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Introduction

The major function of cardiomyocytes is to maintain the cardiac contraction-
relaxation cycle. The contractile function of the heart is regulated by a number of acute
and long-term mechanisms. Recently novel peptidergic mechanisms have been
implicated in the acute and long-term regulation of cardiac contractility. These
peptides (e.g. adrenomedullin, apelin), act via guanine nucleotide-binding regulatory
(G) protein-coupled receptors (GPCRs), which represent the largest family of cell
surface receptors and of all protein families. GPCRs are one of the most important
modulators of organism function. They play a key role in cellular signaling pathways
that regulate many basic physiological processes.. GPCRs are responsible for
recognition and transduction of messages from the external environment of organisms
or of cells within the body. GPCRs are the targets of a wide variety of ligands. GPCRs
consist of a single protein chain that crosses the membrane seven times (seven
transmembrane proteins-7 TM), they share a conserved core structure with
extracellular amino termini (N-terminal tail), intracellular carboxyl termini (C-terminal
tail), and seven transmembrane helices, which are connected by three extracellular and
three intracellular loops (Salazar NC, et al, 2007). The human genome encompasses
more than 800 GPCRs, which probably represents the largest of all the gene families.
GPCRs originally started as “orphan” because their transmitters were unknown. The
discovery of their specific transmitters (deorphanizing these receptors) was prime
importance to understand their function. During the last 20 years most of them were
matched with their ligands using numerous different strategies. Today, one estimates
that the number of GPCRs is over 800, of which more than half are olfactory GPCRs, and
approximately 367 "non-odorant” receptors exist in humans (Levoye et al. 2008). Of
these, over 100 GPCRs are still ,,orphan”, whose cognate ligands and their physiological
roles have not yet been identified. Functional studies have implicated several recently
paired peptide ligands in the regulation of cardiovascular homeostasis, including
apelin, ghrelin, urotensin II, urocortins motilin, neuromedin U, sphingosine-1-
phosphate and nociceptin. The G-protein coupled receptors are a large superfamily,
among others the (-adrenergic, a-adrenergic, muscarinic, angiotensin, adenosine,
cardiac opioid receptors belong to GPCRs. It is quite possible that many (if not all) of
these neurohumoral signaling systems play crucial roles, not only in regulating cardiac
performance, but also in orchestrating cardiac growth. The last twenty years it was
demonstrated that numerous peptides had role in the regulation of cardiac
contractility. For example in 1998 it was described that adrenomedullin at lower doses
may enhance contractility via cAMP-independent mechanisms, and at higher doses,
stimulate cAMP formation and induce the positive inotropic effect. In 1998 Tatemoto et
al. discovered apelin as an endogenous peptide ligand for the apelin-angiotension
receptor-like 1 (APJ), which receptor originally identified by O’'Dowd et al. in 1993. In
1998 a new bioactive peptide was identified from bovine hypothalamic tissue as a
potential ligand of G-protein-coupled receptor 10 (GPR 10). As this peptide can
stimulate the release of prolactin from anterior pituitary cells, it was named prolactin
releasing peptide (PrRP). It is well established that PrRP plays role in the regulation of
the central stress response, feeding behaviour and sleep regulation. Specific 1125-PrRP
binding sites were described in the rat. Intracerebro-ventricular administration of
PrRP resulted in significantly increased mean arterial blood pressure in conscious,
unrestrained rats. It was also demonstrated that Ir-PrRP could be found in the plasma,
but the source of circulating peptide remains unknown. Based on these results, one can



anticipate that PrRP may have an important role in the regulation of cardiovascular
homeostasis, however, it has not been addressed so far.

PKCa as a novel negative regulator of contractility

PKC comprises a multigene family of related serine/threonine kinases that sit at the
crossroads of many signal transduction pathways and are implicated in a wide range of
GPCR and other growth factor-dependent cellular responses including cell
proliferation, differentiation and apoptosis. PKC isoforms in the myocardium are
involved in numerous cellular processes including regulation of cytosolic [CaZ2t],
myofilament Ca2* sensitivity, and contractility of cardiac muscle cells. The loss of
contractility that accompanies heart failure is also associated with an increase in PKCa
protein content and activity. Moreover, growing body of evidence suggest that PKCa
acts as a critical regulator of myocardial contractility. Braz et al. have reported that
cardiac-restricted deletion of PKCa gene results in increased cardiac contractility,
whereas transgenic overexpression of the molecule leads to ventricular dysfunction.
Hypercontractility induced by PKCa gene deletion protected against pressure
overload-induced heart failure and dilated cardiomyopathy associated with deletion of
the muscle lim protein (MLP) gene in the mouse (Braz JC. et al, 2004). In agreement,
long-term pharmacological inhibition of PKCa with Ro0-31-8220 in MLP7/- mice
dramatically improved left ventricular function. Mechanistically, PKCa directly
phosphorylates inhibitor-1, resulting in greater protein phosphatase type 1 (PP1)
activity, which in turn leads to greater phospholamban dephosphorylation and less
activity of the SERCA2 pump. Less SERCA2 activity reduces SR Ca?* load, leading to
reduced Ca?* release during systole, hence reduced contractility. Alternatively, PKCa
appears to directly phosphorylate key contractile proteins, leading to reduced force
production in isolated, skinned myocytes (Belin R] . et al, 2007). Although PKCua is
emerging as a crucial negative modulator of cardiac function, its role in the acute
regulation of contractility in a physiological milieu is unclear.

Mitogen-activated protein kinases as novel modulators of cardiac contractility

The evolutionarily conserved mitogen-activated protein kinase (MAPK) superfamily
occupies a central position in intracellular signal transduction in all eukaryotic cells.
The members of the classic MAPK family have been implicated in the regulation of
diverse cellular processes from cell growth and proliferation to apoptosis. The ERK1/2
pathway is activated mainly by growth stimuli (GPCR agonists, receptor tyrosine
kinases), JNK and p38-MAPK are called stress-activated kinases because of their
selective responses to physical, chemical and physiological stressors, and the BMK is
implicated in both growth and stress signaling. Initially, p38-MAPK signaling was
considered to promote cardiomyocyte hypertrophy in response to GPCR agonists (e.g.
angiotensin II and ET-1) in cultured neonatal cardiomyocytes. Prolonged inhibition of
p38-MAPK activity in mice expressing dominant negative mutants of MKK3 or MKK6
enhanced further pressure overload-induced cardiac hypertrophy, suggesting an
inhibitory function of p38-MAPK on cardiac growth response.

Accumulating data suggest that p38-MAPK is directly involved in the regulation
of cardiac contractility. Persistent activation of p38-MAPK signaling in mice with
cardiac-specific expression of MKK3bE or MKK6bE was associated with compromised
left ventricular systolic and diastolic function. In adult rat cardiomyocytes, activation of
p38-MAPK by adenoviral gene transfer of MKK3bE resulted in a significant reduction
in contractility. Though chronic modulation of p38-MAPK activity clearly affects



cardiac performance, the involvement of p38-MAPK signaling in the physiological
control of cardiac contractility is less clear. In contrast to the MEK3/6-p38-MAPK
pathway, ample evidence indicate that activation of the MEK1/2-ERK1/2 pathway
represents a pivotal protective mechanism in the heart. ERK1/2 signaling has been
reported to confer cardioprotection in vivo against ischemia-reperfusion injury. Erk2+/-
gene-targeted mice showed an increase in infarct area, enhanced apoptotic cell death
and reduced left ventricular performance. On the contrary, mice with cardiac-specific
overexpression of a constitutively active MAPK kinase 1 (MEK1), the upstream
regulator of ERK1/2, were significantly protected from ischemia-reperfusion injury,
moreover, MEK1 transgenic mice were reported to develop mild concentric left
ventricular hypertrophy associated with enhanced cardiac function without signs of
decompensation over time. Though systolic function is clearly affected in these
transgenic models, it has not yet been established if ERK1/2 can directly modulate
cardiac contractility.

1. Aims

1.1 To study the functional significance of PrRP in the myocardium by characterizing
its direct effects on cardiac contractility.

1.2 To characterize the underlying signaling mechanisms of the cardiac effects of
PrRP in the intact rat heart.

1.3 To characterize the role of ERK1/2 and the potential upstream regulators and
downstream effectors in the regulation of cardiac contractility stimulated by ET-1 in
the intact rat heart.

1.4 To characterize the role of p38-MAPK and the potential upstream regulators and
downstream effectors in the regulation of cardiac contractility stimulated by ET-1 in
the intact rat heart.

2. ROLE OF PROLACTIN RELEASING PEPTIDE IN THE REGULATION OF
CARDIAC CONTRACTILITY

3.1 Backgrounds

PrRP, the endogenous ligand for the orphan GPCR, hGR3/GPR10 (Hinuma S. et al,
1998), has been recently implicated in the central control of cardiovascular function.
Microinjection of PrRP into the most caudal ventrolateral medulla oblongata,
recognized as the caudal pressor area, elicited dose dependent increases in mean
arterial pressure, heart rate, and renal sympathetic nerve activity (Horiuchi J. et al,
2002). Specific PrRP binding sites have been found in a number of rat peripheral
tissues, with the highest level of binding present in the heart (Satoh F. et al, 2000),
suggesting that the peptide may play a role in the regulation of cardiac function,
however, to date there is no information available regarding the functional significance
of PrRP in the myocardium.

3.2 Materials and methods

Drugs used were PrRP-31 (Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Germany);
dobutamine (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, Mo); calyculin A, 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX), okadaic acid, and Ro32-0432 (Merck Chemicals Ltd,
Nottingham, UK). All protocols were reviewed and approved by the Animal Use and
Care Committees of University of Oulu and University of Pécs. Cardiac function was
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assessed ex vivo in an established isolated rat heart preparation (Szokodi I. et al., 1998;
2002). Hearts of male 7-week-old Sprague-Dawley rats (body weight: 260+31 g,
n=138) were excised rapidly (wet left ventricular weight: 0.71% 0.13 g), and mounted
on a Langendorff perfusion system (LF-01, Experimetria Ltd., Budapest, Hungary). The
hearts were perfused with a modified Krebs-Henseleit bicarbonate buffer. Hearts were
perfused at a constant flow rate of 5.5 mL/min with a peristaltic pump (Minipuls 3,
model 312, Gilson, Villiers, France). Heart rate was maintained constant (305+1 beats
per minute) by atrial pacing using a Grass stimulator (model S88, Grass Instruments,
West Warwick, RI) (11 V, 0.5 ms). Contractile force (apicobasal displacement) was
obtained by connecting a force displacement transducer (FT03, Grass Instruments,
West Warwick, RI) to the apex of the heart at an initial preload stretch of 2 g. Perfusion
pressure reflecting coronary vascular resistance was measured by a pressure
transducer (model MP-15, Micron Instruments, Los Angeles, Calif) situated on a side
arm of the aortic cannula.

3.3. Experimental design

A 40-minute equilibration period and a 5-minute control period were followed by
addition of various drugs to the perfusate for 15 minutes. Initially, we determined the
concentration-dependent effect of PrRP-31 (1 to 100 nM) on cardiac contractility. Next,
we compared the effect of PrRP to the maximal response to the $-adrenergic agonist
dobutamine (10 uM). For signal transduction studies, the concentrations of IBMX (10
uM) and Ro32-0432 (100 nM) were selected because these concentrations have been
demonstrated to suppress the activity of phosphodiesterases (Bian JS. et al., 2000) and
PKCa (Hambleton M. et al, 2006), respectively. Calyculin A blocks both protein
phosphatase type 1 (PP1) and type 2A (PP2A) at the dose of 1 nM, whereas 10 nM
okadaic acid inhibits only PP2A activity (Herzig S. et al, 2000). At the end of the
experiments, the left ventricles were frozen in liquid nitrogen and stored at -80 C°
until assayed. Left ventricular tissue was homogenized in lysis buffer containing of 20
mM Tris, (pH 7.5), 10 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, supplemented with 1 mM -
glycerophosphate, 2 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM Na3VO4, 10 pg/mL leupeptin, 10
ug/mL aprotinin, 2 pg/mL pepstatin, 2 mM benzamidine, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride (PMSF) and 20 mM NaF. Samples (30 pg) were loaded onto SDS-PAGE and
transferred to nitrocellulose membranes. Western blotting was performed with
antibodies specific for phospho(Ser16)-phospholamban (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, Calif) and p38 (Cell Signaling Technology Inc., Hitchin, Hertfordshire, UK).

