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1. Osszefoglalas

BEVEZETES: A klinikai gyakorlat szempontjab6l nagy jelentdséggel birnak azok a
biomarkerek, melyek segitséget nyujtanak a kulonféle gasztroenteroldgiai betegsegek
kimenetelének eldrejelzésében. Az utdbbi években az érdeklddés kozéppontjaba keriilt olyan
klinikai és laboratoriumi (szerologia és genetikai) tényezék felkutatasa, melyek segitséget
nyujthatnak a klinikusok szaméra azon betegek kisziirésében, akik fokozott kockézattal
rendelkeznek az adott betegség progresszidjara nézve. Lehetdvé téve az egyénre szabott
kovetési strategia, valamint kezelési terv kialakitasat. Klinikai kutatasunk soran két olyan
gasztroenterolégiai  betegcsoportot  (méjcirrhosis, gyulladasos bélbetegségek [IBD])
valasztottunk ki, ahol a betegség patogenezisében és a korlefolyds soran a szovédmények
kialakulasaban jelentds szerepet jatszik a velesziiletett immunrendszer mitkodészavara. A két
korkép tovabbi kozos jellemzdje, hogy a vékonybélgyulladas kovetkeztében 1étrejovo
strukturélis és funkcionalis karosodas, a bélnyalkahartya csokkent védekezdképessége és a
megvaltozott bélfléra egyittesen krénikus bakterialis transzlokaciohoz (BT) vezetnek. A
kalonféle luminalis baktériumok és/vagy bakterialis termékek kontrollalatlan felvétele tovabb
sulyosbitja a mar zajlé lokalis €s szisztémas proinflammatorikus folyamatokat eldsegitve

ezaltal a betegség sulyosbodasat és a szovédmeények kialakulasat.

CELKITUZESEK:

(1) Prospektiven kovetetett nagy esetszamud gyulladasos belbeteg kohorszban (n= 458)
vizsgaltuk a kdlonféle target specifikus pankredsz ellenes antitestek (PAb), valamint
antifoszfolipid antitestek (APLA) (1) el6fordulasi gyakorisagat; (2) Uj diagnosztikai tesztek
kozotti egyezést a PADb-ok esetében; (3) antitestvalasz hosszu tavu stabilitasat; (4)
képzddésének Osszefiiggését a Crohn-betegség [CD]  klinikai, szerologiai és genetikai
jellegzetességeivel; (5) prognosztikai értékét a betegséglefolyas elérejelzésében CD-ben

(betegség specifikus szovodmények, rezekcios miitétek).

cre

(n=385) vizsgaltuk a szérum IgA és IgG tipust anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek
(ANCA) el6fordulasi gyakorisagat, tipusat és mintazatat. Megvizsgaltuk, hogy kimutathatd-e

kapcsolat az ANCA jelenléte és a betegség sulyossaga ill. portalis hipertenzio jelenléte kozott



majcirrhosisban. Elemeztik, hogy az ANCA jelenléte — mint BT marker — kockazati tényez6-
e a majcirrhosisos betegek klinikailag jelentds bakterialis fert6zéseinek kialakulasban.

Vizsgaltuk a cirrhosishoz tarsulo ANCA eredetét.

MODSZEREK: A kilonféle autoantitestek meghatarozdsa enzimhez  kapcsolt
immunszorbens assay (ELISA) segitségével, illetve indirekt immunfluoreszcens modszerrel
(IF) tortént.

KOVETKEZTETESEK: A disszertacio6 alapjat képzd harom prospektiv klinikai tanulmany
eredményeit az alabbiak szerint foglalhatjuk dssze. (1) Fokozott APLA képzddést észleltiink
CD betegekben, viszont ezen APLA-k jelenléte nem mutatott Osszefliggest a Klinikai
fenotipussal, a betegséglefolyassal, illetve a venas trombotikus esemenyek kialakulasanak
kockazataval a prospektiv kovetés soran. (I1) A target specifikus PAb-ok 0Osszefliggést
mutattak CD-ben mind a sz6védményes lumindlis betegség fenotipus, mind pedig a perianalis
szovodmény kialakuldsanak kockazataval. Ezek alapjan hasznos kiegészitd eszkozként
szolgalhatnak a szerologiai panelek tagjaiként mar a betegség felismerésekor a CD betegek
stratifik&cidjaban (111) Az IgA tipusi ANCA jelenléte gyakori volt cirrhosisos betegekben és
Osszefliggést mutatott az eldrehaladott betegséggel és a portalis hipertenzidoval. Tovabba az
ANCA IgA jelenléte fiiggetlen mddon Gsszefliggést mutatott a klinikailag jelentds bakterialis
fert6zések kialakulasaval. (1V) Az IgA szubtipizalds soran az 1gA2 szubtipusi ANCA
aranyanak megemelkedése és a szekretoros komponens jelenléte egyittesen alatamasztjak a
bélnyalkahartya immunrendszerének részvételét és a bakteridlis alkotorészek fokozott

crer



2. Summary

INTRODUCTION: Biomarkers which can assist to define and predict disease outcome in
different gastroenterological diseases has of importance. In recent years, much emphasis has
been placed on the determination of important predictive factors. Identification of new
markers (serologic and genetic), which can help clinicians in the identification of patients at
risk for disease progression around the time of diagnosis, will hopefully allow choosing the
most appropriate management in terms of therapy, intensity of follow-up and frequency of
various investigations. Two heterogenous gastroenterological disease groups (liver cirrhosis,
inflammatory bowel disease [IBD]) were chosen for further evaluation, in which the
disruption of innate immune system plays a pivotal role in the pathogenesis of the disease and
also in the development of disease specific complications throughout the disease course.
Common feature of these two diseases is that the structural and functional disruption of gut
barrier integrity due to chronic small bowel inflammation, the disturbance of mucosal
immunity and the alteration of gut luminal flora altogether lead to chronic enhanced bacterial
translocation (BT). BT, or in other words, sustained uptake of bacteria and/or bacterial
products from the gut into the circulation leads to a more profound activation of local and
systemic pro-inflamatory processes and as a consequence, contribute to the acute or chronic

worsening of the disease, as well as the development of disease specific complications.

AIMS:

(1) We investigated in a large prospective referral IBD cohort (n=458): (1) the prevalence and
type of APLAs and PAbs; (2) the agreement between the new diagnostic tools for the
evaluation of different target specific PAbs (3) the long-term stability of the PADbs response;
(4) the association of APLAs or PAbs formation to the clinical, serologic and genetic
characteristics of CD; (5) the predictive potential of the different APLAs or PAbs with
regards to the development of disease specific complications or need for surgery.

(1) We investigated in a large prospective referral cohort of cirrhotic patients with different
etiologies (n=385) (1) the prevalence, type and staining pattern of IgA and IgG type ANCA;
(2) associations between the presence of ANCA and the disease severity or existence of portal
hypertension; (3) whether presence of ANCA — as a marker of BT — is associated with the



development of clinically significant bacterial infections; and (4) the possible origin of
cirrhosis-associated ANCA.

METHODS: We used enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and indirect
immunofluorescence (I1F) technique for the detection of anti-microbial- and autoantibodies.

CONCLUSIONS of the three prospective studies representing the basis of this Ph.D. thesis:
(1) Although we detected enhanced formation of APLAs in CD patients, the presence of the
APLAs was not associated with the clinical phenotype, disease course, or risk of venous
thrombotic events during the prospective follow-up. (I1) In conclusions, the findings of our
prospective referral cohort study indicate that target-specific PAbs may be useful markers in
the stratification of CD patients and are associated with complicated disease phenotype and
risk of developing perianal complications. In addition, they may be valuable additional tools
as a member of serology panels for the prediction of disease course. (I11) In summary, the
presence of IgA class ANCA was common in patients with cirrhosis and was associated with
advanced disease and portal hypertension. Furthermore, presence of ANCA IgA was
independently associated with the development of clinically significant bacterial infections
during a 2-year follow-up. Marked increase in the proportion of 1IgA2 type of ANCA with the
presence of secretory component supports the involvement of gut mucosal immune system
and sustained exposure to bacterial constituents as a trigger of ANCA formation in liver

cirrhosis.



3. Roviditések jegyzéke
A.U.: arbitrary unit (tapasztalati/mesterséges
egyseg)

ABC: antigén-kotShely

ACA: anti-kardiolipin

ACLF: kronikus majelégtelenségre rakddott akut
dekompenzacio allapot

AID: aktivacio-indukalt cytidindeaminaz

ALD: alkoholos majbetegség

AMA: anti-mitokondrialis antitest

ANCA: anti-neutrofil citoplazmatikus antitest
ANOVA: egyszempontos egytényezos
varianciaanalizis

anti-PS/PT: foszfatidilszerin/protrombin komplex
ellen képzddo antitest

anti-p2-GP1I: anti-p2-Glikoprotein-I

APLA: anti-foszfolipid antitestek

ApoA-1: apolipoprotein A-I

APP: akut fazis fehérjék

APRIL: proliferéaciét indukalé ligand

aPS/PT: anti-foszfatidilszerin/protrombin komplex
APS: anti-foszfolipid szindréma

ASCA: anti-Saccharomyces cerevisiae ellenes
antitest

AT: artérias tromboembolias esemény/trombdzis
BAFF: B-sejt aktivalo faktor

BPI: baktericid permedbilitast fokozé fehérje
BT: bakterialis transzlokécid

c-ANCA: citoplazmatikus-ANCA
NOD2/CARD15: nukleotid oligomerisatios
domén/caspase recruitment domén

CCP: komplement szabalyoz6 fehérjék

CD: Crohn-betegség

CD40, CD86 sth.: kostimulator molekulak
(CD=cluster of differentiation)

Cl: megbizhatdsagi tartomany/konfidencia
intervallum

CLD: krénikus majbetegség

CLR: C-tipusu lektinek

CRP: C-reaktiv protein

CUZD1: CUB zona pellucida-szerti domén 1
CSI: klinikailag jelentds bakterialis fert6zés

D1: 1-es domén

DAMP: sejtkarosodassal 6sszefliggé molekularis
mintazat

dHPLC: denaturalé nagy teljesitéképességii
folyadékkromatogréfia

EGPA: eosinophilias granulomatosis polyangiitis
ELISA: enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalat
FcaRI: Fec (fragment, crystallizable) alfa receptor I
FD: fluoreszcencia denzitas

FITC: fluoreszcein-izotiocianat

GM-CSF: granulocita-makrofag koldnia stimulalé
faktor

GP2: glikoprotein 2

GP2a: glikoprotein alfa

GP2b: glikoprotein béta

GPA: granulomatosis polyangiitis

HBI: Harvey-Bradshow Index

HC: egészséges kontroll

HCV: krénikus hepatitis C-virusos fert6zés
HDL: magas sliriségli lipoprotein

HR: kockazati arany/hanyados

HRP: tormaperoxidaz

IBD: gyulladasos bélbetegségek

IgA: immunoglobulin A

1gG: immunoglobulin G

IIF: indirekt immunfluoreszcencia

IFT: indirekt immunfluoreszcens modszer/technika
IL: Interleukin

IL-6: interleukin-6

iNOS: indukalhat6 nitrogén monoxid szintetaz
IQR: inter quartilis tartomany

KC: Kuppfer sejtek

LA: lupus antikoagulans

LBP: lipopoliszacharidkotd fehérje

LC: liver cirrhosis — majzsugor



LPS: lipopoliszacharid

LSEC: m4j szinuszoidalis endotél sejtjei

LTA: lipoteikolsav

m: monomer

MAMP: mikroba-asszocialt molekularis mintazat
MBL: mann6z koto lektin

MELD: modell for end-stage liver disease

MP: mikroszképikus polyangiitis

MPO: myeloperoxidaz

MRNS: messenger RNS

NDL: nukleotid k6t6 oligomerizaciés domén
(NOD)-szertii receptorok

NET: neutrofil extracellularis "csapdak"/neutrophyl
extracellular trap

NK sejtek: természetes 616 sejtek (natural killer
cells)

NOD: nukleotid kot oligomerizaciés domén
NOD?2: nukleotid oligomerizéaciés domén2

OD: optikai denzitas

OMP: kiilsé membranfehérjék

OR: esélyhanyados

PAB: pankreasz acinus sejt ellenes antitest

PAb: pankreasz ellenes autoantitestek

PAMP: kérokoz6-asszocialt molekularis mintazat
(pathogen associated molecular pattern)
p-ANCA: perinukleéris mintazat

PBC: primer biliaris cirrhosisban

PBMC: periférias vér mononuklearis sejtjei

PBS: primer biliaris cirrhosis

PCR-RFLP: polimeraz lancreakcio/ restrikcios

fragmens hossz polimorfizmus
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PE: pulmonalis embolia/tiidéembolia

PG: peptidoglikan

plgA: polimer immunoglobulin A

plgR: polimer immunoglobulin receptor

PLC: foszfolipaz C

PMN: polimorfonukleéaris leukocita

PR-3: proteinaz-3

PRR: mintazatfelismero receptor (pattern
recognition receptor)

PSC: primer szklerotizal6 cholangitis

SBP: spontan bakterialis peritonitis

SC: szekretoros komponens

sCD89: szolubilis CD (cluster of differentiation) 89
SD: standard deviacio

SES-CD: egyszeriisitett endoszkopos pontrendszer
Crohn-betegségben

slgA: szekretoros immunoglobulin A

SNP: egypontos nukleotid polimorfizmus

SR: scavenger receptorok

TBB-5: 5-0s izotipust human p-tubulin

TE: tromboembélids esemény

TGF: transzformald ndvekedési faktor

TLR: toll-szerii receptorok (toll like receptor)
TMB: tetrametilbenzidin

TNF-o: tumor nekr6zis faktor-alfa

UC: colitis ulcerosa

VT: vénas tromboembolias esemény/trombozis
VWEF: von Willebrand faktor

B.-GPI: B,-Glikoprotein |



4. Bevezetés

A velesziiletett immunrendszer a kiilonb6z6 patogénekkel €s testidegen anyagokkal szembeni
védekezés meghatirozé els6 vonala. A kialakuld6 immunvalasz nem szelektiv ¢és
immunmemoria kialakulaséval sem jar, ugyanakkor az adaptiv immunrendszer aktivalodasaig
ez a rendszer jelent védelmet a szervezet szamara. A velesziiletett immunrendszer mitkodése
kulcsfontossagll az adaptiv immunvélasz beinditasdban is. A legfontosabb humoralis
komponensek (komplement rendszer, antimikrobialis peptidek és kiilonb6z6 citokinek) és a
cellularis elemek (fagocitak, természetes 616 [NK], valamint dendritikus sejtek) a patogenek
jelenlététdl fliggetleniil funkcidképes allapotban vannak és nagyon rovid id6 alatt képesek
aktivalodni. A mikrobak felismerése az un. ,mintazatfelismeré receptor (PRR)”-okon
keresztul torténik, melyek az adott mikrobabol szarmazé jellegzetes kémiai szerkezetii
molekulakat az dan. ,,kérokozo-asszocialt molekularis mintazat (PAMP)”-okat ismerik fel. A
PAMP-ok korai felismerése elengedhetetlen a megfeleld anti-mikrobialis immunvalasz
kialakulashoz, ugyanakkor jol miikodé szabalyozd mechanizmusok is sziikségesek a talzott
mértékli szisztémas ¢és lokalis immunvalasz megakadalyozasara és a kovetkezményes
szovetkarosodas elkeriilésére. Ugyanazon ligandot egyidében tobb PRR is felismeri és ezek
egylittes, 0sszehangolt mitkddése szlikséges a megfeleld valasz kialakulasadhoz.

A PRR-ok kuldnféle formaban, szervezet szerte megtalalhatdak: egyrészt szabadon
mozgd fehérjék (oldott elemek), masrészt a természetes immunrendszer sejtjeinek felszinen
megkotott vagy a sejtek belsejében, intracellularisan eléforduld receptorok. Minden olyan
helyen nagy szamban fellelhetéek, amely a mikroorganizmusok szaméra belépeési kaput jelent
az emberi szervezetbe. A kilonféle PRR-ok kozé tartoznak a toll-szeri receptorok (TLR), a
scavenger receptorok (SR), a C-tipusu lektinek (CLR), a nukleotid k6té oligomerizacios
domén (NOD)-szerti receptorok (NDL), valamint a2 -integrinek. Miikodésiik alapjan két f6
csoportba sorolhatoak. A sejthez kotott elemek egyrészt endocitotikus, masrészt jelatvivo
receptorok és a gyulladdsos valasz beinditdsdban, valamint a kovetkezményes
sejtaktivacioban van jelentds szerepiik. A szolubilis elemek ugyanakkor az antitestek
funkciondlis 6sei, fagocita receptorként miikkodnek. A patogén mikrébaknak vagy azok
termékeinek a fagocitak altal torténd felvételét kozvetlendl, opszoninok jelenléte nélkal is
segitik és aktivaljak a komplement rendszert. A szolubilis PRR-ok egy része a neutrofilek

granulumaiban raktarozodik €s a granulocitdkat érd stimulus hatasara azonnal, perceken beliil,
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Kibocsajtdsra kerll az extracellularis térbe. Masik részik, mint korai géntermék, a
mononuklearis és a dendritikus sejtekben Gjonnan szintetizalédik. Mindkét esetben a
szolubilis PRR-ok lokalisan, az immunrendszert ért timadas helyszinén képzddnek. Fontos
azonban, hogy a szolubilis PRR-ok egyben akut fazis fehérjek (APP) is, késleltetett formaban,
szisztémadsan is képzddnek, tdvol a gyulladas helyétdl. Forrasuk bizonyos szovetekben (mint
pl. maj) az epitél sejtek. Szintézisiiket elsdsorban az interleukin (IL)-6, kisebb mértékben az
IL-1 és a tumor nekrézis faktor-alfa (TNF-a) fokozzak.

A PRR-ok ligandkot6 specificitasa széles skalan mozog. Képesek megkotni kilonféle
poliszacharidokat (mint pl. a lipopoliszacharid [LPS]), a lipoteikolsavat (LTA), a
peptidoglikant (PG), nukleinsavakat és fehérjéket. Ezen molekuldk azonban nemcsak a
patogén mikrébak sejtfelszini alkotoelemei, hanem a kommenzalis flora tagjain és az
opportunista korokozékon is jelen vannak (mikréba-asszocialt molekula mintazatok
[MAMP]). A szervezet PRR-ok segitsegével a szdméra idegen mikrobialis struktardk mellett
bizonyos endogén molekuldk felismerésére és eliminalasara is képes. A karosodott sajat
sejteket azok megvaltozott felszini alkotoelemei (DAMP) alapjan ismerik fel.

A PRR-ok ¢és szabalyozd mechanizmusaik nem megfeleld miukodése esetén a
korokozok és a sajat sérult struktarak felismerése és eltivolitasa, a szdveti regeneracio,
valamint a gyulladasos valasz megfelel6 kontrollja sériil, melynek eredményeképpen
fokozodhat az akut és krénikus gyulladasos folyamatokkal és tarsuld korképekkel szembeni
fogékonysag, valamint modosulhat azok lefolyasa.

A PRR-ok altal felismert sejtfelszini mikrobidlis alkotdelemek ellen a szervezetben
antitestek is képzddhetnek, melyek szerologiai modszerekkel kimutathatoak. Az anti-
mikrobialis antitestek kozil a legismertebb és legtobbet vizsgalt antitest az anti-
Saccharomyces cerevisiae ellenes antitest (ASCA), mely a mikrébak mannoz sejtfal
komponense ellen termelédik. Az ASCA-hoz képest az egyeb sejtfelszini glikan
komponensek ellen képz6dé antitestek (anti-glikdn antitestek) el6fordulasi gyakorisaga
Iényegesen ritk&bb. Antitestek ugyanakkor nemcsak a mikrébak szénhidrat, hanem fehérje
komponensei ellen is termelddhetnek. A baktériumok kiils6 membran proteinjei ellen
képz6dé antitestek anti-OMP antitest néven ismertek. Az anti-mikrobialis antitestképz6dés
oka és annak pontos mechanizmus nem ismert. Gyakoribb képzddésiiket megfigyelték
bizonyos funkcionalis kdvetkezménnyel jar6 varians PRR genotipusok esetén (MBL
deficiencia, NOD2 variansok). Ezen megfigyelés és az anti-mikrobialis antitestek jellegzetes

betegcsoportokban torténd eldfordulasa felveti annak lehetéségét, hogy az antitestképzddés
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egyik lehetséges oka a genetikai alapon 1étrejovd bélflora elleni immuntolerancia vesztés.
Ujabb irodalmi adatok alapjan az emberi szervezet bizonyos fehérjéi ellen kialakult antitestek
(autoantitestek) jelenléte szinten tlkrozheti a szervezetnek a bél mikroflorajara adott
rendellenes immunvalaszat. Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitest (ANCA)
képz6désében szerepet jatszik a molekularis mimikri jelensége. A human 5-6s izotipusdp -
tubulin citoszkeletalis fehérje és a bélbaktériumok sejtfelszinén ubiquiter médon megtalalhatd
FtsZ fehérje kozott nagyfoka szerkezeti hasonldsag van, mely keresztreakcid kialakuldsahoz
szolgalhat alapul. A pankreasz acinus sejt ellenes antitest (PAb) antigénjérol, a glikoprotein
2 (GP2)-r6l, pedig igazolddott, hogy egy intesztinalis receptorfehérje, mely a bélbaktériumok
érzékelésében vesz reszt. Elképzelhetd, hogy egy bakteridlis komponens és a GP2 egylittese a

valddi antigén.

Klinikai kutatasunk soran két olyan gasztroenterolégiai betegcsoportot (majcirrhosis,
gyulladasos bélbetegségek [IBD]) valasztottunk ki, ahol a betegség patogenezisében és a
korlefolyas soran a szovodmények kialakulasdban jelentds szerepet jatszik a velesziiletett
immunrendszer mukodészavara. A harom korkép tovabbi kozos jellemzdje, hogy a
vékonybélgyulladas kovetkeztében 1étrejové strukturdlis és funkciondlis karosodas, a
bélnyalkahartya csokkent védekezOképessége és a megvaltozott bélflora egylittesen kronikus
bakteridlis transzlokaciohoz (BT) vezetnek. A kulonfele luminalis baktériumok és/vagy
bakteridlis termékek kontrollalatlan felvétele tovabb sulyosbitja a méar zajlo lokéalis és
szisztémas proinflammatorikus folyamatokat eldsegitve ezaltal a betegség sulyosbodasat és a

szOvodmények kialakulasat.
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5. Irodalmi attekintés

5.1 Gyulladasos bélbetegségek (IBD)

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

igen heterogen.

A bakterialis transzlokaci6 szerepe az IBD patogenezisében

Annak ellenére, hogy az utobbi évek kutatasai szamos Uj aspektusat tartdk fel a Crohn-
betegségnek, az etioldgia egyes pontjai tovabbra is tisztazatlanok maradtak. A genetikai és
kornyezeti faktorok mellett a lumindlis floranak is szerepe van a krénikus intesztinalis
gyulladas patogenezisében (1). CD-ben szenvedd betegek esetén a mucosalis immunitas
zavara (2), valamint a bélnyalkahartya barrier integritasanak megbomlasa (3) antigének és
proinflammatorikus molekulak, tébbek kdzott lumindlis baktériumok és bakterialis termékek
kontrollalatlan felvételét eredményezheti a béllumenbdl. A fokozott bakterialis transzlokéacio
(BT) kovetkeztében tulsulyba keriild proinflammatorikus folyamatok pedig a

szOvetkarosodast tovabb sulyosbitjak.

Szerolégiai markerek jelentésége IBD-ben

A fokozott (szeroldgiai) antitestképzddés jol ismert jellemzéje az IBD-nek. Szamos anti-
mikrobialis és autoantitestek esetében talaltak Osszefuiggéseket akar CD-vel, illetve UC-vel
(4), akar a szovodményes betegségforma kialakulasaval. Szérum mintakbol kimutathato
kulonféle antitestek szerepe az IBD diagnosztikajaban, differencial diagnosztikajaban, illetve
a betegséglefolyas, valamint a terapias valasz elOrejelzésében mar bizonyitott (5).
Keresztmetszeti, longitudinalis (hosszutavl kdvetéses) vizsgéalatok és meta-analizisek révén
nyert bizonyitékok is tamogatjak a kulonféle szeroldgiai markerek szerepét a szovédményes
betegsegforma kialakulasanak, illetve a magas miitéti riziko elérejelzésében CD-ben. Jelenleg
CD-ben az anti-Saccharomyces cerevisiae antitest (ASCA) szamit a legmegbizhatobb
markernek, mig a tébbi ismert marker esetén kérdéses, hogy ezek vajon képesek-e azonositani
a CD betegek specifikus alcsoportjait (4).
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Az anti-mikrobialis antitestek a kiilonboz6 bélben talalhatd mikrobak sejtfelszini szénhidrat
komponensei (6) (anti-glikanok), illetve fehérje antigenjei (7) ellen képzédnek. Kozullk az
els6ként azonositott és jelenleg legjelentésebb anti-mikrobidlis antitest az ASCA. Az
autoantitestek pedig kiilonbozd, a szervezet sajat fehérjéi ellen képzddnek. Ujabb kutatési
eredmények szerint felmeril, hogy egyes autoantitestek jelenléte ¢sszefligghet a bélrendszer
velesziletett immunrendszerének zavara kovetkeztében a bél feldl kialakulo fokozott
mikrobidlis expozicioval (8, 9), illetve ezzel 6sszefliggésben az ezaltal triggerelt felfokozott

adaptiv immunvalasszal. Emellett ezek a szeroldgiai antitestek aktiv szerepet jatszhatnak a

=77

Anti-foszfolipid antitestek (APLA)

Az anti-foszfolipid antitestek az autoantitesteknek egy protrombotikus csoportja, melyek az
anti-foszfolipid szindroma (APS) szeroldgiai markereiként kertltek be a koztudatba (12).
Ebbe a csoportba tartozik az anti-kardiolipin (ACA), az anti-p2-Glikoprotein-1 (anti-f2-
GPl), és a foszfatidilszerin/protrombin komplex ellen képz6dé antitest (anti-PS/PT).
APLA-k jelenlétét szamos mas betegségben (krénikus gyulladasos betegségekben (13-16) és
posztinfekciozus allapotokban (17-20)) is kimutattak, ahol nem feltétlentl rendelkeztek
protrombotikus aktivitassal. Természetesen protrombotikus aktivitds hianydban is lehet
ezeknek az antitesteknek meghatarozott patogenetikai szerepe szdmos mas betegségben az
APS-n kivil (21, 22).

IBD-ben a jelenleg rendelkezésre &ll6, az APLA-k kilonféle aspektusait vizsgalo
keresztmetszeti tanulmanyok igen eltérd kovetkeztetésekre jutottak ezen antitestek
képzddését, el6fordulasi gyakorisagat és idébeli stabilitasat illetéen. Az APLA-k klinikai
jelentdsége IBD-ben, beleértve a trombotikus eseményekkel valo Osszefiiggésiiket egyeldre
nem egyértelmiien tisztazott (23-37), amint az az 6sszefoglalé 1. tablazatbol ki is tinik. igy
ezen elsddleges APLA-k atfogd, minden részletre kiterjedd elemzése egy nagy esetszamu,

prospektiven kdvetett IBD kohorszban hianypotldonak szamit.
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Irodalmi 6sszefoglalo.

. tAblazat. Anti-foszfolipid antitestek (APLA) el6fordulasi gyakorisaga és klinikai jelentosége gyulladasos bélbetegségekben (IBD) —

Anti-B2-GPI

- 0 -_ -
ACA prevalencia (%) prevalencia (%) ACA Anti-p2-GPI
Osszefiiggés a betegség Osszefuiggés a betegség
Ref. Stu_dy Csoport N ) fenotipusaval ) fenotipusaval
deston Ossz. |1gG| IgM | IgA | Ossz. [1gG | IgM | IgA Betegseg TE Betegseg TE
. . s Komplikal IS Terépi o Komplikal IS Terépi
g g g g g g aktivitas omplikat Miitéti | Esemény erapt aktivitas omplikatt Miitéti | Esemény erapia
Lokalizacié | betegség- . Lokalizacié | betegség- )
igény igény
forma forma

HC 136 4,0
(38) R CD 73 20,0 Nem Nem Nem | Nem Nem

uc 63 10,0 Nem Nem Nem | Nem Nem

AS 19 53] 53 0,0 10,0| 00
(39) P

CD 63 80| 30 0,0 10,0| 00 Nem Nem

CD 22 36,0 Nem Nem
(25) CS

ucC 30 20,0 Nem Nem
(40) CS CD 50 22,0 |110,0] 6,0 | 6,0 Nem Nem Nem Nem

HC 40 5,0
(41) R CD 41 26,8 Nem Nem

uc 19 26,3 Nem Nem

cs HC 261 12] 12

(28) uc 80 10,0| 17,5 Nem Nem Nem Nem

HC 100 30 [20] 10 0,0 10,0| 00
(29) R&CS CD 45 156 |89 | 6,7 44 (22| 22 Nem Nem Nem Nem | Nem Nem Nem Nem Nem Nem

uc 83 18,1 |13,3] 4,8 108 |84 | 24 + Nem Nem Nem Nem Nem Nem Nem
30 cs HC 118 2,5
(30) CD 138 11,0 Nem Nem Nem
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Anti-B2-GPI

- 0, -_ -
ACA prevalencia (%) prevalencia (%) ACA Anti-p2-GPI
Osszefiiggés a betegség Osszefiiggés a betegség
Study N P
. Csoport N i fenotipusaval i fenotipusaval
Ref. | desion Ossz. [19G | 1gM | 1gA | Ossz. | 196G 1gM | 1ga | 2EE9 TE Betegseg TE
. . S Komplikal IS Terapi R Komplikal IS Terapi
g g g g g g aktivitas omplikatt Miitéti | Esemény erapi aktivitas omplikatt Miitéti | Esemény erapa
Lokalizacié | betegség- o Lokalizacié | betegség- o
igény igény
forma forma
(31 CS HC 40
CD 7
39| 00
uc 19
(32) P CD 4 0,0 Nem
uc 8 12,5
HC 102
42) R CD 24
6,6 Nem
ucC 21
HC 53 | 0,0 |00
43) R CD 29 04 6,9
uc 24 ‘ 125
HC 100
(35) R CD 26 | 0,0 0,0
uc 75 1,3 13
(44) CS IBD 20 | 30,0
HC 27 | 00 0,0
CD 5
(45) CS
7,4 3,7
uc 22

ACA: anti-kardiolipin antitest, B2-GPI. B2-Glikoprotein-1, CS: keresztmetszeti (cross-sectional), P: prospektiv, R: retrospektiv, TE:
tromboembdlias, HC: egészséges kontroll (healthy control), CD: Crohn-betegség, UC: colitis ulcerosa, I1S: immunszuppressziv
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Jelenleg a legtdbb informéacid az APLA-k lehetséges patogenetikai szerepérdl az anti-p2-GPI
antitest vonatkozésdban all rendelkezésre, mely akar uj fordulatot is jelenthet az IBD

patomechanizmusanak kutatasaban.

A komplement szabalyozo fehérjék (CCP) szupercsaladjaba tartozé p2-Glikoprotein |
(B2-GPI) els6sorban a hepatocitakban szintetizalédik és magas koncentraciot ér el a
szérumban. Ezen kiviul a B2-GPI messenger RNS (mRNS)-ének jelenlétét szdmos szOvetben
is kimutattak, igy tdbbek kozott az antifoszfolipid-szindromaban szerepet jatszo endotél
sejtekben, astrocitakban, illetve neuronokban is (46). A B2-GPI 6t alegységbdl allo fehérje. A
kiilonb6z6 domének a fehérje eltérd funkciodiért felelosek, igy az 1-es domén (D1), mely az
extracelluléris térbe nyulik, mas plazmafehérjékkel és antitestekkel 1ép interakcioba, mig a D5
az anionos foszfolipid membranok és kiilonb6z6 receptorok, mint példaul TLR-ok kotéséert
felelés (47). A B2-GPI velesziletett immunitasban bet6ltott szerepére utal bakterialis LPS
semlegesit6 funkcidja, mely a D5 és az LPS kozvetlen interakcidja révén valosul meg (48).
Megerdsitésre varnak tehat ebbdl kiindulva azok a feltételezések, melyek szerint akar a 32-
GPI csokkent szintje, akar funkciozavara karosithatja a szervezet baktériumokkal szembeni

védekezoképességét.

A fehérje elleni antitestek kialakulasa ismert folyamat, a mechanizmus részletei
azonban még nem teljesen tisztazottak. A B2-GPI gén polimorfizmusainak szerepe lehet a
fehérje immunogenitasaban, illetve méas plazmafehérjekkel valo6 interakcidkban. Tanulmanyok

igazoltdk, hogy a D5 alegység kédold régidjaban a Val/Leu®’

egypontos nukleotid
polimorfizmus (SNP) gyakoribb és reaktivabb anti-B2-GPI antitest képz6déssel jar (49, 50).
Az anti-p2-GPI antitestek az APS szeroldgiai markerének tekintheték. Ezek az antitestek tn.
,.funkcionyerd” (gain-of-function) antitestek, melyek endotélsejtek, monocitak és trombocitak
aktivacioja réven ezen sejtek proinflammatorikus, proadheziv és prokoagulans fenotipusainak
megjelenését segitik el6. Ugyanakkor az antitestek jelenléte mellett egy mésodik trigger
tényezore, leggyakrabban egy gyulladdsos eseményre is sziikség van az érrendszerben lezajlo
koros folyamatok beinditasahoz (51). Az anti-B2-GPI antitestek beavatkoznak a fiziologias
hemosztazisba azaltal, hogy felfliggesztik a p2-GPI gatlé hatasat a von Willebrand faktor
(VWF)-fiigg6 trombocita adhéziora és aggregéciora, igy a keringé aktiv vWF (52) emelkedett
szintje a trombotikus folyamatok felé billenti a hemosztazist. Jellegzetes klinikai

manifesztacioval rendelkeznek az anti-B2-GPI antitestek kiilonb6z6 altipusai, igy a D1
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alegység ellen képz6dd antitestek egyarant fokozzak a vénas és artérias tromboembdlids
események rizikojat, mig a D4/5 alegységek ellen képz6dé antitestek egyes non-trombotikus
allapotok kialakulasaért felelések (53). Bar ez utdbbi csoport szerepkore kevésbe jol definidlt.

Az anti-p2-GPI antitestek tehat az APS-en Kkivil szdmos mas, nem feltétlendl
trombotikus korképben is szerepet jatszanak (21), igy tébbek kozott IBD-ben is. Az anti-f2-
GPI antitestek valos prevalencidja és szignifikanciaja IBD-ben azonban jelenleg nem teljesen
tisztazott (54). APS-ben kimutattak P,-GPI és Saccharomyces cerevisiae keresztreagalo
epitopok jelenlétét (55). Papp és mtsai egy el6zetes tanulmanyban, CD-ben szenvedd betegek
koreben fokozott anti-B2-GPI antitestképzédést mutattak ki, mely szignifikansan korrelalt az
ASCA jelenlétével, valamint a betegség sulyossagaval (56). Mindez arra enged kovetkeztetni,
hogy az anti-p2-GPI antitestek énmagukban, illetve ASCA-val keresztreagalva felerdsithetik
CD-ben az intesztinalis mikrovaszkulatiraban zajlo patologias folyamatokat azaltal, hogy
felfliggesztik a p2-GPl VWEF-fiiggd vérlemezke adhéziora és aggregaciora gyakorolt gatlo
hatasat. A gyulladés és a véralvadas szorosan Osszefliggd, egymassal kolcsonhatasban 1év6
folyamatai a mikrovaszkulataranak. Mucosalis szinten a koagulacios zavarok mikrotrombus
képzddéshez vezetnek, mely jol ismert komponense a CD patogenezisének, valamint szerepet
jatszik tobbek kozott a betegség progresszidjaban is (57). Elméletileg az anti-p2-GPI
antitestek jelenlétében a p2-GPI velesziletett immunitasban betdltott meghatarozott funkcidi
is zavart szenvedhetnek, mely szintén hozzajarulhat az 1BD-ben zajlo patoldgias
korfolyamatok kialakulasahoz, illetve azok fenntartasahoz. A B2-GPI fehérjének ugyanis
fontos szerepe van a velesziletett immunitdsban LPS ,,scavenging” (,,utcasepr6”) funcioja

altal, mely a p2-GPI 5-0s domén (D5) és LPS kozotti interakcio révén valdsul meg (48, 58).

