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“Tudomany nélkiil nem lennénk azok, amik vagyunk. Es tudomdny nélkiil nem
lesziink, amik lehetnénk.” [Teller Ede /
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1. Roviditések jegyzéke

ARB - angiotenzin-1I receptor blokkold

ACE — angiotenzin konvertaldo enzim

AUC — area under curve (gorbe alatti tertilet)

BAL — bronchoalveolaris lavage

BTNL2 — butyrophilin-szerti fehérje 2

CRP — C-reaktiv protein

CT — computer tomographia

CTO — kitotriozidaz

DNS — dezoxyribonuc le insav

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

ELISA — enzimhez kapcsolt immunoszorbens esszé
18F-FDG — 18-as fluorral jelolt fluoro-dezoxi-gliik6z

FEV1 — erdltetett kilégzési térfogat (1 s)

FVC — erdltetett vitalkapacitas

GIT — gasztrointesztinalis traktus

GM-CSF — granulocyta-macrophag kolonia stimulalo faktor
ICAM — intercellularis adhézios molekula

ICs0 — az 50%-0s enzimgatld hatas eléréséhez sziikséges koncentracid
I/D — inzercio/delécio

IFNy — interferon vy

LZM — lizozim



MTX — methotrexat

NPV —negative predictive value (negativ prediktiv érték)
PAMP —pathogen-associated molecular pattern (patogén-asszocialt molekularis mintazat)
PET — pozitron emisszids tomografia

PPV — positive predictive value (pozitiv prediktiv érték)
ROC - receiver operating characteristic

RTG - rontgen

SAA — szérum amyloid-A

SD — standard deviacio

SIL-2R — szolubilis interleukin 2 receptor

TLR-2 —Toll-like receptor 2

Treg —regulacios T sejtek

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminometan hydrochlorid

UV — ultraviola

VIP — vazoaktiv intestinalis peptid



2. Bevezetés

A sarcoidosis egy szisztémas granulomatosus betegség, mely elsdsorban a mellkasi szerveket
érinti (nyirokcsomok és a tiidok, >90%), habar az esetek felében extrapulmonalis manifesztacid
is megfigyelheté — pl. bor, szem, maj, sziv, vese stb. — [1]. A sarcoidosis diagnozisanak
felallitisa legtobbszor sebészi mintavételt €s szovettani vizsgalatot igényel, alatamasztva a
klinikai-radiologiai eredményeket [2]. Az invaziv diagnosztikai mintavétel nagyban megndveli
a betegséggel jard terhet, kiilondsen a csak mellkasi érintettségli betegek esetében, mivel

ilyenkor nem all rendelkezésiinkre konnyen és biztonsagosan hozzaférheté mintavételi hely.

A szérum biomarkerek a diagnoézisalkotds szempontjabol limitalt szereppel birnak, mivel
egyelére nincs olyan molekula, mely kellden specifikus és szenzitiv lenne a sarcoidosis
megallapitasa szempontjabol. Az elmult évtizedekben szamos potencidlis biomarkert vizsgaltak
ezzel a céllal (pl. kitotriozidaz, (CTO), lizozim (LZM), szérum amyloid-A (SAA), szolubilis
interleukin 2 receptor (sIL-2R), stb.), de a klinikai gyakorlatba csak az angiotenzin konvertald
enzim (ACE) keriilt be [3]. A metalloproteinaz-tipusi ACE az angiotenzin-II produkciot
katalizdlja, ezaltal részt vesz a szervezet veérnyomds, valamint sé-vizhaztartasanak
szabalyozasaban [4]. Az ACE egy membran protein, amely tobbféle sejt felszinén megtalalhato,
¢s amely proteolitikus hasitdas 0tjan keriil a keringésbe [5]. A szérumban talalhaté ACE
elsésorban a tiid6 microvasculaturajabol szarmazik [6], és a koncentracidja, valamint aktivitisa
nagymértékben fligg az ACE gén ugynevezett inzercid/delécié polimorfizmusatdl [7]. A sarcoid
granulomak epitheloid sejtiei ACE-t termelnek [8], mely magyarazhatja a sarcoidosisban
szenvedd betegek magasabb szérum ACE-szintjét, az ACE koncentraciojabol pedig

kovetkeztethetiink a granulomatosus folyamat kiterjedésére [9].

A genotipus mellett, kiilonbozé endogén ACE-gatlo anyagok szignifikinsan befolyasolhatjak a
keringd enzim aktivitasat [10]. Az egyik legjelentésebb gatld hatasa az albuminnak van
(referencia tartomanya 35-52 g/L), melynek ICsg értéke 5,7 €s 9,5 g/L kozottire becsiilhetd [11].
A legtobb, kereskedelmi forgalomban elérheté ACE-aktivitaist mérd diagnosztikus teszt 1:5
vagy 1:10 ardny szérum ¢€s szubsztrat elegyitést ajanl a mérés kivitelez€séhez. Az albumin
endogén ACE-gatld hatdsa még ilyen higitasi aranyokndl is megfigyelhetd, kovetkezésképpen

ezekkel a tesztekkel az ACE-aktivitas alulbecsiilt, a sarcoidosis pedig aluldiagnosztizalt.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Asarcoidosis altalanos jellemzése, epidemiologiaja

A sarcoidosis egy szisztémds granulomatosus megbetegedés, melyet epitheloid ¢€s oOridssejtes
granulomaképzddés jellemez, ¢és az esetek 90%-ban a tiidét, illetve mediastinalis
nyirokcsomokat tamadja [12]. 20-40%-ban bor és szem érintettséggel is talalkozhatunk [13]. A
betegség diagnosztikdja nehézségekbe iitkdzik, mivel nem 4all rendelkezésre egységes
algoritmus az azonositdsara. Leggyakrabban a klinkai megjelenésre, a radiologiai, valamint
szovettani leletre tdmaszkodunk. Mindazonaltal a sarcoidosis intenziv kutatasok targyat képezi,
melyeknek koszonhetden egyre tobb mnovativ terdpids ¢és diagnosztikus < eszkoz all

rendelkezésiinkre.

A sarcoidosis epidemiologidjat meghatdrozni meglehetésen nehéz, mivel az érintettek kozel 50
%-a soha nem produkal klinikai tiineteket, mig kozel 30%-uk spontan remisszioba kertil [146].
A betegség prevalenciaja 4,7-64/100 000-re tehetd, és bizonyos etnikai csoportok korében
gyakrabban fordul el, mint pl. az afro-amerikaiak, a skandinavok, azirek ésaz Antillikon él6k
kozott [14]. Jellemzéen 50 éves kor eldtt jelentkeznek a tiinetek, leggyakrabban 20-29 éves kor
kozott — habar Eurdpaban €s Japanban megfigyelhetd a betegség kialakuldsanak egy masodik

csucspontja 50 éves kor koriil —illetve vilagszerte megfigyelhetd egy néi predominancia [15].

3.2. A sarcoidosis szOvettani megjelenése

A betegség patologiai megjelenésére legjellemzobb az el nem sajtosodo oridssejtes, epitheloid
granulomak kialakulasa, mely az aktiv gyulladas helyére torténd T-lymphocyta €s macrophag
bedramlassal kezdddik. A macrophagok az aktivacid utdn epitheloid sejtek alakjat oltik,
idénként pedig Oriassejtekké egyesiilnek, és a CD4+ lymphocytakkal egyiitt képezik a
granuloma kozéppontjat, melyet egy altalaban CD8+ T-lymphocytakbol és fibroblastokbol allo
gylirli 6vez. Rendszerint ebben a lymphocyta gyiiriiben kollagén halmozodik felegészen addig,
mig a granulomasejtek helyét egy fibrotikus hegszovet at nem veszi [2].



3.3. A ssarcoidosis patofiziologiaja

A sarcoidosisra  patognomikus  granulomaképzédést egy kronikus < immunvalasz
kovetkezményének tartjak, melyet egy genetikailag fogékony személy valamilyen kornyezeti
(pl. elhalt és részben degradalédott mikrobioldgiai agensek patogén asszocialt molekularis
mintdzatai — PAMP) vagy nem kornyezeti agenssel torténd taldlkozasa indit el. Ezek alapjan
érthetd, hogy a folyamatra t6bb kiilonbozé faktor — genetikai és kornyezeti tényezok — lehetnek

hatéassal.

Szamos kutatas igazolt Osszefiiggést a betegség ,,akut” megjelenése és a HLA-B8 gén kozott,
valamint a kedvezobb lefolyasti forma és a HLA-DQB1*0201 és HLA-DRB1*0301 gének
jelenléte kozott [16, 17]. Rossman és mtsai kimutattak, hogy a HLA-DRB1*1101 gén fokozza
a sarcoidosis kialakulasdnak kockazatat mind a fehér, mind az afro-amerikai populacié korében
[18]. Kuroda és mtsai pedig 2 olyan polimorfizmust azonositottak az interleukin-10 (IL-10)
génjében, ami novelheti a betegségre vald fogékonysagot [19]. A nem-HLA gének koziil a
butyrophilin-szeri fehérje 2 (BTNL2) génje hozhatd Osszefliggésbe a betegségre vald
hajlammal, mivel a fehérje szoros kapcsolatban van a lymphocyta regulacioban szerepet jatszo,

B7 kostimulaciés molekulaval [20].

A betegség elofordulasanak alakulasaban megfigyelhetiink fo6ldrajzi, ¢éghajlati, valamint
kozvetlen kornyezeti befolyast [14]. Epidemiologiai tanulmanyok Osszefliggésbe hoztak a
sarcoidosis kialakulasat kiilonbozé szerves anyagok (pl. fa vagy széna) égetése soran keletkezo
melléktermékekkel, illetve inorganikus részecskékkel torténd kronikus érintkezéssel — mint a
berilium, cirkénium vagy aluminim —. Ezeken kivil a levegd magas para, - illetve
pollentartalma  szintén fokozhatja a betegség kialakulasanak a kockazatat [21]. Egyes
tanulmanyok szerint bizonyos fert6z6 agensek (pl. mycobacteriumok, propionibacteriumok) is
novelhetik a rizikot. Ezt a feltételezést azzal tamasztottdk ald, hogy a sarcoid granulomakbol
elvégzett polimerdaz lancreakcid6 (PCR) segitségével kimutattak bizonyos bakterialis
osszetevoket (pl. HSP 70, mikoziltranszferdz antigén 85A) vagy a betegek szérumabol az ezen
antigének ellen termelt antitesteket [22, 23]. A baktériumok PAMP-jei olyan mintazat-
felismerd receptorokat aktivalnak, mint a Toll-like receptor 2 és 9, a C-lektin, valamint a NOD-
like receptorok. A mycobacteriumok ¢és propionibacteriumok ezutdn perzisztdlnak a
macrophagok fagosomdiban, mivel sejtmembranjuk nagy mennyiségl lipidet tartalmaz, ezaltal
ellendllnak a savas emésztésnek, glycoproteinjeik pedig oldhatatlanok, nem degradalédnak

[24], igy kronikus gyulladasos valaszt tartanak fent. A mycobacteriumok szerepét azon
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kutatdsok is alatamasztottak, melyek igazoltak, hogy kiilonb6z6 PAMP-ok (pl. a
mycobacterialis  kataldz-peroxidaz,  superoxid-dizmutdz A vagy a hovel elolt

propionibacteriumok lizdtuma) pulmonalis granulomaképzédést képesek indukalni egerekben

[25, 26].

Amig az egészséges egyének alveolaris macrophagjai elnyomjak az effektor T-sejt funkciot,
addig a sarcoidosisban szenvedd betegek alveolaris macrophagjai aktiv antigén-prezentald
sejtekként viselkednek, és tamogatjak azt. Ez az MHC2 molekuldk ¢és olyan ko-stimulator ok,
mint a CD86, CD80, CD40 és az intercellularis adhézids (ICAM) molekuldk fokozott
expressziojanak koszonheté [27]. Az alveolaris macrophagok hyperreaktivak az egyes
mintazat-felismeré receptorok stimulacidjara, és intenziv TNFa-termeléssel valaszolnak [28,
29]. A sarcoidosis patogenezisének alapjat elsésorban a CD4+ T-sejtek képezik, amelyek
reakcioba 1épnek az antigén prezentaldé macrophagokkal, ezzel megkezdik a granulomak
kialakulasat, illetve késdbbickben felelések annak folyamatos megujitasaért [30]. A triggereld
agens specifikus T-sejt klonok progressziv felszaporodasanak kedvez [31]. Ezek a CD4+ sejtek
THI1 iranyba differencialodnak, és IL-2-t, valamint interferon 7y-t (IFNy) szekretdlnak.
Mindezeken tl granulocyta-macrophag kolonia stimulald faktort (GM-CSF) és monocyta
kemotaktikus protein-1-t (MCP-1) termelnek, melyek a macrophagok bearamlasat, az altaluk
termelt macrophag inflammatorikus protein (MIP-1), I1L-12, IL-15, IL-18 és TNF-a
felhalmozodasat, kovetkezményesen pedig a lokalis gyulladasos folyamat eszkalalodasat vonja
maga utan [30]). A folyamat eredményeképpen né a CD4/CD8 T-sejt arany, illetve csokken a
keringd lymphocytak mennyisége. A CD4+ sejtek felszaporoddsa fokozott immunglobin
termelodést eredményez a B sejtek 4altal, ami poliklonalis hyper-y-globulinaemiaban nyilvanul
meg. Tobb sarcoidosisban szenvedd beteg esetében kimutattak a Treg-ek csokkent aktivitdsat,
melyet azonban kisérletes koriilmények kozott, inhalacios vazoaktiv intestinalis peptid (VIP)
segitségével sikeriilt visszaallitani. A VIP mérsékelte a bronchoalveolaris sejtek TNFa

termelését [32, 33].

