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1. Bevezetés

1.1. Hipoxias szivbetegség

A szivbetegségek és stroke statisztikdk legfrissebb amerikai adatai szerint 2025-ben tSbb
mint 1,5 milli6 ember halt meg sziv- és érrendszeri betegségek, illetve szivelégtelenség
kovetkeztében [1]. Mindemellett az American Heart Association becslései szerint 2030-ra
az Egyesiilt Allamok lakossaganak tobb mint 9%-a szenved majd szivkoszoraér
betegségben [2]. A vilag népességének gyors tlitemi eldregedése, valamint a sériilt sziv, az
agy, illetve a vérerek mikodésének megdrzésére és helyredllitdsara irdnyuld terdpis
eszkozeink korlatozottsaga miatt napjainkra elengedhetetlenné valt az életet tdmogatd 1j
terapias megkozelitések feltérképezése. A megoldasok koziil a sziv esetében az
irreverzibilisen elveszitett kardiomiocitdk potlasa kiemelt jelentséggel bir. Bar a
szivizomsejtek képesek bizonyos mértékii proliferacidra, sajndlatos modon a szivszovet
teljes regeneracids potencialja azonban korlatozott [3]. A karosodasok kovetkeztében a
sériilés helyén végiil egy fibrotikus hegszdvet alakul ki, ami mechanikai szovédményekhez,

aritmidhoz, kontraktilitdsi zavarokhoz és végiil szivelégtelenség kialakuldsdhoz vezethet

[4].

1.2. Szervi/szoveti fibrozis

A szervek strukturdlis és funkciondlis integritdsdnak fenntartasa érdekében a sériiléseket
kovetden gyakori valaszmechanizmus a fibrotikus aktivacid, amely eredményeképpen a
karosodott teriileten hegszovet alakul ki. A folyamatot az extracellularis matrix (ECM) -
foként kollagén - talzott mértékii felhalmozodéasa jellemzi, amely elsdsorban a
matrixfehérjék termelddése és lebontdsa kozotti egyensuly felbomlésanak kdvetkezménye
[5]. A szivben az akut nekrézis, példaul miokardidlis infarktus, illetve kiilonb6z6 kronikus
betegségek, példaul a magas vérnyomas vagy a cukorbetegség, st maga az oregedési
folyamat is generalhat fibrotikus elvaltozasokat [6, 7]. Az egészséges szivizomban a

fibroblasztok folyamatosan alakitjdk az extracelluldris kornyezetet az ECM



komponenseinek kiegyenstlyozott termelése, illetve lebontdsa révén [4, 6, 8.
Szivkarosodasok soran azonban a fibroblasztok aktivacidja egy 1j fenotipus, a
miofibroblasztok megjelenését eredményezi [6]. A miofibroblaszt kifejezés egy heterogén
sejtpopulaciot takar. Ezek a sejtek gyakorlatilag valamennyi szerv gydgyulési
folyamataiban részt vesznek. A miofibroblasztok legjellemzdbb tulajdonsagai koz¢é tartozik
az aktin és miozin filamentum kotegek révén indukalt kontraktilitas, illetve a sebgyogyulas
és a szoveti érési folyamatok soran megnyilvanuld metabolikus ¢és funkcionalis
alkalmazkodoképesség [6, 9, 10].

A vilagszerte zajl6 intenziv kutatasok ellenére a miofibroblasztok differencialodésat
aktivald pontos mechanizmusok ¢és jelatviteli folyamatok mindmaig nem igazdn
tisztazottak. A legljabb eredmények szerint aktivaciojuk kovetkezményeként a
miofibroblasztok szdmos szekretalt molekula, igy a kiilonb6z6 hormonok, ndvekedési
faktorok ¢és pro-inflammatodrikus citokinek hatdsara érzékenyitddnek, és ezen folyamatok
kovetkeztében fokozoddik proliferdcios és migracids aktivitasuk, illetve nodvekszik az
extracellularis matrixot lebontd metalloproteinazok (MMP-k) szekrécidja és a
kollagénforgalom is, amelyek kulcsfontossaguak a patologias hegszovet kialakulasaban [6,
91. A TGF-pjelatviteli utvonal a szivben zajl6 fibrotikus folyamatok egyik legintenzivebben
tanulmanyozott és alapvetd szabalyozé mechanizmusa. Ez a jelatviteli rendszer elsdsorban
a Mothers against decapentaplegic homolog-4 (SMAD) transzkripciés faktorok
aktivaciojan keresztiil serkenti az extracellularis matrix (ECM) fehérjéinek termelddését
[8]. A jelatviteli Gtvonal sokrétii ¢lettani szerepe miatt azonban a TGF-f gatlok klinikai
alkalmazasa jelenleg nem megvalodsithatd, mivel alkalmazasuk stlyos mellékhatasokkal jar
[11]. A TGF-B mellett a szisztémds neurohumoralis jelatviteli rendszerek, kiilondsen a

renin-angiotenzin rendszer (RAS) aktivacidja szintén kulcsfontossagli szereppel bir a
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miofibroblasztokka torténo atalakulast [8, 13-16].

1.3. A sejtes mikrokornyezet hatasa a fibroblasztok aktivaciojara

Az utdbbi évek kutatdsainak eredményeként a sejtes mikrokdrnyezet jelentdségének
vizsgalata egyre nagyobb sulyt kapott. A fibroblasztok az extracellularis kornyezettel egy
Osszetett strukturalis rendszer révén lépnek kolcsonhatasba, amely magaban foglalja az

extracellularis matrixot (ECM), az integrinekhez kapcsolodo fokalis adhézidkat, valamint



az aktin-citoszkeletont. Ez a rendszer kulcsszerepet jatszik a kornyezeti ingerek
érzékelésében és azok transzkripcids valaszokka torténd integraldsdban [17, 18]. Ezen
tulmenden, az aktin-citoszkeletdlis rendszer szervezddése is meghatarozo jelentdségli a
sejtek viselkedése, fenotipusos 4talakuldsa, valamint a miofibroblasztokkd torténd
differencialodas folyamatainak szempontjabol [19].

