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ROVIDITESJEGYZEK

ACN i, acetonitril

ACR ..., albumin-kreatinin hanyados

AusDiab .................... Ausztral Diabétesz, Obezitas és Eletmod tanulméany
CD i, Crohn-betegség

CV o, variacios koefficiens

DMR ..o vizelet dimer-mononomer albuminhanyados

DTNB ..o 5, 5'-dithio-bisz (2-nitrobenzoesav)

FDA ..o, Elelmezés és Gyogyszeriigyi Hivatal (Food and Drug Administration)
GSA .o, glikalt human szérumalbumin

(G = [ redukalt glutation

HDL ....covveveveeeen. nagy denzitasu lipoprotein

HPLC ..o nagy teljesitményli folyadék-kromatografia

HSA human szérumalbumin

IN e, immun-nefelometria

ir-uAlb ..o immunreaktiv vizeletalbumin

IT e immun-turbidimetria

| 51 D) D alacsony denzitasu lipoprotein

MALDI-TOF/MS ..... métrix-asszisztalt 1ézer deszorpcié ionizécié-repiilési id8 analizis/tomegspektrométer
MGO-HSA .............. metilglioxalal médositott human szérumalbumin

1LY 1LY mikroalbuminurias betegek IN és HPLC modszerekkel
MS tomegspektrométer

NM e normalbuminurias betegek IN-nel, de mikroalbuminurias HPLC modszerrel
NN e, normalbuminurias betegek IN és HPLC modszerekkel
PMF ..o, peptid tdmeg ujjlenyomat

RF i relativ fluoreszcencia

RP o forditott fazisu

SD e az atlag standard hibaja

SDS-PAGE ............... natrium dodecilszulfat poliakrilamid gél elektroforézis
SE e méretkizarasos

TFA e trifluoroecetsav

TESG e Osszes, szabad szulthidril csoport

t-UALD o Osszes vizeletalbumin

UAC .o, vizeletalbumin-koncentracio

UAID o vizeletalbumin



1. BEVEZETES

Az albumin vizeletbe torténd kivalasztasanak (albuminuria) pontos mérése rendkiviil
fontos a magas rizikdji paciensek azonositasdhoz ¢és ezdltal a minél eldbbi
kezeléslikhoz. Nemrégiben egy 1j modszert fejlesztettek ki az albuminuria mérésre. Ez
a dolgozat ennek az G modszernek a vizsgalataval, karakterizalasaval foglalkozik. Ez a
bevezetés egy rovid attekintést ad az albuminrdl, annak kockdzati szerepérdl és

mérésérol.

1.1.  AZ ALBUMIN DEFINICIOJA ES TULAJDONSAGALI

Az albumin az egyik legrégebb ota ismert és talan az egyik leginkabb tanulmanyozott
fehérje. Definicid szerint az albumin megnevezés azon fehérjék csoportjat jeloli,
amelyek jol oldodnak vizben és mérsékelten koncentralt séoldatban, és amelyek
melegités hatdsara kicsaphatéak. A human szérumalbumin (tovébbiakban albumin) az
emberi vérplazméban eléforduld leggyakoribb fehérje, melyet a m4j szintetizal. A
plazmafehérje kozel 60%-at alkotja és ezaltal a kolloid ozmotikus nyomds mintegy
70%-at adja. Szamtalan ligand megkotéséért felelds, mint példaul zsirsavak, fémionok,
metabolitok. Jelentds szerepet jatszik a gyodgyszerek transzportjdban, hatékonysaguk
meghatarozasaban és detoxifikaldsdban. Minden albumin molekula egy szabad cisztein
rezidummal rendelkezik, ezaltal az albumin a legnagyobb extracellularis tiol forras é€s

reaktiv oxigén &s nitrogén gyok-koto.

1.2.  AZ ALBUMINURIA, MINT ELFOGADOTT KOCKAZATI TENYEZO
Fiziologias koriilmények kozott a vizelettel naponta kevesebb mint 30 mg albumin iril.
A tartésan fennalld 30 és 300 mg/nap kozotti albuminuria (mikroalbuminuria)
bizonyitottan a diabeteszes nephropathia korai jelzéje mind 1-es, mind 2-es tipusu
cukorbetegekben. Tovabba elfogadott és fontos markere és prediktora a sziv-és
érrendszeri betegségek okozta-, valamint az &ltalanos haldlozasnak diabeteszes
betegekben ¢s az atlaglakossag korében is.

Tekintettel arra, hogy a cukorbetegség és a sziv-érrendszeri betegségek a vezetd
halalokok a fejlett orszagokban, az albuminuria pontos mérése rendkiviil fontos, ezen

paciensek azonositasdhoz és miel6bbi kezelésiikhoz.



1.3.  AZ ALBUMINRIA MERESE

A vizeletalbumin mérésére kifejlesztett elsé mddszer (tesztcsik) csak 300 mg és a feletti
albumin mennyiség kimutatasara volt képes. Az elsd analitikai modszer, amelyet ennél
alacsonyabb albumin detektalasara fejlesztettek ki, egy radioimmun modszer volt
melyhez '*°I jelolt albumint hasznaltak. A moédszer azonban idéigényesnek és tul
dragénak bizonyult ahhoz, hogy a rutin labor részévé valjon. Ezért mas immun-alapt
(immun-nefelometria (IN) és immun-turbidimetria (IT)) automatizalhatd teszteket
fejlesztettek ki, amelyek soran az albumint tartalmazo mintat (szérum vagy vizelet)
albumin ellenes antitesttel hozzak reakcidba, ami kisebb aggregatumok kialakulésat
eredményezi; ezen aggregatumok fényszorasanak mérésével hatarozhaté meg a minta
albumin tartalma. A klinikai alkalmazéasban, az IN vagy IT modszerrel mért
mikroalbuminuria fontos €s értékes kockazati tényezo.

Napjainkban egy 0j, a méretkizarasos kromatografian alapuld nagy teljesitményti
folyadék-kromatografias (HPLC) mddszer is rendelkezésiinkre all a mikroalbuminuria
detektalasara. Az uj modszert alkalmazo els6 vizsgalat kimutatta, hogy a vizeletalbumin
jelentésen aldbecsiilik. A HPLC-vel mérhetd vizeletalbumint ezt kdvetden Osszes (total)
vizeletalbuminnak (t-uAlb) nevezték el. Azon vizeletalbumin frakciot, amely
hagyomanyos immun-alapti médszerrel nem, de HPLC-vel mérhetd, nem immunreaktiv

vagy immunkémiailag nem reaktiv albuminnak nevezték el.

2. CELKITUZESEK

2.1.  MERETKIZARASOS KROMATOGRAFIAVAL MERT VIZELETALBUMIN
MODOSULTSAGANAK ES INTERFERENCIAJANAK MERESE (A DOLGOZAT L
RESZE)

Az albuminuria uj HPLC-s mérésének bevezetése utdn a kovetkezd kérdés a nem-
immunreaktiv albumin mibenlétével kapcsolatban fogalmazodott meg. Egyes szerzok
feltételezése szerint az oxidativ stressz okozta mddositas felelds az immun-reaktivitas
elvesztéséért, mig mas szerzOk azt allitottdk, hogy a méretkizardsos HPLC moddszer
egyszeriien nem rendelkezik megfeleld felbontdssal, azaz a mérés soran az albumin
mellett mas hasonlé méretli molekuldk adjak a nem-immunreaktiv frakciot. A dolgozat

elsé célkitlizése ezen felvetések vizsgalataval foglalkozik.



o C¢lul thztik ki egy Uj HPLC-s modszer kidolgozasat, mely segitségével
tanulmanyozhatd a feltételezett kapcsolat az oxidativ stressz €s az immun-
reaktivitas elvesztése kdzott.

e M¢érni kivantuk a nem albumin természetli anyagok interferencidjanak mértékét
a méretkizarasos kromatografias albumincsucsban.

e Ezen kivil mérni kivantuk cukorbetegek vizeletalbuminjanak glikoxidativ

modositasat és Osszefliggést kerestiink a klinikai paraméterekkel.

