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Roviditések jegyzéke

ACh: acetilkolin

AF: pitvarfibrillacio

AMI: akut miokardialis infarktus

ANOVA: variancia analizis

AP: akcids potencial

APA: akcids potencial amplitido

APD: akcids potencial id6tartama (hossza)

APDso-90: akcios potencial idétartam 50, illetve 90 %-os repolarizacional
ASR: pitvari strukturalis remodelling

ATR: pitvari tachyaritmia indukalt remodelling

ATP: adenozin-trifoszfat

ATP: ATP4z (Ca -homeosztazis fejezetnél)

AV: atrioventricularis

Ca?*i ([Ca?")i): intracellularis Ca?*-koncentracio

cAF: kronikus/permanens pitvarfibrillacid

CICR: kalcium indukalta kalcium felszabadulas jelenség (Ca?*-induced Ca?*-release)
CL.: ciklushossz

DAD: kés6i utddepolarizacios potencial

DCM: dilatativ cardiomiopatia

DOF: dofetilid

EAD: korai ut6 depolarizacios potencial

EGTA: etilénglikol-tetraecetsav

EKG: 12 elvezetéses elektrokardiogram

ERP: effektiv refrakter periddus

ES: extrasystole

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase haztartasi gén
hERG: ,,human ether-a-go-go-related gene”, lkr csatorna alkotd gén
HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanszulfonsav

HMR: HMR-1556

HPRT: Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase haztartasi gén
HP: holding potencial

ECso: 50% gatlashoz tartoz6 koncentracid

Ica,L: L-tipusti Ca®* aram

Ik,ach: acetilkolin-fiiggd befelé egyeniranyitd K+ aram

Ik1: befelé egyeniranyité K™ aram

Ikatp: ATP-fiiggé K* aram
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Ikr: késbi egyeniranyitd K* aram lassi komponense
Iks: a kés6i egyeniranyitd K* aram gyors komponense
Ikur: késdi egyeniranyito K* aram ultragyors komponense
INak: natrium-kalium pumpadram

lo: tranziens kifelé irAnyulo K dram

Ina: korai gyors Na* aram

InaL: kés6i (,,late”) Na* dram

Incx: natrium-kalcium cseremechanizmus (NCX) aram
I/R: iszkémia-reperfuzio

Kir: befelé egyeniranyito K* csatorna

LQT: hosszu QT szindroma

MDP: maximalis diastoles potencial

NCX: Na*- Ca?* kicserélé mechanizmus

N.S.: nem szignifikans

PKA: protein kindz A

PKC: protein kinaz C

PLN: foszfolamban

QT ¢és QTc: QT, illetve korrigalt QT intervallum
MRNS: messenger ribonukleinsav

PV: pulmonalis véna

RP: nyugalmi membranpotencial

Rs: soros ellenallas

RT: repolarizacids tartalék

RyR: ryanodin receptor

SCD: hirtelen szivhalal

SERCA: szarkoplazmatikus retikulum

SEM: az atlag standard hibaja

SRe: szarkoplazmatikus retikulum (NCX kisérletek esetében)

SR: szinusz ritmus (AF aritmia kisérleteknél)
TdP: Torsades de Pointes aritmia

VEB: kamrai ektopias iités

VEF: kamrafibrillacio

Vmax: depolarizacié maximalis sebessége
VT: kamrai tachycardia

Jost Norbert Laszlo
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Preambulum

A civilizacid és a tudomany fejlodésével jelentds valtozasok torténtek az emberiség
¢letében. A 20. szazad elején induld tudoményos robbands megvaltoztatta addigi vildgunkat.
A matematikai ismeretek fejlodése elinditotta a természettudomanyok évszazadat. A 20.
szazadot a fizika valosagos forradalmat okozo, latvanyos eredményeket felmutaté évtizedei
inditottak, amelyet az 6tvenes évektdl a talan kevésbé latvanyos, de a mindennapi életiinket
anndl inkdabb meghatirozé kémia évtizedei kovették, majd a hetvenes, nyolcvanas évek
inditottak el a biologia évtizedeit, és azon beliil IS az ujabb latvanyos csodakat elérd
orvosbiologiai ismeretek forradalmat.

Természetesen az emberiség szempontjabdl a legfontosabbnak az epidemioldgiai
kutatasok teriiletén tortént ismereteket szoktuk tekinteni, amelyek az emberiséget tobb
évszazadon at pusztitd nagy jarvanyok sikeres lekiizdését jelentették, és amelyeknek
eredményeképpen legalabbis a vilag fejlettebb és fejlodd részén gyakorlatilag eltlintek a
korabban folyamatosan megjelend ¢€s a lakossagot sokszor megtizedeld fert6zd betegségek.

Sajnos a fert6zd betegségek okozta jarvanyok helyét olyan kronikus, nem fert6z6
betegségek megjelenése vették at, amelyek jelenleg is a mortalitasi és morbiditasi
statisztikdk élén vannak. Az Osszhaldlozdsok/megbetegedések jelentdés részéért
(gyakorlatilag legalabb az egyharmadaért) a kardiovaszkularis betegségek a feleldsek, és
azok kozott is a lista €lén az olyan magas incidenciat mutatd betegségek szerepelnek, mint
az 1szkémids szivbetegségek, akut miokardiadlis infarktus, hipertonia, stroke,
pitvarfibrillacio, szivelégtelenség, illetve végiil, de nem utolsdsorban a kiilonb6z6 aritmiak
talajan kialakul6 hirtelen szivhalal (SCD). Utobbi kezelésében a szamtalan gyogyszeres
kudarc eredményeképpen sajnos egyre inkabb visszaszoruloban vannak a konzervativ
kardiologia gyodgyszeres kezelési megoldasai, ¢és egyre nagyobb teret kaptak a
nonfarmakoldgiai invaziv és sebészeti megoldasok. Azon beliil is kiemelendéek az olyan
sebészeti beavatkozasokra épiild technikék, mint az elektrofiziologiai katéteres eljarasok és
a kiilonbozé beiiltethetd késziilékeken alapuld terapiak (pacemaker és ICD), illetve ezek
kombindcioja.

Jelenleg a gyogyszeres kezelés fentiek mellett maximum kiegészit terapia. Ez két
szempontbol sem idealis helyzet. Egyrészt ezek a kezelések rendkiviil koltségesek, masrészt

a jelentds infrastrukturalis hattérigény (gyakorlatilag csak kozponti korhidzakban vagy
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klinikakon léteznek ilyen beavatkozéasokat is végz6 kardioldgiai osztalyok) miatt korlatozott
a hozzaférhetdség is az ilyen komplex sebészeti-kardioldgiai kezelésekhez.

Természetesen jelentds igény van, 0j hatékony kardidlis gyogyszerek kifejlesztésére.
Ezen beliil is igen nagy sziikség van 1j antiaritmias gyogyszerek kifejlesztésére és a
mindennapi terapiaba torténd bevonasra. A CAST (1990) és SWORD (1995) nemzetkozi
vizsgélatok kudarca oOta, gyakorlatilag egyetlen igazan hatékony 10j gyogyszer
torzskonyvezésére és klinikai bevezetésére nem Xkeriilt sor kamrai szivritmuszavarok
kezelése vagy megel6zése céljabol. Kiterjedt nemzetk6zi kutatasok zajlanak szerte a fejlett
vilagban, amelyek célja hatékony antiaritmias szerek kifejlesztése. Az alap és alkalmazott
innovativ kutatasi programok helyszinei kozott egyarant megtalalhatok az akadémiai és
egyetemi szintli kutatohelyek, a gyogyszeripar fejleszt6laboratoriumai, de természetesen
ezek szoros ko-operacioja is.

A Szegedi Tudoméanyegyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézete mar a mult
szazad hetvenes éveitdl kezd6dden egy sikeres nemzetkozileg is elismert akadémiai miihely
a kardiovaszkularis élet és kortani, illetve farmakologiai kutatdsok terén. Szekeres Laszlo,
Papp Gyula, majd Varré Andras professzorok kozel 50 éves vezetése alatt szamos siker
kapcsolodik az intézet nevéhez a kardioaktiv szerek kutatdsa terén. Szamos egyéb hatékony
vegyiilet mellett a levosimendan és dronedaron fejlesztése, vizsgalata és nemzetkozi sikere
IS ezen intézet nevéhez kapcsolodik.

En 1995-ben kozvetleniil az egyetem elvégzése utan fizikusként kapcsolodtam be az
intézet kutatasaiba. Itt szereztem meg az egyetemi PhD fokozatomat, majd itt folytattam
2000 ota posztdoktoralis kutatasaimat, amelynek eredményeit négy bar elsé olvasatban
latszolag eltéronek tiind, de valdjaban nagyon is fokuszalt és Osszefliggd témakdrbe
csoportositva kivanom bemutatni jelen MTA doktori értekezésemben. Vizsgalatokat
végeztem a sziv aritmia-készségének felderitése céljabol a pitvari és kamrai szivizomzatban.
Kimutattam, hogy a sziv jelentds védekezési mechanizmussal rendelkezik (repolarizacios
tartalék), amely ha sériil a sziv fokozottan aritmogénné valik. Részt vettem tobb olyan
vegyiilet kifejlesztésében/vizsgalatdban, amelyek koziil példaul a dronedaron ma mar
hivatalosan is a pitvarfibrillacio kezelésére torzskonyvezett antiaritmias gyogyszer. Es
végiil, de nem utolso6 sorban tagja voltam azoknak a szegedi és drezdai kutatocsoportoknak
is, amelyek igazoltak és kimutattak, hogy az acetilkolin-szenzitiv kaliumaram és a natrium-
kalcium cseremechanizmus megvaltoznak ritmuszavaros allapotokban, ezért e két aram
gatldsa 1j, igéretes antiaritmias gyogyszer-tamadaspontok lehetnek a szupraventrikularis és

kamrai aritmiak kezelésére.
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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 szivritmuszavarok felismerése és kezelése régota foglalkoztatja az orvosokat és
egészségiigyben dolgoz6 kollegakat. Elsé dokumentalt leirasat mar legalabb tobb mint 2000
éve ismerjiik, ugyanis ezt olvashatjuk Huang Ti Nei Ching Su Wen leirasaban ie. 240 koriil:
., When the pulse strikes out in long beats and smoothly for a long time and then the beats of
the pulse become smaller and hard on their own account, then a quick death will occur and
no cure can be effected” (Wen, 2002). Nyilvan ez a kinai orvos altal jegyzett esemény
tekinthetd a vildgon az els6 dokumentalt halalos szivritmuszavar észlelésnek, mégpedig
vélhetden egy hirtelen szivhalallal végzdd6 kamrai attak leirdsa. Azdta sok mindent tudunk,
¢s elmondhato, hogy a szivritmuszavarok tekinthetdk a vilagon, de sajnos Magyarorszagon
is az egyik legelterjedtebb betegségnek, amelyek vezetik a morbiditasi és azon beliil is a
mortalitdsi statisztikdkat is. Ami még inkabb idOszerlive teszi a témaval torténd foglalkozast,
hogy talan csak a cerebrovaszkularis betegségek (példaul stroke vagy agyvérzés) kivételével
nincs még egy olyan akar halallal is jar betegség, amely akar az aktiv dolgozo koru (40-60
éves) populaciot is érinti ilyen széles tomegben. Tehat amellett, hogy komoly személyes és
csaladi tragédidk allnak a hattérben, egy rendkiviil fontos gazdasagi €s tarsadalmi problémat
is jelentenek a szivritmuszavarok okozta morbiditasi és mortalitasi események.

Mindez azt jelenti, hogy a szivritmuszavar (aritmia) komoly népegészségiigyi
probléma. A kardiadlis morbiditds ¢és mortalitds szempontjabol a szivritmuszavar
leggyakoribb formai a pitvarfibrillacio és a kamrai tachycardia/kamrafibrillacié. A
szivritmuszavar a normal szivmiikddés soran az elektromos impulzusban bekovetkezd
valtozasok Osszességére vonatkozik. A szivritmuszavar a szivmilkddésben tortént olyan
valtozas, amely eltér a normalis szinusz ritmustol (SR). Oka lehet az ingerképzés zavara,
ingeriiletvezetési zavar vagy mindkettd. Az aritmia nem egyenld az irregularis

szivmilkddéssel. Az aritmiak altal okozott tiinetek igen sokfélék, az alig érzékelhet6tdl az
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¢letveszélyes allapotig terjednek. Fizikai terhelés, felfokozott érzelmi éllapot, de egyes
gyogyszerek is emelhetik vagy csokkenthetik a szivverések szaméat anélkiil, hogy az kéros
lenne. A normalis szivfrekvencia 60-80 iités percenként, ¢s minden egyes szivdobbanassal
adott mennyiségli vér 16kddik ki a keringésbe. Szivritmuszavarok szamos, eltéré okokkal és
tiinetekkel rendelkezd formaban jelentkezhetnek. Eredetiik alapjan pitvari vagy kamrai
aritmiarol, a szivfrekvencidra gyakorolt hatasuk alapjan tachycardiarél vagy bradycardiarol
beszélhetiink.

A szivritmuszavarok kezelése kordbban elsdsorban a konzervativ klinikai eszkoztar
segitségével tortént. A 20. szdzadban szamos 1j kardiovaszkularis gyogyszert fejlesztettek
ki, és azon beliil is az antiaritmias kezelés palettaja rendkiviil valtozatos volt. Az antiaritmids
gyogyszereket az ismert a 4 osztalyba sorold Vaughan Williams szerinti klasszifikacio
alapjan csoportositottak (Vaughan Williams, 1975). Bar a Vaughan Williams szerinti
felosztas talan mar kissé elavultnak tekinthetd, ma is hasznalt annak ellenére, hogy az
antiaritmias szerek valdjaban komplex hatdsmechanizmusuk miatt nehezen sorolhatok be az
eredeti klasszifikacio alapjat képezé hatasok kiilon-kiilon csoportjaiba. Az aritmidk
gyogyszeres kezelése még mindig szamos problémat vet fel, ugyanis az antiaritmias szerek
hatékonysaganak vizsgalatai sordn kimutattdk a szerek mellékhatasainak tulajdonitott
mortalitas novekedést. A CAST (Cardiac Arrhythmia Suppression Trial, 1989) vizsgalatban
a tulélokben a szivinfarktust kovetd aszimptomatikus vagy enyhe szimptomatikus kamra
aritmidban nézték az enkainid, flekainid vagy moricizin hatdsat a hirtelen szivhalal
kialakulasanak rizikdjara. Az atlagosan 10 honapos utankodvetési id6 alatt a gyogyszeresen
kezelt betegek kozott magasabb volt az aritmia miatt bekovetkezett halal, mint a placeboval
kezelt betegekben. A vizsgalatban megallapitottak, hogy sem az enkainid, sem a flekainid
nem alkalmazhaté a szivinfarktust kovetd aszimptomatikus vagy enyhe szimptomatikus
kamrai aritmiak kezelésére, bar kezdetben ezek a szerek hatékonynak bizonyultak a kamrai
aritmiak kivédésében (The CAST Investigators, 1989). A SWORD (Survival With Oral D-
sotalol, 1996) vizsgalat célja a magas rizikoju betegekben megallapitani, hogy a klinikailag
jelentés B-blokkold hatassal nem rendelkezd, tiszta K* csatorna gatlo d-sotalol képes-e
csokkenteni a mortalitdst. A vizsgalt betegekben a d-sotalol alkalmazasa ndvelte a
mortalitast, ami a szer proaritmias hatasanak tulajdonithato (Waldo, 1996; Pratt, 1998).

