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Altalanos megfontolasok

Gyulladasos bélbetegségek (IBD-Inflammatory
bowel disease) diagnozisa elsosorban nem
laboratoriumi vizsgalatokon alapul (klinikal,
endoszkopos, szovettani, radiologiai és
mikrobiologiai)

Laboratoriumi tesztek a
differencialdiagnozisban (hasmeneés, veres
széklet, hasi fajdalom, colitis), a Crohn-betegseg

(CD) és a colitis ulcerosa (UC) elkulonitésében
és prognozis becslésben fontosak.



1.

Altalanos laboratériumi
vizsgalatok



A szeklet bakteriologiai
és parazitologiai vizsgalata

Clostridium difficile
E. Coli
Campylobacter jejuni
Salmonella

Shigella

Entamoeba histolytica
Giardia lamblia

Mycobacterium tuberculosis



Okkult verzés kimutatasa (<10 ml/nap)

°* a.) peroxidaz alapu reakcio:

aromas vegyiiletek
(guajakol, benzidin, o-
tolidin, o-dianizidin)

+H,0,

hemoglobin

kék oxidacios termék

nem specifikus: peroxid tartalmu torma, retek, véres

hus, vaskészitmények al-pozitiv reakciot adnak

°* b.) immun alapu globin kimutatas: human

hemoglobinra specifikus, de felsd gasztrointesztinalis
vérzés kimutatasa nem lehetséges




Okkult verzés kimutatasa (<10 ml/nap)

c.) hemoglobin/haptoglobin komplex (Ridascreen®)

-A Hb/Hp komplex nagyon ellenallé a savak és a
feherjebonté enzimek hatasaval szemben igy a székletben
sokaig jelen van

-A bélben magasabban elhelyezked6 vérzés is nagy
érzékenységgel kimutathato

-Specifikusabb, mint a hagyomanyos peroxidaz alapu
reakciok



A betegseéeg aktivitasat jelzo
laboratoriumi parameéterek

* hsCRP (nagy erzékenysegu)
* sullyedes

* thrombocyta- és leukocytaszam



Eur J Clin Invest. 1982 Aug;12(4):351-9.

Serum levels of C-reactive protein in Crohn's disease and ulcerative colitis.
Fagan EA, Dyck RF, Maton PN, Hodgson HJ, Chadwick VS, Petrie A, Pepys MEB.

* A CRP szintje Crohn-betegség és colitis ulcerosa
esetében is magasabb.

* Crohn-betegségben ugyanakkor szignifikansan
magasabb, mint colitis ulcerosaban.

°* A CRP szoros osszefuggésben lehet a Crohn-
betegseég klinikai és kérszovettani mutatdival a
remisszio, a relapszus és a terapias valasz
tekintetében.

* Aslullyedes szintén magasabb volt Crohn-
betegségben, de nem mutatott osszefliggést a
betegség aktivitasaval.




Inflamm Bowel Dis. 2005 Auwg; 11(8):707-12.

Correlation of C-reactive protein with clinical, endoscopic, histologic, and radiographic activity in inflammatory
bowel disease.

Solem CA' Loftus EV Jr. Tremaine WJ. Harmsen WS Zinsmeister AR Sandborn W..

* IBD-ben a CRP-emelkedés osszefuggésben allhat:
- a betegség klinikai aktivitasaval;
- az endoszkoépia soran latott gyulladasos aktivitassal;
- a szovettani vizsgalat soran igazolt sulyos gyulladasos
aktivitassal Crohn-betegségben;

- a gyulladas mértékének megitélésére hasznalt szamos
biomarkerrel;

* Ugyanakkor nincs osszefuggésben a gyulladasos
bélbetegség radioldgiai aktivitasaval!




Gut. 2008 Mov,37(11):1518-23. doi: 10.1136/gut 2007.146357. Epub 2008 Jun 19.

C-reactive protein: a predictive factor and marker of inflammation in inflammatory bowel disease. Results from a
prospective population-based study.

Henriksen M Jahnsen J. Lygren | Stray N. Sauar J Vatn MH, Moum B: IBSEN Study Group.

