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DR. VASARHELYI BARNA DR. SZABO ANTAL
tudomanyos fémunkatars egyetemi tanar

Kedves Munkatarsak! Kedves Olvasok!

Szeretettel és tisztelettel koszontjiik Onoket a 2011. évi Laboratoriumi medicina kételezé szinten tarto tovabbképzd tanfo-
lyamon, melyre harom év utan ismét sor Keriil az \1j tovabbképzési ciklus kezdetén.

A laboratoriumi medicindban vilagszerte az elmult évtizedekben alapvetd valtozasok torténtek. A munka mind nagyobb ha-
nyadat automatizaljak, a human tényez6 a mérések végzésében egyre kisebb szerepet kap. Raadasul a korabban csak a kutatasra
szoritkozo eljarasok fokozatosan megjelennek a mindennapok gyakorlataban, azaz az eddig csak tudomanyos kézleményekben
bemutatott vizsgalatok egyre inkabb a modern diagnosztika részét képezik.

A laboratériumi medicina gyors titemi fejlddését nem egyszerii nyomon kvetni. A tobbnapos tovabbképzd rendezvény
egyik célkitiizése az jdonsagokban valo eligazodas segitése. Ezért keriil sor olyan korszer(i technologiak, mint a tomeg-
spektrometria, az aramlasi citometrias vizsgalatok vagy molekularis biologiai technikak bemutatasara, melyek mar most egyes
magyar laboratériumokban hozzatartoznak a metodikai fegyvertarhoz.

Ez volt az egyik oka annak, hogy az el6adasok a szakma széles és valtozatos teriiletét érintik. A masik ok, hogy az el6adasok
egy része néhany kivalasztott betegség, korkép, igy a vesebetegségek, gastrointestinalis korképek, autoimmun betegségek eseté-
ben a kivizsgalasra alkalmazott algoritmussal, ezen beliil az ujabb diagnosztikus tesztek helyével és szerepével kivan foglalkoz-
ni. Sz6 lesz néhany olyan specialis problémarol, amivel a gyakorlo orvosok — és a munkajukat timogato laboratoriumi szakem-
berek —a gyermekek ellatasa soran szembestilnek. Népegészségiigyi szerepiik, valamint a preanalitikai hibak fokozott kockazata
miatt kitiintetett szerepet kapnak a hemosztazissal kapcsolatos kérdések is.

A szakvizsga megljitasahoz sziikséges és eldirt kotelezd szinten tartd tovabbképzo tanfolyamot idén Budapesten a Semmel-
weis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet koordinalja. Az Intézet megalapitasa Ota eltelt kevesebb mint egy év alatt tobb te-
rlileten is mindségi valtozas kovetkezett be az egyetemen végzett laboratoriumi diagnosztikus munka és a laboratoriumi medici-
na oktatasa terén. A gradualis képzés keretében sor keriilt egyetemi jegyzet elkészitésére, illetve a Laboratoriumi medicina targy
oktatasara is. A posztgradualis képzés része a jelen tovabbképzo eldadas is.

Az eléadasok rovid 6sszefoglaloja az ,,Orvosképzés™ folyodiratban is megjelenik (mely a Semmelweis Kiadd honlapjarol is
letolthetd: www.semmelweiskiado.hu/folyodiratok) ; a vetitett abraanyag varhatdan a Magyar Laboratoriumi Diagnosztikai Tar-
sasdg (MLDT) honlapjan (www.mldt.hu) is hozzaférhetd lesz. Reméljiik, hogy az 6sszefoglalok az olvasok szamara hasznosak
lesznek és segitik tovabbi munkajukat, szakmai tajékozottsagukat.

Tisztelettel:
F . - B
Dr. Vasdrhelyi Barna Dr. Szabo Am"al
tudomanyos fomunkatars egyetemi tana“r
a tanfolyam titkara a tanfolyam elndke
Minta Méaria 247
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Minta Maria
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A folyéirat célja: Az 1911-6ta megjelend Orvosképzés legfontosabb
célja a hazai orvoskollégak folyamatos gradudlis és posztgradudlis
képzésének tdmogatasa. A lap elsésorban olyan munkék kozlését
tartja feladatanak, amelyek az orvostudomany egy-egy aganak
Ujabb és lesz(irt eredményeit foglaljak 6ssze magas szinvonalon gy,
hogy azok a gyakorld orvoshoz, szakorvoshoz, klinikushoz és elméle-
ti orvoshoz egyarant széljanak. Emellett lehetéség van eredeti kozle-
mények és esetismertetések benyujtasara, és az Ujsag a Semmelweis
Egyetem szakmai kételezd szinten tarto tanfolyamok el6adasi 6ssze-
foglaldinak is teret ad. Az eredeti kozlemények a rendszeres lap-
szdmokban, vagy a témahoz kapcsolddd tematikus lapszamokban
kapnak helyet. Fontos feladatunknak tartjuk, hogy rezidens kollégak
tollabol szarmazo esetismertetéseket is kozoljink, melyeket mentori
ajanlassal kériink benyujtani. A beadott dolgozatokat a szerkeszt6bi-
zottsag el6zetes biralatra adja ki, és a kézirat kozlésére a biralat ered-
ményének fliggvényében kertl sor. Tudomanyos dolgozat benydj-
tasdra az aldbbiak szerint van lehetéség:

+ Esetismertetés (case report)

* Fiatal doktorok (PhD) tudoményos beszamoldja, Uj eredményei-
nek Osszefoglaldsa (nem tézisek vagy doktori értekezések!)

+ Klasszikus 6sszefoglalé kozlemény az elméleti és klinikai orvostu-
domany barmely teriletérdl, a legtjabb irodalmi eredmények fel-
hasznalasaval

+ ,Update” jellegli kbzlemény, azaz nem egy téma kidolgozésa, ha-
nem adott szakterllet legUjabb tudomanyos eredményeinek
osszefoglalasa

+ El6adasi 6sszefoglald (a tanfolyamszervezdk felkérése alapjan)

A kézirat: A tudomanyos kdzleményeket elektronikusan, Word do-
kumentum formatumban kérjik eljuttatni a szerkesztéségbe. Az il-
lusztraciokat, abrakat és tablazatokat kilon file-ként kérjik elkildeni.
Az abrak cimeit és az dbramagyarazatokat a Word dokumentumban
kilon oldalon kell felttintetni, az abra/tablazat szamanak egyértelm(i
megjelolésével. A digitdlis képeket minimum 300 dpi felbontasban
kérjuk, elfogadunk tif, eps, illetve cdr kiterjesztés(i file-okat. A kézirat
elfogadasa esetén az abrakat a szerkesztéség nyomtatott formdaban
is kéri elkuldeni. Az orvosi szavak helyesirasaban az Akadémia allas-
foglalasanak megfeleléen, a latinos irdsmdd kovetkezetes alkalmaza-
sat tekintjuk elfogadottnak. Magyarosan kérjuk irni a tudomanyagak
és szaktertletek, a technikai eljarasok, muszerek, a kémiai vegyiiletek
neveit. A szerkeszt6k fenntartjak maguknak a stilaris javitas jogat. A
mértékegységeket S| mértékrendszerben kérjik megadni.

A kézirat felépitése a kovetkezo: (1) cimoldal, (2) magyar 6sszefog-
lalas, kulcsszavakkal, (3) angol 6sszefoglalds (angol cimmel), angol
kulcsszavakkal, (sorrendben): magyar cim, angol cim, (4) roviditések
jegyzéke (ha van), (5) szoveg, (6) irodalomjegyzék, (7) abrajegyzék, (8)
tablazatok, (9) dbrak. Az oldalszamozast a cimoldaltdl kezdve kell
megadni és az egyes felsorolt tételeket kilon lapon kell kezdeni.

(1) A cimoldalon sorrendben a kdvetkezék szerepeljenek: a kézirat ci-
me, a szerz6k neve, valamint a szerz6k munkahelye, a kapcsolattarté
szerz6 pontos elektronikus és postai cimének megjeldlésével. (2-3)
Az Gsszefoglaldst magyar és angol nyelven kell bekdldeni, kilén ol-
dalakon, a kovetkez6 szerkezet szerint: ,Bevezetés” (,Introduction”),
,Célkittizés”  (,Aim"), ,Mddszer” (,Methods”), ,Eredmények”
(,Results”) és ,Kovetkeztetések” (,Conclusions”) lényegre t6ré6 meg-
fogalmazasa torténjék. A magyar és az angol sszefoglalasok terje-
delme - kilén-kiilon — ne haladja meg a 200 sz6t (kulcsszavak nél-
kdl). A témahoz kapcsolddd, maximum 5 kulcsszot az 6sszefoglalok
oldalan, azokat kovetéen kérjuk feltiintetni magyar és angol nyel-
ven. (4) A kéziratban el6forduld, nem altaldnosan elfogadott révidi-
tésekrdl kulon jegyzéket kell késziteni abc-sorrendben. (5) A széveg-
torzs szerkezete vildagos és az olvasé szamara atlathatd legyen. Ere-
deti kozlemények esetén a ,Bevezet6”-ben réviden meg kell jeldini a
problémafelvetést, és az irodalmi hivatkozasokat a legujabb eredeti
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kozleményekre és dsszefoglaldkra kell sz(ikiteni. A ,Mddszer” rész-
ben vildgosan és pontosan kell leirni azokat a médszereket, amelyek
alapjan a kozolt eredmények sziilettek. Korabban kézolt médszere-
ket esetén csak a metodika alapelveit kell megjeldlni, megfelelé iro-
dalmi hivatkozassal. Klinikai vizsgélatokndl a kézirathoz csatolni kell
az illetékes etikai bizottsag allasfoglalasét. Allatkisérletek esetén a
Magyar Tudomanyos Akadémia — Egészségligyi Tudomanyos Tanacs
- dllatkisérletekre vonatkozo etikai kodexe érvényes, melyre a meto-
dikai részben utalni kell. A statisztikai modszereket és azok irodalmat
is meg kell adni. Az ,Eredmények” és a ,Megbeszélés” részeket vila-
gosan kell megszerkeszteni. Referdld kozlemények benyuijtasa ese-
tén a szOvegtorzs altémakra oszthatd, melyeket alcimek vezessenek
be. Osszefoglalé referdtumokndi a szévegtérzs terjedelme ne halad-
ja meg a 30 000 karaktert (szokozzel), eredeti kézleménynél (Klinikai,
vagy kisérletes) ne haladja meg a 20 000 karaktert (szokozzel), esetis-
mertetésnél ne haladja meg a 10.000 karaktert (székozzel), el6addsi
osszefoglald esetén pedig ne haladja meg a 8000 karaktert (szokoz-
zel).

Irodalom: a hivatkozasokat (maximum 50, eléadasi 6sszefoglalonal
maximum 10) a sz6vegben valé megjelenés sorrendjében tlintessék
fel. A szévegben a hivatkozast a sorszama jelli.

Hivatkozds cikkre: sorrendben: szerzék neve (6 szerzé felett et al./és
mitsai), cikk cime, folyoirat neve (Index Medicus szerint roviditve), év;
kotetszam:elsé-utolsé oldal. Példa: 1. Kelly PJ, Eisman JA, Sambrook
PN. Interaction of genetic and environmental influences on peak
bone density. Osteoporosis Int 1990; 1:56-60. Hivatkozds konyvfeje-
zetre, sorrendben: a fejezet szerzéi. A fejezet cime. In: szerkeszt6k
(editors). A konyv cime. A kiadas helye, kiado, megjelenés éve; feje-
zet els6-utolsé oldala. Példa: 2. Delange FM, Ermans AM. lodide
deficiency. In: Braverman LE, Utiger RD, eds. Werner and Ingbar’s the
thyroid. 7th ed. Philadelphia, Lipincott-Raven, 1996; 296 316.
Abrajegyzék: a megjelenés sorrendjében, arab szammal sorszémozva
egymas alatt tartalmazza az dbra cimét és alatta rovid és [ényegre t6-
ré dbramagyarazatot

Tdbldzatok: kulon-kulon lapokon kérjuk, cimmel ellatva és arab
szammal sorszamozva. Torekedjenek arra, hogy a tablazat konnyen
attekinthetd legyen, ne tartalmazzon zavardan sok adatot.

Abrdk: kilon-kilon lapokon kérjik. Csak reprodukdalhatéd mindség(i
abrakat, fényképek kildését kérjik (min. 300 dpi felbontasban), a ko-
rabban megjelolt file formatumokban. A kézirat elfogadésa esetén a
nyomtatott abrat kérjuk bekuldeni a szerkesztéségbe és az dbra hat-
oldalan puha ceruzaval kérjuk jeloIni a szerz6 nevét, arab szammal az
dbra sorszamat és a vertikalis iranyat.

A formai hidnyossaggal bekuldott kéziratokat nem tudjuk elfogadni.
A gyors lektori és korrekturaforduldk érdekében kérjik a legbizto-
sabb levelezési, illetve e-mail cimet, telefon- és faxszdmot megadni.
Elfogadas esetén kuilon levélben kérjuk jelezni, hogy a szerzék a koz-
leménnyel egyetértenek (és ezt alairasukkal igazoljak), valamint le-
mondanak a folydirat javéra a kiadasi jogrdl. [rasbeli engedélyt ké-
rink mellékelni a mar kozolt adat/abra felhasznélasa, felismerheté
személy dbrazolasa, szerzének nem mindsulé személy nevének em-
litése/feltlintetése esetén. A szerkeszt&ség az altala felkért szakértok
személyét titkossaggal kezeli. A kézirat tulajdonjoga a megjelenésig
a szerz6t illeti meg, a megjelenés napjan tulajdonjoga a kiadéra szall.
A megjelent kéziratok megGrzésére szerkesztéséglink nem tud val-
lalkozni.

A kéziratok benyujtasat a kovetkezé cimre varjuk:

Dr. Szelid Zsolt szerkesztGségi titkdr
Semmelweis Egyetem, Kardiolégiai Kézpont
1122 Budapest, Varosmajor u. 68

Tel: (06-1) 458-6810

E-mail: orvoskepzes@kardio.sote.hu
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11:30 - 12:30 Sziinet
12:30 - 13:15  |Dr. Nemes LdszI6 A velesziletett vérzékenység vizsgalati algoritmusa 265.
Orszagos Haemophilia Kézpont és Evaluation of congenital bleeding disorders oldal
Haemostasis Szakrendelés, Honvédkoérhaz -
Allami egészségligyi Kézpont, Budapest
Inemes@t-online.hu
13:25-14:10  |Dr. Vdrnai Katalin Uj specialis hemosztazis tesztek 267.
Semmelweis Egyetem, Laboratoériumi Medicina |New special tests of hemostasis oldal
Intézet, Kbzponti Laboratérium (Pest)
varnai@bell.sote.hu
14:15 - 15:00 |Dr. Prohdszka Zoltdn A komplementrendszer laboratériumi vizsgalatanak indikaciéi 2609.
Semmelweis Egyetem, Ill. Sz. Belgydgyaszati  |Indications to perform laboratory tests of complement system oldal
Klinika, Kutatolaboratérium
prohoz@kut.sote.hu
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10:45 - 11:30  |Dr. Patdcs Attila Neuroendokrin daganatok diagnosztikaja 274.
Semmelweis Egyetem, Laboratory diagnosis of neuroendocrine tumors oldal
Laboratériumi Medicina Intézet
patatt@bel2.sote.hu

11:30 - 12:30 Sziinet

12:30 - 13:15  |Dr. Gergely Péter Autoimmun betegségek laboratériumi diagnosztikaja 275.
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Intézet, Immunoldgiai Laboratérium
gergely@immun.sote.hu

13:25- 14:10  |Dr. Beké Gabriella Citokinszintmérések 277.
Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina |Cytokine level measurements oldal
Intézet, K6zponti Laboratérium (Pest)
bekgab@bel1.sote.hu

14:15 - 15:00 |Dr. Vdsdrhelyi Barna, Dr. Mészdros Gergé Aramlasi citométerek klinikai alkalmazasa 278.
Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina |Clinical application of flow cytometry oldal
Intézet

15:15 - 16:00 |Dr. Beké Gabriella Ujabb tipust hematoldgiai automatak 279.
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Semmelweis Egyetem, Mintavétel, PCR technikak, polimorfizmus-detektalas oldal
Laboratériumi Medicina Intézet Molecular biological methods I. Sampling, PCR tequenics, detection of
patatt@bel2.sote.hu polymorphisms

09:55 - 10:40 |Dr. Tordai Attila Molekularis biolégiai médszerek Il. 283.
OVSZ Molekularis Diagnosztikai Laboratérium  |Kézvetlen szekvenciaanalizis, hibridizacios technikék oldal
tordai@kkk.org.hu Molecular biological methods Il. Direct sequencing, hybridization

techniques

10:45 - 11:30 |Dr. Tordai Attila Molekularis diagnosztika 6rokletes betegségekben 284.
Orszagos Vérellato Szolgalat (OVSZ) Molekuld- |Molecular diagnostics of inherited disorders oldal
ris Diagnosztikai Laboratérium Molekuldris
Diagnosztikai Laboratérium
tordai@kkk.org.hu

11:30 - 12:30 Sziinet

12:30 - 13:15 | Dr. Andrikovics Hajnalka Genetikai kockazati tényez6k rosszindulatu hematologiai 286.
Orszagos Vérellaté Szolgalat, korképekben oldal
Molekularis Diagnosztikai Laboratérium Genetic risk factors in hematological malignancies
andrikovics@kkk.org.hu

13:25 - 14:10  |Dr. Sz6nyi LdszI6 Orokléds anyagesere-betegségek diagnosztikdja gyermekkorban 287.
Semmelweis Egyetem, Diagnosis of inborn error of metabolism in childhood oldal
l. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinika
szolasz@gyer1.sote.hu

14:15 - 15:00 |Dr. Inczédy-Farkas Gabriella, A biobankok 289.
Dr. Molndr Mdria Judit Biobanks oldal
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molnarmj@gmail.com
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UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

Special tasks of pediatric laboratory investigation

Dr. Szab6 Antal

Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina Intézet

Kulcsszavak: pediatriai laboratérium sajatossagai, referencia tartomanyok
Key-words: peculiarites of laboratory diagnostics in pediatrics, reference ranges

A cimben jel6lt tovabbképzo eléadas aktualitasa

Magyarorszagon koriilbeliil 3 milli6 gyermek él.

Szamos esetben a feln6ttektdl eltérd betegségekkel, meg-
jelenési formakkal lehet talalkozni, azonban az altalanos kor-
hazi és rendeldintézeti laboratoriumok ritkan felkésziiltek a
sajatsagos csecsemd- és gyermekgyogyaszati igényekre és
feladatokra.

Felnottektdl kiilonbozik a folyadékterek megoszlasa, ma-
sok a referenciatartomanyok, kiillondsen 0jsziilott- és csecse-
mékorban.

Referenciatartomanyok kérdése

Els6 kozelitésben, a mintegy 50-70 féle ,,altalanos” labo-
ratoriumi paraméterek harmadaban az életkorfiiggést nem
sziikséges kiilon figyelembe venni, a sziiletést kovetd 1-2 hét
utan kozel azonos értékiiek a felndttek referenciatartomanya-
val. Ilyen, az életkorral nem valtozé laboratériumi paraméter
a szérum-natriumszint, kloridszint, ozmolalitas, karbamid-
szint, ammoniaszint, thrombocytaszam. A laboratdriumi
vizsgalatok masik harmadaban az ¢életkorral a laboratériumi
paraméter értéke szignifikansan nd vagy csdkken.

A hematoldgiai paraméterek esetében szintén dinamiku-
san valtoznak a referencia tartomanyok az életkortol fiiggden.

Tobb esetben komoly félreértésre ad okot az immunglo-
bulinok értékelése. Gyermekeknél kiilondsen 1-3 év kozott, a
felndttekhez viszonyitva jelentdsen alacsonyabb az immun-
globulinok szintje a szérumban: IgA 0,3—1,0 g/1, IgG 4-9 g/,
IgM 0,6-1,8 g/l. A laboratériumi analizator, illetve annak
programja altalaban a felnéttkori értékhez hasonlit, igy szinte
minden kisgyermektdl vett minta esetén, a leleten megjeldlt
referencia tartomanyhoz képest eltérést észlel az orvos és a
sziilé. Ezért alaptalanul arra gondolnak, hogy a gyermek im-
munhianyos és tovabbi, felesleges vizsgalatot indikalnak.

Néhany példa olyan laboratoériumi vizsgalatokra,
melyek jelentésége ujsziilott- és
csecsemoOkorban kiemelked6

Ujsziilottkori icterus vizsgalata

Fiziologias icterus figyelhetd meg az ujsziildttek mintegy
50%-anal a sziiletést kovetd 48 oraban. Okai: a fetalis-
hemoglobin-tartalmu vordsvérsejtek csokkent élettartalma,
lassabb a maj bilirubin felvétele és kisebb a gliikkuronil-
transzferdz enzimaktivitds. A szérum-0sszbilirubinkoncent-
racid tobbnyire 200 umol/l alatt van és érett Ujsziilotteknél a
10-14. napon normalizalddik (<20 umol/l). A direkt (konju-
galt) bilirubin frakcié szintje minimalis: <10%-a az 0sszes
bilirubinszintnek.

1. tdbldzat
Példdk az életkorral jelentdsen vdltozd referencia tartomdnyokra

PARAMETER UJSZULOTT  |CSECSEMO GYERMEK  |FELNOTT

Eletkorral névekvé laboratdriumi értékek (példdk)

Szérum-0sszfehérjeszint g/l 45-55 50-70 60-80 60-80

Szérum-albuminszint g/I 30-40 32-45 35-50 35-55

Fibrinogénszint g/I 1,0-3,0 1,5-4,0 2,0-4,5 2,0-4,5

Szérum-koleszterinszint mmol/| 1,5-3,0 2,0-4,0 3,0-5,0 4,0-6,0

Szérum-trigliceridszint mmol/I 0,2-0,6 0,5-15 0,6-18 1,0-2,0

Vizelet-kreatininUrités mmol/nap 0,16-0,40 0,50-3,0 3,0-50 5,0-10,0

Vizelet-adrenalinirités nmol/nap 1-10 5-22 10-60 15-80

Eletkorral csékkend laboratériumi értékek (példdk)

Szérum-AP U/I 100-960 100-960 100-960 50-400

Szérum-LDH U/I 200-800 200-600 200-400 150-300

Szérum-ferritinszint mg/I 200-600 50-200 10-140 10-140

Szérum-bilirubinszint pmol/I 5-100 3-20 3-17 3-17

Szérum-kaliumszint mmol/| 4,0-6,0 3,8-5,5 3,5-55 3,5-5,0

Szérum-foszfatszint mmol/I 14-29 14-24 1,2-2,0 1,0-12

Szérum-TSH mU/I 0,6-12 0,5-7 0,4-5 0,3-4 )
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A laboratériumban a szérum-bilirubin- és hematokritér-
ték 2-3 csepp vérmintabol elvégezhetd kapillaris bilirubin
mérdvel. A klinikusok kiilonb6z6 tablazatokat, formuldkat
hasznalnak a fototerapia / vércsere indikacio eldontéséhez.

Amikor a sargasag a sziiletést kovetden15-20 napon at el-
hiz6do és egyéb tlinetek (laz, goresok, bagyadtsag, nagyobb
maj, szintelen széklet) is jelentkeznek, a patoldgids icterus
gyakoribb okainak kizarasara — infekcid, szepszis, epett-
atresia, anyagcsere-betegség (galactosaemia, tyrosinaemia,
karbamidciklus zavarai, gliilkoz-6-P-dehidrogenaz-defektus
stb.) — kiegészitd laboratériumi vizsgélatok sziikségesek. Ki-
emelendd a vércukorszint, az ammoniaszint, a majenzimek
(GOT, GPT, y-GT), a vérkép, az akut fazis fehérjék, a
TORCH- és a hepatitis szerologia.

Vércukor, gliikoz vizsgalata

A hypoglykaemia (szérum-gliikozszint <2 mmol/l) gya-
kori oka Gjsziilottkorban: anyai diabetes, galactosaemia, ami-
nosav, szervessav-anyagcserezavarok, hormonhidnyok (con-
genitalis glukagonhiany, congenitalis adrenalis hyperplasia),
Gierke-kor (glukagontarolasi betegség). Alapvetd a vizelet
ketontestek vizsgalata is! Pozitiv vizelet ketontesteknél ki-
egészitd teszt a kortizolszint, a TSH-analizis és az aminosav-
vizsgalat. Ha a vizeletben nincs ketontest, hyperinsulinaemia
gyantja meriil fel — sziikséges az anyaban és a csecsemdben
az inzulinszint mérése.

Hyperglykaemia és a diabeteses ketoacidosis esetén a
gyakori vércukorszint-ellenérzés mellett nélkiilozhetetlen a
vér-pH, a szérumelektrolitok és ha lehet, az ozmolalitds méré-
se az intenziv kezelés folyaman.

A szérum-elektrolitok és sav-bazis haztartas vizsgalata
Errdl kiilon eldadas szol.

Vér-ammoniaszint mérése

Az ammoniaszint az endogén és exogén majkoma (hepa-
titis, mérgezések, daganatok) igen jo indikatora. 100—150
umol/l koncentracio felett silyos idegrendszeri tiinetek 1ép-
nek fel: gorcsrohamok, aluszékonysag, eszméletvesztés. A
fulminans majelégtelenség és a hepatikus encefalopathia ke-
zelésének monitorozasahoz elengedhetetlen a vér ammonia-
ismert az urea-cikluson belill. A definitiv diagnozist gyakran
az enzimvizsgalat adja meg majbiopsias mintabol. Néhany
szervessav-anyagcserebetegség jelentés ammoniaszint-emel-

2. tdbldzat

kedéssel jar (200-500 pmol/l). Ilyen esetekben a sav-bazis
status és a vizelet-szervessavanalizis kiemelt fontossagu.

Orokletes anyagesere-betegségek gyaniija esetén elsédle-
ges laboratoériumi vizsgalatok

A Kklinikai tiineteket a vérben, a sejtekben, a szovetekben,
a szervekben felhalmoz6dd anyagok (ammonia, fenilalanin,
galaktoz stb.), sokszor a vizelettel {iriil6 szubsztratok (muko-
poliszacharidok, cisztein stb.), maskor a végtermék hianya
(tiroxin, tirozin stb.) okozzak. Energiahiany, szintézis-,
transzport- és tarolasi zavarok jelentkeznek kiilonbozd su-
lyossaggal. Neurologiai tiinetek (gorcsrohamok, ataxia, koros
EEQ), szervrendszerek (1égzés, keringés, méj, vese) mikodé-
sének zavara, jellegzetes testvaladék, vizelet szag (aceton,
javorfaszorp, kaposzta), sapadtsag, aluszékonysag, hanyas, a
szem, vazrendszer, nemi szervek rendellenességei, borelval-
tozasok figyelhet6k meg (2. tablazat).

Amikor a klinikai kép, csaladi anamnézis és elsddleges
laboratoriumi vizsgalatok felhivjak a figyelmet anyagcse-
re-betegség fennallasara, a kdvetkezo, egymast megerdsito,
vizsgalati stratégiat alkalmazzak:

1. Az enzimblokk el6tt felszaporodott anyagok mérése,
vagy végtermékhiany elemzése.

2. Enzimdiagnosztika biopszias anyagokbol.

3. Génmutaciok, DNS vizsgalatok.
Ezeket kiilon el6adasok mutatjak be.

Laboratériumi vizsgalatok gorcstevékenység, koma
esetén

Neurologiai tiineteket szamos korkép (kdzponti idegrend-
szeri betegségek, sériilés, belgyogyaszati korképek, gyodgy-
szerek) okozhat. Az akut iigyeleti ellatas kapcsan sokszor a
laboratoriumi vizsgalat alapjan lehet a tudatzavar, az eszmé-
letvesztés kivaltd okat azonositani a 3. tabldazatban jeldlt sé-
ma szerint.

Alapvizsgalatok gyermekkori mérgezések esetén
Kisdedkorban gyogyszerek, tisztitoszerek, rovaritrd sze-
rek, mérgez6 novények, festékek, késobbi életkorban kabito-
szerek és/vagy alkohol okozhat mérgezést. Az 1%o alkohol-
szint 21 mmol/l etilalkohol koncentracionak felel meg, ez=21
mOsmol/kg-nyi ozmolalitasemelkedést okoz a vérplazma-
ban. Specialis, enzimatikus mérési elven alapuld laboratoriu-
mi teszt is rendelkezésre all a véralkoholszint vizsgélatara.
Siirgds, altalanos laboratoriumi feladatok mérgezése esetén:

Legfontosabb eltérések drokletes anyagcsere-betegségek esetén

ELSODLEGES LABORATORIUMI LELET

LEHETSEGES KORKEP

Alacsony szérum-gliikézszint

Szénhidrat-anyagcsere zavarai, galactosaemia, fruktézintolarencia,
glycogenosisok, piruvatanyagcsere-defektusok, thyrosinaemia,
karnitinhiany

Metabolikus acidosis

Aminoaciduriak, organikus aciduriak

Emelkedett szérum-bilirubinszint és magas GOT-, GPT-értékek

Karbamid-ciklus zavarai, glycogenosisok, fruktézintolarencia, galactosaemia

Magas vér ammoniaszint

Karbamidciklus zavarai, karboxilazdefektusok, karnitindefektus,
hyperlysinaemia

Thrombocytopenia, anaemia

Organikus aciduria, thyrosinaemia, metilmalonsav-acidaemia

Redukal6 dsszetevék a vizeletben, ketonuria

Oligoszacharidak lebontési zavara, aminoaciduria, nonketotikus
hyperglycinaemia

Alacsony szérum-natriumionkoncentracid

Congenitalis adrenal hyperplasia
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A kéma fébb tipusaiban végzend6 stirgéségi laboratdriumi vizsgdlatok

LEHETSEGES KORKEPEK

LABORATORIUMI VIZSGALATOK

Fokalis neuroldgiai ttinetekkel
nem jaré koma

Metabolikus encephalopathia, diabeteses kéma,
maj- vagy veseelégtelenség, mérgezés (gydgyszer,
kabitoszer, alkohol), hypoxia (szivmegallas, fulladas)

Vércukorszint, szérumelektrolitok, ozmolalitas,
sav-bazis elemzés, ammonia-, laktat-, kreatininszint.
Amikor nem egyértelmi az ok, toxikoldgiai vizsga-
lat is sziikséges

Meningitis szindréma Kozponti idegrendszeri fert6zés

CSF vizsgélata, vérkép és akut fazis fehérjék elemzé-
se

Focalis ttinetekkel jaré korképek | Trauma, stroke, epilepsia

vérgazanalizis, vérkép és methemoglobinszint, vércukor, szé-
rum ionok, ozmolalitas, pszeudokolinészteraz aktivitas, maj-
¢és vesefunkcio vizsgalata, valamint drug gyorsteszt. A késob-

Altaldban nincs specifikus laboratériumi eltérés

bi igazsagiigyi toxikologiai vizsgalatokhoz szakszerli minta-
tarolas sziikséges.

Mintavételi technikak; preanalitikai megfontolasok gyermekkorban

Sampling techniques in pediatrics; preanalytical issues

Dr. Vasarhelyi Barna

Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina Intézet

Kulcsszavak: vérvétel, fizioldgiai valtozas, preanalitika, kapillaris vérminta
Key-words: blood sampling, physiological change, preanalytics, capillary blood sample

Az Egyesiilt Allamokban becslések szerint az egészség-
lgyi ellatas hibajabol évente 50-100 ezer halaleset kdvetke-
zik be: ez a nyolcadik leggyakoribb halalok. Tobb az 4ldoza-
ta, mint a kdzati vagy egyéb baleseteknek dsszesen. Az esetek
jelentés hanyadaban ennek hatterében diagnosztikus hibak
allnak. A diagnozis felallitasa érdekében végzett vizsgalatok
70%-a laboratoriumi teszt. A hibas eredmény gyakorisaga a
laboratoriumi vizsgalatokon beliil 1,5 —3 ezrelék. A hibak tal-
nyomo tobbsége (egyes felmérések szerint 84%-a) a preana-
litikai szakban kovetkezik be.

A preanalitikai hibakért szamos tényez6 a felelds, melyek
jelentds hanyada ujsziilotteknél/gyermekeknél még kifejezet-
tebben van jelen. (Erre vonatkozoéan felmérés nem tortént, de
valdsziniileg nagyobb aranyban kell szamolni veliik, mint fel-
nétteknél).

Vérmintdk esetében az eredményt befolyasoldo pre-
analitikai tényezok koziil a legfontosabbak:

1. Vizsgalt személyek esetében fennall6 fiziologiai kiillonb-

ségek / valtozo koriilmények.

»  Szamos paraméter egészséges referenciaértéke életkortol
figg.

»  Nem (els6sorban a hormonszintek, illetve a nemi hormo-
nok altal szabalyozott paraméterek).

> Veérvételt megelozo fizikai aktivitas. Az anyagesere foko-
zott. Erdteljes fizikai aktivitas esetén szérum kaliumszint,
CK-érték emelkedik. (Ha a gyermek éltalanos allapota
nem rossz, ezzel fokozottan kell szamolni.) Hugysav
szintje nd. Katekolamin-, glilkagon-, kortizol-, ndve-
kedésihormon-szintek emelkednek, inzuliné csékken.

» Testhelyzet. Ul testhelyzetii betegnél a legtdbb nagy mo-
lekula és a sejtes komponensek szintje nd; gyogyszerek,
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hormonok kotott frakcidja is emelkedik. Szabad gyogy-
szerszintek nem valtoznak. Csokkent plazmavolumen
esetében kifejezetten nagy a hatds (jsziilottek, gyerme-
kek esetében a vizterek gyors valtozasa, dehidracioé miatt
szamolni kell vele).

»  Napszak. Kortizol nappali ingadozasa miatt akut fazis fe-
hérjék egy része (proinflammatorikus -citokinszintek)
fluktualnak. (A napszaki ritmus kora- €s ujsziilottek ese-
tében még nem alakul ki.) Napszaki ritmust mutatnak
még: csontmarkerek, kalium, vas, TSH, névekedési hor-
mon szintek.

» Korabbi étkezés idopontja. Testtomegtol fliggd hatas. A
gyermekeknél nem varhat6 el, hogy éhomra menjenck
vérvételre; lehetdleg zsirmentes, nem cukros folyadékot
igyanak. Szoptatott csecsemét probaljanak teaztatni,
egyébként ilyenkor kiilondsen gyakori a lipaemias savo.

» Stressz. Hormonszintek, fehérvérsejtszam atmeneti emel-
kedése (kisgyermeknél kiilonésen fontos)

» Laz. Kortizolszint emelkedése, diurndlis valtozas meg-
sziinhet. Atmeneti hypoglykaemia.

N

. Vérvételt érinté problémak.
A preanalitikai hibak donté hanyadaért ezek a feleldsek.
Koérhazban bentfekvo betegek esetében akar tizszer na-
gyobb a vérvételt érintd preanalitikai hiba gyakorisaga a
jarobetegekhez képest; ennek oka, hogy jarébetegektdl altala-
ban gyakorlottabb asszisztens veszi le a mintat.
Leggyakoribb hibak:
» Hosszl ideig tarto érleszoritds. Egy percnél hosszabb ide-
ig tart6 érleszoritas esetén nagy molekulak szintje n6; ko-
leszterin-, kalium-, laktat-, ionizalt kalcium- és magnézi-
umszintek emelkednek, piruvat szintje csokken. (Gyer-
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mekek esetében vérvételi nehézségek gyakoribbak a ko-
operacié hidnya és az anatomiai sajatossagok miatt.)
Hemolizis is gyakoribb!

» Infuzidhoz kozeli (ill. attol proximalisan) vett vérmintak.

» Nem megfeleld aranyban tartalmazza az antikoagulanst a
minta (vérvételi nehézségek esetén gyakoribb a vér-
r6g-képzodés).

» Tulsagosan erdsen razzak dssze a mintat az adalékanyag-
gal; centrifugalasi problémak (kis mennyiségeknél kiilo-
ndsen nagy a hatas).