Pankreasz ellenes antitestek (PAb)

Az exokrin pankreasz acinus sejtjei ellen képz6d6 autoantitestek fokozott képz6dését mar
kordbban kimutattdk CD-ben, illetve coeliakiaban (59). A PAb jelenlétét el6szor 1980-ban
fagyasztott humén pankredsz metszeteken mutattdk ki indirekt immunfluoreszcens
technikaval (IIF) (60), majd ezt kovetéen féemlOs pankreasz szovet szubsztratokkal
egyetemben a PAb kimutatds elsédleges diagnosztikai tesztjének szdmit napjainkig. Két
festddési mintdzat - nevezetesen retikulogranularis és cseppszert - kiilonboztetheté meg IIF
maodszerrel, melyek azonos gyakorisaggal fordulnak el6. Irodalmi adatok szerint a PAb-ok

eléfordulasi gyakorisaiga CD betegekben 40% kordli. Ezen antitestek az 1BD-ben szenvedd
19



betegek differencialdiagnosztikajaban (CD vs. UC) bizonyultak alkalmazhatonak (4).
Mindemellett néhany tanulmany, koztik egy nagyobb betegszdmu vizsgalat 6sszefliggést
talalt a PAb-ok jelenléte és egyes specifikus betegség fenotipusok kozoétt, mely felvetette,
hogy ezen antitestek meghatarozasanak klinikai jelentdsége lehet (61, 62).

Annak ellenére, hogy a PAb-ok viszonylag koran felfedezésre kerultek, az
autoantigének meghatarozasa kozel 20 évet varatott magara, ezaltal hatraltatva ezen
antitesteknek a CD immunpatogenezisében betdltott szerepének tovabbi vizsgélatat.
Nemrégiben két egymastol fuggetlen kutatocsoportnak kiilonb6zé modszerek alkalmazasaval
sikeriilt azonositani a PAb-ok cél antigénjeként a hasnyalmirigy zimogén granulumainak
membranjaban talalhat6 f6 alkotd glikoproteint, nevezetesen a glikoprotein 2-t (GP2) (63, 64).
Komorowski és mtsai. egy masik hasonloan relevans cél antigénjét is azonositottak, a CUB
zona pellucida-szeri domén 1-t (CUZD1). Mindemellett ezen tanulméany keretében
igazolték, hogy a human pankredszbdl készilt szovettani metszeteken IIF mddszerrel lathato
immunfluoreszcens mintazatok kozil a retikulogranularis tipus szoros dsszefliggést mutatott
az anti-CUZDL1 antitestek jelenlétével, mig anti-GP2 antitest pozitivitas esetében cseppszerti
festédés volt megfigyelhet (65). Tovabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a GP2 és a CUZD1 a
velesziletett és szerzett immunitasban szerepet jatsz6 fehérjecsaladok tagjai (66, 67) és
feltételezhet6en a kommenzalis flora tagjaival szembeni tolerancia, illetve a patogénekre adott
immunvalasz kozotti egyensuly fenntartadsaban jatszanak szerepet (11).

Ezeknek az Ujonnan felismert autoantigeneknek az azonositasa 0j diagnosztikus
modszerek fejlesztését segitette eld, tobbek kozott példaul a 4-es izoformaju rekombinans
GP2-t tartalmaz6 enzimkapcsolt immunszorbens vizsgalatot (ELISA) (68) vagy CUZD1-t és
GP2-t expresszalo sejt alapu 1IF technikat (69). Ezekkel az Gjonnan elérhetd PAb kimutatasra
alkalmas technikakkal egyeldre igen keveés a tapasztalat, kilonos tekintettel ezeknek a PADb-
oknak a CD-ben jatszott klinikai jelent6ségére. Az eddigi CD-ben vegzett klinikali
tanulmanyok elsésorban rekombinans GP2- alapl ELISA rendszert alkalmaztak. Ezzel
szemben az anti-CUZD1-gyel kapcsolatosan igen limitalt informéaciok allnak rendelkezésre
(65) és az anti-CUZD1 antitestek meghatarozasnak hianyaban ezekben a tanulmanyokban a
PAb szeroreaktivitas tobb mint fele hianyzik. Néhany tanulmanyban az anti-GP2 antitestek
jelenléte 6sszefliggest mutatott a perianalis betegséggel szovodott strikturizald betegségforma
kialakulasaval (10, 70, 71), mig mas tanulmanyokban ez nem igazol6dott (72). Ezen
tanulmanyokban korlatozo tényez6 a keresztmetszeti vizsgalati jelleg. A PAb-ok pontos

klinikai jelentdségének megitélésére a CD betegséglefolyasanak eldrejelzésében hosszutava
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longitudinalis kdveteéses vizsgalatok szikségesek. Emellett a PAb-ok hosszu tava stabilitasa

szintén tisztadzandd kérdés.

Jelentés mennyiségli PAb antigén valasztodik ki az exokrin pankredszbol a
béllumenbe az emésztéenzimekkel egyetemben, melyek a velesziiletett és szerzett
immunitasban kézremiikod6 fehérjecsaladok tagjai (10, 59). Feltehetéleg a GP2 és a CUZDI1
a kommenzalis baktériumokkal szembeni tolerancia és a korokozokra adott immunvalasz
kozotti egyensuly fenntartidsaban jatszik szerepet (71). A GP2-vel kapcsolatosan viszonylag
tobb adat all rendelkezésre, jelenlétét a gyulladt bélben CD betegekben mar kimutattak (72).
Ez a fehérje képes szelektiven kotni a kommenzalis és patogén bélbaktériumok bizonyos
alcsoportjait, tobbek kodzott az Escherichia coli-t is, a baktériumok kiils6é membranjaban
talalhaté l-es tipusd pilusok FimH komponensének felismerése révén (73, 74). GP2
expresszalodik a Peyer-plakkok (folliculusokhoz asszocialt epithelium) M-sejtjeinek apikalis
felszinén az egészséges bélnyalkahartyaban (66, 67, 75), ahol mucosalis antigének
transzcitotikus receptoraként funkcional, és ezéltal az l-es tipust pilusokkal rendelkez6
baktériumok elleni mucosalis immunvalasz iniciaciéjaban kulcsfontossagu szerepet tolt be. A
GP2 tovabbé a pankreasz acinussejtjeinek zimogén granulumainak f6 membranfehérjéje (76).
A pankreasznedv alkoto részeként a béllumenbe szekretdlt GP2 az I-es tipusu pilussal
rendelkezé baktériumok szolubilis receptoraként funkcional. Ezen glikoproteinek ellen
képz6do autoantitestek egyrészt interferalhatnak egyes velesziiletett
immunmechanizmusokkal, masrészt akar tiikrozhetik a fokozott mikrobialis terhelésnek kitett
bél barrier altal kivaltott immunvalaszt is. Feltételezésliink szerint a GP2 ellen képz6do
antitestek gatoljak a szolubilis receptor baktériumkotd képességét, mely miatt a
bélnyalkahartya fokozott bakterialis expozicionak van kitéve. Feltételezhetd, hogy anti-GP2
jelenlétében fokozddik az M-sejtekbe torténd baktériumtranszeitozis, s igy fokozodik a
dendritikus sejtek felé torténd antigén prezentacid is, ezaltal beinditva antigén-specifikus
mucosalis immunvalaszt, koztik IgA" B-sejtek képzddését is. Mindez a baktériumok fokozott
invazidjat eredményezi az intesztindlis lamina propriaba. Ezen feltételezésiink azonban

tovabbi megerdsitésre var. (1.abra)
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1. 4bra A Glikoprotein 2 (GP2) fiziologias szerepe a béltraktusban: (1)
antimikrobidlis és (2) immunmodulans hatas (11)

A GP2 a pankreasz zimogen granulumainak glikozilalt membran fehérjéje (exkretalt forma),
ugyanakkor megtalalhatd a Peyer-plakkok M-sejtjein is, mint transzcitotikus receptor
(membrankdétott forma). Mind az exkretélt, mind pedig a membrankotott forma képes az 1-es
tipustt bakterialis fimbriakhoz valo kotédésre. A GP2 ezaltal fontos szerepet jatszik a
kommenzalis baktériumokkal szembeni immuntolerancia fenntartasaba, illetve az enteralis

patogénekkel szembeni immunvalasz kialakulasaban.
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A kutatas jelentésége IBD-ben

Mind CD-ben, mind UC-ben a betegség klinikai megjelenése és a betegseg lefolyasa
rendkiviil valtozatos, és a betegség elérehaladtaval valtozik. A klinikai gyakorlat
szempontjabol nagy jelent6séggel birnak azok a biomarkerek, melyek segitséget nyujtanak a
betegség kimenetelének elérejelzésében. Az utobbi években az érdeklodés kozéppontjaba
keriilt olyan klinikai és laboratoriumi (szerologia és genetikai) tényezok felkutatasa, melyek
segitséget nyujthatnak a klinikusok szamara azon betegek kisziirésében, akik fokozott
kockézattal rendelkeznek a betegség progresszidjara nézve. Mindez lehetévé tenné, hogy
betegre szabottan a lehetd legkordbban és a legmegfelelobb terapids algoritmus illetdleg
betegkdvetesi terv kertljon kivalasztasra és alkalmazasra. CD eés UC esetén a komplexitas
nem csak magara a betegség klinikai megjelenésére vonatkozik, hanem a betegség hatterében
meghuzddo patogenetikai mechanizmusokra is. Mivel az IBD kialakulasanak pontos oka(i) és
mechanizmusa(i) jelenleg nem tisztazott(ak), igy minden feltételezett patogenetikai
komponens szerepe koriiltekintd vizsgalatot igényel, jelentdséggel bir. Azon kornyezeti
tényezOk, melyeknek szerepiik lehet a kronikus intesztinalis gyulladds fenntartasaban
kalondsen figyelmet érdemelnek az IBD kronikus jellegét tekintetbe véve. A véralvadasi
rendszer dinamikus részét képezi a kronikus intesztinalis gyulladds folyamatanak, és igy
fontos eleme az IBD patogenezisének. Tekintve, hogy egyeldre csak korlatozott adat all
rendelkezésre a véralvadasi rendszer és a velesziletett immunrendszer sejtjei kozotti

kapcsolatrdl, igy ez a teriilet igéretes célpontja lehet az IBD kutatasoknak.
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5.2 M@jcirrhosis

A méjcirrhosis klinikai megjelenése és a betegség lefolyasa véltozatos. A hullamzo
betegséglefolyas soran alapvetden két kiilonbozo klinikai entitassal kell szamolnunk, melyek
esetén eltér6 immun patogenetikai folyamatok keriilnek elétérbe. A méjmiikddés akut
rosszabbodasa soran kialakul6 allapot (ACLF, krdnikus majelégtelenségre rakodott akut
dekompenzécid allapot) sok esetben szervelégtelenséggel jar, mig a majmikodés kronikus
rosszabboddsa esetén a majfibrozis progresszidja ¢és a szovodmények kialakuldsa uralja a

korképet. (77)

Szerzett immundeficiencia majcirrhosisban

A méjcirrhosis a leggyakoribb szerzett immundeficiens allapot. Az immunrendszernek a
korképhez tarsul6 mukodészavara ,,cirrhosishoz tarsulé immundiszfunkcios szindréma”
(CAIDS) néven ismert (78). A természetes és az adaptiv immunfunkciok zavara
majcirrhosisban szertedgazd és mértéke is kiilonbozo; a zavar a felismerd-, végrehajto- és
szabalyoz6 mechanizmusokat egyarant érinti (79). Paradox modon bizonyos esetekben mind a
gatolt, mind pedig a talaktivalt allapot parhuzamosan van jelen, mely egyfajta fogékonysagot
eredményez az akut gyulladasos folyamatok kialakulasaval szemben, mind lokalisan, mind
pedig szisztémésan. A pro- és anti-inflammatorikus folyamatok egyensulyzavaranak egyik
legsz¢élsdségesebb formdja a kronikus majelégtelenségre rakodott akut dekompenzacio
allapota (ACLF). A majcirrhosishoz tarsuld komplex immunzavar sajatossaga, hogy kedvez
az akut gyulladasos folyamatok perzisztalasanak és ezéltal hozzajarul a majfibrézis
progresszidjahoz és a szovodmények kialakuldsdhoz, (portalis hipertenzié és hepatikus
encephalopathia). A majmuikodés akut romlasaban és kronikus rosszabbodasaban azonban
eltéré patogenetikai folyamatok keriilnek el6térbe (80). A fokozott BT (81) és a
kdvetkezményes endotoxémia, tovabba a szisztémdas bakterialis fertézések el6forduldasanak
gyakoribba vélasa mindkét klinikai esetben kiemelt fontossagu (82). A betegek immunoldgiai

statusza a betegség lefolyasa soran folyamatosan valtozik. Az immunmikodés mértékének
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legkifejezettebbek (84). Majcirrhosisban az immunrendszer szerzett miikodészavarai mellett,

annak 6rokletes — a majcirrhosistol fuggetlenul fennallo — pl. funkcionalis kbvetkezményekkel
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jaro genetikai polimorfizmusok kovetkeztében kialakulo eltérései sokkal kifejezettebb klinikai
kovetkezmeényekkel jarnak az é&tlag populécidhoz képest. Ennek az az oka, hogy
majcirrthosisban a széleskdrli szerzett immunmiikodés zavara miatt a kompenzacids

folyamatok korlatozottak.

A bakterialis transzlokacié szerepe méjcirrhosisban

A méjfibrdzis kialakulasa 0sszetett folyamatok eredménye, melyet a szervezet genetikai és a
kornyezeti faktorok kozotti interakciok befolydsolnak (85). Ennek az interakcionak az egyik
f6 szintere a gasztrointesztinalis rendszer és a bélnyalkahartya, mely az egyik legnagyobb
felulet, ahol a szervezet a kilvilaggal érintkezik. A bél luminalis florajanak a jelentés szerepe
a maj kronikus gyulladasanak patogenezisében nemrégiben kerult felfedezésre.

Intesztindlis  bakterialis tdIndvekedés, a bél mikroba flora Osszetételének
megvaltozésa, a bél motilitds zavara, a bélnyalkahartya lokalis immunzavara, valamint
bélnyalkahartya barrier multifaktorialis kéarosodasa (megndvekedett oxidativ stressz,
bélnyalkahartya 6déma és ennek kovetkeztében kialakuld strukturalis valtozasok altal
Iétrehozott fokozott bél permeabilitas) egylttesen patologias BT eredményez majzsugorban
(81, 86). A BT a fent leirt mechanizmusoknak koszonhet6en kiilonb6zé (mikrobidlis) eredetti
antigenek, baktériumok (féként Gram negativok) és bakteridlis termékek (bakterialis DNS
CpG motivumokkal, LPS, lipoteicholsav, teicholsav) kontrollalatlan felvételét eredményezi a
béllumenbdl a szisztémas keringésbe. A fokozott BT pedig a potencialisan immunogén
bakterialis termékek szintjének emelkedéséhez vezet a szisztémas keringésben. Ehhez jarul
hozza, hogy ezen bakteridlis termékek eliminacioja is tobb ponton zavart szenved
majzsugoros betegekben. A maéj rezidens makrofagjai, az an. Kuppfer sejtek (KC)
kulcsszerepet jatszanak a bakteridlis termékek kisziirésében. A maj ezen sziird funkciodja is
zavart szenvedhet majzsugorban. Mindemellett az albumin fokozott oxidacioja a fehérje LPS
eltavolitasa szempontjabdl jelentds un. ,,scavenging” (,,utcasepr6™) kapacitdsanak csokkenését
eredményezi (87). A hasonl6 funkcidt betdltdé magas denzitasu lipoprotein (HDL) és
apolipoprotein A-1 (ApoA-1)(88) csokkent szintje is hozzajarul a bakterialis termékek

megemelkedéséhez a portalis és szisztémas keringésben.

A fokozott BT sulyosbitja a proinflammatorikus folyamatokat, mely hozzajarul a maj
szOvetkarosodasahoz, illetve annak fokozodasadhoz (86). A maj csillagsejtjei egyfajta

vegrehajtd funkciot toltenek be a fibrogenezis folyamatdban (89), ugyanis a maj
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homeosztazisanak fenntartasa kiilonboz6 pro- és anti-fibrotikus hatasok csillagsejteken valo
szummacidjanak fiiggvénye. A BT kovetkeztében a kilénféle bakterialis termékek,
alkotorészek (LPS, bakterialis DNS) kiilonb6zé6 TLR altal medialt jelatviteli utakon
(elsésorban TLR4 ¢és TLRY9) a csillagsejtek aktivacigjat eredményezik (90), mely a
profibrogenetikus folyamatok irdnyaba billentik el az egyensulyt (90-92).

Intesztinalis eredetli bakterialis termékek (LPS, nem metilalt CpG-DNS és
lipoteicholsav [LTA]), testidegen toxikus anyagok (ethanol és acetaldehidb6l szarmazo
adduktok) és karosodott hepatocytdkbol szarmazo endogén TLR ligandok kronikus
expozicioja kovetkeztében kialakuld valtozasok a TLR jelatviteli utakban (93) jol ismert
elemei a CAIDS-nak (78). A TLR2 a di- és triacil-lipoproteineket, TLR9 nem metilalt CpG-
DNS-t, TLR4 pedig a lipopoliszacharid (LPS) lipid A komponensét ismeri fel (81-83). A
baktériumok felismerése szempontjabol legjelentésebb PRR-ok, a TLR2 és TLR4
funkcionalis zavara az elnyujtott LPS expozicio kovetkeztében szignifikans szerepet jatszik
majzsugoros betegekben a fertézésre valé fokozott hajlam kialakuldsaban (94). Akut vagy
kronikus hatasok valtozasokat hoznak létre a maj parenchymdas és nem parenchymas
sejtjeinek, illetve periférias vér mononukleéris sejtjeinek (PBMC) TLR expresszidjaban. LPS
¢s mas TLR ligandok kiilonb6zd jelatviteli utak aktivalasdra képesek immun ¢és nem
immunsejtekben, melyek pro-inflammatorikus és pro-fibrogenetikus kaszkadot inditanak be
akut kortilmények kozott. Ezzel parhuzamosan anti-inflammatorikus és anti-fibrogenetikus
folyamatok is jelen vannak, hogy ellenstlyozzak az ellentétesen haté mechanizmusokat, igy a
méaj homeosztazisanak és az immuntolerancia fenntartasat tamogatjak.

Ismétlodé stimulacié alacsony dozist LPS-sel (n. csokkent LPS-re adott
valaszkészséget, masnéven LPS toleranciat eredményez monocytakon, Kuppfer sejteken
(KC) és a mdj szinuszoidalis endotél sejtjein (LSEC) in vitro kérulmenyek kozdétt (95). A
monocitak funkcionalis deaktivaciojat, mely hasonlit az in vitro LPS toleranciara, leirtak
Child C stddiumd majzsugorban és ACLF-ben szenvedé betegek esetén (96-99). Ezt a
jelenséget a szakirodalom ,,immunparalizisnek” hivja, és a monocitak HLA-DR
expresszidjanak down-regulacidjaként definialja. Lin és mtsai az ,,immunparalizis” hattereben
a kronikus endotoxémia, mint etiologiai faktor jelentdségét bizonyitottak (98). A szérum LPS
szintek HLA-DR expresszidval forditott modon korrelaltak, mig pozitiv 6sszefliggés volt
megfigyelhetd az anti-inflammatorikus hatdsd szérum IL-10 szinttel. Ezt a megfigyelést
tdmasztja al, hogy in vitro LPS stimulacié képes volt szupprimélni a HLA-DR expressziot

egészséges egyénekbOl szarmazo monocitdkon IL-10 fiiggd modon. Majcirrhosisos
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betegekbdl szarmazo alacsony HLA-DR expressziot mutatd monocitak esetén csokkent TNF-
a szekrécids kapacitast figyeltek meg, melyet az indukalhaté nitrogén monoxid szintetaz
(iNOS) és egyes kostimulator molekuldak (CD40, CD86) csokkent expresszidja Kisért. A
HLA-DR expresszid csokkenese (<40%) ezeken felul ésszefliggott ACLF-es betegekben a
negativ végkimenetellel (96, 97), foként azokban az esetekben, ahol a monocitak nem
mutattak javulast HLA-DR expresszid szempontjabol. Az dsszesitett prognosztikai ereje
azonban alulmarad a konvencionélis markerekkel szemben (100). A 40% alatti HLA-DR
expresszié altal meghatarozott 90 napos mortalitds 80%-0s specificitassal és 59%-0s
szenzitivitdssal  jellemezhetdé majzsugoros  betegekben  (100). Osszefoglalva az
“immunparalizis” anti-inflammatdérikus folyamatok dominanciajaval (emelkedett szérum IL-6
és IL-10 szintekkel) és a pro-inflammatérikus folyamatok géatladsaval (csdkkent TNF-o
szintekkel) jar (96-99). Nagyon hasonld jelenséget figyelhetlink meg neutrofil granulocitak
esetében, mely szintén a fokozott BT etioldgiai szerepére utal a “majcirrhosishoz tarsuld
immunologiai disszonanciaban” (98).

Majcirrhosisban a neutrofil granulocitdk (PMN: polimorfonukleéris leukociték)
aktivalt allapotban vannak jelen a keringésben, melynek hatterében a fokozott endotoxin
expozicio all (92). A neutrofilek folyamatos aktivaltsdga ugyanakkor a sejtek kimerilését is
eredményezi, egyfajta ,.energiaszegény” allapotat jon létre és karosodnak a kuldnféle
sejtfunkciok  (csokkent kemotaxis, fagocitézis és baktericid kapacitas) (93-95).
Majcirrhosisban az endotoxin eltavolitdsa mind in vitro (96), mind pedig in vivo (97)
koriilmények kozott képes volt helyreallitani a neutrofil granulocitak miikodését. Fokozott
primingot (98) és az ennek kdvetkeztében 1étrejove “készenléti” allapotat a PMN-eknek jelzik
a csokkent L-szelektin szintek, a hidrogén peroxid overexpresszidja és a neutrofil elasztaz
emelkedett szintje (99). Ez a baktériumok legy6zésére iranyuld ,,keészenléti” allapot és a
magas ,,respiracios burst”-tel jaroc PMN aktivacid (100) a karosito reaktiv oxigén gyokok
(ROS) mennyiségének megemelkedését eredményezi a szisztémas keringésben és a PMN-ek
mikrokornyezetében, mely tovabbi sejt- és szOvetkarosodas alapjaul szolgalhat.
Sziikségszeriien egy id6 utan a PMN-ek kimerilnek, ,,energiaszegeny” allapotba kerlilnek és
képtelenek lesznek megfeleld6 mdodon reagélni tovabbi bakteridlis stimulusokra fagocitozissal
(93, 94). A zavart tuftsin aktivitas (101), alacsony natrium- és emelkedett ammoniaszintek
(102, 103) egyiitt a nem megfeleld szuperoxid anion képzést eredményezd elégtelen
foszfolipaz C (PLC) mikodéssel (104) mind hozzajarulnak a csokkent PMN fagocita

kapacitdshoz. A megndvekedett nyugalmi oxidativ burst és a csokkent fagocita kapacitas
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Osszefliggést mutat a fertdzések gyakorisagaval és a haldlozéassal (96). Ezek a valtozasok
helyreéllithatonak bizonyultak in vitro korilmények kdzott az endotoxin eltavolitisaval (96),
illetve granulocita-makrofag kol6nia stimuldlé faktor GM-CSF inkubéacioval (105). A
természetes immunrendszer mas sejtjeihez hasonléan a neutrofilek miikodészavarat is az a
kettdség jellemzi, hogy egyszerre van jelen egyfajta talmiikodés és elégtelen miikddés is,
mely egyuttesen jarul hozza a majcirrhosis patogeneziséhez. A majat infiltrald aktivalt
allapotban 1év6 neutrofil granulocitdk a fokozott szabadgyokképzdodés révén eldsegitik a
fibrogenezist. A majcirrhosis késdi stddiumaban azonban a kimeriilt neutrofilek a
kemoattrakcids és migracios zavar miatt kevésbé tudnak jelen lenni a zajlo infekciok
helyszinén.

Alkoholos méajbetegségben (ALD) mér régota ismert a B-sejtek széles korti zavara,
mely 6sszefliggést mutat a shunt képz6dés és a Kuppfer sejtek mitkodészavara kovetkeztében
kialakuld fokozott antigén expozicioval (101). Szamos kutatasi eredmény tdmasztja ala, hogy
a szisztémas keringésben jelen 1évo bakterialis termékek alapvetd szerepet jatszhatnak a B-
sejtek altal kozvetitett valtozasok kialakulasaban méajzsugorban. Bakteridlis transzlokécidval
Osszefliggést mutatd szolubilis elemek, mint peldaul az LPS (102, 103) és bakteridlis DNS
(104) gyakran kimutathatok cirrhosisos betegek plazméajabdl és képesek in vitro kirdlmények
kozott aktivalni a B-sejteket. A B-sejtek stimulacidja kiilonbozé TLR ligandok altal azok
poliklonalis aktivacidjahoz ¢és kiilonféle immunoglobulinok (Ig) képzodéshez vezet.
Emberekben a TLR-2, TLR-4 és TLR-8 receptorok els6sorban monocitakban/makrofagokban
expresszalodnak fokozottan, mig B-sejtekben csak gyengén fejezddnek ki. Ezzel szemben a
TLR-7 és TLR-9 pedig féként B limfocitakban és plazmocitoid dendritikus sejtekben
expresszalddik (105, 106). Cirrhosisban, féleg ALD talajan kialakult majzsugorban, fokozott
szérum IgA képzoddést figyeltek meg. Azonban az emelkedett IgA szinthez vezet6 folyamatok
egyeldre nem teljesen tisztazottak (107). Korabban ezt a jelenséget legalabbis részben az IgA
és az IgA-immunkomplexek csokkent eliminaciojaval hoztdk 0Osszefliggésbe, melyet a
monocitak megvaltozott Fc receptor expressziojaval és a kovetkezményesen karosodott Fca,
receptor altal kozvetitett endocitozis zavaraval magyaraztak (108). Hosszu ideig csak
feltételezés volt, de az utdbbi idOben szamos tanulmany alatamasztotta azt a feltételezeést,
hogy a fokozott Ig szintézis alkoholos cirrhosisban 6sszefiigghet a bakterialis stimulussal
(101). Massonett és mtsai (109) altal k6zo6lt tanulméanyban egészséges kontrollhoz viszonyitva
a TLR-9 ligand CpG Aaltal aktivalt B-sejtek szignifikdnsan emelkedett abszolut IgA

produkciodjat figyelték meg alkoholos cirrhosisban, mely 6sszecseng ezen sejtek intrinsic

28



képességével, hogy spontan tobb IgA-t termeljenek, mint az egészséges egyénekbdl szeparalt
B-sejtek. Ezzel szemben az alkoholos cirrhosisban szenvedé betegekbdl szeparalt B-sejtek
relativ. TLR9 ligand CpG Altal indukalt IgA termelése kevésbé volt kifejezett, mely
Osszefliggést mutat ezen sejteknek az egeszséges egyenek B-sejtjeihez viszonyitott csokkent
TLR-9 expressziojaval. In vitro korilmények kozott CpG kezelés hatasara a B-sejtek TLR-9
expresszidjdnak csokkenését (,,down” regulédciojat) figyelték meg. Ez pedig felveti a
lehet6ségét annak, hogy az alkoholos cirrhosisban szenvedd betegekbdl szeparalt B-sejtek
csokkent TLR-9 expresszidja a fokozott BT kovetkeztében fellépd, a bakterialis DNS altal
kozvetitett in vivo priming kovetkezménye (110). Az IgA képzodés tekintetében a
méjcirrhosisnak van mégegy jellegzetessege, mégpedig a kulonféle, IgA tipusu
antimikrobidlis- és auto-antitestek fokozott képzédése, mely egyrészt a bélnyalkahartya
megndvekedett mikrobidlis terheltséget tiikrozhetik, masrészt egyes patogenetikai folyamatok
aktiv résztvevoi lehetnek. Mig ezen antimikrobidlis antitestek a bélben talalhato baktériumok
egyes fehérjéi ellen képzédnek (106, 111-114), addig az autoantitestek esetében ismertek
olyan keresztreagalo epitopok, melyek a szervezet egyes fehérjéi és bakteridlis alkotorészek
kozott alakulnak ki (9, 107, 115). Ezek a specifikus antitestek elsésorban elérehaladott

betegseg és portalis hipertenzid esetén vannak jelen.

Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)

Az anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek kiilonb6z6 antitestek altal Iétrehozott heterogén
csoport. Indirekt immunfluoreszcens madszerrel két klasszikus ANCA mintazat kiilonithet6 el
normal periférias vérbdl szeparalt neutrofil granulocitdkat hasznélva szubsztratként: a
citoplazmatikus (c-ANCA) és perinuklearis mintazat (p-ANCA). A c-ANCA esetében az
etanollal fixalt granulocitakon diffuz, granulalt citoplazmatikus jel6lédést latunk, a sejtmag
lebenyei kdzott fokozott pozitivitassal, mig a p-ANCA-k a sejtmag korll mutatnak intenziv
pozitivitast, az esetek egy részében enyhe nuklearis festédéssel kombinalva. Ez utdbbi
mintazat - érdekes modon - technikai artefactum, mert az alkoholos permeabilizalas soran
mobilissa valo erésen pozitiv toltésiti citoplazmatikus lokalizdcioju molekuldk a negativ
toltésti sejtmagmembran kozelébe diffundalnak és ahhoz kotddnek. Formalin+acetonos
fixalast/permeabilizalast alkalmazva a keresztkotott fehérjék a helyiikon maradnak és ilyenkor
a citoplazmatikus lokalizacioju pozitivitast latunk a p-ANCA esetében is, a c-ANCA-hoz
hasonloan. (116-122) (2. abra)
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2. abra Neutrofil granulocita ellenes antitestek (ANCA) mikroszkopos
immunfluoreszcens mintazata etanol- és formalin-fixalt normal periférias neutrofil

granulocita preparatumokon.

A: Citoplazmatikus (c)-ANCA mintazat (etanol-és formalin fixalds sordn egyarant): durva, granularis
citoplazma fluoreszcencia, mely a maglebenyek kdzo6tt hangstlyozottabban jelentkezik. B: A sematikus abra a
tipusos és atipusos perinuclearis (p)-ANCA target antigénjeine) (szubcell  uldris eloszlasat és az
immunfluorescens mintazatokat mutatja kilonféle fixalasok mellett. Tipusos p-ANCA mintazat etanol-fixalt
preparatumokon a maglebenyeket koriilvevd perinuklearis citoplazmaban finom gy(riiszerii fluoreszcenciaként
jelentkezik és intranuklearis terjedést mutat. A formalin fixalds keresztkotések létrehozasa révén
megakadalyozza a pozitiv toltésti granularis fehérjéknek a negativ toltésii maghartyahoz torténé vandorlasat. Igy
az etanol-fixalt neutrofil prepardtumokon tipusos p-ANCA esetén észlelhet6, valojaban miiterméknek tekinthetd
perinukledris mintazat helyett az antigén valddi elhelyezkedésének megfeleléen difftiz citoplazmatikus
fluoreszcencia alakul ki. Atipusos p-ANCA esetén, etanol-fixalt preparatumokon a sejtmag periférias részén
széles, inhomogén, gylirliszer( festédés lathatd, mely intranukledris terjedést nem mutat. Az antigén feltehet6leg
a neutrofil granulocitdk maghartyajaban talalhatd. Az atipusos p-ANCA altal felismert nuklearis antigén
elhelyezkedését a formalin-fixalas nem befolyasolja. Az etanol-fixalt preparatumokon lathaté fest6dési mintazata
a formalinos preparatumokon vagy gyenge perinukleéris festédés formajaban megmarad, vagy pedig teljesen

eltinik.
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Ezeket az antitesteket korabban elsésorban a primer kisér vasculitisek
diagnosztikajaban, illetve a gyulladasos aktivitds monitorozasaban alkalmaztak, illetve
alkalmazzak napjainkban is. Ezekben a betegségekben jél ismert ezen antitestek
antigenspecificitasa is; a leggyakrabban felismert cél antigének a c-ANCA esetében a
proteinaz-3 (PR-3), illetve a p-ANCA esetén pedig a mieloperoxidaz (MPO). Vasculitisekben
felvet6dott, hogy az ANCA-nak patogenetikai szerepe lehet az autoimmun folyamatokban
(116). Ebbe a csoportba a granulomatosis polyangiitis-szel (GPA; Wegener-granulomatosis),
mikroszkopikus polyangiitis (MP) és az eosinophilias granulomatosis polyangiitis-szel
(EGPA; Churg-Strauss szindroma) tartozik, illetve ezek egy-egy szervre (vese, tido)
lokalizalodo limitalt variansai. Bar a c-ANCA elsésorban GPA-ban fordul eld, mig a p-
ANCA inkébb az MPA-t és EGPA-t jellemzi, de alapvetden az ANCA mintazatok és antigén-
specifitds nem segiti a felsorolt 3 forma kozotti differencialast, ugyanakkor az indirekt
immunfluoreszcens detektalas és az MPO+PR3 ELISA-k kombinalt alkalmazasa kdzel 99%
specificitas mellett kb. 85%-0s szenzitivitassal képes ezeknek a korképeknek az azonositésara
a hasonld klinikai tlinetekkel jaro, de nem vasculitis alapl betegsegekkel dsszevetve. (116,
117, 121-125)

Az ANCA jelenlétét szamos mas, a vasculitisek kézé nem sorolhaté betegségben
kimutattak, tobbek kozott IBD-ben (126), reumatoid arthritisben (127), krénikus autoimmun
méjbetegségekben (128, 129) és kiilonbozé infekciok esetén (130). Az ANCA-pozitivitas
gyakorisaga 50-90% UC-ben, 10-30% CD-ben, 40-95% I-es tipusu autoimmun hepatitisben,
25-90% primer szklerotizalé cholangitisben, 0-25% primer biliaris cirrhosisban, kb. 30%
rheumatoid arthritisben és 10-20% szisztémas lupus erythematosusban (SLE). Ezekben a
betegségekben megfigyelt p-ANCA mind antigén specificitisaban, mind fest6dési
mintazataban eltér a klasszikus p-ANCA-tol (120). Elkulonitésképpen atipusos p-ANCA-nak
nevezték el, bar szamos mas néven is szerepel a szakirodalomban, mint példaul x-ANCA,
PANNA vagy DNA-ANCA. Az atipusos p-ANCA szamos kiilonb6z6 még egyelére keveshé
jol definialt neutrofil antigén (nukleéaris vagy sejtmaghoz asszociélt citoplazmatikus) ellen
képzodik. Az esetek egy részében az etanol fixalt granulocytakon perinuclearis mintazat
lathato, elvétve erdsebb nuklearis foltokkal is, ami formalin fixalt sejteken is valtozatlan
marad jelezve az autoantigén valos nuklearis/perinuklearis lokalizaciojat. Mas betegeknél
kombinalt citoplazmatikus/perinuklearis mintazat 1athatd, ami tobbféle autoantigént felismerd
ANCA-k egyidejii jelenlétére utal. A jellemz6 autoantigének kozé a katepszin G, elasztaz,

BPI (baktericid permedbilitast fokozo fehérje), laktoferrin, a-enolaz, kataldz tartozik. Az
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atipusos p-ANCA-k esetében kiilonosen jelentés az anti-nuklearis antitestek (ANA)
jelenlétének egyidejli vizsgalata (pl. Hep2 sejteken), ami alpozitiv ANCA reakciot adhat I1F
technika alkalmazasa mellett. Az atipusos ANCA-k klinikai, illetve patofizioldgiai jelentésége
még egyelére nem tisztazott, de hasonléan a vasculitises esetekhez az antitest jelenléte
sulyosabb betegség lefolyassal tarsulhat (117-122, 127-132).