3.4. A sarcoidosis klinikai manifesztacidja

A Dbetegség klinkai megjelenése fiigg a beteg etnikai hovatartozasatol, a betegség
fennallasanak idejétol, a l¢zi6 helyétdl, illetve a granulomatosus folyamat intenzitasatol. A

betegek egyharmada nem specifikus tiinetekkel jelentkezik, mint pl. ldz, gyengeség, iziileti
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fajdalom vagy fogyas [34].
3.4.1. Tiids (90-95%)

Az intrathoracalis érintettség (leggyakrabban mediastinalis adenopathia) az esetek kb. 95%-
aban megtalalhatd, habar a betegek kozel 50%-a egyaltalan nem produkal léguti tiinetet [35]. A
leggyakoribb tiinetek a nem-produktiv kohogés és a nehézlégzés. Kevésbé gyakori a mellkasi
fajdalom vagy dyscomfort, és legritkabb a haemoptoe [12]. A mellkas fizikalis vizsgalata lehet
negativ, annak ellenére, hogy a mellkasrontgenen latszik elvaltozas (1. abra) [36]. Az esetek
90%-aban pozitiv a mellkasi képalkotd vizsgalat. 25-65%-ban lymphadenopathia, 40%-ban
diffuz infiltracid, 5%-ban pulmonalis fibrosis lathatd az elsd vizsgalat alkalmaval A pleurat
involvalo folyamat ritka. Pulmonalis fibrosis esetén masodlagos komplikiciok lehet6ségére is
gondolnunk kell, mint pl. infekciok (pl. aspergilloma, mycobacteriumok), 1égzési elégtelenség,

pneumothorax vagy cor pulmonale [37].

1. abra. Kiilonboz6 stadiumu sarcoidosisban szenved6 betegek rontgenképei. a) 1. stadium —
bilateralis hilaris lymphadenopathia (a spontan remisszio valoszintisége 55-90%); b) bilateralis
hilaris lymphadenopathia pulmonalis inflitratumokkal (40-70%); c) csak pulmonalis infiltratum
jelenléte (10-20%); d) pulmonalis fibrosis (0%) [36].

7



3.4.2. Bér (24%)

Az egyik leggyakoribb bdrtiinet az erythema nodosum (2. abra). Az ugynevezett Lofgren-
szindroma (erythema nodosum, arthralgia, altalanos gyengeség, illetve a mellkasrontgenen
lathat6 bilateralis hilaris lymphadenopathia) altaldban nagyon j6 progndzisu allapot, és gyakori
a spontan remisszié [38]. Egyéb bortiinetek is eléfordulhatnak, mint példaul maculopapulosus
1éziok, lupus pernio (gyakran az elhuzodd betegségnek a jele), csomok, hypo- vagy
hyperpigmentatio [39].

2. abra. Kiilonboz6 bortiinetek sarcoidosisban [40]. a) erythemanodosum, mely aleggyakoribb, nem

specifikus boértiinet sarcoidosisban; b) erythemas papuldk, melyek a leggyakoribb specifikus
bérjelenségek, amelyek sarcoidosisrautalnak; ¢) multiplex, nagyméretti annularis plakkok; d) lupus
pernio.



3.4.3. Szem (12%)

A sarcoidosis komplikdcidja lehet a latast veszélyeztetd uveitis (3. abra), és gyakran a
betegeknek kezdetben nincs tiinetiik — példaul, ha posterior régiot érint az uveitis —, ezért
minden betegnél kotelez6 a fundusvizsgalat [12]. Szamos egyéb ocularis elvaltozas is
megjelenhet, Ugymint conjunctivalis csomok, a konnymirigy megnagyobbodasa, cataracta,
glaucoma, retinalis ischaemia, opticus neuropathia vagy papilla-oedema [41].

3. abra. Sarcoidosisban eléfordulé uveitis [42]. a) multifocalis choroiditis; b) a nervus opticus

megduzzadt — dsszehasonlitva a mellette 1évé normal méretii ideggel —, illetve egy granuloma is
lathato.



3.4.4. Gastrointestinalis rendszer (GIT) és méj (15%)

Az esetek 10-15%-aban GIT és majérintettség is elofordulhat, mely altaldban tiinetmentes,
csupan a majenzimek lehetnek enyhén emelkedettek (4. abra). Az intrahepaticus cholestasis,

hepatosplenomegalia vagy portalis hypertenzié ritka [43].

4. abra. Sarcoidosis a majban és a lépben [40]. a-b) a T2 sulyozott maj MRI felvételeken, valamint a
c-d) diffuzio-sulyozott felvételeken jol lathatdak a hyperintenzitast mutatd nodulusok (fehér nyilak)
a majban ¢és a Ilépben. A T2 jel a patologias folyamat intenzitdsaval egyenesen aranyos: a

hyperintenzitas utalhat nagyfok gyulladasra, tehat oedemara, valamint fokozott vascularis

permeabilitasra.

3.4.5. Vese (5%)

A sarcoid tipusu granulomak megjelenhetnek a vesébenis (5. abra), illetve a macrophagok altal
termelt extrarenalis calcitriol vesekOképzodést eredményezhet, ritkabban nephrocalcinosist,

interstitialis nephritist, valamint veseelégtelenséget okozhat [44].
10



5.abra. Renalis sarcoidosis [40]. Az a-c) abran jol lathatéak a nodulus formaji hypodenz 1éziok a
vesében (nyilak). A d) abran a ugyanannal a betegnél a tiidordl késziilt HRCT felvételen lathatok a

sarcoidotikus elvaltozasok (nyilak).

3.4.6. ldegrendszer (5%)

A sarcoidosis egy meglehet6sen ritka, ugyanakkor sok veszélyt magaban rejté komplikacioja
az idegrendszert érintd formaja, kiilonosen akkor, ha a kdzponti idegrendszert érinti (6. bra).
Ilyenkor el6fordulhat meningealis  gyulladas, infiltratio, hypothalamo-hypophysealis
elégtelenség (pl diabetes insipidus), encephalopathia, vasculopathia, epilepsids rohamok vagy
hydrocephalus. A periférids idegrendszeri 1€ziok jarhatnak agyideg bénulassal, legtobbszor a
nervus facialist érintve, illetve egyéb periférids, valamint kis rostokat tdmad6 neuropathiaval

[45].

11
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6. abra. Leptomeningealis sarcoidosis [40]. a-b) az agytorzs felszinén lathatdk a 1éziok — T1-sulyozott

felvételeken a legjobban; c-d) sarcoid tipust nodulusok lathatok a fels cerebellaris cysternaban .

3.4.7. Sziv (2%)

Annak ellenére, hogy acardialis szovédmények nagyon ritkadk, potencidlisan halalosak lehetnek
(7. abra). Ebbdl kifolydlag nagy jelent6ségli, hogy amennyiben cardialis érintettségre utald
tiineteket észlelink (pl. angina vagy barmilyen EKG-eltérés), tigy kardiologus segitségét
kérjiikk. Az atfogo vizsgalat tobbnyire magaba foglalja a Holter-monitorozast, szivultrahangot,

MRI vizsgalatot, esetleg pozitron emisszios tomografiat (PET) [46].

12



7.abra. Cardialis sarcoidosis [47]. Abal oldali képen MRI felvétel, mig a jobb oldali képen 8F-FDG
PET felétel lathato. Mind a két technikaval jol azonosithat6 a kiterjedt myocardialis érintettség.

3.4.8. Csont, izom, iziiletek (0,9%)

A legritkdbb szovodmények a vazrendszert érintik (8. 4bra). Elssorban iziileti fajdalmak,
mozgasi nehezitettség jellemzd, de eléfordulhat cystaképzddés a csontokban, illetve kisebb

csomok megjelenése az izmokban, esetleg myositis vagy kronikus izomfajdalom [48].

8.abra. Sarcoidotik us 1éziok az ujjpercekben (nyilak) [40].
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3.5. A sarcoidosis diagnosztikaja

A sarcoidosis kezdeti tiinetei valtoznak az etnikai hovatartozas, a nem ¢és a kor fiiggvényében.
A betegség legjellemz6bb manifesztacioi a perzisztald kohogés, a bérben, szemben, periférias
nyirokcsomokban megjelend elvaltozasok, a faradtsag, illetve a véletlenszeriien napvilagra
keriild6 mellkasrontgen eltérések. Amennyiben a bortiinetek domindlnak, Ggy hamar eljuthatunk
a diagnosis felallitasaig, azonban, ha nem specifikus léguti jelek allnak elotérben, akkor a
sarcoidosis gondolata késobb meriil fel [49]. A diagndézis harom alapvetd kritériuma az
egyértelmi klinikai és radiologiai jelek, az el-nem-sajtosodd granulomak meglétének igazolasa,

illetve az alternativ lehetéségek kizarasa [2].

A leggyakoribb diagnosztikus jel az intrathoracalis bilateralis hilaris lymphadenopathia vagy a
diffiz micronodularis pulmonalis infiltraci6 a mellkasi radiologiai felvételen (RTG vagy CT),
melyekhez tipikus nyirokelrendezés, un. ,jistokos jel” tarsul. Emellett a legtobb esetben

valamilyen extrathoracalis érintettség, pl. szem vagy boértiinet is jelen van.

A diagnozisalkotas pontosithatd szoveti mintavétellel €s hisztologiai analizissel, mely soran az
el-nem-sajtosodd granulomak igazolhatok. Altaliban egy pozitiv szovettani lelet elegends.
Els6korben a superficialis 1éziokbol — erythema nodosumra jellemz6 boértiinet, tapinthatd
periférids nyirokcsomo6 vagy lathaté konjunktivalis csomok — szdrmazo mintavételt fontoljuk
meg. Amennyiben nem elérhetd ilyen 1€zio, ugy flexibilis bronchoscopia endobronchialis és
transbronchialis tiibiopsiaval kombindlva valasztand6. Az endobronchialis ultrahang-vezérelt
tlibiopsia nagyon effektiv a mediastinalis és hilaris lymphadenopathia igazolasara, és akar 87%-
ban sziikségtelenné teszi a mediastinoscopiat [50]. S6t, a tapasztalt szakembertdl szarmazo
gyors citologiai vélemény abban is segiti a bronchoscopidt végz0 orvost, hogy sziikséges-e
transbronchialis tiidébiopsia [51]. A szOvettani mintavétel és analizis nagy pontossaggal
igazolja vagy zarja ki a sarcoidosis lehetds€gét, azonban invazivitasa miatt nagyban megnoveli
a betegséggel jar6 terhet. A bronchoalveolaris lavage (BAL) az esetek 80%-dban mutat enhye
(20-50%) lymphocytosist, illetve az esetek 50%-aban igazol tobb mint 3,5-szer magasabb
CD4:.CD8 T sejt aranyt, ezaltal ez a technika alkalmazhat6 a diagndzis alatamasztasara [52].

A BBF-FDG PET segit megitélni a gyulladasos folyamat mértékét és kiterjedését a bizonytalan
eredetli, folyamatosan fennallo, nagymértékben korlatozo tiineteket produkdld betegek
esetében, valamint segit meghatarozni a tlidokdrosodas mértékét, illetve annak regredidlodasat

a kezelést kovetden [53, 54]. A PET a cardialis érintettség felmérésére szintén alkalmas
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modszer [55].

Differencialdiagnosztikai szempontbol gondoli kell a kiilonboz6 infekcidkra — kiilonosen a
tuberculosisra —; a foglalkozassal szerzett, kornyezet altal indukalt, illetve a gyogyszer-induka It
granulomatosisra; a kozonséges valtozd immunhidnyra (CVID) — melynek elkkiilonitésében
segit a hypogammaglobulinaemia —; a Blau-szindromara, kiilonb6z6 rosszindulat daganatos
betegségek, lymphomak altal okozott sarcoid-tipusi reakciokra; valamint egyéb idiopathias

granulomatosisra [56-58].

3.6. A sarcoidosisjelenlegi terapiaja

Effektiv, oki terapia sajnos nem all rendelkezésre, a kiilonbozé gyogyszerekkel csak a
patologias folyamat mtenzitasat tudjuk befolydsolni. A legtobb hatéanyag célpontja a TNFa,
ami felelds a granulomatosus események elinditdsaért és fenntartdsaért. Nincs egyértelmii
iranymutatas arra vonatkozoan, hogy mikor és mivel kezdjik a terapiat [38]. A betegek 20-
70%-a igényel gyogyszeres kezelést, és altalaban a harom 6 érv valamelyikének megléte esetén
kezdjiik el — ezek a fenyegetd sulyos szervi elégtelenség, fenyegetd haldl vagy kronikusan
fennallo tiinetek [2, 59]. A terapiai egyéb f6 indikacidi a kardiolégiai, neurologiai vagy
nephrologiai érintettség, a lokalis terapiara nem reagald szembantalom, illetve a tlineteket
okozé hypercalcaemia [2, 60]. Altalinossagban a legjobbnak tiinG stratégia egy Gjonnan
diagnosztizalt esetben, hogy amennyiben jelentds a Spontan remisszid esélye, akkor varjunk,
ameddig a betegség nem progredidl, €s egyértelmii radiologiai és funkcionalis tiiddinvolvacid
nem jelenik meg. A kezelést illetden sajnos csak néhany randomizalt kontrolldlt vizsgalat
késziilt; ebbdl 13 kortikoszteroidokkal [61], 5 immunszuppressziv és egyéb citotoxikus
szerekkel [62], valamint 5 egyéb randomizalt vizsgalatot emlit a szakirodalom [63-65].

