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Az iszkémias szivbetegségek, beleértve a heveny szivizomelhalast, jelenleg vezetik a magyarorszagi halalozasi sta-
tisztikakat. Az elmult kozel négy évtizedben intenziv kutatas folyt iszkémiaellenes kardioprotektiv folyamatok és cél-
molekulak felderitésére és gyodgyszeres befolyasolasara. Ennek ellenére tovabbra sem all rendelkezésre az infarktus
mértékét csokkentd torzskonyvezett gydgyszer. Ezért rendkivil fontosnak tartjuk az Uj potencialis gyégyszercélpontok
keresését és az eziranyu gyogyszerfejlesztést. A matrix-metalloproteinazok (MMP), kulénésen az MMP-2 szerepe
a miokardialis iszkémia/reperfuziés karosodasban tobb mint 2 évtizede ismert és intenziven kutatott terilet. Kutato-
csoportunk a 2000-es évek elején kapcsolddott be ebbe a témaba gyogyszerfejlesztési szandékkal. Korabban erés,
magyar kémiai fejlesztéi hattér segitségével tobb igéretes gyogyszermolekula-jeléltet sikerilt eléallitanunk, amelyek
reprodukalhaté médon kardioprotektivnek bizonyultak tébb preklinikai modellben, azonban a kémikusi hattér vizsga-
latokbdl valé késdbbi kiesése miatt a tovabbi kutatasok megtorpantak. Jelen tanulmany célja, hogy atfogo betekintést
nyujtson részben a kardioprotektiv iranyl MMP-2-gatlas alapkutatasi hatterérél, az altalunk végzett gyogyszerfejlesz-
tési kisérletek, valamint a nemzetkdzi irodalomban fellelhetd klinikai vizsgalatok eredményeirdl.
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The cardioprotective role of matrix metalloproteinase-2 inhibition in myocardial ischemia/reperfusion injury:
preclinical and clinical data

Ischemic heart disease, including acute myocardial infarction, currently leads the mortality statistics in Hungary. Over
the past nearly four decades, intensive research has been conducted to identify and pharmacologically target cardio-
protective processes and molecules against myocardial ischemia/reperfusion injury. Despite this huge effort, there is
still no registered drug available that reduces the rate of myocardial infarction. Therefore, the search for new potential
drug targets and drug development in this direction is of utmost importance. The role of matrix metalloproteinases
(MMPs), particularly MMP-2, in myocardial ischemia/reperfusion injury has been known and intensively studied for
more than two decades. Our research group became involved in this field in the early 2000s with the intention of drug
development. With the help of a strong Hungarian chemistry background, we have developed several promising drug
candidates that have shown reproducible cardioprotection in several preclinical models, but currently, due to the lack
of professional chemical support, further experiments have been suspended. The aim of this manuscript is to provide a
comprehensive insight, in part, into the basic research background of MMP-2 inhibition toward ischemic cardioprotec-
tion, the results of our drug development trials, as well as into the clinical trials available in the international literature.

acute myocardial infarction, matrix metalloproteinase-2, cardioprotection, MMP inhibition, drug development

A kézirat 2023. 07. 27-én érkezett a szerkesztéségbe, 2023. 08. 28-an kertlt elfogadasra.
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Hasonléan a nyugati orszagokhoz az iszkémias szivbe-
tegségek (ISZB) immaron tdbb, mint harminc éve a ve-
zet6 halalokok kdzé tartoznak hazankban (1, 2). Habar
a heveny szivizomelhalas okozta halalozas a kilencve-
nes évek ota jelentésen csokkent, a kardiovaszkularis
betegségek okozta mortalitds ardanya mit sem valto-
zott (1). Ezen adatok aldtamasztjdk annak fontossagat,
hogy napjainkban is intenziv kardioldgiai kutatasok tor-
ténjenek mind az iszkémias szivbetegségek patofizio-
I6gidjanak pontosabb megértésére, mind a diagnoszti-
kus markerek, terapias lehet8ségek bdvitésére.

Az iszkémias szivbetegségek legfébb rizikéfaktorara,
az ateroszklerdzisra jelenleg, mint krénikus gyullada-
sos folyamatra tekintlink, amelynek soran a felszaba-
dulé proinflammatorikus citokinek mellett egyéb enzi-
mek, tébbek kdzdtt a matrix-metalloproteinazok (MMP)
is aktivalédnak (3). Az MMP-k patoldgiai szerepét a
kardiovaszkularis betegségekben elséként éppen az
ateroszklerotikus plakk ndvekedésében és ruptlraja-
ban, valamint az akut miokardialis infarktust (AMI) ko-
veté remodellacios folyamatokban igazoltak (3-5).

A matrix-metalloproteinazok cinktartalmi endopep-
tiddzok, amelyek kollagénbonté tulajdonsagat elséként
1962-ben, az ebihalak farkanak felszivodasa soran fe-
dezték fel (6). 1975-ben mutattak ki az els6 kollagenoli-
tikus fehérjét humanszdévetbdl (7), majd egy évtizeddel
késdbb azonositottak a human fibroblaszt kollagenaz
szekvenciajat, amelyet MMP-1-nek neveztek el (8).
A késébbiekben tobb fehérjét is talaltak, amelyek az
MMP-1 katalitikus doménjével mutattak szekvencia-ho-
mologiat; ezek a fehérjék alkotjak jelenleg az MMP-k
megkdzelitbleg 30 tagu csaladjat (9, 10). Ezek az en-
zimek szamos fizioldgiai folyamatban vesznek részt,
ilyen példaul az embriogenezis, vagy az angiogenezis;
emellett olyan kéros folyamatokban is szerepuk van,
mint a malignus tumorok attétképz&dése, vagy az izu-
leti-, illetve egyéb gyulladasos folyamatok (11).