A CAST ¢és SWORD negativ hatdsainak eredményeképpen alig maradt olyan
gyogyszerkészitmény, amelyet a kardiologusok kiilondsképpen a kamrai ritmuszavarok
megel6zésére vagy kivédésére meg tudtak tartani. Parhuzamosan hatalmasat fejlédtek a

nonfarmakologiai invaziv és sebészeti megoldasok, és azon beliil is az olyan sebészeti

4



dc_1497 1

7
MTA doktori értekezés Jost Norbert Laszlo

beavatkozéasokra €piil6 technikdk, amelyek a kiilonbozo beiiltetheté késziilékeken alapulod
terapiakat részesitik elényben. Mivel e kezelések rendkiviil koltségesek, és jelentds
infrastrukturalis hattérigényliek (gyakorlatilag csak kozponti korhézakban, klinikakon
léteznek ilyen beavatkozasokat is végzo kardiologiai osztalyok) folyamatosan megmaradt a
gyogyszeres terapia iranti igény, amelyet sajnos a gyogyszeripar nemigen tudott teljesiteni.
Gyakorlatilag kimondhato6, hogy a CAST és SWORD vizsgalatok okozta trt, azéta sem
sikeriilt bet6lteni, hiszen 1996 6ta egyetlen igazi attorést hozo 0j antiaritmias készitményt
sem sikertiilt kifejleszteni, torzskonyvezni és széleskortien bevezetni a klinikai gyakorlatba.
Egyediil talan csak a dofetilidid és részben a dronedaron azok a készitmények, amelyek
ujonnan kertiltek a Vaughan Williams palettara, de egyik készitmény sem jelent forradalmi
ujitdst a kordbban 1étezd és sajnos a proaritmia miatt kiesett gyogyszerkészitmények
potlasara. Ohatatlanul felmeriil a kérdés, hogy ,,Miért?” - vagyis miért nem sikeriilt egy
negyed évszazad alatt sem attdrést elérni, amikor az orvosbioldgiai kutatdsok mas teriiletén
azért jelentds eredményeket értiink el a kiilonboz6 betegségek mechanizmusainak
megismerésében, ¢és ennek kovetkeztében a terapiaban is. Raadasul kiilonféle statisztikak
mutatjak ki, hogy jelentés mértékii szellemi és anyagi forrast mozgositottak/mozgositanak
meg vilagszerte a kardiologiai és azon beliil az aritmia-kutatasban is.

A fentieket a kovetkezdképpen foglalhatjuk Ossze. A kardiologiaban tortént eldre
lepések ellenére korabban 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 (proaritmids mellékhatas). Az alacsonyabb
proaritmias mellékhatassal rendelkezd, hatékony antiaritmias szerek kifejlesztése érdekében
fontos a szerek hatdsmechanizmusanak alaposabb megértése mind szervi, szoveti, celluldris
és szubcellularis szinten. Es ez az a teriilet, ahol jelentds szerepet véllalhat egy alap és
alkalmazott kutatast végz6 akadémiai jellegti kutatocsapat is.

A sziv elektromos miikodését a tesztfelszini elektrokardiogram (EKG) segitségével
kovethetjiik mind normal egészségeseken mind betegeken. A testfelszini elektrokardiogram
valgjaban a szivet alkotd szivizomsejtek akcids potencidljainak (AP) az algebrai 0sszege. A
klinikus kardiologus ennek megfelelden elsdsorban az EKG felvételek regisztralasa révén
gyljt informécidkat a beteg allapotardl, mig mi elméleti kutatok a szivizomsejtek akcios
potencialjanak, illetve az azt meghatarozo6 transzmembran ionaramok regisztralasa révén
vizsgaljuk in vitro (vagyis szervi, szoveti, sejti, vagy ujabban a molekularis biologia

fejlodése kovetkeztében mar akar a szubcellularis fehérje vagy génszinten is), elsdsorban
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kiilonboz6 allatkisérletes modellekben. Utobbiak lehetnek egészséges vagy akar valamilyen
betegségmodellek is. Azt hogy ezek az eredmények miképpen transzponalhatoak at a teljes
szervezetre (példaul az testfelszini elektrokardiogramra, EKG) a Bevezetés rész kovetkezo
alfejezeteiben ismertetem. Az utdobbi 20 évben egyre tobb human elektrofiziologiai
informacid IS szarmazik egészséges vagy beteg szivek mintaibol szarmazé kisérletes
munkadk eredményeképpen. Jelen értekezés is nemcsak allatkisérletes, hanem jelentds
egészséges human kamrai és pitvari kisérletes munka eredményeit is ismerteti.

A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézete tobb
¢évtizede nemzetkdzileg is elismert akadémiai kutatomiihely a kardiovaszkuldris szerek
fejlesztése terén. Torténete az 1970-es évekkel kezdodott, amikor Szekeres Laszlo és Papp
Gyula professzorok Pécsrdl Szegedre koltoztek, és atvették a Szegedi Orvostudomanyi
Egyetem Gyogyszertani Intézetének vezetését. Az alapitott iskoldban azota is toretleniil
folyik az antiaritmias szerek kutatasa, és szamos nemzetkozileg is elismert siker koronazta
a munkassagukat. Az egyik elismert siker az Orion Gydgyszergyar fejlesztésével, de a
szegedi csapat hathatdos munkéja révén piacra keriilt 0 szivelégtelenség gydgyitasara
Kifejlesztett gyogyszer, a levosimendan. A masik gyogyszer, amelynek a preklinikai
vizsgalataban jelent6s kisérletes munkat hajtott végre az id6kézben Varrd Andras professzor
vezette intézet, a dronedaron, amelyr6l sz6 esik majd jelen doktori értekezésben is.

1995-ben PhD hallgatoként kapcsolédtam be az intézet kutatsaiba a Papp Gyula és
Varr6 Andras professzorok 4ltal vezetett Szivelektrofiziologiai Munkacsoportba.
Kutatasaim f6 célja az emberi kamrai szivizomzat repolariziciot meghatarozo
kaliumaramok vizsgalata koré fokuszalodottak elsdsorban. Jelentds eredményeket értiink el
a kamrai kés6i egyeniranyitd kaliumaram huméan kamrai szivizomsejtekben torténd
jellemzése teriiletén, amely kutatasok részét képezték a 2000-ben ,,.Summa cum laude”
mindésitéssel 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 Iényegét. A vezérelv Uj
amiodaron-szeri vegyiilet(ek)nek a kifejlesztése volt, mert az amiodaron az egyetlen olyan
antiaritmids gyogyszeriink, amely valoban hatékony az aritmidk kivédése terén, és
gyakorlatilag mentes a kamrai proaritmias mellékhatasoktol, habar egyéb extrakardialis
mellékhatdsai nem jelentéktelenek. Szdmos 1) antiaritmids vegyliletet sikeriilt akéar sajat
otletek alapjan (GYKI-16638), akdr gyogyszergyarral kooperacidban (dronedaron,

tedisamil) kifejleszteniink és megvizsgalnunk. A gyogyszervizsgalati munka soran
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folyamatosan beleiitkoztliink abba a problémaba, hogy még mindig nem értjiikk kelléen az
aritmidk kialakuldsdnak cellularis szintli mechanizmusat.

Az emlitett célkitlizések elérése végett, kiterjedt vizsgalatsorozatot inditottunk a
kamrai €s pitvari repolarizaciét meghatarozd elsésorban kaliumaramok, majd késobb a
natrium-kalcium cseremechanizmus tanulmanyozasa céljabol kiilonbozé emldsszivekbol
szarmaz6 kamrai és pitvari mintakon. A végcél kettds volt.

Az egyik célpont az volt, hogy megismerjiik a kamrai repolarizaciot meghatarozo
transzmembran iondramok tulajdonségait, 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 tiiztiik ki, hogy felderitsiik, hogy
miért van arra szlikség, hogy a repolariziciot tobb kalium-ionaram is szabalyozza, hogy
miként hatnak egymasra, melyik aramnak lehet jelentdsebb szerepe az aritmogenézisben, és
ezaltal melyik aram lehet a kiemelt gyogyszer-timadaspont. Ez segithet megérteni, hogy
miért bizonyultak proaritmiés hatastiaknak az amugy rendkiviil hatékony I és IlI-as osztalyu
antiaritmids készitményeink, és értelemszerien igy lehetdéség nyilna olyan hatdanyag-
tamadaspontokat azonositani, amelyekre ¢épitve mar hatékony proaritmiamentes
gyogyszereket fejleszthetnénk ki.

A vizsgélat tovabbi eredményt kecsegtetd célkitlizése (amely jelen értekezésnek nem
témaja) a humanszerli species beazonositdsa volt, legalabbis a kamrai repolarizaciot
meghataroz6 kaliumaramok tekintetében. Erre azért van sziikség, mert ismert, hogy a
kisérletes orvosbioldgiai kutatasokban széleskoriien alkalmazott allatmodellek (elsésorban
kis testll ragcsalomodellek, mint példaul az egér, patkany vagy tengerimalac) hasznalata az
aritmia kutatasban nem szerencsés, mert elektrofiziologiai profiljuk, mint példaul a sokkal
magasabb fiziologias szivfrekvencia, jelentdsen eltér az emberétdl. A bizonyos tekintetben
értheté okok miatt egyre szigorodo allatvédelmi jogszabalyok pedig jelentésen behataroljak,
hogy kutatisainkat milyen speciesekben végezhetjiik. Mindezek sziikségessé teszik, hogy
sikeriiljon beazonositani, hogy melyik species a legalkalmasabb 0j hatékony antiaritmias
szerek in vitro és in vivo jellegli tesztelésére, amelyek eldsegitik a human klinikai-
farmakologiai vizsgalatok elinditasara sziikséges legtokéletesebb preklinikai dossziék
elkészitését.

Kiilon vizsgalatsorozatot inditottunk a pitvarfibrillacié cellularis mechanizmusanak
a felderitésére. A vizsgalatok arra iranyultak, hogy megéllapitsuk milyen valtozasok

torténnek a pitvari izomzatban, amelyek szerepet jatszhatnak a betegség progrediens
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kialakulasaban, és ezaltal melyek lehetnek a pitvarszelektiv gyogyszer-tamadaspontok
kamrai proaritmiamentes gyogyszerek kifejlesztése céljabol.

A CAST és SWORD vizsgalatokban elsdsorban a depolarizaciot, illetve a
repolarizaciot meghatarozo ionaramokat moédositdé gyogyszereink buktak meg. Ezek a
készitmények az akcios potencialt meghatarozoé felfelé szallo (vagyis depolarizalo), illetve a
végén lefelé szallo (repolarizald) dganak a megvaltoztatisa révén képesek a szivfrekvenciat
lelassitani, és ezaltal példaul a kamrai illetve pitvari tachycardiat kivédeni. Az akcids
potencialt szamos mas iondram is meghatarozza, azon beliil is kiemelt szerepet jatszik a
masodlagos depolarizaciot, illetve a platot meghatarozo L-tipust kalcium ionaram (lcaL) és
az ahhoz tarsult egyéb kalciumion-mozgasok, mint példaul a natrium-kalcium
cseremechanizmus (NCX). Korabbi elméleti alapon megfogalmazott munkahipotézis volt,
az hogy az NCX aram szelektiv gatlasa hatékony gydgyszer-tdamadéaspont lehet az elsésorban
késoi utodepolarizacid altal triggerelt aritmiakban, de ennek ellendrzése hatékony és
szelektiv NCX gatloszerek hidnyaban nem volt lehetséges.

Mindezt Osszefoglalva a jelen MTA doktori értekezésben bemutatom a PhD
fokozatom megszerzése utani tudomanyos kisérletes tevékenységemet. Az értekezésben az
eredményeimet az el6zéekben ismertetett elvek alapjan a kovetkezo dsszesen négy latszolag
talan eltéronek tiino, de valéjaban nagyon is fokuszalt és oOsszefiiggé témakorbe

csoportositva kivdnom bemutatni:

1. témakor. XKiilonboz0 antiaritmias szerek cellularis hatasainak vizsgalata
emldssziveken.

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

3. témakor. A pitvarfibrillacio okozta remodelling cellularis hatasmechanizmusainak
vizsgalata emldssziveken.

4. témakor. Az NCX gatlds lehetséges antiaritmids hatdsmechanizmusanak vizsgalata

emlossziveken.
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Az értekezés témakoreinek irodalmi hatterei

1. és 2. témakor: Kiilonbozé antiaritmidas szerek celluldris hatdsainak valamint a
repolarizdlo K*-aramok és a repolarizdcios rezerv vizsgdlata emldssziveken

A kamrai szivizomsejtek akcids potencialja és azt meghatirozo iondramok

Az emberi szervezetben taldlhaté sejtek plazmamembranja az egymastol eltérd
iondsszetételll intra-, és extracellularis teret valasztja el. Az ingerelhetd sejtek akcids
potencidlja nem maés, mint a sejtmembranon foly6 térben és idoben valtoz6 ionaramok
kovetkeztében 1étrejove  fesziltségvaltozasok. A sziv  ritmikus mikodését a
szinuszcsomoban kialakulo, és innen a pitvari izomsejteken, az ingeriiletvezet6 rendszeren,
majd a kamrai munkaizomzaton tovaterjedd akcids potencialok hozzak létre. Az akcids
potencialok kovetkeztében az intracellularis kalciumkoncentracié atmenetileg megnd, ami a
szivizomsejtek Osszehuzddasat eredményezi. Magat az akcidés potencidlt az emldsok
szivizomsejtjeiben a plazmamembran idd- és fesziiltségfliggd ioncsatorndinak konduktancia
valtozasai hozzak 1étre. A szivizomsejtek akcids potencialjat 6t fazisra osztjuk (1. abra).

Az elsé fazis neve a nulladik fazis (0O-fazis), amelyet AP felszalld szaranak is
neveznek a hirtelen nagymértékii membranpotencidl-valtozas ido-fesziiltség grafikonon
abrazolodo jellegzetes alakja miatt. Az akcids potencidl nulladik fazisdban id6- és
fesziiltségfiiggd gyors Na* csatorndk aktivalddnak, sokszorosara novelve az addig alacsony
Na* konduktanciat. A Na* ionokra jelentds elektrokémiai hajtoerd hat, ezaltal a csatorna
nyitésa is nagyon jelentds aramot eredményez, igy a membranpotencial aktualis értéke a Na*
egyensulyi potencialja (kb. +55 mV) felé mozdul, tehat a membran depolarizalodik. A gyors
Na* csatornak hamar inaktivalodnak, de a refrakteritds miatt jra ingerelhetd allapotba majd
csak a repolarizacié utdn keriilnek. A gyors Na* csatornak altal okozott depolarizacid
kovetkeztében egyes dramokért felelds ioncsatorndk aktivalodnak, mig masok
inaktivalodnak. A nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felelés K*-aram (befelé
egyeniranyito K" 4aram, Iki) lecsokken a befelé torténd egyeniranyitds miatt, ez
megakadalyozza repolarizalé hatdsi K™ aram 1étrejottét a nulladik fazis alatt. A
depolarizaci6 hatasara ugyanakkor egy korai tranziens kifelé iranyulé K*-aram (“transient
outward potassium current”, Iw) is aktivalodik. Az I felelds az akcids potencial elsé
fazisaban tapasztalt gyors, atmeneti repolarizacioért (,,notch” kialakulasa).

Az akcids potencial masodik fazisaért (az un. platd fazisért) a féként Ca?" ionokat

szallito lassu befelé iranyuld dram a felelds. A plato fazis alatt nem torténik jelentdsebb
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mértékli repolarizacid az I inaktivalodasa és a K* (lki) csatorndk befelé torténd

egyeniranyitasa miatt.

