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I. Bevezetés
I.1. Crohn betegség

A Crohn betegség (Crohn’s disease, CD) a colitis ulcerosaval (ulcerative colitis, UC)
egylitt képviselik a gyulladasos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases, IBD) két f6
entitasat. A betegség nevét Burril B Crohn (1884 - 1983) amerikai gasztroenterologusrol
kapta, aki 1932-ben kollégaival (Gordon Oppenheimer és Leon Ginzburg) kozolte a
betegséggel kapcsolatos megfigyeléseit, melyet regionalis ileitisnek nevezett (1).

A CD az emésztérendszer hullamzo lefolyasu, kronikus gyulladasos betegsége, melyet
aktiv (relapszus) és inaktiv (remisszio) periddusok jellemeznek. A gasztrointesztinalis
traktus barmely szakasza érintett lehet a szajiiregt6l az anusig. A gyulladas szakaszosan,
nem Osszefliggd jelleggel jelenik meg a nyalkahartyan, azonban a bélfal teljes
rétegvastagsdgara kiterjed. A nyalkahartya jellegzetes mintdzata az utcakd rajzolat. A CD
tipusos szovédményei a bél lumen sziikiiletek, hasiiregi és végbéltaji talyogok, sipolyok

(2).

I.1.1. Epidemiologia

Az IBD el6fordulasara vilagszerte novekvo tendencia jellemz6 mind a felnéttkori, mind a
gyermekkori kezdet vonatkozasidban, kisebb kiillonbségeket mutatva a foldrajzi
elhelyezkedés fiiggvényében. Eszak-Amerikat, Nyugat- és Eszak-Eurépat tekintve a 20.
szazad 2. felében meredeken nétt az IBD incidenciaja, azonban az 1990-es évektdl kezdve
stabilizalodni latszik ez a mutat6. Az utébbi 3 évtizedben egyre inkdbb stagnalod
incidenciarél adnak szamot a felmérések, toretleniil emelkedd prevalencia mellett. Azsia,
Dél-Amerika, Kelet-Eurdpa orszagaiban viszont az el6z6 évtizedekben indult meg az
incidencia rohamos emelkedése — feltehetéen az ‘“‘elnyugatiasodds” folyamatdnak
kovetkeztében. A CD legmagasabb incidencia értékét Ausztralidban regisztraltak (29,3/
100 000 lakos), prevalenciaja Eszak-Amerika és Nyugat-Eurépa egyes teriiletein mar
meghaladja a 0,3%-ot. Az IBD barmely életkorban megjelenhet, azonban CD-ben 20-30,
UC-ben 30-40 éves kor kodzott incidencia csucs figyelheté meg (3, 4).

Magyarorszagon Veszprém megyébdl szarmazd adatok alapjan az IBD incidenciaja
tobbszords emelkedést mutat az utobbi évtizedek alatt. Ennek eredményeként 2002 és 2006
kozott CD esetében mar 8,9; UC-ben 11,9-es értéket tapasztaltak 100 000 lakosra

vonatkoztatva, melyek elérik a nyugat-europai orszagokra jellemz6 szintet. A megfigyelt



emelkedd tendencia hatterében felmeriil kornyezeti tényezOk szerepe, valamint a
diagnosztikai eszk6zok érzékenységének fejlédése (5, 6).

A betegek tobb mint negyedénél az IBD megallapitasa gyermek-, vagy serdiilékorban
torténik. A 20 évnél fiatalabb korosztalyon beliil a betegség kezdete leggyakoribb a késoi
tizenéves korban, azonban a betegek 4%-at 5 éves kor el6tt diagnosztizaljak (7). Tébb mint
30 orszagbdl szarmaz6 adatokat feldolgozé tanulmanyok arra kovetkeztettek, hogy a
gyermekkori IBD incidenciajaban is altalanos, nemzetkozi emelkedés figyelheté meg,
kifejezetten a CD esetében. A legmagasabb értékeket (12-14/ 100 000 lakos) észak-

eurdpai, valamint észak-amerikai allamokban regisztraltak (8, 9).

1.1.2. Etioldgia, pathomechanizmus

[ SN4

ismeretek alapjan genetikai és kornyezeti hatdsok interakcioja jelenti a CD etiologiai
hatterét (10). A pathomechanizmust tekintve valoszinlileg az immunszabalyozas zavara
jatszik elsddleges szerepet a betegség kifejlodésében, elsésorban a normal bélfloraval
szembeni koros immunvélasz vezet a kronikus bélgyulladas kialakulasahoz. Ezek alapjan a
CD altalanosan egy immunmedidlt allapotként hatarozhatd meg, mely genetikailag
fogékony egyénekben alakul ki, akikben a betegség kezdetét kornyezeti faktorok (pl.
taplalkozas, mikrobiologiai agensek, gyogyszerek) idézik el6. A genetikai adottsagok
els6sorban az immunrendszer miikodését befolyasoljak. A kornyezeti Osszetevok a bél
nyalkahartya barrier funkciojara, a bélrendszer mikrobiologiai egyensulyara gyakorolnak
hatast, mely altal a bélrendszerhez kothetd immunvalaszok tulzott stimulacidjat
okozhatjak. A betegség hatterében all6 tényezok kiilonboz6é mértéki jelenléte miatt a
pathogenezis molekularis szinten egyedivé valhat az egyes betegeknél, mely a személyre
szabott terapias megoldasok sziikségességére hivja fel a figyelmet (11).

A csaladi anamnézis szerepét vizsgalva megallapitottdk, hogy a CD eldfordulasa elso-,
masod- valamint harmadfoku rokonok esetében is fokozott kockazatot jelent (12).
Azonban az esetek minddssze 13,1%-a magyarazhaté a CD asszocidlt génvaltozatok
orokloédésével, mely tény az epigenetikai és egyéb kornyezeti faktorok jelentéségét emeli
ki (13).

Jelenleg a genetikai mutaciok tesztelése CD-ben csupan kutatasi célokat szolgal, egyeldre

nem bizonyitott a hasznosulasuk sem a diagnosztika, sem a kezelés szempontjabol (10).



A CD-vel kapcsolatos genetikai vizsgalatok egyrészt a betegség pathomechanizmusanak
megértésére, tisztazasara, masrészt 1j lehetséges terdpias célpontok felfedezésére
iranyulnak. Genomszinti asszociacios vizsgalatok (GWAS) soran 163 locust azonositottak,
melyek Osszefiiggésben allnak az IBD-vel, ezek koziil 30 kapcsolddik specifikusan a CD-
hez. Az azonositott gének termékei fontos szerepet jatszanak az immunrendszer
érzékenységének és valaszkészségének szabalyozasaban a bél nyalkahartyaval érintkezd
mikrobakkal szemben. Az IBD-ben kimutatott bizonyos génvariansok, polimorfizmusok,
mutaciok jelenléte a kodolt fehérje diszfunkciojat okozhatja, ami hozzajarul az IBD-hajlam
kialakuléséhoz.

A NOD2 egy bélhamsejtek és monocita-szer(i immunsejtek altal termelt citoszolikus
mintazat felismerd receptor, mely az intracellularis baktériumokkal szembeni immunitast
szabalyozza. Emellett részt vesz a velesziiletett immunfolyamatok moduldlasdban az
interleukin-23 (I1L-23) gatlasa altal. A NOD2-nek szabalyozo szerepe lehet a bélrendszer
mikrobiologiai Osszetételére nézve is, human vizsgalatban kapcsolatot fedtek fel a NOD2
kockazatot jelent6 alléljei és az Enterobacteriaceae fajok fokozott jelenléte kozott (11).

Az autofagia az epithel sejtek mechanizmusa, mely altal képesek -citoplazmatikus
anyagokat lizoszomalis uton lebontani. Az autofagia fontos szerepet jatszik az invaziv
baktériumfajok szaporodasanak gatlasaban (13). A GWAS soran az autofagiaért felels
génekben (ATG16L1, IRGM, LRRK2) is felfedeztek polimorfizmusokat Crohn
betegeknél. Az autofagia mechanizmusanak defektusa kedvezé a CD-asszocialt adherent-
invasive Escherichia coli (AIEC) baktériumok intracellularis elszaporodasanak, mely
hozzéjarulhat a CD kialakulasahoz.

Az 1L-23 receptorbol kiindul6 jelatvitel fokozott Th17 valaszt eredményez és csokkenti a
regulatorikus T-sejtek differencialodasat és az antiinflammatorikus IL-10 termelését. A
Th17 valasszal 6sszefliggd citokinek emelkedett szintet mutatnak a gyulladasos bélbetegek
szérumaban. Valoszinlisithetden a Th17 valasz féktelen, szabalyozatlan mitkddése jatszik
szerepet a CD-ben észlelheté gyulladas kialakuldsaban. Ebbdl adédoan az IL-10, az IL-23
¢s receptoraik egyes génvaridnsai és mutacioi jelentds tényezdk lehetnek a CD-re valo
fogékonysag hatterében.

A bélrendszer mikrobai elengedhetetleniil fontosak a gazdaszervezet immunrendszerének
alakitasaban. A mikrobioldgiai Osszetétel alapvetéen befolyasolja a regulatorikus T-sejtek
miikddését. A mikrobak metabolizmusanak termékei, kifejezetten a rovid szénlach

zsirsavak (Faecalibacterium prausnitzii) és a poliszacharid A (Bacteroides) indukalhatjak



a regulatorikus T-sejt valaszt, ezaltal korlatolva a Th17 valaszt, mely felelds lehet a CD-
ben fennall6 gyulladasért (11).

Ismert jelenség CD-ben ¢s UC-ben egyarant a bélrendszer mikrobidlis sokféleségének
besziikiilése. Crohn betegeknél végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy a genetikai
adottsagok és a betegség lokalizacioja Osszefiiggenek a bélnyalkahartya megvaltozott
mikrobialis Osszetételével. Elsésorban a Firmicutes torzs (Faecalibacterium prausnitzii)
aranyanak csokkenését és az Enterobacteriaceae csalad (E. coli) aranyanak novekedését
figyelttk meg. CD-ben gyakrabban fordulnak eld szerzett virulencia faktorok
kovetkeztében fokozottan adheziv és invaziv E. coli baktériumok (AIEC). Ezek
ellenallébbak az autofagiaval szemben, ezaltal képesek perzisztalo gyulladasos
valaszreakciot fenntartani nagy mennyiségii tumor necrosis factor-o. (TNF-a) termelédése
mellett.

A CD aktiv fazisaban a bél nyalkahartya fokozott permeabilitasat figyelték meg, mely altal
a baktériumok ¢és egyéb antigének bejuthatnak a submucosa rétegébe, kivaltva a
velesziiletett immunrendszer aktivaciojat (11, 14).

IBD-ben szenvedd betegek bél nyalkahartyajaban eltéré gomba florat is megfigyeltek
egészséges egyénekhez képest. Felmeriilt a virusok potencialis szerepe is a CD
pathogenezisében. Széklet mintdkbol betegség specifikus virus profilt is azonositottak. A
bakteriofagok szerepet jatszhatnak a bakteridlis bélflora dsszetételének megvaltozasaban.
Az étrend, a dohanyzas, az antibiotikum hasznalat olyan kornyezeti koriilmények, melyek
magas kockazatot jelenté mikrobialis Osszetételt eredményezhetnek a CD-re iranyulo
fogékonysag tekintetében (11). A dohanyzas, mintegy megkétszerezi a CD kockazatat,
melyben a passziv dohanyzas szerepét is leirtak. A csecsemdkori antibiotikum-hasznalat
szintén noveli a fogékonysagot CD-re. A taplalkozast tekintve az élelmi rostok bevitelének
csokkenése és a telitett zsirsavak, cukrok talzott bevitele mutat kockazatfokozo hatast.
Szamos egyéb kornyezeti faktor (pl. non-szteroid gyulladascsokkenték, nyomelemek,
vitaminok) Osszefliggését is vizsgaltdk a CD-vel, melyek azonban nem mutattak
egyértelmii eredményeket. Az azonositott kornyezeti 6sszetevOk kockdzatfokozd hatasa
viszont nem figyelheté meg egyontetiien minden populécié esetében (10, 13).

Az ¢életmodbeli tényezok kozil az alvaszavar, a stressz, a depresszido magasabb kockazatot
jelentenek a CD-re nézve, a rendszeres fizikai aktivitas viszont kockazatcsokkentd hatasu

(10).



Egy nagy esetszamt kohorsz vizsgéalat soran magasabb CD incidenciat figyeltek meg
appendectomian atesett egyének kozott, ugyanakkor az appendectomia és a CD kapcsolata

vitatott (15).

1.1.3. Klinikai kép

A Crohn betegek tipikusan kronikus hasmenés, hasi fajdalom, fogyas, faradékonysag
tiinetegyiittesével jelentkeznek. A hasi fajdalom legtobbszor gorcsos jellegli és a jobb also
kvadransra lokalizalodik. Vastagbél érintettség esetén a széklet véressé, nyakossa valhat,
emellett végbélvérzés is megjelenhet. Egyeseknél hanyinger, héemelkedés, 14z is felléphet.
A betegek tobb mint felénél megfigyelhetok extraintesztindlis manifesztaciok, melyek a
bérre (erythema nodosum), szaj nyalkahartyara (aphtak), iziiletekre (arthritis, arthralgia),
szemre (uveitis, episcleritis), majra (cholangitis) terjedhetnek ki. A hullamzo, kronikus
lefolyas kovetkeztében a betegek ¢élethosszig tartd gasztroenterologiai gondozast
igényelnek. A CD-re a hullamzé lefolyds mellett progresszivitas is jellemzd: a betegség
elérehaladtadval n6é a komplikaciok eldéfordulasa, melyek a bélrendszer folyamatos
szerkezeti és funkcionalis karosodasat eredményezik. A bél lumen szikiiletek, talyogok,
sipolyok a betegek kb. felében idével kialakulnak, melyek miatt gyakran sebészi
beavatkozas valik sziikségessé (13). A perianalis fistulak végbélnyilas koriili fajdalmat,
folyamatos valadékozast, fajdalmas székletiiritést, széklet inkontinenciat okozhatnak, mely
panaszok az életmindség tovabbi jelentds romlasat idézik elé. A perianalis és hasiiregi
talyogok potencialis szepszisforrast jelentenek. A CD sulyos, elhanyagolt eseteiben a bélfal
perforaciojaval is szembesiilhetiink. Tovabbi lehetséges komplikaci6 a gyulladas
raterjedése a kornyezd szervekre (pl. hugyholyag, méh) és kovetkezményes hasiiregi
Osszenovesek képzddése.

A kiterjedt €s tartosan fennalld bélrendszeri gyulladas, gatolva a tdpanyagok felszivodasat,
sok esetben sulyvesztéshez, hianyallapotokhoz vezet. A legjellemz6bb hianyallapotok koz¢
a kalcium, cink, vas, folsav, B12- és D-vitamin hidny tartoznak. A vas és B12-vitamin
hiany gyakori okai a CD-ben kialakuld vérszegénységnek. A malnutrici6 ndveli a
fertézésekre valo fogékonysagot és a mortalitast. Crohn betegek kozott kozel kétszer
gyakoribb a szorongés ¢és a depresszid eléforduldsa az egészséges populacidhoz képest,
melyben szerepet jatszanak a kronikus hasi fijdalom és a betegséggel Osszefliggd

alvaszavarok (10).



Gyermekkorban figyelemfelhivd lehet a nodvekedésben és sulygyarapoddsban vald
elmaradas, mely akar évekkel is megeldzheti az intesztindlis tlinetek megjelenését. A
gyermekkori CD tovabbi jellegzetes tiinetei a vérszegénység, laz, iziileti panaszok, a
pubertas késése, elégtelen csont mineralizacio (7, 16).

A betegek prognosztikai csoportositasara elsésorban a Montreal klasszifikacié hasznalatos,
mely a diagnoziskori életkort, a betegség kiterjedését ¢és viselkedését veszi figyelembe (1.
tablazat) (17). Gyermekgyogyaszati pacienseknél ajanlott a Paris klasszifikacidé hasznalata
is, mely az elébbi modositott valtozata (18). A betegség kezdetét tekintve a 9-10 évesnél
idésebb gyermekeknél tobbnyire jellemzé — a felndttkori kezdethez hasonléan — a
terminalis ileum gyulladasa. Ezzel szemben az 5 évnél fiatalabbaknal sokkal gyakrabban
észlelhetd a vastagbél izolalt érintettsége mas korcsoportokhoz képest. A perianalis
lokalizacio és a betegség viselkedése viszont nem mutat kiilonbséget a kezdet életkoranak
fiiggvényében. Nagy esetszamu vizsgalatok alapjan arra kovetkeztettek, hogy a
gyermekkorban és a felndttkorban kezd6dé CD viselkedése és lefolyasa nem kiilonbozik
szignifikansan. A diagndzis idején az esetek koriilbeliil 20%-anal tapasztalhato strikturaléd
vagy penetralo viselkedés, amely arany folyamatosan ndvekszik a betegség fennallasanak

éveivel (7, 18).

¢életkor a diagnoziskor Al <17 év
A2 17-40 év
A3 >40 év
a betegség kiterjedése L1 ileum
L2 colon
L3 ileum és colon
L4* fels6 gasztrointesztinalis szakasz
a betegseg viselkedése Bl nem strikturalo, nem penetralo
B2 strikturalo
B3 penetrald
p** perianalis érintettség

*L4 kombinalodhat L1-L3-mal
**p kombinalodhat B1-B3-mal

1. Tablazat: Montreal klasszifikacio.




I.1.4. Diagnosztika

A CD diagnozisa a klinikai tiinetek mellett laboratoriumi, radioldgiai, endoszkdpos és
szovettani vizsgalatok eredményeinek egyiittes figyelembevételével sziiletik meg.

A beteg panaszai alapvetden a betegség lokalizacigjatol, viselkedésétol és a gyulladas
stlyossagatol fliggenek. A has fizikalis vizsgalata soran gyakran észlelhetd terime a jobb
als6 kvadransban, mely utalhat megvastagodott bélkacsok vagy talyog jelenlétére is. A
perianalis régio vizsgalataval boérléziok, fissurdk, fistulak fedezhetOk fel. A betegek
gondozasa a gyulladasos aktivitasnak, a betegség kiterjedésének és a szovodmények
meglétének rendszeres felmérését, értékelését foglalja magaba.

A gyulladés kiterjedésének, aktivitasanak megitélése, a lehetséges komplikacidok

prognosztizalasa kiemelt jelentéséggel bir a terapias dontéshozatalban (13).

1.1.4.1. Aktivitasi indexek

A CD aktivitasanak megitélésére a jarobeteg szakrendeléseken is egyszertien kiszamithatd
pontrendszereket fejlesztettek ki, melyek jelentds részben a beteg tiinetein, szubjektiv
panaszain alapulnak. A kapott pontszam alapjan a betegek aktiv (relapszus) vagy inaktiv
(remisszid) csoportokba sorolhatok, illetve egyes indexek megkiilonboztetnek enyhe és
kozepes-sulyos aktivitasu allapotot is. Az index meghatarozasa jelenti az allapotfelmérés
alapjat, ezaltal a terapiara adott valasz ellendrzésére is szolgal.

A Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) a hasmenés stlyossaga, az altalanos allapot és a
komplikaciok mellett figyelembe veszi a hematokrit érték és a testsuly eltérését is (19). A
Harvey-Bradshaw Index (HBI) szamitasa csak klinikai paramétereken alapul, mely
egyszerli és gyors meghatarozast tesz lehetové (2. tablazat) (20). Szamos egyéb
pontrendszer is kidolgozasra keriilt (pl. van Hees Index, Inflammatory Bowel Disease
Questionnaire), melyek tobbé-kevésbé terjedtek el a gyakorlatban (21).

Fiatalkoru betegeknél a Paediatric Crohn’s Disease Activity Index (PCDAI) a leginkabb
alkalmazott pontrendszer, mely szamitasba vesz laboratoriumi paramétereket, és tényezoi

kozott szerepel a testi fejlédésben valo elmaradas is (3. tablazat) (22).



Klinikai valtozok Crohn-betegségben Pontszam

Altalénos allapot, kozérzet 0: jo, 1: kdzepes, 2: gyenge,

3: nagyon gyenge, 4: nagyon rossz

Hasi fajdalom eréssége 0: nincs, 1: enyhe,

2: kozepes, 3: sulyos

Folyékony vagy laza székletek szama egy nap | 1 pont/alkalom

alatt
Hasi terime 0: nincs, 1: kérdéses,

2: biztos, 3: biztos és nyomasérzékeny
Komplikaciok: 1 pont/komplikaciod

» arthritis vagy arthralgia
* iritis vagy uveitis

* erythema nodosum

* pyoderma gangrenosum
* aphthosus 1¢éziok

* analis fissura

* 1 fistula

* talyog

2. Tablazat: A HBI szamitasa.



vizsgalt paraméterek

Pontszam

anamnézis, panaszok

Altalanos allapot, kozérzet,
korlatozottsag az ¢életkornak
megfelelé napi cselekvésekben

0: jo, nincs korlatozottsag a napi cselekvésekben
5: kozepes, alkalmanként korlatozottsag a napi
cselekvésekben

10: nagyon rossz, gyakori korlatozottsag a napi
cselekvésekben

Hasi fajdalom erdéssége

0: nincs
5: enyhe,
10: kézepes-stlyos

sz€kletek szama egy nap alatt

0: 0-1 folyékony, nem véres széklet

5:>2 laza széklet kevés vérrel, vagy 2-5 folyékony
sz€éklet

10: jelentds vérzés, vagy >5 folyékony széklet,
vagy ¢éjszakai hasmenés

laboratoriumi paraméterek

hematokrit: <10 éves
11-19 éves lany
11-14 éves fin

15-19 éves fiu

0: >32%; 2,5: 28-32%); 5: <28%
0: >33%; 2,5: 29-33%; 5: <29%
0: >34%; 2,5: 30-34%; 5: <30%
0: >36%; 2,5: 32-36%; 5: <32%

vorosvértest-siillyedés

0: <20 mm/h
2,5: 20-50 mm/h
5: >50 mm/h

szérum albumin

0: >34 g/l
5:31-34 g/l
10: <31 g/l

fizikalis vizsgalat

testtomeg

0: stlygyarapodas
5: stagnalas vagy 1-9% stlyvesztés
10: >10% sulyvesztés

a testmagassag percentilis
értékének csokkenése diagnoziskor
a betegseég elotti allapothoz képest

0: nincs, vagy savon beliil
5: 1 savval lejjebb
10: > 2 savval lejjebb

a testmagassag novekedésének
liteme a kovetés soran

0: >-1SD
5: < -1SD és > -2SD
10: <-2SD

a has tapintési lelete

0: nincs nyomasérzékenység, nincs terime

5: nyomasérzékenység, vagy nem érzékeny terime
10: nyomasérzékenység, izomvédekezés, hatarozott
terime

perianalis tiinetek

0: nincs, vagy reakciomentes borfliggelékek
5:1-2 nem aktiv fistula, nincs érzékenység
10: aktiv valadékoz6 érzékeny fistula, vagy talyog

extraintesztinalis manifesztaciok
(laz, arthritis, uveitis, erythema
nodosum, pyoderma gangrenosum)

0: nincs
5:1
10:>2

3. Tablazat: A PCDAI szamitasa.




1.1.4.2. Laboratoriumi diagnosztika

A laboratériumi vizsgalatok fontos szerepet jatszanak a CD differencidl-diagnosztikajaban,
a gyulladasos aktivitds felmérésében €s a terapidra adott valasz monitorozasdban is.
Azonban a klinikai laboratoriumi diagnosztikaban jelenleg nem ismert olyan paraméter,
mely specifikus lenne a CD diagnézisanak megalkotasara, vagy az aktivitas megitélésére
vonatkozoan. Szamos markert vizsgaltak mar, — elsésorban vérb6l, de székletbdl és
vizeletbdl is — melyek jelezhetik a bélrendszer gyulladasat CD-ben, azonban eddig csupan
néhany valt koziiliik széleskortien alkalmazotta a klinikai gyakorlatban (23).

A CD aktivitasanak megitélésére a C-reaktiv protein (CRP) a legszélesebb korben
alkalmazott gyulladast jelzé marker (24). A CRP a m4j altal proinflammatorikus citokinek
hatasara termelt nem specifikus akut fazis fehérje. A CRP jelentds diagnosztikus értékkel
bir az aktiv CD és a funkciondlis bélbetegségek, tovabba az aktiv és inaktiv CD
elkiilonitésében (25). A CRP elénye, hogy viszonylag rovid féléletidejének (~19 ora)
koszonhetden gyorsabb valaszkészséggel rendelkezik, mint a legtobb akut fazis fehérje,
ezaltal alkalmas a terapia hatékonysaganak szoros ellenérzésére is (23). Megfigyelték,
hogy a CRP gyengén korrelal az endoszkoppal észlelt aktivitassal, valamint az enyhe -
mérsékelt fokban aktiv betegek jelent6s hanyadanal nem mutat emelkedést. A gyulladdsos
bélbetegek hozzavetdleg 15%-aban pedig egyaltalan nem alakul ki CRP valasz. lzolalt
vékonybél érintettség esetén szintén alacsony szenzitivitast irtak le. Ebbol adodoan egy
negativ CRP teszteredmény Onmagaban nem alkalmas az aktiv gyulladdsos allapot
biztonsagos kizarasara (26, 27). Mddszertanilag a CRP mérésére a nagy érzékenységl
hsCRP (high sensitivity CRP) teszt hasznalatos a klinikai laboratoriumokban.

A hsCRP mellett a vorosvértest-siillyedést is széles korben alkalmazzak az IBD aktivitasi
markereként, kiillonosképpen gyermekeknél, mivel ez a PCDAI szamitasanak egyik eleme
is. Elénye, hogy olcsd és egyszerli vizsgalat, értékét azonban szamos individualis és
pathofizioldgiai tényezé befolyasolja, emiatt specificitasa meglehetésen alacsony IBD-ben.
A hsCRP-nél lassabban reagal a gyulladasos aktivitas valtozasaira, ezért kevésbé alkalmas
a terapia hatékonysaganak ellendrzésére (25), tovabba a vékonybél gyulladasa esetén az
érzékenysége sem megfeleld (28).

