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Roviditések jegyzéke

AM adrenomedullin
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ANP pitvari natriuretikus peptid

AR adrenerg receptor

AT4-receptor angiotenzin Il 1-es tipusu receptor

AVP arginin-vazopresszin

BKca mitokondrialis Ca?* altal aktivalt K*-csatorna

BNP B-tipusu natriuretikus peptid

cAMP adenozin-3',5'-monofoszfat

CGRP kalcitonin gén eredetl peptid (“calcitonin gene-related peptide”)

CRLR kalcitoninreceptor-szer(i receptor (“calcitonin receptor-like
receptor”)

cTnC szivizom-specifikus troponin-C

cTnl szivizom-specifikus troponin-I

cTnT szivizom-specifikus troponin-T

DAG diacilglicerol

DP bal kamrai pulzusnyomas

dP/dtmax bal kamrai nyomasgorbe id6 szerinti elsé derivaltjanak a
maximalis pozitiv értéke

dP/dtmin bal kamrai nyomasgorbe id6 szerinti elsé derivaltjanak a
maximalis negativ értéke

dTG dupla transzgénikus patkanytorzs

ECso félmaximalis hatas

EF ejekcios frakcio

EGFR epidermalis ndvekedési faktor-receptor

ERK1/2 extracellularis szignal altal regulalt kinaz 1/2

ESPVR végszisztolés nyomas-térfogat 6sszefiiggés
(“end-systolic pressure-volume relationship”)

ET-1 endothelin-1

ETa-receptor endothelin A-tipusu receptor

ETs-receptor endothelin B-tipusu receptor

FS frakcionalis révidilés
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HB-EGF heparin-kété EGF (“heparin-binding EGF”)
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ir- immunoreaktiv

JNK c-Jun N-terminalis kinaz
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LVEDD bal kamrai végdiasztolés atméré
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1. Tudomanyteruleti hattér

1.1. A szivizom-kontraktilitas regulacioja a téma jelentésége és Ujszeriisége

A szivizomsejtek 6sszehuzddd képessége, un. kontraktilitdsa alapvetd szerepet jatszik a
sziv pumpafunkcidjanak meghatarozasaban és ezaltal a vérkeringés optimalis szinten
tartasaban. Az egészséges sziv tag hatarok kozott képes megfelelni a szervezet
metabolikus igényeinek, edzett egyének esetén a sziv perctérfogata akar 6-szorosara is
emelkedhet. Masrészrél a pumpafunkcié progressziv romlasa keringési elégtelenséghez,
kis- és nagyvérkdri pangashoz vezethet (Opie, 2004). A szivelégtelenség a vezetd
halalokok kozé tartozik a fejlett vilagban. A tlinetekkel jard szivelégtelenség prevalencigja
2%-0s Eurdpaban, mely igy legkevesebb 15 millié embert érint (Mosterd és Hoes, 2007).
A szivelégtelenség kimenetele Osszevethetd szamos daganatos megbetegedéssel, a
hospitalizalt betegek 4 éves tulélése csupan 50%-ra tehet6 (Stewart és mtsai, 2001). A
kronikus szisztolés szivelégtelenség kezelése megoldatlan. A széles kdrben elérhetd
szivtamogaté szerek révidtavon ugyan dramai modon javitjak a balkamra-funkciét és
csokkentik a klinikai tuneteket, azonban hosszu tavu alkalmazasuk rontja a betegek
tulélési esélyeit (Curfman, 1991; Landmesser és Drexler, 2007).

Eddigi ismereteink szerint a szivizom-6sszehuzddasok erejét alapvetben a
kovetkez6 tényez6k szabjak meg: a Frank-Starling-mechanizmus, az erdékifejtés-
frekvencia 6sszefliggés, a szimpatikus idegrendszer aktivitasa, valamint egyes kering6
hormonok. Egyre tdbb bizonyiték szdl azonban a mellett, hogy egy tovabbi tényezd is
fontos szerepet tolthet be a sziv pumpafunkciojanak regulacidjaban. Az elmult masfél
évtizedben szamos endogén peptiderg rendszert irtak le a szivizomban, felvetve annak a
lehetbségét, hogy ezen peptidek fontos szerepet jatszhatnak a sziv parakrin/autokrin
szintl szabalyozasi folyamataiban. Fontos kiemelni, hogy az emberi szervezetben
fellelhetd 367 G-proteinhez kapcsolt receptor (GPCR) alig tébb mint felénél ismert jelenleg
a receptort aktivalni képes endogén transzmitter (Vassilatis és mtsai, 2003; Levoye és
Jockers, 2008). Tovabba, a GPCR-ok jelatviteli folyamataiban alapvetd szerepet jatszo
proteinkinazok csaladjanak 518 tagjabal, tort részuk esetében ismert csupan a fiziologias
szerepuk (Manning és mitsai, 2002). Feltételezhetd, hogy szamos, ez idaig ismeretlen
ligand-receptor rendszer var felismerésre a szivben. A szivizom-kontraktilitast szabalyozé
fiziolégias mechanizmusok feltarasa Uj molekularis célpontok azonositasahoz vezethet,
melyek potencialisan Uj lehet6ségeket teremthetnek a szivelégtelenség kezelésében.
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1.2. A szivizom-kontraktilitas alapjai

A szivizomsejtek 0sszehuzodasat a plazmamembran szabalyos Utemben bekdvetkezé
potencialvaltozasa, az akcids potencial inditja el. Az extracellularis térbdl a depolarizacié
soran Ca?* aramlik a szivizomsejtekbe, mely az intracellularis Ca2*-raktarakbol jelentés
mennyiségl Ca?* felszabadulasat valtja ki. A nyugalmi, diasztolés szabad intracellularis
Ca?*-koncentracié ([Ca?*]) 107 mol/L-rél kozelitéleg 10€ mol/L-re emelkedik, mely
meginditia a kontrakcido folyamatat. Majd a [Ca?']i gyors csoOkkenését kovetden a
szivizomsejtek relaxalnak (Fabiato, 1983; Bers, 2002a; Opie, 2004). A szivizomban lezajlo
elektromos valtozasok, az intracellularis Ca2*-tranziens alakulasa és a mechanikai
kontrakcid/relaxacié koézott fennalld szoros idébeni dsszefliggéseket az 1. abra mutatja
be. Végs6 soron a szivizomsejtek kontrakcids erejét a Ca?*-tranziensek jellemzéi és a

kontraktilis fehérjék Ca?* iranti érzékenysége szabja meg.

3Na 2K
3N

szarkolemma \ ﬁ @
Ca

a
Ca/_\Ca

T-tubulus

1. abra: A kamrai szivizomsejtek Ca?*-homeosztazisa.

A piros nyilak a kontrakciét kivalto Ca2*-mozgasokat, mig a zold nyilak a relaxaciét megalapozd, a
szabad Ca?* citoszdlbdl torténé eltavolitasaért felelés mechanizmusokat jelzik. A fiokabra az akcids
potencial (AP), az intracellularis Ca2*-szint valtozasa és a kontrakcid Iétrejottének idébeliségét mutatja.
ATP, ATPaz; NCX, Na*/Ca?*-cseremechanizmus; PLN, foszfolamban; RyR, rianodin-szenzitiv Ca2*-
csatorna; SR, szarkoplazmatikus retikulum. (Bers, 2002a alapjan modositva)

A plazmamembran depolarizacidja soran a sejtbe iranyulé Ca?*-aramért (Ica) a
feszlltségfliiggd Ca?*-csatornak, dontéen az L-tipusi Ca?*-csatorndk, nyitasa felel6s.
Ezen csatornak a plazmamembran transzverzalis tubulusain (T-tubulus) talalhatoak. A
miofilamentumokat koriilolel6 szarkoplazmatikus retikulum (SR) a sejtek f6 Ca2*-raktara.
A SR terminalis ciszternain helyezkednek el a SR rianodin-szenzitiv Ca?*-csatornai. Az L-
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tipusu CaZ*-csatornak és a rianodin-szenzitiv Ca2*-csatornak szoros funkcionalis
kapcsolatban allnak, az Ica aktivdlia a SR Ca?*-csatornait, melyeken keresztiil jelentds
mennyiségli Ca?* szabadul fel a SR-bdl (Fabiato, 1983). A citoplazmaban a [Ca?!];
nagymérv(i emelkedése meginditja a vastag és a vékony filamentumok kapcsolédasat,
kezdetét veszi a kontrakcid. Az er6generalas mértékét nagyban megszabja a Ca?*-
tranziensek amplitiddja és id6tartama. A relaxacio alapfeltétele, hogy a [Ca2*]i kell6
szintre csOkkenjen. Szamos mechanizmus szolgalja a szabad Ca?* eltavolitasat a
citoszolbdl. Ezek kozil a legjelentésebbek: (i) a SR Ca2*-ATPaz (SERCA), mely a SR-ba
pumpalja vissza a Ca2*-ot; (ii) a szarkolemmalis Na*/Ca2*-cseremechanizmus (NCX, “Na*/
Ca?* exchanger”) és (iii) a szarkolemmalis Ca?*-ATPaz, melyek a sejten kivili térbe
juttatjdk a Ca?*-ot; végezetill (iv) a mitokondridlis Ca2*-uniporter, mely révén a Ca?* a
mitokondriumokba kerll. Ezen mechanizmusok kdzil a SERCA jatssza a legfontosabb
szerepet, a Ca?* eltavolitaséért fajtol fliggéen 70-92%-ban felelés (Bers, 2002a). A
SERCA miikddését a foszfolamban (PLN) fehérje szabalyozza. Defoszforilalt allapotaban
a PLN kotédik a SERCA-hoz és gatolja a Ca2*-pumpa aktivitdsat. A PLN foszforilacidja
megsziinteti a SERCA gatlasat és fokozza a Ca?* visszavételét a SR-ba. Fontos
megjegyezni, hogy a relaxacio kifejezetten energiaigényes folyamat, mivel a citoszolbdl a
Ca?*-ot jelentés koncentraciogradienssel szemben kell eltavolitani, az extracellularis tér
Ca?*-koncentracidja 2-3x10-3 mol/L, mig a SR-ban 5x10* mol/L az uralkodé koncentracié
(MacLennan és Kranias, 2003).

A szivizomsejtek kontraktilis fehérjéi a vastag és vékony miofilamentumok. A
vastag filamentumok miozin nehéz lancokbdl, kisebb részben egyéb fehérjékbdl (miozin
kénnyl lancok, miozinkété C-fehérje) allnak. A vékony filamentumok vazat az aktin
fehérjékbdl szervez6dd dupla helikalis struktura adja. A miofilamentumok kétegei alkotjak
a miofibrillumokat. A miofibrillumok funkcionalis egységei a hossziranyban ismétlédé
szarkomerek. Az izomkontrakci6 mechanizmusara felallitott un. “csuszé filamentum”
modell (“sliding filament” model) értelmében, a vastag és a vékony filamentumok kozotti
ciklikus interakcio a miofibrillaris eré6generalas alapja. A folyamat soran a miozin, mint a
sziv molekularis motorfehérjéje, alakitja at az ATP hidroliziséb&l szarmazd kémiai energiat
mechanikai munkava minden egyes szivverés alkalmaval. A kontrakcié szabalyozasaban
alapvetd szerepet jatszanak a tropomiozin és troponin fehérjék. Az aktinszalak kozotti
barazdaban helyet foglald tropomiozin nyugalmi allapotban elfedi az aktin miozink6té
helyeit. A szivizom kontraktilis fehérjéi kozil a troponin komplex egyik alegysége, a
szivizom-specifikus troponin-C (cTnC), képes megkotni a szabad Ca?*-ot, ez a
tulajdonsaga emeli a miofilamentumok Ca?*-szenzorava. A troponin komplex a vékony
filamentumok vazahoz a troponin-T (cTnT), a tropomiozint koét6 egység, révén
kapcsolodik. Végul a troponin-I (cTnl) alegység az aktin-miozin interakciot gatlo struktura.
A szabad Ca?* kotédése a cTnC-hez konformaciés valtozast hoz létre a troponin
komplexben, melynek kdvetkeztében a tropomiozin mélyebbre kerul az aktinspiral
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barazdajaban, lehetévé téve a miozinfejek és az aktin filamentumok k&zétti interakciot, a
keresztkotések kialakulasat. A miozin aktin iranti affinitdsa a ciklus folyaman erés
ingadozast mutat, mely a ciklicitds molekularis alapja. Mig nyugalmi allapotban a miozin
MgADP-t és anorganikus foszfatot (Pi) két, addig az izomm(kddés aktivacidja soran a
keresztkotésekrél disszocial a Pi, amelyet a miozinfej erét generald konformacids
valtozasa kdvet. Ennek eredményeként a vékony és a vastag filamentumok elcsusznak
egymas mellett, kezdetét veszi a rdvidulés. Ezt kdvetben az MgATP az MgADP-t
leszoritva kotédik a miozinhoz, a miozinfejek disszocidlnak az aktinrél. Miutan a miozin
vjfent hidrolizélja az MgATP-t, a miozin Ujabb két8helyen kapcsolddik az aktinhoz.
Konstans MgATP-koncentracié mellett mindaddig folytatodik az aktin-miozin ciklus, mig az
aktivator Ca?* kelléen magas koncentraciéban van jelen (Solaro és Rarick, 1998;
Maughan, 2005).

1.3. A szivizom-kontraktilitas klasszikus szabalyozé mechanizmusai

A szivizom-0sszehuzédasok ereje tag hatarok koézott valtozhat. A kontrakcids erd
nagysagat szamos, parhuzamosan hatoé tényez6 bonyolult interakcidja szabja meg. E
tényez6k koézé tartozik a nyugalmi rosthosszlisag, a szivfrekvencia, a szimpatikus
idegrendszer aktivitasa, valamint egyes keringd hormonok, illetve a szivben lokalisan
termel6dé autokrin/parakrin faktorok ingerhatasa. A kontraktilitas primer fokozédasan a
kontrakciok sebességének ndvekedését, és ezaltal magasabb csucsfeszilés illetve
csuicsnyomas elérését értjik valtozatlan el6terhelés (“preload”), utéterhelés (“afterload”)
illetve szivfrekvencia mellett. A kontraktilitasra, mint a sziv inotrop allapotara is szokas
hivatkozni (Opie, 2004). A szisztolés és diasztolés funkcié szamos indexe szarmaztathato
a kamrai nyomas és térfogat egyideji meghatarozasa révén készitett nyomas-térfogat
hurkok analizisével. Szamos paraméter mellett, a végszisztolés nyomas-térfogat
Osszefliggés (ESPVR, “end-systolic pressure-volume relationship”) vizsgalataval
jellemezhetd a kontraktilitas, valtozé el6- és utdterhelés mellett, in vivo viszonyok kozott. A
kontraktilitas fokozédasa az ESPVR meredekségének novekedését vonja magaval, ily
modon azonos végdiasztolés térfogat mellett a végszisztolés nyomast a sziv kontraktilis
allapota hatarozza meg (2. abra) (de Tombe és mtsai, 2010). Molekularis szinten az
emelkedett inotrop allapoton a [Ca?*]i és a kontraktilis fehérjék, el6- és utéterheléstol
fuggetlen, fokozott kolcsOnhatasat értjiik. Ennek hatterében a Ca?*-tranziensek
novekedése illetve a kontraktilis fehériek Ca2* iranti érzékenységének fokozodasa all.
Fontos kiemelni ugyanakkor, hogy a terhelési viszonyok illetve a szivfrekvencia
megvaltozasakor bekodvetkezd cellularis folyamatok nem kilénithetéek el élesen a
kontraktilitas primer valtozasakor tapasztaltaktél (Opie, 2004).
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1.3.1. A Frank-Starling-mechanizmus

A szivizom rendkivil fontos tulajdonsaga, hogy utésrdl Utésre képes Osszehangolni a
kamrai tel6édést a sziv pumpafunkcidjaval valtozé hemodinamikai viszonyok mellett. A 19.
és 20. szazad forduldjan Frank békasziven (Frank, 1895), mig Starling eml6s sziv-tidé
készitményen (Patterson és Starling, 1914) ismerte fel a fenti 6sszefliggést, mely
jelenségre kollektiven Frank-Starling-mechanizmusként hivatkozunk. E mechanizmus
révén, adott kontraktilis allapot mellett a kamrai verévolumen (/) aranyos a diasztolés
telédés fokaval (eléterhelés), valamint (i/) a verévolumen fenntarthaté emelkedett artérias
nyomassal szemben (utéterhelés) az eléterhelés fokozasa révén (Opie, 2004; de Tombe
és mtsai, 2010).

Szarkomer Kamra
O S
j / HosszuSL ﬂontrakﬁlitéﬂ
Rovid SL g
Aktivator [Ca2*] °
‘O
£
]
>
(=
©
£
N L/

Kamrai térfogat

2. abra: A Frank-Starling-mechanizmus és a miofilamentumok hosszfiiggé aktivacioja.

Adott kontraktilis allapot mellett szoros dsszefiiggés all fenn a kamrai végszisztolés nyomas és a
végszisztolés térfogat kozott (ESPVR, “end-systolic pressure-volume relationship”). A kontraktilitas
fokozédasa az ESPVR meredekségének novekedését vonja magaval. A kamrai tolt6térfogat
emelkedése (vordssel abrazolt nyomas-térfogat hurok) a végszisztolés nyomas ndvekedésével jar, ami
lehet6vé teszi, hogy (i) adott szisztolés nyomas mellett emelkedjen a verétérfogat, illetve (i) megtartott
maradjon a verétérfogat emelkedett szisztolés nyomassal szemben. A Frank-Starling-mechanizmus
alapja a miofilamentumok Ca?*-érzékenységének modosulasa a szarkomerhossz (SL) valtozasa
esetén. A kontrakcios erd és az aktivator Ca2*-koncentracio kozotti 6sszefliggés felfelé és balra tolddik
a SL novelésekor (zold: révid SL; vords: hosszu SL), a miofilamentumok szintjén jelentkezd fokozott
er6generaldas magasabb kamrai nyomast eredményez magasabb végszisztolés térfogat mellett (voros
nyomas-térfogat hurok). (de Tombe és mtsai, 2010 alapjan modositva)

A szivben a kamrafunkciés gorbe (Un. Starling-gérbe) csucspontja 2.2-2.3 ym
szarkomerhossznal figyelheté meg, a Starling-gorbe felszall6 aga ezen pontig tart. A
2.2-2.3 ym szarkomerhossz esetén éri el a miozin és az aktin kozotti kdlcsdnhatas a
maximumat. E felett és ez alatt az aktin-miozin interakcioé hatasfoka csokken. A vazizomtdl
eltéréen, a szivizom esetén a szarkomerhossz ritkan haladja meg a 2.4 um-t, ugyanis a
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szivizom massziv elasztikus apparatusa (extracellularis kollagén, intracellularis titin
oriasmolekulak) védd szerepet jatszik a miofilamentumok tulnyujtadsaval szemben.
Fiziologias koriimények kozott a sziv a Starling-gorbe felszallé szakaszan miikodik.
Szivelégtelenségben a tagult sziv a kamrafunkciés gorbe csucsan, ugyanakkor tovabbi
hosszfligg6 tartalékok hianyaban kénytelen mikdodni (Opie, 2004).

A Frank-Starling-mechanizmus a miofilamentumok Ca?*-érzékenységének
hosszfliggé valtozasan alapul, a kontrakcios er6 és az aktivator Ca2*-koncentracio kozotti
Osszefiiggés felfelé és balra tolodik a szarkomerhossz ndvelésekor (2. abra). Az izom
megnyujtasakor egyrészt fokozédik a cTnC Ca?* iranti érzékenysége, masrészt né a
miofilamentumok koézti kooperativ interakcido hatékonysaga (Allen és Kentish, 1985;
Campbell, 1997; Fuchs és Martyn, 2005; de Tombe és mtsai, 2010). Szamos hipotézis
szlletett annak magyarazatara, hogy a szarkomerek szintjén milyen valtozasok kozvetitik
a miofilamentumok hosszfliggé aktivaciojat. Felvetették, hogy nyujtas hatasara a vékony
és vastag filamentumok kozti oldaliranyu tér (“lattice spacing”) csdkkenése valtja ki a
Ca?*-érzékenység fokozodasat (McDonald és Moss, 1995). Ettdl eltéréen, masok a vastag
filamentumokat lehorgonyzé odriasfehérje, a titin, szerepét vetették fel. Mivel a fehérje
rendelkezik mind aktin, mind miozin kétéhelyekkel, elképzelhetd, hogy a titin feszilése
befolyasolhatja az aktin-miozin interakciot (Linke, 2008). Habar a pontos mechanizmust
nem ismerjuk, bizonyitast nyert, hogy a jelenség nem az aktin-miozin ciklus egyes
atmeneteinek kinetikai valtozasaval, hanem az egyes aktin-miozin keresztkdtések
szamanak ndvekedésével magyarazhaté (Edes és mtsai, 2007). A szivizom feszitésekor
fellépd azonnali valaszt a kontrakcios erd tovabbi, lassu fokozddasa kdveti, melyet Anrep-
effektusként tartanak szamon (von Anrep, 1912). A gyors komponenstdl eltéréen, a lassu
fazis hatterében a Ca?*-tranziensek novekedése all (Kentish és Wrzosek, 1998), melyért
feltehetdleg a szarkolemmalis Na*/H*-cseremechanizmus (NHE, “Na*/H* exchanger”) és a
NCX forditott iranyd miikédése felelés (Cingolani és mtsai, 2011).

1.3.2. A Gregg-effektus

A koronariak perfuzidos nyomasanak névekedése esetén fokozodik a sziv kontraktilitasa és
oxigénfogyasztasa, melyre Gregg-effektusként hivatkozunk (Gregg, 1963). Kezdeti
elképzelések szerint a perfuziés nyomas emelkedése a rosthosszusag névekedésével jar
(kerti 6nt6z6csd effektus, “garden hose effect”’), mely a Frank-Starling-mechanizmus
révén valtjia ki a kontrakcidos er§ fokozédasat (Arnold és mtsai, 1968). Kimutattak
azonban, hogy papillaris izmon a Gregg-effektus jelentékenyebb, mint a Frank-Starling-
valasz (Schouten és mtsai, 1992). Kiemelendd, hogy a Gregg-effektus ineffektiv aramlasi
autoregulacio mellett jut szerephez, az autoregulacié tartomanyan belll a perfizids
nyomas novelése minimalis hatast gyakorol a kontrakciok erejére (Bai és mtsai, 1994). A
jelenlegi feltételezések szerint, a Gregg-effektusért dontéen a kapillarisok szintjén
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jelentkezd térfogatvaltozas felel6és (Dijkman és mtsai, 1998). A perfuziés nyomas
emelkedése a szivizomsejtek membranjanak deformalédasat valtja ki, mely a stretch-
aktivalt inocsatornak aktivacioja révén fokozza a [Ca?*]-t és a kontrakciés erét (Lamberts
és mtsai, 2002; Westerhof és mtsai, 2006). Nyitott kérdés, hogy a fokozott nyiréfesziiltség
hatasara az endotheliumbdl esetlegesen felszabaduld faktorok szerepet jatszanak-e a
Gregg-effektus kialakitdsaban (Ramaciotti és mtsai, 1993; Dijkman és mtsai, 1997).

1.3.3. A frekvencia-erfkifejtés osszefiiggése

Bowditch békaizmon tett eredeti megfigyelése szerint, az ingerlési frekvencia ndvelése
fokozta a kontrakciok erejét (Bowditch, 1878), mely jelenséget frekvencia-erékifejtés
Osszefuggésként illetve Treppe-hatasként tartanak szamon. Az emldsfajok dontd
hanyadaban az egészséges sziv pozitiv frekvencia-erdkifejtés dsszefliggést mutat, mely
jelenség a nagyobb testli eml&sdk esetében kifejezettebb. A fizikai terhelés fokozédasakor
ezen adaptiv mechanizmus is hozzgjarul a perctérfogat névekedéséhez (Opie, 2004;
Endoh, 2008). Szivelégtelenségben e mechanizmus kimerdl, illetve egyenesen negativ
frekvencia-erékifejtés Osszefliggés tapasztalhaté mind in vitro (Pieske és mtsai, 1995),
mind in vivo kdrilmények kozott (Hasenfuss és mtsai, 1994). Megjegyzendd, hogy a tébbi
emlBsfajtdl eltéréen a patkanyok és az egerek szive minimalis pozitiv (Georgakopoulos és
Kass, 2001) illetve negativ Treppe-effektust mutat (Simor és mtsai, 1997; Tanaka és
mtsai, 2005) a kisérleti kdrilmények fliggvényében.

A Frank-Starling-effektussal ellentétben, a pozitiv frekvencia-erékifejtés
Osszefliggés hatterében a Ca?* SR-beli fokozott felhalmozddasa és a Ca?*-tranziensek
kovetkezményes novekedése all. A frekvencia emelésekor egyrészt fokozodik a Ca?*
sejtekbe torténé bearamlasa az L-tipusu Ca?*-csatornakon keresztiil, masrészt az
intracellularis Na* akkumulaciéja csokkenti a Ca?* eltavolitdsat a NCX elérehato
mikodésének (“forward”, Na* be, Ca?* ki) gatlasa révén (Endoh, 2008). A negativ Treppe-
effektus egér és patkanysziv esetében feltehetbleg az akciés potencial specialis
karakterisztikajanak k6szonheté. Mas fajokhoz (nyul, tengerimalac, etc) képest, az akcios
potencial extrémen rovid és tlskeszer(i. A frekvencia novelése a NCX el6rehatd
miikodésének és igy a Ca?*-kiaramlasnak kedvez (Bers, 2002b; Tanaka és mtsai, 2005).
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1.3.4. Az adrenerg receptorok szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

A perctérfogat szabalyozasaban alapveté szerepet jatszik a szimpatikus idegrendszer
aktivitasa vészhelyzetek soran (“fight-or-flight” response, “harcolj vagy menekilj” reakcio).
A katekolaminok (noradrenalin, adrenalin) a sziv adrenerg GPCR-aihoz (AR), déntéen a
B1-AR-okhoz, kétédve valtjak ki komplex szivhatasaikat: fokozzak a szivosszehuzédasok
erejét, gyorsitjak a relaxaciot (pozitiv lusitrop hatas) és emelik a szivfrekvenciat (pozitiv
chronotrop hatas). A B-AR-okhoz viszonyitva az a-AR-ok szerepe kevésbé tisztazott (Xiao
és mtsai, 2006), feltehetdleg kéros allapotokban jutnak jelentésebb szerephez (Jensen és
mtsai, 2011).

1.3.4.1. A B-adrenoceptorok szerepe

A szivizomsejtek B-AR-ai k6zo6tt a B1-AR altipus a dominans. A B1-AR a Gs-protein révén
képes aktivalni az adenilatciklazt, mely az ATP-bdél toérténd ciklikus adenozin-3',5'-
monofoszfat (CAMP) atalakitast katalizalja. Az intracellularis cAMP-szint emelkedése a
proteinkinaz-A (PKA) aktivaciojat valtja ki. A PKA szimultan képes fokozni szamos fehérje
foszforilacidjat (L-tipusu Ca?*-csatornak, PLN, rianodin-szenzitiv Ca?*-csatornak, cTnl,
miozinkété C-fehérje) (Dzimiri, 1999; Bers, 2002a; Xiao és mtsai, 2006). A B+-AR
aktivaciot kovetd pozitiv inotrop hatas Iétrejottében alapvetd szerepet jatszik az
intracellularis Ca2*-tranziensek ndvekedése, melynek a hatterében déntéen a PLN fehérje
PKA-fliggd foszforilacidja all (Luo és mtsai, 1994; Kiss és mtsai, 1997). A PLN Ser-16
helyen torténé foszforilacidja megszinteti a SERCA gatlasat és fokozza a Ca?*
visszavételét a SR-ba. A SR telitédése révén novekszik a felszabadithaté Ca?*
mennyisége és masodlagosan fokozodik a szivizom kontraktilis ereje (MacLennan és
Kranias, 2003). Ezt a folyamatot tamogatja a plazmamembran L-tipusi Ca?*-csatornainak
foszforilacidja, az Ica. amplitidéjanak ndvekedése serkenti a SR rianodin-szenzitiv Ca?*-
csatornain keresztil torténé Ca?* felszabadulast (Bers, 2007) (3. abra). Felvetették
tovabba, hogy az auxotdnias kontrakciot végzd szivizomban a cTnl foszforilacidja is
hozzajarul az 06sszehuzddasok erejének fokozédasahoz, azonban ennek pontos
mechanizmusa még nem ismert (Layland és mtsai, 2004; Takimoto és mtsai, 2004). A
pozitiv lusitrop hatas hatterében is Osszetett folyamatok allnak. A PLN foszforilacidja
kovetkeztében, a SERCA fokozott miikodése az aktivator Ca?* SR-ba torténé gyorsult
visszavételét eredményezi (Luo és mtsai, 1994). Tovabba ismert, hogy a cTnl PKA-fliggd
foszforilacidja révén csokken a miofilamentumok Ca?*-érzékenysége (Wolska és mtsai,
2002) (3. abra). A B1-AR-ok mellett a B2-AR-ok is megtalalhatéak a szivben, melyek a
telies B-AR populacio 20-30%-at teszik ki. Kiemelendd, hogy a B2-AR altipus a serkentd
Gs mellett a gatld hatasu G; fehérjét is aktivalja (Xiao és mtsai, 2006). Ezzel
Osszefliggésben, a f2-AR jelatvitelre jellemzd, hogy az adenilatciklaz—cAMP—PKA
aktivacio térben és idében korlatozott. Az L-tipusu Ca?*-csatornak foszforilaciojan tul
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egyéb fehérjék (pl. PLN) foszforilacidja nem tapasztalhaté, a pozitiv inotrop hatas
mérsékeltebb, ahhoz pozitiv lusitrop hatas nem tarsul (Jo és mtsai, 2002; Xiao és mtsai,
2006) (3. abra).

a-AR ' ” B1-AR B-AR
0 m ‘ @ 'PIP;) : '
3
l\,
- \DAGH 1P A
* end
@
Ca?* \
4 ( ' c 2+
Cai@z:; ? caJarnd a
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cMyBP-C —(P)
Ca2* mlofllamentumok

3. abra: A B- és a-AR-ok inotrop hatasat kozvetito jelatviteli mechanizmusok.

AC, adenilatciklaz; cMyBP-C, szivizom-specifikus miozinkétd C-fehérje; cTnl, szivizom-specifikus
troponin-l; DAG, diacilglicerol; IP3, inozitol-1,4,5-triszfoszfat; LTCC, L-tipusu Ca?*-csatorna; PDE4,
foszfodiészteraz-4; PI3K, foszfatidilinozitol-3-kinaz; PIP2, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKA,
proteinkinaz-A; PKC, proteinkinaz-C; PLC, foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban; RyR, rianodin-szenzitiv
Ca?*-csatorna; SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum.

1.3.4.2. Az as-adrenoceptorok szerepe

Az a1-AR-ok stimulacidja is képes befolyasolni a sziv inotrop allapotat, azonban ez mind
minéségileg, mind mennyiségileg eltér a B+-AR hatastél. Az as-AR-ok altal kdzvetitett
pozitiv inotrop hatds szerényebb mértékli, dontéen a miofilamentumok Ca2* iranti
érzékenysége fokozddik, az intracellularis Ca2*-tranziensek nem vagy csak mérsékelten
novekednek (Endoh és Blinks, 1988; Puceat és mtsai, 1990; Terzic és mtsai, 1992; Terzic
és mtsai, 1993; Endoh, 2008). Az a1-AR-ok kozll az aia- és az ass-AR altipusok jelenlétét
mutattak ki emlésszivben, az egerektdl az emberig bezardlag (Brodde és Michel, 1999;
Jensen és mtsai, 2009). Az a1a- és az a1s-AR altipusok ellentétes hatast gyakorolnak a
kontraktilitasra: az a1a-AR-0k izgalma pozitiv inotrop hatassal jar, melyet az ais-AR-0k
ellensulyozni igyekszenek (Gambassi és mtsai, 1998). Az a1-AR-ok a Gs—adenilatciklaz—
cAMP-PKA jelatviteli rendszertél fliggetlen mechanizmusokra hatnak. Tradicionalis
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felfogas szerint, az a1a-AR a Gg11-fehérjén keresztul képes aktivalni a sejtmembranban
taldlhaté foszfolipaz-C (PLC) enzimet, mely a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP2)
inozitol-1,4,5-triszfoszfatra (IP3) és diacilglicerolra (DAG) hasitja. A DAG a proteinkinaz-C
(PKC) enzimet aktivalja, mely szamos intracellularis fehérje foszforilaciés allapotat képes
befolyasolni (Terzic és mtsai, 1993). Az a1-AR stimulacié a miofilamentumok Ca?* iranti
érzékenységét részben az intracellularis pH (pHi) alkalikus iranyu eltolasa (Gambassi és
mtsai, 1992; Terzic és mtsai, 1992), részben a miofilamentumok foszforilaciéja (Terzic és
mtsai, 1993) révén fokozza. Felvetettek a PKC szerepét ezen folyamatokban (Endoh és
mtsai, 1993) (3. abra), ugyanakkor masok szerint az a1-AR stimulacié a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységét a konnyl miozin lancok foszforilacidja utjan, a PKC-tdl fliggetlenil
valtja ki (Andersen és mtsai, 2002). Az a1a-AR-t6l eltéréen, az aig-AR altipus a Go-
fehérjén keresztl fejti ki a hatasat (O-Uchi és mtsai, 2008). A pontos mechanizmus, mely
révén az ais-AR-ok ellensulyozni képesek a1a-AR-0k hatasat a szivizom-kontraktilitasra,

nem tisztazott.

1.4. A kardiokinek szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

Egyre tobb adat szél a mellett, hogy a szivizmot felépitd§ sejtek kdzotti kommunikacio
(szivizomsejt-szivizomsejt, endothelsejt-szivizomsejt, fibroblaszt-szivizomsejt interakcio)
fontos szerepet jatszik a sziv pumpafunkciéjanak szabalyozasaban. A szivizomzat sejtjei
altal szekretalt fehérjék alapvetd jelentéséggel birnak ezen parakrin/autokrin szinti
regulaciéban (Winegrad, 1997; Brutsaert, 2003; Prabhu, 2004; Westerhof és mtsai, 2006;
Kakkar és Lee, 2010). A vazizombdl felszabadulé miokinek (Pedersen és mtsai, 2007)
illetve a zsirszovet altal szecernalt adipokinek (Walsh, 2009) mintajara, a szivizom altal
termelt és szekretalt fehérjéket 6sszefoglaldéan kardiokineknek nevezték el (Doroudgar és
Glembotski, 2011). A kardiokinek szamat megkozelitéleg hatvanra teszik jelenleg (Frost és
Engelhardt, 2007; Belmont és mtsai, 2008; Stastna és mtsai, 2010). A kardiokinek
dontéen a GPCR-ok csaladjahoz tartozd sejtfelszini receptorokat aktivalva valtjak Kki
bioldgiai hatasaikat. Az emberi szervezetben 367 GPCR talalhatdé (Vassilatis és mtsai,
2003), ezek kozul kozelitbleg 200 receptor fejezédik ki a szivben (Hakak és mtsai, 2003;
Salazar és mtsai, 2007). Fontos kiemelni, hogy a GPCR-ok alig tobb mint felénél
azonositottak a receptort aktivalni képes endogén ligandot (Vassilatis és mtsai, 2003;
Levoye és Jockers, 2008), tovabba az ismert kardiokinek toredéke esetén tisztazott, hogy
pontosan milyen bioldgiai funkciéval birnak (Doroudgar és Glembotski, 2011). A jelen
disszertacioban bemutatott vizsgalatok célja az adrenomedullin, az apelin, az endothelin-1
és a prolaktin-releasing peptid szivizom-kontraktilitdsra gyakorolt hatasanak tisztazasa

volt.
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1.4.1. Adrenomedullin
1.4.1.1. Az AM szerkezete, szintézise és szoveti eloszlasa

Uj vazoaktiv peptidek utan kutatva, 1993-ban Kitamura és munkatarsai egy rendkivill
erbteljes hipotenziv hatassal bird peptidet izolaltak human pheocromocytoma kivonatbdl
(Kitamura és mtsai, 1993a), melyet adrenomedullinnak (AM) neveztek el. A human AM 52
aminosavbol all és egy hattagu gyiri struktarat tartalmaz. A patkany AM 2 aminosavval
rovidebb és tovabbi 6 aminosavban tér el a human peptidtél (Samson, 1999; Hinson és
mtsai, 2000; Ishimitsu és mtsai, 2006; Yanagawa és Nagaya, 2007). Az AM mérsékelt
homolégiat mutat a kalcitonin gén eredetli peptiddel (CGRP, “calcitonin gene-related
peptide”), ezért a peptidet a kalcitonin/CGRP/amylin csaladhoz soroltak (Hinson és mtsai,
2000). A human preproAM 185 aminosavbdl all, az N-termindlis szakasz 21 aminosavbdl
allo szignal peptidjének lehasitasaval jon létre a 164 aminosavat tartalmazé prohormon
(Kitamura és mtsai, 1993b). A proAM tovabbi hasitasaval keletkezik a 20 aminosavbdl allé
proAM N-terminalis 20 peptid (PAMP, “proadrenomedullin N-terminal 20 peptide”), mely
onallé bioldgiai hatasokkal rendelkezik (Kitamura és mtsai, 1994). Végezetil, a 93. és 94.
illetve a 148. és 149. poziciok kozotti hasitassal jon létre az érett AM (Kitamura és mtsai,
1993b). Human és patkany szdvetek vizsgalata soran jelentés AM expressziét talaltak a
mellékvese vel6allomanyaban, szivben, vesében, tidében és a kdzponti idegrendszer
szamos régidjaban (Sakata és mtsai, 1993; Ichiki és mtsai, 1994; Sakata és mtsai, 1994;
Isumi és mtsai, 1998). Az egyes szervek AM expresszidja szoros korrelaciét mutat azok
vaszkularizaltsagaval, mivel az érendothelium sejtjei termelik legaktivabban ezt a fehérjét
(Sugo és mtsai, 1994a; Sugo és mtsai, 1994b; Isumi és mtsai, 1998).

1.4.1.2. Az AM receptorai

Az AM mRNS szintekkel parhuzamosan, autoradiografias vizsgalatok specifikus AM
kotdhelyek létét igazoltak a szervezetben (Eguchi és mtsai, 1994; Owji és mtsai, 1995).
Munkank kezdetekor nagyfoku bizonytalansag 6vezte, hogy az AM milyen receptoron
keresztll valtja ki a hatasat. Szamos tanulmany szerint CGRP[8-37]-tel, egy CGRP-
receptor antagonistaval, az AM egyes bioldgiai hatasai kivédhetéek voltak (Eguchi és
mtsai, 1994; Entzeroth és mtsai, 1995; lkeda és mitsai, 1996), felvetve annak a
lehetéségét, hogy az AM specifikus CGRP-receptorokon keresztil hat. Specifikus AM-
receptorok utan kutatva, a GPCR-ok mikddésének Uj paradigmajat ismerték fel. A CRLR
(“calcitonin receptor-like receptor”) arvareceptor képes kétni mind az AM-t, mind a CGRP-
t. A kotédés specificitasat egy, a receptorhoz kapcsoldédd, ugynevezett receptor aktivitast
modositéd fehérje (RAMP, “receptor activity modifying protein”) hatarozza meg. A CRLR/
RAMP-1 komplex CGRP receptorként funkcional, mig a CRLR és a RAMP-2 illetve a
RAMP-3 kombinacidjahoz specifikusan az AM képes kotédni (McLatchie és mtsai, 1998;
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Gibbons és mtsai, 2007). Tovabba, AM-receptorként mikoédhet az L1 és az RDC-1
arvareceptor is (Kapas és mtsai, 1995a; Kapas és mtsai, 1995b; Hanze és mtsai, 1997,
Autelitano, 1998).