* A CRP-mérés segithet az IBD diagnosztikajaban,
ugyanakkor a diagnoézis idején a CRP sok esetben a normal
tartomanyban van!

* Crohn-betegség esetén magasabb CRP-szinteket mértek,
mint colitis ulcerosaban.

* Colitis ulcerosaban a diagnozis idején mért CRP szintje
osszefuggésben all a betegség kiterjedtségével.

* Crohn-betegségben osszefuggést talaltak a diagnozis
idején mért CRP-szint és a sebészeti riziko kozott (ilealis
lokalizacio esetén).




Inflamm Bowel Dis. 2015 Oct;21(10):2467-74. doi: 10.1097/MIB.0000000000000444.
Biomarkers of Inflammatory Bowel Disease: From Classical Laboratory Tools to Personalized Medicine.

Viennois E' Zhao ¥ Merlin D.

* A gyulladas mértékének és az alapbetegség aktivitasanak
megitelésere hasznalhaté biomarkerek:

- CRP
- Székletben azonosithaté biomarkerek:
- Lactoferrin
- Calprotectin
- S100A12
- Lipocalin-2
* CD/UC elkulonitésére hasznalt biomarkerek:
- pPANCA
- ASCA
- PANCA/ASCA arany
Jovo: Lokalis vagy keringdé mikroRNS-ek azonositasa?




2.

Specialis laboratoriumi
vizsgalatok



Lactoferrin (lactotransferrin)

* A lactoferrin a transferrin fehérjecsaladjaba tartozo
glikoprotein

* Olyan vaskoto fehérje, amelyet a legtobb
nyalkahartyamembran szekretal, igy megtalalhatoé a
nyalban, a konnyben és az anyatejben, tovabba a
szérumban, valamint bizonyos neutrofil granulumokban

* Az akut gyulladasos immunvalaszban is részt vesz és
antibakterialis, antiviralis és antifungalis hatasa is van

* Az emésztorendszert érinto gyulladas esetén a
nyalkahartyat infiltralé leukocytak miatt megno a
lactoferrin koncentracioja a székletben

* A lactoferrin 7 napig nem bomlik le a székletben, és
hagyomanyos ELISA moédszerrel kimutathatoé



Int J Clin Exp Pathol. 2015 Oct 1;8(10):12318-32. eCollection 2015.

Diagnostic accuracy of fecal lactoferrin for inflammatory bowel disease: a meta-analysis.
Wang ¥, Pei F¥, Wang X', Sun Z' Hu C', Dou H*¥.

szliromodszer a gyulladasos bélbetegségek
és a funkcionalis korképek elkulonitésében.

* Az IBD diagnosztikaban els6 vonalbeli
modszer lehet a nem-invaziv vizsgalo
modszerek kozul.

* A szenzitivitasa és a specificitasa magasabb
colitis ulcerosa esetén (spec.: 100%, sens.:
82%), mint Crohn-betegségben (spec.: 100%,
sens.: 75%).

°* Nem helyettesitheti a colonoscopiat és a
képalkot6 vizsgalatokat, hiszen az elobbi
vizsgalat szovettani mintavételre az utébbi
pedig az IBD szovodményeinek
kimutatasaban nélkulozhetetlen.




Calprotectin

* az S100 fehérjecsaladba tartoz6 kalcium-, cink- és
mangan-koto fehérje

* A neutrofil granulocitak és a monocitak termelik
* Antibakterialis és antifungalis hatassal bir

* A széklet calprotectin szintjének emelkedését talaljuk az
alabbi megbetegedésekben:

e gyulladasos béelbetegség
e ulcus
e enterocolitis necrotisans
e intestinalis cisztas fibrozis
e colorectalis tumor
e coeliakia
* NSAID kezelésben is megno a szintje



S100A12

* Szintén az S100 fehérjecsaladba tartozé kalcium koto
fehérje
* A neutrofil granulocitak termelik

* kalcium-dependens intracellularis jelatviteli
folyamatokban vesz részt

Lipocalin-2
* Mas néven neutrofil-gelatinaz asszocialt lipocalin
(NGAL)

* neutrofil granulocitak altal termelt antibakterialis hatasu
kalcium koto fehérje

* Elsosorban a vesében, prosztataban, tudoben és a Gl
traktusban szekretalodik

* akut vesekarosodas biomarkere, de gyulladasokban is
emelkedik a szintje



Szerologiai tesztek |I.

