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1. Bevezetés

A szivelégtelenség mortalitdsa igen magas, sulyos esetekben a diagndzis felallitasatdl szamitva a
betegek 50%-a 5 éven beliil meghal, annak ellenére, hogy kezelésében mind gyodgyszeres, mind sebészi és
eszk6z0s beavatkozasokat is alkalmaznak (Hunt et al.,, 2005). Szivelégtelenségben a sziv kontratilitasa
gyengllt, melynek javitasa kivanatos terapids cél, de jelenleg nem all rendelkezésiinkre olyan gydgyszer,
mely hosszU tdvon is mind szisztolés, mind diasztolés szivelégtelenségben biztonsaggal novelné az
inotropidt és pozitiv lusitrop hatdst is kifejtene. Az endogén peptidek, melyek jelentds szerepet jatszanak
fiziolégids és patofizioldgidas koriilmények kozott is a kontraktilitds szabalyozasaban, az elmult években
egyre fontosabb kutatasi teriiletté valtak a szivelégtelenség kezelési lehetGségét illeten (Brutsaert, 2003).
Az apelin (Szokodi et al., 2002) és adrenomedullin (Szokodi et al., 1996) autokrin/parakrin szabalyozasi
mechanizmuson keresztil fejti ki pozitiv inotrop hatdsat és emellett kardioprotektiv hatassal is
rendelkezik(Hamid and Baxter, 2006; Kleinz and Baxter, 2008). Tobb experimentdlis adat is igazolta ezen

peptidek hatadsossagat, de a pontos intracelluldris hatdsmechanizmusuk csak részben ismert.

2. Az apelin és az adrenomedullin kardiovaszkularis szabalyozdsban betoltott szerepe

Az apelin és az adrenomedullin autokrin/parakrin hatdsmechanizmuson keresztil fejti ki hatasat a

kardiovaszkularis rendszerben.

2.1. Az apelin-APJ rendszer jellemzgi és bioldgiai hatasai

Apelin és receptora (APJ) igen sok szovetben kimutathatd, igen széles korl hatdsokkal. Befolyasolja
a folyadék és taplalék felvételt, a stresszre adott valaszt, valamint a cukor és zsiranyagcserét is (Kleinz and
Davenport, 2005; Newson et al., 2009; Sunter et al., 2003; Taheri et al., 2002). Els6dleges hatasa azonban a

kardiovaszkularis rendszerben az érténus és a kontraktilitds szabalyozasa.

2.1.1. Apelin kontraktilitasra kifejtett hatasa
Az apelin pozitiv inotrop hatdsat izolalt sziven végzett vizsgalatban igazoltdk el6szér (Szokodi et al., 2002).

Apelin dézis fligg6en, sajat receptoran (APJ) keresztiil, fokozta a kontraktilitast fliggetlentl katekolamin,
mas vazoaktiv peptidek vagy nitrogénmonoxid felszabaduldsatél. Intracellularis jelatvivéként a foszfolipaz C
(PLC), protein kindaz C (PKC) aktivacidt igazoltak (Szokodi et al., 2002), mig Marsi és munkatarsai az APJ
receptornak az inhibitoros G-proteinen keresztiili hatasat bizonyitottak (Hosoya et al., 2000; Masri et al.,
2006). Egyes kutatok szerint az apelin megvaltoztatja az L-tipusu Ca’* csatorna ateresztd képességét, ezaltal
fokozza a kontraktilitast (Kleinz and Davenport, 2005), de ezt elektrofizioldgiai vizsgalattal nem igazoltak
(Szokodi et al., 2002). Wang kutatdsa az apelin Ca** anyagcserére gyakorolt kettSs hatdsat bizonyitotta;
szisztoléban emeli, diasztoléban csokkenti az intracellularis Ca®* szintet a PKC aktivécié Utjan, valamint az
apelin indukalta szarkolemmalis Na*/Ca®* pumpa (NCX) és szarkoplazmatikus Ca*-ATPase (SERCA) aktivitas
fokozodasat is igazoltdk (Wang et al.,, 2008). Experimentalis adatok igazoljdk az apelin-APJ rendszer
jelent6ségét a kronikus szivelégtelenség kialakuldsaban is (Chen et al., 2003). Szamos in vivio kisérletes
adat igazolja az apelin-APJ rendszer befolydsadt a kontraktilitasra, de a direkt szivizomsejtekre gyakorolt
hatdsa és az intracellularis hatdsmechanizmus még nem tisztazott. Ritmuszavarok patofizioldgidjaban

is szerepet jatszhat az apelin. Ellinor és munkatdrsai igazoltadk, hogy e peptid szérum szintje csdkken lone



pitvarfibrillacié esetén (Ellinor et al., 2006), de az apelin-APJ rendszer elektrofiziologiai paraméterekre

kifejtett hatasa nem ismert.

