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BEVEZETES

Az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
(RAAS) kulcsenzimeként meghataroz6 szerepet jatszik a kardiovaszkularis rendszer
mikodésének, a vérnyomads- és folyadékhaztartas szabalyozasanak, valamint tobb koros
folyamat, igy a sziv- és érrendszeri remodelling és gyulladdsos valaszok alakulasanak
szabalyozasaban [1,2]. Ennek megfeleléen az ACE miikodése és szabalyozasa régéta a
biokémiai €s orvosbiologiai kutatasok fokuszaban all. Ugyanakkor egyre tobb megfigyelés
utal arra, hogy az ACE funkcionalis allapota nem azonosithatd pusztdn az enzim
bioldgiai kornyezet és a szerkezeti sajatossagok is meghatarozhatjak miikodését [3,4].

Kordbbi eredmények alapjan a humén szérumalbumin (HSA) képes gatolni az
angiotenzin-konvertalé enzimet, azonban az albumin ACE-re gyakorolt hatasa nem
tekinthetd pusztan koncentraciofiiggd jelenségnek, mivel a gatlds mértéke nem all egyenes
aranyban az albumin szintjével [5]. A HSA kozponti szerepet jatszik kiillonbozé endogén
ligandumok szallitasaban. Ez felveti annak lehetdségét, hogy az albumin funkcionalis
allapota, illetve az altala kotott ligandumok jelenléte meghatarozo szerepet jatszhat az ACE
szabalyozasaban.

A HSA elsddleges zsirsavszallito fehérjeként ismert, és a zsirsavkotés dokumentalt
modon képes modositani az albumin szerkezeti és funkcionalis sajatossagait [6]. Ennek
ellenére az albuminhoz kotott zsirsavak mindségi 0sszetételének ACE-re gyakorolt hatasat
eddig csak korlatozott mértékben vizsgaltak. Szamos klinikai vizsgalat utal arra, hogy az
étrendi zsirsavOsszetétel megvaltoztatadsa mérhetd hatassal van a kardiovaszkularis rendszer
miikddésére, beleértve a vérnyomads alakulasat is, ami arra utal, hogy a keringd zsirsavak
nem csupan metabolikus, hanem funkcionalis szabalyozé szereppel is birhatnak [7,8].

Az ACE miukodését a biologiai kdrnyezethez kapcsolddo szerkezeti és funkciondlis
sajatossagok is befolydsolhatjak, amelyek hatassal lehetnek a HSA kozvetitésével
megvalosuld gatlas jellegére. Mindezek alapjan az endogén ACE-gatlds olyan Osszetett
jelenségnek tekinthetd, amelynek értelmezése tobb, egymassal 6sszefiiggd tényezd egyiittes
figyelembevételét igényli, beleértve az ACE funkciondlis allapotét, az albumin szerepét,
valamint az albuminhoz kotott ligandumok modulalé hatasat. Ezek a megfontolasok képezik

a jelen értekezés alapjat.



ELMELETI ES IRODALMI ATTEKINTES

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer miikodése és az angiotenzin-konvertalo
enzim szerepe

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) a keringés egyik alapvetd
szabalyoz6 mechanizmusa, amely a vérnyomas, a keringd volumen ¢és a natrium-haztartas
fenntartasaban jatszik szerepet. A rendszer aktivacioja csokkent rendlis perfuzio,
hipovolémia vagy alacsony natriumbevitel esetén indul meg. A vesében a juxtaglomerularis
sejtek renint valasztanak ki, amely az angiotenzinogént angiotenzin I-¢ hasitja. Az
angiotenzin I bioldgiailag inaktiv, és az angiotenzin-konvertal6 enzim (ACE) hatdsara alakul
at angiotenzin I1-vé, amely a rendszer f6 effektor molekulaja [9,10].

Az angiotenzin I hatasai dontden az AT1 receptoron keresztiil érvényestilnek. Az AT1
receptor Gg-fehérjéhez kapcsolt receptor, amelynek aktivacidja a foszfolipdz C
aktivalasdhoz vezet. Ennek kovetkeztében az inozitol-1,4,5-trifoszfat (IPs) és a diacilglicerol
képzddése fokozodik, ami intracelluldris Ca?*-felszabadulast, valamint protein-kindz C
aktivaciot eredményez. Ezek a jelatviteli folyamatok kozvetleniil hozzajarulnak a simaizom-
kontrakci6 kialakulasahoz, és ezaltal fokozzak a periférias ellenallast és emelik az artérias
vérnyomast. Az AT1 receptor aktivacidja serkenti a mellékvesekéreg zona glomerulosajaban
mikdzben fokozza a kaliumiiritést. Az angiotenzin II ezen kiviil stimuldlja az antidiuretikus
hormon felszabadulasat, aktivalja a szomjusagkozpontot és fokozza a szimpatikus
idegrendszeri tonust, ami tovabb noveli a keringé volumen és a vérnyomas szintjét [11].

Ugyanakkor az angiotenzin II hatasai nem korldtozodnak az akut hemodinamikai
szabalyozasra. Tartos vagy fokozott aktivacio esetén az AT receptor kozvetitésével
proliferativ, proinflammatorikus és profibrotikus jelatviteli Utvonalak aktivalodnak. A
szivben és az érfalban ez simaizom- és fibroblast-proliferacidhoz, extracelluldris matrix-
felhalmozodashoz €s strukturalis remodellinghez vezethet. A vesében az intrarenalis RAAS-
aktivacio fokozza a glomerularis nyomast és elésegiti a progressziv nefronkarosodast.
Oxidativ stressz és gyulladasos medidtorok fokozott termelddése révén az angiotenzin II
hozzéjarul a kronikus kardiovaszkularis és renalis betegségek progresszidjahoz [12].

Az angiotenzin Il hatasai kisebb részben az AT2 receptoron keresztiil is
érvényesiilhetnek, amely bizonyos koriilmények kozott a proliferacio gatlasaval é€s
vazodilatator mechanizmusokkal ellenhatast fejthet ki, azonban a keringési és patofiziologiai

hatasok dont6 tobbsége AT1-medialt [11,13].



Az ACE a fenti folyamatok meghatarozo 1épését katalizalja. Az emberi szervezetben
a szomatikus ACE els6sorban az endotél felszinén expresszalodik, kiilondsen a pulmonalis
kapillarisokban, de kimutathatdo a vese proximalis tubulus sejtjeiben, a szivben, az érfal
simaizomsejtjeiben, az agy bizonyos teriiletein és a gasztrointesztinalis traktusban is [14].
Az ACE lokalizacioja anatdmiailag ¢és funkciondlisan is Osszefligg az angiotenzin II
szisztémas ¢s lokalis képzddésével.

Az ACE gatlasa csokkenti az angiotenzin II képzddését és mérsékli az AT1-medialt
hatasokat. Az ACE-gatlok alkalmazasa széles korben elterjedt artérias hipertoniaban,
kronikus  szivelégtelenségben, akut miokardialis infarktust kovetéen, balkamra-
diszfunkcioban, valamint diabéteszes és nem diabéteszes kronikus vesebetegségben. A
RAAS tulaktivaciojahoz kothetd strukturdlis és funkcionalis eltérések mérséklése révén az
ACE-gatlok csokkentik a morbiditast és a mortalitast ezen korképekben.

Az angiotenzin-konvertalo enzim aktivitdsanak meghatarozasa diagnosztikai
jelentéséggel bir granulomatézus betegségekben, kiillondsen szarkoiddzisban, ahol az

emelkedett szérum ACE-aktivitas a betegség progresszidjaval osszefiiggésbe hozhaté [15].

Az endogén ACE-gatlas

Az ACE aktivitdsa nem kizarélag az enzim koncentraciojatol fiigg. Azonos ACE-
koncentracio mellett eltérd katalitikus aktivitds mérhetd, ami arra utal, hogy a keringésben
jelen 1évd plazmakomponensek az enzim miikodését kozvetleniil befolyasoljak.

Kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai igazoltdk, hogy a huméan szérumban mérhetd
ACE-aktivitas csokkenéséért elsddlegesen a HSA felelds. Kisérletes koriilmények kozott
kimutattuk, hogy a HSA jelenléte az ACE katalitikus aktivitasat reverzibilis modon gatolja,
an¢lkiil, hogy az enzim irreverzibilis inaktivacidjat okoznd. Az albumin eltavolitdsa vagy
modulalo szerepét tamasztja ala [5,16].

Az endogén ACE-gatlas mértéke azonban egyénenként valtozo. Klinikai mintadkban az
ACE-aktivitas és az ACE-koncentraci6 kozotti arany nem allando, és a HSA jelenléte mellett
is kiilonbségek figyelhetok meg a gatlas intenzitdsaban. Ez a variabilitas arra utal, hogy a
HSA éltal kozvetitett gatld hatas nem kizardlag az 6sszalbumin-koncentracié fiiggvénye.

A HSA strukturdlisan rugalmas, tobb kotohellyel rendelkezd fehérje, amely a
keringésben szdmos endogén és exogén molekulaval 1ép kolcsonhatdsba. Ismert, hogy

kiilonboz6 kornyezeti tényezok, példaul oxidativ modosulasok, konformacios eltérések vagy
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ligandkdotés, befolyasolhatjak az albumin szerkezeti és funkcionalis sajatossagait [17].
Ennek alapjan ésszertien feltételezhetd, hogy a szérum aktudlis Osszetétele és az albumin

funkcionalis allapota hatassal lehet az ACE-re gyakorolt gatlo effektus mértékére.

A HSA ligandumkoto tulajdonsagai

A HSA a vér legnagyobb koncentracioban jelen 1évo fehérjéje, amely megkdzelitdleg
35-52 g/L koncentracioban taldlhatdo a keringésben. A 66,5 kDa molekulatomegi, 585
aminosavbol allo fehérje harom homoldég doménbdl (1., I1. és III. domén) épiil fel, amelyek
tovabbi A ¢s B alegységekre tagolodnak. A HSA szerkezetét 17 diszulfidhid stabilizalja, ami
jelentds szerkezeti stabilitast biztosit, ugyanakkor a molekula konformacioja dinamikusan
alkalmazkodik a ligandumkotéshez [18].

A HSA szamos endogén és exogén molekula transzportjaban vesz részt. A keringésben
jelen 1év6 kis molekulatomegii hidrofob vagy részben hidrofob vegyiiletek jelentds hanyada
albuminhoz ko&totten szallitddik. Endogén ligandumai kozé tartoznak a szabad zsirsavak
(FFA), a bilirubin, az epesavak, a tiroxin és mas pajzsmirigyhormonok, a kortizol és egyéb
szteroid hormonok, tovabba kiilonbozo lipidperoxidacios termékek és reaktiv aldehidek. Az
albumin képes tovabba nitrogén-monoxid és kiilonb6zé reaktiv oxigénszarmazékok
megkdtésére is, amivel redox-szabalyozasi folyamatokban is szerepet jatszhat [19].

Exogén molekuldk koziil az albumin szamos gyodgyszert kot nagy affinitassal. A
klasszikusan leirt kotohelyek koz¢ tartozik a Sudlow 1 hely (ITA alegysé€g), amely példaul
warfarin, fenilbutazon és egyes benzodiazepinek kotéséért felelds, valamint a Sudlow I1 hely
(IITA alegység), amely tobbek kozott diazepam, ibuprofen és mas nem-szteroid
gyulladascsokkentok kotésében jatszik szerepet [19-21]. E kotéhelyek kompetitiv modon
képesek kiilonbozd ligandumokat megkotni, ami farmakokinetikai szempontbol is jelentds.

Az albumin ligandkétése nem izolalt esemény, hanem a molekula teljes
relativ elmozdulasa lehetdvé teszi, hogy egy ligandum kotddése befolydsolja mas
ligandumok affinitasat [22]. Ez az allosztérikus jellegii kolcsonhatds az albumint
dinamikusan szabalyozhat6 transzportfehérjévé teszi [23].

Az albuminhoz kotott molekulak koziil mennyiségi szempontbol a szabad zsirsavak
kiemelt jelentdséggel birnak. A keringésben a zsirsavak dont6 tobbsége albuminhoz kotdtten
talalhato, és egy albuminmolekula tobb zsirsav egyideji megkotésére képes. Emellett a HSA

tobb nagy affinitast zsirsavkotd hellyel rendelkezik, krisztallografias vizsgalatok alapjan
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legalabb hét {6 zsirsavkotd hely azonosithaté a molekulan [24]. A nagy affinitast helyek
¢s részben atfedést mutat a Sudlow I kotéhellyel. Az FA1 régidban taldlhato Tyr-138
oldallanca a zsirsav karboxilat csoportjanak stabilizalasdban vesz részt, igy a kotés
hidroféb interakciokon és specifikus aminosav-oldallancokkal kialakulé kolesonhatasokon
keresztiil valosul meg.

is modositja. Strukturdlis és molekuldris szimulacidés vizsgélatok kimutattdk, hogy
kiilonb6z6 lanchosszisagu és telitettségli zsirsavak eltéré mértékli doménelmozdulast és
lokalis szerkezeti atrendezdést idézhetnek el6 [25,26]. A ligandumkotés kovetkeztében a
domének relativ orientacidja véltozhat, ami més kotéhelyek affinitasat is modosithatja. Ez
az allosztérikus jellegi szabdlyozas azt eredményezi, hogy az albumin egyes kotdhelyeinek
foglaltsaga befolyasolhatja mas ligandumok kotodését.

A HSA funkcionalis tulajdonsagai igy ligandumfliggd modon valtozhatnak. A
zsirsavakkal telitett albumin eltéré gyodgyszerkotési profilt mutathat, mint a zsirsavmentes
forma és kiilonbségek figyelhetok meg a kolloidozmotikus hatds, valamint egyes fehérje-
fehérje kolcsonhatasok tekintetében is. Kisérletes adatok arra utalnak, hogy a zsirsavkotés
befolyasolhatja az albumin felszini toltéseloszlasat és konformécios flexibilitasat, ami mas
fehérjékkel valo interakcids potencialjat is modosithatja [27].

A keringésben az albumin zsirsavakkal valo telitettsége dinamikusan valtozik a
metabolikus allapot fiiggvényében. Ehezés, fizikai terhelés, inzulinrezisztencia vagy
gyulladésos allapotok esetén a szabad zsirsavak koncentracidja emelkedhet, ami az albumin
zsirsavkotd helyeinek nagyobb mértéki foglaltsagat eredményezi. Ennek kovetkeztében az
albumin konformacidja és funkciondlis viselkedése a fiziologids és koros allapotok kozott
kiilonbozhet.

Mindezek alapjan a HSA nem tekinthetd kizardlag passziv hordozofehérjének.
Ligandumkotd tulajdonsagai és konformacids plaszticitdsa révén a keringési kornyezet
valtozasaira érzékenyen reagdlo, funkcionélisan modulalhat6 fehérjeként értelmezhetd. Az
albuminhoz kotott zsirsavak mennyiségi €s mindségi jellemzoéi ezért potencidlisan

befolyasolhatjdk az albumin mas fehérjékkel kialakitott kolcsonhatasait is.
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Zsirsavak a keringésben

A keringésben jelen 1év6 nem észterifikalt zsirsavak (free fatty acids, FFA-k) foként a
zsirszovetbdl torténd lipolizis eredményeként jutnak a plazméba. Ehomi allapotban
koncentraciojuk jellemzden 0,2—0,6 mmol/L tartomanyban mozog, azonban €hezés, stressz,
inzulinrezisztencia vagy fokozott szimpatikus aktivitas esetén 1 mmol/L feletti értékeket is
elérhet. A plazmaban az FFA-k dontd tobbsége albuminhoz kotdtten kering, a nem kotott
frakcio aranya rendkiviil alacsony.

A teljes FFA-koncentracio ugyanakkor nem tiikrozi a zsirsavosszetételt. A vérszérum

FFA-frakcio heterogén, és tobb {6 csoport kiilonithetd el szerkezeti alapon.

Telitett zsirsavak (SFA)

A telitett zsirsavak (saturated fatty acids, SFA-K) kozé tartozik példaul a palmitinsav
(C16:0) ¢és a sztearinsav (C18:0). Kettdskotést nem tartalmaznak, lancuk linearis, ami a
bioldgiai membranokban fokozott lipid-rendezettséget eredményezhet. Sejtszinten a
palmitinsav képes aktivalni a Toll-like receptor 4 (TLR4) jelatviteli tvonalat, amely NF-
kB-medialt gyulladasos génexpressziohoz vezethet [28]. A telitett zsirsavak tovabba
elésegithetik a ceramidképzddést, ami az inzulinjelatviteli utvonal (IRS—PI13K—Akt tengely)
gatlasan keresztiil inzulinrezisztenciahoz jarulhat hozza [29,30].

Emelkedett szérum SFA-aranyt irtak le metabolikus szindromaban és 2-es tipusa
diabétesz mellituszban, ahol a fokozott zsirszoveti lipolizis és inzulinrezisztencia

kovetkeztében a palmitinsav és mas hosszt lancti SFA-k aranya novekedhet [31,32].

Egyszeresen telitetlen zsirsavak (MUFA)

Az egyszeresen telitetlen zsirsavak (monounsaturated fatty acids, MUFA-k) k6zé
tartozik az olajsav (C18:1 n-9), amely a szérum egyik leggyakoribb MUFA-komponense.
csokkentve a membranlipidek rendezettségét €s novelve a membranfluiditast. Az olajsav
kevésbé aktival gyulladasos jelatviteli utvonalakat, mint a palmitinsav, és egyes
modellekben mérsékli a telitett zsirsavak altal kivaltott NF-kB-aktivaciot [33].

A MUFA-k metabolikus hatasprofilja altalaban kedvezObb a telitett zsirsavakéhoz
képest: novelik a HDL-koleszterin szintjét, csokkentik a trigliceridszintet, valamint
hozzajarulhatnak a glikémias kontroll javitasahoz [34]. E kedvez6 hatasok részben az

inzulinérzékenység megdrzésével €s az oxidativ stressz csokkentésével magyardzhatok. A
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szérum MUFA-arany valtozasa 0sszefliggésbe hozhat6 a lipidanyagcsere allapotaval és a de

novo lipogenezis aktivitasaval [34].

Tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA)

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (poliunsaturated fatty acids, PUFA-k) kozé
tartoznak az omega-6 (n-6) csalad tagjai, példaul a linolsav (C18:2 n-6) és az arachidonsav
(C20:4 n-6), valamint az omega-3 (n-3) csalad tagjai, példaul az eikozapentaénsav (EPA,
C20:5 n-3) és a dokozahexaénsav (DHA, C22:6 n-3). Tobb kettdskotést tartalmaznak, ami
fokozott konformacios flexibilitast €s oxidaciods érzékenységet eredményez.

A  szérum PUFA-arany valtozdsa Osszefiiggésben allhat gyulladdsos és
kardiovaszkularis allapotokkal. Egy tanulmédny szerint a magasabb szérum omega-3
(kiilonosen a DHA) koncentraci6 fliggetlen védéfaktor a koszoraér-betegségekkel szemben
[35]. Az arachidonsav a ciklooxigenaz (COX) és lipoxigenaz (LOX) utvonalakon keresztiil
prosztaglandinok, tromboxanok ¢és leukotriének prekurzora, amelyek gyulladdsos és
vaszkularis folyamatokat szabalyoznak [36,37]. Ezzel szemben az EPA és DHA metabolitjai,
példaul resolvinok, protektinek és maresinek, gyulladasfeloldd (pro-resolving) mediatorok,
amelyek hozzdjarulnak a szdveti regeneracidhoz. Kronikus gyulladdsos betegségekben és
egyes kardiovaszkularis korképekben az n-6/n-3 arany eltolédasa figyelheté meg, ami a
gyulladasos mediatorprofil modosulasaval jarhat [38].

A vérkeringésben a zsirsavprofil tehdt nem pusztan energetikai paraméter, hanem
olyan biokémiai jellemzd, amely szerkezeti, jelatviteli és gyulladasos folyamatokat is
befolyasol. A teljes FFA-koncentraci6 meghatdrozdsa dnmagaban nem tiikrozi ezeket a
mindségi kiillonbségeket. A zsirsavak lanchosszusaga, telitettsége és relativ aranya eltérd
fizikai-kémiai tulajdonsagokat és biologiai hatasokat eredményez, amelyek potencialisan
modosithatjak az albuminhoz kotott allapotban érvényesiilé funkcionalis kolcsonhatasokat

is.

Az ACE szerkezeti és funkcionalis sajatossagai

Az ACE egy cinkfiiggd dipeptidil-karboxipeptidaz, koriilbeliil 130-180 kDa
molekulatomegii, erésen N-glikozilalt fehérje, amely egyetlen polipeptidlancbol all és két
homolog katalitikus domént tartalmaz: az N-domént és a C-domént. Mindkét domén
rendelkezik sajat aktiv centrummal, amelyeknek a kialakitasaban résztvevd aminosavak

sorrendje azonos: HEMGH-motivumhoz k6t6dé cinkion vesz részt a katalizisben [39,40].
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A két domén funkciondlisan nem teljesen azonos. A C-domén elsddlegesen felelds az
angiotenzin | angiotenzin Il-vé torténd atalakitasaért, mig az N-domén bizonyos egyéb
peptidszubsztratok,  példaul az  N-acetil-szeril-aszpartil-lizil-prolin ~ (Ac-SDKP),
lebontasaban jatszik meghatarozo szerepet [41,42]. Ismert, hogy egyes ACE-gatlok
doménszelektiv affinitast mutatnak: példaul a lizinopril és az enalapril elsésorban a C-
doménhez kotddnek nagy affinitdssal, mig bizonyos kisérleti inhibitorok N-domén
preferenciat mutatnak [43-46]. A doménszelektiv miikodésnek élettani relevanciaja van,
mivel az Ac-SDKP lebontasanak gatlasa antifibrotikus hatasokkal hozhatd Osszefiiggésbe
[47], mig az angiotenzin 11 képzddésének csokkentése hemodinamikai hatasokkal jar.

A szomatikus ACE membrankotott forma, amely egy C-termindlis transzmembran
szakasz révén horgonyzodik a sejtfelszinhez [41]. Legnagyobb mennyiségben a pulmonalis
kapillaris endotélben expresszalddik, de jelen van a vese proximalis tubulus sejtjeiben, a
szivben, az érfal simaizomsejtjeiben és egyes immunsejtek felszinén is [48]. A szérumban
mérhetd szolubilis ACE a membrankotott forma extracellularis részének proteolitikus
hasitasaval (shedding) keletkezik, amelyben metalloproteazok, példaul az ADAM17 (=
TNFa-konvertalé enzim), jatszhatnak szerepet [49,50]. A levalt forma meg6rzi mindkét
katalitikus doménjét és enzimaktivitasat.

Az ACE tobb N-kapcsolt glikozilacios hellyel rendelkezik; a humén szomatikus ACE-
ban legalabb 7-8 potencialis N-glikozilacids konszenzushely (az N-glikozilacio esszencialis
motivuma, mas néven szekon, Asn-X-Ser/Thr) azonosithato [51]. A glikozilacié hozzajarul
a fehérje stabilitasahoz, megfelelé hajtogatddasahoz és felszini szerkezetéhez [52].
Kimutattak, hogy az ACE glikozilacidja heterogén, és a glikdnmintazat sejttipus- és
szovetfliggd eltéréseket mutathat [53,54]. A glikozilacios eltérések befolyasolhatjak az
enzim felszini epitdpjainak hozzaférhetdségét és stabilitasat.

Az ACE térszerkezete dinamikus, és szubsztrat- vagy inhibitorkotés hatasara lokalis
konforméciovaltozasok kovetkeznek be az aktiv centrum kornyezetében. Krisztallografias
vizsgalatok kimutattak, hogy az aktiv centrum zsebének zarodésa €s nyitasa befolyasolja a
szubsztrat-hozzaférést és a katalitikus hatékonysagot [40]. A két domén kozotti relativ
orientacid szintén valtozhat, ami domén-domén kolcsonhatdsokat eredményezhet.

