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Hattér

A mortalitdsi és morbiditdsi statisztikdk elsé helyén a sziv és érrendszeri betegségek dllnak, ezért
kialakuldsuk molekuldris hatterének megismerése fontos kutatasi terilet. Kifejl6désiikben
mechanikai-hemodinamikai tényez6k és neuroendokrin faktorok egyarant szerepet jatszanak. A
szabalyozd rendszer egy Uj eleme az angiotenzin receptor-szer(i 1 (APJ) receptor és endogén ligandja,
az apelin, szereplik a sziv és érrendszerben ugyanakkor csak részben ismert. Az apelin a szivszovetben
és az érfali endotheliumban is kimutathatd. Az APJ receptor és az apelin szerepet jatszik az érfejl6dés
szabalyozasaban, az apelin hypotenziv hatasu, az endotheliumban mitogén aktivitasu. Ez felveti, hogy
az apelin/APJ receptor jelatvitelnek szerepe lehet az angiogenezisben és a sérilt endothelium
potlasdban. Vizsgalatainktdl azt vartuk, hogy sikeriil az apelin sziv és érrendszerre, az endotheliumra
gyakorolt fiziolégias és patoldgids hatdsairdl és szerepér6l egy atfogd képet kapnunk
egészségesekben és szivelégtelenségben. Az apelin kardiovaszkuldris hatdsainak jellemzése és
szivbetegségekben vald leirdsa Uj terapias tamadaspontot jelenthet a szivbetegségekben.

Eredmények révid ismertetése:

1. Apelin diabeteses bal kamrai dysfunctioban. Allatkisérletek

Az apelin szerepét egyfelSl egy allatkisérletes diabeteses szivbetegség modellben jellemeztiik. A bal

kamrai dysfunctio kisérletes vizsgalatdra kontroll és streptozotocinnal-indukalt diabeteses

patkdnyokban (n=15 csoportonként) szubkutdn implantalt ozmotikus minipumpdk segitségével

angiotensin Il infundaltunk 24 6radn keresztil. A vizsgalat végén a bal kamrakat és a plazmat

szeparaltuk tovabbi vizsgalatokra. A modell ellendrzésére a szivsuly/testsuly aranyokat, a biokémiai

markerek koézll az atrialis natriuretikus peptid (ANP) génexpresszidjat hataroztuk meg. A

hemodinamikai paramétereknek az online telemetridval korabban jellemzett eredményeket

hasznaltuk fel. Az apelin és az APJ receptor mRNS szinteket real time quantitativ PCR technikaval

hataroztuk meg; az ANP szivbeli génexpresszidjanak vizsgalatdhoz Northern blot analizist

hasznaltunk.

= A bal kamrai apelin and APJ mRNS expressziék 50% és 63%-kal alacsonyabbak voltak a
streptozotocinnal kezelt dllatokban, mint a kontrollokban (P<0.001).

= A bal kamrai APJ mRNS szintek forditott 6sszefliggést mutatnak a bal kamrai témeggel (r=-0.58,
P<0.001) és az ANP mRNS szintjeivel (r=-0.61, P<0.001).

= Az angiotenzin Il infuzidk hatasara bekodvetkezett expresszidé-fokozddas a kontroll és diabeteses
allatokban nem mutatott kilénbséget (1. abra).

= A bal kamrai apelin mRNS szintekben mért valtozasok fliggetlenek voltak a szérum koleszterin,
triglicerid szintektdl kontroll és diabeteses allatokban egyarant.

= Sejtkulturdban tartott patkany kamrai szivizomsejtekben az APJ receptor mRNS szintek
hyperglikémia hatadsara szignifikdns csokkenést mutatnak, ugyanakkor az apelin expresszidja
valtozatlan marad. Az in vitro és in vivo eredmények kozotti korreldcid 6sszességében az
endothelidlis apelin termel6dés mellett a szivizomsejtek szivszoveti atépulésben betoltott
szabalyozd szerepét valdszindsiti.

