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BEVEZETES

A kardiovaszkularis megbetegedések vezetd haldlokok a fejlett- és a fejlédoé orszagokban
egyarant, az Osszhalalozas mintegy 30%-4aért ez a betegségesoport a felelést. A World Health
Organization adatai szerint 2008-ban 17,3 milli6 ember halt meg valamilyen kardiovaszkularis

megbetegedésben, és ez a szam 2030-ra elérheti az évi 23,3 millio f6t.

Sajnos a magyarorszagi adatok sem kecsegtetnek dertilatassal. A ,,European Health for
All” adatbazisa szerint csak az iszkémias szivbetegség korra-standardizalt halalozasi aranya az
dsszhalalozason beliil is 23,7% volt 2011-ben?. Bar ez a szdm mutatott némi javulast az elmult

években, mégis messze meghaladja a 13%-0s Eurdpai Unios atlagot.

A kardiovaszkularis megbetegedések tobbségében - ideértve a hipertoniat, a szisztolés
szivelégtelenséget, a heveny koronaria szindromat, valamint a periférids verdérbetegséget -, a
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerre (RAAS) hato gyogyszereket sikeresen alkalmazzak. Ez
azt sugallja, hogy a RAAS-nak fontos szerepe van a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban,
progressziojaban. A RAAS-ra hato gyogyszerek koziil a leggyakrabban alkalmazott gyogyszerek
egyike az angiotenzin-konvertald enzim gatloszerei (ACE-gatlok). A preventiv jelleggel adott
ACE-gitlok akar 20%-kal is csokkenthetik a kardiovaszkuldris haldlozas mértékét® stabil
koronaria szindromas betegeknél, mely tovabb csokkenthetd, ha az ACE-gatlokat
vérnyomascsokkentOként is alkalmazzuk. Ebben az esetben egy atlag 10/5 Hgmm-es
vérnyomascsokkenés 40%-kal csokkenti a stroke, és 30%-kal csokkenti az iszkémids szivbetegség
okozta haldlozas kockazatat®. Ezek a tények a RAAS elemein beliil az ACE kiemelt szerepére

hivjak fel a figyelmet.

Annak ellenére, hogy a RAAS elsé tagjanak leirasa tobb mint 100 éve tortént, napjainkban
is ujabbnal Gjabb elemeit fedezik fel, és tarjak fel addig ismeretlen szerepét. Az ACE-gatlo
gyogyszerekkel elért sikerek arnyékdban viszonylag keveset tudunk az ACE endogén
szabalyozasarol, ezen beliil is az endogén ACE-gatld molekuldk jelenlétérdl, vagy hidnyarol.
Eddigi kutatomunkam soran megkiséreltem kimutatni egy endogén ACE-gatlé molekula jelenlétét

a vérbdl, azonositani azt, biokémiailag karakterizalni €s vaszkularis hatdsait leirni.



ELMELETI ES IRODALMI ATTEKINTES

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer multja a XIX. szazad végéig nyutlik vissza. 1898-
ban Tigerstedt és Bergman olyan anyagra bukkant a nyul vese kéregallomanyaban, melyet az
allatnak intravénasan adva presszor hatast fejtett ki®. Ezt az anyagot reninnek nevezték el. A
kovetkez6 évszazadban sorra fedezték fel a rendszer egyes tagjait: 1940-ben E. Braun-Menendez
és mtsi. valamint I. H. Page és mtsi. egyidében a hypertensin 11-t%” (mai nevén angiotenzin II-t),
1953-ban Simpson és mtsi. az aldoszteront®, 1954-ben Skeggs és mtsi. a hypertensin I-et®
(angiotenzin 1), 1956-ban a hypertensin konvertalé enzimet!? (angiotenzin konvertl6 enzim) majd
1957-ben a renin szubsztratot'! (angiotenzinogén). Habar a RAAS | klasszikus” elemei az 50-es
évek végére mar ismertek voltak, csupan a 60-as évek kozepére valt nyilvanvalova, hogy ezek az

anyagok egy rendszert alkotnak®2.

A majban termel6dé a2-globulin angiotenzinogén N-terminalis végérél a vese
juxtaglomerularis apparatus granularis sejtjei altal eldallitott renin hasit le egy 10 aminosavbol allo
peptidet, az angiotenzin I-et. A renin elvalasztasanak legfébb ingerei a veseperfiizio csokkenése
(nyomasesés a glomerulus vas afferensének teriiletén), a natrium-klorid koncentracié csokkenése
a tubulusban, valamint a szimpatikus aktivitas fokozodasa a juxtaglomerularis apparatushoz futd
szimpatikus idegvégzddésekben. Az inaktiv, kdzvetlen hatdsokkal nem rendelkezd angiotenzin I
C-terminalisardl az angiotenzin-konvertalo enzim hasit le két aminosavat, ezzel el6allitvaa RAAS
legfobb effektor molekulajat, a nyolc aminosavbol allo angiotenzin II-t (1. abra). Az angiotenzin
IT hatésait az 1-es (ATz1) és 2-es (ATz) tipusu angiotenzin II receptorokon keresztiil fejti ki. Az
ATi-receptoron keresztiil fokozza az aldoszteron €s a vazopresszin szekréciot, vazokonstrikciot
hoz létre, szomjusagot okoz, elésegiti a fibrozist, a sejtndvekedést és a migraciot, stb. Az ATo-
receptoron keresztiil medialt hatasai tobbnyire ellentétesek az 1-es receptoron keresztiil kifejtett
hatdsokkal: vazodilaticiét okoz, fokozza a nitrogén-monoxid keletkezését és gatolja a
sejtnovekedést. Az angiotenzin Il-t az aminopeptidaz A angiotenzin I1I-ma katabolizalja, mely az
angiotenzin II hatasaival, de jelent6sen rovidebb fél-életidovel rendelkezik. Az angiotenzin I11-t

az aminopeptidaz M angiotenzin IV-gy¢ hasitja, melynek mar sokkal kisebb bioldgiai hatasa van.

A RAAS rendszer f6 utvonalanak leirasat kovetden egyre ujabb elemeket fedeztek fel,
melyek aktiv szerepet jatszanak a rendszer szabalyozasaban. A 2000-ben publikalt'® angiotenzin-
konvertalé enzim 2 (ACE2) az angiotenzin I és az angiotenzin II hasitdsa révén csokkenti az

angiotenzin receptorokon medialt hatdsok mértékét'®. Sét, a keletkezd angiotenzin 1-7 G-
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fehérjéhez kapcsolt Mas receptorokon kifejtett hatasai tobbnyire ellentétesek az angiotenzin Il
kardiovaszkularis ATi-receptorokon leirt kedvezétlen hatasaival: csokkenti a remodellinget, a
miokardialis oxidativ stresszt'®, vazoprotektiv és antiproliferativ hatasai vannak. Masrészrol a Mas

receptor hetero-oligomert képez az ATi-receptorral, igy gatolva az angiotenzin II hatasainak

t16,

kifejlédésé

Angiotenzinogén

ey \D,

Renin °
Angv _l_.

\Dw i w
ACE ACE 2

Ang 194
Ang I1 D
o ACE2
ACE, NEP
AMPA
Angiotenzin II receptor ﬁ% Ang 17
medialt hatasok 5 = ﬂ
AV I Mas receptor
Ang IV

a S s medialt hatasok

1. abra — A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A rendszer egyik kulcsenzime az angiotenzin-konvertald enzim, mely az inaktiv angiotenzin I-bdl a
rendszer effektor molekulajat, az angiotenzin II-t hozza 1étre.

Ang: angiotenzin, ACE: angiotenzin-konvertald enzim, ACE2: angiotenzin-konvertald enzim 2, NEP:
neprilizin, AMPA: aminopeptidaz A, AMPM: aminopeptidaz M

Az angiotenzin-konvertal6 enzim

1967-ben Yang és mitsi. leirtdk egy wjabb bradikininbontdé enzim jelenlétét a human
plazmaban, melyet kininaz II-nek neveztek el’. Harom évvel késébb deriilt fény arra, hogy a
kinindz II nem mas, mint Skeggs és mitsi. altal mar 1956-ban felfedezett hipertenzin-konvertalo
enzim®, A késobbickben ezt az enzimet kozds néven, angiotenzin-konvertald enzim névvel

illették.

Az angiotenzin-konvertalo enzim (ACE, CD 143) a RAAS egyik kulcsenzime, mely cink-

fliggd endodipeptidazként az angiotenzin I C-termindlis végérdl 2 aminosavat lehasitva az
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angiotenzin | — II atalakulast katalizalja. Az ACE-gén a 17. kromoszéma hosszu karjan talalhato

(17923). A 21 000 bp hosszisagu gén 26 exont és 25 intront tartalmaz.

Az ACE-nak két izoenzimje ismert®. A szomatikus ACE - mely a nagyobb méretii forma
(150-180 kDa) - szamos szovetben megtalalhato, tobbek kozott az endotél sejtek felszinén, a
kardiovaszkularis rendszer elemeiben, a vesékben, a majban, stb. Szerkezetére jellemz6, hogy egy
rovid C-terminalis citoplazmatikus domént kovetden egy hidrofob transzmembran rész talalhato
benne, mely biztositja az ACE megfeleld kihorgonyozasat a sejt felszinére®®. A Katalitikus
centrumokat tartalmazo hatalmas, 1249 aminosavbol all6 nagymértékben glikozilalt globularis
domén a sejten kiviil helyezkedik el. A szomatikus ACE két aktiv centrummal rendelkezik, melyek
feltehetden génduplikacio kovetkeztében jottek 1étre. Az aktiv centrumok kialakitdsdban résztvevo
aminosavak sorrendje azonos (HEMGH), mégis részben eltérd tulajdonsagokkal és szubsztrat
specificitassal rendelkeznek?: 2, A C-termindlis aktiv centrum jobban fiigg a Cl” ionok jelenlététsl
¢és kevésbé hostabil, mint a nagyobb mértékben glikozilalt N-terminalis. Mindkét aktiv centrum
hasonlé hatékonysaggal bontja a bradikinint, mig az angiotenzin I hasitds a C-domén aktiv
centrumon a hatékonyabb??, Az ACE-szekretdz a transzmembran régié extracellularis oldaldn

hasitva az enzimet biztositja annak keringésbe torténé jutasat® 2,

A tesztikularis, vagy germinalis ACE csak a herékben expresszalodo forma (95-105 kDa),
mely egyetlen aktiv centrummal rendelkezik. Ez az izoenzim az ACE-gén masodik felében van
kodolva, és a gén 12. intronjaban elhelyezkedd here-specifikus promoéter szabalyozza annak
kifejez6dését?®. Az ACE-knockout egerek jelentdsen csdkkent fertilitdssal rendelkeznek?’, mely

ravilagit a tesztikularis ACE kiemelt szerepére a reprodukcio biztositasaban.

A keringésben megtalalhatdo ACE mennyisége jelentds egyének kozotti variabilitast mutat.
Ennek hatterében az ACE inzercids/deléciés (I/D) polimorfizmusa 41128, mely egy 287 bazispar
hosszusagu nem kodolo repetitiv szekvencia inzertalddasa (1), vagy delécioja (D) az ACE-gén 16.
intronjaba. Az /D polimorfizmus kovetkeztében a D-alléllel rendelkezé egyének esetében
nagyobb szérum ACE koncentraciot mérhetiink, mint az I-alléllel rendelkez6 egyének esetében.
Az egyének kozotti variabilitas mértékét eltérden irtak le a kiilonbozd kutatocsoportok, az elsd

megjelent kozleményben 50%-0s, késdbb 20%-0s2*, vagy csak 8%-os variabilitast talaltak®.

Az ACE nemcsak az angiotenzin I, II atalakuldst katalizalja, hanem mas peptidek
metabolizmusaban is részt vesz. Tobbek kozott hasitja a P-anyagot, a neurotenzint®?, a
gonadotropin-serkentd hormont (GnRH), az amiloid-p peptidet??, de talan a bradikinin

inaktivalasa az egyik legfontosabb funkcioja ezek koziil (2. abra). Az ACE bradikinin 1-7-¢ hasitja



a kinin-kallikrein rendszer f6 effektor molekulajat, ezzel csokkenti annak a Bo-receptoron kivaltott

hatasait. igy csokkenti a vazodilatacid, az NO-, valamint a prosztaglandin termelés mértékét.

Kis molekulasulyt Nagy molekulasulyt
Kininogén — Kininogén Prekallikrein
Xlla
Szoveti Szoveti P
e . i Kallikrein
Kallikrein Kallikrein -
Amlnopeptld%

Kallidin O@ee ‘ Bradikinin

I I Kininaz I Kininaz [ l l

ACE, NEP, ECE ACE, NEP, ECE

Kallidin 1-8 M D9® D@ DD Bradikinin 17

des-Arg‘°-Kallidin des-Arg’-Bradikinin

2. abra — Az ACE részvétele a kinin-kallikrein rendszerben

Az ACE a bradikinin és kallidin hasitasaval inaktiv termékeket hoz l1étre, mellyel csokkenti a bradikinin
B-repetoron medialt hatasait. ACE: angiotenzin-konvertalé enzim, NEP: neprilizin, ECE: endotelin-
konvertal6 enzim

ACE-gatlé gyogyszerek

Az ACE-gatlo gyogyszerek az egyik legszélesebb korben alkalmazott terapias szerek,
tobbek koOzott a magasvérnyomas-betegség, szivelégtelenség és a diabéteszes nefropatia
kezelésében. Elterjedt, gyakori hasznalatat az is jelzi, hogy az 5. leggyakrabban felirt gyogyszer
az Amerikai Egyesiilt Allamokban, 2009-ben &sszesen 162,8 millio recepten szerepelt valamilyen

tipusi ACE-gatlé gyogyszer.

Az ACE-gatlok fejlesztésének torténete 1965-ig nyulik vissza, amikor Ferreira egy, a
bradikinin hatasat fokozé faktorra bukkant a Bothrops jararca vipera mérgében*. Késébbiekben
ezt egy 9 aminosavbol allo peptidként, a teprotidként azonositottak, melynek jelentds ACE-gatld
¢és vérnyomascsokkentd hatasa van. A teprotid klinikai alkalmazhatdsaga limitalt, mivel csak

intravéndsan elérhetd, viszont kitlind kiindulopontként szolgalt az szajon at szedhetd ACE-gatlok
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fejlesztéséhez. 1975-re sikeresen kifejlesztették az elsd stabil, aktiv ACE-gatld gyodgyszert, a
captoprilt, melyet 1981-t61 az Amerikai Egyesiilt Allamokban bevezettek a hipertonia gyogyszeres

kezelésébe.

Ezt kovetéen Ujabb gyogyszerek jelentek meg a betegellatasban, melyeket kémial
szerkezetlik szerint 3 csoportba sorolhatunk: (1) szulthidril-csoportot tartalmazo gyogyszerek
(captopril, zofenopril), (2) dikarboxilat-csoportot tartalmazd gyogyszerek (enalapril, ramipril,
perindopril, lizinopril stb.) és a (3) foszfonat-csoportot tartalmazé gydgyszer (fozinopril). Csupan
a captopril és a lizinopril az aktiv hatéanyag, a tobbi ACE-gatlé gyogyszer ,,pro-drugként” keriil
a szervezetbe és a majban metabolizalodik aktiv hatbanyagga. Az eltéré kémiai szerkezetiik miatt
az ACE-gatlok zsiroldékonysaga, ezéltal szoveti affinitdsa is kiilonb6zd. A perindopril, quinapril

és trandolapril nagyobb szdveti affinitassal rendelkezik, mint a hidrofil lizinopril vagy enalapril®.