* _antineutrophil citoplazmatikus antitest
(ANCA)

A = c-ANCA

antigeén: proteinaz-3, PR-3
(wegener granulomatosis)

B = p-ANCA

antigén: myeloperoxidaz, MPO
(Churg Strauss szindroma, IBD)

C/D = atipusos-ANCA (x-ANCA)

© Jarius S. et al. Blood. 2007 May 15;109(10):4376-82 antigén: Iaktoferrin elasztéz stb_

(IBD, RA)



Szerologiai tesztek Il.

°* anti-Saccharomyces cerevisiae antitestek
(ASCA) IgG, IgA

Antigén = élesztogomba
sejtfalaban talalhaté mannan

feherje

ASCA pozitivitas:
-Crohn-betegség

-colitis ulcerosa

-egyéb colitis

© Desplat-Jégo S. et al. World J Gastroenterol. z
2007 Apr 28:13(16):2312-8. -Bechet-kor



Szerologiai tesztek lll.

* anti-OMP C

antigen = Eschericia coli kuls6 membranjaban talalhato
porin C

* anti-Cbir1

antigen = bakterialis flagellin

* anti-glikan antitestek (anti-laminaribioside carbohydrate
antitest [ALCA]), anti-chitobioside carbohydrate antitest
[ACCA]), anti-mannobioside carbohydrate antitest [AMCA])




Szerologiai tesztek IV.

PAb (Pancreatic autoantibodies)

antigén = pancreas acinus sejt

GAB (goblet cell autoantibodies)

antigén = intesztinalis kehelysejt



Szeroldgiai tesztek V.

* kombinacioban kell vizsgaini

TABLE 3. Prevalence of individual serological markers in patients with IBD, non-IBD GIT disorders and healthy individuals (15,19,26,
27,29,33,55-59).

Antibody Immunoglobulin Prevalence (%]
class cD uc other GIT disorders Healthy
ASCA lgA and/or IgG 29-71 0-29 0-23 (379)* 0-16
ACCA IgA 8-25 5-7 3-20 0.5-12
ALCA IgG 17.7-27 3-8 9 2
AMCA IgG 12-28 7 8 9
Anti-L IgA 11-26 3-7 23 1-10
Anti-C IgA 10-25 2-10 1 2-12
Anti-OmpC IgA 2455 2-24 5-1 5-20
Anti-12 IgA 38-60 2-10 19 5-15
Anti-Cbir1 IgG 50-56 <6 14 8
PAB IgA and IgG 26-39 0-22.7 0-11.5(22.3)* 0-8
GAB IgA and IgG 1.4-33 15.4-46.6 0-9.3 0
pANCA IgG 2-38 24-85 8 0-8

* prevalence in active celiac disease. CD - Crohn's disease; UC - ulcerative colitis; ASCA - Anti-5accharomyces cerevisiae antibodies; ACCA -
antichitobioside carbohydrate antibodies; ALCA - antilaminaribioside carbohydrate antibodies; AMCA - anti-mannobioside carbohydrate
antibodes; Anti-L - anti-laminarin antibodies; Anti-C - anti-chitin antibodies; Anti-OmpC - antibody to outer membrane porin C; Anti-12

- antibody to Pseudomonas fluorescens - associated sequence 12; Anti-Chirl - antibody to bacterial flagellin; PAB - antibodies against
exocrine pancreas; GAB - antibodies to goblet cells; pANCA - anti-neutrophil cytoplasmic antibodies.

Kuna AT Biochem Med (Zagreb). 2013;23(1):28-42




Inflamm Bowel Dis. 2015 Oct,21(10):2467-74. doi: 10.1097/MIB.0000000000000444.

