Bollettino della Societa Medico Chirurgica di Pavi25(3):627-633
Comunicazione presentata all’ladunanza del 20 ap0é2

Studio dei polimorfismi nel gene del recettore detpelina
In pazienti con e senza ipertensione arteriosa

Rossana TotafpSara Bozzirfi Rossana FalcofeMarialisa Bondesan
Sandra Schirinzj Margherita CalcagnifpAnna Colonng
Benedetta MatrorfeColomba Falcorfe

U.0. di Cardiologia, Ospedale Universitario Istitutli Cura Citta di Pavia, e
“Centro Interdipartimentale di Medicina Molecola@RMC), Universita degli Studi di Pavia, Pavia,liia

Studio dei polimorfismi nel gene del recettore dafielina in pazienti con e senza ipertensione aitesa

Apelina & un peptide endogeno che aumenta I'inagnop cardiaco attraverso l'interazione con il saoettore
APJ. Alcuni risultati indicano che il sistema apeligico possa avere un ruolo fisiopatologico neibéo delle
malattie cardiovascolari e ci sono prove che mastiiaruolo del sistema apelinergico nella regaazi della
pressione sanguigna in vitro e in modelli animifuolo di apelina-APJ nella fisiologia del sistamardiova-
scolare e la sua interazione con altri processiagguocrini non é stato completamente chiaritotahia, gli
studi riportati indicano che la trasmissione dgjrsde mediata da apelina possa essere coinvoltaregblazio-
ne della pressione arteriosa, funzione contrattiégdiaca, bilancio idrico, I'angiogenesi e [linimne
dell'apoptosi. Abbiamo valutato la possibile retam tra i polimorfismi G212A e A445C di APJ e legenza
di malattia coronarica (CAD) in pazienti italiannei controlli sani mediante RFLP-PCR. Abbiamo &mzalto le
frequenze alleliche e genotipiche dei polimorfighitJ in 664 pazienti (378 con ipertensione) e 14@rodli.
Non c’erano differenze tra le frequenze allelichgemotipiche nei pazienti rispetto ai controlli gertrambi i
polimorfismi analizzati. Nella popolazione CAD ahabio osservato un aumento della frequenza delka112
nei pazienti con ipertensione rispetto ai pazisetiza ipertensione. Nessuna differenza é statadraxdenzia-
ta nei due sottogruppi per il polimorfismo A445Make se il ruolo funzionale del polimorfismo G218én é
stato ancora identificato, & possibile ipotizzane & presenza dell’allele A sia in grado di ca@sar aumento
nella funzione del sistema apelina/APJ associatanaaiinor rischio di ipertensione arteriosa (l1A).

APJ polymorphisms in coronary artery disease patewith and without hypertension

Apelin is an endogenous peptide that increasesazaidotropism through its APJ receptor. Certamdfings
indicate that the apelinergic system may have hgpdtysiological role in cardiovascular disease #rade is
evidence showing the role of the apelinergic systeifiood pressure regulation in vitro and in arlimadels.
The role of the apelin-APJ system in cardiovascplaysiology and its interaction with other neuroecrihe
pathways has not been fully elucidated. Howevex stimall number of reported studies indicates tpalim sig-
naling may be involved in the regulation of bloaégsure, cardiac contractile function, fluid bakrengiogen-
esis and inhibition of apoptosis. We evaluated fbssible relationship between the G212A and A445¢] A
polymorphisms and coronary artery disease (CADjalian patients and in healthy controls by RFLPRP@Ve
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analyzed the allelic and genotypic frequencies Bfl foolymorphisms in 664 patients (378 with hypesitam)
and 143 controls. There were no differences betvedletic and genotypic frequencies in patientsaapect to
the controls for both polymorphisms analyzed. I @AD population, there was an increased frequefidkie
G212 allele in patients with hypertension in resgegatients without hypertension. No differenee=e pre-
sent in the two subgroups for the A445C polymonphiglthough the functional role of the G212A polymo
phism has not yet been identified, it is possibléypothesize that the presence of the A allele caaxge a gain
in function of the apelin/APJ system associateth witower risk of hypertension.

