Zarojelentés

“A szivizom-kontraktilitds endogén peptiderg szabalyozé6 mechanizmusainak
vizsgalata”

cimdl, K 69118 szamu OTKA palyazatrdl

A palydzati munkatervvel 6sszhangban a tervezett vizsgdlatok megvaldsultak. A
szliletett eredmények zome kozlésre kerilt, egyesek elOkészités illetve revizid
alatt allnak.

Kutatasi eredmények rovid osszefoglalasa:

I. Mitogénaktivalt-proteinkinazok szerepe a kamrai kontraktilitas
szabalyozasaban:

A krénikus szivelégtelenség a vezetd haldlokok kozé tartozik a fejlett
orszagokban. A kamrai szisztolés diszfunkcido kezelésében kozponti szerepet
jatszanak az intravénasan alkalmazott pozitiv inotrop szerek. A leggyakrabban
hasznalt szerek kozé a béta-adrenerg agonistdk és a foszfodiészteraz gatldk
tartoznak, melyek a cAMP szint nodvelésén keresztil hozzdk létre a hatasukat.
Rovidtdvon dramatikus moddon javitjdk a balkamra-funkciét és csokkentik a
klinikai tliineteket, azonban hosszu tavu alkalmazasuk rontja a betegek tulélési
esélyeit. Ennél fogva alapveté fontossagu, hogy Uj, kedvezdbb hatasprofillal
rendelkez0 jelatviteli utakat azonositsunk, melyek el6énydsen képesek
befolyasolni a kamrai kontraktilitdst. Munkank soran a mitogén-aktivalta protein
kindzok csaladjaba tartozd extracellularis szignal-reguldlt kinaz 1/2 (ERK1/2) és
a p38 mitogénaktivalt-proteinkindz (p38-MAPK) szerepét vizsgaltuk a
ezen MAPK-ok ellentétes hatdssal rendelkeznek, mig az ERK1/2 fontos szerepet
jatszik az endothelin-1 pozitiv inotrop hatasanak kozvetitésében, addig a p38-
MAPK aktivacidja negativan moduldlja azt. Kimutattuk, hogy az epidermalis
novekedési faktor-receptor az ERK1/2 proximalis szabalyozéjaként, mig a p90
riboszémaélis S6 kinaz/Na*-H* exchanger jelatvivé atvonal az ERK1/2
effektoraként funkciondl. Tovabba, a p38-MAPK a szarkoplazmatikus retikulum
Ca?*-ATPaz funkcidjat szabalyozd foszfolamban defoszforilacidoja révén
csokkentheti a kamrai kontrakcios er6t. Eredményeink felvetik, hogy az ERK1/2
jelatviteli Ut aktivalasa, illetve a p38-MAPK gatlasa a szivizom-kontraktilitas
fokozasanak 0j utjait jelenthetik (Szokodi és mtsai, Circulation. 2008).

I1. Reaktiv oxigén gyokok szerepe a kamrai kontraktilitas
szabalyozasaban:

Krdénikus szivelégtelenségben a fokozott oxidativ stressz fontos szerepet jatszik a
kamrai diszfunkcio létrejottében. Azonban a reaktiv oxigén gyokdk (ROS)
ismeretlen a szivben. Jelen munkank célja az endogén ROS termelddés illetve az
altaluk aktivalt szignal mechanizmusok szerepének vizsgalata volt a szivizom-
pozitiv inotrop hatdsat szignifikansan fokozta az antioxidans N-acetilcisztein (500
gmol/L) (P<0.01) és a NAD(P)H oxidaz gatlé apocynin (100 umol/L) (P<0.05)
izoladlt patkanysziv modellen. Tovabba, a dobutamin-indukalta foszfolamban



