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Bevezetés

A kardiovaszkularis megbetegedések (CVD) vezetik a haldlozasi statisztikdkat
vilagszerte és hazankban is. A sziv- és érrendszert érinté korképcsoport legismertebb és
legnagyobb mortalitassal rendelkez6 tagja az iszkémias szivbetegségek csoportja, mely
Magyarorszdgon a CVD altali haldlozasok kozel 50%-aért felelések. Az iszkémias
szivbetegségek kozé tartozd akut miokardialis infarktus (AMI) jelenti a legnagyobb
egészseégligyl problémat. Az iszkémias szivbetegségek kozos tulajdonsaga a szivizom oxigén-
¢és tapanyag hianyos allapota a csokkent vérellatas kovetkeztében. Az AMI kialakulasdhoz
leggyakrabban a magas koleszterinszint miatt a koronaria erekben 1étrejott atheroszklerotikus
plakk megrepedése vezet, ami az ér trombotikus elzarddasat és az ér altal ellatott szivizom
teriilet elhalasat okozza. Napjainkig a leghatékonyabb AMI karosodast csokkentd kezelés a
perfuzid6 minél gyorsabb visszadllitdsa trombolizis terapia vagy a perkutdn koronaria
intervencid alkalmazasaval. A perfizido helyreéllitasa elengedhetetlen a szivfunkcio
romlasanak hosszutavu csokkentéséhez, azonban sejtszinten tovabbi karosodast és sejtelhalast
okoz, melyet reperfuzids karosodasnak neveziink. Fontos megemliteni, hogy mai napig nincs
hatékony sejtvédd terapia, mely az AMI-indukalta cellularis kérosoddsokat és a szivizom
sejtek elhalasat célozna meg, ezért az 0j terapias megkozelitések fejlesztése, amelyek a
sejtszintli folyamatok moduldlasan keresztiil a miokardialis infarktus méretének csokkentésére
hasznalhatoak, nagy klinikai relevanciaval birnak.

A miokardidlis iszkémia/reperfuzios (I/R) kéarosodds sejtszintli folyamat, melynek
pontos patomechanizmusa nem ismert. Az I/R patogenezisében résztvevd multifaktorialis
folyamatok a sejtelhalds és tulélés parhuzamos szabalyozdsan keresztiil befolyasoljdk a
szivizomsejtek karosodasra adott valaszat. Az I/R sériilés soran a sejtelhalas mindkét forméja,
az apoptozis €és nekrdzis mellett az autofiagia, mint sejttilélést eldsegitdé folyamat jatszik
szerepet a karosodas kivédésében a sériilt sejtszervek és makromolekuldk lebontdsabol
ujrahasznosithat6 intermedierek eldallitasaval.

A szivizom koztudottan rendkiviili adaptacids képességgel bir, mely intenziv kutatési
témava valt az utobbi harom évtizedben. Kisérletes adatok allnak rendelkezésre a szivizom
iszkémids prekondicionalhatosagarol, mely sordn rovid, iszkémia/reperfuizids ciklusokat
alkalmaznak a teszt iszkémiat megel6z6en. Az iszkémias prekondicionalas (IPre) képes
csOkkenteni az iszkémia kovetkeztében kialakult infarktusméretet kisérletes allatmodellben.
Az IPre egy jol jellemzett adaptiv valaszmechanizmus azonban mint prekondicionaldsi

megkozelités humanban sajnos alacsony klinikai relevanciaval rendelkezik. Kilinikai



jelentdsége ennek ellenére mégsem elhanyagolhatd, ugyanis cellularis folyamatainak
tanulmanyozasa rendkiviil hasznos informdaciokat szolgéltatott a sejtszinten végmend
mechanizmusokrél, melynek komponensei potencidlis célmolekuldk lehetnek a
prekondicionalds farmakoldgiai kivaltasaban. A farmakoldgiai prekondiciondlas (FPre) célja
az IPre-indukalta protektiv mechanizmus mimikalasa, a szervezetben talalhato
védomechanizmusok befolydsolasan keresztiil.

