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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A szarkoiddzis tobb szervrendszert, de jellemzden a tiid6t érintd, ismeretlen eredetii
granulomatdzus megbetegedés, mely kort6l, nemtdl és etnikumtol fiiggetlentil vilagszerte
eléfordul. Az érintettek kozel 50%-a tliinetmentes, igy gyakran rutin vizsgélat 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 ro6 foként azon betegekre, akiknél

nincs olyan granuloma mely mintavétel szempontjabol konnyen és biztonsagosan hozzaférhetd.

Habar a felfedezése 6ta szamos laboratoriumi tesztet fejlesztettek ki, azonban nem invaziv,
szarkoidozis specifikus labordiagnosztikai teszt tovabbra sem elérhet. A szérum angiotenzin-
konvertalo enzim (ACE) aktivitas az egyik leggyakrabban meghatarozott biomarker, azonban
a kiilonféle tesztek Specificitasa és szenzitivitasa igen valtoz6. Az ACE egy cink fiiggd
metalloproteinaz enzim, a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) egyik kulcsenzime.
Az angiotenzin | aktiv angiotenzin Il-vé torténd atalakulasat katalizalja, ezaltal kiemelkedd
szerepet tolt be az artérids vérnyomads, valamint a szervezet so-, és vizhaztartasanak
szabalyzasaban. Aktivitasat jelentésen befolyasolja az ACE gén inzercid/delécio (I/D)
polimorfizmusa. Szarkoidozisban az ACE-t a granuloma epitheloid sejtjei termelik, igy

aktivitasa feltehetden aranyos a szervezetben megjelend granulomak szamaval.

A kitotrioziddz (CTO) a kitin bontdsdban résztvevd hidroldz, melynek aktivitasa
szarkoidozisban — az ACE-val aranyos mértékben — megné. A CTO aktivitasat azonban a

kitotriozidaz gén (CHIT1) polimorfizmusai nagymértékben befolyasoljak.

Az ACE ¢és a CTO két potencidlis biomarker a szarkoidozis diagnosztikaban.
Kutatomunkank soran az ACE aktivitas meghatarozasanak optimalizalasara, valamint az ACE
¢s a CHIT1 gének polimorfizmusainak feltarasara fokuszaltunk, mely kozelebb vihet egy olyan
laboratoriumi modszer kidolgozasdhoz, mely alkalmas lehet a szarkoidozis vérbdl torténd

diagnosztizalasara.

1.1. A szarkoidozisrol altalanossagban

A szarkoiddzis egy multiszisztémas gyulladdsos megbetegedés, melyet a szervezetben,
de elsdsorban a tiiddben megjelend nem nekrotizalé granulomék jellemeznek. Torténelme
egészen a 19. szazadig nyulik vissza, amikor Jonathan Hutchinson angol sebész-borgyogyasz

1877-ben, Londonban azonositotta az elsé esetet. A szarkoidozis etiologidja korai felfedezése
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ellenére a mai napig ismeretlen. Ennek feltarasat a kiilonbozé megjelenési formai és
multiszisztémas jellege IS nagyban megneheziti. Feltételezések alapjan a fokozott genetikai
hajlam mellett bizonyos kornyezeti tényezok és antigénekkel torténd expozicid, tovabba

autoimmun folyatok aktivacidja egyiittesen jarul hozza a szarkoidézis kialakuldsdhoz.

A szarkoidozis epidemiologiai adatainak leirdsa a tiinetmentes betegek szamanak
bizonytalansdgabdl adodoan viladgszerte szintén kihivast jelent. Gyakorisaga a kiilonbz6
foldrajzi térségeken és etnikai csoportoknal jelentds eltérést mutat, incidencidja évente 1-
64/100 000 eset kozé teheté. Megjelenése az afro-amerikaiaknal, kiilondsen a nék korében és
az észak-europai orszagokban a leggyakoribb, a kaukazusi népcsoportoknal mérsékeltebb mig
az azsiai orszagokban és spanyol térségben fordul eld a legritkdbban. A szarkoidozis
eléfordulasa korosztaly és nemek szerint is eltéré. Leggyakrabban a fiatal felnétteket érinti és
jellemzd a ndi predominancia. Az esetek tobb mint 80%-a 20 és 50 év kozotti, azonban a

szarkoidozis gyakorisagat tekintve 50 és 65 év kozott egy masodik csucs is megfigyelheto.

1.2. A szarkoido6zis manifesztaciéja

A szarkoidozis klinikai megjelenése a kiilonbozd szervek érintettségétdl fiiggden
nagyfoku variabilitast mutat. A szarkoiddzisos paciensek 90%-ban megfigyelhetd a tiidd
¢érintettsége. Rendszeresen eléforduld 1égzdszervi tiinetek kozé tartozik a szaraz kohogeés,
nehézlégzés, illetve a mellkasi diszkomfort érzése. Leggyakoribb megjelenési formaja a
bilateralis hilaris limfadenopéatia és a pulmonalis infiltracio, amit altaldban valamely
borelvaltozas, illetve a szemben megjelend 1ézi6 is kisér. A mellkasrontgenen talalhato
eltérések alapjan a tiidoszarkoidozis négy stadiumat kiilonitjiik el, melyek koziil legsulyosabb

a szovet fibrozisos atépiilése.

A tiidéérintettség nem kizardlagos, az extrapulmonalis manifesztacié (10-30%) a
tiiddelvaltozasok kialakulasa eldtt, utdn vagy akar azzal egyidében is érvényre juthat. A
granulomaképzddés a szervezetben barhol eléfordulhat, a tiidé utdn a szem érintettsége a
masodik leggyakoribb (13-79%), mely uveitis és retina gyulladds formajaban a latas
romlasahoz, akar elvesztéséhez is vezethet. A bérelvaltozasok (20-35%) koziil a leggyakrabban
el6forduld, nem specifikus tiinet az erythema nodosum, illetve gyakori a lupus pernio
megjelenése az arcon, a fiilon és az iziileteken. A majban megjelend granulomak (10-30%)
annak funkciovaltozasat, megnagyobbodasat okozhatjak, ritkdn portalis hipertenzidhoz
vezethet. A kardidlis szarkoiddzis (20-27%) stlyos szovodményeket okozhat, mely fatélis

kimenetelll is lehet. A mozgésszervrendszeri tiinetek (10-25%) rendszerint az iziileti fajdalom
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¢s gyulladas, mely a mozgés megnehezitettségében nyilvanul meg. Az idegrendszer viszonylag
ritkan, az esetek 10%-ban érintett, megjelenése kiilondsen a kozponti idegrendszerben okozhat
nagy karokat. A szarkoidozis legritkdbban a veséket érinti (5%). A megvaltozott kalcium
homeosztazis okozta hiperkalcémia €s hiperkalciurea talajan nefrokalcindzis, esetenként

veseelégtelenség alakulhat ki.

A szarkoidozis lefolyasat tekintve akut, szubakut és kronikus is lehet. A legtobb beteg
szamara a szarkoidozis joindulatu granulomatozus megbetegedés, az esetek egy részében
viszont hosszantarto, életet veszélyeztetd allapot alakulhat ki. A szarkoidézis progndzisat
nagyban befolydsolja a betegség stadiuma, klinikai manifeszticidja és a fennalld
extrapulmonalis érintettség. A prognozis fiigg tovabba a paciens nemétol, életkoratdl és etnikai
hovatartozasatol is. Lofgren-szindromaban szenvedé betegek prognozisa kifejezetten kedvezo,
a betegek 80%-a néhany honapon beliil spontan gyogyul. A szarkoiddzis mortalitasa 1-5%-ra
tehetd, mely altaldban a tiid6fibrézis okozta 1€gzési elégtelenség, tovabba a sziv, illetve az

idegrendszer érintettsége miatt vezet elhalalozashoz.

