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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ADM

ANP

AVP

B1R

B2R

BK
C1-INH
C1-INHa
C1-INHf
CGRP
CTproAVP
CTproET-1
eNOS
ET-1

ET-A
ET-B
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FMD
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C1-INH-HAE

HBEC
HUVEC

ICAM

IL-1B

KV

LPS

MASP
MRproADM
MRproANP
NF«B

adrenomedullin

atrialis natriuretikus peptid

arginin vazopresszin

bradikinin 1-es receptor

bradikinin 2-es receptor

bradikinin

C1l-inhibitor

Cl-inhibitor koncentracid

funkcionalis C1-inhibitor aktivitas

kalcitonin génnel rokon peptid (calcitonin gene related peptide)
A proAVP C-terminalis része

A proET-1 C-terminalis része

endotelialis nitrogén oxid szintaz

endotelin-1

endotelin receptor A

endotelin receptor B

fotalis borju szérum (fetal bovine serum)

aramlasmedialta dilatacio (flow mediated dilation)
gliikozaminoglikan

C1l-inhibitor hidny kovetkeztében kialakulo herediter angioddéma
human agyi endotélsejt (human brain endothelial cell)

human koldokzsinor véna endotélsejt (human umbilical vein
endothelial cell)

sejtkozotti adhézios molekula (intercellular adhesion molecule)
interleukin 1 béta

kardiovaszkularis

lipopoliszacharid

MBL-asszocialt-szerin-proteaz

a fehérje kozepén elhelyezked6 proADM (midregional proADM)
a fehérje kozepén elhelyezkedd proANP (midregional proANP)
nuklearis faktor kappa B



NO

PGl,
TNFa

TR

VEGF
VWEF
VWEF:Ag
VWF:CBA
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nitrogén oxid

prosztaglandin 12 (prosztaciklin)

tumor nekrozis faktor alfa

trombin

endotelialis novekedési faktor (vascular endothelial growth factor)
von Willebrand faktor

von Willebrand faktor antigén

von Willebrand faktor kollagén kot képesség
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2. BEVEZETES
2.1. A Cl-inhibitor hianyaban kialakul6 herediter angio6déma

A C1l-inhibitor (C1-INH) hiany okozta herediter angioodéma (C1-INH-HAE) egy ritka,
dominans médon 6rokld6do betegség. A tiinetek hatterében a 11-es kromoszdéman kodolt
SERPING1 gén mutéciodja all, mely gén 8 exont és 7 intront tartalmaz. Tobb mint 450
mutaciot azonositottak mar, melyek kapcsolatba hozhatok a C1-INH-HAE-val, ezek a
gén egészében elszorva talalhatok, de leggyakrabban a 8-as, az 5-6s és a 6-0S exon
érintett, illetve viszonylag kevesebb mutéacid fordul el az N-terminalis részt kodolo
részen (1).

Két tipusat kiilonithetjiik el: az I-es tipus esetén az egyik kromoszémardl nem
termelddik fehérje, a ll-es tipus esetén a mutans génrdl termelddd fehérje inaktiv. A
betegek nagyobb része, kb. 85 %-a, az I-es tipusba tartozik, mig a maradék kb. 15 % a
Il-es tipusba. Minkét tipusra jellemzd, hogy ugyan az egyik kromoszoémarol
miitkodéképes fehérje termelddik, a funkcionalis C1-INH aktivitas adtlagosan mégsem éri
el az 50%-ot, hanem csak 5-30% kozotti. A csokkent aktivitast a termel6dd inhibitor
folyamatos elhasznal6dasaval magyarazzak (2, 3), illetve azzal, hogy a meglévé mutans
allél leszabalyozza a normal allél miikddését (1).

A C1-INH-HAE jellemz6 tiinetei a visszatérd, nem viszketé 6démak a boéron és a
szubmukozalis szovetekben, melyeket kisérhet fijdalom, émelygés, hanyas, hasmenés
(4). Az 6démak érinthetik a torzset, a végtagokat, az arcot, a nemi szerveket (szubkutan
rohamok), a gasztrointesztinalis traktust és a felsd légutakat (szubmukozus rohamok)
(5). A hasi 6démak indokolatlan hasi miitéthez vezethetnek, mig a fels6 1égutakat érintd
0démak kezelés nélkiil a beteg fulladasat okozhatjak (6, 7). Ritkan ugyan, de az
angioddéma kialakuldsa okozhat a betegekben hipovolémids sokkot is, mely szintén
azonnali orvosi beavatkozast igényel (8, 9). Ugyanakkor a kozvetlen életveszélyt nem
okozo6 6démak kezelés nélkiil is elmtlnak 2-5 napon beliil (2).

Erdekes, hogy a C1-INH-HAE klinikai megjelenésében nagy variabilitas figyelhetd
meg, még az azonos mutaciot hordozéd csaladtagok esetében is. Ezek a kiilonbségek
megmutatkozhatnak a betegség szinte barmelyik paraméterében, pl: az elsé tiinetek

megjelenésének idejében, a rohamok gyakorisagdban, kivaltdé okaban, az O6déma



DOI:10.14753/SE.2016.1955

lokalizéciojaban és sulyossdgaban, prodromalis tiinetek meglétében vagy hianyaban

vagy a hossztava kezelés sziikségességében (1).

2.1.1 A C1-INH-HAE diagnosztikaja

A herediter angioddéma laboratoriumi diagnosztikaja négy komplement-paraméter
mérésén (C1-INH koncentracio-, C1-INH funkcionalis aktivitas-, a C4-, valamint a C1q
szint mérés) alapul, ezt egésziti ki a csaladi anamnézis és a C1-INH génben torténd
mutacio keresés. A csokkent C4 szint és a csokkent C1-INH aktivitds a betegség
mindkét megjelenési formdjara jellemzd, mig a csokkent C1-INH koncentracio a Cl-
INH-HAE I-es tipusnal figyelhetd meg, a Il-es tipust ezzel szemben normal vagy
emelkedett C1-INH szint jellemzi. A diagndzis alapjat képez6 harom komplement-
paraméter szintjének valtozasainak Osszefoglalasat a C1-INH-HAE két tipusaban az 1.
tablazat tartalmazza. Ezen kiviil a diagnosztizalast segitheti bizonyos biomarkerek
vizsgalata is, melyek megkonnyithetik a C1-INH-HAE elkiilonitését mas angio6démas
korképektol (4, 10).

1. tabldzat. A Cl-inhibitor hianyan alapulé herediter angio6déma diagnosztikaja.

C1-INH
C1-INH-HAE ] C1-INH
Clq C4 szint funkcionalis
tipusa koncentracio
aktivitas

I normalis J J 1

I normalis J J normalis vagy T

2.1.2. Az 6démas rohamok kialakulasa

A rohamok kivaltd tényezOi jelentOs eltérést mutatnak a kiilonbozd betegek esetén,
illetve egy-egy beteg kiilonbdzé rohamainal is eltéréek lehetnek. Sikeriilt mar jo par
kivalto faktort azonositani, de még igy is elmondhatd, hogy a rohamok egy jelentds
szazalékaban nem nevezhetd meg konkrétan a kivaltdo ok (2, 3, 11). Néhany kivaltd

tényezo6t és a C1-INH-HAE vézlatos patomechanizmusat az 1. dbran foglaltam Gssze.
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1. dbra. A CIl-INH-HAE roham Kkivalto tényezéi és vazlatos
patomechanizmusa. A kivalto tényez6k hatasara megnovekedhet bizonyos
szerin-proteazok akitvitasa, melyet az eleve csokkent C1-INH aktivitds nem
képes ellenstilyozni. Igy a megndveszik a bradikinin (BK) szintje, mely az
endotélsejteken keresztiil hatva az erek permeabilitasanak fokozodasahoz és
0déma kialakuldsdhoz vezet. A kivaltd tényez6k nem csak a C1-INH-on
keresztiil képesek hatni, kozvetleniil befolyasolhatjadk a BK szintet és/vagy

az erek permeabilitasat is.

A betegség kapcsan ismert, hogy a BK hatdsara nd az erek permeabilitidsa és 6démak
alakulnak ki bizonyos testtajakon. Tovabba az is, hogy a vérnyomas szabalyozasban is
lehetnek zavarok a megndvekedett BK mennyiség miatt —melyet in vitro allatkisérletek
is alatamasztanak (12, 13) -, valamint, hogy azonos genetikai hattér és/vagy kornyezeti
hatasok mellett is nagyon kiilonb6z6 lehet a betegség manifesztacioja. Azonban az
endotélsejtek allapotat, a vazoaktiv szabalyozasban bekovetkezd eltéréseket, illetve az

egyéni fenotipus mogott allo tényezdket idaig nem vagy csak alig vizsgaltak. Munkank



DOI:10.14753/SE.2016.1955

soran ezekre a még tisztazatlan, de a betegség szempontjabol fontos kérdésekre

probaltunk valaszokat talalni.

2.2. A C1-INH funkcidja, szerepe a C1-INH-HAE patomechanizmusaban

A C1-INH a szerpinek (szerin-proteaz inhibitorok) szupercsaladjaba tartozé molekula.
Az inhibitor funkcioért a 8-as exon altal kodolt, a fehérje C-terminalis végén
elhelyezkedd rész a felelds. A szerin-protedzok hatasmechanizmusara jellemzo, az
ugynevezett ,,0ngyilkos szubsztrat-utdnzo” viselkedés, mely folyamat sordn egy
irreverzibilis komplexképzOdés zajlik le a szerin-protedz és az inhibitor kozott (1, 14,

15) (2. abra).

10
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2. dbra. A C1-INH miikodési mechanizmusa. (A) A C1-INH molekula C-
terminalis vége felelés az inhibitor funkcidért és hordozza azt a helyet,
ahova az altala gatolt szerin-proteazok kapcsolddni képesek. A molekula
szerkezetét 2 diszulfid hid stabilizalja. Mivel a protedz kot6 hely a protedzok
szubsztratjat utanozza ahova bekotddik a proteaz (B). A proteaz hasitja a
C1-INH-t (C) és az igy bekovetkez6 konformacids valtozas tulajdonképpen
a szubsztrat ,,illaziojat keltve” csapdaba ejti a protedzt és egy kovalens

komplexet képezddik (D). (Zeerleder nyomdan modositva).

A fehérje N-terminalis fele er6sen glikozilalt (az egész fehérjén talalhaté 13
glikozilacioés helyb6bdl 10 itt talalhatd), de a cukor oldallancok, illetve az elsé 98
aminosav eltavolitasa az inhibitor funkciét nem befolyasolja, ugyanakkor egyéb, pl.
anti-inflammatorikus folyamatokban kimutattak a szerepét. Tovabba a cukor
oldallancok eltavolitasa gyorsitja a molekula kitiriilését a szervezetbdl (1, 15, 16).

A CI1-INH képes gatolni a komplement-, koagulacios-, fibrinolitikus és a
kontaktrendszer egyes elemeit is (3. abra) (15, 17). Ezekbdl az enzimkaszkad

11
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rendszerekbdl kiilonb6zé proinflamatorikus, vazoaktiv, illetve permeabilitast fokozo
anyagok szabadulhatnak fel, melyek C1-INH hianyaban szabalyozatlanul, nagyobb

mennyiségben keletkezhetnek.

Komplementrendszer

Klasszikus ut Lektin ut Alternativ ut
-Cls -MASP-1 -D-faktor*
-Clr -MASP-2

*A C3b-hez kot6dve akadélyozza a D-faktor altali B-faktor hasitast

Fibrinolitikus rendszer I
- szoveti plazminogén P ®
aktivator
- plazmin
Kontaktrendszer
- kallikrein
-FXlla

3. abra. A C1-INH altal gatolt szerin-proteazok. A C1-INH altal gatolt
szerin-proteazok négy enzimkaszkad rendszerbe sorolhatok. Ezalol a
komplementrendszer alternativ ttja kivételt képez, ugyanis ott nem enzim-
inhibitor gatlasrol van sz, hanem a C1-INH megakadalyozza a B-faktor
C3Db-hez kotddését.

A komplementrendszernél ezek az aktivacios termékek az anafilatoxinok (C3a, C4a,
Cb5a), a koagulacios rendszernél a trombin, a kontakt- és a fibrinolitikus rendszer esetén
pedig a plazmin, a FXII és a kallikrein egymasra hatasanak kovetkezményeként
keletkez6 bradikinin (15). Azt azonban bebizonyitottak, hogy a C1-INH-HAE esetében
bradikininmedialta permeabilitas-ndvekedés és O0démaképzddés zajlik (18, 19), sot
terapias szerként bradikinin 2-es receptor (B2R) gatlé molekula is forgalomba keriilt a

betegek kezelésére (20). De nem zarhatéd ki, hogy egy-egy roham bekdvetkeztéhez a

12
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megnovekedett bradikinin mennyiségen tl egyéb - akar a fentebb felsorolt - faktorok is
kozremiikodnek. Igy példaul azt mar kimutattak, hogy a glilkozaminoglikanok (GAG)
novelik a C1-INH szerin-proteaz gatld hatasat, ugyanakkor a gatld spektrumot is
megvaltoztatjak. Azt tapasztaltak, hogy a természetes GAG-ok a komplementrendszer
¢s a koagulacios kaszkad gatlasanak iranyaba toljak el a C1-INH gatlo hatéasat, és nincs
befolyasuk a kontaktrendszer enzimeire (FXlIla, kallikrein) (21).

A szervezetben a C1-INH legnagyobb része a majban termelédik, de sokféle egyéb
sejttipus is termeli még, pl: monocitdk, mikroglidk, fibroblasztok, illetve egyes

kutatasok alapjan az endotélsejtek is (22).

2.3. Az endotélsejtek

Az endotélsejtek alkotjak az erek belsé sejtrétegét az egész testben, Osszesen kb. 400-
700 mz-nyi feliiletet boritanak be, 6ssztomegiik 1 kg koriilire tehetd. Az endotélium egy
metabolikusan aktiv, rendkiviil sok fiziologiai folyamatban szerepet jatszd, kiilonbdzd
mértékben Osszefiiggd sejtek halozatat jelenti. A sejtek altaldban laposak, 0,1 um és 1
um kozotti vastagsadga egyrétegii laphdmot alkotnak, de méretiik és alakjuk is eltérést
mutat a szervezeten beliili elhelyezkedéstdl és funkciojuktol fiiggden. Részt vesznek a
vazomotoros tonus szabalyozasdban, a szelektiv permeabilitds fenntartisaban, a
hemosztatikus egyenstly fenntartdsdban, kiilonb6z6 immunologiai folyamatokban
(antigén prezentalas, komplementrendszer szabalyozasa), az érképzésben, a gyulladas

lefolyasaban és a fehérvérsejtek szovetek kozé torténd kijutasaban (23-25) (4. abra).

13
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Az endotélsejtek szabalyozé funkcidi

Simaizom ténus Erszervezddés
(VéTEYOMéS) Endotél, simaizom,
Kontrakcié pericita 'proli_fe racio,
Relaxacié il
Permeabilitas- \ ’ Szérumfehérjék
Permszelektivitas metabolizmusa

Szoros illeszkedés Felvétel / lebontas

Intercelluldris rések Endotélsejtek altal Recirkularizacié
szabalyozott
folyamatok
Immunvalasz Trombaézis
Homing Koagulacio
Ag-prezentici6 Trombocita aggregacié
Citokin termelés Trombolizis
Gyulladas Adhézié
Kemotaxis Gordulés
Adhézié Megtapadas
Leukocita aktivacié Transzmigracié

4. abra. Az endotélsejtek szabalyoz6é funkcioi. Cervenak nyomdan

maodositva (26)

2.3.1. Eltérd funkcid, eltérd permeabilitas

A szervezetben az endotélsejtek tobbnyire Gsszefliggd, de nem egységes fenotipusu és
miikodésti rendszert alkotnak, hiszen attdl fliggden, hogy hol helyezkednek el a
szervezeten beliil, mas-mas funkciokat latnak el, ez pedig kiilonboz6 szerkezeti
felépitést igényel (5. abra). llyen kiemelt helyek - ahol nagyobb folyadékateresztés
szlikséges - példaul az endokrin vagy exokrin mirigyek, a gyomor- vagy
bélnyalkahartya, a glomerulusok és a vesecsatornak egy része (5. abra C); illetve a maj

szinuszoidok, 1ép, csontveld (5. abra D) (24).
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Folyamatos, nem fenesztralt endotélium Folyamatos, nem fenesztralt endotélium
Lumen Lumen o
A Viz és kis oldott molekulak B Viz és kis oldott molekulak
%, Nagyobb oldott o *.e Nagyobb oldott
2° molekuldk Transzendotelilis csatorna v molekulak
Kaveola Sejtek kdzbtti rés l Kaveola Sejtek kbzotti rés
l e’ * l e " .

Agy Bér, tudo, sziv
Folyamatos, fenesztralt endotélium Nem folyamatos, fenesztralt endotélium
Lumen
D Viz és kis oldott molekulak
Nagyobb oldott l
Viz és kis oldott molekulak molgulak Rty ismitall o * Nagyobb oldott

1 endotélium ,
Diafragma (Y e 'e molekulak
. .0 o e.s
o i R
.
J S
" * . .. *
s . ®
el

Endokrin mirigyek, gasztrointesztinalis mukaza, glomerulusok Mé], CSOI"ItVE'é, |ép

5. abra A Kkapillarisok szerkezeti és permeabilitas kiilonbségei. (A) Az
agyban talalhat6 folyamatos, nem fenesztralt endotéliumnal csak a viz képes
a sejtek kozotti réseken atjutni jol szabalyozott mennyiségben, a nagyobb
molekuldk csak a a sejteken keresztiili transzporttal juthatnak at. (B) A
folyamatos, nem fenesztralt endotéliumnal, amely nem az agyban talalhato,
csak a viz és a kis oldott molekuldk (r<3 nm) képesek a sejtek kozotti
réseken atjutni, ezek is jol szabalyozott mennyiségben, a nagyobb
molekuldk csak a transzendotelialis csatornakon, illetve a kaveolakon
keresztiil juthatnak at. (C) A folyamatos, fenesztralt endotélium mar
atengeddébb a viz és a kis oldott molekuldk kapcsan, mint a nem fenesztralt
endotélium, de a nagyobb molekulak itt is csak sejteken keresztiili
transzportal juthatnak 4at, ugyanis a diafragmak molekulasziiréként
viselkednek veliik szemben. Valamint itt még folyamatos a bazalmembran
(zolddel jelolve), melyhez a sejtek tapadnak. (D) A nem folyamatos,
szinuszoid endotélium, ahol diafragmak sincsenek, szabad aramlast enged a
molekulaknak nagysagtol fiiggetleniil, ebben a nem folyamatos
bazadlmembran (zolddel jeldlve) is nagy szerepet jatszik, igy lehetdség van
arra, hogy sejtek is akadalytalanul kilépjenek az erekbdl. (4ird nyomadan,

modositva)
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A szervezet nagyobb részére (pl.: a bor-, a Sziv-, a tiido- és az agy artériaiban, vénaiban
és kapillarisaiban) azonban a limitalt folyadékateresztés a jellemz6, amit a sejtek kozotti
résekben talalhatd adhézids molekuldk alkotta sejtkozotti kapcsolatok tesznek lehetoveé
(5. abra A és B, piros és sarga szinnel). Ilyenek a szoros kapcsolatok (zonula occludens)
melyek kialakitasaban az okludin, klaudin és junkcionalis adhéziés molekulak (JAM)
vesznek részt, valamint az adherens kapcsolatok (zonula adherens), melyeket a
kadherinek ¢és kateninek alakitanak ki. Ezeknek a sejtk6zotti kapcsolatoknak a
mennyisége ¢és a mindsége nagyon valtozatos az érrendszeren beliil. Mar az alap
permeabilitasnal is megfigyelhetiink kiilonbségeket a kiillonb6z6 anatomiai helyek
kozott. A Kkis erek esetében példaul kevesebb szoros kapcsolatot figyeltek meg a
kapillarisoknal, mint az arteriolaknal, és még kevesebbet a venulaknal. Ami, végiilis
Osszefligg a posztkapillaris venuldk funkcidjéval: a gyulladas soran bekdvetkezd
leukocita extravazacidoval. Nagyon sok szoros kapcsolat és ezzel Osszefliggésben
alacsony permeabilitas figyelheté meg ugyanakkor a vér-agy gat esetében (24, 27).