2.2.  HPLC-VEL MERT ALBUMINURIA ES MINTATAROLAS (A DOLGOZAT
II. RESZE)
A HPLC-s modszer leirasa utan szdmos cikk jelent meg, amelyek mind bizonyitottak,
hogy a HPLC-s modszerrel tobb albumin mérhetd a vizeletben, mint az immunologia
modszerekkel (eloszor csak diabeteszes betegek mintait, majd kés6bb atlagpopulacid
vizeletét vizsgalva). Ugyanakkor a HPLC-vel mérhetd 6sszes vizeletalbumin klinikai
jelentdsége tovabbra is tisztdzatlan volt. Az elsd kozlemény, amely ez utobbi
problémaval foglalkozott az Ausztral Diabétesz, Obezitas és Eletmod tanulméany
(AusDiab) volt. A tanulmany annak a kérdésnek a megvalaszoldsara iranyult, hogy
vajon a HPLC-vel mért albuminuridval tobb nagy mortalitasi rizikoju egyént tudnak-e
megtalalni, mint az IN modszerrel. A vizsgalat eredményeként azt kaptdk, hogy az
albuminurianak mindkét moddszerrel mérve hasonld ereje van a mortalitas
megjoslasaban. A kérdés megvalaszoldsahoz az eredeti mintagytjtéskor (1999-2000)
mért IN-es vizeletalbumin mérési eredményeket hasznaltdk. A HPLC-s mérésekhez
pedig az akkor eltett vizeletekbdl (elsé felolvasztas, -80°C-on tarolt mintakbdl)
Az irodalomban azonban még az immunalapu vizeletalbumin mérési modszerek
esetében is megkérddjelezett, hogy a vizelet mintdk hosszatavu taroldsa - nemcsak
20°C-on, hanem akar -80°C-on - megengedheté-e a pontos albuminuria mérés
elvégzéséhez. SOt a HPLC-vel észlelt Osszes albumin és a vizeletek taroldsa soran
fellépd esetleges valtozasokrol gyakorlatilag nem allt informaci6 rendelkezésre. Ezért a
dolgozat masodik részében ezekre a kérdésekre kerestiik a valaszokat.
e Ehhez 2,5 évvel ezelott HPLC-vel mért, majd -80°C-on térolt vizeletmintak

crer

mérhetd dimer és monomer albumin-forma valtozasat is vizsgalni kivantuk.



e Mivel egyes irodalmi adatok arra utaltak, hogy a vizeletben mérhetd albumin
mennyiségének iddbeli valtozasat feltételezhetden a vizelet-pH-ja s
befolyasolja, ezért a pH esetleges szerepét is vizsgalni kivantuk.

e Az irodalombdl ekkora mar ismerté valt, hogy a csak HPLC-vel mérhetd nem-
immunreaktiv albumin redukalé kornyezetben konnyen fragmentaldédik kisebb
molekulastulyt darabokra. A nem-immunreaktiv albumin egy részben emésztett,
de diszulfid hidak ¢és nem-kovalens kotések segitségével még intakt relativ
molekulastlyt (66 kDa) allapotban 1év6 albuminforma. Ezért feltételeztiik, hogy
ezeknek a diszulfid hidaknak a redukaltsagi allapota szintén szerepet jatszat a
HPLC-vel torténé albuminmérés soran. igy tovabbi célul tiiztikk ki a redukéld
kapacitds mérését friss és a 2,5 évig tarolt mintadkban az Osszes, szabad

szulthidril csoportok (TFSG) mérésével.

23. UJ, POTENCIALIS BIOMARKEREK KIMUTATASA  CROHN
BETEGSEGBEN A HPLC-VEL TORTENO ALBUMINURIA MERES SORAN (A
DOLGOZAT III. RESZE)

Bar az albuminuria mérésének klinikai alkalmazasa még mindig csak a diabetoldgia
teriiletére korlatozodik mara mar bebizonyosodott, hogy szdmos egyéb korallapotokban
is hasznos lehet. Crohn-betegségben az albuminuria mérése immunalaptt modszerekkel
alkalmas a betegség monitorozasara, a terapiara adott valasz és a betegség aktivitasanak
objektiv megitélésére. Azonban a HPLC-vel mérhetd 0sszes albumin jelentdségét még
nem vizsgaltdk. A dolgozat harmadik részében a két mérési modszert kivantuk
Osszehasonlitani egy fiatal, gyakori relapszusoktdl szenvedd Crohn beteg kovetéses
vizsgalataval.

e (¢lul thztik ki a vizeletalbumin koncentracidjanak mérését a betegség
kiilonb6z6 stadiumaiban HPLC-s €s immun-alapti mérési modszerekkel.

e A két mérési modszerrel kapott eredmény olyan mértékii kiillonbséget mutatott,
amely Crohn beteglink vizeletalbumin kromatografids csucsanak tovabbi
vizsgélatara 0sztonzott minket. Ezért célunk volt olyan kutatd modszerek
alkalmazasa, (forditott fazisu HPLC (RP-HPLC), natrium dodecilszulfat
poliakrilamid gél elektroforézis (SDS-PAGE), matrix-asszisztalt Iézer
deszorpcié  ionizacio-repiilési id6 analizis/tomegspektrométer (MALDI-

TOF/MS) amelyek lehetéveé teszi akdr ujabb biomarkerek azonositasat.



3. MODSZEREK

3.1. MERETKIZARASOS KROMATOGRAFIAVAL MERT VIZELETALBUMIN
MODOSULTSAGANAK ES INTERFERENCIAJANAK MERESE (A DOLGOZAT L
RESZE)

3.1.1. KULONBOZO ALBUMINFORMAK ELOALLITASA IN VITRO

Az albumin glycoxidativ moddosulasanak immun-reaktivitasra kifejtett hatasanak
vizsgalatahoz kiillonb6z6 albuminformékat hasznaltunk: humén szérumalbumint (HSA;
A9511, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), glikdlt human szérumalbumint
(GSA; A8301, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) és a metilglioxallal (MO252,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) modositott human szérumalbumint (MGO-
HSA). A metilglioxal az egyik legfontosabb eldrehaladott glikoxidéacios végterméket
képzd anyag, ezért ezt, mint maximalis modositdst okoz6 anyagot hasznaltuk. Az
MGO-HSA eldéllitasa Westwood ¢és munkatarsai moddszerével tortént. Rdoviden:
aszeptikus koriilmények kozott 6,6 mg/ml HSA-t 1 mmol/l metilglioxallal inkubaltunk
37°C-on 24 6réan at 7,4-es pH-ji natrium foszfat-pufferben. Az inkubacio utan az MGO
altal modositott albumint 4°C-on 72 dra hosszat ammoniumbikarbonat-puffer ellenében
dializaltuk (pH=7,9), ezzel eltavolitva a felesleges MGO-t. A kiilonb6zo albuminokbol
6600 mg/l koncentracidju torzsoldatot készitettiink. A HSA, GSA ¢és MGO-HSA
torzsoldatok sorozat-higitasaval a kovetkezd koncentraciokat allitottuk eld: 132, 66, 33,

16,5 és 8,25 mg/l.

3.1.2. DIABETESZES BETEGEK VIZELET- ES ALTALANOS VIZSGALATA
A vizsgilat a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Etikai
Bizottsdganak engedélyével zajlott. Keresztmetszeti vizsgalatunkba 79 f6 — ebbdl 59
IN-nel normoalbuminurids €és 20 IN-nel mikroalbuminurids — 1-es és 2-es tipust
cukorbeteget vontunk be. Az akut betegségben, ldzban, hemodinamikai stresszben
szenvedd, valamint a terhes és menstrualo noket kizartuk.