3.4. Results

3.4.1. Effect of PrRP on cardiac contractility

The intracoronary administration of PrRP (1 to 100 nM) for 15 minutes induced a
dose-dependent slowly developing positive inotropic effect in the isolated rat heart
preparation (Figure 1A). Maximal response to PrRP was observed at the concentration
of 10 nM. As shown in Fifure 1B, the elevation of developed tension in response to
PrRP was gradual and the maximal response occurred approximately at 15 minutes.
The time course of the effect of PrRP was markedly different from the rapidly
developing, but short-lived effect of the (-adrenergic receptor agonist dobutamine
(250 nM) (Figure2).
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Figure 1. A: Effect of PrRP-31 (1 to 100 nM) on developed tension (DT) in isolated perfused rat hearts. B:
Time course of the inotropic effect of PrRP-31. Results are expressed as a percent change versus baseline
values. Data were analyzed by 2-way repeated-measures ANOVA followed by multiple comparisons with the
Bonferroni post hoc test and are reported as mean+SEM (n=4-6 for each group). *P<0.05, 1P<0.001 vs.
control and PrRP (1 nM).
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Figure 2. A: Dobutamine (250 nM) has short-lived, rapidly developing inotropic effect in contrast to the
slowly developing effect of PrRP (10 nM). Data are reported as mean+SEM (n=4-6 for each group). B and C:
Original recordings of changes in developed tension (DT) in response to dobutamine and PrRP-31.

3.4.2. cAMP and PrRP signaling

To assess the involvement of the cAMP-PKA pathway in PrRP signaling, we tested
whether inhibition of cAMP catabolism by a non-selective phosphodiesterase inhibitor,
IBMX, can augment the inotropic action of PrRP. The effect of PrRP (10 nM) on
contractility was not affected by IBMX (10 uM) (P=NS), whereas phosphodiesterase
inhibition markedly enhanced the inotropic response to dobutamine (250 nM)
(P<0.001). These data suggest that PrRP increases contractile force via cAMP-
independent mechanisms.

3.4.3. Protein phosphatases and PrRP signaling
Reversible phosphorylation of key elements in the contractile machinery plays an
important role in regulation of cardiac contractility. Protein kinase-dependent



phosphorylation processes are counterbalanced by dephosphorylating protein
phosphatases. To study the contribution of protein phosphatases to PrRP signaling, we
used calyculin A and okadaic acid as specific inhibitors. Calyculin A blocks both PP1
and PP2A at the dose of 1 nM, whereas 10 nM okadaic acid inhibits only PP2A activity
(Herzig S. et al, 2000). When PrRP (10 nM) was infused in the presence of calyculin A,
the inotropic effect of the peptide was markedly enhanced (P<0.001) (Figure 34) . In
contrast, okadaic acid failed to alter the response to PrRP (P=NS). Notably, the
inotropic actions of PrRP at various other doses (1 nM, 3 nM, and 30 nM) were
influenced in a similar manner by the PP inhibitors. These data suggest that the
inotropic effect of PrRP is suppressed by PP1 but not PP2A.
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Figure 3. The inotropic effect of PrRP is suppressed by PP1 and PKCa. A and B: Effects of calyculin A (1
nM), a PP1/PP2A inhibitor, okadaic acid (10 nM), a PP2A inhibitor (A), and Ro32-0432 (100 nM), a PKCa
inhibitor (B) on PrRP-induced (10 nM) inotropic response. Data are mean+SEM (n=4-8 for each group).
*P<0.001 vs control; 1P<0.001 vs PrRP (10 nM) (2-way repeated-measures ANOVA with Bonferroni post hoc
test). C: The responses of different doses of PrRP with (and without) calyculin A (1 nM) and ocadaic acid (10
nM).

3.4.4. Protein kinase Ca and PrRP signaling

Overexpression of PKCa in the heart depresses cardiac contractility by increasing
PP1 activity (Braz JC. et al., 2004), therefore we examined whether PKCa modulates the
PrRP-mediated increase in contractile function. As shown in Figure 3B, Ro32-0432
(100 nM), a PKCa inhibitor (Hambleton M. et al, 2006), significantly increased the
inotropic response to PrRP (P<0.001). PKCa overexpression has been shown to
decrease the phosphorylation of phospholamban, the inhibitory protein for SERCA2a
(Braz JC. et al, 2004). In agreement, PrRP significantly increased phospholamban
phosphorylation at Ser-16 in the presence of R032-0432 (P<0.01), although the
peptide had no effect on its own (Figure 4). Our observations indicate that PKCa
inhibition may augment the inotropic response to PrRP by enhancing phospholamban
phosphorylation in the myocardium.

3.5. Conclusions
To our knowledge the present results provide the first evidence for the functional
relevance of PrRP in the myocardium. Our data show that PrRP has a direct, dose-
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dependent, slowly developing, positive inotropic effect in the intact rat heart. Since the
inotropic effect of PrRP was modest, we have hypothesized that it may be suppressed
by simultaneous activation of certain counter-regulatory mechanisms.
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Figure 4. PrRP increases phospholamban (PLN) phosphorylation at Ser-16 in the presence of Ro32-0432. A:
Representative Western blot analysis. p38 was used as the loading control. B: Results in bar graph are
mean+SEM (n=3-4 for each group). *P<0.05 vs control; #P<0.01 vs PrRP (1-way ANOVA with Bonferroni
post hoc analysis).

Indeed, the cAMP-independent positive inotropic effect of PrRPs is suppressed by
enhanced activity of PKC-a and PP1. Based on these findings, one can anticipate that
PrRP may have a hitherto unrecognized role in the regulation of cardiovascular
homeostasis.

3. ROLE OF ENDOTHELIN-1 IN THE REGULATION OF CARDIAC
CONTRACTILITY

4.1 Backgrounds

The members of the MAPK family, ERK1/2 and p38-MAPK, have been implicated in
the development of various pathological states such as cardiac hypertrophy and heart
failure by controlling cell growth and proliferation (Bueno OF, Molkentin |JD., 2002;
Wang Y., 2007 ). Cardiac-specific overexpression of a constitutively active MEK1, the
upstream regulator of ERK1/2, stimulates concentric left ventricular hypertrophy
without signs of progression toward heart failure (Bueno OF. et al, 2000). In contrast,
prolonged inhibition of p38-MAPK activity in mice expressing dominant-negative
mutants of MKK3 or MKKS6, the proximal regulatory kinases of p38-MAPK, facilitates
progressive left ventricular hypertrophy, leading to dilation and functional
decompensation and suggesting an inhibitory function of p38-MAPK on cardiac growth
response (Braz JC. et al, 2003). In contrast to pathological conditions, the role of
MAPKs and EGFR in the regulation of physiological cellular processes in the intact
myocardium is not yet well understood. ET-1 is a potent stimulator of cardiac
contractility (Krdmer BK. et al., 1991; Wang H. et al., 2000; Chu L. et al, 2003;2004;
Kinnunen P. et al, 2000) acting mainly via the ETa GPCR subtype (Takeuchi Y . et al,,
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2001; Piuhola J.et al., 2003; Zolk O. et al, 2004). Previous studies demonstrated that
stimulation of cardiomyocytes with ET-1 produces a robust increase in ERK1/2, p38-
MAPK, and EGFR phosphorylation (Bogoyevitch MA. et al., 1993; Sugden PH. et al., 2003;
Asakura M. et al, 2002) to date, however, no information is available on whether these
signaling pathways are involved in the inotropic response to ET-1. Therefore our
objective was to characterize the role of ERK1/2 and p38-MAPK and the potential
upstream regulators (eg, EGFR) and downstream effectors of MAPK signaling (eg, Na*-
H* exchange, phospholamban) in the regulation of cardiac contractility stimulated by
ET-1 in the intact rat heart.

4. 2. Materials and methods

Drugs used were ET-1 (Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Germany); AG1478,
GF-109203X (bisindolylmaleimide I), LY 294002, ML-7, phorbol 12-myristate 13-
acetate, SB239063,U0126 and U-73122 (Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK);
zoniporide (generously supplied by Dr Ross Tracey, Pfizer Global Research and
Development, Groton, Conn). Male 7-week-old Sprague-Dawley rats (n=112) were
used. Hearts were excised rapidly, mounted on a Langendorff perfusion system (LF-01,
Experimetria Ltd, Budapest, Hungary), and perfused under constant-flow conditions as
described earlier (chapter 3.2).

4.3. Experimental design

A 40-minute equilibration period and a 5-minute control period were followed by
the addition of various drugs to the perfusate for 10 minutes. The concentrations of
U0126 (1.5 pmol/L), SB239063 (3 umol/L), U-73122 (100 nmol/L), GF-109203X (90
nmol/L), AG1478 (1 umol/L), and zoniporide (1 pumol/L) were selected because they
have been demonstrated to suppress ERK1/2 (Tenhunen O. et al, 2004), p38-MAPK
(Tenhunen 0. et al, 2004), phospholipase C (PLC), (Szokodi I. et al., 2002; Fulton D. et al.,
1996 ) PKC, (Szokodi I. et al, 2002) and EGFR tyrosine kinase activity (Thomas WG. et
al, 2002) and to inhibit Na*-H* exchanger-1 (NHE1), respectively (Szokodi I. et al,
2002; Knight DR. et al, 2001). At the end of the experiments, the LVs were frozen in
liquid nitrogen and stored at -80°C until assayed.

4.4. Results

4.4.1. Role of ERK1/2 in the Regulation of Cardiac Contractility

In the isolated perfused rat heart preparation, intracoronary infusion of ET-1 (1
nmol/L) for 10 minutes increased developed tension by 40+2% (Figure 5A), which
corresponds to the maximal response based on our previous results (Szokodi I. et al,
2002; Kinnunen P. et al, 2000). To determine ERK1/2 activation under our
experimental conditions, Western blotting was performed. In agreement with earlier
data obtained in cultured neonatal cardiac myocytes (Bogoyevitch MA. et al, 1993;
1994) administration of ET-1 (1 nmol/L) for 10 minutes increased phospho-ERK1/2
levels in isolated perfused adult rat hearts (Figure 5B). To examine whether activation
of ERK1/2 contributes to the positive inotropic action of ET-1, we assessed the effect of
U0126, which is a potent specific inhibitor of MEK1/2, the upstream regulator of
ERK1/2. Administration of U0126 (1.5 pumol/L) significantly reduced the levels of
phospho-ERK1/2 in the ET-1-stimulated LVs (Figure 5C and 5D), and U0126
significantly attenuated the inotropic response to ET-1, (P<0.001; Figure 5A). Infusion
of U0126 alone had no effect on contractile force (P=1.0; Figure 54).
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4.4.2. Upstream Activators of ERK1/2 Regulating Cardiac Contractility

To study the activation of PKC in the adult rat heart, the translocation of PKC
isoforms between cytosolic and particulate fraction was determined. In response to
ET-1 infusion, no consistent increases in the translocation of PKCa, PKC§, or PKCe into
the particulate fraction were seen in Western analysis. To assess the contribution of
PKC to the effects of ET-1, we used the specific PKC inhibitor GF-109203X (Szokodi I. et
al, 2002). Infusion of GF-109203X (90 nMol/L) had no effect on the ET-1-stimulated
increase in phospho-ERK1/2 levels.
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Figure 5. ERK1/2 signaling is required for the ET-1-mediated increase in contractility. A: In isolated rat
hearts, infusion of ET-1 (1 nM) for 10 minutes increased developed tension (DT), and U0126 (1.5 uM), an
MEK1/2 inhibitor, attenuated ET-1-enhanced contractility. Results are expressed as a percentage change
versus baseline values. B through D: Western blot analysis of ERK1/2 phosphorylation in left ventricles. ET-
1 increased phospho-ERK1/2 (P-ERK1/2) levels (B and D), and U0126 abolished ET-1-induced ERK1/2
phosphorylation (C and D). Results in the bar graph are expressed as the ratio of phospho-ERK1/2 and total
(Tot) ERK1/2. Data were analyzed by 2-way and 1-way ANOVA followed by Bonferroni posthoc test and are
reported as mean+SEM (n=4 for each group). **P<0.01 vs control; #P<0.05, ##P<0.01 vs ET-1.

Moreover, GF-109203X did not alter ET-1-enhanced contractility (P=1.0). In
addition, we studied the role of PLC, the upstream activator of PKC. In agreement with
the observation obtained using the PKC inhibitor, the potent PLC inhibitor U-7312213
(100 nmol/L) (Fulton D. et al,, 1996, Szokodi I. et al, 2002) failed to alter the positive
inotropic effect of ET-1 (P=1.0). These data suggest that ET-1 increases contractile
force through a PLC-PKC-independent pathway. Recent studies suggest that GPCR
agonists can promote the growth of cardiomyocytes via transactivation of EGFR with
subsequent activation of MAPKs (Thomas WG. et al,, 2002). To examine whether ET-1
transactivates the EGFR, EGFR phosphorylation was measured by
immunoprecipitation with anti-EGFR antibody followed by immunoblotting of
immunoprecipitates with antiphosphotyrosine antibody. ET-1 increased total tyrosine
phosphorylation of EGFR in the left ventricles, indicating EGFR transactivation. ET-1-
induced EGFR tyrosine phosphorylation was abolished by AG1478 (1 umol/L), a
specific EGFR tyrosine kinase inhibitor. (Bogoyevitch MA. et al, 1994) Moreover,
AG1478 significantly reduced ET-1-induced ERK1/2 phosphorylation, suggesting that



EGFR transactivation is required for the activation of the ERK1/2 cascade.
Furthermore, in the presence of AG1478, the inotropic response to ET-1 was
significantly suppressed, the maximal reduction being 46% (P<0.001). Infusion of
AG1478 alone had no effect on developed tension (P=1.0).

