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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A D-dimer egy fibrin degradacios fehérje, mely a vér alvadasakor a szekunder fibrinolysis
soran keletkezik. A szervezet fokozott thrombotikus aktivitasanak eredményeképpen
koncentracioja a vérben megemelkedik, a pontos értéke D-dimer diagnosztikai probaval

hatarozhaté meg.

A D-dimer proba legfébb indikacios terllete a human klinikai gyakorlatban a vénas
thromboembdlias betegségek — mélyvénas thrombosis (DVT), tidéembdlia (PE) — kizarasa.
A negativ teszteredmények esetén a kis kockazatu betegeknél nagy biztonsaggal zarhaté ki
mindkét kéros allapot. Ezen kivil a D-dimer koncentracié meghatarozasanak fontos szerepe
van a disseminalt intravascularis coagulatio (DIC) diagnézisanak felallitasaban, illetve a

betegség monitorozasaban is.

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

foglalkoztak, féleg a kutyak, de lovak, macskak esetében is.

Kutyak esetében a D-dimer fehérje mérésének elsésorban a tudéembolia és a DIC
meghatarozasaban van jelentésége, de a thromboembolias betegségeken kivil szamos mas
korkép — vérzés, vese, sziv- €s majelégtelenség, mitét utani allapotok és a daganatos

megbetegedések — esetén is megemelkedhet a koncentracioja.

A kereskedelmi forgalomban szamos, a D-dimer koncentracié meghatarozasara alkalmas
diagnosztikai préba vasarolhatd, azonban ezeknél altalanos problémat jelent, hogy az egyes
tesztek tulajdonsagaikban egymastdl jelentésen eltérhetnek. Gyakori, hogy a mintaban jelen
léevé D-dimert és egyéb degradacidés termékeket a kulonbdz6 tesztek eltér6 mértékben
képesek azonositani, gyakran adnak keresztreakciokat, ezaltal specificitdsukban is
kiildbnbdzhetnek. igy az egyes prébak eredményei nehezen dsszehasonlithatok, s mindezek
zavarjdk a klinikai dontéshozatalt. Mindezek alapjan szikségesnek lattuk olyan
ellenanyagok, illetve diagnosztikai teszt elGallitasat, amelyek megfelel6 specificitassal

ismerik fel a mintaban lévé D-dimer fehérjét.



A doktori munka soran az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

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

eléallitasahoz kivantunk hasznaini.

2. Ehhez célul thztik ki az Uj ellenanyag széleskér(i immunoldgiai jellemzését, kilonos
figyelmet forditva az ellenanyag specificitasat is jelentésen meghatarozé keresztreakcio

vizsgalatokra, illetve a D-dimer antigénen felismert epitop meghatarozasara.

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

rogzitjuk.

4. Végso célként az ellenanyagra épult diagnosztikai teszt human klinikai teljesitményének

ertékelését, illetve allatorvosi gyakorlati alkalmazasat kivantuk vizsgalni.

2. Anyag és modszer

Monoklonalis ellenanyag eléallitasa

A monoklondlis ellenanyag eléallitasat hibriddbma technikaval végeztik. Az immunizalashoz
szlkséges D-dimer antigént el6zetesen preparaltuk, oly médon, hogy fibrin alvadékot
hoztunk létre, majd plasminnal emésztettik. Az igy keletkezett fibrin degradaciés termékek
molekulatdmegét natrium-dodecil-szulfat gélelektroforézissel (SDS-PAGE) és Western blottal
hataroztuk meg. A termék funkciondlis aktivitdsat ELISA modszerrel (Asserachrome D-
dimer) és D-dimer latex immunturbidimetrias prébaval (DiaSys Diagnostic Systems GmbH)

mertuk.

A kisérletben 6 db, 8 hetes néstény Balb/c AnN Crl BR egeret (Charles River) hasznaltunk.
Valamennyi allatot szigorian a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal, Allategészségiigyi
Diagnosztikai lgazgatdsag, laboratériumi allatok gondozésara és felhasznalasara vonatkozo
Utmutatdjaban foglalt ajanlasokkal ésszhangban tartottunk, illetve a Munkahelyi Allatjléti

Bizottsag (MAB) altal jovahagyott kisérleti munkaterv szerint kezeltiink.

Az immunizalas soran 3-3 db egeret intraperitonealisan (i.p.), illetve subcutan (s.c.) oltottunk,
D-dimert és komplett Freund adjuvanst (CFA) (Sigma Aldrich Co.) tartalmazé keverékkel. Az

els6 oltast kovetd 24. napon az egereket ugyanezen mddokon (i.p. és s.c.) Ujra oltottuk
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inkomplett Freund-adjuvans (IFA) (Sigma Aldrich Co.) felhasznalasaval. Tiz nappal a
masodik oltas utan vért vettiink az egerek lateralis farokvénajabdl, és az ellenanyagvalasz
szintjét sajat fejlesztésl indirekt ELISA moddszerrel vizsgaltuk. Négy héttel a masodik
immunizalast kévetéen a legmagasabb szintl ellenanyagvalaszt add egeret intravénasan

Ujra oltottuk, D-dimert és fiziologias sooldatot 1:2 aranyban tartalmazo szuszpenziéval.