1.4.1.3. Az AM élettani hatasai

Az AM és specifikus kotbhelyeinek szoveti eloszlasat tekintetbe véve valdszinUsithetd,
hogy a peptid autokrin/parakrin modon hatva fontos szerepet jatszhat a szisztémas
vérnyomas, a regionalis véraramlas és a soO-viz haztartas szabalyozdsaban (Samson,
1999; Hinson és mtsai, 2000). Az AM intravénas infuziéja potens, hosszan tarté hipotenziv
hatast valt ki (Kitamura és mtsai, 1993a; Parkes, 1995; Parkes és May, 1997). Mind in
vitro, mind in vivo koérilmények kdzott, a peptid egyike a legerbteljesebb koronaria
dilatatoroknak (Entzeroth és mtsai, 1995; Parkes és May, 1997; Yoshimoto és mitsai,
1998; Terata és mtsai, 2000; De Matteo és May, 2003). Az AM intrarenalis
adminisztracioja soran jelentékenyen fokozodik a vese artériak véraramlasa, a natriurézis
valamint a diurézis (Ebara és mtsai, 1994; Jougasaki és mtsai, 1995a; Hirata és mtsai,
1995). Mindezen effektusokat kiegészitik az AM koézponti idegrendszeri hatasai, a peptid
csOkkenti mind a viz-, mind a sofelvételt (Murphy és Samson, 1995; Samson és Murphy,
1997).

1.4.1.4. Az AM hatasa a szivizom-kontraktilitasra

Az AM intravénas adasat a perctérfogat jelentds mérv(i emelkedése kdveti (Ishiyama és
mtsai, 1993; He és mtsai, 1995; Parkes, 1995; Parkes és May, 1997; Charles és mtsai,
1997), felvetve, hogy a periférias rezisztencia csdkkenésébdl adddd bal kamrai
utoterhelés redukcidja mellett a peptid a kamrai kontraktilitast direkt modon is
befolyasolhatja. Az AM igen kifejezett kamrai génexpressziéja (Sakata és mtsai, 1993),
valamint specifikus kétéhelyeinek jelenléte (Owji és mtsai, 1995) egy autokrin/parakrin
szintl szabalyoz6 kor létezésére utal a miokardiumban. Ezzel dsszhangban, kezdeti
adataink szerint az AM dézisfigg8 pozitiv inotrop hatast valtott ki spontan verd izolalt
patkanysziven (Szokodi és mtsai, 1996).

1.4.1.5. Az AM potencialis jelatviteli mechanizmusai

Ismert, hogy az AM szamos sejttipus esetén, mint vaszkularis simaizomsejtek (Eguchi és
mtsai, 1994; Ishizaka és mtsai, 1994), érendothelsejtek (Shimekake és mtsai, 1995) és
mesangialis sejtek (Chini és mtsai, 1995), képes fokozni az intracellularis cCAMP szintet.
Osszhangban ezen megfigyelésekkel, az AM szivizomsejtekben is néveli a cAMP szintet
(Ikeda és mtsai, 1996; Sato és mtsai, 1997), felvetve a lehet6ségét, hogy az AM pozitiv
inotrop hatasanak a kozvetitésében szerepet jatszhat az adenilatciklaz-cAMP-PKA
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jelatvivé rendszer aktivacioja, mely a kamrai kontraktilitas egyik kulcs regulatora (Bers,
2002a). Mindazonaltal, a peptid inotrop hatasaért felelés jelatviteli mechanizmusok

feltarasa varat magara.

1.4.1.6. A kamrai AM expresszio patologias viszonyok mellett

Az AM potencidlis kortani szerepére utal, hogy a peptid plazmaszintie magasabb
szivelégtelen betegekben (Jougasaki és mtsai, 1995b; Nishikimi és mtsai, 1995; Kato és
mtsai, 1996; Jougasaki és mtsai, 1996). Immunhisztokémiai vizsgalatok szerint fokozott
AM szintézis jellemzi az elégtelen funkciéju human kamrai izomzatot (Jougasaki és mtsai,
1995b), valamint a miokardium altal szekretalt AM feltehetbleg hozzajarul az emelkedett
plazmakoncentracidhoz szivelégtelenségben (Jougasaki és mtsai, 1996). Tovabba, a
szivhipertrofia egyes allatmodelljeiben is erbteljesebb kamrai AM termel8dést figyeltek
meg (Shimokubo és mtsai, 1995; Shimokubo és mtsai, 1996; Ishiyama és mtsai, 1997).
Azonban az AM bal kamrai expresszidjat szabalyozé mechanizmusok, illetve az aktivacié
idébelisége nem ismert.

1.4.2. Apelin
1.4.21. Az apelin felfedezése, szintézise és szdveti eloszlasa

Az APJ-receptort, az egyik legrégebbi arvareceptort, O'Dowd és munkatarsai 1993-ban
azonositottak. A human APJ-receptort kodolé gén a 11-es kromoszéma hosszu karjan
(912.1) helyezkedik el. A receptor az angiotenzin Il (Ang Il) 1-es tipusu receptoranak (AT+-
receptor) transzmembran régidjaval 54 %-os hasonlésagot mutat, azonban az Ang Il nem
kotédik hozza (O'Dowd és mtsai, 1993). Tatemoto és munkatarsai 1998-ban izolaltak
marha gyomor kivonatbdl egy endogén peptidet, mely specifikusan kétédik az APJ-
receptorhoz (Tatemoto és mtsai, 1998). A peptidet apelinnek nevezték el (APJ endogen
ligand).

A human apelin gén, mely a 77 aminosavbdl allé preproapelint kédolja, az X
kromoszoman (q25-26.1) talalhaté. A prepropeptid C-terminalis utolsé 23 aminosavbdl
allé szakasza telies mértékben megegyezik az ezidaig vizsgalt emlds fajokban, valamint
enyhe homologiat mutat az Ang ll-vel. A preproapelin C-terminalis szakaszanak enzimatikus
hidrolizise révén alakulnak ki a révidebb, biolégiailag aktiv formak, mint az apelin-36, az
apelin-17, az apelin-13, és az apelin-12 (Tatemoto és mtsai, 1998; Lee és mtsai, 2000). A
felsorolt valtozatok mind képesek kétédni az APJ-receptorhoz, a révidebb fragmentumok
erbteljesebb bioldgiai hatassal rendelkeznek. A 12 aminosavnal rovidebb formak azonban
mar nem képesek bioldgiai valaszt kivaltani (Tatemoto és mtsai, 2001).

Az apelin és az APJ-receptor expresszidja szeéleskorlen kimutathaté a
kézponti idegrendszerben, a szivben, a tidében, a vesékben, a hasnyalmirigyben és a
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zsirszovetben (Lee és mtsai, 2000; O’Carroll és mtsai, 2000; Hosoya és mtsai, 2000;
Kawamata és mtsai, 2001; Boucher és mtsai, 2005).

1.4.2.2. Az apelin élettani hatasai

A szoveti eloszlasanak megfeleléen, az apelin szertedgazé bioldgiai hatasokkal
rendelkezik. A felfedezése 6ta eltelt id6ben kimutattak, hogy az apelin fokozza a diurézist
(De Mota és mtsai, 2004), csOkkenti a taplalékfelvételt, elénydsen befolyasolja a cukor- és
zsiranyagcserét (Castan-Laurell és mtsai, 2011), antinociceptiv (Xu és mtsai, 2009) illetve
immunmodulator effektussal bir (Horiuchi és mtsai, 2003; Leeper és mtsai, 2009).

Az apelinnel kapcsolatos kutatasok koran felvetették, hogy a peptid szerepet
jatszhat az értdnus szabalyozasaban. Immunhisztolégiai médszerekkel igazoltak az apelin
és az APJ-receptor jelenlétét kilonb6zd kaliberl artériakban és vénakban, az erek
endothelsejtijei mellett a peptid és a receptora kisebb mértékben a vaszkularis
simaizomsejtekben is megtalalhato (Kleinz és Davenport, 2004?; Kleinz és mtsai, 2005).
Az apelin intravénas adasa atmeneti vérnyomasesést valtott ki patkanyokban (Lee és
mtsai, 2000; Tatemoto és mtsai, 2001). A peptid vazodilatator hatasat feltehetéleg a NO
kozvetiti, mivel az effektus kivédhetd volt L-NAME adasaval, mely a NO-szintetazt (NOS)
gatolja (Tatemoto és mtsai, 2001). Megjegyzendd, hogy az apelin vazokonstriktor hatast
indukalt human vena saphenan illetve arteria mammarian, amennyiben az ereket
megfosztottdk az endotheliumuktdl (Katugampola és mtsai, 2001; Maguire és mtsai,
2009).

Az apelin prekurzora (Lee és mitsai, 2000; O’Carroll és mtsai, 2000;
Kawamata és mtsai, 2001), tovabba maga az APJ-receptor is jelentés mennyiségben
expresszalodik a szivben (O’Carroll és mtsai, 2000; Hosoya és mtsai, 2000), ami arra
utal, hogy a peptid autokrin/parakrin médon befolyasolhatja a szivmiikddést, azonban
munkank kezdetekor ismeretlen volt az apelin-APJ rendszer funkcionalis jelentésége a
miokardiumban. Tovabba, feltarasra vart, hogy az APJ-receptor illetve az apelin
expresszidja miként valtozik a szivizomban patofiziolégias viszonyok kdzott.

1.4.3. Prolaktin-releasing peptid

A prolaktin-releasing peptidet (PrRP) 1998-ban izolaltak Hinuma és munkatarsai marha
hipotalamusz extraktumbdl, mint a hGR3/GPR10 arvareceptor potencialis ligandjat
(Hinuma és mtsai, 1998). A marha prepropeptid 98 aminosavbdl all, melybél a 31 illetve
20 aminosavbdl allo érett peptidek (PrRP-31 és PrRP-20) képz&dnek. A marha PrRP-31 a
human, patkany illetve egér eredetl peptiddel 90, 83 illetve 80%-0s azonossagot mutat
(Hinuma és mtsai, 1998). Habar a peptidet eredetileg, mint a hipofizis elllsé lebenyébél
torténd prolaktin szekrécio lehetséges regulatorat azonositottak, tovabbi vizsgalatok nem
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tamasztottak ala azt az elképzelést, hogy a PrRP klasszikus hipofiziotrop hormonként
hatna (Samson és mtsai, 2000; Sun és mtsai, 2005). Mara bizonyossa valt, hogy a PrRP
sokrétii biologiai hatassal bir (Sun és mtsai, 2005; Onaka és mtsai, 2010), tébbek kdzt
befolyasolja a hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely mikddését (Maruyama és mtsai,
2001), a taplalékfelvételt (Takayanagi és mtsai, 2008), valamint a fajdalomérzést (Laurent
és mtsai, 2005). Felvetették tovabba, hogy a PrRP részt vehet a vérnyomas centralis
szabalyozasaban. Eber patkanyokban a PrRP intracerebro-ventrikularis adagolasa mellett
szignifikdnsan emelkedett az artérias kdézépnyomas (Samson és mtsai, 2000). A PrRP
kaudalis ventrolateralis nyultvel6i tertleteken alkalmazott mikroinjekcidja dézisfiiggd
modon ndvelte az artérids kdzépnyomast, a szivfrekvenciat, valamint a renalis
szimpatikus idegek aktivitasat (Horiuchi és mtsai, 2002). A peptid centralis hatasaitdl
eltéréen, nem ismert, hogy a PrRP periférias kardiovaszkularis hatasokkal is rendelkezik-
e. Szamos periférias patkany szovetben sikerllt specifikus PrRP koét6helyek létét
kimutatni, melyek kézll a szivben észlelték a legmagasabb foku kétédést (Satoh és mtsai,
2000). Ezen medfigyelések felvetik, hogy a peptid direkt modon is befolyasolhatja a

szivmikodést.

1.4.4. Endothelin-1
1.4.41. Az ET-1 felfedezése, szerkezete és szintézise

Az 1980-as évek kozepén ismerték fel, hogy az endothelium eredetl relaxaloé faktor
(EDRF, “endothelium-derived relaxing factor’) (Moncada és mtsai, 1976; Furchgott és
Zawadzki, 1980) mellett az érendothelsejtek vazokonstriktor természetli faktorokat is
termelnek (EDCF, “endothelium-derived constricting factor’) (Rubanyi és Vanhoutte, 1985;
Hickey és mtsai, 1985; O’'Brien és mtsai, 1987), melyek révén az endothelium parakrin
modon képes befolyasolni az értonust (Rubanyi, 2011). Az ismeretlen vazoaktiv faktort
Yanagisawa és munkatarsai 1988-ban azonositottak. Sertés eredetli endothelsejt-kultura
fellluszojabdl izolaltak egy rendkivil erdteljes érszlkité hatasu peptidet, melyet
endothelinnek neveztek el (Yanagisawa és mtsai, 1988). A peptid 21 aminosavbdl all és 2
intramolekularis diszulfid hidat tartalmaz. Az eredetileg izolalt endothelin-1 (ET-1) mellett
tovabbi két izoformat azonositottak, az ET-2 és az ET-3 az ET-1-hez képest 2 illetve 6
aminosavban tér el (Inoue és mtsai, 1989). A human ET-1 génje a 6-0s kromoszéman
helyezkedik el. A 203 aminosavbdl allé prepro-ET-1-r8l furin-szerl endopeptidaz hasitja
le a big-endothelint (Kedzierski és Yanagisawa, 2001). A bioldgiailag inaktiv, 37-41
aminosavat tartalmazo intermediereket az endothelin konvertalé enzim alakitja at érett
ET-1 molekulava (Xu és mtsai, 1994).
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1.4.4.2. Az ET-1 receptorai

A szivben szamos sejttipus, mint az endothelsejtek, vaszkularis simaizomsejtek,
szivizomsejtek és fibroblasztok, szekretaljak az ET-1-et. A peptid hatasait két GPCR, az
ETa- és az ETs-receptorok kozvetitik (Kedzierski és Yanagisawa, 2001). Szivizomsejtek
mindkét receptor altipust expresszaljak, az ETa-receptorok jelent6s dominanciaja mellett
(85-90%) (Molenaar és mtsai, 1993).

1.4.4.3. Az ET-1 hatasa a szivizom-kontraktilitasra

A peptid sokréti bioldgiai effektussal rendelkezik a szivben. Az értonus szabalyozasan tul,
az ET-1 hatassal van a szivizomsejtek ndvekedési folyamataira, a fibroblasztok
mtsai, 2011). Tovabba, az ET-1 a szivizom-kontraktilitas er6teljes stimulatora (Sugden,
2003; Brunner és mtsai, 2006; Endoh, 2008). A vizsgalt eml6sfajok zémében az ET-1
pozitiv inotrop hatast valtott ki, igy patkany (Kelly és mtsai, 1990; Kramer és mtsai, 1991),
nyul (Li és mtsai, 1991; Takanashi és Endoh, 1991; Wang és mtsai, 2000; Chu és Endoh,
2005), tengerimalac (Ishikawa és mtsai, 1988), macska (Cingolani és mtsai, 2006; De
Giusti és mtsai, 2008), kutya (Chu és mtsai, 2003; Czobel és mtsai, 2009) és emberi
miokardiumban illetve izolalt szivizomsejtekben (Schomisch-Moravec és mtsai, 1989;
Pieske és mtsai, 1999; MacCarthy és mtsai, 2000; Goldberg és mtsai, 2000). Egér
szivizomsejteken ugyanakkor ellentmondasos a peptid hatasa, egyes szerz6k szerint az
ET-1 pozitiv (Pi és mtsai, 2002), masok szerint negativ inotrop effektust hozott létre
(Sakurai és mtsai, 2002; Nishimaru és mtsai, 2007; Nishimaru és mtsai, 2008). Felnétt
egérsziven azonban nem ismert, hogy az ET-1 miként befolyasolja a kontraktilitast.
Szamos adat utal arra, hogy az ET-1 inotrop hatasat az ETa-receptorok kozvetitik
(Goldberg és mtsai, 2000; Takeuchi és mtsai, 2001; De Giusti és mtsai, 2008),
ugyanakkor az ETg-receptorok szerepe nem tisztazott.

1.4.44. Az ET-1 potencialis jelatviteli mechanizmusai
1.4.4.4.1. A PLC-PKC jelatviteli ut

Az ET-1 pozitiv inotrop hatasa hasonlésagot mutat az a1-AR-ok effektusaval: elsésorban a
miofilamentumok Ca?*-érzékenysége nd, az intracellularis Ca?*-tranziensek mérsékelten
fokozdédnak csupan (Yang és mtsai, 1999; Talukder és mtsai, 2001). Az ET-1 inotrop
effektusat kozvetité pontos szubcellularis mechanizmusok feltarasra varnak. Az ET-1
jelatvitelére magas foku komplexitas jellemzd. Klasszikus médon, az ETa-receptor a Gg11-
fehérjén keresztil képes aktivalni a PLC-PKC kaszkadot szivizomsejtekben (Sugden,
2003; Brunner és mtsai, 2006). Szamos vizsgalat szerint az ET-1 pozitiv inotrop hatasaért
dontéen a NHE PKC-fligg6 aktivacidja felelés (Kramer és mtsai, 1991; Chu és mitsai,
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2003; Zolk és mtsai, 2004) A fokozott NHE aktivitas intracellularis alkalizaciéhoz vezethet,
mely noveli a miofilamentumok Ca2*-mal szembeni érzékenységét (Kramer és mtsai,
1991; Goldberg és mtsai, 2000). Masrészt, a NHE aktivacioja révén intracellularis Na*
akkumulacio jéhet 1étre, mely indirekt médon fokozhatja a NCX forditott irdnyd miikddését
(Na* ki, Ca?* be), és igy hozzajarulhat a sejtekbe torténé megndvekedett Ca?*
bearamlashoz (Yang és mtsai, 1999; Perez és mtsai, 2001). A NCX mellett, az ET-1 az L-
tipusu CaZ*-csatornak nyitasa révén is el6segitheti az intracellularis Ca2*-tranziensek
ndévekedését (Watanabe és Endoh, 1999).

1.4.4.4.2. Az ERK1/2 és a p38-MAPK jelatviteli ut

Szivizomsejtekben az ET-1, a PLC-PKC kaszkad mellett, potens aktivatora a mitogén
altal aktivalt proteinkinazoknak (MAPK-ok) (Sugden, 2003; Schorlemmer és mtsai, 2008).
Felvetették, hogy a MAPK-ok csaladjaba tartozd extracellularis szignal altal regulalt
kindzok (ERK1 és ERK2, tovabbiakban ERK1/2) és a p38-MAPK szerepet jatszik a
szivhipertrofia és a szivelégtelenség kialakulasaban (Bueno és Molkentin, 2002; Fuller és
mtsai, 2008; Rose és mtsai, 2010). Kezdetben, mind az ERK1/2-r6l, mind a p38-MAPK-rél
ugy tartottdk, hogy serkentik a szivizomsejtek ndvekedését GPCR stimulacié (Ang I,
ET-1) hatasara (Clerk és mstai, 1998). Azonban transzgénikus allatmodelleken nyert
adatok szerint a MAPK-ok eltér§ feladatot tdltenek be a hipertréfids valaszban. Az
ERK1/2-t foszforildld MAPK-kindz 1 (MEK1) aktivalt formajanak szivizom-specifikus
overexpresszidja mérsékelt foki koncentrikus bal kamrai hipertrofiat eredményez, az
allatok hosszu tavon sem mutatnak hajlamot a szivelégtelenség kialakulasara (Bueno és
mtsai, 2000). Ezzel szemben, a p38-MAPK-t aktivalé MAPK-kinazok, az MKK3 illetve az
MKKG6, dominans negativ mutans valtozatat expresszaldé egerekben a miokardialis p38-
MAPK jelatvitel krénikus gatlasa progressziv szivhipertréfiahoz, majd szivelégtelenséghez
vezetett. Az eredmények arra utalnak, hogy a p38-MAPK gatolja a szivizomsejtek
ndvekedési folyamatait in vivo koérilmények kdzott (Braz és mtsai, 2003). A patologias
viszonyoktdl eltéréen, keveset tudunk a MAPK-ok fizioldgias szerepérdl a szivben. Az
MKKS3bE overexpresszitja esetén, a tartosan fokozott p38-MAPK aktivitds a kontrakcios
er§ csokkenéséhez vezetett patkany eredetl izolalt szivizomsejteken (Liao és mitsai,
2002). Ugyanakkor a p38-MAPK akut aktivacidjanak jelentésége a szivmikodés
szabalyozasaban tisztazasra var. Tovabba, nem ismert, hogy az ERK1/2 direkt képes-e
befolyasolni a szivizom kontraktilis allapotat intakt sziven.

1.4.4.4.3. A nitrogén-monoxid szerepe

A nitrogén-monoxid molekula a kardiovaszkularis rendszer fontos regulatora mind élettani,
mind patofiziolégias allapotokban (Pacher és mtsai, 2007). Az NO kdzponti szerepet tolt
be az érténus szabalyozasaban, mivel az NO kdzvetiti az endotheliumfliggé vazodilataciot
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(Furchgott és Zawadzki, 1980; Palmer és mtsai, 1987). ET-1 stimulacié soran az
érsimaizomsejtek ETa-receptorai vazokonstriktor hatast kdzvetitenek (Cannan és mitsai,
1995), mig az érendothelsejtek felszinén talalhaté ETs-receptorok izgalma NO
felszabadulast valt ki, mely az érszikité effektus ellen hat (Lerman és mtsai, 1992; Wang
és mtsai, 1994).

A miokardiumban termel6dé NO fontos szerepet jatszik a szivizom-kontraktilitas
szabalyozasaban (Kelly és mtsai, 1996; Massion és mtsai, 2003; Ziolo és mtsai, 2008). Az
NO szintézisét a NOS enzimek végzik, mikézben L-argininbél L-citrullint hoznak létre. A
NOS két izoformaja, a neuronalis tipusi NOS (nNOS, NOS1) (Xu és mtsai, 1999) és az
endothelialis tipusi NOS (eNOS, NOS3) (Seki és mtsai, 1996), folyamatosan, alacsony
szinten termeli az NO-t Ca?*/kalmodulin-dependens moédon a szivben (Ziolo és mitsai,
2008; Zhang és Casadei, 2012). A harmadik izoforma, az indukalhaté NOS (iNOS,
NOS2), kizarolag patofizioldgias viszonyok kozott (iszkémias-reperfuzios karosodas,
szivelégtelenség) expresszalodik. Az iINOS nagy mennyiségli NO-t képes termelni Ca?*-
independens modon (De Belder és mtsai, 1993).

Fiziologias korilmények mellett az NO termel6dés jelentésen gyengitette a B-AR
inotrop valaszt in vitro (Balligand és mtsai, 1993; Ebihara és Karmazyn, 1996; Gyurko és
mtsai, 2000; Godecke és mtsai, 2001) és in vivo (Keaney és mtsai, 1996). Ugyanakkor
mas vizsgalatok szerint a NOS farmakoldgiai illetve genetikai inaktivacidja nem fokozta a
B-AR inotrop effektust (Vandecasteele és mtsai, 1999; Martin és mtsai, 2006). Habar a
fent ismertetett modon, az NO képes ellensulyozni az ET-1 vazokonstriktor hatasat
(Lerman és mtsai, 1992; Wang és mtsai, 1994), tisztdzasra var, hogy a peptid inotrop
effektusat az NO képes-e modositani.

1.4.4.4.4. A reaktiv oxigén szarmazékok szerepe

A normal aerob anyagcsere folyaman a szivben reaktiv oxigén szarmazékok (ROS,
‘reactive oxygen species”) képz&dnek, mint a szuperoxid (O2) és a hidrogén-peroxid
(H202). Fiziologias viszonyok kdzott a ROS termelédést az antioxidans molekulak
hatékonyan képesek ellensulyozni (Giordano, 2005). Patofiziolégias allapotokban, mint
kronikus szivelégtelenségben, azonban a ROS termelédése jelentékenyen fokozodik.
Ismert, hogy az oxidativ stressz szamos koros folyamatot indit el, hozzajarul a
szivhipertrofia, az apoptotikus és nekrotikus sejtelhalas, valamint az intersticialis fibrozis
kialakulasahoz, melyek O6sszességében a sziv pumpafunkciéjanak zavarahoz vezetnek
(Sawyer és mtsai, 2002; Giordano, 2005; Zimmet és Hare, 2006; Murdoch és mtsai,
2006). A fokozott ROS produkcio koézvetlendil is ronthatja a kontraktilitast, a szabadgyok
molekulak csdkkenthetik a SERCA (Xu és mtsa, 1997; Li és mtsai, 2006; Tang és mtsai,
2010) és az L-tipust Ca?*-csatornak miikodését, a cisztein molekulak tiolcsoportjainak
(-SH) oxidacidja révén (Gill és mtsai, 1995; Fearon és mtsai, 1999; Zima és Blatter, 2006).
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Tovabba, a kontraktilis fehérjék direkt oxidativ mddosulasa (Borbély és mtsai, 2005;
Kanski és mtsai, 2005; Rao és mtsai, 2007; Hertelendi és mtsai, 2008; Snook és mtsai,
2008; Canton és mtsai, 2011), valamint a foszforilacidjukat iranyité kinazok aktivitasanak
ROS-fiiggé valtozasa (Solaro, 2008; Sumandea és Steinberg 2011), szintén az
erégeneralas illetve a Ca?*-érzékenység csokkenéséhez vezethet.

Koros allapotoktdl eltéréen, a ROS fiziologias szerepérél a szivizomban kevés
adattal rendelkezink. A kdzelmultban mutattak ki, hogy szoros kapcsolat all fenn a
kontraktilitas, az oxidativ metabolizmus és a ROS termelédés kozott. Az 6sszehlzodasok
frekvencigjanak novelésekor szimultan fokozédott a szivizomsejtek oxigénfogyasztasa és
a ROS produkcié (Heinzel és mtsai, 2006; Saitoh és mtsai, 2006). Ugyanakkor szamos
ellentmondonak tind eredmény is napvilagot latott a ROS szerepével kapcsolatban.
Egyes tanulmanyok szerint a szabadgyok molekuldak nem befolyasoljak a kontraktilitast
(Wenzel és mtsai, 2010), gyengitik (Mak és Newton, 2001; Dong és mtsai, 2006), vagy
egyenesen fokozzak a kontrakcios er6t (Sand és mtsai, 2003; Cingolani és mtsai, 2006;
De Giusti és mtsai, 2008). A zbmében izolalt szivizomsejteken nyert eredményektdl
eltéréen, nem ismert, hogy a ROS termel6dés miként befolyasolja a kontraktilitast
fiziolégias viszonyok kozott intakt sziven.

1.4.4.5. Az endogén ET-1 szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

Kisérletek serege bizonyitja, hogy az exogén ET-1 erbteljesen képes fokozni a szivizom-
O0sszehuzodasok erejét (Sugden, 2003; Brunner és mtsai, 2006; Endoh, 2008),
ugyanakkor az endogén ET-1 szerepe a kontraktilitas regulaciojaban kevéssé ismert.
Izolalt szivmodellben a koronariaaramlas ndvelése soran gydjtétt effluenst egy masodik
izompreparatumhoz adva, fokozta annak kontraktilitasat (Ramaciotti és mtsai, 1993).
Felvetették, hogy az endotheliumbdl felszabadulé kardioaktiv faktor az ET-1 peptiddel
azonos (McClellan és mtsai, 1994). Szamos adat utal arra, hogy a Gregg-effektus
hatterében a kapillarisok szintjén jelentkez6 fokozott nyiréfesziiltség a felelés (Dijkman és
mtsai, 1998). Nem tisztazott azonban, hogy az endogén ET-1 szerepet jatszik-e a Gregg-
effektus létrejottében.

Ismert, hogy a szivizomsejtek feszités hatasara hipertrofizalnak (Kehat és
Molkentin, 2010). A hipertrofias valasz megértésében mérfoldkének szamitott a
felismerés, hogy a mechanikai ingerre névekedési faktorok (Ang Il, ET-1) szabadulnak fel
a kardiomiocitakbdl, melyek a receptoraikat aktivalva autokrin/parakrin médon inditjak el a
hipertréfias folyamatot (Sadoshima és mtsai, 1993; Yamazaki és mtsai, 1996; Sadoshima
és lzumo, 1997). Ezzel ellentétben nem ismert, hogy a lokalisan szekretalt kardiokinek
képesek-e befolyasolni a szivizom akut feszitésekor jelentkezé Frank-Starling-valaszt.

19



A szivizom-kontraktilitas jelatviteli mechanizmusai

dc_119 10

2. Celkitizeések

1. Az adrenomedullin pozitiv inotrop hatasanak vizsgalata.
(i) Karakterizalni kivantuk az AM inotrop effektusat 6sszevetve az ET-1 és a B-AR
stimulacié hatasaval. (i) Vizsgaltuk az AM altal kivaltott hatas specificitasat. (Jii)
Tanulmanyoztuk, hogy az AM overexpresszié miként hat a balkamra-funkciora. (iv)
Jellemeztik az AM inotrop hatasat kdzvetitd intracellularis jelatviteli mechanizmusokat.
(v) Tanulmanyoztuk a nyomasterhelés hatasat az AM bal kamrai génexpressziojara.

2. Az apelin potencialis szivhatasainak vizsgalata.

(/) Célul thztik ki az APJ-receptor lokalizacidjanak meghatarozasat szivizomsejteken.
(i) Karakterizalni kivantuk az apelin inotrop hatasat izolalt sziven és izolalt
szivizomsejteken. (iii) Tanulmanyoztuk az apelin hatasat a Frank-Starling-valaszra. (iv)
Vizsgaltuk az apelin inotrop hatasanak specificitasat. (v) Jellemeztik az apelin inotrop
hatasat kozvetité intracellularis jelatviteli mechanizmusokat. (vi) Tanulmanyoztuk az
apelin hatasat a sejtek kozoétti kommunikaciora. (vii) Vizsgaltuk az apelin és az APJ-
receptor génexpresszidjanak valtozasat mechanikai feszités illetve nyomasterhelés
hatasara.

3. A prolaktin-releasing peptid potencidlis szivhatasainak vizsgalata.
(/) Karakterizalni kivantuk a PrRP inotrop hatasat izolalt sziven. (ii) Jellemeztik a PrRP
pozitiv inotrop hatasat kdzvetité intracellularis jelatviteli mechanizmusokat.

4. Az endothelin-1 pozitiv inotrop hatasanak vizsgalata.

(/) Vizsgalni kivantuk az ETa- és az ETs-receptorok szerepét az ET-1 inotrop hatasanak
kozvetitésében. (i) Karakterizaltuk az ET-1 inotrop hatasat kozvetité intracellularis
jelatviteli mechanizmusokat. (iii) Tanulmanyoztuk, hogy az endogén NO produkcio
miként hat az ET-1 inotrop effektusara. (iv) Fel kivantuk deriteni, hogy az endogén
ROS termelédés képes-e befolyasolni az ET-1 inotrop hatasat. (v) Vizsgaltuk az
endogén ET-1 szerepét a Gregg-effektus kdzvetitésében. (vi) Meg kivantuk hatarozni
az endogén ET-1 szerepét a Frank-Starling-valasz szabalyozasaban.
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3. Moddszerek

Terjedelmi korlatok miatt a modszerek ismertetését a legszikségesebb informaciokra
szlkitettem, a technikai részletek a megfelel§ kozleményekben talalhatéak meg.

3.1. Kisérleti modellek
3.1.1. Kisérleti allatok

Vizsgalataink alanyaiként him patkanyok szolgéltak a kovetkezd torzsekbdl: Sprague-
Dawley (SD), spontan hipertenziv (SHR), Wistar-Kyoto (WKY), transzgénikus
(mREN-2)27 (TGR(mREN-2)27), és dupla transzgénikus (dTG) patkanyok. Tovabbi
kisérleteinkhez him NMRI illetve C57 egereket hasznaltunk. Az allatokkal kapcsolatos
részletekrél az adott publikaciok adnak bévebb felvilagositast. Valamennyi kisérleti eljaras
és vizsgalat megfelelt a Helsinki Nyilatkozatban foglalt ajanlasoknak és eleget tett az
allatkisérletek végzéseérdl széld 243/1998 (XIl. 31.) sz. kormanyrendelet eldirasainak,
valamint a US National Institutes of Health “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (NIH Pub. No. 85-23, Revised 1996)” ajanlasanak. A kisérleti protokollokat a PTE
allatkisérletekkel foglalkozé Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaga, az Animal Use and Care
Committee of University of Oulu (Oulu, Finnorszag), valamint az Ethical Review
Committee of the Harefield Heart Science Center (Harefield, UK) engedélyezte.

3.1.2. Direkt miokardialis géntranszfer in vivo

Kisérleteinkben a patkany AM-t kodold gént egy adenovirus vektorhoz kotottik
(Ad5RSVrAM) (Rauma-Pinola és mtsai, 2006), negativ kontrollként az Escherichia coli -
galaktozidaz (LacZ) génje (Ad5RSVLacZ) szolgalt (Davidson és mtsai, 1994). Az SD
patkanyokat ketamin (50 mg/kg, i.p.) és domitor (250 ug/kg, i.p.) kombinacidjaval altattuk
el, mellkasnyitast kovetéen az Ad5RSVrAM-t illetve az Ad5RSVLacZ-t (5%108 infekcios
egység 100 uL-ben) a bal kamra szabad falaba injektaltuk. A kisérletek végén, a
hemodinamikai vizsgalatokat koévetéen, az allatok szivét eltavolitottuk, a bal kamra
tomegét lemértik, majd a késbbbi szdvettani, biokémiai és molekularis bioldgiai
vizsgalatoknak megfeleld el6készités utan a kamrai mintakat lefagyasztottuk, és a

feldolgozasig =70 °C-on taroltuk.

3.1.3. Bal kamrai nyomasterhelés modelljei

Akut nyomasterhelés hatasat a kardiomiokinek bal kamrai expresszidjara kronikusan
kanulalt, éber patkanyokban vizsgaltuk, a korabban leirtaknak megfeleléen (Magga és
mtsai, 1997). Nyomasterhelést arginin-vazopresszin (AVP) (0.05 pg/kg/perc, i.v.)
segitségével hoztunk létre 15 perc, 30 perc, 1 6ra, 2 6ra és 4 éra idétartamra. A kontroll
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Ang ll-vel valtottunk ki. Az Ang II-t (0.5 illetve 2.5 ug/kg/perc) illetve a vivéanyagat (0.9%
NaCl) 12 éran illetve 1 héten keresztul infundaltuk szubkutan bedlltetett ozmotikus
minipumpak (Alzet 2001-es és 2002-es modell, Scanbur BK AB, Sollentuna, Svédorszag)
segitségével. Nyomasterhelés krénikus modelljeiként hipertenziv transzgénikus
TGR(MREN-2)27, dTG és SHR tdérzseket hasznaltunk megfeleld kontrollok mellett. A
TGR(mMREN-2)27 patkanyok az egér Ren-2 renint kodolo gént (Mullins és mtsai, 1990), a
dTG patkdnyok a human angiotenzinogént és a human renint kodold génekeket
expresszaljak fokozott médon (Bohlender és mtsai, 1997). A kisérletek végén az allatok
szivét eltavolitottuk, a bal kamra tdmegét lemértik, majd folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk és a késdbbi biokémiai és molekularis bioldgiai vizsgalatok elvégzéséig
=70 °C-on téroltuk.

3.1.4. Felnétt kamrai szivizomsejtek izolacioja

Izolalt kamrai szivizomsejteket SD patkanyokbdl nyertink standard enzimatikus
emeésztéssel, a korabban leirtaknak megfelel6en (Terracciano és MaclLeod, 1997; Szokodi
és mtsai, 2002). Az egészséges allatok mellett posztinfarktusos szivelégtelenségben
szenved6 SD patkanyok szivébdl is izolaltunk szivizomsejteket. Mély altatdsban
mellkasnyitast végeztink, majd lekotottik a bal elulsé leszalld koronariadgat. A
szivelégtelenség kialakulasat echokardiografias vizsgalattal igazoltuk az operaciét kdvetd
8. héten. A szivizomsejteket a bal kamra életképes teriletébdl izolaltuk. A szeparalast
kovetéen a sejteket szobahémérsékleten (21-24°C) tartottuk, a kisérletekre (kontraktilitas

mérése, elektrofizioldgiai és fluoreszcens vizsgalatok) 1-8 éran belil kertilt sor.

3.1.5. Szivizomsejtek ciklikus mechanikai feszitése

In vitro modellen vizsgaltuk a tartdés mechanikai feszités hatasat az apelin és az APJ-
receptor expresszidjara. Kamrai szivizomsejteket 2-4 napos SD patkanyokbdl nyertiik
standard enzimatikus emésztés modszerével (Tokola és mtsai, 1994). A sejteket kollagén
I-vel bevont flexibilis lemezre (Bioflex, Flexcell Int., McKeesport, PA, USA) helyeztik
2x10%/cm? denzitas mellett, majd egy éjszakan at 10%-os fotalis szarvasmarha szérumot
tartalmazé DMEM/F12-médiumban tenyésztettik. Kovetkezé nap szérummentes
valtozatra cseréltiik a médiumot, majd 24 éra elteltével a sejteket mechanikus feszitésnek
tettik ki 1, 4, 12 és 24 ¢6ra id6tartamra. A rugalmas tenyésztélemezhez kitapadt sejteket
szamitégép vezérelte vakuumszivé (Flexercell Strain Unit FX-3000, Flexcell Int.)
segitségével feszitettik (Liang és Gardner, 1999). A vakuum 2 masodperces ciklusonként
valtozott, mely hatasara a szivizomsejtek 10-25%-kal nyultak meg maximalisan. A
kisérletek végeztével a sejteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd a késébbi

molekularis bioldgiai vizsgalatok elvégzéséig —70 °C-on taroltuk.
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3.2. Vizsgalati médszerek

3.2.1. Hemodinamikai mérések in vivo
3.21.1. Vérnyomas monitorozasa

Az akut nyomasterhelés fokat a vérnyomas direkt modon torténd mérésével kovettik. A
kronikusan kanulalt allatokban a jobb femoralis artérian keresztlil az aorta abdominalis
szakaszaba helyezett katétert egy nyomasméré transzducerrel kotottik 6ssze (MP-15,
Micron Instruments, Los Angeles, CA, USA), az artérias kdézépnyomast és a
szivfrekvenciat egy Grass poligraf (7DA, Grass Instruments, Quincey, MA, USA) révén
rogzitettiik (Romppanen és mtsai, 1997). A szubakut és tartés nyomasterhelés kovetésére
egy érzékelbvel és jeladdval rendelkezd katétert helyeztink az aorta abdominalis
szakaszaba (TA11PA-C40, DataSciences, Minneapolis, MN, USA), és a vérnyomast
telemetrias Uton monitoroztuk (Sarman és mtsai, 2007).

3.21.2. Balkamra-funkcié vizsgalata in vivo

Az allatokat ketamin (50 mg/kg, i.p.) és xylazin (10 mg/kg, i.p.) kombinaciéjaval szedaltuk.
A balkamra-funkciot transztorakalis echokardiografia segitségével vizsgaltuk (Acuson
Ultrasound System, Sequoia 512-es illetve 256-os modell; 15-MHz-es linearis
transzducer, 15L8). Az M-mdédban készitett felvételek alapjan hataroztuk meg a bal kamrai
végszisztolés atmérét (“left ventricular end-systolic dimension”, LVESD), a végdiasztolés
atmérét (“left ventricular end-diastolic dimension”, LVEDD), az interventrikularis szeptum
és a bal kamra hatsé falanak vastagsagat. A bal kamrai frakcionalis révidilést (FS) és
ejekcios frakciét (EF) a kamrai dimenzidk alapjan szamitottuk ki az alabbi formulak
szerint: FS (%) = [(LVEDD-LVESD)/LVEDD]x100; EF (%) = [(LVEDD)3-(LVESD)3
LVEDD?3]x100 (Sarman és mtsai, 2007; Farkasfalvi és mtsai, 2007; Leskinen és mtsai,
2008).

