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I. Bevezetés

A gyulladasos bélbetegségek (IBD) eléfordulasa vilagszerte novekvo tendenciat mutat. Az
ujonnan diagnosztizalt betegek tobb mint negyede 18 évesnél fiatalabb, igy az IBD
kezelése a gyermekgyodgyaszokat is kihivas elé allitja.

A Crohn betegség (CD) — mint az IBD egyik f6 entitasa — az emésztérendszer aktiv
(relapszus) ¢és inaktiv (remisszio) peridodusok valtakozasaval jellemezhetd, tisztazatlan
betegek ¢lethosszig tartd gondozast igényelnek. Ennek keretében a gyulladasos aktivitas és
a szovédmények rendszeres felmérését, értékelését végzi el a szakorvos, majd ennek
alapjan dont a tovabbi kezelésrdl. A nyalkahartya szintli remisszid elérését célzo (,.treat to
target”), személyre szabott terpia elveit szem el6tt tartva alapvetd fontossagl, hogy minél
pontosabb képet kapjunk a beteg aktualis allapotarol. A gyors, megkozelitd
allapotfelmérésre hasznalatos aktivitasi indexek gyakran nem tiikrozik a bélrendszeri
gyulladas valos mértékét. A CD aktivitdsanak objektiv megitélésében kiemelt szerepet
kapnak a laboratériumi vizsgalatok, azonban a jelenleg hasznalatban 1évé markerek nem
felelnek meg minden elvarasnak. Napjaink gold standard vizsgalomodszere az
endoszkopia, mely azonban invazivitasa, koltségessége és a betegekre — Kifejezetten a
gyermekekre — gyakorolt megterheld hatasa miatt korlatozott gyakorisaggal alkalmazhato.
A fenti tényezOk felvetik a non-invaziv labordiagnosztikai oldal erdsitésének igényét,
ezaltal a CD aktivitasat megbizhatoan jelzd, ujabb biomarkerek felderitése aktiv kutatas
targyat képezi. A vérbdl és székletb6l (pl. calprotectin) vizsgalt molekuldkon tal a
vizeletfehérjék diagnosztikus értéke tobbnyire felfedetlen teriiletnek szamit, holott hasznos
informacioval szolgalhatnak mind akut mind kréonikus gyulladasos folyamatokban.

Az orosomucoid (ORM) — masnéven o-1 savanyu glikoprotein (AGP) — egy 41-43 kDa
molekulatomegii akut fazis szérumfehérje. Nagyfoku glikozilaltsaganak €s erds negativ
toltésének koszonhetden jol oldodik savakban, rendkiviil alacsony izoelektromos ponttal
(pl: 2,8-3,8) rendelkezik. A majsejtek mellett a fehérvérsejtek, epithel és endothel sejtek is
lehetnek szintézisének forrasai. Az immunocalin protein alcsoport tagjaként bioldgiai
funkciodja kettds: lipofil struktirékat (koztik gyogyszermolekuldkat) kot meg és szallit,
valamint ismert anti-inflammatorikus és immunmoduldlé szerepe is. A szérum ORM
emelkedését gyulladasos allapotokban és tumoros megbetegedésekben IS leirtak,
ugyanakkor viszonylag hosszabb féléletideje (5-6 nap) miatt altalaban masodlagos szerepet

kap a Kklinikai gyakorlatban. Az ORM valoszinlileg — méretébdl adodoan — filtralodik a
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glomerulusokon keresztiil, ezaltal egészséges egyének vizeletébdl is kimutathatd, viszont
pontos kivalasztasi mechanizmusa tisztazatlan. Emelkedett vizelet ORM (u-ORM)
szinteket figyeltek meg gyulladassal jard korképekben (pl. szepszis, cukorbetegség, SLE,
RA) arra kovetkeztetve, hogy az u-ORM igéretes marker lehet a klinikai diagnosztikaban,
azonban lehetséges szerepe a CD vonatkozasaban még felderitetlen.

A cystatin-C (CYSC) egy cisztein-proteazokat gatlo, 13 kDa molekulatomegii, nem
glikozilalt szérumfehérje, melyet a legtobb magvas sejt allando {itemben termel. A
keringésbol kb. 2 6ras féléletidé mellett eliminalddik a vesék altal. A szérum vagy plazma
CYSC-t a GFR megbizhato, a kreatininnél alkalmasabb indikatoraként tartjdk szamon. A
CYSC szabadon filtralodik a glomerulusokon keresztiil, majd a proximalis tubulussejtek
csaknem a teljes mennyiséget reabszorbedljdk, igy igen alacsony koncentracioban jelenik
meg a Vvizeletben, egészséges allapotban. Tubuluskdrosodds esetén a CYSC
reabszorpcidjanak csokkenése fokozott vizelet CYSC (u-CYSC) iiritéshez vezet. Ezaltal az
U-CYSC hozzéjarulhat akar az akut vesekarosodas (AKI) akar a dibeteses nephropathia
(DN) korai felismeréséhez. A kozvetlen klinikai jelentdség mellett hasznos lehet az u-
CYSC mérése bizonyos vizeletmarkerek vizsgalata kapcsan is, hiszen az esetleges
tubularis diszfunkcié befolyasold hatdssal lehet azok értékeire. A feltart alkalmazasi
lehetéségek ellenére nem érheté el a kereskedelmi forgalomban rutin felhasznalasra
alkalmas, automatizalt u-CYSC teszt.