Megfigyelték, hogy aktiv CD-ben emelkedett trombocitaszam jellemz6 Szemben a
fert6zéses eredetii hasmenéssel (24, 25). A trombocitaszam viszonylag széles referencia
tartomannyal rendelkezik ¢és emelkedéséhez tobbek kozott a vashianyos allapot is

hozzajarulhat, emiatt kevésbé informativ aktivitasi marker (29, 30).
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Ismert, hogy az IBD aktiv fazisaban jellemz6 a fehérvérsejtszam emelkedése is. Kiilondsen
a talyogok jelenléte erdteljesebb granulocitaszam emelkedést eredményezhet. A
fehérvérsejtszam specificitasa viszont meglehetdsen alacsony, emiatt kevésbé hasznos
aktivitasi markernek tartjak (24, 31).

Megfigyelték, hogy a szérum orosomucoid jol korrelal az IBD aktivitasaval, ezért hasznos
a betegek kovetésében. Hosszabb féléletideje (5 nap) miatt viszont Kkorlatozottan
alkalmazzak a gyakorlatban (31, 32).

Egyes pro- és anti-inflammatorikus citokinek (pl. TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10)
expresszidja markansan emelkedik a gyulladt bélnyalkahartydban az IBD aktiv fazisaban,
azonban szérum szintjiik nem mindig valtozik ezzel 0sszhangban, emiatt diagnosztikus
értékiik kérdéses (24, 28).

Egyebek mellett felmeriilt még a szérum P2-mikroglobulin, a szolubilis adhézids
molekuldk és a neutrofil elasztazok potencidlis szerepe is a CD laboratoriumi
diagnosztikdjaban. Egyes kozlemények hasznosnak talaltak ezeket az aktivitas
értékelésében, de diagnosztikus teljesitményiik gyengébbnek bizonyult a klasszikus
gyulladasos paraméterekéhez képest, megitélésiik tobbnyire ellentmondasos (28).

A kronikus gyulladas okozta felszivodasi zavar és vérzés gyakran hianyallapotokhoz,
vérszegénységhez vezet. A malnutricid €s az anaemia felderitéséhez tobbek kozott a
vérkép, a vashaztartds paraméterei, a B12 vitamin ¢és folsav szintek, valamint a szérum
albumin mérése nyujt informaciot. Vese- és majfunkcios vizsgalatok, virus szerologiai
vizsgalatok a gyogyszeres terdpia tervezéséhez, a mellékhatasok ellendrzéséhez
sziikségesek (29).

A szerologiai markerek koziil az ASCA (anti-Saccharomyces cerevisiae antibody) és p-
ANCA (perinuclear anti-neutrophil cytoplasmic antibody) teszteket végzik el IBD gyanuja
esetén. Segitséget nyujthatnak a CD ¢és az UC differencialasaban, bar alacsony
szenzitivitasuk miatt diagnosztikus értékiik csak kiegészitd szereppel bir. A pozitiv ASCA
és negativ p-ANCA eredményeket a CD-re utalo jelnek tekintik (33, 34).

A széklet markerek jelentds teret nyertek a CD laboratoriumi diagnosztikajaban az utdbbi
egy-két évtizedben. Elényiik, hogy nagyobb specificitast mutatnak a bélrendszeri
gyulladasos allapotokra nézve (bélrendszerre nézve szelektiv gyulladasos markerek).
Hatranyuk a magas egyéni variabilitas (23). Koziilik a calprotectin és a lactoferrin a
legtobbet vizsgalt és a gyakorlatban is elterjedt aktivitasi markerek, melyek a
bélnyalkahartyaba migralo fehérvérsejtek altal termelt antimikrobialis fehérjék. A széklet
markerek Kifejezetten hasznosak, ha egy aktivitas tiineteit mutatd beteg hsCRP szintje nem
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emelkedett. A calprotectin magas negativ prediktiv értékkel rendelkezik az IBD és az IBS
elkiilonitésében, alkalmazhatoé a relapszus prediktoraként is (25). Aktivitasi markerként
magas ¢érzékenységet mutat a vastagbél gyulladasara nézve és korreldl az endoszkdpos
aktivitassal. Ugyanakkor izolalt ileum érintettségben kevésbé szenzitivnek tlinik, tovabba
nem eléggé specifikus IBD-re: értéke infekciok, colorectalis carcinoma esetén is lehet
emelkedett (29, 35, 36). A calprotectin napokig stabil a székletmintaban. Méréséhez
ELISA és immunkromatografias gyorstesztek is rendelkezésre allnak (25). Labortechnikai
szempontbol azonban a széklet fehérjeszintek interpretalasa nehézkes a széklet
inhomogenitasa, a mintadk valtoz6 viztartalma és az egyezményes cut-off értékek hianya
miatt (35). Hatranyt jelenthetnek a mintavétellel kapcsolatos nehézségek is.

A vizeletfehérjék informacios értéke a CD vonatkozasaban maig feltérképezetlen
terliletnek szdmit. A vizeletfehérjék koziil eddig a mikroalbuminrdl szamoltak be, mely az
aktivitas indikatora lehet IBD-ben (37, 38). Tobbféle vizeletbdl mért molekula is kutatasok
targyat képezi jelenleg, melyek a CD potencialis aktivitdsi markereiként szolgalhatnak a
késobbiekben (24). Példaul a vizelet neopterin korrelaciot mutat a CD aktivitasaval,

ugyanakkor nem specifikus marker (31).

1.1.4.3. Képalkot6 diagnosztika, endoszkdpia, korszovettan

Mind a diagnozis megallapitasakor, mind a betegek gondozéasa soran szerepet kapnak a
képalkotd eljarasok. A hasi ultrahang a megvastagodott bélszakaszok, talyogok
kimutatasara szolgalhat, tovabba a hasi szervek altalanos allapotanak megitélését is
lehetové teszi (39). CT és MRI vizsgalatokat altalaban mitétek eldtt végeznek a bélfal
elvaltozasainak ¢és a talyogok pontos lokalizacigjanak meghatdrozdsara. Az MR-
enterografia a vékonybél érintettség, fistuldk felderitésében jelent segitséget. A képalkoto
vizsgalatok szerepe ndvekszik a betegek gondozasa soran a komplikéaciok szlirésében ¢€s a
terapiara adott valasz kovetésében (13).

Tovébbra is az endoszkdpia jelenti a CD diagnosztizaldsidban ¢&s aktivitdsanak
megitélésében is a “gold standard” vizsgalomoddszert. Ennek soran attekintd képet kap a
szakorvos a gyulladas kiterjedésérdl ¢és stlyossagarol, tajékozodhat szilkiiletek,
fistulanyilasok  jelenlétérdl, lehetdség nyilik szdvettani mintavételre, valamint
daganatsziirésre is. Az endoszkopos indexek szamitdsa segitséget nyujt a nyalkahartya
allapotvaltozasanak  id6beli  kovetésében (10). Hatranya, hogy az invaziv

vizsgalomodszerek kozé tartozik, megterheld a betegek — kiilonosképpen a gyermekek —
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szdmara, tovabba miszerigényes €s a vele jard kockazat sem elhanyagolhat6 (pl. iatrogén
perforatio) (26).

A kapszula endoszkopiat a vékonybél érintettségének feltérképezésére alkalmazzak,
elsésorban olyan esetekben, amikor IBD-re jellegzetes tiinetek mellett a hagyomanyos
endoszkopiaval attekinthetd tapcsatorna szakaszokon nem észlelhetd elvaltozas.

A CD szovettani jellegzetességei a bélfal teljes vastagsadgara kiterjedd gyulladasos
infiltracié mellett a nyiroktlisz6k Osszeolvadasa, a mirigy metaplasia és Kkiemelten az
epitheloid granuloma képz6dés. Granulomak (megkiilonboztetd jellemzd) csak a betegek
egy részénél azonosithatok. A szdvettani jegyek tdmpontot jelenthetnek, de meglétiiknek

vagy hianyuknak altalaban kisebb klinikai jelentdséget tulajdonitanak (13).

1.1.5. A terapia irdnyvonalai

Mivel jelenleg a CD pontos etioldgidja nem ismert, kurativ terapia egyelére nem érhetd el.
Az alkalmazott terapia elsédleges célja a remisszid elérése (indukcid), annak hosszi tava
fenntartasa és a komplikaciok kialakulasanak megel6zése (fenntarto kezelés). Napjainkban
kétféle kezelési stratégia hasznalatos: a hagyomanyos, “step-up” stratégia lényege, hogy
kezdetben kevésbé agressziv gydgyszerelést alkalmaznak, majd sziikség szerint haladnak
az erGsebb szerek felé. Ezzel szemben a “top-down” stratégia korai er6teljes
immunszuppressziv terapia bevezetésével célozza meg a remisszio elérését, majd ezt
kovetden fokozatos leépités torténik (10). Egy multicentrikus randomizalt tanulmanyban a
korai kombinalt immunszuppressziv terapia hatékonyabban indukalt remissziot, €s szteroid
dependencia szempontjabdl is kedvezObb kimenetelt mutatott, mint a hagyomanyos
kezelési stratégia (40). A konkrét hatdanyagok és dozisok kivalasztidsa alapvetden a
gyulladas stlyossagatol, a betegség lokalizacigjatol, viselkedésétdl €s a korabbi terapiara
adott valasztol fiigg. Ezen felil ajanlott az egyénre jellemzd prognosztikai faktorok
figyelembe vétele és a valasztandd terapia kockdzat/haszon ardnyanak egyedi értékelése
(41). A hasznalatos hatdéanyag-csoportokat és a klasszikus stratégia terapias szintjeit az 1.
abra mutatja be.

Gyermekeknél ajanlott az exkluziv specialis tapszeres taplalas (Modulen) is elsé vonalbeli
indukcios kezelésként, melynek eldnye a kortikoszteroid mellékhatasok kikiiszobolése.
Sebészi beavatkozasra a komplikaciok kezelése céljabol és a gyogyszeres terdpiara nem

reagald esetekben keriil sor (13). A Crohn betegek tobb mint kétharmada igényel legalabb
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egyszer sebészi beavatkozast élete soran, mely az esetek felében a diagnézist koveté 10
éven belill valik sziikségessé (10).
A széklet transzplantacio és a probiotikumok alkalmazasa — mint az egészséges bélflora

helyreallitasara iranyuld terapias eszkdzok — jelenleg még kutatasok targyat képezik (13).
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1. Abra: A hagyomanyos elv szerinti terapias szintek Crohn betegségben.
(forras: http://transition.ibdclinic.ca/medication/treatment-pyramid-capture/)
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1.2. Laboratéoriumi markerek szerepe a klinikai diagnosztikaban

A laboratoriumi markerek nélkiilozhetetlen eszk6zok napjaink gyogyitod tevékenységében.
Mind diagnosztikai, mind prognosztikai informaciokkal segitik a korai és helyes klinikai

dontéshozast, hozzajarulva a kedvezébb kimenetelhez, hosszitava életmindséghez.

1.2.1. Orosomucoid
1.2.1.1. Az orosomucoid fébb tulajdonsagai

Az orosomucoid (ORM) — vagy masnéven a-1 savanyu glikoprotein (AGP) — egy pozitiv
akut fazis szérumfehérje, melyet K. Schmid izolalt eldszor 1950-ben (42). Elnevezése a
kémiai tulajdonsagaira utal: elektroforetikus mobilitds szempontjabol az a-1-globulin
frakcidban vandorol, nagyfokban glikozilalt és erds negativ toltéssel rendelkezik.
Molekulatomege 41-43 kDa, melynek kb. 45%-at a cukorkomponens teszi ki a 183
aminosavbol allo fehérje rész mellett (2. abra). A szénhidrat rész magas szidlsav
tartalmanak koszonhetden jol oldodik savakban, rendkiviil alacsony izoelektromos ponttal
(pl: 2,8-3,8) rendelkezik (43). A lipocalin protein-csalad immunocalin alcsoportjanak
tagja. A lipocalinok kozos tulajdonsaga, hogy képesek lipofil struktirak megkotésére és
szallitasara, az immunocalinoknak ezen feliil az immunrendszer szabalyozasaban is van
szereplk (44, 45). Az ORM-et elsdsorban a majsejtek termelik, de kisebb mértékben a
fehérvérsejtek, az emld epithel sejtjei €s az endothel sejtek is lehetnek szintézisének
forrasai. Féléletideje 5-6 nap a keringésben (46).

Az ORM kett6 genetikai varians (ORM1, ORM2) termékeként van jelen egyazon egyén
szervezetében, mely varidnsok aminosav sorrendjiikben eltéréek ¢€s nagyfoku
polimorfizmust mutatnak (47, 48). Az ORM szénhidrat komponense szamos szerkezeti
formaban képes megjelenni, melyek megoszlasa erésen fiigg a szervezet pathofiziologiai
allapotatol. Ezaltal a kiilonb6z6 glikoformdk alkalmasak lehetnek diagnosztikus ill.

prognosztikus célu felhasznalasra (49).
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2. Abra: Az ORM szerkezete. (forras: https://www.researchgate.net/figure/Crystal-
structure-of-human-orosomucoid-alphal-acid-glycoprotein_figl 318796362)

1.2.1.2. Az orosomucoid biologiai funkcidi

Az ORM génexpressziojat és szintézisét gliikokortikoidok és gyulladdasos mediatorok
stimulaljak, melyek kozott az IL-18, az IL-6 és a TNF-a az elsddlegesek. Ebbdl adoddan
kiillonboz6 gyulladasos folyamatok, sériilések, miitétek, bakterialis infekciok az ORM szint
emelkedését eredményezik mind a szérumban, mind lokalisan az érintett szovetek
kornyezetében (50, 51). Az ORM fontos szerepet jatszik - kiilondsen koros allapotokban -
a kapillaris permeabilitds homeosztatikus szabalyozasaban. Ennek mechanizmusa még
nem teljesen tisztazott, de feltételezett, hogy részt vesz az endothel felszin negativ
toltésének fenntartasaban és a toltés-barrier kialakitdsaban. Ezaltal hozzajarul a
létfontossdgu  szervek perfuzidjanak megdrzéséhez ¢és egyben a makromolekuldk
intravazalis térben tartasahoz is (46, 52, 53). Az immunmodulalé funkcid tovabbi
mechanizmusa lehet egy kompeticié az endothel felszini E-szelektin kotéhelyekért az
vesz az immunvalasz kiterjedésének szabalyozasaban azaltal is, hogy képes indukalni
bizonyos pro- és antiinflammatorikus Ccitokinek expresszidjat. Immunfolyamatokat
szabalyozd funkcidja végsd soron egy védvonalat eredményez a gyulladas-asszocialt
szovetkarosodassal szemben (55).

Az ORM antimikrobialis aktivitdssal is rendelkezik. Az ORM kezelés, ill. az ORM
transzgenikus tultermelésének protektiv hatasat irtak le Klebsiella pneumoniae-vel

fertdzott egereknél, ahol alacsonyabb bakteriémidt és magasabb talélési aranyt figyeltek
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meg (56). Egy egér modellben az ORM ¢és a lipopoliszacharid (LPS) kozotti kozvetlen
interakciot mutattak ki, mely védo hatast mutatott az LPS direkt toxicitasaval szemben
(57).

Az immunmodulator miikkodés mellett az ORM masik {6 funkcidja a transzport.
Fizikokémiai tulajdonsdgainak kdszonhetden elsdsorban alkalikus és neutralis természetii
molekulakat kot meg nem-specifikus transzport proteinként. A legfontosabb endogén
ligandjai a heparin, hisztamin, thrombocyta aktivalo faktor (PAF), melatonin, biliverdin,
szteroid hormonok (58). Az endogén anyagok mellett tobb mint 300 féle
gyogyszermolekulat koto- és szallitd képességét irtak le. Foképp bazikus és neutralis
gyogyszerek (pl. tamoxifen, propranolol, szteroidok, lidocain, verapamil, imipramin,
diazepam, carbamazepin) transzportjaban vesz részt, és érintett a gyogyszerek kozti
interakcios folyamatokban is (59). Az akut fazis reakcid soran mind az emelked6 szérum
ORM (se-ORM) koncentracio, mind a glikoformak valtozo aranya jelentOsen
befolyasolhatja egyes gydgyszerek szabad plazmaszintjét, farmakokinetikajat. Egyes
gyogyszeres terapidk hatdstalansdganak, hatéanyag-rezisztencidknak a hatterében oki

tényezoként szerepelhet az emelkedett se-ORM szint (60-62).

1.2.1.3. Orosomucoid a laboratoriumi medicinaban

Az ORM referencia tartomanya a plazmaban 0,6-1,2 g/l, mely emelkedhet akut és kronikus
gyulladasos korképek, daganatos betegségek mellett obstructios icterus, terhesség esetén és
posztoperativ allapotokban is. Felmeriilt, hogy a dohanyzas is okozhat emelkedett se-ORM
szintet (48, 63).

A Klinikai laboratériumi diagnosztikaban a se-ORM-et nem specifikus gyulladasos
markerként tartjdk szdmon. Viszonylag hosszabb féléletideje miatt altalaban masodlagos
szerepet kap.

Korabbi tanulméanyok ramutattak, hogy a se-ORM prognosztikus értékkel birhat bizonyos
malignus daganatos betegségek (tidorak, emlorak, glioblastoma) kezelése soran (48). A
rheumatoid arthritis (RA) aktivitasanak értékelésében hasonléan hasznosnak bizonyult,
mint a hsCRP (64). IBD-ben az aktivitas informativ markere, tovabba elére jelezheti a
relapszust (32, 65). Szeptikus betegeken végzett vizsgalatok szerint a se-ORM kiemelkedd
diagnosztikus és prognosztikus értékkel rendelkezik, és a szepszis sulyossaganak

megitélésében segitséget nyujt (66, 67).
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Az ORM egészséges egyének vizeletébdl is kimutathatd, a szérumhoz képest jelentdsen
alacsonyabb koncentracidban. Valosziniileg — méretébdl addéddéan — filtrdlodik a
glomerulusokon keresztiil, azonban pontos kivalasztasi mechanizmusa egyel6re
tisztazatlan (68).

Jelenleg limitalt ismeretekkel rendelkeziink a vizelet ORM (u-ORM) Ilehetséges
diagnosztikai hasznat illetden. Emelkedett u-ORM szinteket figyeltek meg akut és
kronikus gyulladasos allapotokban, mint példaul szepszisben, cukorbetegségben, systemas
lupus erythematosusban (SLE), RA-ban, vagy nyitott szivmitétet kdvetd posztoperativ
periodusban (69-73).

2-es tipusu diabetes mellitusban (DM) szenvedé betegek korében a diabeteses
nephropathia (DN) és a kardiovaszkularis mortalitas prediktoraként irtak le az emelkedett
U-ORM szintet, mely a kronikus gyulladdsos aktivitassal és az endothel diszfunkcidval
allhat 6sszefliggésben (73-77). Hou és mtsai. megallapitottak, hogy az u-ORM a kronikus
szivelégtelenséget korai stadiumban jelz6 potencialis marker lehet (78). Az u-ORM értékes
paraméter lehet a pre-eclampsia szlirésében, mivel mar a klinikai tiinetek megjelenése
elotti stadiumban is emelkedést mutat (79, 80). Az u-ORM segitséget nyujthat a
hugyholyagrak korai felismerésében, az emelkedés mértéke korreldl a daganat stadiumaval
(81, 82). Az u-ORM jelezte a lupus nephritis aktivitdsat juvenilis SLE-ben, tovabba
szerepe lehet az aktivitas megitélésében és a prognozisbecslésben RA betegeknél (71, 72,
83). Korabbi tanulmanyaink felvetették az u-ORM lehetséges szerepét a CD
diagnosztikajaban is (69, 84).

Az eddigi adatok alapjan az u-ORM szenzitivebb markere lehet a gyulladasnak, mint a se-
ORM (74, 80, 85). Munkacsoportunk tapasztalatai szerint az u-ORM szepszisben akar 200-
szoros emelkedést is mutathat, mig a se-ORM szint csupan kétszeresre nd a referencia
tartomanyhoz képest (86).

A rendelkezésiinkre all6 adatokbol arra kovetkeztethetiink, hogy az u-ORM bar nem
specifikus marker, mégis értékes informaciéval szolgalhat szamos betegség
vonatkozdsdban. A kordbbi id6- ¢és munkaigényes mérési modszereket (radialis
immundiffazio, ELISA, western blot) felvaltva az 0jabban kidolgozott automatizalt teszt

lehetéséget teremt az U-ORM rutin diagnosztikai alkalmazasara (69, 87).
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1.2.2. Cystatin-C
1.2.2.1. A cystatin-C fobb tulajdonsagai

A cystatin-C (CYSC) egy cisztein-proteazokat gatlo, pozitiv nettd toltéssel rendelkezd,
nem glikozilalt szérumfehérje. A legtobb magvas sejt allandod iitemben termeli, majd
szekréciot kovetden a vérkeringésbe keriil, ahonnan kb. 2 dras féléletidé mellett a vesék
altal eliminalodik (88).

A CYSC-t (magat a fehérjét) 1961-ben azonositottdk, protedz gatlé funkcidjat azonban
csak tobb mint 20 évvel késébb fedezték fel. A 13 kDa molekulatomegti, 120 aminosavbol
felépiilé fehérjét kodold gén a 20-as kromoszoman helyezkedik el. Szerkezetrajzat a 3.
abra mutatja be. A CYSC aminosav sorrendjét 1981-ben hataroztdk meg, mely egyben az
Uj cystatin szupercsalad felfedezését is jelentette. Ebbe a csoportba a papain-szerl cisztein-
protedazokat gatld 11 fehérje tartozik. Az altaluk gatolt protedzok foként lizoszoémakban
vannak jelen, szerepet jatszanak az intracellularis fehérjék lebontasaban, prohormonok ¢és
proenzimek proteolitikus hasitasaban. Ebbe a csalddba tartoznak egyéb cystatinok mellett a
vazoaktiv kininek prekurzorai, a kininogének is, melyek nagy molekulatomegii formaja a
véralvadasi rendszernek is szerepldje.

Ismert, hogy a CYSC részt vesz a gyullad4sos folyamatok szabalyozasaban is. A C13
peptidazcsaladba tartozd enzimek gatlasan keresztiil képes befolyasolni az MHC |1 tipust
antigén prezentacio folyamatat. Emellett leirtak a neutrofil granulocitdk és makrofagok

bizonyos funkcioit (pl. kemotaxis, NO szintézis) szabalyozo szerepét is (89-92).
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3. Abra: A CYSC szerkezete. (forras: (93))



1.2.2.2. Cystatin-C a szérumban

A szérum vagy plazma CYSC-t a GFR megbizhato indikatoraként tartjak szamon. Szamos
tanulmany megallapitotta, hogy a szérum CYSC (se-CYSC) jobb markere a GFR-nek,
mint a szérum kreatinin érték. Szintje ugyanis nem fiigg a nemtdl, az izomtémegtol, és
nem befolyasoljak értékét a gyulladasok, infekciok és majbetegségek sem. Megfigyelték,
hogy a se-CYSC érzékenysége magas, meghatarozasa igy mar az enyhe GFR cs6kkenést
mutatd allapotok felismerésében is hasznosulhat (89, 94-98). Sulyos allapoti betegeknél
mar 24-48 o6raval korabban jelezheti az akut vesekarosodast (acute kidney injury, AKI),
mint a kreatinin, tovabba alkalmas lehet a progresszio kovetésére is (96). Felmeriilt, hogy a
se-CYSC érték felhasznalhato lehet a rezidualis vesefunkcid megitélésére folyamatos
vesepotld kezelésben (CRRT) részesiilo betegeknél (97). A se-CYSC az allograft funkcid
¢s az acut rejectio érzékenyebb markerének bizonyult a kreatininhez képest
vesetranszplantacion atesett betegeknél (99). Mivel szintje fiiggetlen az izomtdmegtol,
mérése kiilonosen elonyds lehet gyermekek és csokkent izomtomeggel jaré korképekben
szenvedOk GFR becslésénél (100).

Az eddigi eredmények nyoman mar az ujabb guideline-ok is megfogalmaznak ajanlasokat
a se-CYSC hasznalatara vonatkozoan (101). Mérése mar korabban bevezetésre keriilt a
rutin diagnosztikdba az automatizalt immunkémiai modszer kidolgozasanak kdszonhetéen
(89). Elterjedését azonban kétségteleniil lassithatja, hogy mérése jelentdsen koltségesebb,
mint a kreatininé (102).

1.2.2.3. Cystatin-C a vizeletben

Fizikai tulajdonsdgainak koszonhetéen szabadon filtralodik a glomerulusokon keresztiil,
majd a proximalis tubulussejtek csaknem a teljes mennyiséget reabszorbedljak és
lebontjadk. A CYSC - egészséges egyeéneknél — igen alacsony koncentracidban a
vizeletfehérjék kozott is megjelenik (88, 89, 103).

Tubuluskarosodds esetén a CYSC reabszorpcidja és degradacidja csokkenhet, mely
fokozott vizelet CYSC (u-CYSC) iiritéshez vezet (104). Eddig azonban csak néhany
tanulmany foglalkozott az u-CYSC klinikai jelentéségével. Egyesek arra kovetkeztettek,
hogy az u-CYSC sokkal érzé¢kenyebben jelzi a vesepotlo kezelés sziikségét AKI-ban, mint
a P2-mikroglobulin, és in vitro stabilabbnak is bizonyult (96, 103, 104). Nyitott
szivmiitéten atesett betegeknél korai és tartdos u-CYSC emelkedést irtak le, mely

Osszefliggott az AKI progresszidjaval (105). Az akut vesekarosodas mellett az u-CYSC
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diagnosztikus informaciot nyujthat a DN-nel kapcsolatban is. Emelkedett u-CYSC
szinteket talaltak albuminuridt nem mutaté 2-es tipust DM betegeknél is, mely
feltételezhetden a tubularis karosodas kovetkezménye lehet, megelézve a DN glomerularis
jelezheti a DN-t, mint a mikroalbuminuria (106). Metabolikus szindromat mutato tulstlyos
betegeknél a vizelet kreatininre vonatkoztatott u-CYSC (u-CYSC/u-CREAT) értékek
Osszefiiggését tapasztaltdk a kronikus vesebetegség sulyossagaval és progresszidjaval
(107).

A vesét érintd rendellenességek korai felismerése kiemelt fontossaggal bir az adott allapot
kimenetele és a kivalasztasi funkcid hosszii tdvi megOrzése szempontjabol. Ebben
jelenthet segitséget az u-CYSC, mely az el6bbiek alapjan értékes informaciot szolgaltathat
a tubuléris karosodasrol. Bizonyos vizeletmarkerek vizsgdlata kapcsan is hasznos lehet az
uU-CYSC mérése, hiszen az esetleges tubularis diszfunkcio befolyasold hatassal lehet azok
értékeire. Tény, hogy a kereskedelmi forgalomban jelenleg nem érhetd el rutin

felhasznalasra alkalmas, automatizalt u-CYSC teszt.