Ismert, hogy a RhoGTPazok képesek az aktin-citoszkeleton rendszer atrendezésére,
ami a miofibroblasztokban elsdsorban a simaizom-izoformak megjelenését eredményezi
[20]. A legintenzivebben vizsgalt RhoGTPazok a Rho, a Rac és a cell division control
protein 42 homoldég (CDC42), amelyek profibrotikus receptor-komplexek altal
aktivalodnak és olyan effektor fehérjéket szabalyoznak, amik a citoplazmaban a globularis
aktin (G-aktin) és a filamentézus aktin (F-aktin) polimerizacios egyensulyat moduléljak
[20]. E szabalyoz6 downstream célpontok kozé tartoznak a Rho-asszocialt kindzok: a
ROCKI (mas néven ROKf), a ROCK2 (mas néven ROKa) [21], valamint a diaphanous
formin fehérjecsalad tagjai (mDia), amelyek nélkiilozhetetlenek a stresszrostok
polimerizacidjdhoz és tovabbi 0sszekapcsoldsdhoz. A ROCK izoformak megkozelitdleg
65%-0s szekvenciahomologiat és 92%-os kindz-homologiat mutatnak [22]. A ROCK
fehérjék szadmos, specifikus foszforiladlt szubsztratmolekula 4ltal meghatarozott
intracellularis folyamatra vannak hatassal, melynek kovetkeztében az utvonal kdzponti
szerepet jatszik a stresszrostok kialakulasdban és kontrakciojaban, a citoszkeletalis
atrendezddésekben, valamint a sejt-szubsztrat és sejt—sejt adhézid, az apoptozis, a
sejtmigracio és a citokinézis folyamataiban [23, 24]. Az elmult években szamos tanulmany
foglalkozott a RhoA/ROCK jelatviteli utvonal kardiovaszkuldris hatésaival. Az eredmények
szerint a ROCK fehérjék jelents szerepet jatszanak a kiilonbozé kardiovaszkularis
betegségek kialakulasaban, igy példaul szivhipertrofia, hipertonia, ateroszklerdzisa és a
fibrozis soran [25]. Kiilondsen figyelemre méltd az a megfigyelés, hogy a ROCKI1 fehérje
farmakologiai gatlasa megakadalyozza a citoszkeletdlis atrendezdést és a matrixgének
expressziojat TGFP altal stimulalt fibroblasztokban [26-28]. Az infarktusos ROCKI1
knockout egerekben pedig alacsony fibrozis volt megfigyelhetd [28], ami a molekula
kulcsfontossagti szerepére utal a sziv atépiilése ¢és a hegszovet kialakuldsa soran.
Molekularis szempontjabdl az is kiilonosen fontos, hogy a ROCK fehérjék a myocardin-
related transcription factor-A (MRTF-A) / Serum Response Factor (SRF) jelatviteli
utvonalon keresztiil képesek a fibrotikus folyamatok fokozéasara [29]. A folyamat soran,
sériilés, példaul miokardidlis infarktus hatasara a RhoA/ROCK jelatviteli tutvonal

aktivalodik, amely az F-aktin és a G-aktin egyensulyanak eltolodasdhoz vezet [30]. A



citoplazmatikus G-aktin szintjének csokkenésével a G-aktin levalik az MRTF-A-rél. A
szabad MRTF-A ezt kovetden a sejtmagba transzlokalddik, ahol hozzajarul a fibroblasztok
kimutattak, hogy az MRTF aktivitasdnak gatlasa képes blokkolni a dermalis, bélrendszeri
¢s pulmondlis fibrozis kialakuldsat is [31-35]. Ezek az eredmények kétségteleniil arra
utalnak, hogy a jelatvitelre érzékeny transzkripcios faktorok, mint példaul az MRTF-A
célzott befolyasolasa igéretes lehet a fibroblaszt valasz szabalyozasaban.

Osszefoglalva tehat egyértelmii, hogy a TGFB/Smad/Scx (scleraxis) [36-38] illetve
a Rho—ROCK/MRTEF/SRF jelatviteli utvonalak [39, 40] célzott gatlasa hatékonynak
bizonyulhat a fibrdzis progresszidjanak megakadalyozdsadban. Természetesen az itt emlitett
tényezOkon kiviil az aktin felépiilést szdmos mas kismolekula és intracellularis jelatviteli
utvonal is befolyasolhatja, ilyenek lehetnek példaul a kiillonb6z6 mikroRNS-ek, vagy egyéb
szekretalt peptidek is.

1.4. Peptidek / Thymosin 4 (TB4)

Napjainkban jelentOs kutatds zajlik a pozitiv vagy negativ fizikai, illetve pszichologiai
stressz hatasara 1étrejovo élettani valtozasokat kivaltd kismolekuldk célzott azonositdsara.
Az ilyen jellegli informaciok hasznositasa ugyanis nagy lehetdségeket kinal az emberi
szervezet kiilonbozd élettani és patologias allapotainak azonositasara és azok esetleges
visszaforditasara. Kiillondsen fontos, hogy ezek a kis, szekretalt molekuldk, amelyeket
Osszefoglaldoan biomarkereknek is nevezhetiink, egyben 1) terapids célpontok
azonositasdhoz vezethetnek, segitve ezzel a klinikai gyakorlatban alkalmazhat6 0j kezelési
stratégiak fejlesztését [41].

A Thymosin-ok kis szekretalt fehérjék, amiket elészor egyetlen frakcioként borju
csecsemOmirigybdl izolaltak 1996-ban [42]. A késdbbi kutatasok igazoltak, hogy a tisztitott
thymuskivonat valojaban bioldgiailag aktiv vegyiiletek keveréke [43]. Az egyes
komponenseket izoelektromos pontjuk szerint nevezték el: az alfa-thymosinok (pH < 5,0),
a béta-thymosinok (pH 5,0-7,0), valamint a gamma-thymosinok (pH > 7,0)[44].

Jelenleg tizenhat béta-thymosin ismert a kiilonbozo éldlényekben, azonban ezek
koziil emberben mindossze hdrom expresszalodik: a TB4, a thymosin $10 (TB10) és a
thymosin B15 (TB15) [45]. Ezek koziil a TB4 a legnagyobb mennyiségben jelenlévd
izoforma, amely a sejtek teljes béta-thymosin tartalménak mintegy 70-80%-at teszi ki [46].
Szamos felndtt szovetben megtalalhatd viszonylag magas koncentracioban, igy példaul a

Iépben, a tiidoben, a thymusban, az agyban és a szivben is [47]. Emellett jelen van még a



makrofagokban, tumorsejtekben, humén vérsejtekben, a szérumban, sebvaladékban,
valamint egyéb testfolyadékokban, példaul nyalban [48-51].

