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BEVEZETES

A kardiovaszkularis haladlozas vilagszerte a vezet6 haldlokok kozé sorolhatd, az Gsszes
haldlozds egyharmadat teszi ki. A fejlett orszagokban a daganatos megbetegedésekkel
Osszevetve kozel azonos incidenciat mutatnak. Els6 izben az USA-ban inditottak a sziv- és
érrendszeri megbetegedések etiolégidjanak, rizikéfaktorainak tisztazasa céljabdl atfogo,
prospektiv vizsgalatot, kovetve Framingham vdroska lakosainak aktualis egészségi
allapotat. Ezen vizsgalatnak koszonhet6, hogy az ateroszklerdzis folyamatdban
kikristdlyosodott a vérzsirok, a hipertdnia, diabétesz jelent6sége, a dohanyzas
egyértelmlen karos volta. A kutatdk jelenleg a betegségek hatterében allé genetikai

eltéréseket kutatjak.

A sziv és érrendszer patofizioldgidja szamos valtozé sulyossagi megbetegedés formajaban
dlthet testet. Altaldban a rizikdfaktorok megjelenésével kezdédik, majd miokardialis
infarktusban, stroke-ban, illetve a végtagi Ut8erek elzarédasaban végzédhet. A nekrotizalt
terlileteken kotGszovetes atépiilési folyamat, remodelling indul el, mely hosszu tavon az
adott célszerv elégtelenségéhez, példaul szivelégtelenség, kialakuldsahoz, majd atlagosan
5-15 éven beliil haldlozdshoz vezethetnek. A tarsadalom szamara egyre jelent6sebbé valik
az iszkémids kardiomiopdtias betegcsoport, mivel a primer korondria intervencio
elterjedését kovetben, az akut szivizominfarktus okozta mortalitas vilagszerte latvanyosan
visszaesett, viszont a tulélé betegek képezik a szivelégtelen beteg populacio igen nagy

hanyadat.

Az iszkémias szivizomzat kezelésére mdra mar szamos lehetGség all rendelkezésiinkre.
Alapvetd terdpias eszkoztdrunk a gydgyszeres kezelés, ezen belll az acetilszalicilsav
haszndlata, béta-blokkoldk, Ca’"-csatorna blokkoldk, illetve Il+-csatorna gatldszer
alkalmazasa, tlineti szerként nitrat terapia folyamatos és ad hoc, rohamokra hasznalt
alkalmazasa. Prevencios céllal, de bazis terdpiaként adjuk az angiotenzin konvertdz enzim
(ACE) gatlokat, angiotenzin receptor blokkolékat (ARB), a koleszterin szintézist csokkentd
sztatinokat és a koleszterin felszivdddasat gatld ezetimibet. Szintén féképp tlineti szerként
hasznaljuk a mitokondriumokban az aerob anyagcserét ,erdsit6” trimetazidine-t. A fent

emlitett gydgyszeres terdpia, a korondria meszesedés igazoldsa utan invaziv terapids



eljarasokkal (perkutan korondria angioplasztika és korondria by-pass m(itét) egészithetd ki

az iszkémia megoldasanak céljabal.

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) miikdodése
Az orvostarsadalom kutatdsi er6feszitéseinek eredménye a ma mar kozismert, szadmos

aspektusbdl részletesen vizsgalt renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) feltardsa.
A RAAS \valdjaban hormonrendszerként muikodik, feladata a szervezet so-,

vizhdaztartasdnak és a vérnyomadsnak a szabdlyozasa.

A folyamat els6 lépéseként a majban szintetizdlédd angiotenzinogén (alfa2-globulin) N-
terminalis végér6l a vese juxtaglomerularis sejtjeiben termel6dé protedz, a renin
Angiotenzin l-et (dekapeptid) hasit le. Az Angiotenzin | — Angiotenzin Il atalakuldst az
angiotenzin konvertdz enzim (ACE) katalizdlja, mely szintén protedz. Az ACE az
Angiotenzin | (Angl) C-terminalisardl 2 aminosavat hasitva eredményezi az Angiotenzin Il
(Angll) nevl oktapeptidet. Mivel az ACE mas folyamatokban is részt vesz, példaul
inaktivalja a bradykinint, ezért kinindznak is hivjak. Az Ang | — Ang |l dtalakulds mas ACE-
tol eltérd alternativ Utvonalon példaul a kimaz altal is végbemehet. Az Ang |l a sejtek 1-es
tipusu Angiotenzin |l receptoraihoz (AT1R) és 2-es tipusu Angiotenzin Il receptoraihoz
(AT2R) kot6dik. Az Ang 1l a két receptoron ellentétes hatast valt ki, bar az AT2R-aktivalé
hatdsa elenyész6 az AT1R-hez képest. Az Ang |l a kardiovaszkularis rendszerben mind az
artéridk, mind a vénak AT1 receptorain az intracellularis inozitol Ut és a G-protein Utvonal

segitségével vazokonstrikcidt valt ki. Az Ang Il prothrombotikus hatassal is rendelkezik: a

«ses

TV

fokozza a hipertdnia, az ateroszklerdzis progresszidjat, endotél sérilések esetén a
thrombocita aktivacié altal a thrombotikus kaszkad beindulds. Szintén AT1R-on hatva
fokozza a mellékvesekéreg aldoszteron elvalasztasat, utébbi altal fokozva a vese Na'-
visszatartasat, és a K'-kivalasztast. A vese artéridiban, afferens arterioldban gyenge, az
efferes arterioldiban er8sebb vazokonstrikciét okoz. A tubulo-glomeruldris feedback
érzékenységét noveli, a vesemedulla vérataramlasat csokkenti. A mezangialis sejteket
kontrahadlja, igy a kivalaszté felszint csokkenti. Vizsgalatok igazoltdk, hogy AT1R-on Ang I
hatasra fokozddik a sejtek migracidja, ndvekedése, a szovetek kotdszovetes atépilése,

azaz a fibrozis folyamata. AT2R-on hatdsa ellentétes: fokozza a NO-termelést,



vazodilataciot valt ki. Az Ang II-t az aminopeptidaz A hasitja angiotenzin Ill-m3, melyet az
aminopeptidaz M tovabb hasit bioldgiailag kevéssé hatékony angiotenzin IV-gyé. A RAAS
egyik legfiatalabb tagja az angiotenzin konvertaz enzim 2 (ACE 2), mely az Ang I-t és ll-t is
képes hasitani, ezzel csokkentve a szubsztratok mennyiségét. A keletkezett angiotenzin 1-
7 (Ang 1-7) Mas receptorokon tobbnyire az Ang Il AT1R-on medialt hatdsaval ellentétes
valaszokat general. Az Ang 1-7 kilonb6z6 szervekben, igy a tlid6ben, vesében, majban
javitja a gyulladdsos és fibrotikus folyamatokat. Az anyagcserére is pozitiv hatdsai vannak:

javitja a gliikdzfelvételt és a lipolizist, csokkentve az inzulinrezisztenciat és a dyslipidémiat.

A RAAS gyodgyszeres befolyasolasa
A fent vazolt szovevényes RAAS rendszer jelentGsége élettani szempontbdl hatalmas. A

rendszer kilénb6z6 pontjainak befolyasoldasa mar régota foglalkoztatja a kutatdkat.
Ennek eredményeként sziiletett meg az ACE gatlok népes csaladja, majd az angiotenzin
receptor blokkoldk csoportja, legutdbb pedig a direkt renin inhibitorok, melyek kozil az

aliskiren a napi orvosi gyakorlatban is bevezetésre keriilt.

