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BEVEZETES

A szivinfarktus felismerésének és meghatarozasanak torténete

A sziv- és érrendszeri betegségek a vezetd haldlokok vilagszerte. Az akut szivinfarktus (AMI),
amely gyakran akut korondria szindréma részeként jelentkezik, mar a 17. szdzad 6ta kutatott
teriilet. Pierre Chirac 1698-ban kutyakisérlettel mutatta ki eldszor az infarktust. 1861-ben
Malmsten leirta a tromboézis és infarktus kapcsolatat, 1896-ban George Dock pedig egy
elézetesen diagnosztizalt, majd boncolassal igazolt miokardialis infarktus esetet publikalt.
Willem Einthoven EKG-fejlesztése a 20. szazad elején 0j tavlatokat nyitott az infarktus
diagnosztizalasaban. A WHO csak az 1950-70-es években alkotta meg az els egységes
definiciot, foként EKG alapjan. Késébb Maroko és munkatarsai bevezették az oxigénellatas és
-igény egyensulyanak fogalmat az iszkémia kapcsan, mely mai napig a legelfogadottabb
meghatarozas. Ma az ,,egyetemes definici6” szerint akkor beszélhetiink szivinfarktusrol, ha
troponin-szint emelkedése és/vagy csokkenése mellett fizikalis tiinetek (pl. tipikus mellkasi
szoritd fajdalom) vagy egyéb diagnosztikus jelek (pl. ST-elevacio az EKG-n) allnak fenn.

Preklinikai kutatasokban a definiciok alkalmazasa azonban gyakran ennél rugalmasabb.
Kezelési lehetoségek és a kardioprotekcio kihivasai

A kezelés célja az iszkémia gyors megsziintetése. Az elsddleges modszer a PCI (perkutan
koronaria intervencid), amit a tiinetek megjelenésétdl szamitva 120 percen beliil kell elvégezni
a megfeleld hatasossdghoz. Ha ez nem lehetséges, fibrinolizis alkalmazand6. Az akut ellatas
ellenére a korhazi haldlozasi arany tovabbra is magas maradt, valamint, a talél6knél
megemelkedett a szivizom elhalasa miatt bekovetkezé sulyos kronikus kovetkezmény, a
szivelégtelenség rizikdja. A jelenlegi stratégiak korlatai ravilagitanak a kardioprotektiv
beavatkozasok — azaz a szivizom karosodasat csokkentd beavatkozasok — sziikségességére. Bar
kiilonbozé farmakologiai és nem farmakologiai modszerek igéretesnek bizonyultak
allatkisérletekben, a legtobbjiik klinikai alkalmazasdban kudarcot vallott, valdsziniileg az
iszkémias szivbetegségek mechanizmusanak Osszetettsége és a nem megfelelé preklinikai

modellek (fiatal allatok, tarsbetegségek és egyéb gyogyszeres kezelések hianya) miatt.



Az oxidativ stressz és a monoamino-oxidazok szerepe az iszkémia/reperfuzios
karosodasban

A reperfuzid soran keletkez0 oxidativ stressz Onmagaban is kdros. A mitokondriumok,
kiilonosen az elektrontranszport lanc és az olyan enzimek, mint a monoamino-oxidazok (MAO-
A é MAO-B) révén, a reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) f6 forrasai. A MAO-k a
mitokondriumok kiilsé membranjdban taldlhaté flavoproteinek, amelyek részt vesznek a
neurotranszmitterek és mas biogén aminok (pl. étrendi tiraminok) oxidativ dezaminaciojaban,
mikdzben hidrogén-peroxidot (H20:), aldehideket és ammoniat termelnek melléktermékként.
Tanulmanyok kimutattak, hogy a MAO aktivitas jelentésen emelheti a ROS szintjét iSzkémia-
reperfuzio (I/R) soran. A MAO enzimek gatlasa allatkisérletekben csokkentette az infarktus
méretét és a gyulladast akut szivinfarktust kvetden. Egy német kutatocsoport kimutatta, hogy
egy Langendorff-perfundalt, globalis iszkémiat alkalmazé egérsziv modellben a MAO-B
kardiomiocita-specifikus delécidja az infarktus méretének csokkenéséhez vezetett, ami a MAO-
B aktivitas fontos szerepét jelzi az akut reperfuzios karosodasban. Azonban a kardiomiocita-
specifikus MAO-B delécié infarktus méretre gyakorolt hatasat in vivo akut miokardialis

infarktus modellben még soha nem vizsgaltak.

