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Bevezetés

Az indirekt immunfluoreszcens technika tobb évtizede jelen van az autoimmun
diagnosztikaban. Szamos 1j antitest felfedezéséhez vezetett ez a modszer:
szdvetmetszeten vagy sejtrétegen sikertilt kimutatni a beteg vérében keringé még
ismeretlen autoantitestet. Ennek megfelel6en, mas modszerekkel szemben elénye,
hogy képes egy 1épésben szamos, akar ismeretlen antitestet is detektalni. Hatranya
viszont, hogy a hagyomanyos mikroszkopos leolvasds a sotétszobaban faraszto,
iddigényes folyamat, mikozben nagy szakértelmet kivan. Ugyanakkor, mas
vizsgalati tipussal nem valthato ki, elsdsorban annak kdszonhetden, hogy a szoveti
vagy sejtes kozegben az antigén konformacioja megtartott, raadasul a teszt eldallitasi
koltsége is alacsony. Az autoimmun betegségek emelkedd incidencidjanak és
prevalenciajanak  koszonhetéen az  autoantitest, koztik az  indirekt
immunfluoreszcens elvii vizsgalatok szama folyamatosan novekszik, sziikségessé
téve az automatizacidt. Az elmult években olyan szamitégéppel vezérelt
fluoreszcens mikroszkopos rendszerek jelentek meg, melyek a latotérrdl digitalis
képet tudnak késziteni, majd azt képernyén megjelenitik az értékeldnek, s6t
képelemzd algoritmus segitségével elemzik is azokat. Természetesen az ilyen
szamitogéppel tamogatott eljarasok rutin diagnosztikai alkalmazasa el6tt ellendrizni
kell, hogy az 0j értékelési mdodok milyen sajatossagokkal rendelkeznek és a
hagyomanyos leolvasassal dsszevethet eredményeket szolgaltatnak-e.

Az értekezés alapjaul szolgal6 tanulmanyokban az anti-neutrofil citoplazmatikus és
az antinukledris antitest diagnosztika teriiletén vizsgaltuk egy ilyen automatizalt
mikroszkopos és képelemzd rendszer lehetdségeit és korlatait, 6sszehasonlitva a

konvencionalis kiértékeléssel.



Irodalmi attekintés

Autoimmunitas, autoimmun betegségek

Az autoimmun folyamatokban az immunrendszer a szervezet sajat dsszetevoi ellen
indit immunvalaszt. Koradbban ezt 6nmagaban koérosnak tartottuk, ma mar tudjuk,
hogy korlatozott formaban az egészséges szervezetben is zajlik, ami egyaltalan nem
karos, sot élettani szerepe van. Bizonyos koriilmények mellett azonban patologias
autoimmunitas is kialakulhat, mely révidebb vagy hosszabb fennallas utan a szervek,
szovetek, sejtek karositasaval autoimmun betegségek kialakuldsdhoz vezethet. Az
autoimmun betegségek a lakossag 5-7%-at, egy Ujabb epidemioldgiai tanulmany
szerint akar minden tizedik embert érintik, mind az el6fordulasuk (prevalencia),

mind az 01 esetek szama (incidencia) emelkedést mutatott az elmult évtizedekben.
Az autoantitest kimutatas klinikai jelent8sége

Az autoimmun betegségek tobbsége kronikus lefolyasu, hosszi preklinikai
id6északkal kezdddhet, amikor nem vagy alig észlelhetdk a betegség jelei, melyet a
nem differencialt fazis kdvethet, amely alatt még nem egyértelmii, hogy pontosan
melyik betegség kialakuldsa varhat6. Emiatt hasznosak az olyan biomarkerek,
amelyek a hattérben zajloé autoimmun folyamatrdl objektiv adatot szolgaltatnak.

Az autoimmunitas sok eleme vizsgalhatd laboratériumi tesztekkel, de gyakorlati
szempontbol kiemelkedik az autoantitestek kimutatdsa. A koros autoimmunitas
esetén megjelend patologias ellenanyagok lehetnek korjelzdek, ezek csak jelzik a
betegség fennallasat, de nem vesznek részt a betegség kialakitisaban. Masik
csoportjuk patogén, azaz a betegség kialakitdsdban, a sejt-, szovet- ¢és
szervkarositasban kdzvetleniil van szerepiik.

Autoantitest kimutatasi modszerek

A patoldgias antitestek szerencsére tobb jellemzéjiikben elkiiloniilnek az élettani
szerepet betdltd természetes autoantitestektdl: magasabb koncentracioban fordulnak
eld, er6sebb affinitassal rendelkeznek, jellegzetesen IgG (ritkabban IgM vagy IgA)

izotipustak, valamint az antigéncélpontjuk is gyakran mas. Ezek alapjan tSbb



modszer is alkalmas arra, hogy kell6en szenzitiv és specifikus médon hatarozzunk
meg koros autoimmun ellenanyagokat. A rutin laboratoériumi gyakorlatban ezek
koziil az indirekt immunfluoreszcens teszt (IIFT), az enzimkapcsolt immunszorbens
essz¢ (ELISA), valamint az immunblot vizsgalat a meghatarozo, amelyek mellé az
elmult évtizedben felzarkozott negyediknek a lumineszcens jelzésli immunesszé.
Mind a négy gyakori mddszerben k6zos elv, hogy az antitestet egy szilard fazishoz
rogzitett autoantigénhez valé kotddése utan, a nem specifikus ellenanyagok
mosassal torténd eltavolitasdt kovetden, egy masodik, jelzett antitesttel
(konjugatum) mutatjuk ki. A szilard fazison detektalt jelzés erdssége altalaban
elvli teszt is el6fordul, ebben az esetben a jel forditottan aranyos az analit
mennyiségével.

Indirekt immunfluoreszcens teszt (IIFT)

IIFT esetén az antigént szovetmetszet vagy sejtréteg (szubsztrat) tartalmazza,
amelyet mikroszkopos targylemez feliiletére rogzitenek. Elénye, hogy a
kimutatashoz nem kell ismerni az antitest pontos célpontjat, igy 0j, ismeretlen
autoantitesteket is detektalni tudunk. Sok antitest felfedezését, els6 kimutatisat
koszonheti ennek a moddszernek az orvostudomény. Az antitest az autoantigén
elhelyezkedésének megfeleloen kotddik a szubsztraton, annak megfeleld
fluoreszcens mintazat ismerhetd fel, amelybdl kdvetkeztethetiink az autoantitest
célpontjara. Hatranya, hogy az azonos elhelyezkedésii antigének elleni antitesteket
nem tudjuk elkiiloniteni, azok azonos mintazatot adnak, illetve néhany fehérje nem
fejez6dik ki olyan mennyiségben a szubsztratban, hogy az ellene termelddott
ellenanyag kimutathat6 legyen. Ezekben az esetekben antigén monospecifikus (pl.
ELISA, immunblot) tesztet kell hasznalnunk, amelyben tisztitott vagy rekombinans
formaban eléallitott antigén koti meg az autoantitestet. Az eldallitasnak

természetesen eldfeltétele az autoantigén eldzetes azonositasa, karakterizalasa.



Az IIF teszt elve

Mikroszkopos targylemezen akar husz, egymastol hidrofob bevonattal elvalasztott
terliletet hoznak 1étre, majd ide rogzitik a szovetmetszetet vagy a sejtréteget. A
fixdlas mellett a sejtmembranok permeabilizdlasa is megtorténik, ami az
ellenanyagok szamara hozzaférhetové teszi akar a sejtmagban talalhat6 antigéneket
is. A modszerbeallitas sordn meghatdrozott ardnyban higitott — altaldban szérum —
mintaban talalhatd autoantitest az elsé inkubacidés id6 alatt bekotédik, ha a
szubsztratban a megfeleld antigén jelen van. Az elsé mosasi 1épés alatt eltavolitjuk
a nem specifikus antitesteket. A masodik inkubaciés id6 alatt a human
immunglobulin elleni, fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt masodlagos antitest
kapcsoldodik az autoantitesthez. A konjugdtum hatarozza meg, hogy milyen izotipusu
ellenanyagot mutat ki a teszt. A be nem ko6tddott konjugatumot a masodik mosassal
tavolitjuk el. Utols6é 1épésként feddmédiumot, majd fed6lemezt helyeziink a
targylemezre.