Az els6 ACE gatlé a captopril volt, melyet a '70-es évek végén ismertettek. Azédta
vilagszerte legalabb 16 ACE-gatlo jelent meg a piacon. Kémiailag 3 csoportba sorolhatoak:
1., szulfhidril-csoportot, 2., dikarboxilat-csoportot és 3., foszfondt csoportot tartalmazé
vegylletek. A kifejlesztett vegylletek nagy része pro-drug. A captopril és a lisinopril
viszont aktiv hatdéanyagok. A kulénb6z6 ACE gatlok a keringd ACE gatldsanak
idétartamaban valamint a szoveti ACE gatlasanak mértékében is eltérhetnek egymastdl.
Az ekvipotens dodzisban alkalmazott ACE gatldk széveti ACE gatld hatdsa tobb tényezd
fliggvénye. llyen a gatlé molekula kotédésének er6ssége az ACE C-terminalisahoz, a gatld
molekula disszociacios kinetikaja, valamint az ACE gatlé szoveti penetrancidja, lipofilitasa.
Bar kiterjedt informacio all rendelkezéslinkre a vérkeringésben fellelheté RAAS elemeirdl,
mUikodésérél, a RAAS moduldcid orvosi jelentéségét sokak szerint a kevéssé ismert, mar a
'80-as években leirt szbveti renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer adja. Azonban mig
20%-o0s primer végpont csokkentést tudtak kimutatni a perindoprillal és ramiprillel
végzett vizsgalatokban, a szekunder prevencidban adott, magasabb szoveti affinitasu
trandolaprillal és quinaprillal végzett vizsgdlatok nem mutattak szignifikdns hatast a
tulélésre és a koronaria-események bekovetkezésének megel6zésére. Utdbbi esetben az

ACE-gatlok szoveti affinitasaban tapasztalt eltérései allhatnak a hattérben.



Az ACE gatlok hatékonysagat szamos nagy klinikai vizsgdlat is bizonyitotta: csokkentik a
kardiovaszkuldris halalozas, a non-fatalis miokardidlis infarktus vagy a szivleallas
el6fordulasi gyakorisagat stabil koronaria betegségben, javitjdk a miokardidlis infarktus
progndzisat, gatoljdk a balkamrai remodelling folyamatat, késleltetik a hipertdnia
megjelenését és csokkentik balkamra hipertréfidban a balkamrai tomeg-indexet,
mérséklik diabéteszben a nefropatia kialakuldasanak valdszinlségét, valamint a
mikroalbuminuria incidenciajat és az Ujonnan diagnosztizalt diabétesz valdszinliségét. A
legutdébbi terapias utmutatok mar mindezeket evidenciaként fogalmaztdk meg, és igy az
ACE gatlok a legnagyobb mortalitdsu megbetegedések primer és szekunder prevencidjara

bazis terapiaként adhato gyogyszerekkeé valtak.

Az ACE genotipus jelentésége
Az ACE gatlék klinikai hatékonysdga genetikailag determindltnak tlnik, miutdn az ACE

gatlé kezelés az afro-amerikai betegcsoportban kevésbé hatékony a kaukazusi rasszba
tartozd betegekkel Osszevetve. Genetikai vizsgalatok vilagitottak ra arra, hogy az ACE
expresszidja az ACE génallomanyaban inszercids/delécios (I/D) polimorfizmus altal
szabdlyozott, mely DD genotipusu egyénekben kb. 50%-kal magasabb ACE expressziot
eredményez, mint az Il genotipus esetén. Eszerint a D allél jelenlétében megemelkedett
ACE szérum szint felveti a D allél major kardiovaszkularis rizikéfaktor szerepét. A DD
genotipusu betegek kozott a hipertdnia gyakorisdga 10%-kal nagyobb aranyban, de nem
szignifikdns mértékben volt kimutathaté. A hiperténia kialakulasaban a genetikai
eltérések mellett a kornyezeti faktoroknak, az életmddbeli eltéréseknek és az etnikai
eltéréseknek  egyarant  meghataroz6  szerepiik lehet. A  kardiovaszkularis
betegségcsoporton beliil az iszkémias stroke fliggetlen prediktora a D allél jelenléte. A DD
allélt hordozd diabéteszes betegek kozott a nefropatia kialakulasanak valdszinlisége
nagyobb. Sayed-Tabatabaei 2003-ban publikdlta 23 cikk, 9833 betegén elvégzett
metaanalizisét, mely az arteria carotis intima-média vastagsag aranya alapjan vizsgalta az
ateroszklerézis mértékét. Ebben a kozleményben a DD genotipusu betegeknél
szignifikdnsan magasabb volt az ateroszklerézis mértéke. Az eredmények még
szembetlin6bbek voltak cerebrovaszkularis megbetegedés, diabétesz vagy hipertdnia

egyidejl fennallasa esetén.



Endogén ACE szabalyozas
Az endogén ACE gatlas lehet6sége mar az 1970-es évek végén megfogalmazddott. 1979-

ben egymadstdl pdrhuzamosan két munkacsoport is kézolte eredményeit. Ryan és
munkatarsai human, tengerimalac és oposszum szérumbdl, valamint vizeletbdl mutattak
ki egy kb. 10 kDa molekulaméret(i ACE gatlasra képes anyagot. Klauser és munkacsoportja
egy forgalomban 1év6 plazma készitménybdl a human albumint és a tartésitdszerként
alkalmazott acetil-triptofant azonositotta endogén ACE gatldként. Azt is igazoltdk, hogy az
albumin C-terminalis része 6nmagaban jelentésebb endogén gatlé hatassal bir, mint a
teljes fehérje. A’80-as években négy munkacsoport publikdlta eredményeit az endogén
ACE gétlds témakorében. Kozilik Liebermann és munkatarsainak eredménye emelheté
ki, akik egy 50 kD tomeget meghaladd, reverzibilisen gatlé molekulat izolaltak
szarkoiddzisos betegek szérumdbél, mely megnehezitette az ACE szérumszintjének
mérését. A szérum kifejezett higitasa (8x) utan a mérés kivitelezhetévé valt. A '90-es évek
végén Thevananther és tarsai human szérumbdl egy 14 kD molekulatomegli, ACE gatld
hatdssal bird fehérjét kilonitettek el affinitds kromatografia és poliakrilamid

gélelektroforézis segitségével.

Az elmult idészakban megerd@sitette munkacsoportunk a human szérum albumin (HSA)
endogén ACE gatld tulajdonsagait. A HSA 5,7+0,7 mg/ml I1C50 értékkel gatolta a szérum
ACE aktivitast, mig az élettani human szérum albumin koncentracidja 35-52 mg/ml savban
volt. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a humdn szérum albumin szignifikdnsan képes gatolnii
az angiotenzin konvertdz enzimet in vivo. Azt taldltuk, hogy fliggetleniil az ACE expresszid
szintjét6l a human szérum albumin nagyon alacsony szinten stabilizalja az angiotenzin

konvertaz enzim (ACE) aktivitasat.