Harom nap elteltével az egér Iépét steril koriimények kozott eltavolitottuk, majd
szérummentes RPMI-1640 tapoldattal (Sigma Aldrich Co.) mostuk a l|épsejteket. Ezt
kovetéen polietilén glikol (PEG) jelenlétében az Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejtekkel
fuzionaltuk a lépsejteket. A sejtszuszpenziét 96-lyuku mikrotitrald lemezre mérve 5% CO: -ot

biztositd szén-dioxid inkubatorban, 37 °C-on hagytuk névekedni.

A hibriddmak szelektalasara hipoxantint, aminopterint és timidint tartalmazé (HAT)
szelekcioés tapoldatot (Sigma Aldrich Co.) mértliink a tenyésztélemezek vajataiba, egy héttel
késébb a HAT médiumot hipoxantin, timidin (HT) tartalmu tapoldatra cseréltik. Két héttel a
fuzidt kdvetéen a felndvekvé sejtek feltluszoit indirekt ELISA-probaval vizsgaltuk a D-dimer

specifikus ellenanyagot termel6 hibridémak azonositasa céljabal.

Az ellenanyag titer alapjan kivalasztott sejtcsoportokat 2-5-alkalommal klénoztuk

végponthigitdsos médszerrel.
Az ellenanyagok vizsgalata

Az elballitott ellenanyagok konnyl- és nehézlanc szerinti izotipusat ,Mouse monoclonal

antibody isotyping test kit” (AbDSerotec) gyorsteszttel allapitottuk meg.

Az elGallitott ellenanyagok lehetséges keresztreakcioit sajat fejlesztést indirekt ELISA
modszerrel vizsgaltuk. Antigénként kilénbdz6 fibrin degradacios 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) és fibrinogént (Sigma Aldrich Co.) alkalmaztunk a D-dimer antigén
mellett. Az eredmények vizsgalata soran a keresztreakciok intenzitdsat az optikai denzitasok

hényadOSébéI SZémOHU k OD sejtfeliluszo /ODnegativ kontroll -

Az antigén felszinén 1év6, az ellenanyag altal felismert epitop meghatarozashoz
enzimatikusan emésztett antigén fragmentumokat hoztunk létre, ehhez a D-dimer fehérjét
70 %-o0s hangyasavban (Sigma Aldrich Co.) oldottuk, majd cianogén-bromiddal (CNBr)

(Sigma Aldrich Co.) inkubaltuk. A cianogén-bromiddal emésztett fragmentumokat tovabb
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emésztettik kimotripszinnel (Sigma Aldrich Co.). Az emésztett fehérje antigéneket
gélelektroforézissel szétvalasztottuk, molekulatdémegiket meghataroztuk, majd az altalunk
eléallitott monoklonalis ellenanyag alkalmazasaval, Western blot mddszerrel vizsgaltuk,
végul megszekvenaltuk. Az aktiv, D-dimer specifikus ellenanyaggal reagalé fragmentumokat
jelélé savokat kivagtuk a membranbdl, majd Edman protokolja alapjan szekvenaltuk, az ABI

494 fehérje szekvenatorral (Applied Biosystems).
Monoklonalis ellenanyag termeltetése, tisztitasa

A monoklonalis ellenanyag folyamatos termeltetését tobbféle rendszerben végeztik. Az
egyik alkalmazott rendszer a miniPERM® bioreaktor (Sarstedt) volt. Ebben a termelési
rendszerben a hibriddma sejteket 10% foetalis borjusavét (FCS) (Sigma-Aldrich Co.),
Antibiotic-Antimycaotic oldatot (Sigma-Aldrich Co.) tartalmazé RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Co.)
tapoldatban tenyésztettiik. A masik, termelésre hasznalt rendszer a FiberCell® hollow fiber
reaktor (FiberCell® Systems Inc.) volt, amely koncentraltabb ellenanyag el6allitast tett

lehetdveé.

Az Osszegylijtott és ellenanyagot tartalmazé sejtfelliluszékat az affinitaskromatografia elvén
mikodé Protein G Sepharose® 4 Fast Flow (GE Healthcare) oszloppal tisztitottuk, illetve
nagyobb mennyiségl feliilusz6 esetén az AKTA Pure 150 (GE Healthcare)
folyadékkromatografias késziilékkel végeztik a tisztitast, 50/40 HiScale MabSelect SuRe™

(GE Healthcare) oszlopot alkalmazva.

A felGluszét mélységi szlrével (Sartorius stedim Biotech) szlirtlik le, abbdl a célbdl, hogy
sejtektél teljesen mentes legyen, majd izopropanolban oldott 1mM fenil-metil-szulfonid-fluorid
(PMSF) (Sigma-Aldrich Co.) proteazgatioval inkubaltuk. A tisztitott ellenanyag

koncentralasahoz tangencialis szilrét hasznaltunk (Merck Millipore).
A monoklonalis ellenanyag diagnosztikai tesztben tortéendé alkalmazasa

A vizsgalataink alapjan kivalasztott monoklonalis ellenanyagot latex agglutinacion alapulé
immunturbidimetrias diagnosztikai probaba épitettik be. A folyamat soran a latex
mikroszemcsék felszinén |évé karboxil csoportokat aktivaltuk, majd a monoklonalis

ellenanyagot a mikroszemcsékre kapcsoltuk.