Reggeli elsd vizeletet gylijtottiink, a vizeletmintdkat mérés el6tt -80 °C-on
legfeljebb két hétig taroltuk. A  vizeletmintdkat mérés eldtt szobahdmérsékletiire
olvasztottuk, 30 masodpercig razattuk, majd centrifugaltuk (2500 x g, 10 perc).

Tovébbiakban a feliiluszot vizsgaltuk.



Az anamnesztikus adatok, ugy, mint életkor, nem, diabetesz tipusa, szedett
gyogyszerek, dohdnyzas, szisztolés €s diasztolés vérnyomads és a testtomeg-index a
kortorténetbdl rogzitésre keriiltek. A vizelet-pH mérése egy mikroprocesszoros pH-
mérokésziiléekkel tortént (HI 9024 pH-mérd, Geo Scientific Ltd., Vancouver, British
Columbia, Kanada). Minden egyéb klinikai paraméter, mint példaul plazma gliikoz,
fruktézamin, hemoglobin A;., Osszkoleszterin, kis stirliségii lipoprotein-(LDL), nagy
stiriségli lipoprotein-(HDL) koleszterin, teljes vérkép €s szérum kreatinin a rutin labor
keretein beliil kertilt mérésre. Ezek a vizsgalatok a Pécsi Tudomanyegyetem
Laboratoriumi Medicina Intézetében torténtek. A becsiilt glomerulus filtracios rata
(eGFR) kiszamitasa a Cockroft-Gault képlettel tortént.

Mivel reggeli, els6 vizeleteket vizsgaltunk, ezért a vizeletkreatinint

crer

HPLC-vel mért albumin-koncentracidkkal albumin-kreatinin hanyadost szamoltunk.

3.1.3. A VIZELETALBUMIN KONCENTRACIOJANAK MERESE

IN-es modszerrel (IMMAGE Immunochemistry Systems, Beckman Coulter Inc.,
Fullerton, CA, USA, szenzitivitds (méréshatar): 2 mg/l, méréstartomany: 2-8640 mg/l,
intra- és inter-assay pontossag: 8% ¢és 5%) ¢és HPLC-modszerrel (Shimadzu SPD
10AVvp, Shimadzu Corp., Japan) mértiik. HPLC-vel tortént méréseinkhez az FDA 4ltal
is jovahagyott Accumin™ kitet hasznaltuk (Accumin Diagnostics Inc., New York, NY,
USA, szenzitivitds (méréshatar): 3 mg/l, méréstartomany: 3-2000 mg/l, inter- és intra-
assay pontossig 5,8 % és 2,5%). Az Accumin'" kit méretkizarasos kromatografian
alapul, Zorbax Bio-Series GF 250 tipusii oszlopot, Zorbax Diol tipust eléoszlopot
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) és mobil fazisként sotartalmu
foszfat puffert tartalmaz (pH=6,93). A HPLC mérésekhez hasznalt rendszer a kovetkezd
egységekbdl allt: DGU-14A négysoros vakuumos membran géaztalanitd, FCV-10ALvp
olddszer elosztd szelep, LC-10ADvp olddszerszallité egység, SIL-10ADvp automata
mintaadagolo, egy SPD-10AVvp UV-VIS detektor és SCL-10Avp rendszervezérld
(minden egység: Shimadzu Corp., Kioto, Japan). A vizsgalatok soran 25 pl mintét
vizsgaltunk duplikdtumban. Az abszorbanciat 214 nm-en detektaltuk. A program egy 6
percig tartd 0,5 ml/perc aramlasi sebességli, majd egy 6,5-tdl 11,5 percig tartdé 2 ml/perc
aramlasi sebességli szakaszbdl allt. Ezt kovetden visszatértiink a 0,5 ml/perc aramlési

sebességre, majd a vizszintes alapvonal visszatértéig mosas kovetkezett (altaldban a 22.



percig). A vizeletalbumin retencids ideje +2%-kal beliil volt a gyarto altal biztositott
albumin standardnak. Az adatrogzités és analizalds az LCSolution szoftverrel tortént

(1.11 SP1 verzio, Shimadzu, Japan).

3.1.4. AZ ALBUMIN MODOSITASI FOKANAK MERESE

Az éltalunk alkalmazott HPLC-vizsgalat sordn az UV detektorhoz egy fluoreszcens
detektort (Shimadzu RF 10AXL, Shimadzu Corp., Japan) kapcsoltunk, igy lehetdségiink
nyilt ugyanannak a mintanak egyidejiileg koncentracio €s fluoreszcencia mérésére is. A
fluoreszcenciat a glikoxidativ mdédosultsag detektaldsara hasznalt 370 nm-es excitacios
¢s 440 nm emisszids hullamhosszon detektaltuk. A fluoreszcens detektor szenzitivitasa
¢és erdOsitése az elsd 6 percben a maximalis értékre volt allitva, majd ezt kdvetden a
futtatas végéig kozepes értékre allitottuk. Az adatrogzités és a kromatografias csucsok
integralasa az alapvonalhoz tortént (a kit gyartéjanak utasitasa szerint) LC Solution
szoftverrel (version 1.11 SP1, Shimadzu, Japan). Az albumin mddosultsagi fokanak
megitéléséhez bevezettiik a relativ fluoreszcencia (RF) fogalmat, amelyet az aldbbiak

szerint szamoltuk:

Az albumin fluoreszcens detektalasa soran mért gorbe alatti teriilete

Az albumin UV detektaldsa soran mért gorbe alatti tertilete

3.1.5. A HPLC-VEL MERT ALBUMINCSUCS ELEMZESE

Az Accumin™ Kkittel kapott albumincsucs tisztasdganak megitélését egy kiilon
kisérletben vizsgaltuk RP-HPLC rendszer segitségével. A vizsgalathoz nyolc random
modon valasztott cukorbeteg vizeletét vizsgaltuk meg. Ugyanabbdl a vizeletbdl egymast
kovetd harom futtatds soran albuminfrakcidt gytjtottiink. A gytijtott frakeidt Ultracel
YM-3 Centricon (Millipore, MA, USA) sziir6 segitségével sotlanitottuk és kb. 150 pl-re
koncentraltuk a gyartd utasitdsa szerint. Az igy kapott mintat RP-HPLC moédszerrel
tovabb szeparaltuk nem-porézus Kovasil MS CI18 oszlopon, (1,5 um, 33x4,6 mm,
Zeochem AG, Uetikon, Svajc) amely révid id6 alatt alkalmas komplex mintak érzékeny
szétvalasztasara. Az ,,A”-oldat 0,1% trifluoro-ecetsav (TFA) és 5% acetonitril vizes
oldata volt a ,,B” oldat 0,1 % TFA és 5% viz acetonitriles oldata volt. Az alkalmazott
gradiens a kovetkezd volt: 0-20 perc kozott 0% ,,B” oldatrol 60% ,,B-oldatra, majd a
kovetkezd 5 percben 60%-r61 100%-ra. A HPLC rendszer egy Dionex P680 gradiens
pumpabol és egy Dionex UVD170U UV-VIS detektorbol (Germering, Németorszag)



allt. Az adatok elemzéséhez Chromeleon szoftvert (6.60 SP3 verzid, Sunnyvale, CA,
USA) hasznaltunk. Ezen HPLC-elvélasztas soran 2-3 egymast6l nagyon révid elucios
idore levoé cstcsot kaptunk. Az albumint kiils6 albumin-standarddal azonositottuk.
Mivel a cstcsok kozel eludlodtak, a kontaminacidé szamitdsat a nem-albumin anyagok
gorbe alatti teriilete és az albumin gorbe alatti teriiletének hanyadosaként meg tudtuk

becsiilni.