4.4.3. Downstream Targets of ERK1/2 Regulating Cardiac Contractility

Several lines of evidence suggest that the sarcolemmal NHE1 is a pivotal mediator
of the positive inotropic effect of ET-1 (Krdmer BK. et al, 1991). Accordingly,
zoniporide (Szokodi I. et al., 2002; Knight DR. et al., 2001) (1 uM), a potent and selective
inhibitor of NHE1, attenuated the ET-1-induced inotropic response by 57% under our
experimental conditions (P<0.001), whereas zoniporide alone had no effect on cardiac
contractility (P=1.0; Figure 6A). Previously, it has been shown that ERK1/2 and one of
its downstream effectors, p90 ribosomal S6 kinase (p90RSK), can phosphorylate and
activate NHE1 in response to ET-1 in cardiac myocytes. (Moor AN. et al, 1999) As
shown in Figure 6B, ET-1 increased the phospho-p90RSK levels in the membrane
fraction. Importantly, both U0126 and AG1478 significantly attenuated ET-1-induced
phosphorylation of p90RSK (Figure 6C and 6D), suggesting that p90RSK-mediated
activation of NHE1 may be the downstream target of the EGFR-ERK1/2 pathway.

4.4.4. Role of p38-MAPK in the Regulation of Cardiac Contractility

Previously, ET-1 has been shown to produce a robust increase in p38-MAPK
phosphorylation in primary cultures of cardiac myocytes. (Clerk A. et al, 1998) In
agreement, ET-1 infusion for 10 minutes increased phospho-p38-MAPK levels in
isolated perfused adult rat hearts. To assess the involvement of p38-MAPK in the
positive inotropic effect of ET-1, we used a novel potent inhibitor, SB239063
(Tenhunen O. et al, 2004) The ET-1-induced increase in p38-MAPK activity in the LV
was abolished by SB239063 (3uM). Interestingly, administration of SB239063
augmented the ET-1- induced inotropic response maximally by 42% (P<0.05). Infusion
of SB239063 alone had no effect on developed tension (P=1.0).

4.4.5. Cross-Talk Between p38-MAPK and ERK1/2 Signaling

Inhibition of p38-MAPK by SB239063 had no effect on ET-1-induced ERK1/2
phosphorylation. Similarly, administration of U0126 did not affect phospho-p38-MAPK
levels. Interestingly, AG1478 significantly reduced ET-1-induced increases in left
ventricular levels of phospho-p38-MAPK in addition to its effect on ERK1/2
phosphorylation. These data suggest that no direct cross-talk exists between ERK1/2
and p38-MAPK signaling. Moreover, EGFR transactivation appears to be involved in the
activation of both pathways.

4.4.6. Downstream targets of p38-MAPK regulating cardiac contractility

Phospholamban is a crucial regulator of cardiac contractility. In its
dephosphorylated state, phospholamban binds to and inhibits the activity of
sarcoplasmic reticulum Ca?*-ATPase (SERCA-2a). Phosphorylation of phospholamban
on Ser-16 relieves SERCA-2a inhibition and enhances Ca?* reuptake into the
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Figure 6. NHE1 is involved in the inotropic response to ET-1. A: Zoniporide (1 uM), an NHE1 inhibitor,
attenuated the ET-1- induced increase in contractility. Data are mean+SEM (n=4-6 for each group). A
significant treatment-by-time interaction (P<0.001) was found among the groups (2-way
repeatedmeasures ANOVA). *P<0.01, 1P<0.001 vs control and U0126; #P<0.001 vs ET-1 (Bonferroni posthoc
analysis). B through D: Western blot analysis for p90RSK phosphorylation (P-p90RSK) in left ventricles.
ET-1 increased phospho-p90RSK levels in the membrane fraction (B), which was prevented by U0126 (C)
and AG1478 (D). DT indicates developed tension; P, phospho-.

sarcoplasmic reticulum, leading to increased contractility (MacLennan DH. et al., 2003).
ET-1 significantly increased phospholamban phosphorylation at Ser-16 in the presence
of SB239063, although the peptide had no effect on its own (Figure 7A and 7B).
Infusion of SB239063 alone did not increase phospholamban phosphorylation
significantly (P=0.115; Figure 7B). In addition, U0126 failed to alter the
phosphorylation of phospholamban (Figure 7C). These results suggest that p38-MAPK
inhibition may enhance the inotropic response to ET-1 by augmenting phospholamban
phosphorylation in the myocardium.

4.5. Conclusion

We present evidence for the functional importance of ERK1/2 and p38-MAPK in
the acute regulation of cardiac contractility in the intact adult rat heart. Our results
reveal that MAPKs play opposing roles in that the ERK1/2-mediated positive inotropic
response to ET-1 is counterbalanced by simultaneous activation of p38-MAPK. EGFR
may act as the upstream regulator and the p90RSK-NHE1 pathway as the downstream
effector of ERK signaling. Moreover, p38-MAPK activation may suppress contractility
by dephosphorylating phospholamban.
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Figure 7. p38-MAPK signaling regulates phospholamban phosphorylation (PLN). A: Western blot analysis
shows that ET-1 increased phospholamban phosphorylation at Ser-16 in the presence of the p38-MAPK
inhibitor SB239063 (3 uM). B: Results in the bar graph are mean+SEM (n=3-5 for each group). **P<0.01 vs
control; #P<0.05, and ##P<0.01 vs ET-1 plus SB239063 (1-way ANOVA with Bonferroni post hoc analysis).
C: U0126 (1.5 uM) failed to alter phosphorylation of phospholamban. Tot indicates total; P, phospho-.

4. DISCUSSION

5.1. Functional importance of PrRP in the myocardium

To our knowledge the present results provide the first evidence for the functional
significance of PrRP in the myocardium. Our data show that PrRP has a direct, dose-
dependent, slowly developing, positive inotropic effect in the intact rat heart. Since the
inotropic effect of PrRP was modest, we have hypothesized that it may be suppressed
by simultaneous activation of certain counter-regulatory mechanisms. The positive
inotropic effect of the Bi-adrenergic receptor agonist dobutamine was strikingly
enhanced by the non-selective phosphodiesterase inhibitor IBMX. In contrast, IBMX
failed to augment the contractile effect of PrRP, ruling out the involvement of
phosphodiesterases. Moreover, these data argue against a role for the adenylyl
cyclase-cAMP-PKA pathway in mediating the inotropic effect of the peptide.
PP1, PP2A and PP2B (calcineurin) are the major serine/threonine phosphatases in the
myocardium (Herzig S, Neumann J., 2000). High doses of PP inhibitors such as okadaic
acid, calyculin A can increase the positive inotropic state by promoting the
phosphorylation of phospholamban, troponin I, and myosin light chain without any
change in cAMP levels (Gupta RC. et al, 2002). In the present study, low doses of
calyculin A and okadaic acid had no effect on baseline contractility. Inhibiting PP1 and
PP2A activity by calyculin A significantly augmented the inotropic response to PrRP,
whereas PP2A inhibition by okadaic acid had no effect. Thus, our results indicate that
activation of PP1 but not PP2A can counterbalance the inotropic effect of PrRP.
Although PKCa is emerging as a crucial negative modulator of cardiac function, its role
in the acute regulation of contractility in a physiological milieu is unclear. Of particular
importance was our finding that Ro32-0432, a PKCa inhibitor (Hambleton M. et al,
2006), significantly augmented the inotropic effect of PrRP, implying that activation of
PKCa provides a negative feedback to the PrRP-mediated inotropic response.
Moreover, our results showed that PrRP promoted the phosphorylation of
phospholamban at Ser-16 in the presence of PKCa inhibition. Our data are in
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agreement with previous observations that PKCa overexpression decreases the
phosphorylation of phospholamban by increasing PP1 activity (Braz JC. et al, 2004).
Phosphorylation of phospholamban relieves SERCA2a inhibition and enhances Ca?*
reuptake into the sarcoplasmic reticulum thereby increasing contractility (MacLennan
D., Kranias E., 2003). Further experiments are needed to clarify whether PrRP
modulates myofilament function. Taken together, our results suggest that the cAMP-
independent inotropic response to PrRP is suppressed by concurrent activation of
PKCa and PP1 leading to dephosphorylation of phospholamban (Figure 8). Moreover,
these findings raise the possibility that activation of PKCa may have a universal
homeostatic function by counterbalancing excess inotropic stimulation in the heart.
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Figure 8. Putative signaling mechanisms of PrRP in the heart. Stimulation of GPR10 by
PrRP evokes a cAMP-independent inotropic response, which is suppressed by concurrent
activation of PKCa and PP1 leading to dephosphorylation of phospholamban.