Pitvar Kamra
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1. abra. A pitvari (bal oldali mezé) és kamrai (jobb oldali mezé) szivizomsejtek akcids
potencialjanak fazisai és az ezeknek megfelel ionaramok. Az AP mellett feltiintetett arab szamok
az AP egyes fazisait jelolik. Az akcidés potencial alatt a membranpotencial-valtozast eldidézo
transzmembran ioncsatorna-aramok vannak vézlatosan feltiintetve. A lefelé iranyuld nyilak az
extracellularis térbol a szivizomsejtbe torténd kationmozgast (inward dram), mig a felfelé mutato
nyilak a szivizomsejtbdl az extracellularis térbe torténd kationmozgast (outward daram) jeldlik. Az
iondramok roviditései: Ina = befelé iranyuld gyors Na*-dram; lca. = befelé iranyuld L-tipust Ca?*-
aram; Incx = natrium-kalcium cseremechanizmus (NCX) &ram; lcar = T-tipustt Ca?*-aram; lx1 = befelé
egyeniranyitd K*-aram; I ach = acetilkolinfiiggd K* aram; lo1 = tranziens kifelé iranyuld K*-aram;
lwe = Ca?*-aktivalta K*-dram; lcu= késdi egyeniranyito kifelé iranyulo K*-aram ultragyors
komponense; Iks = késbi egyeniranyito, kifelé iranyulé K*-aram lassu komponense; Ixr = késoi
egyeniranyito, kifelé iranyulé K*-aram gyors komponense; lci = klorid aram; Ik ach = acetilkolin-fiiggd
befelé egyeniranyitd K* aram, Ir = befelé iranyulé pacemaker-Na*-aram; lxate = ATP-fliggd K aram.
Invk = natrium-kalium pumpadram.

Az AP harmadik fazisaban kezdddik meg a repolarizacios folyamat, mely az AP
negyedik fazisdra visszadllitja a membranpotencial nyugalmi értékét. A repolarizacidt
szamos aram egyiitt hozza 1étre. A kezdeti szakaszt az Ica,L aram inaktivacidja hatarozza meg

leginkabb. Késébb egyre nagyobb szerep jut a késdi egyeniranyito (,,delayed rectifier ) K*-
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aram (Ikr és Iks) gyors és lassi komponenseinek, majd a repolarizaciot, és a sejtek
membranpotencialjanak helyreallitasat is a befelé¢ egyenirdnyité kaliumaram, az Ix1 aram
teszi teljessé. Ezen kiviil meg kell emliteni két fontos pitvarszelektiv repolarizalé aramot is.
Az egyik a kés6i egyeniranyitd kaliumaram ultragyors komponense, az lkur, és egy
ligandvezérelt aram, a G-protein stimulacié hatasara nyild acetilkolin szenzitiv befelé
egyeniranyito kaliumaram, az lka ch.

Az AP negyedik fazisa (elektromos diastole) soran az extranodalis (automaciaval
nem rendelkezd) miocitak, igy a kamrai sejtek membranpotencialja is a nyugalmi értéken
marad egészen az Gjabb AP kezdetéig. A 4. fazist meghataroz6 nagy K* konduktancia (amely
az k1 aramot eredményezi) felelds azért, hogy a kamrai miocitdk nyugalmi

membranpotencialja a K* ionok egyenstlyi potencialjahoz kozeli érték (kb. -90 mV).

A . régi” antiaritmias gyogyszerek proaritmias mellékhatdsainak felfedezése, és a modern,
elsdsorban multichannel jellegli, un. ,.amiodaron-szer’” gyogyszerek iradnti igénynek a
megfogalmazasa

A Cardiac Arrhythmia Suppression Trial vizsgalatok (CAST I-11) bebizonyitottak, hogy
a Vaughan Williams I/C hatastipusi Na*-csatornagatl6 antiaritmias gyogyszerek (flekainid,
enkainid, moricizin) az iszkémias eredetii kamrafibrillacio (VF) fellépését megkonnyitd win.
profibrillans hatas révén —a post-infarktusos kamrai extrasystolia latvanyos szuppresszidja
ellenére— novelik a teljes és hirtelen halalozast (Lazzara 1996; Singh 1999). Aggalyokat
¢ébresztettek az I/A tipusu kinidinnel végzett randomizalt klinikai vizsgélatok eredményeibdl
szarmaztatott meta-analitikus adatok is, és felvetették annak a gyanujat, hogy bizonyos
betegcsoportokban ennek a klasszikus antiaritmias gyogyszernek is erds proaritmias hatasa
van, ami mortalitas-névekedésben nyilvanulhat meg (Fazekas, 1999a; Varr6, 2009). Az a
felismerés, hogy a szupraventrikularis és kamrai tachyaritmidk tilnyomé tobbsége az
impulzus korforgasan (reentry) alapszik és az ingeriiletvezetést lassito Na*-csatornagatlok
nem ritkdn inkabb elésegitik a reentry-aktivaciot (Fazekas, 1994), paradigma-valtashoz
vezetett, ami elsdsorban abban nyilvanult meg, hogy a gyogyszerfejlesztésben résztvevo
kutatok és a klinikusok érdeklédése egy masik alapvetd antiaritmids+antifibrillans terapias
principium, a repolarizacioé gyogyszeres megnyujtasa felé fordult (Singh, 1994; Wang, 1994;
Bril, 1996; Lazzara 1996; Fazekas, 1996 és 1999b; Katrisis 1997; Salata, 1997; Conolly,
1999; Torp-Pedersen, 1999). Singh és Vaughan Williams 1970-ben egy 0j farmakoterapias
iranyzat elektrofiziologiai alapjait fektették le, amikor kimutattak, hogy a d,l-sotalol (MJ

1999) és a kronikus amiodaron-eldkezelés erdteljesen megnyujtja a szivizomsejtek akcids
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potencidljanak idétartamat (APD) és effektiv refrakter periddusat (ERP); az ujfajta
elektrofiziologiai effektust Ill-as tipust antiaritmias hatasnak nevezték el (Singh, 1970a;
Conolly, 1994, Singh, 1999). Ezen kutatasi és terapias iranyzat er6sodése jegyében tobb
olyan 1j, ,tiszta” (,, pure drug”’) K*-csatorna-blokkold molekulat fejlesztettek ki, amelyek
tobbségérol (dofetilid, d-sotalol, almokalant, sematilid, E-4031) kideriilt, hogy a
repolarizaciéban dontd szerepet betoltd késbi egyeniranyitd K -aram gyors komponensének
(Ikr) szelektiv gatloszere (Gough, 1989; Jurkiewicz, 1993; Darpd, 1996; Katrisis, 1997,
Salata, 1997; Torp-Pedersen, 1999).

A karosodott bal-kamrafunkcioji post-infarktusos betegeken d-sotalollal végzett
prospektiv, randomizalt, kettés-vak SWORD (Survival With ORal D-sotalol) vizsgalat
mindazondltal azt bizonyitotta, hogy az Ikr szelektiv gyogyszeres blokkja is jelentds
proaritmia-kockazattal és mortalitas-novekedéssel szovodik (Waldo, 1996; Pratt, 1998). Az
APD-t és ERP-t megnyujté gyogyszerjeloltek kutatasa természetesen a SWORD utan is
folytatodott, az 0j cél azonban mar nem ,tiszta” Ikr-ionaramgatlok, hanem olyan
,multichannel ” (,,dirty drug”), vagy un. ,,amiodaron-szeri” antiaritmikumok kifejlesztése
volt, amelyekben a repolarizaciot megnyujtod (I11-as osztaly(l) hatas egyéb, elényosnek vélt
farmakologiai tulajdonsaggal (kombinalt 1HI+1/B, II és/vagy IV osztalyi aktivitds) 6tvozve
jelentkezik (Brill, 1996; Nattel, 1999).

Ezt kovetden a kilencvenes éve masodik felében azok az ij K*-csatornagatlok
keriiltek az érdeklédés homlokterébe, amelyek nemcsak az Ik-t gatoljak, hanem ugyanezen
kationaram lassan aktivalodo Osszetevojét (Iks) is blokkoljak. A kombinalt Ixr+lks gatlastol
ugyanis a Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis (Jurkiewicz, 1993) alapjan tobb szerzé az un.
forditottan frekvencia-fiiggé (,,reverse use-dependent”) APD-megnyulas. és az arra
visszavezethetd kamrai proaritmias aktivitas gyengiilését vagy elmaradasat remélte (Salata,
1997; Dorian, 1999; Singh, 1999; Viswanathan, 1999). Ennek a kovetkez6 a magyarazata.
A hirtelen bekodvetkezd szivirekvencia ndvekedés (példaul korai extrasystole) vagy a tartds,
egyensulyi (,,steady-state”) tachycardia altal indukalt APD rovidiilés (APD restitacio, illetve
APD-adaptacid) létrehozasdban résztvevd elektrofizioldgiai mechanizmusok nem kelld
mélységli ismeretébdl az is kovetkezik, hogy nincsenek pontos, mindenki altal elfogadott
eredményeink a forditottan frekvenciafiiggé (reverse rate-dependent) repolarizacié
megnyulas hatterében allo ioncsatornaszintii eseményekre vonatkozoan sem. Sanguinetti és
Jurkiewicz tengerimalac kisérleteken alapul6 hipotézise nyoman évekig feltételezték, hogy
a szelektiv Ikr -blokkolok (dofetilid, E-4031, almokalant) repolarizaciét megnyujto hatasa

azért csokken vagy sziinlk meg a magas szivfrekvencia tartomdnyban, mert a késoi
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egyeniranyito K*-aram ezen allatfajban lassan aktivalodo és deaktivalddo Osszetevoje (az
Iks) a rovid diastoles intervallumok miatt tartosan nyitva marad, feler6sodik (,,lks -
akkumulaci6”), ami masodlagos APD rovidiiléshez vezet. Ennek megfeleléen azt a
hipotézist vetették fel, hogy az Iks szelektiv gatlasa mentes volna az Ik, gatlokra jellemzé
forditott frekvenciafliggd hatastol (Jurkiewicz, 1993).

A Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis felvetéseit kovetve tobb vegyiilet vizsgalatat
tiztik ki célul. Ezek kozott voltak olyan 1) originalis innovativ gydgyszerjelolt molekulak,
mint az amiodaron kongéner vegyiilet az SR-33589 (dronedaron), az amiodaronszerii
tulajdonsagokkal felruhazott kombinalt III+I/B osztalya GYKI-16638, valamint a
multichannel gatlé6 molekulaként kifejlesztett KC-8857 (tedisamil). Ezen kiviil a Sanguinetti
¢és Jurkiewicz hipotézis tanulsagait is figyelembe véve, a proaritmias mellékhatasok
cellularis mechanizmusanak megismerése céljabol Osszehasonlitasként, megvizsgaltuk
néhany régota ismert és széleskorlien hasznalt antiaritmias gydgyszer hatasat (az I/A
osztalyl szerként ismert prokainamid, kinidin és disopyramid) a transzmembran

ionaramokra.

A szivizom repolarizdcidjaban részt vevd kiilonboz6 kaliumcsatornak kolcsonhatisainak
vizsgalata eml6s kamraizmon - a repolarizacios tartalék fogalma és jelent6sége

Mint mar az elézd alfejezetben is volt rola szd, a szivritmuszavarok gyodgyszeres
kezelésének egyik lehetséges és kiemelkedden fontos modja az akcids potencial
idotartamanak (APD), illetve effektiv refrakter periddusanak a megnyujtasa, amit a Vaughan
Williams féle klasszifikacioban I1I osztalyt antiaritmias hatasnak nevezziink (Singh, 1970a).
Szamos nem szivre hatd gyogyszer repolarizacié megnyulast idéz eld a kamrai szivizomban
¢s a Purkinje rostokban egyarant azéltal, hogy egy vagy tobb kaliumaramot blokkol
(Antzelevitch, 1996; Drici, 2000a; Gintant, 2001). Ma mar koztudott, hogy az akcios
potencial id6tartamanak megnyuldsa bizonyos helyzetekben proaritmias szovédményhez
(Torsades de Pointes tipusi kamrai tachycardia) vezethet, melynek kovetkeztében
novekszik a gyogyszer okozta §sszmortalitas. A kamrai repolarizacio a sejtbe befelé halado,
mint példaul a gyors Na aram (Ina) €s L-tipust kalciumaram (Ica) és a sejtbdl kifele halado
ionaramok, mint példaul. a tranziens kifel¢ iranyuld kalium aram (Iyo), a késoi egyeniranyitd
kaliumaram gyors (Ikr) és lassu komponense (Iks) valamint a befelé egyenirdnyito
kaliumaram (Ik1) finom egyensulyaként jon létre. A klinikai tapasztalatok azt mutattak, hogy
fiziologias koriilmények kozott a kaliumcsatorndk egyetlen tipusanak sériilése vagy

gyogyszeres gatlasa kifejezett, potencialisan veszélyes APD megnytlast varhatdan nem
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eredményez, mivel a tobbi kaliumaram megfelelé repolarizacios plusz kapacitast képes
biztositani. Ezt a jelenséget nevezte el Roden professzor ,repolarizacids tartaléknak”
(,,vepolarization reserve’) (Roden, 1998 ¢és 2005), amelyrdl elészor egy klinikai jellegii
hosszit QT szindromas kozleményhez irott szerkesztéségi levélben (,editorial”) a
kovetkezOképpen fogalmaz:
,Nagyobb probléma megjosolni a Torsades de Pointes aritmiak megjelenését alacsony
gyogyszer plazmakoncentraciok esetében. Ezért javasoljuk bevezetni a repolarizacios
rezerv fogalmat. Ennek szellemében azt feltételezhetjiik, hogy az egészséges kamrai
szivizomszovetben egy gyors és biztonsagos repolarizacids rendszer l1étezik, amely nem
teszi lehetdvé a reentry aritmias korok, illetve az aritmogén korai utddepolarizaciok
(EAD) kialakulasat. Valgjaban a gyors (Ikr) és lassu (Iks) késéi egyeniranyitd
kaliumaramok normadlis miikddése a f6 biztositétka a stabil ¢és biztonsagos
repolarizacionak, és igy a szivizomnak erds repolarizacios tartaléka van. Meghatarozott
Torsades de Pointes aritmiat el6idéz6 kockazati tényezok csokkentik ezt a repolarizacios
tartalékot, és igy valdsziniisithetd, hogy olyan tovabbi behatdsok, mint példaul a genetikai
karosodas, az Ikr gatld gydgyszerek alkalmazasa mar elégségessé valnak ahhoz, hogy egy
adott betegben a Torsades de Pointes aritmia kialakulhasson” (Roden, 1998).

Annak ellenére, hogy a fentiekben emlitett koncepcio, illetve definicid6 minden
kisérletes bizonyiték nélkiil pusztan elméleti spekulacié eredményeként sziiletett, igen
gyorsan komoly visszhangot valtott ki. Ezt a megjelenését kovetd évben mar 16 és a mai
napig €rkezett dsszesen tobb mint 400 idézet is bizonyitja. A repolarizacids rezerv elséd
megfogalmazasat kovetd években nyilvanvalova valt, hogy segitségével értelmezhetdve
valnak azok a varatlan proaritmias komplikaciok is, amelyek egyébként nem jartak egyiitt a
repolarizacio és/vagy a QT intervallum szamottevd megnyulasaval.

Munkacsoportunk egy teljesen mas megkozelitésben jutott el a repolarizacios tartalék
fogalmahoz, amelynek az lett az eredménye, hogy az Iks transzmembran kaliuméram ¢€lettani
szerepének tisztazasa soran kisérletes bizonyitékokkal clséként igazoltuk a repolarizacios
rezerv jelentdségét a tlzott mértékii repolarizacidé megnyulas kovetkeztében kialakulod
aritmias kockazat megnovekedésében (Varrg, 2000).