1.3. A szarkoidézisban alkalmazott terapia

A szarkoidozis kezelésére oki terdpia jelenleg nem all rendelkezésre, ellenben a
megfeleld gyogyszerekkel a patologias granuloma képzodés folyamata lassithato, igy a tiinetek
megjelenése mérsékelhetd. A szarkoidozisos betegek allapotanak folyamatos monitorozasa
Kiemelt fontossaggal bir, hiszen a prognézis romlasa mellett fennall a spontan remisszio
lehetdsége is, mely esetén a paciens allapota nem igényel tovabbi gydgyszeres terapiat. Az
els6vonalbeli kezelés kortikoszteroidok, rendszerint prednizon alkalmazasa, mely csokkenti a
perzisztens granuloma formalddasért felelds citokinek, koztiik a TNFa és INFy termelddését.
A kortikoszteroidok megbizhatonak bizonyultak a tlinetek enyhitésében és a szervi
diszfunkciok visszaforditdsaban, azonban alkalmazasuk mindig kockazatos. Toleralhatatlan
mellékhatasok (pl. mellékvese-kéreg elégtelenség, diabetes mellitus, hipertonia), tovabba
kortikoszteroid refrakter allapot kialakulasa masodik vonalbeli terdpiak alkalmazasat indokolja.
Ilyen gyogyszerek pl. az antimalarias hatéanyagok, a metotrexat vagy az azatioprin, melyek a
szteroid terapidhoz képest kevésbé hatékonyak, ezért gyakran kiegészit szerekként vagy
kombinécioban keriilnek alkalmazasra. Lehetdség van tovabba mas hatéanyagok
alkalmazasara, ilyenek a TNFa antagonistak, mint pl. az infliximab, adalimumab, rituximab de

a szarkoidozis kezelésében hatasosnak bizonyult a mikofenolat mofetil, €s a leflunomid is.



Kronikus stddiumban 1év0 betegnél, vagy stlyos szervi elégtelenség fennallasakor a végsd

terapiat a transzplantacio jelentheti.

1.4. A szarkoidozis diagnosztikaja

A szarkoiddzis korai és pontos diagndzisa a tobb szervrendszert érintd tiinetek
valtozatossaga, valamint a tlinetek esetleges hianya miatt nagy kihivast jelent a klinikusok
szamara. Az esetek 50%-nal rutin vizsgélat alkalmaval a mellkasrontgenen észlelt eltérések
alapjan még a panaszmentesség ideje alatt meriil fel a szarkoidézis lehetdsége. Tovabbi
nehézséget okoz, hogy nem 4ll rendelkezésre olyan specifikus moddszer, mely alapjan a
szarkoidozis diagndzisa egyértelmiien kimondhatdé. Ennek kovetkeztében a diagndzis
felallitasahoz harom kritériumnak kell teljesiilnie: (1) az egyértelmii klinikai és radiologiai jelek
mellett (2) nem nekrotizal6 granulomak jelenlétének igazolasa szvettani vizsgalattal, valamint

(3) az alternativ megbetegedések kizarasa is sziikséges.

A szamottevo tiido és mellkasi nyirokcsomo €rintettség kovetkeztében kulcsfontossagn
radiologiai lelet a mellkasi rontgenfelvétel. A parenchimalis €és mediasztinalis érintettség
vizsgalataban segithet a nagy felbontasti komputertomografia (HRCT), az extrapulmonalis

manifesztacio feltarasara pedig magneses rezonancia (MR) vizsgalatra is sziikség lehet.

A spontan remisszid magas esélye miatt a szoveti mintavétel alol kivételt képezhet a
tiinetmentes bilateralis hilaris limfadenopatia (a tiidészarkoidozis 1. stddiuma), valamint a
klinikai megjelenés alapjan is diagnosztizalhatd szarkoiddzis specifikus tlinetegyiittesek. A
mintavételezés elsdsorban a legkdnnyebben hozzaférhetd elvaltozasokbol pl. szubkutan
1éziokbol, vagy megnagyobbodott nyirokcsomokbol torténik. Amennyiben konnyen
hozzaférhetd granuldma nem elérhetd, a tiidd és a mellkasi nyirokcsomok vizsgalata sziikséges.
A hiléris és mediasztindlis nyirokcsomok vizsgalatara alkalmas szdveti minta nyerhetd
thorakoszkopos €s mediasztinoszkdpos eljarasok soran, melyet napjainkban egyre inkdbb a
minimalisan invaziv endobronchialis ultrahangos (EBUS) eljarasok valtanak fel.

Bronchoszkopos nyirokcsomo biopszia végezhetd tovabba EBUS nélkiil, carinapunctio soran.

A Dbiopszia soran nyert szoveti mintdbdl hisztokémiai vizsgalatok segitségével
kimutathat6 a szarkoidozisra jellemz6 jol koriilhatarolt, kompakt szerkezetli epitheloid sejtes
granuloma, ahol a gyulladasos folyamatokban résztvevé makrofagok, limfocitak, valamint
fibroblasztok koncentrikus elrendez6dést mutatnak. A makrofagok epitheloid sejtekké
differencialodhatnak, illetve tobbmagvu oriassejtekké olvadhatnak 6ssze, melyek a CD4" T-

limfocitakkal egyiittesen alkotjak a granuldma kdzponti részét. Az oriassejtek citoplazmajaban



gyakran tartalmaznak inkluzios testeket, pl. Schaumann vagy aszteroid testet. A periférias
részen jellemz6 a CD8" T-limfocitdk és a fibroblasztok jelenléte, ahonnan esetenként
megindulhat a granuléma fibrotikus elvaltozasa mely a centralis rész felé¢ haladva a granuléma

teljes atépiiléséhez vezethet.

A szarkoidozis diagndzisanak elengedhetetlen része az alternativ betegségek kizarasa.
Legfontosabb a fert6z6 betegségek ¢és a malignus elvaltozasok elkiilonitése. Tenyésztéssel és
specifikus mikrobioldgiai vizsgalatokkal kizarhatok a korokozok altal kivaltott fert6zések, mint
pl. a mycobactériumok okozta tuberkulozis, vagy a gombas fertézések esetén pl. a
kriptokokkozis, hisztoplazmoézis. Ezen esetekben a biopszids mintakban nekrotizald
granulomak jelenléte figyelheté meg. Ezzel ellentétben a karcinomak 4,4%-nal a regionalis
nyirokcsomokbol vett mintdkban szarkoid tipusu granuléma mutathat6 ki, igy a limfoma és mas
malignus elvaltozasok elkiilonitése a szarkoiddzistdl alapos koriiltekintést igényel. Tovabbi
differencidlds lehet sziikséges a tiid0 porbelégzéses betegségei (pl. berilliozis, szilikozis),
immundeficiencia (pl. kronikus granulomatézis) és gyulladds indukalta (pl. eozinofil
granulomatozis) betegségek esetén is. Ennélfogva a szarkoidozis diagnozisanak felallitasa
meglehetdsen nehéz és Osszetett feladatnak bizonyul mely soran a klinikai jelek és betegek
kortorténetének ismerete mellett az alapos szakértdi mérlegelés és relevans orvosi vizsgalatok

egyarant nélkiilozhetetlenek.

