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1 OSSZEFOGLALAS

A D-dimer egy fibrin degradacios fehérje, amely a vér alvadasakor a szekunder fibrinolysis
soran Kkeletkezik. A szervezet fokozott trombotikus aktivitAsanak eredmeényeképpen
koncentracioja a vérben megemelkedik, amelynek értéke D-dimer diagnosztikai probaval
hatarozhatdé meg. A kereskedelemben elérheté D-dimer tesztek gyakran egymastol eltéré

eredményeket adnak, specificitasukban, szenzitivitasukban is jelentésen kilénb6dzhetnek.

Elsédleges célunk az volt, hogy egy uUj monoklonalis ellenanyagot allitsunk el6, amely
megfelel§ specificitassal ismeri fel a D-dimer antigént, majd tulajdonsagait jellemezzik és
felhasznalasaval egy uj, latex agglutinacio elvén alapuld, immunturbidimetrias diagnosztikai

tesztet fejlesszunk, melynek diagnosztikai teljesitményét és alkalmazhatosagat is vizsgaljuk.

A monoklonadlis ellenanyagokat termelé sejteket hibriddma technikaval allitottuk el6, majd
végponthigitdsos mddszerrel klonoztuk. A hibriddmak altal termelt ellenanyag titerét sajat
fejlesztésii indirekt ELISA mddszerrel vizsgaltuk. Hét hibriddma sejtvonalat valasztottunk ki,
és az altaluk termelt ellenanyagokat jellemeztik, tovabba vizsgaltuk a fibrinogénnel, illetve
fibrin/fibrinogén degradaciés termékekkel adott keresztreakcidikat is. Az elbnyos
tulajdonsagai révén a 2B9 jeldlésd ellenanyagot valasztottuk ki, melynek az epitop
térképezését a D-dimer antigén emésztésével, majd a fragmentumok Western blot
analizisével és szekvenalasaval veégeztuk. A 2B9 jeldlési hibridoma sejtvonalat
folyamatosan fenntartottuk, és az ellenanyagot két kiilénb6z6 tipusu bioreaktor rendszerben
termeltettik. A 2B9 ellenanyagot egy Uj fejlesztésli immunturbidimetrias tesztbe épitettik be,
az ellenanyagot latex szemcsék fellletére kotve fel. Az eléallitott uj D-dimer teszt, Dia-D-

DIMER néven eurépai megfeleléség (CE) mindsitéssel kerllt forgalomba.

Munkank koévetkez8 fazisaban a Dia-D-DIMER teszt human klinikai teljesitményét, illetve
allatorvosi vonatkozasu diagnosztikai alkalmazhatdsagat vizsgaltuk. Vénas thromboembolia
gyanujaval kezelt 158 beteg mintdjanak D-dimer értékeit hataroztuk meg a Dia-D-DIMER
teszttel és két masik, kereskedelmi forgalomban Iévé D-dimer prébaval. Célunk az volt, hogy
a harom tesztet 6sszehasonlitsuk, vizsgadljuk az eredmények Kkorrelaciojat, illetve a
kiszdbértékek optimalizalasaval 6sszehangoljuk a tesztek szenzitivitasat és specificitasat.
Az els6édlegesen human mintak vizsgalatara fejlesztett D-dimer tesztet allatoktdl szarmazé
mintak mérésére is alkalmaztuk. Osszesen hetven egészséges, illetve neoplazias kutyatol
szarmazo vérplazma mintat vizsgaltunk meg, kulonostekintettel az emelkedett D-dimer érték

és a daganat tipusok, illetve a daganat progresszidjanak 6sszefiiggéseire.
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2 BEVEZETES

A human klinikai gyakorlatban a D-dimer koncentracio mérésének elsésorban a mélyvénas
thrombosis (DVT) és tudéembdlia (PE) kizardsaban van szerepe. A negativ
teszteredmények esetén ugyanis a kis kockazatu betegeknél nagy biztonsaggal zarhatd ki
mindkét koros allapot. Ezen kivldl a D-dimer érték meghatarozasanak fontos szerepe van a
disszeminalt intravascularis coagulatio (DIC) diagnozisanak felallitasaban, illetve a betegség

monitorozasaban is (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011).

A D-dimer érték meghatarozasa allatorvosi szempontbdl is fontos, ugyanis a fokozott
véralvadassal jaré allapotok az allatokban is emelkedett D-dimer koncentraciot
eredményeznek. Els6sorban a kutyak, macskak és lovak esetében készitettek
tanulmanyokat, amelyekben a D-dimer allatgyogyaszatban hasznalt diagnosztikai értékével
foglalkoztak (El-Zahar és mtsai., 2018; Cesarini és mtsai., 2010; Tholen és mtsai., 2009).
Kutyaknal els6sorban a tudéembdlia és a disseminalt intravascularis coagulatio

diagnosztizalasaban van jelentésége (Stokol, 2003).

A kereskedelmi forgalomban szamos, a D-dimer koncentracié6 meghatarozasara alkalmas
diagnosztikai préba vasarolhatd, azonban ezeknél altalanos problémat jelent, hogy az egyes
tesztek tulajdonsagaikban egymastdl jelentésen eltérhetnek. Gyakori, hogy a mintaban jelen
lévé D-dimert és egyéb degradacios termékeket az egyes tesztek eltérd mértékben képesek
azonositani, gyakran adnak keresztreakciokat, ezaltal specificitasukban is kuldnbdzhetnek.
igy az egyes probak eredményei nehezen ésszehasonlithatdk, s mindezek zavarjék a klinikai
dontéshozatalt. Ezért ugy latjuk, hogy szikség és igény van olyan ellenanyagok, illetve
diagnosztikai tesztek elGallitdsara, amelyek megfelel§ specificitassal ismerik fel a mintaban

lévé D-dimer fehérjét.
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3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A D-dimer fehérjék keletkezése, felépitése

A D-dimer egy fibrin degradacios termék, mely a keresztkotott fibrin plasmin altali emésztése
soran keletkezik a vérben. Ennélfogva a D-dimert a coagulatio és fibrinolysis

aktivalodasanak biomarkereként tartjak szamon.

Sérulés esetén az érrendszerben reakciok sorozata indul el, a haemostasis rendszere
mikodésbe 1ép, mely a vérzés csillapitasat szolgalja. Els6ként a sérulésnél helyi
vasoconstrictio 1ép fel, az erek Osszeszikulnek, melyet a thrombocytak subendothelialis
kollagénrosthoz valé adhézidja, aktivalodasa és aggregacidja kévet. A véralvadasi kaszkad
beindulasaval, proteolitikus reakcidk soran a prothrombinbdl thrombin keletkezik, mely az
oldott fibrinogént fibrin monomerekké és tovabbi peptidekké (Fibrinopeptid A és B) hasitja.
Ezt kdvetéen a fibrin monomerek egymashoz kotve fibrin polimert alkotnak, melyeket a
szintén thrombin altal aktivalt Xllla faktor kovalens kotésekkel keresztkot, ezzel
fibrinhal6zatot hozva létre. A keresztkotott szalak kozé vérsejtek tapadnak, igy hozva létre az

alvadékot, megakadalyozva a tovabbi vérzést.

Az eredeti allapot helyredllitdsahoz megindul a fibrinolysis folyamata, a keletkezett alvadék
plasminnal térténd enzimatikus lebontdsa. A plasmin a vérben jelenlévé plasminogénbdl,
mint proenzimbdl proteolitikus aktivalas soran keletkezik, melyet a széveti és urokinaz tipusu
plasminogénaktivatorok inditanak meg. A fibrin plasminnal t6rténd hasitdsa soran
keletkeznek széles molekulatdmeg-skalat lefed6, a hagyomanyosan fibrin degradacios
termékeknek (FDP) nevezett proteolitikus fragmentumok. A keresztkétott fibrin proteolizise
soran végtermékként D-dimer és E-fragmentum keletkezik, melyek fiziolégias koruimények
kozoétt D-dimer/E komplexet alkotnak, lasd 1. dbra (Favresse és mtsai., 2018; Fonyé, 1997;
Gaffney és mtsai., 1975).
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1. abra A D-dimer keletkezésének mechanizmusa
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A D-dimer szerkezetileg két D-doménbél all, melyeket kovalens kotés kot dssze a Y lanc C-
termindlisanal (Dempfle, 2005a) (3. abra). Nem egységes, egyetlen molekolatdmeggel
definialhaté molekula, a kilénféle fragmentumok molakulatdmege atlagosan a 150-200 kDa
tartomanyba esik. A keresztkotott fibrin enzimatikus hasitasa soran keletkezd egyéb fibrin
degradacios termékek, nagy-molekulatomegl X-oligomerek ugyancsak tartalmazzak a
dimerizalt D-doméneket: DY (247 kDa), YY (285 kDa), DXD (461 kDa), YXD (500 kDa), XY
(391 kDa) (Francis és mtsai., 1980). Az X-oligomerek hosszabb ideig, magas plasmin

koncentracioval torténd emésztése soran tovabbi D-dimerek keletkeznek.
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2. abra A D-dimer molekula keresztkotése

3.2 A D-dimer mérés human diagnosztikai jelentésége
3.2.1 Torténeti attekintés

A klinikusok az 1960-as években kezdték el tanulmanyozni a fibrin plasminnal térténdé
emésztése soran keletkezé FDP-et, mint az intravascularis fibrinolysis indikatorait. Az FDP
mérését elészor a DIC kovetésére hasznaltak. 1972-ben felvetették, hogy a keresztkotott
fibrin degradacidos termékeinek detektalasa diagnosztikai célbdl is hasznos lehet.
Nehézséget okozott, hogy a kimutatasra hasznalt poliakrilamid-gélelektroforézist nem
alkalmaztak rutinszerlien a Kklinikai gyakorlatban (Gaffney, 1972). A kdvetkez6 évben
azonositottak a legkisebb fibrin degradacios terméket, a D-dimert (Gaffney, 1973). Az 1980-
as évek kozepén irtak le az els6é D-dimerre specifikus monoklonalis ellenanyagra alapuld
prébat, amely az el6z6ekhez képest nagyobb specificitassal mutatta ki a D-dimert, és még a
plazma alacsony analit koncentracidja esetén is érzékenynek bizonyult (Greenberg és

mtsai., 1987), igy az FDP tesztet az érzékenyebb D-dimer teszt valtotta fel.

Szamos Klinikai allapot jelenléte tarsult a vérben megemelkedett D-dimer értékhez, mint
példaul a DVT, PE, DIC és artérias thrombosis (ElIms és mtsai., 1983; Whitaker és mtsai.,
1984). A kovetkezd évtizedekben szamos tanulmany tamasztotta ala a korabbi megfigyelést,
miszerint a D-dimer koncentraci6 megemelkedett a vénas tromboembdlidban (VTE)
szenvedd betegeknél. Megallapitottak, hogy meghatarozott koncentracio érték alatt
(kliszdbérték) a VTE kizarhaté (Righini és mtsai., 2008).
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Napjainkban a klinikai gyakorlatban a D-dimer koncentracié mérésének elsésorban a vénas
thromboembolias betegségek kizarasaban van szerepe, kilénds tekintettel a mélyvénas
thrombosisra és tidéembdliara. Hasznaljak ezen kivil a DIC diagndézisanak felallitasaban és

monitorozasaban is (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011).

3.2.2 D-dimer diagnosztikai préobak tipusai, torténetiik

Az els6 generacios D-dimer probakat 1970-ben allitottak el, melyek alkalmasak voltak mind
a fibrinogén, mind a fibrin degradaciés termékek kimutatasara (Linkins és Takach Lapner,
2017). Ezeket az immunoldgiai prébakat kizarélag serum mintak vizsgalatara tudtak
hasznalni, elkerllve ezzel a fibrinogénnel fellepd keresztreakcidét, amely a serummal

ellentétben, a vérplazmaban magas koncentracioban jelen van.

Az 1980-as évek elején a D-domént felismeré monoklondlis ellenanyagok bevezetésével
jelentds specificitas és szenzitivitas emelkedést értek el (Riley és mtsai., 2016). Ezek a
prébak mar lehetévé tették a D-dimer molekulan [évé epitdpok specifikus felismerését, mely
az FDP és a nem keresztkotott fibrin fragmentumok esetében nem volt lehetséges. Tovabbi
elényt jelentett, hogy a fibrinogénnel adott keresztreakciok nagymértékben csdkkentek, igy

lehet6ség nyilt a vérplazma mintak hasznalatara is.

Eleinte f6ként enzimmel Kkotdétt immunszorbens vizsgalat (ELISA) alapu prébakat
alkalmaztak, els8sorban kutatasi céllal. Ezek a probak a ,szendvics ELISA” elvén miikddnek.
Egy ,befogd” (capture) ellenanyaggal lehet a D-dimer antigént a lemezhez koétni, majd
inkubacié utan egy jeldlt ellenanyag kapcsolodik az immobilizalt antigénhez, detektalhato
szinreakciot adva. Bar ez utdbbi rendszer nagyon érzékenynek bizonyul, mégis hatranyt
jelent az, hogy id8igényes, manudlis és egyben szakképzett munkat és megfeleld

laboratériumi hatteret igényel.

Az ezutan kifejlesztett modszerek kdzé tartoztak a kvalitativ latex agglutinacios tesztek,
amelyek ellenanyaggal boritott latex mikroszemcséket tartalmaznak, hasznalatuk soran a
létrejott agglutinacio vizualis leolvasassal torténik. Az automatizalt latex agglutinacios tesztek
(vagy a latex alapu immunturbidimetrias tesztek) eléallitasaval mar lehetévé valt a D-dimer
kvantitativ meghatarozasa. Ez utdbbi tesztek nagy elénye a gyorsasag, amellett, hogy
hasonlé szenzitivitas érhetd el velik, mint a konvencionalis ELISA prébakkal (Favresse és
mtsai., 2018; Riley és mtsai., 2016).
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Az 1990-es években a bioMérieux cég Aallitott el egy, az enzim-kapcsolt
immunfluoreszcencia (ELFA) elvén mikdédd tesztet, mely specificitdsaban és
szenzitivitasaban hasonlé az ELISA probakhoz, emellett tovabbi elénye, hogy automatizalt

és rovid mérési idével pontosabb eredményt szolgaltat (Pittet és mtsai., 1996).

Napjainkban a kemilumineszcens enzim-immunmetrias probak (CLIA) illetve a latex-alapu
immunturbidimetrias probak terjedtek el, de féként a betegagy melletti, ugynevezett ,Point-of
-care” (POC) gyakorlatban alkalmaznak immunkromatografian alapulé probakat. Az ilyen D-
dimer tesztek elénye, hogy a kis méretl készllekkel révid id6 alatt eredményt kapunk, mely

leginkabb a haziorvosok kérében terjedt el (Favresse és mtsai., 2018).

3.2.3 Kvantitativ latex agglutinaciés D-dimer teszt

Napjainkban legelterjedtebbek a latex agglutinacién alapulé prébak. A mérés lényege, hogy
a mintat és a latex reagenst 0sszekeverik, a latexet boritd ellenanyag és a mintaban jelen
lévé oligomer (jelen esetben dimer) antigén koézott immunkémiai reakcid lép fel, az antigén-
ellenanyag kotédések a latex szemcsék (polisztirol nanogyéngyok) agglutinacidjat
eredményezik, amely fizikailag detektalhatd optikai jelet ad. A szemcsék fényszérasanak
intenzitasa fligg az agglutinatum méretétél, mely a reakcid kezdetétdl a végéig valtozik. A
kvantitativ D-dimer teszteknél alkalmazott polisztirol szemcseméret 100-500 nm kozott
valtozhat. A szemcsék egy vagy két specifikus ellenanyaggal boritottak. Az agglutinacio
turbidimetriasan, illetve nefelometriassan mérhet6. Az elébbivel a mintan atjuté fény
intenzitdasa mérhet6, mig az utdbbival a mintardl adott szégben szérédd fény intenzitasa
detektalhato.

A turbidimetrias mérés soran az abszorbancia valtozas mértékét rogzitik a minta hozzaadasa
utan. Adott id6 alatt mért abszorbancia valtozas aranyos a minta D-dimer koncentracidjaval,
mely kalibraciés gorbe alapjan szamithatd. A legtobb ilyen tipusu préba 10 percen beldl
eredményt ad (el6készitett minta esetén), és Kklinikai kémiai analizatorokra és

koagulométerekre egyarant alkalmazhato.

Az immunturbidimetrias D-dimer préba reakcidomechanizmusanak alapjan — miszerint a D-
dimer specifikus monoklonalis ellenanyaggal boritott latex mikroszemcsék a vérplazma
mintdk D-dimer antigénjével talalkozva agglutindlnak — a monoklonaris ellenanyagnak és az

antigénnek az alabbi tulajdonsagokkal kell rendelkeznie:
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A monoklonaris ellenanyag Az antigén (D-dimer)
o Kkell§ aviditasal és o legalabb két
o kell§ specificitassal ismerje fel az e specifikus, csak a D-dimerre jellemzé
epitopot, tovabba (fibrinogénben rejtett) epitdépot hordozzon,
e ne adjon keresztreakciét a fibrinogénnel, e melyek olyan tavol helyezkednek el, hogy
és a két kotddd ellenanyag térbelileg
e monomer FDP-kel lehetbleg gyengén egymast ne gatolja.

reagaljon, vagy ne adjon keresztreakciot.

3.2.4 A D-dimer tesztek standardizacios, harmonizaciés nehézségei

A laboratériumok D-dimer mérési eredményei kdzott nagy variabilitas figyelheté meg, a nem
pontos D-dimer eredmény interpretacios hibakhoz vezethet, igy a klinikai dontéshozatalt,
ezen keresztlil pedig a betegbiztonsagot is nagymértékben veszélyeztetheti, emiatt

megkisérelték a mérés nemzetkdzi standardizalasat — mindezidaig sikertelendil.

Egy 2001-ben megjelent FACT elnevezési (fibrin tesztek dsszehasonlitd vizsgalata) nagy
volumen( tanulmanyban 23 kvantitativ D-dimer teszt (15 latex-alapu, 6 ELISA és 2
membran-alapu teszt) eredményeit értékelték. Harminckilenc mintat lemérve az egyes
tesztekkel, a szerz6k azt talaltak, hogy az atlag értékek 630 és 13350 mg/L koncentraciok
kdzott voltak. Két proba esetében szignifikans keresztreaktivitast tapasztaltak fibrinogén
degradaciés termékekkel. Tovabba azt is kimutattak, hogy az ELISA és latex-alapu prébak
intenzivebben reagaltak a kis moéltdmegl keresztkotott fibrin fragmentumokkal és a nagy

moltdmegl fragmentumokkal (Dempfle és mtsai., 2001).

Meijer és munkatarsai (2006) a hét legelterjedtebben hasznalt D-dimer tesztet vizsgaltak 357
laboratorium bevonasaval. Az eredményeik azt mutattak, hogy néhany préba akar 20-szor
magasabb D-dimer koncentracio értéket is adott, a tobbi teszt D-dimer értékéhez képest.

Egy masik hasonld felmérésben 423 laboratérium vett részt. A megmért D-dimer
koncentraciokat 6sszehasonlitva, nagy variabilitast tapasztaltak az eredményekben,
kilondsképpen a VTE kizarasa szempontjabol fontos kiszobérték kozelében (Favresse és

mtsai., 2018; Spannagl és mtsai., 2005).

Adam és munkatarsai (2009) szerint a tesztek kozotti kildnbségek egyik f6 oka, hogy
hianyzik egy altalanosan elfogadott nemzetkézi D-dimer standard, amelyhez a tesztek
igazodhatnanak, de tovabbi tényezék is befolyassal birnak. Egyrészt, a kilonbdzé tesztek

mas-mas ellenanyagot épitenek be a rendszeriikbe, igy az alkalmazott a D-dimer-specifikus
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ellenanyag nem ugyanazt az epitdpot ismeri fel az antigén felliletén, hanem kilonbdzéeket.
Ennek kovetkeztében a kiilénb6zd tesztek ellenanyagai mas és mas specificitassal birnak,
igy eltér6 mértékben adnak keresztreakcidkat is. Szinte minden teszt ellenanyaga
keresztreagal bizonyos mértékben a keresztkétott D-dimeren kival mas fibrin, vagy
fibrinogén degradacios termékkel, melyek a plazmaban valtozé mennyiségben jelen vannak,
s ez a teszt specificitdsaban jelentés kilonbségeket eredményez. Arra is van példa, hogy

egy tesztben tébb kulénb6zé specificitasu ellenanyagot is hasznalnak.

Jelenleg a D-dimer kalibrator anyaghoz a fibrin alvadék kontrollalt enzimes emésztésével
juthatunk. Ezért a gyartéknak biztositaniuk kell a reprodukalhaté emésztési folyamat leirasat,
amely garantalja az azonos méreteloszlasu degradacios termékek keletkezését. Ugyanis a
kis vagy nagy molekulasulytd fragmentumok (LMWF, HMWF) relativ dsszege is

befolyasolhatja a teszt szenzitivitasat (Reber és Moerloose, 2013).

Mindezek mellett interferenciat okozd anyagok (mint példaul a reumatoid factor, vagy
heterofil ellenanyagok is okozhatnak kiilénbségeket a tesztek kézott, mivel az egyes tesztek
eltér6 mértékben adnak keresztreakcidét a zavard, interferald anyagokkal (Kricka, 1999;
Robier és mtsai., 2014).

A kilonbdzé D-dimer tesztek heterogenitasa miatt és a standardizacié/ harmonizacio
hianyaban a VTE kizarasara hasznalt kiszobértéket a helyi laboratériumok szintjén kell
igazolni, megerdsiteni, ehhez a “British Committee for Standards in Haematology” iranyelvei
nyujthatnak dtmutatast. Szamos teszt gyartdja is ajanlja, hogy a kiszdbértékeket a

laboratoriumok helyi szinten validaljak (Adam és mtsai., 2009).

A fenti megkdzelités azonban nem minden laboratérium szamara gyakorlatias vagy
kivitelezhet6 megoldas. Ebben az esetben a gyartd altal megadott kiiszdbérték hasznalhaté,
feltéve, ha mashol mar megbizhatéan validaltdk a prébat, illetve amennyiben az adott
tesztnél nem tapasztalhato jelent6s eltérés a gyartasi tételek koézott (Reber és Moerloose,
2013).

Az Egyesiilt Allamokban végzett felmérés (CAP) szerint 1506 laboratériumbél 488,
magasabb kuszobértékeket hasznalt, mint amit a gyartdé ajanlott, vagy ami a
szakirodalomban koz4lt ajanlott érték volt (Olson és mtsai., 2013). Egy Eurdépaban készult
tanulmany ugyancsak ravilagitott arra, hogy a kisérleteikben részt vevé laboratériumok 24%-
a alacsonyabb, mig 55%-uk magasabb klszdbértéket alkalmaz, mint a gyartd altal ajanlott
érték (Reber és Moerloose, 2013).
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Hager és Platt (1995) igazoltak, hogy a D-dimer értéke az életkor elérehaladtaval emelkedik.
Az ADJUST-PE tanulmanyban, id8s koru betegek esetében vizsgaltak a D-dimer VTE-t
kizaré klszobértékét. Vizsgalatuk soran az 50 év feletti betegeknél a korral aranyosan
novelték a kiiszobértéket, az életkort szoroztak meg 10-zel. Arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy az életkorral korrigalt D-dimer kiszobérték, szemben a konvencionalis 500 ug/L
fibrinogén ekvivalens egység (FEU) értékkel, diagnosztikai értéke nagyobb, nagyobb szamu
(egyébként alacsony kockazatu) betegnél lehetett biztonsaggal kizarni a tidéembaliat
(Douma és mtsai.,, 2010; Righini és mtsai.,, 2014). Szamos késObbi tanulmanyban is
elényosnek talaltak a D-dimer kuszobérték korspecifikus valtoztatasat (Ackerly és mitsai.,
2018; Dutton és mtsai., 2018; Jaconelli és mtsai., 2018; Nybo és Hvas, 2017; Parry és
mtsai., 2018; Sheele és mtsai., 2018).

Favresse és munkatarsai (2018) szerint ma mar altalanosan ajanlott a korspecifikus
kiiszobérték alkalmazasa. Ennek ellenére egy nemzetkozi felmérésben arrél szamoltak be,
hogy az ajanlott korspecifikus kliszobérték hasznalata nem terjedt el széles kérben, csupan
a laboratériumok kevesebb, mint 10%-a alkalmazza ezt a megkozelitést (Favresse és mtsai.,
2018; Lippi €s mtsai., 2015).

A specifikus kiszobértékek hasznalatat mar gyermekek és terhes nék estén is javasoltak.
Ugyanakkor, mivel a D-dimer koncentracid a terhesség alatt fiziolégiasan emelkedik, a

pontos D-dimer kiszdbérték meghatarozasa nagy kihivast jelenthet (Szecsi és mtsai., 2010).