Introduzione

L’ipertensione arteriosa essenziale (IA) € una ttial@omplessa poiché deriva dall’interazione tra
fattori genetici e ambientali. Studi di associaei@ul genoma hanno identificato geni che deternsinan
la suscettibilita all'lA, mentre il contributo dattalla predisposizione genetica non € stato complet
mente chiarito. | geni piu studiati sono implicaélle tappe relative al sistema renina-angiotensina
come la sua attivazione e la produzione di angsatenll che svolgono un ruolo importante nella pro-
gressione della malattia cardiaca e renale [1-2jpélina € un peptide di recente identificazione ch
agisce attraverso il recettore di membrana acctppi@roteina G chiamato APJ. Apelina e APJ sono
entrambi espressi ampiamente nei tessuti corp®®0]. In particolare, elevate concentrazioni diJAP
sono presenti nel sistema cardiovascolare in cestgurecettore € espresso su un elevato numero di
tipi cellulari, tra cui I'endotelio, il muscolo ks e i miociti [11]. Il ruolo del sistema apeliddRJ nel-

la fisiologia cardiovascolare e la sua interazione altri sistemi neuroendocrini non & stato comple
tamente chiarito. Tuttavia, studi recenti indicastee i segnali mediati dall'apelina possono essere
coinvolti nella regolazione della pressione arteai¢l2-14], della funzione contrattile cardiaca][15
del bilancio idrico [16], dell'angiogenesi [17] eltinibizione dell’apoptosi [18]. Tatemoto et alZ]
hanno suggerito che apelina potrebbe essere uromaembro della famiglia di sostanze vasoattive
che includono la bradichinina, I'acetilcolina eskerotonina, un gruppo di agenti che stimolano ¢a pr
duzione di NO mediante I'attivazione di eNOS nekldlule endoteliali. Inoltre, Ishida et al [13] hrem
dimostrato che APJ ha un effetto ipotensivo in vev@volge un ruolo di regolamentazione contro
I'azione vasocostrittrice dell’angiotensina Il. Ratemente, Li et al [14] hanno identificato apekna
APJ come elementi di un sistema nuovo con un ruwba regolazione del sistema renina-
angiotensina che é implicato nella regolazioneadaléssione sanguigna.

Scopo del lavoro

Il nostro studio mira a identificare i polimorfisB212A (rs11544374) e A445C (rs948847) del genesdel
cettore APJ come fattori predisponenti in una pagiohe con malattia coronarica (CAD) con e senza IA

Materiali e metodi

Popolazione dello studio
Un totale di 664 pazienti italiani (530 maschi, 8hmine, eta media 63.2+8 anni) sono stati conse-
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cutivamente reclutati tra i soggetti stabili chegamtavano un evento precedente di CAD afferig-pre
so la Clinica Cardiologica della Fondazione IRCG#idhnico San Matteo di Pavia. La presenza di
precedente CAD era stata definita come I'evidenlzangiografia coronarica di una stenosi del lume
>75% in almeno un vaso coronarico maggiore. Glividdi con malattie valvolari, cardiomiopatia,
malattia renale cronica e malattie inflammatoriacsstati esclusi. All'inizio dello studio, tuttipa-
zienti sono stati sottoposti ad un esame clinicopeto e valutazione biochimica. | dati clinici lae
devano eta, sesso, BMI, ipertensione arteriosdjpmiemia, diabete mellito, abitudine al fumo e-st
ria familiare di CAD. | soggetti di controllo sompunti presso i nostri ospedali o cliniche affidgter
un check-up fisico. | controlli erano soggetti ser@tcuna storia di angina e altre malattie cardiach
con un normale ECG a riposo e normale ECG da sf@&gsi sono stati abbinati con i pazienti CAD
per eta, sesso ed etnia. Il protocollo dello stéd&iato approvato dal comitato etico universitarib
consenso informato scritto a partecipare é staémoto da tutti i partecipanti.

Definizione dei fattori di rischio cardiovascolare

La pressione sanguigna € stata misurata per tte g¢opo 10 minuti di riposo, in posizione seduta e
con uno sfigmomanometro a mercurio. L'lA e statagdiosticata quando la media di tre letture della
pressione sanguigna sistolica era di almeno 140 ghanbuella diastolica di 90 mmHg, o nel caso in
cui gli individui stavano assumendo farmaci antipesivi. |l diabete mellito & stato definito conmau
precedente diagnosi di malattia, un'anamnesi p@asiper farmaci antidiabetici o livelli di glucosio
plasmatico a digiung126 mg/dl in due o piu occasioni. In questo stutlitij i pazienti diabetici era-
no affetti da diabete di tipo 2. | fumatori di taba sono stati classificati come mai stati fumattve

cui i fumatori correnti ed ex fumatori che smettatidumare per almeno 6 mesi prima dell’entrata
studio) e non fumatori. Una storia familiare pasitdi malattia coronarica é stata definita come CAD
documentata nei genitori o fratelli prima dell'elié60 anni negli uomini e 70 anni nelle donne. Ggnu
no di questi fattori di rischio é stato codificatmme variabile categorica presente o assente.

