11. A fehérjekutatas modern mddszereinek
alkalmazasa a klinikai patoldgiaban -
Az 4j modszertanok klinikai hasznosulasa
az orvosi kutatdlaboratoriumban

A vérszérum és a vérplazma
fehérjevizsgalatai

TOKES-FUZESI MARGIT

Az érpalyaban keringé vér mennyisége felnéttekben
4-5 liter, amely alakos elemeket és plazmat tartalmaz.
Vérvétel utdn in vitro koriilmények kozott ezeket
centrifugalassal valasztjak el. Amennyiben vérvétel-
kor alvadasgatlot hasznalunk (heparin, kalciumkotd
kelatképzoék, EDTA, citrat), a centrifugalds utan ka-
pott vér feliluszoja a plazma. A nativ, alvadasaban
nem gatolt teljes vér feliiluszdja pedig a szérum.

A plazmaban ez idaig tobb mint 360 fehérjét azo-
nositottak. Nagy résziik a majban termel6dik, kivé-
ve az immunglobulinokat, amelyeket plazmasejtek
termelnek. Aminosavakbol épiilnek fel, poszttransz-
laciés mddosuldson esnek at, ennek eredményeként
legtobbszor kovalens kotéssel szénhidratmolekula
kapcsolédik hozzdjuk (glikozilalt fehérjék). Bioldgiai
szerepiik szerint két csoportba oszthatok:

 Vannak olyan fehérjék, amelyek szerepiiket ext-

racelluldrisan toltik be. Ezek mennyisége szerv-
vagy szovetkarosodaskor csokken.

o A fehérjék masik csoportja sejtalkotd, ezek

mennyisége viszont szerv- vagy szévetkaroso-
das esetén altalaban né.

A plazmafehérjék altalanos attekintése
A plazmafehérjék f6 funkcidi

1. A plazma kolloidonkotikus nyomdsdnak fenntarta-
sa, ebben a f6 szerep az albuminé.

2. Transzportdlé szerep, szallitofehérjék révén; a szal-
litand6 anyagok:
+ metabolitok (pl. lipidek);
+ hormonok (pl. tiroxin);
o+ fémionok (pl. kalcium, vas, réz);
o bilirubin,
« gyogyszerek, toxikus molekulak.

3. Részvétel a szervezet védekezésében (immunglo-
bulinok, komplementrendszer).

4. A véralvadas és a fibrinolizis fehérjéi.

5. Pufferszerep, részvétel a pH-szabalyozasban.

6. A plazmaban sajatosan betoltott szerep pl. proteaz-
gatlok, enzimek, novekedési faktorok stb.

A plazmafehérjék vizsgalati lehetdségei:
1. Mennyiségi meghatarozas:
+ Biuretmodszer (peptidkotés reakcidja rézionok-
kal).
o Festékkotés (pl. az albumin reakcidja bromkre-
zolzold festékkel).
« Homogén immunoassay:
- nefelometria;
— turbidimetria;
— particle enhanced immunoassay.
2. A plazmafehérjék elektroforetikus elvdlasztdsa utan,
kiilonboz6 detektalasi lehet6ségekkel:
« Mancini-technika.
» Rocket-elektroforézis.
 Immunelektroforézis.
 Immunfixacio.
« Lipoprotein elektroforézis.
+ Izoenzim vizsgalat.
3. Funkcio szerint: pl. enzimek fotometrids meghata-
rozasa.
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Plazmafehérje-csoportok és vizsgalatuk

OSSZFEHERJE

A szérumban talalhaté osszfehérje (total protein, TP)
mennyiségének meghatarozasara éltalanosan a bi-
uret modszert hasznaljuk. A réz(II)ionok alkalikus
kozegben kotédnek a peptidkotésekhez, ennek ered-
ményeként fotometridsan jol mérhetd ibolyaszini
fémkomplex vegyiilet keletkezik. A szin intenzitas-
eréssége, ill. az 540 nm-en mért fényabszorbancia
egyenes aranyban van a peptidkotések szamaval, igy
a fehérjekoncentraciéval. A fehérjékben talalhato
aminosavak koziil az aromds aminosavak UV fény-
ben 280 nm-en nyelnek el, mig a peptidkotések 220
nm-en. Elméletileg ez is alkalmas a plazmaban/szé-
rumban taldlhatd Osszfehérje mennyiségi meghata-
rozéasara, azonban az albuminhoz kotott bilirubin za-
varja a mérést, ezért a mindennapi gyakorlatban nem
hasznaljak a mddszert.

A plazmaban normal kériilmények kozott 60-80
g/l osszfehérje talalhatd. Koros koriilmények kozott
szintje emelkedhet vagy csokkenhet.

Emelkedik az sszfehérje a kovetkezd dllapotokban:

o Dehidracié folyaman (ilyen esetekben né a

hematokrit, a natriumion- és az albuminszint
is).

« Emelkedett immunglobulin-szintézis (mono-,

poliklonalis eredet).

Csokken az dsszfehérjeszint a kovetkezd dllapotokban:
o Zavart fehérjeszintézis (pl. malnutritio, kroni-
kus majbetegség, malabsorptio).
« Fokozott fehérjevesztés (torténhet a vesén, a
gyomor-bél traktuson, ill. a b6éron keresztiil).
« Fokozott hidracié (ez iatrogén koriilmények
kozott fordulhat el6).

ALBUMIN

Az albumin meghatdrozasara a szérumban alkalmaz-
hat6 a brom-krezol-zoldet (BCG) hasznal6 festékko-
téses mddszer, valamint az immunoldgiai modszert
alkalmazo6 turbidimetria és nefelometria. Mennyi-
ségét tekintve a legjelentésebb plazmafehérje, szint-
je 35-50 g/l. Az albumin 66 kDa molekulatomegf, a
majban termel6d6 egyetlen olyan fehérje, amely nem

glikozilalt. Féléletideje 20 nap. A legfontosabb koto-
és szallitofehérje (metabolitok, kalciumion, bilirubin,
zsirsavak, foszfolipidek, aminosavak, hormonok és
gyogyszerek). A kolloidonkotikus nyomas fenntar-
tasaban a legjelentGsebb, ezen kiviil aminosav-,,rak-
tart” képez a periférids szovetek fehérjeszintéziséhez,
és antioxidans szerepe is van.

Hypoalbuminaemia, azaz alacsony albuminszint

alakul ki a plazmaban a kévetkez6 allapotokban

+ Csokkent szintézis (akut és kronikus majbeteg-
ségekben).

o Analbuminaemia; ritka autoszomalis recesziven
6roklédé megbetegedés, ahol az albuminkon-
centracié maximum 10%-a a normalisnak.

« Megoszlasi zavar: oka a fokozott kapillarisper-
meabilitas, amelynek eredményeként a fehérjék
az extravasalis térbe jutnak (pl. égés, ascites).

« Fokozott katabolizmus (pl. trauma, sebészeti
beavatkozas, infekcid, malignus betegség).

« Fokozott vesztés soran, amely torténhet:

— a vesén keresztiil (pl. nephrosis-szindroma);

- a gyomor-bél traktuson at (pl. Crohn-beteg-
ség, ulcerativ colitis);

- boron at (pl. égés utan).

A PLAZMAFEHERJEK ELEKTROFOREZISE

A szérumfehérjék elektroforetikus elvalasztasa so-
ran a fehérjék elektromos térben toltésiik és méretiitk
alapjan valnak szét. A szérumban taldlhat6 fehérjék
izoelektromos pontja (pK) 2,4-6,4 kozott van, ami
azt jelenti, hogy elvalasztasukhoz hasznalhatnank 2,4
pH-nal alacsonyabb savas puffert, azonban ebben a
kozegben a fehérjék kicsapodnanak. Ezért a modszer-
hez lugos pH-ju puffert alkalmazunk, amelyben a fe-
hérjék negativ toltést mutatnak, igy elektromos térben
a katédtol az andd felé vandorolnak. A hordozé szi-
lard fazis lehet papir, cellul6z-acetat-membran, agar-,
agardz-, poliakrilamid-gél stb. TiseL1Us, az elektro-
forézis leirdja (1930) nem hasznalt hordozét, szabad
elektroforézist végzett. Elvalasztas utan a fehérjéket
fixaljuk, majd fehérjefestékkel (Ponceau, amidofeke-
te vagy Coomassie blue) megfestjiikk. Az igy kapott
elektroforetogramot egyrészt szemikvantitativ médon
vizualisan, masrészt kiilonb6z6 hullamhosszon den-
zitometridsan értékeljilk, igy a frakcidk szazalékos
aranya pontosan megadhatd. Celluldz-acetat-folian



A vérszérum és a vérplazma fehérjevizsgélatai 223

vagy agarozgélben vald elvalasztds utan amidofekete

festéket haszndlva 5 frakciot kapunk: albumin, a,a, ,‘
B ésy frakcio (11-1. dbra).

A dysproteinaemidk a szérumfehérjék Osszetéte-
lében 1étrejové kvalitativ és kvantitativ elvaltozasok, N ' ' !
amelyek szorosan kapcsolddnak a kiilonbozé kor-
képekhez. Ezek kiilonbozé fehérjéket vagy fehér-
jecsoportokat érintenek (mennyiségitk a betegség

albumin oy frakcio o, frakcié B frakcid  y frakcid

. \ /
o \,

allapotanak megfeleléen n6 vagy csokken), és a szé-
rumfehérje-elektroforetogramon jol felismerheték
(11-1. tablazat). A szérumfehérje-elektroforetogra- ‘

mon lathaté leggyakoribb patoldgias eltéréseket a 11-

2. dbra mutatja be.

Alb. o oo B Y

11-1. dbra. Normal szérumfehérje-elektroforetogram

11-1. tabldzat. Dysproteinaemidk

Fehérje vagy fehérjecsoport

Kvalitativ vagy kvantitativ elviltozds

albumin

koncentraciéja minden olyan esetben csokken, amikor a globulinok abszolut mennyisé-

ge né, annak ellenére, hogy az osszfehérjeszint dltaldban a referenciatartomanyon beliil
marad

akut fazis fehérjék

az a,- és a -frakcidban vandorolnak;
mennyiségiik akut gyulladasban 50-300%-kal is emelkedhet, csokken viszont akut he-
patitisben, kronikus aktiv majbetegségben és fehérjevesztéses allapotban

prealbumin-transzferrin

a prealbumin (transztiretin) az albumin el6tt vandorol, 50-70%-a a retinolkétd fehérjé-

csoport vel komplexben taldlhato; fehérje- és energiahianyos allapotban mennyiségiik csokken;
a transzferrin a -frakcioban taldlhato, vashianyban mennyisége né;
a transztiretin-transzferrin fehérjecsoport mennyisége akut és kronikus gyulladdsokban
csokken — Un. negativ akut fazisfehérjék
immunglobulinok a y-frakcidban, ill. bizonyos mértékben a f-frakcioban vandorolnak, a szervezet védeke-
zésében vesznek részt;
az immunglobulinszint emelkedését gammopathidnak nevezzik
poliklonalis ay-globulin-szint emelkedése a humoralis immunvaélaszt aktivalo betegségek hatasara
gammopathia
monoklonalis monoklonalis, éles hatdri M-csik (extrafrakcio) a globulinrégidban;
gammopathia a hatterében egy plazmasejtklon altal tulzott mértékben termelt immunglobulin (Ig)
vagy immunglobulin-fragmentum 4ll
oligoklonalis egy vagy tobb Ig-osztaly vagy -alosztaly mennyiségének szelektiv novekedése;
gammopathia ay-globulin-frakcidban egy vagy tobb extrafrakcio talalhaté (flirészfog-mintézat)

izolalt fehérjeelvéltozas

ritkdn detektalhato, kivéve az albumint, az a,-antitripszint és az IgG-t

extrafrakcidk

ezek a normal fehérjeképben megjelend ,,extra” fehérjecsicsok atipusosan a normal csui-
csok kozott vagy azokra ratevédve jelenhetnek meg, akkor valnak lathatovd, ha mennyi-
ségiik meghaladja a 2 g/l-t;

az éles hatart fehérjecstucsok és -savok hatterében monoklondlis immunglobulinok,
szabad konnytlancok, ill. nehézlancok allnak; ezek a y- és a P-régidban talalhatdk, és
M-proteinnek (monoklonalis) vagy régi szohasznélattal paraproteinnek nevezziik ket
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akut gyulladas

nephrosis-szindréma

majcirrhosis
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11-2. dbra. Kéros szérumfehérje-elektroforetogramok

A KULONBOZO FRAKCIOKBAN VANDORLO
JELENTOSEBB FEHERJEK RENDELLENESSEGEI
BETEGSEGEKBEN

AZ ALBUMINFRAKCIOBAN TALALHATO FEHERJE
Lényegében az albumin, amelyet az el6z6ekben mu-
tattunk be.

Az Cll-FRAKCI(')BAN TALALHATO FEHERJEK

a, -antitripszin (a -AT)

Szerin-protedz-inhibitor (serpin, a -protedz-inhi-
bitor), irreverzibilis komplexet képez az elasztazzal,
a kimotripszinnel, a tripszinnel, valamint a trom-
binnal, és inaktivalja 6ket. Tébb mint 75 genetikai
varians ismert, ezek koziil azonban csak néhany jar
egyiitt klinikailag relevéns a -antitripszin-hidnnyal.
Az elektroforetikus mobilitas alapjan is tobb varianst
azonositottak, F, M, S és Z bettivel jelolve ezeket.

Az a-AT akut fazis fehérje. Plazmakoncentra-
cidja a genotipustdl fiigg. A Pi MM varians, amely
az europid populacié 93%-dban fordul eld, normal

a,-AT-szinttel jér egyiitt. A populdcié kb. 7%-dban
mutathat6 ki genetikai eltérés, amely kozepesen su-
lyos vagy stlyos a,-AT-hidnnyal jr egyiitt. Ezek ko-
zill a Pi ZZ varians a legjelentGsebb, prevalencigja
1:1600 (a ,Pi” rovidités a proteaz-inhibitorra utal).
Az o -antitripszin-hidny pulmonalis emphysema-
val és majbetegséggel jar egyiitt. Az emphysema oka,
hogy az a -AT nem gitolja a neutrophil granulocy-
takbdl felszabadulo elasztdz miikodését, és ez karosit-
ja a tiid6 dllomanyat.

a-fetoprotein (AFP)

A magzati élet soran a m4j altal termelt fehérje, a
magzati albuminnak felel meg. Sziiletés utan szintje
csokken, és a 8—12 hdnapos korra éri el a felnéttben is
meérhetd szintet (< 10 ug/l). Szerepe nem ismert. Ter-
hességben az anya vérébdl, ill. az amnionfolyadékbol
meghatdrozva alkalmas vel6cs6-zarédasi rendellenes-
ségek (az AFP-szint ng), valamint Down-szindroma
(az AFP-szint csokken) kisz(irésére. Feln6ttkorban
az AFP tumormarkerként hasznalhaté nagy rizikéju
betegcsoportokban, igy hepatitis C- és kronikus he-
patitis B-fert6zésben szenvedd betegeknél hepatocel-
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lularis carcinomdnal. Szintje magasabb lehet a gon-
adokbol kiindulé tumorok esetén is.

AZ a -FRAKCIOBAN TALALHATO FEHERJEK

Coruloplazmin (Cp)

A mdjban termel6d6 és redoxi sajatossaggal ren-
delkezé metalloprotein, amely a rézionokat szallitja.
Ferroxidaz aktivitasa révén befolyasolja mas fémek,
igy a vasion statusat, antioxidans hatast fejt ki azaltal,
hogy gatolja a sejtmembranlipidek fémion katalizal-
ta oxidaciojat. Akut fazis fehérje. Szintje a szérumban
csokken velesziiletett coruloplazminszintézis-zavar-
ban, Wilson-kérban, Menkes-szindrémaban és tap-
lalkozasi rézhianyban. Ez utdbbi vasrefrakter hy-
pochrom microcytas anaemia kapcsan vetddhet fel.

Haptoglobin (Hp)

A mijban termel6dik. A Hp1 és Hp2 allélokat ko-
dol6 gének harom strukturalisan kiilonbo6z6 fenoti-
pust hoznak létre: Hp1-1, Hp2-1 és Hp2-2. Szérum-
koncentraciéja minden egyén esetén ezek tipusatol
tiigg, ezért referenciatartomanya is viszonylag széles
(0,3-2,0 g/l). Akut fazis fehérje, mely a szétes6 vo-
rosvértestekbdl felszabadulé hemoglobint koti meg.
Szintje csokken hemolitikus anaemidkban, akut és
kronikus majbetegségekben, valamint malabsorptids
szindromaban. Velesziiletett haptoglobinhiany ritka.

a,-makroglobulin

A szérumban talalhat6 legnagyobb fehérje, mole-
kulatomege 820 kDa. Vesebetegségben sem jut it a
glomerulusokon. Endopeptidazokat, igy tripszint és
kimotripszint kot meg, ezaltal inaktivalva 6ket. Szint-
je emelkedik nephrosis-szindrémaban, majcirrhosis-
ban és bizonyos kollagénbetegségekben.

A B-FRAKCIOBAN TALALHATO FEHERJEK

C-reaktiv protein (CRP)

1930-ban irtdk le, nevét onnan kapta, hogy kotéd-
ve a pneumococcus C poliszacharidhoz a korokozot
agglutinalja. Klasszikus akut fazis fehérje, amely a
majban termelédik proinflammatorikus citokinek,
igy IL-6, IL-1 és TNF hatasara. Akut gyulladasos fo-
lyamatokban szintje a plazmaban 6-12 6ra utan kezd
el emelkedni, cstiicskoncentracidjat 48 éra utan éri el
és 1-2 hét alatt normalizalédik. A CRP az endogén és

exogén ligandok széles skalajahoz (mikroorganizmu-
sok, apoptotikus sejtek, DNS) képes kapcsolodni és
opszonizalni azokat, ezaltal el6segitve a fagocitdzist.

A laboratériumokban meghatarozott CRP-kon-

centraci6 mértékét a klinikumban széles korben
hasznaljak fel, ezek a kovetkezok:

o Fertézés diagndzisanak megerdsitése és moni-
torozasa pl. posztoperativ allapotokban, inten-
ziv terapias betegek, Ujsziilottek, traumas bete-
gek kezelésekor, sziilészeten korai burokrepe-
déskor.

+ Antibiotikumterdpia hatasossaganak megitélé-
se.

« Virusok és baktériumok okozta lazas allapotok
differencialdiagnézisara (pl. meningitis, pneu-
monia).

« Bizonyos autoimmun gyulladasok aktivitdsanak
megitélése (rheumatoid arthritis, vasculitis).

+ Akut és kronikus gyulladasos betegségek diag-
noézisanak megerdsitére (malignus betegségeket
kiséré krénikus gyulladasban is emelkedik a
szintje).

« Atherosclerosisos betegek hs-CRP- (high sensi-
tivity CRP) szintjének mérésével cardiovascula-
ris rizikobecslésre.

Transzferrin

A plazmadban a vasat széllitja a felszivodas és a le-
bomlas helyérdl a felhasznalds helyére. A legjelent6-
sebb ,,vasfelhaszndld szerv,, a csontveld, ahol a vas a
képz6do vorosvértestek hemoglobinjaba épiil be. Egy
transzferrinmolekula két vasiont képes megkdotni és
szallitani. Egészséges egyének transzferrinmolekulai
csak 30%-ban telitettek. Szintje csokken fehérjevesz-
téses allapotokban, elsdsorban vesebetegségekben,
valamint fert6zésekben és gyulladasokban (negativ
akut fazis fehérje). Vashidnyos anaemiaban szintje
megemelkedik.

B,-mikroglobulin

Kis molekulatomegti fehérje (12 kDa), amely min-
den magvas sejt sejtmembranjaban megtalalhato, az
MHC I molekula B-lanca. Ennek ellenére elsésorban
a myeloid és lymphoid sejtekbdl keriil a plazmaéba.
Egészséges egyénekben fiziologids sejtregeneracio
esetén szintézise dllandd. A veseglomerulusokban
szabadon filtralodik, a tubulussejtekben pedig visz-
szaszivodik. Szérumban mérheté koncenracidja a
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szintézis és a kivalasztas mértékétdl fligg, egészsége-
sekben egyensulyban van. A klinikumban elsésorban
lymphomak, myeloma multiplex és vesebetegségek
monitorozasara hasznaljak.

A Y-FRAKCIOBAN TALALHATO FEHERJEK - AZ IM-
MUNGLOBULINOK

Immunglobulinok

A B-sejtekben termelédnek és a szervezetben a hu-
moralisimmunvalaszban vesznek részt. Minden egyes
immunglobulin-molekula négy polipeptidlancbdl
épiil fel, amelyek egymashoz kovalens diszulfidkoté-
sen keresztiil kapcsolodnak: egy par nehézlancbdl és
egy par konnytlancbdl all. A nehézlancoknak 6t (y,
o, L, §, &), a konnytlancoknak pedig két tipusa ismert
(k, A). Mindkét lanctipus tartalmaz egy variabilis (V)
régiot (antigénfelismerd hely), a Fab fragmentumon
beliil és egy konstans (C) régiot, nehézlanc esetében
az Fc, konnytldnc esetében az Fab fragmentumon
beliil. Az immunglobulin-osztalyok legfontosabb tu-
lajdonsagait a 11-2. tdbldzat mutatja be.

Az immunglobulin-molekuldk nagyfoku valtozé-
konysagat a genetikai szinten bekovetkezd nehéz- és
kénnytilanc-génatrendez6dés biztositja. Sorrendben
ez elébb a nehézlanc szintjén torténik meg, majd a
konnytilancoknak el6bb a két k génje rendezddik at,
és csak azutan a A lancé. Ezzel magyarazhato a B-sej-
tek szintjén a 2:1 kimutathato :\ arany.

Ujsziilottek széruméban IgA és IgM csak rendkiviil
kis mennyiségben vagy egyaltalan nem mutathat6 ki.

Viszont az IgG, amely elsésorban anyai eredetii (pla-
centan keresztiil jut at), nagy koncentracioban mérhe-
t6, szintje sziletés utdan azonban csokkenni kezd. Az
immunglobulinok koncentraciéja fokozatosan emel-
kedve éri el az egészséges felnéttre jellemz6 értéket.
Az immunglobulinok szintézisének két fontos el-
térése van:
» Hypogammaglobulinaemiaval jaré csokkent
szintézis.
« Hypergammaglobulinaemiat eredményezé tual-
termel6dés.

Az immunglobulin-termel&dés csokkenésének oka le-
het velesziiletett vagy szerzett. Velesziiletett hidnyos
allapotban egy vagy tobb immunglobulin-osztaly
vagy -alosztaly termel6dése zavart szenvedhet. En-
nek eredményeként ezek a gyerekek sokkal fogéko-
nyabba valnak a kiilonbozé fertdzésekre. A felndtt-
korban jelentkez6 immunglobulinszintézis-zavarok
altalaban mas betegséghez tarsulva jelentkeznek; igy
pl. lymphomak, myeloma multiplex, gydgyszerek, to-
xinok hatasara, fehérjevesztéses allapotokban fordul-
nak el6.

Az immunglobulinok tiltermelddése lehet diftfuz és
diszkrét.

Diffiz hypergammaglobulinaemidban egy betegség
(pl. fert6z6 betegség, majbetegség, autoimmun be-
tegség) valtja ki a nagyszamu B-sejt-klon 4ltal terme-
16d6 immunglobulin-szaporulatot, a prezental6dd
antigének sokasagat. Ilyen esetben tehat nagyszamu
kiilonb6z6 tulajdonsaggal, primer szerkezettel és fi-

11-2. tdbldzat. Az immunglobulin-osztalyok 6 tulajdonsagai

Tulajdonsdig IgG IgA IgM IgD IgE
nehézlanc Y A u ) €
nehézlanc-alosztalyok Y Vo Vo Voo a,a, [THRTR nincs nincs
molsuly (kDa) ~ 150 ~ 150-400 ~900 ~175 ~190
J lanc nincs Van van nincs nincs
szérumkoncentracio (g/1) 8,0-18 1,1-5,0 0,6-2,2 < 0,03 < 0,02
féléletidé a szérumban (nap) 21 6 10 3 2
komplementaktivaci6 igen ritkan igen nem nem
opszonizacioé igen gyenge nem nem nem
anaphylaxia nem nem nem nem igen
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zikai kémiai tulajdonsaggal rendelkezd specifikus an-
titestmolekula keletkezik, amelyek kiilonb6z6 vagy
ugyanabba az immunglobulin-osztalyba sorolhatdk.
A szérumfehérje-elektroforetogramon ez elmosddott
széles sav képében jelentkezik a y-frakcio teriiletén,
és poliklondlis gammopathidnak nevezziik. Poliklona-
lis gammopathiaval jarnak egyiitt az akut és kronikus
fertézések és gyulladasos megbetegedések, méjbeteg-
ségek, autoimmun folyamatok és a szisztémas malig-
nus megbetegedések.

Diszkrét hypergammaglobulinaemidban az anti-
gén-, felismerés,, szempontjabol, szerkezetileg és
funkciondlisan egyforma immunglobulin-molekula
és/vagy toredéke termelédik nagy mennyiségben.
Ezt monoklondlis proteinnek (M-protein, régi elne-
vezése paraprotein) nevezziik, ami myeloma mul-
tiplexben, Waldenstrom-macroglobulinaemiaban és
mas lymphoproliferativ betegségben fordul el6. Mo-
noklonalis szintézisiik eredményeként minden egyes
M-protein csak egyetlen immunglobulin-osztalyba,
-alosztalyba, allo-tipus osztalyba és lanctipusba tarto-
zik. Az M-proteinek szerkezete altaldban a normadlis
immunglobulinéhoz hasonld. A szérum- és vizeletfe-
hérje-elektroforetogramon az M-protein-molekulak
egyformasaga egy éles, keskeny alapu, diszkrét csik
formajaban jelentkezik. Denzitometrids értékelés
utan az extrafrakcié neve M-protein, M-gradiens, ill.
M-cstics. Mobilitas szempontjabdl az a-frakciétdl a
y-frakcid végéig lehetnek jelen. Legtobb esetben rajta
kiviil normal poliklonalis immunglobulin is kimutat-
hatd. Azokat a betegségeket, amelyek monoklonalis
immunglobulin termeléssel, igy M-gradiens jelenlé-
tével jarnak egyiitt, monoklondlis gammopathidknak
vagy plazmasejt-dyscrasidknak nevezziik. Hatteriik-
ben egy immunkompetens B-sejt ellenérizetlen, néha
tumoros szaporodasa all.

Immunfixacids elektroforézissel valo tipizalas utan
az M-protein a kovetkezéképpen jelenhet meg:

« Egy osztalyba és egy tipusba tartozé monoklo-

nalis immunglobulin, pl. IgG x, IgA A stb.

« Egy tipust monoklonalis szabad konnytilanc,
pl. K vagy A (szérumban meghatdrozva szabad
konnytilanc, vizeletben Bence-Jones-fehérje az
elnevezése).

o Szabad nehéz- (H-) lanc vagy F -rész, pl. a, y és
u lanc vagy F_fragmens.

« Kiilonb6z6 monoklonalis immunglobulinok:
bi-, tri- és multiklonalis gammopathia.

Malignus  monoklondlis ~ gammopathidat  okozé
B-sejt-dyscrasidk:
« Plazmasejt eredetii (myeloma multiplex, soliter
csontplasmocytoma, extramedullaris myeloma).
o IgM-et termelé lymphoplasmocytas sejtek
(Waldenstrom-macroglobulinaemia).
+ B-sejt eredetti (kronikus lymphocytas leukae-
mia, hajas sejtes leukaemia).
+ Konnytlancot termelé B-sejtek, amelyek amy-

loid formajaban kicsapddhatnak.

A benignus vagy premalignus monoklonalis gammo-
pathidkat MGUS (monoclonal gammopathies with
undetermined significance, monoklondlis gammopa-
thidk nem meghatdrozott jelentdséggel) néven ismer-
jitk. Ezekben az esetekben is jelen van az M-protein,
de myelomara vagy B-sejt-malignitasra utal6 tiinetek
nincsenek. Fontos tudni, hogy milyen tiinetek meg-
jelenésekor ajanlatos a beteget monoklonalis gam-
mopathia irdnyaba kivizsgaltatni. A teljesség igénye
nélkiil ezek a kovetkezOk: megmagyarazhatatlan
hatfajdalom, osteolyticus gocok, osteopenia ront-
genfelvételen, gyengeség, faradékonysag, anaemia,
hypercalcaemia, veseelégtelenség, Bence—Jones-fe-
hérje iiritése, gyakori bakterialis fertézések, megma-
gyarazhatatlan érz6-motoros periférias neuropathia,
paraesthesia, nagyfokud stlyvesztés, elsésorban ha a
beteg 50 évesnél idGsebb.

Az immunglobulinok vizsgalati lehet6ségei

Kvantitativ meghatarozas:
+ Nefelometria.
o Turbidimetria.
Immunglobulin-osztdlyok és -alosztdlyok mérése:
IgA (IgA, IgA), IgG (IgG,, IgG,, IgG,, IgG,), IgM.
Teljes konnytldnc-mérés: k, A (k/Aardny)
Szabad konnytilanc (FLC) mérés: k, A (k/Aarany).

Kvalitativ meghatarozas:
o Szérumfehérje elektroforézis (SPE).
o Immunelektroforézis (IE).
o Immunfixicié (IFE).
o Vizeletfehérje elektroforézis (UPE).
o Vizeletfehérje immunfixacié (UPI).

Az immunglobulin-mérési eredmények kiaddsanal
és interpretalasanal mindig figyelembe kell venniink,
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hogy megndévekedett szintézis esetén mono-, oligo-
vagy poliklondlis termel6désrél van-e szo. Az IgG,
az IgA és az IgM mennyisége a legtobb fert6z6 be-
tegségben nem emelkedik 150-200%-nal tobbet a
referencia kozépértékéhez viszonyitva, kivételt képez
néhany autoimmun betegség és virusinfekcid, ahol
200-400%-kal is nagyobb lehet.

Szelektiv IgA-szint-emelkedés fordulhat el6 a kovetke-
z0 betegségekben:
o léguti infekcidk,
« pneumonia és mas tiidémegbetegedés,
« iziiletek megbetegedései (rheumatoid arthritis),
o a béltraktus gyulladasos megbetegedései,
« alkohol indukalta majbetegség, pl. zsirmaj, cirr-
hosis (11-3. dbra).

Szelektiv IgM-szin-emelkedés fordulhat el6 a kovetke-
z6 betegségekben:
« virusinfekciok pl. hepatitis, mononucleosis,
citomegalovirus-fert6zés (CMV),
o maldria,
 trypanosomiasis,
« biliaris eredeti majbetegség - primer biliaris
cirrhosis (PBC) (11-4. dbra, 11-5. dbra).

Monoklondlis gammopathia gyanuajakor a laboratdri-
umi kivizsgalas sordn mindig célszerl egy diagnosz-
tikai algoritmust kovetni. Ezt az algoritmust a 11-6.
dbra mutatja be. A monoklondlis gammopathiak be-
sorolasa, ill. diagnosztikai kritériumai is valtoztak az
utobbi idében.

alkoholos cirrhosis, zsirma3j tudébetegség rheumatoid arthritis
800 800 800
= 500 - 500 - 500
X X X
B 400 8 400 £ 400
£ ] £ i £ i
L QL QL
200 1 200 D 200 D>
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0 \ \ 0 \ 0 ‘ :
19G IgA IgM IgG IgA IgM 1gG IgA IgM

11-3. dbra. Szelektiv IgA-szintézissel jaré megbetegedések (100% — IgG: 10 g/L, IgA: 2,0 g/L, IgM: 1,0 g/L)

CMV és mononucleosis

akut virushepatitis

kronikus virushepatitis
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11-4. dbra. Szelektiv IgM-szintézissel jaré megbetegedések I. (100% — IgG: 10 g/L, IgA: 2,0 g/L, IgM: 1,0 g/L)

SLE, kronikus aktiv hepatitis PBC =
800 1400 - —
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2 400 g 8001 H
< 1 < 600 ; | 1I-5. dbra. Szelektiv IgM-szintézissel
200 [ - ggg ] | jaré megbetegedések I1.
0 | | o = (100% - IgG: 10 g/L, IgA: 2,0 g/L,
IgG IgA IgM IgG IgA IgM IgM: 1,0 g/L)
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szérumosszfehérje + albumin mérés
(immunglobulin-meghatarozasa: 1gG, IgA, IgM)
szérumfehérje-elektroforézis
Interpretalas: vizudlis + denzitogram

T

normalis gyanus koéros
a p ésyrégidban emelkedett B extrafrakcio
nincs kéros csucs vagy a - vagy
eltérés a y-régidban a y-régioban,
gyanus frakcio
megjelenése
vizsgélat immunfixacio extrafrakcionak
vége vagy megfeleld
immunelektroforézis M-protein-
(M-protein-tipizalas) szamitas

leletkiadas

11-6. dbra. Monoklonalis gammopathia kivizsgalasanak
laboratériumi algoritmusa

Amennyiben a lelet negativ, de a tiinetek alapjan tovabb-
ra is fennall a gyant, ajanlott koncentralt reggeli els6 vi-
zeletbdl vizeletfehérje-elektroforézist, ill. immunfixaciot
végezni az esetleges Bence—Jones-fehérje kimutatasdra, a
szérumbol pedig szabad konnytlanc mérés végezhetd

A monoklondlis gammopathidk 1j besoroldsa a kovet-

kez6:

1. Monoklondlis gammopathia nem meghatarozott
jelentéséggel (MGUS).

. Aszimptomas myeloma multiplex.

. Szimptomds myeloma multiplex.

. Nem szekretoros myeloma multiplex.

. Csont solitaer plasmocytoma.

. Extramedullaris plasmocytoma.

. Tobbszoros solitaer plasmocytoma.

. Plazmasejtes leukaemia.

O NS L AL N

Az International Myeloma Working Group 2005-6s
ajanlasai

Myeloma multiplex diagnosztikai kritériumai a kovet-

kezok:

1. M-protein jelenléte a szérumban és/vagy a vizelet-
ben.

2. A csontvelében klonalis plazmasejtek vagy plas-
mocytoma jelenléte.

3. Tarsul6 szoveti és szervi kdrosodas (célszervkaro-
sodas, beleértve a csontlaesidkat).

Nem szekretoros myeloma diagnosztikai kritériumai:

1. M-protein nem mutathat6é ki immunfixaciéval a
szérumban és/vagy a vizeletben.

2. Csontveld klondlis plazmasejt-szaporulat > 10%
vagy plasmocytoma jelenléte.

3. Tarsulé szoveti és szervi karosodas (célszervkéro-
sodas, beleértve a csontlaesiokat).

Aszimptomds myeloma diagnosztikai kritériumai:

1. M-protein > 30g/l a szérumban és/vagy a vizelet-
ben.

2. Csontvel6 klonalis plazmasejtszam > 10%.

3. Nincs tarsulo6 szoveti és szervi kdrosodds (célszerv,
beleértve a csontlaesiokat) és tiinetei.

MGUS (monoclonal gammopathies with undetermi-

ned significance) diagnosztikai kritériumai:

1. M-protein a szérumban < 30 g/L.

2. Csontvel6 klonalis plazmasejtszam < 10% és ala-
csony plazmasejt-infiltracié csontvel6-biopsziaval
(ha késziilt).

3. Nem igazolhat6 mas B-sejtes lymphoma.

4. Nincs myeloma asszocialt szervkarosodas (cél-
szerv, beleértve a csontlaesiokat is).

A célszervkdrosodas kritériumai myeloma multiplex-

ben (CRAB: calcium, renal, anaemia, bone):

1. A kalciumszint emelkedése 0,25 mmol/l-rel na-
gyobb, mint a referenciatartomany felsé hatara
vagy > 2,75 mmol/L.

2. Veseelégtelenség: szérumkreatinin-szint > 173
pmol/L.

3. Anaemia: hemoglobin 20 g/I-rel kisebb, mint a re-
ferenciatartomany also hatara vagy < 100 g/1.

4. Csontlaesiok: litikus laesio vagy osteoporosis
kompresszios toréssel (MR- vagy CT-vizsgalattal).

5. Mas: hiperviszkozitas, amyloidosis, recurralé bak-
teridlis infekcid (> 2/év).

A felsorolt diagnosztikai kritériumok mellett egy la-
boratériumi ajanlast is létrehoztak. Ennek alapjan
monoklonalis gammopathia gyanuja esetén el6szor a
szérumfehérje-elektroforézis (SPE) elvégzése javasolt.
Ennek kimutatasi érzékenysége 1,0-2,0 g/l kozott van.
Azonositani lehet vele minden intakt immunglobulin
termelé myelomat. Azonban nem képes azonositani a
kénnytilanc myelomasok 30%-4t, az amyloidosisos be-
tegek 50%-at valamint a nem szekretoros myelomaso-
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kat. Kovetkezd lépésben a szérumfehérje elektroforézis
mellett elvégezzilk az immunfixacios elektroforézist
(IFE) is. A mddszer kimutatdsi szenzitivitasa 0,15-0,5
g/l kozott van, azonban még igy sem lehet beazono-
sitani minden kénnytlanc myelomast, az amyloidosis
30%-at, valamint a nem szekretoros myelomasokat.
Harmadik lépcsében elvégezhetjikk a vizelet fehérje
elektroforézist és immunfixaciot Bence—Jones-fehérje
kimutatasra (UPE) A teszt Bence-Jones-fehérje iranti
kimutatdsi érzékenysége 0,01- 0,05 g/l. Ennek kovet-
keztében képes 30 %-kal tobb konnytlanc-myeloma
és az amyloidosis nagy részének kimutatdsara. Ne-
gyedik lépcsében ajanlott a szérum és vizelet szabad
konnytilanc mérés (FLC). Segitségével kisziirhetiink
minden konnytilanc myelomds beteget. Kimutatdsi
érzékenysége ellenére 6onmagaban nem alkalmazha-
t6, mivel teljes immunglobulint nem mutat ki; MGUS
és intakt immunglobulint termelé myeloméban sincs
mindig konnytlanc termelés. A kiilonb6z6 laborato-
riumi tesztek kimutatdsi érzékenységét a 11-3. tdbldzat
mutatja be.

Immunfixacios elektroforézis (IFE)

Az IFE segitségével lehetové valik az M-proteinek
osztalyozasa és tipizaldsa. A fehérjéket dltalaban aga-
rozgélen valasztjak el toltésitknek és nagysaguknak
megfelel6en (0,8% agardz és trisz-barbital puffer pH
9,1). Ezutdn kovetkezik az elvélasztott fehérjék im-
munprecipitacioja (fixaciéja) monovalens antihu-
méan emlés immunglobulinok segitségével. A nem
precipitalodott fehérjéket mosassal és leitatassal el-
tavolitjuk. Végiil a kicsapddott immunkomplexeket
festéssel (pl. savanyu viola) tessziik lathatova. A 11-7.

dbrdan egy immunfixdciés lemezt mutatunk be. Egy
lemezre négy beteg mintajat tudjuk felvinni. A fe-
hérjéket minden beteg esetében 6 savban valasztjuk
el. Az els6 szérumfehérje-elektroforetogram marad,
mivel erre nem rétegeziink immunglobulint, elva-
lasztas utdn ebben a savban fixaljuk a fehérjéket. A
kovetkezd savok esetében a szérumfehérje-elvalasztas
utan sorrendben IgG, IgA, IgM, k és A konnytilanc
konstans régidja ellen termelt antitestet rétegeziink.
Az immunfixdciés lemez értékelésekor elészor az
elektoforetogramsavban keresiink esetleges eltérést,
ami altalaban éles, jol koriilhatarolt csik (extrafrak-
cio/extrafrakciok) formajaban jelentkezik. M-protein
jelenlétében ezzel azonos magassagban a nehéz- és
konnytlancok savjanak valamelyikében az éles, jol
koriilhatarolt csik szintén megjelenik; pl. a 11-7. ab-
ran a 2-es és a 4-es szamu beteg esetében IgG x ti-
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11-7. dbra. Immunfixdcids elektroforetogramok

11-3. tdbldzat. Kilonboz6 laboratériumi tesztek diagnosztikus érzékenysége myeloma multiplexben

Myeloma AL amyloidosis MGUS
Teszt
%
SPE 90 50 45
SPE + se-IFE 95 70 80
SPE + UPE 95 75 70
SPE + UPE + se- és vizelet-IFE 97 90 80
FLC 96 95 65
SPE + FLC 99 98 85
SPE + FLC + IFE 99 99 100
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pustd monoklonalis M-protein lathatd. Az M-protein
y-frakcion beliili pontosabb elhelyezkedésének meg-
adasa érdekében a y-frakciot harom részre osztottuk
fel. A B-frakcidhoz kozel esé részt gyors y-régionak,
a y-frakcié kozépso részét kozépsd y-régionak, a ka-
todhoz kozel elhelyezkedd y-frakcid részt pedig lassu
y-régiénak neveztiik el. Igy az immunfixacids ered-
mény kiaddsakor nem csak az M-protein tipusat, ha-
nem annak y-frakcion beliili pontos elhelyezkedését
is megadjuk. A 11-7. dbra 2-es és 4-es szamu bete-
gének esetében tehat IgG k tipusu M-protein mutat-
hat¢ ki a lassu y-régioban a szérumfehérje-elektrofo-
retogramon megjelend extrafrakcionak megfeleléen.
Az M-protein pontos helyének megadasa elsésorban
csontvelé-transzplantacion atesett betegek kezelé-
sében fontos, az esetleges recidiva minél hamarabbi
kisziirése érdekében. Poliklondlis gammopathidban a
kiillonbo6z6 savokban a precipiticids zona diffuz, el-
mosodott emelkedése lathatd (11-8. dbra). Normal
immunfixacios kép szintén elmosddott a precipitaci-
6s régioban, mennyiségi elvaltozas nélkil (11-7. abra
1-es és 3-as szamu beteg).

A kovetkezokben néhany tipikus példaval illusztral-
juk az immunfixdciéval osztalyozott monoklonalis
gammopathiakat. A 11-9. dbrdn IgG K (2-es és 3-as
szamu beteg), valamint IgG A (4-es szamu beteg) ti-
pust monoklonélis M-protein lathatd. A 11-10. dbra
egy IgA K (4-es szamu beteg), valamint egy IgA A (1-es
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11-8. dbra. Poliklondlis gammopathia immunfixacids
elektroforetogramja

szamu beteg) tipusu monoklonalis M-proteint mutat
be. IgM k tipusi monoklonalis M-proteineket szem-
léltet a 11-11. dbra. El6fordul, hogy a kéros plazma-
sejtklon a komplett nehézlancbdl allé M-proteinen
kiviil szabad konnytlancot is termel. Ilyen esetben a
szabad konnytlanc a konnytlancok variabilis régidja
ellen termelt monovalens antitestek segitségével mu-
tathato ki. Ezek normal kériilmények kozott, amikor
a konnytlanc a nehézlanccal sszeszerelve talalhato,
az antitest szamara nem hozzaférhetk. A 11-12. dbra
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11-9. dbra. Monoklonalis gammopathia - IgG « és A tipu-
su M-proteinek
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11-10. abra. Monoklonalis gammopathia — IgA k és A ti-
pusu M-proteinek
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11-11. dbra. Monoklonalis gammopathia — IgM «x tipust
M-proteinek
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egy ilyen beteg immunfixacios lemezét mutatja be.
Az els6 lemezen a B-frakcioban talalhato extrafrakci-
6nak megfeleléen IgA A tipusi M-proteint lathatunk.
Ugyanakkor az a,- és a B-frakci kozott 1évé extra-
frakcidval egy magassagban csak a A-savban talalunk
csikot, a nehézlancok savjaban nem. Felmeriil a sza-
bad A-konnytilanc jelenlétének a lehetdsége, amit a
kovetkezd lemezen az L sdvjdban alkalmazott szabad
A-konnytlanc-ellenes antitest hasznalataval igazol-
tunk.

Az immunfixacios elektroforézis eredményeinek
klinikai értékelésénél mindig figyelembe kell ven-
niink a beteg tiineteit, egyéb laboratériumi eredmé-
nyeit és a képalkot6 diagnosztika leleteit, mivel sza-
mos egyéb nem myeloma multiplexes megbetegedés
is jarhat egyiitt monoklonalis gammopathiaval a ko-
vetkezok szerint:

« Borbetegségek:

— scleroderma,

- pyoderma gangrenosum,

— necrobioticus xanthogranuloma,

— discoid lupus erythematosus,

— psoriasis,

- cutan lymphoma.

o Immunszupresszid:

— AIDS- és HIV-infekcio,

- vesetranszplantacio,

— csontvel6-transzplantacid.

« Mijbetegségek:

— krénikus hepatitis,

— cirrhosis,

— primer biliaris cirrhosis.

« Kiilonféle autoimmun és mas megbetegedések:

— rheumatoid arthritis,

— gyulladasos szeronegativ polyarthritis,

- polymyositis (IgG ),

- rheumds polymyalgia,
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— myasthenia gravis,
— angioneuroticus oedema.

A 11-13. dbrdn egy csontveld-transzplantdcion atesett
beteg oligoklonalis M-proteineket tartalmazé im-
munfixacids elektroforetogramjat mutatjuk be (un.
,»zebracsikos,, mintazat). Mivel a myeloma multiplex
laboratériumi diagnozisahoz szervesen hozzatartozik
a vizeletfehérjék elektroforézise és immunfixacidja is
a Bence-Jones-fehérjék kimutatasara, roviden vazol-
juk ez utébbi eljarast.

Vizeletfehérje immunfixdcios elektroforézise

Az eljaras alkalmas a proteinuria kimutatdsara és
tipusanak azonositasara, valamint Bence—Jones-fe-
hérjék és teljes immunglobulin-molekula iiritésének
kimutatasara. A Bence-Jones-fehérje kimutatasi ér-
zékenysége ezzel a mddszerrel 0,01-0,05 g/l. A vi-
zeletfehérje-elvalasztas lugosra pufferolt agard gélen
megy végbe. A kilenc (ebbdl egy vizeletfehérje-elekt-
roforézis) savban szétvalasztott fehérjéket megfeleld
antiszérummal fixaljuk. Az oldatban maradt fehér-
jéket leitatassal, mosassal eltavolitjuk. A kicsapodott
tehérjéket savanyu violaval festjiik.

A haszndlt antiszérumok az elektroforetikus savok-
nak megfelelden:
1. ELP: vizeletelektroforetogram, antiszérum nélkil.
2. Tubularis fehérjék: Bz—mikroglobulin, retinolkotd

fehérje (RBP), a,-mikroglobulin.
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11-12. dbra. Monoklonalis gammopathia — IgA lambda ti-
pust M-protein és szabad lambda kénnytilanc

11-13. dbra. Csontvel6é-transzplantacion atesett beteg oli-
goklonalis M-proteinjei
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3. Glomerularis fehérjék: albumin, o, -makroglobu-
lin.

4. GAM nehézlanc: trivalens szérum.

5. DE nehézlanc: bivalens szérum.

6. Szabad és kotott k-konnytlanc.

7. Szabad és kotott A-konnytilanc.

8. Szabad x-konnytlanc.

9. Szabad A\-konnytlanc.

A proteinuria értékelése itt nem kerill részletezésre,
mivel az egy masik fejezetben taldlhato. Bence—Jo-
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11-14. dbra. Vizelet-immunfixacios elektroforetogram -
Bence-Jones-proteinuria, szabad A-konnytlanc-iiritéssel

nes-proteinuridrél akkor beszéliink, ha monoklona-
lis csik jelenik meg a kotott és szabad konnytilancok
savjanak egyikében, mig a trivalens GAM és a biva-
lens DE savban nem jelenik meg monoklonalis csik.
Amennyiben mégis, a beteg a komplett immunglo-
bulin mellett szabad konnytilancot is tirit. Ha a k- és/
vagy A-savban diffuz zoénat latunk, ez poliklonalis
szabad konnyilancnak felel meg, nem Bence-Jo-
nes-protein. A 11-14. dbra egy szabad A-konnytlan-
cot iirité beteg vizelet immunfixdcios elektroforetog-
ramjdt mutatja.
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Kis molekulatomegti fehérjék,
peptidek, peptidhormonok
kimutatasa

K6szeGr TAMAS

A kis molekulatomegt fehérjék jellemzoi

A kis molekulatomegii fehérje fogalma
Altalénossigban véve az albuminndl kisebb (67
kDa) tomegt fehérjéket, peptideket soroljuk ebbe a
csoportba. A beosztas talan 6nkényes, szerepet jat-
szik ebben az a tény is, hogy a vese filtracios kiiszobe
ebbe a tartomdnyba esik. A masik ok az lehet, hogy
az albumin monoklonélis homogén terméknek te-
kinthet6 — legalabbis a transzlaciokor sziiletett fehér-
je esetében — a késdbbi poszttranszlacios modosula-
sok nélkiil. Az albumin nagy mennyiségben kering
a vérplazmaban és szintje nagyon allandé. Ugyanez
nem mondhatd el az albuminnal kisebb fehérjékrdl,
peptidekrdl, hiszen sok biologiailag aktiv molekula
tartozik ebbe a csoportba és ezek vérszintje a szer-
vezet mindenkori altaldanos éllapotatol, valaszreak-
cioitdl fiigg. Ez a molekulacsoport mind szerkezetét,
mind funkcidjat tekintve igen heterogén, és ugyan-
ez igaz plazmakoncentracidjukra is: a néhany g/l-es
koncentraciotol kezdve a ng/l értékekig terjedd tar-
tomanyban taldlhaték a keringésben. Erthet§ mé-
don minél nagyobb bioldgiai aktivitassal rendelkezik
egy molekula, anndl kisebb a vérszintje és rovidebb a
biologiai féléletideje. Szintézisiik és a sejtbdl torténd
kikeriilésiik sebessége véltozd, azonban altaldnossag-

ban itt is elmondhatd, hogy a gyors valaszkészséget
mutaté molekulak bioldgiai aktivitasa fokozott.

A kis molekulatomegii fehérjék jelentosége

A molekulacsalad komponensei szerteagazo bio-
logiai funkcidt toltenek be: endokrin hormonok,
sejtosztodast serkenté vagy gatlé faktorok, az im-
munvalaszt befolyasolé pro- és antiinflammatori-
kus citokinek, klasszikus akut fazis fehérjék és még
sok egyéb bioldgiai funkcidval rendelkezé molekula.
Bioldgiai aktivitdsuk nem mindig kedvezd a szerve-
zet szamara, pl. sulyos bakterialis szepszisben a tul-
zott erésségii citokinvalasz visszafordithatatlan szervi
karosodasokat és szeptikus shockot idézhet el6, vagy
a fokozott katabolizmus kovetkeztében a sejtekbdl
kiszabadul6 fehérjék (pl. aktin monomerek) tiid6-
karosodast okozhatnak, fokozva ezzel a betegség su-
lyossagat. A molekulacsoport fehérjéi hatasukat int-
racellularisan, lokalisan és tavoli célsejteken keresztiil
fejtik ki (autokrin, parakrin, endokrin médon). Jé
néhany komponens funkcidjat kevéssé vagy egyalta-
lan nem ismerjitkk. Az utobbi évtizedben mind tobb
elméleti kutatds és klinikai tanulmany foglalkozik a
vérszérumbol izolalhaté kis molekulatomegti pepti-
dekkel és fehérjékkel, mert bizonyos betegségekben a
betegekbdl nyert fehérjék spektruma az egészségese-
kéhez képest jellegzetes eltéréseket mutat, igy vizsga-
latuk igéretes lehet pl. a daganatos folyamatok minél
koraibb detektalasaban.

A kis molekulatomegti fehérjék csoportositasa
Sokféle csoportositas lehetséges, pl. molekulaszer-
kezet, méret, funkcio szerint. Legkézenfekvébbnek a

11-4. tabldzat. Kis molekulatomegii fehérjék bioldgiai szerepiik szerinti csoportositasa

Biolégiai hatds

A csoport néhdny jellegzetes molekuldja

proinflammatorikus mediator

IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, IFN-y

antiinflammatorikus mediator

IL-4,IL-10, IL-13

sepsismediator?

prokalcitonin

hidroféb molekulék transzportja, immunvalasz

lipokalin molekulacsaldd (o, savanyu glikoprotein, retinolkété
fehérje stb.)

akut fazis fehérje

o, -antitripszin, o, savanyu glikoprotein

novekedési faktor

PDGF, EGE FGE VGF stb.

endokrin funkcio

peptidhormonok
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betoltott bioldgiai szerep szerinti csoportositas tiinik,
de tudnunk kell, hogy a hasonl6 funkciéval rendel-
kez6 molekuldk kémiai szerkezetiikben lényeges el-
téréseket mutathatnak. A legfontosabb csoportokat a
11-4. tablazatban tintettik fel.

Célszerlinek latszik egy masik szempont szerin-
ti csoportositas is, ez a beosztas a molekulacsoport
klinikai értékelését, jelz6 (marker) szerepét veszi fi-
gyelembe. A markermolekulak sokszor hasznos in-
formaciot szolgaltatnak egy koros éallapot felismeré-
sérol, lefolyasardl, a kezelés hatékonysagarol vagy egy
szerv vagy szervrendszer funkcidjarél még akkor is,
ha azok biolégiai szerepe kevéssé ismert. A 11-5. tdb-
lazatban a biologiai marker sajatsag szerinti csopor-
tositast tiintettiik fel.

A kis molekulatomegii fehérjék ,,sziiletése”
Alapvet6en kétféle mechanizmust kell megkiilon-
boztetni:
o Szintézis és aktivacio a sejtben és/vagy a sejten
kiviil.
o A mar kész fehérje degradacidja, eliminacidja
sordn létrejott fragmensek keletkezése.

A szintézis — a génatirds és a transzlacio - sejten beliil
megy végbe, a létrejott polipeptidlancok aminosav-
sorrendje megfelel a kddol6 génben tarolt informaci-
oknak. Azonban az igy megtermelt peptid, fehérje a
legritkabb esetben t6lt be azonnal bioldgiai funkciot,
el6bb aktivaldodnia kell. Az aktivalédasra a sejten be-
lil vagy az extracellularis térben keriil sor. Nagyon
gyakran a késztermékhez képest az atirt fehérje na-
gyobb molekulatomegt, az aktivalédas utja un. limi-
talt proteolizis, kisebb fragmentumok enzimatikus
lehasitdsa. Az aktivacié sokszor tobb lépésben zajlik,

tobbszoros hasitassal, pl. preproinzulin - proinzulin
> inzulin, vagy preproBNP - proBNP - NT-proBNP
> BNP. A BNP a natriuretikus peptidek csaladjaba
tartozik, az agyban és a szivben termelddik (a B az
agyra —.brain - utal), de vérszintje els6dlegesen a sziv
bal kamra funkciojatol fiigg. Az aktiv hormon a BNP
(32 aminosav), amely a pro-BNP-bél hasad le (inak-
tiv molekula az NT-proBNP, 76 aminosav), a kiindu-
lasi preprohormon 134 aminosavat tartalmaz. Mas
aktivicids mechanizmusok is 1éteznek: foszforilacio,
glikozilacio, di- vagy trimerizacid stb.

A fehérjék inaktivaldsat és elimindacidjat is altala-
ban részleges proteolizis el6zi meg, amely utdn a szé-
rumban a degradacios termékek vagy szabadon ke-
ringenek és a vizelettel tiriilnek, vagy nem specifikus
(pl. albumin), ill. specifikus fehérjekotéssel (pl. sza-
bad aktin-gelzolin) a méjban vagy a RES-ben bomla-
nak le épit6koveikre.

A kis molekulatomegt fehérjék
kimutatasi lehetdségei

MODSZERTANI MEGKOZELITES

A kimutatas irdanyulhat egy adott molekulatome-
gli csoportra vagy egy adott konkrét molekulara.
Az el6bbi esetben altalaban valamilyen elvalasztasos
modszert hasznalunk, az utébbiban a specifikussagot
rendszerint a kérdéses fehérje, peptid ellen termelte-
tett antitest biztositja. Az antitest alkalmazasat ossze
lehet kotni elézetes szeparalassal, pl. elektroforetikus
elvalasztassal, és a detektalni kivant antigént ezutan
jelzett antitestkomplexszel tessziik lathatéva (Wes-
tern blot, lasd 4. fejezet). Ezen kiviil az antitesteket

11-5. tdbldzat. Kis molekulatomegii fehérjék marker jelleg szerinti csoportositasa

A marker informdcios értéke

A csoport néhdny jellegzetes molekuldja

vesefunkcio, filtracio

cisztatin C, f3,-mikoroglobulin

sepsis korai diagnoézisa, kovetése

prokalcitonin

tumormarker

fehérje- és peptidhormonok

lehetséges tumormarker

5-30 kDa tomegt peptidek

uraemids allapot

kis molekulatomegti fehérjék, parathormon

csont-turnover

kollagéndegradacios termékek
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felhasznalhatjuk immunanalitikai (elterjedt kifeje-
zéssel immunoassay) modszerekben, ahol a specifi-
kus detektalas egyben nagy érzékenységti mennyiségi
meghatarozast is lehet6vé tesz. Az antitesteken kiviil
mas, specifikus kotést, molekulaszerkezet-felisme-
rést alkalmazo technika is ismert. Ezekben altalaban
egy szilard hordozon a detektalni kivant fehérje va-
lamilyen ligandja vagy a fehérjével kapcsolatba 1ép6
egyéb molekula helyezkedik el, és a rendszeren at-
aramoltatjuk a mintat, ahol az megkotédik és kimu-
tathatova valik (affinitasos elv). J6 példa erre a fehér-
je-chip technika, ahol egy chipen tobbféle affinitdsos
elvet is alkalmazhatunk, és tobb kiilonbozd fehérjét
is detektalhatunk egyszerre, egy adott rendszerben. A
masik érdekes Gj mddszer a felszini plazmonhulldim
rezonancia (surface plasmon resonance, SPR), ahol
a szilard fazis feliiletén létrejové kotddés kinetikdjat
is monitorozhatjuk. A tovédbbiakban ismertetiink né-
hany példat mind az el6zetes elvalasztason és/vagy
el6tisztitason, mind az antigén-antitest reakcion ala-
pulé kimutatasi technikakra.

ELOZETES FRAKCIONALAST, DUSITAST
ALKALMAZO MODSZEREK

ULTRASZURES

Kiméletes, nem denatural6 eljaras, ahol a mintabdl
a nagy molekulatémegli komponenseket molekula-
ris sztir6vel valasztjuk el a detektalni kivant, altala-
ban kis koncentraciéban 1évé molekuldktol. Tobb-
féle eljaras hasznalatos, de mindegyik lényege, hogy
garantalt porusméreti membranon préselik at a
mintat nyomascellaban, nitrogéngaz alkalmazasa-
val vagy centrifugaban a centripetalis erd segitségé-
vel. Leggyakrabban 50 kDa pérusméretti membrant
alkalmaznak, mert ennek segitségével a szérumban
6ridsi mennyiségben jelen 1évé albumin 95 — 98%-a
eltavolithaté. Léteznek 30, 20, 10, 5, 1 kDa porusmé-
ret membranok is, a tisztitast akar tobb lépcsében
is elvégezhetjiik fokozatosan kisebb molekulaméretii
szlir6t alkalmazva, igy jol meghatarozott molekulato-
megl mintakat kaphatunk és analizalhatunk. A mod-
szer elénye, hogy egyszerti, relative gyors, és a kinyert
komponensek altalaban megdrzik bioldgiai aktivita-
sukat. A szlir6k tobbszor is felhasznalhatok. Hatranya
az eljarasnak az esetleges gyartasi hibabol adédoan

vagy a felhasznalds soran létrejovo sériilés a memb-
ranon, amely a szeparalds biztonsagat veszélyezteti.
Ezen kiviil a tobbszori hasznélat soran — még az eldirt
tisztitasi procedurak betartdsakor is — a fehérjék egy
része adszorbealddhat a membran feliiletén és meg-
valtozhat a sziir6 ateresztoképessége.

MERETKIZARASOS KROMATOGRAFIA (GELSZURES)

Szintén nem denaturald eljarasként alkalmazhatd
egyszeri modszer. A gél porusméretének megvalasz-
tasaval végezhetiink un. sétlanitast vagy puffercserét,
ill. kinyerhetjilk az analizalni kivant molekulamé-
ret-tartomanyt. Az elucié monitorozasat 280 nm-en
valé UV fotometrias detektalassal végezhetjiik, igy a
megfelel6 molekulaméreti tartomany célzottan 9sz-
szegyUjthetd a tovabbi analizisekhez.

ACETONITRILES (ACN) KICSAPAS

Széles korben elterjedt egyszerti modszer a kis mo-
lekulatomegt fehérjék, peptidek dusitasara és a nagy
mennyiségben jelen 1évé nagyobb molekulatomegii
szérumfehérjék eltavolitdsara. A szérumot 1:1 arany-
ban elegyitik ACN-nel, majd centrifugdlas utan a fe-
lilaszot kinyerik és az oldodszert elparologtatjiak. A
beszaritott mintat trifluoroecetsavban veszik fel és
HPLC oszlopon sétlanitjdk. Az igy nyert eludtum
kozvetleniil alkalmas a peptidek tomegspektromet-
rids vizsgalatara.

PERKLORSAVAS (PCA) MODSZER
PERKLORSAVAS (PCA) KICSAPAS

A rutin kromatografias mddszereknél altalaban fe-
hérjementesitésre hasznalt kicsapasos eljarast Intéze-
tiinkben dolgoztuk ki a szérum savoldékony fehérje-
frakcidjanak kinyerésére. Rendkiviil egyszert és jol
reprodukalhaté technika, amely alkalmas a savas ko-
zegben o0ld6d6 molekulacsoport mennyiségi megha-
tarozasara és elvalasztas, valamint specifikus detektd-
las utan egyedi fehérjék azonositasara. A perklérsav
a szérumalbumint majdnem 100%-ban eltavolitja, és
a savas kozegben az esetlegesen albuminhoz k6t6do
peptideket is oldatba viszi. Hatranya, hogy erésen de-
naturalé modszer és csak a pH<2,0 kézegben is ol-
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datban marad¢ fehérjefrakcié vizsgalatara alkalmas
(ez lehet el6ny is, hiszen valdjaban szelektiv dusitast
jelent).

A modszer kivitelezése:

Reagensek:

o 10 v/v %-os perklorsav vizben.

o 9,13%-0s kalium-hidroxid (frissen készitendd).

o Kicsapds, minta nyerése:

« Eppendorf-centrifugacsévekben végzik, a minta
pl. vérszérum.

o 500 pl szérum + 500 pl 10%-o0s PCA, vortexelés
és inkubalas szobahémérsékleten 10 percig.

o Centrifugélas 13 000 fordulattal, 3 percig, majd
300 pl feliiliszo leszivasa Gj csébe.

o 300 pl feliilaszo + 200 pl 9,13%-0s KOH, vorte-
xelés, majd 10 perc allas szobahdmérsékleten,
nyitott centrifugacsével (a képz6dé gazok elta-
volitdsara).

« Centrifugalas 13 000 fordulattal, 3 percig, 300 pl
feliiliszo leszivasa Gj csébe — ez képezi a mintat.

Az eljarassal a perklorsav nagy része csapadék forma-
jaban eltavolithato és a neutralizalt savoldékony frak-
ci6 alkalmas mennyiségi meghatarozasra és fehérje-
elektroforetikus vizsgalatokra egyarant.

MENNYISEGI MERESEK

UV abszorbancia. A neutralizalt mintat desztillalt
vizzel 10-szeresére higitjuk, a fehérjekoncentraciéra a
peptidkotésre jellemzd, 220 nm-en mért abszorban-
cia alapjan kovetkeztethetiink. Standardként tisztitott
bovin albumint hasznilhatunk, amelyet a mintahoz
hasonl6 mddon kezelt, de fehérjét nem tartalmazd
kozegben oldunk fel. Kvarckiivettak és kétsugaras fo-
tométer haszndlata kivanatos, ahol a csatorndk kozti
kiilonbséget levegére korrigaljuk, a mintat levegével
szemben fotometraljuk. A javasolt albumin standard
koncentracié: 20-100 mg/l-es tartomany.

Az UV-fotometrias mérés kivitelezése egyszert, de
a mintaban lehetnek 220 nm-en elnyel6dést mutatd
egyéb molekuldk is, pl. gyogyszerek, ezért érdemes a
fehérjemeghatarozast a kovetkezé médon is elvégezni:

Festékkotési (Bradford-) reakcié. A médszer 1énye-
ge a Coomassie Brilliant Blue G 250 festék fehérje-
kotésén alapszik, az abszorbanciat 595 nm-en mérjiik
(lasd 2.. fejezet). A javasolt standard fehérjekoncent-
racié-tartomany szintén 20-100 mg/1.

PERKLORSAVAS (PCA) KICSAPAS KOMBINALASA
WESTERN BLOT MODSZERREL

A neutralizalt mintdk alkalmasak SDS-PAGE-anali-
zisre is. A LAEMMLI szerinti poliakrilamid-elvalasz-
tashoz a savoldékony frakciokat 5-szoros toménységii
mintapufferben vessziik fel a lehetd legkisebb higulas
érdekében, az elvalasztashoz 15%-os gélkoncentraciot
alkalmazva. A neutralizalashoz hasznalt kalium-hid-
roxid miatt a mintdk még elegendd kaliumiont tar-
talmaznak ahhoz, hogy az szobahdmérsékleten az
SDS (natrium-dodecil-szulfat) egy részével oldhatat-
lan csapadékot képezzen. A problémat gy oldhatjuk
meg, hogy futtatas el6tt Gjabb forralast végziink, és
a gélekre a kb. 50 °C-os vizfiirdén tartott mintakat
melegen vissziik fel. A futtatas utan kombinalt eziist-
festést alkalmazunk, a parallel gél fehérjéit nitrocellu-
lézmembranra transzferaljuk.

Az itt kovetkez6 példaban sajat vizsgalatunkat mu-
tatjuk be. Tejes blokkoldst kévetéen a, savany gliko-
protein (AGP-) ellenes nyul primer antitestet és per-
oxiddzzal jelolt antinyul IgG-t hasznéltunk, erdsitett
kemilumineszcencids (ECL) detektdlast alkalmazva.
A fényreakciot Kodak Image Station 2000R készii-
lékkel fényképeztiik le, amely alkalmas a kemilumi-
neszcencias jel mennyiségi értékelésére. A modszer
részleteit lasd a 4. fejezetben. Egy reprezentativ kisér-
let eredményét 11-15. ésa 11-16. dbrdn mutatjuk be.
Az elsé gélen egészséges orvostanhallgatok savoldé-
kony fehérjéinek elektroforetikus mintdzata lathato.
A molekulatomeg-markerek alapjan a 67 kDa magas-
sagban alig lathatunk fest6dést, ami arra utal, hogy
albumin a kicsapas soran csak nyomokban maradt a
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11-15. dbra. Egészséges orvostanhallgatok savoldékony
szérumfehérjéinek SDS-PAGE vizsgilata (eziistfestés; bal-
oldalt a molekulatomeg-markerek lathatok)
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11-16. dbra. AGP kimutatasa szeptikus betegek savoldé-
kony fehérje frakcidjabol (ECL-detektalds; az oszlopdiag-
ram az egyes savok lumineszcenciaintenzitasit mutatja
relativ egységben; az abra fels6 részén Western blot lumi-
nenszcenciaintenzitasok 1-9-ig)

mintaban. Jellegzetes, minden pasztan megtaldlhatd
csikokat latunk a 40-60 kDa és a 20 kDa alatti tar-
tomanyban. Az AGP-ellenes antitesttel sikeriilt a 43
kDa-os markerrel azonos magassagban kemilumi-
neszcencias jelet detektalni. A Western blot analizist
szeptikus betegek mintaibdl is elvégeztiik.

A kemilumineszcencias kvantitativ eljaras lehe-
tdséget ad arra, hogy az egyes savokban detektalt
fehérje antigén mennyiségeket egymadssal osszeves-
stik. Alkalmazhatunk bels6é referenciamintat is, pl.
kevert szérumbol nyert savoldékony frakciét, ame-
lyet minden futtatdskor felvisziink, és a betegekre
kapott ECL-intenzitasokat a referenciara kapott lu-
mineszcenciara vonatkoztatjuk (ECL-hdnyados). Ki-
sérletiinkben a szeptikus betegek savoldékony frak-
cidjanak mennyisége az egészséges kontrollokra mért
értékekhez képest 3—5-sz6ros volt. Ugyanigy a Wes-
tern blotra kapott kemilumineszcencids jelek alap-
jan a betegekben az a, savanyu glikoprotein (AGP)
mennyisége jelentdsen megemelkedett, a mintakban
az egyik legmarkdnsabb sdvot mutatva. A vizsgala-
tokkal megprobaltunk a szervezet gyulladasos valasz-
reakcidjara és az altalanos katabolizmusra jellemzd
mérhetd, reprodukalhaté markert talalni.

EGYEDI FEHERJEK KIMUTATASA IMMUNANALITIKAI
MODSZERREL (IMMUNOASSAY)

Az immunoassay-krdl, az automatizalt médszerekrol
részletesen a 7. fejezetben olvashatnak. Itt egy proinf-
lammatorikus citokin, a TNF-a meghatdrozasan ke-

resztiil mutatjuk be a kis molekulatomegt peptidek,
fehérjék mennyiségi meghatarozasanak elvét és gya-
korlatat.

A polipeptidek rendszerint tébb antigéndetermi-
ndnssal rendelkeznek, ezért az elleniik termelt anti-
testek kiillonboz6 epitopokhoz képesek kotddni. Két,
egymastol eltérd helyen 1évé epitdpra specifikus mo-
noklonilis antitesttel a vizsgalni kivant antigén de-
tektalhat6é és mennyisége is mérhetd. Az eljarashoz
rendszerint szilard fazist hasznalnak, amelyhez az
elsé antitestet hozzdkotik. A mintaval valé inkubacié
utan mosasi fazis kovetkezik, ezt egy ujabb inkubacid
koveti, valamilyen érzékeny detektalast lehetévé tévo
jelolét hordozo (radioaktiv izotdp, lumineszcens ve-
gylilet stb.) masodik antitesttel. Ismételt mosas utan
a szilard fazis feliiletén kialakult ,,szendvicskomplex”
jele mérhetd, a jel nagysaga aranyos az antigén meny-
nyiségével (telitési assay). Standardok alkalmazasaval
az antigén koncentracidja meghatdrozhat6. A mod-
szer elvét a 11-17. dbra mutatja.

Jeloloként a nem izotdpos mddszerek terjedtek el
(fluoreszcencia, kemilumineszcencia), amelyek ér-
zékenysége hasonlé az izotépot alkalmazé moddsze-
rekéhez. Mint minden laboratériumi vizsgalatnal, az
immunoassay-knél is sziikséges a mindség-ellenér-
zés, ismert koncentracidju kontrollok rendszeres mé-
résével. Az abran bemutatjuk a TNF-a automatizalt

2. antitest + jel6ls

=)
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11-17. dbra. Szilard fazisu telitési immunoassay elve

TNF-a kontrollkartya
alacsony tartomany (77-119 pg/ml)
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11-18. dbra. TNF-a kontrollkartyéja, az adatok a célérték
szdzalékdban vannak feltiintetve. Immuno kemiluminesz-
cencids automatizdlt modszer
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meghatarozasanak kontrollkartyajat. Az adatok azt
mutatjak, hogy a TNF-a a pg/ml-es tartomanyban
megbizhatéan mérhetd: a sorozatok kozti pontatlan-
sag variacios koefficiense 6,6%, az atlagos eltérés a
célértéktdl +7,2% (11-18. dbra).

