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1. Roviditések jegyzéke

ACE
CTO
CHIT1
I/D
Dup24
Del29
bp

FEV1

FVvC
TLR

PAMP

PRR
hsp
HLA
TNFa
kDa
PCR

ELISA

EF

angiotenzin-konvertal6 enzim (angiotensin-converting enzyme)
kitotriozidaz (chitotriosidase)

kitotriozidaz gén (chitinase 1)

inzercio/delécio

a kitotrioziddz gén 24 bp nagysagu duplikacios mutacioja

a kitotrioziddz gén 29 bp nagysagu delécios mutacioja

bazispar

erdltetett kilégzési térfogat az elsé masodpercben (forced expiratory volume in

1 sec)
erdltetett vitalkapacitas (forced vital capacity)
Toll-szert receptor (Toll-like receptor)

patogén-asszocialt molekularis mintazat (pathogen-associated molecular
pattern)

mintazat-felismerd receptor (pathogen recognition receptor)
hdésokkfehérje (heat shock protein)

human leukocita antigén

tumor nekrozis faktor alfa

kilodalton

polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

enzimhez kotott immunszorbens vizsgalat (enzyme-linked immunosorbent

assay)
ejekcios frakciod

interleukin



2. Bevezetés

A szarkoiddzis tobb szervrendszert, de jellemzdéen a tiid6t érintd, ismeretlen eredetii
granulomatdzus megbetegedés, mely kort6l, nemtdl és etnikumtol fiiggetlentil vilagszerte
eléfordul [1]. Az érintettek kozel 50%-a tiinetmentes, igy gyakran rutin vizsgalat alkalmaval a
mellkasrontgenen megjelené kétoldali nyirokcsom6 megnagyobbodas ad okot a feltarasara. A
pontos diagnodzis felallitasa érdekében szamos klinikai vizsgalat, koztiik olyan invaziv szoveti
mintavétel elvégzése is sziikséges lehet, mely jelentds terhet ro f6ként azon betegekre, akiknél

nincs olyan granuloma mely mintavétel szempontjabol kdnnyen €s biztonsdgosan hozzaférhetd
[2].

Habar a felfedezése o6ta szamos laboratoriumi tesztet fejlesztettek ki, azonban nem invaziv,
szarkoidozis specifikus labordiagnosztikai teszt tovabbra sem elérhet6. A szérum angiotenzin-
konvertald enzim (ACE) aktivitas az egyik leggyakrabban meghatarozott biomarker, azonban
a kiilonféle tesztek Specificitasa és szenzitivitasa igen valtozo [3]. Az ACE egy cink fiiggd
metalloproteinaz enzim, a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) egyik kulcsenzime.
Az angiotenzin | aktiv angiotenzin Il-vé torténé atalakulasat katalizalja, ezaltal kiemelkedd
szerepet tolt be az artérids vérnyomds, valamint a szervezet sO-, és vizhaztartdsanak
szabalyzasaban. Aktivitasat jelentésen befolyasolja az ACE gén inzercid/delécio (I/D)
polimorfizmusa [4]. Szarkoidézisban az ACE-t a granuloma epitheloid sejtjei termelik, igy

aktivitasa feltehetden aranyos a szervezetben megjelend granulomak szamaval [3].

A kitotrioziddz (CTO) a kitin bontdsdban résztvevd hidroldz, melynek aktivitdsa
szarkoiddzisban — az ACE-val aranyos mértékben — megné [5]. A CTO aktivitasat azonban a

kitotriozidaz gén (CHIT1) polimorfizmusai nagymértékben befolyasoljak [6].

Az ACE ¢és a CTO két potencialis biomarker a szarkoidézis diagnosztikaban.
Kutatdmunkank soran az ACE aktivitas meghatarozasanak optimalizalasara, valamint az ACE
¢s a CHIT1 gének polimorfizmusainak feltarasara fokuszaltunk, mely kdzelebb vihet egy olyan
laboratoriumi moédszer kidolgozasdhoz, mely alkalmas lehet a szarkoiddézis vérbdl torténd

diagnosztizalasara.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A szarkoiddzisrdl altalanossagban

A szarkoiddzis egy multiszisztémas gyulladdsos megbetegedés, melyet a szervezetben,
de elsdsorban a tiidoben megjelend nem nekrotizald granulémaék jellemeznek. Torténelme
egészen a 19. szazadig nyulik vissza, amikor Jonathan Hutchinson angol sebész-borgyogyasz
1877-ben, Londonban azonositotta az elsé esetet [7]. A szarkoid kifejezést viszont 1899-ben
Ceasar Boeck norvég bérgyodgyasz hasznalta eldszor, mellyel a megjelend jo indulata 1éziokat
a szarkomahoz hasonlitotta [8], [9]. Korai felfedezése ellenére azonban a szarkoiddzis
etiologidja a mai napig ismeretlen, melynek feltarasat a betegség kiilonb6z6 megjelenési formai
¢s multiszisztémas jellege nagyban megneheziti. Feltételezések alapjan a fokozott genetikai
hajlam mellett bizonyos kornyezeti tényezdk és antigénekkel torténd expozicid, tovabba

autoimmun folyatok aktivacidja egyiittesen jarul hozza a szarkoidozis kialakulasahoz [1].

3.2. A szarkoidézis epidemiologiai adatai

A szarkoiddzis epidemiologiai adatainak leirasa a tlinetmentes betegek szdmdnak
bizonytalansagdbdl adododan vildgszerte kihivast jelent. Gyakorisaga a kiilonb6z6é foldrajzi
térségeken ¢€s etnikai csoportoknal jelentds eltérést mutat, incidenciaja évente 1-64/100 000 eset
kozé tehetd [1]. Megjelenése az afro-amerikaiaknal, kiilonosen a nék korében [10], [11] és az
észak-eurdpai orszagokban a leggyakoribb [12], a kaukazusi népcsoportoknal mérsékeltebb
[13], [14] mig az azsiai orszagokban [15], [16] és spanyol térségben fordul el a legritkabban
[17], [18]. A szarkoiddzis alacsony incidencidja ellenére gyakori az esetek csaladi
halmozodasa, kivaltképpen az afro-ameriakiaknal, mely aldtdmasztja a betegségre valo hajlam
orokolhet6ségét [19], [20]. A szarkoidozis el6fordulasa nemcsak térség és etnikai csoport
alapjan valtozik, hanem a korosztaly €s nemek szerinti megoszlas is eltérd. Leggyakrabban a
fiatal felndtteket érinti és jellemz6 a ndi predominancia. Az esetek tobb mint 80%-a 20 és 50
¢év kozotti, azonban a szarkoido6zis gyakorisagat tekintve 50 és 65 év kozott egy masodik cstcs

is megfigyelhet6 [11], [12], [21].



3.3. A szarkoidézis manifesztacioja

A szarkoidozis klinikai megjelenése a kiilonb6zé szervek érintettségétol fliggden
nagyfoku variabilitdst mutat. Kezdetben gyakran fordulnak elé nem specifikus, szisztémas
tiinetek, mint pl. faradsag, 14z, illetve stlycsokkenés. Fontos megjegyezni azonban, hogy az
esetek tobbségében teljes tiinetmentesség jellemzo [22]. A szarkoiddzisos paciensek 90%-ban
megfigyelhetd a tiido érintettsége. Rendszeresen eldforduld 1égzdszervi tiinetek kozé tartozik a
szaraz kohogés, nehézlégzés, illetve a mellkasi diszkomfort érzése. Leggyakoribb megjelenési
formaja a bilateralis hilaris limfadenopatia és a pulmonalis infiltracio, amit altaldban valamely
borelvaltozas, illetve a szemben megjelend 1€zid is kisér. A mellkasrontgenen talalhato
eltérések alapjan a tiidészarkoidozis négy stadiumat kiilonitjiik el, melyek koziil legstulyosabb

a szovet fibrozisos atépiilése (1. abra).

1. abra: A szarkoidozis radiolégiai stadiumai mellkasi rontgenfelvételek alapjan. (A) I.
stadium: bilaterdlis hilaris limfadenopatia; (B) |\. stadium: bilateradlis hilaris limfadenopdtia
pulmonalis besziirédésse (C) V1. stadium: pulmondlis besziirédés limfadenopatia nélkiil; (D)

V. stadium: tiidofibrozis [23].



A tiidéérintettség nem kizardlagos, az extrapulmonalis manifesztacid (10-30%) a
tiidéelvaltozasok kialakulasa eldtt, utan vagy akar azzal egyidben is érvényre juthat [24], [25].
A granulomaképzdédés a szervezetben barhol eléfordulhat, a tiidd utdn a szem érintettsége a
masodik leggyakoribb (13-79%), mely uveitis és retina gyulladds formdjdban a latas
romlasadhoz, akar elvesztéséhez is vezethet [26]. A bdrelvaltozasok (20-35%) kozil a
leggyakrabban el6forduld, nem specifikus tiinet az erythema nodosum, illetve gyakori a lupus

pernio megjelenése az arcon, a fiilon és az iziileteken. Egyéb bérelvaltozasok is megjelenhetnek

pl. maculopapulosus 1ézidk, papulék, hiper-, és hipopigmentacio formajaban egyarant (2.abra)
[27].

2. abra: Jellegzetes borelvaltozasok szarkoidoézisban. (A) erythema nodosum: a ldbszar
feszité oldalan megjelend fajdalmas csomok (B) lupus pernio: lilas elszinezddésii induralt

csomok az orcan (C) Maculopapulosus kiiitések a szem koriil [28]-[30].

A mijban megjelend granulomdk (10-30%) annak funkcidvaltozésat,
megnagyobbodasat okozhatjak, ritkan portalis hipertenzidhoz vezethet [31]. A kardialis
szarkoidozis (20-27%) stlyos szovddményeket okozhat, mely fatdlis kimenetelii is lehet. A
granulomaképzddés és a gyulladdsos folyamatok miatt kialakuld 6déma kovetkeztében
ingeriiletvezetési zavarok és kamrai aritmia is felléphet, idovel pedig a miokardium fibrotikus

atépiilése pangésos szivelégtelenséget okozhat, de a granulomak elhelyezkedésétdl fliggden
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akar a hirtelen szivhalal is beallhat [32]. A mozgasszervrendszeri tiinetek (10-25%) rendszerint
az iziileti fajdalom és gyulladés, mely a mozgés megnehezitettségében nyilvanul meg. Tovabba
kisebb cisztak jelenhetnek meg a csontokban, az iziiletekben és az izomzatban egyarant [33].
Az idegrendszer viszonylag ritkan, az esetek 10%-ban érintett, megjelenése kiilondsen a
kozponti idegrendszerben okozhat nagy karokat. A 1€ziok jelenléte az agyban tobbek kozott
meningitist, arcidegbénulast, és rohamokat is kivalthat, illetve kialakulhat periférias neuropatia
is. A hipotalamusz ¢és a hipofizis érintettsége mellékvese vagy hipofizis elégtelenséghez
vezethet, mely diabetes insipidust és hipogonadizmust eredményez [21], [34]. A szarkoidézis
legritkabban a veséket érinti (5%). A megvaltozott kalcium homeosztazis okozta hiperkalcémia

és hiperkalciurea talajan nefrokalcindzis, esetenként veseelégtelenség alakulhat ki [1], [35].

A szarkoidozis lefolyéasat tekintve akut, szubakut és kronikus is lehet. Az akut
szarkoidozis klasszikusan eldfordulo, jellegzetes tiinetegyiittese a Lofgren-szindroma, melyet
jellemzden a bilateralis hilaris limfadenopatia és az erythema nodosum mellett iziileti gyulladas
¢s laz kisér. A szubakut szarkoidozist elsdésorban az altalanos tiinetek, mint pl. sulyvesztés,
izlileti fajdalom, 14z és periférias limfadenopatia megjelenése jelezheti. A hosszu ideig fennallo,
progrediald tiidéérintettséggel és fibrozissal jard allapotot a kronikus lefolyasu esetek kozé

soroljuk, melyet a betegség lassu kezdete és a tiinetek nagyfoku variabilitasa jellemez [1].

A legtobb beteg szdmdra a szarkoidozis joindulatu granulomatézus megbetegedés, az
esetek egy részében viszont hosszantartd, életet veszélyeztetd allapot alakulhat ki. A
szarkoiddzis prognozisat nagyban befolyasolja a betegség staddiuma, klinikai manifesztacioja és
a fennallo extrapulmonalis érintettség. A progndzis fligg tovabba a paciens nemétdl, életkoratol
¢s etnikai hovatartozasatol is. A betegek kozel kétharmadanal jelentkezhet spontan remisszio,
a tovabbi 10-30% perzisztens vagy kronikus lefolyast stddiumba kertiil. A kezdeti iddszakban
nagyobb az esély a tiinetek remisszidjara, mely a diagnozist kovetd elsd két évben stadiumtol
fiiggben az esetek 50-90%-ban figyelhetd meg. Lofgren-szindromaban szenvedd betegek
prognoézisa kifejezetten kedvezd, a betegek 80%-a néhany honapon beliil spontan gyogyul [21],
[36]. A szarkoiddzis mortalitasa 1-5%-ra tehetd, mely altalaban a tiid6fibrozis okozta 1égzési

elégtelenség, tovabba a sziv, illetve az idegrendszer érintettsége miatt vezet elhalalozashoz [2].