3.2.2. Balkamra-funkcié vizsgalata ex vivo
3.2.2.1. Balkamra-funkcié vizsgalata izolalt patkanysziv-preparatumon

Kisérleteink soran 7-8 hetes him SD és dTG patkanyokat hasznaltunk. Dekapitacié és
mellkasnyitds utan az allatok szivét kimetszettik, az aortat kanudlaltuk, a szivet
felhelyeztik egy perfuziéos rendszerre, majd Langendorff-szerint retrograd perfuziot
inditottunk. A sziveket moddositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferrel perfundaltuk
(pH=7.4, 95% oxigén és 5% szén-dioxid elegyével kiegyensulyozva 37°C-on). Az oldat
Osszetétele a kovetkezd volt (mmol/L-ben kifejezve): NaCl 113.8, NaHCOs3 22.0, KCI 4.7,
KH2PO4 1.2, MgSO4 1.1, CaCl2 2.5, és glukdéz 11.0. A konstans sebességl perfuziot
perisztaltikus pumpa (Minipuls 3, 312-es modell, Gilson, Villiers, Franciaorszag)
biztositotta. Az SD patkanysziveket 5.5 mL/perc sebességgel perfundaltuk, a hipertrofias
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dTG szivek esetén a perfuziés ratat a bal kamra tomegének megfeleléen korrigaltuk. A
perfuziés nyomas esetleges valtozasat nyomasmérd transzducerrel mértik (MP-15-0s
modell, Micron Instruments, Los Angeles, CA, USA), a nyomasmérd kanuljét az
aortakanll oldalagaval kotottik oOssze. Pitvari ingerléssel (Grass stimulator, S88-as
modell, 11 V, 0.5 ms) tartottuk fenn az alland6é (=300 Utés/perc) szivfrekvenciat. Az
ismertetett kisérleti elrendezésben a retrograd perfuzié soran az aortabillentylk zarddnak,
a perfuzatum a koszoruserekbe aramlik. A koronariakeringést ily moédon fenntartva, a
balkamra-funkcié tobb éran keresztll stabil marad, idealis kdrilményeket teremtve a
kontraktilitas vizsgalatara. Tovabba, az izolalt szivpreparatum hasznalata révén
kikiiszObdlhetbek az idegi, humoralis illetve szisztémas hemodinamikai hatasok.

Kisérleteinkben a kamrai kontraktilitas ex vivo megitélésére két moddszert
hasznaltunk. A vizsgalatok zémében a kontraktilis er§ valtozasat a sziv apikobazalis
elmozdulasa révén kovettik. A bal kamra csucsahoz egy az erét és az elmozdulast
detektald transzducert (“force-displacement transducer”, FT03-as modell, Grass
Instruments) kapcsoltunk, mely az auxotdnias kontrakciok koévetésére alkalmas. E
rendszerben a kialakult izomerd (“developed tension”) valtozasat vizsgaltuk. A kisérleteket
2 g kezdeti el6terhelés mellett végeztik. Ezen kisérleti modellben a kontrakciés erét,
szivfrekvenciat és perfuzios nyomast egy Grass poligraf (7DA) segitségével regisztraltuk.

Tovabbi vizsgalataink soran egy folyadékkal toltétt ballont helyeztiink a bal
kamraba, melyet egy nyomasmérd transzducerhez kotottink (Isotec, Hugo Sachs
Elektronik, Németorszag) és ily modon az izovolémias dOsszehluzédasok valtozasat
kovettik. Az alabbi paramétereket mértik illetve szarmaztattuk: bal kamrai végszisztolés
nyomas (LVESP), végdiasztolés nyomas (LVEDP), pulzusnyomas (DP, ahol DP=LVESP-
LVEDP), a bal kamrai nyomasgoérbe idd szerinti elsé derivaltianak a maximalis pozitiv és
negativ értékei (dP/dtmax illetve dP/dtmin), @ bal kamrai nyomasgdrbe exponencialis
csokkenésének id6allandoja (1). Az analog jeleket digitalizaltuk 1 kHz mintavétel
frekvencia mellett. Az adatokat PC kompatibilis szamitégépen taroltuk, a Ponemah
szoftver (Gould Instrument System Inc., Ohio, USA) segitségével rogzitettik és
elemeztik.

A retrograd perfuzi6 megkezdését kdvetéen a szivek stabilizalédtak (40-60
perc), majd egy 5 perces kontroll periddus utdn megkezdtiik a kisérleti anyagokkal torténd
perfuziét. A vizsgalt peptidek (AM, apelin, PrRP, ET-1) a Phoenix Europe GmbH-tdl illetve
a Peninsula Laboratories Europe-tdl szarmaztak, a gatlészereket részben adomanyként
kaptuk (Dr. M. Clozel, Hoffmann-La Roche Ltd. és Actelion Ltd.; Dr. R. Tracey, Pfizer
Global Research and Development; Dr. J. Plnter, Sanofi-Aventis; Dr H. Toguchi, Takeda
Chemical Industries Ltd.; és Dr K. Yokota, Nippon Organon K.K.); részben a Calbiochem-
Novabiochem Co., a Merck Chemicals Ltd., és a Sigma-Aldrich Co. termékei voltak. Az
egyes peptideket dnmagukban illetve kildnbdz8d receptorblokkoldk és jelatvivék
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gatlészerei jelenlétében adagoltuk. A kontroll kisérletekben az alkalmazott hatéanyagok
vivBanyagat infundaltuk. Az agenseket egy infuziés pumpa (Secan PSA 55-6s modell,
Skyelectronics S.A., Grenoble, Franciaorszag) segitségével juttattuk a perfuzatumba az
aortakanll oldalagan keresztil. Az egyes peptidek inotrop hatasanak eltérd idébeli
lefutasat figyelembe véve, az infuzids peridodus 10 és 30 perc k6zott valtozott. A kisérletek
végén a bal kamrat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és a késdbbi biokémiai
vizsgalatok elvégzéséig —70 °C-on taroltuk.

A Frank-Starling-mechanizmust vizsgalando6, a stabilizaciot kovetéen az
intraventrikularis ballon térfogatat 10 pL-es l|épésekben ndéveltik. A hemodinamikai
paramétereket a térfogat minden egyes emelését kdvetben 1 percen belil régzitettik,
amint a sziv elérte az Uj egyensulyi allapotat. Egyes kisérletekben a stabilizacids
periédust kovetéen 10 percig el6kezeltuk a sziveket a megfelel6 agensekkel, majd az
infuzio folytatasa mellett 1épésrdl Iépésre ndveltik a kamrai ballon térfogatat. A maximalis
ballon volumenként (Vmax) azt az értéket definialtuk, amely mellett a csucs pulzusnyomast
észleltlk. Hipertrofizalt és nem hipertrofizalt sziveken a szisztolés és a diasztolés funkciot
azonos végdiasztolés nyomas mellett (LVEDP=3 mmHg) illetve a Vmax 50%-0s értékénél
vetettilk 6ssze (Strémer és mtsai, 1997).

3.2.2.2. Balkamra-funkcié vizsgalata izolalt egérsziv-preparatumon

Kisérleteinkhez 10-13 hetes him NMRI illetve C57 egértdrzseket hasznaltunk. Az
egérszivek izolalasanak menete és a Langendorff-szerinti retrograd perfuzioja a
patkanyoknal ismertetett mdédon zajlott (3.2.2.1. fejezet). Az egérsziveket 2.0 mL/perc
sebességgel perfundaltuk, a szivfrekvenciat pitvari ingerlés révén =400 utés/percen
tartottuk. Az egyes ET-receptorok szerepét tanulmanyozandd, a stabilizaciot (50 perc)
kovetéen 10 percig el6kezeltik a sziveket az egyes receptorblokkolokkal, majd az ET-1
jelenlétében folytattuk a perfuziot tovabbi 20 percig. A Gregg-effektus vizsgalata céljabdl,
a bazalis koronariadramlast 4, 5 illetve 6 mL/percre noveltik. Tovabbi kisérleteinkben 10
perces ET-receptor-antagonista el6kezelést kdvetéen emeltik meg a koronariaaramlast 5
mL/percre és folytattuk a perfuziét a gatloszerek jelenlétében 30 percig. Végezetil e
modellben vizsgaltuk, hogy a koronariaaramlas tartos emelése 2 6ras id6tartamra miként
befolyasolja az ET-1 kamrai expresszidjat. A kisérletek végén a bal kamrat folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk és a késdbbi molekularis bioldgiai vizsgalatok elvégzéséig
=70 °C-on téroltuk.

3.2.3. Kontraktilitas vizsgalata izolalt szivizomsejteken in vitro

Az izolalt szivizomsejteket mddositott Krebs-Henseleit pufferrel aramoltattuk 37°C-on 1
Hz-es stimulacié mellett egy mérékadban, melyet egy invertalé mikroszkép (Nikon TE
200) targyasztalara helyeztiink. Az oldat &sszetétele a kdvetkez6 volt (mmol/L-ben
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kifejezve): NaCl 120.0, NaHCOs3 25.0, KCI 4.7, KH2PO4 1.2, MgS04+7H20 0.94, CaCl: 1,
és glikéz 11.5 (pH 7.4). A szivizomsejtekr6l egy iCCD-kamera (lonoptix Myocam CCD
100M, lonoptix Co., Milton, MA, USA) segitségével 240 Hz-es mintavételi sebesség
mellett készitettiink felvételeket. A kamrai szivizomsejtek mozgasat digitalizaltuk és a
szarkomerhossz (SL, “sarcomere length”) révidllését Fourier analizis segitségével
hataroztuk meg az lonwizard™ szoftver (lonoptix Co.) hasznalataval. A mérés alapja a
szarkomerek mintazatanak valtozasa. A vastag filamentumok optikai denzitasa magas,
ezzel szemben a vékony filamentumok transzparensek. Ily médon a szomszédos Z-
vonalak kdzotti tavolsag csdkkenése a kontrakcid soran detektalhatova valik (Delbridge és
Roos, 1997) (4. abra).
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4. abra: A szarkomerhossz-révidiilés mérése izolalt kamrai szivizomsejten.

Az abra fels6 részén izolalt kamrai szivizomsejtrél készitett felvétel lathato. A sarga téglalappal jelzett
terlileten tortént a szarkomerek mintazatanak Fourier-transzformacidja. Az abra alsé részén lathato
piros csucs a mintavételi terlleten bekdvetkezett atlagos SL-révidilésnek felel meg (lonwizard™
szoftver, lonoptix Co., CA, USA).

3.2.4. Elektrofiziologiai vizsgalatok

3.241. Elektrofiziolégiai vizsgalatok izolalt pitvari preparatumon

Az AM elektrofiziologiai hatasait izolalt pitvari preparatumon vizsgaltuk. A bal pitvarokat
him SD patkanyokbdl nyertik a korabban leirtaknak megfeleléen (Tavi és mtsai, 1996).
Kimetszést kdvetéen a pitvarokat allandé hémérsékletli (37°C) szervfliirdébe helyeztiik és
Krebs-Henseleit bikarbonat pufferrel aramoltattuk egy perisztaltikus pumpa segitségével
(7553-85-0s modell, Cole-Parmer Instrument, USA) 3 mL/perc sebesség mellett. A
membranpotencial méréséhez liveg mikropipettakat hasznaltunk, melyeket K-acetatot (2
mol/L) és KCl-ot (5 mmol/L) tartalmazo oldattal téltéttink fel (pH 7.0). A mikropipettak
elektromos ellenallasa 70-120 MQ volt. A pitvari preparatum spontan aktivitast nem
mutatott, elektromos ingerlést egy Grass stimulatorral (S44-es modell, kiiszobfesziltség
felett 50%-kal, 1 ms) végeztink. Az elektromos jeleket egy intracellularis erdsité (Dagan
8100—1-es modell) segitségével erdsitettik fel, és egy DAT rekorderen (Biologic DTR-1800-
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as modell) taroltuk. Az adatokat DT VEE (Data Translation Inc) és MATLAB (The Math Inc
Natick) szoftverek hasznalataval elemeztik. A mintavételi frekvencia 3 kHz volt.

3.24.2. Patch-clamp mérések

Az apelin hatasat a fesziiltség-aktivalta Ca?*- és K*-aramokra patch-clamp modszerrel
tanulmanyoztuk. Kisérleteinket amfotericin B-perforalt patch-clamp technika teljes-sejtes
(“whole-cell”) konfiguracidjaban végeztik izolalt, felnétt, patkany kamrai szivizomsejteken
(Rae és mtsai, 1991). Vékony, bérszilikat Gveg kapillarisokbdl (Clark Electromedical, UK)
készitettik a mérésekhez hasznalt mikropipettakat, melyek elektromos ellenéllasa 1,8-2,5
MQ volt. A méréseket Axopatch-1D CV4-1/100 (Axon Instruments, USA) patch-clamp
er6sitébél és Digidata 1200 interfészbél (Axon Instruments) allé rendszerrel végeztuk

pClamp™ 7.0 szoftver (Axon Instruments) hasznélataval. A kisérleteket 30°C-on folytattuk.

A kifelé iranyuld K*-aram mérése soran alkalmazott kils6é oldat Osszetétele a
kovetkezé volt (mmol/L-ben): NaCl 140, KCI 4, CaClz2 1, MgCl. 1, glikéz 10, HEPES 10
(pH 7.4). ANa*-, a Ca?*-, és a befelé egyeniranyité K*-aramot 30 ymol/L TTX, 0.3 mmol/L
CdCl2, és 4 mmol/L CsCl segitségével blokkoltuk. A pipetta oldata a kdvetkezbket
tartalmazta (mmol/L-ben): KCI 155 és HEPES 10 (pH 7.2). A Ca?*-aram mérése soran a
sejteket a kdvetkezd oldattal aramoltattuk (mmol/L-ben): NaCl 145, CsCl 4, CaCl2 1.5,
MgCl2 1, glikéz 10, HEPES 10, és 30 pmol/L TTX (pH 7.4). A pipetta oldatanak az
Osszetétele a kovetkez6 volt (mmol/L-ben): CsCl 155 és HEPES 10 (pH 7.2). Az
amfotericin B koncentracidja a pipetta oldataban 200 ug/mL volt.

Kisérleteinkben az L-tipusi Ca?*-aramot 200 ms-ig tarté —40 mV és +40 mV
kozotti feszlltséglépcsbkkel valtottuk ki =60 mV tartopotencialtél 20 mV-os lépésekben. A
kifelé iranyuld K*-aramot 400 ms-ig tarté —40 mV és +80 mV kozotti fesziiltséglépcsékkel
valtottuk ki —60 mV tartépotencialtél 10 mV-os Iépésekben. A kifelé iranyulé K*-aram két
komponensét kulonboztettik meg, a tranziens kifelé iranyuld Kt*-aramot (“transient
outward current”, ko), valamint az inaktivacido jeleit nem mutatd, tartdés K*-aramot
(“sustained K* current”, Iksus). Az ho-t a kifelé iranyuld csucs K*-aram és a 400 ms-os
feszlltséglépcs6é végén jelentkezd kifelé folyd K*-aram kildénbségeként definialtuk. Az
Iksus-t @ 400 ms-os fesziltséglépcsé végén mérhetd aramként hataroztuk meg. Tovabbi
technikai részletek az eredeti kozleményben lelheték fel (Szokodi és mtsai, 2002).

3.24.3. Multielektréd-array

Az apelin elektrofiziologiai hatasait multielektrod-array (MEA) (Multi Channel Systems,
Reutlingen, Németorszag) segitségével vizsgaltuk (Meiry és mtsai, 2001). Ujszilsétt SD
patkanyokbdl nyert szivizomsejteket MEA lemezre helyeztiik és 37°C-on tenyésztettiik, az
egybefiigg6, egyrétegl allapot eléréséig. A spontan elektromos aktivitast, a vezetési
sebességet és a mezbpotencial jellemzéit régzitettik. Minden elektrodnal a lokalis
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aktivacios idét a Matlab™ interfész (7.0.1 verzid, Mathworks Inc, Németorszag) és a
MEA-Tools szoftver (2.8 verzio, U. Egert, University of Freiburg, Németorszag)
segitségével hataroztuk meg. Az akcidés potencial elsé derivaltja, a mezdpotencial,
id6tartamat és alakjat a Clampfit™ szoftverrel (Axon Instruments) elemeztik.

3.2.5. Fluoreszcens vizsgalati médszerek
3.2.5.1. Intracellularis Ca2*-koncentraciéo mérése

Az apelin hatasat az intracellularis Ca2*-koncentraciora két kiilonb6zé fluoreszcens
indikator segitségével vizsgaltuk (indo-1-AM, fluo-4-AM; Invitrogen, UK) konfokalis
invertald mikroszkoppal. A mérések soran a fluoreszcencias hattérintenzitast levontuk a
kapott jelbdl. Az indo-1 AM esetén a kibocsatott fluoreszcencia alapjan az F405/485
hanyados segitségével kalkulaltuk az [Ca?*]--ot. A fluo-4-AM esetén az [Ca?*]-ot a korabban
kozolteknek megfeleléen szamitottuk (Huser és mtsai, 1998). A csucs amplitudot, a csucsig
eltelt id6t (“time-to-peak”, Tpeak), Valamint az 50%-os illetve 90%-0s csdkkenés idejét (Tso,
Teo) hataroztuk meg az lonwizard™ szoftver (lonoptix Co.) segitségével.

3.25.2. Intracellularis pH és NHE aktivitas mérése

Az apelin hatasat az intracellularis pH-ra karboxi-SNARF-1 AM (Invitrogen, UK)
fluoreszcens indikator segitségével vizsgaltuk konfokalis invertaldé mikroszkoppal. A
szivizomsejteket normal Tyrode-oldattal aramoltattuk 37°C-on, az oldat Osszetétele a
kdvetkezé volt (mmol/L-ben kifejezve): NaCl 140.0, KCI 6.0, MgCl2 1.0, CaCl2 1.0, glukoéz
10.0, és HEPES 10.0 (pH 7.4). A sejteket 10 pmol/L karboxi-SNARF-1 AM jelenlétében
inkubaltuk, és az 580 nm-es és a 640 nm-es hullamhosszon emittalt fluoreszcenciat
mértik. Az intracellularis pH-t az F580/640 hanyados alapjan hataroztuk meg, ismert pH-
ju oldatokkal készitett kalibraciés egyenes segitségével. A NHE aktivitasat NH4Cl
‘prepulse” modszerrel vizsgaltuk (Boyarsky és mtsai, 1988). Rdviden, a kamrai
szivizomsejteket normal Tyrode-oldattal aramoltattuk, majd 5 percig 15 mmol/L NH4Cl-nak
tettik ki 6ket, majd visszavaltottunk a normal Tyrode-oldatra 10 percre. Ezt kdvetben a
savterhelést és a kimosast megismételtik az el6z6eknek megfeleléen illetve apelin
jelenlétében. A sejtek saveltavolitasi sebességét a kimosasi fazis alatti SNARF-1
F580/640 fluoreszcencia hanyados csokkenésének id6allanddjaval (Trssosa0) jellemeztuk
(pClamp™ 9.0 szoftver, Axon Instruments), mely a NHE aktivitas indexe.

3.2.5.3. Intracellularis ROS termel6dés mérése

Az ET-1 hatasat a ROS termel&désre izolalt patkanysziv-preparatumon vizsgaltuk. A ROS
termel6dés mértékét az etidium fluoreszcencia mérésével itéltuk meg konfokalis

mikroszképia segitségével, a korabban leirtaknak megfeleléen (Sovershaev és mtsai,
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2006). Kisérleteink soran a vizsgalt agenseket dihidroetidium (10 pmol/L) jelenlétében
adagoltuk 10 percig, melyet egy 5 perces kimosasi fazis kdvetett. A sejtekbe bejutott
dihidroetidiumot az intracellularisan termel6dé ROS etidiumma oxidalja, mely a DNS-hez
kapcsolodik. A dihidroetidium etidiumma toérténd oxidacidéja és a fluoreszcencia
kovetkezményes fokozodasa egyenes aranyban all a ROS, elsésorban a Oz, mennyiségével
(Kevin és mtsai, 2003). A kisérletek veégeztével a bal kamrat Tissue-Tec O.C.T. anyagba
(Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, Hollandia) agyaztuk, majd lefagyasztottuk (-70°C). A
mikroszképidhoz 20 pm-es kriometszeteket készitettink. Az etidium fluoreszcenciat
Olympus Fluoview 1000 konfokalis invertald mikroszképpal vizsgaltuk. Az etidiumot 488
nm-en ingereltik, a festék altal kibocsatott fényt az 560-660 nm kdzétti tartomanyban
mértik. Minden egyes hisztoldgiai mintabdl egy 635x635 pm-es (1024x1024 pixel)
terlletet valasztottunk ki véletlenszerlen. A felvételeket Fluoview 1.04a szoftverrel
(Olympus Optical Co., Japan) elemeztik. Felvételenként 5-10 véletlenszer(ien kivalasztott
sejtmag fluoreszcens intenzitasat mértik le a hattér levonasa mellett.

3.2.6. Western-blot analizis

Bal kamrai szévetmintakat proteazgatiokat tartalmazé lizispufferben homogenizaltuk, majd
a vizsgalandé célfehériéknek megfeleléen a teljes fehérjefrakcidt illetve a citoszdl- és a
membranfrakciét elvalasztottuk. A fehérjemintakat (30 pg) natrium-dodecilszulfat-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) megfuttattuk, majd nitrocellul6z membranra
vittik at. A nem-specifikus koétédés gatlasat koévetben a membranokat a megfeleld
elsédleges ellenanyagok jelenlétében inkubaltuk egy éjszakan at. A primer antitestek
kotédését peroxidazzal kapcsolt masodlagos antitestekkel mutattuk ki. A fehérjeszinteket
erésitett kemilumineszcens modszerrel detektaltuk. A felhasznalt elsédleges antitestek a
kovetkez8k voltak: anti-foszfo-ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-p38-MAPK, és anti-foszfo-p90
riboszomalis S6-kinaz (Cell Signaling Technology Inc., Hitchin, Hertfordshire, UK), anti-
foszfo-p38-MAPK (Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA), anti-epidermalis
ndvekedési faktor-receptor, anti-foszfo-(Ser16)-PLN (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA, USA), és anti-foszfo-tirozin (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), valamint
izoforma specifikus PKC ellenanyagok (anti-PKCa, 6 és €) (Sigma, Saint Louis, Mo, USA).

3.2.7. p38-MAPK assay

Bal kamrai szdvetmintakat proteazgatidkat tartalmazo lizispufferben homogenizaltuk. A
p38-MAPK aktivitdsdnak meghatarozasahoz szubsztratként az ATF-2 fehérje szolgalt. A
fehérjemintdkat (250 pg) immobilizalt foszfo-p38-MAPK elleni antitesttel inkubaltuk 4
oraig. A nyert pelletet Ujra szuszpenzioba vittik, majd 200 pmol/L ATP-t és 2 ug ATF-2
fuziés fehérjét (Cell Signaling Technology Inc., Hitchin, Hertfordshire, UK) adtunk az
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elegyhez. A reakciét 30°C-on 30 percig folytattuk. A mintdkat ezutan forraltuk,
centrifugaltuk, majd immonblot technikaval meghataroztuk a foszfo-ATF-2 szintjét.

3.2.8. RNS meghatarozasi médszerek
3.2.8.1. Northern-blot analizis

A bal kamrai mintakbdl a guanidintiocianat-CsCl mddszer segitségével nyertink teljes
RNS-t. 20 pg RNS-mintat nylon membranra (Hybond-N, Amersham, Arlington Heights, IL,
USA) vittink fel Northern-blot analizis céljabdl. A mérésekhez teljes hosszusagu patkany
pitvari natriuretikus peptid (ANP) cDNS probat (Dr P. L. Davies adomanya, Queen’s
University, Kingston, Kanada), 390 bazispar hosszusagu patkany B-tipusu natriuretikus
peptid (BNP) cDNS probat (Dr. K. Nakao adomanya, Kyoto University School of Medicine,
Kyoto, Japan), polimeraz lancreakcié (PCR) réven felerfsitett patkdny AM cDNS prébat
(287-736 kozotti nukleotidok), teljes hosszusagu patkany gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH) cDNS probat, és patkany 18S riboszomalis RNS-hez készitett
cDNS probat hasznaltunk. A cDNS probakat megjeldltik, a membranokat hibridizaltuk,
mostuk, majd kvantifikaltuk a korabban leirtaknak megfelel6en (Laké-Futdo és mtsai,
2003).

3.2.8.2. Kvantitativ RT-PCR analizis

A bal kamrai mintakbol izolalt 0.5 pyg RNS-bdl szintetizaltunk cDNS-t (First-Strand cDNA
Synthesis Kit, Amersham). Patkany angiotenzinkonvertaz, ATs-receptor, c-fos, ET-1, ETa-
receptor és 18S RNS szintjét kvantitativ valdsideji RT-PCR (TagMan) segitségével
mértik meg (ABI Prism 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) a korabban leirtaknak megfelel6en (Lako-Futdé és mitsai, 2003). A
felhasznalt primerek és probak szekvencigjat az eredeti kdzlemények tartalmazzak.

3.2.9. Radioimmunoassay

Az immunoreaktiv AM (ir-AM) és az immunoreaktiv ET-1 (ir-ET-1) szintjét a bal kamrai
szdvetkivonatokban specifikus radioimmunoassay-k (RIA) segitségével hataroztuk meg
(Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Németorszag). Az AM és az ET-1 esetében a RIA
érzékenysege 1 fmol/csé illetve 0.3 fmol/csé volt. Az intra- és interassay eltérés <10%
illetve <15% volt. Tovabba, az Amersham altal forgalmazott RIA kitet hasznalva hataroztuk
meg a bal kamrai szévetmintakban a cAMP-szintet.

3.2.10. Immuncitokémiai és immunhisztokémiai vizsgalatok

Immuncitokémiai és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztink az APJ-receptor

lokalizacidjanak megallapitasara. Izolalt patkany kamrai szivizomsejteket lamininnal fedett
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sejttenyészté lemezekre Ulepitettik sejtkultira médiumban. Patkanyszivekbél 10 ym-es
metszeteket készitettink kriosztattal, melyeket polilizinnel fedett targylemezekre
helyeztiink. Az izolalt szivizomsejteket és a kriometszeteket acetonnal fixaltuk —20°C-on,
foszfat pufferrel (PBS) mostuk, majd 2 6ran at az els6dleges antitestekkel inkubaltuk
szobahdmérsékleten. Az APJ-receptor két kilénbdzd régidja ellen termeltetett ellen-
anyagot hasznaltunk, az egyik a receptor C-terminalis régidjat (nyul anti-APJ-receptor
IgG, Phoenix Pharmaceuticals Inc., CA, USA, 1:100 higitas), mig a masik a citoplazmas
hurok régiot (nyul anti-APJ-receptor affinitas kromatografia segitségével tisztitott 1gG,
Neuromics, MS, USA, 1:1000 higitas) ismeri fel. A metszeteket PBS-sel mostuk, majd
AlexaFlor596-konjugalt nyul elleni IgG-vel (Invitrogen, UK) inkubaltuk 1 6ran at, ismét
PBS-sel mostuk, majd a sejtmagokat DAPI-val jeldltik (Invitrogen, UK). Végezetil Leica
TCS SP konfokalis mikroszkdppal (Leica Microsystems, UK) készitettik felvételeket.

A direkt miokardialis géntranszfer (3.1.2. fejezet) hatékonysaganak és szoveti
kiterjedésének megitélésére X-gal festést végeztink. A bal kamrai szeleteket 4%-os
paraformaldehidet tartalmaz6é PBS-oldattal fixaltuk szobah&meérsékleten 10 percig, majd
X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozid) festék (1 mg/mL) jelenlétében
inkubaltuk 37°C-on 3 o¢ra idétartamig. A mintakat Tissue-Tec O.C.T. anyagba (Sakura
Finetek Europe) agyaztuk, majd lefagyasztottuk (-70°C). A metszeteket hematoxilin-
eozinnal ellenfestettlik, majd fénymikroszkoppal vizsgaltuk. Az X-gal a laktéz egyik analdgja,
amit a LacZ képes bontani. Az enzim hianyaban szintelen, jelenlétében azonban egy kék
bomlastermék keletkezik.

3.2.11. Statisztikai elemzés

A kisérleti eredményeket atlagtmintakézép hibaja (“standard error of mean”, S.E.M.)
formaban mutatjuk be. Az adatokat az adott kisérleti elrendezésnek legmegfelelébb
statisztikai probakkal (Student-féle t-proba, 1-utas ANOVA-t kdvetd post hoc teszt, 2-utas
ismétl6dé ANOVA-t kdveté post hoc teszt) elemeztik SPSS program segitségével. Az
atlagok kozotti kilonbségeket akkor tekintettik szignifikansnak, ha a statisztikai proba
soran kapott P érték kisebb volt 0.05-nél.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. Az adrenomedullin szerepe szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

41.1. Az AM pozitiv inotrop hatasa ex vivo

Kordbbi eredményeink szerint az AM 0.03-1 nmol/L koncentracié tartomanyban
dozisfliggd pozitiv inotrop hatast hozott Iétre spontan ver6 izolalt patkanysziven (Szokodi
és mtsai, 1996). Jelen vizsgalatainkat pitvari elektromos ingerlés mellett végeztik, hogy
kivédjink barminem(i, masodlagos frekvenciafiggd valtozast a kontraktilitasban. A
szivpreparatum kell6en stabil volt, a kontroll kisérletek soran az oldészer 30 perces
infuzidja nem befolyasolta a kontrakcios erét (5. abra). Az AM (0.03 és 1 nmol/L)
dozisfliggé modon fokozta a kamrai kontraktilitast (5. abra). Osszehasonlitottuk az AM és
az ET-1 hatasat, melyet a legpotensebb pozitiv inotrop anyagnak tartottak (Kelly és mtsai,
1990). Az AM és az ET-1 1 nmol/L-es koncentracid mellett jelentkezd csucshatasa
megegyezett. Tovabba, az AM 0.03 nmol/L mellett azonos hatast hozott |étre, mint az
ET-1 0.08 nmol/L-es koncentracional (5. abra).
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5. abra: Az AM hatasa a szivizom-kontraktilitasra izolalt patkanysziven.

Az AM és az ET-1 dézisfliiggé modon fokozta a kontrakcios er6t. Az dbra a kontrakcios erd valtozasat
az alapértékekhez viszonyitva mutatja be (atlagtS.E.M., n=6-9 sziv csoportonként). Az adatokat
kétutas ismeételt ANOVA-t kdvetd Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 AM (0.03 nmol/L)
vs. kontroll; $P<0.001 ET-1 (0.08 nmol/L) vs. kontroll; $P<0.001 vs. kontroll és P<0.01 vs ET-1 (0.08
nmol/L); §P<0.001 vs. kontroll és P<0.001 vs. AM (0.03 nmol/L). (Kinnunen és mtsai, 2000 alapjan)

Az AM pozitiv inotrop hatasa 64%-a volt az izoproterenollal (10 umol/L) kivaltott maximalis
B-AR valasznak, ugyanakkor annal 10000-szer alacsonyabb koncentracio mellett jott létre
(22B. abra). Az AM hatasa extrém lassan fejl6dott ki, a maximalis effektus 25.4+1.3 perc
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utan jelentkezett, mig az ET-1 inotrop effektusa atlagosan 15.7+2.7 percnél érte el a
maximumat (P<0.01, AM vs. ET-1; 5. abra). A hatasok kialakuldsanak dinamikaja széges
ellentétben allt a kontrakcidos eré B-AR stimulacidokor bekdvetkezd rendkivil gyors,
masodperceken bellli fokozodasaval (22B. dbra).

A B
—e— AM 0.1 nmol/L —eo— AM
80, —O0— AM1 nmollL 80, —o0— AM + CGRP[8-37]

- —a— PAMP 10 nmol/L o —a— CGRPJ[8-37]
S —0— PAMP 100 nmollL S —o— Kontroll
‘8 60- —A— Kontroll \8 60-
e} tt ©
£ £ '
> 40/ > 401
2 . 2
:9 =9
201 O 20
\2 \2
i i
] )
® O ® O

10 0 10 20 30 40 0 10 20 30

'1d6 (perc) Id6 (perc)

6. abra: Az AM inotrop hatasanak specificitasa izolalt patkanysziven.

(A) Az AM dozisfliggé médon fokozta a kontrakcios erét, mig a PAMP nem volt hatassal az inotropiara.
(B) A CGRP-receptor-antagonista CGRP[8-37] (100 nmol/L) nem befolyasolta az AM (1 nmol/L) pozitiv
inotrop hatasat. Az abra a kontrakcids erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja be (atlag
1+S.E.M., n=4-7 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas ismételt ANOVA-t koveté Bonferroni post hoc
teszttel vizsgaltuk. *P<0.01, +P<0.001 vs. kontroll; $P<0.05 vs. AM (0.1 nmol/L). (Szokodi és mtsai,
1998 alapjan)

A tovabbiakban az AM hatasanak specificitasat vizsgaltuk. Kisérleteink idején
még nem volt ismert, hogy az AM milyen receptoron keresztul fejti ki a hatasat, ennek
megfeleléen specifikus AM-receptor antagonista sem allt rendelkezésre. Az AM
homoldgiat mutat a CGRP-vel (Kitamura és mtsai, 1993a; Szokodi és Ruskoaho, 2008).
Tovabba, CGRP[8-37]-tel, egy CGRP-receptor-antagonistaval, az AM egyes bioldgiai
hatasai kivédhetéek (Eguchi és mtsai, 1994; Entzeroth és mtsai, 1995; lkeda és mtsai,
1996). Eredményeink szerint a CGRP[8-37] 100 nmol/L koncentraci6 mellett nem
befolyasolta az AM pozitiv inotrop hatasat (P=NS; 6B. abra). Megjegyzend®, hogy mas
szerz6k adataival 6sszhangban (Holman és mtsai, 1986; Ishikawa és mtsai, 1988), a
CGRP (1-10 nmol/L) 6nmagaban nem volt hatassal a kamrai kontraktilitasra (P=NS). A
kovetkez6kben a proadrenomedullin N-terminalis 20 peptid, a PAMP hatasat vizsgaltuk.
Immunoreaktiv PAMP (Kitamura és mtsai, 1994) és specifikus PAMP koét6helyek (lwasaki
és mtsai, 1996) létét igazoltak patkanyszivben, felvetve a lehetéségét, hogy a PAMP
hatassal lehet a szivizom kontraktilis erejére. Kisérleteinkben a PAMP (10 és 100 nmol/L)
nem befolyasolta szignifikdnsan a kontraktilitast (P=NS; 6A. abra).
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4.1.2. AM overexpresszié hatasa a balkamra-funkciora

Az AM hatasa a kontraktilitasra ellentmondasos. A korabbiakban ismertetett, izolalt
patkanysziven nyert adatainkkal szemben, patkany eredeti izolalt szivizomsejteken a
peptid bifazisos hatast mutatott (Mittra és mtsai, 2004; Mittra és Bourreau, 2006), mig nyul
(Ikenouchi és mtsai, 1997) és human eredetl izolalt kamrai szivizomsejteken (Mukherjee
és mtsai, 2002) az AM csokkentette a kontrakcidés er6t. Végezetul, masok nem
tapasztaltak valtozast a kontraktilitasban AM hatasara patkany papillaris izmon (Stangl és
mtsai, 2000), illetve human kamrai trabekulakon folytatott kisérletekben (Saetrum
Opgaard és mtsai, 2000). A valtozatos eredmények értelmezhetéségét neheziti, hogy
azokat kilonféle fajokon, eltér6 modelleken, valtozo kisérleti kdrilmények kézott nyerték.
A tovabbiakban uj megkézelitést alkalmaztunk, megvizsgaltuk, hogy az AM bal kamrai
expresszidjanak mesterséges névelése miként hat a miokardium kontraktilis allapotara in

vivo és ex vivo kérilmeények kozott.

41.2.1. Adenovirus-medialta AM géntranszfer

Az AM-t kodold gént egy adenovirus vektorhoz kototten (AdSRSVrAM) injektaltuk
egészséges SD patkanyok szabad bal kamrai falaba. Negativ kontrollként a LacZ gént
hordoz6 Ad5RSVLacZ konstruktum szolgalt. A bal kamrai mintak Northern-blot analizise
szerint, a legmagasabb ddzis mellett (AdSRSVrAM: 5x108 infekcios egység 100 uL-ben)
az AM génexpresszidja 3 napnal 20.9-szeres (P<0.001), egy hétnél 17.2-szeres
(P<0.001) novekedést mutatott a kontrollhoz viszonyitva, majd két hét utan visszatért a
bazalis szintre (7A. abra). Western-blot analizissel igazoltuk, hogy az AM fehérje
expresszioja is fokozddott (7B. abra). A jobb kamraban, a bal illetve jobb pitvarban az AM
génexpresszidja nem valtozott (kbzlésre nem kerllt adatok). Az adenovirus géntranszfer
hatékonysagat és lokalizacidjat X-gal festéssel demonstraltuk a kontroll, LacZ-vel injektalt
sziveken (7C-D. abra).

4.1.2.2. AM overexpresszié hatasa a pumpafunkciéra in vivo

A fokozott AM expresszié hatasat a bal kamrai szisztolés funkciéra echokardiografiaval
vizsgaltuk in vivo kérilmények kdzott. Az AM géntranszfert kdveté 3. napon a frakcionalis
rovidulés 14%-kal (P<0.05), az ejekcios frakcid 8%-kal (P<0.05) nétt a LacZ kontrollhoz
viszonyitva (8. abra). A bal kamra falvastagsaga illetve atméréje nem valtozott (kézlésre
nem kerilt adatok).
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7. abra: Fokozott bal kamrai AM expresszié direkt géntranszfer segitségével.

(A) Northern-blot technikaval vizsgaltuk a bal kamrai AM génexpressziét adenovirus altal kozvetitett
LacZ (Ad5RSVLacZ) (nyitott oszlopok) vagy AM (Ad5RSVrAM) (tdmdr oszlopok) intramiokardialis
géntranszferét kovetéen. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tuntettik fel (n=5-11 allat
csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kdvetd LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. ***P<0.001 vs.
Ad5RSVLacZ. (B) A bal kamrai mintakban az AM fehérje szintjét Western-blot technikaval mértik. (C)
X-gal festés mutatja a géntranszfer kiterjedését LacZ injekcidt kdvetéen. (D) A hisztologiai metszet a
géntranszfer hatékonysagat demonstralja LacZ injekciot kovetéen (hematoxilin-eozin és X-gal festés).
(Leskinen és mtsai, 2008 alapjan)
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8. abra: Fokozott bal kamrai AM expresszié hatasa a pumpafunkcioéra.

Echokardiografiaval vizsgaltuk a balkamra-funkciét adenovirus altal kozvetitett LacZ (Ad5RSVLacZ)
(nyitott oszlopok) vagy AM (Ad5RSVrAM) (témér oszlopok) intramiokardialis géntranszferét kbvetéen.
(A) Frakcionalis rovidulés valtozasa. (B) Ejekcios frakcid valtozasa. Az eredményeket atlag+S.E.M.
formaban tlntettiik fel (n=5-11 allat csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kéveté LSD post
hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.01 vs. alapérték; #P<0.05 vs. Ad5RSVLacZ. (Leskinen és
mtsai, 2008 alapjan)
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4.1.2.3. AM overexpresszié hatasa a bal kamrai kontraktilitasra ex vivo

Az esetleges szisztémas hemodinamikai illetve neurohumoralis hatasokat kivédendé,
izolalt patkanysziv-preparatumon vizsgaltuk az AM géntranszfer hatasat a Frank-Starling-
valaszra. Amikor a bal kamrai végdiasztolés nyomast 10, 15 illetve 20 Hgmm-re emeltik,
a dP/dtmax kontraktilitasi index 22%-kal (P<0.05), 19%-kal (P<0.05) és 16%-kal (P<0.05)
volt magasabb az AA5SRSVrAM csoportban az Ad5SRSVLacZ csoporthoz képest (9A. abra).
A pulzusnyomas értékei hasonlé mdédon valtoztak (9B. abra). Ezzel szemben, a diasztolés
funkciét jellemzé paraméterek (dP/dtmin, T) Nnem mutattak kilénbséget a két csoport kdzott
(9C-D. abra). Osszességében, az AM géntranszfer szignifikansan fokozta a szisztolés
funkcidt, mig a diasztolés funkciét nem befolyasolta egészséges patkanysziven.
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9. abra: Fokozott bal kamrai AM expresszié hatasa a szisztolés és a diasztolés funkciora izolalt
patkanysziv-preparatumon.