» Hemolizalt vérminta. (Probléma: sokszor nincs makrosz-
kopos hemolizis).

» Interferencia léphet fel az adalékanyag ¢s egyes tesztek
esetében (amennyiben nincs elég vérminta és pl. plazma-
bol szeretnének mérni egyébként szérumbol mért ana-
litot).

» Nem a megfeleld sorrendben torténik a vérvétel (vénas
vérminta esetén: vér hemokultira csévek (ha van anaerob
palack is, akkor abba vegyiink elébb); nativ csé ; citratos
cs0 véralvadas vizsgalatahoz; heparin; EDTA; egyéb ada-
Iékanyagot tartalmazo csdvek). (A hemokultira vételénél
nagyon kell figyelni a megfeleld és megfelelé modon tar-
t6 borfertdtlenitésre.)

3. Betegazonositas
A betegazonositas elmaradasa a felelds a preanalitikai hi-

bak 10—15%-aért.

» A beteget / hozzatartozot mindig azonositani kell. Egyes
helyeken ennek a tényét is dokumentaljak. Gyermekek,
ujsziilottek esetében hozzatartozot kell megkérdezni.

»  Csoveket jeldlni kell; a mikrocsovek / kapillarisok jeldlé-
se gondot okozhat.

Kora- és ujsziilottek esetében kiilon problémat jelent,
hogy a keringd vérmennyiség kicsi (80 ml/ttkg); emiatt
mikromodszereket kell alkalmazni a laboratoriumi vizsgala-
tok soran, illetve, hogy a vénas vérvételre nincs mindig lehe-
toség. Ezekben az esetekben kapillaris vérminta vételére ke-
riilhet sor, amit sokszor POCT kapcsan elemeznek. (Fontos:
bizonyos analitok, pl. gliikéz szintje magasabb; kalium,
Osszfehérje, kalcium szintje alacsonyabb a kapillaris vérben).

4. Kapillaris vérvétel
Két tipusa: szaras és metszés. Utdbbira zart vérvételi
rendszereket fejlesztettek ki. Metszés elényei: fajdalom a szi-

rashoz képest kisebb, gyorsabban nagyobb mennyiségli vér
nyerhetd, nincs hemolizis. Hatranya a nagyobb invazivitas.

Kapillaris vérvételnél fontos figyelembe venni:

1. Csecsemd / kisgyermek megnyugtatasa. A vérvételt meg-
el6zéen gliikkoz / szachar6z oldat itatasa vagy a szoptatas
nyugtatd hatasu. A kisgyermek lehetdleg a sziilé 6lében
legyen (ha a sziil6 is ezt kivanja és alkalmas ra).

2. A kapillaris vérvétel helye csecsemdknél a talp oldala
(NEM az ujj vagy a sarok oldala). 1 éves kor felett a ko-
z€pso vagy a gyurls ujj (kertilendd: a hiivelyk, a mutatod
¢és a kisujj!). Véralafutasos, 6démas teriiletet keriilni kell.
Ujsziiléttnél a vérvétel soran nem szabad az eszkdzt er-
sen a borre nyomni, mivel sulyos sériilést okozhat (véko-
nyak a szovetek).

3. A teriilet maximum melegitése (kiilondsen magas he-
matokritértékek esetén hasznos); néhany percig maxi-
mum 38 °C-os vizzel torténd torténd melegitése (kiillono-
sen magas hematokrit-értékek esetén hasznos). A vérvé-
teli teriiletet izopropil-alkohollal kell fertétleniteni; az al-
kohol karosithatja csecsem6knél a bdrt. Ha a vérvétel
el6tt nem szarad fel a fert6tlenitdszer, csipd érzés 1éphet
fel, illetve hemolizalhat a minta.

4. A vérminta vétele soran nem szabad masszirozni a szove-
teket, mivel szovetkozti folyadék keriilhet a mintdba
(hemolizis léphet fel).

5. A vérvételhez hasznalt testrész a sziv szintje alatt legyen,
gyorsabban jon le a vér.

6. Kapillaris vérminta esetén a vérvétel sorrendje: EDTA-t
tartalmazo csovek; egyéb adalékanyagot tartalmazo cso-
vek; szérummintahoz vér. Maximum 10%-os eltérés a
csovon jelzett értékhez képest tobbnyire elfogadhato. Al-
vadasgatolt mintak esetében a levett vérmintat 5—10-szer
at kell forgatni. Ha bealvadt, ismételni kell az eljarast.

7. A beteg jelenlétében kell jeldlni a csoveket (eldre felcim-

kézés keriilendd).

Laboratdériumba transzport vagy POCT mérés.

9. A mintaszallitas koriilményei és idétartama nagyon fon-
tosak.

o

Preanalitikai hibak megeldzése érdekében javasolt: vér-
vételi koriilmények standardizalasa, eltérések dokumentala-
sa, a vérvételt végzod (tobbnyire nem laboratériumi) személy-
zet képzése és a munkafolyamat ellenérzése.

Hormonvizsgalatok eredményeinek értékelése a csecsemé- és gyermekkorban

Interpreting hormone results in infancy and childhood

Dr. Halasz Zita

Semmelweis Egyetem, |. Sz. Gyermekgydgyaszati Klinika

Kulcsszavak: hormon, referencia tartomany, szekvencidlis mintavétel
Key-words: hormone, reference range, sequential hormone measurement

A hormonalis diszfunkciok diagnosztizalasanak fontos
eszkoze a szervezet pillanatnyi allapotat tiikkr6z6 hormonvizs-
galatok elvégzése. A napjainkban alkalmazott modszerek ér-
zékenysége nagy, 10°~107"* mol/l.
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Legfontosabb modszerek:
» fehérjekotésen alapulo eljarasok
» kromatografids modszerek
» tomegspektrometrias modszerek
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» molekuldris bioldgiai modszerek.

A hormonmeghatarozasok kivitelezésénél fontos a meg-
feleld mintavételi koriilmények biztositasa, mivel ezek befo-
lyasolhatjak az eredményt. Altalanosan éhomi mintavétel ja-
vasolt.

Az alimentaris allapot ismerete kiilondsen fontos pl. az
inzulin, C peptid, GH (névekedési hormon) szintek értékelé-
sénél. A folyadék- és sobevitelt az aldoszteron, PRA (plazma-
reninaktivitas), renin, ACTH (adrenokortikotrop hormon)
eredmények értékelésénél kell figyelembe venni.

A laboratoriumi vizsgalati eredményeket a mintavételkor
fenndllo stresszreakcid jelentdsen befolydsolja. Torekedni
kell a fizikai és pszichés stressz hatas lehet6ség szerinti mér-
s¢klésére, kiillonosen ACTH-, TSH- (thyreoideastimulald
hormon), kortizol-, prolaktin-, aldoszteron-, vazopresszin-
meghatarozasok soran. Sok esetben ismételni kell a mérése-
ket a megfeleld informacio érdekében.

A hormonszintek meghatarozasra leggyakrabban szé-
rumbol vagy plazmabol keriil sor. Az ujsziilottkori kdtelezo
szlirGvizsgalat kapcsan a mintavétel specidlis szlirGpapirra
torténik. A szlrdépapir alkalmas egyes hormonok napszaki
profil vizsgalatara is (17OH-progeszteron).

A kortizol szabad frakcidjanak meghatarozasa 24 oras
gyljtott vizeletb6l a hypercortisolismus elfogadott szliré-
modszerévé valt (vizeletvizsgalat esetén fontos a megfelelden
hidralt allapot biztositasa ¢s az iiritett kreatininre torténd kor-
rigalas). Az éjszakai nyalmintabol meghatarozott kortizol-
szint a Cushing-szindroma diagnosztikajanak koénnyi minta-
vételt biztositd és hasznos moédszere. A vizsgalatokat az
intraindividualis valtozdsok miatt minden esetben ismételt
mintabol is el kell végezni!

A klinikai tiinetek hatterében 4ll6 hormonélis diszfunkcid
vizsgalata kapcsan értékelhetd informaciot a szabad hormon-
szintek meghatarozasa biztosithatna. A pajzsmirigyfunkciot
napjainkban altalanosan a TSH, sziiksége esetén a szabad tri-
¢s tetrajodthyronin értékek alapjan itéljiikk meg. (A TSH-szint
mérését hasznaljuk a hypothyreosis sziirésére is). A fehérje-
kdotésen alapuld metodikak esetén szamolni kell azzal, hogy a
meghatarozas nem feltétleniil a biologiailag aktiv, a klinikai
tiinetekkel aranyos hormontermelést tiikkrdzi, hanem arra a
hormontermelésre utal, ami reakcioba 1ép az immunanaliti-
kan alapuld teszttel (pl. LH, prolaktin), Ugyancsak ellent-
mondast eredményez az ugynevezett ,,high-dose-hook™ ef-
fektus. A mért szérumban annak ellenére, hogy a vizsgalt hor-
mon szintje nagyon emelkedett, az eredmény normalis vagy
csokkent hormonszintre utal. A jelenség oka, hogy a minta-
ban jelen 1év6 nagy mennyiségii antigén nemcsak az els6, ha-
nem a masodik, a jelet ado antitestet is teliti. A jelenség ese-
tenként magyarazatot adhat a klinikai tiinetek és a laboratori-
umi eredmény kozotti ellentmondasra. Higitott mintabol is-
mételten végzett vizsgalattal a jelenség igazolhato.

Csecsemd ¢és gyermekkorban a hormonvizsgélatok ered-
ményeinek értékelésénél elséként kell emliteni az életkor és
nem szerinti referenciaértékek hasznalatat. A referenciaérté-
kek metodikatol is fliggenek. Vigyazni kell arra, hogy a mod-
szerek metodika leirdsa kapcsan megadott referenciaértékek
sok esetben igen kis esetszamra vonatkoznak csak (pl. 0ijszii-
l6ttkori, csecsemdkori normaltartomany megadasanal).

A megsziiletést kovetd napokban jelentds valtozas figyel-
hetd meg szinte valamennyi trophormon és periférias hormon
szekrécidja vonatkozasaban. Kiilon koriiltekintést igényel a
korasziilottek és a gesztacids korukhoz képest kis sullyal és
hosszal sziiletett gyermekek vizsgalati eredményeinek érté-
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kelése. Ezekben az esetekben gyakran észlelhetjiik a megszii-
letést kovetd élettani hormonalis valtozas iddbeli eltolodasat
¢és a hormonszekrécid valtozasat. Jelentds az endokrin rend-
szer funkcidjanak valtozasa a pubertas soran. Egyes vizsgalati
eredmények értékelésénél a Tanner-stadiumok figyelembe-
vétele is sziikséges.

Az endokrin funkciok megitélése céljabdl a bazalis hor-
monszintek nem mindig biztositanak megfeleld informaciot.
Jellemz6 példa a novekedési hormonszekrécid megitélése.
Egyszeri mintavételbdl torténd GH-szint-meghatarozas nem
alkalmas a GH-hiany diagnozisanak felallitasara vagy kizara-
sara. Ezekben az esetekben dinamikus tesztek elvégzése so-
ran, ugynevezett szekvencialis mintdk eredményei alapjan
kapunk képet az endokrin rendszer funkcios kapacitasarol.
Legjellemzdbb példa a ndvekedési hormon termelddés meg-
itélése céljabol végzett stimulacids probak, példaul arginin-
teszt, I-DOPA-teszt, inzulin hypoglykaemias teszt, a hypo-
thalamo-hypophysis-gonad tengely aktivalodasat jelzo
GnRH-proba, a mellékvesekéreg szekrécios kapacitasat iga-
zoldo ACTH-teszt. A 12—24 6ran at megfeleld idokozokkel (pl.
GH esetében 20 percenként) vett mintavétel és hormon meg-
hatarozas alkalmas a szekrécid pontosabb megitélésére, azon-
ban a technikai nehézség és a modszer koltségessége miatt in-
kabb elméleti jelent6ségii. Szuppresszios probak elvégzésére
a gyermekendokrinologiaban ritkabban kertiil sor (hypercor-
tisolismus esetén dexamethason szuppresszios proba).

A hormoneredmények értékelése a beteg allapotanak fé-
nyében torténhet. A kritikus allapotban 1év6 beteg esetében
kiilon kortiltekintésre van sziikség. Ilyenkor az endokrin rend-
szert érintd valtozasok a releasing hormonok és a periféria
szintjén is megnyilvanulnak. Megvaltozik a releasing és
trophormon-szekrécio jellege (igy a pulzatilitas, diurnalis rit-
mus) és mértéke is. Mddosul a periférias hormontermelés
mértéke, a kotott és szabad frakciok aranya, a receptorszam, a
hormon-receptor ktés €s hormon metabolizmus is. A kritikus
allapot két fazisaban, az akut és kronikus fazisban a hormona-
lis valtozasok kiilonboznek. Az akut fazisra elsdsorban a re-
gulacio, adaptacio jellemz6 (igy a stresszhormonok fokozott
termelése, a GH-, az ACTH-, a kortizol- és a prolaktinszint
emelkedése, relativ GH-rezisztencia, emelkedett TSH-,
fT4-szint). A kronikus fazis diszregulacids mechanizmusnak
tekinthetd, melyet a stresszhormon csokkent termelése jelle-
mez (csokkent GH-, ACTH-, kortizol-, prolaktinszint, a GH-
rezisztencia megsziinése, alacsony szérum TSH-, fT4-szint).
Az intenziv ellatas kapcsan alkalmazott gyogyszerek az en-
dokrin rendszer vizsgalatat jelentésen korlatozhatjak. Altala-
nos szempontnak kell tekinteni, hogy az intenziv ellatast
igényld allapotokban elvégzett hormonvizsgalatok a pillanat-
nyi helyzetet jellemzik, definitiv diagnézis felallitdsdra nem
alkalmasak. A vizsgalatok ismételt elvégzése egyensulyi alla-
potban feltétleniil sziikséges!

A szervezet hormonhaztartasanak vizsgalata kapcsan fi-
gyelembe kell venni a hormonok, neuropeptidek, neuro-
transzmitterek élettani valtozasait. Pulzatilis jellegi termel6-
dés jellemzi az LH- (pubertas stadiumatol fiiggden), a pro-
laktin-, GH-szekréciot. A kortizol-, ACTH-, csontanyagcse-
re-markerek, 170H-progeszteron-szint meghatarozasanal a
diurnalis ritmust kell figyelembe venni.

Az alvas és az ébrenléti allapot a prolaktin-, GH-szekré-
ci6t modositja. Aldoszteron-, PRA-, renin-, normetanefrin-
meghatarozas értékelésénél a testhelyzet ismerete fontos, a
kiilonbo6z6 testhelyzetekben végzett mintavételi eredmények
a rendszer mitkodésére vonatkozoan tovabbi ismerete nytjta-
nak. Ismeretes a prolaktin, DHEA-S, tesztoszteron termeld-
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dés szezonalis valtozésa is, bar ennek mértéke az eredménye-
ket altalaban klinikailag relevans mértékben nem befolyasol-
jak.

A hormonhéztartas megitélése, az endokrin rendszer
vizsgalata kapcsan nyert laboratériumi eredmények értékelé-
se fokozott koriiltekintést és mérlegelést kivan a klinikus ré-
sz¢érdl. Az eredményt koz16 leleteken megadott értékelés csak

Agymelletti

POCT in neonatal intesive care

Dr. Szabé Miklos

laboratériumi vizsgalatok (POCT) a neonatoldgiai osztalyokon

tajékoztato jellegli és erre a tényre a szilo figyelmét is fontos
felhivni. A téves diagnozisok elkeriilése érdekében elenged-
hetetleniil fontos a beteg alapos vizsgalata, valamennyi klini-
kai koriilmény (tarsbetegségek, gyogyszerelés, képalkotd
vizsgalatok stb.) figyelembe vétele, és nem utols6 sorban a
beteg kezelését végzo orvos és a laboratériumi meghatarozas-
sal foglalkoz6 szakemberek szoros egylittmiikddése.

Semmelweis Egyetem, |. Sz. Gyermekgyogyaszati Klinika

Kulcsszavak: POCT, korasziil6tt, preanalitikai hiba
Key-words: POCT, preterm infant, preanalytical errors

A magyarorszagi gyermekgyogyaszati gyakorlatban tra-
dicioja van a POCT-vizsgalatoknak.

A gyermekosztalyokon korabban jellemzden elterjedt
volt azin. ,,kislabor”, amelyben a klinikus gyermekgyogyasz
sajat keziileg végzett kvalitativ vérkép, vizelet iiledék vagy
liquor vizsgalatot. A neonatologiai intenziv ellatas az a klini-
kai szakteriilet, ahol talan a legerdsebb motivacio jelenik meg
az agy melletti laboratoriumi ,,POCT”-vizsgalatok irant. A
klinikai probléma — diagnézis — laboratoriumi vizsgalat —
vizsgalati eredmény — terapias dontéshozatal folyamat lerdvi-
ditésén tal a neonatologiaban kiilonds hangstly esik a vizsga-
latokhoz sziikséges vérminta minimalizalasara, amely igényt
a mikrometodikat alkalmazo POCT-rendszerek tébbsége al-
taldban jo kozelitéssel teljesiti. A mintamennyiség redukcidja
azért is kiilondsen fontos, mert szoros egyenes aranyossag all
fenn egy kis sulyu korasziiltt transzfuzids igénye és a labora-
toriumi vizsgalatok céljara levett vérmennyiség kozott. Jelen-
leg a POCT-vizsgalatok iranti lelkesedés annak ellenére no-
vekvOben van a neonatologiai intenziv osztalyokon (NIC),
hogy a betegellatd személyzetnek ijabb és jabb vizsgald
miszerek hasznalatat kell begyakorolnia. Ugyanakkor a vizs-
galatok ellendrzottsége, az eredmények validalasa, dokumen-
tacidja tovabbra sem megoldott.

A neonatoldgiai osztalyokon leggyakoribb vérvizsgalat-
ok a vércukorszint-, a szérum- (vér-) bilirubin-, vérgazok, vi-
talis ionok, laktat-, Htk- vagy Hgb-meghatarozas. Egyes
neonatologiai osztalyokon ma mar elérhetd egyes gyullada-
sos fehérjék POCT-rendszerben torténd kimutatasa, mint a
CRP, IL6 vagy prokalcitonin.

A vércukorszint kéros ingadozasa az egyik legjelentd-
sebb neonatologiai morbiditasi tényezd, amely maradando
idegrendszeri kdrosodast okozhat. A vércukorszint gyakori és
preciz meghatarozasa ezért elengedhetetlen a neonatologiai
osztalyokon. A neonatolégidban a vércukorszint meghataro-
zasat neheziti, hogy valtozékony, olykor nagyon magas a
hematokrit értéke ¢és a normoglykaemia hatédrai sziikek, az
alacsony vércukortartomanyban torténé mérés pontossaga
iranti igény magas. A kiilonbozo gyartmanya POCT-esz-
kozok valtozékonyan teljesitenek a NIC kivanalmak kézepet-
te. A napi rutin vizsgéalatokra vald alkalmazas bevezetése

el6tt a referencialaborban mért értékekkel torténd egybevetés
,,bevizsgalas”, a limitaciok feltarasa feltétlentil sziikséges.

Az 6sszbilirubin-meghatarozas a vércukorszintméréshez
képest valamivel ritkdbban, kisebb siirgdsséggel és kisebb vi-
talis jelentdséggel torténik NIC-osztalyokon, ugyanakkor
egészséges jsziilottek korében nagy szamban van sziikség a
vizsgalatra. Egyre gyakoribb a vérgaz analizatorokba integ-
ralt bilirubin meghatarozasi opcid. A bilirubin POCT-eszko-
70k precizitasa sok kivanni valot hagy maga utan. A meghata-
rozést befolyasolja az éppen alkalmazott fototerapia. Eppen
ezért a komolyabb klinikai dontéseket (pl. vércserckezelés)
kizarolag referencialaboratdriumban tortént vizsgalatokra le-
het csak alapozni.

A vérgazvizsgalatok tradicionalisan ¢s kizarolag POCT-
rendszerben torténnek. A vérgazvizsgalatokkal kapcsolatban
a preanalitikai hibdk eliminaldsa rendszeres tovabbképzést
tesz sziikségessé. Ezek kapillarisminta esetén a mintavétel és
a mintabehelyezés soran a gazbuborék szennyezddés, és a
véralvadék kontaminacio elkeriilése. Artérias vagy vénas
mintavétel esetén az infuzios vagy flush oldattal torténd keve-
redés a leggyakoribb hiba.

Vérgaz-meghatarozashoz kapcsoltan leggyakrabban a
Na-, K-, Ca-ionok szintjét mérik. Ujsziilottek esetében a leg-
gyakrabban eléforduld probléma a kifejezetten alacsony Na-
¢és magas K-szintek mérése. A preanalitikai hibak szerepe
rendkiviil nagy, els6sorban a kapillarismintak esetén. A jel-
lemz6 preanalitikai probléma a rossz periférias keringés, a
végtag elomelegitésének elmaradasa, préselése a mintavétel
soran.

Az elmult évtizedben a POCT-meghatarozasok boviild
lehet6sége miatt a laboratoriumi vizsgalatok szama és a kolt-
ségek folyamatosan néttek a kozelmultig. Mivel azonban
egyre szélesebb korben ismerik fel, hogy a (diagnosztikus cé-
Iu vérvétel miatt bekovetkezd) vérveszteség, a mintavétellel
jaro stressz, valamint a nozokomialis fert6zés kockazat csok-
kentése rendkiviil fontos, napjainkban torekednek arra, hogy
a POCT-vizsgalatokat racionalisan és megfelelé indikacio
alapjan végezzék.
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A tandem tomegspektrometriat az anyagcsere-betegsé-
gek diagnosztikajaban mintegy 20 éve alkalmazzak, aminosa-
vak és acilkarnitinek kimutatasara szaritott vércsepp (DBS)
mintabol. A modszer technikai el6ényei, a j6 automatizalhato-
sag, illetve, hogy a vérben eléforduld kiilonb6zé metabolitok
egyidejli detektalasra ad lehetéséget, mialtal az anyagcsere-
rendellenességek parhuzamosan, egyszerlien és gyorsan ki-
mutathatok. A technologia a megjelenése forradalmasitotta a
szlirési eljarast, megnétt a diagnosztizalhato betegségek sza-
ma (mintegy 3040 betegség kimutathaté a modszerrel). Vi-
lagszerte 1étesiiltek sziirést végzd laborok és szamos 0jszilott
¢letét menti meg az Gjsziilott kori anyagesere-betegségek szii-
rése.

Az Wjsziilottkori anyagcesere-betegségek vizsgalata soran
tobb tomegspektrometridsan vizsgalhatd vegyiiletcsoportot
kiilonithetiink el: acilkarnitineket, aminosavakat, szénhidra-
tokat, szerves savakat, zsirsavakat, szteroidokat.

Az elso két csoport vegyiileteinek rutinszerii analizisében
ma a tandem tomegspektrometriat alkalmazzdk. Az acil-
karnitinek és aminosavak kimutatasa DBS mintabol torténik.
A mintaelokészités elsé 1épése a szaritott vércsepp extrak-
cidja, melyhez szerves oldoszert alkalmaznak, elkeriilve igy a
fehérjék és sok beoldodasat a vizsgalandd mintaba, melyek
zavarnak a tomegspektrometrias mérési folyamatot. A szer-
ves oldoszer tartalmazza a stabil izotopjelzett acilkarnitin, il-
letve aminosav vegyiileteket, melyek bels6 standardként szol-
galnak a vizsgaland6 metabolitok kvantitativ meghatarozas-
hoz. A szerves extraktumhoz ezutan szarmazékképzod rea-
genst adnak, s6savas butanolt, melynek segitségével a vegyii-
letekbdl butil-észter-szarmazékokat képeznek. A szarmazék-
képzés szerepe a tomegspektrometrias kimutatas érzékenysé-
gének és specifikussaganak novelése. A mintaeldkészités
utolsé 1épése az oldoszercsere, melynek soran a vizsgalando
mintat olyan oldoszerben veszik fel, amely megfelelé az
elektrospray ionizacié megvalositasahoz.

A tdmegspektrometrias analizis a legtobb sziirést végzo
laboratoriumban Ggynevezett triple quadrupol tipusu tomeg-
spektrométerrel valdosul meg. Ebben a késziiléktipusban a
mintat alkotd Osszes metabolit egyidejii fragmentacidja
(collision induced dissociation — CID) és a molekulaspe-
cifikus fragmensek detektalasa idedlisan megvalodsithato. A
stabil izotopjelzett bels6 standard vegyiiletek segitségével pe-
dig a metabolitok 1ényegében szemikvantitativ meghataroza-
sa torténik. A mért koncentracio érték segitségével egy meg-
bizhatd, de eldzetes diagnozis felallitdsara nyilik lehetdség.
Amennyiben egy minta pozitiv eredményt ad a tandem sziirés
soran, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a végs6 diagnozishoz.

Az aminosavak meghatarozasa tandem tomegspektro-
metridsan Ugynevezett neutral loss detektdlasi technikaval
torténik, melynek soran az alfa-aminosavak fragmentacioja-
kor keletkez6 102 molekulatomegii semleges butil-formiat
vesztés intenzitasat mérik. A cisztein és homocisztein kivéte-
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1ével az Gsszes aminosav meghatarozasa megvaldsithatd ez-
zel az eljarassal. Azoknak a betegségeknek a jelentés részé-
nak rendellenes értéke Jellemez, egyéb, ilyen mdédon mérhetd
vegylilet szintje is megvaltozik. Példaul a javorfaszorp-beteg-
ség vagy a homocystinuria kimutathat6 a metionin megnove-
kedett koncentracio értékének segitségével is.

Az acilkarnitinek meghatarozasa parhuzamosan, ugyan-
abbdl a mintabol torténik, mint az aminosavaké, azonban elté-
6 detektalasi technikéval. Az acilkarnitinek esetén az ugyne-
vezett prekurzor-ion scan technikat alkalmazzak, mivel a
fragmentaci6 soran az dsszes kolonbozo oldallancot tartalma-
z6 acilkarnitin ugyanazt az egyszeresen toltott, 85 molekula-
tomegli iont adja.

Tandem tomegspektrometrias vizsgalattal torténik a
szukcinilaceton nevil vegyiilet meghatarozasa is (laboratori-
umtol fiiggden minden mintabol vagy csak a pozitiv mintak-
bol, masodlagos tesztként). Ennek a metabolitnak I-es tipust
thyrosinaemia esetén né meg a koncentracidja a vérben. A
galaktoz-1-foszfat és a konjugalt epesavak meghatarozasahoz
is kiillonbozé ESI-MS/MS maodszereket alkalmaznak, melye-
ket masodlagos (second-tier) tesztként végeznek a laboratori-
umokban.

A szerves savak anyagcseréjének a zavarat vagy mas né-
ven organikus acidaemidkat mitokondrialis enzimek defektu-
sai okozzak, melyek az elagazd lanci aminosavak (leucin,
izoleucin, valin) katabolizmuséaért és mitokondrialis zsirsa-
vak oxidacigjaért felelések. Az organikus acidaemiak kozé
tobb mint 20 betegség tartozik, melyek esetében kiillonbozo
tipusu acil-koenzimA-észterek halmozddnak fel a mitokond-
riumban. Ezekben a rendellenességekben kulcsszerepet jat-
szik az L-karnitin, amely lebontja a toxikus hatast acil-koen-
zim-A-észtereket, igy acil-karnitin-észterek képzddnek, fel-
szabadul a koenzim-A és visszadll a mitokondrialis homeo-
sztazis. Ez a folyamat tehat az acilkarnitinek keringésbeli
koncentracidjanak novekedését, illetve a vizeletbe torténd na-
gyobb mennyiségii kivalasztodasat és a karnitin masodlagos
hiényét okozza. Tehait a szabad karnitin és a kﬁlénbézé acil-
szaritott vércsepp mintabol vagy vizeletbdl, kozvetetten
ugyan, de specifikus és hatékony modszer az organikus acid-
aemiak kimutatasara.

A rutin szlirGvizsgalat vagyis a tandem tomegspektro-
metria mellett fontos szerepet toltenek be a kromatografiaval
kapcsolt tomegspektrometridas modszerek is az anyagcsere
betegségek diagnosztikajaban: a gazkromatografia-tomeg-
spektrometria (GC-MS, illetve GC-MS/MS) és a nagy haté-
konysagu  folyadékkromatografia  tomegspektrometria
(HPLC-MS, illetve HPLC-MS/MS). Rendkiviil 6sszetett €s
viszonylag kis tomegii molekulakat tartalmaz6 mintak esetén,
mint amilyen példaul egy vérminta is, a mai napig a GC-MS
modszer az idealis analitikai eszk0z. A szerves sav, zsirsav €s
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szteroidprofil meghatdrozasa vizelet-, szérum- vagy liquor-
mintakbol GC-MS modszerrel torténik a sziir6laborokban.
Ezt a vizsgalatot azonban csak akkor végzik el, ha a tandem
szlirés eredménye valamilyen rendellenességre utal. A mod-
szer hatranya ugyanis, hogy a megfelel6 szelektivitas, szepa-
racid érdekében egy minta analizise nagyjabol 30 percig tart,
ellentétben a tandem vizsgalattal, amely 1-2 percet vesz
igénybe. Raadasul a mintael6készités soran szintén sziikséges
szarmazékképzés (altalaban trialkilszililezés) alkalmazasa,
hogy a vizsgalandd vegyiiletek illékonysaga megfeleld le-
gyen az analizishez. A mddszer alkalmazasaval azonban tobb
mint 200 metabolit parhuzamos, kvantitativ meghatarozasara
van lehetdség.

A HPLC-MS és a HPLC-MS/MS technika alkalmazasi
kore fokozatosan novekszik az anyagesere-betegségek diag-
nosztikajaban, noha a mddszer szelektivitisa még mindig
nem tudta elérni a GC-MS altal nyujtott szintet. Azonban a

technika alkalmazasa az analizisidd jelent6s csokkenését je-
lenti a legtobb esetben a GC-MS-hez képest, valamit lehetd-
séget nyujt kevésbé illékony vegyiiletek analizisére is. A
technika alkalmazasi teriilete ma tipikusan a pontos, megbiz-
hat6 kvantitativ meghatarozas, melyet masodlagos vizsgalat-
ként végeznek el kiilonb6z6 vegyiiletekre, a pozitiv mintak
esetében. Ilyen tipusu mérések az aminosav-kromatografia,
az acilkarnitin-kromatografia, a cisztein és homocisztein
meghatarozasa szérum-, vizelet- vagy liquormintabdl, illetve
az enzim-assay modszerek. Ezek 1ényege, hogy a fehérjéhez
kotddni képes szubsztrattal vald inkubalas utan a szubsztrat
vagy a termék visszamérése torténik HPLC-MS modszerrel.
Az anyagcsere-betegségek diagnosztikajaban alkalmazott
enzim-assay modszerek kozott szerepelnek példaul a kiilon-
b6z6 zsirsav oxidacids zavarokat okozod enzimek, a biotini-
daz, a gamma-glutamil-transzpeptidaz (GGT), valamint
galaktoz-1-foszfat-uridil-transzferaz vizsgalatai.

Tomegspektrometria a klinikai laboratériumi diagnosztikaban

Mass spectrometry in laboratory diagnostics

Dr. Takats Zoltan

Semmelweis Egyetem, |. sz. Gyermekgyogydaszati Klinika
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A tomegspektrometria olyan analitikai modszer, mellyel
ionokat lehet elvalasztasa és detektalasa valosithaté meg m/z,
azaz molekulatomeg/toltés alapjan. Ehhez az eljarashoz gaz-
fazisu ionok létrehozaséara van sziikség. Mivel a vizsgalando
anyagok leggyakrabban kondenzalt formaban fordulnak elo,
ezért a tomegspektrometrids analizis elsd 1épése a gazfazisu
ionok eldallitasa. Ez a folyamat az ugynevezett ionizacio,
rakcidjaval valosul meg.

Kis molekulak esetében a z értéke altalaban 1, nagyobb
molekuldk esetében tobbszordsen toltott ionok is eléfordul-
nak. Az ionizacid soran létrejott ionpopulaciot a tdmeganali-
zis soran valasztjuk szét. A tdmeganalizis célja, hogy a detek-
tort egy iddpillanatban csak egy bizonyos m/z értékkel bird
ion érje el. A tomegspektrumot ilyen modon altaldban idd
fliggvényében vessziik fel, periodikusan. A periddus id6 az
ugynevezett scan time. Sok ionizaciés modszer esetében a
molekulakbol csak egyféle molekulaion keletkezik. Mivel
szamos kiilonb6z6 vegyiiletnek lehet ugyanaz a molekulatd-
mege, ezért a molekulaion detektdldsa nem elég szelektiv.
Ezen olyan modon lehet segiteni, hogy a molekulaiont semle-
ges gazmolekulakkal torténd iitkoztetés soran fragmentaljuk
(tandem tomegspektrometria). A fragmens ionok m/z értékei
¢és eloszlasuk szerkezeti informaciot hordoz, igy egy adott
molekulaionbol keletkezd adott fragmens monitoralasa mar
megfelelen szelektiv detektalast biztosit. Ismeretlen mole-
kulak esetén a tandem tomegspektrum felhasznalhatd a mole-
kula szerkezetének felderitésére is.

A tomegspektrometriat alapvetéen szerkezetkutatasra és
analitikara hasznaljuk. Az elsO esetben egy ismeretlen szer-
kezetii molekula szerkezetének a felderitése a feladat. Ehhez
altalaban nem elégséges a tomegspektrometria hasznalata,
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hanem sziikséges egyéb spektroszkopiai modszerek alkalma-
zasa is (NMR, IR). Fontos megjegyezni ennél az alkalmazas-
nal, hogy az ionok pontos tomegébdl egyértelmiien lehet az
Osszegképletiikre kovetkeztetni, igy a nagy felbontast tomeg-
spektrometria kivaltja az elemanalizist. A tdmegspektromet-
ria kiilondsen alkalmas analitikai meghatarozasokra, ugyanis
a kapott jel aranyos a késziilékbe bevitt anyagmennyiséggel,
valamint a modszer érzékenysége nagysagrendekkel megha-
ladja egyéb spektroszkopiai modszerek érzékenységét. Bar
tomegspektrometridsan lényegében barmilyen molekularis
szerkezetli anyag vizsgalhato, a késziilék ionforrasaba csak
megfeleléen elokészitett mintat tudunk beereszteni, igy a
mintaelokészités az egyik legkritikusabb része a tomegspekt-
rometrian alapuld analitikai sémaknak. A tomegspektromet-
ria szempontjabol elékészitésnek szamit minden folyamat az
extrakciotol az olddszercserén at a kromatografias vagy elekt-
roforetikus modszerekig.

A tomegspektrometrias modszereket az ionizacid tipusa
szerint oszthatjuk harom nagy csoportra: a hagyomdnyos
(elektroniitkozéses ionizdcio, illetve kémiai ionizacio), a de-
szorpcios, illetve a spray ionizacios modszerekre. A hagyo-
manyos modszerek esetében az elparologtatas megeldzi az io-
nizaciot, azaz a modszerek csak gazfazisban levé molekulak
ionizaciojara alkalmasak. Ezek a modszerek idedlisak tehat
gazkromatografia-tomegspektrometria (GC-MS) csatolas
esetében.

A GC-MS alkalmazasi teriilete ma mar viszonylag sziik, a
modszer iddigényessége miatt fokozatosan atveszi a helyét a
HPLC-MS technika. Néhany vegyiiletcsoport esetén azonban
még ma is jellemz6 a GC-MS hasznalata, példaul egyes szte-
roidoknal, lipid jellegii komponenseknél. A doppinganalitika
maig is elterjedten alkalmazott eszkoze.
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A deszorpcios ionizacios technikak 1ényege, hogy a vizs-
galand6 molekulakat valamilyen analitikai nyalab (1ézer, ion,
atom) segitségével kiszakitjuk a kondenzalt feliiletr6l. A fo-
lyamat soran egy Iépésben torténik a molekulak ionizacidja és
gazfazisba vitele. Igy tehat elkeriilhetd a mintak géz- vagy fo-
lyadékfazisba vitele, és ilyen modon a keresztszennyez6dés
is, mivel a mintdk nem haladnak at ugyanazon a térrészen. A
deszorpciods technikak tehat kivaloan alkalmasak nagy sebes-
ségll analitikai meghatdrozasokra, mivel a keresztszennyez6-
dés kikiiszobolése altal megsziinik a varakozasi id6, mig az
el6z6 minta kitiriil a rendszerbdl.