A standard terapia a szisztémas kortikoszteroid alkalmazasa. A dozist, illetve kezelési
id6tartamot tekintve nincs egyértelmii protokoll. A kezdeti lépés altalaban 20-40 mg prednison
naponta 6-12 hétig, majd fokozatos doéziscsokkentés. Eletet veszélyezteté esetekben, mint pl.
sziv, kozponti idegrendszer vagy vese érintettség, illetdleg stlyos szemkarosodds esetén a
kezdé doézis 1 mg/ttkg naponta. Habar minimum 12 havi fenntart6 kezelés ajanlott a relapsus
megakadalyozasdhoz, szdmos kutaté gy véli, hogy 6 honap utdn érdemes megszakitani a

kezelést [66]. A betegek egy része hosszan tartd, alacsony dozisu kezelést igényel még évekig,
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mig a betegség akut formajaban szenveddk szamara elegendd lehet 3-6 havi terapia. Habar a
szisztémas kortikoszteroid kezelésnek vannak rovidtava elényei, hosszi tavii hatdsossaga
megkérddjelezhetd. Egy metaanalizis szerint a 2. és 3. stddiumi pulmonalis sarcoidosisban
szenvedd betegek esetében 6-24 honapig tartd kezelés minimalisan javitotta a betegek erdltetett
vitalkapacitasat (FVC) — 4,2 %-kal —, illetve a szén-dioxid difftzigjat (DLCO) — 5,7 %-kal —,
azonban az aszimptomatikus allapot betegek hosszitavu szteroidkezelése megkérddjelezhetd
[59, 61].

A kronikus szteroid terapia mellékhatasai, illetve az uj gyogyszerek egyre nagyobb térhoditasa
modositotta a sarcoidosis eddigi kezelési gyakorlatat. A kortikoszteroidok mellett alternativ,
illetve kiegészitdé hatdanyagokra is gondolnunk kell bizonyos koriilmények kozott: specialis
szervek érintettsége esetén, a kortikoszteroidok kontraindikacidja esetén, a szteroid dozisdnak
csokkentése esetén, valamint szteroid-rezisztens esetekben. Amennyiben enyhe borérintettséget
vagy hypercalcaemiat tapasztalunk, a szteroidok helyett eldnyben részesitendéek az
antimalarias hatdanyagok, illetve a tetracycline [2, 60]. Konvencionalis szteroidot helyettesitd
gyogyszerek az antimalarias hatdéanyagok /atovakon és a proguanil-hidroklorid, meflokin,
klorokin, kinin, artemisinin/ [67], a methotrexat (MTX) [68] vagy az azathioprin [69]. Mivel a
MTX hatasa késébb jelentkezik, amennyiben gyors eredményre van sziikséglink, mert a
betegség életfontossagl szervet érint, illetve elyujtott lefolyasra van kilatas, gy a MTX-ot
szteroiddal kombinacioban kell alkalmazni. Kétretrospektiv kontrolldlatlan tanulmany szerint
a leflunomid alkalmazasa csokkentheti a sziikséges szteroid dozist, illetve hatékony lehet akar
egyediil, és akar methotrexattal egyiitt olyan pulmonalis vagy extrapulmonalis lokalizacidju
esetekben, melyek gyengén reagalnak a konvencionalis kezelési protokollra, illetve azok tul

sok mellékhatast eredményeztek [70].

A betegek kozel 10%-a az immunszuppresszans kezelés ellenére is tiineteket produkal [71]. Az
elmalt 10 évben egyre gyakrabban alkalmaznak TNFa-antagonistakat (Humira-adalimumab,
Enbrel-etanercept, Remicade-infliximab, Simponi-golimumab, Cimzia-certulizimab pegol) a
krénikus sarcoidosis kezelésében. Az infliximab hatékonynak bizonyult egy randomizalt
palcebo-kontrollalt vizsgalatban refrakter pulmonalis sarcoidosisban szenvedd betegeknél [72].
Mindazonéltal, az erdltetett vitdlkapacitds tekintetében csupan 2,5%-os javulast értel, a Szent
Gyorgy Respiratorikus Kérdéiv alapjan a dyspnoe nem csokkent, a 6 perces sétatesztben pedig
szintén nem mutatkozott javulas [72]. A post-hoc analizis szerint azok a betegek profitaltak
tobbet a kezelésbdl, akiknek alacsonyabb volt a FVC-uk, magasabb a Szent Gyodrgy

Respiratorikus Kérddiv alapjan szamolt Osszesitett pontszamuk, erdsebb a dyspnoe érzésiik
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vagy emelkedettebb volt a CRP szintjiik [73]. Az infliximab az extrapulmonalis sarcoidosis
tekintetében is eredményes volt (mint a vizsgalat masodik végpontja), habar a kezelés 24 hete
alatt elért allapotjavulas eltint a kovetkezd 24 heti kiiiriilési periddus alatt. Kiilonb6zo
retrospektiv vizsgalatok arra utalnak, hogy az infliximab elsésorban azon betegeknél hatékony,
akik kozponti idegrendszeri [74, 75], ocularis érintettséggel [74] vagy lupus pernioval [76]
jelentkeznek. Mindazonaltal fontos tisztaban lenniink a biologiai terapia mellékhatasaival. Az
adalimumab szintén hatékony uveitisben, illetve egyéb fogyatékossdgot okozd sarcoidosis
tiinetben [77]. A rituximab hatasos lehet a refrakter ocularis 1éziokban [78], mig az apremilast

elsdsorban a nehezen kezelhetd bérelvaltozasok esetén alkalmazando [79].

A dexmethylfenidat effektivnek bizonyult a placeboval szemben a faradtsag kezelésének
tekintetében, amely tiinet egyébként meglehetésen nehezen kezelhetd [65]. Mindazonaltal a
dexmethylfenidat egy amphetamin tipusi psychostimulans, ezért felirdsa koriiltekintést
igényel. A betegség szamos fazisdban meggondolandd a hatéanyagok kombinalt alkalmazisa,
ezaltal a mellékhatdsok mérséklése. A lokdlisan adhato kortikoszteroidok megfeleléek lehetnek
a szem- ¢s bortiinetek kezelésére. Habar a kohogés €s bronchus hyperreaktivitas csillapitdsaban
is hatasosak, egyedill alkalmazva nem javitottak jelentésen a légzésfunkcios tesztek
eredményeit, sem pedig a radiologiai képet [72]. A specifikus terapia mellett a tiinetek kezelése,
illetve szupportiv intézkedések is nagyon fontosak, mint pl. a kalciumbevitel csokkentése és a
napfény keriilése hypercalcaemidban, gyogyszerek ¢és implantalhatd eszkozok kardialis
érintettség esetén, hormonalis szubsztiticid hypothalamo-hypophysealis elégtelenség esetén,

valamint az oxigénterapia [2].

A sarcoidosis-asszocialt pulmonalis hypertensio kezelésére hasznalt gyogyszerek elényei és
biztonsagossaga még nem tisztazott, és nagyban fligghet a mogottes patologiai folyamattol [80].
Az endobronchialis stenosis megoldasara mechanikai tagitas sziikséges. A sarcoidosisban
szenvedd betegeknél jelentkezé aspergilloma kezelésére az antifungalis gyogyszerek adasa
ellentmondasos, mig a sebészi eltdvolitas komplikaltabb Ilehet azoknal, akiknél jelentds
pulmonalis  fibrosis alakult ki. Azon betegek esetében, akiknél szteroid-asszocialt
osteoporosissal kell szdmolnunk, érdemes lehet mérni a szérum és a vizelet kalcium

crer

folyamatosan. Az osteoporosis primer prevenciojara a bisphosphonatok az elsddlegesen

valasztandok [81].

A végstadumi betegség megoldasara tiid6-, mdj,- sziv- vagy vesetranszplanticid a
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legésszerlibb gondolat, tekintve, hogy a beavatkozas sikerratdja pont olyan, mint a mas okbdl
elvégzett transzplantacioké [82]. A vardlistara helyezés csak azutan torténhet meg, miutan
valamennyi gyogyszeres terdpids lehetdséget kimeritettiink, illetve a betegség aktivitiasat és
kiterjedését pontosan meg tudjuk itélni. A sarcoidosis rekurrencia aranya a graftokban 14-35%,
¢s altalaban gyogyszeresen jol kezelhet6 [83].

3.7. Ujabb diagnosztikai eszkozok — szérum biomarkerek

A fent emlitett diagnosztikai eszk6zokon tul egyre nagyobb terethoditanak akolonbozé szérum
biomarkerek, melyeket a sarcoidosis diagnosztikdajahoz, aktivitasdnak, illetve prognozisdnak
megbecsléséhez hasznalhatunk [84]. Ezen biomarkerek koziil a ,prototipus” a szérum
angiotenzin konvertaz enzim (ACE). Az ACE-t a sarcoidotikus granuloma epitheloid sejtjei
termelik, minek kovetkeztében a ACE aktivitdsa elviekben aranyos a szervezetben I€vo
granulomak mennyiségével [9]. Az ACE-aktivitas sarcoidosis biomarkerként valo alkalmazasa
évtizedek Ota vitatott kérdés. Kiilonboz6 sarcoidosis kohorsz vizsgalatok 41-100% kozé
becsiilték a ACE-aktivitds szenzitivitasat, mig specificitasat 83-91% kozé [84]. Az ACE-
aktivitds pontos megitélését befolydsolla a méréshez hasznalt esszé, a vizsgalt populacio
Osszetétele, akiilonbozd ACE-gatlo gyogyszerek hatasa, a sarcoidosis ellen alkalmazott terdpia,
illetve az inter-individualis kiilonbségek, melyek az ACE gén inzercid/delécios (I/D)
polimorfizmusabol adodnak [85, 86]. A 17-es kromoszoéman eclhelyezkedd ACE génben
talalhatd egy Un. inzercid/delécid (I/D) polimorfizmus, mely tartalmaz (vagy nem) egy 287
bazispar hosszisagh szakaszt, ennek megfeleléen beszélink 11, 1D vagy DD genotipusrol [87].
Szamos tanulmany igazolta mar korabban, hogy a DD genotipus kozel kétszeres (~80%) szoveti
¢és plazma ACE koncentraciot eredményez, mint az II genotipus jelenléte [88, 89]. Egy 2013-
as meta-analizis eredményei alapjan van Osszefiiggés az ACE gén I/D polimorfizmusa ¢s a
sarcoidosis prevalencidja kozott. Az analizis soran Osszesen 1556 beteg és 2381 kontroll adatait
vizsgaltdk meg, és értékelték, méghozza etnikai hovatartozasnak megfeleléen (kiilon a kelet-
azsiai ¢és kiilon az eurdpai adatokat), és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ACE gén I/D
polimorfizmusa befolyasolja a sarcoidosis kialakuldsara vald hajlamot. A kelet-4zsiai alanyok
esetében az I/D és D/D polimorfizmus, mig az eurdpaiak esetében a D/D polimorfizmus
mutatott szorosabb Osszefiiggést a sarcoidosis gyakorisagaval. Az eurdpai lakossag korében
gyakoribb a D/D polimorfizmus eléfordulasa, ami magyarazhatja, hogy ezen a kontinensen a

betegség eldforduldsa is gyakoribb. Mindazonaltal a vizsgalatnak, illetve az enzimaktivitds
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meghatarozasanak vannak korlatai — pl. az aktivitdismérést zavard tényezok (szérumelemek,
gyogyszeres interakciok); a nem tul nagy elemszam; egyéb polimorfizmusok, melyek

modosithatjdk az enzim aktivitasat —, melyekkel tisztdban kell lenniink [90].

Munkank soran mi is beallitottunk és optimalizaltunk egy fluoreszcens kKinetikus esszét a
szérum ACE aktivitasinak meghatarozasara. Rajottiink arra, hogy az albumin-medialt endogen
ACE-gatlas elhanyagolhatova valik a szérum 35-szordsére vagy tobbszordsére torténd higitasa
esetén. A mintdkban 1év0 bilirubin és hemoglobin zavar6 hatdsanak elkeriilése érdekében a
szérum mintak tovabbi higitdsa ajanlott 0,71 g/L hemoglobin koncentraci6 vagy 150 uM
bilirubin koncentracié folott. Mindezeken tal pedig genotipus-fiiggetlen, valamint [/D

polimorfizmus-fiiggd referencia intervallumokat is Iétrehoztunk ezzel a modszerrel.