3.1.6. STATISZTIKAI ANALIZIS

Statisztikai elemzéshez az SPSS program 13.0 verzidjat (SPSS Inc., IE, USA) ¢és a
MedCalc-t (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium) hasznaltuk. Az IN- és a HPLC-
modszer 0sszehasonlitdsdhoz Bland-Altman analizist hasznaltunk. A normalis eloszlasu
adatokat egyutas ANOVA analizissel és Pearson korrelacidoval hasonlitottuk 0ssze. A
nem normalis eloszlasu adatok esetén Kruskall-Wallis tesztet, Mann-Whitney U-tesztet
valamint Spearman rho-tesztet hasznaltunk. A kategorikus valtozokat Chi-négyzet
teszttel elemeztiikk. A normalis eloszlast kovetd adatokat atlag:=SEM, a nem normalis
eloszlast adatokat medidn és interkvartilis tartoméanyokkal jellemeztiik. A p-értéket 0,05
alatt tekintettiik szignifikansnak. Tobbvaltozos linedris regresszios analizist hasznaltunk

a vizeletalbumin relativ fluoreszcencia fiiggetlen prediktorainak megallapitasara.

3.2.  HPLC-VEL MERT ALBUMINURIA ES MINTATAROLAS (A DOLGOZAT
II. RESZE)

3.2.1. VIZSGALT BETEGEK

A pécsi II. sz. Belgyogyaszati Klinika és Nephroldgiai Centrum diabetoldgia
szakrendelésén 2005 majusdban megjelent 30 IN moddszerrel normo- ¢és
mikroalbuminuriasként diagnosztizalt 2-es tipust diabeteszes beteget vontuk be egy
keresztmetszeti vizsgalatba. Ahhoz, hogy a friss vizelet Osszes, szabad szulthidril
csoportjainak koncentraciojat is meg tudjuk hatarozni 2008-ban tjabb 30 IN moddszerrel
normo- €s mikroalbuminurias 2-es tipust diabeteszes beteget vontunk be a vizsgalatba.
A két kiilonbozd iddpontban vizsgalt betegcsoport klinikai paraméterei nem
kiilonboztek egymastol. A vizsgalatot a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos
Orvostudomanyi Karanak Etikai Bizottsaga jovahagyta. A vizsgalatbol minden olyan

beteget kizartunk, akinek akut, zajlé6 betegsége volt, lazas volt vagy jelentOs
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hemodinamikai stressznek volt kitéve a vizsgalatot megeldz6 héten, tovabba kizartuk a

malignus betegségben szenvedd betegeket és a menstrual6 és terhes néket.

3.2.2. LABORATORIUMI MODSZEREK

centrifugalast kovetden minden betegtél 3 Eppendorf-csényi vizeletet tettiink félre -
80°C-ra, az els6 mérés 2 héten beliil tortént) a korabbiakban részletezett (3.1.3), az FDA
altal jovahagyott HPLC-s Accumin™ kittel hataroztuk meg az eredeti gytijtéskor (2005)
€s 2008-ban. A vizeletek pH-jat mikroprocesszoros pH-mérd késziilékkel mértilk meg
(HI 9024 pH-meter, Geo Scientific Ltd., Canada). A betegek egyéb laboratériumi
paramétereit a rutin labordiagnosztika segitségével hataroztuk meg a Pécsi
Tudomanyegyetem Laboratoriumi Medicina Intézetében. Vizsgalatunk soran kiilon
vizsgaltuk az albumin dimer és monomer formajat (a méréshez szintén Accumin™ Kit-
et hasznaltunk, a gyartd utmutatdsanak megfelelden, miszerint a kozvetleniil az albumin
(a vizsgalt és mért monomer forma) elétt elual6do csucs a dimer-albumin. A dimer és a
monomer albumincsucs alatti teriiletének hanyadosat (DMR) is kiszamoltunk. A dimer
forma elucids idejének meglétét €s pontossagat a csucsvisszanyerési modszerrel
allapitottuk meg, human albumin standard hozz4adasaval. A standard mindkét albumin-
format tartalmazta.

Két és fél éves -80 C-on tortént tarolas utan minden betegtdl egy Eppendorf-
csOnyi, a vizsgalat el6tt korabban fel nem olvasztott, vizeletet vettiink el6. Megmértiik a
vizeletalbumin-koncentraciot HPLC-modszerrel, tovabba mind a dimer, mind a
monomer albumin-forma cstcs alatti teriiletét meghataroztuk és a DMR-t ismételten

kiszamoltuk.

323, AZ OSSZES, SZABAD SZULFHIDRIL CSOPORTOK
KONCENTRACIOJANAK MERESE

A tarolt és frissen gyjtott vizeletmintak TFSG szintjét is megmértiik. A vizeletmintak
elokészitése a HPLC-s vizeletalbumin-mérések sordn alkalmazott eljardssal
megegyeztek. Ezt kovetden, 0,98 ml vizeletmintahoz 10 pl, 100 uM-os, feleslegben
hozz4adott Ellman-reagenst (5, 5’-dithio-bis-t (2-nitrobenzoe) sav, DTNB, Sigma-
Aldrich, Schnelldorf, Németorszag) mértiink be egy 3 ml-es quartz kiivettdba. A
maximum abszorbanciat DTNB-mentes vizelet ellenében 412 nm-en mértiik Hitachi U-

2001 tipustt spektrofotométer segitségével (Tokyo, Japan) 3600 masodperces
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megfigyelés soran. Amint a platot elérte a folyamat (lejatszodott a reakcio), 10 ul, 10
uM-os frissen készitett redukalt glutationt (GSH, Sigma-Aldrich, Schnelldorf,
Németorszag) adtunk a mintdkhoz és ismét lemértiik az igy kapott maximalis
abszorbanciat. Ezekbdl az adatokbol a vizelet TFSG szintjét UM GSH ekvivalens
egységekre a kovetkezOképpen szamoltuk: GSH hozzdaddsdval mért maximum
abszorbancia minusz DTNB feleslegben valé hozzdaddsaval mért maximum
abszorbancia; majd a DTNB hozzaadasaval mért maximum abszorbanciat osztottuk az
elobb szamolt kiilonbséggel €s ezt szoroztuk 10-zel. Mind a frissen gyiijtott, mind a
tarolt vizeletmintékat szobahdmérsékleten mértiik. A TFSG szint mérését a friss illetve
a felolvasztott mintdk esetében a mintavétel illetve a felolvasztast kdvetd 1 éran beliil

elvégeztik.

3.2.4. STATISZTIKAI ANALIZIS

Statisztikai szamitdsainkhoz az SPSS program 13.0-4s verzidjat hasznaltuk (SPSS Inc.,
IE, USA). A tarolt mintak valtozdsainak elemzésére Wilcoxon-tesztet, a DMR
valtozasainak elemzésére, pedig parositott t-probat hasznaltunk. Fiiggetlen mintas t-
probat alkalmaztunk a friss €s tarolt vizeletmintak kozotti kiillonbségek vizsgalatara és a
két vizsgalati populacid klinikai paramétereinek Osszehasonlitasara. A korreldcios
analizist Pearson-korrelacioval végeztilk el. Chi-négyzet tesztet alkalmaztunk a
kvalitativ valtozok 0sszehasonlitasara. Az adatokat atlag=SD formaban adjuk meg. A p-

értekét 0,05 alatt tekintettiik szignifikdnsnak.