A latex-reagenssel torténd mérés az immunturbidimetria elvén alapszik. A reakcié soran a
latex szemcsék felszinét boritd ellenanyag reagal a mintdban talalhaté D-dimerrel — amely

dimer jellegénél fogva tébb koétShellyel rendelkezik —, és mindez a latex szemcsék
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agglutinaciojat eredményezi. Ennek kévetkeztében a reakcidelegy turbiditasa megvaltozik, a
mérés kezdeti és végpontja kozotti optikai denzitas valtozasa detektalhatd, amelynek

mértéke aranyos a kezdeti D-dimer koncentracioval.
A Dia-D-DIMER diagnosztikai teszt human klinikai vizsgalata

A Semmelweis Egyetem Laboratériumi Medicina Intézet kdzponti laboratériumaban 158
vénas thromboembolia (VTE) gyanujaval vizsgalt beteg plazma mintajat mértik meg harom
immunturbidimetrias teszttel. Az egyik, az altalunk eléallitott monoklonalis ellenanyagra épult
D-dimer reagens volt (Dia-D-DIMER, Diagon Kft.), és emellett két masik, kereskedelmi
forgalomban kaphaté D-dimer tesztet (INNOVANCE® D-Dimer (Siemens Medical Solutions),
STA®-Liatest® D-Di (Diagnostica Stago)) is alkalmaztunk. Célunk az volt, hogy a probakat

kiszdbértékek optimalizalasaval 6sszehangoljuk a tesztek szenzitivitasat és specificitasat.

Az értékelés soran a klszdbértékek alapjan a mintakat pozitiv és negativ D-dimer
eredmeényl csoportokba soroltuk. A csoportok kozotti 6sszehasonlitast Khi-négyzet
statisztikai modszerrel vegeztik. Vizsgalatunkban szignifikans eltérésnek a p<0,05 értéket
tekintettik. A STA®-Liatest® D-Di és Dia-D-DIMER tesztek esetében a kilonb6zd
kiiszobértékeknél szamolt diagnosztikai specificitas és szenzitivitas értékeket vevé mikodési
karakterisztika (ROC)-gorbével abrazoltuk. A tesztek értékeléséhez szikséges ,valos
pozitiv”, illetve ,valos negativ’ értékek megadasahoz az INNOVANCE® D-Dimer teszt

eredményeit vettik alapul.
A Dia-D-DIMER teszt allatorvosi alkalmazasa

A Dia-D-DIMER tesztet allatoktdl szarmazé mintdk D-dimer mérsére is alkalmaztuk.
Osszesen hetven, kutyaktdl szarmazé vérplazma mintat gydjtottink két budapesti
helyszinen, az Allatorvosi Hematolégiai és Onkoldgiai Kézpont, illetve a Budafoki
Allatgyégyaszati Kozpont segitségével. A vérmintakat nétrium-citratos puffer oldatot
tartalmazo vérvételi csébe (VACUETTE®, Greiner AG) vették le, majd a plazmat
centrifugalassal (2000 g, 10 min.) nyerték ki. A kutyak atlagkora 8 év és 2 honap (1,5-14 év
kdzott) volt. Nemek szerinti megoszlasa: him 52% és néstény 48%. A mintak kézul 50, olyan
allattél szarmazott, amelynél valamilyen tipusu daganatot diagnosztizaltak. A daganatot
hordozé kutyak csoportjaban a kiindulasi szévet szerint az alabbi daganat tipusok fordultak
el6: 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
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20, altalunk egészségesnek vélt (daganatmentes) kutyabdl allt, amelyek folyamatos
allatorvosi megfigyelés alatt alltak, rendszeresen kaptak oltast, illetve parazitak elleni
kezelést. A kutya vérplazmakat a Dia-D-DIMER diagnosztikai teszttel, Coag XL

koagulométeren (Diagon Kft.) mértik, és allapitottuk meg a D-dimer koncentraciot.

Az egészségesnek vélt kutyak mintai alapjan meghataroztuk a kutyak esetében hasznalhato
referencia tartomanyt. Az egyes csoportok (daganatos kutydk, illetve az egyes daganat
tipusok a kontroll csoporthoz viszonyitva) kdzotti kilonbségeket nem paraméteres Wilcoxon-
Mann-Whitney probaval vizsgaltuk. A p<0,05 tekintettik szignifikans kulonbségnek. A

statisztikai szamolasokat a Minitab 14.0 statisztikai programmal (Minitab Inc.) végeztik.
3. Eredmények

Monoklonalis ellenanyag eléallitasa

A fibrin emésztésével elballitott D-dimer antigént funkcionalisan aktivnak talaltuk és
alapjan az antigén molekulatomege ~180 kDa. Az eléallitott D-dimer antigént immunizalasra

megfelelének talaltuk.