5.2. Functional importance of ERK1/2 and p38-MAPK signaling in the acute
regulation of cardiac contractility

Our data indicate that PKC is unlikely to mediate the inotropic effect of ET-1 in
the intact adult rat heart. GF-109203X, a specific PKC inhibitor, did not attenuate the
inotropic response to ET-1, although it markedly reduced the inotropic effect of PMA.
Furthermore, pharmacological inhibition of PLC, the upstream regulator of PKC, also
failed to alter the inotropic action of ET-1. Of note, GF-109203X and U-73122
significantly attenuated the modest vasoconstrictor effect of ET-1, in line with previous
observations (McNair LL. et al, 2004), indicating that the inhibitors were effective in
our experimental system. In the present study, the GPCR agonist ET-1 produced a rapid
increase in left ventricular phospho-ERK1/2 levels, and inhibition of ERK1/2 activation
by U0126, a potent MEK1/2 inhibitor, markedly attenuated the ET-1-induced increase
in contractile force in the intact rat heart. Hence, our results demonstrate a novel
function for MEK1-ERK1/2 signaling whereby it regulates myocardial contractility in
addition to influencing cell growth and survival (Figure 9.). Recent advances indicate
that EGFR transactivation is an important pathway that links GPCRs and ERK1/2
activation (Thomas WG. et al, 2002). Although some studies have demonstrated the
functional importance of the HB-EGF-EGFR pathway in hypertrophic and
developmental growth processes, the relationship between EGFR signaling and cardiac
contractility remains unknown. In our experiments, ET-1 increased total tyrosine
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phosphorylation of EGFR. However, inhibition of EGFR transactivation by the specific
EGFR tyrosine kinase inhibitor AG1478 was accompanied by significant attenuation of
the ET-1-induced increase in phospho-ERK1/2 levels and the inotropic response to
ET-1. Thus, the present data define a previously unrecognized role for EGFR in the
regulation of myocardial contractility, acting as a proximal component of MEK1/2-
ERK1/2 signaling (Figure 9.). Previous studies suggest that activation of sarcolemmal
NHE1 contributes, at least in part, to the positive inotropic effect of ET-1 (Krdmer BK. et
al, 1991; Wang H. et al, 2000; Takeuchi Y. et al, 2001; Chu L. et al,, 2003; Zolk O. et al,
2004). Stimulation of NHE1 can lead to intracellular alkalinization and sensitization of
cardiac myofilaments to intracellular CaZ*. On the other hand, NHE1-mediated
accumulation of intracellular Na* can indirectly promote a rise in intracellular levels of
Ca?* via a reverse-mode Na*-Ca2* exchanger (Kentish JC. 1999; Aiello EA. et al.,, 2005). In
agreement with previous findings, our data showed that zoniporide, a highly selective
inhibitor of NHE1, attenuated the inotropic response to ET-1. Maekawa et al have
reported recently that expression of a dominant-negative p90RSK abolished oxidative
stress-induced activation of NHE1 in cardiomyocytes, providing evidence for the
essential role of p90RSK in the regulation of NHE1 activity (Maekawa N. et al., 2006). In
the present study, ET-1 increased phospho-p90RSK levels in the membrane fraction,
and both AG1478 and U0126 attenuated it. Therefore, it is conceivable that membrane-
associated p90RSK can mediate the effect of ET-1 on NHE1 activity (Figure 9.). The
finding that ~40% of the ET-1-induced positive inotropic effect remained unaffected
after inhibition of the EGFR-ERK1/2-NHE1 pathway indicates the existence of
additional signaling mechanisms. Phosphoinositide 3-kinase plays an important role in
the positive inotropic effect of insulin (von Lewinski D. et al, 2005). However, our
preliminary results showed that inhibition of phosphoinositide 3-kinase by LY 294002
(3 uM) had no effect on ET-1-enhanced contractility (45.2+5.4% versus 49.7+5%, ET-1
with and without LY 294002; n=5; P=1.0). In contrast, ML-7 (1 uM), an inhibitor of
myosin light-chain kinase, significantly reduced the inotropic effect of ET-1 (20.7£1.7%
versus 43.8+3.7%, ET-1 with and without ML-7; n=5; P<0.001). These results are in
line with previous findings (Andersen GO. et al, 2002; Chu L. Endoh M. 2004) and
suggest that myosin light-chain kinase is an important mediator of the inotropic effect
of ET-1. p38-MAPK signaling has been supposed long to be associated with various
pathological conditions in the heart such as hypertrophy, extracellular matrix
remodeling and cardiac decompensation [Wang Y, Circulation. 2007;116:1413-1423].
However, less information is available regarding the role of p38-MAPK in the
regulation of physiological cellular processes in the myocardium. In the present study,
ET-1 rapidly increased the activity of p38-MAPK in the intact adult rat heart, and
inhibition of the enzyme by its potent inhibitor SB239063 markedly augmented the
inotropic response to ET-1, whereas the inhibitor alone failed to alter baseline
contractility. These data imply that p38-MAPK has no direct negative effect on
contractility in unstressed adult ventricular myocardium, whereas physiological
activation of p38-MAPK provides a negative feedback to the ET-1-mediated inotropic
response (Figure 9.). Previously, it has been suggested that p38-MAPK suppresses
ERK1/2 signaling by a mechanism involving protein phosphatases in cardiomyocytes
(Liu Q., Hofmann PA. 2004). However, our results showed that inhibition of p38-MAPK
could not further augment ET-1-induced ERK1/2 phosphorylation, ruling out the
existence of direct cross-talk between the ERK1/2 and p38-MAPK pathways in the
intact heart. Previous observations suggest that p38-MAPK activation may lead to
dephosphorylation of phospholamban, a crucial regulator of cardiac contractility. Liu
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and Hofmann have shown that adenosine A1l receptor activation can blunt f3-
adrenergic-stimulated phospholamban phosphorylation in a p38-MAPK-sensitive
manner (Liu Q., Hofmann PA. 2004). Of particular importance was our finding that ET-1
promoted the phosphorylation of phospholamban at Ser-16 in the presence of p38-
MAPK inhibition. Phosphorylation of phospholamban relieves SERCA2a inhibition and
enhances Ca2* reuptake into the sarcoplasmic reticulum. On subsequent beats,
contractility is increased in proportion to the elevation in the size of sarcoplasmic
reticulum Ca?2* store and the resulting increase in Ca%* release from the sarcoplasmic
reticulum (MacLennan DH., Kranias EG., 2003). Therefore, it is tempting to speculate
that p38-MAPK may limit increases in contractility via dephosphorylation of
phospholamban in the myocardium. Chronic activation of p38a-MAPK in transgenic
MKK6DbE hearts has been reported to depress sarcomeric function in association with
decreased phosphorylation of a-tropomyosin and troponin [ (Vahebi S. et al, 2007).
Further experiments are required to elucidate whether p38-MAPK can modulate
myofilament function in the acute setting. Taken together, in the normal heart, the
dynamic transient activation of p38-MAPK may have an important homeostatic
function by counterbalancing excess inotropic stimulation (Figure 20). Loss of this
cardioprotective mechanism during chronic suppression of p38-MAPK signaling may
be a pathogenic factor in the progression of heart failure in mice expressing dominant
negative mutants of MKK3 or MKK6 (Braz JC. et al, 2003). On the contrary, substantial
persistent activation of p38-MAPK signaling also may contribute to the evolution of
heart failure by impairing myocardial contractility such as in mice with cardiac-specific
expression of MKK3bE or MKK6bE (Liao P. et al, 2001). Therefore, cardiac function
may be improved by normalization of upregulated p38-MAPK activity in the diseased
heart.
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Figure 9. The novel theory of signaling mechanisms activated by ET-1. MAPKSs play opposing roles in
that the ERK1/2-mediated positive inotropic response to ET-1 is counterbalanced by simultaneous
activation of p38-MAPK. EGFR may act as the upstream regulator and the p90RSK-NHE1 pathway as
the downstream effector of ERK signaling. Moreover, p38-MAPK activation may suppress
contractility by dephosphorylating phospholamban (PLN), the inhibitory protein for the
sarcoplasmic reticulum Ca%* pump (SERCA).
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6. NOVEL FINDINGS

1. We present the first evidence for the functional significance of PrRP, a putative
ligand for the GPR10 orphan receptor in the heart.

2. We have shown that PrRP has a direct, dose-dependent, slowly developing,
positive inotropic effect.

3. Our results suggest that the cAMP-independent inotropic response to PrRP is
suppressed by concurrent activation of PKCa and PP1 leading to dephosphorylation of
phospholamban.

4. We present evidence for the functional importance of ERK1/2 and p38-MAPK in
the acute regulation of cardiac contractility in the intact adult rat heart.

5. Our results demonstrate that MAPKs play opposing roles in that the ERK1/2-
mediated positive inotropic response to ET-1 is counterbalanced by simultaneous
activation of p38-MAPK.

6. We have shown that EGFR may act as the upstream regulator and the p90RSK-
NHE1 pathway as the downstream effector of ERK signaling.
7. Our data indicate that p38-MAPK activation may suppress contractility by

dephosphorylating phospholamban, the inhibitory protein for the sarcoplasmic
reticulum Ca2* pump int he intact heart.
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1. Bevezetés

A kardiomiocitak f6 feladata a kontrakcio-relaxaciéo fenntartasa. A szivizom
kontraktilitdsat szdmos rovid és hosszu tava reguldlé mechanizmus szabalyozza. Az
elmult években Uj, a kontraktilitds szabalyozasaban szerepet jatszo peptiderg
szabalyoz6 mechanizmusok Kkeriiltek felismerésre. Ezen peptidek (adrenomedullin,
apelin stb.) hatdsukat a guanin nucleotid-kété reguldlé (G) proteinhez kapcsolt
receptorokon (GPCR) keresztil fejtik ki, mely receptorok a legnagyobb csaladjat képezik
a sejtfelszini receptoroknak. A GPCR-ok az egyik legfontosabb modulatorai a
szervezetben végbemend élettani folyamatoknak. Kulcs szerepiik van a sejtszintii szignal
mechanizmusokban, a kiilvilagbol, vagy a szervezeten belili sejtek felol érkezé ingerek
felismerésében, tovabbitasaban. Szamos ligand kapcsolodik hozzajuk. A GPCR-ok egy
protein lancbdl allnak, mely lanc hétszer keresztezi a sejtmembrant (seven
transmembrane proteins-7 TM), tartalmaz egy mag struktarat extracellularis amino-
csoport véggel (N-terminal tail) és intracelluldris karboxyl-csoport véggel (C-terminal
tail). 7 transmembran spiralbdl all, mely 3 extracellularis, 3 intracellularis hurkot képez
(Salazar NC, et al.,, 2007).

Az emberi genom tébb mint 800 G proteinhez kapcsolt receptort koédol, taldn a
legnagyobb gén csaladot jelenti ez az emberi DNS-ben. A GPCR-ok kezdetben un. ,arva”
receptorok voltak, mivel transmitteriik ismeretlen volt. A specifikus transmitterek
felfedezése (deorfanizacio) jelentette az els6 fontos 1épést funkcidjuk megismerése felé.
Az elmult 20 év alatt kiilonféle technolégidkkal a legtobb GPCR-t sikeriilt a megfelelg,
specifikus ligandjaval 6sszekapcsolni. Manapsag ugy tartjak, hogy a GPCR-ok szdma
meghaladja a 800-at, melyeknek tobb mint a fele az olfaktorikus rendszerben talalhatd,
és kb. 367 taldlhat6 az emberi szervezetben, amely nem Kkapcsolédik a
szaglorendszerhez (Levoye et al. 2008). Ezek koziil, mintegy 100 GPCR még ,arva”, azaz
specifikus ligandja, valamint fiziol6gias szerepe még nem ismert.

Az elmult idészakban parositott peptid ligandok ko6zo6tt szamosrdl derult ki, hogy
szerepe lehet a kardiovaszkularis homeosztazis szabalyozasaban (apelin, ghrelin,
urotensin I, urocortin, motilin, neuromedin U, sphingosine-1-foszfat és nociceptin). A G-
proteinhez kotott receptor csaladhoz tartozik tobbek kozott a [-adrenerg, az o-
adrenerg, a muszkarin, angiotenzin, adenozin, valamint a kardialis opioid receptorok.
Nagyon valdszinti, hogy ezen neurohormonalis signal rendszerek koziil sok (ha nem az
Osszes) fontos szerepet jatszik nemcsak a kontraktilitds szabalyozasaban, hanem a
szivizomsejtek novekedésének regulalasaban is. 1998-ban leirasra kertlt (Szokodi I. et
al, 1996, 1998; Sato A. et al, 1997), hogy az adrenomedullin a cAMP rendszert6l
fliggetleniil, alacsony do6zisban is képes fokozni a kontraktilitast. Ugyanebben az évben
Tatemoto és munkatarsai felfedezték az apelint, mely endogén ligandja az O’Dowd és
munkatarsai altal 1993-ban leirt AP] (apelin-angiotensin receptor-like 1) receptornak.
Szintén 1998-ban keriilt felfedezésre egy marha hipothalamusz szovetkulturabdl izolalt
Uj bioaktiv fehérje, mely a GPR 10 (G-protein-coupled receptor 10) receptor lehetséges
ligandjaként keriilt leirasra. Mivel ez a fehérje képes stimulalni a prolaktin kibocsajtast a
hipofizis anterior sejtjeibdl, ezért prolaktin releasing peptidnek (PrRP) nevezték el.
Hamar kidertlt, hogy ezen fehérje tobb fiziol6gids folyamatban is szerepet jatszik,
PrRP kot6 helyek keriiltek patkany szovetekben leirasra. Intracerebro-ventrikularis
adagolasa soran szignifikdnsan emelkedett artérids kozépnyomast észleltek altatott
patkanyokban. Szintén igazolasra kertilt, hogy a plazmaban kering6 Ir-PrRP talalhato, de
a keringd peptid forrasat igazolni nem tudtak. Ezen adatok alapjan sokan ugy gondoljak,
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hogy a prolactin releasing peptidnek fontos szerepe lehet a kardiovaszkularis
homeosztazis fenntartdsdban, szabalyozdsdban, azonban mindez idaig ez a tézis
bizonyitast nem nyert.

PKCa, mint uj negativ reguldtora a kontraktilitasnak

A protein kindz C (PKC)- ami a szerin/treonin kinazok csaladjaba tartozik- fontos
csomépontja szamos jelatviteli Utnak. A PKC izoenzimeket szamos GPCR, illetve
novekedési faktor képes aktivalni, és alapvetd szerepet jatszanak a sejtproliferacio,
differencialédds és az apoptoézis szabalyozasaban. A miokardiumban taldlhat6 PKC
izoformak szamos sejtszintli folyamatban vesznek részt, példaul a Ca2+ szenzitivitas, és a
kontraktilitas szabalyozasaban. Braz és munkatarsai kézlése alapjan ismert, hogy a PKCa
gén hidnyos allapot fokozott szivizom kontraktilitdst, mig az enzim transzgenikus
overexpresszidja kamra diszfunkciot idéz eld. A hiperkontraktilitas, melyet a PKCa gén
hidnyos allapot indukal, képes kivédeni a nyomadstulterhelés miatt Kkialakulo
szivelégtelenséget és a MLP (muscle lim protein) gén hidnyos dilatativ kardiomyopathiat
egerekben (Braz JC. et al, 2004). Ezzel 6sszhangban a PKCa hosszutavia farmakolégiai
gatlasa Ro-31-8220 antagonistaval MLP/- egerekben drdmaian javitja a balkamra
funkciot. A PKCa negativ inotrop hatasa az inhibitor-1 fehérje foszforillalasaval, ezaltal a
protein foszfataz 1 (PP1) fokozott aktivitasaval, valamint koévetkezményes
megnovekedett foszfolamban defoszforilacidval ezaltal SERCA2 aktivitds csokkenéssel
magyarazhatd. A csokkent SERCA2 aktivitds miatt redukalédik a szarkoplazmatikus
retikulum Ca2+ felvétele, ezaltal csokkent a Ca2* kibocsajtas a systole alatt, romlik a
kontraktilitds. Mas, izolalt miocitdkban végzett vizsgalatok alapjan ugy tiinik, hogy a
PKCa direkt médon képes foszforillalni a kulcsszerepet jatszo kontraktilis fehérjéket,
ezaltal okozva csokkent 6sszehizddasi erdt (Belin R] . et al, 2007). Bar egyre tobb adat
bizonyitja, hogy a PKCa egy negativ moduldtora a szivizom funkciénak, fizioldgias
koriilmények kozott, az akut regulacioban betoltott szerepe még nem ismert.