A fentiekkel Osszefiiggésben az erek permeabilitasa kiilonbozoképpen indukalhatd a
kapillaris halézaton beliil. A gyullad4s hatasara bekovetkezd permeabilitas-ndvekedés
leginkabb a posztkapillaris venuldkra jellemz6. Itt a legalacsonyabb a szoros
kapcsolatok szama és a legmagasabb a hisztamin H2-, szerotonin- és bradikinin
receptorok szama, ahol az endotélsejtek Osszehtizodasara hatd anyagok képesek

permeabilitas-novekedést kivaltani (pl. hisztamin, szerotonin, bradikinin, VEGF) (24).

2.3.2. A bradikinin receptorok az endotélsejteken

A bradikinin 1-es receptor (B1R) a sejtek felszinén alap esetben nincsen jelen, csak
proinflammatorikus citokinek hatasara (pl: IL-1p, TNFa ) jelenik meg, szerepe egyeldre
nem ismert. Ellenben az endotélsejteken konstitutiv. mdédon jelenlevé B2R-nak

bizonyitottan szerepe van a C1-INH-HAE patomechanizmusaban (6. abra) (18, 19, 28).
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Korlatozott vizdramlas

Szabad vizaramlas

NO PGI,

6. dabra. A bradikinin 2-es receptoron (B2R) Kkeresztiili permeabilitas
valtozas endotélsejtekben. (A) A paracellularis folyadékaramlas az
endotélsejtek kozott a VE-kadherin (pirossal jelolve) molekulak altal
korlatozott. A VE-kadherin extracellularis részei egymassal képesek
kapcsolatot kialakitani, mig intracelluldris végei B kateninekhez (zo6lddel

jelolve) és pl20 kateninekhez (sargaval jelolve) kotddnek, melyek
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segitségével kapcsolatban vannak a citoszkeletont alkotdé aktinnal
(r6zsaszin), valamint stabilizaljak a molekulakat. (B) Amikor BK kotddik a
B2R-hoz a sejten beliili Ca*" szint megnovekszik, aktivalodik a proteinkinaz
C (PKC), amely foszforillalja a VE-kadherin és a katenin molekuldkat, ami
a VE-kadherinek internalizaciojahoz ¢és lebontasahoz vezet. Ezzel
parhuzamosan a RhoA GTPaz és a miozin konnyiilanc kinaz (MLCK)
aktivacidja az aktin citoszkeleton atrendez6dését okozza, mely a sejtek
osszehuzodasahoz vezet. Igy megnyilik az ut a két szomszédos sejt kozotti
szabad folyadékaramlas felé. Mindekozben az eNOS enzim hatasara
nitrogén monoxid (NO), a foszfolipazz A2 (PLA2) hatasara pedig
prosztaglandin 1, (PGl,;) szabadul fel a sejtekbol (28), melyek a BK

vazodilatativ hatasaért felelések. (Zuraw nyomdn)

2.3.3. Az endotélsejtek szerepe a C1-INH-HAE patomechanizmusaban

Az egészséges endotélium egy aktiv és adaptiv rendszer, mely képes kiilonb6zo
ingerekre valtozatos valaszreakciokat produkalni. Egyfajta jelintegratorként mikodik, a
kiilonb6z6 hatasokra reagalva probalja fenntartani a homeosztatikus egyensulyt. Mivel a
kiilonb6z6 hatasok az endotélsejtek szintjén Osszegzddnek, igy eléfordulhat, hogy az
egyensuly felborul, és valamely funkcid kart szenved. Ezt lathatjuk pl. C1-INH-HAE
esetén is. Az eleve csokkent CI1-INH aktivitas mellé még egyéb, permeabilitas
novekedés irdnyadba mutatd hatds(ok) (pl: fertézés, mechanikai stressz) megjelenése
kivalthatja az 6démas rohamot, és ezzel parhuzamosan az endotélsejtek valaszat is a

megnovekedett permeabilitasra (7. abra).
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F
VEGF-A, ROS
Trombin,
Angiopoietin-1
e oinhibin Angiotenzin, Hisztamin
(VEGF-C) Szerotonin
NO
el ICAM-1 jel4tvitel
Adrenomedullin Arginin
Atrialis natriuretikus Vazopresszin PAFI dohényzés
eptid
pep Endotelin-1 LPS, IL-13, TNF-a
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Endotélium

Odéma

|

7. abra. Az endotélium jelintegrator szerepe a CI1-INH-HAE
patomechanizmusaban. Az egyiranyba (pl. permeabilitas novekedés
iranyaba) haté események Osszeaddddsa okozhatja az egyensulyi helyzet
felborulasat, ¢és a permeabilitds megndvekedését, Odémaképzddést.
Ugyanakkor az egészséges endotélium valaszreakciora is képes, amely az

egyensuly visszaallitasat célozza.

2.3.4. Az endotélsejtek C1-INH termelése

Az irodalomi adatok szerint a C1-INH legnagyobb forrasa a maj, de abban is
megegyeznek, hogy az endotélsejtek is termelnek C1-INH-t (15). Ennek ellenére ez
utobbi allitast nagyon kevés cikk tdmasztja ala, és nagyon kevésféle endotélsejt C1-INH
termelését vizsgaltak ezidaig (humén agyi eredetii (HBEC) és human kéldokzsindr véna
eredetli (HUVEC)). Réadasul ezeknek a vizsgalatoknak vannak olyan részletei, melyek
megkérddjelezik az eredményeket. A legtobb cikk nem emliti, hogy a hasznalt

ellenanyag mutat-e keresztreakciot a médiumkomponensként alkalmazott allati
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szérumban (legtobbszor borjaszérum) talalhatdé CI1-INH-ral. Nem talaltunk olyan
vizsgalatot sem, amely egyszerre vizsgalta volna az mRNS termelést, a fehérje jelenlétét
¢és annak sejten beliili lokalizaciojat.

In vitro sejttenyészetek esetén fontos még tisztaban lenniink azzal, hogy mesterséges
kornyezetben a sejtek az in vivo fenotipusukat csak bizonyos ideig képesek megdrizni
(24). Ezért fontos, hogy tisztaban legylink azzal, hogy az altalunk modellként hasznalt
sejtek mennyi ideig és milyen koriilmények kozott érzik meg a legjobban in vivo
fenotipusukat. HUVEC sejtek esetén, ha a sejtek novekedése megall a kontakt gatlas
miatt (100%-0s konfluencia), kimutathat6 a Weibel-Palade testekben tarolt von
Willebrand faktor, és jelen van az adherens kapcsolatokat kialakit6 VE-kadherin
molekula, akkor a sejtek reakcidja még nagyrészt hasonlitani fog az in vivo allapotra (8.
abra). Ez azonban HUVEC sejtek esetén jellemzdéen csak 3-4 atoltasig van igy.

Mivel az  endotélsejtek  fontos  szerepet jatszanak a  C1-INH-HAE

patomechanizmusaban, igy fontos lehet tisztazni, hogy valoban termelnek-e C1-INH-t,

¢és vajon ez a mennyiség Osszevethetd-e a mé;j altal termelt mennyiséggel.

A B C

8. dbra. In vitro fenotipus HUVEC sejtek esetén. A HUVEC sejtek
jellegzetes kockad morfologiaja (A) VWF (pirossal) (B) VE-kadherin
(pirossal) (C) A magok kékkel jelolve (B, C). Az abran munkacsoportunk

tobb hasonl6 kisérletébdl egy-egy reprezentativ van feltiintetve.

2.3.5. Az endotélsejt aktivacié markerei

William C. Aird munkaibol lathatd, hogy a klinikai vizsgalatok nem nagyon

foglalkoznak az endotéliummal, amit akar annak szamlajara is lehet irni, hogy az
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endotélium viszonylag kevéssé vethetd ala in vivo vizsgalatoknak, mivel nem alkot egy
egységet, mint a legtobb szerviink. Es taldn azért is, mert az endotél diszfunkcid
mérésére nem igazan vannak még standardizaltan mérhet markerek. O Ggy fogalmazza
meg a kiilonbséget az endotél aktivacid és a diszfunkcio kozott, hogy az aktivalt
endotélium képes arra, hogy a kiilonb6zd hatasokra, amik érik, kiillonféle miikodési
valtozassal valaszoljon anélkiil, hogy sériilne; az aktivacid mindig valamilyen eldre
meghatarozott fenotipusa az endotélnek, ami helyét és idejét tekintve nagyon specifikus
és reverzibilis. Altalaban valamilyen kombinacidja a sejtadhézié megndvekedésének, a
hemosztatikus egyensuly eltolodasanak, gyulladdsos mediatorok termelésének, a
sejtosztodasnak és a megndvekedett permeabilitasnak. Ezzel szemben az endotél
diszfunkcio a vélasz hidnyat, vagy éppen a térben és idében nem odailld valaszt jelenti
az endotélium részérdl (23, 25).

Az endotélium allapotanak vizsgalatara kidolgozott mérémodszereket (a fent leirt
standardizalhatésag hianya miatt) jelenleg inkabb a kutatasban hasznaljak. A
legismertebb és legelfogadottabb ilyen modszer az aramlasmedialta vazodilatacio (flow-
mediated dilatation, FMD) vizsgalat. Elve, hogy a brachialis artéria atmérdjét mérik
ultrahanggal, mikozben elszoritjak majd felengedik az eret. A véraramlas jboli
megindulasanak hatasara felszabaduldé NO vazodilataciot okoz. A standardizalas
megoldatlansagan kiviil tovabbi hatranyai, hogy képzett szakembert igényel a vizsgalat
kivitelezése, a kiértékelés sokszor nem fiiggetlen a mérést végzé személytdl, elhizott
betegek esetén az ultrahang vizsgalat nehézségekbe iitkdzhet ¢és nehezen
reprodukalhat6. Hatranyai ellenére az FMD modszer alkalmas annak mérésére, hogy az
endotélsejtek adekvat valaszt adnak-e a behatésra (aktivacid) vagy éppen ellenkezobleg,
nem tudnak megfeleléen reagalni (diszfunkcid). Néhol kiegészitd modszerként elérhetd
az ugynevezett alacsony aramlasmedialta konstrikcio (low-flow-mediated constriction,
nyirofesziiltség miatt felszabaduld endothelin-1 altal kivaltott konstrikcidjat méri (29).
Egy jabb modszer a periférias artéria tonometria (peripheral arterial tonometry, PAT),
mely térfogat valtozast detektdl reaktiv hyperaemia alatt. A kéz ujjain szoktdk
alkalmazni, igy a nem leszoritott kézen egy ujj belsé kontrollként hasznalhatd, tovabba

automatizalt, hordozhatd és kevésbé fligg a vizsgalatot végzd személytdl a mérési
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eredmény. Az FMD-vel nem Osszevethetd eredményeket ad, mivel itt kis ereket
vizsgalnak és ezek dilatacioja csak részben fligg a NO-t61 (29).

Az ujjbegy homérséklet mérés (digital thermal monitoring, DTM) az elszoritott ujjhegy
homérsékletének esését méri az elszoritas alatt, illetve az elszoritas utani homérséklet
normalizalédast. Eldnyei, hogy a mérés egyaltalin nem igényel szaktudast, a
végeredmény fiiggetlen a mérést végzd személytdl és az ismételhetdsége kivalo,
ugyanakkor a modszer még nem igazan terjedt el (29).

Az erek merevségét vizsgaldo mdodszerek mar inkabb kifejezetten az érkarosodas, endotél
diszfunkcio mérésére alkalmasak, és direkten nem mérik az endotélfunkciot, ellenben az
ateroszklerézis kialakulasat, illetve a mar kialakult allapot nyomonkovetését
elvégezhetjiik veliik (29).

Ugyanakkor talalhatunk az endotélsejtek aktivaciojat/diszfunkciojat jelzé6 egyéb
markereket is, melyek egyszeriien mérhetdek vérmintabol. Bar ezeknek a vérbol
mérhetd paramétereknek megvan az a hatranya, hogy nem donthetd el beldliik, hogy
endotél aktivacidt vagy diszfunkciot latunk, de nem igényelnek specidlis szaktudast,
felszereltséget és a betegek roham alatti dllapota is egyszeriien nyomonkdvethetd veliik.
Valamint C1-INH-HAE esetében mar kimutattak, hogy a betegekben nincsenek jelen az
ereket érint6 koros folyamatok, pl: ateroszklerozis (30).

llyen vérbol mérheté marker példaul az erek sériilését is jelz6 von Willebrand faktor
(VWEF). Mivel csak a megakariocitak és az endotélsejtek termelnek VWF-t, amennyiben
nem all fent a szervezetben trombozis, akkor a keringésben talalhaté VWF legnagyobb
része az endotélsejtekbdl szarmazik, igy a VWF mennyiségének mérése egy altaldnosan
elterjedt markere az endotélsejt aktivacionak. A VWF-nak két f6 funkcidja van:
egyrészt a VIll-as véralvadasi faktor stabilizald molekulaja, masrészt a vérlemezkék
kikotését végzi egymashoz és az extracellularis matrixhoz (31, 32). A VWF egyrészt
konstitutivan termelddik és szekretalodik az endotélsejtekbél (monomer forma),
masrészt kiilonbozé stimulusokra (hisztamin, bradikinin, trombin, nyirofesziiltség,
infekcio, gyulladas) szabalyozott moddon {riilhet az endotélsejtek Weibel-Palade
testeib6l (multimer forma). A VWF ligandkoté képessége nagyban Osszefligg a
méretével és a multimerizaltsaganak fokaval, igy célszerii a keringd mennyiségen kiviil
(VWF antigén, VWF:Ag) a kollagénkotd képességét is lemérni (VWF:CBA). A két

tulajdonsag egyiittes mérése nem csak a mennyiségét adja meg a molekulanak, de a
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crer

multimerek feldarabolasara (pl.. ADAMTS13- a disintegrin and metalloproteinase with
a thrombospondin type 1 motif, member 13), a feldarabolast kovetéen a VWF, mint
antigén valtozatlan mennyiségben megmarad, ellenben a VWF:CBA csokken. Ezért az
emelkedett VWF:CBA endotélsériilést vagy a multimerek csdkkent daraboldsat jelezheti
(33, 36).

Az endotélsejt aktivacido kimutatasanak egy masik elfogadott markere a szolubilis E-
szelektin szint mérése. Az E-szelektin csak az aktivalt endotél felszinén talalhato, és a
leukocita transzmigracioban jatszik szerepet (37). Enzimatikus hasitasra alakul ki a
keringésbe keriil6 szolubilis formaja, a szolubilis E-szelektin, bar az, hogy melyik
enzim hasitja le az endotélsejtek felszinér6l még egyeldre tisztdzatlan. Mivel a
nyugalomban 1évd endotélsejtek szinte egyaltalan nem fejeznek ki a felszinlikon E-
szelektint, igy ha a keringésben mérhetd szintje megnd, akkor az egyszerre jelzi az
endotélsejtek aktivaciojat, illetve az E-szelektin lehasadasanak beindulasat is. Illetve a
sejtmembran integritdsdnak elvesztése (nekrozis) kovetkeztében is novekedhet a
szolubilis E-szelektin szintje (38).

Az endotélmarkerek kozé soroljak még a 21 aminosavbol 4ll6 vazoaktiv
tulajdonsagokkal rendelkezé endotelin-1-et (ET-1) is, melyet legnagyobb részben az
endotélsejtek termelnek (39, 40). Az ET-1 nagyon erds vazokonstriktor hatassal bir, az
ET-A receptorokon keresztiil hatva az érsimaizmokra, illetve vazodilatatorként is
miikddik, ha autokrin modon az endotélsejtek ET-B receptorain keresztiil fejti ki a
hatasat (39). Hasonléan a VWF-hoz az ET-1-nek is van egy konstitutiv szekrécioja az
endotélsejtek bazolateralis oldalan, mely az alap értonus fenntartasat célozza, és van egy
indukélhat6, kiils6 hatdsokra (hipoxia, trombin, nyirofesziiltség) beindul6 szekrécidja is
(39-41). Nem csak a kétféle szekrécids mechanizmus kapcsolja 6ssze a VWF-ral,
hanem az is, hogy régebben ugy tartottdk az ET-1 is a Weibel-Palade testekben
raktarozodik a VWF mellett. Azonban manapsag mar azt feltételezik, hogy az érett
Weibel-Palade testek a VWF-on kiviil mast nem tartalmaznak, igy valdszinisitheto,

hogy a két faktor szekrécioja elkiiloniilten (is) szabalyozott (35, 42, 43).
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2.4. Vazoaktiv peptidek

A vérkeringés szabalyozéasa nagyon Osszetett folyamat, hiszen a szervezet csak ritkdn
van nyugalmi allapotban, igy a keringést fenntart6d és szabalyozo funkciok folyamatos
korrekciora szorulnak. Ennek részét képezik a véraramlas helyi szabalyozé rendszerei,
az idegi szabalyozas, mely a gyorsan miikdodésbe 1€pd, rovidtava beavatkozast végzi;
valamint a hormonalis szabalyozas, mely altalaban valamilyen ,,sziikségallapotban” 1ép
csak mukodésbe. A helyi szabdlyozads részét képezik az endotélsejtek €s a beldliik
felszabaduld vazoaktiv anyagok, melyek vazodilataciot (pl. NO, PGIl,) vagy
vazokonstrikciot (pl. ET-1) okoznak. Szintén a helyi szabalyozas része a Kkinin-
kallikrein rendszer, melybdl pl. a szdveti trauma hatasara felszabadulé BK a
vazodilatacié és a permeabilitas ndvekedés iranyaba hat. Tovabba a gyulladés soran az
idegi szabalyozas részét képezd faktok (a bekapcsolodd polimodalis afferens
idegrostokbol felszabaduld neuropeptidek: P-anyag, CGRP, neurokinin A) és a helyi
immunsejt aktivalodas (a hizosejtek és az anafilatoxinok altal felszabadulo hisztamin)
hat a vérnyomasra és az erek permeabilitasara.