1.2.3. Savoldékony szérumfehérjék

Szamos, kis koncentracidoban keringd alacsony molekulatomegii szérumfehérjérél ma még
nem ismert, hogy rendelkezik-e diagnosztikus jelentdséggel. Analizisiik soran nehézséget
jelenthet a nagy mennyiségben jelen 1év6 egyéb fehérjék elfed6é hatasa. Ezért az érzékeny
laboratoriumi moédszerek gyakran igénylik — mint tisztitasi eljarast — a zavar6 fehérjék
elozetes eltavolitasat (108, 109). A perklorsavas (PCA) kezelés régota ismert eljaras a
nagyfokban glikozilalt szérumfehérjék és egyéb kismolekuldk kinyerésére, mikdzben a
fobb szérumfehérjék - precipitaciojukat kovetdéen - eltavolithatoak (110). Az eljaras
lehetdséget teremt az oldatban maraddé molekulak, mint potencialis biomarkerek tovabbi,
érzékeny modszerekkel (pl. elektroforetikus technikak, tomegspektrometria) torténd célzott
vizsgalatara (108, 109, 111, 112).

Habar a PCA kicsapas modszerét eredetileg a savrezisztens szérumfehérjék izolalasara
dolgoztak ki, a késObbiekben foképp malignus korképekhez kapcsoloddan, szoveti
extraktumokon alkalmaztak a citoplazmatikus fehérjék kozelebbi vizsgalata céljabol. A
human savoldékony szérumfehérjék analizisére irdnyuld alkalmazasrol kevés kozlemény

szamol be. Daganatos betegek szérumat vizsgalva jellegzetességként irtdk le a savas pH-

crer
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a PCA-oldékony O-glikozilalt szérumfehérjék koziil a betegség ujabb potencialis
biomarkereiként azonositottak a proteoglycan 4-et és a plazma proteaz C1 inhibitort (113).
Felmertilt egyes savoldékony frakciobol kimutathatd fehérjék diagnosztikus szerepe a
kissejtes és a nem-Kissejtes tiidorak vonatkozasaban (114, 115).

Tullépve a daganatos betegségeken, patkanyoknal pajzsmirigy talmiikdés esetén mutattak
ki a PCA-oldékony szérumfehérjék mennyiségének emelkedését, mig hypothyreoid
allatokban csokkenést igazoltak (116). Egy sertéseken végzett tanulmany hasznosnak
talalta a savoldékony glikoproteinek mérését az egészséges és a gyulladasos allapot
elkiilonitésében (117).

A kis molekulatomegii (albuminnal kisebb) szérumfehérjék osszefliggésben allhatnak az
elébbiek mellett cukorbetegséggel, cardiovascularis és fert6z6 betegségekkel is, tikrozve
az érintett sejtek, szovetek allapotat (118-120). Egyes kis molekulatomegii fehérjék
megjelenése a keringésben kapcsolatban allhat a sejtek lebontd anyagcsere-folyamataival.
Munkacsoportunk korabban fokozott katabolizmussal jar6 allapotokban — kiterjedt miitéti
beavatkozason atesd, ill. kemoterapiaban részesiilé betegeknél — figyelte meg a
savoldékony fehérjemennyiség emelkedését (121).

A savoldékony frakci6 a fehérjéken tal tartalmazhat egyéb kismolekulakat is.
Mycobacterium tuberculosis fert6zés esetén a baktérium sejtfalanak lipoglikan
komponense bekeriil a keringésbe, mely az aktiv fertzés markere. A molekula oldatban
marad a szérum PCA kezelése sordn, és a savas extraktumbol jelentdsen magasabb
érzékenységgel mutathato ki, mint a nativ szérumbol (112).

A PCA-oldékony glikoproteinek kozott fellelhetok gyulladdsos markerek és akut fazis
fehérjék, melyek hasznos informacioval szolgalhatnak a kiterjedt gyulladassal jard
allapotok klinikai diagnosztikajaban (108). Segithetik mind a korképek felismerését, mind
a terapia hatékonysaganak ellendrzését, és akar prediktiv értékiik is lehet a progressziora
vagy a kimenetelre nézve. A savoldékony frakcio specifikus analizise a markerkutatas 0j

iranyat, lehetdségét jelentheti a gyulladasos korképek teriiletén is.
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I1. Célkitizések

Tanulmanyunk elsédleges célja volt a Crohn betegség aktivitasat jelzd j
fehérjediagnosztikai lehetdségek keresése. Figyelmiink egyrészt a vizelet ORM
diagnosztikus értékének meghatarozasara iranyult. A specifikus vizeletfehérje vizsgalat
soran felmeriilt az igény a vese tubularis funkciojanak megbizhat6 ellendrzésére, mivel e
ellen6rzést a vizelet CYSC — mint ismert tubularis marker — mérésével kivantuk elérni,
melyhez egy 0ij automatizalt teszt beallitasat terveztiik. Emellett vizsgalni kivantuk az 4j u-
CYSC teszt tovabbi klinikai felhasznalasi lehet6ségeit is. Ezt kovetden a savoldékony
szérumfehérjék analizisére fokuszaltunk a CD tovabbi aktivitasi markerei utan kutatva.

Konkrét céljainkat az alabbiakban foglaltuk 6ssze:

1.1
o U-CYSC mérésre alkalmas automata immunturbidimetrias modszer beallitasa,
analitikai validalasa
o A mddszeriinkh6z tartozé eldzetes referencia tartomany meghatarozasa
e U-CYSC szintek vizsgalata olyan betegcsoportokban, akiknél felmeriil akut vagy
kronikus rendlis tubularis karosodas lehetdsége:
- szepszishez tarsulo AKI
- krénikus hipertenzio

- 2-es tipust DM

1.2.

e Crohn betegek glomerularis és tubularis vesefunkciojanak ellendrzése se-CYSC és u-
CYSC mérésekkel

e Jelzi-e az u-ORM szint a CD aktivitasat felnétt és gyermekkoru pacienseknél

e Az U-ORM diagnosztikus értékének meghatarozasa az aktiv és inaktiv allapot
elkiilonitésében

e Osszefiiggések keresése az u-ORM és a hagyomanyos gyulladdsos paraméterek,

valamint a klinikai indexek kozott
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1.3.

o A savoldékony fehérjefrakcid kinyerésének standardizalasa egészséges egyének ¢és
Crohn betegek szérum mintaibdl perklorsavas precipitacioval
- asavoldékony fehérjekoncentracido mérése
- a perklorsavas Kicsapas protokolljanak optimalizalasa elektroforetikus
analizisekhez
e A savoldékony szérumfehérjék elvalasztasa egydimenzios natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE); a mintazatok Osszehasonlitasa €s
értékelése egészséges egyének, aktiv és inaktiv allapotti Crohn betegek csoportjaiban
e A savoldékony szérumfehérjék microchip gélelektroforézissel (MGE) nyert
profiljainak vizsgalata
- az elkiiloniilo frakeiok relativ aranyanak meghatarozasa

- azonosithato-e a CD aktiv fazisat jelz0 jellegzetes mintazat
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I11. Anyagok és médszerek
111.1. Mintagyiijtés

Vizsgalataink egyrészt az ,,Uj biomarkerek vizsgélati lehetdségei szeptikus betegeknél”
masrészt a ,,Klinikai biokémiai vizsgalatok Crohn beteg gyermekekben” cimii klinikai
tanulmany keretében zajlottak, melyet idokdzben felndttkora paciensekre s
kiterjesztettiink. A tanulmanyok kivitelezését a PTE Regionalis Kutatasetikai Bizottsag
engedélyezte (4327/KK15/2011 ill. 5133/KK15/2013), melyeket a rogzitett protokolloknak
megfeleléen, a 2008-as Helsinki Deklaracioban foglalt etikai iranyelvek betartasaval
végeztiink. A résztvevoket teljeskortien tdjékoztattuk a kutatas céljardl, a mintavétel és a
vizsgélati protokoll részleteir6l. Ezutdn minden résztvevétdl, ill. fiatalkoruak esetén a
torvényes képviseldtdl irdsos beleegyezést kaptunk a vizsgélatban torténd részvételhez.

A vizsgalatban résztvevd egyénektdl egyszeri mintavétel tortént, amely vizeletminta, vagy
egyidejlileg vér- és vizeletmintak vételét jelentette. A mintavételt az ambulans vagy
osztalyos betegellatashoz sziikséges vérvételek alkalmaval végeztiik, igy az nem jelentett
ujabb megterhelést a betegeknek. A vérmintdkat zart rendszerli (Vacutainer®, Becton
Dickinson) alvadasgatlot nem tartalmazo (nativ), K,-EDTA-val alvadasgatolt, valamint
vorosvértest-siillyedés (ESR, erythrocyte sedimentation rate) meghatarozasra alkalmas
natrium-citratot tartalmazo vérvételi csovekbe vettiikk. A spontan iiritett kozépsugar
vizeletmintakat milanyag mintavételi csovekbe gytijtottiik. Centrifugalast kovetden (1500g,
10 perc) a szérumokat és a vizeletmintak feliiluszoit tovabbi felhasznalasig, porciokra

osztva -70°C -on taroltuk.

111.2. Automatizalt u-CYSC mérési modszer validalasa és klinikai alkalmazasa

I11.2.1. Miiszer, reagensek

Az u-CYSC meghatarozasahoz nem volt kereskedelmi forgalomban elérhetd automatizalt
mérési mod, a szérum CYSC mérésre kaphato kitek pedig kozvetleniil nem alkalmazhatok
vizeletbdl torténd mérésekre, mivel érzékenységiik elmarad a sziikségest6l. Ezért a vizelet
mérésekhez sziikséges volt adaptalnunk egy, eredetileg a szérum CYSC mérésére
kidolgozott polisztirén szemcsék altal erésitett immunturbidimetrias tesztet (Cystatin C FS
kit, Cat. No. 171589910930, DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Németorszag),

melyet a Cobas 8000 automata ¢502 moduljanak nyitott fejlesztdi csatornajara allitottunk
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be (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) (4. abra). Az u-CYSC
meghatarozashoz a kitben taldlhato, kecskében termelt poliklonalis anti-human CYSC
(pH=7,5) hasznaltuk fel. A kalibracié a kithez tartozo kalibracios oldatokbol (TruCal
Cystatin C, Cat. No. 171509910059, DiaSys) készitett higitasi sor felhasznalasaval tortént,
mig kontrollként a TruLab Cystatin C Level 1 és Level 2 kontroll oldatok (Cat. No.
598709910046, 598809910046, DiaSys) megfeleld higitasait alkalmaztuk. A kalibracios
oldat visszavezethetd volt az ERM®DA471 IFCC referencia anyagra. A kalibracios
oldatok, kontrollok és human mintak higitadsa minden esetben steril fiziologias sooldattal
(154 mmol/l NaCl) tortént. Ugyancsak fizioldgids sooldatot hasznaltunk vak mintaként a

kalibraciokhoz.

4. Abra: A Cobas 8000 automata.

I11.2.2. Modszer beallitasok, validalasi procedira

Ahhoz, hogy nagyobb analitikai érzékenységet €rjlink el, az eredeti teszt paramétereit a
kovetkezOkben valtoztattuk meg. A reakcidoban részt vevo kalibracios oldat/kontroll/minta
térfogatat 12 pl-re emeltiik; a reagens térfogatat 50 pl-re, a puffer térfogatat 170 pl-re

csOkkentettik. A mérendd molekula széles koncentracio-tartomanyat vizsgalva, az
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optimalis méréstartomanyt 0,03 és 1,0 mg/l kozott allapitottuk meg, mely az antitest
tobblet zonaban helyezkedik el. A 6 pontos kalibraciohoz 0,0; 0,03; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0
modot tesztelve a linearis regresszios illesztés bizonyult alkalmasnak, ezért a tovabbiakban
ezt hasznaltuk. A turbidimetrias reakcio soran 505 nm-es hullamhosszon detektaltuk az
abszorbancia véltozasat. A mérés a minta €s a puffer inkubalasaval kezd6dott, ezt kdvetden
tortént az immunpartikulumok hozzaadasa. A késziilék a 42-70 mérési pontok kozotti
abszorbancia-valtozas alapjan szamitotta ki a minta CYSC koncentracidjat (5. abra). A

reakcid 37 °C-on zajlott 10 perc idétartamban.
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A kalibracié reprodukalhatosagat 30 fiiggetlen kalibracid Osszevetésével vizsgaltuk. A
sorozaton beliili (intra-assay) és a sorozatok kozti (inter-assay) precizitas, tovabba a
linearitas és az analitikai szenzitivitds paramétereinek értékelése a Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) ajanlasai alapjan tortént az alabbiakban részletezett modon
(122, 123).

A mobdszer precizitasanak vizsgalata 3 kontroll minta (a kalibralt tartomanynak
megfeleléen alacsony, kozepes és magas szintil) analizisével tortént. A sorozaton beliili
pontatlansag megallapitdsdhoz mintanként 10 parallel mérést végeztiink 1 napon beliil, mig
a sorozatok kozotti pontatlansag megallapitasahoz mintanként napi 2 parallel mérés tortént
20 napig. Ezutan minden esetben kiszamitottuk a variacios koefficiens (CV) értékeket.

A modszer linearitasat egy adott vizeletmintabol készitett 7 tagu higitasi sor duplikalt
mérésével ellendriztiik. A mért u-CYSC értékeket a teoretikus értékek fliggvényében
abrazoltuk, melyekre egyenest illesztettiink.

A vak hatarérték (limit of blank, LOB) megallapitasahoz 5 vak mintat analizaltunk (12

parallel mérés/minta). Az igy kapott koncentracio-adathalmaz 95% percentilis értéke adta
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meg az LOB értékét. A detektalasi hatarérték (limit of detection, LOD) megallapitasahoz
analizaltunk. 12 parallel mérés tortént mintanként. Kiszamitottuk az egyes mintakhoz
tartozo szoérasokat, majd a szoérasok atlagat. Az LOD értékét a kdvetkezd egyenlet alapjan
hataroztuk meg: LOD = LOB + 1,645 x [a szorasok atlaga]. A kvantifikalasi hatarérték
meghatarozasa (limit of quantification, LOQ) egy vizeletmintabdl készitett 6 tagu higitasi
sor sorozatmérésével tortént (3 parallel mérés/minta 3 egymast koveté napon).
Kiszamitottuk az egyes mintakhoz tartoz6 CV értékeket, majd abrazoltuk azokat az u-
CYSC koncentracio fiiggvényében. Gorbeillesztést kovetden az LOQ értéket abban az u-
CYSC értékben allapitottuk meg, amely CV=5% imprecizitasi szint mellett volt
detektalhaté (6. abra).
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6. Abra: Az LOQ érték meghatarozasa a CV% — u-CYSC gérbe alapjan.

A high-dose hook (magas dozisu kioltasi) effektust a 0,0-8,0 mg/l-es koncentracio-
sor mérésével.

A visszanyerhetéség (recovery) vizsgalatat a Westgard guidelines ajanlasai alapjan
végeztik (124). 5 kiilonb6z6 vizeletminta 900 pl térfogata porcidihoz hozzaadtunk 100 pl
TruLab Cystatin C Level 1 kontroll oldatot, valamint ujabb azonos térfogati porcidokhoz
100 pl fizioldgias sdoldatot. Az igy eldallitott mintakbol duplikalt méréseket végeztiink.
Kiszamitottuk minden egyes minta esetén a visszanyerhetdséget, majd a kapott értékeket

atlagoltuk, melyet 100%-bol kivonva Osszevetettiink az elfogadhato hibahatarral (+=10%).
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A kalcium, a karbamid, a gliikkdz, az albumin és a hemoglobin feltételezett interferenciat
okoz6 hatasat is teszteltik. Kiillonb6z6 vizeletmintak 900 pl térfogati porcidihoz 100 pl
térfogatot adtunk a potencialisan interferalo anyag oldatabol, valamint tovabbi azonos
térfogat porciokhoz 100 pl fiziologias sooldatot. Ezutan u-CYSC koncentraciokat
mértiink duplikdtumokban. Akkor tekintettiik fenndllonak az interferenciat, ha a fiziologias
sooldattal addicionalt mintahoz képest az elfogadhato hibahatarnal (+10%) nagyobb
eltérést tapasztaltunk (124).

Az u-CYSC stabilitasat 10 kiilonboz6 spontan iiritett vizeletmintan vizsgaltuk Odozze és
mtsai. protokollja alapjan (125). A mintakat adagokra osztottuk és additivum nélkiil
taroltuk szobahdmérsékleten, valamint hiitészekrényben (4°C). Duplikalt u-CYSC mérések
torténtek a friss vizeletmintdkbol, majd 2, 4, 6 és 24 ora elteltével. Az u-CYSC
fejeztiik ki. Ezutan atlagoltuk az egyes taroldsi homérsékletekhez ¢és iddtartamokhoz
tartozo, 10-10 db vizeletminta koncentracio-valtozas adatait. Végiil Osszevetettiik ezen
atlagértékeket az elfogadhatosagi hatarértékkel, melyet az alkalmazott mérési modszer
precizitasa hataroz meg (a modszeriinkhoz tartozo elfogadhatdsagi hatarérték: +7,1% a
protokoll alapjan szamitva). A mérendé molekula stabilnak tekintheté a mintaban addig az
idépontig, amely esetében az atlagos szdzalékos eltérés még az elfogadhatosagi
hatarértéken beliil talalhato.

Ezen feliil a -20°C-on 3 honapig tart6 tarolas és a fagyasztasi-kiolvasztasi ciklusok CYSC
stabilitasdra gyakorolt hatasat is vizsgaltuk 5 kiilonb6z0 vizeletmintan, tartositoszer
hozzaadésa nélkiil. Ez utobbi célhoz a mintdk fagyasztasa -70°C-on, kiolvasztasuk 37°C-
on tortént. 3 fagyasztasi-kiolvasztasi ciklust kiviteleztiink, ciklusonkénti duplikélt u-CYSC

meghatarozassal.

111.2.3. Vizsgalt csoportok

Az u-CYSC modszeriinkhoz eldzetes referencia tartomanyt hataroztunk meg 117 6, 10- és
60 ¢év kozotti egészséges egyén bevondsaval. Ezen egyének csoportjat iizemorvosi
vizsgalaton megjelent egyetemi dolgozok, hallgatok, valamint kisebb sebészeti
beavatkozasra érkezd gyulladdsmentes paciensek alkottdk. Az egészséges statusz
megallapitadsa fizikalis vizsgalaton és a kordbbi egészségligyi dokumentdcion alapult.
Kizarasi kritériumot jelentett barmilyen ismert kronikus betegség, akut betegségre utald
tiinet vagy panasz, referencia tartomanyon kiviili hsSCRP érték (>5 mg/l), illetve proteinuria

jelenléte. Az u-CYSC teszt klinikai alkalmazasi lehetéségeinek felderitéséhez haromféle
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betegcsoport vizeletmintait vizsgaltuk: szepszishez kapcsolt akut vesekarosodassal (AKI) a
PTE KK Aneszteziologiai és Intenziv Terapias Intézetben kezelt betegek (n=33),
belgyogyaszati jarobeteg szakrendelésen megjelent kronikus hipertenzioban szenvedd
(n=43), valamint 2-es tipusti cukorbetegek (n=41) mintait. Szeptikus betegek esetében az
AKI megallapitasa a Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) ajanlasoknak
megfelelden tortént (101), megerdsitve a se-CYSC értekekkel (mas szerz6khoz hasonloan)
(86, 126, 127). A kronikus hipertenziv és cukorbeteg csoportokra vonatkozdan a
bevalasztasi szempontok a kovetkezdek voltak: klinikailag diagnosztizalt és kezelt
betegség, valamint akut gyulladasos allapot és egyéb ismert kronikus betegség (autoimmun
betegségek, tumor) hianya.

A vizsgalatban felhasznalt mintak gyQjtése 2015. aprilis és 2016. szeptember kozott zajlott.
Valamennyi vizeletmintabol Osszfehérje és kreatinin méréseket is végeztiink rutin
laboratoriumi modszerekkel Cobas 8000 automatan (Roche). Az u-CYSC értékeket az
abszolut koncentracid-adatok (mg/l) mellett vizelet kreatininre vonatkoztatva is megadtuk
u-CYSC/u-CREAT hanyadosok forméajaban.

111.3. U-ORM szintek vizsgalata Crohn betegeknél

II1.3.1. Vizsgalt csoportok

Klinikailag diagnosztizalt, a PTE KK I. és II. sz. Belgyogyaszati Klinikin gondozott
felnétt (n=55), valamint a PTE KK Gyermekgyogyaszati Klinikdn gondozott fiatalkora
(n=31) Crohn betegek alkottdk vizsgalati csoportjainkat, akiket egészséges kontrollokkal
(felndtt, n=38; gyermek, n=30) hasonlitottunk dssze. A vizsgalatba 2014. oktdber és 2016.
junius kozott mind jarobeteg, mind fekvobeteg ellatasban részesiilt pacienseket bevontunk.
A gyermekkortu csoportokba a 18 évnél fiatalabb egyének kertiltek. Kizarasi kritériumot
jelentett a Crohn betegek esetén barmilyen ismert vesebetegség, malignitas, azonositott
gyomor-bélrendszeri fert6zés, tovabba a beleegyezés hidnya. A felndtt kontroll csoportot
lizemorvosi vizsgalaton megjelent egyetemi dolgozok és hallgatok alkottdk, mig a
gyermekkoru csoportba kisebb sebészeti beavatkozésra érkezd gyulladasmentes paciensek
keriiltek. Kizarasi kritériumnak tekintettilk barmilyen akut vagy kronikus betegség
fennallasat, a referencia tartomanyon kiviili hSCRP értéket €s proteinuria jelenlétét.

A Crohn betegeket aktiv és inaktiv csoportokba soroltuk a klinikai pontrendszerek alapjan.
A gyermekgyogyaszati betegeket aktivnak tekintettiik, amennyiben a Pediatric Crohn’s
Disease Activity Index (PCDAI) pontszamuk 10-nél nagyobb volt (22). A felnétt betegek

30



aktivitasanak megitélése a Harvey-Bradshaw Index (HBI) alapjan tortént, a >4
pontszammal rendelkezdk keriiltek az aktiv csoportba (20). A betegek 77%-a részesiilt 5-
aminoszalicilat, 23%-a topikus kortikoszteroid, 16%-a oralis kortikoszteroid, 45%-a

azathioprin és 5%-a TNF-a-gatl6 terapiaban.

111.3.2. U-ORM mérése automatizalt immunturbidimetrias modszerrel

Kereskedelmi forgalomban nem érhetd el automatizalt u-ORM teszt, ezért egy altalunk
el6z6leg beallitott és validalt immunturbidimetrias modszerrel mértiik az u-ORM szinteket
Cobas 8000/c502 modulon (Roche). Roviden 6sszefoglalva a modszer fobb jellemz6it: a
meghatarozas latex szemcsékhez kotott anti-human ORM antitesteket tartalmazo reagens
(ref. no. OA504, Dako Denmark A/S, Glostrup, Dénia) és a hozza tartozé reakcids puffer
(ref. no. PO1812, Dako) felhasznalasaval tortént. A turbidimetrias reakcié detektalasanak
hullamhossza 546 nm volt. A teszt detektalasi hatarértéke 0,02 mg/1 volt, méréstartomanya
mérését megismételtiik fiziologias sooldattal torténd higitast kovetden. A modszer
sorozaton beliili és sorozatok kozti pontatlansagat is 5 CV% alatt talaltuk, tovabba a
modszer visszanyerhetésége 95-103% kozotti értékeket mutatott (69).

Mivel spontan (nem gy(ijtott) vizeletmintakat analizaltunk, az u-ORM értékeket vizelet
kreatininre vonatkoztattuk (u-ORM/u-CREAT hanyados), hogy az ajanlasokat kovetve
csokkentsiik a kiilonb6z6é hidraltsagi allapotokbodl és a vizelet koncentraltsagabol adodo
kiilonbségeket (128, 129). Ezen feliil a vizelet Osszfehérjére vonatkoztatott értékeket is
kiszamitottuk (u-ORM/u-TP hanyados), hogy vizsgaljuk az ORM %-os aranyanak

valtozasat a vizeletfehérjék kozott.

111.3.3. Egyéb laboratériumi paraméterek meghatarozasa

A vizsgalatban szereplé valamennyi egyén szérum, ill. alvadasgatolt vérmintaibol
Osszfehérje (se-TP), hsCRP, se-ORM, ESR, fehérvérsejtszam (WBC), trombocitaszam
(PLT) mérések torténtek. A vizeletmintakbol Gsszfehérje (u-TP), albumin (u-ALB) és
kreatinin (u-CREAT) értékeket hataroztunk meg. A vesefunkci6 ellendrzése végett szérum
¢s vizelet CYSC méréseket is végeztiink. Minden mérés a PTE KK Laboratoriumi
Medicina Intézet akkreditalt (NAH-1-1553/2016) laboratoriumaban tortént.

A WBC és PLT meghatarozas K,-EDTA-t tartalmazo csovekdl tortént ADVIA 2120

hematologiai automatan (Siemens AG, Erlangen, Németorszag). Az ESR meghatarozasa az
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erre alkalmas, natrium-citratot tartalmazo csovekbdl Sedi-40 automata (Becton Dickinson,
NJ, USA) hasznalataval tortént. A se-TP, hsCRP, se-CYSC, u-TP, u-ALB, u-CREAT
meghatarozast Cobas 8000 automatan (Roche) végeztik a rutin diagnosztikaban
alkalmazott modszerekkel. Az u-ALB esetében - az u-ORM-hez hasonldéan - vizelet
kreatininre és Osszfehérjére vonatkoztatott hanyadosokat (u-ALB/u-CREAT ¢és u-ALB/u-
TP) hataroztunk meg. A se-ORM méréseket Cobas Integra 400 automatan (Roche)
végeztiik a Roche cég kereskedelmi immunkémiai tesztjével. Az u-CYSC szinteket a 111.2.

fejezetben ismertetett modszerrel mértiik.

111.4. Savoldékony szérumfehérjék vizsgalata Crohn betegeknél

I11.4.1. Vizsgalt csoportok

Klinikailag diagnosztizalt, a PTE KK 1. és II. sz. Belgyogyaszati Klinikdn gondozott
feln6tt (n=32), valamint a PTE KK Gyermekgydgyaszati Klinikdn gondozott fiatalkort
(n=30) Crohn betegek vettek részt a vizsgalatban, tovabba 14 felnétt és 11 gyermekkort
egészséges egyén szerepelt kontrollként. A vizsgalat keretében feldolgozott mintak
gyijtése 2014. oktober és 2017. aprilis kozott zajlott. A kizarasi kritériumok megegyeztek
az u-ORM szintek vizsgalata kapcsan alkalmazottakkal. A Crohn betegek aktiv ill. inaktiv

csoportba sorolasa a klinikai pontrendszerek alapjan tortént (1d. 111.3.1.).

