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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2. BEVEZETES

s

A szarkoidozis ismeretlen etiologidji, szisztémds granulomatozus gyulladdsos
betegség, amely heterogén klinikai megjelenése és valtozatos lefolydsa miatt a mindennapi
klinikai gyakorlatban gyakran jelent diagnosztikai kihivast (1). A diagndzis felallitasa
rendszerint a klinikai kép, a radiologiai eltérések és a szdvettani lelet egyiittes értékelésén
alapul. A biopszia betegeket megterheld invaziv jellege azonban jelentds igényt teremt olyan
laboratoriumi biomarkerek irant, amelyek tdmogatjdk a diagnosztikai dontéshozatalt és
alkalmasak a betegség aktivitdsanak kovetésére (2).

A keringd angiotenzin-konvertal6 enzim (ACE) aktivitdsa granulomatézus folyamatok
esetén, igy szarkoiddzisban is megemelkedhet. A klinikai gyakorlatban az ACE-aktivités
meghatdrozasa a szarkoidézis diagnosztikajaban legszélesebb korben alkalmazott biomarker
(3). Az ACE azonban egyuttal a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) kozponti
eleme ¢és a kardiovaszkularis betegségek kezelésének kiemelt terapias célpontja is (4,5). Ennek
kovetkeztében a szarkoidézis gyanujaval vizsgalt betegek egy része egyidejii angiotenzin-
konvertald enzim gatlé (ACE-gatlo) kezelésben részesiilhet, ami kozvetleniil befolyasolja az
ACE-aktivitas értékek értelmezhetdségét (6,7). A probléma jelentdségét ndveli, hogy a
gyogyszerszedésre vonatkozo informécio a mindennapi klinikai gyakorlatban szamos esetben
kizarolag a beteg dnbevallasan alapul.

Az enzimaktivitas alapu biomarkerek alkalmazhatdsadgat ugyanakkor nemcsak exogén,
hanem endogén gatld hatasok is korldtozhatjdk. Szérumban az ACE aktivitdsdt a human
szérumalbumin reverzibilis, higitasfiiggd modon befolyasolja (8,9). A vizeletben ezzel analog
modon régen felfedezett, kismolekuldju endogén inhibitorok jelenléte gyakorlatilag elfedi a
vizelet ACE (uACE) aktivitasat (10). Az interferencia klinikai relevancidjat hangstlyozza,
hogy irodalmi adatok alapjan az uACE-aktivitds potencialis biomarker lehet a proximalis
tubularis epithel kdrosodasaval jaro korallapotokban (11,12).
befolyasolhatjdk exogén és endogén inhibitorok. Eddigi kutatdomunkam soran megkiséreltem
olyan laboratériumi moédszerek kidolgozasat, amelyek képesek ezen interferencidk objektiv
felismerésére vagy kikiiszobolésére, ezaltal tdmogatva a kapott eredmények helyes

értelmezését és a klinikusi dontéshozatalt.



3. ELMELETI ES IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer a szervezet sO- ¢és vizhaztartas
homeosztazisanak fenntartasaért és a vérnyomads szabdlyozédsaért felelés egyik legfobb
neurohormonalis rendszere (13,14). Els6 komponensét, a renint, Tiegerstedt és Bergman
mutatta ki 1898-ban nyul vesekéregbdl (15), ezzel megalapozva a késObbi kutatasokat. Az
angiotenzin II-t Page és mtsai., valamint Braun-Menendez és mtsai. egymastol fliggetleniil
azonositottak 1940-ben (16,17). Ezt kovetéen Simpson és mtsai. 1953-ban talaltak ra az
aldoszteronra (18), mig Skeggs és mtsai. 1954 és 1957 kozott kozolték az angiotenzin I, az
angiotenzin-konvertaldé enzim és az angiotenzinogén felfedezését (19-21). A komponensek
egymashoz val6 funkciondlis kapcsolodéasa az 1960-as évek kozepére valt egyértelmiivé (22).

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer egy dinamikusan szabdlyozott enzimatikus
kaszkad (23). Aktivaloédasa bekovetkezhet a csokkent keringési volumenhez kapcsoléddan
kialakulé csokkent rendlis perfuzid (a vas afferens falaban érzékelt nyomdscsokkenés), a
macula densa altal detektalt alacsony natrium-klorid koncentracio, valamint a fokozott
szimpatikus tonus hatésara 1étrejovo Pi-adrenerg receptor aktivacio kovetkeztében (23,24) .

A rendszer kiindulépontja a maj altal folyamatosan termelt angiotenzinogén, amely egy
nagy molekulatomegli, a2-globulin tipusu plazmafehérje. Ennek proteolitikus hasitasat a
fentebbi ingerek hatdsara a juxtaglomerularis apparatus granularis sejtjei altal szintetizalt renin
végzi, amely a keringésbe jutva az angiotenzinogén N-termindlis végébdl egy tiz aminosavbol
allé peptidet, az angiotenzin I-et (Ang I) szabaditja fel (25).

Az Ang | onmagaban csekély biologiai aktivitdssal rendelkezik. A dekapeptidet a
pulmondlis keringés vaszkuldris endothel felszinén nagy mennyiségben expresszalédod
angiotenzin-konvertald enzim (ACE) két aminosav lehasitdsaval angiotenzin II-vé (Ang II)
alakitja (25,26). Az Ang II a RAAS legfontosabb effektor molekuldja, amely rovid felezési
ideje ellenére kifejezett élettani hatdsokat kdzvetit.

Hatasai els6sorban az AT-tipusu receptoron keresztiil érvényesiilnek. Ennek
aktivacidja vazokonstrikciot valt ki, fokozza az aldoszteron és vazopresszin felszabadulasat,
noveli a natrium- és vizretenciot, valamint proliferativ és profibrotikus jelatviteli utak
aktivalasdhoz vezet (27,28). Az AT»-receptor ezzel szemben ellentétes folyamatokat indit el,

ideértve a vazodilataciot, a nitrogén-monoxid termelés fokozasat és az antiproliferativ hatdsokat



(29). A két receptor kozotti funkciondlis egyensuly meghatdroz6 a kardiovaszkularis
homeosztazis fenntartasaban.

Az Ang II tovabbi enzimatikus hasitadsok tjan katabolizalodik. Az aminopeptidaz A az
Ang II-bdl angiotenzin Ill-at képez, amely a f6 effektor molekula hatdsait még részben
megtartja (30,31). Ezt kovetden az aminopeptidaz M angiotenzin IV-et general, amely szerepe
kevésbé dominans a klasszikus RAAS utvonalhoz képest (32).

A rendszer komplexitasat tovabb ndveli az angiotenzin-konvertalé enzim 2 (ACE2) altal
meghatarozott ellenregulacios tengely. Az ACE2 az Ang I ¢és az Ang II hasitasara is képes
(33,34). Az Ang II katabolizalasaval angiotenzin 1-7-et hoz létre, amely a Mas receptoron
keresztiil fejti ki hatasait (35). Az angiotenzin 1-7 - Mas tengely mérsékli az ATi-receptor
medialta kedvezétlen folyamatokat: vazoprotektiv, antifibrotikus ¢és antioxidans
mechanizmusokat aktival (35,36). Ez a kiegyensulyozé rendszer kiilondsen jelentds koros
allapotokban, amikor a klasszikus ACE - Ang II - AT, Gtvonal talsulya alakul ki.

Osszességében a RAAS nem egy linedris hormonalis utvonal, hanem egymassal
kolcsonhatasban  allo, tobbiranyu szabalyozasi halézat, amelynek kozponti eleme az

angiotenzin-konvertalo enzim (1. bra).
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1. abra - Az ACE kulcsszereppel bir a renin-angiotenzin-aldoszteron és a kinin-kallikrein
rendszerben.

Az ACE az inaktiv angiotenzin I-bol a RAAS rendszer fo effektor molekuldjat, az angiotenzin
1I-t hozza létre. A kinin-kallikrein rendszerben a bradikinin hasitasaval inaktiv fragmentumokat
képez. Az ACE-aktivitasa a RAAS aktivalasan és a bradikinin inaktivalasan keresztiil a
vazokonstriktiv tonus iranyaba tolja el az egyensulyt (37). Ang: angiotenzin, ACE: angiotenzin-
konvertalo enzim, ACE2: angiotenzin-konvertalo enzim 2, AMPA: Aminopeptidaz A, AMPM.:
Aminopeptidaz M, Bi/B;: bradikinin receptor, NO: nitrogén-monoxid, PGI,: prosztaciklin

3.2. Az angiotenzin-konvertalé enzim

Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE; kininaz II; peptidil-dipeptiddz A; CD143; EC
3.4.15.1) egy cinkfliggd metallopeptidaz (38). Legismertebb élettani funkcioja, az Ang I - Ang
IT konverzié mellett tobb bioaktiv peptid metabolizmusaban vesz részt. Szubsztratja tobbek
kozott a P-anyag, az amiloid-f peptid, a Met-enkefalin, a Leu-enkefalin, a gonadotropin-
felszabadit6 hormon, a neurotenzin €s a bradikinin (39,40). A bradikinin lebontasan keresztiil
az ACE modulélja a kinin-kallikrein rendszer hatasait, csokkenti a vazodilataciot, illetve a
nitrogén-monoxid termelés, valamint a prosztaciklin termelés mértékét (1. abra) (41). E kettds
(RAAS és kinin-kallikrein rendszert érintd) szerepkor megmagyarazza, hogy az ACE miért valt

a kardiovaszkularis és rendlis szabalyozas egyik kiemelt kutatasi fokuszava (42).



Az ACE-t kédolo 21 000 bp hosszusagu gén a 17-es kromoszéma hosszli karjan
helyezkedik el (17923) (43). A 26 exonbol és 25 intronbol allo szakaszrol két izoenzim
expresszalodik, a tesztikularis és a szomatikus ACE (44).

A tesztikularis ACE kizardlag a herékben fejezédik ki. A 95-105 kDa molekulatomegii
fehérje egyetlen aktiv centrummal rendelkezik (45). Allatkisérletek bizonyitékai alapjan
kiemelt szereppel bir a reprodukcio biztositasaban (46).

A keringésben és szovetekben jelen 1év0 szomatikus ACE nagy molekulatomegti (150-
180 kDa), nagymértékben glikozilalt fehérje, amely a sejtfelszinhez egy rovid C-termindlis
intracellularis szakaszon és egy hidrofob transzmembran région keresztiil rogzil (47). A
katalitikusan aktiv globularis rész a sejten kiviili térben helyezkedik el. A szomatikus ACE
sajatossaga, hogy két, funkcionalisan nem teljesen azonos katalitikus doménnel rendelkezik (N-
¢s C-domén), ami evolucioésan génduplikaciéval magyarazhatd (43). Bar a két domén aktiv
centruménak kulcsmotivumai konzervaltak (HEMGH), a domének szubsztratspecificitasa €s
szabalyozasa eltér (40,48,49). Az Ang I hasitasa a C domén aktiv centrumon hatékonyabb, mig
a bradikinin katabolizmusa mindkét aktiv centrumon hasonlé hatékonysaggal torténik (40). A
két domén eltérd szabalyozasi tulajdonsagai (a C-domén aktiv centrum miikodése jobban fiigg
a kloridionok jelenlététdl, illetve kevésbé hdstabil) a gyogyszerhatdsok és a szdveti funkcidk
értelmezése szempontjabol relevansak (40).

A szomatikus ACE valtozatos szoveti eloszlast mutat. Nagy mennyiségben
expresszalodik szamos szerv vaszkuléris endotheljének felszinén (50,51), tovabba kimutathatd
avese és a vékonybél hamsejtjeinek apikalis membranjan (43,52,53), valamint neuroepithelialis
sejtekben (54) és monocitakban is (55). A vese vonatkozéasaban lényeges, hogy irodalmi adatok
alapjan az ACE a proximalis tubulus kefeszegélyének membranfehérjéi kozé tartozik (56). A
tubularis lokalizacié 6sszhangban allhat azokkal a felvetésekkel, amelyek szerint az ACE részt
vehet a luminalis bradikinin-inaktivacioban, és ezen keresztiil hatassal lehet a natrium- és
vizvisszaszivasra, illetve az aminosav és bikarbonat-reabszorpcio szabalyozéasara (26,57,58).

Az ACE a szervezetben a membrankotott forma mellett szolubilis formaban is
megtalalhatd. A membranhoz rogziilt enzim extracellularis részének proteolitikus hasitasa
(shedding) révén az ACE a keringésbe keriil (59,60). Hasonld6 mechanizmus feltételezhetd a
vizeletben jelen 1évé ACE esetén is (61), azonban bizonyos koriilmények kozott a filtralt
plazma eredetli ACE megjelenése sem zarhatd ki teljes mértékben. A kiilonbozd forrasok

aranya vélhetden fiigg a vesefunkciotol €s az epithel integritdsatol egyarant.



A keringd ACE mennyisége ¢s aktivitasa jelentds egyének kozotti variabilitdst mutat.
Ennek egyik legismertebb genetikai hattere az ACE inzercio/delécié (I/D) polimorfizmusa,
amely egy nem kddolo, ismétlddd szekvencia jelenlétéhez vagy hidnyahoz kotheté az ACE gén

crer

rendelkezd egyének esetében alacsonyabb szérum ACE koncentracio és aktivitas mutathato ki.
3.3. A szarkoidozis

A szarkoidozis ismeretlen etiologiaju, szisztémas gyulladasos betegség, amelyben el
nem sajtosodo epithelioid sejtes granulomak jelennek meg testszerte a kiilonb6z6 szovetekben
(2.A abra) (1). A korkép eléfordulasa elsdsorban fiatal- és kozépkoru felnéttekben gyakori,
ugyanakkor az elmult évtizedekben eltolddas figyelheté meg a szarkoidozis idésebb életkorban
torténd diagnosztizalasa irdnyaba (63). A betegség lefolydsa valtozatos. Egyes esetek spontan
remisszioval zarulnak, mig mas egyénekben kronikus, progressziv szervkdarosodas jon létre
(64).

A szarkoidozis el6fordulasa fOldrajzi régidk és etnikai csoportok szerint jelentds
variabilitast mutat (65). Eurdpéaban a betegség prevalencidja hozzavetdlegesen 40-80/100 000
{6, ugyanakkor észak-eurdpai populacidokban lényegesen magasabb gyakorisagot irtak le (152-
215/100 000 f6) (66). Nokben ¢és sotét boriiekben gyakrabban eléfordul (67). Az eltérd
epidemioldgiai mintdzatok genetikai prediszpozicid ¢és kornyezeti hatdsok egyiittes
kozremiikodésére utalnak (68). A szarkoidozis leggyakrabban a tiidét és a mellkasi
nyirokcsomokat érinti (69). A pulmonalis forma szaraz kohogéssel, nehézlégzéssel és mellkasi
diszkomforttal jar, a mellkasrontgen felvételen jellegzetes eltérésként jelentkezhet a bilateralis

hilaris limfadenopatia (2.B abra) (70).