A kamrafunkciot 3 nappal az adenovirus altal kozvetitett LacZ (Ad5RSVLacZ) (nyitott szimbolum) vagy
AM (Ad5RSVrAM) (témor szimbdlum) intramiokardialis géntranszferét kdvetéen vizsgaltuk. Az abra a
végdiasztolés nyomas (LVEDP) emelése mellett tapasztalt valtozasokat demonstralja: (A) dP/dtmax; (B)
pulzusnyomas (DP); (C) dP/dtmin; (D) @ nyomasgdrbe exponencialis csokkenésének idéallanddja (1). Az
eredményeket atlagtS.E.M. formaban tiintettik fel (n=5-6 allat csoportonként). Az adatokat egyutas
ANOVA-t kdveté LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.01 vs. Ad5RSVLacZ. (Leskinen és
mtsai, 2008 alapjan)
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4.1.3. Az AM pozitiv inotrop hatasat kozvetito jelatviteli folyamatok

4.1.3.1. A cAMP-PKA jelatviteli ut szerepe

A tovabbi kisérleteinkben az AM pozitiv inotrop hatasat kdzvetitd intracellularis jelatviteli
rendszerek szerepét vizsgaltuk. Az AM szamos sejttipus mellett (Eguchi és mtsai, 1994;
Ishizaka és mtsai, 1994; Shimekake és mtsai, 1995) szivizomsejtekben (lkeda és mtsai,
1996; Sato és mitsai, 1997) is képes fokozni az intracellularis cAMP szintet. E
megfigyelések felvetették, hogy az AM pozitiv inotrop hatasanak a kozvetitésében
szerepet jatszhat az adenilatciklaz-cAMP-PKA jelatvivé rendszer aktivacioja, mely a
kamrai kontraktilitds egyik legmeghatarozobb regulatora (Bers, 2002a). Kisérleteink soran
azonban a specifikus PKA-gatlo H-89 (100 nmol/L) (Chijiva és mtsai, 1990) nem
befolyasolta az AM (1 nmol/L) pozitiv inotrop effektusat (P=NS; 10A. abra). A gatlészer
6nmagaban sem volt hatassal a bazalis kontraktilitasra (P=NS; 10A. abra).
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10. abra: A cAMP-PKA jelpalya nem jatszik szerepet az AM inotrop hatasanak kézvetitésében.
(A) A PKA gatlé H-89 (100 nmol/L) nem befolyasolta az AM (1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat. Az abra
a kontrakcids er6 valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja be (atlagtS.E.M., n=6-10 sziv
csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk.
*P<0.001 vs. kontroll. (B) A pozitiv kontrollként hasznalt B-AR-agonista izoproterenol (1ZO, 1 ymol/L)
markans hatasaval szemben, az AM (1 nmol/L) nem névelte a bal kamrai cCAMP szintet (atlag+S.E.M.,
n=4-8 sziv csoportonként). A bazalis cAMP szint 362+4 pmol/g szovet volt (n=14). Az adatokat
Student-féle kétmintas t-probaval vizsgaltuk. *P<0.05, 1P<0.01 vs. kontroll. (Szokodi és mtsai, 1998
alapjan)

A tovabbiakban arra kerestlink valaszt, hogy az AM fokozza-e a perfundalt
patkanyszivek bal kamrai cCAMP szintjét. Korabbi észlelésekkel 6sszhangban (Ishikawa és
mtsai, 1988), a pozitiv kontrollként hasznalt, nem szelektiv B-AR-agonista izoproterenol
(1 ymol/L) 62+13%-kal (n=6, P<0.05) illetve 79+16%-kal (n=4; P<0.01) ndvelte a cCAMP
szintet 2 és 5 perces stimulaciot kovetéen. Ezzel szemben, az AM egyik vizsgalt
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idépontban sem emelte a széveti cAMP szintet szignifikdnsan (P=NS; 10B. abra). Ezen
adatok tanusaga szerint a cAMP-PKA jelatviteli ut nem hozhatd 6sszefiiggésbe az AM
inotrop hatasaval.

41.3.2. Az AM és az intracellularis Ca?* homeosztazis

Kovetkezb lépésként megvizsgaltuk, hogy az AM miként befolyasolja az intracellularis
Ca?*-homeosztazist. A depolarizacié soran a plazmamembran fesziltségfiiggé Ca?*-
csatornain keresztiil a szivizomsejtekbe aramlé Ca?* aktivalja a rianodin-szenzitiv Ca?*-
csatornakat és a szarkoplazmatikus retikulumbdl jelentés mennyiségili Ca?* szabadul fel.
A citoplazmaban kialakulé nagymérték(i Ca2*-szint emelkedés elésegiti a Ca?* kétédését
a cTnC-hez, mely meginditja a kontrakcié folyamatat (Fabiato, 1983; Bers, 2002a). Az L-
tipust Ca?*-csatornak szerepét tisztazandoé, diltiazemmel végeztiink kisérleteket. Az L-
tipusi Ca?*-csatorna-gatld 1 pmol/L doézis mellett nem befolyasolta a kontraktilitast
(P=NS; 11A. abra). A diltiazem 40%-kal csdkkentette az AM inotrop hatasat a 30 perces
infuzids periddus végén (P<0.01; 11A. abra).
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11. abra: Az L-tipusu Ca?*-csatornak szerepe az AM pozitiv inotrop hatasanak kézvetitésében.
(A) Az L-tipusti Ca?*-csatorna-gatlé diltiazem (DILT, 1 umol/L) gyengitette az AM (1 nmol/L) pozitiv
inotrop hatasat. Az abra a kontrakcios erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlag
+S.E.M., n=6-10 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post
hoc teszttel vizsgaltuk. 1P<0.001 vs. kontroll; *P<0.05 vs. AM. (B) Az AM (1 nmol/L) hatasa az akcios
potencialra patkany pitvari preparatumon. Minden vizsgalt sejt esetén 10 akcids potencialt atlagoltunk
a kontroll (n=17) illetve az AM csoportban (n=6). (Szokodi és mtsai, 1998 alapjan)

Amennyiben az AM befolyasolja az L-tipusi Ca?*-csatorndak mikodését,
feltételezhetd az akcidés potencidl modosulasa is. A kérdés elddntésére intracellularis
akciés potencial méréseket végeztink patkany izolalt bal pitvari preparatumon (Tavi és
mtsai, 1996). Az elektrofizioldgiai vizsgalatok szempontjabol elénydsnek tekinthetd, hogy
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az izolalt pitvar nem mutat spontan aktivitast, tovabba a pitvari akcioés potencial jelentésen
révidebb, mint a kamrai, igy a feltételezett valtozasok kdnnyebben detektalhatéak.
Megfelel6nek itéltik a mérést, amennyiben a nyugalmi potencial legalabb -70 mV volt,
valamint az akciés potencial tullévése elérte a 10 mV-ot. Az akcidés potencial alakja
megvaltozott AM (1 nmol/L) jelenlétében. Az akcids potencial idétartama szignifikansan
nétt 15, 30, 60 és 90%-os repolarizacidés szintek mellett (1. tablazat). A 11B. abra
tanusaga szerint, az akcioés potencial idétartama a legnagyobb mértékben 10 és -50 mV
membranfesziltség kézott nétt. A nyugalmi potencidl, a tullévés és az akciés potencial
emelkedésének maximalis sebessége nem valtozott szignifikansan (1. tablazat). Az AM
akcios potencidlt nyujté hatasa 6sszhangban van az L-tipusu Ca2*-aram platéfazis alatti
fokozodasaval (Varré és Papp, 1992).

1. tablazat: Az AM hatasa az akcids potencial paramétereire izolalt bal pitvaron

Paraméterek Kontroll Adrenomedullin
(1 nmol/L)
Nyugalmi potencial, mV -75.61£0.18 -75.01£0.5
Akcibs potencial amplitudéja, mV 87.9+0.37 89.510.7
Tulldvés, mV 14.0+0.6 14.5+4.5
Emelkedés maximalis sebessége, V/s 121.1£4.0 121.0£21
Akcids potencial idétartama a 7.310.2 9.9+0.2¢

repolarizacio 15%-os szintjén, ms

Akcids potencial idétartama a 11.4+0.3 15.51£0.3¢
repolarizacio 30%-os szintjén, ms

Akcids potencial idétartama a 22.7+0.65 32.8+0.5%
repolarizacié 60%-os szintjén, ms

Akcids potencial idétartama a 59.5+1.7 67.4+£0.8*
repolarizacio 90%-os szintjén, ms

Vizsgalt sejtek szama 17 6

Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlntettik fel. Az adatokat Student-féle kétmintas t-probaval
vizsgaltuk. *P<0.05, 1P<0.01 £P<0.001 vs. kontroll. (Szokodi és mtsai, 1998 alapjan)

A szarkoplazmatikus retikulum funkciéjat els6ként rianodin segitségével
vizsgaltuk, mely a hasznalt 3 nmol/L dézis mellett noveli a rianodin-szenzitiv Ca?*-
csatornak nyitasi valdszinliségét és Ca?*-szivargast kivaltva csokkenti a SR Ca?*-
tartalmat (Meissner, 1986; Rousseau és mtsai, 1987).
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12. abra: A szarkoplazmatikus retikulum Ca?* homeosztazisat befolyasol6 szerek hatasa az AM

pozitiv inotrop effektusara.

(A) A szarkoplazmatikus retikulum rianodin-szenzitiv Ca?*-csatornait aktivalé rianodin (RYA, 3 nmol/L)
szignifikansan csokentette az AM (1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat. (B) A SERCA mikddését gatlé
thapsigargin (THAP, 30 nmol/L) eltér6en befolyasolta az AM hatasanak korai és kés6i fazisat. (C)
Thapsigargin elékezelés (THAP PT, részleteket lasd a szvegben) gyengitette az AM hatasat. Az abra
a kontrakcios erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatjia (atlagtS.E.M., n=6-10 sziv
csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk.
*P<0.05, §P<0.001 vs. AM; tP<0.01, £P<0.001 vs. kontroll. (Szokodi és mtsai, 1998 alapjan)

A rianodin enyhén csoOkkentette a bazalis kontraktilitdst az infuzios periédus végeén
(P<0.01; 12A. abra). Ugyanakkor, az AM (1 nmol/L) hatdsanak mind a kezdeti, mind a
plato fazisat markansan gyengitette a rianodin (P<0.001; 12A. abra). A citoplazmabdl az
aktivator Ca?* a SERCA segitségével jut vissza az intracellularis Ca2*-raktarba. A SR
Ca?*-tartalma hatarozza meg a soron kovetkezé depolarizacié soran a Ca?*-indukalta
Ca?*-felszabadulas mértékét (Bers, 2002a; MacLennan és Kranias, 2003). A tovabbiakban
thapsigarginnal végeztink kisérleteket, mely specifikusan gatolja a SERCA mikddését
(Thastrup és mtsai, 1990; Lytton és mtsai, 1991). A thapsigargin (30 nmol/L) kezelés
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masodik felében folyamatosan hanyatlott a kontraktilitas (P<0.001; 12B. &bra).
Thapsigargin adminisztracio mellett az AM (1 nmol/L) inotrop hatdsanak kezdeti fazisa
szignifikdnsan nétt, majd a tovabbiakban csdkkenést mutatott (12B. abra). Megjegyzendd,
hogy a csokkend tendencia dacara, markans kulonbség maradt fenn a két csoport k6zott
mindvégig (P<0.001, AM plusz thapsigargin vs. thapsigargin; 12B. abra). A kdvetkez6kben
modositottuk a protokollt. A sziveket 10 percig el6kezeltuk thapsigarginnal (30 nmol/L),
majd egy 10 perces kontroll periédus utan kezdtuk meg az AM (1 nmol/L) illetve az
oldészer alkalmazasat. A thapsigargin el6kezelés 6nmagaban enyhén csdkkentette a
bazdlis kontraktilitast (-16.7+2.2%, P<0.05), 6sszhangban a SR Ca?2*-tartalmanak
csokkenésével. A tovabbiakban stabil maradt a kontrakcios er6 a kontroll kisérletekben
(12C. abra). A SERCA gatloval tortént el6kezelés szignifikdnsan gyengitette az AM pozitiv
inotrop hatasat (P<0.05; 12C. abra). A SR funkciéjat befolyasolé farmakoldgiai agensek
feltehet6leg masodlagosan, a SR Ca?*-tartalmanak a modositasa révén gyakoroltak
hatast az AM inotrop véalaszara.

4.1.3.3. AM overexpresszié hatasa egyes jelatviteli utak aktivaciojara

Miutan kizartuk a cAMP-PKA utvonal szerepét (Isd. 4.1.3.1. fejezet), tovabbi potencialis
jelatviteli mechanizmusokat kerestlink. E célbdl Western-blot analizissel vizsgaltuk egyes
jelatvivék aktivaciojat az Ad5RSVrAM géntranszfert kdvetd 3. napon vett bal kamrai
mintakban. A szivizomsejtekben zajlé folyamatok szabalyozasaban kézponti szerepet
jatszanak a PKC enzimcsalad tagjai. PKC aktivaciéo soran az enzim jellemz6 modon a
citoplazmabdl a membranfrakcioba transzlokalddik (Nishizuka, 1995; Palaniyandi és
mtsai, 2009). A direkt AM géntranszfer fokozta a PKCe (30%, P<0.01) és a PKCd (20%,
valtozott (13. abra). E megfigyeléseinkkel 6sszhangban, izolalt szivpreparatumon a széles
spektrumu proteinkinaz-inhibitor staurosporine (10 nmol/L) (Hidaka és Kobayashi, 1992)
62.5%-kal (P<0.001) csokkentette az exogén AM (1 nmol/L) inotrop hatasat. Hasonlo
modon, a specifikus PKC-inhibitor GF-109203X (90 nmol/L) (Toullec és mtsai, 1991)
62.2%-kal (P<0.001) gyengitette az AM-ra adott valaszt (nem kdzdlt eredmények).

A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy az AdSRSVrAM géntranszfer miként
befolyasolja tovabbi proteinkinazok aktivitasat, melyet a foszforilaltsagi szintjikben
bekdvetkezé valtozas meghatarozasaval jellemeztink. A p38-MAPK foszforilacidja 36%-
kal csokkent (P<0.05; 14A. abra), mig az ERK1/2 illetve a c-Jun N-terminalis kinaz (JNK)
foszforilaciéja nem valtozott szignifikansan (14B-C. abra). Az AM géntranszfer nem
befolyasolta az Akt bal kamrai foszforilaciéjat (14D. abra).
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13. abra: Az AM overexpresszié hatasa a PKC izoenzimek transzlokacidjara.

technikaval vizsgaltuk adenovirus altal kozvetitett LacZ (Ad5RSVLacZ) (nyitott oszlopok) vagy AM
(Ad5RSVrAM) (témor oszlopok) intramiokardidlis géntranszferét kdvetéen. (A) PKCe; (B) PKC?; és (C)
PKCa. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlntettiik fel (n=5-11 allat csoportonként). Az adatokat
egyutas ANOVA-t kévetd LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01 vs. Ad5RSVLacZ. (Leskinen és
mtsai, 2008 alapjan)
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14. abra: Az AM overexpresszio hatasa a MAPK-ok és az Akt aktivacidjara.

A MAPK-ok és az Akt foszforilaciéjat Western-blot technikaval vizsgaltuk adenovirus altal kdzvetitett
LacZ (Ad5RSVLacZ) (nyitott oszlopok) vagy AM (Ad5RSVrAM) (tdmdér oszlopok) intramiokardialis
géntranszferét kovetéen. (A) p38-MAPK; (B) ERK1/2; (C) JNK; és (D) Akt. Az dsszesitett eredmények
esetén a foszforilalt valtozatok mennyiségét az adott kinaz teljes mennyiségére vonatkoztatva tintettiik
fel (atlagtS.E.M., n=5-11 allat csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kévetd LSD post hoc
teszttel vizsgaltuk. *P<0.05 vs. Ad5SRSVLacZ. (Leskinen és mtsai, 2008 alapjan)

4.1.4. Nyomasterhelés hatasa az AM bal kamrai génexpresszidjara in vivo

Krénikusan kanulalt, éber SD patkanyokban i.v. AVP influziéval hoztunk létre akut
nyomasterhelést 15 perc és 4 ora kozoétti idétartamra. Az AVP hatasara az artérias
kézépnyomas gyorsan emelkedett, 15 percnél érte el a maximumat és mindvégig magas
szinten maradt (2. tablazat). A vérnyomas emelkedésével parhuzamosan a szivfrekvencia
szignifikdnsan csokkent (3. tablazat). A vivéanyag (0.9%-os NaCl) i.v. infuzidja sem a
vérnyomast, sem a szivfrekvenciat nem befolyasolta (2-3. tablazat).

A bal kamrai AM génexpresszié gyorsan ndvekedett az AVP inflzié hatasara.
Az AM mRNS-szint szignifikans emelkedést mutatott 2 és 4 éranal, mind az endokardialis,
mind az epikardialis rétegben (15. és 16A-B. abra). Ezzel szemben, az AVP infizid nem
fokozta az ir-AM szintjét a kontroll csoporthoz képest (16A-B. abra).
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2. tablazat: AVP infiizié hatasa a vérnyomasra éber patkanyokban

Artérias kozépnyomas (Hgmm)

Kezelés n 0 perc 15 perc 3 perc 1 6ra 2 6ra 4 6ra
Vivéanyag 10 12042 125+7 125+2 124+2 11442 1174
AVP 10 12042 159+3t 15443t 1503t 142+2% 13212t
L 6 11116 10715 10016 9915 97+9*

L+AVP 6 12143 158+4t 1515t 1484t 14615t

B 6 11116 109+7 10814 10615 10415*

B+AVP 6 11718 157471 151171 14545+ 13316t

L+B 6 11443 9815 95+4* 95+4* 94+4*

L+B+AVP 6 12141 17912t 1603t 155+3t 152+3t

AVP: argininvazopresszin, L: losartan, B: bosentan. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlntettik
fel. Az adatokat egyutas ANOVA-t kovetd Student-Newman-Keul-féle post hoc teszttel vizsgaltuk.
*P<0.05, 1P<0.001 vs. 0 perces érték. (Romppanen és mtsai, 2001 alapjan)

3. tablazat: AVP infaizié hatasa a szivfrekvenciara éber patkanyokban

Szivfrekvencia (lités/perc)

Kezelés n 0 perc 15 perc 3 perc 1 6ra 2 d6ra 4 6ra
Vivéanyag 10 38216 370+7 37417 37416 38318 4026
AVP 10 37745 2935t 28815t 28116t 272421 27719t
L 6 390+22 423116 422+29 40117 385+16

L+AVP 6 420125 293+15t 29049t 285+101 27719t

B 6 393110 397+16 40315 407117 39117

B+AVP 6 403t15 294+11t  291+8%t 27618t 26219t

L+B 6 376+13 423116 433112 428+14 426113

L+B+AVP 6 380+3 29546t 288161 282171 27118+

AVP: argininvazopresszin, L: losartan, B: bosentan. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlintettik
fel. Az adatokat egyutas ANOVA-t kovetd Student-Newman-Keul-féle post hoc teszttel vizsgaltuk.
1P<0.001 vs. 0 perces érték. (Romppanen és mtsai, 2001 alapjan)

A modelliinkben Osszevetettilk az AM és a BNP expresszidjanak valtozasat,
mivel utébbi peptidet tartjak a hemodinamikai tulterhelés egyik legkorabbi, szivizomseijt-
specifikus markerének (Magga és mtsai, 1997). A BNP bal kamrai génexpressziéja mar 1
oratol fokozédott (15. és 17A-B. abra), az ir-BNP szintie 2 és 4 O6ranal mutatott
szignifikdns emelkedést (17A-B. abra). Ugyanakkor mas gének expresszidja, mint az
ANP-t kodold géné, csupan 6-12 6ra mulva kezd emelkedni nyomasterhelést kdvetden.
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15. abra: Akut nyomasterhelés hatasa az AM és a BNP bal kamrai génexpressziéjara.

AVP infazidval hoztunk létre bal kamrai nyomasterhelést 15 perc és 4 6ra kozotti idétartamra. Az AM és
a BNP mRNS szintjeit Northern-blot technikaval vizsgaltuk a bal kamrak epikardialis (epi) és
endokardialis (endo) tertletébdl szarmazé mintakban. Minden egyes sav 20 g total RNS-t tartalmaz.
A patkany AM és BNP cDNS probak segitségével egy 1.4 kb ill. 0.9 kb méretli mRNS-t azonositottunk.
Referenciaként a GAPDH mRNS szintjét hataroztuk meg. Kirl, 0.9%-0s NaCl infuzi6. (Romppanen és
mtsai, 2001 alapjan)
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16. abra: Akut nyomasterhelés hatasa az AM bal kamrai expresszidjara.

AVP inflzié hatasa a bal kamrai endokardialis (A) és epikardialis (B) AM mRNS illetve ir-AM szintekre.
Az AM mRNS szintjet a GAPDH mRNS szintje segitségével normalizaltuk (Northern-blot). Kontroll
(Ktrl), nyitott oszlopok; AVP, témoér oszlopok. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tiintettiik fel
(n=6-10 allat csoportonként). Az adatokat Student-féle t-probaval vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001, AVP vs. Ktrl. (Romppanen és mtsai, 2001 alapjan)
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17. abra: Akut nyomasterhelés hatasa a BNP bal kamrai expresszidjara.

AVP infuzié hatasa a bal kamrai endokardidlis (A) és epikardialis (B) BNP mRNS illetve ir-BNP
szintekre. A BNP mRNS szintjét a GAPDH mRNS szintje segitségével normalizaltuk (Northern-blot).
Kontroll (Ktrl), nyitott oszlopok; AVP, tomor oszlopok. Az eredményeket atlagtS.E.M. formaban
tintettik fel (n=6-10 allat csoportonként). Az adatokat Student-féle t-probaval vizsgaltuk. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, AVP vs. Ktrl. (Romppanen és mtsai, 2001 alapjan)

A miokardiumban lokalisan termel6d6 Ang Il és ET-1 fontos szerepet jatszik a
hipertréfias folyamat iranyitasaban nyomasterhelés soran (Sadoshima és lzumo, 1997).
Kisérleteinkben arra kerestuk a valaszt, hogy az endogén Ang Il és az ET-1 mennyiben
jarul hozza az AM génexpressziojanak fent ismertetett fokozdédasahoz. A kérdés
tisztazasa céljabol a 2 dras AVP infuziot megel6zéen elékezeltik az allatokat az AT+-
receptor-antagonista losartannal illetve az ETa/ETs-receptor-antagonista bosentannal. A
korabbi észlelésekkel 6sszhangban (Magga és mtsai, 1997), a losartan és a bosentan 10
mg/kg i.v. bolus injekcidja szignifikansan csokkentette a vérnyomast, ugyanakkor az AVP
vérnyomasemel§ hatasat nem befolyasolta (2. tablazat), azaz a nyomasterhelés foka
Osszevethetd volt a csoportok kdzott. A losartan, a bosentan illetve a kombinaciéjuk nem
volt hatassal a bazalis bal kamrai AM mRNS és ir-AM szintekre (18A-B. abra). Tovabba,
az antagonistakkal tortént el6kezelés nem befolyasolta az AM génexpresszidjanak
fokozodasat az AVP infuzié soran (18A-B. abra).
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18. abra: Lokalis faktorok szerepe az akut nyomasterhelés altal indukalt AM expressziodra.

2 oras AVP infuzié hatasa a bal kamrai endokardialis (A) és epikardialis (B) AM mRNS illetve ir-AM
szintekre. Az allatokat el6kezeltik az ETa/ETs-receptor-antagonista bosentannal, az ATi-receptor-
antagonista losartannal ill. a kettd kombinaciéjaval. Az AM mRNS szintjét a GAPDH mRNS szintje
segitségével normalizaltuk (Northern-blot). Kontroll (Ktrl), nyitott oszlopok; AVP, témdr oszlopok. Az
eredményeket atlagtS.E.M. formaban tuntettik fel (n=6-10 allat csoportonként). Az adatokat Student-
féle t-prébaval vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, AVP, B+AVP, L+AVP, B+L+AVP vs. Kirl; .
(Romppanen és mtsai, 2001 alapjan)

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy kronikus nyomasterhelés miként hat az
AM bal kamrai expresszidjara. Him 12 hetes TGR(mREN-2)27 patkanyok artérias
kézépnyomasa jelentésen magasabb volt, mint a kontroll SD patkanyoké (18011 vs.
13817, P<0.001). A tartdos nyomasterheléssel 6sszhangban a transzgénikus allatok bal
kamrai hipertrofizaltak, a bal kamra tdmeg-testtotmeg hanyados a kdvetkezbképpen
alakult az azonos koru kontrollokhoz viszonyitva: 2.7+0.1 vs. 1.7£0.1 mg/g (n=8,
P<0.001). A hipertonia és a hipertréfia dacara a TGR(mREN-2)27 patkanyok bal kamrai
AM expresszidja nem mutatott szignifikans eltérést az SD patkanyokhoz képest (19A.
abra). Ezzel szemben, a kamrai ir-AM-szint jelentésen magasabb volt a transzgénikus
allatokban, az endokardiumban 2.2-szeres (P<0.05), az epikardiumban 2.6-szeres
emelkedést detektaltunk (P<0.05). Ezt kdvetben akut nyomasterhelést hoztunk Iétre
mindkét patkanytérzsben 2 6ras i.v. AVP infuzié révén. Az AVP hatasara a vérnyomas
maximalisan 30%-kal emelkedett az SD patkanyokban (P<0.05), mig a TGR(mREN-2)27
patkanyok vérnyomasa 28%-kal nétt tovabb (P<0.05). Az SD patkanyokban a bal kamrai
AM génexpresszio szignifikdnsan fokozédott az AVP hatasara, ettdl eltéréen a
TGR(mMREN-2)27 patkanyokban hasonlo valtozast nem tapasztaltunk (19B. abra).
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19. abra: Nyomasterhelés hatasa az AM bal kamrai expresszidjara.

(A) 2 dras AVP infuzié hatasa a bal kamrai endokardialis (endo) és epikardialis (epi) AM, ANP, BNP és
GAPDH génexpresszidjara SD és TGR patkanyokban. (B) 2 éras AVP infuzié hatasa a bal kamrai
endokardialis (endo) és epikardialis (epi) AM mRNS illetve ir-AM szintekre. Az AM mRNS szintjét a
GAPDH mRNS szintje segitségével normalizaltuk (Northern-blot). Kontroll (Ktrl), nyitott oszlopok; AVP,
tomor oszlopok. Az eredményeket atlagtS.E.M. formaban tlintettiik fel (n=8 allat csoportonként). Az
adatokat Student-féle t-probaval vizsgaltuk. *P<0.05, AVP vs. Kirl. (Romppanen és mtsai, 1997
alapjan)

4.1.5. AM: a szivizom-kontraktilitas regulatora

Kimutattuk, hogy az AM egyike a természetben eléforduld legpotensebb endogén pozitiv
inotrop szubsztancidaknak. Eredményeink tanusaga szerint az AM a szubnanomolaris
koncentraciotartomanyban képes fokozni a kontraktilitast izolalt patkanysziv-modellen.
Kiemelendd, hogy az AM hatasa oOsszevethetd az ET-1 effektusaval, melyet a
legpotensebb pozitiv inotrop anyagként tartottak szamon korabban (Kelly és mtsai, 1990).
Tovabba, az AM kontraktilitast fokozd hatdasa megkdzelitleg 2/3-a a maximalis p-AR
stimulacioval kivalthaté valasznak. Az effektus kifejlddésének lassu dinamikaja felveti,
hogy az AM, a révid tavu B-AR szabalyozastol eltéréen, hosszu tavon képes befolyasolni
a kamrai kontraktilitast.
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Az izolalt patkanysziv-modellen nyert eredményeinkkel (Szokodi és mtsai,
1996; Szokodi és mtsai, 1998; Kinnunen és mtsai, 2000; Szokodi és mtsai, 2002)
Osszhangban, az AM fokozta a kontraktilitast izolalt patkany papillaris izmon (lhara és
mtsai, 2000), valamint human pitvari és kamrai trabekuldkon (Bisping és mtsai, 2007).
Ugyanakkor, a peptid patkany eredeti izolalt szivizomsejteken kettés hatast valtott ki, a
kezdeti kontraktilitas fokozodast negativ inotrop hatas kdvette hosszabb inkubacio (>1
ora) soran (Mittra és mtsai, 2004; Mittra és Bourreau, 2006). Nyul (Ikenouchi és mtsai,
1997) és human eredetl izolalt kamrai szivizomsejteken (Mukherjee és mtsai, 2002) az
AM csokkentette a kontrakcios erét. Tovabba, egyes tanulmanyokban az AM nem
befolyasolta a kontraktilitast (Stangl és mtsai, 2000; Saetrum Opgaard és mtsai, 2000). Az
in vitro és ex vivo modelleken nyert valtozatos eredményekkel szemben az in vivo adatok
meglepben kdvetkezetesek. Szamos tanulmany vizsgalta az AM szisztémas infuzidja
soran fellép6 komplex hemodinamikai valtozasokat fizioldégias korulmények kozott. A
patkanyokon (He és mtsai, 1995), juhokon (Parkes, 1995; Parkes és May, 1997; Charles
és mtsai, 1997) és kutyakon (Lainchbury és mitsai, 2000a) végzett kisérletek soran
csOkkent a periférias vaszkularis rezisztencia, ezzel parhuzamosan nét a szivfrekvencia,
a verdévolumen és a perctérfogat. A human klinikai vizsgalatok is hasonlo eltérésekrél
szamoltak be (Lainchbury és mtsai, 2000b; Nagaya és mtsai, 2000). Nagaya és mtsai
nyomas-térfogat gorbék analizise segitségével vizsgaltdk az AM direkt hatasat a
kontraktilitdsra mérsékelten csdkkent bal kamrai szisztolés funkcioju betegeken (EF:
40-50%). Eredményeik szerint a peptid fokozta a bal kamrai végszisztolés elastance-t,
mely a kamrai kontraktilitas el6- és utéterheléstdl fuggetlen indexe (Nagaya és mtsai,
2002). Ezen adatok alapjan az AM verdvolument nével6 hatasahoz feltehetéleg mind az
utdterhelés csokkenése, mind a kamrai kontraktilitds fokozédasa hozzajarul. Az AM
atmeneti bal kamrai overexpresszidja révén nyert adataink is alatamasztjak, hogy a peptid
direkt pozitiv inotrop hatast képes kivaltani in vivo és ex vivo kérilmények kdzott.

Munkank soran részleteiben feltartuk az AM pozitiv inotrop hatasaért felelés
mechanizmusokat. Eredményeink szerint az AM specifikus receptoran keresztul hat,
fuggetlenil a CGRP- és a PAMP-kétd6helyektl. Tovabba, az AM effektusanak
kozvetitésében nem jatszik szerepet a klasszikus adenilatciklaz—cAMP-PKA rendszer.
Izolalt patkanysziv-preparatumon az AM nem fokozta a bal kamrai cAMP termelést,
valamint a PKA gatlas nem volt képes kivédeni a peptid pozitiv inotrop hatasat (Szokodi
és mtsai, 1998). Megjegyzendd, hogy az adenilatciklaz illetve a PKA farmakolégiai uton
tortén6 gatlasa részlegesen gyengitette az AM szuprafizioldgias koncentracié mellett
(10-100 nmol/L) fellépé inotrop effektusat patkany eredetl izolalt kamrai szivizomsejteken
(Mittra és Bourreau, 2006) és papillaris izompreparatumon (Ihara és mtsai, 2000).
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20. abra: Az AM pozitiv inotrop hatasat kozvetito feltételezett mechanizmusok.

Eredményeink alapjan a cAMP-PKA jelatviteli uttol figgetlentl alakul ki az AM pozitiv inotrop
effektusa. Az AM hatasaban szerepet jatszanak az L-tipusu Ca2*-csatornak, a SR-bdl torténé Ca2*-
felszabadulas, valamint a PKC aktivaciéja. AC, adenilatciklaz; CRLR, kalcitoninreceptor-szerii receptor
(“calcitonin receptor-like receptor”); DAG, diacilglicerol; IP3, inozitol-1,4,5-triszfoszfat; LTCC, L-tipusu
Ca2*-csatorna; PIP2, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKA, proteinkinaz-A; PKC, proteinkinaz-C; PLC,
foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban; RAMP, receptor aktivitdst mddosité fehérje (“receptor activity
modifying protein”); RyR, rianodin-szenzitiv Ca2*-csatorna; SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR,
szarkoplazmatikus retikulum. (Szokodi és mtsai, 1998; Szokodi, 2004; Szokodi és Ruskoaho, 2008;
Leskinen és mtsai, 2008 alapjan)

Eredményeink szerint az AM az L-tipusu Ca?*-csatornakon keresztiil fokozza az
extracellularis Ca?* bearamlast és serkenti a SR-bdl torténd Ca?*-felszabadulast a szivben
(Szokodi és mtsai, 1998). Mindezzel 6sszhangban, az AM fokozta az intracellularis Ca?*-
tranziensek amplitudojat kamrai szivizomsejteken (Mittra és mtsai, 2004; Mittra és
Bourreau, 2006). Ismert, hogy a PKA mellett a PKC aktivaciéja is erbteljesen képes
befolyasolni a sziv kontraktilis allapotat (Dorn és Force, 2005). Intenziv kutatasok targyat
képezi annak tisztazasa, hogy az egyes PKC izoenzimek miként vesznek részt a
kontraktilitds szabalyozasaban. Egyre tobb bizonyiték sz6l amellett, hogy a PKCe (Baudet
és mtsai, 2001; Kang és Walker, 2005) és a PKCd (Kang és Walker, 2005) izoenzimek
aktivacidja soran né a kontrakciés erd, mig a PKCa a kontraktilitds negativ regulatora
(Hahn és mtsai, 2003; Braz és mtsai, 2004; Hambleton és mtsai, 2006; Liu és Molkentin,
2011). Kisérleteinkben az AM atmeneti bal kamrai overexpresszioja szignifikdnsan fokozta
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a PKCe és a PKC? izoformak transzlokaciojat a citoplazmabdl a membranfrakcidba, mig a
PKCa esetén hasonlé valtozast nem észleltink (Leskinen és mtsai, 2008). E
megfigyeléseinkkel dsszhangban, izolalt szivpreparatumon a PKC farmakolégiai gatlasa
szignifikdns modon csOkkentette az exogén AM kontraktilitast fokozd effektusat.
Eredményeink felvetik, hogy az AM inotrop hatdsanak kozvetitésében szerephez juthat a
PKCe és a PKCd. Megjegyzendd, hogy a p38-MAPK foszforilacidja csdkkent az AM
géntranszfert koévetéen (Leskinen és mtsai, 2008). Mivel a p38-MAPK aktivacidja
csOkkenti a kontraktilitast (Liao és mtsai, 2002), az enzim mikoédésének mérséklédése
hozzajarulhat az AM pozitiv inotrop hatasanak a kialakulasahoz.

Els6ként mutattuk ki, hogy akut nyomasterhelés hatasara az AM bal kamrai
génexpresszidja korai, tranziens aktivaciét mutat (Romppanen és mtsai, 1997). A terhelés
megkezdését koveté 2 ora mulva mar szignifikans emelkedést tapasztaltunk az AM
mRNS szintjében (Romppanen és mtsai, 2001). Osszevetésként, a BNP génexpresszidja
1 6ra elteltével fokozodott modellinkben, mely egyike a legkorabban aktivalédé géneknek
a bal kamraban (Magga és mtsai, 1997). Ugyanakkor mas gének expresszidja, mint az
ANP-t kédolé géné, csupan 6-12 éra mulva kezd emelkedni nyomasterhelést kdvetéen
(Laké-Futé és mtsai, 2003; Piuhola és mtsai, 2007; Skoumal és mtsai, 2007), mig a
manifeszt szivhipertrofia kifejlédéséhez minimum 6-7 nap szikséges (Sarman és mtsai,
2007; Skoumal és mtsai, 2011). Tovabbi eredményeink arra utalnak, hogy az AM
génexpresszidjanak fokozddasa fliggetlen a lokalis Ang II-t6l és ET-1-t6l. Akut
nyomasterheléstdl eltéréen, tartds nyomasterhelés esetén a bal kamraban magasabb ir-
AM szintet talaltunk, azonban ehhez nem tarsult az AM génexpresszidjanak fokozédasa
(Romppanen és mtsai, 1997). Osszhangban ezen megfigyeléseinkkel, kronikus
szivelégtelenségben a peptid bal kamrai termelédése jelentésen emelkedik (Jougasaki és
mtsai, 1997; Morimoto és mtsai, 1999; Nishikimi és mtsai, 2003a), ami arra utal, hogy az
AM szerepet jatszhat a sziv adaptaciés folyamataiban, mind akut, mind krénikus
kérilmények kozott. Az elsé human és experimentalis vizsgalatok eredményei szerint
szivelégtelenségben a peptid intravénas infuziéja kedvez6 hemodinamikai valtozasokat
hoz létre, csdkken a periférias rezisztencia és jelent6ésen emelkedik a perctérfogat
(Rademaker és mtsai, 1997; Lainchbury és mtsai, 1999; Nagaya és mtsai, 2000; Nishikimi
és mtsai 2003b). Kiemelendd, hogy az AM roévid id6étartamu infuzidja iszkémias
szivbetegekben a kontraktilitast a szivizom oxigénfogyasztasanak novelése nélkil képes
fokozni (Nagaya és mtsai, 2002). Felmerll, hogy az AM, mely a cAMP-PKA jelpalyatdl
fuggetlendl fejti ki hatasat (Szokodi és mtsai, 1998), nem meriti ki a sziv metabolikus
tartalékait szivelégtelenségben, miként a 3-AR-agonistak illetve a foszfodiészteraz-gatiok
teszik (Dzimiri, 1999). Az AM az elénydés hemodinamikai hatasain tul, csokkenti az
apoptotikus sejtelhalast, a szivhipertrofiat és az intersticialis fibrozist, valamint fokozza az
angiogenezist a miokardiumban (Szokodi, 2004; Nagaya és mtsai, 2005; Yanagawa és
Nagaya, 2007; Szokodi és Ruskoaho, 2008). Mindezek tikrében, a szivelégtelenség
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kezelésének uj, perspektivikus lehetéségeként merll fel az AM. Vizsgalataink ugyanakkor
ravilagitottak, hogy az AM hatasa kontextusfiiggé: mig az AM géntranszfer csdkkentette a
nyomasterhelést kdveté bal kamrai hipertréfia kialakulasat, addig a posztinfarktusos bal
kamrai remodellaciét kifejezetten rontotta (Leskinen és mtsai, 2008). Tovabbi vizsgalatok
szukségesek annak eldontésére, hogy az AM milyen mechanizmusok révén képes
adaptiv illetve maladaptiv valaszokat kivaltani, illetve ennek fényében a peptid hatasai
miként aknazhatoak ki a legelénydsebb moddon kilonbdzb patofizioldgias viszonyok

kozott.
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4.2. Apelin szerepe szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban
4.21. Az APJ-receptor lokalizacioja

Konfokalis immunfluoreszcens mikroszképia segitségével vizsgaltuk az APJ-receptor
szivizomsejtek illetve a miokardium expresszalja az APJ-receptort (Kleinz és mtsai, 2005).
Az APJ-receptorra jellemzé immunreaktivitast észleltink a T-tubulusok/Z-vonalak
transzverzalis lefutasanak megfeleléen. Emellett, az interkalaris lemezek (“intercalated
discs”) is specifikus fest6édést mutattak (21. abra).

21. abra: Az APJ-receptor lokalizacioja.

A konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételeken az APJ-receptor (z6ld) lokalizacioja lathaté patkany
izolalt szivizomsejteken (A-C), valamint szivizom metszeteken (D-F). Két kiilonb6zd ellenanyagot
hasznaltunk, az egyik az APJ-receptor C-terminalis régiojat (A,C), mig a masik a citoplazmas hurok
régiot ismeri fel (B,E). A két ellenanyag hasznalata mellett azonos mintazat lathaté, az APJ-receptor a
T-tubulusoknak/Z-vonalaknak és az interkalaris lemezeknek megfelelé lokalizaciét mutat. A
masodlagos ellenanyagok segitségével késziilt kontrollokon nem lathaté jel6l6dés. A sejtmagokat
DAPI-val festettik (voros). (Farkasfalvi és mtsai, 2007 alapjan)

4.2.2. Az apelin pozitiv inotrop hatasa izolalt patkanysziv-preparatumon

Az apelin 30 perces infuzidja (0.01-10 nmol/L) dézisfliggé pozitiv inotrop hatast hozott
létre izolalt patkanysziv-preparatumon (22A. abra). A peptid maximalis inotrop effektusat
1 nmol/L, mig a félmaximalis hatast (ECso) 33 pmol/L koncentracié mellett észleltik.
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22. abra: Az apelin hatasa a szivizom-kontraktilitasra izolalt patkanysziven.

(A) Az apelin (0.01-10 nmol/L) dézisfliggé mdédon ndvelte a szivizom kontrakcios erejét ex vivo. (B) Az
apelin (1 nmol/L), az ET-1 (1 nmol/L), az AM (1 nmol/L), és a B-AR-agonista izoproterenol (10 umol/L)
inotrop hatasanak idébeli lefutasa.Az abra a kontrakciés eré valtozasat az alapértékekhez viszonyitva
mutatja be (atlagtS.E.M., n=5-7 sziv csoportonként). (Szokodi és mtsai, 2002 alapjan)
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23. abra: Az apelin hatasa a Frank-Starling-valaszra izolalt patkanysziven.

Az apelin (1 nmol/L) hatasa a Frank-Starling-valaszra: a panel a végdiasztolés nyomas (LVEDP)
emelése mellett tapasztalt dP/dtmax-valtozast demonstralja. A bazalis dP/dtmax 1273152 Hgmm/s volt, a
csoportok koz6tt nem tapasztaltunk szignifikans kilénbséget. Az abra a kontrakciés er6 valtozasat az
alapértékekhez viszonyitva mutatja be (atlagtS.E.M., n=5-7 sziv csoportonként). Az adatokat Student-
féle kétmintas t-probaval vizsgaltuk. *P<0.05 vs. kontroll. (Szokodi és mtsai, 2002 alapjan)

Az apelin fokozatosan ndvelte a kontrakcidés erét, a maximalis valasz 24 perc utan
jelentkezett (22B. abra). A hatas kialakulasanak dinamikdja az AM és az ET-1
effektusahoz volt mérhetd, szemben a B-AR stimulaciét kévetd azonnali hatassal (22B.
abra). Az apelin, az AM és az ET-1 6sszevetheté médon fokozta a kontrakciés erét. Az
apelin csucshatasa 69%-a volt az izoproterenol (10 pmol/L) maximalis inotrop
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effektusanak (22B. abra). Az apelin (1 nmol/L) nem befolyasolta az dsszehuzédasok
idébeliségét, a maximalis kontrakcioig (apelin el6tt és utan: 57.0+2.6 vs. 56.3t2.4 ms;
P=NS) illetve az 50%-0s relaxacioig (40.9+1.0 vs. 39.840.6 ms; P=NS) eltelt id6t. Az
apelin tadg hatarok koézott (0.01-1 nmol/L) valtozatlanul hagyta a nyugalmi feszulést
(2.0+£0.01 g), a legmagasabb doézis mellett (10 nmol/L) volt tapasztalhaté enyhe
emelkedés (2.2+0.03 g; P<0.05). Kisérleti viszonyaink kdzoétt az apelin (0.03-10 nmol/L)
enyhén csokkentette a perfuziés nyomast (1 nmol/L apelin el6tt és utan: 32.41+1.6 vs.
30.6+1.4 Hgmm; P<0.001).

4.2.3. Az apelin hatasa a Frank-Starling-valaszra

A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy izolalt patkanysziv-preparatumon az apelin miként
befolyasolja a Frank-Starling-valaszt. Alacsony végdiasztolés nyomas mellett (1-5 Hgmm)
a dP/dtmax hasonld volt apelin (1 nmol/L) jelenlétében illetve hianyaban. Amikor a bal
kamrai végdiasztolés nyomast 10 illetve 15 Hgmm-re emeltik, a dP/dtmax 33%-kal
(P<0.05) és 35%-kal (P<0.05) volt magasabb az apelinnel kezelt csoportban a kontrollhoz
viszonyitva (23. abra). Ezzel szemben, a diasztolés funkciét nem befolyasolta az apelin.
A dP/dtmin (-832+40 vs. —-806+32 Hgmm/s; P=NS), a 60%-0s relaxacioig eltelt id6
(48.6£5.8 vs. 50.3+2.4 ms; P=NS), a 90%-os relaxacioéig eltelt id6 (64.246.1 vs. 66.5£3.1
ms; P=NS), illetve a 1 (50.7£3.2 vs. 51.242.7 ms; P=NS) nem kiilénb6z6tt szignifikansan a
kontroll és az apelin csoportban 15 Hgmm-es végdiasztolés nyomas mellett.

4.2.4. Az apelin hatasa a kontraktilitasra izolalt szivizomsejteken

Az apelin 1 nmol/L és 10 nmol/L koncentracié mellett szignifikdnsan ndvelte az izolalt,
felnétt, patkany szivizomsejtek SL-rovidilését. A maximalis hatas 1 perccel (AP t1) az
apelin adagolas megkezdését kovetden lépett fel, mely 1-2 percig tartott, majd a SL-
rovidilés visszatért a kiindulasi értékre és nem valtozott az apelin adagolas tovabbi fazisa
(AP t2) alatt (24A. abra). A kontroll allapotot 100%-nak véve, a maximalis valtozas a SL-
rovidulésben 1 nmol/L-nél 136+£13% volt (n=14; P<0.001), mig 10 nmol/L-nél 138+14%
volt (n=14; P<0.05; 24A-B. abra). A vizsgalat végén a sejteket izoproterenollal (30 nmol/L)
kezeltik, mely mintegy 250 %-kal ndvelte a SL-rovidulést (24A. abra), demonstralva, hogy
a sejtek jelentds kontraktilis tartalékkal rendelkeztek.
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24. abra: Az apelin hatasa izolalt szivizomsejtek kontraktilitasara.

Az apelin szarkomerhossz-révidilésre kifejtett hatasa lathaté egészséges (A, B) és szivelégtelen
patkanyokbdl szarmazo szivizomsejteken (C, D). A reprezentativ regisztratumok a SL-rovidulést alap
allapotban (bazalis), az apelin (10 nmol/L) alkalmazasat kovetéen 1 perccel (AP t1) és 8 perccel (AP
t2), illetve izoproterenol (1ZO, 30 nmol/L) adasat kdvetéen mutatjak. Az oszlop diagrammok az apelin 1
és 10 nmol/L koncentracié mellett gyakorolt hatasat 6sszegzik a SL-rovidilésre. Az eredményeket
atlagtS.E.M. formaban tintettik fel (n=12-14). Az adatokat paros t-teszttel vizsgaltuk. *P<0.05,
**P<0.001. (Farkasfalvi és mtsai, 2007 alapjan)

A fiziologias allapotban tapasztaltak utan megvizsgaltuk, hogy az apelin
miként hat a kontraktilitasra patofiziologias korlilmények koézott. A bal elllsé leszalld
koronariaag lekotésével hoztunk létre miokardidlis infarktust, majd 8 héttel késébb
echokardiografiaval igazoltuk a szivelégtelenség kifejlédését (ejekcios frakcido <30%). A
szivelégtelen allatok bal kamrajanak életképes részébdl izolalt szivizomsejtek SL-
rovidulése alap allapotban szignifikansan kisebb volt az egészséges sejtekhez viszonyitva
(A0.121£0.03 uym, n=24, P<0.001), ugyanakkor apelin hatasara ezen sejtek SL-révidulése
is hasonld, tranziens ndévekedést mutatott (1 nmol/L apelin: 1174£8.3 %, n=12, P<0.05; 10
nmol/L apelin: 116+7.7 %, n=12, P<0.05), ahogy ez a 24. abra C és D részén lathaté.
Fontos kiemelni, hogy az apelinre adott maximalis valaszban nem talaltunk szignifikans
kilonbséget az egészséges és a szivelégtelen szivekbdl szarmazo sejtek kdzott (P=NS).
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4.2.5. Az apelin pozitiv inotrop hatasanak specificitasa

A kovetkezdkben az apelin inotrop valaszanak specificitasat vizsgaltuk egészséges
patkanyok szivén. Mivel az APJ-receptor és az ATs-receptor kdzott homolédgia all fenn
(O’'Dowd és mtsai, 1993), megvizsgaltuk annak lehet8ségét, hogy az apelin hataséat az
AT1-receptorok kozvetitik. Az AT+-receptor-antagonista CV-11974 (10 nmol/L) (Magga és
mtsai, 1997) nem moddositotta az 1 nmol/L apelinre adott inotrop effektust (P=NS; 25A.
abra).
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25. abra: Az apelin inotrop hatasanak specificitasa izolalt patkanysziv-preparatumon.

(A) Az AT4-receptor-gatlé CV-11974 (10 nmol/L), az ETA/ETg-receptor-gatlé bosentan (1 umol/L), (B) a
B-AR-blokkolé propranolol (1 pymol/L) illetve az a-AR-blokkol6 prazosin (0.1 umol/L) nem befolyasolta
az apelin (1 nmol/L) pozitiv inotrop valaszat. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlintettik fel
(n=4-6 sziv csoportonként). (Szokodi és mtsai, 2002 alapjan)

Tovabbiakban az apelin hatédsat az ETa/ETs-receptor-antagonista bosentan (1 pmol/L)
(Kinnunen és mtsai, 2000), a B-AR-blokkol6 propranolol (1 pmol/L) (Talosi és Kranias,
1992) és az a-AR-blokkold prazosin (0.1 pymol/L) (Talosi és Kranias, 1992) jelenlétében
vizsgaltuk. A 25. abran illusztralt moédon, a gatlészerek egyike sem befolyasolta az
apelinre adott inotrop valaszt. A gatlészerek 6nmagukban nem voltak hatassal a bazalis
kontraktilitasra (25. abra). Az apelin vazodilatator hatasanak kozvetitésében fontos
szerepet jatszik az NO (Tatemoto és mtsai, 2001). Mivel az NO alacsony koncentracio
mellett képes fokozni a kontraktilitast (Kojda és mtsai, 1996), elképzelheté, hogy az NO
hozzajarul az apelin pozitiv inotrop hatasahoz. A hipotézissel ellentétben a NOS gatlé L-
NAME (300 pmol/L) (Pabla és Curtis, 1996) nem mddositotta az apelinre adott valaszt
(43.3£2.1% vs. 46.3+£1.9%, apelin plusz L-NAME vs. apelin, n=4-4; P=NS).
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4.2.6. Az apelin pozitiv inotrop hatasat kozvetito jelatviteli folyamatok
4.2.6.1. APLC-PKC jelatviteli ut szerepe
A szivizomsejtek cellularis folyamatainak a szabalyozasaban fontos mechanizmust

testesit meg a PLCB-indukalta foszfatidil-inozitol hidrolizis és az azt kbveté PKC aktivacio
(Nishizuka, 1995; Palaniyandi és mtsai, 2009).
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26. abra: A PLC, PKC, NHE és NCX szerepe az apelin pozitiv inotrop hatasanak kozvetitésében.
(A) A PLC-gatlé U-73122 (100 nmol/L), a PKC-inhibitor staurosporine (10 nmol/L) és GF-109203X (90
nmol/L), (B) a NHE-inhibitor zoniporide (1 ymol/L) és a NCX forditott iranyu mikodését gatlé KB-
R7943 (250 nmol/L) szignifikansan gyengitette az apelin (1 nmol/L) pozitiv inotrop effektusat izolalt
patkanysziv-preparatumon. Az abra a kontrakcids erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva
mutatja (atlagtS.E.M., n=4-8 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kovetd
Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. $P<0.001 vs. kontroll; *P<0.01, £P<0.001 vs. apelin. (Szokodi
és mtsai, 2002 alapjan)

A PLC szerepét tisztazando, a PLC-gatlé U-73122-vel végeztiink kisérleteket (Fulton és
mtsai, 1996). Az U-73122 (100 nmol/L) énmagaban nem befolyasolta a kontrakcids erét
(P=NS, 26A. abra). Az U-73122 szignifikansan gyengitette az apelin (1 nmol/L) inotrop
hatasat, a kisérlet végén a csdkkenés 68%-ot tett ki (P<0.001; 26A. abra). A PKC
részvételét a széles spektrumu proteinkinaz-inhibitor staurosporine (Hidaka és Kobayashi,
1992) és a specifikus PKC-inhibitor GF-109203X (Toullec és mtsai, 1991) segitségével
vizsgaltuk. Az apelin (1 nmol/L) inotrop hatdsat a staurosporine (10 nmol/L) 77%-kal
(P<0.001; 26A. abra), a GF-109203X (90 nmol/L) 70%-kal (P<0.01; 26A. abra)
csokkentette. A staurosporine illetve a GF-109203X 6nmagaban adva nem volt hatassal a
bazalis kontraktilitasra (P=NS, 26A. abra).
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4.2.6.2. A NHE és a NCX szerepe

A NHE potencialis szerepét el6szdr a nem specifikus NHE-inhibitor 5-(N-metil-N-izobutil)-
amilorid (MIA) (Moffat és Karmazyn, 1993) segitségével vizsgaltuk. A MIA (1 pmol/L)
egyedil nem befolyasolta érdemben a kontrakcios erét (-0.7+2.0% vs. 2.9£1.9%, MIA vs.
kontroll, n=4-6; P=NS). Az apelin (1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat a MIA 55%-kal
gyengitette (19.844.6% vs. 44.2+3.8%, apelin plusz MIA vs. apelin, n=6-8; P<0.001). A
szelektiv NHE-inhibitor zoniporide (1 pmol/L) (Knight és mtsai, 2001) 60%-kal
csOkkentette az apelinre adott inotrop valaszt (P<0.001; 26B. &bra). A zoniporide
6nmagaban nem valtoztatta meg a kontraktilitast (P=NS; 26B. abra). A NHE aktivaci6 az
intracellularis Na* akkumulaciot el6segitve indirekt médon fokozhatja a NCX forditott
irAanya m(kodését (Na* ki, Ca?* be), mely igy hozzajarulhat a sejtbe torténd
megnovekedett Ca?*-bedramlashoz (Kentis, 1999). A NCX szerepét KB-R7943-mal
vizsgaltuk, mely szelektiven gatolja a NCX forditott iranyd miikddését (lwamoto és mtsai,
1996; Yang és mitsai, 1999). A KB-R7943 (250 nmol/L) nem volt hatadssal a bazalis
kontraktilitdsra (P=NS; 26B. abra). Ugyanakkor, a KB-R7943 maximalisan 60%-kal
redukalta az apelin pozitiv inotrop hatasat (P<0.001; 26B. abra). Végezetll megvizsgaltuk,
hogy miként valtozik az apelin hatdsa a NHE és a NCX egyideji gatlasa esetén.
Zoniporide (1 umol/L) és KB-R7943 (250 nmol/L) egylttes adasa 58%-kal csdkkentette az
apelin inotrop effektusat (P<0.001; 26B. abra). A gatlészerek kombinalt adas mellett sem
befolyasoltak szignifikans modon a kontrakcids er6t (P=NS; 26B. abra).

A farmakoldgiai gatléoszerek segitségével nyert kdzvetett adataink szerint az
apelin hatassal van a NHE aktivitdsara izolalt patkanysziv-preparatumon. Kdvetkezd
Iépésben az apelin intracellularis pH-ra és NHE aktvitasra kifejtett direkt hatasat vizsgaltuk
izolalt, feln6tt, patkany kamrai szivizomsejteken. Az intracellularis pH-t a SNARF-1
fluoreszcens indikator segitségével kévettik. Apelin (10 nmol/L) hatasara a SNARF-1
fluoreszcencia hanyados (F580/640) csdkkenését talaltuk (kontroll: 3.01£0.1 egység,
n=11; 10 nmol/L apelin: 2.64+0.1 egység, n=11, P<0.01; 27A-B. abra), ami a pHi
emelkedését mutatja. A pHi valtozasa is atmeneti volt csakugy, mint a kontraktilitas
ndévekedése. A NHE aktivitasat a NH4Cl “pre-pulse” modszerrel vizsgaltuk (Boyarsky és
mtsai, 1988). A szivizomsejteket 15 mmol/L NH4Cl-nak tettik ki 5 percen keresztul és
szimultdn mértik a SNARF-1 fluoreszcencia valtozasat. Majd 10 perces kimosast
kovetéen megismételtik a fenti mérést apelin (1 és 10 nmol/L) jelenlétében illetve
hianyaban. Az apelin mindkét koncentracié mellett szignifikansan csdkkentette a Trsgosa0-t
(n=11, P<0.05; 27C-D. abra), azaz fokozta a sejtekbdl a saveltavolitas sebességét, ami a
NHE aktivitas nbvekedésére utal.
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27. abra: Az apelin hatasa az intracellularis pH-ra és a NHE aktivitasra izolalt, felnétt, patkany
szivizomsejteken.

(A, B) Az apelin (10 nmol/L) atmenetileg csokkentette a SNARF fluoreszcencia hanyadosat (F580/640)
Tyrode-oldatban, ami a pH emelkedésére utal. Az AP t1 a maximalis hatast, az AP t2 tdbb perces
apelin szuperfuziot kdvetd idépontot jeldli. (C, D) Apelin jelenlétében a pH gyorsabban allt helyre NH4Cl
(15 mmol/L) terhelést kovetéen. A D panel a SNARF-1 fluoreszcencia hanyados (F580/640)
csOkkenésének id6allandodjat (Trssosa0) mutatja az elsé6 NH4Cl “pre-pulse” értékeihez viszonyitva. Az
eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlntettik fel (n=5-7). Az adatokat paros t-teszttel illetve egyutas
ANOVA-t kovetd Tukey post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.001. (Farkasfalvi és mtsai, 2007
alapjan)

4.2.6.3. Az apelin hatasa a Ca?*- és K*-aramokra

A PKC szamos ioncsatorna mikddését képes befolyasolni (Kamp és Hell, 2000).
Megvizsgaltuk, hogy az apelin miként hat a fesziltség-aktivalt Ca?*- és K*-aramokra.
Kisérleteinket amfotericin B-perforalt patch-clamp technika segitségével végeztik izolalt,
feln6tt, patkany kamrai szivizomsejteken. A 28. dbra az L-tipusi Ca?*-aram, valamint a
kifelé iranyuld tranziens és tartos K*-aram (ho, lksus) feszultség-aram Osszefuggését
demonstralja. Az apelin (10 nmol/L) nem valtoztatta meg egyik vizsgalt aramot (/ca, ho, és
Ik,sus) sem (28. abra).
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28. abra: Az apelin hatasa a fesziiltség-aktivalt Ca%*- és K*-aramokra izolalt, felnétt, patkany
szivizomsejteken.

(A) Az L-tipusti Ca?*-aram (Ica) fesziiltség-aram osszefliggése apelin (10 nmol/L) jelenlétében illetve
hianyaban. Az lco-ot 200 ms-ig tarté -40 mV és +40 mV kozétti fesziltséglépcsdkkel valtottuk ki —60
mV tartopotencialtél 20 mV-os |épésekben. A fiokabra az eredeti méréseket abrazolja az apelin
szuperfizio el6tt és utan (—-60 mV-tél 0 mV-ig). (B) A tranziens kifelé iranyulé K*-aram (ho), és (C) a
tartés kifelé iranyuld K*-aram (/ksus) fesziltség-aram osszefiiggése apelin (10 nmol/L) jelenlétében
illetve hianyaban. Az aramot 400 ms-ig tarté -40 mV és +80 mV kozotti feszultséglépcsdkkel valtottuk
ki -60 mV tartépotencialtdl 10 mV-os Iépésekben. A fiokabra az eredeti méréseket abrazolja az apelin
szuperfluzio elétt és utan (—-60 mV-tdl +80 mV-ig). Az eredményeket atlag+S.E.M. forméban tlntettik fel
(n=4). (Szokodi és mtsai, 2002 alapjan)

4.2.6.4. Az apelin hatasa az intracellularis CaZ*-tranziensekre

Az apelin hatasmechanizmusanak felderitését az intracellularis Ca?*-koncentracié
mérésével folytattuk izolalt szivizomsejteken. A Ca?*-szenzitiv fluoreszcens indikator
indo-1 segitségével végzett kisérletek szerint az apelin nem befolyasolta sem a Ca?*-
tranziensek amplitudéjat (1 nmol/L apelin: AP t1: 98.2+19%, AP t2: 91.4+25%, n=5, P=NS;
10 nmol/L apelin: AP t1: 97.8+16%: AP t2: 89.6+28%, n=10, P=NS; AP t1 és t2: 1 és 8
perces apelin szuperfuzid), sem azok idébeli lefolyasat. A pozitiv kontrollként hasznalt
izoproterenol (30 nmol/L) er6teljesen ndvelte a Ca?*-tranziensek amplitudéjat (kozlésre
nem kerUlt adatok).
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29. abra: Az apelin hatasa az intracellularis Ca?*-tranziensekre izolalt szivizomsejteken.

(A) A reprezentativ, fluo-4-AM fluoreszcens indikatorral végzett mérés szerint, az izoproterenoltdl (12O,
30 nmol/L) eltéréen, az apelin (10 nmol/L) nem befolyasolta a Ca2?*-tranzienseket. Az Gsszesitett
eredmények szerint az apelin nem valtoztatta meg a Ca2*-tranziensek amplitudéjat (B), illetve a Ca2*-
tranziens csokkenésének id6allanddjat (1) (C). Az AP t1 az 1 perces, az AP t2 a 8 perces apelin
szuperfuziot jeldli. Az eredményeket atlagtS.E.M. formaban tlntettik fel (n=14-15). Az adatokat
egyutas ANOVA-t kévetd Tukey post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05. (Farkasfalvi és mtsai, 2007

alapjan)

Kizarando, hogy az indo-1 mérések zaj tartomanyaba esett volna az apelin esetleges
effektusa, a kisérleteket megismételtik fluo-4-AM indikatorral, melynek kedvezdébb a jel-
zaj aranya. Hasonloéan a korabbi mérésekhez, az apelin most sem befolyasolta a Ca?*-
tranziensek amplitudéjat (1 nmol/L apelin: AP t1: 93.79+2.0%, n=15; 10 nmol/L apelin: AP
t1: 94.47+3.0%, n=14), illetve azok iddbeli lefutasat (29. abra). Jelentés B-AR valaszt
kaptunk fluo-4-AM indikator hasznalata esetén is (29. abra). Ezen eredmények szerint
izolalt szivizomsejteken az apelin atmeneti pozitiv inotrop hatasat nem a [Ca?*)i valtozasa

kozvetiti.

4.2.7. Az apelin hatasa a sejtek kozotti kommunikaciora

Az apelin elektrofizioldgiai hatasait neonatalis patkany eredetl szivizomsejtek egyrétegi
tenyészetén vizsgaltuk multielektréd-array technika segitségével (Meiry és mtsai, 2001).
A spontan aktivitast mutato sejttenyészeten a mez6potencialt regisztraltuk.
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30. abra: Az apelin hatasa a sejtek k6z6tti kommunikaciéra.

Ujszulott patkany eredetl szivizomsejtek tenyészetén az apelin 2 perces szuperfuzidja (A) novelte a
vezetési sebességet; és (B) csokkentette a mez6potencial idétartamat. Az eredményeket atlag+S.E.M.
formaban tintettik fel (n=13-15). Az adatokat egyutas ANOVA-t kdvetd Tukey post hoc teszitel
vizsgaltuk. *P<0.05. (C) A lokalis aktivacios id6k segitségével készitett szintérkép szerint az aktivacios
mintazat reverzibilisen moddosult apelin hatasara, a peptid megvaltoztatta az aktivacio iranyat.
(Farkasfalvi és mtsai, 2007 alapjan)

Apelin jelenlétében szignifikansan nétt a vezetési sebesség (kontroll: 18.34+1.4 cm/s; apelin
10 nmol/L: 24.1+£2.2 cm/s, n=15, P<0.05; 30A. abra) és csotkkent a mezdpotencial idétartama
(apelin 1 nmol/L: 0.05+0.005 s, n=13; apelin 10 nmol/L: 0.048+0.005 s, n=15, P<0.05; 30B.
abra). A lokalis aktivacids idék segitségével készitett szintérkép szerint az aktivaciés mintazat
reverzibilisen mddosult apelin hatasara (30C. abra). A sejttenyészet aktivacios térképét 3
dimenzids formatumban is rekonstrualtuk, az animacié az eredeti cikket megjelentetd folyoirat
honlapjan tekinthetd meg (Farkasfalvi és mtasi, 2007). A “Normal Tyrode 3D.avi’ file egy
tipikus aktivacidos mintazatot mutat be kontroll (azaz apelin mentes) kortilmények kozott. Az
“Apelin_3D.avi” file demonstralja, hogy az apelin (10 nmol/L) megvaltoztatta a sejttenyészet-
ben az aktivacié iranyat, mely hatas kimosas utan megszint.

4.2.8. A mechanikai tulterhelés hatasa az apelin és az APJ-receptor

génexpressziodjara in vitro és in vivo koriilmények kozott

Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az apelint és az APJ-receptort kédolé gének
expresszidja miként valtozik mechanikai feszités hatasara szivizomsejt tenyészeten in

vitro, illetve a miokardiumban bal kamrai nyomasterhelést kdvetben in vivo.
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31. abra: A mechanikai talterhelés hatasa az apelin génexpressziojara.

A ciklikus mechanikai feszités hatasa az apelin (A) és a BNP (B) génexpresszidjara Ujszulott, patkany
szivizomsejtek tenyészetében. Az apelin (C) és az ANP (D) bal kamrai génexpresszidja SD, dTG,
WKY, és SHR allatokban. Az apelin génexpressziojat kvantitativ, valosideji RT-PCR-ral, a BNP és az
ANP expressziojat Northern-blot analizissel hataroztuk meg. A peptidek mRNS értékeit a 18S RNS-re
normalizélva adtuk meg. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tuntettik fel (n=6-7). Az adatokat
Student-féle kétmintas t-prébaval vizsgaltuk. *P<0.05, 1P<0.01, és $P<0.001 vs. kontroll. (Szokodi és
mtsai, 2002 alapjan)

Neonatalis patkanyok kamraibdl szarmazoé sejtek kvantitativ, valdsideji RT-PCR (TagMan)
vizsgalata szerint az apelint és receptorat dominansan a szivizomsejtek expresszaljak. Az
apelin és az APJ-receptor génexpresszioja szivizomsejtek tenyészetében illetve egyéb,
nem szivizomsejteket (elsésorban fibroblasztokat) tartalmazo tenyészetben az alabbiak
szerint alakult: 3.73+0.43 vs. 0.2710.13 (P<0.05, 6nkényes egység, 18S RNS-re
normalizalva) és 4.64+0.65 vs. 0.02+0.01 (P<0.05). A szivizomsejtek 12-24 o6raig tartd
ciklikus mechanikai feszitése tobb, mint 50%-kal csdOkkentette az apelin mRNS szintjét
(P<0.01; 31A. abra), mig az APJ-receptor mRNS szintje 30%-kal mérséklédott (P<0.01).
Ezzel szemben, a pozitiv kontrollként hasznalt BNP expresszidja id6fliggé ndvekedést
mutatott (31B. abra), a korabbi eredményeknek megfeleléen (Liang és Gardner, 1999).
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A krénikus bal kamrai nyomasterhelés hatasat az apelin és az APJ-receptor
génexpresszidjara két kuldnbdzé allatmodellben vizsgaltuk, dupla transzgénikus dTG
patkanyokban (Bohlender és mtsai, 1997) és spontan hipertenziv patkanyokban. A
tartésan fennallé hiperténianak megfeleléen jelentés bal kamrai hipertréfiat talaltunk, a bal
kamra témeg-testtomeg hanyados a kdvetkez6képpen alakult az azonos koru kontroll
egyedekhez viszonyitva: 4.11+0.15 vs. 2.76+£0.08 mg/g (P<0.001; dTG vs. SD) és
2.92+0.10 vs. 1.66+£0.10 mg/g, (P<0.001; SHR vs. WKY). Az apelin bal kamrai mRNS
szintje a dTG patkanyokban 33%-kal (P<0.05; dTG vs. SD; 31C. abra), a SHR tdrzsben
62%-kal volt alacsonyabb a kontrollokhoz képest (P<0.001; SHR vs. WKY; 31C. abra). Az
APJ-receptor mRNS szintje ugyanakkor valtozatlan maradt. Az apelin expresszios
valtozasaival szemben, a hipertrofia marker ANP mRNS szintje 9.9-szeresére és 4.2-
szeresére emelkedett a dTG és a SHR modellben a kontrollokhoz viszonyitva (P<0.001;
31D. abra).

4.2.9. Apelin: a szivizom-kontraktilitas regulatora

Vizsgalataink elséként fedték fel az apelin-APJ rendszer funkcionalis jelent6ségét a
miokardiumban (Szokodi és mtsai, 2002). A peptid prekurzora (Lee és mtsai, 2000;
O’Carroll és mtsai, 2000; Kawamata és mtsai, 2001) és az APJ-receptor magas
expresszidval rendelkezik a szivben (O’Carroll és mtsai, 2000; Hosoya és mtsai, 2000).
Eredményeink szerint az APJ-receptor a T-tubulusoknak/Z-vonalaknak és az interkalaris
lemezeknek megfelelé lokalizaciot mutat patkany miokardiumban illetve izolalt
szivizomsejteken (Farkasfalvi és mtsai, 2007). Funkciondlis vizsgalataink felderitették,
hogy az apelin erételjesen fokozza a kontrakcids erét izolalt patkanysziv-preparatumon
(Szokodi és mtsai, 2002) illetve izolalt szivizomsejteken (Farkasfalvi és mtsai, 2007).
Mivel az apelin a szubnanomolaris koncentraciétartomanyban képes serkenteni a
kontraktilitdst, valamint a hatdsa 6sszemérheté6 az AM és az ET-1 effektusaval ex vivo
(Szokodi és mtsai, 2002), az apelin a legpotensebb endogén pozitiv inotrop anyagok kbzé
tartozik. Eredményeinkkel ésszhangban, az apelin nbvelte a bal kamrai kontraktilitast in
vivo patkanyokban (Berry és mtsai, 2004) és egerekben (Ashley és mtsai, 2005), valamint
fokozta a kontrakcios erét izolalt patkany szivizomsejteken (Wang és mtsai, 2008a) és
human pitvari izomrostokon (Maguire és mtsai, 2009).

Kisérletein soran szamos intracellularis mechanizmust azonositottunk, melyek
szerepet jatszanak az apelin pozitiv inotrop hatasanak kdzvetitésében (32. abra). Intakt
patkanysziven kimutattuk, hogy a PLC és a PKC aktivaciéja fontos szerepet jatszik az
apelin inotrop effektusaban, mivel ezen enzimek farmakoldgiai uton toérténd gatlasa
jelentdsen csokkentette az apelin hatasat a kontraktilitasra. Eredményeink szerint, a NHE
gatlasa szintén gyengitette az apelinre adott valaszt izolalt szivpreparatumon (Szokodi és
mtsai, 2002). Tovabba, izolalt szivizomsejteken kimutattuk, hogy az apelin névelte a pHi-t
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és a NHE aktivitasat (Farkasfalvi és mtsai, 2007). Ismert, hogy a pHi alkalikus iranyba
torténd eltolodasa soran fokozodik a miofilamentumok Ca?* iranti szenzitivitdsa (Kohmoto
és mtsai, 1990). Emellett a NHE aktivacidja az intracellularis Na* akkumulaciéjahoz
vezetve indirekt fokozhatja a NCX forditott iranyd mikddését, mely ily mddon
hozzéajarulhat a sejtekbe torténd megnodvekedett CaZ*-bearamlashoz (Kentish, 1999).
Kisérleteinkben a NCX forditott iranyd miikddésének farmakologiai gatlasa hatékonyan
csOkkentette az apelin inotrop hatasat. Tovabba, a NHE és a NCX egyideji blokkolasa
sem volt képes tovabb gyengiteni az apelinre adott valaszt (Szokodi és mtsai, 2002), ami
arra utal, hogy a két antiport rendszer egyazon jelatviteli ut proximalis és disztalis
komponensei. Izolalt kamrai szivizomsejteken az apelin hatdsa az intracellularis Ca?*-
tranziensekre ellentmondasos. Sajat eredményeink szerint, az apelin nem befolyasolta a
Ca?*-tranzienseket (Farkasfalvi és mtsai, 2007), mig masok a Ca2*-tranziensek mérsékelt
ndvekedését, valamint a NCX és a SERCA fokozott aktivitdsat talaltak (Wang és mtsai,
2008a).
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32. abra: Az apelin pozitiv inotrop hatasat kozvetit6 feltételezett mechanizmusok.

Az apelin effektusahoz jelentésen hozzajarul a PLC-PKC kaszkad aktivacioja, a NHE illetve a NCX
forditott iranyd fokozott miikédése. DAG, diacilglicerol; Ina, Na*-aram; IP3, inozitol-1,4,5-triszfoszfat;
LTCC, L-tipusu Ca2*-csatorna; NCX, Na*-Ca2*-cseremechanizmus; NHE, Na*-H*-cseremechanizmus;
PIP., foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKC, proteinkinaz-C; PLC, foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban;
RyR, rianodin-szenzitiv Ca2*-csatorna; SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum.
(Szokodi és mtsai, 2002; Szokodi, 2004; Farkasfalvi és mtsai, 2007 alapjan)

L

lCa

66



A szivizom-kontraktilitas jelatviteli mechanizmusai

dc_119 10

Izolalt kutya szivizomsejteken az apelin fokozta a fesziltségfliggd Na*-aramot (Ina)
(Chamberland és mtsai, 2010), mely szintén hozzajarulhat a NCX aktivacidjahoz. A PKC
szamos intracellularis fehérje foszforilacios allapotat képes befolyasolni (Terzic és mtsai,
1993). Jelenleg még nem kell6képpen tisztazott, hogy az apelin alkalmazasakor fellépé
PKC aktivacié mely disztalis jelatvivék funkcidjat szabalyozza. Ugyan szamos adat utal
arra, hogy a PKC fokozza a NHE aktivitasat, az enzim azonban énmagaban nem képes
foszforilalni a NHE-t (Avkiran és Haworth, 2003). Az apelin hatasat az Ina nGvekedésére
PKC-fuggének talaltak (Chamberland és mtsai, 2010). Tovabbi vizsgalatok szukségesek
annak eldontésére, hogy az apelin pozitiv inotrop hatasanak kialakulasaért mennyiben
jatszik szerepet a miofilamentumok Ca?*-érzékenységének fokozddasa illetve az

intracellularis Ca2*-tranziensek ndvekedése.

Az elektromos ingerilet sejtek kozott tovabbitasaért felelés interkalaris
lemezek kifejezett APJ-receptor expressziot mutatnak, felvetve, hogy az apelin
befolyasolhatja az intercellularis kommunikaciét. Patkany, neonatalis szivizomsejt-
tenyészeten, multielektrod-array technika segitségével végzett vizsgalataink igazoltak,
hogy az apelin fokozza a szivizomsejtek spontan tluzelési frekvenciajat, vezetési
sebességét és csokkenti a mezdpotencial idétartamat (Farkasfalvi és mtsai, 2007).
Magyarazatul szolgalhat az apelin alkalmazasakor tapasztalt Ina ndvekedése, ami
gyorsitja az akcids potencial korai szakaszat és igy fokozza a sejtek ingerelhetéségét
(Chamberland és mtsai, 2010). Mindezen eredmények fizioldgiai illetve patofiziologiai
jelentdségeének megitélése tovabbi kisérleteket igényel.

Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk, hogy a szivizom talterhelése miként
hat az apelin és az APJ-receptor génexpresszidjara. Kimutattuk, hogy in vitro, neonatalis
patkany eredetl szivizomsejtek 12-24 6raig tarté ciklikus mechanikai feszitése jelentésen
csOkkentette a peptid és receptora mRNS szintjét. /n vivo, krénikus nyomasterhelés
allatmodelljeiben, SHR és dTG patkanyokban, az apelin bal kamrai génexpresszidja
alacsonyabb volt a kontrollokhoz képest, mig az APJ-receptor mRNS szintjében nem
talaltunk eltérést (Szokodi és mtsai, 2002). Dahl hipertenziv patkanyokban, dekompenzalt
szivelégtelenség fazisaban, mind az apelin, mind az APJ-receptor bal kamrai expresszidja
dramai modon csdkkent, mely kivédheté volt ATi-receptor-antagonista alkalmazasaval
(lwanaga és mtsai, 2006). Végstadiumu szivelégtelenség miatt explantalt human szivek
vizsgalata az APJ-receptor bal kamrai expressziéjanak szignifikans csokkenését mutatta
idiopatias dilatativ kardiomiopatiaban, mig iszkémias eredetli kardiomiopatiaban nem
valtozott a kontroll szivekhez viszonyitva. Ugyanakkor, az apelin expresszidja mindkét
kardiomiopatias csoportban szignifikdnsan emelkedett (Foldes és mitsai, 2003). Annak
tisztazasara, hogy a leirt valtozasok mennyiben tekinthetéek adaptiv illetve maladaptiv
valaszoknak, segitséget nyujthatnak a funkcidvesztést (“loss-of-function”) eredményezé
mutaciok allatmodelljei. Az apelin génhianyos him Apelin? és néstény Apelin”’- egerekben
Oregedés soran (6-12 honap) a balkamra-funkcié jelentésen beszikilt, mely exogén
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apelin adasaval korrigalhaté volt (Kuba és mtsai, 2007). Masok eredményei szerint, 3-4
hénapos Apelin’- és Apelin” illetve APJ-receptor génhianyos egerek (APJ”-) balkamra-
funkciéja mérsékelten romlott in vivo, ugyanakkor az ezen allatokbdl izolalt szivizomsejtek
kontraktilitasa jelentésen csdkkent (Charo és mtsai, 2009). Tovabba, vad tipusu
egyedekhez képest az Apelin’Y egerekben nyomasterhelés hatasara sulyosabb foku
szivelégtelenség fejlédott ki (Kuba és mtsai, 2007). Ezen észlelések tovabb erdsitik a
hipotézist, hogy az endogén apelin-APJ rendszer fontos szerepet jatszhat a balkamra-
funkcié fenntartasaban koéros viszonyok kézott (Barnes és mtsai, 2010).