A fenteikben ismertetett tényez6k a D-dimer tesztek standardizalasat nehezitik, vagy

csaknem lehetetlenné teszik.

Az altalanosan ismert tényez6k 6sszefoglalva:

a D-dimer nem egységes, egyetlen molekolatdmeggel definialhatd molekula, a

keresztkotott fibrin - plasminnal  torténé emésztése soran heterogén D-dimer

fragmentumok keletkeznek (Reber és Moerloose, 2013),

e a tesztekben hasznalt monoklonalis ellenanyagok eltér6 antigénspecificitassal
rendelkeznek (Adam és mtsai., 2009; Longstaff és mtsai., 2016),

o hianyzik egy nemzetkdzileg elfogadott belsd kontroll, és/vagy kalibrator anyag,
amelyekhez a teszteket igazitani lehetne,

o Kkll6énb6zd interpretacios megkozelitést (abszolut D-dimer koncentracid, illetve FEU
koncentracio, amely a dimerizaciot hivatott figyelmbe venni),

o kllénb6zd mértékegységeket (ng/ml, mg/ml, ng/dl mg/dl stb.),
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e lletve klinikai kiiszobértékeket alkalmaznak

e a D-dimer préba nem kiiszdbdli ki a heterofil immunreakciokat

Mivel a D-dimer tesztek standardizalasa eddig sikertelen volt, a nemzetkozi ajanlasokban a
tesztek harmonizalasara térekednek. (Dempfle, 2006; Stegnar és Bozic, 2008). Mullier és
munkatarsai (2014) o6t kdlénb6zd D-dimer tesztet hasonlitottak 06ssze, a vizsgalati
eredmények kozti kulénbségek csOkkentésére a kiszdbértékeket valtoztattak meg,

figyelembe véve a betegek életkorat.

A legtdbb esetben matematikai modellek alkalmazasaval kisérelték meg a kilénb6z8 probak
altal kiadott eredmények dsszehangolasat (Dempfle és mtsai., 2001; Jennings és mitsai.,
2007; Meijer és mtsai., 2006).

Nieuwenhuizen (1997) az els6k kozott foglalkozott a D-dimer tesztek harmonizalasaval.
Kulénbdzd betegségekben szenvedé emberek vérplazma mintait 6ntotte 6ssze, tobbféle
mintakeveréket hozva létre, melyeket 6t kilonbdzé D-dimer teszttel mért le. Az egyes tesztek
altal kiadott D-dimer értékek atlaga alapjan minden keverékhez hozzarendelt egy
konszenzus értéket, mellyel késébb az adott préba altal kiadott eredményt korrigalta. A
korrelaciés vizsgalatok soran kapott regresszios koefficiens értékek 0,7-0,92-ig terjedtek,
mely eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy egy konverzios faktor hasznalata megfelel®

megkozelités lehet a kilonbdzd tesztek altal adott eredmények harmonizalasara.

Dempfle és mtsai. (2001) hasonloképpen matematikai modszert hasznaltak a kisérleteikben
és konverzids faktor szamolasaval érték el, hogy a vizsgalataikba bevont 23 kiilénb6z6 D-

dimer teszt kozotti korrelaciot ndvelni, javitani tudtak.

Bar a fent emlitett megkdzelitések azt mutatjak, hogy a harmonizaciéra van esély, de ehhez
ezeket a modszereket széles korben alkalmazni kellene. Ehhez a jelenlegi médszerek
tovabbi tesztekre vald kiterjesztésére volna szikség (Favresse és mtsai., 2018). A
Nemzetkdzi Thrombosis és Haemostasis Tarsasag (ISTH) fibrinolysis és DIC
standardizacioval foglalkozé albizottsaga is felhivast intézett a D-dimer tesztek

harmonizacios problémajanak megoldasara (Longstaff és mtsai., 2016).

3.2.5 Diagnosztikai prébakat jellemzé mutatok

A diagnosztikai prébak jellemzésekor tobbféle paramétert is vizsgalhatunk. Ezek kozul

legjellemz8bbek a proba egy adott betegségre megallapitott szenzitivitas és specificitas
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értékei, a negativ és pozitiv prediktiv értékek, tovabba a vevé miikddési karakterisztika goérbe
(ROC) analizis.

Alapvetéen a probak diagnosztikai értékét a szenzitivitas és specificitas értékek
meghatarozasaval lehet megadni (Zweig és Campbell, 1993). Mindezek megallapitdsahoz a
vizsgalt betegségben szenveddk, illetve az egészseégesek csoportjaiban is elvégzik az adott
prébat, melynek eredménye alapjan pozitivnak, vagy negativnak mindsitik 6ket. A proba altal
adott pozitiv/negativ eredmények és a mas moddszerekkel bizonyitottan betegek, illetve
egeszséges egyedek eredményeinek Osszevetése alapjan négyféle kategoriat allapitanak

meg, melyek az alabbiak:

e valds pozitiv teszt (TP= true positive),
e valds negativ teszt (TN= true negative),
e tévesen pozitiv teszt (FP= false positive),

o tévesen negativ teszt (FN= false negative).

Mindezek alapjan a diagnosztikai szenzitivitds annak a valdszinlisége, hogy a proba értéke

pozitiv lesz azoknal a személynél, akinél a betegség valéban fennall: TP/(TP+FN).

A diagnosztikai specificitas ezzel szemben azt jellemzi, hogy a préoba mekkora biztonsaggal

azonositja az egészséges egyedeket: TN/(TN+FP).

Egy idedlis diagnosztikai préba eredményei nem mutatnanak atfedést a betegek és
egészségesek csoportjai kozott, illetve szenzitivitas és specificitas értékeként is 100%-ot
kellene adnia. Azonban a valésagban szamos diagnosztikai préba eredményeinek

eloszlasaban atfedést lathatunk a betegek és az egészségesek eredményei kozott.

Ha a diagnosztikai kiszobértéket valtoztatjuk, jelentésen befolyasoljuk a szenzitivitas és
specificitas értékek alakulasat is. Alacsonyabb dontési szintet valasztva né az érzékenység,
mivel a hamis negativ eredmények szama csokken, ellenben a hamis pozitivaké ndvekszik.
Noévelve a kliszObértéket nagyobb specificitast ériink el, ugyanis ez tébb hamis negativ, és

kevesebb hamis pozitiv esetet eredményez (Fazekasné Kis, 2002).

Az ROC gorbe analizis a diagnosztikai probak hatékonysaganak elemzésére és
szemléltetésére alkalmazott mddszer, mely hasznos lehet kulonbdz6 probak
hatékonysaganak Osszehasonlitasara is. Az ROC gorbével abrazolhaté az adott préba

eredményeinek atfedése a betegek és az egészségesek csoportjainak adataibdl, az egyes
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kiszobértékek mentén. A gbérbe minden pontja egy szenzitivitasi és specificitasi pontpart
jelenit meg egy adott kiiszobértéknél. A gorbét egységnégyzetben abrazolva, az x-tengelyén
az (1-specificitas), y tengelyén pedig a szenzitivitas értékeket tlntetik fel. A proba
hatékonysaga annal jobb, minél inkdbb a maximalis felé kdzelitenek a szenzitivitas és
specificitas értékek, ez az ROC gorbén ugy jelenik meg, hogy a gorbe az egységnégyzet bal
fels6 sarkahoz kozelit. A préba hatékonysaga kifejezheté a gorbe alatti tertilet mérészamaval
is. Idealizalt esetben ez a szam maximalis, vagyis = 1, ami azt jelenti, hogy a teszt a betegek
és az egeészségesek eredmeényeit tokéletesen jol szétvalasztja, megkllonbozteti egymastol.
Viszont a legtobb diagnosztikai préba esetében az eredmények eloszlasaban valamilyen

szint( atfedést tapasztalhatunk a betegek és az egészségesek csoportjaban (3. abra).
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3. abra Egy diagnosztikai proba adott betegségre vonatkoztatott ROC goérbéjének

abrazolasa

Figyelembe véve adott diagnosztikai préba felhasznalasi céljat, akkor érdemes nagy
szenzitivitasu tesztet alkalmazni, amennyiben minden beteget azonositani akarunk.
Hasonloképpen akkor is egy nagy szenzitivitasu tesztet érdemes elényben részesiteni, mikor
a teszteredmény alapjan egy betegség kizarasa a f6 cél (Lasd: D-dimer proba), mivel ez

esetben nagy valdszinliséggel pozitiv eredményt kapunk a betegség fennallasa esetén.

Mig a szenzitivitas és specificitds a vizsgalt proba megbizhatésagardl informal, addig a
pozitiv és negativ prediktiv érték az egyén szempontjait is figyelembe veszi. A negativ
prediktiv érték (NPV), annak a valdszinlisége, hogy egy negativ eredmény esetén a vizsgalt
egyén nem beteg. A pozitiv prediktiv érték (PPV) pedig annak a valoszinlsége, hogy pozitiv
eredmény esetén valdban fennall a betegség. Meghatarozasuk az alabbi szamitasok alapjan
torténik (Miseta, 2003):
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NPV = TN/ (FN + TN)

PPV = TP/ (FP + TP).

3.2.6 A VTE betegség leirasa, el6fordulasa

A vénas thromboembolids betegségek sulyos és akar életveszélyes kdvetkezmeényekkel is
jaré6 megbetegedések. Legelterjedtebb formai, a mélyvénas thrombosis és a tidéembdlia. A
mélyvénas thrombosis legtdbbszdr az alsé végtagok mélyvénaiban alakul ki, akadalyozva a
vér aramlasat, ezaltal duzzanatot, fajdalmat idézve el6. Komolyabb veszélyt az jelent, ha a
veérrogbdl kisebb — nagyobb darabok leszakadnak, melyek a vérarammal a sziven keresztil
a tudébe jutnak, tidéembdliat okozva. Ha az embolus egy kisebb tud&artériat zar el, az
értertletben véres beszlirédés lép fel, mely megtélti az alveolusokat, és tlddinfarktust
eredményez. Abban az esetben, amikor id6rél — idére tobb, kisebb embdlus kerll a tiddbe,
kronikus multiplex microembolisatio 1ép fel. A legsulyosabb szovédményt az jelenti, ha egy
kellben nagy méretli embdlus az arteria pulmonalist, vagy annak valamely féagat zarja el,
mely kovetkeztében sulyos sokk léphet fel és azonnali halalt okozhat (Magyar és Petranyi,
1974).

A VTE évente atlagosan a populacio egy ezredét érinti, viszont ndvekvé eléfordulas
tapasztalhaté az idésebb, 75 év feletti korosztalyban. Az 6 esetikben 100 emberbdl 1-nél
jelentkezik a betegség. Egy kimutatas szerint az el6fordulasi valészinliség csdkkenést mutat
a populacié fiatalabb rétegeiben, ahol a VTE megkdzelitéleg 10000 emberbdl 1-nél fordul el
az egészséges, 15 és 49 év kdzotti ndi populaciét vizsgalva (Vandenbroucke és mitsai.,
2001).

3.2.7 A VTE diagnosztizalasa D-dimer koncentracié meghatarozassal és képalkoté
moédszerekkel

A VTE diagnosztizalasahoz a jellegzetes tinetek, klinikai adatok jo iranymutatéknak
szamitanak, de a vénas thromboembolidas betegségek diagnoézisat nem lehet kizarélag a
klinikai értékelésre alapozni, ugyanis a klinikai jelek és tinetek a DVT és a PE esetében sem
kell6képpen specifikusak. Annak ellenére, hogy a klinikai adatok ismeretében biztos
diagnézis nem adhatd, mégis nagy segitséget jelentenek abban, hogy a klinikusok
klldnbdzd6 kategoriakba sorolhassak a betegeket a VTE valoszinliségének szempontjabdl. A
klinikai valoszinliségek megitélését predikcids pontozasi rendszerek alapjan végzik (Wells és
Geneva pontrendszerek), melyek szerint kis, kdzepes és nagy valészinliségi csoportokba

oszthatoak a vizsgalt betegek (Ten Cate-Hoek és Prins, 2005; Wells, 2007; Wells és mtsai.,
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2000). Ha ezt az értékelési rendszert a D-dimer probaval kombinaljuk, mar megbizhato
kovetkeztetésekre juthatunk. Amennyiben egy kvantitativ és egyben kelléen magas NPV-kel
rendelkezd D-dimer teszttel mért negativ eredményhez (kiiszdbérték alatti eredmény), kis-
vagy kozepes klinikai valoszinliség parosul, akkor erés bizonyossaggal zarhato ki a VTE.
Abban az esetben viszont, hogyha a betegnél a pontrendszer alapjan nagy valésziniiséggel
van jelen a VTE, akkor a D-dimer proba elvégzése kevésbé informativ, kizarasra ebben az
esetben nem alkalmazhatd, csak tamogathatja a diagnozist (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2011).

Tdbb, mint ezer beteg eredményét elemzd tanulmanyban tébbféle — ELISA- méddszeren,
illetve latex immunturbidimetrian alapuld D-dimer prébat vetettek dssze, és a tidéemboliat
kizard szerepiket vizsgaltak. Osszesitett eredmények alapjan, az ELISA probak specificitasa
atlagosan 45%, szenzitivitasuk 95%, a latex turbidimetrias teszteké pedig 51% és 93% volt.
Mindezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy mindkét mdédszeren alapuld proba
alkalmas a tidéembodlia kizarasara, a Wells és a Geneva pontrendszer szerint kis- vagy
kozepes valdszinliségi értékek figyelembe vétele mellett (Segal és mtsai., 2007). Egy masik
tanulmanyban, Stein és munkatarsai (2004) kézel 80 VTE-gyanus betegenkiiléonb6zé tipusu
D-dimer tesztekkel végzett vizsgalatokat elemeztek. Osszességében a legérzékenyebbnek
az ELISA és kvantitativ rapid ELISA probak bizonyultak, az DVT esetében ez 96%-ot, mig a
PE-nél 97% szenzitivitdsi értéket jelentett. Az érzékenység alapjan megallapitott NPV
ezeknél a probaknal kelléen magas, igy alkalmasnak tekintheték énmagukban is a VTE

kizarasara (Pinczés és Speer, 2009; Stein és mtsai., 2004).

A D-dimer proba kis specifikussaga miatt a betegség fennallasat nem lehet csak a pozitiv D-
dimer eredményre alapozni. Mivel szamos mas betegség és allapot hatasara is
megemelkedhet a D-dimer koncentracioja a vérben, ezért a pozitiv vizsgalati eredményt nem
tekinthetjuk a VTE igazolasanak, ebben az esetben csak a tovabbi képalkoté diagnosztikai

vizsgalatok indikacidjara szolgal.

A mélyvénas thrombosis gyanuja esetén, képalkotd vizsgalatként elsésorban az alsé végtagi
mélyvénak Doppler-ultrahangos vizsgalatat, szikség estén izotopvizsgalatot végeznek. A
tidéembdlia igazolasara a ventillacids/perfuzios tiddszcintigrafia alkalmas, valamint indokolt
esetben pulmonalis angiografia, vagy spiral computer tomographia (CT) segit a diagnézis

felallitasaban (Michiels és mtsai., 2003).
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3.2.8 Disseminalt intravascularis coagulatio diagnosztizalasa

A DIC rendszerint hirtelen fellépd, sulyos, az életet is veszélyeztet6 allapot, melyet a
hemosztatikus rendszer tartés aktivacioja jellemez. Ennek soran intravascularis
thrombingeneracio, fibrinképzédés 1ép fel, azaz vérrogok képzddnek a véraramban, amelyek
elzarjak a vékonyabb ereket, és elhasznaljdk a véralvadashoz szikséges faktorokat. Az
allapot rendszerint kiterjedt alvadassal kezdddik, majd ahogy az alvadasi faktorok jelenléte
csOkken a véraramban, sulyos vérzés lép fel. A fokozott alvadas fokozott fibrinolysissel is jar

(Favresse és mtsai., 2018; Kelly és Schindler, 1998).

A diagnozis felallitasahoz tébb paraméter egyuttes ismerete sziikséges. Jellemzd a vérben
hirtelen lecsdkkent vérlemezkeszam, és a megnyult alvadasi id6. A D-dimer és egyben a
fibrin degradacios termékek emelkedett koncentracidja, illetve az alvadasi faktorok
csOkkenése is nagyban hozzgjarul a diagnézis megerdsitéséhez. Viszont hasonléképpen a
mélyvénas thrombosishoz és tidéembdlidhoz, kizardlag a pozitiv D-dimer eredmény alapjan
nem allithatd fel a DIC diagndzisa, mivel a D-dimer értéke szamos mas klinikai allapot
esetén is megemelkedhet. A betegség kezelése szempontjabdl kiemelkedéen fontos a korai
diagnozis megallapitasa, illetve a kivaltd ok feltdrasa, és megsziuntetése. Ezen okok
lehetnek: fertézés, trauma, rosszindulati daganat, immunoldgiai rendellenesség, szllészeti

betegségek, toxinok jelenléte, vagy gyulladasos betegségek (Wada és mtsai., 2014).

3.3 A D-dimer vizsgalat diagnosztikai jelentésége az allatgyégyaszatban

A D-dimer érték meghatarozasa allatorvosi szempontbdl is jelentés, ugyanis a
hipercoagulatios, fokozott véralvadassal jaré allapotok az allatokban is emelkedett D-dimer
koncentraciot eredményeznek, amelynek diagnosztikai értékével tdébb tanulmanyban is

foglalkoztak, elsésorban a kutyak, de a lovak, és a macskak esetében is.

El-Zahar és munkatarsai (2018) szerint a sulyos kélikdban szenvedd lovaknal az emelkedett
D-dimer koncentracié egy fontos diagnosztikai paraméter, mely egyben a DIC jelenlétére is
utal. Egyes vizsgalatokban a magas D-dimer érték negativ prognosztikai mutaténak bizonyult
a kélikas megbetegedés kimenetelére nézve (Cesarini és mtsai., 2010; Sandholm és mtsai.,
1995).

Macskak esetében is, ugyancsak a DIC-el kapcsolatban tapasztaltak emelkedett D-dimer
értékeket (Tholen és mtsai., 2009). Mas betegségeknél is felléphet fokozott coagulatio,

melyeknél magasabb D-dimer koncentraciordl szamoltak be. Ebben a sorban kell emlitenink
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a macskak fertéz6 hashartyagyulladasat (Hartmann, 2005), valamint a macskak gyakori
szivelégtelenségét, a hypertrophias cardiomyopathiat (Bedard és mtsai., 2007; Brazzell és
Borjesson, 2007; Kim, 2014; Stokol és mtsai., 2008).

3.3.1 D-dimer koncentracié vizsgalata kutyak egyes megbetegedéseinél

Kutyak esetében a D-dimer koncentracié vizsgalatanak elsésorban a tidéembdlia és a DIC
meghatarozasaban van jelentésége, de a thromboembolias betegségeken kivil szamos mas
korkép — vérzés, vese, sziv- és maj elégtelenség, mitét utani allapotok és a daganatos
megbetegedések — esetén is emelkedett lehet az értéke (Giannoulopoulos és mtsai., 2010;
Stokol, 2003). Emiatt a D-dimer értéknek még magas szint(i emelkedése sem teszi lehetévé
a pontos diagnozis felallitasat. Epstein és munkatarsai (2013) a D-dimer koncentracio
diagnosztikai jelentéségét vizsgalva a tidéembolidaban szenvedd kutyaknal azt tapasztaltak,
hogy 250 ng/ml-es (0,5 ug/ml FEU) kiiszdbértéket alkalmazva nagy biztonsaggal kizarhaté
volt a tudéembolia. Ugyanakkor az emelkedett D-dimer koncentraciéo mérésével nem lehetett
a betegséget specifikusan megallapitani, a tidéembdlia meglétét bizonyitani. Tick és mtsai.
(2008) vizsgalataik soran arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a magas D-dimer érték
jelentés Osszeflggést mutatott a tudéembolia fennallasaval. Egy masik tanulmanyban
Nelson és Andreasen (2003) egészséges és tudéembolias kutyakat vizsgaltak. Az
egészséges kontroll csoport esetében 250 ng/ml (0,5 ug/ml FEU) D-dimer koncentracio
alatti, ugyanakkor a tudéembolias, beteg kutyak csoportjanal igen magas, 2000 ng/ml (4
pg/ml FEU) feletti értékeket mértek.

Egy masik, a kutyakat érint§ sulyos thromboembolias és vérzéses megbetegedés a DIC,
mely mindig valamilyen mas betegség kdvetkezménye, mint példaul a neoplasia, fert6zés,
hasnyalmirigy gyulladas (pancreatitis), szivinfarktus vagy az immun-kozvetitett hemolitikus
anémia (IMHA) (Stokol és mtsai., 2000). A DIC diagnosztizalasa is meglehetésen nehéz,
mivel csak tébb klinikai és laboratériumi vizsgalat eredményének dsszegzésével allithato fel
a helyes diagnézis (Giannoulopoulos és mtsai., 2010). Stokol 20 DIC-ben szenvedd és 30
egészséges kutyat vizsgalt, és a D-dimer értékeket latex agglutinaciés és
immunturbidimetrias probakkal mérte. Vizsgalatai soran azt talalta, hogy a DIC-ben
szenvedd kutydk esetében magasabb volt a D-dimer koncentraciojanak atlagértéke, mint az

egészséges kutyak csoportjaban (Stokol és mtsai., 2000).

A D-dimer koncentracio vizsgalatanak jelentdségérdl a DIC-ben szenvedd kutyak esetében

tobb kozlemény is beszamol (Caldin és mtsai., 2000; Griffin és mtsai., 2003; Machida és
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mtsai., 2010). A vizsgalati eredményeik alapjan a D-dimert a DIC egyik fontos, alkalmazhaté

diagnosztikai markeréenek vélik.

3.3.2 A D-dimer tumormarker szerepe human- és allatgyégyaszati vonatkozasban

A szakirodalomban szamos kézleményt talalunk, amelyek human klinikai vizsgalatokra
alapozva arrél szamolnak be, hogy a D-dimer emelkedett koncentraciéja és a szervezetben
lévé tumor Gsszefiiggésben allhat, és ezaltal a D-dimer potencialis prognosztikus markerként
hasznalhato (Nagy és mtsai., 2012). Kiilénb6z6 daganattipusokat vizsgaltak és 6sszefliggést
talaltak az emelkedett D-dimer érték és a tid6 (Altiay és mtsai., 2007; Gabazza és mtsai.,
1993), az eml6 (Blackwell és mtsai., 2000; Dirix és mtsai., 2002; Khan és mtsai., 2007), a
mozgasszervi (Morii és mtsai., 2008), a prosztata (Adamson és mtsai., 1993; Khoury és
mtsai., 2010; Nakashima és mtsai., 1995) a nyaki (Gadducci és mtsai., 1993), valamint a
vastagbél daganatokkal (Kilic és mtsai., 2008) diagnosztizalt betegek esetében. Ugyanakkor
az Allatorvosi szakirodalomban minddssze csak néhany kdzlemény szamol be arrdl, hogy
daganattal diagnosztizalt kutyak esetében is vizsgaltdk a D-dimer értéket, és Osszefliggést
taldltak a daganat és az emelkedett D-dimer érték k6zott. Andreasen és munkatarsai (2012)
a coagulatiot és a fibrinolysist jellemzé paramétereket vizsgaltak 71 malignus tumort hordozé
beteg kutyanal, és a hemostatikus paraméterek valtozasait vetették 6ssze a daganat
tipusaval, és a korfolyamat el6rehaladott allapotaval. A D-dimerre vonatkozélag azt talaltak,
hogy azoknal a kutyaknal, melyeknél tavoli attétet allapitottak meg, szignifikansan
emelkedett a fibrinogén és a D-dimer érték is, szemben a helyi invaziv vagy nem-invaziv
tumorokkal (Andreasen és mtsai., 2012). Egy masik tanulmanyban a D-dimer koncentraciot
és a thrombocyta szamot vizsgaltak egészséges, illetve kilénb6zé betegségekben szenvedd
kutyaknal. Hatféle betegcsoportot alakitottak ki, melyek k6zoétt a neoplasias kutyak csoportja
(n=28) volt az egyik. Kimutattak, hogy a D-dimer koncentracid6 ebben a csoportban is

jelentésen emelkedett volt (Kang és mtsai., 2016).