Polimorfismi APJ

I DNA genomico e stato estratto da sangue trattato EDTA usando il DNA del sangue QlAamp
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germania). Entrambi i pobrfismi del gene APJ sono stati analizzati me-
diante RFLP-PCR. In breve, una sezione del genechBXontiene il polimorfismo G212A e A445C
e stato amplificato mediante PCR utilizzando i m@im5-GGAGGTGGGAGGAGGAG-35
CCGTTGCCCGTGGTGCCC-3' e 5-CAGCATGGA GGAAGGTGG-3'8ACCCGCAGCCTCAGCCG-
3, rispettivamente. Le condizioni di amplificazesono state le seguenti: 94 °C per 2 minuti, 80 ai
94 °C per 30 sec, 58 °C per 30 sec, 72 °C per Uitoig, infine, a 10 min a 72 °C. | prodotti del@m
sono stati poi sottoposti a digestione Ddel e M{iddw England Biolabs, Beverly, MA, USA) per 16
ore a 37 °C ed analizzati mediante elettroforegjedui agarosio al 3%. Un secondo studio randamizz
to genotipizzazione é stata effettuata per garalaigualita e 100 (15%) pazienti sono stati inclus

L’analisi statistica

Tutte le analisi statistiche sono state condotie lagilizzo del pacchetto statistico SPSS, version
11.0 (SPSS, Chicago, IL, USA). Il test di normaditd&olmogorov-Smirnov € stato eseguito per veri-
ficare la distribuzione delle variabili continueatdnormalmente distribuiti nei gruppi sono stati e
spressi come valori medi £ DS. Per variabili coméinle differenze tra i gruppi sono state valutate

un t-test. Un test2 é stato utilizzato per verificare se le frequealigliche osservate fossero in accor-
do con quelle previste dall'equilibrio di Hardy-Wibierg. Distribuzioni alleliche e genotipiche sono
state stimate dal conteggio allelico e dal confvsdrda gruppo CAD e gruppo di controllo con il tg8t
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Le odds ratio (OR) sono riportate con i loro intdhivdi confidenza al 95% (IC). Il potere studio &
stato calcolato utilizzando il software StatMatersione 2.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Due code valori di p<0.05 sono stati consideraghiicativi.

Risultati

Le caratteristiche generali dei partecipanti allcd® sono illustrate nella tabella 1. La prevakedei
comuni fattori di rischio cardiaco era significaiidente maggiore nei pazienti con CAD rispetto ai
controlli. La distribuzione dei polimorfismi A445€ G212A & mostrato nella Tabella 2. | genotipi
erano in equilibrio secondo la legge di Hardy-Wengpsia nei pazienti sia nei controlli. Non ci sono
state differenze significative nelle frequenzelale e genotipiche dei due polimorfismi valutas t
pazienti ed i controlli. Considerando linterazioml| sistema apelina con il sistema renina-
angiotensina, che e implicato nella regolazionéadmlessione sanguigna, i nostri pazienti CAD sono
stati analizzati anche sulla base della presenza,diome riportato nella tabella 3. Dividendo i-pa
zienti CAD in due sottogruppi sulla base della pres di alta pressione sanguigna, sono state fiscon
trate differenze statisticamente significative aelistribuzione delle frequenze alleliche e genchip

del polimorfismo G212A del recettore APJ. E stasaantrata una maggiore frequenza del genotipo
omozigote GG nei pazienti con IA (p=0.0005), memteg pazienti normotesi € emerso un aumento
significativo nella frequenza del genotipo omozeg&A (p=0.0121). Inoltre, la distribuzione degl al
leli € risultata significativamente diversa nei dwdtogruppi: nei pazienti con IA é stata riscaatnana

piu alta frequenza allelica G e una frequenza pasé dell’allele A (p=0.0001). L'odds ratio peple-
senza di ipertensione nei soggetti portatori dabgpo omozigote GG era 2.00 (IC 95% 1.45-2.76). Ne
gruppo di controllo, il polimorfismo G212A non eagsociato con la presenza/assenza di ipertensione.
Nessuna differenza é stata riscontrata per il pofismo A445C in pazienti con e senza IA.