Ezek a gyogyszerek a RAAS egyik kulcsenzimének, az ACE-aktivitdsdnak gatlasaval
csokkentik az angiotenzin I — II atalakulas mértékét, ezzel 1étrehozva terapias hatasait. Az ACE-
gatlok szdmos klinikai tanulmanyban bizonyitottdk hatékonysagukat, melyek aldtdmasztottak,
hogy az ACE-gatlok csokkentik a kardiovaszkularis halalozas, a stabil koronaria betegségben
fellépd nem végzetes miokardialis infarktus és szivmegallas rizikojat®, javitjak a prognozist®® és
az 5-hetes mortalitast’” miokardialis infarktus utan, csokkentik a bal kamrai remodellacio
mértékét®®, késleltetik a hipertonia kialakulasat®®, csokkentik a bal kamrai tomegindexet bal kamra
hipertréfiaban®®, csokkentik a mikroalbuminuria mértékét és a diabéteszes nefropatia kockazatat

2-es tipusi diabéteszben*!.

A legijabb terapias iranyelvek is ajanljak és magukba foglaljak az ACE-gatlokat mind a
heveny koronaria szindroma*?, a kronikus szivelégtelenség®®, a diabétesz**, a periférias
verdérbetegségek® kezelésében, mind pedig a kardiovaszkularis prevencio®® kialakitisaban és a
miokardialis revaszkularizaciéban®’. Az ACE-gatlokat arra is érdemesnek tartjak, hogy a primer
prevencioban alkalmazhato hipotetikus tobbkomponensii tabletta (polypill) egyik hatéanyaga
legyen. A polypill szedésével akar 80%-kal csokkenteni lehetne az egészséges emberek

kardiovaszkularis megbetegedéseinek kialakulasat*®,

Az ACE-gatlok kedvez6 hatasaikon tal valtozo mértéki, olykor stulyos mellékhatasokat is
okozhatnak. A jelentésebb és kedvez6tlenebb mellékhatasok kozott a kohogést, az angioddémat
(Quincke-6déma) és a vesefunkcio romlasat emelhetjiik ki. Az allando jellegli szaraz kohogés oka
még ma sem teljesen tisztazott. A legelfogadottabb magyardzat szerint az ACE-gatlas miatt
l1étrejové magasabb lokalis bradikinin-koncentracié proinflamatorikus peptidek (P anyag,

prosztaglandinok, neuropeptid Y) megjelenéséhez, ezaltal fokozott hisztamin felszabadulashoz
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vezet a légutakban, igy kivaltva a szaraz kohogést®®C. A kiilonbozé tipusa ACE-gatlo
gyogyszerek eltérd mértékben gatoljak a bradikinin lebontdsat. A bradikinin/angiotenzin I
szelektivitasi arany a perindopril esetében nagyobb (1,44), mint a ramipril (1,16), quinapril (1,09)
vagy a trandolapril (1,08) esetében, az enalapril pedig ugyanolyan mértékben gatolja a bradikinin
lebontasat, mint az angiotenzin I hasitasat (1,00)°.

Az angioddéma a bor és/vagy a nyalkahartya mélyebb rétegeiben az erek dilatacidja és fokozott
permeabilitasa kovetkeztében kialakulé duzzanat, mely rendszerint a kezek, a nyak és a nemi
szervek teriiletén jelenik meg. A nagymértékii nyaki duzzanat a légutak beszlkitése révén
¢letveszélyes allapotta valhat. Ennek hatterében a lokalis bradikinin, illetve a bradikinin
bomlastermékeinek (des-Arg®-bradikinin, 2. 4bra) felszaporodasa allhat®>. Az EUROPA
tanulméanyban a perindopril alkalmazéasakor az angioddéma incidencigja 0,3% volt®, mas tipusi
ACE-gatlok esetében az incidenciat 0,1 és 1% kozé teszik. Németorszagban 6,5 millio beteg szed
ACE-gitlot, esetiikben a megfigyelt angioddéma incidencia 0,5% koriili®®, Ezek az adatok
kaukazusi betegekre vonatkoznak. Megfigyelték, hogy az angioddéma relativ kockazata
megkozelitdleg 4,5-szer magasabb fekete-bérii betegek esetében>, melynek kovetkeztében az
angioddéma incidenciaja akar 1% feletti is lehet.

ACE-gatlo kezelés hatasara csokken a vesék vérataramlasa, mely tarsult betegségek esetén (pl.
vese artéria sziikiilet) a vesefunkcio romlasat, esetenként heveny veseelégtelenséget okozhat.

A széleskorii alkalmazhatosaguk mellett relative kevés kontraindikéaciojuk van ezeknek a
gyogyszereknek. Az ACE-gatloval szembeni talérzékenység, az ACE-gatld szedésével
Osszefiiggésbe hozhatd kordbbi angioddéma vagy a kétoldali sulyos vese artéria sziikiilete az
abszoltit kontraindikaciok kozé sorolandok. Erdemes mérlegelni az ACE-gatlok alkalmazasat
példaul csokkent vesefunkci6 vagy hipovolémia (dehidracid) esetében. A terhesség alatt
alkalmazott ACE-gatlo kezelés sulyos velesziiletett malformaciokkal jarhat®® igy az elsd
trimeszterben alkalmazasuk nem javasolt, a masodik és harmadik trimeszterben pedig

kontraindikalt.

Természetes ACE-gatlo vegyiiletek

Az elsd azonositott ACE-gatld vegyiiletet viperaméregbdl izolaltak, azonban nem ez az
egyediili természetben is eléforduld, az angiotenzin I — II konverzidt befolyasold szer. Az utobbi
két évtizedben egyre tobb, a taplalékbol szarmazo6, peptid tipusu ACE-gatlo vegyiiletet

azonositottak, melyek klinikai jelentésége még kérdéses.
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A tejben megtalalhat6 kazein, illetve a tejsavo egyéb fehérjéi kozott szamos ACE-gatlod
hatdsti  vegyiiletet azonositottak®®°’. Ezek koziil a laktokininek és a kazokininek

58-60

vérnyomascsokkenté hatasat igazoltak spontan hipertonias patkanyok esetében®* ", valamint

human kisérletes vizsgalatokban is hasonlé hatasrél szamoltak be®®2,

Spanyol kutatok kakukkfli és gesztenyefa viragjanak nektarjabol késziilt méz ACE-gatlo

tulajdonsagat irtak le az antibakterialis és antioxidans hatasok mellett®?,

Szamos tengeri allatfaj fehérjéinek hidrolizatumabol nyertek ki ACE-gatlo hatéassal

rendelkezd oligo- és polipeptid tipusu vegyiileteket®

. Ezek a peptidek a taplalék megemésztése
soran is keletkezhetnek, azonban felszivodasuk, keringésbe keriilésiik még bizonyitasra var.
Annak ellenére, hogy a természetes ACE-gatlo molekuldk klinikai kiprobalasa még nem tortént
meg, illetve primer prevencidban betdltott szerepe még tisztazasra var, ezek az ujabb

megfigyelések tovabb lendithetik a funkcionalis élelmiszerek fejlesztését, és kiprobalasat.

Endogén ACE-gatlas

Az endogén ACE-gatlas lehet6ségét mar 1979-ben felvetették. Ryan és mtsi. egy 10 kDa-
nal kisebb molekulatomegii gatloszert talaltak az ember, a tengerimalac, valamint a patkany
szérumaban és vizeletében®. Ennek az inhibitornak a pontos azonositisa azonban nem jart

sikerrel.

Ugyanebben az évben Klauser és mtsi. a human szérumalbumint és az acetil-triptofant (egy
tartositoszert) azonositottak ACE-gatloként egy, a kereskedelmi forgalomban kaphaté plazma
preparatumb61%®. Megallapitottak, hogy az albumin C-fragmentje - mely az albumin 124. és 298.

aminosavai kozotti szakasz -, jelentdsen nagyobb gatlohatassal rendelkezik, mint a teljes fehérje.

Snyder és mtsi. 1986-ban a des-Leu*-angiotenzin I-et, mint szubsztrat analégot jeldlték
meg endogén ACE-gatloként®’. Ez a peptid angiotenzin I-bdl keletkezik a trombocitikhoz és
hizosejtekhez kothetd karboxipeptidaz-szerli enzimaktivitasok révén, és az ACE kompetitiv
antagonistaja. Elméletiik szerint ennek a peptidnek szerepe lehet az angiotenzin I-medialt lokalis

vaszkularis hatdsok szabalyozasaban.

1986-ban Lieberman és mtsi. egy 50 kDa-nal nagyobb molekulatomegii inhibitort talaltak
a human szérumban, mely megnehezitette a szarkoiddzisban szenvedd betegek ACE-aktivitasanak

t68

meghatarozasat®™. Az inhibitor azonositisa nem sikerilt, a gatlohatast viszont reverzibilisnek

talaltak, igy a szérummintak 8-szoros higitasat javasoltak a zavar6 tényezé kikiiszobolésére.
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Rogerson és mtsi. 1989-ben a P-anyag N-terminalis fragmentjeir6l mutattak ki, hogy ACE-
gatlo hatdssal rendelkeznek®. A P-anyag N-terminélis 1-7 heptapeptidje, 1-6 hexapeptidje, 1-4
tetrapeptidje és 3-4 dipeptidje egyarant gatolta a patkany agyi- és tiidészoveteiben lokalizalodo
ACE-t, mig az 1-3 tripeptid csak az agyi ACE aktivitasat gatolta, a tiid6ét nem. Ebbdl arra
kovetkeztetett, hogy a patkany tiidejében és agyaban 1évé enzimek kiilonb6zé izoenzimek

lehetnek.

Ikemoto és mtsi. 1989-ben patkany sziv tanulmanyozasakor talaltak egy szulfhidril-
proteint, mely kompetitiv modon gatolta az ACE aktivitasat’™®, A protein 10 kDa-nal kisebb méretii
volt, hatasat pedig szulfhidril-csoportot blokkold agensekkel fel lehetett fiiggeszteni. Habar a
molekula azonositdsa nem jart sikerrel, mégis szerepet tulajdonitottak neki a patkany sziv ACE-

medialt folyamatainak szabalyozasaban.

Az 1990-es években is tovabb folyt a kutatas az endogén ACE-gatlok jelenlétének
igazolasara. Brecher ¢és mtsi. 1996-ban publikalt eredményeikben két ACE-inhibitorrdl - egy
nagyobb ¢&s egy kisebb méretii reverzibilis gatlohatast mutatd fehérjérdl - szamoltak be patkdnyok

esetében’t

. Szintén 1996-ban a C-tipust natriuretikus peptidet is egy endogén ACE-galo
peptidként azonositotta Davidson és munkacsoportja’®>. Thevananther és mtsi. 1999-ben pedig
affinitas kromatografias modszerrel izolaltak egy koriilbeliil 14 kDa méretii, ACE-gatlé hatassal

rendelkezd fehérjét a human szérumbol ™,

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben szamos probalkozas tortént endogén ACE-
gatlok kimutatasara, maig sincs egységes allaspont azok meglétére és jelentds élettani szerepiikre.
Tovéabb arnyalja a helyzetet, hogy az ACE-gatlok jelentds hatasa mellett az endogén géatlohatast

csupan csekély mértékiinek, elhanyagolhaténak tartjak.
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CELKITUZES

Az ACE-gatlok eldkelé helyet foglalnak el a kardiovaszkularis megbetegedések
kezelésében. Az elmult 2 évtizedben tobb, sok ezer beteget feloleld randomizat, kontrollalt, kettds
vak tanulmanyban bizonyitottak hatékonysagukat. Az ACE-gatlok tobb, mint 20%-kal is

34 melynek eredményeként az errdl szol6 legfrissebb

csokkenthetik a kardiovaszkuléris mortalitas
terapias iranyelvek tobbsége ajanlja ezeket a gyogyszereket. Az ACE-gatlok sikerességét az is
mutatja, hogy kozel 48 000 talalatot ad a Medline ,,ACE inhibitor” (ACE-gatlo) kifejezésre. Az
ACE-gatlok sikerei hattérbe szoritottdk az endogén ACE-gatlassal foglalkoz6 kutatasok
eredményeit. Csupan elenyész6 szaml kozlemény sziiletett a témaban, melyek nem alkotnak

egységes képet a lehetséges endogén inhibitorokrdl, sem azok potencialis €lettani hatasairol.

Kutatasi eredményeink szerint egy magyar hipertonias betegekbdl allo vizsgalati populacid
szérum ACE-koncentracidja az I/D polimorfizmus genetikai kontrollja alatt all. A DD-
genotipussal rendelkezé betegeknek 64%-kal magasabb az ACE-koncentracidjuk, mint az II-
genotipussal rendelkezé betegeknek’®. Ez az eredmény &sszhangban van a Rigat és mtsi. altal
leirtakkal?®®. Ezzel szemben a betegek ACE-aktivitisanak tekintetében a kiilonbség lényegesen
kisebbnek, csupan 32%-nak adodott. Az eltérésnek legalabb két magyarazata lehet: (1) nem
megfeleld az ACE-mennyiség €s aktivitas mérésére hasznalt modszeriink, (2) endogén ACE-gatlo

jelenléte miatt talalunk kisebb kiilonbséget az aktivitas tekintetében.
Munkamban célul tliztem ki, hogy:

e a kisérleteink soran hasznalt ACE-aktivitdismérést az ACE fiziologias szubsztratjaval
szemben validaljam,

e kimutassam endogén ACE-gatlo jelenlétét a szérumban,

e azonositsam az endogén ACE-inhibitort,

e biokémiailag jellemezzem az endogén ACE-gatlast, és

e megvizsgaljam az endogén ACE-gatlo vaszkularis hatasait.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Vérmintak gyijtése, szérumminta készitése

A vérmintakat egészséges €s magasvérnyomas-betegségben szenvedd onkéntesektdl gytijtottiik
aszeptikus technikaval. Osszesen 502 hipertonias beteget vontunk be vizsgalatainkba, 289 férfit
(atlagéletkor: 61 + 10 év) és 213 ndt (atlagéletkor: 62 £ 11 év). A nativ vérmintakat 60 percig
szobahOmérsékleten tartottuk, majd a szérumot 15 perces, 1 500 g erdsségli centrifugalassal
elvalasztottuk a sejtes elemektdl. Az igy kapott szérum mintdkat felhasznélasig -20°C-on

fagyasztva taroltuk.