1.5. Potencialis biomarkerek a szarkoidozis diagnosztikaban

Napjainkban egyre nagyobb az igény olyan reproduktivan meghatarozhato, a
szarkoidozis diagnosztizalasara alkalmas biomarkerek irant, melyek kevésbé invaziv
mintavétel soran is elérhetdek. A szarkoidozis specifikus biomarkerek feltarasa azonban tobb
szempontbol is problematikus. Kétes etiologidja miatt a szarkoidozis patomechanizmusa
pontosan nem ismert, mely jelentdsen megneheziti a megfeleld biomarker leirasat. Emellett
multiszisztémas jellege és eltérd fenotipusos megjelenése tovabb korlatozza egy unikalis
biomarker azonositasat. Ennek ellenére szamos potencialis biomarker segitheti a szarkoid6zis
diagnosztizalasat, melyek alkalmasak lehetnek tovabba a szarkoidézis aktivitasanak
kovetésére, a terapia hatékonysaganak ellenérzésére, valamint hasznosak lehetnek a prognoézis
felallitasaban is. Ezek a biomarkerek tobbnyire a granuléma formalodas folyamataiban részt
vevd fehérjék, citokinek, kemokinek, melyek elsdsorban a CD4" T-sejtek és a makrofagok
aktivacioja altal kivaltott gyulladasos reakciok soran szabadulnak fel. Egy résziik vérbdl

meghatarozhatod szerologiai marker, mint pl. a szolubilis interleukin 2 receptor (SIL-2R),



szérum amiloid A (SAA), lizozim, kitotriozidaz vagy az angiotenzin-konvertalé enzim, mely

az egyetlen olyan marker, ami a klinikai gyakorlatba is bekertiilt.
1.5.1. Az angiotenzin-konvertalé enzim

Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) szarkoidozisban emelkedett aktivitasat mar
1975-ben leirtak. Az ACE egy cink fiiggd metalloproteindz enzim, a renin-angiotenzin-
aldoszteron rendszer (RAAS) egyik kulcs komponense. F6 funkcidja az inaktiv angiotenzin I
vazopresszor angiotenzin 11-¢é torténd atalakitasa, illetve az értagitd hatasi bradikinin
inaktivalasa, ezaltal fontos szerepet tolt be a vérnyomas szabalyozasaban ¢€s a szervezet so-, €s
vizhaztartdsdnak fenntartasaban. Az ACE-nak két izoenzimje ismert, melyet egyetlen gén kodol
a 17-es kromoszoma hossza karjan (17g23). Nagysaga ~21 kb, mely 26 exont és 25 intront
tartalmaz. A nagyobb izoforma, a szomatikus ACE ~140 kDa nagysagt fehérje, mely két aktiv
centrumbol (C-, és N-terminalis), egy C-terminalis transzmembran régiobdl, illetve egy
intracellularis szegmensbdl all. A két aktiv centrum feltehetéen génduplikacié eredményeként
jott 1étre. Mindkét katalitikus domén rendelkezik a HEMGH aminosav motivummal, ahol a két
hisztidin koordindlja a cink iont. Habar szekvenciajuk nagyban megegyezik, klorid aktivacios
profiljuk, szubsztrat specificitasuk, inhibitoraik és fiziologias funkcioik is eltéréek. Az ACE az
I-es tipusu transzmembran fehérjék kozé tartozik. Az ACE szekretaz a transzmembran régio
extracellularis részén hasit, melynek kovetkeztében az aktiv enzim a keringésbe jut. A
szomatikus ACE szamos szovetben expresszalodik, koztiik pl. az erek endothél sejtjeiben, a
tidében, vesében, vékonybélben, a szivben tovabba az immunrendszer egyes sejtjei, a
makrofagok és a dendritikus sejtek is kifejezik. A Kkisebb izoenzim a tesztikularis vagy
germindlis ACE ~70 kDa nagysagi. Minddssze egy aktiv centrummal rendelkezik, ami a
szolubilis ACE C-terminalis katalitikus doménjanak felel meg. Kizarolag a herékben
expresszalodik, diszfunkcidja csokkent fertilitashoz vezet, igy kiemelten fontos szerepet tolt be

a reprodukci6 soran.

A szarkoid granuloma epitheloid sejtjei szintén termelnek ACE-t, melynek aktivitasa
feltehet6en aranyos a szervezetben megjelend granulomak szamaval. Az ACE diagnosztikai
markerként torténé alkalmazasa azonban a mai napig vitatott kérdés. Az ACE aktivitas a
szarkoidozisos betegek 30-80%-ban emelkedett, mely tesztek szenzitivitasa 22-86%,
specificitasa 54-95% kozé tehetd a korabbi tanulméanyok alapjan. 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 inzercids/delécios (I/D) polimorfizmusa befolyasolja a szérumban
mérheté ACE aktivitasat, mely az egyének kozotti aktivitas kiillonbségek akar 50%-ért is felelds
lehet. A 16-0s intronba ékel6d6 287 bp hosszisagh nem kodolo repetitiv szekvencia jelenléte
(I allél) vagy annak hianya (D allél) jelentdsen 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. A kiilonb6zd etnikai
csoportokban az | és D allélok el6fordulasanak gyakorisaga eltérd. Az azsiai populacioban az |
allél eléfordulasa jelentdsen gyakoribb, mint az eurdpaiaknal, ennélfogva a szarkoido6zis
diagnosztizalasahoz célszerti a genotipus fliggd ACE aktivitds referencia tartomanyokat az
adott populaciora vonatkozoan meghatarozni. Tovabba fontos megjegyezni, hogy ACE
inhibitor terapia soran a szérum ACE aktivitas jelentdsen lecsokken, ennek kovetkeztében
diagnosztikai tesztként vald alkalmazasakor fals negativ eredményt adhat. Az ACE azonban
endogén gatlas alatt is all, mely szintén befolyasolhatja a keringdé enzim aktivitasat. Jelentds
gatld hatassal rendelkezik a szérum albumin (referencia tartomany: 35-52 g/l), melynek
félmaximalis gatld koncentracidja (ICso érték) 5,7 és 9,5 g/L kozé tehetd. Az alacsony
szenzitivitdas oka részben annak is tulajdonithatd, hogy az ACE aktivitds mas gyulladasos
betegségekben is emelkedett lehet, mint pl. intersticialis tiidobetegségek, tuberkolozis,

berilliozis, Gaucher-kor illetve mas granulomatozus korképek.

1.5.2. A kitotriozidaz

A kitotriozidaz (CTO) a 18-as glikozil-hidrolaz csalad (kitinazok) tagja, mely a kitin és
a kitinszer(i 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 immunrendszer folyamataiban vesz részt, ahol
feltételezhetd a kitin tartalmu patogének (gombak, izeltlabuak, rakfélék, fonalférgek) elleni

védekezésben betoltott Szerepe.

A CTO-t kodolo gén (CHIT1) az 1-es kromoszéma hosszl karjan 1q31-q32 pozicidban
helyezkedik el, mely ~20 kb nagysagt és 12 exont foglal magaba. Az enzim két izoformaban
fordul elé6. Az 50 kDa nagysagu enzim egy katalitikus doménbol, C-terminalis kitin-kotd
régiobol és a kettdt 6sszekotd szakaszbol all. A 11-es exon alternativ splicing soran kivagodhat,
létrehozva a kisebb, 39 kDa nagysagu izoformat, melynél a C-terminalis régié hianyzik, ez

azonban elegendd az enzimatikus aktivitashoz.



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 elhelyezked6 kriptikus splicing site, mely az atirodo mRNS-
heterozigotaként hordozza Dup24 mutaciot, illetve tovabbi 6% homozigdta mutans, akiknél a

CTO aktivitas teljes mértékben hidnyzik.