2. Apelin és diabetes. Apelin plazmaszintek szivkatéterezésre keriilt betegekben

Hasonlé eredményeket kaptunk diabeteses szivbetegek klinikai vizsgalata soran is. A Balatonfiredi
Allami Kérhazban szivkatéterezésre keriilt szivbetegekbdl (n=86) levett vérbdl plazmat szeparaltunk,
majd elvégeztiik az extrakciot. Az apelin szintek meghatdrozasa az apelin-36 ELISA kit-tel tortént. Az
apelin és szamos klinikai és humoralis paraméter 6sszefliggését vizsgaltuk. Eredményeink szerint az
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apelin expresszidja a diabetesben és szivbetegségekben szenvedbkben szignifikdns Osszefliggést
mutat. A mért apelin-36 szintek: normal glikéz toleranciaju betegekben: 7.6+2.06 ng/ml;
IGT: 5.05+4.45; 2-tipusu diabetesben: 6.68+2.53; a teljes diabeteses (IGT+DM2T) populdcidéban:
6.83%2.79 ng/ml, amely Gsszességében az apelin cs6kkent termel6dését mutatja diabetesben.
Osszefiiggés volt kimutathaté az apelin és olyan klinikai valtozék, mint a keringé leptin-szintek
(p<0.05), HOMA szintek (p<0.001), DKK-1 szintek (p<0.05), usCRP (p<0.05), szisztolés vérnyomas
(p<0.05) és kilonboz6 csontmarkerek, igy pl. a BMD L1-4 szintek (p<0.01) kozott. Az arteriosclerosis
sulyossagaval (cathether score) nem volt kimutathato kapcsolat.

3. Apelin és mikrocirkulacid. Laser Doppler mérések

A periférias mikrocirkulacié és az endothel funkcid (vaszkularis reaktivitas, mikrocirkulacids zavar)

vizsgalatara a laser Doppler aramlasmérést alkalmaztunk. A miszer validalasat kovetSen, az elsé

vizsgalatokat kontrollokon a Semmelweis Egyetem |. Belgydgyaszati Klinika Keringés

Laboratériumaban végeztiik. Az endothelfunkcié becslése specifikus stimulusokra adott vazodilatacio

meghatdrozaval tortént. A bdrbe juttatott apelin, illetve a kontroll acetilkolin altal kivaltott

aramlasnovekedést, szisztémas hatas nélkil, noninvaziv moddon laser Dopplerrel kombinalt

iontophoresis metodikdv kozvetlenlil mértiik. A Perilont mikrofarmakoldgiai rendszer segitségével a

bal alkaron elhelyezett flthet6, gydgyszeradagold elektréddval apelin-36-ot ill. apelin-13-at

iontophoretizaltunk 10™, és 107 mol/l (6.94x10™", és 10 g apelin-36, 0.5-ml végtérfogat; 0.1 mA, 30

sec és 0.16 mA, 30 sec) ddzisban egészséges kontrollok (n=5) alkarjaba.

= Kontrollként 1 %-os ACh oldatot vittiink a bérbe 30 sec alatt, 0.1 mA dramerésséggel, majd 2
perc elteltével 30 sec alatt, 0.16 mA aramerdséggel.

= Rogzitettlik a nyugalmi aramlast, majd a hyperaemias gorbét a csucsaramlds lezajlasat kovetben
2 percig. 107 mol/l apelin-13 hatasara tranziens, 3-5 perc alatt lecsengd aramlasfokozédast
detektaltunk két esetben, mig 3 esetben szignifikans apelin hatas nem volt detektdalhato.

= A vizsgalat masodik felében bevalasztott 2 szivelégtelen beteg esetében az apelin
egészségesekben perfuzié fokozé hatdsa nem volt detektdlhato.

