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Bevezetés

Az akut miokardialis infarktus Magyarorszagon evente kozel hiszezer embert érint. A
betegség hattereben leggyakrabban egy a koszoruserek faldban, érelmeszesedés
kovetkeztében kialakult plakk ruptarja all, amit tobbnyire az ér elzar6dasa és iszkémias
kortlmenyek kialakuldsa kovet az érintett szivterileten. Az iszkémia kovetkezményeként a
hipoxias sejtek apoptozis, illetve nekrozis kovetkeztében elpusztulnak. A hipoxias
szfvizomsejtekben intracellularisan megemelkedik a Na*, a H" és a Ca®* koncentraciéja, ami
pH csokkenéshez, szoveti acidozishoz vezet. Az ionhaztartds zavara nemcsak a kontraktilis
elemek talmdkddését, hanem proapoptotikus jelatviteli folyamatokat is beindithat. Mindezen
folyamatok mellett reaktiv oxigén/nitrogén intermedierek is képzddnek a hipoxias
szivizomsejtekben, ami tovabb sulyosbitja az iszkémias karosodast. A reaktiv szabadgyokok
felszaporodasa miatt sz&mos enzim, pl. méatrix-metalloproteinazok (MMP-k) kéros aktivacioja
is bekovetkezik.

A legtobbet alkalmazott terapias beavatkozas miokardialis infarktus esetén, az
elzarodott ér Ujboli megnyitasa és az erintett szivizomterilet reperfizidja. Annak ellenére,
hogy a reperfaziot kdvetéen visszaall a megfelel6 oxigén és tapanyag kinalat, tovabbi,
ugynevezett reperfzios karosodassal is szamolni kell. A reperfuzi6 elsé szakaszaban ugyanis
a hirtelen megndveked6 oxigen kinalat miatt tovabbi reaktiv szabadgyokok (ROS) kepz&dnek
a szivizomban, atmenetileg fokozva a sejtpusztulas mertékét. Ezen fellil az endothel sejtek
felszinén fokozodik egyes adhézios fehérjék megjelenese (pl. VCAM-1, E-, és P-szelektinek),
ezaltal fokozodik a leukocitak kitapadasa, és szOveti penetracioja. Az aktivalt leukocitakbol
citokinek, gyulladadsos mediatorok, proteolitikus enzimek szabadulnak fel, amik egy komplex
gyulladasos folyamatot indukalnak az éerintett szivizomban.

Az MMP-k Zn**-tartalm( endopeptidazok, melyek neviiket a kotészévetben betoltott
szereplk alapjan kaptak. Az MMP-k fizioldgias korilmények kdzott zimogén, azaz inaktiv
forméaban szintetizalodnak és aktivitasukat proteolitikus hasitast kévet6en nyerik el. Azonban
egyes izoformak, mint példaul a szivizomsejtekben konstitutivan expresszalodo MMP-2
esetében, lehetdseg van alternativ modon térténd aktivalodasra. llyen alternativ utat jelent egy
ROS intermedier, a peroxinitrit szint emelkedése, mely az enzim inaktiv forméajanak
aktivaciojat indukalja S-nitrozilacids és S-glutatiolacios folyamatokon keresztiil. Ujabban
bebizonyosodott, hogy a patofiziologias korulmeények kozott aktivalddott pro-MMP-2
izoforma a szivizomsejtekben sulyos karosodast képes elGidézni az iszkémiés inzultust

kdvetben, hiszen intracellularis szubsztratjait (titin, az a-aktinin, a troponin-I, és a miozin



konnyd lanc) -amelyek elengedhetetlenek a fizioldgias izommdkddeéshez- funkcioképtelenné
teszi. Ezen struktirak degradacidja sejt szinten a kontraktilitas csokkenéséhez, valamint a sziv
pumpafunkcidjanak romlasahoz vezet. Mindezek mellett a nekrotizalt sejtekb6l kiszabaduld
aktiv. MMP-2 az extracellularis matrixot is karositja, fokozva az iszkémias karosodas
mértekét. Ezért az MMP-k gatlasa egy potencidlis terapias célpont lehet az akut miokardialis
infarktus kezelésében.