Nem sokkal azt megel6zden, hogy az eldzdleg mar emlitett modon a repolarizacios
rezerv megfogalmazasra kertilt volna, laboratoriumunkban mar rendelkeztiink azokkal az j
specifikusnak tekinthetd Iks gatlé vegyiiletekkel (chromanol 293B, L-735,821 és HMR-
1556), amelyekkel lehetdvé valt, hogy vizsgaljuk az Iks é4ramnak a szivizom

repolarizacidjaban betoltott szerepét. Ezeknek a kisérleteknek az eredeti célja egy a
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Sanguinetti és Jurkiewicz altal széleskortien ismert és elfogadott hipotézis (Jurkiewicz,
1993) experimentalis bizonyitasa volt. Mint az el6z6 alfejezetben mar roviden taglaltam,
ezen hipotézis szerint az Iks farmakologiai uton torténd gatlasa - a korabban a gyors késoi
egyeniranyitdo (hERG) kaliumcsatorna (Ikr) gatlo sotalol és dofetilid hatasaval ellentétben -
vélhetden nem forditott (reverse) use dependens modon nyujtja meg a szivizom
repolarizacigjat. A Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézis szerint, amelyet korabbi tengerimalac
miocitakon végzett patch-clamp kisérletek eredményei alapoztak meg az akcids potencialok
soran kinyilt (aktivacio) Iks transzmembran ioncsatornak — a repolarizacid soran lassan
zarulnak be (deaktivacid). Ez azt jelentené, hogy magas szivfrekvencidknal az Iks csatornak
egy része nyitott allapotban maradna, és rajtuk keresztiil jelentés mértékii repolarizalo K*-
aram folyna keresztiil, és igy nagymértékben hozzdjarulna a tachycardia soran tapasztalhato
repolarizacio rovidiiléséhez (Sanguinetti, 1990; Jurkiewicz, 1993). Ezzel 6sszhangban az Ik,
gatlo szerekkel ellentétben az Iks csatorndk gétladsa elsésorban gyors szivirekvenciaknal,
azaz tachycardidban lenne kifejezett, amely terdpiasan igen eldnyés ERP megnyujto
antiaritmias hatast eredményezne csekély proaritmias kockazat mellett. Mindezeket
figyelembe véve szamos elméleti farmakologus, és gyogyszergyar az Ixs gatlo antiaritmias
gyogyszerek fejlesztésébe kezdett (Schreieck, 1997; Bosch, 1998; Shimizu, 1998). A
korszellemnek megfelelden, mi is foglalkozni kezdtiink az Iks gatldo szerek cellularis
hatdsmodjanak a vizsgalataval.

Jelen munkénk célja az volt, hogy a cellularis elektrofiziologia eszkoztarat
felhasznalva, megvizsgaljuk az egyes kaliumaramok egymas kozotti kdlcsonhatasat, és
kisérletesen igazoljuk a repolarizacids tartalék lehetséges szerepét a kamrai szivizom
repolarizacidja soran. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Iks és Iki1 aramok szelektiv
gatlasanak hatasait kutya, illetve egészséges emberi kamrai APD-re miutan a repolarizacios
tartalékot szelektiv Ikr gatlassal, illetve a szimpatikus stimuldcio fokozassal eldzetesen
legyengitettiik. A hipotézist tovabb ellendrizve megvizsgaltuk mi torténik, hogyan valtozik
meg az lki aram dilatativ cardiomiopéatiaban, illetve megvizsgaltuk az Ixs &ram fokozasanak

(aktivalasanak) a lehetséges szerepét az akcios potencial repolarizaciodjara.

3. témakor: A pitvarfibrillacios remodelling cellularis hatasmechanizmusainak vizsgadlata
emlossziveken

A pitvarfibrillacié (AF) a leggyakoribb, hirtelen/aritmogén szivhalalt csak ritkan
okozo, klinikai lefolyasat tekintve azonban korantsem ,,benignus” szivritmuszavar, amely a

jelenlegi becslések szerint az Europai Unidban = 4,5, az USA-ban = 2,5 milli6 embert sujt.
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Az epidemiologusok prognozisa, hogy a gazdasagilag fejlett és hozzdjuk felzark6zo
orszagokban a lakossag varhato élettartamanak novekedése, a ritmuszavar kialakuldsat
leggyakrabban eldidézd hypertensio oriasi prevalencidja (50-70%) és az AF-et provokalo
¢s/vagy arra hajlamosité ,,népbetegségek™ (els6sorban az obezitas/tulsuly, cukorbaj,
kardiometabolikus szindroma, szisztolés/diasztolés szivelégtelenség, alvasi
apnoe/hypopnoe-szindroma) nagymérvii elterjedése kovetkeztében ez a szam 2050-re
valdsziniileg megkett6z6dik.

AF-ben a fiziologias koriilmények kozott koordinalt pitvari tevékenység helyett
teljesen rendezetlen, kaotikus, oriasi frekvencigju (cca. 600-800/min) gyors excitacid
jellemezi a pitvarok elektromos miikodését, amelyek 1ényegében véve vonaglanak, érdemi
mechanikai tevékenységre (0sszehtizodasra ¢€s ellazuldsra) képtelenek. A pitvarfibrillacio

egy progrediens betegség, amelynek tipusai tobb fazisban alakulnak ki:

- Els6 alkalommal felismert

- Visszatér6 (rekurrens) - két vagy tobb alkalommal fellépd

- Paroxizmalis pitvarfibrillacio - a szivritmuszavar 48 oran, de legkésébb
7 napon beliil spontan megsziinik

- Perzisztens pitvarfibrillacid - 7 napnal tovabb fennall

- Hosszan perzisztalo - tobb mint egy éve fennallo.

- Permanens pitvarfibrillacio - kronikus pitvarfibrillacio

- Elethossziglan fennall - orvos €s beteg is elfogadja, és tobbé nem

torekednek a szabalyos ritmus helyreallitasara

Paroxysmalis AF-ban a rendszerteleniil és nemritkan (10-40%) panaszmentes
formaban jelentkezd epizodok/attakok 7 napon beliil spontanul megsziinnek, de ha az AF
perzisztenssé valik, gyogyszeres terapia vagy elektromos cardioversio sziikséges a Szinusz
ritmus (SR) helyreallitasara. Az SR visszaallitasat célzd gyogyszeres, elektromos vagy
,hibrid” gyogyszer (példaul prokainamid vagy ibutilid injektalasa utan végzett elektrosokk)
beavatkozas nem mindig sikeres, és kdztudott, hogy annal kisebb a valosziniisége, hogy a
betegek SR-ban maradnak, minél hosszabb ideje fennall(t) a cardioversio elétt az AF. Ha a
SR ezen beavatkozasok ellenére sem all helyre vagy kisérlet sem torténik helyreallitasara
(mert példaul a beteg nem egyezik bele az altatas alatt végezhet6 elektrokardioverzidba), a
ritmuszavar allandosul, s ilyenkor a permanens jelzével illetjiik (Nattel, 2002).

Kisérletes koriilmények kozott rovidebb-hosszabb ideig fenntartott gyors pitvari
elektrostimulacioval AF idézhetd eld, amely onfenntarté folyamatként eldsegiti (elsésorban

nagyobb szivvel bir6 fajokban) sajat fennmaradasat. Ezt a jelenséget nevezték el Allessie és
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mtsai, ma mar klasszikusnak nevezhet6en az ,,atrial fibrillation begets atrial fibrillation”,
azaz ,,a pitvarfibrillacio pitvarfibrillaciot szil” kifejezéssel (Wijffels, 1995).

AF-ben nem csupan a pitvarok szabalyos elektrofizioldgia aktivitdsa sziinik meg,
hanem a kontraktilis funkcio is. Osszehtizodas hijan a pitvarokban pangd vér (stasis), a
prothrombotikus anyagok keletkezésének ndvekedése és az endogén antikoagulansok
csokkent termelddése kovetkeztében vérrogok (thrombusok) képzddnek, amelyek nemritkan
sulyos neurologiai (maradvany) tiinetekkel jard ischaemids széliitést (cerebrovascularis
thromboemboliat, stroke-ot) okoznak. Az AF fennallasara a betegek 20%-aban csupan az
agyi érkatasztrofa bekovetkezte utan deriil fény. Ez a tény azért is szomoru, mert a cardiogen
thromboembolia a ritmuszavar idejekoran diagnosztizalasaval ¢és antithrombotikus
kezeléssel a betegek jelentds részében megel6zheté lenne. Az utobbi esztenddk klinikai
vizsgalatainak egyik f6 tanulsaga, hogy a stroke-veszély gyakorlatilag ugyanolyan nagy
paroxysmalis és perzisztens AF-ben, mint permanensben.

Az AF korélettananak megismerése rendkiviil sokat fejlodott az elmult 20 évben,
melynek soran bekeriilt a koztudatba az atrialis remodelling, azaz a pitvari atépiilés fogalma
(Nattel, 1999b). Minden, az AF soran el6alld pitvari strukturalis/szerkezeti,
funkcionalis/elektrofiziologiai ¢€s szignaltranszdukcids/biokémiai elvaltozast Osszefog-
laloan pitvari remodellingnek neveziink. A pitvari remodellingnek szamos (részben a kivalto
alapbetegségtdl fiiggd) forméja/tipusa van, mindemellett k6zos jellemzdjiik, hogy eldsegitik
Lényegében véve, az AF is azokon a kamraizomzatban/szivizomsejtekben is megfigyelhetd,
mindenkitdl ismert szivritmuszavar-keltd/fenntartd6 mechanizmusokon alapul, melyeket az
2. abra szemléltet. Pitvarfibrillaciot egyarant okozhat gyors pitvari ektopias tevékenység,
soliter vagy repetitiv extrasystolia vagy un. reentry-aktivitas.

Az AF-et kivalto, tobbnyire funkcionalis (multiple wavelet)-reentry inicialasaban és
a ritmuszavar tartds fennmaradasaban is, a repetitiv = pitvari  ektopids
aktivitdsnak/extrasystolidnak kulcsfontossagu szerepe van. Minél hosszabb ideje all fenn az
AF, annal kifejezettebb az atrio-endomyocardialis és neuralis (Lu, 2008; Sheng, 2011)
remodelling, s tobb éve tartdé permanens AF-ben az ,atépiilés” mar oly mértékben
progredialt, hogy a pitvariiregek kitagulnak, a pitvarizomfal pedig kotészovet-szaporulat
miatt egyre merevebb lesz (fibromyocardialis atalakulas). Chen és mtsai nemcsak spontan
koros automacidra vagy triggerelt aktivitasra képes szivizomsejteket talaltak kutyak

pulmonadlis vénak (PV)-szajadékaiban (a PV-ostiumokban) és a visszerekbe betiiremkedd
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szivizomnyelvekben, hanem olyasféle reentry-mechanizmust is, aminét AF-ben szenvedd

betegek PV-régiodiban is kimutattak (Chen, 2001).

Szubsztratum Trigger |—na—— Ektopias
-7 | aktivitas

/ -~
’ =

/ _-

/ -

i
Remodelling

Reentry

Pitvar
fibrillacio

|

2. abra. A pitvarfibrillacio kialakulasiaban és fennmaradasaban szerepet jatszo fobb tényezok.

Mindent 0sszevéve, a venoatrialis AF-et elinditd extrasystolek (ES-k) patofiziologiai
hatterében harom aritmogén mechanizmus allhat: i) koros automacia; ii) reentry; iii)
triggerelt aktivitas. Utobbi lehet a PV-szajadékokbol kiindulod spontan ES (fokalis AF),
amelyet un. kés6i (DAD = delayed afterdepolarization) és/vagy korai (EAD = early
afterdepolarization) utodepolarizacié indukal.

A kialakult/mar meglévd pitvari remodelling tovabbi komplex (e helyiitt nem
részletezett) elektrofiziologiai és patobiokémiai mechanizmusokon keresztiil eldsegiti az AF
tovabbi fennmaraddsit megalapozd ektopids ¢€s/vagy reentry aktivitast. Szamos
korfolyamat/betegség 1étezik, amely megvaltoztatja a pitvarsejtek és a pitvari myocardium
elektroanatomiai és elektrofiziologiai tulajdonsagait, igaz jelen értekezésnek ezen
korformak szambavétele nem célja. Altaldban véve, allatkisérletes és klinikai vizsgalatok
alapjan a pitvari remodelling két alapformdjat kiilonboztetjiik meg. Az egyik a pitvari
tachycardiatol/tachyaritmiatol indukalt tipus, amely els6sorban elektromos remodelling
(ATR = atrial tachycardia-induced remodeling), és amelyet klinikai koriilmények kozott
tachyaritmiak (AF, pitvarlebegés, paroxysmalis szupraventrikularis tachycardiak) valtanak
ki; a masik a pangasos szivelégtelenséghez vagy a kamraizomzat kotdszovet szaporulattal
(fibrosissal) ¢és telddésgatlassal jar6 megbetegedéseihez (mint amilyen példaul a
hypertensio) tarsulo pitvari strukturalis remodelling (ASR=atrial structural remodeling). A
két ,,remodelling-forma” éles disztinkcidja magatdl értddéen nagyon nehéz, hiszen az itt és

késoébb felvazolt (elektro)patofiziologiai folyamatok kart karba dltve jarnak.
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Az a megfigyelés, hogy mar a néhany hétig folyamatosan fennalld AF is képes
gyokeresen megvaltoztatni a pitvar elektrofizioldgiai tulajdonsdgait és facilitalja a
tachyaritmia fennmaradasat és/vagy allandosulasat, az Allessie vezette maastrichti
munkacsoport ,,mérfoldkének” tekinthet6 elektropatologiai/elektrofiziologiai felfedezése
volt (Wijfells, 1995). Mar céloztunk arra, hogy az ATR-rel indukalt AF elsésorban
elektromos remodellinget idéz el6 (Nattel, 1999b). Jelenlegi ismereteink birtokaban
egyelére nem tudjuk, hogy az un. long-standing perzisztens és a permanens AF okozta
wremodelling-formak” kozoétt milyen  (mikro)elektrofiziologiai és  hisztopatologiai
hasonlosagok ¢és kiilonbségek vannak, de az nyilvanvald, hogy az elektroanatdomiai atépiilés
(sejtszintli és szubcellularis) jellemz6it nagymértékben befolydsolja a sziv-ér rendszeri
alapbetegség (Burstein, 2007).

Fontos megértentink 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 aktivitasa, példaul lerovidiil az APD és ERP, valamint szamos
ionaram tulajdonsaga megvaltozik (3. abra). Els6sorban arra kell gondolnunk, hogy a
betegség kovetkeztében megvaltoznak az adott ionaramok tulajdonsagai.

Ismert, hogy a kamrai szivbetegségeknél (példaul cardiomiopatiak, vagy
szivelégtelenség) szamos aram vagy feler6sodik, vagy legyengiil (up- illetve
downregulalodik), vagy ami szintén gyakori, megvaltozhatnak az aramok kinetikai
tulajdonsagai vagy akar gyogyszerérzékenységiik. Szamos irodalmi adat ismert arr6l, hogy
kronikus/permanens pitvarfibrillacioban (cAF) jelent6sen lecsdkken (mintegy 60-70%-al)
az L-tipusi kalciumaram denzitasa (Ical) ami megvaltoztatja a szivizomzat Ca®'-
homeosztazisat (Sun, 1998; Skasa, 2001). A csokkenés kimutathatd egyarant funkcionalis
aram (Van Wagoner, 1999; Christ, 2004) ¢és molekularis (mRNS ¢és fehérje expressziok)
szinten (Brundel, 1999; Lai, 1999; Schotten, 2003a; Christ, 2004; 3. 4bra). Az ATR a Ca®*-
homeosztazis karositdsa révén mindenkor rontja a pitvarok systoles/kontrakcios ¢és
diastoles/relaxacids funkciojat (Sun, 1998). A pitvariiregtagulat tovabb noveli a reentry
korok keletkezésének valoszintiségét (nagyobb a rendelkezésre all6 endomyocardialis
»Szivizomteriilet”, tobb szimultan funckiondlis reentry keletkezésének adottak a feltételei)

A L-tipust kalcium aram megvaltozasan kiviil perzisztens AF-ben akar 100%-an
megemelkedik a befelé egyenirdnyitd kaliumaram amplitiddja (Iki) is. Mindkét aram

remodellingje esetében a valtozasokat igazoltdk a nativ 4ram, illetve a csatornakat alkoto
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vagy kodold fehérje és mRNS szintekben is (Bosch, 1999; Brundel, 1999; Dobrev, 2001;
Gaborit, 2005).