Bioldgiai mintak k6zott az ACE konformacios allapota eltérhet. Ez nem feltétleniil jar
a katalitikus aktivitds dramai cs6kkenésével, ugyanakkor modosithatjak az enzim felszini

interakcios tulajdonséagait és domén-specifikus miikodését.
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Epitop-specifikus ACE-fenotipizalas elméleti alapjai

A monoklonalis antitestek (monoclonal antibodies, mAb-k) epitop-specifikus
kotddése lehetdséget ad arra, hogy egy fehérje felszini szerkezetét tobb, egymast kiegészitd
kotédés alapjan jellemezziik. Danilov és mtsi az ACE esetében olyan monoklonalis
antitestpanelt fejlesztettek ki, amely az enzim N- ¢és C-doménjén elhelyezkedd,
konformaciofiiggd epitopokat ismeri fel. Az epitopok térképezése doménspecifikus
rekombinans konstrukcidk, kompeticios vizsgalatok €s célzott mutagenezis segitségével
tortént, ami lehetdvé tette a kotéhelyek doménszintii lokalizalasat (1. abra).

A modszer kulcsa, hogy a hasznalt antitestek jelentds része konformaciofiiggd epitopot
ismer fel, vagyis kotodésiik érzékeny a felszini térszerkezet lokalis valtozasaira. Az ACE
esetében kiilondsen fontos, hogy az epitdpok nagy hanyada glikozilacios helyek kozvetlen
kornyezetéhez kapcsolodik, ezért az antitestek kotédési  intenzitasa nemcsak
aminosavsorrend-valtozasra, hanem a glikanok jelenlétére és Osszetételére is reagalhat.
Danilovék epitope-mapping vizsgalatai alapjan az ACE-ban 17 potencialis N-kapcsolt
glikozilacioés hely azonosithatd, amelyek koziil tobb (irodalmi adatok szerint akar 15)
ténylegesen glikozilalt lehet, és a glikanmintazat sejttipus- és szovetfiiggd heterogenitast
mutat [55].

A C-doménhez rendelt epitopok térképezése soran tobb olyan antitestet irtak le, amely
kifejezetten érzékeny bizonyos glikdnok jelenlétére. Példaul egyes mAb-k (példaul 1B8 és
3F10) kotddése az Asn731 kornyezetében 1évd N-glikdn Osszetételétdl fiigg, mig mas
antitestek (példaul 2H9 ¢és 3F11) az Asn685 kornyezetének, illetve tovabbi glikozilacios
régiok (példaul egy C-terminalis hely) allapotat jelzik a kotddésiikon keresztiil; tovabbi
mADb-k (példaul 1E10 és 4E3) az Asn666 régiohoz kapcsoldodd glikanérzékenységet
mutatnak [56]. Ezek a példak azt tamasztjak ala, hogy a panel nem egyszertien ,,ACE-
detektor”, hanem t6bb ponton képes a felszini mikrokornyezet (kiilondosen a
glikdnkornyezet) eltéréseit is megkiilonboztetni.

Az N-doménhez kapcsolodd antitestek kozott is taldlhatok olyanok, amelyek
funkcionalisan értelmezhetd felszini régiokat fednek le. Példaul 9B9 és 3G8 epitdpjai az N-
termindlis N-domén régiohoz kotddnek, és a kotddésiik Osszefiiggésbe hozhatdo az ACE
dimerizacidjaval €s sheddingjével; a két antitest hatasa eltérd irany lehet ugyanazon tagabb
région beliil, ami arra utal, hogy a felszini mikroarchitektira finom kiilonbségei biologiai
kovetkezményekkel jarhatnak [57]. Szintén ide sorolhatdo a SF1 jelii antitest, amelynél
glikankornyezethez (példaul egy Asnll17 korili glikdnhoz) kothetd, ¢és magas
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koncentracioban az ACE-aktivitast is képes gatolni [58]. Ez a megfigyelés a
konformaciofiiggd kotddés €s a katalitikus hasadék hozzaférhetdsége kozotti kapcesolatot is

illusztralja.

3G8/5B3

amelyben az N- és C-domén kristalyszerkezetei egymashoz orientdlva keriiltek abrazoldsra.
Az N- és C-doménhez tartozo mAb-k altal felismert epitopok felszini régioi eltero szinekkel
vannak jeldlve, az egyes mAb-nevek kozvetleniil a megfeleld felszini teriiletek mellett
lathatoak. A feltételezett N-kapcsolt glikozildacios helyekhez tartozo aszparagin oldallancok
élénk zold szinnel keriiltek kiemelésre, jelezve azok térbeli elhelyezkedését az epitopokhoz
viszonyitva. A doméneket osszekoto interdomén linker régio sematikusan, szaggatott ivvel
abrazolt, mig a C-domén juxtamembran szakasza hurokszeriien jelenik meg, a sejtmembran
helyzetét szaggatott vonal jeloli. Az abra a kiilonbozo epitopok térbeli elrendezdodését
szemlélteti, és alapjat képezi az epitop-specifikus konformdacios fingerprinting
megkozelitésnek.

Danilov megkozelitésében az ACE felszini allapotanak jellemzésére nem egyetlen
mADb jelét hasznaljuk, hanem a panel tobb elemének relativ kotddési mintazatat. Ezt a
kotddési profilt nevezték el ,,konformaciés ujjlenyomatnak™ (conformational fingerprint).

Az ACE tobb epitopjat lefedd antitestpanel egylittes kotodési képe olyan érzékeny
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markernek tekinthetd, amely képes jelezni lokalis konforméaciovaltozasokat, glikozilacids
eltéréseket, inhibitor- vagy ligandumkoétéshez tarsuld strukturdlis modosulasokat, illetve
sejttipus- €s szovetfliggd kiilonbségeket. A modszer gyakorlati megvalositdsaban kézponti
szerepe van az immunologiai ACE-megkotésen alapuld enzimaktivitas-mérésnek (immune-
capture jellegli megkozelités), ahol az antitest altal megkotott ACE katalitikus aktivitdsa
kvantifikéalhato, és a kiilonb6z0 antitestek kozott kapott mintazat 6sszehasonlithato.

Ebben az értelmezési keretben az ACE ,fenotipusa” nem a fehérje teljes
relativ kotodési/aktivitdsi mintazatot, amelyet egy definialt epitop-panellel mériink. A
fenotipus igy egy adott mintazatot mutat6 fogalomként kezelendd: konzisztens mintazat
esetén az ACE felszini szerkezetének (és kiilondsen az epitop-mikrokdrnyezeteknek)
viszonylagos stabilitasa feltételezhetd, mig eltérd, atipusos mintazat esetén az epitdpok
hozzaférhet6sége vagy kornyezete (példaul glikanfiiggdé modon) modosult [55].

A mobdszer eldnye, hogy kis strukturalis eltérésekre is érzékeny, és olyan
kiilonbségeket képes kimutatni, amelyek a teljes ACE-aktivitas egyszerli mérésével vagy
koncentracio-meghatarozassal rejtve maradhatnak. A konformacids ujjlenyomat kiilondsen
akkor informativ, ha az ACE kiilonb6z6 biologiai forrasokbol szarmazik (példaul szérum vs.
szoveti eredet, illetve kiilonb6zo sejttipusokbdl szarmazd ACE), ahol a glikozilacié és egyéb
poszttranszlacids sajatossagok sejtspecifikusak lehetnek. Danilovék alkalmazési példai
kozott szerepel, hogy bizonyos korallapotokban az ACE-ujjlenyomat eltérhet a kontrolloktol,
és ez a kiilonbség szoveti és keringé ACE esetén is megjelenhet [59-61].

A megkozelitésnek ugyanakkor vilagos limitacioi vannak. Az epitop-panel csak a
felszin adott, lefedett régidirdl szolgaltat informaciot, a nem vizsgélt felszini teriiletek és a
mélyebb szerkezeti elemek nem értékelhetdk. A kotddési mintdzat érzékenysége eldny, de
egyben értelmezési kihivas is: a glikozilacid-fliggd epitopok esetében a valtozas nem ,,hibat”
jelent, hanem bioldgiai heterogenitast, amelynek okat kiilon kell feltarni. Emellett a mérés
standardizalasa kritikus, mivel a mintakezelés, immobilizacio, antitest-koncentracio és az
enzimaktivitas-essz¢é paraméterei a mintazat 6sszehasonlithatosagat befolyasolhatjak. Végiil
a modszer fenotipusa nem azonos a teljes poszttranszlacids ,allapottérrel”: a fenotipus a
panel altal mért mint4zat, és csak ezen a definicion beliil értelmezhetd.

A fenti elméleti keret alapjan az ACE felszini szerkezete epitop-specifikusan
jellemezhetd, ugyanakkor tovébbra is kérdés, hogy az ACE funkciondlis allapota és
konformacids sajatossagai milyen kapcsolatban 4llnak az endogén ACE-gatlas

variabilitasaval.
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CELKITUZES

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) miikodésének zavara meghatarozo
szerepet jatszik a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban és progresszidjaban [16]. A
rendszer egyik kulcsenzime az angiotenzin-konvertalé enzim (ACE), amelynek aktivitasat a
klinikai gyakorlatban elsdsorban farmakologiai uton, ACE-gatlo gyogyszerekkel
befolyasoljuk. Ezzel szemben az ACE endogén szabalyozasarodl, kiilondsen a keringésben és
a szovetekben érvényesiilo fiziologias gatldo mechanizmusokrél, a rendelkezésre allo
ismeretek korlatozottak.

Korabbi kutatasok igazoltak, hogy a humén szérumalbumin (HSA) jelentds endogén
ACE-gatlo hatassal rendelkezik [5]. Ugyanakkor nem ismert, hogy milyen tényezék
hatarozzak meg ennek a gatldsnak a mértékét, illetve, hogy ez a szabdlyozds miként
érvényesiil kiilonbozé szdveti kornyezetekben. Tekintettel arra, hogy az albumin szdmos
ligandum, koztiikk zsirsavak hordozoja, felmeriil annak lehetésége, hogy az albuminhoz
kot6do zsirsavak modosithatjak az albumin ACE-gatld tulajdonsagait. Emellett az ACE
nagymértékben glikozilalt fehérje, amelynek poszttranszlaciés modositdsai konformacios
eltéréseket eredményezhetnek, és ezaltal befolyasolhatjak az enzim gatolhatdsagat.

Munkéam célja az ACE endogén szabalyozasanak vizsgalata volt human mintdkban, a
keringésben és kiilonb6z6 szovetekben, kiilonds tekintettel az albumin, az albuminhoz ko6tott

zsirsavak, valamint az ACE poszttranszlacios modositasainak szerepére.

Vizsgalataim soran az alabbi konkrét célkitlizéseket fogalmaztam meg:

e Annak vizsgalata, hogy a human vérmintakban mérhet6 endogén ACE-gatlas

e Az albuminhoz kotott zsirsavak szerepének tisztdzasa a HSA-medialt ACE-gatlas
szabalyozasaban, kiilons tekintettel arra, hogy a zsirsavosszetétel befolyasolja-e
a gatlas mértékét.

e Annak meghatarozasa, hogy az egyes zsirsavak szerkezeti sajatossagai (kiilondsen
a telitettség és a kettds kotések szama) eltéré modon modositjak-e a HSA ACE-
gatlo hatéasat.

e A HSA-medialt, zsirsavfiiggd ACE-gatlas vizsgalata kiilonb6z6 szovetek esetében.

e Annak elemzése, hogy az ACE konformdacios és poszttranszlacids sajatossagai

befolyasoljak-e a HSA éltal kozvetitett endogén gatlas mértékét.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Human mintak, vizsgalati populaciok

Vizsgalatainkhoz human vér- és szovetmintdkat hasznaltunk fel. A szérum
angiotenzin-konvertalé enzim (ACE) aktivitasanak és endogén gatlasanak vizsgalatahoz 161
feln6tt személy vérmintéjat hasznaltuk, akik a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének
munkatarsai, illetve ambulancidjan megjelend betegek koziil keriiltek bevondsra. A
vizsgalatba bevont személyek egyike sem részesiilt ACE-gatld kezelésben, amit részletes
anamnézis felvétele, valamint biokémiai mérések alapjan ellendriztiink.

Az endogén ACE-gatlas és a zsirsavak kozotti dsszefiiggések vizsgalatahoz tovabbi
101 beteg vérmintait elemeztiik, amelyek a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének
Klinikai Fiziologiai Tanszékére diagnosztikai célu ACE-aktivitds meghatarozasra érkeztek.

A vérmintavétel standard aszeptikus technikaval tortént Vacutainer csovekbe
(katalogusszam: 367955, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). A nativ mintakat
alvadast kovetden 1500 g-vel, 15 percig centrifugaltuk szobahdmérsékleten a szérum ¢és a
sejtes elemek elvalasztasahoz. A szérum mintakat felhasznalasig —20 °C-on taroltuk. Az
EDTA-val alvadasgatolt vért —20°C-n taroltuk a DNS izolalasig.

A szoveti ACE vizsgalatdhoz humén tlidé-, sziv- és nyirokcsomodszovet mintakat
hasznaltunk fel, amelyek miitéti beavatkozasok soran keriiltek eltavolitasra a Debreceni
Egyetem, Klinikai Kozpont, Sebészeti Klinika, Mellkassebészeti Osztilyan ¢és a
Kardiologiai és Szivsebészeti Klinikan. A vizsgéalatban szovettipusonként egy-egy betegbdl
szarmazo0 minta szerepelt. A mintavalasztas egyik f6 szempontja az volt, hogy a betegek ne
részesiiljenek ACE-gatlo kezelésben. A betegektdl a vérminta levétele és feldolgozasa a fent
leirtakkal azonos modon tortént. A szdvetmintdkat mechanikusan apritottuk, majd
tomegaranyosan 5 ml/g (nedves tomeg) 100 mM TRIS-HCI pufferoldatot (pH 7,0) adtunk
hozza jégen. A szoveteket homogenizatorral (Bio-Gen PRO200, PRO Scientific, Oxford,
CT, USA) homogenizaltuk, majd 16100 g-n, 5 percig centrifugaltuk. A feliiliszokat
Osszegyjtottiik, és a tovabbi meghatarozasokig —20 °C taroltuk.

Az ACE-fenotipizalasi vizsgalatokat a fenti populaciok kivalasztott mintain végeztik.

Az ACE-aktivitas fluoreszcens kinetikus meghatarozasa
A szérum ACE-aktivitasat fluoreszcens kinetikus modszerrel hataroztuk meg, a

Carmona és mitsi altal leirt eljaras [62] kisebb modositasaval, az altalunk korabban
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optimalizalt protokoll szerint [63]. A mérés elve azon alapul, hogy az alkalmazott,
szintetikusan eléallitott fluoreszcens szubsztratot (Abz-FRK-(Dnp)-P-OH) az ACE hasitja.
Az intakt, quenchelt szubsztrat esetében a donor (Abz) és az akceptor (Dnp) molekulak
kozotti energiaatadas miatt a donor fluoreszcenciaja nem észlelheté. A szubsztrat ACE altali
hasitasat kdvetden az energiadtadas megsziinik, a donor molekula gerjeszthetové valik, és
fluoreszcens fényt bocsat ki. A mérés sordn a fluoreszcencia intenzitdsdnak iddbeli
novekedését detektaltuk, amely kozvetleniil aranyos az ACE enzimaktivitasaval.

A reakcidelegy 100 mM TRIS-HCI pufferben (pH 7,0) 50 mM NaCl-t és 10 uM ZnCl.-
t tartalmazott. Az Abz-FRK(Dnp)P-OH szubsztratot 15 uM koncentracidoban alkalmaztunk
(Peptide 2.0, Chantilly, VA, USA). A szérummintdkat a reakcidelegyben végséd
koncentracioban 35-szoros higitasban mértiik. A méréseket fekete, 96 lyuka microplate
lemezeken végeztikk (katalogusszam: 655-900, Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Ausztria). A fluoreszcens jel detektdlasa ClarioStar micCroplate olvasoval
(BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Németorszag) tortént, 37 °C-on. A gerjesztési és
emisszios hullamhosszak A=340 nm, illetve A=405 nm voltak. A fluoreszcencia mérését 90
percen keresztiil, egyperces idokozokkel végeztik, és az aktivitdsszamitidshoz minden
esetben a reakcio linearis szakaszat hasznaltuk fel.

Az ACE-aktivitasat az alabbi Osszefiiggés alapjan szamitottuk ki:

ACE-aktivitas (U/L) = (S / k) x D,

ahol S a fluoreszcencia-idé gorbe meredeksége, k az 1 nM teljesen hidrolizalt szubsztratnak
megfeleld fluoreszcencia-intenzitds, D pedig a szérumminta higitds mértéke. Az ACE-
aktivitas egységét U/L-ben fejeztiik ki.

A méréseket minden mintan legalabb két ismétlésben végeztiik, megfeleld pozitiv és
negativ kontrollok alkalmazéasaval. Az egyes mintakra vonatkoz6 ACE-aktivitasértékeket az

ismételt mérések atlagaként adtuk meg.

Az ACE-aktivitas meghatarozasa ZPHL- és HHL-szubsztratokkal

Az ACE-fenotipizalas soran az immunprecipitalt ACE-aktivitasat a hippuril-L-
hisztidil-L-leucin (HHL) és a karbobenzoxi-L-fenilalanil-L-hisztidil-L-leucin (ZPHL)
szubsztratokkal hataroztuk meg, Danilov és mtsi korabban leirt modszere alapjan [64]. A

mérés soran az ACE Aaltal katalizalt hidrolizis eredményeként felszabadulé His-Leu
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dipeptidet o-ftaldialdehiddel szarmazékka alakitottuk, majd az igy keletkezd fluoreszcens jel
intenzitasa alapjan hataroztuk meg az enzimaktivitast (Aexcitacios=360 NM, Aemissziss=230 NM).
A méréseket 96 lyukt micCroplate lemezeken végeztiik. A reakcioelegy 0,1 M foszfat
pufferben (pH 8,3), 0,3 M NaCl-t és 2 mM ZPHL (katalogusszam: 4000599, Bachem
Bioscience Inc., Allentown, PA, USA) vagy 5 mM HHL (katalégusszam: H1635, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) szubsztratot tartalmazott, amelyet 3 6raig inkubaltunk 37 °C-
on folyamatos razatassal (200 rpm). Az inkubaciot kovetéen 1,4 M NaOH oldatot, majd o-
ftaldialdehidet (katalogusszam: 79760, Sigma-Aldrich) adtunk a wellekhez a fluoreszcens
szarmazék képzéséhez. A reakcid leallitdsara 2,1 M so6sav oldatot alkalmaztunk, ezt
kovetden tortént a fluoreszcencia mérése ClarioStar microplate olvasoval (BMG Labtech
GmbH).

A ZPHL/HHL aranyt az azonos mintabél ZPHL-lel, illetve HHL-lel mért
fluoreszcencia-intenzitasok hanyadosaként hataroztuk meg. A méréseket minden esetben

legaldbb harom parhuzamos ismétlésben végeztiik, pozitiv és negativ kontrollok mellett.

Az endogén ACE-gatlas meghatarozasa

Az endogén ACE-gatlas mértékét higitdsos modszerrel hataroztuk meg, a kordbban
kutatocsoportunk altal publikalt eljaras szerint [65]. A modszer azon az elven alapul, hogy a
szérum higitdsaval az albumin-medialt, reverzibilis endogén ACE-gatlds fokozatosan
csokken, mig nagy higitasi arany mellett az ACE-aktivitasa kozel gatlasmentes allapotban
mérhetd.

A szérummintdk ACE-aktivitasat fluoreszcens kinetikus modszerrel mértiik 4-szeres
¢és 400-szoros higitason. A két higitdson mért, higitasi tényezokkel korrigalt aktivitasértékek
Osszehasonlitdsabol szamitottuk az endogén ACE-gatlas mértékét az alabbi Osszefiiggés

alapjan:

ACE-gatlas (%) = 100 — (ACE-aktivitas 4-szeres higitasban / ACE-aktivitas 400-

szoros higitasban x 100)

Abban az esetben, ha az endogén ACE-gatlas mértéke meghaladja a 80%-ot ACE-

gatlo gyogyszer jelenlétére utal a szérummintaban.
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Szérum HSA-koncentracio meghatarozasa

crer

Diagnostics, Basel, Svajc) hataroztuk meg, a gyartd bromkrezolzold alapt
reagenskészletével (katalogusszam: 03183688122). A méréseket a Roche altal eldirt

protokoll szerint végeztiik, és az eredményeket g/L-ben fejeztiik ki.

Szérum szabadzsirsav-koncentracio meghatarozasa

crer

kémiai analizatoron, Cobas Integra 400 Plus késziiléken hataroztuk meg (Roche
Diagnostics), kolorimetrids enzimatikus modszerrel. A mérésekhez Dialab szabadzsirsav
reagenskészletet alkalmaztunk (katalogusszam: D07940, Dialab, Neudorf, Ausztria), a
gyarto altal biztositott kalibratorok és kontrollok felhasznalasaval, a gyartd utasitasainak

megfelelden. Az eredményeket mmol/L-ben fejeztiik ki.

Zsirsavak eltavolitasa albuminrol aktiv szénnel

A HSA-r6l a kotott szabad zsirsavakat aktiv szén alkalmazdséaval tavolitottuk el.
Kiindulasként HSA oldatot hasznaltunk (Albunorm, 200 g/L infuziés oldat, Octapharma,
Lachen, Svijc), amelyet desztillalt vizzel 100 g/L végkoncentracidra higitottunk. Az
albuminoldathoz aktiv szénport adtunk 20% (m/V) végkoncentracioban (katalogusszam:
C9157, Sigma-Aldrich), majd a szuszpenziot szobahémérsékleten, folyamatos forgatas
mellett (15 rpm) 24 6ran keresztiil inkubaltuk.

Az inkubaciét kovetden az aktiv szenet 20000 g-n, 30 percig, +4 °C-on végzett
centrifugdldssal tavolitottuk el. A feliiliszét Osszegyljtottiik, majd a zsirsavmentes
albuminoldatot vakuumcentrifuga segitségével (miVac DUO Concentrator, GeneVac Inc.,
Ipswich, Egyesiilt Kirdlysag) koriilbeliil 200 g/L koncentraciora sliritettiik. A kapott oldatot
0,2 um poérusméretii membransziirdn atsziirve sterilizaltuk (katalogusszam: 4652, Pall Life

crer

meghataroztuk.
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Albumin kezelése meghatarozott zsirsavakkal

A zsirsavmentes HSA-t adott zsirsavakkal kezeltiik az albumin-zsirsav komplexek
eldallitasahoz. Az egyes zsirsavak natriumsdjat 4:1 molaris aranyban (FA:HSA) kevertiik a
zsirsavmentes HSA-oldathoz. A reakcidelegy 50 mM NaCl-t tartalmazott, és a kezelést
szobahdmérsékleten, folyamatos forgatas mellett (15 rpm) egy éjszakan at végeztiik.

Az inkubdciot kovetden a nem kotddott zsirsavakat ultrafiltracidval tavolitottuk el
(Vivaspin 20, 30 kDa molekulatomeg-hatar; katalogusszam: 28-9323-61, GE Healthcare,
Buckinghamshire, Egyesiilt Kiralysag). A kezelt HSA-t ezt kovetden harom egymast kdvetd
1épésben desztillalt vizzel mostuk, minden mosasi 1épést kdvetden azonos ultrafiltracios
eszkOzzel visszakoncentralva a mintat. A HSA-koncentraciot a kezelés végén
bromkrezolzold modszerrel hataroztuk meg. A fenti eljarast minden vizsgalt zsirsav esetében

azonos modon alkalmaztuk.

