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Háttér 
A mortalitási és morbiditási statisztikák első helyén a szív és érrendszeri betegségek állnak, ezért 
kialakulásuk molekuláris hátterének megismerése fontos kutatási terület. Kifejlődésükben 
mechanikai-hemodinamikai tényezők és neuroendokrin faktorok egyaránt szerepet játszanak. A 
szabályozó rendszer egy új eleme az angiotenzin receptor-szerű 1 (APJ) receptor és endogén ligandja, 
az apelin, szerepük a szív és érrendszerben ugyanakkor csak részben ismert. Az apelin a szívszövetben 
és az érfali endotheliumban is kimutatható. Az APJ receptor és az apelin szerepet játszik az érfejlődés 
szabályozásában, az apelin hypotenzív hatású, az endotheliumban mitogén aktivitású. Ez felveti, hogy 
az apelin/APJ receptor jelátvitelnek szerepe lehet az angiogenezisben és a sérült endothelium 
pótlásában. Vizsgálatainktól azt vártuk, hogy sikerül az apelin szív és érrendszerre, az endotheliumra 
gyakorolt fiziológiás és patológiás hatásairól és szerepéről egy átfogó képet kapnunk 
egészségesekben és szívelégtelenségben. Az apelin kardiovaszkuláris hatásainak jellemzése és 
szívbetegségekben való leírása új terápiás támadáspontot jelenthet a szívbetegségekben. 
 
 
Eredmények rövid ismertetése: 
 
1. Apelin diabeteses bal kamrai dysfunctioban. Állatkísérletek 
Az apelin szerepét egyfelől egy állatkísérletes diabeteses szívbetegség modellben jellemeztük. A bal 
kamrai dysfunctio kísérletes vizsgálatára kontroll és streptozotocinnal-indukált diabeteses 
patkányokban (n=15 csoportonként) szubkután implantált ozmotikus minipumpák segítségével 
angiotensin II infundáltunk 24 órán keresztül. A vizsgálat végén a bal kamrákat és a plazmát 
szeparáltuk további vizsgálatokra. A modell ellenőrzésére a szívsúly/testsúly arányokat, a biokémiai 
markerek közül az atrialis natriuretikus peptid (ANP) génexpresszióját határoztuk meg. A 
hemodinamikai paramétereknek az online telemetriával korábban jellemzett eredményeket 
használtuk fel. Az apelin és az APJ receptor mRNS szinteket real time quantitatív PCR technikával 
határoztuk meg; az ANP szívbeli génexpressziójának vizsgálatához Northern blot analízist 
használtunk. 
� A bal kamrai apelin and APJ mRNS expressziók 50% és 63%-kal alacsonyabbak voltak a 

streptozotocinnal kezelt állatokban, mint a kontrollokban (P<0.001).  
� A bal kamrai APJ mRNS szintek fordított összefüggést mutatnak a bal kamrai tömeggel (r=-0.58, 

P<0.001) és az ANP mRNS szintjeivel (r=-0.61, P<0.001). 
� Az angiotenzin II infúziók hatására bekövetkezett expresszió-fokozódás a kontroll és diabeteses 

állatokban nem mutatott különbséget (1. ábra). 
� A bal kamrai apelin mRNS szintekben mért változások függetlenek voltak a szérum koleszterin, 

triglicerid szintektől kontroll és diabeteses állatokban egyaránt.  
� Sejtkultúrában tartott patkány kamrai szívizomsejtekben az APJ receptor mRNS szintek 

hyperglikémia hatására szignifikáns csökkenést mutatnak, ugyanakkor az apelin expressziója 
változatlan marad. Az in vitro és in vivo eredmények közötti korreláció összességében az 
endotheliális apelin termelődés mellett a szívizomsejtek szívszöveti átépülésben betöltött 
szabályozó szerepét valószínűsíti. 

 
 
2. Apelin és diabetes. Apelin plazmaszintek szívkatéterezésre került betegekben 
Hasonló eredményeket kaptunk diabeteses szívbetegek klinikai vizsgálata során is. A Balatonfüredi 
Állami Kórházban szívkatéterezésre került szívbetegekből (n=86) levett vérből plazmát szeparáltunk, 
majd elvégeztük az extrakciót. Az apelin szintek meghatározása az apelin-36 ELISA kit-tel történt. Az 
apelin és számos klinikai és humorális paraméter összefüggését vizsgáltuk. Eredményeink szerint az 
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apelin expressziója a diabetesben és szívbetegségekben szenvedőkben szignifikáns összefüggést 
mutat. A mért apelin-36 szintek: normál glükóz toleranciájú betegekben: 7.6±2.06 ng/ml; 
IGT: 5.05±4.45; 2-típusú diabetesben: 6.68±2.53; a teljes diabeteses (IGT+DM2T) populációban: 
6.83±2.79 ng/ml, amely összességében az apelin csökkent termelődését mutatja diabetesben. 
Összefüggés volt kimutatható az apelin és olyan klinikai változók, mint a keringő leptin-szintek 
(p<0.05), HOMA szintek (p<0.001), DKK-1 szintek (p<0.05), usCRP (p<0.05), szisztolés vérnyomás 
(p<0.05) és különböző csontmarkerek, így pl. a BMD L1-4 szintek (p<0.01) között. Az arteriosclerosis 
súlyosságával (cathether score) nem volt kimutatható kapcsolat. 

