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1. Roviditésjegyzék

AA - Aldoszteron antagonista gyogyszerszercsalad

ACE - Angiotenzin konvertal6 enzim

ACE2 - Angiotenzin konvertal6 enzim 2

ACEi - Angiotenzin konvertal6 enzim gatlo gyogyszer

ACE 1I/D - Angiotenzin konvertalo enzim inzercids-delécios polimorfizmusa

Abz-FRK (Dnp)-P - Fluoreszcens ACE szubsztrat

Angl-7 - Angiotenzin 1-7

ARB - Angiotenzin receptor blokkol6 gydgyszercsalad
ARNI - Angiotenzin receptor - neprilizin inhibitor gydgyszercsalad
ATII - Angiotenzin II

ATRI1 - Angiotenzin II 1-es tipusu receptora

BCA - Bicinchoninic sav

BMI - Testtomeg index

BSA - Szarvasmarha szérum albumin

DMSO - Dimetil-szulfoxid

ELISA - Enzim kapcsolt immunoszorbens assay

ESC - European Society of Cardiology

Ful - Tiiddszoveti feltarasbol szarmazo feliiltiszo
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2. Bevezetés

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) kiemelt jelentdséggel bir
kardiovaszkularis betegségek kialakulasaban. A RAAS koéros aktivacigja, illetve a
kovetkezményes neurohumordlis diszregulacid szamos, népegészségiigyi szempontbol is
jelentds sziv- és érrendszeri korkép kiindulopontjat képezi. A RAAS modulalasara iranyulo
eddigi gyogyszeres-klinikai erdéfeszitéseink egyértelmiien eléremutatdéak, az angiotenzin
konvertdld enzim (ACE) gétlo- és angiotenzin I 1-es tipust receptor I blokkolé (ARB)
gyogyszerek altal sziv- és érrendszeri betegeink életkilatasait kzép-és hosszitavon is novelni
tudtuk. Az ACE gatlok és az ARB-k 6nall6 vagy kombinalt terdpids modalitasként az
elsdvonalbeli ajanlasok kozott talalhatdak kardiovaszkularis megbetegedésekben (Whelton és
mtsai., 2018; Williams és mtsai., 2018; Seferovic és mtsai., 2019).

Az elmult évek kutatdsai nyoman a kardiovaszkuléris patofiziologiai folyamatok
hatterében allo6 ACE — angiotenzin II (ATII) — angiotenzin II 1-es tipustu receptor I (ATRI)
tengely mellett az angiotenzin konvertald enzim 2 (ACE2) jelentdsége is elotérbe keriilt
(Barrios és Escobar, 2010). Mindemellett a natriuretikus peptidekkel torténd szabalyozasi
lehetéség farmakologiai kiakndzdsa - neprilizin (NEP) gatlokkal és ARB-vel vald
kombinacioban - szintén egyértelmiien kedvezd iranya  hatdsokat  gyakorol
kardiovaszkularisan terhelt betegeink életkilatasara (Volpe és mtsai., 2015; Kuno és mtsai.,
2020).

A SARS-CoV-2 korokozo altal kivaltott 2019-ben kezd6d6 és sajnos napjainkban is
komoly egészségligyi problémakat okozd koronavirus pandémia (COVID-19) szintén
Osszefiiggést mutat a RAAS rendszerrel (Coto és mtsai., 2021). Kisérleteinkben az
ACE/ACE2 enzimek human szovetekben valo eloszlasat, szabalyozasuk mechanizmusait

vizsgaltuk kardiovaszkularis- és COVID-19 betegekben.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A human renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS)

3.1.1. Az angiotenzin konvertalé enzim (ACE) — angiotenzin II (ATII) — 1-es
tipusti ATII receptor (ATRI) tengely

A RAAS elvitathatatlan szerepet tolt be szervezetiink so- és folyadékhaztartasaban,
illetve a megfeleld szoveti perfizio fenntartasaban. Egyik legfontosabb tagjanak, az ACE-nak
felfedezése az 1950-es évek kozepére tehetd. Ekkor izolaltak els6ként a kardiovaszkularis
rendszerben kulcsfontossadgu szerepet betdltd molekulat és az ACE gatlo terapiat is ekkor
alapoztak meg (Skeggs és mtsai., 1956).

A RAAS egy kaszkadfolyamat, melynek kiindulasi Iépése a majban szintetizalt
angiotenzinogén (ANGQG), angiotenzin I (ATI) dekapeptiddé vald konverzidja. Ezen folyamatot
a vese juxtaglomerularis sejtjeibdl szdrmazd renin katalizdlja. A renin felszabadulds {6
fiziologias triggerei a veseperfuzio- €és a natrium-klorid koncentracié csokkenése, illetve a
szimpatikus idegrendszeri talsuly (Fonyd, 2011). A funkciondlisan inaktiv ATI, ATII
oktapeptiddé torténd hasitaséért az ACE felelds, mely egy peptidil-dipeptiddz enzim és
egyben a kaszkadfolyamat sebességlimitald tényezdje is (Leite és mtsai., 1997). Az ATIIL, az
ATRI-en hatva felelds a RAAS akut- és kronikus patofizioldgiai mechanizmusaiért (Fonyo,
2011). Az ATI akut hatdsai kozé tartozik a natrium reabszorbcid fokozasa (ezzel a
vértérfogat novelése), a prekapillaris erek vazokonstrikcidja, az aldoszteronszekrécio- és a
szomjusagérzet fokozodasa (Fonyd, 2011). Az ATII kronikus hatasai kozé sorolhatd a
simaizom sejtek proliferacidja, inflammatorikus és a pro-fibrotikus folyamatok (szivizom
remodelling) megindulasa. A RAAS végponti effektor molekuldja a mellékvese kéreg zona
glomerulosa-jaban termelddd aldoszteron. Ezen mineralokortikoid molekula elsésorban a
vese epitél sejtjeinek magjaban hatva szabalyozza - a fentiekkel 0sszhangban - natrium- és

kaliumion homeosztazis egyensulyban tartdsa altal a folyadékhéztartast.



3.1.2. Az angiotenzin I1 (ATII) — angiotenzin konvertalo enzim 2 (ACE2) —
angiotenzin (1-7) (Angl-7) — Mas receptor (MasR) tengely

Az elmult évek kutatdsai ramutattak, hogy a RAAS eddig ismert klasszikus utvonala
mellett egy ellenregulald (vazodilatativ és reno-protektiv) szabalyozési kaszkadfolyamat is
felfedezhetd. Ezen tengely kiindulopontjanak az ATII tekinthetd. Az ATII az ACE2 altal
kertil hasitasra Angl-7 heptapeptiddé. Az ACE2 molekula az ACE izoenzime és fo funkcioja
az ATII — Angl-7 iranyu atalakulas katalizise, tovabba, az ATI, — angiotenzin 1-9 iranyu
atalakulasért is felelés (Iwai és Horiuchi, 2009; Castro-Chaves és mtsai., 2010). Az Angl-7
molekula a MASR-on hatva az ACE — ATII — ATRI tengely patofiziologids hatasat
ellenstulyozza (Gaddam és mtsai., 2014). A szignalizaciés kaszkad eredményeképpen anti-
proliferativ, vazodilatativ (vérnyomascsokkentd), anti-inflammatorikus ¢€s paraszimpatikus
utvonalak nyilnak meg. Kiemelt molekula még ezen alrendszeren beliil a neprilizin (NEP). A
NEP masnéven membran metallo endopeptidaz / neutralis endopeptidaz / CD 10 6 funkcidja
az ¢élettani szempontbol eldnyds (Ang 1-7 hatasaival megegyez0d) atridlis- €és a B-tipusu
natriuretikus peptid (ANP, BNP) atalakitasa inaktiv peptidekké, valamint a vazokonstriktor
hatasu ATII és endothelin I lebontasa (Bayes-Genis és mtsai., 2016). A NEP korlatozottan, de
szintén képes AT I— Angl-7 iranyt katalizisre. Ezen élettani rendszer kiakndzasa és
potencirozasa, tovabba a NEP gatlasara iranyuld eréfeszitések szintén a klinikai terapiak
soraba emelkedtek, hatasossagukat a mindennapi klinikai gyakorlat igazolta (Volpe és mtsai.,

2015; Docherty és mtsai., 2020).

3.2. A RAAS modulalasanak terapias lehetoségei

A RAAS modulalasa egyrészrdl a patofiziologias tengely gatlasan, masrészrol az
¢lettani szempontbol elényds oldal potencirozasan nyugszik. Az ACE — ATII — ATRI

tengely gatlasa gyakorlati szempontbol az egyes katalitikus kulcsenzimek inhibicidjat jelenti.



3.2.1. A RAAS vazokonstriktiv és pro-fibrotikus tengelyének terapias lehetéségei

A RAAS gyodgyszeres terapiai koziil kiemelkedd jelentdségliek az ACE gatlok (ACEi),
illetve az ARB-k. Az ACEi-k altalanosan elterjedtek sziv- és érrendszeri betegek korében.
Felszivodasukat a taplalkozéas nem befolyasolja (a kaptopril kivételével). Hatasukra csokken a
szivre harulé nyomasterhelés, a vértérfogat csokkenése €s a vérnyomas csokkenése altal.
Ezzel javitjdk a sziv diasztolés funkcidjat, ami a koronariakeringésre nézve is elonyds. Az
ACEi-k emellett csokkentik a bal-kamra hipertrofia kialakulasat és a szimpatikotoniat,
valamint fokozzdk a nagy- és kiserek tagulékonysagat (Fiirst és Gyires, 2011). Javitjak a
veseperfuziot, csokkentik a rendlis erek periférias ellenallasat és fokozzak a natrium tiritést,
illetve a kalium visszatartast, melynek kovetkezményeként az ACEi-vel kezelt paciensek egy
részénél kovetkezményes hiperkalémia léphet fel (nemkivant mellékhatas) (Fiirst és Gyires,
2011; Momoniat és mtsai., 2019). Metabolikus oldalrél, elénydsen befolydsoljak a
glilkozhaztartast, csokkentik az inzulin altal potencialisan kivaltott hipoglikémiat. Humoralis
oldalrol tekintve csokkentik az aldoszteron és a vazopresszin szintjét, fokozzak a jotékony
hatasu prosztaglandin E2 és a prosztaciklinek szintézisét, illetve novelik a keringd bradikinin
plazmaszintjét (Fiirst és Gyires, 2011). Mellékhatas tekintetében az eldzdekben emlitett
fokozott bradikinin szintézis altal a betegek egy részénél szaraz kohogés 1éphet fel (ACE gatlo
intolerancia), ritkabb esetekben hipotonia, angioneurotikus 6déma vagy anémia alakulhat ki
(Fiirst és Gyires, 2011).

Az ARB-k kardiovaszkularis hatdsprofiljukban nagyban megegyeznek a fentebb
vazolt ACE gatlokra jellemzd képpel. Indikaciojuk tekintetében a klinikai gyakorlat alapjan
fiatalabb, talsulyos betegeknél (telmisartan), ACE gatlo intolerancia fellépése esetén, illetve
2-es tipust cukorbetegség nefropatiaval szovddott eseteiben, mind preventiv, mind protektiv
célzattal adhatoak (Fiirst és Gyires, 2011). Az ACE gatlok vagy ARB-k kdzkedvelten

alkalmazottak a kombinacioés terapia részeként kacsdiuretikumokkal, kalciumcsatorna



blokkolokkal. ACE gatlok és ARB-k egyiittes hasznalata erdteljes vérnyomas csokkentd,
illetve vesefunkcid rontd hatasuk miatt egyértelmiien kontraindikalt.

