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1. Tudomanyteruleti hattér

1.1. A szivizom-kontraktilitas regulacioja: a téma jelentésége és
ujszerlisége

A szivizomsejtek 0sszehuzodd képessége, un. kontraktilitasa alapvetd szerepet
jatszik a sziv pumpafunkciojanak 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. Masrészr6l a pumpafunkcio
progressziv romlasa keringési elégtelenséghez, kis- és nagyvérkori pangashoz
vezethet (Opie, 2004). A szivelégtelenség a vezetd halalokok kozé tartozik a fejlett
vilagban. A tunetekkel jar6 szivelégtelenség prevalenciaja 2%-os Europaban
(Mosterd és Hoes, 2007). A szivelégtelenség kimenetele 0sszevethetd szamos
daganatos megbetegedéssel, a hospitalizalt betegek 4 éves tulélése csupan 50%-
ra tehetd (Stewart és mtsai, 2001). A kronikus szisztolés szivelégtelenség
kezelése megoldatlan. A széles korben elérhetd szivtamogato szerek rovidtavon
ugyan javitjdk a balkamra-funkciot és csokkentik a klinikai tuneteket, azonban
hosszu tavu alkalmazasuk rontja a betegek tulélési esélyeit (Curfman, 1991,
Landmesser és Drexler, 2007).

A szivizom-0sszehuzodasok erejét a kovetkezd tényezOk szabjak meg:
a Frank-Starling-mechanizmus, az erékifejtés-frekvencia 0sszefuggés, a szimpatikus
idegrendszer aktivitasa, valamint egyes keringd hormonok (Opie, 2004). Emellett
valoszinisithetd egy tovabbi tényezb létezése is. Az elmult masfél évtizedben
szamos endogén peptiderg rendszert irtak le a szivizomban, felvetve a
lehet6seégeét, hogy fontos szerepet jatszhatnak a sziv parakrin/autokrin szintl
szabalyozasi folyamataiban. Kiemelendd, hogy az emberi szervezetben fellelhet6
367 G-proteinhez kapcsolt receptor (GPCR) alig tobb mint felénél azonositottak a
receptort aktivaldé endogén transzmittert (Vassilatis és mtsai, 2003; Levoye és
Jockers, 2008). Tovabba, a GPCR-ok jelatviteli folyamataiban alapvetd szereppel
biré proteinkinazok csaladjanak 518 tagja koézll csupan tort részik esetében
ismert a fiziolégias funkcid (Manning és mtsai, 2002). Feltételezhetd, hogy
szamos, ez idaig ismeretlen ligand-receptor rendszer var felismerésre a szivben.
A kontraktilitast szabalyozé fiziolégias mechanizmusok feltarasa uj molekularis
célpontok azonositasahoz vezethet, melyek Uj lehet6ségeket teremthetnek a
szivelégtelenség kezelésében.
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1.2. A szivizom-kontraktilitds klasszikus szabalyozé mechanizmusai

A szivizom szinkronizalt 6sszehuzdédasat a szivizomsejteken végigterjedd
elektromos depolarizacio, az akcidés potencial valtja ki. A depolarizacié soran a
plazmamembran feszlltségfliggd Ca?*-csatorndin keresztil a szivizomsejtekbe
aramlé Ca?* (lca) aktivalja a rianodin-szenzitiv Ca?*-csatornakat és a szarko-
plazmatikus retikulumbdl (SR) jelentés mennyiségli Ca2* szabadul fel. A szabad
intracellularis Ca?*-koncentracié ([Ca?*]) nagymértékli emelkedése elbsegiti a
Ca2* kotédését a troponin-C-hez, mely meginditia a vastag és a vékony
filamentumok kapcsolédasat, kezdetét veszi a kontrakcio. A relaxacio alapfeltétele,
hogy a [Ca?*]i kell6 szintre csdkkenjen. A szabad Ca?* citoszolbol torténd gyors
eltavolitasaért elsédlegesen a SR Ca?*-ATPaz (SERCA) felelés, mely a SR-ba
pumpalja vissza a Ca?*-ot (Bers, 2002). A kontraktilitdsra, mint a sziv inotrop
allapotara is szokas hivatkozni. Molekularis szinten emelkedett inotrop allapoton a
[Ca?*] és a kontraktilis fehérjék, el6- és utodterheléstél fliggetlen, fokozott
kdlcsonhatasat értjik. Ennek hatterében a Ca2*-tranziensek ndvekedése illetve a
kontraktilis fehérjék Ca?*-érzékenységének fokozodasa éllhat. Fontos kiemelni,
hogy a terhelési viszonyok illetve a szivfrekvencia megvaltozasakor bekovetkezd
cellularis folyamatok nem kulénithetéek el élesen a kontraktilitas primer
valtozasakor tapasztaltaktol (Opie, 2004).

1.2.1. A Frank-Starling-mechanizmus

A szivizom rendkivil fontos tulajdonsaga, hogy Utésrdl Utésre képes dsszehangolni
a kamrai tel6dést a sziv pumpafunkcidjaval valtozé hemodinamikai viszonyok
mellett. A 19. és 20. szazad forduléjan Frank békasziven (Frank, 1895), mig
Starling emlés sziv-tudé készitményen (Patterson és Starling, 1914) ismerte fel a
fenti 0sszefuggést, mely jelenségre kollektiven Frank-Starling-mechanizmusként
hivatkozunk. E mechanizmus révén, adott kontraktilis allapot mellett a kamrai
verévolumen (i) aranyos a diasztolés tel6dés fokaval (el6terhelés), valamint (ii) a
ver6volumen fenntarthaté emelkedett artérias nyomassal szemben (utéterhelés)
az elbterhelés fokozasa révén (Opie, 2004; de Tombe és mtsai, 2010). Fizioldgias
korilmények kozott a sziv a kamrafunkcios gorbe (un. Starling-gorbe) felszallo
szakaszan mikodik. Szivelégtelenségben a tagult sziv a kamrafunkciés goérbe
csucsan, ugyanakkor tovabbi hosszfliggé tartalékok hianyaban kénytelen mikaddni.
A Frank-Starling-mechanizmus a miofilamentumok Ca?* iranti érzékenységének
hosszfligg6 valtozasan alapul, a kontrakcios er6 és az aktivator Ca2*-koncentracioé
kOzotti 6sszefuggés felfelé és balra tolddik a szarkomerhossz ndvelésekor. Az
izom nyujtasakor egyrészt fokozédik a troponin-C Ca?*-érzékenysége, masrészt
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ndé a miofilamentumok kozti kooperativ interakcid hatékonysaga (de Tombe és
mtsai, 2010).

1.2.2. A frekvencia-erokifejtés osszefuggése

Bowditch békaizmon tett eredeti megfigyelése szerint, az ingerlési frekvencia
novelése fokozta a kontrakcidk erejét (Bowditch, 1878), mely jelenséget
frekvencia-erékifejtés dsszefluggéskent illetve Treppe-hatasként tartanak szamon.
Az emlbsfajok dontd hanyadaban az egészséges sziv pozitiv frekvencia-
erbkifejtés dsszefliggést mutat, mely jelenség a nagyobb testli emlésok esetében
kifejezettebb. A fizikai terhelés fokozddasakor ezen adaptiv mechanizmus is
hozzajarul a perctérfogat novekedéséhez (Opie, 2004; Endoh, 2008). A Frank-
Starling-effektussal ellentétben, a pozitiv frekvencia-erdkifejtés 0Osszefliggés
hatterében a Ca?* SR-beli fokozott felhalmozédasa és a Ca?*-tranziensek
kovetkezményes ndvekedése all. A frekvencia emelésekor egyrészt fokozodik a
Ca2* bearamlasa a sejtekbe az L-tipusi Ca2*-csatornakon keresztiil, masrészt az
intracellularis Na* akkumulacidja csokkenti a Ca?* eltavolitasat a Na*/Ca?*
cseremechanizmus (NCX, “Na*/Ca2* exchanger”) el6rehatd miikodésének
(“forward”, Na* be, Ca?* ki) gatlasa révén (Endoh, 2008).

1.2.3. Az adrenerg receptorok szerepe a szivizom-kontraktilitas

szabalyozasaban

A szimpatikus idegrendszer alapvet6 szerepet jatszik a perctérfogat szabalyozasaban
vészhelyzetek soran (“fight-or-flight” response, “harcolj vagy menekulj” reakcid). A
katekolaminok (noradrenalin, adrenalin) a sziv adrenerg GPCR-ait (AR), dontbéen
a B1-AR-okat aktivalva valtjak ki komplex szivhatasaikat: fokozzak a sziv kontrakcios
erejét, gyorsitjak a relaxaciot és emelik a szivfrekvenciat (Xiao és mtsai, 2006). A
B-AR-okhoz viszonyitva az a-AR-ok szerepe keveésbé tisztazott, feltehetbleg koros
allapotokban jutnak jelentésebb szerephez (Jensen és mtsai, 2011).

1.2.3.1. A B1-AR-ok szerepe

A szivizomsejtek B-AR-ai kdz6tt a B1-AR altipus a dominans. A B1-AR a Gs-protein
réevén képes aktivalni az adenilatciklazt, mely az adenozintrifoszfatbol (ATP)
torténd 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 foszforilaciojat (L-tipusu Ca?*-
csatornak, foszfolamban, rianodin-szenzitiv Ca?*-csatornak, troponin-1, miozinkotd
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C-fehérje) (Xiao és mtsai, 2006). A B1-AR aktivaciot kdvetd pozitiv inotrop hatas
létrejottében alapvetd szerepet jatszik az intracellularis Ca2*-tranziensek néveke-
dése, melynek hatterében dontéen a foszfolamban (PLN) fehérije PKA-fligg6
foszforilacioja all. A PLN Ser-16 helyen torténé foszforilaciéja megszinteti a
SERCA gatlasat és fokozza a Ca?* visszavételét a SR-ba. A SR telitédése révén
novekszik a felszabadithatd Ca?* mennyisége és masodlagosan fokozédik a
szivizom kontraktilis ereje (MacLennan és Kranias, 2003). Ezt a folyamatot
tamogatja a plazmamembran L-tipusu Ca?*-csatornainak foszforilacidja, az IcaL
amplituddjanak novekedése serkenti a SR rianodin-szenzitiv Ca2*-csatornain
keresztil torténé Ca?* felszabadulast (Bers, 2007).