Discussione

Il presente studio ha esaminato per la prima voitan’ampia popolazione, il ruolo del gene deletec
tore APJ nella predisposizione alla CAD valutandohe le frequenze alleliche e genotipiche dei po-
limorfismi G212A e A445C in pazienti CAD con e sanA. Il gene umano APJ e situato sul braccio
lungo del cromosoma 11 e codifica per un recettibr&77 aminoacidi accoppiato a proteina G con
sette domini transmembrana [19] per i quali apeknal solo ligando conosciuto. Il recettore
dell'apelina condivide alcune proprieta struttuah i recettori delle chemochine e quindi puo esse
preferenzialmente accoppiato alla proteina G eodseguenza inibire la ciclasi extracellulare evatti

re processi regolatori chinasi mediati. D'altratpala sua omologia con i sottotipi del recettore
dell'angiotensina suggerisce che potrebbe trasdsuei effetti attraverso una proteina Gq [20]llale
nostra popolazione CAD, le frequenze alleliche eotjpiche erano simili al gruppo di controllo per
entrambi i polimorfismi analizzati. La trasmissiotie@ segnale che coinvolge il recettore dell’aelin
APJ sembra essere un mediatore importante nelotiontiella omeostasi cardiovascolare e della pres-
sione arteriosa [13, 21]. Il sistema cardiovaseofariccamente dotato di recettori accoppiati agpro
ne G (GPCR), che rappresentano il piu grande grupgooteine transmembrana responsabile della
trasduzione di una gamma diversificata di segndtaeellulari [15, 22]. Una trasduzione del segnale
GPCR disfunzionale a livello del sistema cardioetm® potrebbe rappresentare un importante con-
tributo all'inizio, e/o al mantenimento dell'ipersione [22-24]. Variazioni genetiche nell’apelina e
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nel suo recettore contribuiscono probabilmentegdlaesi dell'ipertensione essenziale e a determinar
il BMI e I'eta insorgenza dell'ipertensione [14]PA e il recettore dell'angiotensina 1 nonché apedin
angiotensinogeno mostrano significative similaniélia distribuzione tissutale, suggerendo che apeli
na e angiotensina Il possano essere coinvolti s&#ss0 processo biologico. E noto che I'angiotensi
sia un importante agente vasocostrittore, mentefirgpriduce la pressione sanguigna. Inoltre, & di-
mostrato che I'apelina non agisca solamente suoflasfpone arteriosa, ma presenti anche proprieta va-
sodilatatrici endotelio-dipendenti e un’azione mepa positiva in vivo nel cuore isolato [25]. Sulla
base di queste considerazioni, il nostro studicgma dati significativi con potenziali implicazion
cliniche. Abbiamo dimostrato un aumento significatnella frequenza dell’allele G in una sottopopo-
lazione di pazienti con IA rispetto ai pazienti matesi. Inoltre, un aumento significativo della-fre
guenza del genotipo omozigote AA e stata osseimgtazienti con CAD senza ipertensione, rispetto
ai pazienti con ipertensione. Il gene del recetfPd € stato recentemente scoperto e la caratierizz
zione funzionale del sistema apelinergico é inzegbpena dopo l'identificazione dei suoi ligandi en
dogeni. Inoltre, la regolazione trascrizionale gehe APJ sembra essere complessa ed e attualmente
poco conosciuta [26-27]. Tuttavia, sebbene il suma funzionale dell’allele A non sia stato ancora
identificato, esso potrebbe rappresentare un dlieEonale recessivo. Questo polimorfismo pertanto
pur non marker di CAD potrebbe causare un aumerftimdione del sistema apelina/ PJ ed essere un
fattore genetico predisponente per I'insorgenziAdParrebbe poco probabile tuttavia che il gene de
recettore APJ sia un gene che causa l'ipertensinagotrebbe essere un gene modificatore coinvolto
nella valutazione del rischio di ipertensione. @nante studio ha anche mostrato che i pazientaport
tori di almeno una copia di 212A avevano un risgdignificativamente minore di eventi correlati allo
scompenso cardiaco (HF) rispetto a quelli che etemozigoti per la variante G212 [28]. | nostri dati
confermano questi risultati, infatti il rischio ativo di insufficienza cardiaca tra i pazienti aparten-
sione, rispetto a quella della popolazione gengéatato stimato a 1,4 in un’analisi del Ministeet-

la Sanita e della First National Nutrition ExaminatSurvey [29].