3.4. A szarkoidézisban alkalmazott terapia

A szarkoidozis kezelésére oki terdpia jelenleg nem all rendelkezésre, ellenben a

megfeleld gyogyszerekkel a patologias granuloma képzddés folyamata lassithato, igy a tlinetek
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megjelenése mérsékelhetd. A kezelés sziikségességét a betegség progresszidja nagyban
befolyasolja, mely a tiinetmentesség nagy szdma miatt a legtobb esetben nem indokolt. A
terapia megkezdése szervkarosodas fellépésekor, életet veszélyeztetd allapotban, illetve a
sulyos tlinetekkel jaré kronikus stadiumban elengedhetetlen. Ugyanakkor gyogyszeres kezelés
sziikséges a sziv, az idegrendszer, a vese manifesztacidja, valamint a mas terapiara nem reagalo
latast érintd koros allapot esetén is. A szarkoidozisos betegek allapotanak folyamatos
monitorozasa kiemelt fontossaggal bir, hiszen a progndzis romlasa mellett fennall a spontan
remisszio lehetdsége is, mely esetén a paciens allapota nem igényel tovabbi gyogyszeres
terapiat. Az elsdvonalbeli kezelés kortikoszteroidok, rendszerint prednizon alkalmazasa, mely
csokkenti a perzisztens granuléma formalddasért felelds citokinek, koztiik a TNFa és INFy
termel6dését [22], [37]. A Kkortikoszteroidok megbizhatonak bizonyultak a tiinetek
enyhitésében és a szervi diszfunkciok visszaforditdsdban, azonban alkalmazasuk mindig
kockazatos. Toleralhatatlan mellékhatasok (pl. mellékvese-kéreg elégtelenség, diabetes
mellitus, hipertdnia), tovabba kortikoszteroid refrakter allapot kialakuldsa masodik vonalbeli
terapidk alkalmazasat indokolja. Ilyen gyogyszerek pl. az antimalarids hatéanyagok, a
metotrexat vagy az azatioprin, melyek a szteroid terapidhoz képest kevésbé hatékonyak, ezért
gyakran kiegészitd szerekként vagy kombinacidban keriilnek alkalmazéasra. Lehetdség van
tovabba mas hatébanyagok alkalmazasara, ilyenek a TNFo antagonistak, mint pl. az infliximab,
adalimumab, rituximab de a szarkoidozis kezelésében hatasosnak bizonyult a mikofenolat
mofetil, és a leflunomid is. Kronikus stadiumban 1évo betegnél, vagy stlyos szervi elégtelenség

fennallasakor a végso terapiat a transzplantacio jelentheti [21].

3.5. A szarkoidézis kialakulasiaban szerepet jatszo prediszponalé tényezok

A szarkoidozis kialakulasaban kulcsfontossagu szerepet tolt be a genetikai és kornyezeti
prediszpondld tényezOk egyiittes jelenléte. A szarkoiddzis immunpatogenezisének ismerete
ellenére, magat a folyamatot elinditd pontos ingert a mai napig nem sikeriilt azonositani, mely
feltételezhetden egy vagy tobb eddig ismeretlen antigén elleni talzott sejtes immunvalasz
kovetkezménye. A tiid0 érintettségének tulsulya miatt az antigének vélhetéen a
1égzdszervrendszeren keresztiil, belégzés soran jutnak a szervezetbe. Amennyiben a szervezet
nem képes teljes mértékben elimindlni az ismeretlen antigéneket, az allandosult gyulladasos
allapot végiil kontrollalatlan granuldoma képzddéshez vezet [38]. Az ACCESS (A Case-Control
Etiologic Study of Sarcoidosis) az eddigi legnagyobb szarkoidozissal foglalkozo
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esettanulmany, mely sordn kb. 700 szarkoiddzisos beteget és kozel 30 000 hozzatartozot
vizsgaltak, azonban olyan epidemioldgiai agenst vagy genetikai lokuszt nem sikeriilt
azonositani, mely egyértelmiien a szarkoid6zishoz kothetd. Viszont szamos szerves ¢&s
szervetlen kornyezeti tényez6 keriilt leirasra, mely Osszefliggésbe hozhatdo a szarkoidozis

kialakulasaval [19].

3.5.1. Kornyezeti tényezok

Bizonyos, széles korben felhasznalt fémekkel torténd hosszutava expozicid, mint pl. a
berillium [39], aluminium [40] vagy cirkoénium [41] okozhatjak szarkoid tipusu granulomak
megjelenését. Tovabba, kiilonbozo kornyezeti agenseknek vald hosszatava kitettség, mint pl. a
fa tlizelése soran felszabaduldé anyagok, a talajban taldlhatdé szerves anyagok, bizonyos
novények pollenjei, illetve a nedves épililetekben megtelepedett penészgomba és dohos
kornyezet tovabb fokozhatja a szarkoidozis kialakuldsanak lehetéségét. fgy nem meglepd, hogy
azon foglalkozasi korokben, melyben az emberek folyamatosan ki vannak téve ezen
faktoroknak (pl. kertészeti anyagokkal, épitkezési kellékekkel dolgozod emberek, tlizoltok)
gyakoribb a szarkoidézis megjelenése [1], [38], [39].

A szarkoidoézis klinikai és hisztologiai megjelenése hasonl6 a tuberkulozishoz, igy mar
felfedezésekor felmeriilt a kérdés, hogy van-e Osszefiiggés a Mycobacterium tuberculosis
fertdzés és a szarkoidozis kialakuldsa kozott. Gupta és munkatarsai meta-analizise alapjan a
szarkoidozisos betegek 30%-nal mutathatéak ki Mycobacterium-specifikus DNS szakaszok a
granulomakbol [42]. Az M. tuberculosis hésokkfehérjéi (Mtb-hsp), a katalaz-peroxidaz enzim
(katG), illetve a szuperoxid-dizmutaz A peptid (sodA) antigénként indukalhatjak a szarkoidozis
kialakulasat [43]. Immunhisztokémiai analizis soran Dubaniewicz és munkatarsai sikeresen
mutattak ki Mtb-hsp65, Mtb-hsp70 és Mtb-hspl6 expressziot szarkoidozisos betegek
nyirokcsomo szdveteiben [44], valamint igazoltak Mtb-hsp ellenes antitestek jelenlétét is [45].
A Cutibacterium acnes (korabban Propionibacterium), a bér kommenzalista baktériuma az
egyetlen olyan mikroorganizmus, amit sikeresen kitenyésztettek szarkoid granuldémabol [46],
valamint az M. tuberculosis-hoz hasonldéan kimutattdk az orokitdanyag-maradvanyainak
jelenlétét is [47]. Emellett tobb tanulmanyban is megerdsitették, hogy a C. acnes képes
tiidégranulomak kialakulasat indukalni egérmodellben, mely tovabb erdsiti antigén szerepének

valoszintiségét [48], [49].
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3.5.2. Genetikai tényez6k

A legnagyobb kockazatot az antigénprezentdcioért felelés f6 hisztokompatibilitasi
komplex (Major Histocompatibility Complex, MHC) régio6 MHC II osztalyanak, a Human
Leukocita Antigén (HLA) komplex génjeiben bekovetkez6 mutacioi jelentik. A szarkoiddzis
kialakulaséval elsésorban a HLA-DRBI1 és HLA-DQBI1 allélok esetén talaltak Gsszefiiggést,
pl. a HLA-DRB1*0301/DQB1*0201 erésen Osszefiigg a Lofgren-szindroma kialakulasaval,
igy a kedvezObb prognozissal [50]. A HLA-DRB1*01/*04 allélt hordoz6 egyéneknél kisebb a
szarkoidozis kialakulasanak esélye [51], mig a HLA-DRB1*14:01 varianst hordozo betegeknél
nagyobb valoszinliséggel fog kialakulni a kronikus stadium [52]. Tovabba a tiidot érintd
szarkoidozis kialakulasdval a HLA-DRB1*03:01-DRB3*01:01 polimorfizmust hoztak
Osszefiiggésbe [53]. A nem-HLA gének koziil szintén az antigénprezentacio folyamataiért
felelds tovabbi citokinek, receptorok, mint pl. a TGFp, a TNFa, és TLR4 és NOD2 bizonyos

polimorfizmusai szintén erdteljesen kothetéek a szarkoidozis kialakulasahoz [1].

3.6. A szarkoidézis immun-patomechanizmusa

Ezen megfigyelések alapjan a szarkoid granuloma formdacioét az egyén genetikai
hatterétol fiiggden fertéz0 és nem fert6z6 agensek egyarant képesek elinditani. Bizonyos
mikroorganizmusok részben degradalédott maradvanyai olyan patogén-asszocialt molekularis
mintdzatokat (PAMP) hordoznak, melyek antigén prezentaldé sejtek felszinén talalhatd
mintazatfelismer6 receptorokat (PRR) aktivalnak [43]. A PRR-ket a nem fert6z6 agensek altal
kivaltott, sajat struktirdk sériiléseibdl szarmazd veszély asszocidlt molekuldris mintdzatai
(DAMP) szintén képesek aktivalni. A velesziiletett immunitas PRR receptorainak csaladjaba
tartoznak a Toll-szerii (TLR) és a NOD-szerti receptorok (NLR), melyek koziil korabban a
TLR2, a TLRY és a NODI receptorok upregulaciojat is leirtak szarkoidozisos betegeknél [54].
Ezen PRR receptorok aktivalodasa soran olyan citokinek szabadulnak fel, mint pl. az IL-6, IL-
12, IL-18 és TNFa, melyek eldsegitik az epitheloid és oridssejtek képzddését, ezaltal a

granuléma formalodasat.

A degradalt mikroorganizmusok extracellularis anyagait makrofagok fagocitaljak és
bontjak le. Amennyiben nem sikeriil teljes mértékben eltavolitani, a degradalatlan antigének a
makrofagok fagoszomaiban tovabb perzisztalnak, melynek kovetkeztében nagy mennyiségii
TNFo-t termelnek, mely sejtes infiltraciot indukalva tovabbi immunsejtek, féként CD4" T-

sejtek toborzasat teszi lehetdvé. Az aktivalt CD4" T-sejtek citokin profiljuktol figgéen T-helper
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1 (Thl) és T-helper 2 (Th2) alcsoportba differencialodnak (3. abra). A granulémak fenntartasat
vagy feloldasat a Thl és Th2 sejtek aranya hatarozza meg [1]. A szarkoidozis soran a Th1 sejtek
mennyisége megemelkedik, igy a Th1/Th2 sejtek kozotti egyensuly a Thl sejtek iranyaba
tolodik el. Ennek kovetkeztében megnd Thl altal szekretalt citokinek mennyisége, az I1L-2 ¢és
az IFNy hatékonyan indukalja a T-sejt proliferaciot, mig a TNFa eldsegiti a makrofagok
oridssejtekké torténd differencialodasat, mely a granulomaképzddés folyamatait tdmogatja. A
Th2 sejtek foként IL-4 és IL-13 citokineket szekretalnak, mely hatdsara a makrofagok

crcr

vezet [1], [55].

A Thl7 ¢és Thl7.1 sejteket a kozelmultban hoztak Osszefliggésbe a szarkoidozis
patogenezisével [56]. A Thl7 sejtek IL-17A-t és IL-17F-t termelnek, azonban megfigyelték,
hogy szarkoid6zisban a Th17 sejtek IFNy-t is szekretalnak. A Th17 sejtek nagy plaszticitassal
rendelkeznek, igy képesek Thl-szerti, Th17.1 fenotipusba differencidlodni, mely foként INFy-
t termel. Mindkét sejttipust kimutattdk szarkoiddzisos betegek mintaibol, igy manapsag
elfogadotta valt az a nézet, mely szerint a granuloma képzddéshez a tulzott Thl valasz mellett

Th17 asszocialt faktorok is hozzajarulnak [57].

A regulatorikus T-sejtek (Treg) feladata a fent emlitett effektor funkciok gatlasa.
Szarkoidozisban szenvedd betegeknél azonban Treg sejtek nem képesek kontrollalni a
gyulladasos folyamatokat, melynek hatterében feltételezhetden a sejtek defektusa vagy
kimeriilése allhat [58]. Igy ezen szabalyzo funkciok sériilése, valamint a Thl és Th17 sejtek
altal kivaltott gyulladdsos folyamatok kronikus aktivacidja egyiittesen jarul hozzd a

proinflammatorikus folyamatok alland6 fenntartasahoz (3. abra).
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Kornyezeti tényezdok Genetikai/immunologiai
Inorganikus €s fertoz6 dgensek tényezék

T-sejt
receptor

antigén \
CD4" T-sejt APC

ol IFNy | TNFa
Kadrosodott Thi polarizdlt
Treg vilasg @ immunvdlasz

/ Granuléma \

Javulé allapot Kroénikus allapot, fibrézis
3. abra: A szarkoiddzis immunoldgiai, genetikai és kornyezeti alapjainak vazlata. A
kornyezeti tényezék genetikai és immunologiai faktorokkal keriilnek kolcsonhatdasba, ami a
patogén antigénre adott tulzott Thl valasz kivaltasat és granuloma formalodasat eredményezi.
A polarizalt Thl vilasz a karosodott Treg valasszal egyiittesen tartja fenn a gyulladasos
reakciot. Az abra Moller és munkatdarsai nyoman késziilt [51]. MHC= 6 hisztokompatibilitdsi
komplex (Major Histocompatibility Complex), Thl= segitd T-sejt 1 (T-helper 1), Treg=
regulatorikus T-sejt, APC= antigén prezentalo sejt (antigen-presenting cell)

3.7. A szarkoidozis autoimmun jellege

Régota ismert, hogy a szarkoidozis kiilonb6z6 autoimmun betegségek mellett is
kialakulhat, mely koz0s patogenezist és genetikai hajlamot feltételez [59]. Leggyakrabban
Sjogren-szindrémaval tarsuld szarkoidozisos esetet irnak le, ahol a paciensek mindkét betegség
jeleit mutatjak, mint pl. az epitheloid sejtes granuldémak kialakulédsa, a kdnny-, és nyalmirigyek

diszfunkcidja, valamint kimutathaté az anti-Ro és anti-La antitestek jelenléte is. Mindkét
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megbetegedés CD4" T-sejt szam novekedéssel jar, valamint osszefiiggésbe hozhatéo a HLA-
DR3 gén defektjével [60]. Mycobacterialis antigének ellen termelt antitest koncentracio, féként
az anti-Mtb-hsp65 szint megemelkedését szintén tobb autoimmun és kronikus gyulladasos
megbetegedés soran leirtak, mint pl. a rheumatoid arthritis (RA), szisztémas lupus
erythematosus (SLE) vagy a gyulladasos bélbetegségek (IBD) [61]. Tovabba az Mtb-hsp-vel
homoldg human hésokk fehérje szintén képes aktivalni az Mtb-hsp specifikus T-sejt klont, mely
keresztreakci6 magyarazat lehet a gyulladéas és az autoimmun folyamatok kozotti kapcsolatra
[62]. A TLR-c¢k aktivacidjat, foként a TLR2, TLR4 és TLR9 upregulacidjat szintén
Osszefiiggésbe hoztak autoimmun és gyulladdsos betegségek, mint pl. a szepszis, I-es tipusu
diabetes mellitus, RA, SLE vagy IBD patogenezisével. A TLR9 receptort elsésorban a
szarkoidozis kialakulasaban is szerepet jatszo tényezok, a M. tuberculosis és C. acnes
antigénjei, valamint a nehézfémek aktivaljak. A TLR9 egyiittmiikbdve a TLR2 és TLR4
receptorokkal dsszekdti a velesziiletett €s a szerzett immunrendszer véalaszait, mely autoimmun
folyamatokat valthat ki [43]. A szarkoidozis lehetséges autoimmun természetére utal, hogy a
kiilonb6z6 HLA genotipusok tobb autoimmun betegség kialakulasaval is Osszefiiggésbe
hozhatok [63], tovabba a szarkoidozis kezelésére alkalmazott immunszupressziv terapia is
hatasosnak bizonyult [60]. Az autoantitestek magas titere viszonylag ritka szarkoidozisban,
gyakoribb a generalizalt hipergammaglobulinémia miatt kialakuld alacsony autoantitest
koncentraci6 [54]. Szarkoidozis specifikus autoantitest még nem keriilt leirasra, viszont
lehetséges autoantigénként tartjdk szdmon a vimentint, mely HLA-DRB1*0301 pozitiv
szarkoidozisos betegeknél er6s immunvalaszt valt ki [64]-[66]. Azonban az tovabbra sem
tisztazott, hogy a T-sejtes valaszok autoimmun folyamatot vagy az immunrendszer normalis
miikodését tiikrozik, illetve egyes feltételezések szerint egy atmeneti autoimmun allapot
kialakulasa sem zéarhato ki. Habar sok a hasonldsag az autoimmun korképekkel, tovabbra sem
elérhetd olyan kozvetlen bizonyiték, mely egyértelmiien aldtdmasztand a szarkoiddzis

kizar6lagos autoimmun jellegét [54], [64].

