Doktori (PhD) értekezés tézisei

Angiotenzin-konvertal6 enzim endogén szabalyozasa
szabad zsirsavakkal

Enyedi Enikd Edit

Témavezetd: Dr. Fagyas Miklos

DEBRECENI EGYETEM
Laki Kalman Doktori Iskola

Debrecen, 2026



ANGIOTENZIN-KONVERTALO ENZIM ENDOGEN SZABALYOZASA
SZABAD ZSIRSAVAKKAL

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
az elméleti orvostudomanyok tudomanyagban

frta: Enyedi Eniké Edit
okleveles taplalkozastudomanyi szakember,
orvosdiagnosztikai laboratoriumi analitikus,
orvos- ¢és egészségtudomanyi angol-magyar szakforditéd

Késziilt a Debreceni Egyetem Laki Kalman Doktori Iskolaja
(Kardiovaszkuléris megbetegedések programja) keretében

Témavezetd: Dr. Fagyas Miklos, PhD

Az értekezés biraloi: Dr. Olah Attila, PhD
Dr. Olah Tamas, PhD

A biralobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Kiss Csongor, az MTA doktora
tagok: Dr. Bereczky Zsuzsanna, az MTA doktora

Prof. Dr. Sepp Robert, az MTA doktora
Dr. Olah Attila, PhD
Dr. Olah Tamas, PhD

Az értekezés védésének helye, id8pontja:
Debreceni Egyetem AOK, Belgyogyaszati Intézet "A" épiilet tanterme
2026. oktober 8. 13:30



BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer és az angiotenzin-konvertaloé enzim szerepe a

kardiovaszkularis szabalyozasban

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) a kardiovaszkularis homeosztazis
egyik kdzponti szabalyoz6 mechanizmusa, amely meghatarozo szerepet jatszik a vérnyomas, a
folyadék- és elektrolit-egyenstly, valamint a vaszkularis tonus fenntartasaban. A rendszer
aktivacidja csokkent effektiv keringési volumen, hypotensio vagy fokozott szimpatikus
aktivitas hatdsara indul meg, amikor a juxtaglomerularis apparatus renint szabadit fel. A renin
az angiotenzinogént angiotenzin I[-gyé¢ alakitja, amely Onmagaban biologiailag inaktiv
dekapeptid. Az angiotenzin | angiotenzin 11-vé torténé atalakitasat az angiotenzin-konvertalo
enzim (ACE) katalizalja.

Az angiotenzin II hatasai dontéen az AT1 receptoron keresztill érvényesiilnek. Az ATI
receptor Gg-fehérjéhez kapcsolt receptor, amelynek aktivacidja a foszfolipaz C aktivalasdhoz
vezet. Ennek kovetkeztében az inozitol-1,4,5-trifoszfat (IPs) és a diacilglicerol képzddése
fokozodik, ami intracellularis Ca?*-felszabadulast, valamint protein-kinaz C aktivaciot
eredményez. Ezek a jelatviteli folyamatok kozvetleniil hozzajarulnak a simaizom-kontrakcio
kialakulasdhoz, és ezaltal fokozzak a periférias ellenallast és emelik az artérids vérnyomast.

Az AT1-medialt jelatvitel eredményeként periférias vazokonstrikcio alakul ki, fokozodik
az aldoszteron-szekrécio, ndé a natrium- és vizretenciod, valamint aktivalodnak proliferativ és
profibrotikus folyamatok. Tartos vagy tulzott RAAS-aktivacid esetén ezek a mechanizmusok
hozzéajarulnak a hipertonia, a bal kamrai hipertrofia, a vaszkularis remodelling és a
szivelégtelenség kialakuldsdhoz és progresszidjahoz. A rendszer jelentdsége ezért nem csupan
¢lettani, hanem patofiziologiai szempontbol is kiemelkedd.

Az ACE a RAAS kulcsenzimeként kozponti helyet foglal el ebben a szabalyozasi
halézatban. Az enzim nemcsak az angiotenzin II képzddéséért felelds, hanem mas vasoaktiv
peptidek (példaul a bradikinin) lebontasaban is szerepet jatszik, igy hatasa kettds: fokozza a
vazokonstriktor jelatvitelt és csokkenti a vazodilatator hatasu peptidek rendelkezésre allasat.
Ennek kovetkeztében az ACE aktivitasa kozvetleniil befolyasolja a vaszkuldris tonust és a
kardiovaszkularis terhelést.

Az ACE klinikai jelentdségét jol tiikrozi, hogy gatlasa a modern kardiovaszkularis terapia
egyik alapkovét képezi. ACE-gatlo gyogyszereket széles korben alkalmaznak artérids
hipertoniaban, szivelégtelenségben, miokardialis infarktus utan, valamint diabéteszes és nem

diabéteszes eredetii nefropatiak esetén. E készitmények mortalitiscsokkenté hatasa és a
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szervkarosodas progresszidjat mérsékld tulajdonsaga aldtamasztja az ACE meghatarozo
szerepét a kardiovaszkularis szabalyozasban.

Mindezek alapjan az ACE miikodése nem tekinthetd izolalt biokémiai 1épésnek a RAAS
kaszkadjadban, hanem olyan kozponti szabalyozasi pontnak, amelynek aktivitasa érdemben
befolyasolja a keringési rendszer allapotat. Az ACE farmakoldgiai gatlasa jol ismert és
klinikailag széles korben alkalmazott stratégia; ugyanakkor az enzim endogén, fiziologias
koriilmények kozott érvényesiild szabalyozasdnak mechanizmusai joval kevésbé tisztazottak.
Ez a felismerés indokolttd teszi annak vizsgalatat, hogy a keringésben jelen 1év6 endogén
tényezok milyen mértékben és milyen mechanizmuson keresztiil képesek befolyasolni az ACE

mukodését.

Az angiotenzin-konvertalo enzim endogén szabalyozasa és a human szérumalbumin

SZerepe

Az ACE aktivitasanak klinikai jelentoségét els6sorban farmakologiai gatlasan keresztiil
ismerjiik, ugyanakkor az enzim mitkddését fiziologias koriilmények kozott is befolyasolhatjak
a keringésben jelen 1év6 endogén tényezdk. A szérumban mérhetd ACE aktivitas nem kizardlag
az enzim koncentraciojatol fligg, hanem a biologiai kornyezet dsszetétele is meghatarozo lehet.
Ebbdl kovetkezéen az ACE funkcionalis allapota a keringésben dinamikus egyensuly
eredménye, amelyben a fehérje-fehérje kolcsonhatasok és az oldott komponensek egyarant
szerepet jatszhatnak.

Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a human szérumalbumin (HSA) jelentds mértékben
képes gatolni az ACE mukodését. A HSA a plazma legnagyobb koncentracidban jelen 1€vo
fehérjéje, amely fiziologias koriilmények kozott nagy molaris feleslegben van jelen az ACE-
hez képest. Kisérletes adatok alapjan a HSA jelenléte csokkenti az ACE altal katalizalt
szubsztrat hasitds mértekét, €s ez a hatas reverzibilis modon érvényesiil. A megfigyelések arra
utalnak, hogy az albumin nem passziv hordozo6 fehérje, hanem képes kdzvetleniil befolyasolni
az ACE enzimatikus aktivitasat.

Az endogén ACE-gatlas jelensége arra hivja fel a figyelmet, hogy a RAAS miikddése
nem kizdrélag hormondlis és farmakoldgiai mechanizmusok altal szabalyozott, hanem a
kering6 fehérjekdrnyezet is modulalo szerepet tolthet be. A szérumban mért ACE-aktivitas €s
az enzim maximalis katalitikus kapacitasa kozotti eltérés részben az albumin jelenlétével
magyarazhat6, ami arra utal, hogy a keringésben az ACE funkcionalisan szabalyozott

allapotban van jelen.



Ugyanakkor a HSA-medialt ACE-gatlas mértéke nem minden esetben azonos, ami felveti
annak lehetdségét, hogy az albumin szerkezeti ¢és funkcionalis allapota befolyéasolhatja
gatloképességét. Mivel a HSA szdmos endogén ligandumot kot, és konformécioja a kotott
molekulaktol fiiggden moddosulhat, indokolt annak vizsgalata, hogy az albumin miként jarul
hozza az ACE miikodésének finomhangolasahoz kiilonb6z6 bioldgiai kdrnyezetben.

Az endogén ACE-szabalyozas mechanizmusanak feltdirasa nem csupan biokémiai
jelentdségli, hanem rendszer szintli kovetkezményekkel is jarhat. Amennyiben a keringésben
jelen 1évo fehérje ligandum kolesonhatdsok érdemben moédositjdk az ACE aktivitasat, ugy a
RAAS miikddése a metabolikus és fehérjedsszetételbeli valtozasokra is érzékenyen reagalhat.
Ez a felismerés megalapozza annak vizsgalatat, hogy az albumin altal hordozott molekulak

milyen szerepet tolthetnek be az ACE endogén szabalyozasaban.

A HSA ligandumkoto tulajdonsagai és az albuminhoz kotott zsirsavak funkcionalis

jelentdsége

A HSA szerkezetileg rugalmas, tobb kotohellyel rendelkezd fehérje, amely a keringésben
szamos endogén és exogén molekula transzportjat végzi. A molekula harom doménbdl épiil fel,
amelyek tobb, részben atfedd ligandumkoto zsebet tartalmaznak. Klasszikusan leirt kdtohelyei
kozeé tartozik a Sudlow I és a Sudlow II hely, amelyek kiilonb6z6é gyogyszermolekuldk és
aromas vegyiiletek nagy affinitas kotéséért felelések. A ligandumkotés a  teljes
fehérjeszerkezetet érintd konformacidos atrendez8déssel jarhat, amely mas kotohelyek
affinitasat is modosithatja.