A hormonalis szabalyozasban pl.: a kering6 katekolaminok (adrenalin és noradrenalin),
a renin-angiotenzin rendszer (angiotenzin II) és az arginin vazopresszin is részt vesznek,
utdbbinak szerepe van a nagyobb vérzések utani kompenzacios reakciokban, de legfobb
szerepe a vesén keresztiili vizvisszaszivas szabalyozdsa, a folyadék-homeosztazis
egyensulyban tartdsa.

A CI1-INH-HAE-ban ismerten érintett az endotélium, amely a helyi
vérnyomasszabalyozas része és kozvetlen hatassal van az értonusra (28). Ismert, hogy a
C1-INH-HAE rohamok alatt novekszik a BK szintje, mely szintén részt vesz a helyi
vérnyomas szabalyozasaban, noéveli az endotélsejtek permeabilitasat valamint
natriuretikus és diuretikus hatassal is rendelkezik (44). Azt azonban eddig még nem
vizsgaltak, hogy vannak-e a betegekben a vérnyomasszabalyoz6 rendszert is érintd
eltérések. Ezért kerestiink a BK-en kiviil még olyan faktorokat, melyek egyszeriien
mérhetéek szérummintabol, és a helyi vagy a hormonalis vérnyomasszabalyozasban
részt vesznek, illetve hatassal vannak az endotélpermeabilitasra.

Az egyik ilyen kis peptid az endotélmarkerek egyike: az ET-1, mely erés vazopresszor

hatassal rendelkezik.
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Az 52 aminosavbol 4ll6 adrenomedullin (ADM), mely egy gylrti struktaraja,
vazodilatativ peptid, mely hatasat az endotélsejtek NO termelésén keresztiil fejti ki, de
kozvetleniil is képes hatni az érsimaizomsejtekre a CGRP receptoron keresztiil. Az
ADM-et szokés endotélmarkernek is tartani, mert aktivalt endotélsejtek is termelik, de
ezen kiviil még igen sok szerv és szovet részt vesz a termelésében (pl: a vesék, tiido,
kozponti idegrendszer, kardiovaszkuldris szovetek és érsimaizom). Tovabba az
endotélsejtekre Kifejtett tulélést segitd, apoptozist elnyomo hatasa is ismert (45, 46).

Az arginin vazopresszin (AVP) szintén egy vazokonstriktor hatast nonapeptid, melyet a
hipotalamusz termel. Els6dleges funkcioi kozé tartozik a fent emlitetteken kiviil még a
folyadékvisszatartas szabalyozasa. Kiiiriilését az alacsony plazma térfogat és a magas
plazma ozmolalitas indukalja (47).

Az atrialis natriuretikus peptid (ANP) pedig amellett, hogy szintén rendelkezik
vazoaktiv hatdssal (vazodilatator), kiilonboz6 hatdssal van az egyes anatomiai helyek
permeabilitasara. Az 6démak ellen hat a tiidében és az agyban, mig mas szervekben
permeabilitasnévekedést okozhat (48-50).

Kozos jellemzbje ezeknek a kis vazoaktiv peptideknek, hogy nem a funkcidképes
forma, hanem annak egy el6alakja (propeptid) egyszeriien detektalhatd a szervezetbol
(9. abra).

Az 1mént felsorolt peptidek vazoaktiv- ¢€s endotélsejtekre gyakorolt hatasainak

Osszefoglalasa a 2. tablazatban olvashato.
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Szignal peptid MR-proANP ANP
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Szignal peptid ET-1 CT-proET-1
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9. dbra. A BRAHMS-Kkryptor modszerrel mért vazoaktiv peptidek. (A)
Az ANP esetén a szekrécié soran a membran kotott korin hasitja ketté a
molekulat a 22 aminosavbol allo vazoaktiv hormonra és a stabilabb,
hosszabb féléletidejii, ezért jobban detektalhato pro-ANP szakaszra (51, 52).
(B) Az AVP esetében a nagyobb méretii pre-fehérje 3 kiilonb6z6 peptiddé
hasad, melyek koziil a vérnyomds szabalyozasidban és a
folyadékhomeosztazis fenntartasaban csak az AVP-nek van szerepe (a
neurophysin ll-t az AVP carrierjének tartjak, a copeptinnek pedig még nem
tudtak hatdsat kimutatni). Itt is a hosszabb féléletidejii peptidszakaszt, a
copeptint detektaljuk (53, 54). (C) Az ADM esetében 2 vazodilatativ
hatassal biro fehérje keletkezik az eldalak hasitasa soran. Mivel az ADM
igen rovid ideig marad szabadon a keringésben, ezért itt is egy lehasado,
hosszabban a keringésben maradé peptidszakaszt, a pro-ADM-et detektaljuk
(55). (D) Az ET-1 esetén szintén egy a vazoaktiv hatassal rendelkezd

fehérjérdl levagodo rész, a pro-ET-1-et lehet a keringésb6l mérni (56).
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2. tablazat Vazoaktiv peptidek osszefoglalé tablazata

Egyéb hatasa Vizsgaltak-e
Hatasa az Hatasa az ér
Név az C1-INH-HAE-
értonusra permeabilitasra
endotélsejtekre ban?
' igen, szintje
. endotélsejt
BK relaxalo noveli - emelkedett
aktivaciot okoz
rohamok soran
igen,
tlinetmentes
ET-1 | kontrahalo nem ismert talélést segité | iddszakban nincs
eltérés a
kontrolloktol
permeabilités-
ADM relaxalo tulélést segitd nem
novekedés ellen hat
AVP | kontrahélo nem ismert nem ismert nem
anatomia helytdl
ANP relaxalo fiiggben noveli vagy nem ismert nem
csokkenti
BK: Bradikinin, ET-1: Endotelin-1, ADM: Adrenomedullin, AVP: Arginin

vazopresszin, ANP: atrialis natriuretikus peptid
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3. CELKITUZESEK

A CI1-INH-HAE rohamok gyakorisaganak, sulyossagdnak ¢és lokalizacigjanak
valtozatossaga miatt, a BK kdzponti szerepének megkérddjelezése nélkiil, felmeril a
kérdés, hogy egy-egy roham bekovetkeztekor a megnovekedett bradikinin mennyiségen
tul lehetnek-e mas hatasok, tulajdonsagok, amik befolyasoljak az O6démaképzddést.
Mivel a fentiekbdl lathattuk, hogy az endotélsejtek allapotaval csak kevés vizsgalat
foglalkozott, melyek raadasul csak a tiinetmentes allapotot vizsgaltak, igy felmeriilt
benniink a kovetkezd kérdés:

e Van-c¢ valtozas az endotélsejtek miikodésében C1-INH-HAE roham alatt, a
tiinetmentes iddszakhoz képest és befolydsolja-e az endotélmarkerek szintjét a
dohanyzas vagy a danazol szedés?

Mivel az endotélsejtek még egy szervezeten beliil is rendkiviili heterogenitast mutatnak
a mukddésiik és a kiilsd behatdsokra vald reakcidjuk soran, igy érdekesnek tiint a
kovetkezd kérdés vizsgalata:

o Megfigyelheté-e valamilyen hasonlosag egy-egy C1-INH-HAE beteg rohamai
kozott az endotélsejt markerek szintjén?

A vaszkularis permeabilitds fokozasan tal a BK igen erds vazodilatativ hatdssal
rendelkezik. Ez ellen hathatnak az endotélsejtek aktivacidja soran felszabaduld
vazoaktiv anyagok. Ezért érdemesnek tartottuk olyan anyagok vizsgalatat, melyek: a) a
BK-hez hasonldan kicsi, vazoaktiv hatassal bird fehérjék, b) az endotélsejtek termelik
Oket és/vagy az endotélsejteken keresztiil fejtik ki vazoaktiv hatasukat c) a BK-hoz
hasonldéan hatnak az erek permeabilitisara és/vagy a vérnyomasra, d) egyszerlien
mérhetdéek. Ezért a valasztasunk négy kis vazoaktiv peptidre, az endotelin-1-re, az
adrenomedullinra, az arginin vazopresszinre és az atrialis natriuretikus peptidre esett, és
a kovetkezd kérdéseket szerettiik volna tisztazni:

e Eltér-e C1-INH-HAE betegekben a négy vazoaktiv peptid szintje nem C1-INH-
HAE kontrollokhoz képest?

e CI1-INH-HAE rohamok alatt van-e tovabbi valtozas, illetve Osszefliggnek-€ a
valtozasok egymassal, vagy mads, klasszikus vazoregulaciét befolyasolo

tényezokkel (dohanyzas, BMI, kor, nem)?
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Szintén érdekes kérdésnek mutatkozott, hogy a vazoaktiv peptidek szintjének valtozasa
mennyire kovet egységes sémat a kiilonbozé betegek kiillonbozd rohamaiban, igy
vizsgaltuk, hogy

e Kimutathato-e egyénre jellemzd valtozas-mintdzat a vazoaktiv peptidek

szintjében egy-egy beteg tobb rohamat vizsgalva?

Mivel az endotélsejtek aktivacidja valdsziniileg kézponti szerepet jatszik a C1-INH-
HAE patomechanizmusaban, és az eddigi vizsgalatok nem minden részletiikben tlinnek
megfeleldnek, ezért mindenképpen meg akartuk vizsgalni, hogy:

e Valdban termelnek-e a HUVEC sejtek C1-INH-t?
Mindezek a kérdések a CL1-INH-HAE pathomechanizmusanak egy uj oldalaval

foglalkoznak: az endotélsejtek €s a vazoregulacio szerepével.
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4. MODSZEREK
4.1. A vizsgalt betegcsoport és a kontrollok

Az Aaltalunk vizsgalt betegpopulacid és a hozzajuk valogatott kontroll személyek

jellemzése az alabbiakban kertilt részletezésre.

4.1.1. Herediter angioodémas betegek

Vizsgalatainkhoz az Orszagos Angioddéma Kozpontban nyilvantartott, 100 herediter
angioddémas (C1-INH-HAE) beteg (47 csaladbol, 43 férfi, 57 nd; medidn életkor: 35,5
€v) 2006 ¢és 2010 kozott, tiinetmentes idészakokban gytijtott vérmintajat hasznaltuk fel,
akiknél az 0sszes figyelembe vett klinikai paraméter is rogzitve volt. (Tudomanyos és
Kutatas Etikai Bizottsag engedély szama: TUKEB 65/2008). Az altalunk vizsgalt
betegpopulacioban az I-es tipust (89 f6) és Il-es tipust (11 f6) C1-INH-HAE betegek
laboratoriumi ¢és klinikai adatait egyiitt elemeztiik, csak a C1-INH koncentracidval
kapcsolatos elemzések soran zartuk ki a II-es tipusu betegek értékeit, mivel a korkép
ezen formajaban a C1-INH koncentracié normalis, vagy esetenként emelkedett, de
szintén csOkkent aktivitdssal parosul. A betegek évente legaldbb egyszer kontroll
vizsgélaton vettek részt, amelynek soran vérvétel is tortént, ez adott lehetdséget a
szérum- ¢€s plazmabank létrehozésara. Minden beteg esetében a klinikai és laboratoériumi
kritériumok (pozitiv csaladtorténet, angioddéma klinikai tiinetei, csokkent funkcionalis
CI1-INH aktivitas) alapjan a CI1-INH-HAE diagnoézisa az Orszagos Angioddéma
kozpontban keriilt felallitdsra, amelyet molekularis genetikai vizsgalat is aldtdmasztott.
A betegek klinikai tiinetei folyamatosan kontrollalva voltak; hosszu tava profilaxisban
danazol vagy tranexamsav alkalmazasaval, mig az 6démas rohamok kezelése a human
plazma eredeti C1-INH-koncentratum (Berinert®, CSL Behring, Marburg,
Németorszag) beadasaval tortént.

A fent bemutatott 100 beteg koziil 18 betegtél az 6démas rohamok soran, a C1-INH
koncentratum beadasa eldtt is lehetdségiink nyilt vérmintak gytjtésére, igy toliik
0sszesen 46 roham alatt levett mintat vizsgaltunk. A tiinetek elsé megjelenésétdl a
vérvétel idopontjaig eltelt id6 median értéke 3,25 ora volt (25 - 75. percentilisek: 2,0-7,5

ora; tovabbd minimum 0,5 6ra, maximum 72,0 ora).
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A vizsgélt betegpopulacioban 13-an enyhébb sziv- és érrendszeri rendellenességben
(kontrollalt magas vérnyomads, taChiaritmia vagy mindkettd), 3-an Il-es tipust
diabéteszben szenvedtek, valamint volt 1 Crohn beteg is (inaktiv szakaszban a
mintavételi idészak alatt). Mivel a C1-INH-HAE egy ritka betegség, kevés beteget érint,
igy ezeket az ismerten mas betegségben szenvedd pacienseket sem zartuk ki a vizsgalati
csoportbol. Igy a dolgozatomban bemutatott eredmények az Gsszes beteg bevonasaval
késziiltek, azonban lefuttattuk az analiziseket ezen betegek kizarasaval is, de ez nem
modositotta az eredményeket.

A betegekre jellemz6 rohamgyakorissagot 5 egymast kovetd év (2006-2010) atlagos

rohamgyakorisaga alapjan allapitottuk meg.

4.1.2. Kontroll személyek

A korban és nemben illesztett kontroll csoportot 111 feln6tt (49 férfi, 62 nd, median:
34,0 év) alkotta, akik irdsos beleegyezésiiket adtak vizsgalatunkhoz (Tudomanyos és
Kutatas Etikai Bizottsag engedély szdama: TUKEB 65/2008). A kontroll személyek
egészségligyi sziirésen vettek részt, és informaltuk oket vizsgalatunkrol. Egyik egyén
esetében sem talaltunk C1-INH-HAE-ra utal6 klinikai vagy laboratériumi adatot. A
kontroll csoportban 6 személynek volt enyhe foku sziv- és érrendszeri betegsége

(kontrollalt magas vérnyomasa, also végtagi vénas elégtelensége).

4.2. Alcsoportok vizsgalata

Vizsgalataink sordn tobbszor eléfordult, hogy szerettik volna megvizsgalni olyan
faktorok hatasat is az altalunk vizsgalta paraméterekre, melyek nem minden betegre
jellemzoek, azért ilyen esetekben alcsoportokat képeztiink a C1-INH-HAE ¢és a kontroll

csoporton belill is az alabbi szempontok szerint.
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4.2.1. Endotélmarkerek vizsgalata

Dohanyzok: azok a személyek, akik a mintavétel id6pontjaban rendszeresen
dohényoztak, vagy kevesebb, mint 1 évvel a mintavétel elétt hagytdk abba a
dohanyzast.

Nemdohanyzok: azok a személyek, akik soha nem dohdnyoztak rendszeresen, vagy
minimum 1 évvel a mintavétel elétt abbahagytak a dohanyzast.

Danazol szedok: azok a betegek, aki rendszeresen a hosszutavu terdpia részeként,
profilaktikusan szedtek danazolt. Atlagos napi mennyiség 99 mg/nap (dozis tartomany:
30-260 mg/nap).

Danazolt nem szeddk: azok a betegek, aki egyaltalan nem szedtek danazolt.

Volt néhany olyan beteg is, akik csak sziikség esetén kaptak danazol terdpiat, illetve
szintén néhany betegnek nem voltak kiderithetéek a dohanyzasi szokésai, igy ezeket a
betegeket a vonatkozo6 (dohdnyzassal kapcsolatos, illetve danazol szedéssel kapcsolatos)

elemzésekbol kizartuk.

4.2.2. Vazoaktiv peptidek vizsgalata

Kardiovaszkularis (KV) rizikos alcsoport: magas vérnyomds vagy dohdnyzas vagy 30-
nal nagyobb BMI vagy 2-es tipust diabétesz vagy tachiaritmia vagy ha az illetd férfi.

A KV rizikoé nélkiili csoport: nem volt magas vérnyomasuk és nem dohanyoztak és a
BMI-jiik 30 alatti volt, nem volt hajlamosit6 betegségiik, és ha az illetd nd.

Tudatdban vagyunk annak, hogy sokkal részletesebb rizikdfelosztast is lehetne csindlni,
de a rendelkezésiinkre alld kis betegszdm miatt kénytelenek voltunk ezt a nagyfoku
egyszerlsitést elvégezni.

4.3. Laboratoriumi paraméterek vizsgalata

A vizsgélataink soran mért kiilonbozd paramétereket az aldbbiakban részletezett

modszerekkel mértik
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4.3.1. Mintatarolas

A betegektdl és a kontrolloktol levett mintakat (EDTA- és citrat-plazma, valamint teljes
szérum) felhasznélasig -70 °C-on taroltuk. A méréseket olvasztatlan alikvotokbol

végeztik.