3.3.3 D-dimer tesztek validalasa kutyaktol szarmazé mintak vizsgalata céljabél

A szakirodalom adatai szerint a legtobb esetben az allatok D-dimer értékét az emberi
vérplazma mintak vizsgalata céljabdl el6allitott D-dimer tesztekkel (anti-human D-dimer
monoklondlis ellenanyagokkal) mérték. Az ilyen teszteket a kutya mintak vizsgalatara
alkalmassa téve validaltak (Giannoulopoulos és mtsai., 2010), az ebekhez igazitott

kiszobértéket rendelve a teszthez.
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A kereskedelmi forgalomban korabban elérheté volt, egy kifejezetten a kutyak D-dimer
az AGEN Canine D-dimer teszt (Vedco, St. Joseph, MO), amelyet a gyarté a DIC-ben
szenved® kutyak diagnosztizalasara ajanlott. Griffin és mtsai. egy 2003-as tanulmanyaban
kilonb6zd betegségekben (DIC, thromboembolia, hemorrhagia) szenvedd kutyakat vizsgalt
ezzel a kutya- specifikus D-dimer teszttel (Griffin és mtsai., 2003). Az6ta ez a teszt mar nem
erhetd el, nem forgalmazzak (Giannoulopoulos és mtsai., 2010). Tudomasunk szerint
jelenleg nincs kereskedelmi forgalomban olyan D-dimer diagnosztikai teszt, amelyet
specifikusan a kutya vérplazma mintak vizsgalatara ajanlananak. Ugyanakkor szamos
human plazma D-dimer vizsgalatara hasznalt diagnosztikai probat talaltak alkalmasnak kutya
mintak vizsgalatara. A mérési mod szerint ezek kdzott vannak immunturbidimetrias probak,
pl. Tina-quant D-dimer (Boehringer Mannheim, Mannheim, Németorszag) (Caldin és mtsai.,
2000; Stokol és mtsai., 2000), latex agglutinacios probak, Accuclot D-dimer (Sigma Chemical
Co, St Louis, MO) (Nelson és mtsai.,, 2009; Stokol és mtsai.,, 2000), valamint
immunometrikus Nyco Card ,point-of care” teszt (AXIS-SHEILD PoC AS, Oslo, Norvégia)
(Dewhurst és mtsai., 2008).

3.4 A D-dimer prébakban alkalmazott ellenanyagok ismertetése

3.4.1 Szerkezeti felépités

Az ellenanyagok az immunglobulinok kézé tartozd, specifikus felismer6 molekulak. Az
ellenanyagok keletkezését kivaltd, azok altal felismert és velik kdlcsonhatasba 1ép6
anyagokat antigénnek nevezzik. Az ellenanyag az antigénen lévé adott epitdpot ismer fel.
Az ellenanyagok a szervezetben a vérben, széveti folyadékban, valadékokban fordulhatnak
el6, a memoéria immunvalasz részeként, az immunrendszer B-sejtjeibdl szarmazd kldnok

termelik.

Az immunizalast kdvetéen a vérben megjelend IgM ellenanyagokat 1gG valtja fel, illetve az
immunvalasz el6rehaladtaval, vagy tobbszori antigéninger hatasara egyre hatékonyabb

ellenanyagok keletkeznek, ezaltal az immunvalasz gyorsabb és hatékonyabb lesz.

A komplex antigén poliklonalis immunvalaszt valt ki, ami eltéré specificitasu ellenanyagok
termelédéséhez vezet, melyek az adott antigén kuldnbdzd epitopjait ismerik fel. A
monoklonalis ellenanyagok ezzel szemben egyetlen B-sejt klén termékei, igy azonos

specificitasuak, az antigénen egyetlen epitoppal reagalnak.
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Az ellenanyag térszerkezete Y-hoz hasonlit, felépitésiik szerint szimmetrikusak, négy
polipeptidlancbdl allé egységet alkotnak: két-két egyforma kénnyl és nehéz lancbdl allnak.
Egy koénnydlanchoz diszulfid hiddal egy nehéz lanc kapcsolodik, a két nehéz lanc pedig

egymashoz szintén diszulfid hidakkal kapcsolodik (4. abra).

Antigen
[ Antigen-binding site |
w
Sz
L chain
Antibody
H chain
4. abra Az ellenanyag szerkezete, antigénfelismerés

Forras: www.mblbio.com
Megjegyzés: Antigen-binding site: Antigén-kété oldal; L chain: Kénnyti lanc; H chain: Nehéz lanc.

Ha a nehéz lancokat a kapocsrégié kérnyékén papainnal elhasitjak, a molekula Fc és és két
Fab részre esik szét. Ez utdbbi részen talalhatd az antigénkoté hely. A human
immunglobulinok nehézlancuk szerint 5 izotipusba sorolhatok: IgA, IgD, IgE, 1gG és az IgM,
melyek funkcionalitdsukban és szerkezetukben is mutatnak kulonbségeket. A
koénnydlancoknak két tipusa van: A és k. Az ellenanyagok nagy része (75%) az IgG osztalyba
tartozik, melyeknek jelentés része a masodlagos immunvalasz soran képz6dd ellenanyag.
Az |gG osztaly tovabbi négy alosztalyra oszthato fel, melyek az 19G1, 1gG2, 1gG3 és az 1gG4
alosztalyok (Gergely és Erdei, 2000).
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3.4.2 Monoklondlis ellenanyagok

A monoklonalis ellenanyagok olyan immunfehérjék, melyeket egyetlen B-lymphocytabdl
szarmazo sejtvonal sejtjei termelnek, igy azonos specificitasuak, az antigénen egyetlen

epitop felismerésére képesek. Az ellenanyagot termel§ sejtvonal hibridoma sejtjei a B-

c sy

A monoklonalis ellenanyag eléallitasanak torténete

Jerrold Schwaber, 1973-ban irta le el6szor a monoklonalis ellenanyagok eldallitasat human
és egér hibrid sejtek alkalmazasaval (Schwaber et Cohen, 1973). Két évvel késébb, 1975-
ben, Georges Kohler és Cesar Milstein kidolgoztdk a hibriddma (szomatikus
sejthibridizacios) modszert, mely munkajukért Nobel-dijat kaptak (Kohler és Milstein, 1975).
A modszer lehetbvé teszi, hogy a korlatozott élettartamu immunsejt, mely adott tulajdonsagu
ellenanyag termelésére képes, kontrollaltan szelektalhaté és korlatlan ideig fenntarthato,
szaporithatd legyen (Erdei, 2006). Mivel a monoklonalis ellenanyagok egy-egy kivalasztott
kion termékei, igy minden szempontbol -mint példaul affinitas, fajlagossag- azonos
molekulak. Az antigénnek ugyanazon epitopjat ismerik fel, és kapcsolddnak hozza (Little és
mtsai., 2000).

Hibridéma technika elve

A monoklonalis ellenanyagot termel6 sejtvonalak el6allitasara hasznalatos legelterjedtebb
modszer a hibriddma technika, mely soran elsdé Iépésként kilonb6zé allatokat —
leggyakrabban egereket — immunizalnak egy adott antigénnel. Az ennek kdvetkeztében
fellépé immunvalasz soran az allat |épében talalhaté B-lymphocyta sejtek ellenanyagot
kezdenek termelni a szervezetikbe kerult antigén, pontosabban az antigén felszinén lévd
epitopok ellen. A kovetkez6 |épésben a Iépsejtbdl szarmazd lymphocytakat korlatlan
szaporodasra képes myeloma sejtekkel fuzionaljak, amelyeknek génallomanyabdl hianyzik a
hypoxantin-guanin-foszforiboziltranszferaz (HGPRT) gén, ezaltal képtelenek a nukleotid
szintézisre. Ezutan a sejtfuzioval létrejott un. hibriddma sejteket egy szelektiv tapfolyadékban
(hipoxantin, aminopterin, timidin (HAT) médium) in vitro kultivaljak, mely a nukleotid
szintézist gatlé hipoxantin-aminopterintimidint tartalmaz (Little és mtsai., 2000). A szelektiv
tapfolyadékban igy csak azok a hibriddma sejtek maradnak fenn, melyek a myeloma sejtek
korlatlan szaporod6 képességével és a B-lymphocytak szelektiv rezisztenciajaval (nukleotid

szintézis képesség) is birnak (5. abra).
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5. abra Hibriddma sejt el6allitasa

Forras: Immunolégiai és Biotechnologiai Intézet PTE KK el6adas

Megjegyzés: HGPRT+/-: hypoxantin-guanin-foszforiboziltranszferaz gén megléte/hianya; Ig+/-:

Immunglobulin termelé gén megléte/hianya; HAT: hipoxantin-aminopterin-timidin szelekciés médium

A kezdeti hibriddma sejtkultura még az ellenanyagok keverékét tartalmazza, a sejtek tobb B-
lymphocyta klonra vezethet6k vissza, amelyek mindegyike egy-egy epitop ellen termelt
specifikus ellenanyagot szekretal a médiumba. igy az ellenanyagok ebben a stadiumban
poliklondlisak, monoklonalis ellenanyag elballitdsahoz a sejtek klonozasara van szikség
(Liu, 2014). Az egyes klonokat higitassal valasztjak szét egymastol sejttenyésztd lemezeken,
oly médon, hogy minden véjatba egy sejt kerll, majd a felnbvekvd sejtcsoportok altal termelt
specifikus ellenanyag aktivitasat tesztelik. A pozitiv valaszt ado, ellenanyagtermel6
sejtcsoportokat szeparalva felndvesztik, ujraklonozzak, majd ujra vizsgaljdk (Li és mitsai.,
2010). Az igy létrehozott sejtvonal altal termelt ellenanyagok, egy klonbdl szarmazé sejtek

termékei, a monoklonalis ellenanyagok.
3.5 Az ellenanyagok immobilizalasa latex agglutinaciés prébakban

Az utdébbi évtizedekben egyre elterjedtebben hasznaljak az immunoldégiai eljarasokon alapulé
Klinikai diagnosztikai moddszereket, kdszdnhetéen magas érzékenységliknek és

specificitasuknak. A szamos immunoldgiai vizsgalati modszer kozul a latex részecskék
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agglutinaciojan alapulé modszereket széles kdrben alkalmazzak az orvosi diagnosztikaban,

amellyel a folyékony mintakban az antigén kis mennyiségének kimutatasara nyilik mod.

Ezen vizsgalatok elénye, hogy az eljarasok egyszeriiek, biztonsagosan elvégezhetbek, rovid
id6 alatt juthatunk eredményhez. Az agglutinaciés reakcid magaban foglalja a hordozo

nanorészecskék (latexszemcsék) in vitro aggregaciojat.

Az aggregacié az ellenanyagok és antigének kozotti specifikus reakcid kdvetkeztében jon
létre, melyhez sziikség van az egyik, - jelen esetben ellenanyag - latex szemcsén torténé
immobilizalasara, mig az antigént a vizsgalt minta tartalmazza. A minta és az ellenanyaggal
boritott latex szuszpenzié Osszekeverése soran zajlik le az antigén-ellenanyag reakcio,

agglutinaciot eredményezve (Molina-Bolivar és Galisteo-Gonzalez, 2005).

Az ellenanyagok latex szemcsén torténé immobilizalasanak egyik modja, hogy kovalensen
kapcsoljak a karboxilalt latex szemcsék fellletéhez. Ennek soran a latex szemcsék felszinén
lévé karboxil csoportokat vizoldhatd 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimiddel (EDAC)
aktivaljak, a reakcioé soran egy instabil, aktiv kdztestermék keletkezik (O-acil-izo-urea), amely
kénnyen hidrolizalodik. A koztestermék gyors hidrolizisének megakadalyozasara N-hidroxi-
szulfoszukcinimidet (NHS) adnak a reakciohoz, az igy keletkez6 stabil NHS észter
kdztestermék lassitjia a primer aminnokkal fellépd reakciot, hatékonyabb fehérje felkotést
tesz lehetévé (Wickramathilaka és Tao, 2019). Az ellenanyag az N-terminalis végén 1évd

antigén kot6 helyen kapcsolddik az aktivalt koztestermékhez.

3.6 Célkitlizések

1. A doktori munka elsédleges célja egy uj D-dimer-specifikus monoklonalis ellenanyag
el6allitasa volt, amelyet latex-agglutinacion alapulé immunturbidimetrias diagnosztikai
préba eléallitasahoz kivantunk hasznaini.

2. Ehhez célul tiztuk ki az uj ellenanyag széles korli immunoldgiai jellemzését, kulonds
figyelmet forditva az ellenanyag specificitasat is jelentésen meghatarozo
keresztreakcié vizsgalatokra, illetve a D-dimer antigénen felismert epitop
meghatarozasara.

3. Tovabbi célunk volt egy, a latex-agglutinacion alapulé immunturbidimetrias D-dimer
diagnosztikai teszt el6allitasa, mely soran az ellenanyagot latex mikroszemcsék

fellletére rogzitjuk.
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4. Végs6 célként az ellenanyagra épult diagnosztikai teszt human Klinikai
teljesitményének értékelését, illetve allatorvosi gyakorlati alkalmazasat kivantuk

vizsgalni.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Monoklonalis ellenanyag eléallitas
4.1.1 D-dimer antigén preparalasa

A D-dimer antigén el6allitasahoz, fibrin alvadékot hoztunk Iétre, olyan maodon, hogy
kalciumot és thrombint tartalmazoé thrombin idé reagenst (Dia-TT, Diagon Kft., Budapest,
Magyarorszag) adtunk human plazmahoz, és 90 percig 37 °C-on inkubaltuk. A keletkezett
alvadékot 16000 g-vel, 10 percig centrifugaltuk, majd 50 ml TSC pufferben (50 mMTris, 150
mM NaCl, 10 mM CacCl; ,1g/l NaN3; pH 7,4) inkubaltuk 37 °C-on, 16 6ran keresztiil. A nem
koagulalt anyagoktél a fibrint tébbszori atmosassal tisztitottuk meg. A fibrin polimert
plasminnal (Calbiochem, San Diego, CA) emésztettik, az enzimet 2,5 ug/ml
végkoncentraciéban alkalmazva, melynek kovetkeztében degradacios termékek keletkeztek.
Az emésztést 37 °C -on végeztik, az anyagok razoéinkubatorban torténé folyamatos
mozgatasa mellett. Az alvadék feluluszojat begyljtottik és Ujra TSC puffert és enzimet
adtunk a megmaradt alvadékhoz. Ezeket a lépéseket folyamatosan ismételtik, az alvadék
telies emésztéséig. Az emésztett fragmentumokat tartalmazo fellliszékat Sephadex G-25
oszlopon (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) tisztitottuk, és Amicon Ultra szirén (100000
molekulatdmeg elvalasztasi érték) (Millipore, Billerica, MA) tdményitettiik. Az emésztés soran
keletkezett fibrin degradaciés termékek molekulatomegét natrium-dodecil-szulfat
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) és Western blottal hataroztuk meg. A termék funkcionalis
aktivitasat ELISA modszerrel (Asserachrome D-dimer, Diagnostica Stago Inc., Parsippany,
NJ) és D-dimer latex immunturbidimetrias prébaval (DiaSys Diagnostic Systems GmbH,

Holzheim, Németorszag) mértuk.
4.1.2 Immunizalas

A kisértletben 6 db, 8 hetes, néstény, 18-20 grammos Balb/c AnN Crl BR egeret (Charles
River, Wilmington, MA) hasznaltunk. Valamennyi allatot szigorian a Nemzeti Elelmiszerlanc-
biztonsagi Hivatal, Allategészségiigyi Diagnosztikai |gazgatésag, laboratériumi allatok
gondozasara és felhasznalasara vonatkozd utmutatéjaban foglalt ajanlasokkal 6sszhangban
tartottunk, illetve a Munkahelyi Allatjéléti Bizottsag (MAB) altal jovahagyott kisérleti

munkaterv szerint kezeltlink.

Az immunizalas soran 3-3 db egeret intraperitonealisan (i.p.), illetve subcutan (s.c.) oltottunk,
200 pl D-dimert és komplett Freund adjuvanst (CFA) (SigmaAldrich Co., St. Louis, MO)

38



tartalmazo keverékkel. Az oltdanyag szuszpenziok kiildonbdzé mennyiségekben tartalmaztak
az 1 mg/ml koncentracioju sajat preparalasu D-dimert (100, 50 és 25 pl), melyeket fizioldgias
konyhasooldattal 100 pul-re egészitettink ki, és ezzel megegyez6 térfogatui CFA-sal
emulgealtunk (lasd 1. sz. melléklet). Az els6 oltast kdvetd 24. napon az egereket ugyanezen
modokon (i.p. és s.c.) a fent emlitett mennyiségekkel uUjra oltottuk inkomplett Freund-
adjuvans (IFA) (SigmaAldrich Co., St. Louis, MO) felhasznalasaval. Tiz nappal a masodik
oltas utan vért vettiink az egerek lateralis farokvénajabdl, és az ellenanyagvalasz szintjét
sajat fejlesztésl indirekt ELISA (l.d. 4.1.5. fejezet) mddszerrel vizsgaltuk. Négy héttel a
masodik immunizalast kovetéen (és 3 nappal a fuzid el6tt) a legmagasabb szintl
ellenanyagvalaszt add egeret intravénasan Ujra oltottuk, 50 pl térfogatd D-dimert és

fiziolégias sooldatot 1:2 aranyban tartalmazo szuszpenziéval (6. abra).

6. abra Laboratériumi Balb/c egér i.p. oltasa a D-dimer antigénnel térténd
immunizalas soran

Foto: sajat forras
4.1.3 Sejtfuzié

Harom nappal az utolso oltast kdvetéen az egér lépét steril korilmények kdzott eltavolitottuk,
majd szérum mentes RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute) tapoldattal (Sigma
Aldrich Co., St. Louis, MO) fecskend6 segitségével kimostuk a lépsejteket a Iépet korllvevd
kotészoveti tokbol. A lépsejtek tripankék festékkel (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)
festettik meg, majd Blrker kamraban szamoltuk meg a sejtkoncentraciét. Tobbszdéri mosas
és centrifugalas (300 x g@/10 perc) utan a sejtiledéket 40 ml savémentes RPM1640
tapoldatban (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) szuszpendaltuk fel, majd log fazisban lévé
(3x107 sejt) (prekultivalt) Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejteket adtunk a szuszpenzidéhoz. A
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sejtszuszpenziét 37 °C -on centrifugaltuk (300 g/10 min.), a fellluszét elontottik, majd 1 mi
polietilén-glikol (PEG) és dimetil-szulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)
keveréket adtunk lassan, 3 percen keresztiil csepegtetve a sejtliledékhez. A fuzio alatt a
csovet folyamatosan mozgattuk. Ezt kévetbéen 10 ml RPMI-1640 tapoldatot adagoltunk
lassan a sejtszuszpenzidohoz, 1 ml-t pipettazva percenként. Ezt a I1épést megismételtiik 20
ml-nyi médiumot adagolva 5 percen keresztil a sejtekhez, majd évatosan felszuszpendaltuk,
és 8 percig centrifugaltuk 250 g-vel 37 °C -on. A sejtfizids lépéseket kdvetden a sejtiiledéket
42 ml sterilre szdrt lipid-A oldatot (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) tartalmazé6 RPMI-1640
tapoldatban szuszpendaltuk fel. A sejtszuszpenziét 6 db 96-lyuku mikrotitrald lemezre mértik
szét, 75 pl-ként. A sejttenyésztdé lemezek vajataiba elézetesen 1 csepp RPMI-1640
tapoldatot mértiink, mely 10% foetalis borjusavét (FCS) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)
és egér peritoneumbdl kinyert makrofagokat taralmazott. A fuzionalt sejteket 5% CO, -ot

biztositd inkubatorban, 37 °C -on hagytuk ndvekedni.
4.1.4 Hibridoma szelekcio

Huszonnégy 6raval a fuzié utan a hibriddmak szelektaldsara 1 csepp un. HAT szelekcios
tapoldatot mértiink a tenyésztlemezek minden vajatdba, mely 10% FCS-t, és 10% HAT-
keveréket (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) tartalmazé RPMI-1640 tapfolyadékbdl allt. Egy
héttel kés6bb a HAT médiumot HT médiumra cseréltik, mely Osszetételében abban
killonb6zott az el6z6tél, hogy aminopterint nem tartalmazott. Két héttel a fuziét kovetéen a
felndvekvl sejtek fellluszoéit indirekt ELISA-prébaval vizsgaltuk a D-dimer-specifikus

ellenanyagot termelé hibriddmak azonositasa céljabdl.

4.1.5 Indirekt ELISA vizsgalat

Az ELISA vizsgalatban az &altalunk preparalt és az el6z6ekben ismertetett D-dimer antigént
hasznaltuk. Az antigén munkahigitdsat karbonat pufferben (pH 9,6) valé titralassal
allapitottuk meg, majd a vizsgalatokhoz 100 uyl mennyiségben mértik az ELISA-lemez
(Analyzer Kft.,, Budapest, Magyarorszag) vajataiba. Tizenhat 6ran at +4°C-on torténd
inkubalast kdvetéen mosoé-higité pufferrel (Diavet Kit., Budapest, Magyarorszag) haromszor
mostuk a lemezeket, majd 100 pl mennyiségben mosoé-higitd pufferrel 1:2-ben higitott
sejtfelliluszékat mértink a vajatokba. A lemezeket 60 percig inkubaltuk +37°C-on. Ezt
kdvetéen haromszor mostuk mosoé-higitd pufferrel, majd 100 pl foszfattal pufferelt sdoldatot
(PBS) és Tween 20-at tartalmazé pufferben 1:2500-ra higitott kecskében termelt, egér
immunglobulin  nehéz- és konnyllancot felismerd, tormaperoxidazzal (HRP) jelolt

ellenanyagot (anti-egér IgG (H+L)-HRP konjugatum) (Jackson Immmuno Research Labs,
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Inc. West Grove, PA) mértink a vajatokba. Egy 6ras +37°C-on végzett inkubacié utan, a
lemezeket az el6zéekhez hasonldéan ismét mostuk, majd az enzimaktivitast 100 pl TMB
(tetra-metilén-benzidin) (Diavet Kft., Budapest, Magyarorszag) bemérésével tettik lathatéva.
Hat perces inkubalas utan a reakciét 50 yl 4N H2SOa4 oldattal allitottuk le. Az abszorbencia
értékeket 450 nm-es optikai szlrét hasznalva Fluostar Optima (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) leolvasoval mértik meg. A lemezeken negativ kontrollként 10% foetalis
borjusavét tartalmazé RPMI-1640-et hasznaltunk. A mintat akkor tekintettlik pozitivnak, ha a

negativ kontrollhoz viszonyitva 1,5-szeres optikai denzitas (OD) értéket mutatott.

41.6 Klonozas

Az ellenanyag titer alapjan kivalasztott sejtcsoportokat 2-5 alkalommal klénoztuk
végponthigitdsos modszerrel. A kldnozas soran kivalasztott sejteket Burker kamraban
megszamoltuk, majd a sejtszam alapjan 10% FCS-t tartalmazé RPMI-1640 médiummal
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) higitottuk, ugy, hogy a 96 vajatos mikrotitralé lemezre
csepegtetve, minden vajatba egy sejt kerlljon. A mikrotitrald lemezt mikroszképpal vizsgaltuk
minden masnap, és megjeldltik azokat a vajatokat, melyekbe valdban egy sejt kertilt, és

abbdl alakult ki az osztddas soran egy sejtcsoport.

Amikor a sejtcsoportok megkozelitbleg a vajat %-ét benbtték, mintat vettink a vajatok
sejtfeltluszéibdl és indirekt ELISA mddszerrel vizsgaltuk az ellenanyag titert. Azokbdl a
vajatokbdl, melyekben csak egy sejtcsoportot azonositottunk és emellett pozitiv ELISA
eredményt adtak, a sejteket szuszpendalas utan sejttenyészd edénybe vittik at és 37 °C-on
5%-0s CO; inkubatorban szaporitottuk tovabb. Ezeket a sejtcsoportokat Ujra klénoztuk,
mindaddig, mig a vajatokban talalt monoklon sejtcsoportok mindegyike kimutathaté
koncentracioban termelt ellenanyagot, vagyis pozitiv ELISA eredményt adott. Az igy kapott

klénozott sejtvonalak monoklén sejtvonalak, monoklonalis ellenanyagot termelnek.

4.2 Immunolédgiai vizsgalatok, karakterizalas

4.2.1 Ellenanyag izotipus vizsgalat

A termelt ellenanyagok konnyl- és nehézlanc szerinti izotipusat ,Mouse monoclonal
antibody isotyping test kit (AbDSerotec, Raleigh NC) gyorsteszttel allapitottuk meg. A
monoklonalis ellenanyag mintakat 1 pg/ml végkoncentraciéban mértik 1% BSA-t tartalmazo
PBS pufferhez. A liofilizalt reagenst tartalmaz6 csévekhez 150 pl frissen higitott ellenanyag

mintat mértlink, majd 30 masodpercig szobahdmérsékleten inkubaltuk, vortexen felkevertik.
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Ezutan a tesztcsikot beleallitottuk a csévekbe, majd 5-10 perc mulva leolvastuk az
eredményt. A kontroll sav elszinez6dése utan kék sav jelent meg a megfeleld
osztaly/alosztaly ablakban, a monoklonalis ellenanyag nehéz- és konnyllanc 6sszetételét

megjelenitve.