2.2. Az adrenomedaullin jellemzdi és bioldgiai hatasai

Az adrenomedullint (AM) 1993-ban izoldltak és nevezték el el6szor Kitamura és munkatarsai, azota
szamos cikk jelent meg kutatva farmakokinetikai tulajdonsagait és biologiai hatasait (Kitamura et al., 1993).
Kardiovaszkuldris rendszerben betdltott szabalyozo szerepérél is tobb tudomanyos munka szél (Hamid and
Baxter, 2005; Kitamura et al., 1993; Szokodi et al., 2008). Az AM és receptora is szamos szervrendszerben
kimutathatd és ennek megfelel6en bioldgiai hatasai is igen valtozatosak, kezdve a jelent6s vasodilatator
hatastdl a celluldris novekedés és differencidlédas szabalyozasan 4t a hormon szekrécié befolydsolasaig
(Samson, 1999; Szokodi et al., 2008). Néhany, nem kozvetlenil a kardiovaszkularis rendszert érint6 hatasa:
AM gatolja az ACTH felszabadulast (Parkes and May, 1997; Samson, 1999), az aldoszteron képz6dést
(Yamaguchi et al., 1996) és a steroid szintézist. Tovabbda szabalyozza a vese vérdtaramlasat és tubularis
funkciojat (Hinson et al., 2000) és késlelteti az inzulin felszabadulast oralis cukor terhelés esetén (Martinez
et al., 1996).

2.2.1. Adrenomedullin kontraktilitasra kifejtett hatasa
Az AM kontraktilitasra kifejtett hatasa ellentmondasos. Intravénds alkalmazas esetén jelentGs

haemodinamikai valtozdsokat figyelhetiink meg: jelent6sen csokkenti a periféridas rezisztenciat,
kovetkezményesen né a szivfrekvencia, a verévolumen és a perctérfogat (He et al., 1995; Parkes and May,
1997). 1zolalt sziveken az AM fokozta a koronaria keringést és jelentds, dozis-fligg6, pozitiv inotrop hatést
fejtett ki (Szokodi et al., 1996; Szokodi et al., 1998). Izolalt szivizom sejteken mar kettds inotrop hatast
taldltak (Mittra et al., 2004), mig masok csak a kontraktilitds csokkenését tudtak igazolni izolalt nyul
(Ikenouchi et al., 1997) és human szivizom sejteken (Mukherjee et al., 2002). Egyes vizsgalatokban az AM
nem befolydsolta a kontraktilitast (Saetrum et al., 2000; Stangl et al., 2000). Intracellularis

hatdsmechanizmusként tobb vizsgdld csoport is felvetette a cAMP szint emelkedéssel jard jelatvitel
lehetdségét (Eguchi et al., 1994; Ishizaka et al., 1994; Sato et al., 1997), ezt azonban kisérletes adatokkal
cafoltdk (Szokodi et al., 1998). Jelenleg egy valami tekinthetd biztosnak, hogy az AM direkt mddon

befolyasolja kontraktilitast, de ennek intracelluldris hatasmechanizmusa ismeretlen.

Vizsgalatunk célja

Meghatarozni az apelin direkt kontraktilitasra kifejtett hatdsat izolalt egészséges és szivelégtelen patkany
szivizomsejteken.

Megallapitani az apelin hatdsaért felel6s intracelluldris mechanizmusokat.

Megvizsgalni az apelin elektrofizioldgiai paraméterekre kifejtett hatdsat szivizomsejtekben.

Definiadlni az adrenomedullin pozitiv inotrop hatdsaért felels intracelluldris jelatvivé utat.

Az apelin kontraktilitasra és elektrofizioldgiai paraméterekre kifejtett hatasanak vizsgalata

In vivo vizsgalatokban ugyan részben tisztaztak az apelin-APJ rendszer kardiovaszkularis szerepét,
ugyanakkor az apelin direkt, szivizom sejtek kontraktilitdsara gyakorolt hatdsa nem ismert. Jelen
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vizsgalatunk célja, hogy meghatdrozzuk az apelin inotropiara kifejtett hatdsat és az intracellularis jelatvivé
Gtjat - az intracelluldris Ca®" és pH szabdlyozason keresztil - felnStt patkany szivekbdl nyert izolalt
szivizomsejteken. Az apelin patofiziolégiai szerpének tisztdzdsdra nemcsak egészséges, hanem koronaria
lekotéssel indukalt szivelégtelenségben szenvedé allatok szivizomsejtjeit is megvizsgaltuk. Végezetil az
apelin APJ receptor lokalizacidéjanak vizsgdlataval kerestiik a valaszt arra, hogy az apelin befolyasolja-e a

sejtek kozotti kommunikaciot szivizomsejt tenyészetben.