A mikroRNS-ek és a miR-125b* szerepe a kardioprotekciéban

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) rovid, nem kodolo RNS-ek, melyek génexpressziot
szabalyoznak. Terapiasan alkalmazhatok gatld (antagomiR) vagy utanzo (mimik) formaban. A
mikroRNS-ek szamos biologiai folyamat kulcsfontossagli szabalyozoi, ideértve az embrionalis
fejlédést, a sejtek szaporodasat €s differencialodéasat, a programozott sejthalalt (apoptozis) €s a
tumorok kialakulasat. A sziv- és érrendszerben a mikroRNS-ek szerepet jatszanak a
szivizomsejtek novekedésének és miikodésének szabadlyozdsaban, a szivritmus fenntartasaban,
a plakkok kialakulasanak modulaldsdban, a lipidanyagcserében és az angiogenezis
elosegitéseében. A mikroRNS-ek az oxidativ stressz szabalyozasaban is részt vesznek €s
hozzajarulhatnak a sejtvéddé mechanizmusokhoz. A mikroRNS-ek megvaltozott expresszidja
szamos betegséggel és patofizioldgiai allapottal hozhato Osszefiiggésbe. Az onkoldgia mellett
a legszélesebb korben kutatott teriilet a kardiovaszkularis teriilet, beleértve a
hiperkoleszterinémiat, az ateroszklerdzist, a szivizom atalakulasat (remodelling) és az I/R

karosodast.

A miR-125 csalad kiemelt szerepet jatszik szamos betegségben, koztiik a szivbetegségekben.

Korabbi kutatasaink alapjan I/R soran csokken a miR-125b* miokardialis expresszidja, mig a



kardioprotektiv beavatkozasok (pre- és posztkondiciondlds) megérzik szintjét. Ezenfeliil
kutatocsoportunk korabban a miR-125b* citoprotektiv hatasat szimulalt I/R-karosodasnak
kitett ujsziilott patkany szivizomsejt-tenyészetben is igazolta, ami arra utal, hogy terapias
potenciallal rendelkezik az elhalt teriilet méretének ¢és a szivizom kéarosodasanak

csokkentésében.

CELKITUZESEK

Tobb évtizednyi intenziv kutatas ellenére sincs tovabbra sem olyan torzskonyvezett gyogyszer,
mely képes lenne az infarktus teriiletét csokkenteni és ezzel védeni a szivet a
iszkémia/reperfuzios karosodassal szemben. Ezért a kardioprotektiv mediatorok ¢és
célmolekuldk azonositisa gyogyszerfejlesztési szempontbol kiemelt fontossagi. Ennek
megfeleléen doktori munkam célja két kiilonbozo kardioprotektiv megkozelités vizsgalata volt
az infarktusméret csokkentésére in vivo egér modellekben. Két parhuzamos vizsgalatot

végeztiink az aldbbi hipotézisek tesztelésére:

1) A MAO-B enzim szivizom-specifikus génkiiitése kardioprotektiv hatast eredményezhet
akut iszkémia/reperfiizios karosodassal szemben az infarktus méret csokkentése altal,
in vivo egérmodellben. Ez a kutatas hozzajarulhat a szelegilin, egy szelektiv MAO-B
gatldo  gyogyszer  indikacidos  terliletének  esetleges  bdvitéséhez,  azaz

ujrapozicionalasahoz.

2) A miR-125b* mimic exogén, szisztémas alkalmazasa kardioprotektiv hatést
eredményezhet akut iszkémia/reperfiizios karosodassal szemben az infarktus méret
csokkentése altal, in vivo egérmodellben. Ehhez kapcsoldodoéan a miR-125b*
gyogyszerjelolt molekula farmakokinetikai és farmakodinamias tulajdonsagainak

jellemzése is céljaink kozott szerepelt.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Valamennyi allatkisérletiinket az Europai Unio altal kiadott, a laboratoriumi allatok

gondozasardl és felhasznalasarol szolo iranyelveknek (2010/63/EU) megfeleléen végeztiik, az



Allatkisérleti Tudoméanyos Etikai Tanacs engedélyével (engedélyszam: XXVIII./171/2018)
valamint a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal és a Csongrad-Csanad, valamint a Pest
Varmegyei Kormanyhivatal Allategészségiigyi Igazgatosag engedélyével (engedélyszam:

PE/EA/1784-7/2017).

Allatok

Az egereket az Eurdpai Unids elbirasoknak megfelelden tartottuk egyedileg szelldztetett
ketrecekben (Sealsafe IVC system, Tecniplast S.p.a., Varese, Olaszorszag). Az allatokat 12 6ra
fény / 12 ora sotétség ciklusban tartottuk, allandd hdmérsékletli szobaban (22 + 2 °C) és szabad
hozzaférésiik volt standard laboratériumi tdphoz vagy standard ragcsaloeledelhez, amelyet 2%
szacharozzal és 0,4 g/kg tamoxifen-citrattal egészitettek ki a MAO-B KO egerek és vad tipusa
(VT) kontrolljaik esetében, valamint szabadon hozzaférhettek sziirt csapvizhez. Az éllatokat a
kisérletek megkezdése eldtt legalabb 5 napig akklimatizaltuk. Az egerek ald helyezett almot

legalabb hetente egyszer cseréltiik.

In vivo protokoll a szivizom-specifikus MAO-B gén kiiités hatasanak vizsgalatahoz

MAO-B gén kiiitését tamoxifennel kiegészitett ragcsaldtap két héten at torténd adagolasaval
indukaltuk, amelyet egy 10 hetes varakozasi periddus kovetett, ez id6 alatt az allatok normal
ragesalotapot kaptak. A 12 hetes eldkezelési idészak utdn akut miokardidlis infarktust
indukaltunk 45 perces koszortaér-elzarassal és azt kovetd 120 perces reperfuziéval modellezve,
MAO-B génkiiitétt (MAO-B KO) és a megfelelé genetikai hatteri vad tipusu kontroll egerek
felhasznalasaval. A reperfuzios periodust kovetden meghataroztuk az infarktusméretet Evans-

kék és trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) kettés festéssel.