1.2.3.2. Az a1-AR-ok szerepe

Az a1-AR-ok stimulacidja is képes befolyasolni a sziv inotrop allapotat, azonban ez
mind mindségileg, mind mennyiségileg eltér a B1-AR hatasatol. Az a1-AR-ok altal
kdzvetitett pozitiv inotrop hatas szerényebb mértékl, dontéen a miofilamentumok
Ca?* iranti érzékenysége fokozodik, az intracellularis Ca2*-tranziensek nem vagy
csak mérsékelten névekednek (Endoh, 2008). Az a1-AR-ok a Gs—adenilatciklaz—
cAMP—-PKA jelatviteli rendszertél figgetlen mechanizmusokra hatnak. Tradicionalis
felfogas szerint, az a1a-AR a Ggni-fehérién keresztul képes a sejtmembranban
talalhaté foszfolipaz-C (PLC) enzimet aktivalni, mely a foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfatot 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
stimulaci6 a miofilamentumok Ca2*-érzékenységét az intracellularis pH (pHi)
alkalikus iranyu eltolasa, illetve a miofilamentumok foszforilacioja révén fokozza
(Terzic és mtsai, 1993). Felvetették a PKC szerepét ezen folyamatokban (Endoh és
mtsai, 1993), ugyanakkor masok szerint az a1-AR stimulacié a miofilamentumok
Ca?* iranti érzékenységét a konnyl miozin lancok foszforilacidja Gtjan, a PKC-tél
fuggetlendl valtja ki (Andersen és mtsai, 2002).

1.3. A kardiokinek szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

Egyre tobb adat szol a mellett, hogy a szivizmot felépitdé sejtek koézotti
kommunikacié (szivizomsejt-szivizomsejt, endothelsejt-szivizomsejt, fibroblaszt-
szivizomsejt interakcid) fontos szerepet jatszik a sziv pumpafunkcidjanak
szabalyozasaban. A szivizomzat sejtjei altal szekretalt fehérjék alapvet6
jelentéséggel birnak ezen parakrin/autokrin szintll regulacioban (Westerhof és
mtsai, 2006; Kakkar és Lee, 2010). A vazizombdl felszabaduldé miokinek illetve a
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zsirszovet altal szecernalt adipokinek mintajara, a sziv altal termelt és szekretalt
fehérjéket 6sszefoglaléan kardiokineknek nevezték el (Doroudgar és Glembotski,
2011). A kardiokinek szamat megkdzelitbleg hatvanra teszik jelenleg (Stastna és
mtsai, 2010). A kardiokinek dontéen a GPCR-ok csaladjahoz tartozé sejtfelszini
receptorokat aktivalva valtjak ki biologiai hatasaikat. Az emberi szervezetben 367
GPCR talalhaté (Vassilatis és mtsai, 2003), ezek kdzll kozelitbleg 200 receptor
fejez6dik ki a szivben (Salazar és mtsai, 2007). Fontos kiemelni, hogy a GPCR-ok
alig tébb mint felénél azonositottak a receptort aktivalni képes endogén ligandot
(Levoye és Jockers, 2008), tovabba az ismert kardiokinek téredéke esetén
tisztazott a pontos bioldgiai funkciojuk (Doroudgar és Glembotski, 2011). A jelen
disszertacidoban bemutatott vizsgalatok célja az adrenomedullin, az apelin, az
endothelin-1 és a prolaktin-releasing peptid szivizom-kontraktilitasra gyakorolt
hatasanak tisztazasa volt.

1.3.1. Adrenomedullin

Uj vazoaktiv peptidek utan kutatva, 1993-ban Kitamura és munkatarsai egy
rendkivul erételjes hipotenziv hatassal bird peptidet izolaltak human pheocromocytoma
kivonatbdl (Kitamura és mtsai, 1993), melyet adrenomedullinnak (AM) neveztek el. A
human AM 52 aminosavbdl all és egy hattagu gylrU strukturat tartalmaz. Az AM
mérsékelt homoldgiat mutat a kalcitonin gén eredetli peptiddel (CGRP, “calcitonin
gene-related peptide”), ezért a peptidet a kalcitonin/fCGRP/amylin csaladhoz
soroltak. Human és patkany szovetek vizsgalata soran jelentés AM expressziot
talaltak a mellékvese vel6allomanyaban, a szivben, a vesében, a tudében és a
szoros korrelaciot mutat azok vaszkularizaltsagaval, mivel az érendothelium sejtjei
termelik legaktivabban ezt a fehérigt. Az AM mRNS szintekkel parhuzamosan,
autoradiografias vizsgalatok specifikus AM-kétéhelyek 1étét igazoltak a szervezetben
(Ishimitsu és mtsai, 2006). Munkank kezdetekor azonban nem volt tisztazott, hogy
az AM hatasait specifikus AM-receptorok illetve CGRP-receptorok kozvetitik-e
(Ikeda és mtsai, 1996).

Az AM feltehetbleg szerepet jatszik a szisztémas vérnyomas, a
regionalis véraramlas és a so-viz haztartas szabalyozasaban (Ishimitsu és mtsai,
2006). In vivo eredmények szerint az AM jelentésen emeli a perctérfogatot
(Parkes, 1995), felvetve, hogy a periférias rezisztencia csdkkentése mellett a
peptid a kamrai kontraktilitast direkt moédon is befolyasolhatia. Az AM igen
kifejezett kamrai génexpresszidja (Sakata és mtsai, 1993), valamint specifikus
kotéhelyeinek jelenléte (Owji és mtsai, 1995) egy autokrin/parakrin szintl
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szabalyozd kor létezésére utal a miokardiumban. Ezzel ésszhangban, kezdeti
adataink szerint az AM dozisfligg6 pozitiv inotrop hatast valt ki spontan ver6 izolalt
patkanysziv-preparatumon (Szokodi és mtsai, 1996). A proAM hasitasaval keletkez6
proAM N-terminalis 20 peptid (PAMP) potencidlisan szintén rendelkezhet direkt
szivhatasokkal, mivel immunoreaktiv PAMP (Kitamura és mtsai, 1994) és specifikus
PAMP-ko6téhelyek (lwasaki és mtsai, 1996) létét igazoltak patkanyszivben.

Szamos sejttipus mellett az AM szivizomsejtekben is néveli a cAMP-
szintet (lkeda és mtsai, 1996), felvetve az adenilatciklazZ—cAMP-PKA jelpéalya
szerepét az AM pozitiv inotrop hatasanak a kdzvetitésében. Mindazonaltal, az AM
inotrop hatasaért felel6s jelatviteli mechanizmusok feltarasa varat magara. Az AM
potencialis koértani szerepére utal, hogy a peptid plazmaszintie magasabb
szivelégtelen betegekben (Jougasaki és mtsai, 1995; Jougasaki és mtsai, 1996).
Immunhisztokémiai vizsgalatok szerint fokozott AM szintézis jellemzi az elégtelen
funkcioju human kamrai izomzatot (Jougasaki és mtsai, 1995), valamint a
miokardium altal szekretalt AM hozzajarul az emelkedett plazmakoncentraciéhoz
szivelégtelenségben (Jougasaki és mtsai, 1996). Tovabba, a szivhipertréfia egyes
allatmodelljeiben is erételjesebb kamrai AM termelédést figyeltek meg (Shimokubo
és mtsai, 1996). Azonban az AM bal kamrai expresszidjat szabalyozé mechanizmusok,
illetve az aktivacio idébelisége munkank kezdetekor nem volt ismert.

1.3.2. Apelin

Az APJ-receptort, az egyik legrégebbi arvareceptort, 1993-ban azonositottak. A
receptor az angiotenzin II (Ang IlI) 1-es tipusu receptoranak (AT+-receptor)
transzmembran régidjaval mutat hasonlésagot, azonban az Ang Il nem koétédik
hozza (O'Dowd és mtsai, 1993). Tatemoto és munkatarsai 1998-ban izolaltak
marha gyomor kivonatbdl egy endogén peptidet, mely specifikusan koétédik az
APJ-receptorhoz (Tatemoto és mtsai, 1998). A peptidet apelinnek nevezték el (APJ
endogén ligand). Szamos, 12 és 36 aminosav kozotti fragmentumot talaltak
(apelin-12, apelin-13, apelin-17, apelin-36), melyek bioldgiailag aktivak (Tatemoto
és mtsai, 1998). Az apelin és az APJ-receptor expresszidja széleskoriien
kimutathatd a kozponti idegrendszerben, a vesékben, a hasnyalmirigyben, a
zsirszovetben és az erek endotheliumaban. A felfedezése ota eltelt idében
kimutattak, hogy az apelin relaxalja az ereket, fokozza a diurézist, csokkenti a
taplalékfelvételt, jotékonyan befolyasolja a cukor- és zsiranyagcserét, antinociceptiv
illetve immunmodulator effektussal bir (Barnes és mtsai, 2010). Az apelin
prekurzora, tovabba maga az APJ-receptor is jelentés mennyiségben fejez6dik ki
a szivben (O’Carroll és mtsai, 2000), ami arra utal, hogy a peptid autokrin/parakrin
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modon befolyasolhatja a szivmikddést, azonban munkank kezdetekor ismeretlen
volt az apelin-APJ rendszer funkcionalis jelentésége a miokardiumban. Tovabba,
feltarasra vart, hogy az apelin és az APJ-receptor expresszidja miként valtozik a
szivizomban patofizioldgias viszonyok kozott.

1.3.3. Prolaktin-releasing peptid

A 31 illetve 20 aminosavbdl all6 prolaktin-releasing peptidet (PrRP) 1998-ban
izolaltdk marha hipotalamusz extraktumbdl, mint a hGR3/GPR10 arvareceptor
potencialis ligandjat (Hinuma és mtsai, 1998). Habar a peptidet eredetileg, mint a
hipofizis elllsé lebenyebdl torténd prolaktin szekrécid lehetséges regulatorat
azonositottak, tovabbi vizsgalatok nem tamasztottak ala azt az elképzelést, hogy a
PrRP klasszikus hipofiziotrop hormonként hatna. Mara bizonyossa valt, hogy a PrRP
sokrétll biologiai hatassal bir, tdbbek kdzt befolyasolja a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvese tengely mikodését, a taplalékfelvételt, valamint a fajdalomérzést (Sun
és mtsai, 2005; Onaka és mtsai, 2010). Felvetették tovabba, hogy a PrRP részt
vehet a vérnyomas centralis szabalyozasaban (Samson és mtsai, 2000; Horiuchi
és mtsai, 2002). A peptid centralis hatasaitél eltéréen, nem ismert, hogy a PrRP
periférias kardiovaszkularis hatasokkal is rendelkezik-e. Szamos periférias patkany
szovetben sikerllt specifikus PrRP koétéhelyek létét kimutatni, melyek koézul a
szivben észlelték a legmagasabb foku koétédést (Satoh és mitsai, 2000). Ezen
megfigyelések felvetik, hogy a peptid direkt mddon is hathat a szivmikodésre.