Az MMP-k kézil az MMP-2 az, amely a sziv kulénbd-
z6 tipusu sejtjeiben megtalalhatd, beleértve a cardio-
myocytakat is (12, 13). Eredetileg ezt a kettes tipusu
MMP-t nevezték zselatindz-A-nak, a f6 extracellularis
szubsztratja utan, és gyakran a mai napig igy hivatkoz-
nak ra (14). ,Testvér” enzime az MMP-9-zselatinaz B-,
amely féként az aktivalt leukocitakhoz, makrofagokhoz
koétédik, ezaltal szerepet jatszva a gyulladasos folyama-
tokban, tdbbek kozétt a fent emlitett ateroszklerotikus
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Inise &3 intermodsinlich
probogi iy

Az MMP-k aktival6dasanak lehetséges Gtvonalai.
Az inaktiv formaban szintetizal6dé pro-MMP-bé| az inhibi-
tor propeptid domén lehasadhat proteolizis Gtjan (bal oldali
nyil), ez kisebb molekulatémegi aktiv MMP-t eredményez.
Az aktivalodas masik lehetséges médja (jobb oldali nyil) a
nitro-oxidativ stressz soran képzédsd peroxinitrit (ONOO-)
és az egyidejlileg jelenlévé cellularis glutation (GSH) altal
végbemend S-glutatiolacié az aktiv centrum cinkionjat blok-
kolé ciszteinmolekulén; ennek soran az inaktiv pro-MMP-vel
megegyez6 molekulasulyd aktiv pro-MMP képzédik. Az ak-
tiv pro-MMP-ré| tovébbi proteolizissel ugyancsak a kisebb
molekulasulyd aktiv MMP is képzédhet (médositott abra [11]
referencia alapjan)

plakk patofiziolégiajaban is (15). Ez a fajta elnevezés
azonban abbdl a szempontbdl is megtévesztd, hogy
azota az MMP-2-nek is nemcsak szamos extracellula-
ris, hanem tébb intracellularis szubsztrajtat is azonosi-
tottak (részletesen lasd alabb) (14).

Az MMP-2, a tobbi MMP-hez hasonléan, inaktiv zimo-
gén formaban szintetizalodik, ahol az aktiv centrumban
egy cinkion és a propeptid domén cisztein molekulaja
kozotti hidrogénkotés blokkolja a katalitikus aktivitast
(15). Ennek a koétésnek a felszakadasa, illetve a propep-
tid domén lehasitdsa szikséges az enzim aktivalasahoz,
amely torténhet tdbbek kozott reaktiv oxigén-nitrogén
gyokok, példaul a szivizom iszkémia/reperfuziés (I/R)
karosodasa soran felszabadulé peroxinitrit molekula al-
tal (9), vagy egyéb enzimek, példaul az MMP-14 indukal-
ta proteolizissel (1. &bra) (14, 16). Az aktivaciéban ezen
kivil szamos egyéb folyamat jatszhat szerepet: foszfori-
lacio, S-glutatiolacio, allosztérikus aktivacié (urea, SDS)
stb. Tovabbi aktivatorok lehetnek a h&sokk-fehérjék, a
proteinkinaz-A és -C, vagy a glikogén-szintaz-kinaz is,
amelynek az AMI-ban, valamint a leginkabb elfogadott
endogén kardioprotektiv adaptaciés mechanizmusban,
az iszkémias prekondicionalas folyamatdban van ki-
emelkedd szerepe (15).

Az MMP-2 és MMP-9 mennyisége mérhetd Western
blot vagy ELISA-méddszerrel (16, 17). Ezen modszerek
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Pro-MP-9 [92kDa)

Pro-fARP-2 (T2kDa)

Reprezentativ zimogram gélelektroforézist
kovetSen. Az eltéré molekulatomegt aktiv pro-MMP-9 és
pro-MMP-2 az elektroforézis soran egymastdl jol elkiilondil.
Az értékelés soran az egyes savok teriletének és denzitasa-
nak szorzata adja meg az MMP-k aktivitasat

legfébb hatranya, hogy az enzimek mikodésérél nem
adnak informaciot, ami sok esetben nem all aranyban
az enzimek mennyiségével. A meghatarozés soran az
MMP-k redukaloé kézegbe kerilnek, amelynek hatasara
a nativ konformaciéjuk megbomlik és elvesztik miiko-
déképességuiket. A Western blot tovabbi nehézsége,
hogy az eltéré molekulasulyu izoenzimek detektalasa-
hoz kilénb6z8 antitestek szilkségesek.