A koronaria bypass miitét jelentosége
A leggyakrabban elvégzett kardiovaszkularis sebészeti eljaras a korondria bypass m(tét

(CABG), mely sordn Uj csatorndkat létesitenek a besz(ikiilt, illetve elzarédott erek mellett,
hogy javuljon a nem megfelel6 perflizidju szovetek oxigén- és tdpanyagellatdsa. Mar az
1960-as évek 6ta haszndl a szivsebész tarsadalom vena saphena graftokat a korondria
artéridk  athidalasa céljdbdl. Jelent6s elterjedésiiket rugalmassdguk, konnyd
hozzaférhet6séglik, alacsony disszekcids ratajuk magyarazza. Sajnos a gyakorlatban

hamar kiderilt, hogy a vénas graftok élettartama nem tul hosszu, kiilénb6z6 degenerativ



folyamatok mar a felhelyezést kovet6 els6 évben ugynevezett korai degeneraciét
okozhatnak. Az elsé évben a saphena graftok 15-30%-a, 10 éven belll 70%-a zarddik el.
Ennek okai kozott talalhatjuk a graftok ateroszklerotikus degeneracidjat, mely a nativ
erekben tapasztalt folyamatoktdl id6beni lefolydsdban, valamint az egyes etioldgiai
faktorokban eltérhet egymastél. A szakirodalom megkiilonboztet korai, azaz a mitét utan
1 évig tartd idGszakot, valamint 1 év utan tapasztalt, Ugynevezett késGi graft degenerdacids
periodust. A legf6bb karosodast el6idéz6 tényez6nek a vénas endothelium elégtelen
adaptaléddsat tarjdk az artérias rendszer magasabb vérnyomasahoz, mely egy fajta
mechanikus stresszként hat a vénas rendszerre. A korai graft degeneracido mogott
elsésorban technikai okok allnak, ilyen a vends endotélium perioperativ sérilése (pl.
felfujas okozta feszité er6k miatt), kanyargds vena graft lefutds (elGsegiti a thrombocitak
kitapadasat, 0sszecsapzddasat), a vénas graftok kidramlasi palyaja és az artériak befogadd
felllete kozotti téraranytalansag (nehezitett egyesités, fokozédd lokalis turbulencia nyird
hatdsa). Mindezek hatdsara az elsé hénapban a thrombotikus folyamatok, majd a 2-12.
hdonapban az intima hiperpldzia jatsszak a f6szerepet. A posztoperativ elsé év utan az

ateroszklerdzis folyamata valik a legf6bb karosito folyamatta.

Habdr egyre magasabb rizikdéju betegek esnek at CABG mlitéten, a perioperativ
mortalitasi rata csokken. Azonban azt is leirtak, hogy az elmult 20 évben a bypass mditét
utan a betegek hosszu tavu tulélése érdemben nem javult. Szamos vizsgalat célozta meg
az optimalis gydgyszeres kezelés feltdrdsat szekunder prevencids céllal bypass mdtott
betegek esetén az ateroszklerdzis progresszidjanak lassitasa céljabdl. A posztoperativ szak
kezelésére alapvonalbeli gyodgyszernek mindsil az acetilszalicilsav, béta-blokkoldk,

sztatinok és az ACE gatlé vagy angiotenzin receptor blokkolék (ARB) csoportja.

Az egyes felhasznalasra keriil6 graft tipusoknak a nyitva maradasa, illetve tulélése flgg a
graft szoveti Osszetételétdl. Leghosszabb, akar teljes élethosszig tartd élettartama az
arteria mammaria interndnak van. A kipreparalt arteria radialisok atlagosan 10-15 évig
maradnak atjarhatdak. Legrosszabb a nyitva maradasi esélye a mar fentebb részletezett
degenerdcios folyamatok miatt a vena saphendknak (atlagosan 7-9 év). Egy kanadai
munkacsoport szerint el6re lehetne becsiilni a vénas és artérias graftok nyitva maradasi
esélyeit. A diabétesz megléte, valamint biomarkerek koézil a plazma fibrinogén, kreatinin

és high-density lipoprotein (HDL), illetve a glutation-S-transzferaz a3 szintje jelzi elGre a



fokozott graft degeneraciét. Osszevetve az arteria mammaria interna graftot és vena
saphena graftot kapott betegek rovid tadvi eseménymentes tulélési idGszakat, felmeril az
igény a saphena graftok posztoperativ egyedi kezelésére a graft-tulélés javitasa

érdekében.



CELKITUZESEK

e Kordbbi klinikai vizsgalatokban megfigyelt, szérum albumin altal kivaltott endogén

ACE gatlas jelenségének ellendrzése.

e Az endogén ACE gatld szérum albumin lehetséges szerepének feltardsa az eltérd

ACE szérum szintek mellett.

e Az ACE I/D polimorfizmus kardiovaszkularis szerepének feltardasa magyar

beteganyagunkon.

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

kialakitasanak reményében.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Etikai engedély

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

nyilatkozatot kaptunk.

A vérmintak gyiijtése, szérum és DNS izolacidja
A vérmintainkat kétféleképp gy(jtottik. 151, a DE OEC Kardiolégiai Klinika ambulanciajan

gondozott onként jelentkez6t6l szokvanyos aszeptikus technika segitségével periférias
vénas vérmintat vettiink (betegenként 1x10 ml nativ és 1x5 ml alvadasgatolt vér levétele
tortént). Tovabbi vérmintdkat (n=76) kaptunk a DE OEC Szivsebészeti Klinikdjan by-pass
mdtétre kerul6 betegektSl (1x10 ml nativ és 1x5 ml alvaddsgatolt vérminta). A nativ
vérmintdkbdl a szérum és sejtes frakcidkat centrifugalva szétvalasztottuk, majd -20 °C-on
taroltuk. Genomi DNS-t antikoaguldlt vénas vérbél preparadltunk, melyhez DNS

szeparacios kit-et (Qiagen) hasznaltunk.

Az ACE aktivitas mérése
Az ACE aktivitast Beneteau (Beneteau et al. 1986), valamint Murray és munkatdrsai

(Murray et al. 2004) altal leirt metodikak szerint mértiik. Roviden, az ACE aktivitast
mesterséges szubsztrat segitségével hataroztuk meg 8,2-es pH-n az alabbi reagensben: 25
mM HEPES, 0,5 mM FAPGG, 300 mM NaCl és a szérum kivant higitdsa. A vizsgalatokat 96
lyuku plate-en (Greiner-Bio One) 37 °C-on végeztiik. Az optikai denzitas (340 nm) valtozast
5 perces intervallumokban legalabb 90 percig vizsgaltuk (NovoStar plate reader, BMG
Labtech). Az optikai denzitdsi értékeket a reakcids id6 fliggvényében abrazoltuk, és
linedris regresszids egyenest illesztettiink rd. Az illesztést és az eredményt r> > 0,90

esetén fogadtuk el. Az ACE aktivitast az alabbi egyenlet segitségével szamitottuk:
ACE aktivitas = -(S/k)xD,

ahol S az optikai denzitas csokkenésének mértéke ( 1/perc), k az optikai denzitas valtozasa

a FAPGG 1 nmol-janak teljes hasitasdig, D a szérum higitasa. Az ACE aktivitast egységben



(U) adtuk meg, ahol 1 U megfelel percenként 1 nmol FAPGG hasitdasanak. A captopril (ACE
gatlé) human szérum ACE-ra gyakorolt gatld hatasat 0,1 nM-1,0 mM-os koncentracids

savban vizsgaltuk.