4.3.2. A C1-INH aktivitds meghatarozasa

A C1-INH aktivitast a MicroVue C1-Inhibitor Enzyme Immunoassay kittel (Quidel, San
Diego, USA) hatdroztuk meg, a gyartd Utmutatdsa szerint. Az elsd 1épés soran a
standardokat, a kontrollokat és a szérum mintakat biotinilalt, aktivalt C1s-sel inkubaltuk
30 percig, szobahdmérsékleten (az inkubalas soran a mintdban 1év6 funkcionélisan aktiv
C1-INH az aktivalt, biotinilalt Cls-hez koétédve komplexeket képez). A masodik
1épésben az eldkezelt mintdkat avidinnel fedett mikrotitrald lemezen inkubaltuk 10
percig, szobahdmérsékleten, igy a mintakbol a biotinilalt Cls-sel alkotott komplexek
kikotoédtek a lemezre. Az aspecifikus kotddés kikiiszobolésére a lemezeket Gtszor
mostuk, majd kecskében termelt, tormaperoxiddzzal jellt anti-humén-C1-INH
ellenanyaggal inkubdltuk 1 6rdn at, szobahémérsékleten. A mosasi 1épéseket kovetden
kromogenikus enzim-szubsztratot alkalmaztunk, majd a szinreakciot oxalsav oldattal

allitottuk le. Az optikai denzitast — amely aranyos a mintdkban 1évé funkcionalis C1-

crer

crer

hataroztuk meg (57). Tizenot ml 1,5%-os toménységli agar6z oldatot (pH 8,6; 0,1 M
EDTA, veronal pufferben oldva) 56°C-ra melegitettiink, majd hozzékevertiink 70 pL
nyulban termelt anti-human-C4 ellenanyagot (Dako Denmark AS, Glostrup, Dania). Az
ellenanyagot tartalmazé gélt megfeleléen zsirtalanitott 10x10 cm-es iiveglemezre
ontottik vizszintezd asztalon, és miutan a gél megdermedt, 2,5 mm atmérdjli lyukakat
vagtunk bele. A fiziologids sdoldatban kihigitott standardbol, valamint az 1:2 ardnyban
higitott alacsony és magas kontrollokbo6l, tovabba a szérummintakbol 5-5 plL-t mértiink
be a lyukakba, majd a lemezeket vizszintezd asztalon, szobahdmérsékleten 24 6ran at

inkubaltuk. A nem precipitalodott fehérjék eltdvolitdsa érdekében a lemezeket
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fiziologias s6oldatban mostuk, a mosofolyadékot 2 6ranként haromszor cserélve. Ezt
kovetden a gélt nedves szlirOpapirral lefedtiik, és szobahdmérsékleten raszaritottuk a
lemezre. A precipitacios gytiriiket Amidofekete fehérjefestékkel (2 g Amidofekete, 500
ml metilalkohol, 100 ml koncentralt ecetsav, 400 ml desztillalt viz) tettiik lathatova, a
felesleges festéket festékmentesitd oldattal (500 ml metilalkohol, 100 ml koncentralt
ecetsav, 400 ml desztillalt viz) tavolitottuk el, majd digitalis tolométerrel leolvastuk a

precipitacios gyuriik atméréjét, amelynek négyzete egyenesen aranyos a mintak C4

rrrrrrrr

crer

AS, Glostrup, Dénia) higitasi sorabol hataroztuk meg.

4.3.4. CRP szint meghatarozas

A betegek és a kontrollok CRP szintjét Roche Integra 800 analyzer automataval mértiik.

4.3.5. C1-INH mérése szendvics ELISA moddszerrel

A betegek és az egészséges kontrollok esetében is szérumbol végeztik a mérést (a
mintak tarolasat bovebben lasd fent a Mintatarolas részben).

anti-human C1-INH ellenanyaggal (Quidel, San Diego, CA) 4 °C-on, egy éjszakan at
fedtiink egy 96-lyuku lemezt (Nunc Maxisorp). Ezt kovetden 2% BSA tartalma TBS-sel
blokkoltuk a lemezt 1 6ran at szobahémérsékleten, hogy elkeriiljik az esetleges
aspecifikus kotodést. Az egészséges kontrollok szérumat 1:160000-ben, mig a HAE-C1-
INH-HAE betegek szérumat 1:40000-ben higitottuk 1 % BSA tartalma TBS-Tweenben,
majd a lemezre valo felvitel utdn 1,5 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk.
TBS-Tween-es mosast kovetéen kecske anti-human biotinilalt ellenanyaggal (Quidel,
San Diego, CA) inkubaltuk a lemezt 1 6rén keresztiil szobahdmérsékleten. Mosas utan
1:200 higitasban sztreptavidin konjugalt tormaperoxidazzal (SouthernBiotech, San
Diego CA) jeloltiik a lemezt 30 percig, majd tetrametil-benzidin (TMB, Sigma-Aldrich)
szubsztrattal hivtuk el6. A reakcidt kénsavval allitottuk le, és Hidex Chameleon ELISA-

lemez leolvason mértiik le 450-620 nm-en.
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4.4. Az endotélmarkerek és vazoaktiv peptidek meghatarozasa

Az endotélmarkerek és a vazokativ peptidek szintjének meghatarozdsdhoz hasznalt

modszerek leirdsa az alabbiakban keriil részletezésre.

4.4.1. A VWF:Ag és VWF:CBA szintek meghatarozasa

Az éltalunk vizsgalt csoportok VWF:Ag ¢s VWF:CBA szintjét szendvics ELISA
modszerrel, citratos plazmabol mértiik. Natrium-bikarbonat pufferben (pH 9,6) oldott
ug/ml kollagén III-mal (Sigma-Aldrich) 4 °C-on egy éjszakan at fedtiink egy 96-lyukt
lemezt (Nunc Maxisorp). Ezt kdvetéen 2% BSA tartalmt TBS-sel blokkoltuk a lemezt 1
oran at szobahdmeérsékleten, hogy elkeriiljiilk az esetleges aspecifikus kotddést. A
mintakat VWF:Ag mérés esetén 1:1500-ban, VWF:CBA mérés esetén 1:500-ban
higitottuk 0,1 % BSA tartalma TBS-Tweenben, majd a lemezre valé felvitel utan 1,5
oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Standardként a VWF:Ag esetében ismert
felez6 higitast alkalmaztunk 7 1épésen keresztiil, mig a VWF:CBA esetén a kevert
human citrat plazma 2%-os higitasabol induld 7 1épéses felezd higitasi sort hasznaltunk.
human VWF tormaperoxidazzal konjugalt ellenanyaggal (Dako) inkubaltuk a lemezt 1
oran keresztiil szobahOomérsékleten, mindkét esetben. Mosas utan a reakciot TMB
(Sigma-Aldrich) szubsztrattal tettiik lathatova. A reakciot kénsavval allitottuk le, és

Hidex Chameleon ELISA-lemez leolvason mértiik le 450-620 nm-en.

4.4.2. A szolubilis E-szelektin mérése szendvics ELISA mddszerrel

A betegek és az egészséges kontrollok szolubilis E-szelektin szintjét a Human E-
Selectin/CD62E DuoSet kit-tel mértiik a gyarto utasitasai szerint (R&D Systems), citrat-
plazmabol. Az ELISA lemezt (NUNC Maxisorp) egy éjszakan at 4 °C-on fedtiik a
kitben talalhato egér anti-human E-szelektin ellenanyaggal 6 pg/ml koncentracidban.
Mosopufferrel torténd mosds utan a lemezt 3 oran keresztiil szobahdmérsékleten
blokkoltuk 2% BSA tartalmti TBS pufferrel. Ujabb mosas utdn a lemezre mértiik a

mintakat 1:10-ben higitva, és 2 6rdn at inkubaltuk szobahdmérsékleten, standardnak a
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Kit-ben talalhaté rekombinans human E-szelektint hasznaltunk. A mosasi 1épés utan
biotinilalt egér anti-human E-szelektin ellenanyagot mértiink a lyukakba 0,5 ug/ml
koncentracioban, és szobahdmérsékleten inkubaltuk 2 6ran keresztiil. Az Gjabb mosasi
lépés utan, a kitben taldlhatd, 1:200-ban higitott, sztreptavidinnel konjugalt
tormaperoxidazt mértiink a lyukakba, és 20 percig inkubaltuk szobahémérsékleten,
majd TMB (Sigma-Aldrich) szubsztrattal hivtuk el6. A reakciot kénsavval allitottuk le,

¢és Hidex Chameleon ELISA-lemez leolvason mértik le 450-620 nm-en.

4.43. A MR-proANP, MR-proADM, CT-proAVP ¢és CT-proET-1 szintek mérése
BRAHMS Kryptor modszerrel

A vazoaktiv peptidek pro-alakjanak (MR-proANP, MR-proADM, CT-proAVP ¢és CT-
proET-1) mérését a BRAHMS GmbH-nal Jan Kunde végezte Kryptor technoldgiaval
EDTA-plazmabol. A Kryptor mddszer egy TR-FRET (Time Resolved-Fluorescence
Resonance Energy Transfer) szendvics immunoldgiai méodszer, ahol a detektalni kivant
propeptid szekvencigjaban kivalasztott két rovid (10-16 aminosav) szakaszhoz
ellenanyagot termeltetnek. Az ellenanyagok egyike szilard hordozohoz ko6tott, a masik

enzimmel jeldlt. A mintdk felvitele zart rendszerben torténik.

4.4.4. A proANP fehérje vizsgalata

A mérést TECAN M1000-es gépen 384 lyuku fekete ELISA lemezen végeztiik 25 ul 60
nM-os szubsztrat (szekvencidja: ac-ggalgr-AMC, Biocenter Kft., a tovabbiakban
proANP szubsztrat) és 25 ul 2-szeresen higitott EDTA plazma vagy megfeleléen
higitott enzim Osszekeverésével. 20 percen keresztil mértiik a szubsztrathasitas
kinetik4jat (excitacidos hullimhossz 370 nm, emisszios hulldimhossz 475 nm, erdsités
55), majd a kinetikus mérés linearis szakaszara egyenest fektetve a meredekségekbol

kovetkeztettiink az mintdkban 1€v6 enzim(ek) aktivitasara.
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4.5. Sejttenyésztés és endotélsejtek vizsgalata

Az endotélsejtek vizsgalatdhoz hasznalt oldatok és protokollok az aldbbiakban keriilnek

részletezésre.

4.5.1. A kisérletek soran hasznalt médiumok és pufferek dsszetétele

K2 médium: M199 médium (Gibco/Invitrogen), 10% FCS (Gibco/Invitrogen), 100
U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin (Sigma-Aldrich)

Comp-AIM-V médium: AIM-V médium (Gibco/Invitrogen), 1% FCS, 7,5 U/ml
heparin (Sigma-Aldrich), 2 ng/ml EGF (R&D Systems) és 250 pg/ml B-ECGF
(BioSource)

ECP: Fiziolégias sboldat, 1% FCS, 10 mM TrisCl (pH 7.4), 2 mM CaCl,

TBS-Tween: Fiziologias sooldat, 0,05% Tween (Sigma-Aldrich), 10 mM TrisCl

4.5.2. HUVEC sejtkultara készitése és tenyésztése

Sejtes kisérleteinket human k6ldokzsinér véna endotél (HUVEC) sejtkultiran végeztiik
(Etikai engedély szama TUKEB 64/2008). A koldokzsinort fizioldgias sooldatban
taroltuk +4 °C-on az izolalas megkezdéséig. Steril fiziologids sooldatban mostuk, 70%-
os etanolban fertdtlenitettiik, majd szintén steril fiziologids sdoldattal Oblitettiik a
koldokzsinort. Ezutan a lefogasmentes, ép koldokzsindr vénat mindkét végén
kaniilaltuk, steril PBS-sel (Gibco/Invitrogen) mostuk, vérmentesitettiik az eret, majd
kollagenaz oldattal (1mg/ml, Gibco/Invitrogen) 20 percig +37 °C-on inkubaltuk. A mar
sejteket is tartalmazd kollagendz oldatot K2 médiummal mostuk ki. A kinyert
folyadékot 1200 rpm-en 8 percig centrifugaltuk. A feliiliszo Ovatos ledntése utan a
pelletben talalhato sejteket Comp-AIM-V médiumban szuszpendaltuk, majd az elézdleg
15 percig 0,5% zselatinnal (Sigma-Aldrich) fedett sejttenyészté flaskaba (Corning)
szélesztettiik. Végiil 500 ng/ml fibronektint (Sigma-Aldrich) adtunk a sejtkultirankhoz,
hogy eldsegitsiik a letapadasukat.

A sejtkultirdkat folyamatos mikroszkopos ellendrzés mellett Comp-AIM-V médiumban
tenyésztettiik egészen addig, amig a sejtréteg konfluens nem lett, ezutdn vagy a
kisérlethez megfeleld lemezre, vagy haromszoros alapteriileti flaskdba passzaltuk Oket.

A passzalas soran elészor eltavolitottuk a sejtekrél a Comp-AIM-V médiumot, majd
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steril PBS oldattal atoblitettiik a flaskat, ezutan Tripszin-EDTA (Gibco/lnvitrogen)
hozz4adasaval megsziintettiik a sejtek kozotti, illetve a sejtek €s a hordozo kozotti
szoros tapadast, igy a sejtek feljottek a flaska aljar6l. Tizszeres térfogata K2
médiummal allitottuk le a reakcidt, amivel kimostuk a sejteket a flaskabol, majd 1200

rpm-en centrifugaltuk és szélesztettiik 6ket. A sejteket kisérleteinkben a 2-4. passzazsok

......

4.5.3. A HUVEC sejtek C1-INH tartalmanak kimutatasa Western blottal

HUVEC sejteket 6-lyukt lemezre szélesztettiink Comp-AIM-V médiumban, konfluens
koncentracioban 1 napra. A sejteket jéghideg PBS-sel mostuk, majd lizispuffer (30 mM
Hepes, pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20mM NaF, 1% Triton-X100, 1 mM
PMSF, 1 mM NazVOQO, és 2% protedz inhibitor koktél) segitségével felkapartuk ket a
lemez aljarol. A sejttormelékeket centrifugélassal (13,000, 5 perc, 4 °C) tavolitottuk el,
majd a feliiliszo6t -70 °C-on taroltuk. A mintdk fehérjetartalmat Roti Nanoquant
reagenssel (Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe, Germany) hataroztuk meg.

Laemmli pufferrel (20% glicerin, 4% pB-merkaptoetanol, 0.3% bromfenolkék) 1:1
aranyban keverve a mintakat 95 °C-on 5 percig melegitettiik dket, majd a 8 vagy 10%-
0s SDS-PAGE segitségével szétvalasztott fehérjéket nitrocellul6z membranra blottoltuk
at. A membranokat egy éjszakan at blokkoltuk 2% BSA tartalmu TBS-ben, 4 °C-on.
Majd masnap 2 oran at inkubdltuk nyualban termeltetett affinitas-tisztitott poliklonalis
anti-human C1-INH ellenanyaggal (Immunogenes Kft.) 0,6 pg/ml koncentracioban
vagy egérben termeltetett monoklonalis anti-human C1-INH (28-11-12) ellenanyaggal
(58) 0,5 pg/ml koncentracidban, szobahémérsékleten. Mosasok utan 1 oran at
szobahdmérsékleten alkalikus foszfatazzal konjugalt kecske anti-nytl vagy kecske anti-
egér masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk a membrant, majd Gjabb mosast kdvetden
BCIP/NBT oldattal (Sigma-Aldrich) hivtuk eld. A denzitometrias kiértékelést Syngene
GeneTools szoftver segitségével végeztiik (Synoptics Ltd., Cambridge, UK).

4.5.4. mRNS mérések kvantitativ PCR technikaval

HUVEC sejteket 6-lyukt lemezre szélesztettink Comp-AIM-V médiumban, konfluens

koncentracioban 1 napra. Majd a HUVEC sejteket TRI®-reagensben lizaltuk és taroltuk.
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A teljes RNS tisztitas, a cDNS szintézis, a GAPDH és -aktin génekre specifikus primer
szekvenciak és a LightCycler® analizis Megyeri és mtsi. (59) 4ltal leirt protokoll alapjan
késziilt. A vizsgalt génekrea specifikus primereket az NCBI adatbazisa alapjan
terveztiik és a Bio Basic Canada Inc.-vel szintetizaltattuk, 6sszefoglalva a 3. tablazatban
lathatoak. A PCR termékek tisztasagat olvadaspont (melting curve) analizissel és agar6z
gél-elektroforézissel végeztilkk. A mintaelOkészitést ¢€s az adatok elemzését
laboratoriumunkban munkacsoportunk végezte el, a QPCR reakciot Doleschall Zoltan
(Orszagos Onkologiai Intézet) végezte.

3. tablazat A qPCR reakciékhoz hasznalt primerek

forward 5’ -ccagagtcctaagcaacaacagt- 3’
C1-INH
reverse 5’ —ttggcactcaggtagatagcatt- 3’

) forward 5’-ctgcaggacatgacaactcatc-3’
Interleukin-6
reverse 5’-atctgaggtgcccatgctac-3’

forward 5’-catccacagctgtcatagtctca-3’

Plazminogén-aktivator inhibitor-1
reverse 5’-ttcggagtttcttctttcccgat-3°

forward | 5°_ctggacatcatttgggtcaacac-3’
reverse | 5°-atgtcttcagccctgagttcttt-3°

Endotelin-1

4.6. Statisztikai analizis

Statisztikai szdmitdsainkat a Prism 5 for Windows (GraphPad Software Inc., San Diego,

CA, www.graphpad.com) elnevezésii statisztikai program felhasznalasaval végeztiik.
Abban az esetben, ha egy beteghez tobb tiinetmentes iddszakban, illetve tobb roham
soran gyiijtott minta is tartozott, kiszamitottuk az egyes paraméterek atlagat, és az
atlagértékeket hasznaltuk a statisztikai elemzések soran, -amennyiben csoport
Osszehasonlitasrél volt szo- tehat minden beteghez egy-egy tlinetmentes idOszakban
mért, illetve roham alatt mért érték tartozott paraméterenként. Amennyiben két
paraméter kozott fennalld korrelaciot vizsgaltuk, ugy minden egyes betegnél egy
véletlenszerlien kivalasztott mintavételi idOponthoz tartozd vizsgalati mintdban mért
értékeket hasznaltunk az elemzéshez. Betegcsoporton beliili 6sszehasonlitdshoz —
ugyanahhoz a beteghez tartozo roham alatt mért és tiinetmentes idészakban mért érté¢kek

Osszehasonlitdsakor- kétmintds parositott Wilcoxon-tesztet hasznaltunk, amennyiben a
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mért paraméterek nem normal eloszlasuak voltak; és parametrikus parositott t-tesztet, ha
normal eloszlastiak voltak. Az egészséges kontroll csoport és a betegcsoport
Osszehasonlitasahoz Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. Korrelaciok szamitasakor
Spearman-féle Rho-teszt hasznaltunk. Egy kategérian beliili valtozokat Khi-négyzet
probaval hasonlitottunk 6ssze. Minden statisztikai elemzés kétoldalas volt, és p<0,05
jelentett szignifikdns kiilonbséget vagy korrelaciot. Az eredményeinkben feltiintetett
értékek median (interkvartilis tartomany) értékeknek felelnek meg, ettdl eltérd esetben
ezt a szovegben feltiintettem.

A Linear Mixed Model-lel a vazoaktiv peptidek esetében betegcsoporton beliili
Osszehasonlitashoz —ugyanahhoz a beteghez tartoz6 roham alatt mért €s tiinetmentes
id6szakban mért értékek 0sszehasonlitasakor hasznaltuk.