A MMP-k mikddésérdl pontosabb adatokat kaphatunk
aktivitdsuk meghatarozasaval, amely zimogréfiaval (enzi-
mogréfiaval) lehetséges. Ennek lényege, hogy a moleku-
latdémegiik alapjan elvalasztott enzimeket (MMP-2, MMP-
9) zselatintartalmu gélre visszik fel, ami az enzimek
fizioldgias szubsztratja. Az enzimek a szubsztratot a mo-
lekulatdbmegiknek megfeleléen egy-egy meghatarozott
savban bontjak. A gél Coomassie kékkel torténd megfes-
tése utan a zselatin emésztése lathatova valik (ahol az
enzim makodik, ott a gél nem festddik), ennek denzitasa
szemikvantitaiv médon meghatarozhaté (2. abra) (16, 18).

Az szivizom iszkémia/reperfliziés karosodasa soran az
aktivalodé MMP-2 jelentds szerepet jatszik ugy az akut,
reverzibilis kontraktilis diszfunkcio kialakulasaban, mint
a remodellacié folyamataban (19). Az I/R karosodas
soran masodperceken-perceken belll felszabaduld
reaktiv oxigén-nitrogén szabadgyokodk hasonlé idéab-
lakon belll aktivaljak az MMP-2-t, ami olyan kontrakti-
lis fehérjéket képes bontani, mint a troponin-I, a titin, a
miozin kénnydlanc-1 vagy az alfa-aktinin (13, 20, 21).
Az MMP-2 a szivizomsejteken belll tovabbi intracellu-
laris sejtalkotdkkal is kapcsolatban all, ilyenek tdbbek
kdzott a szarkomerek, a citoszkeleton, a nukleusz, a
mitokondriumok, a mitokondrium-asszocialt membran
vagy a kaveolak (lasd még (3. abra) (11-13, 20). Ezen
organellumokon belili konkrét szubsztratok, illetve
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azok pontos szerepe az iszkémids szivbetegségekben
jelenleg még nem tisztazott.

Miokardialis infarktushoz vezetd sulyos iszkémia ese-
tén az extracellularis matrix fehérjéi is — ugy mint a kol-
lagén, a laminin , az elasztin, vagy a fibronektin — ka-
rosodhatnak az MMP-2 indukalta proteolizis soran (3.
abra) (22-24), hozzajarulva ezzel az infarktus késdi
kdvetkezményekeént kialakuld szivelégtelenséghez (11).
Egy korabbi tanulmanyban MMP-2 génkiutott egerek-
ben csdkkent a mortalitds miokardialis infarktust ko-
vetden, illetve az MMP-2 hidnya pozitiv hatassal volt a
remodellacioé folyamatara is; megel&zte példaul az ext-
racellularis matrix egyes komponenseinek degradacio-
jat (25, 26). Transzgén egerekben a konstitutivan aktiv
MMP-2 csdkkent bal kamrai ejekciés frakciot eredmé-
nyezett, valamint egyéb szdvettani elvaltozasokat ugy,
mint szivizomsejt-hipertrofiat, miofilamentum-lizist (27).
Ezek az egerek érzékenyebbek voltak a szivizom-isz-
kémia/reperfuziés karosoddséara, bennik nagyobb volt
az elhalt szivizomterllet mérete, illetve a kontraktilis
funkcio romlasa is (28).

Ismerve az MMP-2 kardialis hatasait, adédik a kérdés,
hogy vajon az iszkémia-reperfuzié soran aktivalodo
MMP-2 hasznalhaté lenne-e Uj biomarkerként iszké-
mias szivbetegekben. Kutatécsoportunk stabil angina
pectorisban szenvedd egy-ér koronariabetegekben
igazolta, hogy a peroxinitrit markereként vizsgalt 3-nit-
rotirozin mennyisége negativan korreldl a bal kamrai
ejekciods frakcioval, szignifikans korrelaciét mutat a li-
pidpanel egyes komponenseivel, mig az MMP-2 akti-
vitasa pozitivan korrelél az 6ssz- és az LDL-koleszte-
rin-szinttel (29). Tovabbi kisérletek igazoljak, hogy a
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Az MMP-2 lokalizacidja és szubsztratjai a mio-
kardiélis intra- és extracellularis térben. SERCA: szarko-en-
doplazmatikus Ca?*-ATPaz; MAM: mitokondrium asszocialt
membran (médositott dbra Hughes és munkatarsai 2014
[14] alapjan)

461



(% Cardiologia Hungarica

vérplazma MMP-2 és MMP-9 aktivitdasa megemelkedik
a koronariabetegek vérében (30), ST-elevacios miokar-
didlis infarktusban szenved6 betegekben az MMP-2
mennyisége korrelal a infarktus méretével, a bal kam-
rai diszfunkcioval, és a szérum troponin-I szinttel (3).
Ismert tovabba, hogy az MMP-2 a human myocardi-
umban az iszkémiat kévetéen 10 percen belll aktivalo-
dik és az aktivitas maximuma egybeesik a kontraktilis
funkcié ,mélypontjaval’, 3 éraval a reperfuziot kdvetéen
(31). Ezek alapjan az MMP-2 mennyiségének és aktivi-
tdsdnak mérése segitség lehet akar a miokardialis ka-
rosodas mértékének meghatarozasaban, akar a tera-
pia tervezésében.