Rekombinans human ACE eldallitasa és tisztitasa

A rekombindns humén angiotenzin-konvertal6 enzim (recACE) eldallitasdhoz N-
termindlis His-taggel ellatott, rovarsejtes expressziora optimalizalt plazmidot hasznaltunk
(egyedi klon; katalogusszam: CS-Y4341-103-02, GeneCopoeia, Rockville, MD, USA). A
membrankotd régiot kodold szakaszt eltavolitottuk, aminek kdvetkeztében a rekombinans
ACE szolubilis formaban termelédott. A plazmidot (10 ng) DH10Bac kompetens E. coli
sejtekbe (100 pL, katalogusszam: 10361-012, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) juttattuk hdsokk (45 s, 42 °C) alkalmazasaval, majd az igy eldallitott bacmidokat
izolaltuk (HiSpeed Plasmid Maxi Kit, katalogusszam: 12662, Qiagen, Hilden, Németorszag).

A bacmidokat Sf9 rovarsejtekbe (katalogusszam: 11496-015, Thermo Fisher
Scientific) transzfektaltuk Cellfectin I reagens segitségével (480 ng bacmid, 40 pg/mL
Cellfectin 1I-t tartalmaz6é SF900 médiumban, katalogusszam: 10362100, Thermo Fisher
Scientific), ezt kovetéen a képzddott baculovirusokat friss Sf9 sejtkultarak fertézésére
hasznaltuk. A sejteket szérummentes tapoldatban (Sf-900 Il SFM, katalogusszam: 10902153,
Thermo Fisher Scientific), 1 uM ZnCl: jelenlétében, 28 °C-on tenyésztettiik. A rekombinans
fehérje termelddését a feliilusz6 ACE-aktivitasanak mérésével kovettiik; a recACE a
fertdzést kovetd negyedik napon érte el maximalis enzimaktivitdsat. Ekkor a tépoldat
feliiliszojat begytijtottiik tovabbi feldolgozas céljabol.

A rekombinans fehérje tisztitdsat immobilizalt fémion-affinitds kromatografiaval

végeztik Ni-NTA Superflow agar6z oszlopon (katalogusszam: 25215, Thermo Fisher
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Scientific). A recACE-t tartalmazo feliiliiszot egy 10 mL gyantaval toltott oszlopra vittiik fel
allando, 1 mL/perc aramlasi sebességgel. A recACE-t tartalmazd mintat 10 percen keresztiil,
300 mM NaCl, 10 mM imidazol; pH 7,4). Ezt egy 10 perces mosasi 1épés kovette (20 mM
NasPO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol; pH 7,4), majd a fehérjét 10 percen keresztiil,
magas imidazol-koncentracioju pufterrel elualtuk (20 mM Nas;POs, 300 mM NaCl, 300 mM
imidazol; pH 7,4). A recACE-t tartalmazo frakciokat Osszegytjtottik, és 100 kDa
molekulatomeg-hataru centrifuga csdovekkel koncentraltuk (Vivaspin 500; katalogusszam:
Z614092; Sigma-Aldrich)

A tisztitott recACE-t 100 mM TRIS pufferben (pH 7,0), 50% (v/v) glicerol
jelenlétében —20 °C-on taroltuk a tovabbi kisérletekig.

ACE immunprecipitalasa és kezelése HSA-val

Az ACE immobilizalasat nagy kotdképességli, 96 lyuktt ELISA lemezeken végeztiik
(katalogusszam: 655061, Greiner Bio-One). A lemezeket 0,6 pg/well koncentracidban
kecske anti-egér IgG-vel vontuk be (katalogusszam: 31168, Pierce, Rockford, IL, USA),
majd 37 °C-on, folyamatos vizszintes razatas mellett (200 rpm) 2 6ran keresztiil inkubaltuk.
Az inkubaciét kovetéen a lemezeket 0,05% Tween-20 tartalma PBS pufferrel
(katalogusszam: 14190-094, Thermo Fisher Scientific), PBST-vel mostuk.

Ezt kovetden a welleket 0,5 pg/well mennyiségili, egérben termelt monoklonalis anti-
ACE antitesttel toltottiik fel (9B9 epitopot felismerd, 10 pg/mL koncentracioban, 1 m/V%
BSA-t tartalmazé PBS-ben oldva), majd kétszeri PBST-mosast végeztink. Az ACE-t
tartalmaz6 mintakat 1 m/V% BSA-t (katalogusszam: A7906, Sigma-Aldrich) tartalmazé
PBS-ben higitottuk és adtuk az antitesttel bevont wellekbe, majd az elézéekkel azonos
koriilmények kozott inkubaltuk. Az inkubaciot kovetden a lemezeket kétszer PBST-vel és
egyszer PBS-sel mostuk.

Az immunprecipitalt szoveti ACE albumin-medialt gatlasanak vizsgalata céljabdl a
lemezeket HSA-val kezeltik. Kontroll HSA-t ¢és zsirsavmentes HSA-t felezo
sorozathigitasban adtuk a wellekhez, 90 g/L koncentraciotol kiindulva, majd az ACE-
aktivitasat a korabban leirt fluoreszcens kinetikus modszerrel hataroztuk meg. A méréseket
minden mintdn harom ismétlésben végeztiik, megfeleld pozitiv és negativ kontrollok

alkalmazasaval.
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ACE-fenotipizalas monoklonalis antitestekkel

Az ACE fenotipizdlasat az immunprecipitalashoz hasonlé elrendezésben, azonban
kiilonb6z6  epitopokat felismerd, egérben termelt monoklonalis anti-ACE  antitestek
alkalmazasaval végeztiik. A 96 lyuku lemezeket kecske anti-egér IgG-vel vontuk be, majd
erre kapcsoltuk az egyes epitop-specifikus mAb-ket, az immunprecipitalasnal alkalmazott
pufferosszetétel és inkubacids feltételek mellett. Ezt kovetden az ACE-t tartalmaz6 szérum-
vagy szoveti mintakat adtuk hozza a wellekhez, lehet6vé téve az enzim kotédését az adott
epitopot felismerd antitesteken keresztiil (2. abra). Az inkubacio utan a lemezeket PBST-vel
mostuk a nem kotédott komponensek eltavolitasara.

Az antitestek altal rogzitett ACE-aktivitasat a korabban leirt fluoreszcens kinetikus
modszerrel, vagy ZPHL szubsztrat alkalmazasaval hatdroztuk meg. Az egyes antitestekkel
rogzitett ACE-mintakban mért aktivitasértékeket kontroll mérésekhez viszonyitva értékeltiik.
Az igy kapott aktivitasi ¢és kotddési mintdzatok lehetdvé tették az ACE fenotipusos
eltéréseinek jellemzését, mivel az egyes epitdp-specifikus antitestek kotodése érzékenyen
tikkrozi az enzim konformacids allapotat, valamint a poszttranszlaciés modositasok,

kiilondsen a glikozilacio és szialilacio, jelenlétét és mértékét.
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2. abra: Az ACE fenotipizalasanak sematikus abrazolasa epitop-specifikus mAb-k
alkalmazasaval. A kiilonbozo, egérben termelt monoklonalis anti-ACE antitestek eltéro
epitopokat ismernek fel az ACE felszinén, lehetové téve az enzim kiilonbozo konformacios és
poszttranszlacios modositasokkal jellemezheté formdinak szelektiv rogzitését. Az egyes
antitestek dltal rogzitett ACE-aktivitisanak és kotédési mintazatanak Osszehasonlitisa
alapot szolgaltat a keringo és szoveti ACE fenotipusos eltéréseinek vizsgalatdahorz.
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DNS-izolalas és teljes exom szekvenalas

Az atipusos fenotipust mutato esetekben az ACE-gént kodolo régiokat érintd genetikai
eltérések jelenlétének kizarasara vagy igazolasara teljes exom szekvenalast végeztiik. A
genomi DNS izolalasat QIAamp DNA Mini kittel végeztiik (Qiagen) a gyartd utasitasa
szerint. A teljes exom szekvendlast és a szekvenalasi adatok elemzését kiilsé szolgaltatd

végezte (Novogene, Sacramento, CA, USA).

Statisztikai analizis

A koncentracio-hatas kisérletek adatait négyparaméteres logisztikai gatlasi modellel
(four-parameter logistic inhibition) illesztettiik. Az illesztésekbdl ICso értékeket és 95%-0S
konfidencia intervallumokat (profil valosziniiség) szamitottunk.

Az egyes zsirsavakkal kezelt albuminmintak és a zsirsavmentes albumin ICsg értékei
kozotti kiilonbségeket extra-sum-of-squares F-teszt (,,Compare fits” opcio) segitségével
hasonlitottuk Ossze. Az eldre tervezett tobbszoros statisztikai tesztelés figyelembevétele
érdekében a p-értékeket a Holm—Sidak-médszerrel korrigaltuk.

Az endogén ACE-gatlas mértékének fiiggetlen meghatarozoit, beleértve a szérum
HSA-koncentraciot és egyéb kovariansokat, tobbvaltozos lineéris regresszioval (ordinary
least squares) vizsgaltuk. A modellekben szereplé kovariansok fliggetlen hatisat teljes
esetszamu (complete-case) elemzésekben vizsgaltuk. A regresszidos modellek illeszkedését
a rezidualis eloszlas (residual normality) vizsgalataval és a multikollinearitas ellenérzésével
(variance inflation factor, VIF) értékeltiik.

A folytonos valtozok eloszlasat normalitasvizsgalattal ellendriztiik. Az adatok nem
normdl eloszlasa esetén az eredményeket median [interkvartilis tartomény] formajaban
adtuk meg, és a csoportok kozotti kiilonbségeket Mann—Whitney U-probaval elemeztiik.
Kategorids valtozok Osszehasonlitasara khi-négyzet (y*) probat alkalmaztunk. Az ACE-
fenotipizalasi vizsgéalatok soran az egyes mintakra vonatkozo értékeket 2—5 fliggetlen mérés
atlagtszoras formajaban fejeztiik ki, és az dsszehasonlitasokat Mann—Whitney-probaval
végeztiik.

A statisztikai elemzésekhez GraphPad Prism v10 szoftvert hasznaltunk (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). A p<0,05 értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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Etikai engedélyek

Az endogén ACE-gatlas és a HSA koncentracid kozotti osszefiiggések vizsgalataba
bevont 161 f6s betegcsoport esetében a kutatdsi protokollt a Debreceni Egyetem
Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsaga, valamint az Egészségiligyi Tudomanyos Tanacs
Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga hagyta jova (ETT TUKEB, engedélyszam: 33327-
1/2015/EKU; jévahagyas datuma: 2015. janius 23.).

Az endogén ACE-gatlas és a teljes szabadzsirsav-koncentracid kapcsolatanak
elemzés¢hez felhasznalt, diagnosztikai céllal érkezett 101 szérumminta adatainak
feldolgozasat a Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont Regiondlis ¢és Intézményi
Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: 5925-2021; jovahagyads datuma:
2021. december 15.).

A human szovetmintdk (tiidd-, sziv- és nyirokcsomdszovet) gylijtése a Debreceni
Egyetem, Klinikai Kozpont Klinikdin végzett sebészeti beavatkozdsok soran tortént, a
vonatkozo etikai engedélyek birtokdban. A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpont Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga, valamint az Egészségiigyi
Tudoményos Tanacs engedélyezte (jovahagyasi kodok: 4375-2015; 20753-7/2018/EUIG).
Valamennyi eljarés az intézményi irdnyelveknek és az Egészségiigyi Vilagszovetség Etikai
Kodexének (Helsinki Nyilatkozat) megfelelden tortént.

A vizsgalatban részt vevO valamennyi Onkéntes és beteg irasos, tajékozott beleegyezd

nyilatkozatot adott vér- és szovetmintai kutatasi célu felhasznalasahoz.

26



EREDMENYEK

Betegcsoportok jellemzése

A vizsgalatba az endogén ACE-gatlis mértékét és a HSA koncentracidjat
Osszevetd elemzésekhez bevont 161 fés populacio demografiai és laboratoriumi jellemzoit
a T1. tdblazat foglalja 6ssze. A folytonos valtozok median [IQR] értékként szerepelnek, ahol
a szogletes zardjelben megadott értékek az interkvartilis tartomanyt jelolik. A vizsgalati
csoport 71 nébdl és 90 férfibol allt. Az életkor medianja a teljes populacioban 52,0 év volt
[39,0-60,0 év], nem mutatkozott szignifikans kiilonbség a nék (52,0 [37,0-57,0] év) és a
férfiak (52,7 [40,8-63,3] év) életkora kozott (p=0,2206). A testtomegindex median értéke a
teljes populacioban 27,2 kg/m? volt [24,3-30,0 kg/m?], a férfiaknal valamivel magasabb
BMI-érték volt megfigyelhetd (28,1 [25,0-30,1] kg/m?), mint néknél (25,8 [23,1-29,9]
kg/m?; p=0,1219).

A vesefunkcios paraméterek koziil a szérum kreatinin-koncentracid median értéke
férfiaknal szignifikansan magasabb volt (76 [64—89] umol/L), mint néknél (58 [49-70]
umol/L; p=<0,0001). A becsiilt glomerularis filtracids rata (¢eGFR) median értéke mindkét
nemnél meghaladta a 90 mL/perc/1,73 m?-t. Az urea koncentraci6 medianja a teljes
populacidoban 4,6 mmol/L volt [3,8-5,7 mmol/L], mig a teljes bilirubinszint medidn értéke
7,7 pmol/L-nek adodott [5,5-11,0 pmol/L], egyik paraméter esetében sem volt kimutathatd
szignifikdns nemi kiilonbség (urea p=0,2361; bilirubin p=0,5512).

A szérum ACE-aktivitds median értéke a teljes populacioban 9,71 U/L volt [7,61—
11,34 U/L], mig az endogén ACE-gatldas mértéke medidn 66,38%-nak adddott [56,48—
71,84%]. Sem az ACE-aktivitas (nok: 9,81 [7,95-11,31] U/L; férfiak: 9,41 [7,23-11,66]
U/L; p=0,4376), sem az endogén ACE-gatlas mértéke (ndk: 66,85% [54,10-71,78%];
férfiak: 65,74% [59,50-71,93%]; p=0,8953) tekintetében nem volt kimutathaté szignifikans
kiilonbség a nemek kozott. A HSA koncentracidja a teljes populdcidban 44,0 g/L volt [41,0—
46,5 g/L], és hasonldan alakult néknél (45,0 [41,0-46,6] g/L) és férfiaknal (44,0 [40,8—46,1]
g/L; p=0,4134).

A Kklinikai jellemzdk koziil hipertonia 75 esetben fordult el6 (ndk: 32 6; férfiak: 43
f6), mig diabetes mellitus 20 betegnél volt jelen (ndk: 7 f6; férfiak: 13 f6). A bal kamrai
ejekcios frakcidé median értéke a teljes populacioban 59% volt [56—63%], ndknél 60% [57—
63%], férfiaknal pedig 58% [55-64%], szignifikans nemi kiilonbség nélkiil (p=0,1969).

Osszességében a vizsgalt 161 f6s populacié demografiai és laboratoriumi jellemzdi

kiegyenstlyozottak voltak; a nemek kozotti kiillonbségek elsésorban a szérum kreatinin-
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koncentraciora korlatozodtak, mig az ACE-aktivitas, az endogén ACE-gatlas és a szérum

albumin koncentracioja tekintetében nem volt kimutathato szignifikans eltérés.

Né Férfi Osszes
n 71 90 161
. L 52,0 52,7 52,0
Kor (évek, median [IQR]) [37,0-57,0] | [40,8-63.3] | [39,0-60,0]
. 25,8 28,1 27,2
BMI (kg/m?, median [IQR], N we/mer=56/61) [23.1-299] | [25.0-304] | [24:3-30,0]
.. ., 58 76 67
Kreatinin (umol/L, median [IQR], N ns/eri=49/58) [49-70]* [64-89]* [57-82]
. 4,5 4,8 4,6
Urea (mmol/L, median [IQR], N n/rersi = 49/55) 3.7-5.7] [3.9-5.7] 3.8-5.7]
. . 90 90 90
eGFR (mL/min/1.73m?, median [IQR], N ne/seri=49/58) [90-90] [90-90] [90-90]

.. e ., 7,4 8,0 1,7
Ossz. bilirubin (umol/L, median [IQR], N ne/feri=24/40) [5.4-10,2] [57-11.2] | [5,5-11,0]
, o ., 9,81 9,41 9,71
Szérum ACE-aktivitas (U/L, median [IQR]) [7.95-11,31] | [7,23-11,66] | [7,61-11,34]

. (s ., 66,85 65,74 66,38
Endogén ACE-gatlis (%, median [IQR]) [54,10-71,78] | [59,50~71,93] | [56,48-71,84]
- y 45,0 44,0 440
HSA-koncentracio, (g/L, median [IQR]) [41,0-46,6] | [40,8-461] | [41,0-46.5]
Magas vérnyomas (n) 32 43 75
Diabetes mellitus (n) 7 13 20
Bal kamrai ejekcios frakcio (%, median [IQR]) [576_063] [555_86 A1 [565—963]

T1. tablazat: Az endogén ACE-gatlas és a HSA koncentracié kozotti osszefiiggések
vizsgalataba bevont populicié demografiai és laboratoriumi jellemzéi (n=161). A
folytonos valtozokat median [interkvartilis tartomany] formdjaban, a kategorikus valtozokat
esetszamként (n) tiintettiik fel. A nok és férfiak kozotti kiilonbségek vizsgalatat folytonos
valtozok esetén Mann—\Whitney U-probdaval (nem paraméteres, kétmintas, kétoldali),
kategorikus valtozok esetén khi-négyzet () probaval végeztiik (hipertonia, diabetes mellitus,
bal kamrai ejekcios frakcio). Az egyedi p-értékeket nem tiintettiik fel; csillag (*) jeloli a
statisztikailag szignifikans eltérést (p<0,05), csillag hianydban az eltérés nem szignifikdans
(p=>0,05). Hianyzo adatok esetén az adott paraméternél a rendelkezésre allo esetszamot (n)
kiilon jeloltiik a sor elején.

A szérum teljes szabadzsirsav-koncentraciojat és az endogén ACE-gatlas
mértékét Osszevetd elemzésekhez bevont 101 fos vizsgalati populacio demografiai €s
laboratoriumi jellemzdit a T2. tablazat foglalja dssze. A vizsgalati csoport 55 nébdl és 46

férfibol allt. Az életkor medianja a teljes populécidoban 49,6 év volt [39,2-65,3 év], a ndk
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¢letkora szignifikansan magasabbnak bizonyult (55,6 év [42,4-67,2 év]), mint a férfiaké
(46,7 év [36,3-60,1 év]; p=0,0167).

A szérum ACE-aktivitas median értéke a teljes populacidoban 10,79 U/L volt [9,80—
12,75 U/L], és nem mutatott szignifikans kiilonbséget a nék (10,47 [9,78-12,61] U/L) és a
férfiak (10,94 [9,74-12,94] U/L; p=0,5008) k6zo6tt. Az endogén ACE-gatlas median mértéke
61,27% volt [55,32-68,79%], amely hasonloan alakult a n6i (62,20% [57,47-68,12%]) és a
férfi (60,64% [54,03-69,08%]; p=0,6084) alcsoportban.

A szérum teljes szabadzsirsav-koncentracié (FFA) median értéke 0,505 mmol/L-nek
adodott [0,254-0,737 mmol/L], mig a HSA koncentracioja 44,87 g/L volt [42,02—47,40 g/L].
Ennek megfeleléen az FFA:HSA arany median értéke a teljes populacioban 0,75 volt [0,38—
1,15], nem mutatva szignifikans eltérést a nemek kozott (FFA p=0,3742; HSA p=0,7953).

A gyulladasos statuszt jellemzé hsCRP median koncentracidja 4,84 mg/L volt [1,71—
14,79 mg/L]. A vesefunkcios paraméterek koziil a szérum kreatinin (ndk: 62 [52-69]
umol/L; férfiak: 79 [69-89] umol/L; p=<0,0001) és az urea (ndk: 4,5 [3,8-5,7] mmol/L;
férfiak: 5,5 [4,1-6,3] mmol/L; p=0,0351) koncentracidja férfiaknal szignifikansan magasabb
volt. A becsiilt glomerularis filtracios rata (eGFR) median értéke mindkét nemben
meghaladta a 90 mL/perc/1,73 m?-t, megtartott vesefunkciot jelezve. A teljes bilirubin
koncentracidja nem mutatott szignifikans nemi kiilonbséget (p=0,7469).

A populacié demografiai és laboratoriumi paraméterei 0sszességében egységes képet
mutattak. A nemek kozotti eltérések elsésorban az életkorban és egyes vesefunkcios
paraméterekben jelentkeztek, mig az ACE-hoz kapcsolddd paraméterek, valamint a szérum

albumin- és szabadzsirsav-szintek nem mutattak szignifikans kiilonbséget.
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No Férfi Osszes
n 55 46 101
. - 55,6 46,7 49,6
Kor (évek, medidn [IQR]) [42,4-67,2]* | [36,3-60,1]* | [39,2-65,3]
i o, ., 10,47 10,94 10,79
Szérum ACE-aktivitas (U/L, median [IQR]) [9.78-12,61] | [9,74-12,94] | [9,80-12,75]
. 62,20 60,64 61,27
r - r r 0 4 1 ) L
Endogén ACE-gatlis (%, medidn [IQR]) [57,47—68,12] | [54,03—69,08] | [55,32—68,79]
(g ., 0,508 0,501 0,505
FFA-koncentracio (mM, median [IQR]) [0.285-0,782] | [0,217-0,721] | [0,254-0,737]
L ag ., 44,69 44,99 44,87
HSA-koncentracié (g/L, median [IQR]) [42,04-47 46] | [42,02—4744] | [42,02—47,40]
. , 0,77 0,72 0,75
FFAHSA arany [0,42-1,16] | [0,33-1,06] | [0,38-1,15]
., 5,54 4,59 4,84
hsCRP (mg/L, median [IQR], N nssern = 37/30) [1,66-15,46] | [1,95-12,75] | [1,71-14,79]
. . 62 79 69
Kreatinin (umol/L, median [IQR], N nssern = 41/39) [52-69]* [69-89]* [59-81]
. 4,5 55 51
Urea (mmol/L, median [IQR], n nsters = 41/39) [38-57]* | [4,1-63]* [4,0-6,0]
. ., 90 90 90
eGFR (mL/min/1.73m?, median [IQR], N ns/seri = 41/39) [82-90] [90-90] [86-90]
.. e ., 71 70 71
Ossz. bilirubin (umol/L, median [IQR], N n¢/eri = 21/10) [67-76] [66-75] [67-75]

T2. tablazat: Az endogén ACE-giatlas és a szérum FFA-koncentriacio kozotti
osszefiiggések vizsgalataba bevont populacié (n=101) demografiai és laboratériumi
jellemzéi. A folytonos valtozokat median [interkvartilis tartomany] formdban tiintettiik fel,
mig a kategorikus valtozok esetszamként (n) szerepelnek. A nok és ferfiak kozotti
kiilonbségeket folytonos valtozok esetében Mann—Whitney U-probaval, kategorikus valtozok
esetében khi-négyzet (y?) probaval értékeltiik. Az egyedi p-értékeket nem tiintettiik fel; a
csillag (*) statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelez (p<0,05), csillag hianyaban az
eltérés nem szignifikans (p>0,05). Hidnyzo adatok esetén az adott paraméternél a
rendelkezésre allo esetszamot (n) kiilon jeloltiik a sor elején.