A klinikai gyakorlatban a vérnyomas csokkentd és szivelégtelenség elleni terdpia
részeként jarulékosan alkalmazott gyogyszerek soraba tartoznak az aldoszteron antagonistak
(spironolakton és eplerenon). Az aldoszteron antagonista gyogyszerek a sejtmagban talalhato
mineralokortikoid receptor szelektiv gatléi. Hatasukra csokken az aldoszteron hormon
kotodése (hatasa), ami altal gatlodik az aldoszteron-fliggé Na™- K* pumpa aktivitids a vese
disztalis tubulusaiban (Batterink és mitsai., 2010). A RALES tanulmédny adatai alapjan
kongesztiv szivelégtelenségben, csokkent ejekcids frakcioja szivelégtelenségben (HFrEF) a
standard terdpiahoz adott 25 mg spironolakton pozitivan befolyésolta a halalozést és a korhazi
kezelést (hospitalizaciot) (Zannad és mtsai., 2000).

A (kozvetlen) renin inhibitor gyoégyszerek (aliskiren) terapids alkalmazasa a
mindennapos klinikai gyakorlatban meglehetdsen ritka erdteljes vérnyomascsokkentd hatasuk
miatt (Barrios és Escobar, 2010). ACE gatloval vagy ARB-vel valdo kombinacidjuk

kifejezetten ellenjavallt (European Medicines Agency).

3.2.2. A RAAS vazodilatativ és reno-protektiv tengelyének terapias lehetoségei

A RAAS protektiv dganak farmakologiai befolyasoldsa a biztato transzlacios kutatdsi
iranyvonalak kozé tartozik. A gyogyszeres terapidk egyrészrol az ATII — Angl-7 atalakulas
elésegitését, illetve az ACE2 molekula kozvetlen alkalmazésat, illetve aktivitdsanak fokozasat
helyezik elétérbe. Konkrét (jelenleg még experimentélis cipdben jard) terapids irdnyvonalak
koziil emlitést érdemel a rekombindns human ACE2 és/vagy Angl-7 inhalativ, esetleg
parenteralis alkalmazéasa allatmodellekben, illetve az ACE2 aktivator agensek fejlesztése
(dimenazene aceturate) (Qi és mtsai., 2013; Patel és mtsai., 2017; Cao és mtsai., 2019; Miller

és mtsai., 2020). Az ACE2 direkt alkalmazisa pulmondlis hipertonidban a klinikai

10



gyakorlatban az eddigi tapasztalatok alapjan szintén igéretesnek bizonyult (Rathinasabapathy
és mtsai., 2018).

A reno-protektiv tengely eldnyeinek kiaknazdsaban, az angiotenzin receptor blokkold
valsartan €s a neprilizin enzim gatldo sacubitril kombinacids terapidja (ARNI) rendkiviil
sikeresnek bizonyult. A gyogyszeres terdpia LCZ696 néven valt elséként ismertté,
késdbbiekben ,.Entresto” gyartdi név alatt vonult be a kardiovaszkularis gyogyszerek
tarhazaba (Solomon és mtsai., 2012). Az Entresto-val végrehajtott dupla-vak, randomizalt
PARADIGM-HF klinikai tanulmany és az Eurdpai Kardiologiai Szovetség (ESC) ajanlasa
alapjan kijelenthetd, hogy az ARNI HFrEF betegek teljes spektrumdban biztonsagosnak,
effektivnek és superior-nak bizonyult az ACE gatlo gyogyszercsalad felett (McMurray és
mtsai., 2013; Bohm és mtsai., 2017). Alkalmazasuk indikalt optimélis ACE gatlo, béta-
blokkol6 és mineralokortikoid receptor antagonista mellett panaszos HFrEF betegek korében,
NYHA II. funkcionalis osztalytol sulyosabb allapotban. Osszességében elmondhatd, hogy az
ARNI a jovoben potencialisan kivalthatja az ACE gatlok alkalmazasat HFrEF-ben (1. &bra)

(McMurray és mtsai., 2013; Nyolczas, 2017).

.......................................................................................................
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1. abra. A RAAS patofiziologiai és reno-protektiv tengelyei, illetve ezen tengelyek

terapias befolyasolasanak lehetdségei. A Sacubitril NEP gatlasa csillaggal jelolve.
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3.3. Az angiotenzin konvertalo enzimek eredete, a keringé6 ACE és ACE2 forrasai

A keringd ACE eredetét tekintve évtizedek oOta tankonyvi dogmaként deklaralt
allasfoglalas, hogy a keringésben jelen 1év6, enzimatikusan aktiv ACE a tiidé parenchyma
kapillarisainak endotél felszinérél szecernalédik a human véraramba (Fony6, 2011). Ezen
képet arnyalja a Human Protein Atlasz online adatbazis hiteles és szerteagaz6 analizise (The
human ptotein atlas consortium, 2022c). A Human Protein Atlasz egy 2003-ban alapitott,
minden naptari évben frissiilo, svéd kezdeményezésli, open access adatbazis, mely modern
molekularis bioldgiai modszerek (tomegspektrometria, immunhisztokémia, proteomika,
,OMIC” -ok) segitségével térképezi fel szisztémdsan az emberi testet felépitdé fehérjéket.
Elemzéseik és méréseik 0sszegzése alapjan elmondhatd, hogy protein és mRNS szinten is az
ACE legnagyobb mennyiségben a gasztrointesztinalis rendszerben van jelen, ezt kdveti a
kivalasztdé szervrendszer, illetve a genitalidk szoveti expresszidja és ezektdl jelentdsen
elmarad a tiidoszovetben megfigyelhetd expresszio (The human protein atlas consortium,
2022a).

Az ACE2 tekintetében a kép hasonld irdnyvonalat mutat. Elmondhat6, hogy mind
mRNS, mind protein alapti expresszidos profil tekintetében az ACE2 jelentds szdveti
expressziot mutat a gasztrointesztinalis- és kivalasztd szervrendszerben, illetve magaban a
szivizom szovetben. Tiiddszovet tekintetében az ACE2 esetében minddssze alacsony mértékii

expressziordl beszélhetiink (The human protein atlas consortium, 2022b).

3.4. Szoveti (lokalis) RAAS rendszerek

A keringd RAAS rendszeren tul egyes Kkitiintetett szervrendszerek egyedi RAAS
metabolizmussal birnak. A klasszikus renalis lokalizacié mellett kiemelendd a kardialis,

gasztrointesztinalis, germinalis és idegrendszeri RAAS rendszerek jelentdsége.
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Munkacsoportunk az elmult évek sordn a keringdé ACE2 patofizioldgiai szerepét
részletesen vizsgalta. Emberekben az ACE ¢és az ACE2 kozott érzékeny egyensuly all fenn,

mely HFrEF-ben felborul (Hanafy és mtsai., 2011; Wang és mtsai., 2015).

Kutatasaink eredményei alapjan elmondhat6, hogy a HFrEF egyre el6rehaladottabb
funkcionalis stadiumaiban a keringésben jelen 1évé ACE2 szintje emelkedd tendenciat mutat
(Uri és mtsai., 2016). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy HFrEF-ben megfigyelhet patologias
torténések hatasara az ACE2 a keringésbe szecernalddik, ennélfogva biomarkerként is

értelmezhetd ezen kérképben (2. abra).

AT1R receptor Mas receptor AT1R receptor Mas receptor
Angl Angn T Ang-(1-7) Angl Angll l Ang-(1-7)
ACE \\ACU W ACE2
Szovet Szovet
p— g
R i PP . T — -
2 i ACE2 Keringés s B
Keringes ' szecernalédas 9 ACE2 szecernalodas
ACE2
Egészséges statusz Kardiovaszkularis megbetegedés

2. abra. Az ACE2 szecernalodas hipotézise fiziologias statuszban és kardiovaszkularis

megbetegedés soran. (4bra Uri és mtsai., 2014 kézleményébdl, médositdssal.)

A gasztrointesztinalis rendszerben jelen 1év6 kiugro mértékiit ACE és ACE2 expresszio
oka jelenleg még pontosan nem tisztazott és kutatasa pionir teriiletnek szdmit. Egyes kutatok
az ACE2 szerepét vetitik elére egyes esszencialis aminosav felvételi folyamatokban, illetve a
mikrobiommal val6 szorosabb egyiittmiikddés terén (Hashimoto és mtsai., 2012; Cole-Jeffrey
és mtsai., 2015).

A férfi- és ndi germinalis rendszer RAAS rendszere kulcsfontossagu szerepet tolt be a
human spermiumok, illetve oocitdk érési folyamataban. Elmondhato, hogy a germinalis ACE
strukturdlisan is eltér a keringésben jelen 1év6 klasszikus ACE-t6]l (Nadaud és mtsai., 1992;

Hagaman és mtsai., 1998).
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A kozponti idegrendszerben a RAAS szerepe igazolt egyes motoros, kognitiv és
érzelmi/viselkedési mechanizmusokban, tovabba neuropszichiatriai korképekben, ugy mint,

Alzheimer-, Parkinson kor, skizofrénia és affektiv zavarok (Wright és mtsai., 2013).

3.5. Angiotenzin konvertalo enzimek funkcionalis polimorfizmusai

Az ACE protein genotipusos expresszidja intermedier Oroklésmenet altal
meghatarozott modon reguldlodik €s polimorfizmust mutat a keringésben. Az ACE gén
(17923) 16-0s szamu intronjaban talalhaté 287 bazisparnyi inzert jelenléte (I) vagy hianya (D)
alapjan megkiilonboztetiink II, ID, DD genotipusokat (Rigat és mtsai., 1990). A DD allél
jelenléte esetén magas keringd ACE expresszid és ezzel egyiitt jarulékosan magasabb
kardiovaszkularis kockazatot feltételeztek. Az II allél esetében relative (DD genotipushoz
viszonyitva) alacsony expresszio figyelhetd meg, az ID allél jelenléte pedig egy koztes
mértékll relativ expressziot €s kardiovaszkularis kockazatot hordoz magaval (Gardemann és
mtsai., 1998; Chang és mtsai., 2010). Az ACE gén polimorfizmusanak fentebb leirt
2007; Dai és mtsai., 2019; Hussain és mtsai., 2020). Az ACE-gén polimorfizmusa az ACE
gatld terapiara adott valaszt érdemben befolyasolja: II homozigota paciensek esetében a
gyogyszeres terapia hatékonyabbnak bizonyul (Ueda és mtsai., 1998).

Az ACE2 gén polimorfizmusainak felderitése terén tomegspektrometriai mérések
segitségével 3 kiillonb6zé ACE2 genotipus (rs4240157, rs4646155 és rs4830542) varianst
azonositottak, melyek szoros asszociaciot mutattak esszencidlis hipertonia, pitvarfibrillacio és
bal kamra remodelling gyakoribb eléfordulasaval kardiovaszkuldrisan terhelt, kinai (Han)
betegek kohortjaban (Luo és mtsai., 2019). Az ACE2 receptor polimorfizmusa az elmult par
felismerése nyoman. Kristaly-elektronmikroszkopiai mérésekre alapozva, biokémiai esszék

segitségeével igazoltak a K31R ¢és az E37K ACE2 receptor varians csokkent és a K26R, illetve
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a T92I varians fokozott affinitasit SARS-CoV-2 tiiskeproteinjével, vadtipusu ACE2

receptorhoz viszonyitva (Suryamohan és mtsai., 2021).

