Az endogén apelin and endothelin
peptidek pozitiv inotrop hatasanak
vizsgalata

Doktori (Ph.D.) értekezés

dr. Perjés Abel.

Témavezetd: Dr. Szokodi Istvan, Ph.D
Programvezetd: Prof. Dr. Koller Akos
Iskolavezetd: Prof. Dr. Kovacs L. Gabor

Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Szivgydgyaszati Klinika

2014



ALTALANOS BEVEZETO
Szivelégtelenség (SZE) az az allapot, amelyben a sziv altal egy adott

id6pillanatban keringtetett vér mennyisége (perctérfogat) nem
elegendd, ahhoz, hogy megfeleljen periférids szervekben jelentkezé a
keresletnek. Ez csokkent fizikai terhelhet6séghez és periférias szervi
karosodashoz vezet, romlik az életminGség és csokken a varhatd
élettartam. A népesség atlagéletkoranak névekedésével parhuzamosan
az akut és krénikus szivelégtelenség el6forduldsa is folyamatosan
novekszik, igy a szivelégtelenség az egyik vezetd haldlokkd valt és
hatalmas terhet jelent mind a betegek, mind pedig az egészségiigyi
ellatérendszerek szamdara Eurépdban és az USA-ban egyarant'”. Bar
jelentés javulds tapasztalhat6 a kronikus SZE kezelésének
hatékonysagaban®, az akut SZE epiz6édok tulélési adatai nem valtoztak
az elmult harom évtizedben®. A SZE betegek hossza tava talélése
nagyban 0sszefiigg a betegség akut exacerbaciés epizddjainak hatékony
és gyors ellatasatdl. Az akut SZE-ben a keringés romlé hemodinamikai
funkciéja a tiinetek Kkivaltdé oka, és Kkezelés fokusziaban ennek
helyreallitasa all. A f6 nehézség a SZE terapiaja kapcsan az, hogy a
hagyomanyos inotrép szerek, bar javitjdk a sziv hemodinamikai
paramétereit, kifejezetten karosak vagy pusztan hatastalanok a hosszu
tava talélés szempontjabodl. Proarrhythmogén hatisaik miatt a -
adrenerg agonistak® és foszfodiészteraz-gatlok hasznalata’ csak rovid
tavu intenziv terdpids beavatkozas idejére Kkorlatozédnak, vagy
esetleges szivmitétig tarté periddus athidalé megoldasaként
alkalmazhatéak. A szivglikozidok is masodik vonalbeli kezelésként
ajanlottak csak kronikus SZE-ben, mivel ezek sem javitjdk a betegek
mortalitasat®. Igy tehat elmondhaté, hogy komoly igény lenne olyan
terapias szerre, mely Ugy tudnd javitani a szivizom 6sszehtuzddasanak
erejét, hogy emellett hosszu tavon is javitanad a betegek tulélését. Hogy
ezt elérhessiik, elengedhetetlen, hogy jobban megértsiik a szivizom
kontraktilitas endogén szabalyozasat.

A szivizom-dsszehuz6dasanak ereje folyamatos idegi szabalyozas,
valamint endoKkrin, parakrin és autokrin faktorok befolyasa alatt all. A
vegetativ idegrendszer behal6zza a szivet: szimpatikus ingerekre a
neurotranszmitter noradrenalin felszabadulasa noveli a pulzusszamot



és a szivizom 0sszehtizdédasat. Az adrenokortikotrop hormon, valamint
a szimpatikus aktivitds hatdsdra mellékvese vel6bdl adrenalin és
noradrenalin szabadul a vérdramba, amely a sziv endokrin
szabalyozasat szolgalja. Sziv kiilonb6z6 szovetei, mint a szivizomsejtek,
fibroblasztok és vaszkularis endotelidlis és simaizom sejtek szintén
szamos humordlis faktort termelnek, amelyek kozott az endotelin (ET)?,
az apelin® és az adrenomedullin' peptidek mint pozitiv inotrép hatasa
anyagok lettek azonositva. A 3-adrenerg jelatvitel kronikus stimulalasa
megnovekedett mortalitishoz vezet. Az Gjonnan felfedezett kardialis
endogén peptidek, mint az ET, vagy az apelin és az adrenomedullin
azonban Uj iranyt jelenthetnek a SZE kezelésében, mivel inotrop
hatasuk jelentésen eltér a B-adrenerg stimulustél mind a hatas jellege,
mind a mogottes jelatviteli mechanizmusok tekintetében.

BEVEZETO

Endothelin a kardiovaszkularis rendszerben

Ahogy a 1980-as évek elején nyilvanvalova valt, hogy az
endothelidlis sejtek vazoaktiv anyagokat is termelnek, intenziv kutatas
kezd6dott e faktorok azonositasara. Az ET-1 -melyet el6szor 1988-ban
izolaltak'- jelen ismereteink szerint a leghatékonyabb és egyben a
legtart6sabb hatdst kivalté endogén vazoaktiv anyag'. Az ET-1 tébbek
kozott a vaszkuldris endothel- és simaizomsejtek, szivizomsejtek,
fibroblasztok, makrofagok, léguti epitelidlis sejtek, hasnyalmirigy
szigetsejtek és az agyi neuronok altal termelédik. Normal élettani
koriilmények kozott az ET-ek nem keringd hormonok, hanem mint
autokrin és parakrin faktorok miikddnek a szervezzen tébb pontjan'*.
Az ET-1-nek szdmos funkciéja van a szivben. Szerepet jatszik a
szivkoszoruerek tonusanak szabalyozasaban, és serkenti a szivizomsejt
novekedését és a fibroblaszt proliferaciot. Ezen tilmenden az ET-1
pozitiv  inotrop  hatdsa fontos szabdlyozdja a  szivizom
kontraktilitdsnak™ ", Kiilonésen érdekes, hogy az endogén ET-1-rél
kimutattdk, hogy hozzajarul a Gregg hatds (a Kkontraktilis eré
fokoz6dasa a korondaria dramlasi sebesség novekedésének hatasara)'®, a
Frank-Starling valasz'’, és az Anrep effektus® kialakulasahoz. Az ET-1
kétféle tipusu G-proteinhez kapcsolt receptorhoz (GPCR) képes kotédni
(ETA és ETB receptorok)®*, melyek kozvetitik a peptid kiilénb6zd



hatasait a sejt felé. Mind az ETA, mind az ETB receptorok
expresszalédnak a kardiomiocitdk felszinén, az ETA receptor jelentds,
85-90%-o0s tulstlyaval?’. Az ET-1 pozitiv inotrép hatasaért az ETA
receptor felel®,

