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1. BEVEZETES

A sarcoidosis egy szisztémas granulomatosus betegség, mely els6sorban a mellkasi szerveket érinti
(nyirokcsomok és a tiidok, >90%), habar az esetek felében extrapulmonalis manifesztacio is
megfigyelhetd — pl. bor, szem, maj, sziv, vese stb. A sarcoidosis diagnozisanak felallitasa legtobbszor
sebészi mintavételt €s szovettani vizsgalatot igényel alatamasztva a klinikoradiologiai eredményeket.
Az invaziv diagnosztikai mintavétel nagyban megnoveli a betegséggel jard terhet, kiilonosen a csak
mellkasi érintettségii betegek esetében, mivel ilyenkor nem all rendelkezésiinkre konnyen és

biztonsagosan hozzaférhetd mintavételi hely.

A szérum biomarkerek a diagnozisalkotas szempontjabol limitalt szereppel birnak, mivel egyelére nincs
olyan molekula, mely kelléen specifikus és szenzitiv lenne a sarcoidosis megallapitasa szempontjabol.
Az elmult évtizedekben szamos potencialis 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 konvertaldo enzim (ACE) keriilhetett be. A metalloproteinaz-tipusu
ACE az angiotenzin-II produkciot katalizalja, ezaltal részt vesz a szervezet vérnyomas, valamint s6-
vizhaztartasanak szabalyozasaban. Az ACE egy membran protein, amely tobbféle sejt felszinén
megtalalhatd, és amely proteolyticus hasitas utjan keriil a keringésbe. A szérumban talalhato ACE
elsésorban a tiidd microvasculatirdjabol szarmazik, és a koncentracidja, valamint aktivitasa
nagymértékben fiigg az ACE gén ugynevezett inzercios-delécios polimorfizmusatol. A sarcoid
granulomak epitheloid sejtjei ACE-t termelnek, mely magyarazhatja a sarcoidosisban szenvedo betegek
magasabb szérum ACE-szintjét, illetve az ACE koncentraciojabol kdvetkeztethetiink a granulomatosus

folyamat kiterjedésére.

A genotipus mellett, endogén ACE-gatld anyagok szignifikansan befolyasolhatjak a keringé enzim
aktivitasat. Az egyik legjelentésebb gatlo hatasa az albuminnak van (referencia tartomanya 35-52 g/L),
melynek IC50 értéke 5,7 és 9,5 g/L kozottire becsiilhetd. A legtobb, kereskedelmi forgalomban elérhetd
ACE-aktivitast mérd diagnosztikus teszt 1:5 vagy 1:10 ardnyu szérum és szubsztrat elegyitést ajanl a
mérés kivitelezéséhez. Az albumin endogén ACE-gatld hatisa még ilyen higitdsi aranyokndl is
megfigyelhetd; kovetkezésképpen ezekkel a tesztekkel az ACE-aktivitas alulbecsiilt, a sarcoidosis pedig

aluldiagnosztizalt.

Korabbi munkénk soran kidolgoztunk egy optimalizalt fluoreszcens ACE-aktivitds mérd modszert,
melyet nem befolyasol az endogén ACE-gatlok jelenléte, illetve meghataroztuk a kiilonb6zé zavard
tényezoket (pl. haemolysis, icterus és lipaemia). Ezeken til pedig genotipus-fiiggetlen, valamint I/D
polimorfizmus-filigg6 referencia intervallumokat hoztunk 1étre az ACE aktivitas megitéléséhez. Jelen
kutatasaink els6 felében ennek az optimalizalt ACE aktivitasméré tesztnek a pontossagat egy klinikai

tanulmany soran hitelesitettiik.



Kutatasaink masodik felében pedig célunk volt, hogy 6sszehasonlitsuk a kiilonb6z6 ACE-aktivitast
mérd modszerek laboratoriumi hatékonysagat, hogy meghatarozzuk kiilonb6zé szérum biomarkerek
diagnosztikai pontossagat, illetve, hogy kifejlessziink egy kombindlt biomarkert a sarcoidosis

diagnosztizalasahoz.



CELKITUZESEK

Az optimalizalt fluoreszcens ACE-aktivitds mérd modszer pontossaganak hitelesitése egy
klinikai tanulmény sorén.
Kiilonb6zé ACE-aktivitast méré modszerek laboratoriumi hatékonysaganak 6sszehasonlitasa.

Egy kombinalt biomarker kifejlesztése a sarcoidosis diagnosztikajahoz.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

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

vizsgalatokba minden beteg irasos beleegyezését adta.
3.1. Elsé fazis
3.1.1. Vizszgalt alanyok

Kisérleteink elsé fazisanak kontroll csoportjat 201 magyar felndtt alkotta, akik a Debreceni Egyetem,
Kardiologiai és SzivsebészetiKlinika Jardbeteg-szakrendelés altal gondozottak vagy a Klinika dnkéntes
dolgozoi voltak. Onértékelésiik alapjan valamennyien egészségesek. Az enyhe (I-es tipusu) hypertonia

nem min6siilt kizarasi kritériumnak. Egyikdjiik sem részesiilt ACE-gatlo kezelésben.

A klinikai vizsgalatba 59 beteget vontunk be, hogy felmérjiik az optimalizalt ACE aktivitisméro teszt
diagnosztikai pontossagat sarcoidosisban. Ezek a betegek diagnosztikus mediastinoscopian vagy video-
asszisztalt thoracoscopias sebészeti eljarason mentek keresztiil a Debreceni Egyetem Sebészeti
Intézetében. Az eljarasok alkalmaval szovettani mintavétel tortént a sarcoidosis jelenlétének vagy
hianyanak megallapitasa céljabol. A histopathologiai analizist rutinszerien a Debreceni Egyetem

Patologiai Intézetének szakemberei végezték.