Biomarkers of Inflammatory Bowel Disease: From Classical Laboratory Tools to Personalized Medicine.
Viennois E1. ZhaoY Merlin D.

TABLE 1. Current Biomarkers

Distinguish CD Versus UC Specificity for IBD Predictive Potential

Biomarker Name (Yes/No) (Yes/No) Sensitivity (Low/High) (Yes/No) References
pANCAs Yes Yes Low Yes 79,10
ASCAs Yes Yes Low Yes 79,10
CRP No No High for CD, low for UC Yes 11-13
Fecal Calprotectin No Yes High Yes 14-18
Fecal Lactoferrin No Yes High Yes 15,18,19
S100A12 No No High No 20-22

Lipocalin-2 No No High No 23-26




3.

Gyogyszerszint méres és
gyogyszer-elleni antitest
meghatarozas (sajat
kutatasi eredmenyek)



Hatter

°* A TNF-a terapia hatekonysaga szamos tényezo
fuggvénye

* A betegseg rovidebb fennallasa esetén jobb volt
a biologiai terapiara adott klinikai valasz

* |zolalt colon érintettseg, korabbi mutet hianya, a
fiatal eletkor és a dohanyzasmentesség jobb
valaszkészséeget prognosztizalt

* A kezdeti magas CRP szint (28 mg/L)
osszefuggott a 26. héten megfigyelheto
corticosteroid-mentes klinikai remisszioval
(infliximab, IFX kezelés mellett)

D'Haens GR. Am J Gastroenterol. 2011
Colombel JF. N Engl J Med. 2010



Hatter
* A terapias gyogyszerszint mérés (TDM, therapeutic drug

monitoring) a biologiai kezelésben részesult betegeknél
egyre szélesebb korben figyelheto meg

* A klinikai remisszié nagyobb valésziniseéeggel fordul elo
azoknal a Crohn-betegeknél akiknél 14 infuziét kovetoen
magas volgykoncentraciot meértek

°* Azok a Crohn-betegek akik elvesztették a
valaszkészséguket szignifikansan alacsonyabb IFX
volgykoncentracioval, valamint emelkedett AlA (anti-
infliximab antitest) szintekkel rendelkeztek

Maser EA. Clin Gastroenterol Hepatol. 2006
Steenholdt C. Scand J Gastroenterol. 2011



Bevezetés

* Betegek:

-TNF-a gatlo terapiaban korabban nem
reszesult

- az elmult 12 hénapban nem, de korabban
TNF-a gatlé kezelés alatt allt

* Ertékelés: 0., 2., 6., 14., 30. és 54. hét



Bevezetés

* gyogyszerszint
(infliximab, pg/mL)

* gyogyszer-elleni
antitest (anti-
infliximab, ng/mL)

ELISA modszer (Lisa
Tracker, Theradiag,
Franciaorszag)




Beteg adatok

Crohn betegség (CD)

(N = 184)

Colitis ulcerosa (UC)
(N=107)

Férfi/N6

82/102

62/45

Betegség kezdete, median

(1QT)

23 (19-34) év

28 (22-39) év

Idétartam, median (1QT)

5 (2-11) év

4 (2-11) év

Alap aktivitas,
median (IQT)

PDAI: 10 (6-11) n=56

CDAI: 321 (301-352) n=145 MAYO: 9 (7-11) n=107
PMAYO: 7 (6-9) n=107

Lokalizacio
(L1/L2/L3/L4/all L4)

16.8%I/32.4%/
49.1%I1.7%I7.9%

Colitis kiterjedtsége

8.4% 132.7% | 51.1%

(E1/E2/E3)

Klinikai viselkedés o o o

(B1/B2/B3) 58.7% 1 21.2% | 20.1%

Perianalis érintettség 35.0% -
Korabbi sebészi 22 59 )

beavatkozas




Korabbi és jelenlegi anti-inflammatorikus és
immunmodulans gyogyszerek

CD uc

VERED (N = 107)