A szérum ACE Kkoncentraciéjanak mérése
A szérum ACE koncentraciot a kereskedelmi forgalomban kaphaté human ACE ELISA kit-

tel (R&D Systems) mértiik. A plate-ek 80 ng/lyuk ACE elleni antitesttel voltak bevonva, a
maradék kotShelyek inert fehérjével voltak blokkolva Dulbecco’s foszfat-puffer
sooldataban. Higitott reagenssel 100-szorosra higitott szérumot adtunk a felszinhez, majd
biotinalt detekcids antitesttel jel6lt antigén-antitest komplexeket juttattunk a kadakba.
Végiil a komplexek mennyiségét 0,3 mg/ml tetrametil-benzidint, 0,1 uM H,0,-t és 50 mM
ecetsavat tartalmazo szubsztrat oldattal detektaltuk. A reakciét 20 perc utan 0,5 M sdsav
hozzdadasaval allitottuk le. Az optikai denzitdst 450 nm-en mértik. A szérum ACE

expresszio eredményét ng ACE/ml szérum mennyiségben tlintettuk fel.

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

Ki a HSA gétlasi allanddja (83 uM). [Aktiv ACE] - az ACE aktiv formainak koncentracidja.
[Inaktiv ACE] — az ACE gatolt formainak koncentracidja. [HSA] — human szérum albumin

koncentracio kolorimetrids médszerrel meghatarozva.
Szamitdsaink soran az aldbbiakat vettik figyelembe:

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

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

Higitatlan human szérumban az aktivitas becslése érdekében ugyanazon beteg 20-szoros
higitasi mintdiban mértik az ACE aktivitast, mely az [Aktiv ACE] aktivitasaval 6sszefliggést

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

Bypass miitét kapcsan human szévetmintak gytijtése



Human vaszkuldris szovetekben az angiotenzin konverzid vizsgdlatdra prospektiv vizsgalatot
végeztiink. Koronaria bypass m(téten atesett betegektdl nyertiink vérmintakat, valamint disztalis
vena saphena és arteria mammaria segmentumokat. A vizsgalatba 76 beteget vontunk be. A
sebészi csoportot 4 szivsebész szakorvos alkotta, akik azonos technikdval nyerték a mintaként
szolgdld ér-graftokat. A felesleges, mitétekbdl visszamaradd graft széveteket jéghideg fizioldgias
séoldatba (KREBS oldat) helyezték a szivm(t6ben, onnan szallitottuk laboratériumunkba. A
szovetmintakat funkcionalis mérésekre (izometrids kontraktilis er6 mérése), és az ACE szoveti
expresszidjanak meghatarozdsara haszndltuk fel. 4 mm vastag korkoros, gyUrlszerd
preparatumokra szeltiik az érmintakat, és jéghideg, oxigenizalt fizioldgids sdoldatba (KREBS)
helyeztiik tovabbi funkcionalis vizsgalatok céljabdl, valamint szaritottuk és fagyasztottuk biokémiai
meghatdrozasokra. A vérmintakat az ACE-genotipus és a szérum ACE meghatdrozasa céljaboll

gyujtottuk.

Bypass graftok vazokonstriciéjanak mérése
A vaszkularis kontraktilitds izometrids mérése céljabdl az érgylirtiket izometrias

kontraktilitdsi mérérendszerre rogzitettik (DMT 510A, Danish Myotechnology). A
simaizom funkciét 30 uM norepinephrin, az endothel integritasat 10 uM metacholin
hozzaadasaval teszteltliik. A vaszkularis kontraktilitdst az angiotenzin | és Il (mindkett6
Sigma-Aldrich) emelked6 koncentracidjaval teszteltik. A vizsgalatot sok esetben az
angiotenzin Il 1-es tipusu receptor blokkolé (AT1R) — telmisartan 1,0-10 nM -
hozzaadasaval, maskor az angiotensin Il 2-es tipusu receptor blokkolé (AT2R) — PD123319,
10 uM -, valamint ACE-gatlo captopril (0,1-100 uM) és chymase inhibitor chimostatin (300
UM), hozzdadasa mellett is elvégeztilk (minden vegyszer Sigma-Aldrich termék). A
kontraktilis valaszt a gydgyszer dltal kivaltott maximadlis hatashoz vagy az angiotenzin

kezelés el6tt norepinephrinnel elért maximalis er6hatdshoz viszonyitottuk.

Bypass miitott betegek szoveti ACE expresszidjanak mérése
A fagyaszott érminta darabokat homogenizaltuk és centrifugaldssal szeparaltuk (16000 g,

5 percig, 4 °C-on). A fellluszét 6sszegyljtottik, és fagyasztva taroltuk (-20°C) a mérésekig.
Az ACE koncentraciét a Human ACE ELISA kidolgozott, fent mar részletezett rendszer
segitségével hataroztuk meg a gyari leirat protokolljghoz hiien (R&D). Atlagosan legalabb
2 fliggetlen mérést haszndltunk, hogy az ACE koncentraciot megbecsiiljik, mig a fehérje
meghatdrozas harom parhuzamos mérés alapjan tortént. Az ACE expresszalt mennyiségét

ng ACE/mg fehérje egységben fejeztik ki.



Az ACE 1/D polimorfizmusanak meghatarozasa

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

190-bp PCR termékben volt kimutathatd az | vagy D allél jelenléte.
Statisztikai analizis

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

Osszefliggéseinek vizsgalatakor regresszids analizist alkalmaztunk.



EREDMENYEK

A human szérum albumin vizsgalatahoz nyert vérmintak ACE genotipusai a

morfometrias, laborparaméterek és az alkalmazott gyogyszerek fiiggvényében

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

taldltunk.
A szérum ACE koncentracidja és aktivitasa kozotti 6sszefiiggés

Els6ként a human szérum albumin (HSA) endogén ACE gatld képességét ellendriztiik. Az
ACE aktivitdst a szérum angiotenzin konvertaz enzim (ACE) mikddéseként térképeztiik fel,
mely linedris 0sszefliggést mutatott az egyes betegek esetén, és az eltér6 endogén ACE
expressziot mutatd betegcsoportok esetén egyarant. Azonban a szérum ACE
koncentracidjanak 5-szorés emelkedése csupan a szérum ACE aktivitas 2,3-szeres
emelkedését vonta maga utdn. Ennek megfelel6en a szérum ACE koncentracié 62111
ng/ml-r6l 252+32 ng/ml-re emelkedése (4,1-szeres emelkedés az expressziéban) az ACE

aktivitas részleges (2,1-szeres) emelkedésével jart (27+7 U/ml-r6l 562 U/ml-re).

Az ACE genotipus meghatarozé szerepe a szérum ACE Kkoncentracidora és

aktivitasra

Azon betegek esetén, akik homozigétak voltak az ACE gén D (delécids) alléljére, a
szérumukban magasabb ACE koncentraciét tudtunk kimutatni, mint akik homozigdtak
voltak az | (inszercids) allélre (Inszercids, 11=47-194 ng/ml, atlag: 94,5 ng/ml, n=28, ID=36-
202 ng/ml, atlag: 112,9 ng/ml, n=70, DD=74-288 ng/ml, atlag: 154,9 ng/ml, n=53). Az ACE



aktivitas szintén emelkedett DD homozigéta betegek esetében (11=15,6-55,4 U/ml, atlag:
32,74 U/ml, n=28, ID=15,2-59,3 U/ml, atlag: 35,94 U/ml, n=70, DD=27,3-59,8 U/ml, atlag:
42,95 U/ml, n=53). Osszességében a DD genotipusi betegek esetén az ACE szérum
koncentracidjanak 64%-os emelkedése csupan 31%-os ACE aktivitds emelkedéssel jar az Il

genotipusu betegekkel dsszevetve.