4.2.2 Keresztreakciok vizsgalata

Az elballitott ellenanyagok lehetséges keresztreakcioit sajat fejlesztésl indirekt ELISA
modszerrel vizsgaltuk. Antigénként kilénbozé fibrin degradacids termékeket, ugy, mint fibrin-
D monomert, fibrin-E monomert, fibrin-X fragmentumot, fibrin-Y fragmentumot, és fibrinogén
degradacios termékeket, mint fibrinogén-D monomert, fibrinogén-E monomert (BIOTREND
Chemikalien GmbH, Koéln, Németorszag) és fibrinogént (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)
alkalmaztunk a D-dimer antigén mellett. Ezeket a termékeket karbonat pufferrel higitottuk
(pH=9.6) és 2,5 uyg/ml-es koncentraciéban hasznaltuk. A vajatokba 100 ul higitott antigént
mértink, majd 4°C -on inkubaltuk 16 oran at. A lemezeket haromszor mostuk moso-higitd
pufferrel (Diavet Kft., Budapest, Magyarorszag), majd a hibriddma sejtek feltluszojat 1:10
higitdsban a vajatokba mértuk. Tiz szazalék foetdlis borjusavéval kiegészitett RPMI-1640
tapoldatot (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) hasznaltunk negativ kontrollként. Egy 6ras,
37°C -os inkubaciot kovetben a lemezeket haromszor mostuk, majd 100 pl, mosé-higitd
pufferrel 2500-szorosra higitott, kecskében termelt, tormaperoxidazzal (HRP) jel6lt, nehéz-
és konnyllancot felismerd anti-egér 1gG(H+L) konjugatumot (Jackson Immuno Research
Labs Inc., West Grove, PA) mértiink a vajatokba. A lemezeket egy 6ran at inkubaltuk, majd a
mosasi lépések utan 100 pl TMB szubsztratot (Diavet Kft., Budapest, Magyarorszag)
mértink a vajatokba. Hat perc elteltével 50 pyl 4 N H,SO4 oldattal allitottuk le a reakciot, az
abszorbanciat 450 nm-es optikai sz(irét hasznalva, FLUOstar Optima mikrolemez leolvasoén
(Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA) mértik meg. Az eredmények vizsgalata soran a
keresztreakciok intenzitdsat az  optikai denzitdsok  hanyadosabdl  szamoltuk:
ODsejtfeliitasze/ODnegativ  kontro.  ENNek  alapjan a keresztreakciok intenzitasat a kovetkezd
kategorakban hataroztuk meg: rata <2 nincs reakcié (-); 2 <rata> 3 gyenge keresztreakcié
(+); 3 <rata> 5 mérsékelt keresztreakcié (++); 5 <rata> 8 erds keresztreakci6 (+++); rata >8

intenziv keresztreakcio (++++).

4.2.3 Az antigén molekulatomegének vizsgalata gélelektroforézissel

A vizsgalandé D-dimer fehérjét 1:1 aranyban elegyitettik Laemmli pufferrel (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA), majd 5 percig inkubaltuk forrasban lévé vizben, a fehérjék

denaturalasa végett. A redukalt mintdk esetében a puffert elézetesen 5% 2-
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merkaptoetanollal (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) egészitettik ki. A pufferrel kevert
fehérje mintakat, 4-20% Mini-PROTEAN® TGX™ gradiens poliakrilamid gél (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA) vajataiba mértik, majd 1,5 éran at, 150 V feszlltséggel
elektroforetizaltuk, MiniVE gélelektroforézis készilékben (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ). A fehérjék molekulatdmegik alapjan valtak szét a gélben, melyeket

Coomassie Brilliant kék (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) festékkel vizualizaltunk.
4.2.4 Az antigén Western blot vizsgalata

A Western blot analizishez el6zetesen elvégeztiik az antigén fehérje gélelektroforézissel
torténd szétvalasztasat, parhuzamosan, két gélt alkalmazva. Azt a gélt, melyet nem
festettink meg, egy ECL félszaraz blottoldo készulékbe (Amersham Biosciences Co,
Piscataway, NJ) helyeztik, és a gélen szétvalt fehérjéket nitrocelluléz membranra (Merck
Millipore, Billerica, MA) blottoltuk at. Az aspecifikus kotédés elkerllése végett a membrant
3,5% zsirszegény tejport tartalmazé PBS blokkol6 oldatban aztattuk egy éjszakan at. Majd a
membrant 2 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten, PBS pufferrel 1000 x-re higitott, anti-D-
dimer monoklonalis ellenanyagot (2 mg/ml) (HyTest Ltd., Turku, Finnorszag) tartalmazé
oldatban. A membrant PBST pufferben (PBS; 0,05% Tween-20) mostuk, majd egy oran at
inkubaltuk kecskében termelt anti-egér IgG(H+L)-HRP konjugalt ellenanyaggal (Jackson
Immuno Research Labs. Inc., West Grove, PA), melyet 2500-szorosara higitottunk PBS
pufferrel. A tovabbi mosasi Iépések utan a membrant 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmazoé
3,3'-diaminobenzidine (DAB) szubsztrattal (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) festettik meg.
Az antigén-ellenanyag reakcid a kromogén reakcio altal valt lathatova, a megfelel6 savok

barna szinire festédtek.
4.2.5 Epitép meghatarozas

Az antigén felszinén |év6, az ellenanyag altal felismert epitop meghatarozashoz
enzimatikusan emésztett antigén fragmentumokat hoztunk létre. A fehérje antigéneket
gélelektroforézissel szétvalasztottuk, majd az altalunk eléallitott monoklonalis ellenanyaggal,

Western blot médszerrel vizsgaltuk, végul megszekvenaltuk (7. dbra).

Az emésztett antigén elballitdsdhoz, az immunizalashoz is hasznalt, preparalt D-dimer
fehérjét oldottuk 70%-0s hangyasavban (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO), majd cianogén-
bromiddal (CNBr) (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) inkubaltuk. A CNBr emésztési
folyamata 25 °C-on, argon gaz alatt, s6tét helyen toértént, 24 6ran keresztil. A reakciot

desztillalt viz hozzaadasaval allitottuk le. A visszamaradt CNBr-t liofilizalassal tavolitottuk el.
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A liofilizalt, emésztett fragmentumokat PBS pufferben oldottuk fel, majd SDS-PAGE-sel
meghataroztuk a molekulatomegiket. A cianogén-bromiddal emésztett fragmentumokat
tovabb emésztettiik kimotripszinnel (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO). A kimotripszinnel
emésztett fragmentumokat ugyancsak gélelektroforézissel vizsgaltuk. Az antigén
fragmentumokat Laemmli pufferrel kezeltik 1:1 aranyban (Bio-Rad Laboratories Hercules,
CA), majd 5 percig inkubaltuk forrasban Iévé vizben. A redukalt mintak készitése esetében a
puffert 5% 2-mercaptoethanollal egészitettik ki. Az el6készitett mintakat Clear PAGE 4-20%-
os gél (C.B.S. Scientific Co. Inc., Del Mar, CA) vajataiba mértik, majd 110 V -on, 1,5 éran at
futtattuk, Mini-Vertical Slab Gel/Blotting System DCX-700 (C.B.S. Scientific Co. Inc., Del Mar,
CA) rendszerben. Az elektroforézis utan a fehérjéket polivinilidén difluorid (PVDF)
membranra (Merck Millipore, Billerica, MA) blottoltuk at, ECL Semi-dry Blotter (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) blottold készllékkel. Az aspecifikus kotések elkerllése végett
a membrant 3%-os sovany tejport (Merck Millipore, Billerica, MA) tartalmazé PBS oldatban
inkubaltuk egy éjszakan at. Majd a D-dimer specifikus 2B9 monoklonalis ellenanyagot adtuk
az oldathoz, mellyel 2 éran at szobahémeérsékleten inkubaltuk a membrant. PBST pufferrel
valé mosas utan a membrant tormaperoxidazzal konjugalt kecskében termelt anti-egér
IgG(H+L) (Jackson Immuno Research Labs., West Grove, PA) szekunder ellenanyaggal
inkubaltuk 1 éran at, 2500-szoros higitasban. A PVDF membranra atblottolt fehérjék kozlil,
az aktiv fragmentumokat — melyek a D-dimer-specifikus 2B9 monoklonalis ellenanyaggal
reagaltak — Amersham ECL Western Blotting Detection reagenssel (GE Healthcare,
Uppsala, Svédorszag) tettuk lathatova, Amersham Hyperfim ECL -en (GE Healthcare,
Uppsala, Svédorszag). A megfeleld fehérjecsikokat kivagtuk a membranbdl, majd Edman
protokolja (Edman, 1950) alapjan szekvenaltuk, az ABI 494 fehérje szekvenatorral (Applied
Biosystems, Foster City, CA).
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7. abra A D-dimer felszini epitop lokalizalasanak menete

4.3 Monoklonalis ellenanyag termeltetése
4.3.1 Sejtbank létrehozasa

A sejtbank létrehozasahoz a kivalasztott sejtvonalat el6zetesen sejttenyészté edényben
tartottuk fenn, ehhez a kisérleti fazis soran kétféle tapfolyadékot is alkalmaztunk (RPMI-1640
(Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) és DMEM (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)). A
kGlonbdz6 tapfolyadékokhoz szoktatott hibriddma sejtek, igy elkulonllve kertltek a

sejtbankba is, majd onnan felvéve az eltéré termelési rendszerekbe.

A hibriddma sejteket 5-5 db 182,5 cm? sejttenyészté edényben szaporitottuk fel 5% FCS-t
tartalmazoé tapfolyadékban (RPMI-1640, illetve DMEM), 5%-0s CO, inkubatorban, 37 °C-on.
A sejteket steril fllke alatt szerologiai pipettaval alaposan felszuszpendaltuk, hogy a
sejttenyészté edény falardl levaljanak, majd steril edénybe gydijtottik az edény tartalmat. A
sejtszuszpenziébdl mintat véve a sejteket tripan kék (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO)
festékkel megfestettiik, és az él6 hibriddma sejteket Blrker kamraban megszamoltuk. A
sejteket 300 g-vel 25 °C-on, 10 percig centrifugaltuk. A sejtiledéket elémelegitett fagyaszto
médiumban (20% FCS-t tartalmazé RPMI-1640/DMEM tapfolyadék) felvettik, és

fagyasztocsovekbe 1 ml-ként szétmértlk, tigy, hogy minden csébe 1,5 x 10° - 3 x 10° db sejt
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kerilt. Mindegyik cs6héz 100 ul steril DMSO-t (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) mértlink,
majd gyorskeverével homogenizaltuk, és 1 6rara —20 °C-os fagyasztdladaba helyeztiik, majd
—80 °C-ra tettlk egy éjszakara. Masnap a csoveket folyékony nitrogén taroléba, -196 °C-ra

helyeztik at.
4.3.2 Sejtek sejtbankbdl torténd felszaporitasa és fenntartasa

A folyékony nitrogénben tarolt sejtbankbdl 37 °C-os vizfurdében felolvasztottunk egy
sejtszuszpenziét tartalmazo fagyasztécsovet. A sejtszuszpenzidhoz 35 ml FCS-mentes
RPMI-1640 vagy DMEM tapoldatot mértiink, majd 300 g-n 4°C-on, 10 percig centrifugaltuk.
A lellepedet sejteket 2 ml 10% FCS-t tartalmazo tapfolyadékban felszuszpendaltuk, és egy
25 cm? tenyésztéfellletl sejtenyészté edénybe mértik. A tapfolyadékot 10 ml-re egészitettiik
ki. A sejttenyész6 edényt CO,-termosztatba helyeztik és 37 °C-on, 5% CO, tartalom mellett
hagytuk a sejteket novekedni. Amikor sejtek elérték a 70-80%-os konfluenciat, a
sejtszuszpenziét a standard eljarasnak megfeleléen, altaldaban 2-3 naponta passzaltuk,

illetve a szUkséges méretl tenyésztéedényekbe szétosztottuk.
4.3.3 Ellenanyag termelés miniPERM® bioreaktorban

A monoklonalis ellenanyag folyamatos termeltetését tobbféle rendszerben végeztik. Az
egyik ilyen ellenanyag termeltetésre alkalmas rendszer a miniPERM® bioreaktor (Sarstedt,
Numbrecht, Németorszag). Ebben a termelési rendszerben a hibriddma sejteket 10% foetalis
borjusavét, Antibiotic Antimycotic oldatot (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) tartalmazé
RPMI-1640 tapoldatban tenyésztettuk.

A sejttenyészté edényekben felszaporitott hibridoma sejtek élésejtszam meghatarozasat
tripankék festést kovetéen Blrker kamraban végeztik. A bioreaktor beoltasakor a termeld
modulba 40 ml sejtszuszpenziot fecskendeztink be, mely 2x10° sejtet tartalmazott
milliliterenként. A bioreaktor forgasa soran fellépd nyiréer6tél védve a sejteket,
cellPROTECT oldatot (Sarstedt, Nimbrecht, Németorszag) mértink a termelémodulba. A
bioreaktor taplalomoduljaba 300 ml 10%-os foetélis borjusavét tartalmazé RPMI-1640
tapoldatot ontottink, illetve a habzas elkerilése érdekében antiFOAM (Sarstedt, Numbrecht,
Németorszag) oldatot adtunk hozza (8. abra). A sejtek korul a tapfolyadék aramlasat, a
bioreaktor folyamatos forgatasaval (10 rpm) biztositottuk, egy univerzalis forgaté készilékre
helyezve a bioreaktort (9. abra). Az egész rendszert a CO, inkubatorba helyeztik. A
bioreaktor termeld moduljabdél két-harom naponta mintat vettink, a sejtszamot

meghataroztuk, majd learattuk a hibriddma sejtek fellluszéjat. A folyamatos termelés
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fenntartasahoz, a bioreaktorba 4x10’ sejtet oltottunk vissza, és kiegészitettik 40 ml
térfogatra a tapoldatot. A learatott fellliszét 3000 g-vel centrifugaltuk 10 percig, annak
érdekében, hogy a sejtektél elvalasszuk, majd a felliluszoét ledntéttik és -20 °C-on taroltuk, a

tisztitasig.

8. dbra MiniPERM bioreaktor hibridéma sejtekkel beoltott allapotban

Forras: service-antibodies.eu

9. abra MiniPERM bioreaktorok a forgat6 egységgel

Forras: www.sarstedt.com
4.3.4 Ellenanyag termelés FiberCell® hollow fiber reaktorban

Az ellenanyag termeltetésére altalunk hasznalt masik rendszer egy hollow fiber reaktor
(FiberCell Systems Inc., New Market, USA), amely koncentraltabb ellenanyag termelést tett
lehetévé (10. abra; 11. abra). A hibriddma sejtek a kapillarosok kdzoétti térben helyezkednek
el, melyek tédpanyag és gaz ellatdsa a slrl kapillaris rendszeren keresztul torténik, a

tapfolyadék folyamatos aramoltatasanak biztositasa mellett (12. abra).
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10. abra FiberCell® bioreaktor miikddés kdézben, a CO, inkubatorba helyezve

Forras: www.fibercellsystems.com

Harvesting Ports
(Extracapillary Space)

Medium R

11. dbra A FiberCell® bioreaktor rendszerének felépitése

Forras: www.fibercellsystems.com

12. abra A FiberCell® bioreaktor hollow fibre rendszerének mikodési elve

Forras: www.fibercellsystems.com
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A FiberCell® bioreaktor beoltdsat, a sejtek fenntartdsat, az ellenanyag aratasat az 1.
tablazatban leirtak szerint végeztik. Az inokulalasahoz sziikséges 1x108 szamu sejtet,
elézetesen sejttenyésztd edényben szaporitottuk fel, majd 20 ml tapfolyadékban felvéve, a
sejtszuszpenziét fecskendbvel a kazetta (cartridge) kapillarisai kozotti tér (ECS) részébe
juttattuk, szuszpendaltuk. A rezervoar tartalyba 200 ml 10% foetdlis borjusavét tartalmazo,
37 °C-ra temperalt DMEM tapfolyadékot ontottiink. A kazettat a hozza tartozé pumpahoz

kapcsoltuk, és az egész rendszert 5%-0s CO;inkubatorba helyeztik.

Egy-két naponta mintat vettink a kazetta rezervoar részébdl, és Accu-Check® (Roche
Diagnostics, Basel, Svajc) glukozmérével megmeértuk a glukéz koncentraciot. Amikor a
kezdeti glikéz koncentracié (4,5 g/l) lecsdkkent 2 g/l ala (a glukéz fogyasztas = 50%), akkor
a rezervoar uvegben a tapfolyadékot kicseréltiik az 1. tdblazatban leirtak szerint. A glikéz

mérés soran glikéz ratat szamoltunk, mely alapjan az aratds modja megallapithato.
A glikoéz rata szamitasa: (kezdeti glukéz szint-aktualis gliikdz szint) /napok szama

Amennyiben a glikéz rata 1000 mg/nap alatti értéket ad, akkor az alacsony glikéz rataju
aratast (LGRH) kell elvégezni. Két-harom naponta arattuk le ily médon az ellenanyagot
tartalmazo sejtfeliiliszot. Az LGRH soran csak a sejtfeliliszot nyertlik ki a rendszerbdl,
mellyel egyltt minimalis mennyiségl hibriddma sejt tavozott. Hisz ml friss tapfolyadékot
fecskendeztink a kazetta ECS részébe, mig a kazettaban 1évd felllusz6t egy Ures
fecskenddbe kinyertik, majd 3000 g-vel 15 percig centrifugaltuk. A fellluszot ledntottik és
-20 °C-on taroltuk.

Amennyiben a glikéz rata 1000 mg/nap feletti értéket ad, akkor a magas glikéz rataju
aratast (HGRH) kell elvégezni. A HGRH soran a sejtfelliluszé mellett a hibriddma sejtek egy
részét is kimostuk a kazettabol, megakadalyozva a sejtek tulszaporodasat. 2 db 20 ml-es
fecskendét csatlakoztattunk a kazettahoz, majd a rezervoar Uvegbdl atszivtunk 10-10 ml
tapfolyadékot. 3-4-szer lassan atszuszpendaltuk a kapillarisok koézti térben 1évé
sejtszuszpenziét, majd kinyertik és ezt kdvetbéen 3000 g-vel 15 percig centrifugaltuk. A

felUluszot leontottik és -20 °C-on taroltuk.
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1. tablazat A FiberCell® bioreaktor rendszer beoltasa, fenntartasa

Nap Glukéz Tapfolyadéka Sejtszam Feladat (oltas, aratas, passzalas, tapcsere)
mérés rezervoarban

0 Igen 200-2[%3n8|] 1x 108 Inokulalas
Igen 200-250 4,5x108 Glikéz fogyasztas = 50% —>tapfolyadék
duplazasa

2-5 lgen 400-500 7,2x108 Glikéz fogyasztas = 50% —>tapfolyadék
duplazasa, aramlas novelése (50 ml/min)

5-7 lgen 500-1000 Glikéz fogyasztas = 50% —>tapfolyadék
duplazasa, aramlas noévelése (maximum),
ellenanyag aratas

7-10 Igen 1000-2000 Glikéz fogyasztas = 50% —>tapfolyadék
duplazasa, ellenanyag aratas (2 naponta)

10+ Igen 1000-2000 Glikéz fogyasztas = 50% —>tapfolyadék

cseréje, ellenanyag aratas (2 naponta), lellé

sejtek atmosasa-hetente
4.4 Monoklonalis ellenanyag tisztitasa és koncentralasa
4.4.1 Tisztitas |.

Az Osszegylijtott és ellenanyagot tartalmazé sejtfelliliszékat fagyasztott allapotban taroltuk,
majd 37 °C-os vizflirdében kiolvasztottuk, és 16,000 g gyorsulassal 15 percig centrifugaltuk a
sejtek teljes eltavolitasa céljabodl. A fellluszékat 1mM izopropanolban oldott fenil-metil-
szulfonid-fluorid (PMSF) proteaz inhibitorral (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO) inkubaltuk
2x30 percen at razatva, majd az affinitaskromatografia elvén mikodd Protein G- Sepharose
4 Fast Flow (GE Healthcare, Uppsala, Svédorszag) oszloppal tisztitottuk. Az oszlopot 20 mM
foszfat pufferrel (pH 7,0) mostuk at, majd perisztaltikus pumpa segitségével, 60 cm/h
aramlasi sebességgel vittik fel az oszlopra a tisztitandd sejtfeltluszét. Ezt kdvetéen 20 mM
foszfat pufferrel (pH 7,0) mostuk le az aspecifikusan az oszlophoz koét6dott anyagokat. Az
ellenanyagot 0,1 M glicin-HCI pufferrel (pH 2,7) elualtuk. Az elualt frakciok savas pH-jat Tris
pufferrel (pH 8.0) neutralizaltuk, a frakciok fehérje tartalmat spektrofotométeren, 280 nm
hulldmhosszon mértik meg. A frakciokhoz telitett ammodnium-szulfat oldatot (pH 7,2)
adagoltunk 1:1 aranyban, az ellenanyag kicsapddott, és ebben az allapotaban taroltuk 4°C-

on. Hasznalat elétt PBS pufferrel szemben dializaltuk az ellenanyagot.
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4.4.2 Tisztitas Il

A nagyobb mennyiségl fellluszét Fast protein liquid chromatography (FPLC)
folyadékkromatografids készuléken tisztitottuk. A fellluszét mélységi szirdvel (Sartorius
stedim Biotech, Gottingen, Németorszag) szirtuk le, hogy a sejtektdl teliesen mentes legyen,
majd izopropanolban oldott 1 mM PMSF proteazgatlot adtunk a feliluszohoz és kétszer 30
percen at 300 rpm-mel kevertetve inkubaltuk. A feliiliszé tisztitasat AKTA Pure 150 (GE
Healthcare, Chicago, IL) készlléken végeztik. 50/40 HiScale MabSelect Sure (GE
Healthcare, Chicago, IL) oszlopot hasznaltunk az ellenanyag tisztitashoz, melyet az FPLC
készllékbe kotottink. Az oszlopot 25 mM Tris HCI pH 8,0 pufferrel mostuk at, addig, mig a
pH 7,8-8,0 kozotti értékre nem allt be. A fehérjemintat tartalmazé fellluszot felvittik az
oszlopra, melyet ezutan 25 mM Tris pH 8,0 (+500mM NaCl) pufferrel mostuk at, mig az UV
jel értéke nulla kozeli értékre csokkent, a nem koétédd fehérjék lemosddtak az oszloprdl. A
nagy sotartalom miatt a vezet6képesség nétt, ezért az oszlopot 25 mM Tris HCI, 150 mM
NaCl pH 8,0 pufferrel mostuk, a konduktivitas csdkkenéséig. A monoklonalis ellenanyagot
100 mM Na-citrat pH 4,7 puffer ataramoltatasaval mostuk le az oszloprél, az UV jel
emelkedése, majd csdkkenése jelezte az ellenanyag elualédasat, melyet kilén edényben
gy(jtéttink. Az oszlopot forditott aramlassal regeneraltuk 0,2 M NaOH oldattal, majd a lugos

kozeget 3 oszloptérfogat PBS pufferrel semlegesitettik.

Az ellenanyagot Na-citrat pH 4,7 pufferben elualtuk az oszloprdl, azonban a PBS pufferben
valo tarolashoz puffercserét kellett végrehajtani. Sephadex G-25 oszlopot csatlakoztattunk
az FPLC készulékhez. PBS pufferrel mostuk az oszlopot, mig a pH elérte a 7,4 értéket, majd
felvittik a fehérjemintat az oszlopra. A felvitel utan ujra PBS pufferrel térténé mosas
kovetkezett. Az UV jel emelkedése jelezte az ellenanyag megjelenését, mely frakciot kalon
edényben gyUjtéttink. Végul az oszlopot PBS pufferrel mostuk at addig, mig a konduktivitas
és pH alland6 értékre alltak be, majd forditott aramlasban 2 oszloptérfogat 0,2 M NaOH

oldattal, azt kdvetéen pedig 2 oszloptérfogat 15 mM NaOH oldattal regeneraltuk az oszlopot.
4.4.3 Ellenanyag koncentralas és sziirés

A tisztitott ellenanyag koncentralasahoz tangencialis szlrét hasznaltunk. Az Amicon keverés
szlrécellaba (Merck Millipore, Burlington, MA) Biomax 30 kDa-os ultrasz(ir6 membrant
(Merck Millipore, Burlington, MA) helyeztink. A celldt magneses keverdvel kevertettik és
szirt, sUritett levegdt dramoltattunk at rajta. A membran ultratiszta vizzel t6rténd atmoséasa
utan, belemértiik az ellenanyag-oldatot a keverécellaba, és 300 rpm keveréssel 8-10 mg/ml

c sy
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PBS pH 7,4 puffert 6ntéttlink a cellaba és folytattuk a tdményitést. Ezt az atmosast kétszer
végeztik el. A cellaban a fehérjeoldatot 6vatosan szuszpendaltuk, majd steril 0,22 um-es
fecskend8sziirével sterilre szlrtik, mintat vettink és aliquotaltuk. A mintabél az oldat
fehérjekoncentraciojat, Quick Start Bradford Protein Assay kittel (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA) allapitottuk meg. A tdményitett ellenanyagot ezutan -80 °C-os fagyasztoban

taroltuk felhasznalasig.