2. abra - A szarkoidozis jellegzetes szovettani és radiologiai megjelenése

A) Epitheloid sejtes granuloma B) Bilateralis hilaris limfadenopatia (71,72)

Extrapulmonalis érintettség kialakulhat a bérben: erythema nodosum (3.A abra), lupus
pernio (3.B é4bra), maculopapulosus 1ézidk forméjaban; a szemben: uveitis, retina gyulladas
formajaban; a szivben: ingeriiletvezetési zavarok, aritmia formdjaban; a majban: majfunkcios
zavarok, portalis hipertenzi6 forméjadban; vagy az idegrendszerben is: meningitisz,
arcidegbénulés, neuropatia, hipofizis elégtelenség formajaban (2). A klinikai kép sokszintisége
miatt a betegség differencialdiagnosztikai szempontb6l szamos fertézéses és gyulladasos

korképet utanozhat (73).

3. abra - Jellegzetes borelvaltozasok szarkoiddézisban.
A) Erythema nodosum: a labszar feszité oldalan megjelend fajdalmas csomok. B) Lupus

pernio: Lilas elszinezodésii induralt csomok az arcon (74-76).
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A diagnozis felallitaisa komplex megkozelitést igényel, amely a klinikai tiinetek,
radiologiai eltérések és szovettani leletek egyiittes értékelésén alapul (77). A definitiv
diagno6zishoz rendszerint sziikséges az el nem sajtosodd granulomék szdvettani igazolasa,
kiilondsen atipusos klinikai megjelenés vagy izolalt pulmonalis érintettség esetén (78,79).
Mivel a biopszia a betegek szdmara megterhelé invaziv beavatkozas (80), jelentds igény
mutatkozik olyan laboratoriumi markerek irdnt, amelyek tdmogatjdk a diagnosztikai

dontéshozatalt és alkalmasak a betegség aktivitasanak kovetésre.
3.4. Az ACE mint diagnosztikai biomarker

Az elmult évtizedekben szdmos biomarkerjelolt molekuldt vizsgaltak kiilonbozo
kutatocsoportok, azonban a nemzetkozi szarkoidozis diagnosztikai iranyelveket készité World
Association for Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders (WASOG) tarsasag napjainkig
csak az angiotenzin-konvertald enzim hasznalatat tdmogatja a klinikai gyakorlatban is
alkalmazhaté bioldgiai jelzémolekulanak (2,77). A granulomdk epithelioid sejtjei ACE-t
termelnek, amely bekeriil a keringésbe. A szérum enzimaktivitdsinak emelkedése a
granuldématdmeg indirekt jelzdjének tekinthetd. Ennek megfelelden az emelkedett ACE-
aktivitas tdmogatja a diagnozist, mig az aktivitas csokkenése a kezelésre adott véalasz és a
betegség aktivitdsdnak kdvetésére hasznalhato fel (3,81-84).

Az ACE-aktivitas meghatarozasara tobb mérdmodszer all rendelkezésre. A FAPGG (N-
[3-(2-furil)akriloil]-fenilalanil-glicil-glicin) kromogén szubsztrat hidrolizise soran bekovetkez6
abszorbancia-valtozas spektrofotometrids modszerrel detektalhato (85,86). Az esszé eldnye az
egyszerli kivitelezhetdség, azonban érzékenysége és specificitdsa korlatozott. Modernebb
alternativat jelent a - munkacsoportunk altal is haszndlt - fluoreszcens Abz-FRK(Dnp)P-OH
szubsztratot alkalmazd kinetikus esszé, amely nagyobb analitikai érzékenységet biztosit. A
szubsztrat hidrolizise soran a fluoreszcencia-jelintenzitas novekedése aranyos az ACE-
aktivitassal.

A referencia-tartomanyok meghatirozdsa soran figyelembe kell venni az ACE gén
inzercié/delécié polimorfizmusat. Igy példaul munkacsoportunk felmérése alapjan a - 35-
szOr0s mintahigitds mellett megallapitott - referencia-tartomanyok: 3,76-11,25 U/L (II),
5,22-11,59 U/L (ID) és 7,19-14,84 U/L (DD), mig genotipustol fiiggetlen tartomanyként a 4,85-
13,79 U/L hatarozhatd meg (87).

Az ACE biomarker szerepe azonban mas korképek esetén is felmeriilt. Szamos, a

proximalis tubularis epithel karosodéasaval jaré betegségben fokozott luminalis ACE
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felszabadulast figyeltek meg (11,12). A tudomany mai allésa szerint a vizelet ACE-aktivitas
alkalmas bioldgiai jelzdmolekula lehet a vesét érint6 egyes betegségekben.

Az ACE-aktivitas, mint biomarker klinikai alkalmazhatdsagat ugyanakkor tobb tényezd
is korlatozza. A kiilonbdz6 mérési elvek eltérd analitikai érzékenysége, valamint a biologiai
variabilitds mellett a mintamatrix Osszetétele és exogén vagy endogén interferdldé anyagok

jelenléte mind befolyasolhatjak az eredmények értelmezhetdségét.
3.5. ACE-gatlo gyogyszerek

Az ACE-gatlok a kardiovaszkularis betegségek (hipertonia, kronikus szivelégtelenség,
iszkémids szivbetegség, stroke, stb.) kezelésének ¢és a diabetes mellitushoz tarsuld renalis
szovodmények megel6zésének egyik alapvetd gydgyszercsoportjat képezik. Mind az Egyesiilt
Allamokban, mind Eurdpéban a leggyakrabban alkalmazott készitmények kozé tartoznak (88—
90). Hatdsmechanizmusuk alapja, hogy a RAAS kulcsenzimének gatlasaval csokkentik az Ang
II képzddését. Az Ang II-képzddés csokkentésével mérséklddik a vazokonstrikcid, az
aldoszteron-szekrécio és a natriumretencid, amely a vérnyomas csokkenéséhez vezet (91). A
vérnyomascsokkenés kardiovaszkularis rizikdcsokkentd hatdsa mellett a proliferativ és
profibrotikus folyamatok mérséklddése is protektiv hatast jelent a kezelt személyek esetében
(92).

Az ACE-gatlok fejlesztése a teprotid nevii 9 aminosavbol allé peptid felfedezéséhez
vezethetd vissza, amelyet a Bothrops jararaca vipera mérgébdl izolaltak (93). Ennek mintajara
fejlesztették ki az elsd szdjon 4t adhatd hatdéanyagot, a kaptoprilt (94). A késébbiekben tobb,
kémiai szerkezetében eltérd gyodgyszert torzskonyveztek, amelyek szulthidril- (kaptopril,
zofenopril), dikarboxilat- (lizinopril, ramipril, perindopril, enalapril) vagy foszfonatcsoportot
(fozinopril) tartalmaznak. A legtobb hatdéanyag prodrug forméjaban keriil a szervezetbe, és
metabolikus aktivaciot kovetden fejti ki hatasat (5). A gyodgyszerek lipofilitdsa és szdveti
affinitasa eltérd, ami farmakodinamids kiilonbségeket eredményez (95,96).

Az ACE gatlasa az Ang II képzddésének csokkenésével parhuzamosan a bradikinin
lebontasat is mérsékli, ami prediszponalt egyénekben jellegzetes mellékhatasok megjelenését
eredményezheti. A bradikinin és egyéb gyulladasos mediatorok felhalmozddasa tartds szaraz
kohogést és angioddémat valthat ki (97-99).

Bar nagyszamu klinikai vizsgélat igazolta az ACE-gatlok hatékonysagat kiilonbozo

kardiovaszkularis korképek kezelésében és a kardiovaszkularis események kockéazatanak
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csokkentésében, a hosszl tava terdpia eredményességét jelentdsen befolyasolja a betegek
adherencidja, amely a klinikai gyakorlatban tovabbra is kihivast jelent (100,101).
Laboratoriumi diagnosztikai szempontbol kiemelendd, hogy az ACE-gatlok szérum
ACE-aktivitast csokkentd hatasuk révén befolyasoljak a diagnosztikai célbol végzett ACE-
aktivitds-mérés értelmezhetdségét (6,7). Mivel a szarkoidozis felismerése az utobbi
évtizedekben egyre inkabb iddsebb korosztalyra tolodik, ahol a kardiovaszkularis indikaciobol
alkalmazott ACE-gatld kezelés gyakoribb (102), a gydgyszerhatas figyelembevétele
elengedhetetlen a félrevezetd laboratoriumi eredmények és hibas klinikai kovetkeztetések

elkertiléséhez (7).
3.6. Endogén ACE-gatlas

Az enzimaktivitas alapi biomarkerek alkalmazhatdsaganak alapfeltétele, hogy a mért
aktivitas az enzim tényleges katalitikus kapacitasat tiikrzze, a mintamatrix Osszetételébdl
ered6 gatlo hatdsok ne befolyasoljdk az eredményeket. Az ACE esetében azonban mind a
szérumban, mind a vizeletben olyan endogén komponensek taldlhatok, amelyek az enzim
aktivitasat modositjak.

Szérumban az ACE aktivitasat a human szérumalbumin befolyéasolja (8,9). A hatés
koncentraciofiiggd és higitassal fokozatosan megsziinik. Az albumin okozta reverzibilis gatlas
35-sz0r0s higitds mellett teljes mértékben kikiiszobolhetd, ezért a mindennapi klinikai
gyakorlatban ezen higitas alkalmazasa mellett javasolt a diagnosztikai célu ACE-aktivités
mérése (87).

A vizeletben jelen 1évo, 10 kDa alatti molekulatomegii endogén inhibitorok 1étezését
mar az 1970-es évek végén leirtdk (10), azonban a kismolekuldk azonositasara tett
probalkozasok nem jartak sikerrel. Az eltavolitasukra kidolgozott eljardsok munka- és
iddigényesnek, valamint nehezen reprodukélhatonak bizonyultak, ami jelentdsen korlatozta az

enzimaktivitas alapu meghatarozas klinikai alkalmazhatosagat (53,103).
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4, CELKITUZES

Az angiotenzin-konvertald enzim kozponti szerepet tolt be a renin-angiotenzin-

aldoszteron rendszer miikodésében, a szarkoido6zis diagnosztikajaban, valamint szamos korkép

crer

interferencia forrasa a szérum ACE-aktivitas-mérés soran. Emellett a vizelet ACE-aktivitas-

mérés klinikai hasznositdsa - jollehet igéretes biomarkernek tlinik - endogén inhibitorok

jelenlétébdl fakado interferencia miatt eddig technikai korlatokba iitk6zott. A zavard hatdsok

hatterének megértése, azonositasa és kikiiszobolése jelentds elérelépést jelenthetne a

biomarkerek rutin diagnosztikaban torténd alkalmazhatosagaban.

Kutatdmunkam soran ezért célul tiiztem ki:

A hagyomanyos, diagnosztikai célu szérum ACE-aktivitds-mérés vizsgalatat, hogy az
alkalmas-e az ACE-gatlo gyogyszerhatés felismerésére.

A fluoreszcens kinetikus essz¢ modositasat, hogy az objektiven képes legyen kimutatni az
ACE-gatlo gyogyszerek hatasat egyetlen szérummintabdl.

Az ACE-gatld interferencia gyakorisagdnak meghatarozasat a szarkoiddzis gyanuval
vizsgalt betegpopulacioban.

Egy megbizhaté és hatékony vizelet ACE-aktivitas-méré modszer kidolgozésat, amely
kikiiszobdli az endogén inhibitorok altal okozott korabbi korlatokat.

A vizeletben jelen 1évé endogén inhibitorok azonositasat.

A vizelet ACE-aktivitds-mérés preanalitikai és analitikai sajatossagainak vizsgalatat.

A vizelet ACE-aktivitds-méré6 modszer potencialis alkalmazhatdsdganak vizsgalatat
diagnosztikai biomarkerként és az ACE-gatldo terdpia farmakoldgiai hatdsanak

monitorozasara.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1. Vizsgalati populaciok

Kutatasainkba a Debreceni Egyetem Klinikai K&zpontban kezelt személyek korébdl,
valamint tanszékiink munkatérsai koziil vontunk be egyéneket.

A gyogyszeres terapia labordiagnosztikat befolyasolo hatasat a Klinikai Kozpontban
2014. janius 1. és 2021. december 31. k6zott szarkoidozis kivizsgalason és diagnosztikai céli
informatikai rendszerben elérhetd

szérum ACE-aktivitas-mérésen atesett, a korhazi

dokumentécioval rendelkezd 1823 beteg kdrében vizsgaltuk (1. tablazat).

Nék Férfiak

Vizsgalati csoport

Biokémiai ACE-gatlo gyogyszerhatas

Biokémiai ACE-gatlo gyogyszerhatas

Igen Nem Igen Nem
n 1823 171 811 131 710
Eletkor (évek) 46,6 (38,8 —58,9) 60,0 (53,4 —70,3) 46,8 (39,7 -57,9) 554+£133 42,0 (35,9 -52,1)
ACE-aktivitas (U/L) 10,39 (7,5 -13,4) 4,36 (2,9-6,7) 10,89 (8,4 —13,4) 4,56 (2,9 -6,8) 11,77 (9,4 — 14,6)

1. tablazat - A diagnosztikai célu ACE-aktivitas-mérésen atesett egyének demografiai

adatai.

A vizelet enzimaktivitds-méré moddszer kifejlesztéséhez, optimalizdlasdhoz és az
endogén vizelet ACE-inhibitorok azonositasahoz 5 munkatarsunk szolgéltatott rendszeresen
mintat. A vizelet enzimaktivitdst vizsgald, prospektiv Osszehasonlitd tanulmanyunkban 33

ACE-gatlot szedo sziv- és érrendszeri beteg alkotta a vizsgélati populaciot, mig 20 ACE-gatlot

nem szedd egyén a kontroll csoportot (2. tablazat).