A szérum albumin Koncentracié szerepe a szérum ACE aktivitas

szabalyozasaban

Ezek az adatok azt sugalljak, hogy az ACE aktivitds a human szérum ACE koncentracidja
mellett tovabbi faktorok 4dltal is szabalyozott. Korabbi eredményeink alapjan azt
gyanitottuk, hogy a human szérum albumin egyfajta endogén ACE gatld, melynek
koncentraciofliggé hatdsa van a szérum ACE aktivitdsra. Megprdébaltunk oOsszefliggést
talalni a szérum albumin koncentracié és a szérum ACE aktivitas kozétt a human
szérumban in vitro kisérletes korilmények kozott. A specifikus ACE aktivitas magasabb
volt, ha a szérum higitdsa miatt a szérum albumin koncentracié csékkent. Az ACE aktivitas
56,13+1,17 U/ml-rél 38,55+0,78 U/ml-re csdkkent, ha a HSA koncentracié 2,42+0,02
mg/ml-rél 12,12+0,12 mg/ml-re emelkedett. A human szérum ACE-HSA 0Osszefliggésében
a stabilitasi allandd (K;) 5,7+0,7 mg/ml volt, mely azt sugalmazta, hogy az ACE aktivitas

8,47+0,18 U/ml (kalkuldlt értékek) 48,46+0,46 mg/ml HSA jelenlétében.

A morfometrias paraméterek és a szérum ACE Kkoncentracié kozotti

osszefiiggések vizsgalata

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

amorfometrids paraméterekkel, pl. életkor, testsuly, testmagassadg vagy testtomeg index.

A szérum lipid szintek és a szérum ACE Koncentracidja kozotti osszefiiggés

vizsgalata

A total koleszterin és triglicerid szinteket vizsgaltuk, abrazoltuk a szérum ACE

koncentracio fluggvényében (n=151 beteg). A pontokra linedris regresszids egyenest



illesztettlink, hogy a lehetséges korrelaciét az dbrazolt paraméterek kozott megkapjuk. A
total koleszterin normal értéke 5,2 mmol/l, a triglicerid esetében 1,7 mmol/| alatt volt. A
szérum ACE koncentracid nem mutatott Osszefliggést az Osszkoleszterin és triglicerid

szintekkel sem.

A szérum ACE Kkoncentracié és a kardiovaszkularis paraméterek kozotti

kapcsolat vizsgalata

A szérum ACE koncentracio fliggvényében dbrazoltuk a kardiovaszkularis (ejekcios frakcio,
szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés vérnyomads) paramétereket (n=151). Az ejekcids
frakci6 50% felett, a szivfrekvencia 60-100/min kozott, a szisztolés és diasztolés
vérnyomas 90-140, illetve 60-90 Hgmm-es tartomanyban normalis. A kardiovaszkularis
paraméterek (ejekcids frakcio, szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés vérnyomas) is
fliggetlenek voltak a szérum ACE koncentracidéjatdl pontatlan illeszkedés miatt (alacsony

r* értékek alapjan).
A szérum ACE koncentraci6 és a vesefunkcids paraméterek kozott osszefiiggés

A vesefunkciodt az urea, kreatinin és hugysav szérumban mért atlag koncentracidjaval és a
glumerularis filtracios rataval (GFR) mértiik. Az értékeket a szérum ACE koncentracid
fuggvényében adtuk meg (n=151). Normal értékek: urea 3,6-7,2 mmol/l, kreatinin 44-97
umol/I (n8) és 62-106 pumol/l (férfi), GFR 90 ml/min/1,73m? alatt, hagysav 140-340 umol/I
(nG) és 220-420 umol/I (férfi). A vesefunkcids paraméterek (szérum urea, kreatinin és a
glomerularis filtracids rata) is jelentds szérast mutattak (alacsony r? értékek), ezzel cafolva

korrelaciot a szérum ACE koncentracidval.

A betegek paraméterei és az ACE I/D genotipus kozotti 6sszefiiggése

Kilonb6z6 paramétereket (életkor, testtomeg, testtomeg index, totdl koleszterin,
triglicerid, ejekcids frakcid, szivfrekvencia, szisztolés és diasztolés vérnyomas, urea,
kreatinin, glomerularis filtraciés rata és hugysav) hasonlitottunk 0Ossze a betegek
genotipusaval (inszercids:ll, n=28, deléciés: DD, n=53 és heterozygota: ID, n=70).
Hasonldan nem taldltunk 6sszefliggést a klinikai paraméterek és az ACE genotipus kozott,

illetve az individualis ACE expresszids szintek kdzott.



Vena saphena és arteria radialis érmintak megoszlasanak vizsgalata a

morfometrias, laborparaméterek és az alkalmazott gyogyszerek fiiggvényében

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

részeslltek. A két csoport kozott érdemi statisztikai eltérést nem talaltunk.
Az angiotenzin I-re és angiotenzin II-re adott kontrakcids valaszok

Vizsgdlataink a szoveti ACE karakterizaldsa felé irdnyultak a vazokonstrikcds hatast, az ACE
expressziot, ACE aktivitast vizsgalva a szovetspecificitas (arteria radialis és vena saphena
graft mintak esetén) és a genotipus fliggvényében. Az angiotenzin Il (Ang Il) kezelés
szignifikdns vazokonstrikciot valtott ki mind az arteria radialis érmintdkon, mind a vena
saphena érgy(irtikon. Az Ang Il altal kivaltott vazokonstrikcid szignifikdnsan magasabb volt
(p<0,01) az arteria radialis mintdkon (82+6%, n=30), mint a vena saphenakon (61+5%,
n=39). A maximalis vazokonstrikcidt 30 LM norepinephrin hozzaadasaval becsultiik meg.
Annak ellenére, hogy a maximalis vazokonstrikciés valaszban ilyen kiilonbségek
jelentkeztek Ang ll-re, az Ang Il érzékenység is szignifikdnsan magasabb volt a radialis
arteriakban (p<0,01) Osszehasonlitva a saphena véndkkal (3,0£0,5 nM, p=31 valamint
6,61£0,9 nM, p=36). 2-es tipusu angiotenzin Il receptor (AT2R) gatld (PD123319 10 uM)
el6kezelés hatdsara a radialis artéridkon (EC50=4,4+0,7 nM, n=27) és a saphena vénakon
(EC50=8,2+2,0 nM, n=25) az Ang Il érzékenység nem valtozott, igy ezen Kkisérleti
rendszerekben a vaszkularis valaszokban az AT2R limitalt szerepe meriil fel.