A HSA legjelentdsebb endogén ligandumai kozé a szabad zsirsavak (FFA-K) tartoznak.
A keringésben jelen 1évé FFA-k dontd tobbsége albuminhoz kotétten talalhato, és egy HSA-
molekula tobb zsirsav egyidejii megkotésére képes. Krisztallografids vizsgalatok alapjan
legalabb hét {6 zsirsavkotod hely azonosithato a fehérjén. Ezek koziil a FA1 kotohely kiilonos
jelentdséggel bir, mivel a Tyr-138 aminosav oldallanca egyszerre vesz részt a zsirsavkotés
stabilizalasdban és olyan felszini régio kialakitdsaban, amely fehérje-fehérje kolcsonhatasok
szempontjabol is relevans lehet.
telitettségli zsirsavak eltérd mértekli doménelmozdulést €s lokalis szerkezeti atrendezddést
idézhetnek el6. A ligandumkotés kovetkeztében a domének relativ orientacidja valtozhat, ami
a fehérje felszini tulajdonsagait és interakcids potencialjat is befolyéasolhatja. Ennek jelentdsége
tulmutat a transzportfunkcion, mivel a HSA igy funkciondlisan modulalhato fehérjeként
viselkedik.



Mindezek alapjan a HSA nem tekinthetd passziv hordozofehérjének. A ligandumkotés
révén szerkezete és felszini jellemz6i modosulhatnak, ami mas fehérjékkel kialakitott
kolcsonhatésait is befolyasolhatja. Ez a megkozelités megalapozza annak vizsgélatat, hogy az
albuminhoz kotott zsirsavak miként modosithatjak a HSA-medialt ACE-gatlas mértékét, és

ezaltal milyen szerepet télthetnek be az ACE endogén szabalyozasaban.

Zsirsavak a keringésben: mennyiségi és mindségi sajatossagok

A keringésben jelen 1év6 szabad zsirsavak dontd tobbsége albuminhoz kétotten talalhato.
A teljes szabadzsirsav-koncentracid azonban nem tiikrdzi a zsirsavosszetétel mindségi
kiilonbségeit, amelyek élettani és patofiziologiai szempontbol is relevansak lehetnek. A
zsirsavprofil valtozdsa metabolikus allapottol, taplalkozastol, hormonalis hatasoktol és
gyulladésos folyamatoktol egyarant fligghet.

A telitett zsirsavak (SFA-k), példaul a palmitinsav (C16:0) és a sztearinsav (C18:0),
egyenes lancu szerkezetiikb6l adddodan eltéré membranhatasokat fejthetnek ki, és bizonyos
jelatviteli Utvonalak aktivalasaval gyulladasos és metabolikus valaszokat indukalhatnak.
Kisérletes modellekben a palmitinsav képes a Toll-like receptor 4 jeldtviteli utvonal
aktivalasara, ami NF-kB-medialt gyulladdsos génexpresszidhoz vezethet. Emellett a hosszu
lanct SFA-k fokozhatjak a ceramidképzddést, amely az IRS—PI3K-Akt tengely gatlasan
keresztiil inzulinrezisztencia kialakulasahoz jarulhat hozza.

Az egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFA-k), példaul az olajsav (C18:1 n-9), eltérd
biologiai hatasprofilt mutatnak. Egyes vizsgalatok szerint az olajsav kevésbé aktival
gyulladésos jelatviteli utvonalakat, és bizonyos koriilmények kozott mérsékelheti a telitett
zsirsavak altal kivaltott NF-kB-aktivaciot. Ez arra utal, hogy a telitettség mértéke funkcionalis
szempontbol is jelentds kiilonbségeket eredményezhet.

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA-k), példaul az a-linolénsav (ALA, C18:3 n-
3), a y-linolénsav (GLA, C18:3 n-6) vagy az arachidonsav (C20:4 n-6), tobb kettOskotést
tartalmaznak, ami fokozott konformacids flexibilitast eredményez. Az arachidonsav a
ciklooxigenadz és lipoxigenaz utvonalakon keresztiil prosztaglandinok, tromboxanok és
leukotriének prekurzora, igy kozvetlenil részt vesz gyulladasos és vaszkularis folyamatok
szabalyozasaban. Az n-3 és n-6 PUFA-k aranyanak valtozasa ezért a gyulladasos valasz és a
kardiovaszkularis homeosztazis szempontjabol is jelentds lehet.

Metabolikus szindromaban és 2-es tipusu diabetes mellitusban a fokozott zsirszoveti
lipolizis és az inzulinrezisztencia kovetkeztében a hosszu lanci SFA-k, kiilondsen a palmitinsav
aranya emelkedhet, mik6zben a PUFA-arany cs6kkenhet. Ez a mindségi eltolodas nemcsak
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sejtszintll jelatviteli folyamatokat, hanem a keringés fehérje-ligandum kolcsonhatésait is
befolyésolhatja.

A zsirsavmindség tehat 6nallo bioldgiai informacidt hordoz. Mivel a keringd zsirsavak
albuminhoz kototten vannak jelen, a zsirsavOsszetétel véltozasa a HSA szerkezeti allapotat is
modosithatja. Ez felveti annak lehetéségét, hogy a zsirsavprofil nem csupan metabolikus

marker, hanem az ACE endogén szabalyozasaban is szerepet jatszo tényezo lehet.

Az ACE szerkezeti és funkcionalis sajatossagai

Az ACE egy cinkfiiggd dipeptidil-karboxipeptidaz, amely egyetlen polipeptidlancbol all,
¢és két homolog katalitikus domént tartalmaz: az N-domént és a C-domént. Mindkét domén
onallo aktiv centrummal rendelkezik, amelyben a HEMGH-motivumhoz k&t6d6 cinkion vesz
részt a katalizisben. A két domén szerkezeti hasonldsaga ellenére funkcionalisan nem teljesen
azonos. A C-domén elsddlegesen felelés az angiotenzin [ angiotenzin II-vé torténd
atalakitasaért, mig az N-domén bizonyos egyéb peptidszubsztratok, példaul az N-acetil-szeril-
aszpartil-lizil-prolin lebontasaban jatszik meghatarozo szerepet.

Az ACE fizioldgidsan membrankotott formaban expresszalodik, azonban a sejtfelszini
molekula extracellularis része proteolitikus hasitassal levalik, és szolubilis formaban
megjelenik a szérumban. A kiilonb6z6 szdvetekben expresszalodd ACE-formak szerkezeti
sajatossagai eltérhetnek, ami funkcionalis variabilitast eredményezhet.

Az ACE erésen N-glikozilalt fehérje, amely tobb potencidlis glikozilacios hellyel
rendelkezik. A glikanstruktarak jelenléte és dsszetétele befolyasolhatja az enzim stabilitasat,
felszini tulajdonsagait ¢és konformdaciojat. A glikozildcid6 mintdzata sejttipus- €s
szovetspecifikus lehet, ami hozzajarulhat a kiilonb6zd bioldgiai forrasbol szdrmazd ACE-
molekuldk kozotti szerkezeti kiillonbségekhez. Az enzim szerkezeti variabilitdsahoz oxidativ
modosuléasok €s egyéb poszttranszlacios valtozasok is hozzajarulhatnak.

Krisztallografias vizsgalatok alapjan az ACE-domének aktiv centruma dinamikus
szerkezetli, amelyben az aktiv centrum zsebének nyitott és zart konformacidi valtakozhatnak.
Ez a konformécios flexibilitas befolydsolja a szubsztrat-hozzaférést és a katalitikus
hatékonysagot. A felszini szerkezet és az epitdpok hozzaférhetdsége szintén konformaciofiiggd
lehet, ami azt jelenti, hogy az ACE funkcionalis allapota nem csupan az enzim mennyiségével,
hanem annak térszerkezeti sajatossagaival is 0sszefiigg.

A kiilonb6z6 bioldgiai mintdkbol szarmazd ACE-formdk szerkezeti és konformdcios
eltérései ezért érdemben befolydsolhatjdk az enzim aktivitdsat és gatolhatosdgat. Ez a
megkdzelités megalapozza annak vizsgalatat, hogy az ACE konformacios sajatossagai miként
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modosithatjdk a HSA-medialt ACE-gatlas mértékét, és indokolja a konformadcio-alapu

vizsgalati modszerek alkalmazasat.

Epitop-specifikus ACE-fenotipizalas

Az ACE szerkezeti és konformacids sajatossagainak vizsgalatara Sergei Danilov és
munkatarsai egy epitop-specifikus monoklonalis antitestpanelre épiilé megkdzelitést dolgoztak
ki. A modszer alapja, hogy kiilonb6z0 monoklonalis antitestek az ACE felszinének
meghatarozott epitopjaihoz kotddnek. Az egyes antitestek kotddési intenzitasanak relativ
mintdzata az adott mintaban jelen 1évé ACE felszini szerkezetérdl ¢€s konformacidjardl ad
informaciot.

A vizsgalatok soran alkalmazott antitestek az ACE N-doménjéhez és C-doménjéhez
kapcsolodo epitdopokat egyarant lefedik. Az N-doménhez k6tddd antitestek koz¢ tartozik tobbek
kozott a 6C8, a 6H6 és a 2D1, mig a C-doménhez kapcsolodo antitestek koziil a 1E10 és a 2H9
kiilonds jelentdséggel bir. Ezek az antitestek eltérd felszini régidkat ismernek fel, amelyek
hozzaférhetdsége ¢s mikrokdrnyezete konformaciofiiggd lehet.

A moédszer lényege nem az ACE mennyiségének vagy abszolut aktivitdsdnak
meghatarozdsa, hanem az antitestkotési mintazat Osszehasonlitisa. Amennyiben az egyes
epitopok relativ kotddési ardnya konzisztens mintdzatot mutat, az az ACE felszini
szerkezetének stabil allapotira utal. Ezzel szemben atipusos vagy eltér6 mintazat esetén
feltételezhetd, hogy az epitopok hozzaférhetdsége vagy kornyezete modosult, példaul
glikozilacios eltérések vagy konformacidvaltozas kovetkeztében.

Ez a konformacids ujjlenyomat lehetové teszi olyan finom szerkezeti kiillonbseégek
kimutatasat is, amelyek a teljes ACE-aktivitds egyszerli mérésével nem detektalhatok. A
modszer kiilondsen informativ lehet akkor, ha az ACE kiilonb6zd biologiai forrasokbol
szarmazik, példaul szérumbdl vagy kiilonb6zd szovetekbdl, ahol a poszttranszlacios
modositasok és a felszini sajatossagok eltérhetnek.

