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1. Bevezetés és Irodalmi attekintés
A kardiovaszkularis megbetegedések vézkalalokok a fejlett- és a

fejlédé orszagokban egyarant, az 0&sszhaldlozas mintegy -&&000 ez a
betegségcsoport a felsl A World Health Organization adatai szerint 2@@8+
17,3 milli6 ember halt meg valamilyen kardiovaszkid megbetegedésben, és ez a
szam 2030-ra elérheti az évi 23,3 milli. f

A kardiovaszkularis megbetegedések tébbségéberertick a hipertoniat,
a szisztolés szivelégtelenséget, a heveny koronsziadrémat, valamint a
periférias vetérbetegséget -, a renin-angiotenzin-aldoszterodsmmire (RAAS)
haté gybgyszereket sikeresen alkalmazzak. Ez agallm hogy a RAAS-nak
fontos szerepe van a kardiovaszkularis betegségeklakklasaban,
progressziojaban. A RAAS-ra hatdo gyogyszerek kozil leggyakrabban
alkalmazott gyogyszerek egyike az angiotenzin-kaal@ enzim gatldszerei
(ACE-gatlok). Az ACE-gatlok akar 40%-kal is csokkiestik a kardiovaszkularis
halalozds mértékét, mely a RAAS elemein belll aEA@melt szerepére hivja
fel a figyelmet.

Az ACE-géatld gyodgyszerekkel elért sikerek arnyékébeiszonylag
keveset tudunk az ACE endogén szabalyozasardl, leléhis az endogén ACE-
gétlé molekuldk jelenlétél, vagy hianyardl. Eddigi kutatdmunkam soran
megkiséreltem kimutatni egy endogén ACE-gatld mabkekelenlétét a vér,

azonositani azt, biokémiailag karakterizalni ézkakiris hatasait leirni.

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer

A majban termeéids o2-globulin angiotenzinogén N-termindlis végiéa
vese juxtaglomerularis apparatus granularis sejtfal eballitott renin hasit le egy
10 aminosavbdl all6 peptidet, az angiotenzin lRetenin elvalasztasanak b
ingerei a veseperfuziéo csokkenése, a natrium-kl&adcentracié csokkenése a
tubulusban, valamint a szimpatikus aktivitas foldésn a juxtaglomerularis

apparatushoz futd szimpatikus ideguédgsekben. Az inaktiv, kozvetlen



hatdsokkal nem rendelk&zangiotenzin | C-termindlisar6l az angiotenzin-
konvertal6 enzim hasit le két aminosavat, ezz&létva a RAAS legbbb effektor
molekuldjat, a nyolc aminosavbdl all6 angiotenaih 1Az angiotenzin Il hatdsait
az 1-es (AT1) és 2-es (AT2) tipusu angiotenziretdeptorokon keresztil fejti ki.
Az AT1-receptoron keresztil fokozza az aldoszte¥sra vazopresszin szekréciot,
vazokonstrikcidt hoz létre, szomjusagot oko#sediti a fibrozist, a sejtndvekedést
€és a migraciot, stb. Az AT2-receptoron keresztuldidé hatasai tdbbnyire
ellentétesek az 1-es receptoron keresztiil kifefjtetAsokkal: vazodilataciét okoz,
fokozza a nitrogén-monoxid keletkezését és gatajasejtndvekedést. Az
angiotenzin -t az aminopeptidaz A angiotenzin-i& katabolizalja, mely az
angiotenzin 1l hatasaival, de jelésen rovidebb fél-életiivel rendelkezik. Az
angiotenzin Ill-t az aminopeptidaz M angiotenzin-dyé hasitja, melynek mar

sokkal kisebb biologiai hatasa van.

Az angiotenzin-konvertalé enzim

Az angiotenzin-konvertdlé enzim (ACE, CD 143) a R3Aegyik
kulcsenzime, mely cink-fiigg endodipeptidazként az angiotenzin | C-terminalis
végébl 2 aminosavat lehasitva az angiotenzin | — llaalast katalizalja.

Az ACE-nak két izoenzimje ismert. A szomatikus ACEely a nagyobb
mérefi forma (150-180 kDa) - szadmos szévetben megtaldlhébbek kézott az
endotél sejtek felszinén, a kardiovaszkularis reed®lemeiben, a vesékben, a
majban, stb. Szerkezetére jellégmnogy egy roévid C-termindlis citoplazmatikus
domént koveten egy hidroféb transzmembran rész taldlhaté bemeby biztositja
az ACE megfeld kihorgonyozéasat a sejt felszinére. A katalitiketcumokat
tartalmazo6 hatalmas, glikozilalt globularis domésegten kiviil helyezkedik el. A
szomatikus ACE két aktiv centrummal rendelkezik. Aktiv centrumok
kialakitasaban résztvévaminosavak sorrendje azonos (HEMGH), mégis részben
elté tulajdonsagokkal és szubsztrat specificitassallateznek. A C-terminalis

aktiv centrum jobban fligg a Gbnok jelenlétéil és kevésbé dstabil, mint a
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nagyobb mértékben glikozilalt N-termindlis aktivatm. Mindkét aktiv centrum

hasonlé hatékonysaggal bontja a bradikinint, migaagiotenzin | hasitas a C-
domén aktiv centrumon a hatékonyabb. Az ACE-székrattranszmembran régio
extracellularis oldalan hasitva az enzimet biz@@sénnak keringésbe tori&n

jutasat.

A tesztikularis, vagy germindlis ACE csak a heréklexpresszalédo
forma (95-105 kDa), mely egyetlen aktiv centrummahdelkezik. Az ACE-
knockout egerek jeletsen csokkent fertilitassal rendelkeznek, mely &gitl a
tesztikularis ACE kiemelt szerepére a reproduk@éositasaban.

A keringésben megtalalhatd6 ACE mennyisége jéergyének kozotti
variabilitdst mutat. Ennek hatterében az ACE inbsfdeléciés (I/D)
polimorfizmusa all, mely egy 287 bazispar hosszisagm kbdold repetitiv
szekvencia inzertalodasa (1), vagy deléciéja (DAGE-gén 16. intronjaba. Az I/D
polimorfizmus kovetkeztében a D-alléllel rendelkezgyének esetében nagyobb
szérum ACE koncentraciot mérhetiink, mint az |-kléfendelked egyének

esetében.

ACE-gatl6 gyogyszerek
Az ACE-gatlé gyodgyszerek az egyik legszélesebb ddwirlalkalmazott

terapias szerek, tobbek kdzott a magasvérnyomagdsy, szivelégtelenség és a
diabéteszes nefropatia kezelésében. Elterjedt,ogyhksznalatat az is jelzi, hogy
az 5. leggyakrabban felirt gyogyszer az Amerikaydsiilt Allamokban, 2009-ben
Osszesen 162,8 millio recepten szerepelt valamiiyrrsi ACE-gatlé gyogyszer.

Az el ACE-gatlo vegylletet Ferreira 1965-ben azonositatBothrops
jararca vipera mérgében (teprotid). 1975-re sikardsfejlesztették az elsstabil,
aktiv ACE-gatl6 gydgyszert, a captoprilt, melyetvkfien Gjabb gyogyszerek
jelentek meg a betegellatasban. Kémiai szerkezsékint 3 csoportba sorolhaték
ezek a gyodgyszerek: (1) szulfhidril-csoportot tanezok (captopril, zofenopril),

(2) dikarboxilat-csoportot tartalmazok (enalapramipril, perindopril, lizinopril
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sth.) és a (3) foszfonat-csoportot tartalmazé ggagy (fozinopril). Csupan a
captopril és a lizinopril az aktiv hatéanyag, ahi6BCE-gatlé gydgyszer ,pro-
drugként” kerill a szervezetbe és a majban metabdotlik aktiv hatéanyagga.

Az ACE-gatlék szdmos Kklinikai tanulmanyban bizooittik
hatékonysagukat, melyek alatdmasztottdk, hogy aZ-g&tl6k csokkentik a
kardiovaszkularis halalozas, a stabil koronariefstgben fellégpnem végzetes
miokardialis infarktus és szivmegallas rizikojaviljak a prognoézist és az 5-hetes
mortalitast miokardidlis infarktus utan, csokkengk bal kamrai remodellacio
mértékét, késleltetik a hiperténia kialakulasat,okéentik a bal kamrai
témegindexet bal kamra hipertréfidban, csdkkentikileroalbuminuria mértékét és
a diabéteszes nefropatia kockazatat 2-es tipusitdiszben, valamint csokkentik
az Ujonnan diagnosztizalt diabétesi@ldulasat is.