3.1.2. S7zérum- és DNS-mintak

A vérmintakat Vacutainer csévekbe (Katalogusszam 368857, 367955, Becton Dickinson, Frankin
Lakes, NJ, USA) vettiik le, standard, asepticus vérvételi technikaval. Az alvadast kévetden 15
percig tartd, 1500g-n, +4 °C-n torténd centrifugalas segitségével elvalasztottuk a szérumot a sejtes
elemektél. Az ACE aktivitds méréséig a mintdkat —20 °C-n taroltuk. A klinikai tanulméanyban
résztvevo betegektdl kozvetleniil a sebészeti beavatkozas el6tt vettiink vérmintat. EDTA-val
antikoagulalt teljes vért hasznaltunk a genetikai vizsgalatokhoz, melyeket —20 °C-n taroltunk a
dezoxyribonucleinsav (DNS) izolacié idOpontjaig. 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 izolaltuk

a gyart6 altal meghatarozott instrukciok alapjan, és a tisztitott DNS-t + 4 °C-n taroltuk.
3.1.3. ACE-aktivitas meghatdrozdasa fluoreszcens kinetika esszé segitségével

A szérum ACE-aktivitdis meghatarozasat a Carmona és mtsai altal meghatarozott protokoll alapjan
végeztik, 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), S0 mM NaCl, 10 uM ZnCl; és szérum,

35-sz0ros higitasban. A reakcioelegy fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat NovoStar plate readerrel



(BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag) 96 welles 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 mérésiintervallumokkal, az excitacios
¢€s emisszios hullamhosszasagok pedig 340 és 405 nm voltak (ebben a sorrendben). Az aktivitast U/L-
ben fejeztiik ki, melyet a kovetkez6 egyenlet segitségével szamoltuk ki: ACE-aktivitas =*S*k-1*D, ahol
az ,,S” jeloli az id6 soran novekvd fluoreszcencia intenzitasi goérbe meredekségét, a ,.k” a teljes
hidrolizalt szubsztrdt 1 nM-janak fluoreszcencia intenzitdsat, a ,,D” pedig a szérum higitasénak
mértékét. Minden minta esetén legalabb kétszer hatdroztuk meg az ACE-aktivitast, melyet

atlagértékkeént fejeztik ki.
3.1.4.  ACE-aktivitas mérése az “ACE color diagnosztikai kit” segitségével

A klinikai tanulmanyba bevont 51 betegb6l 40 esetében az ACE-aktivitast ACEcolor diagnosztikai
reagens (Katalogusszam: 205259, Fujirebio Inc, Tokyo, Japan) segitségével is meghataroztuk a
gyarto altal kiadott instrukcioknak megfelelden. Az alkalmazott szérumhigitas az eldirt hatszoros
volt, és a reakcioelegyek abszorbancia maximumat 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 kovetkezb egyenlet segitségével szamoltuk ki: ACE-aktivitas = (-A-B)*-
8-*7,5, ahol ,,A” jelolte a minta reakcidelegy abszorbanciajat, ,,B” pedig a vak minta
abszorbanciajat. Ehhez a modszerhez a normal referencia tartomanyt (8,3-21,4 IU/L 37 °C-on) a

kit alkalmazasi eldirata szolgaltatta.
3.1.5. ACE genotipus

Az ACE gén 1I/D genotipus meghatarozasat a Riga és mtsai altal leirt protokoll alapjan végeztiik,
¢s az | allél jelenlétét egy masodik polymeraz lancreakcié (PCR) alkalmazasaval igazoltuk,
Lindpaintner és mtsai. modszerének segitségével. Ezen reakciok amplikonjait 3%-0s agardz gélen
valasztottuk el, majd elemeztiik. A DNS-t SYBR safe gél festékkel festettiik meg (Katalogusszam:
$33102, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.1.6. Statisztikai analizis

A genotipus-fiiggd csoportok tagjai esetében mért ACE-aktivitasok kozotti kiillonbségeket egyutas
ANOVA ¢és Tukey post-hoc teszttel értékeltiik. A statisztikai analizist GraphPad Prism 7-es
verzidju szoftverrel végeztiik (San Diego, CA, USA). Az eredményeket a kapott értékek atlagai +
standard deviacio (SD) vagy median értékek és tartomany feltlintetésével szemléltettiik; a kapott

eredményt akkor tekintettiik statisztikailag szignifikansnak, ha a p<0,05 volt.



3.2. Masodik fazis
3.2.1. Vizsgalt alanyok

Kutatasunk masodik részébe 104 feltételezetten sarcoidosisban szenvedd beteget vontunk be. Minden
beteg diagnosztikus mediasztinoszkopian vagy vided-asszisztalt thoracoscopian esett at a Debreceni
Egyetem, Klinikai Kdzpont Sebészeti Intézetében, annak érdekében, hogy igazoljuk a sarcoidosis
meglétét vagy hidnyat. A rutin szovettani vizsgalat a Debreceni Egyetem Patologiai Intézetében tortént.

A szteroid terapiaban részesiilo betegek kizarasra kertiltek.

A referencia intervallumok (CTO-aktivitas, LZM és sIL-2R koncentraciok) meghatarozasahoz 133
fenott onkéntest vontunk be a tanulmanyba, akik a Debreceni Egyetem, Klinikai Kézpont Kardiologiai
Klinika Ambulanciajan megjelentek, illetve a Kardiologiai Klinika dolgozoi koziil kertiltek ki. Sajat
véleményiik alapjan a legtobbjiiket egészségesnek tekintettiik. Az enyhe (I-es tipust) hypertonia nem
volt kizaré tényezo. A 104-b6l 9 beteget kizartunk a vizsgalatbol, mert ACE-gatlo gyogyszeres
terapiaban részesiiltek, ezért mesterségesen alacsony volt az ACE-aktivitasi szintjik. A résztvevok

koziil senki nem részesiilt szteroid vagy sarcoidosis ellenes egyéb gyogyszeres terapiaban.
3.2.2.  Szérum- és DNS-mintik

A vérmintakat standard aszeptikus technikaval vettiik Vacutainer csévekbe (Kat. szam. 368857,
367955, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A szérum szepardcidja a nativ vérbol
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
esetében a vérmintakat kozvetleniil a sebészi beavatkozas elott vettiik. A genetikai vizsgélatokhoz
EDTA-val antikoaguldlt teljes 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 utasitasainak

megfelelden, és a tisztitott DNS-t +4 °C-n taroltuk.
3.2.3.  ACE-aktivitds mérése