3.6. A SARS-CoV-2 bemutatasa

A 2019 masodik felében kitort és napjainkban is sulyos népegésziigyi problémakat
okozdé SARS-CoV-2 virus pandémia szoros Osszefliggést mutat a RAAS rendszerrel
(Ingraham és mtsai., 2020). A korokoz6 vilagméretii elterjedése nyoman tobb millid
emberélet veszett oda és mind gazdasagi, mind egészségiligyi szempontbol hatalmas
kihivasokkal szembesiiltink az elmult évek sordn. A koronavirusok (Coronaviridae)
madarakban, emldsokben, kétéltiickben megtalalhaté burkos-lipides (peplonos), pozitiv szala
RNS virusok csaladjaba tartozd, magas fertézési potenciallal- €s mutacios rataval bird
korokoz6. A koronavirusok lipid burkanak kiilsé felszinén relative nagy (20 nm)
nyulvanyok/tiiskék talalhatoak, melyekrdl a viruscsalad nevét kapta, napkoronara emlékeztetd
morfologiaja altal (Siddell és mtsai., 1983; Chen és mtsai., 2020). A koronavirusok
fertdzoképességének hajtdereje a genetikai sokszinliség fenntartdsa RNS alapt rekombinacio
altal. Kutatomunkdm szempontjabol is nagy relevanciaval biré tudomanyos megfigyelés,
hogy a koronavirusok sejtfelszini kapcsolddasa és internalizacidja az extracellularisan jelen
1évé ACE2 molekula altal valosul meg (Zhang és mtsai., 2020).

A virusfertézés altal fellépd betegség az influenzahoz hasonld korképet (laz, szag- és
izérzékelés csokkenés, kohogés, torokfajas) alakit ki a human szervezetben, viszont
influenzéaval 6sszevetve a koronavirus fertézéshez kapcsold haldlozasi szamok egyértelmiien
magasabbak (Piroth és mtsai., 2021). A magasabb haldlozas hatterében az immunrendszer
kérosan fokozott valaszreakcidja valoszinisithetd. A virusfert6zés nyoman fellépd panaszok
érzékenyen érintik a human tiidészovetet (is). Aktiv koronavirus fertézés esetén képalkotod
modalitdsokkal bizonyitott tény, hogy a korokozo destrudlja a human tiidészovetet ¢€s

sejtfelszini kapcsolodasa altal ARDS-hez hasonld klinikai képet alakit ki, mely az esetek
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jelentds részében invaziv (CPAP, BIPAP) I¢legeztetést tesz sziikségessé. Tovabba
bronchoalveolaris moséfolyadékban a korallapottal 6sszefiiggd (ndvekvd mértékii, bizonyos
esetekben kiemelkedden nagy) ACE2 aktivitas tapasztalhatd, mely egyfajta intrinzik, nem

specifikus védelmi mechanizmusként értelmezhetd koronavirus fertézés soran (Oranger és

mtsai., 2020).
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4. Celkitizesek

4.1. Szoveti- és keringé ACE vizsgalata human tiidészovetben és szérumban

hogy a keringésben jelen 1év6, genotipusosan (II, ID, DD polimorfizmusok 4altal)
meghatarozott ACE aktivitds- és expresszio a tiidészovetbdl szarmazik-e? Célul thztiik ki

crer

¢s hiteles ACE extrakcids protokoll kidolgozasa is indokolt volt.

4.2. Angiotenzin konvertalé enzim 2 (ACE2) aktivitasanak és expressziojanak
vizsgalata kardiovaszkularisan terhelt betegekben

A SARS-CoV-2 kérokozo sejtfelszini receptoraként mitkodo ACE2 aktivitdsanak és
expressziojanak meghatarozasa, illetve ezen értékek Osszevetése kardiovaszkularisan terhelt
betegek csoportjaiban. Vizsgalni terveztiik az alkalmazott ACE gatlo terapia ACE2 aktivitési-
¢s expresszios szintekre vald hatdsanak vizsgalatat sziv- és érrendszeri betegek vérében ¢€s

szoveteiben.
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5.  Anyagok és modszerek

5.1. Human sziv- és tiidoszovet bank

A human tiidészovetben és a keringésben jelen 1évo ACE vizsgalata a Debreceni
Egyetemen, a Mellkassebészeti Tanszékkel vald kozos munka keretében valdsult meg. A
tiidészoveti mintdk mellkassebészeti mitéten atesett (2015-2017 kozotti, tobbségében
adenokarcinomaval diagnosztizalt, n=108) betegekbdl szarmaznak. A rezekalt szdvetek a
tumorral infiltralt rezekcids sz€Itdl tavolabb esd, fizioldgias struktirat mutatd szovetdarabokat
reprezentaljak. A szdvetmintadkon til minden egyes paciens esetében vérmintak (teljes vér,
szérum) is vizsgalatra keriiltek. A klinikai adatgyiijtés etikai engedélyeztetése a kutatasetikai
elveknek megfeleléen a Magyar Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs altal megtortént, a
kutatasi etikai engedély szama: 20753-7/2018/EUIG.

A Semmelweis Egyetem Varosmajori Szivcentrumaval vald egylittmiikodés
keretében szivtranszplantacion atesett betegek explantalt sziv- és szérummintdit hasznaltuk fel
az ACE2 és a koronavirus pandémia Osszefliggésének vizsgalatahoz. 9 Kutatasetikai
engedélyeztetési szam: ETT TUKEB 7891/2012/EKU (119/P1/12.)

Minden fent emlitett minta esetében a tarolds mélyfagyasztassal -80 Celsius fokon
valosult meg, tovabba minden bevalasztasra keriilt paciens - a Helsinki Nyilatkozat alapelveit
szem el6tt tartva — irdsos beleegyezését adta a vér- és szOvetmintdk kutatdsi céla

felhasznaldsara. A bevont betegeink klinikai adatait az 1. és 2. tablazat rogziti.
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72 108
57.0+11.8 62,6132
54/18 37/71
2599 £ 6.48 N/A
27 10
38 17/
92 N/A
570+11,75 N/A
100 10
3/36/33 N/A
0 51

1. tablazat. A kering6 és szoveti ACE vizsgalataba bevont betegeink klinikai adatai.

46 386 71 43 24 7 18 200 54 23 19
21/25 230/ 156 39/32 18/25 19/5 512 14/4 157/43 40/ 14 15/8 16/3
30=9 62=10 60=9 59x14 67=8 63=6 55=16 52=10 56=8 51 E12 53+12

78=6 83x17 89=17 78 =14 78=13 80 =10 7017 79+14 81=14 78+ 16 80=17

1.8+ 0,03 | 1.68=0.09 | 1.68 = 0.08 | 1.68 = 0,08 | 1.69 = 0.07 [1.70 = 0,07 | 1.72 = 0,08 | 1.74 = 0,09| 1.74 = 0.09 | 1.73 = 0,09 | 1.74 = 0,09

254 20+5 31=5 284 27&5 28=4 23£5 26=5 275 26=5 265
NA 16 10 14 21 29 44 NA NA NA NA
0/0 18/5 28/10 14/2 4/2 0/1 0/0 3/47 1/10 0/2 j i)
62+2 54=8 56=8 597 60=8 624 61=6 23=8 23=6 23=11 2211

79=11 7312 72£13 7711 73+12 7812 79+ 14 7815 74£13 82=16 82=14

123=11 134=19 | 13418 | 128=16 134=15 | 13715 | 13321 NA NA NA NA

80=10 80=13 81=10 80=9 80=9 83=10 82=8 NA NA NA NA
0 55 60 5 54 0 0 94 96 100 47
0 84 79 79 83 43 11 67 68 39 16
0 7 75 5 8 0 0 0 0 4 0
0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 0
0 1 100 0 0 100 0 2 100 0 0
0 37 48 21 46 14 11 8 4 0 0
0 2 6 0 0 0 0 0 0 0 0

2. tablazat. Magas vérnyomas betegséggel, szivelégtelen és tiidobetegséggel karakterizalt

betegek deskriptiv klinikai adatai. Demografiai, kardiologiai paraméterek dsszevetése.
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5.2. Az ACE inzercios/delécios polimorfizmusanak meghatarozasa

A genotipus meghatarozas betegek periférids vérébol, kereskedelmi forgalomban
kaphato DNS izolal6 kit (FlexiGene; Qiagen GmbH, Hilden, Germany) segitségével, PCR
technikaval ~ valésult meg. Az  amplifikdci6  soran  hasznalt forward”
(CTGGAGACCACTCCCACTCTTTCT) €s Lreverse”
(GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT) primerek segitségével az elézéekben mar
munkacsoportunk altal ismertetett médon végeztiik a kisérleteket. Amplifikaciot kovetden a
PCR termékek 3%-o0s poliakrilamid gélen torténd elektroforetikus szeparacion és SybrSafe

festésen estek at.

5.3. Szovetfeldolgozas ACE aktivitas és expresszio meghatarozashoz

A folyékony levegében fagyasztott, majd mélyfagyasztott human tido- és
szivmintdkat folyékony nitrogén alatt, mozsarban, mozsartorével tortiik. Az igy kapott kisebb
szOovetdarabok minden grammjdhoz (nedves stly) 5 ml, 100 mM TRIS-HCI, pH 7,0 puffer
kertilt hozzdadasra (jéghidegen). A mintak ezek utan forgokéses homogenizalasra (Bio-Gen
PRO200, PRO Scientific, Oxford, CT, USA) majd centrifugélasra keriiltek (16 100 g 5 percen

at). Az igy kapott feliiliszokat mélyfagyasztottuk a biokémiai mérések elvégzéséig.

5.4. Fehérjemeghatarozas és fehérjenormalizalas

Az egyes szovetekbdl szdrmazo feliiliszok eltérd fehérjemennyisége indokolta a
fehérje meghatarozas, illetve normalizalas alkalmazasat bicinchoninic sav (BCA) esszé
szerint, standard marha szérum albumin (BSA) higitdsi sorra interpoladlva. Megfeleld
higitasok alkalmazédsaval mintdinkat 1 mg/ml-re higitottuk egységesen az enzim aktivitas

mérések elott (3A, 3B abrak).
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3. abra. Fehérjemeghatarozas a gyakorlatban.
Demonstrativ BCA esszé abszorbancia plate-ben. (A) BSA referenciagdrbe proteinmennyiség

kalkulalas soran. (B)

5.5. ACE aktivitas meghatarozas

Szoveti- és keringd ACE aktivitdsmérést munkacsoportunk az el6zéekben mar
publikaltak szerint végezte (Kovacs és mtsai., 2016). A mérések quenchelt, fluoreszcens Abz-
FRK(Dnp)P-OH ACE szubsztrat felhasznalasaval, kinetikus esszé segitségével torténtek. A
mérési elegy Osszetétele: 0,6 V/V% Trition X-100 tartalmu 100 mM TRIS-HCI, pH 7,0, 50
mM NaCl, 10 uM ZnCl, 10 uM Abz-FRK(Dnp)P-OH plusz tetszéleges mennyiség,
proteinmennyiségre BCA esszé segitségével normalizalt szovetminta vagy szérum. Az
aktivitdas meghatarozas 37 Celsius fokon, fluoreszcens plate reader (NovoStar, BMG Labtech,
Ortenberg, Germany) segitségével, 340 nm-es excitatcidos és 405 nm-es emisszids érték
mellett tortént. Az egyes méréseket akkor fogadtuk el értékelhetének, ha linearis regressziot
kovetben a kapott egyenesek illeszthetésége (1?) jobb volt, mint 0,9. Az ACE aktivitas értékek
konkrét meghatarozdsa a fluoreszcens intenzitdsértékek abszolut ndvekedésének és a
kalibracios Abz fluorofor intenzitasndvekedés referenciagdrbéjének osszevetésével hataroztuk

meg.
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5.6. ACE2 aktivitas meghatarozas

A keringd, illetve szoveti ACE2 aktivitasok meghatarozasa Mca-APK(Dnp) quenchelt,
fluoreszcens szubsztrat segitségével valosult meg, az elézéekben munkacsoportunk altal mar
publikaltak szerint (Fagyas és mtsai., 2014a; Uri és misai., 2014). A mérési elegy Osszetétele
(200 pl): 20 pl szérum/szovetminta, 80 pl mintahigitd puffer (szérum esetében: 75 mM TRIS
HCI, pH 6.5 és proteaz inhibitor koktél; szovetmintak esetében az eldbbi pufferhez 0,6 V/V%
Trition X-100 is hozzaadasra keriilt) és 100 pul (50 uM) ACE2 specifikus fluoreszcens
szubsztrat [Mca-APK(Dnp)]. A mérési elegy (mintahigitdé pufferhez adagolva) proteaz
inhibitorokat tartalmazott, mely Osszetétele: 10 uM Bestatin-HCI1, 10 uM Z-prolyl-prolinal
(Enzo Life Science, Exeter, UK), 5 uM Amastatin-HCI, 10 uM Kaptopril. Az ACE2 nem-
specifikus aktivitasértékek meghatarozasa 1,25 pM véghigitasit MLN-4760 (specifikus ACE2
gatld) mellett valosult meg.

