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Bevezetés, irodalmi attekintés

A téma indokoltsaga és a szakmai indittatasom

Napjainkban nemcsak Magyarorszagon, de vilagszerte is a sziv €s érrendszeri
megbetegedések a vezetd halalokok kozott szerepelnek a rosszindulati daganatos
betegségek mellett. A magyar statisztikai adatok alapjan a kardiovaszkularis
megbetegedéseken beliil a leggyakrabban eléforduld korképek a sziv iszkémids betegségei,
a heveny szivizom elhalds és nem utolsdsorban a kiilonb6zd aritmidk talajan kialakulo
hirtelen szivhalalok.

A szivritmuszavar (aritmia) népegészségiigyi probléma. A kardidlis morbiditds és
mortalitas szempontjabol a szivritmuszavar leggyakoribb formai a pitvarfibrillacié és a
kamrai tachycardia/kamrafibrillacié. A szivritmuszavar a normal szivmiikodés soran az
elektromos impulzusban bekovetkezd valtozasok Osszességére vonatkozik. A
szivritmuszavar a szivmiikodésben tortént olyan valtozas, amely eltér a normalis szinusz
ritmustol (SR). Oka lehet az ingerképzés zavara, ingeriiletvezetési zavar vagy mindkettd. Az
aritmia nem egyenld az irreguléris szivmikddéssel. Az aritmidk éltal okozott tiinetek igen
sokfélék, az alig érzékelhet6tdl az életveszélyes allapotig terjednek. Fizikai terhelés,
felfokozott érzelmi allapot, de egyes gyogyszerek is emelhetik vagy csokkenthetik a
szivverések szamat anélkiil, hogy az koros lenne. A normalis szivirekvencia 60-80 iités
percenkeént, és minden egyes szivdobbanassal adott mennyiségii vér 16kddik ki a keringésbe.
Szivritmuszavarok szamos, eltérd6 okokkal és tilinetekkel rendelkez6 formaban
jelentkezhetnek. Eredetiik alapjan pitvari vagy kamrai aritmiardl, a szivfrekvenciara
gyakorolt hatasuk alapjan tachycardiarol vagy bradycardiardl beszélhetiink.

A szivritmuszavarok kezelése korabban els@sorban a konzervativ klinikai eszkoztar
segitségeével tortént. A 20. szazadban szamos 0) kardiovaszkularis gyogyszert fejlesztettek
ki, és azon beliil is az antiaritmias kezelés palettaja rendkiviil valtozatos volt. Az antiaritmias
gyogyszereket az ismert a 4 osztalyba sorold Vaughan Williams szerinti klasszifikacio
alapjan csoportositottdk. Bar a Vaughan Williams szerinti felosztds talan mar kissé
elavultnak tekinthetd, ma is hasznalt annak ellenére, hogy az antiaritmias szerek valdjdban
komplex hatdasmechanizmusuk miatt nehezen sorolhatok be az eredeti klasszifikacio alapjat
képezd hatasok kiilon-kiilon csoportjaiba. Az aritmidk gydgyszeres kezelése még mindig
szamos problémat vet fel, ugyanis az antiaritmias szerek hatékonysagéanak vizsgélatai soran

kimutattak a szerek mellékhatasainak tulajdonitott mortalitds novekedést. A CAST (Cardiac
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Arrhythmia Suppression Trial, 1989) vizsgalatban a talélokben a szivinfarktust kovetd
aszimptomatikus vagy enyhe szimptomatikus kamra aritmiaban nézték az enkainid,
flekainid vagy moricizin hatasat a hirtelen szivhalal kialakulasanak rizikdjara. Az atlagosan
10 honapos utankdvetési ido alatt a gyogyszeresen kezelt betegek kozott magasabb volt az
aritmia miatt bekovetkezett halal, mint a placebdval kezelt betegekben. A SWORD (Survival
With Oral D-sotalol, 1996) vizsgalat célja a magas rizikoju betegekben megallapitani, hogy
a klinikailag jelentds B-blokkolo hatassal nem rendelkezd, tiszta K* csatorna gatl d-sotalol
képes-e csokkenteni a mortalitast. A vizsgalt betegekben a d-sotalol alkalmazasa novelte a
mortalitast, ami a szer proaritmias hatasanak tulajdonithato.

A CAST ¢és SWORD negativ hatasainak eredményeképpen alig maradt olyan
gyogyszerkészitmény, amelyet a kardiologusok kiilonosképpen a kamrai ritmuszavarok
megelézésére vagy kivédésére meg tudtak tartani. Gyakorlatilag kimondhato, hogy a CAST
€¢s SWORD vizsgalatok okozta {rt, azota sem sikerdiilt betdlteni, hiszen 1996 ota egyetlen
igazi attorést hozo 0j antiaritmias készitményt sem sikertilt Kifejleszteni, torzskonyvezni és
sz¢éleskoriien bevezetni a klinikai gyakorlatba. Egyediil talan csak a dofetilidid és részben a
dronedaron azok a készitmények, amelyek Gjonnan keriiltek a Vaughan Williams palettara,
de egyik készitmény sem jelent forradalmi ujitast a korabban 1étez6 és sajnos a proaritmia
miatt kiesett gyogyszerkészitmények potlasara. Ohatatlanul felmeriil a kérdés, hogy
,»Miért?” - vagyis miért nem sikeriilt egy negyed évszazad alatt sem attorést elérni, amikor
az orvosbiologiai kutatasok mas teriiletén azért jelentés eredményeket értiink el a kiillonb6z6
betegségek mechanizmusainak megismerésében, és ennek kovetkeztében a terapiaban is.
Raéadasul kiilonféle statisztikak mutatjak ki, hogy jelentds mennyiségii szellemi és anyagi
forrast mozgositottak/mozgodsitanak meg vilagszerte a kardiologiai és azon beliil az aritmia-
kutatasban is.

A fentieket a kovetkezdképpen foglalhatjuk Gssze. A kardiologidban tortént eldre
lepések ellenére kordbban a gyogyszeres kezelés inkabb empirikus uton tortént, ugyanis nem
voltak teljesen ismertek sem az aritmiak kialakulasanak élettani és korélettani okai, sem a
gyogyszerek pontos hatdsmechanizmusa, amellyel megeldzik, elnyomjak, vagy bizonyos
esetekben kivalthatjdk magat az aritmiat (proaritmias mellékhatas). Az alacsonyabb
proaritmias mellékhatassal rendelkez6, hatékony antiaritmias szerek kifejlesztése érdekében
fontos a szerek hatdsmechanizmusanak alaposabb megértése mind szervi, szoveti, cellularis
és szubcellularis szinten. Es ez az a teriilet, ahol jelentds szerepet véllalhat egy alap és

alkalmazott kutatast végz6é akadémiai jellegii kutatocsapat is.
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A Szegedi Tudoményegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézete tobb
¢évtizede nemzetkdzileg is elismert akadémiai kutatomiihely a kardiovaszkuldris szerek
fejlesztése terén. 1995-ben PhD hallgatoként kapcsolodtam be az intézet kutatasaiba a Papp
Gyula és Varré Andras professzorok altal vezetett Szivelektrofizioldégiai Munkacsoportba.
Kutatdsaim f6 célja az emberi kamrai szivizomzat repolarizaciéot meghatarozo
kaliumaramok vizsgalata koré fokuszalodottak elsdsorban. Jelentds eredményeket értiink el
a kamrai késoéi egyeniranyitd kaliumaram humdn kamrai szivizomsejtekben torténd
jellemzése teriiletén, amely kutatasok részét képezték a 2000-ben ,,Summa cum laude”
mindsitéssel megvédett ,,Pharmacological modulation of the rapid and slow components of
the delayed rectifier potassium current in various mammalian cardiac cells” cimii PhD
értekezésemnek. A munka célja a kamrai repolarizacio cellularis szintii vizsgalata volt, hogy
megértsiik a klasszikus Ill-as osztaly antiaritmias mechanizmus lényegét. A vezérelv Uj
amiodaron-szerii vegyiilet(ek)nek a kifejlesztése volt, mert az amiodaron az egyetlen olyan
antiaritmias szeriink, amely valoban hatékony az aritmiak kivédése terén, és gyakorlatilag
mentes a kamrai proaritmias mellékhatasoktol, habar egyéb extrakardialis mellékhatasai
nem jelentéktelenek. Szamos 0j antiaritmids vegyiiletet sikertilt akar sajat otletek alapjan
(GYKI-16638), akar gyogyszergyarral kooperacioban (dronedaron, tedisamil)
megvizsgalnunk.

Kiterjedt vizsgalatsorozatot inditottunk a kamrai ¢és pitvari repolarizaciot
meghatarozo elsésorban kaliumaramok, majd késébb a natrium-kalcium cseremechanizmus
tanulmanyozasa céljabol kiilonb6z6é emlésszivekbdl szarmazo kamrai és pitvari mintakon.
A vizsgalatok célpontja az volt, hogy megismerjiik a kamrai repolarizaciot meghatarozo
transzmembran iondramok tulajdonsagait, és azon beliil annak felderitése, hogy miképpen
valtoznak, ha egyaltalan megvaltoznak az dramok tulajdonsagai beteg allapotban, és ez
miképpen befolyasolhatja a sziv aritmogenézisét. Ismert volt a vizsgalatsorozat eldtt, hogy
arepolarizaciot tobb kaliumaram is szabalyozza, ezért célul tiztiik ki, hogy felderitsiik, hogy
miért van arra sziikség, hogy a repolarizaciot tobb kalium-iondram is szabdlyozza, hogy
miként hatnak egymasra, melyik d&ramnak lehet kiemeltebb szerepe az aritmogenézisben, és
ezaltal melyik aram lehet a kiemelt gyogyszer-tamadaspont. Ez segithet megérteni, hogy
miért bizonyultak proaritmias hatastaknak az amugy rendkiviil hatékony I €s IlI-as osztalya
antiaritmids készitményeink, és értelemszerlien igy lehetdség nyilna olyan gyogyszer-
tdmadaspontokat azonositani, amelyekre épitve mar hatékony proaritmiamentes
készitményeket fejleszthetnénk ki. Kiilon vizsgalatsorozatot inditottunk a pitvarfibrillacio

celluldris mechanizmusadnak a felderitésére. A vizsgalatok arra irdnyultak, hogy
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megallapitsuk milyen valtozasok torténnek a pitvari izomzatban, amelyek szerepet
jatszhatnak a betegség progrediens kialakulasaban, ¢és ezaltal melyek lehetnek a
pitvarszelektiv ~ gyogyszer-tamadaspontok  kamrai  proaritmiamentes  gyogyszerek
kifejlesztése céljabol.

Mindezt Osszefoglalva a jelen MTA doktori értekezésben bemutatom a PhD
fokozatom megszerzése utani tudomanyos kisérletes tevékenységemet. Az értekezésben az
eredményeimet az eldzokben ismertetett elvek alapjan a kdvetkezd 0sszesen négy latszolag
talan eltéronek tino, de valéjaban nagyon is fokuszalt és Osszefiiggé témakorbe
csoportositva kivinom bemutatni:

1. témakor. Kilonboz0 antiaritmias szerek cellularis hatdsainak vizsgalata emldssziveken.

2. témakér. A szivizom repolarizaciojaban részt vevd kiilonboz6 K*-csatornak
kolesonhatasanak vizsgalata. A repolarizacios tartalék fogalma és jelentdsége emlds
kamraizmon.

3. témakor. A pitvarfibrillaciéo okozta remodelling celluldris hatdsmechanizmusainak
vizsgalata emldssziveken.