INTRACELLULARIS POLIPEPTID KIMUTATASA
SZOVETTENYESZETI SEJTEKBOL

Prokalcitonin (PCT)

A prokalcitonin mint a kalcitonin prohormonja
egészségesek vérszérumaban a kimutathatdsagi hatar
koriil mozog. Koriilbeliil 10-15 éve fedezték fel, hogy
szisztémas bakterialis és gombas fertézéseknél (szep-
szis) a PCT szintje a vérben sokszorosara emelkedik.
Az egyik leghatékonyabb stimulusnak az endotoxint
talaltdk, endotoxinexpozicié utan mar 4 6ra mulva
szignifikans PCT-emelkedést regisztraltak. Ma a PCT
szérumszintjének mérése a szepszis felismerésében
az egyik legkoraibb és legmegbizhatébb laboratériu-
mi marker. A nagyszamu irodalmi adat ellenére nem
teljesen ismert a PCT fokozott kidaramlasanak szoveti
lokalizacidja. A kérdés lehetséges megvalaszolasara
mutatjuk be az Intézetiinkben Hep G-2 majsejtkultd-
ran végzett kisérletiinket.

A vizsgalathoz monolayer sejtkultdrakat kiilonbo-
z6 koncentracioju, a tenyészté médiumban oldott en-
dotoxin révén expozicionak tettiik ki. A 24 éras inku-
bécid utdn a sejteket mostuk és lizaltuk 0,1% Triton-X
100-at tartalmazd PBS-sel. A lizatumok fehérjetar-
talmat meghataroztuk (BRADFORD szerint), majd a
mintakbol lumineszcencids szendvics immunoassay-
vel mértiik a prokalcitonin mennyiségét. A PCT-t a
sejtek fehérjetartalmara vonatkoztattuk (pg/g). Ered-
ményeink a 11-19. dbrdn lathatok.
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11-19. abra. Hep G-2 sejtek PCT-valasza endotoxinexpo-
ziciéra (Tf: tapfolyadék, az endotoxin a tenyészté médium-
ban lett feloldva)

Vizsgalataink azt mutatjdk, hogy a maj a PCT-va-
lasz egyik lehetséges szoveti lokalizacioja lehet. A pa-
radoxnak tlin6 forditott aranyossag (endotoxin:PCT)
okat egyel6re nem ismerjiik.

A kis molekulatomeg szérumfehérjék oridsi paletta-
ja dll rendelkezésre a laboratériumi diagnosztikdban
és a kutatasban. Ez a teriilet az analitikai moédszerek
finomodasaval egyre tobb lehetéséget ad a patofizio-
légias folyamatok jobb megértésére és a betegségek
minél koraibb diagnosztikajara.
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Sejtes elemek differencialasa:
flow citometria — Bevezetés
a flow citometriaba

MAGYARLAKI TAMAS

Definiciok és célkitiizések

A flow citometria (FCM) vagy dramldsi citometria
igen hatékony meéréstechnika, amellyel heterogén
Osszetétell sejtpopulaciokban 1év6 egyedi sejtek mul-
tiplex paramétereit mérhetjilk. A flow citométerek
(az aramlasi citométerek) sokféle szerepkorben al-
kalmazhaték: immunfenotipizaldsban; sejtszamlalas-
ban (volumetrids vagy mikrogyongyos modszerrel);
DNS-ploiditas és funkcionalis marker vizsgalatokban
(pl. daganatos sejtek in vitro multidrog-rezisztencia
vizsgalataban, novekedési faktor, ill. citokinrecep-
tor-expresszio kimutatasban stb.). Az expresszio mé-
résére az Un. atlag fluoreszcencia (mean fluorescent
intensity, MFI) értéket alkalmazzuk, amely a sejtek
~egészséges” vagy ,,koros” allapotat hivatott kimutat-
ni. Az aramlasi citometria soran olyan mérést vég-
ziink, melynek soran masodpercenként tobb ezer
sejt egymast kovetve keresztezi a 1ézerfény utjat, és
a keletkezett szort fényt minden egyes sejtrol egyen-
ként tudjuk begytjteni analizis céljara. Ennyi adatot
természetesen csak szamitogép segitségével lehet be-
gytjteni és FCM analizis szoftver segitségével statisz-
tikailag elemezni. Az adatokbdl nyert eredmények
informaciét adnak a kovetkezékrol:
« A vizsgalati minta egyes sejtjeinek és dsszessé-
giiknek mérete (size).
o A sejtek belsd Osszetettsége (complexity).
o Sejfelszini fehérjék (phenotype).
o Esetenként a sejt- vagy sejtfelszini fehérjék
miukodésérdl, ill. allapotarol (funcional expres-
sion).

E rovid ismertet6ben attekintjiik, hogyan is mikod-
nek az aramlasi citométerek? Hogy detektaljuk a sej-
tekrol érkezo kiilonbo6zo szort fény tipusokat (forward
scatter: FSC; side scatter: SSC; fluorescent scatter: FL)
a késziilék kiilonboz6 optikai csatornain. Miként le-
het kezelni a keletkezett rengeteg adatot? Hogyan is
vizsgalhatok specifikus fehérjék egyedi sejtekhez kotot-

ten az FCM segitségével a kutaté és klinikai laborato-
riumi munkakban?

Miiszeres attekintés

A 11-20. abran sematikusan mutatjuk be a flow cito-
méter elsédleges rendszerét, az egyes alkotdrészeket.
az alabbiak:

o Folyadékrendszer (centralis csészerti alkatrész a
tiiggdlegesen beinjektalt sejtekkel és a kopenyfo-
lyadékkal). Ez a rendszer hivatott biztositani a
minta sejtjeinek atfolyasat (,hidrodinamikai
fokuszalas” ) ugy, hogy e sejtek kiilon-kiilon is
meérhetdk legyenek (innen szarmazik az aram-
lasi citométer név is!).

o Lézerek, a lathato- és fluoreszcens fény forrasa-
ként.

+ Optika, amely Osszegytijti és elvezeti a lathat6 a

fluoreszcens fényt.

o Detektorok, amelyek fogadjak az egyes fénynya-
labokat.

o Elektronikai és periférias szamitogéprendszer (a
komputer alakitja at a detektorokrol jovo szig-
nalokat digitalizalt adatokka, és ez végzi a sziik-
séges elemzést is).
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fényszorasi paraméterek képenyfolyadék

11-20. dbra. Az aramlasi citometria (FCM) miikodésének
elve

(IP: centralis zold pont, sejtek, kopenyfolyadék; FSC: for-
ward scatter, elOreszords; SSC: side scatter, oldalszords;
FL1, FL2, FL3: fluoreszcens csatornak)
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A ,taldlkozdsi pont” (interrogation point, IP) alkotja
a rendszer ,,szivét”. Ez az a pont, ahol a minta sejtjei
talalkoznak a lézersugarral (a lézer a sejteket tartal-
mazd folyadékdramot 90°-ban merdlegesen éri!). Az
titkozésbdl keletkez6 lathato és fluoreszcens fényszo-
rast az optika gytijti be.

A legtobb flow citométerben a beinjektalt sejtes
mintakat az dramlé sheath-folyadékkal vagy fiziolo-
gias sooldattal fokuszaljak kb. egy sejtsordtmérényi
széles sejtaramra, ezzel megelézve a ,,sejttorlodast” és
a gyakori kapillarisdugulast.

Nézziik, hogy milyen meérettartomdnyban tudunk
az FCM-mel mérni? Az FCM-ek altalaban 3 nagy-
sagrendnyi részecskeméretben képesek mérésekre: a
legtobb FCM hematolégiai és immunolégiai applika-
ciéban az 1-15 um-es vérsejttartomanyban miikodik
(PLT: 2—4 pm, RBC: 6-7 pm, lymphocyta (Ly: 8 um,
granulocyta (Gran): 12 pm, monocyta (Mo): 14 um).
Azonban specialis igények esetén kisebb tartomany-
ban (baktériumok: 0,5 pm, mikropartikulumok vagy
mikrovezikulumok: 0,1-1 pm) vagy nagyobb méret-
tartomanyban (tumorsejtvonalak: 20-50 um, blasto-
cysta: 100 pm) is mérhetiink.

Az egyes sejtek 1ézeres vizsgalata

Az FCM modszer alkalmas az egyes sejtek folyadék-
aramban lézerrel valo vizsgalatdra: amint egy-egy sejt
dthalad a lézer el6tt, a fény fel-felvillanva toredezik/
szorodik a tér osszes lehetséges iranyaban:

Forward scatter (FSC)

Elére torténd (pontosabban 0° koriili) szoras az a
fénypaszta, amelyet az el6lrdl (a ,lézerrel szemben”
detektalunk. Az FSC nagysaga aranyos a sejt nagysa-
gaval, igy a FSC paramétert a sejtnagysag mérésére
tudjuk alkalmazni. De hogyan lehetséges a ,1ézerrel
szemben” sejt eredeti fényszorast mérni? Az FSC
tényt az FSC-detektor felfogja, majd a fényintenzitast
elektromos fesziiltségimpulzussa alakitja. A legtobb
FCM-ben a detektort a lézerfény direkt hatdsatdl az
un. obscuration bar (OB) védi, amelyet kozvetleniil az
FS-detektor elé helyeznek. Az OB részlegesen befedi
az FS-detektor eliils6 kozponti részét, megvédve azt a
kozvetlen lézersugarzastol. Amint az FS lézerfény el-
éri az F-detektort, a fény az OB koriil (alacsony fok-
ban, 2-3°) sz6rddik, igy kizardlag a sejtekrol szarmazd

szort fény keriil mérésre. Mivel a kis sejtek kisméret,
a nagy sejtek nagyméreti FSC fesziiltségimpulzust
keltenek, ezért a regisztralt fesziiltségpulzusok ara-
nyosak az atfolyo sejtek méretével. Ha ezt egy hisz-
togramon abrazoljuk, a kis sejtek balra, a nagy sejtek
jobbra esnek a diagramon (11-21. dbra).

Az FSC hisztogram tipikus egydimenzios méretel-
oszlasi populdciés diagramnak felel meg.

Side scatter (SSC)

Amint ezt lathattuk, a sejteket ér6 fényszorast nem
csak elolrdl, de mas iranyokban is megfigyelhetjiik.
Azt a fényszorast, amely nagyobb szogbdl (altaldban
90°) detektalhat6, megegyezés szerint oldalszordsnak
(side scatter, SSC) nevezziik. Az SSC a sejtek szem-
csézettségével (citoplazmagranulumok) és a sejten
beliili struktarak Osszetettségével (nagyrészt a sejt-
mag alakjaval) all 6sszefiiggésben. Az SSC nagysaga
aranyos a sejtek strukturalis komplexitasaval. Az SSC
fényt optikai lencsék és tiikrok ,,szallitjak” a 1ézernya-
labra rendszerint merélegesen (90°-ban) elhelyezett
detektorokhoz. A jeleket az SSC detektor hisztogra-
mokka alakitja (11-22. dbra).
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11-21. dbra. Flow citométeres vizsgalat hisztogramja
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11-22. dbra. SSC hisztogram-
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Multiparaméteres (tobbparaméteres)
analizis periférias vérsejteken (PBC)

Szinjeloléssel valo kapuzas (colour gating)

Az eljaras lényege, hogy ,,szinjeloléssel vald kapu-
zas” (colour gating) segitségével kombindljuk az 1D
hisztogramokat: az 1D hisztogramok (FSC, SSC) - a
kordbban bemutatott ,,sziirke” formatumban - nem
feltétlentil képesek abrazolni a sejtpopulaciok ossze-
tettségét (Osszegzett, szummalt képet adnak). Példaul
az olyan sejtcsoportokbol, amelyek a ,sziirke” diag-
ramokon az egyik dimenzidban homogénnek tlin-
hetnek (lasd 11-21. abra: FSC) [egy szines hisztogram
alkalmazasaval, amely ,,attiikrozi” egy masik dimen-
zi6bdl (11-23b dbrardl: SSC) az ott sokkal inkabb el-
kiiloniild, eltérd szinekkel abrazolt populaciokat], az
egységesnek tiné ,sziirke” hisztogramon belil szi-
nekkel lathatova tehetdk az ,,egyébként atfedd” sejt-
populéciok (11-23a dbrdra: FSC). A 11-23. a dbran
jol lathatok a piros—zold-kék szinnel elkiilonitett
(»colour-gated”) lymphocyta—monocyta—granulocy-
ta (Ly-Mo—Gran) sejtcsopotok.

A 11-23. b abran az SSC szines hisztogram dimen-
zidjaban ugyanazok a sejtek (Ly-Mo-Gran) termé-
szetesen azonos szinekben jelennek meg, ami lehe-
tové teszi azonos populaciok eltér tulajdonsagainak
szimultan vizsgalatat.

[ Plot1: SS Log
[ Plot2: SS Log
[ Plot 3: SS Log

[ Plot1: FSLin

] Plot2: FS Lin
a [ Plot3:FSLin b
11-23. dbra. Multiparaméteres analizis
a) Szinjeloléssel lathatdva tett lymphocyta—monocyta—gra-
nulocyta sejtcsoportok; FSC hisztogram
b) Colour gating segitségével késziilt szines SSC hisztog-
ram
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11-24. dbra. Felh6diagram (az FSC és SSC diagram egye-
sitése)

Szines dot plot (felhédiagram)

Elegansabb grafikai megoldas, ha a két (FSC és
SSC) hisztogaramot egyesitjiik egy 2D pont diag-
ramban, amelyet szines dot plot-nak (,felhédiag-
ram”-nak) is neveziink (11-24. dbra): latszik, hogy az
egyesitéshez az SSC hisztogramot egyenes allasban
(X-tengelyhez), az SSC hisztogramot 90°-ban bal-
ra elforgatva (Y-tengelyhez) kell illeszteniink, hogy
a megfeleld szint Ly (voros), Mo (zold), Gran (kék)
sejtpopulaciok ponthalmazai (,,felh6kép”) azonos ka-
puba keriiljenek.

Ime két emberi vérminta felhddiagram fehérvér-
sejt-alcsoportjai az FCM-en:

« Lymphocytak (Ly) kis sejtek (FSC) minimalis

bels6é komplexitassal (SSC).

« A monocytak (Mo) kissé nagyobbak (FSC)
mérsékelt belsé komplexitassal (SSC).

+ Granulocytak (Gran), nagyobb a sejtméretiik
(FSC) és kifejezett a komplexitasuk (polimorfo-
nukledris mag + citoplazmagranuldcio). Tobb
csoportjuk van:

— Neutrophilek. Altalaban a granulocyték leg-
tomegesebb képvisel6i (a 11-25a abran: Neu:
narancs).

— Eosinophilek (Eo).

— Basophilek (Ba).

E két utobbi kisebb granulocytacsoport FCM-en csak
ritkan lathato elkulonalten (11-25. dbra a).

SSC-CD45-kapuzas

A felhédiagramokon nem mindig kiiloniilnek el egy-
értelmiien az egyes sejtcsoportok (mint mar lattuk, az
Eo és a Ba populaciok normal mintakon sem mindig
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azonosithatdk, patolégias mintakon pedig gyakori az
»atfedés” pl. myeloproliferativ vagy myelodysplasias
korképekben, valamint gyakori a normalistol eltérd
Uj populaciok, vagyis blastok, lymphomas kéros sej-
tek megjelenése). Ezen segit a SSC-CD45-kapuzasi
technika (SSC-CD45-kapuzas): ebben az esetben a
szokasos SSC paraméter (x tengely) mellett egy ki-
egészité fluoreszcens (FL: y tengely) monoklondlis
antitest jelolést, a CD45, pan-leukocyta-antigén je-
l6lést alkalmazzuk (a fluoreszcens jelolési technika
részleteit késébb a Fluoreszcencia fejezetben targyal-
juk). Ha el6z6leg a felh6diagramon (11-25. dbra a)
helyesen kapuztuk az egyes populacidkat (Ly: voros,
Mo: z6ld, Neu: narancs), akkor a koherens csoportok
(Ly-Mo-Neu) azonos, ,tiszta” szinekben jelennek
meg a SSC-CD45-kapuzasban is (11-25. dbra b).

Blast ablak (BL)

Az SSC-CD45-kapuzas igen hasznos ,,mellékter-
méke”, hogy a CD45-negativ, alacsony SSC-vel bir6
sejttormeléket (kevés pont kozépen és lent az x ten-
gelyen a 10°-10" log kozotti régioban) levalasztja a
mérni kivant sejtektdl (az utobbiak fiizéralakban ko-
zépen). Talan még lényegesebb eldny, hogy a leirt ré-
szecskeeloszlas kapcsan alakulé pontdiagramon egy
kozponti (normalisan) jelmentes teriilet valik azo-
nosithatéva, az un. blast ablak (BL: blast window),
amely patodiagnosztikai szempontbdl lehet igen fon-
tos. A normailis sejtek helyét (a bemutatott vérmin-
taban minimalis sejtardnnyal szemben, ldsd 11-25.
abra b, ahol a BL: 0,4%) koros allapotokban (leukae-
miak, lymphomak) éretlen, blastos sejtek foglalhatjdk
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11-25. dbra. SSC-CD45-6s kapuzasi technika

el, amelyek jelenléte tamogathatja a diagnozist, ill. e
sejtek tovabbi fenotipusvizsgalatra kikapuzhatok.

A flow citometridban a multiparaméter-analizis
tekinthetd a legfébb diagnosztikai vivmanynak. Igy
tudjuk a koros sejtek egyedi tulajdonsagait szimultan
mérni (sejtes koexpressziok) és diagnosztikai értékii
hematoldgiai, ill. immunolégiai informacidkat gyj-
teni.

Fluoreszcencia

Nézziik, hogy ha a lathatd fény sejtes szorasi paramé-
terei mellett a fluoreszcens fény vizsgalatat is bevet-
jik, milyen tovabbi strukturalis és funkcionalis ada-
tokat nyerhetiink sejtjeinkrol?

Az dramldsi citometriaban a sejtek fluoreszcens je-
161ése révén azok differencialédasi fehérjéit (CD: clus-
ter of differentiation) vizsgaljuk. A vizsgalatokhoz az
e fehérjékhez kapcsolddé fluoreszcens molekulaval
konjugdlt monoklondlis antitesteket (moat) alkalma-
zunk. A fluorofér (fluoreszcenciat hordozé molekula)
lézerrel gerjesztett emisszios fluoreszcencidjat mérjiik.
A monoklonalis antitestek CD osztalyozasa lehetové
teszi, hogy a sejtes differencidlodas fehérje antigénjei
kozott egységes logikai rendszer szerint tudjunk dol-
gozni. Itt csak utalunk arra az informaciétomegre,
amely a CD moat reagensek tulajdonsagaival és diag-
nosztikai alkalmazhatésagaval kapcsolatban az inter-
neten elérheté (lasd irodalom).

A vérminta egyedi sejtjeinek FCM (dramldsi cito-
metriai) morfologiai parmétereit (FSC és SSC) els6
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a) Emberi vérbol késziilt felh6diagram fehérvérsejt-alcsoportjai [lymphocyta (Ly): vords; monocyta (Mo): z6ld; neutrophil

(Neu): narancs]

b) SSC-CD45-6s kapuzéssal késziilt diagram (BL: blast ablak)



244 11.fejezet A fehérjekutatds modern mddszereinek alkalmazasa a klinikai patolégiaban — Az 4j médszertanok ...

menetben ,festetlen” formaban vizsgaltuk (1. teszt-
csd: autofluoreszcencia) 2D felhédiagramokon.

A tovabbi csovekben (2-tdl n-ig tetszdleges szamu
»festett mintaban”: fenotipuspanelben) monoklonalis
antitest festéseket is alkalmazunk. Az egyes tesztcso-
vekben akar 2-3 vagy tobb eltérd szinti fluorofor jelolt
monoklonalis antitestet egytitt is alkalmazhatunk: ez
a kombinalt szinjelolés (11-26. dbra).

Példa egy tipikus hdrmas szinjelolési kombindciora:
a FITC: fluoreszcens izotiocianat (z6ld), a fikoeritrin
(PE, voros) és a peridinin-klorofill-protein komplex
(PerCP, kék) fluorofér konjugatumokat alkalmazhat-
juk a monoklonalis antitesteken.

A fluoreszcencia elméleti alapjai

De miként lehet ezeket az eltéré fluoreszcens szin-
emissziokat (altalaban FL1: zold, FL2: piros, FL3:
kék) létrehozni (gerjeszteni) és sejtszinten elkiilonit-
ve mérni? A flow citometria idedlis eszkoz erre a cél-
ra is. Hogy jobban megértsiik az FCM fluoreszcens
technikdjat, a fluoreszcencia elméleti alapjaihoz kell
visszatérniink.

Energiadllapot. A (1ézer)fény altali gerjesztés (ex-
citatio) soran a fluoroférmolekula magasabb ener-
giaszintre emelkedik, majd egy gyors (107 s) és egy
viszonylag lassabb (107 s) visszatérést kovetve ismét
eléri az alapallapotot. Ezenkdzben az els¢ fazisban
hétermelés, a masodikban fénykibocsatas (emissio)
kapcsan tavozik a befektetett gerjesztd energia. Az
emisszionak (a hodveszteség miatt) természetesen
kisebb az energidja, nagyobb a hullimhossza (Sto-

11-26. dbra. Fluoreszcens jelolés alkalmazdsa vérminta
egyedi sejtjeinek vizsgalataban. A sejtek FCM morfoldgiai
paramétereinek vizsgalata (magyarazat a sz6vegben)
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11-27. dbra. FCM morfoldgiai paraméterek vizsgalata har-
mas fluoreszcens szinjeloléssel

kes-shift), és természetesen az emisszids fény szine
eltér az excitdcibs fény szinétdl. Ez a fizikai tény ad
alapot a gerjesztd fényforras (FCM esetén lézer) és
a sejtjelold fluorofdr (a konjugalt monoklonalis anti-
test) emisszios spektrumanak elkiilonitésére. Azaz a
jelolt sejt eltérd szinben fluoreszkal, mint a gerjesztd
lézer. Az egyes fluorférok emisszids szine is eltér egy-
masétol (11-27. dbra).

Fluoreszcens mérés az FCM-ben

A PBC sejtmintankban mérendd — fluorofér kon-
jugalt monoklonadlis antitestekkel festett — sejtek el6-
szOr is a hidrodinamikusan fokuszalt aramlatban
titkoznek a 1ézernyalabbal, és minden iranyban fény-
szorast okoznak. A fluoroférok, amelyek az egyes
sejteken utaznak (,,jelolés”), a 1ézer fluoreszcens fé-
nye altal azonos hullamhosszon (altalaban 488 nm)
gerjesztddnek, és szinte azonnal eltérd (fluoroférspe-
cifikus) hullimhosszokon emittaljak a fényt. A fluo-
reszcens fényszordddsi jel (amely magaban foglalja az
egyes fluoroférok altal emittalt, egymastol eltéré szi-
neket és ennek megfelel¢ hullamhosszakat) azutan
tovabbutazik a muszerben (90°-os szogben elvezetve
optikai filterek és titkkrok révén), hasonloképpen mint
ahogy ezt az SSC szignal esetében mar leirtuk (11-28.
dbra).

A megfelel6 optikai filterek és tiikrok a heterogén
hulldmhosszu szort fluoreszcens fényjeleket azutan a
megfelel¢ hullimhosszakat kimutaté detektorokhoz
(FL1, FL2, FL3) osztjak le.

A fluoreszcens fényjelekbdl elektronikus impul-
zusok (voltage pulse) és a tovabbiakban digitalizalt
komputeradatok (data), valamint diagramok (hisz-
togram, dot plot) keletkeznek, csakigy, mint ahogy
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11-28. dbra. Fluoreszcens mérés az FCM-ben

ezt az FSC- és SSC-detektalas kapcsan ezt korabban
leirtuk. A fluoreszcensen jelolt sejtcsoportokban az
intenzivebben fest6dé sejtek (,,bright”) tobb sejtfel-
szini jelolodést (ennek megfeleléen tobb sejtfelszini
fehérjemolekulat), a kevésbé festdddk (,dim”) ke-
vesebb sejtfelszini molekulat hordoznak. Az elébbi
jobbra, az utébbi balra halmozédik mint elektromos
impulzusjel (,voltage pulse” signal) az FL-hisztogra-
mon (11-29. dbra a).

Az egyes elektromos impulzusjeleket a komputer
elektronikus programja lesimitja a hisztogramokon.
Ennek megfelel6en a legtobb regisztralt fluoreszcens
hisztogram szabalyos, kozel Gauss-szer(i eloszlast
mutat, amelyre jellemz6 egy tobbnyire kozépponti
helyzeti maximalis eseményszam (Mean Fluorescent
Intensity, MFI), amelyet alulrél és foliilr6l szimmet-
rikusan vesznek koriil az alacsonyabb, ill. magasabb
MFI-vel (festédési intenzitassal) jellemezhetd csok-
kend szamu ,,sz€li mérési események” (11-29. dbra b;
itt kb. 10°:1 felel meg az MFI-nek az FL1 Log skalan).
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11-29. dbra. Fluoreszcens jelolést sejtekrol késziilt hisztogram

Kombinalt szinjelolés (,,multicolour labeling”)

A megfelelé szinkombinaciohoz elészor is ismer-
niink kell az alkalmazandé fluoroférok excitacidjat és
emisszids spektrumat (11-30. dbra).

Az FITC és a PE gyakran szerepel kettés festési
kombinaciokban, ill. gyakori a harmas kombindcio-
ként ezekkel egyiitt alkalmazott PC5. E fluoroférok-
nak kozos az excitdcios hullimhossza (488 nm hul-
lamhosszusagu kék argonlézer). Amint az excitaciot
biztositd lézer mindhdrom fluorofért az FCM-ben
egyidejileg stimuldlja, akkor az emittalt fény harom-
féle hullimhossznak megfelel6en jelenik meg (FITC:
520 nm: zold, PE: 580 nm: sarga, PC5 (fluorokrém
R fikoeritrin-cianin 5.1): 670 nm: bordd), igy a spe-
cifikus emisszidk kiilon-kiilon gytjtheték. Ha ezek
a spektralis maximumok kozel esnek egymadshoz,
el6fordul, hogy hullamhosszatfedések zavarhatjak a
fluoroférok specifikus emisszidinak szelektiv begytij-
tését (,spectral overlap”). Ilyen atfedé hullamhossz-
teriiletek elé6fordulnak az FITC és PE emissziok ese-
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11-30. dbra. Kombinalt szinjel6lés (multicolour labeling)
alkalmazdsa a fluoreszcencias mérés sordn
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a) A fluoreszcencidsan jelolt sejtek altal eléidézett elektromos impulzusjelek szétvalasa a hisztogramon a sejtek fest6désé-

nek mértéke szerint

b) Az impulzusjelek szamitdgépes atalakitasa révén létrejott hisztogram alak
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tében is (a 11-30. dbran sotét vonalak alatti teriiletek
a FITC, ill. PE gorbén), ezek azonban, ha nem érintik
a maximalis emissziés hullimhosszakat, akkor kom-
penzidcibs technikdval elektronikusan eltavolithatok
(a részleteket kés6bb targyaljuk).

Az egymastdl tavol esé emisszids maximumu
diszkrét emisszids spektrumok esetén, mint pl. PC5
az FITC-vel vagy PE-vel kombindlva nincs hasonlo
gond. A harmas és négyes szinkombinaciok minden-
napossa valtak az FCM-es rutin laboratériumokban,
ahol dltalaban 1 vagy 2 lézerrel miikodd flow cito-
méterek miikodnek. Ujabban a tudoményos kutatd-
laboratériumokban akar 10 feletti szinkombindci6
is elérheté (tobb szimultan 1ézerrel rendelkezd flow
citométereket alkalmazva). A kozeli jovoben ezek is
minden bizonnyal bevezetésre keriilhetnek a rutin la-
boratériumokban.

Kétszini dot plot analizis

Ha két szin kombinacios kisérletet végziink, ennek
értékeléséhez kvadrdnsdiagramokat hasznalhatunk,
amelyeken négyféle populacio lathatd (11-31. dbra a).

o Csak voros (bright) fluoreszcens sejtek (Al
kvadrans: CD8-PE) a bal fels6 sarokban (UL:
upper left).

+ Csaksarga(bright) fluoreszcens sejtek (A4 kvad-
rans: CD4-FITC) a bal alsé sarokban (LR):
lower left).

o Kettds pozitiv sarga + z0ld sejtek (A2 kvadrans:
CD8-PE+CD4-FITC) a jobb felsé (UR: upper
right).

o Kettés negativ sejtek(A3 kvadrans: alacsony
intenzitdsu ,dim” CD8-PE és CD4-FITC),
melyek a bal als6 kvadransban (LL: lower left).

Normadl vér vizsgalatakor (lasd 11-31. abra a) ez az el-
oszlas jellemz6 az egymds markerexpresszioit kizaro,
un. exkluziv CD4 és CD8 human periférias lympho-
cytapopulaciokra (PBC), azaz gyakorlatilag nincs
CD4 + CD8 kettds pozitiv populacié (az A2-kvad-
rans mindossze 0,4%).

Ezzel szemben patoldgids esetekben (11-31. dbra
b) — példaul egy LGL-lymphoproliferativ szindréma-
ban, ahol a kéros sejtek LGL (large granular lympho-
cyte) morfolégiat mutatnak — mar szignifikans meny-
nyiségli CD4 + CD8 kettds pozitiv (A2 kvadransban
30%) lymphocyta talalhato, és ennek az eredménynek
akar diagnosztikai jelentésége lehet.
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11-31. dbra. Kétszini dot plot analizis

a) Kétszind dot plot analizis kvandransdiagramja egészsé-
ges személy lymphocytait vizsgalva

b) Kétszint dot plot analizis kvandransdiagramja LGL
lymphoproliferativ szindrémaban szenved6 beteg lympho-
cytairdl

Optikai filterek (fénysziir6k)

Excitacids (gerjesztési) és/vagy emisszids filtere-
ket kombindciéban alkalmazunk a fluoroférok spe-
cifikus gerjesztésére és emissziés hullimhosszainak
begytijtésére. Ezt a célt az excitdcios filterek a gerjesz-
t6 fényforras (lézer) legeftektivebb hullimhosszanak
szelektiv atengedésével, az emisszids filterek pedig a
fluorofér specifikus emisszidjabdl a legintenzivebb
hullaimhosszu fény kigytjtésével érik el (11-32. dbra).

A band pass filterek olyan optikai filterek (fény-
sziir6k), melyek 6nmagukban képesek a fluorofor-
molekuldk fényemisszids cstics hullamhosszait (peak
emissions) Kiszlrni (band pass emisszios filterek).
Emellett egyes band pass filterekkel megoldhatjuk,
hogy ha a gerjeszt6 fény tulzottan széles, nem spe-
cifikus spektrummal rendelkezik (pl. halogén fény-
forras esetén) kizardlag a fluoroférokat specifikusan
gerjeszt6 monokromatikus hullimtartomany jusson
at a késztilékbe (band pass excitdcios filterek). Minden
eréfeszitésiink ellenére a legtobb fluorofdr excitacids



Sejtes elemek differencidlasa: flow citometria — Bevezetés a flow citometridba

247

11-32. dbra. Optikai filter 100 488 nm  530/30 585/42
alkalmazasaval késziilt diagramok | Y
80 l
T 60 Nl
£ |
[}
X 40 / I \
20 / /
0 J| B8 s .
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

és emisszios spektruma sajnos nem jol kortilhatarol-
hato csticsokbol, hanem gyakran meglehetGsen széles
hullamhossztartomanyban terpeszkedo, szabalytalan
alaka gorbékbdl all. A spektralis fluorofér emisszids
csticsok centralis pontjai altalaban jol koriilhatarolha-
tok (pl. 520 nm az FITC-re és 580 nm a PE-re). Azon-
ban pl. az emissziés band pass filterek kisziirt hullam-
hossztartomanyanak szélessége (width) is van (pl. 530
+ 30 és 585 + 42 nm az FITC-, ill. PE-filterekre vo-
natkozdan). Ha ez tartalmazza a centralis pontot (PE
brand pass filterre ez 564-606 nm, amely alkalmas
a PE fluorofdr 580 nm-es csucs kiszlirésére) és nem
sziir ki tul széles tartomanyt (PE: 585 + 21 nm), akkor
a filter alkalmas a méréshez.

Masfajta filterek is vannak, amelyek parokban
hasznalatosak, ezek a long és short pass filterek. A short
pass filterek bizonyos hullimhossz alatt (cut-off pont
pl. 550 nm), a long pass filterek bizonyos hullamhossz
felett (cut-off pont 610 nm) szirik a fényt. A short
pass és long pass filterek kombindcidjaval ugyanugy
elérhet6 egy hullaimhossztartomany kisztirése, mint
egy band pass filter alkalmazasaval (pl. jelen esetben
az 550-610 nm tartomanyban az 585 nm-es PE jel
meérhetd, az 520 nm-es FITC jel kiviil marad). Mul-
tiplex optikai filter és 1ézer kombinacidkkal az FCM
gyartd cégek igyekeznek a felhasznaldi igényeknek
megfelel6 egyedi rendszereket kialakitani.

Kompenzacio

Bar lattuk, hogy az optikai filterek a spektralis fluo-
reszcens fény szelektiv detektdlasa terén sok kérdést
megoldanak, azonban nem az 6sszeset. El6fordul,
hogy az egymashoz kozel es6 emisszids spektrumok
egy kisebb része a legjobb filterkombinaciok ellenére
is kismértékben atfed (spectral overlap). Ezt tapasz-
taljuk pl. az FITC és a PE (lasd 11-30. és 11-32. abra)

hullamhossz (nm)

esetében is. Ezt a mérési precizitast zavar6 hatast fi-
zikailag nem, csak az elektronikus adatok matema-
tikai korrekcidjaval kiiszobolhetjiik ki. Amennyiben
nem a fluoroforok cstucsemisszidirdl, hanem csak a
spektrum ,,5z€1s8”, kevésbé intenziv emisszidju te-
riileteirdl van szd, akkor az FCM-ben a kompenza-
ci6 elnevezésii elektronikus komputeres eljarassal a
kis szazalékban jelen 1év6 atfedé hullimhosszteriilet
emisszidjat egyszerten kivonjuk a szomszédos fluo-
rofér teljes emisszi6jabdl és vice versa (FL1 — FL2%
és FL2 — FL1%). Igy vélhet8leg mindkét fluorofér vo-
natkozdsaban korrekt (dtfedésmentes) eredményeket
kapunk. Egyes késziilékek programjai ezt automati-
kusan is el tudjak végezni.

Forward scatter treshold

Végiil még egy pont, amely érzékenyen érintheti a
flow citométeres adatgytijtés pontossagat, a treshold
(lefordithatalan szd, kb. kimutatdsi szintet jelent, itt
azt a minimdlis kimutatott részecskeméretet, amely
alatt nem érdemes adatot gyiijteni). Ha minden egyes
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11-33. dbra. Szamitégépes kompenzacié az elektronikus
adatok matematikai korrekcidjaval; ezdaltal a mérésre nem
érdemes kismérett részecskék zavard hatasa kikiiszobol-
het6 (PLT: platelet, vérlemezke; MP: mikropartikulum)
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apro részecskét (< 2 um) ,,beengednénk” az FCM-be,
akkor olyan sok jelet kapnank, hogy a benniinket ér-
dekl6 nagyobb méretli részecskék mennyiségi aranya
vizsgalhatatlanul kicsinnyé valna. Ezért kell egy alsé
mérethatdrt meghataroznunk a rutin PBC-mérések-
nél. A sejttormelékek, mikropartikulumok (MP) és
mikrovezikulumok példaul a FSC/SSC diagramon a
vérlemezkék (PLT) mérethatdra alatt vannak (11-33.
dbra).

Ha a mérés célja a vérsejtek (PBC) mérettartoma-
nyanak mérése (Ly-Mo—Gran, 8-14 pm), akkor az
FSC szokasos cut-off értéke a forward scatter treshold
(altaldban 50 arbitrary FCM egység, kb.2 um), ami
egyértelmuen kizarja a zavar6 kis részecskéket a mé-
résbol.

Kis részecskék mérése

Specialis igények jelentkezésekor, ahol viszonylag
kis részecskéket mériink az FSC treshold hataran (pl.
kis vérlemezkéket, PLT), akkor egy masik, fluoresz-
cens tresholdot is alkalmazhatunk. A vérlemezkéket
specifikus CD61 monoklondlis antitest festédésiik
alapjan valasztjuk ki a méréshez (ebben benne lesz-
nek a méretre ,,hatareset” microthrombocytak is), igy
azonban minden mds FCM részecskét — méretétdl
fiiggetleniil mindent, ami nem vérlemezke - kizarunk
a mérésbol. Ha az FCM mérésiink soran kifejezetten
a kisméretli részecskékre (pl. mikropartikulumok-
ra) Osszpontositunk, akkor a leirtakkal ellentétben
semmiféle méret-tresholdot nem alkalmazhatunk,
hacsak nincs valamilyen mikropartikulumokra spe-

0 10° 10" 10? 103
SS Log

11-34. dbra. Igen kis méretd részecskék vizsgalata
a) Vizsgélat a treshold kikapcsolasaval

cifikus fluoreszcens markeriink (pl. FL-treshold An-
nexin-V-FITC-re). A kovetkez6 abran (11-34. dbra
a) a treshold kikapcsolasaval lathatova valik, hogy
az mikropartikulumok nagyobb része (piros pontok)
csak igy jelenik meg. Amig korabban a treshold alatt
voltak a mikropartikulumok, nagyrészt kimutatla-
nul (6sszevethetd a 11-33. abraval: ahol kevés mik-
ropartikulum van a PLT régi6 alatti részében, piros
populacié 4,6%;. kék populacid). Az is lathatd, hogy a
treshold feloldasaval a mikropartikulumokra (piros)
annyira domindlnak, hogy a PLT (kék) populici6
mennyisége egészen hattérbe szorul.

A Kkis részecskék szelektiv elemzésében egy masik
specialis lehetdség, hogy a mintahoz kevert standard
kisméret(i fluoreszcens jelolésti miianyag mikrogyon-
gyokkel (microbead, MB: z6ld) pontosan meghata-
rozhatjuk pl. a mérend6 mikropartikulumok méret-
tartomanyat (fels6 hatar: 0,9 um MB és also hatar: 0,5
um MB), és szelektiven kapuzva csak innen mériink.

Sejtszammeghatdrozas mikrogyongyokkel — one
platform FCM-analizist

Mikrogyongyokkel abszoliit sejtszdammeghatdro-
zdst is végezhetiink az FCM-en. A 11-34. b dbrdn
egy nagyobb méretli MB (3 um) alkalmazasat lat-
juk mikropartikulummérés soran. Ennek a mikro-
gyongynek a részecskekoncentracidja standard (6 x
10° részecske/ml). Ha az ismeretlen koncentraciéju
MP mintankhoz sztochiometrikus aranyban kever-
jitk az MB-t, a szazalékos aranyok megoszlasa alap-
jan, aranypar segitségével konnyen kiszamithatjuk

FS 1x10*5
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b) Fluoreszcensen jel6l mikrogyongyokkel (MB, microbead) végzett abszolut sejtszammeghatarozas
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az ismeretlen minta koncentraciojat. Ezt az un. one
platform FCM analizist (ismert koncentraciéju mik-
rogyongyot keveriink ismeretlen koncentraci6ju ré-
szecskékkel) a klinikai laboratériumi gyakorlatban
is alkalmazzuk: a csontveldi Gssejt transzplantdcio
soran. A multicolour (azaz kombinalt szinjeloléses
CD34 + CD45 + CD133 monoklonalis antitestest
festésekkel azonositott) Ossejtek a periférias vér-
bdl vagy csontvel6bdl csak rendkiviil kis aranyban
nyerhet6k (,low incidence stem cell population”).
Az egyéb sejtek keverékével egyiitt a recipiensbe
beadott Gssejtek abszolut szamanak meghatarozasa
elengedhetetlen a terdpia varhaté hatékonysdganak
megitélésére, ez technikailag azonban nagy kihivas

[Ungated] F9 Lin - ADC

(5000)[FC@2,0] FL1 Lin - ADC

az FCM szamara. A pontatlan volumetrids &ssejt-
mérési technikak helyett ez esetben is az ismert kon-
centracidju mikrogyongyokkel végzett one platform
FCM analizis ajanlott.

FCM mindségi kontrollja mikrogyongyokkel

Végiil a mikrogyongyok az aramlasi citometria mi-
ndségi kontrolljaban (quality control, QC) is nélkii-
l16zhetetlenek. FCM moiiszeres QC célokra a gyartok
a gépek rendszeres ellendrzése és bedllitasa céljara 3
mérettartomanyban és 5 fluorofor jel6léssel biztosita-
nak beallitasra valo (setting) mikrogyongyoket, hogy
az FCM korrekt mikodésében mindig biztosak le-
hesstink mar mérés el6tt (11-35. dbra).

[FC@2,0] FL2 Lin - ADC

<t o <t
D < w0
» - -
| /FC675@2,5 1
1 FC770(-) FL1@2,0 FL2@2,0
/,/ ) EC @2 0 / /,/
0 1023 0 1023 0 1023
F9 Lin FL1 Lin FL2 Lin
[Ungated] FS Lin (5000)[FC@2,0] FL1 Lin [FC@2,0] FL2 Lin
region number X-mode HP X-CV region number X-mode HP X-CV region number X-mode HP X-CV

ALL 18 286 131 3,87

ALL 6428 466 2,68

ALL 6248 444 2,18

FC770(-) 6428 256 3,94 FL1@2,0 6193 466 2,68 FL2@2,0 6191 444 2,18
FC@2,0 2248 403 2,16
FC675@2,5 5416 131 3,87
[FC@2,0] FL3 Lin - ADC [FC675@2,5] FL4 Lin - ADC [FC770(-)] FL5 Lin - ADC
[Tl
© ® T ©
— <} N~
FL3@2,0 FLA@2,6 FL5@4,0
0 1023 0 1023 0 1023
FL3 Lin FL4 Lin FL5 Lin

[FC@2,0] FL3 Lin [FC675@2,5] FL4 Lin [FC770(-)] FL5 Lin
region number X-mode HP X-CV region number X-mode HP X-CV region number X-mode HP X-CV
ALL 6248 476 2,88 ALL 5416 303 6,87 ALL 6428 347 6,94
FL3@2,0 6191 476 2,88 FLA@2,5 5368 303 6,87 FL5@4,0 6336 347 6,94

11-35. dbra. FCM minéségi kontrolljara gyartott mikrogyongyokkel végzett vizsgalat
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Autoimmun kdrképek
diagnosztikai lehetdségei

BERKT TIMEA

Az autoimmun betegségek jellemzoi

Autoimmun betegségek azok az ismeretlen etiolégia-
ju, progrediald, gyulladasos-degenerativ betegségek,
amelyekben az immunrendszer valamely szabélyoza-
si zavar miatt a sajat struktarak ellen indit el reakci-
6t. Ennek bizonyitékai a betegségre jellemzd, sokszor
mar el6tte megjelend autoantitestek, amelyek patoge-
netikai jellege sokszor nem bizonyithato, de jol jelzik
a betegség tipusat, némelykor annak aktivitasat is.

Autoantitestek. Az emberi szervezetben kétféle au-
toantitestet (AAT) kiilonboztetiink meg, az egyik a
természetes autoantitestek, a masik a patologias auto-
antitestek csoportja:

o A természetes autoantitestek halézata az immun-
rendszer részeként, a sajat, 6si, konzervativ
molekulak leképezései, azok védelmét szolgald
antitestek, amelyek az Gn. ,immunoldgiai
homunculus™-t alkotjak. Ezek az antitestek az
egyénre jellemzéek. Mar csecsemdkorban
kimutathatdk, és jellemzd, hogy alacsony affini-
tasu, polireaktiv, altalaban IgM izotipusu anti-
testek, a szérumban pg/ml koncentracidban
vannak jelen. Autoantitestek nagyobb koncent-
raciéban megjelenhetnek dtmenetileg bizonyos
betegségekben, mint fertézések, sériilések, rege-
nerativ folyamatok, de az immunrendszer sza-
balyoz6 mechanizmusai normalis esetben a

betegség lezajlasa utan visszaallitjdk az egyen-
sulyt, és az autoantitestek elttinnek.

o A patolégids autoantitestek valamely autoim-
mun betegség részeként jelennek meg, dltaldban
IgG vagy IgA, ritkabban IgM izotipustak és
nagyobb a szérum koncentracidjuk (ng/ml, mg/
ml) (11-6. tabldzat).

A szérumban mért autoantitestek dGnmagukban tehat
nem jelentik valamely betegség diagnoézisat. Viszont
segitik a klinikust a szines tiinettand autoimmun be-
tegségcsoportban elhelyezni a betegséget, segitenek
a differencialdiagnosztikaban (,,marker antitest”), a
betegség progresszidjanak kovetésében, a progndzis
felallitasaban. Némelyik autoantitest alkalmas a be-
tegség aktivitdsdnak, a terdpia eredményességének
nyomon kovetésére is (11-7. tablazat).

Autoimmun betegségek tényezdi. Az autoimmun beteg-
ségek kialakulasaban szamos tényezd jatszik szerepet.

o lIgy a genetikai hajlam jellemzé bizonyitéka az
egyes korképek HLA- vagy egyéb génekkel vald
$zZoros asszociacidja.

+ A jellemz6 néi dominancia felhivja a figyelmet
a hormonadlis tényezék befolyasold szerepére.
JellemzGen fiatal n6kben kialakul6 betegségek
ezek, amelyek progresszidjat a hormonalis sta-
tus valtozasa pl. terhesség, laktdci6 idején jelen-
tdsen befolyasolhatja.

o Kilonféle kiilsé, provokdlo tényezdk szerepének
bizonyitott volta igy bizonyos virusok, bakteria-
lis infekciok, vegyszerek, munkahelyi drtalmak
provokalhatjak egy-egy betegség kialakulasat,
manifesztaciojat, ill. a nyugvé betegség fellob-
bandsahoz vezethetnek.

11-6. tdbldzat. Természetes és patologids autoantitestek 6sszehasonlitasa

Jellemzo Természetes AAT Patoldgids AAT
izotipus legtobbszor IgM IgG, IgA vagy IgM
koncentracid pg/ml ng/ml, mg/ml
affinitas alacsony nagyobb
reaktivitas polireaktiv monoreaktiv
termel§ sejt B1-sejt konvencionalis B-sejt
T-sejt-fiiggés T-independens T-dependens
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11-7. tabldzat. Autoantitestek laboratériumi kimutatasdnak jelentésége

Antitest alkalmazdisa

A célra felhaszndlhaté antitest

diagnozis felallitasa

dsDNS, CCP, kardiolipin stb.

stadium (aktiv-inaktiv) megitélése

dsDNS, ANCA

alcsoport, rizikdcsoport elkiilonitése a korképen beliil

Scl-70, Cenp-B

prognozis megallapitasa

Cenp-B, Scl-70

terapia eredményességének lemérése

foszfolipid, dsDNS, ANCA

tobb korkép egyideju fennallasanak (overlap) megallapitasa

ENA-G

AZ AUTOIMMUN BETEGSEGEK TiPUSAI

Attdl fiiggéen, hogy az immunrendszer a szervezet mely
strukturdja ellen irdnyul, megkiilonboztetiink sziszté-
mas és szervspecifikus autoimmun betegségeket.

A szisztémds kotdszoveti betegségek prototipu-
sa a szisztémas lupus erythematosus (SLE), amely-
re jellemz6 a szervezet minden sejtjében el6forduld
antigének elleni immunreakcio, legjellemzébben az
antinuklearis autoantitestek megjelenése. Ebben a be-
tegségben jellemzé még antigén-ellenanyag immun-

11-8. tdbldzat. Betegségcsoportokra jellemz6 autoantitestek

komplexek megjelenése a keringésben, azok lerako-
désa kiilonb6z6 szervek hurokkapillarisaiban (vese,
iziiletek, sziv, tiidd, agy stb.), ahol a komplement-
rendszert aktivalva gyulladasos reakciot hoznak létre.

A szervspecifikus autoimmun betegségekben az au-
toimmun reakcid viszont altaldban egyetlen antigén
(pontosabban egyetlen szerv, egyetlen sejttipus né-
hany antigénje) ellen iranyul, és ennek a szervnek a
betegségét, esetenként pusztulasat okozza. A szerv-
specifikus autoimmun betegség kozismert példaja a
Hashimoto-tyreoiditis, amelyben az autoimmun re-

Betegség

Autoantitest

Szisztémds betegség

SLE

dsDNS, nukleoszéma, ENA: Sm, RNP

Sjégren-szindréma

SSA, SSB

SSC Scl-70, centromer (Cenp-B)
vasculitis ANCA: MPO, PR3
myositis Jo-1, Rib-P, SRP, Ku, Mi-2, PL-7, PL-12, PMScI-100

foszfolipid-szindroma

kardiolipin, [3,-GP1, foszfatidilszerin, protrombin

RA, JRA CCP, rheumatoid faktor

Szervspecifikus betegség
thyroiditis tireoglobulin (TG), thyroidea-peroxidaz (TPO)
coeliakia szoveti transzglutamindz (tTG), gliadin

1-es tipusu diabetes mellitus

glutaminsav-dekarboxildz (GAD), tirozin-foszfataz (IA2)

primer biliaris cirrhosis

M2-mitokondrialis (PDH)

colitis — Crohn-betegség

ASCA-PR3

GBM

Goodpasture-szindroma

ENA: extrahdlhat6 nukledris antigén
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akcid a pajzsmirigy lassu pusztitasaval hypothyreosis-
hoz vezet (11-8. tdbldzat).

A legismertebb szisztémas autoimmun betegségek:

o Szisztémas lupus erythematosus (SLE) és rokon
betegségek (discoid lupus, szubakut cutan lupus
erythematosus).

o Rheumatoid arthritis (RA) és az ezzel rokon
betegségek, mint pl. a juvenilis kronikus arthri-
tis (JCA) stb.

« Antifoszfolipid-szindroma (APS).

«+ Sjogren-szindroma (SS).

o Progressziv szisztémds sclerosis (PSS) és az
ezzel rokon betegségek.

« Kevert kotészoveti betegség (MCTD).

« Polymyositis/dermatomyositis (az ,idiopathias
gyulladdsos myopathia” csoport betegségei).

o Szisztémas vasculitisek.

« Nem differencialt kotoszoveti betegség (UCTD),
mas néven: nem differencidlt collagenosis
(NDC) vagy nem differencialt autoimmun
betegség (NDAS) valdjaban nem 6néllé beteg-
ség, hanem bizonyos szisztémas kdorképek (pl.
SLE, PSS stb.) kezdeti vagy atmeneti (,,overlap”)
formdja. A kezdetben ilyen diagnoézissal kezel-
tek egy részének betegsége késdbb, ujabb tiine-
tek, manifesztaciok megjelenése utan definitiv
SLE, PSS stb. betegséggé alakul.

Egy-egy példa a szervspecifikus autoimmun beteg-
ségekre szervek szerint:

« Bér: pemphigus vulgaris.

« Endokrin rendszer: Hashimoto-thyreoiditis.

o Gyomor-bél rendszer: autoimmun gastritis,

anaemia perniciosdval vagy a nélkiil.
o Idegrendszer: sclerosis multiplex.
o Ma4j: primer biliaris cirrhosis.

11-9. tdbldzat. Altalanos laboratériumi eltérések

o Sziv: autoimmun myocarditis.
o Tiid6: idiopathias tiiddéfibrosis.
+ Vese: Goodpasture-szindroma.
 Vér: autoimmun haemolyticus anaemia.

AZ AUTOIMMUN BETEGSEGEK
DIAGNOZISANAK KERDESEI

Az autoimmun betegségek nagy részének felisme-
rését diagnosztikai vagy klasszifikacids kritériumok
segitik. A klinikusnak szamos tiineti, anamnesztikus
és diagnosztikus paraméter egyiittes fennallasat fi-
gyelembe véve, egy pontrendszer alapjan szabad csak
kimondania a diagnoézist. A szisztémas kotészoveti
betegségek koziil az SLE, az RA, a JCA, az MCTD,
az SS, a PSS, a polymyositis/dermatomyositis, az APS
és a szisztémas vasculitisek kritériumrendszere széles
korben hasznélatos. Ennek csak egy része a klinikai
immunolodgiai laboratériumbol szarmazé autoanti-
test és egyéb immunologiai és gyulladasos paraméte-
rek (vérkép, vérsejtsiillyedés, CRP, komplement stb.)
eredménye (11-9. tabldzat).

Ezért nagyon fontos, hogy ezt a klasszifikacids sco-
re-rendszert (pontrendszert) jol ismerd szakorvos al-
lapitsa meg a diagnozist, kérje a konkrét autoimmun
betegség gyanujat alatdmaszt6 célzott laboratériumi
autoantitest-vizsgalatokat. A hozza nem érté klini-
kust 6nmagaban az autoantitest jelenléte téves diag-
noézishoz és a betegség fel nem ismeréséhez, hibas
terapidhoz vezetheti. Az autoimmun betegségek sok-
télesége miatt a legtobb esetben az immunologiai la-
boratériumi diagnosztikai eljarasok szlir6vizsgalatra
nem alkalmasak - nincs ,autoimmun laboratériumi
diagnosztikai panel”. Tehat célszerti a betegek anam-
nézise, tiinetei és a rendelkezésre allo egyéb leletek
alapjan valamiféle iranydiagnozist késziteni, és ennek
megfelelden kérni a specialis vizsgalatokat. Fontos azt

o Gyorsult siillyedés

» Hypocomplementaemia

o Leukopenia, thrombocytopenia

o Vizeleteltérések (haematuria, proteinuria, cylindruria stb.)

e Anaemia (normocytds, normochrom, Coombs-pozitivitas)

o Autoantitestek jelenléte (nukleoszoma, dsDNS, anti-Sm, antifoszfolipid AAT stb.)
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is tudni, hogy 6nmagaban egy-egy autoantitest kimu-
tatasa egyaltalan nem jelzi az autoimmun betegség
jelenlétét. Tehat ha a kérdéses beteg — pl. antinukled-
ris antitest (ANA-) vagy rheumafaktor- (RF-) pozitiv,
ettdl még akar egészséges is lehet. Az immunoldgiai
laboratériumi tesztek donté tobbsége nem kelléen
specifikus, és nem is elég érzékeny, pl. a rheumafak-
tor. Vannak specifikusabb és elég szenzitiv markerek,
amelyek a betegség aktivitasat jol jelzik, pl.: dsDNS,
ANCA, foszfolipidantitestek, CCP.

Az autoantitest-meghatarozas modszertana

A kiillonboz6 autoantitest-meghatarozasi modszerek
az antinuklearis autoantitest mérési lehetdségein ke-
resztill keriilnek bemutatasra. Az egyes modszerek
elényei, hatranyai szintén itt keriilnek targyalasra. A
tobbi autoantitestnél a mérési modszert csak megem-
litjtik.

ANTINUKLEARIS AUTOANTITESTEK A SZISZTEMAS

KOTOSZOVETI BETEGSEGEK ELKULONITESEBEN

Az antinuklearis antitest (ANA) vagy antinukledris
faktor (AF) kifejezés a sejtmag kiilonbozé komponen-

sei ellen irdnyulé autoantitestek Osszefoglalé neve.
Ma mar jol definialt, a sejtmagbol tisztitott vagy re-
kombindans technikaval eldéllitott antigének allnak
rendelkezésre e nagy autoantitest-csoport egyes tipu-
sainak elkiilonitésére. Ezen ellenanyagok pontos ki-
mutatdsa a szisztémads autoimmun betegségek labora-
toriumi diagnosztikajanak legfontosabb része. Segitik
a differencialdiagnozist, egy adott betegségen beliili
alcsoportba sorolast, szamos esetben a betegség ak-
tivitdsanak és prognozisainak megitélését. Néhany
autoantitest az egyes kdrképek diagnosztikai kritériu-
mai kozott is szerepel (11-10. tabldzat).

INDIREKT IMMUNFLUORESZCENCIA

Az immundiagnosztikai laboratériumok szamos
modszert alkalmaznak az ANA kimutatdsira, ame-
lyek kozott a legrégebbi az indirekt immunfluoresz-
cens (IIF) technika. Mintaként kezdetben ragcsalok-
bdl szarmazd szervmetszeteket, majd a nyolcvanas
évektol egy human eredeti sejtvonalat, a HEp-2 sej-
teket [Human Epithelioma Type 2 Cells (CCL-23)
— American Type Culture Collection] hasznaltak, ill.
hasznalnak ma is. A HEp-2 sejtek alkalmazasanak
nagy elénye, hogy a kitapado sejtek nagy sejtmagja,
jol lathato citoplazmaja miatt az ANA tobb kiilon-

11-10. tabldzat. A leggyakoribb antinukledris autoantitestek prevalencidja és relevancidja

AAT Asszocidlt betegség AAT-frekvencia (%) IIF-mintdzat

SLE 25-35

SSA (Ro) Sjogren-szindroma (SS) 40-70 finoman pottyozott sejtmag
neonatalis lupus 100
Sjogren-szindroma 30 e

SSB (La) SLE 10 finoman potty6zott sejtmag

Sm SLE (specifikus) 15-30 durvan pottyozott sejtmag
MCTD (kevert kotdszoveti betegség: 95

RNP Raynaud-szindréma, sclerodactylia, SS20 nagy, durvan potty6zott sejtmag
oesophagusdysmotilitas) SLE 30-50

Scl-70 scleroderma 20-35 granularis, nukleolaris/homogén mag

Jo-1 polymyositis 20-40 pottyozott, citoplazmatikus

Cenp.B scleroderma limitalt SS 80 diszkréten pottyozott, a metafazisban

P CREST varidns S§20 1év6 sejtekben
hiszton drog indukalta SLE 90 homogén mag
dsDNS SLE (specifikus) 40-60 homogén mag
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boz6 tipusa kiilonithetd el rajta (eltérd fluoreszcens
fest6dési mintazatot adva), valamint az 0szt6do sej-
teken a sejtciklusfiiggd autoantitestek is jol latszanak
(11-36. dabra). Mindezek miatt a HEp-2 sejteken vég-
zett IIF-vizsgalatot az ANA-kimutatas ,gold stan-
dard”-janak (referenciamddszerének) tekintjiik.

Az ANA kimutatasa ezzel a mddszerrel sziirévizs-
galat, mert a mikroszkopban latott kép csak egyes
esetekben teszi lehet6vé az antitest pontos azonosi-
tasat. Az esetek tobbségében az ANA specificitasanak
kimutatasat tovabbi, antigénspecifikus indirekt ELI-
SA vagy immunoblot-vizsgalatokkal végezziik.

Az indirekt immunfluoreszcens technikéval vég-
zett ANA-kimutatas diagnosztikus kitek (tesztek)
hasznalataval is id6igényes, sok manualis munkat és
nagy gyakorlatot kivan. Ertékelése tapasztalatot és
gyakorlatot igényel, ugyanakkor bizonyos mértékig
szubjektiv. Emiatt csak immunolégiai centrumokban
javasolt végezni, ahol mind a kell6 mintaszam, mind
a kell6 gyakorlat rendelkezésre all.

Az indirekt immunfluoreszcencia elényei:

o A vizsgalathoz haszndlt antigén természetes
kornyezetében lathato.

+ A mintahigitas valtoztatasaval (csokkentésével)
a metodika érzékenysége fokozhato.

+ Az inkubaciés id6 novelésével a vizsgalat érzé-
kenysége novelhetd.

« A beteg kiilonféle autoantitestjei sokszor nem
tankonyvi vagy jol ismert forméban jelennek
meg — ilyenkor lehetdség van sejt/szdovet/szerv
metszetek kombinalt hasznalatara (biochip).

Anti-dsDNA +
Hep-2 sejt

1. Szérum - AAT

2. Anti-human IgG-
FITC

AMA-M2 +

Anti-SSA/SSB+ ?

11-36. dabra. ANAscreen indirekt immunfluoreszcencia
(ITF). Tobb kiilonb6zé autoantitest dsszefoglald elnevezé-
se. Szlirbteszt, a leggyakrabban kért vizsgalat

Hep-2 sejt. 1.: szérum-AAT; 2. antihuman IgG-FITC

Az antihuman IgG, IgA vagy IgM-PO (peroxi-
daz) konjugatum valtoztatasaval az autoantitest
izotipusa is meghatarozhato.

o Szlirésre alkalmas.

o Kis mintaszam esetén is olcsd, részben automa-
tizalhato.

Az indirekt immunfluoreszcencia hdtrdnyai:
« Kiértékelése gyakorlatot igényel.
o A kiértékelésben sok a szubjektiv elem.
« Fluoreszcens mikroszkop sziikséges.
« Heterofil antitestek zavaré hatasa.
o A hattér-fluoreszcencia zavaro hatasa.
o+ Aspecifikus lelet nem ritka.
« Konfirmal6 metodikara van sziikség (dsDNS,
ENA-6 stb.).
+ Nagy mintaszériara megszoritasokkal alkalmas.

ANA ELISA-SZUROTESZT (SCREEN)

Az utébbi években azonban szdmos cég ANA ki-
mutatdsara alkalmas ELISA teszteket in. ANAscreen
ELISA-t hozott forgalomba. Az ELISA technika sza-
mos elénnyel rendelkezik az indirekt immunfluoresz-
cencia technikahoz képest: kivitelezése egyszert, au-
tomatizalhato, értékelése objektiv, nagyszamu minta
egyideji vizsgalatara alkalmas. Magyarorszagon is
sokféle ANA-ELISA teszt kaphato, de hianyoznak
azok az 6sszehasonlité vizsgalatok, amelyek a tesztek
eredményeit Osszevetik egymassal és a standard in-
direkt immunfluoreszcencia technika eredményeivel
(11-11. tablazat).

Az elméleti megfontoldsok legfontosabb targya az
alkalmazott antigén. Mivel sziirévizsgalatrol van szo,
célszerli olyan tesztet valasztani, amely valamennyi
nukledris antigént tartalmazza.

A 11-37. dbrdn lathaté tesztben az ELISA-lemezt
a kovetkezd, HEp-2 sejtek magjabol kivont antigének
keverékével érzékenyitik:

+ dsDNS

« hiszton

e centromer

« SSA/Ro, SSB/La

o Sm, Sm/RNP

o Scl-70, Jo-1

Pozitivitas esetén egy-egy antigénnel fedett kiilon
ELISA-lemezeken ,kifejt6” vizsgalatok kovetkeznek.
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11-11. tabldzat. ANA-mintazat, ANA/ENA antigén és egyes betegségek Osszefiiggése

ANA HEp-2 mintdzat Antigén Betegség
homogén ds-DNA-hiszton komplex SLE
foltos, szemcsés Sm SLE
RNP MCTD
SS-A Sjogren-szindroma, SLE, RA
SS-B
centromer scleroderma, CREST, PBC
nukleolaris nukleolaris RNS scleroderma
Scl-70 scleroderma myositis
PM-Scl scleroderma overlap
citoplazma Jo-1 riboszoma polymyositis/dermatomyositis

A gyakran el6forduld, jol definialt autoantiteste-
ken kiviill vagy azok mellett ugyanis szamos egyéb,
ritkabban el6fordulé vagy nem pontosan azonosi-
tott ellenanyag is jelen lehet, amelyeknek ugyanigy
diagnosztikai, differencialdiagnosztikai, prognoszti-
kai jelentdsége van (pl. magmembran elleni antitest
antifoszfolipid-szindromaban, PCNA elleni antitest
SLE-ben stb.). Amikor egy ANA-ELISA tesztben
csak néhany antigént kotnek a szilard fazishoz, akkor
csak az ezek ellen iranyul¢ antitesteket lehet kimutat-
ni, minden egyéb sejtmagkomponens elleni antitest
lathatatlan marad. Ezért célszer olyan ANAscreen
ELISA tesztet valasztani, amely a HEp-2 sejtek liza-
tumdt is tartalmazza. Ugyanakkor ebben az esetben
sokszor eléfordul olyan pozitiv szliréteszteredmény,
amelynek specificitasat az antigénspecifikus ELI-
SA-tesztekkel nem tudjuk azonositani (11-38. dbra).
Probléma lehet az ANAscreen ELISA érzékenysége is,
ami azt eredményezi, hogy fontos ellenanyagok (pl.
anti-dsDNS) alacsonyabb koncentraciéjat nem jelzi
(11-12. tabldzat).

anti-dsDNS

antihiszton

anti-CenpB

anti-SSA

anti-SSB
anti-Scl-70
anti-Jo-1
anti-Sm
anti-RNP

11-37. dbra. ANAscreen microplate ELISA befejezé moz-
zanata

antigén zselatin szérum
mosas vagy mosas q B mosas
| I 3-szor BSA 3-szor | | ﬁgj 3-szor
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0 A A A A
e 6 e © e 90 e © © 6 e ¢ e © @ O
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00000 -:

5. szubsztrat hozzaadasa

szinreakcio ledllitasa. OD mérés

11-38. dbra. Antigénspecifikus autoantitest ELISA

ANA-IMMUNOBLOT
Az antinuklearis autoantitestek szemikvantitativ
meghatdrozasanak egyik lehet6sége az immunoblot
modszer. A tesztben nitrocellulézesik felszinére im-
mobilizalt autoantigének szolgalnak reakcidfelszin-
nek (11-39. dbra).

Elényei:

» Egyszerre egy mintabdl tobb antigénre specifi-
kus autoantitest kimutatasara alkalmas, vagyis
multiplex mddszer.

« Gyors.

+ Egyetlen beteg mintdja is vizsgalhat6 vele.
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11-12. tabldzat. Az antinuklearis autoantitest ELISA-sziirévizsgalat elemzése

Az ANA-ELISA elényei
o Nagy szenzitivitds

o Kvantitativ meghatarozas
o Izotipus-meghatdrozas lehetséges
o Automatizalhatd

o Nagyszamu minta gyors és olcso vizsgalata

Az ANA-ELISA hdtranyai
o Sokszor bizonytalan antigén(forras)
o Bizonytalan antigéntisztasag
o Egyedi standardok és kontrollok
o A nemzetkozi standardizalas hianya

 Kis és nagy aviditdsu antitestek kimutatasara egyarant alkalmas

o Aspecifikus reakciok okozta alpozitivitas (CIC, RE, immunglobulinok)

Hatranyai:

« Az antigének tobbnyire rekombindns fehérjék
vagy tisztitott nukleoproteinek, melyek a nitro-
celluloz felszinére immobilizdlva mas konfor-
macioét vesznek fel, mint pl. az ELISA-lemez
felszinén abszorpcioval kikotott antigének.
Ennek az a kévetkezménye, hogy bizonyos anti-
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szeparacioés vonal  ----—---—--—-

S
z
<
=
S
L
L
il
L
il
H
il
H
H
il

11-39. dbra. ANA-profil immunoblot

géndeterminansok (epitopok) eltiinnek, vagy j
epitopok keriilnek a felszinre a harmadlagos
szerkezet valtozésa miatt. Igy el6fordulhat, hogy
bizonyos, az indirekt immunfluoreszcencidban
vagy ELISA-ban mért autoantitestek nem,
masok pedig nemspecifikusan oda tudnak
kotédni az immunoblot felszinéhez.

« El6fordulnak alpozitiv és alnegativ reakciok.

» Nem vizsgalhato egyszerre sok antigén.

Gyorsasaga, egyszert kivitelezhetsége miatt olyan
laboratériumokban alkalmazzak, ahol kicsi a min-
taszam. Nem igényel specialis felszereltséget, leol-
vasasat szemmel (vizualisan) vagy egy szkennerhez
(optikai kiértékel6hoz) kapcsolt automatikus anali-
zalo szoftver segitségével végzik. Ugyanakkor kevés-
bé tartjak specifikusnak, mint az el6z6 két modszert,
foleg az antinuklearis antitestek megbizhat6 megha-
tarozasara. Ugyancsak hatranya, hogy nem minden
autoantigén immobilizalhaté (pl. kardiolipin, foszfo-
lipidek stb.) a nitrocelluléz- vagy egyéb felszinhez.

MULTIPLEX AUTOANTITEST-MEGHATAROZASI
MODSZEREK

A legujabb technologiai fejlesztések olyan iranyba
haladnak, hogy a minta egyszeri felhasznaldsaval,
egy méréssel 5-100 kiillonb6z6 autoantitest koncent-
racidjat tudjuk detektalni. Ezek a multiplex mérési
modszerek két nagy kategériaba sorolhatok az alkal-
mazott szilard hordozé alapjan. Az egyik esetben a
mikrochip technologiara adaptaltdk az immunoas-
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say-t, a masikban méret vagy fluoreszcencia alapjan
jol elkiilonitheté mikropartikulumokra.

Mindkét esetben a kritikus 1épés az antigén felvi-
tele a szilard hordozd felszinére az antigenitas meg-
tartasaval. A cél olyan méréstechnika optimalizalasa,
amelyben a standard antigénspecifikus ELISA-val
egyenként mért autoantitest eredmények egy mérés-
ben reprodukélhatok.

MicroSpot Assay

A mikrochip hordozé felszinén kis, elkiilonitett
tertiletekre viszik fel a kiillonb6z6 antigéneket az un.
»micro-dot” technoldgiaval. Igy akdr 200 kiilonbo-
z6 antigénspecifikus reakciohelyet tudnak létrehozni
(,nyomtatni”) egy 3-6 mm nagysagu nitrocelluléz
felszinre (Ekins, 1998). Minden egyes reakciohely
(antigén) egy 80 um atmérdji teriilet, amelyre keve-
sebb mint 1 nL mennyiségl antigént ,,nyomtatnak”
egy automataval (11-40. dbra). Ebben az eljarasban a
microspot felszinén befogott autoantitest mennyisé-
ge olyan kicsi, hogy ez nem befolyasolja annak kon-
centracidjat a mintaban, még akkor sem, ha a kotés
nagy affinitdsu. Ilyen koriilmények kozott a mintabol
kifogott autoantitest mennyisége kozvetleniil titkro-
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16 minta

chip méréfelszin: 6 x 6 mm

11-40. abra. Autoimmun MicroSpot Protein Array

Az dbran 14 szisztémds autoimmun betegséget jelz6 auto-
antitestet mérnek egyszerre, egy mintdbdl. 1-5: kalibrator;
6: Cenp-B; 7: Ui-70k; 8: Sm; 9: SSA/Ro52; 10: SSA/Ro60;
11: SSB/La; 12: Mi-2; 13: PM/Scl-75; 14: PM/Scl-100; 15:
Jo-1; 16: Scl-70; 17: PR3; 18: MPO; 19: dsDNS; 20: puffer;
21: pozitiv kontroll

zi annak koncentraci6jat. Erdekes, hogy a koncent-
raciomérés ilyen kornyezeti (,ambiens”) analit ko-
rilmények kozott fiiggetlen a minta volumenétdl,
és a kis mintafelhasznalds ellenére nagyon szenzitiv.
Ennek két oka van: egyrészt a kotés a legmagasabb
célmolekula-koncentracion zajlik, masrészt a befogo
molekula-analit komplex egy nagyon kis feliileten ta-
lalhato, nagy jelet okozva ott.

A mérési formatum egy kétlépéses fluoreszcens
immunoassay, ahol a fluoreszcens jelet egy lézerde-
tektor méri.

Aramlési citometrids immunoassay — multiplex
microbead assay

A Luminex cég (Austin, TX, USA) kifejlesztett
egy aramlasi citometrids mérési elven alapulo, multi-
parametrikus fluoreszcens immunoassay-t. Ebben a
rendszerben két kiilonb6z6 fluorofér kiilonb6z6 kon-
centracidival feltoltott latexgyongyok (bead) szolgal-
nak szolid fazisként. Ezek a részecskék az aramlasi
citométeren mind kiilén csoportként jelennek meg.
A tobb mint 60 kiilonboz6 tulajdonsaga partikulum
mindegyike kiilon célmolekula (autoantitest) méré-
sére szolgal, egy mintabdl. Egy adott gyongycsoport-
bl kb. 1000 darab képezi a reakciodfelszint, amelyhez
az adott antigént kovalens kotéssel kapcsoljak. Az au-
toantitest kot6dését a mikrogyongyokhoz egy maso-
dik szint fluoreszcens molekulaval jel6lt anti-human
IgG antitesttel tessziik lathatova. A késziilék egyetlen
méréssel minden gyongycsoportbdl 1000-1000 par-
tikulomot lemérve elkiiloniti azokat fluoreszcens jel-
zésiik, valamint intenzitasuk alapjan, és kiilon jelként
detektalja az adott gyongycsoportnak a jelld fluo-
reszcencia intenzitasat is. Ez a jel egyenesen aranyos
a befogott autoantitest mennyiségével.