A peptid szerepet jatszik az aktin monomerek elérhetdségének szabalyozasaban is,
ugyanis képes a G-aktin megkdtésére. TB4 magas dozisu adagolasa mellett végzett
vizsgalatok azonban arra utalnak, hogy a molekuldnak tovabbi aktin szabalyozési funkcioi
is vannak [52, 53]. Hasonl6an a capping fehérjékhez €s a profilinhoz, a peptid ugyanis képes
az aktin-0sszeépiilés egyensulyi allapotanak szabalyozasara is. A profilinnal ellentétben

azonban hatdsat mindkét filamentumvégen képes kifejteni [53].

1.5. TB4 szerepe a szivben

Az embrionalis fejlédés soran a TB4 a szivben és az erekben talalhatd meg elsdsorban. Ez
a kifejez6dés egységes az egér [54], csirke [55] és az ember [56] esetében is. Ezen
tulmenden, az emlds sziv fejlédése soran kiilondsen magas expresszidt mutat az
interventrikularis sovényben, a kamrak falababan, valamint a szivizom kiilsé proliferald
rétegeiben [54].

elészor kutatdcsoportunk tagjai irtak le. Kimutattuk, hogy a peptid meghatarozd szerepet
jatszik a szivmiikodés tdmogatdsdban hipoxias koriilmények kozott [54]. Vizsgélataink
soran megallapitottuk, hogy a TB4 exogén alkalmazasa in vitro eldsegiti a szivizomsejtek
fennmarad [54]. Egérmodellben, a koszortér lekotését kovetden a peptid fokozta a
kardiomiocitak tulélését, csokkentette a hegszovet képzdodést, valamint javitotta a
szivmikoddést. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a molekula igéretes uj terdpias
célpont lehet akut miokardidlis karosoddsok - példdul szivinfarktus -, valamint egyéb
szivizombetegségek kezelésében gyermekek ¢€s felndttek esetében egyarant [7]. Figyelemre
mélté modon a javulas mértéke nem mutatott statisztikailag szignifikans eltérést a peptid
szisztémas, intraperitonedlis adagolasa ¢s a kizarolag lokalisan, a szivinfarktus teriiletébe
val6 injektalasa kozott, utalva arra, hogy a TB4 kedvezd hatasai nagy valdszinliséggel
kozvetleniil a szivsejtekre gyakorolt hatas révén érvényesiilnek, nem pedig indirekt, mas

extrakardialis tényezOkon keresztiil [54].



2. Célkituzések

A szOveti regeneracido szempontjabol a TB4 peptid egyik legfontosabb hatdsa a
miikodésképtelen hegszovet kialakuldsanak csokkentése, amit valdsziniileg a gyulladasos
folyamatok mérséklésével [57-59], a sejthalal gatlasaval (AKT jelatviteli tutvonal
aktivalasan keresztiil) [54], valamint a repardciés mechanizmusok altalanos serkentésével
éri el [7, 60-62]. Kiilondsen figyelemre méltd, hogy egyes in vitro kisérletek tantsaga
szerint a TB4 képes a fibroblaszt/miofibroblaszt atmenet befolyasolasara is, ami lehetdséget
nyUjthat a molekula, mint gyulladascsokkentd terdpias agens alkalmazéséra [63, 64].

Bar a TB4 altal a sziv reparacios folyamatai soran kivaltott molekuldris
mechanizmusokat széles korben vizsgaljak [60, 63], szdmos kérdés tovabbra is
megvalaszolatlan maradt a szivregeneracioban betoltott szerepeivel kapcsolatban. Ennek
értelmében jelen értekezésiink altalanos célja olyan tovabbi célmolekulak és uj
mechanizmusok feltarasa, amelyek révén a TB4 peptid mérsékelheti a hipoxias felnott

emlos szivben kialakulo patologias hegesedési folyamatokat.

Mindezek tiikkrében a jelen értekezésiink specifikus célkitiizései a kovetkezok:

1. célkitiizés: Hegszovet képzodéssel Osszefliggd valtozasokat mutatd kismolekuldk
(miRNS-ek) azonositasa hipoxidnak kitett feln6tt egérszivekben szisztémas TB4 kezelést
kovetden.

2. célkitiizés: Az azonositott miRNS célpontok megvaltozott expresszidja altal szabalyozott
molekularis szerepldk ¢és mechanizmusok meghatarozasa a hegszovet képzddés
folyamataban.

3. célkitiizés: A kivaltott molekularis valtozasok meghatarozasa és Osszehasonlitasa a
feln6tt egér és human sziv kiilonbozd sejttipusaiban a potencialis klinikai alkalmazhatdsag

meghatdrozasa céljabol.

3. Modszerek

3.1. Allatkisérletek
16 hetes (25-30 g) him felndtt CS7BL/6J egerekben miokardialis infarktust indukaltunk a

bal eliils6 leszallo (LAD) koszoruér lekotésével, a korabban leirt modszerek szerint [54].



Az allatkisérleti protokollokat a University of Texas Southwestern Medical School
intézményi allatkisérleti etikai bizottsaga feliilvizsgalta és jovahagyta, és azok teljes
mértékben megfeleltek az NIH altal kozzétett, allatok kutatasi célti felhasznélésara

vonatkozo6 irdnyelveknek.

3.2. miRNS microarray

A miRNS microarray vizsgalatok elvégzéséhez 6t TB4-kezelt, valamint 6t PBS-kezelt sziv
mintaibol totdl RNS-t izoldltunk a karosodott teriiletbdl (area of risk), illetve a tavoli
egészséges régiokbol TRIzol reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA) alkalmazéasaval szorosan
kovetve a gyartd altal eldirt protokollokat (Invitrogen). A microarray analizist kiilsé

szolgaltatd végezte (LC Sciences, USA).

