamat felgyorsitasat, standardizaldsat, a variabilitds csokkentését, a szakértdé idejének
felszabadulésat teheti lehetové. A rutin diagnosztikaba torténd bevezetés feltétele viszont, hogy a
szamitogépes rendszer Uj eljarasai altal nyujtott lehetdségeket €és korlatokat megismerjik, az uj
kiértékelési modokat karakterizaljuk és 0sszevessiik az eddig hasznalt hagyomanyos értékeléssel.
Modszerek: Vizsgalatainkban a EUROPattern fluoreszcens mikroszképot hasznaltuk
antinuklearis (ANA) ¢és anti-neutrophil  citoplazmatikus antitest (ANCA) indirekt
immunfluoreszcens tesztek szamitogéppel tamogatott kiértékelésére. Az ANCA diagnosztika
tertiletén kisér-gyulladdsban, autoimmun betegségben ¢és mas gyulladdsos korallapot gyantija vagy
kovetése miatt a laboratoriumunkba kiildott rutin mintak sorozatan hasonlitottuk 6ssze a képelemzo
¢és mintazatfelismerd algoritmus (EPa), illetve a képernyOn végzett értékelés eredményeit a
hagyomanyos mikroszkopos kiértékeléssel. Az ANA vizsgalatok teriiletén a HEp-2 sejteken
lathat6 autoantitest mintazatok kozotti interferenciat vizsgaltuk és hasonlitottuk 6ssze a kiilonbz6
értékelési eljarasokat.

Eredmények: Az ANCA mintak értékelése soran mind a mintazatfelismerés, mind a mintazat
intenzitasanak reprodukalhatosagat megfelelonek talaltuk. A kép fényintenzitdsan alapulo
szamitogépes titerbecslés 1:80 feletti értékeknél viszont nem mutatott linearis Osszefliggést a
végponti titerrel, erds pozitiv C-ANCA mintaknal néhany esetben rdadasul jelentds alabecslést
adott. Az 568 minta esetén Gsszességében 86,1%-ban, negativ mintaknal 81,8%-ban, nemnegativ
mintaknal 96,4%-ban adta meg a mindsitést a képelemzo algoritmus a hagyomanyos mikroszkopos
leolvasasnak megfeleléen. Képerny6én torténd leolvasasnal a teljes konkordancia 96,7%, mig az
egyezés aranya a negativ és a nemnegativ esetek korében 95,3%, illetve 100% volt. Az ANCA
mintazatot az EPa 69,0%-ban, a képernydn végzett értékelés 95,1%-ban sorolta be helyesen.

A két leggyakoribb ANA mintdzat egyidejli jelenléte esetén jelentds interferencia kialakuldsat
demonstraltuk. A finomszemcsés magmintazat zavarja a homogén magmintazat felismerését, és
forditva. A homogén mintdzat zavaré hatdsa miatt az esetek dontd tobbségében a szemcsés

mintdzat nem is lathato, ha titere alacsonyabb, mint a homogén mintazaté. Egy masodik mintazat
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jelenlétében mind a homogén, mind a szemcsés mintazat felismerése €és erdsségének megitélése
képernydn végzett értékelésnél hasonlo, szamitdgépes képelemzéssel rosszabb, mint hagyomanyos
leolvaséssal.

Kovetkeztetés: A EUROPattern automatizalt mikroszkopos rendszer ANA és ANCA tesztek
esetén is alkalmas indirekt immunfluoreszcens lemezek human értékel6 altal képernyon végzett,
szamitogéppel tamogatott kiértékelésére. Onalldan, felhasznaloi ellendrzés nélkiil az altalunk
vizsgalt verzioji képelemz6 algoritmus nem hasznalhaté eredmények kiadasara, mivel rutin
ANCA kivizsgalasra érkezd és kevert ANA mintazattal rendelkez6 mintdknal mind a pozitiv-
negativ mindsités, mind a mintazatfelismerés terén teljesitményben eclmaradt a referencia
modszernek tekintett hagyoméanyos mikroszkopos leolvasastol. Az egyetlen mintahigitas
fluoreszcencia intenzitdsabol becsiilt titer meghatarozas nem valtja ki a sorozathigitason alapuld
titralast. Az automatizalt fluoreszcens mikroszképok alkalmazasaval elkeriilhetd a s6tétszobaban
folyé munka, a papir alapu munkalistak hasznalata, gyorsabba tehet6 a kiértékelés és lehetséges a

mintazatrol késziilt képek eltarolasa.
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9. Summary

Background: The indirect immunofluorescence test is one of the oldest methods used to detect
autoantibodies. It has many benefits, but the interpretation of fluorescence images is a complex,
time-consuming task, which is still considered markedly subjective, despite the steps towards
harmonisation. Automation, computerised procedures can increase throughput, reduce variability
of results and workload of expert. However, the introduction of computer-aided techniques into
routine diagnostics requires that the possibilities and limitations of the new procedures be
understood and compared with the conventional evaluation means.