4.1. Anyag és modszer

Az allatkisérleteket az angol tudomanyos vizsgalatokat szabdlyozé hatdrozat ajanlasai [UK Animal
(Scientific Procedures) Act 1986] alapjan végeztlk. Vizsgalatunkhoz felngtt, 200g sulyu Sprague Dawley
patkanyokat hasznaltun. Izolalt szivizomsejteket a kordbban leirt, standard enzimatikus emésztéssel nyertiik
(Terracciano and Macleod, 1997). A szivelégtelenség diagndzisat 8 héttel a koronaria lekotést kovetSen
echocardiographiaval (mért ejekcios frakcié (<30%) alapjan diagnosztizaltuk. Szarkomerhossz-révidiilés
méréséhez a szivizomsejtek mozgdsat digitalizaltuk és Fourier analizis segitségével hataroztuk meg
(Delbridge and Roos, 1997). Az intracelluldris Ca®" koncentraciét két kilénbozé fluorescens indikator
segitségével is vizsgaltuk [indo-1 AM, vagy fluo-4 AM ] . A kibocsatott fluorescencia alpjan az F405/485
hanyados segitségével kalkulaltuk az intracellularis Ca** koncentraciét.

Intracellularis pH meghatarozasahoz a sejteket 10 uM 5-(and-6)-Carboxy-SNARF-1 AM-vel inkubdltuk és a
580 nm és 640 nm-s hullamhosszon emittalt fluoresencidt mértiik, ezek hanyadosabdl szamitottuk ki a pH-
t. A Na'/H" pumpa (NHE) aktivitdsdt NH4Cl ,pre-pulse” mddszerrel vizsgaltuk (Boyarsky et al., 1988).
Immunocytokémiai vizsgalathoz az APJ-receptor két kiilonboz6 régidja ellen termelt antitestet hasznaltunk,
amit mind izoldlt szivizomsejteken és szivizom szoveten is alkalmaztunk a feltételezett lokalizacid
igazolasara.

Ujsziilott patkdny szivizomsejteket helyeztiink multi-electrode-array lemezre egysoros, folyamatos réteget
képezve és ezzel a rendszerrel vizsgaltuk az elektromos aktivitds eredetét és terjedését (Meiry et al., 2001).
Statisztikai elemzéshez hasznalt egy-utas ANOVA-t Tukey vagy Bonferoni féle posthoc analizissel
egészitettlik ki, vagy két utas Student-t prébat alkalmaztunk. Eredményeinket atlag + atlag standard hibaja

(n=esetszam) formaban kozoljik. Szignifikancia hatardnak a p < 0.05 szintet tekintettiik.

4.2. Eredmények
4.2.1. APJ receptor sejtszintli lokalizacidja

Konfokdlis  immunfluorescens  mikroszképpal igazoltdk az  APJ-receptorra  jellemzé
immunoreaktivitdst mind izoldlt szivizomsejteken, mind szivizom szoveten (Kleinz et al.,, 2005).
Vizsgdlatunkban APJ-receptorra jellemz6 immunoreaktivitdst taldltunk a szarkomer transverzalis

csikozottsdga mentén, ami megfelel a t-tubulusok lokalizaciéjanak is, valamint az intercalaris disc régidban.

4.2.2. Apelin hatasa a kontraktilitasra izolalt szivizomsejteken
Apelin a 1 nmol/I és 10 nmol/l koncentracidban is névelte a szarkomerhossz- rovidiilését, maximalis

hatdsat 1 perccel (AP t1) az apelin adagolas megkezdését kovetGen fejtette ki, izoldlt, feln6tt patkany
szivizomsejteken. Ez a hatas 1-2 percig tartott, majd a szarkomerhossz-révidilés visszatért a kiindul3si
értékre és nem is véltozott az apelin adagolas ideje (AP t2) alatt (1. abra). Maximalis szarkomerhossz-

rovidilés valtozas 1 nmol/l (136+13 % (14), P<0.001) és 10 nmol/l (138+14 % (14), P<0.05) apelin hatasara
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lathaté az 1 abra B részén. A vizsgélat végén isoproterenol (30 nmol/l) adagoldssal mintegy 250 %-s
szarkomerhossz-rovidiilés névekedést elérve demonstraltuk a sejtek kontraktilis rezervét.

A szivelégtelen szivizomsejtek szarkomerhossz-rovidiilése alap allapotban szignifikansan kisebb volt az
egészségesekénél (A0.121+0.03 um (24) p<0.001), ugyanakkor apelin hatadsban ezek a sejtek is hasonlo,
tranziens szarkomerhossz-révidilés novekedéssel reagalnak (1 nmol/l apelin: 117+8.3 % (12); 10 nmol/I
apelin: 116+7.7 % (12) p<0.05), ahogyan ezt az 1 abra C,D részén lathaté. Fontos, hogy az apelinre adott

maximalis hatasban nem mutathato ki kiilonbség egészséges és szivelégtelen sejtek kozott.
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1. dbra Apelin szarkomerhossz-révidiilésre kifejtett hatdsa egészséges (A) és szivelégtelen szivizomsejteken
Iathato az abran (C) az id6 fiiggvényében; alap dllapot (baseline), AP t1 (1 perces apelin hatds), AP t2 (8
perces apelin infuziot kévetben) és iso (30 nmol/l isoproterenol hatdsban). Az B dbra mutatja a jelentds ( **
p>0.001, * p>0.05) szarkomer révidiilés vdltozdst egészséges és D pedig a szivelégtelen szivizom sejteken
apelin két kiilénbbz8 koncentrdcioja (1 nmol/l and 10 nmol/l) mellett. A szivelégtelen sejtek hasonléan

reagdltak mind az egészségesek. Az AP t2 idépontban statisztikai kiilbnbséget nem lehetett kimutatni egyik
csoportban sem.