A szérum ACE-aktivitasat harom kiilonb6z6 modszerrel hataroztuk meg. A kisérleteink els6
felében kidolgozott, ¢és ebben a dolgozatban korabban bemutatott moddszer, eredményeit
osszehasonlitottuk két, kereskedelmi forgalomban elérheté modszer, nevezetesen az Infinity ACE
(Kat. szam: TR85056, Fisher Diagnostics, Middletown, USA) és az ACEcolor (Kat. szam: 205259,
Fujirebio Inc., Tokyo, Japan) eredményeivel. Az Infinity ACE egy UV kinetikai-essz¢, mely az N-
[3-(2-furil)-acryloyl]-L-fenilalanilglicilglicin hasitasan alapul, mig az ACEcolor egy végpont
kolorimetrias modszer, mely a p-hidroxybenzoyl-glicil-L-hisztidil-L-leucin szubsztrat hasitasan
alapul. A teszteket a gyartok utasitasai alapjan végeztiik egy plate reader, (fluoreszcens kinetikus
essz€; NovoStar, BMG Labtech, Németorszag), egy klinikai kémiai analizitor (Infinity ACE,



Cobas ¢501, Roche, Basel, Svajc) vagy egy spektrofotométer segitségével (ACEcolor, Hitachi U-
2900, Japan).

3.2.4. A szérum CTO-aktivitds mérése

A szérum CTO-aktivitast a Hollak és mtsai altal leirt modszer alapjan hataroztuk meg, aprobb
modositasokkal. Roviden, a CTO-aktivitast egy mesterséges szubsztrat (4-metilumbelliferil-p-D-
N,N’,N”-triacetil-kitotriozid; Kat. szdm:19715, Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA) segitségével
mértiik egy olyan reakcidelegyben, mely 20 uM szubsztratot, 50-szeres higitasu szérumot és 100
mM / 200 mM citrat / foszfat puffert tartalmazott, 5,2-es pH-n. A méréseket 96 well plate-ben
végeztiik (Kat. szam: 655-900, Greiner Bio-One GmbH, Németorszag) 37 °C-n. A fluoreszcencia
intenzitasokban bekovetkezett valtozasokat (Aex = 340 nm, Aem = 450nm) percenként mértik
legalabb 30 percen keresztiil plate reader segitségével (NovoStar plate reader; BMG Labtech,
Németorszag). A fluoreszcencia intenzitas értékeket a reakcioidd fiiggvényeként abrazoltuk és
egyenessel illesztettiik (GraphPad Prism 7.2). A CTO-aktivitast 4-metilumbelliferon (Kat. szam:
M1381, Merck, Németorszag) kalibraciés gorbe hasznalataval szamoltuk ki és mU/L egységben
fejeztiik ki.

3.2.5. A szérum LZM-koncentrdacio mérése

SEB193Hu, Cloud-Clone Corp., Katy, Texas, USA) segitségével hataroztuk meg a gyarto utasitasainak
megfelelden. A cellak abszorbancia értékeit plate readerrel detektaltuk (NovoStar, BMG Labtech
GmbH, Ortenberg, Németorszag).

3.2.6. SAA-koncentracio mérése

A SAA koncentraciot immunnefelometrias esszé (Kat. szam: OQMP11, Cruinn Diagnostics Limited,
Dublin, {rorszag) alkalmazasaval hataroztuk meg egy BN ProSec analiztor (Siemens Healthcare
GmbH, Erlangen, Németorszag) segitségével, a gyartd utasitdsainak megfeleléen. Referencia

intervallumként a 0 -6,4 mg/L tartomanyt jeloltiik meg.
3.2.7.  ASIL-2R koncentrdcio mérése

A szérum sIL-2R koncentracidjanak meghatarozasahoz egy kereskedelmi forgalomban elérhetd
ELISA kitet (Kat. szam: BMS212INST, eBioscience, Bender MedSystems GmbH, Bécs, Ausztria)
hasznaltunk. A méréseket a gyartd utasitasainak megfelelden végeztiikk. A wellek abszorbancia

értékeit plate readerrel mértiikk meg (NovoStar, BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag).

3.2.8. Az ACE gén inzercid/delécio, illetve a kitotriozidaz gén duplikdcios polimorfizm usainak



meghatdrozasa

Az ACE gén (rs1799752) I/D genotipusat a Rigat és mtsai altal leirt protokol alapjan hataroztuk
meg, az | allél jelenlétét pedig egy masodik polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével erdsitettik
meg, Lindpainter és mtsai-nak modszerével. Ezen reakciok amplikonjait 3%-os agar6z gélen
szeparaltuk, a DNS-cket SYBR safe gélfestékkel vizualizaltuk (Kat. szam: S33102, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA). A Livnat és mtsai altal leirt protokollnak megfelelden hataroztuk
meg a CTO gén 24 bazispar hosszu duplikatumait (rs3831317).

3.2.9. Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasi mintazatat D’agostino-Pearson omnibusz normalitasi teszttel vizsgaltuk. Minden
olyan érték, mely normal eloszlasu volt atlagként (+standard deviacid) 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 6ssze Welch-féle korrekciot alkalmazva,
mig a nem normal eloszlast kovetd adatokat Mann-Whitney U teszttel. A nominalis értékek analizisét
kétiranyu Fisher teszttel végeztiik. y2-tesztet alkalmaztunk annak megbecsiiléséhez, hogy a genotipus
eloszlas a Hardy-Weinberg egyenletnek megfelelden alakult-e. A kiilonb6z6 csoportokon beliili
allélmegoszlast  kétiranya  Fisher teszttel hasonlitottuk 0Ossze. A referencia tartomanyok
megallapitasahoz alkalmazott statisztikai vizsgalatok a Klinikai Kémia Nemzetkdzi Szovetsége
ajanlasainak megfeleltek. Ezek az ajanlasok a Klinikai és Laboratoriumi Standardok Intézetének
utmutatasaban jelentek meg. A referencia intervallumokat nem-parametrikus, percentilis modszerrel
hataroztuk meg. Akiesé értékeket Tukey szerint azonositottuk. A kombinalt szenzitivitas és specificitas
kiszamitasahoz Kanchanaraksa szimultan tesztjét) alkalmaztuk. A statisztikai analizis elvégzéséhez a
GraphPad Prism szoftver 7.2.-es verziojat hasznaltuk. Statisztikailag szignifikansnak mindsitettiik
azokat az eredményeket, amelyeknél a p<0,05 volt.