A linearis regressziot a tiinetmentes iddszakban mért ANP szintek esetén hasznaltuk a
betegek és a kontrollok kozott szignifikans eltérést mutatdé BMI-re és dohanyzasra
adjusztalva

Ez utébbi két modszerhez az IBM SPSS Statistics Version 20 (IBM Corp.) programot

hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. A vizsgalatban szereplé betegek és a kontrollok jellemzése (klinikai és

laboratoriumi adatai)

A vizsgélatokat C1-INH-HAE betegek tiinetmentes iddszakbdl szarmazo, valamint
roham alatt levett mintdibol, illetve kontroll személyektél vett mintdkban mért
paraméterck 6sszehasonlitasaval végeztiik. Ahhoz, hogy kideritsiik, a betegek valamint
a kontrollok csoportja mennyire kiilonbozik egymastol, Osszehasonlitottunk néhany
alapvetd paramétert mindkét csoportra vonatkozoan. Ugyanilyen Osszehasonlitast
végeztink a betegek tiinetmentes, illetve roham alatti 4altaldnos allapotaval
kapcsolatban. A vizsgalat elsé felében szerepld 18 beteg altalunk felhasznalt klinikai és
laboratériumi adatait a 4. tablazatban tiintettem fel. A tablazat tartalmazza a tlinetmentes

id6szakban és a roham alatt mért értékeket is.
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4. tablazat. Roham alatt levett mintakkal rendelkezé C1-INH-HAE betegek klinikai

és laboratoriumi adatai. A tablazatban szerepld értékek medianok (interkvartilis

tartomany) vagy szazalékok (szamok). A *-gal jelolt paraméterben a C1-INH-HAE I-es

¢s C1-INH-HAE ll-es tipusa ismerten kiilonbozik, ezért a tablazatban csak a C1-INH-

HAE I-es betegek adatai szerepelnek (n=14).

C1-INH-HAE betegek (n=18)

Kor (évek) 35,50 (27,75-42,75)
Férfiak/Nok % (n) 26/74 (5/13)
Aktivan dohanyzok % (n) 27,8 (5)
BMI 25,00 (21,75-34,00)
Danazol kezeltek % (n) 37 (7)
C1-INH-HAE I/ C1-INH-HAE
79/21 (14/4)
II tipus % (n)
tiinetmentes roham alatti
P-érték
idoszak idoszak
CRP (mg/L) 1,67 (1,00-5,55) 3,49 (1,68-4,94) ns
0,062 (0,036- 0,044 (0,023-
C4 (g/l) ns
0,11) 0,084)
24,75 (14,36- 18,78 (11,15-
C1-INH a (ug/ml)* ns
48,28) 28,47)
10,06 (1,00- 24,55 (13,95-
C1-INH f % 0,0176
19,00) 37,50)

A vizsgélat masodik felében szerepld 100 C1-INH-HAE beteg és a hozzajuk korban és

nemben illesztett 111 kontroll személy a vizsgalatok soran felhasznalt klinikai és

laboratoriumi adatai az 5. tablazatban keriiltek 6sszegzésre.
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5. tablazat. Kontrollok és C1-INH-HAE betegek klinikai és laboratériumi adatai. A

tablazatban szerepld értékek medidnok (interkvartilis tartomdny) vagy szazalékok

(szamok). A *-gal jelolt paraméterben a C1-INH-HAE I-es és C1-INH-HAE ll-es tipusa
ismerten kiilonbozik, ezért a tablazatban csak a C1-INH-HAE I-es betegek adatai

szerepelnek (n=89). **Nem minden C1-INH-HAE beteg dohanyzasi szokasait sikeriilt

kideriteniink, igy azokat a betegeket, akikrél nem volt pontos adatunk kihagytuk

azokbol az elemzésekbdl, ahol a dohanyzasi szokdsok alapjan alcsoportokat képeztiink

(n=13).
C1l-INH-HAE
Kontrollok
betegek P-érték
(n=111)
(n=100)
34,00 (28,00- 35,50 (23,00-
Kor (évek) ns
43,00) 47,75)
Férfiak/Nok % (n) 44/56 (49/62) 43/57 (43/57) ns
Aktivan dohanyzok % (n)** 15,2 (17) 31,0 (27) 0,0099
23,00 (21,00- 25,00 (22,00-
BMI 0,0487
26,00) 29,00)
Danazollal kezeltek % (n) - 42 (42) -
Cl-INH-HAE I/ C1-INH-HAE
- 89/11 (89/11) -
II tipus % (n)
CRP (mg/L) 1,44 (0,81-2,70) 1,59 (0,65-4,02) ns
C4 (gl 0,30 (0,24-0,36) 0,06 (0,04-0,10) | P<0,0001
94,26 (77,24- 14,11 (6,35-
C1-INH a (ng/ml)* P<0,0001
24,00) 22,63)
19,00 (5,75-
Cl-INHf% - -
42,00)
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5.2. Endotélsejt aktivacio kimutatasa C1-INH-HAE rohamok alatt

Az irodalomban tobbszor felmertiil az endotél aktivacio/diszfunkeio kifejezés a C1-INH-
HAE rohamok kapcsan, ennek ellenére az aktivaciot/diszfunkciot alatdmaszto vizsgalat
eddig nem késziilt. Tény, hogy a C1l-INH-HAE rohamok soran kialakul6 6déma az
endotél aktivacio egyik jele lehet, de hogy ezt kimondhassuk, sziikségesnek éreztiik
mas, korabban mar endotél aktivaciot jelzé faktorok, endotélmarkerek (VWF:Ag,
VWEF:CBA, szolubilis E-szelektin és ET-1) szintjének mérését is a rohamok alatt.

Ezért 18 betegbdl szarmazo, rohammentes iddszakban levett mintdkban mért
endotélmarkerek szintjét hasonlitottuk Ossze, ugyanezen betegekbdl szarmazd roham
alatt levett mintdkban mért marker szintekkel. Mind a 4 endotél marker esetén

szignifikans ndvekedést tapasztaltunk a betegek roham alatt levett mintaiban (10. abra).
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10. abra. Endotélmarkerek szintjének osszehasonlitasa tiinetmentes és
roham alatt levett betegmintakban. 18 C1-INH-HAE beteg tiinetmentes
és roham alatt levett mintaiban hasonlitottuk 6ssze a VWF:Ag (A),
VWF.CBA% (B), szolubilis E-szelektin (C) és ET-1 (D) szinteket. Az
Osszehasonlitashoz kétmintas parositott Wilcoxon-tesztet (A, B, C) valamint

parametrikus parositott t-tesztet (D) alkalmaztunk.

5.3. Az endotélsejtek miikodését befolyasolo rizikétényez6k hatisa az
endotélmarkerekre C1-INH-HAE rohamokban

Az endotélsejtek miikodését ismerten befolyasoljak kardiovaszkularis rizikotényezok.
Az egyik ilyen tényezd a dohanyzas. A 18 beteget nem dohanyz6 (n=13) és jelenleg
dohanyz6 (n=5) alcsoportokra osztva azt kaptuk, hogy a nemdohanyzok alcsoportjaban
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mind a 4 endotél marker szignifikansan emelkedett (11. abra). A jelenleg dohdnyzdkat

magaban foglald alcsoportban ez az emelkedés nem volt szignifikans (nem bemutatott

eredmény).
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11. dbra Endotélmarkerek szintjének oOsszehasonlitasa tiinetmentes és
roham alatt levett mintakban, nemdohanyzé C1-INH-HAE betegek
esetében. 13 nemdohanyzo C1-INH-HAE beteg tiinetmentes és roham alatt
levett mintaiban hasonlitottuk 6ssze a VWF:Ag (A), VWF:CBA% (B),
szolubilis E-szelektin (C) és ET-1 (D) szinteket. Az Osszehasonlitashoz
kétmintas parositott Wilcoxon-tesztet (B, C, D), valamint parametrikus

parositott t-tesztet (A) alkalmaztunk.

A dohényzas mellett az endotélsejtek miikodését befolyasold tényezd még a betegek
danazollal torténd kezelése is. A hosszatava danazol kezelés ismerten csokkenti a HDL
¢és az Apo A-I szintet, mig emeli az LDL és az Apo B-100 szintet, de nem befolyasolja

sem a osszkoleszterol, sem a triglicerid valamint az Lp(a) szintet sem. Az emelkedett
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LDL/HDL arany (és az Apo B-100/Apo A-I arany) fokozza az ateroszklerdzis
kockazatat (60), gy, hogy az LDL szint emelkedése karosan befolyasolja az
endotélsejtek normalis funkcidit: csokken az NO termelés, ezaltal csokken az erek
relaxacios képessége, beindul a gyulladasos citokinek termelése, valamint megvaltozik
a normal antikoagulaciés endotél sejtfelszin. Mivel ezzel parhuzamosan a HDL
koncentréacio csokken, igy az nem képes ellensulyozni az LDL feljebb kifejtett hatasait
(61). Ezért a 18 beteget két csoportra osztottuk a rendszeresen danazolt szed6kre (n=7)
¢s a danazolt nem szedokre (n=9) (a danazolt csak sziikség esetén szedd két beteget
kizartuk ebbdl az analizisbdl) és vizsgaltuk, van-e valtozds az endotélmarkerek
szintjében a két alcsoportban. A VWF:Ag és a VWF:CBA% esetében szignifikans

eltérést kaptunk a danazolt nem szed6 alcsoportban a rohamok alatt (12. 4bra).
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12. dbra. A danazol kezelés hatasanak vizsgilata az endotélmarkerek
szintjének valtozasara. 18 C1-INH-HAE beteg tiinetmentes és roham alatt
levett mintaiban hasonlitottuk 6ssze a VWF:Ag (A) és VWF:CBA% (B)
szinteket. Az 0Osszehasonlitaishoz mindkét esetben kétmintds parositott

Wilcoxon-tesztet alkalmaztunk.

5.4. Az endotélmarkerek valtozasai rohamonként

Az 6démas rohamokat kivaltd tényezdk a rohamok nagy szazalékanal még nem teljesen
tisztazottak. Valamint a rohamok gyakorisdga, sulyossdga ¢és lokalizacidja nagyon
kiilonbozik az egyes betegeknél, de akar még egy beteg rohamait évenként
osszehasonlitva is. Igy felmeriilt a kérdés, hogy az endotélmarkerek roham alatt mért
szintjeiben taldlunk-e kiilonbségeket més-mds rohamok vagy személyek esetén.
Osszehasonlitva a 8, tdbb rohammal rendelkezé beteg 6sszes rohamaban mért endotél
marker szinteket azt sziirtiik le, hogy a markerek véltozdsa nem fiigg a roham
lokalizaciojatol, kivaltd tényezo6jétél, és leginkabb az egyénre jellemzd iranyba és

mértékben valtozik a kiillonb6z6 rohamok soran (13. abra).
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13. dbra Az endotélmarkerek szintjének valtozasai egyénenként. Nyolc,
tobb roham alatt levett mintaval rendelkez6, és 10, egy roham alatt levett
mintaval rendelkez6 HAE-C1-INH beteg roham alatt levett mintaiban mért
VWF:Ag (A), VWF.CBA% (B), szolubilis E-szelektin (C) és ET-1 (D)
szinteket hasonlitottuk a betegek sajat tlinetmentes mintdiban mért
értékeihez. A szaggatott vonal az egyes aranyt, a rovid vizszintes vonalak a

tobb roham alatt levett mintaval rendelkezd betegekben meért értékek

medianjat jelzik.

Betegek egy roham alatt
levett mintaval
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5.5. Vazoaktiv peptidek szintjének Gsszehasonlitasa C1-INH-HAE betegekben és

kontroll személyekben

Annak ellenére, hogy a C1-INH-HAE patomechanizmusaban legfébb szerepet egy
vazoaktiv peptid jatszik (BK), a betegséget mas vazoaktiv peptidek szempontjabol még
nem vizsgaltak. Mivel a BK szintje ismerten megemelkedik a C1-INH-HAE rohamok
alatt, felmeriil a kérdés, hogy esetleg mas vazoaktiv hatdssal birdé peptidek szintje is
valtozik-e a betegekben a rohamok soran. Ezért vizsgalatunkban Osszehasonlitottuk 4

vazoaktiv peptid szintjét a C1-INH-HAE betegek rohammentes mintaiban és kontroll

személyekben. A vizsgalt fehérjék koziil, csak az ANP szintje tért el az
egészségesekben mérttdl (14. abra).
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14. dbra Vazoaktiv peptidek szintjének dsszehasonlitiasa kontrollokban
és C1-INH-HAE betegekben. 111 kontroll ¢s 100 C1-INH-HAE beteg
tiinetmentes 1d6szakbol szarmazo mintdjaban hasonlitottuk 6ssze az ANP
(A), AVP (B), ADM (C) és ET-1 (D) szintjét. Az dsszehasonlitisban mind a
négy esetben Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. A vizszintes fekete vonal

a mediant jelzi.
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5.6. A betegek klinikai és laboratériumi jellemz6i, valamint a kardiovaszkularis

riziko hatasa a vazoaktiv peptidek szintjére

Megnéztiik, hogy az altalunk vizsgalt vazoaktiv peptidek Osszefliggnek-e valamely
alapparaméterrel (nem, kor, BMI, stb.) a kontroll személyekben és a betegekben. Az
ET-1 semmilyen alapparaméterrel nem korrelalt, a masik harom vizsgalt peptiddel
kapott Osszefiiggéseket pedig az 6. tablazat foglalja ossze.

6. tablazat Osszefoglalé tablazat a vazoaktiv peptidek és az alapparaméterek
kozotti korrelaciokrol. Az Osszefliggések vizsgalatdhoz a Spearman korrelaciot

hasznaltuk. Z61d szin jeloli a pozitiv korreldciokat, kék a negativ korreldciot.

Kontrol
(n=111) Kor BMI CRP C1-INHa
R=0,4509
ANP
P<0,0001
R=0,2173
AVP
P=0,0267
R=0,2745 R=0,2721
ADM
P=0,0035 P=0,0039
Cl-INH-HAE atlagos
(n=100) Kor BMI CRP Cl-INHa rohamszim
R=0,4385
ANP
P<0,0001
R=0,2635 R=-0,3023
AVP
P=0,0136 P=0,0026
R=0,3522 R=0,4049 R=0,3543
ADM
P=0,0003 P<0,0001 P=0,0003
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Az ANP, az AVP és az ET-1 szintje is kiillonbozott a férfiakban és a ndkben, bar az ET-

1 esetében ez a kiilonbség csak a betegekben volt meg (15. abra).
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15. dbra. Nemek kozti eltérés az ANP, AVP és az ET-1 szintjében C1-

INH-HAE betegekben és kontrollokban. Az ANP esetében mindkét

vizsgalt csoportban a férfiakban mért ANP szintek alacsonyabbak voltak,

mint a nékben mértek (A). Az AVP esetében a férfiakban mértiink

magasabb peptid szinteket (B). Mig az ET-1 esetében csak a betegekben

volt szignifikans kiilonbség a két nemben mért értékek kozott (C). Az

Osszehasonlitasban az ANP és az AVP szintek Osszehasonlitdsanal Mann-

Whitney tesztet alkalmaztunk, az ET-1 esetében parositatlan t-tesztet. A

vizszintes vonalak a mediant jelzik.
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Mivel kiilonb6z6 rizikofaktorok befolyasoljak a vazoaktiv peptidek szintjét, ezért a
betegeket és a kontrollokat is két alcsoportra osztottuk: betegek vagy kontrollok
kardiovaszkularis (KV) rizikoval és betegek vagy kontrollok KV riziké nélkil. A C1-
INH-HAE betegek kozott nagyobb aranyban taldltunk KV rizikds betegeket (n=62),
mint a kontrollok kozott (n=59) (16. abra, A). Az ANP esetében azt tapasztaltuk, hogy
az ANP szint valtozasa csak a Cl1l-INH-HAE-hoz volt kothetd, a KV rizikd nem
befolyasolta azt (16. abra, B). Az AVP esetén viszont a KV riziko hatassal van az AVP
szintre, ugyanis a KV rizikos alcsoportoknak mind a betegekben, mind a kontrollokban
magasabb az AVP szintje, mint a riziko nélkiili alcsoportoknak (16. abra, C). Az ADM
¢s az ET-1 esetén viszont azt tapasztaltuk, hogy a C1-INH-HAE ¢és a KV riziko

interakcioja hatarozza meg a peptidek szintjét a betegekben (16. abra, D és E).
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16. dbra A Kkardiovaszkularis (KV) riziké hatiasa a vazoaktiv peptidek
szintjére kontrollokban és C1-INH-HAE betegekben. A KV rizikosok
aranya a kontrollokban és a C1-INH-HAE betegekben (A). Az ANP (B),
AVP (C), ET-1 (D) és ADM (E) szintjei a kontrollok és a C1-INH-HAE
betegek KV rizikos és riziko nélkiili alcsoportjaiban. Az (A) panelen lathato
adatok elemzéséhez Fisher's exact tesztet, a (B), (C), (D) és (E) abran
lathaté elemzésekhez parametrikus kétszempontos ANOVA-t hasznaltunk.
Az ANP, AVP és ADM esetében logaritmizalt értékekkel szdmoltunk, mert
az eredeti értékek nem normal eloszlastiak voltak. A vizszintes vonalak az

alcsoportok medianjat jelzik.
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Mivel a beteg és a kontroll csoport a BMI-jiikben és a dohanyzok szaméban tért el
szignifikdnsan egymastol azokon a paramétereken kiviil, ami a C1-INH-HAE-hoz
kapcsolhat6, ezért logisztikus regressziot végeztiink a BMI-re, valamint a dohanyzasi
szokasokra adjusztalva (7. tdblazat); majd megallapitottuk, hogy az alacsony ANP szint

tovabbra is Osszefliggést mutat a betegséggel.

7. tablazat Az ANP szint és a C1-INH-HAE o6sszefiiggése logisztikus regresszidval
vizsgalva. Az Osszefiiggések vizsgalatahoz logisztikus regressziot hasznaltunk, a BMI-

re ¢és a dohdnyzasi szokasokra adjusztaltunk.

Modell Exp(B) 95% ClI P-érték
ANP alacsony/magas* 0,302 0,164-0,558 <0,0001
BMI 1.092 1,022-1,166 0,009
Dohanyzés igen/nem 0,424 0,206-0,875 0,020

* Az alacsony és a magas ANP szint kozott a vagopont az ANP szint medianja volt, igy

az ,,alacsony” <41 pM, a ,,magas” >41 pM ANP szintet jelent

5.7. A vazoaktiv peptidek szintjeinek valtozasa C1-INH-HAE rohamok alatt

A tovébbiakban vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a betegek vazoaktiv peptid
szintjeiben rohamok alatt a tiinetmentes allapothoz képest. Ehhez az Linear Mixed
Model modszert hasznaltuk, amely alkalmas arra, hogy egy beteghez tobb roham alatt
levett mintdban mért értéket is rendelhessiink. fgy az AVP, ADM és az ET-1 esetében
kaptunk szignifikans emelkedést, mig az ANP szint nem valtozott a rohamok alatt (8.
tablazat).
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8. tablazat. A vazoaktiv peptid szintek valtozasa C1-INH-HAE rohamok alatt.