33. UJ, POTENCIALIS BIOMARKEREK KIMUTATASA  CROHN
BETEGSEGBEN A HPLC-VEL TORTENO ALBUMINURIA MERES SORAN (A
DOLGOZAT III. RESZE)

3.3.1. VIZSGALT BETEG

Vizsgalatunkba egy 23 éves, nem dohanyzo, férfi beteget vontunk be, aki a Crohn-
betegség (CD) gyakori relapszusaitdl szenvedett. A betegséget korabban (2006) az
endoszképos (Montreal besorolas: A2, L1, Bl) és a szovettani kép alapjan
diagnosztizaltadk és kezelték a pécsi II. sz. Belgyogyaszati Klinika és Nephrologiai
Centrumban. A paciens a CD-n kiviil egyéb betegségben nem szenvedett. Rendszeres
gyogyszeres kezelése mesalazin (3x1000 mg/nap) €s azatioprin (2,5 mg/kg/nap) volt.

Betegségének relapszusa soran rendszeres gyogyszerelését parenterdlis szteroiddal
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(metilprednizolon 1 mg/kg/map) egészitettik ki. A betegség aktivitasanak
megallapitdsara a Crohn-betegség aktivitasi indexet (CDAI) hasznaltuk (150 vagy a
feletti pontszam mindsiil aktiv allapotnak).

Reggeli elsd vizeletet gylijtottiink a betegvizit alkalmaval. A vizeletmintakat 30
masodpercig razattuk, majd centrifugaltuk (2500 x g, 10 perc) és a vizeletalbumin
koncentraciomérést ezt kovetden azonnal elvégeztiik HPLC-vel, illetve elkiildtiik IT-s
meghatarozasra. A betegvizit alkalmaval rutin laborra is vettiink vért, ezeket a
vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Laboratériumi Medicina Intézetében végezték.
Késobbi vizsgalatokra mind szérum-, mind vizeletmintat is félretettiink -80°C-ra. A
vizsgalatot a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Etikai

Bizottsaga jovahagyta.

3.3.2. A VIZELETALBUMIN KONCENTRACIOJANAK MERESE

Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg) mértilk duplikatumban, Roche/Hitachi
812 Modularis P analizatorral (érzékenység: 3 mg/l, linearitas: 3000-3000 mg/l, inter-
assay-¢és intra-assay pontossag 4,3% illetve 2,6%). A vizelet 0Osszes albumin
koncentraciojat (t-uAlb) triplikdtumban a kordbban leirt SE-HPLC (3.1.3) protokoll

alapjan mértiik.

3.33. A MERETKIZARASOS HPLC-S ALBUMINCSUCS VIZSGALATA
FORDITOTT FAZISU HPLC-MODSZERREL

A méretkizarasos HPLC-s albumincsucsot a kordbbiakban leirt (3.1.5) elokészités és
forditott fazisu HPLC-mddszerrel vizsgaltuk. Az elualddott csucsokat Osszegytijtottiik,
beszaritottuk, az igy kapott exsikkatumot 5 pl bidesztvizben feloldottuk, majd vagy
kozvetleniil, vagy oldoszerben valdo emésztés utan MALDI-TOF/MS vizsgalatot

végeztiink.

3.3.4. GELELEKTROFOREZISES VIZSGALATOK

A méretkizarasos HPLC-s albumincstucsot a korabbiakban leirt (3.1.5) moddon
gyljtottik és sotlanitottuk. A natrium dodecilszulfat (SDS) gélelektroforézis
soérzékenysége miatt a korabbi soétlanitasi modszeren kiviil tovabbi eljarassal

somentesitettiik a mintat, majd beszaritast kovetden 5 pl bidesztvizben feloldottuk.
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Az igy elkészitett minta fehérjéit Laemmli szerinti SDS poliakrilamid gél
elektroforézissal vélasztottuk el. A futtatds soran két mikrogramm fehérjét vizsgaltunk
12,5%-o0s géllel. A gél Willoughby szerinti eziistozésre keriilt a klasszikus Coomassie
brillantkék R-250 festést kdvetéen. Az azonositott fehérje savokat a gélbdl kivagtuk,
gélben torténd emésztés utan pedig MALDI-TOF/MS-el vizsgaltuk.

3.3.5. MALDI-TOF/MS MERESEK

A tomegspektrometrias mérésekhez egy Autoflex II MALDI késziiléket (Bruker
Daltonics, Bréma, Németorszag) hasznaltunk. Az emésztett fehérjék méréséhez
matrixként 8 mg a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat oldottunk fel 1 ml 50% acetonitrilt
(ACN) ¢és 0,1% trifluoro-ecetsavat (TFA) tartalmazd vizes oldatban. Az emésztetlen,
intakt fehérjék méréséhez matrixként telitett mustarsav oldatot hasznaltunk (az oldoszer
ez esetben is 50% ACN ¢és 0,1% TFA vizes oldata volt). A mérések soran minden
esetben 1 ul matrixot és 1 pl mintat cseppentettiink fel rozsdamenetes acél mintatartora.
Minden tomegspektrumot pozitiv moédban pulzatilis ionizacié mellett monitorizaltunk (A
= 337 nm; nitrogén lézer, maximalis frekvencia: 50 Hz; a lézerintenzitds: a maximalis
20-30 %-a a peptidek vizsgalata soran). Az emésztmények peptidjeit reflektron
detektalasi modban, 120 nsec-os késleltetési idovel, a fehérjéket linear modban 550
nsec-os késleltetési idovel regisztraltuk. A gyorsito fesziiltség +19 kV, a reflektron
fesziiltség pedig + 20 kV volt. A peptidek és a fehérjék spektrumai 1000 lovés
Osszegzései. A vizsgalatok soran kiils6 kalibraciot végeztiink. A kapott spektrumokat az
Flex Analysis (2.4-es verzid) szoftverrel értékeltiik ki. Az oldatban emésztett mintak
analizalasahoz a Sequence Editor (Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag) szoftvert
hasznaltuk a kovetkezd kritériumok alkalmazésaval: 1, minden cisztein jodacetamiddal
kezelt (a tripszines emésztés soran); 2, csak monoizotdpos tomegek megengedettek; 3,

az elvétett hasitasok szama maximum ketto.

4. EREDMENYEK

4.1. MERETKIZARASOS KROMATOGRAFIAVAL MERT VIZELETALBUMIN
MODOSULTSAGANAK ES INTERFERENCIAJANAK MERESE (A DOLGOZAT 1.

RESZE)

4.1.1. AZ UV-FLUORESZCENS HPLC RENDSZER JELLEMZESE
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Az UV és fluoreszcens mérések napi mérés kozotti pontatlansagat 6t kiillonbozdé napon
mért HSA, GSA és MGO-HSA minta (koncentraciok: 8,25, 16,5, 33, 66 és 132 mg/l)
OtszOri mérésével ellendriztiik egy héten beliil. A HPLC-s csucsteriiletek napi mérések
kozotti pontatlansaga (szdzalékos varidcios koefficiensként kifejezve) a legalacsonyabb
koncentraci6 tartomanyban (8,25 mg/l) a kdvetkezdk voltak: 3,5% (UV) és 11,8%
(fluoreszcencia) a HSA, 3,7% ¢és 11,6% a GSA és 5,9% és 5,6% az MGO-HSA
esetében. A HPLC-s csucsteriiletek napi mérések kozotti pontatlansaga (szézalékos
variacios koefficiensként kifejezve) a legmagasabb koncentracid tartomanyban (132
mg/l) a kdvetkezok voltak: 1,1% (UV) és 5,1% (fluoreszcencia) a HSA, 1,5% és 3,0% a
GSA és 1,8% és 2,0% az MGO-HSA esetében. Az UV és fluoreszcens mérések idébeni
stabilitasdnak vizsgalatdhoz ugyanazon mintdkat 12 hénapos -80°C fagyasztds utan
felolvasztva 6t alkalommal mértiik le egy 0j kittel. A mérések teljes pontatlansaga (a két
1 ¢év kiilonbséggel mért napi mérés kozotti pontatlansdg szazalékos varidcids
koefficiense) a legalacsonyabb koncentracié tartoméanyban (8,25 mg/l) a kovetkezdk
voltak: 10,7% (UV) és 13,9% (fluoreszcencia) a HSA, 12,5% ¢s 10,9% a GSA ¢és 11,7%
¢és 11,5% az MGO-HSA esetében, mig a legmagasabb koncentracié tartomanyban (132
mg/l) a kdvetkezok voltak: 2,6% (UV) és 8,9% (fluoreszcencia) a HSA, 7,5% és 9,1% a
GSA és 3,4% és 7,8% az MGO-HSA esetében.