  
 
3. Apelin és mikrocirkuláció. Laser Doppler mérések 
A perifériás mikrocirkuláció és az endothel funkció (vaszkuláris reaktivitás, mikrocirkulációs zavar) 
vizsgálatára a laser Doppler áramlásmérést alkalmaztunk. A műszer validálását követően, az első 
vizsgálatokat kontrollokon a Semmelweis Egyetem I. Belgyógyászati Klinika Keringés 
Laboratóriumában végeztük. Az endothelfunkció becslése specifikus stimulusokra adott vazodilatáció 
meghatározával történt. A bőrbe juttatott apelin, illetve a kontroll acetilkolin által kiváltott 
áramlásnövekedést, szisztémás hatás nélkül, noninvazív módon laser Dopplerrel kombinált 
iontophoresis metodikáv közvetlenül mértük. A PeriIont mikrofarmakológiai rendszer segítségével a 
bal alkaron elhelyezett fűthető, gyógyszeradagoló elektródával apelin-36-ot ill. apelin-13-at 
iontophoretizáltunk 10-12, és 10-7 mol/l (6.94x10-13, és 10-8 g apelin-36, 0.5-ml végtérfogat; 0.1 mA, 30 
sec és 0.16 mA, 30 sec) dózisban egészséges kontrollok (n=5) alkarjába.  
� Kontrollként 1 %-os ACh oldatot vittünk a bőrbe 30 sec alatt, 0.1 mA áramerősséggel, majd 2 

perc elteltével 30 sec alatt, 0.16 mA áramerőséggel.  
� Rögzítettük a nyugalmi áramlást, majd a hyperaemiás görbét a csúcsáramlás lezajlását követően 

2 percig. 10-7 mol/l apelin-13 hatására tranziens, 3-5 perc alatt lecsengő áramlásfokozódást 
detektáltunk két esetben, míg 3 esetben szignifikáns apelin hatás nem volt detektálható.  

� A vizsgálat második felében beválasztott 2 szívelégtelen beteg esetében az apelin 
egészségesekben perfúzió fokozó hatása nem volt detektálható. 

 
 
4. Endothelialis progenitor sejtek mérése és izolálása 
A keringő endotheliális progenitor sejteknek (EPS) szerepe lehet a neoangiogenezisben. A 
csontvelőből a sejtek a keringésbe kerülnek, differenciálódnak, és részt vehetnek a sérült 
endothelium pótlásában. Az EPS csökkent csontvelői mobilizációja szív és érrendszeri 
megbetegedésekhez vezethet; a csökkent keringő EPS szám fokozott rizikót jelent koszorúér-
betegségben. Feltételeztük, hogy apelin befolyásolja az EPS kifejezettebb mobilizációját, 
differenciálódását és működését. A krónikus szívelégtelenségben szenvedő betegek és kontroll 
személyek beválasztását és mintavételt a Gottsegen Országos Kardiológiai Intézetben és a 
Semmelweis Egyetem I. Belgyógyászati Klinikán végeztük el (n=25 beteg, ill. 26 egészséges, hasonló 
életkorú egészséges kontroll). Az EPS szeparációs technika beállítását, a vizsgálni kívánt sejtpopuláció 
fluoreszcencia aktivált szeparálását, a specifikus sejtfelszíni markerek expressziójának, így a KDR 
(VEGF-receptor), a CD133, valamint az APJ receptor meghatározását, és a szeparált sejtek 
fagyasztásos tárolását az MTA Enzimológiai Intézetében végeztük el (2. ábra). Jellemeztük a flow 
cytometriás értékek, a hemodinamikai, valamint részletes klinikai és laboratóriumi paraméterek 
statisztikai összefüggéseit. A sejtekből RNS-t izoláltunk, majd a cDNS-ből az apelin és APJ receptor 
PCR reakciót végeztünk.  
 