A pulmonadlis eredetii neutrofil granulocitdk és makrofagok TNFa, IFNy és GM-CSF
(granulocita-makrofag koloniastimulalo faktor) stimulus hatasara CTO-t termelnek, mely
aranyos a szérum ACE aktivitasaval. Legmagasabb CTO aktivitast progressziv szarkoid6zisos
esetekben mértek, mely immunszupressziv terdpia hatdséara jelentds mértékben csokkent. Habar
a CTO aktivitds mas betegségekben, mint pl. a Gaucher-kor, tuberkul6zis, malaria, és az
Alzheimer-kor esetén is megemelkedhet, a CTO aktivitas a szarkoidozis diagnosztizalasaban,

monitorozasaban, illetve a prognozis megallapitasaban is potencialis biomarker lehet.

2. Célkitiizés

Kisérletes munkank soran f6 feladatunk az volt, hogy egy olyan modszert dolgozzunk ki,
melynek segitségével a szarkoidozis biopsziavétel és szovettani vizsgalat nélkiil is pontosan és

megbizhatoan diagnosztizalhato legyen. Ennek érdekében kisérleteink soran célul tiiztiik ki:

1. A kutatocsoportunk altal kifejlesztett fluoreszcens, kinetikus ACE aktivitas mérés
optimalizalasat, mely soran

e Eliminaltuk az albumin altal kivaltott endogén gatlo hatast.

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

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

2. Kisérleteink masodik felében a Dup24 polimorfizmus keringd CTO aktivitasara és
mennyiségére kifejtett hatasait vizsgaltuk egészséges és szarkoidozisos egyéneknél.
3. Illetve megkiséreltiik olyan tovabbi mutaciok azonositasat, melyek szintén

befolyasolhatjak a CTO aktivitasat vagy annak mennyiségét.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. Vizsgalati populaciok

A kisérletek elvégzéséhez és a normal referencia tartomdnyok meghatarozasdhoz
kétszazegy felnott egyén kertiilt bevondsra a Debreceni Egyetem Klinikai K6zpont Kardiologiai
hipertonia nem szamitott kizarasi kritériumnak az egyének bevalogatidsa sordn. A bevonasra
keriilt egyének szarkoiddzis tiineteit nem észlelték magukon. A résztvevok koziil senki nem

kapott ACE gatlo vagy szteroid kezelést.

Vizsgalatainkban nyolcvan szarkoiddzisos beteg is részt vett. Ezek a betegek a Debreceni
Egyetem Klinikai K&zpont Sebészeti Intézetében mediasztinalis nyirokcsomo vagy tiidoszovet
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 irdsos beleegyezését adta a kisérletekben valo részvételhez.

3.2. Szérum és DNS izolalasa

A vérmintdk gytiijtése rutin vérvételi eljaras soran, steril koriilmények kozott 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 mintdk mindségét jelzd
paramétereket HIL indexekkel jellemeztiik. Amennyiben a betegmintakban a kisérletek
eredményeit befolyasoldo mértékli hemolizist (H index > 50), ikteruszt (I index > 50), vagy

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

Az EDTA-val alvadasgatolt teljes vér genetikai vizsgalatok céljabol keriilt levételre,
melyet a DNS izoldlasdnak idejéig -20 °C-on taroltunk. A tisztitott DNS-t 4 °C-on taroltuk

felhasznalasig.

3.3. ACE aktivitas meghatarozasa fluoreszcens kinetikai modszerrel

A szérum ACE aktivitast fluoreszcens kinetikai modszerrel, Carmona és munkatarsai
protokolljanak kisebb moddositdsaval hatdroztuk meg. A méréshez hasznalt, szintetikusan
eléallitott fluoreszcens szubsztratot (Abz-FRK-(Dnp)-P-OH) az ACE szelektiven képes
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hasitani. Mérés soran a kibocsatott fluoreszcens fény intenzitasanak ndvekedését detektaltuk.
A reakcioelegyet 96 lyuku fekete platek-ben allitottuk Ossze, melynek fluoreszcencia
jelintenzitas valtozasat 1 perces mérési idokozokkel 30 percig kovettiik 37 °C-on Novostar plate
reader késziilékkel. A mérések soran a gerjesztési hullamhossz A= 340 nm, az emisszios
hullamhossz pedig A= 405 nm volt. Vakra torténd korrigalas utan a fluoreszcencia jelintenzitas
értekeket az 1d6 fliggvényében abrazoltuk, majd a pontokra egyenest illesztettiink. Az aktivitas

mértékét U/L-ben kifejezve az aldbbi 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 meghatdrozasra, a variacids koefficiens pedig nem

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

3.4. Interferencia vizsgalatok

Egy egészséges résztvevd natrium-citrattal alvadasgatolt vénas vérébol késziilt
hemolizatum segitségével megvizsgaltuk a hemolizis okozta interferencia ACE aktivitasra
kifejtett hatasat. A teljes vért fizioldgias sooldattal 6tszor d&tmostuk, majd tobbszori fagyasztas-
olvasztas soran a sejtek membranjat roncsoltuk. A sejttormeléket 15 percig 16000 g-vel 4 °C-

on torténd centrifugalassal tavolitottuk el. A feliiliszoban 1évé szabad hemoglobin

crer

crcr

automataval, glicerin vakra korrigalt modszerrel hataroztuk meg.

Normal szérum mintakhoz kiilonb6z6 koncentracidban konjugalatlan bilirubint hozzaadva

modszerrel hataroztuk meg.

Az interferencia mértékét abban az esetben tekintettiik szignifikdnsnak, amennyiben az
ACE aktivitas valtozasa meghaladta a kiindulasi aktivitas 10%-at.
3.5. ACE genetikai polimorfizmusanak vizsgalata

Az ACE gén I/D genotipusat a Rigat és munkatarsai altal korabban leirt protokoll alapjan

hataroztuk meg. Az | allél jelenlétét egy masodik PCR reakcidval erdsitettiik meg, mely
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modszer Lindpainter és munkatarsai munkdjan alapszik. A PCR termékeket 3%-o0s agardz gélen

futtattuk meg, az eredményeket SYBR safe gélfestékkel tettiik lathatova.

3.6. Szérum CTO aktivitis meghatirozasa

A szérum CTO aktivitds meghatdrozasat Hollak és munkatarsai altal leirtak kisebb
modositasaval végeztik el. A szérum CTO aktivitast egy mesterséges szubsztrat (4-
Methylumbelliferyl-p-D-N,N’,N”-triacyl-chitotrioside) felhasznalasaval hataroztuk meg. A
méréseket 96 lyukt platek-ben végeztik 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 id6 fiiggvényében abrazolva kapott linearis egyenes
meredeksége alapjan hataroztuk meg. A CTO aktivitast 4-Methylumbelliferone kalibracios

gorbe alapjan szamitottuk, az aktivitas értékeket U/L-ben adtuk meg.

3.7. Szérum CTO koncentracié meghatarozasa

A szérum CTO koncentracid meghatarozasat két, kereskedelmi forgalomban kaphato
ELISA kit segitségével végeztiik. A szérum mintakat a reagenskészletben megtalalhatd szérum

higité oldattal higitottuk a minta CTO aktivitasanak megfelelden. A mintak abszorbancia

crer

alapjan kalkulaltuk.

3.8. A CHIT1 gén duplikacios polimorfizmusanak meghatarozasa

A CTO gén Dup24 polimorfizmusat (CHIT1, chitinase 1, HGNC:1936) Livnat és
munkatarsai altal publikalt protokoll alapjan hataroztuk meg. A PCR termékeket 3%-os agardz
gélen futtattuk és SYBR safe gélfestékkel tettiik lathatova.