A HSA-koncentracié és az endogén ACE-gatlas kapcsolata

szérummintdjaban hataroztuk meg (3. abra). Az endogén ACE-gatlas mértéke a HSA-
koncentraci6 novekedésével egyiitt emelkedett, a két paraméter kozott szoros pozitiv
kapcsolat volt kimutathato (Spearman-féle rangkorrelacié: p=0,422; 95% CI: 0,281-0,544,
p<0,0001). Ugyanakkor az illesztés alacsony 12 értéke (0,164) arra utal, hogy az endogén

ACE-gatlas alakuldsat az albumin koncentracidja mellett tovabbi tényezdk is befolyasoljak.
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személy szérum mintdjaban. Az egyes pontok az individualis mérési adatokat jelolik, a
folytonos vonal az adatokra illesztett linedris regressziot mutatja (r*=0,164).

Tobbvaltozos linedris regresszios elemzéseket végeztiink annak vizsgalatara, hogy a
HSA-koncentracio és az endogén ACE-gatlas kozotti kapesolat fennmarad-e egyéb tényezdk
figyelembevételét kovetden. Az életkorra és nemre korrigalt modellben (n=161) a HSA-
koncentraci6 tovabbra is ©6nallo, pozitiv kapcsolatot mutatott az endogén ACE-gatlas
mértékével, a modell egészében szignifikans volt (F(3,157)=11,60; p<0,0001), illeszkedése
r’=0,1815 értéket mutatott.

A klinikai kovariansokra rendelkezésre allo teljes esetszamu almintan (n=87) az
¢letkorra és nemre korrigalt modell illeszkedése r>=0,1107 volt (F(3,83)=3,444; p=0,0204).
A BMI ¢és eGFR bevonasaval kiterjesztett modellben az 6sszefiiggés fennmaradt, a modell
illeszkedése r’=0,1893-ra nétt (F(5,81)=3,782; p=0,0040).

A kisebb elemszamu, a teljes bilirubinszintet mint albuminhoz k6t6d6 ligandumot is
tartalmazo elemzés leird jellegii volt az alacsony elemszam miatt (n=64); a modell egészében

nem bizonyult szignifikansnak (F(4,59)=1,719; p=0,1578; r*=0,1044).
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Az ACE-gatlas zsirsavak jelenlétében és hianyaban

A HSA ismert moédon szamos vizoldékony ¢€s vizben nem oldodd molekula
hordozoéfehérjéje. A klinikai gyakorlatban alkalmazott albuminkészitményeket jellemzdéen
dializissel tisztitjak, amely soran a vizoldékony komponensek eltavolitasra keriilnek, mig a
vizben nem oldédd, albuminhoz kotott molekulak megmaradnak. Az ilyen modon dializalt
HSA a rekombinans ACE aktivitasat koncentraciofiiggd modon csokkentette (ICso=7,84
[6,58-9,75] g/L), és fizioldgias albuminkoncentracié mellett kozel teljes gatlast
eredményezett (<90% gatlas 45 g/ HSA-nal; 4. abra).

Ezzel szemben az aktiv szénnel kezelt, zsirsavmentesitett HSA ACE-gatlo hatasa
lényegesen gyengébbnek bizonyult (ICse=23,24 [19,40-29,78] g/L; p<0,001; Holm-Sidak-
korrekcio utan p=0,001), és fiziologids koncentracion az ACE aktivitas jelentds része

megmaradt (=41% 45 g/L HSA mellett).
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4 abra: Dializissel tisztitott és aktiv szénnel kezelt HSA hatasa a rekombinans ACE-
aktivitasra. Az dbra a HSA rekombinans ACE-aktivitasra gyakorolt hatasat mutatja
koncentrdciofiiggé elrendezésben. A dializissel tisztitott HSA-rol (kék négyzetek) a
vizoldékony komponensek eltavolitasra keriiltek. Az aktiv szénnel kezelt, zsirsavmentes HSA-
t piros korok jelolik. Az adatok harom fiiggetlen mérés atlagat és szorasat abrazoljak. A zéld
sav a fiziologias HSA-koncentrdacio tartomanyat (35-52 g/L) jeloli.
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A szérum FFA-koncentracio és az endogén ACE-gatlas kozotti kapcsolat vizsgalata

srers

mértékét 101 vizsgalati személy esetében hataroztuk meg, majd a két paraméter kozotti
Osszefliggést elemeztiik (5. dbra). A szérum szabadzsirsav-koncentracié és az endogén ACE-
gatlds mértéke kozott nem volt kimutathatd szignifikans kapcsolat (Spearman-féle
rangkorrelacio: p=0,088; p=0,380; r>=0,008), az endogén ACE-gatlas mértékét a szabad

zsirsavak Osszkoncentracioja onmagaban nem hatdrozza meg.

o o O
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Endogén ACE-gatlas (%)
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Teljes szabad zsirsav koncentracié (mmol/L)

5. abra: A szérum teljes szabadzsirsav-koncentracidojanak és az endogén ACE-gatlas
kapcsolata. Az dbra a szérum teljes FFA-koncentracio és az ACE-gatlds mértéke kozotti
osszeftiggest szemlélteti 101 vizsgalati személy esetében. Az egyes adatpontok az egyéni
meéréseket jelolik. A folytonos vonal a legjobban illeszkedd linedris regresszios egyenest
mutatja (Spearman-féle rangkorreldacio: p=0,088; p=0,380; r*=0,008).

Ez az eredmény multivariabilis linedris regresszios elemzésekben is fennmaradt. Az
életkorra (p=0,111), nemre (p=0,715) és a HSA-koncentraciora (p=0,072) korrigalt
modellben (n=101) a teljes szabadzsirsav-koncentraci6 nem mutatott 6nallé kapcsolatot az
endogén ACE-gatlas mértékével (p=0,863).

Az érzékenységi elemzésekben, amelyekben tovabbi kovariansokat vontunk be, az
Osszefliggés tovabbra sem volt kimutathato (p=0,999). A hsCRP-t (p=0,079) és eGFR-t

(p=0,453) is tartalmaz6 modellben (n=65) a regresszid6 nem modosult. Hasonl6 eredményre
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vezetett a teljes bilirubinszintet (p=0,271) mint albuminhoz ko6t6d6 ligandumot bevono

elemzés is (n=55).

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

Mivel a HSA kiilonb6z6 zsirsavakat eltérd affinitassal kot, és ezek a ligandumok az
gatlas mértékét nem a szabad zsirsavak mennyisége, hanem azok mindsége hatarozza meg.
Ennek vizsgalatara zsirsavmentes albumint kiilonbo6zo telitett zsirsavakkal (SFA-k)
kezeltiink, majd az igy eldallitott albumin-zsirsav komplexek ACE-gatl6 hatasat elemeztiik
(6. abra).

A dodekansavval (C12:0) kezelt albumin ACE-gatldé hatisa nem kiilonbozott
szignifikansan a zsirsavmentes albuminétol (ICso=18,69 [15,36—24,97] g/L vs. 23,24 [19,40-
29,78] g/L; p=0,170). Fiziologias albuminkoncentracié mellett (45 g/L) az ACE-gatlas
mértéke dodekdnsavval (C12:0) kezelt albumin esetén 67,9+0,4%, mig zsirsavmentes
albumin jelenlétében 59,4+1,4% volt.

Ezzel szemben a mirisztinsavval (C14:0) és sztearinsavval (C18:0) kezelt albumin
jelentdsen fokozta az ACE-gatlas mértékét. Mirisztinsav jelenlétében az I1Cso érték 13,26
[10,19-19,86] g/L-re csokkent, és fiziologias albuminkoncentracido mellett az ACE-gatlas
elérte a 77,1£1,0%-ot (p=0,006; Holm-Sidak-korrekcié utan p=0,023). Sztearinsavval
torténd kezelés esetén az ACE-gatlo hatas tovabb erdsodott (ICse=7,98 [7,04-9,23] g/L), és
45 g/L albumin mellett az ACE-gatlas 87,4+0,6%-nak adédott (p<0,001; Holm—Sidak-
korrekcio utan p=0,001).
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6. abra: Kiilonb6z6 hosszusaga telitett zsirsavakkal kezelt albumin hatasa a
rekombinans ACE aktivitasara. Az dbra a zsirsavmentes HSA kotott kiilonbozo telitett
zsirsavak rekombinans ACE-aktivitasra gyakorolt hatasat mutatjia koncentrdcio-hatds
gorbék formajaban. A dodekansavval (C12:0; sarga haromszogek), mirisztinsavval (C14:0;
zold lefelé mutato haromszogek) és sztearinsavval (C18:0; kék négyzetek) kezelt HSA hatasat
hasonlitottuk dssze a zsirsavmentes HSA-val (kontroll; piros kérék). A szimbolumok harom
fliggetlen mérés atlagat és szorasat jelzik. A zold sav a fiziologias szérum HSA-koncentracio
tartomanyat (35-52 g/L) szemlélteti.

A fenti megfigyelések kiterjesztéseként a telitett zsirsavak szénlanchosszanak hatésat
is szisztematikusan elemeztiik. Ennek soran 6-22 szénatomszamu telitett zsirsavakkal kezelt
HSA-val koncentracid-hatas gorbéket hoztunk létre, majd ezek alapjan meghataroztuk az
ACE-aktivitas gatlasanak mértékét fiziolodgids albuminkoncentracion (7. abra), valamint
kiszamitottuk az egyes komplexek ICso értékeit (T3. tablazat).

A fiziologids HSA-koncentracion (45 g/L) mért ACE-gatlas mértéke a zsirsavak
szénlanchosszanak novekedésével fokozatosan emelkedett. A vizsgalt zsirsavak koziil a
sztearinsavval (C18:0) kezelt HSA fejtette ki a legerételjesebb gatld hatast (87,4+0,6%),
amely szignifikansan meghaladta a zsirsavmentes HSA altal kivaltott géatlds mértékét
(p<0,001; Holm-Sidak-korrekcié utan p=0,002). Ezzel szemben a kaprinsav (C10:0)
jelenléte nem eredményezett érdemi eltérést a zsirsavmentes HSA-hoz viszonyitva

(59,0+0,5%; p=0,468; Holm-Sidak-korrekcié utan p=0,932).
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Az ICso értékek alakulasa Osszhangban volt a fenti eredményekkel. A HSA-medialt
ACE-gatlashoz sziikséges albuminkoncentracid a szénlanchossz novekedésével csokkent: a
kaprinsavval (C10:0) kezelt HSA esetében az I1Cso 27,09 [19,39-55,55] g/L volt, mig a
sztearinsavval (C18:0) kezelt komplex esetében 7,98 [7,04-9,23] g/L-nek adodott. A C18:0-
nal hosszabb szénlancu telitett zsirsavak esetében az ICso értékek enyhe emelkedést mutattak.

A telitett zsirsavak szénlanchossza meghatarozo6 tényezdje a HSA-hoz kotott zsirsavak
ACE-gatl6 hatasdnak nagysagaban, és a hatds nem linedrisan, hanem egy optimalis

szénlanchossz koriil érvényesiil a legerdsebben.
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7. abra: A telitett zsirsavak szénlianchosszianak hatisa a HSA-medialt ACE-gatlas
mértékére fiziologias albuminkoncentracion. Az ACE-aktivitas gatlasanak mértéke 45 g/L
HSA koncentracion, a HSA-hoz kotott telitett zsirsavak szénatomszamanak fiiggvényében.
Az abran a mért értékek az ACE-gatlas szdazalékos mértékét mutatjak a zsirsavmentes HSA-
hoz viszonyitva. A pontok harom fiiggetlen mérés atlagattszorasat jelolik. A szaggatott piros
vonal a zsirsavmentes HSA-val mért ACE-gatlas szintjét abrazolja. A szénlanchossz
novekedésével az ACE-gatlas mértéke egy pontig fokozatosan emelkedik majd ezutdin
csokken. A legerdteljesebb hatds a kézepes-hosszu lancu (palmitinsav C16:0, margarinsav
C17:0, sztearinsav C18:0, nonadekansav C:19:0) telitett zsirsavak esetében figyelhets meg.
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ACE-gatls
ICso (g/L) [C195%] (Holm—Sidgk Korrigal) | 45 g/L HoAmdl %)
C6:0 19,52 [17,02-23,20] 0,207 (0,750) 68,00.5
C7:0 18,67 [16,77—21,24] 0,075 (0,464) 67,741,2
C8:0 20,76 [16,56-29,23] 0,522 (0,932) 64,8115
C9:0 25 61 [19,15-44,78] 0,614 (0,932) 58.741,7
C10:0 27,09 [19,39-55,55] 0,468 (0,932) 59,00,5
C11:0 21,99 [18,22-28,71] 0,711 (0,932) 63,5417
C12:0 18,69 [15,36-24,97] 0,168 (0,724) 67,940.4
C13:0 15,54 [13,91-17,72] 0,003 (0,035) 73.2+40,1
C14:0 13,26 [10,19-19,86] 0,006 (0,052) 77,141,0
C15:0 11,43 [10,37-12,77] <0,001 (0,002) 81,140.4
C16:0 9,62 [8,70-10,78] <0,001 (0,002) 84.910,8
C17:0 8,69 [8,23-9,22] <0,001 (0,002) 86,1:0.4
C18:0 7,98 [7,04-9,23] <0,001 (0,002) 87,440.6
C19:0 8,49 [7,93-9,14] <0,001 (0,002) 85,610,3
C20:0 13,27 [10,48-18,82] 0,005 (0,045) 79,041,1
C22:0 19,43 [14,03-36,49] 0,415 (0,932) 70,4424

T3. tablazat: A telitett zsirsavakkal kezelt HSA ACE-gatlé hatasanak ICso értékei és az
ezekhez tartozd ACE-gatlas mértéke. A fkiilonbozé szénlanchosszusagu telitett
zsirsavakkal — kezelt  HSA meghatarozott  ICso  értékek  (95%-0s
konfidenciaintervallummal) és a fiziologias HSA-koncentrdcion (45 g/L) mért ACE-gatlas

esetében

mértéke. Az ICso értékek a HSA-koncentracio (g/L) fiiggvényében keriiltek meghatarozasra,
és az ACE-aktivitas zsirsavmentes HSA-hoz viszonyitott szdazalékos értékében vannak
kifejezve. A p-értékek a zsirsavmentes HSA-val végzett mérésekhez viszonyitott
osszehasonlitasbol szarmaznak, Holm—Sidak-féle korrekcic utdn.

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

A telitett zsirsavakkal végzett kisérletek alapjan felmeriilt, hogy azonos szénlanchossz
mellett a kettds kotés jelenléte €s térbeli elrendezddése is befolyasolhatja a HSA-medialt
ACE-gatlas mértékét. Ennek vizsgalatara C18 szénatomszami, egyszeresen telitetlen

zsirsavakat (MUFA-K) hasonlitottunk 0ssze, amelyek szerkezete a kettds kotés jelenlétében,

crer
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sztearinsav (C18:0) elaidinsav (C18:1 n-7t)

vakcénsav (C18:1 n-7) olajsav (C18:1 n-9)

8. abra: A vizsgalatok soran alkalmazott C18 szénatomszamu zsirsavak szerkezeti
képletei [66—69]. A telitett sztearinsav (C18:0), valamint az eltéré kettés kotés-
konfigurdcioval és -pozicioval rendelkezé telitetlen zsirsavak, elaidinsav (C18:1 n-7t),
vakcénsav (C18:1 n-7) és olajsav (C18:1 n-9), sematikus abrazolasa. Az abra szemlélteti,
hogy az azonos lanchossz mellett a kettos kotés jelenléte, konfigurdcidja (cisz/transz) és
elhelyezkedése eltérd térszerkezeti sajatossagokat eredményez.

A sztearinsavhoz (C18:0) viszonyitva az n-7 pozicioban elhelyezkedd transz kettds
kotést tartalmaz6 elaidinsav (C18:1 n-7t) esetében a HSA ACE-gatl6 hatasa szignifikansan
csokkent. Az elaidinsav telitetlen volta ellenére megdrzi kozel lineéris szénldnc-szerkezetét,
amely térbeli elrendezddésében a telitett zsirsavakhoz hasonlo. Ennek ellenére az
elaidinsavval kezelt HSA ICso értéke magasabb volt (10,74 [9,71-12,05] g/L), és a
fiziologias albuminkoncentracion mért ACE-gatlds mértéke is alacsonyabbnak adddott
(80,7£0,7%), mint a sztearinsavval kezelt HSA esetében (ICs0=7,98 [7,04-9,23] g/L; gatlas
45 g/L HSA-nal 87,4+0,6%; p=0,001; 9.a abra).

Ezzel szemben az azonos szénldnchossziisagu, de n-7 pozicidban elhelyezkedd cisz
kettds kotést tartalmazo vakeénsav (C18:1 n-7) nem okozott szignifikans eltérést a HSA-
medialt ACE-gatlasban a sztearinsavhoz képest. A cisz konfiguracio kovetkeztében
kialakul6 enyhén hajlitott szénlanc-szerkezet ellenére a vakcénsavval kezelt HSA 1Cso értéke
(8,70 [7,85-9,79] g/L) és a fiziologias albuminszint mellett mért gatlas mértéke (84,3+0,7%)

nem kiilonbo6zott szignifikansan a telitett zsirsavval kezelt mintakétol (p=0,317; 9.b abra).
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Amennyiben azonban a cisz kettds kotés az n-9 pozicioban helyezkedett el, mint az
olajsav (C18:1 n-9) esetében, a HSA ACE-gatlo6 hatasa jelentdsen mérséklddott. Az olajsav
jellegzetes, markansabb térbeli torést okozo szerkezete mellett a HSA-val képzett komplex
ICso értéke 11,61 [10,35-13,28] g/L volt, és a fiziologids albuminkoncentracion mért ACE-
gatlas is alacsonyabbnak bizonyult (80,1+1,7%) a sztearinsavhoz viszonyitva (p<0,001); 9.b

abra).
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altal kozvetitett ACE-gatlasra. (a) Az elaidinsavval (C18:1 n-7¢) kezelt HSA és a
sztearinsavval (C18:0) kezelt HSA rekombinans ACE-aktivitasra gyakorolt hatdsa
koncentrdcio-hatas gorbék formdjdaban. (b) A vakcénsavval (C18:1 n-7) és az olajsavval
(C18:1 n-9) kezelt HSA rekombindns ACE-aktivitasra gyakorolt hatdsa koncentrdcio—hatds
gorbék formdjaban. Kontrollként zsirsavmentes HSA szerepel. Az ACE-aktivitas a
zsirsavmentes HSA-hoz Viszonyitott szdzalékos értékben keriilt kifejezésre. A szimbolumok
harom fiiggetlen mérés atlagattszorasat jelzik. A zold sav a fiziologias szérum HSA-
koncentrdcio tartomanyat (35-52 g/L) szemlélteti.

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

A telitett és egyszeresen telitetlen zsirsavakkal kapott eredmények alapjan indokoltta
valt a tobbszorosen telitetlen zsirsavak (PUFA-k) hatasanak vizsgalata is a HSA-medialt
ACE-gatlas szempontjabol. Annak vizsgalatdhoz, hogy a tobbszordsen telitetlen, omega-3
¢s omega-6 tipusu zsirsavak milyen mértékben moddositjadk a HSA altal kozvetitett ACE-
gatlast a zsirsavmentes HSA-t kiilonb6z6 omega-3 és omega-6 zsirsavakkal kezeltlink, majd
meghataroztuk az ACE-gatlas mértékét koncentracio-hatas 6sszefiiggések alapjan (10. abra).

Az omega-3 zsirsavak koziil az a-linolénsav (ALA, C18:3 n-3) fokozta legnagyobb
mértékben a HSA 4altal kozvetitett ACE-gatlast. Az a-linolénsavat tartalmazo HSA esetében
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az ICso érték 5,60 [4,28-6,15] g/L volt, és a fiziologias HSA-koncentracion mért ACE-gatlas
elérte a 89,0+0,3%-0t, ami szignifikdnsan meghaladta a zsirsavmentes HSA esetében mért
értékeket (p<0,001; Holm—Sidak-korrigalt p=0,001; 10.a abra). A dokozahexaénsav (DHA,
C22:6 n-3) szintén szignifikans gatlo hatast fejtett ki, azonban kisebb mértékben (ICso=12,02
[9,86-15,06] g/L; ACE-gatlas 45 g/L HSA-nél 82,6:0,9%; p<0,001; Holm-Sidak-korrigalt
p=0,001). Ezzel szemben az eikozapentaénsav (EPA, C20:5 n-3) jelenléte nem
eredményezett szignifikans valtozast a HSA ACE-gatl6 hatasaban a zsirsavmentes HSA-hoz
képest (ICs0=16,56 [13,00-24,22] g/L; ACE-gatlds 78,9£0,9%; p=0,059; Holm—Sidak-
korrigalt p=0,114) (10.a abra).

Az omega-6 zsirsavak vizsgalata soran a y-linolénsav (GLA, C18:3 n-6) bizonyult a
legerdteljesebb ACE-gatlo hatassal rendelkezd vizsgéalt PUFA-nak. A y-linolénsavat
tartalmazd HSA ICso értéke 5,09 [4,28—6,15] g/L volt, és a fiziologias HSA-koncentracion
mért ACE-gatlés elérte a 91,7+0,2%-0t (p<0,001; Holm-Sidak-korrigalt p=0,001; 10.b abra).
Az eikozadiénsav (EDA, C20:2 n-6) és a linolsav (LA, C18:2 n-6) szintén szignifikdnsan
fokozta a HSA altal kozvetitett ACE-gatlast, azonban hatasuk mérsékeltebbnek bizonyult
(EDA, C20:2 n-6: ICs=14,41 [11,79-19,06] g/L; ACE-gatlas 76,1+1,7%; p=0,001; Holm—
Sidak-korrigalt p=0,023; LA, C18:2 n-6: ICs=15,04 [13,55-17,00] g/L; ACE-gatls
72,8+1,3%; p=0,001; Holm-Sidak-korrigalt p=0,005) (10.b abra).
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10. abra: Tobbszorosen telitetlen zsirsavak hatasa a HSA-medialt ACE-gatlasra. (a) Az
omega-3 tipusu zsirsavakkal, a-linolénsavval (ALA, C18.3 n-3), eikozapentaénsavval (EPA,
C20:5 n-3) és dokozahexaénsavval (DHA, C22:6 n-3), kezelt HSA rekombindins ACE-
aktivitasra gyakorolt hatdsa koncentrdcio-hatas gorbék formajaban. (b) Az omega-6 tipustii
zsirsavakkal, y-linolénsavval (GLA, CI18:3 n-6), eikozadiénsavval (EDA, C20:2 n-6) és
linolsavval (LA, C18:2 n-6), kezelt HSA rekombinans ACE-aktivitasra gyakorolt hatdisa
koncentracio-hatas gorbék formajaban. Kontrollként mindkét panelen zsirsavmentes HSA
szerepel. Az ACE-aktivitas a zsirsavmentes HSA-hoz viszonyitott szazalékos értékben keriilt
kifejezésre. A szimbolumok harom fiiggetlen mérés dtlagattszordsat jelzik. A zéld sav a
fiziologias szérum HSA-koncentrdcio tartomadnyat (35-52 g/L) szemlélteti.

A zsirsavfiiggdo ACE-gatlas vizsgalata szoveti eredetii ACE esetében

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a zsirsavak jelenlétéhez kotddd, HSA altal
kozvetitett ACE-géatld hatds kimutathatéo-e szoveti eredeti ACE esetében is. Ennek
érdekében human tiid6-, nyirokcsomo- és szivszovet-homogenizatumokbol szarmazo ACE-
t rogzitettiink szilard fazison, majd a reakciokat fizioldgiads mddon zsirsavakat hordozo,
illetve zsirsavmentes HSA jelenlétében végeztiik el (11. dbra).