In vitro vizsgalatok azt sugalltak, hogy az ET-1 pozitiv inotrép
hatdsanak legnagyobb részét a miofilamentumok Ca?* érzékenységének
fokozasaval éri el. Ugyanakkor az inotrép valasz az intracellularis

24-26 . Azonban a

kalcium tranziens kismértékli fokozddasaval is jar
pontos sejten Dbelili mechanizmusok egyelére feltaratlanok.
Szivizomsejtekben az ETA receptor altaldnosan elfogadott allaspont
szerint Gg-proteineken keresztiil aktivalja a protein kinaz C (PKC)
jelatviteli kaszkadot™ . Korabbi vizsgalatok azt sugalljak, hogy az ET-1
a Na'-proton pumpa (NHE) PKC-fligg6 aktivalasa altal fejti ki
kontraktilitast fokozd hatasat”*. A NHE stimulalasa a sejten beliili pH-
t lagos iranyba tolja el, ezéltal fokozza a miofilamentumok Ca*
érzékenységét®”*’. Ugyanakkor a NHE 4ltal a sejtbe bejuttatott extra Na*
indirekt médon, a Na*/Ca*" antiporter(NCX) reverz médjanak aktivalasa
altal hozzajarulhat a sejtbe bedramlé Ca** szintjének emelkedéséhez***.
Ezen felill az ET-1 képes fokozni az intracellularis Ca* tranzienst az L-
tipust Ca*" csatorndn keresztiil is**. Habar egyes szerz6k a PKC-nak
kozponti szerepet tulajdonitanak az ET-1 jelatviteli rendszerében, sajat
kutatasi eredményeink alapjan a PKC részvétele az ET-1 inotrép
hatdsanak kozvetitésében kevéssé valoszinli*'.

Munkacsoportunk kimutatta, hogy a mitogén aktivalta protein
kinazok (MAPK) csaladjaba tartoz6 extracellularis szignal regulalta
kindz 1 és 2 (EKR1/2) kritikus szereppel birnak az ET-1 inotrép
hatdsdnak kozvetitésében®’. Az ERK1/2 aktivacija a NHE
foszforilacidjahoz vezethet akar kdzvetleniil, akar a p90 riboszémalis S6
kinazon (p90RSK) kozvetitésével®**, Csoportunk bemutatta, hogy nagy
valoszinliséggel a sejtmembranhoz koétott p90RSK kozvetiti az ET-1
hatasat a NHE felé *'.

Az ET-1 jelatvitel mdédositasa reaktiv oxigén gyokok altal
A reaktiv oxigén szabadgyokok (ROS) tdlzott termel6dése szamos

kértani allapotban jellemzd, igy a kongesztiv szivelégtelenségben is.
Mint ismert, az oxidativ stressz egy sor valtozast indukal



szivelégtelenségben, Uigyis mint szivizomsejt-hypertrofizacid, apoptozis,
nekrézis és intersticidlis fibrézis, melyek mind hozzajarulnak a
pumpafunkcié romlasdhoz. Ezen feliil a nagy mennyiségt ROS képes az
excitacios-kontrakciés apparatus szamos fehérjéjének aktivasan direkt
modon valtoztatni; ezaltal az oxidativ stressz kozvetleniil lehet felelés a
kontrakciés diszfunkcié kialakuldsaért®**’. Ezzel szemben nemrég
kimutattak, hogy az endogén termelt ROS, mint jelatviteli molekulak,
szerepet jatszhatnak az ET-1 pozitiv inotrép hatasanak kozvetitésében.
Akut ET-1 kezelés fokozta a ROS termel6dését izolalt patkiny® és
macska® szivizomsejtekben. Antioxiddnsokkal ezt a hatast ki lehet
védeni mindkét modellben®**, Ezen felil a gyokfogok a ROS
termel6désének megakadalyozasa mellett gatoltak az exogén ET-1 altal
kivaltott pozitiv inotrép valaszt is, azt sugallva, hogy az ET-1 inotrdp
hatasa szabadgyok fiigg6®**’. Azonban a ROS miokardiumban betdltott
funkcionalis szerepérol egyeldre kevés adat all rendelkezésre.

Apelin a sziv- és érrendszerben
1993-ban egy 1Uj, G-protein kapcsolt receptort azonositottak

homolégia-klénozasos modszerrel. Ez a receptor, melyet APJ-nek
neveztek el, nagy foki homolégiat mutat az angiotenzin II 1-es tipusu
receptoraval (AT1-R), azonban nem képes kotni az angiotenzin II-t*'. Az
AP] arva receptor maradt egészen 1998-ig, amikor is endogén ligandjat,
az apelint els6ként sikertiilt izolalni szarvasmarha gyomor kivonatabol.
Az apelint egy 36 aminosavbdl all6 peptidként azonositottak*, kés6bb
nemzetko6zi konszenzus alapjan a receptor nevét is ,apelin receptor”-ra
modositottdk®. A (Pyrl)apelin-13 a leghatékonyabb és legnagyobb
mennyiségben eléfordul6 apelin izoforma szivizomban**. Az apelin és az
apelin receptor szamos szervben és szovetben megtalalhaté. Emberben
az apelin prekurzoranak, illetve az apelin receptoranak mRNS-e
kimutathaté a kézponti idegrendszerben, a szivben, tiidében, vesékben,
a méhlepényben és az emlémirigyben. Mind az apelin, mind annak
receptora  azonosithaté  immunhisztologiai mddszerekkel az
endothelidlis sejtekben és a vaszkularis simaizomsejtekben a human
érrendszer teljes hosszaban. A szivben az apelin receptorra jellemzé
immunreakciéo volt detektalhatd az endokardiumban és, Kkisebb
mértékben ugyan, de a miokardiumban is**. Az apelin receptor



miokardialis s(riisége 0Osszemérhetd6 az AT1-R-éval, de joval
alacsonyabb az ET-1 receptorénal*. Immunhisztoldgiai vizsgalatok az
apelin peptidet kimutattdk az endokardialis endohelb8l”. Ez az
eloszlasi mintazat, a peptid alacsony plazma szintje és a kering6 peptid
rovid féléletideje mind arra utal, hogy az apelin autokrin illetve
parakrin faktorként miikodik a sziv- és érrendszerben.