A perklorsavas (PCA) kicsapas régota ismert eljaras a nagyfokban glikozilalt fehérjék és
egyéb savoldékony kismolekuldk kinyerésére a szérumbodl. Az eljaras lehetdséget teremt az
oldatban marad6 molekulak, mint potencialis biomarkerek tovabbi, érzékeny modszerekkel
(pl. elektroforetikus technikak, tdmegspektrometria) torténd vizsgalatara, kizdrva a fobb
szérumfehérjék zavard hatasat. A savoldékony szérumfehérjéket ezidaig foképp malignus
korképekben tanulmanyoztak, ahol a mucoproteinek emelkedett koncentracidit és
glikozilacios szerkezetiik megvaltozasat irtak le. Mivel fellelheté kozottiikk tobbféle akut
fazis fehérje, a savoldékony frakci6 analizise magaban foglalhat szamos 1) diagnosztikus
lehetdséget a gyulladasos korképek — koztik a CD — vonatkozasaban, valamint

kiindulopontja lehet Gj biomarkerek azonositasanak.



I1. Célkitizések

Tanulmanyunk elsédleges célja volt a Crohn betegség aktivitasat jelzé 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
- kronikus hipertenzio

- 2-es tipusi DM

1.2.

¢ Crohn betegek glomerularis és tubuldris vesefunkciojanak ellenérzése se-CYSC és u-
CYSC mérésekkel

e Jelzi-e az u-ORM szint a Crohn betegség aktivitasat felnétt és gyermekkora
pacienseknél

e Az Uu-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



1.3.

e A savoldékony fehérjefrakcid kinyerésének standardizalasa egészséges egyének és
Crohn betegek szérum mintaibol perklorsavas precipitacioval
- asavoldékony fehérjekoncentracido mérése
- a perklérsavas kicsapds protokolljanak optimalizalasa elektroforetikus
analizisekhez
e A savoldékony szérumfehérjék elvalasztasa egydimenzids natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE); a mintazatok Osszehasonlitasa és
értékelése egészséges egyének, aktiv és inaktiv allapotii 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 jelzo jellegzetes mintazat

I11. Anyagok és médszerek
I11.1. Mintagyiijtés

Vizsgalataink az ,,Uj biomarkerek vizsgalati lehetéségei szeptikus betegeknél” valamint a
»Klinikai biokémiai vizsgalatok Crohn beteg gyermekekben” cimil klinikai tanulmany
keretében zajlottak, melyet i1dokozben felndttkora paciensekre is kiterjesztettiink. A
tanulmanyok kivitelezését a PTE Regiondlis Kutatdsetikai Bizottsag engedélyezte
(4327/KK15/2011 ill. 5133/KK15/2013), melyeket a rogzitett protokolloknak megfelelden,
a 2008-as Helsinki Deklaracioban foglalt etikai iranyelvek betartasaval végeztiink. A
vizsgalatban résztvevo egyénektdl egyszeri mintavétel tortént, amely vizeletminta, vagy
egyidejiileg vér- és vizeletminta vételét jelentette. Centrifugalast kdvet6en (1500g, 10 perc)

a Szérum- és Vvizeletmintakat tovabbi felhasznalasig, porcidkra osztva -70°C -on taroltuk.

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

I11.2.1. Modszer beallitasok, validalasi procedura

Az u-CYSC méréséhez polisztirén szemcsék altal erdsitett immunturbidimetrias tesztet

(Cystatin C FS kit, Cat. No. 171589910930, DiaSys Diagnostic Systems GmbH, Holzheim,
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Németorszag) adaptaltunk a Cobas 8000/c502 automata nyitott fejlesztéi csatornajara
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag). Az u-CYSC meghatarozashoz a
kitben talalhato, kecskében termeltetett poliklonalis anti-human CYSC
(pH=7,5) hasznaltuk fel. A kalibracio 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) megfelel higitasait alkalmaztuk. A kalibratorok,
kontrollok és human mintak higitdsa minden esetben steril fiziologias sooldattal (154
mmol/l NaCl) tortént, mely vak mintaként is szolgalt a kalibraciékhoz.

Megfelel6 analitikai érzékenység elérése érdekében a reakcidban részt vevé
kalibrator/kontroll/minta térfogatat 12 ul-re, a reagens térfogatat 50 pl-re, a puffer
térfogatat 170 pl-re allitottuk be. A moédszerhez 6 pontos kalibraciot és linearis regresszios
illesztést hasznaltunk. A turbidimetrias reakciot 505 nm-es hullamhosszon detektaltuk. A
késziilék a 42-70 mérési pontok kozotti abszorbancia-valtozas alapjan szamitotta ki a minta
CYSC koncentraciojat. A reakcio 37 °C-on zajlott 10 perces idotartammal.

A moédszer validalasa soran a precizitds, a linearitds és az analitikai szenzitivitas
paramétereit a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) ajanlasai alapjan
értékeltiik. A sorozaton beliili pontatlansag megallapitasahoz 3 kiilonb6z6 szintli kontroll
mintdbdl mintanként 10 parallel mérést végeztiink, mig a sorozatok kozotti pontatlansag
megitéléséhez mintanként napi 2 parallel mérés tortént 20 napig. A modszer linearitasat
egy adott vizeletmintabol készitett 7 tagu higitasi sor duplikalt mérésével ellendriztiik. Az
analitikai szenzitivitas hatarértékeinek megallapitasahoz 5 vak minta, 5 alacsony
analizisét végeztiik el.

A high-dose hook (magas dozisu kioltasi) effektust a 0,0-8,0 mg/l-es koncentracio-
sor mérésével. A visszanyerhet6ség (recovery) vizsgalata a Westgard guidelines ajanlasai
alapjan tortént Kkontroll oldattal, ill. fiziologias sooldattal addicionalt 5 kiilonb6zo
vizeletminta mérésével. A kalcium, a karbamid, a gliikoéz, az albumin és a hemoglobin
potencialis interferenciat okozo hatasanak teszteléséhez vizeletmintakat addicionaltunk az
adott anyag oldataval, ill. fiziologias sooldattal.

Az u-CYSC stabilitasat adagokra osztott 10 vizeletmintan vizsgaltuk konzervalod szer

hozzéadasa nélkiil. A szobahdmérsékleten és hiitdszekrényben (4°C) tarolt mintakbol
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kezdetben, majd 2, 4, 6 és 24 ora elteltével végeztink u-CYSC méréseket. Tovabba
teszteltiik a -20°C-on 3 honapig tartd tarolds és a fagyasztdsi-kiolvasztasi ciklusok analit

stabilitasra gyakorolt hatdsat is.