1.3.4. Endothelin-1

Yanagisawa és munkatarsai 1988-ban izolaltak egy rendkivul erételjes érszikitd
hatasu peptidet sertés endothelsejt-kultura fellluszéjabdl, melyet endothelinnek
neveztek el. Az endothelin-1 (ET-1) 21 aminosavbdl all és 2 intramolekularis
diszulfid hidat tartalmaz (Yanagisawa és mtsai, 1988). A szivben szamos sejttipus,
mint az endothelsejtek, vaszkularis simaizomsejtek, szivizomsejtek és fibroblasztok,
szekretaljak a peptidet. Az ET-1 hatasait két GPCR, az ETa- és az ETs-receptorok
kozvetitik. Szivizomsejtek mindkét receptor altipust expresszaljak, az ETa-
receptorok jelentés dominancigja mellett (85-90%). A peptid sokrétl biolégiai
effektussal rendelkezik a szivben. Az értdnus szabalyozasan tul, az ET-1 hatassal
van a szivizomsejtek novekedési folyamataira, a fibroblasztok proliferaciéjara,
illetve a sejtek tulélésére (Kohan és mtsai, 2011). Tovabba, az ET-1 a szivizom-
kontraktilitas er6teljes stimulatora (Sugden, 2003; Endoh, 2008). Szamos adat utal
arra, hogy az ET-1 inotrop hatasat az ETa-receptorok kozvetitik, ugyanakkor az
ETs-receptorok szerepe nem tisztazott. Az ET-1 pozitiv inotrop hatasa hasonlésagot
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mutat az a1-AR-ok effektusaval: elsésorban a miofilamentumok Ca?*-érzékenysége
né, az intracellularis Ca?*-tranziensek mérsékelten fokozédnak csupan (Yang és
mtsai, 1999). Az ET-1 inotrop effektusat kozvetité pontos szubcellularis
mechanizmusok feltarasra varnak. Az uralkod6é nézet szerint, az ETa-receptor a
Ggn1-fehérjén keresztll aktivalja a PLC—PKC kaszkadot. Az ET-1 pozitiv inotrop
hatasaért dontéen a Na*/H* cseremechanizmus (NHE, “Na*/H* exchanger”) PKC-
figgd aktivacioja felelés. A fokozott NHE aktivitas egyrészt intracellularis
alkalizaciohoz vezetve novelheti a miofilamentumok Ca2*-érzékenységét. Masrészt,
intracellularis Na* akkumulacio johet létre, mely indirekt médon fokozhatja a NCX
forditott iranyd mikodését (Na* ki, Ca?* be), és igy hozzajarulhat a sejtekbe
tortén6 megndvekedett Ca?* bearamlashoz. A NCX mellett, az ET-1 az L-tipusu
Ca?*-csatornak nyitasa révén is elGsegitheti az intracellularis Ca?*-tranziensek
novekedését (Sugden, 2003).

Szivizomsejtekben az ET-1, a PLC-PKC kaszkad mellett, potens
aktivatora a mitogén altal aktivalt proteinkinazoknak (MAPK-ok). Felvetették, hogy
a MAPK-ok csaladjaba tartozé extracellularis jelek altal regulalt kinazok (ERK1 és
ERK2, tovabbiakban ERK1/2) és a p38-MAPK ellentétes szerepet jatszik a
szivhipertréfia és a szivelégtelenség kialakulasaban (Rose és mtsai, 2010). A
patolégias viszonyoktdl eltéréen, keveset tudunk a MAPK-ok fiziologias szerepérél
a szivben. A p38-MAPK aktivitas tartds fokozédasa a kontrakciés erd csokkenéséhez
vezet patkany izolalt szivizomsejteken (Liao és mtsai, 2002). Ugyanakkor a p38-
MAPK akut aktivaciéjanak jelentésége a szivmikodés regulaciojaban tisztazasra
var. Tovabba, nem ismert, hogy az ERK1/2 direkt képes-e befolyasolni a szivizom
kontraktilis allapotat intakt sziven.

Egymasnak ellentmondd eredmények szulettek a miokardiumban termel6dé
nitrogén-monoxid (NO) szerepérdl a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban. A NO-
szintetaz (NOS) két izoformaja, a neuronalis tipusi NOS (nNOS, NOS1) és az
endothelialis tipusu NOS (eNOS, NOS3), folyamatosan, alacsony szinten termeli az
NO-t Ca?*/kalmodulin-dependens modon a szivben. A harmadik izoforma, az
indukalhatd NOS (iNOS, NOS2), kizarolag patofiziolégias viszonyok kozott
(iszkémias-reperfuziés karosodas, szivelégtelenség) expresszalodik. Szamos
tanulmany szerint, fiziolégias korulmények mellett az NO jelent6sen gyengiti a B-
AR inotrop valaszt in vitro és in vivo. Ugyanakkor mas vizsgalatok szerint a NOS
farmakolodgiai illetve genetikai inaktivacioja nem fokozza a (B-AR inotrop effektust
(Ziolo és mtsai, 2008; Zhang és Casadei, 2011). Tisztazasra var, hogy az ET-1
inotrop effektusat az NO képes-e modositani.

A reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, ‘“reactive oxygen species”)
termelédése jelentékenyen fokozédik a miokardiumban patofizioldgias allapotokban.
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Az oxidativ stressz feltehetbleg hozzajarul a szivhipertréfia, az apoptdzis és a
nekrozis, valamint az intersticialis fibrozis kialakulasahoz, melyek 6sszességében
a sziv pumpafunkciéjanak zavarahoz vezetnek (Giordano, 2005). A fokozott ROS
produkcié kozvetlenul is ronthatja a kontraktilitast. A szabadgyok molekulak
csOkkenthetik a SERCA és az L-tipusi Ca?*-csatornak mikodését (Zima és
Blatter, 2006). Tovabba, a kontraktilis fehérjék direkt oxidativ moédosulasa az
erégeneralas illetve a Ca2*-érzékenység csokkenéséhez vezethet (Sumandea és
Steinberg 2011). Koros allapotoktdl eltéréen, a ROS fizioldgias szerepérdl a
szivizomban kevés adattal rendelkezunk. A kdzelmultban mutattak ki, hogy szoros
kapcsolat all fenn a kontraktilitas, az oxidativ metabolizmus és a ROS termel6dés
kozott. Az 6sszehuzdédasok frekvencigjanak novelésekor szimultan fokozédott a
szivizomsejtek oxigénfogyasztasa és a ROS produkcio (Heinzel és mtsai, 2006;
Saitoh és mtsai, 2006). Feltarasra var, hogy a ROS termel6dés fiziologias
viszonyok kozott miként befolyasolja a kontraktilitast intakt sziven.

Kisérletek serege bizonyitja, hogy az exogén ET-1 erételjesen képes
fokozni a szivizom-0sszehuzédasok erejét (Endoh, 2008), ugyanakkor az endogén
ET-1 szerepe a kontraktilitds regulacidjaban kevéssé ismert. A Kkoronariak
perfuziés nyomasanak novekedése esetén fokozddik a szivizom kontraktilitasa és
oxigénfogyasztasa, melyet Gregg-effektusnak neveznek (Gregg, 1963). A Gregg-
effektusért feltehetéleg a kapillarisok szintjén jelentkezé térfogatvaltozas felel6s
(Westerhof és mtsai, 2006). Nyitott kérdés, hogy a fokozott nyiréfesziliség
hatasara az endotheliumbdl esetlegesen felszabadulé faktorok, mint az ET-1,
szerepet jatszanak-e a Gregg-effektus kialakitasaban. Ismert, hogy feszités
hatasara hipertrofizalnak a szivizomsejtek (Kehat és Molkentin, 2010). A
hipertréfias valasz megértésében meérfoldkének szamitott a felismerés, hogy a
mechanikai ingerre novekedési faktorok (Ang Il, ET-1) szabadulnak fel a
kardiomiocitakbdl, melyek a receptoraikat aktivalva autokrin/parakrin mddon
inditjak el a hipertrofias folyamatot (Sadoshima és lzumo, 1997). Ezzel ellentétben
nem ismert, hogy a lokdlisan szekretalt kardiokinek képesek-e befolyasolni a
szivizom akut feszitésekor jelentkezd Frank-Starling-valaszt.
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2. Celkitizések

1. Az adrenomedullin pozitiv inotrop hatasanak vizsgalata.
(/) Karakterizalni kivantuk az AM inotrop effektusat 6sszevetve az ET-1 és a [3-
AR stimulacié hatasaval. (ii) Vizsgaltuk az AM altal kivaltott hatas specificitasat.
(i) Tanulmanyoztuk, hogy az AM overexpresszid miként hat a balkamra-
funkciora. (iv) Jellemeztik az AM inotrop hatasat kozvetitd intracellularis
jelatviteli mechanizmusokat. (v) Tanulmanyoztuk a nyomasterhelés hatasat az
AM bal kamrai génexpressziojara.

2. Az apelin potencialis szivhatasainak vizsgalata.

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

3. A prolaktin-releasing peptid potencialis szivhatasainak vizsgalata.
(/) Karakterizalni kivantuk a PrRP inotrop hatasat izolalt sziven. (ii) Jellemeztik
a PrRP pozitiv inotrop hatasat kozvetit6 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. (ii) Karakterizaltuk az ET-1 inotrop hatasat kozvetit6
intracellularis jelatviteli mechanizmusokat. (iii) Tanulmanyoztuk, hogy az
endogén NO produkcié miként hat az ET-1 inotrop effektusara. (iv) Fel kivantuk
deriteni, hogy az endogén ROS termel6dés képes-e befolyasolni az ET-1
inotrop hatasat. (v) Vizsgaltuk az endogén ET-1 szerepét a Gregg-effektus
kozvetitésében. (vi) Meg kivantuk hatarozni az endogén ET-1 szerepét a Frank-
Starling-valasz szabalyozasaban.
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3. Moddszerek

(A romai szamok a Tézisek alapjaul szolgaldé kozlemények sorszamat jeldlik. A
koézlemények listaja a 8.1. fejezetben talalhatd.)

3.1. Kisérleti modellek
3.1.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkat Sprague-Dawley (SD) (I-VII, IX-XI, XIII-XVI), spontan hipertenziv
(SHR) (I, Wistar-Kyoto (WKY) (ll), transzgénikus (mMREN-2)27 (TGR(mREN-2)27)
(V), és dupla transzgénikus (dTG) him patkanyokon végeztik (ll, XVI). Tovabbi
kisérleteinkhez him NMRI illetve C57 egereket hasznaltunk (VIII, XII).

3.1.2. Direkt miokardialis géntranszfer in vivo

A patkany AM-t kédolé gént egy adenovirus vektorhoz kotétten (AdS5RSVrAM)
injektaltuk SD patkanyok szabad bal kamrai falaba. Negativ kontrollként az
Escherichia coli B-galaktozidaz (LacZ) génjének (Ad5RSVLacZ) befecskendezése
szolgalt (IV).