AF
'APDg,=159 mi
Aram F6 alegység Gén
(fehérje)
< Ina < Nav1.b VN SCN5A
60-70% L lcaL r 40-60% 1 Qc 40-60% 1 CACNA1C
60-70% L ko L 40-50% 4 Kv4.3 30-60% 4 KCND3
40-50% V1, AR 50-60% L Kv1.5 <  KCNAS
LAl PUR—— <  HERG < KCNH2
70-80% Thks  ————— na. KvLQT1 70-80% T KCNQ1
100-140% Tlkn =~ == 100-140% T Kir2.1-2.3 100% T KCNJ2/12/4
50% Hiach ———— e — 50% + GIRK1/4 50% 4 KCNJ3/5
n.a.% { lkare) na. Kir6.2 35% 4 KCNJ11
na. Incx " ———gee— na. NCX1 60-70% T NCX1

3. abra. A pitvari akciés potencialt létrehozo kationaramok emberi pitvarsejtekben
szinuszritmusban (SR) és pitvarfibrillacioban (AF); ez az un. ,,ioncsatorna-remodelling”. Az
aramok intenzitasanak szazalékban kifejezett valtozasa az abra bal oldalan, az ioncsatornakat alkotd
f6 fehérje-alegységeké kozépen, a kodold géneké az dbra jobb oldalan lathat6. A piktogramok az
aramerdsség akcios potencial alatti idobeli valtozasat szemléltetik (a méretarany hozzavetdleges
figyelembevételével). n.a. = nincs irodalmi adat.

Nem zarhaté ki, hogy a betegség kovetkeztében egy adott aram teljesen
megvaltozzon, példaul csak adott koros koriilmények kozott valjék aktivva. Ez elsdsorban a
kiilonbozd ligandfiiggd aramoknal feltételezhetd, mert ilyenkor sokkal inkdbb elképzelhetd,
hogy a betegség megvaltoztatja azt a nemritkan bonyolult komplex mechanizmust,
amelynek révén a ligand szabalyozza az aramot. Ilyen aram lehet példaul a csak a pitvarban
aktiv G-protein altal szabalyozott acetilkolin szenzitiv befelé egyenirdnyité kaliumaram, az
Ik,ach IS (Heidbiichel, 1990). A paraszimpatikus/vagus-izgalom kapcsan felszabadulo
acetilkolin (ACh) serkenti a pitvarok muszkarinerg receptorait (M-receptorok) és aktivalja
az Ik ach-aramot (Yamada, 1998). Eddig az volt az uralkodo allaspont, hogy az Ik ach-aram
a ligand (ti. az ACh) kotddése €s stimulacidja nélkiil inaktiv/zart. Masfeldl, régota tudjuk,
hogy az efferens vagus-idegvégzédésekbol a pitvar kiilonboz6 régidiban eltérd

mennyiségben felszabaduld6 ACh hatasara a fizioldgidsan is meglévd repolarizacids
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egyenldtlenséghez inhomogén pitvari APD és ERP tarsul, amely tovabb néveli a pitvari
repolarizacio diszperzidjat (Liu, 1997). Philippe Coumel (1935-2004), a nemrégiben elhunyt
brillidns parizsi kardiologus munkatéarsaival mar 1978-ban leirta az utobb roéla elnevezett
vagalis paroxysmalis AF-et, amely rendszerint 30-50 éves, makroanatémiailag ép szivii
férfiakban, éjszaka/alvas kozben vagy étkezés utan, pihenés alatt jelentkezik (Coumel,
1978). A Coumel-AF-nek az is klinikai jellegzetessége, hogy a rohamot altalaban kifejezett
sinus-bradycardia és/vagy valamilyen ,vagomimetikus” esemény/manéver (példaul
kohogés, nyelés, bofogés, az alvas vagotonids iddszaka; a carotistajék kompresszidja,
Valsalva-kisérlet) el6zi meg/valtja ki (Yeh, 2007). Ha a Coumel-AF fellépett, az ,,atvezetett”
kamrafrekvencia altaldban nem nagy (,,bradyaritmias AF”). Magatol értédden, logikusnak
latszott a kérdésfeltevés, vajon az AF fellépését és/vagy fennmaraddsit moduldlja-e az
Ik ach-aram funkciovaltozasa/’remodellingje”?

Az Ik ach-aram vizsgalata az Ursula Ravens professzor asszony altal vezetett Drezdai
Egyetem Farmakologiai és Toxikologiai Intézete munkatarsainak kdzponti kutatasi témaja
volt. Ennek kovetkeztében 2000 ota szamos publikacié jelent meg az AF remodelling

témakorben a drezdai munkacsoport kutat6itol. Dobrev és mtsai 2001-ben kimutattak, hogy

crer
crcr

«rer

rovidilést (Dobrev, 2001). Az Ik ach csokkenést akkor ugy értelmezték, hogy ez a pitvari
sejtek védekezd, adaptacids mechanizmusanak eredménye, amelynek kovetkeztében a
csokkent Ik ach igy valamennyire ellenstlyozhatja az APD megrovidiilést (Dobrev 2001 ¢€s
2003). Ennek a kisérletsorozatnak a magyarazatat azonban a szerz6k sem talaltak feltétlentil
Kielégitéen egyértelmiinek, és felvetik egy alternativ megoldas lehetdségét.

A drezdai munkatarsak és masok is igazoltak, hogy cAF-ben az Ixi1 éaram
funkcionalisan upregulalt (Dobrev, 2001), és ezzel parhuzamosan az aramot meghatarozo
Kir2.1 izoform fehérje és mRNS szintje is megemelkedett (Dobrev, 2002; Girmatsion,
2009). Mindez azt jelenti, hogy ez a megemelkedett hattér Ik1 aram mindenképpen jelentds
APD megroviditd hatassal rendelkezik. Természetesen felmeriil egy alternativ magyarazat
i1s. A hattér alaparam megnovekedéséhez ugyanis hozzajarulhat egy megvaltozott Ik ach,
illetve az ATP-fliggd befelé egyeniranyitd K*-aram is (Ikatp). Ezt a két aramot klasszikus
voltage-clamp modszerekkel vizsgalva ugyanis nem lehet szétvalasztani a Kir2.x csatornak
altal alkotott Ixi aramtol. Ezekben a dolgozatokban annak idején pont azért tigy beszéltek

err6l az aramrol, hattér-alaparam (,,basal current”) és nem, mint Ik; aram. A dolgozat
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diszkusszidjaban maguk a szerzok is kiemelték, hogy tisztan elméleti alapon a cAF indukalta
hattér aram megemelkedését nem lehet feltétleniil csupan az Iki betegség indukalta
megvaltozhatnak az M-receptorok aktivitdsa, amelynek kovetkeztében az Ik ach csatornak
akar vagus izgalom nélkiil is spontan aktivitast mutatnak (Dobrev, 2001 és 2002). Egy
korabbi tanulmény mar kimutatta, hogy egy hetes tachypacelt kutya modellben izolalt pitvari
sejtekben jelent volt egy konstitutiven aktiv Ik ach-szerli aram (Cha, 2004; Ehrlich 2004).
Jelen vizsgélatsorozat egyik célja a permanens pitvarfibrillacio indukalta
»loncsatornaszintii” 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 krénikus hosszan tarto AF-
ben szenvedd betegektdl szdrmazod miocitdkban. A masik cél egy kisérletes permanens
pitvarfibrillacios modell kiépitése valamint in vivo és in vitro elektrofizologiai elemzése
lehetdleg egy olyan az emberéhez hasonl6 elektrofizioldgiai profillal rendelkezd nagytestl

emldsben, mint amilyen a kutya.

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

Az ¢let fenntartasahoz nélkiilozhetetlen szivperctérfogat biztositdsanak alapvetd
feltétele a szivizomzat megfelel6 mechanikai aktivitdsa, valamint az Osszehtizodas és
elernyedés preciz iddbeli/térbeli szervezése. A szivizom szinkronizalt 0sszehtizodéasat a

szivsejteken végig terjedd elektromos depolarizacid (akcids potencidl, AP) inicialja. A sziv

crer

crer

[Ca?*]i ugyancsak gyors, diastoles szintre torténd csokkenése biztositja.

Amennyiben a szivkontrakcid és/vagy -relaxacié komplex, precizen szabalyozott
mechanizmusai tartésan sériilnek, stlyos, életveszélyes allapot alakulhat ki, amely kiilso,
terapids beavatkozas hidnyaban altaldban halalhoz vezet.

A kontrakcio-relaxacié (mechanikai) ciklus-szabalyozasa tehat szorosan kapcsolodik
az intracellularis Ca®" koncentraci6 ([Ca®'])) dinamikus szabalyozasdhoz (Ca?
homeosztazis), melynek legfontosabb komponenseit és 1épéseit az 4. abra foglalja 6ssze. A
depolarizacio soran a szivizomsejtekbe az extracellularis térbdl -elsdsorban az L-tipust

Ca?*-csatornakon keresztiil- Ca?* aramlik be (Bers, 2002a). Ez a (trigger) Ca?* az
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intracellularis tér specialis, Ca?* raktirozé kompartmentjébdl, a szarkoplazmatikus
retikulumbol (SRe), annak Ca?* csatornainak (ryanodin receptor, RyR) megnyitasaval

tovabbi, sokkal jelentdsebb mértékii Ca®* felszabadulast indukal (CICR: Ca?* induced Ca?*-

release).

2K
Ca’* pumpa_ Na*- K* pumpa

Szarkolemma

& T-tubulus

.

N T Akcids potencidl

iy Ca2* franziens

\
N Kontrakcio

4, 4dbra. A Kkamrai szivizomsejtek Ca®-homeosztizisanak sémaja és fontosabb
transzportfolyamatai. A piros nyilak a kontrakciot kivaltdo Ca?*-mozgasokat, mig a zold nyilak a
relaxaciot megalapozo, a szabad Ca?* citoszolbol torténd eltavolitasaért felelés mechanizmusokat
jelzik. A fidkéabra az akcids potencial (AP), az intracellularis Ca?*-szint (Ca?*-tranziens) valtozasa és
a kontrakcio létrejottének id6beliségét mutatja. (ATP = ATPaz; NCX= Na*/Ca?*-cseremechanizmus;
PLN= foszfolamban; RyR= ryanodin-szenzitiv Ca?*-csatorna; SR= szarkoplazmatikus retikulum
(Bers, 2002a alapjan modositva).

A Kkiils6 és bels eredetii [Ca®']i 6sszessége képezi az intracellularis Ca?* tranzienst.
A megemelkedett [Ca?*]i a regulacids troponin fehérjéhez kotédve lehetévé teszi a miozin
¢és aktin molekuldk relativ elmozduldsat, amely makroszkopikus szinten 6sszehtizodasban
nyilvanul meg (Bers 2002a és 2002b). A megfeleld sebességli relaxacio elengedhetetlen
feltétele a citoplazma systole alatt megemelkedett Ca?*-szintjének gyors renormalizélasa.
Ennek két kritikus szerepldje a plazmamembran Na*/Ca®* kicseréldje (NCX1) és az SRe
Ca2" pumpaja (SERCA2). Mig az elbbi kipumpélja a ,,felesleges” (trigger) kalciumot a
sejtbdl (Ca?*-extruzid), az utdbbi visszajuttatja az intracellularis raktarba, az SRe-be, az
onnan kidramlott Ca?* mennyiséget (Bers, 2002a és 2002c).

A szivizomsejtek tovabbi CaZ*-transzporterei, a szarkolemma Ca?"-pumpéaja
(PMCA), és az energiatermeld mitokondriumok Ca®*-transzportereinek szerepe az
intracelluldris ~ Ca?*-homeosztazis fenntartdsaban normalis  szivmiikodés esetén

elhanyagolhato (Choi, 1999). A sziv egyensulybeli ,,beat-to-beat steady state” miikddése

szempontjabol kritikus jelentdségii, hogy az L-tipusu Ca®" csatornan keresztiil bejuté és az

23



dc_1497 1

7
MTA doktori értekezés Jost Norbert Laszlo

NCX altal eltavolitott, illetve az SRe-bdl felszabadulé, a SERCA2 4altal ugyanoda
visszapumpalt kalcium mennyisége minden egyes szivciklus sordan pontosan megegyezzen
(Eisner, 2000).

Emlds6kben harom NCX varians taladlhato, melyek mindegyikét kiilon gén kodolja.
Az NCXI1 sok sejttipusban megtalalhato, legnagyobb mértékben azonban szivizomban,
agyban ¢és vesében fordul el6. Az NCX2 elsésorban agyszovetben, az NCX3 pedig a
vazizomban és az agyban expresszalodik (Toth, 2009). Maga az NCX1 molekula kilenc
transzmembran szegmensbol és egy nagy intracellularis hurokbol all, mely a teljes fehérje
tobb mint 50%-at alkotja (Bers, 2002d). Itt integralédnak a transzporter aktivitasat
szabalyoz6 fontos mechanizmusok.

A Na'/Ca?* cseremechanizmus passziv folyamat, energetikai hatterét a Na*/K*
pumpa biztositja. A transzport iranya reverzibilis, azaz az NCX-nek két alapvetd transzport
médja van, Ca?* eltavolito (forward: Ca?" leadds, Na* felvétel), illetve Na* eltavolito

(reverse: Ca?* felvétel, Na* leadds) jellemzd (5. abra).

Keésoi utédepolarizacio (DAD)

T m
AN

v RPN Korai utédepolarizacio
Intracellularis ter : v
Ca2* 3 Na* (EAD)

5. abra. Az NCX aram két transzport modjanak sematikus Abrazolasa egy sziv akcios potencial
alatt. Az NCX aram reverz modja (z61d szinnel jelolve) csak az AP kezdeti fazisaban aktiv, és 3 Na*
ion cserél ki a sejtbdl 1 Ca?*-iont behozva sejtbe, és igy outward dramot eredményez. Az NCX 4ram
forward modja (narancs szinnel jelolve), pedig forditott iranyu, vagyis 3 befelé halado Na*-iont
cserél ki egy kifelé halado Ca?*-ionra, amely igy egy nett6 inward aramot eredményez. Ca-taltéltddés
esetén ez korai (EAD) de foleg kés6i (DAD) utdédepolarizaciohoz vezethet.

A transzport nem elektroneutralis (1 Ca?"«<»3 Na*), a Ca?*-ionok eltavolitasa pozitiv
toltésbearamlassal, azaz depolarizacioval jar, melyet normal, steady state koriilmények
kozott a Na'/K* pumpa altal generalt ellenkezd irany toltésaramlas (3 Na*«—2 KY)
kompenzal. Az NCX aram pillanatnyi iranyat a membranpotencial (Em) és az NCX
egyensulyi potencialja (Encx) pillanatnyi értékeinek kiilonbsége hatarozza meg. Ha ez
negativ, Ca?*-leadas, befelé iranyulé aram és depolarizacio, ha pedig pozitiv, Ca?*-felvétel,
kifelé irdnyul6 dram és repolarizacio jon létre (Bers, 2002¢). Normal koriilmények kdzott ez
a potencialkiilonbség csak a szivciklus rovid kezdeti fazisaban pozitiv (reverse transzport:

Ca®*-felvétel), a szivciklus tovabbi fazisai (platd és repolarizacids fazisok, diastole) alatt
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negativ (forward transzport, Ca?*-leadds). A transzport fluxussebességét szamos fiziologias
tényez6é modulalja.