I11.2.2. Vizsgalt csoportok

Az u-CYSC modszeriinkhdz eldzetes referencia tartomanyt hataroztunk meg 117 6, 10- és
60 év kozotti egészséges egyén bevonasaval. Az egészséges statusz megallapitasa fizikalis
vizsgalaton és a koradbbi egészségiigyi dokumentacion alapult. Kizardsi 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 szepszishez kapcsolt akut
vesekarosodassal (AKI) intenziv osztalyon kezelt betegek (n=33), kronikus hipertenzidban
szenvedd jarobetegek (n=43), valamint 2-es tipust cukorbetegek (n=41) vizeletmintait
vizsgaltuk. Szeptikus betegek esetében az AKI megallapitasa a Kidney Disease Improving
Global Outcomes (KDIGO) ajanlasoknak megfeleléen tortént, megerdsitve a szérum
CYSC értékekkel. A kronikus hipertenziv és cukorbeteg csoportokra vonatkozodan 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 vizeletmintakbol Osszfehérje és kreatinin méréseket is végeztiink rutin laboratoriumi
modszerekkel. Az u-CYSC értékeket az abszolut koncentracio-adatok (mg/l) mellett

vizelet kreatininre vonatkoztatva is megadtuk u-CYSC/u-CREAT hanyadosok formajaban.

111.3. U-ORM szintek vizsgalata Crohn betegeknél

II1.3.1. Vizsgalt csoportok

Klinikailag diagnosztizalt felnott (n=55) és fiatalkor (n=31) Crohn betegek alkottak
vizsgalati csoportjainkat, melyeket egészséges kontrollokkal (felndtt, n=38; gyermek,
n=30) hasonlitottunk Ossze. A gyermekkori csoportokba a 18 évnél fiatalabb egyének
kertiltek. Kizarasi kritériumot jelentett a Crohn betegek esetén barmilyen ismert
vesebetegség, malignitas, azonositott gyomor-bélrendszeri fertézés, tovabba a beleegyezés
hianya. A kontroll csoport tagjainal Kizarasi kritériumnak tekintettiik barmilyen akut vagy
kronikus betegség fennallasat, a referencia tartomanyon kiviili hsCRP értéket (>5 mg/l) és

proteinuria jelenlétét. A betegeket aktiv és inaktiv csoportokba soroltuk az életkornak
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megfeleld klinikai pontrendszer alapjan (Pediatric Crohn’s Disease Activity Index,

PCDALI; illetve Harvey-Bradshaw Index, HBI).

111.3.2. Laboratoriumi mérések

Az u-ORM szinteket egy altalunk el6zéleg beallitott és validalt immunturbidimetrias
modszerrel mértiik latex szemcsékhez kotott anti-humédn ORM antitesteket tartalmazé
reagens (ref. no. OA504, Dako Denmark A/S, Glostrup, Dania) és a hozza tartozo reakcios
puffer (ref. no. PO1812, Dako) felhasznalasaval. A teszt detektalasi hatarértéke 0,02 mg/l
volt, méréstartomanya a 0,08-5,25 mg/l-es intervallumot fedte le.

Szérum, ill. alvadasgatolt vérmintakbol 6sszfehérje (se-TP), hsCRP, se-ORM, ESR, WBC,
PLT mérések torténtek, mig a vizeletmintakbol 6sszfehérje (u-TP), albumin (u-ALB) és
kreatinin (u-CREAT) értékeket hataroztunk meg a rutin diagnosztikaban alkalmazott
modszerekkel. A vesefunkcio ellendrzése végett szérum és vizelet CYSC méréseket is
végeztiink. Az U-CYSC szinteket a I11.2. fejezetben ismertetett modszerrel mértiik.

Mivel spontan vizeletmintakat analizaltunk, az u-ORM ¢és u-ALB értékeket vizelet
kreatininre vonatkoztattuk (u-ORM/u-CREAT és u-ALB/u-CREAT), hogy csokkentsiik a
vizelet mennyiségébdl és koncentraltsagabol adodo befolyasold hatast. Ezen feliil a vizelet
Osszfehérjére vonatkoztatott értékeket is kiszamitottuk (u-ORM/u-TP és u-ALB/u-TP),

hogy vizsgaljuk az ORM és az albumin %-os aranyanak valtozasat a vizeletfehérjék kozott.

111.4. Savoldékony szérumfehérjék vizsgalata Crohn betegeknél

111.4.1. Vizsgalt csoportok

Klinikailag diagnosztizalt, felnétt (n=32) és fiatalkora (n=30) Crohn betegek vettek részt a
vizsgalatban, tovabba 14 felndtt és 11 gyermekkora egészséges egyén Szerepelt
kontrollként. A betegek aktivitds szerinti csoportba soroldsa, tovabba a kizarasi
kritériumok megegyeztek az u-ORM szintek vizsgalata kapcsan leirtakkal (Id. 111.3.1.).

A vizsgalatban szerepld egyének vérmintaibol se-TP, hsCRP, se-ORM, WBC értékeket

hataroztuk meg.