Szamos tedria 1étezik ezeknek az antitesteknek a keletkezését illetéen. Az ANCA
képz6dés Osszefligghet a gyulladasos folyamatokkal. A gyulladasos valaszreakcioban
résztvevé neutrofilek degradacioja olyan mértékti lehet, hogy meghaladja a sejttérmeléket
eltavolito kapacitast. Igy a gyulladas helyén lokalisan olyan citoplazmatikus fehérjék
szabadulhatnak fel a neutrofilekbél, melyek egy autoimmun valaszreakciot indit(hat)anak be a
szervezetben (133), ami az egészségesekben is megtalalhatd természetes ANCA-k mellett
patoldgias ANCA-k megjelenését eredményezi. Ezt a folyamatot segitheti ¢l a neutrofil
extracelluléris "csapdak” (neutrofil extracellular trap, NET) keletkezése is. Az extracelluléris
matrixhoz kot6d6é haldzatos struktarardl van szo, ami a neutrofilek degradacioja soran jon
letre, nagy mennyiségben tartalmaz kromatin elemeket, hiszton komponenseket eés
citoplazmatikus fehérjéket, igy PR3-at és MPO-t is. Ezek a struktarak eldsegitik a neutrofil
eredetii autoantigének bemutatasat az immunrendszernek (133-138). Az ANCA képzddés
mechanizmusara egy masik lehetséges magyarazat egyes bakterialis fehérjék és a szervezet
sajat antigénjei kozotti keresztreakcio (139). Lehetséges, hogy elhuzodo fertézések a
molekularis mimikri jelensége révén képesek triggerelni az ANCA képzddést (130). Erdekes
modon az atipusos p-ANCA jelenléte jelezhet a bélben taldlhatd mikroorganizmusokra adott
egyfajta rendellenes immunvalaszt (8). Autoimmun majbetegségekben az atipusos p-ANCA
az 5-0s izotipust human B-tubulin (TBB-5) ellen alakul ki és keresztreakciot ad a bakterialis
FtsZ fehérjevel. Ez annak lehet a kovetkezmeénye, hogy a TBB-5 kifejezetten nagy strukturalis
homologiat mutat ezzel a mikrobiélis sejtosztodasban szerepet jatszo fehérjével, mely szinte
minden intesztinalis floraban eléforduld baktériumban megtalalhatd (8). Mas betegségekben
az ANCA jelenlétét az enteralis bakterialis antigenekre adott immunvalasz jelének tekintik
(140, 141). Ezt az 0Osszefliggést tamasztja ala az is, hogy allakisérletes modellekben
csiramentes kornyezetben nem mutathato ki p-ANCA (142).

Az anti-mikrobidlis antitestek jelenléte foként elérehaladott majbetegség és portalis
hipertenzié esetében gyakoribbnak bizonyult méjcirrhosisos betegekben munkacsoportunk

egy korédbbi tanulmanya szerint (143). Mindez arra utalhat, hogy a kulonfele mikrobialis
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alkotdrészekre adott szerologiai valasz tukrozheti a mikrobialis antigének fokozott
expozicidjat. A cirrhosisos betegekben jelen 1év6, a fentiekben viszonylag részletesebben is
ismertetett komplex immunzavar fogékonnya teszi ket a bakterialis fertézésekre (79), mely
sulyosbitja a betegség lefolyasat és szignifikans morbiditassal és mortalitassal is jar (83).
Fontos jellemzdje a cirrhosisos betegekben el6forduld infekcidoknak az enteralis organizmusok
altal okozott fert6zéses epizddok magas incidencigja (144). A BT a baktériumoknak, illetve
bakterialis termékeknek a bél lumenbdl a szisztémas keringésbe valo fokozott felvételét
jelenti. A BT alapveté mechanizmus a fert6zések kialakulasaban és jelentésen befolyasolhatja
a betegség klinikai lefolyasat is (145, 146). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az ANCA
eléfordulasa gyakoribb cirrhosisban és jelenlétiik dsszefliggést mutathat a betegség klinikai
lefolyasaval és a bakterialis fert6zéssel jaro szovédmények kialakuldsaval. Jelen tanulmany

elkésziltekor ezzel kapcsolatosan a szakirodalomban nem alltak rendelkezésre atfogo adatok.

A kutatas jelentésége majcirrhosisban

A BT folyamatanak pontosabb megismerése segithet (1) a majcirrhosis progresszidjanak és a
bakterialis infekciok kialakulasanak szempontjabdl leginkabb veszélyeztetett betegcsoport
elkilonitésében (2) a folyamatot megbizhatéan azonosité diagnosztikus laboratoriumi
modszerek kidolgozasaban illetéleg (3) nem antibiotikum alapt, célzott terapias eljarasok
kifejlesztésében. Mindezen célok elérésével a klinikusok szamara lehet6vé valhat a
mindennapi klinikai gyakorlatban olyan kezelési és gondozési stratégidk Kkialakitasa
majcirrhosisban, melyek alkalmazésa eldsegiti a szovddmények kialakulasdnak megeldzését
és azok uralasat, keslelteti a betegség progresszidjat és csokkenti a halalozast.

Majcirrhosisban nemcsak a betegség klinikai megjelenése és lefolyasa, hanem a
hattérben meghuzédd patogenetikai folyamatok is 0Osszetettek, azonban még szdmos

vonatkozasban nem tisztazottak. Részletes vizsgalatuk azonban jelentdséggel bir.
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6. Célkitiizések

. Célul thztik ki, hogy nagyszami IBD-ben szenvedd beteget vizsgalva a klinikai
gyakorlat szamara olyan szerologiai markereket azonositunk, amelyek (1) egyrészt segitenek
a konvencionalis kritériumok alapjan bizonytalan esetekben a diagndzis pontosabb
meghatarozasaban, masrészt alkalmazasukkal pontosabban valdsziniisitheté a betegség
lefolyésa, a kiilonféle szovodmények megjelenésének kockazata, a kezelésre adott vélasz,
valamint a varhatd sebészeti igény eldrejelzése. Tovabbd szerologiai modszerek
alkalmazasaval (2) optimalizaljuk az aktiv betegségallapot kimutatasat és a varhato klinikai

fellangolas eldrejelzését.

Ezek alapjan tehat célul thztiik ki, hogy prospektiven kovetetett nagy esetszamu
gyulladasos bélbeteg kohorszban (n=458) vizsgaljuk a kulonféle target specifikus
pankreasz ellenes antitestek (PAb), valamint antifoszfolipid antitestek (APLA)

1. eléfordulési gyakorisagat

2. Uj diagnosztikai tesztek kozotti egyezést a PAb-ok esetében

3. antitestvalasz hosszu tavu stabilitasat

4. képz6désének oOsszefiiggését a Crohn-betegség Klinikai, szeroldgiai és genetikali

jellegzetességeivel
5. prognosztikai értékét a betegséglefolyés eldrejelzésében CD-ben (betegség specifikus

szovodmények, rezekcios mitétek).
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crer

majcirrhosisos beteganyagot vizsgalva a klinikai gyakorlat szamara szerologiai modszerek
alkalmazasaval (1) optimalizdljuk a bakterialis infekcidk jelenlétének kimutatasat. (2)
Tovéabba olyan 1) markereket azonositunk, melyek hatékonyan képesek eldre jelezni a

bakterialis infekciok kialakulasat.

Ezek alapjan célul tiiztiik ki, hogy egy nagyszamu, Kkiilonbozé etiologiaju, prospektiven
kovetett majcirrhosisos beteganyagon (n=385) vizsgaljuk a szérum IgA és IgG tipusu anti-
neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)
1. el6fordulasi gyakorisagat, tipusat és mintazatat.
2. megvizsgaljuk, hogy kimutathat6-e kapcsolat az ANCA jelenléte és a betegseg
sulyossaga ill. portalis hipertenzié jelenléte kozott majcirrhosisban.
3. ANCA jelenléte — mint bakteridlis transzlokacios marker — kockazati tényezé-e a
majcirrhosisos betegek klinikailag jelentés bakterialis fert6zéseinek kialakulasban.

4. annak megallapitasa, hogy mi a cirrhosishoz tarsul6 ANCA eredete.
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7. Metodikak
7.1 Betegek

7.1.1 Gyulladasos bélbetegek

2005 januérjaban a Debreceni Egyetem Belgyogyéaszati Intézetének Gasztroenteroldgiai
Tanszéke altal rendszeresen gondozott IBD betegek (Crohn-betegek [CD] és colitis
ulcerosaban szenveddk [UC]) részére elindult egy sajat prospektiv szerologiai mintabank és
egy ahhoz tartoz¢6 klinikai adatbazis létrehozasa, mely lehetdvé tette a keresztmetszeti klinikai
tanulmanyok mellett longitudindlis vizsgalatok elvégzését is. Az eddig elkészult prospektiv
klinikai vizsgalatokbdl a jelen disszertacioban ket tanulmany kerdl ismertetésre IBD
vonatkozasaban. 2005. Januar 1. és 2010. Junius 1. k6zott a jarobetegellataisban megjelend
paciens kozul a fent emlitett két szeroldgiai vizsgalatba 458 jol karakterizalt, egymaéssal
rokonsagi kapcsolatot nem mutato, teljes klinikai kovetéssel rendelkezé, konszekutiv IBD
beteg kerilt bevonasra (CD: 271, [férfi/n6: 115/156, median életkor a diagnézis idépontjaban:
25 év (inter quartilis tartomany [IQR], 19-33)]; UC: 187, [ferfi/ns: 86/101, median életkor a
diagnézis idépontjaban: 33 év (inter quartilis tartomany [IQR], 23-43)]). A betegek jelentds
részetél (n = 316) a késdbbiek soran tobb alkalommal is tortént vérvétel, a betegség

kiilonbo6z6 aktivitasu szakaszaiban. A nyilvantartott mintaszdm jelenleg 1068.
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2. tblazat. Gyulladasos bélbetegek (IBD) klinikai jellemz6i a PAb tanulmanyba torténé
bevonaskor

CD ucC
(n=271) (n=187)
Férfi/né (n) 115/156 86/101
Diagnoziskori életkor (év)* 25 33
(19-33) (23-43)
Kovetési idé (honap)*~ 108 104
(65-178) (62-182)
Csaladi 1BD? 12 (4,4%) 6 (3,2%)

Lokalizacid/Kiterjedés
diagnéziskor®

L1 60 (22,1%) proctitis 30 (16,0%)
L2 88 (32,5%) bal oldali 104 (55,6%)
L3 122 (45,0%) extenziv
kizarélag L4 1 (0,4%) colitis 53 (28,3%)
0sszes L4 16 (5,9%)

A betegség viselkedése
diagnéziskor®

B1 216 (79,7%)
B2 33 (12,2%)
B3 22 (8,1%)
Perianalis érintettség’
diagnoziskor 49 (18,1)
a kovetési id6é végén™ 93 (35,1)

Kumulativ gyogyszer-

illetve miitéti igény

a kovetési ido alatt

Szteroid igény/refrakter’ 239 (88,2%) / 144 (77,0%)/
31 (13,0%) 11 (7,6%)

Azathioprin igény’ 200 (73,8%) 66 (35,3%)

Miitét/multiplex CD-ben 109 (41,1%)/ 7 (3,7%)

colectomia UC-ben' 31 (11,7%)

Biolégiai terapia’ 113 (41,7%) 25 (13,4%)

Dohéanyzasi szokasok’
soha

igen

korabban

219 (80,8%)
47 (17,3%)

5 (1,8%)

167 (89,3%)
18 (9,6%)

2 (1,1%)

0. 265 CD betegnek volt kdvetése

'n (%), *: median (IQR)

Lokalizacio: L1: ilealis, L2: colon, L3: ileocolon, L4: felsé gasztrointesztinalis érintettség
Viselkedés: B1: nem strikturizalé/nem penetral6, B2: sztenotizald, B3: penetral6

Miitét: CD-asszocialt hasi miitétek, illetve colectomia UC esetén
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3. tablazat. IBD betegek klinikai jellemz6i az APLA tanulményba torténé bevonaskor

CD uc
(n=271) (n=187)
Férfi/né (n) 115/ 156 86/101
} vk 31,0 40,0
Eletkor (ev) (24,0-41,0) (29,0-52,0)
Eletkor - diagndziskor (év)* (19,205_’3?3,0) (23,%%2?3,0)
Betegseg tartam (év)* (1,61:8’0) (1’0%’101’0)
Csaladi IBD! 12 (4,4%) 6 (3,2%)
Lokalizacid/Kiterjedés
bevonaskor?
L1 46 (17,0%) | proctitis 30 (16,0%)
L2 67 (24,7%) |bal oldali 104 (55,6%)
L3 157 (57,9%) | extenziv 53 (28,3%)
kizardlag L4 1 (0,4%)
Ossz. L4 18
Viselkedési fenotipus
bevonaskor?
Bl 154 (56,5%) | remittald 174 (93,0%)
B2 56 (20,7%) |folyamatos 12 (6,4%)
B3 61 (22,5%) |tartos remisszio 1 (0,5%)
Perianalis érintettség’ 76 (27,5%) -
Arthritis’ 54 (19,9%) 26 (13,9%)
Szem érintettség’ 65 (24,0%) 12 (6,4%)
Bér érintettség’ 35 (12,9%) 16 (8,6%)
psc! 9 (3,3%) 8 (4,3%)
Szteroid igény/refrakter 242 (89,3%) / 144 (77,0%)/
32 (13,2%) 11 (7,6%)
Azathioprin igény’ 196 (72,3%) 66 (35,3%)
Miitét/multiplex CD-ben 54 (19,6%)/ 7 (3,7%)
colectomia UC-ben' 19 (7,0%)
Biol6giai terapia’ 106 (39,1%) 25 (13,4%)
Dohanyzasi szokasok’
soha 219 (80,8%) 167 (89,3%)
igen 47 (17,3%) 18 (9,6%)
korabban 5 (1,8%) 2 (1,1%)
Klinikai aktivitas'
Inaktiv HBI < 4 199 (73,4%) | Inaktiv partialis| 135 (72,2%)
Mayo <3
Aktiv HBI > 5 72 (26,6%) |Aktiv  partialis| 52 (27,8%)
Mayo > 4

'n (%), *: median (IQR)

Lokalizécio: L1: iledlis, L2: colon, L3: ileocolon, L4: felsé gasztrointesztinalis érintettség
Viselkedés: B1: nem strikturizalé/nem penetral6, B2: sztenotizald, B3: penetral6

PSC: primer szklerotizal6 cholangitis

Miitét: CD-asszocialt hasi miitétek, illetve colectomia UC esetén

HBI: Harvey-Bradshaw Index
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A betegek klinikai jellemzdit a két tanulmanyban a diagnozis idépontjaban a 2. és 3.
szdml tablazat szemlélteti. Az IBD diagnozisanak feldllitasa a Lennard-Jones
kritériumrendszer alapjan tortént (klinikai, endoszkdpos, radioldgiai és korszovettani vizsgalat

alapjan) (4. tblazat) (147).

4. tablazat Diagnosztikus kritériumok CD-ben (147).

Mikrobiol6aiai Fert6z6 hasmenés kizarasa
g (bakteridlis, parazita)
e Tdbb mint 3 hete tartd hasmenés, véres széklettel, vagy
Kortorténet e ens .
anélkul, hasi fajdalom, fogyas
Endoszkopos Al?yhtfnd, vagy mély, ressz;rg, ttelfertlyek, utcakd rajzolat,
sziikiiletek, szakaszos, ,,skip” 1€ziok
Radioldgiai Szakaszos megjelenés, utcako rajzolat, szlikiiletek
; . CD-vel kompatibilis akut vagy kronikus gyulladas,
SzOvettani epitheloid granuloma

A Klinikai adatbazisba a mintavételkor rogzitettik a betegség klinikai klasszifikacidjat
a montreali beosztas szerint (életkor a betegség jelentkezésekor, a betegség fennallasanak
ideje, lokalizacid, viselkedés es perianalis érintettség) (5. és 6. tablazat) (148).

5. tablazat A Crohn-betegség (CD) Montreali Klasszifikacioja (148).

A (Age): Eletkor a betegség diagnozisakor

Al <1l6¢év
A2 16-40 év
A3 >40 év

L (Location): Lokalizacio

L1 Terminalis ileum L1+L4
L2 Colon L2+L4
L3 Ileocolon L3+L4
L4 Felsd GI traktus A fels6 tapcsatornai érintettség

kilén modosité faktorként szerepel

B (Behaviour): Klinikai viselkedés

A perianalis betegség kiilon
mddosito faktorként szerepel, mint
a luminalis betegségtdl elkiiloniild
entitas

B1 Nem strikturizald, nem B1
penetrald/gyulladadsos (NSNP) P

B2 Sztenotizalo/stikturizalod (S) B2p

B3 Penetrél6 (P) B3p
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6. tablazat A colitis ulcerosa (UC) Montreali Klasszifikacioja (148).

E (Extent): Kiterjedés
A gyulladés a rectumra lokalizalodik, a rectosigmoid
atmeneten nem terjed tul

E1 | Ulcerativ proctitis

E2 | Baloldali (distalis) UC A gyulladas nem terjed tul a flexura splenican
E3 | Extenziv UC (pancolitis) A gyulladas talterjed a flexura splenican

S (Severity): Sulyossag
SO [ Klinikai remisszi6 Nincsenek klinikai tinetek

4<véres széklet/map, laz hianya, pulzus<90/perc,
Hb>105 g/l, We<30mm/h

Enyhe és stlyos UC kdzotti kép, szisztémas és toxikus
tnetek hidnya

>6 véres hasmenés, pulzus>90/perc, >37,5C°, Hb<105
o/l, We>30mm/h

S1 [ Enyhe UC

S2 | Kdzepesen stlyos UC

S3 | Salyos UC

A bevonas sordn a mintavétel mellett rogzitésre kerilt a betegseg reszletes klinikali
fenotipusa is. A klinikai adatok gylijtése egységes formaban, a betegek orvosi
dokumentaciojanak alapos tanulmanyozasa mentén zajlott. A prospektiv kovetési idészakot
megeléz6 idészakra jellemz6 Klinikai adatokat, melyek a Klinikai fenotipusra, az
extraintesztinalis manifesztaciok jelenlétére (pl. arthritis: periférids és axialis tipusu;
szemtunetek: conjunctivitis, uveitis, iridocyclitis; bortiinetek: erythema nodosum, pyoderma
gangrenosum; maj érintettség: primer szklerotizal6 cholangitis [PSC]), a korabbi relapszusok
gyakorisagara (gyakori relapszus: > 1 Klinikai relapszus/év) (149), gyogyszerigéenyre (pl.
szteroid, immunszuppressziv és/vagy bioldgiai terapia), a csaladi IBD el6éfordulasra,
dohéanyzasi szokasokra, a betegség kimenetelére (kordbbi sebészeti beavatkozasok,
tromboembdlids események, szovédményes betegségforma kialakulasa, perianalis érintettseq)
vonatkoznak, retrospektiv modon elemeztiuk. A klinikai aktivitast bevonaskor CD esetén a
Harvey-Bradshow Index [HBI] (150) segitségével (7. tablazat), UC esetén pedig a parcialis
Mayo pontrendszer (151) alapjan (8. tablazat) hataroztuk meg. Ezen tanulmanyokban az
Europai Crohn Colitis Tarsasag (ECCO) iranyelveit (152) kovettik és klinikai relapszuskent
értékeltik, ha a BBl 5 pont volt, mig HBI <4 pont esetében Klinikai remissziot
veleményeztiink. UC esetén < 3 parcialis Mayo pont esetében tekintettilk a beteget klinikai
remisszioban 1évének, ezzel szemben >4 pont jelentett Kklinikailag aktiv betegséget. Az
endoszkdpos aktivitdss meghatarozadsara a Crohn-betegségben hasznalt egyszerisitett
endoszkdpos pontrendszert (SES-CD) (9. tablazat) (153) hasznaltuk CD-ben, mig UC
esetében Mayo pontrendszer endoszkdpos komponensét (8. téblazat) (154). A SES-CD
endoszkopos aktivitast véleményez >3 pont esetén és inaktivnak tekinti betegséget <2 pontnal

CD-ben, mig az UC-ben alkalmazott Mayo pontrendszer aktivitast véleményez 1 pont
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esetén. Az adatbazisbdl a betegség aktivitasara és kimenetelére vonatkozé adatok mind
folyamatédban, mind pedig id6szakokra lebontva elérhetéek (3 honap, 6 honap, 1 év, 2 év,

teljes kovetési ido).

7. tablazat A Crohn-betegség aktudlis klinikai aktivitasanak megitéléséhez hasznalt
Harvey-Bradshaw Index (HBI) pontszamitasi rendszerének 0Osszefoglaloja (150).
(Remisszid<5 pont; Enyhe 5-7 pont; Kdzépsulyos 8-16 pont; Sulyos 16<pont)

Nagyon j6 (0); Kissé a normalis alatt (1);

Altalanos kozérzet az elmult 24 6raban Rossz (2): Nagyon rossz (3); Kifejezetten

(pontérték) (0SS7
Hasi fajdalom az elmalt 24 6raban (pont) lglglr;lo\;czg)(O); Enyhe (1); Kozepsilyos (2);

Hig székletek szama az elmult 24 éraban Szekletszammal egyezd pontszam

Nincs (0); Lehetséges (1); Egyértelmiien
Tapinthato hasi rezisztencia (pont) tapinthato (2); Jelen van és kifejezetten
érzékeny/fajdalmas (3).

Arthralgia (1); Uveitis (1); Erythema
nodosum (1); Aphthosus fekélyek (1);
Pyoderma gangrenosum (1); Analis fissura
(1); Ujonnan felfedezett fistula (1);
Abscessus (1).

Komplikécid jelenléte (a szovédmények
pontjai 6sszeadodnak)

8. téblazat Colitis ulcerosa aktualis Kklinikai, illetve endoszkopos aktivitasanak

megitéléséhez hasznélt Mayo pontszamitasi rendszerének dsszefoglaloja (151).

Normal (0); A normal székletszamhoz képest: 1-2-vel

Székletszam (pont) (1); 3-4-gyel (2); 5 (3) tobb.

Nincs (0); Vércsikos kevesebb, mint az esetek felében
(1); Lathato vér az esetek felében, vagy annal
tobbszor (2); Legalabb az esetek felében véres a
széklet+legalabb 1 alkalommal kizar6lag vér tril (3)

Vér a székletben(pont)

Kezeldorvos atlagos megitélése a

betegség aktivitisat illetéen (pont) Normal (0), Enyhe (1), Kozepes (2), Sulyos (3)colitis

Normal vagy inaktiv colitis (0)

Enyhe colitis (1):enyhe sérulékenység, erythema,
csokkent vaszkularizaltsag

Endoszkdpos kép (pont) Kodzepsulyos colitis (2): kifejezett sériilekenység,
kordlirt erythema, vaszkuléris mintazat hianyzik,
eroziok lathatok

Sulyos colitis (3): ulceracié és spontan vérzések.
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9. tablazat A Crohn-betegség aktualis endoszkdpos aktivitasdnak megitélésehez hasznalt
egyszeriisitett endoszkdpos pontszamitasi rendszerének (SES-CD) 6sszefoglaloja (153).

SES-CD pontszam

Valtozo6 0 1 2 3

Aphthosus Kifejezetten
Fekély mérete Nincs fekelyek nagy fekélyek
(2 0,1-0,5 cm) (@ >2cm)

Nagy fekélyek
(2 0,5-2cm)

Kifekélyesedett

1 0 - 0 0
nyalkahartya fellilet Nincs <10% 10-30% >30%

Erintett

AT 0 - 0 0
nyalkahartya felillet Nem érintett <50% 50-75% >75%

Egy, mely Multiplex, de

Sziikiilet jelenléte Nincs Atjarhatd Atjarhato Nem jarhato at

Colon Colon Colon
lleum Rectum | TOTAL
ascendens | transversum | descendens

Erintett

szegmentum
(0=nem, 1=igen)

Fekélyek
jelenléte és
mérete
(0-3 pont)

Kifekélyesedett
felUlet
kiterjedese
(0-3 pont)

Erintett
nyélkahartya
felllet
(0-3 pont)

Sziikiiletek
jelenléte és
mértéke
(0-3 pont)

TOTAL=

SES-CD=TOT-1,4*érintett szegmentumok szama SES-CD=

Az egyes szegmentumok pontszamai a fenti tablazat szerint 6sszeadodnak, majd a végleges
pontszdm egy képlet segitségével szamithaté ki, mely szamitasba veszi az érintett

szegmentumok szamat is.
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Prospektiv kovetés sordan a Crohn-betegek esetén a betegség klinikai
fenotipusanak jellemzése
A CD betegeket bevontuk egy prospektiv kdvetéses vizsgalatba, mely folyaman a tervezett (3-
6 havonta) és soron Kivili ambulans betegvizitek, valamint a korhazi bennfekvések
alkalmaval folyamatosan rogzitettik a betegség Kklinikai, radiologiai, endoszkdépos és
laboratoriumi aktivitasara, a gyogyszeres kezelés hatékonyséagara és a betegség kimenetelére
vonatkozo adatokat (szovodmény kialakuldsa, tromboembOlids esemeny bekdvetkezése,
sebeszeti beavatkozas szilksegessége). A kezelési seméak, mind gydgyszeres, mind mtéti
terapias szempontbol egységesitettek és a jelenlegi ECCO iranyelveket kovetik (152, 155-
158). A mitéti igény és a rezekci6 iddzitésének elbiralasa multidiszciplinaris feladat, mely a
gasztroenteroldgus, radioldgus és sebész szakmai egyittmiikodése révén valosul meg. Az
Osszegylijtott adatokat tovabbi értékelés céljabol egy egységes adatbazisba importaltuk és
abban taroljuk betegcsoportonként. 2013. Oktober 1-ig minden beteg dokumentécioja
ismételten atnézésre kerilt, az adatbazis adatainak atnézése és felfrissitése megtortént a fent
emlitett szempontok (klinikai végpontok) szerint. Adott beteg kdvetését terminaltuk azokban
az esetekben, melyekben nem volt elegend6 elérhet6 adat. A diagndzistol eltelt median
kovetési id6 108 honap volt (IQR, 65-178). CD-ben szovédményes betegségformaként
definialtuk sziikiilettel (sztenozis, strikturizaldé forma) jaro, illetve belsé penetrald betegség
kialakul&sat. A perianalis fisztulizaldé betegséget fontos megkiilonboztetni a bels6é penetralo
forméatol, melyet minden ertékelésiinkben kilon entitdsként elemeztiink. Mitéti igénynek
kizar6lag a CD-asszocialt hasi mitéteket (rezekciokat) tekintettiik. Az 3. abra szemlélteti

folyamatébra forméjaban a CD betegek kohorsz vizsgalatanak jellemzdit.

Kontroll csoport: A kiilonb6z6 betegcsoportok mintainak  dsszegylijtésével
parhuzamosan, 100 egészséges egyén (HC) (férfi/nd: 46/54) szérummintait is 0sszegyljtottiik
Debrecenben. A kontroll csoportok 6sszeallitdsa az egyes tanulmanyok esetén ugy tortént,
hogy az életkorban és nemben illesztett legyen a vizsgalt betegcsoporthoz. A kontroll csoport
tagjainak nem volt ismert gasztrointesztinalis és/vagy majbetegsége.
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3. dbra Folyamatabra a Crohn-betegek (CD) kohorszvizsgélatarol

Esemény: szovodmény és/vagy miitét; Szovodmény: strikturizald betegségforma/sziikiilet kialakulasa és/vagy

belsd penetrald és/vagy perianalis penetrald betegségforma; Miitét: CD-asszocialt miitét (kizardlag rezekcio).

Pts: betegek

Teljes
kohorsz

N=271

Kovetés a diagnozistol
N=265

A betegség viselkedése a

diagnéziskor Montreali
Klasszifikacio szerint

Bl
N=211

Perianalis
penetralé
szovédmény
N=36

Bels6 penetralé
és/vagy

strikturizalé

szovédmény
N=84

_ Ag Belsd penetralé Periandlis CD-
Cgazﬁ:%gglt szovédmény penetraly asszocialt
Sl mi N=16 szovodmény hasi mitét
= N=5 N=25
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szovédmény
N=3

CD-asszocialt
hasi miitét
N=18




7.1.2 M@jcirrhosisos betegek

cre

betegt6l (férfiné: 206/179, atlagéletkor: 56,6+11,0 év) tortént mintavétel a Debreceni
Egyetem, Belgydgyéaszati Intézetének Gasztroenterologiai Tanszékén a 2006 majusaban
témavezetOm, Dr. Papp Madria altal elinditott és koordinalt szeroldgiai mintabank szdmara.
Bevonaskor ezen majcirrhosisos betegeknek a majzsugor diagndzistdl szamitott atlagos
betegségtartama 3,9+4,2 év volt. A méjcirrhosis diagnozisanak felallitasa a Kklinikai,
biokémiai, képalkotd vizsgalatok (159) és amennyiben elérhetd volt, szovettani lelet alapjan
tortént. A szerologiai mintabank mellett egy klinikai adatbazist is létrehoztunk, melyben a
mintavételkor rogzitettiik a betegség sulyossagat (Child-Pugh stadium (10. tablazat), MELD
score (160)), valamint az ascites jelenlétére és sulyossagi fokara, illetve az encephalopathiara

vonatkoz6 adatokat.

10. tablazat A majcirrhosis aktudlis klinikai aktivitdsanak megitéléhez hasznélt Child-
Pugh pontszamitasi rendszerének 6sszefoglaldja (160). (Child A stadium: 5-6 pont, Child
B stadium: 7-9 pont, Child C stadium 10-15 pont.)

1 pont 2 pont 3 pont

Encephalopathia Nincs Enyhe-kozepes Sulyos

(Gr. 1-2) (Gr. 3-4)

Ascites Nincs Enyhe-kbzepes Sulyos, refrakter

Bilirubin (umol/L) <34,2 34,2-51,3 51,3<
Albumin (g/l) >35 28-35 28>
Protrombin ido <4s 4-6s 6 s<
megnyulasa/INR <1,7 1,7-2,3 2,3<

-z

klinikai adat, Ggy mint a diagnoziskori ¢letkor, nyeldcsdvarixok jelenléte, korabbi
varixvérzéses, illetve hepatikus encephalopathidval jar6 epizodok, megel6z6 iddszakban
lezajlott spontan bakteridlis peritonitis (SBP), extrahepatikus tarsbetegségek (myocardialis
infarktus, pangasos szivelégtelenség, periférias artérias betegség, cerebrovaszkularis-,
valamint  kronikus tiidobetegség, kronikus veseelégtelenség, gasztrointesztinalis fekély,

diabetes mellitus, nem metasztatizalo, illetve metasztatizalo daganatos betegségek, beleértve a
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hepatocellularis carcinomat is, vasculitis), és az aktualis gyogyszeres terapia. A vizsgalati id6
alatt az aktudlis iranyelveket (161, 162) vettik figyelembe a varixvérzés és SBP elsddleges és
masodlagos megeldzésében alkalmazott nem szelektiv béta-blokkoldk és fel nem szivodd
antibiotikumok indikaciojanak mérlegelésekor. Protonpumpagatlok alkalmazasi kore a
gastrooesophagealis reflux betegség, az eroziv gastritis, peptikus fekélybetegség, illetve a
Helicobacter pylori fert6zés kezelése volt (163). A majcirrhosis 63,0%-ban alkoholos, 29,6%-
ban hepatitis C vagy B virus okozta, 4,7%-ban autoimmun és 2,6%-ban egyéb etioldgiaju

volt. A betegek klinikai jellemz6it a diagnozis idépontjaban az 11. tdblazat foglalja 6ssze.

11. tdblazat. Cirrhosisban szenvedé betegek klinikai jellemzéi

TELJES Alkoholos cirrhosisban Nem-alkoholos cirrhosisban

szenvedd betegek szenvedd betegek

(N = 385) (n = 246) (n = 139)
Nem (férfi/nd) 206/179 144/102 62/77
Eletkor (atlag = SD, év) 56,6 + 11,0 57,6+9,7 548+128

Child-Pugh stadium, n (%)”

A 144 (37,4%) 58 (23,6%) 86 (61,9%)

B 136 (35,3%) 101 (41,1%) 35 (25,2%)

C 105 (27,3%) 87 (35,4%) 18 (12,9%)
Meld score (pontok)® 14,3+6,0 151+6,4 128+4,8
Szérum bilirubin (umol/L)” 67,4+ 96,3 44,0+70,4 79,0 £105,1
Szérum albumin (g/L)” 33,0+8,0 35675 319+79

Tarsbetegség jelenléte,
n (%)

177 (46,0%)

114 (46,3%)

63 (45,3%)

HCC, n (%)

34 (8,8%)

11 (4,5%)

23 (16,5%)

SD: standard deviacid, HCC: hepatocellularis carcinoma

“p<0.001 és 3p<0.01 alkoholos vs. nem- alkoholos cirrhosis

Az induld beteg kohorszbdl 345 beteg volt bevonhato egy jelenleg is zajlé prospektiv
kovetéses vizsgalatba, ahol a kovetés a kovetési id6 fels6 hatardig (24 hdnap), a beteg
halalaig, illetve a kovetésbol vald kiesésig (median kovetési id6: 729 nap [tartomany: 5-730])
tartott. A tervezett (1-3 havonta) és soron kivili ambulans betegvizitek, valamint a korhazi
bennfekvések alkalmaval folyamatosan rogzitettiik a betegseg kimenetelére vonatkozé adatok

(betegség sUlyossaganak valtozasa, szovodmény megjelenése, mortalitds [22,3%]) és a CSI
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epizodok (tipusa, idOpontja) eléfordulasat. Azon bakterialis fert6zéses epizodokat tekintettiik
klinikailag jelentdsnek, amelyek a beteg allapotromlasa kovetkeztében korhazi felvételt tették
indokolttd, a majfunkcid jelentés romldsa vagy egyéb sulyos szovodmény (nyeldcsd
varixvérzes, hepatikus encephalopathia, diuretikum rezisztens ascites vagy veseelégtelenseg)
jelentkezése miatt. Az infekcids epizddokat az alabbi adatokat figyelembe véve azonositottuk:
klinikai tunetek, laz jelenléte, labor eredmények (fehérvérsejt szam abszoldt [>10,8 x 10%/L]
vagy relativ emelkedését balra tolt vérképpel, emelkedett CRP [>10,0 mg/L] és/vagy PCT
szint [>0,15 ug/L] (164)) beleértve a mikrobioldgiai eredményeket is, amennyiben tortént
tenyésztés, valamint a képalkotd eljarasok eredményei és az antibiotikus kezelés hatasa. A
kovetési id6 alatt elhunyt betegek esetén (n=77) a korbonctani leletek is kikérésre és atnezésre
kerultek. Az alabbi bakterialis fert6zéseket a konvencionalis kritériumok alapjan
diagnosztizaltuk: bor- és lagyrész-, szajuregi-, fels6- és als6 léguti- (akut bronchitis,
pneumonia), epeuti-  (cholecystitis, cholangitis, majtalyog), gyomor-bélrendszeri
(gastroenteritis), hiigyuti fert6zések (szovodménymentes cystitist kizartuk), osteomyelitis, és
endocarditis. Spontan bakterialis peritonitis diagnozisa intraabdominalis fertézésforras hianya
esetén abban az esetben volt felallithatd, amennyiben az ascites fehérvérsejtszam nagyobb
volt  250/mm3-nél, fiiggetleniil a tenyésztési lelet eredményétl. Bacteraemia
(véraramfert6zés) volt véleményezheté azokban az esetekben, amelyekben a fent emlitett
lokalizalt fert6zés jeleinek hianya mellett infekcio klinikai tlnetei allnak fenn és
mikrobioldgiailag kimutathatd/igazolhatd korokozé hemokulturabdl, melynek oki szerepe
feltételezhet6. Az adatbazisbol a betegség kimenetelére és CSl-re vonatkozé adatok mind
folyamatédban, mind pedig id6szakokra lebontva elérhetéek (3 honap, 6 honap, 1 év, 2 év,
teljes kovetési 1d0).