Az ACE-gatlok kedve& hatasaikon tul valtozé mértékolykor sulyos
mellékhatasokat is okozhatnak. A gyakoribb és kegtlenebb mellékhatasok
kozott a kéhogést, az angioddémat (Quincke-6démad gesefunkcidé romlasat

emelhetjuk ki.

Természetes ACE-gatlé vegylletek

Az els5 azonositott ACE-gatlé vegylletet viperaméréglizolaltak,
azonban nem ez az egyedili természetbendifrdulé, az angiotenzin | — I
konverziét befolyasol6 szer. Az utébbi két évtizedbtobb, a taplalékbol
szarmaz0, peptid tipusi ACE-gatld vegylletet aziboibak, melyek Kklinikai
jelensége még kérdéses.

A tejben megtalalhaté kazein, illetve a tejsavo émyehérjéi kdzott
szamos ACE-gatlo hatasu vegyiiletet azonositottaék EK6zil a laktokininek és a
kazokininek  vérnyomascsokként hatasat igazoltdk spontan hipertonias
patkanyokon, valamint human kisérletes vizsgalaokbs hasonlé hatasrol

szamoltak be.



Spanyol kutatok kakukkfés gesztenyefa viragjanak nektarjabol késziilt
méz ACE-gatlé tulajdonsagat irtak le az antibakteriés antioxidans hatasok
mellett.

Szamos tengeri allatfaj fehérjéinek hidrolizatumab@rtek ki ACE-gatlé
hatassal rendelkézoligo- és polipeptid tipust vegytlileteket. Ezek eptmlek a
taplalék megemésztése soran is keletkezhetnekbamdelszivodasuk, keringésbe

kertilésiik még bizonyitasra var.

Endogén ACE-gatlas

Az endogén ACE-gatlas lelistgét mar 1979-ben felvetették. Ekkor egy
10 kDa-ndl kisebb molekulatomégatioszert taldltak az ember, a tengerimalac,
valamint a patkany szérumaban és vizeletében. Eamekahibitornak a pontos
azonositasa azonban nem jart sikerrel.

Ugyanebben az évben Klauser és mtsi. a human saiumint és az
acetil-triptofant (egy tartdsitészert) azonositottéACE-gatloként egy, a
kereskedelmi forgalomban kaphat6 plazma preparaiunibegallapitottak, hogy
az albumin C-fragmentje - mely az albumin 124. &8.2aminosavai kozotti
szakasz -, jelefisen nagyobb géatléhatassal rendelkezik, mint astédjleérje.

Snyder és mtsi. 1986-ban a des-LeulO-angiotenein rint szubsztrat
analdgot jeldlték meg endogén ACE-gatléként. Ezeptid angiotenzin |8l
keletkezik a trombocitdkhoz és hizésejtekhez kéthkarboxipeptidaz-szér
enzimaktivitdsok révén, és az ACE kompetitiv antégfdja. Elméletiik szerint
ennek a peptidnek szerepe lehet az angiotenzindiaelokalis vaszkularis
hatasok szabalyozasaban.

1986-ban Lieberman és mtsi. egy 50 kDa-nal nagyoblekulatdmed
inhibitort talaltak a human szérumban, mely megnitbde a szarkoiddzisban
szenved betegek ACE-aktivitAsdnak meghatarozasat. Az ittnibtazonositasa
nem sikerllt, a gatléhatast viszont reverzibilisted&ltak, igy a szérummintak 8-

szoros higitasat javasoltak a zavaré tétyeziiszobolésére.
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Rogerson és mtsi. 1989-ben a P-anyag N-termindbgnfentjeiél
mutattak ki, hogy ACE-gatlé hatassal rendelkeznek.

Ikemoto és mtsi. 1989-ben patkany sziv tanulmarsakdr taldltak egy
szulfhidril-proteint, mely kompetitiv médon gatolsa ACE aktivitasat. A protein
10 kDa-nal kisebb meériet volt, hatasat pedig szulfhidril-csoportot blokkolo
agensekkel fel lehetett fliggeszteni. Habar a méded@onositasa nem jart sikerrel,
mégis szerepet tulajdonitottak neki a patkany ¥GE-medialt folyamatainak
szabalyozasaban.

Az 1990-es években is tovabb folyt a kutatds azogénd ACE-gatlok
jelenlétének igazolasara. Brecher és mtsi. 1996phdntikalt eredményeikben két
ACE-inhibitorrél - egy nagyobb és egy kisebb mére¢verzibilis gatlbhatast
mutatd fehérjéil - szamoltak be patkanyok esetében. Szintén 1886abC-tipusu
natriuretikus peptidet is egy endogén ACE-galé ipépht azonositotta Davidson
és munkacsoportja. Thevananther és mtsi. 1999-béig @ffinitas kromatografias
maodszerrel izolaltak egy korilbelul 14 kDa méretCE-gatld hatassal rendelkez
fehérjét a human szérumbal.

Annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben szapnébalkozas tortént
endogén ACE-gatlok kimutatasara, maig sincs egygsaliéspont azok meglétér
és jelents élettani szerep@r Tovabb arnyalja a helyzetet, hogy az ACE-gatlok
jelentds hatdsa mellett az endogén gatlbhatast csupanrélgsekértékinek,

elhanyagolhatonak tartjak.



2. Célkitiizések

Tudomanyos kutatasaim soran az alabbi célokat ricaggthm meg:

e a Kkisérleteink soran hasznalt ACE-aktivitasmérést ACE fizioldgias
szubsztratjaval szemben validaljam,

« kimutassam endogén ACE-gatlé jelenlétét a szérumban

e azonositsam az endogén ACE-inhibitort,

*  biokémiailag jellemezzem az endogén ACE-gatlast,

e és megvizsgaljam az endogén ACE-gatlé vaszkulatishit.



3. Anyagok és Modszerek

3.1. Vérmintak gyiijtése, szérumminta készitése

A vérmintdkat egészséges és magasveérnyomas-bebegségszenvail
onkéntesekil gyiijtottik aszeptikus technikaval. A nativ vérmintaléit percig
szobalimérsékleten tartottuk, majd a szérumot 15 perce$0Q g edsséd
centrifugalassal elvalasztottuk a sejtes eletiieldz igy kapott szérum mintakat

felhasznalasig —20°C-on fagyasztva taroltuk.

3.2. Szérum ACE-aktiviths meghatarozasa spektrofotmetrias modszerrel

A szérummintak ACE-aktivitasat Beneteau és mtsi.dsmérének atdolgozott
véltozata szerint hataroztuk meg. Ennek alapja @ r3#-en magas fényelnyel
képesséfj mesterséges ACE-szubsztrat, a FAPGG (N-[3-(2)akilloil]-L-
fenilalanil-glicil-glicin) hasitasat kovét optikai-denzitdscsokkenés. A méréseket
96 lyuku platekben, 37°C-on végeztik. Az 340 nnivetamhosszon bekdvetkéz
optikai-denzitasvaltozast NovoStar plate-readerigl perces idkdzonként
rogzitettik legalabb 90 percen keresztil. Az opiilenzitasvaltozast az dd
fuggvényében abrazoltuk és a pontokra egyenestiéttiink. Az illesztést akkor
fogadtuk el, ha az illeszkedés mértékd (neghaladta a 0,9-et. A mintdk ACE-
aktivitasat az alabbi képlet alapjan szamoltuk:

Aktivitas = (S/k)*D,

ahol S az illesztés meredeksége (1/min), k az 11 |FAPGG hasitasat kouet
optikai-denzitadscsokkenés, D a szérum higitasanéiktéke. Az ACE-aktivitas
értékét U-ban fejeztik ki, ahol 1 U annak az enkiimaasnak a mértéke, amely
mellett 1 perc alatt 1 umol FAPGG hasitasa koveékkee.