I11.4.2. A savoldékony szérumfehérjék perklorsavas extrakcioja

A savoldékony szérumfehérjék kinyeréséhez 1000 pl szérumokat 1000 pl 1 M-os PCA-val

elegyitettiink, majd 10 percig szobahomérsékleten inkubaltuk azokat. Centrifugalast



(3800g, 6 perc) kévetden a feliiliszok 1200 pl térfogatait 800 ul 1,42 M-os NaOH oldattal

neutralizaltuk. 10 perc inkubaciot és centrifugalast (3800g, 6 perc) kovetden a feliiltszok

crer

e yey

crer

111.4.3. A savas extraktumok laboratoriumi analizise

A savoldékony szérumfehérjéket molekulatomegiik szerint szeparaltuk Laemmli szerinti
egydimenzids natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE). A
felhasznalt géllemezek 7,5% metilén-bisz-akrilamiddal keresztkotott akrilamid polimert
tartalmaztak. A savas extraktumok 200 pl térfogatait 50 pl (SDS-t és B-merkaptoetanolt
tartalmazo) 5-szoros toménységli mintapufferrel elegyitve 100 °C-os vizfiirdében 3 percig
forraltuk. Az elektroforézist egységesen 10-10 ul mintatérfogatokkal végeztik. A
fehérjemintazatok detektalasahoz Coomassie Brillant Blue (CBB) festést, majd
Willoughby €s mtsai. szerinti kombinalt ezilistozési eljarast alkalmaztunk a géllemezeken,
melyekrdl ezutan digitélis képi dokumentéciot készitettiink.

A savoldékony szérumfehérjék MGE analizisét Agilent 2100 Bioanalyzer késziiléken High
Sensitivity Protein 250 LabChip kit felhasznalasaval végeztiik, mely 4,5%-o0s polidimetil-
akrilamid alapu linearis polimer matrixot alkalmazott az elvalasztashoz. A mintakat — az
elektroforézist megel6z6en — DMSO-t tartalmazo6 reaktiv fluoreszcens festékoldattal 10
percig inkubaltuk szobahOmérsékleten. A festék felesleget ethanolamin hozzaadasaval
kotottiik meg. A jelolt mintakat desztillalt vizzel S5-szordsre higitottuk, majd azoknak 10 pl
térfogatat 5 ul denaturald oldattal elegyitettiik. Ezutan 5 perc forralas tortént 100°C-on. 6-6
pl mintatérfogatok, valamint molekulasuly marker felvitelét kovetden az elvalasztas 1000
V fesziiltség mellett 30°C hémérsékleten 60 s-ig zajlott. A fehérjefrakciok detektalasa a
fluoreszcens festék fényemisszidja alapjan 680 nm-es hullamhosszon tortént. Mivel a
festékkot6dés aranyos a fehérjemennyiséggel, a gorbe alatti teriiletekbdl (AUC)

kiszamitottuk az egyes fehérjefrakciok adott mintara vonatkoztatott relativ hanyadat.



111.5. Statisztikai elemzések

A statisztikai elemzéseket az SPSS programmal (22-es verzid) végeztik (IBM
Corporation, NY, USA). Adataink eloszlasanak vizsgalata Shapiro-Wilk teszttel tértént. A
vizsgalati csoportok Osszehasonlitaisahoz nem parametrikus teszteket (Kruskal-Wallis ill.
Mann-Whitney U teszt) alkalmaztunk. A folytonos valtozok kozotti kapcesolatokat
Spearman-féle korrelacios teszttel vizsgaltuk. A paraméterek diagnosztikus hatékonysagat
ROC (receiver operating characteristic) gorbék alapjan itéltilk meg a gorbe alatti teriilet
(AUC ROC) kiszamitasaval. A folytonos valtozok adatait a medidn ¢€s interkvartilis (IQR,
25-75% percentilis) értékek megadasaval szemléltettiik. A statisztikai elemzések soran a

p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikdnsnak.

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 k6z¢ allitottuk be (kalibralt tartomany), amelyen beliil a
dozis-valasz gorbe linearisnak bizonyult (1/A abra). Az 1,0 mg/l-nél magasabb
sorozaton beliili és a sorozatok kozotti pontatlansag CV értéke is 5% alatt maradt minden
vizsgalt szint esetén. Az analitikai szenzitivitas paraméterei is megfeleloek voltak (limit of
detection, LOD=0,017 mg/l; limit of quantification, LOQ=0,037 mg/l). A kvantifikalasi
hatarérték lehetdvé tette a pontos meghatarozast 0,037 mg/1 legkisebb értéktdl a kalibralt
tartomanyon beliil. A moédszer linearitasat jonak talaltuk (R2:O,991), a 0,04-0,86 mg/l
tartomanyban vizsgalva azt.

A high dose hook effektus vizsgalata soran 2,0 mg/l u-CYSC koncentracio felett
tapasztaltuk a jelintenzitas csokkenését, a biztonsagi zona hatara pedig 8,0 mg/l u-CYSC
értéknél mutatkozott (1/B 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/l gliikdz, 12 g/l albumin valamint 5 g/l hemoglobin tartalma
esetén sem. Az u-CYSC stabil maradt 6 6ra szobahdmérsékleten, ill. 24 6ra 4°C-on valo

tarolas soran. 3 honapig tartd -20°C-on tarolast, valamint 3 fagyasztasi-kiolvasztasi ciklust
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kovetden is megfeleld stabilitast talaltunk. Azonban valamennyi vizsgalati koriilmény

mellett 1 vagy 2 vizeletminta esetén jelentds u-CYSC veszteséget észleltiink.
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1. Abra. A: Az u-CYSC teszt 30 kalibralas soran nyert, 6 pontos kalibracids egyenese a
0,0-1,0 mg/1 kozotti tartomanyban (linearis illesztés). B: Dozis-valasz gorbe 0,0-8,0 mg/l

kozott, valamint a “high dose hook effektus” és a biztonsagi zona meghatarozasa.

IV.1.2. El6ézetes referencia tartomany meghatarozasa

Nem talaltunk kiilonbséget egészséges férfiak ¢s ndk kozott sem az u-CYSC sem az u-
CYSC/u-CREAT értékek tekintetében. A kontroll csoporton beliil a fiatalkoruak (<18 éves
korcsoport) magasabb u-CYSC/u-CREAT értékeket mutattak a felnéttekhez képest (8,9
mg/mol vs. 6,5 mg/mol, p<0,001), ugyanakkor az u-CYSC koncentracioik a feln6ttekével
megegyezének bizonyultak (0,060 mg/l vs. 0,061 mg/l, p>0,05). Néhany kontroll minta
eseteben az LOQ alatti u-CYSC szintet detektaltunk, ezért csak fels0 referencia
hatarértéket (<95 percentilis) allapitottunk meg: u-CYSC <0,14 mg/l ¢letkortol
fiiggetleniil; u-CYSC/u-CREAT <19,7 mg/mol fiatalkoruakra és <12,4 mg/mol felnéttekre

vonatkozodan.