3.3. Valos idejit kvantitativ PCR (qPCR)

Az egérszivbol TRIzol reagens (Invitrogen, Carlsbad, CA) felhasznalasaval RNS-t izolaltuk
a gyartd protokolljanak megfeleléen (Invitrogen). Az RNS mennyiségi meghatarozasat
kovetéen a karosodott (core) és a tavoli teriiletekbOl szarmazo mintakbol cDNS-t
szintetizaltunk TagMan Reverse Transcriptase Kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével.
A szdveti miRNS, illetve mRNS expressziokat target specifikus mRNS és miRNS probak
felhasznalasaval (Applied Biosystems) analizaltuk az infarktust kovetd 1. és 3. napokon

TB4 vagy PBS kezelésben részesiilt szivmintakbol, a gyartd protokolljanak megfelelden.

3.4. Western blot

A fehérje expresszid vizsgalatahoz a sejteket vagy szoveteket protedzgatlokat tartalmazo
lizispufferben lizaltuk a teljes fehérjetartalom kinyerése érdekében. Minden mintabol
azonos mennyiségli  fehérjét denaturdltunk, majd SDS-PAGE segitségével
szétvalasztottunk. A  fehérjéket ezt kovetéen PVDF membranra transzferaltuk.
Tejfehérjékkel torténd blokkolast kovetden a membrant célfehérje-specifikus primer
antitesttel, majd HRP-konjugalt szekunder antitestekkel inkubaltuk. A fehérje savokat
kemilumineszcens detektalasi modszerrel tettiik lathatova. A savok intenzitdsat a relativ

fehérjeexpresszid meghatarozasa céljabol imagel software segitségével elemeztiik.

3.6. Sejttenyésztés és immunfestés - normoxias és hipoxias koriilmények kozott
Feln6tt human koldokvéna-endotélsejteket (HUVEC), feln6étt human kardialis
fibroblasztokat (HCFB) ¢és felndtt human kardiomiocitdkat (HCMC) (PromoCell GmbH,



Heidelberg, Németorszag) kollagénnel bevont feddlemezeken (patkanyfarok-kollagén,
Roche) tenyésztettiink. A sejteket sejttipus-specifikus tenyésztokozegben (a forgalmazo
altal biztositott kiegészitokkel; PromoCell GmbH, Heidelberg, Németorszag) inkubaltuk
mindaddig, amig a konfluencia el nem érte a 30—-60%-ot. Ezt kdvetéen TB4-et (n = 4),
illetve kontrollként PBS-t (n = 4) adtunk kozvetleniil a tenyésztokdzeghez, majd a sejteket
24 oran keresztiil standard sejttenyésztési kortilmények kozott inkubaltuk (20% O2, 5%
COz, 75% N2). A hipoxias stressz vizsgalatara azonos szamu, azonos kezelési feltételek
mellett 1évo sejteket inkubaltunk hipoxids koriilmények kozott (5% COz, 1% Oz, 94% N>).
Az inkubacidt kdvetden a sejtkultira kisérleteket 4%-os paraformaldehiddel (PFA) fixaltuk,
majd immunfestést végeztiink célfehérje specifikus primer antitestek és fluoroforral
konjugalt szekunder antitestek alkalmazasaval. A fehérje expressziot Zeiss LSM-710

konfokalis mikroszkdppal dokumentaltuk.

3.7. Statisztikai analizisek

A miRNS microarray vizsgélatok statisztikai tesztjeit és klaszteranalizisét az LC Sciences
biztositotta a microarray szolgéltatds részeként. A jelértékeket hattérkorrekciot és
normalizalast kovetden hataroztdk meg. A detektalhatd transzkriptumokat tovabbi
statisztikai adatfeldolgozasnak vetették ald, és a jelintenzitasokat az ismétlédé pontok
atlagértékeként tiintették fel. A statisztikai szignifikancia meghatdrozasara egyutas
varianciaanalizist (one-way ANOVA) és t-probat alkalmaztak. A p < 0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Az RT-PCR eredmények és a Western blot
analizisek kvantifikécioja Microsoft® Excel 16.96 vagy GraphPad® Prism
10.1.1 szoftverek segitségével tortént. A kvantitativ eredményeket atlag + szords (SD)
formajaban fejeztiik ki. A p < 0,05 értéket statisztikailag szignifikdnsnak, mig a p < 0,01

értéket kiemelten szignifikdnsnak tekintettiik.

4. Eredmények

4.1. 1. célkitiizés: Hegszovet képzodéssel osszefiiggé valtozasokat mutaté kismolekulak
(miRNS-ek) azonositasa hipoxianak Kkitett felnott egérszivekben szisztémas TB4

Kkezelést kovetoen.



4.1.1. TB4 kezelt hipoxias egér szivek MicroRNA microarray vizsgdlata

Korabbi eredményeink utaldsai szerint a sejthaldl csokkentése az egyik, de nagy
valészinliséggel nem az egyetlen olyan mechanizmus, ami a TB4 peptid szivben
bekovetkezd hipoxids eseményeket kovetd kedvezd hatdsaiért felel [54]. A lehetséges
tovabbi molekularis mechanizmusok feltarasa érdekében miRNS-microarray vizsgélatokat
végeztiink a szivinfarktust kovetd 1. és 3. napokon, TB4-kezeléssel vagy anélkiil, felndtt
egérszivek karosodott (core) €s tavoli (remote) régioibol szarmazo mintak felhasznalasaval
(n = 4 core/remote, 1. nap/3. nap, csoportonként). Vizsgalataink kimutattak, hogy a
megvaltozott expresszidt mutatdé miRNS-ek mintegy 18%-a potencidlis szerepet jatszhat a

kardialis fibrozis kialakuldséban és az extracellularis matrix (ECM) atépiilésében (1. Abra).

Metabolism
14%

Angiogenesis/Vascular
16%

Inflammation/Immune

Arrythmia/Conduction 12%

12%

Hypertrophy
18%

Fibrosis/ECM
18%

1. Abra. Oszefoglal6 reprezentativ diagram az infarktust kovetden, az egérszivekben alkalmazott
szisztémas TB4-kezelés hatasara megvaltozott miRNS-ek potencialis funkcidjanak bemutatasara
(Egy-egy miRNS-célpont tobb funkcionalis kategoriaba is besorolhato volt) [65].