3.1.3. Bal kamrai nyomasterhelés modelljei

Akut, szubakut és tartos nyomasterhelés hatasat vizsgaltuk a kardiomiokinek bal
kamrai génexpresszidjara. Akut nyomasterhelést arginin-vazopresszin (AVP)
infuzié (0.05 ug/kg/perc, i.v.) segitségével hoztunk Iétre 15 perc és 4 6ra kozotti
id6tartamra kronikusan kanulalt, éber patkanyokban (V, VI). Szubakut és tartds
nyomasterhelést Ang ll-vel valtottunk ki. Az Ang IlI-t (0.5 illetve 2.5 ug/kg/perc) 12
oran illetve 1 héten keresztul infundaltuk szubkutan bedltetett ozmotikus
minipumpak segitségével (VII, IX). A kontroll allatok a vivéanyag (0.9% NacCl, i.v.)
infuzidjat kaptak. Nyomasterhelés krénikus modelljeiként hipertenziv transzgénikus
TGR(MREN-2)27, dTG és SHR torzseket hasznaltunk megfelelé kontrollok mellett
(1, V, XVI).

3.1.4. Szivizomsejtek ciklikus mechanikus feszitése

In vitro modellen vizsgaltuk a tartés mechanikus feszités hatasat egyes
kardiokinek expresszidjara. Kamrai szivizomsejteket neonatalis SD patkanyokbdl
nyertik standard enzimatikus emésztés modszerével. A sejteket Flexercell Strain
Unit segitségével tettik ki mechanikus feszitésnek 1 és 24 6ra kdzotti idétartamra (lI).
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3.1.5. Felnétt kamrai szivizomsejtek izolaciéja

SD patkanyokbdl nyertlink izolalt kamrai szivizomsejteket standard enzimatikus
emeésztéssel (ll, X). Tovabba, posztinfarktusos szivelégtelenségben szenved SD
patkanyok bal kamrajanak életképes terlletébdl izolaltunk szivizomsejteket (X).

3.2. Vizsgalati médszerek
3.2.1. Hemodinamikai mérések in vivo

Az akut nyomasterhelés fokat a vérnyomas direkt médon torténé mérésével kdvettik
(V, VI). A szubakut és tartés nyomasterhelés esetén a vérnyomast telemetrias uton
monitoroztuk (IX). A balkamra-funkciot transztorakalis echokardiografia segitségével
vizsgaltuk (IV, IX, X).

3.2.2. Balkamra-funkcié vizsgalata ex vivo
3.2.2.1. Balkamra-funkci6 vizsgalata izolalt patkanysziv-preparatumon

SD és dTG patkanyok szivét Langendorff-szerint retrograd perfundaltuk, allandé aramlas
mellett, médositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferrel 37°C-on. Kisérleteinkben a kamrai
kontraktilitas ex vivo megitélésére két modszert hasznaltunk. A kontraktilis eré (kialakult
izomer6, ‘developed tension”) valtozasat a sziv apikobazalis elmozdulasa réven
kovettuk, a bal kamra csucsahoz kapcsolt auxotonias erémeérd segitségével (-1, Xil,
XII-XV). Tovabbi vizsgalataink soran egy folyadékkal toltott ballont helyeztunk a bal
kamraba, és az izovolémias 6sszehuzodasok valtozasat kovettuk (ll, IV, XVI). A szivek
stabilizaciojat kovetéen az egyes peptideket Gnmagukban illetve kilonbozé receptor-
blokkoldk és jelatvivbk gatloszerei jelenlétében adagoltuk. A kontroll kisérletekben az
alkalmazott hatéanyagok vivbanyagat infundaltuk. A Frank-Starling-mechanizmust
vizsgalandd, a stabilizaciét kovetben lépcsbzetesen noveltik az intraventrikularis ballon
térfogatat mig el nem érttik a maximalis pulzusnyomast.

3.2.2.2. Balkamra-funkcié vizsgalata izolalt egérsziv-preparatumon

Az egérszivek izolalasanak menete és a Langendorff-szerinti retrograd perfuzidja
a patkanyoknal ismertetett modon zajlott (3.2.2.1. fejezet) kisebb modositasokkal.
A Gregg-effektus vizsgalata céljabol, a bazalis koronariaaramlast 2.5-szeresére
emeltak (VIII, XII).
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3.2.3. Kontraktilitas vizsgalata izolalt szivizomsejteken in vitro

Az izolalt szivizomsejteket modositott Krebs-Henseleit pufferrel aramoltattuk 37°C-
on 1 Hz-es stimulacio mellett. A kamrai szivizomsejtek mozgasat digitalizaltuk és a
szarkomerhossz (SL, “sarcomere length”) rovidulését Fourier analizis segitségével
hataroztuk meg (X).

3.2.4. Elektrofizioldgiai vizsgalatok

Izolalt pitvari preparatumon végeztink intracellularis akciés potencial méréseket
(). A feszlltség-aktivalta Ca?*-aramot amfotericin B-perforalt patch-clamp
technika teljes-sejtes (“whole-cell”) konfiguracidéjaban tanulmanyoztuk izolalt,
felnétt, kamrai szivizomsejteken (ll). Az akcidés potencial sejtek kozotti terjedési
tulajdonsagait neonatalis patkany eredetll szivizomsejtek egyrétegl tenyészetén
vizsgaltuk multielektrod-array segitségével (X).

3.2.5. Fluoreszcens vizsgalati médszerek

Az izolalt kamrai szivizomsejtek intracellularis Ca2*-koncentraciodjanak valtozasat
indo-1-AM illetve fluo-4-AM fluoreszcens indikatorok segitségével vizsgaltuk
konfokalis invertalé mikroszkoppal (X). Az intracellularis pH-t karboxi-SNARF-1-
AM fluoreszcens indikatorral kdvettik Tyrode-oldat hasznalata mellett. A NHE
aktivitdsat az NH4Cl “prepulse” mddszerrel vizsgaltuk (X). A ROS termel6dés
mértékét az etidium fluoreszcencia mérésével itéltuk meg konfokalis mikroszkdpia
segitségével izolalt patkanysziv-preparatumbdl szarmazé metszeteken (XV).

3.2.6. RNS meghatarozasi modszerek

A bal kamrai mintakban az mRNS expressziét Northern-blot analizis és kvantitativ
valosideji RT-PCR (TagMan) technika segitségével vizsgaltuk (ll, IV-IX, XVI).

3.2.7. Fehérje meghatarozasi modszerek

A kardiokinek bal kamrai immunoreaktiv szintjét illetve egyes jelatvivok szintjét
specifikus radioimmunoassay-k (RIA) segitségével hataroztuk meg (lll, V, VI, XVI).
A jelatviteli fehérjek expresszidjanak illetve foszforilacidés szintjének kimutatasara
Western-blot technikat alkalmaztunk (IV, Xl, XIll, XV). Kinazok aktivitasat specifikus
kinaz assay-k segitségével hataroztuk meg (XIll). Egyes fehérjék elhelyezkedését
immuncitokémia illetve immunhisztokémia révén vizsgaltuk konfokalis mikroszkopiaval
(X).

13



ktilitésrlelétviteli mechanizmusai
10U

3.2.8. 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-préba, 1-utas ANOVA-t kdvetd
post hoc teszt, 2-utas ismétlédé ANOVA-t kdvetd post hoc teszt) elemeztik SPSS
program segitségével. Az atlagok kozotti kulonbségeket akkor tekintettuk
szignifikansnak, ha a statisztikai préba soran kapott P érték kisebb volt 0.05-nél.
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4. Eredmeények és megbeszélés

4.1. Az adrenomedullin szerepe szivizom-kontraktilitas regulacidjaban

(/) Megel6z6 eredményeink szerint az AM (0.03-1 nmol/L) dozisfiggé médon fokozta a
kamrai kontraktilitast spontan verd izolalt patkanysziven (Szokodi és mtsai, 1996).
Korabbi vizsgalatok feltartak, hogy az ET-1 a legpotensebb pozitiv inotrop anyag
izolalt szivizomsejteken (Kelly és mtsai, 1990). Abbdl a célbdl, hogy megitélhessik az
AM effektusanak erésségét, dsszehasonlitottuk a két peptid pozitiv inotrop hatasat
izolalt patkanysziv-preparatumon pitvari elektromos ingerlés mellett. Az AM és az ET-1
1 nmol/L-es koncentracié mellett jelentkez6 csucshatasa megegyezett. Tovabba, az AM
0.03 nmol/L dbzis esetén azonos hatast hozott létre, mint az ET-1 0.08 nmol/L-es
koncentracional (). Kiemelendd, hogy az AM kontraktilitast fokozd hatédsa 64%-a volt a
maximalis B-AR stimulacioval (izoproterenol, 10 ymol/L) kivalthat6é valasznak. Az AM
hatasa extrém lassan fejl6dott ki, a maximalis effektus 25 perc utan jelentkezett,
szemben a kontrakciés er6 [B-AR stimulaciokor bekévetkezd rendkivil gyors,
masodperceken belllli fokozédasaval (Il). Eredményeink arra utalnak, hogy az AM
egyike a természetben el6fordulé legpotensebb endogén pozitiv inotrop
szubsztanciaknak. Tovabba, az effektus kifejlédésének lassu dinamikaja felveti, hogy
az AM, a rdvid tavu B-AR szabalyozastdl eltéréen, hosszu tavon képes befolyasolni a
kamrai kontraktilitast (I-1lI).

(i) Az AM inotrop hatasanak specificitasat vizsgalva megmutattuk, hogy a CGRP-
receptor-antagonista CGRP[8-37] nem befolyasolja a peptid effektusat, valamint a
CGRP (1-10 nmol/L) énmagaban nem hat a kamrai kontraktilitasra. Tovabba
kimutattuk, hogy a PAMP (10-100 nmol/L) nem képes érdemi inotrop hatast kivaltani.
Eredményeink arra utalnak, hogy az AM inotrop effektusanak kozvetitésében CGRP-
és PAMP-kotéhelyek nem vesznek részt (lll).

(iff) Direkt miokardialis géntranszfer segitségével vizsgaltuk, hogy az AM bal kamrai
expresszidjanak mesterséges novelése miként hat a sziv kontraktilis allapotara. In
vivo korulmények kdzott az AM géntranszfer szignifikdnsan javitotta a SD patkanyok
bal kamrai szisztolés funkciojat, nétt a frakcionalis rovidilés és az ejekcids frakcio.
Tovabba, izolalt patkanysziv-preparatumon az AM fokozott kifejez6dése felerésitette
a Frank-Starling-valaszt. A bal kamrai végdiasztolés nyomas emelésekor a
kontraktilitds indexei (dP/dtmax, pulzusnyomas) szignifikdnsan magasabbnak adddtak
az Ad5RSVrAM csoportban az AdSRSVLacZ csoporthoz képest. Ezzel szemben, a
diasztolés funkciot jellemzé paraméterek (dP/dtmin, T) nem mutattak kilénbséget a
két csoport kozott (IV).
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(iv) Kisérleteinkben részletesen jellemeztik az AM pozitiv inotrop hatasat
kozvetitd intracellularis mechanizmusokat. Megallapitottuk, hogy a peptid szamos
hatasatdl eltéréen, az AM inotrop effektusa a klasszikus adenilatciklaz—cAMP
-PKA jelatviteli uttél figgetlenl alakul ki. 1zolalt patkanysziv-preparatumon az AM
nem fokozta a bal kamrai cAMP termelést, valamint a PKA gatlasa nem volt képes
kivédeni a peptid pozitiv inotrop hatasat (lll) (1. abra).