Osszesen hat Balb/c egeret immunizaltunk a D-dimer antigénnel, majd egy kivalasztott egér
lépsejtjeit Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejtekkel fuzionaltuk. A sejtfuzié utan keletkezett hibrid
sejteket specifikus tapfolyadékban szelektaltuk, és 0sszesen 576 hibriddbma sejtcsoportot
kaptunk. Indirekt ELISA moddszerrel vizsgalva, 38 olyan hibridéma sejtcsoportot talaltunk,
amelyek a D-dimerre pozitiv immunreakciét adtak. Az altaluk termelt ellenanyagok magas
titerei alapjan a kdvetkezdket valasztotuk ki: 1B4, 1H12, 2B9, 2F2, 3B3, 4G8 és a 6B9.

Ezeket a sejtcsoportokat végponthigitasos mddszerrel kidnoztuk.
Az ellenanyagok vizsgalata

Az izotipus meghatarozas soran a 2F2 jelolési ellenanyag bizonyult IgM izotipusunak. A
tobbi vizsgalt ellenanyag, az 1B4, 1H12, 2B9, 3B3, 4G8 és a 6B9 jeldlésliek mind IgG
izotipusuak, nehézlancuk szerint az IgG1 alosztalyba sorolhatéak, konnyllancuk szerint

pedig « izotipusuak.

A keresztreakciok vizsgalata alapjan azt lattuk, hogy mindegyik ellenanyag reagalt a D-
dimerrel, de leger6sebb reakciét az 1B4, 1H12, 2B9 és a 3B3 ellenanyagok mutattak. Ezek

az ellenanyagok ugyancsak reagaltak a fibrin-D és fibrinogén-D fragmentumokkal, de egyik
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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, amely a D, X és az Y fragmentumokkal is gyengén reagalt,
ellenben a fibrinogénnel, kdzepes erésségi reakciot mutatott. A fibrinogénnel mutatott
keresztreakcié a 3B3, 1B4, 1H12, 2F2 és a 6B9 ellenanyagoknal tdbbnyire erés vagy
kbézepes, a 4G8 ellenanyagnal gyenge volt. Ezekkel ellentétben a 2B9 ellenanyag egyaltalan
nem adott a fibrinogénnel keresztreakciot. Ezen kiemelkedd tulajdonsaga miatt ezt a
sejtvonalat tobbszor kldnoztuk, majd megallapitottuk, hogy az igy kapott sejtvonalak is
megtartottak ezt a tulajdonsagukat. A D-dimerhez valo affinitasuk alapjan kiemelkednek a
2B9/F2, 2B9/B1 és a 2B9/D5 klonok ellenanyagai, melyek a D-dimerrel nagyon er8s reakciot

mutattak.

A keresztreakciok vizsgalatanak eredményei azt mutattak, hogy a 2B9 jelélési ellenanyag
affinitasbeli tulajdonsagai hasonldak voltak a referens ellenanyagként alkalmazott anti-D-
dimer monoklonalis ellenanyaghoz (HyTest Ltd.). Mindkét ellenanyag erds reakciot mutatott
a D-dimerrel, ellenben nem adtak keresztreakciot a fibrinogénnel, és csak gyengén reagaltak
a fibrin X és az Y fragmentumokkal. Mi tobb, a fent emlitett, kiemelt kiénok a D-dimerrel
er8sebben, mig a D-fragmentumokkal gyengébben reagaltak, mint a referensnek tekintett

ellenanyag.

Az altalunk eldallitott monoklonalis ellenanyag altal felismert D-dimer epitop vizsgalatat a
2B9/D5 klénnal végeztik és ennek soran szekvencialis epitop helyett, dsszetettebb, térbeli
epitdp strukturat talaltunk. A kimotripszinnel emésztett antigén fragmentumokat redukald,
illetve nem-redukald korlilmények koézott is elektroforetizaltuk, majd Western blottal
analizaltuk. A Dblottolds soran a nem-redukalt mintaban a 25, 30 és a 38 kDa
molekulatdomegeknél talalhaté savok festédtek meg a membranon, jelezve az antigén-
ellenanyag interakciot. Ezek kozul a 25, illetve a 38 kDa molekulatomegi fragmentumok
esetében sikerllt szekvencidkat kapnunk, mig a 30 kDa-os fragmentumnal nem. A
meghatarozott szekvenciak a B-lancon a 94 IQPDSS és a 140 GNVANTNT aminosav
szakaszok, illetve a C-lancon a 23 LQEIYNSNNQ és a 93 VYCEID szakaszok.

Az altalunk azonositott epitop felszinek egymastdl relativ tavol helyezkednek el a fibrin
alegységeken, mely alapjan az epitdéphoz kapcsolddd két ellenanyag kdzott nem, vagy csak
kis valészinlséggel Iéphet fel sztérikus interferencia. Ennek kdszonhetéen a 2B9
monoklonalis ellenanyag megfeleldé riporter molekulanak bizonyul egy latex agglutinaciés

immunoldgiai modszerben torténd alkalmazasra.
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A 2B9 monoklonadlis ellenanyag diagnosztikai alkalmazasa

A munkank soran el6allitott 2B9 monoklonalis ellenanyagot latex agglutinacion alapuld
immunturbidimetrids diagnosztikai probaba épitettik be. A folyamat soran a latex
mikroszemcsék felszinén |évé karboxil csoportokat aktivaltuk, majd a monoklonalis
ellenanyagot a szemcsekre kotottik fel. Az eldallitott proba Dia-D-DIMER teszt néven kerlt

kereskedelmi forgalomba, a teszt fejlesztése a Diagon Kft.-ben tortént.

