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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACE: angiotenzin konvertdz enzim

ACE 2: angiotenzin konvertaz enzim 2
ACTH: adrenokortikotrép hormon

ADH: antidiuretikus hormon

Ang |: Angiotenzin |

Ang II: Angiotenzin I

Ang 1-7: angiotenzin 1-7

ARB: angiotenzin receptor blokkolo

AT1R: angiotenzin Il 1. tipusu receptora
AT2R: angiotenzin Il 2. tipusu receptora
CABG: koronaria by-pass mutét

DNS: dezoxiribonukleinsav

ECMO: extrakorporalis memran oxygenator
EECP (Enhanced External Counter Pulsational therapy): kilsé ellenpulzaciés pumpa
GFR: glomerularis filtracios rata

GnRH: gonadotropin-releasing hormon

HDL (high-density lipoprotein): nagy strdség lipoprotein
HSA: human szérum albumin

Lp(a): lipoprotein (a)

NO: nitrogén-monoxid

NS: nem szignifikans

PAI 1: plazminogén aktivator inhibitor 1

PAI 2: plazminogén aktivator inhibitor 2
PCR: polimerdaz-lancreakcié

RAAS: renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer



BEVEZETES

A kardiovaszkularis haladlozas vilagszerte a vezet6 haldlokok kozé sorolhatd, az Gsszes
haldlozas egyharmadat teszi ki (Lozano és mtsai. 2012). A kardiovaszkularis rendszert
érint6 megbetegedések el6fordulasi gyakorisdga fligg az adott orszag tdrsadalmi és
gazdasagi fejlettségi szintjétdl (Collaboration 2013). A fejlett orszagokban a daganatos
megbetegedésekkel dsszevetve kbzel azonos, magas incidenciat mutatnak (Puymirat és
mtsai. 2013). A magasabb életszinvonalon é16 tarsadalmakban, igy az Amerikai Egyesuilt
Allamokban a sziv- és érrendszeri megbetegedések eléforduldsi gyakorisdga mar a XX.
szazad elején, az 1930-as években latvanyosan megemelkedett (Stamler 1985). A vilagon
rizikofaktorainak tisztazasa céljabol atfogo, prospektiv vizsgalatot, mely kézel 50 év utan
még napjainkban is tart, kdvetve Framingham vdroska lakosainak aktualis egészségi
allapotat, illetve annak valtozasait (Dawber és Kannel 1958) (Dawber és Kannel 1966).
Ezen vizsgdlatnak koszonhetd, hogy az ateroszklerdzis folyamatdban kikristdlyosodott a
vérzsirok szerepe, fontossdga, letisztult a hipertdnia, diabétesz jelent6sége, a dohanyzas
egyértelmdlen karos volta. A Framingham study er@sitette meg a minor rizikéfaktorok
koziil a helytelen tapldlkozas, Gl6 életmdd, elhizas szerepét, ravilagitott a homocisztein-
szint, a lipoprotein(a) [Lp (a)] szintjének valamint néknél a perimenopauzalis
valtozdsoknak a jelent&ségére (Kannel 2002) (Rosito és mtsai. 2004). A kutatdk jelenleg a
betegségek hatterében 3allé genetikai eltéréseket kutatjak a vérmintakbdl létrehozott

»DNS-konyvtarak” segitségével (Peter és mtsai. 2005).

A sziv és érrendszer patofizioldgidja szamos valtozé sulyossagu megbetegedés formajaban
dlthet testet. Altaldban a rizikéfaktorok megjelenésével kezdédik, fokozva az
ateroszklerdzis progresszidjat, majd miokardialis infarktusban, stroke-ban, illetve a
végtagi (itGerek elzaréddsdban végzédhet. A patofizioldgiai folyamatok azonban nem csak
az érrendszert érintik. A nekrotizalt teriileteken kot6szovetes atépulési folyamat
(remodelling) indul el, mely hosszu tavon az adott célszerv elégtelenségéhez, példaul
szivelégtelenség, kardiomiopdtia kialakuldasahoz, a szivizomzat elgyengliléséhez, a
sziviiregek kitagulasdhoz vezethet (Velagaleti és mtsai. 2008). Mindezen folyamatok a
beteg szdmdra, amennyiben az akut eseményen szerencsésen tuljutott, hosszu tavd,
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életmindségét fokozatosan és jelent6sen ronté allapotot eredményeznek, majd egyénileg
eltér6en, de atlagosan 5-15 éven belil haldlozashoz vezethetnek (Go és mtsai. 2013). A
tarsadalom szamara egyre jelent6sebbé valik az iszkémids kardiomiopatids betegcsoport,
mivel a primer korondria intervencié elterjedését kovet6en, az akut szivizominfarktus
okozta mortalitas vilagszerte latvanyosan visszaesett (Keeley és mtsai. 2003), viszont a
tulélé betegek képezik a szivelégtelen beteg populdcié igen nagy hanyadat (Maron és

mtsai. 2006).

Az iszkémias szivizomzat kezelésére mdra mar szamos lehet6ség all rendelkezéslinkre.
Alapvet6 terapids eszkodztarunk a gydgyszeres kezelés, ezen belll az acetilszalicilsav
haszndlata, béta-blokkoldk, Ca’'-csatorna blokkoldk, illetve Il+csatorna gatldszer
alkalmazasa, tlineti szerként nitrat terapia folyamatos és ad hoc, rohamokra hasznalt
alkalmazasa (Fihn és mtsai. 2014). Prevenciés céllal, de bazis terapiaként adjuk az
angiotenzinkonvertdz enzim (ACE) gatldkat, angiotenzin receptor blokkolékat (ARB), a
koleszterin szintézist csokkent6 sztatinokat és a vékonybél Niemann-Pick sejtjeiben a
koleszterin felszivodasat gatlé ezetimibet (Fihn és mtsai. 2014). Szintén fGképp tlineti
szerként hasznaljuk a mitokondriumokban az aerob anyagcserét ,er6sit6” trimetazidine-t
(Montalescot és mtsai. 2013). A szekunder prevencid célja a mar igazolt, gyakran
maradandd szervkarosodast okozd érelmeszesedés progresszidjanak mérséklése,
ledllitasa, esetlegesen - példaul bizonyos sztatinok esetében, igy az ASTEROID vizsgalatban
(Nissen és mtsai. 2006) - visszaforditasa. A fent emlitett gyégyszeres terapia, mely mind
primer, mind szekunder prevencidra hatékony, a koronaria meszesedés igazolasa utan
invaziv terdpias eljardsokkal (perkutdn korondria angioplasztika és korondria by-pass
mitét) egészitheté ki az iszkémia teljes megolddsanak, az életmin&ség javitasanak
céljabdl. Instabil esetben, azaz nyugalmi allapotban jelentkez6 mellkasi fajdalom, valamint
kardiogén sokk fenndlltakor &athidalé megoldasként (ugynevezett bridge-terapia)
keringéstamogaté eszkoz: intraaortikus ballonpumpa keriilhet behelyezésre, esetleg
ECMO (extrakorpordlis membran oxigenator) hasznalhaté (Loforte és mtsai. 2014). Az
eszkdzOs terapia Uj lehetGségét jelenti szekunder és tercier preventiv céllal terapia
rezisztens, ugynevezett refrakter anginas esetekben a kilsé ellenpulzaciés pumpa (EECP)
sorozatos hasznalata mind az anginds rohamok, mind a szivelégtelenség tiineteinek

mérséklése céljdbdl (Montalescot és mtsai. 2013).



A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) miikodése

Az orvostarsadalom kutatasi eréfeszitéseinek eredménye a ma mar kdzismert, szamos
aspektusbol részletesen vizsgdlt renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) feltarasa
(Gross 1968). A RAAS valdjaban hormonrendszerként mikodik, feladata a szervezet s6-,

vizhdztartasdnak és a vérnyomadsnak a szabdalyozasa.

s

MAJ VERKERINGES
VESE

angiotenzinogén | ———— angiotenzinogén

(o 2-globulin)
renin

(proteaz)

Angiotenzin|

(dekapeptid)

@ proteaz/kinindz
. o AT1R
Angiotenzin 1-9 Angiotenzin Il
(oktapeptic) [ arzr
aminopeptidaz A
Angiotenzin 1-7 Angiotenzin I
aminopeptidazM
Mas receptor AT1R Angiotenzin IV

1. abra: A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) miikddésének
vazlata

ACE: angiotenzin konvertaz enzim, ACE 2: angiotenzin konvertaz enzim 2,
AT1R: angiotenzin Il 1. tipusu receptora, AT2R: angiotenzin |l 2. tipusu
receptora

A folyamat els6 |épéseként a majban szintetizalédd angiotenzinogén (alfa2-globulin) N-
termindlis végér6l a vese juxtaglomerularis sejtjeiben termel6d6 protedz, a renin
Angiotenzin I-et (dekapeptid) hasit le. A renin felszabaduldsat a vese alacsony perflzids
nyomasa, fokozott B;-szimpatikus aktivitas, hyponatremia valthatja ki. Az Angiotenzin | —

Angiotenzin Il atalakuldst az angiotenzin konvertaz enzim (ACE) katalizalja, mely szintén



protedz. Az ACE az Angiotenzin | (Angl) C-termindlisarél 2 aminosavat hasitva
eredményezi az Angiotenzin Il (Angll) nevl oktapeptidet (Yang és mtsai. 1970). Mivel az
ACE mas folyamatokban is részt vesz, példaul inaktivalja a bradykinint, ezért kinindznak is
hivjdk (Greenberg és mtsai. 1979). Az Ang | — Ang Il atalakuldas mds ACE-tdl eltéré
alternativ Utvonalon példaul a kimaz altal is végbemehet (Tom és mtsai. 2003). Az ACE az
Ang | és a bradykinin hasitasan kivil egyéb molekulak atalakitdsdban is kdzremdikodik:
példaul P-anyag (substance P), gonadotropin releasing hormon (GnRH), amiloid-B peptid,
kallidin. Az Ang Il a sejtek 1-es tipusu Angiotenzin |l receptoraihoz (AT1R) és 2-es tipusu
Angiotenzin |l receptoraihoz (AT2R) kotédik. Az Ang Il a két receptoron ellentétes hatdst
valt ki, bar az AT2R-aktivdldé hatdsa elenyész6 az AT1R-hez képest. Az Ang Il a
kardiovaszkuldris rendszerben mind az artéridk, mind a vénak AT1 receptorain az
intracellularis inozitol Ut és a G-protein Utvonal segitségével vazokonstrikciot valt ki. Az
Ang Il prothrombotikus hatdssal is rendelkezik: a vérlemezkék adhézidjara és
aggregacidjara is hat, stimuldlja a plazminogén aktivator inhibitor 1 és 2-t (PAI 1, PAI 2)
(Dandona és mtsai. 2007) (Weir és Dzau 1999). Az Ang Il a simaizom sejtek és szivizom
sejtek hipertrofidjat okozza, fokozza a hipertdnia, az ateroszklerdzis progresszidjat,
valamint endotél sériilések esetén - a thrombocita aktivacié altal - a thrombotikus
kaszkad beinduldsat (Dandona és mtsai. 2007) (Weir és Dzau 1999). A posztganglionalis
szimpatikus rostokra direkt hatva fokozza a norepinefrin elvalasztasat (Lees és mtsai.
1993). Szintén AT1R-on hatva fokozza a vazopresszin elvalasztast (ADH), az
adrenokortikotrop hormon (ACTH) valamint a mellékvesekéreg aldoszteron elvdlasztasat,
utébbi altal fokozva a vese Na'-visszatartasat, és a K'-kivalasztast (Biron és mtsai. 1961)
(Lees és mtsai. 1993). A vese artéridiban, afferens arterioldiban gyenge, az efferes
arterioldiban erésebb vazokonstrikciot okoz. A tubulo-glomerularis feedback
érzékenységét noveli, a vesemedulla vérataramlasat csokkenti (Belleau és Earley 1967). A
mezangialis sejteket kontrahalja, igy a kivalasztd felszint csokkenti. Vizsgalatok igazoltak,
hogy AT1R-on Ang Il hatdsra fokozddik a sejtek migracidja, névekedése, a szbvetek
kotdszovetes atéplilése, azaz a fibrozis folyamata (Schieffer és mtsai. 1994). A
zsirszovetben is fokozza a lipogenezist és csokkenti a lipolizist (Yvan-Charvet és Quignard-
Boulangé 2011). AT2R-on hatasa ellentétes: fokozza a NO-termelést, vazodilataciot valt ki
(Schulman és Raij 2008). Az Ang lI-t az aminopeptidaz A hasitja a révidebb féléletideji és

ez 4dltal csekélyebb, de el6djével egyez6 hatasu angiotenzin Ill-mda, melyet az

7



aminopeptiddz M tovabb hasit bioldgiailag kevéssé hatékony angiotenzin IV-gyé. A RAAS
egyik legfiatalabb tagja az angiotenzin konvertaz enzim 2 (ACE 2) (Oudit és mtsai. 2003),
mely az Ang |-t és II-t is képes hasitani, ezzel csdkkentve a szubsztratok mennyiségét
(Oudit és mtsai. 2003). A keletkezett angiotenzin 1-7 (Ang 1-7) Mas receptorokon
tobbnyire az Ang Il AT1R-on medidlt hatdsaval ellentétes valaszokat general, példaul
csokkenti a remodelling folyamatat (Ferrario 2011). Az AT1R-hoz kapcsolédva azzal egy
hetero-oligomert képez, ezdltal csokkenti annak hatdsait, példaul a simaizomsejt
proliferaciét és migraciot (Hayashi és mtsai. 2010). Az Ang 1-7 kiilonb6z6 szervekben, igy
a tidében, vesében, majban javitja a gyulladdsos és fibrotikus folyamatokat (Chen és
mtsai. 2013). Az anyagcserére is pozitiv hatdsai vannak: javitja a glikdzfelvételt és a
lipolizist, csokkentve az inzulinrezisztencidt és a dyslipidémidt (Than és mtsai. 2013).
Hatdssal van a tanuldsra és a memodridra, javitja az iszkémias stroke elleni védekez6
mechanizmusokat (Jiang és mtsai. 2013). Az Ang 1-7-nek a reprodukcids rendszerre is
jotékony hatdsa van: elGsegiti az ovuldciét, a spermiogenezist és a szexualsteroidok
szintézisét (Pereira és mtsai. 2009). Legvégiil az Ang 1-7-nek a jovGben szerepe lehet a
tumorellenes terdpiaban, mivel gdatolni képes az angiogenezist és sejtproliferacio

folyamatat (Passos-Silva és mtsai. 2013) (1. dbra).