4.5 A monoklonalis ellenanyag diagnosztikai tesztben torténé alkalmazasa
45.1 Azellenanyag latex mikroszemcsékre valo rogzitése

A latex mikroszemcsék el6kezelése

A latex mikroszemcsék kezelését Amicon keverés szlrécelldban (Merck Millipore Burlington,
MA) végeztik. A szirécellat magneses keverdvel, 300 rpm-mel kevertettik és szlrt, sdritett
leveg6t aramoltattunk at rajta 1,5 bar nyomassal. A polisztirol latex szuszpenziét (Distrilab,
Utrecht, Hollandia) 1%-os higitasban alkalmaztuk, homogenizaltuk, majd a szlrécellaba
mértik a latex szuszpenziot és leszlrtik. A fennmaradt latex mikroszemcséket 10 ml 2-
morfolino-etanszulfonsav (MES) moso-aktivald pufferben szuszpendaltuk fel. A latex
szemcsék atmosasat még kétszer megismétetik, ezt kovetben a szemcséket

homogenizaltuk.
Karboxilcsoportok aktivalasa a latex felszinén

A homogenizalt reakcidelegyhez folyamatos kevertetés mellett hozzameértik az aktivator
anyagokat, NHS oldatot, majd EDAC oldatot. A reakcidelegyet folyamatos kevertetés mellett,
szobahémérsékleten, 30 percig inkubaltuk. Ezt kdvetben a latexet szlrtlk, a szaraz latexet
10 ml MES mosé-aktivalé pufferben vettik fel, majd szuszpendaltuk. A latex pufferes

atmosasat meég kétszer megismételtik.
Monoklonalis ellenanyag rogzitése, kapcsolasi reakcio

A szarazra szlirt latexet ezutan 7,5 ml MES kapcsold pufferben vettik fel, és a szuszpenziét

c sy

oldat 2,5 ml-ét folyamatos kevertetés mellett az aktivalt latex szuszpenzidéhoz adtuk, majd

tovabbi kevertetéssel szobahémérsékleten 2,5 6ran at inkubaltuk.
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Lefedés, kioltas

A celldban kevertetett latexhez az inkubacio letelte utan 0,3 ml etanolamint adtunk, majd
folytatva a kevertetést, szobahémérsékleten 30 percig inkubaltuk. A monoklonalis ellenanyag
(Mab)-latex szuszpenziét a keverécellaban leszirtuk, majd 10 ml Tris mosépufferben vettuk
fel. A felvett latexet homogénre szuszpendaltuk, majd kevertetve, szobahé&mérsékleten
tovabbi 30 percig inkubaltuk. Ezutan a latexet szarazra szirtuk, és megismételve az elébbi

mosasi lépéseket 10 ml Tris mosdpufferben ujra felvettik.
Blokkolas

Miutan a MAb-latexet a mosas utan szarazra szlrtik, 10 ml blokkolé oldatot mértink ra,
melyben felszuszpendaltuk, majd homogenizaltuk. Az elegyet kevertetés mellett 2,5 6ran at

(vagy egy éjszakan at), szobahémérsékleten inkubaltuk.
Atmosas tarol6 pufferbe

Az inkubacio végén az elegyet a szlir6cellaban szlrtik és a latexet 10 ml tarolé pufferben
szuszpendaltuk fel, majd ujra lesz(rtik. A tarold pufferben térténd mosasi 1épést még kétszer
megismételtik, végul homogenizaltuk. A MAb-latex reagenst sétét Gvegben, 4°C-on taroltuk

a higitas beallitasaig.

Az elkészult D-dimer reagenshez a min6ségellenérzési mérések soran kalibraciés

mestergdrbét készitettlink.
4.5.2 A D-dimer reagens hasznalata koagulométeren

A D-dimer reagenst (Dia-D-DIMER, Diagon Kft., Budapest, Magyarorszag) Coag XL (Diagon
Kft., Budapest, Magyarorszag) koagulométeren hasznaltuk. A vizsgalt mintak
VACUETTE®INC (Greiner AG, Kremsmiinster, Ausztria), natrium-citratos vérvételi csében
levett vérmintak, amelyeket 3000 g-vel, 4°C-on, 15 percig centrifugaltunk. Az igy kapott

vérplazma mintak D-dimer koncentracidjat mértuk meg.

A Coag XL koagulométert a mérések elétt moséfolyadékkal (Dia-SORB, Diagon Kift.,
Budapest, Magyarorszag) mostuk at, majd behelyeztilk a reagens térbe a D-dimer latex
reagenst (R2) és a reagenshez tartoz6 puffert (R1) (Dia-D-DIMER, Diagon Kft., Budapest,
Magyarorszag) valamint a higité puffert (Dia-IMIDAZOL, Diagon Kft.,, Budapest,

Magyarorszag). A kalibracid mentpontban beirtuk a készilékbe az adott reagens-lothoz
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tartozé mestergdérbe adatokat. A mintatérbe behelyeztik a mérendé plazma mintakat, és

elinditottuk a mérést.

A Dia-D-DIMER reagenssel torténd mérés az immunturbidimetria elvén alapszik. A mérés
soran a készulék egy kuvettaba mérte a plazma mintat és a puffert (R1), majd inkubalast
kdvetéen hozzameérte az ellenanyaggal boritott latexszemcséket tartalmazo reagenst (R2),
Osszerazta és elindult a mérés. A mérés 180 masodperce alatt folyamatosan rogzitette a
készllék az elegyben mért optikai denzitast. A reakcidé soran a latex szemcsék felszinét
boritd ellenanyag reagal a mintaban talalhatdo D-dimerrel, — amely dimer jellegénél fogva
tobb koétShellyel rendelkezik — és mindez a latexszemcsék agglutinaciojat eredményezi.
Ennek kovetkeztében a reakcidelegy turbiditasa megvaltozik, a mérés kezdeti és végpontja
kozotti optikai denzitas valtozasa detektalhaté, melynek mértéke aranyos a kezdeti D-dimer

koncentracioval (13. abra).

D-dimer koncentrécié meghatarozas
Plazma + puffer + Latex reagens Agglutinacid 4
| |
[ —
A
[—————— %
= **| inkubécié BT
- A )LD
& i g )
os D-dimer 'rxv Ellenanyaggal boritott latexszemcse
13. abra Immunturbidimetrias D-dimer préba mérési elve

4.6 A Dia-D-DIMER teszt human klinikai vizsgalata
4.6.1 Mérési korilmények

Az altalunk eléallitott monoklonalis ellenanyagra épult D-dimer reagenssel (Dia-D-DIMER,
Diagon Kft.,, Budapest, Magyarorszag), valamint két masik, kereskedelmi forgalomban
kaphaté D-dimer teszttel parhuzamosan végeztik human vérplazma mintdak D-dimer
koncentracio értékeinek meghatarozasat. A Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina

Intézet kézponti laboratériumaban 158 VTE gyanujaval vizsgalt beteg plazma mintajat kaptuk
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meg. A vizsgalt személyekrél tovabbi adatokat személyiségi jogokra hivatkozva nem
kaptunk. A zart rendszerben, natrium-citratos puffer oldatot tartalmazé vérvételi csében
(VACUETTE®INC) (Greiner AG, Kremsmuinster, Ausztria) levett vérmintakat 10 percig 4 °C-
on centrifugaltuk (2000 g), kilénvalasztva ezzel a plazmat. A plazma mintakat szétosztottuk
tébb csbébe, és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk egy héten at. A mintakat 6sszesen harom
immunturbidimetrias D-dimer teszttel mértiik le: INNOVANCE® D-Dimer (Siemens, Marburg,
Németorszag), STA®-Liatest® D-Di (Diagnostica Stago, Asniéres sur Seine, Franciaorszag),
Dia-D-DIMER (Diagon Kft. Budapest, Magyarorszag). A mérések elvégzéséhez az adott
probakhoz ajanlott koagulométereket alkalmaztuk: BCS (Siemens, Marburg, Németorszag),
STA Compact (Diagnostica Stago, Asnieres sur Seine, Franciaorszag), COAG XL (Diagon
Kft.,, Budapest, Magyarorszag). A felhasznalt vérmintak vizsgalata a maradék mintak
felhasznalasara vonatkozé torvény hatalya ala esett (lasd az Egészséglgyrél szolé 1997.
évi. CLIV. torvény §210/A paragrafusat). A méréseket a Semmelweis Egyetem Laboratériumi

Medicina Intézetben végeztuk.
4.6.2 A vizsgalatban szereplé D-dimer tesztek jellemzéi

Vizsgalatunk soran a harom teszt kdzil az INNOVANCE® D-Dimer tesztet — melyet a kérhaz
klinikai dontéshozatalra hasznalt — referens prébanak valasztottuk, és ennek esetében az
értékelésnél a gyarté altal megadott 0,5 ug/ml FEU kiiszobértéket alkalmaztuk. A masik két
probat ezzel a referensnek tekintett teszttel hasonlitottuk 6ssze. A két vizsgalt tesztnél a
FEU kozott valtoztattuk,

szenzitivitas- és specificitas értékek elérésére. A gyartdk altal megadott tesztjellemzdket a 2.

kiszobértékeket 0,2 és 1 upg/ml igy torekedtink hasonld

tablazat foglalja 6ssze.

2. tablazat A vizsgalatban szereplé D-dimer prébak analitikai paraméterei

Dia-D-DIMER STA®-Liatest® D-Di INNOVANCE® D-Dimer
Modszer elve Immunturbidimetrias | Immunturbidimetrias | Immunturbidimetrias
préba préba préba

Mérési tartomany

0,22-8,00 pg/ml FEU

0,27-4,00 pg/ml FEU

(20 pg/ml FEU minta
higitassal)

0,12-4,46 pg/ml FEU

A prébaban
alkalmazott
ellenanyag

Anti-human D-dimer
monoklonalis
ellenanyag (2B9)

Anti-human D-dimer
monoklonalis ellenayag
(8D2 és 2.1.16)

Monoklonalis ellenanyag
(8D3)

Gyarto altal kiadott
normal érték

< 0,5 pg/ml FEU

< 0,5 pg/ml FEU

< 0,5 pyg/ml FEU
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4.6.3 Statisztikai elemzés

Az értékelés soran a kiUszdbértékek alapjan a mintdkat pozitiv és negativ D-dimer(
csoportokba soroltuk. A csoportok kozotti Osszehasonlitast Khi-négyzet statisztikai
modszerrel végeztik. Vizsgalatunkban szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket tekintettik. A
STA®-Liatest® D-Di és Dia-D-DIMER tesztek esetében a kildnbozd kuszobértékeknél
szamolt diagnosztikai specificitas és szenzitivitas értékeket ROC-gorbével abrazoltuk. Az
ROC gorbéket az online VassarStats programmal (http://vassarstats.net/) készitettik. A
tesztek értékeléséhez szikséges, ,valés pozitiv’, illetve ,valés negativ’ értékek
megadasahoz az INNOVANCE® D-Dimer teszt eredményeit vettik alapul. A tesztek
numerikus eredményeinek az 06sszehasonlitdsat Bland-Altman korrelacioval (Bland és
Altman, 1986) végeztik. Az optimalis kliszObértékek meghatarozasahoz az osztalyozasi

pontossag (Accuracy), Youden index mutatékat szamoltuk.
4.7 A Dia-D-DIMER teszt allatorvosi alkalmazasa
4.7.1 Meérési koriilmények

A Dia-D-DIMER teszttel allatoktol szarmazé mintak D-dimer mérésére is alkalmaztuk. Hetven
kutyaktdl szarmazo vérplazma mintat gydijtottiink két budapesti helyszinen, az Allatorvosi
Hematolégiai és Onkoldgiai Kozpont, illetve a Budafoki Allatgyogyaszati Kézpont
segitségével. A vérmintakat zart rendszerben, natrium-citratos puffer oldatot tartalmazoé
VACUETTE® vérvételi cs6be (Greiner AG, Kremsmiinster, Ausztria) vették le, majd a
plazmat centrifugalassal (2000 g, 10 min.) nyerték ki. A kutyak atlagkora 8 év és 2 hénap
(1,5-14 év kozott) volt. Nemek szerinti megoszlasa: him 52% és néstény 48%. A mintak
kdzll 50 olyan allattol szarmazott, amelynél valamilyen tipusu daganatot diagnosztizaltak (2.

sz. melléklet).

Az eldbb ismertetett populaciéban a daganatot hordozé kutyak csoportjaban a kiindulasi
szOvet szerint az alabbi daganat tipusok fordultak elé: mastocytoma (n=6), lymphoma (n=5),
sarcoma (n=10), carcinoma (n=17), insulinoma (n=3), lipoma (n=3), adenoma (n=3), illetve
tovabbi tumortipusok (n=3). A kontrollpopulacié 20, Aaltalunk egészségesnek vélt
(daganatmentes) kutyabdl allt, amelyek folyamatos 4&llatorvosi medfigyelés alatt alltak,
rendszeresen kaptak oltast, illetve parazitadk elleni kezelést. A vizsgalt mintak 22 kulonb6zé

kutyafajtatol szarmaztak, illetve 20 esetben keverék kutyatol.
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A kutya vérplazmakat a Dia-D-DIMER diagnosztikai teszttel (Diagon Kft. Budapest,
Magyarorszag) mértik, és allapitottuk meg a D-dimer koncentraciot. A méréseket Coag XL

koagulométeren (Diagon Kft. Budapest, Magyarorszag) veégeztuk.

Korrelacids vizsgalat végzéséhez a rendelkezésre allé kutya vérplazmakat a Dia-D-DIMER
teszttel parhuzamosan egy masik kereskedelmi forgalomban elérhetd D-dimer teszttel
(INNOVANCE® D-dimer, Siemens, Marburg, Németorszag) is megmértik. A két teszt kozotti

korrelaciot Bland-Altman analizissel és linearis regresszid szamolasaval vizsgaltuk.
4.7.2 Statisztikai elemzés

Az egészségesnek vélt kutyak mintai alapjan megallapitottuk a kutyak esetében hasznalhaté
referencia tartomanyt. Ez a csoport a Shapiro-Wilk préba alapjan normal eloszlasunak
bizonyult. A p érték=0,1071, a W érték= 0,9217, amely a 95%-o0s elfogadasi tartomanyba
esik. A mért adatokbdl a referencia tartomany alapjan pozitiv-negativ csoportokat hoztunk

[étre.

A vizsgalatok soran mért D-dimer koncentracié értékek a daganatos és egészséges kutyak

csoportjaiban box plottal (Tukey, 1977) kerlltek megjelenitésre.

Az egyes csoportok (daganatos kutyak, illetve az egyes daganat tipusok a kontroll
csoporthoz viszonyitva) kézoétti kildnbségeket nem paraméteres Wilcoxon-Mann-Whitney
probaval vizsgaltuk. A p<0,05 tekintettik szignifikans kilonbségnek. A statisztikai
szamolasokat a Minitab 14.0 statisztikai programmal (Minitab Inc., State College, PA)

végeztuk.

Kisérletet tettink a D-dimer teszt daganatokra vonatkozé szenzitivitasanak és
specificitdsanak meghatarozasara. A daganatok fajtainak megallapitdsa a morfoldgiai
jegyek, a szdvettani és immunhisztokémiai (IHC) vizsgalatok eredményei alapjan tortént,
mely vizsgalatokat, és a diagndzis feldllitasat a fent emlitett allatorvosi kdézpontokban

végeztek.

57



5 EREDMENYEK

5.1 Monoklonalis ellenanyag eléallitasa

5.1.1 D-dimer antigén

Az elballitott antigén elektroforetikus (SDS-PAGE) tisztasagat a 14. abra szemlélteti. A

Western blot analizissel azonositott sav alapjan a D-dimer antigén molekulatdmege 180 kDa.

kba Mw A | Mw B

250

- | <~ 180 kDa
148 '

98
64
50

36

22
16

14. abra D-dimer antigén SDS-PAGE és Western blot analizise

Megjegyzés: A: SDS-PAGE (nem redukaldé kérilmények mellett) B: D-dimer antigén Western blot
analizise egy kereskedelmi forgalomban kaphat6 anti-D-dimer monoklonalis ellenanyaggal (HyTest

Ltd. Turku, Finnorszag) meghatarozva.

A D-dimer antigént funkciondlisan aktivnak taldltuk és koncentracidjat 2 mg/ml-nek
allapitottuk meg a kereskedelmi forgalomban kaphaté D-dimer latex-immunturbidimetrias

prébaval (DiaSys, Holzheim, Németorszag).
A fenti jellemzék alapjan az eléallitott D-dimer antigént immunizalasra megfelelének talaltuk.

5.1.2 Hibridéma sejtvonalak

Hat Balb/c egeret immunizaltunk az el6allitott, tisztitott D-dimer antigénnel. Az ELISA

vizsgalat szerint legjobb immunvalaszt ad6 egér lépsejtjeit Sp2/0-Agld egér myeloma
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sejtekkel fuzionaltuk PEG jelenlétében. A sejtfuzié utan keletkezett hibrid sejteket specifikus
tapfolyadékban nevelve szelektaltuk, és 6sszesen 576 hibriddma sejtcsoportot kaptunk (15.
abra). A felndvekvd hibridomak fellluszoit sajat fejlesztésl indirekt ELISA mddszerrel
vizsgaltuk. Az ELISA eredmények alapjan 38 olyan pozitiv hibriddma sejtcsoportot kaptunk,

amelyek a D-dimer antigén ellen ellenanyagot termeltek.

15. abra Hibrid sejtek mikroszkdpos felvétele, két héttel a sejtfuzidt kdvetben

Megjegyzés: Nagyitas: 400x; mikroszkop tipusa: Zeiss AxioVert 200
5.1.3 Klénozott sejtvonalak

A D-dimerre pozitiv immunreakciot add sejtcsoportok kézil, az altaluk termelt ellenanyagok
magas titerei alapjan a kdvetkezbket valasztotuk ki: 1B4, 1H12, 2B9, 2F2, 3B3, 4G8 és a6B9

(16. abra). Ezeket a sejtcsoportokat végponthigitdsos modszerrel kionoztuk.

16. abra Klonozas soran egy sejtbdl kialakult sejtcsoport, a mikrotitralo lemez egy
vajataban

Megjegyzés: Nagyitas: 50x; mikroszkdp tipusa: Zeiss AxioVert 200
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5.1.4 Ellenanyag termeltetés

Az elbnyds tulajdonsagai alapjan kivalasztott klidbnozott hibriddma sejtvonalat sejttenyészté
edényben folyamatosan fenntartottuk, illetve folyékony nitrogénben tarolt sejtbankot hoztunk
létre. A nagyobb mennyiségl ellenanyag termeléséhez tdbbféle rendszert is hasznaltunk.
Jelen munkaban a rollerkultira elvéhez hasonléan miikodé miniPERM® bioreaktor (Sarstedt,
Numbrecht, Németorszag), illetve a hollow-fibre tipust FiberCell® (FiberCell Systems Inc.,
New Market, MD) rendszereket ismertettem.

A miniPERM® bioreaktor termelé részében levs sejtfelliliszod atlagosan 0,1 mg/ml
koncentracioban tartalmazta az ellenanyagot, amelyet a fellluszo tisztitasa utan Bradford-
féle fehérjeméréssel (Bradford, 1976) allapitottunk meg. A biorektorbdl heti harom
alkalommal (2-2-3 naponta) nyertuk ki a felliluszot, ami egy aratas soran 40 ml feltluszoét
jelentett készllékenként. Mindezek alapjan egy miniPERM® késziilék atlagosan heti 12 mg

ellenanyagot biztositott.

A FiberCell® bioreaktor ECS részébdl nyert sejtfelliliszobol atlagosan 0,2-0,4 mg/ml
koncentracioban allapitottuk meg az ellenanyag tartalmat. Az aratast ugyancsak heti harom
alkalommal végeztik (2-2-3 naponta), az alacsony- illetve magas gliukoz rataju aratasi
tipusoktol fiiggéen 40-80 ml felliliszét nyertiink ki egy készulékbél. A FiberCell® bioreaktorral

mindezek alapjan heti 24-96 mg kozotti ellenanyag mennyiséget tudtunk termelni.
5.2 Monoklondlis ellenanyagok jellemzése
5.2.1 Ellenanyagok izotipusanak vizsgalata

A kivalasztott ellenanyagok osztalyat/alosztalyat izotipus meghatarozé kittel allapitottuk meg.
Egyedul a 2F2 jeldlési ellenanyag bizonyult IgM izotipusunak. A tobbi vizsgalt ellenanyag,
az 1B4, 1H12, 2B9, 3B3, 4G8 és a 6B9 jeldlésliek mind I1gG izotipusuak, nehézlancuk szerint

az lgG1 alosztalyba sorolhatdak, kénnyilancuk szerint pedig mind « izotipusu.
5.2.2 Keresztreakciok vizsgalata

Az ellenanyagok jellemzése soran egyik kulcsfontossagu Iépés a lehetséges keresztreakciok
vizsgalata. A D-dimer antigén mellett az alabbi anyagokat vizsgaltuk: fibrinogén, fibrinogén
degradacios termeékek (fibrinogén D monomer, és a fibrinogén E monomer) (BIOTREND
Chemikalien GmbH, Kdéln, Németorszag), illetve fibrin degradacios termékek (Y, X, D, E)
(BIOTREND Chemikalien GmbH, Kéln, Németorszag) (3. tablazat).
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3.tablazat A kil6énb6zd sejtvonalak altal termelt ellenanyagok fragmentumokkal adott
keresztreakcioi.

Nativ fehérjék Fragmentumok
Ellenanyag . I . Fibrinogén Fibrin

D-Dimer | Fibrinogén D g E D E X Y
1B4 ++++ ++ +++ - ++ - +++ | +++
1H12 ++++ ++ +++ - ++ - +++ | +++
2B9 ++++ - +++ - +++ - + ++
2F2 + ++ + - + - + +
3B3 ++++ +++ +++ - ++ - +++ | +++
4G8 +++ + ++ - + - + ++
6B9 +++ ++ ++ - + - - ++
Antl_?ﬁg_:_rgsetr) DD3 +++ - ++++ - +4+++ - + +++

Megjegyzés: Indirekt ELISA moédszerrel vizsgalva. Referens ellenanyagként egy kereskedelmi
forgalomban kaphaté Anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagot (DD3) (HyTest Ltd.) alkalmaztunk

Reakcié intenzitasa: ++++ intenziv; +++ erds; ++ mérsékelt, + gyenge; — nincs reakcio.

Az ELISA eredmények alapjan mindegyik vizsgalt ellenanyag reagalt a D-dimerrel, azonban
kdézuluk négy, az 1B4, 1H12, 2B9 és a 3B3 nagyon erds reakciot mutatott a D-dimer
antigénnel. Ezek az ellenanyagok ugyancsak reagaltak a fibrin D és fibrinogén D
fragmentumokkal, de egyik sem keresztreagalt a fibrin E, illetve a fibrinogén E
fragmentumokkal A 4G8 és a 6B9 sejtvonalak altal termelt ellenanyagok is erésen reagaltak
a D-dimerrel, és csak gyenge vagy mérsékelt reakciot mutattak a D-fragmentumokkal. A
leggyengébb D-dimer affinitast a 2F2 ellenanyagnal tapasztaltunk, mely a D, X és az Y
fragmentumokkal is gyengén reagalt, ellenben a fibrinogénnel, ennél erdésebb, kbzepes
reakciot mutatott. A nagy molekulasulyu fragmentumok (Fibrin X és Y) esetében, az 1B4,
1H12 és a 3B3 ellenanyagok erds reakciot adtak, ellenben a tobbi ellenanyag ezekkel csak
kis mértékben reagalt. A fibrinogénnel mutatott keresztreakcio a 3B3, 1B4, 1H12, 2F2 és a
6B9 ellenanyagoknal tébbnyire erés vagy kozepes, a 4G8 ellenanyagnal gyenge volt.
Ezekkel ellentétben a 2B9 ellenanyag egyaltalan nem adott a fibrinogénnel keresztreakciot.
Ezen kiemelked6 tulajdonsaga miatt a 2B9 sejtvonalat tdbbszér klonoztuk és az igy kapott
sejtvonalakat is ellendriztik, hogy megtartjak-e ezt a tulajdonsagukat. A 4. tablazat mutatja
be a 2B9 sejtvonalak kldnjainak keresztreakcidit, mely alapjan latszik, hogy ezen sejtvonalak
altal termelt ellenanyagok nem keresztreagalnak a fibrinogénnel. A D-dimerhez valé
affinitdsuk alapjan kiemelkednek a 2B9/F2, 2B9/B1 és a 2B9/D5 klénok ellenanyagai, melyek

a D-dimerrel nagyon erds reakciot mutattak.