A mérések kivitelezése 96 lyuku mikroplaten tortént (Greiner Bio-One, Frickenhauser,
Germany) 340 nm-es excitacios €s 405 nm-es emisszids érték mellett az ACE mérésnél mar
emlitett NOVOStar fluoreszcens Plate Reader segitségével. Az ACE2 enzim aktivitasok
nominalis értékét a fluoreszcens intenzitasértékek linedris regresszidjaval hataroztuk meg az
Mca-APK(Dnp) fluoreszcens szubsztrat intenzitasnovekedésének referenciagdrbéjével valod

osszevetés utan (2 > 0,9) feltétel teljesiilése mellett 37,0 Celsius fokon.

5.7. ACE és ACE2 expresszio (koncentracio) meghatarozasa

Az ACE ¢és ACE2 fehérjék mennyiségi meghatarozasa szendvics alapli enzim kapcsolt
immunoszorbiens essz¢ (ELISA) segitségével tortént a forgalmazd irdnymutatdsainak

megfelelden (DY929 és DY933-05, R&D Systems, McKinley Place, MN, USA). Megfeleld

crer

crer
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albuminnal blokkoltuk. A mintdk (tiid6, sziv és szérum) higitdsa megegyezd oldatban az
értekelési szempontbol elényds, a standard sor kozéptartomanyaba esd higitdsi aranyban
microplate-re (Greiner Bio, PS Microplate, Microlon®, Nr. 655061) felvitelre keriiltek a
primer antitestek. Kettd oOrds inkubacidt és ezt kovetd mosdst kovetden biotinnal jeldlt
detekcios antitesteket alkalmaztunk. Ujabb ketté 6ras inkubaciot és mosatast kovetden pedig
20 perc erejéig 200-szoros higitasu streptavidin-torma peroxidaz oldattal tettiik lehetové az
immunkomplexek detektalasat. Ez kromogén szubsztrat (0,3 mg/mL 3,3°,5,5-
tetrametilbenzidin, 0,1 mM H>O> és 50 mM ecetsav) segitségével valosult meg. A kromogén
szinreakcié megallitdsa 0,5 molos sésavoldattal tortént. A keletkezett termék detektalasa 450
nanométeren NOVOStar Fluoreszcens Plate Readerrel tortént. Az ACE vagy ACE2 konkrét

mennyiségét a standard kalibracios gorbével valo 0sszevetés utan (ng/ml) szdmszerisitettiik.

5.8. Vegyszerek

Az experimentalis munka sordn (amennyiben azt kiilon nem jel6ljiik) a Sigma Aldrich

altal forgalmazott vegyszerek keriiltek alkalmazasra.

5.9. Statisztikai analizis

Adataink eloszlasfiiggvényének vizsgalata Kolmogorov-Smirnov teszttel tortént.
Nonparametrikus, Mann-Whitney tesztet végeztiink kettd, nem normaleloszlast mutatd
csoport Osszehasonlitdsa esetében. Tobb nem normadleloszldst mutatdé kohort szimultan
Osszehasonlitdsa sordn Kruskal-Wallis teszt keriilt elvégzésre post hoc Dunn’s teszttel
kombinalva. Korrelacids analizisek soran Spearman’s tesztet végeztiink. A statisztikai
analizis GraphPad Prism 5.0 szoftver segitségével (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
USA) tortént. Az egyes statisztikai eredményeket p<0,05 érték alatt tekintettiik

szignifikansnak.
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6. Eredmények

6.1. Szoveti ACE extrakcios protokoll

Kutatomunkank elsé {6 kérdéskore egy hatékony szoveti extrakcids (membran
permeabilizacids) protokoll bevezetését indokolta. Kiilonbozd detergensek (Triton X-100,
Triton X-114, SDS) keriiltek vizsgalatra 0,06-5,0 V/V% alkalmazott koncentracid
tartomanyban. Detergenseink koziil els6 korben az SDS-t ACE aktivitast gatlo hatdsa nyomén
elvetettiik. Triton X-100 és -114 kozott érdemi hatasspektrumbeli és effektivitasi kiilonbséget
nem tapasztaltunk ennélfogva a tovdbbiakban laboratoriumokban altalanosan hasznalt Triton
X-100-at alkalmaztuk tovabbiakban kisérletes munkankban. Triton X-100 kezelés hatasara a
szoveti ACE extrakcid 250%-os noOvekedést mutatott mar a legkisebb alkalmazott
koncentraci6 eseteben is (4A. abra). 100%-os (,,baseline”) extrakcionak tekintettiik a csupan
X-100 hatasara 6tszords enzimextrakcid javuldst tapasztaltunk a detergens nélkiili TRIS-HCI
pufferben valo feltardshoz viszonyitva (4A. abra). ACE aktivitdsértékek terén az extrakcids
haté¢konysag az el6z6ektdl eltérden alakult. Az aktivitasértékek alacsony koncentracidk esetén
erdteljes novekedést mutattak, a maximum érteket 0,3 V/V%-os detergens végkoncentraciod
esetén tapasztaltuk (megkdzelitbleg 250%, 4B. é4bra). Ezen érték felett a specifikus ACE
aktivitasértékek csokkend tendenciat mutattak, utalva arra, hogy az alkalmazott magasabb
Triton X-100 koncentracid ugyan fokozza az ACE extrakcidt, de ekdzben vélhetden gatolja az

ACE aktivitast. (4C. abra)

A szoveti feldolgozast kovetden a feliiluszokbdl végeztink ACE aktivitas- és
expresszid meghatarozast. A visszamarado szovetpelleteket konszekutiv jelleggel, két tovabbi
alkalommal elvégzett detergens kezelésnek vetettilk ald. Célunk az extrakcids hatékonysag

vizsgalata volt. Elmondhato, hogy altalanos TRIS HCI pufferben végzett feltaras utan 20-25%
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ACE aktivitas veszteség volt realizalhat6 a 3. Gjrafeltarast kovetden is (4D. abra). 0,6 V/V%
Triton X-100 kezelés alkalmazdsa nyomén a veszteség egyértelmiien minimalizalhatova valt

(az ACE tiilnyom6 tobbsége az elsd feltaras sordn extrahalodott, 4E. Abra).
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4. abra. Szoveti ACE extrakcios protokoll. Human tiidomintak feltarasa kiilonb6z6
detergensek oldatokban.

A homogenizalt szovetmintakbodl centrifugalas utan a feliiliszokat 1 mg/ml-re higitottuk. Az ACE
koncentraciomérések ELISA modszerrel (A), az aktivitasértékek meghatarozasa (B) kinetikus esszével
tortént. Az 1 ng ACE-ra jutd aktivitasértéket (specifikus aktivitds) a (C) dbra mutatja. Az ACE
extrakcion atesett szovetmintak pelleteit konszekutiv jelleggel két tovabbi alkalommal (Fu2 és Fu3)
azonos modon elvégzett feltarasnak vetettiik ala. (D, E) Az abrazolt, szdzalékos ACE aktivitasok az
elso feliiluszo aktivitasértékéhez viszonyitottan értelmezenddk. Szovetfeltaras detergens nélkiil (D),
puffer plusz Triton X-100 0,3 V/V végkoncentracidban. n = 5-9. A csillaggal jelolt eredmények
statisztikailag szignifikansak (p<0,05).
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6.2. Genotipus fiiggoé (I/D polimorfizmus) tiidoszoveti és keringé ACE expresszio

Genotipus fliggd ACE expresszids szint novekedést tapasztaltunk mellkassebészeti
mitéten atesett betegek (ACE gatlot szedd pacienseket is ideértve) szérummintdiban (SA.
abra). Elmondhato, hogy a DD genotipussal bird betegek ACE expresszidja (258 = 109 ng/ml)
szignifikansan magasabbnak bizonyult II genotipusii betegek hasonld szérummintéival
Osszevetve (166 + 143 ng/ml), utalva az I/D polimorfiznus meghatarozé genetikai szerepére a
keringd ACE expresszi6 terén. Ugyanezen paciensek tiidoészovetében az ACE /D
polimorfizmusa nem igazolta vissza a keringésben megfigyelteket (szoveti ACE
koncentraciok: 1I: 1423 £+ 1276 ng/mg, ID: 1040 + 712 ng/mg, DD: 930 + 1273 ng/mg, 5B.
abra). ACE gatlot nem szedd paciensek eseteben a D allél jelenléte nyoman szignifikansan
magasabb keringd (szérum) ACE aktivitasi szinteket tapasztaltunk (II: 3,1 £ 1,4 U/mL, ID:
4,0 £ 1,4 U/mL, DD: 5,0 £ 2,5 U/mL, 5C. abra). Az ACE gatlok hatasanak kikiiszobolése
érdekében, feliiluszok magas higitason torténd mérését kovetden elmondhatd, hogy (ACE
gatld kezelés jelenlététol fliggetleniil) szignifikdnsan magasabb ACE aktivitasértékek
mérhetéek DD genotipusu betegek kohortjaban I genotipusu paciensekkel 6sszevetve (I1: 8,4
+4,9 U/mL, ID: 8,9 +4,2 U/mL, DD: 10,3 + 3,9 U/mL, 5E. abra).

Megegyez6 betegek tiidomintait Osszevetve nem tapasztaltunk érdemi kapcsolatot a
szoveti ACE I/D polimorfizmus ¢s az ACE aktivitasok alakuldsa kozott (I1: 37 = 18 U/mg, ID:
37 £ 18 U/mg, DD: 39 £ 15 U/mg, 6D. abra, illetve II: 156 £ 161 U/mg, ID: 115 + 68 U/mg,

DD: 108 + 121 U/mg, SF. abra).
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ACE gatlo kezelés +/- ACE gatlo kezelés nélkiil 4x higitas
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5. abra. ACE aktivitas és expresszio genotipusos meghatarozottsaganak hianya human
tiidoszovetben.ACE expresszio értékek human szérumban és tiidészovetben.