4. EREDMENYEK

4.1.Elso fazis

Munkacsoportunk korabban kidolgozott egy optimalizalt fluoreszcens ACE-aktivitds mérd tesztet,
melyet nem befolyasol az albumin vagy mas szérum Osszetevo jelenléte. Ekkor arra az eredményre
jutottunk, hogy az albumin-medialt ACE-gatlas elhanyagolhatova valik a szérum 35-szOrdsére vagy
tobbszordsére torténd higitasa esetén. A mintakban 1évé bilirubin és hemoglobin zavard hatasanak
elkeriilése érdekében a szérum mintak tovabbi higitasa ajanlott 0,71 g/L hemoglobin koncentracio vagy
150 pM bilirubin koncentracio folott. Ezeken kiviil genotipus-fiiggetlen, valamint I/D polimorfizmus-
fliggd referencia intervallumokat is létrehoztunk, a genotipus és az enzimaktivitds viszonyanak
meghatarozasa érdekében. Jelen kutatas els6 fazisaban ennek a tesztnek a diagnosztikus pontossagat egy
klinikai vizsgalatban teszteltiik. 59 beteget vontunk be a vizsgalatba, akik valamennyien diagnosztikus
mediastinoscopian vagy hilaris nyirokcsomo, illetve tiidészovet biopsia vétel céljabol torténd
thoracoscopian estek at a sarcoidosis tiineteinek megjelenését kovetden. A sarcoidosis diagnozisat ezen
mintak szovettani analizisét kovetden allitottak fel vagy zartak ki. A mitéteket megelézéen minden
betegt6l vérmintat vettiink a genotipus és az ACE-aktivitds meghatarozasa érdekében. A steroid
terapiaban részesiilo betegek nem vehettek részt a vizsgalatban. 59 betegbdl 8 keriilt kizarasra ACE-
gatlo kezelés alkalmazasa, ezaltal mesterségesen csokkentett ACE-aktivitas miatt. A szovettani analizis
51 betegbdl 40 esetében specifikus volt sarcoidosisra, mig 11 beteg kapcsan mas diagnoézis nyert
szovettani alatamasztast (lymphoma, carcinom, anthracosis, sinus hystiocytosis, stb.). Az 1/D genotipus
prevalencijat és az allélgyakorisagot illetben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a szovettanilag

pozitiv, illetve negativ esetek kozott, valamint a sarcoidosisra pozitiv és a kontroll csoport kdzatt.

Az ACE-aktivitas értéket akkor mindsitettiik pozitivnak, ha meghaladta a referencia intervallum fels
hatarat. A genotipus-fiiggetlen referencia intervallum alkalmazasa esetén 40-bdl 9 beteg rendelkezett a
referencia intervallum felsé hataranal magasabb ACE-aktivitassal, mig a genotipus-fiiggé referencia
intervallum alkalmazisa esetén ugyanez az arany 17 volt. Ezéltal azt mondhatjuk, hogy az ACE-
aktivitds meghatdrozasanak szenzitivitisa a sarcoidosis diagnodzisanak felallitdsaban jelentdsen
emelkedett a genotipus-fiigg6 referencia intervallum alkalmazasa esetén (42,5% a 22,5%-kal szemben).
51 betegbdl 11 esetében kaptunk valddi negativ értéket, ami mindkét kiértékelési technika alkalmazéasa
utan is negativ maradt, mig 31, illetve 23 beteg esetében alnegativ eredményt kaptunk a genotipus-
fliggetlen, illetve genotipus-fliggd referencia intervallumot alkalmazva, ebben a sorrendben. A modszer
specificitasa, 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, ebben a sorrendben. Az ACE-aktivitasi teszt pontosabb volt a

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

Osszehasonlitottuk ennek a fluoreszcens kinetikai esszének a pontossagat egy kereskedelmi
forgalomban elérhetd diagnosztikai teszt, az *ACEcolor’ pontossagaval. Az 51-bdl 40 beteg ACE-

aktivitisa alapjan a mi tesztiink diagnosztikai pontossaga (a genotipus-fiiggetlen referencia



intervallummal) hasonl6 volt az > ACEcolor’ teszt pontossagahoz (42,5% vs. 40%, ebben a sorrendben),
mindazonaltal az ’ACEcolor’ fals pozitivnak értékelt egy nem sarcoidosisos mintat. Amikor a
genotipus-fiiggo hatarértékeket alkalmaztuk, a mi tesztiink feliilmulta az * ACEcolor’ diagnosztikai teszt
pontossagat (50% vs. 40%, ebben a sorrendben).