Az MMP-k aktivitasanak ,egyensulyban tartasaért” az
aktivatorok mellett endogén inhibitorok felelések, ezek
a TIMP-ek (tissue inhibitors of metalloproteinases),
amelyeknek jelenleg négy izoenzime ismert eml&sok-
ben (28). Ezek kdzll a TIMP-4, amely a cardiomyoci-
tak vékony filamentumaban is kimutathatd, peroxinitrit
hatdséara inaktivalddik (32) és az iszkémia/reperfuzids
karosodas soran az aktivalodott MMP-2-t nem tudja ha-
tékonyan gatolni (15, 33).

Tekintettel arra, hogy az aktivalédott MMP-k széamos,
kildnb6z8 patolégias folyamatban vesznek részt, far-
makolégiai gatlasuk igéretes terapias célpont mar a ki-
lencvenes évek ota (14). A 2000-es években szamos
MMP-gatlét azonositottak, kdztik hidroxamatok, tiolok,
karbamoil-foszfonatok, hidroxikarbamidok, hidrazinok,
p-laktamok, szquarinsavak és nitrogéntartalmua ligan-
dumok (34). Ezek kdzil a legtdbb egy fémkoordinalé
funkcidés csoporton, az ugynevezett cinkk6té csoporton
(ZBG) keresztll fejti ki hatasat, amely az MMP-k ka-
talitikus cink ionjahoz kétddik. A legkorabbi inhibitorok
a hidroxamat tipusu vegyluletek voltak (legismertebb
kodzuluk az ilomastat), amik az aktiv centrum cink ion-
jahoz kotédtek, géatolva ezzel az MMP-k dsszes izo-
enzimjét, illetve a tébbi cinktartalmd metalloproteinazt
is (14). Habar ezek a molekuladk a preklinikai kisérle-
tekben hatékonyak voltak, a klinikai vizsgalatok soran
sulyos mellékhatasok jelentkeztek (muszkuloszkeleta-
lis-szindrébma néven 6sszefoglalt izlleti fajdalom, me-
revség, csokkent mobilités), amik miatt az effektiv dozis
nem volt alkalmazhato (35). A mellékhatasok elkerilé-
sére ma mar tébb, ugynevezett ,harmadik generaciés”
MMP-inhibitor létezik, amiknek els§ sorban az MMP-1-
re gyakorolt gatlo hatasuk redukalodott. Jelenleg a leg-
valoszin(ibb feltételezés szerint az MMP-1-gatlas lehet
felel6s a muszkuloszkeletalis-szindrémaért (36).
Egyetlen, nem szelektiv, hidroxdmsav tipusi MMP-gat-
léval (PG-116800), relativ nagyszamu STEMI-beteg
bevonasaval végzett, korai klinikai vizsgalatrdl van el-
érhet6 kdzlemény, amely a PREMIER-study néven fu-
tott (37) és 2006-ban neutrdlis eredménnyel zarult (Id.

Kiss—Bencsik: Matrix-metalloproteinaz-2-gatlas kardioprotektiv szerepe a miokardialis

iszkémia/reperfuzios karosodasban: preklinikai és klinikai adatok

késébb). Jelenleg az egyetlen, klinikumban is hasznalt
MMP-inhibitor (MMPI) a széles spektrumu, fehérjeszin-
tézis-gatldé antibiotikumként ismert doxiciklin, amelyet
gyégyszer-repozicionalast (indikacidbdvités) kovetd-
en periodontitis és rosacea indikacidban alkalmaznak
(38, 39). A tetraciklinek mint cink-kelatorok gatoljak az
MMP-ket és ezt a hatasukat mar szub-antimikrobialis
dozisban is képesek kifejteni, ezaltal kevesebb mellék-
hatast okoznak (40).

A Kkuldnbdzb széles spektrumd, illetve szelektivebb
MMPI-okkal szamos preklinikai kisérlet tortént az el-
mult két évtizedben [részletesen bemutatva Hughes és
Schulz (14) 6sszefoglalé kdzleményében]. Ezek ered-
ményei alapjan 6sszességében megallapithaté, hogy
az MMPI-kkel val6 kezelésnek védd hatasa van a mi-
okardialis infarktust kdévetd bal kamrai remodellaciora.
Tovabba, az MMPI-k csdkkentik az infarktus méretét in
vivo iszkémia-reperfuziés modellekben és javitjak az
ex vivo I/R kisérletekben indukalt miokardidlis ,stun-
ning” jelenséget (14).

Egy fentebb mar emlitett, korai vizsgalatban a PG-116800
kddjelli nem-szelektiv, hidroxdmsav tipusit MMP-gétlval
128 kontroll és 125 MMP-gatlval kezelt beteg bevonasa-
val végzett, korai klinikai vizsgalatban (PREMIER-study)
az MMPI-nek nem volt hatasa a bal kamrai remodellaci-
Ora és a sulyos nemkivanatos kardiolégiai eseményekre
(major adverse cardiac events; MACE) (37).

Szamos preklinikai tanulmanyt kévetéen, amelyekben
a doxiciklint alkalmazva tébb kutatécsoport altal is si-
kerGlt kardioprotektiv hatast elérni miokardialis infark-
tust kdévetden akutan és hosszabb tavon vizsgalva is a
késdi szov8dményeket, ezidaig 6sszesen négy klinikai
kisérlet folyt a témaban (1. tablazat).