A legalapvetSbb szabalyozé mechanizmus a Ca?*-dependens aktivacié, amely az
[Ca?*)i tartds, nagymértékii emelkedése esetén lehetdvé teszi annak fokozott eltavolitasat.
Ezzel szemben nagyon magas [Na']i gitolja az NCX miikodését (Na*-fiiged inaktivdcio)
(Bers, 2002c, 5. abra). A transzport pH érzékeny, a [pH]i csokkenése (aciddzis) erésen
gatolja. Szamos tovabbi cellularis NCX1 modulator mechanizmus ismert, példaul PKA,
PKC, foszfolemman (mely az NCX1-en kiviil a Na*/K* pumpat is az ellentétes iranyban
modulalja), sorcin, sth., és bizonyitékok vannak egy NCX1 regulaciés makromolekularis
komplex létezésére is (Bers, 2002c).

Aritmias szivmiikodést szamos kiilsd és belsd faktor hozhat Iétre vagy tarthat fenn.
Néhény aritmiatipus kdzvetleniil kapcsolodik a Ca?*-homeosztazis zavaraihoz, igy az NCX1
koéros miikodéséhez is (triggerelt aritmidk). Mas esetekben (példaul a pitvarfibrillaciot
1étrehozé un. ,aritmogén szubsztrat” kialakulasdhoz vezetd ,.cellularis remodelling”
folyamatok inicializdldsdban) az intracellularis Ca?*-tiltelitédés (Ca?*-overload) inkabb
patolégids szigndlnak tekinthetd. Sejtszinten Ca?*-fliggé aritmidk leginkabb Ca?'-
taltelitédés kovetkeztében jonnek 1étre, mely abnormalis membranpotencialok -korai, illetve
késdi utodepolarizacios potencialok (EAD, DAD)- kialakuldsaban is megnyilvanul. Ezek
halmozott kialakuldsa jelentdsen csokkenti a szivkontrakcid erejét €s gyakran vezet halalos
kamrafibrillaciokhoz (hirtelen halal szindroma) (Ter Keurs, 2007).

Osszefoglalva az elézbeket a kovetkez6 fontos elemeket kell kiemelniink. Forward
modban az NCX cseremechanizmus harom befelé halado Na™-iont cserél ki egy kifelé
halad6 Ca?*-ionra, és igy egy nettd6 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
utddepolarizacioknak fontos szerepet tulajdonitanak az aritmogenézisben (Yang, 1996;
Volders, 2000; Pogwizd, 2002), kiilondsen abban az esetben, ha a kalium konduktancia
csokkent, mint példaul szivelégtelen allapotokban (Pogwizd, 2001).

Ennek megfeleléen a kiilonb6zd tachyaritmids allapotok (kamra- de kiilondsen
pitvarfibrillacio) kialakulasaban és fenntartdsaban is alapveté komponens az NCX1 fokozott
miikodése kovetkeztében kialakulo intracellularis Ca®*-tultelitddés, mely protedzok
aktivalasan keresztiil hozzajarul a strukturalis és elektromos remodellinghez, a
pitvarfibrillaciora jellemzd ,,aritmogén szubsztrat” gyors kialakuldsdhoz. Szervszinten a

Ca2*-fiigg6 aritmiak (Torsades de Pointes, kamrai tachycardiak) elsésorban az AP terjedése
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soran  fellépd szoveti irregularitdsok, mikro- ¢és/vagy  makroheterogenitasok
(strukturélis/funkcionalis reentry) kovetkeztében keletkeznek, melyet az intracellularis Ca®*
-homeosztazis fokalis regulacios zavara idéz elé. Igy az NCXI1 forward modjanak
farmakologiai gatlasa 1ij terapias lehetséget jelenthet a pitvarfibrillacio ill. Ca?*-dependens
kamrai aritmiak kezelésében (Pogwizd, 2002 és 2003). Hatékony és szelektiv NCX
gatloszerek hianyaban ennek a hipotézisnek az ellendrzése és igazolasa nem volt lehetséges.
Az eddig ismert néhany szelektivnek vélt NCX gatlok, mint példaul a KB-R7943 vagy SEA-
0400, sajnos nem voltak megfeleld vegyiiletek, mert kiilondsen magasabb koncentraciokban
mindkét szer nemcsak az NCX aramot, hanem az L-tipust kalcium csatornat is gatoljak
(Birinyi, 2005; Acsai, 2007; Antoons, 2012). igy kiilonboz6 iszkémia-reperfuzié indukalta
Ca?*-tultelitddés aritmia kisérletekben bizonyult védd hatasukat nem lehet kizarélagosan az
NCX gatl6 hatas eredményeként interpretalni (Watano, 1999; Elias, 2001; Magee, 2003;
Antoons, 2012).

Mindez azt jelenti, hogy tovabbra is empirikus maradt a Pogwizd hipotézisnek az
igazoldsa, hogy vajon a szelektiv NCX gétlas hatékony lehet a Ca®*-tultelitédés talajan
keletkezd EAD és DAD tipusu triggerelt aritmidk kezelésére.

Nemzetkdzi és 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 ko-operacioban megvizsgaltuk az NCX aram szerepét sinus-ritmusos, illetve

permanens pitvarfibrillalé betegek szivébdl szarmazo human pitvari szivizomsejtekben.
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Célkitiuzeések

Elsddleges célkitlizésem négy, elméleti és klinikai szempontbél egyarant fontos

kérdéskor vizsgalata volt:

1.

In vitro elektrofiziologiai modszerekkel (standard mikroelektroda és patch-clamp
technikak) tisztdzni szamos 0j vagy régi fejlesztésti antiaritmias hatast gyogyszer és
gyogyszerjelolt vegyiilet cellularis mechanizmusat kiilonboz6 (kutya, tengerimalac,
nyul és egészséges emberi) emldssziveken.

In vitro kisérletes elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a sziv repolarizaciojat
meghatarozo kaliumaramok kozotti kolcsonhatasokat, és azon beiil is a K*-dramok
szerepét a sziv repolarizacids adaptaciés mechanizmusdban (repolarizacios tartalék)
emldssziveken.

In vitro és in vivo elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a hosszan tartd
permanens pitvarfibrillaci6 (CAF) patofiziologiai hatasait (példaul az cAF okozta
remodelling hatasait), valamint a pitvarfibrillaici6 kivédésének 1j kamrai
proaritmiamentes farmakolédgiai lehetdségeit emldssziveken.

In vitro és in vivo jellegl elektrofiziologiai modszerekkel megvizsgalni a natrium-
kalcium cseremechanizmus (NCX) antiaritmias tamadaspontként torténd gyogyszeres

befolyasolhatosaganak lehetdségeit emldssziveken.

Ennél fogva MTA doktori értékezésem Eredményeit és azoknak Megbeszélését ebben a

négy témakorbe csoportositva mutatom be a kovetkezokben:

1. témakor. Kiilonbozo antiaritmids szerek cellularis hatdsainak vizsgalata emldssziveken

témakor. A szivizom repolarizicidjdban részt vevé kiilonbozé K'-csatorndk

kolesonhatasanak vizsgélata. A repolarizacios tartalék fogalma és jelentdsége emlds

kamraizmon

3. témakér. A pitvarfibrillacios remodelling cellularis hatdsmechanizmusainak vizsgalata

eml6ssziveken

4. témakor. Az NCX gatlas lehetséges antiaritmias hatdsmechanizmusanak vizsgélata

eml6ssziveken
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Modszerek és anyagok

Vizsgalt speciesek és etikai engedélyek

A vizsgalatokat kisérletes allatok (kutya, nyul, tengerimalac) és emberi szivekbol

szarmazo0 pitvari €s kamrai preparatumokon végeztiik.

Kisérletes dllatok

Kezeletlen felnétt 8-20 kg sulyt keverék kutyakat, 1.5-2 kg stlya 1j-zélandi
hazinyulakat, illetve 300-500 g stlyu tengerimalacokat hasznaltunk. A kisérleti eljarasok
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 OE;j, 1-74-66/2005 és I-74-
6/2012 sz.), valamint a Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlinc Biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosaga (XII1./01031/000/2008 és XI11/1211/2012 sz.) engedélyeivel.
Az allatokat a kisérlet elott 400 NE/kg heparin iv. injekcioval kezeltiik. Ezutan a tarkotitéssel
elkabitott (nytl vagy tengerimalac esetében), illetve 30 mg/ttkg natrium pentobarbitallal vagy
thiopentallal tulaltatott (kutya esetében) allatok szivét bal oldali thoracotomian at

eltavolitottuk, és 4 °C hémérsékletii fiziologias tapoldatban atoblitettiik.

Emberi prepardatumok

Az emberi szivekbdl szarmazo preparatumokat aortabillentyli beiiltetéshez hasznalt
egészséges emberi donorszivek nyesedékébdl illetve szinuszritmusos vagy permanens
pitvarfibrillalé koronaria bypass miitéten atesett betegek szivébdl szdrmazd jobb pitvari
fiilcsedarabkakbol szarmaztak. A sziv kivétele elott a szervdonor furosemid, dobutamin ¢és
plazma kivételével nem részesiilt mas gyogyszerkezelésben. A kisérleti eljarasok
megfeleltek az Orvos Vildgszovetség (WMA) Helsinki Nyilatkozatdnak el6irdsaival
(Cardiovascular Research 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
Szegedi Tudomanyegyetem Orvosetikai Bizottsaga (20/2004 sz.), a Drezdai Miszaki
Egyetem Carl Gustav Carus Orvosi Kar Orvosetikai Bizottsaga (EK790779 sz.), illetve az
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Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs-TUKEB (4991-0/2010-1018EKU-339/P1/010 sz.)
megfeleld etikai engedélyeivel. A pitvari fiilcse nyesedékek felhasznaldsdhoz rendelkeztiink
a betegek irasos engedélyével. A transzplantacios miitéthez sziikséges billentylik eltavolitasa
utdn megmaradt szivizomnyesedékeket, illetve a kordnaria bypass miitét soran elnyert
pitvari fiilcse nyesedékeket hideg (4-6 °C) kardioplégias oldatban taroltuk egészen az

elektrofiziologiai vizsgalatok (preparacio illetve szivizomsejt izolalas) megkezdéséig.

Szivizomsejtek izolalasa

Kisérletes dallatok szivizomsejtjeinek izolaldsa

Kutya kamrai és pitvari sejtek izoldlasa

Kutya kamrai sejtek izoldlasa Langendorff perfiizios eljardssal

Kamrai szivizomsejteket enzimatikus izolacios eljarassal nyertiink. Az emésztéshez
egy kelléen nagy bal kamrai szegmenst hasznaltunk, amely rendelkezett olyan artérids
rendszerrel (példaul bal kamrai deszcendens ag vagy coronaria circumflexa), amelyet egy
intravénas braniil segitségével kanulaltunk, és egy 60 cm H20 nyomason beallitott
Langendorff berendezés segitségével meleg oxigéndus CaCl-t tartalmazo izolacios oldattal
mostunk at, amig a koronariakbol sikeresen kimostuk a vért. Ezutan a kovetkezd oldatokkal
perfundaltattuk a szovetet: i) Ca?*-mentes oldat kb. 10 percig; ii) mintegy 15 perc Ca?*-
mentes oldat plusz kollagenaz (Sigma I tipus vagy Worthington 2 tipus, 0.66 mg/ml); iii)
ezutan hozzaadtunk még proteazt (Sigma, XIV tipus, 0.12 mg/ml) és tovabbi 15-30 percig
emésztettiik a szovetet retrograd perfundaléssal. Az oldatokat folyamatosan melegitettiik (37
°C-on) ¢és oxigénnel buborékoltattuk. Az enzimes perfuziot akkor allitottuk le, amikor
egyértelmd jeleit lattuk a szovet emésztésének, amelynek a szovet képlékenny¢ valdsa volt
a jele. Ezutan az emésztett szovetet olld segitségével, kisebb néhany kobmilliméteres
darabokra vagtuk, és kis méretii Berzelius poharakba helyeztiik, amelybe 37 °C-ra melegitett
KB oldatot vagy az elébb emlitett Ca?*-mentes oldatot helyeztiink, amelyhez tovabbi 1.25
mM CaCl és 0.1% BSA-t (szérum albumin Sigma V frakcid) adtunk hozza. A szovetet
ezuttal is Oz-vel buborékoltattuk. A mintegy 15 perces pihentetés utan a szovetbdl a sejteket
gyenge razassal, vagy trituralassal bontottuk ki. A sejteket tartalmazo szuszpenziot ezutan
haromszor atsziirtiik, illetve tisztitottuk, ugy, hogy mintegy 5-10 perc iilepités utan leszivtuk
a feltiluszo folyadékot, és friss KB vagy Tyrode oldattal potoljuk. A harmadik atsziirés utan
a KB oldatban helyezett sejteket 4 °C-n, a Tyrode oldatban helyezett sejteket pedig 12-14
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°C taroljuk a kisérletek megkezdéséig. A két oldatban tarolt sejtek formdajukban és

tulajdonsagaikban eléggé hasonldak voltak.
A sejtek izolalasahoz a kovetkez6 dsszetételi oldatokat hasznaltuk (mM/1-ban):

a) Ca®" tartalmu izol4cios oldat: NaCl 135, KCI 4.7, KH,PO4 1.2, MgSO4 1.2, HEPES 10,
NaHCO3 4.4, glukéz 10, taurin 20 és CaClz 1.25 (pH 7.2 NaOH-al beallitva);

b) Ca*-mentes izol4cios oldat: NaCl 135, KCI 4.7, KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, HEPES 10,
NaHCOs3 4.4, gluk6z 10 és taurin 20 (pH 7.2 NaOH-al beallitva);

¢) KB oldat: KOH 90, L-glutaminsav 70, taurin 15, KCI 30, KH2PO4 10, MgCl; 0.5, HEPES
10, glukéz 11, és EGTA 0.5 (pH 7.3 KOH-al beallitva);

d) Tyrode oldat: NaCl 144, KCI 4.0, NaH2PO4 0.4, MgSO4 0.53, HEPES 5, gluko6z 5.5,
CaCl, 1.8 (pH 7.4 NaOH-val beallitva).

Kutya pitvari sejtek izoldlasa.
Kutya pitvari sejteket kétféle eljarassal nyertiink.