4. témakor. Az NCX gatlas lehetséges antiaritmids hatdsmechanizmusanak vizsgalata

emldssziveken.

Az értekezés témakoreinek irodalmi hatterei

1. témakor: Kiilonbozo antiaritmids szerek celluldris hatdsainak vizsgalata emlossziveken

A Cardiac Arrhythmia Suppression Trial vizsgalatok (CAST I-11) bebizonyitottak, hogy
a Vaughan Williams I/C hatastipusu Na*-csatornagatlé antiaritmias gyogyszerek (flekainid,
enkainid, moricizin) az iszkémias eredetti kamrafibrillacié (VF) fellépését megkonnyito win.
profibrillans hatas révén —a post-infarktusos kamrai extrasystolia latvanyos szuppresszidja
ellenére— ndvelik a teljes €s hirtelen haldlozast. Az a felismerés, hogy a supraventricularis
¢s kamrai tachyaritmiak tilnyomo tobbsége az impulzus korforgasan (reentry) alapszik €s
az ingeriiletvezetést lassitd Na*-csatornagatlok nem ritkan inkabb el@segitik a reentry-
aktivaciot, paradigma-valtashoz vezetett, ami elsésorban abban nyilvanult meg, hogy a
gyogyszerfejlesztésben résztvevd kutatok és a klinikusok érdeklddése egy masik alapvetd
antiaritmids+antifibrillans terapias principium, a repolarizacié gyogyszeres megnyujtasa
felé fordult. A karosodott bal-kamrafunkcidju post-infarktusos betegeken d-sotalollal
végzett prospektiv, randomizalt, kettds-vak SWORD (Survival With ORal D-sotalol)

vizsgalat mindazondltal azt bizonyitotta, hogy az Ikr szelektiv gyogyszeres blokkja is
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jelentds proaritmia-kockazattal és mortalitas-novekedéssel szovédik. Az APD-t és ERP-t
megnyujtd gyogyszerjeloltek kutatisa természetesen a SWORD utén is folytatddott, az 1)
cél azonban mar nem ,tiszta” Ikr-ionaramgatlok, hanem olyan ,multichannel” (,.dirty
drug”), vagy un. ,,amiodaron-szerii” antiaritmikumok kifejlesztése volt, amelyekben a
repolarizaciét megnytjté (IlI-as osztaly) hatds egyéb, elénydsnek vélt farmakologiai
tulajdonsaggal (kombinalt II1+1/B, 11 és/vagy IV osztalyu aktivitas) 6tvozve jelentkezik.

A Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis felvetéseit kovetve tobb vegylilet vizsgalatat
tlztiik ki célul. Ezek kozott voltak olyan 1j originalis innovativ gydgyszerjelolt molekulak,
mint az amiodaron kongéner vegyiilet az SR-33589 (dronedaron), az amiodaronszeri
tulajdonsagokkal felruhazott kombinalt III+I/B osztalyd GYKI-16638, valamint a
multichannel gatlo6 molekulaként kifejlesztett KC-8857 (tedisamil).

2. témakor: A szivizom repolarizdciojaban részt vevd kiilonbozéd K'-csatorndk
kolcsonhatdasanak vizsgdalata. A repolarizdcios tartalék fogalma és jelentosége emlos
kamraizmon

Szadmos nem szivre hatd gyodgyszer repolarizdcid6 megnyuldst idéz eld a kamrai
szivizomban ¢€s a Purkinje rostokban egyarant azaltal, hogy egy vagy tobb kaliumaramot
blokkol. Ma mar koztudott, hogy az akcids potencial idétartamanak megnyulasa bizonyos
helyzetekben proaritmias sz6vodményhez (Torsades de Pointes tipusu kamrai tachycardia)
vezethet, melynek kovetkeztében novekszik a gyogyszer okozta Gsszmortalitas. A kamrai
repolarizacidé a sejtbe befel¢ haladd, mint példaul a gyors Na aram (Ina) és L-tipust
kalctumaram (Ica) és a sejtbdl kifele haladd iondramok, mint példaul. a tranziens kifelé
iranyuld kalium aram (I), a késéi egyeniranyitd kaliumdaram gyors (Ikr) és lassu
komponense (Iks) valamint a befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ik1) finom egyensulyaként
jon létre. A klinikai tapasztalatok azt mutattdk, hogy fiziologias koriilmények kozott a
kaliumcsatorndk egyetlen tipusanak sériilése vagy gyogyszeres gatlasa kifejezett,
potencialisan veszélyes APD megnytlast varhatban nem eredményez, mivel a tobbi
kaliumaram megfeleld repolarizacios plusz kapacitast képes biztositani. Ezt a jelenséget
nevezte el Roden professzor ,repolarizacids tartaléknak™ (,,repolarization reserve”).
Munkacsoportunk egy teljesen mas megkdzelitésben jutott el a repolarizacios tartalék
fogalmahoz, amelynek az lett az eredménye, hogy az Iks transzmembran kaliuméram ¢€lettani
szerepének tisztazasa soran kisérletes bizonyitékokkal elsoként igazoltuk a repolarizacios
rezerv jelentdségét a tlzott mértékii repolarizacidé megnyulas kovetkeztében kialakulod

aritmids kockazat megnovekedésébe. Jelen munkank célja az volt, hogy a cellularis
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elektrofiziologia eszkoztarat felhasznalva, megvizsgaljuk az egyes kaliumaramok egymas
kozotti kolecsonhatasat, és kisérletesen igazoljuk a repolarizacios tartalék lehetséges szerepét
a kamrai szivizom repolarizacioja soran. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Iks és k1 aramok
szelektiv gatlasanak hatasait kutya, illetve egészséges emberi kamrai APD-re miutdn a
repolarizacids tartalékot szelektiv Ik, gatlassal, illetve a szimpatikus stimulacié fokozassal

elézetesen legyengitettiik.

3. témakor: A pitvarfibrillacios remodelling cellularis hatismechanizmusainak vizsgdlata
emlossziveken

A pitvarfibrillaciéo (AF) a legyakoribb, hirtelen/aritmogén szivhalalt csak ritkan
okozo, klinikai lefolyasat tekintve azonban korantsem ,,benignus” szivritmuszavar, amely a
jelenlegi becslések szerint az Eurdpai Unidban = 4,5, az USA-ban = 2,5 milliéo embert sujt.
AF-ben a fizioldgias koriilmények kozott koordinalt pitvari tevékenység helyett teljesen
rendezetlen, kaotikus, oriasi frekvenciaja (cca. 600-800/min) gyors excitacid jellemezi a
pitvarok elektromos miikodését, amelyek 1ényegében véve vonaglanak, érdemi mechanikai
tevékenységre (Osszehuzodasra ¢és ellazuldsra) képtelenek. A pitvarfibrillacid egy
progrediens betegség, amelynek tipusai tobb fazisban alakulnak ki: i) - Elsé alkalommal
felismert; ii) paroxizmalis pitvarfibrillacio; iii) perzisztens pitvarfibrillacio; iv) permanens
pitvarfibrillacio; v) élethossziglan fennallo.

Az AF korélettananak megismerése rendkiviil sokat fejlodott az elmult 20 évben,
melynek soran bekeriilt a koztudatba az atrialis remodelling, azaz a pitvari atépiilés fogalma.
Minden, az AF soran el6allo pitvari strukturalis/szerkezeti, funkcionalis/elektrofizioldgiai és
szignaltranszdukcios/biokémiai  elvaltozast Osszefog-laldan pitvari remodellingnek
neveziink. A pitvari remodellingnek szamos (részben a kivalté alapbetegségtdl fliggd)
formdja/tipusa van, mindemellett k6zos jellemzdjiik, hogy eldsegitik az AF kitjulasat,
perzisztenciajat, tartdos (long-standing) perpetuaciojat vagy allandosulasat. Fontos
megérteniink ennek a komplex pitvari remodelling folyamatnak a lefolyasat, amelynek elsé
eleme az un. elektromos remodelling, amelynek az alapja az, hogy pitvarfibrillacioban a
gyors frekvencia kovetkeztében értelemszerlien megvaltozik a pitvarok elektrofiziologiai
aktivitdsa, példaul lerdvidiil az APD ¢és ERP, valamint szdmos ionaram tulajdonsaga
megvaltozik. Jelen vizsgélatsorozat egyik célja a permanens pitvarfibrillaciéo indukalta
»loncsatornaszintli” remodelling jellemzése. Vizsgalataink két irdnyba indultak. Az els6 cél
az volt, hogy megallapitsuk mi a G-protein altal szabalyozott acetilkolin-szenzitiv

kaliumaram (Ik ach) Szerepe a pitvari elektromos remodellingben kronikus hosszan tarto AF-
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ben szenvedd betegektdl szarmazdé miocitakban. A masik cél egy kisérletes permanens
pitvarfibrillaciés modell kiépitése valamint in vivo és in vitro elektrofizologiai elemzése
lehetdleg egy olyan az emberéhez hasonlo elektrofizioldgiai profillal rendelkezd nagytesti

emldsben, mint amilyen a kutya.

4. témakor. Az NCX gatlas lehetséges antiaritmids hatismechanizmusdanak vizsgalata
emlossziveken

Az ¢élet fenntartasdhoz nélkiilozhetetlen szivperctérfogat biztositasanak alapvetd
feltétele a szivizomzat megfelelé mechanikai aktivitdsa, valamint az Osszehtizodds és
elernyedés preciz idobeli/térbeli szervezése. A kontrakcio-relaxéacié (mechanikai) ciklus-
szabélyozasa szorosan kapcsolodik az intracellularis Ca?* koncentracié ([Ca?*]i) dinamikus
szabalyozasdhoz (Ca?* homeosztazis). Ennek egyik fontos kritikus szerepléje a
plazmamembran Na*/Ca?" kicseréléje (NCX). A Na'/Ca®* cseremechanizmus passziv
folyamat, energetikai hatterét a Na*/K"™ pumpa biztositja. A transzport iranya reverzibilis,
azaz az NCX-nek két alapvetd transzport modja van, Ca®* eltavolité (forward: Ca* leads,
Na* felvétel), illetve Na* eltavolito (reverse: Ca?* felvétel, Na* leadds) jellemzd. Forward
modban az NCX cseremechanizmus harom befelé halado Na'-iont cserél ki egy kifelé
haladé6 Ca®'-ionra, és igy egy nettdo inward aramot eredményez, amely kiilondsen
megemelkedett intracellularis ~Ca®'-szint esetében korai vagy foleg késéi
utddepolarizacidkat eredményez (EAD és DAD). Kozismert, hogy az EAD és DAD tipusu
utodepolarizacioknak fontos szerepet tulajdonitanak az aritmogenézisben, kiilondsen abban
az esetben, ha a kalium konduktancia csokkent, mint példaul szivelégtelen allapotokban.
Ennek megfeleléen a kiilonb6zé tachyaritmids allapotok (kamra- de kiilondsen
pitvarfibrillacio) kialakuldsaban és fenntartasaban is alapveté komponens az NCX fokozott
miikddése kovetkeztében kialakuld intracellularis Ca?*-tiltelitédés, mely proteazok
aktivalasan keresztiil hozzdjarul a strukturdlis és elektromos remodellinghez, a
pitvarfibrillaciéra jellemzd ,.aritmogén szubsztrat” gyors kialakulasahoz. gy az NCX
forward modjanak farmakologiai gatlasa Uj terapias lehetdséget jelenthet a pitvarfibrillacio
ill. Ca?*-dependens kamrai aritmidk kezelésében. Hatékony és szelektiv NCX gatloszerek
hidnyaban ennek a hipotézisnek az ellendrzése €s igazolasa nem volt lehetséges. Nemzetkozi
¢s hazai partnerekkel végzett kooperacios kutatasi projektben sikeresen megvizsgaltunk
néhany szelektivnek gondolt hatékony NCX gatlot (ORM-10103 és GYKB vegyiiletek) in

vitro és in vivo jellegii kutya és tengerimalac kisérletekben. Ezenkiviil szintén nemzetkozi
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ko-operacioban megvizsgaltuk az NCX aram szerepét Szinusz-ritmusos, illetve permanens

pitvarfibrillalo betegek szivébol szarmazo human pitvari szivizomsejtekben.