A MALDI (matrixszal segitett lézer-deszorpcios ionizd-
cio) a legelterjedtebben alkalmazott deszorpcids ionizacios
technika. A mintdkat ebben az esetben elkeverjiik az Gigyne-
vezett matrix oldataval, és ezt a keveréket szaritjuk a feliiletre.
A feliiletet ezutan 1ézer-deszorpcios eljarassal vizsgaljuk. A
technika megvaldsithatd atmoszférikus nyomadson is és va-
kuumban is. Elényei koz¢ tartozik a gyorsasag, automatizal-
hatdsag, valamint az, hogy az analizisnek nincs felsd tomeg-
hatara. Hatranya, hogy egyszeresen t6ltott ionokat eredmé-
nyez, amelyek nem adnak minden esetben megfelel6 MS/MS
spektrumot. A modszert elsdsorban a bottom-up proteomika-
ban alkalmazzak, de intakt fehérjék vizsgalataban is egyre el-
terjedtebben hasznalt technika.

A spray ionizaciés modszerek esetében a folyadék hal-
mazallapotu mintaban oldott analit-molekulakat ionizaljuk
egy lépésben. Két f6 formdja van, az elektrospray (ESI) és az
atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacié (APCI). Az elektro-
spray alkalmas minden olyan speciesz ionizalasara, amely ol-
datfazisban legalabbis részlegesen ionokat képez. Tipikus
példak az aminok pozitiv ion médban és a karbonsavak nega-
tiv ion mdédban. Ionosan disszociald csoportot nem tartalmazo
molekuldk is ionizalhatéak esetenként, amennyiben pl. stabil
fémion komplexet képeznek. Ilyenek pl. a szénhidratok alka-
lifémion komplexei. Ionosan nem disszociald vegyiileteket
APCI ionizaciéval tudunk ionizalni, azonban ennek el6felté-
tele valamilyen szintli termikus stabilitas. APCI-ban az ami-
doktol az aromas szénhidrogénekig sok kiilonbdz6 tipusti mo-
lekula ionizalhat6. Ezt a két modszert (ESI és APCI) alkal-
mazzak HPLC-MS csatolasnal. A gyakran hasznalt modsze-
rek mellett szamos kevésbé hasznalt, egzotikus ionizacids
modszer is létezik.

A HPLC-MS modszert széles korben alkalmazzak a klini-
kai kémiaban, altalaban kis molekulak (MW<5 kDa) megha-
tarozasara. A kimutatasi modszerek kidolgozasaban a minta-
elékészités megtervezése fontos szerepet jatszik. A mintael6-
készités célja tehat, hogy megszabaduljunk azoktdl a kompo-
nensektdl, amelyek zavarjak az analitikai meghatarozast, il-
letve hogy az analitmolekula atkeriiljon olyan olddszerrend-
szerbe, amely injektalhaté a HPLC-re. A legfontosabb zavaro
tényezok a fehérjék és a lipidek. A fehérjék ugyanis kicsapdod-
nak az oszlopon és eltomitik, tovabba mind ESI, mind APCI
esetén zavarjak az ionizacios folyamatot. A lipidek irreverzi-
bilisen kotddnek a leggyakrabban alkalmazott C18-as HPLC
allofazison, megvaltoztatva igy az elvalasztasi folyamatot. A
leggyakrabban alkalmazott mintatisztitasi eljarasok a kicsa-
pas (fehérjék eltavolitasara), a szilard fazisu extrakcio, illetve
a folyadék (vagy oldoszeres) extrakcio.

A HPLC-MS egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete a
gyogyszeranalitika, ezen beliil is két teriiletet kiilonithetiink
el, az ADME (absorption, distribution, metabolism,
excretion), illetve a terdpidas gyogyszerszint meghatdrozdso-
kat (therapeutic drug monitoring). Mindkét esetben a hato-
anyag kvantitativ meghatarozasara van sziikség, melyben
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kulcsszerepet kap a kalibraciés folyamat. Altalaban az analiti-
kai modszerek esetében két kiilonbozo tipust kalibraciot le-
het végezni a kvantitativ meghatarozasokhoz. Kiils6 kalibra-
ciénak nevezik, amikor higitasi sort készitenek a mérendd
komponensbdl az eredeti matrixban, majd a mintakkal azonos
mintaelokészités utan végzik a méréseket. A masik kalibraci-
6s modszer a belsd standard alkalmazasa. A belsd standard a
mérendd molekulahoz kémiailag hasonlé vegyiilet, idealisan
stabil izotop (*H, "*C, "°N stb.) jelzett originalis vegyiilet, me-
lyet ismert mennyiségben adunk hozza a mérendé mintahoz.
Kvantitativ meghatarozas esetén mindkét modszer alkalma-
zasa sziikséges, tehat minden esetben el kell végezni a kiilsé
kalibraciot, valamit a belsd standard vegyliletet a mintael6-
készités soran hozza kell adni a vizsgaland6 anyag oldatahoz.
A gybdgyszermolekuldk mennyiségi meghatarozasa HPLC-
MS modszerrel torténhet szérum, teljes vér, vizelet, illetve
liquor mintébdl is. Kiilondsen fontos ennek az érzékeny és
megbizhaté kimutatasi modszernek az alkalmazasa olyan
gyogyszermolekuldknal, ahol a toxikus ¢és a hatékony doézis
kozel van egymashoz. Mivel szamos gyogyszermolekula to-
xikus mar a terapias tartomanyban is, ezért cél a dozis mini-
malizalasa. Ehhez sziikséges tudni, hogy az egyén esetében
adott dozis milyen plazmaszintet eredményez, igy optimali-
zalhato a dozis.

Izolalt, ismeretlen fehérjék azonositasara napjainkban
szinte kizardlag tomegspektrometrias technikakat hasznal-
nak. Bar az intakt fehérjemolekuldk kozvetlen tomegspektro-
metrids vizsgalata mar megoldott, a rutinszeri modszerek al-
taldban tripszinnel emésztett fehérjék vizsgalatan alapulnak.
A tripszines emésztés soran ugyanis olyan peptidek keletkez-
nek, amelyek mindegyike tartalmaz legalabb egy konnyen io-
nizalhat6 csoportot, igy a triptikus peptidek vizsgalataval el-
méletben csaknem teljes szekvencialefedettség érhetd el. A
triptikus fragmensek aminosavsorrendje MS/MS modban fel-
derithet6, igy akar a fehérjék teljes szekvencia analizise is el-
végezhetd. Az intakt fehérje tomegspektrometria informaciot
ad a fehérje molekulatomegérdl, valamint elektrospray ioni-
zaciot hasznalva, a megjelend tobbszordsen toltott ionok el-
oszlasabdl lehet kovetkeztetni a fehérje térszerkezetére.

Proteomikai alkalmazasok esetében két alapveté megkd-
zelités létezik. Az igynevezett bottom-up megkozelités eseté-
ben a fehérjét tripszinnel emésztjiik, majd a triptikus emészt-
ményt vizsgaljuk tdmegspektrometriasan. A modszer altala-
ban tartalmaz valamilyen elvalasztastechnikat is, az emész-
tést megel6zdéen vagy az kovetden. Hagyomanyosan a 2D
elektroforézissel elvalasztott fehérjéket extrahaljuk ki a gél-
bol, emésztjik, és peptideket vizsgaljuk MALDI (esetleg
ESI) MS-sel. A kozelmultban azonban megjelentek olyan
modszerek is, amelyeknél egy fehérjeelegyet emésztiink,
majd az igy keletkez? triptikus fragmenselegyet valasztjuk el
2D HPLC-vel és a peptideket nanoelektrospray-MS/MS
modszerrel azonositjuk. Az ugynevezett top-down megkoze-
lités esetében az izolalt fehérjét intakt allapotban ionizaljuk,
majd a sokszorosan toltott fehérjeionokat fragmentaljuk
elektronbefogasos, elektrontranszfer vagy egyéb disszociaci-
6s modszerrel, és a keletkezett fragmensekb6l kdvetkeztetiink
a fehérje aminosav-szekvenciajara.

Az Gigynevezett enzim-assay modszerek olyan specialis
fehérjevizsgalati modszerek, melyekkel a fehérjék funkciona-
lis elemzése végezhetd el, ezt leggyakrabban enzimek eseté-
ben alkalmazzak. A fehérjéhez kotddni képes szubsztrattal
vald inkubalas utan a szubsztrat vagy a termék visszamérése
torténik HPLC-MS médszerrel.
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A hemosztazis diagnosztikajaban altalaban plazmat hasz-
nalunk. Ez alol kivételt képez az antifoszfolipid antitestek
vizsgalata (szérum) és a genetikai vizsgalatok, PFA-100 (tel-
jes vér).

A mintavétel ennek megfelelden kiilonbdzo csétipusokba
torténik: citratos (vilagoskék kupakos csd); EDTA-s (lila ku-
pakos cs6); nativ (piros kupakos cso).

A véralvadas vizsgalatara hasznalt mintavételi csovek
antikoagulansként 3,2%-os Na-citrat-oldatot tartalmaznak.
Egyéb véralvadasgatld nem elfogadhaté. A citratos vérminta-
bol centrifugalas altal jutunk citratos plazmahoz.

»  Thrombocytadus plazma (PRP) (Plt >10 G/1): 37 °C-on
800 rpm, 5 perc centrifugalassal nyerjiik, thrombocyta-
funkcids mérésekhez hasznaljuk.

»  Thrombocytaszegény plazma (PPP) (Plt <10 G/1): szoba-
homérsékleten 3000 rpm, 10-15 perc centrifugalassal
kapjuk, a rutin hemosztazisvizsgalatokhoz ezt hasznal-
juk.

»  Thrombocytamentes plazma (PFP): 4000 rpm, 20-30
perc centrifugalassal nyerjiik, és a PPP-hez hasonloan
hasznalhatjuk. Kiilondsen alkalmas olyan tesztekhez,
ahol a vérlemezkék zavarhatjak a meghatarozast (throm-
bocytafaktorok, heparinmonitorozas, LA, egyéb antifosz-
folipid antitestek, fibrinolizis elemei). Felhasznalasig fa-
gyasztva tarolando.

A beteg el6készitése a vizsgalathoz

Thrombophylia kivizsgalasakor a vérvételt megel6zden
az esetleges kumarin terapiat fel kell fiiggeszteni, és ha az
antikoagulalas nem hagyhato el, a beteget alacsony molekula-
tomegl heparinra at kell allitani. Ennek az az oka, hogy a
kumarin a K-vitamin-fiiggd protein-S és -C aktivitas megitél-
hetdségét zavarja.

Véralvadasi vizsgalatokhoz torténd vérvétel eldtt konnyt,
alacsony kaloriatartalmu reggeli fogyaszthatd, valamint a be-
teg igyon bdven folyadékot. Annak érdekében, hogy dsszeha-
sonlithat6 eredményeket kapjunk, a vérmintakat adott beteg-
t6l mindig ugyanabban a testhelyzetben vegyiik le. (Egészsé-
ges egyénekben egyes értékek akar 20%-kal alacsonyabbak
fekvo helyzetben, mint fiiggélegesben, ddémasokban ez az
arany még nagyobb lehet).

Vérvételi technika

Veérvétel helye: valamely periférias véna, tobbnyire a vena
cubitalis.

Nem megengedett a vérvétel heparinnal atmosott allando
kaniilbdl. Ilyen esetben a mintavétel a masik kar vénajabol
torténjen, vagy a kaniil fiziologias soval torténd atmosasat és
az elsd 5 ml vér leengedését kdvetden.

Kompresszio: vérvétel soran ne tartson tovabb 1 percnél,
¢és csak az éppen sziikséges erejli legyen. A tul sokaig/tul nagy
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erovel torténd véna okkluzio a fibrinolizis lokalis aktivacioja-
hoz, megndvekedett faktorkoncentraciokhoz/-aktivitashoz
vezet. 3 percnél tovabb tarto leszoritas esetén a PI, APTI és TI
megrovidiil, mig az AT, fibrinogén-szint kb. 10%-kal névek-
szik.

Veérveétel sorrendje: a véralvadasra szant vérminta soha ne
kozvetleniil a szliras utani els6 minta legyen. Abban az eset-
ben, ha csak koagulaciods tesztek végzésére van sziikség, a
citratos minta elétt EDTA-s vér vétele torténjen, ugyanis a
szlras utan nyert els6 mintdban levd szoveti tromboplasztin
téves eredményeket okozhat. Barmely (indokolatlanul) kéros
eredmény esetén, Uj mintavétel javasolt és a vizsgalatot meg
kell ismételni.

Fontos, hogy a vér zavartalanul (6rvénylést okoz6 megto-
rés nélkil), rovid id6 alatt a mintavételi csébe jusson. Tul
gyors aramlés esetén a thrombocytak/vorosvértestek karo-
sodhatnak. Tl lassti aramlas esetén pedig a vérminta alvada-
sa beindul, akar lathaté formaban alvadékképzddéssel, akar
lathatatlanul, az alvadasi faktorok aktivacidjaval. Figyelni
kell, hogy elegendd vér keriiljon a csébe (jel!), a helyes
citrat:vér arany (1:10) elérése érdekében. Ha a vérmennyiség
kevesebb a sziikségesnél, a plazma magas citratkoncentra-
cidja megnyult alvadasi id6ket (féként APTI) okoz. A jelen-
leg hasznalatos vakuumos csovekben a vakuum biztositja a
megfeleld citrat:vér arany elérését. (Megjegyzés: a fenti
aranytol kb. 10%-os eltérés még elfogadhato.)

Osszeforgatds: a minta levétele utdn a csdvet azonnal,
legalabb négyszer, lassu és konnyed mozdulattal forgassuk
Ossze. Razogatas keriilendd, mert hemolizishez és/vagy
thrombocytaaktivaciohoz vezethet, ezzel téves eredményeket
okozva. Ha tal kés6n vagy nem eléggé forgatjuk 6ssze a min-
tat, alvadékképzddés indulhat meg.

Mintakezelés

Az altalanos laboratoriumi szabalyok (csovek jelolése a
beteg jelenlétében, mintavételkor, legalabb két kiillonbozo
azonositoval) betartdsa mellett a mintak gondos ellenérzése a
tovabbi feldolgozas eldtt rendkiviil fontos ahhoz, hogy a dur-
va hibékat kikiiszoboljiik. Melyek lehetnek ezek a hibak?

Nem megfelelo vérvételi csé: Na-citrat oldat helyett mas-
féle antikoagulanst (pl. EDTA, heparin) tartalmaz.

Nem megfeleld citrat:vér arany: a sziikségesnél kevesebb
vérmintat latunk a csében.

Alvadékos minta: a vérmintat dvatosan dsszeforgatva el-
lendrizziik, hogy nincs-e benne alvadék. Alvadékképzodés
esetén, annak nagysagatdl fliggden, a koagulacios idok fals
megrovidiilése, normalizacidja, illetve megnyulasa észlelhe-
to.

Hemolizis: a minta allé helyzetben, hosszu ideig tarté ta-
rolasa utan, vagy még inkabb centrifugalds utan figyelhetd
meg. Ha a hemolizis in vivo is fennall (ezt megerdsithetjiik is-
mételt vérvétellel), a mintat vizsgaljuk a hemosztazeoldgiai
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allapot felmérése céljabol. Ha a hemolizis helytelen vérvételi
technika eredménye (pl. excessziv aspiracio, erés razogatas),
a mintat nem szabad hemosztazis-vizsgalatra felhasznalni.

Mintaszallitas

Allo helyzetii, lezart csovekben torténik. Keriilendd a
mintak razatdsa (hemolizis, alvadas aktivacid megelézése).
Centrifugalatlan mintak szallitasa 15-20 °C-on torténjék.

Mintatarolas

SzobahOmérsékleten a PI stabilabb, mint az APTI, de a
héfok emelkedésével mindkettd értéke kifejezetten csokken
(%), illetve nd (sec). Ezen valtozasok az alvadasi faktorok
csokkent aktivitasa miatt alakulnak ki. A leglabilisabb faktor
a FVIIL

Hémeérséklet. Ha a minta par o6ran beliil lemérésre kertil,
tarolhat6 szobahon (15-25 °C). Ebben az esetben nem sziik-
séges a plazmat a sejtes elemektdl a centrifugalast kvetden
eltavolitani.

A magas homérséklet (beleértve direkt napfény) minden-
kor keriilendd. Hiitészekrényben (2—-8 °C) tarolds nem ajanla-
tos, mivel ez a FVII, valamint FXI, XII hidegaktivacidjahoz,
ezaltal a megfeleld sziirdtesztek rovidiilt alvadasi idejéhez ve-
zet.

Ha a minta csak a kés6bbiekben keriil felhasznalasra, a
thrombocytamentes plazmat (PFP) a vérvétel utan 1 oran be-
Ll kiilon vélasztjuk a sejtes elemekrdl és zart csovekben fa-
gyasztva taroljuk. Rovid ideig tarto (<2 hét) tarolasra elegen-
dé a—20 °C, de hosszabb 1d6 esetén (<6 honap) legalabb -70
°C a megfelel6 tarolasi hdmérséklet. A fagyasztott mintakat
37 °C-os vizfirdoben enged;jiik fel, majd alaposan &sszeke-
verjilk. Ezutan azonnal megkezdjiik a mérést, mivel szamta-
lan faktor stabilitdsa csdkken felolvasztds utan. Az Ujrafa-
gyasztas és —felengedés keriilend6.

A tarolas idotartama. Pl esetén 24, egyéb vizsgalatok ese-
tén pedig 4 oran beliil végre kell hajtani a méréseket. Ha a
mintak csak a késobbiekben keriilnek felhasznalasra, a plaz-
makat le kell fagyasztanunk.

Thrombocytafunkcios vizsgalatok esetén a mintavételt
kdvetden azonnal meg kell kezdeni a mérést és két 6ran beliil
be kell fejezni.

Hematokrit és a véralvadasi vizsgalatok

A hematokrit 0,25-0,55 (25-55%) tartomanyban nem be-
folyésolja a véralvadasi szlir6tesztek eredményét, igy értékét
tobbnyire nem is kell szamitasba venniink. Alacsony, illetve
magas hematokrit esetén viszont téves alvadasi eredményeket
kapunk.

Ha a hematokrit >0,55 (55%): fiziologias ujsziilottekben,
illetve el6fordul olyan betegségekben, ahol a vordsvértest-
szam nd (polycythaemia vera, szivbetegségek), ¢s igy a plaz-
ma aranya csokken. Ilyenkor nyitott, hagyomanyos vérvétel
esetén a szokdsos citrat:vér aranyt modosithatjuk. A vénas vér
megfelelé mennyisége kiszamithato a kdvetkezo képlet alap-
jan:

vér (ml) = 9 x Na-citrat-oldat (ml) x 0,55/
(1,00 — hematokrit)

Ha a hematokrit <0,25 (25%): a fenti formula alapjan
modositando a helyes arany.

Cirkadian ritmus
A véralvadasi faktorok is mutatnak napszaki valtozaso-
kat. A legalacsonyabb értékeket tobbnyire a kora éjjeli orak-
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ban figyelhetjiik meg; a PAI-1 aktivitdsa viszont a kora déluta-
ni 6rakban minimalis, hajnali 2 és 6 6ra kozott maximalis.

Szamos esetben azonban nem figyelhetd meg valodi
cirkadian ritmus (pl. antitrombin).

Annak tekintetében, hogy a napszaki valtozasok esetlege-
sen befolyasolhatjak a kapott eredményeket, a véralvadasi
vizsgalatokhoz sziikséges vérvétel reggel 7 és 9 ora kozott
torténjék.

Stressz

A fizikai és mentalis stressz valtozdsokhoz vezet a hemo-
sztatikus rendszerben, melyek nagyban fiiggenek a terhelés
nagysagatol és id6tartamatol, valamint a beteg alloképességé-
tél. Stressz esetén hiperkoagulabilitas (APTI rovidiil,
vWF:Ag nd), illetve hiperfibrinolizis (koéros fibrinolitikus
sziiréteszt-eredmények) egyarant bekovetkezhetnek.

Etkezés, stimulansok
A véralvadas folyamatait a szélsdségekt6l mentes, ki-

egyensulyozott étrend nem befolyasolja. Igy a vérvételnek

nem sziikséges ¢hgyomorra torténnie, konnyt (alacsony zsir-
tartalmut) reggeli elfogyaszthato eldtte.
Néhany megfigyelés:

1. Magas allati zsiradék tartalmu étrend a fibrinolitikus akti-
vitas csokkenéséhez vezet.

2. Nagy mennyiségii gyiimoéles és zoldség fogyasztasa fo-
kozza a fibrinolizist, a PAl-szint csokkenésén keresztiil.

3. Haldiéta (makréla) csokkenti a vérlemezke szamot és ala-
csonyabb fibrinogén-szintet mérhetiink a kdvetkez6 par
hétben. A thrombocytak aggregacidja csokken a halolaj-
ban levd tobbszordsen telitetlen zsirsavak miatt.

4. Nagy mennyiségli C-, E-vitamin, gyombér, hagyma fo-
gyasztasa zavarja a thrombocytaaggregaciot.

5. K-vitamin: csak abban az esetben érinti a véralvadast, ha
az ¢étrend szélsdséges vagy egyik naprol a masikra l1énye-
gesen megvaltozik.

6. Kronikus alkoholizmus csokkent thrombocytaszdmhoz
¢és aggregaciohoz vezet.

7. Dohanyzas: fokozza a thrombocytaaggregaciot és adhézi-
ot, noveli a fibrinogén szintjét.

Gyoégyszerek
A véralvadas terdpias céllal torténd befolyasolasara ad-

nak antikoagulansokat és thrombocytagatl6 szereket. Szamos

mas gyogyszer mellékhatasai révén hat a hemosztazisra.
Utobbira néhany példa:

1. NSAID: az acetilszalicilsav irreverzibilisen gatolja a
COX enzimet, ezzel csokkenti/megsziinteti a throm-
bocytaaggregaciot.

2. Oralis fogamzasgatlok: hatasukra a legtobb alvadasi fak-
tor aktivitdsa nd, fokozodik a thrombocytaaggregacio,
mig az AT és PS szintje csokken.

3. Valproat: thrombocytopenia, fibrinogén-szint csokkenés.

4. Aszparaginaz: fibrinogén, AT, PC, PS, plazminogén,
K-vitamin-fiiggd alvadasi faktorok szintje csokken.

5. Széles spektrumu antibiotikumok K-vitamin-hidnyt
okozhatnak a bélflora kéarositasa altal.

A korrekt eredményekhez elengedhetetlen feltétel a he-
mosztazisvizsgalatok soran a preanalitikai szak kontrollalasa.
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A hemosztazis bonyolultan szabalyozott rendszer, amely-
ben az érfal, a thrombocytdk, a véralvadas és a fibrinolizis
komponenseinek dsszehangolt miikodésével egyensulyi alla-
pot valdsul meg. A fizioldgids és a patologids allapotok meg-
értésére tobb teodria sziiletett, kezdve a klasszikustol, a viz-
esés” elméleten at a legatfogobb képet ado, sejt alapti modell
kialakitasaig (Hoffmann 1998). A ,,vizesés” elmélet a diag-
nosztikdban még mindig nagyon j6 eligazodast nyujt. Ennek
az elméletnek az alaptételei:

» azalvadasi faktorok a plazméban inaktiv formaban kerin-
genek,

» az aktivacio két uton indul: az intrinsic és extrinsic uton,

» a faktorok egymast kovetd proteolizissel aktivalodnak
kotott sorrendben, és az exponencidlisan novekvo szamu
faktor trombin generaciohoz vezet, amely hatasara a fo-
lyékony fibrinogén gél allapotu fibrinné alakul. A rutin
véralvadasi vizsgalatok altalaban ennél a 1épésnél vég-
z0dnek.

A finoman hangolt egyensuly megbomlasa vérzékeny-
séghez (hipokoagulacio) vagy fokozott thrombosiskészség-
hez (hiperkoagulacio) vezet. Barmely iranyu eltérés kivizsga-
lasa a rutin alaptesztekkel indul (zarojelben az alapteszt ne-
ve):
thrombocytaszam (vérkép, kenet),
protrombinidé (PI),
aktivalt parcialis tromboplasztinid6 (APTI),
trombinidé (TT),
fibrinogén (Clauss-modszer).

v v v v Vv

A koros értékek tovabbi vizsgalatokat indikalnak, amely
az eltérés iranyatdl fiiggden a hipo- vagy hiperkoagulaci6 ki-
vizsgalasat jelenti.

A beteg anamnézisének, klinikai tiineteinek és az alkal-
mazott terapianak az ismerete lényeges segitséget nyujt a to-
vabbi vizsgalatok sorrendjében.

Vérzékenység vizsgalata

Thrombocytaszam
Meérsékelten csokkent thrombocytaszam (50—100 G/1) és
klinikai tiinetek megléte esetén thrombocytafunkcios tesztek
végezhetok:
» PFA100 (vérzési id6 standardizalt valtozata) (Collagen/
Epinephrine és Collagen/ADP cartridge),
» hagyomanyos aggregométer (optikai elven alapulo).

Heparinterapia mellett (5—14. nap) fellépd thrombocyto-
penia (<100 G/I vagy a kiindulasi érték felére csokkenése)
esetén HIT-II sz{ir6 teszt beallitasa indokolt.

Alacsony thrombocytaszam esetén ajanlott a kenet meg-
tekintése, mikroaggregatumok vagy fragmentocytak (DIC)
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felismerésére. Az alvadasgatlo (EDTA) okozta pseudothrom-
bocytopenia kizardsa fontos, hogy elkeriiljiik a felesleges
vizsgalatokat.

Koagulacios vizsgalatok

Az alvadasi sziirétesztek az aktivacio egy-egy fazisan be-
lili eltérést jelzik az alvadasi és fibrinolizis folyamataban. Az
alaptesztek egyiittes elvégzése segit a tovabbi vizsgalatok ki-
jelolésében.

Megnyult PI vagy APTI esetén az els6 1épés a korrekcios
vizsgalat elvégzése:
» beteg plazma és normal plazma 1:1 aranyu keveréke.

Ha a megismételt mérés értéke a normaléval megegyezo,
az egyes alvadasi faktorokat kell meghatarozni. Ha koros ma-
rad, gatlotest iranyaba (lupusz antikoagulans, LA vagy alva-
dasi faktor ellenes gatlo) végziink meghatarozasokat.

Korrekciot kévetd eljardsok:

» Korrigalhato PI és normal APTI esetén a VII. faktort,

»  korrigalhato APTI és normal PI esetén VIII, IX, X1 és XII
faktorokat (ha a betegnél nincs vérzés, a mérést a XII. fak-
torral kezdjiik) hatarozzuk meg.

» Csokkent VIII. faktor esetén von Willebrand-betegség
gyantja is felmeriilhet. A kivizsgalasi algoritmus a von
Willebrand-faktor (vWF) funkcionalis €s antigén méré-
sét, a kollagén- és a VIII. faktor-két6hely meghataroza-
sat, a multimerek analizisét, esetenként thrombocyta-
aggregacios mérést foglal magaba.

» Korrigalhato PI, APTI és normal TI mellett a k6z0s akti-
vacios ut faktorait hatarozzuk meg (1., V., VII. és X. fak-
torok). Ha majbetegség all a megnyult értékek hatterében,
az alvadasi faktorok egyenkénti meghatarozasa felesle-
ges. Kivételt képez a maj transzplantacidja (V. faktor).

»  Megnyult PI, APTI, és TI esetén a faktor meghatarozasok
elétt a fibrinogén szintjének ellendrzése sziikséges, mert
az alacsony fibrinogénszint (0,3 g/l) vagy az elégtelen
funkcié valamennyi mérést befolyasolja. Dysfibrinogen-
aemia elkiilonitésére a fibrinogén funkcionalis meghata-
rozéasa mellett a kvantitativ meghatarozas is sziikséges.

»  Megnyult TI-nél a nyomokban jelen 1év6 heparin kizara-
sara reptilaziddt (RI) mériink. A reptildz fibrinogén hasi-
tasi pontja eltér a trombin tamadaspontjatol, és ezt nem
gatolja a heparin.

Valamennyi szlir6teszt korossa valhat DIC-ben, primer
hiperfibrinolizisben; ilyenkor ismételt vizsgalatokkal kovet-
het6 a folyamat, kiegészitve D-dimer, fibrin/fibrinogén deg-
radacios produktum (fdp), fibrin monomer (FM) meghataro-
zassal.

Sikertelen korrekcio, gatlotest meghatarozas:
» Faktorellenes gatlotest esetén az inhibitor mennyiségi
meghatarozasara a Bethesda-modszert alkalmazzuk. A
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egyik higitasbol VIII. faktor aktivitast mériink azonnal és
két oras, 37 °C-on torténd inkubalas utan (azonnali, illet-
ve progressziv gatlotest elkiilonitése). 1 Bethesda egység
(BU) az a gatlas, amely az ismert VIII. faktor aktivitast a
felére csokkenti. Amelyik higitasi 1épésnél talaljuk az
50%-o0s csokkenést, annak a higitasnak a reciprok értéke
adja a beteg gatlotest titerét.

» LA-pozitivitas foszfolipid-protein ellenes antitest, amely
kimutatdsahoz az antigén heterogenitasa miatt két, kiilon-
boz6 Osszetételll sziirGtesztet kell alkalmazni. Leggyak-
rabban hasznalt modszerek: a higitott Russell vipera mé-
reggel végzett koagulacio és a lupusérzékeny APTI.

Pozitiv eredménynél a bizonyito tesztet is be kell allitani
(higitatlan Russell vipera méreg, illetve hexagonalis foszfo-
lipid).

Vérzékenység korébe tartozhat a XIII. faktor defektusa,
amelyet azonban a rutin tesztek nem érzékelnek.

Thrombosiskészség vizsgalata

Thrombocytaszam

Magas, néha extrém thrombocytaszam (>1000 G/1, pl.
mieloproliferativ korképek) jarhat fokozott funkcioval, de
gyakrabban inkabb csokkent miikddést jelent. Vizsgalatukra
csak a hagyomanyos aggregométer ad lehetdséget, mivel a
PFA 100 <500 G/I hasznalhato.

Koagulacids vizsgalatok
Rovidiilt PI, APTI, TI, emelkedett fibrinogénszint throm-

bosiskészségre hivhatjak fel a figyelmet. Ennek kivizsgalasi

menete:

» Természetes inhibitorok: antitrombin (AT), protein C
(PC), protein S (PS) funkcionalis meghatarozasa. Ha ko-
ros, az antigén meghatarozas is sziikségessé valik az I.
(mennyiségi) és II. (mindségi) tipust defektus elkiilonité-
sére.

A thrombosishajlam vizsgalati algoritmusa

Evaluation of the increased risk for thrombosis

Dr. Domjan Gyula, Dr. Gadé Klara
Semmelweis Egyetem, |. Sz. Belgydgyaszati Klinika

UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

e

cionalis meghatarozasa, de a jelenség mutacié nélkiil,
szerzetten is felléphet.

» Valamennyi alvadasi faktor magas szintje (> 200%)
thrombosisrizikot jelenthet, igy a faktormeghatarozasok
(elsésorban VIII. faktor) is részei a kivizsgalasnak.

» Az akut fazis proteinek (fibrinogén, VIII. faktor, von
Willebrand Faktor) magas szintjét csak gyulladasos para-
méter (CRP) egyidejii meghatarozasaval lehet értékelni.

» A D-dimer az alvadasi és fibrinolitikus rendszer aktivalo-
dasat egyarant jelzi.

» Protrombin G20210A polimorfizmusra csak molekularis
bioldgiai mddszer all rendelkezésre.

A thrombosiskészség kivizsgaldsa azonban nem alapul-
hat kizarélag a sziir6tesztek pozitivitasan. Sziikséges a beteg
anamnézisének, a csaladi anamnézis, valamint a klinikai tii-
netek ismerete.

1. A kivizsgalast el kell inditani, ha: fiatal (<50 év) a beteg;
ismeretlen okbol, szokatlan helyen, vagy ismétlédo
thrombosis alakul ki; 2 vagy tobb spontdn magzatvesztés
az anamnézisben.

2. Az el6bb felsoroltakhoz ismert rizikok tarsulnak: trauma;
miitét; terhesség, gyermekagy; immobilizacio; &sztro-
génterapia.

Ha a thrombosis csak a masodik csoportban felsoroltak-
kal fordulnak eld, nem indokolt a részletes kivizsgalas.
Egészséges egyént, ahol a csaladban fiatalkori, halmozott
thrombosis fordult el6, gyermekvallalas, illetve fogamzasgat-
16 szedése eldtt javasolt kivizsgalni.

A hemosztazis szlirtesztjei altalaban sejtmentes plazma-
ban mérik a fibrinképzddést, és csak korlatolt informaciot ad-
nak a hemosztazis egészének mitkodésérol. A sejtes elemeket
is tartalmazd globdlis tesztek, mint a trombin generacios teszt
(endogén trombin potencidl) és a trombelasztografia, koze-
lebb visznek az in vivo folyamatokhoz. Nagyobb érzékenysé-
get mutatnak mind hipo- mind hiperkoagulaci6 iranyaban. A
standardizacid javitasaval, mindségellenérzési kontrollokba
vald bevonassal helyiik lehet a hemosztazis vizsgalataban.

Kulcsszavak: thrombosis, thromboembolia, thrombophilia, antifoszfolipid szindréma
Key-words: thrombosis, thromboembolia, thrombophilia, antiphospholipid syndrome

Bevezetés

A vénas thromboemblids megbetegedések Magyarorsza-
gon az egyik vezetd morbiditasi és mortalitasi tényezOnek
szamitanak annak ellenére, hogy hatékony eszkozokkel ren-
delkeziink mind a megel6zés, mind a diagnosztika, mind a ke-
zelés tertiletén. Ezért kiilondsen fontos, hogy érvényt szerez-
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zlink a rendelkezésre allo szakmai iranyelveknek, amelyek je-
lenleg is jol meghatdrozzak a diagnosztikus és terapids teen-
doket. A gyors diagnozis alapjan megkezdett hatékony tera-
pia segit megeldzni a sokszor halalos vagy sulyos életming-
ség-romlast okozo szovoédmények kialakulasat.
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Fokozott thrombosishajlammal jaré allapotok

A fokozott thrombosishajlamnak tobbféle oka ismert. A
velesziiletett thrombophilidk heterogén csoportot alkotnak,
amelyek kiilonb6z6 mértékben fokozzak a thrombosis-
készséget és gyakran megtalalhatok a fiatalkorban kialakulo
thrombosisok hatterében (7., 2., 3. tablazat).

Szamos olyan allapot (terhesség, sziilés, gyermekagy id6-
szaka, iddskor), illetve betegség ismert, amely szintén fokoz-
za a thrombosishajlamot. Az utébbiak kozé tartozik az
obesitas, diabetes, malignus betegségek, nephrosis szindro-
ma, gyulladasos korképek, varicositas, szivelégtelenség, a vér

1. tablazat

Velesziiletett thrombophilidk
GYAKORIBB ELTERESEK

» V. faktor heterozigéta Leiden-mutacidja

» aktivalt protein-C rezisztencia

» protrombin gén G20210A heterozigdta mutacidja
» hyperhomocysteinaemia

» emelkedett VIII. faktor szint

RITKABB ELTERESEK

antitrombin IIl defektus
a protein-C és protein-S defektus
az V. faktor homozigéta Leiden-mutacioja

14
14
14
» homozigdta protrombin gén G20210A mutécié

EGYEB ELTERESEK

emelkedett XI, IX, VII faktor szint
csokkent fXII, plazminogén
dysfibrinogenaemia

LSticky platelet” szindréma

v v v w

2. tdbldzat

: Az egyes genetikai tényezSk dltal okozott
i thrombosisriziké-fokozédds

Heterozigéta FV Leiden 7x
Homozigdta FV Leiden 80x
Heterozigdta protein C deficiencia 10-15x
Homozigéta Fil G20210A ™
Heterozigdta Fll G20210A 3-6x
AT-hidny 20x
Homozigéta AT ~”r

™M = nagyon jelent6s mértékben fokozza a thrombosisrizikot,
gyakran csecsemd-gyermekkorban haldlhoz vezet
™ =igen jelentds mértékben fokozza a thrombosisrizikat)

3. tdbldzat

. Avelesziletett thrombophilidk klinikai
i jellegzetességei

» fiatal betegeken kialakulé thromboembolia

» szokatlan helyen (fels6 végtagi mélyvénds thrombosis,
Budd-Chiari-szindroma)

» enyhe provokald tényez6 hatédsara kialakulé thromboembolia

» recidivalé thrombosis

viszkozitdsanak fokozodasaval jard6 megbetegedések. Jelen-
tdsége miatt kiilon emlitjiik az antifoszfolipid szindromat,
amely az egyik legfontosabb thromboembolias hajlamot fo-
koz6 megbetegedés, és hatasa mind az artérias, mind a vénas
rendszerben kifejezésre jut.