4. Endothelialis progenitor sejtek mérése és izolalasa

A kering6 endothelidlis progenitor sejteknek (EPS) szerepe lehet a neoangiogenezisben. A
csontvel6b6l a sejtek a keringésbe keriilnek, differencialédnak, és részt vehetnek a sérilt
endothelium podtlasaban. Az EPS csokkent csontvel6i mobilizacidja sziv és érrendszeri
megbetegedésekhez vezethet; a csokkent keringé EPS szam fokozott rizikét jelent koszoruér-
betegségben. Feltételeztiik, hogy apelin befolyasolja az EPS kifejezettebb mobilizacidjat,
differencidlodasat és mulkodését. A kronikus szivelégtelenségben szenvedd betegek és kontroll
személyek bevalasztdsat és mintavételt a Gottsegen Orszdgos Kardiolégiai Intézetben és a
Semmelweis Egyetem |. Belgydgyaszati Klinikan végeztik el (n=25 beteg, ill. 26 egészséges, hasonld
életkoru egészséges kontroll). Az EPS szeparacios technika beadllitasat, a vizsgdlni kivant sejtpopulacié
fluoreszcencia aktivalt szeparaldsat, a specifikus sejtfelszini markerek expressziéjanak, igy a KDR
(VEGF-receptor), a CD133, valamint az APJ receptor meghatdrozasat, és a szepardlt sejtek
fagyasztdsos tdrolasat az MTA Enzimoldgiai Intézetében végeztik el (2. abra). Jellemeztik a flow
cytometrids értékek, a hemodinamikai, valamint részletes klinikai és laboratériumi paraméterek
statisztikai 6sszefliggéseit. A sejtekbdl RNS-t izoldltunk, majd a cDNS-bél az apelin és APJ receptor
PCR reakciét végeztiink.

A keringé KDR/CD133 sejtek szama a szivelégtelen és kontroll csoportokban szignifikdinsan nem
kiilonbozott, a keringésbdl szeparalt sejtek szama és a klinikai valtozdk kézott nem volt 6sszefliggés
kimutathatd. A quantitativ RT-PCR analizis és flow cytometria alapjan megallapitottuk, hogy az APJ
receptor igen alacsony mRNS expresszidt és sejtfelszini immunogenitast mutat az EPC sejtekben. Az
apelin protein expresszidja Western blottal ugyanakkor nem volt detektdlhaté. A sejtfelszini APJ
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receptor immunogenitds csokkend tendenciat mutat szivelégtelenségben, azonban nem mutatott
szignifikdns Osszefliggést a szivelégtelenség sulyossdgdval és becsilt progndzisaval (NYHA, Seattle
score), a betegség etioldgidjaval, a betegek nemével, a gydgyszerelésiikkel és mas klinikai
laboratériumi valtozokkal.

Az EPC sejtkultdrdban is tarthatéak. NYHA 3-as stadiumu szivelégtelen betegekbdl és egészséges
kontrollokbdl sejteket szortoltunk, majd tovabbi szaporitasukat a SE Kardioldgiai Kézpont laborjaban
végeztiik. A sejteket a szortoldst kdvet6en EGM-2 médiumban névesztettilk. A G-protein kapcsolt
receptorok, valamint a tovabbiakban tervezett, apelin jelatvitelért részben felelds foszfatidil-inozitol
3 kindz jelatviteli mechanizmusok microarray jellemzése a zardjelentés benyljtasakor még
folyamatban van.

5. Human embrionalis Gssejtbdl differencialt endothelialis progenitorsejtek (hESC-EC)

A keringésben alacsony szdmban el6forduld endothelidlis progenitorokat (ill. ezekhez hasonld
endothelidlis sejteket) laboratériumi koriilmények kézott nagy mennyiségben is el6 tudtuk allitani. Az
Imperial College Londonnal egylttmi{kodésben ehhez differencidlatlan H7 human embrionalis
Gssejteket Activin es BMP4 citokinekkel kezeltiik, majd a differencialt sejtkultdrabdl CD31 antitesttel
megjelolt sejteket sejtszeparaléval (FACS) valogattuk ki. A hESC-EC-ket morfoldgia, acetildlt-LDL
felvétel, CD31 es von Willebrand faktor markerek, valamint endothel specifikus gének (eNOS,
angiopoietin-2, endothelin) expresszidjaval jellemeztik. Igazoltuk, hogy a feln6tt endothel sejtekhez
hasonléan a hESC-EC kapillarisokat képez Matrigelen (3. dbra).