Korabbi gyégyszerek

5 aminoszalicilsav (5ASA) 84.6% 92.3%
Szteroid 81.0% 90.9%
Azathioprin (AZA) 87.4% 74.5%
Ciklosporin (CSA) - 7.3%
TNF-a blokkolé 24.5% 14.0%

Jelenlegi gyogyszerek
Szteroid 44.2% 66.4%
AZA 60.3% 51.4%




Infliximab volgykoncentracioé és infliximab-elleni
antitest szint
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n=143
n=192
28
Osszesitett gyogyszer- n=229 19,3 R—
elleni antitest szintek
IBD-ben:
Week O Week 14 Week 30

. P @ Cumulative ADA positivity (%)
ADA = gyogyszer-elleni antitest



Gyogyszer-elleni antitest

IBD 20/229 (8,7%) | 37/192 (19,3%) | 40/143 (28,0%)
Korébbi TNFa-gatl6 kezelés nélkiil 71182 (3,8%) | 25/155(16,1%) | 28/116 (24,1%)
Kordbbi TNFa-gatl6 kezeléssel 13/47 (27,7%) | 12/37 (32,4%) | 12/27 (44,4%)
CD 13/142 (9,2%) 19/112 (17,0%) 21/82 (25,6%)
Korébbi TNFa-g4tlé kezelés nélkiil * 5/110 (4,5%) 12/89 (13,5%) 14/67 (20,9%)
Korabbi TNFa-gatl6 kezeléssel 8/32 (25,0%) 7123 (30,4%) 7115 (46,7%)
uc 7/87 (8,0%) 18/80 (22,5%) | 19/61 (31,1%)
Koréabbi TNFa-gatl6 kezelés nélkiil * 2/72 (2,8%) 13/66 (19,7%) 14/49(28,6%)
Korabbi TNFa-gatl6 kezeléssel 5/15 (33,3%) 5/14 (32,4%) 5/12 (41,7%)

*egyidejii AZA kezelés a TNFa-gatlé naiv betegekben megakadalyozta a korai
gyogyszer-elleni antitest képzoédeést (14. hét AZA-val: 11.2% vs. AZA nélkul
24.6%, p= 0.012), de ez a hatas a 30. hétre elveszett (29.8% vs. 21.2% ns).




A 14. heti terapias hatéekonysag elore jelzése a 2.
héten mért volgykoncentraciobol Crohn-
betegségben

Klinikai valasz a 14. héten Klinikai remisszio a 14. héten

10 1,0

0,58 _I_I_ 0,3
- I 0,5
g [V} g
? o4 ? 04
AUC=0,72
AUC=0,72
P=0,05 p=0,005
027 Cut-off:16,9 pg/ml 0 o
He Cut-off:20,4 pg/ml
o0 T T T I 00 T T T T
00 0,2 04 06 0,8 10 oo 02 04 05 08 1,0

1 - Specificity 1 - Specificity



A 14, 30. és 54. heti terapias hatékonysag elore jelzése a
6. héten mert volgykoncentraciobol Crohn-betegségben

1,0 1.0
a. g 06 g
| AUC=0,47 AUC=0,50 AUC=0,51
p=0,80 | p=0,98 p=0,97
4
0,0 _L,_| T T T U,Gl T T ' '
00 02 X I ! | : : ! 1 - Specificity
1 - Specificity 1 - Specificity
Klinikai valasz a 14. héten Klinikai valasz a 30. héten Klinikai valasz a 54. héten
g° z g
AUC=0,60 AUC=0,60 AUC=0,45
p=0,22 p=0,31 p=0,69
1‘ ) speciﬁcit'v 1- ) Specmcit‘v 1 - Specificity

Klinikai remisszio a 14. héten Klinikai remisszio a 30. héten Klinikai remisszio a 54. héten