Methods: In these studies, we used the EUROPattern fluorescence microscope for computer-
assisted evaluation of indirect immunofluorescence assays in antinuclear (ANA) and anti-
neutrophil cytoplasmic antibody (ANCA) testing. In the field of ANCA diagnostics, we compared
the results of image analysis and pattern recognition algorithm (EPa) and on-screen evaluation with
conventional microscopic evaluation on a series of routine diagnostic or follow-up samples of
patients with small-vessel inflammation, autoimmune disease and other inflammatory disease
states sent to our laboratory. In the ANA study, we investigated the interference between HEp-2
ANA patterns and compared the evaluation modalities.

Results: We found reproducibility of ANCA pattern recognition and intensity estimation suitable.
At the same time, relationship of single well titer estimation and end-point titer was not linear
above 1:80, even significant underestimation occurred in case of strong C-ANCA positivitity. Total
agreement of image analysis algorithm with the conventional evaluation was 86.1% for all (568)
samples, 81.8% for negative samples and 96.4% for non-negative samples. Overall concordance
was 96.7% for on-screen readings, while agreement rates for negative and non-negative cases were
95.3% and 100%, respectively. Rate of correct classification of ANCA patterns was 69.0% by EPa
and 95.1% during on-screen evaluation.

Significant interference between ANA patterns was demonstrated if homogeneous and fine
speckled nuclear patterns were present in the sample at the same time. Fine speckled pattern
interferes with the recognition of homogeneous pattern, and vice versa. Due to the influence of the
homogeneous pattern, the speckled pattern is not even visible in the vast majority of cases if its
titer is lower than that of the homogeneous pattern. Quality of on-screen recognition and intensity
estimation of patterns is similar to conventional evaluation, but computer-assisted image analysis

by itself is inferior.
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Conclusion: The EUROPattern automated microscope system is suitable for interpretation of ANA
and ANCA indirect immunofluorescence slides if performed by an observer on the computer
screen. Without validation of the user, the image analysis algorithm — at least the version used in
our laboratory - cannot be used to report results, as it appeared to be inferior both for positive-
negative classification and pattern recognition on sera with mixed ANA patterns and samples sent
for routine ANCA testing, as compared to conventional reading. Titer estimation based on
fluorescence intensity of a single well cannot substitute traditional titration. The use of automated
fluorescence microscopes makes darkrooms and paper worklists unnecessary, while providing

faster evaluation and storage of fluorescence images.
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10.Az uj eredmények dsszefoglalasa

I. Az ANCA IIFT hagyomanyos, EUROPattern szamitogépes képelemzéssel, illetve képernyén
végzett értékelésének 0sszehasonlitasa:
1. A mintazatok mindsitésének és erdsségének reprodukalhatosaga megfeleld volt, a haromféle
értékelés kozott jelentds eltérés nem volt.
2. A végponti titer becslés nem volt linedris az eljards mérési tartomanyan beliil, raadasul C-
ANCA mintazatnal erdésen pozitiv mintdknal magas do6zis hook-effektus is el6fordult.
3. Az automatizalt képelemzéses és a hagyomanyos értékelés kozott jelentds eltérés volt mind
a mintdk mindsitését, mind az osztdlyozdsat illetden, ezért a szamitdgépes algoritmus
eredményei felhaszndlo ellendrzés nélkiil nem adhatok ki. A helytelen kvalitativ értékelés
oka leggyakrabban negativ mintak hatarérték pozitiv atipusos ANCA-nak mindsitése volt.
A helytelen mintazatfelismerést tobbségében az ANA/ACyA pozitiv mintak nem megfeleld
csoportba sorolasa okozta.
4.A képernydn végzett értékelés nagyon jo egyezést mutatott a referenciaként hasznalt

konvencionalis mikroszkopos értékeléssel.

Il. Az ANA mintdzatok kozotti zavard hatds vizsgalata, a szamitégéppel tamogatott kiértékelési
modok Osszehasonlitdsa:

1. A Laboratériumi Medicina Intézetbe HEp-2 IIF vizsgélatra kiildott mintak korében gyakori,
hogy egyszerre egynél tobb ANA mintazat lathato, leggyakrabban a homogén és a szemcsés
magmintazatok fordulnak el6 egyiitt.

2.Kevert mintazata mintaknal a homogén mintazat zavarja a szemcsés mintazatot és forditva.
A homogén mintdzat zavard hatasa a nagyobb mértekdi.

3.Zavar6 masodik mintdzat mellett a vizsgalt mintazat felismerése és erdsségének megitélése
képernydn végzett értékeléssel hasonlo, szamitogépes képelemzéssel rosszabb, mint

hagyomanyos leolvasassal.

66



11. Targyszavak

Autoimmun betegségek

Indirekt immunfluoreszcens teszt
Anti-neutrofil citoplazmatikus antitest
Antinuklearis antitest

Automatizalt mintazatfelismerés
Etanollal fixalt granulocita

HEp-2 indirekt immunfluoreszcens teszt
Interferencia

Kevert mintazat

Szamitogéppel tamogatott
Szamitogéppel segitett

Tobbszords mintazat
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Autoimmune diseases

Indirect immunofluorescence assay
Anti-nuclear cytoplasmic antibody
Antinuclear antibody

Automated pattern recognition
Ethanol-fixed granulocyte

HEp-2 indirect immunfluorescence assay
Interference

Mixed patterns

Computer-assisted

Computer-aided

Multiple patterns
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