Az epitop-specifikus fenotipizalas igy olyan szerkezeti informaciot szolgaltat, amely
Osszekapcsolhato az enzim funkciondlis allapotaval. Ez a megkozelités lehetdséget ad annak
vizsgalatara, hogy az ACE konformacids eltérései miként befolyasoljak a HSA-medidlt ACE-
gatlas mértékét, és hogy az endogén szabdlyozas érzékeny-e az enzim felszini szerkezeti

sajatossagaira.



CELKITUZES

Az angiotenzin-konvertald enzim (ACE) aktivitasat a klinikai gyakorlatban elsGsorban

farmakologiai tton, ACE-gatlé gyogyszerekkel befolyasoljuk. Ezzel szemben az ACE endogén

szabalyozasardl, kiilonosen a keringésben és a szovetekben érvényesiilo fiziologias gatlo

mechanizmusokrol, a rendelkezésre allo ismeretek korlatozottak. Kordbbi eredmények

igazoltak, hogy a HSA reverzibilis médon képes gatolni az ACE-t, azonban a HSA-medialt

ACE-gatlas mértékét meghatarozo tényezok, valamint ennek élettani és szerkezeti hattere nem

ismert kellO részletességgel.

Munkam atfogd célja az ACE endogén szabalyozasanak vizsgalata volt human

mintakban, kiilonos tekintettel a HSA és az albuminhoz kotott zsirsavak szerepére, valamint az

ACE konformacios sajatossagaira.

A vizsgélatok soran az alabbi konkrét célkitlizéseket fogalmaztam meg:

Annak vizsgélata, hogy a human vérmintakban mérhetd endogén ACE-gatlas mértéke
Az albuminhoz kotott zsirsavak szerepének tisztdzasa a HSA-medialt ACE-gatlas
szabalyozasaban, kiilonos tekintettel arra, hogy a zsirsavosszetétel befolyasolja-e a
gatlas mértékeét.

Annak meghatarozéasa, hogy az egyes zsirsavak szerkezeti sajatossagai (kiilonosen a
telitettség és a kettds kotések szdma) eltéré6 moédon modositjak-e a HSA ACE-gatlo
hatasat.

A HSA-medialt ACE-gatlas vizsgalata kiilonb6zo szovetek esetében.

Annak elemzése, hogy az ACE konformdacios €s poszttranszlacids sajatossagai

befolyasoljak-e a HSA altal kozvetitett endogén gatlas mértekeét.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Human mintak, vizsgalati populaciok

Vizsgalatainkhoz human vér- és szovetmintdkat hasznaltunk. A szérum ACE-aktivitas és
az endogén ACE-gatlas elemzéséhez 161 felndtt személy vérmintajat vizsgéltuk, akik a
Debreceni Egyetem Kardioldgiai Intézetének munkatérsai, illetve ambulancidjan megjelend
betegek koziil keriiltek bevonasra. A bevont személyek egyike sem részesiilt ACE-gatlo
kezelésben, amit anamnézis és biokémiai mérések alapjan ellendriztiink.

Az endogén ACE-gatlas és a zsirsavprofil kozotti dsszefiiggések vizsgalatdhoz tovabbi
101 beteg szérummintait elemeztiik, amelyek diagnosztikai célu ACE-aktivitds meghatarozasra
érkeztek.

A vérmintdk feldolgozasa standard aszeptikus technikaval tortént. A nativ mintdkbol
centrifugalast kdvetden szérumot készitettiink, amelyet a mérésekig —20 °C-on taroltunk. Az
EDTA-val alvadasgatolt mintakat DNS-izolalasig fagyasztva taroltuk.

A szoveti ACE vizsgalatahoz human tiid6-, sziv- és nyirokcsomomintakat hasznaltunk,
amelyek mitéti beavatkozéasok soran keriiltek eltdvolitasra. A szovetmintdkat homogenizaltuk,
majd centrifugalast kovetden a feliiltiszokat a tovabbi vizsgalatokig —20 °C-on taroltuk.

Az ACE-fenotipizalési vizsgalatokat a fenti populaciok kivalasztott mintdin végeztiik.

Az ACE-aktivitas fluoreszcens kinetikus meghatarozasa

A szérum ACE-aktivitasat fluoreszcens kinetikus modszerrel hataroztuk meg, kordbban
validalt és optimalizalt protokoll alapjan. A mérés egy szintetikus fluoreszcens szubsztrat (Abz-
FRK-(Dnp)-P-OH) ACE altali hasitasan alapult. Az intakt szubsztrat esetében a donor és
akceptor molekulak kdzotti energiadtadas miatt fluoreszcencia nem detektalhato, mig a hasitast
kovetden a donor fluoreszcencidja mérhetévé valik. A fluoreszcencia intenzitdsdnak iddbeli
novekedése kozvetleniil aranyos az ACE-aktivitassal.

A méréseket 37 °C-on, mikroplate alapu rendszerben végeztik. Az aktivitas
meghatarozasahoz a fluoreszcencia-id6é gorbe linearis szakaszanak meredekségét hasznaltuk
fel, és az ACE-aktivitast U/L egységben fejeztiik ki. Minden mintat ismétlésekben, megfeleld

kontrollok mellett vizsgaltunk, az eredményeket az ismételt mérések atlagaként adtuk meg.

10



Az ACE-aktivitas meghatarozasa ZPHL- és HHL-szubsztratokkal

Az ACE-fenotipizalas soran az immunprecipitalt ACE-aktivitasat hippuril-L-hisztidil-L-
leucin (HHL) és karbobenzoxi-L-fenilalanil-L-hisztidil-L-leucin (ZPHL) szubsztratokkal
hataroztuk meg, a Danilov és munkatarsai altal leirt mdédszer alapjan. Az ACE altal katalizalt
hidrolizis soran felszabaduld His-Leu dipeptidet o-ftaldialdehiddel fluoreszcens szarmazékka
alakitottuk, majd a keletkezd jel intenzitdsa alapjan szamitottuk az enzimaktivitast.

A ZPHL/HHL aranyt az azonos mintabol a két kiilonb6zé szubsztrattal mért
aktivitasértékek hanyadosaként hataroztuk meg. A méréseket parhuzamos ismétlésekben,

megfeleld kontrollok mellett végeztiik.

Az endogén ACE-gatlas meghatarozasa

Az endogén ACE-gatlas mértékét higitasos modszerrel hataroztuk meg, korabban
publikalt eljaras alapjan. A moddszer azon az elven alapul, hogy a szérum higitdsdval az
albumin-medialt, reverzibilis ACE-gatlas fokozatosan csokken, igy nagy higitas mellett az
ACE-aktivitas kozel gatlasmentes allapotban mérheto.

Az ACE-aktivitast alacsony €s magas higitdsban mértiik, majd a higitasi tényezokkel
korrigalt értékek aranyabodl szamitottuk az endogén ACE-gatlas szazalékos mértékét. A 80%-

ot meghalado gatlas ACE-gatlo gyogyszer jelenlétére utalhatott a mintaban.

Szérum HSA- és szabadzsirsav-koncentracio meghatarozasa
brémkrezolzold alapt kolorimetridas moddszerrel hataroztuk meg, a gyartdir protokollnak

megfelelden. Az eredményeket g/L egységben fejeztiik ki.

crer

kolorimetrids modszerrel mértiik. Az eredményeket mmol/L egységben adtuk meg.

Zsirsavmentes HSA eloallitasa és zsirsavakkal torténo kezelése

A HSA-r6l a kotott zsirsavakat aktiv szén alkalmazasaval tavolitottuk el. Az
albuminoldatot aktiv szénnel inkubaltuk, majd centrifugélassal eltdvolitottuk a szenet. A kapott
zsirsavmentes HSA-oldatot koncentraltuk, szliréssel sterilizaltuk, és a tovabbi vizsgalatok eldtt

meghataroztuk az albuminkoncentraciot.
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A zsirsavmentes HSA-t ezt kdvetden meghatarozott zsirsavak natriumsoival kezeltiik,
albumin-zsirsav komplexek eléallitasa céljabol. A kezelést elére meghatarozott molaris
aranyban, folyamatos keverés mellett végeztilk. Az inkubaciot kovetden a nem kotodott
zsirsavakat ultrafiltracioval tavolitottuk el, majd a mintdkat ismételten mostuk ¢&s

visszakoncentraltuk. A végsé HSA-koncentraciot minden esetben ellendriztiik.

Rekombinans human ACE eloallitasa és tisztitasa

A rekombinans human ACE-t N-terminalis His-taggel ellatott, rovarsejtes expresszidra
optimalizalt konstrukcid felhasznalasaval allitottuk el6. A membrankotd régiot eltdvolitottuk,
igy a fehérje szolubilis formaban termelddott. A plazmidot baculovirus alapt rendszerben, Sf9
rovarsejtekben expresszaltuk. A rekombinans fehérje termelddését a sejtkultura feliiluszojanak
ACE-aktivitasmérésével kovettiik, és az optimalis idépontban gyijtottiikk be a mintat.

A recACE tisztitasat immobilizalt fémion-affinitas kromatografiaval végeztiik, majd a
fehérjét koncentraltuk és megfelelé pufferben, glicerol jelenlétében taroltuk a tovabbi

kisérletekig.

ACE immunprecipitalasa és kezelése HSA-val

Az ACE immobilizalasat nagy kotoképességili ELISA lemezeken végeztiik. A lemezeket
kecske anti-egér IgG-vel vontuk be, anti-ACE monoklonalis antitestet kapcsoltunk ra, majd a
vizsgalt mintdkbdl szarmazd ACE-t immunprecipitaltuk. Az inkubécids €s mosasi 1€épéseket
standard ELISA-alapt protokoll szerint hajtottuk végre.

Az immunprecipitalt ACE albumin-medidlt gatlasanak vizsgalatdhoz kontroll, illetve
zsirsavmentes HSA-t alkalmaztunk felezd higitasi sorozatban. Az ACE-aktivitast a korabban

ismertetett fluoreszcens kinetikus modszerrel hataroztuk meg.

ACE-fenotipizalas monoklonalis antitestekkel

Az ELISA lemezeket kecske anti-egér 1gG-vel vontuk be, erre kapcsoltuk az egyes
epitop-specifikus mAb-ket, majd a vizsgalt mintakbol szarmazé ACE-val inkubaltuk.