AM AM
RAMP2/3

@
RAMP2/3
( ' ” CRLR .( CRLR

sL ” @ (PIP,) (ac) H
; \ ) 222

P DAG (IPs. A4
- —— “(Gas

T-tubulus

miofilamentumok

Ca?*

1. dbra: Az AM pozitiv inotrop hatasat kozvetito feltételezett mechanizmusok.

Eredményeink alapjan a cAMP-PKA jelatviteli uttol fliggetlenll alakul ki az AM pozitiv inotrop
effektusa. Az AM hatasaban szerepet jatszanak az L-tipusu Ca2*-csatornak, a SR-bol torténd Ca?*-
felszabadulas, valamint a PKC aktivacioja. AC, adenilatciklaz; CRLR, kalcitoninreceptor-szeri receptor
(“calcitonin receptor-like receptor”); DAG, diacilglicerol; IP3, inozitol-1,4,5-triszfoszfat; LTCC, L-tipusu
CaZ*-csatorna; PIPa, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKA, proteinkinaz-A; PKC, proteinkinaz-C; PLC,
foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban; RAMP, receptor aktivitast modosité fehérje (“receptor activity
modifying protein”); RyR, rianodin-szenzitiv CaZ*-csatorna; SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR,
szarkoplazmatikus retikulum. (lll, IV, XVII, XIX alapjan)

Intakt sziven és izolalt pitvari preparatumon nyert eredményeink szerint az AM az L-
tipusi Ca?*-csatornakon keresztll fokozza az extracellularis Ca2?*-bearamlast és
serkenti a SR-bdl torténd Ca?*-felszabadulast (lll). Kimutattuk, hogy az AM bal
kamrai overexpresszioja fokozza a PKCe és a PKCd izoformak transzlokaciojat (IV).
E megfigyeléseinkkel 6sszhangban, izolalt szivpreparatumon a PKC farmakolégiai
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gatlasa szignifikans modon csOkkentette az exogén AM Kkontraktilitast fokozo
effektusat (lll) (1. abra).

(v) Eredményeink els6ként bizonyitottak, hogy akut nyomasterhelés hatasara az AM
bal kamrai génexpresszioja korai, tranziens aktivaciot mutat SD patkanyokban (V). Az
AVP infuzi6 megkezdését kovetd 2 6ra mulva szignifikdns emelkedést tapasztaltunk
az AM mRNS szintjében. Osszevetésként, a B-tipusul natriuretikus peptid génexpresszibja
mar 1 dra elteltével fokozédott modellinkben (VI). Ugyanakkor mas gének expresszidja,
mint a pitvari natriuretikus peptidet koédold géné, csupan 6-12 6ra mulva kezd
emelkedni nyomasterhelést kovetéen (VII, VI, IX), mig a szivhipertréfia kifejlédéséhez
minimum 6-7 nap szukséges (IX). Tovabbi eredményeink arra utalnak, hogy az AM
génexpresszidjanak fokozodasa fluggetlen a lokalis Ang Il és ET-1 felszabadulasatol
(VI). Kimutattuk tovabba, hogy TGR(mREN-2)27 patkanyokban a tartés nyomasterhelés
magasabb bal kamrai immunoreaktiv-AM szintet eredményez, azonban ehhez nem
tarsul a génexpresszid fokozdédasa. SD patkanyoktdl eltéréen, a transzgénikus
allatokban AVP infuzidval létrehozott akut nyomasterhelés nem névelte az AM bal
kamrai génexpresszidjat (V). Megfigyeléseink arra utalnak, hogy az AM szerepet
jatszhat a sziv adaptacios folyamataiban, mind akut, mind krénikus kortulmények
kdzott.

4.2. Apelin szerepe szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

(/) Vizsgalataink az irodalomban els6ként fedték fel az apelin-APJ rendszer
funkcionalis jelentéségét a miokardiumban (ll). A peptid prekurzora és az APJ-
receptor magas expresszioval rendelkezik a szivben (O’Carroll és mtsai, 2000).
Eredményeink szerint az APJ-receptor a T-tubulusoknak/Z-vonalaknak és az
interkalaris lemezeknek megfeleld lokalizaciot mutat patkany miokardiumban
illetve izolalt szivizomsejteken (X). Funkcionalis vizsgalataink felderitették, hogy az
apelin erételjesen fokozza a kontrakcids er6t izolalt patkanysziv-preparatumon. Az
apelin (0.01-10 nmol/L) maximalis inotrop hatasat 1 nmol/L-es dozis mellett
észleltuk, mig a félmaximalis hatas (ECso) 33 pmol/L-nél jelentkezett. A hatas
kialakulasanak dinamikaja az AM és az ET-1 effektusahoz volt mérhetd, szemben
a B-AR stimulaciot kdveté azonnali inotrop valasszal. Az apelin, az AM és az ET-1
O0sszevetheté médon fokozta a kontrakcids erét. Az apelin csucshatasa 69%-a volt
a B-AR-agonista izoproterenol (10 pmol/L) maximalis inotrop hatasanak. Mindezen
tények alapjan az apelin a legpotensebb endogén pozitiv inotrop anyagok kozé
tartozik (II).

(i) Funkcionalis vizsgalataink bizonyitottak, hogy az apelin fokozza a Frank-
Starling-valaszt. 1zolalt patkanysziv-preparatumon alacsony bal kamrai el6terhelés
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mellett (végdiasztolés nyomas=1-5 Hgmm) a dP/dtmax kontraktilitasi index
hasonldan alakult apelin (1 nmol/L) jelenlétében illetve hianyaban. Megemelt bal
kamrai végdiasztolés nyomas mellett (10-15 Hgmm) a dP/dtmax szignifikansan
magasabb volt az apelinnel kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva.
Ezzel szemben, a diasztolés funkciot nem befolyasolta az apelin (Il).

(i) Kimutattuk, hogy az apelin (1-10 nmol/L) patkany eredeti, felnétt, izolalt
szivizomsejteken atmenetileg néveli a SL-révidulést. Megvizsgaltuk tovabba, hogy
az apelin miként hat a kontraktilitasra patofizioldgias korulmények kézott. A bal
ellilsé leszallé koronariaag lekotésével miokardialis infarktust hoztunk létre, majd 8
héttel késdbb echokardiografiaval igazoltuk a szivelégtelenség kifejlédését
(ejekcios frakcio <30%). A szivelégtelen allatok bal kamrajanak életképes részébdél
izolalt szivizomsejtek SL-rovidulése az egészséges sejtekhez hasonld tranziens
novekedést mutatott apelin hatasara (X).

Apelin

'” APJ

SL

T-tubulus

ICa

Ca2* miofilamentumok

2. abra: Az apelin pozitiv inotrop hatasat kozvetito feltételezett mechanizmusok.

Az apelin effektusahoz jelentésen hozzajarul a PLC-PKC kaszkad aktivacioja, a NHE illetve a NCX
forditott iranyu fokozott mikodése. 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. (ll,
X, XVII alapjan)
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(iv) A peptid inotrop hatasanak specificitasat vizsgalva megmutattuk, hogy izolalt
sziven az apelinre adott valasz kivaltasaban az ATi-receptorok, az ETa/ETs-
receptorok, a B-AR-ok, az a-AR-ok illetve az NO nem vesznek részt (ll).

(v) Munkank soran részleteiben feltartuk az apelin inotrop hatasat koézvetitd
intracellularis mechanizmusokat. Intakt sziven kimutattuk, hogy a PLC-PKC
kaszkad farmakolégiai gatldsa =70%-kal gyengiti az apelin inotrop effektusat.
Tovabba, a NHE szelektiv gatlasa szignifikansan csoOkkentette az apelin inotrop
valaszat ex vivo (ll). Ezen eredményekkel 6sszhangban, izolalt szivizomsejteken
az apelin ndvelte az intracellularis pH-t. Tovabba, a NH4Cl “pre-pulse” modszer
segitségével bizonyitottuk, hogy az apelin fokozza a saveltavolitas sebességét a
sejtekbdl, ami a NHE aktivitas novekedésére utal (X). A NHE aktivacioja az
intracellularis Na* akkumulaciojahoz vezetve indirekt fokozhatja a NCX forditott
iranyd mikodését, mely ily médon serkentheti a sejtekbe torténd Ca?*-bearamlast.
Eredmeényeink szerint a NCX forditott iranyd miukodésének farmakoldgiai gatlasa
hatékonyan csOkkentette az apelin inotrop hatasat intakt sziveken (II).
Ugyanakkor, izolalt szivizomsejteken a peptid nem befolyasolta az intracellularis
Ca?*-tranzienseket (X) illetve az Ica-ot (Il). Mindezek fényében az apelin pozitiv
inotrop hatasanak kozvetitésében fontos szerepet jatszhat az intracellularis pH
alkalikus iranyba torténd eltolodasa és ezzel 6sszefuggésben a miofilamentumok
Ca?*-szenzitivitdsanak fokozodasa. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
eldontésére, hogy az apelin miként hat a Ca2*-homeosztazisra intakt sziveken (2.
abra).

(vi) Multielektrod-array technika segitségével kimutattuk, hogy neonatalis patkany
szivizomsejtek egyrétegil tenyészetén az apelin fokozza a szivizomsejtek spontan
tuzelési frekvenciajat, vezetési sebességét és csokkenti a mezépotencial
idétartamat. Eredményeink arra utalnak, hogy az apelin képes befolyasolni a
sejtek kozotti kommunikaciot (X).