A RAAS gyogyszeres befolyasolasa

A fent vazolt szévevényes RAAS rendszer jelent6sége élettani szempontbdl hatalmas. A
rendszer kiilénb06z6 pontjainak befolyasolasa mar régdta foglalkoztatja a kutatdkat. Ennek
eredményeként sziletett meg az ACE gatldk népes csalddja, majd az angiotenzin receptor
blokkoldk nem kevésbé nagy szamu csoportja, legutdbb pedig a direkt renin inhibitorok,
melyek kozil egy, az aliskiren a napi orvosi gyakorlatban is bevezetésre kerilt (Robles és

mtsai. 2014).

Az els6 ACE gatld a captopril volt, melyet a '70-es évek végén ismertettek (Ondetti és
mtsai. 1977). Azd6ta vilagszerte legaldabb 16 ACE-gatld jelent meg a piacon. Kémiailag 3
csoportba sorolhatéak: 1., szulfhidril-csoportot (captopril), 2., dikarboxilat-csoportot
(enalapril, lisinopril, perindipril, ramipril) és 3., foszfonat csoportot (fosinopril) tartalmazé
vegylletek (Gomez és mtsai. 2013). A kifejlesztett vegyiiletek nagy része pro-drug,

csupan a majban térténd metabolizacid utan valik aktivvd (Johnston és mtsai. 1986). A



captopril és a lisinopril viszont aktiv hatdéanyagok (Fyhrquist 1986). A kiilonb6z6 ACE
gatlék a keringé ACE gatlasanak id6tartamaban valamint a szoveti ACE gatlasdnak
mértékében is eltérhetnek egymastdl. Az ekvipotens ddzisban alkalmazott ACE gatldk
szoveti ACE gatld hatdsa tobb tényez6 flggvénye. llyen a gatld molekula két6désének
erdssége az ACE C-termindlisahoz, a gatld molekula disszociacids kinetikaja, valamint az
ACE gatlé szoveti penetrancidja, lipofilitasa (Dzau és mtsai. 2001). Utdbbit j6l példazza a
hasonlé molekulaszerkezetl trandolapril enalaprillal szemben tapasztalt 3-4-szer
hatékonyabb szbveti penetrancidja (Vittorio és mtsai. 2007), melyet a prolil-oldallanc
lipofilebb indolilkarboxilsav-oldallancra cserélése okoz. Ezaltal a trandolapril kivélasztdsa

megnyulik, és az ACE gdtlé hatasa kb. 10-szer erésebb lesz az enalaprilénal (Zannad 1993).

Bar kiterjedt informacio all rendelkezésiinkre a vérkeringésben fellelheté RAAS elemeirdl,
mUikodésérél, a RAAS moduldcio orvosi jelentéségét sokak szerint a kevéssé ismert, mar a
’80-as években leirt szoveti renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer adja (Unger és mtsai.
1985). Azonban mig 20%-os primer végpont csokkentést (beleértve a mortalitast is)
tudtak kimutatni a perindoprillal és ramiprillel végzett vizsgalatokban, a szekunder
prevencidban adott, magasabb szoveti affinitasi trandolaprillal és quinaprillal végzett
vizsgdlatok nem mutattak szignifikdans hatast a tulélésre és a korondria-események
bekovetkezésének megel6zésére. Utdbbi esetben felmerilt az ACE-gatldok osztaly-
specifikus hatasanak esetleges hidnya. Ehelyett azonban valdszinlibb, hogy az ACE-gatldk

szoveti affinitdsdban tapasztalt eltérései allnak a hattérben.

Az ACE lehetséges célpont szdmos betegség kezelésében, igy az ACE gdatlok az 5.
leggyakrabban haszndlt gydgyszercsoport (Bian és mtsai. 2010). Hatékonysagukat szdmos
nagy klinikai vizsgdlat is bizonyitotta: az ACE gatlok csokkentik a kardiovaszkularis
haldlozas, a non-fatdlis miokardialis infarktus vagy a szivleallas el6fordulasi gyakorisagat
stabil koronaria betegségben (Fox 2003), javitjdk a miokardidlis infarktus progndzisat (NI
Miocardico 1996), csokkentik infarktus utan 5 héttel a mortalitast (Collaborative 1995),
csokkentik a szivelégtelenség okozta mortalitdst (Cohn és mtsai. 1991), gatoljak a
balkamrai remodelling folyamatat (Greenberg és mtsai. 1995), késleltetik a hipertdnia
megjelenését (Luders és mtsai. 2008), csokkentik balkamra hipertréfidban a balkamrai
tomeg-indexet (Cuspidi és mtsai. 2002), mérséklik diabéteszben a diabéteszes nefropatia

kialakuldsanak valdszinliségét, valamint a mikroalbuminuria incidenciajat (Jermendy és



Ruggenenti 2007) és az Ujonnan diagnosztizalt diabétesz valdszinlségét (Hoogwerf és
Young 2000). A legutdbbi terapias utmutaték mar mindezeket evidenciaként fogalmaztak
meg (Taylor 2012)(McMurray és mtsai. 2012)(Hamm és mtsai. 2012)(Tendera és mtsai.
2011)(Wijns és mtsai. 2010), és igy az ACE gatlék a legnagyobb mortalitasu
megbetegedések primer és szekunder prevenciéjara bdazis terdpiaként adhato

gyogyszerekké valtak (Wald és Law 2003).

Az ACE genotipus jelentosége

Az ACE gatldk klinikai hatékonysaga genetikailag determinaltnak tiinik, miutan az ACE
gatlo kezelés az afro-amerikai betegcsoportban kevésbé hatékony a kaukazusi rasszba
tartozo betegekkel 6sszevetve (Ferdinand 2003). Genetikai vizsgalatok vilagitottak ra arra,
hogy az ACE expresszidja az ACE génallomanydban inszercids/delécids (I/D) polimorfizmus
altal szabalyozott, mely DD genotipusu egyénekben kb. 50%-kal magasabb ACE
expressziot eredményez, mint az Il genotipus esetén (Rigat és mtsai. 1990). Eszerint a D
allél jelenlétében megemelkedett ACE szérum szint felveti a D allél major
kardiovaszkularis rizikofaktor szerepét. A hipertdnia mogott is felmerilt a DD genotipus
oki szerepe, melyet az els6 metaanalizis csupdn részben tudott igazolni. A DD genotipusu
betegek kozott a hipertdonia gyakorisaga 10%-kal nagyobb ardnyban, de nem szignifikans
mértékben volt kimutathatd. Az egyik vizsgalat a DD genotipusu dzsiai n6k csoportjdban
igazolta a hipertonia fokozott gyakorisagat (Staessen és mtsai. 1997), mig egy madsik
vizsgalat a kubai populdcion belil nem tudott 6sszefliggést taldlni a hiperténia és az ACE
genotipus kozott (Companioni Ndpoles és mtsai. 2007). A hipertdnia kialakuldsaban a
genetikai eltérések mellett a kornyezeti faktoroknak, az életmddbeli eltéréseknek és az
etnikai eltéréseknek egyarant meghatarozé szerepliik lehet. A kardiovaszkularis
betegségcsoporton belll az iszkémids stroke fliggetlen prediktora a D allél jelenléte
(Sharma 1998), hasonld, szignifikdns dsszefliggést a miokardialis infarktusnal ezidaig nem
igazoltak. Hara és munkatarsai csupan nem szignifikdns eltérést taldltak a D allél
hordozéknal, de ha az angiotenzinogén T1311 gén C alléljara homozigdta volt és ACE D
allél hordozd egyiittesen, akkor mar az akut miokardialis infarktus utani mortalitasi
mutatok szignifikdnsan megemelkedtek (Hara és mtsai. 2014). Egy 14727 beteget vizsgalé

metaanalizis mutatott rd arra, hogy a DD allélt hordozd diabéteszes betegek kozott a
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nefropatia kialakulasanak valdszinlisége nagyobb (Ng és mtsai. 2005). Az ACE I/D
polimorfizmus diabéteszes retinopatidban betoltott szerepe még kérdéses, tobb mellette
és ellene (Globocnik-Petrovic és mtsai. 2003) sz6l6 tanulmany is napvilagot latott. A DD
genotipus szerepét irani és japan populacidkban lattak bizonyitottnak (Matsumoto és
mtsai. 2000) (Feghhi és mtsai. 2008). Sayed-Tabatabaei 2003-ban publikalta 23 cikk,
9833 betegén elvégzett metaanalizisét, mely az arteria carotis intima-média vastagsag
aranya alapjan vizsgalta az ateroszklerdzis mértékét. Ebben a kézleményben a DD
genotipust betegeknél szignifikdnsan magasabb volt az ateroszklerdzis mértéke. Az
eredmények még szembetlinébbek voltak cerebrovaszkuldris megbetegedés, diabétesz

vagy hipertdnia egyidejli fenndllasa esetén (Sayed-Tabatabaei és mtsai. 2003).

Az ACE genotipus vizsgdlata tulmutatott a kardiovaszkularis rendszeren. Az Il genotipus
pozitiv hatasu a sziletéskoruli testsulyra, illetve testsuly-gyarapodasra. (Kajantie és mtsai.
2004) Az ACE 1I/D polimorfizmusnak tovabbi jelentdséget tulajdonitanak a kaukazusi
rasszhoz tartozo egyének daganatos megbetegedésének fokozott rizikéjaban (pl. eml6-I
allél, szajurei daganatok-Il genotipus, gyomorrak-ID genotipus, kolorektalis karcinémak
néknél ID, férfiakndl ID és DD genotipus esetén gyakoribbak) (Zhang és mtsai. 2014). A
DD genotipus megléte fokozza a Schonlein-Henoch purpura és az annak kovetkeztében
kialakuld nephritis valdszinlségét (Li és mtsai. 2014) Az Il genotipus az Alzheimer kor
ellen bizonyos védelmet jelenthet (Kehoe és mtsai. 1999), mig a DD genotipus fokozza a
Parkinson-kér kialakulasi gyakorisagat (Lin és mtsai. 2002). Csontritkulas hatékonyabb
kezelése esetén mindkét nemben elényds az ACE |l genotipus megléte (Pérez-Castrillon és

mtsai. 2003).

Endogén ACE szabalyozas

Az endogén ACE gatlas lehet6sége mar az 1970-es évek végén megfogalmazddott. 1979-
ben egymadstél parhuzamosan két munkacsoport is kozolte eredményeit. Ryan és
munkatdrsai human, tengerimalac és oposszum szérumbdl, valamint vizeletb6l mutattak
ki egy kb. 10 kDa molekulaméretli ACE gatlasra képes anyagot (Ryan és mtsai. 1979).
Klauser és munkacsoportja egy forgalomban |év6é plazma készitménybdl a human
albumint és a tartdsitészerként alkalmazott acetil-triptofant azonositotta endogén ACE

gatléként. Azt is igazoltak, hogy az albumin C-terminadlis része 6nmagdban jelentdsebb
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endogén gatlé hatdssal bir, mint a teljes fehérje. (Klauser és mtsai. 1979). A’80-as
években négy munkacsoport publikdlta eredményeit az endogén ACE gatlads
témakorében. Kozilik Liebermann és munkatarsainak eredménye emelhet6 ki, akik egy
50 kD tomeget meghaladd, reverzibilisen gatlé molekulat izolaltak szarkoidézisos betegek
szérumabodl, mely megnehezitette az ACE szérumszintjének mérését. A szérum kifejezett
higitdsa (8x) utan a mérés kivitelezhet6vé valt (Lieberman és Sastre 1986). A '90-es évek
végén Thevananther és tarsai human szérumbdl egy 14 kD molekulatémegd, ACE gatld
hatdssal bird fehérjét kilonitettek el affinitds kromatografia és poliakrilamid

gélelektroforézis segitségével (Thevananther és Brecher 1999).

Az elmult id6szakban megerdsitette munkacsoportunk a humdn szérum albumin (HSA)
endogén ACE gatlé tulajdonsagait. A HSA 5,7+0,7 mg/ml IC50 értékkel gatolta a szérum
ACE aktivitast, mig az élettani human szérum albumin koncentracidja 35-52 mg/ml savban
volt. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a human szérum albumin szignifikansan képes gatolni
az angiotenzin konvertaz enzimet in vivo (Fagyas, Uri, Siket, Daragd, és mtsai. 2014;
Fagyas, Uri, Siket, Fiilop, és mtsai. 2014). Azt talaltuk, hogy fliggetleniil az ACE expresszid
szintjét6l a human szérum albumin nagyon alacsony szinten stabilizalja az angiotenzin

konvertaz enzim (ACE) aktivitasat.