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 kiilonbdzé szubsztrattal fedett
’biochip’-ekbdl maximum hatfélét kozvetleniil egymas mellé tudnak helyezni egy
specialis mlianyag targylemezre, akar tiz ilyen Gsszetett reakciomezot alakitva ki egy

lemezen.
Az indirekt immunfluoreszcens teszt kiértékelése

Az elkészitett IIFT lemezeket fluoreszcens mikroszkdp segitségével értékeljitk. A
sotét hattéren megjelend, konnyen észlelhetd fluoreszcens jel biztositja az IIFT nagy
analitikai érzékenységét. Az IIF lemezek tradicionalis értékelési modja a szemmel
torténd leolvasas a mikroszkopban.

A masodlagos ellenanyaggal megjeldlt autoantitest a szubsztratban elérhetd antigén

elhelyezkedésének megfelelden ad jelet, jellegzetes fluoreszcens mintazatot hozva



létre. Ha a kvalitativ eredmény vagy a mintazat erdsségének kozlése nem elegendo,
akkor az Un. végponti titer meghatarozasara is lehetdség van. Ennek standard
kivitelezési modja az, hogy a sziiréhigitasi fokbol kiindulva a minta sorozathigitasat
készitjiik el, majd meghatarozzuk azt a legnagyobb higitast, ahol az adott mintazat
még pozitiv.

Szamitogeppel tamogatott kiértékelés

Els6 lépésként a targylemezek mozgatasa sziikséges, melyet szamitogép-vezérelt,
motorizalt mikroszkop végez el, kiemeli a targylemezt a lemeztarold egységbdl, a
reakcidmezdket egymas utdn az objektiv ala helyezi, majd masodik 1épésként
digitalis képet készit a latotérrdl. A digitalis kép egyes pixeleinek fényerésségébol
kiilonboz6 szamértékek, fluoreszcencia intenzitasértékek szarmaztathatok. Mivel az
IIFT esetén a fluoreszcenciaintenzitds aranyos az autoantitest koncentracioval és a
digitalis képen a fényerdsség pontosan meghatarozhato, lehetséges a szlir6higitasban
lathato fluoreszcencia erdssége alapjan megbecsiilni, hogy mennyi lenne a minta
végponti titere, ha azt hagyomanyos titralassal, sorozathigitas készitésével
hataroznank meg.

Az elkészitett kép elemzésével szamitogépes algoritmusok arra is képesek, hogy
negativnak vagy pozitivnak mindsitsék a mintat, s6t a fejlettebb valtozatok akar a
mintazatok felismerésére, a pozitiv mintak osztalyozasara is alkalmasak. Egy masik
kiértékelési mod, ha az automatizalt mikroszkop altal készitett képet emberi értékeld
a szamitogép képernyon elemzi és allapitja meg, hogy lathato-e és ha igen milyen
mintazat. Egy minta sorozathigitasar6l késziilt képek esetén pedig a monitoron

olvashato le a végponti titer értéke is.

Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) kimutatasa

Az ANCA kimutatas kisér-gyulladassal jard és mas betegségekben
Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek felfedezését az IIF technika tette
lehetéve az 1980-as években, majd késobb sikeriilt azonositani, hogy az antigének a

neutrofil sejtek granulumaiban elhelyezked6 fehérjék. Az ANCA kimutatas szamos



gyulladasos és autoimmun betegségnél hasznos diagnosztikus marker, koziiliik is

kiemelkednek a kisér-gyulladassal jaro korképek.
Az ANCA kimutatas vizsgalati mddszerei

Az ANCA kimutatas eszkoze kezdetben az IIFT volt etanollal fixalt neutrofil
granulocitdkon, majd az antigének azonositasat kdvetden a legfontosabb két antitest,
a myeloperoxidaz (MPO) ¢és a proteinaz-3 (PR3) elleni ellenanyag ELISA
maodszerrel is mérhetdvé valt. Az utdbbi években a lumineszcens immunesszék is

elérhetdek lettek.
Az indirekt immunfluoreszcens ANCA teszt

Az ANCA mintdzatok tipusait egy nemzetkozi ajanlas és annak kiegészitése irja le.
A klasszikus diffuz citoplazmatikus 'C-ANCA' mintazat erés asszociaciot mutat az
anti-PR3 antitestekkel, mig az anti-MPO antitestek allnak az esetek dontd
tobbségében a klasszikus perinuklearis mintazat ('P-ANCA") 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 technikéaval a formalin rezisztens P-ANCA és C-
ANCA mellett, lathatunk formalinra érzékeny atipusos P-ANCA és atipusos C-
ANCA mintazatokat is.

Az antinuklearis antitest (ANA) kimutatas jelentdsége

Az antinukledris antitestek kimutatdsanak szisztémas autoimmun betegségek
diagnosztizalasaban elvitathatatlan jelentdsége van. Kevert kotdszoveti betegségben
minden beteg ANA pozitiv, kdzel 100% a pozitivitas gyakorisdga szisztémas lupus
erythamatosusban (SLE), a szisztémas sclerosisban szenveddk tobbsége, a Sjogren-
szindromas betegek 50-70%-a, a theumatoid arthritises betegek kozel fele, de az
autoimmun myosositisben szenveddk jelentés része is ANA pozitiv. A
szervspecifikus autoimmun korképek koziil az ANA klinikai jelentéségét nézve

kiemelkednek az autoimmun majbetegségek, kiilondsen nagy aranyban detektalhato



antinuklearis antitest autoimmun hepatitis és primer biliaris cholangitis diagno6zisa
esetén. Néhany gyulladasos korképben (juvenilis idiopathias arthritis (JIA),
gyulladasos bélbetegségek) is gyakran talalkozunk ANA.

A HEp-2 indirekt immunfluoreszcens ANA teszt

A HEp-2 sejtrétegen végzett IIFT elterjedése annak kdszonhetd, hogy human eredete
miatt az antigének szerkezete elényOsebb az autoantitestek kimutatasara. Kdnnyen
tenyészthetd, ami olcsobba teszi a lemezek eldallitasat. A nagy mag és a sejtciklus-
fliggd antigének expresszioja miatt [IF szubsztratként tobb, mint szaz autoantitest
kimutatasat teszi. A HEp-2 IIFT teszt esetén a harmonizacio egyik fontos 1épés a
felismerhet6 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-ben dolgoztak ki, majd hoztdk nyilvanossagra a
anapatterns.org oldalon. A honlap a mintazatok leirasan, képein kiviil az antigén- és
betegségasszociaciokat is bemutatja tobb nyelven, kdztiik magyarul is.

Osszetett, tobbszérés és kevert ANA mintdzatok

A mintazatfelismerést neheziti, hogy egyszerre lehetnek jelen olyan autoantitestek,
amelyek mind kimutathatok a HEp-2 IIF teszttel. Egynél tobb mintazat egyidejii
el6fordulasa esetén érdemes megkiilonboztetni a tobbszords és a  kevert
mintazatokat. Tobbszorés mintazat esetén két vagy tobb, de egyértelmiien
megkiilonboztetheté mintazatot figyelhetiink meg egy szérummintaban. A kevert
mintazatok megkiilonboztetése még nagyobb nehézséget jelent, mivel itt legalabb
két olyan mintazatot okoz6 autoantitest talalhaté a paciens mintajaban, amelyeknél
a fluoreszcens jel elhelyezkedésében atfedést mutat, emiatt nem lehetséges
egyértelmiien azonositani az egyes komponenseket. Fontos tovabba
megkiilonboztetni a tobbszords/kevert mintazatokat az dsszetett mintazatoktol (pl.
Scl-70-szerii vagy PCNA-szerli), ahol tobbféle sejtalkotd a kiillonbozo
sejtciklusokban eltérd fluoreszcens festddést mutat, de mindezt egyetlen autoantitest

okozza.


http://www.anapatterns.org/

Célkituzések

I Az ANCA IIFT hagyomanyos, szamitégépes képelemzéssel, illetve

képerny6én végzett értékelésének oOsszehasonlitisa soran az alabbi

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1.