3.9. ACHIT1 gén direkt DNS-szekvenalasa

A kontroll csoport egyik tagjanal a CTO aktivitds hidnyat nem magyarazta a Dup24
polimorfizmus. Ebbél kifolydlag az érintett egyén CHIT1 gén exonjainak nukleotid
szekvenciajat Sanger szekvenalassal hataroztuk meg. A szekvenalas soran felhasznalt primer
parokat kordbban Grace ¢és munkatarsai publikaltak. A tisztitott PCR termékek DNS-

szekvenalasat a Microsynth AG cég végezte.
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3.10. A CHIT1 gén mutaciok cisz-transz elhelyezkedésének vizsgalata

A kontroll csoport egyik vizsgalati alanya heterozigota formaban a duplikdciods
(rs3831317) és a delécios (rs536102546) mutacidt egyarant hordozza. Ezen mutaciok cisz-
transz elhelyezkedését PCR reakcioval vizsgaltuk, majd ezt kovetéen 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 delécids mutacio.
A DNS szegmens felszaporitasat Veriti™ 96-well Thermal Cycler késziilékkel végeztiik. A
mintakat 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 mutéciot ismeri fel, igy csak abban az esetben eredményezett terméket,
amennyiben a Dup24 genotipus jelen volt. A mintdkat a PCR termék tisztitasaig 4 °C-on

tartottuk. A megtisztitott PCR termékek szekvenalasat a MicroSynth AG cég végezte.

3.11. Statisztikai elemzés

A vizsgalati populacio genotipusanak Hardy-Weinberg szerinti egyensulyi eloszlasat x?
probaval vizsgaltuk. Az adatok eloszlasi mintazatat Shapiro-Wilk és D’Agostino-Pearson
probéakkal vizsgaltuk. A referencia tartomanyokat a referencia populécio értékeinek kdzépso
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 tobbszords
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 végeztiik. A
normal eloszldst mutato értékeket atlag (+ standard devidcid), mig a nem normadl eloszlast
mutaté adatokat interquartilis tartomany formajaban tiintettiik fel. Két valtozo kozotti

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

3.12. Etikai engedély

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

etikai irdnyelveinek megfelelden tortént.

14



4. Eredmények

4.1. Az albumin-medialt endogén gatlohatas megsziintetése

A szérum albumin altal kifejtett reverzibilis endogén ACE gétlds a szérum minta megfeleld
higitasaval kikiiszobolhet6. A harom kiilonb6z6é ACE 1/D genotipussal rendelkez6 egyént6l
szarmaz6 szérum minta ACE aktivitasat kiilonb6z6 szérumhigitasokon hataroztuk meg.
Mindhérom genotipus esetében a szérum higitas novelésével parhuzamosan az ACE aktivitas
értékek 1S novekedtek, mely maximumat 35-szords szérum higitasnal érte el. A 35-sz0rds
higitdson meghatarozott ACE aktivitas értékek statisztikailag egyik genotipus esetén sem

kiilonboztek a 70-szeres higitason mért aktivitas értékektol.

4.2. A hemolizis, ikterusz és a lipémia ACE aktivitasra kifejtett hatasainak vizsgalata

Kivancsiak voltunk arra is, hogy a szérum mintdk mindségét rontod tényezok, mint a
lipidek okozta fokozott turbiditds vagy a szabad hemoglobin és bilirubin okozta vordses és
sargas elszinezddés milyen hatassal van az ACE aktivitds mérésére. A minta turbiditdsa nem
befolyasolta a meghatarozast, az ACE aktivitds 16 mM triglicerid koncentraciéig allando volt.
Ezzel ellentétben, a szérum minta sargasaga 64 uM, illetve magasabb bilirubin koncentraciod
esetén jelentésen befolyasolta az ACE aktivitas értékét. A 150 pM-nal magasabb bilirubin
koncentracio az ACE aktivitas 10%-0s alamérését eredményezte. A 0,35 g/L vagy annal
magasabb hemoglobin koncentracié mar jelentés mértékben befolyasolta a fluoreszcens
kinetikus meghatarozas eredményét. A 0,71 g/l hemoglobin jelenléte megkozelitéleg 10%-0s

ACE aktivitas csokkenést okozott a tényleges ACE aktivitashoz képest.

4.3. Az ACE aktivitas I/D genotipus fiiggé és fiiggetlen referencia tartomanyainak

meghatarozasa

Az ACE aktivitas genotipus fliggd €s genotipus fliggetlen referencia tartomanyainak
megallapitasdhoz 201 résztvevét vontunk be a vizsgalatainkba. Osszegyiijtottiik a jelentkezék
alapvetd6 klinikai adatait, illetve meghataroztuk az ACE I/D genotipust és a 35-szords higitason
mért ACE aktivitast.

A teljes populacié genotipus eloszlasa a Hardy-Weinberg szabalynak megfelel6en
egyensulyban volt. Az ACE aktivitas értékek Shapiro-Wilk probaval és D’ Agostino-Pearson
teszttel egyarant normal eloszlast mutattak. Az /D genotipus jelentés mértékben befolyasolja
az ACE aktivitast, az |l genotipusu egyének ACE aktivitdsa szignifikansan alacsonyabb a DD
genotipus esetén mért ACE aktivitasoknal, mig az ID genotipussal rendelkezdk aktivitasa a két
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érték kozott helyezkedik el (11: 7,30 + 1,65 U/L:; 1D: 8,72 + 1,70 U/L; DD: 10,6 £ 1,70 U/L; p<
0,0001).

44, A CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusianak hatasai a CTO aktivitasara és

mennyiségére

Kisérletes munkank masodik felében a CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusanak CTO
aktivitasara és mennyiségére kifejtett hatasait vizsgaltuk, melyben 80, hisztopatologiai
diagnozissal igazolt szarkoidozisos beteg és 133 egészséges felnétt vett részt. A CHIT1 gén
Dup24 polimorfizmus a szarkoidozisos és a kontroll csoportban egyarant Hardy-Weinberg
egyensulyban volt. A szarkoidozisos betegek szignifikansan fiatalabbak voltak egészséges
tarsaiknal (szarkoido6zisos csoport: 42,2 + 12,2 év, kontroll csoport: 48,3 £ 15,0 év). A bal
kamrai ejekcids frakcio, a vérlemezke szam, €s a kreatinin koncentracio tekintetében nem volt
szignifikans eltérés a két csoport kdzott, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a kontroll csoport
tagjai nem, vagy legfeljebb enyhe lefolyast kardiovaszkuldris betegségben szenvedtek. A
limfocitaszam ¢és a limfocitdk aranya a vérben szignifikansan alacsonyabb volt a kontroll
csoporthoz viszonyitva a szarkoidozis betegcsoportban (szarkoidozisos csoport: 1,49 G/L
(1,23-1,83 GI/L, kontroll csoport: 1,89 G/L (1,58-2,45 G/L); szarkoido6zisos csoport: 23,9% =+
6,7%), kontroll csoport: 29,2% (24,4-32,6%)). A szarkoidozis markerként alkalmazott
vérlemezke/limfocita arany a szarkoido6zisos betegeknél szignifikansan magasabb volt (170
(135-221)), mint a kontroll populacioban (130 (113-165)). Az eréltetett vitalkapacitas (FVC)
és az erdltetett kilégzési térfogat (1 sec; FEV1) szignifikdnsan magasabb volt a Dup24
duplikaciot heterozigota formaban hordozo szarkoiddzisos betegeknél, mint a homozigdta vad
tipussal rendelkez6 egyéneknél. Ezzel ellentétben a Tiffeneau-index a Dup24 duplikaciora
homozigéta betegeknél szignifikansan magasabb volt, mint a vad tipust hordozé egyéneknél.
Az ACE, a CTO aktivitas és a ,,kettds szorzat” szintén szignifikdnsan magasabbnak bizonyult
a szarkoido6zisos csoportban a kontroll csoporthoz képest (ACE aktivitas= szarkoid6zisos
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” = szarkoiddzisos csoport: 34,19 U?/L2 (17,4-51,5 U2/L2),
kontroll csoport: 4,86 U%/L? (2,66-7,60 U?/L2).