A keringő KDR/CD133 sejtek száma a szívelégtelen és kontroll csoportokban szignifikánsan nem 
különbözött, a keringésből szeparált sejtek száma és a klinikai változók között nem volt összefüggés 
kimutatható. A quantitatív RT-PCR analízis és flow cytometria alapján megállapítottuk, hogy az APJ 
receptor igen alacsony mRNS expressziót és sejtfelszíni immunogenitást mutat az EPC sejtekben. Az 
apelin protein expressziója Western blottal ugyanakkor nem volt detektálható. A sejtfelszíni APJ 
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receptor immunogenitás csökkenő tendenciát mutat szívelégtelenségben, azonban nem mutatott 
szignifikáns összefüggést a szívelégtelenség súlyosságával és becsült prognózisával (NYHA, Seattle 
score), a betegség etiológiájával, a betegek nemével, a gyógyszerelésükkel és más klinikai 
laboratóriumi változókkal.  
 
Az EPC sejtkultúrában is tarthatóak. NYHA 3-as stádiumú szívelégtelen betegekből és egészséges 
kontrollokból sejteket szortoltunk, majd további szaporításukat a SE Kardiológiai Központ laborjában 
végeztük. A sejteket a szortolást követően EGM-2 médiumban növesztettük. A G-protein kapcsolt 
receptorok, valamint a továbbiakban tervezett, apelin jelátvitelért részben felelős foszfatidil-inozitol 
3 kináz jelátviteli mechanizmusok microarray jellemzése a zárójelentés benyújtásakor még 
folyamatban van. 
 
 
5. Humán embrionális őssejtből differenciált endotheliális progenitorsejtek (hESC-EC) 
A keringésben alacsony számban előforduló endotheliális progenitorokat (ill. ezekhez hasonló 
endotheliális sejteket) laboratóriumi körülmények között nagy mennyiségben is elő tudtuk állítani. Az 
Imperial College Londonnal együttműködésben ehhez differenciálatlan H7 humán embrionális 
őssejteket Activin es BMP4 citokinekkel kezeltük, majd a differenciált sejtkultúrából CD31 antitesttel 
megjelölt sejteket sejtszeparálóval (FACS) válogattuk ki. A hESC-EC-ket morfológia, acetilált-LDL 
felvétel, CD31 es von Willebrand faktor markerek, valamint endothel specifikus gének (eNOS, 
angiopoietin-2, endothelin) expressziójával jellemeztük. Igazoltuk, hogy a felnőtt endothel sejtekhez 
hasonlóan a hESC-EC kapillárisokat képez Matrigelen (3. ábra).  
 
Automatizált fluoreszcens mikroszkópos technikával (Cellomics arrayscan) megfigyeltük, hogy a 
PI3K/Akt inhibitor LY294002 csökkenti a képzett kapillárisok komplexitását, területét és hosszát in 

vitro. Az LY294002 emellett csökkenti a proliferáló hESC-EC sejtek arányát a kontrollokhoz képest. A 
sejtek életképességét és az indukálható sejthalál mértékét a PI3K/Akt jelátviteli út modulálása nem 
módosította. Részben tisztáztuk a jelátvitelben fontos szerepet játszó további összetevők 
jelentőségét. A PI3K/Akt jelátviteli út többek között befolyásolja FOXO1A és FOXO3A transzkripciós 
faktorok működését, melyek fontos szerepet játszanak a sejtek proliferációjának és 
metabolizmusának szabályozásában, valamint az apelin és más G-protein-függő jelátviteli 
folyamatokban. Az LY294002 fokozza a FOXO1A nukleáris transzlokációját, és kvantitativ PCR-ral 
detektálható volt a FOXO1A mRNS megnövekedett szintje is, amely a FOXO1A többszintű 
aktivációjára utal. A FOXO3A sejten belüli eloszlására az LY294002 nem volt hatással. Eredményeink 
szerint a PI3K/Akt jelátviteli út fontos szerepet tölt be a hESC-EC proliferációjában és in vitro 
angiogenezisben. Automatizált mikroszkópos rendszert alkalmazva azt is megállapítottuk, hogy az 
apelin-13 kezelés közvetlenül nem befolyásolja a FOXO transzkripciós faktor nukleáris aktiválódását 
és transzportját embrionális őssejt-eredetű endothelsejteken és 24 órás kezelésnek nincs hatása az 
őssejt-eredetű  endotheliális progenitorok proliferációjára. 
 
Kimutattuk, hogy az apelinnel ellentétben, az azzal homológiát mutató angiotensinogen magas 
expressziós aktivitást mutat az őssejt-eredetű  endotheliális progenitorokban. Az őssejtekből képzett 
endotheliális progenitor sejteket angiotensin II-vel, angiotensin II konvertáz inhibitor captoprillal, 
valamint angiotensin receptor antagonista losartannal kezeltük. Az angiotensin II a sejtek 
proliferációját, apoptosisát, életképességét nem befolyásolta. A losartan gátolta a sejtek indukálható 
sejthalálát, apoptosisát, és az in vitro angiogenezis kapacitását (Matrigel assay, csökkent angiopoietin 
2 mRNS szintek), ami az angiotensin II 1. típusú receptor állandó aktivitására és annak funkcionális 
szerepére utal ezekben a sejtekben. 
 