Kontroll csoport Vizsgalati csoport
Noék Férfiak Noék Férfiak
n 11 9 11 22
Eletkor (évek) 49,42 £17,32 48,04 + 18,42 67,60 = 7,93 70,57 £ 10,39
BMI (kg/m?) 25,64 (23,53 —28,04) 28,15+ 6,14 29,51+5,61 29,80 +£5,31
eGFR-EPI (mL/min/1,73m?) 90,00 (85,00 — 90,00) 90,00 (86,50 — 90,00) 74,82 + 19,70 81,00 (70,50 - 90,00)
Kardiovaszkularis betegség (n, (%)) 5 (45%) 4 (44%) 11 (100%) 21 (95%)
Magasvérnyomas (n, (%)) 3 (27%) 2 (22%) 9 (82%) 19 (86%)
Diabetes mellitus (n, (%)) 3 (27%) 1(11%) 5 (45%) 12 (55%)
Veseelégtelenség (n, (%)) 1 (9%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)
Dohinyzas (n, (%)) 3 (27%) 4 (44%) 3 (27%) 4 (18%)
perindopril 0 (0%) 0 (0%) 10 (91%) 17 (77%)
ACE-gatlé tipusa (n, (%))  ramipril 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5(23%)
lizinopril 0 (0%) 0 (0%) 1 (9%) 0 (0%)

2. tablazat - A vizelet ACE-aktivitast vizsgalo prospektiv tanulmanyban

demografiai adatai.

részt vevok
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A részt vevd személyek jarobetegellatasuk soran, vagy egyéni, kutatdsi céla
konzultacidjuk alkalmaval tajékozott beleegyezésiiket adtdk az orvosi vizsgalathoz, a vér- vagy
vizeletvételhez, valamint az ACE-aktivitas és vizelet kreatinin koncentracié meghatarozasahoz.

A Debreceni Egyetemen hasznalt orvosi (UDMed, ver. 5.46, University of Debrecen,
Hungary) és laboratériumi (GLIMS, ver. 8.11, CliniSys, Belgium) informatikai rendszerekben

rogzitett és tarolt adatok retrospektiv modon keriiltek feldolgozasra.
5.2. Biologiai mintak gyiijtése, kezelése

A vérmintak gylijtését a jarobetegellatasok alkalmaval standard aszeptikus technikéval
erdsségli centrifugéaldssal valasztottuk el a szérumot a sejtes elemektl. Az igy nyert
szérummintdkat —20 °C-on taroltuk az ACE-aktivitds ¢és ACE-gatlas mértékének
meghatarozasaig.

A reggeli elsé kozépsugar vizeletmintakat, valamint a nappali hig vizeletmintakat a
vizsgalatok napjan, standard vizeletmintavételi eljarasok alkalmazédsaval gytjtottik. A
mintakat 25 °C hdmérsékleten szallitottuk és centrifugaltuk (10 perc, 400 g). Valamennyi

mérést iledékmentes, friss vizeletmintabol végeztiink.
5.3. Szérum ACE-aktivitas meghatarozas

A szérummintdk ACE aktivitdsdnak meghatarozasara kutatocsoportunk kordbban
kidolgozott fluoreszcens kinetikus mddszerét hasznéltuk (87). A modszer a szintetikusan
eléallitott Abz-FRK-(Dnp)-P-OH szubsztrat (Peptid 2.0, Chantilly, USA) alkalmazasan alapul,
amelyet a szérum ACE szelektiven képes hasitani. Az ACE hasitdsdnak hatasara a quenchelt
szubsztrat donor (Abz) és akceptor (Dnp) molekulai kozotti energiadtadds megsziinik, a donor
molekula gerjeszthetdvé valik, relaxacidja soran fluoreszcens fényt emittal. A kibocsatott
fluoreszcens fény intenzitas novekedése aranyos a szérum ACE aktivitasaval.

Az alkalmazott reakcioelegy a megfeleld mennyiségii szérumminta mellett 15 uM Abz-
FRK(Dnp)P-OH szubsztratot, 50 mM NaCl-ot és 10 uM ZnCl,-ot tartalmazott 100 mM TRIS-
HCI (pH 7,0) pufferben. A meghatirozashoz 96 lyuku fekete plate-et (kat. szam: 655-900,
Greiner-Bio One International GmbH, Kremsmiinster, Ausztria) hasznaltunk. A fluoreszcencia
jelintenzitas valtozasat 1 perces mérési id6kozokkel 90 percig detektaltuk 37 °C-on ClarioStar
plate reader késziilékkel (BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag). A gerjesztési

hullamhossz A= 340 nm, az emisszios hullamhossz A= 405 nm volt. A fluoreszcencia
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jelintenzitas értékeket a 0 idOpontban mért (minta szinébdl adddo, kiinduldsi) fluoreszcens
jelintenzitasra és a mintat nem tartalmazé reagens vakra torténd korrigalast kdvetden az ido
fliggvényében abrazoltuk. A pontokra egyenest illesztettiink. Az ACE-aktivitas U/L-ben
kifejezett értékét az alabbi Osszefliggés alapjan szamoltuk:

ACE-aktivitas =S/ kx D
ahol az S az illesztett egyenes meredeksége, k az 1 pM szubsztrat standard koriilmények kozotti,
1 perc alatti teljes hidrolizisébdl szarmazoé fluoreszcencia jelintenzitas novekedés mértéke és D

a szérumminta higitdsanak mértéke.
5.4. A szérum ACE-gatlas mértékének meghatarozasa

Az ACE-gatlds mértékének meghatdrozasa ¢érdekében, az ACE-aktivitast a
diagnosztikai céli mérések soran alkalmazott 35-szor6s szérumhigitas (87) mellett tovabbi
higitasokon is megmértiik. A vizsgalt, ACE-gatlot nem tartalmazé és ACE-gatlot tartalmazo
szérummintakbol felez6 sorozathigitdsokat készitettiink.

A megfelelden pufferelt reakciokdzeg biztositasa miatt a legkisebb alkalmazhaté higitas
4-szeresnek adodott. Az ezen a higitason mért legalacsonyabb ACE-aktivitas reprezentalta az
in vitro meghatarozhaté maximalisan gatolt allapotot.

A 400-szoros higitasnal nagyobb higitdsok esetében a jel-zaj ardny jelentds romldsat
tapasztaltuk, amely nagyfoku mérési bizonytalansagot eredményezett. A kisérletsorozat
tapasztalatai alapjan ezért a 4-szeres és 400-szoros higitdsokat vélasztottuk az esszéhez. A

gatlads mértékét az alabbi képlet alapjan definialtuk:

ACE-aktivitas,_g, (it
ACE — gatlas (%) = 100 — (100 X 4-szeres higitas >

ACE'aktiVitéS%O—szoros higitas
Az ACE-gatld gyogyszer jelenlétét igazold gatlasi hatarérték meghatdrozasa céljabol

megvizsgaltuk a lokalis populacioban mérhetd endogén ACE-gétlés eloszlasat.
5.5. Vizelet ACE-aktivitas meghatarozas

A vizelet ACE-aktivitast az Abz-FRK-(Dnp)-P-OH szubsztratot (Peptid 2.0, Chantilly,
USA) alkalmazo fluoreszcens kinetikus essz¢é (87) modositott, optimalizalt protokollja szerint
hatdroztuk meg. Minden kisérletben az adott mérésnek megfeleld mintahigitasokat
alkalmaztunk.

A végleges vizelet ACE-aktivitas-méré esszé protokoll reakcidelegye 100 mM

tris(hidroximetil)-aminometan-hidroklorid (TRIS) puffert (pH: 7,0), 15 pM szubsztratot,
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50 mM NaCl-t, 10 pM ZnCl,-t, valamint 64-szeres és 128-szoros higitasi vizeletmintat
tartalmazott. Minden reakcioelegyhez egy 1 uM lizinoprilt tartalmazo kontrollt (kat. szam:
L6292-100 mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) is alkalmaztunk. A fluoreszcens
jelintenzitas valtozast 1 perces mérési idokozonként, 90 percen keresztiil rogzitettiik, 37 °C-on,
ClarioStar plate readerrel (BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag). Az adatelemzéshez
a 20 és 80 perc kozotti idotartam adatpontjait hasznaltuk. Amennyiben a 64-szeres higités
mellett mért aktivitds meghaladta a 128-szoros higitasnal mért értéket, a 64-szeres higitas
eredményeit vettiik figyelembe a hig vizeletmintak tulzott higuldsabdl eredd torzitas elkeriilése
érdekében.

A  membransziiréses kisérletek soran az endogén inhibitorokat Vivaspin 20
membransziird oszlopok alkalmazéasaval (Sartorius Stedim Biotech GmbH, Gottingen,
Németorszag) valasztottuk el a vizelet ACE-tol. A nativ vizeletmintakat (6 mL) desztillalt
vizzel 20 mL végso térfogatra higitottuk. Az oszlopokat 4000 g relativ centrifugélis erdvel,
45 percen keresztiil centrifugaltuk 25 °C-on. Ezt kdvetéen minden oszlopot kétszer mostunk
20 mL desztillalt vizzel, azonos centrifugalasi koriilmények alkalmazasaval. Az dsszegyiijtott
60 mL filtratumot vakumcentrifugalassal toményitettiik vissza az eredeti 6 mL térfogatra. A
retentdtumot a membranrél 6 mL 100 mM-os TRIS pufferben (pH: 7,0) nyertiik vissza. Az
0sszehasonlitd mérések soran mind a nativ vizeletmintakat, mind a membran tisztitott ACE
mintakat 4-szeres higitas mellett vizsgaltuk.

Az endogén gatl6 dgensek azonositasat célzo kisérletekhez a potencidlis inhibitorokat a
gyartoi eldirasoknak megfelelden oldottuk fel (urea: kat. szam: U6504-1KG, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA; hugysav: kat. szam: U2625-25G, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
urobilinogén: kat. szam: 651-10, Lee Biosolutions, Maryland Heights, MO, USA).

5.6. A vizelet ACE-aktivitas-méro esszé specificitasanak meghatarozasa

A vizelet ACE-aktivitds-mérés specificitasat ACE specifikus inhibitorokkal (lizinopril:
kat. szdm: L6292-100 mg, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; kaptopril: kat. szdm: C4042,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), valamint mas protedzokra hat6 inhibitorokkal vizsgaltuk
(amastatin-hidroklorid: kat. szam: SC-202051, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA;
apstatin: kat. szam: BML-P1145-0001, Enzo Biochem Inc., Farmingdale, NY, USA; bestatin-
hidroklorid: kat. szdm: B8385, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; MLN-4760: kat. szam:
5.30616, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag; foszforamidon: kat. szdm: R7385, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA; szakubitrilat: kat. szam: HY-17620, MedChemExpress,
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Monmouth Junction, NJ, USA; Z-prolil-prolinal: kat. szdm: BML-PI112, Enzo Biochem Inc.,
Farmingdale, NY, USA).

5.7. Vizelet ACE-aktivitas-mérés immunodepléciot kovetéen

Az immunodeplécios kisérletek soran eldszor 10 kDa poérusméreti membransziird
oszlopok alkalmazasaval eltavolitottuk az endogén inhibitorokat. A gatld 4gens mentes
retentatumot ezt kovetéen ACE-specifikus ellenanyaggal (120 ng/mL végsd koncentracio, kat.
szdm: 841365, a DY 929 kit komponense, R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), majd
Protein G Sepharose 4 Fast Flow gyantaval (10% végso gyongytérfogat, kat. szam: 17-0618-
001, Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) inkubaltuk. Az ellenanyaggal torténd inkubacid
16 oran keresztiil, szobahdmérsékleten zajlott, mig a gyantaval torténd inkubéacid 2 Oran
keresztiil, szobahdémérsékleten, folyamatos razatds mellett. Az ACE-depletdlt és kontroll

vizeletmintak aktivitasat ezt kovetden 4-szeres higitds mellett hataroztuk meg.
5.8. A bioldgiai mintak stabilitasanak vizsgalata

A szérum ACE-aktivitas stabilitasat az alkalmazott -20 °C-os tarolasi koriilmények
kozott 123 mintan teszteltiik, az els6 méréshez képest atlagosan 6 év 4 honap elteltével
(min: 5 év 1 honap, max: 7 év 3 honap).

A vizelet ACE-aktivitas stabilitasat harom fiiggetlen mérés alkalmaval, harom térolési

hémérsékleten, 25 °C-on, 4 °C-on és -20 °C-on vizsgaltuk.

erer

crer

automatan (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszdg), CREJ2 Creatinine Jaffé
Gen.2 kazettdk alkalmazéasaval (Ref.: 04810716190, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Németorszag) hatdroztuk meg.
5.10. Etikai engedély

A vizsgalatokat és a klinikai adatok feldolgozasat a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga (DE KK RKEB/IKEB: 5925-
2021), valamint az Emberi Eréforrasok Minisztériuma (15471-6/2023/EUIG) jovahagyta. A

kutatasok a Helsinki Nyilatkozat alapelveivel 6sszhangban zajlottak.
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5.11. Statisztikai elemzés

A statisztikai analizist a GraphPad Prism 9.0 szoftverrel (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, USA) végeztiik a kdvetkezd probak alkalmazasaval: D’ Agostino-Pearson proba
(normalitds vizsgélatok), paros t-teszt (8.A,B), Mann-Whitney U-teszt (5.B, 15.), egyutas
ANOVA Holm-Sidak féle Osszehasonlitd teszttel (9.A,B,C, 10.A,B,C, 11.A-1, 13.A,B,C),
Kruskal-Wallis teszt Dunn féle tobbszords Osszehasonlitd teszttel (12.A,B,C), Spearman
korrelacié analizis (14.B). A normal eloszlast mutat6 értékeket atlag (+ standard devidcio)
formaban, mig a nem normadl eloszlast mutatd értékeket medidn (interkvartilis tartomany)

formaban tiintettiik fel. Statisztikailag szignifikans kiilonbségnek a p<0,05 értéket tekintettiik.
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6. EREDMENYEK
6.1. A gyogyszeres terapia labordiagnosztikat befolyasolé hatasa

6.1.1. Az ACE-gatlo interferencia objektiv Kkimutatasanak higitas alapu

modszertani megkozelitése

A modszer alapjat képezi, hogy a szérum ACE-aktivitds mért értékét szignifikdnsan
befolydsolja a mérés soran alkalmazott mintahigitas mértéke, valamint barmilyen ACE-gétlo
gyogyszer jelenléte a vizsgalt mintdban (4. abra).

A human szérumalbumin reverzibilisen blokkolja az ACE miikodését, amely gatlas a
mérés soran a minta legalabb 35-sz6rds higitdsdval megsziintethetd (87). Harmincotszordsnél
kisebb higitasi fok alkalmazasa esetén, az albumin kozvetitette fiziologids gatlas kdvetkeztében
az ACE-aktivitds alulbecsiilt, mig a 35-sz0rds higitast meghalad6 tartomanyban a higitasra
korrigalt ACE-aktivitas allandova valik és megbizhatéan mérhetd (korok, 4. abra).