3.3. Domén-specifikus ACE-aktivitas meghatarozasa

Az aktiv centrum-specifikus ACE-aktivitasmérést i@ana és mtsi. altal leirtak
szerint végeztik. Quenchelt peptid-szubsztratokaszmaltunk, melyek kozil az

Abz-SDK(Dnp)P-OH szubsztratot az N-terminalis akttentruma, az Abz-
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LFK(Dnp)-OH szubsztratot a C-terminalis aktiv centa képes specifikusan
hasitani, mig az Abz-FRK(Dnp)P-OH quenchelt peptitndkét aktiv centrum
bontja. A mérések kivitelezése 96 lyukl fekete gkben 37°C-on tortént. A
gerjesztési hullamhossz=340nm, az emissziés hullamhossz405nm volt. A
fluoreszcens jelintenzitdsban bekdvetkezvaltozast a domén-specifikus
szubsztratok esetében 4 perceski@konként rogzitettiik legaldbb 90 percen
keresztill, a nem specifikus szubsztrat esetébepekdes idkdzonként legalabb
30 percen keresztil rogzitettik NovoStar plateeeail A fluoreszcens
jelintenzitas valtozasat az ddfiggvényében abrazoltuk és a pontokra egyenest
illesztettiink. Az illesztést akkor fogadtuk el, jdaéga (f) meghaladta a 0,95-6t. A
mintak ACE-aktivitasat az alabbi képlet alapjannsabiuk ki:

Aktivitas = (S /k) * D,

ahol S az illesztett egyenes meredeksége (1/mindz kL pmol fluoreszcens
szubsztrat hasitasat kogefluoreszcencia intenzitas ndvekedés, D a szérum
higitasanak mértéke. Az ACE-aktivitas értékét U-Bgaztik ki, ahol 1 U annak
az enzimaktivitasnak a mértéke, amely mellett Ic mdatt 1 pmol fluoreszcens

szubsztrat hasitasa kovetkezik be.

3.4. ACE-medialt angiotenzin I-hasitas kdzvetlen niése

A szérummintakat angiotenzin I-gyel HEPES pufferl3&iC-on inkubaltunk. Az
elegyekhez 5 mM EDTA-t adtuk, hogy ledllitsuk az&atalizalt angiotenzin |-
hasitast. A keletkezett angiotenzin peptidek meségét HPLC technika
segitségével mértik, miutan a mintékat @&tsik egy 10 kDa porusméfefilteren.

Az analizis reverz fazisi C18 oszlopon tortént. akmiotenzin peptideket 22%
acetonitrili6l (ACN) 55% ACN-re ndvekd gradiens ellcios profillal szeparaltuk,
és diddasoros detektorral detektaltuk 230 nm-erpefitidre jellemé cslcsok
gOrbe alatti terlilete alapjan kalibraciés gorbdtségével szamoltuk ki a peptidek
mennyiségét. A kapott értékeket ad filggvényében abrazoltuk, melyre egyenest

illesztettiink. Az angiotenzin |-atalakulas sebeétég szérum minta higitasi
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fokaval korrigaltuk, és az ACE aktivitast az 1ditszérum &ltal 1 perc alatt hasitott

angiotenzin | pumol-ban kifejezett mennyiségévdejekztiik.

3.5. A szérum ACE mennyiségének meghatarozasa

A szérum ACE mennyiségét a kereskedelmi forgalonephaté human ,ACE
developement kittel” (R&D Systems) hataroztuk megyarté utasitasai szerint,
kisebb modositasokkal. 96-lyukd ELISA-lemezt ACEerés antitesttel fedtlink le
(capture antitest), majd a lemez szabadlkélyeit reagens higitéval (10 mg/ml
borju szérum albumin oldat) blokkoltuk. Reagensithigan higitott szérumot
adtunk a lyukakba, majd az antitest-antigén konwgilekiotinilalt detekcios
antitesttel jeloltik. Ezt kdvéen streptavidinnel konjugalt torma-peroxidazt
pipettaztunk a lyukakba. Végil az ELISA lemezhemkdkomplex mennyiségét
tetrametil-benzidint szubsztrat oldattal hataroztoleg. A reakciét 20 perc
elteltével sésavval ledllitottuk, majd lemértik at@k optikai denzitasat 450 nm-
en plate readerrel. Az ACE-koncentraciét rekomb@naACE-standard sor

segitségével szamoltuk ki.

3.6. A human szérum fehérjéinek elvalasztasa

Egy egészséges oOnkéntgstszarmazd 250-szeresére higitott szérummintakat
egyszer hasznélatos ultrégikel s4irtitk mindaddig, amig a higitott
szérumminték el nem érték a kiindulasi térfogatukaszirék pérusmérete 50 és
100 kDa-os volt. Egy szérummintanal a kiindulasiaé$00 kDa-os pOrusmétiet
sZirével kivitelezett s#rés utan visszanyert frakcio ACE-koncentraciojat
megmeértik, igy meg tudtuk becsiini a minta higul&sg@y toményedését. Nem
talaltunk kildnbséget a kiindulasi és dirés utani frakciok ACE-koncentracioi

kodzott.

3.7. A human szérumalbumin koncentraciéjanak meghdtrozasa

A human szérumalbumin koncentracidjanak mérését mkmezol-z6ld
diagnosztikai reagens segitségével hataroztuk np@eod utasitasa szerint. 1 ml
11



bromkrezol-zold reagenshez 10 pl szérummintat &dtunajd a keveréket
abszorbancidjat spektrofotométerrel mértik 546 nmegyszer hasznalatos
kivettakban reagens vakkal szemben. A HSA-konceidtréa kdvetkeé képlet
szerint szamitottuk:

HSA-koncentracio = (Rintd/ Astandard*Cstandard

ahol A az 546 nm-en mért abszorbancigganbaq pedig a standard oldat HSA

koncentracioja.

3.8. A tisztitott human szérumalbumin tulajdonsagai

Néhany kisérletben az ACE-aktivitAs meghatarozZdS& jelenlétében végeztik.
A HSA oldat tisztasagat SDS poliakrilamid gélelekbrézissel és MALDI-TOF
témeg-spektrometriai méréssel edemtik. Mindkét kisérlet szerint megfetel
tisztasagu volt a HSA. A kisérletek sordn haszh#dA-t kis molekulasulyd,
albuminhoz abszorbealt ACE-gatlok jelenlétére is gwmsgaltuk. 5 kDa
porusmérdt ultrasfirén 15 alkalommal d#t albumin ACE-géatlé tulajdonsaga

nem valtozott a kiindulasi mintahoz képest.

3.9. Human v. saphena szegmensek izometrikus konkidlis erejének mérése

Koronéria bypass fitéteken felhasznalasra nem kerilt 20 vena sapheartatr35
szegmensre vagtunk szét. A szegmenseket kétcsamtonyagraph rendszerre
helyeztiik fel. A véna szegmenseket 15 mbliel megfeszitettilk, majd izometrias
korilmények kozott 60 percig 37°C-on pihentettiilz @rgyirik életképességét
KCI és norepinefrin hozzaadasaval teszteltiik. Bxeken mostuk az érdyiket,
majd megmértik az 1 uM angiotenzin | vagy angiatefizkivaltotta kontrakciok
nagysagat 20 mg/ml huméan szérumalbumin jelenlétébdmianydban is. A kisérlet
végén megismételtiik a KCI- és norepinefrin kezdédésaz angiotenzin peptidek
folyamatos jelenlétében, ezzel igazoltuk az eretképességét. Néhany kisérletben

az albumint captoprillel egyutt alkalmaztuk.
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3.10. A human rekombinans ACE termelése és tisztita

A human rekombinans ACE-t a ,Bac-to-Bac TOPO” espmds rendszerrel
termeltik a gyartd utasitasai szerint. Egy kéngaikmmpetens E. coli torzset
transzformaltunk az ACE-gént tartalmazé cDNS plaittal. Az antibiotikum-
szelekciot kdveten plazmidot izolaltunk, majd az ACE-gént tartalha-astBac
konstruktot DH10Bac kompetens E. coli térzsbe zéorsnaltuk bacmid készitése
céljabol. A bacmid DNS-t SF9 rovarsejt kultirabanszfektaltuk, melyben
baculovirus generalédott. Tovabbi SF9 sejteketé#tiink meg az igy nyert
baculovirusokkal. A fetizést koveit 4. napon az rovarsejteket lecentrifugaltuk és a
pelletet PBS-sel mostuk, hogy eltavolitsuk a tentgéolyadékot. A tiszta pelletet
RIPA pufferben szonikatorral homogenizaltuk. Cdagalast koveten a
felliluszot leszivtuk, majd anion-cser@szlopra injektaltuk. Az ACE-t 168 mM-
rél 540 mM-ra linearisan emelkédkoncentraciéji NaCl-oldattal eludltuk az
oszloprél, az ACE-cslicsot ACE-aktivitasmérésseatmatuk meg. A legalabb 50
U/l aktivitassal rendelkézfrakciokat 6sszeditottiik. A karakterizalas soran nem
talaltunk kildnbséget a szérum- és a rekombinang&-AKiivitas captoprillel

tortér gatolhatdsagaban.