Az ,,ACE gatlo kezelés +/-” jelolés esetében az ACE gatlo terapidban részesiilé paciensek is bevonasra
keriiltek (A, B). Kering6- és tiidoszoveti ACE aktivitasok ACE gatlot nem szedd betegek korében,
alacsony higitason (C, D). 400x higitason mért ACE aktivitasértékek (ACE gatlok szerepe kizarva)
ACE gatlot szedd, illetve nem szed6 pacienseknél (E, F). Az abrazolt oszlopok a median értékeket, a
hibavonalak az interkvartilis tartomanyokat jelolik. Az oszlopokon beliili szamok a bevont paciensek
szdmat rogzitik. Az egyes genotipus alcsoportok az oszlopok alatt kertiltek jelolésre. A csillaggal jelolt

eredmények statisztikailag szignifikdnsak (p<0,05).
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6.2.1. Szoveti- és keringé ACE aktivitas- illetve expresszioértékek osszefiiggése

Meglepé modon nem taldltunk szignifikdns korrelaciot a tiidészovetben kifejezddd és
a keringésben jelen 1évé ACE mennyisége kozott (p=0,06, 6A. abra). Tiidészoveti és keringd
ACE aktivitasértékek terén szintén nem tudtunk érdemleges kapcsolatot kimutatni (p=0,24,
6B. abra). A fentiekkel ellentétben (szivelégtelen) szivizom szoveti- es szérum ACE
aktivitasok 0sszevetésében szignifikans dsszefiiggés figyelhetdé meg (p=0,0054, 6C. abra).

Az egyes betegek szérummintdiban vagy tiidoszovetében megfigyelhetd (ugyanonnan

szdrmazod) expresszid illetve aktivitasértékek linearis korrelaciot mutattak. (p<0,01, 6D-E

abrak).
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6. abra. Szoveti, illetve keringé ACE szintek korrelacios analizise.
Szoveti- és keringd ACE expresszid, illetve aktivitasértékek Osszefiiggésének vizsgélata (A, B).
Szivizomszdveti (bal kamra) és keringd ACE aktivitasok Osszefiiggése (C). Keringd aktivitds- és
expresszio, illetve tiiddszoveti aktivitas- és expresszio Osszefiiggésének vizsgalata (D, E). A Spearman

korrelaciok, statisztikai eredményeit p<0,05 érték alatt tekintettiik szignifikdnsnak (n=42-75).
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6.2.2. Az endogén gatlas jelentosége human tiidoszovetben

Jelen tanulmanyban a keringd és szoveti Osszefiiggések vizsgalatan tal a feliiliszok
higitasdnak hatasat is vizsgaltuk. ACE mennyiségre normalizalt szdveti- és keringd
aktivitasértékek (specifikus aktivitas) szignifikans novekedését tapasztaltuk higitas hatdsara
(7A-B. abrak). 400-szoros higitasi értéken, szignifikdnsan alacsonyabb specifikus ACE
aktivitas értéket mértiink keringésben tiidoszdvettel osszevetve. (0,06 = 0,004 U/ng vs. 0,13 £
0,009 U/ng, p<0,05, 7C. abra). ACE gatl6 kezelésben nem részesiilo betegek csoportjaban az
ACE gatlas szazalékos értéke 53 + 2%-nak, ACE gatlot szedd paciensek esetében 83 + 3%-
nak adédott, szignifikans kiillonbséget és az ACE gatld kezelés hatékonysagat demonstralva
(7D. ébra). Hasonld, szignifikans kiilonbséget a tiid6szoveti ACE gatlas terén nem tudtunk
kimutatni. Keringd, illetve tiidészoveti ACE aktivitasok kor- és nemfiiggése terén nem

tudtunk szignifikans kiilonbséget kimutatni (3. tdblazat).
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7. abra. Szoveti- és keringé ACE endogén regulaciojanak vizsgalata.

ACE aktivitasértékek 1 ng ACE mennyiségre vetitve kiilonbozé (4x, 35x, 400x) higitasértékeken human
szérumban és tiidoszovetben. Az alacsony higitason mérhetd aktivitasérték endogén gatlasi mechanizmussal
(nyillal jel6lve) magyarazhato (A, B). Keringd- és szoveti, specifikus ACE aktivitas 400x higitason (C). Az ACE
gatlas mértéke keringésben és tiiddszovetben ACE gatlot szedé (ACEI+) és nem szedd (ACEI-) betegek
csoportjaiban (D). Az abrazolt oszlopok az atlagértéket reprezentaljak, a hibavonalak az ett6l vald atlagos

eltérést mutatjak. n=42-47. A csillaggal jelolt eredmények statisztikailag szignifikansak (p<0,05).
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27,6 £ 16,5

114 £119

25,8+ 11,6 117 £ 83
29,0+ 12,2 119+ 117
26,3+14,2 112 +£93

3. tablazat. Tiidészoveti és keringd ACE aktivitasértékek kor és nemfiiggése.

6.3. Az ACE2 aktivitas kapcsolata sziv- és érrendszeri betegségekkel, illetve
kardiovaszkularis rizik6faktorokkal

A keringésben jelen 1évé ACE2 aktivitas egyértelmil és markans novekedését mutattuk
ki a kardiovaszkularis kontinuum kiilonb6z6 stadiumaiban fellépd patologias folyamatok
soran. Egészséges egyének csoportjahoz viszonyitva szignifikans ACE2 aktivitas novekedést
(+32%) tapasztaltunk magas vérnyomasban szenvedd betegek csoportjdban tovabba
drasztikusan magasabb ACE2 aktivitast mértiink (+424%) végstadiumu szivelégtelenségben
csoportjaban szignifikansan magasabb ACE2 aktivitast tapasztaltunk férfiak korében ndkkel
ellentétben, illetve talstlyos és elhizott paciensek esetében fizioldgids testtomeg indexii
paciensekkel dsszevetve. 60 évnél iddsebb, magas vérnyomdsban szenvedd betegek esetén
szintén magasabb ACE2 aktivitast tapasztaltunk 60 év alatti paciensekkel szemben (8B. abra
illetve 4. tablazat).

Végstadiumu szivelégtelen paciensek csoportjdban a keringd-, illetve szoveti ACE2
aktivitdas és a kardiovaszkularis rizikofaktorok kapcsolata mdas képet mutatott. Ezen

betegcsoportban férfi és ndi nem Osszevetésében tudtunk szignifikans, keringdé ACE2
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kiilonbséget igazolni a férfi nem javéra (8C. 4bra). Szdveti szinten szignifikansan alacsonyabb
bal kamrai ACE2 aktivitdst és expresszidt tapasztaltunk elhizott paciensek csoportjaban
fiziologias testtomeg indexii betegekkel Gsszevetve. Kor tekintetében, 60 éves kor felett
szintén szignifikansan alacsonyabb bal kamrai ACE2 aktivitast tapasztaltunk 60 év alatti
betegekkel dsszevetésben. ACE2 expresszid tekintetében hasonld tendenciat figyeltiink meg.
(8D-E. abrak, 4. tablazat)

Tiid6t érintd betegségben szenvedd paciensek csoportjaban férfi nem esetében
szignifikdnsan magasabb keringd ACE2 szintet tapasztaltunk, ndéi betegekkel Osszevetve.
Szoveti szinten tovabbi szignifikdns ACE2 aktivitas- vagy expresszidbeli kiilonbségeket nem

tudtunk kimutatni. (8F-H. abrak, 4. tablazat)

Nem Testtomegindex Kor
Ferfi No BMI <25 [25<BMI<30 BMI=>30 Kor <60 Kor > 60
DAL ERR bevont egyének szima| 304 236 102 206 232 262 278
vérnyomassal
Szér ACE?2 aktivita
("""“‘mU,L)" " | Median + IQR 24 £15 16=9 179 21414 2£15 | 19+11 2415
NYHA IV paciensek bevont egyének szama 224 66 108 126 55 208 81
(Szérum ACE2 akftivitis,
mU/L) Median + IQR 119+ 80 81 + 66 124 + 84 110+ 70 96 + 77 112 £ 80 111+ 70
NYHA IV paciensek bevont egyének szaima 226 66 112 124 56 213 79
(Bal kamrai ACE2 aktivitas,
mU/L) Median + IQR 87 £ 115 86 +92 116 + 120 77 + 104 23 98 £112 72=E97
NYHA IV paciensek bevont egyének szama 225 66 110 124 57 212 T
(Bal kamrai ACE2
expresszio, pg/mg) Median + IQR 1818 £ 1700 1597 + 1446 |2067 + 1798| 1761 £ 1566 | 1564 + 1297|1895 + 1666|1669 + 11652
Mellkassebészeti betegek | bevont egyének szima 38 11 21 17 11 16 33
(Szérum ACE?2 akftivitas,
mU/L) Median + IQR 18£8 12 +8 167 20+ 8 16 + 28 162 18+ 9
Mellkassebészeti betegek | hevont mintik szima 37 11 20 20 1 15 33
(Tiid6szdéveti ACE2
aktivitas, mU/L) Median = IQR 32 +£26 2=t 3] 2736 29+ 21 3412 27 +19 3
Mellkassebészeti betegek | poyon¢ mintak szama | 38 11 21 17 11 16 33
(Tiid6szdéveti ACE2
expresszié pg/mg) Mediin + IQR 750 + 725 552 + 536 627 + 706 469 + 443 1053 £994 | 568 +£422 758 + 844

4. tablazat. Keringo és szoveti ACE2 (aktivitas és expresszio) értékei nem, kor és BMI

fiiggvényében.

Magas vérnyomassal karakterizalt betegek csoportjaban szignifikdnsan magasabb ACE2 aktivitast mértiink
a két nem 0Osszevetésében tovabba tulsulyos és elhizott paciensek esetében fiziologids testtomeg indexil
paciensekkel 0sszevetve. Végstadiumu szivelégtelen paciensek csoportjaban széveti szinten szignifikdnsan
alacsonyabb bal kamrai ACE2 aktivitast €s expresszidt tapasztaltunk elhizott paciensek csoportjaban
fiziologias testtomeg indexi betegekkel dsszevetve. 60 éves kor felett szintén szignifikansan alacsonyabb
bal kamrai ACE2 aktivitast tapasztaltunk 60 év alatti betegekkel Osszevetésben. Tiid6t érintd betegségben

szenvedo betegek csoportjaban férfi nem esetében szignifikansan magasabb keringd ACE2 szintet mértiink.
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8. abra. Szoveti- és keringé ACE?2 aktivitas- ill. expresszioértékek osszefiiggése
kardiovaszkularis betegségekkel, komorbiditasokkal.

A kardiovaszkularis kontinuum kiilénb6z6 stadiumait feldleld (egészséges, magas vérnyomasban
szenvedo, végstadiumu szivelégtelen) betegek keringd ACE2 aktivitasai keriiltek meghatarozasra. (A)
Magas vérnyomas betegséggel, szivelégtelen és tiidobetegséggel karakterizalt betegek keringd ACE2
aktivitasértékeinek (B, C, F), szoveti ACE2 aktivitasprofiljainak (D, G) illetve ACE2
expresszioértékeinek (E, H) Osszevetése lathatdo korra, nemre és BMI-re tekintettel. Az abrazolt
oszlopok az atlagértéket reprezentaljak, a hibavonalak az ett6l valo atlagos eltérést mutatjak. n=11-504.

A csillaggal jelolt eredmények statisztikailag szignifikansak (p<0,05).
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6.3.1. Bal kamrai ACE2 aktivitas és expresszio osszefiiggése a keringésben jelen
1évé ACE2 szintekkel

Pozitiv korrelaciot tapasztaltunk keringd- és bal kamrai ACE2 aktivitas €és expresszid
terén (p<0,01, 9A-B. abrdk). Eredményeink hitelességét szivizomban mért aktivitds- és
expresszioértékek korrelaciojaval is aldtdmasztottuk (9C. dbra). A keringd- és szivizom
szoveti ACE2 aktivitds- illetve expressszioértékekre nem gyakorolt érdemi hatast az

alkalmazott ACE gatlo terdpia (9D-F. dbrdk).