A koronaria bypass miitét jelent6sége

A leggyakrabban elvégzett kardiovaszkuldris sebészeti eljards a korondria bypass m(itét
(CABG), mely soran Uj csatornakat létesitenek a besz(kiilt, illetve elzarddott erek mellett,
hogy javuljon a nem megfelel6 perfuzidju szovetek oxigén- és tdpanyagellatasa. Mar az
1960-as évek ota hasznal a szivsebész tarsadalom vena saphena graftokat a korondria
artéridk athidaldsa céljabdl (Favaloro 1968). Jelentds elterjedésiiket rugalmassaguk,
konnyl hozzaférhet6ségiik, alacsony disszekcids ratajuk magyardzza. Sajnos a
gyakorlatban hamar kiderilt, hogy a vénas graftok élettartama nem tul hosszu, kiilénb6z6
degenerativ folyamatok mar a felhelyezést kovets elsé évben ugynevezett korai
degeneraciot okozhatnak. Az elsé évben a saphena graftok 15-30%-a elzarddik, de a
folyamat tovdbb halad, a m(itét utan 10 évvel a saphena graftok csupan 30%-a atjarhato

(Veldkamp és mtsai. 2000). Az okok keresése kdzben szamos klasszikus magyarazatot is

«ses
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életkor, elhizads, dohdanyzas, hipertenzid, diabétesz, emelkedett vérzsir szintek szerepe
(Angelini 1992). A vénas graftok degenerdcidja a nativ erekben tapasztalt folyamatoktdl
idébeni lefolydsaban, valamint az egyes periddusokban kiemeltebb szerepet jatszé
etioldgiai faktorokban eltérhet egymastdl (Underwood és Coumbe 1994)(Bikdeli és mtsai.
2012). A degeneracios folyamatokban a szakirodalom megkiilonboztet korai, azaz a mutét
utan kozvetlenlil elkezd6d6 és 1 évig tarté idGszakot, valamint 1 év utan tapasztalt,
ugynevezett késGi graft degeneracids periddust (Bourassa és mtsai. 1991). A legfébb
karosodast el6idézé tényez6nek a vénas endothelium elégtelen adaptalddasat tarjak az
artérias rendszer magasabb vérnyomasahoz, mely egy fajta mechanikus stresszként hat a
vénds rendszerre (Cox és mtsai. 1991). A korai graft degeneracio mogott elsGsorban
technikai okok allnak, ilyen a vends endotélium perioperativ sérilése (pl. felfujas okozta
feszité er6k miatt), kanyargds vena graft lefutas (elGsegiti a thrombocitak kitapadasat,
Osszecsapzodasat), a vénds graftok kidramlasi palyaja és az artéridk befogadd felilete
kozotti téraranytalansag (nehezitett egyesités, fokozddd lokalis turbulencia nyiré hatdsa)
(Joviliano és mtsai. 2011). Mindezek hatasara az els6 hdénapban a thrombotikus
folyamatok, majd a 2-12. hdnapban az intima hiperplazia jatsszak a f6szerepet (Joviliano
és mtsai. 2011). A posztoperativ elsd év utan az ateroszklerdzis folyamata vélik a legfébb
karositd folyamattd (Kim és mtsai. 2013). A mechanikus stressz hatdsara els6sorban az
anasztomozis teriletén gyulladasos sejtek, féként limfocitak halmozédhatnak fel, melyek
tovabbi citokineket bocsatanak ki fokozva a lokalis gyulladas, nekrdzis majd kalcifikacio
folyamatat. Ezen folyamatok a nativ vena saphendkban kevéssé, inkdbb az artérias
rendszerben fellelhet6 ateroszklerotikus plakkok megjelenéséhez vezethetnek (Bikdeli és
mtsai. 2012). Bar ezen plakkok atipusosak, kevésbé kalcifikaltak mint artérias tarsaik,
fellletlket vastagabb fibrin sapka fedi, rupturdra, fokozott thrombogenezisre hasonldéan

hajlamosak (Garratt és mtsai. 1991).

Habar egyre magasabb rizikdju betegek esnek at CABG mdltéten, a perioperativ
mortalitasi rata csokken (Ferguson és mtsai. 2002). Azonban azt is leirtdk, hogy az elmult
20 évben a bypass m(itét utdan a betegek hosszu tavu tulélése érdemben nem javult
(Bradshaw és mtsai. 2002). Szamos vizsgalat célozta meg az optimalis gyégyszeres
kezelés feltarasat szekunder prevenciés céllal bypass miitott betegek esetén az

ateroszklerdzis progresszidjanak lassitasa, az iszkémias kardiomiopatia kialakuldsanak
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késleltetése, ujabb heveny kardiovaszkuldris esemény megelG6zésének céljabol (De
Martino és mtsai. 2014) (Kuhn és mtsai. 2011). A posztoperativ szak kezelésére
alapvonalbeli gydgyszernek mindsil az acetilszalicilsav, béta-blokkoldk, sztatinok és az
ACE gatlo vagy angiotenzin receptor blokkolék (ARB) csoportja (Montalescot és mtsai.
2013). Az alkalmazott gydgyszeres kezelés, valamint a betegek terdpiahlisége azonban
gyakorta nem koveti a szakirodalomban javalltakat. Egy kanadai vizsgalatban az
elbocsataskor a betegek 90% feletti gyakorisaggal kaptak aszpirint, sztatint és béta-
blokkoldt, addig az ACEI/ARB felhasznaldsa csak 42% volt. Erdekességképpen elmondhato,
hogy az utankovetésnél a betegek terapiahilisége igen magas, 85%-os volt, és az ACEI/ARB
felhasznaldsa is 65%-ra novekedett (Barry és mtsai. 2014). Hazai felmérések nem
igazoljdk a magyar betegek ilyen kifejezett, hosszu tavu terdpiahliségét (Paragh és mtsai.
2007). A szekunder prevencids terapia szigoru betartdasanak nem csupan egészségligyi, de
gazdasagi hozadékai is vannak. Egy bostoni munkacsoport prospektiv vizsgalataban azt
taldlta, hogy a béta-blokkold, sztatin és ACEI/ARB harmas kombindcié adasa mellett akut
miokardialis infarktuson atesett betegek esetén mind a bypass mutét utan, mind a
hagyomanyos gydgyszeresen kezelt csoportban a kardiovaszkularis események
el6forduladsi gyakorisaga nem szignifikdns mértékben, de csékkent. A bypass miitott
csoportban a 3-as kombinacid ellenére a terapiahliség magasabb volt. Ugyanezen
csoportban a betegek egyéb gyogyszer kiadasai csokkentek, és a betegekre forditott

altaldnos egészségigyi raforditds is csokkent (Kulik és mtsai. 2013).

Az egyes felhasznalasra keriil6 graft tipusoknak a nyitva maradasa, illetve tulélése flgg a
graft szoveti Osszetételétdl. Leghosszabb, akar teljes élethosszig tartd élettartama az
arteria mammaria interndnak van. A kipreparalt arteria radialisok atlagosan 10-15 évig
maradnak atjarhatéak. Legrosszabb a nyitva maradasi esélye - a mar fentebb részletezett
degeneracids folyamatok miatt - a vena saphendknak (atlagosan 7-9 év). Egy kanadai
munkacsoport szerint elGre lehetne becsiilni a vénas és artérids graftok nyitva maradasi
esélyeit. A diabétesz megléte, valamint biomarkerek kozil a plazma fibrinogén, kreatinin
és high-density lipoprotein (HDL), illetve a glutation-S-transzferaz a3 szintje jelzi el6re a
fokozott graft degeneraciét (Yanagawa és mtsai. 2013). Osszevetve az arteria mammaria

interna graftot és vena saphena graftot kapott betegek rovid tadvd eseménymentes
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tulélési idGészakat (Bradshaw és mtsai. 2002), felmeril az igény a saphena graftok

posztoperativ egyedi kezelésére a graft-tulélés javitasa érdekében.
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CELKITUZESEK

e Kordbbi klinikai vizsgalatokban megfigyelt, szérum albumin altal kivaltott endogén

ACE gatlas jelenségének ellendrzése.

e Az endogén ACE gatld szérum albumin lehetséges szerepének feltarasa az eltéré

ACE szérum szintek mellett.

e Az ACE I/D polimorfizmus kardiovaszkularis szerepének feltardasa magyar

beteganyagunkon.

o Osszefiiggések azonositdsa a korondria bypass graftként haszndlt erek ACE
expresszidja és varhatd élettartama kozott egy személyre szabott terapia

kialakitasanak reményében.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedély

Minden vizsgdlatunk a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Etikai
Bizottsaganak (UDMHSC REC/IEC, 2894-2008) és a magyarorszagi Egészséglgyi
Tudomanyos Tandcs engedélyével tortént. Minden bevont betegtél irdasos beleegyezé

nyilatkozatot kaptunk.

A vérmintak gyiijtése, szérum és DNS izolacidja

A vérmintainkat kétféleképp gydijtottik. 151, a DE OEC Kardiolégiai Klinika ambulanciajan
gondozott onként jelentkez6t6l szokvanyos aszeptikus technika segitségével periférias
vénds vérmintat vettiink (betegenként 1x10 ml nativ és 1x5 ml alvadasgatolt vér levétele
tortént). Tovabbi vérmintakat (n=76) kaptunk a DE OEC Szivsebészeti Klinikajan by-pass
mtétre kertld betegektdl (1x10 ml nativ és 1x5 ml alvadasgatolt vérminta). Az utébbi
vérmintdk szintén periférids vénas vérbdl szdrmaztak. A nativ vérmintakat 60 percig
szobah6émérsékleten inkubdltuk. A szérum és sejtes frakcidkat 15 percig 1500 g-vel
centrifugdlva szétvalasztottuk, majd tovabbi vizsgalatokig -20 °C-on taroltuk. Genomi
DNS-t antikoaguldlt vénas vérbdl preparaltunk, melyhez DNS szeparacids kit-et (Qiagen)
haszndltunk. A betegek kardiovaszkularis rizikdjat felméré adatokat (morfometria,
dohanyzas, diabétesz, diszlipidémia, ejekcidos frakcid, vérnyomds paraméterek,
vesefunkcios értékek, alkalmazott antitenziv, anti-ischaemias és sztatin terdpia)

részletesen kigy(jtottik (1. tablazat).

Az ACE aktivitas mérése

Az ACE aktivitdst Beneteau (Beneteau és mtsai. 1986), valamint Murray és munkatdrsai
(Murray és mtsai. 2004) dltal leirt metodikak szerint mértik. Roviden, az ACE aktivitast
mesterséges szubsztrat (FAPGG, N-[3-(2-furyl)acrolyl]-L-phenylalanylglycylglycine, Sigma-
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Aldrich) segitségével hatdroztuk meg 8,2-es pH-n az alabbi reagensben: 25 mM HEPES (N-
2-hydroxyethylpiperazine-N-2-etanszulfonsav), 0,5 mM FAPGG, 300 mM NaCl és a szérum
kivant higitasa. A vizsgalatokat 96 lyuku plate-en (Greiner-Bio One) 37 °C-on végeztik. Az
optikai denzitds (340 nm) valtozast 5 perces intervallumokban legaldbb 90 percig
vizsgaltuk (NovoStar plate reader, BMG Labtech). Az optikai denzitasi értékeket a reakcios
id6 fliggvényében abrazoltuk, és linedris regresszids egyenest illesztettiink ra. Az illesztést
és az eredményt r’ > 0,90 esetén fogadtuk el. Az ACE aktivitdst az alabbi egyenlet

segitségével szamitottuk:
ACE aktivitas = -(S/k)xD,

ahol S az optikai denzitas csokkenésének mértéke (1/perc), k az optikai denzitas valtozasa
a FAPGG 1 nmol-janak teljes hasitasdig, D a szérum higitdsa. Az ACE aktivitast egységben
(U) adtuk meg, ahol 1 U megfelel percenként 1 nmol FAPGG hasitdsanak. Szamos
kisérletben a reakcidelegy humdan szérum albumint (HSA, Human BioPlazma
Manufacturing and Trading) is tartalmazott. A méréseket egy-egy mintan haromszor
végeztik el, az eredményeket U/l szerum egységben adtuk meg. A captopril (ACE gatld)
human szérum ACE-ra gyakorolt gatlé hatasat 0,1 nM-1,0 mM-os koncentracids savban

vizsgaltuk.

A szérum ACE koncentracidjanak mérése

A szérum ACE koncentraciot a kereskedelmi forgalomban kaphaté human ACE ELISA kit-
tel (R&D Systems) mértiik a gyari leiratnak megfelel6en, kicsiny modositasokkal. Réviden,
a plate-ek (Greiner-Bio-One) 80 ng/lyuk ACE elleni antitesttel voltak bevonva, a maradék
kotShelyek inert fehérjével (10 mg/ml borju szérum albumin, Sigma-Aldrich) voltak
blokkolva Dulbecco’s foszfat-puffer séoldatdban (PBS, Gibco). Higitott reagenssel 100-
szorosra higitott szérumot adtunk a felszinhez, majd biotindlt detekcids antitesttel (20
ng/kad, 200-szoros higitasu streptavidine-konjugalt torma-peroxidaz, a kit tartalmazza)
jelolt antigén-antitest komplexeket juttattunk a kadakba. Végil a komplexek mennyiségét
0,3 mg/ml tetramethyl-benzidine-t, 0,1 pM H,0,-t és 50 mM ecetsavat tartalmazé

szubsztrat oldattal detektdltuk. A reakciét 20 perc utdn 0,5 M sdsav hozzdaddasaval
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allitottuk le. Az optikai denzitdst 450 nm-en mértiik. Az ACE koncentraciét a mintakban
legaldbb 3 fliggetlen kisérletben mértiik, hogy a standard deviacio legfeljebb 15%-os
legyen. A szérum ACE expresszié eredményét ng ACE/ml szérum mennyiségben tiintettiik

fel.