Mitogén aktivdlta protein kindz (MAPK), mint a szivizom kontraktilitds uj
moduldtora

A mitogén aktivalta protein kinaz csalad minden eukariota sejtben kdézponti szerepet
tolt be az intracellularis jelatviteli folyamatban. A klasszikus MAPK csalad olyan fontos
sejtszintll folyamatokat regulal, mint a sejt novekedés, proliferacio, apoptozis. Az
ERK1/2 szignal ut féképp a novekedési stimulusok (GPCR agonistak, tirozin kinaz
receptorok), a JNK és p38-MAPK pedig a fizikai, kémiai stresszorok hatasara aktivalodik.
A BMK mind a novekedési, mind stressz szignalokra aktivalédhat. Kezdetben a p38-
MAPK jelatviteli utrél gy gondoltak, hogy fokozza kardiomiocitak hipertrofiajat, a GPCR
agonistakra (angiotenzin II, endotelin 1) adott valaszreakcioként neonatalis
kardiomiocita szovetkultiraban. Egerekben a p38-MAPK prolongalt gatlasat kévetéen
nyomads tulterhelés hatasara hipertréfia indukalédik, mely azt sugallja, hogy a p38-
MAPK-nak negativ modulator szerepe van a kardialis novekedési valaszban. Az adatok
elemzése azt mutatja, hogy a p38-MAPK-nak direkt hatdsa lehet a kontraktilitas
szabalyozasaban. Egerekben a p38-MAPK jelatviteli ut folyamatos aktivalasa-a MKK3bE
vagy MKK6bE kardiospecifikus expresszidjava- rontja mind systolés, mind a diasztolés
funkciot. Patkadny kardiomiocitdkban az MKK3bE adenovirus gén transzfere altal aktivalt
p38-MAPK szignifikans kontraktilitds redukciot hoz 1étre. Bar a p38-MAPK aktivitas
krénikus modulacidja jol ismert médon befolyasolja a szivizom teljesitményét, a p38-
MAPK jelatviteli rendszer szerepe a kontraktilitas fiziolégiai szabalyozasdban, még
korantsem egyértelm(i. Szemben a MEK3/6-p38-MAPK jelatviteli uttal, a MEK1/2-
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ERK1/2 szignal sarkalatos pontja a szivben taldlhaté protektiv mechanizmusoknak.
ERK1/2 szignal utvonal az ischemia-reperfiziés karosodas kivédésében jatszik fontos
szerepet. Az Erk2+/- géndllomanyu egér Kiterjedtebb infarktus teriiletet, névekedett
apoptotikus sejtelhaldst és csokkent balkamra funkciét mutat. Ezzel szemben, olyan
egér, melyben kardio-specifikus overexpresszid miatt kovetkezményesen aktivalt a
MAPK kinaz 1 (MEK1)- mely az ERK1/2 megel6z0 regulatora- szignifikansan védettebb
az ischaemia-reperfuzié okozta karosodastdl, s6t a MEK 1 transzgenikus egér esetén
novekedett balkamra funkciot észleltek, enyhe foki koncentrikus balkamra
hipertrofiaval, melyet dekompenzaciés jelek nem kisértek. Bar ezen transzgenikus
modellek egyértelmiien befolyasoljak a systolés funkciot, az, hogy az ERK1/2 direkt
képes e szabalyozni a kontraktilitast, még nem bizonyitott.

2. Ceélkitizések

2.1. Vizsgalatunk célja volt, megallapitani a PrRP funkciondlis szerepét a
miokardiumban, Kkarakterizalva a peptid direkt szivizom Kkontraktilitasra
gyakorolt hatasat.

2.2. Megallapitani a PrRP Kkardiadlis hatasaiért felel6s alapvetd szignal
mechanizmusokat intakt patkany szivben.

2.3.  Karakterizalni az ERK1/2 kontraktilitds szabalyozasaban betoltott szerepét ET-1
hatdsban, intakt patkdny szivben, valamint jellemezni a lehetséges megel$z6
reguldtorokat és disztalis effektorokat.

2.4. Igazolni a p38-MAPK szerepét a kontraktilitas szabalyozasaban, ET-1 stimulalta
intakt patkany szivben, és jellemezni a lehetséges megel6z6 regulatorokat és
disztalis effektorokat.

3. A PROLAKTIN RELEASING PEPTID SZEREPE A KONTRAKTILITAS
SZABALYOZASABAN

3.1 Bevezetés

A prolaktin relesing peptidrél, mely a hGR3/GPR10 receptor endogén ligagandja
(Hinuma S. et al, 1998), mostanaban egyre tobb adat jelent meg, miszerint szerepet
jatszhat a kardiovaszkularis rendszer szabdlyozasaban. PrRP-nek a kaudalis,
ventrolateralis nyultveldi tertiletekre torténd mikroinjekciéja dézis dependens artérias
kozépnyomas emelkedést, szivfrekvencia novekedést, valamint a renalis szimpatikus
idegrendszer aktivitas fokozodasat idézi el6 (Horiuchi J. et al, 2002). Szamos patkany
szovetben sikertlt specifikus PrRP kotShelyeket kimutatni, legnagyobb mennyiségben a
miokardiumban, mely azt a feltételezést veti fel, hogy a peptidnek szerepe lehet a
kardivaszkularis szabalyozasban, bar ez idaig egyértelmd bizonyiték nincs a PrRP
miokardiumban bet6ltott szerepérdol.

3.2 Anyagok és metodika

Felhasznalt gyogyszerek: PrRP-31 (Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Germany);
dobutamin (Sigma-Aldrich Co, Saint Louis, Mo); calyculin A, 3-isobutyl-1-methylxanthine
(IBMX), okadaic acid, and Ro32-0432 (Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK). Az 6sszes
vizsgalati protokollt attekintette és engedélyezte az Oului Egyetem és a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatkisérleti Bizottsdga. A szivizom funkcié vizsgalatat ex vivo
izolalt sziv preparatumokon végeztik (Szokodi I. et al, 1998; 2002). A sziveket him, 7
hetes Sprague-Dawley patkdnyokboél izolaltuk (testsuly: 260+31 g, n=138), gyors
kimetszést végeztiink (balkamra suly: 0.71+ 0.13 g), majd felhelyeztiikk Langendorff
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perfuziés rendszerre (LF-01, Experimetria Ltd., Budapest, Hungary). A sziveket
modositott Krebs-Henseleit bikarbonat pufferrel perfundaltuk. Konstans aramlast
biztositottunk (5.5 mL/min) perisztaltikus pumpa segitségével (Minipuls 3, modell 312,
Gilson, Villiers, France). Atrialis elektrod segitségével ingereltiik a sziveket, konstans
frekvenciaval (305+1/ min) Grass stimulator segitségével (S88, Grass Instruments, West
Warwick, RI) (11 V, 0.5 ms). A kontraktilis er6t (apikobazalis elmozdulas) eréméré
segitségével rogzitettiik (FT03, Grass Instruments, West Warwick, RI), az eréméro
horgat a balkamra csucsaba pozicionaltuk, a kezdeti el6terhelés 2 g volt. A perfazids
nyomast nyomasmérd transducerrel mértiik (MP-15, Micron Instruments, Los Angeles,
Calif), a nyomasméro kantilt az aorta kantilbe vezettiik.

3.3. Kisérleti protokoll

40 perces ekvilibraciés és 5 perces kontroll periddust kovetSen kilonféle
gyogyszereket adagoltunk a perfundalé oldathoz 15 percen keresztiil. Kezdetben a
PrRP-31 kontraktilitasra kifejtett dézis dependens hatasat vizsgaltuk (1-100 nM). Ezt
kovetéen Osszehasonlitottuk a PrRP-31 és a B-adrenerg agonista dobutamin(10 pM)
kontraktilitasra kifejtett hatdsat. A szignal mechanizmusok vizsgalata céljab6l 10 pM
IBMX-et és 100 nM Ro32-0432-t hasznaltunk, mivel ezen dézisokkal igazoltan gatolhaté
a foszfodiészteraz aktivitasa(Bian JS. et al, 2000), illetve a PKCa aktivitasa (Hambleton
M. et al.,, 2006). A calyculin A 1 nM-os d6zisban képes blokkolni mind a protein-foszfataz
1-et (PP1) és a protein foszfataz 2-t (PP2), mig az okadaik sav 10 nM ddzisban csak a
PP2A aktivitdsara hat (Herzig S. et al, 2000). A kisérletek befejeztével a balkamrat
folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk, és -80 C°-on taroltuk a tovabbi
feldolgozasig. A balkamrai szovetet lizissel homogenizaltuk (20 mM Tris, (pH 7.5), 10
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM f-glycerophosphate, 2 mM dithiothreitol
(DTT), 1 mM Na3VO4, 10 pg/mL leupeptin, 10 ug/mL aprotinin, 2 pg/mL pepstatin, 2
mM benzamidine, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) és 20 mM NaF), majd
felhelyeztiik SDS-PAGE-re, majd nitrocellul6z membranra. A Western blott vizsgalatokat
specifikus foszfo(Ser16)-foszfolamban (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, Calif)
elleni ellenanyaggal végeztiik.

3.4. Eredmények

3.4.1. A PrRP hatasa a szivizom kontraktilitasra

A PrRP-31 (1-100 nM) 15 perces intrakoronarias adagolasa lassan kialakulo,
dozis fliggod pozitiv inotrop hatast eredményezett izolalt patkanysziv preparatumon (1A
Abra). Maximalis hatast a 10 nM-os PrRP dézisnal észleltiik. Ahogy az 1B 4bran lathat6 a
kontraktilitas novekedés lépcsdzetesen alakul ki és a maximalis hatas 15 perc koriil
lathaté. A PrRP altal okozott kontrakcioés erd fokozédas idébeni lefolyasa teljesen eltérd
az igen gyorsan kifejl6dd, de rovidebb ideig tarté B-adrenerg agonista dobutamin (250
nM) hatasatél (2. Abra).

3.4.2. cAMP és a PrRP szignal

Azért, hogy tisztazzuk a cAMP-PKA utvonal szerepét a PrRP jelatviteli
rendszerében, azt vizsgaltuk, hogy a cAMP katabolizmusat gatl6 nem szelektiv
foszfodiészteraz gatld IBMX képes e a peptid inotrop hatasat novelni. A PrRP (10 nM)
kontraktiltdsra gyakorolt hatasat az IBMX (10 uM) nem befolyasolta (P=NS), pedig a
foszfodiészteraz gatlas jelent6sen novelte a dobutamin (250 nM) inotrop effektusat
(P<0.001).
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1. Abra. A: PrRP-31 hatdsa (1-100 nM) a kontrakcids erére (DT) izoldlt, perfunddlt patkdny szivben. B: A
PrRP-31 hatdsdnak idébeni lefutdsa. Az eredmények a kezdeti értékekhez viszonyitott szdzalékos formdban
ldthatéak. Az adatokat ANOVA ( 2-way repeated-measures) és ezt kévetden Bonferroni post hoc teszttel
analizdltuk, a megjelenitett adatok kézépérték +SEM (n=4-6 minden csoportban)formdban ldthatok.
*P<0.05, 1P<0.001 vs. kontroll és PrRPP.
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2. Abra. A: A dobutamin (250 nM) hatds révid élett, gyorsan kifejléds, szemben a PrRP (10 nM) lassan
kialakulé hatdsdval. A megjelenitett adatok kézépérték +SEM (n=4-6 minden csoportban) formdban
lathatok. B és C: eredeti regisztratumok, melyek a kontraktilitds (DT) vdltozdsdt mutatjdk dobutamin és
PrRP hatdsdra.

Ezen adatok azt mutatjak, hogy a PrRP kontraktilitdis novel§ hatasa a cAMP uttél
fliggetlen mechanizmusokkal jon létre.

3.4.3. A protein foszfatazok és a PrRP signal

A reverzibilis foszforilaci6 kulcs momentuma a szivizom 6sszehuizddasanak, és
nagyon fontos szerepe van a kontraktilitas szabalyozasaban. A protein kinaz dependens
foszforilacidt a protein foszfatazok defoszforilacioja ellensulyozza. A protein foszfatazok
PrRP szignadl mechanizmusaban jatszott szerepének tisztazasara specifikus inhibitorokat
calyculin A-t, és okadaik savat hasznaltunk. A calyculin A 1 nM-os do6zisban képes
blokkolni, mind a PP1-t és a PP2-t, mig az okadaik sav 10 nM-os dé6zisban csak a PP2-t
blokkolja (Herzig S. et al, 2000). Amikor PrRP-t (10nM) adagoltunk calyculin A (1nM)
jelenlétében, a peptid inotrop hatasa jelentésen novekedett (P<0.001) (3A Abra). Ezzel
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szemben az okadaik sav nem befolyasolta a peptid inotrop hatasat (P=NS). Kiemelendd,
hogy a PP gatlas, tobb PrRP doézis esetén (1 nM, 3 nM, and 30 nM) is hasonlé mértéki
kontraktilitas fokozodast mutatott. Ezen adatok alapjan feltételezhet6, hogy a PrRP
inotrop hatasa a PP1 altal gatolt, de a folyamatra nincs hatasa a PP2 gatlasnak.