(vii) In vitro és in vivo modellek hasznalataval felderitettiik, hogy az apelin-APJ
rendszer elemeinek expresszidja érzékenyen reagal a szivizomsejtek mechanikai
tulterhelésére. Neonatalis patkany kamrai szivizomsejtek 12-24 éraig tartd ciklikus
mechanikai feszitése tébb, mint 50%-kal csdkkentette az apelin mRNS szintjét,
mig az APJ-receptor mRNS szintje 30%-kal meérsékl6dott. Tovabba, kronikus
nyomasterhelés allatmodelljeiben, SHR és dTG patkanyokban, az apelin bal
kamrai génexpresszidja 62%-kal illetve 33%-kal adodott alacsonyabbnak a
kontrollokhoz viszonyitva, mig az APJ-receptor mRNS szintjében nem talaltunk
eltérést (Il).
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4.3. A PrRP szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

() Elséként mutattuk ki, hogy a PrRP szerepet jatszhat a kardiovaszkularis
rendszer periférias regulaciéjaban. A PrRP-31 (1-100 nmol/L) dozisfuggd pozitiv
inotrop hatast valtott ki izolalt patkanysziven. Az effektus 10 nmol/L-es PrRP
dozisnal érte el a maximumat. A PrRP csucshatdsa 16.5%-a volt a B-AR-agonista
dobutamin (10 ymol/L) maximalis inotrop valaszanak (12.9£1.7% vs. 78.4111.9%).
A kontraktilitas novekedése |épcsbzetesen alakult ki és a maximalis hatas 15
percnél jelentkezett (XI).

(i) A cAMP-n keresztul hato GPCR-agonistak inotrop hatasat jelent6sen
korlatozzak a cAMP hidrolizisét végzé foszfodiészterazok (Fischmeister és mtsai,
2006). Kimutattuk, hogy a foszfodiészterazok gatlasa nem fokozza a PrRP inotrop
hatasat, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a peptid nem az adenilatciklaz—cAMP
—-PKA jelpalya aktivacioja révén befolyasolja a kontraktilitast (XI) (3. abra).
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3. abra: A PrRP pozitiv inotrop hatasat befolyasolo feltételezett mechanizmusok.

A cAMP-PKA jelatviteli uttél figgetlen mechanizmusok hozzak létre a PrRP pozitiv inotrop effektusat.
A PrRP kontraktilitdst ndvel6 hatasat a PKCa a és a PP1 aktivacidja ellensulyozza, feltehetdleg a PLN
defoszforilacioja révén. AC, adenilatciklaz; DAG, diacilglicerol; 11, inhibitor-1 fehérje; IP3, inozitol-1,4,5-
triszfoszfat; LTCC, L-tipusi Ca%*-csatorna; PIP2, foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PKA, proteinkinaz-A;
PKCa, proteinkinaz-Ca; PLC, foszfolipaz-C; PLN, foszfolamban; PP1, foszfoprotein-foszfataz-1; NCX,
Na*-Ca2*-cseremechanizmus; NHE, Na*-H*-cseremechanizmus; RyR, rianodin-szenzitiv Ca?*-
csatorna; SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum. (XI alapjan)
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(i) Szamos tanulmany bizonyitotta, hogy a PKCa tartds aktivacidja negativan hat
a sziv pumpafunkciodjara (Liu és Molkentin, 2011). Eredményeink szerint a PKCa
farmakoldgiai gatlasa szignifikans mértékben nodvelte a PrRP pozitiv inotrop
hatasat valamint fokozta a PLN fehérje foszforilaciojat (XI) (3. abra). A PKCa-hoz
hasonldan, a foszfoprotein-foszfataz-1 (PP1) inaktivacidja felersitette a PrRP
kontraktilitast fokozé hatasat (XI). Feltételezhetd, hogy a PrRP hatasanak
kialakulasa soran a PKCa a PP1 kozvetitésével szabalyozza a PLN foszforilacidjat
(3. abra). Tagabb kontextusban, a PKCa fontos homeosztatikus szerepet tdlthet
be a szivben a tulzott inotrop stimulacio ellensulyozasa révén.

4.4. Az ET-1 szerepe a szivizom-kontraktilitas szabalyozasaban

(/) Ellentmondasos eredmények szulettek az ET-1 kontraktilitasra kifejtett hatasarol
egér eredetl izolalt szivizomsejteken. Kimutattuk, hogy intakt egérsziven az ET-1
pozitiv inotrop hatast valt ki (XIlI), mely Osszevethetd6 a patkanysziven nyert
adatainkkal (). Tovabba, az ETa-receptorok gatlasa szignifikdnsan gyengitette,
mig az ETs-receptorok blokkolasa fokozta az ET-1 pozitiv inotrop effektusat. Ezen
kisérletek els6keént jelezték, hogy az értonus szabalyozasahoz hasonléan, az ETa-
és az ETg-receptorok stimulacioja ellentétes hatast gyakorol a szivizom kontraktilis
erejéere (XII).

(i) Vizsgalataink soran részletesen karakterizaltuk az ET-1 pozitiv inotrop hatasat
kozvetitd intracellularis mechanizmusokat intakt patkanysziv-preparatumon (4.
abra).

» A korabbi tanulmanyok alapvetd szerepet tulajdonitottak a PLC—PKC jelatviteli
rendszernek az ET-1 inotrop hatasaban (Sugden, 2003). Ezzel ellentétben
kimutattuk, hogy a PLC és a PKC farmakolégiai gatlasa nem csokkenti az ET-1
inotrop effektusat. Tovabba, a kontraktilitas szempontjabdl relevans PKC
izoformak (PKCa, 6, és ¢€) transzlokacidéja nem fokozodott a peptid hatasara
(XH).

« A PLC-PKC jelatviteli utvonallal szemben vizsgalataink a MEK1/2-ERK1/2
kaszkad jelentéségére hivtak fel a figyelmet. Kimutattuk, hogy az ET-1 aktivalja
az ERK1/2-t, tovabba a MEK1/2 farmakoldgiai gatlasa =60%-kal csdkkenti a
peptid pozitiv inotrop hatasat. Eredményeink szolgaltattak az elsé bizonyitékot,
hogy a MEK1/2-ERK1/2 jelpalya fontos szerepet tolt be a szivizom-kontraktilitas
regulaciojaban intakt sziven (XIII).

« Kimutattuk, hogy az ET-1 képes kivaltani az epidermalis névekedési faktor-
receptor (EGFR) transzaktivaciojat. Tovabba, az EGFR tirozinkinaz gatlasa
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kivédte az ET-1 altal kivaltott EGFR transzaktivaciot és ERK1/2 foszforilaciot,
valamint szignifikdnsan gyengitette a peptid pozitiv inotrop valaszat. Els6ként
mutattak ra eredményeink, hogy az EGFR transzaktivacié kdzvetlen szerepet
jatszik a szivizom kontraktilis erejének szabalyozasaban a MEK1/2-ERK1/2
jelpalya befolyasolasa révén (XIII).

ET-1 ET-1

SL

T-tubulus

/r_/—:mofllamentumok

Caz*

4. abra: Az ET-1 pozitiv inotrop hatasat kozvetito 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 aktivacioja ellensulyozni képes a kontrakcios erd
novekedését a PLN defoszforilacioja révén. A tradicionalis felfogassal szemben, a PLC—PKC jelatviteli
utvonal nem jatszik szerepet a peptid kontraktilitast fokoz6 effektusaban. EGFR, epidermalis
novekedési faktor-receptor; ERK1/2, extracellularis jelek altal regulalt kinaz 1/2; LTCC, L-tipusu Ca2*-
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,
proteinkindz-C; PLCB, foszfolipaz-CB; PLN, foszfolamban; RyR, rianodin-szenzitiv Ca2*-csatorna;
SERCA, SR Ca?*-ATPaz; SR, szarkoplazmatikus retikulum. (XII, XVIII alapjan)

Korabbi tanulmanyokkal 6sszhangban, a NHE1 gatlasa csokkentette az ET-1
inotrop hatasat. Ismert, hogy szivizomsejtekben az ERK1/2 és az egyik altala
aktivalt enzim, a p90 riboszémalis S6-kinaz (p90RSK), képes foszforilalni és
aktivalni ET-1 hatasara a NHE1-t (Moor és Fliegel, 1999). Vizsgalataink soran
az ET-1 fokozta a foszforilalt pOQORSK mennyiségét a membranfrakcidban.
Kiemelend6, hogy az ET-1 hatasat a p90RSK foszforilaciéjara az EGFR
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valamint a MEK1/2 gatlasa hasonld mértékben csokkentette. Mindezek fényében
valészinisithetd, hogy ET-1 stimulacio soran az EGFR-MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli
rendszer a p90RSK révén szabalyozza a NHE1 mikodését (XIN).

Kimutattuk, hogy az ET-1 stimulacié szignifikdansan ndéveli a p38-MAPK
aktivitasat izolalt sziven. Tovabba, a p38-MAPK gatlasa erbteljesen fokozta az
ET-1 inotrop effektusat. Adataink arra utalnak, hogy a p38-MAPK fiziologias
aktivacioja ellensulyozni képes az ET-1 pozitiv inotrop hatasat a miokardiumban
(Xm).

Korabban a p38-MAPK-rdl feltételezték, hogy a foszfoprotein-foszfatazok révén
képes elnyomni az ERK1/2 aktivacidjat izolalt szivizomsejteken (Liu és
Hofmann, 2004). Adataink ezzel szemben azt mutattak, hogy a p38-MAPK
gatlasa nem erésiti fel az ET-1 altal kivaltott ERK1/2 foszforilaciot intakt sziven,
kizarva annak a lehet6ségét, hogy az ERK1/2 és a p38-MAPK jelpalya kozott
direkt kapcsolat létezne (XIII).

Vizsgalataink fontos megfigyelése volt, hogy az ET-1 jelentésen ndvelte a PLN
foszforilaciojat a Ser-16 pozicioban p38-MAPK gatlas esetén, mig a peptid
onmagaban nem befolyasolta azt. Kézenfekvé magyarazatnak tlnik, hogy a
p38-MAPK a PLN fehérje defoszforilacioja révén képes ellensulyozni az ET-1
kontraktilitast novel6 hatasat (XIII).

(i) Eredményeink els6keént igazoltak, hogy az endogén NO produkcio korlatozza
az ET-1 kontraktilitast fokoz6 hatasat (I). 1zolalt szivpreparatumon a NOS gatlas

eltéré dinamikaval befolyasolta a kontraktilis erét (1) és a vaszkularis tonust (XIV),

az inotropia fokozédasa lényegesen megel6zte a perfuziés nyomas ndvekedését.
Emiatt valészinGtlen, hogy a kontraktilitasra kifejtett hatas masodlagosan, a perfuzios
nyomas valtozasa miatt (Gregg-hatas) lépett volna fel.

(iv) Kimutattuk, hogy intakt sziven az endogén mdédon termel6dé ROS molekulak

jelatvivékeént részt vesznek a kontraktilitas akut regulaciéjaban.

Eredményeink szerint az ET-1 szignifikansan fokozta a ROS produkciét. Kimutattuk,
hogy gyokfogd illetve NAD(P)H-oxidaz-gatlé jelenlétében parhuzamosan csokken az
ET-1 altal kivaltott ROS termel&dés és a peptid pozitiv inotrop hatasa (XV).