Yy

A human vérplazma mintak vizsgalata soran a Dia-D-DIMER és a STA®-Liatest® D-Di
teszteket az INNOVANCE® D-Dimer teszthez viszonyitva vizsgaltuk. A Bland-Altman analizis
szerint a STA®-Liatest® D-Di és az INNOVANCE® D-Dimer prébak atlagos eltérése 0,43, a
szoras 1,33, az atlagtol valé maximum eltérés 11,64 volt. Az INNOVANCE® D-Dimer és a
Dia-D-DIMER tesztek Osszevetésénél a probak atlagos eltérése 0,47, a szoéras 1,92, az
atlagtdl valéo maximum eltérés pedig 13,5 volt. A tesztek regresszids analizise soran az R?
értékek az INNOVANCE® D-Dimer és a STA®-Liatest® D-Di esetében R?=0,8973, mig az
INNOVANCE® D-Dimer és Dia-D-DIMER teszteknél R?=0,7357.

A harom kiilénb6zé D-dimer teszttel mért koncentracio eredményeket pozitiv, illetve negativ
D-dimer eredményl csoportokba soroltuk. Khi-négyzet statisztikai elemzéssel vizsgalva a
csoportokat, a STA®-Liatest® D-Di teszt 0,3 és 1 ug/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 0,2-0,3 pg/ml FEU kiUszdbértékeknél szignifikans volt a
kilénbség a két proba kézoétt (p<0,05), 0,4 ug/ml FEU -nal hatareset (p=0,048), és 0,5-1

pg/ml FEU értékeknél, egyérteimlien nem volt kildnbség a tesztek kozott.

Meghataroztuk a Dia-D-DIMER és a STA®-Liatest® D-Di tesztek specificitds és szenzitivitas
értékeit a kilonbdzé kiszobértékeknél, az INNOVANCE® D-Dimer teszt értékeit tekintve
referens adatnak. A STA®-Liatest® D-Di szenzitivitas értékei 0,2 és 1 ug/ml FEU kozott
kiiszobértékek esetében 82,7-100% kozott mozogtak, mig a Dia D-Dimer tesztre szamolva
92,3 és 100% kozottiek az értékek. A probak specificitasa az elébbi leolvasast kdvetve, 50
és 96,3%, illetve 35,2 és 87% kozott valtozik. Ezen adatok alapjan megszerkesztettik a két
teszt ROC gorbéjét. A gorbe alatti tertlet (AUC) jellemzi a teszt hatékonysagat, amelynek
értéke a STA®-Liatest® D-Di tesztnél 0,9804, mig a Dia-D-DIMER tesztnél ez az érték:
0,9707.
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A teszteket jellemzé legmagasabb osztalyozasi pontossag (accuracy) (0,962, illetve 0,918)
és Youden index (0,925, illetve 0,804) értékek alapjan megbecsiilheté az alkalmazhato
optimalis kiiszobérték, mely a STA®-Liatest® D-Di tesztnél 0,5-0,6, mig a Dia-D-DIMER

tesztnél a 0,7 pg/ml FEU koncentracio értéket jelentett.

'y

A vizsgalatba bevont 20 klinikailag egészséges és 50 valamilyen daganatos
megbetegedésben szenvedd allat vérplazma mintait a Dia-D-DIMER diagnosztikai teszttel

meértuk le.

A benignus daganattal rendelkezd kutyak csoportjanak D-dimer értékei nem tértek el
szignifikdnsan a kontroll csoporttél (median=0,34 ug/ml FEU; p=0,1310). Ugyanakkor a
malignus csoport koncentracié értékei magasabbak voltak, és jelentds, szignifikans

killonbséget mutattak a kontroll csoporthoz képest (median=0,68 ug/ml FEU; p=0,0002).

Az attétes daganatban szenvedd kutyak mintaiban a D-dimer koncentracio kozépértéke 1,01
pg/ml FEU volt, ami a malignus tumor csoport értékeinél is magasabb. A kontroll allatokhoz

képest ez a csoport szignifikans kulonbséget mutatott (p=0,0016).

A mintakat a szdvettani vizsgalat alapjan, a malignitas foka (grade) és a tumor stadiuma
(stage) szerint is besoroltuk. A malignitas foka szerint az |. csoport median értéke 0,40 ug/ml
FEU volt, mig a llI-lll. csoportoknal magasabb kdzépértéket kaptunk (0,94 pg/ml FEU.
Hasonlé kdvetkeztetésre jutottunk a tumor stadiumok vizsgalata soran, ugyanis a magasabb
stadiumba (IV-V.) tartozé daganatos kutyak D-dimer koncentraciéo kdzépértéke is joval
magasabbnak bizonyult (1,50 ug/ml FEU), mint az I-lI-lll. stadiumu csoportok értéke (0,44
pg/ml FEU.