A miRNS microarray alapjan (szamos megvaltozott potencidlis miRNS-target mellett) azt
talaltuk, hogy a miR139-5p miRNS szintje szignifikdnsan (1,5-szeresére) megemelkedik a
szisztémas TB4-kezelést kdvetd 1. és 3. napokon az infarktusos core teriiletén a PBS-sel
kezelt kontrollokhoz viszonyitva. A microarray eredményeinek megerdsitésére valos ideji
PCR vizsgalatot végeztiink miR139-5p-specifikus prébaval a sziv karosodott (core) és
egészséges (remote) régioibol szarmazd mintdkon. Eredményeink szerint az infarktust

kovetd 1. napon nem taldltunk szignifikans valtozést, azonban a 3. napon a miR139-5p
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expresszioja szignifikdnsan megemelkedett mind a core, mind a remote régidkban a PBS-

sel kezelt kontrollokhoz képest.

4.2. 2. célkitiizés: Az azonositott miRNS célpontok megvaltozott expresszidja altal
szabalyozott molekularis szereplok és mechanizmusok meghatarozasa a hegszovet
képzodés folyamataban.

Munkank kdvetd 1épésében, a szakirodalmi adatok attekintésével parhuzamosan, a miR139-
S5p feltételezett célpontjait hatdroztuk meg TargetScan (targetscan.org) szoftver
segitségével. Vizsgalataink soran elsdsorban azokra a molekuldkra &sszpontositottunk,
amelyek a szivben expresszalodnak és amelyekrdl ismert, hogy kulcsszerepet jatszanak a
megfeleld egyik potencidlis miRNS-célpont a ROCK1 fehérje volt, amelyet kordbban Zhao
¢s munkatarsai részleteiben azonositottak a miR139-5p lehetséges targetjeként [66]. A
ROCKI1 fehérje, mint tudjuk, az aktin-Osszeépiilés folyamatainak jol ismert szabalyozdja
kiilonboz6 sejttipusokban [67].

Annak meghatarozasara, hogy a TB4 peptid altalanossagban befolydsolja-e a
ROCKI1 fehérje expresszidjat, Western blot analizist végeztiink az infarktust kdvetd 1. és 3.
napokon gyiijtott egér sziv mintak felhasznalasaval szisztémas TB4, vagy PBS kezelést
kovetéen. A vizsgalatokhoz a sziv karosodott (core) és tavoli, ép (remote) régidibol
szarmazd fehérjemintdkat hasznaltuk, amelyek ugyanabbdl a szdvetekbdl szarmaztak,
amelyeket a microarray analizisekhez is felhasznaltunk. Eredményeink kimutattak, hogy a
TB4 fehérje szignifikdnsan csdkkenteti a ROCK1 szintjét mind a karosodott, mind a tavoli

szivteriileteken az infarktust kovetd 1., illetve 3. napokon (2. Abra).

DAY 1 DAY 3
TB4 PBS TB4 PBS TB4 PBS TB4 PBS
ROCK1 | | — — ROCK1 — — | | ——
GAPDH | ms | [ | | s | | s GAPDH | = | [ | o | o—
CORE REMOTE CORE REMOTE

2. Abra. TB4 in vivo csokkenti a ROCK1 fehérje szintjét szivinfarktust kovetéen. Reprezentativ
Western blot eredmények a karosodott (core) €s az ép (remote), szivteriiletekrol ROCK 1-specifikus
primer antitest felhasznalasaval [65].

Mivel a ROCK1 ¢és ROCK2 kinazok doménjei kozott mintegy 92%-os szekvencia

homologia all fenn, megvizsgaltuk, hogy a TB4 peptid hatdsa mennyire specifikus a
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ROCKI1 fehérjére. Kisérleteinkben a ROCKI1 esetében megfigyelt eredményekkel
ellentétben a ROCK2 specifikus primer antitesttel végzett Western blot vizsgéalatok nem
mutattak szignifikdns valtozast szisztémas TB4 kezelést kovetden infarktusos
egérszivekben. Ezen tulmenden, mivel Western blot eredményeink az infarktust kdvetd elsd
napon a ROCKI1 fehérjeszint csokkenését jelezték, mig a miR139-5p expresszidja nem
valtozott szignifikdnsan, olyan tovabbi lehetséges mechanizmusokat kerestiink, amelyek a
ROCKI1 szintjének modosulasaért felelések lehetnek. Eredményeink azt mutattak, hogy a
ROCKI mRNS szintjei az infarktust kovetd elsd 24 ordban a szisztémas TB4-kezelést
kovetéen mind a karosodott core, mind a remote régiokban mérsékelten csokkentek,
azonban ezek a valtozasok nem mutattak statisztikai szignifikat. Fontos megjegyezni, hogy
a TB4 kezeléshez tartoz6 RQ értékek minden vizsgalt régidoban és kezelési csoportban kozel

alltak, illetve hasonloak voltak a sham-miitéten atesett allatokban mért értékekhez.

4.3. 3. célkitiizés: A Kkivaltott molekularis valtozasok meghatarozasa és
osszehasonlitasa a felnott egér és human sziv kiillonb6zo sejttipusaiban a potencialis
klinikai alkalmazhatésag meghatarozasa céljabol.

4.3.1. TB4 csokkenti a ROCKI fehérje szintjét a hipoxids felnétt emlds egérszivben in vivo
- immunhisztokémiai vizsgalatok

Annak megértése ¢és meghatarozasa érdekében, hogy mely sejttipusokban és milyen
lokalizacioban valtozik a ROCKI1 fehérje expresszidja, immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink  krioprezervalt, hipoxidt kovetd egér szivmintdkon. Western blot
eredményeinkkel 0sszhangban azt taldltuk hogy a ROCK1 fehérje szintje egyarant csokkent
a karosodott (core), a hatarzonai (border), valamint a tdvoli (remote) régiokban TB4 kezelést
kovetden. A core és border teriileteken megfigyeltiik, hogy a fokozott TB4 pozitivitast
mutatd kardiomiocitdkban a ROCK1 fehérjeszint alacsonyabb volt, mint az csokkent TB4
expressziot mutatd sejtekben. A tavoli, nem infarktusos régidkban szintén csokkent
ROCKI1-szint volt megfigyelhetd a TB4 kezelt szivekben. A kdvetkezd 1épésben
megvizsgaltuk a ROCKI1 expresszi6 valtozésait a sziv érett ereiben is. A legjelentdsebb
kiilonbségeket az erek legkiilsé rétegében, a tunica adventitidban figyeltiik meg, ahol a
ROCKI1 jelenléte a hipoxids, nem kezelt szivekben lathatéan fokozott wvolt. A
simaizomsejtrétegben a TB4 expresszidja emelkedett, azonban a ROCKI1 szintje mind a
TB4, mind a PBS kezelt érett sziverekben alacsony maradt. Végiil megfigyeltiik, hogy bar
az endotel réteg ROCKI pozitivitdst mutatott, ebben a sejttipusban immunhisztokémiai

modszerrel nem detektaltunk jelentés valtozasokat a kezelt és kontroll mintakban (3. Abra).
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3. Abra. Immunhisztokémiai vizsgalatok TB4- és PBS-kezelt felnétt egérszivekben a miokardialis
infarktust koveté harmadik napon. (e: érendotel; ta: tunica adventitia; sm: simaizom; mc:
myocardium; ec: epicardium) (n = 3 / kezelési csoport) [65].