Nem sokkal a felfedezése utan az apelinrél kideriilt: potens értagitod
és pozitiv inotrép hatassal rendelkezik, mely kombinacié meglehetésen
ritka az endogén agensek kozt. Tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy a
peptid fontos szerepet jatszik az érujdonképzédés és a sziv magzati
fejlédése soran is. A peptid pozitiv inotrép szerepét igazoltak intakt® és
elégtelen*® patkidny szivben és emberben egyarant®. Mivel
szubnanomoldaris tartomanyban is hatasos mar, az apelin az egyik
legpotensebb endogén pozitiv inotrép szer amit eddig azonositottak,
melynek maximalis hatdsa az izoproterenol hatasanak mintegy 70 %-at
éri el. Ez az inotrop hatas az izolalt patkanyszivekben 6sszemérhetd
maés, ismert endogén inotrép peptidek, Ggyis mint az ET-1°! 1 és az
adrenomedullin'® hatasaval.

A human apelin receptor (kordbbi nevén APJ]) a G-protein kapcsolt
receptorok tipikus, 7 transzmembran doménbdl all6 struktarajaval
rendelkezik és nagyfoka hasonlésagot mutat az AT1-R-ral. Azonban az
angiotenzin Il nem koétédik az apelin receptorhoz*? Az apelin legalabb
kétféle kiillonbozb foszforilacios szignalt aktival. Az egyik jelatviteli
szabdalyozo6 a foszfatidilinozitid 3-kinaz-Akt kaszkad, a masik pedig ERK
altal medialt. Ezek az apelin-indukalta jelatviteli utak pertussis toxin
(PTX) érzékenyek, azt sejtetve, hogy ezek a mechanizmusok G;
proteineken keresztiil aktivalédnak®.

Az apelin fokozhatja a szivizom kontraktilitast egyarant PTX-
rezisztens Gq-, és PTX-érzékeny G; proteineken keresztiil. PLC, PKC, NHE
és NCX mind az apelin-indukalta pozitiv inotrép valasz jelatvitelében
résztvevé molekulakként lettek azonositva'®'. Azonban egyelére vita
targya, hogy az apelin fokozza-e a kalcium sejtbe torténd bearamlasat,
vagy Kkizarélag a miofilamentum Ca*" érzékenységének fokozisan
keresztiil fejti ki inotrép hatasat*®5*,



A kezdeti vizsgalatok arra utaltak, hogy a kontraktilitas PKC-fiiggd
novekedése a NHE aktivitdsanak fokozasan és jarulékos alkalizacién
keresztiil valosul meg?”. Azonban tjabb eredmények azt bizonyitjak,
hogy a PKC-fiiggd inotrépia nem tarsul intracellularis pH valtozassal®>.
Lehetséges ugyanakkor, hogy a PKC aktiviciéja a miofibrillumok Ca*'
érzékenységének novelésén keresztiil noveli a szivizom kontraktilitasat.
Ez az érzékenyités létrejohet akar a miozin konny( lanc (RLC)** vagy a
troponin 1°*°® foszforilaciéjan keresztiil. Emellett a PKC-rél az is
elképzelhetdnek tarthatd, hogy képes az L-tipusi Ca®*" csatornin
keresztiil a Ca* tranzienseket névelni®”*®, A konkrét PKC izoenzim, mely
az apelin inotrép hatasat kozvetiti, egyel6re nem ismert.

A tézis célkitiizései

Nagy mennyiségli adat tdmasztja ald az ET-1 illetve az apelin
kardiovaszkularis jelent6ségét. Kontraktilitast szabalyozé szerepiik
pontos tisztazasa Uj terapias lehetGségeket tarhat fel a szivelégtelenség
kezelésében. Célunk az volt, hogy feltarjuk a peptidek altal kivaltott
pozitiv inotrép valasz pontos jelatviteli mechanizmusait, kilonos
figyelmet forditva az alabbiakra:

1) azendogén ROS termelés szerepe

2) MAPK-ok aktivacidja

3) az apelin jelatvitelében részt vevé PKC izoforma
azonositasa

4) és olyan apelin-indukalta szubcellularis
mechanizmus(ok) feltarasa, amely lehet6vé teszi a
Ca* érzékenység befolyasolasat

ANYAGOK ES MODSZEREK

Izolalt patkanysziv perfuzio

Az Oului Egyetem Kisérleti Allat K6zpontjabol szarmazo 7 hetes him
Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk fel kisérleteinkhez (n=316).
Minden kisérletiink az Oului Egyetem Kisérleti Allatok Felhasznalast és
Gondozast Felligyel6 Bizottsaga altal jovahagyott protokolt kovetve
hajtottunk végre. A patkdnysziveket Langendorff modszer szerint
izolaltuk és retrogrdd moédon perfundaltuk, mint ahogy korabban
leirtuk®. A Kkontrakciok erejét (apikobazalis elmozdulis) egy



elektronikus erémérovel regisztraltuk (FT03, Grass Instruments, West
Warwick, RI, USA) amelyet egy, a szivcsticshoz rogzitett horoggal
kotottiink 6ssze és 20 mN-os eléfeszitésnek tettiink ki. Allandé dramlas
mellett a koronaria nyomasra jellemzd perfizids nyomast mértiink
nyomastransducer segitségével (model BP-100, iWorx Systems, Inc,
Dover, NH, USA), mely a perfizidés rendszer oldalagdhoz kapcsolddott.
Az izolalast ekvilibracios fazis kovette (40 +4 min), majd a kisérleteket
egy 5 perces kontrol periédus utan inditottuk. A kiillonb6z6 szerekkel 5,
10, 15 illetve 20 percig kezeltiik a sziveket. A kisérletek utan a sziveket
gyorsan feldolgoztuk és a bal kamrabdl vett mintdkat folyékony
nitrogénbe martva lefagyasztottuk, majd -70 C fokon taroltuk tovabbi
feldolgozasig.

Western blot
A fagyasztott bal kamrai szovetet megdroltiik folyékony nitrogén

alatt, majd a feloldottuk és homogenizaltuk jéghideg lizispufferben. A
mintdkat ezek utidn centrifugdltuk és a feliilliszot begytjtottiik. A
fehérjeizolatumokat standard koncentraciéra higitottuk és azonos
mennyiségii proteint (30 pg) vittiink fel a 10 %-os SDS poliakrilamid gél
minden savjaba. Elektroforézist kovetéen a fehérjéket nitrocelluldz
membranra vittiik 4at. A fehérje mennyiségét fluoreszcens és
kemilumineszcens modszer segitségével hataroztuk meg, ahogy
kordbban mar lefrtuk®’. A blotok kvantifikaci6ja Quantity One Basic 1-D
Analysis Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
programmal tértént.