3.8. A szarkoidozis diagnosztikaja

A szarkoidozis korai és pontos diagnodzisa a tobb szervrendszert érintd tiinetek
valtozatossaga, valamint a tlinetek esetleges hianya miatt nagy kihivast jelent a klinikusok
szamara. Az esetek 50%-nal rutin vizsgalat alkalméaval a mellkasrontgenen észlelt eltérések

alapjan még a panaszmentesség ideje alatt meriil fel a szarkoidozis lehetésége [67], [68].
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Tovéabbi nehézséget okoz, hogy nem all rendelkezésre olyan specifikus mddszer, mely alapjan
a szarkoidozis diagnodzisa egyértelmiien kimondhatd. Ennek kovetkeztében a diagnozis
felallitasahoz harom kritériumnak kell teljestilnie: (1) az egyértelmii klinikai és radiologiai jelek
mellett (2) nem nekrotizal6 granulémak jelenlétének igazolasa szvettani vizsgalattal, valamint

(3) az alternativ megbetegedések kizarasa is sziikséges [69].

A szamottevo tiid6 és mellkasi nyirokcsom¢ érintettség kdvetkeztében kulcsfontossagi
radioldgiai lelet a mellkasi rontgenfelvétel, mely alapjan a tiidot érint6 elvaltozasok stadiuma
is megallapithato (1. abra). A parenchimalis €s mediasztinalis érintettség vizsgalataban segithet
a nagy felbontasu komputertomografia (HRCT), viszont a nyirokcsomo statusz megitélésére
nem alkalmas. A vizsgalatot kontrasztanyag nélkiil végzik, igy a mediasztinalis képletek
elkiilonitése nehezebb, amit a nagy szeletvastagsdg tovabb hatraltat. Ezért elsdként
hagyomanyos nativ, valamint kontrasztanyagos mellkasi CT végzése lehet célszeri. Az
extrapulmonalis manifesztacio feltarasara sziikség lehet magneses rezonancia (MR) vizsgalatra
is. Emellett a ¥F-fluorodeoxigliikéz pozitron emissziés tomografia (FDG-PET) a gyulladas
mértékének €és a granuldmak elterjedésének vizsgilatara alkalmas érzékeny modszer, mely
segitségével a biopsziahoz sziikséges granuldomak pontos helye is meghatarozhato [70], [71].
Ez a vizsgalat azonban elég koltséges, igy alkalmazasa szarkoiddzis diagnosztikaban nem

jellemzd.

A spontan remisszio magas esélye miatt a szoveti mintavétel alol kivételt képezhet a
tiinetmentes bilateralis hilaris limfadenopatia (a tiidészarkoidozis 1. stddiuma), valamint a
klinikai megjelenés alapjan is diagnosztizalhato szarkoidozis specifikus tlinetegylittesek, mint
pl. a Lofgren vagy Heerfordt szindroma (a szarkoidozis egy ritka megjelenési forméja, uveitis,
parotitis és arcidegek bénuldsdval jar, amit laz kisér). A mintavételezés elsdsorban a
legkdnnyebben hozzaférhetd elvaltozasokbol pl. szubkutan 1éziokbol, vagy megnagyobbodott
nyirokcsomokbol torténik [21], [22]. Fontos megjegyezni azonban, hogy az erythema nodosum
1éz161 nem alkalmasak a mintavételezésre, mert szovettani megjelenése granulomak hidnyaban
a szarkoidozis fennallasa mellett is negativ eredményhez vezethet [69]. Amennyiben kénnyen
hozzaférhetd granuloma nem elérhetd, a tiido és a mellkasi nyirokcsomok vizsgalata sziikséges.
A tiidészarkoidozis stddiumainak fliggvényében a mintavétel helyének ¢és modjanak
megvalasztdsa nagymértékben befolydsolja a diagnosztikai eredményességet. A
transzbronchialis biopszia az I. stadiumban 55-75%, mig a II.-III. stddiumban az esetek 80-
90%-ban lesz sikeres [72]. A hilaris és mediasztinalis nyirokcsomok vizsgalatara alkalmas

szoveti minta nyerhetd tovabba thorakoszkopos és mediasztinoszkopos eljarasok soran is,
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melyet napjainkban egyre inkabb a minimalisan invaziv endobronchialis ultrahangos (EBUS)
eljarasok valtanak fel [21], [73]. Bronchoszkopos nyirokcsomo biopszia végezhetd tovabba

EBUS nélkiil, carinapunctio soran.

A biopszia soran nyert szoveti mintabol hisztokémiai vizsgalatok segitségével
kimutathat6 a szarkoidozisra jellemz6 jol koriilhatarolt, kompakt szerkezetli epitheloid sejtes
granuloma, ahol a gyulladasos folyamatokban résztvevd makrofagok, limfocitdk, valamint
fibroblasztok koncentrikus elrendez6dést mutatnak (4. abra). A makrofagok epitheloid
sejtekké differencidlodhatnak, illetve tobbmagvl oridssejtekké olvadhatnak Gssze, melyek a
CD4" T-limfocitakkal egyiittesen alkotjak a granuloma kozponti részét. Az oOriassejtek
citoplazmajaban gyakran tartalmaznak inklzios testeket, pl. Schaumann vagy aszteroid testet.
A periférias részen jellemz6é a CD8* T-limfocitdk és a fibroblasztok jelenléte, ahonnan
esetenként megindulhat a granuldoma fibrotikus elvaltozdsa mely a centralis rész felé haladva a
granuloma teljes atépiiléséhez vezethet [69], [74]. A szarkoid granulomak tilnyomo tobbségére
nem jellemzd, azonban a szarkoid6zis bizonyos fenotipusai esetén a nem nekrotizald

granulomak mellett kis mértéki fibrinoid nekrozis is megfigyelhet6 [71], [75].

4. abra: Az epitheloid sejtes granuloma szovettani képe (hematoxilin-eozin festés). A
centralis részen lévé tobbmagvii oridssejteket T-limfocita gyiirii veszi korbe. A granuloma széli

részein koncentrikusan megindulé hegesedés (fibrozis) lathato [76].
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A szarkoidozis diagndzisanak elengedhetetlen része az alternativ betegségek kizarasa.
Legfontosabb a fertdz6 betegségek ¢és a malignus elvaltozdsok elkiilonitése, melynek
lehetOségét a szisztémas tiinetek, mint pl. a laz, faradtsag vagy a stlycsokkenés is noveli.
Tenyésztéssel és specifikus mikrobioldgiai vizsgalatokkal kizarhatok a koérokozok altal
kivaltott fert6zések, mint pl. a mycobactériumok okozta tuberkulozis, vagy a gombas fert6zések
esetén pl. a kriptokokkdzis, hisztoplazmoézis. Ezen esetekben a biopszias mintakban nekrotizalo
granulomak jelenléte figyelhetd meg [21]. Ezzel ellentétben a karcindmak 4,4%-nal a regionalis
nyirokcsomokbol vett mintakban szarkoid tipust granuldma mutathato ki [69], igy a limféma
€s mas malignus elvaltozasok elkiilonitése a szarkoidozistdl alapos koriiltekintést igényel [77].
Tovabbi differencialas lehet sziikséges a tiid6 porbelégzéses betegségei (pl. berilliozis,
szilik6zis), immundeficiencia (pl. kronikus granulomatozis) €és gyulladas indukélta (pl.
eozinofil granulomatézis) betegségek esetén is [21], [78]. Ennélfogva a szarkoiddzis
diagnézisanak felallitasa meglehetosen nehéz és Osszetett feladatnak bizonyul mely soran a
klinikai jelek és betegek kortorténetének ismerete mellett az alapos szakértéi mérlegelés és

relevéans orvosi vizsgalatok egyarant nélkiilozhetetlenek.

3.9. Potencialis biomarkerek a szarkoidozis diagnosztikaban

Szarkoidozis gyanu esetén a biopsziavételezés minddssze diagnosztikai jelentdséggel
bir, azonban terapias elonyokkel nem jar. Ez sok esetben nagy terhet jelent a betegek szamara,
foként, ha mintavétel szempontjabol nincs konnyen hozzaférhetd granuloéma. Ezért napjainkban
egyre nagyobb az igény olyan reproduktivan meghatarozhato, a szarkoidozis diagnosztizalasara
alkalmas biomarkerek irant, melyek kevésbé invaziv mintavétel soran is elérhetéek. A
szarkoidozis specifikus biomarkerek feltarasa azonban tobb szempontbdl is problematikus.
Kétes etiologiaja miatt a szarkoid6zis patomechanizmusa pontosan nem ismert, mely jelentésen
megneheziti a megfeleld biomarker leirasat. Emellett multiszisztémas jellege és eltérd
fenotipusos megjelenése tovabb korlatozza egy unikalis biomarker azonositasat [1]. Ennek
ellenére szamos potencialis biomarker segitheti a szarkoidozis diagnosztizalasat, melyek
alkalmasak lehetnek tovabba a szarkoiddzis aktivitasanak kovetésére, a terapia
hatékonysaganak ellenérzésére, valamint hasznosak lehetnek a prognozis felallitasaban is. Ezek
a biomarkerek tobbnyire a granuloma formalddas folyamataiban részt vevo fehérjék, citokinek,

kemokinek, melyek elsdsorban a CD4" T-sejtek és a makrofagok aktivacioja éltal kivaltott
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gyulladasos reakciok soran szabadulnak fel. Egy résziik vérbdl meghatarozhato szerologiai
marker, mint pl. a szolubilis interleukin 2 receptor (sIL-2R) [79], szérum amiloid A (SAA) [80],
lizozim [81], kitotriozidaz [82] vagy az angiotenzin-konvertald enzim, mely az egyetlen olyan
marker, ami a Kklinikai gyakorlatba is bekeriilt [83]. Az aktivalt makrofagokbol és
granulémakbdl felszabadul6 kalcitriol hatdsara hiperkalcémia és hiperkalciuria alakulhat ki, igy
érdemes figyelemmel kisérni a betegek kalcium haztartasat is. Bronchoalveolaris lavage soran
nyert folyadékbol (BALF) meghatarozhaté a CD4/CD8 arany, melynek értéke a szarkoid6zisos
betegek 60%-nal meghaladja a 3,5-6t [84]. Tovabba informativ lehet a kilélegzett leveg6bdl

meghatarozott 8-izoprosztan [85] és szén-monoxid [86] mennyisége is.

3.9.1. Az angiotenzin-konvertalo enzim

A leggyakrabban alkalmazott szérum biomarker az angiotenzin-konvertald enzim
(ACE) [87], melynek szarkoiddzisban emelkedett aktivitasat mar 1975-ben leirtak [88]. Az
ACE egy cink fliggd metalloproteinaz enzim, a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)
egyik kulcs komponense. Fé funkcidja az inaktiv angiotenzin I vazopresszor angiotenzin I1-¢
torténd atalakitasa, illetve az értagitd hatasu bradikinin inaktivalasa, ezaltal fontos szerepet tolt
be a vérnyomas szabalyozasaban és a szervezet so-, és vizhaztartasanak fenntartasaban (5.
abra). Az ACE-nak két izoenzimje ismert, melyet egyetlen gén kodol a 17-es kromoszoma
hosszl karjan (17q23). Nagysaga ~21 kb, mely 26 exont és 25 intront tartalmaz. A nagyobb
izoforma, a szomatikus ACE ~140 kDa nagysagu fehérje, mely két aktiv centrumbol (C-, és N-
terminalis), egy C-termindlis transzmembran régiobol, illetve egy intracelluléris szegmensbol
all [89]. A két aktiv centrum feltehetéen génduplikacio eredményeként jott l1étre. Mindkét
katalitikus domén rendelkezik a HEMGH aminosav motivummal, ahol a két hisztidin
koordinalja a cink iont. [90], [91]. Habar szekvenciajuk nagyban megegyezik, klorid aktivacios
profiljuk, szubsztrat specificitasuk, inhibitoraik és fiziologias funkcidik is eltéréek. Az N-
terminalis domén gatlasa nincs hatdssal a vérnyomas szabalyozéasara, ezért az ACE gatld
gyogyszerek a C-terminalis aktiv centrumot célozzak meg [92]. Ezt az is igazolja, hogy a
kizarolagosan N-terminalis domént expresszald transzgén egerek hasonld fenotipussal
rendelkeznek, mint a teljes ACE gén knock out egerek [93], [94]. Az ACE az l-es tipusu
transzmembran fehérjék kozé tartozik. Az ACE szekretaz a transzmembran régio extracellularis
részén hasit, melynek kovetkeztében az aktiv enzim a keringésbe jut [91]. A szomatikus ACE

szamos szovetben expresszalodik, koztiik pl. az erek endothél sejtjeiben, a tiidében, vesében,
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vékonybélben, a szivben tovabba az immunrendszer egyes sejtjei, a makrofagok ¢és a
dendritikus sejtek is kifejezik [95]. A kisebb izoenzim a tesztikularis vagy germinalis ACE ~70
kDa nagysagu [89]. Minddssze egy aktiv centrummal rendelkezik, ami a szolubilis ACE C-
terminalis katalitikus doménjanak felel meg. Kizarolag a herékben expresszalodik,