Ismert, hogy a NAD(P)H-oxidazok altal termelt ROS a mitokondrialis ATP-fuggd
K*-csatorndk (mitoKarp) nyitasa révén tovabbi ROS felszabadulast valthat ki a
mitokondriumokbdl (Kimura és mtsai, 2005). Kimutattuk, hogy a mitoKarp-
csatornak gatlasa jelentésen gyengiti az ET-1 inotrop hatasat, ugyanakkor a
peptid tovabbra is képes fokozni a ROS termelést. Adataink arra utalnak, hogy
a mitoKatp-csatornak a ROS-t6l fuggetlen mechanizmusokon keresztil
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befolyasoljak a kontraktilis erét, tovabba az ET-1 inotrop effektusaban dontéen
a NAD(P)H-oxidaz eredetli ROS jatszhat szerepet (XV).

» Az ERK1/2 aktivaciordl megallapitottuk, hogy dontéen ROS-fliggé mechanizmusok
révén jon létre. Gyokfogod illetve NAD(P)H-oxidaz inhibitor jelenlétében
szignifikansan csdkkent az ET-1 altal indukalt ERK1/2 foszforilacio, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a NAD(P)H-oxidaz eredeti ROS az ERK1/2

aktivalasa révén jarul hozza az ET-1 pozitiv inotrop effektusahoz (XV).

(v) Intakt egérsziven a koronariaaramlas emelése markansan fokozta a szivizom
kontrakcids erejét. Elséként tartuk fel, hogy az endogén ET-1 kiemelt szerepet
jatszik a Gregg-effektus kozvetitésében. Az exogén ET-1 peptiddel tett
megfigyeléseinkkel 6sszhangban az ETa- és az ETs-receptorok ellentétesen
befolyasoltak a kontraktilis er6 fokozddasat a koronariaaramlas emelését
kovetéen. Mig az ETa-receptorok gatlasa gyengitette a kontraktilitds novekedését,
addig az ETs-receptorok blokkolasa jelent6sen fokozta a Gregg-effektust. Az ET-
receptoroktdl eltéréen az ATs-receptorok gatlasa nem befolyasolta a kontraktilis
er6 novekedeését (XII).

(vi) Eredményeink szerint a normotenziv SD és a hipertenziv dTG patkanyok szive
adekvat Frank-Starling-valaszt mutatott az elbterhelés lépcsbzetes emelésekor.
Adott végdiasztolés nyomas mellett a kamrai kontraktilitds indexei szignifikansan
magasabbnak adddtak a dTG patkanyok hipertréfias szivén. SD patkanyok szivén
sem az ETas-receptor-gatlé bosentan, sem az ATi-receptor-gatlo CV-11974 nem
befolyasolta a Frank-Starling-valaszt. Ezzel szemben, az el6terhelés emelésekor a
kontraktilitas ndvekedése elmaradt bosentan jelenlétében a dTG patkanysziveken
a kontrollhoz képest. Az AT-receptorok gatlasa a hipertrofids sziveken sem volt
hatassal a Frank-Starling-gorbére. A diasztolés funkciot a receptorblokkolok nem
befolyasoltak (XVI). Kimutattuk tovabba, hogy dTG patkanyok bal kamrai
mintaiban az immunoreaktiv ET-1 szintje illetve az ETa-receptor génexpresszidja
szignifikdnsan magasabb volt az SD csoporthoz képest (XVI). Leirtuk tovabba,
hogy a kamrai falfeszulés akut fokozddasa soran szignifikansan né az ET-1 bal
kamrai génexpresszidja ex vivo egérsziven (VIII). Hasonlé mddon, jelentésen
emelkedett az ET-1 kifejez6dése fokozott nyomasterhelésnek kitett bal kamraban
in vivo patkanymodellben (IX). Osszegezve, eredményeink elsdként igazoltak,
hogy hipertrofias szivekben a lokalis ET-1/ETa-receptor rendszer aktivacidja
jelentékenyen hozzajarul a balkamra-funkcié fenntartasahoz akut hemodinamikai
terhelés soran.
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5. Az uj tudomanyos eredmeények 0sszefoglalasa

1. (/) Kimutattuk, hogy az AM egyike a természetben eléfordulé legpotensebb
endogén pozitiv inotrop szubsztanciaknak. lzolalt patkanysziven az AM a
szubnanomolaris koncentraciétartomanyban volt képes fokozni a kontraktilitast. Az
AM csucshatasa 6sszevethet6 volt az ET-1 effektusaval, tovabba megkozelitéleg
2/3-a volt a maximalis B-AR stimulaciéval kivalthaté valasznak. (i/) Kimutattuk,
hogy az AM hatasanak kozvetitésében CGRP- és PAMP-kétéhelyek nem vesznek
részt. (iii) Kimutattuk, hogy az AM atmeneti miokardialis overexpresszidja fokozza
a bal kamra szisztolés funkcidjat in vivo, tovabba felerdsiti a Frank-Starling-valaszt
ex vivo. (iv) Megallapitottuk, hogy a peptid szamos hatasatol elter6en, az AM
inotrop effektusa a cAMP-PKA jelatviteli uttdl fuggetlendl alakul ki. Felderitettuk,
hogy az AM hatasaban szerepet jatszanak az L-tipusu Ca?*-csatornak, a SR-bal
torténé Ca?*-felszabadulas, valamint a PKCe és PKCd 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. Funkciondlis vizsgalataink felderitették, hogy az apelin a
legpotensebb endogén pozitiv inotrop anyagok kozé tartozik. Az apelin mar
szubnanomolaris koncentraciok mellett tartosan serkentette a kontraktilitast izolalt
patkanysziv-preparatumon, a hatas nagysaga O0sszemérhetd volt az AM és az
ET-1 hatasaval. (i/) Az apelin jelenlétében fokozodott a Frank-Starling-valasz ex
vivo. (iii) Az apelin patkany eredeti izolalt szivizomsejteken atmenetileg ndvelte 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 kozvetité mechanizmusokat.
Kimutattuk, hogy ex vivo az apelin effektusahoz jelentésen hozzajarul a PLC-PKC
kaszkad aktivacioja, a NHE illetve a NCX forditott iranyu fokozott mikodése.
Izolalt kamrai szivizomsejteken az apelin inotrop hatasanak hatterében
feltehetéleg a miofilamentumok Ca?* iranti érzékenységének noévekedése allhat,
mivel az intracellularis Ca?*-tranziensek nem fokozédtak. (vi) Eredményeink
szerint az apelin hatassal van az intercellularis kommunikaciéra. Patkany eredetd,
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neonatalis szivizomsejt-tenyészeten kimutattuk, hogy az apelin fokozza a
szivizomsejtek spontan tlzelési frekvencijjat, vezetési sebességét és csokkenti a
mezépotencial id6étartamat. (vii) Kimutattuk, hogy neonatalis patkany kamrai
szivizomsejtek ciklikus mechanikai feszitése soran jelentésen csokken az apelin
és az APJ-receptor mRNS szintje. Tovabba megmutattuk, hogy krénikus nyomas-
terhelés allatmodelljeiben mérséklédik az apelin bal kamrai génexpresszidja, mig
az APJ-receptor mRNS szintje nem valtozik.

3. (/) Els6ként mutattak ra vizsgalataink, hogy a PrRP szerepet jatszhat a
kardiovaszkularis rendszer periférias regulaciéjaban. Kimutattuk, hogy a PrRP
direkt, dozisfiggé pozitiv inotrop hatast valt ki izolalt patkanysziv-preparatumon.
(") A PrRP kontraktilitast noveld hatasat cAMP-t6l fuggetlen mechanizmusok
hozzak létre. Kimutattuk tovabba, hogy a PrRP inotrop effektusat a PKCa a és a
PP1 aktivacioja ellensulyozza, feltehetéleg a PLN defoszforilacidja révén.

4. (i) Felfedtik, hogy az érténus szabalyozasahoz hasonléan, az ETa- és az ETs-
receptorok izgalma ellentétes hatast gyakorol a szivizom kontraktilis erejére. Az
ETa-receptorok kozvetitik az ET-1 pozitiv inotrop hatasat, mig az ETs-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 fokozo effektusaban. Kimutattuk, hogy az
ERK1/2 és a p38-MAPK ellentétes szerepet tolt be a kontraktilitas akut
szabalyozasaban. Eredmeényeink felfedték, hogy az ET-1 inotrop hatasat az
EGFR-MEK1/2-ERK1/2—-p90RSK-NHE1 jelpalya kozvetiti. Ezzel szemben, a
p38-MAPK szimultan aktivacioja ellensulyozni képes a kontrakcidés erd
novekedését a PLN defoszforilacidja révén. (iii) lgazoltuk, hogy az endogén NO
produkcio korlatozza az ET-1 kontraktilitast fokozo hatasat. (iv) Kimutattuk, hogy
az endogén modon termel6d6 ROS molekulak jelatvivéként részt vesznek a
kontraktilitas akut regulaciéjaban. A NAD(P)H-oxidaz eredetii 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
kozvetitésében izolalt egérsziven. Az exogén ET-1 peptiddel tett megfigyeléseink-
kel 6sszhangban az ETa- és az ETg-receptorok ellentétesen hatottak a kontraktilis
er6 fokozodasara a koronariaaramlas emelését kovetben. Mig az ETa-receptorok
gatlasa gyengitette a kontraktilitas ndvekedését, addig az ETg-receptorok
blokkolasa jelentésen fokozta a Gregg-effektust. (vi) Végezetll kimutattuk, hogy
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hipertréfias szivekben a lokalis ET-1/ETa-receptor rendszer aktivacioja jelentésen
hozzajarul a kamrafunkcié fenntartasahoz akut hemodinamikai terhelés soran a
Frank-Starling-mechanizmus befolyasolasa révén.