Egyes gyogyszerek (6sztrogéntartalmt gyogyszerek, da-
ganatellenes szerek), a vénds kaniilok, tartds immobilitas
szintén thrombosis kockazat noveld tényezo.

A kiilonbozo velesziiletett és szerzett tényezok egyideji
jelenléte egymas hatasat sokszorosara erdsitheti. Igen gyak-
ran el6fordul, hogy egyes tényez6k dnmagukban még nem
okoznak klinikai tiineteket, a thromboembolia manifesztalod-
dasahoz egy ujabb tényezd megjelenése vezet.

A sebészeti beavatkozas, a posztoperativ id6szak dnma-
gaban is jelentds thrombosishajlam fokozodassal jar.

A belgyogyaszati €¢s miitétes osztalyokon kezelt betegek
jelentds aranya a fokozott thrombosishajlam miatt megel6z6
kezelésre szorul.

A kivizsgalas elve

A thromboembolia kialakulasanak megel6zésében nyujt
segitséget a fenti tényezdk ismerete. Ennek gyakorlati vonat-
kozasa, hogy a fokozott thrombosishajlammal jaré allapotok
fennallasanak észlelése esetén tromboprofilaxisban részesit-
jiik a beteget.

A mar kialakult thrombosis esetén a lehetséges okok
szambavétele, a sziikséges vizsgalatok elvégzése ahhoz segi-
tenek hozza, hogy meghatarozhassuk a megfeleld terapiat,
annak fajtajat, alkalmazasanak iddtartamat. Fontos gyakorlati
szempont, hogy a kivizsgalas a thromboticus eseményt kove-
téen minimalisan harom honap elteltével torténhet. A K vita-
min antagonistak alkalmazésa kdzben az alvadasi vizsgalatok
nem végezhetdk el.

Szamos laboratdriumi vizsgalat all rendelkezésre a foko-
zott thrombosishajlam igazolasara, azonban ezek elvégzését
tobb kortilmény befolyésolja. Célunk, hogy a vizsgalatok sza-
ma és fajtaja kelléen informativ, racionalis és finanszirozhato
legyen (4. tablazat).

4. tdbldzat

Thrombophilia sz(irévizsgdlat javallatai

THROMBOPHILIA SCREENING AJANLOTT

recidiv thrombosis

thrombosis <50 év

thrombosis kivalté ok nélkil, barmely életkorban

thrombosis szokatlan helyen (felkar, agy, mesenterium, portalis,

maj)

» thrombosis terhesség, gyermekagy, oralis antikoncipiens szedés
kozben

» habitudlis vetélés

v v v w

THROMBOPHILIA VIZSGALHATO

» Ismert thrombophilids tiinetmentes csalddtagja
» Ismert thrombophilids tlinetmentes ndi csaladtagja, terhesség-
vallalast vagy ordlis antikoncipiens szedését megel6zéen

THROMBOPHILIA VIZSGALAT NEM AJANLOTT

» dltaldnos populacié sz(irés
» ordlis antikoncipiens terdpia inditas el6tt vagy alatta
» prenatdlis, UjszUlott vagy aszimptomds prepubertds rutin teszt
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Evaluation of congenital bleeding disorders

Dr. Nemes Laszlo
Orszagos Haemophilia Kézpont és Haemostasis Szakrendelés, Honvédkérhaz — Allami Egészségligyi
Kdzpont, Budapest

Kulcsszavak: von Willebrand-betegség, haemophilia A és B
Key-words: von Willebrand disease, haemophilia A and B

Velesziiletett vérzékenység gyanuja esetén a kovetkezd A protrombinid6 (PI) a véralvadas extrinsic és kdzos utja-
szlirdvizsgalatok elvégzését tartjuk indokoltnak: nak vizsgalatara alkalmas. Izolalt megnyulasa esetén a VII- es
»  Vérzésiid6 (Ivy modszere szerint, lehetdleg standard esz- faktor hidnyanak lehetdsége vetddik fel, ezért FVIL:C mérés

kozzel, pl. Simplate I-1T) vagy PFA 100 zarédasi id6, indokolt.

» Globalis véralvadasi tesztek: aktivalt parcidlis trombo- Egytittes aPTI és PI megnyulés esetén, az inhibitorok ke-
plasztinidd (aPTI), protrombinidd (PI), trombin id6 (TI), verési tesztekkel valod kizarasa utan elsésorban a véralvadas

» Plazma-fibrinogénkoncentracié meghatarozasa kozos utja (,,common pathway”) faktorainak (X, V, II, fib-
rinogén) defektusara kell gondolnunk. A vérzékeny allapotok

A vérzési id6 megnyulasa esetén a vizsgélatok a throm- differencialdiagnosztikajat az /. tablazat foglalja dssze.

bocytafunkcios mérésekkel is kiegészitendok.

Az aktivalt parcialis tromboplasztinidd (aPTI) a véralva-
das intrinszik és kozOs utjanak vizsgald modszere. Izolalt Haemophiliak laboratériumi diagnosztikaja
megnyuldsa esetén az esetleges inhibitorok (pl. heparin,
antifoszfolipid ellenanyag, lupus antikoagulans, specifikus
faktorellenes autoantitestek) keverési tesztekkel torténo kiza-
rasa utan individualis faktorszint-mérések végzendok:
haemophilia A és B, XI-es faktor hiany, ¢s a klinikai vérzé-
kenységgel nem jar6é XlI-es (Hagemann-) faktor deficiencia
lehet6sége jon szoba.

A haemophilia-A a VIII alvadasi faktor X kromoszomara
lokalizalodo génjében bekdvetkezd mutacio kovetkeztében
[étrejovo velesziiletett vérzékenység. A IX faktor génje
ugyancsak az X kromoszoéman helyezkedik el, mutacioi okoz-
zak azin. B tipust haemophiliat. A VIII- (IX-) faktor gén he-
terogén genetikai eltérései csokkent faktor-termelddéssel
vagy diszfunkcionalis faktor képzddésével jarnak.

1. tdbldzat

i Avérzékeny dllapotok differencidldiagnosztikdja

ALLAPOT THROM- Pl aPTI TI VEBZESl VIIIF:.C IXF:.C ANTI-VIIIF-
BO’CYTA- IDO ELLEN-
SZAM ANYAG

Vasopathia — — — — o) — — N

Thrombopenia W M —M - ™ - - N

Thrombopathia ) - - — ™ - — N

vWillebrand-szindréma | >({) - —(>) - i) { - N

Afibrinogenaemia — 0 T ™ ) - — N

Szerzett haemophilia - - ™ - - W - P

Majbetegség ) i) 1 =) 1 ) ¢ N

DIC W ) ) ™ ) {>) { N/P

Massziv transzfuzio d T T - T (=) 1) N

Kumarinterapia - ™ 0 - - -

UF-heparin —H) ->M ™~ ™ ->M - -

Fll, FV, FX def. - ™ ™" - - - -

Haemophilia-A - - ™ - - " - N/P

Haemophilia B - - ™" - - - W N/(P)

LA o) —>W) i) - - ) ->) N/(P)

Trombolitikus kezelés - 0 ™ 0 -7 J { n

Réviditések: N: normadl, P: pozitiv, Pl: protrombin id6/ aPTI: aktivalt tromboplasztin idé/ Tl: trombin id6/ VIIIF:C VIII faktor aktivitas/ IXF:C: IX
faktor aktivitas/ LA: lupus antikoagulans/ anti-VIlIF-ellenanyag: VIIIF ellen hato inhibitor mennyisége Bethesda Egységben (BE)
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A klinikumban a jellegzetes 6roklésmenet valamint vér-
z¢éses manifesztaciok (csaladi és egyéni anamnézis) alapjan
vetddik fel a haemophilia lehetdsége. A megerdsitéshez (veri-
fikalas), valamint a tipus és stlyossag meghatarozasahoz (a
betegség klasszifikacidja) specialis véralvadasi laboratoriumi
vizsgalatok sziikségesek. A legfontosabb, sziir6 jellegli ,,glo-
balis” koagulacios vizsgalatok, a thrombocytaszam ¢és a vér-
z¢si 1d6 mérésével kiegészitve altalaban elegendéek a megfe-
lel¢ differencidldiagnosztikdhoz, a ,,csoportdiagno6zis” meg-
hatarozasahoz.

Az A és B haemophiliat az intrinsic 0t egy¢éb, Un. ,.kon-
takt” faktor deficienciaitol (pl. XII-es faktor, Fletcher- és
Fitzgerald-faktor, HMW kininogén, prekallikrein, XI-es fak-
tor) a specifikus faktormeghatarozasokkal lehet elkiiloniteni.
Vérzékenység szempontjabol ezek koziil egyediil a XI-es fak-
tor hiany bir jelentéséggel. Az A haemophiliat ezen kiviil még
a ritka VIlII-as faktor elleni koros autoantitest termelddésen
alapuld, un. szerzett, gatlotestes haemophiliatol (APTI keve-
rési tesztek és az inhibitor Bethesda-méréssel valé meghata-
rozasa) ¢s a gyakori von Willebrand-betegségtol kell elkiilo-
niteni. Més jellegii inhibitor hatasok, mint példaul heparin je-
lenléte vagy lupus antikoagulans fals pozitiv (csdkkent)
VlllI-as faktor aktivitas (VIIIF:C) értéket okozhatnak, kiilono-
sen az egylépcsds meghatarozas soran. A VIII-as faktor fizio-
logias carrier fehérjéje a von Willebrand-faktor (vWF), amely
stabilizalja a keringésben, é¢s megvédi a korai proteolizistol.
fgy érthetd, hogy a vWF hinyéban a VIIIF:C is csokken. A
ritka, sulyos, 3-as tipust von Willebrand-betegségben, amire
a vWF teljes hianya jellemzd, a VIlI-as faktor aktivitas is je-
lentdsen csokken — altalaban 3% alatt van — és tipusosan
haemophilias vérzéses manifesztaciok, pl. haemarthrosok,
izomkozti haematomak is eléfordulhatnak a megfelelé moz-
gasszervi kovetkezményekkel.

A von Willebrand-betegség ugyancsak ritka 2N (Nor-
mandy-) variansat kiilonosen nehéz elkiiloniteni a mérsékelt
A haemophiliatél. Ebben a variansban a klassszikus vWF-
paraméterek (Ristotecin Cofactor aktivitds — RiCof, Risto-
cetin Indukalta Platelet Aggregacio6 — RIPA, Collagen
Binding Aktivitas — CBA, standard Ivy vérzési idd, Platelet
Function Analyzer — PFA 100 id6, von Willebrand Faktor
Antigén — vWF:Ag, vWF multimer mintdzat) mind normali-

sak, és csupan a specifikus vVWF VllI-as faktor kdtoképessé-
gét vizsgalo teszttel lehet a diagndzishoz eljutni. A differenci-
aldiagnoézis elsdsorban a genetikai tanadcsadds szamara lehet
fontos.

A B tipusu haemophilia differencialdiagnosztikajaban a
[X-es faktor csokkenés szerzett okait kell elsdsorban figye-
lembe venniink: K-vitamin-hiany, kumarin és indandion ke-
zelés, majbetegséghez kapcsolddd komplex coagulopathia,
DIC-jellegti allapotok, diliciés coagulopathia, antifoszfoli-
pid szindréma és a rendkivil ritka IX-es faktor elleni auto-
antitest. A protrombinidé mérése, a tobbi K-vitamin-depen-
dens véralavadasi faktor szintjének specifikus meghataroza-
sa, APTI korrekcios és Bethesda inhibitor teszt alkalmazasa
lehet sziikséges a korrekt diagnozis felallitasahoz.

Von Willebrand-betegség laboratériumi
diagnosztikdja

A von Willebrand-betegség (von Willebrand disease —
vWD) a velesziiletett vérzékenység leggyakoribb formaja,
prevalencidja vilagszerte kb. 0,8—1,3%. Altipusait a 2. tablad-
zat mutatja.

Patofizioldgiai alapja a von Willebrand faktor (vWF) hia-
nya vagy defektusa. A vWF plazmafehérje, melynek legfon-

véralvadasi faktor (FVIII) carrier molekuldja is a vérkeringés-
ben, azaz a FVIII a vérpalyaban “FVIII:vWF komplex” for-
majaban kering; a hordozé molekula hidanyaban, vagy miko-
dészavara esetén a szabad FVIII katabolizmusa fokozodik,
koncentracidja csokken.

A sziirdvizsgalati tesztek pozitivitasa esetén verifikacios
tesztként minden esetben el kell végezniink a vVWF mérését
funkcionalis (VWF aktivitas — RiCof vagy Collagénkotd Akti-
vitas — CBA) ¢és immunologiai (vVWF antigén — vWF:Ag)
modszerrel, valamint a VIII-as faktor aktivitas (FVIIL:C) és a
risztocetin indukalta thrombocyta- (platelet) aggregaciod
(RIPA) mérését. Az altipusok meghatarozasa terapias kon-
zekvenciaval jar, ezért a VWF multimerek meghatarozasa
SDS elektroforézissel szintén ajanlott.

2. tdbldzat
A von Willebrand-betegség felosztdsa
ALTIPUS ELOFORDULAS |OROKLODES DIAGNOSZTIKA
T-es 70% Autoszomadlis dominans, inkomplett Csokkent VWF: Ag, RiCof és FVIII:C (20-50 %), normalis
penetrancia (60 %) multimér-megoszlas

2A 10-15% Autoszomélis dominans, ritkan recessziv | Csokkent vVWF:Ag, RiCof és FVIII:C, csokkent nagy és koze-
pes molekulatémegl multimérek

2B <5% Autoszomdlis dominans Csokkent vVWF: Ag, Ricof és FVIII:C; nagy molekulatomeg(i
multimérek hidnya, fokozott RIPA, thrombopenia

2M ritka Autoszomdlis dominans Csokkent VWF: Ag, RiCof és FVIII:C; normalis
multimér-osszetétel

2N ritka Autoszomalis recessziv Valtozo vVWF:Ag és RiCof; csokkent FVIII:C; csokkent
FVIII-kotd képesség

3-as 1-5:106 Autoszomalis recessziv Mérhetetlen VWF: Ag, RiCof, FVIIl: C < 10 %

Roviditések: vWF:Ag : von Willebrand faktor antigén, RiCof : von Willebrand faktor aktivitas, FVII:C : Vlll-as faktor aktivitas,

RIPA : risztocetin-indukalta thrombocyta- (platelet) agglutinacid
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A hemosztazis rutin tesztjei a diagnosztikus Iépések alap-
jait képezik. A vizsgalatok azonban thrombocytaszegény
(PPP) vagy thrombocytamentes plazma (PFP) felhasznalésa-
val torténnek, a hemosztazis elemeinek komplex halozatat
nem érzékelik. Ezt az igényt kozelitik a globalis tesztek, mint
a trombin generacios teszt (TGT) és a trombelasztografia
(TEG), illetve az utobbi modositott valtozata, a rotacios
trombelasztometria (ROTEM). Prokoagulans aktivitasuk mi-
att a kering6 mikropartikulédknak is egyre nagyobb a szerepe a
diagnosztikaban.

Trombin generacios teszt (TGT)

A hemosztazis kitlintetett faktora a trombin, keletkezésé-
nek és gatlasanak szabéalyozasa kulcskérdés. Az endogén
trombin potencial (ETP) a pro- és antikoagulacios folyamato-
kat tikr6zi, igy alkalmas a hipo- és hiperkoagulabilitas kimu-
tatasara. Helye van a diagnosztikaban, terapia kdvetésében és
alkalmazhat6 a hemosztazist érintd genetikai eltérések (uj va-
riansok, a thrombosis riziko- vagy védofaktorainak) felisme-
résében.

A TGT els6 metodikajat 1953-ban kdzoltek le. A modszer
manudlis és iddigényes volta miatt azonban nem terjedt el.
Szamitogép vezérelte kromogén szubsztratos valtozata nagy
elérelépést jelentett a nyolcvanas években. Fluorogén
szubsztrat bevezetésével a trombin generacid fibrinogén/fib-
rin tartalmu plazmaban és thrombocytadus plazmaban (PRP)
is mérhetdvé valt. A modszer pontossagat fokozta az automa-
tak alkalmazasa, de a standardizalas, az eredmények normali-
zalasa napjainkban is zajlik.

A trombinképzddés kinetikajat sok tényezd befolydsolja,
igy az alvadasi faktorok és inhibitorok mennyisége, jellege; a
szoveti faktor és egy¢éb stimulansok; valamint a thrombocytak
mennyisége ¢s funkcionalis tulajdonsagai.

Az automatizalt metodika (Calibrated Automated
Thrombogram, CAT) trombinszubsztrat kinetikajat méri a
felszabadul6 kromofor vagy fluoreszcens jel alapjan, és szoft-
ver program segitségével szamitja ki a trombin aktivitasat. Az
aktivacios gorbe, a kromogén/fluorogén szubsztrat folyama-
tos hasitasabol keletkezd novekvo abszorpcio (mA) az eltelt
id6 (min) fliggvényében abrazolva, magaban foglalja a
szubsztratnak a szabad trombin mellett a trombin-alfa,—
makroglobulin komplex altali hasitasat is, amelyet a szamito-
gépes program matematikai algoritmus alkalmazésaval korri-
gal. Az igy szarmaztatott gérbe derivaltja adja a trombin ge-
neracid gorbét, melynek jellemz6i:

» lag fazis (t_lag): a plazma alvadasi idejével egyezik,
» trombin cstics (C_max), csucsig eltelt id6 (t-max): az al-
vadasi folyamat kiterjesztését jelenti,

» gorbe alatti teriilet (AUC), az endogén trombin potencial:
a trombinaktivitas ideje alatt képzddott teljes trombin
mennyiségét fejezi ki.

A TGT tobb variacioja ismert, amelyek a reakcidban részt
vevd komponensektdl fliggben eltérd érzékenységet mutat-
nak az alvadasi faktorok, inhibitorok, thrombocytak miikodé-
sére. Fibrinolizisre szenzitiv reakcioelegy kialakitasa még va-
rat magara.

Klinikai alkalmazasi lehetoségek:

1. Antikoaguldns terapia kiovetése. A kiillonbozé tamadas-
pontu antikoagulalas kozds pontja a trombin generacid
csokkentése. A K-vitamin antagonistdk a protrombin-
trombin atalakulast fékezik. A frakcionalatlan heparin az
antitrombin-trombin gatlast fokozza tobb nagysagrend-
del. A direkt trombin gatlok az aktiv centrumot gatoljak, a
direkt anti-Xa-szerek pedig a tenaz komlexben levd fak-
tort blokkoljak. A TGT globalis teszttel ezek a kiillonbozo
tamadaspontu hatasok egy rendszerben kovethetok.

2. Hiperkoagulabilitas meghatarozasa. Ha a TGT a szoveti
faktort (TF) alacsony vagy magas koncentracidban tartal-
mazza, és trombomodulinnal (TM) vagy aktivalt protein
C-vel (APC) egésziti ki, a rendszer alkalmassa valik foko-
zott alvadasi készség kimutatasara.

3. Fokozott vérzékenység kimutatdsa. A teszt érzékeny a
csokkent alvadasi kapacitas kimutatasara, igy alkalmas
lehet szerzett higulasos alvadaszavar (mitéti hemodilu-
cid) vagy oroklott vérzékenység faktorpotlasanak megha-
tarozasaban.

Trombelasztografia (TEG)

A Hartert (1948) altal feltalalt miiszerrel a teljes vér
viszkoelasztikus tulajdonsdgai, az alvadék képzddésének,
stabilitasanak és oldékonysaganak dinamikdja kovethetové
valtak. A vérben alacsony, a vénas aramlast imital6 nyirdfe-
sziiltség mellett zajlik az alvadas az indukciotol a fibrinolizis
bekovetkeztéig. Az akar orakig is eltartdo folyamat mérése
ilyen formaban nem tudott a diagnosztika fegyvertaraba be-
keriilni. A technikai valtoztatasok eredményeként ma mar a
point-of-care diagnosztika részévé valt. A TEG fejlesztett
valtozata a rotacids trombelasztometria (ROTEM). Teljes vér
(nativ vagy citratos) vagy plazma keriil az egyszer hasznala-
tos kiivettdba, amelybe egy fiiggdleges tengely koriil rotacios
mozgast végz6 henger meriil. Az alvadék képzddése a rotaci-
0s mozgast lefékezi. A mozgas valtozasat a miiszer matemati-
kai transzformécidval alvadék er6sséggé szamolja (amplitii-
doé/mm) és az 1d6 (s) fliggvényében dbrazolja. A szoftver gra-
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fikusan és szamérték szerint is elemzi a trombelasztogramot,

¢és az alabbi paramétercket adja meg:

R Inditastol az alapvonaltdl 2 mm eltérésig eltelt id6 (al-
vadasi 1d6, CT; alvadasi faktorok és inhibitorok
egyensulya)

K Alapvonaltél (2 mm) 20 mm-ig eltelt id6 (alvadék

képzodési ido, CFT)

TEG kezdeti meredeksége (2 mm-nél levé meredek-

ség; az alvadék keletkezésének sebessége)

Maximalis amplitiddo (MCF, az alvadék eréssége,

stabilsdga: thrombocyta-fibrinogén interakcio, fibrin

polimerizacio)

G Az alvadék rugalmassaga (MCE)

CL30 Az alvadék lizise adott idoben.

TTL A fibrinolizis elindulasdhoz sziikséges id6 (MA-t6l 2
mm; fibrinolizis aktivitas, FXIII).

MA

A nativ mintat 3 percen beliil kell mérni, a citratos minta
négy oraig stabil. Aktivator nélkiili mérés 30—60 percig, mig
aktivatorral kb.10 percen keresztiil tart.

A ROTEM nemcsak globalis képet ad a beteg hemosztati-
kus allapotarol, hanem differencialdiagnosztikai eszkdzként
is hasznalhat6 a tesztek modositasaval.

Az EXTEM alapteszt, amelyben rekombinans TF inditja
az alvadast. A maximalis alvadék eréssége (MCFexrpm) f0-
ként a thrombocytak mikodésétdl és a fibrinogénszinttdl
fligg, ¢és ha a kiivetta thrombocytagatlot (cytochalasin D) tar-
talmaz, szerepiik szétvalaszthatd. MCFgrem méri a fibrino-
gén hatasat az alvadék erdsségében. Az MCF kritikus értéke
15 perc, e f6lott fibrinogén koncentratum adasa jon szoba.
Normal MCFFIBTEM (>12 mm) és alacsony MCFEXTEM (<5
mm) thrombocytapoétlast indikal.

CTextem jelzi a csokkent alvadékonysagot is, a faktorpot-
las (FFP, PCC) kiiszobértéke 100 s.

Az EXTEM alapteszt és fibrinolizis gatld (aprotinin) tar-
talmu teszt (APTEM) egyiittes meghatarozasaval kisfoka
hiperfibrinolizis is kiderithetd, ha a két méréssel kapott érté-
kek hényadosa <0,8 (CTAPTEM/ CT EXTEM )

Egyéb specialis mérési lehetdségek: INTEM (APTI-hez
hasonl6 kontakt aktivacio) altalanos alvadasi statusz megité-
Iésére, HEPTEM heparinaz tartalommal heparin hatas,
ecarinnal pedig specialis antikoagulans mérésre (hirudin) al-
kalmas.

A ROTEM massziv vérzéseknél segitséget jelenthet a
dontések meghozatalaban, terapia inditasdban. Sebészeti vér-
zésnél els6ként az EXTEM ¢és a FIBTEM szimultan végzése
ajanlott. Az INTEM és a HEPTEM meghatarozas elséként
heparinizalt betegnél indokolt, masodik 1épésként pedig bar-
mely sebészeti betegnél, ahol a heparinizacié a vérzéshez
hozzajarulhat.

A TEG alkalmassa tehetd a thrombocytablokkolokra
(aszpirin, clopidogrel) non-responder vagy hiper-responder
egyedek kisziirésére. A trombin a legerésebb thrombocyta
agonista, és ha gatoljuk, a tobbi agonista hatasa megitélhetové
valik. A mérérendszerben a heparin gatolja a trombint, a hoz-
zaadott reptilaz és FXIlIla fibrinhalot képes kialakitani a
thrombocytakkal egyiittmiikodve. Arachidonsav vagy ADP
hozzéadasaval az MA kozel normalis lesz, kivéve azoknal,
akik aszpirinre vagy clopidogrelre megfeleléen reagalnak.

Mikropartikulak

A plazmaban jelen 1évé mikropartikulak (MPs) évtizedek
ota ismertek. Megtigyelték, hogy nagy fordulatszamu centri-
fugalas utan a plazma alvadasi ideje megnyulik, tehat a centri-
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fugalassal prokoagulans részecskék tavolitodnak el a plazma-
bol.

Az utdbbi években rairanyult a figyelem a sejtekbdl leva-
16 mikropartikulak hemosztazisban jatszott szerepére. Forra-
suk sokféle: a keringésben levd elemek koziil elsésorban a
thrombocytak (70-90%), illetve a vorosvértestek, fehérvér-
sejtek, a helyhez kotottekbol pedig az endotél.

A thrombocytakbdl szarmazé MPs (PMPs) keletkezhet-
nek a thrombocytaaktivacid soran, a megakaryocytakbol a
megakariopoiezis soran, vagy a vérlemezkék apoptdzisa ese-
tén. Egy¢éb sejtekbdl szintén aktivacio, interakcid vagy apop-
tozis eredményez MPs-képzddést. A részecskék leflizodott
membrandarabok, foszfolipid-tartalmu vezikulak, a forrasuk-
nak megfeleld sejtmarkereket hordoznak, ezért kinaljak ma-
gukat a kutatas és a diagnosztika szdmara. Méretiik 0,1-1 pm.
Fobb osszetevojiik fehérje, foszfolipid, de emellett mRNS-t
¢és priont is hordozhatnak.

Egyenstlyi allapotban a membran-foszfolipidek aszim-
metrikus elrendez6dést mutatnak, ez harom enzim muikodésé-
hez kotédik: flipaz, flopaz és szkramblaz. A flipaz a
foszfatidil-szerint (PS) és foszfetidil-etanolamint (PE) kiviil-
r6l beforgatja, a flopaz foszfolipideket mozgat kifelé. A
szkrambldz foszfolipid transzportot végez a membran két
monolayere kozott, egyensulyi allapotban inaktiv.

MPs feltételezett képzédési mechanizmusa a sejt aktivalo-
dasakor vagy apoptoziskor: a felszabadulo Ca®* enzimeket
aktival, melyek membran atrendezédést okoznak. Emellett
aktivalja a kalpain enzimet, amely a fehérjék és a citoszke-
leton k6z6tti kapesolat megsziinéséhez, ezaltal a membranbol
MPs lefiz6déshez vezet.

A MPs foszfolipid-tartalmanak nagy szazalékat altalaban
PS ¢és PE adja, kivéve, ha endothelsejtbdl apoptozissal kelet-
keznek, ekkor az annexin V tartalom magas.

A MPs fehérje tartalma is valtozhat, pl. a PMPs trombin
vagy kollagén aktivacio utan GP IIb/Illa komplexet tartal-
maz, mig komplement aktivaci6 utan nem.

Tobbféle modszert hasznalnak a MPs meghatarozasara.
Mérésére csak modositott impedancia FlowCytometer hasz-
nalhat6. Masik lehetdség szolid-fazishoz kotddésen alapszik
(annexin/antitest), ahol a mennyiség mellett a prokoagulans
aktivitas mérhetd, de ez nem alkalmazhaté minden esetben.

A PMPs prokoagulans aktivitasa 50-100-szorosa az
ugyanakkora méretli aktivalt thrombocytafelszinnek. Ennek
magyarazata a TF jelenléte. A sériilés helyén az aktivalt
endothelsejtbél €és thrombocytabdl egy protein-diszulfid-
izomeraz szabadul fel, amely konformacié valtozast okoz a
szoveti faktorban, igy felgyorsul a komplexképzédés a
TF-FVIIa-FXa kozott.

A TF-MPs monocytakbdl is szarmazhat (MMPs), ame-
lyek P-szelektin ligandot (PSL-1) is hordoznak.

A keringd MPs mennyisége emelkedhet kiilonbozo pato-
logias allapotokban:

1. thrombosis (VTE, HIT-II, TTP, PNH, sarlosejtes beteg-
s¢g);

2. cardiovascularis betegség (hypertensio, hyperlipidaemia,
atherosclerosis, akut coronariaszindroma);

3. infekcid (sepsis, HIV, prion-betegség).

Az MPs patologiai szerepe miatt sziikséges keletkezésiik,

aktivitasuk behatobb ismerete, és a metodikak standardizala-
sa.
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A komplementrendszert a vérplazmaban ¢és mas testned-
vekben talalhato glikoproteinek alkotjak. A rendszer alapvetd
jellemzgje a gyulladast elémozdito és a korokozok ellen vé-
delmet nyujt6 hatas.

A komplementrendszer felfedezése a 19. sz. végére tehe-
td, amikor felismerték, hogy a korokozok ellen termelt anti-
testek sejtol6 hatasahoz sziikség van friss szérumra. A rend-
szer elnevezése is erre a jelenségre utal: eredetileg azt a szé-
rumosszetevot definialtak komplementként (komplementer-
ként), ami kiegészitette az antitestek védo hatasat. A fehérje-
kémiai, immunoldgiai €s molekularis biologiai technikak fej-
l6désével nyilvanvalova valt, hogy egy Osszetett enzimrend-
szer képezi a komplementrendszert, mely miikddésében leg-
inkabb a véralvadas folyamatara emlékeztet. A komplement
inaktiv, egymast lancreakcioszertien aktivalo enzimek és sza-
balyoz6 faktorok dsszessége.

A rendszer mukodésének alapvetd célja az immun-
homeosztazis fenntartasa, melynek soran a karos és veszélyes
idegen valamint a megvaltozott sajat struktiraktol 6vja, védi
a gazdaszervezetet. A komplement aktivaloddsa nem
antigénspecifikus. A védo hatast a rendszer harom modon fej-
ti ki, melyekkel alapvetden jarul hozza a hatdsos immunva-
lasz kialakulasahoz:

1. képes sejteket feloldani (/izis),

2. képes feliileteket komplementfehérjékkel kovalens mo-
don megjeldlni és ezaltal a fagocitdzis szamara kijeldlni
(opszonizacio),

3. képes a kdrosodas helyszinére gyulladdsos sejteket tobo-
rozni és azokat aktivalni (gyulladasos reakcio).

A komplementrendszer a velesziiletett immunitds része,
mikodését antitestek és T-sejtek nélkiil is képes kifejteni. Fi-
logenetikai értelemben 6si rendszer, egyes elemei messze ko-
rabban megjelentek, mint az immunglobulin molekuldk 6sei.
A komplement aktivalodasa a veszélyes strukturak megjele-
nésekor azonnal bekdvetkezik, és igy ilyen a természetes im-
munitas humoralis (testfolyadékokban oldott formaban talal-

1. tdbldzat

hato) aganak legfobb végrehajto rendszerét jelenti. A komple-
ment gyors aktivalodasat az teszi lehetévé, hogy a rendszer
elemei inaktiv formaban a keringésben, egyéb testfolyadé-
kokban és nyalkahartydkon nagy mennyiségben jelen vannak.
Az aktivalodast beinditd struktira megjelenésére a rendszer
kaszkadszerii reakcioval vélaszol. A kaszkadreakcié soran
egymast csupan egy peptidkotésnél hasitva (limitdlt proteo-
lizis), megszabott sorrendben aktivalodo proteaz enzimek ke-
letkeznek. A reakcio eredményeként az aktivaciot beindito
felszinen poérus keletkezik, melyet kovalensen kotédott
komplementfehérjék és a kornyezetbe diffundalodo gyulla-
dast keltd molekulak vesznek koriil. A rendszer szabalyozott
muikodését az aktivalt termékek gatloszereinek (komplement
regulator fehérjék) jelenléte biztositja.

Az utobbi években nyilvanvaléva valt, hogy a komple-
mentrendszer a korokozokkal szemben nyujtott hasznos (di-
rekt és indirekt) védelmen tul szdmos mas folyamatban is
részt vesz.

A komplementrendszer kéros miikodésével
jellemezhet6 klinikai allapotok

A komplementrendszer vizsgalatanak a klinikai gyakor-
latban alapvetden két indikécios teriilete van. Barmely komp-
lementfehérje szerzett vagy 6roklott hidnya esetén a rendszer
egésze vagy jellegzetes része karosodhat (kaszkadszerti mii-
kodés), ezt leggyakrabban a fertdzések iranti fokozott fogé-
konysag (terminalis komponensek hidnya esetén tokos bakté-
riumokkal torténd infekciok, gyakran meningitis) és ritka kor-
képek (pl. CD59 hianya esetén paroxysmalis nocturnalis
haemoglobinuria) kialakulasaval kapcsolatban tapasztalhat-
juk.

A komplementrendszer vizsgalatara a differencialdiag-
nosztika céljara vagy a betegségaktivitas felmérésére elsésor-
ban szisztémas autoimmun betegségekben (immunkomplex-
betegségek, um. SLE, antifoszfolipid szindroma és vasculiti-

A komplementhidnyok detektdlhatésdga funkciondlis ELISA rendszerrel

A FUNKCIONALIS TESZTBEN MERT AKTIVITAS

A CSOKKENT MUKODESU VAGY KLASSZIKUS LEKTIN ALTERNATIV

HIANYZO KOMPONENSEK

Clq, Cr, C1s Alacsony Normal Normal

4, Q Alacsony Alacsony Normal

MBL, MASP2 Normal Alacsony Normal

B,D,P Normal Normal Alacsony

3, C5, C6, C7,C8, C9 Alacsony Alacsony Alacsony
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sek) vagy infektiv korképekben (pl. sepsis) keriil sor. A C3
komplement szintje az akut fazis reakcio kezdetén emelke-
dést, annak tartos fennalldsa vagy stlyos mértéke esetén ko-
ros csokkenést mutat. Sepsist kiséréen (gyakran az alvadasi
rendszer fehérjéivel parhuzamosan) csokkenhet a C3 szintje.
Ez utobbi allapotokban jellegzetes, hogy a tlzott mértékii
komplementaktivaciot a rendszer funkciondlis hidnya, kon-
szumpcidja koveti csékkent hemolitikus aktivitassal, ala-
csony faktorszintekel.

A komplementrendszer vizsgalata az orvosi
laboratériumi gyakrolatban

A rendszer orvosi vizsgalatara tobb lehetdség is adodik:

funkcionadlis tesztekkel (melyek vordsvértest-lizist [CHSO0,

vagy ,,0sszkomplement”] vagy a litikus komplex kialakulasat
mérik [funkcionalis ELISA]) altalanos benyomast nyerhe-
tiink a rendszer aktivalhatosagardl és az esetleges hianyzo
komponensrdl (funkcionalis teszt hianyplazmakkal), 0ssze-
foglalva lasd /. tablazat.