A daganatos csoportokat a daganattipusok szerint is vizsgaltuk. A kontroll csoporthoz
viszonyitva a legmagasabb D-dimer kozépértéket a malignus tumorokhoz tartozo
lymphomaval diagnosztizalt ebek csoportjanal kaptunk (1,72 pg/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 hasonldéan
alacsony kozépértéket tapasztaltunk, bar ezekben a csoportokban a mintaszam is alacsony
volt. A Mann-Whitney statisztikai probaval vizsgalva, a mastocytoma csoport (p=0,1024)
szignifikdnsan nem kllénb6zétt a kontroll csoporttdl. A lymphoma (p=0,0114), sarcoma

(p=0.0005), carcinoma (p=0.0022) csoportok ellenben szignifikans kildnbséget mutattak.
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Az egészséges kutyak mintai alapjan felallitottuk a kutya vérplazma mintak vizsgalata soran
alkalmazhat6é referencia tartomanyt (0,06-0,69 upg/ml FEU). A kiszobérték alapjan

pozitiv/inegativ D-dimer eredményi csoportokat hoztunk létre.

Valtoztatott kuszobértékek mellett 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 ug/ml FEU-ig terjed6 kiszdbérték mellett, a

szenzitivitas 33 és 51%, mig a specificitas 85 és 100% kdzo6tt mozgott.

Az altalunk meghatarozott 0,69 ug/ml FEU kiszobérték alkalmazasaval 33%-0s szenzitivitast
mellett, 100%-o0s specificitast értink el. A PPV 100%, mig a NPV 29% a daganatos mintak
esetében. Kovetkezésképpen a Dia-D-DIMER teszt esetében a 0,69 ug/ml FEU kiiszobérték
alatti mintakat tekintettiik negativ D-dimer értékiinek malignancia szempontjabdl, mig e folott

pozitivnak itéltik a vizsgalat eredményét.

4. Megbeszélés

s 7

Az eléadllitott ellenanyag tulajdonsagai

Az el6allitott Uj, 2B9 monoklonalis ellenanyag megfelel az immunturbidimetrias D-dimer

préba mikddési elve alapjan felallitott feltételeknek az alabbiak szerint.
A keresztreakciok vizsgalatanak jelentésége

A keresztreakciok vizsgalatanak eredménye alapjan kijelenthetjik, hogy a 2B9 ellenanyag
megfeleld specificitdssal ismeri fel a D-dimer antigént, nem reagal a fibrinogénnel, mely
kiemelked6en fontos jellemz6je egy D-dimer diagnosztikai probaban alkalmazhat6
ellenanyagnak. Egy, a D-dimer harmonizaciojaval foglalkozé kézleményben talalhatéd ajanlas
szerint, a D-dimer teszteknek nem kellene fibrinogénnel vagy fibrinogén degradacios
termékekkel reagalni, sem olyan fibrin és fibrinogén fragmentumokkal, amelyek — a
plazminon kivil — mas enzimek altal kivaltott proteolizis soran keletkeztek. Ez az elényds
tulajdonsaga teszi lehetévé, hogy a fibrinogéntartalmu citratos plazma, vagy akar teljes

vérmintak mérésére is alkalmas lehessen.

A keresztreakcio vizsgalat tovabbi pozitiv eredményének tekintettiik, hogy a 2B9 ellenanyag
a nemzetkozileg is elismert ellenanyaggyarté cég (HyTest Ltd.), anti-D-dimer monoklonalis
ellenanyagahoz, mint referens ellenanyaghoz hasonlé tulajdonsagokat mutatott a

keresztreakciok tekintetében.
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Az epitop térképezés értékelése

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

ellenanyaggal boritott latex mikroszemcsék agglutinacidjat.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagok a Xllla faktor
altal keresztkotott fibrin fragmentum D-doménjének felszinén 1évd epitdpokat ismerik fel.

Ezen monoklonalis ellenanyagok mindegyike mas és mas specificitassal rendelkezik.

Az elsd szabadalmaztatott anti-D-dimer monoklonalis ellenanyagnak (DD-3B6/22), illetve egy
B4 jeldlési ellenanyagnak az epitdop szekvenciajat meghataroztdk, és publikaltak.
Ugyanakkor az elmult évek soran a kutaték szamos D-dimer-specifikus ellenanyagot
allitottak el6, de ezek epitop meghatarozasa a legjobb tudomasunk szerint, sajnalatos
modon a szakirodalomban nem talalhaté meg. Az altalunk elvégzett epitop analizis szerint a
2B9 monoklonalis ellenanyag eltérd szekvenciakat ismer fel a D-dimer felszinén, mint mas, a

szakirodalomban fellelheté D-dimer specifikus ellenanyagok.

Az elballitott 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 — ker(lt kifejlesztésre.
A termék klinikai teljesitményértékelésen atesett, eurdpai megfeleléség (CE)-jellel ellatott,

jelenleg is kereskedelmi forgalomban van.