I11.4.2. A savoldékony szérumfehérjék perklorsavas extrakcioja

A szérumfehérjék PCA extrakcidjanak intézetiinkben korabban kidolgozott protokolljat
modositottuk: 1000 ul szérum mintakhoz 1000 ul 1 M-os PCA-t (Reanal Gyogyszer- és
Finomvegyszergyar Zrt. Budapest, Magyarorszag) adtunk, majd vortexelést kdvetden 10
percig szobahémérsékleten inkubaltuk azokat. A precipitalodott fehérjéket centrifugalassal
tilepitettiik (3800g, 6 perc). Neutralizalas céljabol a feliiluszok 1200 pl térfogatahoz 800 pl
1,42 M-os NaOH-ot adtunk. 10 perc inkubaciot kovetden az oldatokat ismét centrifugaltuk

cre

crer

tulajdonsaga alapjan, spektrofotometriasan hataroztuk meg (Hitachi U-2910 UV/VIS) 220

nm-es hulldmhosszon. Az abszorbanciaméréshez a mintdkat tizszeresre higitottuk

crer

Sigma-Aldrich Inc. St. Louis, MO, USA) torzsoldatbol készitett higitasi sorral végeztiik
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12,5-200 mg/l-es tartomanyban. A mintak fehérjekoncentracioit a kalibracios egyenes
egyenlete alapjan (R* = 0,999) és az eldzetes higitas figyelembe vételével szamitottuk ki,

melyeket azutdn megszorozva a teljes procedura soran végbemend higulasok mértékével,

crer

111.4.3. Savoldékony szérumfehérjék analizise denaturalo SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel (PAGE)

A savoldékony szérumfehérjéket molekulatomegiik szerint szeparaltuk egydimenzidos SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel Laemmli szerint (130). Az elvalasztashoz egy felsd
hordozo, ¢és egy alsd szeparald gélt tartalmazo lemezt készitettiink. A géllemezek
kiontéséhez a Bio-Rad Mini-PROTEAN® 3 késziilékhez tartozo tiveglemezeket és kiontd
allvanyt hasznaltuk. A hordozoé és a szeparal6 gélhez 5% ill. 7,5% akrilamid koncentraciot
valasztottunk, a lemezekben az akrilamid metilén-bisz-akrilamiddal kémiailag
keresztkotott gél-polimert alkotott.

A PCA extrakcio soran nyert mintak 200 pl térfogatdhoz 50 pl (SDS-t és -
merkaptoetanolt tartalmazo6) 5-szoros toménységii mintapuffert adtunk, majd 100 °C-os
vizfurdében 3 percig forraltuk azokat. Ezutan a hordozo gél mintafelviteli helyeire
egységesen 10-10 ul mintatérfogatokat vittiink fel, melyek 2-12 pg kozott
fehérjemennyiségeket tartalmaztak. Minden géllemezen alacsony molekulastlya gyari
markert (Pharmacia LMW,; Amersham BioSciences UK Ltd. Buckinghamshire, UK) is
vandoroltattunk a mintakkal egyidejiileg. Az elektroforézis Bio-Rad Mini-PROTEAN® 3
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) késziilékkel és Bio-Rad Power Pac 1000
tapegység hasznalataval tortént, amely 190 V konstans fesziiltséggel, 45 percig zajlott.

Az elektroforézis soran szeparalt fehérje frakciok mintazatanak detektalasaihoz Coomassie
Brillant Blue (CBB) festést alkalmaztunk, majd a kapott jelet kombinalt eziistozési
eljarassal intenzifikaltuk Willoughby és mtsai. szerint (131). Roviden: az elektroforézist
koveten a géllemezeket eloszor CBB R-250 festék (Molar Chemicals Kft. Halasztelek,
Magyarorszag) oldataba helyeztilk 2 o6rara, majd differencidlas kovetkezett. Ezutdn a
géllemezeket eziist-nitratot tartalmazo elegybe helyeztiikk, amelyben a hivas a kivant
intenzitds eléréséig zajlott. Az eziistozési reakcio leallitasa glicin oldatban tortént. Végiil

digitalis képi dokumentaciot készitettiink az eziist6zott géllemezekrol.
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I11.4.4. Savoldékony szérumfehérjék analizise microchip gélelektroforézissel (MGE)

Az MGE fehérjeanalizis Agilent 2100 Bioanalyzer késziilék segitségével, High Sensitivity
Protein 250 LabChip kit (Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn,
Németorszag) felhasznalasaval tortént. Az MGE soran denaturdld kozegben, linedris
akrilamid polimerben tortént a fehérjék elvalasztisa, a detektdlas fluoreszcens
festékkotésen alapult. A kit jelolopuffert, dimetil-szulfoxidot (DMSO), ethanolamint,
jelolofestéket, molekulatomeg markert, gél-matrixot (4,5%-0s polidimetil-akrilamid alapt
linearis polimer oldat, pH 8), ,destaining” oldatot és mintapuffert tartalmazott. A
denatural6 oldatot 3,5 ul 1 M-os dithiothreitol (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Németorszag) 100 ul mintapufferhez torténé hozzaadasaval allitottuk eld.

A gyari protokollt optimalizaltuk a savoldékony fehérjék analiziséhez, hogy megfeleld
elvalasztast és érzékenységet érjiink el. A PCA extrakcid soran nyert mintak pH-ja
megfelelt a protokoll altal eldirt 8-9 kozotti tartomanynak, igy azok nem igényeltek
tovabbi pH bedllitast. Desztillalt vizzel tizszeresre higitottuk a festéket, majd 5 pl
mintatérfogathoz 0,5 pl festék-DMSO oldatot adtunk és 10 percig inkubaltuk a mintdkat a
festékkel szobahOmérsékleten. A festék felesleget 0,5 pl ethanolamin hozzéadéaséaval
kotottilk meg, majd Gjabb 10 perc inkubacidé kovetkezett szobahdmérsékleten. A jelolt
mintakat desztillalt vizzel 5-szorosre higitottuk, majd azoknak 10 pl térfogatat 5 pl
denaturalo oldattal elegyitettiik. Ezutan 5 perc forralds tortént 100°C-os vizfiirddben. A
microchip csatornait polydimethyl-acrylamide alapu linearis polymer oldattal toltottiik fel.
Minden csatornara 6 pl mintat vittiink fel. Az eléirasnak megfeleld pozicioba ,,destaining”
oldat keriilt. Az automatikus injektalast kovetden az elvalasztas 1000 V fesziiltség mellett
30°C homérsékleten 60 s-ig zajlott. Minden mintaval 3 parallel analizist végeztiink. A
fehérjefrakciok detektalasa a fluoreszcens festék 680 nm hulldmhosszon mérhetd
fényemisszioja alapjan tortént. Az egyes protein komponensek molekulatomegeit a marker
futtatasaval nyert kalibracios gorbe alapjan hataroztuk meg. Mivel a festékkotddeés aranyos
a fehérjemennyiséggel, a gorbe alatti teriiletekbdl (AUC) kiszamitottuk az egyes
fehérjefrakciok relativ hanyadat és az értékeket a mintdra vonatkozo teljes AUC %-aban

adtuk meg.

111.4.5. Egyéb laboratoriumi paraméterek meghatarozasa

A vizsgalatban részt vevo egyének vérmintaibol meghataroztuk a se-TP, hsCRP, se-ORM,
WBC értékeket a kordbban részletezett modszerek alkalmazaséaval (1d. 111.3.3.).
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111.5. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéseket az SPSS (Statistical Package for the Social Sciences for
Windows, Version 22) programmal végeztiik (IBM Corporation, NY, USA). Adataink
eloszlasanak vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel tortént. Mivel valtozoéink nem normal
eloszlast mutattak, nem parametrikus teszteket (Kruskal-Wallis ill. Mann-Whitney U teszt)
alkalmaztunk a vizsgalati csoportok Gsszehasonlitdisdhoz. A folytonos valtozok kozotti
kapcsolatok vizsgalatihoz Spearman-féle korrelacios tesztet hasznaltunk. Az u-CYSC és u-
CYSC/u-CREAT paraméterek felsd referencia hatarértékét a 95% percentilis értékben
allapitottuk meg a Tencer és mtsai. kozleményében szerepld eljarasnak megfeleléen (129).
A paraméterek diagnosztikus hatékonysagat és prediktiv értékét ROC (receiver operating
characteristic) gorbék alapjan itéltiikk meg a gorbe alatti teriilet (AUC ROC) kiszamitasaval.
A folytonos valtozok adatait a median és interkvartilis (IQR, 25-75% percentilis) értékek
megadasaval szemléltettiik. A statisztikai elemzések soran a p<0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.
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IV. Eredmények
1V.1. Automatizalt u-CYSC mérési modszer validalasa és klinikai alkalmazasa

IV.1.1. Médszer validalas, interferencia, stabilitas vizsgalatok

A méréstartomanyt 0,0-1,0 mg/1 koz¢ allitottuk be (kalibralt tartomany), amelyen beliil a
dozis-valasz gorbe linearisnak bizonyult (7/A abra). Az 1,0 mg/l-nél magasabb
kalibracio reprodukalhatosaga megfelelének bizonyult, 30 fliggetlen kalibralas adatait
Osszegezve CV<10% értékeket tapasztaltunk valamennyi kalibraldsi pont esetében. A
sorozaton beliili és a sorozatok kozotti pontatlansag CV értéke is 5% alatt maradt minden
vizsgalt szint esetén (4. tablazat). Az analitikai szenzitivitas paraméterei is megfeleléek
voltak (LOB=0,012 mg/l, LOD=0,017 mg/l, LOQ=0,037 mg/l). A kvantifikalasi hatarérték
lehetévé tette a pontos meghatarozast 0,037 mg/1 legkisebb értéktdl a kalibralt tartomanyon
beliil. A moddszer linearitasat jonak talaltuk (R220,991), a 0,04-0,86 mg/l tartomanyban
vizsgalva azt (7/B abra).

A high dose hook effektus vizsgalata soran 2,0 mg/l u-CYSC koncentracio felett mar
csokkend jelintenzitast tapasztaltunk, mely az antigén tobblet zona elérését jelezte. A
biztonsagi zona hatara - melyet az az antigén koncentracio jelol ki, amely még magasabb
jelet ad, mint a kalibracioé legnagyobb standardja - 8,0 mg/l u-CYSC értéknél mutatkozott
(8. abra). A visszanyerhetdség vizsgalata soran 2,1%-0s hibaértékét talaltuk, melyet a
guideline alapjan elfogadhatonak mindsitettiink.

Nem tapasztaltunk az u-CYSC méréssel interferaldo hatast a minta 15 mmol/l kalcium,
1350 mmol/l urea, 280 mmol/1 gliikdz, 12 g/l albumin valamint 5 g/l hemoglobin tartalma
esetén sem.

Megfigyeltiik, hogy az u-CYSC stabil maradt 6 6ran keresztiil szobahomérsékleten, és 24
oran keresztiil 4°C-on tarolva (<7,1% atlagos koncentracié csokkenés). Azonban 2
vizeletminta 15%-ot meghaladdo CYSC veszteséget mutatott az el6bbi koriilmények
mellett. 3 honapig tarto -20°C-on tarolast kdvetden 2, valamint a 3. fagyasztasi-kiolvasztasi
ciklust kovetéen 1 minta mutatott 10%-nal nagyobb mértékii u-CYSC csokkenést, mig a
tobbi minta stabilnak bizonyult (5. tablazat).
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7. Abra. A: Az u-CYSC teszt 6 pontos kalibracios egyenese a 0,0-1,0 mg/l kozotti
tartomédnyban (linedris illesztés). Az dbra az egyes kalibracids pontok 30 kalibralas soran
nyert atlag + szoras értékeit szemlélteti (R* = 0,9989). B: A teszt linearitasa 0,04 — 0,86
mg/l kdzott. A pontok a mérések atlagait szemléltetik. A regresszids egyenes egyenlete: y

=1,026x +0,011; R*>=0,991.
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8. Abra: Dozis-valasz gorbe 0,0-8,0 mg/l kozott, valamint a “high dose hook effektus” és a

biztonsagi zona meghatarozasa.
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Sorozaton beliil (n=10)

Sorozatok kozott (n=40)

célérték, atlag+SD, pontatlansag, atlagtSD,  pontatlansag,
mg/l mg/l CV% mg/l CV%
0,728 0,759+0,012 1,52 0,744+0,014 1,94
0,348 0,346+0,006 1,79 0,337+0,006 1,90
0,073 0,070+0,002 3,29 0,069+0,003 4,84

4. Tablazat: Sorozaton beliili és sorozatok kozotti pontatlansag
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szobahémérséklet hiitészekrény (4°C)

kezdeti 2h 4h 6h 24h 2h 4 h 6h 24 h

koncentracio6 % % % % % % % %

mg/I

0,111 97,7 955 995 959 932 986 1000 946

0,120 988 946 975 821 975 954 975 933

0,074 101,4 1034 1041 905 102,0 1014 1041 90,5

0,156 97,4 990 974 942 984 981 961 913

0,053 97,1 1019 981 905 97,1 971 952 924

0,055 96,3 899 972 954 102,8 936 945 106,44

0,074 81,6 830 816 517 939 891 850 796

0,084 946 952 940 976 91,7 982 101,8 994

0,047 89,2 90,3 849 570 89,2 849 957 882

0,073 101,4 97,9 104,1 100,0 986 97,2 102,8 100,7
fagyasztasi-Kkiolvasztasi ciklusok -20°C

kezdeti 1. ciklus 2. ciklus 3. ciklus W

koncentracio % % % %

mg/l

0,051 94,1 96,0 911 97,0

0,122 89,7 79,8 66,7 77,4

0,435 97,1 95,5 93,7 93,8

0,645 97,8 99,1 98,7 88,4

0,814 95,0 92,4 91,0 90,8

5. Tablazat: Az u-CYSC stabilitds vizsgalatdnak adatai. Az egyes mintak tdrolast
kovetden mért koncentraciodinak a kezdeti koncentracidhoz viszonyitott szdzalékos ardnyat

tuntettuk fel.
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IV.1.2. Elézetes referencia tartomany meghatarozasa

Az egészséges egyének csoportjan beliil nem taldltunk kiilonbséget férfiak és ndk kozott
sem az u-CYSC sem az u-CYSC/u-CREAT értékek tekintetében. Ezt kovetden a kontroll
csoportot életkor alapjan két részre bontva vizsgaltuk. A fiatalkorGak (<18 éves
korcsoport) kismértékben, de szignifikansan magasabb u-CYSC/u-CREAT értékeket
mutattak a felndttekhez képest (median értékek: 8,9 mg/mol vs. 6,5 mg/mol, p<0,001),
ugyanakkor az u-CYSC koncentracioik a felnéttekével megegyezonek bizonyultak (9.
abra). Néhany kontroll minta esetében az LOQ alatti u-CYSC szintet detektaltunk, ezért
csak fels6 referencia hatarértéket (<95 percentilis) allapitottunk meg: u-CYSC <0,14 mg/I
¢letkortol fiiggetleniil; u-CYSC/u-CREAT <19,7 mg/mol fiatalkortakra és <12,4 mg/mol

felnottekre vonatkozoan.

0,204 : n.s. . 207 p<0,001
T 1
0,15+ g 15-
k=)
g E
E <
00,10+ & 10—
o Q
($) 2
° 2 T
0,05 Q 57
=
L
0,00 0
| I I |
A fiatalkoru kontroll felnétt kontroll B fiatalkoru kontroll felnétt kontroll

9. Abra: Egészséges egyének u-CYSC és u-CYSC/U-CREAT adatai. A: Az u-CYSC
értekek Osszehasonlitisa a fiatalkora és felndttkora kontroll csoport kozott. B: Az u-
CYSC/u-CREAT értékek Osszehasonlitasa a fiatalkoru és feln6ttkora kontroll csoport

kozott. n.s.: nem szignifikans.
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IV.1.3. Az u-CYSC teszt alkalmazasa kiilonb6z6 betegesoportok vizsgalatara

Szignifikansan emelkedett (p<0,001) u-CYSC szinteket és u-CYSC/u-CREAT
hanyadosokat figyeltiink meg szepszis-indukalta AKI-val diagnosztizalt betegeknél a
felnott kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a kronikus hipertenzidban szenvedd valamint
a 2-es tipust diabeteses betegek értékei nem kiilonboztek az egészséges csoportban

megfigyeltektol (6. tablazat).

Felnott Szepszis- Kroénikus 2-es tipusu

kontroll indukalta AKI hipertenzio diabetes

csoport mellitus
Elemszam, (n) 84 33 43 41
Nok, n (%) 44 (52) 16 (48) 20 (47) 14 (34)
Eletkor, (évek) 40 (21-60) 70 (25-82) 62 (26-79) 66 (45-81)
u-CYSC 0,06 0,91° 0,05 0,06
(mg/l) (0,04-0,09) (0,28-3,25) (0,03-0,09) (0,04-0,08)
u-CYSC/u-CREAT 6,5 309,6° 6,9 6,2
(mg/mol) (5,3-7,8) (123,1-1010,8) (5,4-9,1) (5,0-8,2)

6. Tablazat: A vizsgalt csoportok demografiai és laboratoriumi adatai. Az egyes
betegcsoportokat a kontroll csoporthoz hasonlitottuk  Mann-Whitney U tesztek
hasznalataval. A median (25-75% percentilis) értékeket tiintettiik fel, kivéve az é¢letkor,

ahol median (min-max) szerepel. ®p<0,001 a felnétt kontroll csoporthoz képest.

IV.2. Az u-ORM vizsgalata Crohn betegeknél az aktivitas fiiggvényében

IV.2.1. A vizsgalt egyének demografiai, klinikai és laboratoriumi adatai

A 86 vizsgalt Crohn beteg koziil 38 esetében aktiv, 48 esetében pedig inaktiv fazist
allapitottak meg a gasztroenteroldogus szakorvosok az €letkornak megfeleld aktivitasi index
(HBI vagy PCDAI) alapjan. A felnétt betegek 47%-a, a gyermekek 39%-a volt aktiv
fazisban. A betegek Montreal klasszifikacid szerinti besorolasa a 7. tdblazatban lathatd. Az
¢letkori csoportonként Gsszegzett demografiai és laboratériumi adatokat a 8-9. tdblazatok
tartalmazzak. Az aktiv Crohn betegek k6zo6tt magasabb volt a ndk aranya mindkét életkori

csoportban, ugyanakkor nem talaltunk kiilonbséget férfiak és nék u-ORM/u-CREAT
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értékei kozott. Mind a glomeruléris, mind a tubularis vesefunkcidt normalnak talaltuk
valamennyi vizsgalt csoport esetén a szérum ¢€s vizelet CYSC mérések alapjan. Egyediil az
U-CYSC/u-CREAT hanyadosok mutattak kiilonbséget a felnétt kontroll és aktiv
betegcsoport kozott, azonban valamennyi egyén a megallapitott referencia tartomanyon

beliili u-CYSC/u-CREAT értékkel rendelkezett.

Inaktiv Aktiv
Fiatalkori  Felnott Fiatalkori  Felnétt
Eletkor a diagnéziskor, n (%)
Al: <17 év 19 (100) 1(3) 11 (92) 1(4)
A2:17-40 év - 23 (80) 1(8) 20 (77)
A3:>40 év - 5(17) - 5(19)
A betegség kiterjedése, n (%)
L1: ileum 7 (37) 12 (42) 5(42) 6 (23)
L2: colon 5 (26) 3(10) 2 (16) 1(4)
L3: ileum és colon 7 (37) 14 (48) 5(42) 19 (73)
L4: fels6 gasztrointesztinalis - - - -
szakasz
A betegség viselkedése, n (%)
B1: nem strikturald, 13 (68) 14 (48) 11 (92) 9 (35)
nem penetrald
B2: strikturalo 6 (32) 11 (38) 1(8) 13 (50)
B3: penetralo - 4 (14) - 4 (15)
p: perianalis érintettség 7 (37) 8 (28) 5(42) 9 (35)

7. Tablazat: A vizsgalt Crohn betegek Montreal klasszifikacioja.
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Kontroll Inaktiv CD Aktiv CD p érték

Elemszam, n 30 19 12 -
N6k, n (%) 13 (43) 8 (42) 7 (58) 0,631
Eletkor, évek 14 (10-17) 15 (9-17) 15 (10-17) 0,207
WBC, G/I 6,3 (5,5-7,2) 6,9 (6,3-7,4) 9,6(6,1-109) 0,039

293,5 306,0 331,5
PLT, G/l (269,0-319,3) (2685-339,0)  (294,8-406,0) 0071
ESR, mm/h 3,0 (2,0-6,0) 16 (7,5-22) 32(27-38)  <0,001%"¢
hsCRP, mgll 0,3 (0,2-0,6) 33(0,6-61)  219(8,1-488) <0,0012°¢

0,74 0,96 1,76 abe
se-ORM, g/l (0,59-0,93) (0,84-1,31) (1,56-2,10) ~0.001

0,94 0,96 0,86
se-CYSC my/l (0,89-1,01) (0,85-1,02) (0,82-1,06) 0,827
u-CYSC/u-CREAT 0,009 0,009 0,009 0.703
mg/mmol (0,007-0,011) (0,006-0,011)  (0,007-0,011) !
u-ALB/u-CREAT, 0,95 0,70 0,52 0587
mg/mmol (0,41-1,55) (0,42-1,79) (0,41-1,09) ’
u-ORM/u-CREAT, 0,09 0,07 0,50 <0.001°¢
mg/mmol (0,07-0,15) (0,05-0,17) (0,33-1,21) ’

8. Tablazat: Fiatalkoru Crohn betegek és kontrollok demografiai és laboratoriumi adatai.
A csoportok Osszehasonlitasahoz Kruskal Wallis teszteket hasznaltunk. A felsé index
betiik a post hoc analizis (Mann-Whitney) eredményét jelolik: a: kontroll vs. inaktiv CD,
p<0,05; b: kontroll vs. aktiv CD, p<0,05; c: inaktiv CD vs. aktiv CD, p<0,01. A median
(25-75% percentilis) értékeket tiintettiikk fel, kivéve az életkor, ahol median (min-max)

szerepel.
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Kontroll Inaktiv CD Aktiv CD p érték

Elemszam, n 38 29 26 i
N6k, n (%) 21 (55) 16 (55) 19 (73) 0,292
Eletkor, évek 39 (21-58) 41 (21-77) 35 (21-73) 0,447
WEBC, G/ 6.4 (5,0-7.4) 60(4582)  82(67-10,8) <0,001°¢

2535 273,0 419,0 e
PLT, G/l (2163-2763)  (2380-3255)  (357,.8-4783) 0001
ESR, mm/h 4,0 (2,0-10) 18 (8,3-26) 30(18-38)  <0,001%°
hsCRP, mg/l 0,8 (0,4-1,7) 25(1,3-60) 128 (58-62,9) <0,001%°¢

0,76 0,94 158 abe
se-ORM, g/l (0.67-0.91) (0,87-1,10) (1,05-260) 0.0

0,88 0,94 0,82
se-CYSC mg/l (0,86-0,94) (0,82-0,99) 078102 92N
U-CY'SC/u-CREAT 0,006 0,007 0,008 0 013"
mg/mmol (0,005-0,007)  (0,006-0,008)  (0,007-0,011)
u-ALB/u-CREAT, 0,41 0,61 0,79 0 014
mg/mmol (0,25-0,59) (0,40-1,16) (0,31-2,53) ’
u-ORM/u-CREAT, 0,07 0,14 0,32 0001
mg/mmol (0,04-0,15) (0,05-0,33) (0,16-1,54) ’

9. Tablazat: Felndttkora Crohn betegek és kontrollok demografiai és laboratoriumi adatai.

A csoportok Osszehasonlitdsdhoz Kruskal Wallis teszteket hasznaltunk. A felsé index

betlik a post hoc analizis (Mann-Whitney) eredményét jelolik: a: kontroll vs. inaktiv CD,

p<0,05; b: kontroll vs. aktiv CD, p<0,05; c: inaktiv CD vs. aktiv CD, p<0,05. A median

(25-75% percentilis) értékeket tiintettiikk fel, kivéve az életkor, ahol median (min-max)

szerepel.

IV.2.2. U-ORM ¢és egyéb gyulladasos laboratoriumi paraméterek mérése
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A Dbetegcsoportokban jol tiikkrozte a gyulladds mértékét a hagyomanyos gyulladdsos
paraméterek mellett (hsCRP, ESR, WBC, PLT, se-ORM) az u-ORM/u-CREAT hanyados
is. A se-ORM emelkedett volt az aktiv betegcsoportokban az inaktivakhoz képest
(p<0,001), emelkedésének mértéke azonban aranyaiban kisebbnek bizonyult, mint az u-
ORM/u-CREAT esetében, kiilondsképpen a gyermekeknél.

Gyermekkort aktiv betegeknél hétszer magasabb u-ORM/u-CREAT értékeket talaltunk,
mint az inaktiv csoportban (8. tablazat). A feln6tt aktiv betegek esetében viszont csak
kétszeres emelkedést figyeltiink meg az inaktivakhoz viszonyitottan (9. tablazat, 10. abra).
Osszehasonlitva a gyermekek és felnéttek u-ORM/U-CREAT értékeit, nem talaltunk
szignifikans eltérést.

Szemben az u-ORM/u-CREAT értékekkel, az u-ALB/u-CREAT hanyados nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a fiatalkort vizsgalati csoportok k6zo6tt. Ugyanakkor az u-ALB/u-
CREAT szignifikansan magasabb volt a feln6tt betegcsoportokban a kontrollokhoz képest
(p<0,05), de nem tiikrozte a betegség aktivitasat (aktiv vs. inaktiv CD).