IV.1.3. Az u-CYSC teszt alkalmazasa kiilonb6z6 betegcsoportok vizsgalatara

Szignifikansan emelkedett u-CYSC szinteket (0,91 (0,28-3,25) vs. 0,06 (0,04-0,09) mgl/l,
p<0,001) és u-CYSC/u-CREAT hanyadosokat (309,6 (123,1-1010,8) vs. 6,5 (5,3-7,8)
mg/mol, p<0,001) figyeltiink meg szepszis-indukalta AKI-val diagnosztizalt betegeknél a
feln6tt kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a kronikus hipertenziéban szenvedd (0,05
(0,03-0,09) mg/l; 6,9 (5,4-9,1) mg/mol), valamint a 2-es tipusu diabeteses betegek értékei
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(0,06 (0,04-0,08) mg/l; 6,2 (5,0-8,2) mg/mol) nem kiilonboztek az egészséges csoportban
megfigyeltektol.

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

A 86 vizsgalt Crohn beteg koziil 38 esetében aktiv, 48 esetében pedig inaktiv fazist
allapitottak meg a gasztroenteroldgus szakorvosok az aktivitasi indexek alapjan. A feln6tt
betegek 47%-a, a gyermekek 39%-a volt aktiv fazisban. Nem talaltunk kiilonbséget férfiak
és nék u-ORM/u-CREAT értékei kozott. Valamennyi vizsgalt egyén vesefunkcioja
megtartottnak bizonyult a szérum és vizelet CYSC mérések alapjan.

A hsCRP, ESR, se-ORM szignifikans emelkedéssel jelezték a CD aktiv stadiumat, tovabba
a feln6tt aktiv betegeknél a WBC, PLT értékek is szignifikdnsan magasabbak voltak
(p<0,01) az inaktivakhoz képest. Az el6bbieck mellett az u-ORM is jol tiikrozte a gyulladas
mértékét a betegcsoportokban. Aktiv fazis esetén az u-ORM/u-CREAT hanyados nagyobb
aranyu emelkedést mutatott, mint a se-ORM, kiilondsképpen a gyermekeknél.
Gyermekkorti aktiv betegeknél hétszer magasabb u-ORM/u-CREAT értékeket talaltunk
(0,50 (0,33-1,21) mg/mmol), mint az inaktiv csoportban (0,07 (0,05-0,17) mg/mmol,
p<0,001). A felndtt aktiv betegek esetében viszont csak kétszeres emelkedést figyeltiink
meg (0,32 (0,16-1,54) mg/mmol) az inaktivakhoz viszonyitottan (0,14 (0,05-0,33)
mg/mmol, p=0,01) (2. 4bra). Osszehasonlitva a gyermekek és felnéttek u-ORM/u-CREAT
értékeit, nem taldltunk szignifikans eltérést.

Az u-ALB/u-CREAT hanyados nem mutatott szignifikans kiilonbséget az aktiv és inaktiv
csoportok kozott (fiatalkortiak: 0,52 (0,41-1,09) vs. 0,70 (0,42-1,79), felnéttek: 0,79 (0,31-
2,53) vs. 0,61 (0,40-1,16) mg/mmol).

A vizeletfehérjék Osszetételét tekintve az u-ORM/uU-TP arany szintén emelkedettnek
bizonyult aktiv CD esetén (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 kdzott (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) %).

11



2,51 Xk 2,5 e

*%

g
o
1
N
o

1

-
(3.
L
-
o
il

=
o
L

u-ORM/u-CREAT (mg/mmol)
u-ORM/u-CREAT (mg/mmol)
—
°

4
(3]
1
=
(3]

0,0 0,0

= = 7| = m

T T T T T
kontroll inaktiv aktiv kontroll inaktiv aktiv

2. Abra: Gyermek (A) és feln6tt Crohn betegek (B) valamint kontroll egyének u-ORM/u-
CREAT adatai. *p=0,01; **p<0,001

IV.2.3. Korrelacids vizsgalatok

Szignifikans (p<0,01) korrelaciokat talaltunk az u-ORM/u-CREAT hanyadosok és a
gyulladasos markerek kozott, azonban a korrelacios kapcsolatok kissé gyengébbnek
bizonyultak a feln6tt betegek esetén (hsCRP: 0,44; ESR: 0,37; se-ORM: 0,49; PLT: 0,44),
mint a gyermekgyogyaszati paciensek csoportjaban (hsCRP: 0,55; ESR: 0,47; se-ORM:
0,59; PLT: 0,45). A WBC-vel valo kapcsolat csak a felnétteknél bizonyult szignifikansnak.
Az u-ORM/u-CREAT szembetiinen gyengébb Osszefliggést mutatott a felndtt betegek
aktivitasi indexével (HBI: 0,33; p=0,018), mint a gyermekekével (PCDALI: 0,59; p<0,001).

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
inaktiv allapot kozott fiatalkora Crohn betegek esetén (3/A éabra). Felnétt betegeknél
azonban az u-ORM/u-CREAT gorbe alatti teriilet (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 értékektdl
(3/B ébra).
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3. 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 csoportok rutin laboratériumi adatai

A 28 betegbdl allo aktiv csoport gyulladasos paraméterei (WBC, hsCRP, se-ORM)
szignifikansan emelkedettek voltak a 34 f6s inaktiv csoporthoz és a kontrollokhoz
viszonyitva (p<0,01). Az aktiv Crohn betegek szérum Osszfehérje koncentracidja jelzett

csokkenést mutatott az inaktiv betegekhez képest (p<0,05).