MiR-125b* vizsgalatainak in vivo protokolljai

Exogén miR-125b* mimik feltételezett kardioprotektiv hatasat két, in. proof-of-concept tipusu
kisérletsorozatban vizsgaltuk (PoC-1 és -2), mely soran akut miokardialis infarktust hoztunk
létre 45 perces koszorGér-elzaras és azt kovetd 24 oras reperfuzio altal C57Bl/6 vad tipusu
egereken. Az egereknek egységesen 10 ug miRNS-kezeléanyagot vagy vivéanyagot (neutralis
lipid emulzi6) adtunk 300 uL térfogatban az iszkémia 10. percében, intravénasan lassi bolus
injekcioként. A miR-125b* mimik kezelés mellett 2 kontroll miRNS kezelést is
megvizsgaltunk, scrambled (kevert sorrendii) miR-125b* (PoC-1) és cel-miR-239b (PoC-2)
kontrollokat. A scrambled miRNS a miR-125b* szekvencidjanak véletlenszertien Osszekevert
nukleotid sorrendje. A cel-miR-239b miRNS a Caenorhabditis elegans fonalféregfajbol

szarmaz0, az irodalomban és a kereskedelemben altalanosan elterjedt negativ kontroll miRNS.



A kardioprotekcid vizsgalatahoz a reperfuzids periddust kovetéen meghataroztuk az infarktus

méretét mint elsédleges végpontot.

A PoC vizsgalatokat megeldzéen farmakokinetikai és farmakodinamias vizsgalatokat
végeztiink. Az egereket haromféleképpen kezeltiik, vagy 10 ug scrambled miRNS-sel, vagy 10
ug miR-125b* mimikkel, vagy vivéanyaggal (neutralis lipid emulzio). A kezelést kovetden 1,
2, 4, 8 és 24 oOraval megmértiik a miR-125b* expressziojat a vérplazmaban és kiilonbozo
szovetekben (sziv, maj és vese). Valamint megmértiik a miR-125b* 5 kivalasztott célgénjének
(target) miokardialis expresszidjat (Cyclin A2, eukariota elongacios faktor 2 Kkinaz,
fesziiltségfliggd kalciumcsatorna, béta 2 alegység, lizin (K)-specifikus demetilaz 6A, Disabled
2, mitogén-reszponziv foszfoprotein) kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcioval, a gyartd

utasitdsai szerint.
In vivo akut miokardialis infarktus protokoll (MAO-B KO és miR-125b* kisérletek)

Az allatokat intraperitonealisan adott 90 mg/ttkg dozisu natrium-pentobarbital injekcioval
altattuk. Az altatas mélységét a farok vagy a mancsok megcsipésével ellendriztiik, és sziikség
esetén fél adag pentobarbitallal tartottuk fenn a mély altatast. A mitétek alatt az egerek
testhOmérsékletét és a testfelszini EKG-jukat monitoroztuk és rogzitettiik. Az egereket
intubaltuk, majd a testtomegiiknek megfeleld frekvencidju és térfogatii szobalevegdvel
I¢legeztettiik. Ezt kdvetéen az egerek mellkasat a 4. és 5. borda kozott megnyitottuk, a
kozépvonala magassagaban egy 8-0-s Prolene fonallal alasltottiik. A fonal ala egy rovid PE10
kaniilt helyeztiink, mely felett a fonalat megcsomoztunk, majd a fonal végeit egy specialis
mellkasterpesztOhoz rogzitettilk. A koronaria elszoritasahoz a mellkasterpesztot kinyitottuk,
mely a fonalat megfeszitve elzarta az alasltott koronariat. Mindkét kisérletsorozatban 45 perc
iszkémiat indukaltunk, melyet a MAO-B KO Kkisérletsorozatban 120 perc reperfiizid, a miR-
125b* kisérletsorozatban 24 O6ra reperfuzid kovetett. A reperfuzié indukdlasdhoz a
mellkasterpesztot 6sszezartuk és a csomot kilazitottuk, igy az artéria leszoritdsa megszint €s az
elzart ér ellatasi teriilete reperfundalodott. Az iszkémia jelenlétét az EKG felvételen megjelend

ST-elevacio és az iszkémias kamrai teriilet elhalvanyulasa altal monitoroztuk.