Az ACE aktivitas szamitasa higitatlan human szérumban

Higitatlan szérumban az ACE aktivitast az alabbi képlet alapjan szamitottuk:
Ki=([Aktiv ACE]x[HSA])/[Inaktiv ACE]

Ki a HSA gatlasi allanddja mar korabban meghatarozésra keriilt (83 uM) (Fagyas, Uri, Siket,
Fulop, és mtsai. 2014). [Aktiv ACE] - az ACE aktiv formdinak koncentracidja. [Inaktiv ACE]
— az ACE gatolt formadinak koncentracidja. [HSA] — human szérum albumin koncentracio

kolorimetrias modszerrel meghatarozva.
Szamitdsaink soran az alabbiakat vettik figyelembe:

[Teljes ACE mennyiség] = [Aktiv ACE] + [Inaktiv ACE], ahol a [Teljes ACE mennyiség]-et
ELISA-val mértik,

[Aktiv ACE] = (K;x [Teljes ACE mennyiség]) / ([HSA]+K;).

Higitatlan human szérumban az aktivitas becslése érdekében ugyanazon beteg 20-szoros
higitdsu mintaiban mértiik az ACE aktivitast, mely az [Aktiv ACE] aktivitasaval 6sszefliggést

mutatott, és amely esetben az ACE aktivitast a HSA daltal nem gatoltnak tekintettik.

Bypass miitét kapcsan human szévetmintak gyijtése

Humdan vaszkuldris szovetekben az angiotenzin konverzid vizsgdlatdra prospektiv
vizsgalatot végeztiink. Korondria bypass mi(itéten datesett betegektdl nyertiink
vérmintdkat (korabban mar emlitettiik), valamint disztalis vena saphena és arteria

mammaria segmentumokat. A vizsgalatba 76 beteget vontunk be. A sebészi csoportot 4
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szivsebész szakorvos alkotta, akik azonos technikaval nyerték a mintaként szolgalé ér-
graftokat. A felesleges, m(tétekbdl visszamaradd graft szoveteket jéghideg fizioldgias
séoldatba (KREBS oldat, ¢sszetétele: 0,69 g NaCl, 0,035 g KCl, 0,028 g CaCl,, 0,014 g
MgSQ,, 0,21 g NaHCO3 0,016 g KH,PO,4, 0,109 g glukdz, 0,022 Na-piruvat - feltoltve
desztillalt vizzel 100 ml-re, karbogénnel (5% CO,- 95% 0O,) buborékoltatva, pH: 7.4)
helyezték a szivm(t6ben, onnan szdllitottuk laboratériumunkba. A szévetmintakat
funkcionalis mérésekre (izometrids kontraktilis eré mérése), és az ACE szoveti
expresszidjanak meghatdrozasara hasznaltuk fel. 4 mm vastag korkoros, gydriszerd
preparatumokra szeltik az érmintakat, és jéghideg, oxigenizalt fiziologids séoldatba
(KREBS) helyeztiik tovabbi funkcionalis vizsgalatok céljabdl, valamint szaritottuk és
fagyasztottuk biokémiai meghatdrozasokra. A vérmintakat az ACE-genotipus és a szérum
ACE meghatarozdsa céljabdl gydjtottik. A betegek orvosi adatait szintén részletesen

kigydjtottik (2. tablazat).

Bypass graftok vazokonstricidojanak mérése

A vaszkularis kontraktilitds izometrids mérése céljabol az érgylriiket izometrias
kontraktilitdsi mérérendszerre rogzitettik (DMT 510A, Danish Myotechnology). A
simaizom funkciéot 30 uM norepinephrin, az endothel integritasat 10 uM metacholin
hozzdaddsaval teszteltiik. A vaszkuldris kontraktilitast az angiotenzin | és Il (mindkett6
Sigma-Aldrich) emelkedd koncentracidjaval teszteltiik. A vizsgdlatot sok esetben az
angiotenzin Il 1-es tipusu receptor blokkolé (AT1R) — telmisartan 1,0-10 nM -
hozzaadasaval, maskor az angiotensin Il 2-es tipusu receptor blokkolé (AT2R) — PD123319,
10 uM -, valamint ACE-gatlé captopril (0,1-100 uM) és chymase inhibitor chimostatin (300
UM), hozzdadasa mellett is elvégeztiik (minden vegyszer Sigma-Aldrich termék). A
kontraktilis valaszt a gydgyszer dltal kivaltott maximadlis hatashoz vagy az angiotenzin

kezelés elStt norepinephrinnel elért maximalis er6hatashoz viszonyitottuk (9. és 10. abra).

20



Bypass miitott betegek szoveti ACE expresszidojanak mérése

A fagyaszott érminta darabokat homogenizaltuk és centrifugaldssal szeparaltuk (16000 g,
5 percig, 4 °C-on). A felliliszét 6sszegyljtottik, és fagyasztva taroltuk (-20°C) a mérésekig.
Az ACE koncentraciot a Human ACE ELISA kidolgozott, fent mar részletezett rendszer
segitségével hataroztuk meg a gyari leirat protokolljahoz hiien (R&D). Atlagosan legalabb
2 flggetlen mérést hasznaltunk, hogy az ACE koncentraciét megbecsuljik, mig a fehérje
meghatdrozas harom parhuzamos mérés alapjan tortént. Az ACE expresszalt mennyiségét

ng ACE/mg fehérje egységben fejeztik ki.

Az ACE I/D polimorfizmusanak meghatarozasa

A genom DNS-t periférias vér leukocytdibdl izoldltuk FlexiGene® DNA Kit (Qiagen)
felhaszndldsaval. Az ACE inszercids/delécios (I/D) polimorfizmusat az | és D allél PCR
amplifikacidjaval hataroztuk meg Rigat és munkatarsai altal leirt standard protokollnak
megfelel6en (Rigat és mtsai. 1992). Az amplifikaciés termékeket 5%-os poliakrilamid
gélelektroforézissel szeparaltuk és ethidium-bromid festéssel vizualizaltuk. 490-bp vagy

190-bp PCR termékben volt kimutathaté az | vagy D allél jelenléte.

Statisztikai analizis

A statisztikai analizisnél Graphpad Prism szoftverrel (GraphPad Software) egy utas ANOVA
analizist végeztink Dunnett tObbszords 0sszehasonlitd teszt illetve t-teszt segitségével.
Szignifikansnak vettik az eltérést, ha p<0,05. A folyamatos klinikai paraméterek

Osszefliggéseinek vizsgalatakor regresszids analizist alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

151 magasvérnyomas betegségben szenveds paciensiink vérmintajat gydjtottik 6ssze. Az
ACE 1/D genotipus alapjan 3 csoportot (DD, ID, IlI) képeztiink. Tablazatba foglaltuk
betegeink legfontosabb morfometrids paramétereit, mint példaul nemek, életkor,
testtomeg index, dohanyzas, bal kamra szisztolés ejekcios frakcid, szisztolés és diasztolés
vérnyomas, szivfrekvencia szerinti eloszlds. Lejegyeztik a diabétesz, a hiperlipidémia
meglétét, az aktualis Ossz-koleszterin szintet, valamint a vesemikodés legfontosabb
jellemzGit: a szérum urea, kreatinin, higysav szinteket és a glomerularis filtracios ratat.
Feltintettik tovabba a betegek altal leggyakrabban szedett antitenziv gydgyszereket
gyogyszercsoportok szerint. A harom csoport kozott érdemi statisztikai eltérést nem

talaltunk (1. tdblazat).
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28 71 52 151
12/16 33/38 36/16 81/70
58 + 11 58 + 14 52+13 56 +13

289+56 29.2+5.9 29.0+£5.0 29.0+6.0
4 (14%) 15 (21%) 7 (13%) 32 (21%)
2 (7%) 3 (4%) 3 (6%) 8 (5%)

6 (21%) 13 (19%) 8 (15%) 27 (18%)
19 (68%) 48 (68%) 32 (62%) 99 (66%)
496 +1.34 5.21+1.38 5.28 £1.39 5.19+1.36
57+6 56+8 59+7 577
71+10 75+ 12 75+ 13 74 +12
130 + 21 128 + 16 128 + 16 129 + 17
81+12 809 78 £ 10 8010
7.3+£23 5627 5419 58+23
85+ 29 82 + 52 7117 77 + 38
75+ 21 87 +£25 85+12 84 £ 20
356 + 126 313 £ 101 313172 319+ 94
95 (47, 194) | 114 (36, 202) 155 (74, 288) 127 (36, 288)
33 (16, 55) 35 (15, 59) 43 (27, 60) 38 (15, 60)
15 (54%) 23 (32%) 16 (31%) 54 (36%)

0 1 (1%) 0 1 (0.5%)

10 (36%) 13 (19%) 13 (25%) 36 (24%)

0 3 (4%) 0 3 (2%)
3 (11%) 3 (4%) 3 (6%) 9 (6%)
2 (7%) 3 (4%) 0 5 (3%)

21 (75%) 51 (72%) 32 (62%) 104 (68%)

0 1 (1%) 0 1 (0.5%)

11 (40%) 24 (34%) 19 (37%) 54 (36%)
2 (7%) 5 (7%) 2 (4%) 9 (6%)
2 (7%) 5 (7%) 2 (4%) 9 (6%)
6 (21%) 16 (23%) 9 (17%) 31 (21%)
3 (11%) 4 (6%) 2 (4%) 9 (6%)
2 (7%) 3 (4%) 0 5 (3%)
1 (4%) 1 (1%) 2 (4%) 4 (3%)
0 0 0 0
17 (61%) 31 (44%) 22 (42%) 70 (46%)
6 (21%) 13 (19%) 11 (21%) 30 (20%)
7 (25%) 15 (21%) 5 (10%) 27 (18%)
1 (4%) 2 (3%) 4 (8%) 7 (5%)
3 (11%) 1 (1%) 2 (4%) 6 (4%)

0 0 0 0
11 (39%) 20 (28%) 13 (25%) 44 (29%)
11 (39%) 19 (27%) 11 (21%) 41 (27%)

0 1 (1%) 1 (2%) 2 (1%)

0 0 1 (2%) 1 (0.5%)
2 (7%) 1 (1%) 2 (4%) 5 (3%)
2 (7%) 1 (1%) 2 (4%) 5 (3%)
13 (46%) 36 (51%) 23 (44%) 72 (48%)

1. tablazat A human szérum albumin vizsgalatahoz nyert vérmintak ACE genotipusai a
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morfometrids, laborparaméterek és az alkalmazott gyogyszerek fliggvényében.




Els6ként a human szérum albumin (HSA) endogén ACE gatld képességét ellendriztiik. Az
ACE aktivitast a szérum angiotenzin konvertaz enzim (ACE) m(ikodéseként térképeztiik fel,
mely linearis Osszefliggést mutatott az egyes betegek esetén (2A dabra), és az eltérd
endogén ACE expresszidét mutatd betegcsoportok esetén egyarant (2B dbra). Azonban a
szérum ACE koncentracidjanak 5-sz6ros emelkedése csupdn a szérum ACE aktivitas 2,3-
szeres emelkedését vonta maga utan (2A abra). Ennek megfeleléen a szérum ACE
koncentracié 62+11 ng/ml-r6l 252432 ng/ml-re emelkedése (4,1-szeres emelkedés az

expresszidoban, 2B dbra) az ACE aktivitas részleges (2,1-szeres) emelkedésével jart (2717

U/ml-rél 562 U/ml-re, 2B dbra).
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2. abra: A szérum ACE koncentracidja és aktivitasa kozotti 0sszefliggés.

Hipertdnias betegekben hataroztuk meg a szérum ACE koncentrdciét és ACE aktivitasat
(n=151 beteg). A szérum ACE koncentraci6 meghatdrozasara ELISA moddszert
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haszndltunk a szérum 100-szoros higitasabdl. Minden egyes individudlis plate
kalibracios gorbéjének elkészitéséhez human rekombinans ACE-t hasznaltunk. A szérum
ACE expressziot ezen kalibracids gorbe segitségével szamitottuk. Az ACE aktivitast a
mesterséges FAPGG szubsztrat bomldstermékének mérése altal becsultik 4-szeres
higitds mellett. A szérum ACE aktivitast a szérum ACE koncentracié flggvényében
mutatjak az dbrak. Az A dbra az individuadlis értékeket mutatja, mig a B dbran a betegek
a szérum ACE koncentracié alapjan csoportositva voltak. Mindkét grafikonra linearis
regresszios egyenest illesztettiink, hogy az értékek kozotti korrelaciét kimutassuk, és az

FRT

kozotti kilonbség nagysagat is bemutatjuk. A jelek az atlagot reprezentdljak (minden
mérést legalabb 3 alkalommal végeztik el).