A szoveti Angl » Angll konverzid vizsgalata céljabél megmértik az Ang I-re adott
valaszokat. Az Ang | félmaximalis hatasa ECs0-3116 nM, (n=26) volt radidlis artérian, és
30+4 nM vena saphenan (n=40). Tekintettel arra, hogy az Ang | szoveti hatasa Ang Il-vé

torténd konverzidja utan jon létre, ezen kisérleti eredmények jelentds szoveti Ang | » Ang



Il dtalakuldsra utalnak a vizsgalt erekben. Szamitottuk az Ang Il és Ang | hatds (ECso)
aranyat is, hogy mennyiségileg kifejezhesssiik az Angl » Ang Il konverzié mértékét. Ez az
arany szignifikdnsan alacsonyabb volt (p=0,02) az arteria radialis mintakban (0,17%0,03,
n=23), mint vena saphendkon (0,51%0,14, n=24). Ezek az eredmények haromszor

hatékonyabb Ang | konverzidt mutatnak saphena véndkban, mint radialis arteridkon.
Az angiotenzin Kivaltotta vazokonstrikciéo mechanizmusai

Az eredményekkel azt is igazoltuk, hogy vena saphenakon az Ang | hatas az Ang | » Ang Il
lokalis konverzidja révén jon létre. Az Ang Il telmisartannal torténd doézis fliggé (1,0 nM-10
nM) gatlasara kapott valaszok azt sugalljak, hogy az Ang Il hatas 1. tipusu angiotenzin Il
receptorokon (AT1R) valésul meg. Hasonlé mdédon képesek voltunk telmisartannal gatolni
az Ang | provokalta vazokonstrikcidt, és ebbdl arra kovetkeztethettlink, hogy az Ang |
hatas is AT1R receptorokon at kozvetitédik. Az angiotenzin | konvertaz enzim identitasat
is vizsgaltuk. Az ismerten angiotenzin konvertdz enzim (ACE) gdatlé hatdsu captopril
hozzdaddsa (100 uM) utan az Ang I-re adott valasz szignifikdnsan csdkkent, mely az ACE
konverzidban jatszott szerepét alatdmasztja. Mindezen tul 100 uM captopril és 300 uM
chimaz gatlé chimastatin egylittes hozzaaddasaval is gatoltuk az Ang I-et. Az eredmények a

chimastatin sikeres gatlé hatasat sugalljak magasabb Ang | koncentracidk esetén.
A captopril kering6 és szoveti ACE-ra kifejtett gatlé hatasainak vizsgalata

Részletesen vizsgaltuk a captopril mind a keringé, mind a szoveti ACE-ra kifejtett gatld
hatdsat. El6szor az ACE gatlé kezelés kering6 ACE-ra kifejtett gdtld hatdsat erdsitettik
meg. Az ACE gatl6 kezelésben részesilS betegeknél szignifikdnsan alacsonyabb (p<0,01)
szérum ACE aktivitast tudtunk mérni (7,0£1,0 U/l, n=15) Osszevetve az ACE gatld
kezelésben nem részesiil6 betegek szérum ACE aktivitasaval (22,0+2,0 U/l, n=15).
Kévetkez6kben humadn szoveti ACE-n teszteltlik in vitro a captopril hatdsat. Eredményeink
alapjan a human szérum ACE-t a captopril 15 nM-nal (ICsp) teljesen gdatolta. A captopril
szOoveti angiotensin I-re gyakorolt konverzids hatdsat is vizsgdltuk, hogy megbecsiljiik
ezen gyogyszer szoveti ACE-ra gyakorolt gatld potencidljat. A captopril 1 pM-os
koncentracidiban hatastalan volt, mig a 10 uM-os és 100 pM-os koncentraciénak non-

kompetitiv gatlé hatdsat sikerilt kimutatnunk.



A vérkeringésben (szérum) és a szovetekben (vena saphena) fellelhet6

angiotenzin konvertaz enzim expresszioja

Az ACE expressziét mindkét szovetmintaban megmértiik. Az eredmények a saphena
vénakban kétszer magasabb ACE expressziot mutatnak, mint az arteria radialis
érszovetben (5,3+0,7 ng/mg szoveti protein, n=14 az a. radialisban, és 9,7+1,0 ng/mg,
n=35 szoveti protein a saphena vena mintdakban, p<0,01). Ezek az eredmények
0sszecsengtek ezen szovetekben taldlt haromszoros Ang | konverzids hatékonysaggal.
Ezzel ellentétben az adott betegek vérmintdiban az ACE koncentraciéban nem volt
kiilonbség (p=0,12, a szérum ACE koncentrdcié az a. radialis sz6vetmintaju betegeknél:

164121 ng/ml n=14, a v. saphena sz6vetmintaju betegek esetén: 134110 ng/ml, n=34).
A szoveti és a keringd ACE expressziodja az ACE genotipus fiiggvényében

Mds vizsgalé csoportokban is felmerilt a gondolat, hogy a szérum ACE expresszidjat
genetikai polimorfizmus kontrollalja. Vizsgdlatainkkal valéban sikerilt ezt a tényt az ACE
expressziorél megerGsitenitink. Mintdinkban a DD genotipussal bird betegek esetében a
szérum ACE expresszid szignifikdnsan magasabb volt az Il genotipussal biré betegek
mintaival szemben (Il genotipus: 97+15 ng/ml, n=11 és DD genotipus esetén: 171+15
ng/ml, n=13, p<0,01 ). Ezzel ellentétben a vena saphena mintakban ugyanazon betegek
esetén a szoveti ACE expressziéd mogott ezen genetikai polimorfizmus altal meghatdrozott
Osszefliggést nem sikerllt kimutatnunk. (Il genotipus esetén: 9+1 ng/mg, n=11 és DD
genotipus esetén: 9+1 ng/mg, n=13). Tovabbi részletes vizsgalatunk azt mutatta, hogy a
szoveti (vena saphena) és a szérum ACE koncentracié egymastdl fliggetlenil regulalodik
(az eredményekhez nem illeszthetd linedris regresszids egyenes, r’=0,014 a legjobb

illeszkedés esetén, n=35).



DISZKUSSZIO

Az 5. leggyakrabban felirt gyégyszercsoport az angiotenzin konvertdz enzim (ACE) gatlék
csoportja, melyek a kardiovaszkularis (hipertdnia, szivelégtelenség) terapia alapjat
képezik. Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai arra mutattak ra, hogy a szérum albumin
egy endogén ACE gdtlé, mely koncentracio-fligg6 mértékben képes gatolni az ACE-t (K;

érték 5,7+0,7 mg/ml human szérum ACE-n), hasonldan a felirt ACE gatlé gydgyszerekhez.

Az ACE inszercids-delécios (I/D) polimorfizmusat mar tobb mint 20 éve azonositottak, és
ezen polimorfizmust a kering6 ACE expresszids szintek kozotti 20-50%-0s interperszonalis
variabilitas alapjanak tekintették. Ennek megfelel6en a human szérum ACE expresszio
széles tartomanyban mozog (47-288 ng/ml), és a DD genotipusi betegeknél sajat
vizsgalatunkban is 64%-kal magasabb ACE expressziét taldltunk, mint az |l
genotipustaknal. A kardiovaszkuldris paraméterek és az ACE expresszié (genotipus)
kozotti nyilvanvald korrelacié hianya érdekes, kiilondsen annak fényében, hogy az ACE
gatlék kardiovaszkularis hatékonysagdat szdmos nagyszamu klinikai vizsgalat és elfogadott
guideline is aldtamasztja. Kordbbi adatokra vald tekintettel feltételeztik, hogy az ACE
expresszidoban észlelt kilonbség, mely az ACE 1/D polimorfizmusabdl adddik, szerepet
jatszhat a miokardidlis infarktus, a korondria megbetegedések, a korondria artéridk
meszesedése, a szivelégtelenség és a hipertenzié el6fordulasaban. Mi ilyen 6sszefliggést
nem tudtunk kimutatni, mely megegyezett egy tobb mint 30000 beteget vizsgalé meta-

analizis eredményeivel.