Beteg kontroll: Krénikus hepatitis C-virus fertézésben (kronikus HCV, n=119,
férfi/né: 50/69, atlagéletkor: 54,6+11,7 év) és primer biliaris cirrhosisban (PBC, n=102,
férfi/n6: 4/98, atlagéletkor: 58.8411.8 év) szenved6 egyénbdl, akikben a majbetegség
végstadiumat jelenté cirrhosist még nem érte el a betegségfejlédés, alakitottunk ki egy
betegkontroll csoportot. A majfibrézis és a nekroinflammatorikus aktivitds mértékének
megitélésére a METAVIR pontrendszert alkalmaztuk (165-167). Kizartuk a betegkontroll
csoportbol azokat a betegeket, akik a fibrozis 4. stddiumaba (F4) voltak sorolhatok, ket
cirrhosisban szenvedd csoportba soroltuk. PBC diagnozisanak az alapjat képezik a
cholestasisra utalé biokémiai paraméterek, a szérumban Kkimutathaté anti-mitokondrialis

antitest (AMA) és/vagy PBC-specifikus AMA-M2 pozitivitds, ezzekkel egybehangzé
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szOvettani lelet, és extrahepaticus cholestasis kizarasa (168). Kronikus HCV fertézésre utal,
annak diagnozisat erdsiti meg a pozitiv HCV ribonukleinsav kimutatasa mellett emelkedett
majfunkcios tesztek és ezzel egybehangz6 majbiopszids eredmény.

Kontroll csoport: Kontrollcsoportként 100 életkorban és nemben illesztett,
egészséges egyén (HC) (férfi/nb: 45/55; életkor: 50,5+16,7 év) szérummintait hasznaltuk fel
ehhez a tanulmanyhoz, ahol a kontroll csoport tagjainak nem volt ismert gasztrointesztinalis

és/vagy majbetegsége.

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

azokat milyen hosszan kovettik.
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7.2 Laboratoériumi moédszerek

Szeroldgiai vizsgalatok: A vérvételt kdvetéen a vizsgalatokhoz a szérummintakat az adott
laboratériumi tesztek elvégzéséig -80°C—on taroltuk. A szerologiai vizsgalatok kivitelezése
soran a kiserletet végz6 személy nem volt tudataban sem a betegek diagnozisanak, sem mas

klinikai informacidknak.

7.2.1. Anti-mikrobialis antitestek mérése

Az anti-mikrobialis antitestek kozil a legismertebb és legtdbbet vizsgalt antitest az anti-
Saccharomyces cerevisiae ellenes antitest (ASCA), mely az élesztégomba, mas néven
soréleszt6 200 kDa molekulatomegli foszfopeptidomannan sejtfal komponense ellen
termelddik (169). Az ASCA-hoz kepest az egyéb sejtfelszini glikin komponensek ellen
képz6d6 antitestek (anti-glikan antitestek) el6fordulasi gyakorisaga lényegesen ritkabb.
Antitestek ugyanakkor nemcsak a mikrobak szénhidrat, hanem fehérje komponensei ellen is
termelédhetnek. A baktériumok kiils6 membran proteinjei ellen képz6d6 antitestek anti-OMP
antitest néven ismertek, melyek koziil az altalunk vizsgalt anti-OMP Plus™ antitestek két
bélbaktérium speciesb6l (egy Gram-pozitiv és egy Gram-negativ) szarmazO bakteridlis
fehérjék ellen képzédnek. Ezen baktériumok egyike sem tagja annak a Proteobacteria

torzsnek, ahova az Escherichia coli is tartozik (143).

Az ASCA 1gG, IgA és az anti-OMP Plus IgA antitestek meghatarozésa a betegek szérumabdl
gyari enzimhez kapcsolt immunszorbens assay (ELISA) Kittek segitségével tortént
(QUANTA™ Lite; INOVA Diagnostics, San Diego, CA) a gyartdé Utmutatasainak
megfelelden. Az eredményt mesterséges egység (unit) formajaban adtuk meg és a pozitivitasi
kiisz6b 25 U volt. Az eredmények értékelésekor az abszolUtértékek mellett a pozitivitas

gyakorisagat is felhasznaltuk.
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7.2.2. Autoantitestek mérése

7.2.2.1. Az Anti-foszfolipid antitestek (APLA) vizsgalata

Az anti-foszfolipid antitestek kozul az anti-p2-glikoprotein 1 (a2-GPl), anti-kardiolipin
(ACA) és anti-foszfatidilszerin/protrombin komplex (aPS/PT) szintek meghatarozasa
szérummintakbél ELISA médszerrel tortént szemikvantitativ. QUANTA Lite™ ap2-GPI,
ACAIII és aPS/PT IgA, 1gG and IgM kittek (INOVA Diagnostics, San Diego, California)
segitségevel. Ezen antifoszfolipid antitestek kiilonb6z6 izotipusai (IgG/A/M), melyek
kimutatasara a human szérumbdl ezek az ELISA Kkittek alkalmasak, a 2-GPl, a cardiolipin és
a PS/PT komplex ellen képzédnek. Az APLA meghatarozas soran hasznalt ELISA lemezek
tisztitott B2-GPI-vel, kardiolipinnel és PS/PT komplexszel voltak fedve, melyhez az inkubéacio
soran a szérumban 1év6 aP2-GPIl, ACA és aPS/PT antitestek (IgA, 1gG és IgM izotipusok)
képesek kikotdédni, amennyiben jelen vannak a vizsgalt szérummintakban. A be nem kot6dott
fehérjék eltavolitasra keriiltek a mosasi Iépések soran, mig a bek6t6dott antitestek detektalasat
tormaperoxidazzal (HRP) jel6lt anti-human IgA, 1gG és IgM antitestekkel végeztik. Majd ezt
kovetden a reakcio lathatova tételéhez kromogén reakciot add peroxidaz szubsztratot adtunk a
rendszerhez. Az ap2-GPIl, ACA és aPS/PT antitestek szérumszintjének meghatarozésa soran a
spektrofotometrias modszerrel mért optikai denzitasokat (OD) az egyedi beteg, illetve kontroll
mintak esetében 5 pontos Kkalibracios gorbe segitségével az adott antitestek
szérumkoncentraciojat reprezentalo titer ertékeknek (mesterséges egység, unit) feleltettik
meg. Minden ELISA-t a gyart6 utasitasai szerint hajtottunk végre és az ltaluk megadott titer
kiiszobertékek (anti-p2-GPI és ACA IgA, 1gG és IgM esszék esetén > 20 unit; anti-PS/PT IgG
és IgM esszek > 30 unit) alapjan allapitottuk meg az adott mintak pozitivitasat. Az anti-PS/PT
IgA esetén nem allt rendelkezésre kalibrator, igy az eredmények értékelésekor az OD-k nyers
adatait hasznaltuk, illetve az egészséges kontrollcsoport segitségével meghataroztunk egy
pozitivitasi kuszobérteket is. A 0,795 feletti OD-vel (atlag+2SD) rendelkez6 mintakat
tekintettiik ez alapjan anti-PS/PT IgA pozitivnak. Az eredmények értékelésekor az abszolut
OD értékek mellett a pozitivitas gyakorisagét is felhasznaltuk. A 458 vizsgalatba bevont IBD-

s betegbdl 451 esetben volt technikailag sikeres a szerologiai analizis.
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7.2.2.2. Pankreasz ellenes antitestek (PAb) vizsgélata

7.2.2.2.1. Glycoprotein 2 (GP2) ellenes antitestek kimutatdsa enzimkapcsolt immunoszorbens
modszerrel (ELISA)

A PAb meghatarozasokat a betegek és kontroll egyének szérumabol két kiilonb6zé cég altal
gyartott rekombinans 4-es isoformaju GP2-t tartalmaz6 (anti-MZGP2 IgA és 1IgG QUANTA
Lite® ELISA [Inova Diagnostics, San Diego, CA, Research Use Only] illetve anti-GP2 IgA
és 1gG ELISA [GA Generic Assays, Dahlewitz/Berlin, Németorszag]) enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgalattal végeztiik a gyartd utasitdsai szerint. Az aldbbiakban rdviden
ismertetjuk az eljarast. A polisztirén mikrotiter lemezek felilete gyarilag fedve van MZGP2,
illetve GP2 antigénekkel, melyeket szobahdmérsékleten 30, illetve 60 percig inkubaltunk 100
ul eldhigitott szérummal (1:100). A felesleges, be nem kotddott szérumot mosasi 1épések
soran eltavolitottuk, majd hozzaadtuk az egyes ELISA lemezek lyukaihoz a peroxidazzal
konjugalt kecske anti-human IgA vagy IgG tipusu antitesteket. A bekotédott specifikus
antitestek kimutatdsdhoz hasznélatra kész hidrogén-peroxid/tetrametilbenzidin (TMB)
kromogén szubsztratot adtunk a rendszerhez, majd az inkubécios id6 leteltét kovetden a
reakciot kénsavval leallitottuk és a mintak optikai denzitasat spektrofotometrias modszerrel
450/620 nm-es hulldmhosszon olvastuk le Labsystem Multiscan MS késziilékkel (Thermo
Scientific, Budapest, Magyarorszag). A kitben talalhaté kalibratorok segitségével illesztett
standard gorbe segitségével az egyes mintak optikai denzitdsat (OD) mesterséges
egységeknek (arbitrary units, AU/ml) feleltettlik meg, melyek az adott mintakbdl kimutathatd
szérum antitest koncentraciot hivatottak reprezentalni. A szérummintak antitest pozitivitasat
az anti-MZGP2 esetében>25 AU/ml, mig az anti-GP2 esetén >20 AU/ml kapott értékeknél
allapitottuk meg.

7.2.2.2.2. CUZD1 és GP2 ellenes antitestek kimutatasa indirekt immunfluoreszcens
maddszerrel (11F)

A PAb meghatarozasokat (anti-GP2 illetve anti-CUZD1 IgA és 1gG) a betegek és egészséges
kontroll egyének szérumbol GP2-t ill. CUZD1-t expresszalo transzfektalt HEK 293 sejteket
tartalmazo biochippen (Morbus-Crohn Mosaic 1, Euroimmun Medizinische Labordiagnostika
AG, Libeck, Németorszag) indirekt immunfluoreszcens modszerrel (anti-rPAg2 es rPAgl) is
elvégeztiik. Ebben a kisérleti rendszerben a GP2-t ill. CUZD1-t expresszalo transzfektalt HEK
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293 sejtek szolgalnak antigén szubsztratként, igy az ezekkel a sejtekkel fedett biochipeket
szobah6mérsékleten 30 percig inkubaltuk a kihigitott szérummintak higitasi soréval
(nevezetesen 1:10, 1:100 és 1:1000 higitasokat alkalmaztunk). A felesleges, be nem koté6dott
szérumot mosasi 1épések soran eltavolitottuk, majd ezt kovetden fluoreszceinnel jelolt kecske
anti-human IgA vagy IgG antitestekkel tettik lathatova a betegek szérumabol kikotédott
antitesteket. A lemezek leolvasasat egy EUROStar Plus mikroszkép kékfényi LEDjének
segitségevel (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG) végeztik. 4. és 5. abra a
kilénféle immunfluoreszcens festédési mintazatokat abrazolja a GP2-t ill. CUZD1-t
expresszalo transzfektalt HEK 293 sejteken. Komorowski és mtsai. (65) gyakorlati
tapasztalatai szerint a CUZD1-t expresszalo HEK293 sejteken megfigyelhetd IIF kép
megfeleltethet6 volt a korabban fagyasztott huméan pankreaszszoveten leirt retikulogranuléris
(2-es tipusu) PAb mintazattal, mig a GP2-t expresszalo sejteken lathatd mintazatot a

cseppszert festodéssel (1-es tipus) talaltak identikusnak.

4. abra Pankreasz ellenes antitestek (PAb) meghatarozasa I1F és ELISA modszerekkel

Glycoprotein-2 (GP-2)

Pankredsz szovet Rekombindns HEK 293 sejtvonal

PAb-pozitiv szérumok IIF festédési mintazatai

Pankreasz acinus ; f
I-es tipusu
Extracelluldris cseppszeri L,
festédés (ductusban) Csepp mintazat CUZD1-HEK GP2-HEK

,._,"__ , : ® CUB zona pellucida-szerii domain 1 (CUZD1)
L W :
[ ] .. e ¢ . ¥
, ‘ (5%

II-es tipdsu 2
retikulogranularis T S
citoplazmatikus festédés etikul&granularls |

(acinusban) mmtatat fe i

Isoform 1 — 578 (537as)
a‘)Jl?(; 178 are lacking
e ’ Isoform 2 e —————— Y ] (534as)

aasl ............................... aal78replaced by VPR

Isaform 3 H:_ 578 (390as)

T - b ———— ———: aal78are lacking
578 (387as)
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5. dbra. Immunfluoreszcens festédési mintazat CUZD1-nal illetve GP2-vel transzfektalt
HEK?293.

Transzfektalt HEK293 fagyasztott metszeteit inkubaltuk kiilonb6z6 higitasi human szérummal (1:10, 1:100,
1:1000 higitasokkal), majd ezt kovetden a betegek szérumabol bekoté6dott antitestek lathatoéva tételéhez anti-
human IgA vagy 1gG monoklonalis antitestekkel (A) IgG PAb monoklonalis antitest a CUZDL1 ellen; (B) IgA

monoklonalis antitest a GP2 ellen; (C) negativ mintak.
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LSM 700, Zeiss

CD1015 - IgA - Anti CUZD1 - pozitiv - 1000 - 200x CD1098 - IgA - Anti GP2 - pozitiv - 3200 200x

CD970- Anti CUZD1negativ-200x CD970-Anti GP2 negativ -200x
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7.2.2.3. Az Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgalata

7.2.2.3.1. Az ANCA mérése indirekt immunfluoreszcens technikaval

Az antitestek meghatarozasa szemikvantitativ indirekt immunfluoreszcens madszerrel (I1F) az
EUROIMMUN cég (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG, Lubeck,
Németorszag) ethanol illetve formalin fixalt human neutrofil granulocitakat tartalmazo
biochipjeinek segitségével tortént. A lemezen 1évé granulocita prepardtumokat a betegek
szérumaval (1:10 higitas PBS-sel) inkubdltuk egyitt, majd a megkotdtt ANCA detektéaldsa
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelzett anti-human 1gG illetve IgA masodlagos antitestek
(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG) segitsegével tortént. A lemezek
értékelesét egy EUROStar Il Plus mikroszkoppal (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika AG) végeztik 400x-os nagyitast alkalmazva. Az immunfluoreszcens
eredmeények értékelése az etanol- és formalin-fixalt granulocita preparatumokon kapott
mintazatok alapjan tortént (2. abra) (120, 170): c-ANCA, p-ANCA, atipusos p-ANCA. Az
1:10 vagy annal nagyobb higitasi végpontoknal kapott pozitiv szignal esetén tekintettik a
mintat pozitivnak. Az ANCA-titer meghatérozasa ezekben a mintdkban sorozat higitassal
(higitasi faktor 3,2x) tortént, ahol a sorozatkezdé higitas 1:10 volt.

7.2.2.3.2. Az IgA tipusi ANCA karakterizalasa a cirrhosisos betegekben (6. abra)

A szérumban jelenlévo IgA tipustt ANCA antitestek karakterizalasat (IgA; es IgA; alosztalyu
ANCA aranyanak, illetve a szekretoros komponenst hordoz6 IgA ANCA mennyiségét
meghatarozasa) a  fentiekhez  hasonlé6  rendszerben  szemikvantitativ  indirekt
immunfluoreszcens mddszerrel (1IF) végeztik. A vizsgalathoz az EUROIMMUN ethanollal
fixalt neutrofil granulocitdkat tartalmazé lemezeit hasznaltuk (Granulocyte Mosaic,
EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG). A sejteket a szérummintak 1:10-es
higitasaval inkubaltuk, majd az IgA alosztalyok illetve szekretoros komponens detektalasa 3
specifikus FITC-vel jelélt monoklonalis antitest segitségével (egérben termeltetett anti-human
IgA1 NI69-11; anti-humén IgA, NI512 és anti-huméan sIgA NI194-4; Acris Antibodies,
Herford, Németorszag), egymastol fiiggetlendl tértént. Ezen antitesteket 1:30-as higitasban
alkalmaztuk. A fluoreszcens szignal erésitéséhez FITC-cel jel6lt, poliklonalis F(ab’), 19G
tipust anti-egér antitestet hasznaltunk 1:10 higitasban (DAKO, Glostrup, Dénia). Az IgA; és
IgA, ANCA antitestek mennyiségének meghatarozésa egy image analizis alapu kvantitalasi

technika segitsegével tortént, egyetlen mintahigitast (1:10) tesztelve.
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A lemezeket egy MicroOptix MX 300 TF (West Medica, Perchtoldsdorf, Ausztria)
mikroszkop segitségével 400x-0s nagyitast hasznalva értékeltik ki. A fluoreszcens képeket
32-bites ".bmp™ formatumban egy MicroOptix/Vision CAM V330 kamera segitsegével
rogzitettiik az SB Video&Audio AV Grabber (West Medica) program segitségével. Egy z6ld
hattér lemezt is exponaltunk minden mérési napon a megvilagitasi er6sség és inhomogenitas
korrigalasara (Chroma Technology Corp., Rockingham, VT, USA). A keépeket az "ImageJ
1.46r" software segitségevel értékeltuk (171). A zold csatornan mért fluoreszcencia
intenzitasok meghatarozdsa mesterséges egységekben (A.U., arbitrary unit) torténik
latoterenként 20 db egyedi granulocita értékelésével, majd a kapott értékekbél minden minta
esetén atlagos fluoreszcencia denzitas (FD)/sejt £ SD eértékeket szamoltunk. Minden szérum
minta esetén harom A.U./sejt értéket adtunk meg a harom IgA izotipusnak megfeleléen (IgA;,
IgA; és sIgA).

Az anti-lgA; és anti-lgA, antitestekkel kapott FD szigndlok mennyiségi
0sszehasonlithatdsaga végett eés az IgAi/A, arany pontos meghatarozasdhoz Quantum™
Simply Cellular® (QSC) mikropartikulumok/beadek (Bangs Laboratories, Fishers, IN, USA)
segitségével standardizaltuk a mikroszkdpos quantitalas technikajat. Ezek a beadek ismert
szamu kecske anti-egér antitestet tartalmaznak a felsziniikon és megfeleld telitd koncentracio
estén ennyi antitest megkotésere képesek. A vizsgalat soran az indirekt immunfluoreszcens
jelolésnek megfelelé higitdsban anti-IgA; és IgA, antitesteket majd a GaM-FITC
konjugadtumot adtuk a beadekhez. Ezutan a targylemezre cseppentve a fentiekben leirt
képanalizald6 modszernek megfeleléen értékeltiik a beadek fluoreszcencia intenzitasat. A
172189 antigen-kotéhelyet (ABC) tartalmazd beadek esetében a fluoreszcencia intenzitas
44,618,2 volt az IgA; és 48,4+10,4 az IgA; antitestek jelenlétében, mig a 490505 kotéhelyet
tartalmazd beadek esetén 100,0+12,2 (IgA;) és 103,2+9,7 (IgA;) volt a szignal. Ezek a
kilonbségek az IgA; és IgA; antitestek kozott statisztikailag nem voltak szignifikansak, ez
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy az IgA; es IgA; tipusi ANCA egyenlé mennyiségben
egyforma fluoreszcens szignalt ad rendszerlinkben, igy a kapott jelintenzitasok hanyadosa

kdzvetlenll megadja az 1gA1/IgA; antitestek aranyat a mintainkban.

A moddszer reprodukalhatosagat (intra- és inter-assay variabilitds) 5-5 méres alapjan

teszteltlik. Az intra-assay variacios egydtthatd (coefficient of variation; CV%) 8,0%, 5,6% és
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10,2%, mig az inter-assay CV% 10,4%, 14,9% és 13,2% volt az IgA;, IgA; és a szekretoros

komponens esetében.

A mobdszer egyértelmiien képes volt elkiiloniteni az ANCA IgA pozitiv és negativ
mintékat. Ezt bizonyitja, hogy az ANCA IgAs, IgA,, illetve sIgA fluoreszcencia intenzitdsok
szignifikdnsan magasabbak voltak az ANCA IgA-pozitiv cirrhosisos betegekben az
egészséges kontrollcsoporthoz viszonyitva (IgA1: 38,4+12,4 vs. 14,4445, IgA2: 31,745,7 vs.
14,4440 és slgA: 35,1+9,4 vs. 14,0+3,1 I; p<0,001 minden csoportban). Mindemellett a
kapott flureszcencia intenzitdsok erds korrelaciot mutattak a szemikvantitativ modszerrel
kordbban meghatarozott ANCA IgA-titer értékekkel (IgA1: Spearman korrelacios koefficiens,
R=0,63 [95%CI: 0,51-0,73], 1gAz: R=0,37 [95%CI: 0,21-0,52] és slgA: R=0,55 [95%CI:
0,41-0,66]; p<0,001 minden csoportban). Ezen eredmények aldtamasztjak, hogy a két IIF
technika (képanalizis alapl kvantitativ és a korabban ismertetett szemikvantitativ IIF

modszer) egymassal er6sen egybehangzo eredményeket ad.

142 ANCA IgA-pozitiv, 20 ANCA IgA-negativ cirrhosisos beteg és 20 egészséges
kontroll egyén esetén végeztilk el az ANCA IgA szubtipusok analizisét. Mivel az ANCA
IgA1, IgA,, illetve slgA fluoreszcencia intenzitasok kozétt nem volt szignifikans kilonbség
az egészséges és beteg kontrollcsoportokban (egészséges kontroll: 1gA;=12,8+3,3,
IgA,=14,1+45, slgA=13,0+2,7; beteg kontroll: 1gA1=16,0+4,9, p=0,08, lgA,=14,6+3,4,
p=0,98, slgA=14,9+3,1, p=0,06), ezen csoportokat @&sszevontuk egy egységes
kontrollcsoportba (n=40). Az IgA./IgA; ardnyok meghatarozasakor minden egyes minta
esetén elosztottuk az ANCA IgA; vagy IgA; fluoreszcencia intenzitisat ezen két érték
Osszegével. A szekretoros komponens pozitivitasanak megitélésere egy fluoreszcencia
kiiszobértéket hataroztunk meg a 40 kontroll minta mérése alapjan: az atlag + 3 SD ebben a

csoportban 23.4 AU fluoreszcencia intenzitas volt.

7.2.2.3.3. Az IgA-tipusi ANCA antigén specificitasanak meghatarozasa ELISA technikaval

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

meg.

6. abra Az IgA tipust anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA)
karakterizalasanak tsszefoglal6 abraja I1F modszerrel

Szubsztrat: ethanol-fixalt human
neutrofil granulocita preparatum

T — L Gamiga-FITC
= _ MaoHu IgA1/1gA2/sIgA mAb

Uj tipusu hidroféb lemezek é ANCA a betegek szérumabal
[Granulocyte Mosaic, EUROIMMUN PMN
Medizinische Labordiagnostika AG] —

“Image J 1.46r"
képanalizalo szoftver

*

MicroOptix MX 300 TF
Vision CAM V330 camera and
SB Video&Audio AV Grabber

software
Quantum™ Simply Cellular® (QSC) ABC : 172 189 ABC: 490 505
mikropartikulumok (Bangs IgAl - FI 44,618,2  IgAl - FL: 100,04£12,2
Laboratories, Inc., Fishers, IN, USA) 19A2 - FI: 4§4_t_10'4 I19A2 - FI: 1_03_’3*_9 7

GaM IgG-FITC
MoaHu IgA1/1gA2/sIgA mAb A

0SC bead O

59



7.2.3. Genetikai vizsgalo eljarasok

7.2.3.1 NOD2/CARD15 polimorfizmusok (SNP8, 12, 13 mutaciék) kimutatasa

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

equilibriumnak/eloszlasnak.

Genetikai vizsgalatok: A genetikai vizsgalatokat korabban mar mas intézményben végezték
(Dr. Tordai Attila Orszagos Vérellaté Szolgalat Molekuléris Diagnosztikai Labor). Teljes
vérbol torténd DNS szeparalast kovetden polimeraz lancreakcid/ restrikcids fragmens hossz
polimorfizmus (PCR-RFLP) segitségével hataroztak meg a kdlonféle PRR
polimorfizmusokat, melyek a kovetkezéek voltak: NOD2/CARDI15 (egypontos nukleotid
polimorfizmus [SNP] 8: rs2066844, p.Arg702Trp, 0.19877C>T, SNP12: rs2066845,
pGly908Arg, 9.30491C>T, és SNP13: rs5743293, g.37732_37733insC) polimorfizmusok.
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7.3 Statisztikai analizis

A statisztikai modszerek részletes ismertetése az egyes kozleményekben érhetdé el. A
statisztikai elemzéseket Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) és SPSS 22.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) programokkal statisztikus ellendrzése mellett (Dr. Dinya Elek)
magunk végeztik. A normalitast Shapiro-Wilk’s W teszt segitsegevel vizsgaltuk. A folytonos
(valoszinliségi) valtozok leirasakor az adatok eloszlasanak megfeleléen azok atlagértékét
[standard deviacidval (SD)] vagy medianjat [interquartilis tartomannyal (IQR)] adtuk meg. A
kiilonb6z6 betegesoportok (CD, UC, LC) egymashoz, alcsoportokhoz, illetve az egészséges
kontrollhoz viszonyitott kiulonbségeit az aldbbi statisztikai modszerekkel elemeztik. A
kategorikus valtozok 6sszehasonlitisat Fisher-exact teszttel, illetve y2-probaval helyenként
Yates korrekcioval vegeztik. A folytonos valtozokat az 6sszehasonlitott csoportok szamanak,
az adott adatok eloszlasanak fliggvényében parametrikus és nonparametrikus eljarasokkal,
tobbek kozott Student-féle t-teszttel, egyszempontos egytényezGs varianciaanalizissel
(ANOVA), Mann-Whitney U-teszttel illetve post hoc analizissel (Dunn-féle tdbbszoros
Osszehasonlitads) kiegeszitett Kruskal-Wallis  H-teszttel hasonlitottuk — Gssze. A
NOD2/CARD15 funkcionalis genetikai polimorfizmus vizsgalatokndl a genotipus
megoszlasokat Hardy-Weinberg equilibrium teszt segitségével vizsgaltuk. Az autoantitestek
esetén a folyamatos tényezOk alcsoport analizise sordan Pearson vagy Spearman korrelaciot
szamoltunk. A kilénféle tesztek egyezését sulyozott Kappa teszt segitsegével hataroztuk meg.
Id6fiiggd modellekben az egyes faktorok (kategorikus klinikai valtozok vagy szerologiali
antitestek) Osszefiiggését a betegség id6beni lefolyasaval, szovodményes betegségforma
kialakulaséval Kaplan-Meier analizisben, a kiillonb6z6 alcsoportok szignifikanciajat LogRank
illetve Breslow tesztek segitségével vizsgaltuk. A multivariancia analizishez Cox regresszio
analizist hasznaltunk. Az univariaciés analizisben p<0,1 tényezOk illetve egyes a priori
kivalasztott tényezok keriiltek bevonasra a multivariancia analizisekbe. Amennyiben nincs
kilon mas kritérium jelezve a p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. A
nyers adatokat ,,atlag + szoras”, ,,median (kvartilis)” illetve ,,esetszdm (%)” formaban adtuk
meg. Az 6sszefliggések jellemzésére Spearman-féle korrelacios koefficienst, esélyhanyadost
(OR, odds ratio), illetve kockazati arany/hanyadost (HR) és ezek 95%-0s megbizhatdsagi
intervallumat (95%CI) sz&moltunk.

61



7.4 Etikai engedélyek

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

nyilatkozatot.

7.5 Anyagi forrasok

MSD Pharma Kutatasi Palyazat (2012-2013), I0IBD Amerikai Kutatasi Osztondij (2012-
2015, Debreceni Egyetem Bels¢ Kutatasi Palyazata (2013-2016), TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0024
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8. Eredmények

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

8.1.1 Az APLA markerek gyakorisdga IBD-ben

Az anti-B2-GPI, ACA és anti-PS/PT antitestek el6fordulasi gyakorisagat az 12. tablazat
foglalja 6ssze. Az ACA pozitivitas a Crohn betegség (CD) kialakuldsanak fokozott rizikojaval
fliggott 6ssze a kontroll csoporthoz képest (ORaca=10,18; 95% CI: 3,12-33,24). A kiilonb6z6
izotipusokat vizsgalva a legszorosabb ¢sszefuggést az ACA IgA-val (ORaca 1ga=49,70; 95%
Cl: 3,04-813,8, y>teszt Yates korrekcidval) talaltuk CD-ben. Szignifikéns kiilonbséget
talaltunk az ACA pozitivitdsban a CD és UC csoport kdzétt. Hasonld mddon szignifikéans volt
a kulénbség az anti-PS/PT prevalencidjaban is a CD és UC csoportok kdzott, ugyanakkor a
CD és a kontroll csoport vonatkozasaban nem volt szignifikans eltérés. Nem talaltunk viszont
kilonbséget az anti-p2-GPI el6fordulasi gyakorisagaban a kiilonboz6 vizsgalt csoportok

kozott.

8.1.2 Az APLA pozitivitas 6sszefiiggései mas szeroldgiai markerekkel és a
NOD2/CARD15 genotipusokkal CD-ben

Nem talaltunk 6sszefliggest CD-ben a betegek APLA és ASCA statusza kézott. Sem az ACA
IgA, sem az IgG pozitivitasi ratdjaban sem volt szignifikans kulonbség az ASCA IgA és
ASCA 1gG jelenlététdl, illetve hianyatdl fiiggéen. Hasonld6 médon nem volt dsszefuigges az
ACA clofordulasi gyakorisaga ¢és a fébb NOD2/CARD15 mutéciok kozott. 235 CD beteg
NOD2/CARD15 genotipusa allt rendelkezésre. Nem volt kilonbség az ,,ACA egyaltalan”
prevalenciai kozott a NOD2/CARDI15 mutaciéval rendelkezé csoportban, illetve annak
hidnya esetén (16,1% és 26,1%, p=NS, y*-teszt Yates korrekcioval). (7. abra)
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12. tablazat. Anti-foszfolipid antitestek (APLA) el6fordulasi gyakorisaga Crohn
betegségben (CD), colitis ulcerosaban (UC), és egészséges kontrollcsoportban (HC)

CD (n= 265) UC (n= 186) HC (n= 103)

. 5 4 2
Anti-p2-GPI 1gG (1,9%) (2,2%) (1,9%)

. 8 12 3
Anti-p2-GPI IgM (3,0%) (6.5%) (2,.9%)

. 7 7 3
Anti-p2-GPI IgA (2,6%) (3,8%) (2,.9%)
Anti-p2-GPI 19 18 8
egyaltalan (7,2%) (9,7%) (7,8%)

27 4 2
ACA GG (10,29%)** (2,29%)* (1,9%)*
8 4 1
ACA IgM (3,0%) (2,2%) (1,0%)
ol 1
ACA IgA + + OO .
(19,2%0)*** (0,5%) (0,0%0)
etz 62 9 3
ACA egyaltalan (23,4%)***F (4,8%)* (2,9%)***

. 20 9 9
Anti-PS/PT I1gG (7.5%) (4.8%) (8,79%)
Anti-PS/PT IgM 23 8 L

g (9’4%)**1' (4'30/0)1' (1,09%0)**

. 24 7 9
Anti-PS/PT IgA (9,1%)" (3,8%)" (8,7%)
Anti-PS/PT 54 19 16
egyaltalan (20,4%)3 (10,2%) % (15,5%)

B2-GPI: béta2-glikoprotein-I, ACA: anti-kardiolipin antitest,

PS/PT: foszfatidilszerin/protrombin komplex

CD vs. kontroll: *p=0,008;**p= 0,004;***p<0,0001.

CD vs. UC: Tp: 0,039; “p=0,029; *p= 0,001;¢p<0,0001; ¥#p=0,004.

2
y -teszt Yates korrekcidval.
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8.1.3 Az APLA pozitiviths 0sszeflggései a betegség aktudlis Kklinikai,

laboratériumi, illetve endoszképos aktivitasaval

Bevonaskor a CD betegek 26,6%-ban, illetve az UC-ben szenvedd betegek 27,8%-ban volt
aktivnak mindsithet6 a betegség klinikai aktivitasi pontrendszereket alkalmazva (3. tablazat).
Nem volt szignifikans kilonbség az anti-B2-GPl, ACA és anti-PS/PT el6fordulasi
gyakorisagaban CD-ben a klinikailag aktiv (2,8%; 29,2% és 18,1%) és inaktiv (8,8%; 21,2%
és 21,2% a fent emlitett antitestek esetén) csoportok kozoétt. Klinikailag aktivnak tekintettiik a
betegséget CD-ben, ha a HB%5 volt. Hasonl6 modon nem talaltunk korrelaciét UC-ben a
partialis Mayo score alapjan (>4) meghatarozott betegség aktivitas és az APLA statusz kozott

(ezen adatok nem kerlilnek bemutatasra).

Az ACA ,egyéltalan” prevalenciaja hasonlonak bizonyult a 10 mg/l feletti C-reaktiv
proteinnel (CRP), illetve a 10 mg/l vagy ez alatti CRP-vel rendelkez6 betegesoportban (29,0%
és 21,1%:; p=NS, y>-teszt Yates korrekciéval).

87 CD betegnek volt a bevonaskor ileokolonoszkopiaja. Az ACA ,egyaltalan”
eléfordulasi gyakorisaga nem kiilonbozott a SES-CD szerint  (vagépont/cut off>3)
megallapitott endoszkdpos aktivitas alapjan szétbontott csoportok kdzott (inaktiv vs. aktiv:
25,6% és 29,5%). A fentiekhez hasonléan nem talaltunk szignifikdns 0Osszefliggeést a
Spearman korrelacids analizist elvégezve az ACA IgA, valamint ACA IgG szintek és a CRP
szint, az aktudlis HBI, illetve a SES-CD pontszdm kozétt CD-ben (ezen adatok nem Kkerlilnek

bemutatésra).