A pontatlansagi értékeket a vizeletmintdk esetében is meghataroztuk. A
szamitasahoz 10 véletlenszerlien kivalasztott vizeletminta egy héten beliil kétszeri
mérését végeztiik. A betegek vizeletmintdinak UV és fluoreszcens napi mérések kozotti
pontatlansag variacios koefficiensei 6,1% ¢és 8,8% voltak. A mérés reprodukalhatosagat
szintén 12 hoénapos -80°C fagyasztds utani méréssel hataroztuk meg egy Uj Kkittel.
Erdekes modon, mig az albumin UV-cstics alatti teriiletében szignifikans csokkenést (-
25+9%, atlag£SD, p<0,05), addig a fluoreszcens cstcs alatti teriiletében nem

szignifikans (11£20% atlag+SD, p=0,093) ndvekedést észleltiink.

4.1.2. AZ IN VITRO ELOALLITOTT KULONBOZO ALBUMINFORMAK IN-NEL
ES A HPLC-VEL MERT KONCENTRACIOINAK OSSZEHASONLITASA

A kiilonb6zd albuminformék (HSA, GSA és MGO-HSA) kiilonb6z6é koncentraciokban
eléallitott oldatait (8,25, 16,5, 33, 66 ¢és 132 mg/l) mind IN-nel, mind HPLC-vel
triplikdtumban mértilk. A harom-harom mérést atlagoltuk ¢és minden albumin-
koncentraciora €s in vitro preparalt albumin minden formajara IN/HPLC hédnyadost

szamoltunk majd az értékeket egyutas ANOVA analizissel hasonlitottuk Ossze. A
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hanyadosok atlaga kozott szignifikans kiilonbséget nem talaltunk (HSA: 132+10%,
GSA: 120+8%, MGO-HSA: 142+8%, p=0,210, ANOVA-teszt).

4.13. AZ IN VITRO ELOALLITOTT KULONBOZO ALBUMINFORMAK
RELATIV FLUORESZCENCIAJA
A fluoreszcens mérés esetleges zavard tényezdinek - mint példaul a fluoreszcens jel
koncentracioval valé nem linearitdsa - vizsgalatara korrelacios analizist végeztiink. A
kiilonbozé albuminformak UV és fluoreszcens jelének korreldcids analizise alapjan
kapott eredmények az alabbiak voltak: HSA: r=0,9998, GSA: r=0,9999, MGO-HSA:
=0,9997.

Az in vitro albuminformék relativ fluoreszcencijat kiszamoltuk, az eredmények
konnyebb interpretalasdhoz, a HSA relativ fluoreszcencidjat 100%-nak vettiik. A HSA-
hoz viszonyitva mind a GSA, mind az MGO-HSA relativ fluoreszcencidja magasabb

(mindkét esetben p<0,001) volt, ami jelentds glycoxidativ modosulast jelent.

4.1.4. A DIABETESZES BETEGEK PARAMETEREI

A mikroalbuminuria diagnézisdhoz jelenleg hasznalt albumin-kreatinin hanyados
(ACR) értékek (férfi: 2,5-25 mg/mmol, nd: 3,5-35 mg/mmol) alapjan a kovetkezd
betegcsoportokat képeztiikk: IN-nel és HPLC-vel egyarant normoalbuminurias (NN,
n=47), IN-nel normo-, de HPLC-vel mikroalbuminuridas (NM, n=12), végiil mindkét
modszerrel mikroalbuminuridss (MM, n=20) betegek csoportja. A HPLC-moédszer
esetében is a hagyomanyos ACR kritériumrendszert hasznédltuk a mikroalbuminuria
diagnozisdhoz, mivel egyeldre nincs HPLC-mérésekre adaptalt valtozat.

A betegcsoportok klinikai paramétereit kozott a kovetkezd kiilonbségeket
talaltuk: az NM- és MM-csoportokban a szérumkreatinin értékek szignifikansan
magasabbak, mig az eGFR ¢értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az NN-
csoporthoz viszonyitva, de az NM- és MM- csoportok kozott ezen paraméterekben nem
mutatkozott szignifikans kiilonbség. Az MM- csoportban tobb paciens szedett
angiotenzinkonvertalo-enzim gatlot, mint az NM-csoportban. Ezen kiviil egyéb
kiilonbség nem volt a betegcsoportok kdzott.

A kétféle albumin-koncentracio-meghatarozds Bland-Altman analizise alapjan
azt talaltuk, hogy az IN-hez viszonyitva a HPLC a mérések tilnyomod tobbségében
magasabb vizeletalbumin-koncentraciokat mér €s az eltérés nagysaga a vizeletalbumin-

koncentracioval forditott aranyban all.
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4.1.5. A DIABETESZES BETEGEK VIZELETALBUMINJANAK RELATIV
FLUORESZCENCIAJA

Az MM-csoport vizeletalbuminjanak relativ fluoreszcenciaja magasabbnak adodott
mind az NN-, mind az NM-csoporthoz képest (p<0,001 és p=0,007), de az NN- ¢s NM-
csoport kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p=0,201). A vizeletalbumin
relativ fluoreszcencidja szignifikdns, pozitiv korrelacidt mutatott a szérumkreatinin
szinttel (r=0,295, p=0,009) és negativ korrelaciot az eGFR értékekkel (r=-0,255,
p=0,026), de nem korreladlt a glikémids paraméterekkel (plazmaglukédz: p=0,766,
fruktéozamin: p=0,979, HbA.: p=0,442). Tobbvaltozds linedris regresszios vizsgalatunk
alapjan a szérumkreatinin ¢és az eGFR bizonyult a vizeletalbumin relativ
fluoreszcencigja fiiggetlen prediktoranak (B=0,397, p=0,014 illetve f=-0,337, p=0,039).
Az els6 modell elemei az életkor, plazmaglukéz, fruktdozamin, HbA ., szisztolés és
diasztolés vérnyomads, triglicerid, LDL- ¢és HDL-koleszterin, hemoglobin ¢és
szérumkreatinin voltak, mig a masodik modell elemei az el6bb felsoroltak voltak, annyi
kiilonbséggel, hogy a szérumkreatinin helyett az eGFR normal alapi logarimitmizalt

értékét tartalmazta.

4.1.6. A MERETKIZARASOS HPLC ALBUMINCSUCS INTERFERENCIAJA
Az RP-HPLC vizsgalatok alapjan a nem albumin természetli anyagok a méretkizarasos

HPLC-vel detektalhato albumincsucsban 12,745,2% (atlag+SD) ardnyban voltak jelen.