Intracellularis ROS mérés
ROS termeld6dését etidium fluoreszcencia modszer segitségével

hataroztuk meg, ahogy ezt masok korabban leirtak®. Ezen kisérletek
soran a patkany szivek dihidroetidiumot (10 pmol/l) tartalmazé
pufferrel lettek perfundalva kisérleti szerrel vagy anélkiil, melyet egy 5
perces etidium kimosasi periédus kovetett. A nem fluoreszcens
dihidroetidium a sejtbe Keriilve az intracellularis ROS &ltal oxidalédik,
mely reakcid soran etidium keletkezik, mely a DNS-hez kotédik. A
dihidroetidium oxidalédasa és a kovetkezményes fluoreszcencia
er6s6dés egyenesen aranyos a ROS szinttel, els6dlegesen a szuperoxid
anion mennyiségével®. A kezelés végeztével a sziveket gyorsan



szeleteltlik, majd a mintakat Tissue Tec O.C.T. (Sakura Finetek Europe
B.V, Zoeterwoude, NL) anyagba agyaztuk és lefagyasztottuk (=70 °C)
mignem 20 pm-es Kkrioszekcidra keriiltek. A metszeteken a
fluoreszcenciat Olympus Fluoview 1000 konfokalis mikroszképpal
mértik.

Statisztikai analizis
Az eredményeinket atlag+SEM formatumban abrazoljuk. Két utas

ismételt méréses ANOVA tesztet haszndltunk, hogy a kiilonb6z6
kezelések kontraktilitdsra kifejtett hatasat elemezziik. Ha az ANOVA
teszt a kezelések id6beli lefutasaban szignifikans kiilonbséget detektalt,
akkor az egyes kezelési csoportok Bonferroni poszt-hoc teszttel
hasonlitottuk 6ssze. Ha csak 2 csoportot kellett 6sszehasonlitani,
parositatlan T-probat alkalmaztunk. Minden mas esetben egy utas
ANOVA tesztet hasznaltunk Bonferroni poszt-hoc teszttel kombinalva.
Szignifikansnak P<0,05 esetet tekintettiink.

EREDMENYEK

ET-1 fokozza az intracellularis ROS termelddését
Korabban az ET-1-r6] mar kimutattik, hogy fokozza a sejten beliili

ROS termelG6dést sejttenyészetekben patkany, egér és macska
szivizomsejteken®***%*%2, Hogy tanulmanyozzuk, hogy az ET-1-nek van-e
hatdsa a ROS termelésre izolalt patkdnyszivben, fluoreszcens
mikroszkop segitségével megmértiilk a ROS-fiiggd dihidroetidium
oxidaciét az izolalt szivekbdl készitett fagyasztisos metszeteken®’.
Etidium fluoreszcencia detektalhaté volt minden metszetbdl. ET-1-gyel
(1 nmol/L) és dihidroetidiummal (10 pmol/L) kezelt szivekben
szignifikdnsan magasabb etidium fluoreszcencidt mértiink, mint a
kontrol csoportban (P<0,01). Az antioxidans N-acetilcisztein (NACC)
(500 pmol/L) kivédte az ET-1 altal indukalt etidium fluoreszcencia
novekedést (P<0,001), mig a gyokfogd onmagaban csak egy enyhe
hatast fejtett ki a fluoreszcenciara (P<0,05).

ET-1 a ROS termelés fokozasa altal noveli a szivizom
kontraktilitasat

Hogy meghatdrozhassuk, az ET-1 hatdsara termelt ROS befolyasolja-
e a kontraktilis valasz kialakulidsat, az antioxiddns NACC-tel és a



szuperoxid-dizmutaz (SOD) mimetikum MnTMPyP-vel®® egészitettiik ki

az ET-1 kezelést. Izolalt patkdnyszivben az ET-1 (1 nmol/1) 10 perces
infazidja a kamrai Kkontraktilitds lassan kialakul6, de tartos
novekedéshez (43%, P<0,001) vezet, mint ahogy arr6l mar korabban is
beszdmoltunk™®!, NACC infazi6 (500 pmol/L) o6nmagiban nem
befolyasolta a kontraktilitdst (P=NS). Amikor a NACC az ET-1-gyel
kombinaciéban kertlt alkalmazisra, az antioxiddns szignifikdnsan
gyengitette az ET-1 pozitiv inotrép hatasat. Ez a gyengités a teljes hatas
mintegy 33%-at jelentette 10 perces perfuzi6 esetén (P<0,001). Ehhez
hasonléan, amikor az ET-1 MnTMPyP (10 umol/L) jelenlétében kertilt
alkalmazasra, a peptid altal kivaltott inotrép hatds 35 %-kal
gyengébbnek bizonyult (P<0.05). MnTMPyP Onmagidban nem
befolyasolta a kontraktilis er6 nagysagat (P=NS).

NAD(P)H-oxidaz eredetii ROS vesz részt az ET-1-indukalta
inotrdp valasz kialakulasaban
A membranhoz Kkapcsolt NAD(P)H-oxidazok fontos forrasaik a

miokardialis O,¢~ ionoknak®*®, Korabban kimutattdk, hogy az ET-1
aktivdlja a NAD(P)H-oxidazt és ROS termelést indukal patkdny
szivizomsejt-tenyészetben®®. A  NAD(P)H-oxiddz kontraktilitdsra
vonatkoz6 hatdsat megvizsgalandé az apocynin nevii farmakolégiai
gatlészert alkalmaztunk®. ET-1-gyel egyiitt alkalmazva az apocynin
(100 pumol/L) szignifikdnsan gyengitette az ET-1 altal indukalt inotrép
valaszt a kisérlet teljes id6tartama alatt, 10 percnél mintegy 36 %-os
gatlast produkalva (P<0,001). Apocynin egyediill nem befolyasolta a
kontrakcios erét (P=NS). Az izoldlt szivben tortént ROS mérések
kimutattdk tovabba, hogy az apocynin meggatolta az ET-1 kezelés
hatasara jelentkezd etidium-fluoreszcencia fokozédast (P<0.001), mig a
szer dnmagaban adva nem befolyasolta a fluoreszcencia intenzitasat
(P=NS).

A mitoKap csatorna gatlasa gyengiti az ET-1 indukalta
inotrdp valaszt

A mitokondrialis ATP fiiggé K" csatorna (mitoKarp) nyitasa
bizonyitottan néveli a mitokondridlis ROS képz6dését®’ *°. Ezért mi
megvizsgaltuk, hogy a mitoKarr a ROS produkcié fokozasan keresztiil
részt vesz-e az ET-1 altal kivaltott inotrép valasz kozvetitésében. A



mitoKarp szerepét farmakolégiai gatlészere, az 5-HD (200 pmol/L)
segitségével vizsgaltuk®. 5-HD infuzié egyediil nem volt hatassal a
kamrai kontraktilitdsra (P=NS). Amikor a gatlészert az ET-1-gyel
kombinacidéban adtuk, akkor a gatldszer 43 %-kal gyengitette az ET-1
altal kivaltott kontrakciés eré novekedést (P<0,001). ROS mérések azt
mutattak, hogy bar az 5-HD 6nmagaban szignifikdnsan csokkentette az
etidium fluoreszcenciat (P<0,05), az ET-1 mégis képes volt fokozni a
dihidroetidium oxidaciéjat 5-HD jelenlétében (P<0,05). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a mitoKare nyitasa sziikséges az ET-1
inotrép hatdsanak teljes kifejl6déséhez, azonban ez a hatds nem ROS
medialt.