4.2. Masodik fazis

Kutatasunk masodik felében a szovettani vizsgalat 104-bol 69 esetben bizonyult specifikusnak
sarcoidosisra, mig 35 beteg szOvettanilag eltéré diagnozist kapott (sinus histiocytosist, lymphomat,
carcinomat anthracosist stb.). 133 egészséges onkéntest szintén bevontunk a vizsgalatba, 6k alkottak a
referencia populaciot. A sarcoidosisban szenvedd betegek szignifikansan fiatalabbak voltak, mint a
negativ szovettannal rendelkez6k vagy az egészséges kontrollcsoport tagjai (40,9+12,3, illetve
50,5+14,0 és 48,3+15,0, ebben a sorrendben). Bal kamrai szisztolés funkciot, thrombocytaszamot,
eréltetett vitalkapacitast és Tiffneau-indexet tekintve nem talaltunk szignifikans eltérést a csoportok
kozott. A vérben 1évo lymphocytaszam jelentésen alacsonyabbnak bizonyult a sarcoidosisos betegek
esetében, a negativ vagy referencia populacidhoz 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 (1,58-2,25 G/L, ebben a sorrendben), habar a vér lymphocyta aranya
mindkét beteg csoportban alacsonyabbnak mutatkozott, mint a referencia csoportban (23,3% (18,5-
28,1%) vagy 24,34+9,3% vs. 29,2% (24,4-32,7%), ebben a sorrendben). A thrombocyta-lymphocyta
arany szignifikdnsan magasabb volt a sarcoidosisban szenvedo betegek esetében (160 (125-213)), mint
a kontroll populacidban (130 (113-165)). A szérum kreatinin koncentracid nem kiilonbozott
szignifikansan a csoportok kozott, a becsiilt glomerularis filtracios rata pedig minden csoportban
meghaladta a 90 mL*perc*(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 inzercios/delécids polimorfizmusa szignifikdnsan befolyasolja a keringd ACE aktivitasat,
csakugy, mint ahogy a CTO gén duplikacids polimorfizmusa hatassal van a CTO aktivitasara. Az ACE
I/D polimorfizmus és CTO génduplikacid genotipus eloszlasa a Hardy-Weinberg egyenletnek
megfelelden alakult, és nem mutattak kiilonbséget a csoportok esetében. Az ACE-aktivitas atlaga, illetve
medianja (barmely mddszerrel mérve), a sIL-2R koncentraci6 és CTO-aktivitas szignifikdnsan eltért a
sarcoidosisban szenved6 betegek és nem sarcoidosisban szenvedod betegek kdzott, mig a CRP, LZM és

SAA koncentraciok esetében nem figyeltiink meg kiilonbséget ezen csoportok kozott.

Az ACE-aktivitast 3 kiilonb6zé modszerrel mértiik. A korabban Iétrehozott optimalizalt fluoreszcens
Kinetikai esszé diagnosztikai pontossagat most dsszehasonlitottuk két masik, kereskedelmi forgalomban
kaphato ACE-aktivitasi teszttel. Az enzimaktivitasi értéket pozitivnak mindsitettiik sarcoidosisra nézve,
ha meghaladta a gyarté vagy mas kutatocsoportok altal meghatarozott referencia intervallum felsé
hatarat.  Osszehasonlitottuk ezen tesztek receiver operating characterisctics (ROC) gorbéi alatti
terlileteket, és mindharom teszt esetében egymashoz hasonld gorbe alatti teriileteket (AUC) talaltunk (

fluoreszcens Kinetikai esszé vs. ACEcolor vs. InfinityACE = 0,8231 vs. 0,8010 vs. 0,8158, ebben a



sorrendben). Mindazonaltal szignifikans kiilonbségek mutatkoztak a szenzitivitas, specificitas, pozitiv
¢és negativ prediktiv értékek terén. A fluoreszcens kinetikai esszé és az ACEcolor alacsony
szenzitivitassal (25,0% ¢és 25,4%, ebben a sorrendben), viszont kiilondsen magas specificitissal €s
pozitiv prediktiv értékkel (100% és 100%, valamint 96,4% ¢és 94,1% ebben a sorrendben) birnak. Ezzel
ellentétben, az Infinity ACE teszt megkozelitdleg 80%-o0s szenzitivitassal, specificitassal és pozitiv
prediktiv értékkel rendelkezik. Amikor az adatokat a genotipus-fiiggd ACE-aktivitas referencia
tartomdny alapjan Ujra elemeztiik, azt talaltuk, hogy az ACE genotipus ismerete szignifiknsan javitotta
az optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszé diagnosztikai pontossagat (a szenzitivitas 25,0-rol 45,2%-ra
emelkedett megtartott specificitassal és pozitiv prediktiv értékkel), mig enyhe hanyatlast tapasztaltunk

az ACEcolor és Infinity ACE tesztek esetében.

Kovetkez6ként meghataroztuk a sIL-2R ¢és lizozim koncentraciokra vonatkozo referencia
intervallumokat, mivel a kitek gyart6i nem biztositottak szamunkra ezeket az adatokat. A referencia
csoporton beliil a sIL-2R esetén 8 (=0,879 pg/L), mig a LZM esetén 2 (>2,477 mg/L) értek kiviil esett a
tartomanyon. A referencia tartomanyokat a sIL-2R esetén 0 — 0,6823 pg/L koncentraciok kdzott, mig a

LZM esetén 0 —2,2538 mg/L koncentraciok kozott hataroztuk meg.

A referencia intervallumok tiikrében teszteltiik a sIL-2R, LZM és SAA koncentraciok diagnosztikai
pontossagat a betegpopulacionkon. Az ROC analizisek arra a kdvetkeztetésre juttattak benniinket, hogy
ebben a tanulmanyban csak a sIL-2R koncentracio alapjan kiilonithetoek el a sarcoidosisban szenvedd
betegek a nem sarcoidosisban szenvedd betegektél (p=0,0117, p=0,0643, p=0,5684, ebben a
sorrendben), annak ellenére, hogy a sIL-2R alacsony AUC értékkel birt. Ezen paraméterek szenzitivitasa
(52,2%, 35%, 47,8% ebben a sorrendben) és specificitasa (73,5%, 48,9%, 44,1%, ebben a sorrendben)

alacsonynak bizonyult.

Az utobbi évtizedekben a szérum CTO-aktivitas mérés egy igéretes eszkdznek tiint a sarcoidosis
diagnosztizalasa kapcsan. Kidolgoztunk egy modszert a CTO-aktivitds mérésére, €s meghataroztunk
egy referencia tartomanyt is. 0-1233 mU/L kozott jeloltiik ki a referencia tartomanyt, melyen 10 alany
kiviil esett (>1423 mU/L). A ROC analizis szerint a szérum CTO-aktivitds alapjan hatékonyan
elkiilonitheté a sarcoidosisos beteg a nem sarcoidosisban szenved6tél (AUC=0,8608, p<0,0001).
Amennyiben a referencia tartomény felsd hatdrat alkalmazzuk diagnosztikus hatarértékként sarcoidosis
esetén, akkor ez a teszt 85,1%-0s szenzitivitassal, 76,5%-os specificitassal, 87,7% pozitiv prediktiv
értékkel, 72,2% negativ prediktiv értékkel, valamint 82,2% diagnosztikai pontossaggal rendelkezik a

sarcoidosis azonositasaban.