diszfunkcioja csokkent fertilitdshoz vezet, igy kiemelten fontos szerepet tolt be a reprodukcid

soran [96], [97].
}

angiotenzinogen kininogeén
.:‘ , A
GH\” —> renin —1 i ,% 17 kallikrein
. . bradikinin
angiotenzin I l (vazodilatator)
l— ACE 41

angiotenzin IT inaktiv metabolitok

ATR

* vazokonstrikcio
¢ aldoszteron szekrécio
* ADH szekrécio

5. abra: Renin-angiotenzin-aldoszteron és Kinin-kallikrein rendszerek kolcsonhatasa. A
mdjban termelddo angiotenzinogén N-termindlis végérol a vese juxtaglomerularis sejtjei altal
eléallitott renin 10 aminosav hosszusdagu angiotenzin I-et hasit le, melynek C-termindlisarol az
ACE tovabbi két aminosavat tavolit el, ezzel |étrehozva a rendszer [ effektor molekuldjat, az
angiotenzin ll-t. Hatdsait angiotenzin II receptorokon keresztiil fejti ki. A vazokonstrikcio
mellett aldoszteron és ADH szekréciot valt ki, ezaltal fokozza a ndtrium-, és folyadékretenciot,
valamint a szomjusagérzetet. A plazmaban keringd kininogént a kallikrein enzimatikus hasitas
révén bradikininné alakitjia at, mely tobbek kozott vazodilaticio és odéma kialakulaslaert
felelds. Az ACE a bradikinin bontdasaval ezen fiziologiai funkcidkat gatolja [98]. ACE=

angiotenzin-konvertadlo enzim, AT1R= angiotenzin Il receptor 1, ADH= antidiuretikus hormon
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A szarkoid granuloma epitheloid sejtjei szintén termelnek ACE-t, melynek aktivitasa
feltehetden aranyos a szervezetben megjelend granulomak szamaval. Az ACE diagnosztikali
markerként torténé alkalmazasa azonban a mai napig vitatott kérdés. Az ACE aktivitas a
szarkoidozisos betegek 30-80%-ban emelkedett, mely tesztek szenzitivitaisa 22-86%,
specificitasa 54-95% kozé tehetd a korabbi tanulmanyok alapjan [3]. A tesztek ilyen mértékben
eltérdé szenzitivitas €s specificitas értékeinek tobb oka is ismert. Habar az eltérés egy része
szarmazhat a modszerek kozotti kiilonbségekbdl, az ACE aktivitas genetikailag is
meghatarozott. Az ACE gén inzercios/delécios (1/D) polimorfizmusa befolyasolja a szérumban
mérheté ACE aktivitasat, mely az egyének kozotti aktivitas kiillonbségek akar 50%-ért is felelds
lehet [99]. A 16-0s intronba ékelédé 287 bp hosszisagii nem kodold repetitiv szekvencia
jelenléte (I allél) vagy annak hidnya (D allél) jelent6sen meghatarozza az ACE aktivitasat. Az
| allél alacsony, mig a D allél magas ACE aktivitassal tarsul, igy Il genotipusnal a
legalacsonyabb, DD genotipusnal a legmagasabb, mig az ID genotipus esetén a két érték kozotti
ACE aktivitas mérhetd. Az Il és DD genotipusok kozti eltérés akar kétszeres is lehet [100]. A
kiilonb6z6 etnikai csoportokban az | és D allélok el6fordulasanak gyakorisaga eltérd. Az azsiai
populacidban az | allél eléforduldsa jelentdsen gyakoribb, mint az eurdpaiaknal, ennélfogva a
szarkoidozis diagnosztizalasahoz célszerli a genotipus fiiggd ACE aktivitas referencia
tartomanyokat az adott populaciora vonatkozéan meghatarozni [101]-[103]. Tovabba fontos
megjegyezni, hogy ACE inhibitor terapia soran a szérum ACE aktivitas jelentdsen lecsokken,
ennek kovetkeztében diagnosztikai tesztként valo alkalmazasakor fals negativ eredményt adhat.
Az ACE azonban endogén gatlas alatt is all, mely szintén befolyasolhatja a keringé enzim
aktivitasat [104]. JelentGs gatld hatassal rendelkezik a szérum albumin (referencia tartomany:
35-52 g/l), melynek félmaximalis gatlo koncentracidja (ICso érték) 5,7 és 9,5 g/L kozé tehetd
[105]. Az alacsony szenzitivitas oka részben annak is tulajdonithatd, hogy az ACE aktivitas
mas gyulladasos betegségekben is emelkedett lehet, mint pl. intersticialis tiidobetegségek,

tuberkolézis, berilliozis, Gaucher-kor illetve mas granulomatdzus korképek [87].

3.9.2. A Kitotriozidaz

A kitotriozidaz (CTO) a 18-as glikozil-hidrolaz csalad (kitinazok) tagja, mely a Kitin
(N-acetilglizozamin polimerje) és a kitinszeri anyagok bontasaban vesz részt. Az emberi
szervezetbdl hianyzik az endogén kitin szubsztrat, ezért a CTO pontos fiziologiai funkcioi

jelenleg tisztazatlanok. Fagocita-specifikus expresszidja révén vélhetéen a velesziiletett
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immunrendszer folyamataiban vesz részt, ahol feltételezhetd a kitin tartalmii patogének
(gombak, izeltlabuak, rakfélék, fonalférgek) elleni védekezésben betoltdtt szerepe.
Megfigyelték, hogy a Candida albicans kolloidalis és sejtfali kitinjét is képes bontani [106].
Tovabba kimutattak, hogy a CTO deficiens egyének sokkal fogékonyabbak a fonalféreg
fert6zésre [107], [108].

A CTO-t kodolo gén (CHIT1) az 1-es kromoszoma hosszu karjan 1q31-q32 pozicidban
helyezkedik el, mely ~20 kb nagysaga és 12 exont foglal magaba. Az enzim két izoformaban
fordul elé. Az 50 kDa nagysagu enzim egy katalitikus doménbol, C-terminalis kitin-kotd
régiobol és a kettét 0sszekotd szakaszbol all [109]. A 11-es exon alternativ splicing soran
kivagodhat, 1étrehozva a kisebb, 39 kDa nagysagu izoformat, melynél a C-terminélis régio

hianyzik, ez azonban elegend6 az enzimatikus aktivitashoz [110].

A CHIT1 gén polimorfizmusa jelentésen befolyasolja a fehérje aktivitasat. Egyik
legelterjedtebb mutacioja a 10-es exont érinti, ahol egy 24 bp nagysagu duplikacié (Dup24)
hatasara aktivalodik a 3” végen elhelyezkedd kriptikus splicing site, mely az atirdd6 mRNS-
heterozigdtaként hordozza Dup24 mutaciot, illetve tovabbi 6% homozigota mutans, akiknél a

CTO aktivitas teljes mértékben hianyzik [6], [106], [111].

A pulmonalis eredetli neutrofil granulocitak és makrofagok TNFa, IFNy és GM-CSF
(granulocita-makrofag koloniastimulalo faktor) stimulus hatasara CTO-t termelnek, mely
aranyos a szérum ACE aktivitasaval [5]. Legmagasabb CTO aktivitast progressziv
szarkoidozisos esetekben mértek, mely immunszupressziv terdpia hatasara jelentés mértékben
csokkent. Habar a CTO aktivitas mas betegségekben, mint pl. a Gaucher-koér, tuberkul6zis,
malaria, és az Alzheimer-kor esetén is megemelkedhet, a CTO aktivitas a szarkoiddzis
diagnosztizalasaban, monitorozasaban, illetve a progndzis megallapitasaban is potencialis

biomarker lehet [87].
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4. Célkitiizés

Kisérletes munkénk soran fo feladatunk az volt, hogy egy olyan mddszert dolgozzunk ki,
melynek segitségével a szarkoidozis biopsziavétel és szovettani vizsgalat nélkiil is pontosan és

megbizhatdan diagnosztizalhat6 legyen. Ennek érdekében kisérleteink soran célul thiztiik ki:

1. A kutatdcsoportunk altal kifejlesztett, fluoreszcens, kinetikus ACE aktivitds mérés
optimalizalasat, mely soran

e Eliminaltuk az albumin altal kivaltott endogén gatl6 hatast.

e Tovabba vizsgaltuk a laboratoriumi meghatarozadsok soran leggyakrabban
eléforduld interferald faktorok, a hemolizis, az ikterusz és a lipémia ACE
aktivitasra kifejtett hatasait.

e Valamint meghataroztuk az I/D polimorfizmus genotipusatol fiiggd és fiiggetlen
ACE aktivitas referencia tartomanyait.

2. Kisérleteink masodik felében a Dup24 polimorfizmus keringd CTO aktivitisara és
mennyiségére kifejtett hatasait vizsgaltuk egészséges €s szarkoiddzisos egyéneknél.
3. Illetve megkiséreltiik olyan tovabbi mutacidk azonositisat, melyek szintén

befolyasolhatjak a CTO aktivitasat vagy annak mennyiségét.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Vizsgalati populaciok

A kisérletek elvégzéséhez ¢és a normal referencia tartomanyok meghatarozasahoz
kétszazegy felnott egyén keriilt bevonasra a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Kardioldgiai
egyének tObbsége egészségesnek tartotta Onmagat. A kezelt elsédleges hipertonia nem
szamitott kizarasi kritériumnak az egyének bevalogatasa soran. A bevonasra keriilt egyének
szarkoidozis tiineteit nem észlelték magukon. A résztvevok koziil senki nem kapott ACE gatlo
vagy szteroid kezelést, tovabba minden alany irasban hozzajarult a kisérletekben vald

részvételhez.

Vizsgalatainkban nyolcvan szarkoiddzisos beteg is részt vett. Ezek a betegek a Debreceni
Egyetem Klinikai K&zpont Sebészeti Intézetében mediasztinalis nyirokcsomo vagy tiiddszovet
mintavétel miatt mellkasi mitéten estek at. A szovettani diagnozis alatamasztotta a szarkoidozis
jelenlétét. Szteroid vagy ACE gatlo kezelés alatt allo betegek nem vehettek részt a

tanulmanyban. Minden beteg irasos beleegyezését adta a kisérletekben valo részvételhez.

5.2.  Szérum és DNS izolalasa

A vérmintak gytjtése rutin vérvételi eljaras soran, steril koriilmények kozott Vacutainer
csovekbe (Kat. szam: 368857, 367955, Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) tortént. A
szérumot a vér alvadasat kovetden 15 percig 1500 g-vel 4 °C-on torténd centrifugalassal
valasztottuk el a sejtes elemektdl. Az igy nyert szérumot a mérések elvégzéséig -20 °C-on

taroltuk.

A hemolizis, ikterusz ¢és lipémia mértékét, mint a szérum mintadk mindségét jelzd
paramétereket HIL indexekkel jellemeztiik, melyeket Cobas C6000 klinikai kémiai automata
(Roche, Basel, Svajc) segitségével hataroztunk meg. Amennyiben a betegmintakban a
kisérletek eredményeit befolyasolé mértékii hemolizist (H index > 50), ikteruszt (I index > 50),

vagy lipémiat (L index > 200) detektaltunk, a mintavételt megismételtiik.

Az EDTA-val alvadasgatolt teljes vér genetikai vizsgdlatok céljabol keriilt levételre,

melyet a DNS izolalasanak idejéig -20 °C-on taroltunk. A vérvétel és a DNS izolalas kozott
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atlagosan egy honap (leghamarabb két nap, legkésobb harom honap) telt el. A genomi DNS
izolalasat NucleoSpin Blood kit (kat. szam: 740951.50, Macherey-Nagel GmbH, Diiren,
Németorszag) segitségével, a gyartd utasitdsainak megfelelden végeztiik el. A tisztitott DNS-t

4 °C-on taroltuk felhasznalésig.

5.3. ACE aktivitas meghatarozasa fluoreszcens Kkinetikai médszerrel

A szérum ACE aktivitast fluoreszcens kinetikai modszerrel, Carmona és munkatarsai [112]
protokolljanak kisebb moddositasaval hataroztuk meg. A méréshez hasznalt, szintetikusan
eléallitott fluoreszcens szubsztratot (Abz-FRK-(Dnp)-P-OH) az ACE szelektiven képes
hasitani. A meghatarozas alapja, hogy amig a quenchelt szubsztrat intakt, a donor (Abz) és az
akceptor (Dnp) molekula kozott energiaatadas torténik. Abban az esetben, ha az ACE elhasitja
a szubsztratot, az energiatadas megszakad és a donor molekula gerjeszthetové valik, melynek
kovetkeztében floureszcens fényt bocsat ki. Mérés sordn a kibocsatott fluoreszcens fény

intenzitasanak novekedését detektaltuk.

A reakcidelegy 15 uM Abz-FRK(Dnp)P-OH szubsztratot (Peptid 2.0, Chantilly, USA), 50
mM NaCl-ot, 10 uM ZnClz-ot, és a szérum mintat 35-sz6rds végso higitasban tartalmazta 100
mM TRIS-HCI (pH 7,0) pufferben. A reakcioelegyet 96 lyuku fekete platek-ben (kat. szam:
655-900, Greiner-Bio One International GmbH, Kremsmiinster, Ausztria) allitottuk Gssze,
melynek fluoreszcencia jelintenzitas valtozasat 1 perces mérési idokozokkel 30 percig kovettiik
37 °C-on Novostar plate reader késziilékkel (BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag).
A mérések soran a gerjesztési hullamhossz A= 340 nm, az emisszids hullamhossz pedig A= 405
nm volt. Vakra torténé korrigalas utan a fluoreszcencia jelintenzitas értékeket az id6
fliggvényében abrazoltuk, majd a pontokra egyenest illesztettiink. Az aktivitds mértékét U/L-

ben kifejezve az alabbi egyenlet alapjan szamoltuk:
ACE aktivitas = S/k*D,

ahol az S az egyenes meredeksége, k az 1 pM szubsztrat teljes hidrolizisébdl szarmazo
fluoreszcencia jelintenzitas novekedés és D a szérum minta higitasanak mértéke. Minden minta
ACE aktivitasa legalabb kétszer keriilt meghatdrozésra, a variacios koefficiens pedig nem

haladhatta meg a 6%-ot. Az ACE aktivitas értékeket atlagként tiintettiik fel.
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5.4. Interferencia vizsgalatok

Egy egészséges résztvevd natrium-citrattal alvadasgatolt vénds vérébol késziilt
hemolizatum segitségével megvizsgaltuk a hemolizis okozta interferencia ACE aktivitasra
kifejtett hatasat. A teljes vért fizioldgias sdoldattal 6tszor atmostuk, majd tobbszori fagyasztas-
olvasztas soran a sejtek membranjat roncsoltuk. A sejttormeléket 15 percig 16000 g-vel 4 °C-
on torténd centrifugdlassal tavolitottuk el. A feliiluszéban 1évé szabad hemoglobin

koncentraciéjat  natrium-lauril-szulfat-hemoglobin  moédszerrel, Sysmex XE-2100-as

hematoldgiai automataval (Kobe, Japan) hataroztuk meg.