Spearman's Rho = 0,24 Spearman’s Rho = 0,17 600 £=071 .
~¥ P<00l o ¢ Is0m » P <0,001
2 a 5 2
= = s
= =] 5
g £ 400+ =
=2 ~ =
& 3 ® 400
= = N5
2 .2 300 8 £
g =1
= £
< = <2
& S 2004 E E
Q Q £ 200
< < H]
£ =
E 5 100 =
S ] =]
12} @n
T T 1 & X & ! T T T 1.
8 210 . . 600 b By A S0y # 0 2000 4000 6000 8000
Bal kamrai ACE2 aktivitas (mU/mg) Bal kamrai ACE2 expresszi6 (pg/mg) Bal kamrai ACE2 expresszio (pg/mg)
D E F
S 100 £ 100 2 10000
g S
B = -]
z Z 4
& h-] E
= £l -
.;E S = :l = 1000
10 £ : =E S ]
S <5 10 e 3 o -
= = £ > -2 - 3 ey
Q g2 7 100
= o g
< £ g J
E G 3
2 = =
8 = ]
i LJ < T T T T A L) ki 4
. S & & >
R S y o ~ & & Ko v
& & & K » & P
& oF & S WO
& & = &°
> K &
N &

9. abra. Keringé ACE2 aktivitasértékek osszefiiggése bal kamrai ACE?2 aktivitas- és
expresszioértékekkel.

Szérum ACE?2 aktivitasértékek korrelacidja bal kamrai ACE2 aktivitas (A) és expresszidértékekkel (B).
Bal kamrai ACE2 aktivitas és expresszioértékek korrelacios analizise. (C) Kiilonb6zé RAAS gatlo
terapias modalitasok hatasanak hianya szérum ACE2 aktivitasértékekre (D) illetve bal kamrai szoveti
aktivitas és expresszioértekekre (E, F). A korrelacios analizist Spearman teszttel végeztiik. Az abrazolt
oszlopok az atlagértéket reprezentaljak, a hibavonalak az ettdl valo atlagos eltérést abrazoljak. n=18-

297. Az egyes szignifikans eredmények a megfeleld abran jelolve.
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6.3.2. Tiidoszoveti ACE2 aktivitas- és expresszioértékek korrelacioanalizise
kering6 ACE2 szintekkel

Tiidoszoveti ACE2 aktivitds- ¢€s expresszidértékek nem mutattak szignifikans
kapcsolatot a keringd ACE2 aktivitdsokkal (10A-B. 4brak). A fentiekben, hasonloképp
alkalmazott logika mentén tiiddszoveti ACE2 aktivitdsok erdteljes korrelacidt mutattak
tiilddszoveti ACE2 expresszioval eredményeink hitelességét igazolva (10C. abra). A keringo-
és tlidoszoveti ACE2 aktivitas- illetve expressszidértékekre nem gyakorolt érdemi hatast az

alkalmazott ACE gatlo terapia (10D-F. abrak).
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10. abra. Keringé ACE2 aktivitasértékek osszefiiggése tiidészoveti ACE2 aktivitas- és
expresszioértékekkel.

Szérum ACE?2 aktivitas értékek korrelacioja tiidoszoveti ACE2 aktivitas (A) és expresszioértékekkel
(B). Tiidoszoveti ACE2 aktivitas és expresszio értékek korrelacids analizise. (C) Kiilonbozé RAAS
gatld terapids modalitasok hatdsanak hianya szérum ACE2 aktivitasértékekre (D) illetve tiid6szoveti

aktivitas és expresszioértékekre (E, F). A korrelacios analizist Spearman teszttel végeztiik. Az abrazolt
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oszlopok az atlagértéket reprezentaljak, a hibavonalak az ettdl valé atlagos eltérést abrazoljak. n=18-
108.

6.3.3. RAAS gatlo terapia hatasa a keringé ACE2 aktivitasra magas
vérnyomassal bird betegekben

A keringd ACE2 aktivitasértékek magas vérnyomasos betegekben magasabbnak
bizonyultak ACE gatl6 vagy ARB kezelés mellett, mig RAAS gatlo terapia nélkiil, atfedésben
lathatjuk egészséges betegek csoportjaval Osszevetésben (11. abra, 5. tablazat). Magas
vérnyomasban szenvedd betegekben alkalmazott kiilonb6zd ACE gatlo terapias modalitasok
nyoman hasonlé ACE2 aktivitasértéket mértiink (enalapril: 22 + 14, n=59; perindopril: 23 +
15, n=167; ramipril: 21 = 15 mU/L, n=113). ACE2 aktivitasbeli kiilonbséget, ACEi terapia 12
hénapnal hosszabb (23 + 16 mU/L, n=223) vagy rovidebb (22 + 14 mU/L, n=52) alkalmazasa

nyoman nem tudtunk kimutatni. (11. abra, 5. tablazat)
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11. abra. A RAAS gatlo terapia hatasa a keringdo ACE2 aktivitasértékre.

Részletes deskriptiv klinikai, hattér- és elemszam adatok dsszefoglalva a 5. tdblazatban taldlhatdak. Az

egészséges csoporthoz viszonyitott szignifikdns eredmények csillaggal, mig a magas vérnyomassal
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karakterizalt csoport RAAS medikacio nélkiili csoportjdhoz viszonyitott szignifikans eredmények

kettdskereszttel jeldlve (p<0,05). Minden egyes pont egy-egy beteget jelol (n=46-386).

Egészséges | Paciensek magas vérnyomas NYHA IV paciensek Paciensek
(Szérum) betegséggel (Szérum és szivizom szévet) tiidébetegséggel
RAAS gitlo | RAASgatle | ACE RAASgatlo | o RAAS gitlo RAAS
nélkiil nélkiil i || A nélkiil A Als nélkiil gatloval
Bevont egyének szima (n) 46 43 386 71 42 197 53 31 18
Ll o T 17£11 |25+15|21+14| 115273 | 11284 | 102+81 18+9 17+ 10
median = IQR)
ACE gatlo terapia megléte
+
(> 90% gatlas) 26
ACE gatlo terapia nélkiil
(< 90% gitlis) 2o
Bzbyed o CF2 akitvliag aulaeg, N/A NA NA | WA | 113£120 | 115+116 | 101104 | 32+25 28423
median £ IQR)
Sz0vetl ACE2 expresszlo (pg/ms, |\, N/A NA | NA |1661=1565 | 1900+ 1604|1761 +2104| 743 +950 | 515+ 644
mediin = IQR)

5. tablazat. Magas vérnyomassal-, szivelégtelen- és tiidébetegséggel karakterizalt
betegek keringd- és szoveti ACE2 (aktivitas és expresszio) értékei RAAS gatlo terapia
tilkrében.

Kiilonbozé ACE gatlo terapias modalitasok (ACEi, ARB) befolyésoljak a keringé ACE2 szintjét.

6.3.4. ACE gatlo terapia ACE- és ACE2 aktivitasértékekre gyakorolt hatasanak
vizsgalata

ACE gatlo terapia alkalmazasat tekintve negativ korreldciot mutattunk ki az ACE
gatlas mérteke és a szisztolés, illetve diasztolés vérnyomds Osszefiiggését vizsgdlva. A
maximalis ACE gatlasi effektivitast mind szisztolés, mind diasztolés vérnyomasértékek
esetében 94-96%-o0s gatlasi tartomdnyban tapasztaltuk (12A-B. dbrak). Kisérleteinkben nem
talaltunk érdemi hatast vagy kapcsolatot az ACE gatlas hatékonységa, illetve a keringd ACE2

aktivitasértékek esetleges valtozasa kozott (12C. dbra).
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12. abra. ACE gatlo6 gyogyszeres terapia nem eldirt hasznalatanak hatasa szisztolés és
diasztolés vérnyomasra, illetve ACE2 aktivitasra.

Az ACE gatld terapia biokémiai hatékonysagat higitdson alapuld kisérletekkel hataroztuk meg. A
gatlasi hatékonysag hatarértékét tetszélegesen valasztottuk meg (vizszintes tengelyen abrazolva) és
ezen hatarérték feletti (magasabb), illetve alatti (alacsonyabb) betegek csoportjait hasonlitottuk 6ssze a
vérnyomas tekintetében (fliggéleges tengelyen abrazolva a vérnyomas). A hatarérték feletti (teli
pontok) és alatti (iires pontok) kozépszisztolés, diasztolés, illetve szérum ACE2 értékek
Osszehasonlitasa tortént meg az ACE gatlasi hatékonysag tiikrében. (A-C) A hibavonalak az atlagtol
valo atlagos eltérést abrazoljak. Az egyes szignifikans kiilonbségeket (magas, alacsony gatlasi

hatékonysag kozott), (p<0,05) csillagokkal jeldltiik.
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7. Megbeszélés

7.1. Genotipus fiiggd keringo- és szoveti ACE vizsgalata

A keringd human ACE forrasa altalanosan elfogadott és tankonyvi alaptételként
deklaraltan a tiidokapillarisok endotél sejtjei (Fonyd, 2011). Ezen tiidékapillaris endotél sejtek
tulnyomo tobbsége kifejezi az ACE-t, mig a nagyvérkorben ezek aranya kb. 20%-ot tesz ki
(Metzger és mtsai., 2011). A keringd ACE szintjét meghatdrozo faktorok tekintetében
egyrészrél az ACE inzercios/delécios polimorfizmusa (ACE I/D) emelheté ki. Ezen
genotipusos jelleg szoros asszocidciét mutat kardiovaszkuldris megbetegedésekkel ¢és
szivelégtelenséggel (Gardemann és mtsai., 1998; Bartoli és mtsai., 2007; Dai és mtsai., 2019;
Chen és mtsai., 2020; Hussain és mtsai., 2020). Ennélfogva az ACE forrasaért felelds
szerv(rendszer) I/D regulacidja szintén feltételezhetd. A genetikai meghatarozottsagon tal
fiziologiai tényezOk szerepe vethetd fel. A nitrogén-monoxid molekula ACE expressziora
kifejtett gatld szerepe, illetve a nitrogén-monoxid gatlok facilitdld szerepe emlitheté meg.
Osszességében tehit elmondhatd, hogy a metabolikusan aktiv (ACE-t termel6) sejtek szama
altali passziv meghatarozottsagon tul a biokémiai €s oxidativ kdrnyezet is hozzajarul az ACE
expresszio szabalyozasahoz (Cruz és mtsai., 2016).

Kutatdomunkank targyaként a keringd, human ACE forrasanak vizsgalatdhoz human
tiidoszovetet, illetve ugyanazen paciensekbdl szarmazoé vérmintakat valasztottuk. A keringd
ACE szintek meghatadrozasa soran DD genotipus esetében szignifikdnsan magasabb ACE
aktivitast és expressziot tapasztaltunk II genotipusi beteg mintaival Osszevetve, mig ID
genotipus esetén egy intermedier értéket mértiink, ami visszaigazolta az eddigi irodalmi
adatokat (Gardemann és mtsai., 1998; Dai és mtsai., 2019; Hussain és mtsai., 2020).

Tidészoveti szinten ezen genotipusos meghatarozottsdgot igazolni nem tudtuk, ami arra utal,
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hogy a keringésben jelen 1évd genotipusosan meghatarozott ACE forrasa a tlidészovettdl
eltérd.

A keringd ACE alternativ forrdsadnak vizsgalata soran szivizom szovet és keringd ACE
vetiiletében szignifikans pozitiv korrelacidt tapasztaltunk, mely azt sugallja, hogy a human
szivizomszovet érdemben hozzdjarul a keringd, genotipusosan meghatarozott ACE
aktivitashoz és expresszidhoz.