Az antitestek altal megkotott ACE-aktivitast fluoreszcens kinetikus modszerrel, illetve
ZPHL-szubsztrat alkalmazasdval hataroztuk meg. Az egyes antitestekhez tartozd relativ

aktivitdsi mintidzatokat kontroll mérésekhez viszonyitva értékeltiik. A kapott kotddési és
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aktivitasi profil az ACE konformacios allapotardl és felszini sajatossagairdl szolgaltatott

informaciot, beleértve a poszttranszlaciés modositasok hatasat is.

DNS-izolalas és teljes exom szekvenalas

Az atipusos ACE-fenotipust mutato esetekben az ACE-gént érintd genetikai eltérések
kizarasara vagy igazolasara teljes exom szekvenalast végeztiink. A genomi DNS-t periférids
vérmintakbol izolaltuk, majd a teljes exom szekvenalasat és bioinformatikai elemzését kiilsd

szolgaltato végezte.

Statisztikai analizis

A koncentracid-hatés kisérletek adatait négyparaméteres logisztikai modellel illesztettiik,
amelybdl ICso értékeket és 95%-os konfidencia intervallumokat szamitottunk. A kiilonb6z6
zsirsavakkal kezelt és zsirsavmentes HSA-mintdk kozotti eltéréseket illesztés-6sszehasonlito
F-teszttel értékeltiik, tobbszords dsszehasonlitas esetén p-érték korrekcid alkalmazasaval.

Az endogén ACE-gatlas fiiggetlen meghatarozoit tobbvaltozos linedris regresszidval
vizsgaltuk. A modellek illeszkedését a rezidualis eloszlas és a multikollinearités ellendrzésével
értékeltik.

Nem normal eloszlas esetén az adatokat median és interkvartilis tartomany formajaban
adtuk meg, és nem paraméteres probakat alkalmaztunk. Kategorias valtozok 6sszehasonlitasara
khi-négyzet probat hasznaltunk. A statisztikai szignifikancia hatarat p<0,05 értéknél hataroztuk

meg.

Etikai engedélyek

A human vér- és szovetmintdk felhasznalasaval végzett vizsgéalatokat a Debreceni
Egyetem ¢és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs illetékes kutatasetikai bizottsdgai hagytak
jova (ETT TUKEB: 33327-1/2015/EKU; Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag:
5925-2021; 4375-2015; 20753-7/2018/EUIG).

Valamennyi eljards a hatdlyos intézményi iranyelveknek és a Helsinki Nyilatkozat
eldirasainak megfeleléen tortént. A vizsgdlatban részt vevd személyek irasos, tdjékozott

beleegyezd nyilatkozatot adtak mintaik kutatéasi célt felhasznalasahoz.
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EREDMENYEK

Betegcsoportok jellemzése

Az endogén ACE-gatlas és a HSA-koncentracid dsszefiiggéseinek vizsgélataba 161 fot
vontunk be (71 n6, 90 férfi). Az életkor medianja 52,0 év [39,0—60,0], a nemek kdzott nem volt
szignifikans kiilonbség (p=0,2206). A testtomegindex median értéke 27,2 kg/m? [24,3-30,0],
szintén nem kiilonb6zott szignifikansan a nemek kozott (p=0,1219).

A szérum kreatinin-koncentracié férfiaknal magasabb volt (76 [64—89] umol/L), mint
néknél (58 [49—70] umol/L; p<0,0001). Az eGFR median értéke mindkét nemben meghaladta
a 90 mL/perc/1,73 m2-t. Az urea (median 4,6 [3,8-5,7] mmol/L; p=0,2361), és a bilirubin
(median 7,7 [5,5-11,0] umol/L; p=0,5512) tekintetében nem volt nemi kiilonbség.

A szérum ACE-aktivitds medianja 9,71 U/L [7,61-11,34], az endogén ACE-gatlas
mértéke 66,38% [56,48—71,84%] volt. Sem az ACE-aktivitas (p=0,4376), sem az endogén
ACE-gatlas (p=0,8953) nem kiilonbozott a nemek kozott. A HSA-koncentracio median értéke
44,0 g/L [41,0-46,5], nemi eltérés nélkiil (p=0,4134).

Hipertonia 75 esetben, diabetes mellitus 20 esetben fordult el6. A bal kamrai ejekcios
frakcio medianja 59% [56—63%] volt, szignifikans nemi kiilonbség nélkiil (p=0,1969).

Osszességében a vizsgalt populaci6 demografiai és laboratoriumi  jellemzoi
kiegyenstlyozottak voltak; a nemek kozotti kiilonbség elsdsorban a kreatinin-koncentraciora
korlatozodott, mig az ACE-aktivitas, az endogén ACE-gatlas és a HSA-szint nem mutatott
eltérést.

Az endogén ACE-gitlas és a teljes szabadzsirsav-koncentracid Osszefiiggéseinek
elemzésébe 101 f6t vontunk be (55 nd, 46 férfi). Az életkor medianja 49,6 év [39,2-65,3] volt;
a nok szignifikansan idésebbek voltak (55,6 [42,4-67,2] év), mint a férfiak (46,7 [36,3-60,1]
év; p=0,0167).

A szérum ACE-aktivitds median érteke 10,79 U/L [9,80-12,75], az endogén ACE-gatlas
61,27% [55,32-68,79%] volt, nemi kiilonbség nélkiil (rendre p=0,5008; p=0,6084).

A teljes szabadzsirsav-koncentracid6 medianja 0,505 mmol/L [0,254-0,737], a HSA-
koncentraci6 44,87 g/L [42,02—47,40] volt; az FFA:HSA arany median értéke 0,75 [0,38-1,15],
szintén nem mutatva nemi eltérést (rendre p=0,3742; p=0,7953).

A hsCRP median koncentracidja 4,84 mg/L [1,71-14,79] volt. A kreatinin- és urea-
értékek férfiaknal magasabbnak bizonyultak (rendre p<0,0001; p=0,0351), mig az eGFR

mindkét nemben >90 mL/perc/1,73 m? volt.
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Osszességében az ACE-hoz kapcsolddd paraméterek, valamint a HSA- és FFA-szintek
nem mutattak nemi kiilonbséget; eltérés elsOsorban az ¢életkor és egyes vesefunkcios

paraméterek tekintetében volt megfigyelheto.

A HSA-koncentracio és az endogén ACE-gatlas kapcsolata

Az endogén ACE-gatlas mértékét és a HSA-koncentraciot 161 személy szérumaban
hataroztuk meg. A két paraméter kozott szoros, pozitiv 6sszefiiggés volt kimutathato (Spearman
p=0,422; 95% CI: 0,281-0,544; p<0,0001). Az alacsony illesztés alacsony 12 értéke (r>=0,164)
arra utal, hogy az albumin-koncentracion tal tovabbi tényezok is befolyasoljak az endogén
ACE-gatlas mértékét.

Tobbvaltozos lineéris regresszidban, életkorra és nemre korrigalva (n=161), a HSA-
koncentraci6 tovabbra is fiiggetlen, pozitiv kapcsolatot mutatott az endogén ACE-gatlassal
(F(3,157)=11,60; p<0,0001; r*=0,1815).

A klinikai kovaridnsokat is tartalmazo almintan (n=87) az Osszefiiggés fennmaradt
(F(5,81)=3,782; p=0,0040; r>=0,1893). A bilirubint is tartalmazoé, kisebb elemszamu modell
(n=64) nem bizonyult szignifikdnsnak (p=0,1578).

Az ACE-gatlas zsirsavak jelenlétében és hianyaban

A klinikai gyakorlatban alkalmazott albuminkészitményeket jellemzden dializissel
tisztitjak, amely soran a vizoldékony komponensek eltavolitasra keriilnek, mig a vizben nem
0ld6do, albuminhoz kotott molekuldk megmaradnak. Az ilyen modon dializalt HSA a
rekombinans ACE aktivitasat koncentraciofiiggé modon csokkentette (ICs0=7,84 [6,58-9,75]
g/L), és fizioldgids albuminkoncentracion kozel teljes gatlast eredményezett (=<90% gatlas 45
g/L mellett).

Ezzel szemben az aktiv szénnel zsirsavmentesitett HSA ACE-gatl6 hatdsa szignifikansan
gyengébb volt (ICs0=23,24 [19,40—29,78] g/L; p<0,001; Holm-Sidak-korrekcid utan p=0,001),

¢és 45 g/L koncentracion az ACE-aktivitas mintegy 41%-a megmaradt.

A szérum FFA-koncentracio és az endogén ACE-gatlas kozotti kapcsolat vizsgalata

crcr

személy esetében elemeztiikk. A két paraméter kozott nem volt kimutathatd szignifikéns
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Osszefiiggés (Spearman p=0,088; p=0,380; r>=0,008), ami arra utal, hogy az endogén ACE-
gatlas mértékét a teljes FFA-koncentracié 6nmagaban nem hatarozza meg.

Az eredmény tobbvéltozos linearis regresszios modellekben is fennmaradt. Eletkorra,
nemre ¢s HSA-koncentracidra korrigalva (n=101) a teljes FFA-koncentraci6 nem mutatott
0nallé kapcsolatot az endogén ACE-gatlassal (p=0,863). Tovabbi kovariansok bevonasaval
végzett érzékenységi elemzésekben, beleértve a hsCRP-t, eGFR-t és a teljes bilirubinszintet, az

Osszefiiggés tovabbra sem volt kimutathato.

A telitett zsirsavak szénlanchosszanak szerepe a HSA-medialt ACE-gatlasban

Azt vizsgaltuk, hogy a zsirsavak mindsége befolyasolja-e a HSA-medialt ACE-gatlas
mértékét. Zsirsavmentes albumint kiillonbo6z6 telitett zsirsavakkal kezeltiink, majd az albumin-
zsirsav komplexek ACE-gétlo hatdsat elemeztiik.

A dodekansavval (C12:0) kezelt HSA gatld hatdsa nem kiillonbozott szignifikansan a
zsirsavmentes albuminétol (ICs=18,69 [15,36-24,97] g/L vs. 23,24 [19,40-29,78] g/L;
p=0,170). Ezzel szemben a mirisztinsav (C14:0) csokkentette az 1Cso értéket (13,26 [10,19—
19,86] g/L; p=0,006), mig a sztearinsav (C18:0) tovabbi jelentds fokozodast eredményezett
(IC50=7,98 [7,04-9,23] g/L; p<0,001). Fizioldgias, 45 g/L HSA-koncentracion az ACE-gatlas
mértéke C18:0 esetén 87,4+0,6% volt, szemben a zsirsavmentes HSA 59,4+1,4%-0s gatlasaval.