Milyen a mintdzat mindsitésének és erdsségének reprodukalhatosaga?
Kiilonbozik-e az ismételhetdség a haromféle értékeléssel?

A mérési tartomanyon beliill linearis-e az egyetlen reakciomezd
fluoreszcenciaintenzitasa alapjan becsiilt végponti titer? Hasznalhato-e a
sorozathigitason alapulé hagyomanyos titralas helyett?

Mekkora az egyezés a mintdk mindsitését és osztalyozasat illetden a
képelemz6 algoritmus, illetve a képernydn végzett leolvasas eredményei
¢és a hagyomanyos mikroszkdopos értékelés kozott?

A mintaban jelen 1év0 zavar6 antinuklearis vagy anti-citoplazmatikus

antitesteknek van-e hatasa az ANCA kiértékelésre?

II. Az ANA mintazatok kozotti zavaré hatas vizsgalata, a szamitégéppel

tamogatott kiértékelési modok dsszehasonlitasa kapcsan a kovetkezéket

Kivantuk tisztazni:

1.

Milyen a HEp-2 IIF vizsgalatra kiildott mintdk korében az egyszerre
egynél tobb ANA mintazatra pozitiv mintdk aranya? Mely mintazatok
fordulnak el6 leggyakrabban egyiitt?

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

Van-e kiilonbség a vizsgalt mintazat felismerésében zavaré mintazat
jelenlétében az automatizalt képelemzéses, a képernyén végzett és a

konvencionalis mikroszkopos értékelési modok kozott?
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Anyagok ¢és modszerek
Az egy vagy tobb ANA mintazattal rendelkez6 mintak

gyakorisaganak meghatarozasa

Lekérdeztiik az 6sszes ANA HEp-2 eredményt a 2019. mércius 1. és december 31.
kozotti idoszakbol egy Excel-fajlba. Rogzitettik a pozitivitds/negativitast, a
mintazatokat és a titer értékeiket, egy mintaban legfeljebb 3 nuklearis, 1
citoplazmatikus és 1 mitotikus mintazatot tiintettiink fel. Az egyediilallo és kevert

mintazatok gyakorisagat kiszdmoltuk.

Betegek és mintak

Az ANCA IIFT 6sszehasonlité vizsgalathoz felhasznalt mintak

575 szérummintat elemeztiink, amit a Debreceni Egyetem Laboratériumi Medicina
Intézetébe egy harom honapos iddszakban rutin ANCA vizsgalatra killdtek. Az 575
minta 570 személyt6l szarmazott, 5 betegtdl két minta érkezett. A laboratdriumi
kivizsgalas fobb indikacidja akut és kronikus veseelégtelenség, fekélyes
vastagbélgyulladas (colitis ulcerosa), Crohn-betegség, szisztémds autoimmun
betegségek, vasculitis és autoimmun majbetegségek gyanija vagy nyomon kovetése

volt.
A kevert antinukledris mintazatok vizsgalatahoz felhasznalt mintak

A rutin ANA vizsgalatra kiildott szérummintak koziil az alapjan valogattunk, hogy
milyen IIFT festési mintdzatot mutattak HEp-2 sejteken (Euroimmun, Liibeck,
Németorszag). Az 1:80 kezdeti higitasban pozitivnak talalt szérumokat tovabbi
1:320, 1:1280, 1:5210 higitasokban vizsgaltuk, és EuroStar II Plus fluoreszcens
mikroszkop (Euroimmun) segitségével hagyomanyos modon hataroztuk meg a
végponti titert. Olyan mintakat kerestiink, melyek vagy csak homogén nukleéris
(AC-1) vagy csak finomszemcsés nukledris (AC-4) mintazatot mutattak 1:5120

titerben.
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A kevert ANA mintdzatok eldllitdsa

A vagy homogén vagy szemcsés magmintazata, 1:5120 végponti titerti
szérummintakbol eldszor 40-szeres majd tovabbi hadrom tovafutd négyszeres (4x,
16x, 64x) higitast készitettiik higit6 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 €s a finomszemcsés mintabol késziilt 4—4 ilyen
eléhigitast 1:1 aranyban (25 uL + 25 pL) kevertiik Ossze egymassal az Osszes
lehetséges kombinacioban. Ezenkiviil a 4—4 el6higitast azonos mennyiségii pufferrel
is meghigitottuk, hogy csak az egyik mintazatra pozitiv mintakat is vizsgalhassuk.
fgy Gsszesen 16 kevert mintazattal és 4—4 izolalt mintazattal rendelkezé mintat
vittiink fel a HEp-2 lemezekre minden futtatasnal. A felvitt mintdkban igy a két
mintdzat elvart végponti titere 1:5120, 1:1280, 1:320, 1:80 vagy nulla volt.

Az indirekt immunfluoreszcens vizsgalatok kivitelezése

Az Euroimmun Granulocyte Mosaic 13 (katalogusszam: FC 1201-1010-13) és ANA
HEp-20-10 (katalogusszam: FC 1522-1010) reagenskészleteit hasznaltuk. A
kivitelezés manualisan, szigoriian a gyarté altal megadott protokoll szerint tortént.

Az ANCA lemezen egy reakcidmezdében harom 2 x 2 mm-es ,,biochip” volt talalhato.
A haromféle biochipen etanollal vagy formalinnal fixalt neutrofil granulociték,
illetve HEp-2 sejtrétegre raszort granulocitak szolgaltak szubsztratként az
autoantitestek megkdtésére. A sziir6 mintahigitas mértéke 1:10 volt. Az ANA
lemezeken szubsztratként megfelelden fixalt HEp-2 sejtréteget alkalmaztunk. A
korabban leirt modon elkészitett mintakbol 30 pL-t vittiink fel egy mezore

véletlenszerii sorrendben, melyet a leolvasdé nem ismert.
A fluoreszcens lemezek kiértékelése, a mintazatleolvasas maodjai

A lemezeket EUROPattern (EPa) automatizalt fluoreszcens mikroszkép és
szoftvercsomag segitségével értékeltiik ki, a beépitett kamera 20x-0s objektivvel
készitett digitalis képeket. A pozitiv és negativ mintdk elkiilonitését, illetve a
mintazatok felismerését a beépitett automatikus képanalizis is elvégezte a gyartd

altal kifejlesztett osztalyozo algoritmusok segitségével. Ezt kovetden a gépi
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eredményeket és a digitalis képeket egy kalibralt szdmitogépes képernydn a
felhasznald értékelte, validalta. Végil a lemezeket hagyomanyos vizualis
leolvasassal értékeltiik epifluoreszcens mikroszkop alatt.