A CHIT1 gén Dup24 polimorfizmusa jelentés mértékben befolyasolta a szérum CTO
aktivitdsat. A homozigéta vad tipusu egyének szérum CTO aktivitasanak atlagértéke

(838,1£856 mU/L, n= 81) a kontroll csoportban 1,8-szorosa volt a heterozigotakhoz
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viszonyitva (471,5+367 mU/L, n= 49, p<0,001). Homozigéta Dup24 genotipussal rendelkez6
kontroll egyéneknél (n= 3) a CTO aktivitas nem volt detektalhat6. Hasonldé mintazatot véltiink
felfedezni a szarkoid6zisos betegcsoport vad tipusu és heterozigéta tagjai kozott is, azonban a
CTO aktivitas atlagértéke csaknem otszorose volt a kontroll csoportban mért aktivitas
értékekhez képest (vad tipus= 5125+4802 mU/L, n= 48; heterozigéta: 2300+£2105 mU/L, n=
29). A homozigota Dup24 genotipussal rendelkez6 szarkoidoézisos betegeknél a szérum CTO

aktivitas szintén nem volt mérhetd.

A kovetkezokben azt vizsgaltuk, hogy a Dup24 polimorfizmus hogyan befolyasolja a
szérumban talalhatdé CTO mennyiségét. Kisérleteinket egy, a kereskedelmi forgalomban
kaphaté ELISA kittel (1. szamu kit) végeztiik. Eredményeink azt mutattdk, hogy a
polimorfizmus jelenléte egyértelmiien csokkentette a CTO mennyiségét mind az egészséges,
mind pedig a szarkoiddzisos populacioban. A CTO koncentracié atlagértéke a kontroll
csoportban a homozigdta vad genotipusu egyéneknél volt a legmagasabb (18,9+£13,0 pg/L, n=
36), a heterozigota egyéneknél kozepes CTO koncentraciot detektaltunk (7,2+1,9 pg/L, n=11),
mig a homozigdta Dup24 genotipusu egyének esetén nem volt detektalhaté a CTO
koncentracio. Hasonldé mintézatot figyelhetiink meg a szarkoiddzisos betegcsoportban, habar
az atlag CTO koncentracio szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll populécidhoz
képest (vad tipus= 157,1£132,4 ng/L, n= 47; heterozigota: 63,16+£56,5 pg/L, n= 29). A
homozigota Dup24 genotipussal rendelkezd szarkoiddzisos betegek szérumaban nem volt

mérhet6 a CTO koncentracio (n= 2).

Meglep6 modon kisérleteink soran azonositottunk egy egészséges fiatalt, aki a Dup24
polimorfizmus hordozdja ugyan, de mégsem rendelkezik detektalhato szérum CTO aktivitassal

sem pedig mérhetd szérum CTO koncentracioval.

A meghatarozott CTO aktivitas és koncentracio értékek jelentOs Osszefiiggést mutattak
(az egyenes meredeksége 0,979 mU/pg; az illesztés pontossaga: r> = 0,846; n= 123). Ez a
latszolag allando specifikus aktivitas arra enged kovetkeztetni, hogy a duplikacids
polimorfizmus a CTO aktivitast és a koncentraciot egyarant befolyasolja, ebbdl kifolyolag a
CTO koncentraci6 meghatdrozdsa nem szolgaltat tobblet informaciot a szarkoiddzis
laboratoriumi diagnosztikdja soran. A duplikacids polimorfizmus CTO koncentraciora kifejtett
hatasat egy masodik, kereskedelmi forgalomban kaphato ELISA kittel (2. szamu kit) szintén
megerdsitettilk. A meghatdrozott koncentracio értékek az el6z6 mérés eredményeivel
osszhangban voltak (egyenes meredeksége = 0,968; az illesztés pontossaga: r> = 0,954, n= 40;
p<0,001).
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4.5. A CHIT1 gén Del29 mutacidjanak azonositasa a magyar populacioban

Kisérletes munkéank kovetkezo részében arra az egészséges egyénre koncentraltunk, aki
csak hordozoja a Dup24 duplikacios polimorfizmusnak, azonban szérum mintajabél CTO
aktivitds nem volt detektdlhato. A CHIT1 gén 10. exon szekvencidjanak meghatarozasa
megerdsitette a Dup24 duplikacios polimorfizmus heterozigota formajat, azonban ezzel

tovabbra sem magyarazhato a CTO aktivitas hidnya.

Ennélfogva a CHIT1 gén minden egyes exonja esetében DNS szekvencia analizist
végeztiink, melynek eredményeként heterozigdta formaban azonositottunk egy 29 bazispar

hosszu delécids mutaciot a 9-es exonban (c.(965_993)del; rs536102546; jelolve, mint Del29).

crer

eredményezi a CTO fehérjében, igy egy trunkalt CTO fehérje képzddik. Amennyiben az egyén
Osszetett heterozigota formdjdban hordozza mindkét mutacidt, ezen genetikai vizsgalatok
eredményei magyarazattal szolgalhatnak a CTO aktivitds hidnydra. A mutaciok cisz-transz
iranyu elhelyezkedését PCR reakcidval, majd azt kovetéen a PCR termékek Sanger
szekvenalasaval allapitottuk meg. Elséként olyan PCR reakcidt terveztiink, mely csak abban az
esetben eredményez terméket, amennyiben a 9-es exon Del29 mutacioja jelen van. EKkor a
PCR termék tartalmazza a teljes 10-es exont, mely nukleotid szekvenciaja szekvenalassal
vizsgalhato. Ez a PCR termék a gélelektroforézis soran csak a vizsgalt személy esetén volt
megfigyelhetd, mig a szekvendlds 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, ezzel alatamasztva a Del29 és Dup24 mutaciok

transz elhelyezkedését.

5. Megbeszélés

Az ACE aktivitas a szarkoidozis diagnézisanak feldllitdsa és annak monitorozasa soran
potencialis biomarkerként szolgalhat. Az ACE aktivitdas meghatarozhato radioaktivan jelolt
szubsztrattal, kolorimetrids és fluorometrias moddszerekkel egyardnt, azonban nemrégiben
kifejlesztésre keriilt egy gyors, érzékeny fluoreszcens kinetikus esszé, mely egy quenchelt
fluoreszcens szubsztratot (Abz-FRK(Dnp)P-OH) alkalmazva méri az ACE aktivitasat.
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Az albumin altal kivaltott endogén ACE gatlé hatas reverzibilis, ebbdl kifolyolag a
gatlas mértékét nagyban befolydsolja a mérés soran alkalmazott higitas mértéke. Tehat a szérum
minta megfeleld higitasaval a gatlo hatas 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-sz6rds szérum higitas mindharom ACE I/D
genotipusnal alkalmazhatd, ezért az I/D genotipus ismerete az aktivitds méréséhez nem
sziikséges, az eredmények Kiértékeléséhez azonban indokolt lehet. Erdemes megjegyezni
azonban, hogy a 35-szoros szérum higitas nem elegend6 az ACE gatlo gyogyszerek altal
okozott aktivitascsokkenté hatds megsziintetéséhez. Ezen betegek ACE aktivitasanak
diagnosztikai céli meghatdrozasa eldtt célszeri a gyogyszeres terapiat ideiglenesen

szilineteltetni, vagy az ACE gatlo gydgyszert angiotenzin II receptor blokkoldra cserélni.