Mivel az APJ-receptor expresszidja jelentds csdkkenést mutat egyes
patofiziolégias modellekben, fontos kérdés, hogy az apelinre adott valaszok mennyiben
modosulnak ezen korallapotokban. Posztinfarktusos szivelégtelenségben az exogén
apelin infuzidja hasonldé mértékben fokozta a balkamra-funkciét, mint egészséges
patkanyokban (Berry és mtsai, 2004). Jobb kamrai trabekulak vizsgalata soran az apelinre
adott pozitiv inotrop valasz egyenesen nagyobbnak adddott szivelégtelen egyedek esetén
(Dai és mtsai, 2006). Eredményeink szerint, egészséges illetve posztinfarktusos
szivelégtelen allatokbdl szarmazo szivizomsejtek dsszevetheté modon reagaltak apelinre
(Farkasfalvi és mtsai, 2007). Végezetll, szivelégtelen betegekben, a jelenleg elérhet6
optimalis gyogyszeres kezelés mellett, az apelin akut i.v. infuzidja ndvelte a perctérfogatot,
valamint csokkentette a vérnyomast és a periférias vaszkularis rezisztenciat. A valtozasok
mértéke hasonlé volt szivbetegek és egészséges kontrollok esetében (Japp és mtsai,
2010). Osszességében elmondhatd, hogy szivelégtelenség allapotaban az exogén médon
adott apelin kontraktilitast fokozd hatasa illetve az egyéb kedvez6 hemodinamikai
effektusai megtartottak.
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4.3. A prolaktin-releasing peptid szerepe a szivizom-kontraktilitas

szabalyozasaban

4.3.1. APrRP pozitiv inotrop hatasa izolalt patkanysziv-preparatumon

A PrRP-31 (1-100 nmol/L) dézisfliggd pozitiv inotrop hatast valtott ki izolalt patkanysziv-
preparatumon (33A. abra). Az effektus 10 nmol/L-es PrRP doézisnal érte el a maximumat.
A PrRP csucshatasa 16.5%-a volt a B-AR-agonista dobutamin (10 pmol/L) maximalis
inotrop valaszanak (12.9£1.7% vs. 78.4+11.9%). Amint az 33B. abran lathato, a
kontraktilitds ndvekedése lépcs6zetesen alakult ki és a maximalis hatas 15 percnél

jelentkezett.
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33. abra: A PrRP hatasa a szivizom-kontraktilitasra.
(A) A PrRP-31 (1-100 nmol/L) dézisfiiggé mddon fokozta a kontrakcios erét izolalt patkanysziv-
preparatumon. (B) A PrRP pozitiv inotrop hatasanak id6beli lefutasa. Az abra a kontrakcios erd
valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M., n=4-6 sziv csoportonként). Az
adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 vs.
kontroll; 1P<0.001 vs. 1 nmol/L PrRP. (Kényi és mtsai, 2010 alapjan)
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4.3.2. A PrRP pozitiv inotrop hatasanak jelatviteli folyamatai

4.3.21. A cAMP-PKA jelatviteli ut szerepe

Kovetkez6 kisérleteinkben a PrRP inotrop hatasanak jelatviteli mechanizmusait kivantuk
azonositani. Els6ként a cAMP-PKA atvonal szerepét vizsgaltuk. A cAMP lebomlasat gatlo
foszfodiészteraz-inhibitor IBMX (10 pmol/L) nem befolyasolta a PrRP (10 nmol/L) inotrop
hatasat (P=NS; 34A. abra), mig a dobutamin (250 nmol/L) inotrop effektusat markansan
felerdsitette (P<0.001; 34B. abra). Adataink arra utalnak, hogy a PrRP kontraktilitast

noveld hatasat cAMP-t6l fuggetlen mechanizmusok hozzak létre.
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34. dbra: cAMP-fiiggé mechanizmusok szerepe a PrRP inotrop hatasanak kozvetitésében.

(A) A foszfodiészteraz-inhibitor IBMX (10 umol/L) nem fokozta a PrRP (10 nmol/L) inotrop hatasat
izolalt patkanysziv-preparatumon. Az abra a kontrakcios erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva
mutatja (atlagtS.E.M., n=4-8 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kovetd
Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 vs. kontroll. (B) A dobutamin (DOB, 250 nmol/L)
inotrop hatasat az IBMX jelentésen novelte. Az Osszesitett eredményeket atlag+S.E.M. formaban
tintettik fel (n=4-8 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kéveté Bonferroni post hoc
teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 vs. kontroll; +P<0.001 vs. dobutamin. (Kényi és mtsai, 2010 alapjan)

4.3.2.2. A PP1 és a PP2A proteinfoszfatazok szerepe

A kontraktilis apparatus elemeinek reverzibilis foszforilacidja alapvetd szerepet jatszik a
kontraktilitds szabalyozasaban. A fehérjék foszforilaltsagi allapotat a proteinkinazok és a
foszfoprotein-foszfatazok kézotti egyensuly hatarozza meg. A foszfoprotein-foszfataz-1
(PP1) és a foszfoprotein-foszfataz-2A (PP2A) szerepének tisztazasa céljabdl specifikus
inhibitorokat hasznaltunk. A calyculin A 1 nmol/L-es dézis mellett egyarant gatolja a PP1-
et és a PP2A-t, mig az okadansav 10 nmol/L-es dézis mellett csak a PP2A-t blokkolja
(Herzig és Neumann, 2000). Amikor a PrRP-t (10 nmol/L) calyculin A (1 nmol/L)
jelenlétében alkalmaztuk, a peptid inotrop hatasa jelentésen ndvekedett (P<0.001; 35A.
abra). Ezzel szemben, az okadansav (10 nmol/L) nem befolyasolta a peptid inotrop
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hatasat (P=NS; 35A. abra). Megjegyzendd, hogy a PP1 gatlas hasonlé mértékben fokozta
a kontraktilitast szamos tovabbi PrRP dézis mellett (1, 3 és 30 nmol/L). Ezen adatok
alapjan feltételezhetd, hogy a PrRP inotrop hatasat a PP1 aktivacidja ellensulyozza, mig a
PP2 nincs hatassal a folyamatra.
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35. abra: A PP1 és a PKCa elnyomja a PrRP pozitiv inotrop hatasat.

(A-B) A PP1/PP2A-inhibitor calyculin A (1 nmol/L), a PP2A-inhibitor okadansav (10 nmol/L) (A), és a
PKCa-inhibitor Ro32-0432 (100 nmol/L) (B) hatasa a PrRP (10 nmol/L) inotrop effektusara izolalt
patkanysziv-preparatumon. Az abra a kontrakciés er valtozasat az alapértékekhez viszonyitva
mutatja (atlagtS.E.M., n=4-8 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kévetd
Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 vs. kontroll; $P<0.001 vs. PrRP. (Kényi és mitsai,
2010 alapjan)

4.3.2.3. A PKCa szerepe

A PKCa szivizom-specifikus overexpresszidja a PP1 aktivitasat fokozva csokkenti a
kontraktilitast (Braz és mtsai, 2004). Kisérleteink tovabbi részében azt vizsgaltuk, hogy a
PKCa képes-e modulalni a PrRP akut inotrop hatasat. A PKCa-inhibitor Ro32-0432 (100
nmol/L) (Hambleton és mtsai, 2006) szignifikans mértékben névelte a PrRP pozitiv inotrop
effektusat (P<0.001; 36B. abra). A PKCa overexpresszidja esetén csokkent PLN
foszforilaciét figyeltek meg a transzgénikus egerek szivében (Braz és mtsai, 2004). Ezzel
O0sszhangban, Ro32-0432 jelenlétében a PrRP szignifikans mértékben névelte a PLN
foszforilaciéjat a Ser-16 foszforilacidés helyen (P<0.01), mig a peptid énmagaban nem
modositotta a PLN foszforilacido mértékét (36. abra). A megfigyeléseink arra utalnak, hogy
a PKCa gatlasa a PLN foszforilacidjanak fokozasa révén ndveli a PrRP inotrop hatasat.
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36. abra: A PrRP fokozza a foszfolamban foszforilaciét PKCa-gatlas mellett.

Az izolalt patkanysziveket PrRP-vel (10 nmol/L) kezelttk a PKCa-gatld6 Ro32-0432 (100 nmol/L)
jelenlétében illetve hianyaban. (A) A reprezentativ Western-blot a kezelések hatasat mutatja a PLN
Ser-16 foszforilacids hely (PLN Ser-16) foszforilacidjara bal kamrai mintakban. A p38-MAPK elleni
antitesttel ellendriztiik, hogy azonos mennyiségli fehérjét vittink fel a blottra. (B) Az Osszesitett
eredményeket atlagtS.E.M. formaban tintettik fel (n=3-4 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas
ANOVA-t kévet6é Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05 vs. kontroll; #2<0.01 vs. PrRP. (Kényi
és mtsai, 2010 alapjan)

4.3.3. PrRP: a szivizom-kontraktilitas potencialis Uj szabalyozdéja

A kozelmultban vetették fel, hogy a GPR10 arvareceptor ligandja, a PrRP részt vehet a
vérnyomas centralis szabalyozasaban (Samson és mtsai, 2000; Horiuchi és mtsai, 2002).
Vizsgalataink szerint a PrRP direkt, dézisfiggd pozitiv inotrop hatast valt ki izolalt
patkanysziv-preparatumon (Konyi és mtsai, 2010). Eredményeink elséként mutatnak ra,
hogy a PrRP szerepet jatszhat a kardiovaszkularis rendszer periférias regulaciojaban.

Mivel a PrRP mérsékelten fokozta a kamrai kontraktilitast, feltételeztik, hogy a
peptid ellenszabalyozé mechanizmusokat is aktival, melyek gyengitik a PrRP pozitiv
inotrop hatasat. A cAMP-n keresztil hato6 GPCR-agonistak inotrop hatasat jelentésen
korlatozzak a cAMP hidrolizisét végz6 foszfodiészterazok (Fischmeister és mtsai, 2006).
Sajat kisérleti rendszeriinkben a foszfodiészteraz-gatlo IBMX hatarozottan fokozta a (1-
AR-agonista dobutamin hatasat. Ezzel szemben a PrRP inotrop hatasa valtozatlan maradt
IBMX jelenlétében, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a peptid nem az adenilatciklaz
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-CAMP-PKA jelatviteli rendszer aktivacioja révén befolyasolja a kontraktilitast (Kényi és
mtsai, 2010).
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37. abra: A PrRP pozitiv inotrop hatasat befolyasolo feltételezett mechanizmusok.

A cAMP-PKA jelatviteli uttdl fliggetlen mechanizmusok hozzak Iétre a PrRP pozitiv inotrop effektusat.
A PrRP kontraktilitast novel6 hatasat a PKCa a és a PP1 aktivacidja ellensulyozza, feltehetdleg a PLN
defoszforilaciéja révén. AC, adenilatciklaz; DAG, diacilglicerol; 11, inhibitor-1 fehérje; 1P3, inozitol-1,4,5-
triszfoszfat; LTCC, L-tipust Ca2*-csatorna; PIP2, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKA, proteinkinaz-A;
PKCa, proteinkinaz-Ca; PLC, foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban; PP1, foszfoprotein-foszfataz-1; NCX,
Na*-Ca?*-cseremechanizmus; NHE, Na*-H*-cseremechanizmus; RyR, rianodin-szenzitiv CaZ*-
csatorna; SERCA, SR Ca2*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum. (Koényi és mtsai, 2010 alapjan)

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a PKCa patoldgias koriilmények kozotti
aktivacidja negativan hat a sziv pumpafunkciéjara (Hahn és mtsai, 2003; Braz és mtsai,
2004; Hambleton és mtsai, 2006; Liu és Molkentin, 2011). Ezzel szemben, a PKCa
jelentdsége a kontraktilis eré akut szabalyozasaban fizioldgias viszonyok kozott kevéssé
ismert. Eredményeink szerint a PKCa farmakoldgiai gatlasa szignifikans mértékben
novelte a PrRP pozitiv inotrop hatasat valamint fokozta a PLN fehérje foszforilacidjat
(Kényi és mtsai, 2010). A PLN a kontraktilitas szabalyozasanak egyik kulcs fehérjéje
(MacLennan és Kranias, 2003). Kisérleteinkben a PKCa-inhibicié esetén a fokozott PLN
foszforilacié a Ser-16 pozicidban feltehetéleg megsziinteti a SERCA gatlasat és serkenti a
Ca?* visszavételét a SR-ba. A SR telitédése révén novekszik a felszabadithaté Ca?*
mennyisége és masodlagosan fokozédik a szivizom kontraktilis ereje (MacLennan és
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Kranias, 2003). Tisztazasra var, hogy a PKCa milyen mechanizmuson keresztil
szabalyozza a PLN foszforildltsagi szintjét. A PKCa gatlashoz hasonlatosan, a PrRP
inotrop hatasat a PP1 inaktivacidja is szignifikdnsan fokozta (Koényi és mtsai, 2010).
Ismert, hogy a PKCa krénikus aktivacidja, az inhibitor-1 fehérje (I11) révén, a PP1
mikddését serkentve csokkenti a PLN foszforilaciéjat transzgénikus egerek szivében
(Braz és mtsai, 2004). lly modon feltételezhetd, hogy a PrRP pozitiv inotrop hatasanak
kialakulasa sordan a PKCa a PP1 kdzvetitésével szabalyozza a PLN foszforilaciéjat (37.
abra). A Ca?*-homeosztazis szabalyozasan tul, a PKCa direkt médon is képes mddositani
a miofilamentumok miikddését. Sejtmembranjuktdl megfosztott patkany szivizomseijtek
esetében a PKCa csokkentette a miofilamentumok Ca2*-érzékenységét és er6generalasi
képesseégét (Belin és mtsai, 2007). Ugyanakkor, human kamrai szivizomsejteken a PKCa
hozzajarult a kontraktilis eré fenntartasahoz (Molnar és mtsai, 2008). Tovabbi kisérletekre
van szikség annak eldéntéséhez, hogy a PrRP vajon képes-e befolyasolni a
miofilamentumok mikodését. Eredményeinket tagabb kontextusba helyezve, a PKCa
fontos homeosztatikus szerepet tolthet be a szivben a tulzott inotrop stimulacio

ellensulyozasa révén.
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4.4. Az endothelin-1 szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

441. Az ETa-és az ETs-receptorok szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak
kozvetitésében

Az ET-1 potens pozitiv inotrop hatast valt ki szamos eml8sfajban (Brunner és mtsai,
2006). Ezzel szemben ellentmondasos megfigyelések szllettek egér szivizomsejteken,
egyes szerz6k szerint az ET-1 pozitiv (Pi és mtsai, 2002), masok szerint negativ inotrop
effektussal birt (Sakurai és mtsai, 2002). C57 egértorzset vizsgalva, eredményeink szerint
az ET-1 (1 nmol/L) fokozta az izolalt szivpreparatumon a kontrakcios erét (38. abra). Az
inotrop hatas 0Osszevethetd volt a patkanysziven nyert adatainkkal (5. abra). Izolalt
egérsziven az ETa-receptor-antagonista BQ-123 (100 nmol/L) szignifikdnsan gyengitette,
mig az ETg-receptor-antagonista BQ-788 (100 nmol/L) fokozta az ET-1 inotrop hatasat
(38. abra). Korabbi észlelésekkel 6sszhangban (Kedzierski és Yanagisawa, 2001), az
ETa-receptorok gatldasa mérsékelte az ET-1 koronaridkat szikit§ hatasat (perfuzios
nyomas a kezelés el6tt vs. kezelés utan: ET-1: 5917 vs. 119£10 Hgmm; ET-1+BQ-123:
581+10 vs. 8319 Hgmm; P<0.05), mig az ETs-receptorok gatlasa esetén fokozddott a
vazokonstrikcié (ET-1+BQ-788: 67+7 vs. 142+19 Hgmm; P<0.05). Osszességében, az
értonus szabalyozasahoz hasonldan, az ETa- és az ETs-receptorok stimulaciéja ellentétes
hatast gyakorol a szivizom kontraktilis erejére (Piuhola és mtsai, 2003a).
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38. abra: Az ETa- és az ETs-receptorok relativ szerepe az ET-1 inotrop hatasaban.

Izolalt egérsziv-preparatumon az ETa-receptor-antagonista BQ-123 (100 nmol/L) szignifikdnsan
gyengitette, mig az ETs-receptor-antagonista BQ-788 (100 nmol/L) fokozta az ET-1 (1 nmol/L) hatasat.
A receptorblokkolok inflzidjat 10 perccel az ET-1 adast megelézve inditottuk. Az abra a kontrakcios eré
valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlag+S.E.M., n=5 sziv csoportonként). Az adatokat
kétutas, ismételt ANOVA-t kdvetdé Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05 vs. ET-1. (Piuhola és
mtsai, 2003a alapjan)
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4.4.2. A nitrogén-monoxid szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak

szabalyozasaban

Az értonus szabdlyozasa soran, az endothelsejtek ETg-receptorai az NO termelés
fokozasaval ellensulyozzak (Lerman és mtsai, 1992; Wang és mtsai, 1994) a vaszkularis
simaizomsejtek ETa-receptorai altal kdzvetitett vazokonstriktor hatast (Cannan és mtsai,
1995). Kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy az NO miként befolyasolja az ET-1
pozitiv inotrop hatasat. A NOS-inhibitor L-NAME (300 umol/L) (Bredt és Snyder, 1994;
Pabla és Curtis, 1996) dnmagaban nem volt hatassal az izolalt patkanyszivek kontraktilis
erejére (39. abra). Ezzel szemben, az ET-1 (1 nmol/L) pozitiv inotrop effektusat
markansan fokozta az inhibitor (P<0.01; 39. abra). Alacsonyabb do6zisu ET-1 (0.08 nmol/L)
hatasat a NOS gatlé nem maodositotta szignifikdnsan (P=NS; 39. abra).
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39. abra: Az NO szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak szabalyozasaban.

Izolalt patkanysziv-preparatumon a NOS-inhibitor L-NAME (300 pmol/L) szignifikansan névelte az ET-1
(1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat. Az abra a kontrakcios eré valtozasat az alapértékekhez viszonyitva
mutatja (atlagtS.E.M., n=6-9 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kovetd
Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.01 vs. ET-1 (az infuzié elsé 15 perce). (Kinnunen és
mtsai, 2000 alapjan)

Az ET-1 (1 nmol/L) mérsékelten noévelte a koronaria perfuziés nyomast
(31.4+0.6 Hgmm-rél 36.9+1.7 Hgmm-re, P<0.001). L-NAME erételjesen fokozta az ET-1
konstriktor hatasat. Megjegyzendd, hogy a szivizom-kontraktilitas valtozasatol eltéréen, a
perfuziés nyomas csupan 10 perc utan kezdett emelkedni és a maximumat 30 percnél
érte el (33.0+0.8 Hgmm-rél 60.4+6.4 Hgmm-re, P<0.001).
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Az NO fontos szerepet jatszik a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban
(Massion és mtsai, 2003; Ziolo és mtsai, 2008). Szamos tanulmany igazolta, hogy a NOS
farmakoldgiai gatlasa fokozza a B-AR inotrop valaszt (Balligand és mtsai, 1993; Keaney
és mtsai, 1996). Eredményeink els6ként igazoltdk, hogy az NO korlatozza az ET-1
kontraktilitast fokozo hatasat (Kinnunen és mtsai, 2000). Ex vivo, izolalt szivpreparatumon
a NOS gatlas eltéré dinamikaval befolyasolta a kontraktilis erét (Kinnunen és mtsai, 2000)
és a vaszkularis ténust (Kinnunen és mtsai, 2001), emiatt valdszinitlen, hogy a
kontraktilitasra kifejtett hatas masodlagosan, a perfuziés nyomas valtozasa miatt (Gregg-
hatés) Iépett volna fel. Eredményeinkkel 6sszhangban, a NOS farmakoldgiai gatlasa in
vivo Kisérleti viszonyok kozott ET-1-fuiggé modon ndvelte a bal kamrai kontraktilitast
(Czdbbel és mtsai, 2009). Ellentmondasos az egyes NOS izoformak szerepe a kontrakcios
erd szabalyozasaban. Az érfalban jelentés eNOS expresszidt mutatnak az endothelsejtek
(Pollock és mtsai, 1993), mig a nNOS elsésorban a simaizomsejtekben van jelen
(Boulanger és mtsai, 1998; Webb és mtsai, 2006). Emellett, mindkét izoforma a
szivizomsejtekben is expresszalodik (Balligand és mtsai, 1993; Feron és mtsai, 1996; Xu
és mtsai, 1999; Barouch és mtsai, 2002). Szamos vizsgalat szerint az eNOS-t kédol6 gén
kiitése (eNOS*) esetén erételjesebb B-AR inotrop valasz valthaté ki (Gyurko és mtsai,
2000; Godecke és mtsai, 2001; Barouch és mtsai, 2002; Wang és mtsai, 2008b), mig
masok nem észleltek fokozott effektust (Vandecasteele és mtsai, 1999; Martin és mtsai,
2006). A nNOS farmakoldgiai illetve genetikai Gton torténd inaktivacidja (nNOS~") soran
fokozott (Ashley és mtsai, 2002), valtozatlan (Martin és mtsai, 2006), illetve gyengult B-AR
pozitiv inotrop hatast irtak le (Barouch és mtsai, 2002). Mivel a kisérleteinkben hasznalt L-
NAME mind az eNOS-t, mind a nNOS-t gatolja, szelektiv gatldészerekkel végzett tovabbi
vizsgalatokra van szikség, hogy tisztdzzuk az eNOS és a nNOS relativ szerepét az ET-1
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44.3. A MAPK-ok szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak regulaciéjaban

4.4.3.1. Az ERK1/2 szerepe

Izolalt patkanysziv-preparatumon az ET-1 10 perces infuzidéja (1 nmol/L) 40+2%-kal
ndvelte a kontraktilis erét (40A. abra). Western-blot analizis segitségével vizsgaltuk, hogy
miként befolyasolja az ET-1 az ERK1/2 foszforilaltsagi allapotat intakt sziven. A korabbi,
neonatalis patkany szivizomsejt-kulturan nyert eredményekkel dsszhangban (Bogoyevitch
és mtsai, 1993; Bogoyevitch és mtsai, 1994; Clerk és mtsai, 1998) az ET-1 szignifikansan
novelte a foszfo-ERK1/2 bal kamrai szintjét (40B. abra). A kdvetkez6kben azt kivantuk
tisztazni, hogy az ERK1/2 aktivacidja mennyiben jarul hozza az ET-1 inotrop hatasahoz.
Kisérleteinkben U0126-ot alkalmaztunk, mely az ERK1/2-6t aktivalé MEK1/2-nek a potens
inhibitora (Favata és mtsai, 1998). Az U0126 (1.5 pymol/L) kivédte az ET-1-indukalta
ERK1/2 foszforilaciét (40C-D. abra), valamint 57%-kal csokkentette az ET-1 inotrop
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hatasat (40A. abra; P<0.001). Az U0126 6nmagaban nem volt hatassal a kontraktilitasra
(40A. abra; P=NS).
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40. abra: Az ERK1/2 szerepet jatszik az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak a kozvetitésében.

(A) Izolalt patkanyszivben az ET-1 (1 nmol/L) 10 perces infuzidja névelte a kontraktilis erét, melyet a
MEK1/2-inhibitor U0126 (1.5 umol/L) szignifikdnsan gyengitett. Az abra a kontrakcios erd valtozasat az
alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M., n=4-6 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas,
ismételt ANOVA-t kovetd Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05, 1P<0.001 vs. kontroll és
U0126; $P<0.001 vs. ET-1. (B-D) ERK 1/2 foszforilacié6 megjelenitése Western-blot technikaval. Az
ET-1 ndvelte a bal kamrai mintak foszfo-ERK1/2 (foszfo-ERK1/2) szintjét (B és D), amelyet az U0126
gatolt (C és D). Az Osszesitett eredmények esetén a foszfo-ERK1/2 és a total ERK1/2 (tot-ERK1/2)
hanyadosat tiintettik fel (atlag+S.E.M., n=4 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kévetd
Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01 vs. kontroll; #P<0.05, ##P<0.01 vs. ET-1. (Szokodi és
mtsai, 2008 alapjan)

44.3.2. APLC-PKC jelatviteli ut szerepe

Az ETa-receptor a Gag1i-fehérién keresztul képes aktivalni a PLC-PKC kaszkadot
szivizomsejtekben (Sugden, 2003; Brunner és mtsai, 2006). A PKC-nek a korabbi
tanulmanyok alapvetd szerepet tulajdonitottak az ET-1 pozitiv inotrop hatdsanak a
kozvetitésében (Kramer és mtsai, 1991; Chu és mtsai, 2003; Zolk és mitsai, 2004).
Tovabba ismert, hogy szivizomsejt-kultiran az ET-1 PKC-fliggé mddon stimulalta az
ERK1/2 foszforilaciét (Bogoyevitch és mtsai, 1994). Patkany bal kamrai szdvetmintak
Western-blot analizise szerint, az ET-1 (1 nmol/L) 10 perces infuziéja nem serkentette a
vizsgalt PKC-izoformak (PKCa, PKCS, és PKCe) transzlokacidjat a citoplazmabdl a
membranfrakcidba (41A. abra). Annak eldéntésére, hogy a PKC mennyiben jarul hozza az
ET-1 hatasahoz, a specifikus PKC-inhibitor GF-109203X-et (Toullec és mtsai, 1991)
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alkalmaztuk. A GF-109203X (90 nmol/L) nem csokkentette az ET-1 hatasat az ERK1/2
foszforilaciora (41B. abra), s6t mi tébb, nem befolyasolta az ET-1 pozitiv inotrop effektusat
sem (P=NS; 41C. abra). Ezzel szemben, a PKC-t direkt aktivalni képes PMA (40 nmol/L)
pozitiv inotrop hatasat markansan gyengitette a GF-109203X (6.4£1.6% vs. 29.2+4.9%,
PMA plusz GF-109203X vs. PMA; n=4; P<0.01). A PKC gatlashoz hasonléan, a potens
PLC-gatlé U-7312213 (100 nmol/L) (Fulton és mtsai, 1996) sem volt képes befolyasolni az
ET-1 hatasat a kontrakcios erére (P=NS; 41D. abra). Ezen medfigyeléseink arra utalnak,
hogy az ET-1 kontraktilitast fokoz6 hatasa fliggetlen a PLC—PKC jelatviteli utvonaltol.
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41. abra: A PKC nem jatszik szerepet az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak a kozvetitésében.

(A) Immunblot analizisiink szerint, izolalt patkanysziveken az ET-1 (1 nmol/L) nem fokozta a PKCa, a
PKCbd, és a PKCe izoformak transzlokacidjat. (B) Western-blot analizis szerint, a PKC-inhibitor
GF-109203X (90 nmol/L) nem védte ki az ET-1 hatasat az ERK1/2 foszforilaciéra. (C-D) GF-109203X
(C) és a PLC-inhibitor U-73122 (100 nmol/L) (D) nem befolyasolta az ET-1 pozitiv inotrop hatasat. Az
abra a kontrakcids eré valtozésat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlag+S.E.M., n=4-6 sziv
csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk.
S: szolubilis citoplazma-frakcié; M: membranfrakcié; Kont: kontroll; Tot: total. (Szokodi és mtsai, 2008
alapjan)
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4.4.3.3. Az EGFR-transzaktivacié szerepe

Ismert, hogy egyes GPCR-agonistdk hipertréfias hatasat az epidermalis névekedési
faktor-receptor (EGFR) transzaktivaciéja kozvetiti, kdvetkezményes MAPK aktivacidval
szivizomsejteken (Thomas és mtsai, 2002). Els6ként arra kerestlink valaszt, hogy az ET-1
képes-e transzaktivalni az EGFR-t intakt sziven.
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42. abra: Az EGFR-transzaktivacio szerepet jatszik az ET-1 pozitiv inotrop hatasaban.

(A-B) Immunblot analizis szerint az izolalt patkanyszivek bal kamrai mintaiban az ET-1 (1 nmol/L)
fokozta az EGFR tirozin foszforilacidjat (foszfo-Tir) (A), melyet az EGFR tirozinkinazt gatlo AG1478
(1 umol/L) kivédett (B). (C-D) Western-blot analizis szerint az AG1478 csdkkentette az ET-1 hatasat az
ERK1/2 foszforilaciora. Az 6sszesitett eredmények esetén a foszfo-ERK1/2 és a total ERK1/2 (tot-
ERK1/2) hanyadosat tintettiik fel (atlagtS.E.M., n=3-6 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas
ANOVA-t kdvetd Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05 vs. kontroll; #P<0.05 vs. ET-1. (E) Az
AG1478 szignifikansan gyengitette az ET-1 pozitiv inotrop hatasat. Az abra a kontrakcids erd
valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M., n=4-6 sziv csoportonként). Az
adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdvet§ Bonferroni post hoc teszttel vizsgéltuk. +P<0.001 vs.
kontroll és AG1478; £P<0.001 vs. ET-1. (Szokodi és mtsai, 2008 alapjan)

Immunprecipitaciét végeztink EGFR ellenes antitesttel, majd az immunprecipitatumot
foszfotirozin ellenes antitesttel immunblottoltuk, hogy meghatarozzuk az EGFR
foszforilacid mértékét. Az ET-1 (1 nmol/L) fokozta az EGFR tirozin foszforilacidjat a bal
kamrai mintakon (42A. abra), mely EGFR-transzaktivaciora utal. Az EGFR tirozinkinazt
gatld AG1478 (1 umol/L) (Thomas és mtsai, 2002) kivédte az ET-1 kivaltotta EGFR tirozin
foszforilaciot (42B. abra). Tovabba, az AG1478 szignifikans mértékben csdkkentette az
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ET-1 indukdlta ERK1/2 foszforilaciét (42C-D. abra), amely felveti, hogy az EGFR-
transzaktivacié szikséges a MEK1/2—-ERK1/2 kaszkad aktivaciojahoz. Végezetul, az
AG1478 46%-kal gyengitette az ET-1 pozitiv inotrop valaszat (P<0.001; 42E. abra). Az
AG1478 dnmagaban nem befolyasolta a kontraktilitast (P=NS; 42E. abra).

4.4.3.4. Az ERK1/2 potencialis célpontjai

Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy az ET-1 inotrop hatdsahoz hozzajarul a NHE
aktivacidja (Kramer és mtsai, 1991; Wang és mtsai, 2000; Takeuchi és mtsai, 2001; Chu
és mtsai, 2003; Zolk és mtsai, 2004). A korabbi eredményekkel 6sszhangban, a szelektiv
NHE1-inhibitor zoniporide (1 umol/L) (Knight és mtsai, 2001) szignifikans mértékben,
57%-kal csokkentette az ET-1 inotrop hatasat (P<0.001), mig énmagaban adva nem volt
hatassal a kontrakciok erejére (P=NS; 43A. abra).
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43. abra: A NHE1 szerepet jatszik az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak a kézvetitésében.

(A) A NHE1 inhibitor zoniporide (1 pmol/L) szignifikansan gyengitette az ET-1 (1 nmol/L) pozitiv inotrop
hatasat izolalt patkanysziv-preparatumon. Az abra a kontrakciés er6 valtozasat az alapértékekhez
viszonyitva mutatja (atlag+S.E.M., n=4-6 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t
kévet6é Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.01, 1P<0.001 vs. kontroll és zoniporide; $P<0.001
vs. ET-1. (B-D) Western-blot analizis szerint az ET-1 fokozta a p90RSK bal kamrai foszforilaciojat (P-
p90RSK) a membranfrakcidoban (B), melyet az U0126 (C) és az AG1478 (D) kivédett. (Szokodi és
mtsai, 2008 alapjan)

Korabban kimutattak, hogy szivizomsejtekben az ERK1/2 és az egyik &ltala aktivalt
enzim, a p90 riboszémalis S6-kinaz (p90RSK), képes foszforilalni és aktivalni ET-1
hatasara a NHE1-t (Moor és Fliegel, 1999). Amint a 43B. abran lathato, az ET-1 fokozta a
p9ORSK foszforilacidjat a membranfrakcioban. Lényeges megjegyezni, hogy mind az
U0126, mind az AG1478, szignifikans mértékben csokkentette az ET-1 altal kivaltott
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p90RSK foszforilaciot (43C-D. abra), mely arra utal, hogy a p90RSK altal aktivalt NHE1 az
EGFR-ERK1/2 jelatviteli rendszer disztalis elemeként mikodhet.

4.4.3.5. A p38-MAPK szerepe

Korabban, szivizomsejt-kultaran kimutattak, hogy az ET-1 jelentésen képes fokozni a p38-
MAPK foszforilaciojat (Clerk és mtsai, 1998). Kisérleteinkben intakt sziven az ET-1
(1 nmol/L) 10 perces infuzioja novelte a foszfo-p38-MAPK szintjét (44A. abra).
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44. abra: A p38-MAPK ellenstlyozni képes az ET-1 pozitiv inotrop hatasat.

(A) Western-blot analizis szerint, izolalt patkanysziveken az ET-1 (1 nmol/L) fokozta a p38-MAPK
foszforilaciojat. (B-C) Immunkomplex kinaz assay-ben ATF-2-6t hasznaltunk szubsztratumként. A p38-
MAPK-inhibitor SB239063 (3 pmol/L) csOkkentette az ET-1 hatasat a p38-MAPK aktivitasara. Az
Osszesitett eredményeket atlag+S.E.M. formaban tlintettiik fel (=4 sziv csoportonként). Az adatokat
egyutas ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01 vs. kontroll; #P<0.05,
##P<0.01 vs. ET-1. (D) Az SB239063 szignifikansan fokozta az ET-1 pozitiv inotrop hatasat. Az abra a
kontrakcios er6 valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M., n=4-6 sziv
csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk.
1P<0.001 vs. kontroll és SB239063; £P<0.05 vs. ET-1. (Szokodi és mtsai, 2008 alapjan)

A p38-MAPK szerepének tisztazasara a potens, szelektiv p38-MAPK-gatlé SB239063-at
hasznaltuk (Barone és mtsai, 2001). Az inhibitor a p38-MAPK katalitikus aktivitasat
befolyasolja, ezért egy kinaz assay segitségével igyekeztiink demonstralni a vegyulet
gatldé hatasat sajat kisérleti kdrilményeink k6z6tt. Az immunkomplex kindz assay szerint
az ET-1 ndvelte a p38-MAPK szubsztratum ATF-2 foszforilaciojat, melyet az SB239063 (3
pmol/L) kivédett (44B-C. abra). Tovabba, az SB239063 szignifikansan, 42%-kal fokozta az
ET-1 inotrop hatasat (P<0.05; 44D. abra). Az inhibitor 6nmagaban nem volt hatassal a
kontraktilitasra (P=NS; 44D. abra).
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4.4.3.6. Az ERK1/2 és a p38-MAPK szignalizacié egymasra hatasa

Korabbi vizsgéalatok szerint a p38-MAPK proteinfoszfatazokon keresztul gyengitheti az
ERK1/2 foszforilacidjat (Liu és Hofmann, 2004). Intakt sziven a p38-MAPK gatlasa
SB239063-mal nem fokozta az ET-1 indukalta ERK1/2 foszforilaciét (45A. abra). Hasonlo
modon, az U0126 nem befolyasolta a p38-MAPK foszforilaciojat (45B. abra).
Megjegyzendd, hogy az AG1478 szignifikansan csOkkentette az ET-1 hatasat a bal kamrai
p38-MAPK foszforilaciéra (45C. abra), amellett, hogy az ERK1/2 foszforilaciojat is
befolyasolta (45D. abra). Adataink arra utalnak, hogy az ERK1/2 és a p38-MAPK
jelatvivbk nem hatnak egymas aktivacidjara. Ugyanakkor, az EGFR-transzaktivacio
mindkét utvonal stimulaciéjaban részt vesz.
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45. abra: Az ERK1/2 és a p38-MAPK szignalizacié kapcsolata.

(A) Western-blot analizis szerint, izolalt sziveken a p38-MAPK-t gatld6 SB239063 (3 umol/L) nem
befolyasolta az ET-1 (1 nmol/L) hatasat az ERK1/2 foszforilaciéra. (B) Az ERK1/2 farmakoldgiai
gatlasa U0126 (1.5 pmol/L) révén nem maédositotta a foszfo—p38-MAPK szinteket. (C) Az EGFR-t gatlé
AG1478 (1 ymol/L) szignifikansan csokkentette az ET-1 indukalta bal kamrai p38-MAPK foszforilaciot.
(Szokodi és mtsai, 2008 alapjan)

4.4.3.7. A p38-MAPK potencialis célpontjai

A kovetkezd lépésben megvizsgaltuk, hogy a p38-MAPK miként befolyasolja a PLN
foszforilaciéjat, mely a kontraktilitas egyik alapvetd regulatora (MacLennan és Kranias,
2003). A p38-MAPK-t gatld6 SB239063 (3 umol/L) jelenlétében az ET-1 (1 nmol/L)
szignifikans mértékben ndvelte a PLN foszforilacidjat a Ser-16 foszforilaciés helyen, mig a
peptid dnmagaban nem befolyasolta azt (46A-B. abra). SB239063 egyeduli adagolasakor
nem tapasztaltunk szignifikans PLN foszforilaciét (P=0.115; 46B. abra). Tovabba, a
MEK1/2-t gatlé U0126 (1.5 uymol/L) nem modositotta a PLN foszforilaltsagi szintjét (46C.
abra). Adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a p38-MAPK gatlasa a PLN
foszforilacié fokozasa révén képes felerésiteni az ET-1 pozitiv inotrop hatasat a
szivizomban.
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46. abra: A p38-MAPK aktivacioja szabalyozza a foszfolamban foszforilaltsagi szintjét.

(A) Western-blot analizis eredményei szerint a p38-MAPK-t gatlo SB239063 (3 umol/L) jelenlétében az
ET-1 (1 nmol/L) szignifikansan fokozta a PLN bal kamrai foszforilaciojat a Ser-16 foszforilacios helyen.
(B) Az 6sszesitett eredményeket atlagtS.E.M. formaban tlintettiik fel (n=3-5 sziv csoportonként). Az
adatokat egyutas ANOVA-t kdéveté Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01 vs. kontroll;
#P<0.05, ##P<0.01 vs. ET-1+SB239063. (C) Az U0126 (1.5 pmol/L) nem befolyasolta a PLN
foszforilaciojat. (Szokodi és mtsai, 2008 alapjan)

4.4.3.8. Az ET-1 hatasa a vaszkularis tonusra

Kiemelendd, hogy a kontraktilitasra gyakorolt hatastdl eltér6en, az ERK1/2 és a p38-
MAPK gatlasa nem befolyasolta az ET-1 vazokonstriktor effektusat (perfuziés nyomas a
kezelés el6tt vs. kezelés utan: ET-1: 32.0£1.8 vs. 38.8+3.3 Hgmm, 20.6+3.4%-0s
novekedés; ET-1 plusz U0126: 16.8+2.7%-0s ndvekedés; ET-1 plusz SB239063:
18.7+3.8%-0s ndvekedés; P=NS). Korabbi megdfigyelésekkel 6sszhangban (McNair és
mtsai, 2004 ), a PKC inhibitor GF-109203X és a PLC inhibitor U-73122 szignifikans mddon
gyengitette az ET-1-okozta konstriktor hatast (ET-1: 32.4+1.0 vs. 40.3t2.0 Hgmm,
23.912.8%-0s ndvekedés; ET-1 plusz GF-109203X: 6.0+1.4%-0s ndvekedés, P<0.001;
ET-1 plusz U-73122: 13.841.1%-0s ndvekedés, P<0.01). Az egyéb inhibitorok nem
rendelkeztek érdemi hatassal (P=NS).

4.4.3.9. ERK1/2 és p38-MAPK: a kontraktilitas prominens modulatorai

Tradicionalis nézet szerint az ET-1 kétédése az ETa-receptorokhoz aktivalja a Gagn1-
fehérjét, mely a PLC-PKC kaszkadot miikdédésbe hozva ndveli a szivizomsejtek
kontraktilis erejét (Kramer és mtsai, 1991; Chu és mtsai, 2003; Zolk és mtsai, 2004;
Sugden, 2003; Brunner és mtsai, 2006). 1zolalt patkanysziven tett megfigyeléseink nem
tamogatjak ezt az elképzelést. A PLC és a PKC gatlasa nem csokkentette az ET-1 inotrop
effektusat. Tovabba, a kontraktilitas szempontjabdl relevans PKC izoformak (PKCa, 8, és
€) transzlokacioja nem valtozott a peptid hatasara (Szokodi és mtsai, 2008).
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Eredményeink a PLC—PKC jelatviteli utvonallal szemben, a MEK1/2-ERK1/2
kaszkad jelentéségére hivtak fel a figyelmet (47. abra). A MEK1/2—ERK1/2 jelatviteli
rendszer alapvetd szerepet tolt be a szivizom stresszel szembeni adaptaciojaban (Bueno
és Molkentin, 2002; Rose és mtsai, 2010). Az iszkémia-reperfuzié okozta karosodast az
ERK1/2 aktivacié az apoptozis csdkkentése révén enyhiti in vivo (Lips és mtsai, 2004).
Tovabba, az aktivalt MEK1 szivizom-specifikus overexpresszidja mérsékelt foku
koncentrikus bal kamrai hipertrofiat és fokozott pumpafunkciét eredményez, az allatok
hosszu tdvon sem mutatnak szivelégtelenségre utalé jeleket (Bueno és mtsai, 2000).
Osszhangban ezen észlelésekkel, a Raf-1 dominans negativ formajanak expresszidja a
szivben gatolja az ERK1/2 aktivaciojat nyomasterhelés soran, ami sulyos foku
szivelégtelenség kialakulasaval jar, csokkent szivhipertrofia és fokozott apoptdzis mellett
(Harris és mtsai, 2004). A kézelmultban az ERK1/2 szerepét kézvetlendl vizsgaltdk ERK1
(Erk17) illetve ERK2 génhianyos egerekben (Erk2*-). Tartés bal kamrai nyomasterhelés e
modellekben ugyan nem befolyasolta a hipertréfia fokat, mégis sulyos szivelégtelenséget
eredményezett markans apoptoézis kiséretében (Purcell és mtsai, 2007). Habar az emlitett
transzgénikus allatokban a szisztolés funkcié kdvetkezetesen érintett volt, az ERK1/2
direkt szerepét a kontraktilitas regulaciéjaban nem vetették fel. Intakt patkanysziven nyert
eredményeink szerint, az ET-1 aktivalta az ERK1/2-t, tovabba a MEK1/2 farmakolégiai
gatlasa jelentésen csdkkentette a peptid pozitiv inotrop hatasat. Adataink bizonyitékul
szolgaltak, hogy az ERK1/2 a sejttulélés folyamatainak szabalyozasa mellett fontos
szerepet tolt be a szivizom-kontraktilitds regulaciéjaban is (Szokodi és mtsai, 2008).