A 14. heti klinikai remisszio elorejelzoi

Crohn-betegséegben
p<0,001
p=0,002
62,0%
68,8%
37,3%
32,6%
Previous anti-TNF + Previous anti-TNF - Normal CRP at week Normal CRP at week
14 + 14 -
p=0,04 66,9%
48,5%
ADA = ADA + ADA -

gyogyszer-elleni antitest



A 30. heti klinikai remisszi6 elorejelz6i Crohn-
betegségben

p=0,03 57,0% p=0,005

37.5% 64,7%

36,7%

Normal CRP at week Normal CRP at week
14 + 14 -

Previous anti-TNF + Previous anti-TNF -

65,4% 001
,47/0

8,1%

Clinical response at Clinical response at
week 14 + week 14 -



A 54. heti klinikai remisszi6 elorejelz6i Crohn-
betegségben

p=0,004

54,5%

20,8%

p<0,001

Previous anti-TNF + Previous anti-TNF - 62,7%

18,5%

Clinical response at  Clinical response at
week 14 + week 14 -



A 14. heti terapias hatékonysag elore jelzése a 2.
héten mért volgykoncentraciobol colitis
ulcerosaban

Klinikai valasz a 14. héten Klinikai remisszié a 14. héten
ROC Curve ROC Curve

1.0 1,0

0,6 0,8+
_-E‘ D,E- a DIE—
& £

=
" o & 0,4+
AUC=0,81 AUC=0,79
0.2 P<0,001 P<0,001
Cut-off:11,5 pg/ml 0,21 Cut-off:15,3 pg/ml
oo T T T T
00 02 04 08 08 10 00 | | |
1 - Specificity 00 0.2 04 0.6 0.8 10
Diagonal segments are produced by ties. 1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.



Sensitivity

A 30. heti terapias hatékonysag elore jelzése a 2.
héten mert volgykoncentraciobol colitis

ulcerosaban
Klinikai valasz a 30. héten Klinikai remisszio a 30. héten
ROC Curve ROC Curve
1.0 1,0
087 — 0,5
0,6 z 0,5
=
0.4+ AUC=0,79 D ga- AUC=0,74
P=0,002 P=0,006
Cut-off:11,5 pg/ml Cut-off:14,5 pg/ml
0,2 0,2+
D'Gn,u 0.2 0.4 06 05 10 EIIGE‘-':I 02 04 06 08 10
1 - Specificity 1 - Specificity

Diagonal segments are produced by tiss. Diagonal segments are produced by ties.



A 6. és a 14. heti klinikai remisszio elorejelzoi

colitis ulcerosaban
69,5%

6. hét
p=0,013

38,9%

14. hét
P=0,06

Previous anti-TNF + Previous anti-TNF - 62,5%

37,5% |

Previous anti-TNF + Previous anti-TNF -




A 30. heti klinikai valasz elorejelzoi colitis
ulcerosaban

P=0,04 84.8%

58,3%

ADA week + ADA week -

A klinikai remisszidban hasonl6 tendencia volt megfigyelhet6



Konkluzio

°* A 2. héten mért volgykoncentracié CD-ben
kizarolag a rovid tavu klinikai kimenetellel
volt osszefuggesben, UC-ban pedig a rovid
és a kozepes tavu kimenetellel is

* CD-ben a kozepes tavu klinikai kimenetelt
elore jelezte: a 14. heti magas gyogyszer-
elleni antitest szint, a korai klinikai valasz és
a remisszio, a 14. heti normalis CRP szint és
a korabbi TNF-a kezelés

* A korabbi TNF-a kezelés befolyasolta a
klinikai hatéekonysagot CD-ben és UC-ban



Dontési algoritmus TNF-a gatlo
kezelées eredmeénytelensége eseten

Eredménytelen TNF-a gatlé kezelés

|

Gyodgyszerszint mérés és gyogyszer elleni antitest (ADA) meghatarozas

e |

alacsony
gyogyszerszint

alacsony
gyogyszerszint
ADA +

ADA -

terapias
gyogyszerszint
ADA +

Dézis emelés
vagy
gyakoribb
adagolas

\4

Valtas masik TNF-a gatléra

Vincent FB et al

.. Ann Rheum Dis. 2013 Feb;72(2):165-78

terapias
gyogyszerszint

ADA -

Valtas mas tipusu
bioldgiai terapiara
(anti IL-6
tocilizumab, anti
CD20 rituximab)




Koszonom a figyelmet !