foszforilaciét jelentésen fokozta a NAD(P)H oxidaz gatlas. Az ET-1 (1 nmol/L)
intrakoronarids infuzidéja szignifikdns mértékben fokozta a ROS termel6dést
(P<0.05), melyet az N-acetilcisztein teljes mértékben kivédett (P<0.05). Az N-
acetilcisztein és a szuperoxid-dizmutdaz MnTMPyP (10 pmol/L) 33%-kal
(P<0.001) illetve 35%-kal (P<0.05) csokkentette az ET-1 pozitiv inotrop hatasat.
A NAD(P)H oxidaz gatlé apocynin 36%-kal (P<0.001) gyengitette az ET-1 inotrop
effektusat. Tovabba, az ET-1 szignifikdnsan fokozta az ERK1/2 foszforilaciéjat
(P<0.001). Az ERK1/2-t aktivalé MEK1/2 specifikus gatlészere, az UO126 (1.5
umol/L), kivédte az ET-1 altal indukalt ERK1/2 foszforilaciot, valamint 49%-kal
csOkkentette a peptid inotrop hatasat (P<0.05). Végezetlil, az N-acetilcisztein
(P<0.01) és az MNnTMPyP (P<0.001) szignifikansan redukalta az ET-1 effektusat
az ERK1/2 foszforilaciora. Eredményeink szerint a reaktiv oxigén gyokok, mint
jelatvivé molekuldk, szerepet jatszanak a fizioldgias folyamatok szabdlyozasaban
a miokardiumban. A NAD(P)H oxidaz termelte ROS kettds funkciét tolt be a
stimulacidjakor fellépd pozitiv inotrop hatast markansan ellensulyozza a
szimultan fokozdédd ROS termelddés a foszfolamban foszforilacié csdkkentése
révén. Masrészt, az ET-1 pozitiv inotrop hatasat részben a NAD(P)H oxidaz altal
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mtsai, J Mol Cell Cardiol. 2011; Perjés és mtsai, Acta Physiol (Oxf.). 2012).

III. Az nNOS-eredetii NO szerepe a szivizom-kontraktilitas
szabalyozasaban:

A nitrogén-monoxid (NO) fontos moduldatora a sziv pumpafunkciéjanak,
ugyanakkor a neuronadlis tipusi NO szintetdz (nNOS) szerepe a szivizomban
ellentmondasos. Jelen munkankban arra kerestlink valaszt, hogy az endogén
nNOS miként befolyasolja az ET-1 pozitiv inotrop valaszat, valamint ezen hatasat
milyen mechanizmusokon keresztil valdsitja meg. Izolalt patkanysziven az ET-1
(0.5 nmol/L) pozitiv inotrop hatasat szignifikdnsan fokozta a nem szelektiv NOS
inhibitor N-nitro-L-arginin metilészter (L-NAME, 300 pmol/L) és a szelektiv nNOS
inhibitor S-metil-L-tiocitrullin (SMTC, 3 pmol/L). Hasonldéan, a szolubilis
guanilatciklaz inhibitor ODQ (10 pmol/L) és a proteinkinaz-G (PKG) gatlé KT5823
(100 nmol/L) felerbsitette az ET-1 inotrop hatdsat. Tovabba, az ET-1 fokozta a
cGMP bal kamrai szintjét, mely hatast az L-NAME és az SMTC kivédett. A
foszfodiészteraz 5A gatld sildenafil (1 pmol/L) szignifikdnsan novelte a ET-1 (1
nmol/L) hatdsat a szoveti cGMP szintre, valamint ezzel parhuzamosan
markansan gyengitette az ET-1 inotrop effektusat. Eredményeink szerint az
nNOS-eredetli NO ellensulyozni képes az ET-1 pozitiv inotrop hatasat. Adataink
arra utalnak, hogy az nNOS é&ltal termelt NO a szolubilis guanilatciklaz—cGMP
—PKG jeladtviteli Ut aktivaciéjan keresztil moduldlja az ET-1 hatasat a
kontraktilitasra. (Kubin és mtsai, 2012, el6késziletben).

IV. Az extracellularis szignal-regulalt kinaz szerepe az adrenomedullin
pozitiv inotrop hatasaban:

Az ERK1/2 abnormalis aktivacidja kézponti szerepet jatszik a karcinogenezisben.
Jelenleg klinikai vizsgalatokban tesztelik egyes kis molekulasulyad MEK1/2
inhibitorok (ERK1/2 proximalis aktivatorai) hatékonysagat daganatos
betegségekben. Az ERK1/2 fizioldgids szerepe a szivben nagyrészt ismeretlen.
Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az adrenomedullin (AM) nev(i peptid
egyike a szivizom-kontraktilitds legpotensebb aktivatorainak, azonban hatasanak
pontos mechanizmusa még nem tisztazott. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy



az AM direkt szivhatasanak kozvetitésében milyen szerepet jatszik az ERK1/2. Az
AM (1 nmol/L) 30 perces intrakoronarias infuzidja izoldlt patkanysziven
szignifikdnsan fokozta a szivizom-kontraktilitast, valamint az ERK1/2
foszforilaltsagi allapotat. A specifikus MEK1/2 gatlé U0126 (1.5 pmol/L) kivédte
az ERK1/2 foszforilacié fokozddasat, valamint 40%-kal gyengitette az AM pozitiv
inotrop hatasat (P<0.01). Az epidermalis novekedési faktor-receptor gatlasa
(AG1478, 1 umol/L) szimultdn csdkkentette az ERK1/2 foszforilaciét és az AM
pozitiv inotrop hatdsat. Tovabba, az ERK1/2 altal szabdalyozott Na*-H* exchanger
mikodésének gatlasa (zoniporide, 1 pmol/L) hasonld mértékben csokkentette az
AM pozitiv inotrop hatasat, mint az ERK1/2 illetve az epidermalis ndvekedési
faktor-receptor gatldsa. Eredményeink szerint az ERK1/2 fontos szerepet jatszik
az AM pozitiv inotrop hatasanak kozvetitésében. Kimutattuk tovabba, hogy az
epidermalis novekedési faktor-receptor az ERK1/2 proximalis szabalyozdjaként,
mig a Na*-H* exchanger az ERK1/2 effektoraként funkcional. Eredményeink
felvetik, hogy a MEK1/2-ERK1/2 jelatviteli Ut daganatellenes célzott gatlasa
ronthatja a betegek szivizom-kontraktilitdsat (Skoumal és mtsai, 2012, revizid
alatt).

V. A prolaktin-releasing peptid szerepe a kamrai kontraktilitas
szabalyozasaban:

A hypothalamus eredet( prolaktin-releasing peptid (PrRP) a GPR10 elnevezésli
arvareceptor endogén ligandja. A peptid bioldgiai hatdsait mindeddig szinte
kizarélag a kozponti idegrendszerben vizsgaltak. Valdszinlsithetd, hogy a PrRP
szerepet jatszik a nociceptiv folyamatokban, a stresszreakcié kivaltasaban,
valamint a vérnyomas centrdlis szabdlyozasaban. A kdzelmultban kimutattak,
hogy a patkany miokardiumban specifikus PrRP kétOhelyek talalhatok, azonban a
peptid funkcionadlis jelent0sége a szivben mindmaig ismeretlen. Kisérleteinkben a
PrRP direkt szivhatdsat és az azt kozvetitd szigndl mechanizmusokat kivantuk
karakterizalni. Izoldlt patkdnysziven a PrRP-31 (1-100 nmol/L) 15 perces
intrakoronarids influzidja dézisfiiggd, lassan kialakulé pozitiv inotrop hatdast
valtott ki. A PrRP maximalis hatasa 10 nmol/L-os koncentracidonal jelentkezett
(13.6%=3.1, P<0.001). A kdvetkez6kben azt vizsgaltuk, hogy a peptid hatasat
egyes ellenregulalé mechanizmusok miként befolyasoljak. A cAMP katabolizmust
végz6 foszfodiészterazok gatlasa (IBMX, 10 pmol/L) nem mddositotta a PrRP
inotrop hatasat (10.7+1.9%, P=NS), arra utalva, hogy az effektus |étrejottében
cAMP-fligg6é mechanizmusok nem vesznek részt. A proteinfoszfatdz-1 és a
proteinfoszfataz-2A gatlasa (calyculin A, 1 nmol/L) szignifikansan fokozta a PrRP-
re adott inotrop valaszt (P<0.001), mig a proteinfoszfatdz-2A specifikus
blokkoldsa (okadaik sav, 10 nmol/L) nem befolyasolta azt (P=NS). A
proteinkindz-Ca farmakoldgiai gatlasa (Ro32-0432, 100 nmol/L) szignifikdnsan
novelte a PrRP inotrop effektusat (21.6+3.4%, P<0.001), valamint fokozta a
foszfolamban foszforilacidjat (1.5+0.09 vs. 1.0+0.18; P<0.001), mely fehérje
kulcsszerepet tolt be a szarkoplazmatikus retikulum Ca2*-ATPaz mikodésének
szabalyozasaban. Eredményeink - a PrRP pozitiv inotrop hatasanak leirdsa révén
- els6ként vilagitanak ra a peptid élettani jelent6ségére a szivben. Vizsgalataink
szerint a PrRP pozitiv inotrop hatasat cAMP-t6l fliggetlen mechanizmusok
kozvetitik, melyeket a proteinkindz-Ca és a proteinfoszfatdz-1 szimultan
aktivaciéja jelentékenyen csékkent a foszfolamban fehérje defoszforilacidja révén
(Kényi és mtsai, Regul Pept. 2010).