Kivancsiak voltunk, hogy vajon a legmagasabb szenzitivitasti és specificitasti szérum biomarkerek
kombinalt vizsgalata javitja-e a sarcoidosis laboratoriumi diagnosztikajanak hatékonysagat. A szérum
ACE-aktivitas (a fluoreszcens kinetika esszével meghatarozva a legmagasabb specificitast) és szérum
CTO-aktivitas (legmagasabb szenzitivitastl) mérések kombinalasa, mint szimultan vizsgalat javitotta a

szenzitivitast (88,8%) megtartott specificitas mellett.



Meégtovabb igyekeztiink fokoznia diagnosztikai pontossagot, ezért meghataroztunk egy j paramétert,
az ugynevezett szérum ACE- és CTO-aktivitas kettos szorzatot, ezen értékek Osszeszorzasaval. A kettos
szorzat referencia intervallumaként 0-10,614 U?/L2-t jeloltink meg. A kett6s szorzat ROC analizise az
eddigi legjobb AUC értéket mutatta, 0,8984-et. A referencia intervallum felsé hatarat alkalmazva
dontési hatarértékként, a kettds szorzat szenzitivitdsa 90,5%, specificitasa 79,3%, pozitiv prediktiv
értéke 90,5%, negativ prediktiv értéke pedig 79,3% volt ebben a tanulményban, ami azt jelenti, hogy a

laboratdriumi tesztet alkalmazva csupan a betegek 13%-at diagnosztizaltuk helytelendil.
5. MEGBESZELES

A human szérumbol torténd ACE-aktivitasmérés értékes informaciot szolgaltathat bizonyos
betegségek diagnosztizalaisdhoz, mint pl. a sarcoidosis, a Gaucher-kor és a granulomatosus
fert6zések. Az ACE-aktivitds egy hasznos biomarkernek tiinik a sarcoidosis diagnosztizalasahoz
€s monitorizalasdhoz. Napjainkban radioliganddal jelolt, colorimetrias és fluoreszcens esszék
érhetoek el a szérum ACE-aktivitds meghatarozasahoz, illetve nemrégiben megjelent egy gyors,
nagyon érzékeny fluoreszcens kinetikai esszé, amely egy quenchelt fluorogén szubsztratot (Abz-

FRK(Dnp)P-OH) alkalmaz.

Munkank soran ezt a fluoreszcens kinetikai esszé tovabb tokéletesitettiik. R4jottiink, hogy az
albumin-medialt ACE-gatlas elhanyagolhatova valik a szérum 35-szorosére vagy tobbszorosére
torténd higitasa esetén. A mintakban 1évé bilirubin és hemoglobin zavar6 hatasanak elkeriilése
érdekében a szérum mintak tovabbi higitasa ajanlott 0,71 g/L hemoglobin koncentracio vagy 150
pM bilirubin  koncentracio folott. Mindezeken tul pedig genotipus-fiiggetlen, valamint /D
polimorfizmus-fiigg6 referencia intervallumokat is 1étrehoztunk. Jelen kutatas elsé felében ennek
a tokéletesitett fluoreszcens kinetikai esszének a diagnosztikai pontossagat egy klinikai kutatasban
vizsgaltuk. Azok a betegek, akik feltételezetten sarcoidosisban szenvedtek, diagnosztikus miitéten
estek at, hogy szovetmintat nyerjiink a hisztopatologiai vizsgalathoz, illetve ezzel parhuzamosan
mértiik a szérum ACE-aktivitasukat is. Azok a betegek, akiknél az enzim aktivitisa meghaladta a
referencia intervallum fels hatarat, azok sarcoidosis szempontjabol pozitivnak minésiiltek. A
genotipus-fliggo referencia intervallumok alapjan meghatarozva kdzel kétszer annyian bizonyultak
pozitivnak, mint a genotipus-fiiggetlen referencia tartomany alapjan értékelve. Ezzel az ACE-
aktivitas esszével, illetve a genotipus-fiiggo referencia intervallumok alkalmazasaval a sarcoidosis
42,5%-o0s szenzitivitassal, 100%-os specificitassal és 100%-os pozitiv prediktiv értékkel (PPV)
allapithatd meg. Ez az ACE-aktivitasmérd teszt €s az alkalmazott referencia tartomanyok nem
eredményeztek fals pozitiv eseteket, ezaltal a fals negativ esetek szama noétt, a szenzitivitas pedig
csOkkent. Mas szavakkal, a fals pozitiv eseteket a szenzitivitas felaldozasaval eliminaltuk.
Kovetkezésképpen, a sarcoidosist alatdmaszto tiinetek jelenléte és a referencia intervallum felsé
hatarat meghalad6 ACE-aktivitasi érték a sarcoidosis elleni gyogyszeres terapia elinditasanak

megfontolasara kell, hogy sarkallja a kezel6orvost a sebészi mintavétel helyett.



Kiilonboz6 modszerek és diagnosztikai kitek allnak rendelkezésre az ACE-aktivitds méréséhez. Az
itt bemutatott fluoreszcens kinetikai esszé diagnosztikai pontossagat mas kereskedelmi
forgalomban kaphaté ACE aktivitasi kitek pontossagahoz hasonlitva az allapithaté meg, hogy a
fluoreszcens kinetikai esszé kismértékben pontosabb a tobbi kitnél. Masrészrél, az ACE /D
genotipus meghatarozasa szignifikansan javitotta a sarcoidosis detektalasanak mind szenzitivitasat,

mind specificitasat, az enzimaktivitas mérésének modjatol fiiggetlentil.

Kovetkezésképpen, tovabb tokéletesitettiink egy fluoreszcens kinetikai ACE-aktivitast mérd
modszert, amikor is az esszét nem zavarja az endogén ACE-gatld albumin hatdsa. A genotipus-
fliggd referencia intervallumok és hatarértékek alkalmazasaval ez a teszt az invaziv mintavétel
alternativajaként szolgalhat a sarcoidosis diagnozisanak megerdsitésében, a betegek kozel 50%-

anak esetében.