Az ANCA lemezek értékelése

Az EPa automatizalt képanalizis a mintakat 'nem értékelhetd', 'negativ', 'C-ANCA',
'P-ANCA' vagy 'atipusos ANCA' kategoridkba sorolta. Az automatizalt elemzéssel
elérhetd kategoriaknak vald megfeleltethetdség érdekében a képernydn torténd és a
hagyomanyos leolvasas 'atipusos C-ANCA' és 'atipusos P-ANCA' eredményeit
Osszevontuk egy 'atipusos ANCA' kategériaba. A HEp-2 sejteken és az etanollal
rogzitett granulocita sejtrétegen lathaté fluoreszcencia mintazatok egyiittes
értékelése alapjan az altalanos, nem neutrofil granulocitara specifikus nuklearis vagy
citoplazmatikus sejtkomponensekhez kotédoé antitestekkel rendelkezd mintakat
pedig kiilon '"ANA/ACyA interferencia' csoportba soroltuk, mivel ezek az antitestek

bizonytalanna vagy lehetetlenné teszik az ANCA mintazat értékelését.
Az ANA lemezek értékelese

A EUROPattern automatizalt mintazatfelismerd rendszer az osztalyozas soran az
alabbi kategoridkba sorolja be a mintakat: pozitiv, negativ, hatarértékli és nem
értékelhetd 'M. Tovabba azonositani tud nyolcféle ANA
mintazatot/mintazatcsoportot: nuklearis homogén, nuklearis szemcsés, centromer,
nuklearis pontok, nukleolaris, magmembran, osztddasi orsd és citoplazmatikus. A
képernyén torténé 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.
Az ANCA teszt reprodukalhatosagi vizsgalata

Hérom alacsony vagy kdzepesen pozitiv C-ANCA, P-ANCA ¢és atipusos ANCA
mintazati mintat Otszor-otszor teszteltiik harom kiilon napon. Osszevetettiik a
felismert mintazatot és a fluoreszcencia intenzitas/becsiilt végponti titer értékeit

mindharom kiértékelési modszer esetén.

13



A becsUlt végponti titer linearitasanak vizsgalata

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

amit a végponti titerbdl és a higitasi tényez6bol szamitottunk.
A szamitott és a hagyomanyos titer korrelaciéjanak vizsgalata

Az ANCA végponti titer értékeket 32 mintdban hagyomanyos médszerrel hataroztuk
meg. Az 1:10-es szlir6higitasbol késziilt kép alapjan az EPa becsiilt végponti titer
eredményeket hasonlitottuk a hagyomanyos végponti titerekkel és Spearman-féle

rangkorrelaciot végeztiink.
Az ANCA lemezek kiértékelési idejének szamitasa

Mindharom kiértékelési modszer esetén megmértiik az egy futtatds Osszes
lemezének leolvasasahoz sziikséges idot, majd elosztottuk a mintak szamaval. Négy

futtatasbol atlagot és szorast szamitottunk.
A statisztikai elemzés modszerei

Az Osszes eredmény, valamint kiilon a pozitiv/negativ mintak egyezOségét, és a
Cohen-kappa egyiitthatokat kiszamoltuk. A kiilonb6z6 leolvasasi modokkal kapott
mintazaterOsség/titer  értékek Osszefliggését Spearman-féle rangkorrelacios
analizissel vizsgaltuk. 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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Eredmények
Az ANCA vizsgalatok eredményei

A mintdzat felismerésének és erésségének reprodukalhatdsaga

Hagyomanyos ¢és képernydn torténd leolvasdssal mindharom mintdban 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, az atipusos mintaval pedig 13
alkalommal. A becsiilt végponti titerek jo reprodukalhatdsagot mutattak, az Gsszes
eredmény a median + egy higitasi 1épés tartomanyban volt mindharom mintazat
esetében. A fluoreszcenciaintenzitas reprodukalhatosaga is elfogadhatd volt.

A becsult titer linearitasanak vizsgalata

Az erds pozitiv mintak sorozathigitasaval kozel linedris valaszt kaptunk az 1:10-1:80
tartomanyban, de a gorbék ellaposodtak, amikor a titerbecslés elérte az 1:320 értéket.
Erdekesség, hogy mindkét C-ANCA pozitiv mintanal jelentds alamérést lehetett

latni magas antitest-koncentracioknal (high dose hook effect).
Az EPa becsUlt titer és a hagyomanyos végponti titer korrelacidja

Az §sszes mintat egyiitt vizsgalva a Spearman-féle r egyiitthat6 0,70 volt (p <0,001).
Erdsebb korrelaciot lehetett megfigyelni a P-ANCA (r = 0,74, p = < 0,001) pozitiv

mintak esetén.
A negativ és nemnegativ mintak elkilonitése

A konvencionalis leolvasas alapjan negativhak mindsitett 401 mintabol 328-at
(81,8%) negativnak mindsitett az automatizalt képértékelés is. Az alpozitiv mintak
szama 73 volt, ebbdl 6, 19, illetve 48 mintat osztalyozott az algoritmus P-ANCA, C-
ANCA, illetve atipusos ANCA-nak. Az Osszes ilyen minta gyenge/hatérérték
pozitivitast mutatott az EPa rendszerrel. A negativ eredmények egyezése 95,3%-ra
emelkedett (382/401), amikor a képeket a képernyon értékeltiik.

167 minta keriilt a nemnegativ csoportba a konvencionalis mikroszkoppal torténd

leolvasassal: 23 (4,0%) P-ANCA, 17 (3,0%) C-ANCA, 47 (8,3%) atipusos ANCA
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és 80 (14,1%) értékelhetetlen volt interferdldo antitest miatt (ANA/ACyA
interferencia). A nem értékelhetd eredmények tobbségét ANA jelenléte okozta (80-
bol 74, 93%). A nemnegativ mintak 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, ezeket is helyesen mindsitették az értékeldk a
képernyd eldtt. Osszességében az automatizalt képértékelés eredményeinek 86,1%-
a (489/568) volt osszhangban a szokasos, konvencionalis értékeléssel, mig a

konkordancia 96,7% -ra nétt (549/568) a képek képernydn torténd attekintése utan.
A mintak osztalyozdsa mintazatfelismerés alapjan

A EUROPattern automatizalt értékelése a mintak 69,0%-at helyesen sorolta be, ha
az ANCA mintdzatot is figyelembe vessziik. A jol osztalyozott mintak aranya 95,1%-
ra emelkedett, amikor a leolvasé a képerny¢ eldtt dolgozott. Ha a gépi algoritmus
eredményességét nézziik, akkor a helyesen azonositott mintdk aranya a legmagasabb
a P-ANCA pozitiv (87,0%), legalacsonyabb az atipusos ANCA pozitiv (63,8%)
szérumok ko6zott volt. Hangsulyozni kell azonban, hogy egyetlen pozitiv P-ANCA
vagy C-ANCA mintat sem kategorizalt az EPa negativnak. A helyesen osztalyozott
mintak ardnya 91,3% ¢és 95,7% kozott valtozott, ha a mintazatot human értékeld
azonositotta a szamitogép képernydjén.

Az antinukledris és anti-citoplazmatikus antitestek hatdsa a

mintazatfelismerésre

Az egyezés az automatizalt és hagyomanyos értékelés kozott szignifikdnsan
gyengébb volt, ha ANA mintazat volt lathaté a HEp-2 sejteken (Cohen-féle kappa:
0,534 az 0,335-hoz képest), de az ACyA jelenlétének ugyanilyen hatasa nem volt
kimutathatd. Nem volt kiilonbség a képernydn végzett és a hagyomanyos leolvasas

eredményei kozotti egyezdségben, az ANA/ACyA jelenléte nem rontotta le azt.
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A gépi és képernyd eldtti kiértékelés hatdsa a leolvasasi idére

Az autofokuszalas, a képfelvétel és az automatikus értékelés egy reakcidomezon 63,8
+ 1,5 masodpercig tartott. A hagyomanyos leolvasassal 79,5 + 9,0 masodpercet vett
igénybe egy mez6 leolvasdsa, mig egy minta kiértékeléséhez a képernyon joval
kevesebb idore volt sziikség (46,8 £ 2,4 mésodperc, p <0,001).