Szérum ACE-aktivitas meghatarozasa spektrofotometrias médszerrel

A szérummintak ACE-aktivitasat Beneteau és mtsi. modszerének atdolgozott valtozata szerint
hatiroztuk meg’. Ennek alapja a 340 nm-en magas fényelnyeld képességii mesterséges ACE-
szubsztrat, a FAPGG (N-[3-(2-furil)akriloil]-L-fenilalanil-glicil-glicin; Sigma-Aldrich, Km: 310
uM) hasitasat kovetd optikai-denzitascsokkenés. A reakcidelegy 25 mM HEPES (N-2-hidroxietil-
piperazin-N-2-etanszulfonsav) pufferben 0,5 mM FAPGG-t, 300 mM NaCl-ot és sziikséges
mennyiségli human, vagy allati eredetli szérumot tartalmazott 8,2-es pH-n. A méréseket 96 lyuku
lemezekben (Greiner-Bio One), 37°C-on végeztiik. Az 340 nm-es hullamhosszon bekovetkezd
optikai-denzitasvaltozast NovoStar plate-readerrel (BMG Labtech) 5 perces id6kozonként
rogzitettiik legalabb 90 percen keresztiil. Az optikai-denzitasvaltozast az 1d6 fliggvényében
abrazoltuk és a pontokra egyenest illesztettiink. Az illesztést akkor fogadtuk el, ha az illeszkedés

mértéke (r’) meghaladta a 0,9-et. A mintak ACE-aktivitasat az alabbi képlet alapjan szamoltuk:
Aktivitas = (S/k)* D,

ahol S az illesztés meredeksége (1/min), kK az 1 pmol FAPGG hasitasat kovetd optikai-
denzitascsokkenés, D a szérum higitasanak mértéke. Az ACE-aktivitas értékét U/l-ben fejeztiik ki,
ahol 1 U annak az enzimaktivitasnak a mértéke, amely mellett 1 perc alatt 1 pmol FAPGG hasitasa

kovetkezik be.
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Domén-specifikus ACE-aktivitas meghatarozasa

Az aktiv centrum-specifikus ACE-aktivitasmérést Carmona és mtsi. altal leirtak szerint
végeztiik’®. Quenchelt peptid-szubsztratokat hasznaltunk, melyek koziil az Abz-SDK(Dnp)P-OH
(Sigma-Aldrich, Km: 22 uM) szubsztratot az N-terminalis aktiv centruma, az Abz-LFK(Dnp)-OH
(Sigma-Aldrich, Km: 32 uM) szubsztratot a C-terminalis aktiv centruma képes specifikusan
hasitani, mig az Abz-FRK(Dnp)P-OH (Sigma-Aldrich, Km: 4 uM) quenchelt peptidet mindkét
aktiv centrum képes bontani. A reakcidelegy 100 mM trisz(hidroximethil)-aminometdn
hidrokloridot (TRIS HCI, Sigma-Aldrich), 50 mM NaCl-t, 10uM ZnClz-t, 40 uM Abz-
SDK(Dnp)P-OH, vagy 50 uM Abz-LFK(Dnp)-OH, vagy 10 uM Abz-FRK(Dnp)P-OH peptid-
szubsztratot és sziikséges mennyiségli szérumot tartalmazott 7-es pH-n. A mérések kivitelezése 96
lyuku fekete platekben (Greiner-Bio One) 37°C-on tortént. A gerjesztési hullamhossz A=340nm,
az emisszios hulldmhossz A=405nm volt. A fluoreszcens jelintenzitdsban bekdvetkezd valtozast a
domén-specifikus szubsztratok esetében 4 perces idokozonként rogzitettiik legalabb 90 percen
keresztiil, a nem specifikus szubsztrat esetében 1,5 perces idokdzonként legalabb 30 percen
keresztiil rogzitettiik NovoStar plate-readerrel (BMG Labtech). A fluoreszcens jelintenzitas
valtozasat az id6 fliggvényében abrazoltuk és a pontokra egyenest illesztettiink. Az illesztést akkor
fogadtuk el, ha josaga (r?) meghaladta a 0,95-6t. A mintdk ACE-aktivitasat az alabbi képlet alapjan

szamoltuk Ki:
Aktivitas = (S/k) * D,

ahol S az illesztett egyenes meredeksége (1/min), k az 1 umol fluoreszcens szubsztrat hasitasat
kovetd fluoreszcencia intenzitas ndvekedés, D a szérum higitasanak mértéke. Az ACE-aktivitas
értékét U/l-ben fejeztiik ki, ahol 1 U annak az enzimaktivitasnak a mértéke, amely mellett 1 perc

alatt 1 umol fluoreszcens szubsztrat hasitasa kovetkezik be.

ACE-medialt angiotenzin I-hasitis kozvetlen mérése

A szérummintakat, melyek 0,5 mM angiotenzin I-et és 300 MM NaCl-ot tartalmaztak 8,2-es pH-
ju HEPES pufferben, 37°C-on inkubaltunk. Az elegyekhez 5 mM EDTA-t adtuk a reakcio végén,
hogy leallitsuk az ACE-katalizalt angiotenzin I-hasitast. A keletkezett angiotenzin peptidek
mennyiségét HPLC technika segitségével mértilk, miutan a mintakat atsziirtiik egyl0 kDa
poérusméretii filteren. Az analizis reverz fazisu C18 oszlopon (Hypersil Gold, Thermo Scientific)
tortént, az A eluens 0,01% trifluoroacetat (TFA, Sigma-Aldrich) vizes oldata, mig a B eluens
0,01% TFA-t tartalmaz6 acetonitril (ACN, Sigma-Aldrich) volt. Az angiotenzin peptideket 22%
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ACN-r6l 55% ACN-re novekvo gradiens elucios profillal szeparaltuk, és diddasoros detektorral
detektaltuk 230 nm-en. A peptidre jellemz6 csticsok gorbe alatti teriilete alapjan kalibracios gorbe
segitségével szamoltuk Ki a peptidek mennyiségét. A kapott értékeket az ido fiiggvényében
abrazoltuk, melyre egyenest illesztettiink. Az angiotenzin I-atalakulas sebességét a szérum minta
higitasi fokaval korrigaltuk, és az ACE aktivitast az 1 liter szérum altal 1 perc alatt hasitott

angiotenzin I pmol-ban kifejezett mennyiségével jellemeztiik.

A szérum ACE mennyiségének meghatarozasa

A szérum ACE mennyiségét a kereskedelmi forgalomban kaphaté human ,, ACE developement
kittel” (R&D Systems) hataroztuk meg a gyartd utasitasai szerint, Kisebb modositasokkal. 96-
lyukt ELISA-lemezt (Greiner Bio-One) lyukanként 80 ng ACE-ellenes antitesttel fedtiink le

(capture antitest), majd a lemez szabad kotéhelyeit reagens higitoval (10 mg/ml borju
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3. abra — Szérum ACE-koncentracio meghatarozasa

Az ACE-koncentraciomérés optimalis koriilményeinek meghatarozasahoz a 3 genotipust (I1, ID, DD)
reprezentald 3 szérummintat 12,5, 25, 50, 100 és 200-szorosara higitottunk. Az ACE-koncentraciot

s

s

mintat kétszer, duplikatumban mértiink meg, atlagaikat az A abran tiintettiik fel. A 200-szoros higitas
alacsony denzitasértékeket eredményezett, mig 50-szeres higitas alatt a kotdcentrumok telitddése miatt
az értékek tendenciat mutattak az alulbecslésére (B). Az oszlopok a mérések atlagértékét és szorasat
jelolik, az egytényezos varianciaanalizissel vizsgalva nem adodott kozottiik statisztikai kiilonbség.
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szérumalbumin oldat [BSA, Sigma-Aldrich] Dulbecco-féle foszfat pufferben [PBS, Gibco])
blokkoltuk. Reagens higitoban 12,5-200-szorosara higitott szérumot adtunk a lyukakba, majd az
antitest-antigén komplexet biotinilalt detekcios antitesttel (20 ng/lyuk) jeloltiik.

Ezt kdvetden reagens higitoban 200-szorosara higitott streptavidinnel konjugalt torma-peroxidazt
pipettaztunk a lyukakba. Végiil az ELISA lemezhez kotott komplex mennyiségét szubsztrat
oldattal hataroztuk meg, amely 0,3 mg/ml tetrametil-benzidint, 0,1 uM H20»-t és 50 mM ecetsavat
tartalmazott. A reakciot 20 perc elteltével 0,5 M sosavval ledllitottuk, majd lemértiik a mintak
optikai denzitasat 450 nm-en plate readerrel (BMG Labtech). Az ACE-koncentraciot rekombinans
ACE-standard sor segitségével szamoltuk ki. A méréseket legalabb haromszor ismételtiik meg,
hogy a szoras legfeljebb 15% legyen. Az optimalis szérumhigitas meghatarozasa érdekében egy-
egy DD, ID és II ACE-genotipust beteg szérumabol sorozat higitasokat készitettiink, melyekben
meghataroztuk az ACE- mennyiségét. A szazszoros szérumbhigitas tiint a legalkalmasabbnak a
mérések kivitelezéséhez, mivel ebben a higitasban a mért értékek a kalibracios gorbe egyenes
szakaszara estek (Osszehasonlitva az 50-szeresnél kisebb higitasokkal), valamint mar elég er6s

jelet adtak a mérések pontos elvégzéséhez (3. abra).

A human szérum fehérjéinek elvalasztasa

Egy egészséges Onkéntestdl szarmazo, 25 mM-os HEPES-ben (pH=8,2) 250-szeresére higitott
szérummintakat egyszer hasznalatos ultraszlirokkel szirtik mindaddig, amig a higitott
szérummintak el nem érték a kiindulasi térfogatukat. A sziirék (Vivaspin 500, Sartorius Stedim
Biotech) pérusmérete 50 és 100 kDa-0s volt, a sziirést 4°C-on, 15 000 g erdsségili centrifugalassal
6 perces ciklusokban végeztiikk. Egy szérummintanal a kiindulasi és a 100 kDa-0S porusméretii
specifikus ELISA-kittel), igy meg tudtuk becsiilni a minta higulasat vagy toményedését. Nem
talaltunk kiilonbséget a kiindulasi és a sziirés utani frakciok ACE-koncentracioi kozott (az értékek

rendre 119,5+12,0 ng/ml, n=3; 111,8+11,0, n= 3, p=0,459 voltak).

e rers

crer

(BCG, Dialab) segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitasa szerint. 1 ml brémkrezol-zold
reagenshez (260 uM bromkrezol-zold 30 mM citrat pufferben, pH=4,2) 10 pl szérummintat
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adtunk, majd a keveréket 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. Az elegyek abszorbanciajat
spektrofotométerrel (U-2900, Hitachi) mértiik 546 nm-en egyszer hasznalatos kiivettakban

reagens vakkal szemben. A HSA-koncentraciot a kovetkezo képlet szerint szamitottuk:

HSA-koncentracié = (Aminta/ Astandard)*Cstandard,

ahol A az 546 nm-en mért abszorbancia, Cstandard pedig a standard oldat HSA koncentracidja
(Albumin standard, Dialab).

A tisztitott human szérumalbumin tulajdonsagai

Néhany kisérletben az ACE-aktivitds meghatarozasat HSA jelenlétében végeztiik. A HSA oldat
tisztasagat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (4. A éabra) és MALDI-TOF tomeg-

spektrometriai méréssel ellendriztiik (4. B abra). Mindkét kisérlet szerint megfeleld tisztasagt volt
a HSA.
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4. abra — A tisztitott human szérumalbumin tulajdonsagai

A kisérletek soran hasznalt HSA tisztasagat SDS-PAGE (A) és MALDI-TOF tomegspektrometriai (B)
méréssel vizsgaltuk. A gélelektroforézis soran 6 és 12 pg HSA-t vittiink fel a gélre, majd Coomassie

A B abra egy reprezentativ tomegspektrometriai mérés eredménye, melyen a HSA kiilonb6z6 mértékben
ionizalt formai lathatok.

A kisérletek soran hasznalt HSA-t kis molekulasulyti, albuminhoz abszorbealt ACE-gatlok
jelenlétére is megvizsgaltuk. 25 mM HEPES pufferben 20 mg/ml-re higitott HSA-t hasznaltunk
kiindulasi oldatként, melyet HEPES pufferben ciklusonként tovabbi 10-szeresére higitottunk. Az
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igy kapott higitott albumin oldatot 5 kDa porusméretii szliron keresztiil sziirtiik mindaddig, amig
az oldat a kiindulasi 20 mg/ml koncentraciora toményedett vissza. Ezt Gjra a 10-Szeresére
higitottuk, majd leszlrtiik. A higitasi-, szlirési Iépéseket 5, 10, 15-szor ismételtiik meg. Legvégiil
a sziirt albuminbol készitett 10 mg/ml-es oldat ACE-gatlo hatasat vizsgaltuk rekombinans ACE és
FAPGG szubsztrat segitségével. Pozitiv kontrollként 1 uM captopril oldatot hasznaltunk (5. abra).
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Sziirési ciklusok szama

5. abra — Nem mutathat6 ki HSA-hoz abszorbealt kis molekulastilya ACE-gatlo jelenléte

A HSA felszinéhez kotott ACE-gatlok jelenlétének vizsgalatara a kisérletekhez hasznalt HSA-t HEPES
pufferben higitottuk, majd atsziirtiik egy 5 kDa-os porusméretii ultrasziirén. A higitasi-sziirési ciklusokat
0, 5, 10 és 15 alkalommal megismételtiik, majd megmértiik a visszamaradt 10 mg/ml HSA ACE-gatl
hatasat. A maximalis ACE-aktivitast HSA-mentes koriilmények kozott (kontroll), mig a maximalis
gatlohatast 1 uM captopril jelenlétében hataroztuk meg.

Human vena saphena szegmensek izometrikus kontraktilis erejének mérése

Korondria bypass miitéteken felhasznalasra nem kertilt 20 vena saphena mintat 35 szegmensre
vagtunk szét. A véna darabokat jéghideg fiziologias pufferben (110 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
MgSQO4, 1 MM KH2PO4, 5 mM D-gliik6z, 24 mM NaHCOs, pH=7,4) tartottuk a kétcsatornas
myograph rendszerre (DMT 510A; Danish Myotechnology) torténd felhelyezés elott. A
szervflrdé oxigenizalt (10% O2, 5% CO2, 85% Ny») fiziologias pufferrel volt feltdltve, mely 2,5
mM CaCl-ot is tartalmazott. A véna szegmenseket 15 mN erével megfeszitettiik, majd izometrias
kortilmények kdzott 60 percig 37°C-on pihentettiik. Az érgytiriik életképességét S0 mM KCl és 10
uM norepinefrin hozzaadasaval teszteltiik. Ezt kovetden mostuk az érgyiiriiket, majd megmértiik

az 1 uM angiotenzin I vagy angiotenzin II kivaltotta kontrakciok nagysagat 20 mg/ml human
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szérumalbumin jelenlétében és hianyaban is. A kisérlet végén megismételtik a KCI- és
norepinefrin kezeléseket az angiotenzin peptidek folyamatos jelenlétében, ezzel igazoltuk az erek

¢letképességét. Néhany kisérletben az albumint captoprillel egyiitt alkalmaztuk.