3.11. Az ACE molekularis interakcioinak vizsgéalata

A szérum fehérjéi kozott kialakuld kdlcsdnhatdsokegresztkdt agensek
segitségével stabilizaltuk, majd a fehérjéket impmanipitaltuk (anti-ACE
antitesttel). Western-blot analizis segitségévejangzen ACE-ellenes antitest
hozzdadasaval lathatova tettiik a létréjkemplexeket. A kisérletet tisztitott ACE-
val (>100 kDa szérumfrakcid) és HSA elegyével igimmételtiik. A HSA és ACE
kozott kialakulé kapcsolatot tovabb vizsgaltuk EAISchnika segitségével. 96-
lyuki  ELISA-lemezre HSA-t, zselatint, vagy ACE-eles antitestet
immobilizaltunk, majd esetenként az immobilizalt hégéket keresztkot
reagenssel kezeltik. Az igy kialakult komplexhekombinans ACE-t adtunk

végezetil kimutattuk a felszinhez kotétt ACE jedét.
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3.12. ACE-altali bradikinin hasitas kdzvetlen mérés

A rekombinans ACE-t és bradikinint tartalmazé otdaB7°C-on inkubaltuk
6nmagaban vagy HSA jelenlétében. EDTA-val allitoteiaz ACE altal katalizalt
bradikinin hasitast. A keletkezett bradikinin pdpk mennyiségét HPLC
segitségével mértik meg, miutan &tk a mintdkat egy 10 kDa porusmédiret
sZirén. Az analizis reverz fazisi C18 oszlopon tortém. bradikinin peptideket
18% ACN-©6l 44,2% ACN-re novekly gradiens ellciés profillal eludltuk és
diédasoros detektorral detektaltuk. A peptidcsicgokoe alatti teriilete alapjan
kalibracids gorbe segitségével kiszamoltuk a peftitiennyiségét, melyet azsid
fliggvényében abrazoltunk és egyenessel illesztettiédn bradikinin atalakulas
sebességét a hattérre korrigaltuk (rekombindns AGSE1 pM captopril) és

osszevetettilk a HSA-t nem tartalmazé kontroll niikdd

3.13. Etikai engedély

Minden egyes kisérlet a Regiondlis- és Intézményitatasetikai Bizottsag
(DEOEC RECI/IEC: 2894-2008) és az Egészséglgyi Tadgos Tanacs
engedélyével készilt. A vizsgalatokba bevont bdtedeasos, tajékozott

beleegyezésiiket adtdk adataik és mintaik felhaszakbz.

3.14. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 5.Gv&reel végeztik paratlan és
paros t-teszt, valamint egytényez varianciaanalizis felhasznalasaval. Jékent

kilbnbségnek a p<0,05 értéket tekintettik.
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4. Eredmények

4.1. Az endogén ACE-gatlo jelenlétének kimutatasa

A szérum ACE aktivitAsdnak értéke jelgsen figg a mérés soran
alkalmazott higitas meértékét minél nagyobb higitast alkalmazunk, annal inkabb
né az ACE specifikus aktivitdsa. Ez az 6sszefliggéslzam nem figyelhétmeg
akkor, amikor a tisztitott széveti ACE aktivitdshatarozzuk meg kilénbdz
higitdsokban. Ez azt sugallja, hogy a szérum ACHvitdsat egyéb tényék is
befolyasoljak. Feltételezésiink szerint a medfigyelenségért egy reverzibilis
endogén gatloszer a falel mely a mintahigitas soréan levalik az ACE molakall

igy annak néveli a specifikus aktivitasat.

4.2. Az ACE-aktivitas mérés validalasa

Az ACE hasitasi sebességét hasonlitottuk 6sszeeraéges- (FAPGG) és
természetes szubsztrat (angiotenzin I) eseténtiin, Viiiggetlen kisérletekben. A
FAPGG szubsztrat felhasznalasaval meghatarozott -AlGikitas egyenesen
aranyos az angiotenzin | - 1l konverzié sebessdgé&v&APGG hasitds azonban
nagyjabdl 30-szor gyorsabb és a mérés kivitelezds@énnyebb.

Megvizsgaltuk az ACE-medidlt FAPGG-hasitas speasfdagat
kilonbdz protedz-inhibitorok segitségével. Az alkalmazotit@az inhibitoroknak
nem volt hatdsa a szérum ACE aktivitdsara. Ezazhben az ACE-gatl6 captopril
1 pM-os koncentracidban jelésen gatolta a szérum ACE aktivitasat.

Kilénbdz reakciokorilmények kozoétt tanulmanyoztuk a highatasara
bekovetke# ACE-aktivitds valtozast. Az aktivitasndvekedés fitpglhe®
fiziolégias pH-n és fizioldgias Clon koncentracié mellett, valamint nem fiigg a
reakciéban hasznalt puffer koncentraciojatol.

4.3. Az endogén ACE-gatlas jellemzése

Megkiséreltiik igazolni az endogén inhibitor jeleélé Ennek érdekében

kilonbdd porusmérdt ultrasirékon s#irtiik keresztll a szérummintakat. Az 50
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kDa-nal kisebb molekulatomédehérjék és ionok eltavolithsa nem volt hatdszal a
ACE aktivitasara, mig a 100 kDa alatti fehérjékdettlitasa utan jeleéisen
ndvekedett az aktivitas, és nagymértékben csokkéfgitas hatasara bekovetkez
aktivitasnévekedés a kontrollhoz képest.

Az endogén gatlas tipusat Lineweaver-Burk szegintazolasban készitett
grafikon segitségével hataroztuk meg. A captopsigt&ben kompetitiv gatlast
meértiink, mig az endogén gatloészer esetében nemekiimmatlast tapasztaltunk.

A captopril nagyobb mértékben képes gatolni a rdkoéans ACE-
medialt angiotenzin | — Il konverziét, mint az egéa inhibitort tartalmazo6
szérumfrakcié, HPLC technikaval mérve. Az 50 kDakisebb mérdt fehérjéket
tartalmaz6 szérumfrakcidnak viszont nem volt kintha#d ACE-gatld hatasa.
Ugyanezt az Osszefliggést figyelhettik meg a FAPGEGitdsan alapuld
kisérletekben is,& a captopril gatlé hatasat a <50 kDa és az 50K0) mérefi
fehérjéket tartalmazo frakciok nem befolyasoltak.

A captopril ugyanolyan hatékonyan gatolja a szérA@E mindkét
katalitikus centrumat fluoreszcens szubsztrattaivméEzzel szemben az endogén
ACE-gatloszer hatékonyabban géatolta a C-termiragisv centrumot, mint az N-
terminalis katalitikus centrumot. A nem aktiv-cemtr-specifikus fluoreszcens
szubsztrattal végzett mérés azt mutatta, hogy amblnans ACE-aktivitas is
gatolhatd mind az endogén inhibitort tartalmazérwndrakciéval, mind pedig
captoprillel. Ez 6sszhangban van a FAPGG és azotergiin | ACE-medialt
hasitasakor megfigyelt gatléhatassal, mely aztaij@mzhogy a gatiéhatas nem
szubsztrat-, hanem enzimspecifikus tulajdonsag5@xDa-nal kisebb fehérjéket
tartalmazo szérumfrakciénak nem volt gatléhatasara aktiv-centrum-specifikus
fluoreszcens szubsztrattal mért rekombinans ACHBdt&dra, mint ahogyan az
angiotenzin | és FAPGG hasitasara sem.