A MIDAS (MMP Inhibition with sub-antimicrobial doses
of Doxycyclin to prevent Acute coronary Syndromes) ki-
sérletben 6 hénapon keresztil, napi 2x20 mg dozisban
adott doxiciklin csdkkentette a plazma MMP-9 aktivi-
tasat és a C-reaktiv protein mennyiségét, viszont nem
volt hatassal a klinikai végpontokra (példaul a hirtelen
halal valészinlisége, vagy a miokardialis infarktus el&-
fordulasa) (41).

2013-ban randomizalt, kettés vak, placebokontrollalt
vizsgalatban tesztelték a doxiciklin hatasat elektiv kar-
diopulmonalis bypass graft (CPB) mtétre kerll6 paci-
enseknél. A doxiciklint szub-antimikrobialis dézisban
alkalmaztak (20 mg naponta kétszer) legalabb két nap-
pal a mdtét el6tt kezdve, a mitét napjan és az elsé ha-
rom posztoperativ napon. A doxiciklint kap6 betegeknél
a jobb pitvari biopszidban mért MMP-2 aktivitasa ala-
csonyabb volt a placebokontrollhoz képest, ugyanak-
kor a doxiciklin nem volt hatassal a kamrai stroke work
indexre a reperfuziét kdvetéen. Mivel a vizsgalatban a
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Az MMP-2-gétldkkal végzett klinikai vizsgalatok

Study név Kontroll Kezelt Kezelés
(f6) (f6)
PERMIER 128 125 PETEHLD 2R g
90 napon at
MIDAS 24 26 d(?xiciklin ?XZO mg 6
hénapon at
Doxiciklin doxiciklin 2x20 mg a mi-
CPB-re kertils 22 20 tét el6tti napokon és 3
betegekben posztoperativ napon at
doxiciklin a PCI utan
TIPTOP 55 55 majd 2x100 mg 7 napon
at
doxiciklin a PCI el6tt
SALVAGE-MI 53 50 majd 2x100 mg 7 napon
at
bevonas bevo- doxiciklin telité dézis
NCT03508232 nas 200 mg, majd 100 mg
alatt e .
alatt 12 6ranként 7 napon at

troponin-l szintjében nem volt kilénbség a két csoport
kodzott, a kisérlet egyik f6 limitacidja, hogy a szivizom-
karosodas olyan minimalis volt, hogy a doxiciklin ezért
sem mutatott protektiv hatast (42).

2014-ben TIPTOP-trial néven, Cerisano és munkatar-
sai klinikai kérilmények kozott is tesztelték a doxicik-
lin kardioprotektiv hatasat 110 akut, els6 STEMI-n at-
esett beteget bevonva a vizsgalatba (fele-fele aranyban
a placebo és a doxiciklinnel kezelt csoportba sorolva)
(43). A betegeket 100 mg doxiciklinnel kezelték kdz-
vetlenll a primer koronariaintervenciot (PCI) kvetéen,
valamint az azt kdvetd 7 napon, naponta kétszer. Vizs-
galatuk pozitiv eredménnyel zarult: a doxiciklinkezelés-
ben részesiilt betegek csoportjaban alacsonyabb volt
az infarktus mérete és sulyossaga, mint a kontrollcso-
port betegei kdzott, valamint a bal kamrai végdiasztolés
térfogatindex értékei is alacsonyabbak voltak 6 hénap-
pal az infarktust és a kezelést kdévetéen a kontrollcso-
porthoz viszonyitva. Amint a szerz6k a kdvetkeztetése-
ik kdzott is ramutattak, eredményeik megerdsitéséhez
nagyobb szamu beteg bevonasaval térténé, multicent-
rikus vizsgalatokra van szikség.

A doxiciklinnel val6 legutébbi klinikai vizsgalat ered-
ménye 2023 &aprilisaban jelent meg. A SALVAGE-MI
(upStreAm doxycycline in ST-eLeVation myocArdial in-
farction: targetinG infarct hEaling and Modulatlon) ki-
sérletben a TIPTOP-trial-hoz hasonléan, PCl-re keruld
STEMI-ben szenved betegek egy csoportja részesiilt
doxiciklinkezelésben: 100 mg bélus doxiciklin kdzvetle-
ndl a PCI el6tt, majd naponta 2x100 mg tovabbi 7 na-
pon keresztul. A vizsgalat eredménye alapjan a doxicik-
lin nem csdkkentette az infarktus méretét sem akutan,
sem hat honappal a beavatkozas utan a placebo-kont-
rolicsoporthoz képest. Nem volt tovabba pozitiv hatas-
sal a bal kamrai remodellaciora sem (44).
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Vizsgalati Eredmény/kimenetel Ref.
idéotartam szama
Az MMP-gatl6 kezelésnek nem volt
90 nap hatasa a bal kamrai remodellaciora és 37
a klinikai végpontokra
A doxiciklin csokkentette az MMP-9
6 hona aktivitasat és a C-reaktiv protein meny- 41
P nyiségeét. A klinikai végpontokban nem
volt killébnbség
A doxiciklin csdkkentette az MMP-2
24 6ra aktivitasat; nem volt hatassal a kamrai 42
stroke work indexre
A kezelt csoportban alacsonyabb volt
6 honap az infarktus mérete, sulyossaga, és a 43
bal kamrai végdiasztolés térfogatindex
A doxiciklin nem csokkentette az infark-
6 honap tus méretét és nem volt hatassal a bal 44
kamrai remodellaciora sem
3 hénap - folyamatban Iévé klinikai vizsgalat, var- _
1év haté eredmény: 2023 decemberében

A clinicaltrials.org adatbazisa alapjan egy tovabbi klini-
kai vizsgalat zajlik jelenleg a témaban (NCT03508232;
Doxycycline to Protect Heart Muscle After Heart At-
tacks), amelynek befejezése és eredménye varhatdéan
2023 decemberében fog nyilvdnossagra kerulni.