A BKc, de nem a sarcKurp csatornak érintettek az ET-1-
indukalta inotrop valasz kialakulasaban

A mitoKarp mellett megvizsgaltuk tovabbi K* csatorndk szerepét az
ET-1 kontraktilitast fokoz6 hatdsanak kialakitasaban. A mitokondrialis
nagy vezetSképességli Ca** aktivalta K' csatornik (BKc) és a
szarkolemmalis K*-ATP csatornak (sarcKare) jelentdségét farmakoldgiai
inhibitorok segitségével vizsgaltuk. A BKc, gatldszer paxilline” (1
umol/L) énmagaban nem befolyasolja az inotrépiat, azonban 41 %-kal
gyengitette az ET-1 altal kivaltott kontraktilitas névekedést (P<0,01). A
sarcKAxrp gatlé HMR1098”* (3 pmol/L) azonban nem volt hatassal az
ET-1 indukalta inotrép valaszra (P=NS). Ezen adatok azt mutatjak, hogy
a mitokondrialis BKc, csatorna igen, de a sarcKare csatorna nem érintett
az ET-1 inotrép valaszanak kifejlédésében.

ET-1-stimulalt ROS termelés fokozza az ERK1/2
foszforilaciéjat

Nemrég kimutattuk, hogy az ERK1/2 aktivacidja jelentés szerepet
jatszik az ET-1 pozitiv inotrép hatisanak kialakitisaban3!. Mivel az
ERK1/2 foszforilaciét redox-szenzitivnek tartjdk kardiomiocita
tenyészetekben gyiijtott adatok alapjan’?’?, megvizsgaltuk, vajon a ROS
hogyan modositjdk az ERK1/2 aktivaciét az intakt felnétt
patkanyszivben. Korabbi adatainkkal egybehangzéan®, 10 perces ET-1
(1 nmol/L) kezelés noveli a foszforilalt ERK1/2 mennyiségét (P<0,001).
NACC (500 pmol/L), MnTMPyP (10 pmol/L) vagy apocynin (100
umol/L) szignifikdnsan gyengitette az ET-1-indukalta ERK1/2
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foszforilaciot (P<0,01; P<0,001 és P<0,05). A gatloszerek egyediil adva
nem voltak hatdssal az ERK1/2 foszforildci6jara (P=NS). Ezek az
eredmények alatdmasztjak, hogy a ROS az ERK1/2 utvonal proximalis
aktivatoraiként medialhatjak az ET-1 inotrép hatasat.

Az apelin pozitiv inotrép hatasa a PKCe izoforman keresztiil
medialt

Izolalt patkdnyszivben az apelin (2 nmol/L) infazidja a kontraktilis
er6 fokozatosan kialakuld, hosszan tartd novekedéséhez vezet (27+3%,
P<0,001), meger6sitve azt a korabbi megfigyelésiinket, mely szerint az
apelin jelentds pozitiv inotrép hatassal rendelkezik a 0.1-10 nmol/L
koncentraciétartomanyban®. Az el6z6 vizsgalatunk azt sugallta, hogy az
apelin a PLC-PKC kaszkddon keresztiil hathat'. Ezzel 6sszhangban,
csakigy, mint el6z6 kisérleteinkben, a szelektiv PKC gatloszer Bis (90
nmol/L) 42 %-kal (P<0.05) csokkentette az apelin altal kivaltott inotrép
hatast'. Bis kezelés onmagaban nem volt hat4ssal a kontraktilitdsra
(P=1.0 vs. kontrol).

Hogy a PKC érintettségérdl tovabbi bizonyitékokat gy(jtsiink,
megvizsgaltuk a szivizom-kontraktilitas szabalyozasanak
szempontjabdl legjelentésebb PKC izoformdk, a PKCa és a PKCe™™
viselkedését. A kiilonb6z6 PKC izoformakra jellemzd. hogy aktivacidjuk
sordn a citoszolbdl a sejtmembran frakciéba helyezédnek at’s. A
kontrolhoz képest az apelinnel 5 percig kezelt feln6tt patkdnyszivekben
jelent6s PKCe felhalmozodas figyelhetd meg a szivizomsejtek partikularis
frakcigjaban. Hosszabb, 10 perces kezelés utan ez a felhalmozdodéas mar nem
mutathaté ki, azt jelezve, hogy az apelin altal kivaltott PKCe aktivacié
atmeneti jellegii. A PKCe-nal ellentétben a PKCa az apelin kezelés egyetlen
vizsgalt idépontjaban sem mutatta jelét transzlokacidnak.

Az apelin-indukalta inotréopia RLC medialt

Korabbi megfigyeléseink alapjan azt gondoljuk, hogy az apelin
pozitiv  inotrép hatdsa nagyrészt a miofilamentum Ca*
érzékenységének novelése révén jon létre, nem pedig a bedramlé Ca?*
mennyiségének fokozasa altal®
kénnyd lanc kinaz (MLCK) végzi”’, névelve a miofilamentum Ca®
érzékenységét’®. Hogy megvizsgaljuk, az RLC foszforilaciéja milyen
szerepet jatszik az apelin-indukalta pozitiv inotrép hatas

. A RLC fokozott foszforilaciéjat a miozin
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kialakitdsaban, a MLCK szelektiv és potens gatloszerét, az ML-7-et
alkalmaztuk izolalt patkdnyszivben. Az ML-7 (1 pmol/L) szignifikdnsan
gyengitette az apelin hatasara kialakult inotrép valaszt, a gatlas
maximuma elérte a teljes hatas 52.5 %-at (P<0,01). ML-7 6nmagaban
nem mutatott eltérést a kontrolhoz képest (P=1.0).

Ezt kovetéen urea-glycerol PAGE-et végeztiink, hogy a
patkanyszivekbdl izolalt fehérjékbdl elvalasszuk a foszforilalt RLC
fehérjéket a nem foszforilaltakt6l. Az altalunk detektalt bazalis RLC
foszforilaciés szint megegyezett a hasonlé technikat alkalmazé
kozleményekben taldlhat6 eredményekkel””’®, azonban az apelin
kezelés jelen koriilmények kozt nem vezetett semmilyen detektalhato
valtozashoz az RLC foszforilaciot illetGen.