Mindharom vizsgalt szdvettipus esetében egységes mintazat volt megfigyelhetd: a
fiziologidsan kotott zsirsavakat tartalmazdo HSA jelenlétében az ACE-aktivitas gatlasa
kifejezettebbnek bizonyult, mint zsirsavmentes HSA alkalmazasakor. Tiiddszovetbdl
szarmazo ACE esetében a zsirsavakat hordoz6 HSA szignifikdnsan alacsonyabb ICso értéket
mutatott (5,52 [4,07-7,90] g/L), és a fiziologias HSA-koncentracion mért ACE-gatlas
mértéke is magasabb volt (88,6+2,1%), mint zsirsavmentes HSA esetében (ICs0=19,55
[14,55-32,86] g/L; gatlas 45 g/L-nél 66,7+5,2%; p<0,001; 11.a abra).

Hasonlo6 eltérés volt megfigyelhetd nyirokcsomo-homogenizatumbol szarmazo ACE

esetében is, ahol a zsirsavakat tartalmazd HSA alkalmazésa fokozott ACE-gatlashoz vezetett
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(ICs0=5,52 [4,08-8,35] g/L; gatlas 45 g/L-nél 86,0+1,6%), szemben a zsirsavmentes HSA-
val mért értékekkel (ICs0=13,40 [7,99-128,90] g/L; gatlas 71,7+1,2%; p=0,019; 11.b abra).

Szivszovetbol szarmazo ACE esetében a kiilonbség kiilondsen jelentésnek bizonyult.
A zsirsavakat hordozd HSA ICso értéke 1ényegesen alacsonyabb volt (1,69 [1,36-2,03] g/L),
mig a fizioldgias albuminszinten mért ACE-géitlds mértéke magasabbnak adodott
(84,7+1,2%), mint zsirsavmentes HSA alkalmazasakor (ICs0=7,59 [5,01-17,38] g/L; gatlas
54,4143,2%; p<0,001; 11.c abra).
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11. abra: A HSA-medialt ACE-gatlas megjelenése szoveti eredetii ACE esetén. Az ACE-
t tido- (a), nyirokcsomo- (D) és szivszovetbél (C) szarmazo homogenizatumokbol
immunprecipitaldast kévetoen vizsgaltuk. Az immobilizalt ACE aktivitasat zsirsavakat
fiziologias modon tartalmazo HSA (kék négyzetek), illetve zsirsavmentes HSA (piros korok)
jelenlétében hataroztuk meg koncentracio-hatas gorbék alapjan. A zold sav a fiziologias
szérum HSA-koncentracio tartomanyat (35-52 g/L) jeloli. Az abrak szovettipusonként egy-
egy mintdbol, harom fiiggetlen mérés alapjan szamitott atlag+szords értékekeit mutatjak.
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A szérum ¢és szoveti ACE fenotipusanak 6sszehasonlitasa parositott mintakban

A szérum ¢s a szoveti ACE fenotipusanak 0sszehasonlitdsat 18 olyan beteg esetében
végeztilk el, akiknél ugyanazon egyénbdl szdrmazd szérum- és tiidomintdk egyarant
rendelkezésre alltak, és akiknél nem allt fenn ACE-gatlo kezelés. A vizsgalat célja annak
megitélése volt, hogy a szérumban megfigyelhetdé ACE-fenotipus mennyiben tiikrozi a
tiidészovetben jelen 1évé ACE szerkezeti és funkciondlis sajatossagait, illetve, hogy
kimutathatok-e kovetkezetes eltérések a két mintatipus kozott.

Az ACE-fenotipizalast epitop-specifikus mAb-k alkalmazasaval végeztiik. Ezek az
antitestek az ACE felszinének eltérd, térben elkiiloniilé régidihoz kotédnek, igy lehetdvé
teszik az enzim konformacios allapotanak ¢és felszini hozzaférhetdségének kozvetett
jellemzését. A mérések soran az egyes antitestek altal rogzitett ACE-aktivitasat hataroztuk
meg, majd az antitestekhez tartozé relativ aktivitdsmintazatokat hasonlitottuk ossze. Az igy
kapott aktivitasi mintazatot tekintettiik az adott minta ACE-fenotipusanak.

A funkcionalis paraméterek értékelése soran meghataroztuk a ZPHL és a HHL
szubsztratok hidrolizisének aranyat. A két szubsztrat eltéré mértékben preferalja az ACE N-
¢s C-doménjének aktiv centrumait, ezért a hidrolizisardny érzékeny paraméterként
hasznalhato6 az enzim szerkezeti allapotanak és a domének relativ funkcionalis aktivitasdnak
monitorozasara. A ZPHL/HHL arany valtozéasa lehetdvé teszi szelektiv doméninaktivacio
vagy -gatlas kimutatasat [64].

A 12. abra reprezentativ modon mutatja be a ZPHL-lel mért ACE-aktivitast, a
ZPHL/HHL aranyt és egy, jol jellemzett epitopra iranyulo antitesttel (9B9) meghatarozott
kotddést parositott szérum- €s tiiddmintakban. A vizsgalt esetek tobbségében a szérum- és
tidomintdk fenotipusos mintdzata hasonld volt. Ettdl eltér6 mintazat egy esetben volt
megfigyelhet (els6 oszlop, S13 beteg).

Az egyes mintakban eléfordultak izolalt eltérések egy-egy epitop kotddési aranyaban,
ezek azonban nem jartak egyiitt tobb epitopot érintd aranyeltolodassal, és nem tarsultak a
ZPHL/HHL aktivitasarany valtozasaval.

Az S13 beteg tlidodmintajaban ezzel szemben tobb, egymadstdl fiiggetlen epitdp
kotédési aranya, valamint a ZPHL/HHL aktivitasarany egyidejii eltérése volt kimutathato,

mig a szérumminta fenotipusos mintdzata nem mutatott hasonl6 valtozast.
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12. abra: A tiidé- és a szérumeredetii ACE fenotipusanak 6sszehasonlitasa parositott
mintakban. Az dbra a tiidészovetbol és a szérumbol szarmazo ACE-aktivitasat mutatja
ZPHL szubsztrat alkalmazadsaval, valamint a 9B9 mAb-vel rogzitett ACE-aktivitdst és a
ZPHL/HHL aktivitasaranyt. Minden oszlop egy-egy vizsgalati személy mintajat
reprezentdlja, az értékek a csoportatlag szazalékaban keriiltek dbrdzolasra. Az 0szlopok
szinezése a kontrollhoz viszonyitott eltérés meértékét jelzi. A sziirke oszlopok a
normaltartomanyba esé értékeket mutatjdak (a kontroll 80-120%-a). A kontrollhoz képest
emelkedést jelol a sotét narancssarga (>20%), a narancssarga (>50%) szin, mig csokkenést
jelez a citromsdrga (>20%) és a vilagoskék (>50%) szin. Az adatok 2-5 egymastol fiiggetlen
kisérlet atlagdattszordsat mutatjak, kisérletenkeént triplikat mérések alapjan. A bekeretezett
oszlopok az S13 beteg mintain végzett méréseket jelolik.

Az eltérés részletesebb jellemzésére az S13 tlidomintdjabol szarmazd ACE esetében
kiterjesztett konformacios fingerprinting vizsgalatot végeztiink, amely soran az ACE
aktivitasat 20 kiilonbozo epitopra iranyuld monoklonalis antitesttel precipitaltuk, és az igy
kapott kotddési aranyokat kontroll tiiddmintdk eredményeivel hasonlitottuk Ossze. A
kontrollmintak a vizsgalatban szerepld 9 férfi koziil a 2-9. szamu betegek tiiddmintaibol
képzett pooled homogenizatumok voltak (13. abra).

Az epitop-specifikus antitestekkel meghatarozott precipitacios profil alapjan az S13
tiiddmintajaban az ACE tobb mAb esetén is eltérést mutatott a kontrollmintdkhoz képest. A
valtozasok nem egyetlen epitopra korlatozodtak, hanem az ACE N- és C-doménjének tobb,

A fingerprinting elemzés soran szamitott egyes epitop-aranyok, kiilondsen a 2H9/2D1
kotodési arany, amely érzékeny az ACE N-doménjének szialilacios allapotara, az S13

tidomint4jdban kifejezetten megemelkedett értéket mutatott a kontrollmintakhoz
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viszonyitva, mig a szérumbol szarmazd ACE esetében hasonld eltérés nem volt
megfigyelhetd.

Tekintettel arra, hogy az epitop-specifikus monoklonalis antitestek kotddése az ACE
felszini allapotanak érzékeny jelzdje, az észlelt tobbdimenzios eltérés alapjan megvizsgaltuk,

hogy az atipusos ACE-fenotipus befolyasolja-e a HSA éltal kozvetitett ACE-gétlas mértékeét.
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13. abra. Az atipusos ACE-fenotipus konformacids fingerprintje S13 tiidomintajaban.
Az dbra az S13 beteg tiid6homogenizdatumadbol szarmazo ACE aktivitasanak precipitaciojat
mutatia 20, eltéré epitopra iranyulo MAb alkalmazdsaval, kontroll tiidémintakhoz
viszonyitva. Az oszlopok az egyes antitestek dltal rogzitett ACE-aktivitast fejezik ki a
kontrollmintdk dtlaganak szazalékaban. Az oszlopok szinezése megfelel a 12. dbran
ismertetett jeldlésnek.

Az ACE-gatlas eltérései atipusos ACE-fenotipus esetén

Az atipusos ACE-fenotipust mutatd beteg (S13) esetében azt vizsgaltuk, hogy a szdveti
ACE felszini sajatossagainak eltérése egyiitt jar-e a HSA hatasanak megvaltozasaval. Ennek
érdekében az S13 tlidémintdjabol szarmazo, immunprecipitalt ACE aktivitasat fiziologias
moddon zsirsavakat hordozo, illetve zsirsavmentes HSA jelenlétében hataroztuk meg, és az
eredményeket tipusos ACE-fenotipust kontrollmintakkal hasonlitottuk &ssze (14. abra). A
kontrollmintdkban a HSA az el6z0 kisérletekben megfigyelt mintdzatnak megfelelden
csokkentette az ACE-aktivitast. Ez a hatas kifejezettebb volt akkor, amikor az albumin
zsirsavakat hordozott, ami 6sszhangban all azzal, hogy a HSA-hoz kotott zsirsavak fokozzak
az albumin ACE-gatl6 hatasat (14. abra).

Ezzel szemben az atipusos ACE-fenotipust mutaté S13 tiiddmintajaban a HSA hatasa
ettdl eltéré mintdzatot mutatott. A zsirsavakat hordozé HSA jelenlétében az ACE-aktivitas
csokkenése mérsékeltebbnek bizonyult, és nem mutatta a kontrollmintdkra jellemzé

kiilonbséget a zsirsavmentes HSA hatasdhoz képest. Zsirsavmentes HSA jelenlétében az S13
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mintdban nagyobb HSA-koncentracioknal az ACE-aktivitas kifejezett novekedése volt
megfigyelhetd, ami arra utal, hogy ebben az atipusos fenotipusban a HSA és az ACE kozotti
kolcsonhatas funkcionalis kovetkezménye alapveten eltér a kontrollmintakban megfigyelt

mintazattol (14.b abra).

(a) (b)
400 | 53 1ids 400 | SI3tids
350 | Kontroll tiidé 350 | Kontroll tiid
—_~ —_—
2 300 T o300
S S
g 250 E 250
= )
£ 200 é 200
< 150 T 150
= =
o100 o] 100
< «
50 50
0 0
0,01 0,1 1 10 100 0,01 0,1 1 10 100
HSA koncentricio (g/L) Zsirsavmentes HSA koncentracio (g/L)

14, abra: A HSA hatasanak eltérései atipusos ACE-fenotipus esetén. (a) Az S13 beteg
tiidomintdjabol szarmazo ACE (piros goérbe) és tipusos ACE-fenotipusu kontroll
tiidohomogenizatum (fekete gorbe) rezidualis ACE-aktivitasa fiziologias modon zsirsavakat
hordozo HSA kiilonbozé koncentracioiban. (b) Az S13 beteg tiidémintdjabol szarmazo ACE
és tipusos ACE-fenotipusu kontroll tiidohomogenizatum rezidudlis ACE-aktivitasa
zsirsavmentes HSA jelenlétében. Az ACE-aktivitas a HSA nélkiili dllapothoz viszonyitott
szdzalékos értékben keriilt kifejezésre. Az abrak harom fiiggetlen mérés atlagat+szordsat
mutatjak.

Az atipusos ACE-fenotipus genetikai hatterének vizsgalata

Az atipusos ACE-fenotipust mutat6 beteg (S13) esetében annak tisztdzasara, hogy a
szoveti ACE-fenotipusban és a HSA-medialt ACE-gatlasban megfigyelt eltérések genetikai
eredetliek-e, teljes exom szekvenalast végeztiink. Az elemzés elso 1épéseként azt vizsgaltuk,
enzim aminosavsorrend;jét, katalitikus tulajdonséagait vagy felszini szerkezetét érintheti.

A teljes exom szekvenalas soran az ACE-gén kddolo szakaszaban nem azonositottunk
olyan varianst, amely aminosavcserével jarna, illetve amely korabbi adatok alapjan az ACE
ACE-fenotipus nem volt magyarazhat6 az ACE elsddleges szerkezetét érintd mutacioval.

Ezt kovetden az elemzést kiterjesztettiik olyan, korabbi vizsgalatok alapjan ismert

ACE-koto fehérjékre, amelyek megvaltozott ACE-kapcsolodas révén befolyasolhatjdk az

crer
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tobbek kozott a chaperon BiP-et (GRP78), a ribophorin 1-et, a protein kinaz C-t [70-72], az
albumint, valamint a lizozimet [73,74], amelyekrdl korabban kimutattak, hogy kdzvetlen
vagy kozvetett moédon kapcsolatba hozhatok az ACE miikodésével és felszini szerkezetével.

A teljes exom szekvenalas soran az S13 beteg genomjaban a referencia-szekvenciahoz
viszonyitva tobb mint 10000 genetikai varianst azonositottunk. Ezek koziil 1381
potencidlisan kéros misszensz mutaciot detektaltunk a PolyPhen-2 HVAR pontszam alapjan,
tovabba 641 exoni nonszensz mutéciot, illetve inzerciot vagy delécidt. A lehetséges ok-
okozati Osszefiiggések sziikitése érdekében az S13 betegben azonositott variansokat
Osszevetettiik 16 olyan vizsgélati személy exomadataival, akiknél teljes exom szekvenalas
tortént, azonban az S13 betegéhez hasonlo atipusos ACE-fenotipus nem volt kimutathato.
Ezen 6sszehasonlitas sordn mintegy 1700, nagy valoszintiséggel véletlenszeriien eléfordulo,
potencialisan kéaros varidnst zartunk ki, és tobb mint 200 olyan génvaltozat maradt fenn,
amelyek elméletileg hozzéjarulhatnak az észlelt fenotipus kialakulasahoz.

A lesziikitett varianshalmaz értelmezése soran figyelembe vettiik, hogy az S13 beteg
tiidOmintajabol szdrmazdé ACE esetében a konformacids fingerprint tobb, egymastol
fliggetlen epitop régidban mutatott eltérést. Kiilondsen érintettek voltak az N domén C
terminalis részéhez tartozo epitopok, amelyekhez a 6H6, 2D1 és 6C8 mAb-k kétddnek [55],
antitestek kapcsolodnak. Ez a tobb régiot érintd eltérés arra utal, hogy az ACE felszini
szerkezete az S13 beteg tiidOmintdjaban komplex médon moédosult, és nem egyetlen,
lokalizalt szerkezeti valtozas kdvetkezménye.

A genetikai adatok értelmezése soran ezért kiilon figyelmet forditottunk olyan génekre,
amelyek termékei kis méreti, jellemzden 10-30 kDa molekulatomegili fehérjéket kodolnak,
¢s amelyek funkciojuk vagy térbeli elhelyezkedésiik alapjan képesek lehetnek az ACE N és
C doménjei kozotti hasadékban megkotddni. Korabbi vizsgalatok alapjan ilyen
mérettartomanyba esé fehérjék kotddése az ACE felszinéhez képes lehet az epitdp-
variansok kozott tobb olyan génvéltozat is azonosithato volt, amelyek gyulladasos valaszhoz,
lizoszomalis miikdodéshez vagy extracellularis fehérjék feldolgozdsdhoz kapcsolddo
fehérjéket érintenek.

A sziirés eredményeként toObb potencialisan relevans génvaltozat keriilt azonositasra,
koztiikk a SAA1 gén rs1136747 (V75A) variansa, az ADAMTSL4 gén 15199599791 (R87P)
variansa, a NOD2 gén rs2066844 (R702W) variansa, valamint az SMPD1 gén rs550365194

variansa, amely egy harom aminosavat érintd in-frame delécioval jar. Ezek a varidnsok
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egylittesen, heterozigdta formaban fordultak eld az S13 betegben, €s ilyen kombinacid mas,
hanem olyan génekben jelentek meg, amelyek gyulladasos valaszhoz, lizoszomalis
miikddéshez vagy extracellularis fehérjék feldolgozasahoz kapcsolddnak. Ez az eredmény
Osszhangban volt azzal, hogy az ACE-fenotipus eltérése nem az ACE els6dleges

szerkezetének megvaltozasaval magyarazhato.
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Di1szKUSSzZIO

Az angiotenzin-konvertalo enzim (ACE) aktivitasanak endogén szabalyozasa a renin-
angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) finomhangolasanak egyik kulcseleme, amelynek
jelentéségét a kardiovaszkularis betegségek patogenezisében mind klinikai, mind kisérletes
adatok alatdmasztjak. A kardiovaszkularis mortalitas globalis terhe tovabbra is kiemelkedo,
¢s az ACE farmakoldgiai gatlasa évtizedek ota bizonyitottan csdkkenti a kardiovaszkularis
események kockazatat [76,77]. Korabbi munkainkban kimutattuk, hogy a keringd ACE
aktivitasa @ human szérumalbumin (HSA) altal jelentés mértékli endogén gatlas alatt all
[5,16], és hogy ennek az endogén gatlasnak a hianya vagy csokkenése hozzajarulhat a
kardiovaszkularis betegségek kialakulasahoz [4]. Ezt a koncepcidt epidemioldgiai adatok is
alatdmasztjak, amelyek szerint az alacsony-normal tartomanyba es6é HSA koncentracio
fiiggetlen rizikofaktora a kardiovaszkularis morbiditasnak és mortalitasnak [78—80]. A jelen
vizsgalat eredményei ezt az Osszefliggésrendszert tovabb arnyaljak azaltal, hogy igazoljak:
ugyanakkor az alacsony illeszkedési érték arra utal, hogy az albumin mennyisége
Onmagaban nem magyarazza teljes mértékben az ACE-gatlas variabilitasat. Ezt a
megfigyelést erdsiti az a tény, hogy a szérum teljes szabadzsirsav-koncentracidja (FFA) nem
mutatott kapcsolatot az endogén ACE-gatlas mértékével, ami arra utal, hogy nem a zsirsavak
mennyisége, hanem azok mindsége lehet meghatarozé az albumin-ACE kolcsonhatas
szabalyozasaban.

Az in vitro kisérletek eredményei egyértelmiien aldtdmasztjak ezt az értelmezést,
mivel a HSA zsirsavmentesitése jelentdsen csokkentette az ACE-gatld hatast, mig egyes
albuminhoz kotott zsirsavak ezt kifejezetten fokoztak. A HSA jol ismert, sokkotShelyes
transzportfehérje, amely kiilonboz6 affinitasti zsirsavkotd helyein keresztiil jelentds
konformacios valtozasokon megy keresztiil ligandumkotés hatasara  [6,81,82].
Eredményeink szerint a hosszl szénlancu telitett zsirsavak, kiilondsen a palmitinsav (C16:0)
és a sztearinsav (C18:0), valamint egyes tOobbszorosen telitetlen zsirsavak, igy az o-
linolénsav (ALA, C18:3 n-3), és a y-linolénsav (GLA, C18:3 n-6) jelentésen novelték a
HSA-medialt ACE-gatlas mértékét. Az egyes zsirsavak ACE-gatlo képességének
Osszehasonlithatd bemutatasat, a 45 g/ HSA-koncentracion mért gatldas mértéke és az ICso
értékek alapjan, a T4. tablazat szemlélteti. Ezek a megfigyelések illeszkednek azokhoz a
szerkezeti adatokhoz, amelyek szerint a FA1 kotéhelyhez tartozo Tyr-138 aminosav

egyszerre jatszik szerepet a zsirsavkotésben és az ACE-hez val6 kapcsolddas kialakitasaban
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[82,83], tovabba, hogy az albumin egy masik, ACE-hez kot6édo régidja atfedést mutat a
Sudlow I kotohellyel [24,84]. Mindez alapot szolgaltat arra, hogy az albuminhoz kotott
zsirsavak tipusa kozvetleniil befolydsolja a HSA-ACE interakcié hatékonysagat. A jelen
eredmények alapjan a HSA nem csupan passziv hordozofehérjeként értelmezhetd, hanem
olyan dinamikus szabalyozo elemként, amelynek ACE-gatlé kapacitasat az aktudlis
metabolikus és lipidkdrnyezet finoman modulalja. Ez a megkozelités azt sugallja, hogy az
endogén ACE-gatlds a szervezet anyagcsere-allapotdhoz adaptivan igazodd, rugalmas
szabalyoz6 mechanizmus lehet.

A telitett zsirsavakkal végzett kisérletek egyik lényeges tanulsaga, hogy a HSA-
mediadlt ACE-gatlas mértéke nem bindris mddon, hanem finoman hangolt szerkezeti
paraméterek fiiggvényében valtozik. A szénlanchossz fokozatos novekedésével
parhuzamosan megfigyelt, egyre erdteljesebb ACE-gatlo hatds arra utal, hogy a HSA
konformacids allapotdinak modosuldsa nem pusztan a zsirsavkotés jelenlétéhez, hanem
annak geometriai és térkitoltési sajatossagaihoz is kotédik. A hosszabb szénlancu zsirsavak

stabilabban és mélyebben foglaljak el a nagy affinitast zsirsavkotd zsebeket, ami az albumin

crer

e yey

[6,81,82]. Ez megfelel annak a szemléletnek, miszerint az albumin ligandko6tés altal
modosuld konformacids éllapotai funkciondlis kovetkezményekkel jarhatnak, és aktiv
szabalyoz6 szerepet tolthetnek be fehérje-fehérje interakciokban [6,81,82].

Ezt a szerkezeti érzékenységet tovabb arnyaljak a telitetlen zsirsavak vizsgalatanak
eredményei, miszerint az ACE-gatlas mértékét nem kizarolag a telitetlenség ténye, hanem
annak konfiguracioja és a kett6s kotés pozicioja hatarozza meg. Az elaidinsav (C18:1 n-7t)
kozel linearis szerkezete ellenére gyengébb gatlo hatast fejtett ki, mint a sztearinsav (C18:0),
telitett zsirsavakra jellemzé tartomanyban. Ezzel szemben az olajsav (C18:1 n-9)
fokozottabb térbeli torést okozod szerkezete mar egyértelmiien csokkentette a HSA ACE-
gatlo képességét. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az albumin ACE-hoz valo
kapcsolodasat nem kizardlag a ligandum jelenléte, hanem annak albuminkonformaciot
modositd hatdsa hatarozza meg. Ez megegyezik korabbi szerkezeti adatokkal, amelyek
szerint a zsirsavkotés helye és modja eltérd allosztérikus hatdsokat kozvetit az albumin
felszinén [24,82].