infarktus kdvetkeztében elhalt szivizomba beliltetett Gssejt-eredetli szivizomsejtek képesek
lehetnek az érintett szivizomterilet funkciojanak javitasara. Habar tébb preklinikai tanulméany
szdmottev6 szivfunkcio javulasrol szamol be az implantaciot kovetéen, a humén célu
felhasznalashoz szamos problémat kell még megoldani, mint példaul magas tisztasagu,
nagyszamu szivizomsejt el6allitasa in vitro. Tovabbi problémat okoz az implantalt sejtek
alacsony talélési rataja a kedvezGtlen, iszkémias szoveti kornyezetben. A szivizomsejtek ilyen
koérnyezetben torténé védelme kardioprotektiv anyagokkal, komolyan javithatja az implantalt
sejtek hosszu tavua taléléseét.

Kutatdcsoportunk mar kordbban létrehozott egy primer neonatélis patkany
szivizomsejt modellben m(kodd szimulalt iszkémia/reoxigenizacios (SI/R) teszt rendszert,
amit a nitrogén-monoxid (NO) donor s-nitrozo-N-acetil-penicillamin (SNAP) és a partikularis
guanilat-ciklaz enzimet aktivadldo B-tipusu nétriuretikus peptid (BNP) kardioprotektiv
hatadsanak vizsgalataval validaltuk. Ez az in vitro teszt rendszer alkalmas lehet az iszkemias
szivizomba implantalt sejtek tuléleset fokozo, endogén jelatviteli utvonalak vizsgalatara,

potencirozasara.

Célkitlizés

A jelen kutatasi munka els6 részében a nem szelektiv MMP inhibitor ilomastat direkt
citoprotektiv hatdsat vizsgaltuk egy elGzetesen létrehozott, kardioprotektiv anyagok
tesztelésére alkalmas rendszerben, primer neonatalis patkany szivizomsejteken, SI/R inzultust
kovet6en. Tovabba megvizsgaltuk, hogy ez a kardioprotektiv hatds az MMP-2 intracellularis
gatlasan keresztil torténik-e. Ezen tulmenden, in vivo patkanyszivizom modellben vizsgéltuk
az ilomastat infarktus méret csokkenté hatasat iszkémia/reperfuziot kovetben.

A masodik tanulmany célja egy egér Ossejt vonalbol szarmaztatott szivizomsejt
modellben m(kddd SI/R teszt rendszer létrehozasa volt, amely alkalmas kardioprotektiv
hatasu szerek tesztelésére, és a sejtvédd hatds intracellularis jelatviteli Gtvonaldnak

vizsgélatara.