A 6-22 szénatomszamau telitett zsirsavak szisztematikus vizsgéalata soran az ACE-gatlas
mértéke a szénldnchossz novekedésével emelkedett, az ICso értékek pedig csokkentek. A
legerdteljesebb hatas C18:0 esetében volt megfigyelhetd, mig rovidebb lancu zsirsavak, példaul
a kaprinsav (C10:0), nem okoztak érdemi valtozast (59,0+0,5%; p=0,468) a zsirsavmentes
HSA-hoz képest. A C18:0-ndl hosszabb lancu zsirsavak esetében az ICso értékek enyhén
emelkedtek.

Eredményeink alapjan a telitett zsirsavak szénldnchossza meghataroz¢ tényezdje a HSA-
medialt ACE-gatlas mértékének, €s a hatds egy optimalis lanchossz koril érvényesiil a

legerésebben.

A telitetlen zsirsavak szerkezeti sajatossagai és a HSA-medialt ACE-gatlas kapcsolata

Azt vizsgaltuk, hogy azonos szénlanchossz mellett a kettds kotés jelenléte ¢és
konfiguracidja befolyasolja-e a HSA-medialt ACE-gatlast. C18 szénatomszamu, egyszeresen

telitetlen zsirsavakat hasonlitottunk 6ssze a sztearinsavval (C18:0).
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Az n-7 pozicidban transz kett0s kotést tartalmazod, de linearis szerkezetii elaidinsav
(C18:1 n-7t) esetén a gatld hatas csokkent (ICse=10,74 [9,71-12,05] g¢/L; 45 g/L HSA-nal
80,7+0,7%), szemben a sztearinsavval (ICs0=7,98 [7,04-9,23] g/L; 87,4+0,6%; p=0,001).

7) nem okozott szignifikans eltérést (ICs=8,70 [7,85-9,79] g/L; 84,3+0,7%; p=0,317).

Ezzel szemben az n-9 pozicioban markansabb térbeli torést okozo cisz kettés kotést
tartalmazo olajsav (C18:1 n-9) jelentdsen emelte a HSA ACE-gatl6 hatasat (ICso=11,61 [10,35—
13,28] g/L; 80,1+1,7%; p<0,001).

Eredményeink alapjan nem csupan a szénlanchossz, hanem a kettds kotés jelenléte és

térbeli elhelyezkedése is meghatarozza a HSA-medialt ACE-gatlas mértékét.

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak szerepe a HSA-medialt ACE-gatlasban

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA-k) hatasat zsirsavmentes HSA kiilonb6zo
omega-3 és omega-6 zsirsavakkal torténd kezelésével vizsgaltuk.

Az omega-3 zsirsavak koziil az o-linolénsav (ALA, C18:3 n-3) fejtette ki a
legerételjesebb hatast (ICs=5,60 [4,28-6,15] g/L; 45 g/L HSA-nal 89,0+0,3%; p<0,001). A
dokozahexaénsav (DHA, C22:6 n-3) szintén szignifikansan fokozta a gatlast (ICso=12,02 [9,86—
15,06] g/L; 82,64+0,9%; p<0,001), mig az eikozapentaénsav (EPA, C20:5 n-3) nem okozott
szignifikans eltérést (ICs=16,56 [13,00-24,22] g/L; 78,940,9%; p=0,059).

Az omega-6 zsirsavak koziil a y-linolénsav (GLA, C18:3 n-6) mutatta a legerdsebb hatast
(IC5=5,09 [4,28-6,15] g/L; 91,7+0,2%; p<0,001). Az eikozadiénsav (EDA, C20:2 n-6) és a
linolsav (LA, C18:2 n-6) szintén fokozta a HSA-medialt ACE-gatlast, de kisebb mértékben
(EDA: ICs0=14,41 [11,79-19,06] g/L; 76,1+£1,7%; LA: ICs=15,04 [13,55-17,00] g/L;
72,8+1,3%).

A zsirsavfiiggé ACE-gatlas vizsgalata szoveti eredetii ACE esetében

Vizsgaltuk, hogy a HSA altal kozvetitett, zsirsavfliggd ACE-gatlas kimutathatd-e szoveti
eredetil ACE esetében. Human tiid6-, nyirokcsomo- és szivszovet-homogenizatumokbol
szarmaz6 ACE-t immobilizaltunk, majd a méréseket zsirsavakat hordozo, illetve zsirsavmentes
HSA jelenlétében végeztiik.

Tiidéeredetli ACE esetén a zsirsavakat tartalmazé HSA szignifikdnsan erésebb gatlast
eredményezett (ICs0=5,52 [4,07—7,90] g/L; 45 g/L-nél 88,6+2,1%), mint a zsirsavmentes HSA
(IC5=19,55 [14,55-32,86] g/L; 66,7+5,2%; p<0,001).
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Nyirokcsomo-eredeti ACE esetében hasonld mintazat volt megfigyelhetd (zsirsavas
HSA: ICs=5,52 [4,08-8,35] g/L; 86,0+1,6%; zsirsavmentes HSA: 1Cs=13,40 [7,99-128,90]
g/L; 71,7£1,2%; p=0,019).

Szivszdvetbodl szarmazd ACE esetében a kiilonbség kiilondsen kifejezett volt (zsirsavas
HSA: ICs0=1,69 [1,36-2,03] g/L; 84,7+1,2%; zsirsavmentes HSA: ICs=7,59 [5,01-17,38] g/L;
54,4143,2%; p<0,001).

Eredményeink alapjan a zsirsavfiiggd, HSA-medialt ACE-gatlas nemcsak rekombinans,

hanem kiilonb6z6 human szovetekbol szarmazd ACE esetében is kimutathato.

A szérum és szoveti ACE fenotipusanak dsszehasonlitasa parositott mintakban

A szérum- ¢és tiidéeredetii ACE-fenotipust 18 olyan beteg esetében hasonlitottuk 6ssze,
akiknél parositott mintak alltak rendelkezésre, és nem részestiiltek ACE-gatl6 kezelésben.

Az ACE-fenotipizalast epitdp-specifikus monoklonalis antitestekkel végeztiik, és az
egyes antitestek altal rogzitett ACE-aktivitas relativ mintdzatat tekintettiik az adott minta
fenotipusanak. A funkciondlis jellemzés soran meghataroztuk a ZPHL/HHL hidrolizisaranyt is,
amely a domének relativ aktivitdsanak érzékeny indikatora.

A legtobb esetben a szérum- €s tiidémintak fenotipusos mintazata hasonlé volt. 1zolalt,
egy-egy epitdpot érintd eltérések eléfordultak, de ezek nem jartak egytitt a ZPHL/HHL arany
valtozasaval.

Ettdl eltérd, konzisztens fenotipuseltérés egyetlen esetben (S13) volt megfigyelhetd, ahol
a tiidédmintaban tobb epitdp kotddési aranya ¢s a ZPHL/HHL aktivitasarany egyidejl eltérése
volt kimutathato, mig a parositott szérumminta nem mutatott hasonl6 valtozast.

Az S13 beteg tiiddmintajabol szdrmazd ACE részletesebb jellemzésére Kkiterjesztett
konformaciods fingerprinting vizsgalatot végeztiink. Az ACE-aktivitast 20 kiilonbozd epitopra
iranyuld monoklonalis antitesttel precipitaltuk, majd a kotédési ardnyokat kontroll
tiidémintakhoz hasonlitottuk.

Az S13 tiiddmintajaban tobb antitest esetén eltérd precipitacids profil volt megfigyelhetd,
érintették. Kilonosen a 2H9/2D1 epitdp-arany mutatott kifejezett emelkedést a kontrollokhoz

képest.

A HSA-medialt ACE-gatlas eltérései atipusos ACE-fenotipus esetén

Az S13 beteg atipusos ACE-fenotipust mutatd tiidomintajaban azt vizsgaltuk, hogy a
felszini konformdacios eltérések befolyasoljadk-e a HSA-medidlt ACE-gatlast. Az
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immunprecipitalt ACE aktivitasat zsirsavakat hordozo, illetve zsirsavmentes HSA jelenlétében
hataroztuk meg, és az eredményeket tipusos fenotipusu kontrollmintakhoz viszonyitottuk.

A kontrollmintdkban a zsirsavakat tartalmazé HSA koncentraciofiiggd moddon
kifejezettebb ACE-gatlast eredményezett, mint a zsirsavmentes HSA.

Ezzel szemben az S13 tiidomint4djaban a zsirsavakat hordoz6 HSA gatl6 hatasa
mérsékeltebb volt, és a zsirsavas és zsirsavmentes HSA kozotti kiilonbség jelentdsen csokkent,
illetve részben eltlint.

Az eredmények arra utalnak, hogy az atipusos ACE-fenotipus modosithatja a HSA altal
kozvetitett, zsirsavfiiggd ACE-gatlas mértékét.

Az atipusos ACE-fenotipus genetikai hatterének vizsgalata

Az S13 beteg esetében teljes exom szekvenalast végeztiink annak tisztdzasara, hogy az
atipusos ACE-fenotipus és a moédosult HSA-medialt ACE-gatlas genetikai eredetii-e.

Az ACE-gén kodolo régidjaban nem azonositottunk olyan varianst, amely
aminosavcserével jarna vagy az ACE elsddleges szerkezetét érdemben befolyasolnd, igy az

Az S13 beteg genomjaban a referencia-szekvenciahoz képest tobb mint 10000 varianst
detektaltunk, ezek koziil 1381 potencialisan karos misszensz mutacié a PolyPhen-2 HVAR
pontszam alapjan, valamint 641 exoni nonszensz mutdcié vagy inzercio/delécid. A varidnsokat
16, atipusos ACE-fenotipust nem mutatd, teljes exom szekvenalassal vizsgélt egyén adataival
Osszevetve mintegy 1700, valdsziniileg véletlenszeriien el6forduld potencialisan karos varianst
zartunk ki, és tobb mint 200 génvaltozat maradt fenn, amelyek elméletileg hozzajarulhatnak a
fenotipus kialakulaséhoz.