A miokardialis infarktus méretének meghatarozasa
A reperfuizio végét kovetden a korondriat ijbol elszoritottuk és 0,5 mL 2%-0s Evans-kék oldatot
injektaltunk a keringésbe, meghatarozva ezzel az infarktus altal érintett riziko teriiletet. A szivet

a mellkasbol kimetszettiik, a bal kamrat izolaltuk, majd 1 mm vastagsagu szeletekre vagtuk. A



szeleteket foszfatpufferben mostuk majd 1%-os trifenil-tetrazolium-klorid (TTC) festékben
inkubaltuk 10 percig. A TTC egy redox indikéator, melyet az ¢l6 sejtek dehidrogenaz enzimei
redukalnak, amely ezaltal vords szinii formazan csapadékot képez. Ezzel szemben az elhalt
sejtek szintelenek vagy halvanyfehérek maradnak, ami az infarktus soran elhalt szoveteket
mutatja Ki. Ezt kdveten a sziv szeleteket digitalizaltuk és két fiiggetlen értékelé vak modon,

planimetrikusan kiértékelte az InfarctSize® szoftver segitségével.

Statisztikai elemzések

Minden statisztikai elemzést a GraphPad Prism szoftver segitségével végeztiik. Az adatokat
atlag + standard hiba (SEM) forméban fejeztiik ki. Az iszkémia altal érintett teriilet és az
infarktus soran elhalt teriilet nagysagat egyutas varianciaanalizissel (one-way ANOVA)
elemeztiik, Fisher LSD vagy Dunnett-féle post hoc tesztekkel kiegészitve. A farmakokinetikai
¢és farmakodinamias adatokat nem elemeztiik statisztikai modszerekkel az alacsony elemszam
(egyes csoportokban n<5) okozta fals interpretalas elkeriilése végett, ehelyett csak a
nyilvanvaloan szamottevé valtozasokat emeltiik ki. A halalozasi adatokat khi-négyzet probaval

elemeztiik. A statisztikai szignifikanciat p <0,05 értéknél fogadtuk el.

EREDMENYEK

Kardioprotektiv hatas infarktusméret csokkenés révén kardiomiocita-specifikus MAO-B
KO egerekben és miR-125b* kezelést kovetoen

Akut miokardidlis infarktust 45 perces koszoruér-elzarassal és azt kovetd vagy 120 perces
(MAO-B KO kisérletsorozat) vagy 24 oras reperfuzido (miR-125b* ,proof of concept”
vizsgalatok) kivaltasdval modelleztiik. Az iszkémia altal érintett és az infarktus soran elhalt
szivizom terliletek nagysagat (infarktus méret) a reperfiiziot kovetden Evans-kék és TTC kettds
festési eljarassal hataroztuk meg. A bal kamra azon része, amelyet az iszkémia a koszoruér-
elzaras kovetkeztében érintett (area at risk), mindkét vizsgalatban hasonlé méretii volt a

megfeleld kisérleti csoportok kozott.

A vad tipust (VT) him egerek esetében szignifikansan nagyobb infarktusméretet figyeltiink
meg, mint a VT ndstény egereknél. A MAO-B enzim kardiomiocita-specifikus Kkititése
csokkentette az infarktus soran elhalt szivizom méretét a him egerek esetében, azonban a
ndstény egerek esetében nem befolyasolta az infarktusméretet. Erdekes modon, a him MAO-B

KO egerek infarktusmérete hasonlo6 volt a ndstény VT és KO egerekéhez.



A miR-125b* vizsgalat PoC-1 kisérletsorozataban egy statisztikailag nem szignifikans,
tendenciaszerti kardioprotektiv hatast figyeltiink meg mind a scrambled miRNS, mind a miR-
125b* mimik esetén. Feltételezésiink szerint egy megfeleld negativ kontroll hasznalata mellett
kimutathato lehetne a miR-125b* védd hatésa. Igy a kisérleteket megismételtiik, a scrambled
MiRNS-t felvaltva a cel-miR-239b, Gjonnan valasztott negativ kontroll miRNS kezeléssel.
Minden egyéb kisérleti paraméter valtozatlan maradt. A PoC-2 eredményeként kimutattuk,
hogy a miR-125b* kezelés szignifikansan csokkenti az infarktusméretet, mig a cel-miR-239b
nem befolyasolja azt (igy megfelelé negativ kontroll) a vivéanyaggal kezelt csoporthoz

viszonyitva.

MAO-B KO Kkisérletek osszhalalozasa

A VT és a MAO-B KO egerek kozott nem volt szignifikans kiilonbség az Osszmortalitas
tekintetében. Azonban, ha az 6sszes him egér mortalitasat az 6sszes ndstény egérrel hasonlitjuk
Ossze, a himeknél tendenciaszeriien magasabb mortalitas volt megfigyelhetd a ndstényekhez

képest (p=0,103, Fisher-féle egzakt teszt).

MiR-125b* proof of concept tipusu kisérletek 6sszhalalozasa
A miRNS-kezelések, beleértve a kontroll miRNS-eket is, sem a PoC-1, sem a PoC-2 soran nem

befolyasoltak a haldlozast.