extracellularis matrix alkotoinak alkalmazasa protekcio kivaltasara. Ezt a koncepciot
megerdsitd kisérletes adatok allnak rendelkezésre az injektalhatd, ECM decellularizalasaval
1étrehozott hidrogél kardialis remodelling csokkentd és javult ejekcios frakciot eredményezd
hatasarol. Emellett az ECM komponens kis leucin-gazdag proteoglikan biglikan esetén is
allnak rendelkezésre kardioprotektiv hatast alatamasztd adatok. Bereczki és munkatarsai
megfigyelték, hogy a biglikant szivspecifikusan overexpresszald egerekben szdmos, a
kardioprotekcidban részt vevé gén expresszidja megemelkedett.

A biglikan egy 43 kDa core protein és két nagy molekulatomegli gliikozaminoglikan
(GAG) oldallancot tartalmaz, mely szovetspecifikusan lehet dermatan szulfat vagy kondroitin
szulfat.

A biglikdn kardiovaszkularis rendszerben betoltott szerepérdl ellentmondésos adatok
allnak rendelkezésre. Kimutattak mRNS-ének emelkedett expressziojat atheroszkler6zisban €s
szivelégtelenségben. Ezzel ellentétetben biglikdn hidnydban abnormalis, hosszan elnyalo
remodelling és emelkedett mortalitds volt megfigyelhetd koronaria lekotott egerekben, mely a
biglikan kardioprotektiv hatasara enged kovetkeztetni. Ezzel 6sszhangban kutatocsoportunk
egy korabbi munkéjaban kimutatta, hogy exogén adagolt biglikdn képes a primer neonatalis
szivizomsejtek szimulalt iszkémia/reperfiizios (SI/R) karosodasat kivédeni, azonban a
kardioprotektiv hatdsa mogott 4ll6 mechanizmus nem ismert. A biglikdn szamos sejtfelszini
receptor ligandjaként befolydsolhatja a sejtek miikodését, melyek Ilehetnek integrin
receptorok, novekedési faktor receptorok, Toll-like receptorok és Scavenger A receptorok
makrofagokon, melyek szerepét a kardioprotektiv hatdsban azonban nem vizsgaltak.

Szamos tanulmanyban kimutattdk, hogy az IPre globalis génexpresszids valtozasokat
indukal, ebbdl adodoan a gén- és fehérje expresszid szabalyozasa emelkedett sejttuléléshez és
hatékonyabb stressz adaptacidhoz vezethet. A génexpresszid szabdlyozasa tobb szinten
valosul meg, melyek koziil napjainkban a mikroRNS-ek 4ltali poszttranszkripcionalis

modulécidra egyre nagyobb hangstlyt fektet a szakirodalom.



Egyre nagyobb irodalom tadmasztja ald a mikroRNS (miRNS) fontos szerepét a sziv
kiilonboz6é fiziologids ¢és patologids folyamataiban, mint a szivfejlodés, szivizomsejt
kontrakcio vagy a kiilonboz6 stresszre adott sejtvalasz. A miRNS-ek Kis, 21-25 nukleotidbol
felépiild nem kodold RNS molekulak, melyek szinte minden €16 organizmus genomjaban
megtalalhatoak és jelentds poszttranszkripcionalis szabalyozast tesznek lehetdvé. Szamos
tanulmanyban utalnak arra, hogy a szintetizdlt miRNS moduldtorok, mint mimikek és
inhibitorok, melyek “lemasoljak™ és gatoljak a szervezetben talalhato miRNS-ek funkciojat,
jelentds klinikai terapias potenciallal rendelkezhetnek. Ezzel 6sszhangban a specifikus
mikroRNS modulatorok alkalmazisa egy alternativ és hatékony terapids megkozelitést