A multiplex assay-k igéretesek az autoantitest-di-
agnosztikaban, ugyanakkor a szilard fazishoz kotott
molekulak antigenitdsdnak megtartasa még nem to-
kéletes. Cél az indirekt immunfluoreszcencia tech-
nikaval és ELISA-val verifikdlt standard, kvantitativ
mérések reprodukalhatésaga a multiplex mérésekben
is. Néhany esetben a szenzitivitast és a specificitast
is vizsgalni kell. Ugyanakkor a miniatiirizalds mint
végs6 cél fontos az immundiagnosztikaban is, mert
koltséghatékonyabb, gyorsabb, klinikailag hasznos, és
nem utolsésorban kevésbé terheli a beteget.
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A laboratdériumi gyakorlatban mért
autoantitestek

AZ AUTOIMMUN BETEGSEGEKBEN ELSOSORBAN
MEGHATAROZOTT AUTOANTITESTEK

Anti-dsDNS - kett6s szali DNS elleni autoantitest
Az antitest els6sorban SLE aktiv szakaszaiban pozitiv,
de mas szisztémas autoimmun betegségben is eléfor-
dulhat. SLE-ben szenved6 betegben a dsDNS pozitiv-
va valdsa megel6zheti a klinikai tiinetek megjelené-
sét. Az autoantitest-pozitivitast a betegség aktivitdsi
markerének tartjak, amely altaldban komplementfak-
tor- (C3, C4, CH50) csokkenéssel egyiitt jelenik meg.
A dsDNS antitest mérésével jol kovethetd a terapia
sikeressége.

Anti-dsDNS-pozitivitds jellemz6: SLE aktiv fazisa-

ban, SLE veseérintettsége esetében,

mas szisztémas autoimmun betegségekben: RA,

Sjogren-szindroma, MCTD, scleroderma, egyéb au-
toimmun koérképekben: kronikus aktiv hepatitis
(CAH), primer biliaris cirrhosis (PBC).

Mérémédszer:

o A Kklasszikus HEp-2 indirekt immunfluoresz-
cenciandl megbizhatébb a Crithidia luciliae
(gerinctelenek béltraktusaban él6skodé proto-
zoon) szubsztraton végzett IIF-vizsgalat. Ez
utébbi eldnye, hogy ebben az egysejtiiben o6rids
mitokondriumok vannak nagyfokban konden-
zélt kett8s szl DNS-sel, hisztonok nélkiil. Igy
a diagnosztikus értéke jobb, mint a HEp-2
homogén rajzolati képnek.

« Antigénspecifikus ELISA: fontos, hogy a gyarto
valéban tiszta, altaldban human rekombindns
kettds szali DNS-preparatumot hasznaljon
antigénnek.

Antinukleoszéma-autoantitest

A nukleoszéma a kromatin alapszerkezeti eleme,
147 bazispar hosszusagu szuperhelikdlis DNS sza-
kasz, amelyet hiszton fehérjék (H2a, H2b, H3, H4)
vesznek koriil. Az e struktira ellen megjelené auto-
antitestek jellemz6 korai diagnosztikus markerei az
SLE-nek és a gydgyszerindukalta SLE-nek. Az anti-
test sokszor megel6zi az anti-dsDNA autoantitest
megjelenését, aktiv SLE 100%-o0s markere.

Mérémédszer: antigénspecifikus ELISA.

ENA - extrahalhat6 nuklearis antigének elleni auto-
antitestek

Az ENA a sejtmagbdl kémiai eljarassal kivonhatd

antigének Osszefoglaldo neve. Minden ANA-pozitiv
mintat ENA-ra tovabb kell vizsgalni. A mérémaodszer
altalaban az antigénspecifikus ELISA. Az ENA-pozi-
tivitas szisztémads autoimmun betegségekre jellemz6
(Idsd 11-10. és 11-11. tablazat).

Az ENA csoportba tartoznak a kovetkezd antitestek:

o RNP-antitest (U1-RNP - small nuclear uridi-
ne-rich ribonucleoproteins).

« Sm-antitest (small nuclear ribonucleoprotein
particles, mas néven Smith-antigén).

o SS-A antitest (soluble substance A nuclear anti-
gen, mas néven SS-Ro - Robert-antigén vagy
Sjogren A).

« SS-B antitest (soluble substance B nuclear anti-
gen, mds néven SS-La - Lane-antigén, vagy
Sjogren B).

+ Scl-70 antitest (scleroderma antigén, lényegé-
ben 70 kDa anti-topoizomeraz).

e Jo-1 antitest (hisztidil-tRNS-szintetaz-ellenes
antitest, a Jo-1 jelolés egy beteg nevébdl ered).

Anti-RNP

Kevert kotdszoveti betegség (MCTD) esetén
100%-ban fordul el6 egyetlen antitestként, SLE-ben
32%-ban, de mellette megtaldlhaté az anti-dsDNS,
anti-Sm és antihiszton antitestek jelenléte is. Sziszté-
mas sclerosisban 10% az el6fordulasi gyakorisaga.

Anti-Sm

Az SLE diagndzisanak ACR-kritériumdban egyik
parameéter. 99%-ban specifikus a jelenléte SLE-re, el6-
re jelezve annak sulyos szervi manifesztacidit (KIR,
vese).

Anti-SS-A
Collagenosisok, kiilondsen a Sjogren-szindroma
diagnosztikus markere, de SLE-ben is el6fordul.

Anti-SS-B

Diagnosztikus érzékenysége primer Sjogren-szind-
réomaban 70%, szekunder Sjogren-szindromaban
50%, SLE-ben 25%, neonatalis lupusban 70%, szub-
akut cutan lupusban 80%.
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Anti-Scl-70

A progressziv szisztémas sclerosis (PSS) sulyosabb
lefolyasu formajara jellemz6 autoantitest. Raynaud-je-
lenség meglétekor az antitopoizomeraz-I autoantitest
pozitivitdsa elore jelzi a PSS kialakulasat korai bér- és
belsd szervi (sziv, tiid6, vese) manifesztacidkkal.

Anti-Jo-1

Az idiopathias myositis ismert, 100%-ban specifi-
kus markere. Szenzitivitasa 30%-os idiopathias myo-
sitisben, 46% polymyositisben. A Jo-1-pozitiv esetek
stlyosabb lefolyastiak, 65%-os a valdszintisége a tiid6
érintettségének (alveolitis, tiid6fibrosis).

A GYAKORLATBAN VIZSGALT EGYEB
AUTOANTITESTEK

Cenp-B - centromer elleni autoantitest

A centromer B-protein DNS-kotd fehérje, amely
mas fehérjékkel egyiitt fontos szerepet jatszik a cent-
romer kialakuldsaban. Az ellene megjelené autoanti-
testeknek fontos diagnosztikus és prognosztikus je-
lentGsége van a progressziv szisztémas sclerosis (PSS)
enyhébb formajanak kialakulasaban és Raynaud-je-
lenségben. Az anti-Cenp-B autoantitest prognosz-
tikai marker, és évekkel megel6zheti a progressziv
szisztémas sclerosis egy lokalis, enyhébb formajanak,
a CREST-szindrémanak a kialakuldsat.

Meérémodszer: antigénspecifikus ELISA.

Anti-C1q komplementfaktor autoantitest

A Clq komplementfaktor ellen megjelend IgG au-
toantitest fontos segitség az SLE lefolyasanak, f6képp
a veseérintettségnek és a terapia eredményességé-
nek nyomon kovetéséhez. Ugyancsak diagnosztikus
markere a hypocomplementaemids-urticarids vas-
culitis szindromanak (HUVS), ebben 100%-ban po-
zitiv, membranoproliferativ glomerulonephritisben
(MPGN) 88%-ban mutathat6 ki az anti-C1q autoan-
titest. Mivel az antitest megjelenése akar honapokkal
is megeldzheti az SLE vesemanifesztacidjat, folyama-
tos monitorozasa indokolt.

Meérémdédszer: antigénspecifikus ELISA.

Anti-CCP - ciklikus citrullinalt peptid elleni auto-
antitest

A CCP (filaggrin) kotészoveti antigén, amely ellen
antitest termelddik rheumatoid arthritises betegek-

ben. A CCP (ciklikus citrullinalt peptid) elleni anti-
test korai biomarker, évekkel a rheumatoid arthritis
klinikai megjelenése el6tt megjelenik a vérben. A
CCP-t jobb diagnosztikai markernek tartjuk rheu-
matoid arthritisesben, mint a rheumatoid faktort. Az
anti-CCP a rheumatoid arthritises betegek 85-95%-
aban kimutathato.
Mérémédszer: antigénspecifikus ELISA.

RF (rheumatoid faktor) izotipusok - anti-IgG IgG/
IgA/IgM

Az RF az IgG Fc-régidja ellen termel6dd anti-
test. Harom izotipusa fordul elé: RF-IgG, RE-IgM,
RF-IgA. Alacsony a specificitasa, rheumatoid arthri-
tis és juvenilis kronikus arthritis mellett autoimmun
korképekben, fertdzésekben, gyulladdsos folyama-
tokban is pozitiv lehet.

Mérémddszer: antigénspecifikus ELISA.

Kardiolipin IgG/IgA/IgM antitest

Az antitest-pozitivitas az antifoszfolipid-szindro-
ma diagndzisanak egyik laboratériumi kritériuma. A
kardiolipin a mitokondrium bels6 membranjanak in-
tegrans (20%) foszfolipidje, nélkiilozhetetlen szamos
energiatermeld metabolikus folyamatban fontos en-
zim mukodéséhez. A kardiolipin fehérje elleni anti-
test szamos korképben megjelenik. Az antitest gatolja
az alvadasi kaszkad foszfolipid fehérjéinek aktivita-
sat, ennek kovetkeztében alvadasi zavar, érelzarodas
johet létre. Kardiolipinantitest jelenlétében nem tud
az embrid bedgyazddni és a placenta kialakulni. Kar-
diolipin-pozitivitas a terhesség késébbi szakaszaban
magzati retardaciot, placentaér-thrombosist, kora-
sziilést okozhat.

Kiilonféle bakterialis infekciokban keresztreak-
ci6 miatt eléfordulhat alpozitivitas (pl. tbc, Trepone-
ma pallidum, Staphylococcus, Streptococcus, Borrelia,
HIV fert6zés).

Meérémddszer: antigénspecifikus ELISA.

B,-glikoprotein I elleni IgG/IgA/IgM antitest
(B,-GPI antitest)

A B,-GPI fehérje a kardiolipin és mas foszfolipid
fehérjék kofaktora. Gatolja a véralvadas intrinsic at-
jat. Az antitest-pozitivitas az antifoszfolipid-szindro-
ma diagndzisanak egyik laboratériumi kritériuma.

Kardiolipin- és f3,-GPl-antitest vizsgdlat javasolt a
kovetkezd esetekben:
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« Thrombophilia kivizsgalasakor.

o 45 év alatti betegben nem tisztazott mélyvénas
thrombosis, ill. artérias elzarodas esetén.

o Szisztémas autoimmun betegségekben a throm-
bosis- és abortuszriziké megitélésére.

« Habitualis abortuszban.

« In vitro fertilizacio sikertelenségekor.

o SLE, SLE-szert korképek vagy mas szisztémas
autoimmun betegségben.

o Ismeretlen eredetd recidivalé thrombocytope-
niaban.

+ Neuroldgiai korképekben, ha a megszokott okok
és rizikotényezok nem igazolhatok (migrén, cho-
rea, multiinfarctus okozta dementidban, myelitis
transversaban, <45 év agyi értorténésekben).

Kardiolipin és/vagy B,-GPI antitest-pozitivitds elfor-
duldsa:

o Vénas és artérids thrombosisban.

o Szisztémas autoimmun betegségekben, elsésor-

ban SLE-ben.

» Habitualis abortuszban.

o Placentathrombosisban.

o Infertilitdsban.

« Syphilisben.

Fontos: pozitiv (elsésorban gyengén pozitiv) kardio-
lipinvizsgalatot, az aspecifikus pozitivitas kizarasa vé-
gett 12 héttel késébb meg kell ismételni.
Meérémdodszer: antigénspecifikus ELISA.

ANCA (antineutrofil citoplazma elleni antitest)

Az ANCA a neutrophil granulocytak citoplazma-
jaban 1év6 kiillonféle enzimek elleni antitestek gytijt6-
neve.

Meérémédszerek:

1. Indirekt immunfluoreszcenciaval vizsgalva ha-
romféle mintazat ismerhet6 fel:

o ¢c-ANCA (citoplazmamintazat).

o p-ANCA (perinuklearis mintazat).

« Atipusos ANCA (nem besorolhatd, altalaban

p-mintazat).

c-ANCA mintdzatot mutato autoantitestek:

- proteinaz-3 (PR3) enzim;

- bactericidal/permeability

(BPI).
p-ANCA mintdzatot mutato antitestek:
- myeloperoxidaz (MPO);

increasing protein

- minor antigének: laktoferrin, katepszin-G,

elasztdz, lizozim.

2. Antigénspecifikus indirekt ELISA-val vizsgaljuk az
anti-MPO és anti-PR3, esetleg a minor antigének
elleni autoantitestek megjelenését.

o MPO-, ill. p-ANCA-pozitivitas: a mikroszkdpos
polyangitis specifikus markere, amely jelzi a
betegség aktivitdsat is, igy alkalmas annak
monitorozasara. Pozitiv lehet még Churg-
Strauss-szindrémaban, panarteriitis nodosaban
és idiopathias glomerulonephritisben.

« A PR3, ill. a c-ANCA fontos diagnosztikus mar-

ker a Wegener-granulomatosisban.

Az ANCA-vizsgdlat indikdcioi:
« Akut glomerulonephritis.
« Vasculitisek diagnosztikaja.
o Tudbvérzés, kiillonosen tiidé-vese szindréma
esetén.
+ Asthma eosinophiliaval és tiidégranulomakkal.
o Mononeuritis multiplex.
« Makacs sinusitis vagy otitis.
« Subglotticus trachealis stenosis.
» Retroorbitalis szovetszaporulat.

Autoimmun myositis autoantitestprofil-immuno-
blot: Jo-1, PM/Scl, Ku, SRP, Mi-2, P1-7, P1-12

Az autoimmun dermatomyositis/polymyositis
szisztémas autoimmun betegség, amelyben az izom-
zat gyulladasa mellett bor-, tiidd- és iziileti elvaltoza-
sok is vannak. A betegség tarka autoantitestképpel jar,
ami segit a myositisszel jaré korképek differencialasa-
ban, az overlap-szindromaknal és a betegség progno-
zisanak megitélésében és a terapia kovetésében.

Jellemz8 autoantitestek:

o Szivizom-érintettség: SRP-pozitivitas.

« Tud6érintettség: antiszintetaz-pozitivitas (Jo-1,

PL-7, PL-12).
o Borelvéltozas: anti-Mi-2-pozitivitas.

Autoimmun myositisben el6fordulé autoantitestek:
o Hisztidil-tRNS szintetaz (Jo-1) — 20-30%.
o Treonil-tRNS-szintetdz (PL-7) — 3—6%.
o Alanil-tRNS-szintetaz (PL-12) — kb. 3%.
« Hiszton-deacetilaz és nukleoszoma remodelling
komplex (Mi-2) 10-30%.
« SRP (signal recognition particle) — 5%.
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Myositis overlap-szindromdban eléforduld autoanti-
testek

« Ku (70-86 kDa) - 15%.

« SS-A/Ro - 5-10%.

o UI-RNP - 5-10%

o U2-RNP -4-17%

Autoimmun polymyositis gyanujaban ajanlott labo-
ratoriumi vizsgalatok (11-13. tablazat):

o ANA (Hep-2).

« ANA ELISA.

o ANA-pozitivitds esetén ENA.

« autoimmun myositis autoantitest profil.

Sziikséges kiemelni, hogy a betegség CK-, GOT- és
LDH-szint emelkedéssel jar!

SZERVSPECIFIKUS AUTOANTITESTEK

Pajzsmirigyellenes autoantitestek (anti-Tg, an-
ti-TPO, TRAK)

Anti-Tg (antithyreoglobulin)

A tiroglobulin 660 kD molekulatomegti, vizoldé-
kony thyreoprotein. A pajzsmirigyben termelédik, a
fehérjék 75%-at adja. Beléle képzédik a T, és T, hor-
mon ugy, hogy a molekula 2 tirozincsoportja jod-
atomot vesz fel, dsszekapcsolddik, és proteolitikusan
lehasad a fehérjérdl. A thyreoglobulin elleni antitest
(anti-Tg) jelenlétében csokken a pajzsmirigyhormon
termelése, ami hosszu tavon hypothyreosist okozhat.

A pajzsmirigy-peroxidaz enzim (TPO) a mirigy-
sejt membranjahoz kotott fehérje, amelynek funk-
cidja a pajzsmirigyhormon szintézise. A TPO ellen
termel6dé antitestek tonkretehetik a pajzsmirigy
hormonszintézisét, ennek kovetkeztében hosszu ta-
von hypothyreosis johet 1étre.

Az anti-Tg-pozitivitds jellemzé Hashimoto-thy-
roiditisben 60-70%-ban, primer myxoedemaban
szintén 60-70%-ban, Basedow—-Graves-kdérban kb.
20%-ban, mas autoimmun betegségekben, mint idio-
pathias diabetes mellitus (IDDM), anaemia pernicio-
sa, coeliakia és egyéb kronikus gyulladasok.

Anti-TPO

Az anti-TPO-pozitivitds el6fordulasa Hashimo-
to-thyroiditisben és primer myxoedemaban kb. 90%,
Basedow—Graves-kdrban kb. 80%. Nem immunol6-
giai eredetli pajzsmirigybetegségekben (struma, au-
tonom ademoma) és széles skalaju autoimmun beteg-

ségekben (Addison-kér, IDDM, anaemia perniciosa,
autoimmun polyendocrinopathia, coeliakia, CAH),
vitiligoban szintén leirtak anti-TPO-pozitivitast.

11-13. tdbldzat. ANA-pozitivitas el6forduldsa kiilonféle
betegségekben

i Elof;:ciulas

SLE 95-100
DIL 95-100
discoid SLE 21-50
SCLE 20-65
MCTD 100
scleroderma 31-90
CREST-szindréma 95
Sjogren-szindroma (SS) 50-95
egyéb rheumas betegség 20-50
panarteritis nodosa 15
polymyositis/dermatomyositis 40
psoriasis vulgaris 30
uveitis 60
autoimmun CAH 45-100
PBC 40
virushepatitis 30
alkoholos cirrhosis 30
cryptogen cirrhosis 30
myasthenia gravis 35-50
tudéfibrosis, alveolitis 20-60
ITP 50-70
autoimmun haemolyticus anaemia 40-50
autoimmun thyroiditis 20-40
anaemia perniciosa/atrophids gastritis 20-30
leukaemia 70
terhesség 50
mononucleosis 30-70
LE-beteg egészséges rokonai 25
egészséges személy 60 éves kor alatt 0-5
egészséges személy 60 éves kor folott 5-30
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Ilyenkor a TSH-szintet ellendrizni sziikséges.
Meérémédszer: antigénspecifikus ELISA.

TRAK

TSH-receptor elleni antitest. Mara bebizonyitottdk
réla, hogy diagnosztikus értéke kizarolag a neonata-
lis thyreotoxicosis predikcidjaban van, de a bonyolult
metodika miatt kevés helyen alkalmazzak.

Szoveti transzglutaminaz (tTG),
(EMA) és gliadin elleni antitestek

A coeliakia minden életkorban el6forduld beteg-
ség, amelynek oka a glutén okozta intolerancia. Glu-

endomysium

tént tartalmaz a buza-, az arpa- és a rozsliszt. Ge-
netikailag prediszpondlt egyénekben a glutén altal
okozott immunologiai elvéltozasok miatt a bélboly-
hokban atrophia alakul ki. A betegek tiineteinek egy
része a felszivodasi zavarral fiigg ossze, amely érint-
heti a fehérje-, zsir- és asvanyi anyagcserét is. A be-
tegség tarsulhat mds autoimmun betegségekkel is.
Gluténmentes diéta hatdsara a panaszok megsziin-
nek, és az autoantitestek kb. 6 honap alatt eltéinnek.

A Kklasszikus gasztroenteroldgiai tiinetek (has-

menés, haspuffadds) mellett a betegségre gondolni
érdemes vashianyos anaemiaban, autoimmun pajzs-
mirigybetegségekben, korai osteoporosisban, 1-es ti-
pusu diabetes mellitusban, recidivalé herpesfert6zé-
seknél és stomatitis aphthosaban, alopecia areataban,
férfi és n6i medddségben, habitualis abortuszban,
laktdzintolerancidban, ismeretlen eredetii polyneuro-
pathidban. Az EMA- és a tTG-mérések diagnosztikai
hatékonysaga igen nagy (90-95%).

Meérémodszerek:

« Indirekt immunfluoreszcencia: majomesopha-
gus-metszeten endomizium IgA (EMA IgA).
IgA-hianyos betegeknél az IgG tipusu ellen-
anyagot kell mérni.

« Antigénspecifikus ELISA: szoveti transzgluta-
minaz IgA és IgG antitest, anti-gliadin IgA.

ASCA (Saccharomyces cerevisiae elleni antitest) IgG
és IgA

Az ASCA a pékélesztd (Saccharomyces cervisiae)
elleni autoantitest. Az élesztégomba falaban 1évé
mannoéztartalma foszfopeptid ellen termelddik. A
gyulladdsos bélbetegségek koziil Crohn-betegségben
kb. 70%-o0s pozitivitas fordul eld, colitis ulcerosaban
viszont csak 6 %-0s. Az autoantitest mar a betegség

korai fazisaban kimutathatd. A két betegség differen-
cidlasan tul az autoantitest-kimutatas a betegség akti-
vitasi markere is.

A gyulladasos bélbetegségek kozott jol differencial
az ASCA- és ANCA-vizsgalat egyiittes végzése is. Co-
litis ulcerosaban ANCA- (PR3), Crohn-betegségben
ASCA-pozitivitas gyakoribb.

Mérémodszer: antigénspecifikus ELISA.

Gyomor parietalis sejt (GPC, vagy PCA) és az int-
rinsic faktor (IF) elleni IgG antitest

A gyomor parietalis sejt antitest a H*/K*-ATP-az
protonpumpa elleni antitest, amely biztositja a gyo-
mor normalis pH-jét. Az intrinsic faktor a B -vi-
tamin felszivodasdhoz nélkiilozhetetlen faktor. A
gyomor parietalis sejtjei ellen termel6d6 antitest at-
rophids gastritist okoz. A teszt specificitdsa alacsony,
mert mas szervspecifikus autoimmun betegségben,
ill. egyéb korképekben és tiinetmentes egyéneknél
is kimutathatd. Az autoantitest-pozitivitds anaemia
perniciosdban 86-90%-ban jellemzé.

Meérémédszer: antigénspecifikus ELISA.

Autoimmun majbetegség autoantitest-immunoblot
profil (AMA-M2, LKM1, LC, SLA, dezmin, miozin,
F-aktin)

Az autoimmun mdjbetegségek csoportjaba tarto-
zik az autoimmun hepatitis (AIH), a primer biliaris
cirrhosis (PBC) és a primer sclerotizalé cholangitis
(PSC).

Gyakran el6fordul, hogy overlap-szindréoma ké-
pében jelentkezik a betegség, egyszerre vannak jelen
gyulladasra (GOT, GPT) és cholestasisra (AP, y-GT)
jellemz6 laboratériumi eredmények.

Az autoimmun hepatitis diagnosztikai kritériuma:
normalis o -antitripszin, réz- és coruloplazminszint,
negativ HBV-, HCV-, CMV- és EBV-szeroldgia, cse-
kély alkoholfogyasztas (< 25 g/nap), ANA és/vagy
SMA, LKM, SLA antitest-pozitivitas.

A tesztben szerepld antigének:

o SMA: simaizom elleni antitestek (smooth musc-
le antibodies, anti-F-aktin, antidezmin és anti-
miozin).

« LKM: méj-vese mikroszéma (liver-kidney mic-
rosomal) antitest.

« LC-1: mdjcitoszol (liver-cytosol antigen type I)
antitest.

o« SLA/LP: szolubilis maj (soluble liver) antigén.
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o AMA-M2: a mitokondriélis bels6 membranhoz ~ Onconeuronalis/paraneoplasias antitest immuno-
asszocialt piruvat-dehidrogenaz komplex elleni blot [Hu, Ri, Yo amphiphysin, CV2 (CRMP5),
antitest a primer biliaris cirrhosis marker auto- =~ PNMA2, Ma-2/Ta]
antitestje, a korkép kb. 95%-aban pozitiv. A tumorok altal exprimalt kiilonféle antigének

(11-15. tabldzat) ellen az immunrendszer antitesteket

Az autoimmun hepatitisek egyes tipusait és a rajuk  termel. Ezek az antitestek reakcioba lépnek az ideg-
jellemzé autoantitestek eléforduldsi gyakorisagat a  szovet hasonld antigénszerkezetl elemeivel, aminek
11-14. tabldzat mutatja. kovetkeztében neuroldgiai zavarok alakulnak ki. Az

11-14. tabldzat. Autoimmun majbetegségekben eléfordulé autoantitestek

Autoantitest ANA SMA SLA LKM LC pPANCA AMA
%
ATH L tipus 80-100 60-90 - - - -
AIH II. tipus - - - 100 - -
AIH IIL. tipus - - 100 - - -
PBC 10 10 - - 10 95
PSC 5 <10 - - 80 -
AIH II. tipus HCV+ 5 5 - 100 - -
PBC: primer biliaris cirrhosis; PSC: primer sclerotizalé cholangitis; ATH: autoimmun hepatitis
11-15. tabldzat. Paraneoplasticus antigének és a hozzajuk asszocialt tumorok
. e tors A1 ‘ Rfis) Asszocidlt
Autoantitest Antigén-elfordulds helye a szervezetben Neurolégiai tiinet fumor
anti-Hu (ANNA-1) neuron sejtmag (kézponti/periférias szenzoros neuropathia kissejtes
idegrendszer) limbicus encephalitis bronchus cc.

kisagyi degeneracio
gastrointestinalis pseu-

doobstructio

anti-Yo (PCA, Purkinje- Purkinje-sejt citoplazma (kisagy) kisagyi degeneracid mamma cc.

sejt elleni antitest) ovarium cc.

anti-Ri (ANNA-2) (koz- neuron sejtmag agytorzsi encephalitis mamma cc.

ponti idegrendszer) bronchus cc.

anti-PNMa2 (Ma2/Ta neuron és here limbicus encephalitis tido cc.
kiasagyi degeneraci6 seminoma
agytorzsi encephalitis

anti-CV2 (CRMP5) oligodendrocyta citoplazma chorea kissejtes
szenzoros neuropathia bronchus cc.
kisagyi degeneraci6 thymoma
limbicus encephalitis

anti-amphiphysin szinapsis vesiculamembran stiff-man szindréma mamma cc.

kissejtes

bronchus cc.
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igy létrejovo kozponti idegrendszeri elvaltozast para-
neoplasias neuroldgiai korképnek nevezik.
Jelenleg vizsgdlhato paraneoplasids antitestek:
o Anti-Hu (ANNA-1, anti-neuronalis nuklearis
antigén 1).
« Anti-Yo (Purkinje-sejt elleni antitest).
o Anti-Ri (ANNA-2, anti-neuronalis nukledris
antigén 2).
o Anti-Ma2/Ta (anti-pnma2 - paraneoplasticus
neuronal antigén).
o Anti-CV2 (CRMP5 Collapsin Response
Mediator Protein).
« Anti-amphiphysin (szinaptikus vezikuldk cito-
plazmatikus proteinje).
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A cellularis immunitas klinikai
laboratoriumi vizsgalata

BERKI TIMEA

Morfoldégiai médszerek

Az immunrendszer sejtjeit vizsgalhatjuk funkciona-
lis és morfologiai megkozelitéssel. A sejtek morfolo-
giai sajatsagait vizsgalhatjuk festés utan hagyomanyos
képalkotd eljarasokkal, de ellenanyagokkal val6 spe-
cifikus jelolés segitségével pontosabb molekularis in-
formacidkra tehetiink szert. A sejtek intracellularis és
sejtfelszini fehérjemolekuldi ellen fejlesztett specifikus
poli- vagy monoklonilis ellenanyagokkal, enzim vagy
fluoreszcens jelzés felhasznalasaval immunhisztoké-
miai eljarassal mikroszkopos megfigyeléseket tehe-
tink a sejtek fehérje alkotdelemeirdl. Morfoldgiailag
a fehérjék lokalizaciéjan kiviil azok mennyiségérdl és
megoszlasardl is informaciot kapunk. Ezek a modsze-
rek ugyanakkor nagyon iddigényesek, értékelésiikben
szubjektiv elemek vannak, megbizhaté kvantitativ ana-
lizisre nehezen alkalmazhatok. Ennek kikiiszobolésére
fejlesztették ki az aramldsi citometriat.

Aramlasi citometria

Az aramlasi citometria gyors, tobbparaméteres meg-
hatdrozasra alkalmas modszer, nagyszamu sejt tobb-
féle tulajdonsaganak statisztikai feldolgozasat teszi le-
het6vé. A sejtek morfologiai (méret, granularitas) és
fenotipus analizise mellett funkcionalis (enzimakti-
vitas, életképesség, fehérjeexpresszid, DNS-tartalom,
sejtciklus, intracellularis pH és kalciumion-szignal
stb.) vizsgalatokat is lehet6vé tesz kiilonbozé fluo-
reszcens festékek alkalmazasaval. Az aramlési cito-
metria elvét és modszereit a 11.4. fejezet taglalja.

Az dramldsi citometridval mérhetd legfontosabb para-
méterek (11-41. dbra, 11-42. dbra):
« Sejtméret (SSC).
 Granulaltsag (FSC).
o Fluoreszcenciaintenzitds: FL-1 (zold), FL-2
(narancs), FL-3 (piros), FL-4 (tavoli voros).
« 1d6 (pl. kalciumszignal-mérésnél, az abran nem
szerepel).

Immunsejtek fenotipus meghatarozasa

CD markerek

Elsésorban a sejtfelszini molekulak, az un. CD
markerek (cluster of differentiation) alapjan tudunk a
fehérvérsejtek alcsoportjai kozt kiilonbséget tenni (11-
43. abra). A CD markerekre specifikus ellenanyagok-
kal nem csak az immunsejtek fenotipusat, hanem az
un. aktivitdsi markereket, differencialédasi stadiu-
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11-41. dbra. Aramlasi citometria elve és fizikai paraméte-
rei (Gr: granulocyta; Ly: lymphocyta; Mo: monocyta)

a) SSC, side scatter: granularitas

b) ESC, forward scatter: nagysag

¢) Aramlasi citometriai diagram
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11-42. dbra. Sejtfelszini molekulak fluoreszcens jel6lése
aramlasi citometriahoz

CD3-FITC: zold — FL1; CD19-PE: narancs — FL2;
CD56-CyChr: piros — FL3; CD45-APC: voros — FL4
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Ossejt
CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
CD15 CD14 CD3 CD19 CD61
granulocyta monocyta  T-lymphocyta B-lymphocyta thrombocyta
CD45 CD45
CD4 CD8
CD3 CD3
helper citotoxikus
T-lymphocyta T-lymphocyta

CD45
CD25

CD3
aktivalt
T-lymphocyta

11-43. abra. CD markerek

mokat is mérhetjiik. A sejtfelszini CD markerek tu-
lajdonképpen kiilonb6z6 funkcidju sejtfelszini recep-
torok, azok ligandjai, adhéziés molekulak vagy mas,
a sejt mikodése szempontjabol fontos molekulak. A
legtobb receptor jelatviteli funkcidval is rendelkezik,
amellyel a sejt miikodésének megvaltozasat okozza.
2009-ig tobb mint 350 human CD markert irtak le,
jellemeztek, és jelolhetjiik 6ket monoklonalis ellen-
anyagokkal.

A CD-némenklaturdt 1982-ben Parizsban az I.
Nemzetkézi Humdén Leukocyta Differencialédasi
Antigén (HLDA) Workshopon hoztak létre és kez-
deményezték. A rendszert a leukocyta antigénekkel
reagalé monoklonalis ellenanyagok klasszifikacidjara
alkottdk, és a vilag kiilonboz6 laboratériumaiban fej-
lesztették ki. Azdta a rendszer elterjedt, és ma szamos
sejtcsoportra tobb mint 350 CD antigént kiilonbozte-
tiink meg. Ezt jelzi a munkacsoport névvaltoztatasa
is 2004-ben Human Cell Differentiation Molecules
(HCDM) Workshopra, jelezve a szélesebb kiterjedést
céljaikat.

Egy molekula CD szamozasa nem csak a specifikus
monoklonalis ellenanyaggal vald reaktivitasat jelenti,

B-lymphocyta T-lymphocyta

LFA-1  B220 CD45R | CD45R

B-set: ICAM-1 G /(CD45) CDQBQ%Q /gacozs T-set
e CD2 CcD3
cD19
CG20 e, cos/J\ - \ D3 o
CD21 Ig-o/lg-B—__
cD5 e Ll TCR=E& ==TcR
IgD “1g-a/lg-p
cD32! % C«)// \\@
é \ MHC-I LFA-1 \% LFA-1
CD40

- ICAM-t 1y 51 | Thyet ICAMH1

& b
NK-sejt  \KR-P1
IL-2R
e
coi6’ T —oe
ICAM-16/ LFA-1
c NK sejt: CD56, CD16

11-44. dbra. Lymphocytacsoportokat azonosité CD markerek
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hanem sziikséges az antigén jellemzése is. Ha a mole-
kula nincs karakterizalva, akkor a w indikator jelzést
kapja (pl. CDw186) [9].

A CD markerekre specifikus ellenanyagokat hasz-
naljak a periférias vérbol vagy csontveldbdl nyert sej-
tek fenotipusmeghatdrozasdra dramldsi citometras
mérémaddszerrel, de alkalmazzdk szovettani koril-
mények kozott is, pl. malignus hematoldgiai folya-
matok diagnézisara, monitorozasara is. A modszer
nélkiilozhetetlen a kiilonb6zé hematoldgiai meg-
betegedésekben a sejtek differencidlodasi stadiuma-
nak besorolasahoz, autoimmun megbetegedésekben,
infekciokban az aktivalt sejtek aranyanak detektala-
sahoz, az egyes lymphocyta-alcsoportok szazalékos
aranyanak és abszolut szamanak meghatarozasahoz.

11-16. tdbldzat. Fontosabb fluoroférmolekuldk

A CD rendszerrel jellemezhetiink fehérvérsejtcso-
portokat azok differencialodasi allapota és funkcio-
ja szerint. Rendszerint tobb marker kombinaciojaval
tudunk pontos definiciot kapni (11-44. dbra). Ezt a
CD-specifikus antitestek kiillonb6z6 fluoroforral vald
jelolése teszi lehetdvé, amely egy mintaban tobb kii-
16nb6z6 hullimhosszon aktivalhaté és emittalé fluo-
reszcens molekula egyidejti detektdlasaban segit (11-
16. tdblazat, 11-17. tabldzat).

A CD molekuldkat felhasznaljuk a sejtek kiilon-
b6z6 modszerekkel vald szepardlasara, beleértve az
aramlasi citometriat is. Egy-egy sejtcsoportot a CD
marker utdn tett plusz (+) vagy minusz (-) jellel jel6l-
hetiink aszerint, hogy expresszalja vagy sem az adott
molekulat. A haemopoeticus &ssejtre jellemzé pl. a

Festék Abszorpcids hulldmhossz Emissziés hulldmhossz Szin
Hydroxycoumarin 325 386 blue
Methoxycoumarin 360 410 blue
Alexa fluor 345 442 blue
Aminocoumarin 350 445 blue
Cy2 490 510 green (dark)
FAM 495 516 green (dark)
Alexa fluor 488 494 517 green (light)
Fluorescein FITC 495 518 green (light)
Alexa fluor 430 430 545 green (light)
Alexa fluor 532 530 555 green (light)
HEX 535 556 green (light)
Cy3 550 570 yellow
TRITC 547 572 yellow
Alexa fluor 546 556 573 yellow
Alexa fluor 555 556 573 yellow
R-phycoerythrin (PE) 480; 565 578 yellow
Rhodamine Red-X 560 580 orange
Tamara 565 580 red
Cy3.5 581 581 596 red
Rox 575 602 red
Alexa fluor 568 578 603 red
Red 613 480; 565 613 red
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11-17. tabldzat. Fluoreszcens DNS-festékek

Festék Abszorpcids hulldmhossz Emissziés hulldmhossz Szin
DAPI 345 455 blue
Hoechts 33258 345 478 blue
SYTOX blue 431 480 blue
Hoechts 33342 343 483 blue
YOYO-1 509 509 green
SYTOX green 504 533 green
TOTO 1, TO-PRO-1 509 533 green
SYTOX orange 547 570 yellow
Chromomycin A3 445 575 yellow
Mithramycin 445 575 yellow
Propidium iodide 536 617 red
Ethidium bromide 493 620 red

CD34+, CD31- megjelolés (11-18. tabldzat; lasd 11-
43. 4bra) [8].

A CD markerekre specifikus monoklonalis ellen-
anyagok altalaban ¢él6, nem fixalt sejtek jelolésére
alkalmasak. Fixalas vagy barmilyen eljaras, amely a
CD antigének konformacidjanak megvaltozasat idézi
el6, a jelolést zavarhatja vagy megakadalyozza. Ezért
a mononukledris sejtek (lymphocytak és monocytak)
sejtfelszini antigénjeinek jelolését alvadasgatolt vér-

mintan végzik, majd a jel6lés utan fixaljak a sejteket
az aramldsi citometrias analizisig. Ugyancsak fixalt
sejteket hasznalunk intracellularis fehérjemolekuldk
(pl. citokinek, jelatvivd molekuldk, transzkripcios
faktorok) jelolésére, mert a jelol6 antitest sejtbe jutta-
tasdhoz a sejtek membranjat eldszor atjarhatova kell
tenni. A permeabilizalt sejtbdl fixalas nélkiil kidram-
lanak az intracellularis molekuldk, ezért sziikséges
permeabilizalas eldtt a sejteket fixalni.

11-18. tabldzat. A legjellemzbb CD-markerek (lasd 11-43. abra is)

Sejttipus

CD-marker

Ossejt

CD34+, CD31-

minden leukocyta

CD45+

granulocyta CD45+, CD15+
monocyta CD45+, CD14+
T-lymphocyta CD45+, CD3+

T helper sejt CD45+, CD3+, CD4+

T citotoxikus sejt

CD45+, CD3+, CD8+

B-lymphocyta

CD45+, CD19+ vagy CD45+, CD20+

thrombocyta

CD45+, CD61+

NK-sejt

CD16+, CD56+, CD3-
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Vizsgalati iranyok, lehetdségek

Immunfenotipizdlds

« Malignus hematoldgiai kdrképek diagnosztikdja
és differencial diagnosztikaja.

« Autoimmun betegségek aktivitasanak nyomon
kovetése.

« Pre- és poszttranszplantacids dllapotok nyomon
kovetése.

« HLA-haplotipus vizsgalata.

« Tumorsejtek vizsgalata: proliferacids antigének
vizsgalata, adhézids molekula expresszio kimu-
tatds.

o Fert6z6 betegségek diagnosztikdja és nyomon
kovetése.

« Sejtfelszini fehérje- vagy egyéb strukturak tavol-
saganak meghatarozasa (energiatranszfer)

Kvantitativ mérési lehetdségek

o A vizsgalt markert expresszald sejtek mennyisé-
gének meghatdrozasa.

« Sejtfelszinen expresszalddé antigének kvantita-
tiv meghatarozasa.

DNS- és RNS-tartalom mérése

o Sejtciklus-analizis.

o Apoptdzismérés.

+ Reticulocytaszam meghatarozasa.

Funkciondlis vizsgdlatok

« Fagocitaloképesség vizsgalata: fagoburst-teszt.

o Intracellularis kalciumion-koncentracié meg-
hatarozas, sejtaktivacio-mérés.

o Intracellularis pH-meghatarozas.

« Enzimmennyiség, -aktivitas, ill. -lokalizaci6
mérés.

« Reaktiv oxigénintermedierek (ROI) termelddé-
sének detektdlasa (pl. H,O,).

» Kemotaxis vizsgalat.

« Proliferaciés index meghatarozasa.

Sejtszepardlds

Vizsgalati panelek fenotipus meghatarozasra

Immunhidnyos dallapotok, transzplantdcio monitoro-
zdsa:

« Immunstatus-monitorozas: T-, B-, Mo-, Th-,
Tc-szubpopulacié meghatarozasa periférias vér-
bél.

« CD3, CD4, CD8 sejtek abszolut szamanak meg-

hatarozasa CD3/CD45, CD4/CD45, CD8/CD45
jeloléssel.

+ Naiv/memoria sejtarany meghatarozas: CD3/
CD45RO/CD45RA.

o+ Adhéziés molekulak expresszidjanak vizsgalata
(keringé leukocytak, ill. stimuldlt leukocytak
felszinén). LAD diagnosztika (CD11/CD18
expresszio zavara).

Fertézéses dllapotok nyomon kovetése:

o Aktivitasi markerek vizsgalata: CD3/CD69,
CD3/HLA-DR/CD25, CD8/HLA-DR.

o Immunstitus-monitorozds: T-, B-, Mo-, Th-,
Tc-alcsoport meghatarozasa periférias vérbol.

Autoimmun folyamat monitorozdsa (11-19. tdblazat):

o Immunstitus-monitorozds: T-, B-, Mo-, Th-,
Tc-alcsoportok meghatarozasa periférias vérbol.

 Autoantitest-termeld B-sejtek vizsgalata: CD5+
B-sejt-arany meghatdrozdsa.

« Aktivitdsi markerek vizsgalata: CD3/CD69,
CD3/HLA-DR/CD25, CD8/HLA-DR.

+ Naiv/memdria T-sejt arany meghatdrozasa:
CD3/CD45RA/CD45RO.

« Intracelluléris citokin mintazat, fagocitozis vizs-
galat.

A legutébbi Cluster of Differentiation lista és leiras az
interneten érhetd el 8, 10].

Mikroszképos modszerek

Hagyomanyos hisztokémiai modszerek

A hagyomanyos hisztokémiai mddszerekkel a sz6-
veti kornyezetben 1év6 sejteket vagy izolalt sejteket is
vizsgalhatunk az egyes sejtalkotokhoz szelektiven ko-
t6do festékek segitségével vagy a sejtekben el6fordulo
enzimek szubsztratjainak hozzaadasaval, e folyama-
tok szines terméket eredményeznek. Ily médon egyes
sejttipusok és funkciondlis sajatsagok vizsgalhatok,
de a sejtalkotok molekularis szintl vizsgalatat nem
teszi lehetévé.

Enzimhisztokémiai technika

Az enzimhisztokémiai technika felfedezése és ki-
fejlesztése elsésorban a magyar GOMORI GYORGY ne-
véhez flizédik, vele egy id6ben, de téle fiiggetleniil
a japan TAKAMATSU 1939-ben kozolte az alkalikus
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11-19. tabldzat. A hematoldgiai malignitdsok azonositasara hasznalt CD-markerek*

(IgG, IgA, IgM, IgD)

Antitest (CD) Reaktivitds

CDla thymocyta és éretlen T-sejt

CD2 T-sejt, large granular lymphocyte (LGL), NK-sejt, némelyik APL, tumoros hizdsejt

CD3 T-sejt, primer lymphoma

CD4 T-sejt (helper/inducer), monocyta, myeloblast, NK-sejtes lymphoma

CD5 T-sejt, B-CLL/SLL, MCL

CD7 T-sejt, némelyik myeloblast

CD8 T-sejt (szuppresszor/citotoxikus), large granular lymphocyte (LGL), némely NK-sejt

CD10 folliculus-centrumsejt, FL, némelyik DLBCL, pre-B-ALL, pre-T-ALL, thymocyta, BL

CD11b granulocyta, monocyta

CDll1c monocyta, HCL, LGL, aktivalt T-sejt, MZL

CD13 myeloid sejt, ritka pre-B-ALL

CD14 monocyta

CD15 granulocyta, Hodgkin-lymphoma

CD16 granulocyta, NK-sejt, LGL

CD19 B-sejt, pre-B-ALL, AML alcsoportok (AMLI/ETO t(8;21)-al)

CD20 B-sejt, ritka plazmasejtes myeloma

CD22 B-sejt

CD23 B-CLL/SLL, plazmasejt, follicularis dendritikus sejt

CD25 HCL, B- és T-sejtes lymphoma-alcsoportok

CD30 Hodgkin-lymphoma, anaplasticus nagysejtes lymphoma, DLBCL alcsoport, B-sejtes
lymphoma alcsoportok

CD33 myeloid sejt, ritka pre-B-ALL, ritka blastos NK-lymphoma

CD34 myeloblast, lymphoblast, endothelsejt

CD38 plazmasejt, aktivalt T- és B-sejt, B-CLL/SLL alcsoportok, epithelsejt

CD41 megakaryocyta

CD43 myeloid sejt, T-sejtes lymphoma, pre-B-ALL, pre-T-ALL, B-sejtes lymphoma(subset), plaz-
masejt

CD56 NK-sejt, LGL

CD57 NK-sejt, LGL

CDeé61 megakaryocyta

CD79%a B-sejt, plazmasejt, megakaryocyta

CD103 HCL, ritka T-sejtes lymphomak

CD117 AML, hizdsejt, stromasejtes tumorok (GIST), plazmasejt

bcl-2 érett B-sejt (kivéve benignus GCC), T-sejt és FL

nehézlanc

B-sejt, plazmasejt, DLBCL ALK expresszidval

HLA DR

AML (kivéve APL), B-sejt, monocyta

konnytlanc (k vagy \)

B-sejt (sejtfelszin), plazmasejt (citoplazma)

TdT

pre-B-ALL, pre-T-ALL, némelyik AML

*A kurzivalt réviditések a betegségeknek az interneten a wikipaediaban megtaldlhatd leirasara utalnak.
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foszfatazok hisztokémiai azonositasara szolgald elja-
rast.

Az enzimcitokémia alapja az, hogy az adott enzim-
reakcié termékei oldhatatlan és lehetdleg fény-, ill.
elektronmikroszkopban lathato csapadékot adjanak.
Fontos az enzimreakcidhoz megfelelé olyan fixald-
szer alkalmazasa, amely az enzimet rogziti, de akti-
vitdsat nem valtoztatja meg. Erre legelterjedtebben
az aldehidek hasznalatosak (formaldehid, glutaral-
dehid), mégpedig semleges pH-ra pufferelt oldatok
formajaban. Az enzimcitokémiai eljarasok jellegiiket
tekintve indirekt technikak, azaz nem magukat az en-
zimfehérjéket mutatjuk ki, hanem azok aktivitasabol
kovetkeztetiink el6fordulasukra. Az enzimcitokémiai
reakciokat a sejt egy bizonyos specifikus struktardjara
(pl. egyes organellumra, plazmamembranra stb.) vo-
natkoztatjuk, igy mondjuk, hogy specifikus citotopo-
biokémiai reakcidkat végziink.

Immunhisztokémiai technika

Az immunhisztokémiai reakcié az elsédleges
antigén-ellenanyag kapcsolddason alapuld jelzéses
technikak ko6zé sorolhaté. Célja szoveti koriilmé-
nyek kozott vagy sejteken ellenanyag segitségével
bizonyos antigének (tumor marker, enzimek, citoki-
nek stb.) kimutatasa. Diagnosztikus célra a fagyasz-
tott metszeteken kiviil elsésorban 4% formalinban
fixalt metszeten végeznek immunhisztokémiai reak-
ciot. Az eljaras elénye, hogy a fixalas konzervalja a
fehérjék antigenitdsat és megérzi a szoveti struktd-
rat. Ugyancsak el6nye a formalinban fixalt, paraffin-
ba agyazott mintdknak, hogy patoldgiai célra évek
mulva is lehet retrospektiv immunhisztokémiai
reakciot elvégezni a szoveten. A formalinfixalas hat-
ranya, hogy keresztkotéseket hoz létre a fehérjékben
és ezért alnegativ reakciot eredményezhet. Ennek
elkeriilésére szamos megoldast dolgoztak ki. Ezek
koziil az egyik, hogy a szovet minél révidebb ideig
(2 nap) legyen a fixaldszerben. A masik eljards az
antigénfeltaras, amelyre szamos modszer all rendel-
kezésre, pl.:

+ Detergens kezelés (Tween 20, Saponin, Nonidet
p40) a harmadlagos kotéseket felbont6 anyagok,
(urea, tiourea, guanidin-klorid, litium-perklo-
rat stb.).

o Enzimatikus emésztés (tripszin, proteinaz-K,
pronaz-E).

o Hofeltards f6zéssel, mikrohullima kezeléssel,
amely az immunreakcio6 feler6sodését eredmé-
nyezi.

Szintén fontos az endogén enzimaktivitas gatlasa is
(peroxidaz, alkalikus foszfataz) a nem specifikus hat-
tér csokkentésére.

Ha az antigénre specifikus ellenanyagot festékkel
vagy enzimmel kozvetlentll jeloljik, direkt modszer-
16l beszéliink. A direkt citokémia eldnye, hogy gyors
és kevéssé munkaigényes, ugyanakkor magas a hattér
és relative gyenge a jel. Ha az antigénspecifikus els6d-
leges ellenanyag jeloletlen és kimutatasahoz altaldban
egy poliklonalis, jel6lt masodlagos ellenanyagot hasz-
nalunk, indirekt jelolésnek nevezziik (11-45. dbra). Az
indirekt mddszer el6nye, hogy alacsonyabb a jeldlt
masodik ellenanyag nemspecifikus koétédése okozta
hattérreakeid, ugyanakkor a jel erdsitését teszi lehe-
tove.

A jel6lé molekula lehet valamely fluoreszcens fes-
ték (lasd 11-16., 11-17. tablazat), amelynek lathatéva
tételéhez specialis aktivald fényforrassal és szlirdk-
kel ellatott fluoreszcens mikroszképot hasznalunk. A
fluoreszcens jelolést zavarhatja a szovetek autofluo-
reszcencidja, ami els6sorban a flavin tipusu vegyiile-
teknek koszonhetd. Magas autofluoreszcencia esetén
célszert olyan jel6lo fluoreszcens festéket alkalmazni,
amelynek abszorpcidja vagy emisszidja nem esik egy-
be az autofluoreszcenciat adé anyagéval. Ugyancsak
alacsonyabb a fagyasztott metszetek autofluoreszcen-

cidja.
direkt indirekt
jelolt
masodlagos peroxidaz
antitest molekula
elsi'izlﬁeltges jr;l?cletlen
A Fray elsédleges
antitest a/r)ngen anpgfen antitest
" szovetmetszet
a b

11-45. dbra. Immunhisztokémia
a) Direkt
b) Indirekt
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A hagyomanyos fénymikroszképos vizsgalathoz
leggyakrabban peroxidaz és/vagy foszfataz enzimet
hasznalunk jel6lé6 molekulanak. Az enzimreakci6
oldhatatlan, szines terméke a szovetekhez kotddve
jelzi az antigén-antitest kapcsolddas helyét. A peroxi-
daz enzim katalizalja pl. a diaminobenzidin oxidacids
reakcidjat, kromogénként barna szint termék kelet-
kezik, mikozben az alkalikus foszfataz enzim szubszt-
ratja altalaban kék szinreakciot ad.

Nagyon kis mennyiség(i antigén kimutatdsahoz a
jelet tovabb erdsithetjilk un. tobblépcsds technikak
alkalmazasaval, amelyek koziil az avidin-biotin-per-
oxidaz (ABC) eljaras (11-46. dbra) és a peroxidaz-an-
tiperoxidaz (PAP) komplex hasznalata terjedt el (11-
47. dbra).

A PAP moddszernél az elsé két antitest hasonld az
indirekt mddszerben hasznalttal, azzal a kiilonbség-
gel, hogy a masodik antitest jeloletlen. A harmadik
antitest egy peroxidaz enzimre specifikus, az els6 an-
titesttel azonos fajban termelt monoklonalis antitest.
Igy a masodik antitest egyik karja az elsé antitesthez
kotddik, masik karja pedig a peroxidaz enzimre spe-
cifikus antitestet fogja, vagyis hidat képez a két anti-
test kozott (lasd 11-47. dbra). A méddszer 100-1000-
szer érzékenyebb az indirekt modszernél, ugyanakkor
megtartja a specificitasat.

Az avidin-biotin komplex (ABC) mddszer az to-
jastehérjébdl izolalt avidin biotinhoz (H vitamin-
hoz) valé rendkiviil magas affinitdsan alapul. Ebben
a modszerben a masodik antitestet biotinaljuk, mig

2
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antigének

™ szdvetmetszet
X avidin
ji elsédleges antitest

Q

4 biotinalt masodlagos antitest

(>  biotin-peroxidaz

11-46. dbra. Avidin-biotin-peroxidaz komplex moédszer.
A biotinalt masodlagos antitest nagy affinitast kapcsolatot
1étesit az avidin—biotin-peroxiddz komplexszel

a harmadik réteg az avidin-peroxiddz enzim komple-
xet tartalmazza (lasd 11-46. abra).

Citokinek kimutatasa

Altaldnos jellemzék

Az immunvalasz sejtjeinek parbeszéde, az infor-
macidtovabbitas két mechanizmussal zajlik. Egyrészt
kozvetlen sejt-sejt kapcsolatok utjan, adhéziés mole-
kulak segitségével, masrészt szekretalt fehérjék, un.
citokinek és receptoraik utjan. A citokin gorog ere-
detii sz6: a cito-, azaz ,,sejt” és kinosz, azaz ,,mozgas”
szoosszetételbdl szarmazik, de Osszességében azokat
a szabalyozo polipeptideket soroljuk ide, amelyek az
immunrendszer miikodését 6sszehangoljak. Ugyan-
akkor ismert, hogy szerepiik van az embriogenezis
bizonyos folyamataiban is.

A citokinek dltaldnos jellemzdi:

« Kis molekulatomegl (10-40 kDa) glikoprotei-
nek, peptidek.

o Izolalt sejtek termelik atmeneti génaktivacio
hatasara.

o Pikomoldris koncentracioban termelddnek,
igen bomlékonyak, rovid a féléletidejiik, ezért
nehezen mérhetdk.

+ Receptorokon keresztiil hatnak, nagy affinitasu
kotédéssel.

+ Sejtek kozotti kapcsolatokat kozvetitik: infor-
macidtovabbitds, immunvalasz szabalyozasa.

peroxidaz-

molekulak
i o (%) peroxidaz/antiperoxidaz
(%] o (PAP) komplex
N
/Z \\ hidképzé antitest

elsédleges antitest

. antigének

" szévetmetszet

11-47. dbra. Peroxiddz—antiperoxidaz (PAP) moédszer. A
héaromrétegli modszer soran egy hidképzdé antitest koti
oOssze az elsddleges antitestet a PAP-komplexszel
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A citokinmiikddés formdja a kovetkezd lehet:
o Autokrin, a citokint termel6 sejtre visszahato.
o Parakrin, a termeld sejt kozvetlen kozelében
1év4 sejtre hato.
 Endokrin, a szervezet egy tavoli pontjara hato.

A legtobb citokinnek tobbféle szerepe is van, ezért
tobb helyre is besorolhat6 a hatasaik szerinti csopor-
tok kozt.

A citokinek csoportositdsa:

« A haemopoesisben hat6 novekedési faktorok:

— SCF (stem cell factor),
- GM-CSE,

- G-CSE,

- erythropoetin,

- IL-3,IL-7, IL-11 stb.

A lymphocytak aktivalédasara, differencidloda-
sara hato citokinek:

— Th1-citokinek: IL-2, IFN-y, IL-3, TNFE, LT
— Th2-citokinek: IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 stb.
- Th17: IL-17,

— Treg: IL-10, TGE-f3.

« A természetes immunitasban hato, vagy a gyul-
ladasi folyamatokra hato citokinek. Ezek a nem
fajlagos immunrendszer sejtjeib6l azonnal ter-
melddnek vagy felszabadulnak, amikor egy kor-
okoz6 a szervezetbe keriil. Ilyenek az antiviralis
hatasu interferonok (IFNa, -p és -y), a tumor-
nekrozis-faktorok (TNFa és B), az IL-1a és 3, az
IL-6, az IL-10, az IL-12, a migraciot gatlo faktor
(MIF) és a kemokinek.

Mivel a citokinek zome lokalisan hat, a szérumban
megbizhatéan mérheté koncentraciot csak kivételes
esetben érnek el. Koziilikk az un. ,gyulladasos cito-
kinek” (IL-6, TNF-alfa) sepsisben érnek el olyan szé-
rumszintet, hogy kozvetleniil is meghatarozhatoak.

Immunsejtek stimulalasa

Diagnosztikai vagy kutatdsi célokra a vérbdl, egyéb
testfolyadékokbdl vagy szovetekbdl izolalt immunsej-
tek stimulalasa révén tudunk mérheté citokinmeny-
nyiséget nyerni. Attdl fiiggden, hogy milyen sejttipus
citokintermelésére vagyunk kivancsiak, kiilonboz6
stimulaloszerekkel kezeljitk a sejteket. A lymphocy-
takat 4-12 6ran 4t PMA/ionomycin stimuldcionak
vetjik ala. A PMA (forbol-12-mirisztat-13-acetat)
protein-kindz C (PKC) aktivator, mig az ionomycin
a Streptomyces conglobatus baktérium altal termelt
ionofér, amely noveli az intracelluldris Ca**-jelet. A
PMA-stimuldcié hatranya, hogy megvaltoztatja a sej-
tek morfoldgiajat (11-48. dbra), és szamos sejtfelszini
CD marker, pl. a CD4, CD33, CD14 expresszidjanak
drasztikus csokkenését idézi eld (11-49. dbra). Ezért
bizonyos laboratériumok a PHA (fitohemagglutinin
lektin) stimulaciét hasznaljak (11-50. dbra). A mono-
cytakat altalaban LPS (lipopoliszacharid) stimuldcid-
nak tessziik ki.

Abban az esetben, ha a sejtekben intracellulérisan
kivanjuk a citokineket meghatarozni, pl. aramlasi ci-
tometria vagy mikroszképos immuncitokémiai reak-
cio segitségével, akkor a stimuldlészert tartalmazd
reakcidelegybe brefeldint vagy monenzint (Sander
et al 1993) is tesziink, amely gatolja a fehérjék Gol-

controll PMA + ionomycin PHA
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11-48.

forward scatter (nagysag)

forward scatter (nagysag)

forward scatter (nagysag)

dbra. A PMA/ionomycin stimulalds megvaltoztatja a sejtek FSC/SSC flow citometrids megjelenését
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gi-késziilékbdl vald transzportjat és szekrécidjat. Igy
a termelt citokin viszonylag magas koncentraciéban a
termeld sejtben a Golgi-ciszternakban marad, ott egy
fluorokrémmal jelzett antitest felhasznalasaval detek-
talhatd lesz.

Citokin mérése aramlasi citometriaval - intracellu-
laris jelolés

Ma az aramlasi citometrids mérés terjedt el legin-
kabb a citokinek egysejt szintli kimutatasara. A mul-
tiparaméteres meghatdrozasi mdd lehetdséget ad a
sejtfelszini fenotipus (CD marker) jel6lés utan intra-
celluldrisan is a citokinek egyideji kimutatasara egy
mintaban.

A metodika hatranya a stimulalds és az intracellu-
laris jelolés miatt annak hosszadalmas volta.

Megoldhaté viszont, hogy a sejtek stimulélasa utan
folyékony nitrogénben fagyasztva taroljuk a mintat,
és késObb végezziik el a sejtfelszini és intracellularis
jeloléseket. A sejtfelszini jelolésre még intakt sejten
keriil sor, azt kdvetéen 1-4%-os paraformaldehidben
(PFA) fixaljuk a sejteket, majd kovetkezik a permea-

bilizalasuk, altaldban 0,1% saponin detergenst tar-
talmazoé pufferben. Ennek elénye, hogy reverzibili-
sen tarja fel a sejtmembrant. A saponint kimosva a
pufterbdl az intracellularis jelolémolekula a sejt bel-
sejében marad, mert a sejtmembran folyamatossaga
visszaall.

Egy lehetséges mérémodszer leirasa

Anyagok:

heparin a vérvételhez, RPMI-1640, PMA torzs-
oldat (1 mg/ml), ionomycin to. (1 mg/ml),
monensin (0,5 mM = 500 uM to.).
anti-CD4-PE (sejtfelszini jel6léshez).
anti-IL-4-FITC, anti-IL-2-FITC, anti-IFNy-
FITC (50 ug/ml-es torzsoldatok) PBS/BSA/
NaN, pufferben. Izotipus-FITC (vagy patkiny
IgG-FITC).

pufferek: PBS/NaN,, PBS/NaN,/BSA (moso
puffer), PBS/saponin/BSA/NaN, permeabilizal6
puffer), 4% PFA/PBS (fixal6 puffer), lizispufter
(Becton Dickinson), FACSFix.

kontroll PMA + ionomycin PHA
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11-49. dbra. A PMA/ionomycin stimuldlds megvaltoztatja

a CD4-expresszidt
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11-50. dbra. A PMA/ionomycin hatékonyabb citokinstimulalé szer

. Majd adjunk hozza 1 ml szobahémérsékleti lizis-

puftert, inkubaljuk 10 percig.

. Mosas 1-szer mos6 puffereben, 1-szer PBS/
. Fixdlas 200 ul 4%-os PFA/PBS-ben 20 percig, jé-

. Mosas 1-szer PBS/NaN,, 1-szer saponin pufferben.
. Ezutan felvenni a sejteket 80ul saponin puffer-

ben, hozzitenni 20 ul a-IL-2, vagy a-IL-4, vagy
a-IFN-FITC, vagy 10 ul izotipus-FITC antitestet.
Inkubalas 30 percig jégen.

. Mosés 2-szer saponin pufferben, 1-szer mosé puf-

. Felvenni a sejteket 500 ul FACSfix oldatban.

Sejtek stimulalasa: 2
1. Stimuldlé oldat készitése: RPMI-be 40 ng/ml
PMA-t, 2 ug/ml ionomycint és 4 uM monensin 3
Osszemérése. A stimuldlatlan mintdkra RPMI + 4 NaN,-ban.
uM monensin jon. 4
2. 200 wl heparinos vérhez adjunk 200 ul stimulalé gen.
oldatot, inkubdljuk CO,-inkubdtorban 4-6 érat. A 5
stimuldlatlan vérhez a monensines RPMI jon 1:1 6.
aranyban. (annyiszor 50 wl vér + 50 ul stimulald
puffert kell kiszamitani, ahany mintat szeretnénk
jelolni).
7
Jel6lés: ferben.
1. 100 ul stimulalt vérmintat (a higitottbol) jeloljink 8
5 ul a-CD4-PE ellenanyaggal 30 percig jégen. 9

. 24 Oran belul mérés, analizis &ramlasi citométeren.
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Az ELISPOT-MODSZER

Az enzyme-linked immunosorbent spot (ELISPOT)
eljaras elterjedt funkcionalis mddszer az immun-
valasz monitorozasara. Elséként 1983-ban CeciL
CzERKINSKY alkalmazta antigénspecifikus ellenanyag
termelé B-sejt-szdam meghatarozasra. Mara szamos
mas szekretalt molekula mérésére is adaptaltdk, leg-
altalanosabban az aktivalt lymphocytak citokinter-
melésének meghatarozasra egysejt szinten. Minden
spot (folt) megtelel egy citokintermeld sejtnek, a spot
(folt) nagysaga pedig aranyos a termelt molekula-
mennyiséggel. Igy az ELISPOT-assay mindségi és
mennyiségi analizisre is szolgal.

Az ELISPOT rendkiviili érzékenységének az oka az,
hogy a sejt altal termelt fehérjemolekulat a membran-
ra immobilizalt befog6 antitest azonnal megkéti an-
nak enzimatikus bomldsa el6tt. A mddszer alkalmas
igen ritka sejtpopulaciok (antigénspecifikus sejtek, ci-
tokintermeld sejtek stb.) frekvencidjanak meghatéro-
zasara. Ezzel a konvencionalis citokin szendvics-ELI-
SA-nél nagysagrendekkel érzékenyebb mddszer all
rendelkezésiinkre. Erzékenységére jellemzd, hogy
méréshatara 1/100 000 sejt, ami azt jelenti, hogy ez
a jelenleg rendelkezésre 4ll6 legérzékenyebb cellula-
ris modszer. Az RT-PCR-analizis érzékenységéhez
hasonld, azzal a kiilonbséggel, hogy fehérjét és nem
mRNS-t mér.

Ez citokinek esetében nagyon el6ényds, hiszen sza-
mos citokin transzlacios szabalyozas alatt all, ezért az
RNS-szinti meghatarozas nem tiikr6zi a valdban ter-
melt citokin mennyiségét.

Az ELISPOT assay kivitelezése (11-51. dbra):

Elsé 1épésként a citokinspecifikus befogd antitestet
immobilizaljuk a szilard fazishoz, amelyre a legjobb a
polivinil-difluorid membrannal bélelt 96 lyukd mik-
rotitral6 lemez.

A masodik [épésben a vizsgalando sejtet adjuk a
lemezhez stimuldldszer jelenlétében vagy anélkiil, és
megfelelé ideig (O/N) inkubaljuk, hogy citokin ter-
melddjék. A termel6dott citokint a befogd antitest
megkoti a termeld sejt kornyezetében.

Ezutan mosassal eltavolitjuk a sejteket, és a cito-
kinspecifikus detektald antitestet adjuk a rendszer-
hez. Ez a masodik antitest lehet direkt enzimkonju-

galt vagy biotindlt, amikor egy harmadik lépésben
enzimkonjugalt streptavidint adunk a reakciocellédba.
Végiil az enzim szubsztratja kovetkezik, amely old-
hatatlan csapadékot képez a termelt citokin helyén.
Igy a lathatd spot (folt) megfelel egy citokint termel
sejt helyének. A spotokat (foltokat) vagy mikroszko-
posan, vagy egy automata ELISPOT-olvaso6 (reader)
segitségével detektaljuk (11-52., 11-53. dbra) [11].

antitestkotés
a nitro-

\ .

i\ cellulézhoz

96 lyuku 3.
szovettenyésztd

lemez

T-sejtek
A

ELISPOT lemez l
4.

antitest

szin-
__.- reakcio

10.

11-51. dbra. ELISPOT. Az eljaras 1épései:
1. A T-sejtek (ismert mennyiségének) stimulalasa speci-
fikus antigénnel a sejtkultdra lemezen
2. Az ELISPOT-lemez tiregeit el6zetesen anti-citokin an-
titestekkel érzékenyitik
A T-sejtek atvitele az ELISPOT-lemezre
A sejtek inkubdcidja; citokinszekrécio
Citokinkoétés az antitesthez
A sejtek mosasa; a lemezekre jelol6 antitestek adago-
ldsa
7. Enzimmel jel6lt masodlagos antitestek kotédése a ci-
tokinhez
8. Alemez mosasa; szubsztrat hozzaadasa
9. Oldhatatlan szines termék keletkezik
10. A pozitiv pontok (spotok) megszamlalasa mikro-
szkoppal
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pontok szama |kozépérték
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11-53. dbra. Human IL-17A citokin mérése ELISPOT-tal
[M: kozepes; SA: hovel elolt, formalinban fixalt Staphylo-
coccus aureus sejtek (valamennyi baktériumrészecskét tar-
talmazza); PHA: fitohemagglutinin]
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A hemosztazis vizsgalatanak
ujabb fehérjemodszertana

TOKES-FUZESI MARGIT

A véralvadasi rendszer fontos szerepet tolt be a szer-
vezet homeosztazisanak fenntartdsaban. Ezt a szere-
pét a vascularis endothel, a thrombocytdk, a pro- és
antikoaguldns fehérjék, valamint a fibrinolitikus
rendszer segitségével valositja meg. A véralvadasi
rendszer fehérjéi nem csak az érsériilés helyén létre-
jovo alvadasi folyamatban és repairben vesznek részt,
hanem a gyulladasos folyamatok kialakuldsaban és
lezajlasaban is fontos szerepet jatszanak. Az alvadasi
faktorok szerepet jatszanak az embriondlis noveke-
désben és fejlédésben is.

A véralvadas folyamata

A véralvadas folyamatanak leirdsara régebben a kasz-
kad (11-54. abra) modellt hasznaltak, amelyben a
zimogén formaban jelen 1évé enzimek szigord sor-
rendet kovetve fehérjefragmentumok lehasitdsaval
egymast kovetGen aktivaljak egymast. A folyamatok
nagy része foszfolipidfelszint és kalciumiont igényel,
néhany esetben sziikséges az enzim és szubsztratja-
nak kofaktorhoz valé kotédése is.

Ez a modell a véralvadas folyamataban egy extrin-
sic és egy intrinsic utat kiillonboztet meg. Az extrinsic

| E
HMWK W
Xl W Xlla
Xl ——;—— Xla CaZ*, TF
Ca<", PL
X ————> IXa + VIl + VWF
Ca®*, PL
X— Xa +V
protrombin —— thrombin
fibrinogén fibrin

Xl Ca2* — Xllla

11-54. dbra. A véralvadas kaszkadmodellje

ut beinditdsdhoz szoveti faktorra (TF), valamint aktiv
VIl-es faktorra (FVIIa) van sziikség. Az intrinsic ut
esetében a XII-es faktor kontakt aktivaldsa negativan
toltott felszinen megy végbe. A két ut a X-es faktor
szintjén talalkozik, és innen a kozos ttba torkollik,
amelynek végén a trombin hatdsdra megtorténik a
fibrinogén-fibrin atalakulas.

A véralvadas kaszkadmodellje hasznos volt az al-
vadas folyamatanak megértésében, valamint a vér-
alvadasi laboratériumi tesztek klinikai értékelésében.
A véralvadassal kapcsolatos tudasunk boviilésével ez
a modell mar nem tudott vélaszt adni az in vivo vég-
bemend folyamatokra. A kaszkadmodell szerint az
intrinsic és az extrinsic ut egymastdl fiiggetleniil ma-
kodik és inditja be az alvadas folyamatat.

Ennek ellentmondanak olyan klinikai megfigye-
lések, mint pl. az intrinsic Ut beinditasaban részt
vevl faktorok - XlI-es faktor, prekallikrein, nagy
molekulatomegt kininogén — hidnya, ami megnyult
APTI-vel (aktivalt parcidlis tromboplasztinidd) jar,
azonban nem okozza a beteg vérzékenységét. A XI-es
faktor hianya (haemophilia C) is csak valtozo mér-
tékben okoz vérzékenységet, ezzel szemben a VIII-as
és IX-es faktor hianya (haemophilia A és B) stlyos
vérzékenységgel jar annak ellenére, hogy az extrinsic
véralvadasi ut intakt. Hasonloképpen a VII-es faktor
hianya is vérzékenységhez vezethet jol mikodo int-
rinsic ut mellett.