MiR-125b* explorativ farmakokinetikaja

miRNS beadasat kovetden vizsgaltuk. A kezelést kdvetéen 1, 2, 4, 8 és 24 oOraval vért és
szovetmintakat (sziv, maj és vese) vettiink. A miR-125b* plazmaban mért relativ expresszios
szintje jelentdsen megemelkedett a beadast kovetd 1 és 2 orat kovetden, kardialis szintje pedig
szintén jelentdés emelkedést mutatott 1 oraval a beadast kovetden a vivOanyaggal kezelt
csoporthoz viszonyitva. Mas iddpontokban nem volt szamottevd kiilonbség. A scrambled
miRNS egyik idépontban sem befolydsolta a miR-125b* expresszidjat. A majban mért relativ
mMiR-125b* expresszio a beadast kdvetden 2 oraval mutatott megemelkedett szintet. A vesében
mért MiR-125b* expresszio viszonylag nagy szoérast mutatott minden idGpillanatban: 1 6ranal
emelkedni latszott, mig 2 oOrdnal csokkenés volt megfigyelhetd a vivdanyaggal kezelt
csoporthoz képest. A scrambled miRNS kezelés nem befolyasolta a hepatikus miR-125b*

expressziot, mig a vesében szintén nagy szorast mutatott a kezelés.

A miR-125b* molekularis farmakodinamiaja



A miR-125b* mimik farmakodinamiajat a célgénjeinek (targetek) expresszios valtozasai altal
vizsgaltuk. Ehhez kivalasztottunk 5 lehetséges targetet (in silico target predikcios eljarassal),
melyek miokardialis expresszidjat 10 pg miR-125b* egyszeri intravénas beadasat kovetden 1,
2, 4, 8 és 24 orat kovetden mértilk meg. A Ccna2, Eef2k és Cacnb2 gének expresszidja
jelentdsen lecsokkent 8 draval a miRNS kezelést kovetden, az azonos idépontl vivéanyaghoz
viszonyitva. Ezzel szemben a Kdmé6a és Dab2 mRNS szintjeiben nem volt jelentds kiillonbség
a csoportok kozott egyik idépontban sem. A scrambled miRNS kisebb mértékben és nagyobb
szorast mutatva befolyasolhatta a Ccna2, Eef2k és Cacnb2 gének expressziojat.

A miR-125b*, a scrambled miRNS és a cel-miR-239b prediktalt célgénjei és azok
hasonlésagai

A miR-125b* PoC-1 soran azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy a negativ kontrollként
alkalmazott scrambled mIRNS rendelkezik enyhe kardioprotektiv hatassal, mely
feltételezéslink szerint elfedte a miR-125b* valds védo hatasat. Ezért a miRNS-ek vezetd és
kiséré szalainak (guide és passenger strand) szekvenciaja alapjan in silico target predikcios
elemzést végeztiink, mind a miR-125b*, a scrambled miRNS és a PoC-2 kisérletsorozathoz
ujonnan valasztott, feltételezhetéen megfelelobb negativ kontrollként viselkedd cel-miR-239b-
vel. Ezt kovetden megvizsgaltuk a prediktalt target gének atfedéseit. A miR-125b* esetén
10.739 target gént, a scrambled miRNS esetén 11.086 target gént, a cel-miR-239b esetén pedig
7.778 target gént azonositottunk. A scrambled miRNS és a miR-125b* 7.223 ko6z0s, atfedo
génnel, mig a cel-miR-239b és a miR-125b* 5 320 atfedd génnel rendelkezik. Altalanossagban
elmondhato, hogy minél kevesebb atfedd génje van a kontrollnak a vizsgalt miRNS-sel, annal
kisebb az esély a nem kivant hatasokra, valamint a kisebb atfedés arra utalhat, hogy a két
szekvencia szabalyoz6 mechanizmusai k6zott Kisebb a hasonldsag. Ugyanakkor nem zarhatd
ki, hogy a kontroll miRNS nem atfed6 target génjei kozott megtalalhaté olyan gén, amely

szabalyozasan keresztiil kifejtheti a kontroll miRNS a tole nem vart sejtvédo hatast.

MEGBESZELES

Osszefoglalas
A szivizom iszkémia-reperfiizids (I/R) karosodasa, €s a szivizom elhaldsa miatt bekdvetkezo
sulyos akut (kamrai ritmuszavarok, kardiogén shock) és kronikus (szivelégtelenség)

kovetkezmények vilagszerte a vezetd halalokok kozé tartoznak. Azonban jelenleg nem all



rendelkezésre hatékony, a klinikai gyakorlatban is alkalmazott gyogyszer, amely képes lenne

csokkenteni szivinfarktus kovetkeztében fellépd szivizomelhaldst.