4.2.3. Apelin hatdsmechanizmusanak vizsgalata szivizom sejteken
Az apelin hatdsmechanizmusanak vizsgdlatat az intracelluldris [Ca*'] koncentracid - mint a

kontraktilitas legfébb mediatora — mérésével kezdtik, [Ca*'] szenzitiv fluorescens indikator segitségével.
Apelin nem befolydsolta sem a [Ca?*] koncentracié amplitdddjat, sem idGbeni lefolyasat. Kévetkezd
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|épésben az apelin intracellularis pH-ra és NHE aktvitasra kifejtett hatasat vizsgaltuk. 10 nmol/l apelin
adagoldsa soran a fluorescens indikator hanyadosanak csokkenését talaltuk ((kontroll: 3.01+0.1 egység
arany (11); 10 nmol/I apelin: 2.64+0.1 egység arany units (11); p<0.01)), ami a pH emelkedését jelenti. Ez a
hatds is tranzitorikus volt csakigy, mint a kontraktilitds vdltozdsa. NHE aktivitdst a sav eltdvolitas
sebességével jellemeztiik. 15 mM NH4CI-t 5 percen keresztiil adagolva megmértiik az eliminacié sebességét,
majd megismételtik a fenti mérést 1 és 10 nmol/I apelin jelenlétében is. Apelin mindkét koncentracidban
szignifikdnsan novelte az sav eltavolitds sebességét ((alap érték: 116.2+7.4 egység arany (11); 1 nmol/l
apelin: 68.1+10.3 egység arany (11); 10 nmol/l apelin: 80+16 egység arany (11) (p<0.05,))ami fokozott NHE

aktivitasra utal.

4.2.3. Apelin hatasa az intercellularis kommunikacidra
A neonatalis szivizom sejttenyészet spontdn aktivitdsa mellett az elektrofiziolégiai paraméterek

mérésére a mez6potencidl regisztraldsat hasznaltuk. Apelin jelenlétében szignifkdnsan nétt a vezetési
sebesség (kontroll: 18.34+1.4 cm/s; apelin: 24.1%2.2 cm/s (5) (P<0.05)) és csbkkent a mez&potencial
id6tartama (apelin 1 nmol/l: 0.05+0.005 s (13); apelin 10 nmol/l: 0.048+0.005 s (15) P<0.05). A
sejttenyészet aktivacids térképét 3D formatumban rekonstrudltuk és az animacié megtekinthet6 az eredeti
cikket megjelentetd Ujsag honlapjan [Farkasfalvi et al.,BBRC, 357, 889-895, 2007]. A Normal Tyrode_3D.avi

file mutatja a kontroll (azaz apelin mentes ) aktivaciot.

Adrenomedullin az extracelluldris szignal-regulalta protein kinazon keresztiil szabalyozza a sziv
kontraktilitasat

A mitogén-aktivalta protein kindzok (MAPK) centrdlis szerepet jatszanak az eukaryocyta sejt
novekedésének, differencialéddsanak, proliferdcidjanak, apoptozisanak és transzformaciéjanak
reguldldsaban. Az extracellularis szignal-regulalta kindz ERK 1 és ERK 2 (gyakran emlitik ERK1/2 formaban) is
tagjai a MAPK csaladnak. Szivizomsejtekben az ERK1/2 jelatvivé kaszkad aktivacidja létrejohet GPCR, tirozin
kinazok és stressz hatasara (Bueno and Molkentin, 2002; Wang, 2007). Irodalmi adatok szerint az ERK1/2
aktivacié alapvet6 adaptacidos mechanizmust testesit meg a szivizomban (Lips et al., 2004; Purcell et al.,
2007). Az ERK1/2 jelatviteli szerepét tobb kilénbdzE patofizioldgiai dllapotban is igazoltak, de élettani
kortulmények kozott is meglévé szabdlyozd szerepe a szivben még nem tisztazott.

Az AM autokrin/parakrin faktor, patoldgias stimulusokra bizonyitottan kardioprotektiv hatdssal is
rendelkezik, mint példaul gatolja a kéros bal kamrai remodellaciét, amit a szivizom hypertrophia, apoptozis
és fibrozis csokkentésén keresztiil ér el (Ishimitsu et al., 2006). Az AM jelent6s pozitiv inotrop hatasu.
Hatdsmechanizmusardl biztosan tudjuk, hogy nem a klasszikus adenilat ciklaz-cAMP-PKA UGtvonalat aktivalja
(Szokodi et al., 1996; Szokodi et al., 1998), de mas alternativ Utvonalrdl nincs irodalomban fellelheté adat.
Korabbi vizsgalatok igazoltdk, hogy az AM fokozza az ERK 1/2 foszforilaciot tobbek kozott vaszkularis
simaizom (Iwasaki et al., 1998) és endothel (Kim et al., 2003) sejteken. Jelen vizsgalatunkban arra a kérdésre
keressiik a vélaszt, hogy az AM a szivizomzatban is aktivalja-e az ERK foszforilaciét és ha igen, szerepet

jatszik-e kontraktilitasra kifejtett hatasban.