A human rekombinans ACE termelése és tisztitasa

A human rekombinans ACE-t a ,,Bac-to-Bac TOPO” expresszios rendszerrel (Invitrogen)
termeltiik a gyartd utasitasai szerint. Egy kémiailag kompetens E. coli torzset (Invitrogen)
transzformaltunk az ACE-gént tartalmazé ¢cDNS plazmiddal (GeneCopoeia). Az antibiotikum-
szelekciot kovetden plazmidot izolaltunk, majd az ACE-gént tartalmazd pFastBac konstruktot
DH10Bac kompetens E. coli torzsbe transzformaltuk bacmid készitése céljabol. A bacmid DNS-t
SF9 (Invitrogen) rovarsejt kultiraba transzfektaltuk, melyben baculovirus generalddott. Tovabbi
SF9 sejteket fertéztiink meg az igy nyert baculovirusokkal. A fertézést kovetd 4. napon az
rovarsejteket lecentrifugaltuk (1 000 g, 10 perc, 4 °C) és a pelletet PBS-sel mostuk, hogy
eltavolitsuk a tenyésztd folyadékot. A tiszta pelletet radioimmonoprecipitacios assay pufferben
(50 mM TRIS, 150 mM NacCl, 1% Triton X 100, 0,1% SDS, 1% deoxikolat; RIPA puffer)
szonikatorral homogenizaltuk (Bandelin Electronic). 10 perces 15 000 g erdvel 4°C-on torténd
centrifugalast kovetden a feliiliszot leszivtuk, majd anion-cseréld oszlopra (Knauer, Biofox Q)
injektaltuk 15 mM NaCl-ot tartalmazo6 25 mM-0s 8,2-es pH-ju HEPES pufferben (6. A abra). Az
ACE-t 168 mM-r6l 540 mM-ra linearisan emelkedd koncentracioji NaCl-oldattal elualtuk az
oszloprol. Az eluatumokat 300 pl-es frakciokban gyjtottik, az ACE-csucsot pedig ACE-
aktivitdsméréssel hataroztuk meg. A legaldbb 50 U/l aktivitdssal rendelkezd frakcidkat
Osszegylijtottiik (vonalkazott rész a 6. A abran). A rekombinans ACE farmakoldgiai tulajdonsagait
Osszehasonlitottuk a szérum ACE-jéval. Nem talaltunk kiilonbséget a szérum- és a rekombinans

ACE-aktivitas (FAPGG szubsztratot hasznalva) captoprillel torténd gatolhatosagaban (6. B abra).

Az ACE molekularis interakcioinak vizsgalata
ACE keresztkotése a szérumban

Az ACE molekuléris interakcioit keresztkotd agensekkel stabilizaltuk. Elséként a szérumban
1étrejovo kolcsonhatasokat tanulmanyoztuk. 25 mM-0s HEPES pufferben (pH=7,2) 4-szeresére
higitott szérum mintakhoz névekvé mennyiségben succinimidil-[(N-maleimidopropionamido)-
dodekaetileneglikol]-észtert  (SM(PEG)12, Thermo  Scientific) ¢és  succinimidil-[(N-
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maleimidopropionamido)-hexaetilenglicol]-észtert (SM(PEG)s, Thermo Scientific) adtunk (16.
abra, +: 1,25 mM, ++: 2,5 mM, +++: 5 mM).
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6. abra — A rekombinans ACE tisztitasa

A ,,Bac-to-Bac TOPO” expresszios rendszerrel eldallitott ACE-t anioncseréld oszloppal tisztitottuk. Az

sres

A). Az eluatum abszorbancigjat folyamatosan mértilk 230 nm-en (z6ld vonal, A), valamint
meghataroztuk a 300 pl-enként gyijtott frakciok ACE-aktivitasat is (piros vonal, A). A kisérletekhez a
legalabb 50 U/l-es ACE-aktivitassal rendelkez6 frakciokat gytijtottilk 6ssze (pirosan vonalkazott rész).
A rekombinans ACE captoprillel valé gatolhatosagat is vizsgaltuk szérum ACE-jéval sszehasonlitva
(B). A szimbdlumok a harom fiiggetlen mérés atlagat és kdzepes hibajat (SEM) mutatjak.

A keveréket szobahdmérsékleten inkubdltuk 60 percig, majd az el nem reagalt funkcios
csoportokat 50 mM TRIS-sel blokkoltuk 30 percig szobahOmérsékleten. Ezt kovetden
immunprecipitaltuk az ACE-t a hozza kotott fehérjékkel. Biotinilalt human ACE elleni antitestet
(R&D Systems, 22,6 ng/ml) vagy kecske 1gG-t (22,6 ng/ml, kontroll) valamint immobilizalt
streptavidint tartalmazd gyantét (Pierce) adtunk az elegyhez, hogy a keresztkotott termékeket a

gyanta felszin¢hez kossiik. Az elegyet egy ¢éjen at inkubaltuk alland6 kevergetés mellett, majd
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masnap Otszor atmostuk a gyantat 7,2-es pH-jia 25 mM HEPES pufferrel. Ezt kovetéen 10 percig
foztiik a gyantat kétszeres SDS mintapufferben (Sigma-Aldrich). A mintakat 5-15%-o0s gradiens
gélre vittiik fel (Mini-Protean TGX precast Gel, Bio-Rad Laboratories), majd a gélelektroforézist
és a blottolast kovetéen a membranon 1évé ACE-t 1 000-szeresen higitott, kecskében termeltetett
human ACE-ellenes antitesttel jeloltiik (R&D Systems). A masodlagos antitest 40 000-szeresére
higitott kecske-1gG-ellenes, peroxidazzal jelolt antitest volt. A blotot z6ld szinre érzékeny rontgen
filmre (Primax Berlin) hivtuk el6 Western Lightning Plus-ECL reagenssel (Perkin Elmer Life

Sciences).
A szérum ACE és a tisztitott HSA kdlcsonhatdsanak vizsgélata

A szérum ACE és a tisztitott HSA molekularis interakcioit is vizsgaltuk. Elséként egy 100 kDa-
os sziird segitségével eltavolitottuk a szérumbol a 100 kDa-nél kisebb fehérjéket, majd 5 mM
SM(PEG)e-t adtunk a sziirt szérumhoz. A reakcidelegyek a fent emlitett komponenseken tal 24
mg/ml és 48 mg/ml HSA-t (16. abran + és ++-szal jelolve) is tartalmazott, a kontrollhoz nem
adtunk HSA-t. A fent leirtak szerint elkészitett blotot elséként ACE-ellenes antitesttel hivtuk eld,
majd a membran ,,strippingelését” (20 perces inkubacio 65°C-on 1% SDS-t, 20 mM DL-
ditiotreitolt (Sigma-Aldrich) és 62,5 mM TRIS-t tartalmaz6 oldatban, pH=7,5) kdvetéen 5 000-

szeresen higitott biotinilalt HSA ellenes antitesttel is el6hivtuk.
A rekombinans ACE és a tisztitott HSA keresztkotése

A rekombinans ACE ¢és a tisztitott HSA interakciojat ELISA lemezen is megvizsgaltuk. Elsoként
PBS-ben higitott 1%-0s HSA-t adtunk a lyukakhoz (300 pl/lyuk), amit egész éjszaka szobahén
inkubaltunk. Masnap 6tszor atmostuk a lyukakat, majd 625-625 uM SM(PEG)e-t és SM(PEG)12-t
adtunk a lyukakhoz 30 percre. Alapos mosas utan 100 pl 260 ng/ml rekombinans ACE-t adtunk a
lyukakhoz 1 6rara, majd mosas utan a HSA-hoz kotott ACE-t vizualizaltuk (17. abra).

ACE-altali bradikinin hasitas kozvetlen mérése

A rekombinans ACE-t tartalmazo oldatot - mely 1 mM bradikinint (Sigma-Aldrich), 300 mM
NaCl-ot tartalmazott 7,4-es pH-ja HEPES pufferben - 37°C-on inkubaltuk énmagaban vagy 40
mg/ml HSA jelenlétében. 5 mM EDTA-t adtuk az elegyekhez, hogy leallitsuk az ACE altal
katalizalt bradikinin hasitast. A keletkezett bradikinin peptidek mennyisé¢gét HPLC segitségével
mértiik meg, miutan atszlrtiik a mintakat egy 10 kDa poérusméretii szlirOn. Az analizis reverz fazist

C18 oszlopon (Hypersil Gold, Thermo Scientific) tértént, az A eluens 0,01% trifluoroacetat (TFA,
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Sigma-Aldrich) oldat, mig a B eluens 0,01% TFA-t tartalmaz6 acetonitril (ACN, Sigma-Aldrich)
oldat volt. Az bradikinin peptideket 18% ACN-rél 44,2% ACN-re novekvo gradiens eliicios
profillal elualtuk és diddasoros detektorral detektaltuk 230 nm-en. A peptidcsucsok gorbe alatti
teriilete alapjan kalibracios gorbe segitségével kiszamoltuk a peptidek mennyiségét, melyet az id6
fliggvényében abrazoltunk ¢és egyenessel illesztettiink. A bradikinin atalakulds sebességét a
hattérre korrigdltuk (rekombinans ACE ¢és 1 uM captopril) és Osszevetettik a HSA-t nem

tartalmazo kontroll mintakkal.

Etikai engedély

Minden egyes kisérlet a Regionalis- és Intézményi Kutatasetikai Bizottsag (DEOEC REC/IEC:
2894-2008) és az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs engedélyével késziilt. A vizsgalatokba

bevont betegek irasos, tajékozott beleegyezésiiket adtak adataik és mintéik felhasznalasahoz.

Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 5.0 szoftverrel végeztikk az alabbi probak
felhasznalasaval: paratlan t-teszt (9; 10. A,B,C; 11. A|B; 13. A,B, 14. C; 15; 20. B; 22. A; 24. B;
25. B abra), paros t-teszt (18. A abra) és egytényezOs varianciaanalizis (3. abra). Jelentds

kiilonbségnek a p<0,05 értéket tekintettiik.
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EREDMENYEK

Az endogén ACE-gatlé jelenlétének kimutatasa

A szérum ACE aktivitdsanak mértéke jelentOsen fiigg a mérés soran alkalmazott higitas
mértékétdl. Ezt szemlélteti a 7. A abra, ahol a szérumminta higitassal korrigalt ACE-aktivitasa
18,5 U/I-r6l (3-szoros higitasban mérve) 51,4 U/l-re ndvekedett (32-szeres higitasban mérve). Ez
az 0sszefliggés azonban nem figyelheté meg amikor a tisztitott szoveti ACE aktivitasat hatarozzuk
meg kiilonbozd higitasokban. Ez azt sugallja, hogy a szérum ACE aktivitasat egyéb tényezok is
befolyasoljak. Feltételezésiink szerint a megfigyelt jelenségért egy reverzibilis endogén gatloszer
a felelés, mely a mintahigitas soran levalik az ACE molekularol, igy annak noveli a specifikus

aktivitasat (7. B abra).
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7. abra — Az endogén inhibitor jelenléte csokkenti a szérum ACE aktivitasat

A higitas ACE-aktivitasra kifejtett hatasat vizsgaltuk vesébdl tisztitott ACE, és human szérummintak
esetében (A). Az abrazolt pontokra egyenest illesztettiink a tisztitott ACE esetén, mig nem linearis
Osszefliggéssel illesztettiik a pontokat a szérum esetében. A szimbolumok a legalabb 3 fliggetlen mérés
atlagat és kozepes hibajat (SEM) mutatjak. A higitas hatasara bekovetkezo specifikus aktivits
novekedés mértékét (2,78-szeres) is feltiintettiik az abran. Hipotézisiink szerint (B) egy endogén
gatloszer csokkenti az ACE aktivitasat alacsony higitasokon. Ez a gatloszer nagyobb higitast alkalmazva
levalik az ACE-16l, igy specifikus aktivitasnovekedést lattunk magasabb higitasi faktorok mellett.
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Az ACE-aktivitas mérés validalasa

Az ACE hasitasi sebességét hasonlitottuk 6ssze mesterséges- (FAPGG, spektrofotometrias
mérés, 8. A abra) és természetes szubsztrat (angiotenzin I, HPLC, 8. B-C abra) esetén in vitro,
fiiggetlen kisérletekben. A FAPGG szubsztrat felhasznalasaval meghatarozott ACE-aktivitas
egyenesen aranyos az angiotenzin | - Il konverzio sebességével (8. D abra), a FAPGG hasitas

azonban nagyjabol 30-szor gyorsabb €s a mérés kivitelezése is konnyebb volt.
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8. abra - A FAPGG-hasitas sebessége egyenesen aranyos az angiotenzin | atalakitas
sebességével

Egy reprezentativ ACE-aktivitasmérés lathato az A panelen. A FAPGG hasitasa a 340 nm-en mért
optikai denzitas (OD) csokkenését eredményezi. Ezt a csokkenést a reakcididoé fliggvényében abrazoltuk
(maximum 100 perc) és a pontokat egyenessel illesztettiik. A egyenesek meredekségét hasznaltuk fel az
aktivitas kiszamitasahoz, melyet minden minta esetében legalabb haromszor meghataroztunk. Az ACE-
aktivitast az ACE ¢lettani szubsztratjaval, az angiotenzin I-gyel is meghataroztuk HPLC segitségével
(reprezentativ kisérlet; B, C). A gorbe alatti teriiletek nagysagabol (B) kalibracios gorbék segitségével
kiszamoltuk a peptidek mennyiségét, melyet a reakcididé fiiggvényében abrazoltunk (C). A pontokra
illesztett egyenes meredekségét felhasznalasaval kiszamitottuk a minta ACE-aktivitasat. Egy mintanal
tobb parhuzamos mérést is végeztiink hogy dsszehasonlitsuk az ACE FAPGG- és angiotenzin I hasitd
aktivitasat (D). A FAPGG-konvertalo aktivitast az angiotenzin I-konvertalo aktivitas fliggvényében
abrazoltuk és a pontokra egyenest illesztettiink. A pontok 3 fliggetlen mérés atlagat és kdzepes hibajat
mutatjak, valamint feltiintettiik az illeszkedés mértékét is (r?).
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Az ACE-medidlt FAPGG-hasitds specifikussagat vizsgaltuk kiilonboz0 proteaz-
inhibitorok segitségével (9. abra). A z-prolyl-prolinal, apstatin, amastatin, bestatin, E-64,
leupeptin, fenilmetanszulfonil-fluorid (PMSF) és a DX-600 proteaz-inhibitoroknak nem volt
hatdsa a 8-szorosan higitott szérum ACE aktivitasara. Ezzel szemben az ACE-gatld captopril 1
uM-os koncentracioban jelentdsen gatolta a szérum ACE-aktivitasat (az enzimaktivitas 37,6+0,4

U/1 (kontroll) értékrdl 0,9+0,4 U/l-re csokkent, 9. dbra).
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9. abra — Kiilonb6z6 proteaz-inhibitorok hatasa a FAPGG ACE-medialt hasitasara

8-szorosan higitott human szérumot inkubaltunk z-prolyl-prolinallal (prolyl-endopeptidaz-inhibitor, 1
uM), apstatinnal (aminopeptidaz-P-inhibitor, 10 uM), amastatinnal (aminopeptidaz-inhibitor, 10 uM),
bestatinnal (leucin-aminopeptidaz és aminopeptidaz-B-inhibitor, 1 uM), E-64-gyel (cisztein-proteaz-
inhibitor, 1 uM), leupeptinnel (szerin- és cisztein-proteaz-inhibitor, 10 uM), PMSF-fel (szerin- és
cisztein-proteaz-inhibitor, 100 uM), DX-600-zal (ACE-2 inhibitor, 1 pM) és captoprillel (ACE-gatlo, 1
uM) 15 percig. Megmértiik az elegyek ACE-aktivitasat FAPGG szubsztrattal, majd a kapott értékeket
oszlopdiagramon abrazoltuk abszolut egységekben (U/l). Az oszlopok 3 fliggetlen mérés atlagat és
kozepes hibajat mutatjak; a kontroll - gatldszert nem tartalmazo elegy — aktivitasahoz képest jelentds
mértékii kiilonbséget csillaggal (*) jeloltiik.