Ezek alapjan ugy tlnik, hogy a két Gt nem egymas-
tol fuggetleniil miikodve jut el a X-es faktor aktivala-
saig. Ezek utan vezették be a véralvadas ma is elfoga-
dott sejtes modelljét. Ennek alapjan az alvadas in vivo
sejtfelszinen (szoveti faktort hordozé sejt, thrombo-
cyta) indul el, és harom kiilonb6z8, egymashoz kap-
csolt fazisban zajlik le:

o Inicidcid. Ennek soran az érsériilés helyén a szo-
veti faktort hordozo sejtek szabaddd valnak, és a
vérben keringé VIla faktor gyorsan kotédik a
TF-hez. A VII-es faktor az egyetlen, amelynek
egy kis része, kb. 1%-a, aktivalt formaban kering
a vérben. Ennek eredményeként kis mennyisé-
gl IXa és Xa faktor, valamint trombin képzddik
(11-55. dbra).

o Amplifikdcié. Ebben a fazisban az el6z6 1épés-
ben kis mennyiségben keletkezett trombin akti-
valja a thrombocytakat, von Willebrand-faktort
(VWF) szabadit fel, és az V-0s, a VIII-as és a
XI-es faktorok aktivalasdhoz vezet (11-56. dbra).
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« Propagdcié. A propagacié fazisdban az el6z6
lépésekben keletkezett enzimek az aktivalt
thrombocytak prokoagulans membranfelszinén
Osszeszerel6dnek és létrehozzak a tenaz komp-
lexet. Ez a thrombocytdk felszinén Xa faktort
hoz létre, mely a protrombindz komplex részévé
valik. Ennek eredménye lesz a trombin képzd-
dés ,,robbanas,, a thrombocytak felszinén, mely
beinditja a fibrinogén-fibrin atalakulast (11-57.
dbra, 11-20. tabldzat).

VWF

thrombocyta-
adhézio

1 aktivalt l
\ thrombocyta |
/

11-56. dbra. A véralvadds sejtes modellje — II. 1épés — amp-

lifikacio

11-55. dbra. A véralvadas sejtes modellje - I. Iépés — ini-

ciacio

11-20. tabldzat. Prokoagulans alvadasi faktorok

pagacid

11-57. dbra. A véralvadas sejtes modellje — III. [épés — pro-

Jelenlegi nevezéktan szerint (név) Funkcié Féléletido (6ra)

faktor I (fibrinogén) fibrin prekurzora 90
faktor II (protrombin) szerin-protedz a protrombindz-komplexben 65
faktor III (kalcium) kofaktor -

faktor IV (szoveti faktor) a véralvadasi kaszkad elinditoja -

faktor V (proakcelerin) kofaktor a protrombinaz-komplexben 15
taktor VII (prokonvertin) a véralvadasi kaszkad elinditoja 5

faktor VIII (antihemofilias faktor) kofaktor a tendz-komplexben 12
faktor IX (Christmas-faktor) szerin-protedz a tenaz-komplexben 24
faktor X (Stuart—Prower-faktor) szerin-protedz a protrombinaz-komplexben 40
faktor XI (plazmatromboplasztin) a véralvadas amplifikacidja 45
faktor XII (Hageman-faktor) kontakt faktor 50
faktor XIII (fibrinstabilizalé faktor) fibrin keresztkotése 200
prekallikrein (Fletcher-faktor) kontakt faktor 35
nagy molekulatomeg(i kininogén (Fitzgerald-faktor) | kontakt faktor 150
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Az alvadas folyamataban természetes inhibitorok is
részt vesznek, amelyek a trombinképzédést ellenér-
zik (11-21. tdbldzat).

A fibrinolitikus rendszer véralvadasban betoltott
szerepe egyrészt az, hogy biztositsa a véralvadék ki-
alakulasat az érsériilés helyén, masrészt hogy elta-
volitsa a sebgyogyulas lezajlasa utan az alvadékot.
A véralvadék kialakuldsa soran pro- és antifibrinoli-
tikus fehérjék épiilnek be a fibrinhaléba a fibrinhez
vald kot6dés altal (11-22. tabldzat). A szoveti plazmi-
nogénaktivator (tPA), a plazminogén és a plazmin a
fibrin lizin helyeihez k6tédik, mikézben az o -antip-
lazmint a XIIIa faktor keresztkoti a fibrinhez.

A plazmin/plazminogén két formdban talalhaté meg:

+ Glu-plasmin/plasminogén, amelyben a fehérje

1. pozicidjaban egy glutamat talalhato, és ez a
vegyiilet kevésbé aktiv.

+ Lys-plasmin/plasminogén, amelyben az els6 76

aminosav katalitikus lebontdsa utan az els ami-
nosav lizin.

A plazminogén-plazmin dtalakuldst egyrészt a tPA
(szoveti plazminogén aktivator), amely az endothel-
sejtekbdl szabadul fel, masrészt az uPA (urokinaz)
(ez elsésorban a vizeletben taldlhaté meg) aktivalja.
A tPA féléletideje a plazmaban révid, mivel az I-es
tipust plazminogénaktivator inhibitor (PAI-1) gyor-
san inaktivalja és a maj lebontja. A fibrinhez kotott
tPA azonban védve van a gatlo faktortdl, ezért akti-
vitasa is nagyobb mértékd. A plazmin nem specifi-
kus enzim, a fibrinogént, a fibrint és a keresztkotott
fibrint is lebontja (arginin és lizin kotéseket hidroli-
zal). Az ennek eredményeként keletkezd termékek a
fibrin/fibrinogén degradaciés termékek (FDP). D-di-

11-21. tdbldzat. Természetes alvaddsi inhibitorok

11-22. tabldzat. A fibrinolizis fehérjéi

Antifibrinolitikus fehérjék
¢ a,-antiplazmin
o PAI-1
o PAI-2
o TAFI

Profibrinolitikus fehérjék
o plazminogén
o plazmin
o tPA
e uPA

mer azonban csak a keresztkotott fibrin bontasa utan
keletkezik, és ez specifikus a keletkezett alvadékhoz
kotott fibrinre, vagyis kialakuldsat mindig thrombus-
képzédés el6zi meg.

A fibrinolizis legfontosabb gdtlo fehérjéje a PAI-1
és a PAI-2 (1-es és 2-es tipusu plazminogénaktiva-
tor inhibitor), az a,-antiplazmin és a trombin altal
aktivalhato fibrinolizisinhibitor (TAFI). A PAI-1 és
PAI-2 megtaldlhat6 a thrombocytédkban és az endo-
thelsejtekben. A PAI-2 nagy mennyiségben termel6-
dik terhességben a placenta altal, de megtalalhat6 a
monocytékban is. Az a -antiplazmin és a TAFI a m4j-
ban termelddik. A keringésben jelen 1év6 plazmint az
a,-antiplazmin gyorsan inaktivalja. A fibrinhez ko-
tott forma viszonylagosan védett a gatlas alol, viszont
a plazmin fibrinhez val6 kotédését az FXIIIa dltal az
alvadékhoz keresztkotott a,-antiplazmin gétolja. A
TAFI-t a trombin-trombomodulin komplex aktival-
ja, és az alvadékban jelen 1év§ fibrinrél lizin marad-
vanyokat tavolit el, ezaltal megakadélyozva, hogy a
plazmin ki tudja fejteni hatdsat.

Fehérje Funkcio
antitrombin gatolja a trombint, a Xa, IXa, XIa faktort
protein C gatolja a VIIIa és Va faktort
protein S a protein C kofaktora
TFPI gatolja a TF-VIIa komplexp C-t és a TAFI-t a trombinnal komplexben
heparinkofaktor 2 gatolja a trombint
a,-makroglobulin gatolja a trombint és a Xa faktort
a,-antitripszin gatolja a Xla faktort és mas szerin-protedzokat
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Véralvadasi tesztek

Egy rutin diagnosztikai feladatokat ellat6 laboratori-
um szintjén a véralvadas folyamatanak ellenérzésére
az un. véralvaddsi sziirétesztek allnak rendelkezésre.
Ezek lehetnek globalis tesztek, amelyek arrdl adnak
felvilagositast, hogy a fibrinképzédéshez vezetd reak-
ciék normalisan folynak-e le, vagy defektus 4ll fenn
(pl. vérzési id6). A globalis tesztek viszonylag érzé-
ketlenek, segitségiikkel csak stlyos alvadasi zavar is-
merhet6 fel. A fazisvizsgalatok segitségével meghata-
rozhato, hogy az alvadasi zavar a véralvadas melyik
fazisara lokalizalodik (pl. PI, APTI, TI). A faktor-
analizis-vizsgalatoknal ugy valasztjuk meg a feltéte-
leket, hogy az egyes faktorok aktivitdsat vagy kon-
centracidjat mennyiségileg tudjuk meghatarozni (pl.
fibrinogén). Az alap véralvadasi szlirGtesztek tehat:
PI (protrombinidé), APTT (aktivalt parcialis trombo-
plasztinidd), TI (trombinid6) és a fibrinogénmegha-
tarozas. Minden esetben fontos a thrombocytaszam
meghatarozasahoz egy gépi vérképvizsgalat elvégzése
is. A hemosztazis vizsgalatainak eredményeit jelentd-
sen befolyasolhatjak a preanalitikai tényezok. Ezeket
soroljuk fel a 11-23. tdbldzatban anélkil, hogy kitér-
nénk a részletekre.

A véralvadasi mérésekhez koagulométereket hasz-
nalunk. A koagulométerek a mintdhoz adott reagens

11-23. tabldzat. Preanalitikai tényezok

vagy startreagens és a fibrinhalé megjelenése kozott
eltelt id6t masodpercben mérik (funkcionalis tesz-
tek). Ezek mikodhetnek mechanikus és optikai elven.
Az optikai elven miikodd koagulométerek dltalaban
405 és 660 nm hullamhosszon mérnek. A mérést za-
varhatja a lipaemia, ill. az emelkedett bilirubinszint.
Ennek kikiiszobolésére mérhetiink egy masik hul-
lamhosszon is, és a keletkezett jelet erre korrigaljuk,
vagy az alvadasi végpont meghatarozasahoz a gorbét
derivalhatjuk (ez altalaban az els6 derivalt). Mechani-
kus mérés soran az ivelt fenekd kiivetta aljan talalhatd
golyé magneses térben mozog, a fibrinpolimer kiala-
kulasaval egy id6ben a kozeg viszkozitasa nd, ami a
goly6 mozgasanak lassulasahoz és megallasahoz ve-
zet. Ebbdl lehet megfelel$ algoritmus segitségével az
alvadasi idot kiszamolni, ezt az értéket a késziilékek
masodpercben kijelzik.

Az alap alvadasi paraméterek mérési eredményei,
amennyiben sztirésre hasznaljuk 6ket, egyrészt felvet-
hetik a lehetséges diagndzist, masrészt ezek alapjan
tovabbi specialis tesztek végezhetdk el a véralvadasi
defektus pontos meghatarozasahoz (11-24. tabldzat).

Protrombinid6- (PI-) meghatarozas

A citrattal alvadasgatolt thrombocytaszegény plaz-
mahoz feleslegben adunk tromboplasztint és kalciu-
miont, és a reagens hozzdaddsa és a fibrinképzédés

Mintavétel és feldolgozds

o Felnéttek esetén hasznaljunk 19-22 G-s tliméretet
o Kertljiik a katéterek hasznalatat

M (3,2%) Na,-citratot tartalmaz

o Mintavétel soran keriiljitk a hosszan tartd vénas leszoritast (<1 perc)

o Mintavétel utan azonnal forgassuk at 4-5-sz0r a vérmintat a mintavételi cs6ben, amely pufferezett 0,105-0,109

o Meéréshez ne hasznaljunk fel olyan mintat, ahol a mintavétel soran nehézségeink adédtak

o Ne hasznaljunk hemolizalt vagy alvadékot tartalmazé mintat a méréshez Az ,,alultoltstt csovekbodl” (<80-90%)
szarmazo6 mérések bizonyos szlir6tesztek megnyulasat eredményezhetik (pl. PI, APTI mérésekor a nem megfele-
16 vér—citrat arany miatt)

o Ha a minta hematokritértéke 55%-nal nagyobb, allitsuk be a megfelelé antikoaguldns—vér ardnyt (zart vérvételi
rendszerben erre nincs lehetdség)

o A mintak széllitdsa és centrifugaldsa szobahémérsékleten torténjen; 2000xg-vel legaldbb 15 percig centrifugal-
junk

o A mintakat centrifugalas utin mérésig szobahémérsékleten taroljuk

o A méréseket a mintavételtSl szamitott 4 6ran belill végezziik el (heparin monitorozas esetén 2 dran beliil)

» A mintakat, ha sziikséges, hosszabb ideig -80 °C-on taroljuk

o A lefagyasztott plazmat 37 °C-os vizfiird6ben olvasszuk fel
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11-24. tablazat. Véralvadasi sziiréteszt eredmények eltéréseinek értelmezése

Teszt

PI APTI TI Fibrinogén

Lehetséges véralvaddsi defektus

megnyult | normal normal normal

VII-es faktor hidny

normal megnyult | normal normal

VIII, IX, XI, XII-es vagy kontakt faktor hiny,
lupus-antikoagulans

megnytlt | megnyult | normal normal

11, V, X-es faktor hiany

oralis antikoagulans terapia
K-vitamin-hiany

kevert V + VIII-as faktor hiany
kevert I1, VII, IX, X-es faktor hidny
majbetegség

megnyult | megnyult | megnyult

normal vagy alacsony

hypo- vagy dysfibrinogenaemia

majbetegség

massziv transzfuzié

DIC (disszeminalt intravascularis koagulacio)

kozott eltelt id6t masodpercben mérjiik. A trombop-
lasztin szoveti faktort (TF-t) és foszfolipideket tartal-
maz, amely lehet allati eredett (nyulagybdl, patkany-
placentabdl kivonva) vagy rekombinans készitmény.
A szoveti faktor a VIIa faktorral reagalva a véralvadas
»extrinsic,, utjat inditja el. Az eredményt megadhat-
juk masodpercben, a normal szdzalékdban, il. PR
(protrombinrata) formdjaban. Az igy kapott ered-
mények azonban nagymértékben fliggnek az alkal-
mazott tromboplasztin reagenst6l, mivel kiilonb6z6
érzékenységet mutatnak a II-es, V-6s, X-es és VII-es
faktor irdanydban. Az oralis antikoagulans terdpian
1év6 betegek vizsgalatakor a PIVKA (Proteins Indu-
ced by Vitamin K Absence or Antagonism) zavarja
a PI-meghatarozasban részt vevé normal koagulacids
faktorok aktivalasat. Ezek a fehérjék a Il-es, VII-es,
IX-es és X-es faktor nem-y-karboxilalt prekurzorait
foglaljak magukba, amelyek a K-vitamin-antagonista
terapia hatasara jonnek létre. Ezért a protrombinidd
nemzetkozi szabvanyositdsa érdekében bevezették az
INR (International Normalised Ratio) hasznalatat:

INR = PR™,

ahol a PR a beteg plazmdjaban mért PI/normal plaz-
mabdl mért PI (MNPT, Mean Normal PT).

A gyartdk altal forgalomba hozott kiilonbozé ér-
zékenységl reagenseket egy WHO altal bevezetett

referencia tromboplasztinkészitményhez hasonlitjak.
Ennek ISI- (International Sensitivity Index) értéke
1,0.

A PI érzékeny és ily médon megnyult a VII-es,
X-es, V-0s és II-es faktor és fibrinogénszint-csokke-
nés esetén. Az oralis antikoagulans terapia monito-
rozasara hasznalt modszer. Megfelel6en antikoagu-
lalt beteg esetében INR = 2-3 kozotti célértéket kell
elérniink, kivéve a miibillentyt-beiiltetett betegeknél,
ahol ez az érték nagyobb is lehet. A 11-58. dbra mu-
tatja be a megnyult PI esetén elvégzendé sziikséges
vizsgalatokat.

megnyult Pl

'

keveréses teszt

A

nem korrigal korrigal

f '

specifikus inhibitor* faktormérés

Y

faktormérés

11-58. dbra. Megnyult PI kivizsgalasa
*Ritka esetben a lupus-antikoagulans is megnyujthatja a
PI-t, azonban ilyen esetben az ATPI is mindig megnytlik
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Aktivalt parcialis tromboplasztinidé (APTI-) meg-
hatarozas

A minta ebben az esetben is thrombocytaszegény
plazma. A reagens parcialis tromboplasztin, amely
nem tartalmazza a szoveti faktort, csak a foszfolipid-
részt. A reakcié azonban igy nagyon lassan zajlana le,
ezért a reagenshez kontakt aktivatort (kaolin, szilika,
elagsav) is hozzdadnak. A minta és a reagens el6in-
kubalasa (aktivalasa) utan hozzaadott kalcium-klorid
startreagens és a fibrinalvadék megjelenése kozott el-
telt id6t mérjitk masodpercben. A mddszer a véralva-
das ,intrinsic,, és ,,k6z0s” Gtjat modellezi, az ezekben
részt vevo faktorok csokkenése esetén megnyulik.

Az eredményt normal kontrollhoz viszonyitva (ké-
rosnak tekinthetd a £8 s eltérés) vagy APTI-rata (be-
tegnél mért APTI/normal kontroll APTT) formajaban
adjuk meg. Az APTI megnyulasat okozhatja a XII-es,
XI-es, X-es, IX-es, VI-as, V-0s és II-es faktor és a fib-
rinogén szintjének csokkenése.

Hasznaljuk nem frakcionalt heparin (UFH) terapia
monitorozasara. Ilyen esetben az APTI 1,5-2,5-5z0-
ros megnyulasat kell elérni. Megnyult APTI-t ered-
ményezhet lupus-antikoagulans (LA) jelenléte is. A
11-59. dbra mutatja be a kdros APTI esetén végzendd
tovabbi vizsgalatokat. Az APTI jelentés megnyuldsa
tapasztalhaté néha vérzés megjelenése nélkiil is. Ez
XII-es faktor, HMWK (high molecular weight kini-
nogén), PK (prekallikrein) hianyban, lupus-antikoa-
gulans jelenlétében és nem megfeleld vér : citrat arany
esetén észlelhetd.

A keveréses teszt soran a beteg plazmadjahoz 1:1
aranyban normal plazmat keveriink. Ezéltal az alvadasi
faktorok minimum 50%-a rendelkezésre all. Ennek ko-
vetkeztében, ha a keveréses teszt eredményeként nor-
mal APTI-t mériink, az APTI-megnyulds hatterében
faktorhiany dll. Nem korrigalhat6 keveréses teszt inhi-
bitor jelenlétét (heparin, specifikus faktorellenes inhibi-
tor vagy lupus-antikoagulans) valdszintsiti.

megnyult APTI

:

Tl mérés

normal

'

keveréses teszt

,/\

korrigal ’ nem korrigal ‘

\ f

faktorhiany lupus-antikoagulans
teszt pl. DRVVT
* (higitott Russell
viperaméreg idd)

T

faktormérés

megnyult

f

reptilazidé

‘/\

megnyult ‘ normal

' '

lasd 11-60. abra heparin a mintaban
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A hemosztazis vizsgalatanak tjabb fehérjemodszertana

Trombinid6- (TI-) meghatarozas

A thrombocytaszegény plazmahoz meghatarozott
mennyiségl trombin reagenst adunk és masodperc-
ben mérjiik a fibrinalvadék megjelenéséig eltelt id6t.
A fibrinogén polimerizélt fibrinné valé atalakuldsa-
nak aranyat kovetjiik nyomon. Az eredményt normal
kontrollhoz viszonyitva (kérosnak tekinthet6 a +8 s
eltérés) vagy TI rata (betegnél mért TI/normal kont-
roll TI) formajaban adjuk meg. A TI megnyulasat
okozhatja hypo- vagy dysfibrinogenaemia, heparin
terapia (heparinszennyezettség esetén is), FDP (fib-
rin/fibrinogén degradacids termékek) és a fibrin po-
limerizaciojat zavaro faktorok (pl. paraprotein) jelen-
léte a mintaban. A 11-60. dbra mutatja be a koros TI
esetén végzendo tovabbi véralvadasi vizsgalatokat.

Fibrinogénmeghatarozas

A fibrinogénkoncentracié meghatarozasara tobb
modszer is rendelkezésiinkre all, igy direkt megha-
tarozas kinetikus turbidimetridval, immunkémiai
modszerek és az un. PI-szarmaztatott vagy derivalt
fibrinogén maddszer. Ez utobbi esetében a fibrinogén

megnyult

'

fibrinogénmérés

koncentraciot a PI mérése soran a fényszdoras mérté-
kének valtozasabdl vagy optikai denzitasabdl szamit-
juk ki. Elénye, hogy gyors és olcséd. Hatranya, hogy
bizonyos betegcsoportok esetén nem ad pontos ered-
ményt (pl. DIC, majbetegek, vesebetegek, dysfibrino-
genaemia, trombolitikus terdpia, ill. erésen megnyult
protrombinidé).

Ezért a fibrinogén meghatérozasara ajanlott mod-
szer a CrLAuss szerinti. Ez bioldgiai hatds alapjan
mér - egy modositott trombinid§-meghatarozas —,
az 1:9 aranyban higitott plazmahoz trombint adunk
feleslegben, és masodpercben mérjiik a fibrinalvadék
megjelenéséig eltelt id6t. Ennek eredményeként a fi-
ziolégidsan jelen 1év6 inhibitorok hatdsa elhanyagol-
hatéva valik, és a mért id6 csak a mintaban jelen 1évé
fibrinogén koncentracidjatdl fiigg. Ismert fibrinogén-
koncentracioju plazma higitasaival kalibracios gorbét
készitiink, amelyrdl a beteg plazmajanak fibrinogén-
koncentracioja leolvashat6. Az eredményt g/l mérték-
egységben adjuk meg (referenciatartomany: 2—4 g/1).

A fibrinogént a m4j termeli és az akut fazis fehér-
jék csoportjaba tartozik. Szintje csokken csokkent
szintézis (pl. majbetegség), megnovekedett felhasz-

megnyult Tl

;

reptilazidé

normal

'

heparin a mintaban

/\

csokkent szint ’

normal ‘

'

'

hypo- vagy
dysfibrinogenaemia

D-dimer- vagy
FDP-mérés

T

| |

normal ‘

'

’ magas
11-60. dbra. disszeminalt
Megnyult T1 intravascularis
.. 12 koagulacio
kivizsgalasa

fibrinpolimerizacios
zavar, pl.
paraprotein
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nalas (pl. DIC, hyperfibrinolysis) miatt. Emelkedett
fibrinogénkoncentraciot mérhetiink megemelkedett
szintézis, pl. akut fazis reakci6 (gyulladas, tumor, tra-
uma, égés), kronikus gyulladasos reakcié (rheuma-
toid arthritis, bizonyos autoimmun megbetegedések)
kovetkezményeként, fehérjevesztéses allapotokban az
albuminveszteség kompenzalasara vagy velesziiletet-
ten (az atherosclerosis rizikofaktora).
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A thromboembolias korképek
fehérjediagnosztikaja

TOKES-FUZESI MARGIT

A thromboembolias kdrképek az artérias vagy vénas
keringésben kérosan létrejové thrombus kovetkez-
ményei. Eredményeként 1étrejohet részleges vagy tel-
jes érelzarddas, ill. a keletkezett vérrogbdl embolusok
szakadhatnak le, tovabb sulyosbitva a korlefolyast. A
vénas thromboembolidk (VTE) a mélyvénas throm-
bosist (MVT) és a pulmonalis emboliat (PE) fog-
laljak magukba. Az artérids thrombosis elsésorban
akut ischaemias allapot formajaban jelentkezik, ami
érintheti a szivartéridkat (akut coronaria-szindroma:
instabil angina, szivinfarktus), az agyi artériakat (at-
meneti agyi ischaemids attak, agyvérzés), valamint
a végtagok periférias és a mesenterium artériait. A
thromboembolids korképek diagnosztizalasa elso-
sorban nem laboratériumi teszteken alapul. Ilyen
esetekben a laboratérium a mérhetd rizikotényezok
felderitésében, a praethromboticus allapot el6rejelzé-
sében, ill. a nehezen diagnosztizalhat6 thrombosis és
pulmonalis embolia kizarasaban segitheti a klinikus
munkajat. Praethromboticus dllapotban mérheté alva-
ddsi paraméterek:

o Fibrinopeptid A (FPA), amely a fibrinogénbdl

trombin hatdsara lehasadé molekula.
« Fibrin monomer.
o Trombin-antitrombin komplex (TAT) kimuta-
tas.

Ezek szintje hamar emelkedik a plazmaban, mérésiik
viszont koltséges és idGigényes. Rutin laboratériu-
mok szintjén is elvégezhet6 vizsgalat ilyen esetekben
a D-dimer-mérés.

D-dimer-meghatarozas

A fibrinolizis soran, mivel a plazmin nem specifikus
enzim (lebontja a fibrinogént, a fibrint és a stabil fib-
rinhaldt is), kiilonbozd fibrindegraddcios termékek
(FDP) keletkeznek, pl. D-dimer, DXD fragmentum,
DD/E fragmentum (11-61. dbra). A D-dimer a tobbi
FDP-vel szemben csak a XIII-as faktor altal kereszt-
kotott fibrinhald plazmin altali hasitasakor keletkezik,
ami azt jelenti, hogy létrej6ttét mindig thrombuskép-
z8dés el6zi meg. Kimutatasara kvalitativ/szemikvan-
titativ gyorstesztek, ELISA, immunturbidimetria és
fluoreszcens immunoassay-k is rendelkezésre allnak.
Ezek koziil a legelterjedtebb a turbidimetrids mérés.
Monoklondlis antitesttel bevont latexpartikulumo-
kat tartalmazo reagenshez adjuk a mintat. D-dimer
jelenlétében a partikulumok agglutindlédnak, a fény-
abszorbancia csokken. Az abszorbanciavaltozas pedig
aranyos a mintdban jelen 1évé D-dimer mennyiségé-
vel, amelynek értékét ismert koncentracioju D-dimer
higitasaibol készitett kalibracios gorbérdl olvasunk le.

Az eredményt a kiilonb6z6 mddszerek kiilonboz6
mértékegységben adjak meg; a hazankban forgalom-
ban 1év6 tesztek mg/1 (ug/ml) vagy mgFEU/I (ugFEU/
ml) egységben. A FEU (fibrinogen equivalent unit) azt
a fibrinogénmennyiséget fejezi ki, amelybdl az adott
koncentracioju fibrindegradacids termék keletkezett.

P P P P P
(ORI EREA DY DRI ERSEAD Y DRI E R DX D RELE RS D YD RS ERLSAD)
U M S
(ORERZAB YD RILERISD YD RISLERZ(D)
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11-61. dbra. A fibrinolizis (P: plazmin; D, E: a fibrinogén D, E régidja; ezek N- és C-terminalis fehérjék)
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Két ugFEU/ml D-dimer immunreaktivitasa annyi,
mint 1 ug/ml tisztitott D-dimeré. Ez azt jelenti, hogy
a FEU-ban kifejezett D-dimer-értékek kétszer olyan
magasak lehetnek, mint a D-dimer egységekben ki-
fejezett értékek. A kvantitativ D-dimer-tesztek ered-
ményei nem konnyen hasonlithatok 6ssze egymassal,
mivel a kiilonb6z6 tesztekben alkalmazott antitestek
specificitasa és affinitasa kiilonb6z, valamint a ka-
librator készitmények eldallitasa is. Ebbdl adédnak a
kiilonboz6 referenciatartomanyok és cut-oft értékek,
a legtobb teszt esetén azonban ez <500 ugFEU/ml.

A D-dimer-teszt elsésorban a vénds thromboem-
bolidk — mélyvénds thrombosis, tidéembolia - kiza-
rdsara alkalmas, 4ltalaban klinikai ,,score,,-rendsze-
rekbe illesztve vagy ,,stand alone,, kizarasi tesztként.
A legtobb teszt szenzitivitasa VTE vonatkozasaban
98-100% kozott van. Specificitdsa azonban ennél
lényegesen alacsonyabb, nem éri el az 50%-ot. Ez
azt jelenti, hogy a vizsgalat negativ prediktiv érté-
ke MVT és PE kizdrasara kozel 100%, tehat cut-off
érték alatti D-dimer-eredmény esetén jelenlétiik ki-
zarhat6. Nem hasznalhaté azonban artérias throm-
boticus folyamat kizérasara (infarctus, stroke). Po-
zitiv teszteredmény azt mutatja szamunkra, hogy a
szervezetben valahol thrombuslebontas folyik, arrdél
nem ad felvilagositast, hogy ez intra- vagy extrava-
salisan torténik-e. Haematoma jelenlétekor, trauma
utan, posztoperativ dllapotokban is lehet emelkedett

11-25. tabldzat. A thrombophilidk £ okai

a D-dimer-szint. Ugyanez torténik gyulladasos fo-
lyamat és tumor kornyezetében, amikor a kis erek-
ben microthrombusok képzédnek. A D-dimer-teszt
masik fontos alkalmazdsi teriilete a DIC (disszemi-
nalt intravascularis koaguldcio) kimutatasaban van
score-rendszerbe illesztve.

Thrombophiliak laboratoriumi
diagnosztikaja

A thrombophilia fokozott hajlamot jelent a thrombo-
embolias korképek kialakuldsara, hatterében lehetnek
orokletes vagy szerzett faktorok, esetleg ezek kombi-
nacidja (11-25. tabldzat). Velesziiletett thrombophilia
gyanujanak kell felmeriilnie abban az esetben, ami-
kor fiatal (55 év alatt) betegnél alakul ki mélyvénas
thrombosis szokatlan helyen (nem alsé végtagon),
recurrens modon, és csalddi halmozddast mutat. A
thrombophilia irdnydban valé kivizsgalast specialis
hemosztazis laboratériumokban végzik. A jelenlegi
ajanlasok értelmében ki kell vizsgaltatni az artérids/
vénas thrombosison atesetteket, igazolt thrombophi-
lidsok tiinetmentes gyermekeit serdiil6korban, vala-
mint fiatal korban thrombosison atesettek testvéreit.
A thrombophilia kivizsgaldsa szempontjabdl fontos
az idépont, amikor elvégezziik a laboratériumi tesz-
teket. Molekuldris genetikai tesztek esetében ez bar-

Velesziiletett

Szerzett

AT-defektus

antifoszfolipid-antitest (APLA), lupus-antikoagulans (LAC), antikardiolipin

antitest (ACA)
protein C defektus tumoros megbetegedések
protein S defektus myeloproliferativ szindroma

FV Leiden mutacio
(APC rezisztencia)

PNH (paroxysmalis nocturnalis haemoglobinuria)

protrombin 20210A polimorfizmus

nephrosis-szindroma

dysfibrinogenaemia

hyperhomocysteinaemia

emelkedett FVIII

emelkedett FIX

emelkedett FXI

kozepes hyperhomocysteinaemia
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11-26. tabldzat. Ajanlott els6 vonalbeli kivizsgalasok thrombophiliaban

Teszt neve Teszt tipusa Modszer

véralvadas-szlirGteszt funkcionalis APTIL PL, TI

antitrombin funkciondlis heparin 1,<ofaktor aktivitas mérés szarvasmarha trombinnal vagy Xa
szubsztrattal

protein C funkcionalis kromogén aktivitas

protein S immunolégiai | szabad PS antigén

APC-rezisztencia funkcionalis minta el6higitasa V. faktor hidnyos plazmaval

vagy

faktor V Leiden-mutacié | DNS alapu

protrombin G20210A DNS alapu

lupus-antikoaguldns funkciondlis alvadas alapu teszt (clotting-based)

antikardiolipin immunoldgiai

11-27. tabldzat. Thrombophilia kivizsgalasaban lehet6ség szerint elvégezhet6 tesztek

Teszt neve

Modszer

aktivalt PC rezisztencia

eredeti, nem moddositott teszt

AT antigén

immunoloégiai mdédszer

protein C antig;n

immunoloégiai médszer

protein C aktivitas

alvadds alapt funkcionalis teszt

Ossz-protein S antigén

immunoloégiai médszer

protein S aktivitas

alvadas alapt funkcionalis teszt

fibrinogén

alvadas alapt funkcionalis teszt

fibrinogén

immunoloégiai médszer

VIII, IX, XI. faktor szint

alvadas alapt funkcionalis teszt

homocisztein

funkcionalis vagy immunoldgiai teszt

mikor alkalmas, és az élet soran elegendé egy vizsgalat
elvégzése (FV Leiden, Protrombin 20210A mutaciok).
Mas alapelven miikodé tesztek esetében a thrombo-
sis lezajlasa utan 3-6 honappal érdemes elvégezni a
kivizsgalast. Oralis antikoagulans kezelésen 1év6 be-
tegek kivizsgalasa nem ajanlott, mivel a protein C, a
protein S és a lupus-antikoagulans eredmények nem
interpretalhatok. Tartos heparinkezelés csokkenheti az
antitrombin- (AT-) szintet. Amennyiben az antikoa-
gulans kezelés nem fliggeszthetd fel, akkor a vizsgalat

idejére ajanlott a beteg kis molekulatomeg(i heparin-
kezelésre valo atallitdsa. Thrombophilia diagnozisat
nem molekularis teszt végzésekor csak akkor mond-
hatjuk ki, ha az két ismételt mintavétel utan is pozitiv
eredményt adott.

A thrombophilia sziirésére ajanlott teszteket a 11-
26. tabldzaton mutatjuk be; részletes leirasuk a meg-
felel6 helyen a szovegben szerepel. A lehetdség sze-
rint elvégezhetd tovabbi teszteket a 11-27. tdbldzat
foglalja 6ssze.
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ANTITROMBIN- (AT-) DEFEKTUSOK

Az el6zéleg antitrombin III néven ismert antitrom-
bin a majban termel6dé 58 kDa nagysagu fehérje. A
trombin legfontosabb inhibitora, ugyanakkor mas
szerin-proteazokat is gatol, igy a Xa, IXa, XIa, XIIa,
valamint a szoveti faktorhoz kotott VIIa faktort is.
Funkcionalis szempontbol két fontos régidja van: egy
trombinkoté domén a molekula karboxi-termina-
lis részén (Arg393-Ser394) és egy heparinkotd hely
az N-terminalis részen. Heparin nélkiil az AT lassan
inaktivdlja a trombint, ezt nevezziik az antitrombin
progressziv aktivitdsanak. Heparin bekotodésekor vi-
szont az AT konformdcidvaltozason esik at, ennek
eredményeként az AT és a szerin-proteazok kozotti
komplexképzddés a 4000-szeresére emelkedik. A he-
parin jelenlétében végbemend gyors trombin- és Xa
faktor inaktivalast nevezziik az antitrombin heparin-
kofaktor-aktivitdsinak. Az AT-hiany a thromboem-
bolia kialakulasanak kockazatat 8—10-szeresére eme-
li.

A velesziiletett antitrombinhianynak két formaja

ismert.

o I-es tipusu AT hidny. Ilyenkor a mindségileg jol
mikod6 antitrombin mennyisége csokken,
vagyis mind az AT antigén, mind az aktivitas
csokken.

o II-es tipust AT hidny. Mennyiségileg megfelelo,
de funkcionalisan rosszul mikodoé fehérje ter-
melddik. Ebben az esetben az AT antigénszint
normal vagy kozel normal, de az aktivitas jelen-
tésen csokkent. A II. tipuson belil is harom
alcsoportot kiilonboztetiink meg attol fiiggden,
hogy az AT melyik részét érinti a molekularis
defektus.

Az AT-aktivitas kimutatasara alkalmazott tesztek ko-
ziil az AT-deficiencidk szilirésére a heparinkofaktor-ak-
tivitds mérése ajanlott, mivel ezzel a klinikailag fontos
eltérések kimutathatok.

A mérés két 1épésben megy végbe:

o Azels61épésben a beteg plazmajat ismert meny-
nyiségli szarvasmarha Xa faktorral inkubaljuk
f6los mennyiségli heparin jelenlétében.

« Majd az el nem reagalt Xa faktor aktivitasat kro-
mogén szubsztrat segitségével mérjik. A
szubsztratrdl lehasadé kromogén p-nitro-ani-
lint 405 nm-en kinetikusan mérjik. A mért

szinintenzitas forditottan aranyos a beteg plaz-
majaban jelen 1évé AT-nal.

Vannak gyartok, akik a Xa faktor helyett IIa faktort
alkalmaznak a tesztben. Az eredményt az aktivitas
szazalékaban adjuk meg.

PRrROTEIN C (PC-) DEFEKTUSOK

A protein C a majban zimogén formajaban termel6dé
62 kDa nagysagu K-vitamin-fiiggé fehérje. K-vitamin
hatasara poszttranszlacios modosulason esik at, vagy-
is a fehérjében 1évé glutaminsavhelyek y-karboxilaci-
6ja megy végbe. Az aktiv protein C kialakuldsahoz a
plazmaban kalciumion, trombin és foszfolipid jelen-
létére van sziikség. A protein C trombin dltali aktiva-
lasahoz az endothelsejtekhez kotott trombomodulinra
és endotelhialis protein C-receptorra van sziikség. Az
aktivalt protein C kofaktora, a protein S jelenlétében
inaktivalja a VIIIa és Va faktort, ezaltal gatolva a trom-
binképzddést (11-62. dbra). A PC-hidny hétszeresére
emeli thrombosis kialakuldsanak a kockazatat.

Az 6roklott protein C-deficiencidnak is két forma-

ja ismert:

o I-es tipus. A deficienciak 75%-at teszi ki.
Ilyenkor a PC-nek mind mennyiségileg, mind
funkcionalisan csokken a szintje.

o Il-es tipus. E deficiencidban a funkcionalis
tehérje szintje csokken az antigénszinthez viszo-
nyitva.

A PC-aktivitas mérésére ajanlott teszthez kromogén
szubsztratot alkalmaznak; a teszt két lépésben megy
végbe. Az els6 [épésben a beteg plazmajat inkubaljuk
PC-aktivatorral (Agkistrodom contortrix contortrix
kigy6 mérge).

prothrombin thrombin — fibrinogén

thrombin
gatolja
R4
thrombin protein C APC
protein S

thrombo-

modulin EPCR

endothelsejt

(= ) [+ ) [ )

11-62. dbra. A protein C és a protein S rendszer miikodése
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A masodik lépésben az aktivalt PC a kromogén
szubsztratot hasitja, a felszabadul6 p-nitro-anilint pe-
dig 405 nm-en kinetikusan mérjiik. A szinintenzitas
egyenesen aranyos a mintaban jelen 1évé PC mennyi-
ségével.

PROTEIN S (PS-) DEFEKTUSOK

A protein S 84 kDa molekulatomegl, majban terme-
16d6, K-vitamin-fiiggé fehérje. A plazmaban 1évé PS
(protein S) kb. 65%-a a komplement C4b-kot6fehér-
jéhez (C4b-BP) kapcsolddik. Ez nem tud kofaktorak-
tivitast kifejteni. A maradék szabad PS képes az akti-
valt protein C-hez (APC) kot6dni, kifejteni kofaktor
hatasat és ezaltal részt venni a VIIIa és Va faktor in-
aktivalasaban. A protein S-hiany thrombosis kialaku-
lasanak a kockazatat nyolcszorosara noveli.

Az 6rokletes PS hianynak hdrom formaja ismert.

o I-es tipus. Kvantitativ hiany, amelynek eredmé-
nyeként csokkent mennyiségli, de strukturali-
san normdl fehérje termelédik. Ennek kovet-
keztében mind a kotott, mind a szabad PS szint-
je csokken, ennek eredménye a funkcionalis PS
szint csokkenése.

o Il-es tipusu deficiencia. Kvalitativ elvaltozas,
vagyis csokken a PS-aktivitas, amely normal
vagy kozel normal Ossz- és szabad PS-szinttel
parosul.

o III-as tipusu deficiencia. A szabad PS antigén és
a funkcionalis PS mennyisége csokken, az
0ssz-PS-mennyiség normal.

A PS-hidny a thrombosis kockazatat nyolcszorosara
noveli.

A PS mérésére hasznalt immunologiai mddsze-
rek mind az aktiv, mind az inaktiv szabad PS-format
mérik, ezért a funkcionalis szabad PS-mennyiséget
folémérik. Az 6ssz-PS mérésekor az inkubacids idot
ugy kell megvalasztanunk, hogy a PS-nek kell6 ideje
legyen kilépni a C4b-BP komplexbdl és reagalni az
antitestekkel. ELISA-tesztek végzésekor magas higi-
tasra és a primer antitesttel hosszu inkubacids idére
van sziikség. Kezdetben poliklondlis antitestet hasz-
naltak, amely nem tudott kiilonbséget tenni a kotott
és szabad forma kozott. Ezért a C4b-BP forma elta-
volitasara polietilén-glikolos (PEG) kicsapast alkal-
maztak. A késébbiekben olyan antitestet fejlesztettek
ki, amely a PS C4b-BP-hez val6 kotohelyét ismeri fel.

Ezek a szabad PS kicsapas nélkiili, direkt mérését tet-
ték lehet6vé.

Az utébbi idében széles korben elterjedt mérési
modszer a latexhez kétott immunologiai mérés. Az
antigén ilyen esetben a szabad PS. Az els6 lépésben a
tisztitott latexhez kotott C4b-BP kalciumion jelenlé-
tében megkoti a beteg plazmajaban 1év6 szabad PS-t.
Masodik 1épésben a szintén latexhez kotott PS ellen
termelt antitest reagal a C4b-BP-hez kotott szabad
PS-sel. Ennek eredményeként agglutinaci6 jon létre,
és a turbiditasvaltozas egyenesen aranyos a plazma-
ban 1év6 szabad PS-sel.

A funkciondlis tesztek a PS kofaktoraktivitasan
alapulnak. A plazmaban 1év6 PS kofaktoraktivitasatol
fiiggden az aktivalt PC antikoagulans aktivitas foko-
z6dik, ami az alvadasi id6 (APTI) megnyulasaval jar
egyiitt. Amennyiben a plazmahoz Va faktort is adunk
(amely az aktivalt PC szubsztratja), kikiiszobolhet6vé
valik az APC-rezisztens betegben mért téves ered-
mény.

AKTIVALT PROTEIN C (APC-) REZISZTENCIA

Az APC-rezisztenciat nem megfelel6 antikoagulans-
valaszként hatarozhatjuk meg egy APTI alapu alva-
dasi tesztben, ha a plazmahoz in vitro aktivalt protein
C-t adunk. Az APC kofaktoraval, a PS-sel egyiitt a
VIIIa és Va faktort inaktivalja. Az Va faktort az Arg
506 aminosavpozicidban hasitja.

A fokozott alvadékonysagot okoz6 APC-rezisz-
tencia hatterében 95%-ban az V-0s faktor génjének
pontmutacidja all, amely az 506-os hasitasi helyet
érinti, és Leiden-mutacioként valt ismertté. A gén
1691-es pozicidjaban a guanin adeninre cserél6dik
(G1691A), aminek eredménye az 506-os pozicidban
létrejové aminosavcsere, az arginin glutaminra cseré-
16dik. Ennek kovetkezménye, hogy az APC lassabban
inaktivalja az Va faktort. Magyarorszagon az APC-re-
zisztencia prevalencidja 10% koriili. A Leiden-muta-
ciora heterozigoéta egyéneknél a thrombosis kockaza-
ta hétszeres, a homozigétaknal (gyakorisag 1:1000)
ez 50-80-szoros is lehet.

Az APC-rezisztencia mérésére hasznalt tesztek
APTI alapuak. Az els6 generacids tesztekben par-
huzamosan két APTI-t mériink, egyiket a beteg
plazmajahoz adott exogén APC, a masikat anélkiil,
kalciumion jelenlétében. Az eredményt APC-rita
formajaban adjuk meg, amelyet a két alvadasi id6bél
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képeziink. Képezhetiink normalizalt ratat is, amely-
nek soran a beteg APC-ratajat osztjuk a poolozott
(gytjtott) normal plazmabol mért APC-rataval. Ilyen
esetekben azonban a normal plazmakat ajanlott eld-
zetesen APC-rezisztencidra leszlirni, mivel egyetlen
Leiden-mutdaciét hordozé beteg mintaja is jelent6sen
befolyasolhatja az eredményeket. A teszt nem tekint-
het6 diagnosztikusnak Leiden mutdcié szempontja-
boél, mivel az eredményeket jelentdsen befolyasolja
a plazmaban 1év6 VIII-as faktor, protein S-szint, va-
lamint az antifoszfolipid-antitestek jelenléte. A teszt
specificitasa novelhetd, ha a tesztplazmat V-6s faktor
hidnyos plazmaval higitjuk (1:4). Az Gjabb generacids
tesztekben az APTI alvadasi teszt nem kontakt akti-
vacidval, hanem specifikus kigyoméreggel vagy IXa
faktorral, amelyek a X-es faktort kozvetleniil aktival-
jak.

PROTROMBIN 20210A POLIMORFIZMUS

A protrombin gén 3’ untranslated (at nem i{r6do) ré-
gidjaban a 20210-es poziciéban a guanin adeninre
(G20210A) cserélddik ki, aminek eredményeként a
plazmaban megné a protrombinszint, novelve ezaltal
thrombosis kialakuldsanak a kockazatat. Heterozigo-
takban a kockazat 2—4-szeres, homozigotakban akar
tizszeres kockazatot is jelenthet.

Kimutatdsara molekularis genetikai moddszert
hasznélnak.

ANTIFOSZFOLIPID-ANTITESTEK,
LUPUS-ANTIKOAGULANS KIMUTATASA

Az antifoszfolipid-szindroma (APS) a thrombosisok
és a terhesség sordn bekévetkezé komplikaciok egyik
fontos oka. Szerzett thrombophilia, autoimmun be-
tegség, amelyben a tiineteket a plazmdaban megjelend
foszfolipid- (PL-) ellenes antitestek okozzak. Ezek az
antitestek atmenetileg, klinikai tiinetek nélkiil is meg-
jelenhetnek gyogyszerhatds vagy virusinfekcio6 (els6-
sorban gyermekkorban), bakterialis infekcio, ill. pa-
razitas megbetegedés kovetkezményeként. Ebben az
esetben nem tekinthetd betegségnek.

Az antifoszfolipid-antitesteket el6szor szisztémas
lupus erythematosisban (SLE) szenved6 betegekben
irtak le, akik alpozitiv syphilisteszt-eredményt mu-
tattak. Kidertilt, hogy ennek hatterében a plazmajuk-

ban keringé autoantitestek dllnak, amelyek képesek
a negativan toltott foszfolipidekhez - igy a kardioli-
pinhez — kot6dni. Innen ered az antikardiolipin-anti-
test (ACA) megnevezés. Ezzel kozel egy idében irtak
le, hogy a SLE-s betegek in vitro megnyult alvadasi
id6vel rendelkeznek, ami azonban nem jar egyiitt
vérzékenységgel. A megnyult foszfolipid dependens
alvadasi teszt eredményt (pl. APTI) normal plazma
hozzdaddsaval sem lehetett korrigdlni, ami inhibi-
tor jelenlétére mutatott. Ezt az inhibitort nevezték el
lupus-antikoagulansnak (LA). Paradox mddon a lu-
pus-antikoagulans jelenléte a SLE-betegekben nem
vérzékenységgel, hanem megnovekedett thrombo-
siskockazattal jar egyiitt. A kés6bbiek soran az anti-
foszfolipid-antitestekkel kapcsolatban kideriilt, hogy
az antigén tulajdonsagot nem maga a foszfolipid
hordozza, hanem a hozzakotott fehérjék. Ezek koziil
a legismertebb a B -glikoprotein I, a protrombin, a
XI-es faktor, a protein C, a protein S és az annexin-V.
Ezek akkor expondlddnak, ha anionos PL-hez vagy
negativan toltott feliilethez kotddnek.

Az APS nemzetkozileg elfogadott diagnosztikai
kritériumait a 11-28. tdbldzat mutatja be. A diagndzis
kimondasahoz legalabb egy klinikai és egy laborato-
riumi kritériumnak teljesiilnie kell. A laboratériumi
eredmény akkor tekintheté diagnosztikusnak, ha leg-
alabb két alkalommal 12 hetes kiilonbséggel elvégezve
pozitiv. Az LA-t az ISTH SSC LA/PL-fiiggé antitestek
albizottsaga iranymutatdsa szerint kell kimutatni, az
ACA-t pedig standardizalt B,-glikoprotein I-depen-
dens ELISA-val.

Az LA kimutatdsdnak laboratériumi kritériumai:

« Foszfolipidfiiggd alvadasi teszt megnyulasa LA

jelenlétében.

A megnyulast okozd inhibitor kimutatasa (keve-

réses teszt).
« Az inhibitor PL-fiigg6ségének kimutatdsa:
— relativ korrekcié emelt mennyiségti PL-lel;
— a hatds fokozodasa a PL higitasaval.

» Ha a diagndzis bizonytalan, egyéb coagulopat-
hiak kizarasa (faktorhiany, faktorellenes gatlo-
test).

A kimutatds lehetdségei:
+ A mérésekhez hasznalt plazma (a beteg plazma-
ja és kontroll normalis plazma) centrifugaldsa
kétszer 20 perc 2000xg-vel.
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11-28. tabldzat. Antifoszfolipid-szindréma diagnosztikai kritériumai

Klinikai kritériumok

Laboratériumi kritériumok

thrombosis:

vagy szervben

artérids, vénas vagy kis erek thrombosisa barmilyen szovetben

IgG és/vagy IgM antikardiolipin-antitest
koézepes vagy magas koncentraciéban és/vagy
IgG és/vagy IgM anti ,-glikoprotein I kozepes
vagy magas koncentraciéban

és/vagy lupus-antikoagulans

terhességi komplikdcidk:
tatlan halala a 10. héten vagy azt kovetSen;

egymas utan;

elégtelenség kovetkeztében

a morfologiai szempontbdl normalis magzat megmagyarazha-
harom vagy tobb megmagyarazhatatlan 10. hét el6tti abortusz

34. hét el6tti korasziilés sulyos praeeclampsia vagy placenta-

o LA-érzékeny alvadasi idék: APTI, LA-érzékeny
APTIL, higitott Russell viperaméreg-idé (RVMI).
A LA-pozitiv betegminta LA-érzékeny alvadasi
ideje szignifikdnsan megnyult a kontrollhoz
képest. A PI ritkan nyulik meg LA jelenlétében,
ennek oka a nagy mennyiségli LA jelenléte
lehet.

« A megnyulast okozo inhibitor kimutatésa keve-
réses teszttel. APTI és LA-szenzitiv APTI eseté-
ben 1:1 vagy 1:4 ardnyu higitdsban végezziik a
mérést. LA jelenlétében a keveréses teszt nem
korrigdl. A nem korrigalhatésag megitélésére
szamithatjuk ki a kovetkezoket:

1. APTI keverék — APTI kontroll: > 5 s.
2. APTI keverék — APTI kontroll/APTI beteg x
100: > 15% (Rosner-index).

Higitott Russell viperaméreg-ido teszt esetében a sza-
mitas a kévetkezd:

betegplazma kontrollplazma keverék RMVI/kont-
rollplazma RMVI: > 1,2.

o A megerésité tesztek két elven mikodhetnek:
— A PL csokkenésével a foszfolipidfiiggd teszt al-
vadasi ideje megnyulik ilyen pl. a RVMI higi-
tott PL-lel vagy az APTI higitott PL-lel.

- A PL koncentraci6janak novelésével az alva-
dasi id6 rovidiil; ilyen a thrombocytaneutra-
lizacids teszt (PNP), a neutralizacié hexago-
nalis PL-lel és RVMI megerdsito tesztje.

o A PL-ellenes antitestek direkt kimutatdsara

ELISA technikat haszndlnak.

- Antikardiolipin-antitest (ACA) esetében az
IgG-, IgM-, IgA-nak kozepes vagy magas ti-
terben kell jelen lennie;

— B,-glikoprotein I-gyel reagal¢ antitest kimu-
tatds esetén az IgG és az IgM.
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A testnedvek
fehérje-Osszetételének
diagnosztikus kémlelése

A konny vizsgalata

LUDANY ANDREA

A konny mint vizsgalati objektum viszonylag isme-
retlen a laboratériumi diagnosztikdban annak elle-
nére, hogy nem invaziv médon nyerhetd. Egyre tobb
megfigyelés és vizsgalati eredmény utal arra, hogy
Osszetételének analizise nem kizarolag a szemészeti
betegségek diagnosztikdjaban jatszhat fontos szere-
pet. Informdciét nyujthat az egész szervezet allapo-
tarol. Ezért a konnyfehérjék ismeretének mind fizio-
légiai, mind patofizioldgiai szempontbdl jelentGsége
van.

A KONNY FIZIOLOGIAI SZEREPE ES OSSZETETELE

A konny a szem kiilsé felszinén filmszer( réteget ké-
pez, ezaltal védelmet biztosit a cornea és a conjuncti-
va epithelsejtjei szamara mind a kiils6 fizikai kémiai,
mind a kdrokozok hatésaival szemben. Osszetett
viszkdzus folyadékrendszer, amely harom rétegbdl
all: lipidekbdl, fehérjékbol és elektrolitokbdl, vala-
mint mucinszer( anyagokbol tevidik dssze.

konnymirigy kénnyfilm:
@ Y |- mucin-réteg
W - vizes réteg

" olajos réteg

S X szaruhartya
4 | P M ~ kothartya
Meibom-/mirigy \‘Q
kehelysejt

11-63. dbra. A szem és a konnytermel6 szovetek sematikus
abrazolasa. A konnyfilm harom rétege

A lipidek a kiils6 fazist, a fehérjék és az elektrolitok
a vizoldékony kozépsé fazist, a ,,ragadds” szialomu-
cin komplexek a konnyfilm belsé rétegét képezik. A
konny jelentés mucintartalmat, amely glikoprotei-
nekbdl és glitkdz-aminoglikanokbdl all, az emlGsok-
ben a cornea és a conjunctiva kehelysejtjei termelik.
Mind a cornea és conjunctiva epithelsejtjei altal ter-
melt transzmembran forma, mind a glandula lac-
rimalis altal szekretalt szekretoros mucin jelenléte
sziikséges a konnyfilm stabilitdsahoz. Az anorganikus
soOkat és glikoproteineket tartalmazé vizes fazist foleg
a konnymirigy (glandula lacrimalis) és a conjunctiva
fels6 athajlasaban elhelyezked jarulékos konnymiri-
gyek dllitjak el6. A Meibom-mirigy és a szemhéjszéli
faggyumirigyek (Zeiss- és Moll-mirigyek) a lipideket
szekretaljak (11-63. dbra).

A konny fizioldgiai szerepe

A konnyfilm nedvesen tartja az avascularis cor-
neat, igy biztositva a gazcserét a levegd és az epithel-
sejtek kozott. Ha a szem felszinére idegentest vagy
valamilyen vegyi szennyezddés keriil, a reflexesen
beindulé koénnyezés kimossa, felhigitja a karositd
idegen anyagokat. A fertézésektdl antibakteridlis és
antiviralis hatdsu anyagai (lizozim, laktoferrin, B-li-
zin, immunglobulinok: szekretoros IgA) védik meg.
Fontos feladata az epithelsejtek tapanyag- és vitamin-
ellatasa, valamint az anyagcseretermékek eltavolitasa.
A konny ezen kiviil nélkiilozhetetlen metabolitokat is
tartalmaz, mint pl. retinolt, amely szerepet jatszik a
cornea transzparencidjanak a megdrzésében. Min-
den szemhéjzarasnal (,,pislogasnal”) djraképzdédik.

Vizsgalataink szempontjabdl kiemelend6 a konny
fehérjetartalma; el6allitasat nagyrészt a konnymirigy
epithelsejtjei és a sejt kozotti térbe vandorolt plazma-
sejtek biztositjak. Irodalmi adatok szerint a konnyfe-
hérje sszetételében az emlésfajoknal nagyfoku kon-
zervativizmus figyelheté meg.

A KONNY FEHERJEI

GACHON és munkatarsai 1979-ben elektroforetikus
analizissel kb. 60 fehérjét detektaltak és azonositot-
tak a konnyben, ezek koziil kb. 20 fehérje szarmazik
a kénnymirigybdl. Némi egyszer(sitést alkalmazva a
konnyproteineket 3 csoportba osztottak:
« Fehérjék, amelyek jelen vannak a szérumban és
a konnyben is.
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o Fehérjék, amelyek csak a konnyben vannak
jelen, a szérumban nem detektalhatok.

« Proteinek, amelyek a konnyben is és az epithel-
sejtben is megtalalhatok.

A 2. csoport legjelent6sebb képviseldje a laktoferrin,
a lizozim és a konnyspecifikus prealbumin (TSPA,
tearspecific prealbumin). Azok a fehérjék, amelyek a
szérumban is és a konnyben is jelen vannak, a con-
junctiva kapillarisainak ,,szivargasa” soran juthatnak
a konnybe. Megfigyelték, hogy a conjunctiva hype-
raemiaban szenved6k konnyében nagyobb az albu-
min koncentracid, ami jelentds csokkenést mutat kal-
cium-dobezilat adasakor. (Ez a gydgyszer csokkenti
a vasopermeabilitast). Azt a kovetkeztetést vontdk le,
hogy a szérumproteinek a kotéhartya-kapillarisok
»szivargasa® soran keverednek a konnyhoz.

Nagy
(HPLC) és tomegspektrometrias (MS) vizsgalato-
kat alkalmazva a kutatok 2006-ban mar 491 proteint
azonositottak a konnyben. A 491 fehérje koziil 200
intracelluldris, ezek az epithelsejtek pusztulasa soran

hatékonysagu  folyadékkromatografias

keriilnek a konnybe, 68 extracellularis, 24 membran-
fehérje és 199 nem osztalyozhato ilyen mdodon.

A konnymirigy altal termelt fehérjék: lizozim, lak-
toferrin, EGE, lipokalin és IgA

A lizozimet FLEMING azonositotta el6szor a konny-
ben, 1922-ben. Ez a lizoszémakban termel6dé gli-
kolitikus enzim a koénnyben fordul elé legnagyobb
aranyban. Antibakterialis hatdsu, normalis szintje
0,6-2,6 mg/ml.

A laktoferrin szintén antibakteridlis hatdsa, a
konnymirigy acinussejtei termelik. Els6ként 1966-
ban detektdltak a konnyben. ELISA-val vizsgéltak a
konny laktoferrintartalmat: a total protein 25%-at te-
szi ki, atlagos koncentraciéja 2 mg/ml. Reverzibilisen
képes kotni két vasatomot, ez magyarazza antibakte-
rialis hatasat. Bakteriosztatikus hatasa mellett a klasz-
szikus komplementrendszer erds inhibitora. Szintje
jelentésen csokkenhet egyes betegségekben, féleg
olyanokban, amelyekhez szaraz szem szindroma is
tarsul. Ilyen betegség példaul a hepatitis C fertézés.
ABE és munkatarsai 42 hepatitis C-ben szenvedd be-
teget vizsgaltak, és azt talaltdk, hogy mind a konny
volumene, mind a laktoferrin szintje csokken a szisz-
témas betegségben [1]. A gyulladdssal jaré szembe-
tegségek (pl. conjunctivitisek) szintén csokkent lak-

toferrinszinttel jarnak. A human kénny lizozim- és
laktoferrin koncentracioja jol tiikrozi a konnymirigy
funkciojat.

A koénnyben jelentés mennyiségben talalhatunk
még EGF (epidermal novekedési faktor) fehérjét is,
amely a cornea épségére vigyaz, az apro sériiléseket
allitja helyre. Sjogren-szindromdban az EGF szintje
jelent6s csokkenést mutat. Szintjének pontos mérésé-
re ELISA médszert dolgoztak ki, koncentraciojat 1,6
ng/ml-nek talaltak.

A lipokalin olyan savas protein, amely bdséges
mennyiségben van jelen a konnyben. 1956-ban de-
tektaltak és azonositottak elGszor. Segiti a magas
viszkozitas fenntartasat, a konnyfilm feliileti fesziilt-
ségének csokkentését, ezaltal hozzajarul a konnyfilm
stabilitdsanak megérzéséhez. A lipokalin a {6 lipidko-
t6 fehérje a konnyben. Emellett rendelkezik antibak-
teridlis és antiviralis hatdssal is, hiszen endonukledz
aktivitdsa és cisztein proteaz gatld hatasa van.

A szekretoros IgA a legjelentdsebb mennyiségben
jelen 1évé immunglobulin a kénnyben, elsé védelmi
vonalként szerepel.

Szérumproteinek: albumin, transzferrin, IgG és IgM

Az albumin azonos a szérumban 1évé albuminnal.
A human kénny minor komponense, de barmilyen
conjunctiva stimuldciéra né a mennyisége a mar em-
litett fokozott érateresztés miatt.

A transzferrin hatasa hasonlé a laktoferrinéhez,
csak kisebb koncentracidoban van jelen. A konnybe
a tobbi szérumproteinhez hasonldan passziv transz-
port utjan keriil. Gyulladas esetén nagyobb mennyi-
ségben talalhato IgE, IgG és IgM.

Egyéb proteinek: akvaporin-5 és gyulladasos fehér-
jék

Az akvaporin-5 olyan membranprotein, amely na-
gyobb mennyiségben expresszalodik a konny- és a
nyalmirigyekben. Normalis esetben az acinaris és a
ductalis sejtek apicalis membranjaban mutathaté ki.
Sjogren-szindromaban az akvaporin-5 megoszlasa
valtozik meg: a citoplazmaban marad, és nem jut ki
az apicalis membranba.

Szaraz szem szindromaban a gyulladdsos markerek
emelkedést mutatnak a konnyben: nagyobb koncent-
raciéban van jelen az IL-1a és IL-1-P, az IL-6, az IL-
8, a TGF-B, és a TNF-a. A csokkent konnytermelés
miatt kialakul6 apré sériilések a conjunctivan gyul-
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laddsos kornyezetet teremtenek, megnd a kiilonb6z6
citokinek mennyisége, a véd6 EGF fehérje mennyisé-
ge viszont csokken.

Tovabbi fehérjéket is identifikaltak kis koncentraci-
okban a konnyben. Ilyen tobbek kozott: az amilaz, a
peroxiddz, a plazminogénaktivator, az alvadasi faktor
XIII, a prolaktin, a TGF-f, az endotelin-1, a retinol.
Természetesen ez a felsorolas kordntsem teljes igy
sem. A human konnyben még jé néhany fehérje var
azonositasra, amelyek funkcidja egyelére ismeretlen.
Kiemelendd, hogy a konny nagy total protein tartal-
ma mellett egyre nagyobb lehet6ség nyilik érzékeny
analitikai eljarasokkal ujabb fehérjék kimutatasara és
a proteomika jovébeni alkalmazasara.

A KONNYFEHERJEK VIZSGALATA — KLINIKAI
DIAGNOSZTIKAI LEHETOSEGEK

SZEMESZETI VONATKOZASOK — A SZARAZ SZEM
SZINDROMA

A szemgolyét borité folyadék a szemhéjak sima moz-
gasat ,kenBanyagként” is segiti. Igy a kénnytermelés
csokkenése, a konny Osszetételének megvaltozasa ré-
vén a konnyfilm instabilla valhat, felszakadhat, bizo-
nyos esetekben teljesen hianyozhat. Ilyenkor a cornea
és a conjunctiva kiszaradhat, kiszaradas okozta sza-
ruhartya- és kot6hartya-gyulladas, keratoconjuncti-
vitis sicca alakulhat ki. A keratoconjunctivitis sicca
enyhébb és sulyosabb formai igen gyakoriak. Az etio-
légidja igen Osszetett.

Az 1996-ban sziiletett 4j felosztas (Report of the
National Eye Institute/Industry Workshop on Clini-
cal Trials in Dry Eyes) a kiilonb6z6 szaraz szem for-
makat két f6 csoportba sorolja:

o A csokkent konnytermelésen, a szem kisebb
konnytartalman alapul6 szaraz szem (tear-defi-
cient dry eye, TDDE).

A fokozott konnyvesztésen, a konnyfilm insta-
billd valasan vagy kifejezett parolgason alapuld
szdraz szem (evaporative dry eye, EDE).

Csokkent konnytermelésen alapuld szaraz szem
(TDDE)

Erre a csokkent konnytermelés és az alacsonyabb
konnytartam jellemzd, és az ebbdl adodo tiinetek:

ég0, viszketd, szur6 érzés. A konnydeficiens szaraz
szem csoportjat tovabbi két alcsoportra lehet osztani:
« Nem Sjogren-szindromas, de csokkent konny-
termelésen alapulé szdraz szem (Non-Sjogren
Tear Deficient Dry Eye, NSTD).
o Sjogren-szindromahoz tarsuld, csokkent konny-
termelésen alapulé szdraz szem (Sjogren
Syndrome Tear Deficient Dry Eye, SSTD).

A keratoconjunctivitis sicca gyakran szisztémas beteg-
ség, azaz a Sjogren-szindroma részjelensége lehet. A
szemszaradas xerostomiaval, iziileti panaszok nélkiil
(primer) vagy valamilyen szisztémds autoimmun be-
tegség (SLE, rheumatoid arthritis, dermatomyositis
stb.) talajan alakul ki (szekunder). A primer Sjog-
ren-szindromat az egyéb kotdszoveti betegségektdl a
konny fehérjetartalmanak valtozasaval lehet megkii-
16nboztetni. Az albumin:laktoferrin 2:1-nél nagyobb
aranya sokkal gyakoribb primer Sjégren-szindréma-
soknal.

Az életkor elérehaladtaval kismértékben csokken
a konnymirigy altal termelt fehérjék koncentracidja.
Ezen kiviil a nem is befolyasolja a konnymirigy funk-
ciojat. A human konny-peroxiddz aktivitdsa ugyanis
kiillonbozik férfiakban és n6kben. A menopauza so-
ran - az 6sztrogénszint valtozasaval - nékben szigni-
fikansan csokken a peroxidazaktivitas, igy ez magya-
razhatja a valtozokorban 1évé néknél a szdraz szem
szindréma gyakori el6forduldsat.

Fokozott konnyvesztésen, a konnyfilm instabilla
valasan vagy kifejezett parolgason alapuld szaraz
szem (EDE)

Normalis konnytermelés mellett is szaradhat a
szem felszine. Megvaltozhat a konny Osszetétele, a
konny nem nedvesiti a felszint, ,lepereg”.

Diabeteses betegeknél megfigyelték, hogy szigni-
fikansan gyakoribb a szaraz szem szindréma eléfor-
duldsa. A szemhéjak és a pislogas rendellenességei,
amikor nem képzddik id6rél id6re tjra a konnyfilm,
nem zarddik a szemrés, fokozott parolgas van jelen.
A cornea felszinének makroszkdpos vagy mikroszko-
pos elvéltozasai, feliileti egyenetlenségei és szintkii-
l16nbségek miatt instabilla valik a konnyfilm, vagy ki
sem alakul.

Kontaktlencse jelenléte miatt is kialakulnak a
szemszaradas tiinetei, ugyanis kontaktlencsét viselé
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szemen a konnyfilm elvékonyodik, kénnyebben fel-
szakad, kozvetlen epithelkarosodas is létrejohet. Az is
kidertilt, hogy a lagy, hidrofil kontaktlencsét visel6k-
nél a lencsén talalt fehérjedepozitumok lizozimdime-
rek, ill. polimerek, melyek a normalis konnyben ilyen
formaban nincsenek jelen.

A KONNYFEHERJEK VIZSGALATA SZISZTEMAS
BETEGSEGEKBEN

Egyre tobb kozlemény utal arra, hogy a konnyfehér-
jék vizsgalatat nem csak ,,lokalis”, szemészeti, hanem
az egész szervezetet érd szisztémads betegségekben is
hasznositani lehet. A mintavétel nem invaziv, fdjda-
lommentes, és igy konnyedén szerezhetiink informa-
cidkat a szervezet allapotarol.

Diabetes mellitus

Leginkabb kiemelt célcsoportja az ezzel kapcso-
latos kutatdsoknak a diabetes mellitus. Ugy ttnik, a
diabeteses betegek konnyfehérje-osszetételében mas
jellegli megoszlasi mintazatok vannak, mint azok-
nél a cukorbetegeknél, akiket szdraz szem tiinetek-
kel kezeltek. Ez az uj fehérjemintazat-beli valtozas
(amely specifikusan a 30-50 kDa molekulatomegt
tartomanyban detektalhatd, és egészségeseknél nem
észlelhet) tovabbi vizsgilatok targyat képezheti.
A cukorbetegség idétartama és ezen fehérjeminta-
zat-beli valtozasok kozott szoros Osszefiiggést mu-
tattak ki, vagyis minél hosszabb ideje tart a betegség,
annal tobb fehérjeexpresszios valtozas figyelheté meg
a konnyben. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
tisztazasara, hogy ezek az eltérések Osszefiiggnek-e a
diabeteses retinopathia kialakulasaval.

Az 1-es tipusu diabetesben szenvedd betegek tobb-
sége hatarozottan mutatja a kot6hartya-betegségre
utald jeleket annak ellenére, hogy néluk a konnyelva-
lasztas funkcionalis prébai, mint pl. a basalis konny-
aramlas (basal tear flow) és a szemészeti diagnosz-
tikdban haszndlt kénnyfilm-stabilitasi proba (tear
brake-up time) a normalis tartomanyba esnek.

Dohdnyzds

A dohéanyzas — mint szamos betegség ismert ri-
zikofaktora - is okozhat szdraz szem szindromat. A
konny elektroforetikus fehérjemintazata dohanyzok-
nal megvaltozik, és ezek a proteineltérések a szaraz
szem tiineteinek stlyossagaval parhuzamosan nének.

Krénikus hepatitis C

E betegekben is kimutattdk, hogy mind a kénny
mennyisége, mind a konnymirigy altal termelt fehér-
jék (laktoferrin) koncentracidja csokken. Ez a glan-
dula lacrimalis diszfunkcidjara utal e betegségcso-
portban, ami szaraz szem tiinetként jelenik meg.

Daganatos betegségek

A konnyfehérjék vizsgalata 4j fordulatot hozhat
néhany daganatos betegség vonatkozasaban is. Mai
irodalmi adatok szerint daganatos megbetegedé-
sekben nem csak a szérum, hanem a kénnyfehérjék
Osszetétele is megvaltozik. A human konny térképe-
zése soran felfedezett lakriglobin nagy szekvencia-
azonossagot mutat a mellrdakban ,tulexpresszal6do”
mammaglobinnal. Lakriglobin jelenlétét detektaltdk
mell-, prostata-, tiidé-, ovarium- és vastagbél-daga-
natos betegek nagy szazalékban. Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a lakriglobin konnybeli szekrécidja és a
daganatos megbetegedések megjelenése kozotti 6sz-
szefliggések kideritéséhez.

A konny fehérjéinek valtozasa 2-es tipusu diabetes
mellitusban

Vilagszerte tobb mint 100 milli6 ember szenved
diabetes mellitusban és ennek a szisztémds anyag-
csere-betegségnek a szovédményeiben. Szamos sze-
mészeti komplikdcié felmeriilhet, amelyek akar vak-
saghoz is vezethetnek. A cataracta kialakuldsanak
kockazata 2—4-szer nagyobb az atlagpopulacidhoz
képest, a szdraz szem szindréma sulyossiga pedig
korrelaciot mutat a diabeteses retinopathia fennalla-
saval (11-29. tabldzat).

Minél hosszabb ideje tart a diabetes, annal jelentd-
sebbek a konnyben 1év6 valtozasok. Elektroforézissel
vizsgalva a diabetes mellitusban szenvedék konny-
fehérje-mintazatat, jelentds kiilonbségek vannak az
egészségesekéhez képest. A f6 proteinek: a lizozim,
a laktoferrin, a lipokalin és az albumin véltozatlan
képet mutatnak, de a proteincsticsok szamdban emel-
kedés figyelheté meg. A legjelentSsebb véltozasok a
30-50 kDa kozotti tartomanyban vannak. A feltéte-
lezések szerint ezek az ,uj” proteinek valdjaban az
eredeti fehérjék glikozilalt vdltozatai, és felel6sek a
szemészeti komplikaciok kialakulasaért a diabeteses
betegek korében.