IV.3.2. A savoldékony szérumfrakcid laboratoriumi analizise

Osszehasonlitva a kontroll (1,2 (1,0-1,5) g/l) ill. az inaktiv betegcsoporttal (1,7 (1,4-2,1)
g/l), az aktiv Crohn betegek esetében (2,9 (2,2-3,7) g¢/l) szignifikansan emelkedett
savoldékony fehérjeszinteket mértiink (p<0,001).

A PCA-oldékony szérum frakci6 SDS-PAGE analizissel nyert mintdzatait kvalitativan
értékelve markans kiilonbségeket észleltiink a vizsgalt csoportok kozott. Osszehasonlitva
az egészséges egyének mintazataval, az aktiv Crohn betegeknél szembetiinden tobb fehérje
frakci6 volt detektalhat6, tovabba a 30-67 kDa kozotti régio frakcidi erdteljesebb festddést
mutattak. Az inaktiv stadiumu betegek fehérjeképe a kontrollokéhoz volt hasonlo.

A savoldékony szérumfehérjék MGE analizise soran mindharom csoport mintai esetében
négy, jol elkiilonithetd frakciot detektaltunk, melyek a ~11, ~65, ~85 és ~120 kDa kortili
régioban jelentek meg. Az inaktiv Crohn betegek mintdzata az egészséges egyénekére

hasonlitott, mig az aktiv periddusban 1év0 betegek mintdzata markansan eltért az
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elobbiektdl (4. abra). A ~11 kDa-nal detektalt csucs relativ aranya mintegy haromszor
nagyobb volt a kontroll (12,2 (7,2-23,8) %) és az inaktiv betegcsoportban (12,1 (9,5-17,2)
%), mint az aktiv stidiumu betegeknél (4,4 (2,9-9,0) %; p<0,001). A ~65 és ~85 kDa-nal
elhelyezkedd frakciok szignifikdnsan magasabb értékeket mutattak aktiv gyulladasos
allapot esetén (10,8 (6,5-18,5) %; p<0,05 ill. 11,7 (8,2-17,5) %; p<0,001), 6sszehasonlitva
az inaktiv (7,2 (5,3-11,1) % ill. 3,1 (2,5-5,8) %), valamint az egészséges allapottal (5,5
(3,3-10,3) % ill. 1,7 (1,2-2,9) %). A ~120 kDa-nal lathaté6 komponens relativ aranya
alacsonyabb volt az aktiv betegcsoportban a tobbi csoporthoz képest, ez a kiilonbség

azonban nem bizonyult szignifikansnak.
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4. Abra: MGE soran nyert savoldékony fehérjeprofilok, csoportonként 3-3 reprezentativ
minta bemutatasaval. A: kontroll csoport. B: inaktiv CD. C: aktiv CD.

V. Megbeszélés

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

alkalmazasa

Megfelelden gyors, preciz és szenzitiv, teljesen automatizalt turbidimetrids u-CYSC

meghatarozasi modszert dolgoztunk ki Roche Cobas 8000/c502 késziiléken, mely rutin
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diagnosztikai felhasznalasra is ideédlis. A kiemelkedd analitikai szenzitivitasnak
koszonhetéen az u-CYSC kvantitativan meghatarozhatdé a rendlis diszfunkcidval
rendelkezd betegek mellett az egészséges populacio vizeletében is. A kalibralt tartomany
feletti (>1 mg/l) u-CYSC érték esetén a mérés ismétlése sziikséges megfelelé mértékii
higitast kovetden. Stulyos AKI esetén ajanlott a vizeletmintdk el6higitasa, mivel
eléfordulhatnak a biztonsagi zona hatarértékét (8 mg/1) is meghalado u-CYSC szintek.

Az altalunk beallitott modszer analitikai teljesitménye hasonld, vagy elényGsebb az eddig
kozolt turbidimetrias tesztekhez viszonyitva.

Egyetértésben korabbi vizsgalatokkal, nem tapasztaltunk szamottevd interferenciat a
vizelet lehetséges endogén Osszetevoi (albumin, hemoglobin, kélcium, karbamid, gliikéz)
¢s az u-CYSC mérés kozott.

Stabilitas vizsgalataink felfedték, hogy egyes vizeletmintakban a CYSC instabil lehet a
tarolasi homérséklettdl fliggetleniil, megerdsitve Sohrabian és mtsai. korabbi
megfigyelését. Ennek alapjan célszerli a mérést friss vizeletmintdkbol végezni, vagy a
mintakat hiitve, protedz gatlo hatdsu tartdsitoszer hozzaadésaval tarolni.

Mivel a CYSC vizelettel torténd exkrécidja nem mutat cirkadian ritmust, nem sziikséges a
vizeletgylijtés. A spontan iiritett vizeletmintak esetében indokolt lenne az eredményeket
vizelet kreatininre vonatkoztatva kifejezni az eltéré hidraltsagi allapotok befolyasolo
hatasanak csokkentése érdekében. Az abszolut u-CYSC koncentracidadatok, ill. az u-
CYSC/u-CREAT arany megbizhatosaga viszont vita targyat képezi, ezért
tanulmanyunkban a kétféle értek egyidejii megadasa mellett dontottiink.

A kontroll csoportot vizsgdlva csak fels@ referencia hatarértéket hataroztunk meg <95
percentilis értéknek megfeleléen, mivel az igen alacsony u-CYSC szintek nem mindig
kvantifikalhatok és nem is rendelkeznek klinikai jelentdséggel. Az egészséges egyének
korében mért u-CYSC ill. u-CYSC/u-CREAT értékeink ¢és referencia tartomanyunk
Osszhangban allnak a korabban k6zo6lt adatokkal. A tizenévesek és a felndttek u-CYSC/u-
CREAT értékei kozott tapasztalt kiilonbség valosziniileg a vizelet kreatinin kivalasztas
¢letkor fliggésébdl adodhat, amelynek hatterében a kamaszkor alatt végbemend
izomtomeg-novekedés all.