Apelin és a MAPK jelatviteli rendszer
Meghataroztuk az apelin stimulus hatasara létrejové valtozasokat az

ERK1/2 és a p38-MAPK foszforilacids allapotaban a célbdl, hogy
feltarjuk a MAPK-ok lehetséges érintettségét az apelin altal aktivalt
jelatviteli rendszerben. Immunoblot vizsgalatunk kimutatta, hogy az
apelin tartds emelkedést okoz a bal kamrai ERK1/2 foszforilaciéjaban
(P<0,01 5 percnél, P<0,05 10 és 20 perceknél vs. kontrol), a legnagyobb
novekedés (99+23 %) 10 perces id6pontban detektalhatd. A p38-MAPK
foszforilaciéja 5 percnél novekedd tendencidt mutatott, azonban a
valtozas nem volt szignifikans. Ezzel szemben 10 perces apelin kezelés
szignifikdnsan csokkentette a p38-MAPK foszforilacidjat (-65+3 % vs.
kontrol, P<0,05).

Hogy bemutassuk, az ERK1/2 aktivacidja elengedhetetlen az apelin
indukalta pozitiv inotrép valasz Kkialakuldsdhoz, az U0126 nevi
farmakolégiai inhibitort hasznaltunk. Ez az anyag az ERK1/2 proximalis
aktivatoranak, a MEK1/2 szelektiv gatloszere. Az apelin inotrép hatasat
az U0126 (5 umol/L) szignifikansan csokkentette, a gatlé hatas
maximuma elérte az eredeti novekmény 56 %-at (P<0,05 vs. apelin).
U0126 onmagiban nem befolyasolta a kontraktilitist (P=1,0 vs.
kontrol). Immunoblot technikival azt is kimutattuk, hogy 15 perc
kezelés utdn az U0126 hatdsdra a foszforildlt ERK1/2 minimalis
szintlire csokkent akar 6nmagaban adtuk (a foszfo-ERK1/2 mennyisége
a kontrol csoport 31+15 %-a, P<0,01 vs. kontrol), akar az apelinnel
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kombinaltuk az U0126-ot (az apelin csoport foszfo-ERK1/2 szintjének
4+8 %-a, P<0.001 vs. apelin).

A PKCe transzlokdcidja ujsziilott patkdny kamrai miocitdkban
ERK1/2 aktivacidval jar egyutt®™. Mivel Kkisérleteinkben az apelin
szignifikdnsan fokozta a PKCe transzlokaciéjat, megvizsgaltuk, hogy
vajon a PKC az ERK1/2 proximadlis aktivatoraként viselkedik-e apelin
stimulus alatt. Erdekes médon azt talaltuk, hogy a Bis, amely az apelin
altal kivaltott inotrop valaszt hatasosan gyengitette, semmilyen hatassal
nem birt az apelin-indukalta ERK1/2 foszforilacidra. Ez azt bizonyitja,
hogy apelin stimulus hatdsara az ERK1/2 a PKC-tdl fiiggetlen mé6don
aktivalodik.

DISZKUSSZIO

Az ET-1 és a ROS
Izolalt patkanysziven végzett kutatdsaink bizonyitjak, hogy a ROS

kulcsszerepet  jatszik a  szivizom  kontraktilitdAsanak  akut
szabdlyozasaban. Eredményeink alapjan az ET-1, amely aktivalja az
ERK1/2-p90RSK-NHE jelatviteli dtvonalat®, a Kkontraktilitis néveld
hatasat részben a ROS termelés fokozasan keresztiil éri el. Ezek az
adataink erételjes bizonyitékok arra, hogy a ROS jelatvivd
molekulakként is viselkedhetnek fiziol6gias kortilmények kozott.

Korabbi  sejtkultirakon  végzett vizsgalatok ellentmondé
eredményeket szolgaltattak a ROS és ET-1 kontraktilitast befolyasold
szerepével kapcsolatban. A mi eredményeink demonstraljak, hogy a
ROS hozzajarulnak az ET-1 pozitiv inotrép hatasanak kialakulasahoz az
izolalt feln6tt patkanyszivben. ET-1 akut infuzidja fokozza a ROS
termel6dését, melyet a dihidroetidium etidiumma torténd oxidacidja
meghatdrozdsaval mértiink. Ez a rekci6 leginkabb a sejten beliil
felszabadulé 0.+~ meghatarozasara alkalmas®. Ezen felil az antioxidans
NACC gatolta az ET-1-indukalta etidium-fluoreszcencia novekedést.
Fontos még, hogy az ET-1 Aaltal kivaltott inotrép valasz is csokkent a
szabadgyokfogd hatast NACC és MnTMPyP hatésara.

A NAD(P)H és a mitokondrialis K* csatornak szerepe
A NAD(P)H-oxiddaz enzimcsaldd a O,e legfontosabb forrdsa a

szivizomban®*®', Figyelemre mélt6, hogy adataink alapjan a NAD(P)H
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oxidaztol szarmazo ROS részt vesz a kamrai kontraktilitas fokozasaban,
ugyanis az ET-1-indukalta inotrép vdalasz valamint az etidium
fluoreszcencia egyarant jelentésen csokkent a NAD(P)H-oxidaz gatlé
apocynin hatasara. Ezen felil a SOD mimetikum hasonlé moédon
befolyasolta a kamrai kontraktilitast, mint a NAD(P)H oxidaz gatldg, azt
sugallva, hogy a 0,¢" lényegesen nagyobb jelent6séggel bir, mint a H;05.