Automatizalt fluoreszcens mikroszképos technikaval (Cellomics arrayscan) megfigyeltik, hogy a
PI3K/Akt inhibitor LY294002 csokkenti a képzett kapillarisok komplexitasat, tertletét és hosszdt in
vitro. Az LY294002 emellett csokkenti a proliferdld hESC-EC sejtek aranyat a kontrollokhoz képest. A
sejtek életképességét és az indukalhatd sejthalal mértékét a PI3K/Akt jelatviteli it modulédlasa nem
modositotta. Részben tisztaztuk a jeldtvitelben fontos szerepet jatszé tovabbi Osszetevik
jelentdségét. A PI3K/Akt jelatviteli Ut tobbek kozott befolyasolja FOXO1A és FOXO3A transzkripcids
faktorok mi(ikoédését, melyek fontos szerepet jatszanak a sejtek proliferaciéjanak és
metabolizmusanak szabalyozasaban, valamint az apelin és mas G-protein-fliggé jelatviteli
detektalhatd volt a FOXO1A mRNS megnovekedett szintje is, amely a FOXO1A tobbszintd
aktivacidjara utal. A FOXO3A sejten beliili eloszlasara az LY294002 nem volt hatassal. Eredményeink
szerint a PI3K/Akt jelatviteli ut fontos szerepet tolt be a hESC-EC proliferacidjaban és in vitro
angiogenezisben. Automatizalt mikroszképos rendszert alkalmazva azt is megallapitottuk, hogy az
apelin-13 kezelés kozvetlenil nem befolyasolja a FOXO transzkripcids faktor nukledris aktivalddasat
és transzportjat embrionadlis Gssejt-eredet(i endothelsejteken és 24 6ras kezelésnek nincs hatdsa az
Gssejt-eredet(i endothelialis progenitorok proliferacidjara.

Kimutattuk, hogy az apelinnel ellentétben, az azzal homoldgiat mutaté angiotensinogen magas
expresszids aktivitast mutat az 6ssejt-eredetli endothelialis progenitorokban. Az &ssejtekbdl képzett
endothelidlis progenitor sejteket angiotensin ll-vel, angiotensin Il konvertaz inhibitor captoprillal,
valamint angiotensin receptor antagonista losartannal kezeltiik. Az angiotensin 1l a sejtek
sejthalalat, apoptosisat, és az in vitro angiogenezis kapacitasat (Matrigel assay, csokkent angiopoietin
2 mRNS szintek), ami az angiotensin Il 1. tipusu receptor allandé aktivitasara és annak funkcionalis
szerepére utal ezekben a sejtekben.

Eredményeink emellett az Gssejt eredetli endothelidlis progenitorok és felnétt endothelium eltéré
receptormintazatat, természetes immunvalasz jelatviteli folyamataiban mérheté alacsonyabb
valaszképességet (NFkB transzkripciés faktor, citokin-termel6dést) igazoltak. A sejtek a
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kardiovaszkularis és immunbetegségekben fontos jelatviteli ligandokra (pl. lipopoliszacharid és mdas
toll receptor ligandok) kevésbé érzékenyek, mint a feln6tt endothelsejtek; az éretlen
valaszreakciénak szerepe lehet kés6bbi  sejtterdpids, transzplantaciés beavatkozasok
megtervezésekor, valamint a sejtek in vitro betegségmodellekben valé alkalmazasakor.