5.1. Anyag és modszer

A kisérleteket az oului és pécsi egyetem allatkisérletekre vonatkozé szabdlyait betartva, etikai
engedély alapjan végeztik. A patkdnyok dekapitdldsat kovet6en a sziveket Langendorff technikat
alkalmazva perfundaltuk, ahogy azt kordbban ismertettiik (Szokodi et al., 1996; Szokodi et al., 1998). A
kontraktilis er6t a sziv csicsahoz rogzitett erémérd transducer- ami az apiko-bazalis tavolsag véltozasat
méri - segitségével regisztraltuk. Kisérleteink soran 40 perces perfuziét kovetéen, specifikus gatldszert
tovabbi 30 percen at adagoltuk (alkalmazott gatldszerek; U0126 :1.5 pmol/l, AG1478: 1 umol/l, zoniporide 1
umol/l). Westernblott vizsgalatokat a kordbban leirtak szerint végeztik (Szokodi 2008) és a kovetkezd
antitestek hasznaltuk: anti-phospho-ERK1/2 and anti-ERK1/2. Adatainkat az atlag + atlag standar hibajaval
adtuk meg. A kiilonboz6 kezelések idSbeni lefolyasanak fliggvényében térténé Osszehasonlitdsdhoz két-
utas, ismétl6dé ANOVA statisztikai mdodszert, mig minden mas esetben egy-utas ANOVA és ezt kdvetGen

Bonferoni post hoc tesztet alkalmaztunk. Szignifikancia hatdranak a p < 0.05 szintet tekintettik.

5.2. Eredmények

5.2.1. Az extracellularis szignal-regulalta kinaz 1/2 szerepe az adrenomedullin kivaltotta pozitiv inotrop
valaszban
Az ERK1/2 szerepének tisztazasara az AM indukalta kardidlis hatdasokban. megvizsgaltuk az AM

stimuldcié hatdsat ezen kinaz aktivacidjara. Westernblott vizsgalattal igazoltuk, hogy az AM (1nmol/l) 30
perces infuzidjat kovetéen a bal kamra izomzataban szignifikdnsan emelkedett a foszforiladlt ERK1/2 szintje
(2A abra). A kinaz aktivitas valtozasanak a kontraktilitasra gyakorolt hatasat tisztazandé U0126 inhibitort —
ami géatolja a MEK 1/2-t az ERK feletti reguladldé kindzt (Tenhunen et al., 2004; Szokodi et al., 2008) -
alkalmaztunk. 1.5 umol/l U0126 jelenlétében jelentGsen csékkent a foszforilalt ERK1/2 mennyisége mind a
kontroll, mind az AM stimulalta szivekben (2A dbra). Amennyiben U0126 és AM kombinacidjaval kezeltiik a
sziveket, azt tapasztaltuk, hogy jelent6sen, mintegy 40 %-kal (P<0.01; Figure 2B) lecsdkkent az AM indukalta
pozitiv inotrop hatds. A gatlészert 6nmagaban adva, semmilyen hatast (P=NS) nem fejtett ki a

kontraktilitasra (2B abra).
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2. dbra ERK1/2 jeldtvivé mechanizmus aktivdcidja sziikséges az AM kivdltotta kontraktilitds fokozéddshoz. A,
Westernblott analizis mutatia ERK1/2 foszforildcio vdltozdsdt bal kamrdbol nyert szivizomzatban. Izoldlt
sziven 1nmol/l AM 30 perces perfunddldsdval az ERK1/2 szignifikdnsan magasabb foszforildciéjat észleltiik,
ami 1.5 umol/l U0126 , specifikus MEK1/2 gdtlo jelenlétében eltiint. B, U0126 jelentében lényegesen kisebb
AM indokolta kontraktilitds fokozdddst Iattunk. DT kifejtett erét jellemzi. *P<0.01 és 1P<0.001 vs control és
U0126; £P<0.01 vs AM.

5.2.2. Extracellularis szignal-regulalta kinaz 1/2-t szabalyozé mechanizmusai: az epidermalis névekedési
faktor receptorok szerepe
ERK1/2 aktivacio felléphet epidermalis novekedési faktor receptorok (EGRF) transzaktivaciojan

keresztul is (Thomas et al., 2002). EGFR szerepének tisztazasara az ERK1/2 aktivacidjaban, specifikus EGFR
tirozin kindz inhibitort (AG1478) alkalmaztunk. AG1478 1 pmol/l koncentracidban adagolva jelentGsen
csokkentette az AM indukalta ERK1/2 foszforilaciot. Az AG1478 nemcsak a foszforilaciot, de az AM indukalta
inotrop valaszt is csokkentette 45 %-kal (p < 0.001), ugyanakkor 6nmagdban alkalmazva semmilyen hatdst

nem valtott ki.