Annak ellenére, hogy Lieberman és Sastre mar 1986-ban felhivta a figyelmet a szérum
higitdsdnak fontossagara, a jelenleg kereskedelmi forgalomban 1évé ACE aktivitds
meghatarozasdhoz hasznalhat6 diagnosztikai reagensek gyartéi a szérum minta csupan 5-,
illetve 10-szeres higitasat javasoljak. Lieberman és Sastre kisérleteik soran arra a meglatasra
jutottak, hogy az endogén gétldé hatds megsziintetéséhez a szérum minta 48-szoros higitasa
sziikséges. Ez a megallapitas 6sszhangban van az altalunk mért eredményekkel, melyek szerint
a 24-szeres higitas alkalmazasakor az ACE még részben gatlas alatt all, mig a 35-sz6ros higitas

esetén a gatld hatas latszolag teljesen megsziinik.

Endogén interferenciarol sz6l6 tanulmanyokban leirtdk, hogy a hemolizis és a bilirubin
jelenléte interferencidt okozhat a fluoreszcens kinetikus aktivitdsmérés 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 interferencidbol
adodo 10%-os ACE aktivitas csokkenés véleményiink szerint szignifikdnsnak tekinthetd. Egy
korabbi tanulmanyban leirtak, hogy a bilirubin csokkenti az ACE aktivitast spektrofotometrias
modszer alkalmazasakor, mig a radionukleotid-alapu meghatarozast nem befolyasolja. A
bilirubin képes kozvetleniil hozzdkotddni az ACE-hoz, ezédltal megvaltoztatni annak
lehasadasanak folyamatat, és talan az ACE aktivitast iS. Hemolizis soran a vorosvértestekbol
nagy mennyiségli hemoglobin szabadul fel. A hemoglobin 415 nm, 540 nm ¢és 570 nm
hullamhosszokon erds abszorbanciat mutat. A fluoreszcens kinetikai meghatdrozas 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
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latszolagos csokkenését eredményezheti. Masrészrél azonban nem zarhat6 ki az a lehetség
sem, hogy a hemoglobin kozvetlen hatast gyakorol az ACE-ra. A lipémia 16 mM triglicerid
koncentracioig nem befolydsolja a fluoreszcens ACE aktivitdismérést, tehat az ¢hgyomri
mintavétel nem sziikséges a meghatarozas elott. Ezen megallapitasok alapjan 0,71 g/L
hemoglobin, illetve 150 pM-ndl magasabb bilirubin koncentracidé esetén a szérum mintak
tovabbi higitasa sziikséges annak érdekében, hogy ezen interferalo faktorok lehetséges hatasait

kikiiszobolhessiik az ACE aktivitas mérés soran.

Kétszazegy magyar személy adatai alapjan meghataroztuk az ACE aktivitas genotipus
fliggd, és genotipus fliggetlen referencia tartomanyait. Tudomasunk szerint, korabban még nem
publikaltak ACE aktivitas referencia tartomanyokat fluoreszcens modszer alapjan. A Klinikai
¢s Laboratoriumi Szabvanyiigyi Intézet és a Laboratoriumi Medicina Eurdpai Szovetsége
jelenlegi iranyelvei szerint a referencia csoportba legalabb 120 egyén bevalogatasa sziikséges.
Habar a genotipus fliggetlen referencia csoport esetén teljesiil ez a feltétel (n=201), mindharom
genotipus fiiggd csoportban kevesebb egyén van, mely limitdld tényezd volt a referencia
értékek meghatarozasa soran. A referencia populacio 1/D genotipus eloszlasa (11 = 19,4%; ID
= 44,8%; DD = 72%) 0sszhangban volt a korabban publikalt kaukazusi csoportok adataival,
illetve az ACE aktivitas atlag értékei szintén szignifikdnsan kiilonboztek a harom genotipus
kozott (p<0,0001). Az altalunk meghatarozott genotipus fiiggd referencia értékek 7,19 U/L (a
DD genotipus alsé 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 fiiggd referencia értékek alkalmazésa.

A szarkoidozis diagnosztizalasa gyakran kihivds a klinikusok szdmara, hiszen a
radiologiai eredmények alatamasztasahoz szovettani vizsgalatokra lehet sziikség. A biopszia
vételezéséhez sziikséges invaziv beavatkozas nem terapids céli, csupan diagnosztikai
jelentdséggel bir, ezért kifejezetten megterheld a betegek szamara. Jelenleg az Amerikai
Tidégyogyasz Tarsasag egyetlen vérteszt vagy biomarker hasznalatdit sem javasolja a
szarkoidozis diagnozisanak felallitasahoz. Azonban egy ilyen megbizhatd, vérbdl is
meghatarozhat6 modszer kifejlesztése érdekében szamos lehetséges biomarker kertilt leirésra,
ami hozzajarulhat ahhoz, hogy a szarkoidozis kétséget kizard diagnozisa akar miitét nélkiil is

felallithato legyen.
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Habar a szarkoiddzisos betegek és az egészséges egyének kozotti ACE aktivitas
kiilonbség altalaban alacsony, a szérum ACE aktivitds meghatarozasat diagnosztikai tesztként
javasoljak. Ennek megfelelden, a szarkoidozisos betegek ACE aktivitasainak atlaga csupan 1,3-
szor volt magasabb, mint a kontroll csoport optimalizalt fluoreszcens kinetikai modszerrel
meghatarozott ACE aktivitasa. Tovabba megjegyzendd, hogy a keringd ACE aktivitast az ACE
gén 1/D polimorfizmusa is befolyasolja. A genotipus meghatarozasaval és az ACE aktivitas
genotipus fliggd referencia tartomanyainak alkalmazasaval az ACE aktivitdismérés pontossaga

tovabb novelhetd szarkoiddzisban.

A korabbiakban igazoltuk, hogy a szérum ACE és CTO aktivitdsok kombinalasabol
szarmazo un. ,kettds szorzat” szarkoid6zis esetén magas diagnosztikai pontossaggal bir,
tovabba a teszt érzékenysége és pozitiv prediktiv értéke is 90% folotti. A betegek genetikai

hatterének feltérképezése még tovabb novelheti a pontossagot.

Az ACE gén /D polimorfizmusa nem okoz aminosav valtozast az expresszalt ACE
fehérjében, mert a mutacié a gén introni szakaszaban talalhat6. Az | allél jelenléte csokkenti a
kering6 ACE aktivitast, mellyel aranyosan csokken az ACE fehérje mennyisége is. Ez azonban
nem mondhatd el a Dup24 mutéciorol, ami egy viszonylag gyakori CTO polimorfizmus. A
Dup24 duplikéacios mutaciéo a CHIT1 gén 10-es exonjaban taldlhatd, melynek jelenléte a
fehérjeszintézis korai terminalodasat okozza. Ennek kovetkeztében a szintetizalodott CTO
fehérje 29 aminosavval megrovidiil és teljesen inaktiv lesz. Kisérleteink soran vizsgaltuk azt a
felvetést, mely szerint az ELISA mddszerrel meghatarozott keringd CTO mennyiség noveli-e
a CTO meghatarozasok pontossagat szarkoiddzisban. Két kiilonb6zo, kereskedelmi
forgalomban kaphat6 ELISA kit-et alkalmaztunk, melyben az elfogé antitest nem a CTO
fehérje katalitikus doménjéhez (a polimorfizmus altal érintett teriilet) kotédik. Egyik ELISA
teszt segitségével sem tudtuk kimutatni az inaktiv fehérjét, igy a keringd CTO

teljesitoképességét.

A Dup24 allél frekvencija a kontinensek, tovabba az orszagok kozott is szignifikans
eltérést mutat. Kisérleteink soran meghataroztuk a Dup24 allél eléfordulasanak gyakorisagat a
magyar populdciora vonatkozdan, mely mas eurdpai orszagok eredményeivel Osszhangban
21%-nak bizonyult. A fenti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy fennall annak a
lehetésége, miszerint a Dup24 allélt hordozo6 szarkoidozisos betegek vizsgalata soran a CTO
alapu tesztek fals negativ eredményt adnak. A Dup24 genotipizalas €s a genotipus fiiggd CTO
aktivitas referencia tartomanyok alkalmazasa jelentds mértékben megnovelheti a CTO
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diagnosztikai hatékonysagat (a heterozigotak esetén), mellyel jobban aldtamaszthaté a

szarkoiddzis diagnozisa.