eredményezhet az I/R karosodas ellen.
Célkitizés
Ezen irodalmi adatok ismeretében, jelen tézisben célul tiztik ki a biglikdn és
mikroRNS modulatorok alkalmazasat, mint farmakologiai prekondicionalasi stimulus
vizsgalatat primer neonatalis kardiomiocita tenyészetek szimulalt iszkémia/reperfuzios (SI/R)
karosodasaval szemben.
A) A biglikan kardioprotektiv hatasanak vizsgalata soran célul tztiik ki :
= a protektiv hatds kivaltdsdban részt vevd komponensének meghatarozasat
(core protein vagy GAG oldallancok feleldsek-e a kardiocitoprotekcioért).
= a Toll-like receptor 4 szignalizacio, jol ismert kardioprotektiv mediatorok
(nitrogén-monoxid, protein kinaz B, ERK), oxidativ  stressz elleni
védelem, sejthalal gatlas és sejttlélés szerepének kimutatédsat.
B) Masodik célkitiizésiink az iszkémias prekondicionalas hatasara valtozo expressziot
mutatd mMikroRNS-ek modulatoraival FPre kivaltasa primer neonatalis

kardiomiocita sejttenyészetek SI/R karosodasaval szemben.

Anyagok és modszerek

A biglikan kardiocitoprotektiv hatasanak karakterizaldsa

A két, kémiailag eltér6 komponens (core protein + GAG) kardioprotektcioban
betoltott szerepének meghatarozasdhoz, egy eldkisérletben a nativ, GAG-okat is tartalmazo
biglikant Kondroitinazz ABC enzimmel emésztettiik. A kétnapos primer neonatalis
szivizomsejt tenyészeteket 0-100 nM nativ (GAG-tartalmtl), vagy deglikanalt biglikdnnal

kezeltilk 20 orara, amit 150 perc SI és 120 perc szimulalt reperfuzido kovetett, mialatt a



kezeléseket fenntartottuk. A SI/R-t kovetden elhalt sejtek aranya keriilt meghatarozasra
Tripan kék festéssel.

A core protein kardioprotektiv hatdsanak megerdsitére egy kiilon kisérletben, a
szivizomsejteket 0-100 nM nativ biglikannal, GAG-mentes rekombinans humén biglikén core
fehérjével (thBGNc), dermatéan szulfattal vagy kondroitin szulfattal kezeltiink 20 6raig, a 240
perc Sl-t és 120 perc szimulalt reperfuziot megel6zden. A SI alatt a sejteket hipoxias oldattal
fedve, multigdz inkubatorban tartottuk, melyet 0,4% O, 5% CO, 94,6% N, arényu
gazkeverékkel  aramoltattunk. Ezzel parhuzamosan a  SI/R-okozta  sejtelhalés
meghatarozdsdhoz a  szivizomsejt tenyészetek egy csoportjat mobil 96-lyuka
tenyésztéedényben tenyésztettiink, normoxias oldattal fedtiink és standard CO, inkubatorban
240 perc normoxianak és 120 perc szimulalt reperfiizionak tettiink ki. A reperfuzié végén
calcein esszé segitségével meghataroztuk a sejtek életképességét. A SI/R protokollra
vonatkoz6 kiilonb6zé kezelésekkel kapott adatokat a SI/R-indukalta sejtelhalas szazalékaban
fejeztiik ki.

A biglikdn kezelés direkt citoprotekcidjanak bizonyitasira megvizsgaltuk
stresszmentes  koriilmények  kozotti  hatasat a  szivizomsejtek proliferaciojara  és
¢életképességére, 5’-bromo-2’-deoxiuridin  (BrdU) beépiilési, valamint calcein esszé
segitségével.

A kovetkezOkben a rhBGNc apoptdzisra, nekrozisra €s autofagiara gyakorolt hatasat
vizsgaltuk SI/R jelenlétében. Ehhez a primer neonatdlis szivizomsejt kultirakon SI/R-t
végeztiink 10 nM rhBGNc kezelés jelenlétében vagy hianyaban a fent emlitett modon. A
nekrozis kimutatasara extracellularis laktat dehidrogenaz (LDH) enzimaktivitds mérést
alkalmaztunk. A rhBGNc apoptozisra gyakorolt hatasanak vizsgalatara aktivalt kaszpaz-3
immunfestést, mig az intrinsic Utvonal érintettségének megallapitdsara a mitokondrialis
membran potencidl valtozdsok kovetésére alkalmas JC-1 festést, az autofagia szerepének
bizonyitasara LC3I/I immuncitokémidt és western blot technikat végeztiink.