A komplementrendszer vizsgalatara tovabbi lehetdség az
egyes fehérjék mérése turbidimetriaval, nefelometriaval vagy

2. tdbldzat

specifikus immunassay-vel. A napi gyakorlatban a C3, a C4
¢és a Cl-inhibitor mérése terjedt el, a tovabbi mérések specia-
lizalt laborok feladatat jelentik. A komplementdeficienciak
koziil a Cl-inhibitor hiany (6rékletes angioddémas allapot,
HANO) ¢és a defektiv komplement-regulaci6 (H faktor, I fak-
tor hiany, hemolitikus uraemias szindromaban) fordul el
gyakran. Aktiv SLE vagy mas szisztémas autoimmun beteg-
ségben a C3 szintjének csokkenése alakul ki, amelyet gyakran
a Clq és a C4 hianya is kisér. A tipusos és gyakori leleteket
(komplement-profil) a 2. tablazat foglalja ssze.

Ismeriink olyan klinikai allapotokat is, amelyekben vala-
mely komplementfehérje ellen kialakulé (funkcionalis gatlast
okoz0) antitestek jelentik a korokot. Anti-Cl—inhibitor anti-
test esetén az angioddémas allapot szerzett formaja, mig
anti-H faktor autoantitest mellett az atipusos HUS szerzett,
autoimmun formaja all fenn. SLE-ben gyakran figyelhetd
meg anti-Clq autoantitest, ami gyakran aktiv lupus neph-
ritisszel jar egylitt.

Appendix
A komplementdiagnosztikai laboratériumban elérhetd
vizsgalatok listaja ¢és mintakiildés: www.kutlab.hu

Tipusos eltérések a komplementrendszer elemeiben

KLINIKAI ALLAPOT |C3 C4 CH50 C1-INHIBITOR- |C1-INHIBITOR EGYEB

(0,7-1,8 g/l (0,15-0,55 g/l) (48-103 CH50/ml) [SZINT AKTIVITAS

(64-160%) (70-130%)
SLE (aktiv) Csokkent Csokkent Csokkent Normal Normal APR nem magas
HANO | Normadl/csokkent | Csokkent Csokkent Csokkent Csokkent
HANO II Normadl/csékkent | Cskkent Csokkent Normal Csokkent
HUS Csokkent Normal Normal/csokkent |- - I-, B- vagy H fak-
tor eltérés

Akut gyulladas Emelkedett Normal Normal Emelkedett - APR emelkedett
Daganatos betegség | Jelentésen emel- |- Jelentésen emel- |- -

kedett kedett

HANO I: 6roklott C1-INH hidny I-es tipus, a mutans fehérje nem jelenik meg a keringésben; HANO II: 6roklott C1-INH hidny ll-es tipus, a mu-
tans fehérje megjelenik a keringésben, de hibas; HUS: hemolitikus urémias szindréma; APR: akut-fazis reaktans
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UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

Diagnostical role of new biomarkers in monitoring of renal function

Dr. Kocsis Ibolya

Semmelweis Egyetem, Labormedicina Intézet, Kézponti Laboratérium (Pest)

Kulcsszavak: akut veseelégtelenség, neutrofil gelatindz-asszocidlt lipokalin (NGAL), N-acetil-béta-D-glukézaminidaz (NAG),

praerenalis azotaemia, tubularis kdrosodas

Key-words: acute kidney injury, Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), N-acetyl beta-D- glucoseaminidase (NAG),

prerenal azotaemia, tubular injury

Evtizedek ota kitartoan kutatnak olyan specifikus és meg-
felelden érzékeny markereket, amelyek segithetik a vesebe-
tegségek korai diagndzisat. A vesemiikddést jellemzd stan-
dard klinikai kémiai vizsgalatok (szérumkreatinin, -karba-
mid) azonban nem elég érzékenyek és specifikusak a vesebe-
tegségek, kiilondsen az akut veseelégtelenség korai diagnozi-
sanak felallitdsahoz. A bioldgiai mintakban (szérum, vizelet)
mérhetd koncentracidik valtozasa a vesefunkcio valtozasat
csak jelentds mértékl késéssel koveti, ez nagymértékben hat-
raltatja a megfeleld vesevédo terapia azonnali megkezdését.
Ezért nagy az igény érzékenyebb, a vesemiikodés koros elval-
tozasara gyorsabban reagald paraméterckre, biomarkerekre.
Segitségiikkel egyrészt elkiilonithetdvé valhatna a korai akut
tubularis nekrozis az akut veseelégtelenség egyéb formaitol
(praerenalis vesekarosodés, akut glomerularis, vascularis és
intestinalis vesekarosodasok és obstruktiv nephropathidk),
masrészt konnyebbek lennének a dializis alkalmazasaval kap-
csolatos dontések, elore jelezhetd lenne a vesevédd terapia
hosszu tavi eredményessége vagy a betegség prognozisa,
monitorozhato6 a nefrotoxikus szerek mellékhatésa.

Az utdbbi évtizedben tobb kis molekulasutlyu, a vizelet-
ben megjelend fehérjemolekula szerepét vizsgaltak abbol a
szempontbdl, hogy segitheti-¢ az akut veseelégtelenség korai
diagnoézisat.

Cisztatin-C

A 13 kDa molekulastlyu fehérje, ami a glomerulusokban
szabadon filtralodik, a tubulusokban reabszorbealodik, kata-
bolizalédik. Szérumszintje fliggetlen az életkortol, a beteg ne-
métdl vagy az izomzat tomegétdl. Klinikai vizsgalatok soran
emelkedett volt a vizeletben a cisztatin-C szintje ismert
tubuluskérosodas esetén. Az elmult évtizedben végzett vizs-
galatok igazoltak, hogy a cisztatin-C segithet a glomerularis
filtracids rata (GFR) megitélésében, valamint bizonyitottak,
hogy kreatininnal jobban lehet segitségével eldre jelezni id6s
betegeknél a haldlozast vagy valamely cardiovascularis ese-
ményt.

N-acetyl-p-glukézaminidaz (NAG)

A proximalis tubulusok lizoszoémalis enzime. Az utobbi
években végzett vizsgalatok igazoltak a paraméter jelentésé-
gét és kelld érzékenységét a tubularis karosodas korai felis-
merésében.

Béta2-mikroglobulin

Kis molekulastlyu fehérje, az MHC I molekulak konnyti
lancu komponense, valamennyi maggal rendelkezd sejt fel-
szinén megtalalhat6. A glomerulusokban filtralodik, majd a
proximalis tubulusokban részben reabszorbealodik. Vérszint-
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je myeloma multiplexben, CLL-ben megemelkedik. A tubu-
luskarosodas lehetséges korai markere.

Alfa-1-mikroglobulin

A 27-33 kDa molekulasulyu fehérjét a ma;j szintetizalja.
A vérben 50%-ban az IgA-hoz kapcsolodik. A szabadon ke-
ringé molekuldk a glomerulusokban filtralédnak, a proxima-
lis tubulusokban szivodnak vissza. A vizelettel iiriilé fehérje
stabilitdsait a pH nem befolyasolja (szemben a béta-2-
mikroglobulinnal), ezért megbizhatobban mérhetd klinikai
laboratoriumi modszerekkel. Diagnosztikus értékét igazoltak
a proximalis tubulusok karosodasanak korai felismerésében,
a kdrosodas azon fazisaban, amikor hisztologiai vizsgalatok-
ban az elvaltozasok még nem lathatoak. A fehérjeszintet im-
munkémiai modszerekkel mérik, azonban ezeket nemzetkozi
szinten nem standardizaltak.

Neutrofil gelatinaz-asszocialt lipokalin (NGAL)

A neutrofil granulocytakban azonositottak, 25 kDa mole-
kulasulyt protein. Képzédése nemcsak a neutrofilekhez kot-
het6 a csontveldben, hanem epithelsejtekben, igy a vesében a
Henle-kacs vastag felszalldo agaban és a gylijtdcsatornak
epitheljében is indukalodhat gyulladasos vagy egyéb malig-
nus folyamatok hatéasara.

Az NGAL-t ugy azonositottak, hogy az ezt kddolé gén
expresszioja az akut tubularis vesekarosodas allatmodelljé-
ben tizszeresére ndtt. Gyermekeken, cardiopulmonalis
bypass miitét utan, a vizeletben az NGAL szintje jelentdsen és
mar a korai fazisban nétt, 1-3 nappal korabban, mint a szé-
rum-kreatininszint. Tobb vizsgalat igazolta korai diagnoszti-
kus szerepét akut veseelégtelenség esetén, a vizeletben mért
koncentracioi jol korrelaltak a veseszovet karosodasanak
mértékével. Jelentds a prediktiv értéke az alkalmazando diali-
zis terapia sziikségességének megitélésében, segitségével
megitélhetd vesemiikddés adott szinten torténd regeneraloda-
sat el6segitd klinikai terapia sikeressége. Tovabbi vizsgalatok
igazolték, hogy az NGAL vizeletben mérheté koncentracioi
jol tiikrozték a szoveti karosodas mértékét és sulyossaganak
fokat olyan kronikus vesebetegségekben is, mint az egyes
autoimmun betegségekhez tarsuld vesebetegségek, glome-
rularis karosodasok, valamint autoszomalis, dominansan
0roklédo polycystas vesebetegségek.

Interleukin-18

Gyulladasos akut fazis reakcioban részt vevd citokin. A
vesében a proximalis tubulusokban nagy mennyiségben kép-
z6dhet. Vizeletben mérhet6 koncentracidja 6-12 oraval a ve-
seszovet akut karosodasa utan éri el maximumat. Akut
ischaemia esetén 24 6raval megeldzi a szérum-kreatininszint
jelentds emelkedését. Differencidldiagnosztikai jelentdsége,
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hogy kronikus vesebetegségben, valamint praerenalis azot-
aemiaban koncentracidja nem valtozik szignifikansan.

KIM-1 (,,vesekarosodast jelz6 molekula-1")

A molekula egy I. tipust sejtmembran glikoprotein. Al-
latkisérletekben, PCR vizsgalatokkal sikeriilt fokozott mérté-
ki képzdédését igazolni, ischaemia/reperfizio utan regenera-
16d6 veseszovetben. Ischaemids karosodasban bizonyithatod
volt korai diagnosztikus jelzdértéke, amely jelentésen meg-
elézte a hagyomanyos paraméterek esetében mérheté kon-
centracioemelkedést. Segitségével sikeriilt elkiiloniteni a sz6-
veti karosodassal jard akut vesebetegségeket a prerenalis
azotaemiatdl és a kronikus veseelégtelenségtdl. Akut vese-
elégtelenségben a KIM-1 fehérje szintje 12 6raval a karoso-
das utan emelkedett meg. Segit eldre jelezni a dializis-igényt.

Retinolkoto fehérje (RBP)

Eza21kDasulyu, az A-vitamin transzportjaért felelds fe-
hérje a majban szintetizalodik. A vesében a glomerulusokban
szabadon filtralodik, majd a proximalis tubulusokban reab-
szorbealddik, lebomlik. Kiilonb6z6 eredetli akut veseelégte-
lenségben szenveddknél igazoltak, hogy a fehérje vizeletben
mért koncentracidja segit megitélni a renalis tubularis
diszfunkciot, egyes vizsgalatok bizonyitottak korai jelzérté-
két, mely megel6zte a NAG enzim mérhetd, diagnosztikus ér-
téki aktivitasvaltozasat.

A fenti eredmények jelzik, hogy a rutin klinikai laborato-
riumi diagnosztikaban a vesefunkcid vizsgalatara szamos Uj
paraméter megjelenése varhato. Ezek diagnosztikus értéké-
nek a felméréséhez azonban tovabbi széleskorii, j0l megterve-
zett prospektiv klinikai vizsgalatok sziikségesek.

A tapcsatorna betegségeinek laboratériumi diagnosztikaja

Laboratory diagnostics of gastrointestinal diseases

Dr. Hamar Péter
Semmelweis Egyetem, Kérélettani Intézet

Kulcsszavak: kilégzési tesztek, széklet vizsgalatok, tapcsatorna malignitasok, Helicobacter pylori
Key-words: breath tests, stool examinations, gastrointestinal malignant diseases, Helicobacter pylori

Kilégzési tesztek

A tapcsatorna miikodési zavarainak funkciondlis vizsga-
latara kilégzési tesztek alkalmazasa terjed. Ezek csak POCT
torténhetnek (szakrendelGben, betegagy mellett).

Szénizotop vizsgalat

A H. pylori fertézés diagnozisara a legelterjedtebb nem-
invaziv vizsgalat. *C-, illetve '*C-izotoppal jelzett urea (urea
kilégzési tesztek (urea breath test: UBT) fogyasztas (p.o.)
utan a gyomorban H. pylori az uredbodl ureaz enzim aktivitasa
révén jelzett szén-dioxidot szabadit fel, ami a kilélegzett leve-
gdben detektalhato.

A radioaktiv "*C-izotépot szcintillacios (B-)szamlaloval
lehet kimutatni. A radioaktiv "“C-gyel jelzett ureat a beteg
kapszulaban lenyeli. A pozitivitas esetén a '*C-szén-dioxid 15
percen beliil megjelenik a kilélegzett levegdben, és kis célké-
sziilékkel a helyszinen kimutathato: a paciens egy kis tasakba
(légzési kartya) fujja ki a levegdt, amig a teszten lathato szin-
jelzés meg nem valtozik. Ezt kvetoen a 1égzési kartyat a mé-
r6késziilékbe helyezziik, mely megméri a kilélegzett levegd
14CO,-izotoép aktivitasat. A radioaktiv (**C) vizsgalat sugar-
terhelése jelentéktelen (1 Ci). Elénye, hogy a kimutatas ol-
csobb technologiat igényel, ami szélesebb korii alkalmazast
tesz lehetové.

A nem sugarzd C-izotopot tomegspektrofotométerrel
lehet kimutatni a kilégzett levegOben. Az eredmények alapjan
megadhato a kilélegzett levegd '?C/"C aranya, vagy a "°C el-
fogyasztasa el6tt és utan kilélegzett levegéminta “CO,-
tartalmanak kiilonbsége. A "*C-izotop-detektalas masik méd-
ja specialis infravoros spektrofotométer (nem diszperziv inf-
ravords spektrofotométer — NDIR), melyben izotopszelektiv
moédon nyelddik el az infravords fény. A szén “C-izotop
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Az izotopvizsgalatok soran az urea mellett egyéb jeldlt
tesztanyagokat is lehet alkalmazni. A leggyakrabban vizsgalt
betegségek: laktozintolerancia (jeldlt anyag: laktoz); kroni-
kus pancreatitis (jeldlt anyag: zsir; triolein)p; felszivodasi za-
var (jelolt anyag: gliikdz); gyomoriiriilés zavara (jeldlt anyag:
acetat).

Egyéb izotopos vizsgalatok

Szelén-homokolsav taurin konjugatuma (Seleno-homo-
cholic acid-taurin conjugate — SeHCAT) scan: epe-
malabsorptio vizsgalat. Radioaktiv szelénnel jellt szinteti-
kus epesavat fogyaszt a beteg intesztinosolvens kapszulaban.
A malabsorptio kimutatasara a legpontosabb vizsgaloeljaras.

J'Cr-EDTA: bélfal permeablitis vizsgalata: radioaktiv
krommal jelzett EDTA-t fogyaszt a beteg per os, majd vizs-
galjak a 24 oran at gyijtott vizelet radioaktivitasat.

Hidrogénkilégzési teszt. A laktdzintolerancia esetén a
laktaz enzim orokletes, részleges vagy teljes hianya van jelen.
Ebben az esetben az elfogyasztott laktoz a vastagbélbe keriil,
ott a baktériumok bontjak — ennek eredményeként H, keletke-
zik. Egészséges szervezetben nincs a kilélegzett levegdben
H,. Megjelenése laktoztartalmu taplalék (pl. anyatej) fo-
gyasztasa utan a diszacharid bakterialis fermentaciojat jelzi.
A hidrogénkilégzési teszt soran a betegnél kilégzett levego-
ben vizsgaljak tesztanyag fogyasztasa utan a H,-szint értékeét.

Laboratériumi tesztek

Székletvizsgalatok

Vérzés kimutatasa

A gastrointestinalis vérzés mindig kivizsgalast igényel. A
székletben a vér kimutatasara hasznalt laboratériumi modsze-
rek kétféle elven alapulnak:
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1. ,,Hagyomanyos” katalizalt szinreakciok. A reagensben
alkalmazott specialis festékszerli vegyiiletet (guajak
gyanta, benzidin stb.) a hidrogén-peroxid igen lassan oxi-
dalja, azonban vér jelenlétében a hem katalizalja a reakci-
ot, és H,0, hozzdadasat kdvetden 1 percen beliil intenziv
szines termék keletkezik. Az eljarasok szenzitivek, de
aspecifikusak. Alpozitivitast okoz: allati véres hus vagy
mas oxidaloé anyagok: peroxidaztartalmu ételek, mint tor-
ma, retek, répafélék, gyogyszerek, kiillondsen redoxi tu-
lajdonsagu aszkorbinsav, vas és réz készitmények stb. fo-
gyasztasa. Pozitiv teszteredmény esetén el kell végezni az
immunkémiai tesztet is.

2. Immunkémiai tesztek. Monoklonalis ellenanyag-festék
konjugatumot tartalmaznak a human hemoglobin specifi-
kus immunolégiai-modszerrel torténd kimutatdsara
(hemoquant). Nem a hem, hanem a globin immunologiai
kimutatdsan alapszik, ezért alpozitivitassal nem kell sza-
molni. Ezeknél a teszteknél (immunkromatografias kivi-
telben) a kis mennyiségii széklet vizes, vagy pufferes ext-
raktumat hasznaljak mintaként, és szinreakcio, illetve szi-
nes kromatografias sav jelzi a pozitivitast.

Steatorrhoea vizsgalata
Steatorrhoea: a széklet zsirtartalma >7 g/nap. Legtobb-

szOr fehérje és szénhidrat emésztési zavarok is kisérik. Az

emésztetlen fehérje a vastagbélben bakterialisan fermentalo-
dik, aminek kovetkeztében a steatorrhoeas széklet btizos.

Kimutatas. A széklet zsirtartalmanak laboratoriumi meg-
hatarozasat kevés intézetben végzik. A széklettel liritett napi
zsirmennyiség meghatérozéséra éltaléban 72 oras gyﬁjtétt
rozni. Még pontosabb, ha két szin indikator (pl. karminfesték)
szajon torténd fogyasztasat kdvetden, a szinek székletben tor-
ténd megjelenésével jeloljik a széklet-mintagytijtés kezdetét
és végét.

1. Szemikvantitativ mikroszkopos vizsgalat: a széklet sudan
festesét kdvetben a latoterenkénti zsircseppek szamanak
meghatarozasa.

2. Kvantitativ meghatdrozasok: a gytjtott széklet tomegét
megmeérik, majd egy kisebb részletét (5-10 gramm) szer-
ves olddszerrel extrahdljak, az olddszer elparologtatasa
utan gravimetridsan mérhetd a kioldott zsir tomege.
Egyéb eljarassal az extrakcioval egylitt savas hidrolizist
végeznek ¢és a keletkez6 zsirsavak mennyisége mérhetd,
példaul lugos titralassal, vagy fotometridsan.

Ujabb eljaras a szteatokrit-érték meghatarozasa (0,5 g hi-
gitott székletet hematokritcsoben perklorsavval centrifugalva
a szarazanyag tartalom és a zsir elvalik: szdzalékos arany
meghatarozhat6 a hematokrithez hasonléan), illetve az infra-
voros-kozeli  spektrometrids  analizis (near infrared
spectrometric analysis — NIRA): a székletminta felszinérdl
visszaverddo fény hullamhossza fligg a széklet Osszetételétol.

Egyéb székletvizsgalatok
Mikrobiolégia vizsgalatok végezhetdek viralis, bakteria-
lis vagy parazita eredetli bélfertdzés gyanuja esetén.
Gyulladast kiséro jelenségek a székletben, gastroente-
ritisekben, autoimmun folyamatokban, tumor esetén: fehér-
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vérsejtek: lymphocytak, granulocytak kimutatasa a széklet-
bol. Tovabba kimutathatok a székletbdl albumin, granulo-
cytatermékek: laktoferrin, calprotectin, melyek alkalmasak a
gyulladasos bélbetegségek (IBD) diagnosztizalasara, monito-
rozasara.

Colorectalis carcinoma kimutatasaban uj labordiagnosz-
tika a tumor metabolizmusban részt vevd fehérje: piruvat-
kinaz M2 (M2-PK) kimutatasa székletb6l ELISAval.

Vér- és vizeletvizsgalat

Gastrointestinalis enzimek, hormonok

Elasztaz. A hasnydlmirigy exokrin enzimek megemész-
todnek a béltraktusban, csak kis hanyaduk riil a széklettel.
Kivétel a pancreaticus elasztdz: a tobbi hasnyalmirigy enzim-
mel azonos mennyiségben termelddik, székletbdl enzim-
immunassay (EIA)-vel mérhetd mennyisége a hasnyalmirigy
exokrin funkcidjanak jo mutatoja. Az exokrin hasnyalmirigy-
enzimek (lipaz, amildz) megjelenése a vérben hasnyalmirigy-
karosodasra (akut pancreatitis) utal.

Gasztrin. Enyhén emelkedett szintje antrum G-sejt hyper-
plasiara, magasabb szint paraneoplasias gasztrintermelésre
utal. Amennyiben a szérum-gasztrinszint magas, szekretin
tesztet lehet végezni: a szekretin egészségesekben és antrum
G-sejt-hyperplasidban gatolja az antrum G-sejtek gasztrin el-
valasztasat, mig Zollinger—Ellison-szindromaban (pancreas
gastrinomaban) a gasztrinelvalasztas fokozddik (paradox va-
lasz).

Autoimmun betegségek, anemia perniciosa, gyulladasos
bélbetegség és coeliakia
Feniek kimutatasat kiilon el6adas mutatja be.

Tumormarkerek

Szamos gastrointestinalis tumormarker (CEA, CA 19-9,
TPA) ismert, azonban alacsony szenzitivitasuk és specifi-
citdsuk miatt elsésorban kezelt pozitiv tumorok utdnkdve-
téses vizsgalataban alkalmazhatoak, sziirésre kevésbé.

Egyre tobb genetikai markert hasznalnak a rizik6 becslé-
sére (APC-teszt — adenomatous polyposis coli gén mutécidja
csaladi polyposist okoz, ami 100% prekancerdzus éllapot).

Felszivodasi tesztek

A cukorfelszivodasi tesztek elénye, hogy nincs radioaktiv
terhelés. Altalaban egy mono- és egy diszacharid kombinaci-
ojat adjak (mannitol/laktéz vagy szachardz) szajon at és vize-
lettel torténd tritést vizsgaljak.

D-xiloz teszt: A xiléoz ndvényi cukor, pentdéz mono-
szacharid, anyagcseréje hormondlisan nem szabalyozott,
jejunumbdl szivodik fel emésztés nélkiil. A tesztanyag (5
gramm 100- 200 ml vizben oldva) elfogyasztésa utén 1 éréval
zeletben. Normalisan a vér D- x1loz koncentracidja 1 6ra mul-
va>1,3-1,5 mmol/l (30-35 mg/dl), vizeletben 5 6ra mulva >7
mmol/l. Ennél kisebb mért koncentracio felszivodasi zavarra
utal, aminek a hatterében stlyos coeliakia és malabsorptiot
okoz6 proximalis vékonybél-rendellenességek allnak.
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Laboratory diagnosis of neuroendocrine tumors
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A neuroendokrin daganatok ritka, tébbnyire joindulati
elvaltozasok, amelyeknek a morbiditasa a tumorsejtek altal
termelt hormonok fokozott elvalasztasahoz kothetd. Klasszi-
kus értelemben neuroendokrin daganatok az enterochromaf-
fin sejtekbdl kiinduld tumorok, a carcinoidok és a mellékve-
sevelé chromaffin sejtjeibdl kiindulé phaeochromocytoma.
Tagabb értelemben a szervezet mas szoveteiben talalhato
neuroendokrin sejtekbdl kiinduld daganatok (a medullaris
pajzsmirigy carcinoma, mellékpajzsmirigy adenoma, hypo-
physis adenoma, neuroblastoma) és mas hormontermeld da-
ganatok (a kissejtes tiidorak, prosztatarak, emlédaganatok és
a pancreas szigetsejt tumorok) is ebbe a csoportba tartoznak.

Ko6zos jellemzdjiik, hogy intracitoplazmatikus (szekre-
toros) granulumokat tartalmaznak, kiilonbdz6é biogén amino-
kat, peptideket termelnek. A daganatok gyakran tiinetmente-
sek, maskor carcinoid vagy egyéb endokrin szindromak képé-
ben jelentkezik. Felismerésiik sokszor nehéz, a pontos diag-
noézis felallitasahoz a klinikai megjelenés, a laboratériumi, a
képalkotd és ujabban a molekularis biologiai vizsgalatok
eredményeinek egyiittes értékélése alapjan lehetséges.

A laboratoriumi diagnosztikaban egyre nagyobb szerepet
kap a chromogranin-A (CgA). A CgA a chromogranin/sec-
retogranin csalad tagja; a mellékveseveldben, valamint a
gastrointestinalis rendszer és a pancreas endokrin sejtjeiben
képzddik. Fiziologiai szerepe kevésbé ismert enzimatikus ha-
sitasaval egy aktiv peptid, a pancreastatin képzddik. A CgA-
bdl szarmazo pancreastatin allatkisérletben hyperglykaemiat
okoz, gatolja a gliik6z indukalt inzulinfelszabadulast a panc-
reas béta-sejtjeib6l. Szintén a CgA hasitasabdl szarmazo
vasostatinnak vasoconstrictiot gatlo hatasa van. Klinikai je-
lentéség szempontjabol a legjelentdsebb lehet a catestatin,
amely a sympathicoadrenalis rendszer katecholaminelvalasz-
tasanak egyik szabalyozdja, és egyes adatok szerint az ala-
csony catestatinszint sszefligg a novekedett adrenalinterme-
Iéssel, ami hypertoniahoz vezethet.

A szoveti és szérum-CgA vizsgalatara alkalmas 0j labora-
toriumi modszereknek kdszonhetden a szoveti és szérum-
CgA-szint a carcinoid tumorok specifikus altalanos markeré-
vé valt. Az 5S-HIAA-vizsgalattal szemben el6énye, hogy mig
az 5-HIAA-vizsgélat a k6zépbél, ritkdbban az el6bél eredetii
carcinoid daganatok biokémiai kimutatasara alkalmas, a szé-
rum-CgA-koncentracio6 az elé-, kdzép- ¢és utobél eredetl da-
ganatos betegekben egyarant emelkedett. A CgA-meghata-
rozas klinikai indikacioi koz¢ tartozik a neuroendokrin daga-
natok diagnosztikdja és a betegek nyomonkdvetése. Rosszin-
dulatu attétes daganatok esetében extrém CgA-értékeket iga-
zolhatunk. Carcinoid tumoros betegekben a szérum-CgA-
szint novekedésének mértéke a tumoros folyamat kiterjedtsé-
gét is jelezheti. A szérum-CgA-szint értékelésekor ugyanak-
kor figyelembe kell venni, hogy a carcinoid tumorokon kiviil
egy¢éb neuroendokrin daganatok, phaeochromocytoma, illet-
ve mellékvesekéreg-carcinoma esetén is magas szérum
CgA-koncentracio mérhetd. A neuroendokrin daganatok mel-

N/A - 2011; LXXXVI. ©vfolyam, S3:245-292. Laboratriumi Medicina
www.semmelweiskiado.hu ( trid:2490 )

@ Semmelweis Kiad6

lett szerepe a prosztatarak diagnosztikajaban és alkalmazhato
¢és akar normalis prostataspecifikus antigén (PSA) szint ese-
tén is jelezhet. Emlérak esetében alkalmazhatdsagardl az
eredmények ellentmondésosak. Az endokrin mirigy dagana-
tai koziil mellekpajzsmirigy hyperplasia, a pajzsmirigy
C-sejtes hyperplasiaja is CgA novekedést okozhat. Emelke-
dett értékeket talalhatunk veseelégtelenségben, majelégtelen-
ségben ¢és sulyos szivelégtelenségben is.

Fontos megjegyezni, hogy egyes neuroendokrin dagana-
tokban a CgA-t hasitd enzim hidnya miatt a CgA-bdl nem
képzddik pancreastatin, ezért a szérum pancreastatin kimuta-
tasan alapuld vizsgalatok érzé¢kenysége kisebb lehet. A carci-
noid tumorok diagndzisara a tobbi Gjabb marker, mint pl. a
szérum neuronspecifikus enoldz (NSE) vagy a tumor
M?2-piruvat-kinaz izoenzim (TM2-PK) diagnosztikus értéke is
alulmarad a szérum-CgA-vizsgalat értékéhez képes.

A hypaciditas, atrophias gastritis, valamint a savszekré-
cid-gatlas (pl. protonpumpagatlo kezelés) soran a masodlagos
hypergastrinaemia és a gyomor enterochromoffin-szert sejt-
jeinek aktivacioja miatt nd a szérum CgA-szint. A CgA-szint
mérése elott gyogyszertipustol fliggden legalabb harom fele-
z¢si 1d6 hosszaig ilyen kezelés felfliggesztése javasolt. Az ét-
rendi tényezok kevésbé befolyasoljak szérum szintjét, tehat
olyan az megszoritasoktol, mint amilyeneket a vizelet
5-HIAA vagy a vizelet-katecholamin meghatarozasakor ér-
vényesitiink, a CgA-méréskor eltekinthetiink.

A CgA-meghatarozas 2009-ig kizardlag radioimmuno-
assay-vel tortént, jelenleg a nemzetkdzi ajanlasoknak megfe-
leléen a CisBio cég kett6s, monoklonalis antitestet hasznalo
reagenseivel is végezhetd. Ez ugyanazokat az antitesteket
hasznalja, mint amelyeket a RIA is hasznalt, a két modszer
kozott mind érzékenységben, mind pedig a referenciatarto-
many vonatkozasaban is nagyfoku a hasonlosag.

A CgA-szint mérése mellett tovabbra is fontos a gytijtott
vizelet 5-HIAA-szint meghatarozasa neuroendokrin daganat
gyanuja esetén. Az 5-HIAA a szerotoninlebomlas végtermeé-
ke, szerotonint termel6 daganatok eseten a specificitasa rend-
kiviil magas (100%), de az érzékenysége valamivel kisebb
(73%). Sajnos a hormonalisan inaktiv daganatok soran értéke
normalis is lehet. Hangsulyozzuk, hogy a szerotoninnak is
van napszaki ritmusa, ezért mindenképpen javasolt a 24 oras
vizeletgyijtés. Fals emelkedést coeliakia, Whipple-kor és bi-
zonyos ételek (banan, kiwi, foldimogyord, kakao, avokado),
gyogyszerek (acetaminophen, naproxen) esetén tapasztalha-
tunk.

Neuroendokrin daganatok tumormarkere a neuronspeci-
fikus enoldz, ami a neuroectodermalis eredetii sejtekre jellem-
z6. Els6dlegesen a neuroblastoma diagnosztikajaban hasznal-
jék, de kissejtes tiidérakban, prostatarakban és pajzsmirigy-
rak esetén is fontos diagnosztikus eszkoz.

A neuroendokrin daganatok sejtspecificitisa miatt a
gastrinomak vagy a vazoaktiv intestinalis peptidet (VIPoma)
termeld daganatok diagnosztikdjaban fokozott jelentGsége
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van a gasztrin-, illetve a VIP-koncentracié meghatdrozasa-
nak. A gasztrin a gyomor, duodenum ¢€s hasnyalmirigyben
termel6dé peptidhormon, amely a gyomorsav-elvalasztast
stimulalja. Emelkedett értékeket Zollinger—Elison-szindro-
maban, multiplex endokrin neoplasia 1-es tipusdhoz (MENT1)
tarsult gastrinoma, esetében, G-sejtes hyperplasia, stlyos
majbetegség, chirrosis, veseelégtelenség, rovid bél-szindro-
ma, pylorusstenosis, vagotomia utani allapot, autoimmun
gasztritis, savesokkentd szerek adasa soran mérhetiink.

UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

A neuroendokrin daganatok koziil szamos, 6rokl6dé en-
dokrin tumorszindroma részeként 1éphet fel. Ezek kozé tarto-
zik a MEN1 mellett a de Carney-komplex, von Hippel—-
Lindau-szindroma és MEN2, amelyeknél szintén is el6fordul-
hatnak neuroendokrin daganatok. Ezeknek a szindrémaknak
jolismert a genetikai hattere, molekularis genetikai eljarasok-
kal a felel6s géneltérések beazonosithatdéak. A mutacio-
szlirésnek jelentdsége van a még tlinetmentes, de mutaciot
hordozo egyének a korai diagndzisa soran.

Autoimmun betegségek laboratériumi diagnosztikaja

Laboratory Diagnosis of Autoimmune Diseases

Dr. Gergely Péter

Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina Intézet, Immunolégiai Laboratérium

Kulcsszavak: autoimmun betegségek, laboratérium, diagnézis, autoantitest, komplement
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Az autoimmun betegség klinikai diagnozis

Nincs altaldban vett autoimmunitast igazol6 laboratériu-
mi vizsgalat vagy vizsgalati panel. A kezeldorvosnak a beteg-
ség tiinetei alapjan munkadiagnozist kell felallitani, s ennek
megerdsitését vagy kizarasat szolgald laboratoriumi teszteket
kell kérnie. A legfontosabb tesztek e tekintetben az auto-
antitest-vizsgalatok.

Antinuklearis antitest (ANA)

Az antinukledris antitest (ANA) gytijtéfogalom, mely na-
gyon sokféle specificitasu antitestet jelent. Az ANA ,,screen”
a legtobb szisztémas (és nem szisztémas) autoimmun beteg-
ségben, de tumorokban, gyulladadsokban is pozitiv lehet. A
pozitiv lelet tovabbi diagnosztikai 1épéseket indokol. Az
ANA-vizsgalat elvégzendd szisztémas autoimmun betegsé-
gek, systemas lupus erythematosus (SLE) és rokon korképek,
illetve autoimmun hepatitis gyantja esetén, valamint juve-
nilis idiopathids arthritis (JIA) diagndzisa esetén differencial-
diagnosztikai és prognosztikai céllal. Az ANA szamos kiilon-
boz6 antitestet foglal magéaba:

1. Centromer antitest: elsésorban limitalt cutan scleroder-
maban, ritkdbban primer biliaris cirrhosisban (PBC) for-
dul el6. Diagnosztikai jelentésége: scleroderma gyantja,
differencialdiagnoézisa, Raynaud-szindroma differencial-
diagnoézisa — a pozitivitas a scleroderma késébbi kialaku-
lasat jelzi, illetve PBC prognosztikaja — a pozitiv lelet a
scleroderma egyidejii fennallasara utal.

2. ENA (extrahalhat6 nuklearis antigének elleni antitestek):
szintén gytijtéonév. Az Sm, majd UI-RNP, SS-A és SS-B,
késébb a PCNA, Scl-70, Ku, Mi-2, Jo-1 és PM-1 antites-
teket szokas ebbe a csoportba sorolni. A fentiek koziil az
alabbiakat vizsgaljuk:

a) SS-A4 (Ro) és SS-B (La) antitestek: diagnosztikai je-

lentdsége primer vagy szekunder Sjogren-szindroma
(SS), SLE , subacut cutan lupus (SCLE), valamint
neonatalis lupus gyantja, illetve diagndzisa esetén
van. Az SS-A ¢s B nagyon gyakran egyiitt fordul el6.

b) Scl-70 antitest: (a DNS topoizomeraz I elleni antitest)

diffuz sclerodermaban (PSS-ben) fordul eld, és rossz
progndzisra utal. A Raynaud-betegek egy része pozi-
tiv, ezekben a PSS kockazata nagy.