A NAD(P)H-oxidaz eredet(i ROS a mitokondriumokbdl nagyobb foku
ROS felszabaduldshoz is vezethet a mitoKar® csatorndk megnyitasaval.
Ezt a jelenséget “ROS-indukilta ROS Kibocsitasnak” is nevezik®,
Andrukhiv és munkatdrsai kimutattdk, hogy ezért a hatdsért a
mitokondrialis matrix pH értékének emelkedése felel, melyet a
mitoKarp-n keresztiil zajlé mitokondrialis K* influx indukal. Ezen feliil az
is bebizonyosodott, hogy az elektron transzport lanc komplex I-e az
0z -t a mitoKare nyitdsdnak hatdsara termeli®. Jol ismert, hogy a
mitoKarr fontos szerepet jatszik az iszkémia/reperfiziés karosodassal
szemben fellépd kardioprotekciéban®” %, Azonban a mitoKar szivben
betoltott élettani funkcidja nem tisztazott. Kisérleteinkben a szelektiv
mitoKarp gatlé 5-HD jelentésen csokkentette az ET-1 pozitiv inotrép
hat4sat, mig a ROS termelésre nem volt szignifikans befolyassal®®. Garlid
és munkatarsai leirtdk, hogy a mitoKasp gatlds csokkenti a sziv
képességét arra, hogy olyan pozitiv inotrép stimulusokra reagaljon,
mint a dobutamin, a ouabain vagy a Ca® %. Azt sugalltdk, hogy a
mitoKare nyitasa egy kiegészité K* dramot eredményez, mely véd a
stressz-indukalta mitokondrialis matrix megduzzadasaval,
kiszélesedésével szemben, mialtal hozzajarul a citoszol és
mitokondriumok  kozotti kedvezé  hatasfoki  energiatranszfer
fenntartdsahoz. Azt a hipotézist allitottak fel, hogy a mitokondrialis
matrix K* influx elengedhetetlen a pozitiv inotrép stimulus hatasara
kialakul6 valaszhoz®. Sajat eredményeink ezenkiviil még azt mutatjak,
hogy a mitokondrialis BKc. csatorna inhibitor paxilline képes volt az ET-
1 inotrép hatasat csokkenteni, mig a sarcKare csatorna gatl6 HMR1098
erre nem volt hatassal. Ez alatdmasztja azt az elképzelést, mely szerint a
mitokondridlis K* influx elengedhetetlen a pozitiv inotrép valasz
kialakuldsdhoz. A megfigyelés, mely szerint a ROS képes a mitoKarp
csatorndk nyitasara®, felveti annak a lehetéségét, hogy a NAD(P)H-
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oxidaz eredetli ROS ezen csatorndk aktivaldsaval a miokardiumot egy
olyan Aallapotban tartja, ami kedvezé az intenziv munkavégzés
szempontjabdl. Hogy egy ilyen mechanizmus valéban jelent8s szerepet
tolt-e be fiziologias koriilmények kozt, még tovabbi megerdsitésre var.

ROS és jelatvitel

Jelen eredményeink szerint az ERK1/2 aktivaci6ja nagyrészt redox-
érzékeny intakt feln6tt patkanyszivben, ugyanis az ET-1-indukalta
ERK1/2 foszforilacié nagyrészt blokkolhaté volt szabadgyokfogokkal
illetve NAD(P)H-oxidaz gatlokkal. A GPCR-fiiggé Raf-MEK1/2-ERK1/2
kaszkad aktivicid szdmos mechanizmuson Keresztiil létrejohet’*?.
Példaul a Gg-medialta PKC aktivacié stimulalhatja a Raf-ot, mely az
ERK1/2 Gtvonal els6 eleme. Az epidermalis novekedési faktor receptor
(EGFR) transzaktivaci6, mely a GPCR és ERK1/2 aktivaci6
osszekotésének egyik ismert alternativ mechanizmusa®, szintén
hozzajarul az ET-1-indukalta kontraktilitds névekedéshez a MEK1/2-
ERK1/2 szigndl proximdlis aktivatoraként®’. GPCR-mediadlta ROS
termelés  inaktivdlhatja a  protein-tirozin = foszfatdzokat, azt
eredményezve, hogy az EGFR tirozin foszforilacids szintje n6, ami a Ras-
ERK1/2 kaszkad aktivacidjahoz vezet’*®, Ezen feliil a ROS kozvetleniil
fokozhatjak a Ras aktivaciéjat, szintén a Raf~-MEK1/2-ERK1/2 dtvonal
beinditasahoz vezetve’®, Tovabba a ROS kozvetleniil aktivalhatja a G
proteineket. A Py-alegység, mely ilyenkor felszabadul, szintén
aktivalhatja az ERK1/2-t*¥. Ez alapjan azt is gondolhatjuk, hogy az ET-1-
indukalta ROS termelés visszacsatoldssal hat a G proteinhez kapcsolt ET
receptorra, mely fokozza az ERK szignalt. Az ET-1 altal fokozott endogén
ROS termelés ERK1/2 és p90RSK foszforilaciéjan keresztiil eldsegitheti
a NHE aktivalasat. A kovetkezményes alkalizacio kozvetleniil is fokozza
a miofibrillumok Ca®" érzékenységét, de a megemelkedett Na* influx
novelheti Ca®* influxot is a NCX reverz modud aktivaciéjan keresztiil.
Bizonyiték van arra is, hogy a NCX kozvetleniil is szabalyozhaté ROS
altal, azonban arrél nincs adat, hogy a ROS-nak hatasa lenne a reverz
modu aktivaciora®?’. Ca* influx mas médon is befolyasolhat6 ROS altal:
ET-1-rdl leirtdk, hogy izolalt patkdny kardiomiocitdkban képes névelni
az L-tipusd Ca®" csatorndk nyitasi val6szinliségét, és ezt a hatéast a
NAD(P)H oxidaz gatlas szignifikdnsan gyengitette. Ez a megfigyelés egy
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olyan mechanizmust ir le, melyben a NAD(P)H-oxidaz eredetli O,e~
produkci6 Ca* influx fokoz6dashoz vezet®, amely szintén hozzajarulhat
az ET-1 pozitiv inotrép hatdsanak kialakuldsahoz.

Az apelin inotrop jelatvitele
Az itt bemutatott eredmények aldtdmasztjak kordbbi sajat™ és

maésok altal®! kézolt megfigyeléseket, mely szerint a PKC farmakoldgiai
gatlasa jelentésen gyengiti az apelin pozitiv inotrép hatasat. A PKC

tl()

enzimcsalad szamos tagbol all, ugyis mint a klasszikus (a, B, BII, és y), 0j
(9, & 6, and 1) és atipikus PKC-k ({, /7). Az egyes enzimek kiilonb6z6,
akdr egymdassal éppen ellentétes hatasokkal rendelkeznek®?, és
aktivalasukat kovet6en mind a rajuk jellemzé szubcellularis
kompartmentbe keriilnek®. Kiilonb6z8 PKC izoformakrél ismert, hogy a
szivizom kontraktilitist szabalyozzak’*”. Azonban eddig még nem
sikeriilt meghatarozni, melyik az az izoenzim, amelyik az apelin inotrép
hatasat kozvetiti. Jelen eredményeink arra utalnak, hogy az apelin a

sz

ey

azonositottak a miofilamentum Z-vonalainal és a discus intercalaris
teriiletén®*. Aktivacidkor a PKCe ezen teriileteken halmozddik fel, erés
pozitiv inotrép hatashoz vezetve®. Ez a megfigyelés az aktivalt PKCe-t az
apelin receptor kdzvetlen kozelébe helyezi®.