Klinikai vizsgalatok igazoltdk, hogy a diabetesben
szenveddk Schirmer-teszttel nyert eredményei ,,rosz-
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11-29. tdbldzat. A cukorbetegség szemészeti sz6vodmé-
nyei

Szemgolyon kiviil jelentkez6 szovédmények

o szemhéjszéli gyulladas (blepharitis), xanthelasma
o szaraz szem szindréoma

o kotéhartyai értagulatok

o orbitalis mucormycosis

o a kiilsé szemmozgaté izmok paresise [n. abdu-

cens (VI.), n. oculomotorius (III.)]
o latéideg-neuropathia

A szem belsejében jelentkezd szovédmények

 acorneaban Descemet-membran-red6k

o az eliils6 szemcsarnok melaninpigmentacidja

o glaucoma

o rubeosis iridis

e az akkomodacid (kozelre tekintési alkalmazko-
doképesség) romlasa

o fénytorésvaltozasok (atmeneti rovidlatds, talla-
tas)

o idéskori sziirkehalyog korai jelentkezése, diabe-
teses hopehely-cataracta

o retinopathia diabetica

szabbak’, mint az egészséges onkéntesekéi, azaz a cu-
korbetegek korében sokkal gyakoribb a szaraz szem
kialakuldsa, ami paradox médon néha konnyezéssel
jar (ennek a kénnynek azonban teljesen mas az 6sz-
szetétele, mint a normalisénak) A reflexkonny meny-
nyisége is szignifikdnsan kevesebb a diabeteses cso-
portban, ami magyarazza a cornea és a conjunctiva
nagyobb érzékenységét, fogékonysagat a kiilonbozo
betegségekre.

AJANLOTT MODSZERTANI MEGKOZELITESEK
A KONNY VIZSGALATAKOR

Mintavétel, mintakezelés

Koénnyminta vételére kétféle modszer alkalmazha-

to:

+ Reflexkonnyet stimulalva (pl. szagingerrel)
nagyobb mennyiségt, ,,higabb” minta nyerésére
van lehetéség. A mintavételhez megfeleléen
kialakitott, hajlékony, kereskedelmi forgalom-
ban kaphatd kapillarisvégli Eppendorf-pipettak
alkalmasak. A konnyet a conjunctiva alsé forni-
xabol, annak érintése nélkul vessziik. Mérhetd
mintavolumen esetén (a kapillaris ,,hitelesitésé-

vel”) a fehérjekoncentracié az eredeti konny-
mintaban mg/ml (g/1) értékben is kifejezhetd.

» Masik modszerként a szemészeti gyakorlatban
ismert és diagnosztikai célra is alkalmazott
Schirmer-teszt szolgalhat. A teszt a megnedve-
sed6 szlirépapir kockak szamabol enged a
konnymennyiségre kovetkeztetni. Hatranya,
hogy ez a mintavétel pontos volumenadatok
meghatarozasara nem alkalmas. Elénye gyorsa-
saga és egyszerlisége, hiszen a tesztcsikot a beteg
maganak is felhelyezheti. Minddssze néhany
percet vesz igénybe a mintavétel. Tovabbi el6-
nye, hogy az alapszekréciot képes mutatni sti-
mulacié nélkil. Bizonyos esetekben standardi-
zalt gytjtési idore is szitkség lehet (11-64. dbra).

A konnymintdkat pufferoldatban higitottuk, a fel-
hasznalasig pedig —70 °C-on taroltuk. (Pufferoldat:
150 mM TRIS-HCL, pH 6,8; 1 mM EDTA; 4 mM
EGTA; 0,2 mM PMSE)

Mennyiségi mérések — ajanlott fehérjemeghataro-
zésok

A koénny nagy fehérjetartalmu szekrétum: refle-
xes mintakban 2,9-8,6 mg/ml, a basalis szekrécional
pedig még nagyobb a fehérjekoncentracid. A fehér-
jemeghatarozashoz az eredeti konny nagy fehérje
koncentraciéja miatt a Benedikt-mddszer (fehérje-
meghatarozas mikrobiurettel) és a higitott mintdkhoz
a Bradford-médszer (festékkotésen alapuld eljaras) a
megfelel6. A Bradford-mddszer a Schirmer-tesztes
eljarasnal ajanlott, nagysagrenddel nagyobb érzé-
kenysége miatt. Itt ugyanis a konny higitasaval kell
szamolni a tesztpapirbol valé mintaextrakcié miatt.
A Schirmer-tesztben a konnymintédkat a mintavétel
soran olyan , feltard” oldattal kezeljiik, amely a tovab-
bi analizisekig idealis médiumként szolgal: azaz puf-

Filter
paper

11-64. dbra. Schirmer-teszt
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terolt, proteolizist gatlo rendszer, megeldzi a fehérjék
esetleges autolizisét, és a higulassal a konnyminta
nagy mucintartalmabol eredé kezelési nehézségeket
is athidalja.

A mért értékek vonatkoztatdsai, értékelései.
Automatizalt sorozatméréseknél (pl. célzott speci-
fikus fehérjevizsgalatok) a kapott vizsgalati eredmé-
nyeket minden esetben az 6sszfehérje-koncentraciora
vonatkoztatjuk, tehat a mért specifikus fehérje pg/ml
értéket az dsszfehérje mg/ml koncentracié egységére
szamoljuk. Igy keriilhetjiik el az abbdl ad6dé prob-
lémat, hogy nem ismerjiik a Schirmer-teszttel vett
konnymintak eredeti fehérjekoncentracié-adatait.

A mintak fehérje-osszetétele - elvalasztasi és detek-
talasi technikak

SDS elektroforézis lapgélen — kombindlt eziistozéssel

A donor (egészséges) konnymintak fehérje-6ssze-
tételét egydimenzids SDS poliakrilamid-lapgél elekt-
roforézissel standard koriilmények kozott (12,5%-os
gélkoncentracio) vizsgalva azt talaltuk, hogy a human
konny Osszetétele kombindlt eziistozési technikaval
jol detektalhato. A fehérjék kozott kiillonb6z6 mole-
kulatomegt fehérjék szerepelnek, ami az elektrofo-
retogramokon jellegzetes mintazatot mutat (11-65.
dbra), (1asd 4. fejezet).
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11-65. dbra. Konnymintak 12,5% SDS lapgél 6sszehason-
lito elektroforetogramja kombindlt eziistozéssel (1-6-ig
egyedi konnymintdk, pasztanként 1,3 ug proteinnel, Wil-
loughby-féle eziistozéssel)

Western blot eljdrds — Gallyas-féle és ECL-el6hivdssal

Az irodalomban kozolt konnyfehérjék (lizozim,
laktoferrin, IgA, szérumalbumin, lipokalin, lipofilin)
koéziil immunoblotting eljarassal alkalmunk volt ma-
gunknak is a lizozimet (14 kDa) és a laktoferrint (75
kDa) azonositani. Western blottal mind a peroxidaz
alapu immundetektalast a Gallyas-féle eziistozéssel,
mind az ECL-el6hivassal sikeriilt a kénnymintdkra
adaptalnunk (ECL: Enhanced Chemiluminescen-
ce: erGsitett kemilumineszcencias detektalas). Mig a
Gallyas-féle eziistozés mennyiségi megitélésre ismer-
ten kevésbé alkalmas, addig az ECL-detektalas KO-
DAK Image Station 2000R késziilékiink segitségével
mennyiségi meghatarozast is lehet6vé tesz (lasd 4. fe-
jezet).

Kétdimenziés nagy felolddasti elektroforézis (O’FAR-
RELL) - fehérje térkép

Az O'Farrell-féle fehérjeszeparalas eldzetes dusi-
tast igényel az analizisekhez. A fehérjék detektalasa

14 kDa - A +

-

I8 23 N4 S 6 7
11-66. dbra. Immunoblotting. Human konny lizozim

[Ni-DAB + eziist (Gallyas-féle) el6hivassal; 1-7: egyedi
koénnymintak; 3-3 ug protein/paszta]

1 2 3 4 5

gyGijtott

~75kDa

*ECL=Enhanced c heriluminescence

11-67. dbra. Immunoblotting. Human kénny laktofer-
rin; ECL-detektélas (ECL: enhanced chemiluminescence)
(egyedi konnymintdk: 3-3 ug protein/pdszta, gyljtott min-
ta: 8 ug)
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MARSHALL szerint modositott ultraszenzitiv eziisto-
zési eljarassal végezhetd. Ily mdédon 75 pg konnyfe-
hérjébdl sikeriil elegendé intenzitdsu detektalast el-
érniink (11-68. dbra).(1asd 4. fejezet).

Konnyfehérjék azonositdsa kiegészit6 MALDI TOF
MS technikdval

Ertékes tovabbi informaciok szerezhet6k az em-
litett szeparalasi és detektalasi eljarasok tomegspekt-
rometrids kombinacidival: kiildnosen azért, mert ez
mar a proteomika megvaldsitasat eredményezheti
olyan nem szokvéanyos vizsgalati anyagoknal, mint a
kénny (11-69. dbra).

Tomegspektrometriaval laktoferrint, szérumalbu-
mint, B-aktint, lipokalint (mas néven orozomukoi-
dot), lizozimet és immunglobulin-fragmentumokat
sikeriilt magunknak is egészséges donorok mintaibol
azonositani. Tovabbi frakciok azonositdsa, valamint
az analizisek kiterjesztése a betegmintdkra vizsgala-
taink jovobeni iranydt jelenti.
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11-69. dbra. Konnyfehérjék elektroforetikus fehérjefrakci-
oinak azonositasa MS-technikéval

1. Laktoferrin (1BKA) 77 572 Da

2. Szérumalbumin (AAA98798) 71 177 Da

3. Ismeretlen

4. B-aktin (Q53G76) 42 036 Da

5. pHL E1F1 (154810) 15 088 Da

konny (AAM94338) 15 088 Da

Ig konnytldnc Fab fragmentum a5b7 lanc a (1ADOA)
23431 Da

Ig x lanc V-III régié (K3HUGO) 11937 Da

6. Konny-lipokalin (LCHUL) 19 409 Da

7. Lizozim (134L) 15 120 Da
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A nyal fehérjéinek vizsgalata

K6szegI TAMAsS

A NYAL BIOLOGIAI FUNKCIOI

Régota ismert, hogy a nyalmirigyek szekrétuma-
bdl és a szajiiregben 1évé sejtes elemekbdl kialakuld
nyal fontos és sokrétl szerepet tolt be a szajiireg és
az emésztérendszer épségének fenntartasaban. A leg-
ismertebbek ezek koziil az antimikrobialis, sebgyo-
gyulast segit6 vagy a fogszuvasodast, fogkdképzddést
gatlo hatdsok. A nyéal emésztéenzim-tartalmanal fog-
va részt vesz a szénhidratok és a zsirok lebontasaban
is. Ezen kiviil mucinban gazdag fehérjéi segitségével
védébevonatot képez a fogakon és a nyalkahartyakon,
»kenbéanyagként” miikodve. A nyal pH-ja enyhén lu-
gos, ami a savtermel0 bakterialis tevékenységet ellen-
stlyozza, ezzel is védve a fogzomanc épségét. A nyal
képes a fogzomanc mikrosériiléseivel kolcsonhatds-
ba lépve elésegiteni azok regeneracidjat. Az étkezés
soran a kelléen alapos ragas nem csak az emésztést

kénnyiti meg, de az étel bevonaséaval védi a nyel6cso-
vet és a gyomornyalkahartyat az irritald hatasoktol.
Mindezeket a hatdsokat a nyal elsésorban specialis
fehérje-osszetételének koszonhetden fejti ki.

A kedvez6 hatasok mellett a nyalfehérjék kétéld kard-
ként is viselkedhetnek: egy résziik képes a cariogen
baktériumok adhéziojat elsegiteni vagy a savtermeld
bakteridlis tevékenységet fokozni. A nyal fehérje-6sz-
szetétele az egyénre jellemzd, nukleotidpolimorfiz-
musoknak kdszonhetéen bizonyos fehérjék expresz-
szidja és funkcioja is variabilitast mutat. Legtijabban a
nyalfehérjék spektrumanak valtozasat bioldgiai mar-
kerként kivanjak hasznositani pl. a szdjliregi dagana-
tok korai felismerésében.

A NYAL FEHERJE-OSSZETETELE

Egydimenzids gélelektroforézissel kb. 30 fehérjecso-
portot lehet elkiiloniteni, a kétdimenzios technikaval
100-nal is tobbet. A legmodernebb eljarasok (szepa-
raciot kovetd tomegspektrometria) alapjan legalabb
1000 egyedi nyalfehérjét kiilonitettek el, beleértve a
fehérjedegradacios termékeket is. A fehérjespekt-
rum koriilbeliil fele a vérplazmaban is kimutathato.
A kovetkezokben néhany jellegzetes nyalfehérjét mu-
tatunk be részletesebben. A molekulatomeg szerinti
csoportositasban a kisebbtdl a nagyobb tomegig ha-
ladva a kovetkez6 {6 fehérjecsoportokat killonboztet-
jitk meg:
hisztatinok->sztatherinek->lizozim->prolin-gazdag
tehérjék>karboanhidraz>amilazok->peroxidazok->-
laktoferrin>mucin 2->szekretoros IgA->mucin 1.

A {6bb fehérjecsaladokat a 11-30. tdbldzaton Ossze-
sitettiik.

A fogzomanc védelmében és az antimikrobidlis
hatasban részt vevé fehérjék egy része kedvezdtlen
bioldgiai funkcidt is betolthet abban az esetben, ha
a fogak felszinére kotodik. Itt segitik a baktériumok
megtapaddsat és a savas anyagcseretermékek képzo-
dését.

A fehérjék jelent6s hanyada izoformakban van je-
len, pl. a nyal eredett amildznak 7 izoenzime ismert.
Elsésorban ujsziilottekben van jelentdsége a nyalli-
paznak, ez er6sen hidrofdb protein, és a tejzsir lebon-
tasaban jatszik szerepet. A nyal proteazokat is tartal-
maz, melyek a sajat fehérjéket is emésztik, elésegitve
a természetes eliminaciot.
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A NYALFEHERJEK VIZSGALATI MODSZEREI

Mintavétel

A helyes mintavétel a nyal esetében elsérendi fon-
tossagu, hiszen a szajiiregben rengeteg zavaré ténye-
z6vel kell szamolni. Alapvetéen a nydlmintat a reggeli
6rakban, éhgyomorra kell venni, 2-3 desztillalt vizes
oblités utan. Vehetiink nyugalmi és stimuldcié (pl.
citrommal) utdni szekrétumot, a kétféle minta 0sz-
szetétele némileg killonbozik. A nydlmintat a fehér-
jedegradacié6 megakadalyozasa érdekében azonnal

11-30. tabldzat. Nyalfehérjecsaladok

érdemes olvadd jégre tenni és/vagy protedzinhibito-
rokat adni hozza. A sejtes elemektdl és az egyéb kor-
puszkularis szennyez6dést6l a nyalat centrifugalassal
szabaditjuk meg: 3000-10 000 g, 15 perc 4 °C-on. A
feltiluszot azonnal felhasznalhatjuk, -70 °C-on ta-
rolhatjuk, vagy kicsapjuk a nyalfehérjéket pl. 10%-os
triklérecetsav/aceton/ditiotreitol keverékével vagy
etanollal, de ismert olyan mddszer is, ahol a nyélat
100-szoros térfogatu vizzel szemben dializaljak, majd
liofilezik az analizis el6tt.

Nyilfehérjecsaldd

Funkcié

savanyu prolingazdag fehérjék

védébevonat
fogzomanc kalciumegyensulydnak megérzése
csersavak megkotése

amilazok

szénhidriatemésztés
antibakteridlis hatas

bazikus prolingazdag fehérjék

csersavak megkotése
antibakterialis hatds

karboanhidrizok

véddbevonat

cisztatinok

véddbevonat
fogzomanc kalciumegyenstlyanak megdrzése
antibakterialis hatas

hisztatinok

fogzomanc kalciumegyenstlyanak megdrzése
csersavak megkotése
antibakterialis hatds

laktoferrin

antibakteriélis hatds
mikrobakhoz kotédés

lizozim

véddbevonat
antibakteridlis hatds
mikrobakhoz kotédés

mucinok

sikositds

védbbevonat

nyelés megkonnyitése
mikrobakhoz kotddés

peroxidazok

antibakteridlis hatas

sztatherinek

sikositas
védébevonat
fogzomanc kalciumegyensulydnak megérzése

szekretoros IgA

antibakteriélis hatds
mikrobakhoz kotédés

defenzinek

antibakterialis hatds
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Fehérjemeghatarozas

A feliiluszobol mindenféle manipulacio el6tt érde-
mes a fehérjetartalmat megmérni. Bevalt moédszer a
nyalminta 10-szeres higitasa 1 mol/l NaOH-val, az-
utan a fehérjetartalmat BRADFORD szerint mérjiik. A
nyugalmi nyal total proteintartalma 0,2-1,0 g/l ko-
z6tt véltozik.

Fehérjeelektroforézis

Egy- vagy kétdimenzids elektroforézist végezhe-
tiink, a mintakat mindkét esetben a megtelel proto-
koll szerint kell el6késziteni (1asd 3. fejezet). Nagyon
gyakran a kisérleti modellben felvetett kérdés meg-
valaszolasara elegend6 az egydimenziés SDS PAGE,
esetleg kiegészitve immunoblot vagy tomegspektro-
metrids analizisekkel. Amennyiben a mintank fehér-
jetartalma kicsi, célszeri azt 5-szOrds toménységl
mintapufferbe felvenni.

Tomegspektrometrids vizsgalatok

A kutatas ma nem csak a lehetd legnagyobb sza-
mu fehérje detektalasdra irdnyul, hanem betegség-
specifikus molekulak, fehérje-peptid markerek azo-
nositasara és klinikai alkalmazhatésaguk eldontésére,
lehet6leg non-invaziv médon kapott mintakbdl, mint
amilyen pl. a nyal is. Erre a célra széles korben hasz-
nélatos az eldzetes elektroforetikus elvalasztas és a
tomegspektrometria kombinaldsa. A kisméretti poli-
peptidek kozvetleniil, a nagyobb fehérjék tripszines
emésztés utan analizdlhatok tomegspektrométerben
(lasd 7. fejezet). A nyal fehérjetérképe jellegzetes elté-
réseket mutat egészségesek és szajiiregi daganatokban
szenveddk kozott, a nyalfehérjék koziil a potencialis
tumormarkerként hasznalhaté molekulak kutatdsa
igen intenziven folyik. Ugyanigy vizsgaljak a dohany-
zas vagy egyes autoimmun betegségek okozta jelleg-
zetes fehérjekép-eltéréseket is.

FUNKCIONALIS VIZSGALATOK

A nyalfehérjék osszetételének valtozasat felhasznal-
hatjuk a szdjlireget éré kémiai anyagok hatdsainak
analizisére. Ismert, hogy a vorosborok zamatat tan-
nintartalmuk jelentésen befolyasolhatja, ezért a bo-
rok deritése, a polifenolok egy részének eltavolitasa
a bor eléallitasi technolégidjanak része. A tanninok
a nyal egyes fehérjéivel — kiilonosen a prolingazdag
frakcioval — komplexet képeznek, és a komplex pre-

cipitalédik. Amennyiben a nyalat vordsborral ke-
verjitk, majd SDS-PAGE vizsgalatot végziink, a nyal
fehérjemintazata jellegzetes valtozast mutat a cser-
savtartalom fliggvényében. A kontroll, nem kezelt
nyalhoz képest a nagy csersavtartalom kovetkeztében
tobb fehérjesav eltlinhet vagy kevesebb fehérjét tar-
talmazhat. A fehérjeanalizisek egzakt modon egészi-
tik ki az érzékszervi vizsgalatokat.

A nyalfehérjék (pl. parotis-agglutinin, amildz)
baktériumkotédése is tanulmanyozhaté in vit-
ro modellekben. Kiilonb6z6 baktériumtorzsek (pl.
Staphylococcus, Streptococcus) Osszehozhatok izolalt
nyalfehérjékkel adhézios, agglutinaciés vagy immun-
fluoreszcencias assay-kben (analitikai tesztekben) és
a kotédés kimutathatd. A bakteridlis aggregacio egy-
részt elésegiti a baktériumok megcsapdazasat és ki-
liritését a szajiiregbdl, masrészt amennyiben az a fog-
zomanc feliiletén torténik, kedvez a lokalis bakterialis
tevékenységnek és a fogszuvasodas kialakulasanak.

A fogaszati prevencidban hasznalatos szdjvizek
nyélfehérjékre gyakorolt hatdsa is tanulmdnyozhat6
elektroforetikus modszerekkel. A csersavas fehérje-
kicsapas analdgidjara sajat vizsgalatainkban az Inté-
zetliinkben illéolajokkal kiegészitett gydgynovény-
tinktaras szajoblogeté oldat higitasait nyalmintaval
kevertiink Ossze 1:3 aranyban (etanol-végkoncent-
racié 5%). Kontrollként 40%-os etanolt, PBS-t (fizio-
logids sot tartalmazo foszfatpufter, pH 7,2) és Ossze-
hasonlit6 készitményként kereskedelmi forgalomban
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11-70. dbra. Szdjvizek hatdsa a nyal fehérje-Osszetételé-
re (10% SDS-PAGE hordozé és eziistfestés. 1.: 32-szeres;
2.:16-szoros; 3.: 8-szoros; 4.: 4-szeres higitasu kezelés sajat
szajvizzel; 5.: 5% etanol; 6.: 4-szeres higitasu cserszomor-
cés szajvizes kezelés; 7.: 4-szeres PBS; 8.: kezeletlen nyal,
M: markerek)
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kaphato cserszomorcés szdjvizet hasznaltunk ugyan-
abban az ardnyban. 10 perces inkubacié utan min-
den mintat Laemmli-féle mintapufferben vettiink fel,
100 °C-on kezeltiink majd centrifugaltunk. 10%-os
SDS-PAGE elvalasztast kovetden a géleket kombinalt
ezlistozéssel festettiik (3,4 pug/paszta). Eredményeink
azt mutattdk, hogy a kezeletlen nyalminta fehérje-
mintdzatdval 6sszehasonlitva nem taldltunk eltéré-
seket sem a sajat, sem a kereskedelmi oldattal kezelt
nyalaknal (11-70. dbra).

A bemutatott kisérlet példa arra, hogy a nyal fehér-
jemintazata alkalmas komplex vegyiiletek hatasanak
detektdldsdra vagy kizdrdsara. Természetesen az egy-
dimenzids elvélasztas a finom eltéréseket nem jelzi
kell6 érzékenységgel.

A bemutatott példak alapjan a nyal értékes, kony-
nyen nyerhet6 testnedv, amelynek klinikai felhaszna-
lasa varhatoan egyre nagyobb teret fog kapni a kozel-
jovében.
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Vizeletvizsgalatok

Vizeletvizsgalatok a proteiniirités titkkrében

LUDANY ANDREA

KLINIKAI LABORATORIUMI ANALITIKAI
MODSZEREK

Az EMBERI VIZELET FEHERJEI

Ismert, hogy a human vizelet fiziologias koriilmények
kozott is kiilonbozo fehérjéket tartalmazhat. E fehér-
jék osszességiikben is igen kis koncentracioban, azaz
csak ,,nyomokban” jelennek meg. Ismeretiik mind fi-
ziologiai, mind korélettani szempontbol jelentds le-
het. Klinikailag a vizeletben fellelheté fehérjék nyolc
csoportba oszthatok:

1. Normadl plazmafehérjék vagy fragmentjeik. Nap-
jainkig mar tobb mint 30 plazmafehérjét azonosi-
tottak a vizeletben. Valészind, hogy elég érzékeny
modszer segitségével valamennyi plazmafehérje
kimutathatd lehetne. Molekulatomegiik széles ha-
tarok kozott mozog. Ebbe a csoportba tartozik
pl. az albumin, a retinolk6té fehérje, az a -mik-
roglobulin, a fibrinogén degradacids termékek, a
B,-mikroglobulin és az IgG-konnytlancok.

. A vesében keletkezé és a vizeletbe keriilé fehérjék. E
fehérjék egy része a vesére specifikusan jellemzd,
csak itt termelddik, masik résziik egyéb szervek-
re is jellemz6 (pl. az el6bbiekhez a Tamm-Hors-
fall-protein, az urokallikrein, az eritropoetin, az
utdbbiakhoz pedig a basalis membran antigének,
az alkalikus foszfatdz, a y-glutamil-transzferaz, a
lizozomalis enzimek tartoznak).

. A hugyuti traktusbol szdrmazo fehérjék. A hugyuti
traktus barmely részének sériilésekor, gyulladasa-
kor szoveti fehérjék fokozott mértékben aramlanak
a tubuluslumenbe. Normal kortilmények kozott is
keriilnek a vizeletbe fehérjék az epithelsejtekbdl, a
nemi mirigyekbdl (pl. savi foszfatdz a prostatabol)
és a vaginalis valadékbol.

. Nem az urogenitalis traktusbol szdrmazo szoveti
fehérjék. A kiilonbozo szovetek, szervek sériilései
folytan sejtfehérjék keriilnek a keringésbe. Azok a
fehérjék, amelyek molekulatomege elég kicsi ah-
hoz, hogy a glomerulusban filtralédni tudjanak,

megjelennek a vizeletben. Ezek a fehérjék altala-
ban szdveti/szervspecifikus antigének.

5. Terhesség alatt termel6ds fehérjék. Ot {6 antigént
irtak le a human placentaban, amelyek terhesség
alatt a vizeletben is megjelennek. Szamos fazis-
specifikus foetus-autoantigénrdl azonban jelenleg
még nem igazolt, hogy bejut az anyai vizeletbe.

6. Tumorantigének. Szamos klinikai jelentéséggel
biré tumorantigént azonositottak tumoros betegek
vizeletében, igy pl. carcinoembryonalis antigént,
melanomaspecifikus antigént és a-fotoproteint.

7. Hormonok, szigndlszubsztancidk. A human ko-
riongonadotropint eldszor terhes nék vizeletébdl
izolaltak, azdta is a hormonizolaciok prototipusa-
ként szolgal. Minden ismert hypophysishormont
azonositottak mar a vizeletben, egyediil a prolak-
tinnal kapcsolatosan vetddtek fel kétségek.

8. Baktérium-, virus- és gombafertizés termékei. Szé-
les korben tanulmanyozott téma. Napjainkban
nagy figyelmet szentelnek a virusinfekciot kovetd
korai szakban a sejtek altal feleslegben szintetizalt,
un. korai fehérjéknek. Ezek a vizeletben megjelen-
nek és valoszintileg kapszid antigének. Bakterialis,
ill. gombafertézésben szintén fellelhetSk a vizelet-
ben jellemzd antigének. Az emlitett fehérjék/anti-
gének a vizelet kismolekulatomegli frakciojaban
talalhatok.

A FEHERJEK MENNYISEGI MERESE

Teljes proteinkoncentracio6

A teljes (0ssz-) proteinkoncentracié mennyiségi
vizsgalatara a klinikai laboratériumi munkdban ma
is a hagyomanyos, sorozatmérésekre alkalmas biuret-
vagy az un. mikrobiuret- (BENEDIKT szerint) mdd-
szer hasznalatos. El6nye, hogy egylitt méri az Gsszes
vizeletfehérjét és proteoglikdnt Gsszehasonlithatd
analitikai érzékenységgel. Hatranya, hogy kis fehérje-
koncentracioknal nem elég érzékeny. (Lasd a Minta-
el6készités cimi fejezet modszertani részét.)

A vizelet-6sszfehérje” meghatarozas egyébként
egyszer(l rutin eljards szamos betegség, f6képpen a
veseérintettséggel jaro folyamatok diagnosztikajaban.
Kiemelt szerepe van a betegségek sztir6 jellegti vizsga-
lataban, ill. a betegség lefolyasanak monitorozasaban.
A vizelettel kivalasztott fehérjék Osszetétele valtozhat
a proteinuria eredetétdl és a betegség okatdl fiiggden
is. A naponta iritett fehérje mennyiségének megitélése
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11-31. tabldzat. A vizelet 6sszfehérje mennyiségének mérésére elterjedt modszerek

Mobdszer Eljaras }2 :;T;:Z;) Referenciatartomdny
triklorecetsav (TCA) nefelometria 100 <100 mg/1
TCA-HCI turbidimetria 10 <70 mg/l
benzthonium-klorid turbidimetria 60 <135 mg/24 6ra
tanninprecipitacié a fehérjékhez kot6d8 FeCl,-tannin 30 < 350 mg/24 éra

szinreakcidja
Coomassie blue-G250 + SDS festékkotés a proteinmicellakhoz 2 <120 mg/24 6ra
pyrogallol red + molibdat festékkotés 10 24-140 mg/24 dra
pyrogallol red + molibdat+ testékkotés 35 40-80 mg/24 6ra
SDS
biuret réz-fehérje komplex 110 50-240 mg/1

pedig nagymértékben fiigg a valasztott analitikai mod-
szert6l. A 11-31. tdbldzat mutatja be az osszfehérje mé-
résére jelenleg ajanlott modszereket, érzékenységiiket,
és az elfogadott referenciatartomanyokat.

A tablazatbdl kideriil, hogy a referenciatartoma-
nyok jelentés eltéréseket mutatnak attol fliggéen,
hogy a hasznalatos fehérjekimutatasi eljaras milyen
érzékenységi hatdrral rendelkezik. A referenciatarto-
many megitélésekor mindezt figyelembe kell venni.

Egyedi, célzott vizeletfehérje meghatarozas

A diagnosztikaban és igy a klinikai biokémiai vizs-
galatokban altaldban az egyedi célzott vizeletfehérje
meghatarozasok igénye is felvetédik. Mddszertani-
lag, mivel specifikus fehérjemeghatarozasokrol van
itt sz6, az immunkémiai eljarasok keriiltek beveze-
tésre. A 11-32. tabldzaton foglaltuk 6ssze a vizeletben
normal korilmények kozott is megtalalhatd fehér-
jék individualis mérésére alkalmas mddszereket és
a fehérjék mérhetd legkisebb koncentracidit. A mért
koncentraciéadatok (mg/l) kifejezhetSk napi iirités-
ben is (a vizeletmennyiség ismeretében) vagy krea-
tininkoncentracié-hanyadosban is. Az utdbbi kifeje-
zésmadd el6nye, hogy nem igényel vizeletgytjtést.

A VIZELETFEHERJEK MEGOSZLASI KEPENEK
VIZSGALATA

A fehérjekutatdsban az egyre fejlédé immunkémiai
modszerek mellett kiemelt jelentéséget kapnak a

kiillonbo6z6 elektroforetikus technikak is. Régrol is-
mertek azok a mddszerek, amelyek mindketté kom-
bindcidjat alkalmazzak. Ismert példaul, hogy a vi-
zeletben megjelend immunglobulin-koénnytlancok
megjelenitésére rutinszertien immunelektroforézist,
ill. immunfixaciét hasznalnak. A klasszikusnak sza-
mité kvalitativ, ill. szemikvantitativ meghatarozasok
(pl. Rocket-elfo) szintén ehhez a vizsgalatcsoporthoz
tartoznak, jollehet egyedi fehérjék kimutatasara szol-
galnak.

A mintak fehérjeosszetételének, a kiilonbozé fe-
hérjék megoszlasi aranyanak (mintdzatanak) vizs-
galatara a klinikai laboratériumi munkaban ma is a
sorozatmérésekre is alkalmas elektroforetikus eljara-
sok terjedtek el leginkabb. Az alkalmazott elektrofo-
rézistechnikak féképpen a hordozéanyagban kiilon-
boznek. Agar, agar6z mellett a poliakrilamidgél nyert
nagyobb teret az utobbi években. A Laemmli-féle SDS
PAG elektroforézis pl. mar bekeriilt a specidlis diag-
nosztikai laboratériumok analitikai mddszereinek
repertoarjaba. Mind az egy-, mind a kétdimenzids
PAGE (poliakrilamidgél-elektroforézis) elvalasztasok
ismertek a vizeletfehérjék vizsgalataban. Tekintettel
a vizeletmintdk extrém tartomanyokban valtozo fe-
hérjekoncentracioira, fontosnak latszott a detektalasi
érzékenység novelése. Erre az eziistozési modszerek
széles valtozatai kindlkoznak. Olyan eziistozést cél-
szerl valasztani, amely kompatibilis egy esetleg csat-
lakoz6 tomegspektrometrias (MS) méréshez is. Ta-
pasztalataink szerint a WILLOUGHBY és munkatarsai
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altal kozolt kombinalt (gyors) eziistozési eljarast tart-
juk erre a legalkalmasabbnak (lasd 4. fejezet). Min-
tanként az egydimenzios gélen 2-3 ug protein elegen-
dé6 a mintazat megjelenitéséhez.

A kétdimenzios elektroforézisek, azaz a nagy felol-
dasu fehérjetérképek készitésében a mintdk fehérje-
tartalmdnak elézetes dusitdsa dltaldban elengedhetet-
len. Munkénkban olyan dusitasi eljarast vezettiink be,
amely a normal vizelet fehérjeanalitikai vizsgalatara
és fehérjetérképe megjelenitésére is eredményesnek
bizonyult. A mddszer nem csak egyszert és gyors,
hanem mint késébbi vizsgalatainkbol kidertiilt, a pro-
cedura soran a fehérjevesztés elhanyagolhato (lasd 4.
fejezet: A mintak fehérjedusitasa és eziistdetektaldasa
MARSHALL szerint).

A dusitasi eljards a vizeletfehérjék kétdimenzios
elektroforéziséhez mint minta-el6készitd eljaras alkal-
mazhat6. A nagy feloldasu kétdimenzids elektrofo-
rézis géljeinek nagy feliiletén a fehérjefrakciok meg-
oszlanak és tovabbi detektalasi érzékenység novelést
igényelnek. A gélek eziistozésére ehhez a MARSHALL
és munkatarsai altal kifejlesztett eziistozési techni-
kdt hasznaltuk, amelynél a ,,jel/zaj” arany az idealis
kompromisszumra beallithato, és a vizsgalat infor-
macios értéke igy sokszorosara novelheté (11-71.
dbra). Tovabbi MS vizsgalatok tervezése esetén vi-
szont GROMOVA és munkatarsai eljarasat javasoljuk.

Attekintd jellegh médszertani ismertetdnket néhany
hangsulyozott tandccsal zarjuk. A vizeletmintdk fehér-

11-32. tdbldzat. Individualis fehérjék normalértékeinek fels6 hatara a vizeletben

Fehérje Mérési mddszer Normalérték fels6 hatdra (cut-off érték)

Osszfehérje TCA 70 mg/1

turbidimetria
albumin tesztesik 20 mg/l

immunonefelometria

turbidimetria

radioimmunassay

immunkémiai tesztek 20 mg/1
transzferrin immunonefelometria 0,2-1,2 mg/1
IgG immunonefelometria

turbidimetria 10 mg/l
a,-mikroglobulin immunonefelometria

turbidimetria 12 mg/l
B,-mikroglobulin immunonefelometria

immunoassay 0,3 mg/1
retinolkotd fehérje immunonefelometria 0,5 mg/1
B-NAG enzimaktivitas-mérés 6,3 U/l
Ig kénnytilanc immunonefelometria 10 mg/l
hemoglobin, mioglobin tesztesik 0,3 mg/l
a,-makroglobulin immunonefelometria

turbidimetria 7 mg/g kreatinin
apolipoprotein A-1 immunonefelometria 0,4 mg/1
CRP immunonefelometria 6 ug/l

"B-NAG: N-acetil-p-D-glukézaminidaz
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sSDs

11-71. dbra. 50 éves szivbeteg férfi vizeletmintaja. Kétdi-
menziés PAG-elektroforetogram (10% gélkoncentricio,

eziistozés Marshall szerint; vizeletminta-dusitassal, a felvitt

proteinmennyiség 250 pug, M: molsulymarker)

jevizsgdlataindl fontos szem el6tt tartani a kovetkezd-

ket:

« A vizeletminta azonositasa, a mintavétel médja,
mennyisége stb.

« Sziirévizsgalatok, iiledékvizsgalat.

« A minta miel6bbi el6készitése az analizisekhez:
centrifugdlas, dekantalds.

+ A minta 6sszfehérje- és kreatininkoncentracio-
janak meghatdrozdsa (vonatkoztatisok és a
késébbi analizisek érdekében).

« Individualis fehérjekomponensek célzott,

immunkémiai, ill. kromatografids miiszeres

meghatdrozasa, automata analizatorok révén.

o« A mért adatok nem koncentricidoban, hanem
kreatininre vagy total proteinre szamitandok.

+ A fehérje frakcionalasig mintapufferben tarola-
sa =70 °C-on (proteolizisgatlas!).

o Az eziist-detektalashoz ajanlott fehérjemin-
ta-mennyiség SDS ELFO-nal: 2-3 pg/paszta.

« Western blothoz ajanlott fehérjeminta-mennyi-
ség SDS ELFO-nal: 3-4 ug/paszta.

« Fehérjemintdzat értékelése: kontroll/beteg,
beteg/beteg, betegcsoportok(aktiv/non-aktiv,
akut/krénikus) hasonlitasaval — kizarolag azo-
nosan kezelt mintdkkal és azonos fehérjemennyi-
ségekkel végezheték (11-72. dbra a-b-c, 11-73.
dbra).

« Kétdimenzidés O’Farrell-technika fehérjetérkeé-
pe: Coomassie-detektalasnal 300 pg, eziistozési
technikanal 75-150 pg/géllap. Mintatdl fiiggden
az analizis el6tt dusitas sziikséges.

- B
l——

-

NA1 NA2 NA3 NA4 NAS NAG NA7

11-72. dbra. Osszehasonlité vizeletfehérje-elektroforézis
krénikus gyulladasos bélbetegeknél (12,5% SDS gél, kom-
binalt eziistfestés, pasztanként 2,5 pg protein)

a) A vizeletfehérjék mintazata kontroll mintdkban

b) A vizeletfehérjék mintdzata aktiv betegeknél

c) A vizeletfehérjék mintazata ,non-aktiv” betegeknél

VIZELETFEHERJEK KLINIKAI BIOKEMIAJA
ES INFORMACIOS ERTEKEI

A fejezet kovetkezd részében a vizeletfehérje-analizisek
klinikai biokémiai jelentdségét illusztréljuk — a teljes-
ség igénye nélkiil - néhany altalunk kiemelt példaval.
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11-73. dbra. Mikroalbumin-vizsgalatok Crohn-betegeknél;
total proteinre és kreatininre szamitott értékek osszevetése

Szamos kozleményben talalunk utalast arra, hogy
kiilonboz6 szisztémas betegségekben a vizelet kétdi-
menzids fehérjemintdzata diagnosztikus tampontul
szolgalhat. NORMAN G. és LEIGH ANDERSON beteg-
ségekkel asszocialt fehérjetérkép-valtozasokat irt le a
»Human Protein Index” cimi dolgozatban mar 1982-
ben. Ismert, mint ahogy az a bevezetében is emlitésre
keriilt, hogy a vizeletfehérjék szamos forrasbol ered-
hetnek. Glomerularis betegségek kovetkezményeként
megvaltozik a szelektivitds: nagy molekulatomegti
proteinek (60 kDa felettiek), albumin és plazmafe-
hérjék, mint pl. transzferrin, IgG jelennek meg a vi-
zeletben. Tubularis betegségekben a kisebb moleku-
latomegti proteinek (60 kDa alattiak), mint pl. az a,
savanyu glikoprotein, o -mikroglobulin, retinolkétd
fehérje, ﬁz-mikroglobulin, lizozim, B-NAG (de albu-
min is) mutathaték ki nagyobb mennyiségben.

Az a, savanyd glikoprotein a vizeletben normal
koralmények kozott is mérhetd fehérje, a leukocytak
egy kiils6 membranfehérjéjének fragmentje. Szintjé-
nek emelkedése a szérumban és a vizeletben kiilono-
sen jellemz6 a leukocyta proliferdcioval jaro betegsé-
gekre [4]. A B,-mikroglobulin szintén a sejtmembran
alkotdrésze, hisztokompatibilitdsi antigénekkel asz-
szocialt. Az exkrécio novekedése diagnosztikus ér-
tékit kadmiummérgezett munkasokban a proximalis
tubulus karosoddsanak jeleként. Emelkedését ki-
mutattak SLE-ben és malignus betegségekben is. Ma
mar a plazmasejttumoros betegekben monitorozzak
a kezelés hatékonysaganak ellenérzésére. Elérehala-
dott malignus betegségekben jelentésen fokozddhat

az albuminuria mértéke is [13]. A retinolkoté fehérje
az A-vitamin transzportjaban vesz részt, szintje emel-
kedik vesetranszplantdciot, kadmiummeérgezést kove-
téen. A Ge-globulin (D-vitamin-koto fehérje) szintje
emelkedik nephrosis-szindrémdban, nagy valdszinii-
séggel a glomeruluskarosodas jeleként.

Az immunglobulin-kénnytlancok diagnosztikus
jelentdségtiek. Bizonyos betegségekben, igy myeloma
multiplexben jellemz6 mind a mennyiségiik, mind pe-
dig a lancok fajtaja és egymashoz viszonyitott aranya,
mert a nagy mennyiségben termel6dé monoklonalis
immunglobulin-konnytilancok megjelenhetnek a vi-
zeletben. Gyakoribb a A-lanc mennyiségének emelke-
dése. Vesekarosodasban is jellemzé lehet a A tipusu
Bence—Jones-proteinuria. Bence—Jones-proteinuriat
taldlunk még amyloidosisban, Fanconi-szindréoma-
ban. Az immunfixdciét kombinalva a vizeletfehér-
je-elektroforézissel biztonsagos diagndzishoz jutha-
tunk ezekben az esetekben (Levinson, S.S., 2000).

A vesekdrosodds jo indikatora a retinolkotd fehérje,
a p-NAG, a transzferrin és az IgG emelkedése, amelyek
mennyisége a betegség sulyossagaval ugyan nem korre-
14l, de a vese korai kdrosodasat az esetek nagy részében
kimutatja [3]. Nephrosis-szindromaban kimutattak a
fibrin/fibrinogén degradacids termékek emelkedését,
proliferativ glomerulonephritisben mindezeken feliil
a keresztkotott fibrindegradacios termékek szintje is
emelkedett [14]. Nephropathidban diagnosztikus se-
gitség lehet az a tény, hogy az 0ssz-glitkoz-aminogli-
kan szint emelkedett, mig a kondroitin-szulfat/hepa-
ran-szulfat arany nem valtozik [8].

Glomerulonephritisben kiillonb6z6 albuminpo-
limereket talaltak a vizeletben [2]. Mesangiocapil-
laris glomerulonephritisben pl. az albumin olyan
izomerjét irtak le, amelynek magasabb az izoelekt-
romos pontja. Lupus-nephritisben ninhidrin-pozitiv
anyagokhoz két6dé albumint taléltak. Igy Doman és
munkatdrsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
albuminpolimerizacié nem biokémiai mtitermék, ha-
nem klinikai jelentésége lehet.

Az elektroforetikus vizsgalatok fontos segitséget
adhatnak a vesetranszplantalt betegek allapotanak, a
terapia nefrotoxicitdsanak monitorozasaban is. A re-
jekcids krizisre jellemz6 az albuminuria, a kis mole-
kulatomegi fehérjék, valamint a y-globulinok szint-
jének emelkedése. Az emlitett fehérjék kimutatasa
megkonnyiti a gyulladasos reakcié elkiilonitését egy
esetleges kilokddési krizistol.
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A vizeletben 1év6 albumin mennyisége emelkedik
hypertonidban a glomerularis hypertensio és basa-
lis membran sériilése kovetkeztében. A IV-es tipu-
su kollagén mennyisége pedig a mesangialis matrix,
ill. szintén a glomerularis basalis membran sériilése
kovetkeztében né meg. Mindezek jellemzdek a hy-
pertrophias szivbetegségekre és az atheroscleroticus
elvaltozasokra is [7]. Hypertoniaban tjabban, mivel a
betegség fennallasanak idejével korreldl, a microalbu-
minuria meghatdrozasat is hasznosnak tartjak. Sziv-
izombetegségekben a vizelet albumin-, transzferrin-,
IgG-tartalma nagymértékben, az a - glikoprotein és
az Apo-Al-szint kissé emelkedett, a vizelet ssz-fe-
hérjetartalma viszont nem nd szignifikansan [5].

Mikozben primer glomerulonephritisben a prote-
inuria jelenléte és mértéke utalhat a veseelégtelenség
kialakulasanak lehetGségére, lupus-nephritisben még
mindig ellentétesek a nézetek a proteinuria és a be-
tegség prognozisanak oOsszefiiggésével kapcsolatban.
Az SLE-s betegek csak mintegy 20%-aban emelkedik
az Osszfehérje mennyisége a vizeletben. Egyéb tiine-
tek hianyaban itt is diagnosztikus tampontul szolgal-
hat az albumin és a retinolkotd fehérje (proximalis
tubulus dysfunctidra jellemzd) szint egyiittes emelke-
dése [6]. Aktiv lupus-nephritisben pedig a vizelet C3
komplement tartalmanak vizsgalata ajanlott [11]. Az
SLE okozta tubulointerstitialis nephritisben a vizelet
B,-mikroglobulin-szintje emelkedik, a Tamm-Hors-
fall-glikoproteiné pedig csokken. Szintén mennyiségi
novekedést tapasztalhatunk az IL-6 és az IL-8 vonat-
kozésaban is [15].

IgA-nephropathiaban, diabeteses nephropathia-
ban a fehérjetérkép révén a nephronsériilés non-in-
vaziv lokalizacidja valik lehetségessé. A kétdimenzids
tehérjeelektroforézis jol hasznalhaté annak megalla-
pitasara, hogy a karosodas els6sorban glomerularis
vagy tubularis. Kimutattak, hogy diabeteses neph-
ropathidban a vizelet albumin-, f-NAG-, ill. ,-mik-
roglobulin-szintje emelkedik. A glomerularis tipusu
proteinuria a diabetes fennalldsanak tartamaval, a
B-NAG-iirités pedig a diabeteses angiopathia sulyos-
sagaval korrelal.
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A proteinuria klinikai szempontjai

WITTMANN ISTVAN

FOGALMAK, DEFINICIOK

A fehérjevizelés (proteinuria) lehet normalis és koros.
A koros eredete szerint lehet praerenalis, glomerula-
ris, tubularis és postrenalis. Praerenalis proteinuria-
ban a kéros koriilmények kozott képzadott és filtralt
fehérjék jelennek meg a vizeletben (pl. myoglobinu-

7

ria, Ig-konnytilanc-vizelés stb.). A kénnytlanc-pro-
teinuria esetén beszélnek , tulfolydsos” (overflow) ere-
detrél is. Glomerularis proteinuridban a glomerularis
molekulatomeg-kiiszob feletti (> 65 kDa), tubularis
proteinuridban pedig az ez alatti tomegt fehérjék
jelennek meg a vizeletben. Vérzések miatt lehetnek
plazmafehérjék a vizeletben postrenalis fehérjevize-
lésben. Amennyiben a napi proteiniirités < 1 g, enyhe,
ha >3,5g, akkor nephroticus mértékii proteinuriarol
van sz6. Amikor szinte csak albumin {riil a vizelet-
ben, akkor szelektiv, amennyiben mas nagy moleku-
latomegt fehérjék is, akkor nem szelektiv proteinuria-
val van dolgunk.

Microalbuminuridrél akkor beszéliink, ha a vi-
zeletben specidlis immunanalitikai moddszerekkel
mérhetd, kis mennyiségt albumin jelenik meg. Al-
kalmazzak a vizelet-albuminkoncentracidt is, de ez a
legkevésbé elfogadott (> 20 mg/l koncentraci6 esetén
micro-, >200 mg/l esetén macroalbuminuria lehetd-
sége vetodik fol).

Az albuminuria definiciéjat a 11-33, 11-34. tabla-
zat foglalja Ossze.

11-33. tabldzat. Az albuminuriak definicidja 24 6ras gyuj-
tott vizeletbdl*

A PROTEINURIA, MICROALBUMINURIA
KIALAKULASA

A fehérjék és az albumin keringésben tartdsat a vese
tobb strukturaja szolgalja. A 65 kDa-nal nagyobb t6-
meg fehérjék mar csak kis mennyiségben jutnak at a
glomeruluson, ill. az atkeriil6 mennyiséget a vesetu-
bulus sejtjei majdnem teljes mértékben reabszorbe-
aljak. A 65 kD-nal kisebb molekulatomegii fehérjék
azonban szabadon atjutnak a glomerulus sz{ir6-rend-
szerein, de legnagyobb résziik szintén reabszorbeald-
dik a proximalis tubularis sejtek kubilin- és megalin-
receptorai segitségével.

A fehérjék visszatartasa a vese glomerulusaban:

« Els6 vonalban a glomerularis ér fenesztralt
endothelje szolgal, mivel a fenesztrumokat az
endothel felszinén talalhat6 glycocalyx lezarja.

» Masodik vonalbeli sziiréként a glomerularis
basalis membrant emlithetjiik, amelynek nega-
tiv toltése (amit a szialilaltsag és a heparinoidok
okoznak) és kicsiny pdérusatméréje biztositja a
szelektiv (kis molekulatomegli és/vagy pozitiv
toltést) fehérjék athaladasat, ill. az ettdl eltérék
visszatartdsat.

» Harmadik vonalban a glomerulus epithelsejtjei
(a podocytak) allabnyulvanyai és a kozottik
fesziil6 membran (slit membrane) tartja vissza a
keringésben a fehérjéket.

A glomeruluson mégis keresztiiljut6 fehérjék az em-
litett mddon, aktiv reabszorpcioval (ATP felhasz-
nalasaval) a tubularis epithelsejtekbe jutnak, ahol
nagyobbrészt degradalédnak. A beldlik képz6dd

11-34. tabldzat. Az albuminuridk definiciéja nem gytijtott
vizeletbdl, az albumin/kreatinin hdnyados szerint*

*Amennyiben 3-6 honapon beliil végzett 3 mérésbdl 2 po-
zitiv, akkor beszéliink micro/ vagy macroalbuminuriarél

U /t/ 24 o4 "ttt U /t/ nk /l U rt/ 7 k /l
Albuminuria r.z és 24 6rds gytijto Albuminuria rités nékné rités férfiaknd
vizeletben (mg/nap) (mg/mmol) (mg/mmol)
normoalbuminuria <30 normoalbumin- <3,5 <2,5
microalbuminuria 30-300 una
macroalbuminuria 2300 microalbuminuria 3,5-35 2,5-25
macroalbuminuria >35 >25

*Amennyiben 3-6 honapon beliil végzett 3 mérésbél 2 po-
zitiv, akkor beszéliitnk micro- vagy macroalbuminuriarol.
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aminosavak visszakeriilnek a keringésbe, de a fehér-
jék kisebb része tobbé-kevésbé intaktan ismét szecer-
nealédva a vizelettel kitiril.

A vese glomerularis betegségeiben olyan mennyi-
ségli fehérje keril a tubulusokba, amennyit az mar
nem tud reabszorbedlni. Tubularis bajban a szaba-
don filtralodé fehérjék egy része nem reabszorbea-
l6dik. Mindkét kérosoddas a nephron pusztulasdhoz
és végeredményben veseelégtelenséghez vezet. Ezért
a vizeletfehérje- vagy specidlisan az albuminiirités
meghatarozdsa a veseallapot kovetésének egyik leg-
fontosabb madja.

A PROTEINURIA, MICROALBUMINURIA
ELOFORDULASA ES JELENTOSEGE

Populacids szintd, valogatas nélkiili népességen vég-
zett vizsgalatokbdl tudjuk, hogy a microalbuminuria
el6forduldsa hozzavetSlegesen 6% koriili. Az analizi-
sek szerint a microalbuminuria 6sszefiiggése a vese-
betegségekkel és a cardiovascularis megbetegedések-
kel szoros.

Tobb mint 105 ezer beteg vizsgalatabol az deriilt
ki, hogy az 0sszmortalitas a 0,6 mg/mmol-os albu-
min/kreatinin hanyadoshoz képest 1,1 mg/mmol
esetén 20%-kal, 3,4 mg/mmol mellett 63%-kal, 33,9
mg/mmol esetén 122%-kal né. S6t mint lathato, ez az
Osszefiiggés az albuminuria normdlis tartomanyaban
is létezik. Igy tehat a vizeletalbumin-iirités alacsony
tartomanyanak vizsgélata is elényokkel jar a beteg
vagy a magat egészségesnek gondold egyén szamara.
Tanulmanyok arra is ravilagitottak, hogy minél job-
ban csokkentjiik az albuminiirités mértékét a kezelés
soran, annal jobban csokken a veseelégtelenség és a
cardiovascularis betegség kockazata.

A metabolikus szindréma fejezetben leirtak-
nak megfeleléen (lasd 11.16. fejezet, a Metabolikus
szindréma WHO kritériumrendszere cimi részben)
korabban az volt az allasfoglalas, hogy a microalbu-
minuria a metabolikus szindréma része. Az wjabb
kritériumrendszerek (ATPIII, IDF) ugyan mar nem
tartalmazzdk a microalbuminuriat, de a WHO defi-
nicié ravilagitott a metabolikus szindréma és a mic-
roalbuminuria szoros kapcsolatdra. Igy tehat mic-
roalbuminurids beteg vizsgalatakor a vesebetegségen
kiviil keressiik a cukorbetegséget, a dyslipidaemiéat, az
obesitast, a hypertoniat és a micro-, valamint macro-
vascularis szovédményeket.

AZ ALBUMINURIA MEGHATAROZASA

A vizeletalbumin mérésére kifejlesztett szemikvan-
titativ mddszer (tesztcsik) csak 300 mg/l és a felet-
ti albuminmennyiség kimutatasara képes. Az els
kvantitativ analitikai modszer, amelyet ennél kisebb
koncentracioju albumin mérésére fejlesztettek ki, egy
RIA médszer volt, amelyhez '*T jel6lt albumint hasz-
naltak. Ez azonban tul idéigényesnek és koltségesnek
bizonyult ahhoz, hogy a rutin laboratériumi vizsga-
lat részévé valjon. Ezért mas immunanalitikai mér6-
modszert és automatizalhato teszteket fejlesztettek
ki, pl. immunnefelometrids és immunturbidimetrias
modszert. Ennek soran az albumint tartalmazé min-
tat (szérum vagy vizelet) albuminellenes antitesttel
hozzak reakcidba, és az igy keletkezé immunkomplex
optikai tulajdonsagat detektaljak (turbidimetria vagy
fényszoras).

MEGHATAROZAS MERETKIZARASOS
KROMATOGRAFIAVAL

Napjainkban egy Uj, a méretkizardsos kromatografian
alapuld, nagy teljesitményti folyadékkromatografias
(HPLC) modszer is rendelkezéstinkre all a microal-
buminuria detektalasara. Az 4j modszert alkalmazd
els6 vizsgalat kimutatta, hogy a vizeletalbumin kon-
centracidjat a hagyomanyos immunoldgiai modsze-
rek diabeteses betegekben jelentésen aldbecsiilik. A
HPLC-vel mérhet6 vizeletalbumint ezt kovetéen 6sz-
szes (total) vizeletalbuminnak (t-uAlb) nevezték el.
Azon vizeletalbumin-frakciét, amely hagyomanyos
immun alapd médszerrel nem, de HPLC-vel mérhe-
t6, nem immunreaktiv vagy immunkémiailag nem
reaktiv albuminnak nevezték el.

A HPLC-vel valé mérésekhez hasznalt kit szen-
zitivitdsa (méréshatar): 3 mg/l, méréstartomanya:
3-2000 mg/l, inter- és intra-assay pontossaga 5,8 és
2,5%). A kit méretkizarasos kromatografian alapul, és
mobil fazisként sdtartalmu foszfatpuffert tartalmaz
(pH: 6,93).

A PROTEINURIA, MICROALBUMINURIA
MEGHATAROZASAT BEFOLYASOLO TENYEZOK

Klinikai tényezék
Ismert, hogy elsGsorban fiatal, egészséges egyének-
nél el6fordul a testhelyzettdl fliggden, azaz felallast
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kovetéen jelentkezd, ugynevezett orthostaticus pro-
teinuria. Ennek jelentdsége vitatott.

Hugyuti fertézések, a legtobb gyulladasos beteg-
ség, akut lazas éllapot, fizikai aktivitas, szivelégtelen-
ség, diétas proteinterhelés kivalthat atmeneti protein-
uriat.

Felvet6dik annak lehetdsége is, hogy cukorbete-
gekben vagy barmilyen betegségben, amelyben az
oxidativ stressz miatt karbonilstressz is létrejon és
ez modositja az albumint, ennek kévetkeztében az
immunoldgiai mddszerek nem képesek detektalni
a vizeletben az albumint. Ujabb eredmények szerint
azonban ezek a tényez6k nem tlinnek fontosnak az
albuminuria immunolégiai alapti meghatarozasaban.

Preanalitikai tényezok

Tarolt vizeletbdl végzett albuminmeghatarozas so-
ran szamitani kell arra, hogy csokkend koncentracio-
értéket kapunk. Igaz ez a =80 °C-os téroldsra is. Ugy
tlinik, hogy minél alacsonyabb a vizelet pH-ja, annal
nagyobb koncentracioban van jelen a vizeletben a
szabad SH-csoport, amely felel6ssé tehetd a vizelet-
albumin csokkenéséért. A vizeletben 1évé albumin
egy része ugyanis enzimatikus emésztésen esett at, és
csak diszulfidhidak tartjak ossze. Ezek felbomlasakor
csokkent koncentraciot detektdlunk HPLC-vel valo,
molekulatomegre alapozott meghatarozas soran.
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Szaraz-kémiai
fehérjekimutatasok mint
betegagy melletti gyorstesztek
(POCT) - APOCT diagnosztikus
értékei, a vizsgalatok
hitelességének ellendrzése

LiszT FERENC

A laboratériumi diagnosztika nem a szokasos labo-
ratoriumi kornyezetben, hanem a betegellatas koz-
vetlen kozelében, legtobbszor nem laboratériumi
képesitéssel rendelkezd egészségiigyi szakszemélyzet
altal végzett tevékenysége az angol ,Point-of-Care
Testing” kifejezés roviditésébdl szarmazé POCT. A
POCT laboratériumi diagnosztika, amelynek szamos
szinonimadja ¢l az angolszasz irodalomban (bedside
testing, near patient testing, home testing, self-ma-
nagement). Definicid szerint magaban foglal minden
olyan laboratériumi vizsgalatot, amelyet a hagyoma-
nyos kozponti laboratériumokon kiviil végeznek. Ez
végezhetd akar fekvibeteg-intézményekben kozvet-
leniil a betegagy mellett, siirg6sségi ellatas keretében
vagy az elsddleges ellatasban a haziorvosi rendel6-
ben, ill. a beteg altal otthoni kornyezetben. A siirgds-
ségi betegellatas olyan klinikai helyzetet jelent, ami-
kor életfontos szervi dysfunctio, sulyos trauma, nagy
sebészeti beavatkozas, altalanos anesztézia, stlyos
sepsis vagy mas sulyos korképben szenvedd betegeket
kell ellatni. Ilyen klinikai helyzetet jelent intenziv osz-
talyon, mutdben, siirgdsségi osztalyokon, siirgdsségi
és légi mentés soran és a mellkasi fajdalom/trauma/
stroke egységekben vald betegellatas. Ebben a fejezet-
ben csak a siirgésségi betegellatas keretében végzett
POCT-vizsgalatok diagnosztikus értékével foglalko-
zunk.

A POCT-diagnosztika elterjedését a klinikusok
laboratériumi vizsgalatokkal szemben tdmasztott ro-
videbb ,turn-around-time” (TAT) igénye és a beteg-
apolasi napok leréviditésébdl fakadd gazdasagossagi
elényok segitették. A kozpontilaboratériumi teszthez
képest rovidebb leletatfordulasi id6t nyujtod, sokszor
mas modszertannal végzett POCT-vizsgalattal szem-
ben egyértelmi elvaras, hogy eredménye a kozponti
laboratériumi teszthez hasonléan megbizhatd és 6sz-

szevethet$ legyen. A nem megfeleld mindségbizto-
sitassal alkalmazott POCT ugyanis a beteg szamara
veszélyes lehet (pontatlan laboratériumi eredmények
a kivitelezés hibaibdl, rossz adatrogzités, leletdoku-
mentalas miatt). A POCT-vizsgalatok gazdasagossagi
el6nye a betegapolasi, leginkabb az intenziv osztalyon
toltott napok szaménak lerovidiilésén keresztiil érvé-
nyesiil, igy azok tulzott gyakorisaggal vagy kozponti
laboratériumi szolgaltatassal parallel ,,biztonsagi” al-
kalmazasa koltséges és felesleges. Az is nyilvanvald,
hogy egyes klinikai dllapotokban a gyors laborato-
riumi eredményeken alapulé dontéshozatal valoban
alapvet6 a beteg jobb gydgyulasi esélyeinek biztosita-
sahoz, ugyanakkor mads helyzetekben a gyors labora-
tériumi eredmény csupan a nagyobb foku betegmeg-
elégedettséget szolgalja.

A betegellatas klinikai eredményességét
javitéo POCT-gyakorlat lehetdségei
a siirg6sségi és intenziv terapias ellatasban

A siirgdsségi és intenziv betegellatas legfontosabb sa-
jatsaga, hogy a beteg klinikai allapotaban igen gyor-
san olyan jelentds valtozasok torténnek, ami azonnali
terapias beavatkozast igényel. A vérnyomas, a pulzus,
a testhmérséklet, a 1égzésszam és néhany biokémiai
marker olyan “vitalis jeleknek” tekintheték, amelyek
jelzik a beteg allapotanak destabilizalédasat. A klini-
kusnak felkésziiltnek kell lennie ezen kritikus hely-
zetek gyors diagnozisara és kezelésére annak érde-
kében, hogy az életfontos szervek és szervrendszerek
kovetkezményes karosodasat elkeriilje. Ez a klinikai
kornyezet igen fontos teriilete lehet a megbizhatd,
pontos POCT-alkalmazasoknak, ami a vitdlis mar-
kerek valos idejii kovetésével a kialakuld dysfunctio
azonnali kezelését teszi lehet6vé, igy javitva a beteg-
gyogyulas esélyeit.

A siirg6sségi és intenziv terapias betegellatas la-
boratériumi tesztpaneljét illetden ugyan éltalanosan
elfogadott javaslat nem létezik, tobb-kevesebb el-
téréssel azonban a laboratériumi tesztek kovetkezd
csoportjai hasznalatosak a fekvobeteg-intézmények
slirg6sségi gyakorlatdban:

« Kardioldgiai marker vizsgalatok.

+ Gyulladasos marker vizsgalatok.

+ Klinikai kémiai tesztek (vérgazok, ionok, vércu-

kor, laktat, a vesefunkci6 tesztjei, cooximetria).
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« Hormonmeghatarozasok.
o Véralvadasi tesztek.
« Toxikoldgiai vizsgalatok.

Hogy ezek koziil mely vizsgalatok azok, amelyek
POCT-mddszerrel végezve a betegellatds klinikai
eredményességét fokozzak, csak a POCT-hasznalat
bizonyitékokon alapulé nemzetkozi irdnyelvére ta-
maszkodo ajanlasok alapjan foglalhato ssze.

POCT alkalmazasa siirg6sségi kardiolégiai marker
vizsgalatokra

A mellkasi fajdalom differencialdiagnosztikdja az
intenziv és slirg6sségi osztalyok egyik legnagyobb ki-
hivasa.

Az akut coronariabetegség korai kizarasa vagy di-
agnozisa alapvetéen meghatdrozza a beteg tovabbi
korhazi elhelyezését, kezelését. E betegség differenci-
aldiagnosztikajaban a nemzetkozi és magyar szakmai
iranyelvek a kovetkez6é biokémiai markerek haszna-
latat ajanljak:

o cardialis troponin-I vagy troponin-T;

o kreatin-kindz MB izoenzimtomeg;

« mioglobin bizonyos esetekben.

A szakmai ajanlasok a diagnosztikdra és terapia-
ra vonatkozé ajanlasokkal 6sszhangban a biokémiai
markerek a mellkasi fajdalom kezdetétdl eltelt idore
vonatkoztatott eredményeitdl fiiggd dontéshozatalon
alapulnak. Ha hagyomanyos kozponti laboratériumi
modszerekkel és a kapcsolddoé logisztikai mechaniz-
musokkal a cardialis markerek eredménye egy éran
beliil nem biztosithato, akkor kvantitativ eredményt
ado és a kozponti laboratériummal 6sszehangolt
eredményt biztositdé POCT bevezetése ajanlott.

A kronikus coronariabetegség kezelésére és diagnozi-
sara vonatkozd irdnyelv ajanlja az NT-pro-B natriure-
tikus-peptid gyors, betegagy melletti meghatdrozasat,
mert az echocardiografias vizsgalat nem all mindig
rendelkezésre.

POCT-mddszerek gyulladasos marker vizsgalatokra

A gyulladasos folyamat diagnosztikdja minden or-
vosi diszciplina kozponti kérdései kozé tartozik. A
C-reaktiv protein, procalcitonin és interleukin-6 mar-
ker vizsgalata POCT-késziiléken csak részben lehet-
séges. A CRP meghatarozasanak elsdsorban az alap-
ellatasban, a haziorvosi gyakorlatban, gyermekek

esetében van létjogosultsdga. A prokalcitonin és az
interleukin-6 vizsgalatdra modszertani okokbol kifo-
lydlag csak szemikvantitativ POCT 4ll rendelkezésre.

POCT-modszerek siirgésségi klinikai kémiai vizs-
galatokra

A fekvébeteg-intézmények siirgdsségi és intenziv
terdpias osztalyai valtozatos Osszetétell siirgdssé-
gi klinikai kémiai tesztpanelt tartanak sziikségesnek
munkajukhoz. A gyors klinikai déntéshozatal érde-
kében a vizsgalatok eredményére révid leletatfordula-
si id6re van sziikség, a tesztek egy részét mar jelenleg
is POCT-miiszerekkel végzik. Hogy a gyorsabb teszt-
eredmény valdban javitja a betegellatas klinikai ered-
ményességét, az inkabb feltételezett, mint bizonyitott.

Vérgazok

A vérgazanalizis tipikusan sokféle klinikai kor-
nyezetben alkalmazott POCT-eljards. A siirgdsségi
osztalyokon a beteg gyors megitélése nagy elényok-
kel jar, hiszen a betegektdl gyakran nem nyerhetd
anamnézis, gyakran korabbi kezeléseikrol szol6 do-
kumentacié sem all rendelkezésre. A POC vérgaz-
tesztek alkalmazasaval a vérgazeredményekhez vald
hozzajutas ideje csokken, és bizonyiték vannak arra
vonatkozoan, hogy ezaltal n6 a betegellatas klinikai
eredményessége.

Ionok

Az elektrolit-haztartas (Na*, K*, Ca™, Mg™)
POCT-mddszerrel valé megitélésének klinikai hasz-
nossaga siirgdsségi ambuldns, intenziv és miitétes
osztalyok esetében bizonyitott, elsésorban a TAT ro-
vidiilése és a klinikai eredményesség fokozodasa ré-
vén.

Vesefunkcié: kreatinin, karbamid

Nem ajanlott siirgésségi osztalyon 1év6 bete-
gek karbamid- vagy kreatininszint-meghatarozasat
POCT-moddszerrel rutinszertien végezni. Ugyan-
akkor rutinszerien alkalmazhat6 cardiovascularis
diagnosztikai laboratériumokban a karbamid vagy a
kreatinin meghatarozasa POCT-mddszerrel, a POCT
ebben a kornyezetben javitja a betegellatds klinikai
hatékonysagat.

Vércukor, laktat
A korhazi kornyezetben POCT-modszerrel vég-
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zett vércukor-meghatarozas alkalmazasa mellett vagy
ellen nincs elegendd bizonyiték. A laktdt-POCT ru-
tinszer(i alkalmazasa intenziv, siirgdsségi és mutétes
osztalyok klinikusai szamara ajanlott.

Cooximetria

Cooximetrianak hemoglobinpigmentek egy id6-
ben, tobb hullamhossznal méré spektrofotometria
elvén val6 meghatdrozasit nevezziik. Altalaban total
hemoglobin, oxigénszaturacid, oxihemoglobinfrak-
ci6, karboxihemoglobin (HbCO) és methemoglobin
(MetHDb) mérésére alkalmas. Rutinszer(i alkalmaza-
sa javasolt influenzaszer(i tiinetekkel vagy fejfajassal
slirgGsségi osztalyra szén-monoxid-mérgezés gyanu-
javal felvett betegek szilirésére, methaemoglobinae-
mias betegeknél, sepsis kialakuldsanak monitoroza-
saban.

POCT-alkalmazas hormonmeghatarozasokra

A hormonmeghatdrozasok altalaban nem tartoz-
nak a tipikusan POCT-moédszerrel mérendd tesztek
kozé, bizonyos klinikai alkalmazasok (ectopids ter-
hesség diagnosztikdja, operativ beavatkozasok) olyan
rovid TAT-ot igényelnek, amely a POCT-hasznalat
mellett sz6lhat.

Vizelet-hCG

A hCG POCT eszkozok alkalmasak lehetnek ec-
topids terhesség diagnosztikajara, de nem végeztek
osszehasonlitd vizsgalatokat kozponti laboratériu-
mi mddszerekkel. Nincs elegend6 bizonyiték ahhoz,
hogy ajanlani lehessen a POC vizelet-hCG-méré m-
szereket ectopias terhességben val6 alkalmazasra.

Intraoperativ-PTH meghatdrozds

A gyors PTH-teszt intraoperativ alkalmaza-
sa klinikai elényokkel jarhat, ami a parathormon-
POCT-mddszer bizonyos klinikai alkalmazasok so-
ran val6 bevezetését veti fel.

POCT-alkalmazas siirg6sségi véralvadasi vizsgala-
tokra

A siirgdsségi és intenziv betegellatds teriiletén
rovid TAT-igénnyel felvet6dé véralvadasi tesztek
POCT-mddszerrel valé6 meghatérozasanak bizonyi-
tott klinikai hasznossagat megitélé National Acade-
my of Clinical Biochemistry irdnyelv f6bb megallapi-
tasai a hazai alkalmazasok kialakitdsara vonatkozéan

is irdnyadok. Rendkiviil fontos, hogy valamennyi
POCT alvaddsmonitorozé késziilékkel mért érték
egyforman jol reprodukalhaté és pontos legyen. A
POCT PI- és APTI-modszer bevezetése el6tt az alkal-
maz6 intézmény feladata, hogy a POCT-mddszerrel
mért értékek antikoaguldns terapia monitorozasara
vonatkozé terapids tartomanyait, dontési hatarér-
tékeit meghatarozza, interpretalja azok kozponti la-
boratériumi hagyomdnyos tesztekkel valo 6sszevet-
het6ségét és kialakitsa a POCT-vizsgélat helyét az
intézmény munkafolyamataban.

POCT-alkalmazas siirgds toxikologiai vizsgalatokra

A mérgezett beteg stlyos szervi dysfunctiok be-
kovetkezésének lehet6sége miatt intenziv terapias el-
latast igényel, ennek része a mérgezést okozo agens
kimutatasa és koncentracidjanak meghatarozasa.
Az ismeretlen anyaggal tortént intoxikacio esetei-
ben a siirgds toxikoldgiai vizsgalatok elsddleges cél-
ja a diagnozis bizonyitasa és a mérgezd vegyiilet ki-
induldsi koncentraciéjanak megallapitasa a terapia
kovetéséhez. A toxikologiai célra jelenleg elérhetd
POCT-eszkozok valamennyien immunoassay elvén
detektaljak a vizsgalt gyogyszer, gyodgyszercsoport
jellegzetes metabolitjait, és sziromodszernek tekin-
tendék. Fontos ismerni mas hatdanyag vagy gyogy-
szerszarmazék interferenciajat a POCT-tesztben. A
muszer cut-off-értékét (a dontési hatar értékét) ki-
valasztasanal mérlegelni kell. A cut-oft koriili drog-
mennyiséget tartalmazd mintak negativitasanak sta-
tisztikai valdszintiségét a gyartonak meg kell adnia,
olyan médon, hogy a nem laboratériumi felhasznal6
is felismerje a tévesen negativ eredményt.