A szoveti ACE felszabadulas (szekrécio) tekintetében a tumor nekrdzis faktor alfa
konvertalo enzim (TACE vagy ADAMTS17) szerepét valdsziniisitik, de ezen kérdéskor még
nem nevezhetd egyértelmiien eldontdttnek. A szomatikus ACE hasitdsi helye az
Arginin1203/Szerin1204 peptidpozicidra lokalizalhato (Parkin és mtsai., 2004).

Korabban publikélt eredmények alapjan, tiidérdkos paciensekben az ACE expresszid
mértéke csokken (Danilov és mtsai., 2019). Az 1970-es évek kozepén szintén negativ
korrelaciorol szamoltak be limitalt szamu beteg bevonasaval (Ashutosh és Keighley, 1976).

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a keringd ACE forrdsa nem
kizarolag és taldn még csak nem is tulnyomorészt a tiido kapillarisrendszere. Experimentalis
munkank nyoman, alternativ forrasként a human szivizom hozzajaruldsa meriil fel, melyet
masok adatai is tdmogattak (Danser és mtsai., 1995). Tovabbi molekularis biologiai
technikakon (Western blot, ELISA, mRNS szekvenalas, immunhisztokémiai) alapulo,
komplex adatbézisok (pl. Human Protein Atlasz) regisztereit figyelembe véve a keringd ACE
(altalunk human kisérletekben nem vizsgalt) forrasaként jel6lhetd még meg a vese proximalis
tubulusainak apikalis epitél rétege, a vékonybél mukodzarétege, a placenta szincicialis
trofoblasztja, a kozponti idegrendszer egyes régioi, tovabba a makrofagok M1, pro-
inflammatorikus altipusa (Silverstein és mtsai., 1978; Defendini és mtsai., 1983).
Munkacsoportunk altal az elmult években sikeresen publikdlt eredmények kozé tartozik

tovabba, hogy a pro-inflammatorikus makrofagokban felszaporodo, relative nagy mennyiségi
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ACE szarkoiddézisban mint biomarker értelmezhetd (Csongradi és mtsai., 2018; Enyedi és
mtsai., 2020). Altalanosan elmondhato, hogy ezen - a klasszikus tiidészoveti lokalizacion
feliili - ACE expresszi6 pontos szerepe még nem tisztazott és tovabbi kutatasokat igényel még.

Experimentalis munkdnk sordn az ACE termelddés szempontjabdl relevans,
patkanymodellbdl szarmaz6 sajat szovetmintak, ezen megfigyeléseket szintén tdmogatjak (13.
abra). Megallapitasainkkal nem kivanjuk az eddig ismert klasszikus tankonyvi ismereteket
ignorélni, hanem felhivni arra a figyelmet, hogy a keringésben, jelen 1évd, genotipusosan
meghatarozott human ACE forrdsa egy szinesebb képet mutat, és a human tiid6 szerepe
egyaltalan nem kizardlagos.
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13. abra. ACE aktivitasi szintek patkany szovetekben.

Spontan magas vérnyomas betegség (mREN) patkanymodellb6l szarmazéd szovetmintadk ACE
aktivitasai. Ketaminos exterminalas, szovetgy(jtés, mélyfagyasztas, szdveti feltaras majd protein
normalizacio utan laboratériumunkban az elézéekben mar ismertetett modon végeztiink ACE aktivitas
mérést. Lathatdo a vékonybél kiugro ACE aktivitas értéke, illetve a higitds hatasara megfigyelhetd

endogén gatlas alol valo felszabadulas (reprezentativ abra, tovabbi nem publikalt eredmény).
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Az ACE endogén regulacioja az 1970-es évek vége oOta ismert jelenség (Ryan és mitsai.,
1979). A késObbiekben tovabbi human szivmintadkon €s szérummintadkon végzett kisérletek is
igazoltdk az endogén ACE géatlas jelenségét (Ingraham és mtsai., 2020). A tovabbiakban
bizonyitas nyert, hogy a higitds, mint adekvat biokémiai technika szintén igazolja ezen
jelenség meglétét patkany szovetekben (Koiter és mtsai., 1998). Munkacsoportunk az elmult
évek soran a human szérumalbumin szerepét mutatta ki az endogén gatlas hatterében (Fagyas
és mtsai., 2014a, 2014b, 2014c). Jelen tanulmanyban, korabbiakkal megegyezd (higitasi)
metodikat kovetve, szintén igazolni tudtuk az endogén gatlas jelenlétét mind keringd, mind
szoveti ACE szintjén. Szoveti szinten, ACE gatlo terapia jelenlététdl fliggetleniil, hasonld
ACE gitlasi szinteket tapasztaltunk. Tiidészovetben a human szérum albumin koncentracidja
alacsony mértékii, ami altal egy eddig nem azonositott alternativ gétlasi folyamat jelenlétére
kovetkeztethetlink (Fagyas és mtsai., 2014c). Eredményeink Osszhangban vannak eldzetes
tudomanyos eredményekkel, ahol patkany tiidészovetben legalabb 85%-0s endogén gatlasi
szintekrél szamolnak be (Koiter és mtsai., 1998).

Szoveti- és keringd specifikus ACE aktivitasok terén jelen munka szignifikdns
kiilonbséget allapit meg. Ezen szignifikans kiilonbség hatterében vélhetden poszttranszlacios
modositasok allhatnak, mely modositdsok befolyasoljak a metabolikusan aktiv ACE
miikodését, effektivitdsat. Eredményeinket tdimogatja egy korabbi hasonlé megfigyelés, mely
igazolta az ACE sejt- és szovetspecifikus glikozilaciés mintdzatanak jelentdségét (strukturalis
feltérképezés, fingerprinting) (Danilov és mtsai., 2010). Fontos tovabb4d megemliteni az
alternativ ANGI — ANGII atalakulasi mechanizmusért felelds tovabbi molekulat, a kimaz
fontossagat. Ezen molekula jelen ismereteink szerint szivizom szdvetben aktivabb az ACE-nal,
ami altal a vazokonstriktiv és pro-inflammatorikus ANGII szint nem kizarélag az ACE/ACE2,
hanem inkabb a kimdz/ACE2 arany altal szabalyozott (Balcells és mtsai., 1997; Basu és

mtsai., 2017). Jelen munkaban erre az aspektusra nem tértiink ki.
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7.2. Az ACE?2 jelentésége a koronavirus pandémia tiikkrében

A 2019-ben kitort koronavirus pandémia munkacsoportunk szamara egy egyedi
kutatési lehetdséget nyitott meg hosszabb multra visszatekintd, ACE2 iranyt kutatomunkank
terén.

Az altalanos- €s respiracids rendszert €rinté problémakon tal a koronavirus fert6zés
kardiovaszkularis ~ vonatkozassal is bir. Elmondhat6, hogy aorta sztendzisban,
magasvérnyomds betegségben, illetve szivelégtelenségben szenveddé (HFrEF) betegek
csoportjaiban az ACE2 magasabb szintet mutat, biomarkerként értelmezheté (Fagyas és
mtsai., 2021; Tajbakhsh és mtsai., 2021). Ezen Osszefiiggés, illetve a SARS-CoV-2 és az
ACE2 szoros kapcsolata alatdmasztja a koronavirussal fert6zott kardiovaszkularis betegek

magasabb mortalitasi szamait (14. abra).

Koronavirus RAAS diszregulacio
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Pro inflammatorikus folyamatok
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14. abra. A koronavirus fert6zés és a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer kapcsolata.

A poszt COVID19 tiinetek terén megfigyelhetd kardiovaszkularis panaszok (palpitacio,
csokkent terhelhetdség, szivizom gyulladas) szintén felvetik az SARS-CoV-2 - ACE2 —
RAAS relacio jelentdségét (Mitrani és mtsai., 2020). A fenti gondolatok nyomén
munkacsoportunk célul tlizte ki a keringd ACE2 aktivitdsdnak- és expresszidjanak

meghatarozasat, kiilonbozdé kardiovaszkuldrisan betegcsoportokban. Emellett relevansnak
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éreztik megvizsgalni az ACE gatlo terapia ACE2 szintekre gyakorolt hatasait, ezaltal
kovetkeztetni a koronavirusos betegekben alkalmazott ACE gatlok potencialis veszélyeire és
reflektalni az ESC ezen iranyt iranyelveire.

Jelen dolgozatban a koronavirus sejtfelszini receptoraként szolgald keringd- és szoveti
ACE2 molekula szintjét és aktivitasat kardiovaszkularis rizikofaktorok és egyéb patologias
folyamatok, ugymint magas vérnyomas, idds kor, elhizas és szivelégtelenség, befolyasoljak.
Munkank soran igyekeztiink a keringd- és szoveti ACE2, mint lehetséges biomarker szerepét
vizsgalni a koronavirus fert6zés okozta mortalitds és az ACE gatld terdpia alkalmazasanak
(koronavirus fertdzés esetében) tiikkrében. Ezen til az eredmények megvilagitjak az ACE2
szerepét a kardiovaszkuldris kontinuum kiillonb6zé stddiumaiban (egészséges-, magas
vérnyomassal diagnosztizalt-, végstadiumu szivelégtelen egyének csoportjai). Tobb hasonld
tanulmany esetében a keringd ACE2 szint meghatarozasa molekularis biologiai, kvantitativ
PCR metodika segitségével valOsult meg, ami nem alkalmas a valds keringd ACE2
koncentracio értékek meghatarozasara (Assarsson és mtsai., 2014; Sama és mtsai., 2020;
Wallentin és mtsai., 2020).

Az ACE2 vérnyomdas szabalyozasban betoltott kiemelkedd szerepére elsOnek
allatmodelles  kisérletek hivtdk fel a figyelmet. Spontdn magas vérnyomas
patkanymodelljében az ace? gén 16kusza a magas vérnyomas genetikai szabalyozorégidjanak
kozelében helyezkedik el, tovabba igazoltdk, hogy ezen modellben a keringd ACE2 szintje
magasabb. Megegyezd modellrendszerben az ace? gén delécidja vérnyomds reguldcios
problémékhoz, illetve funkcionalis- és strukturalis szivproblémékhoz vezetett (Crackower és
mtsai., 2002). Munkacsoportunk human mintdkon végzett kisérletei az elmult évek soran egy
inverz viszonyt igazoltak a keringd ACE2 aktivitas és csokkent ejekcids frakcidju
szivelégtelenség (HFrEF) roml6 funkcionalis stadiumaiban (Uri és mtsai., 2014, 2016). Jelen

eredmények alapjan elmondhatd, hogy végstadiumt szivelégtelenségben megfigyelhetd
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drasztikus ACE2 aktivitds emelkedéshez képest relative alacsonynak mondhat6 az ACE2
aktivitds (relativ) emelkedése esszencidlis magas vérnyomdsban, Osszhangban korabbi
megfigyeléseinkkel és az eddig ismert irodalmi adatokkal.

Munkacsoportunk eldzetes eredményei alapjan 110 f6 kritikus allapot(i koronavirus
fertdzéssel érintett paciens ACE2 aktivitasértékeinek elemézése nyoman elmondhatd, hogy
ezen betegcsoportban szignifikdnsan magasabb ACE2 aktivitasértékek tapasztalhatoak
klasszikus (non-COVID) szepszisben szenvedd paciensekkel dsszevetve. 30 napos mortalitas
novekedése terén az ACE2 szintén biomarkerként volt értelmezhetd. Elmondhatd, hogy a
novekvd ACE2 aktivitasértékek korreldlnak a halalozéssal és prediktiv funkcidval birnak a
koronavirus iranti vulnerabilitas és fogékonysag terén (Fagyas és mtsai., 2022).