VI. A neuronostatin szerepe a szivizom-kontraktilitas és a sejttalélés
szabalyozasaban:

A neuronostatin (NST) fehérjét a kozelmultban izoldltak. A szomatosztatin gén
altal kodolt protein szerepét felvetették az idegi folyamatok, a vérnyomas, illetve
ismeretlenek. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az NST miként befolyasolja a
sziv pumpafunkciéjat, a szivizomsejtek tulélését és novekedési folyamatait.
Tovabba, a hatdasok koOzvetitésében szerepet jatszé intracellularis
mechanizmusokat kivantuk azonositani. Izolalt sziv preparatumon az NST
(0.1-10 nmol/L) 15 perces adagolasa nem valtott ki inotrop hatast. Tovabba, az
NST (10 nmol/L) nem befolydsolta a béta-adrenerg agonosta izoprenalin (1
Mmol/L) pozitiv inotrop effektusat, illetve a Frank-Starling valaszt. Ugyanakkor az
NST (10 nmol/L) szignifikdnsan csokkentette az ET-1 (1 nmol/L) kontraktilitast
fokozd hatasat, melyet a p38-MAPK erételjes foszforilacidja kisért. Sejtkultdran
az NST alacsony dozis mellett (0.1 nmol/L) indukdlta a fehérjetranszlacio
gépezetét a p38-MAPK foszforilacidja illetve az eukariota elongaciés faktor 2
(eEF2) defoszforilaciéja révén. Magas doézis mellett az NST (100 nmol/L)
csokkentette az Akt foszforilaciéjat és ezzel parhuzamosan nekrotikus
sejtelhalast valtott ki, mig az apoptotikus sejthalal el6fordulasat nem
befolyasolta. Eredményeink szerint az NST moduldlni képes a sziv kontraktilitis
erejét, a szivizomsejtek novekedését és tulélését. (Vainio és mtsai, J Biol Chem.
2012).

VII. Direkt adrenomedullin géntranszfer hatasanak vizsgalata fiziolégias
és patofiziologias viszonyok kozott:

Az adrenomedullin (AM) termel6dése a szivben szamos patofizioldgias allapotban
fokozddik, azonban a peptid hatdsa a kamrai remodelling folyamatara kevéssé
ismert. A kérdés tisztdzasa céljabol direkt AM géntranszfert végeztiink
egészséges, illetve koéros sziv(i patkanyokban (bal kamrai nyomas tulterhelés,
miokardialis infarktus). Kisérleteinkben az AM gént egy adenovirus vektorhoz
kototten injektdltuk patkanyok bal kamrai faldaba. Nyomas tulterhelés céljabdl 14
napig infundaltunk angiotenzin II-t (33 pg/kg/dra), miokardidlis infarktust a bal
kamrai elllsé leszalld koronaria ag lekotésével hoztunk létre. Direkt AM
géntranszfer 20-szorosara novelte a bal kamrai AM mRNS-szintet.
Echokardiografidas vizsgalatok szerint a frakcionadlis rovidilés és az ejekcios
frakcid szignifikdnsan n6tt az AM géntranszfer utan. Ex vivo, izolalt perfundalt
patkanysziveken az AM géntranszfer szignifikdnsan fokozta a szisztolés funkciot,
mig a diasztolés funkciét nem befolyasolta. Western-blot analizis szerint az AM
overexpresszié jelentés mértékben fokozta a proteinkindz-C-epszilon és a
proteinkinaz-C-delta izoforma transzlokacidjat. Az AM géntranszfer szignifikansan
csOkkentette az angiotenzin II altal indukalt bal kamrai hipertrofidat, ennek
ellenére a szisztolés kamrafunkcid megtartott volt, szivelégtelenség jeleit nem
tapasztaltuk. Miokardialis infarktust kovetéen az AM overexpresszid csokkentette
a bal kamra falvastagsagat, novelte a kamrai diasztolés atmérét, valamint
szignifikansan rontotta a bal kamra szisztolés funkciéjat. Eredményeink szerint
az AM normal sziveken képes javitani a szisztolés funkcidt, mig a diasztolés
funkcidt nem befolyasolja. Patofizioldgids viszonyok kozétt az AM kontextusfliggd
moddon moddositja a bal kamrai remodelling folyamatat: az AM géntranszfer
adaptiv valaszt valt ki nyomastulterhelés-indukalta bal kamrai hipertréfiaban,
mig maladaptiv folyamatokat idéz el6 miokardialis infarktust kdvetéen. (Leskinen
és mtsai, J Gene Med. 2008).