DT (% increase)
0

3. Abra A PrRP inotrop hatdsa a PP1 és a PKCa dltal gdtolt. A és B: A calyculin A (1 nM), mely eqy PP1/PP2A
inhibitor, okadaik sav (10 nM), mely PP2A inhibitor (A), és Ro32-0432 (100 nM), mely egy PKC«a inhibitor (B)
hatdsa a PrRP (10nM) dltal kivdltott inotrop effektusra. Az eredmények a kézépérték +SEM (n=4-8 minden
csoportban) formdban ldthaték.. *P<0.001 vs kontroll; 1P<0.001 vs PrRP (10 nM) (2-way repeated-measures
ANOVA, Bonferroni post hoc teszttel). C: kiilénb6z6 dozisti PrRP-re adott vdlasz calyculin A (1 nM) és okadaik
sav(10 nM) jelenlétében.

3.4.4. Protein kinase Ca és a PrRP szignal folyamatok

A PKCa overexpresszidja a szivben a fokozott PP1 aktivitds miatt csokkent
kontraktilitassal jar (Braz JC. et al, 2004), emiatt Kisérleteink tovabbi részében azt
vizsgaltuk, hogy vajon a PKCa képes e modulalni a PrRP altal medialt kontraktilis
funkcié javulast. Ahogy a 4. dbra B részében lathaté a Ro32-0432 (100 nM), mely egy
PKCa inhibitor (Hambleton M. et al.,, 2006), szignifikans mértékben képes novelni a PrRP
inotrop effektusat (P<0.001). A PKCa overexpresszi6ja csokkenti a foszfolamban (PLN)-
a SERCA2a inhibitor fehérjéjének- foszforilaciéjat (Braz JC. et al, 2004). Ezzel
osszhangban a PrRP szignifikans mértékben noveli a PLN foszforilaciot a Ser-16 helyen
R032-0432 jelenlétében (P<0.01), mig 6nmagaban ha a peptidet adagoljuk, abban az
esetben nem novekszik a PLN foszforilaci6 mértéke (4. Abra). A megfigyelésiink azt
tamasztja ala, hogy a PKCa gatlas képes novelni a PrRP inotrop hatasat, azaltal, hogy a
foszfolamban foszforilaciét fokozza a miokardiumban.

3.5. Kovetkeztetések

Ismereteink szerint eredményeink az els6 bizonyitékok arra, hogy a PrRP-nek
fontos funkcionalis szerepe lehet a miokardiumban. Adataink azt mutatjak, hogy a PrRP
direkt, lassan kialakul6, dézis fliggd pozitiv inotrop hatassal bir intakt patkdny szivben.
Mivel az inotrop hatas onmagaban enyhe foku, azt feltételeztiik, hogy bizonyos
ellenregulalé folyamatok altal supprimalt lehet. Kisérleteink valéban igazoltak, hogy a
PrRP- a cAMP szignal utjatol fiiggetlen- inotrop hatasa, PKC-a és PP1 altal bizonyos
meértékben gatolt. Ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy a PrRP ez idaig ismeretlen
szerepet tolthet be a kardiovaszkularis regulacioban.
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4. Abra. Ro32-0432 jelenlétében a PrRP képes fokozni a PLN foszforildciot a Ser-16 helyen. f A: Western
blot analizis. p38 kontrollként alkalmazva.. B: Eredmények az oszlop diagrammon, kézépérték+SEM
(n=3-4 minden csoportban). *P<0.05 vs kontrolll; #P<0.01 vs PrRP (1-way ANOVA, Bonferroni post hoc
analizissel).

4. AZ ENDOTHELIN-1 SZEREPE A KONTRAKTILITAS SZABALYOZASABAN

4.1 Bevezetés

A MAPK csalad tagjai, az ERK1/2 és a p38-MAPK szamos patoldgias folyamatban
jatszanak szerepet, ugymint a szivizom hipertrofia, szivelégtelenség, azaltal, hogy
szabalyozzak a sejtnovekedést, valamint a proliferaciét (Bueno OF, Molkentin |JD., 2002;
Wang Y., 2007 ). A MEK-1 (mely az ERK1/2 megel6z6 regulatora) overexpresszioja
koncentrikus balkamra hipertréfiat okoz, anélkiil, hogy a szivelégtelenségre utal6 jelek
megjelennének (Bueno OF. et al, 2000). Ezzel szemben egérben a p38-MAPK aktivitas
prolongalt gatlasa a p38-MAPK proximalis regulator kinazainak az MKK3-nak és MKK6-
nak domindns negativ mutdnsai expresszalédasaval progressziv kamrai hipertroéfiat
facilital, kamra dilatacioval és funkcionalis dekompenzaciéval. Ez arra utal, hogy a p38-
MAPK-nak gatlé hatasa lehet a kardialis sejtnévekedési valaszra (Braz JC. et al, 2003).
Ezen patoldgias allapotokkal ellentétben a mitogén aktivalta protein kinazoknak és az
epidermalis novekedési faktor receptornak (EGFR) a szerepe a fizioldgias cellularis
folyamatok szabalyozasaban intakt miokardium esetén még nem tisztazott.
Az endothelin-1 (ET-1) jelent6s mértékben képes novelni az ETa receptoron keresztiil a
kontraktilitast (Krdmer BK. et al.,, 1991; Wang H. et al., 2000; Chu L. et al, 2003;2004;
Kinnunen P. et al.,, 2000). Korabbi vizsgalatok igazoltak, hogy a kardiomiocitdk ET-1-gyel
torténd stimulacidja jelent6s mértékben fokozzak az ERK1/2, p38-MAPK, és az EGFR
foszforilacidjat (Bogoyevitch MA. et al, 1993; Sugden PH. et al, 2003; Asakura M. et al,
2002), de arra kordbbi adatok nincsenek, hogy vajon ezen szignal utaknak szerepe van e
az ET-1 inotrop hatasanak kialakitasaban. Ezért célunk a kisérleteink ezen részében az
volt, hogy karakterizaljuk az ERK1/2 és p38-MAPK, a potencialis upstream regulatorok
(pl: EGFR), és disztalis effektorok (pl: Na*-H* exchanger-1, foszfolamban) szerepét az
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4.2. Anyagok és metodika

Felhasznalt gy6gyszerek: ET-1 (Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe, Germany);
AG1478, GF-109203X (bisindolylmaleimide I), LY 294002, ML-7, phorbol 12-myristate
13-acetate, SB239063, U0126 and U-73122 (Merck Chemicals Ltd., Nottingham, UK);
zoniporide (Tracey, Pfizer Global Research and Development, Groton, Conn). Him 7
hetes Sprague-Dawley patkanyt hasznaltunk (n=112). A sziveket gyorsan eltavolitottuk
az altatott allatokbol,és Langendorff perfuzios rendszerre helyeztiik (LF-01,
Experimetria Ltd, Budapest, Hungary), konstans dramlassal perfundaltuk, ahogy
korabban leirtuk (lasd: 3.2. fejezet)

4.3. Kisérleti protokoll

40 perces ekvilibracios és 5 perces kontroll periddust koévetSen kilonféle
gyogyszereket adagoltunk a perfundalé oldathoz 10 percen keresztiil. Az alkalmazott
koncentraciok: U0126 (1.5 umol/L), SB239063 (3 umol/L), U-73122 (100 nmol/L), GF-
109203X (90 nmol/L), AG1478 (1 umol/L), és zoniporide (1 pumol/L) (mivel irodalmi
adatok alapjan ezen dézisok gatoljdk az ERK1/2-t (Tenhunen O. et al, 2004), a p38-
MAPK-t (Tenhunen 0. et al., 2004), a fosfolipaz C-t (PLC), (Szokodi I. et al.,, 2002; Fulton D.
et al, 1996 ), a PKC-t (Szokodi I. et al, 2002), az EGFR tirozin kinazt (Thomas WG. et al,
2002) és a Na*-H* exchanger-1-t (NHE1) (Szokodi I. et al, 2002; Knight DR. et al., 2001). A
kisérletek befejeztével a mintakat folyékony nitrogén segitségével fagyasztottuk, és -80
C°-on taroltuk a tovabbi feldolgozasig.

4.4. Eredmények

4.4.1. Az ERK1/2 szerepe a kontraktilitas szabalyozasaban

[zolalt, perfundalt patkanysziv preparatumon az ET-1 10 perces ic. infuzidja (1
nmol/L) a kontraktilitist 40+2%-kal novelte (5A. Abra), megfeleléen a korabbi
eredményeinknek (Szokodi I et al, 2002; Kinnunen P. et al, 2000). Az ERK1/2
vizsgalatunkban fellép6 aktivacidjanak igazolasara Western blottokat készitettiink. A
korabbi miocita neonatalis szovetkultiraban végzett Kkisérletekkel 0sszhangban
(Bogoyevitch MA. et al, 1993; 1994) az ET-1 (1 nmol/L) 10 perces infuzi6ja novelte a
foszfo-ERK1/2 szintet izolalt, perfundalt felnétt patkany szivekben (5B Abra).
Igazolando, hogy az ERK1/2 aktivacié hozzajarul az ET-1 inotrop hatasahoz, U0126-ot
alkalmaztunk, mely az ERK1/2 megel6z6 regulatoranak a MEK1/2-nek potens
inhibitora. Az U0126 (1.5 pmol/L) infundalasa szignifikdnsan csokkentette az ET-1
inotrop hatasat (5A Abra, P<0.001), valamint a foszfo-ERK1/2 szintet az ET-1 altal
stimulalt balkamrai szovetekben (5C és 5D Abra). Az U0126 (1.5 pmol/L) infundélasa
viszont nmagaban nincs hatassal a kontraktilitasra (5A Abra, P=1.0)

4.4.2. Az ERK1/2 proximali regulatorainak szerepe a kontraktilitas
szabalyozasaban

A PKC felndtt patkanyszivben torténd aktivacidjanak vizsgalatara a PKC
hatasara nem talaltunk konzisztens novekedést a partikularis frakcié iranyaba torténé
transzlokacioban a PKCa, PKC9, vagy PKCe esetében a Western blot analizisek soran.
Hogy meghatarozzuk, mennyiben jarul hozza a PKC az ET-1 hatasahoz, specifikus PKC
inhibitort alkalmaztunk, a GF-109203X-t (Szokodi I. et al, 2002). A GF-109203X (90
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befolyasolta az ET-1 altal kivaltott kontraktilitas fokoz6dast sem (P=1.0).
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5. Abra. ERK1/2 szigndl sziikséges az ET-1 medidlta kontraktilitds névekedéshez. A: Izoldlt patkdny szivben
az ET-1 (1 nM) 10 perces infiiziéja noveli a kontraktilitdst (DT), és az U0126 (1.5 uM), ami egy MEK1/2
inhibitor, attenudlja az ET-1 hatdsdt.Az eredmények a baseline értékek szdzalékdban ldthatéak. B, C és D:
ERK 1/2 foszforildcié Western blot analizise.. ET-1 néveli a foszfo-ERK1/2 (P-ERK1/2) szintet (B és D), és az
U0126 gdtolja ezt.(C és D). Az adatok analyzise 2 utas és 1 utas ANOVA-val, és Bonferroni posthoc teszttel
tortént, az adatok kézépérték+SEM (n=4 csoportonként) formdban ldthatdk. **P<0.01 vs kontroll; #P<0.05,
##P<0.01 vs ET-1.

Ezen felil vizsgaltuk a PKC megel6z6 aktivatoranak, a PLC-nek a szerepét is. A PKC
inhibitorhoz hasonléan a potens PLC gatlé U-7312213 (100 nmol/L) (Fulton D. et al,
1996; Szokodi 1. et al, 2002) sem volt képes befolyasolni az ET-1 hatasat (P=1.0). Ezen
adatok azt mutatjak, hogy az ET-1 kontraktilitas fokozé hatasa PLC-PKC fiiggetlen
szignal dtvonalon torténik.

Egyes vizsgalatok azt sejtették, hogy a GPCR agonistak képesek a kardiomiocytak
novekedését eldsegiteni az EGFR transzaktivacion keresztill, kovetkezményes MAPK
aktivaciéval (Thomas WG. et al, 2002). EGFR foszforilaciét mértiink anti-EGFR antitest
immunblottal , hogy vizsgaljuk vajon az ET-1 transzaktivalja-e az EGFR-t. Az ET-1
fokozta az EGFR total tirozin foszforilacidjat, mely az EGFR transzaktivacidra utal. Az ET-
1 kivaltotta EGFR tirozin foszforilacié az EGFR tirozin kinaz inhibitor AG1478-cal (1
pumol/L) megsziintetheté (Bogoyevitch MA. et al, 1994). S6t az AG1478 szignifikans
mértékben csokkentette az ET-1 kivaltotta ERK1/2 foszforilaciot, amely azt veti fel, hogy
az EGFR transzaktivacio szlikséges az ERK1/2 kaszkad aktivaci6jdhoz. Tovabba AG1478
jelenlétében az ET-1 kivaltotta inotrop valasz szignifikans mértékben szuprimalddott, a
maximalis csokkenés 46% volt (P<0.001).