Szignifikansan emelkedett u-CYSC szinteket ¢és u-CYSC/u-CREAT hanyadosokat
talaltunk az AKI betegek csoportjaban a kontroll csoporthoz képest, mely jelezte a
szepszishez kapcsolt AKI kovetkeztében fellépd tubularis vesekarosodast.

Habar a kronikus magas vérnyomas a nephropathia rizikofaktora, vizsgalati csoportunk

adatai szerint nem volt hatassal a kronikus hipertenzié az u-CYSC szintekre. A diabeteses
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csoportban mért u-CYSC értékekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk vizsgalt
betegeknél még nem alakult ki tubuldris karosodas. Korabbi tanulmanyok alapjan a
tubularis karosodas megelézheti a mikroalbuminuria megjelenését a cukorbetegek egy
kisebb hanyadanal, amely esetek korai felismerésében hasznos marker lehet az u-CYSC.

Eredményeink és a rendelkezésre allo adatok alapjan az u-CYSC alkalmas — kiilondsen
AKI esetén — a vese tubularis karosodasanak korai jelzésére, igényt teremtve a mindennapi
klinikai haszndlatra. Az altalunk beallitott ¢és validalt teszt egyszeriien adaptalhaté 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 aktivitasanak lehetséges markere

A Crohn betegek gondozéasa soran a megfeleld terapia megvalasztasa szempontjabol
kiemelt fontossagi a gyulladasos aktivitas objektiv megitélése. A klinikai indexek
szubjektivitasa ¢és az endoszkdOpos vizsgédlatok invazivitdsa miatt egyre inkabb
felértékelddik a laboratoriumi diagnosztika szerepe, ami aktiv kutatast eredményez Gjabb,
non-invaziv biomarkerek iranyaba. Az ORM vizeletbdl mérhetd szintjeinek informacios
értékét — legjobb tudasunk szerint — még nem vizsgéltdk a CD vonatkozéasaban.
Vizsgalatunkban az u-ORM/u-CREAT hanyados képes volt kiilonbséget tenni a CD aktiv
¢és inaktiv fazisa kozott; gyermekkori betegek korében hasonld teljesitménnyel, mint a
hsCRP és a se-ORM. Felnéttkora Crohn betegeknél viszont valamelyest elmaradt a
diagnosztikus ereje a szérum markerekétél. Habar a vizsgalati csoportok viszonylag kis
elemszamuak voltak, a korcsoportok kozott tapasztalt teljesitménybeli kiilonbség
Osszefiiggésben allhat a betegek aktivitasi index-alapt kategorizalasaval: a gyermekeknél
alkalmazott PCDALI tobb objektiv tényezdt tartalmaz, mint a felnéttek HBI pontrendszere.
Az u-ORM/u-TP aranyban latott kiilonbség arra enged kovetkeztetni, hogy a gyulladasos
aktivitas egy bizonyos mértéki valtozast idéz eld a vizeletfehérjék Osszetételében. Ezt a
hatast mar szepszishez kapcsolt stlyos akut gyulladasos allapotban is megfigyeltiik, ahol
markansabb valtozas volt detektalhato, mint a CD aktiv fazisaban.

A fokozott u-ORM kivalasztas feltételezhetéen 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 tipusu DM, RA) gyulladasos allapotokban irtak le hasonld, vagy magasabb értékeket.
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Ezt a feltevést tdmogatjadk az u-ORM ¢és a hagyoményos gyulladdsos paraméterek kozott
megfigyelt szignifikans korrelaciok is.

Az u-ORM kivalasztasdnak pontos mechanizmusa jelenleg még tisztazatlan. A szérum és
vizelet ORM kozepes erdsségii korrelacidja arra utal, hogy a se-ORM emelkedése
Oonmagaban nem magyarazza az emelkedett u-ORM szinteket. Munkacsoportunk korabbi,
szeptikus betegekkel kapcsolatos eredményei azt sugalltak, hogy a vesefunkcidonak fontos
hatasa lehet az u-ORM kivalasztasara. Ezért a glomerularis és/vagy tubularis diszfunkcio
esetleges fennallasanak kizarasa céljabol se-CYSC és u-CYSC méréseket végeztiink,
melyek nem igazoltak vesefunkcids eltéréseket az altalunk vizsgalt Crohn betegeknél.
hozzajarulhat az u-ORM emelkedéséhez. Ezt a felvetést tamogatja, hogy intraperitonealis
LPS injekcioval ORM génexpressziot valtottak ki egerek veséjében.

Az u-ORM/u-CREAT - kifejezetten gyermekeknél — a nagyobb mérvii emelkedésébdl
kovetkezben a gyulladasos aktivitasnak egy érzékenyebb markere lehet a se-ORM-hez
képest. Korabbi megfigyelésekkel ellentétben, a mi vizsgélati anyagunkban nem tiikrozte
az u-ALB/u-CREAT hanyados a CD aktivitasat. Az u-ORM és az u-ALB a CD aktivitasara
nézve kiilonbozé valaszkészséget mutatott, melynek hatterében a két fehérje eltérod
kivalasztodasi mechanizmusa éllhat.

Az u-ORM meghatarozasa értékes, objektiv informaciot nyljtva egészitheti ki a meglévd
diagnosztikus eszkoztarat, hozzéjarulva a pontosabb allapotfelméréshez. A mintavétel non-
invaziv jellegének és a gyors, automatizalt mérési modnak koszonhetéen az u-ORM idedlis

a rutin diagnosztikai felhasznalasra.

V.3. Savoldékony szérumfehérjék vizsgalata Crohn betegeknél

Legjobb tudasunk szerint mi vizsgaltuk eldszor aktiv és inaktiv stadiumt Crohn betegek
vonatkozéasadban a PCA-oldékony szérumfehérje-frakcio diagnosztikus értékét.