Eredményeink emellett az őssejt eredetű endotheliális progenitorok és felnőtt endothelium eltérő 
receptormintázatát, természetes immunválasz jelátviteli folyamataiban mérhető alacsonyabb 
válaszképességet (NFkB transzkripciós faktor, citokin-termelődést) igazolták. A sejtek a 
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kardiovaszkuláris és immunbetegségekben fontos jelátviteli ligandokra (pl. lipopoliszacharid és más 
toll receptor ligandok) kevésbé érzékenyek, mint a felnőtt endothelsejtek; az éretlen 
válaszreakciónak szerepe lehet későbbi sejtterápiás, transzplantációs beavatkozások 
megtervezésekor, valamint a sejtek in vitro betegségmodellekben való alkalmazásakor. 
 
A vizsgálatok során kontrollként szívműtétek során nyert humán szívmintákból izolált 
endothelsejteket kívánjuk felhasználni. A szövetmintákat enzimatikus úton emésztettük. Szűrést és 
centrifugálást követően, a kinyert sejteket, kapilláris darabokat endotheliális növekedési faktorokkal 
kiegészített tápfolyadékban tenyésztettük. A tenyésztési körülményeket különböző felszíni matrixok 
(kollagén, laminin, zselatin, fibronektin) alkalmazásával optimalizáltuk. A felnövekvő primer sejteket 
anti-CD31 immunomágneses szeparációval vagy puromycin kezeléssel tovább tisztítottuk. A sejtek 
kapilláris-képző kapacitását Matrigelen (szolubilis extracelluláris mátrix) vizsgáltuk, acetilált LDL (DiI-
Ac-LDL) felvétellel és von Willebrand faktor, CD31 kimutatásával jellemeztük. 
 
 
8. Egyéb, a pályázathoz kapcsolódó tevékenységek 
„Őssejtek a kardiális kutatásban és terápiában”. Tudományos szimpózium és PhD kurzus. 2009. 
november 25.-27. A Semmelweis Egyetem Kardiológiai Központjában első alkalommal rendeztünk 
Magyarországon olyan tudományos szimpóziumot és PhD kurzust, amelynek fókuszában a kardiális 
őssejtkutatás állt. A meghívott neves hazai és nemzetközi előadók részletesen jellemezték a 
különböző őssejttípusok, így az embrionális, mesenchymális, csontvelő-eredetű és szöveti őssejtek in 
vitro és in vivo tulajdonságait. Külön szekció foglalkozott a gyakorlati alkalmazási lehetőségekkel, így 
a génalapú kardiovaszkuláris diagnosztikával és terápiával, a különböző modern laboratóriumi és 
képalkotó technikákkal, és a szövetépítés modern lehetőségeivel. A klinikai szekcióban az őssejtek 
kardiovaszkuláris alkalmazásáról, így többek között a magyarországi első őssejtalapú terápiás 
beavatkozásokról, az európai jogi szabályozásról és etikai megfontolásokról egyaránt szó esett. A 
nagysikerű szimpózium utolsó napján laboratóriumi gyakorlati bemutatókra került sor. 
 
 
9.  További kutatási tervek 
A munka folytatásaként tervezzük az apelin-kapcsolt és egyéb kardiovaszkuláris microRNS-ek 
expressziójának vizsgálatát, és azok szerepének leírását endotheliális progenitor modellekben. 
Emellett az itt jellemzett G-protein függő mechanizmusokat in vivo transzplantált endotheliális 
progenitor sejtekben is tovább kívánjuk vizsgálni. 
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1. ábra: Csökkent bal kamrai apelin-APJ expresszió diabeteses nyomásterhelésben. Atrialis 
natriuretikus peptid, apelin és APJ receptor bal kamrai mRNS szintek kontroll (vehicle), 
streptozotocin-kezelt (STZ) diabeteses és angiotensin II-vel (AngII) infundált patkányokban. Kontroll 
csoport génexpresszió=1, átlag±sem.  
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2. ábra: Endotheliális progenitorsejtek szívelégtelen betegek keringésében. Reprezentatív FACS 
eredmények: CD133+ KDR+,  CD133+/KDR+, APJ receptor jelölt EPC szubpopulációk. 
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33.ábra3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3 
 
 
 
 
3. ábra. Humán embrionális őssejtből differenciált endotheliális progenitorsejtek. A sejtek az acetilált 
LDL-t felveszik (b), a CD31 és CD34 sejtfelszíni markereket expresszálják (c, d), extracelluláris mátrix 
felszínen kapilláris-szerű struktúrákat képeznek (e), fibronektinen az ún. sebgyógyulási assayben (f) 
motilitásuk szintén megfigyelhető. 
 
 
 