A fenti kisérleteken tul tovabbi vizsgalatok folynak azzal
kapcsolatban, hogy az iszkémias szivbetegeknél jelen-
leg is alkalmazott gyégyszerek milyen hatassal vannak
az MMP-2-re; az ismert hatasaik mellett vajon van-e
MMP-gatlé tulajdonsaguk is?

Az egyik ilyen tanulmany a spironolakton hatasat vizs-
galta akut dekompenzalt szivelégtelenségben (45). A
spironolakton-kezelés hatasara nagyobb mértékben
csokkent az MMP-2 mennyisége a kontrollcsoporthoz
képest, ez a valtozds azonban nem érte el a szignifi-
kancia hatarat. A levosimendan csdkkentette az MMP-
2 mennyiségét kronikus szivelégtelenség akut dekom-
penzaciodja soran, ami vélhetéleg pozitivan befolyasolja
mabdon az N-acetilcisztein is csdkkenti az MMP-2 és
MMP-9 mennyiségét akut miokardidlis infarktuson at-
esett betegekben, tovabba csdkkentette a hospitaliza-
ci6 idejét, valamint a reinfarktus el6fordulasat (47).

A statinok kozul a pravastatinrol (48) és az atorvastatin-
rol (49) mutattak ki, hogy csdkkentik az MMP-2 meny-
nyiségét akut miokardialis infarktust kdvetéen, illetve
akut szivelégtelenségben. Kutatécsoportunk az MMP-2
és MMP-9 aktivitasat mérve nem talalt szignifikans ku-
I6nbséget a statinnal kezelt betegeknél egy-ér korona-
riabetegekben (29).
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Az altalunk kivitelezett preklinikai gyégyszerfejlesztés lépései 2006-2019 kozbtt. Sotét szirke szinnel a vegyészi/ké-
miai szakértelmet és technikakat igényl6 lépéseket, mig vildagos szlirke szinnel a bioldgiai in vitro, ex vivo és in vivo kisérletso-
rozatokat tuntettik fel. A szdmok az egyes kisérletsorozatokban tesztelt molekulak szamaét jelzik. Az dbra egy korabbi kézlemé-

nytinkben bemutatott folyamatabra médositasa altal késziilt (53)

A hidroxamsav tipusi MMPI, a PG-116800 klinikai bu-
kasat kdvetd kutatasok szelektiv vegylletek kifejleszté-
sére dsszpontositottak, amelyek képesek kildnbséget
tenni az MMP-csalad kulénb6z6 tagjai kozott, kihasz-
nalva ezzel a cinkmegkotd hidroxamatcsoporttdl elté-
ré funkciés csoportokat, doméneket (50). Kordbban
azt is kimutattuk, hogy nincs sziikség az MMP-2 teljes
gatldsara a kardioprotektiv hatas eléréséhez, mivel a
MMP-2 mérsékelt (~20-25%-0s) gatlasa is elegendd
aktivitasanak csodkkentéséhez, valamint az infarktus
méretének csokkentéséhez normo- és hyperlipidae-
mias izolalt patkanyszivekben (51), majd késdébbi ta-
nulmanyunkban az AMI in vivo patkanymodelljében is
(52). Kovetkezésképpen céljaink kdzott szerepelt olyan
Uj MMP-2-gatlok kifejlesztése, amelyek erés anti-iszké-
mias hatékonysaggal és magas MMP-2-szelektivitas-
sal rendelkeznek, azonban az MMP-2 aktivitasat csak
részlegesen gatoljak.

Mivel ismert volt, hogy az MMP-k aktiv centrumaban
elhelyezked6 cinkatom gatlasa nem alkalmas szelektiv
inhibitorok kifejlesztésére, alternativ megkdzelitést al-
kalmaztunk a molekulatervezésben. Az MMP-k konfi-
guracidja un. zsebeket és alzsebeket alakit ki a mole-
kula térszerkezetében. Ezen (al)zsebek jellemz8inek
jelentds kuldnbségei és a kotd/aktiv helyek eltérd tu-
lajdonsagai lehetévé teszik az egyes MMP-izoformak
kdnnyl megkuldnboztetését, ezaltal lehetévé téve az
egyes MMP-izoenzimek szelektiv gatlasat. Az MMP-
2 esetében az S1' jelzésil zseb féként hidroféb és vi-

szonylag nagy, mig az MMP-1 esetében rovid és sekély.
Az S1'-zseb térfogatanak ndvelése megvaltoztathatja
az enzim aktivitasprofiljat, és némi szelektivitast tesz
lehetévé az MMP-1-gyel szemben. Kutaté konzorciu-
munk kémikusai olyan tiazol- és imidazol-karbonsav
szarmazékokat hoztak létre, amelyek az MMP-2 S?1’
zsebébe nagy affinitassal illeszkedtek ezaltal részleges
gatlast hozva létre az enzim aktivitasaban (53).