A Crohn betegeknél — kiilondsen aktiv stadium esetén — tapasztalt emelkedett savoldékony
fehérjekoncentracio a generalizalt gyulladdsos 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.

A mennyiségi valtozas (pozitiv akut fazis fehérjek emelkedése) mellett a mindségi valtozas

is szerepet jatszhat a savoldékony frakcid koncentracio-ndvekedésében. Kiilonbozo
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betegségek kapcsan ismerten megvaltozik a glikoproteinek szénhidrat-szerkezete, ezaltal
ellenallébbéd valhatnak a PCA-val szemben, nagyobb aranyban keriilve a savas
extraktumba. A glikozilacioban bekovetkezd specifikus valtozasok akar gyulladdsos é€s
daganatos betegségek biomarkereiként is funkcionalhatnak.

Munkacsoportunk kordbbi megfigyelései szerint katabolikus allapotok (kiterjedt miitéti
beavatkozasok, kemoterdpia) is  eredményezhetnek  emelkedett savoldékony
fehérjemennyiséget a keringésben, melynek hatterében sejtanyagcsere-folyamatokbol,
szoveti nekrozisbol szarmazo molekulaknak a keringésbe 1épése allhat. Ennek alapjan CD-
ben egy kronikus gyulladassal asszocialt katabolikus allapot is hozzajarulhat a magasabb
savoldékony fehérjeszinthez.

Szeptikus betegekkel végzett vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy markansan csokkent
se-TP mellett a savoldékony fehérjék mennyisége az egészségesekre jellemz6 érték
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 eltérd fehérjedsszetételérdl tanuskodnak. Az eziist akkumuldcidja bar nem
egyenesen aranyos a fehérjemennyiséggel, az aktiv betegek 30-67 kDa molekulatomegii
frakcidinak erételjesebb festddése utal a savas extraktumok magasabb fehérjetartalmara.
Ebben a tartomanyban helyezkedik el példaul az ORM (42 kDa), melyet a savoldékony
frakcio jelentds komponenseként is Szamon tartanak.

MGE analizis soran a CD gyulladasos aktivitasanak fokozddasaval markans valtozasokat
¢észleltiink a savoldékony fehérjeprofilokban. Bar az elkiiloniild dominéns frakciok pontos
fehérjedsszetétele nem ismert, valdsziniisithetd, hogy nagyfokban glikozilalt akut féazis
fehérjék (pl. ORM, -1 antitripszin, complement faktorok) lehetnek alapvetden felelosek a
négy frakcido relativ aranyanak valtozésaért. A mennyiségi variabilitds mellett a
glikoproteinek szénhidrat strukturdiban gyulladas hatdsara bekovetkezé valtozasok is
befolyasolhatjak az MGE mintazatokat.

Szemben az SDS-PAGE mddszer iddigényességével és kvalitativ jellegével, az MGE egy
miniatiirizalt, linearis polimert alkalmazo, gyors eljaras, mely lehetévé teszi a relativ
aranyokon alapuld szadmszerl értékelést és a nagyfoku reprodukalhatésagot. Az MGE
profil valtozasaért felelos PCA-oldékony fehérjék proteomikai moddszerek segitségével
torténd azonositdsa Uj potencialis biomarkereket fedhet fel, melyek azutan tovabb

vizsgalhatok a klinikai alkalmazasi lehetdségek iranyaba.
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V1. Osszegzés, 1ij megallapitasok

Adaptaltunk egy u-CYSC mérésére alkalmas automatizalt immunturbidimetrias modszert
Cobas 8000/c502 laboratoriumi analizatorra, mely analitikai tulajdonsagait tekintve
(érzékenység, precizitas, rovid reakcididd) alkalmas a rutin klinikai hasznalatra.

Gyermek- ¢és felndttkora egészséges egyének vizsgalataval a modszerhez tartozo eldzetes
referencia tartomanyt hataroztunk meg.

Szepszis-indukalta AKI-val diagnosztizalt betegeknél markansan emelkedett u-CYSC
uiritést talaltunk, mely indikatora lehet az akut vesekarosodas tubularis komponensének.
Mind gyermek-, mind feln6ttkorti, aktiv stadiumban 1év6é Crohn betegeknél emelkedett u-
ORM/u-CREAT értékeket mértiink az inaktiv allapothoz képest. Megallapitottuk, hogy az
U-ORM - els6sorban gyermekeknél — érzékenyebb gyulladdasos marker, mint a se-ORM.
Fontos megfigyelésiink, hogy az u-ORM/u-CREAT hanyados hasonld teljesitménnyel
képes elkiiloniteni a gyermekkori CD aktiv és inaktiv fazisat, mint a hagyomanyos
gyulladasos paraméterek (hs-CRP, se-ORM).

Az u-ORM/u-CREAT és a kozismert gyulladasos paraméterck, valamint a CD Klinikai
indexei kozott megfigyelt korrelaciok utalnak az u-ORM emelkedés és a gyulladasos
aktivitas Osszefiiggésére.

Az u-ORM mérése hozzajarulhat a Crohn betegek, kiemelten a gyermekek aktivitasanak
pontosabb, objektiv megitéléséhez.

Emelkedett savoldékony fehérjekoncentracidt mértiink aktiv allapotd Crohn betegek
szérumabol.

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

Els6ként analizaltuk Crohn betegek savoldékony szérumfehérjéit MGE-vel. Aktiv
stadiumt Crohn betegeknél jellegzetes profilt azonositottunk, melyben az egyes frakciok
relativ ardnya markansan eltért az inaktiv betegek, valamint az egészséges egyének esetén
detektaltaktol.

A savoldékony szérumfehérjék mennyisége és Osszetétele is tiikrozi a CD gyulladasos

aktivitasat, mely tovabbi biomarker kutatasok kiindulopontjat képezheti.
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