42. HPLC-VEL MERT ALBUMINURIA ES MINTATAROLAS (A DOLGOZAT
II. RESZE)

42.1. A TAROLAS HATASA A HPLC-VEL MERHETO VIZELETALBUMIN-
KONCENTRACIORA
A HPLC-vel mérhet6 albuminuria 2,5 éves -80°C-os tarolas utan 24+9%-kal csokkent
(vizeletalbumin-koncentracié 2005-ben: 88+259 mg/l, 2008-ban: 55+187 mg/l,
p=0,002). Ha a betegeket a vizeletalbumin-koncentraci6 csokkenése (az inter-assay
alatti és feletti csokkenés) és a vizelet-pH-ja szerint (a mintdk atlagos pH-ja alatt és
felett) kategorizaltuk, szignifikans 6sszefliggést kaptunk (p=0,030).

A vizelet dimer ¢és monomer formainak vizsgalata soran a DMR-ben

szignifikans novekedést észleltliink (p<0,001). A két format kiilon vizsgalva azonban azt
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talaltuk, hogy csak a monomer albumin-forma cstcs alatti teriilete (azaz az albumin
koncentracioja) csokkent szignifikansan (p<0,001), mig a dimer albumin-forma cstics

alatti teriilete nem mutatott szignifikans valtozast (p=0,275).

42.2. A TAROLAS HATASA A HPLC-VEL MERHETO VIZELETALBUMIN-
KONCENTRACIORA

Exponencialis dsszefiiggést talaltunk a vizelet-pH és a friss vizeletek TFSG-je kozott (a
linearis korrelacio értékei: r=-0,795, p<0,001), amely 0Osszefliggés mar nem volt
kimutathat6 a 2,5 évig tarolt vizeletmintak vizsgalata soran (a linearis korrelacio értékei
r=-0,216; p=0,261). Az atlagos TFSG-szint szignifikansan alacsonyabb volt a tarolt
vizeletmintdkban a frissekhez képest (tarolt vizeletek: 6,6+7,7 és friss vizeletek:
22,7+£14,3 uM GSH-ekvivalens, p<0,001). Tovabba szignifikdns Osszefiiggést talaltunk
a DMR-novekedés és a pH kozott (r=-0,382, p=0,041).

43. Ul, POTENCIALIS BIOMARKEREK FELFEDEZESE A HPLC-VEL
TORTENO ALBUMINURIA MERES SORAN (A DOLGOZAT III. RESZE)

43.1. A KULONBOZO  VIZELETALBUMIN  MERESI MODSZEREK
EREDMENYE

A SE-HPLC-vel mért 0sszes uAlb sokkal magasabb novekedést mutatott a betegség
aktiv szakaszdban az IT-vel mért értékhez képest. A két moddszer altal mért uAlb-
koncentracio kiilonbség a betegség aktiv stadiumaban csaknem 15-sz6rds volt, amely 6-
10-szeresre csokkent a betegség inaktiv fazisaban. Ez a varatlanul nagy kiilonbség a t-

uAlb és ir-uAlb koncentraci6 eredményeink tovabbi vizsgalatara 6sztonzott minket.

432. A MERETKIZARASOS HPLC-S ALBUMINCSUCS VIZSGALATA
FORDITOTT FAZISU HPLC-MODSZERREL ES GELELEKTROFOREZISSEL

A beteg akut stadiumaban nyert vizeletminta SE-HPLC-s uAlb-frakcidjanak RP-HPLC-
s kromatogramjan tobb csucsot fedeztiink fel. Két frakcidt gytijtottiink az RP-elvalasztas
soran. Az elsd frakcio tartalmazta azon fehérjéket, amelyek 12,40 percnél és 12,69
percnél eludlodtak, amelyek az RP-elvdlasztds sordn csak részben elvalaszthatd
komponensek voltak, mig a masodik, sokkal késébb elualodo kisebb frakciod bizonyult
ténylegesen az albumin-frakcionak (mind a mintdhoz kiilsé albuminstandard

hozzéadasaval (koncentracio: 306 mg/l), mind MALDI-TOF/MS-sel megerdsitve). A
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remisszioban kapott vizeletek SE-HPLC-s uAlb-frakciojaban jelentds csokkentést az
elsd frakcio fehérjéi mutattak, mig a mésodik, az albuminé joval szerényebbet. Az RP-
HPLC eredményeit az SDS-PAGE is megerdsitette, melyen az albuminon kiviil két

masik fehérje csik is megjelent.

4.3.3. MALDI-TOF/MS-MERESSEL KAPOTT EREDMENYEK

Az RP-HPLC elsé frakciojanak emésztetlen mintajanak vizsgalataval a kovetkezo
tomegspektrumokat kaptuk: 23,5 kDa, 34,7 kDa ¢és 70,3 kDa (amit a 34,7 kDa
tomegspektrumu fehérje dimer tdmegének tekinthetd).

Az emésztett mintdk vizsgalataval kapott peptidtomeg-ujjlenyomatot a Mascot
adatbazis keresdjével elemezve harom fehérjét, az al-savas-glikoprotein-1-et, az al-
savas-glikoprotein-2-6t (az el6z6 izoformajat) és a Zn-a2-glikoproteint azonositottuk
magas talalati pontszdmmal és magas szekvencia lefedettséggel (39,3%, 56,2% és
48,1%). Ezen fehérjék jelenlétét az emésztett fehérjék peptidjeinek un. forras utani
bomlasspektrum-analizise is alatdmasztotta.

A beteg akut stadiumdban nyert vizeletminta SE-HPLC-s uAlb-frakcidjanak
SDS-PAGE utan a gélbdl kimetszett fehérjék MALDI-TOF/MS-vizsgalata a fenti
eredményeket megerdsitették. Kontrollként egy egészséges beteg vizeletét is az
elézéeknek megfelelden analizaltuk. A mintaban azonban csak az albumin jelenléte volt

kimutathato.

5. MEGBESZELES ES KONKLUZIOK

A hagyomanyos mindennapi labordiagnosztikaban a vizeletalbumin-koncentracidohoz
hasznalt mérési modszerek immunreakcion alapulnak. A felhasznalt antitesteket
szérumalbumin ellen termelik nem pedig a vizeletben talalhat6 albumin ellen. Ezekkel a
modszerekkel a nem immunreaktiv albumint és egyéb, 12 kDa feletti albumin-
fragmentumokat lehet detektalni. 2003-ban egy 0j modszert kozoltek az albuminuria
mérésére, amely a méretkizarasos kromatografia elvén alapult. A modszert hasznald
elsé vizsgalatok kimutattdk, hogy a vizeletben mérheté albumin koncentracidja
magasabb, mint ami a rutin, immun-alapt moddszerekkel mérhetd. Masként
megfogalmazva a vizeletalbumin egy része nem immunreaktiv. Az ezt kdvetd cikkek a
méretkizarasos nagy teljesitményli folyadékkromatografidval mérhetd albumin

természetét kezdték vizsgalni. SOt némely szerzOk azt feltételezték, hogy egyszerlien
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csak a mddszer felbontasa nem elegendd, azaz a kromatografids albumincsuccsal egyéb
fehérjék is eludlodnak.