4.3.2. A TB4 in vitro hatisa a ROCK]I, az aktin és az MRTF-A szintjeire felnott humadn
szivsejtekben

Mivel immunhisztokémiai eredményeink arra utaltak, hogy a TB4 peptid modositja a
ROCKI1 fehérje szintjét a hipoxids egér szivek endotel, miokardialis ¢és fibroblaszt
sejtjeiben, kivancsiak voltunk, hogy vajon ezek a hatasok in vitro human szivsejtekben is
kimutathatok-e. Emellett a TB4 altal kivaltott ROCK1 valtozasok lehetséges downstream
kovetkezményeinek feltdrasa érdekében megvizsgaltuk az aktin és az MRTF-A
expresszigjat is a fent emlitett sejttipusokban [68, 69].

4.3.2.1. Human koldokvéna-endotélsejtek (HUVECs)

Els6 1épésben HUVEC sejteket kezeltiink TB4-gyel, illetve kontrollként PBS-sel normoxias
¢s hipoxias kortiilmények kozott. Eredményeink azt mutattdk, hogy normoxias koriillmények
kozott a TB4 peptid nem okozott szignifikans valtozast a ROCKI1 fehérje expresszidjaban,
mig PBS jelenlétében az aktin filamentumok fokozott megndvekedése volt megfigyelhetd.

Hipoxias koriilmények kozott viszont a TB4 csokkentette a ROCK1 szintjét a HUVEC
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sejtekben, amit az aktin filamentumok lebomlaséra utalo jol 1athat6 eltolodas kisért. Korabbi
vizsgalataink kimutattdk, hogy a TB4 befolyasolja az MRTF-A sejtmagba torténd
képes kolcsonhatasba 1épni a G-aktinnal, illetve SRF-fel egyiittmiikodve kulcsszerepet
jatszik a profibrotikus gének aktivalasaban [68, 69]. Mindezek tiikrében kdvetkezd
Iépésként megvizsgaltuk a TB4 hatasdit az MRTF-A expresszidjara és sejten beliili
lokalizaciojara HUVEC sejtekben. Eredményeink szerint az MRTF-A elhelyezkedése nem
véltozott, mind normoxias, mind hipoxids koriilmények kozott kizardlag a sejtek
sejtmagjaban volt kimutathato.

4.3.2.2. Felnétt human kardiomiocitik (hCMs)
Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a TB4 miként befolyasolja a felsorolt molekuldk
viselkedését humén kardiomiocitdkban (hCM). A felndtt egérszivekben kapott
eredményeinkhez hasonléan a hCM sejtek immunfestése jol lathaté ROCKI
szintcsokkenést mutatott mind normoxids, mind hipoxids koriilmények kozott. Ezt a
jelenséget a TB4 kezelt sejtekben az aktin filamentum struktardk csokkenése is
alatdmasztotta a PBS kezelésii kontrollokhoz képest.

4.3.2.3. Felnott humadan sziv fibroblasztok (hCFBs)
Végiil megvizsgaltuk a TB4 peptid hatdsat felnétt humén sziv fibroblasztokban is (hCFB).
A korabban vizsgalt molekulak mellett elemeztiik az alfa-simaizom aktin (a-SMA)
expresszidjanak valtozasait is, amely a szivben a fibroblaszt—-miofibroblaszt atalakulas jol
ismert ¢s elfogadott markere [71, 72]. Eredményeink jelentés ROCKI1 fehérjeszint
csokkenést mutattak TB4 kezelést kovetden, amely kiilondsen hipoxids koriilmények kdzott
volt kifejezett. A ROCKI1 feherje valtozadsaira vonatkozd megfigyeléseinket tovabb
erdsitette az aktin filamentum strukturék aranyos csokkenése a TB4 kezelt hCFB sejtekben,
kiilondsen hipoxids koriilmények kozott. Az a-simaizom aktin (a-SMA) vizsgélata soran
ugy talaltuk, hogy a fehérje szintje TB4 kezelés hatdsara mind normoxias, mind hipoxids
koriilmények kozott csokkent. Figyelemre mélto, hogy a TB4 fibroblaszt-miofibroblaszt
atalakulast gatlo hatdsa kiilonosen kifejezett volt a hipoxidnak kitett hCFB sejtekben.
Végezetiil, a human kardiomiocitdkkal (hCM) ellentétben, a hCFB sejttipusban nem
tapsztaltunk lathatd kiilonbséget az MRTF-A lokalizaciojaban TB4-kezelést kdvetden,
mivel az MRTF-A TB4 hataséra is elsésorban a hCFB sejtek sejtmagjaban lokalizalodott.
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5. Megbeszélés

A kardiovaszkularis betegségek és miikodési zavarok csoportja a legintenzivebben kutatott
egészségligyi problémak koz¢ tartozik, és vilagszerte tovabbra is a haldlozasok egyik vezetd
okaként szerepel. Tobbtényez0ds eredetébdl fakadoan a gyulladasos folyamatok kialakulasa,
valamint az 6ket gyakran kovetd hegszovet képzddés jelentés mértékben hozzajarulnak a
sziv kovetkezményes miikddési zavaraihoz és teljesitményének csokkenéséhez. Ennek
megfeleléen a patologias hegesedés csokkentését célzo, kiillonbozé molekularis
szignalmechanizmusokra haté terapids beavatkozéasok fontos klinikai jelentdséggel birnak.

Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a 43 aminosav hosszisagu szisztémasan
alkalmazott TB4 peptid képes a szivmiikddés javitasara felndtt egerekben és sertésekben
egyarant [54, 73, 74]. Adagolasaval a sejthalal gatlasa és az érképzddés aktivalasa mellett a
szivmlikddés helyredllasat mindkét fajban a hegszdovet térfogatanak jelentds csokkenése
kisérte [73, 74]. Annak megértése érdekében, hogy a TB4 milyen mechanizmusokon
keresztiil képes ezeket a valtozadsokat el6idézni, kutatdsaink sordn kiilonbozd
szir@vizsgalatokat, példdul miRNS microarray analizist végeztiink, elsésorban a sziv
atéptilésében szerepet jatszo fehérjéket befolyasold célpontokra fokuszalva. Vizsgalataink
eredményeként jelen munkankban egy olyan 0j mechanizmust azonositottunk, amelyen
keresztiil a TB4 mérsékelheti a hipoxidt kovetd hegszovet képzddést a felndtt emlds
szivben. Eredményeink szerint a peptid in vivo, infarktust kdvetden képes kozvetleniil vagy
kozvetve modulalni a ROCKI fehérje szintjét. A gatlo hatas leginkébb a kéarosodott (core)
¢s a hatarzondban (border) volt megfigyelhetd, ahol a TB4-pozitiv sejtek, vagy
sejtcsoportok lathatéan alacsonyabb ROCKI1 szintet mutattak. Emellett a ROCK1 mind az
infarktusos core teriileteken, mind a tdvoli normoxias régidkban is csokkenést mutatott, ami
arra utal, hogy a megfigyelt jelenség nem kizarolag hipoxia fiiggd. Az érett erek vizsgalata
sordn az endotel sejtek, valamint az adventitia sejtrétegének érintettségét is azonositottuk,
amely egy kollagénben gazdag kotdszoveti matrixba agyazva fibroblasztokat &s
Os/progenitor sejteket tartalmaz [75].

A miRNS microarray és a valos idejli PCR eredményeink arra utaltak, hogy a
miR139-5p nevili microRNS expresszidjanak fokozodasa az egyik lehetséges mechanizmus,
amelyen keresztiil a TB4 befolyasolja a ROCK1 szintjét a szivben [76]. Ugyanakkor a TB4
kozvetlen hatasanak pontos mechanizmusa a ROCK1 mRNS atirodasara tovabbra sem

teljesen tisztazott, és jelenleg is vizsgalataink targyat képezi. Mindezek mellett, a munkank
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soran alkalmazott viszonylag alacsony mintaszam okan az elemszam bdvitése is kiemelten
fontos lesz annak érdekében, hogy eredményeink klinikai kdrnyezetben is altaldnosithatok
¢s alkalmazhatok legyenek.

hegesedési folyamatokban szdmos kutatas vizsgélja napjainkban [25, 28, 39, 77]. A fehérje
kulcsszerepet jatszik az aktin-dinamikaban, amely alapvetd jelentdségel bir a sejtfiziologia
szamos folyamatanak szabalyozasdban, ideértve a sejtmigraciot, a proliferaciot, a
neuritndvekedést és a vezikularis transzportot [78]. A folyamatok szorosan dsszefiiggenek
az aktin polimerizacigjaval és az aktin stresszrostokba vald szervezddésével [20]. A
kialakult molekuléris struktirdk a plazmamembranhoz a fokalis adhézidokban kapcsolddva
rogziilnek, és a filamentalis aktin miozin altal kdzvetitett, antiparallel irdnyt mozgésa révén
kontraktilis erét hoznak létre. Kordbbi vizsgéalatok kimutattdk, hogy a ROCKI1
expressziojanak gatlasa a stresszrostok kialakuldsanak ¢és a fokdlis adhézidk
szervezddésének csokkenéséhez vezet [79, 80], mig a fehérje tulzott expresszidja noveli a
rostok szadmat, ezaltal fokozza a kontraktilitast [78, 79]. A knockout, vagy egyéb gatlasi
kisérletekben megfigyelt eredményekkel Osszhangban a TB4 peptiddel végzett jelen
vizsgalatainkban is jol lathato csokkenést észleltiink az aktin filamentumok mennyiségében,
kiilonosen humén kardialis fibroblasztokban és kardiomiocitakban.

Azon feliil, hogy a fibroblasztok az egészséges sziv extracellularis matrixanak 6
forrdsai, szorosan kapcsolatban éllnak a szervezeti hegszovet kialakulasaval is. Az
iszkémias szivben szintén kulcsszerepet jatszanak, ahol a jelentds kardiomiocita veszteséget
kardialis fibroblasztok potoljak, amik azutdn képesek miofibroblasztokka differencialodni
[28, 77, 81-83]. A differencialt sejtekben a kontraktilis fehérjék, mint példaul az a-simaizom
aktin (a-SMA) expresszidja fokozodik, mikdzben né a matrix-metalloproteindzok (MMP-
k) és a kollagénrostok mennyisége és szekrécioja is [84], s amely folyamatok végsd soron
kardialis fibrézis kialakulasahoz vezetnek. Mindezen patologids és funkcionalisan
kedvezdtlen folyamatok befolyasoldsa érdekében a ROCKI aktivitds modulalasa széles
korben javasolt. Jelen vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a TB4 exogén alkalmazasa human
kardidlis fibroblasztokban jelentés a-SMA szintcsokkenést eredményez nemcsak hipoxids,
de normoxias koriilmények kozott is, ami arra utal, hogy a peptid befolyasolhatja a fent
emlitett sejtdifferenciaciot és az ehhez kapcsolédd tovabbi sejtszintlii patologias
folyamatokat az emberi szivben.