ACE-gatlo gyogyszert tartalmazd szérummintdk esetén az ACE-aktivitds tovabbi
novekedése figyelhetd meg a 35-szorost meghalad6 higitasokon (négyzetek, 4. abra). A
35-sz0r0s higitas mellett mért ACE-aktivitas értékek gyakran nem tesznek kiilonbséget ACE-
gatlot szedd és nem szedd betegek kozott (zolddel kiemelt jeldlések, 4. dbra), kivaltképp akkor,
ha a mért értékek a referencia-tartomanyon beliil helyezkednek el. A parhuzamosan 4-szeres ¢és
400-szoros szérumhigitas mellett mért ACE-aktivitas értékekbdl (gatolt, illetve kozel teljesen
gatolatlan aktivitds) az ACE-gatlas mértéke pontosan meghatarozhat6. Az arany informaciot
szolgaltat az albumin kdzvetitette endogén inhibicié mértékérdl ACE-gatlot nem szedd betegek
esetében (a gatldas mértéke = 55 %, 4. 4bra), valamint az ACE-gatl6é gydgyszerek hatasarol a
kezelésben részesiild paciensek esetében (a gatlas mértéke = 97 %, 4. abra).

Az ACE-gatlo gyodgyszer jelenlétét a szérummintaban (a lokalis populacidban tapasztalt
maximalis endogén ACE-gatlas ~78 % mértéke alapjan) az ACE gatlas 80%-ot eléré vagy
meghalado szintje jelzi (104).
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4. abra - Az ACE-gatlo gyogyszerek hatasa a szérumminta higitasaval reverzibilisen
csokkentheto.

Az abran egy ACE-gatlot szedo (negyzet) és egy ACE-gatlot nem szedo (kor) beteg szérumaban
megfigyelheto, higitasra korrigalt ACE-aktivitas valtozasokat —dbrazoltuk  kiilonbozo
szerumhigitasok mellett. A laboratoriumi leleten feltiintetett, 35-sz6rds higitason mért ACE-
aktivitas ertékekhez tartozo pontokat zold szinnel jeloltiik. Minden pont harom fiiggetlen mérés
atlagat és szorasat jeloli. Az abran feltiintettiik a szérum ACE-aktivitas referencia-tartomanyat
(35-szoros mintahigitas mellett merve), valamint a két minta esetében megfigyelt ACE-gatlas

mertéket is.

6.1.2. ACE-gatlot szedok aranya a diagnosztikai célu ACE-aktivitas-mérésen

atesok korében

A szérum ACE-aktivitds hdrom higitason valdé meghatarozasaval szerettiik volna
igazolni, hogy az 1823 szarkoiddzis gyanujaval kivizsgalt egyén a vérvétel idépontjaban nem
allt ACE-gatlo kezelés alatt. Feltételeztiik, hogy a klinikusok a mintavétel soran kelld
kortiltekintéssel jartak el, és a betegeket atallitottdk angiotenzin II receptor blokkolo terapiara,
vagy ideiglenesen felfiiggesztettétk az ACE-gatlo kezelésiiket, mivel a vizsgalat célja a
szarkoiddzis gyantjanak aldtdmasztisa emelkedett szérum ACE-aktivitas kimutatasaval.

A véarakozasainkkal ellentétben azonban, minden hatodik vizsgalatba bevont beteg
esetében (1823 paciens koziil 302 esetében) biokémiai evidencidt taldltunk ACE-gétlo
gyogyszerhatas jelenlétére a diagnosztikus ACE-aktivitas meghatarozas idépontjaban (5.A abra

- piros oszlopok).
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6.1.3. Az ACE-gatlo gyogyszerek hatasa a szérum ACE-aktivitasra

Az ACE-gatlo gyogyszerhatds szignifikansan ndvelte az ACE-gatlas mértékeét
(94,9 % [91,6-96,7 %]) az endogén, albumin kozvetitette ACE-gatlashoz képest
(52,9 % [46,9-59,85 %]). Ennek kovetkeztében, a diagnosztikus, 35-sz0rds higitdson mért
szérum ACE-aktivitds szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott a biokémiai ACE-gatld
gyogyszerhatast mutato csoportban az ACE-gatlo gyogyszerhatast nem mutato betegek korében
mérthez képest (4,41 U/L [2,93-6,72 U/L] vs. 11,32 U/L [8,79-13,92 U/L]; p<0,01) (5.B ébra).

Egyértelmiien kitlint azonban, hogy egyetlen ACE-aktivitas érték alapjan nem lehetett
volna kovetkeztetni az ACE-gatlo gyogyszer jelenlétére, mivel a biokémiai ACE-gatld
gyogyszerhatast mutato betegek 77,5%-anak (n=234) ACE-aktivitas értékei atfedést mutattak
(2,78-27,42 U/L) az ACE-gatlo hatast nem mutatd betegek értékeivel (5.B dbra - kék téglalap).

(a) (b)
ACE-gatlé
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5. abra - Az ACE-gatlas és az ACE-aktivitas megoszlasa a vizsgalt populacioban

Az ACE-gatlas meértékének megoszlasat dabrazolo hisztogram mutatja, hogy a mintavétel
idopontjaban minden hatodik beteg ACE-gatlo gyogyszerhatas alatt allt (a), amely alacsony
ACE-aktivitast eredményezett (b). A zéld oszlopok a természetes, endogén ACE-gatlassal
rendelkezo betegek megoszlasat, mig a piros oszlopok az ACE-gatlo gyogyszerhatads
kovetkezteben fokozott ACE-gatlast mutato betegek megoszlasat szemléltetik (a). A (b) panelen
minden egyes pont egy beteg ACE-aktivitds értéket, a kék szinnel kiemelt teriilet pedig az atfedo
aktivitastartomanyt jeloli. Az ACE-gatlo gyogyszerhatast mutato és nem mutato betegek ACE

aktivitasanak medianja és interkvartilis tartomanya szintén feltiintetésre keriilt az dbran.
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A reakcidelegyben alkalmazott szérumhigitds mértéke jelentds hatdssal van a mért
ACE-aktivitasra. Ezen 0sszefiiggés az altalunk vizsgalt populacidban is jol megfigyelhetd volt
(6. abra). A 4-szeres szérumhigitashoz viszonyitva, a 35-szords higitas mellett mért, higitasra
korrigalt ACE-aktivitas szignifikdnsan magasabbnak adodott az ACE-gatlé gyogyszerhatéast
nem mutatd csoportban (+99%,; 5,68 U/L [4,31-7,29 U/L] vs. 11,32 U/L [8,79-13,92 U/L)), az
albumin reverzibilis endogén gatld hatasanak megsziinése kovetkeztében (6.A 4bra). Mig a
400-szoros, tovabbi mintahigitas elhanyagolhatd hatdssal birt az ACE aktivitasra
(+8%; 12,23 U/L [9,20-15,60 U/L]). Ezzel szemben, a biokémiai ACE-gatlo gyogyszerhatast
mutatdé mintdk esetében, a 400-szoros higitas tovabbi, még jelentdsebb ACE-aktivits
novekedést eredményezett (+125%). A 400-szoros higitas mellett mért aktivitas - figyelembe
véve az ACE-gatld gydgyszerhatast mutatd egyének szérumaban megfigyelhetd, higitasra
korrigalt ACE-aktivitas valtozasokat (4. abra) - feltételezhetéen megkozelitette azt az értéket,

amely ACE-gatlo kezelés hidnyéaban lett volna mérhetd az adott betegeknél (6.B abra).
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6. abra - Kiilonboz6 higitasokon mért ACE-aktivitas biokémiailag igazolt gyogyszerhatast
nem mutato és mutat6 betegek korében

A violin plotok a klinikailag relevans higitasi értékeken (4-szeres, 35-szoros és 400-szoros
higitas) mert ACE-aktivitasok megoszldasat mutatjak be biokémiailag igazolt ACE-gatlo
gyvogyszerhatdst nem mutato (a), és ACE-gatlo gyogyszerhatast mutato betegek esetében (b). A
fekete, folytonos vonalak az egyes csoportok medianértékeit, mig a zold szaggatott vonalak az
interkvartilis tartomanyokat jelolik. A vilagos zolddel kiemelt teriilet a 35-szoros higitas mellett

meért ACE-aktivitas referencia-tartomanyat jelzi.

6.1.4. ACE-gatlo terapia miatti fals negativ vizsgalati eredmények gyakorisaga

Az ACE-aktivitdas meghatarozasa akkor segiti a szarkoidozis diagndzisat, ha - a 35-
szOrds diagnosztikai higitdson végzett mérés soran - a mért érték meghaladja a normal
populéciéra vonatkozd referencia-tartomanyt. Megvizsgaltuk, hogy a populacionkban hany
esetben fedte el ACE-gatl6 gyogyszerszedés az emelkedett ACE-aktivitast. A meghatarozashoz
a 400-szoros higitas mellett mért ACE-aktivitas értékeket hasznaltuk.

Azon 161 beteg koziil, akiknél az ACE-aktivitas a diagnosztikus 35-sz6rds higitdson
mérve a referencia-tartomany ala esett, kettd esetében kaptunk volna a referencia-tartomany

folotti értéket (7.A abra). Mig azon 138 beteg koziil, akiknél az ACE-aktivitas ezen a higitason
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mérve a normal tartomanyba esett, az eredmény 60 f6 esetében haladta volna meg a referencia-
tartomany felsd hatarat (7.B abra). Osszességében, az ACE-aktivitds mérés legaldbb 62 tovabbi
egyén esetében tdmogathatta volna a szarkoiddzis diagnozisat, ha a betegek a mintavétel

idépontjaban nem alltak volna biokémiai ACE-gétld gyogyszerhatas alatt.
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7. abra - A biokémiailag igazolt ACE-gatlo gyodgyszerhatas szarkoidozis diagnosztikat
befolyasolé hatasa

Legalabb 62 beteg esetéeben a széerum ACE-aktivitas a referencia-tartomany folé emelkedett
volna ACE-gatlo gyogyszerhatds hianyaban. Az egyes pontparok egy-egy beteg ACE-aktivitds
értékeit abrazoljak 35-szords és 400-szoros higitason mérve, azon betegek esetében, akiknél a
35-szords higitason mért ACE-aktivitds a referencia-tartomany alattinak mutatkozott (a),
illetve azon betegek esetében, akiknél a 35-sz6rds higitason mért érték a referencia-

tartomanyon beliil esett (b).
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6.1.5. A betegdokumentacio atvizsgalasanak tanulsagai

A 302 biokémiailag igazolt ACE-gétld gyogyszerhatast mutatd beteg korlapjanak részletes
attekintését kovetden megallapitottuk, hogy az életkoruk szignifikdnsan magasabb az ACE-
gatld gydgyszerhatast nem mutatd betegekéhez képest, mind a nék (60,5 + 11,7 év vs. 48,2 £+
14,0 év; p<0,01), mind a férfiak esetében (55,4 + 13,3 év vs. 44,3 + 15,1 év; p<0,01; 3. tdblazat).
Tovabba, a 302-bdl minddssze 121 esetben keriilt rogzitésre a betegek gydgyszeres kezelése a
dokumentéacioban (minden esetben tartalmazva valamilyen ACE-gatlo hatéanyagot), amely
lehetdvé tette volna az ellatd személyzet szamara az ACE-gatld terdpia felismerését. Habar a
varakozasoknal alacsonyabb ACE-aktivitas eredmény tényét 50 esetben rogzitették, a hattérben

allo ACE-gatl6 kezelést minddssze 3 esetben ismerték fel (3. tablazat).

Noék Férfiak
Vizsgalati csoport Biokémiai ACE-gatlé gyogyszerhatas Biokémiai ACE-gitlo gyégyszerhatas
Igen Nem Igen Nem
n 1823 171 811 131 710
Eletkor (évek) 46,6 (38,8 —58,9) 60,0 (53,4 —70,3) 46,8 (39,7 -57,9) 55,4+ 133 42,0 (35,9 -52,1)
ACE-aktivitas (U/L) 10,39 (7,5 -13,4) 4,36 (2,9-6,7) 10,89 (8,4 —13,4) 4,56 (2,9 - 6,8) 11,77 (9,4 - 14,6)
ACE-gitlas (%) 55,1 (47,1 - 66,7) 95,0 (91,8 —96,7) 51,6 + 10,6 94,8 (90,6 — 96,7) 53,9+10,9
| |
Feltiintetésre Keriilt a gyogyszer a betegdokumentaciéban? Igen: 121 Nem: 181
ACE-gitlé tipusa (n, (%)) perindopril: 92 (76%)
ramipril: 16 (13%)
enalapril: 10 (8%)
lizinopril: 3 (3%)
Az eredmény interpretalasra keriilt a leleten? Igen: 50 Nem: 252
Felismerésre keriilt az ACE-gatlé gyogyszer hatasa? Igen: 3 Nem: 299
Végeztek kontroll ACE-aktivitas mérést? Igen: 43 Nem: 259
Volt kimutathaté ACE-gatlo hatas a kontroll mérés soran? Igen: 29 Nem: 14

3. tablazat - A betegdokumentacio attekintésének eredményei

Azonositottuk azon betegeket, akiknél az elsé mintavétel ACE-gatld kezelés alatt
tortént, majd a kezeldorvosuk ismételt ACE-aktivitds meghatarozast kért (3. tablazat). A 43
beteg koziil 29 esetében az ismételt mérésekre is ACE-gatld kezelés mellett keriilt sor.
Koriikben az ACE-gatlas mértéke 80% felett maradt (94,1 + 3,8% vs. els6 megjelenéskor:
93,4 + 3,9%; p>0,05), és az ACE-aktivitdis nem valtozott érdemben a kdvetés soran
(4,62 +2,1 U/L vs. 5,16 + 2,5 U/L; p>0,05; 8.A abra).

Ezzel szemben, 14 beteg esetében nem talaltunk biokémiai bizonyitékot ACE-gatld
hatds fennallasara a kontrollvizsgalatok sordn (ACE-gatlds mértéke: 90,1 + 5,4% vs.
58,2 £ 11,5% a masodik megjelenéskor; p<0,01). Koriikben a szérum ACE-aktivitas jelentds
emelkedése volt megfigyelhetd (6,0 + 2,4 U/L vs. 11,4 + 4,2 U/L a mésodik megjelenéskor;
p<0,01; 8.B abra).
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8. abra - Megismételt aktivitas-mérések eredményei

Egyes betegek esetében az ACE-aktivitas meghatarozads megismétlésre keriilt. Azon betegeknél,
akiknél az ACE-gatlo terdpia nem keriilt felfiiggesztésre, az ismételt ACE-aktivitds
meghatarozas soran tovabbra is magas ACE-gatlas ((a) panel bal oldala) és alacsony ACE-
aktivitas ((a) panel jobb oldala) volt kimutathato. Az ACE-gatlo kezelés megszakitasa az ACE-
gatlas mértékének szignifikans csokkenéséhez ((b) panel bal oldala), valamint az ACE-aktivitas
emelkedéséhez vezetett ((b) panel jobb oldala). A pontok az egyes betegek ACE-aktivitas

ertekeit jelolik. Az egyes csoportok atlageértékei és szorasai is feltiintetésre keriiltek.
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6.2. Enzimaktivitas-mérés vizeletben

6.2.1. A vizelet endogén ACE-gatlok molekulatomegének meghatarozasa

A vizeletmintdkat 5, 10, 30 és 50 kDa porusméreti membransziird oszlopok
alkalmazasaval filtraltuk, majd az endogén ACE-gatlok molekulatomegének becslése céljabol
meghatdroztuk az egyes retentatumok ACE aktivitésat.