1) Kutya pitvari sejtek emésztése az un. ,, darabka” (chunk) izoldcios eljarassal

A jobb fiilcsét 4 °C-0s, 10 ml/L heparint (25000 NE) tartalmazé Ca*> mentes
izolacios oldatba tettiik, majd apr6 darabokra vagtuk. Ezutan a szovetdarabokat 37 °C-on a
kovetkezd oldatokban kevertettiik folyamatos Oz buborékoltatds mellett: i) Ca®*-mentes
izolaciods oldat, amelyhez hozzaadtunk 10 ml/L Heparint (25000 NE) 2x5 percig; ii) Ca®" -
mentes oldatba, amely 1.24 mg/ml kollagenazt (Worthington I. tipus) és 0.4 mg/ml proteazt
(Sigma XIV. tipus.) adtunk hozza (10 percig); iii) ez utan az oldathoz 20 uM CaCl,-t adunk
¢és az emésztést tovabbi 30 percig folytattuk. A feliiluszo6 eltavolitdsa utan a szovetdarabokat
tovabb kevertettiik Ca?*-mentes oldatba, amely 1.24 mg/ml kollagenazt (Worthington 1.
tipus) és 20 pM Ca?"-ot tartalmaz. A szuzpenzioban a sejtek megjelenése utan folyamatosan,
5-10 percenként mintat vettiink, 250 rpc-vel 2 percig centrifugéltuk és a sejteket tartalmazo
pelletre 100 uM Ca?* tartalmi normal Tyrode oldatot tettiink. A pitvari miocitakat szobahén

taroltuk.

ii) Kutya pitvari sejtek emésztése Langendorff szegmens perfiizios enzimatikus eljarassal

crer

végeztiik 60 cm magas Langendorff perfuzids berendezésen. A jobb pitvart a kdvetkezd

oldatokkal perfundéltuk: ImM Ca?*és 1 ml heparint tartalmazo izolaciés oldattal (5 percig),
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Ca2?* mentes izolacios oldattal (10 percig), Ca** mentes izolaciés oldattal (40 percig),
melyhez kollagenazt (Sigma I. tipus, 0,54 mg/ml), 0.1% BSA-t (szérum albumin Sigma V
frakcio), a 15-ik percben proteazt (Sigma XIV. tipus, 0.05 mg/ml) adtunk. Ezt kovetden a
jobb pitvart levettiik a berendezésrol, apré darabokra vagtuk, és 1 mM Ca?*, 1% BSA
tartalma oldatba helyeztiik (15 percig pihentettik 37°C-on). A szovetdarabokat
szuszpendaltuk és megkaptuk az izolalt pitvari szivizomsejteket. Az egész izolacios eljaras
alatt az oldatokat 100% O2-vel buborékoltattuk, a hémérsékletet pedig 37 °C-on tartottuk. A
sejteket 10 percig iilepitettiik, majd ezt kovetden eltavolitottuk a feliiluszot €s friss oldatot
adtunk hozza. Ezt a folyamatot 3 alkalommal megismételtiik. A sejteket mérésig
szobahOmérsékleten taroltuk.
Az izolacid soran alkalmazott oldat (mM/I): NaCl 135, KCI 4.7, KH2PO4 1.2,

MgSOs 1.2, HEPES 10, glukoéz 10, taurin 20, Na-piruvat 5; pH 7.2 (NaOH-val beallitva).

Nvul és tengerimalac kamrai sejtek izolalasa

Kamrai szivizomsejteket Na-heparinnal (400 NE/ttkg iv.) eldkezelt nyulak és
tengerimalacok szivébdl kollagendz enzimes emésztéssel izoldltunk. Az allatok kimetszett
szivét hideg (4 °C) tapoldatba helyeztiik, majd Langendorff-késziilékben a koszortereken
keresztiil 37 °C-os oxigenizalt tapoldattal aramoltattuk at. A vér kimosasa utan (3-5 min)
Ca2?*-mentes perfuziot alkalmaztunk (3-4 min), s a sziv megallasa utan a tapoldathoz 0,33
mg/ml (90 E/ml) kollagenazt (Sigma . tipus) és 0.02 mg/ml proteazt (Sigma Pronase XIV.
tipus) adtunk 0.1% zsirsavmentes albumin jelenlétében. A perfazié (15 ml/min) 15-ik
percében a tapoldat Ca®*-tartalmat 200 mM-al noveltiik.

A 30-35 perces perfuzio befejezése utan a szivet, melynek allomanya az emésztés
hatasara képlékenny¢ valt, 10 percre olyan enzimmentes tapoldatba helyeztiik, amelynek a
darabokra apritottuk és ovatosan razogattuk, hogy a szivizomsejteket az extracelluldris
matrixbol kinyerjik. A szovetbol igy razassal majd sziiréssel szétvalasztott sejteket 10-14

°C-os Tyrode oldatban taroltuk.

Emberi kamrai és pitvari szivizomsejtek izoldldsa

Human kamrai és pitvari szivizomsejteket hasonlé eljarassal nyertiink, mint amelyet
a kutya kamrai és pitvari miocitak izolalasanal alkalmaztunk, és amelyet az el6z6 fejezetben

ismertettem.
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Izolalt multicellularis preparatumok

Az akcids potencidl-méréseket altalaban multicellularis preparatumon végeztiik,
melyet emberi, kutya, nyal és tengerimalac kamrabol izolaltuk. Az emberi és allati
szivpreparatumokat az el6zéekben ismertetett modon szereztiik be. Papillaris izmokat,
trabekulékat és Purkinje rostokat a sejtizolalassal parhuzamosan, a jobb kamrabol, operacios
mikroszkop alatt izolaltunk. A preparatumot 40 ml térfogatl ivegkad kamraban 37 °C-o0s,
oxigénnel telitett Tyrode vagy Krebs—Henseleit oldattal perfundaltuk, illetve platina
elektrodokkal, kétszeres diastoles fesziiltségkiiszob amplitid6ji négyszogimpulzusokkal
folyamatosan stimulaltuk (Hugo Sachs Elektronik, model 215/IT), és a Krebs—Henseleit
oldatban legalabb 60 percig hagytuk ekvilibralodni.

Elektrofiziologiai vizsgalati modszerek

Arammérési protokollok izoldlt szivprepardtumokon

Mcérések ..whole cell” patch-clamp technikaval

A sejteket egy inverzios mikroszkép (Nikon TMS és Olympus IX51 tipusuak)
asztaldhoz rogzitett szervfiirddbe helyeztikk, amit a legtobbszor normal fiziologias
homérsékletii (36-37 °C) Tyrode oldattal (NaCl 144, KCI 4.0, NaH2PO4 0.4, MgSO4 0.53,
HEPES 5, glukoz 5.5, CaCl, 1.8 (pH 7.4 NaOH-val beallitva) aramoltattunk at. Az ett6l
eltérd eseteket kiilon bemutatjuk. A mikropipettakat boroszilikatiiveg kapillarisokbol (Clark
Electromedical) mikroprocesszor-vezérelt horizontalis pipettahtizoval (Mecanex és Sutter
Instruments) készitettiik. A patch-clamp mikropipettékat kiilonb6z6, az intracellularis teret
modellezd oldattokkal toltottiik fel annak fliggvényében, hogy éppen milyen aramokat
vizsgaltunk. Ezeknek részletes bemutatdsa az adott dram vizsgalati modszereit bemutatd
alfejezetnél késObb ismertetem. A pipetta feltoltését kovetden a mikroelektrod ellenéllasa
1.5-2.5 MQ volt. Azon kisérletek eredményeit, ahol a soros ellenédllas a mérés folyaman
jelentdsen megemelkedett, kihagytuk az értékelésbol.

Az aramokat Axopatch 1D és Axopatch 200B (Molecular Devices) patch-clamp
erositokkel mértiik, egészsejtes (whole-cell) patch-clamp konfiguracioban. A gigaseal
kialakitdsahoz finom szivast alkalmaztunk, majd a pipetta alatti membranfoltot tovabbi
szivassal vagy rovid elektromos impulzusok alkalmazasaval nyitottuk ki. A soros ellenallast
jellemzdéen 50-80%-ig kompenzaltuk. A membrandramokat 5-20 kHz mintavételi

frekvenciaval szamitogépesen vezérelt Digidata 1200-1400 tipusu analog-digitalis
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konverterekkel digitalizaltuk, majd off-line analizis céljara szamitogépesen taroltuk. Az igy
tarolt aramméréseket szoftver segitségével (Axon pClamp 6.0-10.0 szoftvercsalad)
értékeltiik.

A kovetkezo protokollokat hasznaltuk egy adott &ram méréséhez:

Kdlium daramok vizsgdlata.

A kovetkezO tipust kdliumaramokat vizsgaltuk: késéi egyeniranyitd kaliumaram
gyors és lasstt komponense (Ikr és Iks), befelé egyeniranyitd kaliumaram (Iki), tranziens
kifelé halad6 kaliumaram (Io) és ATP szenzitiv kaliumaram (Ikatp). Az extracellularis oldat
ez esetben mindig fiziologids homérsékleten perfundalt normal HEPES pufferelt Tyrode
oldat volt, amelynek 6sszetétele (mM/1): (NaCl 144, KCI 4.0, NaH2PO4 0.4, MgSO4 0.53,
HEPES 5, glukdz 5.5, CaCl2 1.8 (pH 7.4 NaOH-val beallitva). A pipetta oldat Gsszetétele a
legtobb vizsgalat esetében a kdvetkezo volt (mM/1): K-aszpartat: 100, KCI 45, KoATP 3,
MgCl, 1, EGTA 10, HEPES 5 (pH: 7.2, KOH-dal beallitva), amelynek kovetkeztében a
mikropipettak ellenallasa mintegy 2.0-2.5 MQ volt.

Mivel az értekezésben bemutatott vizsgalatok tobb mint 20 éves idétartam alatt
késziiltek, az alkalmazott pipetta oldatok Osszetételében voltak kisebb nem jelentds
eltérések, amelyeket az értekezést megalapozo dolgozatokban részletesen bemutattunk. Az
eltérések kizarolag a hozzaadott ATP, a K™ vagy EGTA koncentraciéban vannak, és ezeket
az eltéréseket jellemzéen a kiilonboz6 speciesek részben eltéré kaliumaramainak
tulajdonsagai indokoltak.

A sejtek kapacitasat egy 10 mV-os hiperpolarizald pulzus segitségével mértiik,
mikdzben a sejteket -90 mV holding potencialon (az a potencialérték, amelyen a sejtet két
egymast kovetd fesziiltséglépesd utan tartjuk) tartottuk. A kisérletek soran az L-tipust
kalcium aramot (|¢, ) az extracellularis oldathoz adott 250 uM CdClz vagy 1 uM nisoldipin
(Bayer AG, Leverkusen, Németorszag) blokkolta, a natrium aramot (Iy,) pedig tobbnyire
rovid -40 mV-os prepulzussal inaktivaltuk.

Az aramok jellemzéséhez tobbnyire megmértiik az adott &ramok amplitudoit, illetve
fesziiltségfliggd kinetikai paramétereit, amelyhez az aram-fesziiltség (I-V), flirészfogszerti
(uin. ramp protokoll), nyugalmi (un. steady state) inaktivacid, inaktivaciobol torténd
visszatérés (un. recovery form inactivation), illetve az ,,envelope of tail test” protokollokat

alkalmaztuk. Ehhez klasszikus frekvenciafiiggd négyszdgjel, illetve bizonyos esetekben
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akcios potencialszerli impulzusokat hasznaltunk. A protokollok ismertetése az Eredmények

fejezetben a kisérletek bemutatasnal lesz egyenként részletezve.

Az lkr es Iks aramok szétvalasztasa:

Vizsgalatainkban a két aramkomponenst farmakologiai modon vélasztottuk szét.
Ehhez olyan blokkoldkat hasznéltunk, amelyekrdl korabbi vizsgalatok egyértelmiien
kimutattak, hogy szelektivitdsuk az alkalmazott koncentracidkban megbizhato. Ezért
vizsgalataink soran, amikor az Ikr aramot mértiik, akkor a kontroll oldat az 1.-735,821 (100
nM, Merck-Sharpe & Dohme, USA), chromanol 293B (10-30 uM, Aventis Pharma) vagy
HMR-1556 (0.5-1 puM, Aventis Pharma) szelektiv Iks blokkolokat tartalmazta. Ezzel
ellentétesen, amikor az Iks aramot vizsgaltuk, akkor a kontroll oldat E-4031 (1-5 uM,
Gyogyszerkutatd Intézet) vagy dofetilid (0.5-1 uM, Sequoia Research Products) szelektiv
Ikr blokkolot tartalmazott. Ez a kisérletes felallas lehetdvé tette szamunkra, hogy mindig a
tiszta, un. nativ Ixr vagy lks aramot regisztralhassuk anélkiil, hogy mas aramnak a ratevdé

(“szennyezddd’’) hatasa negativan befolydsolné az eredményeket.

A Ca** dram (Ical) meghatdrozdsa

AZ lcaL mérésére két modszert alkalmaztunk. Mindkét modszer széleskortien
alkalmazott az irodalomban. A két modszer Iényege elvben ugyanaz, mégpedig az, hogy az
Ica. mérésekor valamilyen moédszerrel gatolnunk kell a kalium aramokat az extracellularis
és intracellularis oldatban. Ennek megfeleléen az extracellularis oldat normal Tyrode oldat
volt, amelyhez 3 mM 4-aminopyridint (4-AP) adtunk hozza.

Kétfajta intracellularis oldatot alkalmaztunk. Az elsé megkdozelitést hasznaltuk a
tedisamil vegyiilet IcaL d&ramra hat6 vizsgalat esetében. Az intracelluléris oldat tartalmazott
kaliumionokat, és egy ismert K" dramgatlot a tetraethylammonium-kloridot (TEACI). A
pipetta oldat 6sszetétele a kovetkez6 volt (mM/1): KC1 110, KOH 40, K.ATP 3, TEACI 20,
GTP 0.25, HEPES 10, EGTA 10 (pH 7.2 KOH-al beallitva).

A masodik kozelitésben az intracellularis oldat teljesen K*-mentes volt, helyette
CsCl-ot hasznaltunk, amelyrdl ismert, hogy hatékony K*-aram gatlomolekula. A recept
Osszetétele a kovetkezo volt (mM/1): CsOH 110, CsCI 20, TEACI 10, MgATP 5, EGTA 5,
HEPES 10 és GTP 0.1, pH 7.2 aszparagin savval beallitva). Ezt a pipettaoldatot hasznaltuk
a dronedaron, az ORM-10103 és a GYKB-6635 vegyiiletek kalcium-aramra vonatkozé

hat4sainak vizsgalatakor.
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A ndtrium-kalcium cseredram (Incx) VizsQdlata

NCX mérések depolarizilé ramp pulzus protokollokkal (Hobai protokoll)

Az NCX aramot az irodalom alapjan tobb protokoll segitségével szoktak
meghatarozni. Kutatdcsoportunk egy Hobai és mtsai (1997) altal bemutatott eljarast kovette,
amelynek segitségével jol szamszerlisithetéek adott szerek NCX aramot modulalé hatasa.
Az dramot specialis K -mentes extra és intracellularis oldatokat hasznaltunk, (6sszetételiiket
lasd alabb), hogy gatoljuk a Na*, Ca?*, K* és Na*/K* pumpadramokat.

A Kontroll (Tyrode oldathan 60 mV

.....................................

—

500ms
B Kontroll (ly,, Icas Ik €s Iyax csatornagatlok)

-40mvV

500 pA somv]

Ts -100mV

Kontroll NCX)

¢ Tesztvegyillet (pl. ORM-10103, GYKB-6635, stb.

D NiCl,, 10 mM C-D Tesztvegyilet hatas

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

—1 100pA _J 50pA
500 ms 500 ms

6. abra. Az NCX aram meghatarozasa a Hobai és mtsai (1997) moédszerrel. A. mezé. A
piktogramban jelzett pulzusprotokoll segitsé¢gével torténd aram regisztraldsa normal kontroll Tyrode
oldatban. B mezé. Kontroll aramgorbe felvétele ugy, hogy a specialis K*-mentes extracellularis
tapoldatban gatoljuk a Na* (lidokain-nal), Ca?* (nisoldipin-nel), Ik (dofetilid-el), Ixs (HMR-1556-al)
és Inauk (Ouabain-nal) aramokat. C. mezé. A tesztvegyliiletek (példaul ORM-10103, GYKB-6635,
illetve SEA-400 vegyiiletek) hatdsanak monitorozasa kb. 6-10 percen at. D. mez6. A kisérlet
terminalasa. Aramfelvétel 10 mM NiCl; jelenlétében. A jobb oldali mezék mutatjak be a vegyiiletek
hatasanak a megallapitasat. A ,,B-D” gorbe kiillonbségarama felel meg az NCX arammérés kontroll
értékének, amig a ,,C-D” gorbe kiilonbségarama pedig a szerhatast jelenti.