95% Konfidencia intervallum
Fiiggo valtozo | Becsiilt valtozas™ P-érték
Felso hatar Also hatar
ANP 2,99 pM 3,018 pM 2,961 pM 0,263
AVP 6,440 pM 11,799 pM 1,095 pM 0,019
ADM 0,095 nM 0,096 nM 0,094 nM <0,0001
ET-1 7,540 pM 7,634 pM 7,445 pM 0,005

*Estimate: az atlagos eltérést mutatja a roham alatti és a tiinetmentes allapot k6zott.

A roham alatti és a tiinetmentes iddszakban mért vazoaktiv peptid szintek kozti
kiilonbségek meghatarozasahoz a Linear Mixed Model mddszert hasznaltuk, ami képes
ismételt mérések és random hatasok kezelésére. Igy minden beteg esetében
meghatarozhato a kiilonbség a roham alatti és a tiinetmentes allapot kozott gy, hogy
minden mérést felhasznalunk. Mivel az AVP esetében az értékek nem normal eloszlast
mutattak, igy ahhoz, hogy a statisztikai moddszer kovetelményeinek megfeleljiink
logaritmizalt értékeket kellene hasznalnunk. A tablazatban a mért értékekkel szamolt
becsiilt kiilonbség szerepel, a kdnnyebb Osszehasonlithatésag kedvéért. Amennyiben
elvégezziik a statisztikailag korrekt szdmolast, ugy azt kapjuk, hogy az AVP szint
1,590-szeresére n6 a rohamok alatt (p=0,007).

Mivel a vizsgalat elsé felébdl mar tudjuk, hogy a KV rizik6 befolyasolja az altalunk
vizsgalt peptidek koziil haromnak is a szintjét, igy megnéztiik, hogy rohamok alatt
vajon van-e kiilonbség a vazoaktiv peptidek szintjében KV rizikos és riziko nélkiili
betegek kozott (17. abra). Azt lathatjuk, hogy az AVP, ADM ¢és ET-1 esetén is a KV
riziko6 nélkiili betegekben lathato inkabb emelkedés a peptidek szintjében rohamok alatt.
Sajnos a rendelkezésre allo adatok mennyisége statisztikai elemzést nem tesz lehetdvé.
Ugyanakkor ezen az abran is megfigyelhetd, hogy a vazoaktiv peptidek szintjének
valtozasa i1s inkabb az egyénekre jellemzd, nem pedig az egyes rohamokra, mint

ahogyan az endotélmarkerek esetén is.
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17. abra. A vazoaktiv peptidek szintjének valtozasa C1-INH-HAE
rohamok alatt. A vazoaktiv peptidek szintjének valtozasat minden beteg
esetében a tiinetmentes allapotban mért értékhez viszonyitva dbrazoltuk
(roham alatt mért értékek/tiinetmentes allapotban mért értékek). Minden
beteg Osszes roham alatt levett mintajaban mért értéket abrazoltuk. Az abran
feltiintettiik, hogy mely betegek tartoznak a kardiovaszkularis (KV) rizikos
csoportba. A vizszintes vonalak a medidnokat jelolik minden beteg

esetében.
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5.8. A vazoaktiv peptidek egymasra hatasa

Mivel az altalunk vizsgélt vazoaktiv peptidek mind rendelkeznek vérnyomasszabalyozo
hatassal, igy megnéztiikk, hogy szintjiik, vagy a szintjik valtozasa Osszefiigg-e
egymassal a vizsgalt csoportokban. Mindharom vizsgalt csoportban nagyon szorosan
korrelalt egymassal az ADM és az ET-1 szintje (valamint a roham alatti és tiinetmentes
idészakban mért kiilonbségiik is). Mig a tobbi peptid szintje (vagy a roham alatti és
tiinetmentes id0szakban mért kiilonbségeik) esetén csak joval gyengébb korrelaciot
talaltunk (9. tablazat).

Q. tablazat. A vazoaktiv peptid szintek korrelacidja a vizsgalt csoportokban.

Kontrol
i ANP AVP ADM
AVP ns
P=0,0042 P=0,0309
ADM R= 0,2695 R= 0,2050
P=0,0303
ET-1 R=0.2105 ns
C1-INH-HAE
iy ANP AVP ADM
AVP ns
P=0,0027 P=0,0008
ADM R= 0.2969 R= 03310
P=0,0127
71 s Sy 0
CL-INH-HAE (R-T) AANP AAVP AADM
(n=18)
AAVP ns
AADM ns
P=0,0424
AET-L R=0,4829 s

A kontrollokban és a C1-INH-HAE betegekben tanetmentes id6szakban meért szintek
kozotti korrelaciok esetén a Spearman’s tesztet hasznaltunk (felsé és kozépso panel). A
roham alatt mért (egy random értéket valasztottunk) és a tiinetmentes idészakban mért
értékek kiilonbségét véve meghataroztuk a AANP, AAVP, AADM ¢és AET-1 értékeket,
¢és az ezek kozotti korrelaciokat is meghataroztuk (also panel). A sotétebb szinti hattér
jeloli az erésebb korrelaciokat (R<0,3: gyenge korrelacié, 0,3<R<0,6: kdozepesen erds

korrelacid, R>0,6: erds korrelacio).
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5.9. A proANP fehérje vizsgalata

A betegekben joval alacsonyabb ANP szinteket mértiink, mint a kontrollokban, ezért
megvizsgaltuk, mi lehet ennek az oka. Az alacsony ANP szintet eddig csak anyagcsere
betegségekkel hoztak Osszefiiggésbe, mint pl inzulinrezisztencia, diabétesz,
zsiranyagcsere zavarai (62, 63). Az altalunk vizsgalt C1-INH-HAE betegek koziil
informdacidink szerint a mintavétel idopontjaban csak 3 betegnek volt diabétesze, és ha
Oket kizartuk az elemzésbdl, akkor is megmaradt a kontrollokhoz képest szignifikansan
alacsonyabb ANP szint, igy ezzel nem tudtuk megmagyarazni a kontrollokhoz képest
csokkent ANP szintet. Tovabba semmilyen a C1-INH-HAE-hoz kotheté paraméterrel
sem tudtuk azt Osszefliggésbe hozni, valamint eddigi ismereteink a C1-INH-HAE
patomechanizmusarol nem tamasztjak ala, hogy ebben a betegségben kevesebb ANP
termelddne.

Felmeriilt viszont, hogy a C1-INH-HAE betegekben ismerten csokkent aktivitassal
jelenlévé C1-INH altal normal esetben gatolt enzim hasithatja el azt a fehérjét, amit a
BRAHMS Kryptor mddszerrel mériink. A modszer ugyanis nem a funkcioképes fehérjét
méri ténylegesen, hanem mind a 4 fehérje esetében a nagyobb méretli eldalakbol
(prepeptid) lehasadd stabilabb, de kiilon funkciéval nem rendelkez6 pro format
(propeptid) detektalja (9. abra).

Ezért a Merops Peptidaz adatbazisban (64) megnéztiikk a C1-INH altal gatolt enzimeket,
illetve ezen enzimek tipikus szubsztratjait és a hasitohelyeket. Az itt taldlhato adatok,
valamint egyéb szerin-proteaz szubsztratok (65) Osszehasonlitasa utin megvizsgaltuk,
hogy a mérési modszerben érintett fehérjeszakaszon talalhatoak-e potencialis szerin-
protedz hasitd helyek. Tobb valoszinlisithetd hasitohelyet is taldltunk a BRAHMS
Kryptor modszerben hasznalt ellenanyagok felismerési helyein, majd kivalasztottuk a
feljebb emlitett Osszehasonlitas alapjan legvaldszintibbnek tiind hasitohelyet, és
megszintetizaltattuk ezt a kis fehérjeszakaszt (ac-ggalgr-AMC, a tovabbiakban proANP
szubsztrat (18. abra). Az altalunk végzett kisérletekben tobb szerin-proteaz is hasitotta a
proANP szubsztratot, ez a szubsztrathasitds némelyik enzim esetén CI1-INH-ral
gatolhatdo volt (10. tablazat). A betegek mintdinak egy részében is sikeriilt ilyen

szubsztrathasito aktivitast kimutatnunk (19. ébra).
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A
Szignal peptid proANP ANP
1 98 120
26
B
1 53 73 91 98
52 0 18 8
(53-72) (73-90)
BRAHMS felismerd régio \
53 73 91

pevppwtgevspaq dggallg jgpwdssd sall s If

18. abra. A proANP fehérje vizsgalata. A teljes ANP fehérje (A), a 98
aminosavas proANP szekvenciaval (kék). A proANP szakasz (B) benne a
két BRAHMS Kryptor mddszerben hasznalt ellenanyag altal felismert
régioval (zolddel kiemelt részek). Az ellenanyagok altal felismert részek
aminosav sorrendje (C), fehérrel kiemelve a lehetséges szerin-proteaz hasitd

helyek. Kerettel jelolve a legvaloszinilibb hasito hely.
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562
542
641
616
639
547
568
566
647
581
539
643
811
580
957
624
648
593
620
632
586
663
732
629
564
607
605
570
765
606
958
604
628

MK2/37
603

MK2/113
871
659
549
968
565
594
579
637
615
728
560
553
595
pbs
650
611
653

8- P<0,0001

N
N

——

beteg mintdk beteg mintak +C1-INH

19. dbra A proANP szubsztrat hasitisa betegek szérummintiiban és
ennek gatolhatésaga C1-INH-ral. (A) ProANP szubsztrathasitd képességet
mértiink ugyanazokban a betegmintdkban, amelyekbdl az ANP szinteket
hataroztuk meg. A 100 betegbdl 50 esetében volt mar csak elérhetd minta,
melyek koziil 16 esetben volt mérhetd a szubsztrathasitd képesség. (proANP
hasité képesség nélkiili beteg mintak: iires oszlopok, proANP hasito
képességgel rendelkezd beteg mintdk: zo6ld oszlopok, kontroll mintdk:
narancssarga oszlopok, PBS puffer: fekete oszlopok), (B) A proANP
szubsztrat tekintetében hasitasi aktivitast mutatd betegek szérumaiban a

szubsztrathasitas szignifikansan gatolhatd C1-INH-ral (parositott t-teszt).
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10. tablazat Szerin-proteazok proANP szubsztrathasité képessége, és a hasitas
gatlasa C1-INH-ral

) C1-INH-ral gatolt enzim
enzim neve szubsztrathasitas

szubsztrathasitasanak P-értéek

(koncentracidja) mértéke (slope)

mértéke (slope)

MASP-1 (300 nM) 90,16 + 2,46 0,96 + 0,30 0,0004
Trombin (300 nM) 7,08 £0,24 5,89 +0,28 0,0451
Xll-es faktor (300 nM) 3,99 +0,3 0,004 + 0,000 0,029
C1s (285 nM) 0,43 +£0,04 0,02 +0,01 0,0047

Az értékek utdn =+ jellel a szords keriilt feltiintetésre. A C1-INH gatlas statisztikai

kimutatasara t-tesztet hasznaltunk.

5.10. A C1-INH kimutatasa endotélsejtekben

A C1-INH HAE-ban betoltott patofiziologiai szerepe és a HAE rohamokban altalunk
Ujonnan leirt endotélsejt aktivacid miatt szerettiik volna tisztazni, hogy az endotélsejtek
valoban termelnek-e C1-INH-t, hiszen ezt atfogéan és minden kétséget kizardan eddig
még nem vizsgaltdk meg.

Ezért vizsgaltuk, hogy HUVEC sejtekb6l mRNS szinten kimutathato-e a C1-INH.
Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a sejtekben a CI-INH mRNS termelés a
GAPDH (mint haztartasi gén, pozitiv kontroll) 2 + 0,45%-a volt. Ez a mennyiség az
endotélsejtek altal ismerten termelt fehérjék MRNS termeléséhez hasonld nagysagrendi

(11. tablazat).

62



DOI:10.14753/SE.2016.1955

11. tablazat Néhany endotélsejtek altal termelt faktor mRNS termelésének mértéke
a GAPDH génhez képest

Név IL-6 PAI-1 ET-1 C1-INH

mRNS termelés mértéke %-ban
kifelyezve a GAPDH génhez képest

S 0,63 1373,7 2,0

IL-6: Interleukin-6, PAI-1: Plazminogén-aktivator inhibitor-1, ET-1: Endotelin-1, C1-
INH: C1-inhibitor

Ez utan Western blot technikaval ellendriztiik, hogy fehérje szinten is megjelenik-e a
C1-INH a HUVEC sejtekben, valamint tisztitott humén plazma eredeti C1-INH
standardként vald hasznalataval az aktin fehérjére (mint haztartasi fehérje) korrigalva 3
fiiggetlen kisérletb6l megallapitottuk, hogy a HUVEC sejtek atlagosan 1,84 ng/100000
sejt mennyiségli C1-INH-t termelnek. Ugyanakkor érdekes, hogy a legaltalanosabb
endotélsejt stimulalo faktorokkal (BK, trombin, cPT-CAMP (cAMP anal6g), hisztamin)
kezelve a sejteket, nem tapasztaltunk valtozast a sejtek altal termelt C1-INH szintjében,

igy ezek a kisérletek tovabbra is folyamatban vannak (20. abra A).
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20. abra. CI1-INH kimutatis HUVEC sejtlizitumb6l Western blot
technikaval.

(A) Kiilonb6z6 endotélsejt stimulald anyagokkal kezeltink 6 Iyuka
sejttenyésztd lemezen 100%-ban konfluens sejteket 1 ordig, majd lizis
pufferrel leemésztettilk a sejteket és 8%-0s akril-amid gélben futtattuk,
nitrocelluloz membranra blottoltuk. Kezelések: 1) bradikinin 2 pM, 2)
bradikinin 0,2 uM, 3) hisztamin, 4) cPT-cAMP, 5) trombin, 6) kontroll.
Standardnak tisztitott human plazma eredeti CI1-INH-t (Berinert)
hasznaltunk kétszeres sorozat higitasban 10 ng/csikbol kiindulva (10, 9, 8,
7). A 11. oszlopban a Precision Plus Protein Kaleidoscope Standard molsuly
marker 14athatd. Az abran egy reprezentativ blot képet tiintettiink fel. A C1-
INH fehérje 100 kDa koriili molsulynal fut a gélen. (B) 10%-0s akrilamid
gélben futtattunk HUVEC sejtlizatumokat (1-3), normal human szérumot
(400-szoros higitasban, 10 ng/csik) (4) és tisztitott human plazma eredetii
C1-INH-t (Berinert) 10 ng/csik koncentracioban (5) és a kaleidoscope
standardot (6).

Illetve ellendriztilk még a sejtes mintankat egy monoklonalis egérben termeltetett anti-

C1-INH ellenanyaggal is, amely szintén a megfeleld helyen, 100 kDa Kkoriili
molekulastulynal jelezte a C1-INH jelenlétét a HUVEC sejtekben. (14. dbra B)
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6. MEGBESZELES

Napjainkban, ha végignézziikk C1-INH-HAE-val kapcsolatos szakirodalmat, akkor azt
tapasztaljuk, hogy a kutatokban nemzetkdzi szinten IS jelentkezik igény arra, hogy a
betegséget ne csak a kozvetlen kivaltd tényez6k szemszogébdl vizsgaljak. Ugyanis a
mar jol ismert patomechanizmus (BK hatasara bekovetkezé 6déma) tobb kérdésre sem
ad valaszt, pl: miért tér el azonos mutacidt hordozé betegek rohamgyakorisdga, miért
jelentkeznek bizonyos betegekben csak meghatarozott helyen a rohamok, miért vannak
egyes betegeknek prodromalis tiineteik, mig mésoknak nincsenek, mik lehetnek a
rohamok kivalté okai egyes betegekben? Az itt felmeriilt kérdések koziil van olyan,
amelynek megvalaszolasara mar késziilt is vizsgalat (pl: kivalto tényezok (11)), de ezen
kérdések legtobbjére még nincs valasz. Viszont 0j biomarkerek vizsgalata, segithet
abban, hogy ujabb részleteket értsiink meg a betegség patomechanizmusaval
kapcsolatban (10). Ilyen, egyelére még nem vizsgalt, de a patomechanizmusban
vélhetden szerepet jatszd faktorok vizsgéalataval kapcsolodtunk be a C1-INH-HAE
vizsgalatokba.

Az endotélsejtek szerepe a betegségben megkérddjelezhetetlen. Az endotélsejtek
allapotat célzo vizsgalatok eddig azonban csak a tiinetmentes allapotra korlatozodtak
(66), illetve azt probaltak kideriteni, hogy van-e karos kovetkezménye a betegekre
nézve a hosszutava danazol terapianak (60, 67).

Az endotélsejt aktivacid és diszfunkcid az irodalomban is két eléggé Osszemosott
fogalom. A nagy beteglétszdmu, kardiovaszkularis betegségeket vizsgald kutatdsok
legtobbszor mar meglévd betegségek (szivelégtelenség, ateroszklerdzis) kiilonbozd
fazisait probaljak egymastol elkiiloniteni, és ugyanazokat a markereket, amiket mi is
mértliink a betegek mintdiban az endotél diszfunkcioval kotik 0ssze. Ellenben mi Aird
levezetésébdl indultunk ki (23, 24), mely szerint a kiilsé behatasokra adekvat valaszt
ado endotélium legfeljebb aktivaltnak tekinthetd, és csak a nem megfeleld valasz jelenti
a diszfunkciot. Mivel ezek az el6zéekben emlitett vizsgalatok azt mutattak, hogy bar
jelen vannak a betegekben olyan faktorok (magas BMI, eltolodott lipid profil), melyek
akar az endotélsejtek karosodasat és funkciovesztését, valamint ateroszklerozis korai
kifejlodését is okozhatndk, ez mégsem torténik meg a betegekben, igy a C1-INH-HAE

esetében endotélsejt aktivaciorol beszélhetiink csak, és nem diszfunkciorol. Az, hogy
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ennek mi az oka, még nem tisztazott, de egyelére az alacsonyabb C1-INH aktivitas altal
kifejtett védo hatasnak tulajdonitjak a jelenséget (30, 60, 67).

Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy C1-INH-HAE rohamok alatt nem csak a VWF:Ag,
vagyis a VWF mennyisége né meg a keringésben, hanem a VWF kollagénksto
képessége (VWF:CBA) is jelentésen novekszik. A BK VWF Kkiiiriilést okoz6 hatasat
mar in vitro kisérletben is megfigyelték (68). igy feltételezhetjiik, hogy a rohamok alatt
a receptoraihoz kot8dé BK miatt a sejten beliil kialakuld Ca®* mobilizacié (19) nemcsak
a sejtek 0sszehuzodasat és a permeabilitas novekedését, de a Weibel-Palade testekb6l
torténd ultra nagy VWF Kitiriilését is kivaltja (32, 35, 42).