A nativ, nem szlirt vizeletben >92%-kal nagyobb ACE-gatlast figyeltiink meg a 10 kDa
porusméretli szlirdn visszamarad6 frakciohoz képest (ACE-aktivitas: 7,79 + 6,27% vs.
100 £ 17,43%; p<0,005). Az 5 kDa poérusméretii membransziir6 alkalmazasa jelentds, de nem
teljes mértékli ACE-aktivitds ndvekedést eredményezett (71,40 = 4,03%). Az endogén ACE-
gatlok teljes elkiilonitését a 10 kDa-os oszlop alkalmazasaval tudtuk elérni, a 30 és 50 kDa-os
szirdk hasznalata mellett tovabbi ACE-aktivitdas novekedés nem volt megfigyelhetd
(100,00 + 17,43%, 102,10 + 18,87% ¢és 103,10 + 18,85%; 9.A abra).

Az endogén vizelet ACE-gatlok sikeres eltavolitasat a filtratumok visszaaddséaval
ellendriztiik (9.B 4abra). Tiz kilodalton poérusméreti membransziird alkalmazasa mellett a
vizelet ACE-aktivitds a retentatumban tobb mint tizszeresére nétt, mig a filtradtumban
szamottevo aktivitds nem volt kimutathatd. A <10 kDa-os filtratum visszakeverése a 10 kDa-
os retentatumhoz az ACE-aktivitds jelentds csokkenéséhez vezetett, az eredmény
megkozelitette a nativ vizeletben mért aktivitast (10,00 + 5,80% vs. 7,79 £ 6,27%).

A kisérleti eredmények azt sugalltak, hogy az endogén inhibitorok a <5 kDa, illetve az
5-10 kDa kozotti molekulatdomeg tartomanyokban lehetnek jelen. Az 5-10 kDa kozotti
tartomanyban esetlegesen eléforduld vizelet ACE-gatlot szekvencidlis membransziiréssel, a
<10 kDa-os vizeletfrakcido <5 kDa-os és 5-10 kDa-os alfrakcidkra bontasaval vizsgaltuk. A
nativ vizeletet elészor egy 10 kDa-os membransziirén filtraltuk, majd az igy kapott <10 kDa-
os filtratumot egy 5 kDa-os membransziird oszlop alkalmazaséval tovabb frakcionaltuk. A
folyamat eredményeként harom komponens keletkezett: a vizelet ACE-t tartalmaz6 10 kDa-os
retentdtum, az 5-10 kDa-os vizelet alfrakcionak megfeleld 5 kDa-os oszlop retentatum,
valamint a <5 kDa-os filtratum. Az ACE-aktivitast mindharom vizelet komponensben, valamint
az alfrakciok 10 kDa-os retentditumhoz visszakevert elegyeiben is meghatdroztuk. Sem a
<5 kDa-os, sem az 5-10 kDa-os alfrakcié nem mutatott ACE-aktivitast. A <5 kDa-os filtratum
10 kDa-os retentaitumhoz keverése jelentés ACE-aktivitds csokkenést eredményezett, kozel
reprodukélva a nativ vizeletben megfigyelt gatlé hatast (12,06 + 6,62% vs. 10,84 + 3,55%).

Ezzel szemben az 5-10 kDa kozotti alfrakcio visszaadasa nem befolyéasolta az ACE-aktivitast
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(99,62 + 6,67% vs. 100,00 + 4,73%). Ezen eredmények nem tdmogatjak endogén ACE-gatlo
jelenlétét az 5-10 kDa molekulatomeg tartomanyban (9.C abra).
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9. abra - Az endogén vizelet ACE-inhibitorok elvalasztisa molekulatomeg alapu
membransziiréssel és a sziirlet visszaadasanak hatasa az ACE-aktivitasra

Az (a) panel az endogén vizelet ACE-gatlok molekulatomeg alapu membransziiréssel végzett
elvalasztasanak eredményét szemlélteti. A >150 kDa molekulatomegii vizelet ACE
aktivitasanak meghatdrozasa nativ vizeletben, valamint 5, 10, 30 és 50 kDa porusmeéretii
membransziirok alkalmazasaval nyert retentatumokban tortént. A <10 kDa-os filtratum
visszaadasa a vizelet ACE-aktivitas gatlasat okozta (b). Az 5-10 kDa molekulatomeg
tartomanyba esé endogén inhibitor latszolagos jelenléte kizarolag modszertani okokra volt
visszavezetheto (c). Az oszlopok harom fiiggetlen kisérlet atlagat és szordsat abrazoljak. Az
ACE-aktivitas értékeket a 10 kDa-os retentatum aktivitasahoz viszonyitottuk. A nativ mintaktol

szignifikansan eltéré ACE-aktivitds értékeket csillag (*) jeloli.

6.2.2. A higitas hatasa a vizelet ACE-aktivitasra és az enzim farmakologiai
gatolhatésaga

Az inhibitorok membransziiréssel valo eltavolitasaval igazoltuk, hogy a vizeletben jelen

1évé endogén ACE-gatlas reverzibilis. A szlirésnél egyszerlibb alternativat keresve

megvizsgaltuk, hogy a géatld hatds megsziintethetd-e a vizelet higitdsa altal, csokkentve az

crer
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minden higitasi fokon meghataroztuk az ACE-aktivitast. A reakcidelegyben alkalmazott vizelet
higitas mértéke szignifikdnsan befolydsolta a mért ACE-aktivitast. A higitasra korrigalt ACE-
aktivitds fokozatos novekedését figyeltiik meg egészen 128-szoros higitasig, amely felett
rezidudlis endogén gatlds mar nem volt kimutathatdé (10.A 4&bra). A tovabbi higitas
elhanyagolhat6 hatassal jart, 256-szoros higitdsnal minddssze +2,34%-o0s aktivitas valtozast
észleltlink.

A vizelet ACE-aktivitast a lizinopril (ICso = 2,034 x 10 M; 10.B ébra) és a kaptopril
(ICso = 4,497 x 10 M) teljes mértékben gatolta (10.C abra).

(b) (O]
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10. abra - Vizelet ACE-aktivitas sorozathigitott vizelet mintakban és ACE-gatlo
gyogyszerek koncentracio-hatas gorbéi

A higitasra korrigalt vizelet ACE-aktivitdst sorozathigitott vizelet mintakban meértiik
(2-szerestol 256-szoros higitasig) (a). Szazhuszonnyolcszoros higitdsig az aktivitds szignifikans
novekedese volt megfigyelheto, efelett tovabbi vailtozas nem jelentkezett. A 128-szoros higitdson
mért értékektol szignifikansan eltéré ACE-aktivitasokat csillag (*) jeloli. A vizelet ACE-
aktivitas ACE-gatlo gyogyszerekkel, lizinoprillel (b) és kaptoprillel (c) teljes mértékben
gatolhatonak bizonyult. A lizinopril, illetve a kaptopril vizelet ACE-aktivitasra vonatkozo ICsg
ertéke 2,034 nM-nak, illetve 4,497 nM-nak adodott. Minden pont legalabb hdarom fiiggetlen

méreés atlagat és szordsdt reprezentalja.

6.2.3. A vizelet ACE-aktivitas-méré modszer specificitasanak vizsgalata

A kidolgozott vizelet ACE-aktivitds-méré modszer specificitasat szamos kiilonbozo
peptidaz inhibitor alkalmazasaval teszteltiik. Az aminopeptidaz A és N gatlojaként ismert
amastatin-hidroklorid nem befolydsolta a mért aktivitast (11.A &bra). Hasonloképpen, az
aminopeptidaz P-t gatld apstatin, illetve az aminopeptidaz B és N enzimekre hato bestatin-

hidroklorid nem okoztak valtozast a vizelet ACE-aktivitdsban (11.B,C éabra). Az ACE2
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szelektiv MLN-4760 inhibitor szintén nem volt hatdssal a mérésre (11.D abra). A klinikumban
alkalmazott neprilizin-gatl6 szakubitrilat nem csokkentette a vizelet ACE-aktivitast (11.E abra),
valamint a prolil-endopeptidaz gatld Z-prolil-prolinal esetében sem volt kimutathatd hatés
(11.F ébra).

Ugyanakkor a foszforamidon dinatriumso - egy szakubitrilathoz hasonlo, de az ACE-t
is gatolni képes masik neprilizin-gatlo - 1 pM koncentracidban megkdzelitleg 35%-kal
csOkkentette a vizelet ACE-aktivitast (11.G ébra). A foszforamidon hasonlé mértéki gatld
hatast fejtett ki a szérum ACE-aktivitasra is (11.H abra).
kaphato ACE-specifikus ellenanyaggal. Az immunodepléciot kdvetden a vizelet ACE-aktivitas
a kiindulasi érték 5,0 + 0,6%-ara csokkent, mig az antitestet nem, kizarélag Protein G Sepharose

gyantat tartalmazo6 negativ kontroll megdrizte teljes aktivitasat (107,7 = 4,2%; 11.1 ébra).
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11. abra - Peptidazgatlok hatasa a vizelet ACE-aktivitasra

A vizelet ACE-aktivitast kiilonbozo peptidazgatlok jelenlétében hatdaroztuk meg: amastatin-
hidroklorid (aminopeptidaz A és N gatlo) (a), apstatin (Xaa-Pro aminopeptidaz gatlo) (b),
bestatin-hidroklorid (aminopeptidaz B és N gatlo) (c), MLN-4760 (ACE2-gatlo) (d),
szakubitrilat (neprilizin-gatlo) (e), Z-prolil-prolinal (prolil endopeptidaz gatlo) (f), valamint
foszforamidon dinatriumso (neprilizin-gatlo) (g). A foszforamidon dindtriumso szérum ACE-
aktivitasra gyakorolt hatasat a (h) panel szemlélteti. Minden pont legalabb harom fiiggetlen
méreés atlagat és szordsat abrazolja, az aktivitasértékek a kiindulasi, inhibitort nem tartalmazo
10 kDa-os retentatum aktivitasanak szazalékaban keriiltek kifejezésre. A gatloszert nem
tartalmazo mintaktol szignifikansan eltéro vizelet ACE-aktivitas értékeket csillag (*) jeloli. Az

(i) panel az immunodepléciot kovetéen fennmarado vizelet ACE-aktivitast mutatja be a
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kiindulasi mintdahoz, illetve a csak Protein G Sepharose gyantat (ellenanyag nélkiil) tartalmazo
negativ kontrollhoz viszonyitva. Az oszlopok négy fiiggetlen mérés atlagat és szorasat

abrazoljak, a kiindulasi mintahoz képest szignifikans eltérést csillag (*) jelzi.

6.2.4. A vizelet ACE természetes endogén inhibitorai

A vizelet ACE fiziologias endogén inhibitoraiként az ureat (60,06 g/mol; 12.A abra), a
hugysavat (168,11 g/mol; 12.B 4&bra) és az urobilinogént (592,7 g/mol; 12.C d&bra)
azonositottuk. A harom kis molekula gétl6 hatasat tisztitott vizelet ACE-n vizsgaltuk. Az urea,
referencia-tartomanyan beliil, a vizelet ACE-aktivitas 10-25%-os gatlasaért volt felelds, mig
magasabb koncentraciok mellett kifejezettebb hatast mutatott (ICso = 1,178 M). A hugysav a
fiziologias tartomanyban 30-50%-o0s gatlashoz jarult hozza, mig magasabb koncentraciok
esetén kozel teljes gatlast eredményezett (ICso = 3,611 x 1073 M). Az urobilinogén normal
koriilmények kozott 3-20%-kal csokkentette az ACE-aktivitast, azonban hiperurobilinogén
allapotokban kifejezett gatlo potencialt mutatott (ICso = 2,976 x 10 M).

Patologias koriilmények kozott ezen molekuldk barmelyike 6nmagéban is elegend6

lehet a vizelet ACE-aktivitas felfliggesztéséhez.
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12. abra - Az urea, a hugysav és az urobilinogén hatasa a vizelet ACE-ra

Az ACE-aktivitast tisztitott vizeletmintdak alkalmazasaval (30 kDa-os retentatum) hataroztuk
meg, amelyekhez urea (a), hugysav (b) és urobilinogén (c) sorozathigitasokat adtuk. Minden
jelolés harom fiiggetlen mérés atlagat és szorasat reprezentalja. Az egyes vegyiiletekhez tartozo
ICsg ertekek feltiintetésre keriiltek. A zolddel jelolt tartomany az adott molekulak vizeletben
elofordulo fiziologids koncentrdciotartomanyat jelzi. Meérési korlatok miatt a sziirke szinnel
abrazolt pontok kizarolag szemlélteto célokat szolgalnak. A kiindulasi értéktol szignifikansan

eltéro eredmenyeket csillag (*) jeloli.
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6.2.5. A vizelet ACE-aktivitas stabilitasa kiilonb6zo tarolasi koriillmények kozott

A vizelet ACE-aktivitas-mérés diagnosztikus alkalmazhatdsaganak értékelése céljabol
megvizsgaltuk az analit stabilitdsat harom kiilonb6zd tarolasi hdmérsékleten. A vizelet ACE-
aktivitas 25 °C-on tartdsitoszer alkalmazasa nélkiil is tobb mint egy napon keresztiil stabil
maradt (13.A abra). A mintdkat 4 °C-on, hiitészekrényben tarolva, legalabb 12 6ran keresztiil
nem volt kimutathato statisztikailag szignifikdns ACE-aktivitas valtozas. Ugyanakkor egy nap
elteltével megkozelitdéleg 20 %-os csokkenést tapasztaltunk (13.B 4&bra). A fagyasztés, a
szérummintak esetén tapasztaltakkal ellentétben (kiindulasi ACE-aktivitas: 9,0 = 4,0 U/L,
kiolvasztas utdni ACE-aktivitas: 9,8 + 4,2 U/L), a vizelet ACE-aktivitas teljes elvesztéséhez
vezetett (13.C é&bra).
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13. abra - A tarolasi homérséklet vizelet ACE-ra gyakorolt hatasa
A tarolasi homérséklet vizelet ACE-aktivitasra gyakorolt hatasat +25 °C-on (a), +4 °C-on (b)
és -20 °C-on (c) hataroztuk meg. Minden jelolés harom fiiggetlen mérés atlagat és szorasat

abrazolja. A kiindulasi értéktol szignifikansan eltéro eredményeket csillag (*) jeloli.