5.2.3. Extracellularis szignal-regulalt kindz 1/2 potencialis célpontja a Na*/H* pumpa

ERK1/2 jelatvivé rendszerrdl kimutattak, hogy képes befolydsolni a NHE-1 foszforilacidjat szivizom
sejteken (Moor and Fliegel, 1999). Felmeril a kérdés, hogy az AM kivaltotta inotrop valaszban is szerepet
jatszhat a megvaltozott NHE-1 aktivacid, minek tisztazasara zoniporidet — specifikus NHE-1 inhibitort —

alkalmaztunk (Knight et al.,, 2001; Szokodi et al., 2002). Zoniporide 6nmagaban nem befolyasolta a
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kontraktilitast (p=NS), mig AM-mel egyitt adva jelentésen, 46 %-kal (p < 0.001) csokkentette az AM

kivaltotta pozitiv inotrop valaszt.

6. Megbeszélés
6.1. Az apelin kontraktilitasra és elektrofizioldgiai paraméterekre kifejtett hatasanak vizsgalata

Az apelin ex vivo (Szokodi et al., 2002) és in vivo bal kamra funkciéra kifejtett hatasainak
ismeretében (Ashley et al., 2005; Berry et al., 2004) az intracellularis hatdsmechanizmusok tisztazatlansaga
tovdbbi vizsgalatokat tett sziikségessé. Vizsgalatunkkal els6ként igazoltuk, hogy az apelin kozvetlenil
fokozza a kontraktilitast izoldlt, feln6tt patkany szivizomsejteken. Kisérletes adataink alapjan feltételezhetg,
hogy az apelin kivaltott pozitiv inotrop hatdsért a szarkolemma NHE aktivitds fokozddas miatt kialakuld
intracelluldris alkaldzis okozta myofilamentum szenzitivitds fokozdodas allhat. Kordbbi vizsgdlatokkal
szemben, ahol az apelin kontraktilitdst nével6 hatasa tartdsnak bizonyult, mi csak tranziens valtozast
taldltunk, ami felhivja a figyelmet arra, hogy szbveti szintén tovabbi mechanizmusok kellenek a tartés hatas
eléréséhez. Vizsgalatunkkal igazoltuk azt is, hogy az apelin noveli az elektromos aktivitds vezetési

sebességét szivizom sejttenyészetben, amlely hatdsa mostanaig felfedezetlen maradt.

6.1.1. Apelin hatdsa a kontraktilitasra izoldlt szivizomsejteken
Apelin Ca®* tranziens valtozasa nélkiil fokozza a szarkomerhossz-révidiilését és ezen eredményiinket

Charo és munkatarsai is megerdsitették apelin-APJ knock out egér modellen (Charo et al., 2009). Korabbi
vizsgalatok is felvetették, hogy az apelin befolyasolja a NHE aktivitast (Hosoya et al., 2000) és a pH valtozas
nagymértékben befolyasolja a [Ca®']-kontraktilitds gorbét (Kohmoto et al., 1990) ezért vizsgalatunkban
megmértiik az apelin pH és NHE aktivitasra kifejtett hatasat. Azt taldltuk, hogy az apelin noveli az
intracelluldris pH-t és NHE aktivitast is. Korabbi kisérletes eredményeket is figyelembe véve - miszerint
specifikus NHE gatléval az apelin indukalta kontraktilitds fokozddas kivédhet6é (Szokodi et al., 2002) —
vizsgalatunkkal igazoltuk, hogy a sejten belili alkalizicié kovetkeztében fokozédd myofilamentum Ca*
érzékenység allhat az apelin pozitiv inotrop hatdsanak hatterében.

Dai és munkatarsai szerint az apelin hatas kifejezettebb szivelégtelen myocardiumban (Dai et al., 2006).
Ezek alapjan felmeril, hogy a szoveti szinten jelentkezd intenzivebb hatds sejtszintl valtozasokkal
igazolhatd, de ezt az elméletet nem sikeriilt bizonyitanunk. Szivelégtelen sejteken is kimutathatd volt az
apelin tranziens kontraktilitast fokozo hatdsa, de érdemi kilénbséget az egészséges és szivelégtelen sejtek
reakcidja k6zott nem tudtunk kimutatni. Korabbi vizsgalatokkal szemben (Ashley et al., 2005; Berry et al.,
2004; Szokodi et al., 2002), nem tudtunk tartds inotrop valaszt kivaltani az izolalt sejteken. Az izolalt,
izovolémias patkany sziv preparatumban az apelin csak magasabb végdiastolés nyomds mellett novelte a
kontraktilitast, ami azt sugallja, hogy az apelin hatasat a Frank-Starling gorbe felszalld szaran fejti ki (Szokodi
et al., 2002). Amennyiben a mechanikai fesziilés elengedhetetlen az apelin hatashoz, akkor logikusan csak
behatdrolt funkciot [athatunk a mechanikai fesziilés nélkil 6sszehtzddé izolalt szivizomsejteken. Lehetséges
magyardazatul szolgdlhat Chamberland és munkatarsainak vizsgalta, akik a fesziiltség fliggé natrium iondram
novekedését talaltdk apelin hatasban. Kisérletes eredményeikben kardialis natrium iondram fokozdddasa 5
perccel az apelin infuzié megkezdését kovet6en mar lathatd volt és 20 perc elteltével egyensulyi helyzet
alakult ki (Chamberland et al., 2010). Az eredményeket figyelembe véve megdllapithatjuk, hogy az apelin