Kiilonbozd reakciokoriilmények kozott vizsgaltuk a higitds hatasara bekovetkezd ACE-
aktivitas valtozast (10. abra). Az aktivitasnovekedés megfigyelhetd fiziologias pH-n
(aktivitasnovekedés pH 7,4-en 1,89-szeres, pH 8,2-en 1,90-szeres, 10. A) és fiziologias Cl™-ion
koncentracié mellett (a CI" ionok alapveté fontossagtiak az ACE enzimaktivitasahoz; aktivitas
novekedés 105 mM NaCl mellett: 1,46-szeres, 300 mM mellett 1,39-szeres, 10. B). Az ACE-
aktivitasnovekedés nem fligg a reakcioban hasznalt puffer koncentraciojatol (aktivitdsndvekedés

25 mM HEPES hasznalatakor: 1,90-szeres, 150 mM hasznalatakor: 1,81-szeres, 10. C).
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10. abra — A pH-valtozas, az ionerdsség és a pufferkoncentriacio nem befolyasolja a higitas
hatasara bekovetkez6 ACE-aktivitasnovekedést

A higitas hatasara (4- és 20-szoros higitas) bekovetkez6 ACE-aktivitasndvekedést vizsgaltuk kiillonbozo
reakciokoriilmények kozott. Az ACE-aktivitasnovekedés fiziologias pH-n (A), fiziologias Cl-ion
koncentracio mellett (B) és magasabb pufferkoncentracio hasznalatakor (C) is megfigyelhet6 volt. A kék
oszlopok a dolgozatban bemutatott egyéb kisérletek soran is hasznalt optimalis reakciokdriilményeket
mutatjak. Az oszlopok legalabb 3 fliggetlen mérés atlagat és kozepes hibajat mutatjak. A jelentds
kiilonbségeket p érték mutatja. A specifikus aktivitaisndvekedés mértéke minden oszlopparnal
feltiintetésre kertilt.
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Az endogén ACE-gatlas jellemzése

Megkiséreltiik igazolni az endogén inhibitor jelenlétét. Ennek érdekében kiillonbozd
porusméretli ultraszir6kon sziirtiik keresztiill a szérummintakat. Az 50 kDa-nal kisebb
molekulatomegii fehérjék és ionok eltdvolitdsa nem volt hatassal az ACE-aktivitasra, tehat az
inhibitor latszolagos mérete nagyobb, mint 50 kDa (>50 kDa, 11. abra). Ezzel szemben a 100 kDa
alatti fehérjék eltavolitasa utan (>100 kDa) jelentésen novekedett az ACE-aktivitds ¢&s
nagymértékben csokkent a higitas hatasara bekovetkez6 aktivitasnovekedés a kontrollhoz képest.
A legkisebb (4-szeres) higitasban mért ACE-aktivitas 2,2-szer nagyobb volt a kontrollhoz képest
azokban a szérummintakban, melyekbdl eltavolitottuk a 100 kDa-nal kisebb molekulakat
(56,442,4 U/l vs. 26,4+0,7 U/, n=4, p<0,001, 11. B abra). S6t, a 100 kDa-nal nagyobb

molekulaméretli fehérjéket tartalmaz6 frakcido 4-szeres higitasban mért ACE-aktivitasa
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11. abra — Az endogén ACE-inhibitor mérete 50 és 100 kDa kozott van

Az endogén inhibitor méretének meghatarozasdhoz a szérummintakat ultrasziirékon szirtiik keresztiil
(50 kDa porusméret: piros, 100 kDa porusméret: kék, A). A kiindulasi mintakat 250-szeresére higitottuk
25 mM HEPES pufferben és mindaddig folytattuk az elegyek sziirését, amig a kiindulasi szérum
térfogatot el nem értiikk. A kiindulasi mintakat és a kapott frakciokat azonos mértékben higitottuk és
megmértiik az ACE-aktivitasukat (FAPGG szubsztrattal). Az abrazolt pontok a négy fiiggetlen mérés
atlagat és szorasat mutatjak, a kontrollértéktol vald jelentds eltérést csillaggal (*) jeloltik. A szérum és
a frakciok ACE-aktivitasat oszlopdiagramon is szemléltetjiik (B) 4-szeres higitasban mérve sziirés el6tt
(kontroll, z61d), 50 kDa-os (piros) és 100 KDa-os (kék) sziirés utan. A nem szlirt szérumminta 32-szeres
higitasban mért aktivitasat is feltiintettiik (zold). Az oszlopokon a legalabb négy fiiggetlen ACE-
aktivitasmérés atlagat és kdzepes hibajat abrazoltuk, a jelentds kiilonbségeket a p értékek mutatjak, NS:
nem jelentds kiilonbség.
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hasonlonak adodott a kontrollminta 32-szeres higitasban mért specifikus aktivitisdhoz, mely
higitas mellett az endogén inhibitor mar levalik az ACE-rdl (az értékek rendre: 56,4+2,4 ¢és
67,5+1,8 U/l, n=4).

Az endogén gatlas tipusat Lineweaver-Burk szerinti abrazolasban készitett grafikon
segitségével hataroztuk meg. Ehhez ACE aktivitast mértiink allando inhibitor koncentraciok és
kiilonb6z6 FAPGG szubsztrat-koncentraciok mellett (12. dbra). Az endogén gatloszert a kiindulési
szérumhoz viszonyitva 4,5-szeres higitasi 50-100 kDa-os szérumfrakcio tartalmazta, kontrollként
esetében kompetitiv gatlast mértiink (a captopril és a kontrollminta k6z6s metszéspontja azonos
az Y-tengelyen), mig az endogén gatloszer esetében nem-kompetitiv gatlast (a szérumfrakcio és a

kontrollminta metszéspontja azonos az X-tengelyen) tapasztaltunk.
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12. dbra — Nem kompetitiv endogén ACE-gatlas

Lineweaver-Burk (ketts reciprok) grafikonon ébrazoltuk a FAPGG-hasitas sebességét kiilonb6zo
FAPGG koncentraciok (750, 500, 250, 167, 125 mM) mellett. A kisérleteket captopril (50 nM), vagy
50-100 kDa human szérumfrakcio (4,5-szeres higitas) jelenlétében, illetve ezek hianyaban (kontroll)
vegeztik. A pontok harom filiggetlen mérés atlagértekét és kdzepes hibajat mutatjak. A pontokra
egyeneseket illesztettiink.

A captopril nagyobb mértékben volt képes gatolni a rekombinans ACE-medialt
angiotenzin 1 — II konverzidt, mint a 4-szeresen higitott endogén inhibitort tartalmazé
szérumfrakcio (50-100 kDa frakcio) HPLC technikaval mérve (13. abra). Az 50 kDa-nal kisebb
méretii fehérjéket tartalmazod szérumfrakcionak viszont nem volt kimutathatd ACE-gatlo hatasa

(<50 kDa, 13. A abra). Ugyanezt az osszefliggést figyelhettiik meg a FAPGG hasitasan alapulo
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kisérletekben is (13. B abra), s6t a captopril gatld hatasat a <50 kDa és az 50-100 kDa méretii
fehérjéket tartalmazo frakciok nem befolyasoltak. A captopril és az endogén inhibitort tartalmazo
frakcié (50-100 kDa) egyiitt nagyobb mértékben gatolta az ACE-aktivitast, mint az 50-100 kDa

frakcio onmagaban.
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13. abra — A szérumfrakciok és a captopril ACE-gatlé hatékonysaga

A rekombinans ACE aktivitasat 4-szeresen higitott szérumfrakciok (<50 kDa, 50 és 100 kD kozotti
méretli fehérjék) és captopril (1 uM) jelenlétében, valamint ezek hianyaban (kontroll) mértiikk. A
kisérleteket els6ként az ACE fiziologias szubsztratjaval, az angiotenzin I-gyel végeztik el (A). Az
oszlopok két fliggetlen mérés atlagat és szorasat mutatjak a kontroll értékének %-aban. A kisérleteket az
ACE mesterséges szubsztratjaval, a FAPGG-vel is elvégeztik (B). Ezekben a kisérletekben a
szérumfrakciokat captoprillel is kombinaltuk (+ captopril). Az oszlopok harom fliggetlen mérés
atlagértékét és szorasat mutatjak a kontroll értékének %-aban. A jelentds kiillonbségeket a p értékek
mutatjak, NS: nem jelent6s kiilonbség.

A szérumban talalhaté angiotenzin-konvertald enzimnek két aktiv centruma van. Ezen
aktiv centrumokra specifikus fluoreszcens szubsztratok segitségével kimutattuk, hogy a captopril
ugyanolyan hatékonyan gatolja mindkét katalitikus centrumot (14. A éabra). Ezzel szemben az
endogén ACE-gatloszer hatékonyabban gatolta a C-terminalis aktiv centrumot, mint az N-
terminalis katalitikus centrumot (14. B abra). Erdekes modon az endogén inhibitor esetében a nem
aktiv-centrum-specifikus fluoreszcens szubsztrattal mért (Abz-FRK(Dnp)P) aktivitds értéke
hasonlonak adodott az N-terminalison 1év0 aktiv centrumra specifikus szubsztrattal mért értékhez.
A nem aktiv-centrum-specifikus fluoreszcens szubsztrattal végzett mérés azt mutatta, hogy a
rekombinans ACE-aktivitas is gatolhatdé mind az endogén inhibitort tartalmazoé szérumfrakcidval
(50-100 kDa frakcid), mind pedig captoprillel (14. C abra). Ez 6sszhangban van a FAPGG ¢és az
angiotenzin | ACE-medialt hasitasakor megfigyelt gatlohatassal (13. abra), mely azt igazolja, hogy

a gatlohatas nem szubsztrat-, hanem enzimspecifikus tulajdonsag. Az 50 kDa-nal kisebb fehérjéket

30



tartalmazé szérumfrakcionak nem volt gatlo hatasa a nem aktiv-centrum-specifikus fluoreszcens
szubsztrattal mért rekombinans ACE-aktivitasra (14. C abra), mint ahogyan az angiotenzin I és
FAPGG hasitasara sem (13. abra).
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14. abra — Az endogén inhibitor hatékonyabban gatolja az ACE C-terminalisan 1évo aktiv
centrumot

A captopril (A) és az 50-100 kDa szérumfrakcio (B) aktiv-centrum-specifikus ACE-gatld hatasat
vizsgaltuk fluoreszcens szubsztratok segitségével. A captopril (0,01 nM — 100 nM) koncentracié
fiiggben, hasonld affinitassal gatolta mind az N-, mind a C-terminalison 1évé aktiv centrumot kiilén-
kiilon, valamint a két centrumot egyiitt (A). Ezzel szemben az 50-100 kDa fehérjéket tartalmazod
szérumfrakcio (0,02 — 20 mg/ml fehérjekoncentracio, 20 mg/ml a szérum 2,34-szeres higitasanak felel
meg, B) nagyobb affinitassal gatolta a C-terminalison 1évé aktiv centrumot. A pontok harom fiiggetlen
mérés atlagat és kozepes hibajat mutatjak a kontroll (ACE-gatlé mentes) aktivitas %-ban. 2-szeresen
higitott <50 kDa-0s és 50-100 kDa-os szérumfrakciok, valamint 1uM captopril rekombinans ACE-gatlo
hatasat vizsgaltuk aktiv centrumra nem specifikus fluoreszcens szubsztrat segitségével (C). Az oszlopok

a harom fliggetlen mérés atlagat és kdzepes hibajat mutatjak a kontroll (ACE-gatlo-mentes) aktivitas %-
aban.

Ezek a megfigyelések azt mutatjak, hogy az endogén inhibitor fehérje természetii és 50-
100 kDa kozotti molekulatomeggel rendelkezik. Megvizsgéltuk, hogy ez a gatléhatas csak az

emberekre jellemzd vagy egy evoluciésan megdrzott tulajdonsag. Egér, borju, kecske és szamar
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szérummintakat hasonlitottunk 6ssze emberi szérummintdval. Habar a szérumok ACE aktivitasa
jelentdsen kiilonbozott az egyes fajoknal (26,4 + 0,7 — 157,2 £ 12,5 U/l-es tartomanyon beliil) 4-
szeres higitdsban mérve, a higitas hatdsara bekovetkezd aktivitdsndvekedés minden fajnal
megfigyelheté volt (egér: 2,8-szeres; borju: 1,8-szeres; kecske: 1,5-szeres; szamar: 1,7-Szeres;

ember: 2,6-szeres aktivitasnovekedés a minta 4-szeresrdl 32-szeresre tortént higitasakor, 15. abra).
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15. abra — Az endogén szérum ACE-gatlas evoluciosan megorzott tulajdonsag

A higitds hatdséra bekovetkez6 ACE aktivitasnovekedést vizsgaltuk kiilonboz6 allatfajoknal. A
specifikus aktivitast a szérumhigitas mértékében abrazoltuk. A pontok legalabb harom fiiggetlen mérés
atlagértékét és kozepes hibdjat mutatjadk. A 4-szeres higitdsban mért ACE-aktivitashoz viszonyitva
jelentds kiilonbségeket csillaggal (*) jeloltiik.

32



Az endogén ACE-gatlo azonositasa és hatasai a szérum ACE-ra

Az ACE ¢és a feltételezett endogén inhibitor kozotti kapcsolatot keresztkotd agensek
segitségével amino- és karboxil-csoportok kozott stabilizaltuk (a keresztkotd agens altal atért
tavolsag: 5,3 nm). Ezt kdvetéen az ACE-t tartalmazo fehérje-komplexet immunprecipitaltuk, majd
Western-blottal ACE-ellenes antitesttel 1athatova tettiik (16. abra). Az ACE-t tartalmazo 180 kDa-
os sav felett egy plusz sav jelent meg 250 kDa koriili magassagban (A), ez alapjan az ACE-val
komplexben 1év6 fehérje mérete 70 kDa koriil lehet. Ebben a molekulatartomanyban a legnagyobb
mennyiségben jelenlévé szérum fehérje a human szérumalbumin (HSA, 66 kDa). A HSA és az
ACE kozotti feltételezett kolcsonhatast ultraszliréses technikaval tisztitott ACE és HSA
felhasznalasaval kozvetleniil is megvizsgaltuk (16. B és C abra). A 250 kDa koriili savot ilyen
koriilmények kozott is sikeriilt kimutatni, mely pozitivan festddott mind ACE- (B), mind HSA-

(C) ellenes antitesttel Western-blot analizis soran.
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16. abra — A human szérumalbumin Keresztkotheto a szérum ACE-val

A szérum fehérjéi kozott kialakuld kolcsonhatasokat keresztkotd agensek segitségével stabilizaltuk,
majd a fehérjéket immunprecipitaltuk (anti-ACE antitesttel) és Western-blot analizis segitségével
ugyanezen ACE-ellenes antitest hozzaadasaval tettiik lathatova (A). A kisérletet tisztitott ACE-val (>100
kDa szérumfrakcio, Tiszt. ACE) és HSA elegyével is megismételtiik, a keresztkotott fehérjéket ACE
ellenes (B) majd HSA eIIenes © antitesttel tettﬁk 1éthat()vé A kﬁli')nbézé kisérletekben az egyes
kDa molekulaméretnek megfeleld tartomany a blot bal oldalan, a HSA pohmerek pozicidja a blot jobb
oldalan van feltiintetve.
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A HSA és ACE kozotti kapcsolatot ELISA technikaval is igazoltuk. HSA-t, zselatint vagy

ACE-specifikus antitestet immobilizaltunk ELISA-lemez aljara, majd keresztkotd agensekkel
(SM(PEG)s és SM(PEG)12) kezeltiik. A megfeleld lyukakba rekombinans ACE-t pipettaztunk,

végezetiil a keresztkotott komplexet ACE ellenes antitesttel mutattuk ki. (17. abra). A kontroll

kisérletekben blokkoltuk, vagy kihagytuk a keresztkoté agenst. Jelentés mennyiségii HSA-hoz

keresztkotott ACE-t mutattunk ki sikeres keresztkotést kovetden (1. oszlop), mig a blokkol6 agens

alkalmazasakor, vagy a keresztkotd agens hidnyaban az ACE kotédése a HSA felszinéhez nem

volt kimutathato (2. és 3. oszlop). Az ACE-t nem lehetett keresztkotni zselatinhoz (4. és 5. oszlop).