¢) Jo-1 (aminoacil-tRNS-szintetdz) antitest: polymyo-
sitis/dermatomyositisben (annak is egy alcsoportja-
ban, az anti-szintetaz szindromaban) fordul el6. Diag-
nosztikai jelentdsége: polymyositis-dermatomyositis
diagnozisa/differencialdiagnosztikaja, ismeretlen
eredetli fibrotizald alveolitis differencialdiagnoszti-
kaja.

d) (Ul)-RNP antitest: Kevert kdtészoveti betegségben
(MCTD-ben) diagnosztikai kritérium, SLE-ben
gyakran pozitiv és elsdsorban a bor-nyalkahartya
laesiokkal fiigg 0ssze, diffiiz sclerodermaban kevésbé
gyakori ¢és a tliddfibrosissal kapcsolatos.

e) Sm antitest: SLE-ben diagnosztikai kritérium. Mas
autoimmun betegségben nem észlelhetd.

3. Hiszton antitest: nagyon sok szisztémas autoimmun be-
tegségben (SLE, gyogyszerindukalt lupus, RA, JIA , PSS
stb.), el6fordul. Diagnosztikai jelentdsége a ritka gyogy-
szerindukalt lupus diagnézisa (ilyenkor ANA ¢és hiszton
antitest pozitivitast észleliink, de a DNS antitest negativ).

4. Anti-(nativ) DNS antitest: az SLE diagnozisdhoz sziiksé-
ges, de a betegség monitorozasara is alkalmas. Negati-
vitasa gyakorlatilag kizarja az aktiv SLE-t. A jelentdsen
magasabb érték nagyon nagy valoszinliséggel SLE-t je-
lez. A novekvo érték betegségaktivitas mellett szol.

Szervspecifikus antitestek

1. Antimitokondrialis antitest (AMA) — pozitivitasa primer
biliaris cirrhosisban diagnosztikus értékd, de ritkan a teszt
pozitiv lehet egyéb autoimmun (in. overlap) hepatitisben
is.

2. A simaizom elleni antitest (SMA) primer biliaris cirrhosis-
ban, autoimmun hepatitisben szinte mindig pozitiv, de
szamos (virusos, alkoholos) majbetegségben is lehet po-
zitiv, ezért diagnosztikus értéke csekély. Az ANA-val
egyiitt az autoimmun hepatitis osztalyozasara hasznalha-
to: az 1. tipusban pozitiv.

3. Az antimikroszomalis antitest (LKM-1) kronikus hepatiti-
sekben fordul eld, a 2. tipust autoimmun hepatitisre jel-
lemz6.

4. A mdjspecifikus proteinek (LSP) elleni antitestek a 2. tipu-
st autoimmun hepatitisre jellemzok.
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Coeliakia (gluténszenzitivitds) diagnosztika: ezek az anti-
testek a coeliakia és a vele rokon bérbetegségek (derma-
titis herpetiformis) diagnozisara szolgalnak. Az antireti-
kulin antitest els6sorban sziirGvizsgalatra alkalmas, szen-
zitivitasa kicsi. A gliadin, endomysium és széveti transz-
glutaminaz (tTG) elleni antitestek koziil az utobbiak a leg-
inkabb specifikusak, de csak az IgA tipusu tTG antitest-
nek van diagnosztikus jelentésége (az IgG csak definitiv
IgA hiany esetén!)

A parietalis sejt elleni antitestek autoimmun eredett kro-
nikus atrophids gastritisre (illetve idiopathids anaemia
perniciosara) jellemzoek.

A pajzsmirigy elleni antitestek: az antithyreoglobulin és
antimikroszomalis antitestek (mds néven antiperoxidaz,
TPO antitestek) autoimmun pajzsmirigy betegségekben
(Hashimoto-thyreoiditisben és idiopathias myxoedema-
ban) diagnosztikus értékliek. Gyakran pozitivak, habar
mennyiségiik kisebb Graves-korban és néha pajzsmirigy-
adenocarcinomaban is.

A mellékvese (kéreg) elleni antitestek autoimmun (idio-
pathias) Addison-kérban mutathatok ki. A diagnoézishoz
nem sziikségesek, csak a betegség koreredetére utalnak.
Az antiglomerularis basalis membran (GBM) antitest
Goodpasture-szindromaban (illetve anti-GBM nephriti-
sekben) pozitiv és egyben diagnosztikus értékd.
Acetilkolin-receptor elleni antitestek: myasthenia gravis-
ban, illetve Lambert—Eaton-szindroméban és néha majbe-
tegségekben is pozitiv eredményt kaphatunk.
Hamantigeének elleni antitestek: A desmosoma (desmo-
glein-1 és -3) elleni antitestek pemphigus vulgarisban és
foliaceusban fordulnak elé. Az epidermalis basalis
membran elleni antitestek bullosus pemphigoidban és a
vele rokon betegségekben (pl. dermatitis herpetifor-
misban) észlelhetdk.

Diabetesre jellemzo antitestek: autoimmun diabetesben —
alcsoporttol fliggden — tobb autoantitest is kimutathato:
inzulin-, glutaminsav-dehidrogendz (GAD), protein
tirozin-foszfataz 1A-2 (IA-2Ab), illetve egyéb antitestek
— diagnosztikus jelentdségiik csekély.

Saccharomyces cerevisiae (SA) antitest: az 1gG és IgA
osztalyba tartozd SA antitest a gyulladasos bélbetegsé-
gekre, ezen beliil is a Crohn-betegségre jellemz6 (szenzi-
tivitdsa >90%), s bar diagnosztikai haszna (még az egyi-
dejlileg végzett p-ANCA teszttel is, mely viszont inkabb
colitis ulcerosaban pozitiv) nem tul nagy, az SA-poziti-
vitas rosszabb prognozist jelent.

Gangliozid, aszialogangliozid antitestek (GQ 1b, GD1b
és GM1 elleni antitestek): autoimmun eredetii periférias
neuropathidkban fordulnak eld.

Antineutrofil citoplazma antitestek (ANCA): neutrofilek
citoplazméjaban 1év6 antigének (,,antineutrofil citoplaz-
ma antitest”) gylijtoneve. Fontosabb formai: proteinaz-3
(PR3), mieloperoxidaz (MPO), elasztaz, laktoferrin, bak-
tericid permeabilitast fokozo protein (BPI). A festddés
mintazata haromféle: citoplazma (c), perinuclearis (p) ¢s
atipusos lehet. A c-ANCA mintazat leggyakrabban a PR3
¢s BPI, a p-ANCA mintazat pedig leggyakrabban a MPO
jelenlétére utal, de ilyet ad az elasztaz és laktoferrin is. A
BPI gyakran atipusos festodést ad. Az ANCA screen indi-
kacioi: ANCA pozitiv vasculitisek (Wegener-granulo-
matosis, mikroszkopikus polyangiitis) gyanuja, nephriti-
sek differencialdiagnosztikaja, kronikus gyulladasos bél-
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betegség (IBD) gyantija, primer sclerotizald cholangitis
gyantja, vérzéses alveolitis differencialdiagnosztikaja.

16. Proteinaz-3 (PR3) antitest: nagyon specifikus Wegener-
granulomatosisra (>95%), még az atipusos formakra (pl.
izolalt periférids neuritis, idiopathias necrotizalé neph-
ritis stb.) is. El6fordul még egyéb vasculitisekben is.

17. Myeloperoxidaz (MPO) antitest: El6fordulas: mikro-
szkopikus polyangiitisben (60-80%), egyéb eredetil
focalis nekrotizald glomerulonephritisben, gyors prog-
resszioju  glomerulonephritisekben, ritkin Wegener-
granulomatosisban, Churg—Strauss-szindromaban.
Goodpasture-szindromaban (30—40%), illetve a sziszté-
mas autoimmun betegségek, pl. RA, SLE bizonyos szdza-
Iékaban.

Antifoszfolipid antitestek

Szintén gyljtéfogalom, kiilonféle anionos és neutralis
foszfolipidek, illetve az ezeket kot kiilonféle glikoproteinek
elleni antitestek tartoznak ide. Legfontosabb formai: a
kardiolipin (ACA), illetve a foszfatitidilszerin elleni antites-
tek, valamint a f2-glikoprotein I (B2GPI) és a protrombin el-
leni antitestek — melyeket enzim immunoassay-vel (EIA) mé-
riink, illetve a lupus anticoagulans (LA), valamint a hexago-
nalis foszfolipid-teszt, melyeket funkcionalis teszttel mériink.

Az antitestek a primer ¢és szekunder antifoszfolipid szind-
rémaban (APS) fordulnak eld. A teszt (ACA ¢és f2GPI EIA +
LA) elvégzendd: primer vagy szekunder APS gyantja esetén,
SLE-ben a thrombosisveszély rizikdjanak felmérésére, vala-
mint ismeretlen thrombocytopenidban, SLE gyantja esetén
(diagnosztikai kritérium), illetve az APS kezelés monitoroza-
sara.

Rheumatoid faktor (RF)

A rheumatoid faktor (RF) pozitiv rheumatoid arthritisben
(RA-ban) (pontosabban a betegek nagyobb részében), és
egyuttal az RA-ban diagnosztikai kritérium is. Igen gyakran
pozitiv Sjogren-szindromaban és esszencialis kevert cryo-
globulinaemidban, azonban nem szenzitiv. Az RF szamos be-
tegségben (autoimmun betegségekben, infekcidkban stb.) le-
het pozitiv, specificitasa nagyon alacsony.

Ciklikus citrullinalt protein elleni antitest (anti-CCP)

A citrullindlt protein antitestek (ACPA) kozil a ciklikus
citrullinalt protein elleni antitest (anti-CCP) vizsgalata terjedt
el. Ez sokkal specifikusabb az RA-ra, mint az RF. Korai stadi-
umban mar gyakran kimutathatd és rossz prognosztikai té-
nyez6. A RA 1j klasszifikacios kritériumrendszerében mar
szerepel.

Az autoantitestek mellett a komplementrendszer ¢és a
gyulladast jelz6 akut fazisfehérjék vizsgalata is fontos része
az autoimmun betegségek vizsgalatanak.

C-reaktiv protein (CRP)

A mindennapi gyakorlatban az akut fazis reakcié mérté-
két a C-reaktiv protein (CRP) szintjével jellemezziik. Bar a
legtobb autoimmun betegségben az SLE kivételével a beteg-
ség aktivitasa és a CRP-szint kdzott szoros a kapcsolat, a
CRP-szintet elsdsorban a RA aktivitdsanak megitélésére
hasznaljuk. A CRP-szint mérése (a SLE kivételével) a beteg-
ségekben fennallod gyulladas monitorozasara alkalmas.
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Az immunrendszer sejtjei kozott a kommunikacio cito-
kineken, kis, 8—40 kDa nagysagu fehérjemolekulakon keresz-
tiil valosul meg. A legtobb citokint egészséges koriilmények
kozott nem termelik a sejtek, csak specialis hatasokra, melyek
gyakorlatilag azonosak a ,,sejt stresszorokkal” (példaul UV
fény, hohatas, hiperozmolalitas vagy az idegen felszin). A
szintézis utan a citokinek azonnal kivalasztddnak a sejtbdl,
ezaltal biztositva a gyors hatés kialakulasat.

A citokinek fokozzak vagy gatoljak az immunkompetens
sejtek aktivalasat, proliferaciojat és differencialodasat, ezaltal
szabalyozzak az immunfolyamatokat, az immunvalasz inten-
zitdsat, tartamat, az ellenanyagok szintézisét és tovabbi
citokinek termelését. Valamennyi immunsejt képes citokinek
termelésére, illetve rendelkezik citokinreceptorokkal. Im-
munmodulalé hatasuk autokrin, parakrin, pleiotrop és ritkan
endokrin. Autokrin hatasuk révén maga a termeld sejt a cél-
pont. Parakrin modon kdzvetlen kornyezetiikben talalhato
sejteket késztetik citokin termelésre. Az endokrin hatés pedig
tavoli sejtcsoportok aktivalasat is eredményezheti. Pleiotrop
sajatsaguk kovetkeztében egyszerre sokféle hatast valthatnak
ki a kiilonbozd targetsejteken. Ugyanakkor redundasak is,
mert tobbféle citokin képes azonos valaszt kivaltani. Ismert a
citokinek kozotti szinergista és antagonista kdlcsonhatas is.

Citokinszint-mérési modszerek

A citokinek élettani folyamatokban és betegségekben jat-
szott szerepére vonatkozdan tobb mint két évtizede gytilnek
az adatok. Ezek azonban sokszor nem egyértelmiiek vagy el-
lentmondasosak, amiben a metodikai problémak kulcsszere-
pet jatszanak.

A citokinszintek és novekedési faktorok meghatarozasat
tobb tényezd neheziti. A legfontosabbak:

1. Azugyanolyan néven, jellel jelzett citokin a szervezetben
monomer ¢s polimer formaban is jelen lehet; tobbféle al-
egységbol all, melynél az egyes alegységeket kiilon sejtti-
pusok termelik; illetve kémiailag sem mindig jol karakte-
rizaltak. Mivel fehérjékrél van szo, amelyek sokszor tobb
epitoppal rendelkeznek, a szintek mérése soran alkalma-
zott immunanalitikai modszerek szenzitivitasat és speci-
ficitasat, de a referenciatartomanyt is alapvetéen megha-
tarozza a gyartas technologiaja, a vegyszer sorozatszama.

2. Nyugalmi allapotban a citokinszintek a plazmaban igen
alacsony (pmol/l) koncentraciéban vannak jelen, azaz je-
lentés hanyaduk nem is detektalhato.

3. Stimulus hatasara a citokinszint tobbszorosére emelke-
dik, de ez a valtozas atmeneti, citokinenként kiilonbozo
kinetikat mutat.

4. Mivel a citokinek hatasukat egy komplex rendszer része-
ként fejtik ki, sok esetben az 1-1 citokin klinikai jelent6-
ségére korlatozodd mérések eredménye nem informativ.
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A fenti problémak figyelembevétele mellett az alabbi mé-
rési technikak terjedtek el.

Intracelluléris citokinek és kemokinek kimutatasa
aramlasi citometriaval

A T-lymphocytak aktivacidjat kovetden a citokinek/ke-
mokinek a citoplazmaban feldisulnak, és csak ezutan valasz-
todnak ki. Az intracelluléris citokinek a citoplazmaban fluo-
reszcens festékekkel jelzett specifikus ellenanyagokkal,
aramlasi citofluorimetridval, immunhisztokémiai modszerek-
kel vagy immunfluoreszcens mikroszkopos technikakkal
vizsgalhatok. A sejtfelszini markerek egyideji kimutatasaval
az adott citokintermel6 sejt tipusa is azonosithatd, és a cito-
kint termeld sejtek ardnya is megadhatd. A mikroszkdpos
elemzés a sejten beliili lokalizacidé meghatarozasara alkalmas.

ELISA médszer

A citokinek klasszikus ELISA-val valé kimutatasakor a
kettds szendvics modszert alkalmazzak, melynek fajlagossa-
gaigen nagy. Ezzel a modszerrel a citokinek mennyisége a bi-
ologiai aktivitasuktol fliggetleniil mérhetd, ezért — foként a
rovid életideji fehérjék esetében — az eredmény nem mindig
jelzi a tényleges bioldgiai aktivitast. A mérést az is befolya-
solhatja, hogy a kiilénb6z0 citokinek oldott formaju recepto-
rokhoz vagy inhibitorokhoz kotott formaban is eléfordulhat-
nak.

Az utdbbi években immunkémiai automatékra is fejlesz-
tettek citokin teszteket. Az ,,ECLIA” (elektrochemiluminesz-
cens immunoassay) Elecsys ¢s Cobas E immunologiai anali-
zatorokon alkalmazhaté modszer. Ezt leginkabb interleukin-6
(IL6) mérésére hasznaljak, ami az akut gyulladas korai indi-
katora, korasziilott és jsziilottkori szepszisben jol hasznalha-
t6 marker. Immunolyte automatara I1L6, IL8 és TNFa teszte-
ket fejlesztettek. Ezek a proinflamatorikus citokinek akut
gyulladasban, sepsisben segithetik a korai diagnozist. Az au-
tomatakon mért citokinszinteknek 6ridsi elénye, hogy egy-két
oran beliil, tigyeleti id6ében is elkésziil az eredmény.

Biochip és bioplex médszerek

A citokinfunkciok komplexek, igy egy citokinprofil na-
gyon értékes informaciot jelenthet egy adott immunvalasz-
ban. Nagy elorelépést jelentett a citokin biochip panelek és a
mikrogydngyokhoz kotott citokin antitestek, a BioPlex pane-
lek megjelenése, amikor egyszerre tudunk 12 vagy akar 27
citokint, névekedési faktort vizsgalni.

Biochip technika citokinek, kemokinek és novekedési
faktorok kimutatasara. Ez a protein array a nagyon kis kon-
centracio (pg/ml), és a zavard tényezok kizarasa végett ha-
romféle immunoassay-t alkalmaz egyszerre:

1. kompetitiv immunoassay (enzimmel jeldlt analitot

hasznal)
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2. sandwich immunoassay (enzimmel jelolt antitestet
hasznal)
3. antibody capture immunoassay

Randox Biochip moddszert (Randox Laboratories Ltd,
Crumlin, United Kingdom) hasznalva a kemilumineszcens je-
leket egyszerre méri egy késziilék egy hiitott CCD kameraval
¢és standard kalibracios gorbékhez hasonlitva kiértékeli egy
specidlis programmal a teljes arrayn. Egy chip mérete, melyre
abeteg 100 pl mintajat pipettazzuk, mindéssze 9 mm x 9 mm.
Ezzel a modszerrel 3—4 6ra alatt 42 beteg 12 pro- ¢s anti-
inflammatorikus citokinjét és novekedési faktorat (harom-
szintli kontrollalast hasznalva) tudjuk lemérni. A Randox tel-
jes automata (EVIDENCE) késziilékkel is rendelkezik a
biocipek méréséhez. Ebben a rendszerben egy chip feliiletére
maximum 23 analit (antitest) kotheté. A citokinek mellett
szamos panelt fejlesztettek ki.

Bio-Plex technika citokinek, kemokinek és novekedési
faktorok Kkimutatasara. A Bio-Plex technika az xMAP
(x(number) Multi — Analyte Profiling/Multiplexing) techno-
16gian alapul, melyet a Luminex (Luminex Corporation; Aus-
tin, USA) multiplex assay-v¢é fejlesztett az elmult néhany év-
ben. A megoldas a chiptechnikan (szendvics és kompetitiv
immunoassayt hasznalva) ¢és a flowcytometrian alapul.

Mikrogyongyoket (5 pm atmérdji, polisztirén) vords és
infravoros festékkel szinezik. A két festék aranya 100 kiilon-
boz6 gyongytipust eredményez, igy egy plexen egyszerre el-
méletileg szazféle vizsgalat is mérhetd. A gydngyokhoz kii-
16nb6z6 monoklonalis antitesteket kotnek, melyek Gsszeke-
verhetOk és a microplate lyukaibdl a chiphez hasonléan egy-
szerre mérhetdk. A szendvics ELISA utolso 1épéseként fluo-
reszcens jelolést hasznalnak. A késziilék kapillarisan athalado
valamennyi gyongy6t 2 szinli 1ézer vilagitja meg. A piros

Aramlasi citométerek klinikai alkalmazasa
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Az aramlési citométerek (FCM) 1ézerfény altal gerjesztett
szort- és fluoreszcens fényjelek alapjan azonositjak a kivant
sejtet, fehérjét.

Preanalitika

Klinikai mintak (vérsejtek vizsgalata) esetén optimalis a
heparinnal alvadasgatolt vérminta hasznalata. A vérmintat
feldolgozasig szobahdmérsékleten kell tartani. Az izolalt sej-
tek a mérésig fagyaszthatoak, a fagyasztas protokollja alapve-
tden befolyasolja a késdbbi mérés mindségét. Szérumban ol-
dott antigének (pl. citokinek) esetében a tarolasi hdmérséklet
meghatarozza a reprodukalhatdsagot.
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fény a gyongy tipusat érzékeli, a z61d, pedig a fluoreszcens jel
intenzitasat méri. A specialis software sszerendezi a jeleket,
¢s a standard gorbékhez hasonlitva kiirja a plexben mért
citokinek értékeit. A modszer szenzitivitasa ¢és érzékenysége
az ELISA tesztekhez hasonlo. A dinamikus range citoki-
neknél Iényegesen szélesebb (1,95-32 000 pg/ml), mint az
ELISA ¢és a Biochip mérések esetén.

A mobdszer elényei koziil ki kell emelni a flexibilitast.
Citokinek esetén ez azt jelenti, hogy egy plexen tetszdleges
valogatasban ¢és szamban (akar 27 féle) citokin, kemokin, no-
vekedési faktor mérhetd (biochip modszernél mindig ugyan-
azta 12 félét mérjiik). A minta a szérumon, plazman és széve-
ti feliiluszon kiviil, barmely testnedv vagy szoveti homogeni-
zatum lehet. A sziikséges mintamennyiség 50 pl. A vizsgala-
tok koltsége harmada az ELISA modszerrel mért tesztekének,
raadasul minél tobb tesztet mériink egy plexben, a fajlagos
koltség annal kisebb.

A flexibilis multiplexek nemcsak a citokinek mérésénél
nyujtanak segitséget, hanem mas fehérje és génexpresszios
profilok, autoimmun betegségek, genetikai betegségek és
HLA vizsgalatok terén is gyors, pontos, atfogd eredmények-
hez juthatunk.

A labordiagnosztika mai szinvonala tehat lehetdvé teszi
azt, hogy ne izolaltan, egy-két citokinre vonatkozoan lehes-
sen adatokat gyijteni, hanem meg lehessen hatarozni az egy
adott betegre, betegségre jellemz6 citokinprofilt. Az eredmé-
nyek értékelését azonban megneheziti az a tény, hogy
1. nem ismert, hogy a kiilonboz6 multiplex rendszerek altal

mért adatok mennyire allnak dsszhangban;

2. kevés az arra vonatkozo adat, hogy az egy adott multiplex
rendszerben mért értékek mennyire reprodukalhatoak;

3. anagyszamu adat feldolgozasa, az egy adott betegbdl is-
mételten végzett mérések eredményének az értékelése Uj
statisztikai megkozelitéseket indokolnak.

Meérés elve

Az FCM a sejt- vagy mikrogyongy-szuszpenziobol folya-
matosan vesz ki mintdt, majd egy-egy sejtszélességti folya-
dékoszlopot alakit ki. A folyadékoszlop lézerfényen keresztiil
halad at. A 1ézer hullimhossza kiilonb6z6 lehet, leggyakrab-
ban kék (488 nm-es) és voros (633 nm-es) 1ézert hasznalnak.
Amikor a vizsgaland6 0,2—150 mikron méretii részecske a 1é-
zerfény fokuszpontjaba ér, a raesé fény oldaliranyba (side
scatter) és elorefelé (forward scatter) szorodik. Az eldre szo-
rodo fény a sejt (részecske) méretérdl ad informaciot, és to-
vabbi modositas nélkiil kiilon csatornan (FSC) detektalhato.
Az oldalra sz6r6do fény a sejt granulaltsaganak, méretének,
morfoldgiai tulajdonsagainak detektdlasara szolgal (side
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scatter, SCC). E két paraméter segitségével példaul az egyes
fehérvérsejtcsoportok elkiilonithetdk.
A szort fényjelek mellett az FCM a 1ézerfénnyel valo ger-
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5. fehérje-expresszio ¢s -lokalizacio;
6. transzgén modellekben a transzfekcio eredményessége;
7. sejtfelszini antigének (cluster of differentiation (CD)

jesztés hatasara kialakulo fluoreszcens fényt is detektalni tud- markerek);
ja meghatarozott hullimhosszokon. Ezt a lehetéséget hasz- 8. intracelluldris antigének (kiilonb6z6 citokinek, mésodla-
naljak ki akkor, amikor fluorokrom festékkel, pl. jelzett anti- gos jelatvivok);

testtel megjeldlt sejteket vagy részecskéket vizsgalnak.

A fluoreszcens jeleket a késziilék optikai szlirdk segitsé-
gével elkiiloniti egymastol, és fotoelektron-sokszorozok és
erdsitok segitségével felerdsiti azokat. A kiilonbozé hullam-
hosszusagut fényjeleknek megfeleld csatornak segitségével az
egyes fluorokromok altal kibocsatott jelek elkiilonithetéek és
kiilon értékelhetdk. (A fluorokrémok spektrumai részben at-
fedhetik egymast. Ez ahhoz vezethet, hogy két fluorokrom
egyidejli alkalmazasa esetén az egyik fluorokrém fluoresz-
cens jele hozzaadodik a masik jeléhez. A mérések beallitasa-
kor a kompenzaci6 soran ezt figyelembe veszik és igy csok-
kentik ezt a hatast.)

A szort fénybdl és a fluoreszcens fénybdl kapott jelek kii-
16nb6z6 kombinacidit hasznalva lehet informaciot kapni arra
vonatkozdan, hogy az egyes fluorokromok az adott sejten / ré-
szecskén milyen mértékben vannak jelen.

A mérési eredmények abrazolasa dot-plot és hisztogram
segitségével torténik. A dot-ploton az egyes sejtekrél/részecs-
kékrdl kapott fényjelek dbrazolhatdak intenzitasuk fiiggvé-
nyében. A hisztogram egy paraméter jelintenzitasa alapjan
mutatja a sejtek megoszlasat. A késziilék lehetoséget ad arra,
hogy a megfeleld fluoreszcencia-intenzitas értékek alapjan az
egyes sejt/részecske populaciokat ki lehessen valogatni (ka-
puzas vagy ,,gate”-elés) és aranyukat az 9sszes sejt/részecske
populacidhoz viszonyitva meg lehessen adni. Ezen tul egyes
miszerek kapcsan a meghatarozott intenzitast mutatd sejtek
kivalogathatoak (,,sorting”).

Alkalmazasi teriiletek
Az FCM-t kutatasi célra és a diagnosztikaban egyarant
sz¢les korben alkalmazzak. FCM-mel vizsgalhatéak az alab-
biak paraméterek:
1. sejtmorfologia;
2. sejteiklus;
3. apoptdzis (DNS-degradécid, mitokindriummembran-po-
tencial, kaszpazaktivitas);
4. kromoszémaszam,;

Ujabb tipusu hematolégiai automatak

New series of hematology analyzers

Dr. Beké Gabriella

9. sejtmag antigének (transzkripcids faktorok);

10. sejtfunkciok (ionizalt kalciumszint, membranpotencial,
membran fluiditas);

11. oxidativ burst;

12. mikropartikulum-vizsgalatok.

A klinikai munkaban mér alkalmazzak:

» leukaemia és lymphoma immunfenotipizalasa;

» immundeficiencia (immunsejtek prevalenciajanak a mo-
nitorozasa);

» RNS-tartalom (retikulocita-szam);

» multiplex citokinszint-mérés mikrogyongyokkel;

» multidrog-rezisztencia vizsgalata (rak kemoterapia); sej-
tek tulélésének vizsgalata;

» anyai vérben magzati vorosvérsejtek kimutatasa;

» vérkészitmények mindségellendrzése;

» HLA-tipizalas;

» Ossejtek prevalencidjanak a meghatarozasa;

» transzplantaciot megel6zden: a graftban ex vivo T-sejt
deplécio mérése;

» transzplantacio utan: immunfolyamatok monitorozasa;

» mikrobiologiai vizsgalatok: korokozok identifikalasa, az
antimikrobidlis érzé¢kenység mérése;

» IVF esetén spermiumok kivalogatasa.

Az FCM eldnye a nagy sebesség (masodpercenként akar
70ezer esemény detekcidja); egyedi sejtek vizsgalata rendki-
viil nagy szamban; ugyanazon sejt esetében tobbféle paramé-
ter egyidejli elemzése. A nagy eseményszamnak kdszonheto-
en kis sejtpopulaciokat (ritka eseményeket) is lehet detektal-
ni. Egyes, a sejtek ¢életképességét nem befolyasold festékeket
alkalmaz6 mérések soran (pl. az intracelluléris kalciumszint
vizsgalatakor) egyidejiileg tobbféle sejtben lehet a bekovet-
kez6 idébeli valtozasokat nyomon kovetni.

Az FCM hatranya az éra; az intracellularis struktirak al-
taldban nem vizualizalhatoak vele; szovetek esetében a sej-
teket szolubilizalni kell (szoveti szerkezet elveszik).
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A vérsejtek automataval torténd szamolasa alig tobb mint
50 éves multra tekint vissza. A modszer harmonizacioja, stan-
dardizacidja, a szamolt paraméterek elfogadasa az 1990-es
évek végén tortént. A XXI. szdzad modern komputer és
network technikai hozzajarultak a mechanikai és algoritmu-
sokon alapulé kontrol rendszerek kifejlesztéséhez. Igy a he-

matologiai automatak napjainkban mar képesek részletekbe
mend, pontos eredménykozlésre.

Hematologiai automatak
A hematologiai automatak teljesen megbizhato értékeket
adnak: fehérvérsejtszam, vorosvérsejtszam, hemoglobin kon-
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centracio és MCV (mean cell volume) tekintetében. Ezek a
mérések referens modszerre visszavezethetok, a késziilékek
kalibracidjanal az elsédleges vagy masodlagos kalibratort
hasznaljak a gyartd cégek.

Nagyobb odafigyelést kivan a kvalitativ fehérvérsejt-el-
oszlas és thrombocytaszam (féként az alacsony thrombocyta-
szam vagy az 6rias thrombocytak jelenlétekor). A hematolo-
giai automata miitkodési elvétol fligg a szétvalasztas lehetésé-
ge és a thrombocytaszamlalas modja.

A standardizacio hianya miatt a késziilék tipusatol fiigg az
RDW (RBC distribution width), az MPV (mean platelet
volume) és a PDW (platelet distribution width) referenciaér-
téke.

A hematoldgiai automata mérési elvébol és a késziilék al-
tal hasznalt festésbol adodo kiilonbségek a kovetkezok.

»  Advia 120, 2120 tipusi hematologiai automatak

A Magyarorszagon jelentés szamban hasznalt automatak
kis és nagyszogl lézerdetektorral, valamint mieloperoxidaz
festéssel dolgoznak. A monocytak citoplazmajat a peroxidaz
narancssargara festi, a neutrophil sejtek granulumai sziirkére
festédnek, mig az eosinophil punktatumok feketék. Ha a fe-
hérvérsejt peroxidaz aktivitasa csokken, akkor a késziilékkel
szamolt kvalitativ vérkép nem értékelhetd. Erre az eltérésre a
késziilék egy hibajelzessel, ,,flag”-gel (MPO index) is figyel-
meztet. Ezen automataval valé mérésnél egy hatodik part.
differential is megjelenik, a LUCs (large unstained cells).
Ezek a nagy nem fest6dé sejtek lehetnek aktivalt lympho-
cyték, plazmasejtek, hajas sejtek, gyermekkori nagy lympho-
cytak, mieloperoxidaz negativ blastok vagy mieloperoxidaz
negativ neutrophil granulocyték. Igy ezek a késziilékek segi-
tenek az infekciok differencialdiagnosztikdjaban, a virusbe-
tegségek esetén az aktivalt lymphocitak megszaporodasaval a
nagy nem fest6do sejtek szama 10-20%-ot is elérhet. Tovab-
ba felhivhatjak a figyelmet blastok jelenlétére, ilyenkor erre
BLASTS morfologiai flag is figyelmeztet.

» A Sysmex automatak (XE-2100, XT-2000i, XT-2100d,

XE-5000, XT-40001)

Fluoreszcens festést hasznalnak. A sejtek emelkedett
nukleinsav (DNS vagy RNS) tartalmaval aranyos a fluoresz-
cens jel nagysaga. Ezért ezeken a késziilékeken az éretlen
granulocytakat kiilonithetjiik el. A metamyelocytak, a myelo-
cytak és a promyelocytak keriilnek az IG (Immature granu-
locytes) frakcioba. A legujabb tipusu késziilékeken mar nem-
csak szemikvantitativ jelzést (+, ++, +++), hanem szdmszeri-
en %-ban megkapjuk ezt az un. 6. part. differentialt.

Az éretlen granulocytak szama emelkedhet: bakterialis in-
fekeio; akut gyulladas; tumor (csontvelé metastasis); szoveti
necrosis; akut transzplantatum rejekcio; sebészeti, ortopédiai
trauma; mieloproliferativ betegség; szteroidkezelés; terhes-
ség (harmadik trimeszter). Nagyobb a jelentésége akkor, ha
iddsek, ujsziilottek, korasziilottek akut infekcidjakor a fehér-
vérsejt- vagy granulocytaszam valtozas nem jellegzetes
(ilyen esetben ez lesz az elso balratolodasra utalo jel a vérkép-
ben). Fontos lehet myeloszupresszalt betegek akut infekcidja-
kor, vagy neutropeniaval jard szepsis esetén is.

»  Beckman Coulter DXH-800-as automata

Ezen a fehérvérsejt differencialas festés nélkiil torténik. A
sejteken, a sejtek magjain és granulumain szorddott 1ézer
fényt 7 detektor segitségével szedi dssze, és egy szamitogépes
program haromdimenzios felhddiagramot készit. Ezen latha-
toak az éretlen granulocytak, lymphocytak és monocytak is.
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» Coulter és a Sysmex automatak, Advia 2120-as automata
A mai modern hematoldgiai automatak a magvas voros-
vérsejteket is képesek abszolut szamban és 100 fehérvérsejtre
vonatkoztatva szdzalékban is megadni. Igy a Coulter és a

Sysmex automaték ezt kiilon csatornan mérik.

Az Advia 2120-as automata egy szoftvert segitségével, a
fehérvérsejt (perox és baso) csatornakon kapott informaciok-
bol adja meg az abszolut és szamolja a %-os értéket. Mindha-
rom tipusu automata a fehérvérsejtszamban korrekciot is vé-
gez, ha a periférias vérben emelkedett aranyban talal magvas
vorosvérsejtet.

Magvas vorosvérsejtek aranya nagyobb:

1. Ujsziilottkorban (nagymértékben emelkedett magvas vo-
rosvérsejt szam): Korasziilottek, ujsziildttek (par %),
ujsziilottkori hemolitikus betegség; hipoxias karosodas
esetén.

2. Felndttkorban: thalassemia; mieloproliferativ betegség
(myelofibrosis); solid tumor csontveldi metasztazissal;
extramedullaris  haematopoiesis;  haematopoieticus
stressz (septikaemia, massziv haemorrhagia, stilyos hyp-
oxia) alkalmaval.

A Kklinikai gyakorlatban, a kovetkezd esetekben ajanlott
vizsgalata: hematologiai betegségek diagnosztikdja; sulyos
kardiothoracalis miitéten atesett, egyéb sebészet intenziv ella-
tast igényld nem hematoldgiai betegségben, csontveld transz-
plantacio utani prognozis megitélésben, thalasszémia szind-
rémaban transzfuzios terapia hatékonysaganak monitoroza-
sara.

» A XE-2100 Sysmex automata

IMI (Immature Myeloid Information) csatornajan a
hematopoietikus progrenitor sejtek (CD 34+) szama is meg-
hatarozhat6 a periférias vérben.

Nagy dézist, koloniastimulalo-faktor (CSF) elokezelés
hatasara a csontvel b6l nagy mennyiségii Gssejt és korai vér-
képzo elddsejt kertil a periférias vérbe. A alkalmas 6ssejtek
gyljtése a kezelést kovetden a keringd vérbol torténik. A
gytjtéskor nagyon fontos tudni, hogy hol tart a stimulacio,
mikor keriil ki a perifériara annyi dssejt, amit mar érdemes le-
venni. Ehhez a monitorozashoz nytjthat segitséget a Sysmex
automata, ahol a flowcytometer-en torténé CD34+ sejt meg-
hatarozasnal egyszertibben és olcsobban lehet a progrenitor
sejtek szamat megadni.

Ujabb hematolégiai paraméterek

» Az MCVr (Mean reticulocyte volume) paraméter a kovet-
kezd klinikai helyzetekben lehet fontos: vashianyos
erythropoesis; taplalkozassal kapcsolatos anémidk esetén
a terapia korai hatasanak monitorozasa; csontvelé-transz-
plantacio utan az erythropoesis helyreallasanak kovetése;
sportoloknal az erythropoetin hasznalatanak észlelése.