Azon betegek esetén, akik homozigétak voltak az ACE gén D (delécids) alléljére, a
szérumukban magasabb ACE koncentraciot tudtunk kimutatni, mint akik homozigdtak
voltak az | (inszercids) allélre (Inszercids, 11=47-194 ng/ml, atlag: 94,5 ng/ml, n=28, ID=36-
202 ng/ml, atlag: 112,9 ng/ml, n=70, DD=74-288 ng/ml, atlag: 154,9 ng/ml, n=53, 3A
abra). Az ACE aktivitas szintén emelkedett DD homozigéta betegek esetében (l1=15,6-55,4
U/ml, atlag: 32,74 U/ml, n=28, ID=15,2-59,3 U/ml, atlag: 35,94 U/ml, n=70, DD=27,3-59,8
U/ml, atlag: 42,95 U/ml, n=53, 3B 4bra). Osszességében a DD genotipusu betegek esetén
az ACE szérum koncentracidjanak 64%-os emelkedése csupdn 31%-os ACE aktivitds

emelkedéssel jar az Il genotipusu betegekkel 6sszevetve.
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3. abra: Az ACE genotipus meghatdrozé szerepe a szérum ACE koncentracidra és

aktivitasra

A szérum ACE koncentraciot és aktivitast a korabban mar leirt médon hataroztuk meg (2.
abra). Az ACE genotipus vizsgalata periférids vérbdl tortént. lzoldlt DNS genombdl
sokszorositottuk az ACE megfelel6 szakaszat, hogy a 190 bazis par hosszl inszercids
szekvencia jelenlétét meghatarozzuk. A PCR reakciétermék hossza azonositotta be a
genotipust. A genotipust deléciésnak (D) tekintettiik, amikor a 190 bazispar hosszu
szekvencia hidnyzott, és inszercidsnak (l), ha jelen volt. A betegekben mért ACE
koncentraciét (A. abra) és aktivitast (B. abra) az ACE genotipus fliggvényében mutattuk
be (inszercids: Il, n=28, delécids: DD, n=53 és heterozygota: ID, n=70). A grafikon oszlopai
az interkvartilist mutatjdk be a kozépértékkel, a szérdssal a minimum és maximum
értékeket jeloltik. A szignifikans eltéréseket (1 utas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt)
csillaggal jeloltik.

Ezek az adatok azt sugalljak, hogy az ACE aktivitds a human szérum ACE koncentrdacidja

mellett tovabbi faktorok altal is szabalyozott. Korabbi eredményeink alapjan azt
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gyanitottuk, hogy a human szérum albumin egyfajta endogén ACE gatld, melynek
koncentraciofliiggé hatdsa van a szérum ACE aktivitasra. Megprobaltunk oOsszefliggést
talalni a szérum albumin koncentracié és a szérum ACE aktivitas kozétt a human
szérumban in vitro kisérletes korilmények kozott. A specifikus ACE aktivitas magasabb
volt, ha a szérum higitasa miatt a szérum albumin koncentracié csokkent (4. abra). Az ACE
aktivitds 56,13%+1,17 U/ml-r6l 38,55+0,78 U/ml-re csokkent, ha a HSA koncentracio
2,42+0,02 mg/ml-r6l 12,124+0,12 mg/ml-re emelkedett. A human szérum ACE-HSA
Osszefliggésében a stabilitasi allando (K;) 5,7+0,7 mg/ml volt, mely azt sugalmazta, hogy az
ACE aktivitas 8,47+0,18 U/ml (kalkulalt értékek) 48,46+0,46 mg/ml HSA jelenlétében. (4.

abra).
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4. dbra: A szérum albumin koncentrdcio szerepe a szérum ACE aktivitds szabdlyozasaban

A szérum ACE aktivitast (n=151 beteg) kiilonbo6z6 higitdsok (20-szoros és 4-szeres higitas)
mellett hatdroztuk meg. A szérum ACE aktivitast az aktudlis szérum albumin koncentracid
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fliggvényében adtuk meg az individudlis mintdakban (A panel). Higitatlan szérumban a

........

ismert ACE-HSA inhibitoros konstans (K; = 5,7 mg/ml) alapjan becsultik. Ezeket a kalkulalt
ACE aktivitasi értékeket az individudlisan mért human szérum albumin koncentracio
funkcidjaként dbrazoltuk. Az értékeket az egyedi adatok atlaga +SD adtuk meg (B panel).
Szignifikans kllénbség volt (paros t-proba) a 20-szoros és 4-szeres higitason mért
eredmények kozott.

Vizsgaltuk, hogy a HSA szérum ACE-ra kifejtett endogén gatlé hatdsa alkalmas-e
hipertdnias betegekben a kilénb6z6 ACE expresszids szintek kompenzaldsara, ahol a
terapids ACE gatlas csak részben eredményes. ACE gdatlét szedd betegeket (n=151)
vontunk be vizsgalatunkba. A szérum ACE koncentrdcid nem mutatott Osszefliggést a

morfometrids paraméterekkel, pl. életkor, testsuly, testmagassdg vagy testtomeg index

(5. abra).
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5. dbra: A morfometrids paraméterek és a szérum ACE koncentracié kozétt nincs

Osszefliggés

A betegek életkorat, testtomegét, testmagassag és testtomeg indexét is kigydjtottik a
vizsgalatban (n=151), és a szérum ACE koncentracio fuggvényében abrazoltuk. A pontokra
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linearis regresszios egyenest illesztettiink, hogy a lehetséges korrelaciot feltarjuk. Minden
egyes grafikon mutatja az illesztés mértékét. A BMI normal értéke 18,5-25 kg/m”.

A szérum ACE koncentracid nem mutatott dsszefliggést az 6sszkoleszterin és triglicerid

szintekkel sem (6. abra).
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6. abra: A szérum lipid szintek és a szérum ACE koncentracidja kdzott nincs 6sszefliggés

A total koleszterin és triglicerid szinteket dabrazoltuk a szérum ACE koncentracié
fliggvényében (n=151 beteg). A pontokra linedris regresszids egyenest illesztettiink, hogy a
lehetséges korreldciét az dbrazolt paraméterek kozott megkapjuk. Minden egyes grafikon
mutatja az illesztés mértékét. A total koleszterin normal értéke 5,2 mmol/l, a triglicerid
esetében 1,7 mmol/| alatt volt.
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A kardiovaszkuldris paraméterek (ejekcids frakcio, szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés

vérnyomas) is fluggetlenek voltak a szérum ACE koncentracidjatél pontatlan illeszkedés

miatt (alacsony r? értékek alapjan, 7. abra).
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7. dbra: A szérum ACE koncentrdcidé és a kardiovaszkuldris paraméterek kozott nincs

Osszefliggés

A szérum ACE koncentracio fliggvényében abrazoltuk a kardiovaszkuldris paramétereket
(ejekcids frakcio, szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés vérnyomads, n=151). A pontokra
linedris regresszids egyenest illesztettlink, hogy a lehetséges korrelaciot feltarjuk. Minden
egyes grafikon mutatja az illesztés mértékét. Az ejekcids frakcid 50% felett, a
szivfrekvencia 60-100/min kozott, a szisztolés és diasztolés vérnyomas 90-140, illetve 60-

90 Hgmme-es tartomanyban normalis.
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A vesefunkciés paraméterek (szérum urea, kreatinin és a glomerularis filtracids rata) is

. P ;s 2 s / s s ez ,
jelent6s szordst mutattak (alacsony r° értékek), ezzel cafolva korreldciét a szérum ACE

koncentraciéval (8. abra).
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8. abra: A szérum ACE koncentricid és a vesefunkcidés paraméterek kozott nincs

Osszefliggés

A vesefunkcidt az urea, kreatinin és higysav szérumban mért atlag koncentracidjaval és a
glumerularis filtracids rataval (GFR) mértik. Az értékeket a szérum ACE koncentracid
figgvényében adtuk meg (n=151). A pontokra linedris regresszids egyenest illesztettiink,
hogy a lehetséges korrelaciot feltarjuk. Minden egyes grafikon mutatja az illesztés
mértékét. Normal értékek: urea 3,6-7,2 mmol/l, kreatinin 44-97 pumol/l (n68) és 62-106
umol/l (férfi), GFR 90 ml/min/1,73m? felett, higysav 140-340 pmol/I (n8) és 220-420

umol/I (férfi).
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Ezen értékek és az ACE expressziot szignifikdnsan meghatdrozé genotipus kozott is
probaltunk parhuzamot vonni (3A 4bra). Hasonldéan nem talaltunk 6sszefiiggést a klinikai
paraméterek és az ACE genotipus kozott (9. abra), illetve az individudlis ACE expresszids

szintek kozott (5-8. abra).

32



-
-

DD

ID
Genotipus

2.0

<

Amc u«mmMunEame

-

DD

ID
Genotipus

200

=) S

(@) Amsysa L,

0

%

DD

1D
Genotipus

100

80

S =)
3 <

(49) 1031y

20

.
n

=3

:\_eacns Esw__w_b Eﬂ:ﬁm

=
N

c

) o < B &

- (1/1owur) ULIN)ZSI[0Y WNIIZS

-

60

(Qw/B%) 1ng

DD

ID
Genotipus

DD

1D
Genotipus

DD

ID
Genotipus

S

I
-

=)
3

8 E E
< s S
(WwSH) SBWOAWIIA SI[0JZSIZS

—
—

)
]
]

3

@._en\ﬂv BUIANIIAIZS

)
2

2
-

A&v ﬁe_«w maa_@z_m_

DD

ID
Genotipus

[3]5]

1D
Genotipus

[3]5]

1D
Genotipus

L

400

S S
S S
3

(Viowr) ununyeassy

I

)

A%Eé vaIn

- -

S =) S
2 S 3

1AEEmmv mlu«Ec%=um> s9[03ZSBI([

=)

DD

DD

ID
Genotipus

1D
Genotipus

DD

1D
Genotipus

—-
—l

600

=) =)

(1/jowir) Aes&3nyg

-l
[

S
2
=

S )

(W e2'T/018d/1Ww) Y49

DD

1D
Genotipus

DD

ID
Genotipus

ese

7

kozotti 6sszefligg

ipus

bra: A betegek paraméterei és az ACE I/D genoti|

9.4

33



Kilénb6z6 paramétereket (életkor, testtomeg, testtomeg index, total koleszterin,
triglicerid, ejekciés frakcid, szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés vérnyomas, urea,
kreatinin, glomeruldris filtracios rata és hugysav) hasonlitottunk Ossze a betegek
genotipusaval (inszercids:ll, n=28, deléciés: DD, n=53 és heterozygota: ID, n=70). A
grafikon boxai az interquartile sdvot mutatjak be a mediannal, jel6ltik a minimum és
maximum értékeket. A szignifikdns értékeket (1 utas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt)
csillaggal jeloltiik (NS, nem szignifikans).

Tovabbi vizsgalataink bypass m(itéten atesett betegek felé irdnyult. A vizsgdlt 76 betegtdl
arteria radialis (31 betegt6l 120 szegmentum) és vena saphena (45 betegt6l 148
szegmentum) mintdkat nyertink. Tdbldzatba foglaltuk a legfontosabb morfometrids
paramétereket, mint példdul nemek, életkor, testtomegindex, szisztolés és diasztolés
vérnyomas, szivfrekvencia szerinti eloszlast. Elemeztiik a koleszterin és triglicerid szintek,
az aktudlis éhgyomri glikdz szint mellett az igazolt diabétesz meglétét, illetve a mutét
idején a NYHA statuszt. Feltiintettiik tovabba a mdtét el6tt leggyakrabban alkalmazott
primer és szekunder prevencids gyogyszercsoportokat, mely terapidban a betegek

részesliltek. A két csoport kdzott érdemi statisztikai eltérést nem talaltunk (2. tablazat).
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Betegszam

Vizsgalt ér-szegmentumok szama
Férfi

NG

Atlag életkor (év)

Dohdanyzas

Testtomeg index (kg/m2)
triglicerid (mmol/I)

High Density Lipoprotein (mmol/I)
Low Density Lipoprotein (mmol/1)
NIDDM
IDDM

Diabetes
mellitus:

Ehgyomri gliikdz (mmol/I)

New York Heart
Association
beosztas:

Ejekcids frakcioé (echokardiografia)
Szivfrekvencia (Utés/perc)
Szisztolés vérnyomas (Hgmm)
Diasztolés vérnyomas (Hgmm)
beta-blokkold
Ca- csatorna gatld
ACE gatlo
Ang Il receptor
blokkold

diuretikum
sztatin
amiodaron
digoxin

K-vitamin antagonista
szedett

gy6gyszerek aszpirin

GPIIb/llla antagonista
heparin

Kis molekula sulyu
heparin(LMWH)