A TLR4 receptor szerepének meghatarozdsara, 10 nM rhBGNc kezelést alkalmaztunk
specialis TLR4 szignalizacio inhibitor, a TAK-242 vagy egy TLR4 antagonista
lipopoliszacharid (Rhodobacter Sphaeroides lipoprotein; LPS-RS) jelenlétében 20 oras
elokezelést kovetd SI/R protokollban. A sejtek életképességét calcein esszé segitségével
hataroztuk meg. A résztvevd downstream mechanizmusok azonositasara a két napos
szivizomsejt kultirak 10 nM rhBGNc kezelést kaptak Interleukin-1 receptor asszocialt kinaz

1/4 (IRAK-1/4), Extracellular signal-related protein kinaz (MEK/ERK), JUN N-terminalis



kindz (JNK) és p38 mitogén-aktivalt protein kinaz (p38 MAPK) inhibitorok jelenlétében vagy
hianyaban.

A jol ismert kardioprotektiv utvonalak érintettségének vizsgalatara, mint a
“Reperfusion injury salvage kinase pathway” (RISK) és “Survival activating factor
enhancement” (SAFE), a résztvevé fontos kinazok foszforilacids valtozasait hataroztuk meg
Western blot segitségével. A foszforilalt és 6ssz Akt (Protein kinaz B), ERK1/2 és “Signal
transducer and activator of transcription 3” (STAT3) fehérjéket vizsgaltuk 20 o6ras rhBGNc
kezelést kovetden. Az ERK1/2 aktivaciot a gyors foszforilacios ciklus miatt 10 perces, 1 6ras
¢s 20 oras thBGNc kezelés utan is detektaltuk.

A nitrogén-monoxid szerepének ¢és rthBGNc oxidativ stresszt moduldlé hatasanak
megallapitasra, a sejtkultarakat 20 orara 10 nM rhBGNc-vel kezeltiink majd megmértiik a
kardiomiocitdk NO tartalmat electron spin rezonancia, szuperoxid termelését dihidroetidium
(DHE) festéssel. Egy kiilon kisérletben, a sejteket 10 nM rhBGNc-vel 20 6rara NO szintaz
gatld “Nw-Nitro-L-arginin metil észter hidroklorid” (L-NAME) jelenlétében vagy hianyaban.
A sejtek viabilitasat calcein esszével hataroztuk meg. A szivizomsejtek szuperoxid termelését
normoxids ¢€s SI/R protokollt kovetden rhBGNc kezelés mellett ¢és hianyaban is
megvizsgaltuk.

A biglikdn potencidlis antioxidans hatdsanak vizsgalatara egy korabbi kisérletben
beallitott H,O,-indukalta citotoxicitds modellt alkalmaztunk. Ehhez az egy napos szivizomsejt
kultarakat 20 orara kiilonboz6 koncentracio biglikannal kezeltiink, amit 24 6ras 50 uM H,0,
kezelés kovetett, mely alatt a megfeleld biglikan koncentracidkat fenntartottuk. A protokoll

végén viabilitds mérést végeztiink.

Az iszkémidas prekondiciondlds- asszocidalt miRNS-ek kardioprotektiv hatasanak vizsgalata
A kutatocsoportunk vizsgalta az iszkémids prekondicionalds hatisara bekovetkezd
mikroRNS expresszié valtozasokat Langendorff-perfundalt patkany szivekben. A microarray
adatok alapjan 3 mikroRNS-t valasztottuk ki a kardiocitoprotektiv hatas megerdsitésére: a
mikroRNS-139-5p és mikroRNS-125b* mimikeket és mikroRNS-487b inhibitort. A két napos
primer neonatalis szivizomsejt kultardkat transzfektaltuk a kivalasztott mikroRNS
modulatorokkal, melyet 240 perc SI és 120 perc szimulalt reperfizido kovetett. A protokoll

végén calcein esszével viabilitds mérést végeztiink.