A sejtfelszini  E-szelektin  szintjének novelését leginkabb a  kiilonb6zo
proinflammatérikus faktorok, mint TNFa, IL-1, LPS altal beinditott NFkB ttvonalhoz
kotik (69, 70). Ugyanakkor, bar kisebb hatékonysaggal, de a CI1-INH-HAE
patomechanizmusaban szerepet jatszd faktorok, mint a BK és a TR is képesek novelni
az E-szelektin expressziot (71, 72).

Ellentmondasos adatok allnak rendelkezésre arr6l, hogy a BK milyen hatassal van az
ET-1 szekréciora. Mig Mardsen és mtsai (73) azt talaltak, hogy a BK fokozza az ET-1
termelését, addig Momose és mtsai (74) azt allapitottak meg, hogy a BK a megndvelt
NO termelésen keresztiil visszaszoritja az ET-1 termelést. Sajat vizsgalatunkban
novekedett ET-1 szintet taladltunk a C1-INH-HAE betegek rohamai soran, sét lehet,
hogy ez az altalunk mért novekedés, még joval ald is becsiili a ténylegesen felszabaduld
ET-1 mennyiségét, ugyanis az ET-1 szekrécio nagy része a sejtek bazolateralis felszinén
zajlik (75). A megnovekedett ET-1 mennyiség pedig egyrészt vazokonstriktorként
ellentétes hatast valthat ki, mint a BK vazodilatativ hatasa (39), masrészt az ET-1
endotélstabilizald hatasu is, gatolja az endotélsejtek apoptozisat (76).

Mivel a betegek hosszutavu kezelése még sok esetben rendszeres danazol szedéssel jar,
és az el6zéekben mar emlitettem, hogy a danazolnak vannak az endotélsejtek
miikddését befolydsoldo mellékhatasai, igy mindenképpen fontos volt vizsgalni, hogy a
danazol kezelés hat-e az endotélsejtek mitkodésére a rohamok alatt. Tovabba, a betegek
jelentés része dohanyzik, amirdl szintén bebizonyitottak, hogy direkt moédon képes
befolyasolni az endotélsejtek miikodését (77), igy ennek a faktornak a vizsgalatat sem
hagyhattuk ki. A danazolt szed6 betegekben csak a VWF szintjében és kollagénkotd

képességében volt megfigyelhetd a rohamok alatti endotélsejt aktivacid, mely csokkent

67



DOI:10.14753/SE.2016.1955

mértékiinek tekintheté a danazolt nem szedd betegekben megfigyelhetd valtozasokhoz
képest. Ez ugyan nem jelenti azt, hogy a danazol terapia endotél diszfunkciot okozna, de
azt mindenképpen meg kell jegyezni, hogy csokkenti az endotélek valaszképességét,
legalabbis az 0démas rohamok esetén. A dohdnyzéas hatdsardl ilyen kis létszamu
alcsoport esetén pedig nem lehet helytallo kovetkeztetést levonni.

Osszehasonlitva egy-egy beteg tobb rohamat, nagyon hasonld valtozasokat lattunk az
endotélmarkerek valtozasanak iranyaban és mértékében is. Ez nagyon jol 6sszhangban
van Aird megallapitasaval, miszerint az endotélium aktivaciéja mindig valamilyen
meghatarozott fenotipust jelent (23, 24), mely a C1-INH-HAE rohamok esetében ugy
tinik, hogy az egyénre jellemz6. Valoszinlleg ez a genetikai és kornyezeti hatdsok
kombinéciojabol kialakuld egyénre jellemzd valaszreakcid 6sszefiigg a kivalto tényezdk
valtozékonysagaval (11) és a betegre jellemzd tiinetgyakorisaggal, valamint a
sulyossaggal is. Ugyanakkor kiilon kell valasztani a sulyossag kérdését orvosi és
bioldgiai szempontbdl. Orvosi szempontbol legsulyosabbnak a potencidlisan életet
veszélyeztetd gégeddéma (vagy az arcon, a gégéhez helyileg kozel kialakuld 6déma)
tekinthetd, mely a leggyorsabb orvosi/gydgyszerezési beavatkozast igényld tiinet. Ezt
kovetik a hasi 6démak, melyek hanyassal, hasmenéssel jarhatnak egyiitt, illetve az akut
has tiineteit produkalva sokszor indokolatlan hasi miitéthez vezethetnek, mig a végtagon
kialakuld szubkutdn 6démak a kevésbé sulyos tiinetek kozé sorolhatdéak. Ugyanakkor
biologiai szempontbol, a gége 6déma nagyon kis teriiletet érint, és az érpalyabol
viszonylag kevés folyadék 1ép csak ki. Ezzel szemben egy combot vagy akar az egész
labat, kart érintd 6démak nagy teriileten, sok folyadék kilépésével jarnak. Bar ezidaig
sajnos nincs megfelel6 modszer az érintett érszakasz, valamint az érpalyabdl kilépd
folyadékmennyiség objektiv mérésére, de az belathatd, hogy minél nagyobb érszakasz
érintett, annal nagyobb foku endotélaktivacioval kell szamolnunk. fgy az is belathato,
hogy a roham lokalizacidja és biologiai értelemben vett sulyossdga is meghatarozza az
egyéni valaszreakciokat, és azok mértékét az endotélmarkerek szintjén is.

Kifejezetten a vérnyomas szabalyozasat érint6 zavart eddig nem irtak le C1-INH-HAE
betegekben, leszamitva a ritka esetekben eléforduld hipovolémias sokkot, melyet a BK
emelkedett mennyisége okozhat (8, 9, 12, 13). De az altalunk kimutatott, a rohamok
soran jelenlévé endotélsejt aktivacid kovetkeztében felszabaduld, a helyi

vérnyomasszabalyozast befolyasold faktorok, valamint az 6démat kivaltod, szintén
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emelkedett mennyiségben jelenlévé BK indukdlhatnak valtozasokat mas vérnyomast
befolyasold faktorokban is. Ez tette indokoltta olyan molekuldk vizsgalatat, melyek
egyrészt képet adhatnak a C1-INH-HAE-ban esetleg fennall6 vérnyomas valtozasokat
kompenzal6 mechanizmusokrol, masrészt a folyadékhaztartas egyensulyanak
fenntartasaban jatszanak szerepet, vagy az 6démaképzdédés ellen hatnak. A lokalis
értagulat visszaszoritdsa nem csak a vérnyomasszabalyozas szintjén hathat a betegek
allapotara, hiszen minél kisebb a kapillarisok perfuzioja, annal kevesebb folyadék 1éphet
ki az érpalyabdl, és igy kisebb mértékii 6déma alakulhat ki.

A régebb ota ismert Osszefiiggéseket (korral, nemmel, BMI-vel), melyeket a legtébb
esetben mi is megtalaltunk mind a beteg, mind a kontroll csoportban; az altalunk
vizsgalt populaciok validalasara hasznaltuk (53, 55, 78-81). Bar az igaz, hogy az ADM
szepszisben és kardiovaszkularis betegségekben (82-84). Azonban az, hogy nem
talaltunk a betegekben kardiovaszkularis diszfunkciora utal6 jeleket, illetve az, hogy az
AVP, az ADM ¢és az ET-1 szintje a betegek tliinetmentes mintaiban nem tért el a kontroll
csoportban mért értékektdl, inkabb azt erdsiti meg, hogy a betegek tiinetmentes
periddusa egyensulyi allapotnak tekinthetd, mint az endotélmarkerek esetében, ahol
endotél aktivacionak tekinthetd eltérés nincs, igy jelentds kompenzacidra nincs is
sziikség. Az AVP szint €s a rohamgyakorisag kozotti negativ Osszefliggés a betegekben,
illetve az AVP szintek és a C1-INH aktivitds kozotti osszefliggések, melyek mind a
betegekben, mind pedig a kontrollokban megfigyelhetdk az AVP rohamok sordn
kifejtett szabalyozo szerepére utalhatnak vagy esetleg arra, hogy az AVP szint és a
rohamok azonos faktorok szabalyozasa alatt allnak.

Mivel mar az endotélmarkerek szintjét is befolyasoltdk a kardiovaszkularis
rizik6faktorok (mint a dohanyzas), a vazoaktiv peptidek esetén pedig ez a befolyds még
erdsebb lehet, igy a vazoaktiv peptidek esetében egy egyszeriisitett modell szerint
szétbontottuk a csoportjainkat kardiovaszkularis rizikos és riziko nélkiili alcsoportokra.
Mivel a betegek nagyobb ardnyban dohdnyoztak, és a BMI-jiik atlagosan magasabb
volt, mint a kontroll csoportot alkotoké, igy nagyobb aranyban voltak jelen a
betegcsoportban KV rizikosok. Ezt a fokozott KV rizikot tobb kutatas is kimutatta a C1-
INH-HAE betegek esetében (30, 67), de egyelére nem mutattak ki nagyobb incidenciat

kardiovaszkularis megbetegedésekre a betegekben. Az alcsoportokra bontds utan
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lathattuk, hogy az AVP szintje tiinetmentes idészakban Osszefiigg a kardiovaszkularis
rizikoval, mig a C1-INH-HAE-t6l fliggetlennek tinik. Mivel ez a faktor fiigg a
legjobban a vérnyomastol, €¢s a nemek kozott is eltérést mutat a szintje, igy ez a jelenség
nem meglep6 (85). Az endotélsejtek altal termelt vazoaktiv peptidek, az ET-1 és az
ADM szintjét azonban egyiittesen alakitotta a KV rizikd megléte vagy nemléte, és a C1-
INH-HAE megléte. A KV rizikdval rendelkezd betegekben tiinetmentes idészakban
mért magasabb ADM ¢és ET-1 és az, hogy a rohamok soran benniik kevésbé emelkedett
a két peptid szintje arra utalhat, hogy a meglévé kardiovaszkularis rizik6 hatassal van a
roham soran kialakulé kompenzaciés mechanizmusra, €s csokkenti ezek mértékét..

Az ANP-rél a vazoaktiv hatasan kiviil ismerten hat az erek permeabilitasara is, raadasul
ez a hatasa eltérd lehet a kiilonbozd anatomiai helyeken. A tiidében és az agyban az
06démak ellen hat, mig mashol éppen serkenti az erekbdl torténd folyadékkiaramlast (48-
50). Mivel C1-INH-HAE esetében nem alakulnak ki 6démak sem az agyban, sem a
tidében, igy felmeriilt benniink a kérdés, hogy ennek hatterében allhat-e az ANP
emelkedett szintje a betegekben, mely a test tobbi részén viszont a BK hatasaval
Osszeadddva noveli az 6démak kialakuldsanak valdszinliségét.

Es valoban, az ANP esetében mar a tiinetmentes iddszakban is jelentés kiilonbség
mutatkozott a betegek és a kontrollok k6zott, azonban ellentétes iranyban, mint ahogyan
azt elzetesen vartuk.

Dacéara annak, hogy az ANP szintjét is befolydsolja a nem, a kor, a BMI és a
kardiovaszkularis diszfunkcio (62, 86), nem volt kiilonbség az ANP szintben a betegek
esetén a KV rizikos és nem rizikds alcsoport kozott. Azonban a kontroll csoportban a
KV rizikoésokban kissé alacsonyabb értékeket mértiink, ami valdszinileg a nemi
eltéréssel és a BMI kiilonbséggel magyarazhato. Mivel a betegek kozott nagyobb volt a
magasabb BMI-vel rendelkez6k és a dohanyzok aranya, igy elvégeztiink egy logisztikus
regressziot, amelyben a BMI-re, valamint a dohanyzasra adjusztaltunk. Az adjusztalas
utdn is szignifikdnsan alacsonyabb volt a betegekben az ANP szint, igy ugy tiinik, hogy
a C1-INH-HAE betegekben, valamilyen betegség-asszocialt koriilmény csokkenti le az
ANP szintet, mar a tiinetmentes iddszakban is.

A vazoaktiv peptidek roham alatti szintjének elemzéséhez hasznalt Linear Mixed
Modell modszer elénye az elézéekben hasznalt statisztikai modszerekhez képest az,

hogy minden beteg, minden rohaméabdl szdrmaz6 adatot figyelembe véve tudjuk
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elemezni, hogy a vizsgalt faktor miként valtozik a rohamok soran. Ezzel a modszerrel
az tapasztaltuk, hogy az ET-1, az ADM és az AVP szintje is emelkedett a rohamok
soran, mig az ANP szint nem valtozott.

Nem csak az endotélmarkerek esetén, hanem a vazoaktiv faktoroknal is lathato, hogy a
betegek valaszreakcioi kiilonboznek egymastol, de egyénenként a betegekre egy
»reagalasi séma” jellemzd6, mely az adott egyén kiilonb6zé rohamaindl is hasonld
valtozasokat okoz. Itt is, csak azt tudom elképzelni, mint az endotélmarkerek esetében,
hogy ez valosziniileg a genetikai és kornyezeti hatasok kombinacidjabol kialakulo, az
egyénre jellemzd valaszreakcio. Mivel az ADM is az endotélsejtek altal termelt faktor,
igy beleillik az Aird féle ,,reakcio fenotipus” elméletbe. Az AVP esetén pedig nagy
befolyéasa lehet a bioldgiai értelemben vett stilyossagnak, hiszen minél nagyobb teriilet
érintett, és minél tobb folyadék 1ép ki az érpalyabol, anndl nagyobb mértékii
kompenzaciot igényel a folyadékhaztartas egyensulyban tartasa.

Azt, hogy ezek a valtozasok egyfajta kompenzacidos séma részei lehetnek az is
alatdmasztja, hogy miként korreldlnak egymadssal a kiilonbozd vazoaktiv peptidek
szintjei, illetve roham alatt a szintek valtozasai. Lathatjuk, hogy a betegek tiinetmentes
iddszakaban és a kontrollokban nagyon hasonléak az Gsszefiiggések, azonban roham
alatt ezek megvaltoznak (9. tablazat). Az altalunk mért valtozasok, valamint az eddigi
irodalmi ismeretek alapjan az aldbbi dbran vazoltunk egy lehetséges modellt arra, hogy
mi allhat az ET-1, az AVP és az ADM szintjének C1-INH-HAE rohamok soran mért

valtozasai mogott (22. abra).
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22. abra. A vazoaktiv peptidek hatiasanak osszefoglalasa C1-INH-HAE
rohamok alatt. A C1-INH-HAE rohamok alatt megemelked6 BK szint
noveli az endotélium permeabilitasat (19), endotélaktivaciot okoz (19, 87),
csokkenti a vérnyomast (19) és noveli az ozmolalitast (44). Az
endotélaktivacio kovetkeztében né az ET-1 (39) és az ADM szintje (46, 88),
mig a csokkend vérnyomds és a ndvekvd plazma ozmolalitais AVP
szekréciot okoz (47). Az AVP tovabb novelheti az ET-1 szintjét (89), ami
viszont az ADM szintézist segiti el6 (88). Az ADM a megndvekedett
permeabilitds ellen hat (46), mig az ET-1-el kozdsen ndvelik az
endotélsejtek tulélését (gatoljak az apoptozist) (45, 76, 90). Az AVP
stabilizalja a folyadékhaztartast a plazma ozmolalitas csokkentésével (47),
és az ET-1-el k6zosen noveli a vérnyomast (89). Az abran a szamok az adott

hatast leiré referenciat jelolik.

A betegekben mért alacsonyabb ANP szintet két mddon lehet magyarazni: csokkent
szintézissel vagy megndvekedett lebontassal. Mivel az ismert, hogy a betegekben a

csokkent C1-INH aktivitas miatt megnovekedhet kiillonb6z6 szerin-proteazok aktivitasa,
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viszont semmilyen irodalmi adatot nem taldltunk, ami arra utalna, hogy a HAE
patomechanizmusa az ANP csokkent termeléséhez vezethetne, igy a megndvekedett
lebontés oldalarol probaltuk megkozeliteni a kérdést, figyelembe véve azt is, hogy az
ANP esetében a pro-formabol képzddo funkcionalis fehérjét egy szerin-protedz, a korin
hasitja el (51). Az altalunk hasznalt mérési modszer alapja, hogy az ANP keletkezésekor
lehasadé 98 aminosavbol allo fehérjeszakasz mennyiségét hatarozzak meg, mely
peptiddarab szekvencia elemzésekor kideriilt, hogy hordoz potencialis szerin-proteaz
hasitohelyeket. Ezért megvizsgaltuk, hogy lehet-e a betegek plazma mintaiban olyan
enzimaktivitdst mérni, amely Osszefliggésbe hozhaté lehet a proANP molekula
hasitasaval. Talaltunk tobb olyan beteget is, akinek a mintajaban tényleg hasitotta
valami az altalunk tervezett szubsztratot, ami a legtobb esetben CI1-INH-ral csak
részlegesen volt gatolhatd; ez arra utalhat, hogy nem csak egy enzim lehet felelds a
szubsztrathasitasért, és ezek némelyike nem tartozik a CI1-INH célpontjai kozé.
Azonban nem minden beteg esetében volt meg ez a hasitd képesség. Azoknak a
betegeknek, akiknek egy adott mintajaban volt ilyen enzimaktivitas, eléfordult, hogy
egy masik idépontban levett mintdjaban mar nem volt kimutathatd. Ezért egyértelmiien
nem tudjuk kijelenteni, hogy a betegekben a C1-INH csokkent aktivitasa miatt
megnovekedett szerin-protedz aktivitas lenne felelds a csokkent ANP szintért. Ez a
kérdés még tovabbi vizsgalatokat igényel, melyek nem csak a ndvekedett lebontast,
hanem a csokkent termelddést is magukba foglalhatnak. Valamint az ANP szint nem
valtozott a rohamok alatt, és nem volt Osszefiiggésbe hozhatdé a betegek
rohamgyakorisdgaval sem, igy egyeldre a szintjében bekovetkezd valtozast nem tudtuk
Osszekotni az 6déma kialakulasaval. Ellenben azt kijelenthetjiik, hogy az alacsony ANP
szint egy 6nallo biomarkere lehet a C1-INH-HAE-nak. Addig is, mig az ANP pontos
szerepe tisztazddik a betegség patomechanizmuséban, érdemes fokozottabban figyelni a
C1-INH-HAE betegek diabétesz sziirésére, mivel az alacsony ANP szint ismerten
hajlamosit a 2-es tipust diabéteszre (63). Bar eddig nem mutattak ki, hogy C1-INH-
HAE esetében nagyobb aranyban lenne jelen a 2-es tipust diabétesz, mint a nem C1-
INH hianyos populécioban, igy felmeriilhet, hogy itt is jelen van valamiféle védé hatas,
mint ahogy azt a kardiovaszkularis riziko esetében az elébbiekben leirtam.