6. A kutatasi eredmények gyakorlati jelentésege

A szivelégtelenség allapotaban gyakran észlelhetd a szivizom-kontraktilitas
csOkkenése. Ezen megfigyelés vezetett az un. “hemodinamikai hipotézis”
felallitasahoz, mely szerint a kontraktilitas defektusa felelés a szivelégtelenség
kialakulasaért és progressziojaért (Francis, 2001). E feltevés azt vetitette elére,
hogy a kontraktilitast fokozé terapiak javitani fogjak a sziv pumpafunkciojat, a
szivelégtelenség tuneteit, valamint csokkentik a mortalitast. A legelterjedtebb
pozitiv inotrop szerek, mint a [B-AR-agonistak és a foszfodiészteraz-gatldk,
esetében azonban nem igazoldodott a hipotézis. Ugyan a cAMP-PKA jelpalyat
aktivalo szerek rdvidtavon dramai modon javitjdk a balkamra-funkciot és
csoOkkentik 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
elhalasanak fokozdodasa hozzajarul a szivelégtelenség progressziéjahoz
(Nakayama és mtsai, 2007). Azon mechanizmusok, melyek a kontraktilitast
csupan aranytalanul magas energiaraforditas mellett képesek névelni a megfeleld
energetikai tartalékok hianyaban mikod6, hanyatld pumpafunkciéju sziven,
potencialisan fokozhatjak a szivizomsejtek elhalasat, tovabbi teljesitmény
vesztéshez vezetve (Zhang és mtsai, 2010). Az altalunk vizsgalt AM és apelin
hatasai figyelemre méltdé kombinaciét mutatnak, a pozitiv inotrop effektus mellett
fokozzak a koronariaaramlast, csokkentik az el6- és utdéterhelést, valamint direkt
antiapoptotikus hatassal birnak (XVII, XIX) (Barnes és mtsai, 2010). Hasonl6
elényOs tulajdonsagokkal a jelenleg elérheté gyogyszerek koézil az an. Ca?*-
erzékenyit6k rendelkeznek, melyek igéretes lehetbséget jelentenek a sziv-
elégtelenség kezelésében (Papp és mitsai, 2012). A kardiokinek intracellularis
jelatviteli utvonalainak vizsgalata soran olyan mechanizmusokat azonositottunk,
melyek ismert médon befolyasoljak a sejttulélés folyamatait. Az ERK1/2 és a p38-
MAPK aktivacidja ellentétes hatast gyakorol a szivizomsejtek életképességeére,
mig az ERK1/2 védd hatasu, addig a p38-MAPK szerepet jatszik a stressz
indukalta sejtkarosodas létrejottében (Rose és mtsai, 2010). lly médon, az ERK1/2
serkentése illetve a p38-MAPK gatlasa a kontraktilitas novelése mellett sejtvédé

27



hatast is kifejthet. Kiemelendé ugyanakkor, hogy az EGFR-MEK1/2-ERK1/2
jelpalya abnormalis aktivacidja kozponti szerepet jatszik a karcinogenezisben.
Jelenleg folyd klinikai tanulmanyokban a jelatviteli kaszkad egyes komponenseit
gatlé kis molekulasulyu gyogyszerjelOltek hatékonysagat vizsgaljak kulonbozd
daganatos betegségekben (Friday és Idjei, 2008). Eredményeink felvetik, hogy az
EGFR-MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli at célzott gatlasa csdkkentheti a sziv
pumpafunkciéjat. Az antioxidans vegyuletekkel folytatott HOPE és OPT-CHF
klinikai tanulmanyok csalodast okoztak, a ROS termel6dés csokkentése nem
javitotta a szivelégtelenségben szenvedd betegek balkamra-funkciojat (Yusuf és
mtsai, 2000; Hare és mtsai, 2008). A ROS szerepének felismerése a sziv
kontraktilis erejének szabalyozasaban fizioldgias viszonyok kdzott, magyarazatot
adhat, szamos egyéb tényez6 mellett, az antioxidans vegyuletekkel folytatott
kezelés sikertelenségére (XVIII). Jelentés varakozas ovezte az ET-receptor-gatiok
klinikai tesztelését szivelégtelenségben. A REACH-1, ENCOR és HEAT
randomizalt klinikai tanulmanyokban azonban az ET-receptor-antagonistak magas
dozisu alkalmazasa soran a szivelégtelen betegek egy részénél a tunetek
fokozédasat tapasztaltak (Mylona és Cleland, 1999; Abrahams, 2001; Luscher és
mtsai, 2002; Packer és mtsai, 2005). Hipertrofias sziveken nyert eredményeink
arra utalnak, hogy az endogén ET-1 fontos szerepet jatszik a kamrafunkcié
fenntartasaban. Fokozott hemodinamikai igénybevétel esetén a miokardium ET-
receptorainak gatlasa csokkentheti a hipertrofidas szivek adaptacios készségét a
Frank-Starling-valasz moédositasa révén (XX). Osszegezve, felfedezé kutatasi
eredményeink hozzajarulnak a szivizom-kontraktilitast szabalyozé élettani
mechanizmusok megismeréséhez. Tovabba, az azonositott molekularis célpontok
alapjan uj gyégyszerjeldltek fejlesztése indulhat meg, melyek a szivelégtelenség
kezelésének hatékony eszkdzeivé valhatnak.
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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, Rysa 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
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J Mol Cell Cardiol. 2011;50(4):634-641.
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Vainio L, Perjes A, Ryti N, Magga J, Alakoski T, Serpi R, Kaikkonen L, Piuhola J,
Szokodi I, Ruskoaho H, Kerkelda R. Neuronostatin, a novel peptide encoded by
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8.2.2. Proceedings folyéiratban ill. kdnyvben

1.

8.3.

8.3.1.

Horkay F, Laine M, Szokodi I, Leppéaluoto 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.
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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.
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Turbucz P, Horkay F, Karadi |, Szokodi I, Kiss P, deChatel R, Téth M. High
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Solti F, Téth M, Merkely B, Kékesi V, Gellér L, Szokodi I, Horkay F, Juhasz-Nagy A.
Verapamil reduces the arrhythmogenic effect of endothelin.
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Szokodi |, Horkay F, Kiss P, Selmeci L, Horvath |, Vuolteenaho O, Ruskoaho H,
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levels.
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IF: -; CIT: 4

Horkay F, Szokodi I, Merkely B, Solti F, Kékesi V, Gellér L, Szabd T, Vecsey T,
Juhasz-Nagy S, Téth M. Intraperikardialis endothelin infuzié kamrai arrhythmiat
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P, Tenczer J, Mekely B, Debrecen: Ritmusos Szivért Alapitvany, 1998. 327-333.
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A PhD Ertekezésben szerepld kézlemények

Eredeti k6zlemények
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
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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
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Cardiovasc Res. 1998; 38: 356-364.
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8.4. Osszesitett tudomanymetriai adatok (lezarva: 2012. december 15.)

Osszes kézlemény

Kb6zlemények szama: 50
Kbdzlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkl): 48
Teljes cikk, nemzetkdzi folyoiratban: 35
Teljes cikk, magyar nyelvi folyéiratban: 2
Rovid k6zlemény, magyar nyelvi folydiratban: 1
Konyvfejezet, idegen nyelvi: 1
Proceedings: 9
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Idézett absztraktok: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 146.881
Hivatkozasok szama (0sszes kdzlemény alapjan): 1291
Flggetlen hivatkozasok szama (6sszes kézlemény alapjan): 1053
Hirsch-index (6sszes/fuggetlen hivatkozasok alapjan): 20/15
Elsé és utols6 szerzés 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 kézlemények
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 kdzlemény

Kbzlemények szama: 45
Kbdzlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkil): 43
Teljes cikk, nemzetkdzi folyoiratban: 30
Teljes cikk, magyar nyelv( 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): 137.109
Flggetlen hivatkozasok szama (0sszes kozlemény alapjan): 947
A PhD Ertekezésben nem szerepl$ elsé és utols6 szerzds in extenso
folyéiratcikkek
Kbézlemények szama: 10
Els6 szerz6s kdzlemény: 4
Utolso szerzds kdzlemény: 6
Osszegzett impakt faktor: 56.953
Fuggetlen hivatkozasok szama: 421
Az 1999-t61 megjelent kozlemények
Kbézlemények szama: 32
Kdzlemények szama (absztraktok és hozzaszolasok nélkil): 30
Teljes cikk, nemzetkdzi folyoiratban: 27
Teljes cikk, magyar nyelv( folyéiratban: 2
Kdényvfejezet, idegen nyelv: 1
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Idézett absztraktok: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 122.227
Flggetlen hivatkozasok szama (0sszes kozlemény alapjan): 672
Az MTA Doktori Ertekezés alapjat képezé kdzlemények
Kbézlemények szama: 20
Kbézlemények szadma (hozzaszélasok nélkul): 19
Teljes cikk, nemzetkdzi folyoiratban: 17
Teljes cikk, magyar nyelv( folyéiratban: 1
Koényvfejezet, idegen nyelv: 1
Hozzaszolas, nemzetkdzi folydiratban: 1
Osszegzett impakt faktor (teljes cikkek alapjan): 85.740
Flggetlen hivatkozasok szama (0sszes kozlemény alapjan): 597
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9. Koszonetnyilvanitas

Kdszonetemet szeretném kifejezni tanitomesteremnek, Dr. Téth Miklésnak, aki PhD
témavezetbkent a kutatoi palyan elinditott, vezetett, és azoéta is Onzetlenul tamogatja
kutatomunkamat. Koszonetet szeretnék mondani Dr. Heikki Ruskoahonak, a Magyar
Tudomanyos Akadémia tiszteleti tagjanak, hogy kreativ és inspirald kornyezetet
biztositott a posztdoktori éveimre a finnorszagi Ouluban, valamint toretlendl segiti
immaron o6nallé kutatéi palyafutdasomat. Kettejik szerepe meghatarozé volt a
tudomanyos gondolkodasom alakulasaban. A felbecsllhetetlen szakmai segitségiik
mellett kbszonom mindkett6juk baratsagat.

Kdsz6ndm 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 Kutatélaboratdriumaban, a
SOTE |. sz. Belgydgyaszati Klinikajan, illetve a PTE Szivgyogyaszati Klinikajan -
lehetdséget biztositottak szamomra a kutatomunka folytatasara. Koszonet illeti
Doktori Programunk korabbi és jelenlegi iranyitoit, Dr. R6th Erzsébet és Dr. Koller
Akos professzorokat, folyamatos tamogatasukért.

Kiemelt kdszonettel tartozom nagyszerl munkatarsaimnak, Dr. Skoumal
Rékanak, néhai Dr. Farkasfalvi Klaranak, Dr. Anna-Maria Kubinnak, Dr. Hanna
Leskinennek, Dr. Kényi Attilanak, Dr. Pietari Kinnunennek, Dr. Jarkko Piuholanak,
Dr. Hannu Romppanennek, Dr. Sarman Balazsnak, Dr. Féldes Gabornak, Dr. Laké-
Futdé Zoltannak és Dr. Perjés Abelnek, a kdzds munkaért, a télik kapott
inspiraciéért, a baratsagukert.

Kdszonet illeti munkacsoportunk nemzetkozi egyuttmikodé 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, Egyesitilt Kiralysag).

Kulon koszonettel tartozom Dr. Horvath Ivannak az élet minden teruletére
kiterjed6 onzetlen tamogatasaért, baratsagaért.

Megkiildnboztetett kdszonet jar csalddomnak. Edesanyamnak, édes-
apamnak, és hugomnak, akik szeretetukkel mindig tamogattak. Feleségemnek és
flamnak a szeretd légkorért, amellyel a mindennapokban korulvesznek, a hitért és
tamogataseért, amely meghatarozo6 volt e munka létrejottében.
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