Eredmények

Mind a nativ, mind a deglikandlt biglikan véd a szivizomsejtek SI/R kdrosoddsdval
szemben.

A primer neonatalis kardiomiocitak nativ biglikdn kezelése dozisfiiggden csokkentette
a Sl/R-indukalta sejtelhalast. A nativ biglikdinhoz hasonléan, a kondroitinaz ABC-vel
emésztett deglikanalt biglikan kezelés is dozisfiiggd protekciot valtott ki. Ezen eredmények

azt sugalljak, hogy a core protein sziikséges a nativ biglikan kardiocitoprotektiv hatasahoz.

A biglikan kardiocitoprotektiv hatasdban a core protein jatszik szerepet.

A core protein és GAG oldallancok szerepének megerdsitésére, a nativ biglikan
mellett egy GAG-mentes, rekombinans biglikan core proteint, valamint dermatan és
kondroitin szulfatot hasznaltunk a szivizomsejtek 20 oras eldkezelésére. Kisérleteink soran a
SI/R szigfinikansan, mintegy 30%-kal csokkentette a szivizomsejtek viabilitdsat a normoxias
kontrollhoz képest. A nativ biglikdn ebben a kisérleti elrendezésben is koncentracié fiiggéen
csOkkentette a szivzizomsejtek SI/R okozta elhaldsat. A SI/R-indukalta sejthalalt a rhBGNc
kezelés szintén dozisfiiggden, a 3 és 10 nM koncentracioban pedig szignifikansan
csokkentette a sejtelhalast a vivéanyag kontrollhoz képest. A GAG-ok potencidlis védd
hatasanak tesztelésére a nativ biglikdnban talalhatd6 GAG koncentracioknak megfeleléen 20
oras dermatan vagy kondroitin szulfat kezelést alkalmaztunk a SI/R-t megeldzden, azonban

egyik GAG sem rendelkezett védo hatdssal.

Biglikan core protein nem befolydsolja a sejtproliferdciot.

A biglikan indukalta SI/R utani emelkedett viabilitas lehetséges okaként felmeriilt a
biglikan core protein esetleges proliferaciot befolyasolo tulajdonsaga, ezért a szivizomsejteket
stresszmentes, fiziologias koriilmények kozott kezeltiink rhBGNc-vel 20 6réra, majd BrDU
essz¢ segitségével meghataroztuk a sejtproliferaci6 mértékét, valamint calcein esszével a
viabilitast. A BrDU és calcein esszék eredménye alapjan a core protein kezelés nem a

proliferacid novelésén keresztiil fejti ki kardioprotektiv hatasat.

A biglikdn core protein kezelés befolydsolja a S|/R- indukdlta apoptozist, nekrozist és
autofagiat.

A tovabbiakban arra voltunk kivéancsiak, hogy rhBGNc-indukalta protekcioban az
apoptozis, nekrozis és autofagia folyamatainak modulaldsa részt vesznek-e. Ehhez a korabbi
protokollhoz hasonléan a kétnapos kardiomiocitakat 20 érara 10 nM rhBGNc-vel kezeltiink,

melyet SI/R kovetett. A protokoll végén meghataroztuk a nekrozisra jellemz6 citoplazmatikus
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LDH felszabadulast a sejtek feliiluszojaban. A SI/R hatasdra a feliiluszéban mérheté LDH
aktivitas szignifikansan megemelkedett a kontroll normoxias csoporthoz képest, azonban a
rhBGNc alkalmazasakor ez a szignifikans kiilonbség nem volt megfigyelhetd.

A rhBGNc indukalta protekcid tovabbi karakterizalasdhoz, az apoptozis kései
fazisaban aktival6do, hasitott kaszpdz-3 szintet hatdroztuk meg immunfestés segitségével. A
kaszpaz-3 aktivitas SI/R altal indukalt szignifikans emelkedését a rhBGNc kezelés
szignifikdns mértékben csokkentette. Ezen eredmények a rhBGNc antiapoptotikus hatasat
tamasztjak ala.