Egyéb szérum biomarkerek, melyek hasznosak lehetnek a betegség diagnosztizalasdban azok,
melyek a CD4+ T-sejtek aktivitasdt mutatjdk — pl. a szérum IL-2R (SIL-2R) [91], valamint a
kiilonbozé kemokinek, mint a CXCL9, CXCL10 és CXCL11 [92, 93] —, illetve azok, melyek a

macrophag aktivitdsra utalnak — mint a kitotriozidaz [94], lizozim [95] és szérum amyloid A

(SAA) [96]. A betegség aktivitasanak meghatarozasara legigéretesebb a kitotriozidaz és a sIL-
2R, legalabbis a jelen tanulmdnyok alapjdn. A SAA pedig nagyfokil specificitdssal bir —
szOvettani eljaras soran torténd megfestéssel, valmint szérumkoncentraci6 méréssel — a sarcoid

tipusu granuloma nem sarcoid tipust granulomatol vald elkiilonitésében [97].
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4. Célkitiizés

Az irodalmi attekintés utdn érthetd, hogy mennyire fontos lenne egy megbizhatd, nagy
pontossagun  mérémodszer kidolgozadsa, mellyel egyszeriibbé valhatna a sarcoidosis

diagnosztizalasa. Kutatasaink sordn erre torekedtiink.

Kisérleteink elsé felében a munkacsoportunk altal korabban kidolgozott és beallitott
optimalizalt ACE-aktivitas mérd teszt diagnosztikai hatékonysagat egy klinikai tanulmany

soran vizsgaltuk meg.

Kutatasunk maésodik felében koriljartuk annak a lehetdségét is, hogy az ACE I/D
polimorfizmus figyelembevétele a sarcoidosis laboratoriumi diagnozisanak felallitasaban a mi
altalunk optimalizalt teszten tul segiti-e az ACE aktivitasmérés szenzitivitisanak novelését mas,

kereskedelmi forgalomban kaphatd diagnosztikai tesztek esetében.

Ezen tilmenden kivancsiak voltunk arra is, hogy egyéb, a sarcoidosisban kevésbé hasznalt
biomarkerek onmagukban, vagy mas tesztekkel kombinalva hozzajarulhatnak-e a pontosabb,

gyorsabb laboratoriumi diagnézis felallitasaban.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Elsé ciklus

5.1.1. Vizsgalt alanyok

Kisérleteink els6 részének kontroll csoportjat 201 magyar felndtt alkotta, akik a Debreceni
Egyetem, Kardiologiai €s Szivsebészeti Klinika Jardbeteg-szakrendelés altal gondozottak vagy
a Klinika &nkéntes dolgozoi voltak. Onértékelésiik alapjan valamennyien egészségesek. Az
enyhe (I-es tipusti) hypertonia nem mindsiilt kizarasi kritériumnak. Egyikdjik sem részesiilt

ACE-gatld kezelésben, és valamennyien irdsos belegyezésiiket adtak a vizsgalatba.

A klinikai vizsgalatba, - mely egy obszervacios eset-kontroll tipust tanulmany-, 59 beteget
vontunk be, hogy felmérjiik az optimalizalt ACE aktivitismérd teszt diagnosztikai pontossagat
sarcoidosisban. Ezek a betegek diagnosztikus mediastinoscopian vagy video-asszisztalt
thoracoscopids sebészeti eljarason mentek keresztiil, a Debreceni Egyetem Sebészeti
Intézetében. Az eljarasok alkalmaval szovettani mintavétel tortént a sarcoidosis jelenlétének
vagy hidnyanak megallapitasa céljabol. A histopathologiai analizist rutinszerien a Debreceni
Egyetem Patologiai Intézetének szakemberei végezték. Minden beteg irdsos belegyezését adta

a tanulmanyba.

5.1.2. Szérum- és DNS-mintak

A vérmintakat Vacutainer csdvekbe (Katalogusszam 368857 Vacutainer csé 3 ml lila K3
EDTA, 367955 vacutainer cs6 sarga 5 ml szérum / gél, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA) vettiik le, standard, asepticus vérvételi technikaval. Az alvadast kdvetéen 15 percig tarto,
1500g-n, +4°C-n torténd centrifugalas segitségével elvalasztottuk a szérumot a sejtes
elemektdl. Az ACE aktivitdas méréséig a mintakat —20 °C-n taroltuk. A klinikai tanulmanyban
résztvevéd betegektdl kozvetleniil a sebészeti beavatkozas elott vettiink vérmintat. EDTA -val
antikoagulalt teljes vért hasznaltunk a genetikai vizsgalatokhoz, melyeket —20 °C-n taroltunk a
dezoxyribonucleinsav (DNS) izolacié idépontjaig. A mintavétel és a DNS-izolacio kozott eltelt
atlagos id6tartam 1 honap (2 nap — 3 honap) volt. A genomi DNS-t a NucleoSpin Blood kit
(Katalogusszam: 740951.50; Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Németorszag) segitségével
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izolaltuk a gyarté altal meghatarozott instrukciok alapjan, ésa tisztitott DNS-t+ 4 °C-n taroltuk.

5.1.3. ACE-aktivitds meghatarozasa fluoreszcens kinetikus

essz¢ segitségével

A szérum ACE-aktivitas meghatarozasat a Carmona és mtsai [98] altal meghatarozott protokoll
alapjan végeztiik, kisebb modositasokkal. Roviden, a reakcidelegy tartalma: 100 mM
tris(hydroxymethyl)aminometan  hydrochlorid (TRIS) puffer (pH 7,0), 15 uM Abz-
FRK(Dnp)P-OH szubsztrat (a Peptide 2.0, Chantilly, VA, USA altal szintetizalva), 50 mM
NaCl, 10 uM ZnCl, ¢és szérum, 35-szoros higitdsban. A reakcioelegy fluoreszcencia
intenzitasanak valtozasat NovoStar plate readerrel (BMG Labtech GmbH, Ortenberg,
Németorszag) 96 mérési valys fekete plate-eken hataroztuk meg (Katalogusszam: 655-900,
Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster, Ausztria) 37 °C-on. Folyamatos
adatrogzitést végeztiink 30 percen keresztiil, 1 perces mérési intervallumokkal, az excitacios ¢€s
emisszios hullimhosszusagok pedig 340 és 405 nm voltak (ebben a sorrendben). Az aktivitast
U/L-ben fejeztiik ki, melyet a kovetkezd egyenlet segitségével szamoltuk ki: ACE-aktivitdas =
S /kxD, ahol az,.S” jeloli azid6 soran novekvé fluoreszcencia intenzitasi gorbe meredekségét,
a,k” ateljes hidrolizalt szubsztrat 1 nM-janak fluoreszcencia intenzitasat, a ,,D” pedig a szérum
higitdsanak mértékét. Minden minta esetén legalabb kétszer hataroztuk meg az ACE-aktivitast,
melyet atlagértékként fejeztiik ki

5.1.4. ACE-aktivitas mérése az “ACE color diagnosztikai
kit” segitségevel

A klinikai tanulmdnyba bevont 51 betegb6l 40 esetében az ACE-aktivitast ACEcolor
diagnosztikai reagens (Katalogusszam: 205259, Fujirebio Inc, Tokyo, Japan) segitségével is
meghataroztuk a gyarto altal kiadott instrukcidknak megfelelden. Az alkalmazott szérumhigitas
az eléirt hatszoros volt, és a reakcidelegyek abszorbancia maximuméat egy Hitachi U-299
spektrofotométer (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan) segitségével, 505
nm-en atlatszo kiivettakban (Katalogusszam: 7591 15, Brand GmbH, Wertheim, Németorszag)
hataroztuk meg. Az aktivitast U/L-ben fejeztiik ki, és a kovetkezd egyenlet segitségével
szamoltuk ki: ACE-aktivitas = A-B x 875 ahol ,,A” jelolte a minta reakcidelegy
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abszorbanciajat, ,,B” pedig a vak minta abszorbancidjat. Ehhez a moddszerhez a normal

referencia tartomanyt (8,3-21,4 IU/L 37 °C-on) a kit alkalmazasi eldirata szolgaltatta.
5.1.5. ACE genotipus

Az ACE gén I/D genotipus meghatarozasat a Riga €s mtsai altal leirt protokoll [99] alapjan
végeztik, €és az | allél jelenlétét egy masodik polimeraz lancreakcido (PCR) alkalmazasaval
igazoltuk, Lindpaintner és mtsai. modszerének [100] segitségével. Ezen reakciok amplikonja it
3%-o0s agardz gélen valasztottuk el, majd elemeztik [7]. A DNS-t SYBR safe gél festékkel
festettiik meg (Katalogusszam: S33102, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

5.1.6. Etikai engedély és statisztikai analizis

A Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsdg, Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont (DEKK,
REB/IEB szam:4375-2015), valamint a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs (33327-
1/2015/EKU) valamennyi vizsgalatot engedélyezte. A kutatds a Helsinki Deklaracio

ranyelveinek megfeleléen tortént.

A genotipus-fiiggd csoportok tagjai esetében mért ACE-aktivitdsok kozotti kiilonbségeket
egyutas ANOVA ¢és Tukey post-hoc teszttel értékeltiik. A statisztikai analizist GraphPad Prism
7-es verzioju szoftverrel végeztiik (San Diego, CA, USA). Az eredményeket a kapott értékek
atlagai + standard deviacid6 (SD) vagy median értekek és tartomdny feltiintetésével
szemléltettiik; a kapott eredményt akkor tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak, ha a p<0,05

volt.

5.2. Masodik ciklus

5.2.1. Vizsgalt alanyok

Kutatasunk masodik részébe 104 feltételezetten sarcoidosisban szenvedd beteget vontunk be.
Minden beteg diagnosztikus mediasztinoszkopidn vagy vided-asszisztalt thoracoscopidn esett
at a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Sebészeti Intézetében, annak érdekében, hogy
igazoljuk asarcoidosis meglétét vagy hianyat. A rutin szévettani vizsgalat a Debreceni Egyetem
Patologiai Intézetében tortént. A szteroid terapidban részesiild betegek kizarasra keriiltek.

Minden beteg irasos beleegyezését adta a vizsgalathoz.
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A referencia intervallumok (CTO-aktivitas, LZM és sIL-2R koncentraciok) meghatarozasahoz
133 feln6tt onkéntest vontunk be a tanulméanyba, akik a Debreceni Egyetem Klinikai Ko6zpont
Kardiolégiai Klinika Ambulancidjan jelentek meg, illetve a Kardiologiai Klinika dolgozoi
koziil keriiltek ki. Sajat véleménytik alapjan a legtobbjiiket egészségesnek tekintettilk. Azenyhe
(I-es tipusti) hypertonia nem volt kizaro tényezo. A 104-bSl 9 beteget kizartunk a vizsgalatbol,
mert ACE-gatlo gyogyszeres terapiaban részesiiltek, ezért mesterségesen alacsony volt az
ACE-aktivitdsi szntjiik. A résztvevok koziil senki nem részesiilt szteroid vagy sarcoidosis
ellenes egyéb gyogyszeres terapidban, ¢€s minden résztvevd irasos beleegyezését adta a

vizsgalathoz.

5.2.2. Szérum- és DNS-mintak

A vérmintakat standard aszeptikus technikaval vettiik Vacutainer csdvekbe (Kat. szam. 368857,
367955, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A szérum szeparacioja a nativ vérbdl
alvadas, illetve 15 perc 1500 g-n, +25 °C-n torténd centrifugalas segitségével tortént. A mérések
elvégzéséig -20 °C-n taroltuk a szérummintdkat. A klinikai tanulmanyban résztvevd betegek
esettben a vérmintakat kozvetlenill a sebészi beavatkozas elott vettik. A genetikai
vizsgalatokhoz EDTA-val antikoaguldlt telijes vérmintdkat hasznaltunk, melyeket -20 °C-n
taroltunk a DNS izolalasaig. A genomi DNS-t NucleoSpin DNS izolalo kit segitségével
allitottuk el (Katalogusszam: 740951.50; Macherey-Nagel GmbH, Diiren, Németorszag) a
gyartd utasitdsainak megfeleléen, és a tisztitott DNS-t +4 °C-n taroltuk.

5.2.3. ACE-aktivitas mérése

A szérum ACE-aktivitasat harom kiilonb6z6 modszerrel hatdroztuk meg. A kisérleteink els6
felében kidolgozott, és ebben a dolgozatban korabban bemutatott modszer [102], eredményeit
Osszehasonlitottuk két, kereskedelmi forgalomban elérhet6 médszer, nevezetesen az Infinity
ACE (Kat. szam: TR85056, Fisher Diagnostics, Middletown, USA) és az ACEcolor (Kat
szam: 205259, Fujirebio Inc., Tokyo, Japan) eredményeivel. Az Infinity ACEegy UV kinetikai-
esszé, mely az N-[3-(2-furil)-acryloyl]-L-fenilalanilglicilglicin hasitisan alapul, mig az
ACEcolor egy végpont kolorimetrias modszer, mely a p-hidroxybenzoyl-glicil-L-hisztidil-L-
leucin szubsztrat hasitdsan alapul. A teszteket a gyartok utasitisai alapjan végeztik egy
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mikrotiter  lemez-olvasod,  (fluoreszcens kinetikus esszé; NovoStar, BMG Labtech,
Németorszag), egy klinikkai kémiai analizator (Infinity ACE, Cobas ¢501, Roche, Basel, Svajc)
vagy egy spektrofotométer segitségével (ACEcolor, Hitachi U-2900, Japan).