61




4. tablazat A 2B9 sejtvonal kiillénb6zd kldnjai altal termelt ellenanyagok keresztreakcioi

Nativ fehérje Fragmentumok
Ellenanyag . o . Fibrinogén Fibrin
D-Dimer Fibrinogén D 9 E D E X Y
2B9/E9 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/G4 +++ - +++ + +++ - + ++
2B9/F2 ++++ - ++++ + +++ - + ++
2B9/G12 ++ - ++ - ++ - - +
2B9/H10 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/F4 +++ - +++ - +++ - ++ ++
2B9/G1 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/G7 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/D12 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/A4 ++ - +++ - ++ - - +
2B9/B1 ++++ - +++ - +++ - + ++
2B9/B12 +++ - +++ - +++ - + ++
2B9/D5 ++++ - +++ - +++ - + ++
SB??AS_:_Z;; +++ - ++++ - +4+++ - + +++

Megjegyzés: Indirekt ELISA moddszerrel vizsgalva. Referens ellenanyagként a kereskedelmi

forgalomban kaphaté Anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagot (DD3) (HyTest Ltd.) alkalmaztuk
Reakci6 intenzitasa: ++++ intenziv; +++ er@s; ++ mérsékelt, + gyenge; — nincs reakcio.

A keresztreakciok vizsgalatanak eredményei azt mutattak, hogy a 2B9 jeldlési ellenanyag
affinitdsbeli tulajdonsagai hasonléak voltak a referens ellenanyagként alkalmazott anti-D-
dimer monoklonalis ellenanyaghoz (HyTest Ltd., Turku, Finnorszag). Mindkettd ellenanyag
er8s reakciot mutatott a D-dimerrel, ellenben nem adtak keresztreakciét a fibrinogénnel, és
csak gyengén reagaltak a fibrin X és az Y fragmentumokkal. Mi tébb, a fent emlitett, kiemelt
kibnok a D-dimerrel er6sebben, mig a D-fragmentumokkal gyengébben reagaltak, mint a

referensnek tekintett ellenanyag.

A fentiekkel 6sszhangban — a sejtvonalak proliferaciés tulajdonsagat is figyelembe véve — a
2B9/D5 klént jeldltik ki a nagyobb mennyiségl ellenanyag termelésére, illetve a felszini

epitdp vizsgalatahoz.
5.2.3 Epitép meghatarozas

Az altalunk elBallitott monoklonadlis ellenanyag altal felismert D-dimer epitop vizsgalatat a
2B9/D5 klonnal végeztik. Célunk az volt, hogy az epitép elhelyezkedését minél nagyobb

antigén felszin azonositasaval elvégezhessuk, mindehhez az antigént tdbb Iépésben
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emésztettiik, kilonbdzé hasitasi tulajdonsagu enzimekkel, cianogén-bromiddal, majd
kimotripszinnel. Az aktiv hasitasi termékeket SDS-PAGE-sel és Western blottal

azonositottuk, majd megszekvenaltuk.

A D-dimer antigén felszinén az epitép térképezés soran szekvenciadlis epitop helyett,
Osszetettebb, térbeli epitdép strukturat talaltunk. A kimotripszinnel emésztett antigén
fragmentumokat redukalo, illetve nem-redukald kérilmények kdzott is elektroforetizaltuk,
majd Western blottal analizaltuk. A blottolas soran a nem-redukalt mintaban a 25, 30 és 38
kDa molekulatomegeknél talalhato savok festédtek meg a membranon, jelezve az antigén-

ellenanyag interakciét. A redukalt antigén minta esetében nem j6tt létre reakcio (17. abra).

[

B

17. abra D-dimer antigén Western blot vizsgalata 2B9 monoklonalis ellenanyaggal

Megjegyzés: Nativ (C) és emésztett D-dimer antigén Western blot vizsgalata 2B9 monoklonalis

ellenanyaggal. Redukélé (B) és nem-redukald (A) kérilmények végzett vizsgalat

Az epitdp felszinek meghatarozasa céljabdl a szétvalasztott, redukalatlan fehérjemintak
kdzul azokat, melyek reagaltak a monoklonalis ellenanyaggal, megszekvenaltuk. A 25, illetve
38 kDa molekulatémegl fragmentumok esetében sikerllt szekvenciakat kapnunk, mig a 30
kDa-os fragmentumnal nem. A 18. abra mutatja be a meghatarozott szekvenciakat, melyek a
B-lancon a 94 IQPDSS- és 140 GNVANTNT- aminosav szakaszok, illetve a C-lancon 23
LQEIYNSNNQ- és 93 VYCEID- szakaszok.
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Chain A

1 VSEDLRSRIE VLKRKVIEKV QHIQLLQKNV RAQLVDMKRL EVDIDIKIRS CRGSCSRALA
61 REVDLKDYED QQKQLEQVIA KDLLPSR

Chain B

1 DNENVVNEYS SELEKHQLYI DETVNSNIPT NLRVLRSILE NLRSKIQKLE SDVSAQMEYC
61 RTPCTVSCNI PVVSGKECEE IIRKGGETSE MYLIQPDSSV KPYRVYCDMN TENGGWTVIQ
121 NRQDGSVDFG RKWDPYKQGF GNVATNTDGK NYCGLPGEYW LGNDKISQLT RMGPTELLIE
181 MEDWKGDKVK AHYGGFTVQN EANKYQISVN KYRGTAGNAL MDGASQLMGE NRTMTIHNGM
241 FFSTYDRDND GWLTSDPRKQ CSKEDGGGWW YNRCHAANPN GRYYWGGQYT WDMAKHGTDD
301 GVVWMNWKGS WYSMRKMSMK IRPFEFPQQ

Chain C

1 KMLEEIMKYE ASILTHDSSI RYLQEIYNSN NOKIVNLKEK VAQLEAQCQE PCKDTVQIHD
61 ITGKDCQDIA NKGAKQSGLY FIKPLKANQQ FLVWYEIDGS GNGWTVFQKR LDGSVDFKKN
121 WIQYKEGFGH LSPTGTTEFW LGNEKIHLIS TQSAIPYALR VELEDWNGRT STADYAMFKV
181 GPEADKYRLT YAYFAGGDAG DAFDGFDFGD DPSDKFFTSH NGMQFSTWDN DNDKFEGNCA
2471 EQDGSGWWMN KCHAGHLNGV YYQGGTYSKA STPNGYDNGI IWATWKTRWY SMKKTTMKII

301 PFNRLTIGEG QQHHLGGRAKQ AGDV

18. abra A fibrin D-monomer A, B, C lancainak aminosav szekvencigja

Megjegyzés: A szekvenalassal altalunk meghatarozott fragmentumok sziirke héattérrel vannak
kiemelve. A FXllla keresztkétésben részt vevsé aminosavaknal félkévér jelblést hasznaltunk.

Az A-lancon nem tudtunk epitopszekvenciat azonositani, feltehetéen ennek oka az lehet,

hogy az emésztési folyamat soran az N-terminalisuk blokkolddott.

Az azonositott fragmentumok szekvenciai alapjan a térbeli epitép feltételezheté helyzetét a
19. abra mutatja be. Ez — az dbra B részén kék szinnel jelolt — felllet a B és C lancok kozel

felét teheti ki, utalva a lehetséges interakcids fellletek viszonylag nagy méretére.
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19. abra A fibrin D-fragmentum lancai (A), epitdp felszinei és a meghatarozott,
emésztett fragmentumok 3D-s modellje (B)

Megjegyzés: Jelblések az abra A jelli részén: sarga és zbld —A lanc; pink és kék —B lanc; eziist és
lila—C lanc. Jelblések az abra B jel(i részén: bézs — nem meghatarozott fellilet, lila — fehérje
szekvenalassal meghatarozott fragmentumok és kék-lehetséges térbeli epitop.

Szerkesztéprogram: Swiss-PdbViewer Deep View v4.1

Készitette: Dr. Szenes Aron

Ahogy a térszerkezetet megjelenitdé abran is bemutattuk, az altalunk azonositott epitop
felszinek egymastdl relativ tavol helyezkednek el a fibrin alegységeken, mely alapjan az
epitdphoz kapcsolodo két ellenanyag kdzott nem, vagy csak kis valoszinlséggel léphet fel
sztérikus interferencia. Ennek kdszénhetéen a 2B9 monoklonalis ellenanyag megfeleld
riporter molekulanak bizonyul egy latex alapud immunolégiai médszerben. Mivel tovabbi, a
célzott emésztésre alkalmazhatd, megfelel6 specifitdsu endoproteinazok nem alltak
rendelkezésre, igy az epitop fellleteinek tovabbi szikitését nem tudtuk elvégezni. Tovabbi
exopeptidazokkal végzett emésztési lépésekkel, és az azt kdvetd protein szekvenalassal

szlkithet6, pontosithatd a jelenleg leirt epitdp felllet.

5.3 A 2B9 monoklonalis ellenanyag diagnosztikai alkalmazasa

A munkank soran el6allitott 2B9 monoklonalis ellenanyagot latex agglutinacion alapuld
immunturbidimetrias diagnosztikai probaba épitettik be. A folyamat soran a latex
mikroszemcsék felszinén |évé karboxil csoportokat aktivaltuk, majd a monoklonalis
ellenanyagot a szemcsékre kotottik fel. Az eléallitott proba Dia-D-DIMER teszt néven kerdlt
kereskedelmi forgalomba. A teszt fejlesztése a Diagon Kft.-ben tortént, a fejlesztési folyamat,

és az annak soran eléallt termék teljes egészében a Diagon Kft. szellemi tulajdonat képezik.
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A kovetkez6kben bemutatasra kerllé mérési eredményeink a 2B9 ellenanyag gyakorlati
diagnosztikai alkalmazasat hivatottak szemléltetni a Dia-D-DIMER teszt hasznalatan
keresztul.

5.3.1 Human mintak D-dimer koncentraciéjanak mérése

A Dia-D-DIMER teszttel 158 human plazma minta D-dimer koncentraciéjat hataroztuk meg,
két masik, kereskedelmi forgalomban kaphaté D-dimer teszttel (STA®-Liatest® D-Di;
INNOVANCE® D-Dimer) parhuzamosan mérve.

Korrelacios vizsgalatok

A probak numerikus eredményei kozotti kapesolatot Bland-Altman korrelacioval vizsgaltuk, a
Dia-D-DIMER és a STA®-Liatest® D-Di teszteket az INNOVANCE® D-Dimer teszthez
viszonyitva vizsgaltuk. A Bland-Altman abrazolast a 20. abra és 21. dbra mutatja be (Bland
és Altman, 1986). A STA® Liatest® D-Di és INNOVANCE® D-Dimer esetében a diagram
alapjan a probak atlagos eltérése 0,43, a széras 1,33, az atlagtdl valdé maximum eltérés
11,64 volt. Az INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER tesztek 6sszevetésénél a probak
atlagos eltérése 0,47, a széras 1,92, az atlagtél valé6 maximum eltérés pedig 13,5 volt. Els6

esetben egy, mig a masodiknal négy minta kerult kivil az elfogadhatésagi hatarokon.
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INNOVANCE D-Dimer és STA Liatest D-Ditesztek dtlaga
20. abra Bland-Altman korrelaci6 az INNOVANCE® D-Dimer és STA®-Liatest® D-Di

tesztek kozott
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21. abra Bland-Altman korrelacio az INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER tesztek
kozott

A tesztek regresszids analizisét a 22. dbra és a 23. dbra mutatja be. Az R? értékek az
INNOVANCE®- D-Dimer és STA®-Liatest® D-Di esetében R?=0,8973, mig az INNOVANCE®
D-Dimer és Dia-D-DIMER teszteknél R?=0,7357.

y=0,7231x+0,1961
R?=0,8973

o N
]

STA Liatest D-Di [ug/mlﬁEU)]H
(0]

6
4
2
0 4 ‘ : ,
0 5 10 15
INNOVANCE D-Dimer[ug/ml(FEU)]
22. abra Linearis regresszio abrazolasa az INNOVANCE® D-Dimer és STA®-Liatest® D-

Di tesztekkel mért mintakon.
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23. abra Linearis regresszio abrazolasa az INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER

tesztekkel mért mintakon
Harmonizalas, a tesztek kiiszobértékének valtoztatasa

A harom kilénb6z6 D-dimer teszttel mért koncentracio eredményeket pozitiv, illetve negativ
D-dimer eredményl csoportokba soroltuk, az egyes probak soran hasznalt kiszobértékek
alapjan. A STA®-Liatest® D-Di és Dia-D-DIMER teszteknél valtoztattuk a kiiszobértéket, igy
0,2-1 pg/ml

eredmény(i csoportokat (5. tablazat).

FEU kuszobérték-tartomany esetén is létrehoztunk pozitiv és negativ

5.tablazat Pozitiv-illetve negativ csoportokba sorolt paciensek a harom préba esetében
Kiiszobérték | PozitiviNegativ 'N'\[')C_’[\)’if,\n'\éfE(@ STA®-Liatest® D-Di |  Dia-D-DIMER

P 131 (82,9) 139 (88,0)

0,2 N 27 (17,1) 19 (12,0)

P 111 (70,3) 127 (80,4)

0,3 N 47 (29,7) 31 (19,6)

P 104 (65,8) 120 (76,0)

0,4 N 54 (34,2) 38 (24,0)

P 104 (65,8) 102 (64,6) 118 (74,7)

0,5 N 54 (34,2) 56 (35,4) 40 (25,3)

P 102 (64,6) 112 (70,9)

0,6 N 56 (35,4) 46 (29,1)

P 100 (63,3) 107 (67,7)

0,7 N 58 (36,7) 51 (32,3)

P 97 (61,4) 105 (66,5)

0,8 N 61 (38,6) 53 (33,5)
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®
Kiiszobérték | Pozitiv/INegativ IN'\IID(?[\)/i'?‘n'\é?E STA®-Liatest® D-Di Dia-D-DIMER
P 92 (58,2) 103 (65,2)
0,9 N 66 (41,8) 55 (34,8)
P 88 (55,7) 103 (65,2)
1 N 70 (44,3) 55 (34,8)

Megjegyzés: A STA® Liatest® D-Di és Dia-D-DIMER teszteknél 0,2-1 ug/ml FEU k6zétt valtoztatott

kiiszébértékekkel. A cellaba irt els6 szamadat az egyének szamat mutatja, az 6sszes, 158 beteg

kéziil, mig a zaréjeles érték ennek a szazalékos kifejezése

Az INNOVANCE® D-Dimer teszttel mérve 104 minta a pozitiv, mig 54 a negativ csoportba

tartozott. A STA® Liatest® D-Di esetében, a kliszobérték valtoztatasaval 88-131 minta a

pozitiv és 27-70 a negativ csoportba kertilt. A Dia-D-DIMER teszttel végezve a mérést, 103-

139 minta a pozitiv, mig 19-55 a negativ csoportba tartozott. A 6. tablazat és 7. tablazat

adatai alapjan Khi-négyzet statisztikai elemzéssel vizsgaltuk a prébak koézotti eltéréseket

valtoztatott kuszobértékek mellett.

6. tablazat  Khi-négyzet elemzés, az INNOVANCE® D-Dimer és STA®-Liatest® D-Di
tesztek pozitiv és negativ eredményei alapjan
'NNDO\[;ANCE® STA®-Liatest® D-Di
-Dimer
Kuszobérték (ug/miFEU) 0,5 02 1 03] 0405|0607 ] 08709 1
Pozitiv 104 131 | 111 | 104 | 102 | 102 | 100 97 92 88
Negativ 54 27 47 54 56 56 58 61 66 70
p-érték 0,001/0,398(1,000/0,813/0,813|0,638[0,413|0,164 | 0,065

Megjegyzés: a=0,05-8s szignifikancia szint mellett. A p-értékek félkéveér jelblése a nem szignifikans

kilénbséget jelenti
7.tablazat  Khi-négyzet elemzés, az INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER tesztek
pozitiv és negativ eredmeényei alapjan
®
W62 Dia-D-DIMER
D-Dimer

Kuszdbérték (ug/miFEU) 0,5 02 | 03] 04 0,5 06 | 0,7 | 08 | 0,9 1
Pozitiv 104 139 | 127 | 120 | 118 | 112 | 107 | 105 | 103 | 103
Negativ 54 19 31 38 40 46 51 53 55 55
p-érték 0,000 | 0,003 |0,048|0,0850|0,333|0,720|0,905| 0,906 | 0,906

Megjegyzés: a=0,05-6s szignifikancia szint mellett. A p-értékek félkbvér jelblése a nem szignifikans

kilénbséget jelenti
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a=0,05 szignifikancia szintet valasztva, a STA®-Liatest® D-Di teszt 0,3 és 1 yg/ml FEU kozott
valtoztatott kiiszobértékei mellett nem volt szignifikans kilonbség az INNOVANCE® D-Dimer
teszthez képest (p>0,05). A Dia-D-DIMER teszt esetében minél magasabb kiszobértéket
valasztottunk, annal kisebb kilonbség adodott a pozitiv-negativ betegek megoszlasaban a

referens teszthez viszonyitva.

0,2-0,3 pg/ml FEU kuszobértekeknél szignifikans volt a kilénbség a két préba koézott
(p<0,05), 0,4 pg/ml FEU-nél hatareset (p=0,048), és 0,5-1 pg/ml FEU értékeknél,

egyértelmien nem volt kildnbség a tesztek kozott.

Szenzitivitas, specificitas, ROC gorbe

Meghataroztuk a Dia-D-DIMER és STA®-Liatest® D-Di tesztek specificitas és szenzitivitas
értékeit a kulénb6z6 kiuszobértékeknél (8. tablazat és 9. tablazat). Referens tesztként az
INNOVANCE® D-Dimer tesztet hasznaltuk.

8.tablazat Az STA®-Liatest® D-Di tesztere megallapitott szenzitivitds és specificitas
értékek (szazalékban), valtoztatott kliszobértékek mellett

STA®-Liatest® D-Di
Kiiszobérték Szenzitivitas (%) Specificitas (%)
(ng/mlIFEU)

0,2 100 50,0
0,3 100 87,0
0,4 97,1 94,4
0,5 96,2 96,3
0,6 96,2 96,3
0,7 94,2 96,3
0,8 91,3 96,3
0,9 86,5 96,3

1 82,7 96,3

Megjegyzés: Referencia tesztként az INNOVANCE® D-Dimer tesztet hasznaltuk

O.tablazat A Dia-D-DIMER tesztre megallapitott szenzitivitas és specificitas értékek
(szazalékban), valtoztatott kiiszobértékek mellett.

Dia-D-DIMER
Kiiszobérték Szenzitivitas (%) Specificitas (%)
(ug/mIFEU)
0,2 100 35,2
0,3 99 55,6
0,4 98,1 66,7
0,5 98,1 70,4
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Dia-D-DIMER
Kiiszobérték Szenzitivitas (%) Specificitas (%)
(ng/mlIFEV)
0,6 95,2 75,9
0,7 95,2 85,2
0,8 93,3 85,2
0,9 92,3 87
1 92,3 87

Megjegyzés: Referencia tesztként az INNOVANCE® D-Dimer tesztet hasznaltuk

A STA®-Liatest® D-Di szenzitivitds értékei (valos pozitiv rata) 0,2 és 1 ug/ml FEU kozotti
klszdbértékek esetében 82,7-100% kozétt mozogtak, mig a Dia-D-DIMER tesztre szamolva
92,3 és 100% kozottiek az értékek. A prébak specificitasa (valés negativ rata) az el6bbi
leolvasast kovetve, 50 és 96,3%, illetve 35,2 és 87% kozott valtozik. A kilonbozé
kiszobértékekhez rendelt specificitds és szenzitivitas értékek meghatarozasaval,
megszerkesztettik a két proba ROC gorbéjét a referens teszthez viszonyitva. A gorbe alatti
terllet (AUC) jellemzi a teszt hatékonysagat, melynek értéke a STA®-Liatest® D-Di tesztnél
0,9804 (24. abra), mig a Dia-D-DIMER tesztnél ez az érték 0,9707 (25. abra).

ROC Curve for y =0.02Ln(x) + 1
Area under curve = 0.9804
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24. abra STA®-Liatest® D-Di teszt diagnosztikai hatékonysagat jellemzé ROC goérbe
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ROC Curve for y =0.03Ln(x) + 1
Area under curve = 0.9707
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25. abra Dia-D-DIMER teszt diagnosztikai hatékonysagat jellemzé ROC goérbe
Optimalis kiiszobérték becslése

A teszteket jellemz8 osztalyozasi pontossag (accuracy) és Youden-index adatokat a 10.
tablazatok foglaljak Ossze. Az értékek informaciét adnak az optimalis kiiszobértékrdl,
melynek becsléséhez a legmagasabb ,osztalyozasi pontossag (0,962, illetve 0,918) és
Youden index (0,925, illetve 0,804) értékeket vettiik figyelembe, melyek a STA®-Liatest® D-Di
tesztnél a 0,5-0,6, mig a Dia- D-DIMER tesztnél a 0,7 ug/ml FEU kiszobértékhez tartoznak.

10. tablazat Accuracy és Youden index értékek STA®-Liatest® D-Di kilonb6zd
kUszobértékei esetében

STA®-Liatest® D-Di

Kiiszobérték (ug/ml FEU) Accuracy Youden index
0,2 0,829 0,500
0,3 0,955 0,870
0,4 0,962 0,916
0,5 0,962 0,925
0,6 0,962 0,925
0,7 0,949 0,905
0,8 0,930 0,876
0,9 0,899 0,828
1 0,873 0,790
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11. tadblazat Accuracy és Youden index értékek Dia-D-DIMER kilonb6zé kiiszdbértékei

esetében
Dia-D-DIMER
Kiiszobérték (ng/ml FEU) Accuracy Youden index

0,2 0,779 0,352
0,3 0,842 0,546
0,4 0,873 0,647
0,5 0,886 0,685
0,6 0,886 0,711
0,7 0,918 0,804
0,8 0,905 0,785
0,9 0,905 0,793

1 0,905 0,793

5.3.2 Kutyaktdél szarmazé mintak D-dimer koncentraciéjanak mérése

A mérések soran daganatos, illetve egészséges kutyaktdl szarmazd vérplazma mintdk D-
dimer koncentracidjat mértik meg a Dia-D-DIMER illetve az INNOVANCE® D-Dimer
tesztekkel. A daganatos megbetegedésre vonatkozé vizsgalatokat és elemzéseket a Dia-D-

DIMER teszttel kapott eredmények alapjan végeztuk.
D-dimer koncentracié és tumor 6sszefiiggése

A vizsgalatba bevont 70 kutya kézll 20 klinikailag egészséges, mig 50 valamilyen daganatos
megbetegedésben szenvedd allat volt. A vérplazma mintakat a Dia-D-DIMER
immunturbidimetrids diagnosztikai teszttel mértik le, és allapitottuk meg a D-dimer
koncentraciot. A D-dimer koncentracié értékek megoszlasat a neoplaziaban szenvedd
(benignus, malignus és metastasist add) kutyak, illetve az egészséges kontroll csoport kdzott

a 12. tablazat mutatja be.

12. tablazat Malignus, benignus és attétes daganatban szenvedd kutyak csoportjainak,
illetve a kontroll csoport mintaiban mért D-dimer koncentracio ertékek

eloszlasa
Csoportok (esetszam) D-dimer (ug/ml FEU
0,1-0,5 0,5-1 1-2 2-3 >3
Malignus tumor (36) 17 6 6 2 5
Benignus tumor (8) 6 2 -
Metastasis (6) 2 1 1 - 2
Kontroll (20) 18 2 - - -

73




A kontroll és a daganatos kutyak csoportjaiban mért D-dimer koncentracidé értékek
tartomanyat és kozépértékeit a 13. tablazat mutatja be. A diagnozis alapjan a daganatos
kutyak csoportjaiban a kilénb6zé tumortipusok alapjan malignus (n=36) és benignus (n=8)
csoportokat alkottunk, olyan mintakat vonva be a csoportokba, melyeknél ez az elkilénités
egyértelmiien megallapithatd volt. A benignus csoport D-dimer értékei nem tértek el
szignifikansan a kontroll csoporttél (median=0,34 ug/ml FEU; p=0,1310). Ugyanakkor a
malignus csoport koncentracié értékei magasabbak voltak, és jelentés, szignifikans
kaldnbséget mutattak a kontroll csoporthoz képest (median=0,68 ug/ml FEU; p=0,0002). Az
egeszséges allatok csoportjan belldl a D-dimer koncentracié értékek alacsonyak voltak és
0,1-0,58 pg/ml FEU kozdétti koncentracio tartomanyba estek, mig a daganatos csoportokban
szélesebb koncentracié tartomanyokat allapitottunk meg, melyekben a legmagasabb érték

kiugréan magas, 28,2 ug/ml FEU volt.