Szamos olyan ritka mutacio 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 mutacid esetén, tovabba a p.Gly102Ser, a p.Glu74Lys
vagy a p.Ala442Val mutaciok szintén csokkent CTO aktivitassal tarsultak.

Kisérleteink soran azonositottunk egy olyan egészséges fiatal egyént, aki heterozigdta
formaban hordozza a Dup24 mutaciot, azonban szérum mintajabol CTO aktivitas nem volt
meghatarozhatd. A DNS szekvenalds soran megéllapitottuk, hogy ez a magyar férfi egy ritka
mutacidt hordoz a CHIT1 gén 9-es exonjaban, mely szintén inaktiv CTO enzim expresszidjat
eredményezi. Ebben az esetben sikeresen igazoltuk, hogy a Dup24 és Del29-es allélok a
vizsgalt személy esetében Osszetett heterozigota formdban vannak jelen, melynek

kovetkeztében nincs mérhetd CTO aktivitas.

Azok a gyakori polimorfizmusok, illetve ritka mutaciok, melyek csokkentik vagy
megsziintetik a CTO aktivitasat, jelentds mértékben befolyasoljak a CTO biomarkerként
torténd alkalmazasat a szarkoidozis diagnosztikaban. Ezen mutaciok hatassal vannak a jelenlegi
CTO mennyiség meghatarozéasara szolgalé modszerekre, ennélfogva a CTO aktivitdsmérést
nem helyettesithetik. Kizarolag a CHIT1 gén genotipizaldsa nytjthat segitséget abban, hogy a
laboratoriumi eredmények félreértelmezését elkeriiljiik, tovabba a genotipizalas eldsegitheti az

alacsony allélfrekvenciaji mutaciok kimutatasat is.
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A doktori értekezésben bemutatott uj eredmények:

e Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a szérum albumin altal medialt reverzibilis endogén
gatlohatas a szérum legalabb 35-szo6ros higitasaval eliminalhato.

e M¢éréseink szerint a fluoreszcens kinetikai ACE aktivitas meghatarozast a szérum minta
turbiditasa nem befolyasolja, tovabba a hemoglobin és a bilirubin altal kivaltott
interferald hatas a szérum higitasaval megsziintetheto.

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

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

e Kimutattuk a CHIT1 gén Del29 mutaciojanak jelenlétét egy magyar egyénben, mely
mutacid eziddig csak a ciprusi populdcioban keriilt leirasra. Ez a muticido tovabb

neheziti a CTO meghatarozasok biomarkerként torténd alkalmazéasat a szarkoidozis

diagnosztikéban.
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6. Osszefoglalas

A szarkoidézis egy ismeretlen eredeti granulomatozus megbetegedés, mely
leggyakrabban a tiid6t érinti. Diagnosztizalasa a radioldgiai leletek mellett gyakran invaziv
mintavételt is igényel, mely kifejezetten megterheld lehet a betegek szdmara. 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 aktivitdsat szamos tényezo, koztiik a szérum albumin altal
kivaltott endogén gatlohatas, a méréssel interferald faktorok jelenléte, valamint az ACE gén I/D
polimorfizmusa is befolyasolhatja. Munkdnk soran megkiséreltiik ezen zavard tényezoket
kikiiszobolni az altalunk alkalmazott fluoreszcens ACE aktivitds mérés optimalizalasaval.
Meghataroztuk, hogy a szérum minta legalabb 35-szoros kihigitasaval az ACE-ra kifejtett
reverzibilis, albumin-medialt gatlo hatas megsziintethetd. Tovabba vizsgaltuk a szérum mintak
mindségét rontd leggyakoribb tényezok hatdsait. A lipémia 16 mM triglicerid koncentracidig
nem befolyésolta a fluoreszcens ACE aktivitasmérést. Ellenben 0,71 g/L hemoglobin, illetve
150 puM-nal magasabb bilirubin koncentracio az ACE aktivitds 10%-os alamérését
eredményezte. Meghataroztuk tovabba az ACE aktivitds magyar populdciéra vonatkozo
genotipus fliggd ¢és genotipus fiiggetlen referencia tartoményait, mellyel még tovabb ndvelhetd

az ACE aktivitasmérés diagnosztikai haszna.

A szarkoiddzis diagnosztikdban szintén igéretes szérum biomarker a kitotrioziddz
(CTO). A korabbiakban igazoltuk, hogy a szérum ACE és CTO aktivitasok kombinalasabol
szarmazo un. ,kett0s szorzat” szarkoid6zis 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 mutéci6 inaktiv CTO
fehérjét eredményez. Munkdnk sordn megvizsgaltuk, hogy a CTO mennyiség mérése az
aktivitdsméréssel szemben noveli-e a CTO meghatarozasok pontossagat szarkoidozisban, ami
azonban nem javitotta a teszt diagnosztikai teljesitoképességét. Azonositottuk tovabba a Del29-
es mutaciot a magyar populdcidban, melynek jelenléte a CTO aktivitas hidnyat okozva tovabbi

nehézségeket jelent a CTO aktivitas szarkoidozis diagnosztikajaban vald hasznalatdban.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonetemet szeretném kifejezni témavezetomnek, Dr. Fagyas

Miklésnak, hogy magas szintli szakmai irdnymutatasaval timogatta munkamat az évek soran.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Papp Zoltannak, hogy megteremtette az eredményes

kutatomunkéhoz sziikséges biztonsagos hatteret a tanszéken.

Halaval tartozom Prof. Dr. Toéth Attilanak, aki mindig nagy figyelemmel és
érdeklddéssel kisérte munkamat, értékes szakmai tandcsaival mindig atsegitett a kisérletes

munkaval jaré nehézségeken.

Koszonom a Klinikai Fizioldgiai Tanszék jelenlegi és volt munkatarsainak,
hallgatéinak, akik valamilyen formaban segitették munkamat. Kiilon koszondm Manyiné Siket
Ivettanak a laboratériumi munka soran nyujtott felbecstilhetetlen segitségét, valamint Dr. Bodi
Beatanak, hogy a kezdetektdl fogva batoritott, szakmai és barati timogatast nyujtott. Koszonom

Martha Lillanak és Polik Zsofidnak a tanszéken eltoltott boldog pillanatokat.

Halaval tartozom a DE KK Kardiologiai Intézet, valamint a DE KK Sebészeti Klinika
Mellkassebészeti Osztaly munkatarsainak, Dr. Takacs Istvannak és Dr. Enyedi Attilanak, hogy

kisérleteinkhez human mintakat biztositottak.

Szeretném megkoszonni barataimnak és csaladomnak biztatd szavaikat, mellyel mindig
kitartdsra buzditottak. Koszondm paromnak, Tamdasnak kitarto tiirelmét és odaadd

gondoskodasat.

Végtelen halaval tartozom Sziileimnek, akik toretlen hitiikkel és szeretetiikkel végig

mellettem 4lltak és tdmogattak.

Jelen munkdamat nagy szeretettel Sziileimnek ajanlom.

A disszertacio elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00043
,,Sziv és érkutatasi kivalosagkézpont (IRONHEART)” és az
EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 Emberi Erdforras
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Eurdpai Unio
Europai Regionalis
Fejlesztési Alap
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Fejlesztési Operativ Program tamogatta. A projekt az

Europai Unio tamogatasaval, az Eurdpai Regiondlis

Fejlesztesi Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.
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