Mivel a C1-INH-HAE egy ritka betegség, ezért egy-egy vizsgalat lebonyolitasdhoz

nincs lehetdségiink tobb 100 beteg bevondsdhoz. Ennek ellenére munkacsoportunk
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mindig torekszik arra, hogy a lehetd legtobb rendelkezésre alld betegmintabol végezziik
a méréseket és igy minél tobb adatbol tudjunk kovetkeztetéseket levonni. Tovabba
fontosnak tartjuk azt is, hogy a tiinetmentes és a roham alatti vizsgalatok esetén minden
esetben a betegek sajat mintéit tudjuk Osszehasonlitani a két allapotban. Ugyanakkor
azzal is tisztdban vagyunk, hogy bizonyos kovetkeztetéseink (pl: nagyon kisszamu
alcsoportok esetén) mindenképpen tovabbi megerdsitést igényelnek. Ezen nézeteinket
kifejtettiik a munkacsoportunk altal irt 6sszefoglalod cikkben is, amelyben igyekeztiink
ezen kritériumok fontossagara a nemzetkézi C1-INH-HAE kutatok6zosség figyelmét is
felhivni (10).

Az, hogy az endotélsejtek képesek-e C1-INH termelésre, mar tobbszor is vizsgaltdk
kiilonb6z6 rendszerekben (91-94). C1-INH-HAE-ban ez azért fontos, mivel az
6démaképzddés soran bebizonyitottuk, hogy endotélaktivacio torténik a szervezetben,
amely kiilonb6z6 faktorok pl: VWF, ET-1, ADM, szolubilis E-szelektin
endotélsejtekbol valo Kiiiriiléséhez vezet. Igy érdekes lenne vizsgalni, hogy a C1-INH-
HAE rohamok soran lezajlé endotélaktivacid képes-e mobilizalni a sejteken beliili C1-
INH-t. Ez a sejtekbdl felszabaduldé CI1-INH mennyiség pedig akar a helyi
vérnyomasszabalyozasban részt vevl vazoaktiv peptidek szintjét is befolyasolhatja,
amennyiben a pro-alakbdl az érett peptid kialakitasat szerin-proteazok végzik. Sajnos a
legtobb esetben olyan sejttenyésztési koriilmények kozott irtdk le ezt a felismerést, ami
kétségessé teszi, hogy pontosan mit is mértek az adott rendszerben. Valamint nincs
megemlitve, hogy a kisérletekben hasznalt ellenanyagok mutatnak-e keresztreakciot a
sejtteny€szté médium komponenseként alkalmazott allati szérumokban talalhatdo Cl1-
INH-ral.

fgy el6szor is azt szerettiik volna tisztazni, hogy valoban termelnek-e C1-INH-t az
endotélsejtek laboratoriumi modelljeként hasznalt HUVEC sejtek.

Els6 1épésként kimutattuk, hogy a C1-INH mRNS-¢e jelent6s mennyiségben termelddik
az endotélsejtekben. A kontroll GAPDH mRNS-¢hez viszonyitott 2% korili C1-INH
mRNS mennyiség jelentésnek mondhatd, a fehérjeszinten kimutatott, ismerten
endotélsejtek altal termelt plazminogén-aktivator inhibitor-1 mMRNS-e példaul csak

néhany tized szazaléknyi mennyiségben van jelen (59).
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A fehérjeszintli kimutatasnal figyeltiink arra, hogy az altalunk hasznalt affinitas tisztitott
elleanyag ne reagaljon a sejttenyésztéshez hasznalt médiumban jelen levd szarvasmarha
szérumban el6fordulé C1-INH-ral.

A Western blot technikaval kimért, HUVEC sejtek altal termelt C1-INH mennyiség
OsszevethetOnek tlinik a szervezetben jelenlévo, és tilnyomo részt a m4;j altal termeltnek
gondolt C1-INH mennyiséggel. Ha alapul vessziik, hogy kb. 6*¥10*2 endotélsejt talalhatd
a testlinkben (25), és 1,84 ng C1-INH-t termel 100000 endotélsejt, az azt jelenti, hogy a
szervezetben talalhaté Gsszes endotélsejt 1104 mg, vagyis 1 g koriili C1-INH-t termel.
A keringésben atlagosan 200 ug/ml C1-INH talalhato, ami szintén 6sszesen kb. 1g C1-
INH-nak felel meg. Bar sem a plazma C1-INH féléletideje, sem az endotélsejtek altal
termelt C1-INH szekrécids rataja nem pontosan ismert, lathato, hogy az endotélsejtek
altal feltehetden termelt CI1-INH mennyiség Osszevethetd a szervezet 6ssz-C1l-INH
mennyiségével. Persze azzal is tisztaban vagyunk, hogy ez egy eltulzott becslés, hiszen
egyeldre nincs kimutatva, hogy a szervezeten beliil minden endotélsejt termel C1-INH-t,
¢s mind ilyen mennyiségben termeli, ugyanakkor arra ravilagit, hogy az endotélsejtek
C1-INH termelése nagyon fontos szerepet jatszhat a  CI1-INH-HAE
patomechanizmusaban. Részt vehet a rohamok spontan elmulasaban, illetve fontos
terapids célpontot kinalhat a gyogyszerfejlesztoknek. Jelenleg még csak elkezdtiik az
endotélsejtek CI-INH termelésének vizsgalatat, fluorescens mikroszkdpidval nem is
tudtuk még kimutatni a sejtekbdl az altalunk hasznalt ellenanyagok egyikével sem.
Ennek oka lehet, hogy a sejtek fixalasa soran az ellenanyagok altal felismert epitopok
olyan modon roncsolddnak, hogy az ellenanyag mar nem képes hozzajuk kotddni.
Tovabbi terveink kozott szerepel azonban, hogy vizsgaljuk, milyen faktorok hatnak a
C1-INH endotélsejtekbdl valo felszabaduldsara. Illetve fontos kérdés lehet még, hogy
befolyasolhato-e a C1-INH termelés mennyisége, vagy idoben gyorsithato-e a termelés
¢éslvagy a kiliriilés. Szintén nagyon fontos vizsgalni, hogy vajon a kiilonboz6 anatomiali
helyzetii endotélsejtek egyforma mennyiségben termelik-e a C1-INH-t, hasonlo
stimulusok hatnak-e a sejtekbdl torténd kiiiriilésiikre. Ez az Osszehasonlitdo elemzés
kiilonosen fontos lenne agyi eredetl, illetve tiidé eredeti endotélsejtek esetén, ugyanis
ezek a teriiletek, minden jel szerint, védve vannak a C1-INH-HAE rohamok soran az

0démaképzddéstol.
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7. KOVETKEZTETESEK

A dolgozat f6 megallapitasai a kovetkezoek:

1) C1-INH-HAE-s betegekben az ©6démas rohamok alatt emelkedett VWF:Ag,
VWF:CBA, szolubilis E-szelektin és ET-1 szintet figyeltiink meg (11.1.1). Ennek
hatterében az endotélsejtek aktivacioja all, és a markerek emelkedése valaszreakciod
lehet az endotél-permeabilitais noveld faktorok megemelkedett szintjére. Az
endotélsejtek  valaszreakcigjat bizonyos mértékben csokkenthetik olyan, az
endotélsejtek mitkddésére hatd egyéb faktorok (dohdnyzds, danazol szedés), melyek
szintén képesek az endotélsejtek miikodésének megvaltoztatdsira. Az endotél aktivacid
egyéni mintazat szerint zajlik, a betegekre inkabb jellemz6, mint az egyes rohamokra.
(11.1.2)

2) Rohammentes idészakban a C1-INH-HAE betegek szervezetében a kontrollokhoz
képest nem emelkedett sem az ET-1, sem az ADM, sem pedig az AVP vazoaktiv
peptidek szintje (11.1.2). A rohamok soran azonban szignifikans emelkedés figyelhetd
meg. (11.1.2). A vazoaktiv peptidek szintjének valtozasa is egyénre jellemzo, és a
kardiovaszkularis riziké jelenléte pedig visszafoghatja ezeket a kompenzalo reakciokat.
Az endotélmarkerek és a vazoaktiv peptidek szintjének 6démas rohamok alatti
emelkedése részt vehet az 6déma megsziintetésében, a normal mértékli érpermeabilitas
visszaallitasaban, igy a rohamok spontan megsziinésében (11.1.1 és 11.1.2).

3) Szemben a tobbi altalunk vizsgalt vazoaktiv peptiddel, az ANP szintje tiinetmentes
1ddszakban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a kontrolloké, és a rohamok alatt sem
valtozott (11.1.3). Egyelére nem tudjuk, hogy eleve alacsonyabb mennyiségben
termelédik ANP a betegekben, vagy a mérés soran detektalt pro-ANP lebomlasi
sebessége nott meg. Egy szubsztrathasitasi kisérletben talaltunk olyan betegeket,
akiknek a szérummintajaban jelen volt olyan szerin-protedz aktivitds, ami
Osszefliggésbe hozhato az alacsony ANP szinttel, de a tényleges bizonyossdghoz még
tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Ugyanakkor az alacsony ANP szint egy 1) biomarkere
lehet a C1-INH-HAE betegségnek. Illetve, mivel az alacsony ANP szint a 2-es tipust
diabétesz egyik markere, igy mindenképpen figyelmet kell forditani a betegek
rendszeres diabétesz szlirésére, még akkor is, ha eddig nem mutattak ki emelkedett
diabétesz el6fordulast C1-INH-HAE betegekben. Ez utobbi adat felveti a lehetdségét

annak, hogy a csokkent C1-INH aktivitas (illetve varhatéan annak kovetkezményei)

76



DOI:10.14753/SE.2016.1955

nem csak a kardiovaszkularis betegségek ellen, hanem anyagcsere-betegségek (2-es
tipust diabétesz, inzulin rezisztencia) ellen is védelmet nyujt (11.1.3).

4) Sikerilt atfogd moéodon kimutatnunk, hogy a HUVEC sejtek képesek C1-INH-t
termelni. A fehérjetermelést Western blot technikaval bizonyitottuk, valamint mRNS
szinten is kimutattuk a C1-INH termelést. A Western blottal késziilt mérések alapjan
ugy tinik, hogy az endotélsejtek altal termelt CI-INH mennyisége hasonld
nagysagrendil lehet a ma;j altal termelt C1-INH mennyiséghez. Mivel ez csak egy durva
becslés, ezért mindenképpen felveti a tovabbi vizsgalatok 1étjogosultsagat, melyek
tisztazndk a C1-INH kibocsatas koriilményeit, illetve azt, hogy a szervezeten beliil
pontosan hol és mennyi C1-INH-t termelnek az endotélsejtek (kiilonds tekintettel a
tid6- és az agyi erekre). A Cl-INH-HAE-ben profilaktikusan alkalmazott danazol
kezelés, amelynek szamos mellékhatasa ismert, fokozza a maj C1-INH termelését.
Eredményeink felvetik, hogy esetleg az endotélsejtek C1-INH termelését is lehetne
gyogyszeresen stimuldlni, és ez esetleg joval kevesebb mellékhatassal jarhatna, mint a

jelenleg alkalmazott terapias protokoll.
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8. OSSZEFOGLALAS

A C1-INH hidny okozta herediter angioddémaban (C1l-INH-HAE) az id6kozonként
fellépd 6démas rohamok hatterében a C1-INH hidnyaban kontrollalatlanul aktivalodo
plazma-enzimrendszerek altal felszabaditott bradikinin (BK) all. A BK az
endotélsejteken taldlhato B2R receptorahoz kotddik és a sejtek dsszehtizodasat okozza,
ezaltal fokozva az erek permeabilitasat. Az érpermeabilitds novekedése miatt kialakulo
0démak kapcsan akér hirtelen vérnyomésesés is bekdvetkezhet (hipovolémids sokk).
Minthogy eddig az irodalomban nem foglalkoztak a vazoregulacio kérdésével C1-INH-
HAE-ban, sem az endotélsejt miikodés megvaltozasaval a rohamok alatt, ezért célul
tliztiik ki ezen paraméterek részletes vizsgalatat.

Munkank soran sikeriilt kimutatni, hogy a C1-INH-HAE betegek rohamai alatt a 4
altalunk mért endotélmarker szintjének megemelkedése endotélaktivaciora utal. Az
altalunk vizsgélt vérnyomadsra hat6 vazoaktiv peptidek koziil az ADM, AVP és az ET-1
szintje tiinetmentes id6északban nem tért el a betegekben és a kontrollokban, de a
rohamok alatt szignifikdnsan megemelkedett. Bar a betegekben nem volt jelen mérhetd
kardiovaszkularis diszfunkcio, voltak olyanok betegek, akik kardiovaszkularis
rizikofaktorokkal rendelkeztek. Kimutathatdé volt, hogy ezek a rizikdfaktorok
befolyasoljadk mind az endotélsejtek reakcioképességét, mind pedig a vazoaktiv peptidek
szintjén bekovetkez6 kompenzaldé mechanizmusokat. A vazoaktiv peptidek szintjében
bekovetkezd valtozasok a rohamok soran erdsen korreldltak, igy feltételezhetjiik, hogy
ezek a valtozasok Osszefiiggenek, és egy kompenzaciés mechanizmus részei lehetnek,
mely az 6déma megsziintetésére és a homeosztazis helyreallitasara iranyul. A betegekre
mar a tiinetmentes idészakban jellemz6 alacsony ANP szint fiiggetlen biomarkere a C1-
INH-HAE-nak és jelezheti a betegek 2-es tipusi diabéteszre vald hajlamat. Végiil
sikertilt kimutatnunk HUVEC sejtekben mRNS és fehérje szinten is a C1-INH-t, olyan
affinitas tisztitott ellenanyagokkal is, melyek csak a human CI-INH-t ismerik fel.
Vizsgalatunkbol kideriilt, hogy a sejtek termelnek C1-INH-t de a sejtekbdl torténd
kitiriilést el6idézo faktorok feltérképezése még tovabbi kisérleteket igényel.

A roham alatt bekovetkez6 endotélsejt aktivacio €s vazoaktiv peptid szintek valtozasa,
valamint az endotélsejtek C1-INH termelése egylittesen megerdsitik az endotélium és a

vazoregulacio kiemelt szerepét a C1-INH-HAE betegségben.
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9. SUMMARY

Increased bradykinin (BK) generation from the uncontrolled plasma-enzyme cascades is
in the background of the edematous attacks in hereditary angioedema due to C1-INH
deficiency (C1-INH-HAE). BK causes increased vascular permeability acting on B2R
receptors on the endothelial cells. Hypovolemic shock is a rare, but serious consequence
of the decreased blood pressure due to increased vascular permeability and edema. Both
endothelial function and vasoregulation were barely studied in C1-INH-HAE, hence we
aimed to investigate endothelial functions during attacks and vasoregulation in inter
attack periods and also during attacks in C1-INH-HAE.

We found increased levels of the endothelial markers (E-selectin, ET-1, VWF), which
confirms endothelial activation during edematous attacks. The level of vasoactive
peptides ADM, AVP and ET-1 was similar in controls and the patients in inter attack
periods but significantly increased during attacks. Some of the patients have
cardiovascular risk factors (but not cardiovascular dysfunction) and we found that the
presence of cardiovascular risk affects both endothelial function and vasoactive
compensatory mechanisms. We found tight correlation between the change of the levels
of vasoactive peptides during attacks. This suggests, that vasoactive peptides are
involved in a compensatory mechanism to counterbalance the effect of BK, moreover,
they can even facilitate the termination of attacks. The decreased level of ANP even in
inter attack periods is an independent marker of C1-INH-HAE and it proposes regular
medical check-up for type 2 diabetes. We also demonstrated C1-INH mRNA and
protein expression in HUVEC cells, and found that C1-INH is localized in the
perinuclear zone of the cells. We used affinity purified antibody against C1-INH to
avoid cross-reactivity with bovine C1-INH. To identify the triggers of the C1-INH
release from HUVEC cells, require further investigation.

Taken together, endothelial activation and elevated vasoactive peptide levels during
attacks, as well as endothelial production of C1-INH underline that endothelium and

vasoregulation play an important role in C1-INH-HAE.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

Elsdsorban szeretném megkoszoni fondokomnek ¢€s konzulensemnek Dr. Cervenak
Laszlonak, hogy részt vehettem és a mai napig részt vehetek az endotélmunkacsoport
mindennapjaiban illetve a sok segitséget, amit a dolgozatom elkészitéséhet nyujtott.
Szintén koszonettel tartozom a Kutatdlabor vezetdjének, Prof. Dr. Prohdszka Zoltannak,
hogy ram esett a valasztasuk, amikor az éppen futd palyazatukhoz kerestek munkatarsat.
Halas vagyok tovabba Dr. Farkas Henriette professzorasszonynak az Orszagos
Angioddéma Kozpont vezetdjénak, amiért részt vehettem illetve részt vehetek a
rendkivill izgalmas C1-INH-HAE-val kapcsolatos vizsgalatokban, illetve Dr. Varga
Liliannak, a Fiist Gyorgy Komplement Diagnosztikai Laboratorium vetetdjének a
munkam soran nyujtott segitségéért.

Koszondm tovabba kollaboracios partnereinknek (Dr. Dobd Jozsefnek, Dr. Gal
Péternek, Doleschall Zoltannak ¢s az Immunogenes Kft.-nek), hogy munkajukkal
hozzajarultak vizsgalataink sikeréhez.

Koszonettel tartozom még az endotélmunkacsoport jelenlegi és volt tagjainak:
Debreczeni Marta Lidianak, Schwaner Endrének és Dr. Jani Péter Karolynak amiért egy
igazi jo csapatként tudunk/tudtunk egytitt dolgozni.

Illetve a Kutatolabor Gsszes jelenlegi és volt munkatarsanak (Dr. Szilagyi Agnesnek,
Dr. Csuka Dorottyanak, Dr. Gombos Timeanak, Szarvas Noranak, Veszeli Noranak, Dr.
Koéhalmi Kinga Viktoridnak, Takécs Beanak, Szabd Edinanak, Mezd Blankanak, Dr.
Mikes Balintnak, Dr. Sinkovits Gyorgynek, Doczy Andrasné Martinak, Szendrei
Zsuzsannanak, Szigeti Antalné Ilikének, Kertész Laszloné Eranak, Holeczky Rudolfné
Magdinak) szeretném megkdszonni a jo hangulatot és azt, hogy barmilyen problémaval
fordultam is hozzajuk mindig kaptam segitséget.

Es végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkoszonni sziileimnek, hogy mindig
tamogattak a tovabbtanuldssal kapcsolatos dontéseimet €s lehetové tették szamomra az
egyetem elvégzését és Szomorjai Péternek a tlirelmet, amivel a dolgozat elkésziiltét

végigasszisztalta mellettem.
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