A Rho/ROCK jelatviteli utvonal aktivacidja a G-aktin polimerizacigjat inditja el,
amelynek kovetkeztében az MRTF fehérjék felszabadulnak az aktinhoz kotott allapotukbol,
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majd a sejtmagba transzlokalodnak. A sejtmagban az SRF aktivalasan keresztiil kiillonb6z6
faktor, amely szdmos izomspecifikus gén, tobbek kozott az ANF és az a-skeletélis aktin
szabalyozasaban is részt vesz azaltal, hogy a gének promoter- vagy enhancer-régidiban
talalhat6 CArG-box elemekhez kotddik [85, 86]. Az utobbi években szdmos vizsgalat
kimutatta, hogy a ROCK/MRTF/SRF jelatviteli utvonal gatlasa megakadéalyozza a
miofibroblasztok aktivaciojat, illetve eldsegiti azok apoptdzisat, korlatozva ezéltal a fibrozis
kialakulasat tobbek kozott a szivben és a tiidében is [29, 39, 87, 88]. TB4 és az MRTF/SRF
jelatviteli utvonal kozaotti potencialis kapcesolat is leirdsra keriilt, amely szerint a citoszolban
megemelkedett TB4 szint az MRTF sejtmagba torténd transzlokaciojat indithatja el azaltal,
hogy kompetitiven megkdti a G-aktint, és igy felszabaditja az MRTF-A-t a G-aktinhoz valo
kotddésébal [68, 69]. Jelen eredményeink azonban arra utalnak, hogy a TB4 altal kivaltott
MRTF-A transzlokacidé erdsen sejttipus fliggd jelenség. Mig a peptid exogén hozzaadasa
feln6tt human kardiomiocitdkhoz mind hipoxias, mind normoxids koriilmények kozott
kardialis fibroblasztokban nem észleltiink hasonlé valtozast. Eppen ellenkezdleg, ezekben
a sejtekben az MRTF-A tilnyomorészt a sejtmagban lokalizalodott a TB4 jelenlététdl
fiiggetlentil, mikozben a ROCKI1 szintje mindkét sejttipusban csokkent. Ezen eredmények
arra utalnak, hogy a TB4 kezelt felnétt fibroblasztokban megfigyelt a-simaizom aktin (o-
SMA) szintcsokkenés ezekben a sejtekben valoszinlileg egy MRTF-A-tol fiiggetlen
mechanizmusokon keresztiil valésul meg. A human fibroblasztokban és endotélsejtekben
megfigyelt eltérések, kiillonosen a ROCK1 expresszio, az a-SMA expresszio és az MRTF-
A viselkedése kozotti kiilonbségek a kardiomiocitdkhoz képest azt sugalljak, hogy a TB4
peptid downstream ROCK vonatkozasu jelatviteli hatdsainak tovabbi vizsgalata altalanos
jelentdségli lehet. A tovabbi mechanizmusok feltardsa ennek megfelelden jelenlegi
kutatasaink targyat képezi. Végezetiil megjegyeznénk, hogy az altalunk vizsgalt
rendszerekben a TB4 fehérje alkalmazasakor megfigyelt csokkent ROCK1 szint a ROCK1
mRNS szintézisének mérséklodésével is magyarazhatd, amely hatast feltehetéen tovabb
erdsiti a miR139-5p microRNS expresszidjanak szignifikdns emelkedése az infarktust
kovetd harmadik napon. Mivel az exogén modon alkalmazott TB4 képes eljutni a sejtek
sejtmagjaba is [89], a TB4 peptid ROCK1 mRNS transzkripcidjara gyakorolt hatdsanak
pontos molekularis mechanizmusait tisztdzo tovabbi részletes vizsgalatok kifejezetten

értekesek lehetnek a jovo kutatdsai szempontjabol.
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6. Osszefoglalas

A szivregeneracio egy igen Osszetett folyamat, amelynek célja a szivmitkddés helyreallitasa
sériilést kovetden. Mivel a feln6tt emlds sziv regeneracids képessége sajndlatos mdédon
korlatozott, a karosodasok eredményeképpen kialakuldé miokardialis fibrézis patologias
atépiiléshez és végsd soron szivelégtelenség kialakuldsdhoz vezethet [4, 8, 90]. E
kedvezdtlen folyamatok ellensulyozasahoz kulcsfontossagi a hidnyz6, funkcionalis
helyreéllitast is meghatarozd molekuldris kivaltd tényezok ¢és jelatviteli haldzatok
azonositasa. A jelenlegi eredmények szerint azok a terapids megkozelitések, amelyek olyan
kulcsfontossagui profibrotikus jelatviteli ttvonalakat céloznak, mint példdul a ROCK
jelatvitel, feltétleniil igéretesnek bizonyultak a szdveti regeneracid hatdsos timogatdsdban
[39]. A stratégidk tovabbfejlesztéséhez és a lehetséges mellékhatdsok csokkentéséhez
azonban tovabbi kutatdsokra van sziikség. Mindezek tiikrében, jelen disszertacionk a TB4
kisfehérje ROCKI1 fehérjén keresztiili antifibrotikus folyamatokra gyakorolt hatdsdnak
feltarasaval kétségkiviil igéretes jeloltet allit a folyamat jovObeni klinikai regeneracios

alkalmazhatdsaga szempontjabol.
7. Az értekezés ij tudomanyos eredményei

I. A TB4 peptid szisztémas alkalmazisa megvaltoztatja a hipoxids emlds sziv miRNS-

expresszios mintazatat.

II. A TB4 fehérje szisztémas alkalmazasa az infarktust kdvetd harmadik napon fokozza a

miR139-5p expressziojat a hipoxias egérszivben.

III. A TB4 peptid szisztémas alkalmazast kovetden csokkenti a miR139-5p célpontjaként

ismert ROCK fehérje szintjét a hipoxids emlds szivben.

IV. A TB4 molekula szisztémas in vivo alkalmazéasa csdkkenti a ROCK1 szintjét kardialis

endotélsejtekben, fibroblasztokban és miokardialis sejtekben egérmodellben.

V. A TB4 peptid szisztémas in vivo alkalmazasa nem befolyasolja szignifikansan a ROCK2

fehérje szintjét infarktusos egérszivekben.

VI. A TB4 fehérje szisztémas in vivo alkalmazdsa nem okoz szignifikans valtozast a

ROCK1 mRNS szintjében a hipoxids egérszivben.
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VII. A TB4 peptid csokkenti a ROCKI1 fehérje in vitro expresszidjat hipoxids human

kardialis endotélsejtekben, kardiomiocitakban és fibroblasztokban.

VIII. A TB4 molekula csokkenti az a-simaizom aktin (a-SMA) szintjét human kardialis
fibroblasztokban.

IX. A TB4 peptid csokkenti a filamentézus aktin (F-aktin) szervezddését human

kardiomiocitdkban, endotélsejtekben és fibroblasztokban.

X. A TB4 molekula 4altal kivaltott MRTF-A citoplazmdbdl sejtmagba torténd

transzlokacidja sejttipus specifikus jelenség a humén szivsejtekben.
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