Jelen vizsgdlatunkban kozvetleniil teszteltiik hipertdnias betegek szérumdban az ACE
expresszio és ACE aktivitas kozotti osszefliggést. Azt talaltuk, hogy ugyan a DD genotipusu
hipertdnias betegek szérumdaban az ACE koncentracidja 64%-kal magasabb volt, mint az |l
genotipusu betegek esetén, azonban az ACE aktivitasban csak 31%-os kulénbséget
tapasztaltunk. Ez azt sugallja, hogy a magasabb ACE expresszié élettani koriilmények
kdzott pufferolt. Eszrevételeink Osszecsengenek azzal a megfigyeléssel, hogy a helyi
angiotenzin | » angiotenzin Il atalakulds és az angiotenzin Il/I arany flggetlen az 1/D

genotipustél human mintdkban.



Fontos megjegyezni, hogy a probléma bonyolultabb anndl, mint a szérum ACE aktivitas
preciz meghatarozdsa. Részben, mert korabbi vizsgalatok arrél tdjékoztattak, hogy a
szérum higitasanak az ACE aktivitasi értékeire szignifikans hatdsa volt. Ezen hatas
csokkentése érdekében magas higitdsi faktor hasznalatat javasoljdk. Ez Osszecseng a
munkacsoportunk eredményeivel, amennyiben a szérum albumint endogén ACE
gatldként azonositottuk K; = 5,7+0,7 mg/ml értékkel. Azt tapasztaltuk, hogy ha a szérum
albumint eltavolitjuk a human szérumbdl, az aktualis szérum ACE aktivitas magasabb, és a

diltcios hatas elmarad.

Jelen vizsgalatunk legnagyobb Ujdonsaga az, hogy klinikai koriilmények kézott mutat ra a
szérum albumin ACE gatld hatdsara. A betegek szérumaban 4,1-szeresére emelkedett ACE
koncentracido mellett 2,1-szeresre emelkedett ACE aktivitds azt sugallja, hogy a szérum
ACE aktivitds szabdlyozott. Az enzim koncentracidjan kivil is hozzajarulnak faktorok az
ACE aktivitashoz. Ezen tul egy ilyen faktor elnyomhatja az ACE aktivitasat kiilonb6z6 ACE
expresszios szinteken, feltételezve egy endogén ACE aktivitast stabilizald6 mechanizmus
meglétét. Ez a szuppresszids hatas klinikailag szignifikans lehet akkor is, ha a kering6 ACE

szint genetikai faktorok (pl. az ACE I/D polimorfizmusa) vagy megbetegedés
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tarsul az ACE koncentracid enyhe emelkedése a kardiovaszkuldris megbetegedések
incidencidjanak er6sddése nélkil. Mindezen megfigyelések azt sugalljdk, hogy az ACE
koncentracioban kialakuld jelentds kilonbségek in vivo jél toleralhatéak. Ez a tolerabilitas
azzal magyarazhatd, hogy az ACE aktivitast endogén faktorok alacsonyabb szinten
stabilizaljak. A munkacsoport korabbi eredményei a HSA-t azonositottak, mint egy ilyen
endogén ACE inhibitort. Jelen tanulmanyunkban pedig azt vizsgaltuk, hogy a human
szérum mintakban a szérum albumin milyen mértékben felel6s az ACE endogén
gatlasaért. Az ACE aktivitds mértéke meghatarozhatd adott mennyiségl HSA jelenlétében
(példaul 56+14 U/ml 2,4+0,3 mg/ml HSA mellett), de csdkken, ha a HSA koncentracidjat

noveljlk, 6sszhangban a HSA ACE gatld képességével.

Sajnos higitatlan szérumban az ACE aktivitds direkt meghatarozdsa nem volt kivitelezheté.
Az ACE aktivitdsat 4-szeres higitds utan mértiik, mert a szérum 340 nm-en jelentds fény

abszorpciéval rendelkezik, amely lehetetlenné teszi az alkalmazott szubsztrat



atalakulasanak mérését. Mindazonadltal az ACE aktivitast higitatlan szérumban becsltlk
meg a szérum albumin és az ACE koncentracié mérésével, illetve 20-szoros higitasnal mért
ACE aktivitds és a kordbban humdn szérumban meghatarozott HSA gatlé konstans (K=
5,7+0,7 mg/ml) felhaszndlasaval. Ezeket a méréseket és szamitasokat figyelembe véve -
eredményeink alapjan - a higitatlan human szérum ACE aktivitasa 8,5+2,2 U/ml korl

lehet.

A human szérum mintakban altalunk is mért ACE (127 ng/ml) és szérum albumin (48
mg/ml) koncentracidk felvetik, hogy az ACE koncentracid eltérései mogott a HSA
pufferold hatasa all. A szérum albumin 10-szer magasabb koncentracidban van jelen, mint
a HSA ACE gatlé Ki mennyisége. Ezek a mért értékek felvetették annak lehet6ségét, hogy
az ACE jelentGs mértékben HSA-hoz kotott, gatolt formdban van a vérkeringésben. A
szérum ACE aktivitdas megfigyelt szuppressziéja gyakorlatilag jelent6s kovetkeztetések
alapjaul szolgdlhat. Nagy foku in vivo endogén ACE gatlas esetén ugyanis a fiziolégias
angiotenzin Il koncentrdciét az angiotenzin Il eliminacidja jelent6sen befolyasolhatja.
Ebben az esetben a RAAS aktivacidjat, mely a kardiovaszkuldris megbetegedések (mint pl.
hipertdnia, szivelégtelenség) alapjat képezi, az angiotenzin Il csokkend eliminacidja is
okozhatja. Az ACE2 az egyik legjobban karakterizalt enzim, mely az angiotenzin Il
eliminacidjaban is szerepet jatszik, ismereteink szerint aktivacidéja védelmet nydjt a
hipertonia, miokardidlis fibrdézis, remodelling és vesekarosodassal szemben. Ezzel
Osszhangban kutatécsoportunk is igazolta az ACE2 szerepét a hipertdnia és a sziv

szisztolés funkcidja kozott.

A masik kovetkeztetés szerint a szérum albumin koncentracié hathat a RAAS funkcidjara
az ACE aktivitds modulacidjan keresztil. Eredményeink azt vetik fel, hogy az ACE jdl
szupprimalt, amig a szérum albumin koncentracié legaldbb 30 mg/ml. Mindazonaltal a
human szérum albumin koncentracié a fenti szint ala csokkenhet pl. fehérje malnutricié
és veseelégtelenség esetén is. Eredményeink alapjan felmeril, hogy humdan szérum
albumin inflzid addsaval az ACE gatlas fokozddhat, melyet az a megfigyelés is alatamaszt,
miszerint posztoperative hasznalt human szérum albumin infazié gyakorta okozott

hipotenzidt ACE gatld terdpiaban részesiil6 betegekben.



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

vizsgalatara iranyultak.