13. tablazat A kontroll és daganatos kutyak csoportjaiban mért D-dimer koncentracié
tartomanyok, kdozépértékek, és p-értekek

D-dimer (ug/ml FEU)
rtok 3 Acio
Csoportok (esetszam) Koncentl"acm Median p-érték
tartomany

Kontroll (20) 0,10-0,58 0,25 -

, Benignus (8) 0,10-0,72 0,34 0,1310
Neoplasia .

Malignus (42) 0,10-28,20 0,68 0,0002

Kulén csoportként vizsgaltuk azon allatok mintait, melyeknél attétet is diagnosztizaltak. Az
attétes daganatban szenved6 kutyak mintaiban a D-dimer koncentracido kozépértéke 1,01
pg/ml FEU volt, ami a malignus tumor csoport értékeinél is magasabb. Ugyancsak hasonlo,
szignifikans kulénbség mutatkozott a metastasis csoport és a kontroll csoport (p=0,0016)
kozott (14. tablazat).

14. tdbldzat Malignus, benignus és attétes daganatban szenvedd kutyak csoportjaiban
mért D-dimer koncentracié tartomanyok, kdzépértékek) és p-értékek

D-dimer (ug/ml FEU)
Csoportok (esetszam) K:mcent['écié Median p-érték
artomany
Benignus tumor (8) 0,10-0,72 0,34 0,1310
Malignus tumor (36) 0,10-15,50 0,57 0,0007
Metastasis (6) 0,25-28,20 1,01 0,0016

A mintdkat a szdvettani vizsgalat alapjan, a malignitas foka (grade) és a tumor stadiuma
(stage) szerint is besoroltuk, amennyiben ez az informacié rendelkezéslnkre allt. Az igy

kapott csoportok D-dimer koncentracié tartomanyait és kozépértekeit a 15. tablazatok
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mutatjak be. A malignitas foka szerint az I. csoport median értéke 0,40 ug/ml FEU volt, mig a
lI-1ll.  csoportoknal magasabb kozépértéket kaptunk (0,94 pg/ml FEU. Hasonlé
kovetkeztetésre jutottunk a tumor stadiumok vizsgalata soran, ugyanis a magasabb
stadiumba (IV-V.) tartozé daganatos kutyak D-dimer koncentracio kozépértéke is joval
magasabbnak bizonyult (1,50 ug/ml FEU), mint az I-ll-1ll. stadiumu csoportok értéke (0,44
pg/ml FEU).

Vizsgalataink soran 3 minta esetében meértunk kiugréan magas D-dimer koncentraciot. Az
egyik egy nyolcéves rottweiler kan mintgja volt 15,5 pg/ml FEU értékkel, amelynél
epehdlyag-carcinomat diagnosztizaltak. A masik egy ivartalanitott néstény keverék kutya,
amelynek emlécarcinomaja volt, melliregi attétekkel (15,1 pg/ml FEU). A legmagasabb
koncentracio értéket, 28,2 ug/ml FEU-t egy nyolcéves him argentin dog mintajaban meértuk,

amelynek mar elérehaladott stadiumu T-sejtes lymphomaja volt.

15. tablazat A malignitas fokat jeldl6 csoportok D-dimer koncentracio tartomanyai és

kozépértékei
D-dimer (ug/ml FEU)
Malignitas foka (esetszam) Koncentracio s
. Median
tartomany
| (14) 0,10-15,50 0,40
[1-111 (20) 0,10-4,75 0,94

16. tablazat A daganat stadiumat jel6l6 csoportok D-dimer koncentracio tartomanyai és

kozépértékei
D-dimer (ug/ml FEU)
Stadium (esetszam) Koncentracié 0z
. Median
tartomany
I-11-111 (35) 0,10-4,74 0,44
IV-V (10) 0,19-28,20 1,50

A daganatos csoportokat a daganattipusok szerint is vizsgaltuk. A csoportositast a
szdvettani vizsgalatok alapjan a daganat eredete szerint végeztiik. igy 7 kiilénbdzd csoportot
alkottunk: (mastocytoma (n=6), lymphoma (n=5), sarcoma (n=10), carcinoma (n=17),
insulinoma (n=3), lipoma (n=3), adenoma (n=3), illetve egy nyolcadik csoportot, melybe az
el6z6 csoportokba egyértelmien nem sorolhatdé tumorok kerultek. A  kilonbozd
daganattipusoknal mért D-dimer koncentracié értékek eloszlasat, a koncentracio
tartomanyokat, kozépértékeket és a csoportok kontroll csoporttol valo eltérését jelzé p-
értékeket a 17-18. tdbldzatok mutatjak be.
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A kontroll csoporthoz viszonyitva a legmagasabb D-dimer kézépértéket a malignus

tumorokhoz tartozé lymphomaval diagnosztizalt ebek csoportjanal kaptunk (1,72 ug/ml FEU).

Vizsgalataink soran a carcinomaban szenvedd allatok csoportjanal is jelentésen magas 0,83

pg/ml FEU kozépértéket kaptunk. A lipoma, insulinoma betegcsoportoknal a kontrollhoz

hasonléan alacsony kdzépértéket tapasztaltunk, bar ezekben a csoportokban a mintaszam is

alacsony volt. A Mann -Whitney statisztikai prébaval vizsgalva, a mastocytoma csoport

(p=0,1024) szignifikansan nem kulénbdzott a kontroll csoporttdl. A lymphoma (p=0,0114),

sarcoma (p=0,0005), carcinoma (p=0,0022) csoportok ellenben szignifikans kulénbséget

mutattak.

17. tablazat Az egyes daganattipusok és a kontroll csoportaiban mért D-dimer
koncentracio értékek eloszlasa

Csoportok (esetszam) D-dimer (pg/ml FEU
0,1-0,5 0,5-1 1-2 2-3 >3
Mastocytoma (6) 4 - - 2 -
Lymphoma (5) 1 1 1 - 2
Sarcoma (10) 4 4 1 - 1
Carcinoma (17) 7 2 5 - 3
Lipoma (3) 2 1 - - -
Adenoma (3) 2 1 - - -
Insulinoma (3) 2 - - - 1
Mas daganattipusok (3) 3 - - - -
Kontroll (20) 18 2 - - -
18. tablazat Az egyes daganattipusok és a kontroll csoport D-dimer koncentracio
tartomanyai, kbzépértékei és p-értékek
Szoveti eredet
szerint Csoportok (esetszam) | Koncentracio-tartomany | Median | p-érték
pg/ml FEU
Kontroll (20) 0,1-0,58 0,25 -
Lipoma (3) 0,26-0,51 0,31 N/A
Kotészovet Mastocytoma (6) 0,1-2,38 0,38 0,1024
Sarcoma (10) 0,12-3,77 0,67 0,0005
, Adenoma (3) 0,1-0,72 0,48 N/A
Ham :
Carcinoma (17) 0,10-15,5 0,83 0,0022
Nyirokrendszer Lymphoma (5) 0,14-28,2 1,72 0,0114
Exokrin Insulinoma (3) 0,1-3,85 0,25 N/A
- Mas daganattipusok (3) 0,10-0,37 0,26 N/A

N/A: Alacsony esetszam miatt, az adat nem all rendelkezésre.
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Az egyes daganatos csoportok egymashoz, illetve a kontroll csoporthoz valé viszonyat
boxplot diagrammal abrazoltuk (26. abra).
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26. abra A malignus, benignus és attétes daganatban szenvedd kutyak csoportjaiban,

illetve a kontroll csoportban mért D-dimer koncentraciok abrazolasa boxplot diagrammal
Megjegyzés: A csillagok a kontroll csoporttél valé szignifikans eltérést jelolik.
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27. abra Az egyes daganattipusok és a kontroll csoportban mért D-dimer koncentraciok

abrazolasa boxplot diagrammal

Megjegyzés: A csillagok a kontroll csoporttol valo szignifikans eltérést jelblik.
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Az egészséges kutyak mintai alapjan felallitottuk a kutya vérplazma mintak vizsgalata soran
alkalmazhat6é referencia tartomanyt (<0,69 pg/ml FEU). A kiszdbérték alapjan

pozitiv/inegativ D-dimer eredményi csoportokat hoztunk létre.

Valtoztatott kiszobértek mellett, a kutyak diagnézisai alapjan (egészséges, illetve beteg
kategoriak) meghataroztuk a Dia-D-DIMER teszt daganatokra vonatkoztatott szenzitivitas,
specificitas, valamint pozitiv, illetve negativ prediktiv értékeit (PPV és NPV). Eredményeink
szerint a 0,3-0,6 pg/ml FEU-ig terjed6 kiszdbérték mellett, a szenzitivitas 33 és 51%, mig a
specificitas 85 és 100% kdzott mozgott (19. tablazat).

Az altalunk meghatarozott 0,69 pg/ml FEU kiszobérték alkalmazasaval 33%-0s szenzitivitas
mellett, 100%-os specificitast értiink el. A pozitiv prediktiv érték 100%, mig a negativ

prediktiv érték 29% a daganatos mintak esetében.

Kdvetkezésképpen a Dia-D-DIMER teszt esetében a 0,69 ug/ml FEU kiszdbérték alatti
mintakat tekintettiik negativ D-dimer értéklinek malignancia szempontjabdl, mig e folott

pozitivnak itéltik a vizsgalat eredményét.

19. tablazat A Dia-D-DIMER teszt, daganatokra vonatkoztatott szenzitivitas, specificitas,
PPV, NPV értékei szazalékban kifejezve, kiilénb6zd kliszobértékek
alkalmazasa esetén

Kiiszobérték Szenzitivitas Specificitas PPV NPV

(ug/ml FEU) % % % %
>0,3 51 85 92,5 32,1
>0,4 41 85 90,9 28,3
>0,5 37 90 93,1 28,1
>0,6 33 100 100 29
>0,69 33 100 100 29

Korrelacios vizsgalatok

A kutyaktol szarmazo vérplazma mintakat a Dia-D-DIMER teszt mellett az INNOVANCE® D-
Dimer teszttel is lemértik. A két proba numerikus eredményei kozotti kapcsolat vizsgalatara
Bland-Altman analizist hasznaltunk, mellyel a mért D-dimer értékek atlagos kulonbségét
(0,59) az atlagos eltérés szorasat (0,78) és a két mérés 95%-0s egyezési hatarértékeit

hataroztuk meg. Az atlagtol valé maximum eltérés 3,56 volt (28. abra).
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28. abra INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER tesztek Bland-Altman analizise

Az egészséges kutyak mintai alapjan az INNOVANCE® D-Dimer tesztnél is meghataroztunk
egy kutyakra vonatkoztatott referencia tartomanyt, mely alapjan 1,03 ug/ml FEU kiiszobérték

alatti mintakat tekintettiik negativ D-dimer értékiinek.

Mindkét proba esetében az altalunk meghatarozott kiiszobértékek szerint pozitiv és negativ
eredményl csoportokba rendeztilk a mért mintakat. Khi-négyzet statisztikai elemzéssel
p=0,3298 értéket kaptunk a=0,05 szignifikancia szint mellett, mely alapjan nem kulénbdzott

szignifikdnsan a két teszt, kutya mintakon val6 alkalmazas soran.
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6 MEGBESZELES

6.1 Az eléallitott ellenanyag tulajdonsagai

Az el6allitott uj, 2B9 monoklonalis ellenanyag teljesiti a 3.2.3 pontban, az
immunturbidimetrias D-dimer préba miikbédési elve alapjan felallitott feltételeket az alabbiak

szerint.

6.1.1 A keresztreakciok vizsgalatanak jelentésége

A keresztreakciok vizsgalatanak eredménye alapjan kijelenthetjik, hogy a 2B9 megfelel6
specificitassal ismeri fel a D-dimer antigént, nem reagal a fibrinogénnel, mely kiemelkedéen

fontos jellemzéje egy D-dimer diagnosztikai prébaban alkalmazhatoé ellenanyagnak.

Adam és munkatarsai (2009) a D-dimer mérés kapcsan felmerllé problémakat vizsgaltak
tanulmanyukban. A D-dimer tesztek legfébb gyengeségének azt tartottak, hogy a kulénbdzé
prébak nem képesek megfelelen megkilonbdztetni a fibrin degradacidés termékeket a
fibrinogéntdl (Adam és mtsai., 2009; Longstaff és mtsai., 2016). A D-dimer harmonizaciojaval
foglalkozé kézleményikben taldlhaté ajanlas szerint, a D-dimer teszteknek nem kellene
fibrinogénnel vagy fibrinogén degradaciés termékekkel reagalni, sem olyan fibrin és
fibrinogén fragmentumokkal, melyek — a plasminon kivil — mas enzimek altal kivaltott
proteolizis soran keletkeztek. Kovetkezésképpen a D-dimer ellen termelt ellenanyagok
jellemzésekor a keresztreakciok vizsgalata egy kulcsfontossagu |épés, mely soran
megallapithaté, vagy éppen kizarhaté az ellenanyag esetleges keresztreakcioja a

fibrinogénnel.

A szakirodalomban fellelhet6 és a kereskedelemben is igen elterjedten hasznalt DD-3B6/22
monoklonalis ellenanyag a D-dimert is tartalmazd, keresztk6tétt fibrin fragmentumokat ismeri
fel, és a fibrinogénnel vagy annak degradaciés termékeivel nem ad keresztreakciot (Elms és
mtsai., 1986).

Hart és mtsai. (1994) arra mutattak ra tanulmanyukban, hogy a kereskedelemben kaphato
ELISA elvén mikédd D-dimer tesztek tobbsége két ellenanyagot alkalmaz. Az egyik egy
fibrin-specifikus monoklonalis ellenanyag (,capture”), a masik viszont egy kevésbé
specifikus, a fibrinogénnel is keresztreagald ellenanyag. Vizsgalataik soran két kulénb6zé
ELISA rendszert hasonlitottak &ssze, melyeknek specifikus, ,capture” ellenanyaga

megegyezett (mindkét probaban a DD-3B6/22 ellenanyagot alkalmaztak) ellenben a masodik
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ellenanyaguk kilénbdzdé mértékben keresztreagalt a fibrinogénnel. Azt vizsgaltak, hogy a
fibrinogénnel adott keresztreakcid befolyasolja-e a keresztkététt fibrin fragmentumok valodi
szintignek megallapitasat, joval magasabb koncentracié értéket eredményezve. Azt
tapasztaltak, hogy amikor fibrinogenolysist indukaltak a normal mintakban, a két préba
eredmeényei rendkivil nagy kulonbségeket mutattak. A fibrinogénnel reagalé ELISA préba
esetében 25-sz6rés (normal, 36 +/- 27 ng/ml; kezelt, 833 +/- 272 ng/ml) koncentracio
emelkedést tapasztaltak, mig a fibrinogénnel nem reagaldo ELISA-nal nem jelentkezett
emelkedés (normal, 24 +/- 21 ng/ml; kezelt, 27 +/- 22 ng/ml). Ezen eredmények alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a magas fibrinogén, illetve fibrinogénszarmazékot
tartalmaz6é mintakban pontosabban megallapithatd a D-dimer koncentracié olyan tesztek

alkalmazasaval, melyek fibrinogénnel nem reagalé ellenanyagokat tartalmaznak.

Az Aaltalunk termelt ellenanyagok keresztreakcio vizsgalatanak eredményei azt mutattak,
hogy a megvizsgalt hét kiiléonb6zé ellenanyag kozil négy erés vagy mérsékelt, kettd pedig
gyenge reakciot mutatott a fibrinogénnel. Ellenben a 2B9 ellenanyag megfeleld
specificitasinak bizonyult, mivel nem kereszireagalt a fibrinogénnel. Ez az elényds
tulajdonsaga teszi lehetévé, hogy a fibrinogéntartalma citratos plazma, vagy akar teljes
vérmintak mérésére is alkalmas lehessen (Dempfle, 2005b) a 2B9 ellenanyagot hordozé

diagnosztikai préba.

A keresztreakcio vizsgalat tovabbi pozitiv eredményének tekintettiik, hogy a 2B9 ellenanyag
a nemzetkdzileg is elismert ellenanyaggyarté cég (HyTest Ltd., Turku, Finnorszag), Anti-D-
dimer monoklonalis ellenanyagahoz, mint referens ellenanyaghoz hasonlé tulajdonsagokat
mutatott a keresztreakciok tekintetében. Mindkét ellenanyag reagalt a D-dimerrel, ellenben
nem adtak keresztreakciét a fibrinogénnel és gyenge reakciét mutattak a fibrin X és az Y
fragmentumokkal. Ezen felll, egyes 2B9 klénok a D-dimerrel er6sebben, mig a D-

fragmentumokkal gyengébben reagaltak, mint a referensnek tekintett ellenanyag.

6.1.2 Az epitop térképezés értékelése

Az epitép analizis alapjan elmondhatjuk, hogy a 2B9 ellenanyag szimmetrikusan
elhelyezkedd epitépokat ismer fel a D-dimer felszinén, amelyek egymastdl relativ tavol
helyezkednek el, ezaltal poziciojuk sztérikusan lehetévé teszi és megkonnyiti az

ellenanyaggal boritott latex mikroszemcsék agglutinaciojat.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagok a Xllla faktor

altal keresztkotott fibrin fragmentum D-doménjének felszinén Iévé epitopokat ismerik fel.
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Ezen monoklonalis ellenanyagok mindegyike mas és mas specificitassal rendelkezik
(Dempfle, 2005b). Kozuluk néhany ellenanyag epitop-térképezését elkészitették, majd
publikaltak.

Az els6 szabadalmaztatott anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagot (DD-3B6/22) Rylatt és
munkatarsai allitottak el6 (Rylatt és mtsai., 1983). Wylie és munkatarsai vizsgalata szerint a
DD-3B6/22 ellenanyag altal felismert epitop felszin a gamma polipeptid lanc 86 és 88
aminosavai kozott, illetve az alfa polipeptid lanc 105 és 110 aminosavai k6zo6tt helyezkedik el
(Devine és Greenberg, 1988; Wylie és Walsh, 1997). Egy masik, B4 jel6lésli D-dimer
specifikus monoklonalis ellenanyag — melyet Doh és munkatarsai (2006; 2015) allitottak el6
—, a béta polipeptid lanc N-terminalis régiojanal 1évé 134 és 142 aminosavak kozotti antigén

felszini szakaszt ismeri fel.

A van der Graaf és mtsai. (2000) altal kozolt lista szerint (20. tablazat) az elmult évek soran a
kutatok szamos D-dimer-specifikus ellenanyagot allitottak el6, melyeket diagnosztikai
prébakban is alkalmaztak. Ugyanakkor ezen ellenanyagok tobbségének az epitdp
meghatarozasa a legjobb tudomasunk szerint, sajnalatos moédon a szakirodalomban nem

talalhaté meg.

20. tablazat A kereskedelmi forgalomban kaphaté D-dimer tesztek mérési elve és az
alkalmazott ellenanyagok

A préba megnevezése Mérési elv Ellenanyag(ok)
Minutex D-Dimer (Biopool, Szemikvantitativ 8D3
Umed, Svédorszag) latexagglutinacids teszt
SimpliRED D-Dimer (Agen Vordsveértest agglutinacios 3B6/22
Biomedical Ltd., Brisbane, teszt
Ausztralia)
NycoCard D-Dimer Laminalt tesztkartya S4H9

(Nycomed Pharma AS,
Oslo, Norvégia)

INSTANT I.A. D-Dimer Kvalitativ ELISA 7G2(Fab’)2 fragmentum
(Diagnostica Stago, +2F7(Fab’) fragmentum
Asniéres, Franciaorszag)
VIDAS D-Dimer Kvantitativ ELISA (teljesen Anti D-Dimer MADb
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, automatizalt) (10B5E12C9) + anti-D-
Franciaorszag Dimer Mab (2C5A10)
Tina-quant a D-Dimer Kvantitativ Anti-human D-Dimer MAb
(Roche Diagnostics, immunturbidimetrias D- dimer JIF-23
Mannheim, Németorszag) teszt (teljesen automatizalt)
LIATEST D-Dimer Kvantitativ 8D2 and 2.1.16
(Diagnostica Stago, immunturbidimetrias D- dimer
Asniéres, Franciaorszag) teszt (teljesen automatizalt)
IL Test D-Dimer (IL-DD, Kvantitativ 8D3

Instrumentation Laboratory | immunturbidimetrias D- dimer
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A préba megnevezése

Mérési elv

Ellenanyag(ok)

SpA, Milano, Olaszorszag)

teszt (teljesen automatizalt)

BC D-Dimer és Turbiquant

Kvantitativ D-Dimer teszt

Anti-human D-Dimer MAb

D-Dimer (Dade Behring,
Marburg, Németorszag)

(DD5)

Asserachrom D-Dimer ELISA Anti-human D-Dimer
(Diagnostica Stago, MAD(2F7) + poliklonalis
Asniéres, Franciaorszag) anti- FDP-D
Enzygnost D-Dimer micro ELISA Anti-human D-Dimer MAb
(Dade Behring, Marburg, (DD5) + poliklonalis anti-
Németorszag) fibrinogen
Fibrinostika FbDP (Organon ELISA Anti-FgDP/FbDP MADb

(FDP 14) + monoklonalis
anti-FbDP (FDP DD13)

Teknika, Turnhout, Belgium)

Forras: sajat szerkesztés van der Graaf és mtsai. (2000) alapjan)

Az altalunk elvégzett epitop analizis szerint a 2B9 monoklonalis ellenanyag eltéré
szekvenciakat ismer fel a D-dimer felszinén, mint mas, a szakirodalomban fellelheté D-dimer
specifikus ellenanyagok. A 2B9 ellenanyag a béta polipeptid lancon a 94-99 és 140-147

aminosavakat, illetve a gamma lancon a 23-32 és 93-98 aminosavakat ismeri fel.

Az altalunk eléallitott 2B9 D-dimer specifikus monoklonalis ellenanyag epitop vizsgalata arra
enged koévetkeztetni, hogy az epitopok az antigén felszin toébb kilénb6zd részén, térbeli
felismerd helyet alkotva helyezkednek el. Azt, hogy egy térbeli epitdop egy szekvencialis
epitdphoz képest elénydsebb, vagy éppen hatranyosabb elrendezést jelent, a szakirodalmi

adatok alapjan nem lehet egyértelmien megallapitani.

Azt feltételezzlik, hogy bizonyos esetekben egy térbeli epitdop tovabbi diagnosztikai elényt
hordozhat magaban. Osszevetve a 2B9 jelzésii ellenanyagot alkalmazé diagnosztikai
tesztet, mas kereskedelmi forgalomban elérheté D-dimer tesztekkel, — amelyeknek az
ellenanyaga szekvencidlis epitopot ismer fel — feltételezhetd, hogy a térbeli epitopot
felismerd ellenanyag, olyan antigénnel is reagalhat, mely nem egy, a szekunder fibrinolysis
soran keletkezett keresztkotott fragmentum. Ezt a tesztet mas, — megfeleld szekvencialis
epitdpot alkalmazd — D-dimer teszttel egyuttesen hasznalva mas, olyan tipusu betegségek is
diagnosztizalhatéak lehetnek, melyekben az emelkedett D-dimer (vagy oligomer) értéket

nem a trombotikus aktivitas eredményezte.

A 6.1.1 és 6.1.2 pontokban értékelt eredmények alapjan kijelenthetjuk, hogy az altalunk
eléallitott 2B9 monoklondlis ellenanyag alkalmas latex agglutinacid elvén alapulo

diagnosztikai tesztben val6é hasznalatra.
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6.2 Az eldéadllitott ellenanyag gyakorlati alkalmazasa

A jelen értekezésben bemutatott 2B9 D-dimer specifikus monoklonalis ellenanyag
felhasznalasaval a magyarorszagi tulajdonu Diagon Kft. altal egy in vitro diagnosztikai (IVD)
immunturbidimetrias D-dimer teszt — nevezetesen Dia-D-DIMER teszt — kerUlt kifejlesztésre.
A termék atesett Klinikai teljesitményértékelésen, és CE-jellel ellatott, jelenleg is
kereskedelmi forgalomban van. Az értekezésnek tovabbi részét képezte a 2B9 ellenanyagot
hordozé Dia-D-DIMER tesztnek, mint diagnosztikai eszkdznek gyakorlati hasznalata,

amellyel human, illetve allatoktdl szarmazé mintakat is vizsgaltunk (Holczer és mtsai., 2016).