Kutatasaink masodik felében Osszehasonlitottuk a kiilonb6z6 ACE-aktivitast méréd modszerek
laboratériumi hatékonysagat, meghataroztuk szdmos szérum biomarker diagnosztikai pontossagat,

illetve, kifejlesztettiink egy kombinalt biomarkert a sarcoidosis diagnosztizalaséhoz.

Az Amerikai Mellkassebészeti Szovetség, az Eurdpai Respiratorikus Tarsasag, valamint a
Sarcoidosis és Mas Granulomatosus Betegségek Vilagszervezete (WASOG) 1999-ben a
sarcoidosit egy ismeretlen eredetii, tobb szervrendszert érint6 granulomatosus megbetegedésként
definialta. Az volt az allaspont, hogy a sarcoidosis diagnozisa akkor allapithatdo meg, ha a
radiologiai leletet szovettani vizsgalat tamasztja ald, mely a mintdban el nem sajtosodo
granulomakat igazol, és a granulomaképzodés egyéb okai kizarhatéak. S6t, mi tobb, azt is
kijelentették, hogy amennyiben egyszer a sarcoidosis pathogenezisét megértjiik, valoészini, hogy a
betegség specifikus mechanizmusa alapjan képesek lesziink kifejleszteni egy nagyon pontos
diagnosztikai tesztet. Addig pedig a laboratoriumi medicina specialistdi 0j biomarker alapt
esszékkel vagy a mar elérhetd laboratoriumi technikak pontositasaval segithetik a klinikusok

munkajat.

Kisérleteink masodik felében harom kiilonb6zé ACE-aktivitast mérd technika diagnosztikai
pontossagat hasonlitottuk 6ssze. A ROC analizis alapjan nem talaltunk kozottik szignifikans
kiilonbséget. Korabban publikaltak, hogy az ACE gén I/D polimorfizmusanak meghatarozasa,
illetve a genotipus-fiiggd ACE-aktivitds referencia intervallum alkalmazasa noveli az ACE
szenzitivitasat, de csdkkentiannak specificitasat a sarcoidosis diagnosztikajaban. Ezzel ellentétben,
ebben a kutatasban demonstraltuk, hogy az optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszénk és a
genotipus-fiiggd referencia intervallumok alkalmazasa szignifikansan javitotta a teszt

szenzitivitdsat, megtartott, magas specificitas mellett.

Nemrégiben bebizonyosodott, hogy a thrombocyta:lymphocyta arany alkalmazhaté lehet mind a
sarcoidosis diagnosztikajaban, mind pedig a tiidé6 parenchyma érintettség mértékének

megallapitasaban. Ezeknek megfeleloen azt talaltuk, hogy a thrombocytailymphocyta arany



magasabb volt a sarcoidosisban szenvedd csoportban a kontroll csoporthoz képest, de a ROC

analizis szerint az erre a valtozora vonatkozo AUC érték (0,584) alacsonyabb volt, mint azt
korabban publikaltak (0,79).

A sIL-2R egy csonkolt fehérje, mely az aktivalt T-lymphocytakbol szabadul fel, ezaltal a T-sejt
aktivacio szerologiai markerének nevezhetd. Tudomasunk szerint mi vagyunk az elsok, akik a sIL-
2R diagnosztikai pontossagat vizsgaltak pulmonalis sarcoidosisban szenvedo betegek esetében,
kontroll csoporthoz viszonyitva. Eredményeink alatamasztjak a korabbi megallapitast, miszerint a
SIL-2R koncentracidja megemelkedik sarcoidosisban. Mindazonaltal, hangstlyoznunk kell, hogy a
sarcoidosisban nem szenvedd csoportban is szignifikansan magasabb sIL-2R koncentraciokat
mértiink a referencia populacidhoz képest. Ez feltehetden egyéb, mindezidaig ismeretlen
mechanizmusoknak koszonhetd, melyek hematologiai malignitdsokkal, mas granulomatosus
betegségekkel vagy kiilonbozé autoimmun korképekkel hozhatok 0Osszefliggésbe, amelyek
megemelik a sIL-2R szintjét a szérumban. A nem-sarcoidosis csoportban a betegek nagyrésze
hematologiai malignitasban szenvedett. A vizsgalatunkban elvégzett ROC analizis alacsony AUC
értéket mutatott, ami alapjan a sIL-2R-t nem tartjuk megfelelé egyediili szérum biomarkernek a

sarcoidosis altali tiidéérintettség diagnosztizalasahoz.

A granulomat alkotd6 macrophagok és epitheloid sejtek lizozimet termelnek, ami egy alacsony
molekulatomegli bakteriolitikus enzim. Szamos, a kdzelmultban megjelent tanulmény igazolta,
hogy a szérum lizozim emelkedett lehet sarcoidosisban, okularis érintettség esetén. A
vizsgalatunkba bevont betegeknek csak a tiidejiik vagy a hilaris nyirokcsomoik voltak érintettek,
ami magyarazhatja, hogy nem talaltunk jelentds kiilonbséget a sarcoidosisra pozitiv, illetve negativ
biopsiaval rendelkezé csoport kdzott. Fontos megjegyezni, hogy a lizozim a vese glomerulusok
altal filtralodik, ezaltal veseelégtelenségben megemelkedhet a keringésben 1évo enzim szintje. Az
altalunk vizsgalt betegek, illetve egészséges kontrollok normalis vesefunkcidval rendelkeztek, igy

ez a tényezo 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. Korabban mar igazoltak
emelkedett SAA szinteket a betegségben, habar, semmilyen Osszefliggést nem talaltak a fehérje
szérumszintje €s a tiid6érintettség mértéke kozott. Korabbi tanulmanyokkal ellentétben, mi nem
tudtunk magasabb SAA koncentraciot kimutatni a biopsziaval igazolt sarcoidosisos esetekben,

mint a sarcoidosisra negativ szovettani mintaja betegek esetében.