Doktori munkam két olyan kardioprotektiv megkozelités vizsgalatara Gsszpontositott, amelyek
célja a szivinfarktus soran elhald szivizom méretének csokkentése in vivo akut szivinfarktus
kisallat modelljében. Az elsé kardioprotektiv megkozelités a szivizomspecifikus MAO-B
génkilités szivinfarktusra gyakorolt hatasat vizsgalta. A MAO-B enzim ismerten hozzajarul az
oxidativ stressz kialakulasdhoz (I/R) soran. A vizsgélat soran elséként mutattuk be az
irodalomban, hogy a szivizomspecifikus MAO-B génkiiités, és ebbdl adodo MAO-B enzim
hianya (és feltehetden annak farmakoldgiai gatlasa is) kardioprotektiv hatdssal bir, képes
csOkkenteni az infarktus méretét. Azt is kimutattuk, hogy ez a véddhatas nemek szerint eltérd,
himnem specifikus; a ndstény egerekben a sziv MAO-B enzimének hianya nem befolyasolta az
infarktus méretet. A masodik kardioprotektiv célu vizsgalat egy tobbcélponti megkozelités
volt: intravénasan adagolt exogén MIR-125b* mimik szivinfarktusra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk akut szivinfarktus és azt kovetd reperftizios modellben, két Gn. proof-of-concept
(PoC) tipust Kkisérletsorozatban. Elséként mutattuk be, hogy a miR-125b* mimik
kardioprotektiv hatdsu, képes csokkenteni az infarktus méretét; valoszintileg tobb gén, koztiik
pl. a Cyclin A2 (Ccna2), Eukaridta elongacios faktor 2 kinaz (Eef2k), és a fesziiltségfiiggd
kalciumcsatorna, béta 2 alegység (Cacn2) szabalyozasan keresztiil. Emellett leirtuk a miR-
125b* mimik intravénds adagoldsdnak néhany farmakokinetikai és farmakodindmids

jellemzdjét is.

MAO-B KO Kkisérletsorozat

Nem volt megfigyelhet6 jelentés kiilonbség a fenotipusos jellemzOkben — beleértve a
testtomeget, szivtomeget, miitét alatti halalozast és szivfrekvenciat — a MAO-B KO ¢s a vad
tipusu (VT) him €s ndstény allatok kozott. Ezek az eredmények 0sszhangban allnak Heger és
munkatarsai korabbi megfigyeléseivel, akik szintén nem taldltak kiilonbséget a bal kamra
méreteiben ugyanezen genetikai torzs hasznalataval. Heger és munkatarsai voltak az elsok, akik
kimutattdk, hogy a szivspecifikus MAO-B delécid kardioprotektiv hatassal bir ex vivo
Langendorff perfiziés modell alkalmazasaval, melyben 45 perc globalis iszkémiat és 120 perc
reperfuzié kdvetden jelentds infarktusméret-csokkenést figyeltek meg a MAO-B KO egereknél

a vad tipusu kontrollhoz képest.

Ezekre az eredményekre épitve tovabb vizsgaltuk a MAO-B delécio kardioprotektiv hatasat

egy in vivo egér akut szivinfarktus modellben. Eredményeink azt mutattak, hogy a véddhatas



nemre specifikus: az infarktusméret-csokkenés kizarolag him MAO-B KO egerekben volt
megfigyelhetd, néstényekben nem. Az iszkémia altal érintett teriilet (area at risk) aranyai egyik
csoportban sem kiilonboztek statisztikailag, ami azt jelzi, hogy a bal kamrai I/R sériilés mértéke
Osszehasonlithato volt. Tovabba azt is megfigyeltiik, hogy a néstény VT egerek infarktusmérete
Kisebb volt, mint him tarsaiké. Feltételezésiink szerint ez a ndstény VT egerekben megfigyelt
kisebb infarktusméret az 6sztrogén kardioprotektiv hatdsdnak tulajdonithat6, amelyet a MAO-
B delécié nem fokozott tovabb. Fontos megjegyezni, hogy kisérleteink fiatal felndtt egereken
torténtek (~18—-20 hetes korban), ami a ndstények esetében a reproduktiv életkornak felel meg.
Szamos preklinikai és klinikai tanulmany, valamint Osszefoglalo cikk targyalja a nemi
kiilonbségeket a szivizom iszkémids tolerancidjaban, és az 6sztrogén kardioprotektiv szerepét

ebben a folyamatban.

A MAO-B KO egerekben megfigyelt infarktusméret-csokkenés feltételezésiink szerint a
mitokondrialis ROS termelés csokkenésének koszonhetd. Ezt tamasztja ald Inagaki ¢€s
munkatarsainak vizsgalata is, akik Kimutattak, hogy a pargilin (egy szelektiv MAO-B gatlo)
jelentdsen csokkentette a hidroxilgyok-termelést patkanyszivekben iszkémia ¢€s reperfiizid
soran, valamint szignifikansan mérsékelte a szivizomsejtek sériilését, amit a csdkkent
intersticialis mioglobin szint is igazolt. Egy masik szelektiv MAO-B gatlo, a szelegilin, szintén
bizonyitottan kardioprotektiv hatassal bir, melyet az oxidativ stressz és a kardiomiocita-
apoptozis csokkentése révén egy kronikus szivelégtelenséget modellezd nytlmodellben irtak
le. A klinikai alkalmazhatbsag szempontjabol tanulmanyunk egyik jelent6s limitacioja a
génkilitéses technologia alkalmazasa. Bar ez a megkozelités hatékonyan modellezi a MAO-B
hianyat, human terapiaban nem alkalmazhat6é. Mindazonaltal, figyelembe véve a pargilin és
szelegilin kardioprotektiv hatdsait, eredményeink alatdmasztjdk a MAO-B gatlok indikacio

bdvitésének lehetdségét kardioprotektiv terapias célokra.