6.2.1 A Dia-D-DIMER teszt human klinikai vizsgalata

A Dia-D-DIMER tesztet els6sorban human mintak vizsgalatara fejlesztettik. A prébaval
végzett méréseink egy részében human plazma mintak D-dimer koncentracioit hataroztuk
meg. Az eredményeket masik két D-dimer teszttel vetettik Ossze, megvizsgaltuk az
eltéréseket, majd kisérletet tettink a Dia-D-DIMER teszt optimalis kiszobértékének

meghatarozasara.

A Dia-D-DIMER teszt human vonatkozasu eredményeinek értékelése

A 2B9 D-dimer specifikus monoklonalis ellenanyagra épulé kereskedelmi teszt klinikai
teliesitményértékelése sikerrel zarult, ezen kivll tovabbi, a teszt teljesitményének

jellemzésére iranyulé vizsgalatokat végeztiink human mintak bevonasaval.

Munkank soran a human vérplazma mintak vizsgalatakor célunk az volt, hogy a Dia-D-
DIMER tesztet és két masik, forgalomban lévdé D-dimer tesztet dsszehasonlitsunk. Egy
tesztet kdzulik referensnek jeldltiink ki, €s ehhez képest jellemeztik a tébbi tesztet az alabbi
paraméterek megadasaval: ROC-gérbe, szenzitivitas ésspecificitas (Zweig és Campbell,
1993).

Referens tesztként dnkényesen az INNOVANCE D-Dimer-t jeloltik ki és a masik két tesztet
ehhez hasonlitottuk. E két teszt kuszobeértékét valtoztattuk és azt vizsgaltuk, hogy ebbdl
eredéen hogyan valtozik a tesztek altal adott eredmény, illetve az optimalis kiszobértéket

kerestuk, melyet tdbb szempont alapjan vizsgaltunk.

A laboratériumok altalaban egydntetiien a 0,5 ug/ml FEU kiszdbértéket hasznaljak a
VTE kizarasara. Ez azonban nem teljesen helyes eljaras, a kiszobérték ugyanis tobb
tényez6tél is fugghet, példaul magatdl a vizsgalt populaciotdol is. A szakirodalomban tobb
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tanulmanyban is felhivjak a figyelmet arra, illetve maguk a diagnosztikai teszt gyartok is
tébbnyire azt javasoljak, hogy a kliszobértéket a laboratériumok sajat maguk hatarozzak
meg (Adam és mitsai.,, 2009; Mullier és mtsai., 2014; Olson és mtsai., 2013; Reber és
Moerloose, 2013).

Munkankban 158, a Semmelweis Egyetemen kezelt beteg mintajan végeztik el az
Osszehasonlitast, akiknek a jelentés hanyadanal a referens teszt alapjan magas D-dimer
koncentracio értéket allapitottak meg. A tesztek egyetértésének jellemzésére Bland-Altman
analizist végeztuk, mellyel a koncentracié értékek kozotti kilonbségeket és az atlagos
értékek Osszefliggéseit vizsgaltuk. A Dia-D-DIMER és a STA®-Liatest® D-Di tesztet is a
referens teszthez viszonyitottuk. Mindkét esetben hasonlé atlagos eltérési értékeket kaptunk
(0,43 és 0,47), a Dia-D-DIMER tesztnél a tesztek kilénbsége valamivel jobban eltért a
nullatdl, mint a STA®-Liatest® D-Di esetében (“limits of agreement” = -5,28-6,22; -3,56-4,43)
A 20. és 21. abrak21. abraalapjan a megjelenitett tesztek kildnbségének, illetve atlaganak
értékeire illesztett egyenes meredeksége a STA®-Liatest® D-Di és a referens teszt kozott
kisebb értéket adott, mint a Dia-D-DIMER tesztnél, kdvetkezésképpen ennél az el6bbi
tesztparnal a magasabb D-dimer koncentracié értékek esetén kisebb eltérést lattunk a ket

teszt kozott.

Ugyancsak ennek a két tesztparnak az eredményeit hasonlitottuk dssze linearis
regresszios analizist hasznalva. A tesztek illeszkedését jellemzé R? érték a STA®-Liatest® D-
Di parnal magasabb értéket (R?=0,8973) adott, mint a Dia-D-DIMER teszt és a referens teszt

esetében (R?=0,7357), mely valamivel jobb korrelaciot tiikroz.

A prébak kozotti kuldnbségeket szamos — mar a fentiekben emlitett — tényezd
okozhatja. A tesztek 0sszehangolasara felhasznaldi szinten ellenanyag, vagy konstrukcio-
valtoztatas szintjén természetesen mar nincs lehetéség. A kuszobérték valtoztatasaval
lehetséges viszont a probak pozitiv-negativ eredményeinek finomhangolasa. A két vizsgalt
proba kuszobértékét 0,2 és 1 ug/ml FEU kdzott valtoztattuk. A Khi-négyzet vizsgalat alapjan
azt tapasztaltuk, hogy a STA®-Liatest® D-Di 0,3-1 ug/ml FEU kozotti kiiszObértékek
alkalmazasakor nem mutatott szignifikans kilonbséget az INNOVANCE® D-Dimer teszthez
képest, a pozitiv-negativ eredmények tekintetében. A Dia-D-DIMER teszttel hasonloképpen
szamolva, a 0,5-1 ug/ml FEU kozotti kiiszobértékek alkalmazasakor nem volt szignifikans a

kilonbseég a két teszt kozott.

A 8. tablazatban feltintetett adatok egyértelmien jelzik, hogy a kiuszobérték
valtoztatasaval jelentésen valtoznak a szenzitivitas és specificitdas értékek is. Kisebb
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kiiszobértéket valasztva né az érzékenység, mivel a negativ eredmények szama csokken,
ellenben a hamis pozitivaké néhet. Ezzel ellentétesen, ha a kiiszobértéket ndveljik, nagyobb

specificitast ériink el, tébb hamis negativ, és kevesebb alpozitiv esetet eredményez.

Kisérletet téve egy optimalis kiszobérték megallapitasara, az osztalyozasi
pontossagot és a Youden indexet is kiszamoltuk. E mutatok eredményei szerint, a STA®-
Liatest® D-Di tesztnél a 0,5-0,6 yg/ml FEU kuszobértékek, mig a Dia-D-DIMER tesztnél a 0,7
pg/ml FEU kiszobérték az, melyek a legjobban harmonizalnak az INNOVANCE® D-Dimer
esetében hasznalt 0,5 pg/ml FEU kiszdbértékkel.

Eredményeink alatamasztjak a fent emlitett szakirodalomban is fellelhetd ajanlasokat,
melyek szerint bar altalaban 0,5 ug/ml FEU az ,univerzalis” D-dimer kiszobérték, mégis attol
eltéré érték akar alkalmasabb déntési hatarértéknek bizonyulhat. Kbvetkezésképpen minden
laboratériumnak meg kellene hataroznia a vizsgalt populaciéra és klinikai hasznalatra (pl.
VTE kizarasara) alakitott kiszobértékét az altala hasznalt D-dimer tesztre. Ennek kulénds

jelentésége van akkor, amikor a laboratérium egy Uj teszt hasznalatara tér at.
6.2.2 A Dia-D-DIMER teszt kutyaktél szarmazo mintakon valé alkalmazasa

A Dia-D-DIMER tesztet alapvetéen human vérplazma mintdak D-dimer
és mtsai., 2000; Griffin és mtsai., 2003; Machida és mtsai., 2010; Stokol, 2003; Nelson és
Andreasen, 2003). megkiséreltik kutyaktdl szarmazoé vérplazma mintak D-Dimer értékét is
meghatarozni. Vizsgalataink eredményei alatdmasztjak a fent emlitett kdzleményekben
foglaltakat. Nevezetesen, hogy a human vérplazma mintdak D-dimer koncentraciojanak
vizsgalatara alkalmazott probak alkalmassa tehet6k allatok mintdinak vizsgalatara is.

Vizsgalataink soran kiderult, hogy a 2B9 ellenanyagra épulé Dia-D-DIMER teszt is alkalmas

D-dimer tesztek 6sszehasonlitasa kutya mintakon

A kutyaktol szarmazd mintakat a Dia-D-DIMER teszt mellett egy masik kereskedelmi
forgalomban kaphaté D-dimer teszttel (INNOVANCE® D-Dimer) is lemértik. A két proba

ey

és atlagat jelzb értékekre illesztett egyenes meredeksége nagyobb volt a kutya mintakon

(1,0464), mint a korabban a human mintakon kapott érték (0,7838), nagyobb eltérést
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mutatva a nullatél. Ellenben a kutya mintaknal az atlagos eltérés szérasa kisebb volt, mint a

human mintak esetében.

A D-dimer és tumorok 6sszefiiggései kutyakban

Bar az emelkedett D-dimer érték utalhat thromboemboliara, daganatra, illetve mitétek,
gyulladasos betegségek soran is pozitiv eredményt adhat (Morii és mtsai., 2008; Stokol,
2003), az allatgyoégyaszatban a D-dimer koncentracié6 meghatarozasat kutyak esetében

els6sorban a tudéembolia és a DIC diagnosztizalasara alkalmazzak.

Vizsgalataink soran kuilonféle daganatos megbetegségben szenvedd kutydk esetében
mértuk meg a minta D-dimer értékét, és a klinikailag egészséges kutyakbdl allé kontroll

csoporthoz viszonyitva vizsgaltuk a koncentracio eltéréseket.

A daganatos kutyak mintainak vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy a Dia-D-DIMER
teszt hasznalata hasznos tamogaté eszk6z lehet kutyak egyes daganatos
megbetegedéseinek diagnosztizalasaban, ezenkivil fontos szerepe lehet a daganatok

progresszidjanak a nyomon kdvetésében is.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a daganatos kutyak csoportjaban mért D-dimer
koncentracié szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. Ezek az
eredmények 0Osszhangban vannak mas, szakirodalomban fellelhet, f6leg emberektél
szarmazo mintak vizsgalati eredményeivel (Adamson és mtsai., 1993; Altiay és mtsai., 2007,
Blackwell és mtsai., 2000; Dirix és mtsai., 2002; Gabazza és mtsai., 1993; Gadducci és
mtsai., 1993; Khan és mtsai., 2007; Khoury és mtsai., 2010; Kilic és mtsai., 2008; Morii és
mtsai., 2008; Nagy és mtsai., 2012; Nakashima és mtsai., 1995).

Sajnos a kutyakkal kapcsolatban kevesebb ilyen kézlemény talalhatd. Nelson és Andreasen
neoplazias kutyak csoportjat vizsgalva, 16 kutyabdl 7-nél talaltak emelkedett D-dimer értéket.
A neoplazias és kontroll csoportok kozotti kulonbséget statisztikailag hatarértéket add p
értékkel (p=0,06) tudtak alatamasztani (Nelson és Andreasen, 2003). Egy masik kdzlemény
arrél szamol be, hogy tébb betegcsoport parhuzamos vizsgalata soran a neoplazias kutyak
csoportjaban kaptak a legmagasabb D-dimer koncentracio koézépértéket (1,7 mg/l) — ami
megegyezik a mi eredményeinkkel —, egyértelm( dsszefliggést allapitva meg az emelkedett

D-dimer érték és neoplazia k6zott (Dewhurst és mtsai., 2008).

A daganatokat kiindulasi szdvettipus alapjan csoportositva azt talaltuk, hogy a rosszindulatu

lymphoma, sarcoma, carcinoma daganatokkal terhelt ebek csoportjaban szignifikansan
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magasabb D-dimer értékeket mértink a kontroll csoporthoz képest. Ugyanakkor, az
ugyancsak rosszindulati mastocytoma daganattdél szenvedd kutyak csoportjaban nem
talaltunk szignifikans eltérést. Erdekes, hogy a jéindulati lipoma és insulinoma
daganattipusok csoportjaban az egészséges kutyak értékeivel kézel azonosan alacsony volt
a D-dimer koncentracié kozépértéke, de a kis esetszam miatt messzemend kovetkeztetést

az adatainkbol nem lehet levonni.

Andreasen és munkatarsai (2012) is foglalkoztak kutyak kulonb6z6 daganattipusaival és
megmérték az egyéb hemosztatikus paraméterek mellett a D-dimer koncentraciot is. A
megvizsgalt kilénbdz6 daganatokban (carcinoma, sarcoma, mastocytoma, lymphoma)
szenved$ beteg allatok D-dimer értékei kdzott nem talaltak kuldnbséget. Tanulmanyuk a
daganatok progressziéjanak vizsgalatara is kiterjedt. Eredményeik azt mutatjak, hogy a tavoli
attétek esetén szignifikdansan megemelkedett a vér D-dimer koncentracioja, ugyanakkor a

helyi invaziv tumorok esetében mindez nem volt megfigyelhetd.

Vizsgalataink soran mi is azt tapasztaltuk, hogy az attét megjelenése, illetve a daganatok
malignitasa is megmutatkozik a D-dimer értékekben. Az egészséges kutyak csoportjahoz
viszonyitva a malignus, illetve az attétes daganatban szenvedd kutyak vérplazma mintainak
vizsgalata soran szignifikdnsan magasabb D-dimer értékeket kaptunk. Ugyanakkor a
benignus elvaltozasokkal diagnosztizalt ebek esetében, nem tudtunk szignifikans
kilénbséget kimutatni. Harom esetben kiugréan magas, 15,1-28,2 ug/ml FEU koézotti D-
dimer értéket mértiink. Ezek kozil az egyik, egy emlécarcinomaban szenvedd kutya, melynél
mellliregi attéteket talaltak (Stadium 5), mig a masik kutyanal elérehaladott stadiumu
lymphomat Aallapitottak meg (Stadium 4). A harmadik kutyanal epehdlyag-carcinomat
diagnosztizaltak, esetleges attétr6l nem volt informacionk. Hasonld kdvetkeztetésre jutottak
Morii és munkatarsai (2008), amikor 77 daganatban szenvedd ember mintait vizsgaltak.
Eredményeik szerint a D-dimer érték szignifikdnsan magasabb volt a malignus tumorok

esetében, mint a benignus tumoroknal (Morii és mtsai., 2008).

Napjainkban szamos tanulmanyban beszamolnak arrél, hogy a plazma D-dimer
koncentracioja és a daganatok porgresszidja (malignitasi foka és stadiuma) kdzétt korrelacié
all fenn (Batschauer és mtsai.,, 2010; Kwon és mitsai., 2008; Morii és mtsai., 2011).
Kdvetkezésképpen munkank soran mi is megvizsgaltuk a szdvettani vizsgalatok alapjan
megallaptott tumor malignitasi fokot, illetve a stadiumot, mindazon daganatok esetében,
melyeknél ez az adat rendelkezésunkre allt. A szakirodalomban szerepld adatokat
eredményeink is alatamasztottak. A magas malignitasi foku, valamint az elérehaladott

stadiumu beteg kutyak esetében mi is emelkedett D-dimer koncentracio értékeket mértink.
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Az allatorvosi szakirodalomban a daganatos kutyak D-dimer mérésével kapcsolatban a
specificitdas és a szenzitivitds vonatkozasaban sajnos nem talaltunk koézleményeket.
Ugyanakkor mi vizsalataink soran megkiséreltik valaszt kapni ezekre a kérdésekre is. A 19.
tablazatban feltlintetett adatok jelzik, hogy a kiliszobérték valtoztatasaval jelentésen valtozik
a teszt szenzitivitasa és specificitasa. Vizsgalatainkban az egészségesnek vélt kutyak mintai
alapjan meghatarozott referencia tartomany felsé hatara 0,69 ug/ml FEU volt, mely érték
magasabbnak bizonyult a gyartd altal a human vénas thromboembolias betegségek
kizarasara megadott 0,5 pg/ml FEU kuszobértéknél. Ezen kiszobérték mellett 33%-0s
szenzitivitast és 100%-o0s specificitast értiink el, mig a PPV ugyancsak 100% volt. A magas
specificitas miatt a Dia-D-DIMER teszttel a negativ eredményt mutaté kutyak 100%-a
valéban klinikailag egészséges volt. Ugyanakkor a teszt alacsony szenzitivitdsa miatt a

daganattal diagnosztizalt kutyaknal kisebb szamban kaptunk pozitiv eredményt.

Tovabbi vizsgalatok indokoltak annak eldontésére, hogy az emelkedett D-dimer
koncentracionak mekkora a diagnosztikai értéke kutyak és mas allatfajok daganatos

megbetegedéseinek kérjelzésében.

6.3 Konkluzié

Az értekezés elején megfogalmazott célokat maradéktalanul sikerilt megvaldsitanunk.
Sikeresen elGallitottunk és széles korlien jellemeztink egy olyan uj, D-dimer specifikus
monoklonalis ellenanyagot, amely a keresztreakciok vizsgalatanak eredményei szerint nem
reagalt a vérplazmaban jelen 1évé fibrinogénnel, tovabba a meghatarozott epitop felszinek
alapjan, a latex agglutinacion alapulé diagnosztikai tesztben valé hasznalatra alkalmasnak
bizonyult. Itt kivanjuk megjegyezni, hogy a D-dimer prébakat targyalé szakirodalomban az
ellenanyag epitop felismerd tulajdonsagainak leirasa ritkasagnak szamit; tovabba az
eléallitott ellenanyag felhasznalasaval egy klinikai teljesitményértékelésen atesett, CE
mindsitett immunturbidimetridas tesztet fejlesztettink ki, mely Dia-D-DIMER néven
kereskedelmi forgalomba kertilt.

Vizsgalatainkban az ellenanyag diagnosztikai alkalmazhatésagat, tagabb értelemben a
kifejlesztett teszt gyakorlati felhasznalasat is értékeltik. Az emberektél szarmaz6 mintak
vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a proba eredményei korrelaciot mutatnak a
kereskedelmi forgalomban kaphaté mas D-dimer tesztek eredményeivel. A megfeleld
kiszobeérték megvalasztasaval kisérletet tettiink a tesztek 6sszehangolasara.

Az els6sorban human mintak vizsgalatara fejlesztett diagnosztikai probat kutyaktol szarmazé
mintak mérésére is alkalmasnak talaltuk. Eredményeinket nemzetk6zi 6sszehasonlitasban is

jelentds szamu daganatban szenvend6 kutya mintdjanak vizsgalataval tamasztottuk ala.
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Masokhoz hasonléan mi is azt tapasztaltuk, hogy a malignus tumorok, illetve az
elérehaladott allapotu, attétet add tumorok és az emelkedett D-dimer érték kozott
Osszefliggés lehet. Ugyanakor tovabbi vizsgalatok szikségesek annak eldéntésére, hogy a
kutyak és mas allatok D-dimer koncentracié6 mérésének milyen kiegészité diagnosztikai
jelentésége lehet, kilonds tekintettel az allatokat sujtdé neoplaziak felderitésében és a

betegség elérehaladasanak és a kezelés eredményességének monitorozasaban.
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7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

ElSallitottunk és jellemeztink egy, a D-dimert specifikusan felismeré monoklonalis
ellenanyagot (2B9), amely a D-dimer felszinén egy uj, eddig a szakirodalomban nem

kozolt térbeli epitopot ismer fel.

. Azonositottuk a D-domén B-lancan a 94 IQPDSS és 140 GNVANTNT aminosavakat,

valamint a C-lancon a 23 LQEIYNSNNQ- és 93 VYCEID aminosavszekvencia
szakaszokat.

. Az el6allitott 2B9 ellenanyagot egy hazai fejlesztési, uj, immunturbidimetrias D-dimer
diagnosztikai probaba épitettik, amely Dia-D-DIMER néven, CE mindsitéssel
kereskedelmi forgalomba is kerdlt.

. A Dia-D-DIMER teszt alkalmas az allatorvosi gyakorlatban is a kutyak thrombotikus
folyamatokkal és egyes tumorokkal jaré6 megbetegedéseinek vizsgalatara, illetve
fontos szerepe lehet a daganatok esetleges klinikai progresszidjanak

nyomonkoévetésében is.
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11 MELLEKLETEK

1. melléklet. Az alkalmazott oltdbanyagok 6sszetétele Balb/c AnN Crl BR egerek
immunizalasa soran

Egér Immunizalasnal hasznalt 24 nap elteltével megismételt Oltas
sorszam szuszpenzio 6sszetétel oltasnal hasznalt szuszpenzié6 | moédja
Osszetétel
1. 100 pl antigén + 100 yl CFA 100 pl antigén + 100 pl IFA i.p.
2. 100 ul antigén + 100 pl CFA 100 pl antigén + 100 pl IFA S.C.
3. 50 ul antigén + 50 ul PBS + 100 pl | 50 ul antigén + 50 yl PBS + 100 pl | i.p.
CFA IFA
4, 50 pl antigén + 50 pl PBS + 100 pl | 50 pl antigén + 50 pl PBS + 100 pl | s.c.
CFA IFA
5. 25 pul antigén + 25 pl PBS + 100 pl | 25 pl antigén + 25 yl PBS + 100 pl | i.p.
CFA IFA
6. 25 pl antigén + 25 pl PBS + 100 pl | 25 pl antigén + 25 pl PBS + 100 pl | s.c.

CFA

IFA

Magyarazat: Antigén: D-dimer (1 mg/ml); CFA: komplett Freund-adjuvans; PBS: phosphate

pufferelt soéoldat; IFA: inkomplett Freund-adjuvans; i.p.: intraperitonealis injekcio; s.c.:

subcutan

104

injekcid




2. melléklet. A vizsgalt daganatos kutyak adatai

Daganat tipus Fajta Nem Kor Metastasis Malignitasi fok Stadium
Mastocytoma Pincher Kan 15 Nincs 1 1
Mastocytoma Fox terrier Kan 14 Nincs 2 1
Mastocytoma Keverék Kan 13 Nincs 2 1
Mastocytoma Keverék Szuka 55 Nincs 2 3
Mastocytoma Boxer Szuka 3,5 Nincs 2 1
Mastocytoma Amerikai Staffordshire terrier Kan 6 Nincs 2 3

Lymphoma Beagle Szuka 11 Nincs 1 1
Lymphoma Keverék Szuka 7 Nincs 1 2
Lymphoma Keverék Kan 10 Nincs 2 5
Lymphoma Keverék Kan 13 Nincs 3 5
Lymphoma Argentin dog Kan 8 Van 2 4
Sarcoma ir szetter Kan 7 Nincs 1 1
Sarcoma Német juhasz Kan 6,5 Nincs 1 2
Sarcoma Francia bulldog Szuka 9 Nincs 2 2
Sarcoma Boxer Kan 9 Nincs 3 3
Sarcoma Akita Szuka 10 Nincs 2 3
Sarcoma Keverék Kan 8 Nincs 1 1
Sarcoma Keverék Kan 11 Nincs 1 1
Sarcoma Angol szetter Kan 12 Nincs 3 1
Sarcoma Pitbull terrier Szuka 10 Nincs 1 1
Sarcoma Bernathegyi Szuka 11 Nincs 1 1
Carcinoma Fox terrier Szuka 12 Van 3 4
Carcinoma Puli Szuka 8 Van 2 4
Carcinoma Dobermann Kan 8 Van 3 3
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Daganat tipus Fajta Nem Kor Metastasis Malignitasi fok Stadium
Carcinoma Keverék Szuka 6 Van 3 5
Carcinoma Poodle Szuka 10 Nincs 2 2
Carcinoma Labrador retriever Kan 8 Nincs 2 2
Carcinoma Keverék Kan 12 Nincs 2 3
Carcinoma Puli Kan 8 Nincs 2 4
Carcinoma Keverék Kan 10 Nincs 2 2
Carcinoma Keverék Szuka 7.5 Nincs 2 2
Carcinoma Keverék Kan 13 Nincs 2 3
Carcinoma Francia bulldog Kan 10 Nincs 2 4
Carcinoma Rottweiler Kan 8 Nincs 1 4
Carcinoma Yorkshire terrier Szuka 9 Nincs 1 2
Carcinoma Golden retriever Szuka 6 Nincs 3 3
Carcinoma Bichon Havanese Kan 11 Nincs 3 4
Carcinoma Francia bulldog Szuka 7 Nincs 1 1

Leukemia Staffordshire terrier Kan 45 Nincs 2 2
Insulinoma Keverék Kan 8 Nincs 1 2
Insulinoma Keverék Kan 9 Nincs 1 2
Insulinoma Keverék Szuka 12 Van 2 3
Lipoma Labrador retriever Szuka 9 Nincs 1 1
Lipoma Havanese Szuka 12 Nincs 1 1
Lipoma Keverek Szuka 11 Nincs 1 1
Adenoma Keverék Szuka 10 Nincs 1 1
Adenoma Keverék Kan 12 Nincs 1 1
Adenoma Yorkshire terrier Szuka 9,5 Nincs 1 1
Benigus kevert tumor Yorkshire terrier Szuka 9 Nincs 1 1
Papilloma West-highland-white terrrier Kan 11 Nincs 1 1
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