A lipémia ACE aktivitasra kifejtett hatasat a szérum mintakhoz torténd Intralipid (20%,
Fresenius-Kabi, Bad Homburg, Németorszag) hozzaadasaval vizsgaltuk. Az igy eldallitott

crer

modszerrel hataroztuk meg (kat. szam: 05975573 190, Roche, Basel, Svéjc).

Normal szérum mintakhoz kiilonb6z6 koncentracioban konjugalatlan bilirubint (kat. szam:
14370, Merck Life Science, Darmstadt, Németorszag) hozzaadva allitottuk el6 az ikteruszos

crer

automata segitségével hatdroztuk meg.

Az interferencia mértékét abban az esetben tekintettilk szignifikdnsnak, amennyiben az

ACE aktivitas valtozasa meghaladta a kiindulasi aktivitas 10%-at.

5.5. ACE genetikai polimorfizmusanak vizsgalata

Az ACE gén I/D genotipusat a Rigat és munkatarsai altal korabban leirt protokoll alapjan
hataroztuk meg [4]. Az | allél jelenlétét egy masodik PCR reakcioval erdsitettiik meg, mely
modszer Lindpainter és munkatarsai munkajan alapszik [113]. A PCR termékeket 3%-o0s agardz
gélen futtattuk meg, az eredményeket SYBR safe gélfestékkel (kat. szam: S33102, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) tettiik lathatova.

5.6. Szérum CTO aktivitas meghatarozasa

A szérum CTO aktivitast meghatarozasat Hollak és munkatarsai altal leirtak [114] kisebb
modositasaval végeztikk el [115]. A szérum CTO aktivitast egy mesterséges szubsztrat (4-

Methylumbelliferyl-p-D-N,N’,N”-triacyl-chitotrioside; kat. szam: 19715, Cayman Chemicals,

26



Ann Arbor, USA) felhasznalasaval hataroztuk meg. A reakcidelegy 20 uM szubsztratot
tartalmazott 50-szeresen higitott szérum mellett, 100 mM citrat és 200 mM foszfat pufferben,
mely biztositotta a reakcioelegy pH= 5,2 értékét. A méréseket 96 lyuku platek-ben (kat. szam:
655-900, Greiner-Bio One, Németorszag) végeztiik 37 °C-on. A fluoreszcencia intenzitas
valtozasat legalabb 30 percen keresztiil kovettiik, 1 perces mérési idokozokkel Novostar plate
readerrel. Az excitacios hullamhossz A= 340 nm, az emisszios hullamhossz pedig A= 405 nm
volt. A fluoreszcencia jelintenzitas értékeit az idé fliiggvényében abrazolva kapott linearis
egyenes meredeksége alapjan hataroztuk meg. A CTO aktivitast 4-Methylumbelliferone (kat.
szam: M1381, Merck, Németorszag) kalibraciés gorbe alapjan szadmitottuk, az aktivitas

értékeket U/L-ben adtuk meg.

5.7. Szérum CTO koncentracio meghatarozasa

A szérum CTO koncentracié meghatarozasat két, kereskedelmi forgalomban kaphatd
ELISA kit segitségével végeztik (1., kat. szam: RAB1364, Merck KGaA, Darmstadt,
Németorszag; 2., kat. szam: EH105RB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a
gyartoi utasitasoknak megfeleléen. A szérum mintdkat a reagenskészletben megtalalhato
szérum higito oldattal higitottuk a minta CTO aktivitasanak megfeleléen: 0-1000 mU/L = 80-
szoros higitas; 1001-2000 mU/L = 160-szoros higitas; 2001-3000 mU/L = 240-szeres higitas;
3001-4000 mU/L = 320-szoros higitas; 4001-6000 mU/L = 400-szoros higitas; 6001-10000
mU/L = 600-szoros higitas; >10000 mU/L = 1000-szeres higitdas. A mintak abszorbancia
értékeit Clariostar (BMG Labtech GmbH, Ortengerg, Németorszag) plate readerrel mértiik,

crer

5.8. A CHITI1 gén duplikaciés polimorfizmusanak meghatarozasa

A CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusat (CHIT1, chitinase 1, HGNC:1936) Livnat és
munkatarsai altal publikalt protokoll alapjan hataroztuk meg [116]. A PCR termékeket 3%-0s
agardz gélen futtattuk és SYBR safe gélfestékkel (kat. szam: S33102, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) tettiik lathatova.
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5.9. A CHIT1 gén direkt DNS-szekvenalasa

A kontroll csoport egyik tagjanal a CTO aktivitds hidnyat nem magyarazta a Dup24
polimorfizmus. Ebbél kifolyolag az érintett egyén CHIT1 gén exonjainak nukleotid
szekvenciajat Sanger szekvenalassal hataroztuk meg. A szekvenalas soran felhasznalt primer
parokat korabban Grace és munkatarsai publikaltak [117]. A tisztitott PCR termékek (MinElute
PCR purification kit, kat. szam: 28006, Qiagen GmbH, Németorszag) DNS-szekvenalasat a
Microsynth AG cég (Balgach, Svajc) végezte.

5.10. A CHIT1 gén mutaciok cisz-transz elhelyezkedésének vizsgalata

A kontroll csoport egyik vizsgélati alanya heterozigéta formaban a duplikécios
(rs3831317) és a delécios (rs536102546) mutacidt egyarant hordozza. Ezen mutaciok cisz-
transz elhelyezkedését PCR reakcidval vizsgaltuk, majd ezt kovetden a termékek DNS
nukleotid szekvenciajat Sanger szekvenalassal hataroztuk meg. Két primer part alkalmaztunk,
melyek a mutaciok kozotti DNS-szekvenciat fedik le. Az els6 PCR primer par (forward: 5°-
AATCCAGGATCAGAAGGGTGGGC-3’; reverse: 5’-CCTTAGCTCCTGCGGGTACAT-
3’) abban az esetben eredményezett PCR terméket, ha 9. exonon jelen volt a delécidos mutacio.
A DNS szegmens felszaporitisat Veriti'™ 96-well Thermal Cycler késziilékkel (kat.szam:
4375786; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) végeztiik a kdvetkezd protokollnak
megfeleléen: 95 °C 5 percig, melyet 34 ciklusban 95 °C-on 30 mp, majd 60 °C-on 30 mp, és 72
°C-on 1 perc 40 mp. A mintakat 72 °C-on 5 percig tartottuk, majd a PCR termék tisztitasaig 4
°C-ra helyeztiik. A masodik PCR primer par (forward: 5’- CTCCAGGCTTCCTCAGACAG-
3’; reverse: 5°- CCCGCCCAGTCCCTAGACCAT-3) a 10. exonon jelenlévd Dup24 mutaciot
ismeri fel, igy csak abban az esetben eredményezett terméket, amennyiben a Dup24 genotipus
jelen volt. A PCR protokoll a kdvetkez6 volt: 95 °C-on 5 perc, majd 30 ciklusban 95 °C 30 mp-
ig, 63 °C 30 mp-ig és 72 °C 1 perc 40 mp-ig. A mintakat 5 percig 72 °C-on, majd a PCR termék
tisztitasaig 4 °C-on tartottuk.

Az 50 pL mennyiségli reakcioelegy 10 pL szintelen GoTaq puffert, 0,26 pL GoTaq G2
DNS polimeraz enzimet (kat.szam: M30001, Promega Corp., WI, USA), 1 pL 10 mM dNTP
oldatot (kat.szam: 18427013, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 5% DMSO-t, 2-
2-2 pL forward és reverse primert, illetve 1 uL DNS templatot tartalmazott. A megtisztitott
PCR termékek szekvenalasat a MicroSynth AG cég végezte.
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5.11. Statisztikai elemzés

A vizsgalati populdcio genotipusanak Hardy-Weinberg szerinti egyensulyi eloszlasat 2
probaval vizsgaltuk [118]. Az adatok eloszlasi mintazatat Shapiro-Wilk és D’ Agostino-Pearson
probakkal vizsgaltuk. A referencia tartomanyokat a referencia populacio értékeinek kozépso
95%-a (2,5-97,5-0s percentilisek kozotti értékei) alapjan hataroztuk meg. A genotipus-fiiggd
csoportok ACE aktivitas értékeinek kiilonbségeit egyutas ANOVA ¢és Tukey-féle tobbszoros
Osszehasonlitasi probakkal vizsgaltuk. A normal eloszlast mutat6 adatokat Welch-féle paratlan
T-teszttel hasonlitottuk 6ssze, mig a nem normal eloszlast mutaté adatokhoz Mann-Whitney U
tesztet alkalmaztunk. A statisztikai analizist GraphPad Prism 7.0 szoftverrel (San Diego, CA,
USA) végeztiik. A normal eloszlast mutato értékeket atlag (+ standard deviacid), mig a nem
normal eloszlast mutat6 adatokat interquartilis tartoméany forméjaban tiintettiik fel. Két valtozo

kozotti kiilonbséget abban esetben tekintettiik jelentdsnek, amennyiben a p<0,05-nek adodott.

5.12. Etikai engedély

A Debreceni Egyetem, Klinikai K6zpont, Regiondlis és Intézményi Kutatésetikai
Bizottsag (DE KK RKEB/IKEB; 4375-2015) és az Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs (33327-
1/2015/EKU) minden vizsgalatot jovahagyott. A kisérletek elvégzése a Helsinki Nyilatkozat

etikai iranyelveinek megfelelen tortént.
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6. Eredmények

6.1. Az albumin-medialt endogén gatlohatas megsziintetése

A szérum albumin altal kifejtett reverzibilis endogén ACE gétlés a szérum minta megfeleld
higitasaval kikiiszobolhet6. A harom kiilonb6z6é ACE 1/D genotipussal rendelkez6 egyént6l
szarmaz6 szérum minta ACE aktivitasat kiilonb6z6 szérumhigitasokon hataroztuk meg (6.
abra). Mindhdrom genotipus esetében a szérum higitds novelésével parhuzamosan az ACE
aktivitas értékek is novekedtek, mely maximumat 35-sz6r6s szérum higitasnal érte el. A 35-
szOros higitason meghatarozott ACE aktivitas értékek statisztikailag egyik genotipus esetén

sem kiilonboztek a 70-szeres higitdson mért aktivitas értékektol.
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6. abra: A szérum minta 35-szoros higitasaval az albumin ACE aktivitasgatlé hatasa
kikiiszobolheto. Az dbran a szamitott ACE aktivitas a szérum higitas mértékében keriilt
dbrazolasra. Minden egyes kor, haromszog és négyzet egy-egy, rendre DD, ID és Il ACE
genotipussal rendelkezd egészséges egyén értékeit mutatja. A pontok, melyek legalabb két
fliggetlen mérés atlagat és szorasat reprezentaljak, egyfazisu exponencialis csokkenés képlet

felhaszndlatdval lettek illesztve. A 35-szords higitas piros szaggatott vonallal van jelezve.
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6.2. A hemolizis, ikterusz és a lipémia ACE aktivitasra kifejtett hatasainak vizsgalata

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a szérum mintdk mindségét rontd tényezdk, mint a
lipidek okozta fokozott turbiditas vagy a szabad hemoglobin és bilirubin okozta vordses és
sargas elszinez6dés milyen hatdssal van az ACE aktivitds mérésére. A minta turbiditdsa nem
befolyasolta a meghatarozést, az ACE aktivitas 16 mM triglicerid koncentracioig allandé volt
(7/A. abra). Ezzel ellentétben, a szérum minta sargasaga 64 puM, illetve magasabb bilirubin
koncentraci6 esetén jelentdsen befolyasolta az ACE aktivitas értékét (7/B. abra). A 150 uM-
nal magasabb bilirubin koncentracié az ACE aktivitas 10%-0s alamérését eredményezte. A 0,35
g/L vagy annal magasabb hemoglobin koncentracié mar jelentds mértékben befolyasolta a
fluoreszcens kinetikus meghatarozas eredményét (7/C. abra). A 0,71 g/L hemoglobin jelenléte

megkdozelitdleg 10%-o0s ACE aktivitas csokkenést okozott a tényleges ACE aktivitashoz képest.
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7.4abra: A
ACE aktivitas a triglicerid (A, mM), bilirubin (B, uM) és szabad hemoglobin (C, g/L)
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hemolizis és az ikterusz csokkenti az ACE aktivitast. A maximum %-ban kifejezett

koncentracio fiiggvényében keriilt dabrdzolasra. A szimbolumok hdrom mérés atlagat és
szordsat mutatjak. A legalacsonyabb triglicerid, bilirubin és szabad hemoglobin koncentrdcio
mellett mért aktivitasoktol jelentosen eltérd értékeket csillaggal (*) jeloltiik (parositatlan t-

teszt). A 10%-os meghalado aktivitascsékkenést piros szimbolumokkal vizualizaltuk.

6.3. Az ACE aktivitas 1/D genotipus fiiggé és fiiggetlen referencia tartomanyainak

meghatarozasa

Az ACE aktivitds genotipus fliggd €és genotipus fliggetlen referencia tartomanyainak

megallapitdsdhoz 201 résztvevét vontunk be a vizsgalatainkba. Osszegytijtottiik a jelentkezék
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alapvet6 Kklinikai adatait (1. tablazat), illetve meghataroztuk az ACE I/D genotipust és a 35-

szOros higitason mért ACE aktivitast.