A POCT-gyakorlat kialakitasanak szakmai
kérdései

Hol van sziikség POCT-diagnosztika bevezetésére?
Valamennyi fekvGbeteget ellaté intézmény 6nalléan
dont a POCT-vizsgalatok bevezetésérél. Indokolt le-
het minden olyan helyen, ahol a nagymértékben la-
boratériumi eredményen alapulé orvosi dontéshoza-
tal fokozott siirgdsséget igényel és a klinikai-terapias
beavatkozast késleltetné a nem helyszinen végzett
diagnosztikai teszt.

A POCT-vizsgdlatok bevezetése elétt a kovetkezd
szempontok mérlegelenddk:
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« Van-e megalapozott klinikai igény POCT-
modszerrel végzendd laboratériumi teszt beve-
zetésére?

« A bevezetend6 POCT-moédszer laboratériumi
és klinikai szempontbdl egyarant megfelel6-e?

« A bevezetend6 POCT-mddszer noveli-e a
betegellatas eredményességét klinikai, szervezé-
si vagy gazdasdgossagi szempontbol?

« Mennyire koltséghatékony a POCT-moédszer a
hagyomanyos laboratériumi teszthez képest?

« Akell6 gyorsasag a mar meglévé kozponti labo-
ratériumi tesztekkel, azok atfutdsi idejének
csokkentésével biztosithaté-e [a preanalitikai
id6 csokkentése logisztikai atszervezéssel, a
hagyomanyos laboratdriumi vizsgalatok analiti-
kai id6igénye és a posztanalitikai id6 csokkenté-
se laboratoriumi informdcios rendszer (LIR)
fejlesztésével].

A POCT sziikségességének eldontését kovetden a
leginkabb megfelel6 késziilék kivalasztasara kell tore-
kedni. Ennek soran feltétleniil figyelembe kell venni
azt, hogy a klinikai igény kielégitéséhez milyen anali-
tikai pontossagra, reprodukalhatdsagra, ill. detektala-
si hatarra van sziikség.

Ki dontson a POCT-diagnosztika szervezési kérdé-
seiben?

Azok a fekvébeteg-ellaté intézmények, amelyek
POCT laboratériumi vizsgalatokat alkalmaznak, az
intézmény mindségbiztositasi szabalyozasanak része-
ként miikodo intézményi POCT-programban rogzi-
tik a POCT miukodtetésével kapcsolatos szabalyozast.

A POCT-programnak tartalmaznia kell a kovetke-
z0ket:

« A POCT-vizsgalatok helyét a fekvébeteg-intéz-
mény laboratériumi diagnosztikai stratégidja-
ban. Milyen diagnosztikai teriileten kivanja a
POCT-vizsgalatokat alkalmazni, és azok alkal-
mazasa mennyiben fejleszti az intézmény diag-
nosztikai ellatasat (gyorsasag, kozponti labora-
tériumtol tavoli osztalyok jobb ellatdsa stb.).
Tervet a POCT-vizsgalatok és a korhazi labora-
torium mar alkalmazott moddszereinek Ossze-
hangoldsdra.

« A POCT-vizsgalatok koltségviselésének, esetle-
ges megosztasanak meghatarozasat az adott
intézményben.

« A POCT-programba bevont egységek listajat, az
ott alkalmazott POCT-késziilékekkel egyiitt.

o Fejlesztési intézményi POCT-
programra vonatkozéan (milyen tovabbi tesztek

tervet az

bevezetése sziikséges osztalyonkénti lebontas-

ban, koltség—hatékonysag analizissel).

o Az intézményi POCT-rendszer szervezési és
mindségiigyi kérdéseit:

- A dontéshozd és irdnyelvek megjelolése a be-
vezetendd tesztek, miszerek és modszerek ki-
valasztasaval kapcsolatban.

— A vizsgalatokat végz6 és értékelé személyek
kijelolése, oktatasuk meghatarozasa.

- A POCT-eredmény/lelet dokumentdlasanak
modja.

— Vizsgalatok végzésének szakmai protokollja.

- A POCT-vizsgalatok végzésének és készii-
lékek mindségi kivanalmainak biztositasat
szolgalé dokumentumok (feleldsok megjelo-
lésével).

- A POCT-késziilékek karbantartasi protokoll-
ja.

- A POCT-vizsgélatok végzésének technikai
protokollja.

- A POCT-vizsgalatok mindségbiztositasi pro-
tokollja (belsd és kiilsé mindség-ellendérzés).

A POCT-vizsgalatok szakmai felel6ssége

Ezek olyan kiilonleges laboratériumi vizsgalatok,
amelyek technikai kivitelezésében laboratériumi
szakismeretekkel nem rendelkezd egészségiigyi szak-
személyzet (orvosok, névérek, intenziv osztalyos asz-
szisztensek, m{itésnék stb.) is részt vehet.

A vizsgalatok mindségének ellendrzése, a miné-
ség biztositasa a kozponti laboratérium vezetjének
felel6ssége, aki ezt megfelel6 laboratériumi szaksze-
mélyzeten keresztiil biztositja. Az egyéb laboratd-
riumi vizsgalatokkal ellentétben a POCT-vizsgalatok
eredményei elézetes laboratoriumi orvosi validalas
nélkiil keriilnek klinikai értékelésre. Ezért a megfele-
16 (és kielégitéen dokumentalt) mindség-ellendrzési
paraméterek mellett az egyedi vizsgalati eredmények
szakmai felel6ssége — ha a vizsgalatot nem laboratd-
riumi szakember végzi, hanem a betegellatd osztaly
munkatarsa — a betegellat6 osztaly vezet6jét terheli. A
POCT-méréeszkozok csak akkor haszndlhatok, ha a
muszerek évenkénti fiiggetlen miszertechnikai ellen-
Orzését elvégezték.
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A POCT-gyakorlat minéségbiztositasa
A POCT-DIAGNOSZTIKA HIBAFORRASAI

A laboratdriumi eljarasokhoz hasonléan a POCT-di-
agnosztika is ugyanazokkal a — meghatarozas pre-
analitikai, analitikai és posztanalitikai fazisahoz
rendelhetd — hibaforrasokkal terhelt. A POCT {6 el6-
nye természetesen abban rejlik, hogy szamottevéen
csokkenti a leletatfordulasi id6t. Ugyanakkor sza-
mos olyan vélemény is létezik, amely szerint a pre-
analitikai fazisban a mintavétel, a mintatranszport,
valamint a posztanalitikai fazis adatkozlési hibdi is
eliminalédnak. Ez tavolrdl sincs igy, ezért a hibak ki-
kiiszobolése legalabb akkora kihivas, mint a kozpon-
tositott laboratériumokban.

A POCT-folyamatban a kiovetkezd hibdk eléfordula-
sdra lehet szdmitani:

A preanalitikai fazisban:

— A vizsgalat elrendelésekor nem megfelel6 az
id6zités (pl. cardialis markerek, troponin,
mioglobin, CK-MB panelként kérése konfu-
ziot okoz).

— A minta nem a megfelel6 betegtdl szarmazik,
vagy nincs meg a sziikséges informacio a be-
teggel kapcsolatban.

- A minta gytjtése nem megfelel§ térfogatd, in-
konzisztens mintat eredményez.

+ Az analitikai fazisban:

— A miiszer kalibracidja nem megfeleld, ez kiilo-
nosen a nem laboratériumi képzettségu sze-
mélyzet miatt jelentkezd veszélyforras.

- Vizsgalati minta és reagens interakcidjanak
kovetkeztében: heterofil antitestek tévesen
negativ vagy pozitiv értékeket eredményez-
hetnek kiilondsen az agglutinaciéval mitikodo
meghatdrozasoknal. Az interferdlé anyagok
jelenléte ugyan a laboratériumi meghata-
rozasok mas tipusait is befolyasolhatja, de a
POCT-diagnosztikaban az eredményeket
szinte azonnal felhasznaljak a beteg kezelésé-
ben.

— Eredménygeneralds, az eredmény a modszer
kinalta hatarokon kiviil talalhato.

— Az eredmény nem validalt, hidnyos vagy nem
létezik mindség-ellenérzés. A hagyomanyos
laboratériumi gyakorlatban hasznalt kiilsé
mindség-ellenérzési rendszerek csak modo-

sitdsokkal alkalmazhatok POCT-rendsze-
rekre, mivel az Gn. ,laboratériumi tipust”
POCT-rendszerek mellett ,,cartridge” (mér6-
kazettas), ill. ,tesztcsik” alapu rendszerek is
léteznek.

A posztanalitikai fazisban:

- A mérési eredmény értékelését, kezelését
nem megfeleld mértékegységben, referencia-
érték nélkil végzik.

— A kritikus értékek nincsenek jelezve, a don-
téshozo figyelmét semmi nem hivja fel, nincs
megfeleléen dokumentdlva. Mindkét esetben
a hibak csokkentése a POCT-készilék(ek) és
a beteg adatbazisanak kozvetlen informatikai
Osszekotésével oldhatd meg.

R1Z1IKO-MANAGEMENT A POCT TERULETEN

A POCT-diagnosztika biztonsagat noveld szamos
javaslat ellenére (College of American Pathologists,
National Institute of Health, USA, ISO) jelenleg az
irodalomban a leggyakrabban idézett veszélyforrasok
a kovetkezok:
+ A mindség-ellendrzés végrehajtasa és doku-
mentaldsa.
« Kiilsé jartassagi vizsgalatban nem kielégitd rész-
vétel.
» Megfelel6 helyesbitd eljardas megléte nem meg-
felel kontrollértékek esetén.
+ A gyarto el6irasainak maradéktalan betartasa.
« Eljaras a mérés végrehajtasara és az eredmény
kozlésére.
o A kalibracio verifikdldsa haromhavonta, doku-
mentalt formaban.
« A személyzet oktatasanak és kompetencidjanak
nyilvantartasa.
o A személyzet folyamatos tovabbképzésének
megvalositdsa.

A POCT-GYAKORLAT MINOSEGIRANYITASI
RENDSZERE

A POCT-diagnosztika mindségiranyitasi rendszeré-
nek biztositani kell a megbizhat6 kozponti laboratd-
riumi teszttel Osszevetheté eredményszolgaltatast és
az ezt biztositani tudo6 személyzet képzését, valamint
a muszerek kivalasztasat, ellenérzését. A mindségira-
nyitds a kovetkezd szempontokra terjed ki:
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« Az uj/alternativ POCT-késziilékek, rendszerek
kiértékelése.

« A felhaszndlé javaslatainak és szakmai proto-
kolljainak kiértékelése.

« A miuszerek beszerzési és installacios folyama-
tainak ellendrzése.

« Reagens- és fogydanyag-beszerzések, karban-
tartasok gyakorlata.

o A POCT-kezel6k folyamatos képzése, jogosit-
vanyhoz juttatasa és Ujravizsgaztatasa.

« Mindéségi kontrollok, mindségbiztositas.

A POCT-vizsgalatok mindéségének biztositasa

A vizsgalatok mindségének biztositasa és annak
ellendérzése a laboratérium feladata. A mindség biz-
tositasa azonos alapelveken alapul, mint a labora-
toriumban elvégzett egyéb vizsgilatok mindségé-
nek biztositdsa. Modszerleirdsokban kell rogziteni a
POCT-vizsgalatok moddszertani alapelveit, a mod-
szer korlatait, a kvantitativ mérés elvégzésének kri-
tériumait, analitikai és diagnosztikai érzékenységét
és specificitasat. Meg kell hatarozni a kotelez6 belsé
kontrollvizsgalatok gyakorisagat és a teendéket nem
elfogadhato kontrollok esetén. Nyomon kell kovetni
a mérési bizonytalansagot, a visszavezethetéséget, és
dokumentalni kell a POCT-mddszerrel és hagyoma-
nyos laboratériumi moédszerrel egyarant mért para-
méterek egymassal vald. dsszevethetdségét.

A POCT-vizsgalatokat kotelezd bevonni a kiilsé
mindség-ellenérzés korébe. POCT- és hagyomanyos
laboratériumi vizsgalattal egyarant végzett vizsgala-
tok esetében minden kétséget kizaréan megallapit-
haténak kell lenni, hogy az adott kiilsé mindség-el-
lenérzési eredmény melyik modszerrel késziilt. A
POCT-miiszerek rendszeres, gyarté altal eldirt kar-
bantartasi protokolljat és a karbantartas elvégzésének
tényét dokumentalni kell. A laboratériumi szaksze-
mélyzetnek a mindségbiztositasi feladatok ellatasa
céljabol mindenkor szabad bejarast kell biztositani a
POCT laboratériumi berendezésekhez.

A POCT-vizsgalatok Kkivitelezése, a vizsgalatokat
végzo személyzet oktatasa

POCT-vizsgélatot kizardlagosan erre kioktatott,
irasban felhatalmazott személyzet végezhet az el6zete-
sen engedélyezett, azonositdval ellatott helyen, az adott
fekvobeteg-ellaté intézmény POCT-szabalyzataban
rogzitett mindségligyi és mddszerleirasok alapjan.

Az oktatast a laboratorium vezetdje koteles meg-
szervezni és dokumentdlni. Az oktatasba be kell vonni
az érintett klinikai osztalyok vezet6jét is. Az oktatas-
nak ki kell térni a POCT-berendezések biztonsagos és
szakszer(l haszndlatara, a miiszer korlataira, a minta
tipusdra, a mérési interferenciakra, a muszer sajatsa-
gaibdl adodé interpretacids kérdésekre, a felhasznald
altal elkovethet6 leggyakoribb hibakra, a mindség-
biztositas kivitelezésére és a vizsgalatok elvégzése so-
ran a személyzetet érint6 veszélyforrasokra. Oktatni
kell az elvégzett vizsgalatok dokumentélasanak mod-
jat. Fontos a kapott POCT-eredmények értékelésének
és alarm értékek esetén a teend6k meghatarozasanak
oktatasa. Az oktatast (oktato, résztvevok) irdsban do-
kumentalni kell, és meg kell hatdrozni a kapott ,,jogo-
sitvanyok” érvényességi idejét és az Gjraoktatas ido-
pontjat.

A POCT-vizsgalatok adatkezelése

A POCT-vizsgalatokat a laboratériumi vizsgala-
tokkal azonos mddon kell dokumentalni. Az ered-
ményrol, leletrél masolatot kell késziteni a labora-
torium szdmadra, és azt a laboratoriumi informatikai
rendszerben (LIR) rogziteni kell (a betegeredmények
kovethetdsége, OEP-elszamolas érdekében) olyan
moddon, hogy a POCT-mérések egyértelmiien elkii-
l6nithetok legyenek a hagyomanyos laboratériumi
tesztektdl (pl. a mérést végzo, ill. elfogadd személy
kodjanak feltiintetésével).
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Fehérjék mint tumormarkerek
az orvosi laboratoriumokban

K6szegr TAMAsS

A tumormarkerek jellemz6i

A TUMORMARKER DEFINICIOJA

Tagabb értelemben a daganatos allapotot jelz6 min-
den olyan eljaras, molekulakimutatas, amely segiti a
klinikust a daganatos betegséggel kapcsolatos kérdé-
sek megvalaszoldsaban és az orvosi dontések meg-
hozatalaban. Szlikebb értelemben az emberi szer-
vezetbdl vett mintdkban olyan molekuldk és/vagy
folyamatok nyomon kovetését jelenti, melyek meny-
nyiségi és mindségi valtozasai osszefiiggésbe hozha-
tok a daganatmegel6z6 allapotokkal, ill. a mar kifej-
16d6tt tumoros megbetegedéssel.

A tumormarkerek alapvetéen két csoportra oszt-

hatok:

o Elsédleges (primer) markerek. Olyan molekuldk,
amelyeket a daganatsejtek termelnek, és meny-
nyiségi valtozasuk a vérbdl vagy a daganatszo-
vetbdl kimutathat6. Szerkezetitk szerint igen
sokfélék lehetnek: fehérjék, kis molekulatomegti
hormonok, nukleinsavak stb. A daganatos sej-
tek sokszor ,,nem felejtenek’, azaz részlegesen
differencialédnak azza a szovetté, amelybdl
transzformalédtak, és képesek sok olyan mole-
kula termelésére, amelyet az eredeti szovet is
produkalt. Igy alakulnak ki pl. a hormonterme-
16 tumorok vagy a plazmasejtes daganatok
(myeloma malignum).

o Mdsodlagos (szekunder) markerek. A tumor
novekedési sajatsagaibol és a szervezet valasz-
reakci6ibol szarmazo6 molekulak. Elvben barmi-
lyen mérhet6 laboratériumi paraméter felfogha-
to szekunder markernek. Néhany példa: a
csontrendszert érinté folyamatoknal kalcium,
kollagén-keresztkotések, epeut-elzarédasakor
bilirubin, alkalikus foszfataz, y-GT, kiterjedt
daganatoknal leukocytosis, thrombocytaszam, a
CRP emelkedése stb. Ezek a paraméterek egy-
altalan nem daganatspecifikusak, de jelzik a
szervezet érintettségét.

Altalanos szempontok

A malignus transzformacié soran szinte kivétel nél-
kiil egyetlen sejt alakul dt korlatlan osztédasra al-
kalmas éallapotba. A transzformaécid a sejt genetikai
anyaganak finom véltozasait jelenti (kiilonb6z6 mu-
taciok, idegen nukleinsav beépiilése, a DNS karoso-
dasa, kromoszomarendellenességek), egyszerre tobb
valtozasnak is be kell kévetkeznie. Mindezek sszes-
ségiikben az egész genom informécidtartalmahoz ké-
pest elenyészden kicsiny eltérések, igy amennyiben a
transzformalt sejt talél, az atirt géntermékek (fehér-
jék) gyakorlatilag alig kiilonboznek a kiinduldsi sejt
fehérjéitol. A kiilonbség az egészséges és a daganatos
sejtek kozt elsésorban a transzkripcié megvaltozasa-
ban rejlik, azaz a malignus sejtekben a sejtosztodast
szabalyozo fehérjék mennyiségi eltolddasa kovetkezik
be. Igy vélhatnak pl. a normalisan is atir6dé proon-
kogének valddi onkogénné. A valdsag természetesen
ennél sokkal bonyolultabb, de annyi bizonyos, hogy
a daganatsejtekben els6sorban a szintetizalédott fe-
hérjék mennyiségében és nem mindéségében jon létre
valtozas.

A masik fontos szempont a daganatsejtek kimene-
kiilése a szabdlyozdsi folyamatok aldl. Ervényes ez a
novekedési sajatossagokra (invaziv novekedés) és az
altaluk termelt biologiailag aktiv molekulakra (no-
vekedési faktorok, hormonok). A visszacsatolasi fo-
lyamatok (feedback) a tumoros szoveteknél nem
miikodnek, a daganatsejtek autoném moédon megter-
melik a sajat szaporodasukhoz sziikséges novekedési
faktorokat (pl. parakrin vagy autokrin szekrécidval),
ill. a szervezet sziikségleteitdl fiiggetleniil szintetizal-
jak és szekretaljak a hormontermészeti molekulakat.
Sajatos mechanizmus miikodik myeloma multiplex
esetében, itt a koros plazmasejtté transzformald-
dott klon nem csak korlatlan szaporodasra képes, de
kontrolldlatlan immunglobulin-szekrécidra is. A
transzformacié érinti az immunglobulin géneket is,
a szintetizalt termékek nem toltenek be hasznos vé-
défunkciot (paraproteinek), és az esetek egy részében
nem is a teljes molekula termelddik, hanem annak
egy lanca (nehézlanc-betegség, Bence—Jones-fehérje
vagy szabad konnytlanc).

A fehérje természetli primer tumormarkereknél
nagy jelentGségliek a poszttranszlicios mechanizmu-
sok. A megsziiletett fehérjék intracellularisan vagy a
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keringésben moédosulnak, a leggyakrabban cukrok-
kal 1épnek kapcsolatba. Nagyon sok tumormarker
glikoprotein vagy un. mucingazdag protein, és mo-
dosult szerkezetiik kiillonbozhet az egészséges sejtek-
ben termelt hasonlé fehérjékétol.

Az orvosi terminoldgiaban szokas a markereket tu-
morantigéneknek is nevezni. Ez altalaban helytelen,
mert legtobbjiik az egészséges sejtekben is megtalal-
hat6 gének produktuma, igy a szervezet szdmara nem
antigén sajatsagi. Amennyiben a markerek valéban
antigének lennének, az immunrendszer képes lenne
hatékonyan védekezni a daganatsejtek ellen. Létez-
hetnek azonban valddi, un. neoantigének is, amelyek
mutacid vagy poszttranszlaciés mdodosulas kovetkez-
tében ténylegesen kiilonboznek a normalis génpro-
duktumoktol. A tumorantigén kifejezés onnan ered
és arra utal, hogy ha a tisztitott tumormarkerrel egy
idegen fajt (leggyakrabban egér, nyul, kecske stb.) im-
munizalunk, akkor a beoltott allat specifikus immun-
globulinokat termel a beadott antigén ellen. Az allati
eredetd, tisztitott antitestek felhasznalhatok a tumor-
marker kimutatdsara és/vagy mennyiségi meghatéro-
zésara.

Peptid-fehérje tumormarkerek

A FEHERJE TERMESZETU TUMORMARKEREK
EXTRACELLULARIS TERBE KERULESENEK
MECHANIZMUSA

A sejtekben szintetizalddott fehérjék alapvetden két-
téle funkciot tolthetnek be:
« Szerepiik a sejten beliil van, pl. struktarfehérjék
vagy a metabolizmusban vesznek részt.
« Funkcidjukat az extracellularis térben toltik be
(pl. véralvadasi faktorok, albumin).

A primer tumormarkerek jelentés hanyada pep-
tid-fehérje természetli és az elsé csoportba tartozik.
Ezért elsddlegesen akkor kertilnek ki az extracellula-
ris térbe, amikor a daganatsejtek elpusztulnak. A ma-
lignus sejtekre jellemzd a fokozott turnover, a rovid
generacios ciklus, pusztuldsuk elsdsorban nekrozissal
torténik a szervezet védekezése, a daganat esetleges
rossz vérellatasa vagy éppen a terapias beavatkozasok
kovetkeztében. Mindezek ellenére a masodik tipust
mechanizmus is el6fordul, ilyenkor a malignus sejtek
a markereket aktivan szekretaljak (pl. peptidhormo-
nok, paraproteinek). A szisztémas keringésbe jutd
markerek egy része a vizeletben is megtalalhato, ép
vesefunkcional csak az albuminnal kisebb (filtracios
kiiszob alatti) molekuldk, karosodott veséknél akdar
teljes immunglobulinok is a vizeletbe keriilhetnek.

Az extracellularis térbe keriilést befolydsolo egyéb té-
nyez6k

A tumormarkerek vérszintjét a fentieken kiviil
még egyéb tényezok is befolyasoljak (11-35. tabldzat).

Az idealis fehérje természetli tumormarker jellemz6i

1. Legyen specifikus, vagyis csak malignus folyamat
esetében legyen kimutathato.

2. Legyen kell6en érzékeny, hogy a daganatos folya-
matot minél koraibb stddiumaban jelezze.

3. Legyen szovet/sejt specifikus.

4. Vérszintje korrelaljon a tumorsejtek mennyiségé-
vel.

5. Legyen joslo (prediktiv, azaz maximalis elérejelzd)
értéke.

6. Legyen megbizhatéan mérhetd.

Sajnos az eddigiekben vazoltak alapjan az elsé ha-
rom pontban felsorolt kovetelmények nem teljesiil-
nek maradéktalanul. A laboratériumi vizsgalatoknal

11-35. tabldzat. Tumormarkerek vérszintjét befolyasolé mechanizmusok

Meghatdrozo tényezo

Mechanizmus

produkcié

a szintézis sebessége a sejtben

szekrécid

a sejtb6l vald kidramlds sebessége (aktiv vagy passziv folyamatok)

a szovet vérellatasa

oxigenizacios, nutritids tényezék

szovetszétesés

a sejt-turnover sebessége, terapias beavatkozasok

eliminacié

a kilvilag felé (pl. vizelet itjan) vagy természetes metabolizmussal
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ismert, hogy egy mddszer diagnosztikai specificitdsa
és szenzitivitasa gyakorlatilag sohasem éri el a 100%-
ot; ha a diagnosztikus kiiszobérték valtoztatdsaval
noveljiik a szenzitivitast, akkor csokken a specificitas
és forditva. Mindennek oka az, hogy az egészségesek-
re jellemz6 referenciatartomany atfedést mutat a be-
tegekre jellemzd patologias tartomannyal.

Tovabb bonyolitja a helyzetet, hogy a legtobb mar-
ker referenciatartomanya az egyénre jellemzd és eb-
ben az orokletes tényez6kon kiviil életmddi szokasok
(pl. dohdanyzas) is szerepet jatszhatnak. A tumormar-
kerek jelent6s hanyada ezen kiviil nem szovetspecifi-
kus, vagyis ugyanazt a markert tobbféle daganatsejt is
termelheti.

Ugyanakkor a felsorolds utolsé harom feltétele jo-
részt teljesiil. A vérszint jo korrelaciot mutat a malig-
nus sejtek szamaval, vagyis a daganat tomegével. Itt
jegyzend6 meg, hogy a mai érzékeny analitikai mdd-
szerekkel is kb. 1 g tumormassza (kb. 10° sejt) sziiksé-
ges ahhoz, hogy a vérbe kihigul6 marker mennyisége
detektalhatd legyen. A prediktiv értékrol, a klinikai
felhasznalasrol és a mérési technikakrol a fejezet ké-
s6bbi részeiben lesz szd.

A peptid-fehérje tumormarkerek felosztdsa és jellem-
z0i

+ Onkof6talis markerek

CEA, carcinoembryonalis antigén

Normalisan az embrionalis életben termel6dé sejt-
felszini glikoprotein, a sejtadhézioban tolt be fontos
szerepet. A sziiletés utdn szintézise gyakorlatilag a
kimutathatdsag hatarara csokken. Feln6ttekben el6-
szOor emésztérendszeri daganatoknal mutattdk ki
emelkedett vérszintjét, az |Lszelektin és az E-szelek-
tin ligandja, szerepe valdszintileg a metasztazisok ki-
alakulasaban fontos. Colontumoron kiviil gyomor-,
hasnyalmirigy-, tiid6-, eml6- és medullaris carcino-
ma markere is lehet, tipusos példajat adva annak a
ténynek, hogy a markerek jelentds része nem szovet-
specifikus. Nem tumoros folyamatokban is emelke-
dett lehet: er6s dohanyosoknal, gyulladdsos bélbeteg-
ségekben, majcirrhosisban.

AFP, a-fotoprotein

Szintén a magzati életben, az embridzsak és a maj
altal termelt fehérje, amely ekkor az albuminhoz ha-
sonld funkciét tolt be. 591 aminosavbol allé gliko-
protein, felnéttkorban szintézise minimalisra csok-

ken, funkcidja ismeretlen. Az AFP t6bb izoforméban
fordul el6 a keringésben. Rutinszer(i meghatarozasa-
kor az dsszes (total) AFP mennyiségét mérjiik, de ma
mar lehetdség van az L3-forma szelektiv mérésére is.
Az L3 részesedése a total AFP-bdl (L3%) prognosz-
tikai marker: minél nagyobb az L3 szdzaléka, annal
nagyobb a méjcarcinoma kifejlddésének kockazata és
a rossz prognozis lehetdsége. Az AFP-értékek emel-
kedettek hepatocellularis carcinomaban és csirasejtes
(de nem seminoma) daganatokban. Kroénikus, nem
malignus majbetegségekben is emelkedett az AFP
(krénikus hepatitis, majcirrhosis).

« Hormonok

Kalcitonin

32 aminosavbol all6 polipeptid, a pajzsmirigy pa-
rafollicularis sejtjeiben (C-sejtek) termelddik. Emel-
kedett szérumszintet mutat a pajzsmirigy medullaris
carcinomdjaban, a CEA markerrel egyiitt.

PTH, parathormon

84 aminosavbdl allé polipeptid, a mellékpajzs-
mirigy sejtjei termelik. A mellékpajzsmirigy adeno-
majaban vérszintje megemelkedik (primer hyperpa-
rathyreosis). Primer folyamatoknal el6fordul, hogy
ectopids (nem a célmirigyben, hanem azon kiviili)
hormontermelés jon létre. A sebészi eltavolitds sordn
lehetéség van an. intraoperativ PTH-meghatarozas-
ra, mert a PTH féléletideje a periférian 4 perc. Sikeres
mutéti beavatkozas utan a PTH-szintnek a referen-
ciatartomdnyba kell visszatérnie.

PTH related protein, parathormonszerti fehérje

A PTH-hormoncsaladhoz tartozé fehérje, fiziold-
gidsan a csontrendszerre és az emlémirigy fejlédésére
hat endokrin, parakrin, autokrin mechanizmusokkal.
Emelkedett vérszintje tobbféle malignus tumorhoz
tarsulhat: emld-, tiidé laphamsejtes carcinoma. A
hormont szekretal6 daganatok esetében a szérumkal-
ciumszint megemelkedik, gyakran ez a jelenség hivja
fel a figyelmet a malignus folyamatra (paraneoplasias
tinet).

B-hCG, B human koriongonadotropin

A hCG elsédlegesen terhesség alatt termelédik
nagy mennyiségben, el6szor a fejlédé embrid, késébb
a placenta altal. A hCG 244 aminosavbdl allé dimer
(a- és B-alegység), az a rész az LH, FSH és TSH ha-
sonlo alegységével azonos. Csirasejtes tumorok és
trophoblastrendellenességek (mola hydatidosa, cho-
riocarcinoma) esetében a P-alegység vérszintje igen
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magas lehet. Fontos a PB-alegység szelektiv mérési
lehetdsége — monoklonalis antitestekkel —, hogy az
esetleges keresztreakciokat az LH, FSH, TSH hor-
monnal elkeriiljiik.

« Enzimek

PAP, prostata savi foszfatdz

Mérésének ma mar nincs kiilonosebb jelentdsége,
mert a PSA-vizsgalat lényegesen tobb informaciot ad.

PSA, prostataspecifikus antigén

34 kDa tomegl szerin tipusu proteaz, amely gya-
korlatilag csak a prostataban termelddik. Feladata az
ondé elfolydsodasanak és a cervicalis nyak felolda-
sanak, igy a megtermékenyitésnek az eldsegitése. A
PSA a vérben szérumfehérjékhez kotott és nem ko-
tott, ugynevezett szabad PSA (fPSA) formaban van
jelen. Ma mar lehet6ség van kiilon a total PSA (tPSA)
mérésére, ahol mindkét format detektaljuk és kiilon
az fPSA meghatarozasara. FPSA-mérést csak akkor
végziink, ha a tPSA meghaladja az adott életkorra
jellemzd referenciatartomany felsé hatarat. Az fPSA/
tPSA arany szamitdsanak kilon informaécios értéke
van, koros tPSA és 25% alatti fPSA ardny malignus
folyamatot valdszintsit, mig 25% feletti arany eseté-
ben inkabb jéindulatt prostatahypertrophia jon szo-
ba. A prostata betegségein kiviil a PSA ritkan emelke-
dett lehet eml6, tiid6, méh- és vesedaganatoknal is.

o Mukoprotein markerek (CA)

CA 15-3
Nagy molekulatomegli, mucinban gazdag fehérje,
amely megtaldlhato egészséges és daganatos szove-
tek hamsejtjeiben (emld, bél, tiid6, petefészek, has-
nyalmirigy). A MUC 1 gén terméke, glikoprotein,
amelynek glikozilaciéja malignus folyamatokban az
egészségesre jellemz6tdl eltéré lehet. Monoklonalis
antitestekkel a CA 15-3 detektdlhaté és mennyiségi-
leg meghatdrozhat6. Elsésorban emlétumorban al-
kalmazzuk.

CA 125

A MUC 16 gén terméke, glikoprotein. Funkcio-
ja elsédlegesen a hamsejtek védelme pl. a cornea, a
tiid6 és a n6éi nemi szervek esetében a korokozdkkal
és a kiszaradassal szemben. Malignus folyamatokban
els6sorban petefészekrakban talalhatunk emelkedett
értékeket. Emellett ritkan mds tumoros allapotban
is jelezhet (tid6, emld, bélrendszeri stb.). Kismérté-
ki vérszintnovekedést lathatunk a hastiregben zajlo

benignus gyulladasos folyamatoknal, egyéb petefé-
szek-rendellenességeknél és terhességben.

CA 19-9

Glikoprotein, nagy szidlsavtartalommal (maskép-
pen szidlsavas Lewis (a) antigén). A hasnyalmirigy, a
gyomor és a vastagbél daganatsejtjeinek adhézidjat
segiti. Gyakran negativ eredményt ad daganatos be-
tegségben és hamis pozitivat benignus folyamatok-
ban, pl. az epevezeték és a maj betegségeiben.

CA 72-4

Mas néven tumorasszocialt glikoprotein (TAG 72).
Nagyon nagy molekulatémeg(i, mucinban gazdag fe-
hérje, amelyet sokféle malignus tumorban kimutattak
(emld, vastagbél, hasnyalmirigy, gyomor). Jelenleg a
gyomordaganatoknal vizsgaljak klinikai hasznalhato-
sagat, mert a gyomortumorok gyakran nem szekre-
talnak markereket (némak). Benignus folyamatoknal
is emelkedhet a vérszintje (pl. kronikus méjkarodo-
sas, benignus ovariumdaganatok).

« Egyéb fehérje markerek

CYFRA 21-1

Citokeratin 19 fragmens, 30 kDa molekulatomegti.
A citokeratinok az intermedier citoszkeleton filament
csalddba tartoznak, a hamsejtekre jellemzdek. A da-
ganatos sejtekbdl (pl. nekrozis kovetkeztében) ki-
szabadul6 filamentek degradalédnak és igy keriilnek
a keringésbe. A CYFRA 21-1 nevii fragmens meg-
hatdrozasa a nem kis sejtes tiidédaganatoknal a leg-
eredményesebb, jollehet figyelembe kell venni, hogy
benignus légzérendszeri betegségekben és mas ma-
lignus daganatokban is emelkedett vérszinteket talal-
hatunk (uroldgiai, négyodgyaszati, emésztérendszeri
daganatok).

TPA

Szoveti polipeptid-antigén. Keringé fehérjekomp-
lexek, amelyeket a citoszkeleton 8-as, 18-as és 19-es
citokeratin komponensének degradacids termékei al-
kotnak. A citokeratinok minden hamsejtben megta-
lalhatdk, igy a hamsejt eredet(i tumorokban is (tiidd,
emld, bél, hélyag).

A fokozott sejtproliferacid jelzéje, univerzalis tu-
morasszocialt antigénnek tekinthetd. Felezési ideje
egy nap, ebbdl kovetkezéen gyorsan és érzékenyen
jelzi a tumoros folyamatok véltozasat.

B,-mikroglobulin

Az MHC L. osztalyu hisztokompatibilitasi antigén
része, minden magvas sejt felszinén megtalalhato.
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Myeloma malignum esetében a koros plazmasejt-
klonbdl fokozott mértékben keriil a keringésbe rész-
ben a sejtek elhaldsa, részben aktiv szekrécio altal, igy
a betegség aktivitasat titkrozi. Kis molekulatomegt,
ezért a vese filtralja, de ép vesemiikodésnél a tubulu-
sokbdl reabszorbealddik.

Tireoglobulin (Tg)

660 kDa tomegt fehérje, a pajzsmirigy sejtjei ter-
melik, részt vesz a tirozin jodinalasaban és a kész
pajzsmirigyhormonok tarolasdban. Vérszintje a mu-
kodo pajzsmirigyszovet mennyiségével aranyos, ezért
tumor miatti pajzsmirigy-eltavolitas utan — amennyi-
ben a miitét sikeres volt — szérumkoncentracidjanak a
kimutatasi hatar ala kell csokkennie. Mindezek alap-
jan a Tg-t tumormarkernek is tekintjiik.

Ferritin

A ferritin ériasmolekula, alapvet6 funkcidja a fel-
szivodott vas taroldsa és leaddsa a szervezet vassziik-
ségleteinek megfelelden. Elsésorban a majban és a
bélhdmsejtekben termel6dik, vérszintje a vasraktarak
telitettségét tiikrozi. Emelkedett ferritinszintet talal-
tak eml6-, maj-, vese- és néhany hematologiai malig-
nitas esetében, a vasstatustol fliggetleniil. Feltételez-
hetd, hogy a tumoros sejtek fokozott szétesése vagy
aktiv ferritinszekrécidja miatt emelkedik a ferritin-
koncentracio a vérben, de nem kizart a daganatos be-
tegséget kiséré gyulladasos valaszreakcié sem (akut
tazis fehérje). Mindent egyiittvéve a ferritin az egyik
legkevésbé specifikus tumormarkernek tekinthetd.

Timidin-kindz

Két izoformaja fordul eld, az 1-es és a 2-es. Kata-
lizaljak a timidin foszforilalodasat. A TK1 citoplaz-
matikus lokalizaciéju és aktivitasa a sejtciklust koveti,
ezért szérumkoncentracidja aranyos a sejtproliferacio
mértékével. E sajatsaganak koszonhetdéen tumormar-
kerként is alkalmazhaté kiillonb6z6 lymphomakban
és leukaemiakban, ill. szolid tumorokban is (kissejtes
tiid6-, prostata-, emld-, colorectalis carcinoma, lap-
hamsejtes fej-nyaki rakok) onédlléan vagy mas mar-
kerekkel kombinalva.

S100 protein

Kalciumkotd, kisméreti fehérjecsalad, szamos
sejtfunkcid szabdlyozasaban vesz részt. a.- és 3-alegy-
ségek kiilonbozé kombindcidiban fordul eld, eredeti-
leg az agyban mutattdk ki, vérszintje egészségesekben
alacsony, de agysériilések, idegsebészeti beavatkoza-
sok, agyi hypoxia kovetkeztében megemelkedik. Az

o-f alegységgel jellemezhet proteint a melanoma-
sejtek is szintetizaljak, igy az a melanoma malignum
tumormarkerének is tekinthetd. Sajnos kezdeti sta-
diumban a vizsgalat nem mutat kell$ szenzitivitast, a
progresszioval azonban klinikai jelentdsége né. Meg-
hatdrozhat¢ kiilon az S100B protein is, a -alegység
ellen termeltetett antitest segitségével.

HE4, humdn epididymisprotein-4

Az ovarium ham eredetti, serosus malignus tumo-
raiban szekretalt glikoprotein, amelynek expresszioja
a transzformalt sejtekben megnd. Benignus folyama-
tokban és cystakban vérszintje nem vagy alig emel-
kedik, ezért érzékenyebb markernek tekinthet6 a Ca
125-nél. A legjobb eredmény akkor varhato, ha a két
marker meghatarozasat egyiittesen hasznaljuk a bete-
gek kovetésekor.

A neuroendokrin rendszer fehérje markerei
Lasd A fehérjék, mint neuroendokrin hormonok a
klinikai laboratériumi kutatasokban cimi fejezetben.

Tumormarkerek hasznalata az orvosi
gyakorlatban

Sziirés

A legtobb marker specificitdsa és szenzitivitasa tul
alacsony ahhoz, hogy a daganatos betegséget korai
stadiumban jelezze. Ezért a tumormarkerméréseket
szlirésre nem alkalmazzuk, néhany kivételtdl elte-
kintve.

A kalcitoninmeghatarozast akkor végezziik ilyen
célbol, ha a beteg csaladjaban mar volt medullaris
carcinoma betegség, mert csaladi halmozddas eléfor-
dulhat. A kalcitoninmérés érzékenysége és fajlagossa-
ga ilyen esetben megkoézeliti a 100%-ot.

A tPSA-meghatdrozast dltalaban 50 éves életkor
felett széles korben alkalmazzak sztirésre. A fels kii-
szobértéket (nalunk ez dltaldban 4,0 ng/ml) meghala-
d6 eredmény esetében az fPSA-mérést is elvégezziik.
A médszer szenzitivitasa és specificitdsa meghaladja
a 90%-ot, jollehet rengeteg tanulmany foglalkozik a
PSA-teszt klinikai eredményességével, és sokan meg-
kérdojelezik annak hatékonysagat.

Egy biztos: sohase feledjiik, hogy a tumormarker-
méréseket ki kell egésziteni mas vizsgéldeljarasokkal
(pl. fizikalis, képalkotd, sziikség esetén biopszia).
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Diagnozis felallitasa

Tumormarker-eredmény alapjan sohasem szabad
definitiv diagnézist megéllapitani. Ennek oka nem
csak a markerek eddig felsorolt biologiai korlatja, ha-
nem jonéhany analitikai interferenciaval és kovetke-
zetes hamis eredménnyel is szamolhatunk. A betegek
egy részében a rheumafaktor titere magas lehet, vagy
rendelkeznek heterofil dllati immunglobulin-ellenes
antitestekkel. Sok betegben autoimmun folyamat
eredményeként magas az anti-Tg autoantitest meny-
nyisége a vérben. Ilyenkor az endogén antitestek a
tumormarker-meghatarozas soran alkalmazott im-
munoassay-kben interferdlhatnak a mddszerrel és
hamisan alacsony vagy magas értéket eredményez-
hetnek. A tumormarkermérések valdjadban inkabb
megerdsito jellegtiek, jollehet elsésorban a neuroen-
dokrin rendszer daganataiban az elsd, tumort vald-
szinUsitd észlelet gyakran a nagy bioldgiai hatast ki-
fejtd hormon szintvaltozasanak kimutatasa. Azonban
itt is egyéb megerdsité vizsgalatokat kell végezni. A
helyzetet neheziti, hogy a neuroendokrin tumorok al-
talaban igen kis mérettiek és kimutatdsuk képalkotd
eljarasokkal nehéz.

A betegség és a terapia kovetése (monitorozas)

A tumormarkermérések klinikailag legjobban ala-
tamasztott terillete a monitorozds. Ennek legfGbb
oka, hogy a markerek vérszintje és a tumorsejttomeg
viszonylag jo korrelaciét mutat egymassal. A koveté-
ses vizsgalat legfontosabb szempontjai:

« Mindig legyen kiindulasi, a terdpia megkezdése
el6tti markerszint az 6sszehasonlithatdsag érde-
kében.

« Annyiféle markert monitorozzunk, amennyi
bioldgiailag és technikailag lehetséges, a mar-
kerkombinaciok tobb esetben lényegesen eme-
lik a szenzitivitast.

« A monitorozas gyakorisagat altalaban nem a
marker féléletideje hatdrozza meg, hanem a
betegség sulyossaga és az alkalmazott terapia
intenzitdsa.

A markereket mindig ugyanabban a laboratéri-
umban és ugyanazzal a modszerrel monitoroz-
zuk, mert az eredmények sokszor késziilék- és
modszerfiiggok.

+ Eredményes terapia sordn atmeneti markerkon-
centracio-novekedés is lehet a fokozott sejtpusz-
tulas kovetkeztében.

A kovetés soran, amennyiben konzekvens mar-
kerszint-emelkedést észlelink (akar a referen-
ciatartomdnyon beliil), a relapszus lehetdsége
fennall

Prediktiv érték

A kovetéses vizsgalatoknal a tumormarker-vizs-
galatoknak mind a negativ, mind a pozitiv prediktiv
(joslo) értéke jonak mondhatd, azonban fiigg az adott
marker diagnosztikai érzékenységétdl és specificita-
satol. Az 11-74. dbrdn egy metasztatikus emlédaga-
natban szenved6 né CA 15-3 és CEA értékeinek ko-
vetését latjuk.

A referenciatartomanyon beliili novekedés jel-
zi a relapszust, a terapia soran atmeneti marker-
szint-emelkedés lathatd. A terdpia kezdeti sikerét a
markerkoncentracié csokkenése jelzi, majd az tGjabb
relapszust a meredek emelkedés. A nagy markerkon-
centraciok a betegség kedvezétlen prognodzisat jelzik
(pozitiv prediktiv érték).

A tumoros allapotra jellemz6 peptid-fehérje spekt-
rum kutatasa az elvalasztasi modszerek és a tomeg-
spektrometria fejlédésével egyre inkabb -elStérbe
keriil. Kiilondsen az albuminnal kisebb méretd, gyak-
ran a fehérjék degradacidja soran kialakult peptidek
mutatnak az egészséges egyénekétol eltéré mintaza-
tot. Errdl az igéretes modszerrdl a tomegspektromet-
riat targyalo fejezetekben olvashatnak.
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Cardialis markerek
laboratoriumi diagnosztikaja
és informacios értéke

a klinikumban

LUDANY ANDREA, K6SZEGI TAMAS

Az akut myocardialis infarctus diagndzisa

A cardialis laboratériumi markerek szerepének meg-
itélése egyre nagyobb hangsulyt kap a mellkasi f4j-
dalmak és az akut coronaria-szindrémara gyanus
esetek diagnosztikajaban, a riziké (a veszélyeztetett-
ség) megéllapitasdban és a sikeres kezelésben. Ne-
héz a ,klinikai diagnozis”, ha a betegség klinikai jelei
hianyoznak, mint pl. az un. tiinetmentes akut coro-
naria-szindromaban. A legtobb betegben a kezdeti
EKG sem diagnosztikus értékii. Ez magyarazza, hogy
a késoébbiekben szivinfarctusnak nem bizonyult és
osztalyra felvett betegek nagy szamaval ellentétben, a
fel nem ismert esetek szama ma is 1,5-2,0%-ra tehetd
a nemzetkozi adatok szerint.

A ma érvényes amerikai és eurdpai kardioldgiai
utmutatoban (ACC és ESC) az akut myocardialis in-
farctust (AMI) egybehangzoéan Gjradefinialtak. E sze-
rint a szivmarkerek és f6ként a cardialis troponin az
akut myocardialis infarctus 4j definiciéjanak kozép-
pontjaba keriilt.

Az akut myocardialis infarctus diagnoézisa most, az
utmutatd szerint a kovetkezd kritériumok egyikén
alapul:

1. A cardialis biomarkerek (lehetéleg a troponin)
szintjének emelkedése, csokkenése vagy mindket-
t6; legalabb egy értéknél a fels6 referenciahatart
meghaladdan, és a felsoroltak koziil legalabb egy, a
myocardialis ischaemiara utalé nyilvanvald jellel:

o Ischaemias tiinetek.

« Az EKG-n 4j patolégids Q-hulldm.

o Ischaemias EKG-valtozasok (j ST-T vagy uj bal
szarblokk).

« Uj nyilvdnval¢ véltozasok a képalkotd vizsgélat-
nal.

2. A percutan coronariabeavatkozds sordn az erede-
tileg normal troponin alapérték a referencia felsé
hatarérték tobb mint hdromszorosara emelkedése.

3. Hirtelen vératlan szivhalalt megel6z6 tipusos klini-
kai tiinetekkel, EKG-jelekkel vagy a coronaria an-
giografia/bonclelet friss thrombosis igazolasaval.

4. A myocardialis infarctus patolégiai elvaltozasai.

Az eredeti WHO beosztastél az AMI 4] definicio-
ja szignifikdansan kiilonbozik. Azt a beteget, akinek
emelkedett troponin értéke van negativ CK-MB
mellett, kordbban instabil anginaként diagnosztizal-
tak (minor myocardialis karosodasként), ma mint
non-ST-szegment emelkedést, myocardialis infarc-
tusként diagnosztizaljak (NSTEMI) még akkor is,
ha hidnyoznak az EKG diagnosztikus jelei. Az uj
standardok alkalmazdsa a myocardialis infarctus
definicidjaban jelentds eldrelépést jelent a cardialis
biomarkerek hasznalataban. Gondoljunk példaul a
slirg6sségi betegellatasra akut coronaria-szindroma
gyanuja esetén.

Az instabil anginaval és az AMI-val foglalkozé
korélettani tanulmanyok kozos patoldgias utat allapi-
tottak meg, amely az érfali plaque (felrakddas) akut
felszakaddsaval kezdédik. A thromboticus esemé-
nyek sorozata vezet végiil a thrombus kialakulasahoz.
Az infarctus vagy ischaemia ezt kovetd klinikai ese-
ményei az elzarodas mértékétdl és a kollateralis vér-
ataramlas (ha van egydltalan) jelenlététdl fiiggnek.
Korélettani tényekre tamaszkodva az akut corona-
ria szindréma kifejezést (ACS) ma egy egész klinikai
spektrumra hasznaljuk, mely a kezdédé anginatol
terjed az ST szegment emelkedéssel jaro akut myo-
cardialis infarctusig (STEMI).

Az akut coronaria-szindroma jelenlegi car-
dialis markerei

Cardialis troponinok

A troponinok a vazizomban és a szivizomban ta-
lalhato szabalyozd proteinek. A harom alegység, ame-
lyet identifikaltak, troponin I-t (TnI), troponin T-t
(TnT) és troponin C-t (TnC) tartalmaz. A troponin C
(TnC) vazizom és cardialis izoformait kédolo gének
identikusak, ugy hogy nincs strukturalis differencia
kozottiik. Ezzel szemben a troponin I és a troponin
T szkeletalis és cardialis alformai kiillonboznek, és az
immunanalitika eljarasok kiilonbséget tesznek kozot-
tilk. Ez a cardialis troponinok szivspecifikussaganak
kiillonlegessége. A szkeletalis Tnl és TnT strukturali-
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san kiilonbozd. Nincs keresztreakcid a szkeletalis és
cardialis Tnl és TnT kozott egy adott tesztben (11-75.
dbra).

A cardialis troponinok release-kinetikajara iranyuld
korai tanulmanyok azt jelezték, hogy ezek a sejtkom-
ponensek nem tartoznak a cardialis nekrozis korai
markereihez. A korai generaciéji troponintesztek a
szimptomak kezdetétSl szamitott 4—8 oran beliil szol-
galtattak pozitiv eredményeket, hasonld id6 elteltével
mint a CK-MB-kidramlas. &mbar a troponin 7-10 na-
pig is emelkedett maradt az AMI kezdete utdn.

A cardialis troponinok kezdeti vizsgalataikor fel-
figyeltek egy olyan instabil anginds maradék beteg-
csoportra, akiknél a CK-MB normalis, de troponi-
nértékeik emelkedettek voltak. Ezeknél a betegeknél
nagyobb aranyban fordult eld szerencsétlen cardialis
esemény (halal, AMI) a felvételt kovets 30 napban és

a kortorténet nagyon hasonlitott az NSTEMI-betege-
kére.
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Az emelkedett troponinérték alkalmas akut coro-
naria-szindrémas betegek rizikébeosztdsdra, és a ma-
gas rizikoju betegek olyan megjelolésére, mint akik-
nél nem kivant kardiolégiai esemény (haldl, AMI)
az elkovetkez6 6 honapban megtorténhet. Klinikai
troponin- és CK-MB-tanulmanyok megerdsitik azt a
megfigyelést, hogy bar az AMI diagnézisahoz mind-
kettd elég érzékeny és specifikus, de a CK-MB-nek
sem prediktiv, sem prognosztikus értéke nincsen.

A cardialis troponinok érzékeny kardiospecifikus
markerek és prognosztikus informacidkat nyujta-
nak az akut coronaria-szindromas (ACS) betegekrdl,
ezért ezeket az ajdnlott cardialis markerként tartjdk
szdmon.

A fokozott (emelt) érzékenységli és pontossagu
troponintesztek bevezetésével az AMI-betegek 80%-
aban a slirg6sségi osztalyra érkezést kovet 2-3 o6ran
beliil emelkedett troponinértékeket kapunk. Ez a ko-
rabbi troponintesztek esetében csak mintegy 8-10

aktinhasadas és kotés

\
\

fej
- ATP-zseb
forgaspont --- és
ATP-az-aktivitas

alapveté kénnydlanc

nyak

vagy JOR;

kar

f }szabélyozé kénnydlanc

Tnl— g~ TnC
) 4

w4 diastole
‘\\ /

// 3 \ /':
| —— T
gitias O W "

TnC._ -

Tl -_gm (o
i Teme \

Ca?*

~ systole

AN

gatlas

megsziinése ‘ ‘/  (

d

11-75. dbra. A troponinok organizacidjanak sematikus dbrazolasa
a) Aktin és miozin

b) Miozinfej és -nyak

¢) Vékony filamentum

d) Troponin I és troponin T



330  11.fejezet A fehérjekutatis modern moddszereinek alkalmazésa a klinikai patoldgidban — Az ¢j moédszertanok ...

ora elteltével teljesiilt, és gyakran késdbb emelkedett,
mint a CK-MB-szint.

Az 4j troponintesztek az Gn. koran emelked6 bio-
markereket — mint pl. a mioglobin vagy a CK-MB-izo-
formak - kezdik a klinikai haszndlatbol kiszoritani
(11-76. dbra).

2007-ben az Amerikai Kardiolégiai Kollégium
(ACC) egymast kovetd troponinméréseket ajanlott a
nem tipusos MI-betegek (NSTEMI) esetében a defi-
nitiv diagnozishoz: a felvételt kovetd n. alapérték és
a 6-9 odras érték meghatarozasaval. Az AMI diagnd-
zisahoz — a megallapitott cut-off-érték folott — csak
egy emelkedett érték sziikséges. A troponinértékek
valtozasa (emelkedése vagy siillyedése) sziikséges a
perzisztaléan magas troponinértékektdl valo elkiilo-
nitéshez (pl. vesebetegségeknél).
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Kreatin-kinaz - MB-izoenzimek

A cardialis troponinok bevezetése el6tt az ajan-
lott biokémiai marker az AMI diagndzisdéhoz a
CK-MB-izoenzim-aktivitds volt. Kritériumként az
AMI megillapitdsahoz a kovetkezd volt az elfogadott:

Két egymast koveté emelkedés a diagnosztikus
hatarérték (cut-off) felett, vagy egyetlen eredmény,
amely magasabb, mint a fels referenciahatarérték
kétszerese.

Jollehet a CK-MB joéval koncentréltabb a myo-
cardiumban (mintegy 15%-a a total CK-nak), a vaz-
izomban is jelen van. A CK-MB szivspecifikussaga
nem 100%. Hamis pozitiv értékek fordulnak el6 sza-
mos klinikai allapotban, beleértve a traumat, a fizikai
megerdltetést és a myopathidkat.

A CK-MB-release kinetikdjanak ismerete a klini-
kus szamara fontos lehet. A CK-MB el8sz6r 4-6 6ra-
val a tiinetek kezdete utdn jelenik meg, a maximalis
szint 24 éranal jelentkezik, és 48-72 ora elteltével tér
vissza a normalis tartomanyba. Az AMI korai és ké-
s6i (>72 ora) diagndzisaban sajnos limitalt a vizsga-
lat értéke. Kidramlasi kinetikdja viszont igen hasznos
lehet a reinfarctus felismerésében, az AMI-t kovetd
csokkenés ilyenkor ismét emelked értékeket mutat.

A thrombolyticus terdpianal megallapitottak, hogy
bar a CK-MB érzékeny és specifikus vizsgalat, a va-
ratlan és veszélyeztet6 cardialis események eldrejel-
zésében nem hasznosul és nincs prognosztikus ér-
téke. Nagyszamu akut coronaria-szindromas (ACS)
beteg vizsgdlata sordn azt talaltak, hogy az izolalt
CK-MB-emelkedésnek limitalt prognosztikus értéke
van ST-elevacioval nem jard esetekben.

Relativ index, CK-MB és total CK

A relativ indexet a CK-MB (tomeg, mass)/total
CK aranyabol szamitjak. Segithet a klinikusnak a ha-
mis pozitiv CK-MB-értékek — amelyek a vazizombol
szarmaznak — elkiilonitésében. Ha az arany kisebb
mint 3, ez a vazizomeredet mellett sz6l. Ha az arany
nagyobb mint 5, sziveredetre utal. A 3-5 arany a
»sziirke zona’, hatarozott diagndzist nem enged meg
anélkiil, hogy ismételt idébeni vizsgalatokkal emelke-
dést detektalnanak.

A CK-MB/CK relativ indexet a CK-MB-emelkedés
AMI infarctusspecifikussaganak novelésére vezették
be. Az érzékenysége viszont AMI-ban csokken, ha a
cardialis és szkeletalis izomkarosodas egyiitt van je-
len. Ilyenkor pl. intenziv osztalyokon a relativ inde-
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xeken kiviil az abszolut CK-MB-értéket is figyelembe
szoktak venni, ezaltal a specificitas kissé novelhet6, az
érzékenység egyidejl csokkenése mellett.

Végiil is megallapithatd, hogy a relativ index hasz-
nélata csak akkor ,,miikodik”, ha vagy cardialis, vagy
vazizom-karosodas all fenn, de nem mindkett6. Fon-
tos megjegyezni, hogy a relativ indexet egyediil nem
hasznaljuk az AMI diagnézisahoz, ugyanis emelke-
dett lehet akkor is, ha a total CK vagy a CK-MB nor-
malis tartomanyon beliil van. Az index klinikailag
csak akkor alkalmazhatd, ha mindkét érték emelke-
dett.

Mioglobin

A mioglobin felé azért fordult az érdeklédés, mert
a myocardialis infarctus (MI) korai markereként tart-
jak szamon. Ismert hem protein, mind a vazizomban,
mind a szivizomban megtalalhaté. Kis molekula-
tomege felel a gyors kidramldsi kinetikdért. A mio-
globin az infarctus kezdetét 2—4 6raval kovetden ti-
pikusan emelkedik, a csticsot 6—12 déra utan éri el, és
24-36 oOraban tér vissza a normalis értékre.

A rendelkezésre allo gyors mioglobin- (POCT-)
tesztek nem szivspecifikusak. Egymast kovetd, 1-2
oranként ismételt vizsgalatokkal némileg novelhetd a
szenzitivitas és a fajlagossag. Az emelkedés vagy 1-2
ora elteltével 25-40%-os kiilonbség egyértelmiien su-
gallja az AMI-t. A legtobb tanulmanyban a mioglo-
bin 90% diagnosztikus szenzitivitast ér el AMI-ban.
A mioglobin negativ prediktiv értéke nem elég
nagy az AMI diagnoézisanak kizarasara. A mioglo-
bint értékeld eredeti régebbi tanulmanyok, az AMI-t
(WHO definicioként) még a CK-MB-re standar-
dizaltdk. Az ESC/ACC troponinra standardizalt 4j
AMI-definiciénal a mioglobintesztek diagnosztikus
érzékenysége jelentésen csokkent. Ez szignifikansan
csokkentette alkalmazasat is, és a legujabban kifej-
lesztett troponintesztek a mioglobinméréseket talan
sziikségtelenné teszik.

Kreatin-kinaz MB izoformjai

A kreatin kinaz MB-izoenzimnek 2 izoformja van:
CK-MBI1 és CK-MB2. A CK-MB laboratdriumi meg-
hatarozasa a CK-MB1 és CK-MB2 izoformnak min-
denkori Osszegét jelenti. A CK-MB2 a szoveti izo-
form, és AMI utan ez aramlik ki a myocardiumbol.
A periférian a szérumban CK-MB1-gyé alakul at. A
tiinetek kezdetét kovetden ez gyorsan torténik.

A CK-MB-izoformokat nagyfesziiltségli elektro-
forézissel lehet vizsgalni. Gyors leletmegfordulasi
id6vel (turnaround time, TAT) birdé automata ana-
lizatorok is rendelkezésre dllnak a mérésre. Szamol-
jak a CK-MB2/CK-MB1 hanyadosat. Normalisan a
CK-MBI1 van tulstlyban, ezért az ardny jellemzéen
kisebb mint 1. Az eredmény pozitiv, ha a CK-MB2
emelkedett és az arany tobb mint 1,7.

A CK-MB-izoformok kidramlasi sebessége nagy. A
CK-MB2 a szérumban 2-4 éraval a kezdet utan de-
tektalhato, és a cstucsok 6-9 o6ra kozott jelentkeznek.
Ez az AMI-nak egyik korai markere. Hasznalatat két
nagyobb tanulmédnyban értékelve az érzékenységét 6
oraval a tiinetek kezdetét kovetéen 92%-nak talaltak,
szemben a CK-MB 66% és a mioglobin 79% értéké-
vel. A hatrdnya ennek a médszernek, hogy kivitelezé-
se személy- és id6fliggd.

Mi a legjobb markerstratégia?

Minden egyes cardialis marker kiszabadulasi ki-
netikdjanak megismerése a szimptomak kezdete dta
eltelt id6 jelentéségét hangsilyozza. Az amerikai és
az euro6pai kardioldgusok (ACC/ESC) altal elfogadott
utmutatdé az AMI diagndzisaban a cardialis troponint
tartja egyértelmten a legjobb markernek.

Az ujabb cardialis troponintesztek bevezetése (na-
gyobb érzékenységiik és kisebb cut-oft-értékiik miatt)
a hagyomanyos korai markereket — mint a mioglobin
és a CK-MB-izoformok - kiszoritja a hasznalatbol.

A stirgdsségi ellatasban az amerikai orvosok leg-
jobb cardialis markerstratégiaként olyan 3 szin-
ti B-valtozatot ajanlanak, amely ki tudja zarni az
ST-emelkedés nélkiili myocardialis infarctust (NSTE-
MI) a siirgdsségi osztalyokon fekvd betegeknél:

« Egyetlen(?) negativ CK-MB, troponin I vagy

troponin T a tiineteket kovetd 8—12 drdban.

+ Negativ mioglobin parositva negativ CK-MB-
mass méréssel, vagy negativ troponinmérési
eredmény a felvételkor és 90 perc mulva, ha a
beteg a tiinetek kezdete 6ta 8 6ran beliil van.

« Negativ 2 6rds CK-MB 0-érték egyiitt negativ 2
oras troponin I 8-értékkel, ha a beteg a tiinetek
kezdete 6ta 8 dran beliil van.

Megjegyzésiink erre az ajdanlatra:

Természetesen ez az ajanlat szamos buktatot rejt-
het magdaban, kiilonosen az emlitett ,,egyetlen” tropo-
ninmeghatarozas mint kritérium a viszonylag korai
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idéperiddusban. A szimptomak megjelenését kove-
téen tobb mint 24 ora elteltével ajanlatosak inkabb a
troponinmeghatarozéssal a betegeket megitélni.

Az ajanlott un” §”-mérések természetesen igénylik
az adott tesztek varidcids koeflicienseinek az ismere-
tét is, és nem szabad azt sem elfelejteni az értékelés-
nél, hogy a referenciatartomany felsé hatar (cut-oft)
értékétdl is fligg a mérés pontossaga adott tartomany-
ban.

Tovabbi instrukciok

Folytatva az ajanlott instrukciokat, a laktat-dehid-
rogendz végkép kihagyandd a marker stratégiabol. A
rendelkezésiinkre all6 cardialis markerekkel ismételt
mintanyerésbdl kinetikat nyerhetiink. A minta nyerés
ajanlott idépontjai a markertdl fiiggnek. A korai di-
agnozis fontossaga esetén a 3-4 6ras mintavétel, mig
mas esetekben a 6-9 6rds mintavétel vezet célra.

Mikor tekinthetnek el a kardiologusok a cardialis
marker eredmények ismeretét6l? Ha a betegnek tipu-
sos ischaemids mellkasi fajdalma van diagnosztikus
EKG eltéréssel (ST elevacio), a beteg azonnali trom-
bolitikus terapianak vagy érplasztikanak a varoma-
nyosa. A terapids beavatkozas ilyenkor nem varhat
a cardialis markerek eredményeire, annal is inkabb,
mert a szimptomak kezdete ota eltelt igen révid id6
(6 oran beliil) miatt a teszt alacsony detektalasi ér-
zékenysége varhato. Ilyenkor a re-perfuzids terapia
azonnal elvégzendd (11-77. abra).

\\ cardialis troponin nincs reperfuzio
100 4 — — — cardialis troponin reperfizié
——— CKMB nincs reperfuzié

— — — CKMB reperfuzié

50
20

10

fels6 referenciahatar

a felsé referenciahatar tobbszorose

0 1 2 3 4 5 6 7 8
az AMI kezdete utani napok

11-77. dbra. Cardialis markerek kovetése a reperfizios te-
rapia sikerének megitélésében (STEMI: ST-elevacidval jaro
myocardialis infarctus)

A cardialis markerek szerepe az akut
coronaria-szindroma terapias dontéseiben

Fejezetiinkben azt hangsulyoztuk, hogy a cardialis
markerek dontéek mind diagnosztikus, mind prog-
nosztikai szempontbol. Klinikai vizsgalatok alap-
jan napjainkban kezdik felvetni azt a kérdést, hogy
mint indikatorok hasznalhatdak-e az akut corona-
ria-szindréma specifikus terapids beavatkozasaihoz.
Jelenleg a terapias stratégiak akut coronaria-szindro-
madban elsédlegesen csak a klinikai indikaciokra szo-
ritkoznak (pl. ischaemias mellkasi fajdalom) vagy az
EKG valtozasokra (pl. ST-elevaci6 vagy -depresszio).
Nincs érvényes terapias algoritmus olyan esetekre,
amelyek klinikai és EKG-jelek hianyaban izolalt po-
zitiv markereredményeken alapulnak.

Az ilyen kiemelt esetek klinikai vizsgalatai meger6-
sitették, hogy a pozitiv troponineredmény egyediili-
ként fiiggetlen indikatora a magas rizikonak. Ezért az
alacsony molekulatomegt heparin terapia (LMWH)
és/vagy a thrombocytaaggregacio-gatlok (GIIB/IIIA
inhibitorok) alkalmazasa indokoltnak latszott és a
legel6nyosebbnek, legeredményesebbnek bizonyult
az ilyen betegeknél, akiknél az emelkedett cardialis
troponin magas rizikot jelzett.

Laboratériumi medicina és a troponinok

A technolégia fejlédése jelentésen megviltoztatta a
cardialis troponinok klinikai laboratériumi vizsga-
latait. A harmadik generacids tesztek bevezetésével a
kimutatasi hatarérték egy szazadara csokkent a tro-
ponin T-nél (1 ng/ml-rél 0,01 ng/ml-re). A tesztek-
nél a keresztreakci6 a vazizom eredetl troponinnal
elhanyagolhatd. Mas részrdl a point-of-care (POCT-)
tesztek bevezetésével a leletmegforduldsi id6 a teljes
vér analiziseknél jelent6sen felgyorsult.

A gyorstesztek (POCT)

A szivmarkerek vizsgalatat a nap 24 drdjaban, a hét
minden napjan és 1 éran belill kell elvégezni (NACB
ajanlas). A POCT olyan betegagy melletti eljaras,
amely gyors eredményeket kinal minden olyan eset-
ben, amikor a kérhazi laboratérium nem tudja telje-
siteni az el6bbieket.

POCT-vizsgalatokra gyartott tesztek a CK-MB-re,
a mioglobinra és a cardialis troponinokra (TnI és
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TnT) egyarant elérheték kereskedelmi forgalomban.
A TnT-nél viszont csak kvalitativ POC-teszt kaphato,
de TnI/POC tesztet mind mennyiségi, mind mindsé-
gi vizsgalatra forgalmaznak. Hasznalatuk siirgdsségi
osztalyokon kiilonésen indokolt.

A troponinok dontési hatarértékei

Az értékeléshez néhdny laboratériumi alapfoga-
lommal kell tisztaban lenniink. Egy adott modszer
kimutatdsi hatdrértéke az a legalacsonyabb szint,
amelyet a mddszer jelezni képes, noha ennél a pont-
nal a mérés pontossaga nem megfeleld. A 99 percen-
til a fels6 referenciahatér, a vizsgalat normalis tarto-
manyanak fels6 hatarat jelenti, és feltételezetten még
normalis, egészséges populaciobdl szarmazik. Azaz
az egészséges felnétt populacio 99%-anak értékei e
hatarérték alatt vannak. A cut-off alatt az értékek fel-
tehetdleg ,normalok”, bar végiil is a cut-off-érték a
mindenkori mddszer érzékenységétdl fligg.

Itt sziikséges megjegyezni, hogy a dontési kiiszob-
érték (cut-oft) valtoztatasaval egy teszt szenzitivitasa
és specificitasa ellentételesen véltozik.

A jelenleg is hasznalt mddszerek értékelését dva-
tosan kell kezelni. Az aktualisan a teszthez mellékelt
referenciatartomany ugyanis egy heterogén beteg-
populécidra vonatkozhat — azaz a ,valédi” normalis
csoporton kiviil olyan egyének kis értékeit is tartal-
mazhatja, akik a magas riziko6ju betegcsoportba tar-
toznak. Ez azt is jelenti, hogy a valodi normalis po-
pulaciohoz tartozé 99 percentiles cut-off-értékeknek
valdjaban lényegesen (akar 10-50-szer) alacsonyabb-
nak kell lenniiik a jelenleg megadottaknal. Vagyis 4l-
talanossagban siirgetévé valt az ultraszenzitiv tropo-
ninméré modszerek kifejlesztése. Az ultraszenzitiv
troponintesztekhez végiil is alacsonyabb cut-oft-érték
tartozik, ami a teszt diagnosztikus értékét noveli.

A varidcids koefficiens (CV, vagy relativ standard
deviacid) egy teszt eredményeinek valtozasat (inga-
dozasat, reprodukalhatdsagat) fejezi ki. Akkor kapjuk,
ha ugyanazt a mintat ismételten analizaljuk, és az at-
lagtol val eltérést szazalékban fejezziik ki. Altaldban
a CV-érték emelkedik, ha a mérési eredmény kicsi.
A legalacsonyabb szintnél olyan magas a CV, amely
jelzi ebben a tartomanyban a mérés pontatlansagat.
Egy 10%-0s CV még elfogadhat6, de akkor idealis,
ha kisebb mint 10% a 99 percentil cut-off-szintnél. A
jelenlegi troponinmérési modszerek legtobbjénél ez
nem teljesil.

A forgalomban kaphato tesztek érzékenysége, faj-
lagossaga és pontossaga igen kiilonb6z6. Ez vissza-
vezethetd a standardizacié hianyara, a kiillonb6z6
monoklonadlis antitestekre, a detektalandé TnI- és
TnT-molekuldk patolégias mddosulataira, az ellen-
anyagok keresztreakcidira, amelyek a detektalhat6
Tnl-molekuldk degradaciéibol erednek. Altalédban az
immunkémiai analitikai technikdk lumineszcens ki-
mutatasi elven alapulnak.

A TnT-modszert egyetlen el6allitd szabadalmaz-
tatta, igy a kiilonbségek ennél a tesztnél elhanyagol-
hatéak. Mind a 99 percentiles cut-off-érték, mind a
10% CV a troponin T-tesztekre megéllapitott. Ezzel
szemben akdr 20-szoros kiilonbségek fordulhatnak
el6 a kereskedelmi forgalomban jelenleg kaphatd
nagyszamu Tnl-teszt eredményei kozott, a sajat 99
percentil cut-off-értékitk magassagaban és 10% CV
mellett. Ezzel a problémaval extrém esetben akkor
taldlkozik a klinikus, ha a kevésbé érzékeny gyors
(POCT) Tnl-tesztet kovetden a mintat Gjravizsgaljak
egy érzékenyitett TnT-modszerrel a kézponti labora-
tériumban.

Osszefoglalva mind a siirg8sségi orvosnak, mind
a laboratériumnak ismerni kell a rendelkezésre allé
troponintesztek cut-off-értékeit a 99 percentil refe-
renciahatdrnal és az ehhez tartozé CV-értékeknél.
Emlékeztetni kell arra az ACC/ESC altal kidolgozott
megegyezéses definiciora, amely a kovetkezo: bar-
mely emelkedése a mért troponinnak10% CV vagy a
99 percentil referenciahatar folott megfelel6 klinikai
allapotban myocardialis infarctusnak tartando.