Célkitizések
Elsddleges célkitlizésem négy, elméleti és klinikai szempontbél egyarant fontos
kérdéskor vizsgalata volt:

1. In vitro elektrofiziolégiai modszerekkel tisztazni szamos 0j vagy régi fejlesztési
antiaritmias hatast gyogyszer és' gyogyszerjeldlt vegyiilet cellularis mechanizmusét
kiilonbo6z6 (kutya, tengerimalac, nyul és egészséges emberi) emldssziveken.

2. In vitro elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a sziv repolarizacidjat meghatarozo
K*-aramok kozotti kdlesonhatasokat, valamint a K*-aramok szerepét a sziv repolarizacios
adaptacios mechanizmusaban (repolarizacios tartalék) emldssziveken.

3.In vitro és in vivo elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a hosszan tartd
permanens pitvarfibrillacio (CAF) patofiziologiai hatasait (példaul az cAF okozta
remodelling hatdsait), valamint a pitvarfibrillaci6 kivédésének 10j kamrai
proaritmiamentes farmakologiai lehetdségeit emldssziveken.

4.1In vitro és in vivo jellegli elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a natrium-
kalcium cseremechanizmus (NCX) antiaritmids tamadaspontként torténd gyogyszeres

befolyasolhatosaganak lehetdségeit emldssziveken.

Modszerek és anyagok
Vizsgalt speciesek és etikai engedélyek

A vizsgalatokat kisérletes allatok (kutya, nyul, tengerimalac) és emberi szivekbdl
szarmaz0 pitvari és kamrai preparatumokon végeztiik. Kezeletlen felnétt 8-20 kg sulya
keverék kutyakat, 1.5-2 kg sulya Uj-zélandi hdzinyulakat, illetve 300-500 g suly
tengerimalacokat hasznaltunk. A kisérleti eljardsok megfeleltek az Eurdpai Kozosség
(2010/63/EU direktiva), illetve az USA laboratoriumi allatok tartasara és felhasznalasara
vonatkozo iranyelveinek (USA: NIH publication no 86-23, revised 1985). Kisérleti
protokolljaink rendelkeztek a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérletes
Bizottsaga (SZTE MAB) (54/1999 OEj, 1-74-66/2005 és 1-74-6/2012 sz.), valamint a
Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc Biztonsagi ¢és Allategészségiigyi

Igazgatdsaga (XII1./01031/000/2008 és XI11/1211/2012 sz.) engedélyeivel.

10



dc_1497 17

MTA doktori értekezés tézisei Jost Norbert Laszlo

Az emberi szivekbdl szarmazo prepardtumokat aortabillentyli beiiltetéshez hasznalt
egészséges emberi donorszivek nyesedékébdl illetve szinuszritmusos vagy permanens
pitvarfibrillalé koronaria bypass mitéten atesett betegek szivébdl szarmazd jobb pitvari
fillcsedarabkakbol szarmaztak. A sziv kivétele elott a szervdonor furosemid, dobutamin és
plazma kivételével nem részesiilt mas gyogyszerkezelésben. A kisérleti eljarasok
megfeleltek az Orvos Vilagszovetség (WMA) Helsinki Nyilatkozatdnak eldirdsaival
(Cardiovasc Res 35:2-4, 1997; LAM 24:133-136, 2014), és rendelkeztek a Szent-Gyorgyi
Albert Orvostudomanyi Egyetem Orvosetikai Bizottsaga (51-57/1997 OEj sz.), a SZTE
Orvosetikai Bizottsaga (20/2004 sz.), a Drezdai Miiszaki Egyetem Carl Gustav Carus Orvosi
Kar Orvosetikai Bizottsaga (EK790779 sz.), illetve az Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs-
TUKEB (4991-0/2010-1018EKU-339/P1/010 sz.) megfelel etikai engedélyeivel.

Elektrofiziologiai vizsgalati modszerek

Arammérési protokollok izoldlt szivprepardtumokon

A sejteket egy inverzios mikroszkép (Nikon TMS és Olympus IX51 tipusuak)
asztaldhoz rogzitett szervfiirddbe helyeztikk, amit a legtobbszor normal fiziologias
hémérsékletii (36-37 °C) Tyrode oldattal (NaCl 144, KCI 4.0, NaH2PO4 0.4, MgSO4 0.53,
HEPES 5, glukéz 5.5, CaCl, 1.8 (pH 7.4 NaOH-val beallitva) aramoltattunk at. A
mikropipettakat boroszilikatiiveg kapillarisokbol mikroprocesszor-vezérelt horizontalis
pipettahuzdval (Sutter Instruments) készitettiik. A patch-clamp mikropipettakat kiilonb6zo,
az intracellularis teret modellezd oldattokkal t6ltottiik fel annak fliggvényében, hogy éppen
milyen dramokat vizsgaltunk. Az aramokat Axopatch 1D és Axopatch 200B (Molecular
Devices) patch-clamp erésitokkel mértiik, egészsejtes (whole-cell) patch-clamp
konfiguracioban. A membranaramokat 5-20 kHz mintavételi frekvenciaval szamitogépesen
vezérelt Digidata 1200-1400 tipust analog-digitalis konverterekkel digitalizaltuk, majd off-
line analizis céljara szamitogépesen taroltuk. Az igy tarolt aramméréseket szoftver
segitségével (Axon pClamp 6.0-10.0 szoftvercsalad) értékeltiik. A befelé egyeniranyito és a
G-fehérje vezérelt acetilkolin szenzitiv kaliumaramok (Iki és Ik .ach) vizsgalata ,,Single-
channel” arammérési protokollok ,,cell-attached” patch-clamp kisérletekben. Az egy-
csatornas ,,single-channel” aramokat az un. sejt-rogzitett (cell-attached) konfiguracioban
hataroztuk meg. A kovetkez6 aramokat vizsgaltuk:

- gyors inward natriumaram (Ina); kés6i natriumaram (Ina); tranziens kifelé haladé K*-

aram (lo); a kés6i egyeniranyitd K*-aram gyors és lassi komponense (lkr és Iks); befelé
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egyeniranyité K*-aram (lk1); L-tipust kalciumaram (lcaL); natrium-kalcium cserearam

(Incx); a Na*/K* pumpaaram (Inak); acetilkolinszenzitiv kaliumaram (Ikach).
Akcids potencial mérések

A kisérletekhez a kutya, nytl, tengerimalac szivekbdl, illetve az egészséges emberi
szivizomnyesedékekbdl a jobb kamrai papillaris izmot vagy Purkinje rostot preparaltuk ki,
majd 37 °C-0s oxigenizalt Locke-oldattal ataramoltatott szervfliirddben rogzitettiik. A
transzmembran akcids potencialokat 5-20 MQ ellenallasa, 3 M/l KCl-dal feltoltott,
konvencionalis tivegkapillaris mikroelektrédan keresztiil nagy ellenallasu erdsitébe vezettiik
(Biologic Amplifier), majd oszcilloszkép (Tetronix 2230) segitségével monitoroztuk. Az
elektromos jelet analog-digitalis konverziot (ADA 3300 Data Acquisition Board) kovetden
IBM kompatibilis szamitogépbe taplaltuk. A maximalis diastoles potencialt, az akcids
potencial amplitadojat és 90%-os repolarizacidjanak megfeleld idétartamat (APA és APDgo)
az intézetben Kkifejlesztett értékeld program (Hugo Sachs Elektronik, Action Potential

Evaluation System) segitségével mértiik.

EKG meérés izolalt perfundadlt (Langendorff) tengerimalac sziven

A kisérletekben minkét nemhez tartozo tengerimalacokat hasznaltunk, melyek
végeztiik. A mellkas felnyitas utan a szivet gyorsan kivagtuk, a bal aorta ivet kaniilaltuk
majd alland6 nyomason (80 mmHg), 37°C-os fiziologias Krebs—Henseleit oldattal
Langendorff modszerrel retrograd perfundaltuk. Az EKG jeleket sajat készitésti elektroda
kosarral vezettiik el. A kamrai nyomast a bal pitvaron keresztiil behelyezett latex ballon
segitségével mértiik. A perfuzios aramlast ultrahangos flow-méterrel kovettiik. Az adatokat
folyamatos regisztralasat tobbcsatornas szoftvervezérelt rendszer segitségével végeztiik. Az
aritmiak kivaltasahoz ouabaint hasznaltunk. Az ouabain perfuziot kdvetden a megjelend
aritmiak tipusat és megjelenési idejét figyeltiik. Igy megkiilonboztettiink kamrai extra
betitéseket (VEB), kamrai tahycardiat (VT) és kamrafibrillaciot (VF). Az aritmia tipusok

meghatarozasahoz a Lambeth féle egyezmény utmutatdjat hasznaltuk.

Anyagok

A kiilonboz6 extracelluléris (fiziologias) tapoldatokhoz (Tyrode, Locke, Krebs-

Henseleit) és intracellularis (pipettaoldatokhoz) oldatokhoz sziikséges legtobb vegyszert és

12
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kémiai reagenst a Molar Kft (Budapest) és Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
finomvegyszereket gyartdé cégektdl vasaroltuk. Minden végsd oldatot a kisérlet napjan
torzsoldatokban taroltuk, €s a kisérlet el6tt adagoltuk a vizsgalatban kivant koncentraciéban
a tapoldatban feloldva. A legtobb vegyiiletet vizben, etanolban, vagy dimetilszulfoxidban
(DMSO) oldottuk fel. A 0.01% koncentracioban rutinszeriien hasznalt etanol, illetve DMSO

szivizomsejtekre gyakorolt hatasat altalaban elhanyagolhatonak tekintik.

Statisztikai analizis

A statisztikai szamitasokat Origin, Excell vagy Statistica 7.0-9.0 verziok)
programokkal végeztiik. A kisérletek soran meghatarozott (mért vagy szamitott), a mérési
artefaktokra sziikség szerint korrigalt adatokat altalaban szdmtani atlagt=SEM formaban
adjuk meg. Két egyszert kisérleti csoport adatainak dsszehasonlitasara a Student féle paros
vagy paratlan t-tesztet hasznaltuk. Ketténél tobb kisérleti csoport 0sszehasonlitasa esetén, az
adott koriilményektdl fliggéen, Bonferroni, vagy Tukey post hoc teszttel kiegészitett egy,
vagy tobb szempontu, illetve, a csoportok kozotti variancidk homogenitasatol fiiggden,
parametrikus, vagy nemparametrikus (Kruskal-Wallis féle) variancia-analizist (ANOVA)
alkalmaztunk. A kisérleti csoportokat statisztikusan szignifikansan kiillonb6zének p<0.05

esetben tekintettik.