A dolgozat elsé részében ezeket a felvetéseket vizsgaltuk. A vizeletalbumin
(elsésorban glicoxidéacios) modosultasagi fokanak vizsgélatdhoz illetve ahhoz, hogy ez
befolyasolja-e a vizeletalbumin immunologiai detektalhatosagat, eldszor is 1étrehoztunk
és jellemeztiink egy tandem UV ¢és fluoreszcens detektorral felszerelt nagy
teljesitményti  folyadék-kromatografidss  rendszert. A  mérésekhez in  vitro
kiilonbozoképpen modositott albuminformakat hasznaltunk. Vizsgalataink célja kozott
szerepelt tovabba diabeteszes betegek vizeletalbumin moédosultagi fokanak és klinikai
paraméterekkel ~ valé  potencialis  kapcsolatdnak  vizsgalata.  Vizsgalataink
eredményeképp megallapitottuk, hogy az albumin glikoxidativ modositasa nem
befolydsolja az immun-reaktivitast. A diabeteszes betegek vizeletének vizsgalataval
érdekes modon azt taldltuk, hogy az 0Osszes vizeletalbumin-modositas mértéke a
diabéteszes betegekben nem a szénhidrat-anyagcsere, hanem a vesefunkcio
paramétereivel korrelal. A méretkizardsos kromatografids vizeletalbumin-csucs
interferencia vizsgalatdhoz (azaz annak megallapitasdhoz, hogy az albuminnal egyiitt
eludlédnak-e mds anyagok ¢és milyen mennyiségben) egy forditott fazisu nagy
teljesitményti folyadék-kromatografias modszert dolgoztunk ki. Ezen mddszer alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az albuminnal ugyan egyéb fehérjék is
eludlodnak, de ezek mennyisége atlagosan a mért albumin 12,7%-a, ami nem
magyarazza az immun-alapt és nagy teljesitményii folyadék-kromatografids modszerek

kozotti atlagosan kétszeres koncentracid kiilonbséget.

Neégy évvel az 1) vizeletalbumin mérési modszer lekozlése utan olyan nagy
tanulmanyok ujraértékelésével, mint példaul az Ausztrdl Diabétesz, Obezitas ¢€s
Eletmdd tanulmany, arra a kérdésre keresték a valaszt, hogy vajon a nagy teljesitményii
folyadék-kromatografids albuminuria mérési modszernek van-e valamilyen klinikai
jelentdssége az eddigi modszerekkel szemben. A vizsgalat azonban azt talalta, hogy a
hagyomanyos immun-nefelometriai modszerrel és az 1j folyadék-kromatografias
moddszerrel mért albuminuridnak ugyanolyan mortalitas-elérejelzé értéke volt. A
folyadék-kromatografias mérésekhez azonban tobb évig tarolt mintakbol hataroztak

crer

gyljtési idépontban mért értékek voltak.
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Az irodalombdl mar ismert, hogy a tarolas jelentésen csokkentheti a vizeletben
azt vizsgaltuk, hogy a tdrolds milyen hatassal van a nagy teljesitményii folyadék-
kromatografidss modszerrel mérhetdé Osszes vizeletalbumin-koncentraciora. Tovabba
célul tiztik ki esetleges valtozas mérése esetén a lehetséges mechanizmusok
vizsgalatat. Eredményeink azt bizonyitottak, hogy a hosszu idejii, -80°C-os tarolas utani
nagy teljesitményli folyadék-kromatografias albuminuria-mérés megbizhatatlan
eredményeket hoz, melyek félrevezethetik a klinikai eldrejelzést, mivel a 2,5 évig -
80°C-on tarolt mintdkban atlagosan 24%-os vizeletalbumin-koncentracio-csokkenést
észleltink. A csokkenést pH-fliggdnek talaltuk. A nem immunreaktiv albumin
tulajdonsagat vizsgaldo egyik munkacsoport azt taldlta, hogy a nem immunreaktiv
vizeletalbumin egy proteolitikusan részben emésztett, de nem-denaturald koézegben
diszulfid hidak altal még intakt molsulyt albuminforma, mely redukdlé éagensek
hatasara kisebb darabokra fragmentalodik. Ezen megfigyelés alapjan célul tiztik ki
mind a tarolt, mind pedig frissen gyijtott vizeletek Osszes, szabad szulfhidril
csoportjainak mennyiségi mérését (mint potencialisan redukald agenseket), hogy
megallapitsuk, vajon a szabad szulthidril csoportok szerepet jatszanak-e a
kromatografids modszerrel detektalhaté albuminuria-csokkenésben a diszulfid kotések
redukalésa, igy a fragmentalddas elOsegitése altal. Szoros Gsszefliggést talaltunk friss
vizeletekben a szabad szulthidril csoportok szama és a vizeletek pH-ja kozott, amely
Osszefliggés a tarolt vizeletekben mar nem volt kimutathato. Tovabba azt talaltuk, hogy
a szabad szulthidril csoportok szama szignifikdnsan csokkent a tarolt vizeletmintakban.
Ezt Ggy értelmeztiik, hogy a vizeletnek potencialisan magas redukéld kapacitédsa van,
amely pH-fiiggd, és amely szerepet jatszhat a kromatografias modszerrel mérhetd

albuminuria-csokkenésben azaltal, hogy a nem immunreaktiv albumint fragmentélja.

Habar az albuminuria mérésének klinikai alkalmazéasa egyeldre csak a diabetologia
teriiletére szoritkozik, kimutatott hogy egyéb mas klinikai allapotban is értékes lehet az
albuminurianak a mérése. Példaul kimutatott, hogy a gyulladasos bélbetegségek
aktivitadsanak monitorizalasaban és a kezelésre adott valasz lemérésében is hasznalhato
objektiv paraméterként az albuminuria mértéke. Ezen a klinikai teriileten a folyadék-
kromatografids albuminuria mérési modszert még nem vizsgaltak. A dolgozat
harmadik részeként egy fiatal, a Crohn-betegség gyakori relapszusaitél szenvedd

beteget kovettiink ¢és hasonlitottuk Ossze az immunturbidimetrids és folyadék-
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kromatografids albuminuria mértékét a betegség lefolydsa alatt. A két mérési
modszerrel kapott eredmény olyan mértékli kiilonbséget mutatott, amely Crohn
betegiink vizeletalbumin kromatografids csticsanak tovabbi vizsgalatara 0sztonzott
minket, amely vizsgdlatokkal akdr 10j biomarkerek felfedezése is Ilehetséges.
Vizsgalatunk ramutatott, hogy a Crohn-betegség akut stddiumaban a folyadék-
kromatografids albuminuria mérés nem megbizhatdo, mivel potencidlisan jelentOs
mennyiségl egyéb fehérje interferal a méréssel. A masik részrél ezek az egyéb fehérjek,
melyeket  al-savas-glikoproteinként ¢€s  Zn-a2-glikoproteinként  azonositottuk,
megjelenése illetve elmaradasa tokéletesen egybevagott a Crohn-betegség klinikai
stddiummaival, amely alapjan potencidlis, nem invaziv, konnyen meghatdrozhat6

biomarker jeloltekké valtak.

6. A PHD TEZISEI

1) Az albumin glikoxidativ modosulasa nem befolyasolja az immun-reaktivitast.

2) Diabeteszes betegek teljes vizeletalbumin glikoxidacidja a vese patologias
elvaltozasait tiikrozi.

3) A méretkizarasos nagy teljesitményti folyadék-kromatografids albumincstucsban
az egylitt eludlodo fehérjék kevesebb, mint 20%-ban vannak jelen diabeteszes
betegek vizeletében. Ez az interferencia mérték nem magyardzza az immun-
alapt és a méretkizdrasos nagy teljesitményli folyadék-kromatografias
modszerrel mért vizeletalbumin-koncentracioban jelentkezd kiilonbséget.

4) A nagy teljesitményl folyadék-kromatografias modszerrel mért vizeletalbumin-
koncentracio a vizelet tarolasaval jelentdsen csokken -80°C-os tarolas ellenére
is. Ez a csokkenés a vizelet-pH-val 0sszefiiggést mutat.

5) A friss, nem térolt vizeletnek potencialisan magas redukalé kapacitasa van. Ez a
redukald kapacitds a vizelet-pH-val Osszefiiggést mutat és jelentésen csokken
tarolas soran.

6) A Crohn-betegség akut stadiumdban a nagy teljesitményti folyadék-
kromatografias albuminuria mérés nem megbizhat6.

7) Az alfa-1-savas-glikoprotein és a cink-alfa-2-glikoprotein vizeletben vald

megjelenése a Crohn-betegség aktivitasanak potencidlis 1j biomarkerei.
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