NO-donor
trimetazidin
ezetimibe
inzulin

sulfonylurea

metformin

a. radialis csoport ‘ v. saphena csoport ‘

Osszes
31 45 76
120 148 268
23 (74%) 32 (71%) 55 (72%)
8 (25%) 13 (28%) 21 (28%)
60.5+7.29 63.3+7.88 62.1+£7.71
5 (16%) 8 (18%) 13 (17%)
28.96 £ 4.82 29.76 + 3.82 29.43 +£4.24
2.05+0.88 2.03+0.87 2.03+0.86
1.35+£0.40 1.39+0.53 1.38+0.48
3.21+1.05 3.05+1.16 3.11+1.11
8 (26%) 18 (40%) 26 (34%)
5 (16%) 8 (18%) 13 (17%)
6.76 £ 2.70 7.65 £ 3.62 7.30 £ 3.30
0 (0%) 2 (4%) 2 (3%)
3 (10%) 6 (13%) 9 (12%)
25 (81%) 31 (69%) 56 (74%)
3 (10%) 6 (13%) 9 (12%)
50.14 + 8.69 51.20 £ 9.50 50.76 £ 9.12
67.73 + 11.46 72.67 £ 16.54 70.60 £ 14.72
129.95 £ 18.16 135.94 £ 20.57 133.5 £ 19.67
81.10 £ 9.83 84.69 + 8.79 83.22 +9.31
26 (84%) 39 (87%) 65 (86%)
12 (39%) 16 (36%) 28 (37%)
27 (87%) 38 (84%) 65 (86%)
1 (3%) 5 (11%) 6 (8%)
13 (42%) 18 (40%) 31 (41%)
25 (81%) 34 (76%) 59 (78%)
3 (10%) 2 (4%) 5 (7%)
2 (6%) 2 (4%) 4 (5%)
0 (0%) 2 (4%) 2 (3%)
22 (71%) 27 (60%) 49 (64%)
5 (16%) 5 (11%) 10 (13%)
2 (6%) 0 (0%) 2 (3%)
18 (58%) 24 (53%) 42 (55%)
10 (32%) 18 (40%) 28 (37%)
13 (42%) 20 (44%) 33 (43%)
3 (10%) 2 (4%) 5 (7%)
7 (23%) 8 (18%) 15 (20%)
3 (10%) 8 (18%) 11 (14%)
3 (10%) 6 (13%) 9 (12%)

2. tablazat A vizsgalt érmintdk megoszlasa a morfometrids, laboratériumi paraméterek és az
alkalmazott gyogyszerek fliggvényében.
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Vizsgdlataink a sz6veti ACE karakterizalasa felé iranyultak a vazokonstrikcds hatast, az ACE
expressziot, ACE aktivitast vizsgalva a szovetspecificitas (arteria radialis és vena saphena
graft mintak esetén) és a genotipus fliggvényében. Az angiotenzin Il (Ang 1) kezelés
szignifikdns vazokonstrikcidt valtott ki mind az arteria radialis érmintakon, mind a vena
saphena érgylrikon. Az Ang Il altal kivaltott vazokonstrikcid szignifikdnsan magasabb volt
(p<0,01) az arteria radialis mintdkon (82+6%, n=30), mint a vena saphenakon (61+5%,
n=39). A maximalis vazokonstrikcidt 30 UM norepinephrin hozzaadasaval becsiltik meg.
Annak ellenére, hogy a maximalis vazokonstrikcids valaszban ilyen kilonbségek
jelentkeztek Ang ll-re, az Ang Il érzékenység is szignifikdnsan magasabb volt (10A abra) a
radialis arteridkban (p<0,01) Osszehasonlitva a saphena vénakkal (3,0+0,5 nM, p=31
valamint 6,610,9 nM, p=36). 2-es tipusu angiotenzin Il receptor (AT2R) gatlé (PD123319
10 uM) el6kezelés hatasara a radialis artéridakon (ECs0=4,4+0,7 nM, n=27) és a saphena
véndakon (ECs0=8,2+2,0 nM, n=25) az Ang Il érzékenység nem vdltozott, igy ezen kisérleti

rendszerekben a vaszkularis valaszokban az AT2R limitdlt szerepe meriil fel.

A szoveti Angl » Angll konverzid vizsgalata céljabdl megmértik az Ang I-re adott
vdlaszokat (10B abra). Az Ang | félmaximalis hatdsa ECs0-31+t6 nM, (n=26) volt radialis
artérian, és 30+4 nM vena saphenan (n=40). Tekintettel arra, hogy az Ang | szoveti hatasa
Ang ll-vé torténé konverzidja utan jon létre, ezen kisérleti eredmények jelentls szoveti
Ang | » Ang Il atalakuldsra utalnak a vizsgalt erekben. Szamitottuk az Ang Il és Ang | hatas
(ECs0) aranyat is, hogy mennyiségileg kifejezhesssiik az Angl » Ang Il konverzié mértékét.
Ez az ardny szignifikdnsan alacsonyabb volt (p=0,02) az arteria radialis mintakban
(0,1740,03, n=23), mint vena saphendkon (0,51+0,14, n=24). Ezek az eredmények
haromszor hatékonyabb Ang | konverziét mutatnak saphena véndkban, mint radidlis

arteriakon (10C abra).
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10. dbra: az angiotenzin I-re és angiotenzin IlI-re adott kontrakcids valaszok

Ergy(ir(ikon mértiik az izometrids kontrakcids erét. Az angiotenzin peptideket emelkedd
ddzisban haszndltuk. A magasabb ddzisokat 5 perc inkubdcié utdn vagy a steady state
allapot kialakuldsa utan adtuk a mérérendszerhez. Az Ang Il (A panel, n=25-36) és az Ang |
(B panel, n=26-40) ddzis-hatas gorbéje dbrazolddik radialis artérian (kérokkel jeldlve) és
saphena vénan (négyszogekkel jelélve). Az angiotenzin Il hatdst vizsgaltuk 2. tipusu
angiotenzin |l receptor blokkolé PD 123319 (10 uM) jelenlétében. Az Ang | és Ang Il
vazokonstrikciét kivaltd hatékonysagdt (ECsq) minden egyes individudlis kisérlet
eredményeinek az illesztésével becsiiltiik meg. Az Ang |-re és Ang ll-re kapott ECso
értékek aranyat szintén kiszamitottuk (C panel). Az értékek az atlag + S.E.M. (atlagtdl vald
eltérés) adta. A szignifikans eltérést (t-teszt, p<0,01) kettGs csillaggal jeloltik.
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Az eredményekkel azt is igazoltuk, hogy vena saphendkon az Ang | hatds az Ang | » Ang Il
lokalis konverzidja révén jon létre. Az Ang Il telmisartannal torténé dozis figgd (1,0 nM-10
nM) gatlasara kapott valaszok azt sugalljdk, hogy az Ang Il hatas 1. tipusu angiotenzin Il
receptorokon (AT1R) valésul meg (11A Aabra). Hasonlé moddon képesek voltunk
telmisartannal gdatolni az Ang | provokalta vazokonstrikciot, és ebbdl arra
kovetkeztethettiink, hogy az Ang | hatas is AT1R receptorokon at kdzvetitédik (11B abra.).
Az angiotenzin | konvertdz enzim identitasat is vizsgaltuk. Az ismerten angiotenzin
konvertaz enzim (ACE) gatlé hatasu captopril hozzdaddasa (100 uM) utdn az Ang I-re adott
valasz szignifikdnsan csdkkent (10C abra), mely az ACE konverzidban jatszott szerepét
aldtamasztja. Mindezen tul 100 uM captopril és 300 puM chimdaz gatlé chimastatin
egylttes hozzaaddasaval is gatoltuk az Ang I-et. Az eredmények a chimastatin sikeres gatld

hatasat sugalljak magasabb Ang | koncentraciok esetén (11C abra).
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11. dbra: az angiotenzin kivaltotta vazokonstrikcié mechanizmusai

s s

Az érgylrikon kontraktilis valaszokat mértiink, melyekhez izometrias kontraktilis
erémérd rendszert haszndltunk. Az angiotenzint az 9. dbran korabban mar emlitettek
szerint alkalmaztuk. Az angiotenzin Il medialta vazokonstrikcidt az angiotenzin Il 1.
tipusu receptor blokkoldja, a telmisartan hozzaadasa mellett hataroztuk meg (A panel).
A vena saphena szegmentumokat az Ang |l hozzdaddsa el6tt telmisartannal (1 és 10nM,
n=5-7) elGkezeltik. Kévetkez6 |épésként az Ang I-re adott valaszokat hataroztuk meg
telmisartan jelenlétében (B panel, n=5) ugyanolyan kisérleti kortilmények kozott. Végil
az Ang |-re adott vdlaszokat mértiik az angiotenzin konvertdz enzim gatld captopril
jelenlétében (100 uM, n=6), majd a captopril és a kimdz gatlé chymostatin kombinacidja
mellett (300 uM, n=6) (C panel). Az értékeket az atlag + S.E.M. (atlagtdl vald eltérés)
adta.
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Részletesen vizsgaltuk a captopril mind a kering6, mind a szoveti ACE-ra kifejtett gatlé
hatdsat. El6szor az ACE gatlé kezelés kering6 ACE-ra kifejtett gatld hatdsat erdsitettik
meg. Az ACE gdatld kezelésben részesiilé betegeknél szignifikdnsan alacsonyabb (p<0,01)
szérum ACE aktivitast tudtunk mérni (7,0£1,0 U/l, n=15) Osszevetve az ACE gatld
kezelésben nem részesuld betegek szérum ACE aktivitasaval (22,0£2,0 U/Il, n=15, 12A
abra). Kovetkez6kben human szdveti ACE-n teszteltiik in vitro a captopril hatdsat (12B
abra). Eredményeink alapjan a human szérum ACE-t a captopril 15 nM-nal (ICso) teljesen
gatolta. A captopril szoveti angiotensin I-re gyakorolt konverziés hatasat is vizsgaltuk,
hogy megbecsiiljiik ezen gydgyszer szoveti ACE-ra gyakorolt gatld potencialjat (12C abra).
A captopril 1 pM-os koncentrdacidiban hatdastalan volt, mig a 10 uM-os és 100 uM-os
koncentracionak non-kompetitiv gatlé hatdsat sikerilt kimutatnunk (hasonléan a 11.

abran szemléltetettekhez).
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12. dbra. A captopril kering6 és sz6veti ACE-ra kifejtett gatld hatasainak vizsgélata

A betegek szérumdban mértik az ACE aktivitasat (n=15 mindkét csoportban), hogy
igazoljuk az ACE gatlds hatékonysagat (A panel). Az ACE gatld kezelés elkezdése utan
szignifikdnsan alacsonyabb szérum ACE aktivitast detektaltunk (atlag + S.E.M., p<0,01) .
Kovetkezd |épésként a captopril keringd ACE-ra kifejtett ddzis-hatds gorbéjét hataroztuk
meg (B panel). Egészséges személyek szérum ACE aktivitasat is megmértik kilonb6z6
ddzisu captopril jelenlétében (atlag + S.E.M., n=3 ismételve). A captopril szérum ACE-hoz
valo kotédési képessége terapids tartomdanyban volt. Végil a captopril széveti ACE-ra
kifejtett gatld hatdsat vizsgaltuk. Az érgylrlk kontraktilis valaszait izometrids kontrakcids
er6mérG rendszeren mértiik. Az angiotenzin l-et az 1-es dbrdn kordbban mar emlitettek
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szerint alkalmaztuk. Az angiotenzin | altal kivaltott vazokonstrikciét 0-100 uM captopril
jelenlétében vizsgaltuk (C panel). Az adatokat az atlag + S.E.M. adja, n=5-11 6nallé mérés.

Az ACE expressziot mindkét szévetmintaban megmeértiik (13A abra). Az eredmények a
saphena vénakban kétszer magasabb ACE expressziét mutatnak, mint az arteria radialis
érszovetben (5,3+0,7 ng/mg szoveti protein, n=14 az a. radialisban, és 9,7+1,0 ng/mg,
n=35 szbveti protein a saphena vena mintakban, p<0,01). Ezek az eredmények
Osszecsengtek ezen szovetekben taldlt haromszoros Ang | konverzids hatékonysaggal.
Ezzel ellentétben az adott betegek vérmintdiban az ACE koncentracidban nem volt
kilénbség (p=0,12) (13B abra, a szérum ACE koncentracié az a. radialis sz6vetmintaju
betegeknél: 164+21 ng/ml n=14, a v. saphena szovetmintaju betegek esetén: 134+10

ng/ml, n=34).

15+

10+

Szoveti ACE expresszio (ng/mg)

arteria radialis vena saphena

200+

Szérum ACE expresszi6 (ng/ml)

arteria radialis vena saphena

13. abra: A vérkeringésben (szérum, A panel) és a szovetekben (vena saphena, B panel)
fellelhetd angiotenzin konvertaz enzim (ACE) expresszidja.

Az ACE expressziot homogenizalt erekbél (A panel) illetve szérumbdl (B panel) hataroztuk
meg ACE ELISA médszerrel.
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Mas vizsgald csoportokban is felmerilt a gondolat, hogy a szérum ACE expresszidjat
genetikai polimorfizmus kontrollalja. Vizsgdlatainkkal valdban sikerlt ezt a tényt az ACE
expressziorél megerGsiteniink. Mintdinkban a DD genotipussal bird betegek esetében a
szérum ACE expresszié szignifikdnsan magasabb volt az Il genotipussal biré betegek
mintdival szemben (14A &bra, Il genotipus: 9715 ng/ml, n=11 és DD genotipus esetén:
171415 ng/ml, n=13, p<0,01 ). Ezzel ellentétben a vena saphena mintdkban ugyanazon
betegek esetén a szoveti ACE expresszid6 mogott ezen genetikai polimorfizmus altal
meghatarozott dsszefliggést nem sikerllt kimutatnunk. (14B abra, Il genotipus esetén:
9+1 ng/mg, n=11 és DD genotipus esetén: 911 ng/mg, n=13). Tovabbi részletes
vizsgalatunk azt mutatta, hogy a szoveti (vena saphena) és a szérum ACE koncentracio
egymastdl fuggetleniul reguldlodik (az eredményekhez nem illeszthet6 egy linedris

regresszios egyenes, r’=0,014 a legjobb illeszkedés esetén, n=35, 14C 4bra).
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14. Abra: A szoveti és a kering6 ACE expresszidja

A vérkeringésben (szérum, panel A) és a szévetekben (vena saphena, panel B) fellelhetd
angiotenzin konvertaz enzim (ACE) expresszalddasa az ACE genotipus fliggvényében
(inszercids/delécids, I/D). Az ACE genotipust teljes vérbél, az ACE expressziot szendvics
ELISA médszerrel hatdroztuk meg.
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DISZKUSSZIO

Az 5. leggyakrabban felirt gyégyszercsoport az angiotenzin konvertdz enzim (ACE) gatlék
csoportja, melyek a kardiovaszkularis (hipertdnia, szivelégtelenség) terdpia alapjat képezik
(Taylor 2012),(McMurray és mtsai. 2012),(Hamm és mtsai. 2012),(Tendera és mtsai.
2011),(Wijns és mtsai. 2010),(Rydén és mtsai. 2014). Munkacsoportunk korabbi
vizsgdlatai arra mutattak ra, hogy a szérum albumin egy endogén ACE gatld, mely
koncentracio-fuggé mértékben képes gatolni az ACE-t (K; érték 5,7+0,7 mg/ml human
szérum ACE-n), hasonldan a felirt ACE gatlé gydgyszerekhez (Fagyas, Uri, Siket, Fiilop, és

mtsai. 2014).