Eredmények és megbeszélés

1. témakor. Kiilonboz6é antiaritmias szerek cellularis hatasainak vizsgalata
emléssziveken

A dronedaron (SR-33589) elektrofiziologiai hatdsainak vizsgalata kutya kamrai szivizom
prepardtumokon

A dronedaron fejlesztése a CAST/SWORD vizsgalatok kudarcszerii eredménye utan
kezdddott. A kiinduld pontot az adta, hogy a széles palettdju Vaughan Williams listan
gyakorlatilag egyetlen olyan antiaritmids szer, az amiodaron maradt, amely hatékonyan
kivédi a ritmuszavarokat és valoban mentes a sulyos proaritmias mellékhatasoktol. Ez az
észrevétel inditotta el az ugynevezett ,,amiodaron-szersi” antiaritmikumok kifejlesztésének
sorozatat. Minderre azért volt sziikség, mert az amiodaron viszont jelentds extrakardialis
mellékhatassal rendelkezik. Ismert, hogy az amiodaron jellemzden tiidéfibrozist, illetve a

jod molekula miatt hipertireozist okozhat. A fenti két allitds magaban hordozta a fejlesztés
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iranyat, vagyis azt, hogy készitsiink egy jodmentes amiodaront. Ez volt kiindul6 pont a
dronedaron kifejlesztésénél. A kisérletes munka nemzetkdzi ko-operacidban késziilt a
Sanofi-Aventis Gyogyszergyar innovativ gyogyszerfejlesztési részlegének munkatarsaival.
Kisérleteink soran az amiodaronnal 6sszehasonlitva megvizsgaltuk a jddmentes amiodaron
kongéner vegyiilet dronedaron vegyiilet akut és kronikus hatasat in vivo és in vitro
koriilményekben éber kutya modellben, illetve kutya Purkinje rostokban, papillaris izomban
¢s izolalt kamrai szivizomsejtekben. Eredményeinket a kovetkezOképpen foglalhatjuk 6ssze:
1. A dronedaron -az amiodarontdl eltéréen- kronikusan alkalmazva nem nyujtotta meg
jelentésen a kutya kamrai AP-t. Az akut dromedaron kezelés viszont mdr az
amiodaronhoz hasonlé modon mérsékelten roviditette a Purkinje rostok, ill.
mérsékelten nyujtotta a papillaris izom repolarizdacidjat. Az akutan alkalmazott
dronedaron csekély mértékben csikkentette a \Vmax értéket.
2. Az akutan alkalmazott dronedaron jelentosen gatolta az Ica és Ix: dramokat, de nem
valtoztatta meg a tobbi repolarizalo aramot (I, k1 és Ixs dramok). Az akut dronedaron
alkalmazas jelentosen csokkentette mindkét triggerelt aritmogén automdcia tipust

(EAD és DAD).

Kisérleteink alapjan azt a kovetkeztetést vonjuk le, hogy az akutan alkalmazott
dronedaron hasonlé tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az amiodaron, ami magyarazhatja a
gyogyszer in vivo hatasait. Ugyanakkor a szer, az amiodarontdl eltéréen, kronikusan
alkalmazva nem okozott jelentds elektrofizioldgiai valtozasokat, konkrétan fogalmazva nem
rendelkezik a kronikus amiodaron kezelésre jellemz6 ismert markans antiaritmias hatassal.
Eredményeink azt sugalmazzak, hogy a jod molekula hianya okozza a kronikusan

alkalmazott dronedaron és amiodaron hatasok kozotti eltéréseket.

A tedisamil (KC-8857) elektrofiziologiai hatdsainak vizsgalata emldsszivekbdl izolalt
kamrai szivizomsejteken

A tedisamil a vizsgalat elkészitésének idejében (1999-2001) egy igéretes kisérletes
antiaritmias gyogyszerjelolt szernek bizonyult. Szdmos korabbi vizsgalat megerdsitette,
hogy a szer megnyujtja a kamrai akcids potencial id6tartamat (APD) és a QT intervallumot,
amely hatas hatterében a szernek kiilonb6z6 transzmembran ionaramokra (Ina, lo, IkaTp)
kifejtett hatasa allhat. Ez a tanulmany volt viszont az els6 olyan kisérlet-sorozat, amelyben
szisztematikusan megvizsgaltak, hogy mi lehet a tedisamil a repolarizaci6 megnyujto

hatadsanak a cellularis szintli mechanizmusa. Ezért megvizsgaltuk a tedisamil a hatasat a
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legfontosabb transzmembran ionaramokra (Ina, lkr, lks, lto, lkaTpP, lk1 €s Ica dramok).

Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk ssze:

1. A tedisamil nyulsziv kamrai miocitakban jelentosen csokkentette az Iyo dram
amplitudojat. Az Lo dram amplitidéjanak csokkenése mellett jelentdsen felgyorsitotta
az ly -aram inaktivdacios kinetikdjdat is. Ezzel szemben a tedisamil kutya kamrai
miocitakban még a magasnak tekintheto 10 uM koncentrdacioban sem gatolta az I
daramot.

2. A tedisamil jelentosen gatolta a késoi egyeniranyito kaliumdaram mindkét komponensét
az lkr és Ixs aramot is. A tedisamil jelentosen gatolta a cromakalimmal aktivalt Ixate
aramot. \égezetiil kimutattuk, hogy a tedisamil hatékonyan gdtolja a ndatrium dramot,

amelyet az AP depolarizdcio maximadlis sebességént (Viax) vizsgaltunk.

Eredményeink alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a tedisamil komplex
,multichannel” gatl6 hatasnak eredményeképpen a vegyiilet kombinalt III+IA/B szeri
antiaritmids hatéssal rendelkezik. Mindezeket figyelembe véve feltételezhetjiik, hogy a
tedisamil kiilondsen a pitvari aritmiak kezelésére kifejlesztett gyogyszerjeloltként lehet

eredményes.
Az amiodaronszerii GYKI-16638 vizsgalata emberi szivizom prepardtumokon

Kisérleteink célja a GYKI-16638 vegyiilet elektrofizioldgiai hatdsainak a vizsgalata
volt egészséges human kamrai preparatumokon. Mivel a GYKI-16638 tervezésekor a
kiindulé szempont az volt, hogy a vegyiilet rendelkezzen III+I/B kevert hatdssal, ezért
Osszehasonlitottuk a GYKI-16638 kisérletes vegyiilet elektrofizioldgiai hatasait a sotalol és
mexiletin antiaritmids gyogyszerekével.

Eredményeinket a kdvetkezoképpen foglalhatjuk 6ssze:

1. A GYKI-16638 a sotaloltol eltéréen firekvenciafiiggetlen modon nyujtotta meg a kamrai
repolarizdciot egészséges humdn donorszivekbol szarmazo kamrai preparatumokon. Ezzel
parhuzamosan a GYKI-16638 a mexiletinhez hasonloan csak a normdlisnal magasabb
frekvencidkon (,use dependens” modon) gdtolta a ndtrium dramnak megfelelé Viax
paramétert.

2. A GYKI-16638 amiodaron-szerii hatdassal rendelkezik.

Fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a GYKI-16638 vegyiilet hasonld

tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az amiodaron, de szerkezete eltér attdl, és mint ilyen
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valéban egy 1) igéretes ,,amiodaron-szerii” kisérletes szer, amely az eddigi preklinikai

jellegli vizsgalatok alapjan egy javaslando j antiaritmids gyogyszerjelolt.

2. témakor. A szivizom repolarizaciéjaban részt vevo Kiilonbozo K*-csatornak
kolcsonhatasanak vizsgalata. A repolarizacios tartalék fogalma és jelentésége emlos
kamraizmon

A repolarizacios tartalék fogalma és jelentosége a kamrai aritmogenézisben

Vizsgalataink célja az volt, hogy tovabbi vizsgalatokkal meghatirozzuk a
repolarizacids tartalék lehetséges szerepét és az egyes kdliumaramok egymas kozotti
kolesonhatasat kamrai szivizom repolarizacidja sordn. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Iks,
Ik1 és Lo dramok szelektiv gatlasanak hatasait kutya, illetve egészséges emberi kamrai APD-
re miutan a repolarizacios tartalékot szelektiv Ik, gatlassal, illetve a szimpatikus stimulacid
fokozassal eldzetesen legyengitettilk. Eredményeinket a kovetkezOképpen foglalhatjuk
0ssze:

1. A munkadnk legfontosabb megdllapitisa az, hogy a kamrai repolarizdcioban nemcsak
Ikr, hanem az Ik: és az Lo dramok is jelentds szerepet jatszhatnak. Az Ixs a kordbbi
elképzelésekkel ellentétesen csak kismértékben aktivalodik a normal fiziologias akcios
potencidl fesziiltségtartomdanyban. Kimutattuk azt is, hogy az lks és Iky gdtldsa eldzetes
Ikr blokkolds jelenlétében jelentésen megnoveli a forditott frekvenciafiiggd
repolarizdacio megnyuldst.

2. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy taldan at kellene értékelni a gyogyszerek

OTc megnyujtast okozo hatdsdaval kapcsolatos gyogyszerbiztonsagi koncepcidinkat.

Mindent Gsszevetve a kovetkezd kovetkeztetéseket lehet levonni. Kutya, illetve
emberi kamrai szivizmon egyféle tipust kalium csatorna gatlasa 6nmagéaban extrém APD
megnyulast nem eredményez. Ez valoszinilileg annak a kovetkezménye, hogy a kiilonb6z6
kalium csatornak képesek helyettesiteni és/vagy kiegésziteni egymas miikodését. A kutya €s
humén kamrai szivizomsejtek repolarizacidja talbiztositott, vagyis ,repolarizacios
tartalékkal” rendelkeznek. Amikor ez a repolarizacios tartalék valamilyen oknél fogva sértil
(gyogyszerhatas, szivbetegség okozta remodelling, fokozott szimpatikus aktivitas, genetikai
rendellenesség, stb.) az egyébként csekély vagy mérsékelt kalium csatorna gatlés is okozhat
eroteljes és potencialisan proaritmids kamrai akcios potencidl megnyulast. Ezért az olyan
gyogyszerek alkalmazasa, amelyek egyszerre tobb kalium-csatornat is gatolnak, feltehetéen
veszélyesebb lehet, mint egyetlen adott specifikus kalium csatornat gatlo szer hasznalata. A

gyogyszerek lehetséges QT intervallum noveld hatasanak vizsgalatara vonatkozé teszteket
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érdemesnek tiinik atértékelni, és a kiillonbozo teszteket nemcesak érintetlen, hanem gyengitett

repolarizacids tartaléka preparatumokon is el kellene végezni.

Az R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjei eltéré modon moduldljak az Ixs dramot nyul
kamvrai szivizomzatban
A vizsgalatok célja egy Iks aktivator vegyliletnek a fejlesztése €s beazonositasa ¢€s
antiaritmias szerként torténd hasznositasa, amelynek oOtlete szintén a mar emlitett Jurkievicz
¢s Sanguinetti altal megfogalmazott hipotézisnek és a repolarizacids rezerv fogalomnak
egyik logikus kovetkezménye. Eldzetes kisérletes eredmények kdvetkeztében felmertilt az a
gondolat, hogy egy RL-3 nevii vegyiilet két optikai enantiomerje ellenkezé hatéassal
modulalhatja az Iks aramot konkrétan a jobbra forgaté d-enantiomer aktivalja, amig az I-
enantiomer inkdbb gitolja az Iks-dramot. Ezért a kémiai partneriink segitségével két
vegyiiletet szintetizaltunk, az ZS 1270B (jobbra forgatd) és a ZS 1271B (balra forgato)
vegyiileteket amelyek enantiomerjei a racém R-L3 vegyiiletnek, és megvizsgaltuk a
hatasukat az ks aramra és kamrai akcios potencidlra nyul és tengerimalac kamrai
preparatumokon.
Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk 6ssze:
1. Az RL-3 racém vegyiilet két optikai enantiomerje valoban ellentétes hatdssal moduldlja
az lgs -dramot.
2.A jobbra forgato és lks-aram aktivalo enantiomer vegyiilet (ZS 1270B) roviditette,
amig a balra forgato és Ixs-dram gatlo enantiomer vegyiilet (ZS_1271B) pedig

megnyujtotta a tengerimalac akcios potencidl idétartamot.