A vizeletfehérjék oOsszetételét tekintve az u-ORM/uU-TP arany szintén emelkedettnek
bizonyult aktiv CD esetén (medidn (IQR) értékek: 3,2 (2,0-6,4) %) mind az inaktiv
allapothoz (1,0 (0,6-2,8) %, p<0,001), mind az egészséges egyénekhez (1,0 (0,6-1,7) %,
p<0,001) viszonyitva. Az u-ALB/u-TP arany viszont nem mutatott kiilonbséget a 3 csoport
kozott (aktiv CD: 6,7 (3,4-14,8) % vs. inaktiv CD: 8,3 (6,3-10,5) % vs. kontroll csoport:
6,7 (4,9-12,6) %).
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10. Abra: Gyermek (A) és feln6tt Crohn betegek (B) valamint kontroll egyének u-ORM/u-
CREAT adatai. *p=0,01; **p<0,001
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IV.2.3. Korrelacios vizsgalatok

Szignifikans korrelaciot talaltunk az u-ORM/u-CREAT hanyadosok és a gyulladisos
markerek, valamint az aktivitasi indexek kozott (10-11. tablazat). A hsCRP-re, ESR-re, se-
ORM-re vonatkozé korrelacios kapcsolat kissé¢ gyengébbnek bizonyult a felndtt betegek
esetén, mint a gyermekgyogyaszati paciensek csoportjaban. Tovabba az u-ORM/u-CREAT
szembetlinden gyengébb Osszefiiggést mutatott a felndtt betegek aktivitasi indexével

(HBI), mint a gyermekekével (PCDAI).

u-ORM/u-CREAT  Korrelacios egyiitthato  Szignifikancia szint

hsCRP 0,55 p=0,001
se-ORM 0,59 p<0,001
ESR 0,47 p=0,007
WBC 0,27 p=0,149
PLT 0,45 p=0,012
PCDAI 0,59 p<0,001

10. Tablazat: Az u-ORM/u-CREAT Korrelacios adatai gyermekkortt Crohn betegeknél. A

paraméterek kozotti osszefliggéseket Spearman-féle korrelacios teszttel vizsgaltuk.

u-ORM/u-CREAT  Korrelacids egyiitthato  Szignifikancia szint

hsCRP 0,44 p=0,001
se-ORM 0,49 p<0,001
ESR 0,37 p=0,01
WBC 0,45 p=0,001
PLT 0,44 p=0,001
HBI 0,33 p=0,018

11. Tablazat: Az u-ORM/u-CREAT korrelacios adatai felnétt Crohn betegeknél. A

paraméterek kozotti osszefliggéseket Spearman-féle korrelacios teszttel vizsgaltuk.

IV.2.4. ROC analizis

A ROC analizis soran nyert eredmények azt mutattdk, hogy a hsCRP (AUC: 0,86;
p<0,001) és a se-ORM (AUC: 0,88; p<0,001) mellett az u-ORM/u-CREAT (AUC: 0,88;

p<0,001) is hasonlo szignifikans diszkriminativ erével képes kiilonbséget tenni aktiv és
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inaktiv allapot kozott fiatalkora Crohn betegek esetén (11/A abra). Feln6tt betegek esetén
azonban az u-ORM/u-CREAT AUC értéke (0,70; p=0,01) valamelyest elmaradt a hsCRP-
re (0,84; p<0,001) és a se-ORM-re (0,80; p<0,001) kapott értékektol (11/B abra).

1,0 1,0
— u-ORM/u-CREAT — u-ORM/u-CREAT
..... hs-CRP -+ hs-CRP
0,8 == se-ORM 0,8 === se-ORM
Referencia Referencia
egyenes egyenes
n (2]}
£ 0,67 S 0,6+
2 2 H
.g §
El o =
N 0,4 N 0,4
0,2 0,2
0,0 T T T T 0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
1 - Specificitas 1 - Specificitas

11. Abra: ROC analizisek a Crohn betegség aktiv és inaktiv fazisanak elkiilonitésére

gyermekgyogyaszati (A) és felndtt betegeknél (B).
IV.3. Savoldékony szérumfehérjék vizsgalata Crohn betegeknél

IV.3.1. A vizsgalt egyének demografiai és laboratoriumi adatai

Attekintve a vizsgalatban részt vevd 87 egyén demografiai adatait, az egyes csoportok
¢letkori és nembeli eloszldsa nem mutatott kiilonbséget. Ratérve a laboratoriumi adatokra,
a hagyomanyos gyulladasos paraméterek (WBC, hsCRP, se-ORM) szignifikans
emelkedéssel jelezték a gyulladasos aktivitas kiilonbségét az aktiv és inaktiv betegcsoport
kozott. Tovabba az aktiv Crohn betegek szérum 6sszfehérje koncentracidja szignifikansan

alacsonyabb szintet mutatott az inaktiv betegekhez képest (12. tablazat).
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Kontroll Inaktiv CD Aktiv CD p érték
Elemszam, n 25 34 28 -
N6k, n (%) 16 (64) 16 (47) 19 (68) 0,211
Eletkor, évek 29+16 26+17 26+16 0,814
se-TP, g/l 71 (68-74) 73 (69-77) 69 (65-73) 0,012°
WBC, G/l 6,4 (4,9-7,7) 6,9 (6,0-8,9) 8,9 (6,5-12,3)  0,005°°
hsCRP, mg/l 0,5 (0,2-1,8) 2,7(0,9-6,1) 219(7,1-715) <0,001*¢
se-ORM, g/l 0,8 (0,7-0,8) 1,0 (0,8-1,3) 1,7 (1,2-2,6)  <0,001%"¢

12. Tablazat: A vizsgalt csoportok demografiai és laboratdriumi adatai. A csoportok
Osszehasonlitdsdhoz Kruskal Wallis teszteket hasznaltunk. A felsé index betlik a post hoc
analizis (Mann-Whitney) eredményét jeldlik: a: kontroll vs. inaktiv CD, p<0,01; b: kontroll
vs. aktiv CD, p<0,01; c: inaktiv CD vs. aktiv CD, p<0,05. A median (25-75% percentilis)

értékeket tintettiik fel, kivéve az életkor, ahol atlag+SD szerepel.

IV.3.2. A szérum mintdk savoldékony fehérjetartalma

Osszehasonlitva a kontroll ill. az inaktiv betegcsoporttal, az aktiv Crohn betegek
szérumainak savas extraktumaibol szignifikansan emelkedett &sszfehérje-koncentraciokat

mértiink. (13. tablazat).

IV.3.3. A savoldékony szérumfrakcié SDS-PAGE mintdzata

A PCA-oldékony szérum frakci6 SDS-PAGE analizissel nyert mintazatait kvalitativan
értekeltiik. Megtekintve az eziistozott géllemezeket markéans kiilonbségeket észleltiink a
vizsgalt csoportok mintazatai kozott. Osszehasonlitva az egészséges egyének mintazatéval,
az aktiv Crohn betegeknél szembetiinden tobb fehérje frakcid volt detektalhato - foképp a
30 kDa alatti és a 94 kDa feletti mérettartomanyban - tovabba a 30-67 kDa kozotti régid
frakcioi erdteljesebb festddést mutattak. Az inaktiv stddiumu betegek fehérjeképe a
kontrollokéhoz volt hasonld, valamint az azonos csoportba tartozé egyének mintazatai

kozott nem tapasztaltunk 1ényegi kiilonbséget (12. abra).
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12. Abra: SDS-PAGE soran nyert, eziist intenzifikaldssal detektalt savoldékony

fehérjemintazatok, csoportonként 3-3 reprezentativ minta bemutatasaval. C: kontroll

csoport. NA: inaktiv CD. A: aktiv CD. M: molekulastly marker.

IV.3.4. A savoldékony szérumfrakcid6 MGE analizise

MGE-vel analizalva a savoldékony szérumfehérjéket, jellegzetes profilokat detektaltunk.
Mindhdrom csoport mintai esetében négy frakcido volt jol elkiilonithetd, melyek a
rendszercsucsot (ethanolaminhoz kotott fluoreszeens festék) kovetéen a ~11, ~65, ~85 és
~120 kDa koriili régioban jelentek meg a molekulatomeg marker alapjan. Megtekintve az
MGE-vel nyert savoldékony fehérjeprofilokat, az inaktiv Crohn betegek mintazata az
egészséges egyénekére hasonlitott, mig az aktiv periddusban 1évé betegek mintazata
markansan eltért az el6bbiektdl (13. abra). A szamszert értékeléshez kiszamitva az egyes
frakciok relativ aranyat, igazolodtak a profilok kozott latszo kiilonbségek (13. tablazat). A
~11 kDa-nal detektalt csucs relativ aranya mintegy haromszor nagyobb volt a kontroll és
az inaktiv betegcsoportban, mint az aktiv stadiumt betegeknél (p<0,001). A ~65 és ~85
kDa-nal elhelyezkedé frakciok szignifikansan magasabb értékeket mutattak aktiv
gyulladasos allapot esetén, dsszehasonlitva az inaktiv, valamint az egészséges allapottal. A
~120 kDa-nal lathat6 komponens relativ aranya alacsonyabb volt az aktiv betegcsoportban

a tobbi csoporthoz képest, ez a kiilonbség azonban nem bizonyult szignifikdnsnak.
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Kontroll Inaktiv CD Aktiv CD p érték

Osszfehérje, g/l 1,2 (1,0-1,5) 1,7 (1,4-2,1) 2,9 (2,2-3,7) <0,001%"

~11 kDa, % 12,2 (7,2-23,8) 12,1 (9,5-17,2) 4,4 (2,9-9,0) <0,001%"
~65 kDa, % 55(3,3-10,3)  7,2(53-11,1) 10,8 (6,5-18,5) 0,006%"
~85 kDa, % 1,7 (1,2-2,9) 3,1(2,5-5,8) 11,7 (8,2-17,5)  <0,001%°

~120kDa, % 72,3 (62,6-78,3) 70,2 (64,8-76,2) 62,8 (56,8-76,5) 0,122

13. Tablazat: A savoldékony szérumfehérjék MGE-vel nyert profiljdnak komponensei, az
Osszfehérje %-aban kifejezve. A felsé index betiik a post hoc analizis (Mann-Whitney)
eredményét jelolik: a: kontroll vs. aktiv CD, p<0,01; b: inaktiv CD vs. aktiv CD, p<0,05. A
median (25-75% percentilis) értékeket tiintettiik fel.
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13. Abra: MGE soran nyert savoldékony fehérjeprofilok és gélképek, csoportonként 3-3

reprezentativ minta bemutatasaval. A: kontroll csoport. B: inaktiv CD. C: aktiv CD.
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V. Megbeszélés

V.1. Automatizalt u-CYSC mérési moddszer beallitasa, validalasa, Kklinikai

alkalmazasa

Megfeleléen gyors, preciz €s szenzitiv, teljesen automatizalt turbidimetrids u-CYSC
meghatarozasi modszert dolgoztunk ki Roche Cobas 8000/c502 késziiléken, mely rutin
diagnosztikai felhasznalasra is idedlis. A mérés elvégzéséhez csupan 10 perc sziikséges. A
tesztet jellemz6 pontatlansagi értékek nem érték el az 5 CV%-ot. A kiemelkedd analitikai
szenzitivitasnak koszonhetden az u-CYSC kvantitativan meghatarozhatdé a renalis
diszfunkcioval rendelkezd betegek mellett az egészséges populacid vizeletében is. A
detektalasi hatarnal alacsonyabb u-CYSC szinteknek nincs klinikai jelentésége, a kalibralt
tartomany feletti (>1 mg/l) u-CYSC érték esetén pedig a minta mérésének ismétlése
szikkséges megfeleld mértékii higitast kovetden. Irodalmi adatok alapjan — melyet a
méréseink soran tapasztaltak is megerdsitettek — sulyos AKI esetén eldfordulhatnak a
biztonsagi zona hatarértékét (8 mg/1) is meghalad6 u-CYSC szintek, emiatt a vizeletmintak
el6higitasa ajanlott ezen betegpopulacional (132).

Habér az u-CYSC-t a tubularis diszfunkcié megbizhaté markerének tartjak, eddig csak
néhany automatizalt turbidimetrids vagy nefelometrids szérum CYSC tesztet adaptéltak a
vizelet mérésére (88, 103, 104, 133, 134). Az altalunk beallitott modszer jellemzoi
hasonloak, vagy valamelyest elonyosebbek az eddig ko6zolt turbidimetrias tesztekhez
viszonyitva (88, 133, 134). Példaul a Makris és mtsai. altal leirt teszthez képest kissé
alacsonyabb LOD-t sikeriilt elérniink az altalunk alkalmazott beallitaisok mellett, mely
lehetévé tette kozel valamennyi referencia egyén vizeletébél a pontos CYSC
meghatarozast (133).

Egyetértésben korabbi vizsgalatokkal, a mi megfigyeléseink soran sem mutatott
szamottevl interferenciat az u-CYSC méréssel sem az albumin, sem a hemoglobin (88,
103). Az el6bbiek mellett a vizelet egyéb endogén Osszetevoi (kalcium, karbamid, gliik6z)
sem befolyasoltak az u-CYSC analizisét.

Stabilitas vizsgalataink felfedték, hogy egyes vizeletmintakban a CYSC instabil lehet a
tarolasi hdmérséklettdl fiiggetleniil, megerdsitve Sohrabian és mtsai. korabbi megfigyelését
(88). Eredményeink alapjan célszeri a mérést friss vizeletmintakbol (24 oran beliil)
végezni, €s a mérésig hiitve (4°C-on) tarolni. Habar a sporadikusan el6fordulé instabilitas

oki hattere nem tisztazott, masokkal egyetértésben ajanlott protedz gatlot tartalmazo
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tartositoszer hozzaadasa a frissen nyert vizeletmintakhoz, amennyiben azok 24 o¢ranal
hosszabb ideig torténd tarolasa sziikséges (89, 104).

Mivel a CYSC vizelettel torténd exkrécidja nem mutat cirkadian ritmust, nem sziikséges a
vizeletgylijtés, a spontan iritett egyszeri vizeletmintak analizise is alkalmas mind
referencia tartomany meghatarozasra, mind klinikai diagnosztikai célokra (135). A kontroll
csoportot vizsgalva teljes referencia intervallum nem volt megallapithatd, mivel néhany
kontroll minta az LOQ alatti u-CYSC szintet mutatott, tovabba ezek az igen alacsony u-
CYSC szintek tulajdonképpen nem rendelkeznek klinikai jelentéséggel. Az el6bbi okokbol
kovetkezden csak felsd referencia hatarértéket hataroztunk meg <95 percentilis értéknek
megfelelden. Az egészséges egyének korében mért u-CYSC értékeink és referencia
tartoményunk Osszhangban éllnak a korabban kozo6lt adatokkal: nefelometrids mérési
modszerrel Conti és mtsai. 60 egészséges felndtt vizeletmintajat analizalva 0,03-0,18 mg/I
kozotti értékeket talaltak, Mijuskovi¢ és mtsai 31 fobdl allo felndtt kontroll csoportjanak
adatai pedig a 0,02-0,15 mg/l kozotti tartomanyban mozogtak (104, 136). Noraddin és
mtsai. turbidimetrids moédszert alkalmazva 0,16 mg/l-ben allapitottdk meg a referencia
tartomany fels6 hatarat, mely kozel azonos a mi értékiinkkel (134).

Mivel spontan iiritett vizeletmintakat analizaltunk, indokolt volt az eredményeket vizelet
kreatininre vonatkoztatva (u-CYSC/u-CREAT) is kifejezni, az eltéré hidraltsagi allapotok
befolyasolod hatasanak csokkentése érdekében. Az u-CYSC koncentracié adatok, ill. az u-
CYSC/u-CREAT arany megbizhatosaga jelenleg vita targyat képezi. Mig egyes szerzok
javasoljak az u-CYSC/u-CREAT hanyadosok hasznalatat (89, 96, 137-139), masok szerint
viszont a tubularis vesekarosodas érinti a kreatinin kivalasztasat is, amely befolyasolhatja a
kreatininre vonatkoztatott vizeletfehérje értékeket, csokkentve azok megbizhatosagat
(140). Ebbdl kovetkezben tanulmanyunkban az abszolut u-CYSC koncentracio és az u-
CYSC/u-CREAT arany egyidejii megadasa mellett dontdttiink. Az altalunk vizsgalt
egészséges felnbttek u-CYSC/u-CREAT adatai hasonlonak bizonyultak, mint a Grubb altal
megfigyeltek (89). Habar a vizsgalt populacionk relative kisméretli volt, szignifikans
kiilonbséget tapasztaltunk a tizenévesek ¢€s a felndttek u-CYSC/u-CREAT értékei kozott,
amely megerGsit egy nemrég kozolt, hasonld megfigyelést (141). Ez az eltérés
valosziniileg a vizelet kreatinin kivalasztas életkor fiiggésébdl adodhat, amelynek
hatterében a kamaszkor alatt végbemend izomtomeg-novekedés all (142).

Szignifikansan emelkedett u-CYSC szinteket és u-CYSC/u-CREAT hanyadosokat
taldltunk az AKI betegek csoportjdban a kontroll csoporthoz képest, mely jelezte a

szepszishez kapcsolt AKI kovetkeztében fellépd tubularis vesekarosodast. Ugyanakkor az
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u-CYSC emelkedése nem volt olyan extrém mértékii, mint amit egy korabbi tanulmany
soran figyeltek meg (132).

Habar a kronikus magas vérnyomdas a nephropathia rizikofaktora, vizsgalati csoportunk
adatai azt mutattak, hogy nem volt hatassal a kronikus hipertenzié az u-CYSC szintekre. A
2-es tipusu diabeteses csoportban mért u-CYSC értékekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
az altalunk vizsgélt betegeknél még nem alakult ki tubuldris karosodds. Korabbi
tanulmanyok alapjan a tubuléris kdrosodas megeldzheti a mikroalbuminuria megjelenését a
cukorbetegek egy kisebb hanyadanal, amely esetek korai felismerésében hasznos marker
lehet az u-CYSC (140). Albuminuriaval jar6 esetekben viszont fontos lehet azt is
figyelembe venni, hogy kompeticié alakulhat ki az albumin és a kis molekulatomegii
fehérjék kozott a receptor-medialta reabszorpcio soran, ami fokozhatja az u-CYSC {iritését
egy vizsgalat szerint (143).

Eredményeink és a rendelkezésre allo adatok alapjan az u-CYSC alkalmas — kiiléndsen
AKI esetén — a vese tubularis karosodasanak korai jelzésére, igényt teremtve a mindennapi
klinikai haszndlatra. Az altalunk bedllitott és validalt teszt egyszerlien adaptalhato a
forgalomban 1év6 laboratoriumi analizatorokra, elésegitve, hogy az u-CYSC a rutin

diagnosztikai paletta részévé valhasson.

V.2. Az U-ORM, mint a Crohn betegség aktivitisanak lehetséges markere

Az IBD napjainkban tobb mint 6tmillié6 embert érint vildgszerte, ebbdl Eurépaban mintegy
3 milli6 beteg €l. A paciensek ¢élethosszig tartd gondozast igényelnek a betegség
természetébdl adodo periodikus fellangolasok, €s a hossza tavi komplikaciok kockazata
miatt. Napjainkban a ,.treat to target” stratégia elterjedésével — melynek célja a remisszid
nyalkahartya szintjén valo elérése — egyre inkabb felértékelddik az objektiv informéaciot
nytjté diagnosztikai modszerek szerepe (144). Ismert, hogy az aktivitasi indexek nem
tiikrozik konzekvensen a bélrendszeri gyulladas sulyossagat (23), gyakran a tiinetek hianya
mellett is észlelhetd nyalkahartya szinti gyulladas endoszkopos vizsgalat soran (36). A
leginkabb objektiv, mind a mai napig gold standardnak szamitd6 endoszkopia azonban
invaziv és draga vizsgalomodszer, amely fokozott megterhelést jelent a betegek —
kifejezetten a gyermekek — szamara. Ezek a tényezdék a laboratoriumi diagnosztikai oldal
fejlesztésére teremtenek igényt (28).

Mivel a jelenleg ismert laboratoriumi markerek nem felelnek meg minden elvarasnak, a

CD aktivitasat megbizhatoan jelz0, tjabb non-invaziv biomarkerek felderitése tovabbra is
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aktiv kutatas targyat képezi (24, 25, 30). A vérbol és székletbdl vizsgalt szamos paraméter
mellett a vizeletfehérjék diagnosztikus értéke tobbnyire felfedetlen teriiletnek szamit a CD
tekintetében, holott a vizeletfehérje markerek is hasznos informacioval szolgalhatnak mind
akut mind kronikus gyulladasos folyamatokban (145, 146). Az akut fazis fehérjék kozé
tartoz0 ORM szérum Kkoncentracidja széleskorlien tanulmanyozott CD-ben (31),
ugyanakkor a vizeletb6l mérhetd szintek informacids értékét — legjobb tudasunk szerint —
még nem vizsgaltdk a CD vonatkozasaban.

Vizsgalatunkban az u-ORM/u-CREAT hanyados képes volt kiilonbséget tenni a CD aktiv
¢s inaktiv fazisa kozott; gyermekkoru betegek korében hasonlod teljesitménnyel, mint a
hsCRP és a se-ORM. Felnéttkora Crohn betegeknél viszont valamelyest elmaradt a
diagnosztikus ereje a szérum markerekétdl. Habar a vizsgalati csoportok viszonylag kis
elemszamuak voltak, a korcsoportok kozott tapasztalt teljesitménybeli kiilonbség
Osszefliggésben allhat a betegek aktivitasi index-alapu kategorizalasaval: a gyermekeknél
alkalmazott PCDAI tobb objektiv Osszetevot tartalmaz, mint a felndttek HBI
pontrendszere. Jollehet, a CDAI felépitésében kozelebb allna a PCDAI-hoz, a feln6tt
paciensek aktiv vagy inaktiv csoportba sorolasat a klinikusok a HBI alapjan végezték el
vizsgalatunk soran, mivel egyszeriibb, gyorsabb értékelést tesz lehetdové a szakrendelés
keretei kozott. Ezt a gyakorlatot alatamasztja Vermeire és mtsai. ajanlasa, akik szoros
korrelaciot irtak le a HBI és a CDAI kozott (147). Az u-ORM/uU-TP aranyban latott
kiilonbség arra enged kovetkeztetni, hogy a gyulladasos aktivitds egy bizonyos mértékii
valtozast idéz eld a vizeletfehérjék Osszetételében. Ezt a hatast mar szepszishez kapcsolt
sulyos akut gyulladasos allapotban is megfigyeltiik, ahol markénsabb valtozas volt
detektalhatd, mint a CD aktiv fazisaban (86).

A fokozott u-ORM kivalasztas feltételezhetben az immunrendszer aktivaciojaval fiigg
Ossze. Az aktiv CD csoportban talalt tobbszords emelkedés Osszhangban all korabbi
megfigyelésekkel, melyek mas akut (pl. szepszis, nyitott szivmiitét) és kronikus (pl. SLE,
2-es tipusi DM, RA) gyulladasos allapotokban irtak le hasonld, vagy magasabb értékeket
(70-73, 86). Ezt a feltevést tamogatjdk az u-ORM és a hagyomanyos gyulladasos
paraméterek kozott megfigyelt szignifikans korrelaciok is.

Az u-ORM kivalasztasanak pontos mechanizmusa és az azt befolydsolo faktorok jelenleg
még tisztazatlanok. A szérum ¢és vizelet ORM kozott tapasztalt kozepes erdsségl
korrelaci6 arra utal, hogy a se-ORM emelkedése Onmagidban nem magyardzza az
emelkedett u-ORM szinteket. Munkacsoportunk korabbi, szeptikus betegekkel kapcsolatos

eredményei azt sugalltdk, hogy a vesefunkcionak fontos hatasa lehet az u-ORM
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kivalasztasara (86). Ezért a glomerularis és/vagy tubularis diszfunkcié esetleges
fennalldsadnak kizarasa céljabol se-CYSC és u-CYSC méréseket végeztiink, melyek nem
igazoltak vesefunkcids eltéréseket az altalunk vizsgalt Crohn betegeknél. Christiansen és
mtsai. sem talaltak glomeruléris és/vagy tubularis diszfunkciora utalé jeleket emelkedett u-
ORM szinteket mutato 2-es tipusu cukorbetegeknél (68). Felmeriilt, hogy renalis szekrécid
¢s akar egy vese altali lokalis ORM szintézis is hozzéjarulhat az u-ORM emelkedéséhez,
mely mechanizmusok a kronikus gyulladasos allapottal Osszefiiggd, a szervezet egészére
kiterjed6 citokin valasz kovetkezményei lehetnek (68, 76, 86). Ezt a felvetést tamogatja
egy egereken végzett vizsgalat, melynek sordn az intraperitonealis LPS injekci6 ORM
génexpressziot indukalt a vesében (43).

Az u-ORM/u-CREAT - kifejezetten a gyermekeknél — aranyaiban nagyobb mérvii
emelkedést mutatott aktiv CD-ben, mint a se-ORM, azt sugallva, hogy az u-ORM/u-
CREAT a gyulladasos aktivitisnak egy ¢érzékenyebb markere Iehet. Korabbi
megfigyelésekkel ellentétben, a mi vizsgalati anyagunkban nem tiikrozte az u-ALB/u-
CREAT hanyados a CD aktivitasat (37, 38). Az u-ORM és az u-ALB a CD aktivitasara
nézve kiilonbozd valaszkészséget mutatott, melynek hatterében a két fehérje eltérd
kivalasztodasi mechanizmusa allhat.

Az u-ORM meghatarozasa értékes, objektiv informaciot nygjtva egészitheti ki a meglévo
diagnosztikus eszkoztarat, hozzdjarulva a pontosabb dallapotfelméréshez. Az 1j,
automatizalt mérési modszer alkalmas a gyors és megbizhatdé eredmény-szolgéltatasra,
ezaltal az u-ORM teszt megfelel a mai elvarasoknak (23, 29). A mintavétel pedig — non-
invaziv jellege altal — kiméletes a betegek, kiilonosképpen a gyermekek szamara. Tovabbi
elényt jelent, hogy az u-ORM in vitro nagyfoku stabilitassal rendelkezik, — ahogy arrol
korabban mi is beszdmoltunk, — igy a mintak szallitdsa és tarolasa nem igényel specialis

feltételeket (69).

V.3. Savoldékony szérumfehérjék vizsgalata Crohn betegeknél

A kis koncentracioban keringd alacsony molekulatomegli szérumfehérjék csoportja
magaban foglalhat szdmos 1 diagnosztikus lehetdséget a gyulladadsos korképek
vonatkozasaban. A szérum PCA kezelése alkalmas eljaras olyan kisebb koncentracidban
jelenlévé glikoproteinek izoldlasara, melyek detektalasaban nehézséget okoz a fobb
fehérjék maszkolo hatasa. Ezéltal lehetOséget teremt a savoldékony fehérjefrakcio tovabbi

érzékeny analizisére (108-110).
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Legjobb tuddsunk szerint mi vizsgaltuk eldszor aktiv és inaktiv stddiuma Crohn betegek
vonatkozasdban a PCA-oldékony szérumfehérje-frakcid diagnosztikus értékét. Jollehet
Cooke ¢és mtsai. ill. Thaw €és mtsai. végeztek kezdeti vizsgalatokat IBD-vel diagnosztizalt
betegek szérumaival, azonban a mi protokollunktol eltéréen a PCA-val torténd kicsapast
foszfowolframsavas precipitacioval kombinaltak (148, 149).