Anyag és modszer

Az els6 tanulmanyban el6szoér egy in vitro Kisérletsorozatban az ilomastat ICsg
koncentracidjat hatdroztuk meg patkdnysziv. homogenizatumon, zselatin zimografia
segitségével. Majd sejtkultdran végzett kisérleteken teszteltik az ilomastat direkt citoprotektiv
hatasat Gjszilott patkanybol izolalt négy napos szivizomsejt modellen, SI/R-t kdvetéen. Az
iszkémiat un. hipoxias oldattal, illetéleg hipoxias kornyezettel szimuléltuk. A SI csoportokban
a sejteken levd tapoldatot hipoxias oldatra cseréltiik, majd 240 percre hipoxiés inkubatorba
(95% N3, 5% CO,) helyeztunk ilomastat,(5 nM, 50 nM, 500 nM, és 5 uM koncentracioban)
illet6leg annak viv6anyaga (dimetil-szulfoxid) jelenlétében. Kontrollként normoxias csoportot
alkalmaztunk, amelyben a sejteket normoxiés oldatban tartottuk, normoxiés inkubéatorban
(95% levegd, 5% CO,) a kezelés ideje alatt. Ezt a periodust mind az SI/R, mind a normoxias
kezelés esetében egy 120 perces reoxigenizacié kovette: a sejteket visszahelyeztik a
megfeleld tapkdzegbe és normoxids korulmenyek kozott tartottuk. A Kisérletek végen
calceines fluoreszcencia méréssel hataroztuk meg a sejtek viabilitdsat. Az intracellulérisan
aktivalodott MMP-2-t in situ zimogréfiaval illetleg MMP-2 immunfestéssel kombinéltan
vizsgaltuk, amit konfokalis mikroszkop segitségével vizualizaltunk és egy képfeldolgozo
programmal (ImageJ) értékeltiink. Kulon, in vivo Kisérletes elrendezésben, patkanysziv
modellben teszteltik az ilomastat kardioprotektiv hatasat. Ebben a kisérletsorozatban him
Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az iszkémiat az allatok bal koronaridjanak eliilsé leszallo
aganak 30 percre tortén6 elzarasaval idéztuk el6, melyet 120 perc reperfuzio kovetett. Az
ilomastatot, illetve viv6anyagét az allatok intravenasan kaptak 5 perccel a koronaria okkliziot
megel6zéen tobb dozisban (0,3; 0,75; 1,5; és 3,0 umol/kg dozisok, amelyek adasat 15
percenként haromszor, felezett dozisban ismételtink az ilomastat plazmakoncentracio
fenntartasa érdekben). Azonban ennek az adagolasi metddusnak a Klinikai relevanciaja
limitalt. Ezért vegeztink egy Ujabb Kisérletsorozatot, amelyben az ilomastatot, illetve
vivOanyagat a reperfizio kezdete el6tt 5 perccel adagoltuk az allatoknak intravénésan (0,75;
1,5; 3,0; és 6,0 umol/kg dézisok, majd 15 percenként ismételve haromszor, felezett d6zisban).
Ezt kdvetGen az infarktus méretet trifenil-tetrazolium-klorid festéssel, illet6leg az azt kovetd
planimetrias elemzéssel hataroztuk meg.

A maésodik tanulmanyban, SI/R inzultusnak Kitett, egér embrionalis Gssejt vonalbol
szarmaz0 szivizomsejtekben vizsgaltuk az NO donor SNAP és a partikularis guanilat-ciklaz
aktivator BNP altal kozvetitett, a PKG aktivalasahoz, illet6leg ATP-dependens K
csatornahoz kothet6, citoprotektiv hatasu jelatviteli Gtvonalakat, a jelatviteli folyamatokat

befolyasolo farmakonokkal. Az egér embrionalis 6ssejt vonalbol (HM1) szarmazé sejtekben a



kardiogén differenciaciot a szivspecifikus Nkx2.5 gén promoteréhez kapcsolt eGFP
expresszidja jelezte. A vizsgalatok végpontja egy el6z6leg beéllitott és validalt propidium-
jodid fluoreszcencian alapul6 viabilitds mérés, ami az elpusztult sejteket jeloli meg. A
viabilitads értékeket az eGFP fluoreszcencia ertékekre normalizaltuk. A sejteket ebben az
esetben is hipoxias oldattal fedtlik, majd hipoxias inkubatorba helyeztik a szimulalt iszkémia
id6tartamara. Kontrollként normoxiés csoportot hasznaltunk. Elsd Iépésben optimalizalnunk
kellett a szimuldlt iszkémia, illet6leg reoxigenizécidés szakaszok id6tartamat. Majd
megvizsgaltuk a SNAP (0,1 uM, 1 uM, 10 uM) és a BNP (1 nM, 10 nM, 100 nM) protektiv
hatasat tobb koncentracidban. Ezt kdvet6en a jelatviteli folyamatok vizsgalatara egy szelektiv
PKG inhibitort (KT5823, 60 nM), és egy szelektiv ATP-dependens K'-csatorna gatlo
anyagot, a glibenclamidot (1 uM) alkalmaztunk a szimulalt iszkémia id6tartama alatt. Ezekkel
az anyagokkal, a viabilitast nem befolyasold koncentraciéban a legkisebb hatékony
a sejtek viabilitasat SI/R-t kovetden. Az endogén NO hatdsat a nem specifikus nitrogén-
monoxid-szintaz (NOS) gatld6 N-nitro-L-arginin (L-NNA; 100 pM, 10 puM) segitsegével

vizsgaltuk.