Végezetiil immobilizalt anti-ACE antitest segitségével megbecsiiltiik a felszin maximalis ACE-

koto képességét (6. oszlop).
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17. abra — A HSA keresztkothetoé a rekombinans ACE-val ELISA-lemez felszinén

A HSA és ACE kozott kialakuld kapcsolatot tovabb vizsgaltuk ELISA technika segitségével. 96-lyukt
ELISA-lemezre HSA-t, zselatint, vagy ACE-ellenes antitestet immobilizaltunk, majd esetenként az
immobilizalt fehérjéket keresztkotd reagenssel kezeltik. Az igy kialakult komplexhez rekombinans
ACE-t adtunk végezetiil kimutattuk a felszinhez kotott ACE jelenlétét. Az oszlopok négy, triplikatumban
végzett fiiggetlen kisérlet atlagat és kdzepes hibajat mutatjak.
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A HSA lehetséges ACE-gatl6 hatdsat rekombinans és szérumbdl részlegesen tisztitott
ACE-n is vizsgaltuk. A szérum ACE elvalasztdsa a humdn szérumalbumintél (100 kDa-0s
poérusméretli ultrasziird segitségével) az ACE-aktivitasnovekedéséhez vezetett (18. A dbra az
aktivitasértékeket mutatja a legkisebb higitdsban). A human szérumalbumin mind a rekombinéns
(B), mind a részlegesen tisztitott szérum ACE-aktivitasat (C) képes dozis-fiiggd modon gatolni; a

fél-maximalis gatldszer koncentraciok rendre 9,51 + 1,1 és 5,7 + 0,7 mg/ml voltak.
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18. abra — A HSA gatolja a szérum- és a rekombinans ACE aktivitasat

A szérum ACE 100 kDa-os porusméretii ultrasziirGvel torténd tisztitasa az ACE aktivitas 25,8+0,3 U/1-
rél 58,6+1,3 U/l-re torténd novekedéséhez vezetett (A). A HSA ACE-aktivitasra kifejtett hatasat
vizsgaltuk rekombinans ACE (B) és részlegesen tisztitott szérum ACE esetében (>100 kDa
szérumfrakcio, C). Az aktivitds mérést FAPGG szubsztrattal végeztiik. A szimbolumok 3 fliggetlen
mérés eredményének atlagat és kozepes hibajat mutatjak. A pontok nem-linearis fiiggvénnyel vannak
illesztve; a szamitott ICsp értékek €s a fizioldgias HSA koncentracié tartomany (35-52 mg/ml, zold sav)
is feltiintetésre kertilt.

Az ACE-gatlok leggyakoribb klinikai mellékhatasa a kohogés, melyet a legelfogadottabb

elmélet szerint a megemelkedett bradikinin szint okoz. 40 mg/ml HSA hatasat (a FAPGG

hasitasakor ez a telit6 koncentracid, 18. abra) vizsgaltuk a rekombinans ACE-medialt bradikinin
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bontasara. A HSA csupan részlegesen gatolta a bradikinin lebontasat (a gatolt aktivitas 70,4 +
11,4%-a a kontrollnak).

Az ACE két aktiv centrumanak kissé eltéro a szubsztrat specificitasa. Katalitikus doménre
specifikus fluoreszcens szubsztratok segitségével megvizsgaltuk a HSA gatlohatasat az aktiv

centrumokon. A HSA nagyobb hatékonysaggal képes gatolni az ACE C-doménjén talalhato aktiv
centrumot, mint az N-doménen 1évét (19. abra).
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19. abra — A HSA nagyobb affinitassal gatolja a tisztitott ACE C-doménjén lévé aktiv
centrumot

A szérum ACE HSA-val valo gatolhatosagat vizsgaltuk aktiv-centrum-specifikus fluoreszcens
szubsztratok segitségével (piros oszlopok: C-terminalis-specifikus szubsztrat, kék oszlopok: N-
terminalis-specifikus szubsztrat, fekete oszlopok: nem domén-specifikus szubsztrat). Az oszlopok 3

fiiggetlen mérés eredményének atlagat és kdzepes hibajat mutatjak, az értékek a kontroll, HSA-mentes
aktivitas %-ban vannak kifejezve.
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A HSA angiotenzin-medialt vaszkularis valaszokra gyakorolt hatasa

A HSA ACE-gatl6 hatasat vaszkularis preparatumokon, membran-kotott ACE esetében is
vizsgaltuk (human vena saphena, reprezentativ kisérlet: 20. A abra, statisztika: 20. B 4bra).
Angiotenzin I-et vagy angiotenzin Il-t adtunk az erekhez 20 mg/ml HSA jelenlétében vagy
hianyaban (kontroll). A 20 mg/ml HSA és a 10 uM captopril egylittes hatasat is megvizsgaltuk az
angiotenzin I medialt érosszehuizodasra. Nem talaltunk jelentds kiilonbséget az angiotenzin I vagy
IT altal kivaltott maximalis kontrakcios erd tekintetében a HSA mentes korilmények kozott
(rendre: 13,5 £ 2,6 mN, n=7 és 19,2 + 3,5 mN, n=7, 20. B abra). Az angiotenzin I altal kivaltott
maximalis kontrakciéo mértéke 6,1 + 1,3 mN-ra (n=6, p=0,037) csokkent, mig az angiotenzin II-
medialt 6sszehtizodas erejét nem befolyasolta a HSA jelenléte (18,7 + 2,2 mN, n=7, 20. B abra).
A captopril hozzdadasa a 20 mg/ml HSA-hoz nem befolyésolta jelentdsen az angiotenzin I valasz

nagysagat a 20 mg/ml HSA hatasahoz képest (5,5 = 1,1 mN, n=8, 20. B abra).
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20. abra - A HSA gatolja az erekben a membran-kotott ACE-t

A human vena saphena gytiriket izometrikus kontraktilis erémér6 rendszerre helyeztiink fel, majd 1 pM
angiotenzin peptiddel kezeltiik 6ket (A abran angiotenzin I-gyel). Az érgyliri kezdetben kontrahalt (a
kontraktilis er6 névekedett), majd kis id6 mulva relaxalt az angiotenzin peptid folyamatos jelenléte
mellett. A kisérlet végén 1 uM angiotenzin II-t adtunk az érhez a deszenzitizacio igazolasa végett, majd
leellendriztiik az ér viabilitdsat 100 uM norepinefin hozzdadasaval. Az A abran egy reprezentativ kisérlet
lathat6, melyen az erét 0,5 mp-ként rogzitettik. A HSA hatasat kiilon érgyliriikdn vizsgaltuk. A
maximalis kontraktilis er6k atlagat és kozepes hibajat abrazoltuk az oszlopdiagrammon (B), melyet
angiotenzin peptidek 20 mg/ml HSA jelenlétében (piros) vagy hianyaban (kék), vagy angiotenzin I + 20
mg/ml HSA + 10uM captopril (sarga), vagy a norepinefrin (zold) jelenlétében generaltak. A jelentds
kiilonbségeket a p értékek mutatjak.
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Az angiotenzin peptidek altal kivaltott vaszkularis valaszok atmenetiek voltak, 10-15 perccel a
peptidek hozzaadasa utan eltiintek, annak ellenére, hogy a peptidek folyamatosan jelen voltak (20.
A ébra). Ez alatt az id6szak alatt 1 pM angiotenzin Il méar nem képes t1jabb 6sszehtuzodast kivaltani
(komplett deszenzitizacid), mig a norepinefrin igen. A norepinefrinnel kivaltott maximalis

érosszehtizodas nagysaga 22,1 + 3,0 mN-nak adddott.

Az atmeneti, angiotenzin peptidek altal kivaltott valaszokat részleteikben is vizsgaltuk (21.
A ébra). Minden individuélis mérési eredményt egymashoz igazitottunk a maximalis kontrakcio
pillanataban, majd a mért er6értékeket atlagoltuk mind az angiotenzin I- (21. B abra), mind az
angiotenzin Il-medialt (21. C abra) valaszok esetében 20 mg/ml HSA jelenlétében (piros) vagy
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21. abra — A HSA lassitja és gatolja az angiotenzin I altal kivaltott érosszehtizodast vena
saphena mintakon

Az angiotenzin peptidek altal kivaltott atmeneti kontrakcié néhany paraméterét részletesen vizsgaltuk: a
maximalis erét, a kontrakcid kinetikajat, a fél-maximalis kontrakcié idétartamat, a deszenzitizacio
kinetikajat és a deszenzitizacié mértékét (A). Az angiotenzin I- (B) és angiotenzin II-medialt (C)
valaszokat 20 betegt6l szarmazo 35 érszegmensen vizsgaltuk 20 mg/ml HSA jelenlétében (piros) vagy
hianyéaban (kék). A rogzitett adatokat a maximalis valaszok pillanataban egymashoz igazitottuk, majd az
egyes idOpontokban mért er6k nagysagat atlagoltuk és a kozepes hibaval egyiitt abrazoltuk (vastag
vonalak: atlagok, vékony vonalak: atlagok kozepes hibai, B és C 4bra).
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hidnyaban (kék). Nem lattunk jelentds kiilonbséget az angiotenzin II-kivaltotta valaszokban, mig

a HSA jelenléte jelentdsen befolyésolta az angiotenzin I-medialt kontrakciot.

A szemmel lathatd kiilonbségek miatt az angiotenzin peptidek altal kivaltott atmeneti
kontrakcido néhany paraméterét részletesen IS vizsgaltuk minden egyes mérés esetében, igy a
kontrakci6 kinetikajat, a fél-maximalis kontrakcié iddtartamat, a deszenzitizacio kinetikajat, a

deszenzitizacié mértékét is (22. abra) a mar emlitett maximalis eré nagysaga mellett (20. B abra).
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22. abra — A HSA befolyasolja az angiotenzin I-kivaltotta kontrakcio sebességét

Az angiotenzin-medialt érkontrakciok funkcionalis paramétereit vizsgaltuk, igy a kontrakcio kinetikajat
(A), a deszenzitizacio kinetikajat (B), a fél-maximalis kontrakci6 idétartamat (C), és a deszenzitizacio
mértékét (D). A kisérleteket 20 mg/ml HSA jelenlétében (piros) vagy hianyaban (kék) végeztiik. Az
oszlopokon a mérések eredményének atlagat és kdzepes hibajat tiintettiik fel, a jelentds kiilonbséget a p
érték mutatja.

Az angiotenzin I-medialt kontrakcio kinetikdja koriilbeliil haromszor lassabb volt a HSA
jelenlétében (40 + 10 uN/mp, n=6), mint hidnyaban (123 + 30 uN/mp, n=7, p=0,017, 22. A. dbra).
Ezzel ellentétben a HSA jelenléte nem befolyasolta jelentdsen az angiotenzin I altal kivaltott
kontrakcio deszenzitizacidjanak kinetikajat (22. B abra), a fél-maximalis kontrakcié id6tartamat
(22. C ébra) és a deszenzitizacio mértékét (22. D abra). A HSA nem gyakorolt jelentés hatast az
angiotenzin ll-medialt valaszok nagysagara és kinetikajara sem (22. A-D abra).
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A szérum higitasa, mint az ACE-gatlo terapia megitélésére alkalmas technika

A szérumminta higitasaval az endogén ACE-gatl6 HSA molekuladk levalnak az ACE-rdl,
igy az Gjra aktiv lesz. Az ACE-gatlo terapiaban részesiilo betegek esetében az endogén ACE-gatlas
mellett az ACE-gatld gyogyszer hatasa is kimutathatd. Az ACE-gatlo terapiaban részesiilé beteg
szérummintajanak nagymértéki higitasaval (400x) elérhetjiik, hogy a HSA molekuldk mellett a
gyogyszer molekulai is levaljanak az ACE-rol, ezzel az enzim ujra aktivva valjon (23. abra). A
nagymértékben higitott minta higitas fokaval korrigalt ACE-aktivitasa (specifikus aktivitas) a
betegnél mérhetd, ra jellemz6 maximalis ACE-aktivitis mértékét adja. A tomény,
reakciokoriilmények altal megengedett legkisebb mértékben higitott szérumban (4X) mért
aktivitasérték pedig a gatolt ACE-aktivitas értékét mutatja. A maximalis- és a gatolt ACE-aktivitas
értékekbdl a kovetkezo képlettel kiszamithato a betegnél elért ACE-gatlas mértéke %-ban:

(1 - [gatolt ACE-aktivitas / maximalis ACE-aktivitas ] )* 100

Kb

ACE-l T — ACE + |

inaktiv aktiv

Tomény szérum Higitott szérum

23. abra — Szérum higitasa, mint az ACE-gatlo terapia megitélésére alkalmas technika
alapja

Nagymértékben higitott szérumminta esetében az ACE-gatld disszociacios allanddjanak (Kp)
megfelelden levalik az ACE-rél, mely visszanyeri aktivitasat. Ez a specifikus aktivitasérték a betegre
jellemzé maximalis ACE-aktivitasnak felel meg. A tomény, kismértékben higitott minta a gatolt ACE-
aktivitas értekét adja. A két értékbdl kiszdmithato a betegre jellemz6 ACE-gatlas mértéke.