N6 Férfi Osszesen
Elemszam (n) 110 91 201
Eletkor (év, atlag + SD) 54,71 £ 14,90 54,85 + 14,16 54,78 £ 14,52
BMI (kg/m?) 27,29 +£5,83 29,13 £ 5,03 28,13 £ 5,54
Aktiv dohanyos (n) 12 15 27
Szisztolés vérnyomas
(Hemm, atlag + SD) 128,35+ 18,68 | 128,75+ 15,48 128,5+17,22
Diasztolés vérnyomas
(Hemm., tlag = SD) 78,42 + 10,24 80,90 + 9,90 79,56 + 10,13
Bal kamrai EF (%, atlag + SD) 59,07 + 6,49 56,20 + 6,78 57,71 £ 6,76
ACE aktivitas (U/L, atlag = SD) 9,10+ 2,06 9,15+2,10 9,12+2,07
11 genotipus (n) 18 21 39
ID genotipus (n) 44 46 90
DD genotipus (n) 48 24 72

1. tablazat: A kontroll csoport élettani adatai. BMI= test tomeg index; EF= bal kamrai

ejekcios frakcio; ACE= angiotenzin konvertalo enzim

A teljes populacio genotipus ecloszlasa a Hardy-Weinberg szabalynak megfeleléen
egyenstlyban volt (x® = 1,276; szabadsagi fok = 2). Az ACE aktivitas értékek Shapiro-Wilk
probaval (I1: 7,30 £ 1,65 U/L, p= 0,97, n=39; ID: 8,72 + 1,70 U/L, p= 0,30, n=90; DD: 10,6
+ 1,70 U/L, p= 0,41, n= 72; minden résztvevé: 9,12 + 2,08 U/L, p= 0,64, n= 201) és
D’ Agostino-Pearson teszttel (11: p=0,94; ID: p=0,09; DD: p=0,26; minden résztvevé: p=0,49)
egyarant normal eloszlast mutattak. Az /D genotipus jelentds mértékben befolyasolja az ACE
aktivitast, az Il genotipust egyének ACE aktivitasa szignifikdnsan alacsonyabb a DD genotipus
esetén mért ACE aktivitasoknal, mig az ID genotipussal rendelkezOk aktivitasa a két érték
kozott helyezkedik el (I1: 7,30 + 1,65 U/L; ID: 8,72 + 1,70 U/L; DD: 10,6 + 1,70 U/L; p<
0,0001) (8/A. abra). A kiilonb6z6 csoportokhoz tartozo referencia tartomanyokat 8/B. abran

foglaltuk ossze.
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I 39 3,76 -11,25
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DD 72 7,19 -14,84
Genotipus fiiggetlen | 201 4,85-13,79

8. abra: Az ACE 1/D genotipus befolyasolja az ACE aktivitast. A szérum ACE aktivitds
eloszlasa (A) és a normal referencia tartomanyok (B) bemutatisa az ACE I/D genotipus
(inzercios, II, n= 39; heterozigota, ID, n= 90; delécios, DD, n= 72; minden egyén, n= 201)
fiiggvényében. A négyzetek az interquartilis tartomanyt jelolik a median értékével, a kapcsok

pedig a 2,5 és 97,5 percentilis értékeket fogjak kozre. A kieso értékeket iires korokkel jeloltiik.

A csoportok kozotti jelentos kiilonbségeket csillaggal (*) jeloltiik.

6.4. A CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusianak hatiasai a CTO aktivitisara és

mennyiségére

Kisérletes munkank masodik felében a CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusanak CTO

aktivitasara és mennyiségére kifejtett hatasait vizsgaltuk, melyben 80, hisztopatologiai
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diagnozissal igazolt szarkoido6zisos beteg és 133 egészséges feln6tt vett részt (2. tablazat). A
CHIT1 gén Dup24 polimorfizmus a szarkoidozisos és a kontroll csoportban egyarant Hardy-
Weinberg egyensulyban volt, az allélfrekvencia a csoportok kozott nem mutatott kiilonbséget
(vad allél:duplikaciés allél= szarkoid6zisos csoport: 0,794:0,206 ¢és kontroll csoport:
0,793:0,207). A szarkoidozisos betegek szignifikansan fiatalabbak voltak egészséges tarsaiknal
(szarkoidozisos csoport: 42,2 + 12,2 év, kontroll csoport: 48,3 + 15,0 év). A bal kamrai ejekcios
frakcio, a vérlemezke szam, és a kreatinin koncentracio tekintetében nem volt szignifikans
eltérés a két csoport kozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a kontroll csoport tagjai nem,
vagy legfeljebb enyhe lefolyast kardiovaszkularis betegségben szenvedtek. A limfocitaszam és
a limfocitak ardnya a vérben szignifikdnsan alacsonyabb volt a kontroll csoporthoz viszonyitva
a szarkoidozis betegcsoportban (szarkoidézisos csoport: 1,49 G/L (1,23-1,83 G/L, kontroll
csoport: 1,89 G/L (1,58-2,45 G/L); szarkoidozisos csoport: 23,9% + 6,7%), kontroll csoport:
29,2% (24,4-32,6%)). A szarkoiddzis markerként alkalmazott vérlemezke/limfocita arany a
szarkoidozisos betegeknél szignifikdnsan magasabb volt (170 (135-221)), mint a kontroll
populacioban (130 (113-165)). Az eréltetett vitalkapacitas (FVC) és az erdltetett kilégzési
térfogat (1 sec; FEVI1) szignifikdnsan magasabb volt a Dup24 duplikacidt heterozigota
formaban hordozé szarkoidozisos betegeknél, mint a homozigédta vad tipussal rendelkezd
egyéneknél. Ezzel ellentétben a Tiffeneau-index a Dup24 duplikéaciora homozigdta betegeknél
szignifikansan magasabb Vvolt, mint a vad tipust hordoz6 egyéneknél. Az ACE, a CTO aktivitas
és a ,kettds szorzat” szintén szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a szarkoiddzisos
csoportban a kontroll csoporthoz képest (ACE aktivitas= szarkoido6zisos csoport: 11,84 U/L
(10,1-13,5 U/L), kontroll csoport: 9,19 U/L (7,09-11,29 U/L), CTO aktivitas= szarkoidozisos
csoport: 2882 mU/L (1497-4166 mU/L), kontroll csoport: 539 mU/L (318-884 mU/L), ,.kettds
szorzat” = szarkoido6zisos csoport: 34,19 U?/L2 (17,4-51,5 U?/L?), kontroll csoport: 4,86 U?/L2
(2,66-7,60 U%/L?).

Szarkoidézisos betegek

Kontroll populacié

Vad/Vad | Vad/Dup24 | Dup24/Dup24 | Vad/Vad | Vad/Dup24 | Dup24/Dup24
Elemszam (n) 80 133
49 | 29 | 2 81 | 49 | 3
Nem (né/férfi; n) 40740 72/61
’ 2128 | 12 | 20 a4 | 30m9 | on
Eletor (&) 422 (£122)* 48,3 (+15,0)*
415 11,7) | 448=124) | 24557 [45,0(35,0-57,0) 52,1 (x16,3)a | 50,7 (+1,5)
Ejekcios frakcié 60 (+5) 60,0 (56,0-64,0)
(%) 60(x5) | 61@4) | 61l [61,0(560-650) 59.5(x59) | 51,2(x102)

247 (217-304)

255 (225-299)
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Vérlemezke szam
(G/L)

254 (218-317) | 240 (+51)c 337 (£2)

260 (228-304) | 252 (221-297) | 250 (215-284)

[Limfocita szam
(G/L)

1,49 (1,23-1,83)*

1,89 (1,58-2,45)*

1,58 (1,25-1,95)] 1,54 (x0,59) | 1,76 (+138)

1,87 (1,61-2,12)] 1,94 (20,62) | 1,66(x032)

Limfocita arany
(%)

23,9 (£6,7)*

29,2 (24,4-32,6)*

2456,7) | 229(63) | 24,0 (154)

29,7 (249-335)| 278(:54) | 31,9299

Vérlemezke-
|1imf0cita arany

170 (135-221)*

130 (113-165)*

181 (+63) | 174(x61) | 2723213)

130 (115-164) | 130 (101-174) | 156 (114-197)

IKreatinin kon-
centraciéo (mM)

70,8 (£16,7)

73,0 (59,8-83,3)

74,4 (£169)b,c| 66,5 (+14,7)ac | 44,0 (:2,8)ab

74,5 (63,5-88,3)|71,0 (59,5-82,2)[62,5 (52,0-73,0)

Tiidoeltérés radiolo

giai stadiuma

0. stidium (%) 2 0 0 100 100 100
1. stadium (%) 66 46 50 0 0 0
2. stadium (%) 32 54 50 0 0 0
3. stadium (%) 0 0 0 0 0 0
97 (£17) ND
FVC (%)
94 (81-105)b | 103 (x13)a | 88 (xl1) ND | ND | ND
94 (£18) ND
FEV1 (%)
90 (:18)b | 102(x13)a | 84 (x19) ND | ND | ND
Tiffeneau-index 82 (78-86) ND
(%) 80 (77-84)c | 82(79-86) | 94 (88-100)a ND | ND | ND
\CE aktivits B 11,84 (10,1-13,5) 9,19 (7,09-11,29)
(U/L) ’13(3)’ T | 12,56 (23,2) | 8,89(8,7-9,1) | 8.80 (£2,0)b | 9,89 (+1.9)a | 8,20 (£4,1)
(111D/DD; %) 16/64/20 | 21/45/34 | 100/0/0 | 19/53/28 | 18/37/45 | 33/34/33

ICTO aktivitas

2882 (1497-4166)*

539 (316-884)

3448 (2662- 1520 (919- 637 (447- 413 (173-
muU/L
(MUIL) 5402)b,c 2866)ac | 10 (LODab | aspn ¢ 641)a,c 10(LOD)ab
. 34,19 (17,4-51,5)* 4,86 (2,66-7,60)
Kettos szorzat
(U?L2) 41,77 (28,5- 17,94 (12,2- 0,09 (0,08- 5,70 (3,92- 3,98 (1,80- 0,07 (0,05-
55,1)b,c 38,2)a,c 0,09)a,b 9,00)b,c 6,46)a,c 0,13)a,b

2. tablazat: A csoportok klinikai- és biokémiai paraméterei. F'VC= erdltetett vitalkapacitds,

FEVI= erdltetett kilégzési térfogat (1 sec)) ACE= angiotenzin- konvertalo enzim, CTO=

kitotriozidaz, ND= nincs elérheto adat, LOD= detekcios limit. *= csoportok kozotti jelentos

kiilonbség; Jelentds eltérés a kovetkezd alcsoporthoz képest: a= homozigota vad alcsoport;, b=

heterozigota alcsoport, C= homozigota mutans alcsoport

A CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusa jelentés mértékben befolyasolta a szérum CTO

aktivitasat (9. abra). A homozigéta vad tipust egyének szérum CTO aktivitasanak atlagértéke

(838,1£856 mU/L, n= 81) a kontroll csoportban 1,8-szorosa volt a heterozigotakhoz
viszonyitva (471,5+367 mU/L, n= 49, p<0,001) (9/A. abra). Homozigota Dup24 genotipussal
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rendelkezé kontroll egyéneknél (n= 3) a CTO aktivitds nem volt detektalhat6. Hasonlo
mintazatot véltiink felfedezni a szarkoidézisos betegcsoport vad tipusa €s heterozigota tagjai
kozott is, azonban a CTO aktivitas atlagértéke csaknem 6tszordse volt a kontroll csoportban
mért aktivitas értékekhez képest (vad tipus= 5125+4802 mU/L, n=48; heterozigdta: 2300+2105
mU/L, n= 29). A homozigéta Dup24 genotipussal rendelkezé szarkoidozisos betegeknél a

szérum CTO aktivitas szintén nem volt mérhet6 (9/B. abra).
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9. abra: A Dup24 allél csokkenti a keringé CTO aktivitasat mind a kontroll (A) mind
pedig a szarkoidézisos (B) betegek esetében. Minden egyes szimbolum egy egyén eredményét
jeldli. A vizszintes vastag vonalak az atlagot a SEM értékkel mutatjak. A piros szaggatott vonal
a szérum CTO aktivitas felsé normal referencia hatdrat jeloli (1233 mU/L). A csillag (*) egy
olyan egyén eredményét jeloli, aki mind a Dup24, mind pedig a Del29 CHIT1 génmutaciot
hordozza.

A kovetkezOkben azt vizsgaltuk, hogy a Dup24 polimorfizmus hogyan befolydsolja a
szérumban talalhatd CTO mennyiségét. Kisérleteinket egy, a kereskedelmi forgalomban
kaphato ELISA kittel (1. szamu kit) végeztik. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
polimorfizmus jelenléte egyértelmiien csokkentette a CTO mennyiségét mind az egészséges
(10/A. abra), mind pedig a szarkoidozisos populacioban (10/B. abra). A CTO koncentracio
atlagértéke a kontroll csoportban a homozigota vad genotipust egyéneknél volt a legmagasabb

(18,9+13,0 pg/L, n=36), a heterozigdta egyéneknél kézepes CTO koncentraciot detektaltunk
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(7,2£1,9 pg/L, n= 11), mig a homozigéta Dup24 genotipusii egyének esetén nem volt
detektalhatdé a CTO koncentracid. Hasonlé mintdzatot figyelhetiink meg a szarkoidozisos
betegcsoportban, habar az atlag CTO koncentracié szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a
kontroll populacidhoz képest (vad tipus= 157,1+132.,4 pg/L, n= 47, heterozigota: 63,16+56,5
pg/L, n= 29). A homozigéta Dup24 genotipussal rendelkezd szarkoiddzisos betegek

szérumaban nem volt mérhet6é a CTO koncentracio (n= 2).
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10. abra: A Kkereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kit eredménye alapjin a Dup24
mind pedig a szarkoidozisos (B) betegek esetében. Minden egyes szimbolum egy egyén
eredményét jeloli. A vizszintes vastag vonalak az atlagot a SEM értékkel mutatjak. A csillag (*)
egy olyan egyén eredményét jeloli, aki mind a Dup24, mind pedig a Del29 CHIT1 génmutaciot
hordozza.

Meglepd modon kisérleteink soran azonositottunk egy egészséges fiatalt, aki a Dup24
polimorfizmus hordozo6ja ugyan, de mégsem rendelkezik detektalhatd szérum CTO aktivitassal
(9. abra, csillaggal jelolt érték) sem pedig mérhetd szérum CTO koncentracioval (10. abra,

csillaggal jelolt érték).