A konformadcios fingerprinting alapjan az S13 tiidémintdjaban tobb, egymastol fiiggetlen
epitop régid érintett volt, kiillondsen az N-domén C-terminalis részéhez kotodd 6H6, 2D1 és
6C8, valamint a C-domén N-terminalis régidjahoz kapcsolddo 1E10 és 2H9 epitopok. Ez tobb
régiot érintd, komplex felszini atrendezddésre utal.

A genetikai adatok értelmezése soran eldtérbe keriiltek olyan, kis méretli fehérjéket
kodolo gének, amelyek termékei potencialisan képesek lehetnek az ACE N- és C-doménje
kozotti hasadékban kotddni €s az epitop-hozzaférhetdséget modositani. A fennmarado
variansok ko6zott gyulladasos valaszhoz, lizoszomalis mikddéshez és extracellularis
fehérjefeldolgozashoz kapcsolddo gének is szerepeltek.

A leginkabb relevansnak tekintett variansok koz¢é tartozott a SAA1 rs1136747 (V75A),
az ADAMTSL4 rs199599791 (R87P), a NOD2 rs2066844 (R702W), valamint az SMPD1
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1s550365194 varidnsa, amely hdarom aminosavat érintd in-frame delécioval jart. Ezek a
variansok heterozigédta formaban, egyiittesen voltak jelen az S13 betegben, ¢és ilyen kombinacio

mas vizsgalt egyénben nem fordult eld.

DiszKusszIO

A kardiovaszkularis mortalitds globalis terhe tovabbra is kiemelkedd, és az ACE
farmakologiai gatlasa évtizedek ota bizonyitottan csdkkenti a kardiovaszkularis események
kockézatat. Korabbi munkainkban kimutattuk, hogy a keringd ACE aktivitasa a human
szérumalbumin (HSA) altal jelentés mérték(i endogén gatlas alatt all, és hogy ennek az endogén
gatlasnak a hidnya vagy csokkenése hozzajarulhat a kardiovaszkularis betegségek
kialakuldsdhoz. A jelen vizsgalat eredményei ezt az Osszefiiggésrendszert tovabb arnyaljak
azaltal, hogy igazoljak: az endogén ACE-gatlas mértéke szoros kapcsolatban all a HSA
mennyisége dnmagaban nem magyarazza teljes mértékben az ACE-gatlas variabilitasat. Ezt a
megfigyelést erdsiti az a tény, hogy a szérum teljes szabadzsirsav-koncentracioja (FFA) nem
mutatott kapcsolatot az endogén ACE-gatlas mértékével, ami arra utal, hogy nem a zsirsavak
mennyisége, hanem azok mindsége lehet meghatarozé az albumin-ACE kdlcsonhatés
szabalyozasaban.

Az in vitro kisérletek eredményei egyértelmiien aldtdmasztjak ezt az értelmezést, mivel a
HSA zsirsavmentesitése jelentdsen csokkentette az ACE-gatlo hatéast, mig egyes albuminhoz
kotott zsirsavak ezt kifejezetten fokoztdk. A HSA jol ismert, sokkdtOhelyes transzportfehérje,
amely kiilonboz0 affinitasu zsirsavkotd helyein keresztiil jelentds konformécids valtozasokon
megy keresztiil ligandumko6tés hatdsara. Eredményeink szerint a hosszii szénlanct telitett
zsirsavak, kiilonosen a palmitinsav (C16:0) és a sztearinsav (C18:0), valamint egyes
tobbszorosen telitetlen zsirsavak, igy az a-linolénsav (ALA, C18:3 n-3), és a y-linolénsav
(GLA, C18:3 n-6) jelentésen noveltétk a HSA-medialt ACE-gatlas mértékét. Ezek a
megfigyelések illeszkednek azokhoz a szerkezeti adatokhoz, amelyek szerint a FAL
kothelyhez tartozo Tyr-138 aminosav egyszerre jatszik szerepet a zsirsavkotésben és az ACE-
hez val6 kapcsolodas kialakitasaban, tovabba, hogy az albumin egy masik, ACE-hez k&t6dd
régidja atfedést mutat a Sudlow I kétéhellyel. Mindez mechanisztikus alapot szolgéaltat arra,
hogy az albuminhoz ko&tott zsirsavak tipusa kozvetlentil befolyasolja a HSA-ACE interakcio
hatékonysagat. A jelen eredmények alapjan a HSA nem csupan passziv hordozéfehérjeként

értelmezhetd, hanem olyan dinamikus szabalyozo6 elemként, amelynek ACE-gatlo kapacitasat
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az aktualis metabolikus és lipidkdrnyezet finoman moduldlja. Ez a megkozelités azt sugallja,
hogy az endogén ACE-géatlas a szervezet anyagcsere-allapotahoz adaptivan igazodo, rugalmas
szabalyozé mechanizmus lehet.

A telitett zsirsavakkal végzett kisérletek egyik lényeges tanulsdga, hogy a HSA-medialt
ACE-gatlas mértéke nem binaris modon, hanem finoman hangolt szerkezeti paraméterek
fliggvényében valtozik. A szénldnchossz fokozatos ndovekedésével parhuzamosan megfigyelt,
egyre erdteljesebb ACE-gatlo hatas arra utal, hogy a HSA konformacids allapotanak
modosulasa nem pusztan a zsirsavkotés jelenlétéhez, hanem annak geometriai és térkitoltési

sajatossagaihoz is kotodik. A hosszabb szénlancu zsirsavak stabilabban és mélyebben foglaljak

crer

crcr

miszerint az albumin ligandkotés altal modosuld konformdacios 4allapotai funkciondlis
kovetkezményekkel jarhatnak, és aktiv szabdlyozo szerepet tolthetnek be fehérje-fehérje
interakciokban.

Ezt a szerkezeti érzékenységet tovabb arnyaljak a telitetlen zsirsavak vizsgalatanak
eredményei, miszerint az ACE-gatlas mértékét nem kizardlag a telitetlenség ténye, hanem
annak konfiguracioja és a kettGs kotés pozicidja hatarozza meg. Az elaidinsav (C18:1 n-7t)
kozel linearis szerkezete ellenére gyengébb gatlo hatast fejtett ki, mint a sztearinsav (C18:0),
zsirsavakra jellemz6 tartomanyban. Ezzel szemben az olajsav (C18:1 n-9) fokozottabb térbeli
torést okozo szerkezete mar egyértelmiien csokkentette a HSA ACE-gatlo képességét. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az albumin ACE-hoz vald kapcsolddasat nem kizardlag a
ligandum jelenléte, hanem annak albuminkonforméciot mddositd hatdsa hatdrozza meg. Ez
megegyezik korabbi szerkezeti adatokkal, amelyek szerint a zsirsavkotés helye és modja eltérd
allosztérikus hatasokat kozvetit az albumin felszinén.

Kiilondsen figyelemre mélto, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak csoportjan beliil is
jelentds heterogenitas volt megfigyelhet6. Az ALA (C18:3 n-3) és a GLA (C18:3 n-6)
kifejezetten erdteljes ACE-gatlo hatast eredményezett, amely meghaladta a telitett zsirsavakét
is, mig mas PUFA-k, példaul az EPA (C20:5 n-3), Iényegesen kisebb vagy elhanyagolhato
hatast mutattak. Ez a megfigyelés tovabb erdsiti azt a koncepciot, hogy a HSA nem passziv
hordozdként, hanem aktiv regulatorként vesz részt az ACE miikodésének finomhangolasaban,
mégpedig a hozzd kotddd zsirsavak mindsége révén. Klinikai szempontbdl ez kiilondsen

érdekes annak fényében, hogy az a-linolénsavban gazdag étrendi moddositasok
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vérnyomascsokkentd hatasdt humén vizsgalatok és metaanalizisek is alatdmasztjak, bar az
ACE-gatlason keresztiil megvalosuldo mechanizmus eddig kozvetleniil nem kertilt igazolésra.

A human szérummintdkban mért teljes szabadzsirsav-koncentracidé nem mutatott
kapcsolatot az endogén ACE-gatlas mértékével, ami elso latasra ellentmondhat az in vitro
eredményeknek. Ez az eltérés azonban jol értelmezhetd, ha figyelembe vessziik, hogy az
albuminhoz kotott zsirsavak mindségi 0sszetétele €s kotddési mintazata sokkal meghatarozobb
lehet, mint azok abszoliit mennyisége. A keringésben jelen 1évo zsirsavak 0sszkoncentracioja
elfedheti az egyes molekuldk eltéré strukturalis és funkciondlis hatasait, kiilondsen olyan
rendszerben, ahol az ACE-gatlas albuminfiiggé és konformaciéérzékeny modon valdsul meg.
Ez a felismerés kiegésziti a klasszikus RAAS-szabalyozasi modelleket, és egy olyan
szabalyozasi szintet vet fel, amelyben az anyagcsere-allapot és a fehérje-ligandum
kolesonhatasok kozvetleniil befolyasolhatjak az ACE aktivitasat.

Erdemes kiemelni, hogy az ALA és (C18:3 n-3) és a GLA (C18:3 n-6) altal kivaltott
erdteljes HSA-medialt ACE-gatlas nem feltétleniil all ellentmondéasban azzal a klinikai
tapasztalattal, miszerint az omega-3 zsirsavak rutinszeri potlasa nem jar egyértelmi
kardiovaszkularis elénnyel. Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy az albuminhoz kotott
zsirsavak szerkezeti sajatossagai, valamint az altaluk kivaltott albumin-konforméciok finom
kiilonbségei meghatarozobbak, mint az omega-3 csoportba tartozas onmagaban. Ez a szempont
hozzajarulhat ahhoz, hogy miért mutatnak eltérd klinikai hatast az egyes, szerkezetileg rokon
zsirsavak.