Ezek a megfigyelések azt mutatjdk, hogy az endagBibitor fehérje
természdt és 50-100 kDa kozétti molekulatdmeggel rendelkekikgvizsgaltuk,

hogy ez a gétléhatas csak az emberekre jelleragy egy evollcidésan mégott
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tulajdonsag. Egér, borju, kecske és szamar szémitakait hasonlitottunk 0ssze
emberi szérummintaval. Habar a szérumok ACE aksuitjelerdisen kiildnbdzott
az egyes fajokndl, a higitas hatasara bekdvétkkizvitasndvekedés minden fajnal

megfigyelhes volt.

4.4. Az endogén ACE-gatlé azonositasa és hatasaz&rum ACE-ra

Az ACE és a feltételezett endogén inhibitor kozokapcsolatot
keresztkdd dgensek segitségével stabilizaltuk. Ezt kieetaz ACE-t tartalmazé
fehérje-komplexet immunprecipitaltuk, majd Westblattal ACE-ellenes
antitesttel lathatova tettiik. Az ACE-t tartalmaz801kDa-os sav felett egy plusz
sav jelent meg 250 kDa korili magassagban, ezéalagg ACE-val komplexben
Iévé fehérje mérete 70 kDa koril lehet. Ebben a mobtkulomanyban a
legnagyobb mennyiségben jeleriiéészérum fehérje a human szérumalbumin. A
HSA és az ACE kozotti feltételezett kolcsOnhatafitasdiréses technikaval
tisztitott ACE és HSA felhasznéalasaval kdzvetleisiinegvizsgaltuk. A 250 kDa
koruli savot ilyen korilmeények kozott is sikerdlimutatni, mely pozitivan
fesbdott mind ACE-, mind HSA- ellenes antitesttel Westblot analizis soran. A
HSA és ACE kozotti kapcsolatot ELISA technikavaigazoltuk.

A HSA lehetséges ACE-gatld hatadsat rekombinans zZ&srusbol
részlegesen tisztitott ACE-n is vizsgaltuk. A spérACE elvalasztdsa a human
szérumalbumintdl az ACE-aktivitais novekedéséhez eteéz A human
szérumalbumin mind a rekombinans, mind a részlegésetitott szérum ACE-
aktivitasat képes dozis-fijg modon gatolni; a fél-maximalis gatloszer
koncentraciok rendre 9,5 és 5,7 mg/ml voltak.

Az ACE-gétlok leggyakoribb klinikai mellékhatasakéhogés, melyet a
legelfogadottabb elmélet szerint a megemelkedettikinin szint okoz. 40 mg/ml
HSA hatasat vizsgaltuk a rekombinans ACE-medi&tlkinin bontasara. A HSA

csupan részlegesen gatolta a bradikinin lebontasat.
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Az ACE két aktiv centruménak kissé eltéa szubsztrat specificitasa.
Katalitikus doménre specifikus fluoreszcens szubtazk segitségével
megvizsgaltuk a HSA gatlbhatasat az aktiv centrionokA HSA nagyobb
hatékonysaggal képes gatolni az ACE C-doménjéthtdtaaktiv centrumot, mint

az N-doménen lét.

4.5. A HSA angiotenzin-medialt vaszkularis valaszak gyakorolt hatasa

A HSA ACE-gatl6 hatasat vaszkularis preparatumokoembran-kotott
ACE esetében is vizsgaltuk (human vena saphenapiofamzin I-et vagy
angiotenzin Il-t adtunk az erekhez 20 mg/ml HSAempdétében vagy hianyaban.
Nem taléltunk jelerdts kulénbséget az angiotenzin | vagy |l &ltal kig#lt
maximalis kontrakciés értekintetében a HSA mentes korilmények kozott. Az
angiotenzin | altal kivaltott maximalis kontrakcidmértéke csokkent, mig az
angiotenzin ll-medialt 6sszehizédas erejét nemlydsolta a HSA jelenléte. A
captopril hozzaadasa a 20 mg/ml HSA-hoz nem bedolya@ jelenfsen az
angiotenzin | valasz nagysagat a 20 mg/ml HSA Baigs képest.

Az atmeneti, angiotenzin peptidek altal kivaltoflaszokat részleteikben
is vizsgaltuk, igy a kontrakci6 kinetikajat, a féhximalis kontrakcio idtartamat,
a deszenzitizacié kinetikdjat, a deszenzitizaciortéhét is a mar emlitett
maximalis eé nagysaga mellett. Az angiotenzin I-medialt kontrakkinetikaja
korilbelll haromszor lassabb volt a HSA jelenlétébmint hianyaban. Ezzel
ellentétben a HSA jelenléte nem befolydsolta jéleert az angiotenzin | altal
kivaltott kontrakcio deszenzitizaciojanak kineti&iaja fél-maximalis kontrakcio
idétartamat és a deszenzitizacio mértékét. A HSA ngakaolt jelends hatast az

angiotenzin lI-medialt valaszok nagysagara és Hiagira sem

4.6. A szérum higitasa, mint az ACE-gatlo terapia egitélésére alkalmas
technika
A szérumminta higitdsaval az endogén ACE-gatlé H®alekulak

levalnak az ACE-rél, igy az Ujra aktiv lesz. Az AQEtlI6 terapidban részesul
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betegek esetében az endogén ACE-gatlas melletC&Ezgutlé gyogyszer hatasa is
kimutathat6. Az ACE-gatlé terdpidban részésibeteg szérummintdjanak
nagymértéli higitasaval elérhetjik, hogy a HSA molekulak nitlée gyégyszer
molekuldi is levaljanak az ACE-rél, ezzel az enziijra aktivva valjon. A
nagymértékben higitott minta specifikus ACE akéisda a betegnél mérbietra
jellemzs maximalis ACE-aktiviths meértékét adja. A toményntabdl meért
aktivitasérték pedig a géatolt ACE-aktivitds értékdttatja. A maximalis- és a
gatolt ACE-aktivitds értékelkdd kiszamithatd az ACE-gatlas mértéke. A
kidolgozott médszert a klinikai gyakorlatban is miggaltuk. Ennek soran 502
hipertdnias beteget vontunk be a vizsgalatba, kikzBB4 beteg részesiilt ACE-
gatlé kezelésben. Populacios szinten a betegekyodrdisa a 140/90 Hgmm-es
célérték alatt volt. Minden egyes beteg esetébeghatéroztuk az ACE-gatlas
meértékét. Az ACE-gétlét szédbetegek kdzott voltak olyan betegek is, akik ACE-
gétlasa a kontrolléval egy&zmértéki (n=66), nekik lényegesen magasabb
vérnyomasértékeik voltak.

Az elégtelen ACE-géatibhatdssal rendetkez66 kisdirt beteget
visszahivtuk egy kontroll vizsgalatra, és megkértiket a gyogyszer éiras
szerinti szedésére. 30 beteg aézetes igéretével szemben nem jelent meg a
kontroll vizsgalaton. 11 beteg esetében mar kiglégatlohatast mértlink, mig 6
betegnél a kezébrvos doézisemelést tartott indokolthak az ismételtmért
alacsony gétléhatas miatt. A dozisemelést kimmtezek a betegek is elérték a
kivant gatlohatast. 17 beteg elmondta, hogy kohogeéatt nem szedte a
gyogyszerét,6ket mas tipusu vérnyomascsokkinat allitottuk. 2 beteg pedig
elzarkozott barmilyen gyogyszer szedékét

Lényegesen csdkkent annak a 17 betegnek a vérngona&gknél a

kontroll alkalméaval, vagy a dézisndvelés utan Igéte gatibhatast mértiink.
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5. Megbeszélés

A szérum ACE aktivitasanak mértéke jelisgn fligg a mérés soran
alkalmazott minta higitasi fokat6l. Minél nagyoblgitést alkalmazunk, annal
nagyobb a minta specifikus aktivitdsa. Ez a jelgnigztitott ACE aktivitdsanak
mérésekor azonban nem figyelhaheg. Ennek két magyarazata lehet: (1) nem
megfelebek a mérések korulményei, (2) endogén, reverziBil&-gatlo jelenléte
miatt tdmény mintdban az enzim aktivitasa gatolaa,vnely aldl csak nagyobb
higitasok esetén szabadul fel.