2004 o6ta egyre tobb vizsgalat tamasztja ala, hogy a plazma CTO-aktivitas hasznos biomarker lehet
akar a sarcoidosis diagnosztizalasahoz, akar a betegség sulyossaganak megallapitasahoz. A CTO-t
macrophagok termelik, és a kitint eléallitdé mikroorganizmusok eliminacidjaban jatszik szerepet, a
kitin degradacioja altal. A korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban eredményeink azt sugalljak, hogy

a szérum CTO-aktivitds egy jol alkalmazhatdé biomarker a hilaris nyirokcsomokat érinté vagy



pulmonalis sarcoidosis diagnosztik4jaban. Fontos megjegyezni, hogy a CTO génnek egy gyakran
eloforduld mutacioja szignifikdnsan modosithatja az enzim aktivitasat. Pontosabban, egy bizonyos,
24 bazispar hosszl génszakasz duplikacidjara nézve heterozigdta egyének enzimaktivitasa kozel
fele a homozigdta vad tipusuakkal 0sszehasonlitva, mig azok, akik homozigotdk a mutaciot
tekintve, azok szérumaban vagy plazmajaban egyaltalan nem detektalhatd enzimaktivitas. Ez atény

megneheziti az eredmények értékelését, foként a heterozigdta betegek esetében.

Szamos kutatas tobb biomarkert egyiittesen vizsgalt a sarcoidosis stadiumanak megallapitasadhoz,
a betegség intenzitasanak felméréséhez vagy a terapiara adott valasz megitéléséhez. Habar, csak
néhany tanulmany hasonlitotta 6ssze a kiilonb6z6 biomarker kombinaciok hatékonysagat a
sarcoidosis diagnosztikajaban. Osszességében ezek a vizsgalatok csekély eredménnyel zarultak.
Példaul, Groek-Hakan €s mtsai. azt igazoltak, hogy a sIL-2R szintje és az ACE-aktivitas egylittes
vizsgalata nem volt hatékonyabb, mint ennek a két paraméternek a kiilon-kiilon térténd mérése

azon betegek esetében, akiknél a sarcoidosis uveitis-t eredményezett.

Kutatasunkban kombinaltuk a magas specificitastt ACE-aktivitasi tesztiinket amagas szenzitivitast
CTO-aktivitasi tesztiinkkel, és ezen értékek dsszeszorzasaval egy uj paramétert hataroztunk meg
(kettds szorzatnak nevezziik). Klinikai vizsgalatunkban ez a kettds szorzat rendelkezett a
legmagasabb diagnosztikai pontossaggal, 90% folotti szenzitivitassal és pozitiv prediktiv értékkel,
valamint jelentdsen magas specificitassal és negativ prediktiv értékkel (80%). Az egyik legnagyobb
elonye ennek a kettOs szorzatnak, hogy ez a nagymértékii diagnosztikai pontossag az ACE vagy
CTO gének polimorfizmusainak genetikai vizsgalata nélkiil érheté el, ezaltal a sarcoidosis

laboratoriumi diagnodzisa gyorsabb €s olcsobb lehet.

Szamos sarcoidosis biomarker vizsgalata utan, kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy egyetlen
biomarker értékelése nem alkalmas meggy6zo, korrekt laboratoriumi diagnozist biztositani a
klinikusok szamara. Az ACE- és CTO-aktivitasi értékekbol szarmaztatott ketts szorzat viszont a

szOvettani mintavétel redlis alternativdja lehet a pulmonalis manifesztacioji sarcoidosis

diagnosztizalasaban.



6. FONTOSABB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK OSSZEFOGLALASA

Korabbi munkank soran kidolgoztunk egy optimalizalt fluoreszcens ACE-aktivitds méré modszert,
melyet nem befolyasol az endogén ACE-gatlok (albumin) jelenléte.

Meghataroztuk a kiilonb6z0 zavard tényezoket (pl. haemolysis, icterus és lipaemia), melyek hatassal
lehetnek az enzimaktivitds mérésére.

Genotipus-fiiggetlen, valamint 1/D polimorfizmus-fiiggé referencia intervallumokat hoztunk 1étre
az ACE aktivitas megitéléséhez. Az ACE I/D genotipus meghatarozasa szignifikansan javitotta a
sarcoidosis detektalasanak mind szenzitivitasat, mind specificitasat, az enzimaktivitas mérésének
modjatol fliggetlentil.

Az éltalunk kidolgozott fluoreszcens kinetikai esszé pontossagat egy kereskedelmi forgalomban
elérhet6 diagnosztikai teszt, az > ACEcolor’ pontossagahoz hasonlitottuk. Azt az eredményt kaptuk,
hogy genotipus-fiiggd hatarértékek alkalmazasa esetén, a mi tesztiink feliilmtlta az > ACEcolor’
diagnosztikai teszt pontossagat (50% vs. 40%, ebben a sorrendben).

A harom kiilonb6z6 ACE-aktivitast méré technika — Infinity ACE, ACEcolor és az altalunk
optimalizalt fluoreszcens kinetikai esszé — diagnosztikai pontossagat dsszehasonlitva nem talaltunk
kozottiik szignifikans kiilonbséget.

Lehetséges biomarkerként vizsgaltuk a thrombocyta:lymphocyta aranyt, a sIL-2R-t, a SAA-t, a
lizozimet, valamint a CTO szintjét, melyek koziil egyiket Sem tartjuk megfeleld egyediili szérum
biomarkernek a sarcoidosis altali tiidéérintettség diagnosztizalasahoz.

Kombinaltuk a magas specificitdsu ACE-aktivitasi tesztlinket amagas szenzitivitastt CTO-aktivitasi
tesztlinkkel, €s ezen értékek Osszeszorzasaval egy uj paramétert hataroztunk meg (kettds szorzatnak
nevezziik). Klinikai vizsgéalatunkban ez a kettds szorzat rendelkezett a legmagasabb diagnosztikai
pontossaggal, 90% folotti szenzitivitassal és pozitiv prediktiv értékkel, valamint jelentésen magas

specificitassal és negativ prediktiv értékkel (80%).

Szamos sarcoidosis biomarker vizsgalata utan, kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy egyetlen
biomarker értékelése nem alkalmas meggy6z6, korrekt laboratoriumi diagnozist biztositani a
klinikusok szamara. Az ACE- és CTO-aktivitasi értékekbdl szdrmaztatott ketts szorzat viszont a

szovettani mintavétel realis alternativija lehet a pulmonalis manifesztacioji sarcoidosis

diagnosztizalasaban.
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