5.2.4. A szérum CTO (kitotriozidaz) - aktivitds mérese

A szérum CTO-aktivitast a Hollak és mtsai [103] altal leirt modszer alapjan hataroztuk meg,
minimalis modositdsokkal. Roviden, a CTO-aktivitdst egy mesterséges szubsztrat (4-
metilumbelliferil-B-D-N,N’ N”-triacetil-kitotriozid; Kat. szam:19715, Cayman Chemicals,
Ann Arbor, USA) segitségével mértiik egy olyan reakcidelegyben, mely 20 uM szubsztratot,
50-szeres higitast szérumot és 100 mM / 200 mM citrat / foszfat puffert tartalmazott, 52-es
pH-n. A méréseket 96-lyukii mikrotiter lemezben végeztikk (Kat. szam: 655-900, Greiner Bio-
One GmbH, Németorszag) 37 °C-n. A fluoreszcencia intenzitisokban bekovetkezett
valtozasokat (Aex = 340 nm, Aem = 450nm) percenként mértiik legalabb 30 percen keresztiil
mikrotier lemez-olvasd segitségével (NovoStar plate reader; BMG Labtech, Németorszag). A
fluoreszcencia intenzitas értékeket a reakcididd fliggvényeként abrazoltuk ¢és egyenessel
illesztettiik (GraphPad Prism 7.2). A CTO-aktivitast 4-metilumbelliferon (Kat. szam: M1381,
Merck, Németorszag) kalibraciés gorbe haszndlatdval szamoltuk ki és mU/L egységben

fejeztiik ki

5.2.5. A szérum LZM (lizozim)-koncentracid6 mérése

A szérum LZM koncentraciojat egy kereskedelmi forgalomban elérhetd ELISA kit (Kat. szam:
SEB193Hu, Cloud-Clone Corp., Katy, Texas, USA) segitségével hataroztuk meg a gyartd
utasitasainak megfelelden. A celldk abszorbancia értékeit microtiter lemez-olvaséval

detektaltuk (NovoStar, BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag).

5.2.6. SAA(szérum amyloid A)-koncentracié mérése

A SAA koncentraciot immun-nefelometrias esszé (Kat. szam: OQMP11, Cruinn Diagnostics
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Limited, Dublin, [rorszig) alkalmazasaval hataroztuk meg egy BN ProSec analizator (Siemens
Healthcare GmbH, Erlangen, Németorszag) segitségével, a gyartd utasitasainak megfelelden.

Referencia intervallumként a 0 -6,4 mg/L tartomanyt jeloltiik meg.

5.2.7. AsIL-2R (szolubilis interleukin 2 receptor)
koncentracio mérése

crer

ELISA kitet (Kat. szzm: BMS212INST, eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Bécs,
Ausztria) hasznaltunk. A méréseket a gyarto utasitasainak megfelelden végeztiik. A mikrotiter
lemez mérdhelyek abszorbancia értékeit mikrotiter lemez-olvasoval mértiik meg (NovoStar,
BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag).

5.2.8. Az ACE gén inzercio/delécio, illetve a kitotriozidaz

gén duplikacids polimorfizmusainak meghatarozasa

Az ACE gén (rs1799752) 1/D genotipusat a Rigat és mtsai altal leirt protokol [99] alapjan
hatdroztuk meg, az | allél jelenlétét pedig egy masodik polimerdz lancreakcid (PCR)
segitségével erdsitettiik meg, Lindpainter és mtsai-nak modszerével [100]. Ezen reakciok
amplikonjait 3%-os agardéz gélen szeparaltuk [7], a DNS-eket SYBR safe gélfestékkel
vizualizaltuk (Kat. szam: S33102, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). A Livnat és
mtsai altal leirt protokollnak megfeleléen hatdroztuk meg a CTO gén 24 bazispar hosszu
duplikdtumait (rs3831317) [104].

5.2.9. FEtikai engedély és Statisztikai analizis

A Regionalis és Intézményi Etikai Bizottsdg, Debreceni Egyetem, Klinikai Kozpont (DEKK,
REB/IEB szam:4375-2015), valamint a Magyar Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs (33327-
1/2015/EKU) valamennyi vizsgalatot engedélyezett. A kutatds a Helsinki Deklaracio

ranyelveinek megfeleléen tortént.
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Az adatok eloszlasi mintdzatat D’agostino-Pearson omnibusz normalitasi teszttel vizsgéltuk.
Minden olyan érték, mely normal eloszlasu volt atlagként (+standard deviacio) van abrazolva,
mig azok, melyek eloszlasa nem normal volt, azokat medianként (25-75 percentilis tartomany)
abrazoltuk. A normal eloszlast kovetd adatokat parositatlan t-teszttel hasonlitottuk Ossze
Welch-féle korrekciot alkalmazva, mig a nem normal eloszlast kovetd adatokat Mann-Whitney
U teszttel. A nomindlis értékek analizisét kétiranyll Fisher teszttel végeztik. y2-tesztet
alkalmaztunk annak megbecsiiléséhez, hogy a genotipus eloszlas a Hardy-Weinberg
egyenletnek megfeleléen alakult-e [101]. A kiilonbozé csoportokon beliili allélmegoszlast
kétiranyl  Fisher teszttel hasonlitottuk Ossze. A referencia tartomanyok megallapitasdhoz
alkalmazott statisztikai vizsgalatok az International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC) ajanlasainak megfeleltek. Ezek az ajanlasok a Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) utmutatasaban jelentek meg [139]. A referencia
intervallumokat nem-parametrikus, percentilis modszerrel hataroztuk meg. A kies6 értékeket
Tukey szerint azonositottuk [140]. A kombinalt szenzitivitds ¢és specificitas kiszamitasahoz
Kanchanaraksa szimultan tesztjét [105]) alkalmaztuk. A statisztikai analizis elvégzéséhez a
GraphPad Prism szoftver 7.2.-es verziojat hasznaltuk [105]. Statisztikailag szignifikdinsnak
mindsitettiik azokat az eredményeket, amelyeknél a p<0,05 volt. A kiilonb6z6 vizsgalt
biomarkerek, valamint az ACE - akitvivitast mér6 tesztek diagnosztikai hatékonysagat, ROC
gorbék (receiver operating characteristic) segitségével vizsgaltuk, melyeket a GraphPad Prism
8 szoftverrel hozztul 1étre. A gorbe alatti teriiletet az dbrakon feltlintettiik.
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6. Eredmények

6.1. Elso ciklus

Munkacsoportunk kordbban kidolgozott egy optimalizalt fluoreszcens ACE-aktivitdas mérd
tesztet, melyet nem befolydsol az albumin vagy mas szérum Osszetevd jelenléte. Jelen kutatas
els6 fazisaban ennek a tesztnek a diagnosztikus pontossagat egy klinikai vizsgalatban
teszteltik. 59 beteget vontunk be a vizsgilatba, akik valamennyien diagnosztikus
mediastinoscopidn vagy hilaris nyirokcsomo, illetve tliddszovet biopsia vétel céljabol torténd
thoracoscopian estek at a sarcoidosis tiineteinek megjelenését kovetden. A sarcoidosis
diagnézisat ezen mintak szdvettani analizisét kovetden allitottak fel vagy zartak ki. A miitéteket
megelézéen minden betegtdl vérmintat vettiink a genotipus és az ACE-aktivitds meghatarozasa

érdekében.

59 betegbdl 8 keriilt kizarasra ACE-gatldo kezelés alkalmazisa, ezaltal mesterségesen
csokkentett ACE-aktivitds miatt (1. tablazat).

Osszes beteg, n 59
ACE-gatlé kezelés miatt kizart betegek szama, n 8
Sarcoidosisra pozitiv  Sarcoidosisra negativ
szdvettan szbvettan

Szam, n 40 11
Nem, né/férfi, n 18n/22f 3n/8f
Eletkor, évek 3904110 54,0+15,2
Il genotipus, n 4 3
1D genotipus, n 24 S
DD genotipus, n 12 3
ACE-aktivitas (I1'), U/L, (atlag £ SD) 10,38 £ 3,67 5732091
ACE-aktivitas (/D ), U/L, (atlag £ SD) 12,24 44,35 7,38£2,90
ACE-aktivitds (DD ), U/L, (atlag £ SD) 13,99+ 4,82 10,97 20,70
Tudobetegség radiologiai stadiuma

Stadium O, n 1 0

Stadium 1, n 24 8

Stadium 2, n 11 3

Stadium 3, n 3 0

Stadium 4, n 0 0
Bal kamrai ejekcids frakcid, % (atlag £ SD) 604148 61,154
FVC, % (atlag £ SD) 96,0 £ 16,5 85,8£19,1
FEV1, % (atlag £ SD) 92,74+150 80,0+ 18,8
Tiffeneau-index, % (atlag £ SD) 82,82%5,82 79,05+ 7,13

1. tablazat. A Kklinikai vizsgalatba bevont betegek jellemzoi a szévettani eredmény szerint
csoportositva
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ACE: angiotenzin-konvertalé enzim; EF: ejekcios frakcid; FVC: eréltetett vitalkapacitas; FEVI:
eréltetett kilégzési térfogat (1 s); Tiffeneau-index FEV1/FVC.

A szovettani analizis 51 betegbdl 40 esetében specifikus volt sarcoidosisra, mig 11 beteg
kapcsan mas diagnozis nyert szovettani alatimasztast (lymphoma, carcinoma, anthracosis,
sinus hystiocytosis sth.). Az I/D genotipus prevalenciajat és az allélgyakorisagot illetéen nem
talaltunk szignifikdns kiilonbséget a szdvettanilag pozitiv, illetve negativ esetek kozott,
valamint a sarcoidosisra pozitiv és a kontroll csoport kozott (az adatokat nem abrazoltuk). A

betegek klinikai tulajdonsagait az 1. tdbldzat mutatja.

Az ACE-aktivitas értéket akkor mindsitettilk pozitivnak, ha az meghaladta az altalunk korabban
meghatarozott referencia intervallum fels6 hatarat [102]. A genotipus-fiiggetlen referencia
intervallum alkalmazasa esetén 40-bol 9 beteg rendelkezett a referencia intervallum felsé
hatdranal magasabb ACE-aktivitdssal, mig a genotipus-fiiggd referencia intervallum
alkalmazasa esetén ugyanez az arany 17 volt (2. tablazat). Ezaltal azt mondhatjuk, hogy az
ACE-aktivitdAs meghatarozadsanak szenzitivitisa a sarcoidosis diagndzisanak felallitasdban
jelentésen emelkedett a genotipus-fiiggd referencia intervallum alkalmazasa esetén (42,5% a
22,5%-kal szemben) a mi atalunk kidolgozott teszt esetében. 51 betegbdl 11 esetében kaptunk
valodi negativ értéket, ami mindkét kiértékelési technika alkalmazasa utan is negativ maradt,
mig 31, illetve 23 beteg esetében dlnegativ eredményt kaptunk a genotipus-fiiggetlen, illetve
genotipus-fiiggd referencia intervallumot alkalmazva, ebben a sorrendben. A moddszer
specificitdsa, illetve pozitiv prediktiv értéke mindkét esetben 100%-nak bizonyult, mig a
negativ prediktiv érték 26,2%, valamint 32,4% lett a genotipus-fiiggetlen €s genotipus-fiiggd
referencia intervallumok hasznalata esetén. Az ACE-aktivitasmérés értékelése pontosabb volt

a genotipus-fiiggd referencia intervallum alkalmazdsa esetén (54,9% vs. 39,2%).

Genotipus-fliiggetlen Genotipus-fliggd

kiértékelés kiértékelés
Valadi pozitiv, n 9 17
Valadi negativ, n 11 11
Fals pozitiv, n 0 0
Fals negativ, n 31 23
Szenzitivitas, % 22,5 42,5
Specificitas, % 100 100
PPV, % 100 100
NPV, % 26,2 32,4
Pontossag, % 39,2 54,9

29



2. tablazat. A fluoreszcens kinetikai ACE aktivitasi teszt diagnosztikai hatékonysaga.
PPV: pozitiv prediktiv érték; NPV: negativ prediktiv érték.

Osszehasonlitottuk ennek a fluoreszcens kinetikus esszének a diagnosztikai pontossagat egy, a
kereskedelmi forgalomban elérhetd diagnosztikai teszt, az “ACEcolor” pontossagaval (3.
tablazat). Az 51-b6l 40 beteg ACE-aktivitisa alapjan a mi tesztiink diagnosztikai
teljesitOképessége (a genotipus-fliggetlen referencia intervallummal) hasonldé volt az
“ACEcolor” teszt pontossagahoz (42,5% vs. 40%, ebben a sorrendben), mindazonaltal az
“ACEcolor” fals pozitivnak értékelt egy nem sarcoidosisos mintat is. Amikor a genotipus-fiiggd
hatarértékeket alkalmaztuk, a mi tesztink felilmalta az “ACEcolor” diagnosztikai teszt
pontossagat (50% vs. 40%, ebben a sorrendben), mely nem veszi figyelembe az ACE 1I/D

polimorfizmust.

ACEcolor (Fujirebio Optimalizalt fluoreszcens kinetikai ACE
Inc.) aktivitasi esszé

Genotipus-fiiggetlen Genotipus-fiiggé
kiértékelés kiértékelés
n=40
Valddi pozitiv, n 6 6 9
Valadi negativ, n 10 11 11
Fals pozitiv, n 1 0 0
Fals negativ, n 23 23 20
Szenzitivitds, % 20,7 20,7 31,3
Specificitas, % 90,9 100 100
PPV, % 85,7 100 100
NPV, % 30,3 32,4 35,5
Pontossag, % 40 42,5 50

3. tablazat. Az “ACEcolor” és az optimalizalt fluoreszcens kinetikus esszé diagnosztikai
hatékonysaga.
PPV; pozitiv prediktiv érték; NPV, negativ prediktiv érték

6.2. Masodik ciklus

Kutatasunk masodik felében tobbek kozott arra kerestik a valaszt, hogy az ACE I/D
polimorfizmus figyelembevétele segiti-e a pontosabb diagnosis felallitaisat egyéb, a
kereskedelmi forgalomban kaphatd diagnosztikai tesztek esetében.