A mitokondrialis apoptdzis uGtvonal vizsgalatdhoz JC-1 festést alkalmaztunk. Ezen
festtk monomer formdban zo6ld, mely membranpotencidl véltozas fiiggden képez piros
fluoreszcens aggregatumokat. Mikor a mitokondriumok struktaralisan és funkcionalisan
sériilnek a JC-1 piros/zold fluoreszcencia hanyadosa lecsokken. Kisérleteinkben a SI/R
hatasara a mitokondrialis membran potencial szignifikansan lecsokkent, melyet kis mértékben
javitott a thBGNc kezelés. Eredményeink alapjan a thBGNc antiapoptotikus hatasaban a
mitokondrialis membran potencidl fiiggd ut elhanyagolhato.

A rhBGNc autofagiara gyakorolt hatatasat az autofagias vakuolumokban megtalalhato
LC3 immunhisztokémiai kimutatasaval és western blot analizissel vizsgaltuk. A SI/R
szignifikans mértékben csokkentette az autofagiat a normoxias kontrollhoz képest, mig a

rhBGNCc kezelés kozel normal szintre emelte.

A Toll-like receptor 4 utvonal részt vesz a biglikan core protein citoprotektiv hatdsdban.

A biglikan core protein kardiocitoprotektiv hatasa és a Toll-like receptor 4 jelat kozti
kapcsolat igazolasara, a kétnapos primer neonatalis kultirak kezelés¢hez a rhBGNc mellett a
jelut specifikus inhibitorait alkalmaztuk (TLR4 receptor gatlo TAK-242 és a receptor
antagonista LPS-RS, valamint a jelat downstream komponenseinek - IRAK-1/4, MEK/ERK,
JNK, és p38 MAP kinaz - inhibitorait). A TAK-242 és LPS-RS kezelés csokkentette a
biglikdn core protein kardiocitoprotektiv hatdsat a SI/R karosodassal szemben, mig az
inhibitorokat dnmagukban adagolva nem voltak hatdssal a sejtek ¢€letképességére. A TLR4
receptor ligand LPS-RS és TAK 242 esetében kapott eredmények alapjan elmondhato, hogy
az exogén adagolt rhBGNc receptor medidlta folyamaton keresztiil fejti ki protektiv hatasat.

A TLR4 downstream szignalizacié szerepének kimutatasara, a résztvevd mediatorok
specifikus farmakologiai inhibitorait (IRAK-1/4, MEK/ERK, JNK, és p38) hasznaltuk a
rhBGNc kezeléssel kombindltan. A biglikdn core protein szignifikdnsan lecsokkentette a

SI/R-indukalta sejtelhalast, melyet az inhibitorok jelenléte minden esetben mérsékelt. Az



11

inhibitorok onmagukban nem befolyésoltak a szivizomsejtek viabilitdsat SI/R-t kdvetden.
Ezen eredmények alapjan elmondhatd, hogy a rhBGNc kardioprotektiv hatasaban a TLR4

szignalizacio fontos szereppel bir.

A biglikan core protein fokozza az ERK és Akt foszforilaciot.

A jol ismert kardioprotektiv Akt, STAT3, ERK1/2 potencidlis szerepének vizsgalatara
a sejtkulturakat 20 o6rara thBGNc-vel kezeltik. A kapott eredmények alapjan, a rhBGNc
kezelés szignifikdns mértékben fokozza az Akt foszforilaciot, mig az ERK1/2 és STAT3
aktivalasara nincs hatassal. Mivel az ERK1/2 TLR4 jelatviteli mediator és ismert gyors
foszforilacios kinetikajarol, 10 perc és egy 6ra rhBGNc kezelési id0 mellett is megvizsgaltuk
az ERK1/2 foszforilacid mértékét, s a rovidebb kezelések szignifikdnsan megemelkedett

aktivitast eredményeztek, mely a 20 6rés elékezelés végére lecsengett.