6.2.6. A vizelet ACE-aktivitas szoros korrelacioja a vizelet Kkreatinin

koncentracioval

A higitason alapuld vizelet ACE-aktivitds-méré modszerrel megmértiik az enzim-
aktivitast 20 ACE-gatlot nem szedd személy vizeletmintdjaban. Az eredmények 0,18 és
1,10 U/L koz¢ esve kozel egy nagysagrendnyi eltérést mutattak (14.A abra).

A vizeletmintak vizudlis értékelése sordn jelentds kiilonbségeket figyeltiink meg azok
szinintenzitdsdban, amely megfigyelés a mintdk koncentraltsdganak véltozatossagara engedett
minket kovetkeztetni. Ezen kiilonbségek figyelembevétele érdekében meghatdroztuk a
vizeletmintdk kreatinin koncentraciojat, amely az ACE-aktivitdishoz hasonld széles
tartomanyban valtozott (5,9-24,6 mmol/L).

A vizelet ACE-aktivitas és kreatinin koncentracido kozott szoros, pozitiv korrelaciot

tudtunk kimutatni (Spearman 1=0,76; p<0,0001; 14.B abra), amely a mintak koncentraltsaganak
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meghatdroz6 szerepére utal a mért ACE-aktivitas alakulasaban. Eredményeink alapjan vizelet

ACE-aktivitas-méréskor, a higulasbol fakadd hatasok korrigalasa és a mintak kdzotti pontosabb

crer

javasolt.
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14. abra - A vizelet ACE-aktivitas fiigg a vizelet toménységétol

Az (a) panel a vizelet ACE-aktivitas és a kreatinin koncentracio megoszlasat mutatia ACE-
gatlot nem szedo egyének korében, a medianértékek és az interkvartilis tartomanyok
feltiintetésével. A (b) panel a vizelet ACE-aktivitas és a kreatinin koncentrdcio kozotti

korrelaciot szemlélteti. Minden egyes pont egy-egy egyéni mérési adatot reprezentdl.

6.2.7. Az ACE-gatlo kezelés hatasa a vizelet ACE-aktivitasra

Ismert, hogy az ACE-gatl6 terapia jelentdsen csokkenti a szérum ACE aktivitasat. Meg
kivantuk vizsgélni az ACE-gatld kezelés vizelet ACE-aktivitasra gyakorolt hatdsat. Ennek
érdekében 33 ACE-gatlot szedd beteg vizeletmintdjat elemeztiik. A kreatinin koncentracidra
vonatkoztatott vizelet ACE-aktivitas szignifikdnsan alacsonyabbnak mutatkozott az ACE-
gatloval kezelt betegek korében (n=33) a gydgyszert nem szedd kontroll csoportban mérthez
képest (n=20) (6,492 U/mol [1,327-12,700] vs. 36,690 U/mol [29,200-44,300]; p<0,0001;
15. abra). Eredményeink azt sejtetik, hogy a vizelet ACE-aktivitas/kreatinin koncentracid
hanyados megbizhato indikatorként szolgalhat az ACE-gatld gyogyszerszedés kimutatasara, és
segitséget nyujthat a mindennapok soran a nem megfeleld vagy hianyos terapias adherencia

azonositasaban.
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15. abra - Az ACE-gatlot szedd betegek vizeletében mérhetd kreatinin koncentraciora
normalizalt ACE-aktivitas szignifikansan alacsonyabb

Az abran a kreatinin koncentrdciora normalizalt vizelet ACE-aktivitas ACE-gatlo kezelésben
nem részestilo (n = 20), illetve ACE-gatlo terapiaban részesiilo betegek (n = 33) esetében keriil
bemutatasra. Minden pont egy-egy egyéni értéket jelol. Az egyes csoportok medianjai és
interkvartilis tartomanyai feltiintetésre keriiltek. A csoportok kozotti szignifikans kiilonbséget a

p-eérték jelzi.
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7. MEGBESZELES

Az  angiotenzin-konvertald  enzim  fiziologids  szerepének,  diagnosztikai
alkalmazhatdsadganak és terapids célpontként betoltott jelentdségének kutatasa kdzel hetven
esztenddre nyulik vissza. Ez id6 alatt szamos, a klinikai gyakorlatot alapvetéen meghatarozo
felfedezés latott napvilagot a teriileten. Az enzim aktivitdsat gatlo gyogyszerek szamos
kardiovaszkularis betegségben szenvedd személy szamara biztositottak tovabbi, egészségben
eltoltott életéveket (105), illetve szérum aktivitdsanak mérése megannyi egyén szarkoiddzis
diagnoézisanak megallapitasat segitette eld (2). A laboratériumi diagnosztika teriiletén azonban,
mind preanalitikai, mind analitikai teriileten, szdamos megvalaszolni sziikséges, nyitott kérdés
maradt a mai napig, amely kérdések figyelmen kiviil hagyasa klinikailag relevans
félreértelmezések és potencialis betegbiztonsagi kérdések alapjaul szolgélhat.

Kutatasaink eredményei jobb megértést és valaszt szolgaltatnak néhany fennalld
kérdésre. Ramutatnak a laboratoriumi medicina kozponti szerepére a RAAS rendszerhez
fiz6dé diagnosztikai ¢és terapias teriileteken azaltal, hogy két bioldgiai kozegben is
alkalmazhatd, tobb célra adaptalhatd, koltséghatékony megkozelitést ajanlanak a helyes
interpretacid és dontéshozatal tamogatasara. Igazoljak az aktivitasmérésekkel interferald
tényezOk jelenlétét a mindennapi gyakorlatban, és tobb korkép, valamint gyanu esetén
szupportiv megoldasként egészitik ki a klinikusok szamara hagyoményosan rendelkezésre allo
eszkozoket.

A szarkoidozis diagnosztikdja a klinikai gyakorlatban gyakran jelent kihivast az ellato
egészségiigyi csapatok szdmara, amit tovabb nehezit, hogy a WASOG nemzetkdzi irdnyelvei
jelenleg egyediil az angiotenzin-konvertalé enzimet jelolik meg alkalmazhat6é biomarkerként a
betegség diagnosztizalasara €s utankovetésére (2,77). Ezzel parhuzamosan, az ACE-aktivitas
csokkentése kozponti terapias cél a kardiovaszkularis betegségek kezelésében, igy az ACE-
gatlok vilagszerte a leggyakrabban alkalmazott gyogyszercsoportok kozé tartoznak (88-90).
Az ACE-gatlo kezelés kdvetkeztében kialakuld, fals normalis vagy fals alacsony ACE-aktivitas
szarkoiddzis gyantja esetén félrevezetd lehet a klinikusok szamara. Késleltetheti a diagnozist,
¢és tovabbi felesleges vizsgalatokat indukélhat. Ennek megeldzése érdekében, elengedhetetlen
a betegnél fennallo6 ACE-gatlo kezelés ismerete, valamint az ACE-aktivitds mért értékének
koriiltekintd értelmezése. A klinikai gyakorlatban azonban az ACE-gatld hasznalatra vonatkozo
informaciok elsddleges forrasat tovabbra is a betegek - gyakran megbizhatatlan - dnbevallasa

jelenti.
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A reverzibilis enzim inhibitorok bioldgiai mintdkban kifejtett hatdsdnak vizsgalatara
egyszeri ¢és jol alkalmazhato6 modszer az enzimaktivitds meghatirozasa kiilonb6zo
mintahigitasok mellett. A minta fokozatos higitdsaval a reverzibilis inhibitor koncentracioja
csOkken a reakcidelegyben, ami az inhibitor hatdsanak fokozatos megsziinéséhez vezet.
Optimalis esetben, megfelelé mértékii higitassal olyan allapot érhetd el, mintha a beteg nem
részesiilne a gyogyszeres kezelésben, igy az enzim gatlasmentes aktivitdsa objektiven
meghatdrozhato a terapia megszakitasa nélkiil.

Az ACE-gatld gyogyszerek reverzibilis enzim inhibitorok, igy ezt a megkozelitést
alkalmaztuk mérémoddszeriink kidolgozéasa sordn. A kész essz¢ alkalmazésaval, ezt kdvetden
megvizsgaltuk, hogy a Debreceni Egyetemen az elmult években szarkoiddzis gyanujaval
vizsgalt tobb mint 1800 beteg esetében tortént-e ACE-aktivitds meghatarozas egyidejii ACE-
gatlo kezelés fennallasa mellett. Meglepd modon, méréseink arra utaltak, hogy minden hatodik
beteg ACE-gatld gyodgyszerhatds alatt 4llt a mintavétel iddpontjdban, igy esetiikben a
hagyomdnyos laboratoriumi ACE-aktivitds-méré vizsgalattal fals alacsony ACE-aktivités
értékek keriiltek megallapitasra.

Habér a referencia-tartomanyt nem meghalado, vagy kifejezetten az alatti ACE-aktivitas
értekek figyelmeztetd jelként szolgalhatnak az inadekvat mintavételi koriilményekre ezen
betegcsoportban, eredményeink arra utalnak, hogy az ellatok nem minden esetben forditottak
kell6 figyelmet az ACE-gatlok ACE-aktivitast csokkentd hatdsara. Azonositottunk olyan
betegeket is, akiknél az ACE-aktivitds meghatarozasat ismételten elrendelték annak ellenére,
hogy az ACE-gatlo kezelést nem fiiggesztették fel. Ennek egyik lehetséges magyaréazata lehet,
hogy egyes betegek nem tudtdk pontosan felsorolni az altaluk szedett gyodgyszereket, igy a
kezeldorvos nem volt tisztdban azzal, hogy péaciense a laboratoriumi eredményeket befolyasolo
terapia alatt all. Mindezen eredmények egy objektiv laboratériumi teszt sziikségességét
tamasztjak ald, amely egyetlen vérminta alapjan, a klinikai gydgyszerelési adatok ismerete
nélkiil is lehetdvé teszi a laboratoriumban dolgozok szamara a mért értékek helyes értelmezését.
A laboratoriumi szakemberek pedig, az objektiv adatok birtokaban visszajelzést adhatnak az
kezeldorvos szamdra az ACE-gatld interferencia fennalldsardl ¢és annak elkertilési
lehetdségeirdl, csokkentve ezaltal a felesleges vizsgalatok szamat, az egészségligyi személyzet

Azokban az esetekben, ahol a mérési eredmények az interferenciat alatdmasztjak, a
betegek ACE-aktivitas értékeinek kozlése kizardlag tdjékoztatd jelleggel, interpretativ

megjegyzéssel ellatva javasolt. A megjegyzésben a laboratoriumi szakembereknek fel kell
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hivniuk az ellatd orvos figyelmét arra, hogy a minta nagy valdsziniiséggel ACE-gatld
gyogyszert tartalmaz, amely szignifikansan csokkenti az ACE-aktivitdst. A gyogyszeres
kezelés modositasardl azonban a beteget ismerd kezeldorvosnak kell dontenie a kovetkezd
ACE-aktivitas meghatarozas el6tt, mivel az ACE-gatlok akar rovid idejii megvonasa is
novelheti az egyén kardiovaszkularis kockazatat, példaul a vérnyomas hirtelen emelkedése
révén. Ugyanakkor hangstlyozandd, hogy a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer mas
elemeire hatd gyodgyszerek - példaul az angiotenzin II receptor blokkolok - nem befolyéasoljak
a szérum ACE-aktivitast, igy nem interferalnak az ACE-aktivitds mérésével.

Eredményeink megerdsitik - nem elséként az irodalomban -, hogy populécios szinten
az ACE-gatlot szedd betegek atlagos ACE-aktivitasa alacsonyabb, mint az ilyen kezelésben
nem részesiilé egyéneké (106—110). Ugyanakkor megfigyeléseink arra is ravilagitanak, hogy
egyéni szinten jelentds atfedés tapasztalhatdo az ACE-gatlot szedd és nem szedd betegek ACE-
aktivitas értékei kozott. A vizsgalt személyek 77,5%-anak ACE-aktivitdsa azonos tartomanyba
(2,78-27,42 U/L) esett az ACE-gatlo gyogyszerhatds jelenlététdl fliggetleniil. Ennek
kovetkeztében, a hagyomanyos essz¢é alkalmazasaval gyakorlatilag lehetetlen annak
megallapitisa, hogy a referencia-tartomanyon beliili ACE-aktivitast mintdk koziil melyek
szarmaznak olyan betegektdl, akik egyébként magas ACE-aktivitdssal rendelkeznének, de
ACE-gatlo kezelésben részesiilnek. Az ACE-gatld gydgyszerek kimutatdsa szérumbol
tobbnyire koltséges és miiszerigényes modszerekkel, példaul tomegspektrometriaval torténik.
A forgalomban 1évé ACE-gatlok nagy szdma miatt egyedi modszerek, kalibratorok és
kontrollok  lennének  sziikségesek, ami rutinszeri alkalmazasukat gyakorlatilag
kivitelezhetetlenné teszi. Ezzel szemben az altalunk kidolgozott modszer barmely ACE-gatld
készitmény esetén alkalmazhatd, fliggetleniil a bevétel iddpontjatol, mivel nem magat a
molekulat azonositja, hanem annak hatasat méri (111,112). A meghatarozas tovabbra is ACE-
aktivitas mérésen alapul, igy a modszer kdnnyen bevezethet barmely laboratériumban, ahol
ACE-aktivitas meghatarozasa rutinszertien torténik (113), uj miiszerek beszerzése vagy 1j
analitikai eljarasok bevezetése nélkiil.

Vizsgalatunkban az ACE-gatlas mértékére vonatkozo hatarértéket 80%-ban hataroztuk
meg, amely felett ACE-gatlo kezelés fennallasa valdszintisithetd. A hatarérték meghatarozasat
a helyi populacioban megfigyelt endogén ACE-gatlas mértéke alapjan végeztiik, amely
egyetlen egyén esetében sem haladta meg a 80%-ot (maximalisan 78%). Az endogén ACE-

gatlads mértéke ugyanakkor populacionként eltérhet, ezért a modszer laboratoriumi applikéalasa
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esetén, a megadott hatarérték alkalmazésa el6tt, célszeri a helyi, ACE-gatlo kezelést nem kapo
populécidban az endogén gatlas szintjét meghatarozni.