A meghatarozott CTO aktivitas és koncentracié értékek jelentés Osszefiiggést mutattak
(11/A. 4bra; az egyenes meredeksége 0,979 mU/ug; az illesztés pontossaga: r’> = 0,846; n=

123). Ez a latszolag alland6 specifikus aktivitds arra enged kovetkeztetni, hogy a duplikacios
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polimorfizmus a CTO aktivitast és a koncentraciot egyarant befolydsolja, ebbdl kifolyolag a
CTO koncentraci6 meghatdrozdsa nem szolgaltat tobblet informaciot a szarkoiddzis
laboratoriumi diagnosztikaja soran. A duplikécids polimorfizmus CTO koncentracidra kifejtett
hatasat egy masodik, kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA kittel (2. szamu kit) szintén
megerdsitettiik. A meghatdrozott koncentracio értékek az el6z6 mérés eredményeivel
dsszhangban voltak (11/B. abra; egyenes meredeksége = 0,968; az illesztés pontossaga: I? =

0,954, n= 40; p<0,001).
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11. dbra: A szérum Kkitotriozidaz aktivitds egyenesen aranyos a szérum Kitotriozidaz
koncentracioval. A mérést egy, a kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kittel hataroztunk
meg (A). 4 zold négyszogek az egészséges egyének, mig a piros kérok a szarkoidozisos betegek
eredményeit mutatjak. Egy madsodik kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kit 40 szérum

minta esetében hasonlo értékeket eredményezett (B).

6.5. A CHIT1 gén Del29 muticidjanak azonositiasa a magyar populicioban

Kisérletes munkank kovetkez6 részében arra az egészséges egyénre koncentraltunk, aki
csak hordozoja a Dup24 duplikacios polimorfizmusnak, azonban szérum mintajabél CTO
aktivitas nem volt detektalhato (9 és 10. abrakon csillaggal jelolve). A CHIT1 gén 10. exon
szekvenciajanak meghatarozasa megerdsitette a Dup24 duplikacios polimorfizmus
heterozigéta formajat, azonban ezzel tovabbra sem magyarazhaté a CTO aktivitas hianya (12.
abra).
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Dup24 szekvencia »[AGGGACTGGGCGGGGCCATGGTCT ..

Referencia szekvencia— GTCAGCTATCTGAAGCAGAAGGGACTGGGCGGGGCCATGGTCTIGGGCACTGGACTTAGATGACTTTG ...
G TCA GC‘A c'F c-—cc G-—GGG AC T Gcsccocccc-‘sc CTINGGNACTGGACTTNGATGAGTTTGCC
170 180 190 200
f'l g
v. | 1| |~ ||\| H[“ H
Elektroferogram | ’ ‘ | ! 11 I \ \I )
H-I i HI
10. exon Dup24
kezdete kezdete

12. abra: Reprezentativ elektroferogram részlet a proband 10. exonjabol. A referencia
szekvencia, a Dup24 mutdcio szekvencidja és a meghatarozott DNS szekvencia feltiintetésre

keriilt.

Ennélfogva a CHIT1 gén minden egyes exonja esetében DNS szekvencia analizist
végeztiink, melynek eredményeként heterozigdta formaban azonositottunk egy 29 bazispar
hosszu delécios mutaciot a 9-es exonban (.(965_993)del; rs536102546; jelolve, mint Del29)
(13. abra).

Del29 szekvencia —»|[GTGGGCTTTGATGATGTGGAGA ...
eferencia szekvencia -G TCTGCTCCTGGAAGGGGGCCACCAAACAGAGAATCCAGGATCAGAAGGITGCCCTACATCTTCCGGGACAA ..
Ref k 1 |
ACAGIGTCTGCTCCTGGAAGGGGGCCA cc———c;c c__'cc GGATCAGAAGGNNGNN
70 110 120
A
il VU , A | "lf ‘ \
Elektroferogram |f| ;‘% {Il ‘ll [ 1I| I)I‘ |" || '”[I ‘ J I\ xl r”|
VR VY YV LY VYT AV i [l
9. Exon Del29
>
kezdete kezdete

13. abra: Reprezentativ elektroferogram részlet a proband 9. exonjabol. A referencia
szekvencia, a Del29 mutdcio szekvenciaja és a meghatarozott DNS szekvencia feltiintetésre

keriilt.

crer

eredményezi a CTO fehérjében, melynek kovetkeztében kialakuld frameshift mutaciéo harom
aminosav utan korai stop kodont general, igy egy trunkalt CTO fehérje képzddik [119].
Amennyiben az egyén Osszetett heterozigdta formajaban hordozza mindkét mutéciot, ezen
genetikai vizsgélatok eredményei magyardzattal szolgalhatnak a CTO aktivitds hidnyara. A
mutaciok cisz-transz irdnyu elhelyezkedését PCR reakcioval, majd azt kovetden a PCR
termékek Sanger szekvenaldsaval allapitottuk meg. ElsOként olyan PCR reakcidt terveztiink,

mely csak abban az esetben eredményez terméket, amennyiben a 9-es exon Del29 mutacidja
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jelen van (14/A. abra). Ekkor a PCR termék tartalmazza a teljes 10-es exont, mely nukleotid
szekvenciaja szekvenalassal vizsgalhatd. Ez a PCR termék a gélelektroforézis soran csak a
vizsgalt személy esetén volt megfigyelheté (14/B. abra), mig a szekvenalas a vad tipusu allél
jelenlétét erdsitette meg. A Dup24 polimorfizmus jelenlétét szintén egy PCR reakcio
segitségével igazoltuk, amelynek a terméke a teljes 9-es exont tartalmazta. A masodik PCR a
Dup24 heterozigota, homozigota kontroll és a vizsgalt egyén esetén is terméket eredményezett.
A szekvenalas megerdsitette a vad allél jelenlétét a vizsgalt egyén 9-es exonjaban (14/B. abra,

elektroferogram), ezzel alatamasztva a Del29 és Dup24 mutaciok transz elhelyezkedését.

A s S — S B -+
S =Y 3 o E
e & 2 =
8 9T 2 8 ©
forward primer -+ 5: forward primer % -+ ﬁ-:
= 4 g — : 3
g T
I szekvenalas@ A
- w w
B szekvenalas@@
Vad 10. exon

(pe— o~ ST
reverse prmer reverse prnmer

10. exon 9. exon

Referencia szekvencia, vad genotipus: Referencia szekvencia, vad genotipus:

GTCAGCTATCTGAAGCAGAAGGGACTGGGCGGGGCCATGGICTGG GTCTGCTCCTGGAAGGGGGCCACCAAACAGAGAATCCAGGATCAGAA

GCACTGGACTTAGATGACTTTGCCGGCTTCTCCTGCAACCAGGGCCGA  GGIGCCCTACATCTITCCGGGACAACCAGTGGGTGGGCTTTGATGAT
TACCCCCTCATCCAGACGCTACGGCAGGAACTGA GTGGAGAGCTTCAAAACCAAG

A proban 10. exonjanak elektroferogramja (részlet): A proban 9. exonjanak elektroferogramja (részlet):
GCAGAAGGGACTGGGCGGGGCCATG G c GGGCAC TC G GG TGCCCTACATCT G GGG GG
s A A A | It “A;‘ f\

AVVITATATATA W\‘wA
AY LYV N\ﬂ Y1xX

14. abra: A vizsgalt egyénnél a Dup24 és Del29 muticiok transz helyzete igazolasra Keriilt.

A sematikus abrak a primerparok bekotodési helyét illusztraljdak. Csak a vizsgalt egyén DNS-e
eredményezett PCR terméket abban az esetben, amikor Del29 mutaciora specifikus primerpart
hasznaltunk (A, reprezentativ gélkép, termék nagysaga ~ 1600 bp). A homozigota vad, Dup24
heterozigota kontroll és a vizsgalt egyén DNS-e adott PCR terméket abban az esetben, amikor
Dup24 mutaciora specifikus primerpart hasznaltunk (B, reprezentativ gélkep, termék nagysaga

~ 1700 bp). A vizsgalt egyén mindkét PCR terméke esetén vad szekvencidt taldaltunk (abra also

része, elektroferogram).
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7. Megbeszélés

A szérumbol torténé ACE aktivitas meghatarozasa a szarkoidozis [120], a Gaucher-kor
[121], illetve kiilonboz6 granulomatozus betegségek [122] diagnosztizalasa soran egyarant
jelentds informaciot nyuajthat. Az ACE aktivitds a szarkoidozis diagndzisanak felallitasa és
annak monitorozasa soran potencialis biomarkerként szolgalhat [83]. Az ACE aktivitas
meghatarozhato radioaktivan jelolt szubsztrattal, kolorimetrias és fluorometrias modszerekkel
egyarant, azonban nemrégiben kifejlesztésre keriilt egy gyors, érzékeny fluoreszcens kinetikus
essz¢, mely egy quenchelt fluoreszcens szubsztratot (Abz-FRK(Dnp)P-OH) alkalmazva méri
az ACE aktivitasat [123]. Munkank elsédleges céljanak megvalodsitasa soran ezt a modszert
tovabb finomitottuk annak érdekében, hogy az albumin endogén ACE gatldo hatasat
megsziintessiik. Leirasra keriilt a méréssel interferalo faktorok kore, tovabba meghataroztuk az

optimalizalt modszer genotipus fliggd és fliggetlen referencia tartomanyait is.

Az albumin altal kivaltott endogén ACE gatlo hatas reverzibilis, ebbdl kifolyolag a
gatlas mértékét nagyban befolydsolja a mérés soran alkalmazott higitds mértéke. Tehat a szérum
minta megfeleld higitasaval a gatlo hatds megsziintethetd. Kisérleteink soran meghataroztuk,
hogy a szérum minta legalabb 35-sz6r6s kihigitasaval az ACE-ra kifejtett albumin-medialt gatlo
hatas szinte teljes mértékben megsziintethetd. A 35-sz6ros szérum higitas mindharom ACE I/D
genotipusnal alkalmazhato, ezért az I/D genotipus ismerete az aktivitdis méréséhez nem
szilkséges, az eredmények Kiértékeléséhez azonban indokolt lehet. Erdemes megjegyezni
azonban, hogy a 35-szoros szérum higitas nem elegendé az ACE gatlo gyogyszerek altal
okozott aktivitascsokkenté hatas megsziintetéséhez. Ezen betegek ACE aktivitasanak
diagnosztikai célii meghatarozasa el6tt célszerii a gyogyszeres terapiat ideiglenesen

sziineteltetni, vagy az ACE gatl6 gyogyszert angiotenzin II receptor blokkoldra cserélni.

Annak ellenére, hogy Lieberman €s Sastre mar 1986-ban felhivta a figyelmet a szérum
higitasanak fontossagara [124], a jelenleg kereskedelmi forgalomban 1évé ACE aktivitas
meghatdrozasahoz hasznalhatd diagnosztikai reagensek gyartéi a szérum minta csupan 5-,
illetve 10-szeres higitasat javasoljak. Lieberman és Sastre kisérleteik soran 6-, 12-, 24- és 48-
szoros végsé higitast alkalmaztak. Eredményeik alapjan arra a meglatasra jutottak, hogy az
endogén gatldé hatas megsziintetéséhez a szérum minta 48-szoros (8-szoros minta higitas a
mérés eldtt és 6-szoros higitas a meghatarozas soran) higitasa sziikséges. Ez a megallapitas

Osszhangban van az altalunk mért eredményekkel, melyek szerint a 24-szeres higitas
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alkalmazésakor az ACE még részben gatlas alatt all, mig a 35-szoros higitas esetén a gatlo hatas

latszolag teljesen megsziinik.

Endogén interferenciarol szolo tanulmanyokban leirtdk, hogy a hemolizis €s a bilirubin
jelenléte interferenciat okozhat a fluoreszcens kinetikus aktivitismérés soran. Figyelembe véve
az ACE aktivitds egyének kozti enyhe variabilitasat, illetve azt a tényt, hogy egyes
szarkoidozisos betegeknél az ACE aktivitas csak kismértékben novekszik, az interferenciabol
adodo 10%-os ACE aktivitas csokkenés véleménylink szerint szignifikdnsnak tekinthetd. Egy
korabbi tanulmanyban leirtak, hogy a bilirubin csdkkenti az ACE aktivitast spektrofotometrias
modszer alkalmazasakor, mig a radionukleotid-alapti meghatarozast nem befolyasolja [125]. A
bilirubin képes kozvetlenil hozzdkotddni az ACE-hoz, ezaltal megvaltoztatni annak
lehasadasanak folyamatat [126], és talan az ACE aktivitast iS. Hemolizis soran a
vorosvértestekbdl nagy mennyiségli hemoglobin szabadul fel. A hemoglobin 415 nm, 540 nm
¢s 570 nm hullamhosszokon erds abszorbanciat mutat [127]. A fluoreszcens Kinetikai
meghatarozds soran a fluoreszcencia intenzitast 405 nm-en mérjiik, ebbdl kifolydlag a
hemolizalt szérum mintak esetén a szabad hemoglobin részben elnyelheti az emittalt fényt,
mely az ACE aktivitas latszolagos csokkenését eredményezheti. Masrészrél azonban nem
zarhato ki az a lehet6ség sem, hogy a hemoglobin kozvetlen hatast gyakorol az ACE-ra. A
lipémia 16 mM triglicerid koncentracidig nem befolyasolja a fluoreszcens ACE aktivitasmérést,
tehat az éhgyomri mintavétel nem sziikséges a meghatarozas elétt. Ezen megallapitasok alapjan
0,71 g/L hemoglobin, illetve 150 uM-nal magasabb bilirubin koncentracid esetén a szérum
mintdk tovabbi higitasa sziikséges annak érdekében, hogy ezen interferald faktorok lehetséges

hatasait kikiiszobolhessiik az ACE aktivitds mérés soran.