Az ACE inszercids-delécids (I/D) polimorfizmusat mar tébb mint 20 éve azonositottak
(Rigat és mtsai. 1990), és ezen polimorfizmust a keringé ACE expresszids szintek kozotti
20-50%-o0s interperszonalis variabilitas alapjanak tekintették. Ennek megfelel6en a human
szérum ACE expresszid széles tartomanyban mozog (47-288 ng/ml), és a DD genotipusu
betegeknél sajat vizsgalatunkban is 64%-kal magasabb ACE expresszidt talaltunk, mint az
Il genotipusuaknal. A kardiovaszkularis paraméterek és az ACE expresszid (genotipus)
kozotti nyilvanvald korrelacié hianya érdekes, kiilondsen annak fényében, hogy az ACE
gatlék kardiovaszkularis hatékonysagat szamos nagyszamu klinikai vizsgalat és elfogadott
guideline is aldtdmasztja (Fox 2003)-(Rydén és mtsai. 2014). Kordbbi adatokra vald
tekintettel feltételeztiik, hogy az ACE expresszidban észlelt kilonbség, mely az ACE I/D
polimorfizmusabdl adddik, szerepet jatszhat a miokardidlis infarktus, a korondria
megbetegedések, a koronaria artéridk meszesedése, a szivelégtelenség és a hipertenzié
el6fordulasaban (Oshima és mtsai. 1997) (Niu és mtsai. 2002) (Fedor és mtsai. 2011)
(Hara és mtsai. 2014) (Chen és mtsai. 2012). Mi ilyen 0Osszefliggést nem tudtunk
kimutatni, mely megegyezett egy tobb mint 30000 beteget vizsgdld meta-analizis
eredményeivel (Agerholm-Larsen és mtsai. 2000), ahol leirtdk, hogy az ACE genotipusnak
nincs hatasa a vérnyomadsra, és a miokardidlis infarktus, iszkémias szivbetegségek vagy

iszkémias cerebrovaszkularis megbetegedések fokozott rizikdjaval sincs 6sszefliggésben.

Jelen vizsgdlatunkban kozvetleniil teszteltiik hipertdnias betegek szérumdban az ACE

expresszio és ACE aktivitas kozotti 6sszefliggést. Azt talaltuk, hogy ugyan a DD genotipusu
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hipertdnias betegek szérumaban az ACE koncentracidja 64%-kal magasabb volt, mint az Il
genotipusl betegek esetén, azonban az ACE aktivitasban csak 31%-os kilonbséget
tapasztaltunk. Ez azt sugallja, hogy a magasabb ACE expresszio élettani korilmények
kozott pufferolt. Eszrevételeink Osszecsengenek azzal a megfigyeléssel, hogy a helyi
angiotenzin | » angiotenzin Il atalakulds és az angiotenzin I/l arany fliggetlen az I/D

genotipustdl human mintdkban (van Dijk és mtsai. 2000).

Fontos megjegyezni, hogy a probléma bonyolultabb annal, mint a szérum ACE aktivitds
preciz meghatarozdsa. Részben, mert kordbbi vizsgalatok arrél tdjékoztattak, hogy a
Sastre 1986). Ezen hatds csokkentése érdekében magas higitasi faktor haszndlatat
javasoljak (Muller 2002). Ez 6sszecseng a munkacsoportunk eredményeivel, amennyiben
a szérum albumint endogén ACE gatloként azonositottuk K; = 5,7+0,7 mg/ml értékkel. Azt
tapasztaltuk, hogy ha a szérum albumint eltdvolitjuk a human szérumbdl, az aktualis

szérum ACE aktivitas magasabb, és a dilucios hatds elmarad.

Jelen vizsgalatunk legnagyobb Ujdonsaga az, hogy klinikai koriilmények k6zo6tt mutat ra a
szérum albumin ACE gdatlé hatasara. A betegek szérumaban 4,1-szeresére emelkedett ACE
koncentracio mellett 2,1-szeresre emelkedett ACE aktivitds azt sugallja, hogy a szérum
ACE aktivitds szabdlyozott. Az enzim koncentracidjan kivil is hozzajarulnak faktorok az
ACE aktivitashoz. Ezen tul egy ilyen faktor elnyomhatja az ACE aktivitasat kilénb6zé ACE
expresszios szinteken, feltételezve egy endogén ACE aktivitast stabilizald6 mechanizmus
meglétét. Ez a szuppresszids hatas klinikailag szignifikdns lehet akkor is, ha a kering6 ACE
szint genetikai faktorok (pl. az ACE I/D polimorfizmusa) vagy megbetegedés
5-sz6rosére emeli a kering6 ACE koncentraciojat (Kramers és mtsai. 2001). Ezt a mutdciot
legaldbb 8 csaladban sikeriilt azonositani, de nem taldltak ezzel korreldld klinikai eltérést
vagy hiperténiat. Egy masik mutdcié, mely 13-szorosra emelte meg a szérum ACE
koncentraciot, szintén nem okozott a kardiovaszkularis megbetegedések megjelenésében
emelkedést (Nesterovitch és mtsai. 2009). Az ACE gén szamos egyéb mutacidjdhoz tarsul
az ACE koncentracié6 enyhe emelkedése a kardiovaszkularis megbetegedések
incidencidjanak erésodése nélkil (Semmler és mtsai. 2006),(Eyries és mtsai.

2001),(Linnebank és mtsai. 2003),(Persu és mtsai. 2013). Mindezen megfigyelések azt
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sugalljdk, hogy az ACE koncentracidban kialakuld jelentés kiilonbségek in vivo jél
tolerdlhatéak. Ez a tolerabilitds azzal magyardzhatdé, hogy az ACE aktivitast endogén
faktorok alacsonyabb szinten stabilizaljak. A munkacsoport kordbbi eredményei a HSA-t
azonositottdk, mint egy ilyen endogén ACE inhibitort. Jelen tanulmanyunkban pedig azt
vizsgaltuk, hogy a human szérum mintakban a szérum albumin milyen mértékben felel6s
az ACE endogén gatlasaért. Az ACE aktivitdas mértéke meghatdrozhatd adott mennyiségd
HSA jelenlétében (példaul 56+14 U/ml 2,4+0,3 mg/ml HSA mellett), de csokken, ha a HSA
koncentraciojat noveljik, 6sszhangban a HSA ACE-gatlé képességével (példaul az ACE

aktivitas 9+10 U/ml-re csékken, ha a HSA koncentracidja 12+1 mg/ml-re emelkedik).

Sajnos higitatlan szérumban az ACE aktivitds direkt meghatarozdsa nem volt kivitelezheté.
Az ACE aktivitasat 4-szeres higitds utan mértik, mert a szérum 340 nm-en jelentds fény
abszorpciéval rendelkezik, amely lehetetlenné teszi az alkalmazott szubsztrat
atalakulasanak mérését. Mindazondltal az ACE aktivitast higitatlan szérumban becsultik
meg a szérum albumin és az ACE koncentracido mérésével, illetve 20-szoros higitasnal mért
ACE aktivitas és a kordbban humdan szérumban meghatdrozott HSA gatldé konstans (K=
5,7+0,7 mg/ml) felhaszndlasaval. Ezeket a méréseket és szamitdsokat figyelembe véve -
eredményeink alapjan - a higitatlan human szérum ACE aktivitasa 8,5+2,2 U/ml korl

lehet.

A human szérum mintakban altalunk is mért ACE (127 ng/ml) és szérum albumin (48
mg/ml) koncentracidk felvetik, hogy az ACE koncentracié eltérései mogott a HSA
pufferold hatasa all. A szérum albumin 10-szer magasabb koncentracidban van jelen, mint
a HSA ACE gatldé Ki mennyisége. Ezek a mért értékek felvetették annak lehet6ségét, hogy
az ACE jelent6s mértékben HSA-hoz kotott, gatolt formdban van a vérkeringésben (15.

abra).
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15. abra: A RAAS rendszer mikddése in vitro és in vivo

AT1R: angiotenzin Il 1. tipusu receptora, Angl: angiotenzin |, Angll: angiotenzin Il, ACE
DD: DD homozigdta genotipusu angiotenzin konvertaz enzim, ACE Il: Il homozigdta
genotipusu angiotenzin konvertaz enzim, ACE 2: angiotenzin konvertdz enzim 2, HSA:
human szérum albumin, Ang 1-7: angiotenzin 1-7

A szérum ACE aktivitds megfigyelt szuppresszidja gyakorlatilag jelentés kdvetkeztetések
alapjaul szolgalhat. Nagy foku in vivo endogén ACE gatlas esetén ugyanis a fizioldgids
angiotenzin Il koncentrdciét az angiotenzin Il eliminacidja jelent6sen befolydsolhatja.
Ebben az esetben a RAAS aktivaciéjat, mely a kardiovaszkuldris megbetegedések (mint pl.
hipertdnia, szivelégtelenség) alapjat képezi, az angiotenzin Il csokkené elimindcidja is
okozhatja. Az ACE2 (Tipnis és mtsai. 2000) az egyik legjobban karakterizalt enzim, mely az
angiotenzin Il eliminacidjaban is szerepet jatszik, ismereteink szerint aktivacidja védelmet
nyudjt a hipertonia, miokardidlis fibrozis, remodelling (Ferreira és mtsai. 2011) és
vesekdrosoddssal szemben (Oudit és mtsai. 2010). Ezzel 6sszhangban kutatdcsoportunk is

igazolta az ACE2 szerepét a hipertdnia és a sziv szisztolés funkcidja kozott (Uri és mtsai.

2014).

A masik kovetkeztetés szerint a szérum albumin koncentracié hathat a RAAS funkcidjara

e ses

48



szupprimalt, amig a szérum albumin koncentracié legalabb 30 mg/ml. Mindazondltal a
human szérum albumin koncentracidé a fenti szint ala csokkenhet pl. fehérje malnutricié
és veseelégtelenség esetén is. Eredményeink alapjan felmeriil, hogy humdan szérum
albumin infuzié adasaval az ACE gatlas fokozdédhat, melyet az a megfigyelés is alatdmaszt,
miszerint posztoperative hasznalt human szérum albumin infazié gyakorta okozott

hipotenziét ACE gatld terdpiaban részesil6 betegekben (Howard és mtsai. 2001).

Tovabbi kutatdasaink human érmintdkon, korondria bypass (CABG) mditétre keril6 betegek
érszovet mintdin: vena saphendkon és arteria radidlison zajlottak, és a szoveti ACE

vizsgdalatdra iranyultak.