pozitiv inotrop hatasaért a fokozott NHE aktivitas és natrium iondaram egylttesen felelGs.
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3. abra .Az apelin feltételezett hatdsmechanizmusa a szivben.

Apelin hatdsdra aktivalodik a PKC, ami fokozza a NHE, NCX és ndtrium csatorndk aktivitdsdt. Az apelin
pozitiv inotrop hatdsa az intracelluldris alkalizdcié okozta myofilamentum Ca** érzékenység névekedés és
fokozott Ca? bedramlds miatt rezerv médban miik6dd NCX kévetkeztében Iép fel (Chamberland et al., 2010;
Szokodi et al., 2002)

6.1.2. Apelin hatasa az intercellularis kommunikaciora

Az Gjszilott patkany szivizom sejttenyészeten végzett vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az apelin fokozza a
szivizomsejtek spontan tizelési frekvencidjat, vezetési sebességét és csokkenti a mez6potencial
id6tartamat. Magyarazatul az apelin kivaltott natrium iondram fokozdéddsa dllhat, ami gyorsitja az akcids
potencial korai szakaszat és igy fokozza a szivizomsejtek excitabilitadsat (Chamberland et al., 2010). Az a
tény, hogy az APJ lokalizaciéjat igazoltuk az intercaldris discben — ez a sejtalkotd felel6s az elektromos
ingerek tovabbitasdért a sejtek kozott — szintén megerd@siti az apelin intercelluldris kommunikacidban
betoltott fontossagat. Az apelin elektrofiziolégiai paraméterekre kifejtett hatdsa jol harmonizal az apelin-
APJ rendszer valtozasaval pitvarfibrillacids aritmia és reszinkronizaciés terapia soran (Ellinor et al., 2006;
Francia et al.,, 2006). Az apelin szerepe az szivizomsejtek elektrofizioldgiai szabdlyozasaban még tovabbi

vizsgalatokat igényel.

6.2. Az adrenomedullin az extracellularis szignal-regulalt protein kinazon keresztiil szabalyozza a sziv
kontraktilitasat
Szamos kisérlet igazolja, hogy az AM autocrin/paracrin médon szabalyozza a sziv kontraktilitdsat, bar

az irodalmi adatok nem egyértelmtiek és az intracellularis hatdsmechanizmusa sem tisztazott.

6.2.1. Adrenomedullin jelatvivé mechanizmusa
Experimentalis adatok alapjan tudjuk, hogy nem cAMP dependens mechanizmus felel6s a fizioldgids

koncentracidhoz kozeli dézisban adott AM pozitiv inotrop hatdsért. EIGszor, AM hatasara nem emelkedett a
bal kamra izomzataban a cAMP szint izoldlt Langendorff patkdny sziv preparatumban. Masodszor, PKA
gatlassal nem fliggeszthet6 fel az AM kivaltott pozitiv inotrop valasz. Végiil, foszfodiészterdz inhibitor

jelenlétében AM nem fokozta a kontraktilitdst. A cAMP medialta mechanizmussal szemben Szokodi és
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munkatdrsai felvetették a PKC aktivacié szerepét az AM indukalta pozitiv inotrop hatds kialakitdsdban
(Szokodi et al., 1998).

6.2.2. Alternativ intracellularis hatasmechanizmusok
Egyre tObb irodalmi adat tdmasztja ala, hogy a MEK1/2-ERK1/2 Utvonal aktivalédasa védi a szivet