Az RLC szabalyozza a miofilamentum kereszthidak tulajdonsagait,
ezaltal modulalni képes a szivizom kontrakciés erejét. Az MLCK altal
kivaltott fokozott RLC foszforilacié néveli a miofilamentumok Ca?
érzékenységét’®. A szivizom RLC foszfat korforgasanak ciklusideje
lényegesen hosszabb, mint a simaizomban. Ez azt sugallja, hogy a
kardialis RLC a szivizom kontraktilitas hosszu tavt finomhangolasaban
jatszik szerepet®®. Mivel az apelin 4ltal kivaltott kontrakcios valasz és az
RLC foszforilacidjanak id6beli lefutdsa nagyfoka hasonlésagot mutat a
szivben, felmeriil, hogy az apelin az MLCK altal kozvetitett médon
fokozza a szivizom kontraktilitast. Ezt alatdimasztandd, megmutattuk,
hogy az MLCK gatlds csokkenti az apelin indukalta pozitiv inotrép
valaszt, igy joggal feltételezhetjiik, hogy ez a hatas részben MLCK fliggd.
Azonban urea-glicerol PAGE moédszerrel nem sikeriilt szignifikans
valtozast kimutatnunk az RLC foszforilaciés allapotaban. Azt azonban
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figyelembe kell venni, hogy mivel fiziol6gias allapotban az RLC bazalis
foszforilaltsaga is eléri 40 % koriili szintet®, igy aranyaiban eleve csak
korlatozott novekmény érhet6 el. Mindazonaltal mar az RLC
foszforilacios szintjében bekovetkezd Kkis valtozas is jelentGs eltérést
képes kivaltani a kontraktilitds tekintetében. Koradbban mar
demonstraltak, hogy az RLC foszforilaci6 10 %-os novekedése képes
lehet a kontrakcids erd akar 70 %-os fokozasara®. Jelen vizsgalatunk
egyik limital6 tényezdje, hogy ilyen kis foszforilacios valtozasok a mi ex
vivo kisérleti koriillményeink kozott kimutathatatlanok maradhatnak.

A kardidlis MLCK aktivaciéjanak mechanizmus egyel6re nem
pontosan ismert. A sima- és vazizmokkal ellentétben a szivizomban
taldlhaté MLCK nem Ca®'/calmodulin-fiiggé. Azonban a szivizom-
specifikus MLCK fehérjén potencialisan PKC-fiigg6 foszforilacios
helyeket azonositottak®. Egyes vizsgalatok ki is mutattak PKC A&ltal
kivaltott RLC foszforilaciét a szivben®**’, azonban madasok ennek
ellenkezGjére szolgaltattak bizonyitékot'*”'°!, Mindenestre a kardialis
MLCK és a RLC a PKC potencialis disztalis jelatviteli célpontjai lehetnek,
melyek részt vesznek az apelin-indukalta inotrép valasz kozvetitésében.

A MAPK-ok jol ismertek, mint a sziv fizioldgids és Kkoéros
folyamatainak fontos regulatorai'®. Azonban csak egy-két kézlemény
szamolt be arrdél, hogy szerepiik lehet a kamrai kontraktilitas
szabalyozasidban®"'%. A mi vizsgalatunk olyan eredményeket mutat be,
melyek demonstraljadk, hogy az apelin stimulus az ERK1/2
aktivacidjahoz vezet a szivizomban, valamint ezen aktivacié gatlasaval
az apelin inotrép valasza gyengithet6. Korabban mar bizonyitottuk,
hogy a NHE aktivacidja hozzdjarul az apelin-indukalta inotrép
hat4shoz'**% Mivel az ERK1/2 a NHE ismert regulatora’®, véleményiink
szerint az apelin jelatvitelében az ERK1/2-NHE tengely fontos szerepet
jatszik. Az ERK1/2 aktivacidja, sok mas mellett, létrejohet PKC-kon
keresztiil*. Tudva, hogy a PKC érintett az apelin inotrép jelatviteli
rendszerében, logikus lehet6ség, hogy az ERK1/2 apelin-fiigg6
aktivacidja PKC-n keresztiil medialt. Azok az eredményeink azonban,
melyek szerint a kontraktilitast gyengiteni képes PKC gatlasnak semmi
hatdsa nem volt az apelin indukalta ERK1/2 foszforilaciéra, azt
bizonyitjdk, hogy az apelin-dependens ERK1/2 aktivacié a PKC-ktol
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fiiggetleniil jon létre. Azaz a PKC és az ERK1/2 egymastdl fiiggetlen,
parhuzamos jelatviteli utak, melyek az apelin pozitiv inotrép hatasat
kozvetitik.

OSSZEFOGLALAS

Munkank soran az apelin, illetve az ET-1 altal kivaltott inotrép
valasz jelatviteli mechanizmusait  tanulmanyoztuk izolalt
patkanyszivben. Kutatasaink legfontosabb eredményeiként kimutattuk,
hogy (1) az ET-1-indukalta szivizomkontrakcid-fokozodas fiigg a
NAD(P)H oxidaz eredetli ROS termel6déstdl, amely (2) aktivalja az
ERK1/2 jelatviteli rendszerét. (3) Mitokondrialis kaliumcsatornak
(mitoKarp and BKc.) sziikségesek az ET-1 inotrép hatasanak
kozvetitéséhez, azonban ez a jelenség ROS-t6l fliggetlen
mechanizmusnak tlinik. (4) Azonositottuk a specifikus PKCe
izoenzimet, mely apelin stimulus hatasara aktivalasra keriil. (5) Jelen
vizsgalat demonstralta, hogy az apelin stimulus az ERK1/2
foszforilaci6jadhoz vezet, valamint, hogy az ERK1/2 aktivacidja
elengedhetetlen a teljes apelin-indukalta inotrép valasz kialakuldsahoz.
(6) Ezen feliil adataink alatamasztjak, hogy az ERK1/2 aktivacidja PKC-
ktol fiiggetlen modon jon létre. (7) Azt is els6ként sikeriilt
bizonyitanunk, hogy a miozin kénny{ilanc kinaz aktivitasa sziikséges az
apelin altal kivaltott kontraktilis er6 novekedés létrejottéhez. Ezaltal
egy Ujabb olyan mechanizmust sikeriilt az apelin inotrdp jelatviteléhez
kapcsolnunk, mely alatdmasztja azt a hipotézisiinket, hogy az apelin
inotrop hatésa legf6képpen a miofilamentumok Ca?* érzékenységének
fokozasaban jelenik meg.
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HIVATKOZASOK

A hivatkozdsok listdja a tézisfiizet angol vdltozatdban taldlhaté.
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