A nitrogén-monoxid részt vesz a biglikan core protein indukdlta kardioprotekcioban.

A nitrogén-monoxid szerepének vizsgalatara a thBGNc protektiv hatasaban, 20 6ras
rhBGNc kezelést kovetben megmértiik a sejtek NO tartalmat elektronspin rezonancia
spektroszkopia segitségével. A kardiomiocitdk NO termelése a rhBGNc kezelés
kovetkeztében  szignifikdnsan megemelkedett, mely a NO szerepére utal a
hatdsmechanizmusban. Egy masik kisérletben a NO szintaz gatldé L-NAME szignifikansan
lecsokkentette a rhBGNc protektiv hatdsat, ami tovabb erdsiti a NO ¢érintettségét a

citoprotekcioban.

A biglikan core protein csokkenti a SI/R-indukdlta szuperoxid termelést.

A SI/R folyamataban az oxidativ stressz jelentds sejtkarositdo hatdssal bir, igy
megvizsgaltuk a a biglikdn core proteinnel kezelt kardiomiocita tenyészetek szuperoxid
termelését SI/R protokoll mellett és hianydban. A rhBGNc kezelés stresszmentes
koriilmények kozott nem volt hatassal a szivizomsejtek szuperoxid termelésére, mig a SI/R-t

kovetd megemelkedett szuperoxid szintet szignifikans mértékben csokkentette.

A nativ biglikan csokkenti H,0,- imdukalta citotoxicitdst.

A biglikan antioxidans hatasanak megerésitésére felallitottunk egy H,O,-indukalta
sejtelhalas modellt. Az egynapos szivizomsejtkulturakat 0, 3, 10, és 30 nM biglikannal 20
orara kezeltink eld, majd 50 puM HyO-ot alkalmaztunk 24 orara, s ezalatt a biglikan
kezeléseket fenntartottuk. A protokoll végén viabilitas tesztet végeztiink. Eredményeink

alapjan a H,0O, kezelés szignifikansan lecsokkentette a sejttalélést, a biglikan azonban
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dozisfiiggéen mérsékelte a H,O, —indukalta sejtelhaldst. Ezen eredmények erdsitik a biglikan

oxidativ stresszt csokkentd hatasat.

Prekondicionalas-asszocialt miRNS moduldtorok védik a primer neonatalis szivizomsejt
kulturdakat a SI/R okozta karosoddastol.

Kutat6écsoportunk megvizsgalta az [Pre-indukalta miRNS valtozasokat Langendorft-
perfundalt szivekben. Az expresszids eredmények alapjan kivalasztottunk 3 miRNS-t, s ezek
expresszios valtozasainak megfeleld0 modulatoraival (emelkedés esetén mimik, csokkenés
esetén inhibitor alkalmazasaval) oki szerepiiket kivantuk bizonyitani primer neonatalis
kardiomiocita tenyészetekben a SI/R karosodas elleni védelemben. Ehhez a szivizomsejt
tenyészeteket miR-139-5p ¢és miR-125b* mimikkel, illetve miR-489b inhibitorral
transzfektaltuk SI/R-t megel6zden. Kisérleteinkben a SI/R szignifikansan lecsokkentette a
sejtek tulélését, azonban mindhdrom miRNS modulator transzfektalasaval a SI/R sejtkarositd
hatdsa mérsékelhetd volt. Ezen eredmény megerdsiti, hogy egyes prekondicionalashoz
asszocialt ~ mikroRNS-ek  modulatorai  potencialis  farmakologia  prekondicionald

crer

hasznositasra a jovoben.

Diszkusszio és konkluazio
Uj eredmények:

1. A biglikan core protein védi a szivizomsejteket a SI/R kdrosoddstél, mig a GAG
oldallancok nem rendelkeznek citoprotektiv hatdssal.

Jelen tézisben megerdsitettiik, hogy a biglikan csokkenti a SI/R-okozta sejtelhalast.
Emellett kutatocsoportunk publikalta eldszor, hogy a biglikdn core protein felelés a

kardiocitoprotekcioért, mig a GAG oldallancok nem képesek a protekcio kivaltasara.