A kidolgozott modszert hasznalhatosagat a hétkdznapi klinikai gyakorlatban is
megvizsgaltuk, a igy kapott eredményeket ¢és a moddszer leirdsdit magyar- és eurdpai
szabadalmainkban dsszegeztiik’"'8. A vizsgalatba 502 hipertonids beteget vontunk be, melyek
koziil 384 beteg részesiilt ACE-gatld kezelésben. Populédcids szinten a betegek vérnyomasa a

140/90 Hgmme-es célérték alatt volt. Az ACE-gatlot szed6 betegek vérnyomasa 134,3+19 /
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80,513 Hgmm értéknek, mig a kontroll, ACE-gatlot nem szedd betegek vérnyomasértéke
131,9+17 / 80,5£10 Hgmm-nek adédott. Minden egyes beteg esetében meghataroztuk az ACE-
gatlas mértékét (24. A abra), mely kontroll esetében 56 és 86% kozotti tartomanyban, ACE-gatlot
szed6 betegeknél pedig 60 és 100 % kozotti tartomanyban mozgott. A kontroll, ACE-gatlot nem
szedd betegek ACE-gatlasaért a HSA felelds. Szembettind, hogy az ACE-gatlot szedd betegek
kozott vannak olyan betegek is, akik ACE-gatlasa a kontrolléval egyezd mértéki (<90%). Ezeknél
a betegeknél tehat effektiv gyogyszerhatas nem mutathaté ki (n=66), valamint lényegesen
magasabb vérnyomasértékekkel is rendelkeznek (139,3+25 / 85,617 Hgmm, n=66), mint az
ACE-gatloval hatékonyan kezelt betegek (133,3+18 / 79,4+11 Hgmm, n=318, p=0,021, 24. B

abra).
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24, abra — Az ACE-gatlas mértékének eloszlasa a vizsgalati populacioban

Az ACE-gatlo6 terdpiaban részesiilo (z61d és piros oszlopok), valamint a kontroll, ACE-gatlot nem szedd
betegek (kék oszlopok) ACE-gatlasanak %-os mértéke lathaté az A abran esetszamban kifejezve. A
vizsgalatban minimalisan hatékony ACE-gatlo terapianak megfelel6 gatlasi értéket a piros vonal jelzi.
Az ACE-gatloval hatékonyan kezelt betegek szisztolés és diasztolés vérnyomasa alacsonyabb, mint
azoké a betegeké, akiknél effektiv gyogyszerhatas nem mutathat6 ki (B).

Az clégtelen ACE-gatlohatassal rendelkez6 66 kisziirt beteget visszahivtuk egy kontroll
vizsgélatra, és megkértiik Oket a gyodgyszer eldirds szerinti szedésére. 30 beteg az eldzetes
igéretével szemben nem jelent meg a kontroll vizsgalaton. 11 beteg esetében mar kielégitd
gatlohatast mértiink, mig 6 betegnél a kezeldorvos dozisemelést tartott indokoltnak az ismételten
mért alacsony gatlohatds miatt. A dozisemelést kdvetden ezek a betegek is elérték a kivant
gatlohatast. 17 beteg elmondta, hogy kohogés miatt nem szedte a gydgyszerét, 6ket mas tipust
vérnyomascsokkentére allitottuk. 2 beteg pedig elzarkozott barmilyen gyogyszer szedésétol (25.
A ébra).
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Lényegesen csokkent annak a 17 betegnek a vérnyomasa, akiknél a kontroll alkalmaval,
vagy a dozisnovelés utan kielégitd (>90%-0s) gatlohatast mértiink (kontroll el6tti artérias
kozépnyomads: 112,0+13 Hgmm, n=17; kontroll utani artérids kozépnyomas: 101,311 Hgmm,
n=17, p=0,0139; 25. B abra).
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25. abra — Személyre szabott kezelés

Az elégtelen hatékonysagi ACE-gatlo terapiaval rendelkezd betegeket kontroll vizsgalatra hivtuk vissza.
Az A 4bra esetszamban kifejezve szemlélteti a kontroll vizsgalat eredményeit. Azoknal a betegeknél,
akinél a kontroll vizsgalaton, vagy dozisndvelést kovetden kielégitd gatlohatdst mértiink, az artérias
kézépnyomas értéke is csokkent (B). Az értékek kozotti jelentds kiilonbséget csillaggal (*) jeldltiik.
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MEGBESZELES

A szérum ACE aktivitdsanak mértéke jelentdsen fiigg a mérés soran alkalmazott minta
higitasi fokatol. Minél nagyobb higitast alkalmazunk, annal nagyobb a minta specifikus aktivitasa.
Ez a jelenség tisztitott ACE aktivitisanak mérésekor azonban nem figyelhet6 meg. Ennek két
magyarazata lehet: (1) nem megfeleléek a mérések koriilményei, (2) endogén, reverzibilis ACE-
gatlo jelenléte miatt tomény mintdban az enzim aktivitdsa gatolva van, mely alol csak nagyobb

higitasok esetén szabadul fel.

A FAPGG (mesterséges ACE szubsztrat) hasitasanak sebessége egyenesen aranyos a
természetes szubsztrat (angiotenzin 1) hasitasanak sebességével kiilonboz6 higitasokban mérve. A
beallitott aktivitasmérés kelloen specifikus az ACE-ra, mas tipusu peptidaz inhibitorok-kéziil csak
a captopril gatolta a FAPGG bontasat. Az aktivitas in vitro mérése az emberi szervezetben
eléforduld korilményektdl eltérd kornyezetben torténik, ezért modelleztik a természetesen
eloéforduld allapotok hatasat az ACE aktivitasara. A fiziologias pH és Cl” koncentracid nem
befolyasolta a higitds hatdsara bekovetkezd specifikus aktivitds ndvekedését. Mindezeket
Osszegezve, az aktivitasmérés koriilményei optimalisnak bizonyultak, igy az aktivitas fokozodasa

endogén ACE-gatlo jelenlétére utal.

A szérumbdl ultrasziiréssel nyert frakciok koziil csak az 50 és 100 kDa kozotti mérettel
rendelkezd fehérjéket tartalmazo frakcié mutatott ACE-gatlo hatast, mely a rekombinans ¢€s a
tisztitott enzim esetében is megfigyelhetd volt. Ez a gatlohatas nem-kompetitivnek bizonyult a
kettds reciprok grafikon alapjan. C- és N-domén aktiv-centrum-specifikus ACE szubsztratok
segitségével kimutattuk, hogy az endogén inhibitor nagyobb hatékonysaggal gatolja a C-domén

aktiv centrumat.

A higitas hatasara bekovetkezo specifikus ACE-aktivitdsnovekedés - igy az endogén ACE-
gatlo jelenléte nemcsak az emberi faj sajatossaga -, hanem szamos allatfaj esetében is kimutathatd
volt (egér, borju, kecske, szamar). Ez a tény bizonyitja, hogy az evolici6 soran az endogén ACE-

gatlas jol megdrzott tulajdonsag.

Az endogén inhibitor azonositasara tett erdfeszitéseink soran keresztkoté agensek
segitségével stabilizaltuk az ACE és az inhibitor kozotti kapesolatot. A keletkezd termék nagysaga
alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a kolcsonhatd fehérje a human szérumalbumin lehet. A
keresztkotott termék tisztitott ACE és HSA keresztkotése sordn is megfigyelhet6 volt, melyet mind
ACE-ellenes, mind HSA-ellenes antitesttel azonositani tudtunk.
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Megvizsgaltuk a HSA-nak tisztitott- és rekombinans ACE aktivitasara kifejtett gatlohatasat
Is. Mindkét esetben hasonld mértékii inhibiciot talaltuk (ICso értékek rendre: 5,7 és 9,5 mg/ml). A
felvett koncentracid-hatds gorbék alapjan pedig arra kdvetkeztettiink, hogy az ACE fiziologias
HSA-koncentraciok mellett nagymértékben gatolva van. Tovabba a HSA nagyobb hatékonysaggal
gatolja az ACE C-terminalis aktiv centrumat az N-terminalis aktiv centruméahoz képest, hasonloan

a szérumfrakcidk esetében latottakkal.

A keringésben 1évd angiotenzin-konvertald enzim aktivitasa nagymértékben kontrollalva
van a human szérumalbumin altal. Arra is kerestiik a véalaszt, hogy milyen hatassal van a HSA az
endotél sejtek felszinén horgonyzott ACE-ra. Koronaria bypass miitéten atesett betegekbdl
szarmazo6 fel nem hasznalt vena saphena érgylirtik esetében azt tapasztaltuk, hogy az angiotenzin
I medialt érosszehuzddas mértékét jelentdsen csokkentette a HSA jelenléte, mig az angiotenzin I1
kivaltotta valaszok érintetlenek maradtak. Mindezek azt mutatjak, hogy a keringd ACE mellett az

endotél felszinén 1évd ACE aktivitasat is csokkenti a HSA.

Az endogén ACE-géatlas kiilondsen érdekes jelenség a terapiasan alkalmazott ACE-gatlo
gyogyszerek sikerességének tiikrében. Az ACE-gatlok hatékonynak bizonyultak a
kardiovaszkularis megbetegedések kezelésében, mint ahogyan azt szamos nagy betegcsoporton

336-4079 | ¢s terapids irdnyelv ajanlja*>**47. A bemutatott

végzett klinikai vizsgalat alatdmasztja
eredményeink szerint a HSA jelentdsen gatolja az ACE aktivitasat, ami egy lehetséges protektiv
mechanizmus a kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval és progresszidjaban szemben. Ez az
interakcié puffer rendszerként miikddve alacsony szinten stabilizalhatja az ACE aktivitasat

fliggetleniil az ACE-koncentraciotol.

A szérum ACE-koncentracio genetikai kontroll alatt 4ll. Az ACE-gén inzercids/delécios
polimorfizmusa a keringésben 1évé ACE-koncentracio 20-50%-os egyének kozotti variabilitasaért
felel6s?®. Ez a kiilonbség azt sugallja, hogy az I/D polimorfizmusnak kiemelt szerepe lehet a
kardiovaszkularis megbetegedések, tobbek kozott a miokardidlis infarktus, a koszoruérbetegség, a
szivelégtelenség és a hipertonia patomechanizmusaban. Ennek ellenére a legtobb tanulmany nem
tudta bizonyitani a kardiovaszkularis betegségek €s az ACE polimorfizmus kozotti 6sszefliggest.
Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy az I/D polimorfizmus nem 50%-os variabilitast okoz a
felel6s®. Az ellentmondd adatok miatt megvizsgaltuk az I/D polimorfizmus szerepét az ACE
expresszidjaban egy magyar vizsgalati populacioban. A Rigat és mtsi. altal publikalt adatokkal
Osszhangban azt taldltuk, hogy a genotipusok jelentésen hozzdjarulnak a szérum ACE

koncentracidjahoz (II: 101,0 £ 6,7 pg/l, ID: 115,1 + 4,5 pg/l, DD: 157,7 + 6,3 pug/l; n=151)"*. A
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masik lehetséges magyarazat az, hogy a HSA puffereli az ACE aktivitasat, alacsony szinten tartja

azt fiiggetleniil az ACE-koncentraciotol.

Figyelmen kiviil hagyva az ACE-genotipus hozzajarulasit az ACE-aktivitdshoz, egy
metaanalizis tobb, mint 30 000 egyén bevonasaval azt a kovetkeztetést vonta le, hogy az ACE-gén
polimorfizmusa nem befolyasolja a vérnyomast, valamint nem emeli a miokardialis infarktus, az
iszkémids szivbetegség, vagy az iszkémids cerebrovaszkularis betegedés kialakuldsanak
rizik6jat®. Valosziniinek tartjuk, hogy a HSA ACE-aktivitasra kifejtett pufferhatasa lehet ennek a
magyarazata. Ismét érdemes kiemelni, hogy ezen betegségek gyodgyszeres kezelésében kiemelt
szerepet jatszanak az ACE-gatlok, ami az ACE fontossiagat sugallja a betegségek

patomechanizmusaban.

Szamos olyan pontmutéaciot irtak le az ACE-génben, melyek nagyobb mértékben

crer

=rer

olyan esetekrdl szamoltak be, ahol az ACE-gén pontmutacidjanak kovetkeztében a keringésben
1évé6 ACE-mennyiség az otszordsére emelkedett®. Ez a muticid legalabb 8 csaladot érint, az
érintettek azonban nem szenvednek ACE-hoz kapcsolhatd betegségekben, vagy hipertoniaban.
emeli®2. Azonban ezeknél az egyéneknél sem sikeriilt az emelkedett ACE mennyiséghez
betegséget tarsitani. S6t, az ACE 1199. aminosavaban bekovetkez prolin leucin cserét
aszimptomatikus autoszomalis dominans hiper-ACE-emidnak nevezik®. Az el6zéekben leirt
megfigyelések is azt tamasztjak ald, hogy az ACE-koncentracidé széles tartomanyban jol

toleralhato, mely valoszintileg a HSA ACE-aktivitas csokkenté hatasaval magyarazhato.

Az endogén ACE-gatlas lehetdségét nem a mi munkacsoportunk vetette fel és vizsgalta
elsoként. 1979-ben Klauser és mtsi. a human szérumalbumint ACE-gatloként azonositottak egy
kereskedelmi forgalomban kaphaté plazma preparatumb6l®. A human szérumalbumin keringd
ACE-ra kifejtett gatlo hatasat mi is megerdsitettiik, tovabba kimutattuk, hogy a HSA nemcsak a
keringd ACE aktivitasat gatolja, hanem a szoveti ACE aktivitasat is csokkenti. Ugyanebben az
évben beszamoltak egy 10 kDa-nal kisebb molekulamérettel rendelkezé endogén ACE-gatlo
jelenlétérél a plazméaban®®. Ezt kdvetden még szamos alkalommal leirtak kisméretii endogén ACE-
inhibitorokat®” %", Erdekes médon mi nem lattunk arra utalé adatot, hogy az altalunk vizsgalt
szérummintakban kisméretli endogén gatloszer lenne jelen. Egyetlen kisérletiinkben sem volt
kimutathatd gatlohatdsa az 50 kDa-nal kisebb molekuldkat tartalmazé szérumfrakcionak. Ennek
egyik lehetséges magyardzata az egyének kozotti eltérd diétas faktorokban kereshetd. Szamos adat
fellelhetd az irodalomban arrél, hogy diétas faktorok, tébbek kdzott az a-S2-kazein®, vagy a méz
egyes komponensei®® ACE-gatlo hatassal rendelkeznek. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
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tejben, vagy a mézben gazdag ételek fogyasztasa kovetkeztében kis molekulasulyu inhibitorok
jelenhetnek meg a keringésben. A mi vizsgalati populdcionkat alkotd betegek altalaban
¢hgyomorral érkeztek vérvételre, melynek kovetkeztében a diétas faktorok talan kisebb szerepet
jatszottak az eredmények befolyasolasaban. Masik lehetséges magyarazata a kis molekulasulya
inhibitorok hianyanak, hogy korabbi vizsgalatokban megfigyeltek olyan gatld molekulakat,
melyek nagy fehérjék degradaci6jabol keletkeztek®®; a mi mintainkban azonban ilyen degradacio

valdszintileg nem kovetkezett be.

Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a HSA jelentds ACE-gatlo hatassal rendelkezik.
Az albumin szamos kisebb fehérje, peptid, ion, stb. szallitasaban vesz részt. A kérdés tehat az,
hogy az albumin ACE-gatlo tulajdonsaga sajat fehérje természetébdl adodik, vagy valamely
abszorbealt molekula tehetd ezért feleldssé? A tisztitott HSA ACE-aktivitasra kifejtett gatlohatasa
azt mutatta, hogy a gatléhatas inkabb az albuminhoz k&thetd. Ezt tovabbi két adat is meger6siti.
Egyrészrél a HSA tomegspektrometrids analizise sordn igazolast nyert, hogy az nagy tisztasagu,
masrészrél a HSA-nak a rekombinans ACE-t gatlé hatasa mit sem valtozott 15 mosasi-sziirési

ciklus soran.