Eredmények

Az elsé tanulméanyban, izolalt patkanysziv homogenizatumon végzett zselatin
zimografia eredményeként azt talaltuk, hogy a szivben el6fordulé egyetlen zselatindz az
MMP-2, ezen kivl azt is megéallapitottuk, hogy az ilomastat 0,83 nM-os koncentracidban az
MMP-2 aktivitasat felére csdkkentette (ICsq dozis: 0,83 nM). Ezt kdvetéen meghataroztuk a
nem szelektiv MMP inhibitor ilomastat dézis-hatas gorbéjet neonatalis patkany szivizomsejt
modellben, SI/R-t kovetéen. Eredmeényeinkben igazoltuk, hogy az ilomastat 0,5 és 5 pM-0s
koncentraciokban szignifikansan novelte a sejtek viabilitasat a vivOanyagos csoporthoz
képest, SI/R inzultust kovetben. Tovabba in situ zimografiaval és MMP-2 specifikus
immunfestéssel sikerllt bebizonyitanunk, hogy az ilomastat kardioprotektiv hatasa az
intracellularisan aktivalodott MMP-2 gatlasan keresztul torténik. Az ilomastat legkisebb
citoprotektiv ddzisa szignifikansan csokkentette az in situ zimografiaban hasznalt,
fluoreszcensen jelzett szubsztrat fluoreszcencia intenzitasat a vivéanyag kontrollhoz képest,
tovabba, az immuncitokémiai vizsgalatokkal kombinalt in situ zimografias eredmények
alapjan az is elmondhatd, hogy ez a sejtvédé hatas az intracellularisan aktivalodott MMP-2
gatlasa révén valosult meg. Az in vivo patkanysziv modellben végzett Kisérleteink
eredmeényeként azt kaptuk, hogy a nem szelektiv MMP inhibitor ilomastat két dézisban is



(0,75 és 1,5 umol/kg) szignifikdnsan csokkentette az infarktus méretét a vivbanyag
kontrollhoz képest, az iszkémia el6tt adva. Az ilomastatot a reperflzio kezdete el6tt adagolva,
az el6z6ekben hatdsosnak bizonyult ddzisok egyikével sem sikerilt kardioprotekciot
kimutatni, azonban nagyobb ilomastat dozisnal (6 pmol/kg) szignifikdnsan csokkent az
infarktus mérete a vivéanyag kontrollhoz viszonyitva.

A masodik tanulmanyban, az iszkémias periodus id6tartamara vonatkozoOlag azt
talaltuk, hogy 150 perc SI/120 perc reoxigenizacio szignifikdnsan megndvelte a sejtelhalas
mértekét a normoxias kontroll csoporthoz képest. A SNAP sejtvédé hatasa embrionalis 0ssejt
vonalbol szarmazott szivizom sejtekben dozisfliggé modon érvényesilt: a SNAP két
koncentracidban is (1 uM és 10 uM) szignifikdnsan csokkentette a sejtpusztulast SI/R-t
kdvetben a vivdanyag kontrollhoz viszonyitva. Ellenben a BNP nem tudott citoprotektiv
hatast kifejteni. A nem-specifikus NOS gatld L-NNA egyik dozisa sem valtoztatott a
sejtpusztulas mertékén, A legkisebb hatasos dozisi SNAP (1 uM) citoprotektiv hatasa
jelentds mértékben gyengilt a PKG specifikus gatlészer KT5823 (60 nM), vagy a
mitokondrialis ATP-dependens K* csatorna gatlé glibenclamid (1 pM) jelenlétében.