A CD betegek 20,3%-ban észleltiink a kovetési idé soran gyakori relapszusokat. Az
ACA prevalencia nem kulonbozott a relapszusok gyakorisaga szerint (gyakori vs. gyakori
relapszussal nem rendelkez6 csoport; ACA IgA 23,5% vs. 16,7%; ACA 1gG 3,9% vs. 10,1%
és ACA IgM 2,0% vs. 3,5%; p=NS minden esetben).

Végil elemeztiik a mintavételkori betegségtartam és a szerolOgiai valasz jelenlétének,
illetve mértékének dsszefliggeseit CD-ben. A betegségtartam quartilis beosztasat kovetéen az
ACA ,egyaltalan” pozitivitasi gyakorisag az egyes csoportokban nem kilonb6zott (Q1:
26,9%; Q2: 22,7%; Q3: 22,4% és Q4: 23,0%; p=NS, Xz-teszt Yates korrekcidval). Az ACA
IgA, illetve 1gG szintek és a betegségtartam kozott sem taléltunk Osszefliggést (Kruskal-
Wallis teszt). (8. abra)
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7. abra. Anti-kardiolipin antitest (ACA) pozitivitas megoszlasa anti-Saccharomyces

cerevisiae antitest (ASCA) statusz fliggvényében Crohn-betegekben.

WACAIgA+
¥ ACA IgG+ 100 ACA IgA-
ACA IgG- e 83,6
100 2.8 87,6 a0 )
80 gg_‘
s = 60
=S
< 60 1&
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< 40 : 22,1
3 16,4
= 20
20 8,2
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ASCAIgG+  ASCA IgG- ASCAIgA+  ASCAIgA-

8. abra. ACA IgA (A) és IgG (B) antitest valasz mértéke a betegségtartam fliggvényében.
A betegségtartam a 4 kvartilis szerinti bontasban: <1 év (Q1), 1-4 év (Q2), 5-9 év (Q3), és >9 év (Q4).
p=NS minden esetben Kruskal-Wallis teszttel. A dobozok a 25dikt6l a 75dik percentileket jelzik, A
vizszintes vonalak a dobozokon beliil a median értékeket jelképezik. A “bajszok” pedig az 5diktdl a

95dik percentileket jel6lik. A pontok az egyes betegek egyedi értékeit jelzik.

250+ 150+
2254
1254
200
1754
=3 1004
= 5
5 1504 e
2 £
]
E. 1254 g
é ; 75+
< )
£ <
S 1004 E
-] g
w
751 o
504 4 o
254
Z&Q é ;
o- T ' 3 L | L 1
S & T T T
I ¢ & o
S 5 »
Betegségtartam o o & o
Betegségtartam

66



8.1.4 APLA markerek és a betegség progressziéjanak dsszefliggései CD-ben

Mintavételkor 154 (56,5%) CD betegnek volt a Montreali Klasszifikacio szerint gyulladasos
(nem strikturizalo és nem penetralo=szovédménymentes) Viselkedési fenotipusu (B1)
betegsége. Kozullik 143 beteg volt alkalmas arra, hogy bevonjuk &éket egy prospektiv
kovetéses vizsgalatba. A median kovetési id6 53,4 hoénap volt (IQR; 38,0-79,3). Ezen
betegségspecifikus szovodménytdl mentes és miitéti szempontbol naiv/korabban mutéten at
nem esett beteg kozul 20,3%-ukban (29/143) alakult ki valamely sz6vodmény a kdvetés soran
(31,03%-ukban alakultak ki strikturék, 44,83%-ukban belsé penetrald betegség és 24,14%-
ukban kizarélag perianalis perforacio). A komplikacioig eltelt median id6 21,4 honap volt
(IQR; 8,1-43,1). A kovetési id6 folyaman 0Osszességeben 9,1%-uk (13/143) ment at CD-
asszocialt hasi mitéten (rezekcid) (9. abra). Két beteg, akiknek korabban nem volt
szOvodményes betegsége, esett 4t miitéten colorectalis carcinoma miatt. A tobbi beteg esetén
a mitéti indikaciot valamely betegségspecifikus szovodmény megjelenése jelentette (23,1%-
ban stenosis/sziikiilet; 46,2%-ban bels6 penetralo betegség; 15,4%-ban mindkettd). A miitétig
eltelt median id6 50,0 honap volt (IQR; 30,5-54,5).

9. &bra. Folyamatabra Crohn-betegek kohorsz vizsgalata — APLA tanulmany.
Esemény: szovédmény és/vagy miitét; Szovédmény: strikturizald és/vagy belsé penetrald és/vagy perianalis

betegség; Miitét: CD-asszocialt rezekcid.

Kovetés az els6 mintavételtsl
N=252
I L
Szovédmeényektél és
miitéttél Naive
betegek N=143

Szovédményes és/vagy

miitéten atesett betegek
N=109

T . —

Nincs Nincs

esemény Sz6évédményes esemény Esemény
N=114 N=29 N=66 N=43
Ll ] L

Szovédményes

Kizardlag
mititéten
atesett
N=25

Kizarélag
szovédményes
N=5

és miitéten
atesett
N=13
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A B1 csoportba sorolt betegek esetén nem talaltunk Osszefliggést a betegség els6
betegségspecifikus eseménybe torténd progresszidja és az APLA pozitivités jelenléte, illetve
hianya kozott (13. tablazat). Betegségspecifikus eseménykeént definialtuk a
betegségspecifikus szovédmények (StenoOzis, belsé penetrald betegség és/vagy periandlis
érintettség kialakulasa) mellett a CD-asszocialt mitétet. Mindemellett id6fiiggé univariacios
modellben (Kaplan-Meier analizis) a korai progresszid valoszinlisége APLA pozitiv és
negativ csoportban azonosnak bizonyult. A klinikai faktorok koziil a betegség lokalizacioja és
a dohanyzas fliggott Ossze az elsé belsd penetraldo betegség és/vagy stikturizalé forma
kialakulasaig eltelt idOvel, mig a gyakori relapszus pedig a periandlis érintettség
kialakulasaval korrelalt id6fiiggé modellben (14. téblazat).

Kilon értékeltik az APLA-k jelentéségét azon betegcsoportban, ahol a mintavételt
megeldzden mar jelen volt valamely betegségspecifikus szovédmény és/vagy kordbban mar
miitéten atesett a beteg. Osszesen 117 CD betegnek (43,5%) volt a mintavétel idépontjaban a
Montreali Klasszifikacio értelmében szovédményes betegségformaja (56 beteg tartozott a B2,
mig 61 beteg pedig a B3 csoportba). Koziilok 109 beteg volt alkalmas ra, hogy bevonjuk 6ket
egy prospektiv jellegii kdvetéses vizsgalatba. Ezen betegek 39,4%-anak (43/109) lett Gjabb
betegségspecifikus eseménye a kovetés soran. Betegségspecifikus eseményként definialtuk a
belsd penetraldé és/vagy periandlis penetrald betegség kialakuldsat, illetve CD asszocialt
miitétet. Kizarolag betegségspecifikus szovodmény a betegek 11,6%-ban, kizardlag miitét a
betegek 58,1%-ban, mig mindkettd a betegek 30,2%-ban kovetkezett be (9. abra). Egy Ujabb
betegsegspecifikus esemenybe valo progresszio nem mutatott 0sszefuiggést sem az APLA
pozitivitassal, sem annak hianyaval (15. tablazat). Kaplan-Meier analizist végezve az Uj
betegségspecifikus szovédménybe vald korai progressziod valoszinlisége az APLA pozitiv és

negativ betegscsoportban nem kiilonb6zott (ezen adatok nem keriilnek bemutatasra).

Az UC betegcsoportban az APLA-k alacsony eléfordulasi gyakorisiga miatt
eltekintettiink az APLA pozitivitas és a klinikai fenotipus, illetve a betegség progresszio

Osszefliggéseinek kiértékelésétol.

68



13. tablazat.

at nem esett Crohn beteg (CD) kohorsz klinikai jellemz6i

Anti-foszfolipid antitestek (APLA)
betegségspecifikus szovodménytol mentes és miitéti szempontbol naiv/korabban miitéten

elofordulasi

gyakorisaga

és

A mintavételkor CD B1 csoportba tartozo betegek kdvetése

(n=143)
.. | Viselkedés
Perianalis Valtozas
CDB1 |Szovodménytél | valtozas Miitéten at | Miitéten
" N B2-be ,
Faktorok Osszesen mentes kizarélag vagy B3- nem esett atesett
(n=143) (n=114) (B1p) ba (n=130) (n=13)
(=) 1 (n=22)
Férfi/né (n) 60/83 45/69 5/2 10/12 55/75 5/8
Eletkor - diagndziskor 25,0 26,0 17,0 25,0 25,0 31,0
(év)* (19,0-34,0)| (20,0-34,3) |(14,0-31,0) | (18,8-34,8) | (19,0-34,0) | (18,0-35,5)
Betegség tartam (év)* 3.0 20 3,0 3.0 2,0 30
(1,0-6,0) (1,0-7,0) (1,0-5,0) (1,0-5,0) (1,0-6,0) (1,0-10,0)
Lokalizacid*
L1 30 (21,0%) | 24 (21,1%) 0(0,0%) | 6(27,3%) | 26 (20,0%) | 4 (30,8%)
L2 51 (35,7%) | 44 (38,6%) 3(42,9%) | 4(18,2%) | 48(36,9%) | 3(23,1%)
L3 62 (43,3%) | 46 (40,4%) 4 (57,1%) | 12 (54,5%) | 56 (43,1%) | 6 (46,2%)
Kizarolag L4 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0(0,0%) | 0(0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Gyakori relapszus! 27 (18,9%) | 18(15,8%)" |4 (57,1%)T | 5(22,7%) | 23 (17,7%) | 4 (30,8%)
Dohanyzési szokasok®
igen 21 (16,2%) | 14 (12,3%)" | 2(28,6%) |8 (36,4%)" | 21 (16,2%) | 3(23,1%)
Kovetési id6 a 53,4 51,7 79,8 64,7 50,0+ 84.0%
mintavételkor, honap* |(38,0-79,3) | (36,9-73,9) (42,9-91,4) | (45,6-85,0) | (37,25-74,2) | (60,0-91,7)
Pozitiv markerek (%)
Anti-p2-GPI 1gG 1,4 1,8 0,0 0,0 1,6 0,0
Anti-p2-GPI IgM 5,0 5,3 16,7 0,0 5,5 0,0
Anti-p2-GPI IgA 2,8 1,8 16,7 4,5 3,1 0,0
Anti-g2-GPI egyaltalan 8,5 8,8 16,7 4,5 9,4 0,0
ACA IgG 9,2 11,5 0,0 0,0 10,2 0,0
ACA IgM 2,8 3,5 0,0 0,0 3,1 0,0
ACA IgA 17,0 18,6 33,3 4,5 18,8 0,0
ACA egyaltalan 19,9 22,1 33,3 4,5 21,9 0,0
Anti-PS/PT IgG 8,5 8,0 0,0 13,6 7,8 15,4
Anti-PS/PT IgM 7,8 8,8 16,7 0,0 7,8 7,7
Anti-PS/PT IgA 9,9 9,7 16,7 9,1 10,9 0,0
Anti-PS/PTegyaltaldn 20,6 19,5 33,3 22,7 20,3 23,1

n (%), *: median (IQR)

Lokalizacio: L1: ileélis, L2: colon, L3: ileocolon, L4: fels6 gasztrointesztinalis érintettség

Viselkedés: B1: nem strikturizalé/nem penetrald, B2: sztenotizalo, B3: penetrald
2
= p=0,01; Tp:0,02 x -teszt Yates korrekcioval, jFp<0,01 Mann-Whitney teszt,
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14. tablazat. Szerologiai és klinikai faktorok osszefiiggésének a vizsgalata idofiiggo
modellben (univariaciés Kaplan Meier €s Log-rank analizis) a szévédményes
betegségforma kialakulasaval B1 viselkedési fenotipust Crohn betegekben (CD) (n=143)

_ Belso penetralo | 5o ionalis penetralé | CD-hez kapcsol6ds
és/vagy strikturizald A c o,
. . P szovodmény hasi miitét
Valtozo szovodmény
HR HR HR
(95%C|) pLogRank (95%C|) pLogRank (95%C|) pLogRank
- 1,10 2,69 0,01
Nem (ferfi) ©047-255 | 98 1080903 | 2 |(033255 | 98
e 3,72 1,61 1,64
Dohanyzas 1.231121) | %9 | (036719 | %% |(045597)| %
Lokalizacié
(kizarolag 0,41 1,00 0,61
vastaghbél ©017-096) | 9% |(029343) | 2% |(022-1,74)| 96
érintettseq)
Gyakori 1,10 7,29 1,64
relapszus (039-307) | O8° :%Z;é) 0007 1 044610 | 04
APLA 1,36 1,30 1,37
egyaltalan 059-3.16) | %47 | (040-427)| 9% | (049380)| O°°
Anti-p2-GPI 0,56 0,99 0,33
egyaltalan ©013-232) | 9% 013770 *° |©o06-181)| 2%
ACA 0,41 1,12 0,30
egyaltalan ©0413-126) | 2% | (023549 | 98 |(007-10n| %10
Anti-PS/PT 1,07 1,74 1,11
egyaltalan 039297y | 289 | (038803 | 9% (020418 | 08

APLA: anti-foszfolipid antitestek, P2-GPIl: béta2-glikoprotein-1, ACA: anti-kardiolipin
antitest, PS/PT: foszfatidilszerin/protrombin komplex

HR: hazard ratio, 95%CI: 95% megbizhatdsagi tartomany (konfidencia intervallum), félkdvér
betilivel jeleztiik, amikor p< 0,05
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15. tablazat. Anti-foszfolipid antitestek (APLA) eléfordulasi gyakorisaga és betegségspecifikus
szovodménnyel az els6 mintavétel idopontjaban mar rendelkezo illetve korabbi miitéten atesett
Crohn beteg (CD) kohorsz klinikai jellemzoi

A mintavételkor CD B2 és B3 csoportokba tartozo betegek kdvetése

Teljes kohorsz (n=109)

Koréabban Szovéodmény | Szovodményes | Szovodmény | Szovédményes | Miitéten at | Miitéten
szovodményes | mentes ill, és/vagy mentes (n=18) nem esett atesett
és/vagy miitéten it miitéten (n=91) (n=71) (n=38)
Faktorok i | memest | e
betegek
Teljes kohorsz
(n= 109)
Férfi/né (n) 45/64 27/39 18/25 40/51 5/13 28/43 17/21
Eletkor — els6 32,0 35,5 30,0 34,0 30,5 36,0 30,0
mintavételkor (év)* (27,0-43,0) | (27,0-48,3) | (23,0-41,0) | (27,0-46,0) | (19,0-39,5) |(27,0-46,0)|(22,8-38,3)
Eletkor - 24,0 26,5 21,0 26,0 20,0 26,0 21,0
diagndziskor (év)* (20,0-33,5) | (21,8-35,3) | (17,0-30,0) | (20,0-34,0) | (14,5-26,3) |(21,0-35,0)|(17,0-29,3)
Betegség tartam 7,0 7,0 8,0 7,0 9,0 7,0 7,5
(év)* (2,0-11,0) (2,0-12,0) (2,0-11,0) (2,0-12,0) (5,8-10,3) (2,0-12,0) | (2,0-10,3)
Lokalizacid*
L1 12 (11,0%) 7 (10,6%) 5 (11,6%) 11 (12,1%) 1 (5,6%) 7(9,9%) | 5(13,2%)
L2 14 (12,8%) 9 (13,6%) 5 (11,6%) 12 (13,2%) 2 (11,1%) |10 (14,1%) | 4 (10,5%)
L3 82 (75,2%) | 49 (74,2%) | 33(76,7%) | 67 (73,6%) | 15(83,3%) |53 (74,6%) |29 (76,3%)
Kizarélag L4 1 (1,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,1%) 0 (0,0%) 1(1,4%) | 0(0,0%)
Gyakori I’elapSzus1 25(22,9%) | 14 (21,2%) | 11 (25,6%) | 21 (23,1%) 4(22,2%) |14 (19,7%) | 11 (28,9%)
Dohéanyzaési
szokéasok! 22 (20,2%) | 13 (19,7%) 9 (20,9%) 20 (22,0%) 2 (11,1%) |15(21,1%) | 7 (18,4%)
igen
Kovetési ido a 64,2 58,95 67,3 57,9 82,4 64,2 62,9
mintavételkor, (50,9-81,4) | (45,8-80,5) | (52,1-83,3) | (45,5-78,6) (64,3-87,6) T |(45,9-81,5)|(51,8-79,9)
hénap* ¥
Pozitiv markerek (%)
Anti-p2GPI IgG 2,8 1,5 4,7 1,1 111 1,4 53
Anti-p2GPI IgM 0,9 1,5 0,0 1,1 0,0 1,4 0,0
Anti-2GPI IgA 2,8 3,1 2,3 3,3 0,0 2,9 2,6
Anti-f2GPlegyéltalan 6,5 6,2 7,0 5,6 11,1 57 79
ACA IgG 8,3 10,8 4,7 8,9 5,6 11,4 2,6
ACA IgM 3,7 3,1 4,7 4.4 0,0 2,9 5,3
ACA IgA 19,4 20,0 18,6 18,9 22,2 20,0 18,4
ACA egyaltalan 25,0 21,7 20,9 25,6 22,2 27,1 21,1
Anti-PS/PT IgG 7,4 7,7 7,0 6,7 11,1 7,1 7,9
Anti-PS/PT IgM 12,0 12,3 11,6 111 16,7 12,9 10,5
Anti-PS/PT IgA 9,3 9,2 9,3 10,0 5,6 8,6 10,5
ANtiPS/PTegyaltalan 22,2 21,5 23,3 21,1 27,8 21,4 23,7

'n (%),*: median (IQR) Lokalizaci6: L1: iledlis, L2: colon, L3: ileocolon, L4: felsé gasztrointesztinalis érintettség.
Viselkedés: B1: nem strikturizalé/nem penetrald, B2: sztenotizald, B3: penetrald. ip<0,01 Mann-Whitney teszt

alkalmazasaval.
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8.1.5 APLA markerek és tromboembodlias események IBD-ben
Osszességében az IBD betegek 5,1%-a (23/452) esett at legalabb egy tromboembdlias

eseményen (TE) (14 CD és 9 UC beteg). CD-ben 18 vénas tromboembdlias esemény (VT), 1
pulmonélis embdlids (PE) esemény és 3 artérids tromboembolias esemény (AT) kertlt
diagnosztizalasra. UC-ben 8 VT és 1 AT eseményt regisztraltunk. 7 beteg (1,6%) esett at az
IBD diagnozisat megelézéen TE-n, illetve 4 CD betegnek (1,5%) volt visszatéré/ismételt TE-
je. A CD beteg nék 6,4%-ban (10/156) és az UC-s nébetegek 6,9%-ban (7/101) tortént
spontan vetélés.

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

16. tablazat foglalja 6ssze CD betegekben a trombotikus esemény jelenléte és tipusa
szerinti felosztasban a betegek Klinikai jellemz6it, az APLA prevalenciajat, illetve a
trombofiliak jelenleg ismert genetikai és szeroldgiai markereit. Az egyes APLA-k
Osszefiiggéseit a tromboembolids esemény bekodvetkezésének valoszinliségével nem csak
kalon-kalon, hanem az APLA antitest pozitivitasok szamanak fuggvényében is vizsgaltuk.
Sem CD, sem pedig UC esetében sem volt nagyobb a tromboembdlids esemény
kialakulasanak valosziniisége az APLA-ra tobbszordsen pozitiv betegekben.
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16. tablazat. Anti-foszfolipid antitestek (APLA) és trombofilia markerek megoszlasa,

illetve az adott csoport klinikai jellemzoi a teljes Crohn beteg (CD) kohorszban a

trombozis jelenlétének és tipusanak megfelel6 felosztas szerint

A teljes CD beteg kohorsz kdvetése a diagnozistol

(n=265)

Trombozis Arteriés Vénas V;g%ztggm Spontén

Faktor nem volt Trombozis Trombdzis tortent vetélés tortent
(n=251) (n=3) (n=11) (n=146) (n=10)
Férfi/né 104/147 1/2 714 146/0 10/0
Eletkor - diagndziskor 25,0 40,0 29,5 26,0 25,5
(év)* (19,0-33,0) (28,0-42,0) (23,3-39,3) (20,0-35,0) (21,0-35,0)
Gyakori relapszus * 48 (20,2%) 0 (0,0%) 4 (36,4%) 33 (24,1%) 2 (20,0%)
Korabbi tromboézis * 1 (0,4%)" 0 (0,0%) 4 (36,4%)" 2 (1,4%) 0 (0,0%)
Dohanyzasi szokasok *
igen 48 (19,1%) 0 (0,0%) 3 (27,3%) 22 (15,1%) 2 (20,0%)
Kovetési id6 a 102,2 149,9 136,3 109,0 136,5
diagnoézistél, hdnap* (63,3-172,8)T (130,8-219,8) (14210_244,2)1‘ (61,8-184,6) | (95,4-180,6)
Pozitiv markerek (%)
AHPHER e 48 0,0 9,1 4,9 10,0
és/vagy IgM
Anti-p2-GPI IgA 2,8 0,0 0,0 4,9 0,0
ACA IgG és/vagy IgM 12,1 0,0 27,3 13,9 10,0
ACA IgA 19,0 66,7 0,0 20,1 10,0
ATIHEIEY IEE 14,6 50,0 36,4 18,3 40,0
és/vagy IgM
Anti-PS/PT IgA 8,9 50,0 9,1 7,7 10,0
Legalabb 1 APLA poz. 48,0 66,7 54,5 52,8 60,0
Legalabb 2 APLA poz. 16,1 33,3 9,1 18,1 10,0
Legalabb 3 APLA poz. 3,2 0,0 91 4,9 0,0
Trombofilia markerek (%)

LA 7,5 0,0 0,0 5,1 0,0
PS deficiencia
(6roklott és/vagy 8,1 0,0 25,0 12,7 0,0
szerzett)
ATIII deficiencia
(6roklott és/vagy 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
szerzett)
PC deficiencia
(6roklott és/vagy 3,0 0,0 0,0 4,8 0,0
szerzett)
FV Leiden 5,99 0,0 42,93 7,8 0,0
FI1120210A 5,9 0,0 16,7 7,8 0,0

n (%), *: mediann (IQR), ¥ Trombofiliak ismert fébb szerolégiai és genetikai markerei 105 beteg esetén

alltak rendelkezésre

ip:0,003; * p=0,009; Tp:0,01 Kruskal-Wallis tesztet alkalmazva.
2
Y p<0,0001; % p=0,012 y -teszt Yates korrekcidval
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8.1.6 Az APLA markerek stabilitasa

A CD (n=198) és UC-ben szenved betegek (n=103) egy alcsoportjaban betegenként legalabb
két szérum minta keriilt levételre a kovetés sordn, igy Ilehetdségiink nyilt a
betegséglefolyasanak kiilonb6z6 idépontjaiban levett mintdk analizisét elvégezve az APLA
statusz (pozitiv vagy negativ az adott antitestekre nézve) idObeli stabilitasara vonatkozé
vizsgalatokra. A mintavételek kozott eltelt median idé6 CD-ben 13,5 honap [IQR; 6,8-22,9
honap], UC-ben 12,1 hénap [IQR; 5,7-20,4 hdnap] volt. Az anti-B2-GPI statusz idében
meglehetdsen stabilnak bizonyult mindharom Ig szubtipus esetén. A CD, illetve UC
betegeknek minddssze 1,5%-5,8%-a valtoztatta meg az anti-p2-GPI antitest statuszat az els6
mintavételhez viszonyitva. Ugyanakkor jelentds kiilonbségeket taldltunk az ACA Ig
szubtipusok tekintetében. Az ACA IgM statusz az anti-B2-GPI-hez hasonléan stabilnak
bizonyult. Ezzel szemben az ACA IgG, illetve ennél még kifejezettebben az ACA IgA
statuszban tortént idovel szignifikdns valtozas, elsdsorban a negativ antitest statuszbol lett
pozitiv. Az antitest statuszban tortént valtozasok sokkal kifejezettebbek voltak CD-ben az
UC-hoz képest (ACA IgA: 49,9% vs. 23,3% és ACA IgG: 21,2% vs. 5,8%). Stabilitasra
vonatkoz6 adatok nem &linak rendelkezésre az anti-PS/PT antitestek esetén, mivel itt mérés a
betegeknek csak az els6 elérhetd6 szérum mintajabol tortént. Az APLA statuszban
bekovetkezett valtozasokat az 17. tdblazat foglalja 6ssze.

A tumor nekrozis faktor (TNF) antagonista terapia 2008-t61 valt elérhetdvé hazankban,
igy ezt kovetéen a kutatdsba bevont betegek 43,7%-a (110/252) kapott infliximab vagy
adalimumab terapiat a kdvetes soran. Megvizsgaltuk a bevonast kovetden az anti-TNF terapia
hatasat az Uj ACA antitestképz6désre. Azon betegek korében, akik anti-TNF terapiat kaptak
és a bevonds idépontjaban ACA IgA-ra negativak voltak, a kés6bbiekben ezen betegek
59,1%-a (55/93) valt pozitivva ACA IgA antitest statusz szempontjabdl. Ez az arany
szignifikdnsan magasabb ahhoz a csoporthoz viszonyitva (p=0,004), akik egyaltalan nem
kaptak anti-TNF terapiat, itt ugyanis a betegek 35,6%-a (36/101) valt idével antitest
pozitivva. Ezek az aranyok ACA 1gG esetében 30,1% vs. 12,9% (p=0,033).
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17. tablazat. APLA marker statusz idobeli stabilitasa a betegséglefolyas soran legalabb 2
mintaval rendelkezé IBD betegekben

APLA marker CD (N=198) UC (N=103)
n (%) n (%)
Anti-p2-GPI IgG
Stabilan negativ. | 194 (98,0%) 97 (94,2%)
Stabilan pozitiv 1 (0,5%) 2 (1,9%)
Neg. = poz. 0 (0,0%) 3 (2,9%)
Poz. = neg. 3 (1,5%) 1 (1,0%)
Anti-p2-GPI IgM
Stabilan negativ. | 186 (94,0%) 94 (91,3%)
Stabilan pozitiv 4 (2,0%) 3 (2,9%)
Neg. = poz. 6 (3,0%) 5 (4,9%)
Poz. - neg. 2 (1,0%) 1 (0,9%)
Anti-p2-GPI IgA
Stabilan negativ. | 190 (96,0%) 93 (90,3%)
Stabilan pozitiv 1 (0,5%) 4 (3,9%)
Neg. = poz. 3 (1,5%) 5 (4,9%)
Poz. = neg. 4 (2,0%) 1 (0,9%)
ACA 1gG
Stabilan negativ. | 139 (70,2%) 95 (92,2%)
Stabilan pozitiv 3 (1,5%) 1 (1,0%)
Neg. = poz. 42 (21,2%) 6 (5,8%)
Poz. - neg. 14 (7,1%) 1 (1,0%)
ACA IgM
Stabilan negativ. | 173 (87,4%) 95 (92,2%)
Stabilan pozitiv 3 (1,5%) 1(1,0%)
Neg. = poz. 18 (9,1%) 7 (6,8%)
Poz. - neg. 4 (2,0%) 0 (0,0%)
ACA IgA
Stabilan negativ. | 73 (36,9%) 78 (75,7%)
Stabilan pozitiv 13 (6,6%) 0 (0,0%)
Neg. > poz. 93 (46,9%) 24 (23,3%)
Poz. = neg. 19 (9,6%) 1 (1,0%)
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8.2 Pankredasz ellenes antitestek (PAb) vizsgalata IBD-ben

8.2.1 PAb gyakorisaga IBD-ben

A kulonféle antitestek gyakorisagat IBD-ben és a kontroll csoportban a 18. tdblazat foglalja
0ssze. Szignifikansan tobb CD beteg bizonyult pozitivnak az altalunk vizsgalt 1gA/1gG tipusu
PAb-okra (anti-GP2 IgA/IgG: 10,2%; anti-MZGP2 IgA/lIgG: 12,2%; anti-rPAg2 1gA/IgG:
10,2%; anti-CUZD1 (=anti-rPAgl): 20,8%) mind az UC szenvedd, mind az egészséges
kontrollcsoporthoz képest (p<0,01 mindketté esetén). Emellett szignifikans kildonbsegeket
talaltunk az IgA és 1gG szubtipusok esetén is. Ezzel szemben az UC-s és kontroll csoportok
kdzott nem volt szignifikans kulénbség az antitestek eléfordulasi gyakorisagaban.

Az anti-GP2 és anti-MZGP2 antitest titerek is szignifikAnsan magasabbak voltak CD-
ben az UC-hez képest. Az anti-MZGP2 IgA Kkivételével az 6sszes antitest esetében
szignifikans kilonbség volt kimutathaté az antitestek median titerértékei kodzott (Mann-
Whitney, anti-GP2 IgA p<0,001; anti-GP2 IgG p<0,001; anti-MZGP2 IgA p=0,12; anti-
MZGP2 1gG p<0,001).

8.2.2 PAb képzédésének oOsszefiiggése a teljes betegségtartammal CD-ben: a
PAb stabilitAsa CD-ben

A mintavétel idépontjaban az antitest stitusz és a klinikai, illetve endoszkopos aktivitas
(aktudlis HBI vagy SES-CD) kozott nem talaltunk 6sszefiiggést (ezen adatok nem keriilnek
bemutatasra). A CD betegek tobbségénél (n=192) betegenként legalabb két szérum minta
keriilt levételre a kovetés soran, igy lehetdségiink nyilt a betegséglefolyasanak kiilonbozo
idépontjaiban levett mintak analizisét elvégezve a PAb statusz (pozitiv vagy negativ az adott
antitestekre nézve) id6beli stabilitdsara vonatkozoan kovetkeztetések levonasara/megitélésére.
A mintavételek kozott eltelt median id6 30,3 honap volt [IQR, 15.3-48.7]. Erdekes mddon a
kulonféle PAb-ok statusza mind az IgA ¢és IgG szubtipusok esetében meglehetdsen stabilnak
bizonyult, nevezetesen a CD betegek 5% -ban valtozott idével a PAb statusz. A PADb-ok
id6beli stabilitasara vonatkozo adatokat az 19. tdblazat foglalja 6ssze. Ezzel egybehangzo
modon a szovédményes betegségforma kialakulasa, illetve a mitéti igény sem érintette a

kilonféle PAb-ok esetében az antitest statuszt (ezen adatok nem keriilnek bemutatasra).
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18. tablazat. Target specifikus PAb-ok el6fordulasi gyakorisaga Crohn betegségben
(CD), colitis ulcerosaban (UC), illetve egészséges kontroll csoportban (HCONT)

CD

Anti-GP2 n=266
Anti-MZGP2 n=266
Anti-rPAg n=264

uc

Anti-GP2 n=183
Anti-MZGP2 n=185
Anti-rPAg n=178

HCONT

Anti-GP2 n=100
Anti-MZGP2 n=100
Anti-rPAg n=100

Anti-GP2 1gG 27 (10,29%)** 3 (1,6%)" 1 (1,0%)**
Anti-GP2 IgA 9 (3,4%) 0 (0,00%6)" 1 (1,0%)
Anti-GP2 Egyaltalan 27 (10,2%)* 3 (1,6%)" 2 (2,0%)*
Anti-MZGP2 19G 26 (9,8%)"° 2 (1,1%)" 2 (2,0%)°
Anti-MZGP2 1gA 22 (8,3%)" 0 (0,0%)" 4 (4,0%)
Anti-MZGP2 Egyaltalan 33 (12,4%)" 2 (1,1%)" 6 (6,0%)
Anti-rPAgl 1gG 43 (16,3%)3% 12 (6,7%) 0 (0,0%)3
Anti-rPAgl IgA 32 (12,1%)% 11 (6,2%) 0 (0,0%)3%
Anti-rPAgl Egyaltalan 55 (20,8%)13,8@ 16 (g,o%)i 0 (0,0%)3
Anti-rPAg2 1gG 18 (6,8%)1:’** 0 (0’0%)¢ 0 (0,0%0)**
Anti-rPAg2 IgA 19 (6,9%)1:’** 1 (0,6%)¢ 0 (0,0%)**
Anti-rPAg2 Egyaltalan 27 (10,2%) " 1 (0,6%)" 0 (0,0%)"
Anti-rPAg 1gG 55 (20,8%) ™58 12 (6,7%)" 0 (0,0%)%
Anti-rPAg IgA 46 (17,4%)"%8 12 (6,7%)* 0 (0,09%)%
Anti-rPAg Egyaltalan 73 (27,7%)-3 17 (9,6%)" 0 (0,0%)3

A szérummintak antitest pozitivitasat ELISA rendszerben az anti-MZGP2 esetében >25 AU/ml, mig az anti-GP2
esetén >20 AU/ml kapott értékeknél allapitottuk meg, mig az indirekt immunfluoreszcens moédszer (IIF)

esetében a kilonféle anti-rPAg antitestek pozitivitasi kiiszobértéke 1:10-es titer higitasnal lett meghatarozva.
Ebben az IIF rendszerben az anti-rPAgl az anti-CUZD1-nal, mig az anti-rPAg2 pedig az anti-GP2 antitesttel

feleltethet6 meg.

CD vs. kontroll csoport: $p=0,015; *p=0,01; **p=<0,01; "p= 0,001; ¥p<0,001;
CD vs. UC: Tp=0,01; %p<0,01; ¥p=0,001: “p<0,001

Xz-teszt Yates korrekcioval.
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betegséglefolyas sordn Crohn-betegekben (CD)

19. tablazat. Pankreasz ellenes antitest (PAb) statusz id6beli stabilitasa a

Szerologiai markerek

CD

Anti-GP2 n=191
Anti-MZGP2 n=201
Anti-rPAgl n=203
Anti-rPAg2 n=203

Anti-GP2 1gG
Stabilan negativ

163 (85,3%)

Stabilan pozitiv 16 (8,4%)
Neg. = poz. 9 (4,7%)
Poz. = neg. 3 (1,6%)
Anti-GP2 IgA
Stabilan negativ 179 (93,7%)
Stabilan pozitiv 5 (2,6%)
Neg. = poz. 4 (2,1%)
Poz. - neg. 3 (1,6%)
Anti-MZGP2 19G
Stabilan negativ 179 (89,1%)
Stabilan pozitiv 11 (5,5%)
Neg. = poz. 5 (2,5%)
Poz. = neg. 6 (3,0%)
Anti-MZGP2 IgA
Stabilan negativ 180 (89,6%)
Stabilan pozitiv 8 (4%)
Neg. = poz. 10 (5,0%)
Poz. - neg. 3 (1,0%)

Anti-rPAg1 1gG
Stabilan negativ
Stabilan pozitiv

163 (80,3%)
27 (13,3%)

Neg. = poz. 3 (1,5%)
Poz. = neg. 10 (4,9%)
Anti-rPAgl IgA
Stabilan negativ 173 (85,2%)
Stabilan pozitiv 16 (7,9%)
Neg. = poz. 6 (3,0%)
Poz. - neg. 8 (3,9%)
Anti-rPAg2 1gG
Stabilan negativ 189 (93,1%)
Stabilan pozitiv 11 (5,4%)
Neg. = poz. 2 (1,0%)
Poz. = neg. 1 (0,5%)
Anti-rPAg2 IgA
Stabilan negativ 188 (92,6%)
Stabilan pozitiv 10 (4,9%)
Neg. = poz. 1 (0,5%)
Poz. = neg. 4 (2,0%)

78




8.2.3 PAb prognosztikai értéke a betegséglefolyas elérejelzésében CD-ben

Ezt kovetéen idofiiggé univariaciés modellekben vizsgaltuk a kilonféle PAb markerek
jelenlétének Osszefliggését a negativ betegség kimentel/szovodményes betegségforma (belsé
penetrald és/vagy strikturizald betegségforma kialakuldsa, perianalis penetrald betegseg és

elso, illetve ismételt mitéti rezekcios igény) kialakulasaval.