A szoveti ACE-n végzett kisérletek tovabb erdsitik azt a kovetkeztetést, hogy a HSA-
medialt, zsirsavfliggd ACE-gatlas nem korlatozodik a keringd enzimre. A tiid6-, sziv- és
nyirokcsomoszovetbdl szarmazd ACE esetében megfigyelt hasonld mintazat arra utal, hogy az
albumin képes az intersticidlis térben €s a szoveti mikrokornyezetben is funkcionalis
szabalyoz6 szerepet betdlteni. Mivel a lokalis angiotenzin II-képzddés jelentds mértékben
hozzajarul mind a hemodinamikai szabalyozashoz, mind a szoveti remodellinghez és
gyulladasos folyamatokhoz, ezek az eredmények tilmutatnak a keringd RAAS klasszikus
értelmezésén.

E ponton a zsirsavak altal modositott HSA-ACE kolcsonhatas értelmezése természetes
modon veti fel azt a kérdést, hogy az ACE felszini szerkezeti 4llapotanak egyéni vagy szovet-
specifikus eltérései miként befolydsolhatjak ezt a szabalyozast. Mivel az ACE nagymértékben
glikozilalt fehérje, és poszttranszlacids modositasai adott esetekben befolydsolhatjak mind a
fehérje-fehérje interakcidkat, mind az epitop-hozzaférhetdoséget, feltételezhetd, hogy az
albumin altal kozvetitett gatlas hatékonysaga nemcsak az albumin, hanem az ACE

konforméacios allapotatol is fiigg.
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A fenotipizaléasi vizsgalatok az endogén ACE-gatlas szerkezeti hatterét vizsgaljak, és
ezaltal értelmezési keretet adnak a zsirsavakkal végzett kisérletek eredményeihez. A parositott
szérum- ¢és tiidomintak elemzése alapjan az esetek dontd tobbségében a keringd és a szoveti
ACE fenotipusos mintazata dsszehangolt maradt, még akkor is, ha az ACE-aktivitas abszolut
értékei eltértek a két kompartment kozott.

Az S13 beteg tlidomintajaban azonositott atipusos ACE-fenotipus nem a szoveti ACE-
fenotipusok fiziologias variabilitasanak egyszeri szélso értékeként értelmezhetd, hanem egy
olyan, ritka eset, amelyben az ACE felszini szerkezetét érintd modosuldsok mar a fenotipizalas
szintjén is egyértelmiien elkiiloniilé mintazatot eredményeznek. Az S13 tiidomintajaban tobb,
egymastol fliggetlen epitopra iranyuld6 mAb kotédése, valamint funkcionalis paraméterek
egyidejii, kovetkezetes eltérése volt megfigyelheto.

Az S13 beteg tiidészovetén végzett konformécios fingerprinting soran észlelt eltérések
domén N-terminalis részén elhelyezkedd epitopok (1E10, 2H9) esetében voltak kifejezettek,
ami arra utal, hogy az N- és C-domén hatarteriiletének szerkezeti kdrnyezete modosult. Ez
Osszhangban all azokkal a korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint ez a régio kiillondsen
érzékeny a poszttranszldcidos modositasokra és fehérje-fehérje kolcsonhatasokra, és
kulcsszerepet jatszik az ACE funkcionalis szabalyozasaban.

Az S13 tiidomintajaban megfigyelt, emelkedett 2H9/2D1 kétddési arany arra utal, hogy
az ACE szialilaciods allapota ebben a szoveti kornyezetben eltér a keringd formatol. Tekintettel
arra, hogy a 2D1 antitest kotédése kiilonosen érzékeny a szialilacio mértékére, ezek az adatok
azt valosziniisitik, hogy az atipusos fenotipus kialakulasaban az ACE felszini mikrokdrnyezetét
érintd poszttranszlaciés modosulasok jatszhatnak szerepet. Ezek a modosuldsok az epitdp-
hozzaférhetdség ardnyain keresztiil jelennek meg, és ezaltal modositjak a konformacios
fingerprintet. Ez egyezik azzal a koncepcioval, hogy az ACE funkcionalis heterogenitasat a
genetikai tényezdk mellett a szovet-specifikus poszttranszlacids szabalyozas is alakitja.

A konformaécios eltérések funkcionalis kovetkezményekkel jartak az ACE ¢és a HSA
kozotti kolcsonhatas szempontjabol is. Az S13 beteg tiidomintajaban a HSA altal kozvetitett
ACE-gatlas mintazata jelentOsen eltért a tipusos fenotipusu kontrollmintakban megfigyelttol,
kiilondsen a zsirsavakat hordozo albumin esetében. Ez kozvetlen kapcsolatot teremt az ACE
felszini szerkezeti allapota és az albumin, illetve az albuminhoz kotott ligandumok szabélyozo
hatasa kozott, és alatamasztja azt az elképzelést, hogy az endogén ACE-gatlas hatékonysaga
nemcsak az albumin, hanem az ACE konformacios allapotatdl is fiigg.

A megfigyelt kiilonbség nem magyarazhatdo az ACE mennyiségi eltéréseivel vagy az

Immunprecipitacié hatékonysaganak valtozasaval, mivel az aktivitismérések normalizalt
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koriilmények kozott torténtek, €s a kontroll- és atipusos mintak Osszehasonlitdsa azonos
modszertani feltételek mellett zajlott. Ennek alapjan valdszintsithetd, hogy az atipusos ACE-
fenotipus hatterében olyan szerkezeti vagy konformdacios sajatossag all, amely kozvetleniil
befolyasolja az ACE ¢és a HSA kozotti funkciondlis kdlcsOnhatast, kiillondsen a zsirsavakat
hordoz6 HSA esetében.

Megallapithato, hogy a HSA-medialt ACE-gatlas mértéke nem kizarolag az albumin
ligandumtartalmatol fiigg, hanem érzékenyen reagal az ACE felszini szerkezeti allapotéra is.
Az atipusos ACE-fenotipus esetében megfigyelt, csokkent zsirsavfiiggd gatlas azt jelzi, hogy
az ACE konformacios eltérései képesek modositani az albuminhoz kotott zsirsavak szabalyozo
hatasat, ami a szoveti kornyezetben megvaldsuld endogén gatlas heterogenitdsdhoz is
hozzajarulhat.

Az atény, hogy az atipusos fenotipus konzekvensen a szoveti ACE felszini szerkezetéhez
kothetd, sziikségszeriien felvetette a genetikai hattér részletesebb vizsgalatanak igényét. A
teljes exom szekvenalas eredményei kizartak az ACE elsddleges szerkezetét érinté mutaciok
szerepét, valamint nem igazoltak loss-of-function eltérést ismert ACE-koto fehérjék génjeiben
sem. Ezek az adatok egyiittesen arra terelték a gondolatot, hogy az atipusos fenotipus hatterében
nem kozvetlen genetikai ACE-hiba, hanem az enzim felszini mikrokornyezetét modositd
tényezOk allhatnak. Ezek alapjan ilyen tényez6 lehet egy kis méretii, koriilbeliil 10-30 kDa
molekulatomegii ACE-k6td fehérje, amely az N- és C-domén kozotti hasadékban megkotddve
kompetitiven gétolhatja az albumin kotddését, és ezaltal egyszerre befolyasolhatja az epitdp-
hozzaférhetdséget és az ACE katalitikus tulajdonsagait.

Ezt a koncepciot erdsiti a Gaucher-betegségben vizsgalt 1ép-ACE fenotipusaval mutatott
parhuzam, ahol az albumin ACE-gatl6 hatdsa szintén megsziint, €s a konformacios fingerprint
inverz mintdzatot mutatott a doménhatarhoz kozeli epitopok esetében. A két allapot kozotti
hasonlosdg arra utal, hogy a domének kozotti hasadék funkciondlis szabalyozo térként
viselkedhet, amelyet, ha kiilonb6z0, szovet- vagy korallapot specifikus fehérjék elfoglalnak az
az ACE miik6désének mélyrehatdo modosulasahoz vezethet.

A genetikai hattér részletesebb elemzése tovabb arnyalja az atipusos ACE-fenotipus
lehetséges mechanizmusait. A teljes exom szekvenalas sordn azonositott variansok koziil tobb
olyan gén is érintett volt, amelyek heterozigéta forméban, egyiittesen fordultak eld az S13
betegben, €s mas vizsgalt egyénekben nem voltak jelen. Ezen varidnsok kozé tartozott az
SMPD1 gén 1s550365194 jeli, harom aminosavat érintd in-frame delécidja, amely az
enzimatikus aktivitas szempontjabol potencialisan karos hatdsu eltérésnek tekintheto.

Az SMPDI altal kédolt savi szfingomielinaz kdzponti szerepet jatszik a szfingomielin-

ceramid anyagcsere szabalyozasaban, és e gén funkcidzavarai jol ismerten lizoszomalis tarolasi
24



betegségekhez, koztik a Niemann—Pick szindromahoz kapcsolodnak. Bar az S13 beteg
esetében klinikailag manifeszt Niemann—Pick-betegség nem igazolddott, az SMPD1 génben
azonositott strukturalis eltérés olyan lizoszomalis diszreguldci6é iranyaba mutat, amelyhez
korabbi irodalmi adatok alapjdn a CCL18/PARC kemokin fokozott termelddése ¢és
felszaporodasa tarsulhat.

Ez az 0Osszefiiggés kiilonosen relevans annak fényében, hogy a CCL18/PARC kis
molekulatomegli (7,9-10 kDa), szekretalt fehérje, amely térbeli és méretbeli sajatossagai

Kimutattdk, hogy Gaucher-korban is megemelkedik a CCL18 szint. Kisérletes
vizsgalatainkban, amelyben tiiddmintdkat normal 1ép és CCL18-at tartalmaz6 Gaucher 1ép
mintékkal inkubaltunk azt lattuk, hogy a CCL18 képes volt befolyasolni az ACE funkcionalis
paramétereit, és igy realis jeloltként meril fel egy uj, eddig nem klasszikusan leirt ACE-kotd
fehérjeként. Ennek megfelelden az S13 beteg ACE-fenotipusa olyan modellként értelmezhetd,
amelyben tobb, egymast erdsitd genetikai eltérés kovetkeztében megvaltozott fehérje-
¢és endogén gatlasanak egylittes modosuldsahoz.