A kevert ANA mintazatok vizsgalatanak eredményei

Az egy vagy tobb ANA mintazattal rendelkezé mintak gyakorisaga

Osszesen 10 587 mintan végeztiink ANA HEp-2 IIF tesztet laboratériumunkban
2019. marcius 1. és 2019. december 31. kozott. A 4 291 nuklearis pozitiv mintabol
2 786 (64,9%) csak egy, 1396 (32,5%) kettd, mig 109 (2,5%) harom kiilonb6z6
magmintdzatra volt pozitiv. A citoplazmatikus és mitotikus pozitivitasnal 15 (1,4%)
¢és 4 (2,5%) mintanal két kiilonbdzo citoplazmatikus, illetve mitotikus mintdzat volt
jelen. A homogén és finomszemcsés magmintidzat kombindcidja messze a

leggyakoribb volt.
Az elvart mintazattal vald egyezés a zavaré mintazat jelenlétében

A szemcsés magmintdzat hatdsa a homogén magmintdzat felismerésére

Azokat a mintakat, amelyek csak homogén mintazatot mutattak, a hagyomanyos és
a képerny6n végzett értékeléssel is 100%-ban sikeriilt megfeleléen osztalyozni, mig
az EPa besorolasa szignifikdnsan pontatlanabb volt (60,7%, p = 0,0002). Ha a
homogén mintazat titere magasabb, mint a szemcsés mintazaté, akkor a zavaro
szemcsés mintazat jelenlétében az egyezés 100% hagyomanyos és 97% képerny6n
végzett értékelés esetén, ugyanakkor az EPa kép elemzésének egyezési aranya (83%)
kissé, de szignifikdnsan alacsonyabb volt (p = 0,0002, illetve p = 0,0028). Az
egyezés szazaléka csokkent, ha a zavar6 mintdzat titere azonos (hagyomanyos:
90,2%, képerny0s: 86,9%, EPa: 78,7%) vagy magasabb volt (hagyomanyos: 55,2%,

képerny6s: 50,0%, EPa: 54,2%), mint a homogén mintazat titere.
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A homogén magmintdzat hatdsa a szemcsés magmintdzat felismerésére

A csak szemcsés mintazati mintak azonositasi aranya 100% volt hagyomanyos és
képernydn végzett értékelésnél, mig az EPa esetében csak 63,6% (p < 0,0001). A
szemcsés mintazat felismerési ardnya a homogén mintazat jelenlétében
hagyomanyos ¢és képernyén végzett leolvasassal 87%, illetve 90% volt, abban az
esetben, ha a finomszemcsés mintazat szintje magasabb volt, mint a zavaré 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
hasznalataval, mig a szemcsés magmintazatot hagyomanyos és képernyén végzett
értékeléssel jelentdsen magasabb hanyadban azonositottuk helyesen (45,9%, p =
0,0002, illetve 54,1%, p <0,0001). Az egyezési arany 20% alatt volt, amikor a zavard
mintdzat szintje magasabb volt, mint a szemcsés mintazaté (hagyomanyos: 2,7%,
képerny6s: 10,7%, EPa: 1,3%).

A megfigyelt és a vart fluoreszcencia intenzitas/titer korrelacidja

Vizsgdlt mintdzat: homogén magmintdzat, zavard mintdzat: finomszemcsés
magmintdzat

A homogén mintdzat fluoreszcencia intenzitdsa a hagyomanyos és a képernyon
végzett értékelési modszerekkel erds korrelacidt mutatott a vart titerrel mind a
finomszemcsés mintazat jelenléte, mind a hidnya esetén (Spearman-féle r
rangkorrelacios egyiitthato: 0,79-0,99). Ezzel szemben az EPa automatikus
képértékelés becsiilt titerértékei sokkal kevésbé voltak pontosak. Szemcsés mintazat
jelenlétében a homogén mintazat vart és észlelt titer értékei kozott mérsékelt, de
szignifikdns korrelaciot meg lehetett megfigyelni (r: 0,44-0,72, minden p-érték
<0,01) az EPa automatikus képértékelés esetében is. A zavard szemcsés mintdzat

titerének valtozdsa nem befolyasolta szignifikdnsan a vizsgalt homogén mintazat

crer
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Vizsgdlt mintdzat: finomszemcsés magmintdzat, zavard mintdzat: homogén
magmintdzat

A rangkorrelacio er6s volt (r: 0,80—1,00) a szemcsés mintazat észlelt és vart
fluoreszcencia intenzitdsa kozott a hagyomanyos és képernydn végzett
értékeléseknél, de csak akkor, ha a zavar6 homogén mintazat hianyzott vagy annak
titere 1:1280 alatt volt. Az automatikus képértékelés ebben a tartomanyban erdstol
gyenge szintig terjed0 korrelaciot mutatott (r: 0,83-0,33). Alacsony szintii
korrelaciot talaltunk (r < 0,5) minden értékelési tipusban, ha a homogén mintazat
jelen volt 1:1280 vagy 1:5120 titerben. Osszességében a korreldcio jelentésen

csokkent a zavard mintazat titerének novekedésével.

A szemcsés magmintazat homogén magmintazatra kifejtett zavaré

hatdsdnak részletes elemzése

A vart 1:80 (1+) pozitiv homogén mintak esetén a homogén mintazat megfigyelt
fluoreszcencia intenzitasa a hagyomanyos és képernyén végzett értékelés soran
szignifikansan (p < 0,001) alacsonyabb volt, mint a FI a szemcsés mintdzat nélkiili
mintakban, ha a zavar6 szemcsés mintazat titere 1:1280 vagy annal magasabb volt .
Ugyanezt nem lehetett megitélni az EPa esetén, mert a zavaré mintdzat hianyaban
az Osszes 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 mintazat titere > 1:1280 volt, a
homogén mintazatot legtobbszor nem ismerte fel a képelemzdé algoritmus. A
homogén mintazat erésségének ugyanilyen alulbecslése lathatd, ha a homogén
mintazat 1:320 vagy 2+ erésségii, de a kiilonbségek itt nem szignifikansak.
Szignifikans negativ interferencia nem lathato, ha a homogén mintazat vart titere
1:1280 vagy 1:5120, fuggetleniil attol, hogy a szemcsés mintazat titere mennyire
magas. Ugyanakkor szignifikans (p = 0,0147) feliilmérés tapasztalhaté6 a homogén
mintdzat képernyén megfigyelt fluoreszcencia intenzitasaban, ha a vart homogén
mintazat titer 1:1280 és zavaré szemcsés mintdzat van jelen 1:320 titerben. A

homogén mintazat erésségének megitélésében az EPa becsiilt titer a legkevésbé
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pontos, amit a még zavaré antitest hidnydban is megmutatkoz6 szdmottevo
tulbecslés jol mutat. Ezenkiviil vilagosan lathato, bar statisztikai tesztekkel nem
elemeztiik, hogy egy masodik szemcsés mintazat jelenlétében a homogén mintazat

erdssége nagyobb variabilitassal hatdrozhatd meg.

A homogén magmintazat szemcsés magmintazatra kifejtett zavaro

hatdsdnak részletes elemzése

Az 1:80 titerli szemcsés mintazatl mintdk megfigyelt fluoreszcencia intenzitdsa
hagyomanyos ¢és képernyén végzett értékeléssel szignifikdnsan alacsonyabb volt (p
értékek: <0,0001-t61 0,0378-ig), ha a zavaré homogén mintazat titere > 1:320. Ez a
negativ iranyban haté interferencia statisztikai teszttel nem volt igazolhaté az EPa
értékelésénél, mivel a referenciaként hasznalt hatarérték pozitiv mintdknal sok
alnegativ eredményt kaptunk. Az 6sszes olyan keveréknél, ahol a szemcsés mintazat
vart titere > 1:320 és a zavaré homogén mintézat titere > 1:1280, a szemcsés mintazat
er6sségének szignifikans alulbecslését lattuk (p értékek: <0,0001-t61 0,0158-ig),
kivéve kett6 kombinaciot. Valojaban ebben a két esetben is valoszintisithetd negativ
interferencia, csak az alulbecslés nem szignifikans 1:1280, csak 1:5120 titer(i zavar6
homogén mintazat mellett (p = 0,0051, illetve p =0,0036). Kis mértékii, de nem
szignifikdns (p = ns) a szemcsés mintazat FI-nak talbecslése a képernyén végzett
értékelés soran azokon a mintakon, ahol a zavaré homogén mintazat titere 1:80. Az
EPa becsiilt titer pontatlansaga feltiing a zavaré homogén mintazat nélkiili hatarérték
pozitiv szemcsés mintazati mintak esetében. Hasonloan a szemcsés mintdzat zavard
hatasahoz, a szemcsés mintazat fluoreszcencia intenzitdsanak megitélése is
bizonytalanabb, nagyobb szorassal olvashatd le egy masodik homogén mintazat

jelenlétében.
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Megbeszelés
Az ANCA vizsgalatok eredményei

Az ANCA vizsgalatok teriiletén célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az Euroimmun
EUROPattern (EPa) automatizalt IIF mikroszkopos rendszert és dsszehasonlitsuk a
szamitogéppel segitett értékelési modokat a hagyomanyos leolvasassal nagyszami,
olyan rutin mintdn, melyek az immunoldgia, reumatoldgia, nefrologia,
gasztroenteroldgia és hepatologia szakteriiletek szakorvosaitdl érkeztek, igy az
ANCA meghatarozas minden indikéciojat lefedik.