Egyik PAb marker sem bizonyult alkalmasnak a szovédményes betegségforma (belsé
penetrald és/vagy strikturizal6 betegség) kialakulasanak elbrejelzésére a gyulladdsos
viselkedésbeli fenotipussal (B1) indul6 betegekben (n=211).

Azon betegek kozul, akik kordbban nem rendelkeztek perianalis érintettséggel
(barmely luminalis fenotipussal rendelkezé beteg bevonasaval) (n=216) az anti-CUZD1
IgA/IgG pozitiv betegekben nagyobb valosziniiséggel alakult ki perianalis komplikacid
szemben az ezen antitestekre negativ betegcsoporttal (pLogRank=0,008). Ezen 6sszefiiggés
erOsebbnek bizonyult az IgA antitest szubtipus esetében (pLogRank<0,001), valamint
kvantitativ 6sszefliggést talaltunk az IgA antitest titerekkel is (pLogRank<0,001) (10. abra).

Kizarva a fent vizsgalt csoportbol azokat a betegeket, akik ugyan perianalis
¢érintettséggel nem rendelkeztek a diagndzis idépontjaban, viszont valamely szovédményes
betegsegformaval igen (B2/3-p fenotipus) alcsoport analizist végeztink a perianlis
érintettséggel kezdetben nem rendelkezé gyulladasos fenotipusu (B1-p) betegekben (n=169),
melynek eredmeényeként a fentiekben ismertetetthez hasonlé eredményeket kaptunk a
periandlis  betegség  kialakulasat  illetéen  1d6fiiggd  univariacios  modellekben

(pLogRank<0,001 az anti-CUZD1 IgA eseten).

A mutéti szempontbol naiv, mitéten kordbban at nem esett betegcsoportot (n=234)
elemezve az els6 rezektiv miitétig eltelt id6 rovidebbnek bizonyult az anti-GP2 IgA antitest
pozitiv betegcsoportban (pLogRank=0.002) (11. &abra). Ugyanakkor a posztoperativ
koriilményeket vizsgalva a kordbban mar miitéten atesett betegcsoportban (n=109) az anti-
GP2 IgA antitest jelenléte nem bizonyult alkalmasnak egy esetleges kovetkezé miitét

predikciojara.
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10. abra A perianalis érintettség kialakulasanak valésziniisége a diagnézistol eltelt id6 fiiggvényében Kaplan-Meier talélési analizis alapjan
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11. &bra A rezektiv miitét valésziniisége a diagnozistol eltelt id6 fiiggvényében Kaplan-Meier tulélési analizis alapjan
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A kulonféele PAb markerek prediktiv ertékének tovabbi elemzése végett tobbvaltozds
Cox regresszids analizist végeztiink, melyekben az univariaciés modellekben (Kaplan-Meier
és Log-rank analizis) 0,1 alatti p értéket ado valtozokkal (nem, Kklinikai valtozok)
korrigaltunk. Az anti-CUZD1 IgA és anti-GP2 IgA antitesteket a modellben kil6én ertékeltik.
Az anti-CUZD1 IgA fiiggetlen kockazati tényezonek bizonyult a periandlis betegség
kialakulasara nézve mind az els6ként ismertetett (20. tablazat), mind pedig az alcsoport
vizsgalat szerint (ezen utdbbi adatok nem kerilnek bemutatasra). Ezzel szemben az
univariacios modellben talalt anti-GP2 és a rezektiv mitéti igény kozotti Osszefliggés

multivariacios modellben mar nem bizonyult szignifikansnak (20. tablazat).

20. téblazat Multivariaciés Cox-regressziés modell osszefoglaloja: (A) a perianalis
érintettség kialakulasaig (B) a rezektiv miitétig eltelt idot befolyasolo faktorok Crohn-

betegekben. A pozitiv 6sszefiiggéseket kévér betitipussal jeleztiik/emeltik ki. p érték: szignifikancia szint;

95% ClI: 95% konfidencia intervallum

A
p érték Hazard Ratio 95% ClI
N&i nem 0,275 0,70 0,36-1,33
Eletkor

(diagnéziskor) 0.13
> 40 ev Referencia
17-40 év 0,088 5,84 0,77-44,36
<16 év 0,049 8,42 1,01-70,39
Gyakori relapszus < 0,001 3,50 1,78-6,89
Colon érintettség 0,044 4,41 1,04-18,73
Klinikai viselkedés 0,267
Gyulladasos Referencia
Strikturizalo 0,368 1,58 0,58-4,30
Penetral6 0,137 2,65 0,73-9,59
Anti-CUzZD1 IgA < 0,001 3,67 1,77-7,62
pozitivitas
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p érték Hazard Ratio 95% ClI

N6i nem 0,970 0,99 0,66-1,49

Eletkor 0,813

(diagnoziskor)

> 40 év Referencia
17-40 év 0,540 0,84 0,47-1,48
<16 ¢év 0,821 0,91 0,40-2,05
llealis érintettség 0,129 1,44 0,90-2,32

Klinikai < 0,001

viselkedés

Gyulladasos Referencia
Strikturizald < 0,001 5,45 3,27-9,10
Penetrald < 0,001 12,48 6,69-23,28
Anti-GP2 IgA 0,225 1,65 0,73-3,73
pozitivitas
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8.2.4 A PAb pozitivitas 6sszefliggései a CD klinikai, szerolégiai és genetikai

jellemzéivel

Fiatal korban kezd6dd betegség esetén az anti-MZGP2 IgA/IgG antitestek gyakoribbnak
bizonyultak (Al: 28,6%; A2: 11,3%; A3: 5,7%; p=0,012). llealis érintettség esetén pedig az
anti-rPAg2 IgA/IgG antitestek prevalenciaja volt szignifikdnsan magasabb a kizardlag colon
érintettséggel rendelkezé csoporthoz képest (L1/3 vs. L2; 13,2% vs. 4,5%; p=0,032). A
kovetési id6 végén penetrald betegség fenotipussal rendelkez6 betegek korében gyakoribb
volt az anti-GP2 IgA/1gG (17,9% vs. 7,3%; p=0,026), anti-MZGP2 IgA/lIgG (20,2% vs. 8,9%;
p=0,040) és anti-rPAg2 IgA antitest (13,1% vs. 4,8%; p=0,040) pozitivitds. Szintén
kimutathato volt dsszefliggeés a teljes kovetési id6 alatt a rezektiv miitéti igény és az anti-GP2
IgA/IgG pozitivitas (14,5% vs. 6,6%; p=0,036) kdzott. Az extraintesztindlis manifesztaciok
tekintetében pedig az anti-rPAg2 IgA/IgG pozitivitas és a PSC jelenléte kdzott talaltunk
Osszefliggest (37,5% vs. 9,4%; p=0,038). Ezzel szemben a CUZDI1 ellen termel6d6 PADb
pozitivitas (=anti-rPAgl) ésszefliggést mutatott a colon érintettséggel (L2/L3 vs. L1; 23,7%
vs. 10,5%; p=0,041 az IgA/IgG szubtipus esetén), a teljes kovetési id6 végén a perianalis
betegséggel (P1 vs. PO, 32,6% vs. 15,0%; p=0,001 az IgA/IgG szubtipus esetén) és az IBDs
bér érintettséggel Kialakulasaval (23,5% vs. 10,4%; p=0,044 az IgA szubtipus eseten). 21.
tablazat mutatja be a kilonféle PAb-ok antitest reaktivitasainak dsszefliggéseit a CD betegek
klinikai jellemzoéivel a diagnozis idOpontjdban és a kovetési id0 végén a kiilonbozd Ig
szubtipusoknak megfelel6 felosztasban. Emellett 6sszefiiggést talaltunk a kulonféle IgA
tipusu PAb-ok jelenléte és az ASCA antitest pozitivitdas kozott. A kiilonbozé PAb IgA
antitestek szignifikansan gyakoribbak voltak az ASCA IgA pozitiv csoportban az ASCA IgA
negativ csoporthoz képest (anti-GP2 IgA: 6,7% vs. 0,0%; anti-MZGP2 IgA: 14,6% vs. 1,7%);
anti-rPAgl: 17,5% vs. 4,9% és anti-rPAg2: 11,7% vs. 2,4%; p<0,01 minden esetben). A PAb
IgG pozitivitasban nem talaltunk sziginifik&ns kilonbséget az ASCA 1gG jelenlétének, illetve
hianyanak fliggvényeben (21. tablazat). A kulonféle PAb-ok prevalencija vizsgalatunkban
nem fliggott 6ssze a f6bb NOD2/CARD15 mutaciok jelenlétével vagy ezek hianyaval (ezen

adatok nem kertlnek bemutatésra).
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21. tablazat. A kiilonboz6 PAb-okra adott antitest valaszok 6sszefliggései a betegség klinikai fenotipusaval, illetve méas szerologiai
markerekkel CD-ben (A) diagndziskor és (B) a kovetési ido végén. A diagndziskori lokalizaciora és perianalis betegsegre, a NOD2/CARD15
mutaciokra, illetve a kdvetési id6 végéig a szisztémas GCS igényre vonatkozo sorokat kitoroltiik, mivel az adott paraméterekre vonatkoz6an nem
kaptunk statisztikailag szignifikans eltéréseket; a pozitiv Osszefiiggéseket félkovér betlitipussal, a negativakat pedig dolt betiikkel jeleztik (p
értékek, eselyhanyados - odds ratio - OR és 95%Cl). Roviditések: GCS — szisztémas glikokortikoidok, PSC — primer szklerotizal6 cholangitis.

(A)
Anti-GP2 Anti-MZGP2 Anti-rPAg2 (=anti-GP2) Anti-rPAg1 (=anti-CUZD1)
IgA és/ IgA és/ IgA és/ IgA és/
IgA 1gG vagy 1gG IgA 1gG vagy 1gG IgA 1gG vagy 1gG IgA 1gG vagy 1gG
] 0,004 0,041 0,012
Korai kezdet 4,96 2,97 3,41
(1,82-13,51) (1,08-8,18) (1,36-8,54)
. 0,022 0,041
Colon érintettség 4,66 2,64
(1,08-20,14) (1,07-6,52)
o ) 0,040 0,032
lleal érintettség 4,30 3,16
(0,97-19,15) (1,06-9,44)
0,004 <0,001
ASCA IgA 18,25 10,17
(1,05-317,2) (2,32-44,5)
0,007
ASCA 1gG 3,78
(1,38-10,38)
Anti-OMP 0406083
™ )
Plus'™ IgA (1,67-13,13)
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(B)

Anti-GP2 Anti-MZGP2 Anti-rPAg2 (=anti-GP2) Anti-rPAg1 (=anti-CUZD1)
IgA és/ IgA és/ IgA és/ IgA és/
IgA 19G vagy 19G IgA 19G vagy 19G IgA 19G vagy 19G IgA 19G vagy 19G
betegség (1,66-7.74) | (1.26-4,76) | (1,50-5,05)
Strikturizald
. 0,032 0,026 0,026 0,013 0,023 0,040
Penetralo 5,55 2,78 2,78 3,60 2,61 2,96
(1,12-2740) | (1,15-6,69) | (1,15-6,69) | (1,31-9,90) (1,15-590) | (1,05-8,36)
Rezektiv miitéti 0,036 0,036 0,036
., 5,20 2,47 2,47
1geny (1,06-255) | (1,07-5,68) | (1,07-5,68)
0,044
Bor érintettség 2,64
(1,08-6,48)
0,014 0,038
PSC 9,00 5,80
(1,97-41,08) (1,31-25,78)
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8.2.5 Az anti-GP2 antitestek interassay vizsgélata

Osszességében a harom kiilonbozé modszer kozotti egyezés 94,0% és 95,6% kozé esik az
anti-GP2 1gG esetében, mig ez az anti-GP2 IgA-nal 91,6%-t0l 96,4%-ig terjed. A
vizsgalatunk soran alkalmazott kilonféle mddszerek kdzotti konkordancia (egyezdség) jonak
bizonyult a « editthatok (koefficiensek) alapjan. A konkrétértékeket az 22. téblazat
foglalja 6ssze.

22. tablazat. Laboratoriumi egyezés (konkordancia) a harom kiilonb6zé anti-GP2 teszt

kozott (A) az IgG és (B) IgA antitest szubtipusoknak megfelel6en

A rész
Konkordancia 2 az alabbi esszék esetében:
Tesztek INOVA Generic Assay Euroimmun
INOVA 1
Generic Assay 0,686 1
Euroimmun 0,703 0,685 1
B reész

Konkordancia & az alabbi esszék esetében:

Tesztek INOVA Generic Assay Euroimmun
INOVA 1
Generic Assay 0,492 1
Euroimmun 0,444 0,625 1

a A laboratoriumi egyezést (konkordancia) a « egyitthatokkal jellemeztiik.
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8.3 Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgalata
majcirrhosisos betegekben

ANCA el6fordulasi gyakorisaga kronikus majbetegekben

crer

Az ANCA IgA ¢s IgG prevalencidgjat a kiilonbozé etiologiaji  kronikus
majbetegségekben (CLD) a 23. tablazat szemlélteti. Az egészséges kontroll csoporthoz
képest az ANCA szeropozitivitas gyakorisagat tekintetbe véve az ANCA IgA és/vagy IgG
pozitivitast szignifikansan magasabbnak bizonyult minden CLD csoportban. A CLD
csoporton belil az ANCA szeropozitivitds szignifikdnsan magasabb volt a cirrhosisos
csoportban szemben azokkal a kronikus méjbetegekkel, akikben még nem alakult ki cirrhosis
(ORANcATotal 1,96; 95% CI: 1,28-3,00; p<0,01 krénikus HCV fert6zés esetén és ORancATotal:
4,37; 95%CI: 2,76-6,90; p<0,001 PBC eseten). Immunglobulin szubtipus tekintetében az IgA
tipusi ANCA szignifikansan gyakoribb volt a cirrhosisos betegek kdrében (52,2%) szemben a
kronikus HCV fertézésben (10,9%), illetve PBC-ben (27,4%) szenveddékkel (p<0,001 mindket
esetben). Ezzel szemben az IgG tipusi ANCA kronikus HCV fertdzott betegesoportban
(52,1%) volt gyakoribb 6sszehasonlitva a cirrhosisban (36,4%; p<0,01), illetve PBC-ben
(14,7%; p<0,001) szenveddkkel. A HCV fert6zott betegek koziil egy sem szenvedett ANCA
asszociéalt vasculitisben.

Az ANCA izotipusok fluoreszcens festodési mintazatai is eltéréek voltak a kiillonb6z6
CLD csoportok kozott. Cirrhosisos betegekben az IgA tipusit ANCA dominansan c-ANCA-
nak megfeleld mintazatot mutatott (46,3%), mig az IgG izotipust ANCA elsdsorban atipusos
p-ANCA mintazatnak felelt meg leggyakrabban (51,1%). A masik két mintazat
megkozelitdleg azonos gyakorisaggal fordult el mindkét esetben (IgA izotipusi ANCA
esetében atipusos p-ANCA: 22,4% es p-ANCA: 31,3%; IgG tipusi ANCA esetében p-
ANCA: 27,3% és c-ANCA: 21,6%). Ezzel szemben izotipustol fuggetlenil (IgA és 1gG
esetén is) kronikus HCV-ben szenvedék (84,6% és 82,5%), illetve PBC-s betegek (82,5% és
86,7%) kozott a leggyakoribb fluoreszcens fest6dési mintazat az atipusos p-ANCA volt.
Cirrhosisban az ANCA pozitiv betegek 15,6%-a, kronikus HCV-s betegek 5,0%-a, mig a
PBC-s betegek 3,9%-a esetén volt mindkét ANCA izotipusra (IgA és IgG) pozitivak a szérum
mintak. Ezen kett6s pozitivitassal rendelkezd szérum mintakban a kiilonféle Ig izotipusokat
Osszehasonlitva a fluoreszcens festédési mintdzat egyezOségében eltérést tapasztaltunk a
kiilonb6z6 betegesoportok kozott. Kronikus HCV-s betegekben teljes volt az egyezés (100%-

os konkordancia) ANCA mintazat szempontjabol anti-IgA és anti-1gG szekunder antitesteket
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alkalmazva, mig PBC-s betegek 50,0%-a és a cirrhosisos betegek 35,0%-a esetén volt azonos

a fest6dés.

23. tablazat. ANCA el6fordulasi gyakorisaga kronikus majbetegekben és egészséges
kontrollcsoportban

N Ossz.
ANCA ANCA ANCA ANCAIgA  ANCA ANCA
pozitiv® IgA# IgG® kizardlag IgG IgA és IgG
kizarélag
Kiilénb6z6 385 281 201 140 141 80 60
etioldgiaju (73,0%) (52,2%) (36,4%) (36,6%) (20,8%) (15,6%)
cirrhosis
Krénikus HCV 119 69 13 62 7 56 6
(58,0%) (10,9%) (52,1%) (5,9%) (47,1%) (5,0%)
PBC 102 39 28 15 24 11 4
(38,2%) (27,4%) (14,7%) (23,5%) (10,8%) (3,9%)
Egészséges 100 4 0 4 0 4 0
kontroll (4,0%) (0,0%) (4,0%) (0,0%) (4,0%) (0,0%)

HCV = virusos hepatitis C, PBC = primer biliaris cirrhosis, HC = egészséges kontroll

“p<0,01 krénikus HCV és cirrhosis kdzott vagy PBC;p<0,001 barmely masik két csoport kozott az 6ssz. ANCA
esetén

#p <0,01 krénikus HCV és PBC kozott;p<0,001 barmely masik két csoport kdzott az ANCA IgA vonatkozasaban

$p=0,014 PBC és HC koz6tt;p<0,01 krénikus HCV és cirrhosis kdzott;p<0,001 barmely masik két csoport kozott
az ANCA 1gG esetén
Y’-tesztet vagy x’-tesztet hasznélva Yates korrekciov
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Az IgA tipusu ANCA karakterizacioja méjcirrhosisban

Az IgA izotipusi ANCA antitestek karakterizalasat — szemikvantitativ. = IIF modszerrel
veégeztik el cirrhosisos betegek ANCA IgA pozitiv szérum mintainak felhasznélasaval. Az
IgA szubtipusok aranyat és a szekretoros komponens (SC) jelenlétét szimultan vizsgaltuk
minden minta esetén. Az ANCA IgA2 szubtipus aranya jelentésen emelkedett (46,2+8,5%) €és
csak egy arnyalatnyit volt alacsonyabb az ANCA IgA1 szubtipushoz képest (53,8+8,5%). Az
IgA2 ardny megoszlasa a harom kiilonboz6 ANCA mintazatok esetében nagyon hasonlonak
volt (c-ANCA: 45,8%+8,1%; p-ANCA: 48,0+6,8% és atipusos p-ANCA: 44,948,6%). A
szekretoros komponens jelenléte magasnak bizonyult, tortentesen az ANCA IgA pozitiv
szérummintak 86,8%-a volt pozitiv SC-re.

Megvizsgaltuk az ANCA IgA pozitiv szérum mintak antigénspecificitasadt MPO és
PR-3 tekintetében. Az anti-PR3 és anti-MPO pozitivitas gyakorisaga alacsonynak bizonyult: a
p-ANCA pozitiv mintdk 4,9%-a volt pozitiv anti-MPO antitestre, mig a c-ANCA pozitiv

mintaknak 16,5%-a volt pozitiv anti-PR3-ra.

Az ANCA jelenlétének ©sszefliggései a betegség sulyossagaval, a
betegségspecifikus szovédmények megjelenésével, illetve az anti-mikrobialis
szeroldgiai valasszal cirrhosisos betegekben

Cirrhosisos betegekben az ANCA IgA pozitivitds (ide érte/beleértve az 1gA+/1gG-
vagy IgA+/1gG+ eseteket is) a betegség Child-Pugh stddiummal jellemzett sulyossagaval
aranyosan fokozatosan nétt (24. tablazat). AZ ANCA IgA jelenléte (ide szdmolva az
IgA+/19G- vagy IgA+/1gG+ eseteket is) emellett 0sszefuiggést mutatott (ORancaiga: 3.0;
95%CI: 1,90-4,71) az ascites jelenlétével is (24. tdblazat). A szeropozitivitas esetén kapott
eredményekhez hasonlé médon minél stlyosabbnak bizonyult a majcirrhosis/betegség, annal
magasabb ANCA IgA titer ertékeket figyeltiink meg (12. abra A). Az ANCA IgA titerértékek
szignifikdnsan magasabbak voltak az asciteses beteg kdrében szemben azokkal a betegekkel,
akiknél nem volt ascites (12. &bra B).

Az adatokat az alkoholos és nem alkoholos etioldgiaju csoportokban kilon-kilén
Ujraelemezve, ugyanezeket az 0sszefiiggéseket kaptuk (24. tablazat), bar észleltlink néhany
kilonbséget etiologiai szempontbol az ANCA IgA valasz tekintetében. Alkoholos etiologia

esetén fokozottabb ANCA IgA képzodést észleltiink a nem alkoholos etioldgiaju csoporttal
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szemben. Osszehasonlitva a két csoportban az azonos sulyossagi fok( alcsoportokat az
magasabbnak bizonyult (t6bbnyire 20%-kal). Alkoholos etioldgiaju betegekben mar kevésbé
sulyos betegseg esetén (Child A stddium vagy ascites jelenlétének hianya
esetén/fennallasakor) emelkedett ANCA IgA pozitivitast eszleltlink (53,4% vagy 55,9%) (24.
tablazat).
ellenkezOképpen viselkedett az ANCA IgA valasszal hoz viszonyitva. A kizarélag ANCA
IgG pozitivités jelenléte (IgA-/1gG+ esetek) fokozatosan csokkent a Child-Pugh stadiummal
jellemzett betegség sulyossagaval parhuzamosan (24. tablazat), illetve negativ dsszefliggést
tapasztaltunk az ascites jelenlétét illetéen (ORancalgckizarslag: 0,28; 95%CI: 0,12-0,66) (24.
esetek) aranya a betegség sulyossagatol, illetve az ascites jelenlététdl fiiggetleniil alacsonynak
bizonyult. Ezekben a betegekben mar kevésbé stlyos betegség esetén (Child A stadium vagy
ascites jelenlétének hianya esetén/fennallasakor) is észlelhetd volt jelzetten csokkent
kizarolagos ANCA IgG pozitivitasi arany (15,5% vagy 13,5%). Ezek az aranyok
alcsoporthoz viszonyitva (41,9% vagy 43,0%; p<0,001 mindkeét esetben). Ezek a kulonbsegek
a Child C csoportban megsziintek (24. tablazat).

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

igy (p<0,01).
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24. tablazat.
A. ANCA pozitivitds megoszlasa cirrhosisos betegek kdérében a Child-Pugh stadium szerinti
sulyossagi besorolas fliggvenyében

Child-Pugh stadium

A B C
Ossz. 144 136 105
Nem alkoholos 86 35 18
Alkoholos 58 101 87
ANCA IgA és/vagy IgG 100 (69,4%) 100 (73,5%) 81 (77,1%)
nem alkoholos 60 (69,8%) 24 (68,6%) 10 (55,6%)
alkoholos 40 (68,9%) 76 (75,2%) 71 (81,6%)
ANCA IgA 55 (38,2%2 78 (57,4%) 68 (64,8%)*
nem alkoholos 24 (27,9%) 14 (40,0%)" 8 (44,4%)*
alkoholos 31 (53,4%) 64 (63,4%) 60 (69,0%)
ANCA IgG kizaroblag 45 (31,2%) 22 (16,2%) 13 (12,4%)*
nem alkoholos 36 (41,9%)° 10 (28,6%) 2 (11,1%)"
alkoholos 9 (15,5%) 12 (11,9%) 11 (12,6%)

ANCA IgA = IgA+/IgG- vagy IgA+/1gG+ esetek
ANCA IgG kizarélag = IgA-/IgG+ esetek

*p<0,001és Op=0,031a harom kiilonb6z6 Child stadium kozott

$p<0,01, *p=0,016, *p=0,047 és ¢p<0,001a nem alkoholos vs. alkoholos csoportokat ésszevetve, Fisher exakt
teszttel vagy y°-tesztet alkalmazva Yates korrekciéval

B. ANCA pozitivitds megoszlasa cirrhosisos betegek korében az ascites jelenlétének
fuggvényében

Nem asciteses betegek Asciteses betegek
Ossz. 204 181
Nem alkoholos 93 46
Alkoholos 111 135
ANCA IgA és/vagy 1gG 141 (69,1%) 140 (77,3%)
nem alkoholos 64 (68,8%) 30 (65,2%)
alkoholos 77 (69,4%) 110 (81,5%)
ANCA IgA 86 (42,2%) 115 (63,5%)"
nem alkoholos 24 (25,8%)" 22 (47,8%)°
alkoholos 62 (55,9%) 93 (68,9%)
ANCA 1gG kizérélag 55 (27,0%) 25 (13,8%) "
nem alkoholos 40 (43,0%)* 8 (17,4%)
alkoholos 15 (13,5%) 17 (12,6%)

ANCA IgA = IgA+/1gG- vagy IgA+/1gG+ esetek

ANCA 1gG kizarélag = IgA-/IgG+ esetek

“p<0,001és “p<0,01ascitessel nem rendelkezd vs. asciteses betegek kozott

*p=0,035 és %p<0,016s =p<0,001alkoholos vs. nem alkoholos ANCA IgA esetén, Fisher exakt teszttel vagy y’-tesztet
alkalmazva Yates korrekcioval
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12. &bra. ANCA IgA szintek cirrhosisos betegekben a betegség sulyossaganak

fuggvenyében; (A) Child-Pugh stadium szerint, illetve (B) ascites jelenléte alapjan.

p<0,001 Child csoportok kdzott
p<0,001 ascites jelenlétének fiiggvényében a két csoportot 6sszehasonlitva y >-teszttel.
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Bakterialis fert6zések: altalanos jellemzd6k

A két éves kovetési 1d0 soran a 345 cirrhosisos beteg esetében Osszesen 187
klinikailag jelent6s bakterialis infektiv epizddot azonositottunk. 110 beteg (31,9%) esetében
alalkult ki a kdvetés soran valamely klinikailag szignifikéns infekcid, 39,4%-uk szenvedett el
tobb mint egy epizodot. A kiilonb6zé stlyossagh fertézések megoszlasa a kovetkez6 képpen
alakult: 27,5% SBP, 17,5% pneumonia, 12,5% hugynti fert6zés, 8,9% bor- és lagyrészfertzés
és 16,5% egyéb. A fertézésforras az esetek 17,1%-ban nem volt azonosithatd. Pozitiv
tenyésztési leletek alapjan a baktériumok 60,9%-ban Gram-negativak voltak, illetve 39,1%-
ban Gram-pozitivok. A kiilonb6z6 tipust fert6zések aranya lokalizacid, illetve Gram
specificitds szempontjabdl hasonlo volt az ANCA pozitiv és negativ csoportokban (ezen
adatok nem kertlnek bemutatésra).

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

A klinikailag jelentés bakterialis fert6zések klinikai és laboratériumi prediktorai

Univariaciés analizisben (y*-teszt vagy y-teszt Yates korrekciéval) a klinikai faktorok
kozil a betegség sulyossaganak Child-Pugh stadium szerinti besorolésa (p<0,001), az ascites
jelenléte (OR: 3,02; 95% CI. 1,89-4,84; p<0,001), hepaticus encephalopathia el6fordulasa a
kortorténetben (OR: 2,15; 95% CI: 1,20-3,86; p<0,01) és a tarsbetegségek (OR: 2,03; 95%
Cl: 1,28-3,22; p<0,01) bizonyultak rizikotényezének a klinikailag jelentds fert6zések
kialakulasaban (CSI). A korel6zményben el6forduld korabbi SBP epizod pedig kockazati
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tényez6nek bizonyult ujabb SBP epizod kialakulasa szempontjabol (OR: 2,87; 95% ClI: 1,20-
6,89; p<0,01).

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

csoporttal, ahol nem c-ANCA volt az IIF festédési mintazat (25,8%; p<0,001).

Klinikai és laboratéoriumi paraméterek, melyek 6sszefiiggést mutattak az elsé

klinikailag jelentés bakterialis fert6zésig eltelt idével

Kaplan-Meier analizisben a Child-Pugh stadium, az ascites jelenléte, a tarsbetegségek
jelenléte (13. abra), hepaticus encephalopathia el6forduldsa a kortorténetben (p<0,01) és a
varix veérzes (p=0,046) mutatott Osszefiiggést az els6 CSI-ig eltelt idével. Tovabba a
korelézményben eléforduld korabbi SBP epizdd Osszefiiggést mutatott a kovetkezd6 SBP
epizodig eltelt idovel (p<0,01).

A két éves kovetési id6 soran rovidebbnek bizonyult az elsé infekcioig eltelt id6 az
ANCA IgA pozitiv betegek korében szemben az ANCA IgA negativ betegekkel (HR: 1,83
95%Cl: 1,26-2,66; p <0,01 — 1:10-es titer, mint pozitivitasi kiiszob esetén és HR: 2,15
95%Cl: 1,46-3,15; p <0,001 — 1:32-es titer, mint pozitivitasi kiszdb esetén) (13. dbra). A
kiilonb6z6 ANCA IgA tipusok kOzil a c-ANCA mintdzat jelenléte fliggott 6ssze a
legmagasabb CSI kockazattal (HR: 3,04 95%CI: 1,83-5,04; p <0,001).

Multivariacios analizisben Cox-regresszios modellt hasznalva is megvizsgaltuk az

ANCA IgA pozitivitas hatasat a CSI kialakulasara. Nemre, tarshbetegségekre és a Child-Pugh
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stddiummal jellemzett betegség sulyossdgra korrigalva az ANCA IgA pozitivitds (1:32-es
titer, mint pozitivitasi kiszob esetén) fiiggetlen kockazati tényezének bizonyult és
Osszefliggest mutatott az elsé infekcioig eltelt rovidebb idével (p=0,006) (25. tablazat).
Ebben a multivariacios modellben a betegség sulyossaganak jellemzésére azért valasztottuk a
Child-Pugh staddium beosztast, mert egyrészt az ismert klinikai valtozok kozul ez az,
amelynek a bakterialis fert6zések kialakulasa szempontjabdl majcirrhosisban a legjelent6sebb
befolyasold hatasa van, masrészt mivel a legosszetettebb modon jellemzi mind a maj
parenchymas elégtelenségét, mind pedig a portélis hipertenziot. A redundancia elkertlésere a
Child-Pugh pontrendszer egyes komponenseit, illetve az ezzel 0sszefiiggd faktorokat nem
alkalmaztuk parhuzamosan multivariaciés modelliinkben, még akkor sem, ha azok az

univariacios analizisekben szignifikans 0sszefuggést mutattak a CSI kialakulasaval.

Tulélési analizis

Osszesen 77 beteg (22,3%) halt meg a két éves kdvetési id6 alatt. Kaplan-Meier
tulélesi analizisben szignifikdnsan rosszabb volt a talélési esélye azoknak a betegeknek,
akiknek a Child-Pugh stadium szerint elérehaladott volt a betegsége (p<0,001), ascitese volt
(p<0,001) vagy valamely tarsbetegsége (p<0,01). Az ANCA IgA pozitivitds nem mutatott
Osszefliggest a haldlozassal (p=0,117), viszont a CSI jelenléte szignifikansan magasabb

halalozési rataval jart egyitt (p<0,001).

13. abra. A Child-Pugh stadium (A), ascites (B), tarsbetegségek (C), ANCA IgA izotipus
osszefiiggései a klinikailag jelentds bakterialis fert6zések kialakuldsaval cirrhosisos

betegek korében.

A fertézésmentes t(lélés a kovetési id6 alatt egy adott idSpontban fertdzésen at nem esett betegek szadzalékos
aranyat jelzi a teljes kohorszra vonatkoztatva. (A) Child C stadiuma cirrhosisos betegek nagyobb
kockézattal/rizikdval rendelkeznek bakteridlis fert6zések kialakuldsa szempontjabdl a Child A, vagy Child B
stddiumu betegekhez képest/viszonyitva. pBreslow: <0,001; pLogRank: <0,001. (B) Az asciteses betegek
rizikdja szintén magasabb fertdzés kialakulasa szempontjabol mint azon betegek, akiknél még nem alakult ki
ascites. pBreslow: <0,001; pLogRank: <0,001. (C) Azon betegek, akik rendelkeznek mas tarshetegségekkel is
fokozott rizikoval rendelkeznek fertézések kialakulasa szempontjabol, mint a tarsbetegségekkel nem
rendelkezék. pBreslow: <0,01; pLogRank: 0,034. (D) Az ANCA IgA pozitiv betegek (> 1:32 titer) a negative
csoporthoz képest magasabb kockazattal rendelkeznek bakterialis fertézések kialakulasanak vonatkozasaban.
pBreslow: <0,001; pLogRank: <0,001.
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25. tablazat. Cox modell 6sszefoglaldja: az elsé sulyos bakterialis fert6zésig eltelt idot

befolyasolo faktorok/tényezok cirrhosis betegekben

Nem

Tarsbetegségek

Child-Pugh stadiumok
Child A
Child B

Child C

ANCA IgA szeropozitivitas

>1:32 titer

p érték:

szignifikancia szint;

0,299

0,008

0,016

<0,001

0,006

95% Cl: 95% konfidencia

98

Hazard Ratio 95% ClI
1,22 0,83-1,77
1,68 1,14-2,47
<0,001

referencia

1,81 1,12-2,95
3,42 2,07-5,64
1,74 1,18-2,56

intervallum (megbizhatdsagi tartomany)



9. Megbeszélés

9.1 Anti-foszfolipid antitestek vizsgalata IBD-ben

Jelenleg rendelkezésre all6 informacioink szerint ezidaig ez a legnagyobb tanulméany, mely
egyidejlleg vizsgalta tobb APLA eldfordulasi gyakorisagat, tipusat és klinikai jelentdségét
nagy esetszdmu, prospektiv. modon kovetett IBD betegkohorszban. Harom kiilonb6z6
antitestet vizsgaltunk ELISA modszerrel. A hagyomanyos, rutin laboratériumi gyakorlattal
szemben az APLA-knak nem csak az 1gG és IgM altipusait, hanem IgA altipusat is
meghatdroztuk. Emellett attekintést nyujtottunk a szakirodalomban jelenleg fellelhetd
relevans APLA tanulmanyokrol IBD-ben.

Elséként igazoltuk, hogy a fokozott ACA IgA képzddés a CD jellemzdje; az ACA IgA
elé6fordulasi gyakorisaga szignifikdnsan magasabb volt az UC és HC csoportokhoz képest.
Korabban csak egy 50 CD beteget érinté tanulmanyban (26) vizsgaltak az ACA I1gA
eléfordulasat, viszont az altaluk kozolt eléfordulasi gyakorisag joval alacsonyabb volt a jelen
tanulmanyban altalunk észlelthez képest (6,0% vs. 19,2%). Ezzel szemben az ACA IgG és
IgM szuptipusainak el6fordulasat IBD-ben sokkal alaposabban vizsgaltak, de szamos
tanulmény kizarolag ezen két ACA szubtipus dsszprevalencia ratdjat illetben szolgaltat
informéacidkat. Szakirodalomban kozolt adatok szerint az ACA 0Osszprevalenciaja széles
hatarok kozott valtozik mind CD-ben (0,0%-36%) (25, 26, 29), mind UC-ben (1,3%-20,0%)
(34, 35), mely jelen tanulmanyban 12,6% és 4,3% volt. A két ACA szubtipust kiilon értékeld
tanulmanyok az emelkedett ACA prevalenciat els6sorban az IgG szubtipusnak tulajdonitottak.
Egy vizsgalattol eltekintve (34), az ACA 1gG gyakorisaga dominalt az ACA IgM-mel
szemben (24, 26, 29), mely egybehangzik a sajat CD kohorszunkban kapott eredményekkel
(ACA IgG: 10,2 vs. ACA IgM: 3,0%).