4.4.3. Az ERK1/2 altal aktivalt aktivalt enzimek szerepe a Kkontraktilitas
szabalyozasaban

A szarkolemmaban talalhat6 NHE1-r6l tobb vizsgalat adata alapjan felmeriilt,
hogy alapvetd szerepe lehet az ET-1 inotrop hatasanak kozvetitésében (Krdmer BK. et
al, 1991). Ennek megfelel6en vizsgalatunkban zoniporidot alakalmaztunk (1 pM), mely
ismert potens és szelektiv NHE1 inhibitor (Szokodi I. et al, 2002; Knight DR. et al., 2001).
Kisérleteinkben a zoniporid szignifikdns mértékben, 57%-kal csokkentette az ET-1
inotrop hatasat (P<0.001), mig 6nmagaban adva nem volt hatassal a kontrakciok erejére
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(P=1.0; 6A Abra). Korabban kimutattak, hogy az ERK1/2 és az egyik altala aktivalt enzim
a p90 riboszémalis S6 kindz (p90RSK) képes foszforillalni és aktivalni ET-1 hatasara a
NHE1-t miocitakban (Moor AN. et al, 1999). Amint a 7B abran lathat6 az ET-1 fokozza a
foszfo-p90RSK szintet a membran frakciéban. Lényeges, hogy mind az U0126 és AG1478
szignifikans mértékben csokkenti az ET-1 altal kivaltott p90RSK foszforilaciét (6C és 6D
Abra), mely azt veti fel, hogy a p90RSK-medialta NHE1 aktivaci6 az EGFR-ERK1/2
szignal folyamat disztalis része lehet.
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6. Abra NHE1 szerepet jdtszik az ET-1 dltal kivdltott inotrop hatdsban. A: Zoniporid (1 uM), mely eqy NHE1
inhibitor, csékkenti az ET-1- indukdlta kontraktilitds fokozdddst. Szignifikdns kiilonbséget taldltunk a 2
csoport kozott (P<0.001)(2-way repeated measures ANOVA). *P<0.01, 1P<0.001 vs kontroll és U0126;
#P<0.001 vs ET-1 (Bonferroni posthoc analizis). B, C és D: p90RSK foszforildcio Western blot analizise. ET-1
kivaltott foszfo-p90RSK szint a membrdn frakciéban (B), mely U0126-tal (C) és AG1478-cal (D) kivédhetd..
DT: kontrakcié névekedés; P, foszfo-.

4.4.4. A p38-MAPK szerepe a kontraktilitas szabalyozasaban

Korabban miocita szovetkulturaban kimutattak, hogy az ET-1 jelentds mértéki
p38-MAPK foszforilaciot indukal (Clerk A. et al, 1998). Ennek megfelel6en
kisérleteinkben az ET-1 10 perces inftzioja izolalt, perfundalt patkany szivben novelte a
foszfo-p38-MAPK szintet. A p-38-MAPK szerepének tisztdzasara egy 1j, potens
gatldszert, az SB239063-t hasznaltuk (Tenhunen O. et al, 2004). Az ET-1 indukalta p38-
MAPK aktivitas SB239063-mal (3uM) kivédhetd, az SB239063 infazidja az ET-1
indukalta inotrop hatast maximalisan 42%-kal (P<0.05) képes novelni, mig az inhibitor
onmagaban nincs hatassal a kontraktilitasra (P=1.0).

4.4.5. A p38-MAPK és az ERK1/2 szignal ut kapcsoldédasa

A p38-MAPK gatlasa SB239063-mal nem befolyasolja az ET-1 indukalta ERK1/2
foszforilaciét. Hasonl6an az U0126 nem hat a foszfo-p38-MAPK szintre. Viszont érdekes,
hogy az AG1478 szignifikdnsan csokkenti az ET-1 hatasara kialakul6 emelkedett foszfo-
p38-MAPK szintet, amellett ,hogy az ERK1/2 foszforilaciéjara is hatassal van. Ezen
adatok azt sugalljak, hogy nincs direkt kapcsolat az ERK1/2 és a p38-MAPK szignal
utjaban. Viszont az EGFR transzaktivacio ugy tlinik, mindkét Gtvonalra hatassal van.

4.4.6. A p38-MAPK cél fehérjéinek szerepe jat a kontraktilitas szabalyozasaban

A foszfolamban a kontraktilitas szabalyozasanak egyik alapkove. Defoszforillalt
allapotaban magahoz koti és gatolja a sarkoplazmatikus retikulum Ca2+-ATP-az (SERCA-
2a) miikodését. A PLN Ser-16 helyen torténé foszforillalasa megsziinteti a SERCA-2a
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gatlasat és fokozza a Ca?* visszavételt a SR-ba, mely fokozott kontraktilitassal jar
(MacLennan DH. et al, 2003). Az ET-1 szignifikdns mértékben noveli a PLN foszforilaciét
a Ser-16 helyen SB239063 jelenlétében (7A Abra). Az SB239063-nak (P=0.115) és az
U0126-nak énmagaban nincs szignifikians hatasa a PLN foszforilaciéra (7B/C Abra).
Ezen adatok azt mutatjak, hogy a p38-MAPK gatlasa novelheti az Et-1 altal indukalt
inotrop hatast, azaltal, hogy a PLN foszforilaci6 fokozo6dik a szivizomban.
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7. Abra. A p38-MAPK szigndl szabdlyozza a PLN foszforildciét.i. A: A Western blot analizis igazolja, hogy a
p38-MAPK gdtlé SB239063 (3 uM) jelenlétében az ET-1 fokozza a PLN foszforildciot a Ser-16 helyen. B: Az
eredmények oszlop diagrammon, kézépérték+SEM (n=3-5 minden csoportban). **P<0.01 vs kontroll; #P
<0.05, és ##P<0.01 vs ET-1 + SB239063 (1-way ANOVA, Bonferroni post hoc analizissel). C: U0126 (1.5 uM)
nem befolydsolja a PLN foszforildciét.. Tot= total; P, foszfo-.

4.5. Konkluzié

Jelen vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy az ERK1/2-nek és a p38-MAPK-nak fontos
funkcionalis szerepe van a kontraktilitas akut szabalyozasaban felnétt patkanyszivben.
Eredményeink felfedték, hogy a MAPK-ok ellentétes szerepet jatszanak, abban, hogy az
ET-1, ERK1/2 altal medialt pozitiv inotrop hatasa ellenregulalédik a szimultan p38-
MAPK aktivacié altal. Az EGFR a folyamat proximalis reguldtora lehet és a p90RSK-
NHE1 utvonal a disztalis effector szerepét toltheti be az ERK szignal folyamataban. A
p38-MAPK aktivacio6 a kontraktilitast supprimalhatja a PLN defoszforilaci6javal.

5. MEGBESZELES

5.1. A PrRP funkcionalis szerepe a miokardiumban

Ismereteink szerint jelen vizsgalatunk az elsd bizonyitéka annak, hogy a PrRP-
nek fontos funkcionalis szerepe lehet a miokardiumban. Adataink alapjan a PrRP-nek
direkt, lassan kifejl6d6 pozitiv inotrop hatdsa van, intakt patkany szivben. Mivel a peptid
inotrop hatasa 6nmagaban nem volt jelent6s, ezért feltételeztiik szimultan fellép6
ellenregulalé folyamat jelenlétét. A Bi-adrenerg agonista dobutamin hatasat jelentds
mertékben lehet fokozni egyideji non-szelektiv foszfodiészteraz gatlo [IBMX
infundalasaval. Ezzel szemben a PrRP inotrop hatasat nem befolyasolta az IBMX, ami azt
mutatja, hogy a foszfodiészteraznak nincs szerepe a peptid szignal utvonalaban, sét azt
tdmasztja ala, hogy nem az adenil-ciklaz-cAMP utvonal medialja a PrRP inotrop
effektusat. A protein-foszfataz 1, 2A és 2B (calcineurin) a legfontosabb szerin/treonin
foszfatazok a miokardiumban (Herzig S., Neumann ], 2000). Nagy dézisban adott PP
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gatlé szerek, mint a calyculin A, vagy okadaik sav a PLN, a troponin I, valamint a miozin
konnytlanc foszforilaciéjanak novelésével képesek az inotropiat fokozni anélkiil, hogy a
cAMp szintre hatassal lennének (Gupta RC. et al, 2002). Kisérleteinkben alacsony
dézisban alkalmaztunk PP inhibitorokat (calyculin A, okadaic sav), melyeknek igy
onmagukban nincs hatasuk a kontraktilitdsra. A PP1 és PP2A calyculin A-val torténdé
gatlasa szignifikansan novelte a PrRP inotrop effektusat, mig az okadaik sav esetén nem
talaltunk valtozast. Ezek alapjan joggal feltételezhetd, hogy a PrRP inotrop hatasat
ellenregulal6 egyik folyamat a PP1 aktivacio, és nem a PP2A hatasa.

A PKCa-val kapcsolatban mar régdta felmeriilt, hogy a szivizom funkcié negativ
modulatora lehet, azonban fiziolégids korilmények kozott, az akut szabalyozasban
betoltott szerepe nem ismert. Vizsgalataink egyik érdekes adata, hogy a Ro32-0432, ami
egy PKCa inhibitor (Hambleton M. et al, 2006), szignifikdns mértékben novelte a PrRP
inotrop hatasat, ami felveti annak a lehet6ségét, hogy a PKCa aktivacidja negativ
feedback mechanizmusként miikodik a PrRP inotrop effektusa kapcsan. Emellett
igazolddott, hogy PKCa gatldszer jelenlétében a PrRP szignifikdns mértékben novelte a
PLN foszforilacidjat a szerinl6 helyen. Ezen megfigyelésiink 6sszhangban van azzal a
korabban ko6zolt adattal, miszerint a PKCa overexpresszidja a PP1 aktivitas novelése
révén csokkenti a PLN foszforilaciéjat (Braz JC. et al, 2004). A PLN foszforilaci6, mint
ismert megsziinteti a SERCA2a gatlasat, ezaltal novekszik a Ca2* visszaaramlas a SR-ba,
ezaltal novekszik a kontraktilitds (MacLennan D., Kranias E., 2003). Tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak eldontésére, hogy a PrRP miképpen befolyasolja a miofilamentumok
miikodését. Osszességében azt mondhatjuk, hogy eredményeink alapjan a PrRP cAMP-
tol fliggetlen inotrop hatasa PKCa és PP1 altal gatolt, mely gatlds a PLN defoszforillalt
allapotahoz vezet (8. Abra). Ezen feliill megallapithatjuk, hogy a PKCa aktivacidja az
altalanos homeosztazis fenntartasaban is szerepet jatszhat az excessziv inotrop hatasok
kivédése altal.