A vizsgalatba Osszesen 104 sarcoidosis-gyants beteget vontuk be, akik szintén diagnosztikus
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mediastinoscopian vagy hilaris nyirokcsomo, illetve tiidoszovet biopsia vételen estek keresztiil

o

a sarcoidosis szovettani megerdsitése vagy kizardsa végett.

A szovettani vizsgalat 104-b6l 69 esetben bizonyult specifikusnak sarcoidosisra, mig 35 beteg

szovettanilag eltérd diagnozist kapott (sinus histiocytosist, lymphomat, carcinomat,
anthracosist stb., 4. tablazat).
Sarcoidosis szévettan . f e
o, N Referencia populacid
Pozitiv Negativ
Szam, n 69 35 133
Nem, nd/férfi, n 30n/39f 12n/23f 72n/61f
Eletkor, évek 40,9 (¢12,3) 50,5 (+14,0) 48,3 (£15,0)
Bal kamrai ejekcids frakeid, % 60 (57-64) 61 (£6) 60 (56-64)
Throembocyta szam, G/L 246 (208-298) 268 (+79) 255 (225-299)
Lymphocyta szém, G/L 1,56 (1,21-1,85) ¥ 1,82 (+1,39-2,38) 1,89 (1,58-2,25)
Lymphocyta arény, % 23,3 (18,5-28,1) 24,3 (+9,3) * 29,2 (24,4-32,7)
Thrombocyta-lymphocyta arany 160 (125-213) # 140 (118-186) 130 (113-165)
Kreatinin, mM 71,7 (£15,4) 73,0 (£20,3) 73,0 (59,8-83,3)
eGFR, mL*perc**(1,73m2)™ 103,5 (£15,9) * 96,0 (£22,5) 93,6 (81,0-105,4)
Tiid6betegség radioldgiai stadiuma
Stadium 0, % 5 17 100
Stadium 1, % 63 54 0
Stadium 2, % 29 23 0
Stadium 3, % 3 6 0
FVC, % 97 (£16) 89 (+19) ND
FEV1, % 93 (+16) 84 (£19) ND
Tiffeneau-index, % 81 (78-86) 79 (+8) ND
ACE aktivitas,Fluoreszcens kinetikai esszé, U/L 11,89 (10,5-13,7) * 8,88 (£2,3) 9,19 (£2,1)
ACE aktivitas, ACEcolor, IU/L 17,87 (14,9-21,7) 12,30 (+4,9) ND
ACE aktivitas, Infinity, U/L 67 (54-90) " 39 (21-54) ND
ACE genatipus, 1I/ID/DD, % 14/54/32 25744 /31 18/47/35
sIL-2R koncentracié, pug/L 0,74(0,42-1,14) ™ 0,47 (0,33-0,82)* 0,35 (0,26-0,35)
CRP, mg/L 4,53 (1,9-8,1) 4,5 (0,8-28,8) ND
LZM koncentracié, mg/L 2,14 (1,93-2,36) ¥ 2,30(1,99-2,49) 1,81 (1,68-1,97)
SAA koncentracié, mg/L 5,44 (2,95-12,5) 6,97 (3,03-44,4) ND
CTO aktivitas, mU/L 3235(1523-4482) ¥ 688 (424-1210) 539 (316-884)
CTO genotipus, WW/WD/DD, % 66/32/2 63/37/0 61/37/2

tablazat. A vizsgalati csoportok klinikai és laboratériumi jellemzoi.

FVC, erdltetett vitalkapacitas; FEV1, eroltetett kilégzési térfogat (1 s), ACE, angiotenzin konvertalo
enzim; sIL-2R, szolubilis interleukin 2 receptor; CRP, C-reaktiv protein; SAA, szérum amyloid A;
LZM, lizozim; CTO, kitotriozidaz; ND, nem elérhetd adatok.

* a sarcoidosisra pozitiv, illetve negativ csoportok kozotti szignifikans kiilonbség.

# pozitiv, vagy negativ szovettanti csoportok, valamint a referencia populacidé kozotti szignifikdns

kiilonbség.

133 egészséges Onkéntest szintén bevontunk a vizsgalatba, 6k alkottdk a referencia populaciot.
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A sarcoidosisban szenved6 betegek szignifikinsan fiatalabbak voltak, mint a negativ
szovettannal rendelkezOk vagy az egészséges kontrollcsoport tagjai (40,9£12,3 év, illetve
50,5£14,0 év ¢és 483+15,0 ¢év, ebben a sorrendben). Bal kamrai szisztolés funkciot,
thrombocytaszamot, erdltetett vitalkapacitast és Tiffneau-indexet tekintve nem talaltunk
szignifikdns eltérést a csoprotok kozott. A vérben I€vé lymphocytaszdm jelentdsen
alacsonyabbnak bizonyult a sarcoidosisos betegek esetében, a negativ vagy referencia
populaciohoz viszonyitva (1,56 G/L (1,21-1,85 G/L) vs. 1,82 G/L (1,39-2,38 G/L), illetve 1,89
G/L (158-225 G/L, ebben a sorrendben), habar a vér lymphocyta aranya mindkét
betegcsoportban alacsonyabbnak mutatkozott, mint a referencia csoportban (23,3% (18,5-
28,1%) vagy 24,3+93% vs. 292% (24,4-32,7%), ebben a sorrendben). A thrombocyta-
lymphocyta arany szignifikinsan magasabb volt a sarcoidosisban szenvedd betegek esetében
(160 (125-213)), mint a kontroll csoportban (130 (113-165)). A szérum kreatinin koncentracio
nem kiilonbozott szignifikdnsan a csoportok kozott, a becsiilt glomerularis filtracios rata pedig
minden csoportban meghaladta a 90 mL*perc1*(1,73m?)1-et. Az eréltetett kilégzési térfogat
(1s) magasabbnak bizonyult a sarcoidosisos csoportban a nem-sarcoidosis csoporthoz

viszonyitva (93+16% vs. 84+£19%, ebben a sorrendben).

Az ACE gén inzercid/delécido polimorfizmusa szignifikdnsan befolyasolja a keringd ACE
aktivitasat, csakugy, mint ahogy a CTO gén duplikdcids polimorfizmusa hatassal van a CTO
aktivitasara. Az ACE I/D polimorfizmus és CTO gén duplikaciés genotipus-closzlasa a Hardy-
Weinberg egyenletnek megfeleléen alakult, és nem mutattak kiilonbséget a csoportok esetében.
Az ACE-aktivitas atlaga, illetve medidnja (barmely modszerrel mérve), a sIL-2R koncentracid
¢s CTO-aktivitds szignifikansan eltért a sarcoidosisban szenvedd betegek és nem
sarcoidosisban szenvedd betegek kozott, mig a CRP,LLZM ¢és SAA koncentraciok esetébennem

figyeltiink meg kiilonbséget ezen csoportok kozott (4. tablazat).

Az ACE-aktivitast 3 kiilonb6z6 modszerrel mértiik meg. Munkacsoportunk altal korabban
létrehozott optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszé diagnosztikai  hatékonysagat most
Osszehasonlitottuk két masik, kereskedelmi forgalomban kaphaté ACE-aktivitdsi teszttel. Az
enzimaktivitasi értéket pozitivnak mindsitettiik sarcoidosisra nézve, ha meghaladta a gyartd
vagy mas kutatocsoportok altal meghatirozott referencia intervallum felsé hatarat, tovabba a
kiértékelést kiegészitettiik az irodalomban elérheté ACE I/D genotipus-tiiggd referencia

tartomanyok szerinti értékeléssel is.

Osszehasonlitottuk  ezen tesztek receiver operating characteristics (ROC) gorbéi alatti
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teriileteket, ¢és mindharom teszt esetében egymashoz hasonld gorbe alatti teriileteket (AUC)
talaltunk (fluoreszcens kinetikus esszé vs. ACEcolor vs. InfinityACE = 0,8231 vs. 0,8010 vs.
0,8158, ebben a sorrendben, 9/A. abra). Mindazonaltal szignifikans kiilonbségek mutatkoztak
aszenzitivitas, specificitas, pozitiv ésnegativ prediktiv értékek terén (9/B. dbra). A fluoreszcens
kinetikus esszé és az ACEcolor alacsony szenzitivitassal (25,0% és25,4%, ebben a sorrendben),
viszont kiilonosen magas specificitassal és pozitiv prediktiv értékkel (100% és 100%, valamint
96,4% ¢és 94,1% ebben a sorrendben) birtak. Ezzel ellentétben, az Infinity ACE teszt
megkozelitdleg 80%-o0s szenzitivitdssal, specificitdssal éspozittv prediktiv értékkel rendelkezik
(9/B. abra).

A Optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszé ACEcolor Infinity™ ACE
AUC %
Lou0o 0 100 100 10
l 0 % %
80 80 s
g i S o g i
g o 4 6 g o
- . 2w R g
E » E 0 E @
@ 3 @ 3 @ 3
0 20 20
10 AUC= 08291 10 AUC= 08010 10 AUC= 03158
. _ p<0.0001 . p<0.0001 . _ p<0.0001
05000 0 TR I A ) (U I R DLW M TS 00
100 %- Specificitas (%) 100 %- Specificitas (%) 100 %- Specificitas (%)
B Referencia intervallum 485-13.79UL 8.3-214IUL 8-52UL
Soeiivts ) 50 0
Specificitds (%) 100 106%4) 76.9
Pozitiv prediktiv érték (%) 100 (B
Negativ prediktiv érték (%) 377 36.5 60.6
Pontossag (%) 484 47.3 7.6
C Csongradi et al. Furuya et al. Nissen et al.
Genotipus-fiiggd =376 1125 UL =68-182TUL IT=63-385IUL
referencia intervallum ID=522-11.59TUL ID=93-235IUL ID=14.0-56.0 IU/L
DD=17.19-14.84 UL DD=115-26.91IU/L DD=233-7121UL
Szenzitivitas (%) 45. 4159 71.9
Specificitas (%) 76.0
Pozitiv prediktiv érték (%) 19616) 8722
Negativ prediktiv értek (%) 452 54.3
Pontossag (%) 61.5 40.0 73.2

9. abra. A kiilonbozé ACE aktivitasi tesztek diagnosztikai pontossaga.

A receiver operating characteristics (ROC) gorbék alakulasa a kiilonbozé ACE aktivitasi tesztek
figgvényében (A), illetve a kiilonb6z6 ACE aktivitasi tesztek diagnosztikai hatékonysaga ACE gén
I/D polimorfizmus fiiggetlen (B), valamint fiiggd (C) modon elemezve. Egy érték akkor bizonyult
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sarcoidosisra pozitivnak, hameghaladta a referencia intervallum fels6 hatarértékét. AUC, gorbe alatti

tertiilet jelzi.

Amikor az adatokat a genotipus-fiiggd ACE-aktivitds referencia tartomany alapjan
ujraelemeztiik (9/C. &bra), azt talaltuk, hogy az ACE genotipus ismerete szignifikdnsan javitotta
az optimalizalt fluoreszcens kinetikus esszé diagnosztikai hatékonysagat (a szenzitivitds 25,0-
10l 452%-ra emelkedett megtartott specificitassal és pozitiv prediktiv értékkel), mig enyhe
hanyatlast tapasztaltunk az ACEcolor ¢s InfinityACE tesztek esetében.

Kovetkez6 1épésben azt vizsgaltuk meg, hogy egyéb biomarkerek segithetik-e a sarcoidosis
laboratoriumi diagnosztikajat. A SIL-2R éslizozim mérésekhez hasznalt kitek nem tartalmaztak
egészséges populaciora vonatkozod referencia tartomanyokat, igy meghataroztuk azokat (10.
abra). A referencia populacion beliil a sIL-2R esetén 8 (>0,879 ug/L), mig a LZM esetén 2
(>2,477 mg/L) értéket kiesO értékként azonositottunk, és kizartuk az elemzésbdl. A referencia
tartomanyokat a sIL-2R esetén 0 — 0,6823 pg/L koncentraciok kozott (10/A. abra), mig a LZM
esetén 0 — 2,2538 mg/L koncentraciok kozott allapitottuk meg (10/B. abra).
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10. abra. A szérum sIL-2R és LZM koncentracio értékek megoszlasa a referencia csoportban.
A szérum szolubilis interleukin 2 receptor (sIL-2R, A) és lizozim (LZM, B) referencia csoportban
észlelt megoszlasa. Minden egyes kor egy referenciaegyén értékét szemlélteti. A horizontalis vonal
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mutatja a median értéket interquartilis tartomannyal. A szaggatott vonal a felsé referencia

hatarértéket jelzi.