Vajon mi lehet az oka a fokozott ACA képzddésnek CD-ben? Allatmodellekben lipid
A-val és lipoteicholsavval valé immunizalas ACA és/vagy lupus antikoaguldns (LA)
képzodését ereményezte (173). S6t az ACA antitestek megjelenése a fokozott bakteridlis DNS
expozicionak kdvetkezménye is lehet, mely gazdag nem metilalt CpG motivumokban. Ezek a
motivumok expresszalédnak peldaul az Escherichia coli DNS-ében is (174). Ezen
szakirodalmi adatok alapjan a BT ACA képzddés indukcidjaban betdltott szerepe az anti-

mikrobialis antitestekéhez hasonl6an kézenfekvének tiinik (4). Ugyanakkor ezzel
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ellentmond6an nem talaltunk osszefiiggest az ACA jelenléte és az ASCA kozoétt még a
kiilonb6z6 izotipusokat értékelve sem. Ezek az eredmények viszont mas, a BT-n Kivli
mechanizmusok lehetséges szerepére utalnak az ACA képzddésben. Ezt timogatja az is, hogy
az anti-mikorbialis antitestekkel ellentétben az APLA képzédést a NOD2/CARDIS5
genotipusok jelentléte nem befolyésolta. Az a tény, hogy sem az ACA jelenléte, sem pedig az
antitest titerek sem mutattak 0sszefliggést a betegség aktudlis laboratériumi, illetve klinikai
aktivitasaval, sem pedig a gyakori relapszussal jar6 CD fenotipussal szintén megkérddjelezi a

BT szerepét az ACA képzddés mechanizmuséban.

Korabbi tanulmanyok (23-30) részletesen vizsgaltak a betegseg aktivitasa (klinikai
aktivitas, CRP szintek) és az APLA képz6dés kozotti kapcsolatot, de egyik sem talalt koztiik
szignifikans d&sszefliggést. Mivel a Klinikai, laboratériumi és endoszkdpos aktivitas
tekintetében nem voltak egybehangzdak a kapott eredmények, igy jelen tanulméanyban
komplex médon Ujravizsgaltuk ezen faktorok kapcsolatdt mindharom aktivitasi paraméter
szimultan alkalmazéséaval, de a fentiekhez hasonlé kdvetkeztetésre jutottunk.

A jelen tanulményunkban kapott anti-B2-GPl 1gG/IgM prevalencia adatok
Osszevethetdek voltak Koutroubakis és mtsai. egyik tanulmanyaban kozoélt értékekkel (29)
(CD: 5,0% vs. 4,4% és UC: 7,5% vs. 10,8%). Az anti-PS/PT antitesteket IBD-ben korabban
nem vizsgaltak, ugyanakkor tanulméanyunkban mi sem taladltunk az egészséges

kontrollcsoporthoz képest fokozott anti-PS/PT antitest képz6dést.

Az elérheté keresztmetszeti tanulmanyok foként az APLA-k és az IBD klinikai
fenotipusa kozotti dsszefliggéseket vizsgaltak, melyeket az 1. tablazat foglal 6ssze. A legtobb
vizsgalatban ezen antitestek jelenléte nem mutatott Osszefliggést CD betegekben a
lokalizacioval (23, 25, 26, 29), a betegség viselkedési fenotipusaval (29) és a miitéti igénnyel
(23), illetve UC betegekben a betegseg kiterjedésével (23, 25, 28, 29) és a colectomiaval (23).
Hasonl6 mddon nem talaltak dsszefuiggést sem CD-ben (23, 26, 27, 29, 30), sem pedig UC-
ben (23, 27-29) a kiilonboz6 APLA-k és a VTE események kdzott. Ezekben a keresztmetszeti
tanulmanyokban a szérum minték levételére a betegség lefolyasanak kiilonb6zd idépontjaiban
egy alkalommal kertilt sor. Ezzel a modszerrel nyert szérum mintak vegyesen tartalmaznak a
szovédmények megjelenése elétt, alatt, illetve utan levett mintakat, mely csak dsszefliggések
feltarasara alkalmas, nem alkalmas predikciéra. Jelen tanulmanyunkban, azzal a céllal, hogy
ezen markerek lehetséges klinikai értékét emeljiik, prospektiv mdodon kdvettik a betegeket,

mely lehetdvé tette az APLA-K lehetséges prediktiv értékének a vizsgalatat, kilonds
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tekintettel a szovédményes betegsegforma kialakuldsara és a miitéti igényre CD-ben. Mivel a
betegséglefolyds sordn kiillonbozé iddpontokban levett szérum markerek prediktiv értéke
ugyan minden esetben hasznos lehet, viszont eltéréen teljesithetnek. Emiatt két csoportot
alakitottunk a CD kohorszunkon beliil: (1) betegségspecifikus szovodménytdl mentes és
miitéti szempontbol naiv (korabban miitéten at nem esett) CD betegekb6l allo csoportot,
illetve (2) egy olyan betegcsoportot, akik a mintavétel idopontjat megelézéen mar a
szovédményes és/vagy mitéten atesett csoportba tartoztak. Szamos megfigyelés azt sugallja,
hogy a perianalis €s a belsdé penetrald betegség klinikai, szeroldgiai €s genetikai szempontbol
a CD két, egymaéstol kulonallé fenotipusét képviselik (4, 175). Ennek megfeleléen a Blp
szovédményt a B3 komplikaciotol flggetlendl értékeltik. Ennek ellenére egyik APLA sem
bizonyult a sz6vidményes betegség prediktiv markerének a CD egyik klinikai fennallasban
sem. FObb erdssége jelen tanulmanyunknak a propektiv kovetési mod és a jelenleg elérhetd

APLA-k szeéles korének alkalmazéasa a vizsgalat soran.

A kiilonféle tromboembolias szovédmények alacsony gyakorisaga miatt ezeknek az
eseményeknek az eléfordulasat a diagnozistol kezdédéen vizsgaltuk, mely magaba foglalta a
mintavétel eldtti id0szakot is. A VT, AT ¢és spontan vetélés kialakuldsaban nem talaltunk

eltérést az APLA statusz fliggvényeben.

Ugyanakkor szignifikans kilonbségeket tapasztaltunk idében az ACA IgA és ACA
IgG pozitivitasban CD betegekben. Reumatologiai betegségekben TNF antagonistak
(adalimumab, infliximab, ¢és etanercept) alkalmazasat kovetden kiilonbozo tipust
autoantitestek, tobbek kdzott APLA-k képzddését figyelték meg (176). Errél IBD-ben igen
kevés adat all rendelkezésre. Atzeni és mtsai (24) egyik tanulmanyaban, melyben 63 CD
beteget vizsgaltak, 6t betegnek (8%) volt a bevonaskor ACA antitestje (foként IgM) és a
kovetés soran két tovabbi beteg lett pozitiv ezen autoantitestekre az infliximab terapia soran,
mely nem jart latszolag barmilyen klinikai hatassal ezekben a betegekben. Igy mi is
megvizsgaltuk a TNF antagonista terdpia lehetséges szerepét prospektiven kovetett CD
kohorszunkban. Erdekes médon az anti-TNF terapiat kapott csoportban 1évé betegek, akik
kezdetben ACA negativak voltak szignifikansan gyakrabban lettek ACA IgA vagy ACA IgG
pozitivak, mely egy ok-okozati kapcsolat lehet6ségét is felveti. Az anti-TNF terdpiat nem
kapott betegcsoportban az ACA statuszban bekovetkez6 valtozasok kevésbé jol értelmezhetdk
ebben a Kkontextusban, tisztazsukra tovabbi vizsgalatokra van szlkség. Azok a a

patogenetikai folyamatok, melyek a humoralis valasz megvaltozasahoz és ezaltal
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autoimmunitas ezen forméajanak kialakulasahoz vezetnek az anti-TNF gatlo terépia
alkalmazasa soran még egyelére nem ismertek, de szamos hipotézis latott napvilagot (177).
Az egyik elmélet szerint az anti-TNF antagonistdk azaltal, hogy a transzmembran és
szolubilis TNF-hez kotddnek, hirtelen csokkentik a TNF szintet és ezaltal fokozzdk az
apoptotikus sejthalalt, mely az autoantitestek képz6dését triggereli. Tovabbi vizsgalatokra van
sziikség annak tisztazasara, hogy az ujonnan képz6dott ACA Osszefliggést mutat-e rosszabb

klinikai kimenettel.

Jelen tanulmanyunk eredményeit 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy fokozott
APLA Kképzodést észleltink CD betegek korében, viszont ezen APLA-k jelenléte nem
mutatott osszefliggést a klinikai fenotipussal, a betegséglefolyassal, illetve a vénas

trombotikus események kialakuladsanak kockézataval a prospektiv kdvetés soran.
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9.2 Pankredasz ellenes antitestek (PAb) vizsgalata IBD-ben

Jelen tanulmanyunkban felnétt CD betegekben vizsgaltuk a kiilonb6zd target specifikus PAb-
ok klinikai jelentdségét a szovOdményes betegségforma és a miitéti igény predikcidjaban.
Tudomasunk szerint ez az elsé prospektiv tanulmany az 0j target specifikus PAb-ok
vonatkozasadban. Emellett bizonyitottuk a PAb statusz hosszatava id6beli stabilitasat,
valamint jo laboratoriumi egyezést tapasztaltunk az anti-GP2 antitestek kimutatasara elérhetd
Uj diagnosztikai eszk6zok kozott.

Szignifikansan tobb CD beteg bizonyult pozitivnak a kilonféle PAb-okra az UC,
illetve egészséges kontroll csoporthoz kepest. A GP2 és CUZDI glikoproteinek ellen képz6d6
autoantitestek képzddése tiikrozheti a bél barriert éré fokozott mikrobidlis terhelésre adott
immunvalaszt. Az anti-GP2 antitest titerek is szignifikansan magasabbak voltak CD-ben az
UC csoporthoz képest. Az antitest valasz nagysaga (titer ertékek) eszerint korrelalhat a BT
mértékével, mely kifejezettebb CD-ben az UC-hez viszonyitva. Az egyik lehetséges
magyarazata ennek, hogy UC-ben a gyulladas nyalkahértyara lokalizalt, mig CD-ben az egész
bélfal érintett (transzmuralis). EQy masik lehetséges magyarazat, hogy a két betegsegben elter
a mucosalis immunitas zavara. Ezt az elméletet tamogatja, hogy CD betegekben kimutattak a

GP2 jelenlétét a gyulladt bélnyélkahartyaban (76).

Korabbi klinikai tanulmanyokban az anti-GP2 antitestek jelenléte 6sszefliggést
mutatott a CD olyan megjelenési formaival, mint a korai betegség kezdet, ilealis érintettseg és
strikturizald viselkedési fenotipus, bar a kapott eredmények a kiilonb6z6 tanulmanyokban
eltértek. Egyetlen tanulmény vizsgéalta az anti-CUZD1 antitestet, mint kulénall6 PAb tipust,
de a klinikai fenotipussal, illetve a betegséglefolyassal valos dsszefliggéseit nem vizsgaltak
CD-ben (65). Erdekes modon vizsgalatunk targyat képezd jelen kohorszunkban az anti-GP2
és anti-CUZDI esetében eltéré klinika osszefliggéseket talaltunk. Ennek részben az lehet az
oka, hogy ezeknek az antitesteknek a target fehérjéi kiilonbozo, a velesziiletett immunitasban
szerepet jatszé fehérje csalddokhoz tartoznak, igy funkcidjuk is eltéré lehet. Az anti-GP2
antitestek el6fordulasi gyakorisaga magasabb volt a gyermekkori betegségkezdet esetében,
mely egybehangzik szamos kordbbi tanulmany eredményével (69, 70). A betegség
lokalizacidjat illetben megerdsitettilk, hogy az anti-GP2 antitestek jelenléte osszefliggést
mutat az ilealis érintettséggel jaro kiterjedt betegséggel (10, 69, 70). Meg kell emliteni azt is,
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hogy voltak tanulmanyok, melyek nem tudtak Kimutatni 6sszefliggést az anti-GP2 antitestek
és a betegség lokaliz&cid kozott (178), vagy kizarolag a felsé gasztrointesztinalis tranktusra
lokalizalt betegséggel kapcsolatosan talaltak 6sszefliggést (72). Az anti-CUZD1 antitestek
pedig colon érintettség esetében bizonyultak szignifikdnsan gyakoribbnak. Jelen CD
kohorszunkban a penetralo betegség fliggott 6ssze az anti-GP2 pozitivitassal. Bogdanos és
mtsai. tanulményaban (70) az anti-GP2 IgG prevalencigja szignifikdnsan magasabb volt
strikturizalo viselkedési fenotipus és perianalis betegség esetén, illetve kevésbé volt gyakori
penetrald viselkedési fenotipus esetében. Ezzel szemben mas tanulmanyoknak nem sikertlt
szignifikans Osszefliggéseket kimutatni az anti-GP2 antitestek jelenléte és a szovédményes
betegségforma kozott (69, 72). Ezidaig egyik vizsgalatban sem elemezték a target specifikus
PAb-ok 0Osszefliggeseit az extraintesztinalis manifesztaciokkal. Jelen tanulmanyunkban az
anti-GP2 jelenléte a PSC-vel, mig az anti-CUZDI antitesteké pedig a bOrérintettséggel
fuggott 6ssze. A klinikai fenotipusokban észlelt kilénbségek ellenére a hdrom esszé kdzott jo
volt a laboratoriumi egyezés. Minden teszt egy tovabbi betegpopulaciot ismert fel, mely a
masik(ak) altal nem lett felismerve, mely részben at nem fedd epitépok jelenlétét

valdszinusiti.

Eredményeink szerint a PAb-ok alkalmazasa hozzajarulhat a CD betegek jobb
stratifikacidjahoz (alcsoportokba valé besorolasahoz). A PAb-ok prevalenciaja és klinikai
jelentdsége haszna/alkalmazhatdsaga a diagndzis felallitdsdban viszonylag alacsony és a
betegséglefolyds elérejelzésében CD-ben az ASCA-hoz képest némileg alulmarad, mely
ezidaig a CD legpontosabb markerének tekinthetd (4). Habar az anti-GP2 antitest
specifikusabbnak bizonyult CD szempontjabol az ASCA-hoz képest, illetve a kettésen pozitiv
CD betegek specificitasa 100% (69). Ki kell emelni, hogy CD betegeink kérében az anti-GP2
IgA/IgG prevalencia rataja alacsonyabb volt a kordbbi tanulmanyokban kézolt adatokhoz
képest (10,2-12,4% vs. 21,0-45,0%) (179). A szerologiai markerek el6fordulasi
gyakorisagaban észlelt kiilonbségek a tanulmanyok kozott, illetve kiilonb6zd etnikai
populaciokban jol ismert jelenség (4). Mindemellett modszertani eltérések is hozzajarulhatnak
ezen killénbségek kialakulasahoz. Erdekességként megemlitheté, hogy a GP2 kiilonbozé
izoformai szintetizalodnak a hasnyalmirigyben (180). A GP2 hosszabb és rovidebb izoformait
azonositottdk, melyeket alfa (GP2a) és béta (GP2b) néven neveztek el (181). Az anti-GP2
IgA-ra és IgG-re vonatkozd korabbi prevalencia adatok, egy kivételevel (69), elsésorban a

GA Generic Assay altal gyartott nagyobb izoformaju GP2-specifikus autoantitestek
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meghatarozéaséra alkalmas esszék segitségevel tortént (68). Az altalunk jelen tanulmanyban
alkalmazott ELISA-k mindegyike rekombinans human GP2 4-es izoformajat tartalmazzak,
mint szolid fazis antigént, mely a GP2 rovidebb izoforméjanak feleltetheté meg (GP2b) és a

CD betegek jobb elkiilonithetéségét biztositja az UC betegekkel szemben (180).

A szeroldgiai markerek hosszutavi predikciora vald alkalmazhatsaganak
megitéléséhez nélkiilozhetetlen az antitest statusz id6beli stabilitasanak vizsgalata. Az anti-
GP2 antitest stabilitasrol csak korlatozott és ellentmondd adat all rendelkezésre (71). Jelen
tanulmanyban a kilonféle PAb-ok hosszUtavu stabilitasat részletesen elemeztiik. A PADb
statusz nem fliggott 0ssze az aktudlis betegségaktivitassal és a pozitivitasi rata is idében
stabilnak bizonyult IBD betegekben. Ennek ellentmond az az adat, hogy az anti-GP2 antitest

szintek coeliakidban gluténmentes diéta hatasara szignifikansan csokkentek (59).

Ezidaig csak keresztmetszeti asszociativ analizisek alltak rendelkezésre CD
betegekben. Jelen tanulmanyunkban a betegségspecifikus szovédmények és a mitéti igény
vonatkozasaban a PAb-ok prediktiv értékérél szolgaltattunk longitudinalis prospektiv
adatokat. Betegkohorszunkban a PAb pozitivitds képes volt el6rejelezni a gyorsabb
progressziot a szovodményes betegségforma iranyaba. Az anti-GP2 pozitivitas 6sszefliggott a
mitéti igénnyel, mig az anti-CUZD1 a perianalis komplikéacio kialakulasat volt képes
elérejelezni. Az anti-GP2 vonatkozasaban korabban két keresztmetszeti vizsgalat vizsgalta a
mitéti kimenettel kapcsolatos Osszefiiggéseket ellentmondd eredményekre jutva (10, 72).
Fontos kiemelni, hogy a kezelési stratégia orszagonként, IBD centrumokként és még
kezeldorvosonként valtozik, mely nyilvdnvaléan minden tanulményban zavar6 tényezoként
szerepel. Emiatt az altalunk ezen tanulmanyban ismertetett szerologiai és mtéti
eredményeket termeészetesen fenntartdsokkal kell kezelni ebben a vonatkozasban. Egyik fébb
erdssége jelen tanulmanynak, hogy a kiillonb6z6 kimenetelek analizise prospektiv kovetési
periddust kovetden tortént. A betegek tobbségénél a betegek kdvetésére 3-6 havonta kerdilt
sor. Silverberg és mtsai. (148) szerint a hossztava szovoédmények és kimenetelek vizsgalatat
idealisan legalabb 5 éves kovetés soran ajanlott vizsgalni. Kohorszunkban a CD betegek
79,2%-a legalabb 5 éves kovetési id6vel rendelkezett. Emellett a betegség fenotipusok széles
korének koszonhetden lehet6vé valt szamos lehetséges zavaro tényezével valo korrekcid is. A
végsé Cox-regressziés multivariacios modellben az anti-CUZD1 pozitivitas a perianalis

szovédmény erds fliggetlen prediktoranak bizonyult a diagnoziskori életkorral, nemmel,
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betegség lokalizacioval, viselkedési fenotipussal és gyakori relapszussal, mint lehetséges
torzitd/zavard tényezokkel korrigalva. Eredményeink megerdsitésre varnak mas fiiggetlen

betegkohorszokon, mely akar centrumokban, akar populéacio alapu kohorszokban térténhet.

Erdekes mddon tanulmanyunkban az IgA és nem az 1gG PAb tipusok esetén talaltunk
Osszefiiggéseket a szovédményes betegséglefolyassal CD-ben. A bél mucosélis
immunrendszere kdzponti szerepet jatszik az IgA antitestképzédésben, mely legalabb részben
tikrozheti a fokozott mikrobialis terhelésre adott immunvalaszt. Emellett az IgA tipusu
autoantitesteket az enteralis antigénekre adott immunvélasz jelének tekintik, mely mas
betegségekben a fokozott bakterialis transzlokacioval fiiggott dssze. Mi tobb az IgA tipusu
antitestek sarkalatos szerepérdl szamoltak be a betegségspecifikus szovédmények
kialakulasaban az 1gG antitest szubtipusokkal szemben (9). Az altalunk talalt eredmények
ugyanabba az irdnyba mutatnak, mint Roggenbuck és mtsai korabbi hipotézise (11, 71).
Eszerint a hipotézis szerint a GP2-vel szembeni tolerancia elvesztését kovetden a plazma
sejtek képesek anti-GP2 IgA-t szintetizalni, mely ez epithelium altal aktivan transzportalddik
a béllumenbe. Anti-GP2 IgA antitesteket talaltak azoknak a pouchitises betegeknek a
székletében, akiknek CD-szerii tiinetei vannak (182). A szekretalt anti-GP2 IgA képes hidat
képezni a pankredszbol szarmazd GP2 altal opszonizalt FimH pozitiv baktériumok kozott
egyetemben a membran kotott GP2-vel, mely az M-sejtek felszinén talalhat6. Osszességében
ezen folyamatok CD-ben a fokozott transzcitdzisnak koszonhetéen a mucosa mikrobidlis

tulterheléséhez vezet, mely fokozza/felgyorsitja a bélben zajlé gyulladasos folyamatokat.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt prospektiv
kohorszban talalt eredmények alapjan a target specifikus PAb-ok hasznos markerei
betegség fenotipus kialakuldsaval, illetve a perianalis szovodmény Kialakulasanak
kockazataval. Ezek alapjan hasznos kiegeszito eszkozként szolgalhatnak a szerologiai

panelek tagjaiként a betegség predikcidjaban.
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9.3 Anti-neutrofil citoplazmatikus antitestek (ANCA) vizsgalata

majcirrhosisos betegekben

Tudomésunk szerint ezidadig ez a legnagyobb tanulméany, mely az ANCA-k
majcirrhosisos betegcsoportban. Az ANCA jelenlétét 1IF technika segitségével vizsgaltuk
etanol- és formalin fixalt human neutrofil szubsztratokon. A rutin laboratériumi eljarasokkal
szemben az ANCA meghatarozdsat nemcsak anti-lgG, hanem anti-IgA szekunder
antitestekkel is elvégeztiik. Ezt kovetden az ANCA IgA szubtipusok is meghatarozasra
kertltek. Kronikus majbetegségekben (CLD) az IgG tipusit ANCA el6fordulasi gyakorisaga
és jellegzetessegei viszonylag részletesebben lettek tanulmanyozva, ezzel szemben az ANCA
IgA-16l korlatozott mennyiségii adat all rendelkezésre.

Jelen tanulmanyban elGszor sikeriilt igazolni az ANCA IgA fokozott képzdodését
majcirrhosisban, mely fliggetlennek bizonyult a cirrhosis etiologiajatol, valamint dsszefliggest
mutatott a betegség sulyossagaval. Az ANCA IgA szignifikdnsan magasabb aranyban fordult
el6 majcirrhosisban (az alkoholos és nem alkoholos etiologia esetén egyarant) szemben
kronikus HCV fertozottekkel, illetve egészséges kontroll egyénekhez képest, valamint a
betegség clérehaladasaval parhuzamosan emelkedett. A kronikus majbetegségek kozil PBC-
ben volt a legmagasabb az ANCA IgA prevalencidja, bar ez szignifikansan alacsonyabb volt a
cirrhosisos csoporthoz képest. A szérum IgA koncentracio jelzett emelkedése alkoholos
cirrhosisban mar régéta ismert (107). Ezzel egybehangzd mddon a cirrhosisos csoporton belil
az alkoholos etioldgiaju alcsoportban magasabb volt az ANCA IgA pozitivitasi gyakorisag és
magasabbak voltak a titerértékek is szemben a nem alkoholos etioldgiaju alcsoporttal.

A fokozott szérum IgA képzodés oka cirrhosisban jelenleg nem teljesen tisztazott. A
gasztrointesztinalis traktus részvétele a folyamatban azonban igen valdsziniinek tiinik (107).
A Dbél barrier integritdsdnak megbomlasa mind mechanikus, mind immunolégiai szinten jol
ismert jellemzoje a cirrhosisnak és a betegség elorehaladasaval egyre kifejezettebbé valik
(145). A kapszulas endoszkdpian atesett cirrhosisos betegek két harmadaban észleltek
nyalkahartyagyulladasra jellemz6 eltéréseket a vékonybélben, melyekkel egybehangzoak
voltak az észlelt szovettani elvaltozasok is (183, 184). Az alkoholnak direkt toxikus hatésa is
van az intesztinalis epithel sejtekre (107). A bél barrier integritdsanak zavara a vékonybél

bakterialis tulndvekedésével egyitt (185) lehetévé teszi a bakterialis alkotorészeknek a
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béllumenbdl vald fokozott lokalis felvételét (BT), mely stimuldlja a szekretoros
immunrendszert és részt vesz a betegségspecifikus szovédmények kialakulasanak
patogenetikai folyamataiban cirrhosisban (145). Cirrhosisban a bélrendszer részvételét
tamasztja ala az IgA képzddésben a bélben megtalalhatd bakteridlis fehérjék ellen termel6do
kilonfele szérum antitestek emelkedett koncentracidja (111-114), a szervezet fehérjéinek
bakterialis alkotorészekkel keresztreakciot add epitdpjai (107, 115) és a szekretoros IgA
(slgA) emelkedett szintje a szérumban, melyet korabbi tanulmanyokban publikaltak (186).
Munkacsoportunk korabbi tanulménya szerint az IgA tipust anti-mikrobialis antitestek
gyakoribbnak bizonyultak cirrhosisban (143).

Az IgA régota jelentds tényezonek szamit a mucosalis immunitasban, melyet az
alapkutatasokbdl szarmazé adatok is alatdmasztanak. Allatkisérletek alapjan az intesztinalis
IgA képzddése és a bakterialis kolonizacio szoros Osszefiiggést mutat: (1) amennyiben
csiramentes kornyezetben 1év6 egérbe per os kommenzélis baktériumokat visziink be, sigA
képzodést figyelhetiink meg, mely ismételt dozisokat kovetéen a baktériumok csokkent
penetracidjat eredményezi a mezenterialis nyirokcsomokba; (2) immundeficiens egérben a
szerzett immunitas génjeinek a kommenzalis baktériumok altali indukcioja csokkent IgA-t
szekretald hybridoma sejtek injekciojat/befecskendezését kovetéen; (3) polimer Ig receptor
deficiens allatokban az intesztinalis lumenbe vald IgA transzport hianyzik, mely alacsony
fokd intesztinalis gyulladast eredményez; és (4) aktivacio-indukalt cytidindeaminaz (AID)
deficiens egérben, ahol hianyzik a megfeleld IgA képzodés, bakterialis tulndvekedes van jelen
a vékonybélben. Ezek a kiserletek azt is megmutattak, hogy nagy mennyiségii baktériumra
van szilkség a mukozalis IgA valasz stimulécidjahoz, melynek mértékét az dsszbaktérium
mennyiség hatarozza meg; emellett a specifikus IgA valasz elég hosszu ideig tartott, kiveve
ha méas baktérium is bemutatasra kerlt a bélben (187-190).

Szadmos modja lehetséges az IgA és a kommenzalis baktériumok interakciojanak. Az
IgA molekulak képesek ezeket a mikroorganizmusokat fedve meggatolni ezek penetréacidjat a
bél epithel sejtjein keresztlll. A szekretoros IgA elGsegitheti bizonyos bakterialis antigének
felvételét és prezentéciojat az immunrendszernek, és ez altal a jelatvitelt megvaltoztatva (pl.
CDB89-en rekesztil/réven) elosegitheti a lokalis adaptiv immunrendszer egy tolerogénebb
allapotba keriilését. Igy az slgA képes részt venni a bél lumen bakterialis florajanak
szabalyozédsdban. Masrészrél a bél mikroba floraja szintén fontos szerepet jatszik a lokalis
IgA képzOédés szabalyozasaban. A B-sejtek IgA szekrécioja a Peyer plakkok centrum

germinativumaiban, izolalt lymphoid folliculusokban és a bél lamina propriajanak elszort
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lymphoid (alkot6)elemeiben zajlik és ehhez a mikrobidlis antigének jelenlétére is sziikség
van. A dendritikus sejtek folyamatosan bemutatjak a bélbaktériumokat az immunrendszernek.
Ez a folyamat a Peyer-plakkokat fedd M-sejtek segitségével megy végbe vagy pedig az
epithel sejtek kozotti kapcsolddasi pontok/junctiok tavolodasanak révén, melyek egy specialis
citokin mikrokdrnyezetet teremtenek specialis T-sejtek segitsegével, mely stimulélja az IgA
izotipus VAltast (,,switch-rekombindcidt”). A T-sejtektdl fiiggetlen aktivacio a B-sejt aktivalo
faktor (BAFF), a proliferaciét indukalo ligand (APRIL), a transzformald novekedési faktor
(TGF) B, Interleukin (IL) és a dendritikus, stromalis és epithelidlis sejtek retinoid sav
expresszidja/szekrécidja révén valosul meg, melyet a target B-sejt receptorok dendritikus
sejtek altali keresztkotése kisér (187-193). Ezen felll a baktériumok konzervalt molekularis
struktarai, mint a CpG oligonukleotidok, képesek kozvetlenil aktivalni a B-sejtek IgA
produkcidjat/képzeset toll-like receptor (TLR) 9 kozvetitesével (194). Az aktivalt és IgA
izotipus valtdson atesett B-sejtek a nyirokelvezeté utakon a mezenterialis nyirokcsomokba
vandorolnak/migralnak, majd a mellkasi f6 nyirokvezetéken (ductus thoracicus) bejutnak a
szisztémas  keringésbe, ezt kovetden pedig specialis ,homing”  receptorok
kdzvetitésével/koremiikodés révén visszajutnak a nyalkahartya felszinekre. Ezek az IgA
termeld B- és plazmasejtek fenotipusa un. ,,monocitaszeri”’: tumor nekrézis faktor (TNF) a-t,
indukalhaté nitrogén oxid szintetdzt (iNOS) és néhany myeloid felszini markert
expresszalnak, s6t rendelkeznek nem konvencionalis myeloid/dendritikus sejt funkciokkal is
(195). Mivel ezek az aktivalt mukozalis eredetii B-sejtek bejutnak a szisztémas keringésbe,
igy a fokozott BT kovetkeztében kialakuld fokozott lokalis IgA képzddés észlelhetd a
periférias vérben is.

Mivel a bél bakteridlis florajanak az 6sszetétele, illetve a bakteridlis terheltség meértéke
egyértelmiien hatdssal van az IgA képzddésre, valamint mivel a fokozott bakteridlis
transzlokacio (BT) a majcirrhosis jol ismert jellemzdje, igy feltételeztiik, hogy mukozalis
kompartmentekbdl szarmazo bakteridlis antigének €s ezek keresztreakcidja a granulocytak
citoszolban 1évd vagy granularis fehérjéivel kdzponti szerepet jatszanak az IgA tipusi ANCA
fokozott képz6désében majcirrhosisban. Jelen munkankban részletesen tanulmanyoztuk az
IgA tipusi ANCA jellemzo6it. Az IgAL és IgA2 szubtipusok aranyanak meghatarozasa, illetve
a szekretoros komponens (SC) jelenlétenek kimutatasa IgA molekulakon a szérumban
tampontot adhat azok képzddési helyének megallapitdsdhoz (csontveld vagy mukozalis
kompartment eredetti). Kordbbi tanulmanyokban az IgA2 szubtipus aranyanak

megnovekedését és a SC parhuzamos jelenlétét az IgA szekrécié mukozalis eredetére nezve
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bizonyitd erejiinek tekintették (196, 197). Az IgA2 ardnya a human szérum 6ssz IgA
szintjének 10%-at teszi ki, mig az IgAl pedig a 90%-at, melynek nagyrésze monomer (m)
formaban van jelen. A szekretoros komponenst (SC) tartalmazo IgA antitestek részesedese az
0ssz IgA ,,pool”-bol kevesebb, mint 1%, mely konnyen érthetdvé valik keletkezésének
mechanizmusa alapjan. Ugyanis az SC a mukozalis/nyalkahartya felszinekre torténé
transzport soran kapcsolodik a di- és polimer 1gA-hoz (plgA) és gyakorlatilag nem maés, mint
a transzportban résztvevé polimer Ig receptor (pIgR) kb. 80 kDa méreti extracellularis
proteolitikus fragmense, mely polipeptid a nyéalkahartya felszint elérve hasitodik le a
receptorrol IgA kapcsolt formdban  (198). Ez a transzport a béllumen irdnyaba az
epithelsejtek kozvetitésével valosul meg transzcitozissal. Az &ltalunk vizsgalt ANCA IgA
pozitiv cirrhosisos betegcsoport mintaiban az 1IF ANCA mintazattol flggetlenil az ANCA
IgA2 szubtipus ardnya jelentdsen emelkedett volt (46%) és az SC jelenlétét is nagy aranyban
sikerlt kimutatni (87%). Az ANCA IgA szerkezetét ugyan nem allt modunkban vizsgalni,
ugyanakkor nagyon valosziniinek tiinik az a feltételezés, hogy ezeknek az antitesteknek a
nagyrésze az SC jelenlétébdl fakadoan di- vagy polimer formaban vannak jelen. Egyik
hidnyossaga ugyan jelen tanulmanynak, hogy az ANCA IgA antitestek jelenlétét nem
vizsgaltuk direkt modon/kozvetleniil a kiilonb6z6 mukozalis kompartmentekben, illetve
azokban a szervekben, kompartmentekben, ahova baktériumok transzlokacioja feltételezhetd
(pl. a majban vagy az ascitesben). Ennek ellenére az ANCA szubtipizacio soran nyert
szerologiai eredményeink alatdmasztani latszanak az ANCA IgA képz6désrdl alkotott fentebb
leirt elméletiinket. Korabbi tanulmanyokban hasonl6 moédon kiilonbozé IgA szubtipizald
esszék segitségével sikertlt egyes betegségspecifikus autoantitestek bélnyalkahartya eredetét
igazolni (coelidkiaban (199, 200)), vagy éppen kizarni (Guillain-Barre szindromaban (201)).
Ujabb adatok arra utalnak (202), hogy cirrhosisos betegekben az emelkedett 1gA/sigA
szinteket reszben magyardzhatja a monocitak felszinén expresszalodé human myeloid IgA Fc
receptor — CD89 (FcaRl) —, illetve ennek szolubilis/oldott formajanak (sCD89) megvaltozott
expresszidja/koncentracioja, glikozilacidja és funkcidja. S6t az sCD89 molekulak nagyobb
affinitassal kotddnek a pIgA-hoz szemben a monomer formaval (migA). igy az sCD89
fokozott kotédése az IgA-hoz indirekt bizonyitékul szolgalhat a molekula polimer forméajanak
nagyobb aranyu jelenlétére. Sajnalatos modon az altalunk alkalmazott biochip technika, mely
etanol fixalt neutrofil szubsztratot hasznal, nem alkalmas annak az elddntésére, hogy a
szolubulis CD89 komplexet képez-e az ANCA IgA-val. A CD89 ugyanis konstitutiv mddon

expresszalddik a neutrofileken (203), igy ebben a vizsgalati rendszerben interferal az ANCA
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IgA molekulakhoz potencialisan k6t6d6 CD89 meghatarozasaval. Torténetesen a neutrofil
szubsztratok inkubacioja ANCA IgA-pozitiv vagy negativ szérummal, akar pufferrel ugyanazt
a hasonlé intenziv CD89 expressziora utald festédést mutatta mindharom esetben IIF
modszerrel (ezen adatok nem kertilnek bemutatasra).