A bypass m(itott betegek hosszu tavu tulélését jelent6sen meghatarozza a felvarrt ér
konduktivitasa, amely viszont az érszovet tipusatdl is fligg. Az artérids graftok élethossza
kedvez6bb a vena saphena graftokénal (Bradshaw és mtsai. 2002). Kozel 40 év telt el a
bypass m(itét bevezetése 6ta, a vénas graft-elégtelenség aranya elfogadhatatlanul magas
(Parang és Arora 2009), mégis a vena saphena a leggyakrabban felhasznalt graft tipus
napjainkban is. A vena saphena graftok rovid tulélése miatt felmeril az igény egy graft-
specifikus kezelésre, mellyel a CABG-n atesett betegek eseménytelen posztoperativ
idGszakat megnyujthatnank. Ahhoz, hogy kialakitsunk egy graft-specifikus kezelést, meg
kell értenlink a saphena graftok arteria radialis-szal szembeni fokozott vulnerabilitasat
befolyasold tényezbket. A bypass m(itét utdni els6 hdonap soran a saphena graft korai
degeneracidjat thrombotikus okklUzids folyamatok okozzak. Kés6bb pedig a neointimalis
hiperpldzian alapuld ateroszklerotikus, obstrukciés folyamatok domindlnak (Motwani és
Topol 1998). Az angiotenzin konvertdz enzim (ACE) mindezen folyamatokban szerepet
jatszhat, mivel az ACE gatlas csdkkenti a thrombocita aggregaciot (Brown és mtsai. 1998),
javitja az endothel funkciét (Miyazaki és mtsai. 1999), és mérsékli a neointima képzd&dést
(Okimoto és mtsai. 2001). Szamos korabbi vizsgalat is jelentds javuldst mutatott az ACE
gatld kezelés hatasara (QUO VADIS, APRES, HOPE vizsgdlat) (Kjgller-Hansen és mtsai.
2000), (Oosterga és mtsai. 2001). Az IMAGINE vizsgalat viszont megkérdéjelezte az ACE
gatld hasznossagat bypass miitott betegek terapidjaban (Warnica és mtsai. 2002).
Mindezen ellentmonddsos eredmények tovabb sarkalltak minket vizsgalataink pontos

megtervezésére, kivitelezésére.
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Vizsgdlatunkban eréfeszitéseket tettlink annak érdekében, hogy igazoljuk vena saphena
graftokon az ACE hatdsanak jelent&ségét. Osszehasonlitottuk a vena saphena és arteria
radialis eredetl graft szovetmintakat. Eredményeink 2-szer nagyobb angiotenzin
konvertaz enzim (ACE) expressziot és 2,5-szer hatékonyabb szoveti angiotenzin I-bél
angiotenzin Il (Ang | » Ang Il) konverziét mutattak saphena vena mintdkban, mint a

radialis arteriakban (16. abra).

vena saphena UL @ @

Angl Angll I Ang| Angli
l Angl Angll l

AT1R AT1R
o] oo o]efe[efe [o]e]a[e]e]e]efe [e]e

(o] @] e[e[0]a o]0 [a[@[a o]0 o] efe [o]e
arteria radialis AT1R E

Angl I Angl
Angl Angll

AT1R AT1R

16. abra: A RAAS rendszer m(kodése arteria radialis és vena saphena
érmintakban

AT1R: angiotenzin Il 1. tipusu receptora, Angl: angiotenzin I, Ang Il: angiotenzin
I, ACE: angiotenzin konvertaz enzim, HSA: human szérum albumin

Tovabbi er6feszitéseket tettlink a vérkeringésben fellelhet6 és a szovetekben kotott
angiotenzin konvertdz enzim 0Osszehasonlitdsara. Feltételeztilk, hogy a keringé ACE
aktivitds meghatdrozasa segithet az egyedi rizikd felmérésében és a személyre szabott
kezelés feldllitdsaban. Erdekes médon nem talaltunk dsszefiiggést a keringd és a szoveti
lokalizacidju ACE expresszidja kozott. Ennek a feltlin6 megfigyelésnek az lehet a
magyardzata, hogy mig a keringd ACE expresszidja genetikai polimorfizmus altal
determinadlt (Rigat és mtsai. 1992), addig a szoveti ACE expresszio esetében ilyen hatteret

nem sikerllt kimutatni. Ez a megfigyelés is magyarazhatja azt, hogy a szérum ACE
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szinteknek (ACE polimorfizmusnak) a kiilonb6z6 kardiovaszkularis betegségekben nincs
szignifikans jelentGségiik, mig ugyanazon betegcsoportban az ACE gatlok jelent8s terapias
eszkoztarként szolgalnak. Ezen tul szembeo6tl kilonbséget taladltunk a keringd (szérum) és
a szoveti (vena saphena) ACE mennyisége kozott captoprillal torténd gatlas utdn. A
szérum ACE-t a captopril mar 15 nM-nal, mig a szoveti ACE-t csak az 1000-szer nagyobb

ddézisban, 10 uM-os mennyiségnél tudta gatolni.

A szbveti ACE aktivitast funkciondlis méréseken alapulva adtuk meg, a bypass felvarrdsa
el6tt mar megszerzett graft-szovet mintakban vizsgaltuk az Ang | » Ang Il konverziét. Meg
kell emlitentink, hogy a helyi ACE szinteket és ACE aktivitast a graft implantacioval

elméletileg egy id6ben vett vénds vérmintakbdl hatdroztuk meg.

Legvégll vizsgalatunk korlatairdl is szot kell ejtenlink. A legfébb limitdld tényezét a
kisérleti eredmények klinikai kornyezetbe torténd atiiltetése jelentheti. Mig a captopril
hatékonyan gatolja a kering6 ACE aktivitast a fiziolégiasnak megfelel6 tartomanyon beldl,
a szoveti ACE gatlasra kevéssé volt hatékony. Ezen megallapitasaink azt sugalljak, az ACE
gatlék kozdl némelyiknek nincs hatasa a vena saphena graft széveti ACE aktivitasanak
gatldsara. igy elfedi, elhomalyositja a vena saphena graftok degeneracidjanak megel6zése
céljabdl végzett klinikai vizsgalatok eredményeit. Ezen tul a graftok atjarhatosagara
jotékonyan hathat a magasabb ACE aktivitas: a fokozott angiotenzin Il medialta érténus
miatt emelkedik a véredényen torténd vérataramlas sebessége, csokken a lokalis sztazis.
A masik oldalon azonban az emelkedett angiotenzin Il szint aktivalhatja a lokalis
neurohormondlis mechanizmusokat, tovdabb bonyolitva a képet. Végiil, de nem utolsd
sorban a koronaria keringésbe implantdlasa utan a saphena véndak atjarhatésaga, illetve

véraramldsi sajatossaga jelentésen megvaltozik.

Valdszinlleg specifikusabban megvilagitand az ACE gatlé hatdsdra valtozd, javuld vena
saphena graftok atjarhatdsaganak kérdését, ha tovabb tudnank tesztelni kétféle ACE gatlé
Osszehasonlité vizsgalataval, melyek koziil az egyik szelektivebben hat a saphena vendban
fellelhet6é ACE-ra. Ezen feldllasban a szisztémds ACE gatlas jotékony hatdsai okozta
komplikaciok (pl. volumen haztartdsra, vese anyagcserére kifejtett hatas kovetkezményei)

elkertilhet6ekké valnak.
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Elmondhatjuk, hogy adataink szerint a human szérum ACE aktivitds a szérum albumin altal
szuppresszalt, illetve pufferolt. A szérum ACE aktivitds ezen szuppresszidja alapjan
felmeril, hogy az angiotenzin Il szintézis limitalt, és igy az angiotenzin Il eliminaciénak
szignifikdns élettani szerepe lehet. Mindazondltal, itt nyert klinikai adataink felvetik azt,
hogy a fizioldgias ACE aktivitas ilyetén gatlasa hozzajarulhat az ACE I/D polimorfizmus altal

determindlt eltéré ACE expresszios szintek toleraldsdhoz.

Eredményeink tovabba azt mutatjak, hogy vena saphendban az angiotenzin | angiotenzin
Il konverzid (Ang | » Ang Il) jéval nagyobb hatékonysaggal zajlik, mint a radialis
artéridkban. A saphena vénakban az angiotenzin konvertaz enzim expresszidja magasabb,
mint az artéridkban. Saphena vénakban a szoveti ACE expresszidja fliggetlen az ACE ID
gén polimorfizmusatdl, ellentétben ugyanazon betegek szérum ACE koncentracidjaval,
mely mogott kimutatott a gén-polimorfizmus regulatérikus szerepe. A szoveti és szérum
ACE expresszidja egymastdl fliggetlen folyamat. A captopril szoveti és szérum ACE-ra

kifejtett gatld potencialja szignifikansan kilonbozik.

Végul elmondhatjuk, hogy adataink ravilagitanak az ACE gatld kezelés jelent6ségére vena
saphendval graftolt betegek esetén: a szévetspecifikus ACE gatlé haszndlata javithatja a
saphena graftok atjarhatdsagat, elnyujtva ezzel életképességiiket. Javasoljuk a magas
szoveti affinitdsi ACE gatlot tartalmazod terapia bevezetését minden vena saphena graft

implantacion atesett beteg esetében.
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OSSZEFOGLALAS

A mindennapi orvosi gyakorlatban az 5. leggyakrabban felirt gyodgyszercsoport az
angiotenzin konvertdz enzim (ACE) gdatlék csoportja, mely a kardiovaszkuldris terapia
alapjat képezi.

Korabbi vizsgalatunkban a szérum albumint endogén ACE gatloként azonositottuk K; =
5,7£0,7 mg/ml értékkel. Ha a szérum albumint eltavolitottuk a human szérumbdl, az
aktudlis szérum ACE aktivitas magasabb volt. Jelen vizsgalatunk legnagyobb Ujdonsaga az,
hogy klinikai korilmények kozott mutat rd a szérum albumin ACE gatld hatdsara. A
szérum ACE aktivitas nem korrelal teljesen az ACE koncentracioval. A betegek szérumaban
4,1x-re emelkedett ACE koncentracio mellett 2,1x-re emelkedett ACE aktivitds azt sugallja,
hogy a szérum ACE aktivitds szabalyozott. Addicionalis faktorok (az enzim koncentraciéjan
kivil) is hozzajarulhatnak az ACE aktivitdshoz. Ezen tul egy ilyen faktor elnyomhatja az
ACE aktivitdsat kilonboz6 ACE expresszids szinteken, feltételezve egy endogén ACE
aktivitast stabilizalé6 mechanizmus meglétét. Vizsgaltuk tovabba vena saphena graftokon
az angiotenzin konvertdz enzim hatdsdnak jelent8ségét. Osszehasonlitottuk a vena
saphena és arteria radialis eredetl graft szovetmintdkat. A sériilékenyebb vena saphena
graftokon 2-szer nagyobb angiotenzin konvertaz enzim (ACE) expresszidét és 2,5-szer
hatékonyabb széveti angiotenzin I-bél angiotenzin Il (Ang | » Ang Il) konverzidt igazoltunk,
mint a radialis arteridkban. Saphena véndkban a széveti ACE expresszidja fliggetlen az ACE
ID gén polimorfizmusatdl, ellentétben ugyanazon betegek szérum ACE koncentraciéjaval,
mely mogott kimutatott a gén-polimorfizmus regulatdrikus szerepe. A szbveti és szérum
ACE expresszidja egymastol fluggetlen folyamat. A captopril szoveti és szérum ACE-ra
kifejtett gatld potencialja szignifikdnsan kilonbozik.

Osszefoglalva: a fizioldgids ACE aktivitds HSA-val térténd gatldsa hozzajarulhat az ACE I/D
polimorfizmus altal meghatdrozott eltér6 ACE expresszids szintek toleraldsdhoz, igy a
killonb6z6 sziv és érrendszeri betegségek kialakulasi valdszinliségének mérsékl6déséhez.
Adataink az ACE gatld kezelés fontossagara hivjak fel a figyelmet vena saphena graftot
kapd paciensek esetén: a szovetspecifikus ACE gatlé haszndlata javithatja a saphena
graftok atjarhatdsagat.

Targyszavak: saphena vena graft, angiotenzin konvertaz enzim, human szérum albumin
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SUMMARY

The renin-angiotensin-aldosteron system is one of the best researched and the well cured
pathophysiological unit in the medical everyday routine. The fifth most frequently
prescribed group of drugs are the ACE inhibitors, wich gives the principle of the
cardiovascular therapy.

In our previous study we have identified the human serum albumin as an endogenous
ACE inhibitor with an IC 50 value of 5.7+0.7 mg/mL. The apparent serum ACE activity is
higher and the effect of dilution is missing when serum albumin is removed from the
human sera. The major novelty of the present work is to show that serum albumin
suppresses ACE activity in clinical setup. Serum ACE activity did not correlate perfectly
with the ACE concentration. A 4.1-fold increase in ACE concentration resulted in 2.1-fold
increase in ACE activity in the patient’s sera, suggesting that serum ACE activity is
regulated. Additional factors than the concentration of the enzyme contribute to the ACE
activity. Moreover, this factor suppressed the effects of the different ACE expression
levels on ACE activity, suggesting the existence of an endogenous ACE activity stabilizing
mechanism. Furthermore we examined the importance of ACE in saphenous vein graft
tissue samples, and compared the saphenous vein and radial artery graft tissues. Our data
suggested about 2-fold higher ACE expression and about 2.5-fold more effective tissue
Ang | to Ang Il conversion in more vulnerable saphenous veins compared to radial
arteries. The tissue ACE expression was not affected by the ACE I/D polymophysm in
saphenous veins in contrast with circulating ACE expression regulated by gene
polymophism. No relationship was found between circulating and tissue located ACE
expression. Striking differences were found between circulating and tissue ACE in terms
of their inhibition by captopril.

In summary, clinical data provided here suggest that this suppression of physiological ACE
activity may contribute to the tolerance of different ACE expression levels, determined by
ACE 1/D polymorphism, and can reduce the risk of evaluation of cardiovascular diseases.
Our datas draw attention to the notability of the ACE inhibitor therapy after bypass
operation with saphenous vein grafts: vascular tissue specific ACE inhibitors may improve

saphenous vein patency after CABG operation.

Key words: saphenous vein graft, angiotenzin converting enzyme, human serum albumin
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TAMOGATAS

Vizsgdlatainkat az aldbbi tamogatdsok segitségével végeztiik:
e Magyar Akadémia Tudomdanyos OTKA (K84300, 068363),
e Magyar Egészségligyi Minisztérium (ETT 377/2009),

e TAMOP 4.2.1./B-09/1/ KONV-2010-0007 TAMOP 4.2.2.A-11/1/ KONV-2012-0045,
REG-EA-09-1-2009-0013 projekt,

e MSD Magyarorszag Kft.,
e Pfizer Magyarorszag Kft.,

e Projekt az Uj Magyar Fejlesztési Alapon (az Eurdpai Szocidlis Alappal tars-
finanszirozva) és a Magyar Nemzeti Innovacids Hivatalon (Baross Gabor Projekt,
EletMent.).
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