Fentieket gy foglalhatjuk Ossze, hogy a jobbra forgatd és Iks-aram aktivalod
enantiomer vegyiilet (ZS 1270B) alkalmas farmakologiai szer annak az ellenérzésére, hogy
az lks aktivatorok valdban antiaritmids szerek lehetnek olyan ritmuszavarokban, amelyek a

megnyult akcids potencialok talajan erednek (példdul EAD triggerelt aritmidk).

Az lkr és Ix1 aramok frekvenciafiiggo szerepének a vizsgalata kutya kamrai akcios
potencidlban

A jelen vizsgalat célja az Ikr és k1 aramok ciklushossz-fliggd szerepének a vizsgalata
kutya kamrai repolarizacioban. Ismert, hogy mindkét aram jelentés inward iranya
rektifikacios tulajdonsagokkal rendelkezik, emiatt az aramokat nehézkes tanulmanyozni
klasszikus voltage-clamp modszerekkel, ahol négyszogjel pulzusként alkalmazzuk a vezérld

potencialokat a szivizomsejtekre. Jelen tanulmanyban ezért valddi akcids potencidlokat
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alkalmaztunk vezérlé pulzusként, és farmakologiai agenseket hasznaltunk az aramok

szétvalasztasa céljabol.

A kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. Az lkr és Ix1 aramok amplitudoi egyértelmiien nem mutattak ciklushossz-fiiggo
tulajdonsdagokat, amikor megvaltoztattuk az akcios potencidl paramétereit. Az Ixr és Ix1
aramok nem valtoztak meg sem az akcios potencidal hosszusdg, sem a repolarizdacio
ciklushosszanak fiiggvényében.

2. Az lkr és Ixy aramok osszefiiggo modon jatszanak szerepet az akcios potencial

repolarizdcidjaban.

Végkovetkeztetésiil megallapithatjuk, hogy kutya szivizomzatban az akcios
potencial jelformdja nem befolydsolja a repolarizacios fazist leginkdbb meghatarozé Ikr €s
Ik1 d&ramok nagysagat az akcids potencial idétartama alatt. Mindez azt jelenti, hogy az AP
ciklushossz fiiggd valtozasai nem befolyasoljak az Ikr és Ik1 aram ciklushossz-fiiggd

tulajdonsagait.

3. témakor. A pitvarfibrillaciés remodelling celluliaris hatismechanizmusainak
vizsgalata emlossziveken

A G-protein dltal szabalyozott acetilkolin-szenzitiv kaliumdram (I ach) konstitutiven aktiv
permanens pitvarfibrillalo betegekben

A kisérletek célja az volt, hogy megvizsgaljuk és Osszehasonlitsuk a hattér befelé
egyeniranyito, valamint a G-protein altal szabalyozott acetilkolin-szenzitiv (Ik1 és Ik .ach)
kaliumaramok szerepét korondria bypass miitétekre mend szinuszritmusos és kronikus
pitvarfibrillalo (CAF) betegek pitvari szivizomsejtjeiben. A vizsgalatokat az Ursula Ravens
professzor asszony vezette drezdai munkacsoporttal végeztem ko-operacioban. A kovetkezd
eredményeket kaptuk:

1. lgazoltuk, hogy a megemelkedett (upregulalt) \«1 csatorna expresszio mellett a
csatorndk megemelkedett single-channel nyitdsi valosziniisége is hozzdjdarul a CAF-ben
tapasztalt magasabb hdttéraramhoz. A kivetkezd szildard bizonyitékokat szolgadltattuk
egy M-receptor agonista fiiggetlen, un. ,konstitutiven aktiv” lxach csatorndk
jelenlétére: i) a szelektiv Ik acnh gatloszer tertiapin CAF betegben az SR betegektol
eltéréen lecsokkentette a hattéraramot; i) az M-receptor antagonista atropin
gatlasanak hianya igazolja a konstitutiven aktiv Ixach csatorndk agonista

fiiggetlenségét; iii) single-channel patch-clamp kisérletek csak a cAF betegekben
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igazoltak a konstitutiven aktiv Ixach dram jelenlétét; iv) tertiapin jelenlétében a
konstitutiven aktiv Ix ach csatorndk nyitdsi valosziniisége alacsonyabb volt.

2. A konstitutiven aktiv I« ach csatornak molekularis jellemzoi egyeldre ismeretlenek.

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a pitvarfibrillaciéban (AF) tapasztalt
jelentds akcios potencialvaltozas (elektromos remodelling) hatterében az acetilkolin-
szenzitiv kaliumdram (Ixach) miikodésének jelentds atrendezddése is szerepet jatszik.
Kimutattuk, hogy permanens AF-ben az lkach aram elézetes ligandstimulacio nélkiil is
folyamatosan (,,konstitutivan”) aktiv, igy pitvarfibrillacidban jelentds repolarizalé aramot
szallit. Ez a konstitutivan aktiv Ika ch repolarizald aram viszont hozzajarul az AF-re jellemz6
APD rovidiiléséhez, ¢és kovetkezetesen a szivritmuszavar kialakulasahoz és
fennmaradasahoz. Mindez azt jelenti, hogy az Ikach aram blokkolasa fontos
gyogyszertamadasi pont (,,drug target”) lehet AF-ban, konkrétan olyan AF ellenes

gyogyszerek kifejlesztésére alkalmazhato, amelyek kamrai proaritmia-mentesek lehetnek.

Repolarizalo  kaliumdramok  tulajdonsdgainak  vizsgdlata  szinusgritmusu  és
pitvarfibrillalo kutyakbdl izoldlt pitvari szivizomsejteken

Kisérleteink célja a pitvari repolarizacioban ¢és AF-ben el6allo elektromos
atépiilésben (remodelling) szerepet jatszo kalium-ionaramok (I, Ik1 ¢és Ik .ach)
tanulmanyozasa volt. Méréseinket SR-ben 1év0 és gyors pitvari ingerléssel kivaltott AF-ben
szenvedd kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken végeztiik. A kdvetkezd eredményeket
kaptuk:

1. Az AF-ben szenvedd kutyakbol izolalt miocitakban az |y, kis mértékben gyengiilt, és az
dram inaktivdcidja is lelassult az SR-os dllatok miocitdihoz hasonlitva. Az Ik, az ,,AF-
sejtekben” intenzivebbnek bizonyult, mint SR-ben.

2. A pitvarspecifikus Ik achiondram aktivalasahoz egy kolinerg agonista szer (carbachol;
CCh) alkalmazasara volt sziikség. 2 uM CCh hatasara az ,,SR-sejtekben” a befelé és
kifelé halado I« ach egyardnt megnétt. Az ,,SR-sejtekben” aktivilt outward aramot a
tertiapin, az lxacnh szelektiv gatloszere, jelentosen lecsokkentette. Az AF-sejtekben,
minden elozetes aktivdacio nélkiil, jelentos, konstitutivan aktiv Ix ach dramot mértiink,
amelyet a tertiapin szintén nagymértékben gdtolt. Ha az ,,AF-sejteket” carbachollal
kezeltiik, a konstitutiv Ixach iondramon kiviil szignifikdans ligandfiiggd de szintén

tertiapin szenzitiv Ik ach iondram jelent meg.
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Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a pitvari l aram a lassu
inaktivacios kinetika miatt a pitvari szivizomsejtekben jelentésebb mértékben hozzajarulhat
a késdi repolarizacidhoz, mint amilyet a kamrai szivizomsejtekben kimutattak. Az I, aram
kutyamodelliinkben a human adatokkal ellentétben, csak kis mértékben downregulalodott
AF-ben, viszont inaktivacids kinetikdja szignifikdnsan lassult. A konstitutiv Ik ach
megjelenése bizonyitja, hogy AF kutyamodelliinkben a pitvari elektromos remodelling
kialakult. A ligandfiiggo €s konstitutivan aktiv Ik ach &ramok egyiittesen feltehetéen fontos
szerepet jatszanak (legalabbis kutydban) az AF-re jellemz0 haromszog alaka, a
fiziologiasnal is rovidebb akciospotencial-jelforma kialakitdsdban. A ligand ¢és
ligandfiiggetlen (konstitutiven aktiv) Ik ach aram szelektiv gatlasa sikeresen kivédte a burst

ingerléssel kivaltott pitvarfibrillacios ritmuszavarokat.

4. témakor. Az NCX gatlas lehetséges antiaritmias hatismechanizmusanak vizsgalata
emléssziveken

Az ORM-10103 és GYKB-6635, uj kisérletes szelektiv NCX ioncsatorna gdtloszer
vegyiiletek hatdsainak vizsgalata emlossSziveken
A vizsgalatok célja az volt, hogy ellendrizziik a Bers és Pogwizd altal elméleti
megfontolasok alapjan megfogalmazott hipotézist, amely szerint a szelektiv NCX é&ram
gatlok hatékony szerek lehetnének az a Ca®*-tultelitddés talajan kialakulo, elsésorban DAD
indukalta triggerelt aritmidk kivédésében. Sajnos hatékony és szelektiv NCX gatloszerek
hianyaban ennek a hipotézisnek az ellendrzése €s igazolasa korabban nem volt lehetséges.
Kisérletes munkank kezdetén ezért elsdsorban arra volt sziikség, hogy azonositsunk
olyan vegyiileteket, amelyek mindkét miikodési iranyban hatékonyan és szelektiven gatoljak
az NCX aramot. Nemzetkozi (Orion Gyogyszergyar) és hazai ko-operacioban (SZTE,
GYTK Gyogyszerkémiai Intézet) megvizsgaltuk két tjonnan szintetizalt és az elokisérletek
alapjan igen szelektivnek vélt NCX-gatlot, az ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiileteket in
vitro és in situ farmakologiai vizsgalatokban. A kovetkezd eredményeket kaptuk:
1. Kutya kamrai miocitikban vizsgdalva az ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiiletek
koncentrdcio-fiiggd modon gatoljak az NCX dramot mind forward és rezerv médban.
2. A szelektiv NCX gatldas (1 Hz-n mérve) nem viltoztatta meg a kamrai akcios potencial
jelformat és meghatdarozo paramétereit beleértve a depolarizdacio maximalis sebességét
(Vmax), AP amplitudot (APA) valamint a kamrai platét és repolarizdciot jellemzé APDos,
APDso és APDy értékeket. A szelektiv NCX gatlas hatékonyan kivédte a farmakologiai
madon eldidézett triggerelt aritmiakat EAD és DAD).
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Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az ORM-10103 hatékonyan
kivédte kutya kamrai preparatumokon, a farmakoldgiai moédon eldidézett korai (EAD)
vagy késoéi utodepolarizacios potencialokat (DAD), valamint a strophantin-nal provokalt
spontan depolarizacié altal beinditott kamrai extraszisztolé sorozatokat. A GYKB-6635
vegyiilet pedig hatékonyan kivédte az ouabain indukalta, vagyis szintén a DAD altal
triggerelt aritmiakat izolalt tengerimalac szivekben. Ez a tény mar 6nmagaban is érdekes
és j eredmény, ugyanis ez volt az elsé vizsgalat, amely kimutatta, hogy egy NCX gatlod
vegylilet haté¢konyan kivédi a farmakologiai modon indukalt szivritmuszavarokat egy
EKG paramétereket regisztrald (ektopiads Titéseket, kamrai tachycardiat és

kamrafibrillaciot) in situ aritmiamodellben.