A disszertacioban foglalt eredményeink alapjdn magas vérnyomdsban szenvedd
paciensek csoportjdban RAAS gatlo kezelés mellett (ACEi, ARB) 50%-kal magasabb ACE2
aktivitast tapasztaltunk egészséges kontrollcsoporthoz viszonyitva. A koronavirus pandémia
berobbanasa nyoman felmeriil a kérdés, hogy a RAAS gatlok alkalmazasa vajon
hozzdjarulhat-e kozvetve vagy kozvetleniill a koronavirus okozta mortalitdsi szamok
novekedésé¢hez (Esler és Esler, 2020; Fang és mtsai., 2020; Vaduganathan és mtsai., 2020;
Zheng és mtsai., 2020). Ezen gondolat alapjat 3 elézetes megfigyelés szolgaltatta:
koronavirusos betegek kozott a magas vérnyomas betegségben szenvedd paciensek
incidencidja magasabbnak bizonyult (Vaduganathan és mitsai., 2020); allatmodelles
preklinikai modellek alapjan RAAS gatlo terapia alkalmazédsa, emelked6 ACE2
aktivitasértékeket eredményezett (Ishiyama és mtsai., 2004); harmadsorban pedig maga a
patofiziologiai hattér, miszerint a sejtfelszini ACE2 receptor bejutasi kapuként szolgil a
SARS-CoV-2 korokozo6 szamara (Hoffmann és mtsai., 2020; Walls és mtsai., 2020; Zhang és
mtsai., 2020). Kisérletes munkam igyekezett ezen kérdéskort arnyalni. Munkacsoportunk

altal el6zetesen mar publikalt, Gjszeri higitasos mddszerrel hatdroztuk meg az alkalmazott
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ACE gatl6 terapia hatékonysagat (Toth és mitsai., 2012). Ezen modszerrel tudtuk elemezni a
terdpia elhagyasa egyrészrol (értelemszerii médon) magasabb vérnyomads értékekben testesiilt
meg, masrészrdl azonban az ACE gatlas hatékonysaga nem befolyasolta a keringd ACE2
szinteket. Korabbi és jelenlegi experimentdlis megfigyeléseink alapjan a keringd ACE2
aktivitasértékek jol korrelalnak a humén sziv ACE2 expresszidjaval (biomarker funkcio, akar
sziv iranya koronavirus érintettség monitorizalasara) (Uri és mtsai., 2014, 2016). Tiiddszovet
esetében hasonlod kapcsolat nem figyelheté meg. Korabbi preklinikai kutatdsi eredmények
szintén tamogatjak ezen megfigyeléseket (Kovacs és mtsai., 2016). A keringd- és tiiddszdveti
ACE2 kapcsolatanak hidnya tobb elméleti-gyakorlati tényezdvel magyardzhatd. Egyrészrdl a
human szivben fellelhetd ACE2 expresszi6 kozel négyszerese a tiidészovetben megfigyelhetd
ACE2 expresszionak, (5. tablazat) tovabba lehetséges, hogy a szivizomszdvetben miikodo
ACE2 expresszid/szekrécio mechanizmus effektivebbnek tekinthetd, mint tiiddszoveti tarsaé.
Alternativ ~ szervek/szervrendszerek  (pl.  gasztrointesztindlis  szervrendszer) ACE2
szekrécioban vald aktiv szerepvallalasa szintén felmeriil tovabbi lehetdségként.
Erdekességként megemlithetd, hogy koronavirussal fertézddott betegek kozel 70%-a szamol
be a betegség aktiv fazisdban gyomor-bélrendszeri panaszokrél (Hui és Zumla, 2019; Holshue
és mtsai., 2020).

A keringd ACE2 aktivitadsértékek konzekvensen magasabbnak bizonyultak férfiak
korében nokkel dsszevetve, igazolva korabbi, hasonlé tudomanyos megfigyeléseket (Sama és
mtsai., 2020; Walls és mtsai., 2020). Elmondhat6 tovabba, hogy ezen nemfiiggé ACE2
aktivitasbeli kiilonbség korképtdl fiiggetleniil megfigyelhetd, ami egy egyéni, nemspecifikus
szekrécids mechanizmusra utalhat. Szoveti expresszio szintjén érdekes modon, nem talaltunk
érdemi, nemfliggd kiilonbséget bal kamraban, illetve tiiddben mért értékek terén. Magas

vérnyomassal diagnosztizalt paciensek csoportjdban magasabb testtomeg index, magasabb
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keringd ACE2 aktivitasértékeket vont maga utan. Ezen betegekben korfiiggé ACE2
aktivitasemelkedést figyeltiink meg, kiegészitve, eddigi hasonlé megfigyeléseket (Wallentin
és mtsai., 2020).

ACE2 és a SARS-CoV-2 kapcsolatat arnyalo eredményeink (indirekten) tdmogatjak az
ESC 2020-as “position statement-jét” miszerint, az antihipertenziv gyogyszerek aktiv
koronavirusos megbetegedésben vald elhagyasa sem klinikai, sem tudomanyos oldalrél nem

indokolt (hidnyz6 evidencia) (Cardiology, E.S.).

7.3. Limitaciok

A genotipusfiiggd szoveti-, illetve keringd ACE kapcsolatat vizsgdldé munkankban
egy egycentrumos, etnikailag homogén kaukazusi (magyar) betegcsoporton folytattuk
vizsgalatunkat ennélfogva az ACE gatlo terdpiara és annak hatasossagéara vonatkoz6 klinikai
adataink csupan feltaro jelleglinek tekinthetdek. Szoveti elérhetdség ¢és humanetikai
szempontok nyomdn parhuzamos tiid6- és szivmintdk vételezésére nem volt lehetséges.
Szivizomszoveti genotipusfiiggd ACE expresszi6 mérésre és az ACE gatlo terapia
szivizombeli monitorizalasra nem keriilt sor.

ACE?2 és a koronavirus pandémia viszonyat taglald eredményeink retrospektiv klinikai
adatokon €s mintagytijtésen alapulnak. A vizsgélati populécio6 etnikailag homogén, kaukazusi
(magyar) betegcsoportot reprezentdl. Koronavirussal fert6zott egyének vér- vagy
szovetimintait munkankhoz nem tudtunk felhasznalni. Tiidomintaink kiillonb6z6 individualis
tiidébetegségekkel (tiid6 adenokarcinéma, szarkoidozis, légmell) bird paciensek koziil
keriiltek gytijtésre. A vizsgélati populacidban koronavirussal fertdzott betegek mintdi nem

szerepelnek, igy a prezentalt eredmények ezen szempontbol attételesek.
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8. A doktori értekezésben szereplé uj tudomanyos eredmények

Kisérletes eredményeink alapjan az alabbi uj megallapitasokat fogalmazzuk meg:

a)

b)

d)

A keringésben jelen 1év0, genotipusosan meghatirozott human ACE aktivitas- ¢és
expresszioértékei nem korrelalnak tiiddszovetben mérhet6 ACE aktivitas- és

expresszioértékekkel.

A keringd ACE aktivitds erds korrelaciot mutat szivizomban mért ACE aktivitassal

szivelégtelen betegek mintai alapjan.

A kering0- és tiidészoveti human ACE endogén gatlast mutat.

A keringésben jelen 1évé ACE2 Gsszefliggést (ndvekedést) mutat a kardiovaszkularis
kontinuum progressziv stadiumaival és szerepet jatszhat a koronavirus fert6zés nyoman

igazolt, magasabb kardiovaszkularis mortalitas kialakitdsdban,
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9. Osszefoglalas

Jelen dolgozatban bemutatott experimentalis eredményeink alapjan a keringésben
jelen 1évd genotipusosan meghatarozott, human ACE aktivitas és expresszid nem kizardlag a
tiiddszovetbdl szdrmazik. Sajat eredményeink, illetve modern molekularis biologiai
technikdkon nyugvo adatbazisok megfigyelései nyoman kijelenthetd, hogy a szivben, a
gasztrointesztinalis-, kivalaszto- és urogenitalis traktusokban Kkitiintetett mennyiségben van
jelen az ACE (illetve az ACE2), arnyalva ezen molekuldk termelddési- és metabolikus
sokszinliségét a human szervezetben.

A humaén, keringé ACE2 biomarkerként értelmezhetd a kardiovaszkuléris kontinuum
progressziv stddiumaiban, illetve kardialis/sziv-érrendszeri érintettséggel terhelt koronavirus
fertdz¢Es esetén, ennélfogva magyarazatot nyujthat kardiovaszkularis terhelt betegek magasabb
mortalitdsi szamaira koronavirus fert6zésben. A keringd ACE2 6sszefiiggést mutat tovabba a
nemmel és kardiovaszkularis rizikéfaktorokkal (BMI, vérnyomas, életkor). ACE gatl6 terapia
elhagyasa (a farmakologiai ACE gatlas mértéke) nem befolyasolja a keringd ACE2 szintjét,
igy ezen gyogyszerek aktiv koronavirusos megbetegedésben valo elhagyasa nem indokolt (15.

abra).
A B

ACE endogén
gatlas

Szoveti rendszerek Atherosclerosis

REEZ) ‘ SARS-CoV-2 ’
ﬁ % ' ﬂ’ .:'—_: \ Akut szévetkirosodas

(pl. szivinfarktus, stroke)

4

Széveti remodelling

ACE endogén \ Szivelégtelenség
gatlas '

SARS-CoV-2

ACE2
ACE L ACE2 ACE

ACE2 ACE ACE2 Terminalis szivelégtelenség

Keringés

15. abra. Osszefoglalé abra a disszertaci6 1j tudomanyos megallapitasairol.
Kering6, human ACE és ACE2 potencidlis szoveti forrdsai, az ACE endogén gatlasanak mértéke
keringésben, illetve szoveti szinten (A). A keringd human ACE2, a kardiovaszkularis kontinuum és a

koronavirus fert6zés sematikus kapcsolata (B).
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10. Summary

Based on our experimental results presented in this dissertation, the source of
circulating genotypically determined human ACE activity and expression does not
exclusively come from lung tissue. According to our findings and observations of databases
based on modern molecular biological techniques we may conclude that ACE (and ACE2) is
present in great amount in the human heart, gastroinstestinal tract, excretory system and
urogenital tract, showing the diversity of production and metabolism of these molecules in the
human body.

Human circulating ACE2 can be interpreted as a biomarker in progressive stages of
the cardiovascular continuum and in coronavirus infection complicated with
cardiac/cardiovascular involvement, thus providing a potential explanation for the higher
mortality COVID-19 patients with cardiovascular involvement. In addition, circulating ACE2
shows an association with gender and cardiovascular risk factors (e.g. BMI, blood pressure,
age). Discontinuation of ACE inhibitor (degree of ACE inhibition) has no affect on the
circulation ACE2 levels, so there is no evidence to suggest that ACE inhibitors should be

discontinued in active coronavirus infection (Figure 16.).

A B

ACE endogen

Tissue related systems
inhibition

Atherosclerosis

— SARS-CoV-2 3
ﬁ % ‘ ‘I" = t \ Tissue injury

(e.g. myocardial
infarction, stroke)

Patological remodelling
SARS-CoV-2 '
' ' ACE endogen \ Heart Failure
inhibition
L ) '
e ACE2 ACE2 ACE
ACE2 it ACE ACE2 Terminal heart failure

Circulation

16. figure. Graphic summary of the novel findings.
Tissue related sources of circulating ACE and ACE2, the level of the endogen inhibion in
circulation and in tissue (A). The schematic relationship of circulating, human ACE2, the

cardiovascular continuum and the coronavirus infection (B).
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