El6szor az IIF rendszer analitikai megbizhatosagat teszteltiilk. Az ismételhetdségi
vizsgalatunk jo reprodukalhatosagot mutatott az EPa automatikus értékelés
esetében. A P-ANCA, a C-ANCA ¢és az atipusos ANCA mintazatot mutato alacsony
vagy hatarérték(i pozitiv mintakat minden futtatasban az elvartnak megfelel6en
osztalyozta az algoritmus, csak egy teszt adott negativ eredményt.

Akép fluoreszcenciaintenzitasabol szamolt titer linearitasa elfogadhat6 volt az 1:10—
1:100 tartoméanyban, de efelett a gorbe ellaposodott. Ez valdsziniileg a
fluoreszcenciaintenzitas és a 8 bites kamera altal digitalizalhatd fényintenzitas
tartomanyai kozotti nagy kiillonbségre vezethetd vissza.

Fontos viszont, hogy néhany erdsen pozitiv mintdnal magas dozisi hook-effektus
jelentkezett. Ez a jelenség IIF esetén is ismert: fluoreszcencia quenching vagy a
konjugatum bekotédésének sztérikus gatlasa csokkentheti a fluoreszcencia
er6sségét, ha az autoantitest koncentracioja rendkiviil magas.

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 értékel6 mindegyiket helyesen
mindsitette a képernyon.

A képelemzd algoritmus négy kiilonbozé kategdriaba csoportosit: negativ, C-
ANCA, P-ANCA vagy atipusos ANCA. A nalunk betlizemelt késziilék szoftvere nem

volt alkalmas arra, hogy megkiilonboztesse az antinuklearis vagy anti-
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citoplazmatikus zavardé mintdzatokat az ANCA-t6l, ami az o&todik kategoriat
(CANA/ACyA interferencia’) képezte a hagyomanyos és a képernyén torténd
értékelés soran.

Vizsgalatunkban a mintdk 69,0%-a kategorizalta a EUROPattern képanalizis a
hagyomanyos mikroszkopos olvasas eredményének megfelelden, mig a képernyon
végzett értékelésnél ez az arany 95,1% volt. A 401 negativ mintabol csak 19-et
mindsitett helytelentiil pozitivnak, mig a 167 nemnegativ mintabol 9-et negativnak
az értékeld a képernydn. Ezek az eredmények is azt mutatjak, hogy a szamitogépes
értékelés 6nmagaban nem elég pontos.

Az EPa helytelen osztalyozasa dontden két okra volt visszavezethetd:

i) Negativ mintdkat sorolt a pozitivak kozé. Ezeket az eltéréseket kiilon
megvizsgalva azt lattuk, hogy tobbségiik olyan minta volt, amiknél a fluoreszcencia
intenzitasa a hatarértékhez nagyon kozeli volt, mely a hagyomanyos értékeléssel
még negativ besorolast kapott, de az EPa mar pozitivnak mindsitette.

ii) A hibas EPa kategorizalas masik gyakori oka az ANA és/vagy ACyA interferencia
volt. 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 régzitett neutrofil sejtek
negativak, hasonldan az atipusos mintazathoz. Ezen esetek tobbsége a képernydn jo
besorolast kapott.

A EUROPattern mikroszkop/szoftver értékelésér6l ANCA vonatkozasaban csak egy
korabbi vizsgalatot talaltunk, de az is mas beteganyagon és mas reagensek
felhasznalataval tortént. Ebben a tanulmanyban Csernok és mtsai. kiilonb6z6 tipust
vasculitises betegeket, egészséges egyéneket és autoimmun és gyulladasos
rendellenességekben szenveddket vizsgéltak, de kizartdk a gyulladasos bél- és
autoimmun majbetegségeket. Az automatizalt IIFT érzékenysége és specificitasa

vasculitis esetében 89,8% és 89,2% volt, a ROC AUC értéke pedig 0,904.
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Az automatizalt IIF mikroszképok alkalmazasa varhatéan azt eredményezi, hogy
rovidill az analizis Osszideje. A mi tanulmanyunkban 41%-kal csokkentette az
értékelési 1dot.

A kevert ANA mintazatok vizsgalatanak eredményei

A digitalis képet elemzd szamitogépes algoritmusok megbizhaté adatokat
szolgaltathatnak az ANA pozitivitas/negativitas tekintetében, de az ANA mintazatok
azonositasa még mindig kihivast jelent. Ha 0sszehasonlitjuk a mintazatok
algoritmusok altal 6nalléan végzett osztalyozasat a hagyomanyos mikroszkopos
értékeléssel, akkor az egyezés az Aklides rendszer esetében 43,0% ¢és 84,7%, a EPa
esetében 69,0% ¢és 87,1%, a NovaView esetében 53,8% és 70,8%, Zenit G-sight
esetében 26,0% ¢és 63,0% kozott valtozik, mig a Helios esetében 70,8%.

Az egyedi mintazatok esetén a helyes azonositas szazalékos aranyai még szélesebb
tartomanyban valtoznak. A homogén mintazatot 46,7% és 95,0% kozott, a szemcsés
mintazatot 11,1% és 76,9% kozott, a nukleolaris mintazatot 33,3% és 100% kozott,
mig a centromer mintazatot 25,0% ¢és 92,7% kozott azonositottak jol a kiilonb6zo
automatizalt rendszerek. A nagy variabilitasért részben az eszkozok képességei,
részben a tanulmanyok felépitése kozotti kiillonbségek okolhatok.

A szamitogéppel tamogatott rendszereknél nagyobb a helyesen felismert mintazatok
aranya, ha a rogzitett digitalis képet nem a képelemz6 algoritmus, hanem az ANA
mintazatok leolvasasaban jartas szakember értékelte képernydn. Az egyezés aranya
a monitoron és a konvencionalis mikroszkdpos értékelés kozott hasonldoan magas
volt az EPa (94,6%), a NovaView (97,0%) és a Zenit G-sight (90,0%) esetében.

A legnehezebb feladat az ANA IIF értékelése soran az olyan mintak osztalyozasa,
melyek egyszerre egynél tobb mintazattal rendelkeznek. Tudomasunk szerint
jelenleg az automatizalt, szamitogéppel segitett rendszerek kozil csak a
EUROPattern képelemz6 algoritmusa képes kategorizalni az ilyen tobbszords vagy
kevert mintazatokat €s azonositani az egyes komponenseit. Azon esetek aranya, ahol
a EUROPattern képelemzd szoftvere a dominans mintazatot a klasszikus

mikroszkopos értékelésnek megfelelden azonositotta viszonylag magas volt: 87,5%
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¢és 95,2%. Ezzel szemben a tobbszords/kevert mintazat minden komponensét csak
33,3% ¢és 68,4% kozotti aranyban azonositotta helyesen az automatizalt rendszer.
Ezen adatok alapjan az ANA mintazatok pontos osztilyozdsa az automatizalt,
szamitogép-segitett rendszerek szamara még mindig nagy kihivas, ami még
kifejezettebb tobb egyidejii ANA mintazat esetén.