Az NCX dram gadtlisa SEA-0400 vegyiilettel szinusz ritmusos és permanens
pitvarfibrillalo betegekben

Ez a kutatasi téma valojaban vegyesen a 3. és 4. témakorhoz is kapcsolodik, ugyanis
a vizsgalatok célja az volt, hogy tanulmanyozzuk az NCX aram szerepét permanens
pitvarfibrillacioban. A vizsgélatokat Kovacs Péter Pal PhD hallgatom részvételével szintén
az Ursula Ravens professzor asszony vezette drezdai munkacsoporttal végeztik ko-
operacioban. Az NCX aram gatlasara, és a human pitvari akcids potencidlokon torténd
hatasanak vizsgalatara ezittal a viszonylag szelektiv SEA-0400 vegyiiletet hasznaltuk. A
kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. A SEA-0400 vegyiilet nem valtoztatta meg a pitvari trabekula izmokban regisztralt
akcios potencidlok jelformdjat, a pitvari sejtekben ramp pulzusokkal (in. Hobai
modell) regisztralt és Ni**-szenzitiv aramként definidalt forward és rever; NCX dramot
sem SR, sem cAF betegekbdl szdarmazo pitvari mintdikon.

2. Egy masik kisérletes felallasban (iin. Hilgemann protokoll) a SEA-0400 koncentrdcio-
fiiggo modon gatolta az NCX daramot.

Eredményeinket ugy foglalhatjuk Ossze, hogy igazoltuk: i) az NCX dram
egyértelmiien expresszalt az emberi pitvari szivizomzatban, és amplitid6ja magasabb volt a
cAF, mint a SR betegekbdl szarmazo mintakban; ii) annak ellenére, hogy az NCX aram
magasabb cAF betegekben, mint SR-ben, a SEA-0400 gatld hatdsa intracellularis Na*
koncentracio-fiiggd, vagyis konkrétan csak magas intracellularis Na*-szint jelenlétében

gatolja az NCX é&ramot.
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Uj eredeti tudomanyos eredmények osszefoglalasa és kovetkeztetések

Kardiovaszkuldris élet- és korélettan jellegii vizsgalatok:

1. Elektrofiziologiai mdédszerekkel megvizsgaltuk az Ikr és Iks &ramnak a repolarizaciéban
jatszott szerepét kiilonb6zé emlOsszivekbOl (ember és Kkutya) szarmazd kamrai
preparatumokon. Megallapitottuk, hogy az Ikr &ram szelektiv gatldsa jelentdsen és forditott
frekvenciafiiggé modon nytjtja meg az akcids potencial iddtartamat és ennek megfelelden
az effektiv refrakter periodust, amib6l arra kovetkeztetiink, hogy az Ikr a legfontosabb
repolarizald kamrai K*-aram. Ez a reverz frekvenciafiiggd megnyujto tulajdonsag okozza az
Ikr gatloszerekre jellemzd proaritmids hatdsokat, mint amilyen példdul a korai
utoédepolarizacidés potencidl szubsztratumra épiild, életet veszélyeztetd polimorf kamrai
Torsades de Pointes tipust aritmia is. Az Iks ezzel szemben ¢s a varakozasokkal ellentétben
csak csekély mértékben nyujtotta meg az APD-t, ami azt jelenti, hogy az Iks csak Kis
mértékben jarul hozza kézvetleniil a normal kamrai repolarizaciohoz. Amennyiben az akcios
potencialt eldzetesen mesterségesen (farmakoldgiailag) megnyujtottuk, az Iks aram gatlasa
mar jelentds repolarizacié megnyulast eredményezett. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
Iks egy fontos tartalék dram szerepét jatSsza, ami segithet megvédeni az akcids potencialt a

karos, tulzott megnyulastol.

2. Az el6z6 vizsgalatot tovabbi repolarizald aramokra is Kkiterjesztve (Iki, |w)
megallapitottuk, hogy kutya, illetve emberi kamrai szivizmon egyféle tipusu kalium csatorna
szelektiv gatlasa 6nmagaban extrém APD megnyulast nem eredményez. Ha az Iki vagy lks
aramot eldzetesen, példaul szelektiv lkr gatlassal eldidézett megnyujtott AP-on mértiik,
mindannyiszor extrém, st potencialisan aritmogén korai utédepolarizaci6 (EAD)
megnyulast tapasztaltunk. Ez valoszinlileg annak a kovetkezménye, hogy a kiilonb6z6
kalium csatornak képesek helyettesiteni és/vagy kiegésziteni egymas mitkddését. A kutya és
a humén kamrai szivizomsejtek repolarizacioja talbiztositott, vagyis erds ,,repolarizdcios
tartalékkal” rendelkeznek. Amikor ez a repolarizacios tartalék valamilyen oknal fogva sériil
(gyogyszerhatas, szivbetegség okozta ,.remodelling”, fokozott szimpatikus aktivitas,
genetikai rendellenesség, stb.) az egyébként csekély vagy mérsékelt kalium csatorna gatlas
is okozhat mar erdteljes és potencialisan proaritmias kamrai akcids potencial megnyulast.
Az olyan gyogyszerek alkalmazasa, amelyek egyszerre tobb kalium csatornat is gatolnak,
feltehetden veszélyesebbek lehetnek, mint egyetlen adott specifikus kalium csatornat gatld

szer hasznalata. A gyogyszerek lehetséges QT intervallum ndveld hatasdnak vizsgalatara
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vonatkozo teszteket (példaul hERG vizsgalatok high-troughput rendszerekkel) érdemesnek
tinik atértékelni, és a kiilonbozd teszteket nemcsak érintetlen, hanem gyengitett

repolarizacids tartaléku preparatumokon is fontos lenne elvégezni.

3. Megallapitottuk, hogy a pitvarfibrillacioban (AF) tapasztalt jelentds akcids potencial
valtozas (,,elektromos remodelling ) hatterében nemcsak a mar korabbrol ismert kalcium
(Ica) és befelé egyeniranyitd kaliumcsatornak (Iki), hanem az acetilkolin szenzitiv
kaliumaram (Ik,ach) mikodésének jelentés atrendezédése is szerepet jatszik. In vitro
elektrofiziologiai modszerekkel (,,single-channel” patch-clamp) kimutattam, hogy AF-ben
az Ik ach aram eldzetes ligandstimulacié nélkiil is folyamatosan (,,konstitutivan ) aktiv, igy
pitvarfibrillacioban jelentds repolarizald aramot szallit, amely hozzéjarul az AF-re jellemzd
akcids potencial iddtartamnak a rovidiiléséhez. Ez egyben azt is jelenti, hogy az Ik ach aram
modulalasa (példaul gatlasa) fontos gyogyszertamadasi pont (,target”) lehet AF-ben

alkalmazhat6, proaritmia-mentes antiaritmias gyogyszerek kifejlesztéséhez.

4. Sajat fejlesztésti tachypacelt AF kutyamodellben kimutattuk, hogy a pitvari Iy, aram a
lassu inaktivacios kinetika miatt a pitvari szivizomsejtekben jelentdsebb mértékben
hozzéjéarulhat a késdi repolarizacidhoz, mint amilyet a kamrai szivizomsejtekben kimutattak.
A konstitutiv Ikach megjelenése bizonyitja, hogy AF kutyamodellinkben a pitvari
elektromos remodelling kialakult. A ligandfiiggd €s konstitutivan aktiv Ik ach aramok
egyiittesen feltehetden fontos szerepet jatszanak (legaldbbis kutyaban) az AF-re jellemzd
haromszog alaku, a fizioldgiasnal is rovidebb akcidspotencial-jelforma kialakitdsdban. A
ligand és ligandfiiggetlen (konstitutiven aktiv) Ik ach aram szelektiv gatlasa sikeresen kivédte

a burst ingerléssel kivaltott pitvarfibrillacids ritmuszavarokat.

5. Megallapitottam, hogy a kutya szivizomzatban az akcids potencidl jelformaja nem
befolyasolja a repolarizacids fazist leginkabb meghatarozo Ikr és Iki dramok nagysagat az
akcios potencial idOtartama alatt. Mindez azt jelenti, hogy az AP ciklushossz fliggd

valtozasai nem befolyasoljak az Ik €s Iki dram ciklushossz-fiiggd tulajdonségait.

6. lgazoltuk, hogy az RL-3 racém vegyiilet két optikai enantiomerje valoban ellentétes
hatéssal modulalja az Iks -aramot. A jobbra forgatdo ZS 1270B vegyiilet az Iks aram hatékony
aktivatora, mig a balra forgatd enantiomer ZS 1271B pedig hatékonyan géatolja az Iks
aramot. A két optikai enantiomer raadasul hasonlo koncentracié tartomanyban rendelkezik
ezzel az ellentétes hatassal. A jobbra forgatd €s Iks -aram aktivalé enantiomer vegyiilet

(ZS _1270B) roviditette, amig a balra forgatd és Iks -aram gatlé enantiomer vegyiilet
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(ZS_1271B) pedig megnyujtotta a tengerimalac akcios potencial iddtartamot. Mindezek
alapjan feltételezhetd, hogy a jobbra forgatd és Iks -aram aktivaldo enantiomer molekula
(ZS_1270B) alkalmas tesztvegyiilet annak az ellendrzésére, hogy az Iks aktivatorok valoban
antiaritmids szerek lehetnek olyan ritmuszavarokban, amelyek a megnyult akcios

potencialok talajan erednek (példaul EAD altal triggerelt aritmiak).

7. Az Iy aram DCM-es betegekbdl szarmazo szivekbdl izolalt miocitadkban mind inward,
mind outward tartomanyban nagyobb amplitudoval rendelkezik, mint az egészséges kontroll
szivekbdl szarmazd emberek szivébdl izolalt szivizomsejtekben, vagyis az dram jelentdsen
feliilszabalyozodik  (,,upregulalodik”). Immunfluoreszcencia kisérleteink egyértelmen
igazoljak, hogy egyértelmi ko-lokalizaciéo mutathat6 ki a Kir2.1 és SAP97, illetve a Kir2.2
¢s SAP97 alegységek kozott. Fentiek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az
asszocialt Kir2.x és SAP97 alegységek megvaltoznak a betegség alatt, ezért felvethetd az a
hipotézis, hogy a ko-lokalizalt Kir2.x és SAP97 csatorndk gyogyszertamadaspontok

lehetnek a cardiomiopatia kezelésében.