Az ACE-gatlok szarkoidozis diagnosztikaban betdltott interferald szerepére korabbi
kozlemények is felhivtak a figyelmet. Egy belgiumi vizsgélat kortilbeliil 10%-o0s aranyt talalt
(114), mig egy iowai retrospektiv tanulmany szerint a betegek mintegy 8%-anal folyt ACE
gatlo kezelés az ACE-aktivitds meghatarozasanak idejében (7). Megjegyzendd azonban, hogy
ezek a vizsgalatok kizardlag az orvosi dokumentacioban rogzitett adatokra és extrém alacsony
ACE-aktivitas értékekre tudtak tdmaszkodni, nem minden betegnél tortént gyogyszerszint
meghatdrozas. Kutatdsunk erdssége a teljes vizsgalt populacid biokémiai elemzése. A talalt
mintegy 17%-os ardny igy még jobban tiikkr6zi a probléma valds nagysagrendjét. Tovabba,
kidolgozott esszénkkel egy egyszerlien bevezethetd, rutinszerlien alkalmazhaté modszert
javaslunk az ACE-gatlot szedd betegek azonositasara.

A vénas vérvétellel szemben, a vizelet nem invaziv mddon, specidlis képzés vagy
eszk6zok nélkiil gylijthetd, konnyen hozzaférhetd biologiai minta. Irodalmi adatok tAmasztottak
ala a vizelet ACE-aktivitds-mérés potencialis klinikai alkalmazhatdsagat, azonban
torténelmileg az uACE-aktivitds meghatarozasa egyszerii és széles korben hozzaférhetd
technikdkkal nem volt kivitelezhetd. A szarkoid6zis diagnosztikdban alkalmazott ACE-
aktivitas-méré modszer fejlesztése soran szerzett tapasztalatainkat felhasznalva, olyan
megbizhatd és reprodukalhatd modszer kidolgozasat tliztiik ki célul, amely lehetdvé teszi az
uACE-aktivitds mérését az endogén gatlod tényezok hatdsatol mentesen. E megkozelités célja
az analit széles korl kutatdsdnak és jovobeli gyakorlati alkalmazasanak eldsegitése volt. Az
endogén inhibitorok jelenlétének 4thidaldsdra egy higitdson alapuldé mérési eljarast
fejlesztettiink ki egy korszerii fluoreszcens szubsztrat alkalmazasaval, amely pontos, kvantitativ
uACE-aktivitds meghatarozast tesz lehetévé. Tekintettel arra, hogy a legtobb ACE-gatld
elsésorban a vesén keresztiil iiriil (5,115), azt is vizsgaltuk, hogy ez a modszer alkalmas-e a
farmakologiai ACE-gatlas tiikrozésére, és ezaltal a vizelet, mint praktikus matrix, hasznalhato-
e terapids monitorozas céljara.

Bar az uACE-aktivitasat gatlo endogén tényezdk jelenléte kordbban is ismert volt (10),
azok azonositasara nem keriilt sor. Vizsgéalatunkban igazoltuk, hogy fiziologias koriilmények
kozott az uACE-aktivitasa szinte teljes mértékben gatolt, és az urea, a hugysav, valamint az
urobilinogén az uACE {6 endogén inhibitorainak tekinthetdk. Az urea az aminosav anyagcsere
végterméke, jellemzden nagy koncentracidban van jelen a vizeletben. Figyelembevétele a

klinikai kép értékelése soran egyre nagyobb jelentdséggel bir a magas fehérjetartalmu, ketogén
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¢s paleolit étrendek terjedésével (116). Tovabba, az urea gatlo hatdsa kiilondsen idds
egyénekben lehet relevans, ahol a fokozott urea kivalasztds homeosztatikus mechanizmusként
jérulhat hozzé a bradikinin lebontasdnak csokkentés¢hez, ezaltal eldsegitve a natriuresist és a
vizkivalasztast. A hugysav a purin nukleotidok lebontasi terméke. A modern taplalkozasi
szokésok és bizonyos gyogyszerek hatdsara gyakorta emelkedett szérum szintet mutat. Mindkét
eset fennallasa hyperuricosuridhoz vezethet, tovabb fokozva a vegyiilet gatld hatasat (117). Az
urobilinogén a bilirubin lebontdsanak mellékterméke. Kiilonosen majbetegségben, vagy
hemolitikus anémidban szenvedd betegek esetében keriilhet a kdzéppontba, mivel ezen koéros
allapotokban gatld potencidlja kifejezetten jelentdssé valik (118). E harom alacsony
molekulatomegli vegyiilet egyiittesen a fiziologias uACE-gatlas akar 90%-aért lehet felelds,
koéros koriilmények kozott pedig ennél is nagyobb mértékii hatas varhato.

Kiemelendd, hogy mindharom molekula reverzibilis inhibitorként viselkedik, és az
ACE-aktivitasra gyakorolt gatlo hatdsuk a minta higitasdval megsziintethetd. A jelenség analog
a szérum ACE albumin altal kozvetitett reverzibilis gatlasaval (8,9). Eredményeink azt
mutatjak, hogy 128-szoros higitds mellett az uACE-aktivitdis mar nem 4all az endogén
inhibitorok gatld hatésa alatt. Ezen higitas gyakorlatilag a gatlasmentes allapotnak feleltethetd
meg. Ez a megfigyelés tette lehetévé az egyszerti, fluoreszcencia alapu mérési eljarasunk
alkalmazasat, amely szlikségtelenné teszi a munka- és koltségigényes membransziirési
Iépéseket. A kontrollreakcidkban alkalmazott 1 puM lizinopril - az ACE-aktivitas teljes
gatlasaval - biztositja a modszeriink specificitdsat. Kiemelendé azonban, hogy amennyiben az
eredeti vizeletminta eleve erésen hig (példaul napkézbeni minték, kreatinin koncentraci6 <2,5
mmol/L), az optimalis mérési pont alacsonyabb higitds mellett, példaul 64-szeres higitdson
jelentkezhet. Ennek kovetkeztében, a 128-szoros higitdson mért alacsony, vagy ki nem
mutathatd uACE-aktivitas esetén, célszeri a mérést 64-szeres higitason megismételni. Igy a
tulzott higitasbol eredd aldbecslés elkeriilhetd. A kidolgozott eljaras - a szarkoidozis
diagnosztikdban alkalmazott esszéhez hasonldéan - barmely olyan klinikai laboratériumban
konnyen, tovabbi miiszerek beszerzése nélkiil bevezethetd, ahol ACE-aktivitds-mérés
rutinszertien torténik.

A modszer klinikai alkalmazhatosaganak igazolasara megvizsgaltuk az uACE-aktivitas
stabilitasat kiilonboz0 tarolasi koriilmények mellett. Eredményeink ramutattak, hogy az ACE-
aktivitas szobahdmérsékleten és 4 °C-on a rutin laboratdriumokban szokasos munkaidét
meghalado idétartamig stabil marad, bar 24 ora elteltével 4 °C-on koriilbeliil 20%-o0s csokkenés

volt megfigyelhetd. Megjegyzendd, hogy a szérummintdkkal ellentétben, amelyek fagyasztas-
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felolvasztast kovetden is megorzik enzimaktivitidsukat, az uACE rendkiviil érzékeny a
fagyasztasra. Egyetlen fagyasztas-felolvasztasi ciklus is az ACE-aktivités teljes elvesztéséhez
vezetett, amely kizarja a hosszu tava tarolas lehetdségét. Ezen kifejezett instabilitds
valdsziniileg a szérum ACE-t6l eltérd szerkezeti sajatossagokra vezethetd vissza, kiilondsen az
N-terminalis aktiv centrum kozelében kordbban leirt eltérd glikozilacios/szialilacios
mintazatokra (53). Emellett a vizelet alacsony fehérjekoncentracidja is hozzéjarulhat az
instabilitdishoz. Ezen eredmények ramutatnak a standardizalt preanalitikai koriilmények
fontossagara az uACE-aktivitds megbizhatd mérésének biztositdsa érdekében. Az
enzimaktivitds megdrzése céljabol, javasolt a vizeletmintdkat 25 °C-on tarolni, és lehetdség
szerint a gylijtés napjan analizalni.
kreatinin koncentracié egyidejii meghatarozasa és az ACE-aktivitds kreatininre torténd
normalizalasa hatékonyan kiiszobdli ki a vizelet toménységének variabilitasat, lehetévé téve
ezaltal a mintdk kozotti pontosabb és megbizhatobb Gsszehasonlitast. Ez a megkozelités
Osszhangban all mas vizelet biomarkerek értékelésénél alkalmazott gyakorlattal, mint példaul
az albumin/kreatinin hanyados hasznalataval, ahol a kreatininre normalizalas kompenzalja a
higulési hatasokat (119). Ugyanakkor a kreatininre torténd normalizalasnak jelentds korlatai
lehetnek kronikus vesebetegség (CKD) és tubularis epithelialis kdrosodas esetén. CKD-ban a
csOkkent glomerularis filtraciés rata (GFR) rendszerint alacsonyabb vizelet kreatinin
koncentracioval jar egyiitt a csokkent filtracio, a csokkent izomtdmeg ¢és a kdrosodott tubularis
funkcié kovetkeztében (120). Hasonloan, akut és kronikus tubuléris karosodas esetén a
kreatinin szinteket eredményezhet. Ezek a koros valtozasok csokkenthetik a kreatininre torténd
normalizalas megbizhatosagat, és hig mintdk esetén az analit kivalasztasanak tulbecsléséhez
vezethetnek (121). Ennek megfelelden, elérehaladott CKD-ban és/vagy jelentds tubularis
diszfunkcio esetén a kreatininre normalizalt uACE-aktivitas értékei fokozott koriiltekintéssel
értelmezenddk. Célzott klinikai vizsgalatok sziikségesek annak tisztazdsara, hogy ezen
koriilmények kozott milyen mértékben és milyen korlatok mellett alkalmazhaté megbizhatdan
a kreatinin alapti normalizalas.

Bar az ACE-gatlok - a szarkoiddzis diagnosztika interferencidit taglalo részben leirtak
szerint - vilagszerte a leggyakrabban alkalmazott gyogyszercsoportok kozé tartoznak (88-90),
a terdpias stratégia és az adagolas optimalizalasa jelentds klinikai kihivast jelent, amelyet a

gyakorta nem megfeleldé beteg egyiittmiikodés tovabb nehezit (100,101). A
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folyadékkromatografiaval kapcsolt tandem tomegspektrometria (LC-MS/MS) alkalmazasa
(122,123) a szérum ¢és vizelet ACE-gatlé koncentracid pontos meghatarozasara a kordbban
részletezett okokbdl nem megoldott. A mindennapi klinikai gyakorlatban igy a terapia
hatékonysaganak megitélésére a betegek Onbevallasat és a vérnyomasmérést alkalmazzak.
Azonban az ily modon torténd megitélés is torzulhat tarsbetegségek, fehérkdpeny-hipertonia,
tobb antihipertenzivum egyidejii alkalmazasa, illetve az ACE-gatlok nem vérnyomascsokkentd
indikéacioban (példaul vesebetegségben vagy miokardidlis infarktust kovetéen) torténd
hasznalata miatt. Bar az uACE tercier szerkezete kisebb eltéréseket mutat (53), enzimatikus
tulajdonsagai - beleértve a lizinopril és kaptopril altali gatolhatosagot (ICso = 2,03 x 10° M,
illetve ICso = 4,54 x 10" M) - szoros parhuzamot mutatnak a keringé ACE jellemzdivel (124).
Ezek a hasonlosagok alatamasztjak az uACE alkalmazhatdsagat a szisztémas ACE-aktivitas
megbizhatd helyettesité markereként a terapids monitorozasban.

Modszeriinket egy 20 kezeletlen egyénbdl és 33 ACE-gatlo terdpidban részesiilo
betegbdl all6 kohorszban alkalmazva igazoltuk, hogy az uACE-aktivitas/kreatinin hanyados
szignifikansan alacsonyabb a kezelt betegek korében. A kezelt csoporton beliil megfigyelt kiesd
értekek feltehetden a mintavételt megel6zéen kihagyott gyogyszeradagokra utalnak, ami
tovabb erdsiti a modszer adherencia ellendrzésben rejlé potencialjat. Bar az abszolut ACE-
aktivitas is kiilonbséget mutatott a csoportok kozott, a higuldsi variabilitassal szembeni
ellenall6 képessége miatt a kreatininre normalizalt hanyados alkalmazésa javasolt.

Fontos azonban szem el6tt tartani, hogy egyes ACE-gatlok részben hepatikus
eliminécioval iirlilnek a szervezetbdl (példaul fosinopril, trandolapril). Ilyen esetekben az
uACE-aktivitason alapuld terdpia hatékonysag értékelés fokozott Ovatossagot igényel,
kiilonosen vesekdrosodasban szenvedd betegeknél, akiknél a hepatikus clearance
kompenzatorikusan fokozodhat.

A kifejlesztett egyszerti €s jol reprodukalhatdo modszer 1ényeges klinikai implikaciokkal
birhat. Lehetdvé teheti az ACE-gatlo terdpia adherencidjanak rutinszerli monitorozasat
ambulans kdrnyezetben, objektiv eszkodzt biztositva a klinikusok szdmara a nem egylittmiikodo
betegek azonositasara és a célzott beavatkozasi 1épések megtervezésére. Ez kiilondsen relevans
lehet kronikus kardiovaszkularis betegségekben, mint a hipertonia vagy a szivelégtelenség, ahol
a hosszu tavi ACE-gatlo kezelés esszencialis az optimalis betegség kontroll eléréséhez.

A mobdszer robusztus, interferenciamentes jellege ugyanakkor 0j diagnosztikai
perspektivakat is nyithat az adherencia monitorozason tul. Mivel az uACE-aktivitas egyszerre

tiikrozi az enzimatikus tulajdonsdgokat és a renalis kivalasztdsi mechanizmusokat, a modszer
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potencialis biomarkerként szolgalhat tubularis vesekéarosodas (11,12), vesegyulladds és vese
szarkoidézis (125) diagnosztizalasaban, vagy lokalis RAAS folyamatok vizsgéalatdban. Hosszl
tavon ezen alkalmazasok jelenthetik eredményeink klinikailag legjelentésebb felhasznélési
teriileteit.

Kutatasaink eredményeként kifejlesztésre keriilt két, mindennapi klinikai alkalmazéasra
kész, azonos elvek mentén miikodé biokémiai esszé, amelyek az angiotenzin-konvertalo enzim
sokszinli fizioldgias szerepén, pathologidk fenndlldsa esetén torténd aktivitds valtozdsan és
iatrogén befolydsolhatosagan alapulnak. A kifejlesztésig vezetd ut soran ramutattunk tobb,
mérést és eredmény értelmezést befolyasold preanalitikai tényezdre, analitikat befolyédsold
interferencidra ¢és interpretativ posztanalitikai hidnyossagra, lehetdségre. Igazoltuk a
laboratoriumi medicina kozponti szerepét a RAAS rendszerhez fiz6d6 diagnosztikai és terapids
terlileteken, valamint esszéinkkel a klinikusi dontéshozast tobb teriileten kdzvetleniil tamogatd
laboratoriumi eszkdzoket hoztunk létre.