Csoportunk komplex szlrési folyamatot alkalmazott
olyan jelbltek azonositasara, amelyek az MMP-2 gatla-
san keresztul csokkenthetik a szivizom akut iszkémia/
reperfuzios karosodasat. Komplex szlirési protokollunk
soran a tiazol- és imidazol-karbonsav szarmazékok vir-
tualis sz(irését dokkolasi szamitasokkal kombinaltuk,
majd az MMP-2 katalitikus doménjének felhasznala-
saval nagy atereszt6képességl (HTS, high throughput
screening) szlrést végeztink. A kdvetkez6 Iépésben a
gatldé hatast a szivszdvetbdl izolalt teljes hosszusagu
MMP-2-enzimen igazoltuk. Végul a kivalasztott mo-
lekulak kardioprotektiv hatasat bioldgiai modelleken,
els6ként szimulalt iszkémianak és reoxigenizacionak
kitett Ujszil6tt patkanybdl izolalt szivizomsejt-tenyésze-
ten teszteltik, majd a sejtek életképességét leghaté-
konyabban ndével6 molekulakat izolalt patkanysziveken
kialakitott ex vivo akut infarktusos modellben vizsgéltuk
(4. abra, Id. részletesebben az [53] referenciat).

A sejttenyészeteken és ex vivo patkanysziven végzett
kisérletek alapjan leghatékonyabbnak bizonyult mole-
kuldk iszkémia ellenes kardioprotektiv hatasat in vivo
allatmodellekben teszteltik tovabb (54). Normal ko-
leszterinszinttel és metabolizmussal rendelkezd, felndtt
him Wistar-patkanyokon 30 perces koszoruér-elzarast,
majd 120 perces reperfuziot alkalmaztunk akut szivin-
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5. ABRA. A preklinikai vizsgalatok protokollja (A), a tesztelt (j tipusy, szelektiv MMP-2-gatlé molekulak szerkezeti képlete (B),
és egészséges patkanyban létrehozott akut miokardialis infarktusmodellben elért infarktus méret csokkentd, kardioprotektiv
hatésa (C). Kék szin(i oszlopokkal az MMPi-1154, z6lddel az MMPi-1260, mig bordé szinnel az MMPi-1248 kédjelli tesztanyagok
eredményeit mutatjuk be. A statisztikai analizis egyutas varianciaanalizissel tortént, majd Fisher LSD poszthoc tesztet alkalmaz-
tunk a részletes, vivéanyaghoz hasonlitas érdekében. A diagramokon az étlag + standard hibat (S.E.M.) dbrazoltuk, "p<0,05 vs.

vivéanyag (Veh); n=10-13. (Veh, vehicle, vivéanyag; llo, ilomastat, pozitiv kontroll MMP-gétlé vegyiilet) Eredeti dbra: ref. (54)

farktus kivaltasa céljabol. Az MMPI-ket (MMPI-1154 és
-1260) 0,3, 1 és 3 ymol/kg, MMPI-1248 1, 3 és 10 umol/kg
dézisban az iszkémia 25. percében intravénasan ad-
tuk be (5. &bra, A panel). Az infarktus/riziko terilet mé-
retét a reperfuzié végén minden csoportban standard
Evans-kék és 2,3,5-trifeniltetrazolium-klorid (TTC) fes-
téssel hataroztuk meg. A szivizom mikrovaszkularis el-
zarédasat (MVO) pedig tioflavin-S festéssel hataroztuk
meg. Az MMPI-1154 1 pmol/kg, az MMPI-1260 pedig 3
pmol/kg dozisban jelent8sen csokkentette az infarktus
méretét fizioldgias lipidszint mellett, mig az MMPI1-1248
infarktus méret csdkkent6 hatdsa nem érte el a statisz-
tikailag szignifikdns mértéket (5. abra, C panel).

Kalén kisérletsorozatban 12 hetes diétaval (2% ko-
leszterin, 0,25% koleszterinsav) hypercholesterinaemi-
at idéztink el6, majd a patkanyokat ugyanannak az
AMI-protokolinak vetettilk ala, és a normocholesteri-
naemias allatokban legnagyobb hatékonysagot muta-
t6 MMPI-k egyszeri dézisat a hypercholesterinaemias

allatokon vizsgaltuk. Eletkor-aranyos (age-matched)
kontrollként 12 hétig normal rdgcsalotappal etetett, azo-
nos életkoru patkanyokat hasznaltunk. Mind a két tesz-
telt MMPI, mind az iszkémias prekondicionalas (IPC)
mint pozitiv kontroll jelentdsen csokkentette az infark-
tus méretét a normocholesterinaemids allatokban; ez
a hatas azonban nem volt megfigyelheté a hypercho-
lesterinaemias allatokban egyik MMPI és az IPC eseté-
ben sem [6. abra, illetve 14sd részletesen az (54) refe-
renciat]. A hypercholesterinaemias allatokban egyedul
az MVO mértékében tudtunk csdkkenést megfigyelni
az IPC hatasara, a két MMPI azonban ezen paraméter
esetén sem mutatott eltérést a kontrollhoz képest.