A Dia-D-DIMER teszt human vonatkozasu eredményeinek értékelése

A 2B9 D-dimer specifikus monoklondlis ellenanyagra épuld kereskedelmi teszt klinikai
teljesitményértékelése sikerrel zarult, ezen Kkivul tovabbi, a teszt teljesitményének

jellemzésére iranyuld vizsgalatokat végeztink human mintak bevonasaval.

Munkank soran a human vérplazma mintak vizsgalatakor célunk az volt, hogy a Dia-D-
DIMER tesztet és két masik, forgalomban 1év6é D-dimer tesztet dsszehasonlitsunk. Egy

tesztet kdzuluk referensnek jeldltink ki, és ehhez képest jellemeztik a tobbi tesztet.
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A tesztek korrelaciéjanak vizsgalatara Bland-Altman analizist végeztik, melynél a Dia-D-
DIMER és a STA®Liatest® D-Di tesztet is a referens teszthez viszonyitottuk. A tesztek
kulonbségének, 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,
kovetkezésképpen ennél az elébbi tesztparnal a magasabb D-dimer koncentracié értékek

esetén kisebb eltérést lattunk a két teszt kozott.

Ugyancsak ennek a két tesztparnak az eredményeit hasonlitottuk 6ssze 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 tikroz.

A prébak kozotti kulonbségeket szamos tényezd okozhatja. A tesztek dsszehangolasara
felhasznaldi szinten ellenanyag, vagy konstrukcio-valtoztatas szintjén természetesen mar
nincs lehetéség. A kiiszdbérték valtoztatasaval lehetséges viszont a probak pozitiv-negativ
eredményeinek finomhangolasa. Az adatok egyértelmien jelzik, hogy a kiszdbérték
valtoztatdsaval jelentésen valtoznak a szenzitivitas és specificitas értékek is. Kisebb
kiszobértéket valasztva n6 az érzékenység, mivel a negativ eredmények szama csokken,
ellenben a hamis pozitivaké néhet. Ezzel ellentétesen, ha a kliszobértéket ndveljik, nagyobb

specificitast érunk el, tobb hamis negativ, és kevesebb hamis pozitiv esetet eredményez.

Kisérletet téve egy optimalis kiiszobérték megallapitasara, a STA®Liatest® D-Di tesztnél a
0,5-0,6 pg/ml FEU koncentraci6 értékek, mig a Dia-D-DIMER tesztnél a 0,7 ug/ml FEU érték
az, melyek a legjobban harmonizalnak az INNOVANCE® D-dimer esetében hasznalt 0,5
pg/ml FEU kiszobértékkel. Eredményeink alatamasztjak a szakirodalomban is fellelhetd
ajanlasokat, melyek szerint bar altaldban 0,5 pg/ml FEU az ,univerzalis” D-dimer

klszobérték, mégis attdl eltérd érték akar alkalmasabb dontési hatarértéknek bizonyulhat.
A Dia-D-DIMER teszt kutyaktol szarmazé mintakon valé alkalmazasa

A Dia-D-DIMER tesztet alapvetéen human vérplazma mintak D-dimer koncentraciéjanak
mérésére fejlesztettik. Szakirodalmi eredményekre tdamaszkodva — miszerint a human D-
dimer probak alkalmassa teheték allatok mintainak vizsgalatara is — megkiséreltuk kutyaktol
szarmazo vérplazma mintak D-Dimer szintjét is meghatarozni. Vizsgalataink soran azt
tapasztaltuk, hogy a 2B9 ellenanyagra épulé Dia-D-DIMER teszt is alkalmas kutya

vérplazma mintak D-dimer koncentraciojanak méréseére.
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A D-dimer és tumorok 6sszefiiggései kutyakban

Eredményeink azt mutatjak, hogy a daganatos kutyak csoportjaban mért D-dimer
koncentracio szignifikdnsan magasabb volt a kontroll csoporthoz képest. Ezek az
eredmények Osszhangban vannak szamos mas, szakirodalomban fellelhetd, féleg
emberektél szarmazd mintak vizsgalati eredményeivel. Sajnos a kutyakkal kapcsolatban

kevesebb ilyen kézlemény talalhaté.

A daganatokat kiindulasi szdvettipus alapjan csoportositva azt talaltuk, hogy a rosszindulatu
lymphoma, sarcoma, carcinoma daganatokkal terhelt ebek csoportjaban szignifikansan
magasabb D-dimer értékeket mértink a kontroll csoporthoz képest. Ugyanakkor, az
ugyancsak rosszindulati mastocytomatdl szenvedd kutyak csoportjaban nem talaltunk

szignifikans eltérést.

Vizsgalataink soradn 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
kulonbséget kimutatni. Mindezek az eredmények is alatamasztjak a szakirodalmban talalt

adatokat.

Napjainkban szamos tanulmanyban szamolnak be arrdl, hogy a vérplazma D-dimer
koncentracioja és a daganatok progressziéja (malignitasi foka és stadiuma) kdzétt korrelaciéd
all fenn, amit eredményeink is alatamasztottak. A magas malignitasi foku, valamint az
elérehaladott stadiumu beteg kutyak esetében mi is emelkedett D-dimer koncentracio

értékeket mértunk.