Cardialis markerek kronikus
vesebetegségben és nem ischaemias
szivbetegségben

Kroénikus vesebetegek

Hemodializalt kronikus vesebetegek haldlanak
50%-ban cardiovascularis betegség az oka. Ezeknek
a betegeknek fokozott a rizikéja coronaria-artérias
betegségre vagy akut coronaria-szindrémara. A ri-
ziké megitélésére cardialis markereket hasznaltak.
Mar korabbi tanulmanyok is bizonyitottak, hogy
ezeknél a hemodializalt vesebetegeknél az emelke-
dett cardialis troponin nagy gyakorisaggal jelentke-
zik. A TnT-pozitiv eredmények igen nagy (30-70%)
el6fordulasardl szamoltak be cardialisan tiinetmen-
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tes vesebetegeknél. Az emelkedett troponin I el6-
fordulasa ugyanakkor kisebb volt. A CK-MB-emel-
kedés okilag kozvetlen Osszefiiggésben van a
vese-clearance értékkel.

Biokémiai tanulmanyok azt mutatjak, hogy a tro-
poninszint-emelkedés a myocardiumbol szarmazik
(igy ez nem hamis pozitivitas), és nincs Osszefiig-
gésben a vesebetegséggel kapcsolt myopathidval. A
legujabb adatok azt sugalljak, hogy a tiinetmentes
betegeknél az emelkedett troponinok szubklinikai
microinfarctusokra utalhatnak, ami klinikailag kii-
16nbozik az akut coronaria-szindromatol. A kronikus
vesebetegnek gyakran van pangdasos szivbetegsége és
magas vérnyomasa, ami fiiggetleniil emelheti a tro-
poninértéket.

Az emelkedett troponinérték klinikai szignifikan-
cidja vitatott. A legalaposabb tanulmanyok megerdsi-
tették, hogy a TnT-emelkedés és a cardialis mortalitas
kozott Osszefiiggés van. Veseelégtelenség és emelke-
dett TnT egyiitt a legnagyobb globalis riziké a morta-
litasra vagy az AMI-ra.

A dializis nincs befolyassal a troponinértékekre.
A CK-MB-molekula dializalhat6, ezért a vesepotld
kezelést kovetden a szérumban/plazmaban csokken
a szintje. Az emelkedett troponin megitélése ezért a
kronikus vesebetegeknél nem egyszerii. Mérsékelten
magas rizikoju betegeken végzett sorozatos tropo-
ninmérések — keresve a troponinértékek emelkedését
— sziikségesek az AMI felismerésére. Ugyanakkor a
csekély rizikoju, egyébként is tiinetmentes paciensek
esetében a klinikus az emelkedett troponinszintet ha-
mis pozitivitasként értékeli.

Troponinok nem ischaemias szivbetegségekben

A kiilonbo6z6 foku myocardialis karosodasnak kli-
nikailag fokozott morbiditds és mortalitds a kovet-
kezménye. Az emelkedett troponinérték olyankor is
érzékeny markere a rejtett myocardialis karosodas-
nak vagy nekrdzisnak, ha a klinikai allapot nem is-
chaemia kévetkezménye. Ischaemia nélkiili pangdsos
szivbetegségekben vagy bal kamrai funkciézavarok-
ban a TnT-szintnek rizikét jelzd, prognosztikailag
értékelhetd jelentéstartalma van. Kiilonboz6 klinikai
allapotok, mint subarachnoidalis vérzés, pulmonalis
embolia, akut pulmonalis hypertensiot kéveté jobb
kamrai fesziilés emelkedett troponinszinttel jarnak.
Az itt kovetkezd felsoroldsban olyan allapotok vagy
betegségek szerepelnek, amelyek kozvetleniil nincse-

nek Osszefiiggésben atheroscleroticus koszoruér-be-
tegségekkel:

+ Beiiltetett pacemaker.

o Szapora és nem ritmusos szivmtikodés.

« Magas vérnyomds.

« Szivizomgyulladas.

o A szivizom zzdédasa.

« Heveny és kronikus pangasos szivbetegség.

o Szivmiitét.

+ Vesebetegség.

» Tidéembolia.

+ Subarachnoidalis vérzés.

o Sepsis.

» Csokkent pajzsmirigymiikodés.

« Shock.

Siirgdsségi cardialis markerek

A laboratériumi medicindban igen sok cardialis mar-
kert vizsgaltak idaig és vizsgalnak napjainkban is folya-
matosan. Keresik azt az idedlis paramétert, amely pl.
az akut coronaria-szindromara 100%-ban érzékeny és
100%-ban specifikus. Ujabban felismert markerek:

Natriuretikus peptidek

A cardiovascularis rendszert idegi hormonalis me-
chanizmusok befolyasoljak. A sympathicus rendszer
aktivalasaval a katekolaminok révén, a renin-angio-
tenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) aktivalasaval,
a vazopresszin aktivalassal (ADH-hatasra vizvissza-
tartas) és a natriuretikus peptidek felszabadulasaval.
Maig megkiilonboztethetjitk a kovetkezd natriureti-
kus peptideket:

o ANP (A tipusu natriuretikus peptid; korabban
mint A: atrialis, vagyis pitvari natriuretikus
peptidet jelolték).

o BNP (B tipust natriuretikus peptid; korabban
mint B: brain jelolték, a kamrabol szarmazik).

+ CNP (C tipusu natriuretikus peptid; az érfali
endothelsejtekbdl szarmazik).

A natriuretikus peptidek elnyomjak a renin-angio-
tenzin-aldoszteron rendszert: csokken a periférids ér-
ellendllas, megné a natriumiirités és a vizkivalasztas a
vesén keresztiil.

Noha a CNP nem natriuretikus, hanem csak érta-
gité hatassal rendelkezik, kémiai hasonlosaga miatt
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soroljak az ANP-vel és a BNP-vel azonos csoportba.
A natriuretikus peptidek nem folyamatosan terme-
16dnek és tarolodnak az izomsejtekben, hanem a ta-
gulds és a nyiréerd hatdsara géntranszkripcio6 aktiva-
lasa révén képzddnek.

A BNP (B tipusu natriuretikus peptid), mint emlitet-
tiik, a kamrai szivizombdl — a kamrafal fesziilésére
(nyomas- és térfogat-novekedéskor) valaszként — ke-
rill a véraramba. A klinikai laboratériumokban au-
tomatizalt immunmodszerekkel hatdrozzak meg az
NTproBNP-t (az elnevezés a hormon N-termindlis
hasitasi termékére utal). Lehetéség van az aktiv BNP
hormon mérésére is. Mindkét meghatarozas nagyon
koltséges.

A BNP fontosnak tiinik a klinikusok szamara. Ed-
digi ismereteink szerint a BNP alacsony értékének
igen nagy a negativ prediktiv értéke a kamrai dias-
tolés nyomasfokozodas megitélésében. Ezért a diffe-
rencialdiagnosztikaban is fontos szerepe van. Az akut
coronaria-szindromads betegek rizikéjanak megalla-
pitasahoz is hasznalatos. Szamos vizsgalati adat utal a
BNP akut coronaria-szindromat (ACS) jéslé indika-
tor szerepére. Tovabba nem csak az ACS, hanem fe-
nyegetd varatlan cardialis események, akar a szivhalal
elérejelzje is lehet, kiillondsen ha a troponinérték is
emelkedik.

C-reaktiv protein

A C-reaktiv protein mint nem specifikus gyullada-
sos marker kozvetleniil részt vesz a scleroticus érfali le-
rakodas (plaque) kialakulasaban. Rendkiviil kiterjedt
klinikai tanulmanyok igazoltak mar a kilencvenes évek
elejétdl, hogy a kardioldgiai betegek gondozasaban, a
megel6zésben az emelkedett CRP-értékek elére jelzik
a jovoben veszélyeztetd cardialis eseményeket. Ezért
hasznaljak a betegek cardialis rizikoprofiljanak a ki-
alakitasaban. A fliggetlen ,,prediktorok” (joslo, elére-
jelzé paraméterek) csoportjaba tartozik. A Tnl-vel és
a BNP-vel egyiitt hasznalatos, de nem specifikus ter-
mészete miatt diagnosztikus markerként korlatozott
az értéke. A klinikai laboratériumokban az ujabban
bevezetett nagy érzékenységl automatizalt modszert
(High-Sensitive CRP, HS CRP) alkalmazzak mérésére,
csokkent cut-oft-érték mellett.

Mieloperoxidaz
A mieloperoxidaz (MPO) leukocytaenzim, reak-

tiv oxigéneket hoz létre, amelyek prothromboticus
lipidoxidacios termékekkel, plaque-instabilitdssal,
plaque-képzddéssel és nitrogén-monoxid (NO) csok-
kenésébdl fakado érosszehizddassal vannak kapcso-
latban.

Szignifikansan emelkedett MPO-értékeket talaltak
angiografidval igazolt koszoruér-betegségben. Hasz-
naljak tovabba cardiovascularis rizikot jelzé fligget-
len prediktorként is siirg6sségi osztalyokon, mellkasi
fajdalmak esetén. Negativ troponin T ,baseline”-ér-
ték mellett akdr korai markerként is jelentkezhet, a
tiinetek fellépte utan 2 6ran beliil. A teszt korai mar-
kerkénti haszndlata a plaque-ok sériilékenységét jel-
z6 képességén alapszik. Tovabbi MPO-ra iranyuld
tanulmanyok sziikségesek a mellkasi fajdalommal,
stirgésséggel felvett betegpopulacional: még megha-
tarozasra var a vizsgalat szenzitivitasa, specificitasa,
pozitiv, valamint negativ prediktiv értéke.

Ischaemia altal médosult albumin

A jelenlegi cardialis markerek — beleértve a tropo-
nint és a CK-MB-t — érzékenyek a szivizomnekrozis
kimutatasaban. A sejthalal jelz6i, amely az AMI-ban
jon létre. A legtobb akut coronaria-szindrémas be-
tegnél viszont a myocardialis ischaemia infarctus nél-
kil zajlik le. Azok a szivmarkerek viszont, amelyek
képesek jelezni az ischaemiat, értékes kiegészitdi le-
hetnének a diagnosztikus eljarasnak.

Az ischaemia ilyen Gj markere lehetne, az ischaemia
okozta modosult albumin (IMA). Akkor keletkezik,
ha a keringd szérum albumin kozvetlen kontaktus-
ba keriil az ischaemids szivizommal. Az IMA mérése
az albumin kobalt-kétésén (ACB) alapszik, ugyanis a
modosult forma nem képes kotni a kobalt(II)iont. Egy
30 perces leletmegfordulasi (TAT) id6vel rendelkezd,
tehat gyors IMA tesztet fejlesztettek ki és dobtak piacra
a myocardialis ischaemia markereként.

A kezdeti kisérletes és klinikai vizsgalatok na-
gyon biztatéak, mert az értékeléshez sziikséges para-
métereket is meghataroztak. Egyéb molekularis, ill.
EKG-vizsgalatokkal kombindciéban szenzitivitdsa és
negativ prediktiv értéke tovabb novelhetd, de speci-
ficitdsa elmarad a kivanatos értéktél. Hasznosuldsa
azokban az ACS esetekben lesz varhato, ahol az EKG
és a troponinszintek nem diagnosztikusak. Figyelem-
be kell venni azonban, hogy a szérumban az emel-
kedett IMA-koncentracié néhany ora alatt lecseng,
féléletideje 2-3 ora.
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A liquorfehérjék ujabb vizsgalati
mddjai

Komory SAMUEL

A liquor cerebrospinalist (tovabbiakban ,,liquor”) ha-
gyomanyos felfogas szerint az agykamrak plexus cho-
rioideusai termelik részben filtracioval, részben aktiv
transzport utjan.

A liquor mindségi fehérje-osszetétele fizioldgia-
san lényegben megegyezik a vérszéruméval, kivétel
a ,-transzferrin. A liquor fehérjetartalma azonban a
vérszéruménal sokkal kisebb (150-400 mg/1), tehat a
liquor egyfajta ,,ultrafiltratumnak” tekintheté. Meg-
jegyzendd, hogy a liquor fehérjetartalma jsziilottek-
ben nagyobb, és szintén nem mindig koérjelzd, ha 60
év felett mérsékelten emelkedett Osszfehérjeértéket
taldlunk.

A liquor széruménal lényegesen kisebb fehérje-
tartalmat az magyarazza, hogy a liquorteret és a koz-
ponti idegrendszert egészében a szervezet viztereitdl
un. gatrendszerek valasztjak el. Ilyen vér-liquor, ill.
vér-agy gat, szintén létezik egy ilyen barrier-funkcié
a liquorteret a koponyacsont fel6l hatarol6 lagyagy-
hartyaban is. A vér-liquor gat bioldgiai szubsztratu-
ma a plexus chorioideust borito epithelsejtek kozotti
szoros kapcsolodas, amit sejtmorfoldgiai fogalom-
ként zonula occludesként ismeriink. Hasonlé médon
zonula occludensekkel kapcsolodnak egymashoz a
vér-agy gat kulcselemei, az agyi ereket bélel endot-
helsejtek is. Az utébbiak még abban is kiilonboznek,
a tobbi szerviinkben talalhaté endothelsejtektdl, hogy
nem fenesztraltak (nincsenek benniik porusok). A
meningealis barrier szubsztratuma az egyik lagyagy-
hartya (arachnoidea, pokhalohartya) sejtjeit Ossze-
kapcsold zonula occludensek rendszere.

A liquorvizsgalat indikacioi

A liquorvizsgalat nélkiilozhetetlen neuroinfekciok
azonositasaban (meningitis, encephalitis), segithet
egyes neuroimmunologiai betegségek diagnozisaban
és differencidldiagnosztikajaban: sclerosis multiplex,
dysimmun neuropathidk (Guillain—-Barré-szindro-
ma, kronikus inflammatiés demyelinisatiés neuro-
pathia, CIDP). Liquorvételre sziikség lehet a suba-
rachnoidalis vérzés diagnosztikajaban, amennyiben

subarachnoidalis vérzésre utalé jellegzetes tiinet mel-
lett (a beteg élete legrosszabb, leger6sebb fejfajasat éli
meg) a CT-vizsgalat nem mutat vérre utal6 hiperden-
zitast a subarachnoidalis térben. Liquorvizsgalat iga-
zolhatja tovabbd egyes malignus betegségek intrac-
ranialis propagacidjat (pl. lymphomak, leukaemiak,
carcinomak: meningosis carcinomatosa) a liquorban
talalhat6 tumorsejtek kimutatasaval.

A liquorbol végzett fehérjeanalizis alapelvei

A korrekt liquorfehérje-vizsgalat alapfeltétele,
hogy a liquormintét vevd orvostol a laboratériumban
dolgozé szakemberek megfeleld tdjékoztatast kapja-
nak a liquorvétel indikacidjardl, helyérdl, a levett li-
quor betegagy melletti makroszkopos észlelése soran
megfigyeltekrol.

Liquorminta nyerése

Lumbalpunkciét QUINCKE végzett eldszor 1891-
ben. A liquort az esetek dont6 tobbségében lum-
balpunkciéval veszik. Ennek technikai részletei
megtaldlhatok tankonyvekben. Amennyiben a lum-
balpunkcié technikai vagy egyéb okbol nem végezhe-
t6 vagy kontraindikalt, ugyanakkor a liquorvizsgalat
abszolut indikalt, liquor nyerhet§ cisternapunkciéval:
a nyakszirtcsont és az els6é nyakcsigolya kozotti rés-
ben behatolva, rontgen képer6sitd kontrollja mellett.
A mintavételre lehetéség van mas okbdl behelyezett
agykamradrénen keresztiil is. Tudni kell azonban,
hogy a liquor fiziolégids fehérjetartalma az agykam-
rai és a cisternalis ligorban kisebb (~100-200 mg/1),
a lumbalis durazsakbol vett liquorban viszont eléri a
400 mg/1 értéket.

A levett liquor makroszkopos értékelése

A punkciéval nyert liquor fiziologidsan viztiszta,
atlatszo. Viztiszta liquort két frakcioban (mas ajanla-
sok szerint, mintegy 12 ml liquort 3-4 cs6ben szét-
osztva), véres liquort 3-5 frakcidban, frakcionként
1,5-2 ml-t bocsatunk le steril csovekbe.

Ha a frakciokban gytjtott véres liquor feltisztul,
arteficidlis vérzésrél van szo, azaz a punkcié soran
valdszintileg megsériilt egy véna az epiduralis vénds
plexusban; ez a vérzés spontan szlinik. Amennyiben
az egyes frakciok vétele soran a liquor nem tisztul fel,
akkor a liquort le kell centrifugalni. Patologids vérzés
esetén a centrifugalt liquor szine megtort lehet, spekt-
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rofotometridval a feliiliszoban hemoglobin-bomlas-
termékek mutathatok ki. Arteficidlis vérzés esetén a
feltiltsz viztiszta. Arteficidlis vérzésre utal az is, ha a
félretett véres_liquorban alvadék képzddik. Subarach-
noidealis vérzés esetén a véres liquor nem alvad meg:
télretéve a liquort, a vorosvérsejtek néhany dra alatt
a kémcso aljara tilepednek, de a liquort felrazva a le-
vételkor észlelt homogénen véres liquort latjuk.

Ha az elsé lumbalpunkcié soran kapott és lecent-
rifugalt liquor feliiliiszéja sdrga, az nagyon nagy vald-
szintséggel néhany nappal a punkcié el6tt tortént pa-
tologias vérzésre utal (els6sorban aneurysmaruptura,
esetleg intraparenchymas vérzés liquortérbe torése).
Magas szérumbilirubin-szint esetén vagy kivételesen
nagy dézisu — ma mar nagyon ritkan alkalmazott —
tetracyclinkezelés mellett is észlelhetiink sarga szint
liquort.

A liquorvétellel egy idoben vért is kell venni a be-
tegtdl, ugyanis az albuminhanyados és az intrathe-
calis IgG-szintézis megitéléséhez a szérum parallel
vizsgalata is sziikséges. A liquor- és vérmintakat hi-
tés nélkiil, lehetdség szerint egy éran beliil a vizsgala-
tokat végzd laboratériumba kell szallitani, és egy éran
beliil javasolt elvégezni a vizsgalatokat. A 3-4 oras ta-
rolas 4 °C-on még elfogadhatd, ezt kovetden a liquor
feltiluszdjat és a szérumot centrifugalas (pl. 8000-10
000 rpm-en, 15 percig) utan mélyhteni kell (idedli-
san ~—70 °C-on). Ezekbdl a mintabdl mar csak fehér-
jeanalizis végezhetd.

Pandy-reakcio

PANDY KALMAN mddszerét 1910-ben irta le a be-
tegagy melletti azonnali, helyszini tdjékozédd vizs-
galatra a modern kézikonyvek még mindig ajanljak.
A modszer lényege, hogy Odraiivegbe ontott telitett
karbolsavas oldathoz néhany csepp liquort adunk: ha
nem alakul ki opaleszcencia, a liquordsszeférje nem
emelkedett. Opaleszcencia kialakulasanak szamos
oka lehet, amelyek koziil a helyes ok kivalasztasara a
modern liqordiagnosztikai modszerek adnak leheto-
séget.

A liquorfehérjék ujabb vizsgalati mddjai

Mind a mai napig nincs nemzetkozileg egységesen
hasznalt ,, referencia’-metodika, ezért minden labora-
toriumnak be kell allitani az altala hasznalt metodika
sajat normalértékeit, normaltartomdnyait. Természe-

tesen az azonos metodikaval dolgozé laboratériumok
célszert, ha minéségbiztositasi rendszerhez (pl. nem-
zetkozi INSTAND hazai viszonylatban a QualiCont)
csatlakoznak.

Mennyiségi fehérjeanalizis

Az Esbach-, Nogouchi-, Nonne-Apelt-, Taka-
ta-Ara-, Lange-reakcié ma mar elavult eljarasnak
tekinthetd. A Mancini-féle radialis immundiffazié
munkaigényes és nagy gyakorlatot igényld eljaras. Az
emlitett eljarasok helyébe a legtobb laboratériumban
az immunnefelometrias mérés lépett, egyes esetekben
ELISA és RIA is alkalmazhat¢ specialis fehérjemegha-
tarozasokra. Egyre tobb elére dsszedllitott mérdszett
(kit, gyari teszt) kaphato kereskedelmi forgalomban,
ami egyszersiti, pontosabba és dsszehasonlithat6va
teszi a kiilonboz6 laboratériumok munkéjat, mérési
eredményeit.

Ma mar nem elégedhetiink meg csak az Osszfe-
hérje meghatarozasaval. Minimalis kévetelmény az
Osszfehérje emellett a liquor-, a szérumalbumin és
az IgG-koncentracié meghatdrozasa. A liquor és az
egyidejileg vett szérumminta albumin- és immun-
globulin-koncentraci6it nem csak azonos moédszer-
rel, hanem lehetdleg azonos mérési sorozatban is kell
meghatdrozni.

Elengedhetetlen a liquor- és szérummintdk par-
huzamosan futatott izoeleketromos fokuszalassal
végzett elektroforézisének elvégzése is, megfeleld ké-
sziilékkel (Pl. SEBIA" CSF-electrophoresis system).
Tovabbi informdcio az interneten taldlhato [4].

Elektroforézishez a liquort jellemzden nativan
(magasabb 6sszfehérjénél higitott formaban) egyide-
jlileg viszik fel a hordozé kozegre, altaldban 200-szo-
rosara higitott szérummal.

A liquor- és a szérumalbumin, valamint az
IgG-koncentracié ismeretében lehetséges két, diag-
nosztikailag informativ index (Q) meghatarozasa:

1. Albuminhanyados

liquoralbumin

Alb — .
szérumalbumin

2. IgG-index (leirdja utan Link-index)

liquor-IgG x szérumalbumin

%" Jiquoralbumin x szérum-IgG
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Az albuminhanyados és az IgG-index egyarant di-
menzié nélkili szam. IgA- és IgM-index is megha-
tarozhat6, ezeknek azonban nincs igazi gyakorlati
jelentéségiik. Az albuminhanyados a gatrendszerek
integritdsanak vizsgdlatara alkalmas, normalértéke az
életkorral valtozik.

Az IgG-index az intrathecalis immunglobu-
lin-szintézisrol nyujt felvilagositast dltalaban 0,7 felett
tartjak korosnak. Leirdja szerint (H. LINK) az emel-
kedett IgG-index csak akkor értékelheté az intrat-
hecalis IgG-képzés jelének, ha az albumin hanyados
fiziol6gids tartomanyban van. Az intrathecalis IgG

11-78. dbra. Az intrathecalis IgG-képzés helye

forrasaként a gatrendszerek agyi, liquor fel6li oldalan
elhelyezked6 lymphocytas-plazmasejtes infiltraciok
valoszintsithet6k, amelyek jellemzden a kis erek pe-
rivascularis terében lokalizalédnak (11-78. dbra). Az
oligoklonalis gammopathia (OGP) agar6zgél-elekt-
roforézisnél altaldban 2-5 extra csik formajaban je-
lenik meg, izoelektromos fokuszalasnal pedig 6-9-es
pH-tartomanyban kett6tdl akar 9-15 diszkrét csik
formdjaban is lathat6 (11-79. dbra a, b, c).

Biomarker fehérjék vizsgalata a liquorban

Az utdbbi évek torekvése, hogy neurodegenerativ
betegségek iv vivo diagnosztikdjanak felallitdsahoz li-
quorban specifikus és szenzitiv biomarker fehérjéket
azonositsanak.

Tau-protein és amyloid [3-peptid

Az Alzheimer-kor keletkezésében a jelenlegi elmé-
letek szerint fontos szerepet jatszhat a tau- (t) protein
(ennek is korosan foszforilalt formai), ill. a -amyloid
prekurzor proteinbdl a B- és y-sectertasok éltal kiha-
sitott AP, peptidek. A tau- és foszforilalt tau-szint
emelkedését az egyidejlileg észlelhet alacsony AP,
peptid koncentraciot tartjak Alzheimer-koérra speci-
fikus jelenségnek. Az emlitett fehérjék, ill. peptidek
meghatdrozasara kereskedelmi forgalomban kaphato
szendvics-ELISA kiteket ajanlanak.

11-79. dbra. Oligoklonalis
gammopathia (OGP)
agaroz-gélelektroforézise
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14-3-3 protein

A szervezetben mindeniitt eléfordulé protein,
emelkedett lehet prionbetegségekben, ezen beliil is
jellemzéen sporadikus Creutzfeldt—Jakob-betegség-
ben. Kimutatdsat Western-blot vagy kereskedelmi
forgalomban kaphaté kvantitativ ELISA-technika-
val végzik. Tudni kell azonban, hogy a 14-3-3 pro-
tein koncentracidja a liquorban megemelkedhet
mas dementiaformakban, metabolikus és hypoxias
encephalopathidkban is.

Amennyiben Creutzfeldt-Jakob-betegségre utald
klinikai tiineteken (progressziv dementia, myoclonu-
sok) tul a liquorban 14-3-3 protein is kimutathato, az
megerdsiti ennek a ritka betegségnek (prevalencidja
1/10°lakos) a gyanujat, azonban a betegség definitiv
diagndzisa csak post mortem neuropatoldgiai vizsga-
lattal, a betegségre jellemz6 kéros prion protein im-
munhisztokémiai vizsgalataval lehetséges.

B,-transzferrin

Ez a fehérje a szérumban nem, csak a liquorban
fordul eld. Izoelektromos fokuszaldssal mutathatd
ki, amelyet az egyik technika szerint immunifixacio,
majd eziistozés kovet. Kimutatasanak akkor van gya-
korlati jelentésége, ha liquorcsorgds gyanuja vetddik
fel. Ez tobbnyire fejsériilések (koponyaalapi torések)
utan alakul ki, de létezik el6zmény nélkiili spontan
liquorfolyas az orriiregbdl vagy a kiilsé hallojaratbol.
Amennyiben az emlitett nyilasokon iiriil6 nedvben a
B,-transzferrin kimutathato, akkor igazolt a liquor-
csorgas (szenzitivitas 80—-100%, specificitds 95%).

S-100 protein
Referenciatartomanya liquorban: < 5 pg/l (szé-
rumban < 0,2 pg/l).

Kalciumkotd fehérje tobbek kozott a Schwann-sej-
tekben, az astroglidban, a melanocytdkban is kimu-
tathat6. Erzékenyen jelzi a kozponti idegrendszer, a
vér-agy gat karosodasait. Fejsériilés, hypoxia hatasara
is emelkedik a szintje.

Neuronspecifikus enoldz (NSE)

Referenciatartomanya liquorban: < 25 pg/l (szé-
rumban < 13 pg/l).

Agyi infarctus esetében tobb nappal az insultus
utdn szintje megemelkedik, agyoedemdban szintén.
Alzheimer-kérban nem valtozik. Intracerebralis vér-
zés utani prognosztikai marker, 100 pg/1 feletti érték
esetén diftuz kéregkarosodasra utal.

Kreatin-kindz BB izoenzim (CK-BB)
Referenciatartomanya liquorban: < 5 U/L
Az agyi eredeti CK-BB izoenzim a szérumban
gyakorlatilag minimalis mennyiségben talalhaté. Li-
quorban szintje emelkedik stroke-ban, fejsériilések-
ben, demyelinisatids betegségekben, tumorokban,
meningitisben.
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A neuroendokrin rendszer és hormonjai

A neuroendokrin rendszer

A neuroendokrin rendszer anatdmiailag tobblép-
csOs felépitése alkalmas arra, hogy a szervezetben
mindig az aktudlis sziikségleteknek megfelel6 meny-
nyiségt, hatékony szabalyozoé funkciéval rendelkezd
hormon termel8djon. Szokas a tobbszintli hormona-
lis szabalyozé rendszert ,,endokrin tengelyeknek” is
nevezni.

A legfelsé szinten az agykéreg all, a kérgi valaszok
képesek direkt az agy célhormon termeld- és szaba-
lyozé struktdrdira hatni (gatlas vagy serkentés), ill. a
szervezet kiillonbo6z6 valaszreakcidin keresztiil a hor-
montermelést befolydsolni. Amennyiben a kérgi be-
folyast kikapcsolnank, az agy specifikus teriiletei ak-
kor is képesek a periférian keringé hormonszinteket
vagy egyéb kulcsfontossagu vezérld komponenseket
érzékelni és az annak megfelel6 gatlé vagy stimulalo
valaszt kozvetiteni (feedback).

‘ hypothalamussejtek ‘

A tobblépcsds szabalyozd ,tengely” sematikusan a
11-80. dbrdn lathato.

A hypothalamus és a hypophysis all a szabalyozas
kozéppontjaban. A hypothalamus a periférias vérben
keringé hormonszinteket érzékelve csokkenti vagy
noveli a hypophysist stimulalé release-hormon el-
valasztast. Ezek altalaban peptid természetti moleku-
lak, pl. a pajzsmirigy ,tengelyben” a TRH (tireotrop
releasing hormon), ez minddssze 3 aminosavbdl all6
tripeptid (11-81. dbra).

A releasing hormonok a hypophysisbe jutva trop
(serkentd) hormontermelést valtanak ki, amely hor-
monok azutdn a véraramba keriilve eljutnak a en-
dokrin célmirigyhez, ahol stimuldljak annak ,,utols6
1épcs6s” hormontermelését, azét a hormonét, amely a
szervezet célsejtjeire hat. Ez a latszolag tulbiztositott
szabalyozas képes a mindenkori hormonegyensulyt
fenntartani, és szitkség esetén a célsejtek funkcidjat
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11-81. dbra. A TRH szerkezete: pGlu-His-Pro-NH, (pi-
roglutamil-hisztidil-prolinamid)
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11-82. dbra. A pajzsmirigyhormonok elvalasztdsanak sza-
balyozasa

nagymértékben befolydsolni (pl. nemi hormonok).
Az utolsé lépcsében gyakran nem fehérje természeti
hormonok szintetizalédnak (pl. szteroidok), a peptid
- fehérje hormonok a karmester szerepét toltik be a
magasabb szintl agyi regulacidban. A visszacsatolas-
nak (feedback) nagy jelentésége van a szabalyozas-
ban, ezt a pajzsmirigyhormonok elvélasztasanak pél-
dajan kereszttl mutatjuk be (11-82. dbra).

A negativ visszacsatolds elve: a keringd szabad
hormonszintek érzékelése alapjan a hypothalamus és
a hypophysis a serkenté hormonok szintézisét csok-
kenti vagy fokozza.

A neuroendokrin rendszer fehérje- és peptidhormonjai

A hormonok kivezetécsé nélkiili endokrin miri-
gyekben termelddnek, és a vérarammal jutnak el a
tavoli célsejtekhez. A sejtek 6sszehangolt mikodésé-
ben a klasszikus endokrin szabélyozas mellett a sejtek
kozotti informdcidcsere egyéb formai is fontos sze-
repet jatszanak. Parakrin szekrécié soran a hormon a
kornyezetében talalhatd sejtek mitkodésére hat, ame-
lyekhez diffuziéval jut el. Autokrin hatdsrél akkor be-
széliink, ha a hirvivé molekula az 6t elvalaszto sejtre
fejti ki hatasat. A hormonok kémiai szerkezetiik alap-
jan glikoproteinek, peptidek, aminosavszarmazékok
és lipidek (pl. szteranvazas vegyiiletek) lehetnek. Eb-
ben a fejezetben részletesen a fehérje- és peptidhor-
monokkal foglalkozunk.

A neuroendokrin rendszer betegségei,
a hormontermelés valtozasai

A polipeptidhormonok altalaban prohormonként
termelddnek, az aktiv hormon tovabbi enzimatikus
hasitas soran alakul ki. Példa erre a proinzulin, ahol a
harmadlagos szerkezet kialakuldsa soran a peptidlanc
két vége kozott diszulfidhidak keletkeznek, majd a
molekula kozépsé részén talalhatd C-peptid kihasad.
A C-peptid-szint mérésének alapvetd jelentésége van
az endogén inzulinszekrécié megitélésében diabetes
mellitusban szenvedd betegen, valamint az insulino-
ma diagnosztikdjaban. A megszintetizalt aktiv hor-
mon szekrécids granulumokba keriil, ahonnan speci-
fikus inger hatasara szabadul fel. El6fordul, hogy egy
nagy fehérjemolekuldbdl szamos hormon keletkezik,
pl. a proopiomelanokortin a prekurzora az ACTH,
a-MSH, B-MSH, B-lipotropin és enkefalin hormon-
nak. A polipeptidhormonok sejtfelszini receptorokon
keresztill fejtik ki hatasukat. A receptorok szerkeze-
térdl és a jelatvitel modjarol az utdbbi években tuda-
sunk jelentdsen gyarapodott, lehetéséget adva a hor-
monhatds receptor szinti moddositasara. A klinikai
gyakorlatban legfontosabb peptidhormonokat (a tel-
jesség igénye nélkiil) a 11-36. tdbldzat foglalja Ossze.

Az endokrin betegségek négy f6 kategdriaba sorol-
hatdk:

+ Fokozott hormontermelés.

+ Csokkent hormontermelés.

+ A célszovetek megvaltozott érzékenysége a hor-

monnal szemben.
Az endokrin mirigyek tumorai.

A hormonszekrécié rendellenességei

A hormontultermeléssel és hormonhidnnyal jaré
korképek valtozatos klinikai tiinetekkel jelentkez-
nek. A tinettan ismerete nélkiulozhetetlen ahhoz,
hogy a megfelel6 laboratériumi vizsgalatot kérjiik a
diagnozis felallitasdhoz. A tdltermelés és a hiany egy-
arant lehet a hypothalamus, a hypophysis és a perifé-
rids endokrin mirigy szintjén. A periférias endokrin
szervek rendellenességei a leggyakoribbak, ilyenkor
primer funkciozavarrdl beszéliink. Lényegesen rit-
kabban fordulnak el6 a hypophysis betegségei (sze-
kunder funkciézavar) és extrém ritka a hypothala-
mus muikodészavara kovetkeztében létrejové korkép
(tercier funkciézavar). A pajzsmirigy primer talmi-
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11-36. tabldzat. Peptidhormonok a klinikai gyakorlatban

Hormon Termel6dés helye Aminosavtartalom

gonadotrop releasing hormon (GnRH) hypothalamus 10
novekedési hormon serkenté hormon (GHRH) hypothalamus 44
tireotrop releasing hormon (TRH) hypothalamus 3
kortikotrop releasing hormon (CRH) hypothalamus 41
vazopresszin hypophysis 9
oxitocin hypophysis 9
szomatosztatin hypothalamus 28,14
adrenokortikotrop hormon (ACTH) hypophysis 39
tireotrop hormon (TSH) hypophysis 211
luteinizalé hormon (LH) hypophysis 204
folliculusstimulalé hormon (FSH) hypophysis 210
novekedési hormon (GH) hypophysis 191
prolaktin hypophysis 199
inzulinszert novekedési faktor 1 (IGF-1) méj 70
pitvari natriuretikus peptid szivpitvar 28
parathormon (PTH) mellékpajzsmirigy 84
inzulin pancreas f3-sejt 51
kalcitonin C-sejt 32
glukagon pancreas a-sejt 29
leptin zsirszovet 167
ghrelin gyomor 28

kodése esetén a pajzsmirigyhormonok szintje emel-
kedett, a hypothalamus és a hypophysis ezt érzékeli,
és negativ feedback-mechanizmus kovetkeztében a
TRH- és a TSH-termelés lecsokken. A laboratériu-
mi leletben tehat alacsony TSH- és emelkedett sza-
bad T,- és T,- érték lathaté. Ha azonban a hypophysis
TSH-termel6 adenomaja okoz pajzsmirigy-talmiko-
dést, a TSH emelkedett és ezt a pajzsmirigyhormo-
nok magas szintje kiséri. A pajzsmirigy elsddleges
alulmiikodésében a pajzsmirigyhormonok csokkent
értéket mutatnak, a TSH szintje pedig emelkedett. A
pajzsmirigy alulmikodésének hatterében altaldban
autoimmun gyulladds, a mirigy miitéti eltavolitasa
vagy eldzetes radiojodkezelés all. A hypophysis be-
tegsége miatt létrejové masodlagos pajzsmirigy-alul-

mikodésben a TSH termelése csokkent és ehhez a
pajzsmirigyhormonok alacsony szintje tarsul. A hy-
pophysis-pajzsmirigy és a hypophysis-gonad tengely
mikodésének megitéléséhez az alaphormonszintek
mérése dltalaban elegendd. A hypophysis-mellékvese
¢s a GH-IGF-I tengely miikodése azonban gyakran
csak stimuldcids vagy szuppresszios tesztekben itél-
heté meg. Ezek részletes targyaldsa meghaladja a je-
len fejezet kereteit.

Neuroendokrin tumorok jellemzése a fehérjetermékek
szintjén

Hormonhatdsu anyag termelése a neuroendokrin
tumorok jelentds részében kimutathatd. A klasszi-
kus hormontultermeléssel jard korképek kozé tartoz-
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nak a hypophysis eliilsé lebeny adenomadi. Ezek koziil
a leggyakoribb a prolaktintermelé tumor, amelyre
diagnosztikus a 150 ng/ml feletti prolaktinszint. Rit-
kabban fordulnak el6 a novekedési hormont termeld
daganatok, amelyek a pubertas elStt gigantismust, ezt
kévetden acromegaliat okoznak. A diagnosztikdban
perdonté az oralis glukdztolerancia-tesztben nem
szupprimalddé novekedési hormon szint (>1 ng/ml)
és a korra és nemre normalizalt IGF-I emelkedett ér-
téke.

Az ACTH-termelé daganatok laboratériumi diag-
nosztikaja kiillondsen nehéz. Atfedés lehet a normélis
fels6 tartomany és a hypophysistumor altal termelt
ACTH-szint kozott, ezért ACTH-termelé daganat
gyanuja esetén fontos a diurndlis ritmus vizsgala-
ta (adenoma esetén a diurnalis ritmus eltlinik) és a
kortizolszint szupprimalhatésaganak kimutatdsa
(dexamethasonszuppresszids tesztek), e tesztek sza-
mos tipusa ismert. A hypophysisadenoma altal oko-
zott Cushing-kor nehezen kiilonitheté el a benignus
horgécarcinoid ACTH-termelése kovetkeztében ki-
alakult ectopias Cushing-szindromatdl. JelentSsen
emelkedett ACTH-szint mérhetd rosszindulata kis-
sejtes horgécarcinomaban, ennek elkiilonitése altala-
ban nem okoz problémat.

A hypophysis tumorai gyakran nem csak egy hor-
mont termelnek, eléfordul GH és prolaktin egyiit-
tes szintézise, ill. FSH-LH-TSH termelés és szamos
egyéb kombinacid. A hypophysisfunkcio vizsgalata-
kor és a hormontultermeléssel jaré korképek diag-
nosztikdjaban ezért valamennyi hypophysishormon
és a periférias hormonok vizsgalata is sziikséges
(TSH-{T ,» LH-FSH—tesztoszteron, ACTH-kortizol,
GH-IGEF-I). Szamos, korabban inaktivnak gondolt
hypophysistumor a-alegységet termel (ez kozos a
TSH, az LH és az FSH hormonban), igy ennek vizsga-
lata tovabbi el6relépést jelenthet a diagnosztikdban.

A pajzsmirigy rosszindulati daganata a medullaris
carcinoma, amely a C-sejtekbdl indul ki, és kalcito-
nintermelése altal mutathat6 ki. A kalcitonin fontos
tumormarker, amelyet hasznalunk a pajzsmirigygo-
bok preoperativ diagnosztikdjaban és a medullaris
carcinoma miatt operalt betegek posztoperativ kove-
tésében is.

A mellékpajzsmirigy adenomdja kovetkeztében
létrejove elsdleges mellékpajzsmirigy-talmiikodés
gyakori korkép, ennek laboratériumi diagndzisa az
emelkedett szérumkalciumszinttel egyiitt mért emel-

kedett parathormonkoncentracié alapjan mondhatd
ki. A parathormonmeghatarozasnak van intraope-
rativ formaja is, amikor mitét soran a mtét ered-
ményességének igazoldsara hasznaljak a parathor-
monmérést, erre a parathormon révid féléletideje ad
lehetdséget.

A széruminzulin meghatarozasa a hasnydlmirigy
[-sejtjeibdl kiindulé daganat gyanuja esetén jelent se-
gitséget. Ezek a betegek az alacsony vércukorszint tii-
netei miatt fordulnak orvoshoz, a diagnosztikaban az
inzulin mellett a C-peptid és esetenként a proinzulin
meghatarozasara is sziikséges lehet. Diagnosztikus
értéki az alacsony vércukorszint mellett észlelt emel-
kedett inzulin- és C-peptid-szint.

Altaldnos neuroendokrin tumormarkernek tekint-
heté a kromogranin-A, amely az utobbi id6ben ter-
jedt el a klinikai gyakorlatban. A kromogranin-A az
endokrin és neuroendokrin sejtek szekretoros granu-
lumaiban talalhaté 439 aminosav hosszusagu fehérje,
amely a hormonokkal egyiitt szekretdlodik. Alpozitiv
emelkedés észlelhet6 stlyos hypertoniaban, veseelég-
telenségben és protonpumpagatlé gyogyszer adasa
soran. Elsésorban a carcinoid tumorok diagnosztika-
jaban hasznaljuk.

A fehérje- és peptidhormonok
meghatarozasanak klinikai jelent6sége
és nehézségei

A hormonok a keringésben igen kis koncentraciéban
vannak jelen, ezért meghatarozasuk csak olyan mod-
szerrel lehetséges, amely nagy érzékenységgel és jo
specificitassal rendelkezik biomolekuldk kimutatasa-
ra. Ezek a modszerek a hagyomanyos laboratériumi
eljardsoknal tobb nagysagrenddel érzékenyebbek. A
szenzitiv TSH meghatdrozas pl. femtomolaris (10~
mol) mennyiségben képes meghatarozni a TSH-mo-
lekuldk mennyiségét. A TSH-meghatarozas az egyik
legérzékenyebb mddszer, a tobbi peptidhormon mé-
réstechnikdja sajnos joval elmarad a TSH-mérés mo-
gott. Az endokrinolégiaban az antitestkotésen ala-
pulé modszerek a leggyakoribb vizsgaldeljarasok.
Ennek soran a fehérjemolekula specifikus epitopja
ellen termelt antitest és a kérdéses peptidhormon ko-
z6tt reverzibilis immunkémiai reakcié zajlik. Kezdet-
ben radioimmunoassay-ket hasznaltak, napjainkban
elterjedtek a nem izotop jelolésti (alternativ) és au-
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tomatizalt mdédszerek. Az immunanalitikai modszer
alapelvébdl azonban szamos hibalehetdség adodik.
Az egyik legfontosabb probléma, hogy az immun-
reaktiv molekulak koncentracidja nem mindig ara-
nyos a biologiai aktivitassal. Erre példa a parathor-
monmeghatarozas, amelynek els6 generacios assay-i
egy antitestet hasznaltak, és bemérték az inaktiv
C-termindlis fragmenseket is. A masodik generacids
assay-k két antitesttel dolgoznak, az egyik a moleku-
la N-terminalis, a masik a C-terminalis régioja ellen
iranyul, az intakt, biolégiailag aktiv parathormon
meghatarozasat célozva. Eléfordulhat, hogy a mono-
mer hormon polimerré kapcsolddik, emiatt biologiai
aktivitasa csokken, immunreaktivitasa azonban meg-
marad. Ez torténik pl. macroprolactinaemia esetén,
amikor tévesen mériink emelkedett prolaktinszintet.
Tovabbi probléma, hogy az antigén-antitest reakciot
befolyasolja a kozeg, amelyben zajlik: a plazmaban a
fehérjefrakciok, az ionerdsség vagy a pH valtozasa. A
modszert autoantitestek vagy heterofil antitestek is
zavarhatjak. Immunometrikus mddszerek alkalma-
zasakor fordul el6, hogy a mintaban 1évé rendkiviil
nagy koncentracioju antigén az elsé antitest kotoka-
pacitasat meghaladja, és a jelet adé masodik antites-
tet is teliti, igy tévesen alacsony hormonszintet mér
(»high-dose-hook” effektus).

A PEPTIDHORMONOK KUTATASANAK EREDMENYEI

A peptidhormonok kutatasa kiemelt jelentdségti, a
gyogyaszatban valé alkalmazasuk igazi sikertorténet,
és napjainkban is bevezetés el6tt allnak uj készitmé-
nyek. Az inzulin felfedezése volt az els6 jelentds 1épés,
amit rovidesen kovetett az elsé beteg kezelése (1922),
és azota betegek millidinak életét mentette meg az in-
zulin. Az elhiz6d6 hatdsu inzulin el6allitasa a farma-
kolégia fejlddésének tjabb allomasait jelzi. Mérfold-
kének szamit az inzulin aminosavszekvencidjanak
megismerését kovetéen a géntechnolédgia fejlédése
révén a rekombindns technikdval eléallitott human
inzulinok vilagméretd elterjedése. Az inzulinkezelés
alapjat ma a human inzulinok adjak, Magyarorszagon
a kilencvenes évek elejétol érhetdk el ezek a készit-
mények. A fehérjekutatas ujabb jelentds eredménye
volt az inzulinanalégok eldallitasa a human inzulin
aminosavszekvencidjanak megvaltoztatasa révén. A
cél a hatds megroviditése vagy megnyujtdsa volt az
élettanihoz leginkabb hasonlé inzulinkinetika elérése

érdekében. Az inzulinterapia ugyanis minden torek-
vés ellenére korlatokkal bir: nem a megfelel6 idében,
mennyiségben és nem a megfeleld helyre keriil az in-
zulin, igy az étkezést kovetd gyors inzulincsics nem
utanozhat6 és az étkezések kozott feleslegesen magas
marad az inzulinszint. Az elsé gyors hatast inzulin-
analog a lispro-inzulin volt, ahol a B-lanc 28. és 29.
helyén 1év6 két aminosav sorrendjét megcserélték
(prolin-lizin helyett lizin-prolin). A lispro-inzulin r6-
vid id6 alatt monomer format vesz fel, ezért gyorsab-
ban szivodik fel, hatdsmaximuma nagyobb, hatastar-
tama pedig révidebb, mint a human inzuliné. Ennek
szamos eldnyét élvezik a betegek: nem kell varni az
inzulin beadasa és az étkezés kozott (human inzulin-
nal a varakozasi id6 30-40 perc), étkezés utan kevésbé
emelkedik meg a vércukor, elhagyhatok a f6étkezések
kozotti étkezések. Ma két tovabbi gyors hatasa inzu-
linanaldg is forgalomban van, az aszpart-inzulin és a
glulizin, amelyek farmakokinetikdja nagyon hasonld
a lispro-inzulinéhoz. Problémat jelentett a megfelel6-
en hosszu hatdstartamu, naponta egyszer adhato ba-
zisinzulin eléallitasa is. A két, klinikai gyakorlatban
hasznalt hosszu hatastartamu inzulinanaldg a glargin
és a detemir, amelyek hatdsa mar kozeliti az idedlis
bazisinzulint. A glargin molekuldban az A-lanc 21.
helyén aszparagin helyett glicin van, a B-lanc végéhez
pedig két tovabbi arginin kapcsolddik. A molekula-
szerkezet ilyen moédositasaval sikeriilt elérni, hogy az
oldhatésag megvaltozott, alacsony pH-n oldhato, a
subcutisban 1év6 neutralis pH-n pedig kicsapddik az
inzulinmolekula, ami a felszivodast jelentdsen meg-
nyujtja. A detemir hatastartamat mas mechanizmus-
sal sikertilt megnovelni. Itt a B-lanc 30. aminosava
hianyzik, a 29. aminosavhoz pedig egy zsirsavlanc
kapcsolodik, ami autoasszociaciora teszi hajlamossa
a molekulat, és fokozza az albuminhoz valé kotédést
is. A detemir lassabban szivddik fel és a keringésben
az albuminrdl fokozatosan valik le, hatidstartama 12—
20 ora.

Az inzulin utdn rekombindans technikaval el6alli-
tott kovetkez6é hormon a novekedési hormon volt, ez
megoldast jelentett a gyermek-, majd kés6bb a fel-
néttkori stulyos novekedési hormon hidny ellatésara.
Hormonkészitmények egész sora keriilt a kovetke-
z6 években a gyogyaszatba. Néhany tovabbi példa a
teljesség igénye nélkiil,: a GnRH-analogok alapvetd
szerepet jatszanak a prostatarak,az emlérak, az endo-
metriosis kezelésében, alkalmazzak 6ket az asszisztalt
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reprodukcids programokban. Az utébbiban a rekom-
bindns FSH és LH is nélkiilozhetetlen. A szomato-
sztatin analdgjai (octreotid, lanreotid) a neuroendok-
rin tumorok, az acromegalia kezelésének hatékony
eszkozei. A rekombindns TSH a pajzsmirigy differen-
cialt carcinomainak radiojodkezelésében kapott sze-
repet. A dezmopresszin a centralis diabetes insipidus
szuverén szere. A teriparatid, a parathormon N-ter-
minalis 1-34 aminosavfragmentuma rendkiviil haté-
kony az osteoporosis kezelésében.

2010-ben keriiltek hazankban forgalomba a GLP-
I- (glukagonszeri peptid-1) agonistik, amelyek a
2-es tipusu diabetes mellitus Uj kezelési lehetdségét
jelentik (exenatid, liraglutid). Az els6é tapasztalatok
rendkiviill kedvezdek. A GLP-1 a bélrendszer dista-
lis részében, a nyalkahartya L-sejtjeiben termelddik.
Plazmaszintje a taplalékfelvétel hatdsara jelentdsen
emelkedik. Fokozza az inzulin szintézisét, ugyanak-
kor gatolja a glukagon elvalasztasat, lassitja a gyomor-
triilést és csokkenti az étvagyat. Teststlycsokkentd
hatdsa jarulékos elény a diabetes mellitus kezelésé-
ben. A GLP-1 szekrécidja 2-es tipusu diabetesben je-
lent6sen csokkent. A GLP-1 rendkiviil gyorsan me-
tabolizalodik a keringésben, felezési ideje < 2 perc. A
lebontast a dipeptidil-peptidaz-IV (DPP-IV) enzim
végzi. A GLP-1-agonistdk klinikai alkalmazasanak
feltétele volt az élettartam megnovelése. Az exena-
tid el6allitasdban egy Arizonaban él6 gyik nyalabol
izolalt polipeptid, az exendin-4 segitett. Ez a mole-
kula aminosavszekvencidjaban 53% homoldgiat mu-
tat a human GLP-1-gyel, de rezisztens a DPP-IV-gyel
szemben. A GLP-1-receptoron agonistaként miiko-
dik. Az exenatid az exendin-4 szintetikus véltozata.
A liraglutid a nativ GLP-1 egy aminosavban és egy
16 szénatomos oldallancban mddositott analogja, a
DPP-IV hatasaval szemben az albuminhoz valé ko-
tédés védi meg.

A neuroendokrin hatasu anyagok rohamosan bé-
viil6 tarhazat jelentik az adipokinek, a kizarélag vagy
dontben a zsirszévetben termel6d6 hormonok. A ko-
rabban mar jol karakterizalt leptin mellett ide tarto-
zik az adiponektin, a rezisztin, a viszfatin, az apelin, a
vaszpin, a hepcidin, a chemerin és az omentin, ame-
lyek fiziolégias funkcidja még csak részben ismert.

A kutatasok egyik f6 célpontja az étvagyszabalyozas
megismerése. Az étvagyszabalyozasban az adipokinek
mellett a bélhormonok is alapvetd szerepet jatszanak,
a GLP-1 mellett kiemelt fontossagu a ghrelin, a pep-
tid YY és az oxintomodulin. Az elhizas incidencidja
a vilagon aggaszté mértékben emelkedik, a teststly
gyogyszeres csokkentése pedig jelenleg megoldatlan,
némi reményt csak az el6bb emlitett GLP-1-agonis-
tak jelentenek. A bélben és a zsirszovetben termel6d6
hormonok a szervezet taplaltsagi allapotardl szallita-
nak informaciét a hypothalamus étvagyszabalyozo
kozpontjaiba. Hatasuk jobb megismerése Uj terapias
célpontokat jelenthet az elhizas és az ehhez kapcsolo-
dé civilizacids betegségek terapiajaban.
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A csontanyagcsere
fehérjemarkerei

K6szegr TAMAsS

A csontrendszer

A csontrendszer funkcioi

A csontszovet nagyon sokrétii feladatot lat el.
Amellett, hogy szilard vazat képez a test és az izom-
rendszer szdmara, a csontvel6ben képzédnek a voros-
és fehérvérsejtek, a csont Oridsi kalciumraktarként is
funkcional, hatékonyan részt vesz a sav-bazis egyen-
suly szabalyozasaban és részese az endokrin folyama-
tok szabalyozasanak is. Mindez csak ugy képzelhetd
el, hogy a csontszévet rendkiviil dinamikusan képes
valaszolni a szervezetet érintd hatdsokra, elsGsorban
bioldgiailag aktiv fehérjék termelésével és a sejtes al-
lomany funkcidjanak gatlasaval vagy stimulacidjaval.
Ez a fejezet elsGsorban a csontanyagcserét érintd leg-
fontosabb folyamatokat foglalja Gssze, a fehérje ter-
mészeti komponensekre fokuszéalva.

A csont dsszetétele

A csontszovet alapvetden anorganikus és organi-
kus Osszetevokre bonthatd. Az anorganikus kompo-
nens elsésorban vizbdl (ez a nedves stly 40%-a) és
hidroxi-apatit kristalyokbdl all, mig az organikus rész
a sejtes elemeket is magaba foglald ,,matrixbdl” (11-
37. tablazat).

A csontszovet felépitése

Sejtes elemek

Osteoblastok. Az osteoblastok mononuklearis
sejtek, a csontujdonképzddés helyein talalhatok és
oszteoidnak nevezett, elsésorban kollagéntartalmu
csontszovetprekurzort termelnek. Pluripotens me-

11-37. tabldzat. A csontszovet Osszetétele

senchymalis Gssejtekbdl szarmaznak, amelyek egy
része adipocytava is képes differencialédni. A csont-
felépitésben vesznek részt (lasd késébb), éretlen
csontsejteknek (osteocytak) is tekinthetok. Feladatuk
elvégzése utan a differencialt osteoblastok megnyult,
lapos ,lining” sejtekké is alakulhatnak, ill. apoptoti-
kus mechanizmusok éltal el is pusztulhatnak.

Osteoclastok. Tobbmagvu, nagy sejtek, a monocy-
ta Ossejtvonalbdl szarmaznak. A csontlebontdsban
vesznek részt, a lebontds helyein un. lacunakban ta-
lalhatok, és aktivitasukkal iiregeket képeznek az os-
teoblastok és az j csontszovet szamadra. Fagocitozisra
képes sejtek, valamint lebonté enzimeket is termel-
nek (részletesen lasd késébb). Mind az osteoblastok,
mind az osteoclastok aktiv mozgasra képesek.

Osteocytdk. Erett csontsejtek, az osteoblastokbdl
alakulnak ki, amelyek a mineralizacios folyamat so-
ran mintegy befalazzak magukat és osteocytava dif-
ferencidlodnak. Az osteocytak is aktivak maradnak:
részt vesznek a kalciumhomeosztdzis fenntartdsaban,
a mineralizdciéban, informacidkat kozvetitenek a le-
bontd és felépitd sejtek felé. Mechanoreceptorként
miikodve szabalyozzak a csont terheléstdl fiiggd at-
épiilését.

A csont mint dinamikusan atépiil6 szovet

Az elsé pillantdsra statikusnak latszo, nagy szilard-
sagu csontrendszer rendkiviil élénk anyagcserét foly-
tat egész életiink soran. Koriilbeliil 10 évente a teljes
csontallomany asvanyi anyaganak egésze kicseréld-
dik. A sziiletés utan igen intenziv csontosodasi és no-
vekedési folyamatok zajlanak, majd 20 és 30 éves kor
kozt éri el a csontstirtiség (BMD, bone mineral den-
sity) a maximumat. Az atépiilési folyamatok felndtt-
korban sem éllnak le, de a menopauza utan a nemek
kozott nagy kiilonbség alakul ki a lebonto és felépité
folyamatok egyensulyaban. Az angol irodalom a fo-
lyamatos csontatépiilésre a ,remodeling” kifejezést

Csontalkotdk csoportjai

Ardnyuk a csontszovetben

Alkotorészek

anorganikus dsszetevok
vonatkoztatva

kb. 60-65% szaraz sulyra

hidroxiapatit (kalciumfoszfat kristaly),
magnézium, egyéb elemek

matrix (organikus

OsszetevOk) vonatkoztatva

kb. 30-55% szaraz stlyra

I-es tipusu kollagén, egyéb fehérjék
sejtes elemek (osteoblast, osteoclast, osteocyta)
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haszndlja. Erthetd, hogy a remodeling szabélyozé-
saban a biologiailag aktiv fehérjék, a nemi és egyéb
hormonok és a kalcium-anyagcserét befolyasold
D-vitamin is részt vesz. A karmester jellegli fehérjék
egy részét a csontszovet sejtes elemei termelik. A fo-
lyamatos csontatépiilés a terheléshez valé alkalmaz-
kodast és a csontot éré mikrosériilések helyreallitasat
szolgalja. Az aktiv metabolizmus és atépiilés ellenére
a reszorpcids és mineralizacids folyamatok az id6-
tengelyen relative lassan mennek végbe, néhany hét
sziikséges a teljes atépiiléshez.

A csontanyagcsere
OSTEOBLASTOK ALTAL TERMELT FAKTOROK

Oszteoid

A csont organikus matrixanak f6 alkotdja, tobb fe-
hérjébdl allé komplex struktura.

Legfontosabb fehérje alkotoi a kovetkezdk:

I-es tipusti kollagén. Csontspecifikus driasmolekula,
két a,- és egy a,-lancbol 4ll6 tripla hélix. Prokolla-
gén monomerként sziiletik, a lizin és a prolin ami-
nosav poszttranszlacids hidroxilaciéon megy keresz-
till, majd a monomerek szekretalédnak és mindkét
végiikrol (N- és C-terminalis) részleges proteolizis-
sel peptidek hasadnak le. A termékek ,ragaddssa”
valnak, és hossza linearis polimereket képeznek,
amelyeket a hidroxilalt lizineken keresztiil kereszt-
kotések stabilizalnak. A hidroxilaciés folyamatok-
hoz C-vitamin kofaktor sziikséges, ennek hianyaban
skorbut alakul ki.

Oszteokalcin. Nagy mennyiségben termel6dé6 kis mo-
lekulatomegt fehérje, aktivaldsahoz K-vitamin sziik-
séges, amely eldsegiti a y-szénatom karboxilaciojat. A
karboxilaci6 a szomszédos glutamat mellett alakul ki,
az igy létrejovo két szomszédos karboxilcsoport ké-
pes lesz a kalciumion megkotésére. A Ca®* megcsap-
dazashoz integrinkotd szialoprotein is sziikséges, az
immobilizalt komplex ezutan kristalyosodasi magot
képez, és kialakul a hidroxi-apatit (Ca,(PO4),(OH)).
Az oszteokalcin mikodéséhez még egy masik gén at-
irdsara is sziikség van, amelyet a D-vitamin specifikus
kototehérijéje aktival.

A nem karboxilalt oszteokalcin egy része a kerin-

gésbe kertl, és fokozza az inzulinelvélasztast, ill. no-
veli a zsirszovet inzulinérzékenységét, ezaltal stimu-
lalja az adiponektintermelést. Igy az oszteokalcin a
szervezet anyagcseréjét is befolyasolja.

Oszteonektin. Az oszteoid komplex része, és Ossze-
kottetést biztosit a hidroxi-apatit és a kollagénmatrix
kozt.

Csontspecifikus alkalikus foszfatdz (BAP). Az alkali-
kus foszfataz (AP) izoenzimje, az osteoblastok felszi-
nére lokalizalddik, és foszfatiaz aktivitasaval részt vesz
a mineralizdcioban. A fokozott osteoblastaktivitas a
magyarazata annak, hogy az aktiv csontnévekedés
iddszakaban a szérum AP-aktivitisa a felnOtt-érté-
kekhez képest joval nagyobb.

Citokinek. Az IL-1 és az IL-6, az osteoclastok érését
segiti el8. Az érési folyamat bonyolult, az osteoblastok
felszinén talalhato és szekretalt RANKL (receptor ak-
tivalt nuklearis faktor k-B ligand) 6sszekapcsolodik
az osteoclast prekurzor sejteken 1évé RANK fehérjé-
vel, elinditva az osteoclastok érését.

A gp 130 citokincsaldd. Az utébbi néhany évben tobb
bioldgiailag aktiv fehérjét azonositottak, amelyek
dontben befolyasoljak a csontanyagcserét, és hata-
suk a gp 130-nak nevezett kozos jelatviteli rendsze-
ren keresztiil valosul meg. Ide tartoznak: IL-6, IL-11,
onkosztatin M, leukaemiainhibitor faktor (LIF), kar-
diotrofin-1. Ezek a citokinek molekularis felépité-
siikben nagyon hasonléak egymashoz, a szolubilis
gp 130 rendszeren keresztiil mind az osteoclastokra,
mind az osteoblastokra hatnak, és szerepiik patold-
gias allapotokban is jelentds (pl. oszteolitikus csont-
attétek, Paget-kor).

Egyéb novekedési faktorok. A csontatépiilést az eddig
felsoroltakon kiviil még szamos bioldgiailag aktiv fe-
hérje szabdlyozza, amelyek a csontsejtekben, a csont-
matrixban és a kornyez6 szovetekben termelédnek.
Hatasmechanizmusuk még nem teljesen tisztazott,
csak néhanyat emeliink ki koziliik. Transzformald
novekedési faktor-B (TGF-P), csont eredeti nove-
kedési faktor (BDGF), fibroblast novekedési faktor
csaldd (FGF), PDGE, egyéb csontnovekedési faktor
(bone morphogenetic protein, BMP). A TGF-f csa-
lad kiemelt szerepet jatszik az osteoblastok prolifera-
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cidjdban, amelyek azutdn BMP-t vélasztanak ki, meg-
inditva ezzel a mineralizaciét.

Matrix metalloproteindzok, kollagendzok. Ugy tinik,
az osteoblastok dltal szekretalt proteolitikus enzimek
a még nem mineralizdlodott oszteoidot képesek fel-
oldani, ami kemotaktikus titon vonzza az osteoclas-
tokat, és azok tovabb folytatjak a reszorpciot, mintegy
helyet készitve az osteoblastok szdmara. Igy a létre-
jovo kis tiregekben megindul a csontdjdonképzddés
és a mineralizacio.

Oszteoprotegerin. Képes a RANKL-molekuldhoz ko-
tédni, igy inaktivalja azt. Az osteoclastaktivacio a
RANKL és az oszteoprotegerin expresszio egyensu-
lyatol fugg.

OSTEOCLASTOK ALTAL TERMELT FAKTOROK

Az osteoclastok differencidlédasahoz szitkség van
a felsorolt faktorokon kiviil macrophag kolénia sti-
mulalé faktorra (MCSF) és prosztaglandin E-re is.
Mindezen folyamatokat a parathormonelvalasztas is
szabalyozza. Az osteoclastok képesek protonszekréci-
ora, igy a csont anorganikus dsszetevéit savval oldjak
fel. Az organikus komponenseket lizoszomalis enzi-
meik segitségével emésztik meg.

Lizoszomalis savanyii hidroldzok. Nagyon sok enzim
sajatsagu fehérje tartozik ide, amelyek tobbek kozt a
kollagén lebontasat is végzik. A teljesség igénye nél-
kiil néhany: tartaratrezisztens savanyu foszfatdz, ka-
tepszin-molekulacsalad, szulfatazok, glikozidazok
stb.

A CSONTANYAGCSERE ENDOKRIN SZABALYOZASA

A vérplazma ionizdlt kalcium szintje a meghatarozd
az endokrin szabalyozasban, ugyanis a mellékpajzs-
mirigy specialis sejtjei képesek az ionizalt forma kon-
centracidjanak érzékelésére.

Parathormon (PTH). A mellékpajzsmirigyben ter-
mel6d6, 84 aminosavbdl allo polipeptid, alacsony
ionizalt kalcium szint stimuldlja, magas pedig gatolja
a szekréciojat. Féléletideje a keringésben 4 perc. Az
osteoclastok aktivitasat stimuldlja, igy emeli a vér kal-
ciumszintjét. A stimulacié nem kozvetleniil, hanem

az osteoblastokon keresztiil valésul meg: az osteob-
lastok a magas PTH-szint kovetkeztében fokozzak az
IL-1, IL-6 és mds citokinek, ill. az MCSF és a RANKL
termelddését, fokozva az osteoclastok érését. Hosz-
szu tavu hatdst a PTH-szekréciéra a szervezet aktiv
D-vitamin-szintje fejt ki.

Kalcitonin. Polipeptidhormon, a pajzsmirigy C-sejt-
jeiben termelddik, a PTH-val ellentétesen a kalcium-
szintet csokkenti. Jelent6sége joval kisebb, még nagy
kalcitoninkoncentraciéndl (pl. kalcitonint termeld
tumornal) sem okoz problémat a kalciumhomeosz-
tazisban.

Novekedési hormon (hGH). 191 aminosavbdl 4ll6 fe-
hérje, a hypophysisben termel6édik, elvalasztasat a hy-
pothalamus szabalyozza. Nélkiilozhetetlen a csontok
hosszanti novekedéséhez, hianya torpendvést, talpro-
dukcidja gigantismust eredményez. Hatasat indirekt
modon fejti ki, fokozva a m4j inzulinszer(i névekedé-
si faktor szekrécidjat.

Inzulinszerti novekedési faktor 1 (IGF-1). Az inzu-
linhoz hasonld szerkezeti polipeptid, degradacio-
jat specifikus kotéfehérje akadalyozza meg. Képes a
csontban a mineralizalt teriileteken deponalédni mas
novekedési faktorokkal egyiitt (TGF-f, thrombocyta
eredett novekedési faktor, PDGF) és ott hosszu ide-
ig aktiv allapotban maradni. Parakrin médon hat, a
chondrocytak stimulacidjaval és az osteoblastok osz-
toddsanak serkentésével. Az IGF-1 hatasa kiegyen-
stulyozottabb, mint a hGH-¢, de a novekedés szaba-
lyozasaban mindketté egyardnt fontos. A csontban
deponalddott novekedési faktorok elésegitik a csont-
attéteket ado tumorok gyors proliferacidjat.

Pajzsmirigyhormonok. Elengedhetetleniil sziiksége-
sek a normdlis csontmetabolizmushoz, de hatdsuk-
rol még keveset tudunk. A trijodtironin (T,) hormon
nuklearis tdmadaspontu, és a génatirast szabélyozza,
a DNS-hez specifikus kotéfehérjéken keresztiil kap-
csolédik. Ujabban kimutattak, hogy a TSH (thy-
roideastimuldlé hormon) az osteoclastok aktivitasat
gatolja. A nem kezelt velesziiletett hypothyreosis is
torpendvést eredményez.

Szteroidhormonok. Nem fehérje természetti moleku-
lak, de a csontmetabolizmusban mégis fontos szere-
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pet toltenek be. Az androgének és 6sztrogének szin-
tén nuklearis tamadaspontuak, de hatasuk nagyon
Osszetett. Az Osztrogének gatoljak az osteoclastok
tevékenységét, stimulaljak az oszteoprotegerin szek-
réciojat és gatoljak az osteoclastaktivaciot elGsegitd
faktorok szintézisét. Megfelel6 Osztrogénszintnél a
csontvesztés lassi, a menopauza utan ez felgyorsul.
Férfiakban az androgén hormonok mennyisége csak
id6skorban csokken szamottevéen, ezért a csontok
asvanyi anyaganak vesztése a n6khoz képest joval ké-
s6bb kovetkezik be.

A glukokortikoidok egyarant hatnak a felépité és a re-
szorpcids mechanizmusokra. Gatoljak az osteoblas-
tokban a kollagén, az oszteokalcin és az oszteopro-
tegerin szintézisét, fokozzak a RANKL-produkciot.
Ennek kovetkeztében né az osteoclastok szima és
aktivitdsa, fokozddik a csontvesztés.

A fizikai aktivitas szerepe

Régota ismert, hogy a fizikai inaktivitds csontsi-
rliségvesztést eredményez. A csont mechanikai terhe-
lését az osteocytak érzékelik, egyelore kevéssé ismert
mechanizmusok alapjan, és képesek szintén alig is-
mert molekularis folyamatokkal informaciot kozveti-
teni a szomszédos osteoblast- és osteoclastsejtek felé.
Ily médon a fizikai terhelés befolyasolja, stimulélja a
csontmetabolizmust, a mechanikai sziikségleteknek
megfeleléen 4tépiilnek a csontgerendék. Ujabban azt
is feltételezik, hogy az izom-6sszehtizédasok kozve-
titette er6hatas az izmok tapadasi helyén szintén ak-
tivalja az osteocytdkon keresztiil a lebontd és felépitd
folyamatokat. A megfelel§ fizikai aktivitas ily médon
segiti el a csontsliriiség megoérzését.
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Taplalkozas

Ahogyan az eléz6kben lattuk, a csontanyagcsere
hat az egész szervezet metabolizmusara az inzulinva-
lasz modositasan keresztiil. Ugyanakkor a szervezet
tapanyag-ellatottsaga is visszahat a csontmetaboliz-
musra a leptin medialta folyamatok kovetkeztében.
A leptint az adipocytak termelik (szokas ezért adipo-
kinnek is nevezni), és vérszintje az egyén zsirrakta-
ranak nagysagaval ardnyos. A leptin szintje diurnalis
ingadozast mutat, mennyisége a taplalékfelvételtol
is fiigg. Els6dlegesen az agyban fejti ki hatasat a hy-
pothalamuson keresztiil. A hypothalamus impulzu-
sai a sympathicus neuronokon keresztiil stimulaljak
a B,-adrenerg receptorokat (noradrenalinvalasz). Az
osteoblastok és az osteoclastok aktivitdsa a stimulus-
tol fiiggéen néhet vagy csokkenhet, egyelére a me-
chanizmusarol keveset tudunk. Egy azonban biztos,
a taplaltsagi allapot és a csontstirliség kozott Ossze-
fiiggés van, pl. anorexia nervosaban alacsony leptin-
szintet és osteoporosist latunk.

A 11-83. dbran a csontatépiilés folyamatai lathatok.

A leggyakoribb csontanyagcsere-betegségek

Osteoporosis

Az osteoporosist népbetegségként tartja szdmon
az irodalom, holott természetes bioldgiai folyamatok
eredménye. Amiért mégis betegségként is foglalkoz-
nunk kell vele, azt az a koriilmény magyarazza, hogy
a civilizacids, taplalkozassal-életmdddal osszefiiggd
tényezok fokozottan segitik kialakulasat. Szerepet
jatszik ebben a fizikai inaktivitas, az dsvanyi anya-
gokban szegény taplalkozas, a fokozott foszfatbevitel
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(pl. foszforsavat tartalmazo idit6 italok és Omlesztett
sajtok fogyasztasa), ami acidosist és kovetkezményes
kalciumkidaramlast eredményez a csontokbol.

Az osteoporosis diagnozisa egyértelmiien képal-
koté technikdkon alapul, de ezek a modszerek nem
mondanak semmit a csontmetabolizmus dinami-
kajarol. Osteoporosisnal ugyanis a csontturnover
fokozodik, de a formacié mindig kisebb mértéki
a reszorpcional, ezért csokken a BMD. Az allapot-
felmérés helyes stratégidja a csontstrliségméréshez
hozzarendelt biokémiai marker meghatarozas. A be-
tegség kovetéséhez ezutan a tovabbiakban elegend6 a
biokémiai paraméterek monitorozasa.

Laboratoriumi monitorozds

Csontfelépiilést jelz6 (formdcids) markerek:

+ Oszteokalcin (jobb a teljes, de labilis molekula
helyett annak degradacios termékét meghata-
rozni, ezt ,N-MID-oszteokalcin” névvel jelolik).

« Prokollagén propeptidek (N- vagy C-terminalis
L. tipusu prokollagén propeptid, PINP).

« Csont eredetti alkalikus foszfataz.

+ D-vitamin: 25(OH)D, és/vagy 1,25(OH),D..