Szamos GPCR agonista az EGFR-transzaktivacio mechanizmusan keresztul
képes aktivalni az ERK1/2-t (Thomas és mtsai, 2002). A GPCR stimulacioé aktivalja a
metalloproteinazokat, melyek a proheparin-kété6 EGF-bél (“proheparin-binding EGF”, pro-
HB-EGF) hasitjak le a HB-EGF molekulat. Az extracellularisan felszabadulé HB-EGF
aktivalja az EGFR-t, mely a Ras—Raf1-MEK1/2 kaszkadon keresztll serkenti az ERK1/2
foszforilaciojat (Wetzker és Bohmer, 2003). A HB-EGF-hasitas illetve az EGFR-
transzaktivacié gatlasa csdkkentette a GPCR agonistak okozta bal kamrai hipertrofiat és
szisztolés funkciézavart in vivo (Asakura és mtsai, 2002). Masrészt, a HB-EGF-et kddolo
gén célzott delécidja sulyos kamrai dilatacioval és a pumpafunkcié romlasaval jart
(lwamoto és mtsai, 2003). Tovabba, az EGFR-t gatlé daganatellenes szer, az erlotinib, bal
kamrai tagulatot és szisztolés diszfunkciét provokalt kronikus B-AR stimulacié soran
(Noma és mtsai, 2007). Eredményeink els6ként mutattak ra, hogy az EGFR-
transzaktivacio kodzvetlen szerepet jatszik a szivizom-kontraktilitds szabalyozasaban.
Kisérleteinkben az ET-1 fokozta az EGFR-transzaktivaciot, mely folyamat farmakologiai
gatlasa csokkentette az ET-1 hatasat az ERK1/2 foszforilaciora és a kontraktilitasra.
Osszegezve, megfigyeléseink szerint az EGFR-transzaktivaci6 a MEK1/2—-ERK1/2
jelpalya befolyasolasa révén serkenti a szivizom-kontraktilitast (Szokodi és mtsai, 2008).
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Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban (Kramer és mtsai, 1991; Wang és
mtsai, 2000; Takeuchi és mtsai, 2001; Chu és mtsai, 2003; Zolk és mtsai, 2004), a NHE
gatlasa részlegesen csdkkentette az ET-1 inotrop hatasat. Az ERK1/2 kdzvetlenll (Moor
és Fliegel, 1999), illetve a p90RSK-n keresztll (Takahashi és mtsai, 1999) képes fokozni
a NHE C-terminalis regulatoros doménjének a foszforilacidjat. Vizsgalataink soran az ET-1
fokozta a foszforilalt p9ORSK mennyiségét a membranfrakcioban. Kiemelendd, hogy az
ET-1 hatasat a p90RSK foszforilaciéra az EGFR illetve a MEK1/2 gatldsa hasonld
mértékben csdkkentette. Mindezek fényében valdszinlsithetd, hogy ET-1 stimulacié
soran az EGFR-ERK1/2 jelatviteli rendszer a p90RSK révén szabalyozza a NHE1
mikodését (47. abra) (Szokodi és mtsai, 2008).

A p38-MAPK aktivaciéjat a szivben szamos patolégias folyamattal hoztak
Osszefliggésbe, mint a szivizomsejtek hipertréfidja, az extracellularis matrix atépulése
illetve a sejthalal szabalyozasa (Rose és mtsai, 2010). Ezzel szemben, kevés adattal
rendelkeziink a p38-MAPK fiziologias szerepérél. Az MKK3bE enzim overexpresszidja
fokozta a p38-MAPK aktivitast, valamint csokkentette a kontrakciés erét patkany eredeti
izolalt szivizomsejteken. Ennek megfeleléen, az endogén p38-MAPK aktivitas
farmakologiai gatlasaval pozitiv inotrop hatast valtottak ki (Liao és mtsai, 2002). Jelen
kisérleteinkben az ET-1 stimulacié szignifikdansan névelte a p38-MAPK aktivitasat intakt
sziven. SB239063, az enzim specifikus gatldészere, erételjesen ndvelte az ET-1 inotrop
hatasat, mig a gatlészer 6nmagaban nem befolyasolta a kontraktilis erét. Adataink arra
utalnak, hogy az izolalt sziv modellben a p38-MAPK bazadlis aktivitisa nem elegend6 a
kontraktilitds médositasahoz, azonban az enzim fizioldgias aktivacidja ellensulyozni képes
az ET-1 pozitiv inotrop hatasat (Szokodi és mtsai, 2008). Eredményeink 6sszhangban
allnak egér eredeti izolalt szivizomsejteken tett megfigyelésekkel, melyek szerint a p38-
MAPK farmakolégiai gatlasa er6teljesen fokozta a B2-AR stimulaciokor fellépé
kontraktilitas fokozodast (Zheng és mtsai, 2000).

Annak dacara, hogy szamos vizsgalat jutott arra a kdvetkeztetésre, hogy a
p38-MAPK a kontraktilitas fontos szabalyozdja lehet (Zheng és mtsai, 2000; Liao és
mtsai, 2002; Bellahcene és mtsai, 2006), az effektus hatterében allé6 molekularis
mechanizmusok nagyrészt tisztazatlanok. Korabban a p38-MAPK-rél feltételezték, hogy a
proteinfoszfatazok révén képes elnyomni az ERK1/2 aktivacidjat izolalt szivizomsejteken
(Liu és Hofmann, 2004). Adataink ezzel szemben azt mutattak, hogy a p38-MAPK gatlasa
nem erositette fel az ET-1 altal kivaltott ERK1/2 foszforilaciot intakt sziven, kizarva annak
a lehetdségét, hogy az ERK1/2 és a p38-MAPK jelpalya kézott direkt kapcsolat Iétezne
(Szokodi és mtsai, 2008).
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47. abra: Az ET-1 pozitiv inotrop hatasat kozvetit6 feltételezett mechanizmusok.

Eredményeink szerint az ERK1/2 és a p38-MAPK ellentétes szerepet tolt be a kontraktilitas akut
szabalyozasaban. Az ET-1 pozitiv inotrop hatasat az EGFR-MEK1/2-ERK1/2-p90RSK-NHE1 jelpalya
kozvetiti. Ezzel szemben, a p38-MAPK szimultan aktivacidja ellensulyozni képes a kontrakciés erd
névekedését a PLN defoszforilacidja révén. A tradicionalis felfogdssal szemben, a PLC-PKC jelatviteli
utvonal nem jatszik szerepet a peptid kontraktilitast fokozo effektusaban. EGFR, epidermalis
névekedési faktor-receptor; ERK1/2, extracellularis jelek altal regulalt kindz 1/2; LTCC, L-tipusu Ca?*-
csatorna; MEK1/2, MAPK-kinaz 1/2; MKK3/6, MAPK-kinaz 3/6; NCX, Na*-Ca2*-cseremechanizmus;
NHE, Na*-H*-cseremechanizmus; p38, p38-MAPK; p90RSK, p90 riboszémalis S6-kinaz; PKC,
proteinkinaz-C; PLCB, foszfolipaz-CB; PLN, foszfolamban; RyR, rianodin-szenzitiv Ca2*-csatorna;
SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum. (Szokodi és mtsai, 2008 ; Perjés és mtsai,
2012 alapjan)

Az adenozin A1-receptorok izgalma a p38-MAPK-on keresztul képes tompitani
a B-AR stimulacio hatasat a PLN foszforilacidjara (Liu és Hofmann, 2003). Vizsgalataink
fontos megfigyelése volt, hogy az ET-1 jelentésen ndvelte a PLN foszforilaciéjat a Ser-16
pozicidban p38-MAPK gatlasa esetén (Szokodi és mtsai, 2008). A PLN foszforilacio
felfliggeszti a SERCA2a gatlasat, a SR-ban raktarozott Ca2* mennyisége emelkedik, mely
masodlagosan a kontraktilis er6 névekedéséhez vezet (MacLennan és Kranias, 2003).
Kézenfekvé magyarazatnak tlinik, hogy a p38-MAPK a PLN fehérje defoszforilacidja
révén képes ellensulyozni az ET-1 kontraktilitast novelé hatasat (47. abra). A
kézelmultban szamoltak be arrél, hogy az MKKG6bE transzgénikus egerekben a p38a-
MAPK kronikus aktivacioja gyengult szarkomerfunkcioval parosul, melyért feltehetbleg az
a-tropomiozin csékkent foszforilacidja felelés (Vahebi és mtsai, 2007). Tovabbi vizsgalatok
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szlkségesek annak tisztazasara, hogy a p38-MAPK akutan is képes-e befolyasolni a
miofilamentumok miikddését.

Fiziologias viszonyok kodzott a p38-MAPK dinamikus, atmeneti aktivacidja
jelentds védd szerepet tolthet be a szivben a tulzott inotrop stimulusok ellensulyozasa
révén. A p38a-MAPK, az MKK3 illetve az MKK6 dominans negativ mutans valtozatat
kifejezd egerekben a miokardialis p38-MAPK jelatvitel kronikus gatlasa soran feltehetéleg
elvész ez a védé mechanizmus, mely hozzgjarulhat a transzgénikus modellekben a
szivelégtelenség spontan kifejlédéséhez (Braz és mtsai, 2003). Ezzel ellentétben, a p38-
MAPK hosszan fennalld, jelentés aktivaciéja a romld kontraktilitas miatt szintén
szivelégtelenséghez vezethet, mint azt az MKK3bE vagy az MKKGBbE szivizom-specifikus
expresszidja esetén tapasztaltak (Liao és mtsai, 2001). Ezért a kamrafunkcié a p38-
MAPK aktivitas normalizalasaval javulhat a karosodott szivben.

Osszegezve, vizsgalataink igazoltak, hogy az ERK1/2 és a p38-MAPK fontos
szerepet to6lt be a kontraktilitas akut szabalyozasaban felnétt patkanyszivben.
Eredményeink felfedték, hogy a MAPK-ok ellentétes hatast gyakorolnak a kontraktilis
erbre. Mig az ERK1/2 az ET-1 inotrop effektusat kozvetiti, addig a p38-MAPK szimultan
aktivaciodja ellensulyozza a kontrakcios eré ndvekedését. Kimutattuk, hogy az ERK1/2-t az
EGFR aktivalja, mig az ERK1/2 feltehetbleg a p90RSK-NHE1 utvonalon keresztil
fokozza a kontraktilitast. Tovabba, a p38-MAPK a SERCA funkciéjat szabalyozé PLN
defoszforilacidja révén csokkentheti a kamrai kontrakcios erét. Eredményeink felvetik,
hogy a MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli rendszer aktivalasa, illetve a p38-MAPK gatlasa a
szivizom-kontraktilitas fokozasanak uj utjait jelenthetik (47. abra).
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4.4.4. AROS szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak szabalyozasaban

4.4.41. Az ET-1 hatasa az intracellularis ROS termel6désre

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy az ET-1 fokozza a reaktiv oxigén szarmazékok
termel6dését patkany, egér és macska eredetli szivizomsejteken (Tanaka és mtsai, 2001;
Cingolani és mtsai, 2006; Dong és mtsai, 2006; De Giusti és mtsai, 2008). Els6ként arra
kerestink valaszt, hogy az ET-1 miként hat a ROS termel6désre izolalt patkanysziv-
preparatumon. A dihidroetidium etidiumma toérténé ROS-fuggé oxidacidjat vizsgaltuk
fluoreszcens mikroszkopia segitségével fagyasztott bal kamrai metszeteken (Sovershaev
és mtsai, 2006). Azok a szivek, melyeket el6zetesen 1 nmol/L ET-1-gyel kezeltink
dihidroetidium (10 umol/L) jelenlétében, szignifikansan intenzivebb etidium fluoreszcenciat
mutattak, mint a kontroll szivek (P<0.01; 48A-C. abra). Tovabba, az antioxidans N-
acetilcisztein (500 ymol/L) (Cheng és mtsai, 1999) kivédte az ET-1 hatasat az etidium
fluoreszcenciara (P<0.01). A gyokfogd vegyulet 6nmagaban torténé alkalmazasakor

mérsékelten csdkkent a bazalis fluoreszcens intenzitas (P<0.05; 48C. abra).
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48. abra: Az ET-1 fokozza a ROS termelddést izolalt patkanysziven.

(A) A ROS termel6dés mértékét az etidium fluoreszcencia mérésével itéltik meg konfokalis
mikroszkopia segitségével. A reprezentativ képeken lathatd, hogy a dihidroetidiummal (10 pmol/L)
jelélt, ET-1-gyel (1 nmol/L) kezelt sziv erételjesebb eitidium fluoreszcenciat mutat, mint a kontroll. (B)
A metszeteket 488 nm-en ingereltik, a festék altal kibocsatott fényt az 560-660 nm kozotti
tartomanyban mértik, melyet a szaggatott vonalak kozoétti terilet mutat. (C) Az antioxidans N-
acetilcisztein (500 uymol/L) jelenlétében az ET-1 nem volt képes fokozni az etidium fluoreszcenciat. A
sejtmagokban meért etidium fluoreszcencia (560-660 nm) atlagolt eredményeit atlag+S.E.M. formaban
tlntettik fel (n=4 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kdvetd LSD post hoc teszitel
vizsgaltuk. *P<0.01. (Kubin és mtsai, 2011 alapjan)
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4.4.4.2. AROS szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak kozvetitésében

A tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az ET-1-okozta fokozott ROS termel6dés
miként befolyasolja a peptid inotrop hatasat. Izolalt patkanysziv preparatumon az ET-1 (1
nmol/L) 10 perces infuzidja 44+4%-kal novelte a kontraktilis er6t (49A. abra). Az
antioxidans N-acetilcisztein (500 pmol/L) 33%-kal (P<0.001; 49A. &abra), a SOD-
mimetikum MnTMPyP (10 pymol/L) (Amin és mtsai, 2001) 35%-kal cstkkentette az ET-1
inotrop hatasat (P<0.05; 49B. abra). Az N-acetilcisztein és az MnTMPyP énmagaban nem
volt hatassal a bazalis kontraktilitasra (P=NS; 49A-B. abra)
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49. abra: A ROS termelédés fokozédasa hozzajarul az ET-1 pozitiv inotrop hatasahoz.

(A-B) Izolalt patkanysziv-preparatumon az antioxidans N-acetilcisztein (NAC, 500 ymol/L) (A) és a
SOD-mimetikum MnTMPyP (10 pumol/L) (B) szignifikansan csokkentette az ET-1 (1 nmol/L) pozitiv
inotrop hatasat. Az abra a kontrakcios erd valtozasat az alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlag
+S.E.M.; n=3-7 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kovetd LSD post hoc
teszttel vizsgaltuk. *P<0.001 vs. kontroll és NAC (A) ill. MNnTMPyP (B); tP<0.05, £P<0.001 vs. ET-1.
(Kubin és mtsai, 2011 alapjan)

44.4.3. ANAD(P)H-oxidaz eredetii ROS szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak
kozvetitésében

A szivizomban a O2~ fontos forrasai a NAD(P)H-oxidazok (Geiszt, 2006; Maejima és
mtsai, 2011; Santos és mtsai, 2011). Korabban kimutattak, hogy az ET-1 képes aktivalni a
NAD(P)H-oxidazt patkany eredetli szivizomsejt-tenyészetben (Yang és mtsai, 2005). A
NAD(P)H-oxidazt gatl6 apocynin (100 pmol/L) (Dong és mtsai, 2006) 36%-kal
csokkentette az ET-1 pozitiv inotrop hatasat (P<0.001; 50A. abra). Az inhibitor
onmagaban nem befolyasolta a kontraktilis er6t (P=NS; 50A. abra). Konfokalis
vizsgalataink szerint az apocynin kivédte az ET-1-okozta ndvekedést az etidium
fluoreszcenciaban (P<0.001), mig a gatlészer egyedul nem volt hatassal a fluoreszcens
intenzitasra (P=NS; 50B. abra).
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50. abra: A NAD(P)H-oxidazok altal termelt reaktiv oxigén gyokok szerepet jatszanak az ET-1
pozitiv inotrop hatasaban.

(A) Izolalt patkanysziv-preparatumon a NAD(P)H-oxidazt gatlé apocynin (Apo, 100 umol/L) gyengitette
az ET-1 (1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat. Az abra a kontrakcids erd valtozasat az alapértékekhez
viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M.; n=6-9 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t
kéveté LSD post hoc teszttel vizsgéltuk. ***P<0.001 vs. kontroll és apocynin; $P<0.001 vs. ET-1. (B)
Az apocynin kivédte az ET-1 altal indukalt ROS termelédést. A sejtmagokban mért etidium
fluoreszcencia (560-660 nm) atlagolt eredményeit atlagtS.E.M. formaban tlintettiik fel (n=3-4 sziv
csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t koéveté LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01,
***P<0.001. (Kubin és mtsai, 2011 alapjan)

44.4.4. A mitoKare-csatornak szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasaban

Ismert, hogy a mitokondridlis ATP-fliggé K*-csatornak (mitoKarp) nyitasakor fokozodik a
mitokondridlis ROS termelés a miokardiumban (Pain és mtsai, 2000; Forbes és mtsai,
2001). A kovetkezb6kben arra kerestliink valaszt, hogy ezen csatornak miikédése
mennyiben befolyasolja az ET-1 inotrop hatasat. A mitoKarp-csatornak nyitasat gatlé 5-HD
(200 ymol/L) (Pain és mtsai, 2000) infuzidja nem gyakorolt hatast a kontraktilis erére
(P=NS; 51A. abra). Ugyanakkor, az 5-HD 43%-kal csokkentette az ET-1 hatasat a 10
perces idépontban (P<0.001; 51A. abra). Konfokalis vizsgalataink alapjan az 5-HD
Onmagaban adva mérsékelte a fluoreszcens intenzitast (P<0.05), azonban az ET-1 az 5-
HD jelenlétében is képes volt ndvelni az etidium fluoreszcenciat (P<0.05; 51B. abra). A
mitoKarp-csatornak mellett egyéb K*-csatornak jelentéségét is vizsgaltuk. A mitokondrialis
Ca?* altal aktivalt K*-csatornak (BKca) funkciojat paxillin (Cao és mtsai, 2005), mig a
szarkolemmalis ATP-fuggé Kt*-csatornak szerepét HMR-1098 (Gok és mtsai, 2006)
segitségével kivantuk tisztazni. A paxillin (1 pmol/L) egyedil nem hatott a kontraktilitasra
(P=NS), azonban az ET-1 inotrop effektusat szignifikdns mddon, 41%-kal gyengitette
(P<0.01). Ezzel szemben, a HMR-1098 (3 pmol/L) nem modositotta az ET-1 hatasat
(P=NS). Eredményeink arra utalnak, hogy a mitoKarp-csatornak és a BKca-csatornak
nyitdsa szikséges a teljes inotrop valasz létrejottéhez, azonban e hatas feltehet6en
fuggetlen a mitokondrialis ROS termel6déstél.
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51. abra: A mitoKATP-csatornak szerepe az ET-1 pozitiv inotrop hatasaban.

(A) lzolalt patkanysziv-preparatumon a mitoKare-csatornak nyitdsat gatlé 5-HD (200 pmol/L)
gyengitette az ET-1 (1 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat. Az abra a kontrakciés erd valtozasat az
alapértékekhez viszonyitva mutatja (atlagtS.E.M.; n=4-8 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas,
ismételt ANOVA-t kdvetd LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. **P<0.01, ***P<0.001 vs. kontroll és 5-HD;
1P<0.01 vs. ET-1. (B) Az 5-HD nem volt képes kivédeni az ET-1 altal indukalt ROS termel&dést. A
sejtmagokban meért etidium fluoreszcencia (560-660 nm) atlagolt eredményeit atlag+S.E.M. formaban
tintettik fel (n=4 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t kdveté LSD post hoc teszttel
vizsgaltuk. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. (Kubin és mtsai, 2011 alapjan)

4.4.4.5. AROS produkcio és az ERK1/2 aktivacié kapcsolata

A 4.4.3.1. fejezetben ismertettik, hogy az ET-1 inotrop hatasanak kdzvetitésében kiemelt
szerepet jatszik az ERK1/2. Szivizomsejt-kultiran nyert adatok szerint az ERK1/2
foszforliacid redox-érzékeny (Tanaka és mtsai, 2001; Clerk és Sugden, 2006), ezért
tisztazni kivantuk, hogy az enzim aktivaciojaban intakt sziv esetében mekkora sullyal
vesznek részt ROS-fuggé mechanizmusok. Az ET-1 (1 nmol/L) 10 perces infuzidja
er6teliesen emelte a bal kamrai foszfo-ERK1/2 szintet (P<0.001; 52A. abra). Az ET-1-
okozta ERK1/2 foszforilacio szignifikans médon csdkkent N-acetilciszteinnel (500 pmol/L)
(P<0.01), MnTMPyP-vel (10 umol/L) (P<0.001) illetve apocyninnal (100 umol/L) (P<0.05)
tortént kezelés soran (52A-C. abra). Az inhibitorok énmagukban nem befolyasoltak az
ERK foszforildltsagi szintjet (P=NS; 52A-C. abra). Eredményeink azt mutatjak, hogy az
ET-1 stimulacid soran a termel6d6 szabadgyokdk az ERK1/2 uatvonal aktivaciojan

keresztul fokozhatjak a kontraktilis erét.
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52. abra: Az ERK1/2 ROS-fiigg6 aktivacioja.

(A-C) Western-blot analizis szerint az antioxidans N-acetilcisztein (NAC, 500 uymol/L) (A), a SOD-
mimetikum MnTMPyP (MnT, 10 ymol/L) (B) és a NAD(P)H-oxidaz-gatlé apocynin (Apo, 100 umol/L)
(C) szignifikansan csokkentette az ET-1 indukalta ERK1/2 foszforilaciét a bal kamrai mintakban. Az
Osszesitett eredmények esetén a foszfo-ERK1/2 (P-ERK1/2) és a total ERK1/2 (tot-ERK1/2)
hanyadosat tlintettiik fel (atlag+S.E.M.; n=4-9 sziv csoportonként). Az adatokat egyutas ANOVA-t
kovet6 LSD post hoc teszttel vizsgaltuk. #P<0.05, ##P<0.01, ###P<0.001 vs. kontroll; *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 vs. ET-1. (Kubin és mtsai, 2011 alapjan)

4.4.4.6. Az ET-1 hatasa a vaszkularis tonusra

Az izolalt szivpreparatumon az ET-1 (1 nmol/L) 10 perces infuzidéja enyhén ndvelte a
perfuziés nyomast (30.5+0.5-r6l 35.3+1.4 Hgmm-re, 16.5%-0s ndvekedés; P<0.05). Az 5-
HD gyengitette (4.4%-0s ndvekedés; P<0.05), mig a paxillin szignifikdns médon fokozta
az ET-1 koronariaszikité hatasat (32.0%-os ndvekedés; P<0.05). Az N-acetilcisztein, az
MnTMPyP, az apocynin és a HMR-1098 nem befolyasolta érdemben az ET-1 hatasat a

perfuziés nyomasra (P=NS).

4.4.4.7. AROS jelatviteli szerepe a kontraktilitas regulaciéjaban

Tanulmanyok sorozata igazolta, hogy a tulzott ROS termel6dés hozzajarul a sziv
szisztolés funkciézavarahoz iszkémias-reperfuzidés szivizom-karosodas soran (Bolli és
mtsai, 1989; Perez és mtsai, 1998; Asimakis és mtsai, 2002; Adlam és mtsai, 2005;
Murphy és Steenbergen, 2008) és kronikus szivelégtelenség allapotaban (Saavedra és
mtsai, 2002; Grieve és mtsai, 2006; Giordano, 2005; Murdoch és mtsai, 2006). Masrészt,
a ROS produkcio kontrollalt, atmeneti, mérsékelt fokozasa védé hatast fejt ki a soron
kovetkez6 iszkémias-reperfuziods inzultussal szemben (Chen és mtsai, 1995; Forbes és
mtsai, 2001; Murphy és Steenbergen, 2008). Ettél eltéréen, a ROS fizioldgias szerepe a
szivizomban kevéssé ismert. Eredményeink szerint a szabadgyok molekulak jelatvivéként
részt vesznek a kontraktilitas akut regulaciéjaban. Izolalt patkanysziven az ET-1 fokozta a
termelésrél ad alapvetben felvilagositast (Sovershaev és mtsai, 2006). Az antioxidans N-
acetilcisztein kivédte az ET-1 hatasat a ROS termelésre. Tovabba, az N-acetilcisztein és a
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SOD-mimetikum MnTMPyP szignifikansan gyengitette az ET-1 pozitiv inotrop hatasat
(Kubin és mtsai, 2011). Korabbi megfigyelések szerint, az exogén ET-1 kontraktilis erét
fokozd hatasa szinte teljes mértékben kivédhetd volt antioxidansokkal macska eredeti
szivizomsejteken (Cingolani és mtsai, 2006; De Giusti és mtsai, 2008). Ugyanezt a
modellt hasznalva kimutattak, hogy az Ang |l adasa fokozta az endogén ET-1
felszabadulasat, mely a ROS termelédést stimulalva novelte a sejtek kontraktilis erejét
(Cingolani és mtsai, 2006). A szivizomban a O2™ fontos forrasai a NAD(P)H-oxidazok
(Geiszt, 2006; Maejima és mtsai, 2011; Santos és mtsai, 2011). Eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy az ET-1 inotrop effektusaban a NAD(P)H-oxidaz eredeti
ROS jatszhat szerepet, mivel a NAD(P)H-oxidazt gatlé apocynin parhuzamosan
csOkkentette az ET-1 hatasat a kontraktilitasra és a ROS termel6désre (Kubin és mtsai,
2011). Az intakt patkanysziven nyert adatainkkal 6sszhangban, a NAD(P)H-oxidaz
farmakologiai gatlasa kivédte az ET-1 inotrop hatédsat macskaszivbél izolalt kamrai
izomsejteken (De Giusti és mtsai, 2008).

Ismert, hogy a NAD(P)H-oxidazok altal termelt ROS a mitoKarp-csatornak
nyitasa révén tovabbi ROS felszabadulasat stimulalhatja a mitokondriumokbdl (Kimura és
mtsai, 2005). A mitoKarp-csatornak fontos védd szerepet jatszanak a szivizomban az
iszkémias-reperfuzios karosodassal szemben (Pain és mtsai, 2000; Forbes és mtsai,
2001; Murphy és Steenbergen, 2008). Ugyanakkor, ezen csatornak fiziolégias funkcidja
kevéssé tisztazott. lzolalt patkanysziven a mitoKarp-csatornak nyitasat gatlo 5-HD
jelentdsen gyengitette az ET-1 pozitiv inotrop hatasat, ugyanakkor a peptid az 5-HD
jelenlétében is képes volt szignifikans médon fokozni a ROS termelést. Adataink arra
utalnak, hogy a mitoKarp-csatorndk a ROS-tdl fuggetlen mechanizmusokon keresztil
befolyasoljak a kontraktilis erét (Kubin és mtsai, 2011). Izolalt kamrai izomsejteken a nem
szelektiv Karp-csatorna gatld glibenklamid kivédte az ET-1 hatasat mind a kontraktilitasra,
mind a Oz~ termelésre. Ugyanakkor, az 5-HD csupan az ET-1 pozitiv inotrop effektusat
gyengitette, a ROS produkciét nem befolyasolta szignifikans médon (De Giusti és mtsai,
2008). A kozelmultban demonstraltak, hogy a mitoKarp-csatornak gatlasa esetén a sziv
nem volt képes megfeleléen reagalni kilonféle tipusu inotrop stimulusokra (dobutamin,
ouabain és magas perfuzatum Ca?*-koncentracio) (Garlid és mtsai, 2006). Azt
feltételezték, hogy a mitoKarp-csatornak nyitasakor a mitokondrium belseje felé iranyuld
K*-aram megakadalyozza a mitokondrialis matrix stressz okozta zsugorodasat, valamint a
kilsé és a bels6 membran kdzoétti tér expanzidjat. Mindez fontos a mitokondrium és a
citoplazma kozoétti hatékony energiatranszfer fenntartasaban (Garlid és mtsai, 2006). A
mitokondrialis matrix felé iranyuld K*-aramok fontossagara utal azon megfigyelésink is,
hogy a mitokondrialis BKca-csatornat gatlé paxillin szignifikansan gyengitette az ET-1
inotrop hatasat, mig a szarkolemmalis ATP-fliggé K*-csatornak gatlasa nem befolyasolta
azt (Kubin és mtsai, 2011).
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A korabban ismertetettek szerint a MEK1/2-ERK1/2—-p90RSK-NHE kaszkad
alapvetd szerepet tolt be az ET-1 pozitiv inotrop hatasanak kdzvetitésében (Szokodi és
mtsai, 2008). Jelen adataink arra engednek kdvetkeztetni, hogy az ERK1/2 aktivacidja
dontéen ROS-érzékeny, mivel az N-acetilcisztein, az MnTMPyP és az apocynin is
szignifikdnsan csokkentette az ET-1-indukalta ERK1/2 foszforilacidt (Kubin és mitsai,
2011). Korabbi eredményeink szerint az ET-1 az EGFR transzaktivacié révén valtja ki az
ERK1/2 jelpalya aktivaciojat (Szokodi és mtsai, 2008). A ROS termelédés fokozdédasa
inaktivalhatja a protein-tirozin foszfatazokat és ily médon emelkedhet az EGFR tirozin
foszforilacidja. Az aktivalt EGFR a Ras jelatvivdn keresztul aktivalhatja a MEK1/2—ERK1/2
kaszkadot (Wetzker és Boéhmer, 2003; Clerk és Sugden 2006). Tovabba, a szabadgydkok
kbézvetlenll is aktivalhatjak a Ras-t a redox-érzékeny ciszteinek (elsésorban a Cys118)
modositasa révén (Pimentel és mtsai, 2006; Clerk és Sugden, 2006; Perjés és mtsai,
2012). Tovabbi kisérletek szilkségesek annak tisztazasara, hogy az ERK1/2 aktivaciéja
milyen ROS-fllggé mechanizmusokon keresztl jon létre.

Szamos kisérletes eredmény tamogatja azt a hipotézist, hogy az endogén
ROS termelédés fontos regulatora lehet a szivizom-kontraktilitasnak fiziologias viszonyok
kozott. Az endogén ROS produkcio fokozddasa befolyasolja az ET-1 (Cingolani és mtsai,
2006; De Giusti és mtsai, 2008; Kubin és mtsai, 2011) és a B-AR stimulacio pozitiv inotrop
effektusat (Mak és Newton, 2001; Kubin és mtsai, 2011; Andersson és mtsai, 2011), az
Ang Il (Palomeque és mtsai, 2006), a leptin (Dong és mtsai, 2006), és a TGF-B1 negativ
inotrop hatasat (Li és mtsai, 2008). Az antioxidans vegyuletekkel folytatott klinikai
tanulmanyok ezidaig csalédast okoztak, a ROS termel6dés csdkkentése nem javitotta a
sziv pumpafunkcidjat szivelégtelenségben (Yusuf és mtsai, 2000; Devaraj és Jialal, 2005;
Hare és mtsai, 2008). A ROS szerepének felismerése a sziv kontraktilis erejének
szabalyozasaban fizioldgias viszonyok ko6zott, magyarazatot adhat, szamos egyéb
tényezé mellett, az antioxidans vegyuletekkel folytatott kezelés sikertelenségére. A
fiziolégias folyamatok alaposabb megismerése hatékonyabb terapiak kifejlesztéséhez
vezethet el (Perjés és mtsai, 2012).

4.4.5. Az endogén ET-1 szerepe a Gregg-effektus szabalyozasaban

A kdvetkezd kisérleteinkben arra kerestink valaszt, hogy az endogén ET-1 és az Ang Il
szerepet jatszik-e a kontraktilitas akut szabalyozasaban. NMRI egértérzset vizsgalva,
izolalt sziven a 2 mL/perces bazalis koronariaaramlas 4, 5 illetve 6 mL/percre torténd
novelése a 53A. abran bemutatottak szerint emelte a perfuziés nyomast. Az aramlas
5 mL/percre torténé emelése fokozta a legnagyobb mértékben a kamrai kontraktilitast
(53B. abra), ezért ezt a stimulust alkalmaztuk a tovabbi vizsgalataink soran.
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53. abra: A Gregg-effektus izolalt egérsziven.

A perfuziés nyomas (A) és a kontraktilis er6 valtozasa (B) a koronariaaramlas 2 mL/percrél 4, 5, illetve
6 mL/percre torténd emelésekor. Az eredményeket atlag+S.E.M. formatumban adtuk meg (n=5-13 sziv
csoportonként). (Piuhola és mtsai, 2003a alapjan)

A bazdlis aramlas mellett az ETa/ETs-receptor-gatlé bosentan (1 pmol/L), az ETa-
receptor-gatlé BQ-123 (100 nmol/L), az ETs-receptor-gatié BQ-788 (100 nmol/L), és az
ATi-receptor-antagonista CV-11974 (10 nmol/L) nem befolyasolta a kontraktilitast. A
koronariaaramlas 2 mL/percr6l 5 mL/percre torténd emelése 80+12%-kal (P<0.001)
ndvelte a kontrakciok erejét (54. abra). Az ETa/ETs-receptor-antagonista 34%-kal
(P<0.05) gyengitette az aramlas fokozasara adott kontraktilis valaszt (54A. abra). Az ETa-
receptorok gatlasa 56%-kal (P<0.05) csdkkentette, mig az ETs-receptorok blokkolasa
35%-kal (P<0.05) fokozta a Gregg-effektust (54B-C. abra). Az ET-receptoroktdl eltéréen
az AT+-receptorok gatlasa nem befolyasolta a kontraktilis er6 novekedését (P=NS; 54D.
abra). A perfuziéos nyomas 995 Hgmm-re nétt a koronariaaramlas 5 mL/percre térténd
emelése soran (P<0.001). A perfuziés nyomas hasonlé médon ndvekedett a kiilénb6zd
receptorblokkolék adagolasakor, egyedul az ETs-receptor-antagonista alkalmazasakor
tapasztaltunk enyhe, atmeneti emelkedést (P<0.05).

Osszefoglalva, kisérleteinkben kimutattuk, hogy az endogén ET-1 kiemelt
szerepet jatszik a Gregg-effektus kdzvetitésében izolalt egérsziven. Eredményeink szerint
az ETa- és az ETg-receptorok ellentétesen befolyasoltak a kontraktilis erét. Mig az ETa-
receptorok gatlasa esetén elmaradt a koronariadaramlas emelését kdvetd kontrakcios erd
fokozodas, addig az ETs-receptorok blokkolasa jelent6ésen fokozta a Gregg-effektust
(Piuhola és mtsai, 2003a). Jelen adataink egybecsengenek az exogén ET-1 adagolasa
soran tapasztaltakkal az ET-receptorok kettés szerepét illetleg (4.4.1. fejezet). Az ET-1-
tél eltéréen, az Ang Il az AT4-receptorokon keresztil nem befolyasolta a Gregg-effektus
kialakulasat. Az érendothelium ETs-receptorainak stimulacidja NO felszabadulast valt ki
(Hirata és mtsai, 1993). A 4.4.2. fejezetben ismertettik, hogy a NOS farmakoldgiai uton
torténd gatlasa feler@siti az ET-1 pozitiv inotrop effektusat. Elképzelhetd, hogy a Gregg-
hatdst az ETs-receptorok az NO termelés fokozésa révén befolyasoljak. Az ETs-
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receptorok hozzajarulnak az ET-1 plazmabdl térténd eltavolitasahoz (Fukuroda és mtsai,
1994). Az ETg-receptorok blokkolasa fokozhatja az ET-1 két6dését az ETa-receptorokhoz,
mely ily modon ndvelheti a Gregg-effektust.
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54. abra: Az endogén ET-1 szerepe a Gregg-effektus létrehozasaban.

Izolalt egérsziv preparatumon a koronariaaramlast 2mL/percrél 5 mL/percre noveltiik, a kontraktilis eré
valtozasat (A) az ETa/ETs-receptor-antagonista-gatlé bosentan (1 pmol/L); (B) az ETa-receptor-gatlé
BQ-123 (100 nmol/L); (C) az ETs-receptor-gatldé BQ-788 (100 nmol/L); és (D) az ATi-receptor-
antagonista CV-11974 (10 nmol/L) jelenlétében vizsgaltuk. Az antagonistak infizidjat 10 perccel az
aramlas megemelése el6tt inditottuk. Az abra a kontrakciés er6 valtozasat az alapértékekhez
viszonyitva mutatja (atlag+S.E.M., n=5-12 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t
kévetdé Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. *P<0.05 vs. kontroll. (Piuhola és mtsai, 2003a alapjan)

4.4.6. Az endogén ET-1 szerepe a Frank-Starling-valasz szabalyozasaban

A kovetkezbkben tisztazni kivantuk, hogy az endogén ET-1 és az Ang |l szerepet jatszik-e
a Frank-Starling-valasz kialakitasaban fiziologias illetve patolégias viszonyok kozott.
Vizsgalatainkat hipertenziv dTG és normotenziv SD patkanyok szivén végeztik ex vivo.
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55. abra: Frank-Starling-valasz SD és dTG patkanysziv-preparatumon.

Izolalt szivpreparatumon az intraventrikularis ballon térfogatanak (Vg) lépcsézetes ndvelése soran
kévettik a pulzusnyomds, a dP/dtmax, @ dP/dtmin, és a bal kamrai végdiasztolés nyomas (LVEDP)
valtozasat. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tintettik fel (n=7-8 sziv csoportonként). Az
adatokat kétutas, ismételt ANOVA-val vizsgaltuk. Minden vizsgalt paraméter szignifikans kulénbséget
(P<0.01) mutatott a két csoport kéz6tt. (Piuhola és mtsai, 2003b alapjan)

A tartésan fennalld hipertdnia kdvetkeztében jelentés bal kamrai hipertréfiat talaltunk a
dTG patkanyokban, a bal kamra témeg-testttmeg hanyados 4.37+0.06 mg/g volt,
szemben a kontroll SD patkanyok 2.83+0.03 mg/g értékével (P<0.001). A dTG torzs
egyedeinek bal kamrai mintdiban a hipertréfia markerének tekintett ANP és a
protoonkogén c-fos génexpresszidja 9.2-szeresére (P<0.001) illetve 1.6-szeresére

(P<0.05) emelkedett a kontrollokhoz viszonyitva.