Kiilondsen figyelemre méltd, hogy a tobbszordsen telitetlen zsirsavak csoportjan beliil

is jelentOs heterogenitas volt megfigyelheté. Az ALA (C18:3 n-3) és a GLA (C18:3 n-6)
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kifejezetten erdteljes ACE-gatld hatdst eredményezett, amely meghaladta a telitett
zsirsavakét is, mig mas PUFA-k, példaul az EPA (C20:5 n-3), Iényegesen kisebb vagy
elhanyagolhatd hatast mutattak. Ez a megfigyelés tovabb erdsiti azt a koncepciot, hogy a
HSA nem passziv hordozoként, hanem aktiv regulatorként vesz részt az ACE miikodésének
finomhangolasaban, mégpedig a hozza ko6tddo zsirsavak mindsége révén. Ezzel
Osszhangban allatkisérletes adatok szerint az étrendi a-linolénsav spontan hipertonids
patkanyok aortajaban csokkentette az ACE-aktivitast és az ACE mRNS-expressziojat [85].
Klinikai szempontbol ez kiilondsen érdekes annak fényében, hogy az a-linolénsavban
gazdag ¢étrendi modositdsok vérnyomdscsokkentd hatdsdt human vizsgalatok és
metaanalizisek is alatamasztjak [8,86,87], bar az ACE-gatlason keresztiil megvalosulo
mechanizmus eddig kozvetleniil nem kertilt igazolasra.

A huméan szérummintakban mért teljes szabadzsirsav-koncentracié nem mutatott
kapcsolatot az endogén ACE-gatlas mértékével, ami elsé latasra ellentmondhat az in vitro
eredményeknek. Ez az eltérés azonban jol értelmezhetd, ha figyelembe vessziik, hogy az
albuminhoz kotott zsirsavak mindségi Osszetétele ¢és kotddési mintdzata sokkal
meghatarozobb lehet, mint azok abszolit mennyisége. A keringésben jelen 1€év6 zsirsavak
Osszkoncentracioja elfedheti az egyes molekuldk eltérd strukturalis és funkcionalis hatasait,
kiilondsen olyan rendszerben, ahol az ACE-gatlas albuminfiiggd és konformacidérzékeny
modon valosul meg. Ez a felismerés kiegésziti a klasszikus RAAS-szabalyozasi modelleket,
¢s egy olyan szabalyozasi szintet vet fel, amelyben az anyagcsere-allapot és a fehérje-
ligandum kolcsonhatasok kozvetleniil befolyasolhatjak az ACE aktivitasat.

Erdemes kiemelni, hogy az ALA és (C18:3 n-3) és a GLA (C18:3 n-6) 4ltal kivaltott
erdteljes HSA-medialt ACE-gatlas nem feltétleniil all ellentmondasban azzal a klinikai
tapasztalattal, miszerint az omega-3 zsirsavak rutinszerii pétlasa nem jar egyértelmii
kardiovaszkularis elénnyel [88,89]. Eredményeink alapjan elképzelhet6, hogy az
albuminhoz kotott zsirsavak szerkezeti sajatossagai, valamint az altaluk kivaltott albumin-
konforméciok finom kiilonbségei meghatarozobbak, mint az omega-3 csoportba tartozas
onmagaban. Ez a szempont hozzdjarulhat ahhoz, hogy miért mutatnak eltérd klinikai hatést

az egyes, szerkezetileg rokon zsirsavak.
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ACE-gatlas
0,
Trivialis név Jelolés koiigfr?n?éié ICs0 (/L) .5 g/(|_A)|)4 SA.
nal
A | cisane) | TP 500 (4.28-6,15] 91,7+0,2
o-linolénsav ) PUFA, komplex
(ALA) (C18:3 n-3) ootk oot 5,60 [4,28-6,15] 89,0+0,3
sztearinsav (C18:0) SFA, egyenes 7,98 [7,04-9,23] 87,4+0,6
palmitinsav (C16:0) SFA, egyenes 9,62 [8,70-10,78] 84,9+0,8
vakcénsav (C18:1n-7) | MUFA, cisz, hajlitott | 8,70 [7,85-9,79] 84,3+0,7
dOkOZ(‘E)h;’;a)ensaV (C22:6 n-3) Plﬂ;ﬁ;;ﬁﬁg‘;’f" 12,02 [9,86-15,06] 82,6+0.,9
elaidinsav (C18:1 n-T) MUe';';é;rei”SZ’ 10,74 [9,71-12,05] 80,7+0,7
olajsav (C18:1n-9) | MUFA, cisz, hajlitott | 11,61 [10,35-13,28] 80,1+1,7
eikozapentaénsav o PUFA, komplex
(EPA) (C20:5 n-3) o oot 16,56 [13,00-24,22] 78,9+0.,9
mirisztinsav (C14:0) SFA, egyenes 13,26 [10,19-19,86] 77,1£1,0
elk"(fzagglsav (C20:2 n-6) Pgéiﬁéeiﬁ?zzltex 14,41 [11,79-19,06] |  76,1£1,7
linolsav ) PUFA, komplex
(LA) (C18:2 n-6) o oot 15,04 [13,55-17,00] 72,8+1,3
dodekansav (C12:0) SFA, egyenes 18,69 [15,36-24,97] 67,9+0,4
kaprinsav (C10:0) SFA, egyenes 27,09 [19,39-55,55] 59,0+0,5

T4. tablazat: Az egyes zsirsavak HSA-medialt ACE-gatlo hatasanak osszehasonlitasa
fiziologias albuminkoncentracion. A tdblazat az albuminhoz kotott kiilonbozo zsirsavak
HSA-medialt ACE-gatlo hatasat foglalja ossze 45 g/ HSA koncentrdacio mellett, a gatlds
mértéke (%) és az ICso értékek alapjan. A zsirsavak az ACE-gatlas mértéke szerint csékkeno
sorrendben keriiltek feltiintetésre. A gatlas mértéke minden esetben a zsirsavmentes HSA
dltal kivaltott ACE-aktivitashoz viszonyitott relativ valtozast jelzi. A tablazat egyértelmiien
szemlélteti, hogy az ACE-gatlo hatas nem kizarolag a zsirsavak telitettségétol vagy omega-
besorolasatol fiigg, hanem szoros Osszefiiggést mutat a szénlanchosszal, a kettos kotések
szamaval, valamint azok térbeli elrendezddésével. Azonos szénatomszam mellett is jelentos
kiilonbségek figyelhetok meg az egyes izomerek kozott, ami arra utal, hogy az albumin

erer

hatékonysaganak meghatarozasaban.

A szoveti ACE-n végzett kisérletek tovabb erdsitik azt a kdvetkeztetést, hogy a HSA-
medidlt, zsirsavfliiggd ACE-gatlas nem korlatozddik a keringd enzimre. A tiido-, sziv- és
nyirokcsomoszovetbdl szarmazd ACE esetében megfigyelt hasonld mintazat arra utal, hogy

az albumin képes az intersticialis térben és a szoveti mikrokornyezetben is funkcionalis
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szabalyoz6 szerepet betdlteni. Mivel a lokalis angiotenzin II-képzddés jelentés mértékben
hozzajarul mind a hemodinamikai szabalyozdshoz, mind a szdveti remodellinghez és
gyulladasos folyamatokhoz, ezek az eredmények tulmutatnak a keringd RAAS klasszikus
értelmezésén [90,91].

E ponton a zsirsavak altal médositott HSA-ACE kolcsonhatas értelmezése természetes
modon veti fel azt a kérdést, hogy az ACE felszini szerkezeti allapotdnak egyéni vagy
szovet-specifikus eltérései miként befolyasolhatjak ezt a szabdlyozast. Mivel az ACE
nagymértékben glikozilalt fehérje, és poszttranszlacios modositasai adott esetekben
befolyasolhatjdk mind a fehérje-fehérje interakcidkat, mind az epitop-hozzaférhetdséget
[92], feltételezhetd, hogy az albumin altal kozvetitett gatlas hatékonysaga nemcsak az
albumin, hanem az ACE konformacios allapotatol is fiigg.

A fenotipizalasi vizsgalatok az endogén ACE-gatlas szerkezeti hatterét vizsgaljak, és
ezaltal értelmezési keretet adnak a zsirsavakkal végzett kisérletek eredményeihez. A
parositott szérum- és tidomintak elemzése alapjan az esetek donto tobbségében a keringo és
a szoveti ACE fenotipusos mintdzata dsszehangolt maradt, még akkor is, ha az ACE-
aktivitas abszolut értékei eltértek a két kompartment kozott.

Az S13 beteg tiidémintajaban azonositott atipusos ACE-fenotipus nem a szoveti ACE-
fenotipusok fizioldgias variabilitasanak egyszeri sz€ls6 értékeként értelmezhetd, hanem egy
olyan, ritka eset, amelyben az ACE felszini szerkezetét érintd modosulasok mér a
fenotipizalas szintjén is egyértelmlien elkiiloniild mintdzatot eredményeznek. Az S13
tidomintajaban tobb, egymastol fiiggetlen epitopra iranyuld mADb kotédése, valamint
funkcionalis paraméterek egyidejli, kovetkezetes eltérése volt megfigyelhetd.

Az S13 beteg tiiddszovetén végzett konformacios fingerprinting soran észlelt eltérések
C-domén N-termindlis részén elhelyezkedd epitopok (1E10, 2H9) esetében voltak
kifejezettek, ami arra utal, hogy az N- és C-domén hatarteriiletének szerkezeti kdrnyezete
modosult. Ez 6sszhangban all azokkal a korabbi megfigyelésekkel, amelyek szerint ez a
régi6 kiilondsen érzékeny a poszttranszlacidos modositasokra és  fehérje-fehérje
kolcsonhatasokra, és kulcsszerepet jatszik az ACE funkcionalis szabalyozasaban [39,93].

Az S13 tiidémintdjaban megfigyelt, emelkedett 2H9/2D1 kotédési arany arra utal,
hogy az ACE szialilacios éllapota ebben a szoveti kornyezetben eltér a keringd formatol.
Tekintettel arra, hogy a 2D1 antitest kotddése kiilondsen érzékeny a szialilacido mértékére,
ezek az adatok azt valosziniisitik, hogy az atipusos fenotipus kialakuldsdban az ACE felszini

mikrokornyezetét érintd poszttranszlaciés modosulasok jatszhatnak szerepet. Ezek a
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modosulasok az epitop-hozzaférhetdség ardnyain keresztiil jelennek meg, és ezaltal
modositjak a konformacids fingerprintet. Ez egyezik azzal a koncepcidval, hogy az ACE
funkcionalis heterogenitasit a genetikai tényezOk mellett a szovet-specifikus
poszttranszlacids szabalyozas is alakitja [94].

A konformaciés eltérések funkcionalis kovetkezményekkel jartak az ACE és a HSA
kozotti kolesonhatas szempontjabodl is. Az S13 beteg tiiddmintajaban a HSA altal kozvetitett
ACE-gatlas mintdzata jelentdsen eltért a tipusos fenotipust kontrollmintadkban megfigyelttol,
kiilonosen a zsirsavakat hordozo6 albumin esetében. Ez kozvetlen kapcsolatot teremt az ACE
felszini szerkezeti allapota és az albumin, illetve az albuminhoz kotott ligandumok
szabalyoz6 hatdsa kozott, és alatamasztja azt az elképzelést, hogy az endogén ACE-gatlas
hatékonysaga nemcsak az albumin, hanem az ACE konformacids allapotatdl is fiigg.

A megfigyelt kiillonbség nem magyarazhaté az ACE mennyiségi eltéréseivel vagy az
Immunprecipitacié hatékonysaganak valtozasaval, mivel az aktivitasmérések normalizalt
koriilmények kozott torténtek, és a kontroll- és atipusos mintdk Osszehasonlitdsa azonos
modszertani feltételek mellett zajlott. Ennek alapjan valdsziniisithetd, hogy az atipusos
ACE-fenotipus hatterében olyan szerkezeti vagy konformécios sajatossag all, amely
kozvetleniil befolyasolja az ACE és a HSA kozotti funkcionalis kdlcsonhatést, kiilondsen a
zsirsavakat hordoz6 HSA esetében.

Megallapithato, hogy a HSA-medialt ACE-gatlas mértéke nem kizarolag az albumin
ligandumtartalmatol fiigg, hanem érzékenyen reagél az ACE felszini szerkezeti allapotara is.
Az atipusos ACE-fenotipus esetében megfigyelt, csokkent zsirsaviiiggd gatlas azt jelzi, hogy
az ACE konformacios eltérései képesek modositani az albuminhoz kotott zsirsavak
szabalyozé hatdsdt, ami a szoveti kornyezetben megvalosuldé endogén gatlas
heterogenitdsadhoz is hozzéjarulhat.

Az a tény, hogy az atipusos fenotipus konzekvensen a szoveti ACE felszini
szerkezetéhez kothetd, sziikségszerlien felvetette a genetikai hattér részletesebb
vizsgalatanak igényét. A teljes exom szekvenalas eredményei kizartdk az ACE elsddleges
szerkezetét érintd mutaciok szerepét, valamint nem igazoltak loss-of-function eltérést ismert
ACE-koté fehérjék génjeiben sem. Ezek az adatok egylittesen arra terelték a gondolatot,
hogy az atipusos fenotipus hatterében nem kozvetlen genetikai ACE-hiba, hanem az enzim
felszini mikrokornyezetét modositd tényezok allhatnak. Ezek alapjan ilyen tényez6 lehet egy
kis méretii, koriilbeliil 10-30 kDa molekulatomegii ACE-k6td fehérje, amely az N- és C-

domén kozotti hasadékban megkdtddve kompetitiven gatolhatja az albumin kotddését, és
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ezaltal egyszerre befolyasolhatja az epitop-hozzaférhetdséget és az ACE katalitikus
tulajdonsagait.

Ezt a koncepciot erdsiti a Gaucher-betegségben vizsgalt 1ép-ACE fenotipusaval
mutatott parhuzam, ahol az albumin ACE-gatl6 hatasa szintén megsziint, és a konformacids
fingerprint inverz mintazatot mutatott a doménhatarhoz kozeli epitopok esetében [61]. A két
allapot kozotti hasonlosag arra utal, hogy a domének kozotti hasadék funkcionalis
szabalyozo6 térként viselkedhet, amelyet, ha kiilonb6z6, szovet- vagy korallapot specifikus
fehérjék elfoglalnak az az ACE miikodésének mélyrehaté modosulasahoz vezethet.

A genetikai hattér részletesebb elemzése tovabb arnyalja az atipusos ACE-fenotipus
lehetséges mechanizmusait. A teljes exom szekvenalas soran azonositott varidnsok koziil
tobb olyan gén is érintett volt, amelyek heterozigdta formaban, egyiittesen fordultak el6 az
S13 betegben, és mas vizsgalt egyénekben nem voltak jelen. Ezen variansok koz¢é tartozott
az SMPDI1 gén rs550365194 jelii, harom aminosavat érint6 in-frame delécioja, amely az
enzimatikus aktivitas szempontjabol potencidlisan karos hatasu eltérésnek tekintheto.

Az SMPDI éltal kodolt savi szfingomielinaz kdzponti szerepet jatszik a szfingomielin-
ceramid anyagcsere szabalyozasaban, és e gén funkcidzavarai jol ismerten lizoszomadlis
tarolasi betegségekhez, koztiik a Niemann—Pick szindromahoz kapcsolodnak [95]. Bar az
S13 beteg esetében klinikailag manifeszt Niemann—Pick-betegség nem igazolodott, az
SMPDI1 génben azonositott strukturalis eltérés olyan lizoszomalis diszregulacid iranyaba
mutat, amelyhez kordbbi irodalmi adatok alapjan a CCL18/PARC kemokin fokozott
termelddése és felszaporodasa tarsulhat [96].

Ez az Osszefliggés kiilonosen relevans annak fényében, hogy a CCL18/PARC kis

molekulatomegii (7,9-10 kDa), szekretalt fehérje, amely térbeli és méretbeli sajatossagai

crer

(15. abra).
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A-monomer

Potencialis
— ACE-kéts fehérje
10A pl. CCLI8

15. abra: Az ACE dimer modellje [97]. Az dbra az ACE két monomerének N- és C-
doménjeit mutatja. A jelolt szines régiok a mAb-K altal felismert epitopokat reprezentaljik:
az N-doménen példaul az 5F1, a C-doménen tobbek kézott az 1E10 epitopjai lathatok. A
piros ovdlissal jelzett régio a konformdcios valtozasok alapjan feltételezett ACE-kéto fehérje
(CCL18) potencialis kotodesi helyét szemlélteti.

Kimutattak, hogy Gaucher-korban is megemelkedik a CCL18 szint [98,99]. Kiegészitd
kisérletes megfigyelések (amelyek a jelen értekezésben nem keriilnek részletes bemutatasra)
arra utalnak, hogy tiiddmintdk normal Iép, illetve CCL18-at tartalmazé Gaucher 1ép
mintakkal torténé inkubaldsa soran a CCL18 képes befolyasolni az ACE funkciondlis
paramétereit, és igy realis jeloltként meriil fel egy 0j, eddig nem ismert ACE-kotd
fehérjeként. Ennek megfeleléen az S13 beteg ACE-fenotipusa olyan modellként
értelmezhetd, amelyben tobb, egymast erdsitd genetikai eltérés kovetkeztében megvaltozott
HSA-val valo kolcsonhatasanak és endogén gatlasanak egyiittes modosulasahoz.

Ezek az eredmények Uj értelmezési lehetdséget adnak az ACE endogén
szabalyozasahoz, ugyanakkor a kovetkeztetések levonasakor a vizsgalat modszertani és
beteganyaghoz kapcsolodo korlatait is figyelembe kell venni. A human szérummintakban az
endogén ACE-gatlast higitasos mddszerrel hatdroztuk meg, amely alkalmas a mintak kozotti
relativ kiilonbségek vizsgalatara, de a higitatlan szérumban fennalld gatlas mértékét
kozvetleniil nem méri. Tovabbi korlat, hogy a klinikai mintakban a teljes szabadzsirsav-
koncentraciot hataroztuk meg, amely nem ad informéciot az albuminhoz kotott zsirsavak

pontos mindéségi Osszetételérél. Az in vitro HSA-kezelések értelmezésénél tovabbi szempont,
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hogy az aktiv szénnel végzett zsirsavmentesités a zsirsavak mellett mas hidrofob,
albuminhoz kotott ligandok eltavolitasaval is jarhat. A klinikai mintak heterogén
beteganyagot képviselnek, ami noveli az eredmények biologiai relevanciajat, ugyanakkor
korlatozza az egyes betegalcsoportokra vonatkozo kovetkeztetések levonasat. A
szérummintdk ezért elsésorban a HSA-koncentracid, a teljes FFA-koncentracid és az
endogén ACE-gatlas kozotti kapcesolat értékelésére alkalmasak; annak pontos megitélése,
hogy ezek a tényezdk milyen irdnyban €s milyen mértékben befolyasoljak egymast in vivo,
tovabbi célzott vizsgalatokat igényel. A szoveti vizsgalatok értelmezésénél figyelembe kell
venni, hogy a tiid6-, nyirokcsomo6- és szivszoveti eredmények sebészeti beavatkozasokbol
szarmazo, szovettipusonként egy-egy human mintan alapulnak, ezért a tarsbetegségek ACE-
aktivitasra vagy gatolhatosdgra gyakorolt hatdsa teljes mértékben nem zarhato ki. Mivel
azonban az dsszehasonlitas minden esetben ugyanazon szoveti homogenizatumon tortént, az
eredmények elsOsorban a zsirsavakat hordozd és a zsirsavmentes HSA kozotti relativ
kiilonbséget jelzik. Az S13 beteg eredményei pedig nem az atipusos ACE-fenotipus
gyakorisdgarol adnak informéciot, hanem azt mutatjak meg, hogy az ACE felszini szerkezeti
allapotanak eltérése jelentdsen modosithatja a HSA-medialt endogén ACE-gatlast.

A tovabbi vizsgalatok egyik fontos iranya olyan célzott klinikai mintagytjtés lehet,
amelyben az endogén ACE-gatlas meghatarozasa mellett az albuminhoz kotott zsirsavak
Osszetétele is részletesen mérhetd. Ez lehetdvé tenné annak tisztdzasat, hogy a teljes FFA-
koncentracio helyett az egyes zsirsavak relativ aranya, albumink6tott frakcidja vagy kotddési
mintazata mutat-e szorosabb kapcsolatot az ACE-gatlas mértékével. Kiilondsen relevansak
lehetnek azok az allapotok, amelyekben az albuminkoncentrécio, a lipidanyagcsere vagy a
gyulladasos mikrokdrnyezet megvaltozik [100,101]. Fontos tovabbi irany az ACE-
fenotipizalas nagyobb betegpopuldcidkban torténd alkalmazasa annak vizsgalatara, hogy az
atipusos felszini mintdzatok eléfordulnak-e mas betegekben is, és Osszefliggnek-e az
endogén ACE-gatlas valtozasaval vagy klinikai jellemzdkkel.

Osszességében eredményeink azt mutatjdk, hogy az endogén ACE-gitlis egy
tobbszintli, konformacidérzékeny szabalyozési folyamat, amelyet az albuminhoz kotott
zsirsavak mindségi Osszetétele és az ACE felszini szerkezeti allapota egyarant befolyasol. A
Klinikai és kisérletes adatok egylittesen alatamasztjak, hogy a HSA nem csupan
transzportfehérjeként értelmezhetd, hanem az ACE miikddését szabalyozo fehérjeként is,
amelynek hatasa az aktudlis metabolikus és szoveti mikrokornyezet fliggvényében valtozhat.

Az atipusos ACE-fenotipus vizsgéalata ramutatott arra is, hogy az enzim felszini szerkezeti
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allapotanak egyéni eltérései jelentésen modosithatjadk az endogén gatlas mértékét. Mindez

uj szempontot ad az ACE-aktivitds biokémiai és klinikai értelmezéséhez.

A doktori értekezésben bemutatott 0j eredmények:

Igazoltuk, hogy a human szérumalbumin altal kozvetitett endogén ACE-gatlas
mértékét nem kizardlag az albumin jelenléte, hanem az albuminhoz kotott
ligandumok is meghatarozzak.

Igazoltuk, hogy a HSA-ACE kolcsonhatason keresztiil megvalosuld endogén ACE-
gatlas zsirsavfiiggd mechanizmus.

Humaén szérummintdk elemzésével igazoltuk, hogy a HSA-hoz kotott zsirsavak
mindségi dsszetétele populacids szinten is meghatarozo tényezdje az endogén ACE-
gatlas mértékének. In vitro vizsgalatokkal kimutattuk, hogy ezt a szabalyozast a
zsirsavak szénlanchossza, telitettsége és térbeli konformacidja befolyasolja.
Kimutattuk, hogy az albuminhoz kotott zsirsavak szénlanchosszanak novekedésével
az ACE-gatlas mértéke egy meghatarozott tartomanyig fokozodik, illetve a
tobbszorosen telitetlen zsirsavak koziil az a-linolénsav és a y-linolénsav, valamint a
telitett zsirsavak koziil a sztearinsav €s a palmitinsav fejtették ki a legnagyobb
gatlohatast, mig az egyszeresen telitetlen vakcénsav mérsékeltebb hatast mutatott.
Egyedi eset elemzésével demonstraltuk, hogy a HSA-medialt endogén ACE-gatlas
koros koriilmények kozott az ACE felszini szerkezeti allapotanak modosuldsa

kovetkeztében érdemben megvaltozhat.
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OSSZEFOGLALAS

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

Munkank sordn igazoltuk, hogy a HSA altal kozvetitett endogén ACE-gatlas mértéke
nem kizarolag az albumin jelenlététdl fiigg, hanem alapvetden meghatarozza az albuminhoz
kotott zsirsavak szerkezeti sajatossaga. Kimutattuk, hogy az albumin-ACE kolcsonhatason
keresztlil megvaldsuld endogén ACE-gatlas mechanizmusa zsirsavfliggd, és azt a zsirsav
szénlanchossza, telitettsége ¢és térbeli konformacidja egyardnt befolyasolja. In vitro
vizsgélataink alapjan az albuminhoz kotott hosszi szénlancu zsirsavak erdteljesebb ACE-
gatlast eredményeztek, amelyen beliill a tobbszorosen telitetlen zsirsavak koziil az a-
linolénsav ¢€s a y-linolénsav, valamint a telitett zsirsavak koziil a sztearinsav és a palmitinsav
fejtették ki a legnagyobb gatlohatast, mig az egyszeresen telitetlen vakcénsav mérsékeltebb
hatast mutatott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az endogén ACE-gatlas
ligandumspecifikus, finoman hangolt szabalyozasi mechanizmus.