Kardiovaszkularis farmakologiai jellegii vizsgdlatok:

8. Igazoltuk, hogy mas speciesek (példaul kutya és patkany) pitvari és kamrai
szivizomzatban hatékony NCX gatloszer, a SEA-0400 vegylilet nem valtoztatta meg a
szinuszritmusban €és permanens pitvarfibrillacidoban szenvedd betegek szivébdl szdrmazd
humaén pitvari trabekula izmokban regisztralt akcios potencidlok jelformdjat, a pitvari
kontraktilitast, és a pitvari sejtekben ramp pulzusokkal regisztralt és Ni?*-szenzitiv aramként
definialt forward és reverz NCX aramot. Egy masik kisérletes felallasban a SEA-0400
koncentraciofiiggd modon gatolta az NCX aramot. A kisérletek igazoltak, hogy az NCX
aram amplitiddja magasabb volt a cAF mint, az SR betegekbdl szarmaz6 mintakban. Ez a
kisérletes megkozelités azt is igazolta, hogy annak ellenére, hogy az NCX aram magasabb
CAF betegekben, mint SR-ben, a SEA-0400 gatl6 hatasa intracellularis natrium
koncentraciofiiggd, vagyis konkrétan csak magas intracellularis Na*-szint jelenlétében

gatolja az NCX aramot.

9. In vitro elektrofiziologiai modszerekkel (standard mikroelektroda és patch-clamp
technikak) megvizsgaltunk szamos 11j potencialis antiaritmids hatastinak tervezett molekulat.
Megallapitottuk, hogy a GYKI-16638 és KC-8857 (tedisamil) kodjelii vegyiiletek kiilonbozo

csatornakra kifejtett hatasuk révén kombinalt multicsatornagatlo (Ina, lkr, lks, lo) antiaritmias
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hatasokkal rendelkeznek. Javasoltuk mindkét vegyliletnek gyogyszerjeloltté torténd

tovabbfejlesztését.

10. In vitro és in vivo elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgaltuk egy 0j jodmentes
amiodaronszerii gyogyszerjeldltnek, a dronedaronnak az akut és kronikus hatasait
kutyamodellen. Az amiodaron a klinikai gyakorlatban leginkédbb hasznalt leghatékonyabb
gyakorlatilag proaritmia-mentes antiaritmias gyogyszer, viszont a jod jelenléte miatt szamos
extrakardialis mellékhatasa miatt korlatozott az alkalmazhatosdga. Megallapitottuk, hogy
mind az akutan, mind a kronikusan alkalmazott dronedaron is rendelkezik az amiodaronra
jellemz6 multicsatornagatld (Ikr, lks, Ica, Ina) antiaritmias hatasokkal, de mivel szerkezetébdl
hianyzik a jodatom, feltehetéleg nem rendelkezik majd az amiodaronra jellemz6
extrakardidlis mellékhatasokkal, ezért feltétlen javasoltuk a fejlesztés tovabbi fazisaiban

torténd vizsgalatat.

11. In vitro elektrofiziologiai modszerekkel terapias koncentracidban nyulmodellben
megvizsgaltam harom régota alkalmazott I/A osztalya antiaritmias gyogyszer (disopyramid,
kinidin ¢és prokainamid) hatasait a kiilonb6z0 repolarizaldé kaliumaramokra.
Megéllapitottam, hogy bar valamennyien a Vaughan Williams féle klasszifik4cio szerinti
I/A csoportba tartoznak, mégis eltér6 mddon gatoljak a kiilonbozé K*-aramokat. Ez

magyarazatul szolgalhat a harom szernek a klinikumban is ismert eltéré hatékonysagara.

12. Kutya kamrai preparatumokban igazoltuk, hogy két jonnan szintetizalt szer, az ORM-
10103 és GYKB-6635 vegyiiletek koncentracio-fliggd modon gatoljak az NCX dramot mind
forward mind rezerv médban. Mivel a két vegyiilet NCX-gatl6 hatasa magasan szelektivnek
i1s bizonyult, ezért mindkét szer alkalmas, hogy farmakologiai agensként hasznalva,
megvizsgalhassuk az NCX aram szerepét a sziv elektrofiziologiai hatdsaira. A két vegyiiletet
hasznalva igazoltuk, hogy: i) a szelektiv NCX gatlas alacsony, normal és magas
frekvencidkon is megvizsgalva, nem valtoztatja meg a kamrai akcids potencial jelformat és
meghataroz6 paramétereit; ii) a szelektiv NCX gatlas hatékonyan kivédte a farmakologiai
modon kisérletesen indukalt DAD és EAD alapt triggerelt aritmiakat kutya in vitro, illetve

tengerimalac in situ modellben.
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Zarogondolatok, avagy mit értem el tobb mint 20 év kardiovaszkularis

kutatémunka alatt (az 5 legfontosabb tudomdnyos eredményem bemutatisa)

MTA doktori értekezésem témaja a Magyarorszagon, ¢€s a vilag fejlettebb
orszagaiban is egyarant vezetd halalokokként azonositott betegségcsoport lekiizdése céljabol
elkésziilt mintegy 23 éves kardiovaszkularis farmakologiai munkam Osszegzése. 1995-ben
a SWORD tanulmany kudarcait ismertetd évben keriiltem a Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakologiai ¢s Farmakoterapiai Intézetébe. A SWORD ¢és az, azt megel6z6 CAST I-II
tanulmanyok egyiittes kudarca miatt Szorult vissza a konzervativ gyogyszeres terapiara
¢épiilo kardiologiai terapia alkalmazasa. Az a tény, hogy két jelentds antiaritmias hatés is (I
¢s Ill-as osztalyG szerek) is a tiltott” zoénaba keriilt szinte megbénitotta a
szivritmuszavarokat addig elsOsorban gyogyszerrel kezeld kardiologus szakorvosok
munkajat. Ugyanakkor Gjult erével indultak be az akadémiai és innovativ gyogyszerfejlesztd
kutatomiihelyekben az 1j tipusu antiaritmias szerek kifejlesztése céljabol végzett alap és
alkalmazott kutatdsok. A kardiovaszkularis antiaritmias kutatdsok célpontja eltolodott a
hatékony gyogyszerek azonositasa iranyabol a biztonsagosan, az un. ,safety
pharmacology”elvek alapjan alkalmazhat6 szerek iranyaba.

Ebbe a munkéba kapcsolddtam be én is, amikor tagja lettem a Papp Gyula és Varrd
Andras professzor urak vezette kutatocsoportnak. Annak idején kevés informacio allt a
rendelkezésiinkre, hogy egyaltalan merre is induljunk. A kutaté fejleszté munka
tapogatddzva indult el, és eldszor az volt a fontos, hogy megtudjuk, hogy mik okozzak az
amugy erds antiaritmids hatdssal rendelkezd natrium és kaliumcsatorna gatlo szerek
proaritmias mellékhatasait. A kilencvenes évek végén, kétezres évek elején jelentek meg
azok a tudomanyos kozlemények, amelyek bemutattak, hogy milyen cellularis
mechanizmusok allnak a hirtelen szivhalalt (SCD) okozd olyan ritmuszavarok hatterében,
mint a példaul a Torsades de Pointes aritmidk. Szintén a kétezres években kezdtiik megérteni
a kiilonb6zo genetikai eredetli SCD-t okoz6 betegségeket, mint példaul a hosszu és rovid
QT-, Brugada-, Andersen-Tawill stb. szindromak. A jelentds alap és alkalmazott kutatasi
eredmények alapjan végiil a kovetkez6 harom uj fejlesztési utvonal rajzolodott ki, mint
lehetséges 0 antiaritmids hatassal rendelkezd farmakologiai célpont:

- az lks gatlok kifejlesztése, amelyet a Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis inditott be.

-az amiodaron tagadhatatlan sikere miatt az amiodaron-szerti inkabb multichannel

gatlo szerek (vagyis kevert natrium-, kalcium- és kaliumcsatorna gatlo szerek).
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-a kalcium homeosztazis zavarait csokkentd szerek, vagyis eleinte a Ca?*-csatorna

gatlo, de késébb kiilondsen a natrium-kalcium cseremechanizmust (NCX) gatlo szerek.

Kutatocsoportunk is mindharom iranyvonalban elinditott és folytatott alap és

alkalmazott kutatasokat. 1995-ben elkezd6dott tudomanyos munkam soran magam is részt

vettem ebben a kutatdomunkaban, és a mintegy 180 oldalas MTA doktori értekezésemben

ezeket mutattam be, mintegy ,,honnan indultam el 1995-ben, és hova érkeztem 2018-ban”

formaban. Zarégondolatként a kovetkezOképpen foglalhatndm 6ssze eredményeimet:

1. Az lks gatld molekulak megbuktak, nem alkalmasak arra, hogy proaritmia-mentes

hatékony antiaritmias szerként alkalmazzuk ezeket. A Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis
bar megfogalmazasakor igen plauzibilis volt, sajnos tévesnek bizonyult. Szamos Iks gatld
molekulat vizsgaltunk meg (chromanol 293B, L-735,821 és HMR-1556), és
megallapitottuk, hogy az Iks gatlas nem nyujtja meg az repolarizaciot (QTc/APDago), ezért
nem alkalmazhatoak reverz frekvenciafiiggetlen Ill-as tipust antiaritmias szerként. Ezen
vizsgélatok elvégzésekor azonositottuk a repolarizacidos tartalék fogalmat, és
megvilagitottuk, hogy: 1) milyen cellularis mechanizmusok biztositjak a kamrali
repolarizaciot; ii) milyen kiilsé vagy bels6 tényezok illetve koriilmények kozott gyengiil
meg vagy omlik Ossze a repolarizacios tartalék, amelynek eredményképpen Torsades de
Pointes aritmiak keletkeznek. Igazoltuk, hogy az Iks aram ennek a repolarizacios

tartaléknak a legfontosabb eleme (,,key player”), és nemhogy gatolni, hanem inkabb

erdsiteni (Iks aktivatorok) kell, hogy kivédjik az aritmidkat. Ezen munkdkat t6bb

Scimago/D1 mindsitésii vezetd tudomanyos folydiratokban publikaltuk (Circulation, J

Physiol, Cardiovasc Res és Br J Pharmacol). A dolgozatokra, amelyek egyiittesen is tobb

mint 450 fiigoetlen idézetet hoztak, hdrom Editorial (szerkeszt8i méltatas) is érkezett.

Elmondhato, hogy a repolarizacios tartaléek fogalmat ma agy tanitjak, hogy igaz, hogy Dan
Roden vezette be, de a gyakorlatban a szegedi iskola bizonyitotta be 1étezését, kiilondsen

annak ,safety pharmacology” jelentéségét. 2007-ben ezen munka elismeréseként

részeStiltem a Sanofi-Aventis szakmai kutatasi dijaban.

2. Részt vettem az amiodaron kongéner vegyiilet, dronedaron kifejlesztésében. A dronedaron

jelentds sikert elérd (pitvarfibrillacio kezelésére javallott) gyogyszerként robbant be a
CAST/SWORD idészak utani elveknek is megfelelni akaro tjonnan kifejlesztett innovativ
antiaritmias szerek palettajaba. Tény, hogy a kezdeti biztato sikerek utan tobb klinikai
vizsgélat kimutatta néhany stlyos hidnyossagat is, ezért klinikai alkalmazasa az utobbi 3

évben megjelent AHA és ESC Guideline-ok alapjan visszaszorulni latszik. A dronedaron
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elektrofiziologiai profiliat bemutato dolgozatunk szintén D1-es lapban (Br J Pharmacol)

jelent meg, és mar kozel 100 fiiggetlen idézetet kapott.

3.Szamos ) antiaritmids hatdsa gyogyszerjelolt vegyiilet fejlesztésében és preklinikai
jellegi elektrofiziologiai vizsgalataban vettem részt, amelyek elsdsorban szintén a
multichannel-amiodaronszerti fejlesztési elvhez kapcsolédnak. Ezek koziil kiemelendd az

értekezésben is bemutatott tedisamil és GYKI-16638. Ezeket a vizsgalatokat QI1-€S

minositésit tudomdnyos folydiratban megjelent dolgozatokban publikdltuk.