A standard Langendorff-technika szerint izolalt szivek bal kamrajaba egy
folyadékkal toltott ballont helyeztiink, melynek volumenét Iépcsézetesen emelve fokozott
el6terhelésnek tettik ki a sziveket. Eredményeink szerint mind az SD, mind a dTG
patkanyok szive adekvat Frank-Starling-valaszt mutatott (55. abra). Tovabba, adott
végdiasztolés nyomas mellett (LVEDP=3 Hgmm) a kamrai kontraktilitas indexei — a
pulzusnyomas és a dP/dtmax — szignifikdnsan magasabbak voltak a dTG patkanyok
hipertréfias szivén. Hasonld eltérést tapasztaltunk a két patkanytorzs szivei kozott, ha a
kontraktilitast a maximalis pulzusnyomast kivalté ballontérfogat, a Vmax 50%-0s értékénél
hasonlitottuk 6ssze (4. tablazat). A koncentrikus bal kamrai hipertréfianak megfeleléen, a
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dTG torzs esetén a Vmax értéke 186118 pL volt az SD térzs 234122 ulL-es értékéhez
viszonyitva (P=0.05).

4. tablazat: SD és dTG patkanyok izolalt szivpreparatumainak
hemodinamikai paraméterei

SD dTG
Hemodinamikai paraméterek
(LVEDP=3 Hgmm)
Pulzusnyomas (Hgmm) 29.61£1.8 44.5+1.9%
dP/dtmax (Hgmm/s) 1216161 15781691
dP/dtmin (Hgmm/s) -684+34 -899+34%
Hemodinamikai paraméterek
(Ve=50% Vmax)
Pulzusnyomas (Hgmm) 38.8+2.8 59.8+4.1t
dP/dtmax (Hgmm/s) 1450+£102 1934+151*
dP/dtmin (Hgmm/s) -820+53 -1105+79*
LVEDP (Hgmm) 11.9+1.8 23.7+4 4*

Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban tiintettik fel (n=7-8 sziv csoportonként).
Az adatokat Student-féle kétmintés t-probaval vizsgaltuk. LVEDP, bal kamrai
végdiasztolés nyomas; Vmax, bal kamrai ballon térfogat mely mellett a maximalis
pulzusnyomas észlelhetd. *P<0.05, 1P<0.01, £P<0.001 vs. SD. (Piuhola és mtsai,
2003b alapjan)

Az endogén ET-1 és Ang Il esetleges szerepét a Frank-Starling-valasz
modositasaban az ETa/ETs-receptor-gatlé bosentan (1 pmol/L) és az AT1-receptor-gatld
CV-11974 (10 nmol/L) segitségével vizsgaltuk. A SD patkanyok egészséges szivén az
antagonistdak nem befolyasoltak a Frank-Starling-vélaszt (P=NS; 56. &bra). Ezzel
szemben, az izolalt dTG patkanysziveken az el6terhelés emelésekor a pulzusnyomas
novekedése 53%-kal (P<0.01), mig a dP/dtmax javulasa 61%-kal (P<0.01) adddott
alacsonyabbnak bosentan jelenlétében (56. abra). A CV-11974 a hipertréfias sziveken
sem volt hatassal a Frank-Starling-gérbére (56. abra). A bosentan és a CV-11974 nem
befolyasolta a diasztolés funkciét, mind a ballontérfogat-végdiasztolés nyomas
Osszefluiggése, mind az el6terhelés—dP/dtmin 6sszeflggése valtozatlan maradt (57. &bra).
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56. abra: Az endogén ET-1 szerepe a Frank-Starling-valasz létrehozasaban.

Izolalt patkanysziven az intraventrikularis ballon térfogatanak (Vs) Iépcsézetes névelése folyaman
kovettik a pulzusnyomas és a dP/dtmax valtozasat. A SD és dTG patkanyok szivén az endogén ET-1
illetve Ang Il szerepét az ETa/ETs-receptor-gatlé bosentan (1 pmol/L) illetve az AT:-receptor-
antagonista CV-11974 (10 nmol/L) segitségével vizsgaltuk. Az abra a kontraktilitasi indexek valtozasat
az alapértékekhez (LVEDP=3 Hgmm) viszonyitva mutatja (atlag+S.E.M., n=5-8 sziv csoportonként). Az
adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdvetd Bonferroni post hoc teszttel vizsgaltuk. +P<0.05 vs. kontroll.
(Piuhola és mtsai, 2003b alapjan)

Fontos megjegyezni, hogy a receptorblokkolok 30 perces infuzidja nyugalmi eléterhelés
mellett (LVEDP=3 Hgmm) nem volt hatassal a kontraktilitdsra sem az izolalt dTG, sem a
SD patkanysziveken. Az 5.8 mL/g/perc koronariaaramlas mellett a perfuziés nyomas 301
és 5412 Hgmm (P<0.001) volt a SD illetve a dTG patkanyok szivein. A dTG modell
esetében tapasztalt magasabb perfuziés nyomas oka feltehetbleg a sziv ereinek a tartés
hiperténia miatt létrejové funkcionalis és morfologiai elvaltozasai (Feigl, 1983). A
receptorantagonistak nem befolyasoltdk a perfuziés nyomast, kizarva annak a
lehetéségét, hogy a Frank-Starling-valasz az értonus valtozasa miatt médosulna.
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57. abra: A diasztolés funkcioé valtozasa az el6terhelés emelése soran.

Izolalt patkanysziven az intraventrikularis ballon térfogatanak (Vs) lépcs6zetes novelése folyaman
kovettiik a végdiasztolés nyomas (LVEDP) és a dP/dtmin valtozasat. A SD és dTG patkanyok szivén az
endogén ET-1 illetve Ang Il szerepét az ETa/ETs-receptor-gatlé bosentan (1 pmol/L) illetve az AT1-
receptor-antagonista CV-11974 (10 nmol/L) segitségével vizsgaltuk. A dP/dtmin valtozasat az
alapértékekhez (LVEDP=3 Hgmm) viszonyitva adtuk meg. Az eredményeket atlag+S.E.M. formaban
tlntettlk fel (n=5-8 sziv csoportonként). Az adatokat kétutas, ismételt ANOVA-t kdveté Bonferroni post
hoc teszttel vizsgaltuk. (Piuhola és mtsai, 2003b alapjan)

A kovetkez6kben Osszehasonlitottuk a két peptiderg rendszer elemeinek bal
kamrai expresszidjat a patkanytorzsekben. Az ET-1 mRNS szintjében nem talaltunk
szignifikdns kulonbséget, ugyanakkor az immunoreaktiv ET-1 szintie 25%-kal volt
magasabb a dTG tdrzsben a SD toérzsh6z képest (P<0.05). A dTG patkanyokban az ETa-
receptor bal kamrai génexpresszidja 82%-kal haladta meg a SD patkanyokban mért
szintet (P<0.05). Az AT+-receptor mRNS szintje 29%-kal volt alacsonyabb a transzgénikus
allatokban (P<0.01), mig az angiotenzinkonvertaz génexpresszidja nem tért el egymastol

a két térzs bal kamrai mintaiban (P=NS).

Eredményeink elséként igazoltak, hogy hipertrofias szivekben a lokalis ET-1/
ETa-receptor rendszer aktivacioja jelentésen hozzajarul a kamrafunkcié fenntartasahoz
akut hemodinamikai terhelés soran. Kisérletes és klinikai vizsgalatok alapjan fontos
szerepet tulajdonitottak az ET-1-nek a szivhipertrofia és szivelégtelenség kialakulasaban
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(Clozel és mtsai, 1993; Kedzierski és Yanagisawa, 2001; Brunner és mtsai, 2006). Az
ET-1 és az ETa-receptor bal kamrai expresszidja fokozdédott experimentalis (Sakai és
mtsai, 1996b; lwanaga és mtsai, 1998) és human szivelégtelenségben (Pieske és mtsai,
1999). Az ET-1 kondicionalis, szivizom-specifikus overexpresszidja szivelégtelenséghez
és a haldlozds novekedéséhez vezetett (Yang és mtsai, 2004). Szivelégtelenség
kllénbdz6 allatmodelljeiben az ETa- illetve ETas-receptor-antagonistak csdkkentették az
endothelium funkciézavarat (Bauersachs és mtsai, 2000), elényés hemodinamikai valaszt
valtottak ki (Sakai és mtsai, 1996a; Moe és mtsai, 1998; Mulder és mtsai, 2000), valamint
javitottak a kamrai remodellaciét (Sakai és mtsai, 1996a; Mulder és mtsai, 2000) és a
tulélést (Sakai és mtsai, 1996a; Mulder és mtsai, 1997; lwanaga és mtsai, 1998). Ezen
megfigyelések alapjan komoly varakozas ovezte az ET-receptor-antagonistak klinikai
tesztelését (Spieker és mitsai, 2001). A kezdetben kdzzétett tanulmanyok kedvezd
hemodinamikai valtozasokrél szamoltak be révidtavu alkalmazas esetén (Sutsch és mtsai,
1998; Wenzel és mtsai, 1998; Cowburn és mtsai, 1998; Spieker és mtsai, 2000). Azonban
a REACH-1 (Research on Endothelin Antagonism in Chronic Heart Failure), az ENCOR
(Enrasentan Cooperative Randomized Evaluation) és a HEAT (Heart Failure Endothelin A
Receptor Blockade Trial) randomizalt tanulmany szerint magas dodzisu bosentan,
enrasentan (ETa/ETg-receptor-antagonista) ill. darusentan (ETa-receptor-antagonista)
adminisztracidja soran a szivelégtelen betegek egy részénél a tinetek fokozddasat
tapasztaltdk (Mylona és Cleland, 1999; Abrahams, 2001; Lischer és mtsai, 2002; Packer
és mtsai, 2005). Kisérletes szivelégtelenségben masok észlelései (Sakai és mitsai,
1996b), és hipertrofias sziveken nyert sajat eredményeink (Piuhola és mtsai, 2003b), arra
utalnak, hogy az endogén ET-1 fontos szerepet jatszik a kamrafunkcié fenntartasaban. A
patkanymodelleken szerzett eredmények extrapolalhatosaga a human viszonyokra
kérdéses, mégis tampontot nyujthatnak a klinikai tanulmanyokban tett megfigyelések
megértéséhez. Hipotézisiink szerint, az ET-receptor-antagonistdk a hemodinamikai
terhelés fuggveényében javithatjak illetve ronthatjak a kamrafunkciét. Nyugalmi viszonyok
kozott az ET-receptor-antagonistak a periférias rezisztenciat csokkentve javithatjak a sziv
teljesitményét. Ugyanakkor, fokozott hemodinamikai igénybevétel esetén a miokardium
ET-receptorainak a gatlasa csokkentheti a hipertréfidas szivek adaptacidos készségét a
Frank-Starling-valasz befolyasolasa révén (Szokodi és mtsai, 2003). Nyomasterhelésnek
kitett egerekben, sulyos kamratagulat és pumpafunkcio-zavar jon létre, az ET-1-et kédold
gén kondicionalis, szivizom-specifikus delécidéja esetén (Zhao és mtsai, 2006).
Eredményeink szerint, a kamrai falfeszulés akut fokozddasa soran szignifikansan
ndvekedett az ET-1 bal kamrai génexpresszidja ex vivo egérsziven (Piuhola és mtsai,
2007). Hasonlé6 modon, a nyomasterhelésnek kitett bal kamraban jelentésen emelkedett
az ET-1 expresszidja in vivo patkanymodellben (Sarman és mtsai, 2007). Feltételezésiink
szerint az ET-1 kamrai szintézisének fokozddasa szerepet jatszhat a hemodinamikai
tulterheléssel szembeni védelemben. Megjegyezendd, hogy az ETa/ETs-receptor-
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antagonista bosentannal ellentétben az ATs-receptor antagonista CV-11974 nem
befolyasolta a Frank-Starling-mechanizmust (Piuhola és mtsai, 2003b), ami egyezik a
klinikai tapasztalattal, mely szerint a renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer farmakoldgiai
blokadja jol toleralhato és jelentésen javitja a szivelégtelenségben szenvedék prognézisat
(Dahlof és mtsai, 2002; McMurray és mtsai, 2003).
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5. Az uj tudomanyos eredmeények osszefoglalasa

1. (/) Kimutattuk, hogy az AM egyike a természetben el6fordulé legpotensebb endogén
pozitiv inotrop szubsztanciaknak. Az AM a szubnanomolaris koncentraciotartomanyban
volt képes fokozni a kontraktilitast izolalt patkanysziven. Az AM csucshatasa 6sszevethetd
volt az ET-1 effektusaval, tovabba megkozelitbleg 2/3-a volt a maximalis B-AR
stimulacidval kivalthaté valasznak. (ii) Kimutattuk, hogy az AM hatasanak kdzvetitésében
CGRP- és PAMP-kétéhelyek nem vesznek részt. (iii) Kimutattuk, hogy az AM atmeneti
miokardialis overexpresszidja fokozza a bal kamra szisztolés funkciojat in vivo, tovabba
felerdsiti a Frank-Starling-valaszt ex vivo. (iv) Megallapitottuk, hogy a peptid szamos
hatasatdl eltéréen, az AM inotrop effektusa a cAMP—-PKA jelatviteli uttdl figgetlenil alakul
ki. Felderitettiik, hogy az AM hatasaban szerepet jatszanak az L-tipusi Ca?*-csatornak, a
SR-bdl torténé Ca?*-felszabadulas, valamint a PKCe és PKCO aktivacidja. (v) Kimutattuk,
hogy akut nyomasterhelés hatasara az AM bal kamrai génexpresszidja korai, tranziens
aktivaciét mutat, valamint e valasz kivaltasaban a lokalisan felszabadulé Ang Il és ET-1
nem vesz részt.

2. (i) Vizsgalataink elséként fedték fel az apelin-APJ rendszer funkcionalis jelentéségét a
miokardiumban. Eredményeink szerint az APJ-receptor a T-tubulusoknak/Z-vonalaknak és
az interkalaris lemezeknek megfelelé lokalizaciot mutat a szivizomban. Funkcionalis
vizsgalataink felderitették, hogy az apelin a legpotensebb endogén pozitiv inotrop
anyagok kozé tartozik. Az apelin mar szubnanomolaris koncentraciok mellett tartésan
serkentette a kontraktilitast izolalt patkanysziv-preparatumon, a hatas nagysaga
O0sszemérhetd volt az AM és az ET-1 effektusaval. (i/) Az apelin jelenlétében fokozédott a
Frank-Starling-valasz ex vivo. (iii) Az apelin patkany eredetli izolalt szivizomsejteken
atmenetileg novelte a kontrakcios erdt, mely hatas szivelégtelen egyedekbdl izolalt
sejteken is megtartott volt. (iv) A peptid inotrop hatasanak specificitasat vizsgalva
megmutattuk, hogy izolalt sziven az apelinre adott valasz kivaltasaban az AT-receptorok,
az ETa/ETs-receptorok, a B-AR-ok, az a-AR-ok illetve az NO nem vesznek részt. (v)
Részleteiben feltartuk az apelin inotrop hatasat kdzvetité mechanizmusokat. Kimutattuk,
hogy ex vivo az apelin effektusahoz jelentésen hozzajarul a PLC-PKC kaszkad
aktivacidja, a NHE illetve a NCX forditott iranyu fokozott mikodése. Izolalt kamrai
szivizomsejteken az apelin inotrop hatasanak hatterében feltehetéleg a miofilamentumok
Ca?* iranti érzékenységének névekedése allhat, mivel az intracellularis Ca2*-tranziensek
nem fokozédtak. (vi) Eredményeink szerint az apelin hatassal van az intercellularis
kommunikaciora. Patkany eredetli, neonatalis szivizomsejt-tenyészeten kimutattuk, hogy
az apelin fokozza a szivizomsejtek spontan tiizelési frekvencigjat, vezetési sebességét és
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csOkkenti a mez6potencial idétartamat. (vii) Kimutattuk, hogy neonatdlis patkany
szivizomsejtek ciklikus mechanikai feszitése soran jelentésen csdkken az apelin és az
APJ-receptor mRNS szintje. Tovabba megmutattuk, hogy kronikus nyomasterhelés
allatmodelljeiben mérséklédik az apelin bal kamrai génexpresszidja, mig az APJ-receptor
mMRNS szintje nem valtozik.

3. (i) Els6ként mutattak ra vizsgalataink, hogy a PrRP szerepet jatszhat a kardiovaszkularis
inotrop hatast valt ki izolalt patkanysziv-preparatumon. (i/) A PrRP kontraktilitast ndovel6
hatasat cAMP-t6l figgetlen mechanizmusok hozzak létre. Kimutattuk tovabba, hogy a
PrRP inotrop effektusat a PKCa a és a PP1 aktivacidja ellensulyozza, feltehetéleg a PLN

defoszforilacioja révén.

4. (/) Felfedtik, hogy az értdonus szabalyozasahoz hasonléan, az ETa- és az ETeg-
receptorok izgalma ellentétes hatast gyakorol a szivizom kontraktilis erejére. Az ETa-
receptorok kdzvetitik az ET-1 pozitiv inotrop hatasat, mig az ETg-receptorok aktivacidja
elnyomja azt. (i) Részletesen feltartuk az ET-1 pozitiv inotrop hatasat kozvetitd
mechanizmusokat izolalt patkanysziv-preparatumon. A tradicionalis felfogassal szemben,
megfigyeléseink szerint a PLC-PKC jelatviteli utvonal nem jatszik szerepet a peptid
kontraktilitast fokoz6 effektusaban. Kimutattuk, hogy az ERK1/2 és a p38-MAPK
ellentétes szerepet t6lt be a kontraktilitds akut szabalyozasaban. Eredményeink felfedték,
hogy az ET-1 inotrop hatasat az EGFR-MEK1/2-ERK1/2—p90RSK-NHE1 jelpalya
kozvetiti. Ezzel szemben, a p38-MAPK szimultan aktivacidja ellensulyozni képes a
kontrakcidos eré novekedését a PLN defoszforilacidja révén. (iii) lgazoltuk, hogy az
endogén NO produkcio korlatozza az ET-1 kontraktilitast fokozé hatasat. (iv) Kimutattuk,
hogy az endogén moédon termel6dé ROS molekulak jelatvivéként részt vesznek a
kontraktilitas akut regulacidjaban. A NAD(P)H-oxidaz eredetli ROS feltehetéen az ERK1/2
aktivalasa révén jarul hozza az ET-1 pozitiv inotrop effektusahoz. (v) Eredményeink
szerint az endogén ET-1 kiemelt szerepet jatszik a Gregg-effektus kdzvetitésében izolalt
egérsziven. Az exogén ET-1 peptiddel tett megfigyeléseinkkel 6sszhangban az ETa- és az
ETs-receptorok ellentétesen befolyasoltdk a kontraktilis er6 fokozédasat a koronaria-
aramlas emelését kovetéen. Mig az ETa-receptorok gatlasa gyengitette a kontraktilitas
ndvekedését, addig az ETs-receptorok blokkolasa jelentésen fokozta a Gregg-effektust.
(vi) Végezetul kimutattuk, hogy hipertréfias szivekben a lokalis ET-1/ETa-receptor
rendszer aktivacioja jelentésen hozzajarul a kamrafunkciéo fenntartdsahoz akut
hemodinamikai terhelés soran a Frank-Starling-mechanizmus befolyasolasa révén.
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6. A kutatasi eredmeények gyakorlati jelent6sége

A szivelégtelenség allapotaban gyakran észlelhet6 a szivizom-kontraktilitas csdkkenése.
Ezen medfigyelés vezetett az un. “hemodinamikai hipotézis” felallitdsahoz, mely szerint a
kontraktilitds defektusa felel6s a szivelégtelenség kialakuldsaért és progresszidjaért
(Francis, 2001). E feltevés azt vetitette elére, hogy a szivizom-kontraktilitdst fokozé
terapiak javitani fogjak a sziv pumpafunkcidjat, a szivelégtelenség tlneteit, valamint
csOkkentik a mortalitast. A legelterjedtebb pozitiv inotrop szerek, mint a 3-AR-agonistak és
a foszfodiészteraz-gatldk, esetében azonban nem igazolddott a hipotézis. Ugyan a cAMP
—-PKA jelpalyat aktivalé szerek rovidtavon dramai mdédon javitjdk a balkamra-funkciot és
csokkentik a klinikai tineteket, hosszu tavu alkalmazasuk rontja a betegek tulélési esélyeit
(Curfman, 1991; Landmesser és Drexler, 2007). Ezen agensek miokardialis iszkémiara
hajlamositanak, mivel emelik a szivfrekvenciat és a szivizom oxigénfogyasztasat.
Tovabba, sulyos ritmuszavarokat keltve hirtelen szivhalalt okozhatnak (Packer, 1993). A
szivizomsejtek apoptotikus és nekrotikus elhaldasanak fokozédasa hozzajarul a
szivelégtelenség progresszidjahoz (Nakayama és mtsai, 2007). Azon mechanizmusok,
melyek a kontraktilitdst csupan aranytalanul magas energiaraforditas mellett képesek
ndvelni a megfelel6 energetikai tartalékok hianyaban mikédd, hanyatld pumpafunkciéju
sziven, potencidlisan fokozhatjdk a szivizomsejtek elhalasat, tovabbi teljesitmény
vesztéshez vezetve (Zhang és mtsai, 2010). Az altalunk vizsgalt AM és apelin hatasai
figyelemre méltd kombinaciét mutatnak, a pozitiv inotrop effektus mellett fokozzak a
koronariaaramlast, csdkkentik az el6- és utéterhelést, valamint direkt antiapoptotikus
hatdssal rendelkeznek (Szokodi, 2004; Szokodi és Ruskoaho, 2008; Barnes és mtsai,
2010). Hasonl6 el6nyds tulajdonsagokkal a jelenleg elérheté gydgyszerek kdzul az un.
Caz+-érzékenyitdk birnak, melyek igéretes lehetGséget jelentenek a szivelégtelenség
kezelésében (Papp és mtsai, 2012). A tanulmanyozott kardiokinek kontraktilitast
szabalyozo intracellularis jelatviteli utvonalainak vizsgalata soran olyan mechanizmusokat
azonositottunk, melyek ismert médon befolyasoljak a sejttulélés folyamatait. Az ERK1/2
és a p38-MAPK aktivacioja ellentétes hatast gyakorol a szivizomsejtek életképességére,
mig az ERK1/2 védé hatasu, addig a p38-MAPK szerepet jatszik a stressz indukalta
sejtkarosodas létrejottében (Rose és mitsai, 2010). Ily médon, az ERK1/2 serkentése
illetve a p38-MAPK gatlasa a kontraktilitds névelése mellett sejtvédd hatast is kifejthet.
Kiemelendd ugyanakkor, hogy az EGFR-MEK1/2-ERK1/2 kaszkad abnormalis
aktivacioja kozponti szerepet jatszik a karcinogenezisben. Jelenleg folyo klinikai
tanulmanyokban a jelpalya egyes komponenseit gatlé kis molekulasulyu gyogyszerjeldltek
hatékonysagat vizsgaljak kilonb6zé daganatos betegségekben (Friday és Idjei, 2008).
Eredményeink felvetik, hogy az EGFR-MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli ut célzott gatlasa
ronthatja a sziv pumpafunkciojat. Az antioxidans vegyuletekkel folytatott HOPE és OPT-
CHF Klinikai tanulmanyok csaldédast okoztak, a ROS termel6dés csoOkkentése nem

106



A szivizom-kontraktilitas jelatviteli mechanizmusai

dc_119 10

javitotta a szivelégtelenségben szenvedd betegek bal kamrai funkciéjat (Yusuf és mtsai,
2000; Hare és mtsai, 2008). A ROS szerepének felismerése a sziv kontraktilis erejének
szabalyozasdban fiziolégias viszonyok koézott, magyarazatot adhat, szamos egyéb
tényez6 mellett, az antioxidans vegyiletekkel folytatott kezelés sikertelenségére (Perjés
és mtsai, 2012). Jelentds varakozas Ovezte az ET-receptor-antagonistak klinikai
tesztelését szivelégtelenségben. A REACH-1, ENCOR és HEAT randomizalt klinikai
tanulmanyokban azonban az ET-receptor-antagonistdk magas doézisu alkalmazasa soran
a szivelégtelen betegek egy részénél a tinetek fokozddasat tapasztaltak (Mylona és
Cleland, 1999; Abrahams, 2001; Luscher és mitsai, 2002; Packer és mtsai, 2005).
Hipertréfids sziveken nyert eredményeink arra utalnak, hogy az endogén ET-1 fontos
szerepet jatszik a kamrafunkcioé fenntartasaban. Fokozott hemodinamikai igénybevétel
esetén a miokardium ET-receptorainak gatlasa csodkkentheti a hipertrofias szivek
adaptacios készségét a Frank-Starling-valasz befolyasolasa révén (Szokodi és mtsai,
2003). Osszegezve, felfedezd kutatasi eredményeink hozzajarulnak a szivizom-
kontraktilitdst szabalyozé fiziolégids mechanizmusok megismeréséhez. Tovabba, az
azonositott molekularis célpontok alapjan Uj gyégyszerjeldltek fejlesztése indulhat meg,
melyek a szivelégtelenség kezelésének hatékony eszkdzeivé valhatnak.
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Selmeci L, Antal M, Horkay F, Merkely B, Szokodi I, Bir6 L, Székely M, Jobbagy J,
Szépvolgyi J, Toth M. Enhanced accumulation of pericardial fluid ferritin in patients
with coronary artery disease.

Coron Artery Dis. 2000; 11: 53-56.

IF: 1.028; CIT: 9

Foldes G, Suo M, Szokodi I, Laké-Futo Z, deChéatel R, Vuolteenaho O, Huttunen P,
Ruskoaho H, Téth M. Factors derived from adrenals are required for activation of
cardiac gene expression in angiotensin ll-induced hypertension.

Endocrinology. 2001; 142: 4256-4263.

IF: 4.971; CIT: 4

Hautalla N, Tenhunen O, Szokodi I, Ruskoaho H. Direct left ventricular wall stretch
activates GATA4 binding in perfused rat heart: involvement of autocrine/paracrine
pathways.

Pflugers Archiv Eur J Physiol. 2002; 443: 362-369.

IF: 1.695; CIT: 20

Suo M, Hautala N, Foldes G, Szokodi I, Téth M, Leskinen H, Uusimaa P,
Vuolteenaho O, Nemer M, Ruskoaho H. Posttranscriptional control of BNP gene
expression in angiotensin ll-induced hypertension.

Hypertension. 2002; 39: 803-808.

IF: 5.013; CIT: 16
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Foldes G, Horkay F, Szokodi I, Vuolteenaho O, llves M, Lindstedt KA, Mayranpaa
M, Sarman B, Seres L, Skoumal R, Lako-Futé Z, deChatel R, Ruskoaho H, Téth M.
Circulating and cardiac levels of apelin, the novel ligand of the orphan receptor APJ,
in patients with heart failure.

Biochem Biophys Res Commun. 2003; 308: 480-485.

IF: 2.836; CIT: 128

Foldes G, Horkay F, Szokodi I, Vuolteenaho O, llves M, Lindstedt KA, Sarman B,
Seres L, Skoumal R, Ruskoaho H, Téth M, deChatel R. Apelin, az APJ arvareceptor
endogén ligandja szivelégtelen betegek szivében és plazmajaban.

Magy Belorv Arch. 2003; 57: 29-35.

IF: -; CIT: -

Lako-Futd Z, Szokodi I, Sarman B, Fdldes G, Tokola H, llves M, Leskinen H,
Vuolteenaho O, Skoumal R, deChatel R, Ruskoaho H, Téth M. Evidence for a
functional role of angiotensin Il type 2 receptor in the cardiac hypertrophic process in
vivo in the rat heart.

Circulation. 2003; 108: 2414-2422.

IF: 11.164; CIT: 26

Tenhunen O, Sarman B, Kerkela R, Szokodi I, Papp L, Toth M, Ruskoaho H.
Mitogen-activated protein kinases p38 and ERK 1/2 mediate the wall stress-induced
activation of GATA-4 binding in adult heart.

J Biol Chem. 2004; 279: 24852-24860.

IF: 6.355; CIT: 33

Pemberton CJ, Tokola H, Bagi Z, Koller A, Pontinen J, Ola A, Vuolteenaho O,
Szokodi I, Ruskoaho H. Ghrelin induces vasoconstriction in the rat coronary
vasculature without altering cardiac peptide secretion.

Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2004; 287: H1522-H1529.

IF: 3.539; CIT: 33

Tenhunen O, Szokodi I, Ruskoaho H. Posttranscriptional activation of BNP gene
expression in response to increased left ventricular wall stress: role of calcineurin
and PKC.

Regul Pept. 2005; 128: 187-196.

IF: 2.272; CIT: 4

Luosujarvi H, Aro J, Tokola H, Leskinen H, Tenhunen O, Skoumal R, Szokodi I,
Ruskoaho H, Rysad J. A novel p38 MAPK target dyxin is rapidly induced by
mechanical load in the heart.

Blood Press. 2010; 19: 54-63.

IF: 1.256; CIT: 1

Skoumal R, Téth M, Serpi R, Rysa J, Leskinen H, Ulvila J, Saiho T, Aro J, Ruskoaho
H, +Szokodi I, +Kerkeld R. Parthenolide inhibits STAT3 signaling and attenuates
angiotensin ll-induced left ventricular hypertrophy via modulation of fibroblast
activity.

J Mol Cell Cardiol. 2011;50(4):634-641.

IF: 5.166; CIT: 2

+megosztott utolsd szerz6k

Vainio L, Perjes A, Ryti N, Magga J, Alakoski T, Serpi R, Kaikkonen L, Piuhola J,
Szokodi I, Ruskoaho H, Kerkeld R. Neuronostatin, a novel peptide encoded by
somatostatin gene, regulates cardiac contractile function and cardiomyocyte
survival.

J Biol Chem. 2012; 287: 4572-4580.

IF: 4.773; CIT: 1
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8.2.2. Proceedings folyéiratban ill. konyvben

1.

8.3.

8.3.1.

Horkay F, Laine M, Szokodi I, Leppaluoto J, Vuolteenaho O, Ruskoaho H, Juhasz-
Nagy A, Téth M. Human pericardial fluid contains the highest amount of endothelin
of all mammalian fluids tested so far.

J Cardiovasc Pharmacol. 1995; 26(Suppl. 3): S502-S504.

IF: -; CIT: 13

Toth M, Solti F, Merkely B, Kékesi V, Horkay F, Szokodi I, Juhasz-Nagy A.
Ventricular tachycardias induced by intracoronary administration of endothelin-1 in
dogs.

J Cardiovasc Pharmacol. 1995; 26(Suppl. 3): S153-S155.

IF: -; CIT: 16

Kiss P, Horvath |, Szokodi I, Téth P, Kékesi V, Juhasz-Nagy A, Téth M. Endothelin
does not interact with angiotensin Il in the coronary vascular bed of anesthetized
dogs.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S103-S105.

IF: -; CIT: 3

Turbucz P, Horkay F, Karadi |, Szokodi I, Kiss P, deChatel R, Téth M. High
pericardial fluid levels of endothelin are not caused by altered neutral endopeptidase
activity in cardiac patients.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S287-S2809.

IF: -; CIT: 2

Solti F, Téth M, Merkely B, Kékesi V, Gellér L, Szokodi I, Horkay F, Juhasz-Nagy A.
Verapamil reduces the arrhythmogenic effect of endothelin.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S386-S387.

IF: -; CIT: 7

Szokodi I, Horkay F, Kiss P, Selmeci L, Horvath |, Vuolteenaho O, Ruskoaho H,
Juhasz-Nagy A, Toéth M. Characterization of canine pericardial fluid endothelin-1
levels.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S399-S400.

IF: -; CIT: 4

Horkay F, Szokodi I, Merkely B, Solti F, Gellér L, Kiss P, Selmeci L, Horvath I,
Kékesi V, Juhasz-Nagy A, Téth M. Potential pathophysiologic role of endothelin-1 in
canine pericardial fluid.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S401-S402.

IF: -; CIT: 5

Toth M, Solti F, Merkely B, Kékesi V, Szokodi I, Horkay F, Juhasz-Nagy A.
Bradycardia increases the arrhythmogenic effect of endothelin.

J Cardiovasc Pharmacol. 1998; 31(Suppl. 1): S431-S433.

IF: -; CIT: 4

Horkay F, Szokodi I, Merkely B, Solti F, Kékesi V, Gellér L, Szabd T, Vecsey T,
Juhasz-Nagy S, Téth M. Intraperikardidlis endothelin infuzié kamrai arrhythmiat
okozé hatasanak vizsgalata allatkisérletes modellen. In: Ritmuszavarok, eds. Polgar
P, Tenczer J, Mekely B, Debrecen: Ritmusos Szivért Alapitvany, 1998. 327-333.
(ISBN:963-03-4842-X)

IF: -; CIT: -

A PhD Ertekezésben szerepld kézlemények

Eredeti kozlemények
Selmeci L, Szokodi I, Horvat-Karajz K. A sensitive microplate-based kinetic assay
for serum neutral endopeptidase (EC 3.4.24.11) activity.

Clin Chim Acta. 1996; 244: 111-116.
IF: 1.045; CIT: 7

129



A szivizom-kontraktilitas jelatviteli mechanizmusai

dc_119 10

Szokodi I, Kinnunen P, Ruskoaho H. Inotropic effect of adrenomedullin in the
isolated perfused rat heart.

Acta Physiol Scand. 1996; 156: 151-152.

IF: 1.519; CIT: 57

Szokodi |, Horkay F, Kiss P, Selmeci L, Merkely B, Kékesi V, Vuolteenaho O,
Leppaluoto J, Ruskoaho H, Juhasz-Nagy A, Téth M. Characterization and stimuli for
production of pericardial fluid atrial natriuretic peptide in dogs.

Life Sci. 1997; 61: 1349-1359.

IF: 2.275; CIT: 14

Horkay F, Szokodi I, Selmeci L, Merkely B, Kékesi V, Vecsey T, Laine M,
Leppaluoto J, Vuolteenaho O, Ruskoaho H, Juhasz-Nagy A, Téth M. Presence of
immunoreactive endothelin-1 and atrial natriuretic peptide in human pericardial fluid.
Life Sci. 1998; 62: 267-274.

IF: 1.937; CIT: 13

Szokodi I, Horkay F, Merkely B, Solti F, Gellér L, Kiss P, Selmeci L, Kékesi V,
Vuolteenaho O, Leppaluoto J, Ruskoaho H, Juhasz-Nagy A, Téth M. Intrapericardial
infusion of endothelin-1 induces ventricular arrhythmias in dogs.

Cardiovasc Res. 1998; 38: 356-364.
IF: 2.996; CIT: 15

8.4. Osszesitett tudomanymetriai adatok (lezarva: 2012. december 15.)

Osszes kézlemény

Kbézlemények szama: 50
Kdzlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkil): 48
Teljes cikk, nemzetkdzi folyoiratban: 35
Teljes cikk, magyar nyelvi folyéiratban: 2
Rovid kdzlemény, magyar nyelvi folyéiratban: 1
Kdényvfejezet, idegen nyelvi: 1
Proceedings: 9
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Idézett absztraktok: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 146.881
Hivatkozasok szama (0sszes kbzlemény alapjan): 1291
Fluggetlen hivatkozasok szama (6sszes kézlemény alapjan): 1053
Hirsch-index (6sszes/fuggetlen hivatkozasok alapjan): 20/15
Els6 és utolso6 szerzds in extenso folyéiratcikkek
Kbézlemények szama: 13
Els6 szerz6s kdzlemény: 7
Utolso szerzds kdzlemény: 6
Osszegzett impakt faktor: 63.743
Fuggetlen hivatkozasok szama: 507
A PhD Ertekezésben szereplé kozlemények
Kbzlemények szama: 5
Teljes cikk, nemzetkdzi folyodiratban: 5
Osszegzett impakt faktor: 9.772
Fuggetlen hivatkozasok szama: 106
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A PhD Ertekezésben nem szerepld 6sszes kdozlemény

Kozlemények szama: 45
Kézlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkil): 43
Teljes cikk, nemzetkozi folyodiratban: 30
Teljes cikk, magyar nyelv( folyéiratban: 2
Roévid kb6zlemény, magyar nyelv( folyoiratban: 1
Kbényvfejezet, idegen nyelvi: 1
Proceedings: 9
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Idézett absztraktok: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 137.109
Fluggetlen hivatkozasok szama (6sszes kozlemény alapjan): 947
A PhD Ertekezésben nem szerepl6 elsé és utolsé szerzds in extenso
folyodiratcikkek
Kbzlemények szama: 10
Els6 szerz6s kdzlemény: 4
Utolso szerz6s kdzlemény: 6
Osszegzett impakt faktor: 56.953
Fuggetlen hivatkozasok szama: 421
Az 1999-t61 megjelent kozlemények
Kbzlemények szama: 32
Kézlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkil): 30
Teljes cikk, nemzetkozi folyodiratban: 27
Teljes cikk, magyar nyelv( folydiratban: 2
Konyvfejezet, idegen nyelvi: 1
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Idézett absztraktok: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 122.227
Fuggetlen hivatkozasok szama (6sszes kozlemény alapjan): 672
Az MTA Doktori Ertekezés alapjat képezé kdzlemények
Kbzlemények szama: 20
Kbézlemények szama (hozzaszdélasok nélkul): 19
Teljes cikk, nemzetkozi folyodiratban: 17
Teljes cikk, magyar nyelv( folyéiratban: 1
Konyvfejezet, idegen nyelvi: 1
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 85.740
Fuggetlen hivatkozasok szama (6sszes kézlemény alapjan): 597
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9. Koszonetnyilvanitas

Kdszbnetemet szeretném kifejezni tanitomesteremnek, Dr. Toth Miklésnak, aki PhD
témavezetbként a kutatdi palyan elinditott, vezetett, és azéta is dnzetlendl tamogatja
kutatbmunkdmat. Készdnetet szeretnék mondani Dr. Heikki Ruskoahonak, a Magyar
Tudomanyos Akadémia tiszteleti tagjanak, hogy kreativ és inspiralé kdrnyezetet biztositott a
posztdoktori éveimre a finnorszagi Ouluban, valamint toretlenll segiti immaron 06nallé
kutatoi palyafutasomat. Kettejik szerepe meghatarozé volt a tudomanyos gondolkodasom
alakulasaban. A felbecsllhetetlen szakmai segitségiuk mellett k6szondm mindkettéjuk
baratsagat.

Kész6ndm néhai Dr. Juhasz-Nagy Sandor, Dr. de Chatel Rudolf, Dr. Papp Lajos
és Dr. Szabados Sandor professzor uraknak, hogy palyafutasom soran intézeteikben - a
SOTE Er- és Szivsebészeti Klinika Kutatélaboratériumaban, a SOTE . sz. Belgyogyaszati
Klinikajan, illetve a PTE Szivgyogyaszati Klinikajan - lehetéséget biztositottak szamomra a
kutatdbmunka folytatasara. Készonet illeti Doktori Programunk korabbi és jelenlegi iranyitéit,
Dr. Réth Erzsébet és Dr. Koller Akos professzorokat, folyamatos tamogatasukért.

Kiemelt koszonettel tartozom nagyszerli munkatarsaimnak, Dr. Skoumal
Rékanak, néhai Dr. Farkasfalvi Klaranak, Dr. Anna-Maria Kubinnak, Dr. Hanna Leskinennek,
Dr. Koényi Attildanak, Dr. Pietari Kinnunennek, Dr. Jarkko Piuholanak, Dr. Hannu
Romppanennek, Dr. Sarman Balazsnak, Dr. Féldes Gabornak, Dr. Lako-Futd Zoltannak és
Dr. Perjés Abelnek, a kdzds munkaért, a téliik kapott inspiracioért, a baratsagukeért.

Kdszdnet illeti munkacsoportunk nemzetkézi egyuttmikodd partnereit, Pasi
Tavit (A.l. Virtanen Institute for Molecular Sciences, Kuopio, Finnorszag), Risto Kerkelat
(University of Oulu, Oulu, Finnorszag), illetve Marczin Nandort és Cesare Terraccianot
(Imperial College London, Egyesllt Kiralysag).

Kulon kdszonettel tartozom Dr. Horvath Ivannak az élet minden terlletére
kiterjed6 6nzetlen tdmogatasaért, baratsagaeért.

Megkiilonboztetett kdszodnet jar csalddomnak. Edesanyamnak, édesapamnak,
és hugomnak, akik szeretetiikkel mindig tamogattak. Feleségemnek és fiamnak a szeretd
légkorért, amellyel a mindennapokban koérllvesznek, a hitért és tamogatasért, amely
meghatarozo volt e munka |étrej6ttében.
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