mMiR-125b* kisérletsorozat

A miR-125 csalad egy erésen konzervalt klaszter, amely harom homologbdl all: miR-125a,
miR-125b-1 és miR-125b-2. Ennek a csaladnak a tagjai szamos fiziologiai és patologias
folyamatban vesznek részt, példaul az embrionalis fejlédésben, a karcinogenezisben
(tumorgatld és tumort eldsegitd hatasokkal egyarant), valamint sziv- és érrendszeri
betegségekben, beleértve a szivizom I/R sériilését, a szivelégtelenséget és a szivizom fibrozist
(vagy remodellaciot). A miR-125b* (masnéven miR-125b-2-3p) a miR-125b hajtii-szerti hurok

struktiraju prekurzorbol szarmazik. Annak ellenére, hogy a miR-125 csalad tagjai eltéro



genomi régiokbol szarmaznak, kozOs, konzervalt ,seed” régioval (1-9. nukleotid)

rendelkeznek, ami arra utal, hogy atfedd célgéneket szabalyozhatnak.

A miR-125b* kardioprotektiv potencialjat el6szor az vetette fel, hogy expresszidja lecsokkent
akut szivizom I/R sériilést kovetéen, ugyanakkor a kardioprotektiv iszkémias pre- és
posztkondicionalasok ellentétes iranyG szabalyozast valtottak ki. In vitro szimulalt
iszkémia/reperfuzios kisérletek 0jsziilott patkany kardiomiocita sejteken megerositették a miR-
125b* citoprotektiv hatdsat a sejtek életképességének novelése altal. Jelen tanulményunkban
ezekre az eredményekre épitve mutattuk Ki, hogy a miR-125b* mimik intravenas beadasa in
vivo I/R karosodasban szignifikansan csokkentette az infarktusméretet. Az akut I/R karosodast
45 perces koszoruér-elzarassal és azt kovetd 24 oOrds reperfuzioval modelleztik. Az
infarktusméretet Evans kék és TTC kettds festéssel hataroztuk meg. Az iszkémids teriilet (area
at risk) mérete csoportonként hasonl6 volt, nem volt a csoportok kdzott szignifikéns kiillonbség.
Két fiiggetlen proof-of-concept tipust (PoC) vizsgalatot végeztiink. A PoC-1 vizsgalatban a
scrambled miRNS ¢és a miR-125b* mimik is az infarktusméret csokkenésének iranyaba mutatod
tendenciat mutatott, de a kiilonbségek nem értek el statisztikai szignifikanciat. A PoC-2
vizsgalatban — amelyben negativ kontrollként a cel-miR-239b-t hasznaltuk a scrambled helyett
— a miR-125b* kezeléssel szignifikans infarktusméret-csokkenést értiink el a vivéanyag
csoporthoz képest, ami megerdsitette annak kdzvetlen kardioprotektiv hatasat, mig a cel-miR-

239b nem befolyasolta az infarktus méretét.

Wang ¢és munkatarsai hasonld kardioprotektiv hatdsokat mutattak ki a miR-125b esetében.
Kisérleteik sordn a 76 nukleotid hosszii prekurzor format (pre-miR-125b-1) lentiviralis
vektorral juttattak be, illetve transzgénes tultermeltetéssel (overexpresszion); mely prekurzor
timint tartalmaz uracil helyett, és mind a miR-125b-5p-t (az 6 vizsgalt miRNS-iik), mind a
miR-125b-2-3p szekvenciat kodolja. 45 perces iszkémiat kdvetd 4 oras reperfuziot alkalmazva
szignifikans infarktusméret-csokkenést irtak le, valamint az ejekcios frakcio és a frakcionalt
rovidiilés javulasat 3 és 7 nap reperfuziot kovetden. Tanulmanyunk tobb lényeges ponton eltér
a fenti kisérletsorozattol: mi a 22 nukleotid hosszu, érett miR-125b-2-3p (miR-125b*)
szekvenciat alkalmaztuk, és intravéndsan adtuk be klinikailag relevans iddpontban, az iszkémia
alatt. Mivel az alkalmazott modszer és a pontos miRNS-szekvencia eltér, Wang eredményei
nem rontjak a kisérleteink Gjdonsag tartalmat; inkabb aldtdmasztjadk és bovitik a miR-125b
csalad kardioprotektiv potencialjat igazold bizonyitékokat. A szakirodalomban szédmos

tanulmany foglalkozik a miR-125b védo szerepével, egyes esetekben egymassal 6sszhangban



allo, maskor ellentmondo eredményekkel. A miRNS-ek nevezéktana azonban az idok soran
tobbszor modosult, igy a vizsgalt mMIRNS szekvenciak kovetkezetes €s pontos azonositasa, és
interpretalasa kihivassal jar, kiilondsen, mert sok publikacioban nem kozlik a vizsgalt miRNS

pontos szekvenciajat.