Eredményeink 0j értelmezési lehetdséget adnak az ACE endogén szabalyozasahoz,
ugyanakkor a kovetkeztetések levonasakor figyelembe kell venni a vizsgalat modszertani és
beteganyaghoz kapcsolodd korlatait. A human szérummintdkban az endogén ACE-gatlast
higitasos modszerrel hataroztuk meg, amely alkalmas a mintak kozotti relativ kiilonbségek
vizsgélatara, de a higitatlan szérumban fennallo gatlas mértékét kozvetleniil nem méri. A
klinikai mintakban a teljes szabadzsirsav-koncentraciot hataroztuk meg, amely nem ad
informaciot az albuminhoz kotott zsirsavak pontos mindségi 0sszetételérdl. Az in vitro HSA-
kezelések értelmezésénél tovabbi szempont, hogy az aktiv szenes zsirsavmentesités mas
hidroféb, albuminhoz kotott ligandok eltavolitasaval is jarhat.

A klinikai mintdk heterogén beteganyagot képviseltek, ezért elsésorban a HSA-
koncentracio, a teljes FFA-koncentracio ¢és az endogén ACE-gatlas kozotti kapcsolatok
értékelésére voltak alkalmasak. A szoveti vizsgalatok sebészeti beavatkozasokbol szarmazo
humén mintdkon alapultak, igy az egyes tarsbetegségek hatasa teljes mértékben nem zarhato
ki. Mivel azonban az &sszehasonlitasok azonos szdveti homogenizatumon beliil torténtek, az
eredmények elsdsorban a zsirsavakat hordozd és a zsirsavmentes HSA kozotti relativ
kiilonbségeket jelzik. Az S13 beteg vizsgalata nem az atipusos ACE-fenotipus gyakorisagarol
ad informaciot, hanem azt mutatja meg, hogy az ACE felszini szerkezeti allapotanak eltérése

jelentdsen modosithatja a HSA-medialt endogén ACE-géatlast.
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A tovabbi vizsgalatok egyik fontos iranya olyan célzott klinikai mintagyiijtés lehet,
amelyben az endogén ACE-gatlds meghatarozdsa mellett az albuminhoz kotott zsirsavak
Osszetétele is részletesen mérhetd. Ez segithet tisztazni, hogy a teljes FFA-koncentracio helyett
az egyes zsirsavak relativ aranya, albuminkotott frakcioja vagy kotddési mintazata mutat-e
szorosabb kapcsolatot az ACE-gatlas mértékével. Emellett az ACE-fenotipizalas nagyobb
betegpopulaciokban torténd alkalmazasa valaszt adhat arra, hogy az atipusos felszini
mintazatok eléfordulnak-e mas betegekben is, és 0sszefliggnek-e az endogén ACE-gatlas vagy
klinikai jellemzdk valtozasaval.

Osszességében eredményeink azt mutatjak, hogy az endogén ACE-gatlas tdbbszinti,
konformécioérzékeny szabdlyozasi folyamat, amelyet az albuminhoz kotott zsirsavak mindségi
Osszetétele és az ACE felszini szerkezeti allapota egyarant befolyésol. A klinikai és kisérletes
adatok egyiittesen alatamasztjak, hogy a HSA nem csupan transzportfehérjeként értelmezheto,
hanem az ACE mikodését szabalyozo fehérjeként is, amelynek hatasa az aktuélis metabolikus
és szoveti mikrokornyezet fliggvényében valtozhat. Mindez uj szempontot ad az ACE-aktivitas

biokémiai és klinikai értelmezéséhez.

A doktori értekezésben bemutatott 1) eredmények:

» Igazoltuk, hogy a human szérumalbumin altal kozvetitett endogén ACE-gatlas mértékét
nem kizarélag az albumin jelenléte, hanem az albuminhoz ko&tott ligandumok is
meghatarozzak.

» lgazoltuk, hogy a HSA-ACE kolcsonhatason keresztiil megvalosulé endogén ACE-
gatlas zsirsavfliggd mechanizmus.

*  Humén szérummintak elemzésével igazoltuk, hogy a HSA-hoz ko&tott zsirsavak
mindségi Osszetétele populdcios szinten is meghatarozo tényezdje az endogén ACE-
gatlas mértékének. In vitro vizsgalatokkal kimutattuk, hogy ezt a szabalyozast a
zsirsavak szénlanchossza, telitettsége és térbeli konformacidja befolyasolja.

* Kimutattuk, hogy az albuminhoz kotott zsirsavak szénlanchosszdnak novekedésével az
ACE-gatlas mértéke egy meghatarozott tartomanyig fokozodik, illetve a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak koziil az a-linolénsav és a y-linolénsav, valamint a telitett zsirsavak
koziil a sztearinsav és a palmitinsav fejtették ki a legnagyobb gatlohatast, mig az
egyszeresen telitetlen vakcénsav mérsékeltebb hatast mutatott.

* Egyedi eset elemzésével demonstraltuk, hogy a HSA-medialt endogén ACE-gatlas
koéros koriilmények kozott az ACE felszini szerkezeti allapotdnak modosulasa

kovetkeztében érdemben megvaltozhat.
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Az angiotenzin-konvertal6 enzim (ACE) a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
(RAAS) kozponti eleme. Bar az ACE farmakologiai gatlasa széles korben alkalmazott, az
enzim endogén szabdlyozasdnak mechanizmusai nem teljesen tisztazottak. Korabbi
megfigyelések alapjan ismert volt, hogy a human szérumalbumin (HSA) képes gatolni az ACE-
t, azonban e gatlds molekularis hattere nem volt ismert.

Munkank soran igazoltuk, hogy a HSA altal kozvetitett endogén ACE-gatlas mértéke nem
kizarélag az albumin jelenlététdl fiigg, hanem alapvetden meghatarozza az albuminhoz kotott
zsirsavak szerkezeti sajatossaga. Kimutattuk, hogy az albumin-ACE kdlcsonhatason keresztiil
megvalosuld endogén ACE-gatlas mechanizmusa zsirsavfiiggd, €s azt a zsirsav szénlanchossza,
telitettsége €s térbeli konformdacidja egyarant befolyasolja. In vitro vizsgdlataink alapjan az
albuminhoz kotott hosszii szénlancu zsirsavak erdteljesebb ACE-gatlast eredményeztek,
amelyen belill a tobbszordsen telitetlen zsirsavak koziil az a-linolénsav és a y-linolénsav,
valamint a telitett zsirsavak koziil a sztearinsav és a palmitinsav fejtették ki a legnagyobb
gatldhatast, mig az egyszeresen telitetlen vakcénsav mérsékeltebb hatast mutatott. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az endogén ACE-gatlas ligandumspecifikus, finoman hangolt
szabalyozasi mechanizmus.

Human mintak vizsgalata soran igazoltuk, hogy az albuminhoz kotott zsirsavak mindségi
Osszetétele meghatarozo tényezdje az endogén ACE-gatlas mértékének, mig a szérumban mért
teljes szabad zsirsav-koncentraciéo onmagaban nem mutatott sszefliggést az ACE-gatlassal. Ez
alatamasztja, hogy az albumin aktiv szabalyozd szerepet tolt be az ACE milkodésének
finomhangolaséaban.

Az ACE-fenotipizalasi vizsgalatok tovabb arnyaltak ezt a koncepcidt. Kimutattuk, hogy
a HSA-medialt endogén ACE-gatlas koros koriilmények kozott érdemben modosulhat. Egy
atipusos ACE-fenotipust mutaté beteg esetében az ACE felszini szerkezeti allapotanak
megvaltozasa a HSA-ACE-zsirsav kolcsonhatas felborulasaval jart, ami az endogén gatlas
jelentds csokkenését eredményezte. Ez az eset demonstralja, hogy az albumin altal kozvetitett
ACE-gatlas hatékonysaga az ACE konformacios allapotatol is fligg.

Osszességében eredményeink feltartak a HSA-ACE-zsirsav tengely korabban nem ismert
szerepét az ACE endogén szabalyozasaban, €s ramutattak arra, hogy ez a mechanizmus
fiziologias koriilmények kozott jelentds, ugyanakkor koros allapotokban sériilhet.
Megfigyeléseink 1) szemléleti keretet adnak az ACE aktivitds endogén szabalyozasanak

értelmezéséhez.
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KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt halas koszonetemet fejezem ki témavezetdmnek, Dr. Fagyas Miklosnak,
akivel mar 9 éve dolgozunk egyiitt. Szakmai iranymutatasa, kovetkezetes gondolkodasmodja
¢és szemléletformald munkaja alapvetden meghatarozta tudomanyos fejlédésemet. Vezetésével
nemcsak a kutatdbmunkahoz sziikséges modszertani és elméleti alapokat sajatithattam el, hanem
azt a szemléletet is, amely végigkisérte doktori munkamat, és amely nélkiil ez az értekezés nem

jOhetett volna létre.

Halaval tartozom Prof. Dr. Toth Attilanak a tanszéki munka sordn nyujtott szakmai

tamogatasaért, elméleti és kisérletes kérdésekben adott tanacsaiért.

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Papp Zoltannak, a Klinikai Fiziologiai Tanszék
tanszékvezetdjének, aki biztositotta azt a szakmai és intézményi hatteret, amely lehetdvé tette

a kutatomunkam zavartalan elvégzését.

Kiilon koszonet illeti Dr. Szabé Attila Addmot, akivel egyidében indultunk el ezen az
uton, ¢s a kezdetektdl szoros szakmai egyiittmiikodésben dolgoztunk. Koszondm a kdzos

munkat és a folyamatos barati tamogatast.

Koszonet illeti Sergei M. Danilovot az egyiittmiikodésért, a vizsgalatokhoz hasznalt

monoklonalis antitestek biztositasaért, valamint a mdodszer elsajatitasdban nyujtott segitségéeért.

EzGton szeretném megkoszonni a Klinikai Fiziologiai Tanszék valamennyi
munkatarsanak a tdmogatod légkort és a mindennapi munkdhoz nyujtott segitséget, kiilon

koszonettel Bedanak a segitékész kozremiikodéséért és biztatasaért.

Koszonet illeti mindazokat a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének, valamint a
Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont Sebészeti Klinikajanak munkatarsai koziil, akik a

vizsgalatokhoz sziikséges human mintak rendelkezésre bocsatasaban kozremiikodtek.

Végiil koszondm a sziileimnek ¢és barataimnak a folyamatos tdmogatast és biztatast.

Kiilon koszondm Tamasnak a tliirelmét, megértését €s mindveégig nytjtott tiamogatasat.
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