2. A rhBGNc moduldlja a SI//R nekrozisra, apoptozisra és autofigidra kifejtett hatdsat.

A SI/R hatésara a feliiliszoban mérhet6 LDH aktivitas szignifikansan megemelkedett
a kontroll normoxias csoporthoz képest azonban a rhBGNc alkalmazasaval ez a szignifikans
kiilonbség nem volt megfigyelhetd. Az apoptodzis effektor kaszpaz-3 SI/R-indukalta
szignifikans aktivitas emelkedését a rnBGNc kezelés szignifikans mértékben csokkentette.
Kisérleteinkben a SI/R hatdsara a mitokondridlis membran potencidl szignifikdnsan

lecsokkent, melyet kis mértékben a rhBGNc kezelés javitott. A sejtek talélését eldsegitd
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autofagia a SI/R hatasara szignifikdns mértékben lecsokkent a normoxias kontrollhoz képest,

mig a hBGNc kezelés kozel normal szintre emelte.

3. A Toll-like receptor 4 szignalizdcio részt vesz a biglikdn core protein kardiocitoprotektiv
hatasanak kialakitdasaban.

A TLR4 jelut komponenseinek specifikus farmakologiai inhibitorainak alkalmazasaval
kimutattuk, hogy a biglikdn core protein indukalta kardioprotekcido a TLR4 szignalizcion
keresztiil valosul meg, mely az adaptor mediator IRAK1/4 és downstream targetjeit, az ERK,

JNK ¢és p38 MAP kinazok aktivacigjat is magaba foglalja.

4. A Biglikan core protein fokozza az Akt és ERK foszforilaciojat, valamint a NO termelést.
A kardiomiocitdk biglikdn core protein kezelése novekedett Akt és ERKI1

foszforilaciot és emelkedett NO termelést eredményezett.

5. Biglikdn antioxidans hatdssal bir.

A nativ biglikan koncentraciofiiggden megemelte a szivizomsejtek tulélését a H,O, —
indukalta citotoxicitas ellen. A rhBGNc ezzel egybehangzoan a SI/R okozta megemelkedett
szuperoxid termelést szignifikdnsan lecsokkentette, mely eredmények a biglikan antioxidans

hatasat erdsitik.

6. A prekondiciondldshoz asszocidlt miRNA-K moduldtorai védik a primer neonatilis
szivizomsejteket a SI/R kdarosoddssal szemben.
A miR-139-5p ¢és miR-125b* mimikek, valamint a miR-487b inhibitor

transzfekciojaval a SI/R sejtkarositd hatasa mérsékelheto volt.

Jelen munkéban igazoltuk, hogy a biglikan core proten és IPre- asszocialt miRNS
modulatorok farmakologiai prekondicionalast kivaltd hatassal rendelkeznek, mely potencialis
alapjan elmondhato, hogy a biglikan protektiv hatdsaban a core protein jatszik szerepet. Az
irodalomban elséként irtuk le, hogy a rhBGNc kezelés SI/R-t kovetden befolydsolja az
apoptozis, nekrozis és az autofagia folyamatait. Kimutattuk, hogy a citoprotekcioban a TLR4
és downstream mediatorai vesznek részt, emellett a kardiomiocitak rhBGNc kezelése
emelkedett Akt és ERK foszforilaciot, megndvekedett NO termelést okoz, melyek a protektiv
hatés kivaltasaban jatszhatnak szerepet. A jovOben a thBGNc, mint sejtvédd hatasu molekula,
uj potencialis terapias lehetéséget kinalhat a miokardialis infarktus kezelésében. A

prekondicionalassal asszocialt miRNS-ek modulatorai, mint a miR-139-5p és miR-125b*
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mimikek, valamint a miR-487b inhibitor, melyek “lemasoljak” és gatoljak a szervezetben

talalhato miRNS-ek funkcidjat, jelentds klinikai terapids potenciallal rendelkezhetnek.
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