Sziikségszeriien nem minden korabbi tanulmany tdmasztja ala az altalunk és maés
korabbi munkdkban felvetett elméletet az IgA bélnyalkahartya eredetét illeten.
Szignifikansan emelkedett szérum mIgA és plgA szintek ellenére Colombel és mtsai. (204)
normal mlgA, plgA és SC szekrécids ratat detektaltak alkoholos cirrhosisban szenvedd
betegek jejunalis folyadékdban. Szabad dimér IgA sem volt kimutathatd a jejunalis
folyadékbol. A szerzok feltételezése szerint a jejunalis szinten észlelt abnormalis szintézis és
transzport nem jatszik szerepet abban a folyamatban, mely alkoholos cirrhosisban szenvedék
korében a keringd pIgA emelkedett szintjéhez vezet. Erdemes megjegyezni ezzel
kapcsolatban, hogy Colombel és mtsai. ltal kz6lt tanulmanyban az intesztinalis traktus mas
részei a jejunumon kivil nem lettek vizsgalva, és feltételezhet6, hogy ezek a nyalkahartya
régiok masként viselkedhetnek ebben a tekintetben. Egy masik szempont, hogy kizarélag az
6ssz mlgA és plgA szinteket mértek, mely nem zarja ki, hogy az 6ssz IgA egyes kisebb,
antigénspecifikus szubfrakcioi (pl. ANCA IgA) méshogy viselkednek, mint a teljes IgA
tomeg.

A bakterialis antigének szerepe az ANCA képzd6dés kivaltasaban néhany betegségben
és allatkisérletes modellben jol ismert (130), mely bizonyos bakterialis alkotorészek és a
szervezet fehérjéi kozotti szekvencialis vagy szerkezeti hasonldsagon alapul6 keresztreakcion
nyugszik (205). Felmer(lt tovabba az is, hogy gyulladasos bélbetegségekben és autoimmun
majbetegségben a klasszikus és atipusos p-ANCA jelenléte tlikrozhet egyfajta az intesztinalis
mikroorganizmusokra adott rendellenes immunvalaszt (8, 140, 141). Ezen kivil az ANCA-t
Kimutattdk mas kronikus gyulladassal jar6 szisztémas fertézésekben is (206) (130). A
Staphylococcus aureus genetikai szekvencidja komplementer a c-ANCA egyik f6 target
antigénjének, a PR-3-nak kritikus szekvencidival (207). Kisérleti korilmények kozott
patkanyok immunizécioja Escherichia coli és Staphylococcus eredetti pasztorizalt fehérjékkel
keringd ANCA megjelenését eredményezte (208). B-sejtek stimulacidja bakterialis nem
metilalt CpG oligodeoxinukleotidokkal TLR-9 receptorokon keresztil szintén ANCA
képzodést valtott ki (209). Jelen tanulméanyunk Klinikai részének eredményei szintén
alatamasztjak az 0Osszefuggést a bakterialis fertézések és az ANCA képzbédés indukcidja

kozott. Az ANCA IgA pozitivitas szignifikansan gyakoribb volt azon betegek koérében,
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akiknek a korelézményében szerepelt CSI, szemben azokkal akik nem estek a4t CSI-n a
tanulményba val6 bevonast megel6zéen (45,8% vs. 30,4%; p<0,01). Ezeket az adatokat
retrospektiv médon gytijtottilk 0ssze. Emellett a két éves kovetési idd soran az IgA tipusu
ANCA jelenléte fliggetlen kockazati tényezonek bizonyult egy kovetkez6 CSI epizod
kialakuldsanak szempontjabol. Az ANCA patogenetikai szerepe a vasculitisekt6l kiilonb6z6
betegségekben elég ellentmondasos. Betegkohorszunkban az IgA tipusi ANCA jelenléte nem
mutatott 0sszefuggést sem a teljes, sem pedig az infekcidhoz tarsuld haldlozassal. Hasonld
maodon Reiberger T egy frissebb tanulmanyaban (210) az emelkedett szérum LBP szintek —
mint a BT indirekt markerei — nem mutattak 6sszefliggést cirrhosisban magasabb halalozasi
rataval. Eredményeink azt sugalljak, hogy az ANCA IgA-nak nincs patogenetikai szerepe a
cirrhosis progressziojaban (karosodas, fibrogenezis), illetve a bakteridlis sz6védmények
kimenetele szempontjabdl. Ennck ellenére a fokozott IgA tipusi ANCA képz6dése
valdsziniileg nem csak a kronikus gyulladds epifenomenonja/masodlagos jelensége csupan,
hanem olyan a hattérben zajlé (alap)folyamatok indikatora, melyek végsé soron CSl-hez
vezetnek. Tovabbi hosszutava kovetéses/prospektiv vizsgalatokra volna szikség ahhoz, hogy
eldonthet6 legyen, hogy az IgA tipusi ANCA-nak, mint a BT indirekt markerének, van-e a
jelenleg hasznalt faktorok mellett (a betegség sulyossagi foka, ascites jelenléte) kiegészito
haszna a fertézések predikcidjaban cirrhosisos betegek korében.

Az ANCA IgA antitestek antigén specificitdsdnak meghatarozasa cirrhosisban igen
fontos volna, ugyanakkor tulmutat jelen tanulmany keretein. Az IgA tipusi ANCA antigénjei
feltehetdleg nem a klasszikus citoszol/granularis neutrofil fehérjék, melyek vasculitisekben az
IgG tipusu ANCA-k antigénjei. Ezt tdmasztja ald, hogy betegkohorszunkban az anti-PR3 és
anti-MPO pozitivitas igen alacsonynak bizonyult. Hasonld6 modon Schwarze C. és mtsai.
(211) szinten nem észlelték az IgA tipusi ANCA reaktivitasat egyik ismert citoszol és
granularis neutrofil fehérje esetében sem ELISA maodszert haszndlva autoimmun
majbetegségekben. S6t, Western blot analizist alkalmazva neutrofilek teljes sejt lizatumaival
az IgA tipusi ANCA-val reaktiv fehérjék heterogén mintézatat kaptak. Sajat eredményeink
alapjan, mivel az IgA tipusi ANCA esetében mindharom klasszikus ANCA mintazat
eléfordult, ez is inkabb arra utalhat, hogy a képzOdés hatterében szamos kiilonb6z6 antigén
jelenléte allhat.

Csak néhany korédbbi tanulmanyban (128, 132, 212) figyeltek meg lehetséges
0sszefliggest az ANCA 1gG jelenléte és a cirrhosis jelenléte, illetve sulyossaga kozott, mely

eredmények meglehetésen vitatott. Jelen tanulméanyban az ANCA IgG valasz és ennek
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valtozasa nem mutatott parhuzamot az ANCA IgA valasszal. Alkoholos etioldgiaju betegek
korében az ANCA IgG eléfordulasa alacsonyabb volt, nagyjabdl az IgA tipus fele, még a
legkevésbé sulyos stadiumok esetében is. Nem alkoholos etioldgia esetén az ANCA 1gG
pozitivitds gyakorisaga fokozatosan csokkent a betegség sulyossagaval parhuzamosan és
jelentdsen csokkent szintet ért el, mely az eldrehaldott betegségben jelenlévd kizardlag
ANCA IgA pozitiv betegekével volt 6sszevethet. Ezek az eltérések az ANCA IgA és 1gG
valaszban nagyon hasonl6 tendenciat mutatnak, mint a vakcinacids vizsgalatok eredményei
ebben a betegcsoportban. Ezek (a tendencidk) feltételezhetden egyrészt az adaptiv
immunrendszer zavarat tukrozik cirrhosisban, mely elsésorban az el6rehaladott betegségben
Kifejezett, masrészt az alkohol direkt gatlé hatdsat is reflektajak a T-sejt mediélt immunitasra
(213). Pneumococcus vakcinaciot kovetéen az anti-PPS (pneumococcal polyszacharid) IgA
antitest szintek szignifikansan magasabbak voltak a kontroll csoporthoz képest, mig az 1gG
szintek csokkentek voltak (214). Jelentésen csokkent immunogenitast és a specifikus,
protektiv 1gG valasz gyors hanyatlasat eszlelték cirrhosisos egyének korében -
kilonoskeppen az alkohol altal indukalt formak esetén — hepatitis B vakcinaciot kovetéen
CLD-hez viszonyitva (215). Kompenzalt cirrhosisos betegek 6tszor nagyobb valdszintiséggel
reagalnak a hepatitis A vakcinaciora, mint a dekompenzalt stddiumu cirrhosisos betegtarsaik
(216).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az IgA tipusi ANCA jelenléte gyakori volt
cirrhosisos betegek korében és Osszefiiggést mutatott az elérehaladott betegséggel és a
portalis hipertenzioval. Tovabbd az ANCA IgA jelenléte fliggetlen modon 6sszefliggést
mutatott a klinikailag jelentés bakterialis fert6zések kialakulasaval a két éves kovetési
id6 alatt. Az 1gA2 szubtipusi ANCA aranyanak jelzett megemelkedése a szekretoros
komponens jelenlétével egyitt alatamasztja a bél mukozalis immunrendszerének
részvételét és a bakterialis alkotorészek fokozott expozicidjanak trigger szerepét az

ANCA képzodésben majcirrhosisban.
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10. F6bb udj tudomanyos eredmények

1.1 Jelenleg rendelkezésre allé informécidink szerint ezidaig ez a legnagyobb tanulmény,
mely szimultan vizsgéalta tobb APLA prevalencidjat, tipusat és klinikai jelentéségét nagy
esetszamu, prospektiv médon kévetett IBD betegkohorszban.

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

1.3 Emellett attekintést nyQjtottunk a szakirodalomban jelenleg fellelhetd relevans APLA
tanulmanyokrdél IBD-ben.

1.4 F6bb er6ssége jelen tanulmanyunknak a prospektiv kdvetési mod és a jelenleg elérhetd
APLA-k szeéles korének alkalmazéasa a vizsgalat soran.

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

1.6 Nem talltunk 0sszefliggést az APLA-k jelenléte és maéas jol ismert prognosztikai
szempontbol jelentds szeroldgiai (a betegek ASCA IgA és IgG statusza), illetve genetikai
markerek (NOD2/CARD15 genetikai mutacidk/polimorfizmusok) kozott.

1.7 Jelen tanulményban komplex mddon vizsgaltuk a betegség aktivitdsa (klinikai,
laboratériumi és endoszkopos) és az APLA képzdédés kozotti kapcsolatot, de nem
talaltunk koztlk szignifikans dsszefliggést.

1.8 Az ACA jelenléte szubtipusok szerinti bontasban sem mutatott dsszefliggést CD-ben a
gyakori relapszusokkal. Az ACA esetén nem taldltunk tovabba 06sszefiiggést a
betegségtartam és a szeroldgiai valasz mértéke kdzott.

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

1.10 Jelen tanulméanyunkban alkalmazott prospektiv kdvetési mddszer lehetévé tette az
APLA-k lehetséges prediktiv értékének a vizsgalatat, melynek révén ezen markerek
Klinikai ertéke is jobban karakterizalhatd. Egyik APLA sem bizonyult a sz6v6dményes
betegsegforma (stenotizald, bels6 penetrald, illetve perianalis betegségforma), valamint a

CD-asszocialt mitéti igény prediktiv markerének a CD egyik klinikai fennallasban sem.

114



1.11 A kiilonféle tromboembolids szovodmények alacsony gyakorisdga miatt ezeknek az
eseményeknek az el6forduldsat a diagnozistdl kezdddden vizsgaltuk, mely magaba
foglalta a mintavétel el6tti idoszakot is. EQyik APLA jelenléte sem mutatott 6sszefliggést
IBD-s betegekben a tromboembolias esemenyek (VT, AT), illetve a spontan vetélés
kialakuldsaval. A Klinikai és laboratoriumi markerek kozil CD-ben a korabbi vénas
tromboembolias esemény (VT) és a faktor V. Leiden mutéacio, UC-ben a gyakori relapszus
fliggott 6ssze a VT fokozott kockazataval.

1.12 Az APLA-k kozil az anti-B2-GPI statusz mindharom Ig szubtipus esetén, illetve az
ACA IgM id6ben stabilnak bizonyult. Ezzek szemben az ACA IgG, illetve ennél még
kifejezettebben az ACA IgA statuszban tortént idovel szignifikans véltozas, elsdsorban a
negativ antitest statuszbol lett pozitiv. Az antitest statuszban tortént valtozasok sokkal
kifejezettebbek voltak CD-ben az UC-hoz képest. Megvizsgaltuk a TNF antagonista
terapia lehetséges szerepét prospektiven kovetett CD kohorszunkban. Az anti-TNF
terdpiat kapott csoportban 1év6 betegek, akik kezdetben ACA negativak voltak
szignifikdnsan gyakrabban lettek ACA IgA vagy ACA IgG pozitivak, mely egy ok-
okozati kapcsolat lehetdségét is felveti.

1.13  Osszefoglalasként tehat elmondhatjuk, hogy annak ellenére, hogy az APLA-k
eléfordulasa IBD-ben gyakoribbnak bizonyult, hasznalatuk a mindennapi gyakorlatban
IBD-ben a fenti eredményeinket tekintetbe véve a jelenleg rendelkezésre allo
informécidink birtokdban nem javasolhat6. Tovabbi vizsgélatukra IBD vonatkozasaban

ujabb nézdpontok latotérbe kertiléséig egyeldre nincs sziikség.
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2.1 Jelen tanulmanyunkban felndtt CD betegekben vizsgaltuk a kiilonbozo target specifikus
PADb-ok klinikai jelentdségét a szovédményes betegségforma ¢és a miitéti igény
predikciojaban. Tudomasunk szerint ez az els6 prospektiv tanulmany az j PAb-ok
vonatkozasaban.

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

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

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

2.5 Jelen kohorszunkban az anti-GP2 és anti-CUZD1 esetében eltér6 klinika Osszefliggéseket
talaltunk. Az anti-GP2 antitestek prevalenciaja magasabb volt korai betegségkezdet,
iledlis érintettséggel jaro kiterjedt betegség, penetrald betegségforma esetében. A betegség
lokalizaciojat illetéen az anti-CUZD1 antitestek pedig colon eérintettség esetében
bizonyultak szignifikansan gyakoribbnak. Ezidaig egyik vizsgéalatban sem elemezték a
target specifikus PAb-ok dsszefliggéseit az extraintesztinalis manifesztacidkkal: az anti-
GP2 jelenléte a PSC-vel, mig az anti-CUZD1 antitesteké pedig a borérintettséggel fliggott
0ssze.

2.6 Eredményeink szerint a PAb-ok alkalmazasa hozzajarulhat a CD betegek jobb
stratifik&cidjdhoz. A PAb-ok prevalenciaja és klinikai alkalmazhatdsdga a diagnozisban
viszonylag alacsony és a betegséglefolyas predikcidjaban CD-ben az ASCA-hoz képest

némileg alulmarad. Habar az anti-GP2 antitest specifikusabbnak bizonyult CD
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szempontjabol az ASCA-hoz képest, illetve a kettésen pozitiv CD betegek specificitasa
100%.

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

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

2.9 Ezidaig csak keresztmetszeti asszociativ analizisek alltak rendelkezésre CD betegekben.
Jelen tanulmanyunkban a betegségspecifikus szovédmények ¢és a mitéti igény
vonatkozasaban a PADb-ok prediktiv értékérél szolgaltatunk longitudinalis prospektiv
adatokat. Betegkohorszunkban a PAb pozitivitas képes volt eldrejelezni a gyorsabb
progressziot a szovOdményes betegségforma iranyaba. Az anti-GP2 pozitivitas
Osszefliggott a miitéti igénnyel, mig az anti-CUZD1 a perianalis komplikacio kialakul&sat
volt képes eldrejelezni. Egyik fobb erdssége jelen tanulmanynak, hogy a kiilonboz6
kimenetelek analizise prospektiv kovetési periddust kovetden tortént. A végsé Cox-
regresszios multivariacios modellben az anti-CUZD1 pozitivitas a perianalis szovodmény
er6s fuggetlen prediktoranak bizonyult a diagndziskori életkorral, nemmel, betegség
lokalizacidval, viselkedési fenotipussal és gyakori relapszussal, mint lehetséges torzitd
tényezokkel korrigalva.

2.10  Erdekes mddon tanulmanyunkban az IgA és nem az 1gG PAD tipusok esetén talaltunk
Osszefiiggéseket a szovOdményes betegséglefolyassal CD-ben. A bel mucosalis
immunrendszere kdzponti szerepet jatszik az IgA antitestképzédésben, mely legaldbb
részben tukrozheti a fokozott mikrobidlis terhelésre adott immunvélaszt. Emellett az IgA
tipusu autoantitesteket az enteralis antigénekre adott immunvalasz jelének tekintik, mely
mas betegségekben a fokozott bakteridlis transzlokacioval flggott ossze. A
bélnyéalkahartya mikrobidlis tdlterhelése pedig fokozhatja/felgyorsithatja a bélben zajlo
gyulladasos folyamatokat.

2.11 Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy az altalunk vizsgalt prospektiv kohorszban

talalt eremények alapjan a target specifikus PAb-ok hasznos markerei a CD betegek
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stratifikdciojanak ¢és Osszefliggést mutattak a szovédményes betegség fenotipus
kialakulasaval, illetve a perianalis sz6vddmény kialakulasanak kockazataval. Ezek alapjan
hasznos kiegészitd eszkdzként szolgalhatnak a szerologiai panelek tagjaiként a betegség

predikcidjaban.
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3.1 Tudomaésunk szerint ezidaig ez a legnagyobb tanulmany, mely az ANCA-k el6fordulasi
gyakorisigat, tipusdt és klinikai jelent6ségét vizsgalta kiilonb6z0 —etiologiaju
majcirrhosisos betegcsoportban.

3.2 Kronikus méjbetegségekben (CLD) az ANCA IgA-rdl korlatozott mennyiségii adat all
rendelkezésre. Az ANCA jelenlétét IIF technika segitségével vizsgaltuk etanol- és
formalin fixalt human neutrofil szubsztratokon. A rutin laboratériumi eljarasokkal
szemben az ANCA meghatarozasat nemcsak anti-lgG, hanem anti-lgA szekunder
antitestekkel is elvégeztiik. Ezt kdvetden az ANCA IgA szubtipusok is meghatdrozasra
kertltek.

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

3.4 A fokozott szérum IgA képzddés oka cirrhosisban jelenleg nem teljesen tisztazott. A
gasztrointesztinalis traktus részvétele a folyamatban azonban igen valoszintinek tinik. A
bél barrier integritasanak megbomlasa mind mechanikus, mind immunoldgiai szinten jol
ismert jellemzdje a cirrhosisnak és a betegség eldérehaladasaval egyre kifejezettebbé valik.
A Dbél barrier integritdsdnak zavara a vekonybél bakterialis talndvekedésével egyutt
lehet6vé teszi a bakterialis alkotorészeknek a béllumenbdl valod fokozott lokalis felvételét
(BT), mely stimuldlja a szekretoros immunrendszert és részt vesz a betegségspecifikus
szovodmények kialakulasanak patogenetikai folyamataiban cirrhosisban. Az IgA régota
jelentds tényezének szamit a mucosalis immunitasban, melyet az alapkutatdsokbdl
szarmazo adatok is alatamasztanak.

3.5 Mivel a bél bakterialis florajanak az dsszetétele, illetve a bakteridlis terheltség mértéke
egyértelmiien hatdssal van az IgA képzddésre, valamint mivel a fokozott bakterialis
transzlokacio (BT) a méjcirrhosis jol ismert jellemzdje, igy feltételeztiik, hogy mukozalis
kompartmentekbdl szdrmaz6 bakterialis antigének ¢és ezek keresztreakcioja a granulocytak
citoszolban 1évé vagy granularis fehérjéivel kézponti szerepet jatszanak az IgA tipusu
ANCA fokozott képzédésében méjcirrhosisban.

3.6 Kordbbi tanulmanyokban az IgA2 szubtipus ardnyanak megnovekedését és a SC
parhuzamos jelenlétét az IgA szekrécid6 mukozalis eredetére nézve bizonyitd erejiinek

tekintették. Az altalunk vizsgalt ANCA IgA pozitiv cirrhosisos betegcsoport mintaiban az
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IIF ANCA mintazattol fliggetleniil az ANCA IgA2 szubtipus aranya jelentdsen emelkedett
volt (46%) és az SC jelenlétét is nagy ardnyban sikertlt kimutatni (87%).

3.7 Egyik hianyossaga ugyan jelen tanulmanynak, hogy az ANCA IgA antitestek jelenlétét
nem vizsgaltuk kozvetleniil a kiilonb6z6 mukozalis kompartmentekben, illetve azokban a
szervekben, kompartmentekben, ahova baktériumok transzlokacioja feltételezhetd (pl. a
majban vagy az ascitesben).

3.8 Jelen tanulmanyunk Kklinikai részének eredményei szintén megerdsitik/alatamasztjak a
kapcsolatot/Osszefiiggést a bakterialis fertézések ¢és az ANCA képzddés indukcidja kozott.
Az ANCA IgA pozitivitas szignifikansan gyakoribb volt azon betegek korében, akiknek a
koreldzményében szerepelt klinikailag jelentds bakteridlis fertézés (CSI). Emellett a két
éves kovetési 1d6 soran az IgA tipusu ANCA jelenléte fliggetlen kockézati tényezonek
bizonyult egy kdvetkezd CSI epizdd kialakuldsanak szempontjabol.

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

3.10 Az IgA tipusi ANCA antigénjei feltehetdleg nem a klasszikus citoszol/granularis
neutrofil fehérjéek, melyek vasculitisekben az 1gG tipusi ANCA-k antigénjei. Ezt
tdmasztja ald, hogy betegkohorszunkban az anti-PR3 és anti-MPO pozitivitads igen
alacsonynak bizonyult. Sajat eredményeink alapjan, mivel az IgA tipusi ANCA esetében
mindhédrom klasszikus ANCA mintdzat el6fordult, ez is inkdbb arra utalhat, hogy a
képzddés hatterében szamos kiilonbozé antigén jelenléte allhat.

3.11 Jelen tanulményban az ANCA IgG valasz és ennek valtozdsa nem mutatott
parhuzamot az ANCA IgA vélasszal. Alkoholos etiol6gidju betegek korében az ANCA
IgG elbfordulasa alacsonyabb volt, nagyjabol az IgA tipus fele, még a legkevésbé sulyos
stadiumok esetében is. Nem alkoholos etioldgia esetén az ANCA 1gG pozitivitas
gyakorisaga fokozatosan csokkent a betegség sulyossagaval parhuzamosan és jelentdsen
csokkent szintet ért el. Ezek az eltérések az ANCA IgA és IgG valaszban nagyon hasonlo
tendenciat mutatnak, mint a vakcinacios vizsgalatok eredmeényei ebben a betegcsoportban.

Ezek (a tendenciak) feltehetdleg egyrészt az adaptiv immunrendszer zavarat tiikrozik
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cirrhosisban, mely féként az elérehaladott stadiumokban kifejezett, masrészt az alkohol

direkt gatld hatasat is reflektajak a T-sejt kdzvetitett immunitasra.
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12. Targyszavak

Crohn-betegseg, colitis ulcerosa, cirrhosis, betegség progresszid, betegségspecifikus
szovodmények, trombodzis, klinikailag jelentés bakteridlis fertézések, immunzavar,
szeroldgiai antitestek, anti-foszfolipid antitestek, anti-B2-glikoprotein | antitestek, anti-
kardiolipin antitestek, anti-foszfatidilszerin/protrombin komplex ellenes antitestek,
pankredsz ellenes antitestek, CUZD1 glikoprotein, glikoprotein 2, anti-neutrofil

citoplazmatikus antitestek, immunglobulin A.

Crohn’s disease, ulcerative colitis, cirrhosis, disease progression, disease specific
complications, thrombosis, clinically significant bacterial infection, immune dysfunction,
serologic antibodies, antiphospholipid antibodies, anti-p2-Glycoprotein-I antibodies, anti-
phosphatidylserine/prothrombin, anti-cardiolipin antibodies, anti-pancreatic antibodies,
glycoprotein CUZD1, glycoprotein 2, anti-neutrophil cytoplasmic antibodies,

immunoglobulin A.
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13. Készdnetnyilvanitas

Nem hiszek a hagyomanyos koszonetnyilvanitasokban, mert nem hiszem, hogy egy-egy
Ember igazi értékét, az Eletemben betoltott szerepét, illetve hozzéjarulasét a szellemi és lelki
fejlodésemhez bele tudnam szoritani par rovidke mondatba. Nincsenek elhanyagolhatd
szerepek, és igazandibol nem hiszek a cimkékben sem. Igy rendhagyé modon szeretnék egy
Kicsit kreativan kdszonetet mondani azoknak az embereknek, akik végig kisértek eddigi
utamon a PhD felé féluton, illetve azoknak, akik majd a tovabbiakban is részei lesznek az
életemnek. Osszegytijtottem azokat az idézeteket, amik tobbiinkben tartottdk a lelket, illetve
iranyt mutattak azokban az idokben, amikor a legnehezebb volt latni a s6tétben, kitartani és
tudni az iranyt, amerre haladni szeretnénk a szellemi és lelki fejlodés dsvényein. Halam jeléiil
szeretettel:
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» Tételezziuk fel, példaul, hogy roppant szél fij odakint, és a honfitarsaimnak el akarom
magyarazni, milyen a viharos amerikai szél vagy hurrikan. Befogom tehat egy
szivarosdobozba, hazaviszem, és azt mondom: "Ezt nézd meg!" Nincs benne semmiféle szél,
ugye? Minthogy befogtuk. VVagy ha arra az érzésre vagy kivancsi, milyen egy folyo sodrésa,
én pedig hozok egy vodorrel beldle. Megsziint az aramlas abban a pillanatban, hogy vodorbe
tettem. Abban a pillanatban, hogy a dolgokat koncepcioba zarod, megsziinik az aramlasuk;
statikussa, halotta valnak. Egy megfagyott hulliam nem hulldm. Egy hulldm alapvetden
mozgéas, akcio; nem hullam, amikor megfagyasztod. A koncepciok fagyottak. A valdséag
cseppfolyds.” (Anthony de Mello - jezsuita atya)

,Practice makes perfect.” (Van Gogh) avagy ,,Sebaj, legalabb ezt is jol begyakoroltatok”
(Apa)
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»A legfontosabb dolog egy noénél, hogy szedje 0ssze magat! Szoval szedd Gssze magad
kislanyom!” (Apa)

,»AZ akarat megteremti az utat.”

»Az egész olyan bonyolult. Ha rossz szalat huz az ember vagy tal er6sen hizza, az egész
mindenség csak még jobban Osszegubancolodik. Vagy megoldhatatlanul kemény lesz a
csomo, hogy neki sem érdemes allni és ott kell hagyni. Nem maradhat az élet egy 6klomnyi
kemény gubanc.....” (Anna Gavalda: Szerettem 6t (j l'amais))

»AZ €l jol és bolcsen, aki tudja, hogy a kiizdelem az élet értelme. Es élvezi. Minél nehezebb,
annal inkabb. Es kiizd vidaman, jatékosan, hittel és énbizalommal.” (Muller Péter)

»Minden embernek kell, legyen egy feladata ebben az életben - kotelességen belil, vagy azon
feltl is talan -, mert kulénben nem lenne értelme annak, hogy él. Az emberi vilag tébb kell,
legyen, mint egy bonyolult szerkezetli gép, melyben minden ember egy fogaskerék szerepét
tolti be... Minden embernek kell, legyen egy feladata, egy titkos kiildetése, mely Istentdl
valo.”

(Wass Albert)

,uram, nem csodakért €s latomasokért fohaszkodom, csak erdt kérek a hétkéznapokhoz.
Tanits meg a Kis lépések miivészetére!” Antoine de Saint-Exupery: Fohasz

»Egyaltalan ne almodj kicsiket, mivel a kis almoknak egyaltalan nincs erejiik ahhoz, hogy
megmozgassak az emberek szivét.” (Goethe)

,.Ha szarnyak nélkil szilettél, hagyd, hogy kinéjenek!”” (Coco Chanel)

»A kaleidoszkopeffektus azt igéri: ha egy kicsit elmozditasz valamit a kedvezd iranyban az
életedben, akkor a nagy egesz életmintazat valtozik meg. Ez pedig nagy esély! Valtoztass, és
élvezd a pozitiv hozomanyokat!”” (Prof. Dr. Bagdy Emdke)

»When your legs are tired, walk with your heart.” (Coelho)

»Ha biciklivel indulsz valahova, nem nyomhatod le mindkét pedalt egyszerre, mert felborulsz.
Haladni csak ugy lehet, ha az egyik pedalt nyomod, a masikat elengeded. Nyomas és
elengedés egyutt: ez a haladas titka™ (Bruce Lee).

»A legmerészebb almaidat is megepitheted - de lassan. Téglanként. Minden tégla lerakésahoz
tirelem kell, kitart6 szorgalom, s féleg hit, hogy ebbdl végiil haz lesz. Minden egyes téglanal
latni kell a hazat! Ez a hit. (Mduller Péter)

,» 1€ nem hiszel a csodaban, tagadod? Nézd csak, nem gy6zhetlek meg, mert a csoda legfébb
ismertetdjele, hogy csodalatos - nem lehet bizonyitani, mint egy élettani tényt, nem lehet
fényképezni, sem eldre, mennyiségtani térvények szerint megjésolni €s kiszamitani. A csoda
megnyilatkozasi formait sem kdnnyli mindig érzékelni: nem jar mindig két 1abon, nem lehet
fényképezni, nincsenek telekkonyvi, sem anyakonyvi adatai. A csoda, egészen egyszeriien,
megnyilatkozik - s néha csak sokkal késobb értjiik meg, mi volt a csoda, hogyan avatkozott
életiinkbe, s mi volt e beavatkozasban a természetfolotti es csodalatos. A csoda lényegét nem
tudom megmutatni, sem bizonyitani. De gondolj talan arra, milyen felfoghatatlan és
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csodalatos igazi valdjaban mindaz, amit mindennapinak és természetesnek érzel: mar a letezés
ténye milyen csodaszeri! Az, hogy megsziilettél, élsz, s egy napon meghalsz! Mindezt
"természetes"-nek érzed? Akkor vaksi vagy és botfiilti. Mar a valosag is csoda, felfoghatatlan,
s minden természetes kellékével és anyagaval természetfolotti is! Miért is lenne e
valoszintitleniil bonyolult valdésagnal értelmetlenebb a csoda? A vilaglélek a csoda, mely
mindenben megnyilatkozik. Ezért vagyok hivé: mert a vilag lelke bennem is,
hétkoznapjaimban, szomoru és esendd sorsomban is megnyilatkozik.” (Marai Sandor)

"Ha nem merészkedsz a hulldmokba, sosem tanulsz meg uszni Orvénylé vizekben."
(R.Livingstone)

"A hegycsucsra sokfele Gt vezet. Vannak meredekebbek és kényelmesebbek. S a tdj is
kiilonbozd, ami a szemedbe tiinik, de azért ugyanazt a hegyet latod kiilonb6zo oldalairol.
Ezért hat légy tiirelmes onmagaddal szemben. Taldld meg a neked legmegfelelobb utat. De
légy tirelmes masokkal szemben is, akik masik Osvényt valasztottak. Se a te utad, se a
masoké nem az egyediil iidvozit6 Gt. Aki felfelé kapaszkodik, sokszor meghorzsolja magat,
1donként elesik. Ilyenkor fel kell allni, ne marad;j fekve. Amig ton vagy, nincs veled semmi
baj. A bels6 halal akkor kezdédik, amikor véglegesen letaboroztal a hegyoldalon.” (Popper
Péter)

“We often miss opportunity because it's dressed in overalls and looks like work” (Thomas A.
Edison)

,Csak az tud megmaszni egy hegyet, aki megadja a testének azt a figyelmet, amit
megérdemel. Annyi 1d6 all rendelkezésedre, amit az ¢élet megenged, men;j hat, és ne koveteld
azt, amit nem kaphatsz meg. Ha tal gyorsan mész, elfaradsz és féluton feladod. Ha tal lassan
mész, rad esteledhet és eltévedsz. Elvezd a tajat, a forrasok vizét és a gyiimolcsoket, mert a
természet nagylelki, de haladj tovabb.” (Paulo Coelho)

"Mindenki egy zseni. De, ha egy halat az alapjan itelsz meg, hogy milyenek a képességei a
fara méaszashoz, abban a hitben élheti le az egész életét, hogy hilye." (Albert Einstein)

"Ha nem allitunk magunk elé korlatokat, akkor azok nem is biztos, hogy ott vannak."
"Nothing is impossible, the word itself says | AM POSSIBLE" (Audrey Hepburn)

"Csak kétféleképpen élheted az életed. VVagy abban hiszel, a viligon semmi sem varazslat.
Vagy pedig abban, hogy a vilagon minden varazslat." (Albert Einstein)

"Only one thing makes a dream impossible: the fear of failure..." (Coelho)

"Only those who see the invisible can do the impossible” (Dr. Bernard Lown)

"Az élet nem arr6l sz6l hogy varjuk a vihar elvonulasat, hanem arrél, hogy megtanuljuk
hogyan kell tancolni az esében."

"A felfedezés Iényege: latni azt, amit mar mindenki latott, de olyat gondolni, amit senki més
nem gondolt réla." (Szent-Gyorgyi Albert)

“Az élet igazi, nagy vallalkozasai legtobbszor nem héstettek, hanem tiirelemjatékok.” (Marai
Sandor)
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“Egyikiink élete sem konnyii. Es akkor? Legyen benniink kitartas, és mindenekel6tt bizzunk
o6nmagunkban. Hinnunk kell benne, hogy tehetségesek vagyunk valamiben, és ezt a valamit -
kerll, amibe kertl- meg tudjuk valositani.” (Marie Curie)

“Barmihez, amit megtehetsz vagy megalmodsz fogj hozz4! A merészségben zsenialitas, erd és
varazslat rejlik.” (Goethe)

“Altaldban az az ember jut a legmesszebb, aki hajlandé merni és csinalni. Egy Gvatos hajo
soha nem jut messze a parttol.” (Dale Carnegie)

“Adassék nékem annyi lelki eré, hogy mindazt elfogadjam, amin valtoztatni nem tudok, és
batorsdg ahhoz, hogy mindazt megvaltoztassam, amire képes vagyok, és bolcsesség ahhoz,
hogy el ne tévedjek kodzottuk.” (Friedrich Oetinger)

"I can't think about that right now. If I do, I'll go crazy. I'll think about that tomorrow."
(Scarlett O'Hara - Gone with the wind)

Mindennek van hatara, de megkerljiuk. (Rejté Jené)

"A célt tudom, még szazszor el nem érem.

Mit sem tesz. A cél voltaképp mi is?

A cél, megsziinte a dicsd csatanak,

A cel halal, az élet kiizdelem,

S az ember célja a kiizdés maga." (Madach Imre: Az ember tragédiaja)

10 Lessons from Einstein by Paulo Coelho

1. Follow Your Curiosity “I have no special talent. I am only passionately curious.”

2. Perseverance is Priceless “It’s not that I’m so smart; it’s just that | stay with problems
longer.”

3. Focus on the Present “Any man who can drive safely while kissing a pretty girl is simply
not giving the kiss the attention it deserves.”

4. The Imagination is Powerful “Imagination is everything. It is the preview of life’s coming
attractions. Imagination is more important than knowledge.”

5. Make Mistakes “A person who never made a mistake never tried anything new.”
6. Live in the Moment “I never think of the future — it comes soon enough.”
7. Create Value “Strive not to be a success, but rather to be of value.”

8. Don’t be repetitive “Insanity: doing the same thing over and over again and expecting
different results.”
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9. Knowledge Comes From Experience “Information is not knowledge. The only source of
knowledge is experience.”

10. Learn the Rules and Then Play Better “You have to learn the rules of the game. And

then you have to play better than anyone else.”
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14. Fuggelék
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