A vizsgdlatok soran kontrollként szivm(tétek soran nyert human szivmintakbdl izolalt
endothelsejteket kivanjuk felhasznalni. A szévetmintakat enzimatikus Uton emésztettiik. Szlirést és
centrifugdldst kovetben, a kinyert sejteket, kapillaris darabokat endothelidlis novekedési faktorokkal
kiegészitett tapfolyadékban tenyésztettik. A tenyésztési korilményeket kiilonbozé felszini matrixok
(kollagén, laminin, zselatin, fibronektin) alkalmazasaval optimalizaltuk. A felnévekvd primer sejteket
anti-CD31 immunomagneses szeparacioval vagy puromycin kezeléssel tovabb tisztitottuk. A sejtek
kapillaris-képz6 kapacitasat Matrigelen (szolubilis extracellularis matrix) vizsgaltuk, acetilalt LDL (Dil-
Ac-LDL) felvétellel és von Willebrand faktor, CD31 kimutatdasaval jellemeztiik.

8. Egyéb, a palyazathoz kapcsolddo tevékenységek

,Ossejtek a kardidlis kutatasban és terapidban”. Tudomanyos szimpdzium és PhD kurzus. 2009.
november 25.-27. A Semmelweis Egyetem Kardioldgiai Kézpontjaban elsé alkalommal rendeztiink
Magyarorszdgon olyan tudomdnyos szimpdziumot és PhD kurzust, amelynek fékuszaban a kardialis
Ossejtkutatas allt. A meghivott neves hazai és nemzetkozi el6addk részletesen jellemezték a
kiilonb6z6 Gssejttipusok, igy az embriondlis, mesenchymalis, csontvel6-eredet( és szoveti Gssejtek in
vitro és in vivo tulajdonsagait. Kiilon szekcid foglalkozott a gyakorlati alkalmazasi lehet&ségekkel, igy
a génalapu kardiovaszkularis diagnosztikaval és terdpidval, a kilonb6z6 modern laboratdériumi és
képalkotd technikakkal, és a szbvetépités modern lehetGségeivel. A klinikai szekcidban az Gssejtek
kardiovaszkularis alkalmazasardl, igy tobbek kozott a magyarorszagi elsé Gssejtalapu terdpids
beavatkozasokrél, az eurdpai jogi szabalyozasrdl és etikai megfontolasokrol egyarant szo esett. A
nagysiker( szimpdzium utolsé napjan laboratériumi gyakorlati bemutatékra kerdilt sor.

9. Tovabbi kutatasi tervek

A munka folytatasaként tervezzilk az apelin-kapcsolt és egyéb kardiovaszkuldris microRNS-ek
expresszidjanak vizsgalatat, és azok szerepének leirdsat endothelidlis progenitor modellekben.
Emellett az itt jellemzett G-protein fligg6 mechanizmusokat in vivo transzplantalt endothelidlis
progenitor sejtekben is tovabb kivanjuk vizsgalni.
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1. dabra: Csokkent bal kamrai apelin-APJ expresszié diabeteses nyomasterhelésben. Atrialis
natriuretikus peptid, apelin és APJ receptor bal kamrai mRNS szintek kontroll (vehicle),
streptozotocin-kezelt (STZ) diabeteses és angiotensin llI-vel (Angll) infundalt patkanyokban. Kontroll
csoport génexpresszio=1, atlagtsem.
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2. dbra: Endothelidlis progenitorsejtek szivelégtelen betegek keringésében. Reprezentativ FACS
eredmények: CD133" KDR*, CD133"/KDR", APJ receptor jelélt EPC szubpopulécidk.



3. abra. Human embrionalis 6ssejtbdl differencialt endothelidlis progenitorsejtek. A sejtek az acetilalt
LDL-t felveszik (b), a CD31 és CD34 sejtfelszini markereket expresszaljak (c, d), extracelluldris matrix

felszinen kapillaris-szerd struktirakat képeznek (e), fibronektinen az Un. sebgydgyuldsi assayben (f)
motilitasuk szintén megfigyelhetd.