A hagyomanyos gyulladasos paraméterek (WBC, hsCRP, se-ORM) bar vizsgalatunkban is
jelezték a CD-ben perzisztald gyulladasos aktivitast, nem minden esetben alkalmasak
annak Kkorai, megbizhato felismerésére (26, 27, 31, 150). A se-TP jelzett csokkenése az
aktiv betegcsoportban jollehet statisztikailag szignifikansnak bizonyult, azonban klinikai
relevanciaval nem bir, cSupan néhany paciensnél talaltunk referencia tartomany alatti se-
TP értéket.

Az  aktiv  stddiumi  Crohn betegeknél tapasztalt emelkedett savoldékony
fehérjekoncentraci6 a generalizalt gyulladasos allapottal allhat kapcsolatban. Ebben
meghatarozo tényezo lehet, hogy a jelentds szénhidrat komponenssel rendelkezd akut fazis
fehérjék (pl. ORM, haptoglobin, a-1 antitripszin) képesek oldatban maradni a PCA kezelés
soran. Régota ismert, hogy a PCA-oldékony frakcioban szamos gyulladasos marker lelhetd
fel (108, 110, 111).

A mennyiségi valtozas (pozitiv akut fazis fehérjék emelkedése) mellett a mindségi valtozas
is szerepet jatszhat a savoldékony frakcié koncentracio-névekedésében. Korabban leirtak,
hogy bizonyos betegségek kapcsan megvaltozik a glikoproteinek — szénhidrat
komponensének szerkezete, befolyasolva azok biologiai funkcioit és egyben fizikokémiai
tulajdonsagait is (49, 58, 151-156). Ezaltal ellenallobba valhatnak a PCA-val szemben,
nagyobb aranyban keriilve a savas extraktumba. A glikozilacioban bekdvetkezd specifikus
valtozasok akar gyulladasos és daganatos betegségek biomarkereiként is funkcionalhatnak
(157-161). Tovabba azt is kimutattak, hogy az akut fazis fehérjék kiilonbozé glikozilacios
formainak jelenléte korrelal egyes betegségek stulyossagaval (162, 163).

Munkacsoportunk korabbi megfigyelései szerint katabolikus allapotok (kiterjedt mtitéti
beavatkozdsok, kemoterapia) is  eredményezhetnek  emelkedett savoldékony
fehérjemennyiséget a keringésben. Az emelkedés hatterében sejtanyagcsere-folyamatok
degradacios termékeinek, vagy szoveti nekrozisbol szarmazd molekulaknak a keringésbe
Iépése allhat (121). Ennek alapjan CD-ben egy kronikus gyulladassal asszocialt
katabolikus allapot is hozzdjarulhat a magasabb savoldékony fehérjeszinthez.

Szeptikus betegekkel végzett vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy markansan csokkent

se-TP mellett a savoldékony fehérjék mennyisége az egészségesekre jellemzd érték
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tobbszorosére  emelkedett. EbbOl arra kovetkeztethetink, hogy a savoldékony
fehérjekoncentraci6 valtozasat nem a se-TP valtozasa hatarozza meg.

Az egyes csoportjaink SDS-PAGE mintazatai kozott latott kiilonbségek a PCA-oldékony
frakciok eltéré fehérjedsszetételérdl tanuskodnak. Az eziist akkumulacidja bar nem
egyenesen aranyos a fehérjemennyiséggel, az aktiv betegek 30-67 kDa molekulatomegii
frakcioinak erételjesebb festddése utal a savas extraktumok magasabb fehérjetartalmara.
Ebben a tartomanyban helyezkedik el példaul az ORM (42 kDa), melyr6l ismert, hogy
szérum szintje emelkedik a CD aktiv fazisaban, valamint a savoldékony frakcid jelent6s
komponenseként is szamon tartjak (31, 108, 117).

MGE analizis soran a CD gyulladasos aktivitasanak fokozddasaval markans valtozasokat
észleltiink a savoldékony fehérjeprofilokban. Bar az elkiiloniilé dominans frakciok pontos
fehérjedsszetétele nem ismert, valdszintlisithetd, hogy nagyfokban glikozilalt akut fazis
fehérjék (pl. ORM, a-1 antitripszin, complement faktorok) lehetnek alapvetden felelések a
négy frakcio relativ aranyanak valtozasaért, melyek koziil néhanyat kordbban mar
azonositottak IS PCA-kezelt mintakbol (113). A mennyiségi variabilitds mellett a
glikoproteinek szénhidrat struktGraiban gyulladas hatasara bekovetkezé valtozasok is
befolyasolhatjak az MGE mintazatokat (152, 154, 155).

Az SDS-PAGE munka- és idéigényes modszer, raadasul az eziistozott géllemezek nem
alkalmasak szemikvantitativ értékelésre sem, az eziist-intenzifikalas nem linearis jellege
miatt (130, 131). Szemben az SDS-PAGE moddszerrel, az MGE egy miniatiirizalt, linearis
polimert alkalmazd, gyors eljaras, mely lehetévé teszi a relativ aranyokon alapuld
szamszer(i értékelést és a nagyfok reprodukalhatosagot (164, 165). Ezaltal az MGE
analizis alkalmasabbnak bizonyul a savoldékony szérumfehérjék eloszlasbeli és
intenzitasbeli kiilonbségeinek detektalasara. A kés6bbiekben érdemes lehet proteomikai
modszerek segitségével azonositani az MGE profil valtozasaért felelés PCA-oldékony
fehérjéket, melyek azutan potencidlis biomarkerekként tovabb vizsgalhatok a klinikai

alkalmazasi lehetdségek iranyaba.

V.4. Vizsgalataink korlatai

A tanulmanyunkbol levonhatd kovetkeztetéseket szamos tényezo limitalja. Monocentrikus
jellegli vizsgalatainkat viszonylag Kis elemszamu csoportokon végeztiik, melyen beliil a

fiatalkoru csoportok jelentdsen kisebbek voltak a felnéttkora csoportokhoz képest.
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Hivatalos kalibralo ¢és kontroll anyag nem érhetd el u-CYSC mérésekhez, ezért a
modszeriink validalasa és méréseink soran se-CYSC tesztekhez gyartott kalibracios és
kontroll anyagok megfeleld higitasait hasznaltuk. Referencia tartomanyunk csupan
elozetesnek tekinthetd a vizsgalt egészséges populacié mérete miatt. Nem vizsgaltuk az u-
CYSC stabilitasat protedz gatlo tartalmu additivum alkalmazasa mellett, ennek kapcsan
korabbi kozlemények adataira hivatkoztunk.

A Crohn betegek aktiv vagy inaktiv statusza a klinikai indexek alapjan Kkeriilt
meghatarozasra, mely a csoportositds bizonytalansagat hordozza magaban az indexek
szubjektiv tényez6i miatt. Ezen bizonytalansag kizarasa végett érdemes lenne egy
megerdsitd vizsgalatot végezni objektiv endoszkdpos és szovettani leletek alapjan
kialakitott aktivitasi csoportokkal. Néhany relapszusban 1€v6 beteg egészséges egyénekre
jellemzd u-ORM szintet mutatott, melynek hatterében elképzelhetd, hogy a gyulladasgatlo
¢s immunmoduldns gyogyszerek szuppressziv hatast gyakorolnak az u-ORM exkréciora. A
gyogyszeres terapia és az u-ORM szintek esetleges Osszefiiggései tovabbi felderitést
igényelnek. Habar a széklet calprotectin a klinikai gyakorlatban is elterjedt aktivitasi
markerré valt, tanulményunk nem tartalmazott székletminta gyQjtést és u-ORM —
calprotectin Osszehasonlitdst. Ennek kivitelezése egy késobbi kutatas keretei kozott
azonban hasznos informaciot tehet hozza az u-ORM-mel kapcsolatos ismereteinkhez.

A szérum mintdk PCA extrakcidjara vonatkozdéan nem végeztiink komplett validalasi
procedurat. Jelen tanulmanyunkban csak az MGE analizis altal szeparalodo fehérjefrakciok
relativ aranyat vizsgaltuk. Kutatasi iranyvonalunk tavlati lehetOségeit képezi az MGE
profilt meghataroz6 specifikus fehérjék azonositdsa és mennyiségi mérése, tovabba a
savoldékony fehérjék glikozilacios mintazatanak vizsgalata mind CD-ben, mind egyéb

korképekben.
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V1. Osszegzés

U-CYSC mérésére alkalmas automatizalt immunturbidimetrids moédszert adaptaltunk
Cobas 8000/c502 laboratoriumi analizatorra, és elvégeztilk annak analitikai validalasat az
aktualis szakmai ajanlasok szerint.

A validalas soran megallapitott kedvezd analitikai tulajdonsagok (érzékenység, precizitas)
¢s a rovid reakcididé alkalmassa teszik a tesztet a rutin klinikai felhasznalasra, mely
segitheti a gyors dontéshozast a klinikai gyakorlatban.

Gyermek- ¢és felndttkora egészséges egyének vizsgalataval a modszerhez tartozo el6zetes
referencia tartoméanyt hataroztunk meg.

Szepszis-indukalta AKI-val diagnosztizalt betegeknél markansan emelkedett u-CYSC
uritést talaltunk, mely egyértelmiien jelezte a vesekarosodas tubularis komponensét. 2-es
tipust diabeteses és kronikus hipertenziv betegeknél egészséges egyénekre jellemzd u-
CYSC értekeket detektaltunk, ezaltal nem igazolodott rendlis tubularis diszfunkcio
jelenléte ezekben a csoportokban.

Se-CYSC ¢és u-CYSC mérések alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk vizsgalt Crohn
betegek nem rendelkeztek vesefunkcios eltéréssel.

Mind gyermek-, mind felndttkoru, aktiv stadiumban 1évé Crohn betegeknél szignifikansan
emelkedett u-ORM/u-CREAT értékeket talaltunk az inaktivakhoz képest. Az emelkedés
mértéke gyermekeknél hétszeresnek bizonyult, tehat az u-ORM érzékenyebben jelezte a
gyulladésos aktivitast, mint a se-ORM.

Az u-ORM/u-CREAT hanyados hasonld teljesitménnyel volt képes elkiiloniteni a
gyermekkori CD aktiv és inaktiv fazisat, mint a hagyomanyos gyulladasos paraméterek.
Felndttek esetén valamelyest alacsonyabb diagnosztikus értéket tapasztaltunk.

Szignifikans korrelaciokat figyeltink meg az u-ORM/u-CREAT ¢és a hagyomanyos
gyulladédsos paraméterek, valamint a CD klinikai indexei kozott.

Eredményeink alapjan az u-ORM — mint gyulladasos marker — mérése hozzajarulhat a
Crohn betegek aktivitdsanak pontosabb, objektiv megitéléséhez. A vizeletmintdk non-
invaziv modon, kiméletesen nyerheték, mely kifejezetten elényds a gyermekek
kivizsgalasa soran.

Szignifikansan emelkedett savoldékony fehérjekoncentraciot mértiink aktiv allapoti Crohn
betegek szérumabol, mely a perzisztald, generalizalt gyulladasos allapottal allhat

Osszefliggésben.
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A PCA-oldékony szérum frakcid6 SDS-PAGE analizise soran mindségi kiilonbséget tartunk
fel aktiv és inaktiv Crohn betegek mintazatai kozott.

Els6ként vizsgaltuk a savoldékony szérumfehérjék extraktumat MGE analizissel, mely
soran nyert profilokban 4 dominans, jol elkiiloniil6 frakciot detektaltunk. Aktiv stadiumu
Crohn betegeknél jellegzetes mintazatot azonositottunk, mely markansan eltért az inaktiv
betegek, valamint az egészséges kontrollok esetén megfigyelttdl. Az elkiiloniild frakciok
relativ aranydnak meghatarozasaval szamszertileg is igazoltuk a mintadzatok kozott észlelt
kiilonbségeket.

Megfigyeléseink alapjan a savoldékony szérumfehérjék mennyisége és Osszetétele is
tikrozi a CD gyulladasos aktivitasat. Tanulmanyunk tovabbi biomarker kutatasok

kiindul6pontjat képezheti, segitve a CD laboratoriumi diagnosztikajanak fejlesztését.
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Aim: There is no commercially available urinary cystatin-C (u-CYSC) test in the market. Therefore, we
optimized and validated an automated immune turbidimetric test for u-CYSC measurements and investi-
gated u-CYSC concentrations in acute and chronic diseases which might lead to renal tubular disorders.
Materials & methods: A particle-enhanced immune turbidimetric assay was adapted and validated on a
Cobas 8000/c502 analyzer. Urine samples of different patient groups were also analyzed. Results: Our
method showed excellent analytical performance. U-CYSC/u-creatinine (u-CREAT) was higher in sepsis-
related acute kidney injury group (p < 0.001) compared with controls and to patients with chronic hy-
pertension and Type 2 diabetes. Conclusion: We validated a fast, sensitive, fully automated u-CYSC assay
which is ideal for routine use and might be a potential complementary laboratory test to evaluate renal
tubular function.
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Recently, intense investigation has been focused on finding novel laboratory markers with high diagnostic capability
for predicting renal dysfunction, since early diagnosis of renal disorders is of utmost importance. Urinary cystatin-C
seems to be a promising protein marker that can provide clinically useful data on tubular dysfunctions [1,2].

It is widely known, that cystatin-C (CYSC) found in plasma is a nonglycosylated inhibitor of cysteine proteases
with a molecular mass of 13 kDa. It is produced by most nucleated cells at a constant rate and is secreted into the
blood 2]. Due to its physical properties CYSC is freely filtrated by the glomeruli; then it is reabsorbed and almost
completely catabolized by the proximal tubular cells. Therefore, CYSC is a normal component of urinary proteins
at very low concentrations [2-4]. In case of tubular injury the reabsorption and degradation of CYSC might be
reduced, leading to increased urinary CYSC (u-CYSC) excretion [5].

In contrast to u-CYSC, serum/plasma CYSC has already been introduced as a reliable marker for estimating
GFR with better performance than serum creatinine [6,7]. Serum CYSC seems to be a good marker of glomerular
function in acute kidney injury (AKI), while u-CYSC is thought to be an optimal indicator of tubular lesions [s].
However, only few trials have been performed on the clinical utility of u-CYSC. These trials suggested that u-CYSC
was a more sensitive predictor of the need of renal replacement therapy in AKI than B;-microglobulin, and it
showed a higher 77 vitro stability too (3,5,81.

Among patients who underwent cardiac surgery, early and persistent increase of u-CYSC was described correlating
with the progression of AKI (9. Besides acute renal impairment, u-CYSC may provide diagnostic information on
diabetic nephropathy (DN) as well. Increased u-CYSC concentrations were found among Type 2 diabetic patients
without albuminuria presumably as a result of the tubular damage prior to glomerular manifestation of DN.
Consequently, elevated excretion of u-CYSC may predict DN earlier than microalbuminuria [10]. Moreover, ithas  newlands
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been shown that u-CYSC, referred to urinary creatinine is associated with the severity and progression of chronic
kidney disease in patients with obesity and metabolic syndrome [11].

U-CYSC seems to be an appropriate and a highly reliable marker for the early diagnosis of renal tubular
dysfunction. However, at present no commercial automated u-CYSC kit is available in the clinical laboratory.
Commercial serum CYSC kits cannot be directly applied for u-CYSC measurements because of their inappropriate
measuring range. Therefore, in our work we optimized and validated a serum immune turbidimetric test for
u-CYSC measurements. The present study also aimed to determine preliminary reference ranges for our assay and
to provide u-CYSC data in various patient groups which can be potentially related to acute or chronic renal tubular
disorders.

Materials & methods

Subjects

Our analyses were done from April 2015 to September 2016. The study was performed according to the Declaration
of Helsinki 2008, and was approved by the Regional Ethics Committee of the University of Pécs, Medical School
(no. 4327.316-2900/KK15/2011). Every volunteer was fully informed and a written consent was obtained from
all of them.

To determine a preliminary reference range of our u-CYSC method, 117 healthy individuals between the age of
10 and 60 years were enrolled. The healthy state was established based on physical examination and on medical
records. Exclusion criteria were any kind of acute or chronic diseases and proteinuria. In order to investigate the
potential clinical utility of u-CYSC measurements, a group of patients with sepsis-related AKI (n = 33), patients
with chronic hypertension (n = 43) and Type 2 diabetic patients (n = 41), were also included. AKI in septic
patients was established using the Kidney Disease Improving Global Outcomes guideline [12] supported by serum
CYSC concentrations, similarly to others [13-15]. Inclusion criteria for the chronic hypertension and diabetic patient
groups were: established clinical diagnosis of their treated disease, the lack of acute inflammatory conditions and
other chronic disorders such as autoimmune diseases or tumors.

Sampling & laboratory testing

Spot urine samples were obtained from all participants. After centrifugation (1500 g, 10 min) supernatants were
collected into aliquots and stored at -70°C until use. Urinary total protein and creatinine (u-CREAT) were
determined on a Cobas 8000 analyzer (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) by standard routine
laboratory procedures. U-CYSC data of patients’ samples were referred to urinary creatinine and were given as
u-CYSC/u-CREAT ratio; however, absolute u-CYSC concentrations were also reported.

Reagents & instrumentation
For u-CYSC method adaptation, validation and measurements a particle-enhanced turbidimetric assay was carried
out using an open developmental channel of the Cobas 8000/c502 analyzer (Roche Diagnostics GmbH).

The determinations of u-CYSC were performed by using the Cystatin C FS kit (Cat. No. 171589910930,
DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Germany), which was originally developed for serum CYSC
measurements within a range of 0.1-8.0 mg/l. The kit contained polyclonal goat antihuman CYSC antibodies
bound to polystyrene particles and a 100 mmol/1 TRIS buffer, pH 7.5.

Dilution series of TruCal Cystatin C calibrator set (Cat. No. 171509910059, DiaSys) were used for calibrations
and proper dilutions of TruLab Cystatin C Level 1 and Level 2 (Cat. No. 598709910046, 598809910046, DiaSys)
were applied as controls. TruCal Cystatin C was traceable to the IFCC reference material ERM@®)DA471. For the
dilution of the calibrators, controls, patient samples and for blank samples sterile 154 mmol/l NaCl solution was
used.

Assay conditions & validation procedures
In order to obtain better analytical sensitivity compared with the original serum assay, the test conditions were
completely changed. The calibrator/control/sample volume was increased to 12 pl, the reagent volume was
decreased to 50 pl and the buffer volume to 170 pl. The optimal working range for u-CYSC determinations
(0.03-1.0 mg/1) was chosen in the antibody excess zone by testing a wide concentration range of the analyte.

Full calibration was performed by applying six standards: 0.0; 0.03; 0.125; 0.25; 0.5; 1.0 mg/l CYSC solutions
by diluting the 1 mg/I calibrator with saline. The linear regression fitting was applied. For the turbidimetric reaction
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Table 1. Imprecision data of the urinary cystatin-C assay.

Sample Target value mg/I| Intra-assay (n = 10) Interassay (n = 40)
Mean =+ SD mg/I &V % Mean + SD mg/I CV %

ctf 0.728 0.759 + 0.012 1.52 0.744 + 0.014 1.94

c2f 0.348 0.346 + 0.006 1.79 0.337 £ 0.006 1.90

c3f 0.073 0.070 & 0.002 3.29 0.069 + 0.003 4.84

fSamples were diluted from TruLab Cystatin C Level 2 control.
CV: Coefficient of variation; u-CYSC: Urinary cystatin-C.

a two-point end assay type was used at the wavelength of 505 nm and delta absorbance was calculated between
42-70 measuring points. The assay was performed at 37°C with 10 min of reaction time.

The stability of calibration was checked by summarizing 30 independent calibrations. Intra- and interassay
imprecisions, parameters of analytical sensitivity and linearity were assessed based on the Clinical and Laboratory
Standards Institute guidelines [16-18]. For determining the limit of blank (LoB) and limit of detection (LoD) five
blank and five low-concentration (expected to be very close to the limit of detection) samples (12 replicates/sample)
were analyzed. LoQ was determined as the lowest amount of u-CYSC that could be reliably detected with a coefficient
of variation (CV) < 5% by measuring a dilution series of a urine sample in triplicates in three different runs.

High-dose hook effect was examined in the concentration range of CYSC between 0.0 and 8.0 mg/1. Recovery
was examined based on Westgard guidelines by measuring aliquots of five different urine samples spiked with TruLab
Cystatin C Level 1 control material (CYSC = 0.844 mg/I) or saline and proportional error was calculated [19].

Interference & stability studies

Potential interference was tested with calcium, urea, glucose, albumin and hemoglobin. Aliquots of different urine
samples spiked with the interferer solution or saline (in 1:9 ratio) were measured in duplicates. Interference was
declared when the deviation exceeded the acceptable error (10%) [19].

To examine analyte stability ten spot urine samples were studied. Specimens were aliquoted and stored without
any additives at room temperature and at 4°C. U-CYSC was determined in duplicates from freshly obtained
urine samples and after 2, 4, 6, 24 h of storage [20]. Additionally, the effects of 3 months’ storage at -20°C and
freezing—thawing cycles on analyte stability were also assessed by investigating five spot urine samples without any
preservatives added. For the latter purpose, aliquots of the samples were frozen at -70°C and subsequently thawed
at 37°C, then three freezing—thawing cycles were performed with a simultaneous u-CYSC determination. Mean
percentage deviation was calculated and compared with the acceptable change limit ( £7.1% in our case).

Statistical analyses

The distribution of our variables was determined by Shapiro-Wilk analyses. The data showed nonnormal distri-
bution, therefore, Kruskal-Wallis and Mann—Whitney U tests were performed for assessment of the differences
between groups. After excluding outliers (only one patient from the adult control group) upper reference limit for
u-CYSC and u-CYSC/u-CREAT were determined as 95 percentiles similarly to others [21]. A p-value of p < 0.05
was considered as statistically significant. Statistical analyses were carried out by IBM SPSS Statistics for Windows
Version 22 (IBM Corporation, NY, USA).

Results & discussion

Analytical performance

The calibrated range for u-CYSC measurements was linear between 0.0 and 1.0 mg/l, as shown on Figure 1A.
Samples at above 1.0 mg/l u-CYSC concentration had to be remeasured using an appropriate dilution. Calibration
showed good stability with a CV < 10% obtained from 30 independent data. Both intra- and interassay imprecision
at different concentration levels did not exceed 5% of CV (Table 1). LoB, LoD and LoQ of our u-CYSC assay were
found to be 0.012, 0.017 and 0.037 mg/], respectively. The quantification limit allowed the accurate determination
of samples at a concentration down to 0.037 mg/l. The assay showed good linearity (R* = 0.991) in the range
of 0.04-0.86 mg/I (Figure 1B). High-dose hook effect was experienced from 3.0 mg/] u-CYSC concentration;
however, the security range expands up to 8.0 mg/l. The recovery study showed the proportional error to be 2.1%
which is within the acceptable error limit.

future science group 10.4155/bio-2017-0228



Methodology Szirmay, Kustan, Horvath-Szalai et al.

®

@

1.0
7000
6000 — . 0.8
=
[=2]
9 5000 g
£ O 0.6
2 4000 g
= o
9 3000 ; 0.4
2 o
‘S 2000+ 3
e S 0.2-
1000 — g
07 0.0
-1000 T T I T I T I I T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
u-CYSC (mg/l) Theoretical u-CYSC (mg/l)

Figure 1. Calibration and linearity graph of urinary cystatin-C. (A) Cumulative graph of the assay in the range of 0.0-1.0 mg/I with 6
points of calibration (n = 30 separate calibrations, mean values of calibrators represented by dots and +5Ds shown as bars; RZ = 0.9989).
(B) Linearity was studied by diluting a urine sample. Good linearity was found in the range of 0.86-0.04 mg/I. The equation of the
regression line is: y = 1.026x + 0.011, R = 0.991. Mean values of parallel measurements are represented by dots.

u-CYSC: Urinary cystatin-C.

The assay time of our fully automated new turbidimetric u-CYSC test is only 10 min with an overall imprecision
less than 5 CV% within the whole measuring range. The very low LoD (0.017 mg/1) enables u-CYSC determination
in almost all healthy individuals. U-CYSC concentrations of samples less than 0.017 mg/1 have no clinical relevance.
On the other hand, in severe cases of renal tubular damage but practically for all urine samples above 1.0 mg/l of
u-CYSC (that is the calibrated range) the test should be repeated after a proper dilution of the urine samples due to
the experienced high-dose hook effect. Although u-CYSC is reported to be a reliable marker of tubular dysfunction,
up to now only a few automated turbidimetric or nephelometric serum CYSC assays were adapted for urinary
measurements [2-3,5,22-23]. Our assay properties seem to be similar or even better than those of others [2,22-23]. Our
LoD is slightly lower than that of the turbidimetric method reported by Makris ez al. [23].

Interference & stability studies

We found no interference with u-CYSC measurements in spiked urine samples up to 15 mmol/l calcium,
1350 mmol/l urea, 280 mmol/] glucose, 12 g/l albumin and 5 g/l hemoglobin, respectively. In accordance
with our results, former studies did not report considerable interference with albumin and hemoglobin [2,3]. Other
endogenous substances that are present in the urine such as calcium, urea and glucose also did not have impact on
u-CYSC analysis.

We observed that u-CYSC was stable for 24 h stored at 4°C and for 6 h stored at room temperature (<5%
average decrease). However, two samples showed up to 15% loss of CYSC under identical conditions. After a
3-month storage at -20°C and after the third freezing—thawing cycle in case of two samples the reduction of
u-CYSC concentration exceeded the acceptable change limit while the other samples remained stable.

The favorable analytical performance and the short reaction time make our u-CYSC assay to be proper for
routine clinical use which can help rapid decision making in the clinical practice. However, as a limitation we
should emphasize that our stability studies revealed CYSC being unstable in some urine samples. The instability
seems to be independent of storage temperature as it was previously suggested by others too [21. Our data support
the recommendation that proteinase inhibitor preservatives should be added to freshly voided urine samples [4,5].