Kétszazegy magyar személy adatai alapjan meghataroztuk az ACE aktivitas genotipus
fliggd, és genotipus fliggetlen referencia tartomdnyait. Tudomasunk szerint, kordbban még nem
publikaltak ACE aktivitas referencia tartomanyokat fluoreszcens modszer alapjan. A Klinikai
¢és Laboratoriumi Szabvanytigyi Intézet (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI)
[128] és a Laboratoriumi Medicina Europai Szovetsége (European Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine, EFLM) [129] jelenlegi iranyelvei szerint a referencia
csoportba legalabb 120 egyén bevalogatasa sziikséges. Habar a genotipus fiiggetlen referencia
csoport esetén teljestil ez a feltétel (n=201), mindharom genotipus fiiggd csoportban kevesebb
egyén van, mely limitalo tényezo volt a referencia értékek meghatarozasa soran. A referencia

populacio 1/D genotipus eloszlasa (11 = 19,4%; 1D = 44,8%; DD = 72%) 6sszhangban volt a
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korabban publikalt kaukazusi csoportok adataival [130]-[132], illetve az ACE aktivitas atlag
értékei szintén szignifikdnsan kiilonboztek a harom genotipus kozott (p<0,0001). Az altalunk
meghatarozott genotipus fliggd referencia értékek 7,19 U/L (a DD genotipus also értékhatara)
és 11,25 U/L (az Il genotipus felsé értékhatara) kozott atfednek egymassal. Véleményiink
szerint az ACE 1/D genotipus meghatarozasa csak abban az esetben sziikséges, amennyiben az
ACE aktivitas értéke meghaladja a 11,25 U/L-t. A magasabb aktivitas értékkel rendelkezd
egyéneknél nagy elonyt jelent a genotipus meghatarozasa és a genotipus fliggd referencia
értékek alkalmazasa. Ennek a modszernek az alkalmazasa segithet a genotipizalasbol szarmazo

koltségek racionalizalasaban.

A szarkoidozis diagnosztizalasa gyakran kihivas a klinikusok szédmara, hiszen a
radiologiai eredmények alatamasztasahoz szOvettani vizsgalatokra lehet sziikség [2]. A
biopszia vételezéséhez sziikséges invaziv beavatkozas nem terapids céli, csupan diagnosztikai
jelentéséggel bir, ezért kifejezetten megterheld az izolalt tiidé vagy mediasztinalis eltéréssel
rendelkez6 betegek szamara. Jelenleg az Amerikai Tidégyogyasz Tarsasag (ATS) egyetlen
vérteszt vagy biomarker hasznalatat sem javasolja a szarkoidozis diagnézisanak felallitdsdhoz
[133]. Azonban egy ilyen megbizhatd, vérb6l is meghatarozhatdé modszer kifejlesztése
érdekében szamos lehetséges biomarker keriilt leirasra, ami hozzajarulhat ahhoz, hogy a

szarkoidozis kétséget kizaro diagnozisa akar miitét nélkiil is felallithato legyen [134].

Habar a szarkoiddzisos betegek és az egészséges egyének kozotti ACE aktivitas
kiilonbség altalaban alacsony, a szérum ACE aktivitds meghatarozasat diagnosztikai tesztként
javasoljak [135], [136]. Ennek megfeleléen, a szarkoidozisos betegek ACE aktivitasainak
atlaga csupan 1,3-szor volt magasabb, mint a kontroll csoport optimalizalt fluoreszcens
kinetikai modszerrel meghatérozott ACE aktivitdsa. Tovabba megjegyzendd, hogy a keringd
ACE aktivitast az ACE gén |/D polimorfizmusa is befolyasolja [137]. A genotipus
meghatdrozasaval és az ACE aktivitds genotipus fliggd referencia tartomanyainak

alkalmazaséaval az ACE aktivitdismérés pontossaga tovabb novelhetd szarkoiddzisban.

A korabbiakban igazoltuk, hogy a szérum ACE ¢és CTO aktivitasok kombinalasabol
szarmazo un. ,kettds szorzat” szarkoiddzis esetén magas diagnosztikai pontossaggal bir,
tovabba a teszt érzékenysége ¢és pozitiv prediktiv értéke is 90% folotti [115]. A betegek

genetikai hatterének feltérképezése még tovabb novelheti a pontossagot.

Az ACE gén 1I/D polimorfizmusa nem okoz aminosav valtozast az expresszalt ACE

fehérjében, mert a mutacié a gén introni szakaszaban talalhato. Az | allél jelenléte csokkenti a

44



keringé ACE aktivitast, mellyel aranyosan csokken az ACE fehérje mennyisége is [137]. Ez
azonban nem mondhaté el a Dup24 mutéciorol, ami egy viszonylag gyakori CTO
polimorfizmus. A Dup24 duplikaciés mutacié a CHIT1 gén 10-es exonjaban talalhato, melynek
jelenléte a fehérjeszintézis korai terminalodasat okozza. Ennek kovetkeztében a szintetizalddott
CTO fehérje 29 aminosavval megrovidiil és teljesen inaktiv lesz. Kisérleteink soran vizsgaltuk
azt a felvetést, mely szerint az ELISA moddszerrel meghatarozott keringd CTO mennyiség (nem
pedig a polimorfizmus altal befolyasolt aktivitas) noveli-e a CTO meghatarozasok pontossagat
szarkoidozisban. Két kiilonbozd, kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kitet
alkalmaztunk, melyben az elfogod antitest nem a CTO fehérje katalitikus doménjéhez (a
polimorfizmus altal érintett teriilet) kotédik. Egyik ELISA teszt segitségével sem tudtuk

crer

aktivitasa helyett nem javitotta a teszt diagnosztikai teljesitOképességét.

A Dup24 allél frekvenciaja a kontinensek, tovabba az orszagok kozott is szignifikans
eltérést mutat. [gy példaul a Dup24 polimorfizmus teljes mértékben hianyzik a Benini
Koztarsasagban (Afrika) [110], 20%-0s gyakorisaggal fordul elé a holland populacidban
(Eurépa) [111], 23%-os az Egyesiilt Allamokban (Eszak-Amerika) [117], 32% a brazil
populaciéban (Dél-Amerika) [138], illetve 58% gyakorisagt a kinai Han populacioban (Azsia)
[139]. Kisérleteink soran meghataroztuk a Dup24 allél el6fordulasanak gyakorisagat a magyar
populaciora vonatkozoan, mely mas eurdpai orszagok eredményeivel 6sszhangban [111], [140]
21%-nak bizonyult. A fenti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy fennall annak a
lehetésége, miszerint a Dup24 allélt hordoz6 szarkoid6zisos betegek vizsgalata soran a CTO
alapu tesztek fals negativ eredményt adnak. A Dup24 genotipizalas €s a genotipus fiiggé CTO
aktivitas referencia tartomanyok alkalmazasa jelentds mértékben megnovelheti a CTO
diagnosztikai hatékonysagat (a heterozigotak esetén), mellyel jobban alatamaszthato a

szarkoiddzis diagnozisa.

Szamos olyan ritka mutaci6 ismert, mely szintén befolyasolja a szérum CTO aktivitast,
azonban ezek a mutaciok a Dup24 genotipizalassal nem mutathatoak ki. A CTO aktivitas teljes
hianyat figyelték meg a p.Gly354Arg mutacio esetén [141], tovabba a p.Gly102Ser [111],
[117], a p.Glu74Lys [117] vagy a p.Alad42Val [141] mutaciok szintén csokkent CTO

aktivitassal tarsultak.

Kisérleteink soran azonositottunk egy olyan egészséges fiatal egyént, aki heterozigota
formaban hordozza a Dup24 mutaciot, azonban szérum mintajabol CTO aktivitas nem volt

meghatarozhatd. A DNS szekvenalds soran megallapitottuk, hogy ez a magyar férfi egy ritka
45



mutéciot hordoz a CHIT1 gén 9-es exonjaban, mely szintén inaktiv CTO enzim expressziojat
eredményezi. Ebben az esetben sikeresen igazoltuk, hogy a Dup24 és Del29-es allélok a
vizsgalt személy esetében Osszetett heterozigota formaban vannak jelen, melynek
kovetkeztében nincs mérhetdé CTO aktivitas. Del29-es mutaciot ez idaig csak a ciprusi
populaciodra jellemz6 eltérésnek tartottak [119], igy jelenléte az 6shonos magyar populacioban

kiilondsen érdekes.

Azok a gyakori polimorfizmusok, illetve ritka mutaciok, melyek csokkentik vagy
megsziintetik a CTO aktivitasat, jelentds mértékben befolyasoljdk a CTO biomarkerként
torténd alkalmazasat a szarkoiddzis diagnosztikaban. Ezen mutaciok hatassal vannak a jelenlegi
CTO mennyiség meghatarozasara szolgalé modszerekre, ennélfogva a CTO aktivitdsmérést
nem helyettesithetik. Kizarolag a CHIT1 gén genotipizalasa nyujthat segitséget abban, hogy a
laboratoriumi eredmények félreértelmezését elkeriiljiik, tovabba a genotipizalas elésegitheti az

alacsony allélfrekvenciaji mutaciok kimutatasat is.

A doktori értekezésben bemutatott ij eredmények:

o Kisérleteink soran kimutattuk, hogy a szérum albumin altal medialt reverzibilis endogén
gatlohatas a szérum legaldbb 35-sz06r0s higitasaval eliminalhat6.

e Meéréseink szerint a fluoreszcens kinetikai ACE aktivitds meghatarozast a szérum minta
turbiditdsa nem befolyasolja, tovabba a hemoglobin és a bilirubin altal kivaltott
interferal6 hatés a szérum higitasaval megsziintethetd.

e Elsoként hataroztuk meg az ACE I/D genotipus fiiggd és fiiggetlen referencia
tartomanyokat a magyar populacidra vonatkozva.

e Megfigyeléseink alapjan a CHIT1 gén Dup24 mutéciét hordozé egyéneknél a keringd
CTO koncentracidjanak meghatarozdsa nem javitja a teszt diagnosztikai
teljesitoképességét szarkoidozisban.

e Kimutattuk a CHIT1 gén Del29 mutacidjanak jelenlétét egy magyar egyénben, mely
mutacio ezidaig csak a ciprusi populdcioban keriilt leirasra. Ez a muticio tovabb

neheziti a CTO meghatarozasok biomarkerként torténd alkalmazasat a szarkoidozis

diagnosztikéaban.
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8. Osszefoglalas

A szarkoidézis egy ismeretlen eredetli granulomatéozus megbetegedés, mely
leggyakrabban a tiid6t érinti. Diagnosztizalasa a radioldgiai leletek mellett gyakran invaziv
mintavételt is igényel, mely kifejezetten megterheld lehet a betegek szamara. Ezért napjainkban

egyre nagyobb az igény a megfelelden szenzitiv és specifikus szérum biomarkerek irant.

A Klinikai gyakorlatban jelenleg az angiotenzin-konvertaldé enzim (ACE)
meghatarozasa van jelen, melynek aktivitasat szdmos tényez0, koztiik a szérum albumin altal
kivaltott endogén gatlohatas, a méréssel interferal6 faktorok jelenléte, valamint az ACE gén I/D
polimorfizmusa is befolydsolhatja. Munkank soran megkiséreltilk ezen zavard tényezoket
kikiiszobolni az altalunk alkalmazott fluoreszcens ACE aktivitds mérés optimalizalasaval.
Meghataroztuk, hogy a szérum minta legalabb 35-szords kihigitasaval az ACE-ra Kifejtett
reverzibilis, albumin-medialt gatlo hatas megsziintethetd. Tovabba vizsgaltuk a szérum mintak
mindségét rontd leggyakoribb tényezdk hatédsait. A lipémia 16 mM triglicerid koncentracidig
nem befolyésolta a fluoreszcens ACE aktivitdismérést. Ellenben 0,71 g/L hemoglobin, illetve
150 puM-nal magasabb bilirubin koncentracidé az ACE aktivitds 10%-os alamérését
eredményezte. Meghataroztuk tovabba az ACE aktivitds magyar populdciéra vonatkozo
genotipus fliggd és genotipus fiiggetlen referencia tartomanyait, mellyel még tovabb ndvelhetd

az ACE aktivitasmérés diagnosztikai haszna.

A szarkoiddzis diagnosztikdban szintén igéretes szérum biomarker a kitotriozidaz
(CTO). A korabbiakban igazoltuk, hogy a szérum ACE és CTO aktivitasok kombinalasabol
szarmazo un. ,kettds szorzat” szarkoiddzis esetén magas diagnosztikai pontossaggal bir,
tovabba a teszt érzékenysége és pozitiv prediktiv értéke is 90% folotti. A CTO aktivitasat
azonban jelentdsen befolyasolja a CHIT1 gén polimorfizmusa. A Dup24 mutécié inaktiv CTO
fehérjét eredményez. Munkdnk sordn megvizsgaltuk, hogy a CTO mennyiség mérése az
aktivitdsméréssel szemben noveli-e a CTO meghatarozasok pontossagat szarkoidézisban, ami
azonban nem javitotta a teszt diagnosztikai teljesitoképességét. Azonositottuk tovabba a Del29-
es mutaciot a magyar populacioban, melynek jelenléte a CTO aktivitas hidnyat okozva tovabbi

nehézségeket jelent a CTO aktivitas szarkoidozis diagnosztikajaban vald hasznalatdban.
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9. Summary

Sarcoidosis is a granulomatous disease of unknown origin that most commonly affects
the lungs. In addition to radiological findings, the diagnosis often requires invasive sampling
which can be particularly burdensome for patients. Therefore, nowadays there is a growing

demand for appropriately sensitive and specific serum biomarkers.

Angiotensin-converting enzyme (ACE) measurement is currently present in clinical
practice, the activity of which may be affected by a number of factors, including endogenous
serum albumin-induced inhibition, the presence of interfering factors, and the 1/D
polymorphism of the ACE gene. During our work, we tried to eliminate these confounding
factors by optimizing the fluorescent ACE activity measurement we applied. It was determined
that a reversible albumin-mediated inhibitory effect on ACE could be abolished by diluting the
serum sample at least 35-fold. We also examined the effects of the most common factors that
degrade the quality of serum samples. Lipemia up to a triglyceride concentration of 16 mM did
not affect the measurement of fluorescent ACE activity. In contrast, hemoglobin concentrations
of 0.71 g/L and bilirubin greater than 150 uM resulted in a 10% underestimation of ACE
activity. We also determined the genotype-dependent and genotype-independent reference
ranges of ACE activity for the Hungarian population, which can further increase the accuracy

of ACE activity measurement in sarcoidosis diagnostics.

Chitotriosidase (CTO) is also a promising serum biomarker in the diagnosis of
sarcoidosis. We have previously demonstrated that the so-called "double product™ derived from
the combination of ACE and CTO activity has a high diagnostic accuracy for sarcoidosis, in
addition sensitivity and positive predictive value are above 90%. However, CTO activity is
significantly influenced by the polymorphism of the CHIT1 gene. The Dup24 mutation results
in an inactive CTO protein. In our work, we examined whether measuring the amount of CTO
increases the accuracy of CTO determinations in sarcoidosis, which, however, did not improve
the diagnostic performance of the test. We also identified the presence of Del29 mutation in the
Hungarian population, causing lack of CTO activity that raises further difficulties in its use in
the laboratory diagnosis of sarcoidosis.
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