A rutin diagnosztikdban ez nagyon lényeges, hiszen a tobb ANA mintédzattal
rendelkezé mintdk ardnya viszonylag magas. Az altalunk vizsgalat 10 honapos
iddszakban a pozitiv mintdk tobb, mint harmadéban (36,3%) volt tobbszoros/kevert
mintazat, és hasonlo aranyokat mutattak korabbi tanulmanyok is.

A szamitogépes ANA mintazatfelismerd rendszerek megitélésének f6 problémaja az,
hogy nincsenek megfeleld tobbszords/kevert mintdzatot mutatd referenciamintéink,
azaz olyan mintak, melyek minden mintazata és azok titere is pontosan ismert. A
rutin diagnosztikdbdl szdrmazéd szérummintdk 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 1j megkdzelitést alkalmaztunk. Két kiilonbdzé mintazatra izolaltan,
magas titerben pozitiv minta sorozathigitasait készitettiik el és kevertiik 6ssze, igy
jol definialt, ismert mintazata és titeri kevert mintakat hoztunk 1étre. Ezeken a
keverékeken HEp-2 IIF vizsgalatot végeztiink, és a két kiillonb6z6 mintazat jelenlétét
és erGsségét értékeltiik az dsszes keverékben. A két ANA mintazat egymasra kifejtett
hatasat a leggyakoribb mintazatkombinacid, a homogén magmintazat (AC-1) és a
finomszemecsés magmintazat (AC-4) vizsgalataval kezdtiik.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a homogén magmintazat nagyobb mértékben
akadalyozza a finomszemcsés magmintazat megitélését, mint forditva, de mindkét
mintdzat zavarja a masik felismerését. A kevert mintazati mintak jelentds részében
a homogén mintdzat akdr teljesen el is fedheti, maszkolhatja a szemcséset
ugyanabban a mintdban, és - bar sokkal ritkdbban - az alacsony titeri homogén

mintazat is teljesen rejtett maradhat egy magas titerli szemcsés mintazat mellett.
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Bizonyos esetekben az elfedett komponens lathaté valhat titralassal, azaz a minta
higitasaval.

Az ANA mintazatok kozotti interferencia ismerete fontos ahhoz, hogy j61 miik6dé
laboratoriumi kivizsgalasi algoritmusokat alakithassunk ki. Nemrégiben tettek k6zzé
egy ANA vizsgalati protokollt, amely a masodvonalbeli autoantitest tesztek
sorrendjére tesz javaslatot a HEp-2 sejteken észlelt mintdzat alapjan. A mintazat
tipusa ¢€s titere alapjan az adott leletre specifikus megjegyzésekkel részletes
informaciot lehet tadni arr6l, hogyan zavarhatja egy mintazat a masik azonositasat.
Az elfedés mellett érdekes modon bizonyos esetekben az interferal6 antitest jelenléte
fokozta a vizsgalt mintazat intenzitasat. Az erdsités statisztikailag is szignifikans volt
1:1280 titeri homogén mintazat képernydn végzett leolvasasanal, ha a zavard
szemesés mintazat 1:320 titerii volt. A homogén mintazat er6sségének feliilbecslése
annak a kovetkezménye lehetett, hogy a szemcsés mintazat fluoreszcens fénye
részben 0sszeadodott a homogén mintazat jelével leolvasas kozben.

A kiilonbozé kevert homogén-szemcsés mintazati mintak értékelése soran a
hagyomanyos mikroszképos és a képernydén torténd leolvasds nagyon hasonlo
eredményeket mutatott. Ugyanakkor a szamitdogépes képelemzésen alapuld
mindsités onmagaban gyengébb teljesitményt mutatott, és a titerbecslés pedig még
kevésbé volt pontos. Ezek az eredmények az mutatjak, hogy a jelenlegi szamitogépes
mintafelismeré algoritmusok még kevert mintazati mintaknal is viszonylag jol, de a
hagyomanyos ¢€s képernydn végzett human értékelésnél rosszabbul azonositjak a
mintazatot, de a fluoreszcencia intenzitdson alapuld titerbecslés még nem igazan
megbizhatd. Ez utébbi felhivja a figyelmet arra, hogy a fluoreszcens mintdzat
erdsségének meghatarozasa nem egyenld egyszerii fényerdsség méréssel, hiszen
abban egy digitalis kamera nyilvanval6an jobb volna, mint az emberi szem.

Az ANA HEp-2 mintdzatok kozott interferencia tanulmanyozasara kidolgozott
megkdzelitésiink ujnak mondhatd. A szakirodalomban csak két tanulmanyt
taldltunk, amely ANA mintdzatok kdzotti interferenciaval foglalkozik, de ezekben a

tanulmanyokban kiilonb6z6 mintazatokra erdsen pozitiv mintakat hasznaltak (a titer
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meghatarozdsa nélkiil), majd azokat kiillonb6z6 aranyokban keverték. Raadasul
ezeknek a tanulmanyoknak nem az volt a céljuk, hogy az interferenciat elemezzék.
Vizsgalataink Iényege ezzel szemben az volt, hogy olyan mintakeverékeket
készitstink, amelyekben két kiilonb6zé ANA mintazat van jelen kiilonb6z0, de ismert
titerben, és Osszehasonlitsuk az elvart és megfigyelt mintazat intenzitdsokat. Ez
nemcsak a mintazatok kozotti interferencia észlelését tette lehetové, hanem annak
részletes elemzésére és jellemzésére is lehetdséget nyujtott. Raadédsul a kevert
mintdzatok szdmitdogépes képelemzéssel €és monitoron végzett értékelését Ossze
tudtuk hasonlitani a konvencionalis leolvasassal. Tudomasunk szerint ezt a kisérleti
elrendezést az ANA mintazatok kozotti interferencia vizsgalataira mas még nem
alkalmazta.

Vizsgalatainknak van néhany korlatja. ElGszor is, csak a két leggyakoribb ANA
mintazat interferencidjat vizsgaltuk, a homogén nuklearis és finomszemcsés
nukledris mintdzatét. Nagyon valdszinii, hogy mas ANA mintazatparok egymasra
kifejtett zavard hatdsa eltérhet ett6l. Masodszor, a két ANA-pozitiv minta
Osszekeverése megvaltoztatja az idiotipus/antiidiotipus  halézatot, amely
befolyasolhatja az autoantitestek reaktivitasat, megvaltoztatva a megfigyelt
mintazatot. Harmadszor, az interferald mintazatot tartalmaz6 mintabol szarmazo IgA
és IgM osztadlya antitestek - amit nem tudunk észlelni az anti-IgG-FITC
konjugatummal - kapcsolodhatnak a HEp-2 sejtekhez és megvaltoztathatjak a
vizsgalt mintazatot okozo IgG osztalyl autoantitestek kotddését. Ezt a potencionalis
problémat el lehetne haritani IgG osztalyu antitestek izolalasaval és hasznalataval.
Negyedszer, betegmintdkat 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 humdan antitestek kozotti interferenciat vizsgalnank.
Otodszor, a kevert mintazati mintakat csak egyféle HEp-2 ANA reagenskészlettel
teszteltiik.
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Osszegzés

Hattér: Az indirekt immunfluoreszcens teszt az egyik legrégebb ota autoantitestek
kimutatasara hasznalt modszer. Szamos elénye mellett hatranya, hogy a fluoreszcens
képek kiértékelése bonyolult, iddigényes feladat, mely a harmonizacid iranyaba tett
Iépések ellenére még mindig jelentds mértékben szubjektiv. A kiértékelés
automatizacidja, szamitogépes eljarasok bevezetése a folyamat felgyorsitasat,
standardizalasat, a variabilitds csokkentését, a szakértd idejének felszabaduldsat
teheti lehetdvé. A rutin diagnosztikaba torténd bevezetés feltétele viszont, hogy a
szamitogépes rendszer U eljarasai altal nyujtott lehetdségeket és korlatokat
megismerjiik, az 0j kiértékelési mdodokat karakterizaljuk és dsszevessiik az eddig
hasznalt hagyomanyos értékeléssel.