A FAPGG (mesterséges ACE szubsztrat) hasitasandessége
egyenesen aranyos a természetes szubsztrat (amzgiotd) hasitasanak
sebességével kilonb®higitasokban mérve. A bedllitott aktivitasmérét dem
specifikus az ACE-ra, kildénb6zipusi peptidaz inhibitorok-koziil csak a captopril
gatolta a FAPGG bontasat. Az aktivitas in vitro ésé&r az emberi szervezetben
eléforduld  kordlmeényeldl eltérs kdrnyezetben torténik, ezért modelleztik a
természetesen &@brdul6 allapotok hatdsat az ACE aktivitasara. Adiogias pH
és CI koncentraci6 nem befolyasolta a higitds hatasékietkesd specifikus
aktivitas novekedését. Mindezeket 6sszegezve, diwitakmérés korulményei
optimalisnak bizonyultak, igy az aktivitas fokozéda endogén ACE-gatlé
jelenlétére utal.

A szérumbdl ultradméssel nyert frakciok kozill csak az 50 és 100 kDa
kozotti mérettel rendelkéz fehérjéket tartalmazéd frakci6 mutatott ACE-géatld
hatast, mely a rekombinans és a tisztitott enzietében is megfigyelhétolt. Ez
a gatléhatas nem-kompetitivnek bizonyult adeteciprok grafikon alapjan. C- és
N-domén aktiv-centrum-specifikus ACE szubsztratagitségével kimutattuk,
hogy az endogén inhibitor nagyobb hatékonysaggabligaa C-domén aktiv
centrumat.

A higitds hatasara bekodvetkegpecifikus ACE-aktivitAsndvekedés -igy

az endogén ACE-gatlo jelenléte nemcsak az embesafatossaga-, hanem szamos
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allatfaj esetében is kimutathaté volt (egér, bolécske, szamar). Ez a tény
bizonyitja, hogy az evolici6 sordn az endogén AGHag j6l megrzott
tulajdonsag.

Az endogén inhibitor azonositaséara tetifeszitéseink soran kereszt&ot
agensek segitségével stabilizaltuk az ACE és abiiah kézotti kapcsolatot. A
keletked termék nagysaga alapjan arra kovetkeztettiink, hagidlcsdnhato
fehérje a huméan szérumalbumin lehet. A keresztkd&imék tisztitott ACE és
HSA keresztkdtése soran is megfigyetheolt, melyet mind ACE-ellenes, mind
HSA-ellenes antitesttel azonositani tudtunk.

Megvizsgaltuk a HSA-nak tisztitott- és rekombin&&E aktivitdsara
kifejtett gatléhatasat is. Mindkét esetben hasanéitéki inhibiciot talaltuk (1Go
értékek rendre: 5,7 és 9,5 mg/ml). A felvett koncdeié-hatds gorbék alapjan
pedig arra kdvetkeztettiink, hogy az ACE fiziol6gldSA-koncentraciok mellett
nagymeértékben gatolva van. A HSA nagyobb hatékagadagatolja az ACE C-
termindlis aktiv centruméat az N-termindlis aktimzamahoz képest, hasonl6éan a
szérumfrakciok esetében latottakkal.

A keringésbhen |&y angiotenzin-konvertdld enzim aktivitasa
nagymértékben kontrollalva van a human szérumalbuattal. Arra is kerestik a
valaszt, hogy milyen hatassal van a HSA az endmjék felszinén horgonyzott
ACE-ra. Koronaria bypass iitéten atesett betegaelbszarmazé fel nem hasznalt
vena saphena érfpfik esetében azt tapasztaltuk, hogy az angiotennmedialt
érosszehlizodas mértékét jetmein csokkentette a HSA jelenléte, mig az
angiotenzin Il kivaltotta valaszok érintetlenek adtak. Mindezek azt mutatjak,
hogy a kerin§ ACE mellett az endotél felszinén &MACE aktivitdsat is csokkenti
a HSA.

Az endogén ACE-gatlas kulénésen érdekes jelenségerapiasan
alkalmazott ACE-gatlé gyogyszerek sikerességéndikéhien. Az ACE-gatldk
hatékonynak bizonyultak a kardiovaszkularis megiedések kezelésében, mint

ahogyan azt szamos nagy betegcsoporton végzeakdlinzsgalat alatamasztja, és
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terapias irdnyelv ajanlja. A bemutatott eredményesmerint a HSA jeleisen
gatolia az ACE aktivitasat, ami egy lehetséges ghtdt mechanizmus a
kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval ésrpssgiojaban szemben. Ez az
interakcié puffer rendszerkéntiikbdve alacsony szinten stabilizalhatja az ACE
aktivitasat fuggetlenil az ACE-koncentraciotol.

A szérum ACE-koncentracié genetikai kontroll alatt. Az ACE-gén
inzercids/deléciés polimorfizmusa a keringésber IBCE-koncentracié 20-50%-
os egyenek kozotti variabilitasaért fékel Ez a kilonbség azt sugallja, hogy az I/D
polimorfizmusnak kiemelt szerepe lehet a kardiokakmis megbetegedések,
toébbek kdzott a miokardialis infarktus, a koszob@tegség, a szivelégtelenség és a
hiperténia patomechanizmusaban. Ennek ellenérgtahe tanulmany nem tudta
bizonyitani a kardiovaszkularis betegségek és aZ A®limorfizmus kozotti
Osszefliggést. Ennek egyik lehetséges magyarazaiogy, a HSA puffereli az
ACE aktivitasat, alacsony szinten tartja azt fuggell az ACE-koncentraciotol.

Figyelmen kivil hagyva az ACE-genotipus hozzagwmal az ACE-
aktivitdshoz, egy metaanalizis tobb, mint 30 00Q/éeg bevonasaval azt a
kovetkeztetést vonta le, hogy az ACE-gén polimonfisza nem befolyasolja a
vérnyomast, valamint nem emeli a miokardialis ikfas, az iszkémias
szivbetegség, vagy az iszkémias cerebrovaszkutigbetegedés kialakulasanak
rizikdjat. Valoszirinek tartjuk, hogy a HSA ACE-aktivitasra kifejtettfferhatasa
lehet ennek a magyarazata. Ismét érdemes kiemebgy ezen betegségek
gyogyszeres kezelésében kiemelt szerepet jatsznAMCE-gatlok, ami az ACE
fontossagat sugallja e betegségek patomechanizemusab

Szamos olyan pontmutaciét irtak le az ACE-génbealyek nagyobb
mértékben befolyasoljak az ACE koncentraciojat ainggsben, mint az I/D
polimorfizmus. Kramers és mtsi. olyan esetélezamoltak be, ahol az ACE-gén
pontmutaciojanak koévetkeztében a keringésbend I6XCE-mennyiség az
Otszorosére emelkedett. Ez a mutacié legalabb 8dmsa érint, az érintettek

azonban nem szenvednek ACE-hoz kapcsolhaté bewddsdy vagy
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hiperténidban. Nesterovich és mtsi. egy masik météctak le, mely a szérum
ACE-koncentracidjat 13-szorosara emeli. Azonbankmzleaz egyéneknél sem
sikerilt az emelkedett ACE mennyiséghez betegtégstani. 8t, az ACE 1199.
aminosavaban bekdvetkezorolin leucin cserét aszimptomatikus autoszomalis
dominans hiper-ACE-emianak nevezik. Adadlekben leirt megfigyelések is azt
tamasztjak ald, hogy az ACE-koncentracio szélemrtgmyban jél toleralhato,
mely valdszifileg a HSA ACE-aktivitas csokkehhatasaval magyarazhato.

Az endogén ACE-gétlas lelésBgét nem a mi munkacsoportunk vetette
fel és vizsgdalta etként. Mar 1979-ben beszamoltak egy 10 kDa-nal kiseb
molekulamérettel rendelkézndogén ACE-gatlo6 jelenlétédra plazmaban, melyet
kévetben még szamos alkalommal leirtak kism&rehdogén ACE-inhibitorokat.
Erdekes médon mi nem lattunk arra utalé adatot,yhag altalunk vizsgalt
szérummintdkban kismétet endogén gatlészer lenne jelen. Egyetlen
kisérletiinkben sem volt kimutathaté gatléhatdsatakDa-nal kisebb molekulakat
tartalmaz6 szérumfrakciénak. Ennek egyik lehetségagyarazata az egyének
kozotti elté diétas faktorokban kereslieSzamos adat fellelhietz irodalomban
arrél, hogy diétas faktorok, tobbek kozott azS2-kazein, vagy a méz egyes
komponensei ACE-gatlé hatassal rendelkeznek. Ezearged kévetkeztetni, hogy
a tejben, vagy a mézben gazdag ételek fogyasztdsaetkeztében kis
molekulasulyt inhibitorok jelenhetnek meg a kerslggn. A mi vizsgalati
populacionkat alkotd betegek altaldban éhgyomariebztek vérvételre, melynek
kovetkeztében a diétds faktorok talan kisebb smtrgjiszottak az eredmények
befolyadsolasdban. Méasik lehetséges magyardzata mddekulasilyl inhibitorok
hianyanak, hogy korabbi vizsgalatokban megfigyelodjan gatlé molekulékat,
melyek nagy fehérjék degradaciojabdl keletkeztakj aintainkban azonban ilyen
degradacio valésziiteg nem kovetkezett be.

Kisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a HSkns ACE-gatlé
hatadssal rendelkezik. Az albumin szamos kisebb riehéeptid, ion, stb.

szdllithsdban vesz részt. A kérdés tehat az, hagyalbumin ACE-gatlo
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tulajdonsaga sajat fehérje természétéhdddik, vagy valamely abszorbedlt
molekula tehét ezért felebssé? A tisztitott HSA ACE-aktivitasra kifejtett
gatléhatasa azt mutatta, hogy a gatléhatas inkablallauminhoz kéthét Ezt
tovabbi két adat is medwsiti. Egyrészil a HSA tdmegspektrometrids analizise
soran igazolast nyert, hogy az nagy tisztasagu,résésl a HSA-nak a
rekombindns ACE-t gatlé hatasa mit sem valtozotinbSasi-sizrési ciklus soran.

Néhany tanulmany, melyeket diétas tériezACE-gatld hatasanak
azonositasara terveztek az acein-1-et és az altwitent jelolték meg ACE-
inhibitorként. Mindkét peptid a HSA tripszin-altdtiasitasi terméke. Az acein-1
egy heptapeptid, mely a HSA 138. és 144. aminoda@itti szakaszt fedi le, mig
az albutenzin A egy nonapeptid, mely a HSA 2102&8. aminosavai kdzotti
szakasznak felel meg. Ezeknek a peptideknek aélggeazt sugallja, hogy a HSA-
nak tobb ACE-gatld doménje is lehet. Raadasul ainat és az albutenzin A
nagyon hasonlé fél-maximalis gatlokoncentraciov@kq) rendelkeznek, mint amit
mi a HSA esetében leirtunk (16 uM az acein-1 esetéls 1,2 uM az albutenzin A
esetében). Erdekes mddon annak a mesterségesneéptidely csupan egyetlen
aminosavval hosszabb, mint az acein-1, mar lIéngegkisebb az I értéke (500
uM). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a HSA ACHégaloménjanak a
megfeleb molekulafelszini pozicidja kulénésen fontos a katdy ACE-gatlas
mechanizmusaban.

A szérumban a fiziologids HSA koncentracié maghsg@b-52 mg/ml),
mint az albumin ACE-ra kifejtett fél-maximalis gditbncentracioja (az Kg érték
5,7 mg/ml szérum ACE és 9,5 mg/ml rekombinans AG&é&ben). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogyin vivo kérilmények kodzott az ACE teljesen gatolva van.
Bizonyos patolégids allapotokban (fehérje alulthpégban, vagy sllyos
majelégtelenségben) a kertnglbuminkoncentracié Iényegesen kisebb lehet, mint
a referencia tartomany als6 értéke. Az ilyen betggkben alkalmazott albumin

inflzi6 novelheti az endogén ACE-gatlas mértékérzdt 6sszhangban azt
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figyelték meg, hogy HSA posztoperativ infazidja &orhipotenzié alakult ki
azoknal a betegeknél, akik ACE-gatlo6 terapidbanasidtek.

A HSA a kering ACE aktivitasat Iényegesen csdkkenti. Ez ravilagig,
hogy az ACE-gatlé gydgyszerek talan nem a kérid@CE-n fejtik ki terapias
hatasukat, mivel a keringésben az ACE mar endogéatoiva van az albumin
altal. Ennek kovetkeztében az ACE-géatlé gyogyszeekkdleges célpontja a
szbveti ACE lehet. A HSA gatolta az angiotenzinoherzié mértékét az érben,
melynek kovetkeztében lassabb és kisebb maximaligiogenzin |-mediélt
kontrakcié alakult ki. Ezzel szemben a HSA nem ly@feolta az angiotenzin II-
kivaltotta valaszokat, mely az albumin kdzvetleti@#atasara enged kdvetkeztetni
a membrankotott ACE esetében is. A 20 mg/ml HSAdbatasa azonban kisebb
mértéki volt, mint amilyet a szérum esetében mérhettiirkaddsul a captopril
nem volt hatékonyabb, mint a HSA a vizsgalt érsgakn, mely alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy a captopril sem teljes gonsstdja a membrankdtott
ACE-nek, vagy az angiotenzin |-kivaltotta éréssz#hilas nem csak az ACE Aaltal
katalizalt folyamat eredménye.

Ugy gondoljuk, hogy a HSA nem egyforman gatolja AQE 6sszes
forméjat. Ennek megfelé¢n néhany lokalizacibban az ACE affinitasa kisediet
a szérumalbumin irdnt, vagy esetleg magasabb didJok&E-mennyiség, mint a
szérumban. Ehith kovetkezik, hogy a HSA-okozta gatléhatas limitéitekben a
lokalizaciokban, ami teret ad az ACE-gatldé gyogyskeek terapias hatasuk
kifejtésében. Ez 6sszhangban van a Dzau és mtal. l&lrtakkal, miszerint a
plazma ACE csak egy csekély részét képviseli asezet 6ssz-ACE-aktivitdsanak,
ezaltal szerepe is minimalis. Val6jaban ezt azasliténnyel tAmasztottuk ala,
mivel igazoltuk a szérum ACE HSA-medialt gatoltsaga

Egy masik kbévetkezménye a HSA-medialt szérum ACHaganak az
lehet, hogy az angiotenzin | — Il konverzié sebgssgghatarozé Iépéssé valik a
renin-angiotenzin-aldoszteron rendszerben. Ezt $atjza ala az a megfigyelés,

hogy az angiotenzin | és Il Osszemébhanennyiségben taldlhatd meg a
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keringésben. Mindez arra utalhat, hogy az angiateingzépzdés (a renin altal) és
konverzié (az ACE éltal) sebessége hasonl6. Melgjégyezni azonban, hogy az
angiotenzin | nem lehet jelen a keringésben a reldiretes felszabadulasa nélkdl.
Tovabba a HSA éltali nagymértéliACE-gatlas kovetkeztében az angiotenzin | és
Il lebonté Gtvonalak (példaul ACEZ2-aktivitas) kieltneszerepet jatszhatnak a
lokalis angiotenzin Il koncentracio kialakitasaban.

A HSA lehetséges protektiv szerepe mellett az A@GHAH mar
bizonyitottan kedveien befolydsoljdk a kardiovaszkularis betegségelakidasat
és progresszidjat. A gyogyszer a kedvbatasait csupan akkor tudja kifejteni, ha a
beteg beveszi azt, illetve ha megféledézisban szedi azt. A klinikus
nagymértékben képes befolyasolni a beteg hozzatlkkezeléshez, de végs
soron mindig a beteg dont arrél, hogy a gyégyszéedteszi-e vagy sem. A
kezeborvos egy egyszérvérnyomasmérés segitségével megprobalhatja magitél
a beteg terapidiségét, azonban szamos esetben nem a vérnyomasusskiecél,
hanem az ACE-gatlok egyéb kedéemlajdonsagait szeretnénk kiaknazni, melyek
a vérnyomascsokkehhatastol fuggetlenek lehetnek.