In conclusione, i nostri risultati rivelano una awvativa linea di ricerca sul sistema apelina/ARdle
suo ruolo nello sviluppo dell’lA in paziente corsenza CAD documentata. E indispensabile tuttavia
una maggiore comprensione circa i meccanismi mideoche regolano I'espressione genica di apeli-
na e APJ, cosi come i processi coinvolti nell’ elazione post-traslazionale e nel metabolismo del
peptide apelina. Ulteriori indagini in merito a gteevia di trasmissione del segnale potrebberoiorigl
rare ulteriormente la comprensione della fisiopag@ dell'lA anche in funzione di nuovi i approcci
terapeutici mirati ad una patologia in aumento arudr I'invecchiamento della popolazione.

Tabelle e figure

Tabella 1. Caratteristiche cliniche dei 664 pazientCAD e dei 143 controlli sani.

Pazienti CAD (n=664) Controlli (n=143) P
Eta 63.248.0 63.8+11.6 0.52
Maschi 530 (80%) 121 (85%) 0.20
Diabete Mellito 175 (26%) 13 (9%) <0.01
Ipertensione arteriosa 378 (57%) 27 (19%) <0.01
Tabagismo 252 (38%) 22 (15%) <0.001
Dislipidemia 251 (39%) 18 (13%) <0.001
Familiarita 143 (21%) 15 (10%) <0.001
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Tabella 2. Frequenze alleliche e genotipiche dei lpimorfismi analizzati nell'intera popolazione.

| Pazienti CAD (n=664) | Controlli (n=143) ‘ p
G212A genotipo, n (%)
GG 291 (44%) 76 (53%) 0.053
GA 306 (46%) 56 (39%) 0.156
AA 67 (10%) 11 (8%) 0.469
G212A allele, n (%)
G 888 (67%) 208 (73%) 0.063
A 440 (33%) 78 (28%)
A445C genotipo, n (%)
AA 232 (35%) 51 (36%) 0.065
AC 319 (48%) 70 (49%) 0.807
CcC 113 (17%) 22 (15%) 0.803
A445C allele, n (%)
A 783 (59%) 172 (60%) 0.663
C 545 (41%) 114 (40%)

Tabella 3. Frequenze alleliche e genotipiche del jimorfismo G212A nei pazienti CAD con e senza IA.

| Pazienti CAD con IA (n=378) | Pazienti CAD senza IAN=286) ‘ p

G212A genotipo, n (%)
GG 188 (50%) 103 (36%) 0.0005
GA 162 (43%) 144 (50%) 0.066
AA 28 (7%) 39 (14%) 0.0121
G212A allele, n (%)
G 538 (71%) 350 (61%) 0.0001
A 218 (29%) 222 (39%)

Bibliografia

1. Hiuray, Tabara Y, Kokubo Y et al. A genome-wide@asiation study of hypertension-related phenotyipes
Japanese populatiofirc J 2010;74:2353-2359.

2. Ehret GB. Genome-wide association studies. contiolbuof genomics to understanding blood pressuré an
essential hypertensio@urr Hypertens Re010;12:17-25.

3. Tatemoto K, Hosoya M, Habata Yet al. Isolation @hdracterization of a novel endogenous peptidentigar the
human APJ receptoBiochem Biophys Res Commilg98;251:471-476.

4. LeeDK, Cheng R, Nguyen T et al. Characterizatfapelin, the ligand for the APJ receptbNeurochen2000;74: 34-41.

5. Hosoya M, Kawamata Y, Fukusumi et al. Molecular dadctional characteristics of APJ. Tissue distiitnu of
mRNA and interaction with the endogenous ligandiapé Biol Chen000;275:21061-21067.

6. Kawamata Y, Habata Y, Fukusumi S et al. Moleculaoperties of apelin: tissue distribution and recept
binding. Biochim Biophys Act2000;1538:162-171.

7. De Falco M, de Luca L, Onori N et al. Apelin exmies in normal human tissuda.Vivo 2002;16:333-336.

8. Medhurst AD, Jennings CA, Robbins MJet al. Pharmagoéd and immunohistochemical characterizationhef APJ
receptor and its endogenous ligand apdliNeurochen2003;84:1162-1172.