Diszkusszio

Az elsd tanulmany eredményei alapjan kutatocsoportunk el6szér irta le, hogy a nem
szelektiv MMP inhibitor ilomastat direkt citoprotektiv hatassal rendelkezik SI/R inzultusnak
kitett, neonatalis patkany szivizomsejt modellben. Ez a sejtvéd6 hatds az intracellularisan
aktivalodott MMP-2 mérsékelt gatlasa révén tortenik. Hasonld kardioprotektiv hatéast
bizonyitottunk in vivo patkanyszivben akut iszkémia/reperfuziot kdvetéen, amikor az
ilomastat adagolasat mar az iszkémia el6tt megkezdtik. Itt két dozis is kardioprotektivnek
bizonyult (0,75 és 1,5 umol/kg). Ugyanezek az ilomastat dézisok a reperfuzié el6tt adva mar
nem csokkentették szignifikdnsan az infarktus méretét a vivOanyaghoz képest, azonban
magasabb do6zisban (6 pumol/kg) az ilomastat ismét kardioprotektivnek bizonyult. Annak
ellenére, hogy a nem-szelektiv MMP inhibitoroknak szamos mellékhatasa ismert, a mérsékelt
MMP-2 gatlas felveti egy késdbbi klinikai alkalmazés lehetGségeét akut szivinfarktusos
betegekben.

A masodik tanulmanyban az el6zetesen mar bizonyitott kardioprotektiv hatassal
rendelkez6 NO donor SNAP és a partikularis guanilat-ciklaz enzimet aktivald BNP hatasat
vizsgaltuk SI/R inzultusnak Kitett egér embrionalis &ssejt vonalbol szarmazd szivizom
sejtekben. Az NO donor SNAP protektiv hatdsa dozisfliggd mddon érvényesilt, &m a BNP
nem csokkentette a sejtpusztulas mértékét. Ez azzal magyarazhatd, hogy a BNP specifikus



receptora meg nem expresszalodik a fotalis fenotipussal jellemezhet6 Gssejt eredetl
szivizomsejtekben. A nem-specifikus NOS gétl6 L-NNA alkalmazasakor nem valtozott a
sejtek tulélése SI/R inzultus kovet6en, ami arra utal, hogy az endogén NO termel6dés
befolyasolta az embrionalis Gssejt eredetl szivizomsejtek iszkémias toleranciajat. Ebben a
tanulmanyban sikerilt a SNAP vedd hatasanak intracellularis jelatviteli folyamatait is részben
vizsgalni: a SNAP Altal aktivalt cGMP-PKG tengely, illetéleg a mitokondridlis ATP-
dependens K*-csatorna nyitasa révén fokozodott a szivizomsejtek talélése SI/R-t kovetden.
Tovabba, ebben a tanulmanyban egy embrionalis Gssejt eredet(i szivizomsejten m(ikodo
tesztrendszert is bemutattunk. A jelenleg hasznalt sejtkultira alapu tesztrendszerek nagy része
primer szivizomsejt-modelleken alapul, melyek felhasznalasa limitalt. Az embrionalis Gssejt
eredetl szivizomsejt-alapon m(ikodo tesztrendszerek jelentdsége a nagy szamban kontrahal6
szivizomsejtek megjeleneseben rejlik. Az azonos Ossejtvonalbdl szarmazd kultardk kozotti
variabilitas alacsony, igy megbizhato, jol reprodukalhat6 gyogyszertesztel6 platformok alapjat
képezhetik. Ebben a tanulméanyban tehat létrehoztunk egy &ssejt eredetli szivizomsejt
modellben m(kddé SI/R teszt rendszert, amit az NO donor SNAP-al mint ismert
kardioprotektiv hatadsu anyaggal validaltunk. VVégezetul megallapithatjuk, hogy a bemutatott
tesztrendszer alkalmas kiilonb6z6 kardioprotektiv anyagok intracellularis jelatviteli utvonalaik

vizsgélatéra is.
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