A munkacsoportunk altal kidolgozott mdédszerikiten hasznalhaté a
betegek ACE-gatlo terapiajanak objektiv megitéksBhhez csupan egyetlercs
vérre van szikség, mekbmegmérhet a betegre jellentz ACE-gatlas mértéke.
Az 502 beteg bevonasaval végzett vizsgalatunkbaia ar kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a betegek kozel o6tédében elégteten ACE-gatld terapia
hatékonysaga. Ennek hatterében leginkabb a nemefagterapialiség all.
Viszont ha a kezébrvos tudja, hogy melyik betegnél kell javitani a
terapiatiségen, az novelheti a kezelés hatékonysagat, rmellygezességében
csokkentheti a kardiovaszkularis mortalitast és amphalizaciok szamat. Az
elégtelen ACE-géatl6hatast mutatdé betegek kisebbéréd viszont az alkalmazott
doézis mértéke volt elégtelen, melyet a doézis enmdeldskorrigalni lehetett. A
pozitiv véaltozas a betegek vérnyomas-értékeibenazsn vitro ACE-gatlé

hatékonysag-mérésében is megmutatkozott.
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A tanulmanybdl az is kiderilt, hogy néhany betegté&sen az ACE-gatlas
mértéke 99% felett van. Ezeknél a betegeknél érddetet az ACE-gatlé dézisat
csokkenteni az esetlegesen kialakuldé mellékhatéasmmanak és mértékének
csokkentése érdekében, ezzel pedig tovabb javitametegek terapidibégét. A
kidolgozott modszer 6sszességében egy Ujabb fefezgthat a személyre szabott

kezelés elterjedésében.
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6. Osszefoglalas

Az angiotenzin-konvertdldé enzim-gatlok az egyik dgakrabban
alkalmazott gyogyszerek a kardiovaszkularis megfsetések kezelésében.
Endogén ACE-inhibitorok létezégémar 1979-ben is beszamoltak, ezek hatasait
azonban kevésbé tanulmanyoztak.

Célunk az endogén ACE-gatl6 jelenlétének kimutatazanositasa volt a
szérumban, valamint megvizsgalni annak kefings vaszkularis ACE-ra kifejtett
hat4sait.

Kisérleteinkben megésitettiik, hogy a kerifigACE-aktivitasat a huméan
szérumalbumin nagymértékben gatolja. Uj eredménykiénutattuk, hogy (1) a
HSA-medialt ACE-gatld hatas fiziologias korilményekozétt (pH, Cl
koncentracio) is léteziln vitro; (2) a HSA nagyobb affinitdssal gatolja az ACE C-
terminalis aktiv centrumat, mint az N-termindlistiakcentrumot; (3) a HSA-
medialt gatléhatas az evollciéban emtt tulajdonsag; (4) a HSA nemcsak a
keringéshen |& ACE-aktivitasat gatolja, hanem az endotél sejtelszinén
horgonyzott ACE-ra is gatl6hatassal van; (5) a kiitity mértékben higitott
szérummintdk specifikus aktivitisanak mérése alalm betegek ACE-géatld
kezelésének objektiv megitélésére (hatékony-e &pite?), ezéltal a személyre
szabott kezelés megvalositasara.

Vizsgalatunk legfontosabb megallapitasa az, hogsA az ACE egyik
hatékony endogén gatlészere, melynek kovetkeztébkaringg ACE aktivitasa
csaknem teljesen gatolva van fiziologias kortlménk@zott,in vivo. Kisérleteink
klinikumban tortén értelmezése révén pedig megnyilt a l18béf) az ACE-gatlot

szed betegek személyre szabott kezelééd.el

28



7. Sajat kozlemeények jegyzéke

7 DEBRECENI EGYETEM —
U EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mﬂ[[NK
/ PUBLIKACIOK ww ib.unideb hu

Iktatészam:  DEENKETK/79/2014.
Tételszam:
Targy: Ph.D. Publikaciés Lista

Jelolt: Fagyas Miklos
Neptun kéd: NMHRCK
Doktori Iskola: Laki Kalman Doktori Iskola

Mtmt azonosit6: 10037028

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Fagyas, M., Uri, K., Siket, M.I., Daragé, A., Boczan, J., Banyai, E., Edes, |., Papp, Z., Téth, A.:
New perspectives in the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) I: Endogenous
angiotensin converting enzyme (ACE) inhibition.

PLoS One. 9 (4), 29 p., 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0087843
IF:3.73 (2012)

2. Fagyas, M., Uri, K., Siket, M.1., Fulép, G.A., Csat6, V., Daragé, A., Boczan, J., Banyai, E.,
Szentkiralyi, |.E., Maros, T.M., Szerafin, T., Edes, |., Papp, Z., Téth, A.: New perspectives in
the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) II: Albumin suppresses angiotensin
converting enzyme (ACE) activity in human.

PLoS One. 9 (4), 28 p., 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0087844
IF:3.73 (2012)

Tovabbi Kézlemények

3. Fagyas, M., Uri, K., Siket, M., Daragé, A., Boczan, J., Banyai,'E., Edes, |.,:Papp, Z., Téth, A.:
New perspectives in the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) IHi: Endogenous
inhibition of angiotensin converting enzyme (ACE) provides protection‘against cardiovascular
diseases.

PLoS One. 9 (4), 29 p., 2014.
IF:3.73 (2012)

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. % Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. = Tel.: (52) 518—-600
E-mail publikaciok@lib.unideb.hu @ Honlap: lib.unideb.hu

29



]

DEBRECENI EGYETEM <
7 EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR mn[[NK

www lib.unided hu

S

/

PUBLIKACIOK

4. Uri, K., Fagyas, M., Manyiné Siket, |., Kertész, A., Csanadi, Z., Sandorfi, G., Clemens, M., Fedor,
R., Papp, Z., Edes, |, Téth, A, Lizanecz, E.: New perspectives in the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) IV: Circulating ACE2 as a biomarker of systolic dysfunction in
human hypertension and heart failure.

PLoS One. 9 (4), 32 p., 2014.
DOI: http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0087845
IF:3.73 (2012)

5. Darago, A., Fagyas, M., Siket, M.1., Facsko, A., Megyesi, Z., Kalasz, J., Galajda, Z., Szerafin, T.,
Harsfalvi, J., Edes, I., Papp, Z., Téth, A., Szentmiklési, J.: Differences in Angiotensin
Convertase Enzyme (ACE) Activity and Expression May Contribute to Shorter Event Free
Period After Coronary Artery Bypass Graft Surgery.

Cardiovasc. Ther. 30 (3), 136-144, 2012.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/.1755-5922.2010.00252.x
IF:2.852

6. Fedor, R., Asztalos, L., Lécsey, L., Szabo, L., Manyiné, |.S., Fagyas, M., Lizanecz, E., Téth, A.:
Insertion/deletion polymorphism of the angiotensin-converting enzyme predicts left ventricular
hypertrophy after renal transplantation.

Transplant. Proc. 43 (4), 1259-1260, 2011.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.transproceed.2011.03.064
IF:1.005

7. Fedor, R., Asztalos, L., Lécsey, L., Szab¢, L., Manyiné, |.S., Fagyas, M., Lizanecz, E., Téth, A.:
Insertion/Deletion polymorphism of angiotensin-converting enzyme as a risk factor for chronic
allograft nephropathy.

Transplant. Proc. 42 (6), 2304-2308, 2010.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.transproceed.2010.05.020
IF:0.993

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 19.77

A kozl6 folyodiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kézleményekre):
7.46

A DEENK Kenézy Elettudomanyi Kényvtar a Jelélt altal a Publikacios Adatbazisha feltoltott adatok
bibliografiai €s tudomanymetriai ellenérzését a tudomanyos adatbazisok és'a Journal Citation Reports
Impact Factor lista alapjan elvégezte. \

Debrecen, 2014.04.15

Cim: 4032 Debrecen, Egyetem tér 1. @ Postacim: 4010 Debrecen, Pf. 45. o Tel.: (52) 518-600
E-mail publikaciok@]lib.unideb.hu & Honlap: lib.unideb.hu

30



8. Kdszonetnyilvanitas:

Halaval tartozom témavezehnek, Dr. Toth Attilanak, akivel csupén
révid ismeretség utan kezdtiink el egyiitt dolgomégis hamar teljes 6sszhangban
kerestiik ,a valaszokat a feltett kérdésekre”. Viezmtalatt még a ,favagas” is
inkabb szérakoztatonakint, mintsem koételességnek. Kezdktinzetlenul segitett
és batoritott, tanacsaival atlenditett a szakmdipbotokon. Remélem, kozos
munkank még sok gyimolcsot terem adjien is.

Nagyrabecstilésemet és kdszonetemet tolmacsolomso@nDr. Papp
Zoltan professzor Urnak, hogy munkam soran mindvégigfqgott és segitette
szakmai céljaim elérését. Felbecsiilhetetlen aztrsagos és tamogatd hattér,
melyet megteremtett az eredményes alkoté- kutatéémhoz.
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