9. O’Carroll AM, Selby TL, Palkovits M et al. Distribian of mMRNA encoding B78/apj, the rat homologue @& tluman
APJ receptor, and its endogenous ligand apelimamiand peripheral tissueBiochim Biophys Act2000;1492:72-80.

10. Reaux-Le Goazigo A, Alvear-Perez R, Zizzari P e€allular localization of apelin and its receptothe anterior pituitary: evi-
dence for a direct stimulatory action of apelir®@TH releaseAm J Physiol Endocrinol Meté2007;292:E7-E15.

- 632 -



Boll Soc Med Chir Pavia 2012;125(3):627-633

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Kleinz MJ, Skepper JN, Davenport AP. Immunocytocttamlocalization of the apelin receptor, APJ, tontan
cardiomyocytes, vascular smooth muscle and endatieells.Regul PepR005;126:233-240.

Tatemoto K, Takayama K, Zou MX et al. The novel @@ apelin lowers blood pressure via a nitric axid
dependent mechanisrRegul Pep2001;99:87-92.

Ishida J, Hashimoto T, Hashimoto Y et al. Regulatotgs for APJ, a seven-transmembrane receptdeceta angio-
tensin-type 1 receptor in blood pressure in viv8iol Chem2004;279:26274-26279.

Li WW, Niu WQ, Zhang Y et al. Family-based analysif apelin and AGTRL1 gene polymorphisms with
hypertension in Han Chines& Hyperten2009;27:1194-1201.

Szokodi I, Tavi P, Foldes G et al. Apelin, the nbgadogenous ligand of the orphan receptor APJuledgs
cardiac contractilityCirc Res2002;91:434-440.

Taheri S, Murphy K, Cohen M et al. The effects afitcally administered apelin-13 on food intake, watgake and
pituitary hormone release in raBiochem Biophys Res Comn2002;291:1208-1212.

Kasai A, Shintani N, Oda M et al. Apelin is a nowigiogenic factor in retinal endothelial cells.oBhem
Biophys Res Commut004;325:395-400.

Xie H, Yuan LQ, Luo XH et al. Apelin suppresses @isis of human osteoblasfgpoptosi2007;12:247-254.

O’Dowd BF, Heiber M, Chan A et al. A human genettBlaows identity with the gene encoding the angiete
sin receptor is located on chromosome G&nel993;36:355-360.

Masri B, Knibiehler B, Audigier Y. Apelin signallgt a promising pathway from cloning to pharmacology
Cell Signal2005;17:415-426.

Chen MM, Ashley EA, Deng DX et al. Novel role fdret potent endogenous inotrope apelin in human aardi
dysfunction.Circulation 2003;108:1432-1439.

Heximer SP, Knutsen RH, Sun X et al. Hypertensiond @rolonged vasoconstrictor signaling in RGS2-
deficient miceJ Clin Invest2003;111:445-452.

Hao L, Du M, Lopez-Campistrous A. Agonist-inducediation of matrix metalloproteinase-7 promotes o@s-
striction through the epidermal growth factor-recepathway Circ Res2004;94:68-76.

Katugampola SD, Kuc RE, Maguire JJ et al. G-protinpled receptors in human atherosclerosis: compar
son of vasoconstrictors (endothelin and thromboyami¢h recently de-orphanized (urotensin-Il, apetind
ghrelin) receptorsClin Sci2002;48:S171-S175.

Charles CJ. Putative role for apelin in pressurki/ne homeostasis and cardiovascular dise&sediovasc
Hematol Agents Med Che2907;5:1-10.

Lee DK, George SR, O'Dowd B. Unravelling the rolefsthe apelin system: prospective therapeutic aapli
tions in heart failure and obesityrends Pharmacol S&@006;4:190-194.

O'Carroll AM, Lolait SJ, Howell GM. Transcriptionaggulation of the rat apelin receptor gene: promci@ning and
identification of an Sp1 site necessary for promatgivity. J Mol Endocrinol2006;36:221-235.

Sarzani R, Forleo C, Pietrucci F et al. The 212Aardrof the APJ receptor gene for the endogenousojp® apelin is
associated with slower heart failure progressiodimpathic dilated cardiomyopathy.Card Fail2007;13:521-529.

He J, Ogden LG, Bazzano LA et al. Risk factorsdongestive heart failure in US men and women: NHANE
| epidemiologic follow-up studyArch Intern Med2001;161:996.

- 633 -