Az Aallatorvosi szakirodalomban a daganatos kutyak D-dimer meérésével kapcsolatban a
specificitdas és a szenzitivitds vonatkozasaban sajnos nem talaltunk kozleményeket.
Ugyanakkor a mi vizsgalataink soran egy meghatarozott kiszobérték (0,69 pg/ml FEU)
mellett 33%-0s szenzitivitast és 100%-os specificitast értink el, mig a PPV ugyancsak 100%
volt. A magas specificitds miatt a Dia-D-DIMER teszttel a negativ eredményt mutaté kutyak
100%-a valéban Klinikailag egészséges volt. Ugyanakkor a teszt alacsony szenzitivitasa

miatt a daganattal diagnosztizalt kutyaknal kisebb szamban kapunk pozitiv eredményt.
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Tovabbi vizsgalatok indokoltak annak elddntésére, hogy a kutyak és mas allatok D-dimer
koncentracio mérésének milyen kiegészitd diagnosztikai jelentésége Ilehet, kilonds
tekintettel az allatokat sujtd neoplasiak felderitésében és a betegség elérehaladasanak és a

kezelés eredményességének monitorozasaban.
5. Uj tudomanyos eredmények

1, Eléallitottunk és jellemeztink egy, a D-dimert specifikusan felismer6 monoklonalis
ellenanyagot (2B9), amely a D-dimer felszinén egy Uj, eddig a szakirodalomban nem k&zolt
térbeli epitdpot ismer fel.

2, Azonositottuk a D-domén B-lancan a 94 IQPDSS és a 140 GNVANTNT aminosavakat,
valamint a C-lancon a 23 LQEIYNSNNQ és a 93 VYCEID aminosav szekvencia
szakaszokat.

3, Az eléallitott 2B9 ellenanyagot egy hazai fejlesztés(i, Gj, immunturbidimetrias D-dimer
diagnosztikai prébaba, a Dia-D-DIMER tesztbe épitettik, amely CE mindsitéssel
kereskedelmi forgalomba is kertdilt.

4, A Dia-D-DIMER teszt alkalmas az allatorvosi gyakorlatban is a kutyak thrombotikus
folymatokkal és egyes tumorokkal jar6 megbetegedéseinek vizsgalatara, illetve fontos

szerepe lehet a daganatok esetleges klinikai progresszidjanak nyomonkovetésében is.
6. A doktori kutatas eredményeinek kozlései

A témaban megjelent tudomanyos publikaciok
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7. Koszonetnyilvanitas

Els6sorban témavezetémnek, Dr. Dénes Bélanak és asszisztensének, Gasparné Stoll
Annamaridanak szeretném megkdszonni a sok segitséget, tamogatast, az ellenanyag

eléallitassal kapcsolatos gyakorlati tudas atadasat.

Kalon kdszdnet illeti Dr. Vajda Zoltant, aki szakmailag és emberileg is végig tamogatott,
biztatott a munkam soran, illetve a statisztikai elemzésekben nyujtott segitségért is nagyon

halas vagyok.

Halas vagyok és szeretném megkdszonni Dr. Antal Jozsefnek a folyamatos szakmai

tdmogatasat és a lektori munkajat.

Kdszonetemet szeretném kifejezni a Diagon Kft. vezetéjének Dr. Kern Joézsefnek, aki
elinditott ezen az uton és biztositotta a munkahoz szikséges hatteret. Ezuton szeretném
megkoszonni kollégaimnak, akik nem csak tamogattak, de részt vettek és segitették is
munkamat: elsésorban Dr. Kuik Arpadnak és Kadarkuti Péternek, tovabba Banyasz
Borbalanak, Kuruczné Dr. Kern Anitanak, Jancsoé Anitanak, Kiss Erikanak, Kovacs
Agnesnek, Bene Alexandranak, Nemes Lillanak, Buhalané Sandor Erzsébetnek, Szilagyi

Gabornénak (Icanak) és Csaszar Gergbnek.

Készondm tovabba a NEBIH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatésag korabbi
vezetéjének Dr. Tekes Lajosnak, valamint jelenlegi igazgatojanak Dr. Abonyi Tamasnak,
hogy biztositottak a doktori munkamhoz elengedhetetlenil szikséges monoklonalis

ellenanyag el6allitasanak szakmai és laboratoriumi hatterét.
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Kdszonettel tartozom Dr. Vasarhelyi Barnanak, aki lehetéséget adott, hogy a Semmelweis
Egyetem Laboratériumi Medicina Intézetében a kutatéi munka gyakorlati méréseit

elvégezhessem, és halas vagyok szakmai tamogatasaért.

A mintagy(ijtésben nyujtott segitségért és szakmai tamogatasért kdszonettel tartozom Dr.

Vajdovich Péternek és Dr. Balogh Lajosnak.

Minden egyéb segitséget és tamogatast a Csaladomnak, elsésorban Edesanyamnak és a

Férjemnek, illetve a Barataimnak kdszonok meg.
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