Csontleépiilést jelz6 (reszorpcids) markerek:
o Tartaratrezisztens savanyu foszfataz (TRAP).
o N- vagy C-terminalis I. tipusu kollagén telopep-
tid.

o Vizelet-piridinolin- és dezoxi-piridinolin-iirités.

A kollagén harmas hélixének stabilizalasdban a kol-
lagén monomerek két végén (N- és C-terminalis)
linedris szakaszok, n. telopeptidek talalhatok. A te-
lopeptidek gytiriis vegyiiletek (piridinolin, PYD és
dezoxi-piridinolin, DPD) segitségével kovalensen
kétddnek a szomszédos kollagénrostok helikalis régi-
6jahoz (11-84. dbra).

tripla hélix

telopeptidek

11-84. dbra. A csont eredett kollagén stabilizacidja (ke-
resztkotés) (DPD: dezoxi-piridinolin)

A reszorpcios markerek széles skalajat hatarozhat-
juk meg, a kis molekulatomegtieket (PYD és DPD)
elsdsorban a vizeletbdl, ebben az esetben a mért ér-
tékeket a vizelet kreatininkoncentraci6éjanak hanya-
dosaként adjuk meg. A vérszérumbdl mérhetjitk az
un. B-keresztkotést, amely a C-terminalis telopeptid
8 aminosavbdl allo stabil degradacios terméke. Az
NTX és CTX nevii reszorpcios marker a telopeptidek
amino- és karboxi-terminalis degradacios termékei,
szintén a vérszérumbol hatdrozzuk meg Gket.

Paget kor

Ismeretlen eredet(i betegség, ahol az osteoclastok
aktivitasa (csontreszorpcid) fokozodik és a csontfel-
épités ezt nem tudja kompenzalni. A biokémiai kove-
tésnél a reszorpcids markerek mennyiségi névekedé-
sét tapasztaljuk.

Daganatos csont attétek

A malignus folyamatok jo részében a daganat-
ra jellemz6 tumormarkerek mérése terjedt el. A tu-
mormarker-koncentraciok novekedése azonban nem
mond semmit a folyamat széveti lokalizacidjarol.
Csontmetasztazisok gyanujakor nagyon hasznos le-
het a csontszovet érintettségének megitélése szem-
pontjabdl a reszorpcids markerek kovetése.
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A metabolikus szindréoma
és a fehérjék

WITTMANN ISTVAN

A metabolikus szindréma jelent6ségét az adja, hogy
a mai magyar és altalanossagban a nyugati tipusu
életmodot folytaté populdciokban folyamatosan és
drasztikusan novekvd aranyban fordul eld, ill. ezek-
ben a populaciékban a mortalitasi statisztikdk élén
jard kardiovaszkularis betegségek legfobb kockazati
tényezG6je. Raadasul ujabb adatok alapjan ugy tiinik,
hogy a nyugati tipusu életmodot folytaté népességek
masodik legjelentésebb haladloka, a rdkos haldlozas
kialakuldsaban is szerepet jatszhat.

A metabolikus szindroma komponenseinek szaima
az utobbi id6ben allando vita targya volt. A kiilon-
boz6 kritériumrendszerek eltéré komponenseket so-
roltak ide (lasd kés6bb). Mégis mindegyikben kozos
az anyagcsere-eltérések és a vérnyomas (a hemodina-
mikai valtozasok) egy tiinetegyiittesben vald szere-
peltetése. S6t a hemodinamika- és az anyagcsereza-
varok kapcsolatanak megjel6lésére szamos elnevezés
is sziiletett. Bizvast allithatjuk, hogy egyik elnevezés
sem idedlis abbdl a szempontbol, hogy a kockaza-
ti tényezok és kovetkezményeik koherens, egyiittes
megnevezését rovid formdban jelenitse meg. A jelen-
leg egyre elterjedtebben hasznalt kardiometabolikus
elnevezéssel kapcsolatban tobb kritika is felvetédott.
Egyrészt ebbdl az elnevezésbdl teljesen hianyzik a hy-
pertonia megjel6lése, holott az nagyon fontos kom-
ponense a szindromadnak, és raadasul ez a terapiasan
leginkabb befolyasolhaté. A kardiometabolikus meg-
jelolés ugy tlinteti fel a szindromat, mintha a sziv- és
anyagcsere-betegségek kozos kockazatat jelolné, hol-
ott a szivbetegség kockazataul szolgald anyagcsere- és
magasvérnyomas-betegséget jeloli. Hozza kell tenni
ehhez azt is, hogy nem csak a szivbetegség, hanem
minden artérids, macrovascularis betegségnek a koc-
kazati tényezdit 0sszegzi, azaz fennélldsa esetén nem
csak az ischaemias szivbetegséget, hanem a perifé-
rids, az agyi és egyéb artérids betegséget is keresni,
megeldzni és sziikség esetén kezelni kell.

Mi t6bb, az utébbi idében azt is felismerték, hogy
a nyugati civilizaci6 egyik legkoltségesebb egészség-
tgyi kezelési eljarasanak, a vesepotld kezelésnek az
indokat jelentd végallapotu veseelégtelenség kialaku-

lasaban is meghatarozo szerepet jatszik a metabolikus
szindroma.

A metabolikus szindroma definiciéi

Mint a cimbdl is kittinik, a metabolikus szindroma-
nak az utdébbi években szamos definicidja sziiletett.
S6t néhany éve maganak a szindromanak a létét is
kétségbe vontak. Ezzel kapcsolatban a klinikusok
allaspontja az, hogy a megel6zés és a kezelés szem-
pontjabdl a metabolikus szindréma létezésének hipo-
tézisét sziikséges fenntartani, mert legeredményesebb
az egylitt jelentkezd tiinetek egyidejii megel6zése és
kezelése, az un. holisztikus, teljességre torekvé meg-
kozelités. Tudomanyos szempontbdl a patofizioldgiai
megkozelités, amely a metabolikus szindréma ko-
zéppontjaba az inzulinrezisztenciat allitja, szintén a
szindroma fogalmanak megtartdsa mellett érvel. Az
epidemioldgiai szempontu nézetek szerint tovabbra
is kétséges a szindroma léte.

A metabolikus szindréma kritériumrendszerei ko-
ziil csak a legismertebbek keriilnek bemutatasra. A
legkorabbi a WHO altal megadott kritériumrendszer
[13].

A WHO kritériumrendszere:
1. Inzulinrezisztencia, amit a kovetkezék valamelyi-
kével identifikdlunk:
« 2-es tipusu diabetes mellitus.
+ Emelkedett éhomi plazmaglukoézszint (IFG).
o Csokkent glukoéztolerancia (IGT).
« Pozitivitas hyperinsulinaemias—euglykaemias
clamppel.
2. Ezenkivil bdrmelyik ketté a kovetkez6kbol:
« Antihipertenziv kezelés és/vagy > 140/90
Hgmm vérnyomas.
o Szérumtriglicerid-szint > 1,7 mmol/l.
o Szérum HDL-koleszterinszint:
— férfi < 0,9 mmol/l;
—né < 1,0 mmol/L
o Testtomegindex (BMI) > 30 kg/m?* és/vagy a
csip6-derék hanyados (WHR):
- férfi > 0,9 (fh);
-1n6 > 0,85.
o Vizelet-albuminiirités (UAER) > 20 ug/min,
vagy az albumin-kreatinin hanyados (ACR) >
30 mg/g kreatinin.
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A National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel III Report (ATPIII) szerinti kritéri-
umrendszer a kovetkezéképpen alakul [14]:
1. Abdominalis obesitas; derékkorfogat:
— férfi> 102 cmy;
-nd > 88 cm.
2. Ezenkivill bdarmelyik ketté a kovetkezokbol:
« Szérumtriglicerid-szint > 1,7mmol/l.
o Szérum HDL-koleszterin-szint:
— férfi < 1,04mmol/1
-6 < 1,29mmol/1
o Vérnyomas > 130/85 Hgmm.
o Ehomi plazmaglukéz-koncentracié > 6,1
mmol/l.

A Nemzetkozi Diabetes Szovetség (IDF) definicidja
[15]:
1. Centralis obesitas, derékkorfogat:
— férfi > 94 cm;
-né >80 cm.
2. Ezenkivil bdrmelyik ketté a kovetkez6kbdl:
o Szérumtriglicerid-szint > 1,7 mmol/L.
o Szérum HDL-koleszterin-szint:
— férfi < 1,03 mmol/l;
- n6 < 1,29 mmol/l.
« Vérnyomds > 130/85 Hgmm vagy kezelt hyper-
tonia.
« Ehomi

mmol/l vagy 2-es tipusu diabetes mellitus.

plazmaglukéz-koncentraci6 > 5,6

Az IDF legut6bbi, 2009-es definicids revizidja szerint
az elz6 kritériumrendszer annyiban médosult, hogy
a centralis obesitas egyenranguva valt a tobbi kom-
ponenssel. Azaz barmely harom komponens egyiittes
jelenléte esetén a metabolikus szindréma diagnozisa
kimondhaté [16].

A metabolikus szindréma el6fordulasa

A metabolikus szindroma el6forduldsi adatai hatal-
mas szorast mutatnak az alkalmazott kritériumrend-
szer és a vizsgalt populacid szerint. Az USA-ban a
National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) tanulmanyban az ATPIII-kritériumrend-
szerrel 33,9%, a WHO-kritériumok hasznalatdval
36,9% volt a metabolikus szindroma el6forduldsa. Két
masik amerikai tanulmanyban (FOS, SAHS) 21-27%

kozotti értékeket talaltak az ATPIII-kritériumokat al-
kalmazva. Két francia tanulmanyban (STANISLAS,
DESIR) az ATPIII kritériumrendszerét alkalmazva
6-9% kozotti értékek adodtak, jelentés nemi diffe-
renciaval. Raadasul ugy tlnik, hogy az eléfordulas
gyakoribba vélik, a NHANS-vizsgalatban 1988—1994
és 1999-2000 kozott 5,6 mmol/l-es éhomi plazma-
glukozt alapul véve 28-rél 31,9%-ra, 6,1 mmol/l-es
éhomi plazmaglukdzt véve 23,1-r61 26,7%-ra nétt. Mi
tobb, a legutobbi, 2009-es IDF-kritériumrendszert al-
kalmazva a 20 év feletti populaciéban 40,1%-osnak
adddott a metabolikus szindréma el6forduldsi értéke,
térfiak korében 41,9, nék korében 38,3%-kal.

A metabolikus szindroma patogenezise
AZ INZULIN SZEREPE

Kétféle megkozelités kiilonithetd el, amelyek a krité-
riumrendszerekben is megnyilvanultak. Az egyik sze-
rint (I&sd WHO-kritériumrendszer) a metabolikus
szindroma kialakulasanak kozponti eleme az inzulin-
rezisztencia, a masik megkozelités (lasd ATPIII- és
IDF-kritériumrendszer) a zsirsejtek eltéréseit helyezi
a kozéppontba. Ez utébbit a szubklinikus gyulladas
soran irjuk le részletesen és az inzulinrezisztencia ki-
alakulasanak okat is késobb targyaljuk.

Az inzulinrezisztencia kovetkezményeképpen hy-
perinsulinaemia, szénhidrat- és zsiranyagcsere-zavar
alakul ki. Erdekes moédon az inzulinszekrécié két fa-
zisa — az els6 vagy korai és a masodik vagy késéi fazi-
sa — eltérden valtozik (11-85. dbra) [17].

A kezdetei normoglykaemias (normalis glukdz-to-
lerancia, NGT) fazisban altalaban csak obesitas van,
esetleg nem komplett vagy komplett metabolikus
szindromaval és csokkend els6, ill. emelkedé maso-
dik fazisu inzulinszekrécioval. A betegség progresz-
szidja soran csokkent glukdztolerancia (IGT) alakul
ki, és tovabb csokken az elsd, ill. maximalisra né a
masodik fazisu inzulinszekrécié. Amikor a masodik
fazisu inzulinszekrécio is csokkenni kezd a pancre-
as-szigetek [3-sejtjeinek kimeriilése miatt, akkor diag-
nosztizaljuk a 2-es tipusu diabetes mellitust (DM).
Az inzulinszekrécié kdrosodasat az is jelzi, hogy az
inzulinrezisztencia elérehaladtaval folyamatosan né a
keringésben a proinzulin/inzulin ardny, jelezve, hogy
az inzulinszekrécids granulumokban az inzulin érési
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11-85. dbra. Az inzulinszekrécio elsé (korai) és masodik
(késoi) fazisanak véltozasa a betegség fennallasanak el6re-
haladtaval

folyamata is karosodik. Rdadasul az emelkedd vér-
cukorszint miatt mind nagyobb lesz a miikodésében
karosodott, nem enzimatikusan glikalt inzulin és in-
zulinreceptor aranya.

Amennyiben a metabolikus szindromas betegnek
karosodik a vesefunkcidja (emlitettiik, hogy a meta-
bolikus szindroma a veseelégtelenség leggyakoribb
oka), akkor csokken a kis molekulatomegti fehérjék
elimindcioja is. A vesében ugyanis a 65 kDa moleku-
latomeg alatti fehérjék szabadon filtralédnak, majd a
proximalis tubularis sejtek altal reabszorpcidra keriil-
nek. A reabszorpcié utan tilnyomo résziik a tubula-
ris sejtekben lebomlik. Igy tehét veseelégtelenségben
a csokkend filtracié miatt megemelkedik az inzulin,
s6t a C-peptid szintje is, ami miatt az inzulinrezisz-
tencia ezekben a betegekben kevésbé szembetiing,
ill. kezelésiik soran a gyogyszerek és az inzulin do-
zisa gyakran csokkenthetd. A C-peptidrél szerkezeti,
fizioldgiai, szabalyozasi informdcié az interneten ol-
vashat6 [18].

FEHERJEK AZ INZULIN KIVETELEVEL

OBESITASBAN A ZSIRSEJTEK ALTAL TERMELT
PROTEINEK

Obesitasban a zsirsejtek extracellularis matrixfehér-
jéket, anyagcsere, immun hatdsu és egyéb proteineket

termelnek:
o Extracelluldris mdtrixfehérjék: o.-makroglobu-
lin, katepszin B, D, L, S, kollagén o, 1L, IV, VI,

XIV, XV, XVII, kollagén a., I, IV, VI, kollagén o,
VI, disztroglikan, entaktin, fibulin 2, 3, fibro-
nektin, galektin-3-kot6 fehérje, gelzolin, lami-
nina,, B, Y, lizil-oxidé4z, matrilin-2, matrix-me-
talloproteindaz 1-24, szoveti metalloprotedz
inhibitor 1-4, oszteonektin, perlekan, prokolla-
gén C-proteinaz aktivald protein, protein-li-
zin-6-oxiddz, spondin-1, tenacin, trombospon-
din 1, 2.

o Anyagcsere-hatdsii termékek: adipszin, adipo-
nektin, apelin, apo-E, IGF-1, IGF-1-kot6 fehér-
je, lipoprotein-lipaz, leptin, éhezés indukalta
obesitasfaktor, PAI-1, rezisztin, retinolk6té pro-
tein-4, vaszpin, viszfatin.

o Immunhatdsi proteinek: o savas glikoprotein,
koldéniastimulalé faktor-1, komplementkompo-
nens-inhibitor C1, komplement C1, C2, C3, C4,
C7, komplementfaktor B, C és D, CRP, haptog-
lobin, interleukin 1-p, interleukin 4, 6, 7, 8, 10,
12, 18, lipokalin 24p3, macrophagmigraciot
gatld faktor-1, monocyta kemoattraktans pro-
tein-1, szérumamiloid A3, TNF-q.

o Egyéb proteinek: angiopoetin 1, 2, angiotenzino-
gén, kalcitonin, kemerin, ciklofilin A, C, extra-
celluldris szuperoxid-dizmutaz (SOD), galek-
tin-1, fibroblastnovekedési faktor, majnoveke-
dési faktor, aldoszteron-releasing faktor, ideg-
novekedési faktor, pigment-epithelium eredett
faktor, transzferrin, stroma eredetd faktor-1,
transzformal6 névekedési faktor-pf (TGF-p),
szoveti faktor, vascularis endothelialis noveke-
dési faktor.

Ezek koziil a fehérjék koziil a kovetkezokkel foglal-
kozunk részletesebben, tekintettel arra, hogy szoro-
sabb a kapcsolatuk a metabolikus szindrémaval: ext-
racelluldris matrix fehérjék, tumornekrozis-faktor-o
(TNF-a), interleukin-6 (IL-6), monocyta kemoatt-
raktans protein-1 (MCP-1), leptin, adiponektin, re-
zisztin, retinolk6té protein-4, viszfatin, aldoszte-
ron-releasing faktor.

Extracellularis matrix fehérjék

Obesitasban a zsirsejtek megvaltoztatjak az ext-
racelluldris matrix osszetételét, ami lokalis gyulla-
dashoz vezet. Ectopias zsirszovet képzddik az erek
és a sziv koriil, amely karositja mikodésiiket, talan
éppen citokinek termelése révén is. Ma még nem
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tudjuk, hogy az extracellularis matrix megvaltozasa
oka vagy kovetkezménye-e az obesitasban latott el-
téréseknek.

TNF-a. [19]. Szérumszintjének emelkedése a sejtek
felszinén megtaldlhat6 citokinreceptor aktivacidjan
keresztiil intracellularis oxidativ stresszt indukal. En-
nek mechanizmusa a NADPH-oxiddz enzim aktiva-
cidja, ami fokozott szuperoxid szabadgyoktermelést
indit meg. A szuperoxid szabad gyokét a SOD emzim
diszmutalja hidrogén-peroxiddd, amely gatolja az in-
zulin intracelluldris jelatvitelét és ezaltal inzulinre-
zisztenciat valt ki. A folyamat pozitiv visszacsatolast
idézhet el6 azaltal, hogy az intracellularis oxidativ
stressz az NF-k-B nuklearis receptort aktivalva to-
vabbi citokin- és citokinreceptor-expressziot indu-
kalhat és ezzel circulus vitiosus alakulhat ki.

Interleukin-6 (IL-6) [20]. Az inzulinrezisztencia-
val valé kapcsolata ellentmondasos. Egyesek sze-
rint az inzulinreceptor-szubsztrat ubikvitin keltette
degradacidjat okozza a majban és a zsirsejtekben.
A vazizomban azonban fizikai aktivitas sordn, ami-
kor az inzulinérzékenység jelentdsen javul, dramai
IL-6-emelkedést irtak le.

Monocyta kemoattraktdins protein-1 (MCP-1) [21].A
zsirsejtek altal termelt MCP-1 kemotaktikus hatdsu
a macrophagokra. A zsirszovet macrophaginfiltraci-
6ja fontos szerepet jatszik a szubklinikus gyulladas
kialakuldsaban, amely nagy jelent6ségti az inzulinre-
zisztencia létrejottében (nem kis részben szerepe van
ebben a macrophagok altal termelt citokineknek, lasd
a TNF-a-nal).

Leptin [22].Elnevezése a gorog leptosz (sovany) szo-
bdl ered. Ez a 167 aminosavbdl allé6 hormon elsdsor-
ban a zsirsejtekben termeldédik, és az étvagyat, vala-
mint az energi-felhasznalast szabalyozza. Tultaplalas
hatdsara termelése n6, éhezéskor csokken. Recepto-
ra a citokinreceptor-csaladba tartozik, jelatvitelében
szerepel az inzulinreceptor-szubsztrat is. Noveli a ci-
tokintermelést és ezaltal is befolyasolja a szubklini-
kai gyulladast. Folvet6dott a leptinkezelés lehet6sége
obes, metabolikus szindrémas betegek esetében, a ke-
zelés azonban hatastalannak bizonyult, mert leptin-
rezisztencia alakult ki a betegekben. A legmagasabb
leptinszinteket szérumban metabolikus szindromas,

uraemias betegekben lehet mérni, ennek szerepe le-
het az uraemias fogyas kialakuldsaban.

Adiponektin [23]. Ezt a 30 kDa-os molekulatomegt
proteint is a zsirsejtek termelik; szérumszintje inzu-
linrezisztenciaban csokken. Polimer formaban van
jelen a keringésben, oligomer (trimer, hexamer) és
polimer (18-szoros) formaja is eléfordul. Inzulinér-
zékenységet javité formaja nagymértékd polimeriza-
cids fokot mutat. Ubikviter két receptoran (AdipoR1
és AdipoR2) keresztiil fejti ki hatasat, amely tobbek
kozott az AMP-kinazon (AMPK) keresztiil jon 1étre.

Rezisztin [24]. Ez a 12 kDa molekulatomegt, homo-
dimerként szekretalddé fehérjehormon zsirsejtekben
és macrophagokban is expresszalodik. Kimutattdk
kapcsolatat az inzulinrezisztenciaval, gatolja az in-
zulin kivaltotta glukdz- és zsirsavfelvételt. Ugy tiinik,
hogy szoros, de ellentmonddsos kapcsolatban 4ll a
gyulladasos folyamatokkal. Lipopoliszaharid (LPS)
noveli a rezisztin termel6dését, és a rezisztin hatdsara
emelkedik a TNF-a-képzddés. Ugyanakkor néhany
sejtkisérletben ezeket az eredményeket nem sikeriilt
megerdsiteni és human epidemioldgiai vizsgalatok-
ban az egyéb adipokinre valo korrigalas utan a rezisz-
tin inzulinrezisztenciara kifejtett hatasa kismértékai-
nek tint.

Retinolkoté protein-4 [25]. Overexpresszidja so-
rdan inzulinrezisztencidt irtak le, s6t a szérum-
szintje Osszefliggést mutatott a metabolikus szind-
roma komponenseivel, az obesitassal, a magas
systolés vérnyomassal, a szérumtriglicerid-szinttel
és a HDL-koleszterin-koncentraciéval. Szoros inverz
korrelaciot talaltak a zsirszoveti GLUT-4 (az inzulin-
figgd glukoztranszporter) expresszidjaval. Mivel a
retinolkoté protein-4 az A-vitamin transzportere, a
tovabbiakban sziikség lesz annak megvizsgalasara,
hogy van-e dsszefiiggés az A-vitamin metabolizmusa
és a metabolikus szindroma kozott.

Viszfatin [26]. A zsirsejtekben és a macrophagokban
termel6d6 adipokin. Korai B-sejt-novekedési faktor-
ként ismerték meg elGszor, és csak késébb dertilt ki,
hogy hat a szénhidrat-anyagcserére is. Szamos gyul-
ladasos folyamatot befolyasol, ezért ugy tekinthetiink
ra, mint primeren gyulladasos mediatorra. A vércu-
korszintet csokkenti, az inzulinrezisztenciat mérsék-
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li. Ezt a hatdsat azzal éri el, hogy noveli az IRS-1 és
az IRS-2 tirozin-foszforilaltsagat és aktivalja az Akt-t.
Erdekes médon a viszfatin kétédik az inzulinrecep-
torhoz, de mas poziciéban, mint az inzulin. Szérum-
szintje nem valtozik az étkezéssel parhuzamosan, és
koncentracidja csak mintegy tizede az inzulinénak.

Aldoszteron-releasing faktor [27]. A 2003-ban kozolt
adatok arra utalnak, hogy a zsirsejtek termelnek egy
specidlis fehérje természetd hormont, amely a mel-
lékvesébdl aldoszteronszekréciot indukal. Az aldosz-
teron pedig intracellularisan oxidativ stresszt kelt,
gatolja az inzulinreceptor-szubsztrat tirozinjanak
foszforilalasat és serkenti a szerin foszforilalasat. Ez
csokkenti az inzulin-jelatvitelt (a részleteket lasd még
késGbb).

Az endoplazmatikus retikulum stressz

Az endoplazmatikus retikulum az a sejtorganel-
lum, amely a fehérjék szintézisét végzi. Fokozott fe-
hérjeszintézis esetén az endoplazmatikus retikulum
nem tud megbirkoézni a feladattal és karosodik md-
kodése, ilyenkor endoplazmatikus retikulum stressz-
16l beszéliink. Kovetkezménye, hogy a fehérjék ,,fol-
ding”-ja nem torténik megfelelen, és a fehérjék az
endoplazmatikus retikulumban akkumulalédnak.
Ennek hatasara a sejt specialis folyamatokat indit
be (unfolded protein response, UPR), amelyek ered-
ménye citokintermelés és gyulladds lesz. Az endop-
lazmatikus retikulum stressz soran az inzulinrecep-
tor-szubsztrat szerin-foszforilaciéja alakul ki, amely
onmagaban inzulinrezisztenciat kelt.

EGYEB HORMONOK

Sok hormon esetében igazoltak inzulinrezisztenciat
okozé hatast. Kozismert a glukokortikoidok, a pajzs-
mirigyhormonok, a névekedési hormon (IGF-1), a
sympathicus idegrendszer jelatvivéinek és a gluka-
gonnak a kontrainzuldris hatdsa.

Gastrointestinalis hormonok

Ghrelin [28]. A ghrelin génnek 3 terméke ismert:
az acil-ghrelin, a dezacil-ghrelin és az obesztatin. Az
acil-ghrelin 28, a dezacil-ghrelin 27, az obesztatin 23
aminosavbol all, és a preproghrelinbdl proghrelinen
keresztiil képzédnek. Az acil-ghrelin (GHS-R1a és
GHS-R1D) és a dezacil-ghrelin (GHS-Rx) receptora

ismert, de az obesztatiné nem. Az acil-ghrelin a gyo-
mor X/A sejtjeiben képzddik, noveli a gastrointesti-
nalis traktus motilitast, képes atlépni a vér-agy gaton
és fokozza az étvagyat, de az obesztatin nem képes
passzalni a vér-agy gatat. Az acil-ghrelin csokkenti
az inzulinszekréciot és az inzulinérzékenységet. Ezzel
szemben a dezacil-ghrelin néveli az inzulinszekréci-
6t és javitja az inzulinérzékenységet. Ezek alapjan ugy
tlinik, hogy az acil- és dezacil-ghrelin aranya fontos
lehet az inzulinérzékenység szempontjabdl és a deza-
cil-ghrelinnek taldn terapids szerepe is lehet a meta-
bolikus szindrémaban. Eziranyu tovabbi vizsgalatok
szitkségesek.

Inkretinek [29]. Hagyomanyosan két hormont szo-
kas itt megemliteni, amelyek a metabolikus szindro-
ma szempontjabol fontosak lehetnek: a glukagonszerti
peptid-1-et (GLP-1) és a glukozdependens inzulinotrop
peptidet (GIP). Az inzulinrezisztenciaval jaré 2-es ti-
pust diabetes mellitus kezelésében mind szélesebb
korben alkalmazott un. inkretinkezelés ezek befo-
lyasolasan vagy hatasuk imitalasan keresztiil valésul
meg. A GLP-1 az ileum és a vastagbél L-, a GIP a duo-
dénum K-sejtjeiben termel6édik. Mindketté glukoéz-
szintfliggden stimuldlja az inzulinszekréciot, elsésor-
ban a korai (elsd) fazist. Ez a hatasuk a nervus vagus
afferentaciéjanak befolyasolasan keresztiil valdsul
meg. A GLP-1 gatolja a gyomoriiriilést, csokkenti a
taplalékfelvételt és igy a testsulyt is, gatolja a gluka-
gonszekrécidt, de mindezekre a GIP nincs hatdssal.
A GLP-1 és a GIP lebontasat végz6é enzim, a dipep-
tidil-peptidaz-4 (DPP-4) percek alatt hatdstalanitja
ezeket a hormonokat. A DPP-4 enzim gatlok nagy
szamban keriiltek forgalomba az utobbi években az
obes, 2-es tipusu cukorbetegek kezelésére. GLP-1-mi-
metikus hatdssal rendelkez8, a DPP-4-inaktivacidra
rezisztens készitmények is elérhet6k, amelyeknek
testsulycsokkentd hatasuk van.

Az inzulin intracellularis jelatvitelében
szerepet jatszo proteinek és miikodésiik
karosodasa metabolikus szindrémaban

Az inzulin intracellularis jelatvitelére egy olyan fe-
hérjefoszforilacios kaszkadrendszer jellemzd, amely
az inzulinjelet dontéen négy iranyba tovabbitja (11-
86. dbra).
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11-86. dbra. Az inzulin intracellularis jelatvitelének sema-
tikus abrazolasa

A folyamat részletei az interneten megtalalhatok:
Inzulin-jelatvitel, vasodilatatio, AKT, eNOS [30],
[31].
Inzulin, sejtosztédas, MAPK-rendszer [32], [33].
Szabad gyokok, inzulin, inzulinrezisztencia, jelat-
vitel [34], [35], [36] [37].

Az anyagcsere- és a vasodilatatios hatds kialakulasa-
ban egyrészt az Akt (protein-kinaz B) utvonal jatszik
dont6 szerepet. Ebben a foszforilacios rendszerben
ugyan fontos szerepe van az Akt-nak, de annak csak
egy eleme, hiszen el6tte az inzulinreceptor-szubszt-
ratok (IRS, 1-4 izoenzim), a PI-3 kindz, a PDK (fosz-
foinozitiddependens protein-kindz) és utdna is sza-
mos kindz jatszik abban szerepet, hogy kialakuljon
az inzulin anyagcserehatasa. Ez altal transzlokalodik
a gluko6z izomra és zsirszovetre jellemzo inzulinfiiggd
transzportere, a GLUT-4 (glukoztranszporter-4) az
intracellularis kompartmentbdl a plazmamembran-
ba, aminek segitségével bejuthat a glukoéz a sejtekbe.
Masrészt viszont az Akt kozvetlen modon foszforilal-
ja az aktivalohelyen az endothelidlis nitrogén-mon-
oxid-szintdz (eNOS) enzimet és ez altal vasodilatatiot
okoz.

Harmadrészt a mitogén aktivalta protein-kinaz
(MAPK) rendszeren keresztiil sejtproliferaciot, dif-
ferenciaciot, valamint endotelinszekréciot valt ki. Az
endotelin-1 pedig vasoconstrictor hatasu.

Az inzulin tehdt egyszerre hat az anyagcserére és
a hemodinamikara (a vérnyomasra), azaz megadja a
metabolikus szindroma anyagcsere-eltéréseinek és a
vérnyomas emelkedésének a kozos kulcsat.

Metabolikus inzulinrezisztencia
van, amely azonban tobb szempontbol is szelektiv.

szindroméban

Egyrészt szervszelektiv, azaz a vesében az inzulin

natriumot retineald hatdsa megtartott marad, igy a
hyperinsulinaemia nem képes kompenzalni az inzu-
linrezisztencia miatt kiesett anyagcserehatast, de a ve-
sében a fokozott natriumretencié miatt folyadék-visz-
szatartashoz ¢és vérnyomas-emelkedéshez vezet.
Masrészt pedig szelektiv az inzulinrezisztencia olyan
szempontbdl is, hogy mig az Akt-utvonal nem mii-
kodik jol, addig a MAPK-utvonalon normaélis a jelat-
vitel. Ennek az utébbinak az a kévetkezménye, hogy
a masodik fazisu fokozott inzulinszekrécié hatasara
létrejové hyperinsulinaemia fokozott mitogén hatdsa
kovetkeztében az érfali simaizomban sejtproliferacio
alakul ki, amely az atherosclerosis korai jellegzetes-
sége. SOt ujabban ennek a fokozott MAPK-hatasnak
szerepet tulajdonitanak a metabolikus szindrémaban
jelentkezd megnovekedett tumorkockazatnak is.

Végiil az inzulinrezisztencidban az inzulin intra-
cellularis jelatvitelének megtartott MAPK-utvonala
az emlitett médon az endotelin-1 fokozott termelésé-
hez és felszabadulasahoz vezet, ami ellenstlyozza az
inzulin—eNOS-nitrogén-monoxid utvonal vasodila-
tatios hatasat, s6t vasoconstrictiot okoz, amely vér-
nyomas-emelkedéshez vezet.

Felvet6dik a kérdés, hogy mi okozza az inzulin-jel-
atvitelnek ezt a szelektiv karosodasat. A korrekt va-
lasz erre a kérdésre az, hogy ma még nem tudjuk
pontosan. Néhany ujabb biztaté eredmény szerint
szerepe lehet ebben a jelatviteli fehérjék nem enzima-
tikus glikdcidjanak, valamint az enzimatikus O-gli-
kozilacionak.

Ugyancsak szerepet jatszhat a folyamatban a fehér-
jék redoxregulacidja. Ismert ugyanis, hogy az inzulin
jelatvitelében fontos szerepe van a hidrogén-peroxid-
nak, amely az inzulin hatasara részben a NADPH-oxi-
daz, részben a szétkapcsolt eNOS aktivalasa révén
termelddik. Az eNOS szétkapcsolédasanak szamos
oka lehet metabolikus szindrémaban, pl. az eNOS
glutationildciéja révén is. A hidrogén-peroxid az
adenozin-monofoszfat-kinaz (AMPK) aktivaciéjan
keresztiil befolyasolja az inzulin anyagcserehatasat,
valamint az extracellularis receptor-kinaz (ERK) ak-
tivalo foszforilaciojat bontd foszfataz enzim SH-cso-
portjanak oxidalasa révén is. A foszfatazt inaktivalva
az ERK foszforilacidjat és igy aktivitasat is stabilizalja.
Ez utébbi a MAPK-utvonal aktivalédasaban, sejtpro-
liferacioban és vasaconstrictioban jelenik meg. Azt is
kimutattak, hogy a hidrogén-peroxid akut hatasa az
inzulin anyagcserehatasdanak névekedéséhez, kroni-
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kus hatdsa annak csokkenéséhez vezet, valdszintileg
az IRS-1 foszforilacidjanak megvaltoztatasa révén.

Tovabb bonyolitja a képet, hogy az Akt és a
MAPK-rendszer kozott intracellularisan egy ultra-
rovid visszajelzéses rendszer is mikodik, amely az
mTOR-IRS (mammalian target of rapamycin, az Akt
utvonal egyik effektora) és az ERK-IRS vonatkoza-
saban valosulhat meg, igy az inzulin-jelatviteli utak
egymas aktivitasat is szabalyozzak.

Osszefoglalas. A metabolikus szindréméra ugy kell
tekinteniink, mint korunk legjelentésebb egészség-
tgyi kihivasara. A fehérjék szintjén az extracellularis
matrix proteinekt6l a hormonokon és a citokineken
at az intracellularis foszforildciés kaszkadban részt
vevl proteinekig szamtalan kozremiikodé identifi-
kalhato a tiinetegyiittes kialakuldsaban.
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A proteomika kutatasi
eredményei a jelen és a jovo
klinikai laboratériumaban

MARK LASzLO

A patolégias koriilményekre jellemz6 molekularis fo-
lyamatok diagnosztikaja soran a legvaltozatosabb ti-
pusu és koncentracioji biomolekuldk, tobbek kozott
proteinek, peptidek, hormonok, gydgyszermetabo-
litok megbizhaté mindségi és mennyiségi vizsgalatat
igényli. Ennek a kihivasnak megfeleléen a klinikai la-
boratériumok a legmodernebb analitikai médszerek-
kel vértezik fel magukat, ebben az eszkoztarban tobbek
kozott megtalalhatd a gaz- és folyadékkromatografia-
val kapcsolt tandem tomegspektrometria is. A kiilon-
boz6 polaritasu és szerkezeti biomarkerek vizsgalata
soran szinte az Osszes ionforrds- és analizatortipust
alkalmazzak, de a legelterjedtebbek az elektrospray
és a lézerdeszorpcids ionizacion alapuld, valamint a
kvadrupdl, ioncsapdas és repiilési id6 analizatorral, ill.
ezek kombindcidjaval ellatot késziilékek. A jelenlegi
gyakorlatban a tomegspektrometriat elsésorban a kis
molekulatomegli vegyiiletek meghatarozasara hasz-
naljak, igy nagy jelentésége van az ujsziilttkori sziirés,
az endokrin betegségek diagnosztikdja, a toxikologia
és a farmakologia teriiletén. A biopolimerek, elsésor-
ban peptidek, polipeptidek és fehérjék tomegspektro-
metridra épiilé diagnosztikus vizsgdlata teljesen dj és
rendkiviil perspektivikus iranyt képvisel a laborato-
riumi medicina teriiletén. Segitségével nem csupdn a
vegyiiletek mennyiségi vizsgalatat lehet elvégezni, de
egyarant megvalosithaté a potencialis biomarkerek
szekvencidjanak, poszttranszlaciés kémiai mddosita-
sainak és metabolitjainak vizsgalata.

A tomegspektrometria alkalmazasa a proteomikaban

A proteomika napjaink egyik legdinamikusabban
fejldd6 tudomanyaga, amely az elmult évtizedekben
mind modszertandt, mind bioinformatikai hatterét te-
kintve forradalmi valtozasokon ment keresztiil. A pro-
teomika kifejezést el6szor 1995-ben kezdték el hasz-
nalni egy sejt, szovet vagy szerv Osszes fehérjéjének
kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara. A proteom
a genom altal kifejezett teljes fehérjeallomanyt jelen-
ti, igy e fogalom az él6 szervezetben el6forduld osszes,

szerkezetében akdr a legkisebb mértékben eltérd fehér-
je megismerésével foglalkoz6 tudomanyteriilet, amely
a genommal kapcsolatos kutatas kiegészitGjeként jott
létre. Mdara mar 6nalld tertiletté nétte ki magat a tu-
domanyos koztudatban. Jelentdségét az is nagyon jol
bizonyitja, hogy a proteomikai vizsgalatok a korszerti
gyogyszerkutatas és az orvostudomany tovabbfejlesz-
tésében, ill. a mainal hatékonyabb diagnosztikai elja-
rasok és terapias szerek kifejlesztésében elengedhetet-
lenné valt. A proteomika kutatasi teriiletébe tartozik
az egyes fehérjék eredetének felderitése, rendszertani
besorolasa, a killonbozd forrasbdl szarmazo, de azo-
nos bioldgiai funkcidt ellaté proteinek szerkezetének
és lokalizacidjanak meghatarozasa, jelenlétének vagy
hianyanak igazolasa. A modern fehérjeanalitikai el-
jarasok segitségével lehetévé vélt a komplex bioldgiai
rendszerek teljes proteomjanak akar szubfemtomol
tartomanyban végzendd kvalitativ és kvantitativ vizs-
galata. A tomegspektrometrids eljarasok nagy érzé-
kenységiiknek, rendkiviili specifikussaguknak, széles
koncentraciétartomanyon beliili alkalmazhatésaguk-
nak, reprodukalhatésaguknak, ill. automatizalhatdsa-
guknak koszonhetéen kivaléan alkalmazhatéak a kli-
nikai diagnosztikaban. Az MS — a jelenleg altalanosan
alkalmazott rutin-diagnosztikai eljarasokkal szemben
— olyan dinamikus analitikai szemléletmodot tesz le-
het6vé, amely egyediilallo lehetdségeket nyujt tobbek
kozott a diagnosztikai jelent6ségli biomarkerek ki-
mutatdsa, a lipidomika, ill. a metabolomika tertiletén.
Segitségével lehet6ségiink van a mar jol bevalt és pon-
tosan validalt diagnosztikai biomarkereken tul azok
analogjainak, izoformainak, metabolitjainak és mo-
lekularis kolcsonhatdsainak vizsgdlatara, ill. 4j diag-
nosztikus jelentéségli biomolekuldk kimutatdsara. A
tomegspektrometria tovabbi elénye, hogy az archivalt
tomegspektrumok kiértékelése és statisztikai elemzé-
se barmikor megismételhetd, igy a jovében olyan pa-
raméterek és komponensek is elemezhetévé valnak,
amelyek patologias és diagnosztikai szerepe a vizsga-
latok lefolytatasakor még nem ismert.

A tomegspektrometria igen gyors és hatékony
diagnosztikai mddszer lehet a fert6z6 human pato-
gének kimutatdsara. Kiilonboz6 intakt mikroorga-
nizmusok, mint baktériumok, virusok és gombak
kimutatdsara elsésorban a MALDI TOF tomeg-
spektrometriat alkalmazzak, amelynek tobbek kozott
rendkiviili elénye nagy mintaatereszté képessége és
egyszerli mintael6készitési igénye, valamint az, hogy
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széles tomegtartomanyban (kb. 50 Da-tél 500 000
Da-ig) alkalmazhat6. A moédszert hatékonyan alkal-
mazzak olyan tomegesen eléfordulo fert6zések eseté-
ben, mint pl. a HIV, a mikobakterialis fertézések és
a maldria, de nem csupan a kérokozdok kimutatasa
végezhet6 el a MALDI TOF MS segitségével, hanem
meghatarozhato az Gj multidrogrezisztens patogének
jelenléte és kialakuldsa egyarant. A human patogének
proteomjanak meghatarozasa alkalmas fajspecifikus
diagnozis felallitasara, amelyet kivadloan kiegészit a
koérokozokra jellemz6 kisebb molekulatomegli kom-
ponensek, pl. mycobacterium esetében a sejtmemb-
rant felépité specifikus mikolsavak azonositasa.
Rendiviil perspektivikus alkalmazasi teriilet a virus-
fertézések (HIV, HBV, HCV, HPV stb.) sordn a fertd-
z0ott sejten beliil tapasztalhatd proteomikai valtozasok
tomegspektrometrids vizsgalata, amelyre 2D-PAGE
gélelektroforézist, MALDI TOF MS-t, folyadékkro-
matografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometriat,
SELDI proteinchipet és proteinmikroarray techni-
kakat lehet alkalmazni. A gazdasejt expresszids pro-
teomikai elemzésén kiviil diagnosztikai szempont-
bdl jelentds lehet a gazdaszervezet immunvalaszara
jellemz6 biopolimerek, biomarkerek kimutatasa és a
fert6z6 patogén proteomjanak és annak moédosula-
sainak evolucids vizsgalata.

Az ujsziilottkori sziirések esetében a tomegspekt-
rometria jol bevalt, hatékony diagnosztikai mddszer,
azonban f6ként a killonbo6z6 lipidek és egyéb kis mo-
lekulatomegt biomarkerek (pl. aminosavak) kimuta-
tasara hasznaljak. Viszonylag kevés az olyan applika-
ci6, amelyben diagnosztikai jelent6ségt peptidek és
fehérjék kimutatdsat végzik el. Ezek koziil az egyik
legjelentdsebb a hypophysis adenilat-ciklaz-aktivald
polipeptidje (PACAP) jelenlétének, lokalizdcidjanak
és koncentracidjanak vizsgalata.

A tomegspektrometriara épiilé peptidomika és
proteomika egyik legnagyobb felhasznalasi teriile-
te az onkoldgia. A belignus és malignus elvaltozasok
korai fazisban végzett kimutatasa és differencialasa,
valamint a gyogyszeres és sugarterapia nyomon ko-
vetése egyarant elvégezheté a modern tomegspekt-
rometria segitségével. Szamos olyan vizsgalat latott
napvilagot, amelyekben kiilonboz6 testfolyadékok
(vér, szérum, vizelet, nydl stb.) proteomikai vizsga-
latat végezték el tumorokra jellemzd, korai fazisban
is kimutathaté biomarkerek keresése céljabol. Tob-
bek kozott ilyen potencidlis tumorbiomarker lehet az

annexin 1 és 2, valamint a peroxiredoxin-2, amelyek
hatékonyan mutathaték ki nem invaziv médon pl. a
betegek nyalabdl is.

A kozponti idegrendszerben igen kis mennyiségben
el6fordulé neuropeptidek és proteinek nagyhatékony-
sagu vizsgalata az egyik legfontosabb alkalmazasi te-
riilete a tandem tomegspektrometrianak. Ennek kivalo
példaja a mar emlitett PACAP MALDI TOF és ESI t6-
megspektrometrids vizsgalata (11-87. dbra). A PACAP
legnagyobb mennyiségben a kozponti és a periférias
idegrendszerben fordul eld, de kimutathaté mas szo-
vetekben is, ilyenek pl. az endokrin mirigyek, az ivar-
szervek, a gastrointestinalis traktus teljes hossza és a
cardiovascularis rendszer. A PACAP szdmos endokrin
hatasa ismert (pl. a pajzsmirigy, a gonadalis szteroido-
genezis, a spermiogenezis és az ovarialis follicularis fej-
16dés befolyasolasa, a pancreas inzulintermelésének és
a mellékvese katekolaminszintézisének stimulacidja és
a memoriafolyamatok serkentése). Kozponti szerepet
jatszik a ritmusszabalyozasokban (pl. alvasszabalyozas,
hészabdlyozas). Részt vesz a hugyuti szervek vizelet-
tritési reflexében, a simaizom reflexans hatasaban és
a stresszadaptaciés magatartas szabalyozasaban. A
PACAP-nal beszélniink kell neurotrofikus és neurop-
rotektiv hatdsrdl is. A PACAP kiilonboz6 jelatviteli
utakon keresztiil fejti ki antiapoptotikus, protektiv ha-
tasait, amelyek egymassal szorosan konvergalnak. A
citoprotektiv hatasokért, majdnem minden esetben
a PACl-receptor felel6s, de a hatdsok kozvetitésében
a VPAC is szerepet jatszik. E vegyiilet neuroprotektiv
hatasaval szorosan osszefligg az idegrendszer fejlodé-
sében betoltott szerepe. A PACAP és receptorai mar
igen koran megjelennek az 0j idegrendszerben, és
szerteagazo6 hatdsaik vannak a neurogenezisre, a neu-
ronalis differencidciora, az idegrendszeri mintazat ki-
alakitasara és a gliasejtek fejlodésére.

Napjaink egyik legigéretesebb peptid és protein
biomarker diagnosztikai alkalmazasa a MALDI TOF/
TOF tomegspektrometriara épiild képalkoté mod-
szer (MALDI Imaging), amelynek sordn egy specia-
lis mintatartéra 10-20 mikronos szovettani metszetet
és matixot szaritunk. Ezt kévetéen a mintarol eldre
meghatdrozott szisztémaban és lézerintenzitassal
tobb ezer tomegspektrumot vesziink fel, ezeket a
megfelel$ szoftver az egyes m/z értékekhez tartozo6
intenzitasok eloszlasat képeként jeleniti meg. A mod-
szer Oriasi elénye, hogy parhuzamosan alkalmazhatd
az egyéb (in vivo fluoreszcens, NMR, MRI, CT, FT



A proteomika kutatdsi eredményei a jelen és a jové klinikai laboratériumaban

363

IR) képalkotasi mddszerekkel, igy olyan 1j tudoma-
nyos és diagnosztikai eredményeket szolgaltathat,
amelyek forradalmasitjak a klinikai diagsztika mai
modszertanat.

A tomegspektrometria a kozeljovében a modern
diagnosztikai laboratériumok egyik leghatékonyabb,
kulcsfontossagt koltségkimélé eszkoze lesz. Specifi-
citasa, érzékenysége, kitlind automatizalhatdsaga és
széles spektrumu alkalmazhatésaga révén forradal-
masithatja az egyes betegségek és korokozok kimuta-
tasanak technologiajat.
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11-87. dbra. A PACAP jelenlétének tomegspektrometrids igazolasa:

a, b) PACAP standard
¢, d) Human szérum
e, f) Anyatej



364  11.fejezet A fehérjekutatds modern mddszereinek alkalmazdsa a klinikai patoldgidban — Az ¢j médszertanok ...

A daganatok epidemioldgiai
biomarkerei

Kiss ISTVAN

A daganatok a fejlett orszagokban a masodik leg-
fontosabb halalokot képezik, de ha nem a halaloza-
sok abszolut szdmat, hanem az elvesztett életéveket
vessziik alapul, akkor szdmos orszagban mar az elsé
helyre keriiltek.

Ennek ellenére az is tény, hogy az utobbi évtize-
dekben a daganatos betegségek terapidjanak haté-
konysdga folyamatosan névekedett, bar néhany da-
ganattipus esetében még napjainkban sem tul jok az
otéves tulélési aranyok (pl. hasnyalmirigy-daganatok,
tidorak). Az emlitett javulds részben Uj gyogysze-
rek és Uj kezelési stratégiak (pl. célzott terapia, mo-
noklonalis antitestek, antiszensz oligonukleotidok)
kifejlesztésének, részben a meglevé kezelési modok
tovabbfejlesztésének (pontosabb, hatékonyabb besu-
garzas), részben pedig a daganatok korabbi diagnézi-
sanak tudhato be.

Daganatsziirés

A daganatok el6forduldsi mintazatait, az Otéves
tulélések valtozasat, valamint a haldlozasi adatokat
elemezve egyértelm, hogy a felsorolt tényezok koziil
populdcids szinten a legnagyobb jelentdsége a korai
diagnozisnak van. Eppen ezért a daganatos betegsé-
gek terén kiemelt fontossdga van az igen korai, még
tiinetmentes allapotban valé diagnosztizalasnak. Mi-
vel tiinetmentes stadiumrdl van sz, a beteg nyilvan-
valéan nem fordul orvoshoz; épp ellenkezdleg, az
egészségligy részérdl van szitkség aktiv magatartasra,
ami az ,egészséges” népesség (ill. annak kivalasztott
csoportjai) szlir6vizsgalatat jelenti. Mivel itt nem kli-
nikai vizsgalatokrol van sz6, hanem nagy lélekszamu
tiinetmentes populaciok tesztelésérdl, ezekkel a vizs-
galatokkal kapcsolatban specialis kivanalmak érvé-
nyesiilnek. A sztrdvizsgalatok kockazatdnak a kli-
nikai vizsgalatoknal sokkal kisebbnek kell lennie, a
varhat6 mellékhatasok és szovédmények ritkabb el6-
fordulasaval, tovabba joval egyszertibbnek, olcsobb-
nak is kell lennitik, cserében specifitasuk altalaban
kisebb mértékti a diagnosztikus vizsgalatokénal. A
daganatok szlirésére szamos lehetéség all rendelke-
zésre, pl. megtekintés (melanoma), fizikalis vizsgalat,

mammografia, kolonoszképia stb. Mivel e médszerek
tobbsége egyelére nem tokéletes, ill. szamos dagana-
tot illetéen nem is létezik megfeleld sziirémaddszer,
folyamatos kutatas iranyul olyan szenzitiv és specifi-
kus biomarkerek kidolgozasara és validalasara, ame-
lyek alkalmasak lennének nagy populaciok daganatos
sziirdvizsgalatara. Ezek a biomarkerek - a tumormar-
kerek - tehat nem csak a klinikus szdmara fontosak,
hanem még inkabb hasznosak lennének az epidemio-
logia, ill. a kozegészségiigy és a betegségmegel6zés te-
riiletén.

Tumormarkerek

A tumormarkerek kutatdsa nem korlatozodik a fe-
hérje-, ill. peptid természetli markerekre, a vizsgala-
ti lehetéségek skalaja igen széles. Probalkoztak mar
tobbek kozott keringé tumorsejtek kimutatasaval,
mutdciot hordozo sejtek detektalasaval, kering6 vagy
a vizeletben taldlhat6 szabad nukleinsavak vizsgala-
taval, DNS-metilaciés vagy mikroRNS-mintazatok
azonositasaval kiillonbozé vizsgalati anyagokban. A
jelenlegi gyakorlatban mégis szinte kizarélag fehérje
alapu tumormarkerek hasznalatosak.

A tumormarkerek jelenlegi legfébb felhasznalasi
teriilete a klinikai alkalmazas: Szamos tumor markert
alkalmaznak rutinszertien a terapia hatékonysaganak
monitorozasa és az adott betegség kitjulasanak ész-
lelése céljabol. Ezzel ellentétben az epidemioldgiai,
sziirési, betegségmegeldzési célzatu felhasznalds ma
egyeldre nagyon korlatozott keretek kozott mozog. A
fehérje, ill. peptid alapt tumormarkerek populacids
szintd felhasznalasat egyrészt technikai, masrészt elvi
problémak nehezitik.

A technikai nehézséget a kivalasztott fehérjék meg-
felelden szenzitiv és specifikus kimutatasa jelenti. Az
emberi szérumban taldlhaté egyedi fehérjék koncent-
racidja igen széles tartomanyban mozog (ugy hogy
22 fehérje adja az Osszfehérje-mennyiség 99%-at), a
40 g/l koncentracio koriil jelen 1évé albumintdl a né-
hany pg/l-nyi kiilonb6z6 citokinen 4t a csak komoly
metodikai nehézségek aran mérhetd, jelenlegi mod-
szereinkkel a kimutathat6sag hatarat strolé moleku-
lakig. Onmagaban, tiszta oldatbdl a kimutatds nem
jelentene ekkora problémat, de a nagysagrendekkel
nagyobb koncentraciéban jelen 1évé egyéb fehérjék
megnehezitik a kis mennyiségben megtalalhat6 bio-
markerek kimutatasat. A specifikus fehérjedeplécios
eljarasok (pl. az albumin immundeplécidja) eltavolit-
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jak ugyan a nagy mennyiségti, zavar¢6 fehérjéket, de
nagyon gyakran ezek a fehérjék részben vagy egész-
ben megkétik a vizsgalandé fehérjemolekuldkat, igy
azoknak a koncentracidja is jelentésen csokkenhet.

A technikai nehézségek mellett elvi problémdk is
jelentkeznek. Szamos biomarker inter- és intraindi-
vidualis variabilitasa meglehet6sen nagy mértékd,
ami nagyon megneheziti szlir6vizsgalati alkalmazas
soran a megfelel6 hatarérték kijelolését. A sziirévizs-
galatokkal ellentétben az interindividudlis variabilitas
nem okoz gondot a klasszikus (azaz klinikai) tumor-
markerként val6 alkalmazasban, mivel itt a vizsgalt
személy korabban mért értékeihez — amelyet tehat
alapértéknek tekintiink - viszonyithatunk. Tovab-
bi nehézséget okoz az intraindividualis variabilitas,
amely egyrészt random fiziol6gids variabilitast jelent,
masrészt pedig a tumormarkerek szintje nem csak a
daganat jelenléte miatt emelkedhet meg, hanem mas
betegségek, allapotok is novekedést okozhatnak, s6t
egyes markerek értéke az életkor el6rehaladasaval is
valtozik. Leggyakrabban joindulata daganatok, gyul-
ladasok, az érintett szerv hypertrophidja vezet emel-
kedett tumormarkerszinthez, vagyis téves pozitivitas-
hoz.

E problémak miatt jelenleg csakugyan széles kor-
ben mindossze egyetlen tumormarkert hasznalnak
szlirési célzattal, a prostataspecifikus antigént (PSA),
amely kivaléan alkalmas az epidemioldgiai-prevenci-
6s jellegti felhasznalds minden problémajanak illuszt-
réldsara.

A PSA alkalmazasat 1986-ban kezdték meg szé-
lesebb korben, prostatarakos betegeknél, a terapia
nyomon kovetésére és az esetleges rekurrens dagana-
tok észlelésére. Ugyanekkor mar vizsgélatok folytak
az esetleges sztirési célu alkalmazas tekintetében is,
amely azutan a kilencvenes évektdl valt elterjedtté,
elsésorban az Amerikai Egyesiilt Allamokban. A sz{i-
révizsgalatok hatasdra a betegség incidenciaja el6szor
természetszertileg jelentds emelkedést mutatott, majd
valamelyest csokkent. Jelentdsen csokkent ugyanak-
kor a prostatardk-mortalitas — és ebben matematikai
modellezések szerint 45-70%-nyi szerepe lehetett a
szlir6vizsgalat alkalmazasanak -, ill. eltolodds mu-
tatkozott az Ujonnan felfedezett prostatarakok sta-
diumat illetéen, a kedvezébb stadiumd, ill. gradusa
esetek iranyaba. Mindmaig e tényez6k szolgaltatjak a
legfébb érvet a PSA-sziirés mellett. Ugyanakkor mas
epidemiologiai vizsgalatok ellentmondani latszanak

a PSA-szlirések hasznossagat igazolé eredmények-
nek. Az USA 9 régidjanak prostatarak-mortalitasi
elemzése pl. nem talalt jelentds kiilonbségeket, annak
ellenére, hogy a PSA-sztirések gyakorisagaban, alkal-
mazasaban igen nagy eltérések voltak az egyes régi-
ok kozott. Egy masik vizsgalatban pedig a Seattle és
Connecticut régié osszevetése azt mutatta, hogy mig
Seattle kornyékén a szilirés gyakorisaga tobb mint 6t-
szOrose volt a Connecticutéinak, prostatabiopsziat
pedig tobb mint kétszer olyan gyakran végeztek, a
mortalitds mégis gyakorlatilag ugyanannyi volt. A
PSA-szlirés hatékonysagat vizsgald korai tanulma-
nyok is egymastol jelentdsen eltéré eredményeket
mutattak. A PSA-szlirések szenzitivitésa és specifitasa
sajnos meglehetdsen csekély. A nem kielégitd szenzi-
tivitast jelzi, hogy egy vizsgalat a 2 ng/ml-nél alacso-
nyabb PSA-szintet mutaté férfiak korében 33,7%-os
prostatarak-gyakorisagot taldlt. A specificitast egy
masik vizsgalat a 2,6—10 ng/ml-es tartomanyban kb.
25-35%-nak irta le. Ezek az adatok a szlirévizsgalati
hasznalhatdsagot tekintve jéval elmaradnak pl. a ko-
lonoszkdpia 96,6% szenzitivitasatol és 100%-os speci-
fitasatdl (ha végpontként az adenocarcinomat tekint-
jitk). A PSA-szilirévizsgalatok egyébként kiilonbozo
hatarértékeket hasznalnak. A legelterjedtebb a 4 ng/
ml volt, de ezt szimos orszagban, ill. intézményben
lecsokkentették 2,5 ng/ml-re, de van, ahol 2 ng/ml-t
javasolnak. Ujabban nem ritkan figyelembe veszik azt
is, hogy a PSA-szint az életkorral névekszik, vagyis
életkor-specifikus hatarértékeket adnak meg.

A PSA-szilirések hatékonysaganak értékelését év-
tizedeken keresztiil nehezitette az a tény, hogy nem
végeztek e teriileten igazan nagy, randomizalt kisér-
leti epidemiologiai vizsgalatokat. Jelenleg azonban
két nagy randomizalt vizsgalat is folyik, az egyik az
USA-ban zajlik (PLCO), a masik pedig egy multi-
centrikus eurdpai vizsgalat (ERSCP). Az amerikai ta-
nulmany eddigi eredményei szerint a mortalitas nem
kiilonbozott szignifikdnsan a sziirt és a kontrollcso-
portok kozott, az incidencia pedig valamivel maga-
sabb volt a sztirt csoportban. Ugyancsak nem volt el-
térés a talalt daganatok stadiummegoszlasat illetGen,
viszont a Gleason 8-10-es daganatok valamivel gya-
koribbak voltak a kontrollok kérében. Az ERSCP-ta-
nulmany az amerikai vizsgalattal ellentétben enyhe,
de statisztikailag szignifikdns tulélési el6nyt talalt a
PSA-szlirt csoportban a kontrollhoz képest. Ez a tal-
élési el6ny az 55-69 éves korosztalyra korlatozédott.
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Az ERSCP-vizsgélat keretében a PSA-sziirévizsgala-
tok 16,2%-a adott pozitiv eredményt, amelybdl az el-
végzett biopszias vizsgalatok alapjan 75,9% bizonyult
hamis pozitivnak. Az adatok szerint egyébként egy
élet megmentéséhez 1410 ember sztirése, ill. 48 em-
ber kezelése volt sziikséges.

Az ismertetett bizonytalan mortalitasi elénnyel
szemben a masik oldalon jelentés potencialis hatra-
nyok éllnak. Igy példdul egy 67 éves ember esetén
a szliréssel megtalalt prostatarak kezelése atlagosan
7 évvel a klinikai tiinetek varhaté megjelenése el6tt
kezdédik. Ugyanakkor csak minden negyedik pros-
tatarakos beteg halna meg 15 éven belil. A kiter-
jesztett szlirGvizsgalatok legnagyobb veszélye tehat a
tuldiagnozis és a tulkezelés. Olyan prostatarakokat is
nagy szamban diagnosztizalnanak, ahol a beteg élete
soran egyébként soha nem deriilne ki a prostatarak,
mivel az esetek jo részénél a korfejlodés meglehet6-
sen lassi. Ezek a betegek azutan (feleslegesen) ke-
zelésben részesiilnek, aminek sulyos szovédményeti,
mellékhatdsai lehetnek, ill. az életmindségiik jelentds
csokkenéséhez vezetnek (ezek koziil a legfontosabb
az inkontinencia és az erektilis zavarok). A PSA-szi-
rés tehat eddigi ismereteink szerint nem alkalmas
arra, hogy megbizhatéan elkiilonitse a varhatéan
gyors novekedést mutaté tumorokat, ahol valéban
lenne értelme a korai kezelésnek. A sok hamis pozitiv
diagndzis raadasul komoly pszichés terhelést jelent az
érintetteknek, amely hosszabb ideig is fennallhat.

Az eddigiek ismeretében nem meglepd, hogy a
mértékado testiiletek, tarsasagok (Eurdpai Urologu-
sok Szovetsége, Japan Urologusok Szovetsége, Ame-
rikai Rak Tarsasdg, Amerikai Preventiv Medicina
Kollégium) nem javasoljak a rutin PSA-sztrést a
prostatarak megeldzésére (ellentétben pl. a vastagbél-
daganatokkal, cervixtumorokkal, emldrakkal, ahol
a rendszeres szilirés jol kidolgozott, konszenzuson
alapul6 protokollon nyugszik, és fejlett orszagokban
szinte "kotelez6 erdvel” ajanlott). Az ajanlasok élta-
laban az érintett korosztaly (tobbnyire 55 vagy 50 év
feletti férfiak) tdjékoztatasat javasoljak a varhatd el6-
nyokrdl és hatranyokrdl, és a dontést az érintettekre
bizzak, azzal a megjegyzéssel, hogy 75 éves kor felett
e szlirés mar semmiképpen nem ajanlott. Egyetlen
jelentésebb kivétel az Amerikai Urolégusok Szovet-
sége, amely ajanlja a rendszeres szlirGvizsgalatot, de
- a PLCO és az ERSCP eredményei alapjan — krité-
riumrendszerét atdolgozva, nem egységes PSA-li-

mitet javasol, hanem mindenkinek a 40 éves korban
meért sajat PSA-szintjéhez viszonyitott hatarértéket. A
PSA-szlirés mellett sz6l6 érv viszont a terapia folya-
matos fejlddése, differencialt kezelési (ill. aktiv sur-
veillance-) sémak kidolgozasa a kiilonb6z6 stadiumu
betegségekre, a szovédmények és a mellékhatasok
csokkentésére szolgald erdfeszitések, amelyek egyiit-
tesen a szlirt csoportokban idével jelentésebb morta-
litdscsokkenéshez vezethetnek.

Tovabbi lehetséges biomarkerek kutatasa

Réaadasul a prostatarak az idds kor betegsége, ezért
gyakorisaga a varhat6 atlagos élettartam emelkedé-
sével varhatéan tovabb nd, vagyis kiilonosen fontos
lenne olyan biomarkerek azonositasa, amelyek a je-
lenlegi egyszerli PSA-vizsgalatndl hatékonyabban és
specifkusabban lennének alkalmazhatok a prosta-
tardk szlirésére. Az e téren folyd intenziv kutatdsok
tobb irdnyban is biztatoak. Igéretesnek tiinik egy-
részt a PSA vizsgalatanak tovabbfejlesztése, pl. élet-
kor- vagy akar személyspecifikus hatarértékek ki-
dolgozasa, a PSA-str(iség vizsgalata, a szabad/teljes
PSA arany mérése, komplex PSA, PSA-sebesség, ill.
PSA-izoformak (pl. proPSA) vizsgalata formajaban.
Tesztelik tovabba a PSA helyett/mellett tovabbi fe-
hérje vagy nem fehérje természetd (pl. PCA3 RNS
mennyisége a vizeletben, DNS-metilaciés mintaza-
tok) tumormarkerek sziirévizsgalati alkalmazhatdsa-
gat is. Tovabbi szoba johetd fehérjetermészeti mar-
ker pl. a hK2 (human kallikrein 2), amely a PSA-val
mintegy 80%-os homoldgiat mutato6 szerin-protedz),
amely — ugy tnik —, hogy az agressziv, extracapsu-
larisan terjedd prostatardk prediktiv biomarkere. Az
uPAR (urokinase-type plasminogen activator re-
ceptor) felhasznaldsanak elvi alapjat az adja, hogy a
prostatarak terjedése sordn az extracelluldris matrix
degradacidjaban szerepe van a plazminogénkaszkad
aktivalédasanak. A plazminogénaktivator recepto-
ranak (uPAR) megnovekedett koncentracidja mar
bizonyitottan a rossz prognozis jele eml6-, vastag-
bél- és tiidérakban. Ujabb vizsgélatok szerint e bio-
marker alkalmas lehet a prostatarak sziirésére is. A
prostataspecifikus membran antigén (PSMA) a pros-
tata epithelsejtek membranjanak alkotorésze. Eddigi
vizsgalatat elsdsorban miitéti anyagokbol vagy biop-
szidbdl vett szovetekben vizsgaltak, de szlirévizsgalati
alkalmazhatosagat is tesztelik, a szérumbdl végzett
Western-blot vagy ELISA alapi meghatarozassal. A
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korai prostatarak-antigén (early prostate cancer anti-
gen, EPCA, ill. az ugyancsak matrixprotein EPCA-2)
nukledris matrix protein, amely nagyobb mennyiség-
ben van jelen prostatardkos szévetben, mint egészsé-
gesben. Egy — sajnos meglehetdsen kis elemszamon
végzett — szlirGvizsgalati jellegli tesztben a prostata-
rakot az EPCA és EPCA-2 biomarker segitségével
92%-0s szenzitivitassal és 94%-os specificitassal tud-
tak detektdlni. Tobb vizsgélat iranyult a kaveolin-1
(cav-1) lehetséges biomarker felhasznalhatésaganak
tisztazasara. A fehérje a sejtmembran-invaginaciok-
ban taldlhaté membranalkotorész, és szerepe van pl. a
molekularis transzportfolyamatokban, a sejtadhézié
soran, ill. a jelatviteli folyamatokban. A szérum emel-
kedett cav-1-koncentricidja alkalmasnak bizonyult
olyan prostatarakos betegek azonositasara, akiknél a
PSA-szint két év soran sem emelkedett 1,5 ng/ml folé.

Az eddig felsoroltak mellett szamos mds potencia-
lis tumormarkerrel folynak vizsgalatok, pl. a komp-
lement 4a komponens (C4a), a protein-C inhibitor,
a cink-a -glikoprotein, a PEDF (pigment epitheli-
um-derived factor); remélhet6leg mihamarabb sike-
ril epidemioldgiai markerként, magas specificitassal
és szenzitivitdssal széles korben alkalmazhaté bio-
markereket talalni.

Tovabbi lehetséges markerként jonnek széba egyes
tumorantigénekkel szemben termel6dé autoantites-
tek. Prostatardkos betegek tumorantigénjeire adott
humoralis immunvalasz elemzésével sikeriilt ki-
dolgozni egy autoantitestpanelt, amellyel 81,6%-0s
szenzitivitast és 88,2%-os specificitast értek el a da-
ganat azonositasaban. Ugyancsak szamos multidi-
menzionalis proteomikai vizsgalatot végeztek, f6ként
tomegspektrometria, MALDI-MS vagy SELDI-MS
alkalmazasaval. Kapillaris-elektroforézis és tomeg-
spektrometria alkalmazasaval egy 9 polipeptidbdl
allé mintdzat segitségével, vizeletminta vizsgalata
alapjan prostatrakos betegeket tudtak azonositani,
92%-0s szenzitivitassal és 96%-os specificitassal. A
szérumproteinek nagy dinamikus tartomanya al-
tal okozott problémakat esetleg kikiiszobolheti, ha a
vizeletfehérjéket probaljuk meg vizsgalni. Itt viszont
technikai problémat jelenthet a szervetlen sok nagy
koncentracidja.

Az imént felsorolt, kisérleti jelleggel végzett vizs-
galatok némelyike meglepden magas szenzitivitassal
és specificitassal rendelkezett. Azonban ezeket a vizs-
galatok kis csoportokon végezték, laboratdriumi ko-

riilmények kozott, tehat minden esetben sziikség van
még nagyobb populdciokon valé validélasra. A szé-
les kort felhasznalas lehetéségét korlatozhatja még
a vizsgalatok bonyolultsaga és dragasaga, de egészen
bizonyos, hogy amennyiben nagy sorozatban keriil-
nek alkalmazasra, az drak jelentésen csokkenni fog-
nak.

Egyel6re nem létezik a PSA-n kiviil - ill. mint lat-
hattuk a PSA alkalmazasa is meglehetdsen vitatott —
olyan tumormarker, amelyet rutinszertien alkalmaz-
nanak nagy, egészséges populdciok daganatsziirésére.
Eppen ezért itt nem tériink ki a klinikai tumormarke-
rek targyaldsara. Errdl a teriiletr6] mindossze annyit
szitkséges megemliteni, hogy egyes tumormarkereket
»kvazi-szlirési” céllal szokas alkalmazni, vagyis pl. da-
ganatkutatds sordn az adott tumormarkerek megha-
tarozasat szokasos elvégeztetni. Az ilyen célbdl alkal-
mazott markerek egy része erdsebben, de tobbségiik
inkabb kevésbé daganatspecifikus, és felhasznalasuk
altalaban azon az elven alapul, hogy a tumorsejtekbél
olyan fehérjék is a keringésbe jutnak (pl. differencia-
latlan, az embrionalis fejlédési stadiumhoz kozelebb
allo sejteket jellemzd fehérjék), amelyek egészséges
sejtekbol nem vagy csak igen kis mennyiségben.
Klasszikus tumormarkernek szamit a carcinoemb-
ryonalis antigén (CEA), amelyet a hatvanas évektdl
hasznalnak, és mara mar megtalalta helyét, pl. a vas-
tagbéldaganatok klinikai markerei kozott. Ugyancsak
viszonylag gyakran keriil sor CA 15.3 vagy CA 19.9
marker vizsgalatara, ill. klasszikus embriondlis jellegti
marker az a-fotoprotein (AFP) és a human koriogo-
nadotropin (hCG). Kiilondsen az olyan tumoroknal
lenne fontos sziirésre alkalmazhaté biomarkereket
fejleszteni, amelyeknél mas szlirémodszerek egyeldre
nem éallnak rendelkezésre vagy nem elég hatékonyak,
pl. hasnyalmirigy-daganatok, ovariumtumorok. Ez
utdbbi daganattal kapcsolatban sok vizsgalatot végez-
tek a CA 125-tel kapcsolatban, de ugy tlnik, a szlir6-
vizsgalati alkalmazas kivitelezése nem lehetséges.

A tumormarkerek kutatasanak legizgalmasabb és
legtobbet igér6 fejezete tehat az epidemiologiai mar-
kerek kutatasa. E teriileten van égetéen nagy sziikség
Uj tumormarkerekre, ugyanis a daganatepidemiold-
gia elmult 6tven éve bebizonyitotta, hogy ott tudunk
igazan eredményesek lenni a mortalitas csokkentésé-
ben, ahol sikeriil igazan korai diagnoézist felallitani.
A fehérjekutatas Gj eredményei bizakodasra adnak
okot megfelelé sziirévizsgalati modszerek kifejlesz-
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tését illetden. Mindazonaltal ezek a mddszerek valo-
szinlleg nem egy fehérje vizsgalatan fognak alapulni
(dacdra annak, hogy tobb szazra rug az e teriileten
vizsgalt vagy vizsgalatra alapos okkal javasolt fehér-
jék szama), az eddigi kutatdsok alapjan nem varhato,
hogy egyetlen fehérje a kell6 szenzitivitast és speci-
ficitast tudna biztositani. Az analitikai mddszerek, a
laboratoriumi medicina és a biomatematika fejlédé-
se a komplex proteomikai markerek iranyaba mutat,
amelyeknek a széles korben val6 elterjedése az utobbi
idében megjelent publikacidk alapjan remélhetdleg
mar nem sokaig varat magara.
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