Elért eredményeink megfeleld kontextusba helyezéséhez végiil elengedhetetlen a
felmeriilé korlatok attekintése. Ezek ismerete elejét veszi a betegbiztonsadgot veszélyeztetd
alkalmazésoknak ¢és kiindulopontot jelent a téma tovabbi kutatdsdhoz.

A szarkoidozis diagnosztikdban alkalmazott essz¢é esetében a szérumminta mindsége
nem elhanyagolhat6 tényezd. A minta hemolizise a bazalis ACE-aktivitas alabecslésé¢hez vezet
(87), és mesterségesen noveli a mért gatlds mértékét. Ennek kikiiszobolésére valamennyi
szérumminta kvalitativ mdédon torténd elemzése javasolt szérumindexek alkalmazéasaval (87).
Jelentds interferencia esetén az ACE-aktivitds meghatarozas elutasitasa indokolt. Vizsgalatunk
sordn ezen elvek mentén eljarva, hemolizalt mintak nem keriiltek bevonasra. Tovabba a szabad
szulfhidrilcsoportot tartalmazé ACE-gatlok (példaul a kaptopril) esetében elhtizodo tarolds
(hetek, honapok) soran a gyogyszer dimerizacidja és a szulthidrilcsoport oxidacidja varhato,
ami az ACE-gatl6 hatés elvesztéséhez vezethet (126,127). Ennek kdvetkeztében az ilyen tipusu
ACE-gatlokat tartalmazd mintdk esetében in vitro a gatldas mértékének lassti csokkenésével
lehet szamolni. Az altalunk vizsgalt betegpopulacidoban egyetlen személy sem volt ilyen tipust
terapian, am mas betegcsoportok esetén indokolt a jelenséggel szamolni.

Az ACE inszercid/delécié (ACE I/D) polimorfizmus ismerten az egyének kozotti,
fiziologias koriilmények kozott mért szérum ACE-aktivitas variabilitdsdnak mintegy 60%-aért
felelds (87). Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy ez a polimorfizmus a vese ACE fehérje-
expressziojat is befolydsolja (128), azonban az uACE-aktivitasra gyakorolt hatasat eddig nem

tanulmanyoztak részletesen. Egészséges egyénekbdl allo kohorszunkban jelentds variabilitast
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figyeltiink meg az uACE-aktivitasban (0,15-1,10 U/L tartoméanyban), ami részben az I/D
genotipus kiilonbségeivel is magyarazhatd lehet. Ennek alapjan a késébbiekben az uACE-
aktivitas referencia-tartomanyainak meghatarozasakor megfontoland6 a beteg I/D
genotipusdnak figyelembevétele, hasonléan a szérum ACE-aktivitas értelmezésében
alkalmazott gyakorlathoz (87).

Az uACE-aktivitdst szdmos zavard tényezd befolyasolja (étrendi hatasok, életkor,
vesefunkcio, vizelethigulas, endogén inhibitorok), amelyek korlatozzdk megbizhatdsagat
onalldé ACE-gatld adherencia biomarkerként. Alkalmazisa kizardlagossag helyett - mas
biomarkerekhez hasonloan - kontextusba helyezve, az anamnézis, a fizikalis vizsgélat és mas
laboratoriumi eredmények figyelembevételével ajanlott.

Az uACE pontos cellularis eredete nem tisztazott. Bar a proximalis tubulusbol térténd
levalas valdszintisithetd, plazmaeredetii ACE is hozzéjarulhat, kiilondsen koros allapotokban.
Ennek tisztazdsdhoz tovabbi vizsgalatokra, igy plazma-vizelet korrelacids elemzésekre és
részletes biokémiai karakterizalasra van sziikség.

Az uACE-aktivitas fagyasztas soran elveszik, ami tovabbi biokémiai vizsgalatokat tesz
sziikségessé, és korlatozhatja a modszer szélesebb korti kutatasi alkalmazhatdsagat.

Végiil a viszonylag kis esetszdm hangstlyozza nagyobb, célzott vizsgalatok
szlikségességét az uACE-aktivitas fiziologids referencia-tartomanyainak meghatarozasahoz,

valamint diagnosztikai értékének feltarasdhoz kiilonbozd korallapotokban.
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8. UJ EREDMENYEK

A PhD értekezésemben, illetve az annak alapjaul szolgald kozleményekben 1ij
eredményekként mutattuk ki, hogy:

1. A hagyomanyos, diagnosztikai célbol alkalmazott, 35-sz6rds higitdson mért szérum
ACE-aktivitds dnmagéban nem alkalmas az ACE-gatld gyogyszerhatds megbizhatd
felismerésére, mivel az ACE-gatlot szedd és nem szedd betegek aktivitasértékei
jelentdsen atfednek. Ezzel szemben a 4-szeres és 400-szoros higitasi mintakbol
szamitott ACE-gatlasi ardny egyetlen szérummintabdl, klinikai gyogyszerelési adatok
nélkiil is objektiven jelzi az ACE-gatl6 hatast.

2. A vizsgélt kohorszban (n=1823) a betegek mintegy 16,6%-aban mutattunk ki ACE-
gatlo interferencidra utalod biokémiai evidencidt, ami a diagnosztikai célu ACE-aktivitas
meghatdrozas soran szamottevd gyakorisdgu, klinikai dontéshozatalt is befolyasolo
zavaro tényezore utal.

3. A vizeletben jelen 1évé endogén uACE-inhibitorok gatlé hatdsa a <5 kDa
molekulatomegli kismolekuldkhoz kothetd. Az urea, a hligysav és az urobilinogén az
uACE fiziologias endogén inhibitorai, amelyek a fiziologids tartomanyban is
hozzajarulnak a gatlashoz, kéros koncentracioknal pedig a gatlas fokozddhat.

4. A higitas alapt fluoreszcens kinetikus uACE esszé az endogén inhibitor hatas
kikiiszobolésével lehetdvé teszi az uACE-aktivitds kvantitativ meghatarozasat.
Igazoltuk, hogy az uACE-aktivitds fagyasztas-felolvasztds hatdsdra megszlinhet,
valamint szoros korrelaciot mutat a vizelet kreatinin koncentracidval.

5. Az uACEFE/kreatinin hanyados ACE-gatl6 kezelés hatasara szignifikansan csokken, igy
potencialis nem invaziv indikatorként alkalmazhat6 az ACE-gatld adherencia

becslésének tdmogatdsara.
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9. OSSZEFOGLALAS

Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) kiilonleges helyet foglal el a klinikai
gyakorlatban. A szarkoiddzis legszélesebb korben alkalmazott szérum biomarkere, vizeletben
mért aktivitasa pedig kiilonbozd vesekarosodasok potencialis jelzdje lehet. Ezzel parhuzamosan
a kardiovaszkularis betegségek kezelésében alkalmazott reverzibilis gatld gyogyszerek
elsddleges terapids célpontja, tovabba az enzimaktivitdst mind szérumban, mind vizeletben
endogén inhibitorok befolyasoljak. Ezen exogén és endogén hatasok a laboratoriumi
eredmények félrevezetd értelmezéséhez vezethetnek.

Célunk olyan biokémiai modszerek kidolgozasa volt, amelyek képesek az ACE-
aktivitds mérését befolyasold interferencidk objektiv felismerésére vagy kikiiszobolésére,
ezaltal javitva a biomarkerek klinikai értékét.

Igazoltuk, hogy a hagyomanyos, 35-sz0rds higitaison mért szérum ACE-aktivitds nem
alkalmas az ACE-gétlo gydgyszerhatds felismerésére, mivel a kezelt és nem kezelt betegek
értékei jelentdsen atfednek. Kimutattuk, hogy a 4-szeres és 400-szoros higitasokon mért
aktivitasokbol szdmitott ACE-gatlasi arany egyetlen szérummintabol, klinikai gyogyszerelési
adatok nélkiil is objektiven jelzi az ACE-gatld hatdst. A modszer alkalmazasaval 1823
szarkoiddzis gyanujaval vizsgalt betegek mintegy 17%-aban talaltunk biokémiai bizonyitékot
gyogyszerinterferenciara, ami a probléma korabban feltételezettnél nagyobb jelentségére utal.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a vizelet ACE-aktivitasat elfed6 endogén
inhibitorok <5 kDa molekulatomegliek, reverzibilis gatloszerek, és f6 komponensekként az
uredt, a hlugysavat és az urobilinogént azonositottuk. Ezekre az eredményekre alapozva
kidolgoztunk egy higitas alapti fluoreszcens kinetikus esszét, amely az endogén inhibitor hatés
kikiiszobolésével lehetové teszi az uACE-aktivitas kvantitativ mérését. Meghataroztuk a mérés
preanalitikai feltételeit, kimutattuk, hogy az enzim aktivitdsa fagyasztas hatdsara megsziinik,
valamint alatamasztottuk a kreatininre torténd normalizalds indokoltsagat.

Klinikai mintdkban igazoltuk, hogy az uACE/kreatinin hanyados ACE-gatld kezelés
mellett szignifikansan alacsonyabb, igy az non-invaziv indikatora lehet a farmakologiai
gyogyszerhatdsnak és a terapia adherencidnak.

Eredményeink  ramutatnak, hogy az enzimaktivitds alapia  biomarkerek
értelmezhetdségét alapvetden a mérési koriilmények €s interferencidk ismerete hatdrozza meg.
Megfeleld analitikai stratégia alkalmazdsaval ezen biomarkerek diagnosztikai hozzaadott

értéke és klinikai haszna érdemben ndvelhetd.
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10. SUMMARY

Angiotensin-converting enzyme (ACE) holds a distinct role in clinical practice. It
represents the most widely used serum biomarker of sarcoidosis, and its urinary activity may
serve as a potential indicator of various renal injuries. At the same time, the enzyme is the
primary therapeutic target of the reversible ACE inhibitors used in the treatment of
cardiovascular diseases, and its enzymatic activity is influenced by endogenous inhibitors in
both serum and urine. These exogenous and endogenous effects may lead to misleading
interpretation of laboratory results.

Our aim was to develop biochemical methods capable of objectively identifying or
eliminating interferences affecting ACE-activity measurements, thereby improving the clinical
applicability of the biomarkers.

We demonstrated that conventional serum ACE-activity measurement at 35-fold
dilution is unsuitable for recognizing ACE inhibitor drug effects, as values of treated and
untreated patients substantially overlap. We showed that the ACE inhibition ratio calculated
from activities measured at 4-fold and 400-fold dilutions objectively indicates ACE inhibitor
effect from a single serum sample, even without clinical medication data. Using this method,
biochemical evidence of drug interference was detected in approximately 16.6% of 1823
patients investigated for suspected sarcoidosis, suggesting a greater magnitude of the problem
than previously assumed.

We further demonstrated that endogenous inhibitors masking urinary ACE-activity are
reversible, <5 kDa molecules, and identified urea, uric acid and urobilinogen as principal
components. Based on these findings, we developed a dilution-based fluorescent kinetic assay
enabling quantitative measurement of uACE-activity by eliminating endogenous inhibitory
effects. We established the preanalytical conditions of measurement, showed that enzymatic
activity is abolished by freezing, and substantiated the rationale for normalization to creatinine
concentration.

In clinical samples, uACE to creatinine ratio proved significantly lower during ACE
inhibitor therapy, indicating its potential as a non-invasive marker of pharmacological drug
effect and therapy adherence.

Our results demonstrate that the interpretability of enzyme activity-based biomarkers
fundamentally depends on the recognition of measurement conditions and interferences. With
appropriate analytical strategies, their diagnostic added value and clinical usefulness can be

substantially improved.
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13. KOSZONETNYILVANITAS

Halaval tartozom témavezetdmnek, Dr. Fagyas Miklosnak, aki az elsd pillanattol
kezdve batoritott és dnzetleniil segitett. Kivalé mentorként vezetett végig a PhD képzés rogos
utjan, eleinte napi szintli konzultidcidkon tiirelmesen mindent elmagyardzva, majd az
onallosodéas felé vezetd Uton elinditva, tdmogatva tudomanyos szarnyprobalgatisaimat.
Vezetése mellett a kudarcok is megszépiiltek, az értelmetlennek tiind eredménytelen 6rék is
értelmet nyertek. Olyan vilagszemléletet adott at, amely biztos irdnytiiként segit eligazodni a
tudomanyos élet utvesztdjében. Legnagyobb értéknek mégis az évek soran kialakult igaz
baratsagunkat tartom. Remélem, a jovében sok kozds élményt éliink meg munkdnk sorén és a

futoversenyeken egyarant.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Papp Zoltan professzor Urnak, amiért TDK
hallgatoként megszolitott és elhivott a Tanszékre kutatni. Nagyra becsiilom, amiért sem a PhD
képzésem kezdetén, sem kés6bb, sohasem sejtetett tobb eredményt, vagy sikert, mint amihez a
feltételeket garantalni tudta. Ez a biztonsagos, kiszdmithato és tamogat6 hattér felbecsiilhetetlen
volt szdmomra. Halds vagyok partfogasaért, bolcs meglatdsaiért és a velem valod

beszélgetésekre szant idejéért.

Rengeteget jelentettek szamomra Dr. Toth Attila professzor Gr 0sztonzo szavai, hasznos
szakmai meglatasai és kétségeket ébresztd kérdései. Ezek mind elengedhetetlenek voltak a

szakmai fejlédésemhez.

Koszonet illeti a Klinikai Fiziologiai Tanszék 0sszes munkatarsat és PhD hallgatojat,
hogy munkéam soran segitettek. Kiilon koszonet illeti els6szerzd tarsamat, Enyedi Eniko Editet,
akivel egyiitt ¢éltiink meg az elmult négy évben minden kisebb-nagyobb sikert és segitettiik at

egymast a holtpontokon.

A kozlemények nem johettek volna létre tarsszerzdink, kollaboracids partnereink és a
Kardiologiai Klinika munkatarsai nélkiil. Koszondm munkajukat, segitségiiket és a human

mintak biztositasat.

Végiil koszondm menyasszonyomnak, sziileimnek és csaladdomnak, hogy tiirelemmel és
szeretettel fordultak felém minden pillanatban. Koszondm a toretlen bizalmat, a belém vetett

hitet és a sziintelen tdmogatast.

Ezt a munkat nagy szeretettel ajanlom Sziileimnek és menyasszonyomnak, Villonek!
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A kutatds, illetve az ismertetett tudoméanyos eredmények a Richter Gedeon Nyrt. altal
létrehozott Richter Gedeon Talentum Alapitvany tdimogatasaval, a ,,Richter Gedeon Kivalosagi

PhD Osztondij” keretében késziiltek.
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