4.Uj fejlesztésti szelektiv és hatékony NCX gatlo molekulak segitségével egyértelmiien
igazoltuk, a korabban Pogwizd és Bers altal empirikus szamitasok alapjan felvetett
hipotézist, hogy az NCX gatlas rendelkezik azzal a képességgel, hogy bizonyos
aritmiafajtdkban csokkentse az aritmogén triggerként funkcionalé korai- ¢és

utoédepolarizacidés potencidlokat (EAD ¢és DAD). Az ORM-10103 NCX gdtloszer

tulajdonsdgait bemutaté D1 mindsitésii lapban (Br J Pharmacol) megjelent dolgozatunkat

szintén Editorialban méltattik, és 5 év alatt 21 fiiggetlen idézetet kapott. Véleménylink

szerint a kovetkezd 2 évtizedben minden esély megvan arra, hogy megjelenjenek az NCX
gatlasa alapjan miikodo elsd kardioaktiv (antiaritmias) szerek.

5. Végezetiil, mintegy a harom e¢lébb emlitett fejlesztési itvonalat szintetizalo fiiggetlen
kutatasi témaként meg kell, hogy emlitsem a pitvarfibrillacié (AF) témakorben végzett
kutatasi eredményeimet is. Drezdai kollaboraciés munkatarsaimmal egyiitt egyértelmiien
igazoltam, hogy a hosszan tart6 permanens pitvarfibrillacio alatt minden egyéb stimulacid
nélkiil megnyilik és un. konstitutiven aktivva valik a G-protein aktivalta acetilkolin-
szenzitiv K*-aram (lkach). Kisérletesen igazoltuk, hogy a konstitutivan aktiv Ik ach részt
vesz a pitvari remodelling okozta elvaltozasokban, és ennek kovetkeztében az AF
fennmaradasaban, ami felvetette azt a gondolatot, hogy gatlasa antiaritmias
gyogyszertamadaspont lehet. Késébb, egy kiillon munkaban kisérletesen igazoltuk, hogy

az Ik ach gatlasa hatékonyan kivédi a pitvarfibrillaciot. A témabdl publikdlt Circulation

dolgozatunk mdr kozel 220 fiiggetlen idézetet kapott.

Tehat mintegy Osszefoglalasként azt mondhatom el, hogy az elmult 23 évben
munkatarsaimmal egyiitt aktiv részese voltam az antiaritmias gyogyszerek terén az alap és

alkalmazott innovativ kutatasi téma f6 sodranak. Jelentds, nemzetkozi szinten is jegyzett

eredményeket sikeriilt elérnem és publikalnom. Munkam soran négy sikeresen védett

Egyetemi doktori (PhD) értekezés témavezetdje voltam, illetve nyolc olyan hazai és

nemzetkdzi tudomanyos projekt témavezetését lattam el, amelynek 6sszkoltségvetése 300

millio Ft felett volt.
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Publikaciok és scientiometriai adatok

Az értekezés alapjat képezo eredeti, osszefoglalé (review) kozlemények és konyvek
illetve konyvfejezetek
(SCI szerinti impakt faktor ¢€s fiiggetlen idézetek szamaval megadva)

Eredeti kozlemények:

1. Varré A, Takacs J, Németh M, Hala O, Virag L, lost N, Balati B, Agoston M, Vereckei
A, Pastor G, Delbruyére M, Gautier P, Nisato D, Papp JGy. Electrophysiological effects of
dronedarone (SR 33589), a noniodinated amiodarone derivative in the canine heart:
comparison with amiodarone. Br J Pharmacol, 133:625-634, 2001.

Scimago: D1 Impact factor (2001): 3.502 Citaciok szama: 90

2. Opincariu M, Varré A, lost N, Virdg L, Hala O, Szolnoki J, Szécsi J, Bogats G,
Szenohradszky P, Matyus P, Papp JGy. The cellular electrophysiologic effect of a new
amiodarone like antiarrhythmic drug GYKI 16638 in undiseased human ventricular muscle:
comparison with sotalol and mexiletine. Curr Med Chem, 9:41-46, 2002.

Scimago: D1 Impact factor (2002): 4.966 Citaciok szama: 4

3. Biliczki P, Virag L, lost N, Papp JGy, Varr6 A. Interaction of different potassium channels
in cardiac repolarization in dog ventricular preparations: role of the repolarization reserve.
Br J Pharmacol, 137:361-368, 2002.

Scimago: D1 Impact factor (2002): 3.450 Citaciok szama: 82

4. lost N, Virag L, Varro A, Papp JGy. Comparison of the effect of Class I/A antiarrhythmics
on transmembrane potassium currents in rabbit ventricular myocytes. J Cardiovasc
Pharmacol Ther, 8:31-41, 2003.

Scimago: Q2 Impact factor (2003): - Citaciok szama: 21

5. Jost N, Virag L, Hala O, Varrd A, Thorméhlen D, Papp JGy. Effect of the antifibrillatory
compound tedisamil (KC-8857) on transmembrane currents in mammalian ventricular
myocytes. Curr Med Chem, 11:3219-3228, 2004.

Scimago: D1 Impact factor (2004): 4.382 Citaciok szama: 13
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2. Principles and experiments guide in electrophysiology and molecular biology. Eds. Jost
N, Muntean DM). 184 oldal, Editura Victor Babes, Timisoara, 2014; ISBN: 978-963-306-
302-6 (HU) and 978-606-8456-33-1 (RO).
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Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom kozépiskolai tanaraimnak, akik szakmai tuddsa €s emberi
hozzaallasa inditott el ezen a palyan. Kiilonosen osztalyfonokomnek és fizika tanaromnak,
Varga Annanak, illetve matematika tanaromnak, Kiss Marianak, kikt6l nemcsak a
tantargyukkal kapcsolatos atfogé tudast, de életszemléletet, problémamegoldé gondolkodast
¢s munkammal szembeni igényességet is tanultam. K6szonom kiviiliik valamennyi kivalé
egyetemi oktatomnak, kiilonésen diplomamunkam témavezetdinek (Prof. Solymosi Frigyes
akadémikus urnak és Dr. Kovacs Imre tudoméanyos munkatarsnak), hogy a magas szintii
ismeretek atadasan kiviil hozzasegitettek az igényes tudomanyos gondolkodas és kisérletes
munka alapjainak elsajatitdsdhoz.

Halas koszonettel tartozom Prof. Papp Gyula akadémikus drnak, elsé munkahelyi
vezetdémnek, hogy fizikus 1étemre lehetové tette bekapcsolodasomat az orvostudomanyi
kutatasok siiriijébe, megszerettette velem a kardiovaszkularis élet és korélettant,
farmakologiat és folyamatosan segitett tudomanyos elére haladdsomban.

Koszonettel tartozom Varré Andras professzor urnak, aki a Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetbe torténd elsé belépésem napjatol a legjobb mentorom, és egyben
baratom lett, és aki mellett magam is sikeriilt kutatonak és oktatonak valnom, és aki nélkiil
ezeket a sorokat sem irhatnam.

Kiilondsen halas vagyok Dr. Virag Laszlo tanar drnak, akivel szintén az elsd
naptol kezdve egylitt dolgoztam, akitdl sokat tanultam, majd akivel sikeresen
vezettiik/vezetjiik az In vitro elektrofizioldgiai laboratoriumot.

Oszintén halds vagyok Ursula Ravens, Erich Wettwer, Dobromir Dobrev
professzoroknak és Dr. Torsten Christ tanar Girnak, akik németorszagi tanulmanyutam alatt
voltak vezet6im, illetve kollegaim, és akik bizalmat szavaztak és adtak nekem, és akikkel
szamos értékes eredményt értlink el elsdsorban a pitvarfibrillacio kutatasi témaban.

Koszonettel tartozom Dr. Lengyel Csaba, Dr. Lepran Istvan, Dr. Toth Andras és Dr.
Végh Agnes professzoroknak, Dr. Baczké Istvan és Dr. Pataricza Janos tanar uraknak, Dr.
Ordodg Balazsnak, Dr. Sziits Viktérianak, Dr. Prorok Janosnak, Dr. Nagy Norbertnek, Dr.
Orosz Andreanak, Baczko Gabriellanak, Varadi Editnek, Molnarné Zsuzsanak, Csomor
Magdolnanak, Girst Gabornak, Dobai Gabornak és valamennyi tovabbi olyan kiilon meg
nem nevezett munkatarsamnak, bardtomnak tamogatasukért vagy segitségiikért, ami

nagymeértékben hozzéjarult kutatdmunkam eredményességehez.
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Kiilon szeretném megkdszonni sajat volt PhD hallgatdéimnak Dr. Nagy Zsolt
Akosnak, Dr. Corici Klaudianak, Dr. Nagy (Kohajda) Zséfianak, Dr. Amir Geramipournak,
Dr. Horvath Andrasnak és Kovacs Péter Palnak is akik szakmai elkotelezettsége és
szorgalma nélkiilozhetetlen volt az értekezésben foglalt jelentés mértékii eredmények
eléréséhez.

Koszonetet mondok Fazekas Tamds professzor urnak, akitdl sokat tanultam a
pitvarfibrillacié6 mechanizmusardl és klinikai-elméleti 6sszefliggéseirdl.

Koszonetet mondok Dr. Nanasi Péter, Dr. Banyédsz Tamas és Dr. Magyar Janos
professzoroknak, illetve Dr. Szentandrassy Norbert tanar urnak és valamennyi debreceni
partneremnek a sikeres kooperaciokért és gyakorlati segitségiikért a jelen értekezésben
szerepld tobb kutatasi témaban is.

Szintén koszonetet mondok Fiilop Ferenc és Kiss Lorand professzoroknak és Dr.
Szakonyi Zsolt tanar urnak (GYTK Gyogyszerkémiai Intézet) a sikeres kooperaciokért és
gyakorlati segitségiikért az NCX szerek kutatdsa témaban.

Koszonettel tartozom sziileimnek, akiktdl emberi tisztességet €s Oszinte szeretetet
tanultam. Halas vagyok feleségemnek, Krisztinanak, és gyerekeimnek, Benedeknek és
Zitanak tirelmiikért és feltétlen tamogatasukért, amivel sokat segitettek tudomanyos
palyafutasomban.

Végiil, szeretnék kdszonetet mondani kutatdsaim anyagi tdmogatoinak is:

- El6szor is koszonetemet fejezem ki a MTA Tamogatott Kutatocsoport Programnak,
amely 2000 6ta folyamatosan biztositotta és biztositja stabil kutatoi allasom.

- Kutatdsaimat témavezetdként a kovetkezd projektek tdmogattak: OTKA: F-67879, K-
82079, NN-109904; ETT: 483/2006, 306/2009; BAROSS NKTH Programok:
REG_DA_KFI_09-2-2009-0115; HU-RO Programok: HURO-TWIN,
HURO/1101/086/2.2.1, Romaniai Felséoktatasi KFI Programok: PN-11-ID-PCE-2012-4-
0512; Bolyai Osztondij (2002, 2005 és 2008 idészakok) és a TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-
2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program.

- Szenior kozremiikddo kutatoként tobb mint 20 olyan projektben vettem részt, amelyet az
OTKA, ETT, NKTH Baross és Jedlik Programok, HURO Program, TAMOP, NKFIH-
OTKA, GINOP ¢s EFOP programok tamogattak.
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