Néhany tanulmany, melyeket diétas tényez6k ACE-gatlo hatasanak azonositasara terveztek
az acein-1-et® és az albutenzin A-t%® jelslték meg ACE-inhibitorként. Mindkét peptid a HSA
tripszin-altali hasitasi terméke. Az acein-1 egy heptapeptid (Tyr-Leu-Tyr-Glu-Ile-Ala-Arg), mely
a HSA 138. és 144. aminosavai kozotti szakaszt fedi le, mig az albutenzin A egy nonapeptid (Ala-
Phe-Lys-Ala-Trp-Ala-Val-Ala-Arg), mely a HSA 210. és 218. aminosavai kozotti szakasznak felel
meg. Ezeknek a peptideknek a 1étezése azt sugallja, hogy a HSA-nak tobb ACE-gatlé doménje is
lehet. R4dadasul az acein-1 és az albutenzin A nagyon hasonl6 fél-maximalis gatlokoncentracidval
(ICso) rendelkeznek, mint amit mi a HSA esetében leirtunk (16 uM az acein-1 esetében® és 1,2
uM az albutenzin A esetében®®). Erdekes modon annak a mesterséges peptidnek, mely csupan
egyetlen aminosavval hosszabb mint az acein-1, mar lényegesen kisebb az ICso értéke (500 uM).
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a HSA ACE-gatlo doménjanak a megfelelé molekulafelszini

pozicioja kiilondsen fontos a hatékony ACE-gatlas mechanizmusaban.

A szérumban a fizioldgias HSA koncentracid magasabb (35-52 mg/ml), mint az albumin
ACE-ra kifejtett fél-maximalis gatlokoncentracidja (az ICso érték 5,7 mg/ml szérum ACE és 9,5
mg/ml rekombinans ACE esetében). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy in vivo koriilmények kdzott
az ACE teljesen gatolva van. Bizonyos patologias allapotokban (fehérje alultaplaltsagban, vagy
sulyos majelégtelenségben) a keringd albuminkoncentracidé lényegesen kisebb lehet, mint a
referencia tartomany also értéke. Az ilyen betegségekben alkalmazott albumin infuzid ndvelheti
az endogén ACE-gatlas mértékét. Ezzel 6sszhangban azt figyelték meg, hogy HSA posztoperativ
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infazidja soran hipotenzid alakult ki azoknal a betegeknél, akik ACE-gatlo terapiaban

részesiiltek®’.

A HSA a keringé ACE aktivitasat lényegesen csokkenti. Ez ravilagit arra, hogy az ACE-
gatld gyogyszerek talan nem a keringd ACE-n fejtik ki terdpids hatdsukat, mivel a keringésben az
ACE mar endogénen gatolva van az albumin altal. Ennek kovetkeztében az ACE-gatld
gyogyszerek elsddleges célpontja a szoveti ACE lehet. A HSA gatolta az angiotenzin I-konverzid
mértékét az érben, melynek kovetkeztében lassabb és kisebb maximalis angiotenzin [-medialt
kontrakcio alakult ki. Ezzel szemben a HSA nem befolyasolta az angiotenzin II-kivaltotta
valaszokat, mely az albumin kozvetlen gatlohatasara enged kovetkeztetni a membrankotott ACE
esetében is. A 20 mg/ml HSA gatlohatdsa azonban kisebb mértékii volt, mint amilyet a szérum
esetében mérhettiink. Réadéasul a captopril nem volt hatékonyabb, mint a HSA a vizsgalt
érszakaszon, mely alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a captopril sem teljes antagonistaja a
membrankotott ACE-nek, vagy az angiotenzin I-kivéltotta érosszehtizodas nem csak az ACE altal

katalizalt folyamat eredménye.

Ugy gondoljuk, hogy a HSA nem egyforman gatolja az ACE 6sszes formajat (26. 4bra).
Ennek megfelelden néhany lokalizacioban az ACE affinitasa kisebb lehet a szérumalbumin irant,

vagy esetleg magasabb a lokalis ACE-mennyiség, mint a szérumban.

Ebbdl kovetkezik, hogy a HSA-okozta gatlohatas limitalt ezekben a lokalizacidokban, ami
teret ad az ACE-gatl6 gyogyszereknek terapias hatasuk kifejtésében. Ez 6sszhangban van a Dzau
¢és mtsi. altal leirtakkal, miszerint a plazma ACE csak egy csekély részét képviseli a szervezet 6ssz-
ACE-aktivitasanak, ezaltal szerepe is minimalis®>. Valojdban ezt az allitast ténnyel timasztottuk

ala, mivel igazoltuk a szérum ACE HSA-medialt gatoltsagat.

Egy masik kovetkezménye a HSA-medialt szérum ACE-gatlasanak az lehet, hogy az
angiotenzin I — II konverzio sebességmeghatarozo 1€épéssé valik a renin-angiotenzin-aldoszteron
rendszerben. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az angiotenzin 1 és II 6sszemérhetd
mennyiségben talalhato meg a keringésben®®. Mindez arra utalhat, hogy az angiotenzin I képzdés
(a renin altal) és konverzi6 (az ACE éltal) sebessége hasonlo. Meg kell jegyezni azonban, hogy az
angiotenzin [ nem lehet jelen a keringésben a renin eldzetes felszabadulasa nélkiil. Tovabba a HSA
altali nagymértéki ACE-gatlas kovetkeztében az angiotenzin 1 és II lebonto utvonalak (példaul

ACE2-aktivitas) kiemelt szerepet jatszhatnak a lokélis angiotenzin II koncentracio kialakitasaban.

A HSA lehetséges protektiv szerepe mellett az ACE-gatlok mar bizonyitottan kedvezden
befolyasoljak a kardiovaszkularis betegségek kialakuldsat és progresszidjat. A gyogyszer a
kedvezd hatdsait csupan akkor tudja kifejteni, ha a beteg beveszi azt, illetve ha megfeleld dozisban
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szedi azt. A klinikus nagymértékben képes befolyasolni a beteg hozzaallasat a kezeléshez, de végso
soron mindig a beteg dont arrdl, hogy a gydgyszerét beveszi-e vagy sem. A kezelGorvos egy
egyszerll vérnyomasmeéres segitségével megprobalhatja megitélni a beteg terapiahiliségét, azonban
szamos esetben nem a vérnyomascsOkkentés a cél, hanem az ACE-gatlok egyéb kedvezd

tulajdonsagait szeretnénk kiaknazni, melyek a vérnyomascsokkentd hatastol fliggetlenek lehetnek.

Izolalt ér Szoveti ACE in vivo Szérum ACE in vivo
~ =)

H‘Sy e

| HSA Hwy

Ang |

26. abra — Elméleti modell a human szérumalbumin angiotenzin-konvertalé enzimre
kifejtett hatasarol

Az angiotenzin I jelentds kontrakciot valtott ki az izolalt vena saphena ereken a HSA-mentes oldatban
végzett kisérleteink soran (abra bal oldala, izolalt ér). A HSA jelenléte viszont Iényegesen csokkentette
a vaszkularis valasz nagysagat (abra kozépsé része, szoveti ACE in vivo), melynél nagyobb mértékii
HSA-medialt gatlast talaltunk a szérum ACE esetében (abra jobb oldala, szérum ACE in vivo).
Elméletiink szerint a HSA szerepet jatszik a membrankotdtt ACE-aktivitdsanak csokkentésében,
valamint az ACE-szekretaz (S) altal a keringésbe juttatott ACE aktivitasanak k6zombositése révén az
angiotenzin | — II atalakulast bizonyos szovetekre lokalizalja. Ang: angiotenzin, ATR: angiotenzin II-
receptor

A munkacsoportunk altal kidolgozott mddszer kitlinéen hasznalhat6 a betegek ACE-gatld
megmérhetd a betegre jellemzd ACE-gatlas mértéke. Az 502 beteg bevondsaval végzett
vizsgélatunkban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a betegek kozel 6todében elégtelen az
ACE-gatl6 terapia hatékonysaga. Ennek hatterében leginkdbb a nem megfeleld terapiahiiség all.
Viszont ha a kezel6orvos tudja, hogy melyik betegnél kell javitani a terapiahiiségen, az novelheti

a kezelés hatékonysagat, mellyel 6sszességében csokkentheti a kardiovaszkularis mortalitast és a
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hospitalizaciok szamat. Az elégtelen ACE-gatlohatast mutatod betegek kisebb részénél viszont az
alkalmazott dozis mértéke volt elégtelen, melyet a dozis emelésével korrigalni lehetett. A pozitiv
valtozas a betegek vérnyomads-értékeiben és az in vitro ACE-gatld hatékonysag-mérésében is

megmutatkozott.

A tanulmanybdl az is kideriilt, hogy né¢hany beteg esetében az ACE-gatlas mértéke 99%
felett van. Ezeknél a betegeknél érdemes lehet az ACE-gatld dozisat csokkenteni az esetlegesen
kialakuld6 mellékhatdsok szamanak ¢és mértékének csokkentése érdekében, ezzel pedig tovabb
javitani a betegek terapiahiiségét. A kidolgozott médszer 6sszességében egy jabb fejezetet nyithat

a személyre szabott kezelés elterjedésében.

A Ph.D. értekezésemben, illetve az annak alapjaul szolgdldo kozleményekben
megerdsitettiik, hogy a keringd ACE-aktivitdsat a human szérumalbumin nagymértékben gatolja.

Uj eredményként kimutattuk, hogy

e a HSA-medialt ACE-gatlo hatas fiziologids koriilmények kozott (pH, Cl™ koncentracid) is
kimutathato in vitro,

e a HSA nagyobb affinitassal gatolja az ACE C-domén aktiv centrumat, mint az N-domén aktiv
centrumat,

e a HSA-medidlt gatlohatas az evolicioban megdrzott tulajdonsag,

e a HSA nemcsak a keringésben 1évé ACE-aktivitasat gatolja, hanem az endotél sejtek felszinén
1évé ACE-ra is gatlohatéassal van,

e a kiilonb6zé mértékben higitott szérummintak specifikus aktivitdsanak mérése alkalmas a
betegek ACE-gatld kezelésének objektiv megitélésére (hatékony-e a terdpia), ezdltal a

személyre szabott kezelés megvalositasara.
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OSSZEFOGLALAS

Az angiotenzin-konvertald enzim (ACE)-gatlok az 5. leggyakrabban felirt gyogyszerek.
Endogén ACE-inhibitorok létezésér6l mar 1979-ben is beszamoltak, ezek hatasait azonban

kevésbé tanulmanyoztak, nem tigy, mint a klinikumban sikeresen alkalmazott ACE-gatlokét.

Célunk az endogén ACE-gatld jelenlétének kimutatasa, azonositasa volt a szérumban,

valamint megvizsgalni annak kering6- és vaszkularis ACE-ra kifejtett hatasait.

Hipotézisiink szerint a szérum ACE-aktivitas endogén inhibitor jelenléte miatt gatolva van,
mely gatlohatas a szérum higitdsanak hatasara csokkenthetd, ekkor ugyanis a gatldszer levalik az
ACE-1dl, igy az ujra aktivva valik. A specifikus szérum ACE-aktivitds jelentésen novekedett
higitas hatasara, mely tisztitott vese eredetii ACE esetében nem volt megfigyelhetd. Ez metodikai
okokkal nem volt magyarazhato, az aktivitas mérésre hasznalt mesterséges szubsztrat hasitasi
sebessége aranyos az angiotenzin I hasitasi sebességével. A szérummintdk 50 kDa pérusméretii
ultraszlirése nem, mig 100 kDa poérusméretii ultrasziirése megsziintette a gatlohatast, mely alapjan
a gatloészer molekulamérete 50 és 100 kDa kozé tehetd. Lineweaver-Burk grafikon nem-kompetitiv
tipusti endogén ACE-gatlast mutatott. Az endogén inhibitor nagyobb hatékonysaggal gatolta az
ACE C-domén aktiv centrumat, mint az N-domén aktiv centrumot, valamint a gatloszer
kimutathat6 volt mas fajok szérumaban is. Az ACE-t keresztkotottiik a szérumban kolcsonhatd
fehérjéivel. Egy keresztkotott termék mind ACE, mind human szérumalbumin (HSA) ellenes
antitesttel is kimutathatd volt. A HSA gatolta a tisztitott human (keringésben 1év4) és a
rekombinans ACE aktivitasat is (IC50 értékek rendre: 5,7+0,7 és 9,5+1,1 mg/ml). Humén vena
saphena ereken vizsgaltuk a HSA membrankotott ACE-ra kifejtett hatasat. Az angiotenzin |-
kivaltotta kontrakcio sebességét és maximalis erejét is csokkentette a HSA, mig az angiotenzin 11-

medialt valasz nagysagat nem befolyasolta.

A szérumminta higitasaval lecsokkentheté az exogén ACE-gatlo hatasa is. Ez lehetOséget
teremt a beteg terapia nélkiili maximalis- és terapia alatt mérheté gatolt ACE-aktivitdsanak
hatékonysaganak vizsgalata alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a vizsgalt populaciéban minden 5.

betegnél elégtelen a kezelés hatékonysaga, mely a nem megfeleld terapiahiliségre vezethetd vissza.

Vizsgalatunk legfontosabb megallapitasa az, hogy a HSA az ACE egyik hatékony endogén
gatloszere, melynek kovetkeztében a keringd ACE aktivitasa csaknem teljesen gatolva van
fiziologias koriilmények kozott, in vivo. Kisérleteink klinikumban térténd értelmezése révén pedig

megnyilt a lehetdség az ACE-gatlot szedd betegek személyre szabott kezelése elott.
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SUMMARY

Angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors are the 5 most frequently prescribed
drugs. There are reports dating back to 1979 suggesting the existence of endogenous ACE
inhibitors. Their effects are much less characterized than that of the clinically administered ACE

inhibitors.

We aimed to investigate the presence of endogenous ACE inhibition, identify the ACE-

inhibitor in the serum and examine its effects on circulating and vascular ACE.

It was hypothesized that ACE activity is masked by an endogenous inhibitor, which
dissociates from ACE when its concentration decreases upon dilution. Specific ACE activity
significantly increased by dilution of the serum, which was not observed when purified renal ACE
was used. This phenomenon could not be explained by methodical faults, the conversion rate of
the artificial ACE substrate was in proportion to the conversion rate of angiotensin I. Ultrafiltration
of serum samples with 50 kDa membranes had no effect on ACE activity, while the inhibitory
effect ceased when 100 kDa membranes were used. Lineweaver-Burk plot indicated non-
competitive inhibition of ACE by this endogenous factor. The endogenous inhibitor had higher
potency on the C-domain active site than on the N-domain active site of ACE. This inhibition was
also detectable in serum samples of different animal species. ACE was crosslinked with interacting
proteins in human sera. One of the crosslinked products could be recognized by both anti-ACE
and anti-HSA (human serum albumin) antibodies. HSA inhibited the human purified (circulating)
and the human recombinant ACE with potencies of 5.7+0.7 and 9.5+1.1 mg/mL, respectively.
Effects of HSA on tissue-bound native ACE were tested on human saphenous vein samples.
Angiotensin | evoked vasoconstriction was inhibited by HSA, while HSA exerted no effects on

angiotensin Il mediated constrictions.

Dilution diminishes the effects of exogenous ACE-inhibitor drugs. This enables the
assessment of the effectiveness of ACE-inhibitor therapy. According to the assessment of ACE-
inhibitor therapy of 502 patients, we found that the therapy was ineffective in every 5" patient,
probably due to poor patient compliance.

The most relevant conclusion of this study is that HSA represents a potent physiological
inhibitor of the ACE. The enzymatic activity of ACE seems to be almost completely suppressed
by HSA under physiological conditions in vivo. Translation of our findings into practice opens the

door to individualized ACE-inhibitor therapy.
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