Modszerek: Vizsgalatainkban a EUROPattern fluoreszcens mikroszképot
hasznaltuk antinuklearis (ANA) és anti-neutrophil citoplazmatikus antitest (ANCA)
indirekt immunfluoreszcens tesztek szamitdogéppel tdmogatott kiértékelésére. Az
ANCA diagnosztika teriiletén kisér-gyulladasban, autoimmun betegségben és mas
gyulladasos korallapot gyantija vagy kovetése miatt a laboratériumunkba kiildott
rutin mintdk sorozatan hasonlitottuk Ossze a képelemzé és mintazatfelismerd
algoritmus (EPa), illetve a képernyOn végzett értékelés eredményeit a hagyomanyos
mikroszkopos kiértékeléssel. Az ANA vizsgalatok teriiletén a HEp-2 sejteken lathatd
autoantitest mintazatok kozotti interferenciat vizsgaltuk és hasonlitottuk Ossze a
kiilonbozo értékelési eljarasokat.

Eredmények: Az ANCA mintak értékelése soran mind a mintazatfelismerés, mind
a mintazat intenzitasanak reprodukalhatosdgat megfelelonek talaltuk. A kép
fényintenzitdsan alapuld szamitogépes titerbecslés 1:80 feletti értékeknél viszont
nem mutatott linedris Osszefiiggést a végponti titerrel, erds pozitiv C-ANCA
mintdknal néhany esetben rdadasul jelentds alabecslést adott. Az 568 minta esetén
Osszességében 86,1%-ban, negativ mintaknal 81,8%-ban, nemnegativ mintdknal
96,4%-ban adta meg a mindsitést a képelemz6é algoritmus a hagyomanyos

mikroszkopos leolvasasnak megfeleléen. Képerny6n torténd leolvasasnal a teljes
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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
képernyon végzett értékelés 95,1%-ban sorolta be helyesen.

A két leggyakoribb ANA mintazat egyidejii jelenléte esetén jelentds interferencia
kialakulasat demonstraltuk. A finomszemcsés magmintazat zavarja a homogén
magmintazat felismerését, és forditva. A homogén mintazat zavar6 hatdsa miatt az
esetek donto tobbségében a szemcsés mintazat nem is 1athatd, ha titere alacsonyabb,
mint a homogén mintdzaté. Egy masodik mintazat jelenlétében mind a homogén,
mind a szemcsés mintazat felismerése és erdsségének megitélése képernydn végzett
értékelésnél hasonld, szamitogépes képelemzéssel rosszabb, mint hagyomanyos
leolvasassal.

Kovetkeztetés: A EUROPattern automatizalt mikroszkopos rendszer ANA és
ANCA tesztek esetén is alkalmas indirekt immunfluoreszcens lemezek human
értékeld altal képernydn végzett, szamitogéppel tamogatott kiértékelésére. Onalldan,
felhasznaloi ellendrzés nélkiil az altalunk vizsgalt verzioji képelemzd algoritmus
nem hasznalhat6 eredmények kiadasara, mivel rutin ANCA kivizsgalasra érkez6 és
kevert ANA mintazattal rendelkez6 mintdknal mind a pozitiv-negativ mindsités,
mind a mintazatfelismerés terén teljesitményben elmaradt a referencia modszernek
tekintett hagyomanyos mikroszkopos leolvasastdl. Az egyetlen mintahigitas
fluoreszcencia intenzitasabol becsiilt titer meghatarozds nem valtja ki a
sorozathigitdson alapuld titralast. Az automatizalt fluoreszcens mikroszképok
alkalmazasaval elkeriilhetd a sotétszobaban folyd munka, a papir alapu munkalistak
hasznalata, gyorsabba tehet6 a kiértékelés és lehetséges a mintazatrol késziilt képek

eltarolasa.

Kulcsszavak

Indirekt immunfluoreszcens teszt; Anti-neutrofil citoplazmatikus antitest;
Antinuklearis  antitest; Automatizalt mintazatfelismerés; HEp-2 indirekt

immunfluoreszcens teszt; Interferencia; Kevert mintazat; Szamitdégéppel segitett;

Tobbszorés mintazat
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Uj tudomanyos megallapitasok
I. Az ANCA IIFT hagyomanyos, EUROPattern szamitogépes képelemzéssel, illetve
képernyon végzett értékelésének dsszehasonlitasa:

1. A mintazatok mindsitésének és erdsségének reprodukalhatdosdga megfeleld
volt, a haromféle értékelés kozott jelentds eltérés nem volt.

2. A végponti titer becslés nem volt linearis az eljaras mérési tartomanyan beliil,
rdadasul C-ANCA mintdzatnal erésen pozitiv mintdknal magas dozis hook-
effektus is eléfordult.

3. Az automatizalt képelemzéses és a hagyomanyos értékelés kozott jelentos
eltérés volt mind a mintdk mindsitését, mind az osztalyozasat illetden, ezért
a szamitogépes algoritmus eredményei felhasznalé 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 mintdk nem
megfeleld csoportba sorolasa okozta.

4. A képerny6n végzett értékelés nagyon jo egyezést mutatott a referenciaként
hasznalt konvencionalis mikroszkopos értékeléssel.

II. Az ANA mintazatok kdzotti zavard hatas vizsgalata, a szamitogéppel tamogatott
kiértékelési modok 6sszehasonlitasa:

1. A Laboratoriumi 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 el
egylitt.

2. Kevert mintazati mintakndl a homogén mintazat zavarja a szemcsés
mintazatot €s forditva. A homogén mintdzat zavard hatdsa a nagyobb
mérték.

3. Zavar6 masodik mintdzat mellett a vizsgalt mintdzat felismerése és
erdsségének megitélése képernydn végzett értékeléssel hasonlo,

szamitogépes képelemzéssel rosszabb, mint hagyomanyos leolvasassal.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt k6szondm témavezetOmnek, Prof. Dr. Antal-Szalmas
Péternek, aki felliigyelte ¢és tamogatta munkamat, segitett a kisérletek
megtervezésében ¢s az eredmények értelmezésében.

Ko6szondm Prof. Dr. Kappelmayer Janosnak, hogy lehetdséget biztositott a
DE Laboratoriumi Medicina Intézetében a PhD munkam elkészitésére.

Ko6szondm 1Szo6116si Ibolya, Torok Gaborné, Vargané Foldesi Roza és az
Osszes immunologiai részlegen dolgozo asszisztens preciz munkajat a kisérletes és
rutin laboratériumi tesztek elvégzésében.

K&sz6ndm a volt és jelenlegi szobatarsaimnak, hogy fordulhattam hozzajuk
a kisebb-nagyobb technikai problémaimmal, kiemelve Dr. Barath Sandor és Dr.
Mezei Zoltan statisztikai modszerek és Dr. Fejes Zsolt grafikonkészités teriiletén
nyujtott segitségét.

Ko6szondm az Euroimmun, illetve magyarorszagi forgalmazojanak az
Immunotrin Kft. munkatarsainak, kiemelve koziilik Dr. Frank Tibort, hogy a
reagensek egy részét, a kiprobalas idoszakaban az automatizalt mikroszkopot, illetve
a miszerrel kapcsolatos informaciot biztositottak.

Koszondm a laboratoriumi informatikai rendszer iizemeltetdinek a
statisztikai lekérdezésekhez nyujtott segitségiiket.

Ko6szondm az Immunolégiai, Reumatologiai, Gasztroenteroldogai és
Nefrologiai Tanszék munkatarsaink, hogy a betegek karakterizalasaval, a rutin
mintak kiildésével lehetdvé tették a kisérletes munka elvégzését.

Ko6szonom csaladomnak, sziileimnek és barataimnak a tiirelmet, timogatast, amivel

segitették, hogy a kutatdsi munkara fokuszalhassak.
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