» CHr (mean reticulocyte hemoglobin content) (Advia au-
tomatak); Ret-He (reticulocyte hemoglobin equivalent)
(Sysmex automatadk); RSf (Red blood cell size factor)
(Coulter  automatik) a leggyakrabban hasznalt
reticulocyta paraméter: abszolut vagy funkcionalis vashi-
anyos eritropoesis diagnozisara (vashiany korai kimutata-
sa gyermekekben); oralis és intravénas vasterapia moni-
torozasara; dializis alatt az erythropoetin terapia monito-
rozasara.

» [RF-M+H-t (a kézepes és nagy abszorbancidju éretlen
reticulocytak aranya %-ban) vagy réviden IRF (Imma-
ture reticulocyte fraction): anaemiak differencialdiag-
nosztikajara; taplalkozassal kapcsolatos anémiak terapia-
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jénak monitorozasara; csontvel6-regeneracio korai moni-
torozasara (csontvel6-transzplantacié vagy kemoterapia
utan); aplasztikus anaemia verifikdlasara; csontveldsejtek
gyljtésének 1idozitésére, leukaemiak differencialdiag-
nosztikéjanak segitésére.

» A fragmentalt vordsveérsejtek, FRBC (fragmented RBC) a
microangiopathiak diagnosztikaja és monitorozasa esetén
szinte nélkiilozhetetlen. A mérés negativ prediktiv értéke
kozel 100%. Mindhdrom tipust automata méri.

» A thrombocytak szamolt paraméterei kozill az [PF
(immature platelet fraction), azaz a retikulalt throm-
bocytafrakcio érdemel emlitést: ezt a paramétert csak a
Sysmex automatak tudjak szolgaltatni. A kdvetkezo ese-

Molekularis biologiai médszerek I.

UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

tekben hasznos: thrombocytopenia differencidldiagnosz-
tikaja; kemoterapia és csontveldatiiltetés utan a throm-
bocytatermelés helyreallasanak jelzdje; thrombocyto-
sisban a thrombosis rizikdindexe; profilaktikus thrombo-
cytatranszfuzio sziikségének megitélése; thrombocyta-
turnover becslése.

Az automataval torténd vérsejtszamolas lehetévé tette,
hogy standardizalt médon, napi kontrollalassal, korrekt mért
¢és szamolt paraméterek segitsék a gyors diagnézist vagy a be-
teg monitorozasat. De a modern technika mogott ott kell allni
a laboratériumi szakembernek ¢€s a laboratoriumi eredményt
jol értelmezd klinikusnak is.

Mintavétel, PCR technikak, polimorfizmus-detektalas

Molecular biological methods I. Sampling, PCR tequenics, detection of polymorphisms

Dr. Patocs Attila

Semmelweis Egyetem, Laboratériumi Medicina Intézet

Kulcsszavak: gén, mutacid, mutdcio szlrés, PCR
Key-words: gene, mutation, mutation screening, PCR

A genetikai vizsgalat soran DNS-re van sziikség.
Amennyiben csirasejtes mutaciot kivanunk azonositani, a
DNS nyerésre legalkalmasabb az alvadasgatolt vér (leggyak-
rabban citrattal vagy EDTA-val). Szomatikus mutaciok azo-
nositasahoz sziikséges az adott szovetbél DNS-t izolalni.
Mindkét esetben tobbféle DNS-izolalo kit all rendelkezésre.
Mintaforrastol fiiggetleniil a DNS vizsgalata el6tt ellendrizni
kell az izolalt DNS mennyiségét és mindségét. A DNS kvali-
tativ tulajdonsagait agardz-gélelektroforézissel ellendrizziik.
A DNS kvantitativ meghatarozasa spektrofotométerrel, az
optikai denzitas alapjan torténik.

A molekularis biologiai vizsgdld modszerek alapjat a
polimeraz lancreakcio (PCR) jelenti. PCR soran a hdstabil
DNS-polimeraz segitségével a vizsgalni kivant DN'S mennyi-
ségének sokszorozasa torténik. Kivitelezése soran a reakcio-
elegyben jelen van a felsokszorozandé DNS (templat), a ki-
vant DNS szakaszra specifikus primerek (a vizsgalni kivant
DNS-szakaszokra specifikus oilgonukleotidok), DNS-poli-
meraz enzim (leggyakrabban Tag-polimeraz), a négy dezoxi-
ribonukleozid-trifoszfat és puffer (vizes alapt, sokat és
MgCl,y-ot tartalmazo oldat). A PCR reakciot alapvetden a
templat DNS kvalitativ és kvantitativ tulajdonsagai hataroz-
zak meg. Az optimalis PCR reakciok feltétele az oligonuk-
leotid primerek gondos megtervezése. Ezek a DNS két szala
kozé egymas felé a 3” végiikkel kapcsolodnak, ezaltal bizto-
sitjak a kozottiik levd szakasz felsokszorozodasat. A primerek
tervezése soran szamos tulajdonsagukat kell figyelembe ven-
nilink; ezek koziil a legfontosabb a primerek olvadaspontja
(melting homérséklete). Valdés idejii  kvantitativ. PCR
(RT-PCR, Q-PCR) soran a képzddott termék mennyiséget va-
16s id6ben tudjuk nyomon kovetni, majd a reakcié utan az
amplifikacios gorbe linedris szakaszan dsszehasonlitdo méré-
seket végezhetiink.
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A PCR reakcio soran kapott terméket agaroz-gélelektro-
forézissel vizualizaljuk. A gélfestést a kettds szali DNS-lanc-
ba interkalado festékek (etidium-bromidot, ijabban nem toxi-
kus festékeket) hasznalataval végezziik el. Vizualizalas utan
ellendrizziik a PCR-termék méretét, az aspecifikus termékek,
illetve amennyiben vannak, lathatéva valhatnak a f616slegben
jelenlevo primerek és templat DNS. A termék tovabbi feldol-
gozasahoz (DNS-szekvenalds, klonozas) a PCR-termékek
tisztitasara van sziikség, amely folyamat soran a kiillonb6z6
foloslegben levd reakcidtermékeket (be nem épiilt nukleo-
tidok, primerek) eltavolitjuk. A kdvetkezd 1épés a génmutaci-
ok/polimorfizmusok azonositasa. Szamos molekularis biold-
giai vizsgaldomodszer hasznalatos a kiilonb6z6 eltérések be-
azonositasahoz. Ezeket a moddszereket két nagy csoportba
oszthatjuk: az els6 csoportba tartoznak az Un. sziirémaodszerek
(restrikcids fragment analizis — RFLP; egylanct konformaci-
6s polimorfizmus analizis — single strand conformation
analysis — SSCP; allélspecifikus PCR és Tagman allél diszkri-
mindcids assay; denaturald gradiens gél electrophoresis —
DDGE; hémérséklet gradiens gél-elektroforézis — TTGE; de-
naturald nagy felbontoképességii folyadék kromatografia —
DHPLC), mig a masodik csoportot a DNS-szekvencia direkt
meghatarozasa jelenti, amit DNS-szekvendlassal valdsitunk
meg.

A szlirdmodszerek kozos jellemzdje, hogy definitiv ered-
mény ezek alapjan (az alléldiszkriminacios assay és RFLP ki-
vételével) nem adhat6 ki, minden esetben sziikséges az adott
eltérés megerdsitése egy masik modszerrel, ami a gyakorlat-
ban a DNS-szekvenalast jelenti.

Az RFLP soran restrikcids enzimeket hasznalunk, me-
lyek polinukleotidokban a foszfodiészter kotéseket bontjak.
Hatasuk helyétdl fiiggden kétféle tipust kiilonboztethetiink
meg; az endonukleazokat, amelyek a lancon beliili kotéseket
hasitjak, és az exonukledzokat, amelyek a lancvégi nukleo-
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tidokat hasitjak le. Ezek az enzimek specialis szekvencidkat
ismernek fel. Ezek olyan szekvenciak, amelyek egy pont ko-
ril kétszeres szimmetridt mutatnak, pl. AAG CTT / TTC
GAA. Ezeket a szekvenciakat Un. palidrom szerkezeteknek
nevezziik. Mivel ugyanaz a szekvencia (ellenkezd iranyban)
mindkét szalon megtalalhato ezek az enzimek mindkét lancot
hasitjak. A DNS eltérések vagy egy 1j restrikcios helyet hoz-
nak létre, vagy pedig egy restrikcios hely elvesztéséhez vezet-
nek.

Ismert mutaciok eseteiben a mutacioknak megfeleld rest-
rikcios enzimekkel torténd emésztés utan a mutacio meglé-
te/vagy meg nem léte alapjan kiilonb6z6 hossziisagu hasitasi
termékeket (fragmenteket) kapunk, amelyek elektroforézissel
elkiilonithetéek. A restrikcios enzimeket baktériumtdrzsek-
bdl izolaljék. Jelenleg tobb ezer ilyen restrikcids enzim koziil
valogathatunk, a kiilonb6z6 mutacidknak, polimorfizmusok-
nak megfelelden egy templat vizsgalata soran tobb DNS-elté-
rést is azonosithatunk. Toémegsziirésre is bevezethetd vizsga-
lati modszerrdl van sz6, melynek segitségével ismert geneti-
kai eltérések viszonylag olcson kimutathatoak.

Az SSCP azon alapul, hogy egy nukleotideltérés is olyan
konformécidvaltozast okoz, amely nem denaturald poliakril-
amid-gélben torténd elektroforézis soran a PCR-termékek
futtatasi mintazat eltérd. A futtatas soran sziikség van egy is-
mert szekvencidji negativ kontrollra. Ugyanazt a futdsi min-
tazatot mutaté mintak szekvencidja megegyezik a kontroll-
szekvencidjaval, mig az ettdl eltérd futasi mintazatot ad6é min-
tak szekvencidja is eltérd. Az SSCP analizis nagyon érzékeny
a futtatas soran biztositott hdmérsékletre, ezért és a reprodu-
kalhatosag érdekében olyan metodikakat dolgoznak ki, ame-
lyek sordn a 4-6 °C-on torténd elektroforézist részesitik
elényben. Jol beallitott modszer esetén SSCP-vel az adott
génszakaszon beliil el6fordulo DNS variansok 92-95%-a ki-
mutathaté. Az SSCP moddszer kivaloan alkalmas egy-egy
génszakasz szlirésére, azonban szenzitivitdsa nem 100%-os.
Alkalmazasi teriiletét olyan ismert mutacio detektalasa jelen-
ti, amelyet mar sikeriilt kimutatni és amihez pozitiv és negativ
kontrollok allnak rendelkezésre.

Allélspecifikus PCR és Tagqman allél diszkrimindacios
assay. Az el6bbiekben ismertetett modszerekkel ellentétben
allélspecifikus PCR esetén mar a PCR reakcio 6nmagaban is a
mutacid azonositasat biztositja.

Azt a folyamatot, amelynek soran egy mutacioé vagy poli-
morfizmus azonositasa torténik genotipizdlasnak nevezziik.
Ismert mutaciok eseteiben a normal (vad) allélnak, valamint a
mutaciénak megfeleld (mutans) primerekkel végzett PCR-
modszerrel az ismert eltérést azonosithatjuk, mivel mutacid
esetén a mutans allélokkal végzett PCR-ben, mig vad tipus
esetén csak a vad tipusra specifikus primerekkel végzett reak-
cidban lesz termék. Hagyomanyos esetben a mutacionak
megfelelen a két kiilonbozd primerrel végzett reakcidt két
kiilon csében, de napjainkban real-time PCR esetén egyazon
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csOben, de kiilonbozo fluoreszeens festékkel jeldlt probakkal
(Tagman-assay) végzett PCR reakcioval a genotipizalas egy-
szerlien, gyorsan kivitelezhetd. Az eredmények értékelését
hagyomanyos PCR soran agar6z-gélelektroforézis utan,
RT-PCR soran az amplifikdcids gorbe vizsgalataval értékel-
hetjiilk. Hagyomanyos PCR esetén a reakcidelegynek tartal-
maznia kell egy harmadik (un. belsé standard) primert, ami a
génen beliil a mutaciotol eltérd helyen tapad, ezzel ellendriz-
ziik, hogy a PCR reakci6 végbement, és nem technikai hiba
okozta a negativ eredményt.

A denaturadlo gradiens (DDGE) és a homérséklet gradi-
ens gél-elektroforézis (TTGE) alapelve, hogy, a mutaciot tar-
talmaz6 DNS olvadasi profilja eltér a vad tipusétol, denatura-
16 agenst (urea, hémérséklet) tartalmazd gélben torténd
elektroforézis soran ezek egymastol jol elkiilonithetdek. A
TTGE ¢és DGGE soran hasznalt PCR termékeket olyan prime-
rekkel készitjiik, melyek egy GC-gazdag (30 bazispar) véget
tartalmaznak. Azt, hogy ez a vég melyik primerre keriiljon a
DNS-szekvencia olvadasi profiljanak szamitogépes elemezé-
se utan allapitjuk meg. A denaturalast kdveto renaturalas so-
ran négyféle termék keletkezik; két vad tipusit DNS-szal hib-
ridizacidjabol normal homoduplexek, két mutans szal Gssze-
tapadasabol mutans homoduplexek képzddnek, tovabba egy
normal és egy mutans DNS-szal kapcsolédasabol hetero-
duplexek képzddnek, melyek denaturdlodésa (a mutacio terii-
letén kialakuld mismatch miatt) korabban megkezdédik, mint
ahomoduplexeké. Elektroforézis soran a mintak a gélben el6-
szor csak részlegesen, majd egyre nagyobb mértékben dena-
turalodnak. Mivel azonban a mesterséges GC-vég nem valik
sz¢€t a futtatas alatt, a részleges ,,fadgszeri” kettévalas meg-
lassitja a mintak futdsat. A homozigota normal allélek egyet-
len csik formajaban abrazolddnak a gélen, ez felel meg a nor-
mal homoduplexnek. A fentieknek megfelelden a gélen hete-
rozigdta mutaciok esetén kettonél tobb csik jelenik meg. A
gél el6hivasa ethidium-bromidos festéssel vagy eziistozéssel
torténik.

A fent emlitett modszer automatizalt valtozata a denatu-
ralo  nagy  felbontoképességii  folyadékkromatogrdfia
(DHPLC). A mutaciok kovetkeztében bekovetkezo olvadasi
pont megvaltozasat kihasznalo automatizalt mutacio detekta-
16 rendszer alkalmas fluoreszcens jeldlés nélkiili PCR termé-
kek hatékony elkiilonitésére. Reverz fazisat HPLC soran a de-
naturalt PCR-termekét nagy nyomason, egy, az elvalasztast
biztosito oszlopon aramoltatjak at. Ehhez az oszlophoz a PCR
a homo- és heteroduplexek kiilonbozé affinitassal kotddnek,
ami lehetové teszi, hogy a folyamatos mosés mellett az osz-
loprdl kiilonbozo idépontban levald termékeket egy detektor-
ral (leggyakrabban spektrofotométer) vizsgaljak. A kiilonbo-
z6 mintak kromatogrammjait a kontrollmintakhoz hasonlit-
juk. Ez a modszer a kiilondsen nagy, tobb exonbdl allo gének
(BRCAL1, BRCA2, NF1) mutaciosziirésére alkalmazhato.
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Kozvetlen szekvenciaanalizis, hibridizacios technikak

Molecular biological methods Il. Direct sequencing, hybridization techniques

Dr. Tordai Attila

Orszagos Vérellatd Szolgalat (OVSZ) Molekuldris Diagnosztikai Laboratérium

Kulcsszavak: 1anctermindcios szekvenalds, piro-szekvenalds, hibridizacié, array-technoldgia
Key-words: chain termination sequencing, pyro-sequencing, array-technology

A DNS bazissorrend kozvetlen meghatarozasanak, a
szekvenalasnak az elve az amplifikacios modszerekhez kot-
hetd. Az 1975-ben leirt Sanger-féle lanctermindcios technika
Iényege, hogy didezoxi-ribozt (a 3 helyzetben nem tartalmaz
hidroxil [OH] csoportot) tartalmazo, jelolt nukleotidokat is
adunk a korabban PCR-rel felsokszorozott, primerektdl és
dNTP-t6] megtisztitott DNS mintdhoz. Ezeket a nukleotido-
kat a DNS-polimeraz véletlenszertien épiti be a szintetizal6do
DNS-lanc kiilonb6z6 pozicidiba, a kémiai modositas miatt
azonban a lanc ettdl a ponttol nem hosszabbithato tovabb, a
szintézis megakad (terminacid). Kezdetben radioaktiv jelo-
Iést alkalmaztak, igy négy kiilonbozé reakciot kellett parhu-
zamosan végezni az egyes bazisoknak megfeleld didezoxi-
nukleotidokat kiilon-kiilon adva a reakciokhoz. A jelenleg el-
terjedt modszer mar négy kiilonboz6 fluoreszcens festékkel
jelolt didezoxi-nukleotidot alkalmaz, ezért egy csoben hajtha-
to végre. A végeredmény tehat kiilonbozé hosszisagu, az
egyik végen a nukleotid tipusanak megfeleld szinnel jeldlt,
didezoxi-nukleotidot tartalmaz6 oligonukleotid-keverékek
keletkezése. A szekvencia megismeréséhez a fragmentumok
méretét kell meghatarozni 1 bazispar pontossaggal, hiszen az
utolsé pozicidban levé nukleotid tipusa a szinbdl azonositha-
to. Az elvalasztast korabban nagy felbontasti poliakrilamid
gélelektroforézissel, ma mar automatizalt kapillaris-elektro-
forézissel hajtjak végre.

A DNS-hipermetilacio vizsgalatara alkalmas modszer a
biszulfitos kezelés utan végzett szekvenalas. A kezelés hata-
sara a nem metilalt citozin bazisok uracilla alakulnak, ame-
lyek a biszulfitos kezelést kovetd PCR soran timinként
amplifikalodnak, a metilalt citozinok valtozatlanok maradnak
¢és a késobbi PCR soran citozinként amplifikalodnak.

Piro-szekvenalas

Az 1996-ban leirt piro-szekvenalas a Sanger-féle
lancterminacios szekvencia analizishez képest alternativ, ma-
sodik generacios (next generation sequencing — NGS) techno-
logia. Lényege az immobilizalt templaton megvalosuld
DNS-polimeraz aktivitas kimutatasa kemilumineszcenciaval
(a luciferaz enzim altal katalizalt luciferin-oxi-luciferin atala-
kulast kiséré fényjelenséggel), ahogy az enzim a komplemen-
taritas elve alapjan egyesével beépiti a megfelel nukleoti-
dokat a szintetizalodé DNS-lancba. Az elnevezés a bazis-be-
épités soran keletkezd pirofoszfat vegyiiletre utal, ami a ki-
mutatasi reakcidsorozat alapjat képezi. A piroszekvenalas so-
ran egyszerre csak egy nukleotidot (dCTP, dGTP, dTTP, és
dATP helyett dATP-alfaS) adnak a reakcioba, és érzékeny
detektorral rogzitik, hogy tortént-e nukleotidbeépiilés, azaz
keletkezett-e pirofoszfat, és ennek kovetkeztében fényjelen-
ség. A be nem épiilt nukleotidokat a piraz enzim bontja, majd
kovetkezik az ujabb nukleotidot tartalmazo elegy hozzaadasa.
A keletkezett pirofoszfat, illetve fény mennyisége aranyos a
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beépiilt nukleotid mennyiségével, igy ha egymast kdvetden
tobb azonos nukleotid épiil be, az észlelt szignil az egy
nukleotidnak megfeleld tobbszorose lesz. A miniatiirizacio és
a nagyfoku automatizaci6 révén ugyanakkor hatalmas nyers
szekvencia-mennyiség (20-100 milli6é bazis) allithat6 el a
mintegy 6—7 oras folyamat alatt. Tovabbi elény, hogy a tech-
noldgia emulzioés PCR technikat kdvetden kifejezetten alkal-
mas kevert DNS-mintak (mozaikossag, heterogén genetikai
allomanyu daganatos mintak) szekvenalasara. Az emulzios
PCR eljaras részét képezd gyongyds immobilizacio és az egy
lyukban csak egy gyongy jelenlétét lehet6vé tevé méretviszo-
nyok révén a szekvenalasi eredmények egyetlen DNS-szalra
vonatkoztathatok, igy sziikségtelenné valik a faradsagos és
id6igényes klonozasi eljaras. Tovabbi NGS technikak kozott
emlitendd a reverzibilis lancterminaci6 és a ligalasos szek-
venalas.

Hibridizacié

A nukleinsavak biokémiajanak egyik legalapvetobb je-
lensége a hibridizacio. Ezen azt a folyamatot értjiik, amely-
nek soran két egyszalu nukleinsav molekula egy kettds szala
molekulat hoz létre a bazis-komplementaritas (A-T illetve
G-C) elve alapjan. A hibridizacio fiziologias koriilmények
kozott mindig létrejon. A folyamat megvalosulhat a DNS il-
letve az RNS molekulak barmilyen kombinacidjaban. A ket-
t6s szalt molekula stabilitasat jelentésen befolyasolja a bazis-
Osszetétel, hiszen a G-C bazisok kozott 3, az A-T bazisok ko-
zott pedig csak 2 hidrogén kotés alakul ki. A kettds szalu mo-
lekula szétkapcsolasa (denaturdcio) torténhet a hémérséklet
emelésével vagy az oldat 9sszetételének valtoztatasaval (pl. a
s6 koncentraci6 csokkentésével illetve formamid hozzaada-
saval). Ha két nem jelolt DNS-lanc kapcsolodik a bazis-
komplementaritas elve alapjan anelldciorodl, ha pedig egy je-
161t 1anc (szonda, az angol terminologiaban ,,probe”) kapcso-
A hibridizacio bekdvetkezését a jeldlt szondatdl fliggden
egy¢éb laboratoriumi modszerekhez hasonldan radioaktiv izo-
topos (autoradiografia, szcintillacids szamlalas), illetve nem
izotopos modszerekkel (fluoreszcencia, kemilumineszcencia,
kolorimetria) kovethetjiik. A hibridizacio6 lejatszodhat oldat-
ban, vagy szilard hordozoén. A folyékony fazis hibridizacid
konnyen automatizalhat6, kvantitativ meghatarozast tesz le-
het6vé, azonban a reakcid soran kimutatott DNS-szakasz mé-
rete nem hatdrozhat6 meg, és viszonylag alacsony a modszer
érzékenysége. A szilard hordozon végzett hibridizacid jelen-
ségén a nukleinsav-kimutatds szamos alapveté modszere
(Southern és Northern blotting, dot-blot, in situ hibridizacio,
array/chip technologia) alapul.

A Southern blot (az azt els6ként 1975-ben leiro, EM
Southern-rél elnevezve) a restrikcids endonukledzzal torténd
hasitas, az elektroforetikus elvalasztas és a hibridizacio mod-
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szereit kombinalja. A DNS-molekulat egy vagy tobb, elére
megvalasztott restrikcios endonukleazzal emésztjiik, és a ke-
letkezett DNS-darabokat agar6z-gélelektroforézissel valaszt-
juk el méret szerint. Denaturalast kdvetden, az egyszalu
emésztett DNS-darabokat, a futdsi sorrendet megérizve
passziv diffuzidval (esetleg elektromos fesziiltség vagy va-
kuum transzfer segitségével) szilard hordozora (nylon vagy
nitrocelluléoz membranra) vissziik at (blottoljuk), rogzitjiik
(hevités, keresztkotés UV-fényben), és a membranhoz rogzi-
tett DNS-t hibridizaltatjuk egy olyan DNS-szondaval
(,,probe”), amely a vizsgalni kivant szakaszra specifikus. A
szonda radioaktiv izotopos vagy nem radioaktiv jelolést tar-
talmaz, igy a kérdéses régiot tartalmazé DNS fragmen-
tum(ok) megjelenithetd(ek), €s méretilk meghatarozhato.

Az RNS molekuldk vizsgalatara szolgald Northern blot
elve hasonl6. Mivel az mRNS szalak mérete megfeleld, nincs
sziikség restrikcios hasitasra. A méret szerinti elvalasztast
azonban denaturald koriilmények kozott végezziik, hogy a
molekuldk alakja ne befolyasolja a méret szerinti elvalasztast.
A Dblottolas el6tt nem sziikséges tovabbi denaturacios 1épés,
mig a hibridizalas és a detektalas modja hasonlo.

A blottolasi technika gyorsithatd, ha kihagyjuk a méret
szerinti szeparacid 1épését és a nukleinsavakat kozvetleniil a
membranra cseppentjiik fel. A felcseppentés alakjatol fligg6-
en dot-blot, illetve slot-blot technika ismert. A hibridizacio
kiilonbozo  jelolést, génspecifikus szondaval torténhet.
Reverz dot-blot eljarasnal génspecifikus szondakat rogzitiink
szilard hordozohoz és jeldlt teljes RNS/DNS-sel torténik a
hibridizacio.

Az utdbbi néhany évben igen latvanyos fejlddésen ment
keresztiil az array/chip technologia, és napjainkra elérhetd

kozelségbe keriilt a médszer rutin diagnosztikai alkalmazésa
is. A magyarul egy szoval nehezen kifejezhetd array alatt
makromolekulédk térben rendezett, kisméretii szilard hordozo-
hoz (szilikon lapka, azaz ,,chip”) rogzitett sorozatat értjiik,
amely eszkozhoz kiilonbozd reagens-elegyeket hibridizalta-
tunk és a reakcio létrejottét, illetve intenzitasat fluoreszcens
festékek segitségével kovetjik. Macro-array esetén a nitro-
celluloz membran néhany szaz, legfeljebb ezer gén-specifi-
kus mintat tartalmaz, és a felcseppentett mintdk atmérdje na-
gyobb, mint 300 pm. Micro-array esetén a felcseppentett min-
tak mérete kisebb, mint 300 pm, ¢s a felvitt mintaszam tobb
ezer, akar tobb tizezer.

Mindehhez 6ridsi technologiai fejlesztésekre volt sziik-
ség, amely a szamitastechnikai eszkozfejlesztés és miniatii-
rizacio, a robottechnika, illetve a bioinformatika egyiittes
eredményeinek kdszonhetd. A micro-array esetében a hordo-
z6 a szamitastechnikai iparbdl atvett szilikon lapka, és a mo-
lekula-rogzités, illetve szintézis kiilonbozé modszerei (me-
chanikus felcseppentés nagy precizitasu cseppentérobot se-
gitségével, ink-jet technologiaval, vagy in situ oligo-
nukleotid-szintézis fotolitografiai eljarassal) szintén a szami-
tastechnika teriiletérdl szarmaznak. A chiphez rogzitett anyag
természete szerint megkiilonboztetiink oligonukleotid array-
ket és cDNS array-ket. Az oligonukleotidok vagy a feliileten
in situ késziilnek el, vagy az elére megszintetizalt oligo-
nukleotidokat a cDNS-hez hasonldan robot viszi fel. A fluo-
reszcens jel leolvasasa nagy felbontasi CCD-kameraval tor-
ténik, amely mennyiségi meghatarozast is lehetové tesz. A
chip-technoldgia révén oriasi adatmennyiséghez juthatunk
viszonylag rovid idén beliil, kiilon megoldandé feladat tehat
ennek az informaciotomegnek az atalakitasa klinikai, illetve
kutatasi szempontbo6l hasznosithaté informaciova.

Molekularis diagnosztika orokletes betegségekben

Molecular diagnostics of inherited disorders

Dr. Tordai Attila
OVSZ Molekularis Diagnosztikai Laboratérium

Kulcsszavak: prenatalis diagnosztika, SNP, PCR-SSP, polimorf marker
Key-words: prenatal diagnostics, SNP, PCR-SSP, polymorphic marker

Az orokletes betegségek, illetve kockazati tényezok ki-
mutatasara iranyul6 laboratériumi diagnosztika hatalmas fej-
16désen ment keresztiil az utobbi években, amelynek hatteré-
ben a teriilettel kapcsolatos kutatdémunka (példdul a human
genom projekt) robbanésszerii forradalma all. A vizsgalatok
révén lehetéve valik egyre tobb ismert génmutacid/kockazati
tényezo jelenlétének preszimptomatikus, illetve praenatalis
kimutatdsa, amely alapvetd hatast gyakorol a rutin betegella-
tasra, €s sok esetben erdsiti a prevencios tevékenységeket.
Igen gyakran 0j kihivast jelent azonban a genetikai tesztek
eredményeinek értelmezése, hiszen sok esetben a rendelke-
zésre allo tudomanyos informacié alapjan csak egy vagy tobb
kockézati tényezd jelenléte mutathato ki, amely egy bizonyos
betegség kialakuldsat valdszintisitheti. Ezt az informdaciot
igen koriiltekintéen kell az érintett tudomasara hozni, ami kii-
lonleges felkésziiltséget és tobblet id6 raforditast igényel (ge-
netikai tanacsadas). Ezért szoros kapcsolattartasra van sziik-
ség a laboratérium szakképzett személyzete és a vizsgalatot
kér6 klinikus kozott.
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Gyorsan n6 azon betegségek szama, amelyekben mar is-
mert a molekuldris patomechanizmus, azaz ismert a DNS-el-
térés (mutacid) természete, gyakorisaga, és ismert a betegség
hatterében allo gén altal kodolt fehérje mennyiségi, illetve
mindségi eltérése €s az ebbdl kovetkezd funkcidzavar. A mu-
taciok tipusaik szerint csoportosithatok nagyméretii szerkeze-
ti eltérésekre (deléciok, inszerciok, inverziok) illetve kis szer-
kezeti eltérésekre (aminosavceserével jard [missense] pont-
mutaciok, stop-kodon kialakulasaval jaro [nonsense] pont-
mutdcidk, olvasasi keret eltolodassal [frameshift] jard
deléciok vagy inszerciok). A kodolo régiok mellett a mutacio
¢érintheti az mRNS érési (splicing) folyamatat befolyasolo
szakaszokat, illetve az expresszido szabalyozasaért felelds
promoter régiokat is. Egyre fontosabba valnak az egyének ko-
zott mintegy 1000 bazisparonként kimutathato, egy nukleo-
tidot érintd varidnsok (single nucleotide polymorphisms —
SNP), amelyek konkrét jelentdsége intenziv kutatasok targyat
képezi.
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Bizonyos esetekben az SNP-k 6rokletes kockdzati ténye-
706t (pl. Leiden mutacio), illetve betegségokozd mutaciot (pl.
sarlosejtes anaemia, Wilson-kor, o6rokletes haemochromato-
sis) is jelenthetnek. Ezeknek az SNP-knek a diagnosztikai ki-
mutatdsa ma mar rutin laboratériumi feladat.

A mar ismert SNP kimutatasidra gyakran alkalmazott
modszerek:

a) PCR-RFLP: az ismert DNS-szakasz amplifikacioja egy-
szertt PCR-rel, restrikcios hasitas, és a vad tipusu, illetve
SNP-t hordoz¢ alléllek elkiilonitése az emésztésbol kelet-
kezd kiilonbozd fragmentumok alapjan agaréz gél-
elektroforézissel;

b) PCR-SSP (szekvenciaspecifikus primerek, mas néven
allélspecifikus PCR): tobb parhuzamos PCR-reakcio
olyan primerekkel, amelyek 3’ végeiken a vad tipusu, il-
letve SNP-specifikus nukleotidokat tartalmazzak, és
megfelel koriilmények mellett csak teljes egyezés esetén
adnak PCR-terméket;

¢) valos idejii (real time) PCR.

Monogénes betegség esetében, ha a mutacié nem ismert
elére, nem minden esetben gazdasidgos a kozvetlen muta-
cid-azonositas, sot, korabban erre még lehetdség sem volt.
Ezért indirekt csaladvizsgalatot alkalmaztak a hordozo, illet-
ve ¢érintett személyek azonositasara. Ennek lényege, hogy a
betegséget okozd gén nem kodold régidiban (intra- vagy
extragenikusan) elhelyezkedé polimorf, kapcsolt markerek
(di- tri- tetra-nukleotid ismétl6do szakaszok, mikroszatelli-
tak) oroklésmenetét hasonlitjdk dssze a betegségben szenve-
do, az obligat hordoz6 és a vizsgalandd személy esetében. A
modszer elénye, hogy nem kell jelentds erdfeszitéseket tenni
a konkrét betegségokozd mutacidé kimutatdsara, hatranya,
hogy tobb csaladtagtol kell mintat venni, illetve, hogy az
eredmény itt is valoszinliség jellegii, hiszen nem zarhato ki a
rekombindcio lehetdsége.

A kozvetlen szekvencia-elemzés gépesitése ¢s egyre
csokkeno koltségei hatdsara terjeddben van a kézvetlen muta-
ciokimutatas (szekvenalas), mivel definitiv eredményt ad, és
késdébb az informacio birtokaban tobb csaladtag esetében mar
elegendo célzott elemzéseket végezni.

Ismert orokletes eltérések preszimptomatikusan is kimu-
tathatok. Ez kezelhet6/megel6zhetd korképeknél (pl. orokle-
tes haemochromatosis) kifejezett elonyt jelenthet a tiinetmen-
tes allapotban elkezdett kezelés/gondozas révén. Stilyosab-
bak a preszimptomatikus DNS-vizsgalatok kovetkezményei
olyan esetben, amikor gyogyithatatlan korkép korai kimutata-
sat teszik lehetdvé, pl. Huntington-chorea, valamint az 6rok-
letes daganatos betegségek esetén, ahol gyakran a mutaciok
penetrancidja nem teljes. Ezekben az esetekben kell a legna-
gyobb koriiltekintést tantsitani és képzett genetikai tanacsado
orvos, esetenként pszichologus segitségét is bevonni az ered-
ménykozlés €s interpretacio folyamataba.

Sulyos korképek esetén indokolt orokletes eltérések
praenatalis diagnosztikajat elvégezni. A magzati mintavétel-
nek hagyomanyosan két fobb modja terjedt el:

a) a 16. terhességi hét tajan végzett amniocentézis soran az
amnion folyadékbdl centrifugalt sejtek jelentik a magzati
szovetet,

b) chorionboholy-biopsia (chorion villus sample — CVS),
amikor a 10—12. terhességi héten a placenta magzati olda-
14bol nyernek magzati szovetet.

Ujabb lehetéség a preimplantacios genetikai diagnosztika
(PGD), amelynek soran a mesterségesen megtermékenyitett
embrio egy-két sejtjének felhasznalasaval végeznek DNS-
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vizsgalatot. Az eltavolitott, igen kis mennyiségli anyagbol
PCR-technikaval végeznek nemmeghatarozast, keresnek egy
gént érintd rendellenességeket, illetve FISH technikaval ke-
resnek kromoszoma-rendellenességeket. Az egy sejtben talal-
haté genetikai anyagbol kiindulé meghatarozasok azonban
szamos technikai nehézséget rejtenek, és jelentds el6készi-
tést, illetve szakmai tapasztalatot igényelnek. A sziiletés elotti
genetikai diagnosztika legujabb, még minimalisan invaziv le-
hetésége az anyai vérben keringd, kis mennyiségli magzati
eredetii DNS felhasznalasa. A magzati és az anyai DNS a je-
lenlegi technikakkal nem valaszthat6 el teljes mértékben, igy
atechnika felhasznalasa azoknak a genetikai eltérések vizsga-
latara korlatozodik, amelyek nem fordulnak el az anyai
genomban (pl. magzati nem meghatarozas, magzati Rh vér-
csoport meghatarozas Rh negativ anya esetén, apai génmuta-
ci6 kimutatasa).

A praenatalis diagnosztikaval a terhesség korai szakaban
nagy biztonsaggal allapithaté meg, hogy a magzat hordozza-e
a betegséget. A laboratdriumi eredményt ebben az esetben is
részletes és szakszerl genetikai tanacsadas keretében kell az
érintettel kozolni, és minden informacidval el kell 1atni ahhoz,
hogy felelés dontést hozhasson terhessége sorsarol.