Human mintdk vizsgalata soran igazoltuk, hogy az albuminhoz kotott zsirsavak
mindségi Osszetétele meghatarozo tényezdje az endogén ACE-gatlas mértékének, mig a
szérumban mért teljes szabad zsirsav-koncentracié 6nmagaban nem mutatott osszefiiggést
az ACE-gatlassal. Ez alatamasztja, hogy az albumin aktiv szabalyozo szerepet tolt be az
ACE miikodésének finomhangolasaban.

Az ACE-fenotipizalasi vizsgalatok tovabb arnyaltak ezt a koncepciot. Kimutattuk,
hogy a HSA-medialt endogén ACE-gatlas koros koriilmények kozott érdemben modosulhat.
Egy atipusos ACE-fenotipust mutato beteg esetében az ACE felszini szerkezeti allapotanak
megvaltozasa a HSA-ACE-zsirsav kolcsonhatas felborulasaval jart, ami az endogén gatlas
jelentds csokkenését eredményezte. Ez az eset demonstralja, hogy az albumin 4&ltal
kozvetitett ACE-gatlas hatékonysaga az ACE konformacids allapotatol is fiigg.

Osszességében eredményeink feltartak a HSA-ACE-zsirsav tengely korabban nem
ismert szerepét az ACE endogén szabdlyozasdban, és ramutattak arra, hogy ez a
mechanizmus fizioldgias koriilmények kozott jelentds, ugyanakkor koros allapotokban
sérilhet. Megfigyeléseink 1) szemléleti keretet adnak az ACE aktivitas endogén

szabalyozasanak értelmezéséhez.
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SUMMARY

Angiotensin-converting enzyme (ACE) is a central component of the renin—
angiotensin—aldosterone system (RAAS). Although pharmacological inhibition of ACE is
widely used in clinical practice, the mechanisms underlying endogenous regulation of the
enzyme are not fully understood. Previous observations indicated that human serum albumin
(HSA) is capable of inhibiting ACE; however, the molecular basis of this inhibition had
remained unclear.

In the present work, we demonstrated that the extent of HSA-mediated endogenous
ACE inhibition does not depend solely on the presence of albumin but is fundamentally
determined by the structural properties of fatty acids (FAs) bound to albumin. We showed
that endogenous ACE inhibition mediated through the HSA-ACE interaction is FA-
dependent and is influenced by FA chain length, degree of saturation, and spatial
conformation. Based on our in vitro experiments, albumin-bound long-chain FAs exerted
stronger ACE inhibition. Among polyunsaturated FAS, a-linolenic acid and y-linolenic acid
showed the most pronounced inhibitory effects, while among saturated fatty acids, stearic
acid and palmitic acid were the most effective. In contrast, the monounsaturated vaccenic
acid exhibited a more moderate inhibitory effect. These findings indicate that endogenous
ACE inhibition represents a ligand-specific, finely tuned regulatory mechanism.

Analysis of human samples confirmed that the qualitative composition of albumin-
bound FAs is a key determinant of the extent of endogenous ACE inhibition, whereas total
serum free FA concentration alone did not correlate with ACE inhibition. This supports the
concept that HSA functions as an active regulator of ACE activity rather than a passive
carrier protein.

ACE phenotyping studies further refined this concept. We demonstrated that HSA-
mediated endogenous ACE inhibition can be markedly altered under pathological conditions.
In a patient exhibiting an atypical ACE phenotype, alterations in the surface structural state
of ACE were associated with disruption of the HSA-ACE-FA interaction, resulting in a
substantial reduction of endogenous inhibition. This case illustrates that the effectiveness of
albumin-mediated ACE inhibition also depends on the conformational state of ACE.

Overall, our results reveal a previously unrecognized role of the HSA-ACE-FA axis
in the endogenous regulation of ACE and demonstrate that this mechanism is physiologically
relevant yet vulnerable under pathological conditions. These findings provide a novel

conceptual framework for understanding endogenous control of ACE activity.

60



IRODALOMJEGYZEK

Pop, D.; Dadarlat-Pop, A.; Tomoaia, R.; Zdrenghea, D.; Caloian, B. Updates on the
Renin-Angiotensin-Aldosterone System and the Cardiovascular Continuum.
Biomedicines 2024, 12, doi:10.3390/BIOMEDICINES12071582.

Grobbee, D.E.; Filippatos, G.; Desai, N.R.; Coats, A.J.S.; Pinto, F.; Rosano, G.M.C.;
Cleland, J.G.F.; Kammerer, J.; de Arellano, A.R. Epidemiology and Risk Factors for
Hyperkalaemia in Heart Failure. ESC Heart Fail. 2024, 11, 1821-1840,
doi:10.1002/EHF2.14661.

Banhegyi, V.; Enyedi, A.; Fiilop, G.A.; Olah, A.; Siket, .LM.; Varadi, C.; Bottyan, K.;
Lédi, M.; Csongradi, A.; Umar, A.J.; et al. Human Tissue Angiotensin Converting
Enzyme (ACE) Activity Is Regulated by Genetic Polymorphisms, Posttranslational
Modifications, Endogenous Inhibitors and Secretion in the Serum, Lungs and Heart.
Cells 2021, Vol. 10, Page 1708 2021, 10, 1708, doi:10.3390/cells10071708.

Fagyas, M.; Uri, K.; Siket, LM.; Darago, A.; Boczan, J.; Banyai, E.; Edes, L; Papp,
Z.; Toth, A. New Perspectives in the Renin-Angiotensin-Aldosterone System (RAAS)
I1l: Endogenous Inhibition of Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Provides
Protection  against  Cardiovascular  Diseases. PLoS One 2014, 9,
d0i:10.1371/JOURNAL.PONE.0093719.

Fagyas, M.; Uri, K.; Siket, LM.; Fiilop, G.B.A.; Csato, V.; Darago, A.; Boczan, J.;
Banyai, E.; Szentkirdlyi, I.LE.; Maros, T.M.; et al. New Perspectives in the Renin-
Angiotensin-Aldosterone System (RAAS) IlI: Albumin Suppresses Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) Activity in Human. PLoS One 2014, 9, e87844,
doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0087844.

Wu, D.; Gucwa, M.; Czub, M.P.; Cooper, D.R.; Shabalin, 1.G.; Fritzen, R.; Arya, S.;
Schwarz-Linek, U.; Blindauer, C.A.; Minor, W.; et al. Structural and Biochemical
Characterisation of Co2+-Binding Sites on Serum Albumins and Their Interplay with
Fatty Acids. Chem. Sci. 2023, 14, 6244-6258, d0i:10.1039/D3SC01723K.

Bloedon, L.A.T.; Balikai, S.; Szapary, P.O.; Bloedon, L.A.T.; Rader, D.J.; Szapary,
P.O.; Chittams, J.; Berlin, J.A.; Szapary, P.O.; Cunnane, S.C. Flaxseed and
Cardiovascular Risk Factors: Results from a Double Blind, Randomized, Controlled
Clinical Trial. J. Am. Coll. Nutr. 2008, 27, 65-74,
d0i:10.1080/07315724.2008.10719676.

Fazeli Moghadam, E.; Khaghani, L.; Shekarchizadeh-Esfahani, P. Flaxseed Lowers
Blood Pressure in Hypertensive Subjects: A Meta-Analysis of Randomized
Controlled Trials. Clin. Nutr. Res. 2024, 13, 295, d0i:10.7762/CNR.2024.13.4.295.

Santos, R.A.S.; Oudit, G.Y.; Verano-Braga, T.; Canta, G.; Steckelings, U.M.; Bader,
M. The Renin-Angiotensin System: Going beyond the Classical Paradigms. Am. J.
Physiol. Heart Circ. Physiol. 2019, 316, H958, doi:10.1152/ajpheart.00723.2018.

61



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Atlas, S.A. The Renin-Angiotensin Aldosterone System: Pathophysiological Role and
Pharmacologic  Inhibition. ~J.  Manag. Care Pharm. 2007, 13,
10.18553/jmcp.2007.13.58-b.9, doi:10.18553/jmcp.2007.13.58-b.9.

Fyhrquist, F.; Saijonmaa, O. Renin-Angiotensin System Revisited. J. Intern. Med.
2008, 264, 224-236, d0i:10.1111/J.1365-
2796.2008.01981.X;CTYPE:STRING:JOURNAL.

Guo, D.F.; Sun, Y.L.; Hamet, P.; Inagami, T. The Angiotensin Il Type 1 Receptor
and  Receptor-Associated  Proteins. Cell Res. 2001, 11, 165-180,
d0i:10.1038/sj.cr.7290083.

Padia, S.H.; Carey, R.M. AT2 RECEPTORS: BENEFICIAL COUNTER-
REGULATORY ROLE IN CARDIOVASCULAR AND RENAL FUNCTION.
Pflugers Arch. 2012, 465, 99, doi:10.1007/S00424-012-1146-3.

Studdy, P.R.; Lapworth, R.; Bird, R. Angiotensin-Converting Enzyme and Its Clinical
Significance--a Review. J. Clin. Pathol. 1983, 36, 938, doi:10.1136/jcp.36.8.938.

Enyedi, A.; Csongradi, A.; Altorjay, L.T.; Beke, G.L.; Varadi, C.; Enyedi, E.E.; Kiss,
D.R.; Bényai, E.; Kalina, E.; Kappelmayer, J.; et al. Combined Application of
Angiotensin Converting Enzyme and Chitotriosidase Analysis Improves the
Laboratory Diagnosis of Sarcoidosis. Clinica Chimica Acta 2020, 500, 155-162,
doi:10.1016/j.cca.2019.10.010.

Fagyas, M.; Uri, K.; Siket, LM.; Daragd, A.; Boczén, J.; Banyai, E.; Edes, L; Papp,
Z.; Toth, A. New Perspectives in the Renin-Angiotensin-Aldosterone System (RAAS)
I: Endogenous Angiotensin Converting Enzyme (ACE) Inhibition. PLoS One 2014,
9, e87843, doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0087843.

Roche, M.; Rondeau, P.; Singh, N.R.; Tarnus, E.; Bourdon, E. The Antioxidant
Properties of Serum Albumin. FEBS Lett. 2008, 582, 1783-1787,
doi:10.1016/j.febslet.2008.04.057.

Sugio, S.; Kashima, A.; Mochizuki, S.; Noda, M.; Kobayashi, K. Crystal Structure of
Human Serum Albumin at 2.5 A Resolution. Protein Eng. 1999, 12, 439-446,
doi:10.1093/protein/12.6.439.

Theodore Peters Jr. All About Albumin: Biochemistry, Genetics, and Medical
Applications; 1st ed.; Academic Press: Cambridge, 1995;

Belinskaia, D.A.; Goncharov, N. V. Theoretical and Practical Aspects of Albumin
Esterase  Activity. Russ. J. Bioorg. Chem. 2020, 46, 287-298,
doi:10.1134/S1068162020030036.

Tayyab, S.; Feroz, S.R. Serum Albumin: Clinical Significance of Drug Binding and
Development as Drug Delivery Vehicle. Adv. Protein Chem. Struct. Biol. 2021, 123,
193-218, doi:10.1016/bs.apcsh.2020.08.003.

62



22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Birkett, D.J.; Myers, S.P.; Sudlow, G. Effects of Fatty Acids on Two Specific Drug
Binding Sites on Human Serum Albumin. Mol. Pharmacol. 1977, 13, 987-992,
doi:10.1016/s0026-895x(25)12512-1.

Carter, D.C.; Ho, J.X. Structure of Serum Albumin. Adv. Protein Chem. 1994, 45,
153-203, doi:10.1016/s0065-3233(08)60640-3.

Curry, S. Plasma Albumin as a Fatty Acid Carrier. Advances in Molecular and Cell
Biology 2003, 33, 29-46, doi:10.1016/S1569-2558(03)33003-6.

Curry, S.; Mandelkow, H.; Brick, P.; Franks, N. Crystal Structure of Human Serum
Albumin Complexed with Fatty Acid Reveals an Asymmetric Distribution of Binding
Sites. Nat. Struct. Biol. 1998, 5, 827-835, d0i:10.1038/18609.

Fujiwara, S.l.; Amisaki, T. Fatty Acid Binding to Serum Albumin: Molecular
Simulation Approaches. Biochim. Biophys. Acta Gen. Subj. 2013, 1830, 5427-5434,
doi:10.1016/j.bbagen.2013.03.032.

Simard, J.R.; Zunszain, P.A.; Hamilton, J.A.; Curry, S. Location of High and Low
Affinity Fatty Acid Binding Sites on Human Serum Albumin Revealed by NMR
Drug-Competition  Analysis. J. Mol. Biol. 2006, 361, 336-351,
d0i:10.1016/j.jmb.2006.06.028.

Suganami, T.; Tanimoto-Koyama, K.; Nishida, J.; Itoh, M.; Yuan, X.; Mizuarai, S.;
Kotani, H.; Yamaoka, S.; Miyake, K.; Aoe, S.; et al. Role of the Toll-like Receptor
4/NF-KappaB Pathway in Saturated Fatty Acid-Induced Inflammatory Changes in the
Interaction between Adipocytes and Macrophages. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol.
2007, 27, 84-91, do0i:10.1161/01.ATV.0000251608.09329.9a.

Chavez, J.A.; Summers, S.A. Characterizing the Effects of Saturated Fatty Acids on
Insulin Signaling and Ceramide and Diacylglycerol Accumulation in 3T3-L1
Adipocytes and C2C12 Myotubes. Arch. Biochem. Biophys. 2003, 419, 101-1009,
d0i:10.1016/j.abb.2003.08.020.

Summers, S.A. Ceramides in Insulin Resistance and Lipotoxicity. Prog. Lipid Res.
2006, 45, 42-72, d0i:10.1016/j.plipres.2005.11.002.

Boden, G. Obesity, Insulin Resistance and Free Fatty Acids. Curr. Opin. Endocrinol.
Diabetes Obes. 2011, 18, 139-143, doi:10.1097/MED.0b013e3283444h09.

Wenjie, M.; Wu, J.H.Y.; Wang, Q.; Lemaitre, R.N.; Mukamal, K.J.; Djoussé, L.;
King, I.B.; Song, X.; Biggs, M.L.; Delaney, J.A.; et al. Prospective Association of
Fatty Acids in the de Novo Lipogenesis Pathway with Risk of Type 2 Diabetes: The
Cardiovascular Health Study. American Journal of Clinical Nutrition 2015, 101, 153—
163, doi:10.3945/ajcn.114.092601.

Lee, J.Y.; Sohn, K.H.; Rhee, S.H.; Hwang, D. Saturated Fatty Acids, but Not
Unsaturated Fatty Acids, Induce the Expression of Cyclooxygenase-2 Mediated
through Toll-like Receptor 4. J. Biol. Chem. 2001, 276, 16683-16689,
d0i:10.1074/jbc.M011695200.

63



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

Cao, X.; Xia, J.; Zhou, Y.; Wang, Y.; Xia, H.; Wang, S.; Liao, W.; Sun, G. The Effect
of MUFA-Rich Food on Lipid Profile: A Meta-Analysis of Randomized and
Controlled-Feeding Trials. Foods 2022, 11, 1982, doi:10.3390/foods11131982.

Liu, W.; Xie, X.; Liu, M.; Zhang, J.; Liang, W.; Chen, X. Serum ®-3 Polyunsaturated
Fatty Acids and Potential Influence Factors in Elderly Patients with Multiple
Cardiovascular Risk Factors. Scientific Reports 2018 8:1 2018, 8, 1102-,
d0i:10.1038/s41598-018-19193-5.

Smith, W.L.; DeWitt, D.L.; Garavito, R.M. Cyclooxygenases: Structural, Cellular,
and Molecular Biology. Annu. Rev. Biochem. 2000, 69, 145-182,
doi:10.1146/annurev.biochem.69.1.145.

Samuelsson, B. Leukotrienes: Mediators of Immediate Hypersensitivity Reactions
and Inflammation. Science 1983, 220, 568-575, doi:10.1126/science.6301011.

Kharazmi-Khorassani, J.; Zirak, R.G.; Ghazizadeh, H.; Zare-Feyzabadi, R.;
Kharazmi-Khorassani, S.; Naji-Reihani-garmroudi, S.; Kazemi, E.; Esmaily, H.;
Javan-Doust, A.; Banpour, H.; et al. The Role of Serum Monounsaturated Fatty Acids
(MUFASs) and Polyunsaturated Fatty Acids (PUFAS) in Cardiovascular Disease Risk.
Acta Bio Medica : Atenei Parmensis 2021, 92, e2021049,
d0i:10.23750/abm.v92i2.9235.

Bernstein, K.E.; Ong, F.S.; Blackwell, W.-L.B.; Shah, K.H.; Giani, J.F.; Gonzalez-
Villalobos, R.A.; Shen, X.Z.; Fuchs, S. A Modern Understanding of the Traditional
and Nontraditional Biological Functions of Angiotensin-Converting Enzyme. 2013,
d0i:10.1124/pr.112.006809.

Natesh, R.; Schwager, S.L.U.; Sturrock, E.D.; Acharya, K.R. Crystal Structure of the
Human Angiotensin-Converting Enzyme-Lisinopril Complex. Nature 2003, 421,
551-554, doi:10.1038/nature01370.

Wei, L.; Alhenc-Gelas, F.; Corvol, P.; Clauser, E. The Two Homologous Domains of
Human Angiotensin I-Converting Enzyme Are Both Catalytically Active. Journal of
Biological Chemistry 1991, 266, 9002—9008, doi:10.1016/s0021-9258(18)31543-6.

Rousseau, A.; Michaud, A.; Chauvet, M.T.; Lenfant, M.; Corvol, P. The
Hemoregulatory Peptide N-Acetyl-Ser-Asp-Lys-Pro Is a Natural and Specific
Substrate of the N-Terminal Active Site of Human Angiotensin-Converting Enzyme.
Journal of Biological Chemistry 1995, 270, 3656-3661, doi:10.1074/jbc.270.8.3656.

Vazeux, G.; Cotton, J.; Cuniasse, P.; Dive, V. Potency and Selectivity of RXP407 on
Human, Rat, and Mouse Angiotensin-Converting Enzyme. Biochem. Pharmacol.
2001, 61, 835-841, d0i:10.1016/S0006-2952(01)00550-0.

Georgiadis, D.; Cuniasse, P.; Cotton, J.; Yiotakis, A.; Dive, V. Structural
Determinants of RXPA380, a Potent and Highly Selective Inhibitor of the
Angiotensin-Converting Enzyme C-Domain. Biochemistry 2004, 43, 8048-8054,
doi:10.1021/bi049504q.

64



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

Weli, L.; Clauser, E.; Alhene-Gelas, F.; Corvol, P. The Two Homologous Domains of
Human Angiotensin I-Converting Enzyme Interact Differently with Competitive
Inhibitors. Journal of Biological Chemistry 1992, 267, 13398-13405,
d0i:10.1016/s0021-9258(18)42224-7.

Fernandez, J.H.; Hayashi, M.A.F.; Camargo, A.C.M.; Neshich, G. Structural Basis of
the Lisinopril-Binding Specificity in N- and C-Domains of Human Somatic ACE.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2003, 308, 219-226, doi:10.1016/S0006-
291X(03)01363-9.

Azizi, M.; Rousseau, A.; Ezan, E.; Guyene, T.T.; Michelet, S.; Grognet, J.M.;
Lenfant, M.; Corvol, P.; Ménard, J. Acute Angiotensin-Converting Enzyme Inhibition
Increases the Plasma Level of the Natural Stem Cell Regulator N-Acetyl-Seryl-
Aspartyl-Lysyl-Proline. J. Clin. Invest. 1996, 97, 839-844, d0i:10.1172/JC1118484.

Acharya, K.R.; Gregory, K.S.; Sturrock, E.D. Advances in the Structural Basis for
Angiotensin-1 Converting Enzyme (ACE) Inhibitors. Biosci. Rep. 2024, 44,
d0i:10.1042/BSR20240130.

Beldent, V.; Michaud, A.; Wei, L.; Chauvet, M.T.; Corvol, P. Proteolytic Release of
Human Angiotensin-Converting Enzyme: Localization of the Cleavage Site. Journal
of Biological Chemistry 1993, 268, 26428-26434, doi:10.1016/s0021-
9258(19)74332-4.

Lambert, D.W.; Yarski, M.; Warner, F.J.; Thornhill, P.; Parkin, E.T.; Smith, A.l.;
Hooper, N.M.; Turner, AJ. Tumor Necrosis Factor-a Convertase (ADAM]17)
Mediates Regulated Ectodomain Shedding of the Severe-Acute Respiratory
Syndrome-Coronavirus (SARS-CoV) Receptor, Angiotensin-Converting Enzyme-2
(ACE2). Journal of Biological Chemistry 2005, 280, 30113-30119,
d0i:10.1074/jbc.M505111200.

Anthony, C.S.; Corradi, H.R.; Schwager, S.L.U.; Redelinghuys, P.; Georgiadis, D.;
Dive, V.; Acharya, K.R.; Sturrock, E.D. The N Domain of Human Angiotensin-I-
Converting Enzyme: The Role of N-Glycosylation and the Crystal Structure in
Complex with an N-Domain-Specific Phosphinic Inhibitor, RXP407. J. Biol. Chem.
2010, 285, 35685, d0i:10.1074/JBC.M110.167866.

O’Neill, H.G.; Redelinghuys, P.; Schwager, S.L.U.; Sturrock, E.D. The Role of
Glycosylation and Domain Interactions in the Thermal Stability of Human
Angiotensin-Converting Enzyme. Biol. Chem. 2008, 389, 1153-1161,
doi:10.1515/BC.2008.131.

Ripka, J.E.; Ryan, J.W.; Valido, F.A.; Chung, A.Y.K.; Peterson, C.M.; Urry, R.L. N-
Glycosylation of Forms of Angiotensin Converting Enzyme from Four Mammalian
Species.  Biochem. Biophys. Res. Commun. 1993, 196, 503-508,
d0i:10.1006/bbrc.1993.2278.

65



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Kryukova, O. V.; Tikhomirova, V.E.; Golukhova, E.Z.; Evdokimov, V. V.
Kalantarov, G.F.; Trakht, I.N.; Schwartz, D.E.; Dull, R.O.; Gusakov, A. V.; Uporov,
I. V.; et al. Tissue Specificity of Human Angiotensin I-Converting Enzyme. PLo0S
One 2015, 10, doi:10.1371/journal.pone.0143455.

Popova, I.A.; Lubbe, L.; Petukhov, P.A.; Kalantarov, G.F.; Trakht, I.N.; Chernykh,
E.R.; Leplina, O.Y.; Lyubimov, A. V.; Garcia, J.G.N.; Dudek, S.M.; et al. Epitope
Mapping of Novel Monoclonal Antibodies to Human Angiotensin I-Converting
Enzyme. Protein Sci. 2021, 30, 1577-1593, doi:10.1002/PRO.4091.