Kovetkeztetések

A MMP-2 koérélettani szerepe a szivizom iszkémia/re-
perfuziés karosodasaban, illetve diagnosztikus és/vagy
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A normél allatokban kardioprotektiv aktivitast mutato, dj tipusy, szelektiv MMP-2-gatlé molekulék infarktus méretre
gyakorolt hatasa hypercholesterinaemias, és annak megfelelé kort (age-matched) kontroll, akut miokardialis infarktusnak kitett
patkanyokon. A diagramokon az atlag + standard hibat (S.E.M.) dbrézoltuk, *p<0,05 vs. vivéanyag (Veh); n=10-13. (Veh, vehicle,
vivéanyag; IPC, iszkémias prekondicionalas, pozitiv kontroll). Eredeti dbra: ref. (54)

terapias célpontként valé klinikai felhasznalasa az akut
miokardialis infarktus korai, vagy kés6i szakaszaban
tdbb mint 2 évtizede intenziven kutatott terllet. Kutato-
csoportunk szinte a kezdetektdl részt vesz az enzim di-
agnosztikus és terapias felhasznalasanak fejlesztésé-
ben, és mara rendelkezik szamos orszégban bejegyzett
nemzetkdzi szabadalommal tdbb molekuléra, kdztik a
bemutatott harom MMPI-re, amelyek kdzul ketté normal
metabolizmusu patkanyokban reprodukalhatdé mddon
kardioprotektiv hatast valtott ki a szivizom iszkémia/re-
perfuziés karosodasa soran. Tovabbra is nyitott kérdés
azonban az optimalis MMP-2-gatlas megfeleld klinikai al-
kalmazasa akut infarktusos betegekben. Annak ellenére,
hogy a preklinikai adatok b8ségesen, tébb forrasbdl meg-
erbsitve alatamasztjak az MMP-2-gatlas létjogosultsagat
és pozitiv hatasait a miokardialis iszkémia/reperfuziés ka-
rosodas mérséklésében, tovabbra sincs megfeleld inten-
zitasu fejlesztés és klinikai vizsgalat ezzel kapcsolatban.
Az egyetlen gyogyszer, amellyel egy évtizede folynak
klinikai vizsgalatok STEMI-betegek bevonaséval, a doxi-
ciklin, amelyrél ellentmondasos kdzlemények érheték el
az irodalomban. Ennek ellenére jelenleg is van aktivan
zajl6 klinikai vizsgalat a doxiciklinnel kivaltott MMP-2-gat-
las pozitiv hatasainak bizonyitasara STEMI-betegekben.
Amennyiben sikerll Uj kémiai partnert és megfeleld pa-
lyazati forrast bevonni kutatdsunkba, kutatécsoportunk
is folytatja a szelektiv és mérsékelt MMP-2-gatlast kifejtd
molekulak fejlesztését és preklinikai tesztelését, valamint
a kuzdelmet az infarktusos betegek életmindségének és
élettartamanak javitasa érdekében.

Kbészénetiinket szeretnénk kifejezni a Pharmahungary
2000 Kft. vezérigazgatojanak, prof. dr. Ferdinandy Pé-
ternek, valamint a cég valamennyi korabbi és jelenlegi
alkalmazottjdnak, tovéabba a TargetEx Kft. korabbi ve-
zérigazgatbjanak, dr. Cseh Sandornak, illetve a jelenle-
gi cégvezetbnek, dr. Lérincz Zsoltnak és a vallalat egyik
fé tanacsaddjanak, dr. Dorman Gyoérgynek, akiknek al-

dozatos munkaja nélkil a kézleményben részletezett
sajat eredmények nem valbsultak volna meg. Egyuttal
ezt a kbzleményt dr. Cseh Sandor emlékének ajanljuk.
Ezt a tanulmanyt az RRF-2.3.1-21-2022-00003 ,,Nem-
zeti Szivlaboratérium, Magyarorszag”azonositéjeld pro-
jekt tamogatta, amely az Eurdpai Unié tamogatasaval
valésult meg. A kutatast a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési
és Innovécios Hivatal (NKFIH) tdmogatta TET 15_IN-
1-2016-0068, és GINOP-2.3.2-15-2016-00040 azono-
Sité jelli palyazatokkal, valamint a kisérletek egy része a
korabbi Nemzeti Fejlesztési Ugynékség NKFP_06_A1-
MMP_2006 azonositojelii palyazati forrasabél valésult
meg. B.P.-t ttmavezetéként a Kooperativ Doktori Prog-
ram (KDP-2020) keretében az Innovacioés és Techno-
I6giai Minisztérium tamogatta, valamint a Magyar Tu-
domanyos Akadémia Bolyai Janos Kutatasi Oszténdija
(bo_481_21) altal is tamogatott. B.P. szintén tamoga-
tast kapott az Emberi Er6forrasok Minisztériuma altal
az UNKP-23-5-704 azonositéjelli Uj Nemzeti Kivéal6sa-
gi Program palyazatbdl, valamint az Orszagos Tudoma-
nyos Kutatasi Alap (OTKA-138223) forrasaibol.

B.P. a Pharmahungary 2000 Kft. alkalmazottja, azonban
a szerzbk egybehangzdan kijelentik, hogy az 6sszefog-
lal6 kbézlemény megirasaval kapcsolatban nem all fenn
veliik szemben pénziigyi vagy egyéb lényeges dsszelit-
kbzés, 6sszeférhetetlenségi ok, amely befolyasolhatja a
kézleményben bemutatott eredményeket, illetve az azok-
bol levont kbvetkeztetéseket vagy azok értelmezését.
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