Az orokletes nukleinsaveltérések vizsgalata felhasznal-
hat6 az egyén (illetve a minta) azonositasara is. E célbol két
kiilonboz6 szakteriileten kérhetnek a laboratériumtol segitsé-
get: (1) apasagi vizsgalatok, (ii) bliniigyi alkalmazasok. Bar a
konkrét problémak esetenként igen eltéréek lehetnek, a labo-
ratoriumi modszerek elvei sok hasonlosagot mutatnak. Tipu-
sos esetben a kérdés az, hogy kizarhato-e két minta (egy felté-
telezett apa és fiu vagy egy helyszini emberi anyag ¢és egy
gyanusitottol szarmazo6 minta) kozotti kapcesolat, illetve azo-
nossag. Ehhez olyan polimorf tulajdonsagok (markerek) vizs-
galata hasznalhato fel, amelyek oroklésmenete a mendeli sza-
balyokat koveti, illetve amelyek nagy valoszintiséggel vélet-
lenszeri eltérést mutatnak az egyes személyek kozott. A ko-
rabban hasznalt polimorf markerrendszereket (vércsoport an-
tigének, HLA-szerotipusok, vorosvérsejt enzimek, szérumfe-
hérjék) napjainkra jorészt kiszoritottak a DNS-alapu mar-
kerek. Ennek f6 oka a DNS-markerek nagyfokt informativi-
tasa és a kényelmes anyagvétel, illetve feldolgozhatosag.
DNS-markereknek olyan nem koédolé DNS-szakaszokat ne-
veziink, amelyek nagyfoku eltéréseket mutatnak egyes egyé-
nek kozott. Ezek a leggyakrabban ismétlddd szekvencidk
(short tandem repeat — STR — vagy mikroszatellita, ha az is-
métlédd nukleotidok szama 2-9 bp; illetve variable number
of tandem repeat — VNTR — ha 10-60 bp), amelyek az ismét-
16dések szamatol fiiggd nagysaghi PCR-terméket adnak, és
tobb gyakori alléllal (varianssal) rendelkeznek.

Oroklésmenetiik a mendeli szabalyokat koveti, azaz egy
eltérd anyai és egy eltéré apai alléllal rendelkezé személy
heterozigdta mintazatot ad, és a sziildk genotipusanak ismere-
tében azonosithatd egy adott marker 6roklésmenete. A mar-
kervizsgalatok soran kordbban radioaktivan jel6lték a PCR-
termékeket és nagy felbontasu poliakrilamid gélelektroforé-
zist, illetve autoradiografiat végeztek. Ezt a mddszert mara
szinte teljes mértékben felvaltotta a fluoreszcens jeldlés €s az
automatizalt kapillaris elektroforetikus elemzés. A hasznalt
markerek tekintetében is nemzetkdzi konszenzus kezd kiala-
kulni és a reagens gyartok mar 8—16 marker egyidejii elemzé-
sére alkalmas, teljes reagens készleteket forgalmaznak. A
DNS-markerekkel végzett egyénazonositas rutin diagnoszti-
kai alkalmazasa a haematopoeticus Ossejt-transzplantaciot
kovetd donor-recipiens kimérizmus nyomon kdvetése.
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Genetic risk factors in hematological malignancies

Dr. Andrikovics Hajnalka

Orszéagos Vérellaté Szolgalat, Molekularis Diagnosztikai Laboratérium

Kulcsszavak: BCR-ABL, 2—es tipusu Janus kindz V617F, core binding factor, nucleophosmin, FLT3, immunglobulin nehéz lanc
Key-words: BCR-ABL, Janus kinase 2 V617F, core binding factor, nucleophosmin, FLT3 immunoglobulin heavy chain

Jelenlegi ismereteink szerint a testi sejtek rosszindulatl
daganatsejtté valo atalakulasaban a sejtfunkciokat iranyitd
genetikai allomanyban bekdvetkezé mutaciok sorozata tehetd
feleldssé. A rosszindulati hematologiai betegségben szenve-
do betegek individualis genetikai hatterének felderitése nap-
jainkban mar nemcsak tudomanyos jelentdségi, és a betegség
elméleti hatterét segit feltarni, hanem a szerzett mutaciok ki-
mutatasa a diagnosztikai rutineljarasok koz¢ tartozik. A gene-
tikai informacio diagnosztikai vagy prognosztikai szereppel
birhat; célzott, egyénre szabott terapias lehetéségeket bizto-
sithat; valamint a betegség kovetése soran a diagnoziskor
vagy a relapszuskor azonositott genetikai eltérés minimalis
rezidualis betegség (MRD) kovetési markerként szolgalhat.
Az onkohematoldgiai genetikai diagnosztikaban alkalmazott
laboratoriumi  modszerek palettija széles, citogenetikai
(kariotipus-vizsgalat, fluoreszcencia in situ hibridizacio), va-
lamint DNS és RNS alapu molekularis genetikai vizsgalatok-
ra oszthatdak. A molekuldris genetikai modszerek koziil a
reverz transzkripci6 (RT), a polimeraz lancreakcio (PCR) kii-
16nbo6z6 tipusai (allélspecifikus, multiplex, nested, valos-ide-
jlimennyiségi PCR) és a szekvenalas terjedtek el. A PCR ter-
mék agardz gél-, ill. kapillaris-elektroforézissel vagy kiilon-
boz6 fluoreszeens jeldlési technikakkal (hibridizacios vagy
hidrolizis szondaval) vizsgalhat6. A megfelelé detektalasi
moédszer kivalasztasaval akar 10°-107° szintii érzékenység is
elérhetd molekularis genetikai modszerekkel az MRD kimu-
tatasakor. Mutacios forropont hidnyaban, a direkt szekvencia
analizis elott egyre elterjedtebben hasznaljak az un. mutciod-
szird modszereket (pl. a denaturald, nagyfelbontasu folya-
dék-kromatografiat — dHPLC — vagy a nagyfelbontasu olva-
dasi gorbe analizist — HRM). Egyes onkohematologiai beteg-
ségek genetikai hattere annyira heterogén, hogy a molekularis
markerhalaszat eszkoztaraba a kiilonboz6 array és kovetkezd
generacios szekvenalasi technikak is bevonultak.

A kronikus myeloid leukaemia (CML) egységes genetikai
hattert betegség. A Philadelphia (Ph) kromoszéma [a t(9;22)
reciprok transzlokacio kovetkeztében megrovidilt 22. kro-
moszoéma] vagy a fuzids kromoszémarol atirod6 BCR-ABL
transzkriptum kimutatasa a betegség diagnosztikus kritériu-
ma. A BCR-ABL fuzi6 szabalyozatlan ABL tirozin-kindz-ak-
tivitast eredményez, amely a proliferacié fokozodasahoz ve-
zet. A célzott tirozin kinaz inhibitorok (TKI) koziil, a
BCR-ABL specifikus imatinib jelenleg az elsé valasztando
kezelési méd CML-ben. A betegség kdvetése soran a TKI te-
rapia megfeleld hatékonysagat kariotipizalassal, valamint a
BCR-ABL transzkriptum mennyiségi kovetésével (valos ide-
ju, reverz transzkripciot koveté PCR-rel) monitorozhatjuk.
Terapias kudarc esetén nagyobb hatdserdsségii, masodik ge-
neracios TKI-ok, valamint a csontveld transzplantacios keze-
1és koziil lehet valasztani. A TKI terapiara adott nem megfele-
16 terapias valasz hatterében az esetek jelentds szazalékaban a
BCR-ABL gén tirozin-kindz doménjében rezisztencia muta-

ciok mutathatok ki szekvenalassal, amely egy rutin molekula-
ris genetikai vizsgalat a masodik generacios TKI kivalasztasa
elott.

A BCR-ABL negativ myeloproliferativ neoplasiak esetén
a 2-es tipusu Janus kinaz (JAK2) aktivalo pontmutacidja (a
617. valin aminosav fenilalaninra torténd cseréje, azaz
V617F) a leggyakoribb genetikai eltérés. A JAK2 V617F
polycytaemia veraban a betegek >95%-nal, essentialis throm-
bocytaemidban és primer myelofibrosisban a betegek mint-
egy 50%-anal mutathat6 ki. A JAK?2 tirozin-kinaz kiilénbozd
receptorok (pl. interleukin-3, erythropoietin és thrombopoie-
tin) liganddal torténd kapcsolodasakor aktivalodik, €s szamos
proliferaciot kozvetitd jelatviteli utvonalat aktival. A JAK2
V617F pontmutacio jelenlétében ligand kapcsolodas hianya-
ban is JAK2 aktivacio figyelheté meg. A JAK2 V617F kimu-
tatasara egyszeru allélspecifikus PCR modszerek terjedtek el
a rutin diagnosztikdban. A JAK?2 inhibitorok forgalomba ke-
rilésével parhuzamosan véarhaté a valos idejii kvantitativ
V617F mutacio kimutatasi modszerekre torténd valtas.

Az akut myeloid leukaemia (AML) nemcsak morfologiai-
lag, hanem genetikai hattér tekintetében is heterogén: eddig
tobb szaz, ismétlédé kromoszomaeltérést és szamos szub-
mikroszkopikus méretii, csak molekularis genetikai modsze-
rekkel azonosithatd DNS/RNS szintii eltérést mutattak ki a
korkép hatterében. A klinikai, illetve a morfologiai kép mel-
lett a citogenetikai és molekuldris genetikai eltérések fontos
prognosztikai tényezéknek bizonyultak. Az AML fenotipusa-
nak megjelenéséhez tobb mutacio egyidejii jelenléte sziiksé-
ges az ¢rintett sejtklonban. Az Gssejteket érintd mutaciok
egyik csoportja a differencialédas gatlasahoz, mig a masik
csoportja a daganatos sejtek proliferacios elényéhez a vezet.
Az elsd csoportba a haematopoiesist szabalyozo, transzkrip-
ci6s faktorok tobbnyire inaktivald, szabalyozast modositd
mutdcidi, mig a masodik csoportba a névekedési faktor recep-
torok, valamint az azokbol kiindul6 jelatviteli mechanizmu-
sok molekuldinak aktivald mutécioi tartoznak. Az azonos
csoportba tartozé mutaciok egy AML klonban egyidejiileg
nem vagy alig fordulnak el6 és a kiilonboz6 kooperalé muta-
ciok sem tarsulnak véletlenszertien.

A core binding faktor (CBF) két alegységbdl allo transz-
kripcios faktor komplex. Az alegységet a hematopoietikus
sejtvonalban a RUNXI1, a alegységet a CBFB gének kddol-
jak. AML-ben a két gén érintettsége kozel 30%-ra tehetd: a
funkcidvesztéses mutaciok lehetnek kiegyensulyozott kro-
moszoémaatrendezddések kovetkeztében 1étrejovo fuzids gé-
nek [t(8;21) esetén az RUNX1-RUNXITI, t(16;16) vagy
inv(16) esetén a CBFB-MYHI11 gének fuzidja], vagy szerzett
RUNX1 gént érinté pontmutaciok. A CBF leukaemiak prog-
noézisa kedvezd, célzott terapidjuk nem ismert. Az akut pro-
myelocytas leukaemia (APL, AML-M3) jellemz6 genetikai
eltérése a retinsavreceptor (RARA) gén (17q12) transzloka-
cioi, amelyek koziil a promyelocytas leukaemia (PML) gén
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¢érintettségével jaro t(15;17) transzlokacid a leggyakoribb. A
molekularis hattér felfedezése vezetett a hatékony célzott te-
rapia kialakitasdhoz. A csupa-transz-retinsav hozzdadasa a
kemoterapias protokollhoz a kedvezd prognosztikai csoport-
ba helyezte a korabban rossz prognézisi APL-t. A NPM1 gén
12. exonjaban talalhato, 4 bazispar inszercioval jaré mutacioi
jelenlétében a fehérje koros citoplazmatikus lokalizacidja
¢észlelhetd. A mutacié gyakorisaga a teljes AML populécio-
ban 25-35%, normél karyotipusa AML-ben viszont 45-60%,
igy jelenlegi ismeretek szerint az egyik leggyakoribb geneti-
kai eltérés AML-ban. A NPM1 mutécié kedvezd prognoszti-
kai faktor.

Az FLT3 (fms-szerl tirozin kindz 3) receptor tirozin-
kinaz ligandjaval torténd kapcsolodasa a progenitor sejtek
aktivald mutacidja ligandfiiggetlen receptordimerizaciot és
szamos sejten belili jelatviteli Gtvonal aktivalodasat eredmé-
nyezi. Az FLT3 juxtamembran domén kiilonbdzé méret és
elhelyezkedésti, de az olvasasi keretet mindig megtart6 Un.
internal tandem duplikacioi (ITD) a betegek 10—40%-anal, a
tirozin kindz domén (TKD) 835. kodon pontmutaciok pedig a
betegek 5-10%-anal mutathatok ki. Az FLT3 mutaciok leg-
gyakrabban a normalis kariotipusu, NPM1 mutaciot hordozo
(40%), valamint a PML-RARA (40%) transzlokaciot hordozo
betegeknél fordulnak eld. Az FLT3 mutaciok emelkedett
relapszus-arannyal és csokkent atlagos tuléléssel tarsulnak.
Jelenleg szamos FLT3-specifikus kis molekulasulyt tirozin-
kinaz inhibitor (TKI) vegyiilet van a klinikai kiprobalas fazi-
saban, de 6nallo kezelésként a CML blastos fazisaban alkal-
mazott imatinib kezeléshez hasonldan a hatasuk atmeneti. A
KIT receptor tirozin kindz aktivalé pontmuticiéi CBF
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leukaemidban szenvedd AML betegek 10-40%-4nal fordul-
nak el6 és rossz prognozissal jarnak. TKI kezelés kemoterapi-
aval kombindlva célzott terapias protokollok részét képezheti
KIT mutaciok esetén. A RAS proteinek membran-asszocialt
GTP-koté fehérjék. Milkodoképességiik eléréséhez szamos
poszt-transzlacios modositason kell atesniiik. A RAS fehérjé-
ket szamos citokin receptor (FLT3, KIT) aktivalja a megfele-
16 liganddal torténd kapcsolodast kovetden. Onkogén hatasu
NRAS illetve KRAS mutéaciok az AML-ben szenvedd bete-
gek mintegy 25%-anal mutathatok ki. A RAS mutacioknak
nincs prognosztikai jelentésége AML-ben, viszont a fokozott
aktivitasi RAS blokkolasa a farnesyl transzferaz inhibitorok-
kal logikus terapias célpont.

Az AML molekularis genetikai diagnosztikaja magéba
foglalja a transzlokaciok reverz transzkripciot kovetd mind-
ségi és mennyiségi PCR-rel torténd vizsgalatat, az inszercio-
val jar6 NPM ¢és FLT3 muticiok PCR kovetd kapillaris-
elektroforetikus kimutatasat diagnoziskor és remisszidban
MRD kovetésére. Az érzékeny molekuldris genetikai mod-
szerekkel a relapszus gyakran a klinikai tiinetek el6tt kimutat-
hato.

Lymphoproliferativ korképek esetén az immunglobulin
nehéz lanc (IgH) és a T-sejt-receptorok génatrendezddés vizs-
galataval elkiilonitheté a mono-, illetve poliklonalis lymphoid
sejtszaporulat. Kronikus lymphoid leukaemidban az atrende-
z6dott IgH gén hipermutacios statusza a legjobb prognoszti-
kai marker. ALL-ben a BCR-ABL kimutatésa diagnosztikus
¢és prognosztikus. A gyermekkori ALL MRD kovetésében el-
terjedt modszer az érintett daganatos sejtklon IgH génatren-
dezddésre specifikus egyéni szonda tervezése.

Oroklédo anyagcsere-betegségek diagnosztikaja gyermekkorban

Diagnosis of inborn error of metabolism in childhood

Dr. Szényi Laszlo

Semmelweis Egyetem, |. Sz. Gyermekgydgyaszati Klinika

Kulcsszavak: 6roklédé anyagcsere-betegség
Key-words: inborn error of metabolism

Az 6rokl6d6 anyagcesere-betegségek a genetikai korképek
csoportjaba tartoznak; hatteriikben egy gén mutacidja all. Az
egy gén hibajabol eredd betegségek (single gene disorders)
szamat 4000-5000-re becsiilik, ezek 15%-a tartozik az 6rok-
16d6 anyagcsere-betegségek kozé. Az 6roklodo anyagese-
re-betegségek szamat 600-1000 kortilinek tartjak, de ez a
szam a tudomany fejlédésével folyamatosan nd. Ezek a be-
tegségek becslések szerint minden 1500-4000. ujsziilottet
érintik, azaz Magyarorszagon évente 25 és 70 kozotti esettel
kell szamolni. Az Gjsziildttkori goresallapotok 30%-4t, a nyil-
vanval6 ok nélkiil kialakult wjsziilottkori sepsisek 20%-at, a
bolcséhalal 10%-at 6roklédd anyagcesere-betegségek okoz-
hatjak.

A betegek anamnézisében jellemz0 lehet a sziilok rokon-
hazassaga; testvér korai, ismeretlen okt halala; spontan abor-
tusz; a gyermekaldas évekig tartd varakozasi id6 utan érkezik;
lombikbébi programban valo részvétel.

A korképek diagnosztikdjanak négy kiilonb6zé szintje
van: a korkép fenotipusa (klinikai tiinetek), metaboliteltérés,
enzimaktivitas és molekularis genetikai eltérés kimutatasa.

A korképek dontd tobbségében mérgezd vagy a normalis
anyagcsere-funkciot megvaltoztatd metabolitok akkumula-
lodnak vagy alapvetéen fontos molekulak szintézisét, lebon-
tasat modositjak koros iranyba.

A betegségek barmely életkorban jelentkezhetnek. Ennek
oka részben az érintett enzim ,, maradék” aktivitasanak mérté-
ke, valamint a betegséget okozé mutacid (genotipus-feno-
tipus Osszefliggés). A maradék enzim aktivitas a korképek
nagy részében 0%-nal nagyobb. Mégis, az 6roklddé anyag-
csere-betegségek (a dysmorphiaval jard korképek kivételé-
vel) tobbnyire akkor okoznak tiineteket, amikor a szervezetet
valamilyen megterhelés éri. [lyen az ¢hezés, fokozott taplalék
felvétel, stresszhelyzet, Ujsziilottkor, szoptatds elhagyasa,
interkurrens betegség, elsd életév vége, pubertas.
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A laboratériumi eltérések lehetnek atmenetiek, ezért a
normalis laboratoriumi érték nem zarja ki anyagcsere-beteg-
ség 1étét. A tiinetek jelentkezésekor, fennallasakor kell a vizs-
galatokat elvégezni, mert az akkor levett minta diagnosztikus
értéke nagy.

Klinikai tekintetben az 6roklédo anyagcesere-betegségek
4 csoportba oszthatok: (1) akut vagy progressziv ,,intoxika-
cid” tipust betegségek, (2) energiatermelés vagy felhasznalas
zavarai, (3) komplex, nagy molekuldk szintézisének vagy
katabolizmusanak zavarai, (4) egyéb korképek.

Akut vagy progressziv ,intoxikacié” tipusu
betegségek

Ezek a korképek életveszéllyel jaro anyagcesere krizis al-
lapottal jelentkezhetnek. A betegek megelézéen egészsége-
sek, fejlodésiik és gyarapodasuk koruknak megfeleld.

Klinikai jellemzok:

» tiinetmentes idészakok,

» ,mérgezésre” utald akut tiinetek (hanyas, viselkedés
megvaltozasa, koma),

» ,mérgezésre” utald kronikus tiinetek (progressziv
fejlédésbeni elmaradas),

» gyakori laboratériumi eltérések (acidosis, ketosis,
hyperammonaemia, hypoglykaemia),

» gyakran késdi kezdet, intermittalo jelleg,

» diagnozis alapja plazma- és vizelet-aminosav, -szer-
vessav vizsgalata,

» akorképek nagy része kezelhetd, akut, krizis helyzet-
ben a toxikus anyagok minél elobbi, gyors kivonasa
(véresere, plazmaferezis), a fenntarto kezelés 1ényege
eliminal6 diéta, hiany allapot kialakuldsanak meg-
akadalyozasa.

Jellemzo korképek:

» aminosav-anyagcsere zavarai (tyrosinaemia I. tipus,
PKU, javorfaszorp betegség,)

» karbamid-ciklus zavarai,

» organikus aciduridk,

» cukorintoleranciak (galactosaemia, fructozintoleran-
cia),

» rézanyagcsere zavarai (Wilson-kor).

Laboratoriumi diagnosztikajukban a kovetkezo eltérések

jellemzdek:

»  Metabolikus acidosis: tdbbnyire emelkedett plazma
anion gap-pel jar. AG = [Na'] + [K'] — [CIT] —
[HCO;5 ] (mmol/liter). Normalérték 8—16 mmol/liter.
A koros érték organikus aciduridkra jellemz6. Rend-
szerint tachypnoe, hanyas, bagyadtsag tlineteivel jar.

» Hypoglykaemia:  (vércukor <3 mmol/l) az
ujsziilottkortol eltekintve, ritka eltérés gyermekkor-
ban csokkent enteralis taplalékbevitel esetén is.

»  Hyperammonaemia. Sajnos, szamos laboratériumban
nem végzik az ammoniumszint mérését. A kovetkezd
klinikai tiinetek esetén kell gondolni ra: anorexia,
hastajas, fejfajas, irritabilitas, bagyadtsag, tachypnoe,
hanyas, gores, koma, halal. Ujsziilttkorban a nor-
malérték felsd hatara 100 umol/l, késobbi életkorok-
ban ez 50 umol/l. Karbamidciklus zavaraiban >1000
umol/l, respiratorikus alkalosist okoz. Organikus
aciduriak esetében csak ritkan >500 pmol/l. Zsir-
sav-oxidaci6 zavaraiban ez az érték rendszerint <250
pmol/l.
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Fontos kivételek: (1) nonketotikus hyperglicinaemia
(gores, koma, hypotonia, apnoe) és a (2) piridoxinhidny
(encephalopathia, gorcsok).

Energiatermelés vagy -felhasznalas zavarai

Klinikai jellemzok:

» ma4j, myocardium, agy és izom érintett;

» hypoglykaemia, lactacidosis;

» generalizalt izomhypotonia;

» fejlédési elmaradas;

» keringés 0sszeomldsa;

» boleséhalal;

» a korképek jelentds része kezelhetd, amennyiben az
éhezést kertilik.

Jellemzd korképek:
» glycogenosisok
» rovid tava éhezés (3—6 oOran tal) alkalmaval okoz
tiineteket.
» zsirsavoxidaci6 zavarai
» hosszu tava €hezés (12 6ran tul) alkalmaval okoz
tiineteket.
» mitokondridlis encephalopathidk
» 1égzési lanc betegségek,
» piruvatdehidrogendz-hiany,
» piruvatkarboxilaz-hiany.

A laboratoriumi diagnosztika soran a kovetkez6 vizsgala-
tok fontosak:

» vércukorszint (hypoglykaemia kimutatasara),

» szérum-laktat- és piruvatszint,

» acilkarnitin-szint eltérés: szaritott vércseppbol.

Komplex, nagy molekuldk szintézisének vagy
katabolizmusanak zavarai

Klinikai jellemzok:

» taplalkozas, éhezés, heveny betegség nem befolyasol-
Ja;

a tiinetek allandoak és progresszivek;

a kozponti idegrendszer sokszor érintett;

tarsuld diszmorfias jelek;

a felndttkorban diagnosztizalt 6rokldd6 anyagcse-
re-betegségek 25-30%-a tartozik ebbe a csoportba;

» fejlodési elmaradas;

» kezelésiikben jelentds elérelépés.

v v v w

Jellemzd korképek:

» lizoszomalis raktarozasi betegségek,

» peroxiszomalis raktarozasi betegségek,

» glikozlacio 6roklédé zavarai (valtozatos tiinetekkel,
barmely életkorban jelentkezhet. SziirGvizsgalatra al-
kalmas a transzferrin vizsgalata);

» kreatin-bioszintézis zavara,

» szterol-bioszintézis zavarai,

» purinanyagcsere zavarai.

Laboratoriumi diagnosztikaban a kdvetkez6 vizsgalatok
fontosak:
» Koros metabolit kimutatasa: mucopoliszaccharidosi-
sok.
» Szovettani vizsgalat: raktarozott anyag kimutatasa.
» Enzimaktivitas mérés: lizoszomalis betegségek diag-
nosztikaja.
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»  Mutacidanalizis.
» Transzferrin izoelektromos fokuszalés: glikozilacio
zavarainal.

Kezelésiikben jelentOs elérelépés tortént az utdbbi iddben
kiilondsen enzimpotld (Fabry-betegség, Pompe-kor, muco-
polysaccharidosisok, Gaucher-kor) kezelés vonatkozasaban.
Figyelemreméltdé eredmények szubsztratredukcio tekinteté-
ben (Niemann—Pick C tipus, Gaucher-kor). Csontvel-transz-
plantécio és enzimpo6tlo kezelés kombinacioja sikeresnek lat-
szik.

Egyéb korképek

Neurotranszmitterek betegségei.
» Nonketotikus hyperglicinaemia.

A biobankok

Biobanks

UJABB LABORATORIUMI ELJARASOK

Biogén aminok metabolizmusanak zavarai.
GABA anyagcsere zavarai.
Piridoxin/folsav adasra jol reagalod goresok.
Gliikoztranszporter-hiany.

v v v w

A korképek idében torténd felismerése az egyre tobb be-
tegség esetében alkalmazhaté hatékony kezelés miatt nagyon
Iényeges. A pontos diagnosztikaban a laboratoriumi vizsgala-
toknak dontd és potolhatatlan szerepe van.

Egy orszadg orvostudomanyénak az 6roklédoé anyagese-
re-betegségek terén szerzett tapasztalatainak mennyisége és
mindsége alapvetden a laboratdriumi diagnosztikat miiveldk
Uj iranti érzékenységén és szakmai érdeklddésén mulik. Ezen
a téren az 0roklédoé anyagcesere-betegségek 2007. oktdber
1-t61 26 korképre torténod kiterjesztése nagy eldre 1épést jelen-
tett Magyarorszagon.

Dr. Inczédy-Farkas Gabriella, Dr. Molnar Maria Judit
Semmelweis Egyetem, Molekularis Neurolégiai Klinikai és Kutatasi K6zpont

Kulcsszavak: biobank, adatbazis, személyre szabott orvoslas
Key-words: biobank, database, personalized medicine

A posztgenomidlis éraban az orvosi kutatdsok egyik nagy
lata, melyben megkeriilhetetlen szerepet jatszanak a bio-
bankok. Ezek 1étrehozésa soran a legkiilonfélébb biologiai
mintak — vér, liquor, sejtek, szovetek, illetve az ezekbdl nyert
DNS, RNS, fehérjék, metabolitok és egyéb makromolekulak
— kerililnek nagyszdmu klinikai (fenotipusos, szocio-
demografiai, genetikai) adattal valo dsszekdtésre és hosszu
tavu taroldsra.

A biobankok tipusai

A biobankokat tobb szempont szerint csoportosithatjuk.

Forrasukat tekintve vannak klinikai, terapias, kutatasi és
igazsagiigyi biobankok. A klinikai biobankok a klinikai diag-
nosztika és terapias kovetés soran dsszegyiilt mintagyiijtemeé-
nyeket foglaljadk magukba. A terdpias biobankok terapeutiku-
mokat, példaul vérkészitményeket tartalmaznak. A kutatast
szolgald biobankok a klinikai gyogyszervizsgalatok, gyogy-
szerfejlesztések, célzott projektek mintait foglaljak magukba,
az igazsagligyi biobankok pedig az igazsagiigyi orvostan te-
riiletén keletkezd mintakat taroljak.

Metodikajukat tekintve a biobankok lehetnek populacio-,
illetve a betegségalapu biobankok.

» A betegségalapu biobankok egy adott betegség egyes sta-
diumainak ¢és a kiilonboz6é kezelési formak hatasainak
molekularis szinten torténd meghatarozasaval teszik le-
hetdvé a biomarkerek azonositasat. A nemzetkozileg leg-
ismertebb betegségalapu biobankok a deCODE Genetics
(Izland) és a Wellcome Trust Case Control Consortium
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(Egyesiilt Kiralysag). Hazai betegségalapti biobankra pél-
da a schizophren betegek mintait tarolo SCHIZOBANK.

» A populacioalapu biobankok az atlagnépességbdl vélet-
lenszer(ien kivalasztott egyének bioldgiai mintainak és
klinikai adatainak gytjtéhelyei, melyek lehet6séget ad-
nak a gyakori betegségek prevalencidjanak és lefolyasa-
nak prospektiv vizsgalatara, illetve a betegségek kialaku-
lasara prediktiv biomarkerek azonositasara. Jelentdségiik
az epidemiolégiai kutatasokban, illetve a preventiv medi-
cindban van. Eurépaban nagy populacio alapu biobank a
tobb mint 500 000 ot 30 éven at kdvetd, 60 millio fontbol
megvalosuld UK Biobank (www.ukbiobank.ac.uk). En-
nél is nagyobb szabasi a Danish Newborn Screening
(NBS-) Biobank, melybe 1982 6ta az 6sszes dan Gjsziilott
rutinsziirésre levett mintdjat gytjtik: a mintaszam mara
megkozelitette a 2 milliot. A populacidalapu biobankok
kilonleges alcsoportjat jelentik az ikerregiszterek, melye-
ket az 1,6 millié mintat szamlalé GenomEUtwin (GEUT)
projekt harmonizal (www.genomeutwin.org).

A biobankok felhasznalasa a kutatasban

A biobankokbol végzett kutatasok {6 iranyelvei az adott
betegség molekularis hatterének, rizik6 faktorainak, a gén-
gén, illetve gén-kdrnyezet interakciok (,.genetikai epidemio-
logia”) felderitése, transzkriptomikai, metabolomikai ¢és
proteomikai vizsgalatok segitségével a betegség jelatvitel ut-
jainak megismerése. A proteomikai kutatasok soran fehérje-
mintazat-valtozadsokbol kovetkeztethetiink az allapot kialaku-
lasanak a mechanizmusara, az allapotot indexalé biomarke-
rekre és egyes fehérjék szerepére a pathogenezis soran. A kli-
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nikailag validalt genomikai, proteomikai és metabolomikai
biomarkerek felhasznalhatok a sziirésben, a diagnozis megal-
kotasaban, a riziko, a kezelésre adott valasz és a progndzis
becslésében. A biobankok betegellatasban betdltdtt szerepe a
diagnosztikai folyamat megkonnyitése, a leghatékonyabb,
személyre szabott terapia kivalasztasanak lehetévé tétele
ugyanazon beteg kiilonbdz6 mintdinak, illetve tobb hasonld
klinikai profili beteg mintainak dsszehasonlitasa altal. A bio-
bankok tehat kulcsszerepléi a személyre szabott orvoslas fej-
16désének.

A személyre szabott orvoslas célja a megel6zés €s a be-
tegség korai felismerése, illetve célzott terapia, a fenotipus-
alapti morfoldgiai diagnézis helyett a genotipuson, a betegség
kialakulasi Gtjainak molekularis szintii megismerésén alapuld
diagnosztizalas. A ma elterjedt generikus, részleges haté-
konysagu és sok mellékhatast jelentd terapia helyett a
farmakogenomika modszereivel a gyogyszerre adott vélasz,
illetve a mellékhatasok kialakuldsanak valdsziniisége elére
bejosolhatd lesz. A biobankok lehetdvé teszik a gyogyszer-
biztonsag és -hatasossag preklinikai fazisban vald szovet-
specifikus vizsgalatat, a farmakogenomikai kutatasokat. Ez-
altal a biobankok fontos szerepet jatszanak a gyogyszerfej-
lesztés hatékonysaganak novelésében, illetve koltségének
csokkentésében is.

A sikeres biobanképités

A biobanképités sikerességét meghatarozo négy o ténye-
z6 az adatok biztonsaga, a mintdk kdvethetosége, a folyamat
integritasa €s a gyljtemények harmonizalhatosaga. Az adat-
biztonsag f6 tényezdje a személyes adatok bizalmas kezelése,
melynek megléte meghatdrozo szerepet jatszik a részvételi
hajlandosag szempontjabol is. A legtobb biobank azonositd
kodok altal anonimizalt mintakkal dolgozik. Szamos orszag-
ban sziiletett a biobankokat szabalyozé torvény, Magyaror-
szagon ez a 2008. évi XXI. tdrvény a humangenetikai adatok
védelmérdl, a humangenetikai vizsgalatok és kutatasok, vala-
mint a biobankok miikddésének szabalyairél. A mintak ko-
vethetdségét befolyasolja a mintavétel mddja, a minta feldol-
gozasa, tovabbkiildése és tarolasa. A minta hosszu tavu stabi-
litdsa kulcsszerepet jatszik a biobank értékmegdrzése szem-
pontjabdl. Nagy kihivas, hogy a jelen mintagytijtési modsze-
rei lehetvé tegyék a jovo kutatasainak elvégzését a gytjte-
ményen (példaul microRNS-vizsgalatok). A minta gytijtésére
¢s stabilizalasara kidolgozott modszereket folyamatosan fej-
leszteni kell. A biobanképités egységessége a kérdéivekre és
a mintakezelésre vonatkozo protokollok megtervezését, stan-
dardizalasat és ezek hasonld mindségi szintjét jelentik. A
biobankok harmonizacidja, 0sszevonasa az elemszam ¢és ezal-
tal a kutatds hatékonysaga novelésének legkézenfekvobb
modja.
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Biobankok koordinalasa

Az utdbbi években ezért szamos szervezet jott 1étre kii-
16nb06z6 orszagok biobankjainak sszehangolédsa céljabol. Az
eurdpai orszagok ilyen jellegli tevékenységét koordinald
szervezet a BBMRI (Biobanking and Biomolecular
Resources Research Infrastructure). Magyarorszagon a bio-
logiai mintagytijteményeket fenntart6d intézmények szamara
az egylittmiikddés és az informacioaramlas elésegitésére ala-
kult meg a Nemzeti Biobank Halozat (www.biobanks.hu). A
Genomikai Nemzeti Technologiai Platform (GNTP) a bio-
6nallé munkacsoportot hozott létre ,,Genomikai Kincs,
Biobanking” néven. A GNTP tevékenységével egyidejlileg és
ahhoz kapcsolodva inditotta el Nemzeti Kutatasi és Techno-
logiai Hivatal (NKTH) Nemzeti Kutatasi Infrastruktara Fel-
mérés és Utiterv (NEKIFUT) projektjét, melynek célja atfogd
nemzeti kutatasi infrastrukturafejlesztési stratégia megalkota-
sa. Ennek keretén beliil 19 hazai orvosi génbank szervez6dott
hélozatba.

Szoftver

A biobankok webfeliilete a kozvélemény ¢és a betegek ta-
jékoztatasan kiviil az adatok bevitelének helye. A biobank
szoftver biztositja a vizsgalatba bevont személyek adatainak
¢és biologiai mintainak nyomon kdvetését a projekt teljes élet-
ciklusa alatt az adatgytijtéstdl, a mintak feldolgozasatol és ta-
rolasatol, a projekt soran zajlo kisérletek tamogatasan keresz-
tiil az adatok analiziséig (adatbanyészat). A biobank rendszer
az adatok védelmében nagy megbizhatosagu €s magas at-
eresztOképességll szerverszamitogépeket hasznal, amelyek
védett szerverfarmon keriiltek elhelyezésre.

Ipari és akadémiai szerepldk egyiittmiikodése

A biobankokban megvalosulé ipari és akadémiai egyiitt-
mikodés mindkét részt vevo fél szamara elonyds; az ipar sze-
repl6i szamara a klinikai gyogyszervizsgalatokénal joval szé-
lesebb betegpopulécid és mddszertan érhet el, lehetdve valik
aprompt feldolgozast igénylé mintakkal valéo munka, longitu-
dinalis kutatasok segitségével pedig az adott betegség prog-
resszidjanak nyomon kovetése. Az akadémiai szereplék sza-
mara pedig nagy mennyiségli adatot feldolgozé modszerek
valnak elérhet6vé (teljes genom asszociacios, illetve proteo-
mikai vizsgalatok). Mindezek altal kozelebb keriilhetiink ah-
hoz a kozos célhoz, hogy a beteg mintajat a betegség minél
jobb megértése érdekében tudjuk felhasznalni.
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