VIII. A STAT3 transzkripcios faktor szerepe az angiotenzin II-altal
indukalt bal kamrai remodellacioban:

A parthenolide molekula igéretes daganatellenes szer, mely a STAT3 (“signal
transducer and activator of transciption 3”) transzkripcids faktor gatladsan
keresztil fejti ki hatdsat. STAT3 aktivacié megfigyelheté bal kamrai
hipertréfidban, ugyanakkor pontos szerepe ismeretlen. Jelen munkankban a
parthenolide molekula hatasat vizsgaltuk angiotenzin II-altal indukalt bal kamrai
remodellacidban. Az 1 hetes Ang II infuzid (33 pg/kg/éra) him patkanyokon
jelent0s bal kamrai hipertrofiat hozott Iétre, mellyel parhuzamosan fokozddott a
STAT3 foszforilacidja (Tir705 illetve a Szer727 helyeken). Parthenolide (0.5 mg/
kg/nap) markansan csOkkentette a bal kamrai hipertréfiat, mig a balkamra-
funkcié intakt maradt. Ang II hatdsara fokozdédott a prolil-4-hidroxildz béta
(P4HB) pozitivitast mutatd sejtek szama, mely a kollagén-szintetizald sejtek
markere. Parthenolide kezelés jelent6sen visszaszoritotta a P4HB-pozitiv sejtek
szamat. Hasonlé mddon, a parthenolide csbkkentette az Ang II altal indukalt bal
kamrai fibrézist valamint a kollagén-1 és a fibronektin molekulak
génexpressziojat. Tovabbd, a parthenolide kezelés csokkentette a prohipertroéfias
hatadsu, fibroblaszt-eredetli interleukin-6 molekula fokozott expresszidjat.
Eredményeink szerint a STAT3 farmakoldgiai gatlasa elénydsen befolyasolja a bal
kamrai remodellacié folyamatat a fibroblaszt aktivacid csokkentése révén.
Eredményeink felvetik, hogy a parthenolide molekula - a daganatellenes terapiak
mellett - hatékony lehet egyes kardiovaszkuldris korképek kezelésében is
(Skoumal és mtsai, J Mol Cell Cardiol. 2011).

IX. Adrenomedullin szerepe a kardiovaszkularis rendszer
szabalyozasaban:

Osszefoglal®é munkdnkban az adrenomedullin jelent8ségét taglaltuk a
kardiovaszkularis rendszer regulaciéjaban. Bemutattuk a peptid szerepét a
szivizom-kontraktilitds és a koronariakeringés szabalyozasaban élettani
korilmények kozott. Tovabba, osszefoglaltuk a peptid citoprotektiv és
angiogenetikus hatdsat, valamint patofizioldgiai jelentdségét szivelégtelenségben

(Szokodi I, Ruskoaho H. 2008).

X. Apelin szerepe a kardiovaszkularis rendszer szabalyozasaban:

Osszefoglald munkankban az apelin funkciondlis jelentdségét mutattuk be a
kardiovaszkularis rendszerben fiziolégids és patofiziolégids viszonyok kozott.
Osszegeztiik az apelin szerepét a szivizom-kontraktilitds, a koronariakeringés, az
angiogenezis és a kardiogenezis szabalyozasaban. Bemutattuk tovabba, a peptid
miokardialis citoprotektiv, antifibrotikus és antihipertréfids hatasat patofizioldgias
allapotokban (Perjés és mtsai, 2012, kozlésre elfogadva).