Naperova, I.A.; Balyasnikova, I. V.; Schwartz, D.E.; Watermeyer, J.; Sturrock, E.D.;
Kost, O.A.; Danilov, S.M. Mapping of Conformational MAb Epitopes to the C
Domain of Human Angiotensin I-Converting Enzyme. J. Proteome Res. 2008, 7,
3396-3411, doi:10.1021/pr800142w.

Gordon, K.; Balyasnikova, I. V.; Nesterovitch, A.B.; Schwartz, D.E.; Sturrock, E.D.;
Danilov, S.M. Fine Epitope Mapping of Monoclonal Antibodies 9B9 and 3G8 to the
N Domain of Angiotensin-Converting Enzyme (CD143) Defines a Region Involved
in Regulating Angiotensin-Converting Enzyme Dimerization and Shedding. Tissue
Antigens 2010, 75, 136-150, doi:10.1111/j.1399-0039.2009.01416.x.

Danilov, S.M.; Watermeyer, J.M.; Balyasnikova, I. V.; Gordon, K.; Kugaevskaya, E.
V.; Elisseeva, Y.E.; Albrecht, R.F.; Sturrock, E.D. Fine Epitope Mapping of
Monoclonal Antibody 5F1 Reveals Anticatalytic Activity toward the N Domain of
Human Angiotensin-Converting Enzymet. Biochemistry 2007, 46, 9019-9031,
doi:10.1021/bi700489v.

Danilov, S.M.; Balyasnikova, I. V.; Danilova, A.S.; Naperova, |.A.; Arablinskaya,
N.E.; Borisov, S.E.; Metzger, R.; Franke, F.E.; Schwartz, D.E.; Gachok, 1. V.; et al.
Conformational Fingerprinting of the Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE). 1.
Application in Sarcoidosis. J. Proteome Res. 2010, 9, 5782-5793,
d0i:10.1021/PR100564R/ASSET/IMAGES/MEDIUM/PR-2010-00564R_0008.GIF.

Petrov, M.N.; Shilo, V.Y.; Tarasov, A. V.; Schwartz, D.E.; Garcia, J.G.N.; Kost,
O.A.; Danilov, S.M. Conformational Changes of Blood ACE in Chronic Uremia.
PLoS One 2012, 7, €49290, doi:10.1371/journal.pone.0049290.

Danilov, S.M.; Tikhomirova, V.E.; Metzger, R.; Naperova, |.A.; Bukina, T.M.;
Goker-Alpan, O.; Tayebi, N.; Gayfullin, N.M.; Schwartz, D.E.; Samokhodskaya,
L.M.; et al. ACE Phenotyping in Gaucher Disease. Mol. Genet. Metab. 2018, 123,
501-510, doi:10.1016/j.ymgme.2018.02.007.

Carmona, A.K.; Schwager, S.L.; Juliano, M.A.; Juliano, L.; Sturrock, E.D. A
Continuous Fluorescence Resonance Energy Transfer Angiotensin I-Converting
Enzyme Assay. Nat. Protoc. 2006, 1, 1971-1976, doi:10.1038/nprot.2006.306.

66



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Csongradi, A.; Enyedi, A.; Takécs, I.; Végh, T.; Manyiné, 1.S.; Polik, Z.; Altorjay,
LT.; Balla, J.; Balla, G.; Edes, L; et al. Optimized Angiotensin-Converting Enzyme
Activity Assay for the Accurate Diagnosis of Sarcoidosis. Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (CCLM) 2018, 56, 1117-1125, doi:10.1515/cclm-2017-0837.

Danilov, S.M.; Balyasnikova, I. V.; Albrecht, R.F.; Kost, O.A. Simultaneous
Determination of ACE Activity with 2 Substrates Provides Information on the Status
of Somatic ACE and Allows Detection of Inhibitors in Human Blood. J. Cardiovasc.
Pharmacol. 2008, 52, 90-103, doi:10.1097/FJC.0B013E31817FD3BC.

Szabo, A.A.; Enyedi, E.E.; Altorjay, I.T.; Hajnal, P.; Pintér, T.B.; Méanyin¢, L.S.;
Viaradi, C.; Banyai, E.; Toth, A.; Papp, Z.; et al. Get Reliable Laboratory Findings -
How to Recognize the Deceptive Effects of Angiotensin-Converting Enzyme
Inhibitor Therapy in the Laboratory Diagnostics of Sarcoidosis? Clin. Chem. Lab.
Med. 2024, 62, 1393-1401, d0i:10.1515/CCLM-2023-1288/XML.

Stearic Acid | C18H3602 | CID 5281 - PubChem Available online:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5281 (accessed on 8 February 2026).

Trans-7-Octadecenoic Acid | C18H3402 | CID 4602094 - PubChem Available online:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4602094 (accessed on 8 February
2026).

7Z-Octadecenoic Acid | C18H3402 | CID 5282755 - PubChem Available online:
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5282755 (accessed on 8 February
2026).

Oleic Acid | C18H3402 | CID 445639 - PubChem Available online:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/445639 (accessed on 8 February 2026).

Santhamma, K.R.; Sen, I. Specific Cellular Proteins Associate with Angiotensin-
Converting Enzyme and Regulate Its Intracellular Transport and Cleavage-Secretion.
Journal of Biological Chemistry 2000, 275, 23253-23258,
d0i:10.1074/jbc.M000593200.

Villard, E.; Alonso, A.; Agrapart, M.; Challah, M.; Soubrier, F. Induction of
Angiotensin I-Converting Enzyme Transcription by a Protein Kinase C-Dependent
Mechanism in Human Endothelial Cells. Journal of Biological Chemistry 1998, 273,
25191-25197, doi:10.1074/jbc.273.39.25191.

Zhang, Y.; Bloem, L.J.; Yu, L.; Estridge, T.B.; Iversen, P.W.; McDonald, C.E,;
Schrementi, J.P.; Wang, X.S.; Vlahos, C.J.; Wang, J. Protein Kinase C BII Activation
Induces Angiotensin  Converting Enzyme Expression in Neonatal Rat
Cardiomyocytes. Cardiovasc. Res. 2003, 57, 139-146, doi:10.1016/S0008-
6363(02)00610-7.

Danilov, S.M.; Liinsdorf, H.; Akinbi, H.T.; Nesterovitch, A.B.; Epshtein, Y.; Letsiou,
E.; Kryukova, O. V.; Piegeler, T.; Golukhova, E.Z.; Schwartz, D.E.; et al. Lysozyme
and Bilirubin Bind to ACE and Regulate Its Conformation and Shedding. Sci. Rep.
2016, 6, doi:10.1038/srep34913.

67



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Rawendra, R.D.S.; Aisha; Chang, C.I.; Aulanni’am; Chen, H.H.; Huang, T.C.; Hsu,
J.L. A Novel Angiotensin Converting Enzyme Inhibitory Peptide Derived from
Proteolytic Digest of Chinese Soft-Shelled Turtle Egg White Proteins. J. Proteomics
2013, 94, 359-369, doi:10.1016/j.jprot.2013.10.006.

Danilov, S.M.; Liinsdorf, H.; Akinbi, H.T.; Nesterovitch, A.B.; Epshtein, Y.; Letsiou,
E.; Kryukova, O. V.; Piegeler, T.; Golukhova, E.Z.; Schwartz, D.E.; et al. Lysozyme
and Bilirubin Bind to ACE and Regulate Its Conformation and Shedding. Scientific
Reports 2016 6:1 2016, 6, 1-14, doi:10.1038/srep34913.

WHO Cardiovascular Diseases (CVDs) Available online: https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/cardiovascular-diseases-(cvds) (accessed on 10 November
2025).

Salvador, G.L.O.; Marmentini, V.M.; Cosmo, W.R.; Junior, E.L. Angiotensin-
Converting Enzyme Inhibitors Reduce Mortality Compared to Angiotensin Receptor
Blockers: Systematic Review and Meta-Analysis. Eur. J. Prev. Cardiol. 2017, 24,
1914-1924, doi:10.1177/2047487317728766.

Huang, T.; An, Z.; Huang, Z.; Gao, W.; Hao, B.; Xu, J. Serum Albumin and
Cardiovascular Disease: A Mendelian Randomization Study. BMC Cardiovasc.
Disord. 2024, 24, 196, doi:10.1186/S12872-024-03873-4.

Arques, S. Human Serum Albumin in Cardiovascular Diseases. Eur. J. Intern. Med.
2018, 52, 8-12, doi:10.1016/j.ejim.2018.04.014.

Oda, E. Decreased Serum Albumin Predicts Hypertension in a Japanese Health
Screening Population. Intern. Med. 2014, 53, 655-660,
d0i:10.2169/INTERNALMEDICINE.53.1894.

Ashraf, S.; Qaiser, H.; Tarig, S.; Khalid, A.; Makeen, H.A.; Alhazmi, H.A.; Ul-Haqg,
Z. Unraveling the Versatility of Human Serum Albumin — A Comprehensive Review
of Its Biological Significance and Therapeutic Potential. Curr. Res. Struct. Biol. 2023,
6, doi:10.1016/j.crstbi.2023.100114.

Roy, D.; Kumar, V.; James, J.; Shihabudeen, M.S.; Kulshrestha, S.; Goel, V.;
Thirumurugan, K. Evidence That Chemical Chaperone 4-Phenylbutyric Acid Binds
to Human Serum Albumin at Fatty Acid Binding Sites. PLoS One 2015, 10,
e0133012, doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0133012.

Nakagomi, K.; Fujimura, A.; Ebisu, H.; Sakai, T.; Sadakane, Y.; Fujii, N.; Tanimura,
T. Acein-1, a Novel Angiotensin-1-Converting Enzyme Inhibitory Peptide Isolated
from Tryptic Hydrolysate of Human Plasma. FEBS Lett. 1998, 438, 255-257,
doi:10.1016/S0014-5793(98)01311-8.

Nakagomi, K.; Ebisu, H.; Sadakane, Y.; Fujii, N.; Akizawa, T.; Tanimura, T.
Properties and Human Origin of Two Angiotensin-1-Converting Enzyme Inhibitory
Peptides Isolated from a Tryptic Hydrolysate of Human Serum Albumin. Biol. Pharm.
Bull. 2000, 23, 879-883, d0i:10.1248/BPB.23.879.

68



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Ogawa, A.; Suzuki, Y.; Aoyama, T.; Takeuchi, H. Dietary Alpha-Linolenic Acid
Inhibits Angiotensin-Converting Enzyme Activity and MRNA Expression Levels in
the Aorta of Spontaneously Hypertensive Rats. J. Oleo Sci. 2009, 58, 355-360,
doi:10.5650/J0S.58.355.

Naghshi, S.; Aune, D.; Beyene, J.; Mobarak, S.; Asadi, M.; Sadeghi, O. Dietary Intake
and Biomarkers of Alpha Linolenic Acid and Risk of All Cause, Cardiovascular, and
Cancer Mortality: Systematic Review and Dose-Response Meta-Analysis of Cohort
Studies. BMJ 2021, 375, d0i:10.1136/BMJ.N2213.

Rodriguez-Leyva, D.; Weighell, W.; Edel, A.L.; Lavallee, R.; Dibrov, E.; Pinneker,
R.; Maddaford, T.G.; Ramjiawan, B.; Aliani, M.; Guzman, R.; et al. Potent
Antihypertensive Action of Dietary Flaxseed in Hypertensive Patients. Hypertension
2013, 62, 1081-1089, doi:10.1161/HYPERTENSIONAHA.113.02094.

N-3 Fatty Acids and Cardiovascular Outcomes in Patients with Dysglycemia. New
England Journal of Medicine 2012, 367, 309-318, doi:10.1056/nejmoal203859.

Rizos, E.C.; Ntzani, E.E.; Bika, E.; Kostapanos, M.S.; Elisaf, M.S. Association
between Omega-3 Fatty Acid Supplementation and Risk of Major Cardiovascular
Disease Events: A Systematic Review and Meta-Analysis. JAMA 2012, 308, 1024—
1033, doi:10.1001/2012.jama.11374.

Oosthuizen, D.; Sturrock, E.D. Exploring the Impact of ACE Inhibition in Immunity
and Disease. J. Renin. Angiotensin. Aldosterone. Syst. 2022, 2022,
d0i:10.1155/2022/90289609.

Bernstein, K.E.; Cao, D.Y.; Shibata, T.; Saito, S.; Bernstein, E.A.; Nishi, E.;
Yamashita, M.; Tourtellotte, W.G.; Zhao, T. V.; Khan, Z. Classical and Nonclassical
Effects of Angiotensin-Converting Enzyme: How Increased ACE Enhances Myeloid
Immune Function. Journal of Biological Chemistry 2024, 300, 107388,
d0i:10.1016/j.jbc.2024.107388.

Danilov, S.; Jaspard, E.; Churakova, T.; Towbin, H.; Savoie, F.; Wei, L.; Alhenc-
Gelas, F. Structure-Function Analysis of Angiotensin I-Converting Enzyme Using
Monoclonal Antibodies. Selective Inhibition of the Amino-Terminal Active Site.
Journal of Biological Chemistry 1994, 269, 26806-26814, doi:10.1016/s0021-
9258(18)47091-3.

Danilov, S.M.; Tikhomirova, V.E.; Kryukova, O. V.; Balatsky, A. V.; Bulaeva, N.I.;
Golukhova, E.Z.; Bokeria, L.A.; Samokhodskaya, L.M.; Kost, O.A. Conformational
Fingerprint of Blood and Tissue ACEs: Personalized Approach. PLoS One 2018, 13,
doi:10.1371/JOURNAL.PONE.0209861.

Skidgel, R.A.; Erdds, E.G. The Broad Substrate Specificity of Human Angiotensin |
Converting Enzyme. Clin. Exp. Hypertens. A 1987, A9, 243-259,
d0i:10.3109/10641968709164184.

Erdés, M.; Erdés, M. Niemann—Pick-Betegség: Sajat Megfigyelések Es Uj Terapias
Lehetdségek. Orv. Hetil. 2021, 162, 74-80, doi:10.1556/650.2021.31950.

69



96.

97.

98.

99.

100.

101.

Brinkman, J.; Wijburg, F.A.; Hollak, C.E.; Groener, J.E.; Verhoek, M.; Scheij, S.;
Aten, J.; Boot, R.G.; Aerts, J.M. Plasma Chitotriosidase and CCL18: Early
Biochemical Surrogate Markers in Type B Niemann-Pick Disease. J. Inherit. Metab.
Dis. 2005, 28, 13-20, d0i:10.1007/s10545-005-4416-9.

Danilov, S.M.; Gordon, K.; Nesterovitch, A.B.; Liinsdorf, H.; Chen, Z.; Castellon,
M.; Popova, I.A.; Kalinin, S.; Mendonca, E.; Petukhov, P.A.; et al. An Angiotensin I-
Converting Enzyme Mutation (Y465D) Causes a Dramatic Increase in Blood ACE
via Accelerated ACE Shedding. PLoS One 2011, 6,
doi:10.1371/journal.pone.0025952.

Raskovalova, T.; Deegan, P.B.; Yang, R.; Pavlova, E.; Stirnemann, J.; Labarére, J.;
Zimran, A.; Mistry, P.K.; Berger, M. Plasma Chitotriosidase Activity versus CCL18
Level for Assessing Type | Gaucher Disease Severity: Protocol for a Systematic
Review with Meta-Analysis of Individual Participant Data. Syst. Rev. 2017, 6, 87,
d0i:10.1186/513643-017-0483-x.

Boot, R.G.; Verhoek, M.; De Fost, M.; Hollak, C.E.M.; Maas, M.; Bleijlevens, B.;
Van Breemen, M.J.; Van Meurs, M.; Boven, L.A.; Laman, J.D.; et al. Marked
Elevation of the Chemokine CCL18/PARC in Gaucher Disease: A Novel Surrogate
Marker for Assessing Therapeutic Intervention. Blood 2004, 103, 33-39,
doi:10.1182/blood-2003-05-1612.

Soeters, P.B.; Wolfe, R.R.; Shenkin, A. Hypoalbuminemia: Pathogenesis and Clinical
Significance. JPEN J. Parenter. Enteral Nutr. 2019, 43, 181-193,
doi:10.1002/JPEN.1451.

Andersen, C.J. Lipid Metabolism in Inflammation and Immune Function. Nutrients
2022, 14, 1414, doi:10.3390/NU14071414.

70



SAJAT KOZLEMENYEK JEGYZEKE

DEBRECENI EGYETEM
D E B R E C E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGY ET E M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

7

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/45/2026.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jeldlt: Enyedi Eniké Edit
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola
MTMT azonosit6: 10073491

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kozlemények

1. Enyedi, E. E., Szab6, A. A, Pintér, T. B., Manyiné Siket, |, Pluhar, A., Varadi, C., Banyai, E.,
Toth, A., Papp, Z., Fagyas, M.: Albumin-Bound Fatty Acids Modulate Endogenous
Angiotensin-Converting Enzyme (ACE) Inhibition.

Biomedicines. 14 (1), 1-19, 2026.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/biomedicines 14010103
IF: 3.9 (2024)

2. Enyedi, E. E., Petukhov, P. A., Kozuch, A. J., Dudek, S., Téth, A., Fagyas, M., Danilov, S. M.:
ACE Phenotyping in Human Blood and Tissues: revelation of ACE Outliers and Sex
Differences in ACE Sialylation.

Biomedicines. 12 (5), 1-17, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/biomedicines 12050940
IF: 3.9

Tovabbi kdzlemények

3. Szabo, A. A., Enyedi, E. E., Pintér, T. B., Manyiné Siket, |., Varadi, C., Banyai, E., Téth, A., Papp,
Z., Fagyas, M.: Interference-Free Measurement of Urinary Angiotensin-Converting Enzyme
(ACE) Activity: Diagnostic and Therapeutic Monitoring Implications.
Biomedicines. 13 (10), 1-17, 2025.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/biomedicines 13102528
IF: 3.9 (2024)

4. Szabo, A. A., Enyedi, E. E., Altorjay, |., Hajnal, P., Pintér, T. B., Manyiné Siket, IV &l
Banyai, E., Toth, A., Papp, Z., Fagyas, M.: Get reliable laboratory findings: hov 10 recognlze
the deceptive effects of angiotensin-converting enzyme inhibitor therap)(lnghe I%o@eryu
diagnostics of sarcoidosis?

Clin. Chem. Lab. Med. 62 (7), 1393-1401, 2024.
DOI: http://dx.doi.org/10.1515/cclm-2023-1288
IF: 3.7

71



DEBRECENI EGYETEM

EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400

Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Nagy, A. C., Majer, R., Boczan, J., Sipka, S. i., Szabd, A. A., Enyedi, E. E., Tatai, O., Fagyas, M.,
Papp, Z., Csiba, L., Téth, A.: Enalapril Is Superior to Lisinopril in Improving Endothelial
Function without a Difference in Blood-Pressure-Lowering Effects in Newly Diagnosed
Hypertensives.

Biomedicines. 11 (12), 1-13, 2023.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/biomedicines 11123323
IF:3.9

6. Fagyas, M., Nagy, B. J., Raduly, A. P., Manyiné Siket, |., Martha, L., Erdési, G., Sipka, S. i.,
Enyedi, E. E., Szabd, A. A., Pélik, Z., Kappelmayer, J., Papp, Z., Borbély, A., Szabo, T.,
Balla, J., Balla, G., Bai, P., Bacsi, A., Téth, A.: The majority of severe COVID-19 patients
develop anti-cardiac autoantibodies.
GeroScience. 44, 2347-2360, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.1007/s11357-022-00649-6
IF: 5.6

7. Csongradi, A., Altorjay, ., Fllép, G. A., Enyedi, A., Enyedi, E. E., Hajnal, P., Takacs, |., T6th, A.,
Papp, Z., Fagyas, M.: Chitotriosidase gene polymorphisms and mutations limit the
determination of chitotriosidase expression in sarcoidosis.

Clin. Chim. Acta. 513, 50-56, 2021.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.cca.2020.11.025
IF: 6.314

8. Enyedi, A., Csongradi, A., Altorjay, |., Beke, G. L., Varadi, C., Enyedi, E. E., Kiss, D. R., Banyai,
E., Kalina, E., Kappelmayer, J., Téth, A., Papp, Z., Takacs, |., Fagyas, M.: Combined
application of angiotensin converting enzyme and chitotriosidase analysis improves the
laboratory diagnosis of sarcoidosis.

Clin. Chim. Acta. 500, 155-162, 2020.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.cca.2019.10.010

IF: 3.786
TCCENT 2
/Q/»‘G\ A

A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora: 35 > {
A kozl6 folyoiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé ko(zlemén - =
7.8 "\, &

o
A DEENK a Jeldlt altal a Tuddstérbe feltoltott adatok bibliografiai és tudomanymetriaj ellé?lhfkés a

tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan elvégezte.

Debrecen, 2026.02.09.

72



TARGYSZAVAK

angiotenzin-konvertald enzim
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer
endogén ACE-géatlés

human szérumalbumin

szabad zsirsavak

zsirsav szerkezet

zsirsav-albumin kdlcsonhatas
ACE-fenotipizalas

ACE-konformacio

poszttranszlacidés modositasok

ACE-szabalyozas

angiotensin-converting enzyme
renin-angiotensin-aldosterone system
endogenous ACE-inhibition

human serum albumin

free fatty acids

fatty acid structure

fatty acid-albumin interaction

ACE phenotyping

ACE conformation

post-translational modifications

ACE regulation

73



KOSZONETNYILVANITAS

Mindenekel6tt halas koszonetemet fejezem ki témavezetomnek, Dr. Fagyas
Miklosnak, akivel mar 8 éve dolgozunk egyiitt. Szakmai iranymutatasa, kovetkezetes
gondolkodasmoddja és szemléletformaldé munkaja alapvetéen meghatirozta tudomanyos
fejlodésemet. Vezetésével nemcsak a kutatdmunkéhoz sziikséges modszertani és elméleti
alapokat sajatithattam el, hanem azt a szemléletet is, amely végigkisérte doktori munkamat,

¢s amely nélkiil ez az értekezés nem johetett volna 1étre.

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

tdmogatasaért, elméleti és kisérletes kérdésekben adott tanacsaiért.

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Papp Zoltdnnak, a Klinikai Fizioldgiai Tanszék
tanszékvezetdjének, aki biztositotta azt a szakmai és intézményi hatteret, amely lehetéveé

tette a kutatomunkam zavartalan elvégzését.

Kiilon koszonet illeti Dr. Szabé Attila Adamot, akivel egyiddben indultunk el ezen az
uton, és a kezdetektdl szoros szakmai egylittmiitkddésben dolgoztunk. Koszoném a kdzos

munkat és a folyamatos barati tamogatast.

Koszonet illeti Sergei M. Danilovot az egyiittmiikodésért, a vizsgalatokhoz hasznalt
monoklondlis antitestek biztositasaért, valamint a modszer elsajtitisaban nyujtott

segitsegeert.

Ezaton szeretném megkdszonni a Klinikai Fiziologiai Tanszék valamennyi
munkatdrsanak a tdmogato légkdrt és a mindennapi munkahoz nyujtott segitséget, kiilon

koszonettel Beanak a segitékész kozremiikodéséért és biztatasaért.

Koszonet illeti mindazokat a Debreceni Egyetem Kardiologiai Intézetének, valamint a
Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont Sebészeti Klinikajanak munkatdrsai koziil, akik a

vizsgalatokhoz sziikséges human mintak rendelkezésre bocsatasaban kozremiikodtek.

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

Kiilon koszondm Tamasnak a tlirelmét, megértését és mindvégig nyljtott tiamogatasat.

74



FUGGELEK

A flggelék a doktori értekezés alapjaul szolgald publikalt kozleményeket tartalmazza.

75