Bar a mikroRNS-alapu terapidk alkalmazasardl szolo publikaciok szama gyorsan novekszik, a
mikroRNS-ek farmakokinetikajara és farmakodinamikajara vonatkozo adatok elérhet6sége
tovabbra is er0sen korlatozott az irodalomban. Eredményeink a miR-125b*
farmakokinetikajarol bizonyos hasonloésagot mutatnak Li és munkatarsainak megfigyeléseivel,
akik a kardioprotektiv mikroRNS-jelolt, a miR-144 farmakokinetikdjat vizsgaltak.
Kisérleteikben egyszeri, 8 mg/kg d6zist miR-144-et adtak be intravénasan egerek farokvénajan
keresztiil. A miR-144 eloszlasara hasonl6 id6beli fliggdséget talaltak: a miR-144 plazmaszintje
és kardialis szintje 1 6raval a kezelést kdvetSen érte el a csucsot, és ez a szint 7 napig megmaradt

a plazmaban, illetve 3 napig a szivszovetben.

A miR-125b* mimik lehetséges molekularis hatasmechanizmusanak feltarasa érdekében 6t
prediktalt target gént valasztottunk ki, melyek expressziojat megmértiik. Ezek koziil a Cyclin
A2, az Eukariota elongaciés faktor 2 kindz és a fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna béta 2
alegység MRNS-szintje jelent6sen lecsokkent 8 oraval egyetlen intravénas miR-125b* mimik
beadasat kovetéen. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a miR-125b* kardioprotektiv
hatasat legalabb részben, olyan gének expressziodjanak csokkentésén keresztiil fejti ki, amelyek
a sejtciklus szabalyozasaban, a fehérjeszintézis szabdlyozasaban ¢és a kalciumjelatvitelben

jatszanak szerepet, melyek mind kulcsfontossagu folyamatok a szivizom iszkémia/reperfizios

crer

KONKLUZIO

Kutatasunk soran két kiilonbozé kardioprotektiv megkdzelitést vizsgaltunk, melyek célja a
szivinfarktus méretének csokkentése egér akut miokardialis infarktus modelljében.
Eredményeink 1 betekintést nyljtanak a szivizom iszkémia/reperfiizidos karosodasanak

enzimszintli és a poszt-transzkripcids szabalyozasaba.

Els6ként kimutattuk, hogy a monoamino-oxidaz B (MAO-B) szivizomsejt-specifikus delécioja
jelentds infarktusméret-csokkenést eredményez him egerekben. Ez a hatds feltehetéen a

mitokondrialis reaktiv oxigénszarmazékok (ROS) csokkent termelddésének kdszonhetd, mivel



a MAO-B ismert forrasa az oxidativ stressznek iszkémids karosodas soran. A kardioprotektiv
hatas nemek szerinti eltérést mutatott, ndstény egerekben nem volt megfigyelhetd, valdszintileg
a fokozott iszkémids tolerancia miatt, melyet feltehetden az 0sztrogén medial. Bar a génkiiités
nem kozvetleniil alkalmazhaté human terapidban, eredményeink alatdimaszthatjdk MAO-B

gatlok, mint példaul a szelegilin, kardioprotektiv célu indikaciobévitésének lehetdségét.

Megallapitottuk, hogy a miR-125b* (mMiR-125b-2-3p) mimik szisztémas beadasa
kardioprotektiv hatassal bir in vivo akut szivinfarktus modellben. Kimutattuk, hogy egyetlen
intravénads injekcio iszkémia alatti beadasa szignifikdnsan csokkentette az infarktus méretét,
valdsziniileg kulcsfontossaghi célgének expressziojanak csokkentése révén, beleértve a
sejtciklus szabalyozasaban részt vevé Ccna2, a transzlacios kontrollért felelds Eef2k, és a
kalcium-homeosztazisban szerepet jatsz6 Cacnb2 géneket. A farmakokinetikai adatok
megerésitették a miR-125b* gyors bejutasat a szivbe, mig a farmakodinamikai eredmények
alatamasztjak a tobbcélpontii génszabalyozasi mechanizmusat. Kutatasunk elsdként irja le a
miR-125b* mimik farmakokinetikai jellemzdit, szoveti eloszlasat és infarktusméret-csokkentd

hatasat in vivo egér AMI modellben.

A két megkdzelités egyiittesen ravilagit arra, hogy mind az enzimgétlas, mind a nem-kodolo
RNS-alapt terapia igéretes lehetdség lehet akut szivinfarktus kezelésében. Bar mindkét
modellnek megvannak a maga korlatai, kiegészitik egymast: a MAO-B knockout a him-
specifikus hatasokra és a ROS-termelés csokkenésére vilagitott ra, mig a miR-125b* egy
farmakoldgiailag kivitelezhetd, tobbcélpontit RNS-alapt stratégiat kinal az iszkémids szivizom

szovet talélésének fokozasara, ezaltal a szivizomkarosodas csokkentésére.

Ezek az eredmények hozzéjarulnak a kardioprotektiv terapiak egyre novekvo teriiletéhez, és
hangsulyozzak a célzott és tobbcélponti megkdzelitések jelentdségét. Azonban tovabbi
kutatasokra van sziikség ahhoz, hogy ezen megkozelitések validalasa klinikailag relevans
allatmodelleken -beleértve 1dds vagy tarsbetegségekben szenvedd allatokat — is megtdrténjen,
valamint hogy a mikroRNS-terapiak ¢s a MAO-B enzimgatlok human sziv- és érrendszeri

betegségekben vald transzlacids potencialjat tovabb vizsgalja.
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