A referencia intervallumok tiikkrében teszteltik a sIL-2R, LZM és SAA koncentraciok
diagnosztikai pontossagat a betegpopulacionkon (11. abra). Az ROC analizisek arra a
kovetkeztetésre juttattak benniinket, hogy ebben a tanulmanyban csak a sIL-2R koncentracio
alapjan kiilonithetdek el a sarcoidosisban szenvedd betegek a nem sarcoidosisban szenvedd
betegektdl (p=0,0117, p=0,0643, p=0,5684, ebben a sorrendben), annak ellenére, hogy a sIL-
2R alacsony AUC értékkel birt (11/A abra). Ezen biomarkerek szenzitivitasa (52,2%, 35%,
47.8% ebben a sorrendben) és specificitasa (73,5%, 48,9%, 44,1%, ebben a sorrendben)
alacsonynak bizonyult (11/B. abra).
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100 %- Specificitds (%) 100 %- Specificitds (%) 100 %- Spectficitas (%)
Referencia intervallum 0-0.6823 pg/L 0-2.2538 mg/L 0-64mgL
Szenzitivitds (%) 522 35.8 47.8
Specificitas (%) 73.5 48.9 4.1
Pozitiv prediktiv érték (%) 79.6 59.3 62.8
‘Negativ prediktiv érték (%) 43.9 27.1
Pontossag (%) 59.4 40.0 46.5

11. abra. A sIL-2R, LZM és SAA esszék diagnosztikai hatékonysaga.
A receiver operating characteristics (ROC) gorbék alakulasa az sIL-2R, LZM, SAA tekintetében
(A), illetve aszolubilis interleukin 2 receptor (SIL-2R), lizozim (LZM) és szérum amyloid A (SAA)
koncentraciok diagnosztikai pontossaga lathatd. Egy érték akkor bizonyult sarcoidosisra

pozitivnak, ha meghaladta a referencia intervallum felsd hatarértékét. AUC, gorbe alatti teriilet.

Az utdbbi évtizedekben a szérum CTO-aktivitas (Kitotriozidaz - CTO) mérés egy igéretes

eszkoznek tiint a sarcoidosis diagnosztizalasa kapcsan. Kutatasunkban kidolgoztunk egy

modszert a CTO-aktivitas mérésére, és a beallitott modszerre meghataroztunk a referencia

tartomanyt is. Tiz egészséges egyént kizartunk a referencia populaciobdl a statisztikailag magas
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CTO aktivitas (mU/L)

CTO aktivitas miatt (>1423 mU/L), igy 0-1233 mU/L kozott tudtuk kijelolni a referencia
tartomanyt (12/A. ébra). A ROC analizis szerint a szérum CTO-aktivitds alapjan hatékonyan
elkiilonithetdé a sarcoidosisos beteg a nem sarcoidosisban szenveddtdl (AUC=0,8608,
p<0,0001, 12/B. abra). Amennyiben a referencia tartomany felsd hatarat alkalmazzuk
diagnosztikus hatarértékként sarcoidosis esetén, akkor ez a teszt 85,1%-0s szenzitivitassal,
76,5%-0s specificitassal, 87,7% pozitiv prediktiv értékkel, 72,2% negativ prediktiv értékkel,
valamint 82,2% diagnosztikai pontossaggal rendelkezik a sarcoidosis azonositasaban (12/C.

abra).
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12. abra. A szérum CTO-aktivitasok diagnosztikai tulajdonsagai.
(A) A referencia csoport szérum kitotriozidaz (CTO) aktivitaisanak megoszlasa. Minden egyes kor
egy referenciaegyén értékét szemlélteti. A horizontalis vonal mutatja a median értéket interquartilis
tartomannyal. A szaggatott vonal a fels6 referencia értéket jelzi. A receiver operating characteristic
(ROC) (B) és a CTO-aktivitas diagnosztikus pontossaga (C) lathatd. Egy érték akkor bizonyult
sarcoidosisra pozitivnak, ha meghaladta a referencia intervallum felsé hatarértékét. AUC, gorbe

alatti tertlet.

Vilaszt kerestlink arra a kérdésre, hogy vajon a legmagasabb szenzitivitasu ¢&s specificitasu
szérum biomarkerek kombindlt  vizsgilata javitja-e a sarcoidosis  laboratoriumi
diagnosztikdjanak hatékonysagat. A szérum ACE-aktivitds (a fluoreszcens kinetikus esszével
meghatdrozva a legmagasabb specificitasu) ¢és szérum CTO-aktivitds (legmagasabb
szenzitivitdsi) mérések kombindlasa, mint szimultdn vizsgalat javitotta a szenzitivitdst (88,8%)

megtartott specificitds mellett.

Meégtovabb igyekeztiink fokozni a diagnosztikai pontossagot, ezért meghatdroztunk egy uj
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Kettds szorzat (U¥/LY)

paramétert, a szérum ACE- és CTO-aktivitasok ugynevezett “kettds szorzatat”, ezen értékek
Osszeszorzasaval. A kettGs szorzat referencia intervallumaként 0-10,614 U?2/L2-t jeloltink meg
(13/A. abra). A kett6s szorzat ROC analizise az eddigi legjobb AUC értéket mutatta, 0,8984-et

(13/B. abra). A referencia intervallum felsé hatarat alkalmazva dontési hatarértékként, a kettds
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szorzat szenzitivitasa 90,5%, specificitasa 79,3%, pozitiv prediktiv értéke 90,5%, negativ
prediktiv értéke pedig 79,3% volt ebben a tanulmanyban, ami azt jelenti, hogy a laboratériumi
tesztet alkalmazva csupan a betegek 13%-at diagnosztizaltuk helyteleniil (13/C. abra).

13. abra. A ,,kettés szorzat” diagnosztikai tulajdonsagai.

(A) A, kettds szorzat” (az ACE és CTO aktivitas 6sszeszorzasabolkapott érték) megoszlasaareferencia
csoportban. Minden egyes kor egy referencia egyén értékét szemlélteti. A horizontalis vonal mutatja a
median értéket interquartilis tartomannyal. A szaggatott vonal a fels6 referencia értéket jelzi. A receiver
operating characteristics (ROC) gorbéje (B) és a , kettds szorzat” diagnosztikus pontossaga (C) lathato.
Egy érték akkor bizonyult sarcoidosisra pozitivnak, ha meghaladta a referencia intervallum felso

hatarértékét. AUC: gorbe alatti teriilet.
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7. Megbeszélés

A human szérumbdl torténd ACE-aktivitaismérés értékes informacidt szolgaltathat bizonyos
betegségek diagnosztizalasahoz, mint pl. a sarcoidosis [106], a Gaucher-koér [107] és a
granulomatosus fertézések [108]. Az ACE-aktivitas egy hasznos biomarkernek tlinik a
sarcoidosis diagnosztizalasahoz ¢és monitorizalasahoz [84]. Napjainkban radioliganddal jeldlt,
colorimetrias ¢€s fluoreszcens esszék érhetdek el a szérum ACE-aktivitdas meghatarozasdhoz,
illetve nemrégiben megjelent egy gyors, nagyon érzékeny fluoreszcens kinetikai esszé, amely

egy quenchelt fluorogén szubsztratot (Abz-FRK(Dnp)P-OH) alkalmaz [109].

Jelen kutatds elsé felében a munkacsoportunk altal tokéletesitett fluoreszcens kinetikus esszé
diagnosztikai hatékonysagat egy klinikai tanulmanyban vizsgaltuk. Azok a betegek, akik
feltételezetten sarcoidosisban szenvedtek, diagnosztikus miitéten estek at, hogy szovetmintat
nyerjiink a hisztopatologiai vizsgalathoz, illetve ezzel parhuzamosan mértikk a szérum ACE-
aktivitasukat is. Azok a betegek, akiknél az enzim aktivitdisa meghaladta a referencia
intervallum felsé hatarat, azok sarcoidosis szempontjabdl pozitivnak mindsiiltek. A genotipus -
fiiggd referencia intervallumok alapjan meghatdrozva kozel kétszer annyian bizonyultak
pozitivnak, mint a genotipus-fiiggetlen referencia tartomany alapjan értékelve. Ezzel az ACE-
aktivitds esszével, illetve a genotipus-fiiggd referencia mtervallumok alkalmazisaval a
sarcoidosis 42,5%-os szenzitivitassal, 100%-os specificitassal és 100%-os pozitiv prediktiv
értékkel (PPV) allapithatd meg. Ez az ACE-aktivitismérd teszt és az alkalmazott referencia
tartomanyok nem eredményeztek fals pozitiv eseteket, ezaltal a fals negativ esetek szama nétt,
a szenzitivitds pedig csokkent. Mas szavakkal, a fals pozitiv eseteket a szenzitivitas
felaldozasaval eliminaltuk. Kovetkezésképpen, a sarcoidosist alatdmaszto tiinetek jelenléte és
a referencia intervallum felsé hatarat meghalado ACE-aktivitasi érték a sarcoidosis elleni
gyogyszeres terapia elinditdisdnak megfontolasara kell, hogy sarkallja a kezeldorvost a sebészi

mintavétel helyett.

Kiilonboz6 modszerek és diagnosztikai kitek allnak rendelkezésre az ACE-aktivitdas méréséhez.
Az itt bemutatott fluoreszcens kinetikai essz¢é diagnosztikai pontossagat mas kereskedelmi
forgalomban kaphatdo ACE aktivitdsi kitek hatékonysagdhoz viszonytva az allapithatdé meg,
hogy a fluoreszcens kinetikai esszé kismértékben pontosabb a tobbi kitnél. Masrészrdl, az ACE
I/D genotipus meghatarozasa szignifikinsan javitotta a sarcoidosis detektalasanak
szenzitivitdsat. A genotipus-fliiggd referencia intervallumok ¢és hatarértékek alkalmazasaval ez
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a teszt az invaziv mintavétel alternativajaként szolgdlhat a sarcoidosis diagnozisanak

megerdsitésében, a betegek kozel 50%-anak esetében.

Kutatasaink masodik felében Gsszehasonlitottuk a kiilonbozé ACE-aktivitast méré modszerek
laboratoriumi  hatékonysagat, meghataroztuk szdmos szérum biomarker diagnosztikai
pontossagat, illetve,  kifejlesztettink  egy kombinalt  biomarkert a sarcoidosis
diagnosztizalasdhoz.

Az Amerikai Mellkassebészeti Szovetség, az Eurdpai Respiratorikus Tarsasag, valamint a
Sarcoidosis és Mas Granulomatosus Betegségek Vilagszervezete (WASOG) 1999-ben a
sarcoidosit egy ismeretlen eredetli, tobb szervrendszert érintd granulomatosus
megbetegedésként definialta [110]. Az volt az allaspont, hogy a sarcoidosis diagnozisa akkor
allapithatdé meg, ha a radiologiai leletet szovettani vizsgalat tdmasztja ald, mely a mintdban el
nem sajtosoddé granulomakat igazol, és a granulomaképz6dés egyéb okai kizarhatoak [111].
Tovabba azt is kijelentették, hogy amennyiben egyszer a sarcoidosis pathogenezisét megértjiik,
valészinli, hogy a betegség specifikus mechanizmusa alapjan képesek lesziink kifejleszteni egy
nagyon pontos diagnosztikai tesztet [110]. Addig pedig a laboratériumi medicina specialistai ]
biomarker alapti esszékkel vagy a mar elérhetd laboratoriumi technikdk pontositdsaval

segithetik a klinkkusok munkajat.

A sarcoidosis egyik tradicionalis szérum biomarkere az ACE, amelyet 1975 o6ta hasznalnak erre
a célra [112], mivel az ACE-t a granulomaban talalhatd macrophagok és epitheloid sejtek
szekretaljak [84, 113]. A szérum ACE-aktivitis meghatarozasa nagy ovatossagot igényel, mivel
szamos tényezé befolyasolhatja, mint példaul az endogén ACE-gatlok [11]. Az ACE-gatld
hatéanyagok [114], az ACE gén inzercid/delécid polimorfizmusa [7] stb. modosithatja az
enzimaktivitas mértékét. Kisérleteink masodik felében harom kiilonbozd ACE-aktivitist mérd
technika diagnosztikai pontossagat hasonlitottuk 6ssze. A ROC analizis alapjan nem talaltunk
kozottik  szignifikdns  killonbséget. Kordbban publikaltdk, hogy az ACE gén 1/D
polimorfizmusanak meghatarozasa, illetve a genotipus-fiiggd ACE-aktivitdas referencia
mtervallum alkalmazasa noveli az ACE szenzitivitdsat, de csokkenti annak specificitasat a
sarcoidosis diagnosztikajaban [3, 115]. Ezzel ellentétben, ebben a kutatasban demonstraltuk,
hogy az optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszénk [102] és a genotipus-fiiggé referencia
mtervallumok alkalmazisa szignifikansan javitotta a teszt szenzitivitdsat, megtartott, magas

specificitdas mellett.

Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a thrombocyta:lymphocyta arany alkalmazhaté lehet mind
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a sarcoidosis diagnosztikdjaban, mind pedig a tiid0 parenchyma érintettség mértékének
megallapitasaban [116]. Ezeknek megfeleléen azt talaltuk, hogy a thrombocyta:lymphocyta
arany magasabb volt a sarcoidosisban szenvedd csoportban a kontroll csoporthoz képest, de a
ROC analizis szerint az erre a valtozora vonatkozd6 AUC érték (0,584) alacsonyabb volt, mint
azt korabban publikaltak (0,79) [116].