Preliminary reference ranges, patients’ data
In the group of healthy individuals, we observed no significant differences in u-CYSC excretion between genders.
Healthy adolescents (age group 10-18 years) showed slightly but significantly elevated u-CYSC/u-CREAT values
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Figure 2. Urinary cystatin-C and urinary cystatin-C/urinary creatinine data of healthy individuals. Mann-Whitney U
test was used to compare the variables of groups. (A) Comparison of u-CYSC concentrations between adolescent and
adult control groups. (B) Comparison of u-CYSC/u-CREAT values between adolescent and adult control groups.
u-CYSC: Urinary cystatin-C; u-CYSC/u-CREAT: Urinary cystatin-C/urinary creatinine.
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Table 2. Demographic and laboratory data of the studied patient groups.

Parameters Adult control group Sepsis-related Patients with chronic Patients with Type 2 DM
AKI patients hypertension

Number (n) 84 33 43 41

Females n (ratio) 44 (0.52) 16 (0.48) 20 (0.47) 14 (0.34)

Age (years) 40 (21-60) 70 (25-82) 62 (26-79) 66 (45-81)

u-CYSC (mg/1) 0.06 (0.04-0.09) 0.91" 0.05 0.06
(0.28-3.25) (0.03-0.09) (0.04-0.08)

u-CYSC/u-CREAT 6.5 309.6 6.9 6.2

(mg/mol) (5.3-7.8) (123.1-1010.8) (5.4-9.1) (5.0-8.2)

fp < 0.001 compared with healthy adult controls. Median (25-75% percentiles) are presented except for age: median (min-max). Mann-Whitney U test was used to compare each

patient groups to control group.
AKI: Acute kidney injury; DM: Diabetes mellitus; u-CYSC: Urinary cystatin-C; u-CYSC/u-CREAT: Urinary cystatin-C/urinary creatinine.

(8.9 mg/mol) compared with adults (6.5 mg/mol, p < 0.001) but their u-CYSC concentrations (expressed as
mg/l) appeared to be similar to adules (Figure 2). U-CYSC concentrations of a few healthy controls were found
to be below the LoQ thus only upper reference limits (<95 percentiles) were defined: <0.14 mg/! for u-CYSC
independently of age, <19.7 mg/mol for u-CYSC/u-CREAT for the adolescents and <12.4 mg/mol for adults.

We found significantly (p < 0.001) elevated u-CYSC concentrations and u-CYSC/u-CREAT ratios in patients
with sepsis-related AKI compared with adult controls. In contrast to these data, values of patients with chronic
hypertension and Type 2 diabetes did not differ at all from those of the healthy group (Table 2).

Urinary CYSC does not show circadian rhythm, therefore spontaneous urine samples can be used for both
establishing reference ranges and for clinical application as well (24]. The observed u-CYSC values among healthy
people are in agreement with previously reported data 25]. We determined the upper reference limit only as 95th
percentiles. Complete reference interval could not be calculated since several urine samples showed lower CYSC
concentrations than the LoQ and the very low values have no clinical relevance. Similarly to us, Conti et al.
determined the upper reference limit of u-CYSC at 0.18 mg/l by nephelometry; furthermore, Noraddin and
coworkers calculated that as 0.16 mg/1 by turbidimetry (5,22].

Since spot urine samples were analyzed, it was reasonable to express results also as u-CYSC/u-CREAT ratio
in order to exclude the effect of different hydration states (as it is reported by others) (4,8,26-28]. However, it is
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known that in case of tubular damage the excretion of creatinine is also affected which may influence the urinary
protein/u-CREAT values [29]. Therefore, giving both the absolute concentrations of u-CYSC and the u-CYSC/u-
CREAT values is suggested. Even if both data are given, it is still an open problem if absolute u-CYSC values
or u-CYSC/u-CREAT or both are preferred. In order to give a proper answer, the study should be extended in
the future to include more patient groups and to largely increase the number of patients in each group. Our
u-CYSC/u-CREAT data of healthy adults were also similar to that reported by Grubb (4. Although our study
population was relatively small, we found significant differences in u-CYSC/u-CREAT values between adolescents
and adults which confirms a recent observation [30). This finding might be due to the age dependency of urinary
creatinine excretion associated with the growth of muscle mass during adolescence [31].

We detected significant elevation of u-CYSC and u-CYSC/u-CREAT ratio in AKI patients compared with
the control group, indicating the renal tubular damage in sepsis-related AKI. However, the observed increase of
u-CYSC was not as extreme as that was described in a former paper [1]. Although chronic hypertension is a risk
factor for nephropathy, our results suggest that u-CYSC seems not to be affected by chronic hypertension. In the
diabetic patient group u-CYSC, data suggest that tubular damage has not been developed yet. Tubular damage
might precede the appearance of microalbuminuria only in a few cases of diabetes where increased u-CYSC may be
useful for the recognition of these patients [26]. Moreover, in certain cases with proteinuria it should be taken into
consideration, that the competition between albumin and low molecular weight proteins for receptor-mediated
reabsorption could elevate the urinary levels of CYSC as well [32).

The current study has some limitations. Our major focus was on the analytical validation of the u-CYSC assay,
therefore it cannot be considered as a clinical study. However, the presented data on healthy individuals and
on patient groups support our suggestion that u-CYSC determination is recommended for clinical utilization.
Unfortunately, calibrators, control materials and a reference method are available only for serum samples and
not for u-CYSC measurements. The described preliminary reference ranges were established by investigation of a
relatively small healthy population and our adolescent group was remarkably smaller than the adult group. Another
limitation of our work is that number of patients in the different disease groups was smaller than that in the control
group. Also, during our stability studies samples with protease inhibitor were not analyzed.

Conclusion

The present study describes a novel validated particle-enhanced immune turbidimetric assay for u-CYSC determi-
nation which can easily be adapted to other commercial fully automated analyzers. It is sensitive, precise, rapid and
offers a short turnaround time, therefore it seems to be ideal for routine clinical utilization. U-CYSC reference range
seems to be age-dependent when data are referred to urinary creatinine. For discrimination between glomerular
and tubular renal injury, both serum and u-CYSC measurement is suggested. The analytical performance of our
method enables to detect subtle changes in u-CYSC concentrations with a potential positive predictive value for
timely diagnosis of renal tubular damage. In septic patients with AKI, our data further supports the findings of the
relatively few studies that u-CYSC might be a reliable marker of renal tubular injury.

Future perspective

Urinary cystatin-C determinations are rare, even nowadays and there is no commercially available automated
method for its quantification as a diagnostic tool. While serum CYSC is widely used for the estimation of
glomerular function in AKI patients, serum CYSC is not suitable for predicting severe tubular damage. Therefore,
the major goal of determining u-CYSC is the fact that it reflects and predicts tubular type acute kidney failure. Our
automated method with its short assay time seems to be an ideal lab test that might be introduced into the routine
laboratory palette. The analytical sensitivity of the test enables u-CYSC determination in practically all healthy
individuals. On the other hand, in critically ill patients (e.g., in sepsis) u-CYSC values increase dramatically when
development of tubular damage and occurrence of AKI is expected. We think, that in the future, diagnostic kits for
u-CYSC determination will be produced. In order to add u-CYSC to the diagnostic arsenal, proper quality control
is required which is also to be developed. Most probably, stabilizers should be added to the urine samples in order
to prevent potential preanalytical degradation of u-CYSC. Our method is easy to adapt to common laboratory
automats and u-CYSC quantification is expected to help rapid decision-making regarding critically ill patients.
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Executive summary

e Urinary cystatin-C (u-CYSQ) is considered to be a promising protein marker that can provide clinically useful data
on renal tubular dysfunctions. Especially in acute kidney injury of tubular origin u-CYSC levels might increase
dramatically. However, there is no commercial kit available for u-CYSC determination.

e In our work, a novel automated particle enhanced immune turbidimetric assay for measurement of u-CYSC was
developed and adapted to a commercial laboratory analyzer. Our assay was fully validated and preliminary
reference ranges were also established. The test is rapid (10 min) with a limit of quantification of 0.037 mg/I
u-CYSC. The high analytical sensitivity makes the test being suitable for measurement of u-CYSC levels practically
in all healthy individuals.

e When reporting u-CYSC data, it is suggested to give both u-CYSC concentrations and u-CYSC/u-CREAT ratios as
well.

e In our studied patient groups (Type 2 diabetes, hypertension, control and septic patients) a dramatic increase was
found in septic patients with acute kidney injury. The largely increased u-CYSC values indicated renal tubular
damage.

e The u-CYSC assay is strongly suggested to be part of the laboratory palette when dealing with critically ill
patients. Development of a commercially available u-CYSC diagnostic kit with effective quality control is of
utmost importance.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Background: Laboratory markers are essential tools in the follow-up of patients
with Crohn's disease (CD). Our aim was to investigate urinary concentrations of
orosomucoid in relation to the inflammatory activity of CD and to compare it
with clinical indices and conventional laboratory parameters.

Materials and methods: Blood and urine samples of 86 patients (55 adults and
31 children) with CD and 68 healthy individuals (38 adults and 30 children) as
controls were analysed. Patients were categorized according to their clinical scores
(Harvey-Bradshaw Index [HBI] or Pediatric Crohn's Disease Activity Index
[PCDAI]). Urinary orosomucoid (u-ORM) was determined by automated immune
turbidimetric assay, and values were referred to urinary creatinine (u-ORM/u-
CREAT, mg/mmol).

Results: U-ORM/u-CREAT values were seven times higher in children with active
CD (0.50 vs 0.07 mg/mmol, P < 0.001) and two times higher in adults (0.32 vs
0.14 mg/mmol, P = 0.01) compared with patients with inactive disease. U-ORM/u-
CREAT showed good correlation with conventional inflammatory markers (hs-
CRP, serum ORM; P < 0.01) and activity indices (HBI, P = 0.018; PCDAI,
P < 0.001). U-ORM/u-CREAT had similar discriminative performance to hs-CRP
and serum ORM in the differentiation of active from inactive paediatric CD patients.
Conclusions: Our findings suggest that u-ORM/u-CREAT might serve as a valu-
able additional marker in the follow-up of CD patients, especially in children for

whom the non-invasive sampling is a further advantage.

KEYWORDS

children, Crohn’s disease, inflammation, orosomucoid, urine

and remission periods causing a serious decrease in quality
of life. Monitoring disease activity is substantial to specify

In the last few decades, Crohn's disease (CD) has become
an illness with one of the most increasing prevalence. Due
to the rapidly rising overall incidence of CD and the grow-
ing tendency of its childhood-onset, management of CD is
especially challenging in children.'*

Crohn's disease, as an inflammatory bowel disease
(IBD), is characterized by a chronic course with relapse

the most appropriate treatment for patients. However, the
commonly used clinical indices of CD activity might be
influenced by subjective complaints thus may not accu-
rately reflect inflammatory activity. Endoscopic examina-
tion with histological sampling can provide objective and
specific information, but these procedures are invasive and
rather stressful especially for paediatric patients.®°
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Laboratory tests may give accurate information on the
inflammatory activity and have a growing role during the
last few years due to the adaptation of treat to target strat-
egy for CD.” In spite of the efforts in laboratory
approaches, so far just a few markers proved to be clini-
cally useful in CD. Besides the widely applied non-specific
inflammatory parameters (high-sensitivity C-reactive pro-
tein [hs-CRP], erythrocyte sedimentation rate [ESR], white
blood cell count [WBC]), the diagnostic benefit of urinary
proteins has not been well revealed yet.*®° Among urinary
proteins, albumin was reported to be a potential marker of
IBD activity.'%!!

Orosomucoid (ORM, also called as a-1-acid glycopro-
tein) is an approximately 43 kDa, highly glycosylated, lipo-
calin-type protein. As a major acute-phase protein, it might
provide inflammatory
orosomucoid (se-ORM) has been considered as an activity
marker of CD; however, its clinical utility is arnbiguous.5
ORM is normally excreted into the urine in low amounts,
and recent studies suggested that urinary orosomucoid (u-
ORM) vs se-ORM might provide more valuable informa-
tion on the course of inflammatory disorders and is a
non-invasive tool. Elevated u-ORM levels were reported in
acute and chronic diseases related to inflammatory activa-
tion such as sepsis, diabetes, systemic lupus erythematosus,
rheumatoid arthritis and even following cardiac surgery.'*'®
Previously, we identified increased ORM levels in urine
samples of CD patients as well.'>!”

In the present work, we studied u-ORM excretion in
adult and paediatric CD patients to assess u-ORM as a pos-
sible objective activity marker of CD. Our further aim was
to investigate possible correlations between u-ORM and
the currently available activity markers.

information on states. Serum

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Patients and sampling

Previously diagnosed adult (n =55) and paediatric
(n = 31) CD patients and healthy individuals as controls
(adults, n = 38; children, n = 30) were involved in this
cross-sectional study. Participants below 18 years of age
formed the paediatric groups. Exclusion criteria at CD
patients were any kind of underlying kidney disease,
malignancy; any identified gastrointestinal infection or the
lack of consent. Exclusion criteria at controls were any
kind of acute or chronic diseases, and healthy state was
assessed based on physical examination and medical
records.

Seventy-seven per cent of patients were treated with 5-
aminosalicylates, 23% with topical corticosteroids, 16%
with oral corticosteroids, 45% with azathioprine and 5%
with TNF-a inhibitors.

Patients were classified by their activity indices. Paedi-
atric CD patients were considered to be active if their Pedi-
atric Crohn's Disease Activity Index (PCDAI) was higher
than 10.'® Disease activity of adult patients was assessed
using the Harvey-Bradshaw Index (HBI) with a cut-off
value of >4."

Our study was performed from October 2014 to June
2016 and was approved by the Regional Ethics Committee
of the University of Pécs, Medical School in accordance
with the Helsinki declaration (no. 5133/KK15/2013). Vol-
unteers were fully informed, and written consent was
obtained from all of them. Reporting of the study conforms
to STROBE statement along with references to STROBE
statement and the broader EQUATOR guidelines.*’

Single blood and spot urine samples were simultane-
ously obtained from each patient during the morning hours.
Venous blood was collected in plastic tubes using a closed
blood sampling system (BD Vacutainer®; Becton, Dickin-
son and Company, Franklin Lakes, NJ). After centrifuga-
tion of urine and clotted blood samples (10 min, 1500 g),
serum specimens and supernatants of urine were stored in
aliquots at —70°C until analyses. Anticoagulated blood
samples for blood cell count and ESR were analysed
immediately.

2.2 | Laboratory measurements

Laboratory tests were performed at our accredited univer-
sity laboratory (accreditation no.: NAH-1-1553/2016). Hs-
CRP, ESR, WBC, platelet count (PLT), se-ORM, urinary
total protein (u-TP), urinary albumin (u-ALB) and urinary
creatinine (u-CREAT) were measured by routine proce-
dures. U-ORM was determined on Cobas 8000/c502 ana-
lyzer (Roche, Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
using our novel immune turbidimetric assay as was previ-
ously reported.'”” U-ORM and u-ALB levels were
expressed as u-ORM/u-CREAT and u-ALB/u-CREAT
ratios to reduce the effect of different hydration states as
recommended by others.’"** Additionally, u-ORM/u-TP
and u-ALB/u-TP ratios were also determined to examine
the proportional change of ORM and albumin among uri-
nary proteins. To check renal glomerular and tubular func-
tion, cystatin-c was measured from serum samples by a
commercial kit (Roche, Diagnostics GmbH) and from urine
by our recently described automated turbidimetric assay.?

2.3 | Statistical analyses

Statistical analyses were performed by IBM SPSS Statistics
for Windows, Version 22 (IBM Corporation, New York,
NY). Since our variables showed non-normal distribution
by Shapiro-Wilk analyses, nonparametric statistical tests
were used. To assess the differences between groups,
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Kruskal-Wallis and Mann-Whitney U tests were performed.
For analysis of relationship between continuous variables,
Spearman's rank correlation test was applied. Receiver
operating characteristic (ROC) curves were plotted for ana-
lysing the diagnostic performance and area under the
curves (AUC) were determined. A P value of P < 0.05
was considered to be statistically significant.

3 | RESULTS

From the total of 86 CD patients, 38 were defined with
active disease and 48 with inactive disease based on the
HBI or the PCDAI, respectively. Forty-seven per cent of
adults and 39% of children were in active phase. Montreal
classification of patients is shown in Table 1. Merged
demographic and laboratory data are presented for paedi-
atric and adult patients separately in Tables 2 and 3. Inter-
estingly, the proportion of females among active CD
patients were higher in both age groups, however, we
found no differences between females and males in u-
ORM/u-CREAT values. Renal function (glomerular and
tubular) was normal in each group based on serum and uri-
nary cystatin-c (u-CYSC) measurements. U-CYSC/u-
CREAT showed difference only between adult control and
active CD groups; however, all patients had u-CYSC/u-
CREAT values within the reported reference range.”

The grade of inflammation was estimated by the con-
ventional inflammatory parameters (hs-CRP, ESR, WBC,
PLT, se-ORM) and by u-ORM/u-CREAT as well among
our patient groups. Se-ORM was also increased in the

TABLE 1 Montreal classification of patients

Inactive Active

Paediatric Adult Paediatric Adult

Age at diagnosis, n (%)

Al: <17y 19 (100) 13 1192 1 4)
A2: 1740 y - 23.(80) 1(8) 20 (77)
A3:>40y - 517) - 5 (19)
Location, n (%)
L1: ileal 7 (37) 12 (42) 5 42) 6 (23)
L2: colonic 5(26) 3(10) 2(16) 14
L3: ileocolonic 7 (37) 14 (48) 5 (42) 19 (73)
L4: isolated upper - - - _
disease
Disease behaviour, n (%)
B1: nonstricturing, 13 (68) 14 (48) 11 (92) 9 (35)
nonpenetrating
B2: stricturing 6 (32) 1138 1(8) 13 (50)
B3: penetrating - 4 (14) - 4 (15)
p: perianal disease 7 (37) 8(28) 5 (42 9 (35)

WILEY-—""

active CD group compared to inactive patients
(P < 0.001); however, its proportional increase was milder
than that of u-ORM/u-CREAT particularly in children. In
contrast to u-ORM/u-CREAT, u-ALB/u-CREAT values did
not alter significantly in children among the examined
groups. On the other hand, in adults, u-ALB/u-CREAT
showed significant difference (P < 0.05) between controls
and patient groups but it did not reflect disease activity (ac-
tive vs inactive groups).

U-ORM/u-CREAT values
higher in paediatric CD patients with active disease com-
pared with inactive ones (Table 2). On the other hand, in
adult CD patients with active disease, only a two-fold ele-
vation was observed when compared with inactive ones
(Table 3, Figure 1). No differences were found between
children and adults regarding u-ORM/u-CREAT.

Additionally, taken all patient groups, the u-ORM/u-TP
ratio was also higher in CD patients with active disease
(expressed as median [IQR], 3.2 [2.0-6.4]%) compared with
inactive ones (1.0 [0.6-2.8]%, P < 0.001) or controls (1.0
[0.6-1.7]1%, P < 0.001). On the other hand, u-ALB/u-TP
did not show any difference among the three groups (active
CD patients, 6.7 [3.4-14.8]% vs inactive ones, 8.3 [6.3-
10.5]% vs controls, 6.7 [4.9-12.6]%).

U-ORM/u-CREAT showed significant correlations with
inflammatory markers and activity indices (Tables 4 and
5). The correlation coefficients for hs-CRP, se-ORM and
ESR were slightly lower in adults than in children; more-
over, the association with HBI was found to be consider-
ably weaker than with PCDAL

Receiver operating characteristic analysis showed that
besides hs-CRP (AUC: 0.86, P < 0.001) and se-ORM
(AUC: 0.88, P < 0.001), u-ORM/u-CREAT also had simi-
lar significant (AUC: 0.88, P < 0.001) discriminative
power in children to differentiate between active and inac-
tive CD patients (Figure 2A). However, among adults, the
AUC ROC for u-ORM/u-CREAT (0.70, P = 0.01) was
mildly lower than that of hs-CRP (0.84, P < 0.001) and
se-ORM (0.80, P < 0.001) (Figure 2B).

were found seven times

4 | DISCUSSION

The present study demonstrated elevated u-ORM excretion
in CD patients with active disease compared with inactive
ones with significant diagnostic performance. Furthermore,
performing Spearman's statistical analysis, we observed sig-
nificant correlations between u-ORM/u-CREAT and con-
ventional inflammatory markers and activity scores.
Crohn's disease as a chronic inflammatory disorder
requires a lifelong gastroenterological care due to the risk
of periodical relapses. Clinical scores and laboratory mark-
ers are essential tools in monitoring inflammatory activity
and thus help in decision making to choose proper changes
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TABLE 2 Pacdiatric patients’ characteristics and baseline laboratory data

Control
Number, n 30
Females, n (%) 13 (43)
Age, y 14 (10-17)
WBC, G/L 6.3 (5.5-7.2)
PLT, G/L 293.5 (269.0-319.3)
ESR, mm/h 3.0 (2.0-6.0)
hs-CRP, mg/L 0.3 (0.2-0.6)
se-ORM, g/L. 0.74 (0.59-0.93)
se-CYSC, mg/L 0.94 (0.89-1.01)

u-CYSC/u-CREAT, mg/mmol
u-ALB/u-CREAT, mg/mmol
u-ORM/u-CREAT, mg/mmol

0.009 (0.007-0.011)
0.95 (0.41-1.55)
0.09 (0.07-0.15)

Inactive CD Active CD P value
19 12 -
8 (42) 7 (58) 0.631
15 (9-17) 15 (10-17) 0.207
6.9 (6.3-7.4) 9.6 (6.1-10.9) 0.039°
306.0 (268.5-339.0) 331.5 (294.8-406.0) 0.071
16 (7.5-22) 32 (27-38) <0.001%b¢
3.3 (0.6-6.1) 21.9 (8.1-48.8) <0.001%b¢
0.96 (0.84-1.31) 1.76 (1.56-2.10) <0.001*"°
0.96 (0.85-1.02) 0.86 (0.82-1.06) 0.827
0.009 (0.006-0.011) 0.009 (0.007-0.011) 0.703
0.70 (0.42-1.79) 0.52 (0.41-1.09) 0.587
0.07 (0.05-0.17) 0.50 (0.33-1.21) <0.001"¢

Data are expressed as median (IQR) except for age: median (range). Superscript lowercase letters show post hoc analysis at the significance level of P < 0.05. a:

control-inactive CD; b: control-active CD; c: inactive CD-active CD.

CD, Crohn's disease; ESR, erythrocyte sedimentation rate; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; PLT, platelet count; se-CYSC, serum cystatin-c; se-ORM,
serum orosomucoid; u-ALB, urinary albumin; u-CREAT, urinary creatinine; u-CYSC, urinary cystatin-c; u-ORM, urinary orosomucoid; WBC, white blood cell

count.

TABLE 3 Adult patients’ characteristics and baseline laboratory data

Control
Number, n 38
Females, n (%) 21 (55)
Age, y 39 (21-58)
WBC, G/L 6.4 (5.0-7.4)
PLT, G/L 253.5 (216.3-276.3)
ESR, mm/h 4.0 (2.0-10)
hs-CRP, mg/L 0.8 (0.4-1.7)
se-ORM, g/L. 0.76 (0.67-0.91)
se-CYSC, mg/L 0.88 (0.86-0.94)

u-CYSC/u-CREAT, mg/mmol
u-ALB/u-CREAT, mg/mmol
u-ORM/u-CREAT, mg/mmol

0.006 (0.005-0.007)
0.41 (0.25-0.59)
0.07 (0.04-0.15)

Inactive CD Active CD P value
29 26 -
16 (55) 19 (73) 0.292
41 (21-77) 35 (21-73) 0.447
6.0 (4.5-8.2) 8.2 (6.7-10.8) <0.001°°
273.0 (238.0-325.5) 419.0 (357.8-478.3) <0.001"¢
18 (8.3-26) 30 (18-38) <0.001*"°
2.5 (1.3-6.0) 12.8 (5.8-62.9) <0.001*P¢
0.94 (0.87-1.10) 1.58 (1.05-2.60) <0.001*"¢
0.94 (0.82-0.99) 0.82 (0.78-1.02) 0.291
0.007 (0.006-0.008) 0.008 (0.007-0.011) 0.013°
0.61 (0.40-1.16) 0.79 (0.31-2.53) 0.014°
0.14 (0.05-0.33) 0.32 (0.16-1.54) <0.001°€

Data are expressed as median (IQR) except for age: median (range). Superscript lowercase letters show post hoc analysis at the significance level of P < 0.05. a:

control-inactive CD; b: control-active CD; c¢: inactive CD-active CD.

CD, Crohn's disease; ESR, erythrocyte sedimentation rate; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive protein; PLT, platelet count; se-CYSC, serum cystatin-c; se-ORM,
serum orosomucoid; u-ALB, urinary albumin; u-CREAT, urinary creatinine; u-CYSC, urinary cystatin-c; u-ORM, urinary orosomucoid; WBC, white blood cell

count.

in treatment.’ Besides blood parameters, faecal proteins
such as calprotectin and lactoferrin are also applied in the
assessment of CD activity. Faecal calprotectin is proved to
be a sensitive marker primarily in colonic CD; however, in
a recent meta-analysis, it showed significant diagnostic
accuracy in small bowel CD as well.2* On the other hand,
from the laboratory side, interpretation of faecal protein
levels has some limitations due to the inhomogeneity, the
altering water content of stool samples and the lack of clear

cut-off values.”> Because the presently known markers do
not meet all requirements, the investigation of novel poten-
tial IBD biomarkers is still an area of active research.**°
Orosomucoid can be produced by hepatocytes, leuco-
cytes and endothelial cells in response to cytokine stimuli,
and it exhibits anti-inflammatory and immunomodulatory
function during inflammatory processes.”® Serum concen-
tration of ORM is well studied in CD; however, besides
our recent initial experience, the benefit of u-ORM as an
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TABLE 4 Data of correlation analyses of u-ORM/u-CREAT in
paediatric patients

u-ORM/u-CREAT Spearman's rho Significance level

Serum hs-CRP 0.55 P =0.001
Serum ORM 0.59 P < 0.001
ESR 0.47 P =0.007
WBC 0.27 P =0.149
PLT 0.45 P =10.012
PCDAI 0.59 P < 0.001

Spearman's rank correlation test was used for correlation analyses.

ESR, erythrocyte sedimentation rate; hs-CRP, high-sensitivity C-reactive pro-
tein; PCDALI, Pediatric Crohn's Disease Activity Index; PLT, platelet count; u-
CREAT, urinary creatinine; u-ORM, urinary orosomucoid; WBC, white blood
cell count.