kilonb6z6 patoldgias ingerekkel szemben. ERK1/2 utvonalrdl igazolédott, hogy képes csdkkenteni az
iszkémia-reperfuziés karosodas kivaltotta apoptosist (Lips et al., 2004). Mostanaban tobb kisérlet is iranyult
arra, hogy bebizonyitsdk az ERK1/2 jelatvivé rendszer szikségességét a stresszel szembeni védekezésben,
ehhez Erk1” and Erk2" és a szivben ERK1/2 inaktivalod foszfatazt termeld (kettds specificitasu foszfataz 6)
transzgénikus egereket hasznaltak. Bar a hipertréfids vélaszt nem befolydsolta ez a modell tartés
nyomasterhelésnek kitett allatokban, azonban a kardialis ERK1/2 aktivacid hidnyadban szivelégtelenség
|épett fel, fokozott az apoptozis kovetkeztében (Purcell et al., 2007). Tovabba, az 5-06s tipusu adenilat-ciklaz
genetikai hidnyaban fokozddott a MEK1/2-ERK1/2 utvonal aktivacidja , ami védd funkciot biztosit az
oregedéssel kialakuldé kardiomiopatidval szemben azzal, hogy megérizte a bal kamra funkcidjat és fokozta az
apoptozissal szembeni rezisztencidt. Nemrég megjelent vizsgalatunkkal igazoltuk az ERK1/2 utvonal
szerepét a szivizom kontraktilitdas szabalyozasaban; az endothelin ERK1/2 aktivacion keresztiil fejtette ki
pozitiv inotrop hatdsat (Szokodi et al., 2008). Jelen vizsgdlatunkban az AM szignifkansan emelte a foszforilalt
ERK1/2 szintet a bal kamra izomzataban és gatld szere jelenlétében jelent6sen csokkent az AM indukalta
kontraktilis er6 névekedése. Kordbban mar igazoltuk, hogy az AM nem cAMP fiigg6 utvonalon keresztil fejti
ki hatasat és jelenlegi adataink azt igazoljak, hogy az ERK 1/2 aktivacié kulcsfontossagl az AM pozitiv
inotrop hatas kivaltdsdban. Az adnilat-cikldaz- cAMP-PKA tartés aktivacio altal kivaltott sulyos kardialis
komplikacidkkal szemben a MEK1/2 ERK 1/2 Utvonal aktivacidja egyszerre javitja a kontraktilitast és védiis a
szivet a stressz kivaltotta karosité hatasokkal szemben.

A GPCR agonistak esetében leirtak, hogy az ERK 1/2 aktivacié az EGFR transzaktivacion keresztil torténik
(Thomas et al., 2002). Az EGFR aktivaciot gatld erlotinib sulyos szisztolés funkciokarosodast, dilatativ
kardiomiopatia kialakulasat eredményezi tartés B-adrenerg stimulacido mellett (Noma et al., 2007). Korabbi
vizsgdlatunkban igazoltuk, hogy az EGFR transzaktivacié elengedhetetleniil fontos az endothelin-1 kivaltotta
pozitiv inotrop valasz kialakildsaban, amit a MEK 1/2-ERK 1/2 aktivalasan keresztul ér el (Szokodi et al.,
2008). Osszhangban ezzel az eredménnyel, az EGFR transzaktivacié gatlasaval szignifkdns csokkenés
igazolddott az AM kivaltott ERK 1/2 foszforilacidban és az pozitiv inotrop valaszban is. Jelen eredményeink
felhivjak a figyelmet az EGFR uUtvonal fontossdgara a szivizom kontraktilitads szabdlyozdsdban, ami hatasat az
MEK 1/2-ERK 1/2 aktivacion keresztil éri el.

Az aktivalt ERK1/2 tobb protein kozott a szarkolemmalis NHE-1 foszforilacidjaért is felelés (Moor and Fliegel,
1999). Jelen vizsgalatunkban a szelektiv NHE-1 gatlé zoniporide szignifikdnsan csokkentette az AM kivaltotta
pozitiv inotrop valaszt, ami igazolja az NHE-1 fontos szerpét az AM szignalizaciéban. NHE fokozott aktivitasa
alkalizaciot eredményezve néveli a myofilamentum Ca®* szenzitivitdsat, masrészrél a né az intracellularis
natrium, kdvetkezményesen a Ca’’koncentracidja is az NCX reseve médu aktivitds fokozoddsa miatt
(Kentish, 1999).
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T-tubule

4.abra. Adrenomedullin lehetséges szigndl mechanizmusa. ERK1/2 aktivdcid kulcsfontossdgu az AM kivdltott
pozitiv inotrop hatdsban. EGFR-n keresztiil aktivdlodik az ERK1/2, ami NHE-1 fokozott miikédésén keresztiil
néveli a kontraktilitdst.

Uj tudomanyos eredmények

Apelin fokozza a szarkomerhossz-rovidiilést tranzitorikusan mind egészséges, mind szivelégtelen szivizomsejteken.
Apelin nincs hatassal a [Ca*] tranziensre.

Apelin noveli a szivizom Ca’* érzékenységét a szarkolemmalis NHE aktivitas fokozasan keresztil.

APJ receptor a megtaldlhatd az interkalaris discben is.

Apelin mddositja az elektrofizioldgiai paramétereket Ujszil6tt patkdny szivizomtenyészetben.

AM fokozza a kontraktilitast az ERK1/2 aktivalason keresztll egészséges feln6tt patkany szivekben.

AM hatdsara EGFR-n keresztiil aktivalddik az ERK1/2, ami NHE-1 fokozott mikddésén keresztil ndveli a

kontraktilitast.
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