ASSIL-2R egy trunkalt fehérje, mely az aktivalt T-lymphocytakbol szabadul fel, ezaltal a T-sejt
aktivaci6 szerologiai markerének nevezhetd [117]. Tudomasunk szerint mi vagyunk az elsdk,
akik a sIL-2R diagnosztikai pontossagat vizsgaltak pulmonalis sarcoidosisban szenvedd
betegek esetében, kontroll csoporthoz viszonyitva [10]. Eredményeink alatamasztjak a korabbi
megallapitdast, miszerint a sIL-2R  koncentracidja  megemelkedik  sarcoidosishan.
Mindazonéltal, hangstlyoznunk kell, hogy a sarcoidosisban nem szenvedd csoportban is
szignifikdnsan magasabb sIL-2R koncentracidkat mértiink a referencia populacidhoz képest. Ez
feltehetéen egyéb, mindezidaig ismeretlen mechanizmusoknak koszonhetd, melyek
hematologiai malignitdsokkal, mas granulomatosus betegségekkel vagy kiilonbdz0 autoimmun
korképekkel hozhatok Osszefliggésbe, amelyek megemelik a sIL-2R szintjét a szérumban [118-
120]. A nem-sarcoidosis csoportban a betegek egy része hematologiai malignitisban
szenvedett. A vizsgalatunkban elvégzett ROC analizis alacsony AUC értéket mutatott, ami
alapjan a sIL-2R-t nem tartjuk megfeleld egyediili szérum biomarkernek a sarcoidosis altali

tiidoérintettség diagnosztiza lasahoz.

A granulomat alkotd6 macrophdgok és epitheloid sejtek lizozimet termelnek, ami egy alacsony
molekulatomegii bakteriolitikus enzim. Szamos, a kozelmultban megjelent tanulmany igazolta,
hogy a szérum lizozim emelkedett lehet sarcoidosisban, okularis érintettség esetén [121-124].
A vizsgalatunkba bevont betegeknek csak a tiidejik vagy a hilaris nyirokcsomoik volta k
érintettek, ami magyardzhatja, hogy nem talaltunk jelentds kiilonbséget a sarcoidosisra pozitiv,
illetve negativ biopsiaval rendelkezd csoport kdzott. Fontos megjegyezni, hogy a lizozim avese
glomerulusok altal filtralodik, ezaltal veseelégtelenségben megemelkedhet a keringésben 1€vo
enzim szintje [125]. Az altalunk vizsgalt betegek, illetve egészséges kontrollok normalis

vesefunkcioval rendelkeztek, igy ez a tényez0 nem befolyasolta a kapott eredményeket.

A szérum amyloid A (SAA) egy akut fazis fehérje, mely a Toll-like receptor-2 (TLR-2)
segitségével szabalyozza a gyulladasos folyamatokat sarcoidosisban [96]. Korabban mar
igazoltak emelkedett SAA szinteket a betegségben [126, 127], habar, semmilyen Gsszefiiggést

nem talaltak a fehérje szérumszintje és a tiidéérintettség mértéke kozott [128, 129]. Korabbi
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tanulmanyokkal ellentétben, mi nem tudtunk magasabb SAA Kkoncentraciét kimutatni a
biopsziaval igazolt sarcoidosisos esetekben, mint a sarcoidosisra negativ szdvettani mintaju

betegek esetében.

2004 ota egyre tobb vizsgalat tamasztja ald, hogy a plazma CTO-aktivitds hasznos biomarker
lehet akar a sarcoidosis diagnosztizalasdhoz, akar a betegség stlyossagdnak megallapitasahoz
[130]. A CTO-t macrophagok termelik, ésa kitint eléallitdé mikroorganizmusok eliminacidéjaban
jatszik szerepet, a kitin degradacidja altal [131]. A korabbi tanulmanyokkal [130, 132, 133]
Osszhangban eredményeink azt sugalljak, hogy a szérum CTO-aktivitds egy jol alkalmazhato
biomarker a hilaris nyirokcsomokat ¢érinté vagy pulmonalis sarcoidosis diagnosztikdjaban.
Fontos megjegyezni, hogy a CTO génnek egy gyakran eléforduld mutacidja szignifikinsan
modosithatja az enzim aktivitdsat. Pontosabban, egy bizonyos, 24 bazispar hosszi génszakasz
duplikacidjara nézve heterozigota egyének enzimaktivitisa kozel fele a homozigdta vad
tipusuakkal Gsszehasonlitva, mig azok, akik homozigotdk a mutdciot tekintve, azok szérumaban
vagy plazmajaban egyaltalin nem detektalhatd enzimaktivitds. Ez a tény megneheziti az

eredmények értékelését, foként a heterozigdta betegek esetében.

Szamos kutatds tobb biomarkert egyiittesen vizsgalt a sarcoidosis stddiumdnak
megallapitaisahoz [134], a betegség intenzitasanak felméréséhez [135] vagy a terapiara adott
valasz megitéléséhez [136]. Habar, csak néhany tanulmany hasonlitotta Ossze a kiilonb6z6
biomarker kombindciok hatékonysagat a sarcoidosis diagnosztikajaban, Osszességében ezek a
vizsgalatok csekély eredménnyel zarultak. Példaul, Groek-Hakan és mtsai. azt igazoltdk, hogy
a sIL-2R szintje ¢és az ACE-aktivitas egyiittes vizsgalata nem volt hatékonyabb, mint ennek a
két paraméternek a kiilon-kiilon torténd mérése azon betegek esetében, akiknél a sarcoidosis

uveitis-t eredményezett [137].

Kutatdsunkban kombindltuk a magas specificitasi ACE-aktivitdsi tesztiinket a magas
szenzitivitdsu  CTO-aktivitdsi tesztliinkkel, és ezen értékek Gsszeszorzasaval egy 0j paramétert
hatdroztunk meg (kettds szorzatnak nevezziik). Klinikai vizsgalatunkban ez a kettds szorzat
rendelkezett a legmagasabb diagnosztikai pontossaggal, 90% folotti szenzitivitdssal és pozitiv
prediktiv értékkel, valamint jelentésen magas specificitassal €s negativ prediktiv értékkel
(80%). Az egyik legnagyobb elonye ennek a kettds szorzatnak, hogy ez a nagymértékii
diagnosztikai pontossag az ACE vagy CTO gének polimorfizmusainak genetikai vizsgalata

nélkiil érhetd el, ezaltal a sarcoidosis laboratoriumi diagndzisa gyorsabb és olcsobb Iehet.

Szamos sarcoidosis biomarker vizsgalata utdn, kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy
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egyetlen biomarker értékelése nem alkalmas meggy6z6, korrekt laboratoriumi diagndzist
biztositani a klinikkusok szdmara. Az ACE- és CTO-aktivitdsi értékekbdl szarmaztatott kettds
szorzat viszont a szOvettani mintavétel redlis alternativdja lehet a pulmonalis manifesztacidju

sarcoidosis diagnosztizalasaban.
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8. Oszefoglalas

A sarcoidosis egy szisztémas granulomatosus betegség, melynek diagnosztizdlasa legtobbszor
mnvaziv modszerekkel torténik — megndvelve a betegséggel jaro terhet — mivel egyelére nem all
rendelkezésiinkre olyan szérum biomarker, mely kellden specifikus €s szenzitiv lenne a
sarcoidosis megallapitdsa szempontjabol. Az elmult évtizedekben szdmos potencialis
biomarkert vizsgaltak ezzel a céllal, de a klinikai gyakorlatba csak az angiotenzin konvertalo
enzim (ACE) kertilhetett be, melyet a sarcoid granuloméak epitheloid sejtjei termelnek, ezaltal
koncentracidja korreldl a granulomatosus folyamat kiterjedésével és aktivitdsaval. Azonban a
genotipus, endogén ACE-gatlo anyagok — elsdsorban az albumin —, illetve kiilonb6zd szérum
alkotoelemek (pl. bilirubin, hemoglobin) szignifikdnsan befolyasolhatjdk a keringd enzim

aktivitasat.

Kutatasaink els6 felében egy klinikai tanulmany keretében megvizsgaltuk, hogy a
munkacsoportunk 4ltal kordbban optimalizalt fluoreszcens kinetikus ACE aktivitAsmérd esszé
milyen diagnosztikai hatékonysaggal ismeri fel a sarcoidosisban szenvedd betegeket.
Kutatasaink masodik felében pedig dsszehasonlitani kivantuk akiilonbozd ACE-aktivitast mérd
modszerek diagnosztikai  hatékonysagat, illetve, hogy megvizsgaljuk egyéb szérum
biomarkerek potencialis szerepét a sarcoidosis laboratoriumi diagnosztikajaban.

Kisérleteink elsé felében a fluoreszcens kinetikai esszé diagnosztikai pontossagat klinikai
kutatdsban vizsgaltuk, melyben az invaziv diagnosztikai eljaras és a sz€rum biomarker mérés
pontossagat hasonlitottuk 0ssze. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az altalunk
optimalizalt ACE-aktivitdas esszével a sarcoidosis 42,5%-0s szenzitivitdssal, 100%-0S
specificitdssal és 100%-os pozitiv prediktiv értékkel (PPV) allapithatdé meg, amennyiben
genotipus-fiiggd referencia intervallumokat alkalmazunk. Osszességében pedig elmondhatd,
hogy az altalunk tovabfejlesztett teszt a meghatarozott referencia intervallumokkal pontosabb,

mint a jelenleg kereskedelmi forgalomban kaphatéd diagnosztikus kitek.

Kisérleteink masodik felében harom kiilonb6zé ACE-aktivitdst mérd technika diagnosztikai
pontossagat hasonlitottuk 6ssze. A ROC analizis alapjan nem talaltunk kozottiik szignifikans
kiilonbséget. Ezt kovetéen kiilonbozé szérum biomarkerek (sIL-2R, lizozim, SAA, CTO)
diagnosztikai  pontossagat igyekeztink felmérni, és Osszevetni az ACE-aktivitas
meghatarozasanak diagnosztikai értékével. Kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy egyetlen

biomarker értékelése nem alkalmas meggy6z0, korrekt laboratdriumi diagndzist biztositani a
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klinikusok szamara. Az ACE- és CTO-aktivitasi értékekbdl szarmaztatott kettGs szorzat viszont
diagnosztizalasaban, mivel klinikai vizsgalatunkban ez a kettGs szorzat rendelkezett a
legmagasabb diagnosztikai pontossaggal, 90% folotti szenzitivitdssal ¢és pozitiv prediktiv
értékkel, valamint jelentésen magas specificitdssal €s negativ prediktiv értékkel (80%). Az
egyik legnagyobb elonye ennek a kettds szorzatnak, hogy ez a nagymértékii diagnosztikai
pontossag az ACE vagy CTO gének polimorfizmusainak genetikai vizsgalata nélkkiil érhetd el,

ezaltal a sarcoidosis laboratériumi diagnozisa gyorsabb és olcsobb lehet.

Summary

Sarcoidosis is a systemic granulomatous disease, and its diagnosis is usually made up by
invasive tools — increasing the disease burden of the patient — because there are no gold standard
laboratory tests — sensitive and specific enough — for non-invasive diagnosis. Though several
new biomarkers have been discovered in the last decades, only angiotenzin converting enzyme
(ACE) has been introduced into clinical practice. ACE is produced by the epitheloid cells of
the sarcoid granulomas; therefore its concentration correlates with the extension and activity of
the disease. However, genotype, endogenous ACE-inhibitory molecules — especially albumin
— and different serum components (e.g. bilirubin and hemoglobin) can significantly affect the

activity of the circulating enzyme.

In the first phase of our study we aimed to establish an optimized fluorescent kinetic assay, that
is not influenced by albumin or other serum components. We also wanted to determine
genotype-independent and 1/D polymorphism-dependent reference intervals. In the second
phase of the study we aimed to compare the diagnostic efficiency of different ACE-activity
measuring tests, to determine the diagnostic accuracy of several serum biomarkers and to create

a combined biomarker for diagnosing sarcoidosis.

In the first half of the research we found out that aloumin-mediated inhibitory effect became
negligible at 35x or higher serum dilution. In order to avoid the disturbing effect of bilirubin
and hemoglobin serum is needed to be further diluted below 0,71 g/l hemoblobin and 150 pM
bilirubin concentrations. We examined the diagnostic accuracy of the fluorescent kinetic assay
in a clinical study, in which invasive diagnostic tool was compared to serum biomarker

measurement. According to our results we claim that with this fluorescent ACE kinetic assay
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sarcoidosis can be diagnosed with 42,5% sensitivity, 100% specificity and 100% positive
predictive value, if we apply the genotype-dependent reference intervals. In summary we can
declare that our improved fluorescent kinetic assay is more accurate than other commercially

available diagnostic kits.

In the second phase of our study we compared the diagnostic accuracy of 3 different ACE-
actvity measuring tests. Based on the ROC analysis we didn’t find any significant differences
among them. We also aimed to determine the diagnostic efficiency of different serum
biomarkers (SIL-2R, lizozim, SAA, CTO) and compare them to that of ACE-activity. Asa result
we conclude that determining only one biomarker is not feasible in establishing a correct,
convincing laboratory diagnosis for clinicians. However, we created a new biomarker, a
"double product’, generated from ACE- and CTO-activities, that can be a real alternative of
histological examination in case of pulmonary sarcoidosis. In our clinical study this double
product showed the highest diagnostic accuracy, with more than 90% sensitivity and positive
predictive value and significantly high specificity and negative predictive value (80%). One of
the greatest advantage of this double product is that this great diagnostic accuracy can be
reached without genetic examination of ACE and CTO genes, therefore laboratory diagnosis of

sarcoidosis can be faster and cheaper.
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