A bypass m(itott betegek hosszu tavu tulélését jelent6sen meghatarozza a felvarrt ér
konduktivitasa, amely viszont az érszovet tipusatdl is fligg. Az artérids graftok élethossza
kedvez6bb a vena saphena graftokénal. A vena saphena graftok rovid tulélése miatt
felmeril az igény egy graft-specifikus kezelésre, mellyel a CABG-n atesett betegek
eseménytelen posztoperativ idészakat megnyujthatnank. Ahhoz, hogy kialakitsunk egy
graft-specifikus kezelést, meg kell érteniink a saphena graftok arteria radialis-szal
szembeni fokozott vulnerabilitdsat befolydsold tényezéket. A bypass mditét utani elsé
hdonap soran a saphena graft korai degenerdcidjat thrombotikus okluziés folyamatok
okozzdk. Kés6bb pedig a neointimdlis hiperplazian alapuld ateroszklerotikus, obstrukcids
folyamatok dominalnak. Az angiotenzin konvertaz enzim (ACE) mindezen folyamatokban
szerepet jatszhat, mivel az ACE gatlas csokkenti a thrombocita aggregaciot, javitja az
endothel funkciot, és mérsékli a neointima képz6dést. Szamos kordbbi vizsgalat is jelentds
javulast mutatott az ACE gatld kezelés hatasara (QUO VADIS, APRES, HOPE vizsgalat). Az
IMAGINE vizsgalat viszont megkérddjelezte az ACE gdtlé hasznossagat bypass miitott
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vizsgalataink pontos megtervezésére, kivitelezésére.

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

radialis arteridkban.

Tovabbi er6feszitéseket tettlink a vérkeringésben fellelhet6 és a szovetekben kotott
angiotenzin konvertaz enzim 0Osszehasonlitdsara. Feltételeztilk, hogy a kering6é ACE
aktivitas meghatdrozasa segithet az egyedi rizikd felmérésében és a személyre szabott
kezelés felallitdsaban. Erdekes médon nem taldltunk dsszefiiggést a keringd és a szoveti

lokalizacidju ACE expresszidja kozott. Ennek a feltlin6 megfigyelésnek az lehet a



magyarazata, hogy mig a kering6 ACE expresszidja genetikai polimorfizmus altal
determindlt, addig a szoveti ACE expresszid esetében ilyen hatteret nem sikerilt
kimutatni. Ez a megfigyelés is magyarazhatja azt, hogy a szérum ACE szinteknek (ACE
polimorfizmusnak) a kilonb6z6 kardiovaszkularis betegségekben nincs szignifikans
jelentéségik, mig ugyanazon betegcsoportban az ACE gdatlék jelentés terapids
eszkoztarként szolgalnak. Ezen tul szembe6tl6 kiilonbséget taldltunk a kering6 (szérum) és
a szoveti (vena saphena) ACE mennyisége kozott captoprillal torténd gatlas utan. A
szérum ACE-t a captopril mar 15 nM-nal, mig a szoveti ACE-t csak az 1000-szer nagyobb

ddzisban, 10 puM-os mennyiségnél tudta gatolni.

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

elméletileg egy id6ben vett vénds vérmintakbdl hatdroztuk meg.

Legvégll vizsgalatunk korlatairdl is szot kell ejtenlink. A legfébb limitdld tényezét a
kisérleti eredmények klinikai kornyezetbe torténd atiiltetése jelentheti. Mig a captopril
hatékonyan gatolja a keringé ACE aktivitast a fiziolégiasnak megfelel6 tartomanyon belil,
a szoveti ACE gatlasra kevéssé volt hatékony. Ezen megallapitasaink azt sugalljak, az ACE
gatlék kozil némelyiknek nincs hatasa a vena saphena graft széveti ACE aktivitasanak
gatldsara. igy elfedi, elhomalyositja a vena saphena graftok degeneraciéjanak megelSzése
céljabdl végzett klinikai vizsgalatok eredményeit. Ezen tul a graftok atjarhatodsagara
jotékonyan hathat a magasabb ACE aktivitas: a fokozott angiotenzin Il medialta érténus
miatt emelkedik a véredényen torténé vératdramlas sebessége, csdkken a lokalis sztazis.
A masik oldalon azonban az emelkedett angiotenzin Il szint aktivdlhatja a lokalis
neurohormonalis mechanizmusokat, tovabb bonyolitva a képet. Végiil, de nem utolsd
sorban a korondria keringésbe implantdldsa utan a saphena véndk atjarhatdsaga, illetve
véraramldsi sajatossaga jelent6sen megvaltozik. Valdszinlileg specifikusabban
megyvildgitand az ACE gatlé hatdsdra valtozo, javuldé vena saphena graftok
atjarhatdsaganak kérdését, ha tovabb tudnank tesztelni kétféle ACE gatld dsszehasonlito
vizsgalataval, melyek kozil az egyik szelektivebben hat a saphena venaban fellelheté ACE-

ra. Ezen feldlldsban a szisztémas ACE gatlas jétékony hatdsai okozta komplikacidk (pl.



volumen haztartasra, vese anyagcserére kifejtett hatas kovetkezményei) elkertlhetéekké

valnak.



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

alapjat képezi.

Korabbi vizsgalatunkban a szérum albumint endogén ACE gdatloként azonositottuk K; =
5,7£0,7 mg/ml értékkel. Ha a szérum albumint eltdvolitottuk a human szérumbdl, az
aktualis szérum ACE aktivitds magasabb volt. Jelen vizsgdlatunk legnagyobb Ujdonsaga az,
hogy klinikai korilmények kozott mutat rd a szérum albumin ACE gatld hatasara. A
szérum ACE aktivitas nem korrelal teljesen az ACE koncentracidval. A betegek szérumaban
4,1x-re emelkedett ACE koncentrdcié mellett 2,1x-re emelkedett ACE aktivitds azt sugallja,
hogy a szérum ACE aktivitas szabalyozott. Addicionalis faktorok (az enzim koncentraciéjan
kivil) is hozzdjarulhatnak az ACE aktivitdshoz. Ezen tul egy ilyen faktor elnyomhatja az
ACE aktivitasat kilonboz8 ACE expresszids szinteken, feltételezve egy endogén ACE
aktivitast stabilizalé6 mechanizmus meglétét. Vizsgaltuk tovabba vena saphena graftokon
az angiotenzin konvertdz enzim hatdsanak jelent8ségét. Osszehasonlitottuk a vena
saphena és arteria radialis eredetl graft szovetmintakat. A sériilékenyebb vena saphena
graftokon 2-szer nagyobb angiotenzin konvertdz enzim (ACE) expresszidét és 2,5-szer
hatékonyabb szdveti angiotenzin I-b6l angiotenzin Il (Ang | » Ang Il) konverzidt igazoltunk,
mint a radialis arteridkban. Saphena véndkban a szoveti ACE expresszidja fliggetlen az ACE
ID gén polimorfizmusatdl, ellentétben ugyanazon betegek szérum ACE koncentraciojaval,
mely mogott kimutatott a gén-polimorfizmus regulatérikus szerepe. A szbveti és szérum
ACE expresszidja egymastdl fliggetlen folyamat. A captopril szoveti és szérum ACE-ra

kifejtett gatld potencialja szignifikdnsan kilonbozik.

Osszefoglalva: a fizioldgids ACE aktivitds HSA-val térténd gatldsa hozzajarulhat az ACE I/D
polimorfizmus &altal meghatdrozott eltér6 ACE expresszids szintek tolerdldsahoz, igy a
kiilonb6z6 sziv és érrendszeri betegségek kialakuldsi valdszinliségének mérséklédéséhez.
Adataink az ACE gdtld kezelés fontossagdra hivjak fel a figyelmet vena saphena graftot
kapo paciensek esetén: a szovetspecifikus ACE gatlé haszndlata javithatja a saphena

graftok atjarhatdsagat.

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