PrRP-31
GPCR

:'-l-“-t-"w GPR 10 (?)
@a&W W
RN k‘Rosz-(mz

| s i

ADP——(cAMP)

8. Abra A PrRP lehetséges szigndl mechanizmusa szivizomsejtben. A GPR10 stimuldcidja -a
PrRP dltal- kivalt egy a cAMP-t4l ftiggetlen inotrop vdlaszt, mely egy szimultan aktivalodo
ellenreguladlé folyamatotokat indit el, a PKCa és PP1 aktivdcid a PLN defoszforildciéjdhoz
vezet.
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5.2. Az ERK1/2 és a p38-MAPK szignal szerepe a Kontraktilitas akut
regulaciojaban

Eredményeink azt mutatjak, hogy az ET-1 inotrop hatasat valosziniileg a PKC
nem medidlja intakt patkdny szivben. A specifikus PKC gatlé GF-109203X nem
befolyasolta az ET-1 kivaltotta inotrop hatast, bar a PMA inotrop effektusat jelentdsen
csokkentette. Tovabba a PLC- mely proximalis regulatora a PKC-nak- gyogyszeres
gatlasa szintén nem befolyasolta az ET-1 kontraktilitas fokoz6 hatasat. Megjegyzendd,
hogy a GF-109203X és az U-73122 kisérleteinkben szignifikansan gyengitette az ET-1
vazokonstriktor hatasat mas vizsgalatokkal 6sszhangban (McNair LL. et al, 2004), ami
azt mutatja, hogy a kisérleteinkben hasznalt inhibitorok effektivek. Vizsgalatunkban a
GPCR agonista ET-1 rapidan novelte a bal kamrai szovetben a foszfo-ERK1/2 szintet, és
az ERK1/2 aktivacidjanak gatlasa U0126-tal (mely agy potens MEK1/2 gatld) jelent6sen
csokkentette az ET-1 kivaltotta kontraktilitds novekedést intakt patkany szivben.
Eredményeink bizonyitottdk a MEK1-ERK1/2 szignal folyamat 4j funkci6jat, miszerint a
sejt novekedés és tilélés mellett szabalyozza a szivizom kontraktilitast is (9. Abra).
Vizsgalataink ramutatnak arra is, hogy az EGFR transzaktivacié egy rendkiviil fontos
jelatviteli at, mely 6sszekoti a GPCR és az ERK1/2 aktivaciot (Thomas WG. et al., 2002).
Bar néhany vizsgalat igazolta a HB-EGF-EGFR utvonal szerepét hipertrofias
modellekben, de az EGFR szignal és a kontraktilitas kozotti kapcsolatra utalé adatokkal
nem rendelkeztlink. Kisérleteinkben az ET-1 novelte az EGFR tirozin foszforilaciéjat. Az
EGFR transzaktivacidjanak specifikus tirozin-kinazzal (AG1478) torténd gatlasa pedig
egyltt jart az ET-1 indukalta foszfo-ERK1/2 szint cs6kkenéssel és a csokkent ET-1
kivaltotta inotrop valasszal. Ezen adataink az EGFR, mint a MEK1/2-ERK1/2 szignal
folyamat megel6z6 komponense, eddig nem ismert szerepét igazoljak a miokardialis
szarkolemmaban 1évé NHE1 aktivaciodja, ha csak részben is de részt vesz az ET-1 pozitiv
inotrop hatasanak kozvetitésében (Krdmer BK. et al,, 1991; Wang H. et al, 2000; Takeuchi
Y.etal,2001; Chu L. et al, 2003; Zolk O. et al.,, 2004). Az NHE1 stimulacidja intracellularis
alkalizacidhoz és a miofilamentumok Ca?*szenzitivizacidjahoz vezet. Masrészrél a NHE1
medialta intracellularis Na* akkumulaci6 indirekt médon néveli az intracellularis Ca?*
szintet a reverz modban miikod6é Na*-Ca%* exchangeren kesztil (Kentish JC. 1999; Aiello
EA. et al,, 2005). Ezzel 6sszhangban eredményeink azt mutatjak, hogy a zoniporide, mely
egy erdsen szelektiv NHE1 inhibitor, csokkenteni képes az ET-1 indukalta kontratilitas
novekedést. Maekawa és munkatdrsai nemrég kozolték, hogy a dominans negativ
p90RSK mutans expresszidja megsziinteti a az oxidativ stressz indukalta NHE1
aktivaciot kardiomiocitakban, igazolva ezzel a p90RSK alapvet6 szerepét a NHE1
aktivitas szabalyozasaban (Maekawa N. et al, 2006). Jelen vizsgalatunkban az ET-1
novelte a foszfo-p90RSK szintet a membran frakciéban, valamint mind az AG1478 és az
U0126 is csokkentette azt. Ezért érthet6, hogy a membranban taldlhaté p90RSK az
Nhel-en keresztiil képes medidlni az ET-1 hatasat (10. Abra). Emellett viszont azt
talaltuk, hogy mintegy 40%-a az ET-1 indukalta pozitiv inotrop hatasnak az EGFR-
ERK1/2-NHE1 jelatviteli ut gatlasa mellett is megmaradt, mely egyéb szignalut létét
feltételezi. A foszfoinozitid 3-kinaz az insulin pozitiv inotrop szerepének kialakitasaban
fontos szerepet jatszik (von Lewinski D. et al, 2005). Kezdeti eredményeink viszont azt
mutatjak, hogy a foszfoinozitid 3-kinaz gatlasa LY 294002-vel (3 uM) nincs hatassal az
ET1 indukalta kontraktilitas novekedésre (45.2+5.4% v. 49.7+5%, ET-1 LY 294002-vel
és nélkiil; n=5; P=1.0). ezzel szemben az ML-7 (1 uM),mely egy miozin konnyii-lanc kinaz
inhibitor, szignifikdns mértékben csokkentette az ET-1 inotrop hatasat (20.7+1.7% v.
43.8+3.7%, ET-1 ML-7-tel és nélkil; n=5; P<0.001). Ezek az eredmények 6sszecsengenek
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a korabbi adatokkal (Andersen GO. et al, 2002; Chu L. Endoh M., 2004) és azt sugalljak,
hogy a miozin konnyti-lanc kindz fontos szerepet jatszik az ET-1 inotrop effektusaban. A
p38-MAPK jelatviteli ut aktivacidja szamos kardialis patoldgias allapotban szerepet
jatszik, agymint a hipertroéfia, remodelling, dekompenzacié (Wang Y., et al 2007). Viszont
kevés adat all rendelkezésre a p38-MAPK szerepérdl a szivizomban fizioldgias kondiciok
kozott. Jelen kisérleteinkben az ET-1 rapidan novelte a p38-MAPK aktivitast, és a gatlasa
SB239063-mal, mely potens inhibitora az enzimnek, er6teljesen novelte az ET-1 inotrop
hatasat, mig a gatloszernek 6nmagaban nem volt hatasa a kontraktilitasra. Ezen adatok
azt is jelentik, hogy a p38-MAPK-nak nincs direkt negativ hatdsa a kontraktilitasra
stressz mentes koriilmények kozott, felnétt miokardiumban, azonban fiziologias
aktivacidja negativ feedback mechanizmusként miikodik ET-1 kivaltotta inotrop hatas
esetén (10. Abra). Kordbban feltételezték, hogy a p38-MAPK a protein foszfatazok
segitségével supprimalja az ERK1/2 szignal folyamatat kardiomiocitakban (Liu Q,
Hofmann PA. 2004). Adataink azt mutattdk, hogy a p38-MAPK gatladsa nem novelte
tovabb az ET-1 kivaltotta ERK1/2 foszforilaciét, kizarva ezaltal annak a lehetdségét,
hogy direkt kapcsolat lenne az ERK1/2 és a p38-MAPK utvonal kozott intakt szivben.
Kordbbi megfigyelések azt mutattdk, hogy a p38-MAPK aktivaci6 a PLN
defoszforilaciéjahoz vezet. Liu és Hofmann kimutattdk, hogy az adenozin A1l receptor
aktivacié tompitani képes a B-adrenerg stimulalta foszfolamban foszforilaciét p38-
MAPK szenzitiv mdédban (Liu Q., Hofmann PA. 2004). A mi vizsgalatunkban az egyik
fontos megfigyelés az volt, hogy az ET-1 a PLN foszforilaciot novelte Ser-16 helyen p38-
MAPK gatlas jelenlétében. A foszfolamban foszforilacié6 megsziinteti a SERCA2a gatlasat
és fokozza a Ca?* visszavételt a szarkoplazmatikus retikulumba. A szarkoplazmatikus
retikulum Ca2* raktdranak mennyisége alapjan proporciondlisan ndvekszik a
kontraktilitds (MacLennan DH., Kranias EG., 2003). Kézenfekv6 magyarazat, hogy a p38-
MAPK képes lehet a kontraktilitas novekedést limitalni a PLN defoszforilaciojaval.
Transzgenikus MKK6bE sziveken a p38-MAPK kronikus aktivacioja csokkent szarkomer
funkcidval és a-tropomiozin és troponin foszforilacié csokkenéssel jar (Vahebi S. et al,
2007). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak eldontésére, hogy vajon a p38-MAPK
képes-e modulalni akutan a miofilamentum funkciét. Mindent Osszevetve, normal
szivben a p38-MAPK dinamikus tranziens aktivaciojanak igen jelentds funkcioja lehet a
homeosztazis fenntartdsaban, azaltal, hogy ellensilyozza az excessziv inotrop
stimulaciét (9. Abra). A p38-MAPK szignal krénikus szupressziéja okan fellép
kardioprotektiv mechanizmusok elvesztése patogenikus faktora lehet a szivelégtelenség
fokozodasanak MKK3 vagy MKK6 dominans negativ mutans egérben (Braz JC. et al,
2003). Ezzel elltétben a p38-MAPK szignal jelent6s perzisztens aktivacidja szintén
hozzajarulhat szivelégtelenség kifejlddéséhez a romlé kontraktilitds miatt, mint egerek
esetén MKK3bE vagy MKK6bE szivspecifikus expresszidjaval (Liao P. et al, 2001). Ezért
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karosodott szivben.
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9. Abra Az ET-1 kivaltotta szignal mechanizmus 1j teéridja. A MAPK-ok ellentétes szerepet jatszanak
azaltal, hogy az ET-1 ERK1/2 altal medialta pozitiv inotrop hatasat ellenstlyozzak a p38-MAPK
szimultan aktivalasaval. Az EGFR megel6z6 regulator szerepét toltheti be és a pP9ORSK-NHE1 utvonal a
disztalis effektor lehet az ERK szignal folyamataban. Ezen feliil a p38-MAPK aktivacié szuprimalhatja a
kontraktilitast azaltal, hogy defoszforilldlja a foszfolambant (PLN), mely a szarkoplazmatikus
retikulum CaZ* pumpa gatlé fehérjéje.

6. U] EREDMENYEK

1. Els6ként igazoltuk a PrRP funkcionalis szerepét, mely peptid a szivben talalhato

GPR10 ,arva” receptor lehetséges ligandja.
2. Bemutattuk, hogy a PrRP-nek direkt, lassan kialakulé pozitiv inotrép hatasa van.

3. Vizsgalati eredményeink azt mutattak, hogy a PrRP cAMP fliggetlen inotrép hatasa
a PKCa és a PP1 szimultan aktivacioja altal szuprimalt. Ezen ellenregulalé

mechanizmusok a foszfolamban defoszforillac6jat okozzak.

4. Igazoltuk, hogy az ERK1/2-nek és a p38-MAPK-nak funkciondlis szerepe van a

kontraktilitas akut regulaciéjaban intakt feln6tt patkany szivben.

5. Eredményeink azt mutattak, hogy a MAPK-ok ellentétes szerepet jatszanak azaltal,
hogy az ET-1 ERK1/2 altal medialta pozitiv inotrop hatasat ellensulyozzak a p38-

MAPK szimultan aktivalasaval.

6. Bemutattuk, hogy az EGFR megel6z6 regulatorként, a p90RSK-NHE1 tutvonal

disztalis effektorként szerepet jatszik az ERK szignal folyamataban.

7. Adataink szerint a p38-MAPK aktivacié szuprimalhatja a kontraktilitast azaltal,
hogy defoszforilladlja a foszfolambant (PLN), mely a szarkoplazmatikus retikulum

Ca?* pumpa gatlo fehérjéje.
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7. LIST OF ABBREVIATIONS/ROVIDITESEK

AC.erereeens Adenylyl cyclase

APJirrreis Apelin receptor-angiotension receptor-like 1
127171 GO Big mitogen-activated protein kinase
CAMP.....vvrrrrenn. cyclic adenosine monophosphate
GFP.rririiins Green fluorescent protein
DAG...nrerrenens Diacylglycerol

| D A Developed tension

EGFR..oirirnns Epidermal growth factor receptor
ERK1/2..rennes Extracellular signal-regulated protein kinase 1/2
ET-1oieeenne Endothelin-1

GPCR.oerrene G protein-coupled receptor

113717 D GO 3-Isobutyl-1- methylxanthine

| G T Inositol trisphosphate

|10\ c-Jun N-terminal kinase

KACh...irrrenne Acetylcholine sensitive potassium channel
LTDA4...coorririenne Leukotriene D4

MAPK ... Mitogen-activated protein kinase

1% 0] O MAPK kinase 1

MKK3...oorreereiene MAPK kinase 3

MKKG6......convereereennees MAPK kinase 6

MLP..rrrirnirrirns Muscle lim protein

NHETL...eenn. Na*-H* exchanger-1

NPAF....nenns Neuropeptide AF

5-0x0-ETE............ 5-0x0-6,8,11,14-eicosatetraenoic acid
PDE...errireiens Phosphodiesterase

PLN..oorirrrerreeannns Phospholamban

PLC.rerrereereene Phospholipase C

PKA. e Protein kinase A

PKC.rerieene Protein kinase C

nPKC....ovvrrrnne. Novel protein kinase C

| o SR Protein phosphatase

PrRP...iririis Prolactin-releasing peptide

0101 26 G p90 ribosomal S6 kinase

QRFP..rrereeens Pyrogultamylated arginine-phenylalanineamide peptide
1247 X Ryanodine receptor

SERCA.....cvrren. Sarcoplasmic reticulum Ca%* -ATPase-2

Y 2 S Sarcoplasmic reticulum

TTMP...iene Seven transmembrane protein
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