TABLE 5 Data of correlation analyses of u-ORM/u-CREAT in
adult patients

u-ORM/u-CREAT Spearman's rho Significance level

Serum hs-CRP 0.44 P =0.001
Serum ORM 0.49 P < 0.001
ESR 0.37 P =0.01

WBC 0.45 P =0.001
PLT 0.44 P =0.001
HBI 0.33 P =0.018

Spearman's rank correlation test was used for correlation analyses.

ESR, erythrocyte sedimentation rate; HBI, Harvey-Bradshaw Index; hs-CRP,
high-sensitivity C-reactive protein; PLT, platelet count; u-CREAT, urinary crea-
tinine; u-ORM, urinary orosomucoid; WBC, white blood cell count.

inflammatory marker has not been investigated yet in asso-
ciation with CD.'>"

We found that u-ORM/u-CREAT had an ability to dis-
criminate between active and inactive CD and its perfor-
mance is similar to hs-CRP and se-ORM in children.
However, its power seems to be mildly less than that of
the serum markers in adult CD patients. Although the
groups of patients are rather small, probably this difference
may also be related to the score-based categorizing since

PCDALI includes more objective factors than HBI. Regard-
ing adult patients, HBI allows a simpler assessment of CD
activity and close correlation was reported between HBI
and CDAIL?" The change of u-ORM/u-TP suggests a mild
alteration in the pattern of urinary proteins in relation to
CD activity.

Elevated u-ORM excretion is supposed to be in associa-
tion with the activation of the immune system. The sev-
eral-fold elevation found in active CD might be in
accordance with the former observations related to other
inflammatory disorders.'*"'*'®?® This assumption is con-
firmed by the significant correlations of u-ORM with con-
ventional inflammatory parameters.

The exact mechanism and factors influencing u-ORM
excretion have not been revealed completely. The moderate
correlation with se-ORM suggests that besides se-ORM
concentration, other factors may have impact on u-ORM
levels too. Based on serum and urinary CYSC analyses,
decreased renal function generally does not occur in
patients with CD. Renal secretion of ORM was previously
hypothesized®**’; however, increased local renal produc-
tion of ORM might also contribute to its elevated levels in
urine. Local renal ORM production could also be associ-
ated with the consistent cytokine response and the conse-
quent chronic systemic inflammatory process.

We found that the proportional increase in u-ORM was
higher than that of se-ORM; therefore, u-ORM seems to be
more sensitive for assessment of inflammatory activity in
CD than se-ORM.

In contrast to former observations, in our study, u-ALB/
u-CREAT did not reflect the activity of CD suggesting that
u-ORM and u-ALB are excreted into the urine by different
mechanisms.'*!!

Urinary orosomucoid can be easily applicable for rou-
tine clinical procedures by applying the novel fully auto-
mated immune turbidimetric method. Thereby, u-ORM
fulfils today's general medical demands: the measurement
is simple, rapid, cheap and accurate.>'> Moreover, high
stability of u-ORM was noted in our previous paper.'

There are some limitations to our findings. The size of
the patients’ groups was relatively small, particularly the
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FIGURE 2 Receiver operating
characteristic curves of u-ORM/u-CREAT,
hs-CRP and serum ORM for discriminating
active from inactive phase in children (A),
and in adults with Crohn's disease (B). hs-
CRP: high-sensitivity C-reactive protein; se-
ORM: serum orosomucoid; u-CREAT:
urinary creatinine; u-ORM: urinary
orosomucoid

number of paediatric patients. Active or inactive disease
status was established by using clinical scores, which
involves an uncertainty due to its subjective elements. To
rule out this uncertainty, further evaluation would be
worthwhile based on objective colonoscopic and histologic
findings, which may offer more reliable results. Some of
the patients with relapse had normal u-ORM levels.
Immunomodulatory medications may have a suppressing
effect on u-ORM in certain cases that needs further explo-
ration. Although differences were reported between u-ORM
concentrations of first morning urine samples and those of
randomly collected samples in healthy individuals,>' we
did not investigate the presence of diurnal variation of u-
ORM in our patient groups. Faecal calprotectin is an
emerging marker of CD activity, but this study did not
include stool sample collection.

In conclusion, our findings support that quantification
of urinary ORM can provide valuable information to add
in CD management, although it is also a non-specific
inflammatory marker. The automated measurement can
give results rapidly, and the non-invasive property of sam-
pling is especially advantageous for children.
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1 Introduction
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Research Article

Microchip gel electrophoretic analysis of
perchloric acid-soluble serum proteins in
systemic inflammatory disorders

Perchloric acid (PCA) precipitation is a well-known method for the separation of heavily
glycosylated proteins and for reducing the masking effect of major serum proteins. The
aim of this study is to characterize PCA-soluble serum proteins in healthy individuals
and in patients with systemic inflammatory diseases, such as Crohn’s disease and sepsis.
A PCA precipitation protocol was prepared and adapted to the analytical methods. After
PCA treatment of the serum, the soluble proteins in the supernatant were analyzed by
SDS-PAGE and by microchip gel electrophoresis (MGE). Characteristic changes of the
electrophoretic patterns of the PCA-soluble fractions were observed. Four characteristic
bands (at ~11, ~65, ~85, and ~120 kDa) with varying intensity were detected by MGE.
The proportion of the ~65, ~85, and ~120 kDa bands were significantly higher in sys-
temic inflammatory conditions than in healthy individuals (p < 0.001), and characteristic
patterns were observed in patients with acute inflammation. The marked differences in
the acid-soluble protein patterns, which were observed in patients with ongoing systemic
inflammation, might be a good indicator of inflammation. The MGE analysis is a fast
screening and quantification method for the detection of characteristic changes among
acid-soluble serum proteins.

Keywords:
Acid-soluble serum proteins / Inflammation / Microchip gel electrophoresis /
Perchloric acid precipitation / Systemic inflammatory diseases
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serum mucoproteins—heavily glycosylated serum proteins—
to enrich glycoproteins in serum samples and to remove re-
dundant proteins from the samples [5, 6]. This method pro-

Laboratory analyses are essential for the diagnosis and mon-
itoring of systemic inflammatory diseases; however, conven-
tional laboratory tests have limited specificity and sensitivity,
therefore, the identification of disease-specific molecules is of
utmost importance [1,2]. The roles of several proteins present
in low amounts in the serum are still unrevealed because the
masking effect of major serum proteins generates difficulties
in the analysis [3].

Many assays require removal of the abundant proteins
from the samples prior to analysis. Perchloric acid (PCA)
precipitation is one of the most extensively used deproteiniza-
tion protocols; however, certain proteins and small molecules
might remain soluble [4]. PCA is used for the denaturation
and precipitation of major serum proteins except for glyco-
proteins and for alkaline proteins, which remain soluble. PCA
precipitation is a traditional method to solubilize and isolate
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vides a useful tool to prepare samples for the analysis of
a variety of small molecules and glycoproteins as potential
biomarkers of disease progression [1,4,5].

Acid-soluble serum proteins have been studied, mostly
in malignant diseases [7]. Among others, the spectra of pro-
teins in breast cancer [8] and lung cancer [9, 10] were studied
by PCA extraction. In early stage breast cancer, mucin-type
O-glycosylated proteins were identified [8]. Experiments were
conducted to detect acid-soluble proteins not only in human
tumor diagnostics but also in rats with an underactive or
overactive thyroid gland. In animals with hyperthyroidism,
the amount of proteins soluble in PCA was elevated, and the
level of protein-bound hexoses was also higher. In the case of
hypothyroidism, the total glycoprotein content decreased [11].

Low molecular mass human serum proteins, peptides,
and other small components have been associated with patho-
logical conditions such as cancer [12], diabetes [13], and car-
diovascular and infectious diseases [14], most likely reflecting
the state of the underlying cells or tissues.
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Several inflammatory markers and acute phase proteins
(orosomucoid, haptoglobin, alpha-1-anti trypsin, etc.) as gly-
coproteins might occur in the PCA-soluble serum fraction
[2,4,5]. These glycoproteins could provide clinically relevant
information for the early recognition and monitoring of sys-
temic inflammatory conditions, which may improve the out-
come and may predict progression.

Glycoproteomics has been chosen as a tool for the in-
vestigation of novel diagnostic possibilities [15, 16]; however,
besides the mass spectrometry-based methods, different elec-
trophoretic techniques are commonly used in daily routine
diagnostics. Specific electrophoretic patterns might also serve
as useful parameters for the assessment of disease activ-
ity [17,18].

Beside SDS-PAGE, microchip gel electrophoresis (MGE)
was the method to separate and characterize glycoprotein
samples according to their molecular mass. Engel et al. an-
alyzed five proteins using the MGE method: bovine alpha-
1-acid glycoprotein, human alpha-1-antitrypsin, recombinant
human erythropoietin beta, hen egg white ovalbumin, and
human serum transferrin with different degrees and pat-
terns of glycosylation, and the results were compared to SDS-
PAGE. Their applied MGE method is highly standardized,
rapid, and sensitive for glycoprotein analysis [19].

The aim of this study is to optimize the PCA precipita-
tion method of serum proteins for MGE measurements, to
investigate the electrophoretic profiles of PCA-soluble serum
fraction in systemic inflammatory conditions, and to identify
inflammation-specific patterns, which may be applicable in
the detection of different inflammatory states.

2 Materials and methods
2.1 Sample collection

Several patient groups with acute and chronic inflammatory
disorders were studied to reveal characteristic patterns in the
PCA-soluble protein fraction of the serum. Septic patients
admitted to the intensive care unit (Department of Anesthe-
siology and Intensive Therapy, University of Pécs) served as

Electrophoresis 2019, 40, 447-454

severe acute inflammatory group (n = 56). Since Crohn’s
disease (CD) is considered to be a chronic inflammatory con-
dition with altering activity, CD patients (n = 62) were en-
rolled (2"! Department of Internal Medicine and Nephrology
Centre, University of Pécs) as well. Based on clinical classifi-
cation of CD patients, active (n = 28) and nonactive (n = 34)
groups were created. Healthy volunteers served as controls (n
= 25). Venous blood was obtained from the individuals using
clot activator containing plain Vacutainer tubes (BD, Franklin
Lakes, NJ, USA). After centrifugation of the coagulated blood
(1500 x g, 10 min) the serum fractions were stored at -70°C
until analyses.

The study protocol was approved by the Regional Ethics
Committee of the University of Pécs, Hungary in accor-
dance with the 2008 Helsinki declaration (Permission No.:
4327/KK/15/2011 and 5133/KK/15/2013). Written consent
was obtained from all participants prior to sample collection.
The patients’ parameters and demographic data are shown
in Table 1. White blood cell (WBC) counts were determined
using a Sysmex XN- 3000 automated hematology analyzer
(Sysmex, Kobe, Japan); high sensitivity C-reactive protein
(hs-CRP) and orosomucoid (ORM) concentrations were de-
termined with a fully automated particle-enhanced immune
turbidimetric assay by Cobas 8000/c502 analyzer (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim, Germany).

2.2 Extraction of PA-soluble proteins

The extraction of PCA-soluble proteins was performed as it
follows. Serum samples were mixed with an equal volume of
1.0 M PCA for 10 min at 4°C. Precipitated proteins were sed-
imented by centrifugation at 3800 x g for 6 min. Supernatant
was collected and neutralized by adding 1.42 M NaOH in a
ratio of 3:2. After 10 min incubation in room temperature, the
mixture was centrifuged at 3800 x g for 6 min, and 2 M Tris-
HCI (pH 8.1) buffer was added to the supernatant in a ratio of
3.3:1. The final pH of the solution was between 8.5 and 8.8.
The total protein concentration (serum total protein in Table 1
and total protein in Table 2) of the samples was determined
by spectrophotometry at 220 nm (Hitachi U-2910 UV/VIS).

Table 1. Patients’ parameters (demographic data and routine serum tests)

Controls (n = 25) Nonactive CD patients (n = 34) Active CD patients (n = 28) Septic patients (n = 56) p-value
Males, n (%) 9(36.0) 18 (52.9) 9(32.1) 21(37.5) -
Age (years) 29 + 16 26 + 17 26 + 16 67 & 10 2\bhc) <0.001
Serum TP (g/L) 71(68-74) 73 (69-77) 69 (65-73) 47 (42-51)2)blc) <0.001
WBC count (G/L) 6.4(4.9-7.7) 6.9 (6.0-8.9) 8.9 (6.5-12.3)2 12.7 (8.9-17.8)2kb) <0.001
hs-CRP (mg/L) 0.5(0.2-1.8) 2.7(0.9-6.1) 21.9(7.1-71.5)21b) 171.4 (91.9-247.4)2)b).c) <0.001
Orosomucoid (g/L) 0.8 (0.7-0.8) 1.0(0.8-1.3) 1.7 (1.2-2.6)2kb) 1.8 (1.4-2.0)2"b) <0.001

Medians (interquartiles) are presented except for age: mean + SD.

TP, total protein; WBC, white blood cell; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; CD, Crohn’s disease; Kruskal-Wallis test with post hoc
analysis was used to compare groups. Superscript lowercase letters indicate the significance level of post hoc analysis.

a) p < 0.01 compared to controls.
b) p < 0.01 compared to nonactive CD.
c) p < 0.01 compared to active CD.

© The Authors Electrophoresis Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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Table 2. MGE protein profiles of PCA-soluble components (percent (%) of total AUC)

Controls (n = 25) Nonactive CD patients (n = 34) Active CD patients (n = 28) Septic patients (n = 56) p-value
TP (g/L) 1.2(1.0-1.5) 1.7(1.4-2.1) 2.9(2.2-3.7)2b) 4.8 (3.9-6.0)2)b)c) <0.001
~11kDa 12.2 (7.2-23.8) 12.1(9.5-17.2) 4.4(2.9-9.0)20 1.2 (0.6-2.1)akble) <0.001
~65kDa 5.5(3.3-10.3) 7.2(5.3-11.1) 10.8 (6.5-18.5)2) 14.8(9.2-19.3)2)0) <0.001
~85kDa 1.7(1.2-2.9) 3.1(2.5-5.8) 11.7 (8.2-17.5)20) 24.4 (16.2-35.5)2)b).c) <0.001
~120 kDa 72.3 (62.6-78.3) 70.2 (64.8-76.2) 62.8 (56.8-76.5) 51.5 (41.1-65.8)2)0) <0.001

Medians (interquartiles) are presented.

PCA, perchloric acid; TP, total protein; CD, Crohn'’s disease; Kruskal-Wallis test with post hoc analysis was used to compare groups.
Supersript lowercase letters indicate the significance of post hoc analysis.

a) p < 0.01 when compared to controls.
b) p < 0.01 when compared to nonactive CD.
¢) p < 0.01 when compared to active CD patients.

For UV absorbance measurements, samples were diluted ten
times with distilled water. Bovine serum albumin standard
solution was used for calibration (y = 0.0105x + 0.0076,
R =1).

2.3 SDS electrophoresis

Electrophoretic separation of PCA-soluble proteins was car-
ried out by 1-dimensional sodium dodecyl sulfate polyacry-
lamide gel electrophoresis (1D SDS-PAGE) according to
the method of Laemmli [20]. The stacking and resolving
gels contained 5 and 7.5% (w/v) acrylamide/methylene-bis-
acrylamide (30:0.8) solution, respectively. Briefly, 10 pL sam-
ple volumes were loaded and run at 190 V for 45 min
in Mini-PROTEAN® 3 system (Bio-Rad Laboratories, Her-
cules, CA, USA). After electrophoresis, the protein patterns
were detected on gel by silver staining using the method of
Willoughby and Lambert [21].

2.4 Microchip gel electrophoresis

Electrophoresis in microchips was performed with the High
Sensitivity Protein 250 LabChip kit in the commercially avail-
able Agilent 2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) equipped with a diode laser for fluo-
rescence detection with 630 nm excitation and 680 emission
wavelengths, as described previously [22]. The kit included
microchips and reagents, such as High Sensitivity Protein
250 Labeling Dye, DMSO, ethanolamine, Protein 250 Stan-
dard Labeling Buffer (300 mM Tris/HCI, pH >8.5), Gel Ma-
trix (4.5% polydimethyl acrylamide-based linear polymer so-
lution at pH 8), Destaining Solution, and Sample Buffer.
The denaturing solution containing SDS and dithiothreitol
(DTT) was prepared by adding 3.5 wL 1 M DTT (Boehringer
Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) to 100 pL Sample
Buffer. The protocol was optimized for PCA-soluble proteins
to achieve good separation and sensitivity. Briefly, fluores-
cently labeled proteins were prepared by mixing 5 pL sample
volume with 0.5 pL diluted fluorescent dye/DMSO solution

© The Authors Electrophoresis Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

(the dye was 10 times diluted with water compared to the
original protocol) and incubated for 10 min at room temper-
ature (instead of the 30 min incubation on ice in the orig-
inal protocol). The excess dye (i.e., the unbound dye) was
quenched by adding 0.5 pL ethanolamine and incubated for
10 min at room temperature. The labeled samples were di-
luted five times by adding 24 pL deionized water (instead
of a 200 times dilution in the protocol). Briefly, 4 nL of this
diluted sample solutions were combined with 2 pL denatur-
ing solution, incubated at 100°C for 5 min, and centrifuged.
Briefly, 6 L of each sample were loaded on the microchip
channels filled with a polydimethyl-acrylamide-based linear
polymer solution (pH 8). The respective well was loaded with
the Destaining Solution.

Samples were injected with 1000 V for 80 s (injection
volume was ca. 40 pL), and the separation was continued
toward the anode at 1000 V for 60 s at 30°C. Each sample
was analyzed at least three times. The molecular masses of
the protein components were determined by using the cali-
bration curves in [22]. From the area under the curve (AUC)
of the components, relative proportions were calculated and
expressed as a percentage of the total AUC.

2.5 Statistical analyses

Statistical analysis was performed using the IBM SPSS sta-
tistical software version 22 (IBM, New York, NY, USA). The
Kruskal-Wallis test with post hoc analyses was used for the
comparison of the groups. The p-values less than 0.05 were
considered to be significant. All data were expressed as me-
dian (interquartiles).

3 Results and discussion

Examining the demographic, clinical, and laboratory data of
the study population, we found that Crohn’s patients and the
healthy control group were similar in age and gender distribu-
tion (Table 1). In contrast, the mean age of the septic patients
was higher compared with the other groups. The main reason

www.electrophoresis-journal.com
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Figure 1. SDS-PAGE gel images with silver
staining of PCA-soluble proteins. (A) control
(C1-3), (B) nonactive Crohn'’s disease (NA1-
3), (C) active CD (A1-3), and (D) sepsis (S1-3).
The SDS-PAGE was run at 190V for 45 min;
10 pL sample was loaded.

M, molecular mass marker.
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for this is that sepsis is more common in the elderly subjects,
who suffer from comorbidities, have poorer immune status,
and require surgical interventions more frequently [23]. The
total protein content of the PCA extracts of healthy individ-
uals does not depend on age and serum protein concentra-
tion; also, there is no correlation with creatinine, uric acid,
and albumin levels (unpublished observations). It cannot be

© The Authors Electrophoresis Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

Figure 2. MGE electrophoretic profiles and gel-
like images of PCA-soluble proteins in healthy
controls (C1-3). Experimental conditions of the
electrophoresis with the HSP 250 Protein Chip
are described in the Materials and methods. The
total protein concentration applied in the chip
well was roughly 0.1 pg/plL.

excluded that there might be some minor individual differ-
ences in the protein patterns even among healthy people;
however, in systemic inflammation, both the amount of PCA
soluble proteins and the MGE profiles show marked changes
when compared with those of the controls.

Laboratory analysis is necessary for monitoring sys-
temic inflammation, and it is of utmost importance to

www.electrophoresis-journal.com
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Figure 3. MGE electrophoretic profiles and gel-
- like images of PCA-soluble proteins in patients
with nonactive Crohn'’s disease (NA1-3). The ex-
NA3 perimental conditions were the same as in Fig.
2. The total protein concentration applied in the

help clinical decision-making, and for early recognition
of complications [24, 25]. Conventional inflammatory pa-
rameters (WBC, hs-CRP, and ORM) are tested widely in
daily routine. As expected, we found significant differences
in these parameters between the four groups, as shown
in Table 1. However, these parameters are not always
capable for the early recognition of inflammatory activation.
WBC is not sensitive enough and hs-CRP and ORM are
nonspecific [25, 26], therefore, novel laboratory approaches
can have an important place in managing systemic diseases.

The PCA precipitation method is able to isolate and en-
rich low abundant molecules and glycoproteins, which are
not detected usually in serum by performing other meth-
ods [2,4,27,28|.

According to our knowledge, this is the first study that
investigates the PCA-soluble proteins by high-sensitivity elec-
trophoretic methods in systemic inflammatory disorders
and compares them with those of healthy individuals. This
method, however, has no opportunity to associate the PCA-
soluble proteins with diseases as it has been shown in [2,4,5].
Previously, we have verified by western blot technique that
traces of albumin may occur in the acid soluble protein sam-
ples; however, the amount of the immune reactive albumin
was negligible when compared with that of the untreated
serum samples (data not shown). The total protein analyses of
PCA-soluble serum fractions showed higher concentrations

© The Authors Electrophoresis Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

chip well was roughly 0.2 png/plL.

in inflammatory conditions (Table 2). The amount of the
PCA-soluble proteins was significantly (p < 0.001) increased
in active CD patients and in septic patients compared with
nonactive CD and control individuals; however, data of non-
active CD patients did not differ from the control group. The
elevated PCA-soluble protein concentration might be related
to systemic inflammation, since several heavily glycosylated
serum proteins (ORM, haptoglobin, and alpha-1-antitrypsin)
can remain soluble in PCA, and the PCA-soluble fraction is
presumably rich in inflammatory markers [5,7]. Also, previ-
ous studies have reported elevated PCA-soluble proteins in
malignancies [7]. These results correlate well with the ob-
servations of altering glycosylation of acute phase proteins
during diseases, which influence both the physicochemical
properties and the immunomodulatory function [29-36]. Spe-
cific changes in glycosylation have been used as novel poten-
tial markers of inflammation and cancer [15, 37-40]. More-
over, previous studies demonstrated that various glycoforms
of acute phase proteins correlate with the severity of the dis-
ease in certain pathophysiological conditions [41-44].

In our study, the qualitative analyses of the PCA-soluble
serum fractions showed marked differences in the protein
composition (healthy and inflammatory conditions). We ob-
served striking differences of SDS-PAGE patterns between
healthy controls and patients with active systemic inflamma-
tion (active CD and sepsis) as seen on Fig. 1. More fractions
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could be detected on SDS-PAGE by silver staining in the cases
of active CD and in sepsis than in the cases of healthy indi-
viduals, and the gel images of nonactive CD patients seemed
to be very similar to the controls. Nevertheless, there were no
marked differences between the individual patterns within
the groups (control, nonactive CD, active CD, and sepsis).

The SDS-PAGE profiles show that a variation in the
relative amounts exists between the different protein
components. However, the SDS-PAGE with silver staining
is a laborious and time-consuming method; moreover, the
silver-stained gels are not suitable even for semiquantita-
tive evaluation because of the nonlinear nature of silver
accumulation on the surface of the proteins [20].

In contrast to SDS-PAGE, MGE is a miniaturized, rapid
method allowing quantitative evaluation and high repro-
ducibility [19,22]. Thus, the fine differences in the distribution
and intensity of the PCA-soluble bands could be detected and
evaluated better by MGE analysis.

Figures 2-5 illustrate three representative samples for
PCA-soluble proteins from each patient-group and the control
group to show the characteristic patterns of the diseases.

The MGE of the labeled PCA-soluble proteins showed
characteristic profiles after the system peak (the fluorescent
dye bound to ethanolamine) both for healthy controls and for
patients suffering from inflammation.

© The Authors Electrophoresis Published by Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

Figure 4. MGE electrophoretic profiles and
gel-like images of PCA-soluble proteins in pa-
tients with active Crohn’s disease (A1-3). The
experimental conditions were the same as in
Fig. 2. The total protein concentration applied
in the chip well was roughly 0.3 pg/pL.

Significant differences were found in the relative
amounts of the protein components on MGE patterns, and
we observed four characteristic bands with varying intensity
at the ~11, ~65, ~85, and ~120 kDa regions (Figs. 2-5,
Table 2).

The relative amount of ~11 kDa band (given as the per-
centage of the total protein content) was about three times
higher in patients without inflammation (control and nonac-
tive CD patients) compared with active CD patients. More-
over, this band was much less detectable in severe sep-
sis (p < 0.001). On the other hand, the proportions of the
~65, ~85, and ~120 kDa bands were significantly higher
in patients with acute active inflammation (active CD and
septic patients) compared to nonactive and healthy patients
(p < 0.001), as shown in Table 2 and Figs. 2-5. The MGE
profiles of patients with nonactive CD seem to be very similar
to those of control individuals (Figs. 2 and 3), while the pat-
terns of active CD patients show similarity to those of septic
patients (Figs. 4 and 5).

The profiles in the MGE, similarly to SDS-PAGE, show
the quantitative and qualitative differences in the PCA-soluble
protein composition in systemic inflammatory conditions;
however, to date, there is only limited evidence for the exact
constituents and characterization of the proteins. Probably,
different heavily glycosylated serum acute phase proteins,

www.electrophoresis-journal.com



Electrophoresis 2019, 40, 447-454

Proteomics and 2-DE 453

system peak

1000 > KDa

800 -

(=}
(=1
(=]

(3]
(=4
(=)

Fluoresgence unit
o
(=1

migration time (s)

1

S2

S

(V5]

such as ORM, alpha-1-antitrypsin, complement factors, etc.,
might be responsible for the observed electrophoretic pat-
terns in inflammation, as it has been demonstrated in cancer
patients recently [5]. Furthermore, the changes in the car-
bohydrate structures of glycoproteins during inflammation
might also cause diverse electrophoretic profiles [29, 31, 33].

4 Concluding remarks

To conclude, the marked differences in acid-soluble proteins
observed in patients with ongoing systemic inflammation
might be a good indicator of inflammation and can be of
high importance in medical laboratory practice. The amounts
of acid-soluble proteins increased, and characteristic protein
patterns were observed, which seem to be capable of moni-
toring systemic inflammatory activation. However, the exact
protein composition of PCA-soluble serum fraction has not
been explored yet, and further proteomic studies should in-
vestigate and identify PCA-soluble protein markers, which
can be useful in daily patient care.
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septic patients (S1-3). The experimental con-
ditions were the same as in Fig. 2. The total
protein concentration applied in the chip well
was roughly 0.5 pg/pL.
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