A kifelé/befelé irdnyuld NCX aramokat el6szor kontroll oldatban, majd 10 mM NiClz
tartalmu oldatban a ramp leszall6 szaran, +40/-80 mV értékeknél hataroztuk meg. Az NCX
dramot az igy kiszamitott Ni?*-érzékeny kiilonbségi arammal jellemeztiik. Ha egy adott
tesztvegyiilet Incx aramra vonatkozo hatasa volt a vizsgélat célja, akkor azt Gigy hataroztuk
meg, hogy a kontroll méréseket kdvetden az aramot elészor a tesztvegyiilet jelenlétében
(példaul SEA-0400, ORM-10103 illetve GYKB-6635), majd 10 mM NiCl> jelenlétében
ismét megmértiik. A gatlas mértekét a gatlészer utan, illetve a gatloszer+NiCly utan
regisztralt aramok kiilonbségével jellemeztiik. Néhany tesztkisérletben ellendriztik a

tesztvegyiilet hatisanak hidnyat a Ni?*-inszenzitiv aramkomponensre.
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A hasznalt oldatok osszetétele (mM/l):

K*-mentes extracelluldris oldat: NaCl 135, CsCl 10, CaCl, 1, MgCl, 1, BaCl, 0.2,
NaH2PO4 0.33, TEACI 10, HEPES 10, glukéz 10, ouabain 20 uM, nisoldipin 1 uM, és
lidokain 50 uM, (pH 7.4 NaOH-al beallitva)

Pipetta oldat: CsOH 140, aszparagin sav 75, TEACI 20, MgATP 5, HEPES 10, NaCl 20,
EGTA 20 és CaClz 10 (pH 7.2 CsOH-al beallitva).

NCX mérések a reverz NCX aktivacio alapjan (Hilgemann protokoll)

A SEA-0400 vegyiiletnek a human pitvari sejteken regisztralt NCX-aramra torténd
hatdsanak meghatarozasara nemcsak a ramp protokollos Ni?*-szenzitiv dramként torténd
modszert alkalmaztuk (Hobai, 1997), hanem egy Hilgemann (1992a és 1992b) altal publikalt
protokoll segitségével is megvizsgaltuk. Az NCX aramot egészsejtes konfiguracidban
regisztraljuk ugy, hogy egy specialis Na-mentes oldatot alkalmazunk extracellularis
oldatként, amelyhez a Hobai (1997) modszerhez hasonléan ezuttal is Na*- és Ca?*- csatorna
(50 uM lidokain és 1 uM nisoldipin), illetve Na*/K* pumpaaram (20 uM ouabain) gatlokat
adunk. A pipetta oldat 6sszetétele is egyéni volt. Az NCX aram mérését -40 mV holding
potencialrol kezdeményeztiik, majd a reverz NCX (outward tartomanyban) aramot 20
masodpercig tarté 1 mM extracellularis Ca®*-tartalmazo oldattal aktivaltuk. Ezutan 3 percig
Ca?*-mentes oldattal perfundaltuk a sejteket a kdvetkezé reverz NCX aram aktivécioig.
Ekkor a sejteket 3 percig valtozd koncentracidban adagolt SEA-0400 vegyiilettel
perfundaltuk, majd a kisérlet végén egyszerre adagoltuk az 1 mM Ca?* oldathoz maximélis

koncentracioban alkalmazott SEA-0400 vegyiiletet vagy 10 mM NiClz-ot.

A hasznalt oldatok osszetétele (mM/l):
K*-mentes extracellularis oldat: LiCl 135, CsCl 10, NaH2PO4 0.33, MgCl; 1, BaCl; 0.2,
TEA-CI 10, gliikoz 10, HEPES 10, EGTA 0.5 (pH = 7.4).
Pipetta oldat: NaOH 100, CsOH 20, CaCl2 13, MgCl2 1.1, TEA-CI 20, EGTA 50, MgATP
4, HEPES 50 (pH=7.0). Az intracellularis Ca®" koncentraciot 105 nM értékre allitottuk
be (WEBMAXCLITE v1.15 szoftver segitségével).

A Na*/K* pumpadram (Inax) meghatdrozdsa

A Na'/K* pumpadramot egy specidlis protokoll segitségével vizsgaltuk. Az
extracellularis oldat 6sszetétele (mM/1): NaCl 135, CsC12, KC1 5, MgCl2 1, CdCl> 0.2, BaCl;
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2, HEPES 5, glukdz 10, pH 7.4 (NaOH-al beallitva). Az Inak aram mértékét ugy hataroztuk
meg, hogy megmértikk -30 mV fesziiltségen a nyugalmi (Steady-state) kiilonbség-aram
értékét azutan, hogy az extracellularis oldatot olyan oldatra cseréltiikk, amely mar nem
tartalmazott 5 mM K*-ot. Egy adott szer hatdsat, pedig ugy hataroztuk meg, hogy az adott
szer jelenlétében megmértiik ugyanezt a steady state aramkiilonbséget, vagyis kivontuk a
tesztvegyiilet (példaul ORM-10103) és az 5 mM K" jelenlétében felvett aramgorbébdl a
kisérlet végén a kaliummentes koriilmények kozott vizsgalt tesztvegyiilet jelenlétében
regisztralt aramgorbét. A két kiilonbségaram Osszehasonlitasa alapjan kaptuk meg egy adott

szernek az Inak aramra vonatkozo hatasat.

Single-channel mérések

A befelé egyeniranyitd és a G-fehérje vezérelt acetilkolin szenzitiv kaliumaramok
(Ikz 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. Az aramokat szoftvervezérelt (ISO-2 sajat
fejlesztésti patch-clamp szoftver) Axopatch 200B patch-clamp erdsitével vizsgaltuk. Az
extracellularis oldat sszetétele a kovetkez6 volt (mM/1): NaCl 120, KC1 20, MgCl» 1, CaCl;
2, gluko6z 10, HEPES 10, pH 7.4 (NaOH-al beallitva).

A mikropipettakat  boroszilikatiiveg  kapillarisokbol ~ (Science  Products)
mikroprocesszor-vezérelt horizontalis pipettahiizoval (Sutter Instruments) készitettiik,
amelyeket a zajcsokkentés céljabol Sylgard (Dow Corning) hore polimerizalodé anyaggal
vontunk be, igy a pipettak ellendllasa mintegy 3-8 MQ volt amikor a kdvetkez6 Osszetételll
oldattal toltottiikk meg (mM/1): KCI 140, HEPES 10, pH 7.2 (KOH-al beallitva) Az Ik ach
aramot a pipettaoldathoz adott 10 uM carbachollal aktivaltuk. Az k1 €és Ik.ach aramok
tulajdonsagait -120 mV tesztpotencialon vizsgaltuk. Az d&ramot minden fesziiltségen 20 ms
hosszi fesziiltség impulzusokkal aktivaltuk. Az un. nyitdsi valdszinliséget (,,0pen
probability ’) a 20 ms hosszu aramgorbék alatt regisztralt 6sszes aramnyitasbol szamoltuk.
Az 1 masodpercre eso atlagos nyitasszamot hasznaltuk a statisztikai értékeléshez. Az Iki és
Ik,ach aramok egycsatornas vezetOképesség értékeit az adott aram-fesziiltség (I-V
karakterisztika) fiiggvényekre illesztett linearis regressziok paramétereinek értékelésével

hataroztuk meg.
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Akcids potencial mérések

Akcios potencidlmérések multicellularis preparatumokon

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, 95% O> és 5% CO2 gazeleggyel oxigenizalt Locke-oldattal (NaCl, 115; KCl,
4; CaCly, 1.8; MgCly, 1; NaHCOg, 20; glukoz, 11) ataramoltatott szervfiirddben rogzitettiik.
A preparatumokat 2 ms idétartamu, kétszeres kiiszobpotenciali, 1000 ms (papilléris és
trabekula izom esetében) vagy 500 ms ciklushossz (Purkinje rostokban)
négyszogimpulzusokkal bipolaris platina elektrodok segitségével ingereltiilk (Hugo Sachs
Elektronik Stimulator, Type 215/1l, March-Hugstetten, Németorszag). A kisérleteket 60
perces inkubéci6 eldzte meg. A transzmembran akcios potencidlokat 5-20 MQ ellenallasu,
3 M/l KCl-dal feltoltott, konvencionalis {ivegkapillaris mikroelektrodan keresztiil nagy
ellenallast erdsitébe vezettiik (Biologic Amplifier VF 102, Claix, Franciaorszag), majd
oszcilloszkop (Tetronix 2230) segitségével monitoroztuk. Az elektromos jelet analdg-
digitalis konverziot (ADA3300 Data Acquisition Board, Real Time Devices Inc, State
College, USA) kdovetéen IBM kompatibilis szamitégépbe taplaltuk. A preparatumot akkor
tekintettiik megfelelonek (kozel fizioldgias allapotiinak), ha az AP amplitiddja 100 mV-nal
nagyobb volt és a kontroll APDgo értékek emberi preparatumoknal 250-300 ms, kutya
preparatumokban a 200-220 ms, nyul és tengerimalac preparatumokban pedig mintegy 170-
200 ms tartomanyba estek. Az out-of-range preparatumot kizartuk. A maximalis diastoles
potencialt, az akcids potencial amplitudojat és 90%-os repolarizacidjanak megfeleld
id6tartamat (APA és APDgo) az intézetben kifejlesztett értékeld program (Hugo Sachs
Elektronik, Action Potential Evaluation System) segitségével mértiik. A vizsgalt szereknek
az akcios potencidlra és annak paramétereire kifejtett hatasat 40 perces inkubdacios 1d6 utan
mértik meg. Amennyire lehetett, a mérés soran a teljes kisérleti protokollt egyetlen
szurasbol teljesitettiik, ha ez nem sikeriilt, egy 0j sejtbdl regisztralva kiséreltiik meg a mérés
folytatasat. Amennyiben az 10j sejtben az APDgo iddtartama az el6z6tdl 5%-nal nagyobb
mértékben eltért, a kisérletet elvetettiik. Az on-line adatfeldolgozas optimalizalasa céljabol
a mérésekben kettds mintavételezést alkalmaztunk; az AP kezdeti, gyors fazisaban (50 ms-
ig) 40 kHz, az ezt kovetd lassabb fazisban 1 kHz frekvencian. Tovabbi jelsziirést nem

alkalmaztunk.
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Lasst valasz akcios potencidlok mérése

A kisérletekhez (ORM-10103 vizsgalata a lasst akcids potencialokra) tengerimalac
szivekbdl papillaris izmot preparaltunk ki. A kisérletes felallas hasonl6 volt, mint az el6bb
Ismertetett kamrai szovetbdl elvezetett normal akcidés potencidlmérések modszereit
bemutat6 fejezetben.

A lasst valasz akcids potencialok kivaltasahoz modositott Krebs-Henseleit oldatot
alkalmaztunk, amely KCI tartalmat 25 mM-ra emeltiik, valamint 100 uM BaClz-al (Ik1
gatlas), és 1 uM forskolinnal (IcaL facilitacio) egészitettiik ki. Kizarasi kritériumként 5-20
V/s kozotti maximalis depolarizacids sebességet és minimum 60 mV nagysagu akcios
potencial amplitidot jeldltiink meg. Azon kisérletek, amelyek nem feleltek meg a fent jelolt

kritériumoknak a kisérleti értékelésb6l kizarasra keriltek.

Izol4lt sejtes akcids potencial mérés current-clamp méodban:

Izolalt szivizomsejtek akcids potencidljat, szintén a konvenciondlis mikroelektrdd
technika alkalmazéasaval, 3 M-os KCI oldattal toltott, nagy ellenallast, hegyes
mikroelektrodok segitségével hataroztuk meg. A potencialvaltozasokat Axoclamp 900A
erésitdvel (Axon Instruments) mértiik, a regisztralt gorbékbdl off-line Clampfit 10.0
software-rel (Molecular Devices) hataroztuk meg az AP legfontosabb paramétereit

(amplitad6, APD2s, APDgo, triangulacio, platd potencial), valamint a nyugalmi potencialt.

EKG meérés izolalt perfundadlt (Langendorff) tengerimalac sziven

A kisérletekben minkét nemhez tartozo tengerimalacokat hasznaltunk, melyek
beadasaval, tulaltatassal végeztiik. A vérrog képzodés megeldzésére véndsan adott natrium-
heparin (3001U/ttskg) készitményt alkalmaztunk. A mellkas felnyitas utan a szivet gyorsan
kivagtuk, a bal aorta ivet kaniilaltuk majd allandé nyomason (80 mmHg), 37°C-0s
fiziologias Krebs—Henseleit oldattal Langendorff modszerrel retrograd perfundaltuk. Az
oldat 6sszetétele a kovetkezo volt: (mM/L): NaHCOs3 25; KCI 4.3; NaCl 118.5; MgSO4 1.2;
KH.PO4 1.2; Glikoz 10; CaCl, 1.8. A pH-t karbogén gaz (95%02+5%CO>)
buborékoltatassal 7.4-re allitottuk. Az EKG jeleket sajat készitésti elektroda kosarral
vezettiik el. A kamrai nyomast a bal pitvaron keresztiil behelyezett latex ballon segitségével
mértiik. A perfuziés dramlést ultrahangos flow-méterrel kovettiik. Az eldbbi adatokat

folyamatos regisztralasahoz az ingyenes WinWCP szoftver (Whole Cell Electrophysiology
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Analysis Program, John Dempster, University of Strathclyde, UK) tobb csatornds

Az aritmiak kivaltasahoz ouabaint hasznaltunk (4mg/L, Sigma-Aldrich), mely egy
szivglikozid, és a Na'/K*-ATPaz pumpa defoszforilaciojat gatolja. A szivglikozidokat
eredetileg szivelégtelenségben a kontrakcios erd fokozasara haszndljadk a klinikumban,
viszont mi azt hasznaltuk ki, hogy magas koncentraciéban (5uM) a nyugalmi
membranpotencial novelésével DAD triggerelt aritmiakat okoz. Az elterjedt aritmia modell
mechanizmusa, hogy a Na*/K* pumpaaram gatlasa miatt az intracellularis Na* novekedni
kezd, ami az NCX Ca?* beviteli modjat serkenti, ezaltal Ca®* taltelitédést okoz, ami késébb
abnormalis Ca®* felszabadulashoz, késéi utdédepolarizaciokhoz (DAD) és legvégiil sulyos
kamrai aritmidkhoz vezet.

A sziveket a ouabain beadasa el6tt 10 perccel két csoportban el6kezeltiik: i) a kisérleti
szerrel (példaul GYKB-6635) vagy annak ii) oldészerével (DMSO). A kisérleti szer
hatasossagat azért feltételeztilk, mert egészsejtes patch-clamp eldkisérletek alapjan a
GYKB-6635 jelentdsen gatolja az NCX ion aramot. Az ouabain perfaziot kovetden a
megjelend aritmidk 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 utmutatojat hasznaltuk (Curtis, 2013;

Walker, 1988). Minden kisérletet uj preparatumon végeztiink.

Egyéb nem elektrofiziologiai mérési technikak

mRNS szintek meghatarozasa gqPCR technikaval

A Kir2.x és a SAP97 alegységeket kodold mRNS-ek expresszios szintjét valos idejii
kvantitativ PCR (real time qPCR) technikaval hataroztuk meg. A szivizom biopsziakbol
RNS-t vontunk ki az RNeasy Fibrous Tissue Kit (Qiagen) hasznalataval. Az RNS
koncentraciot a Nanodrop ND 1000 spektrofotométerrel hatdroztuk meg. A reverz
transzkripcidt a Reverse Transcriptase Kit (Stratagene) hasznalataval végeztiik el 2 pg RNS-
bdl kiindulva. Az RNS mintdk mindegyikét gDNS kontamindciora teszteltiik egy PCR-en
alapulo eljarassal. A génspecifikus primereket a Primer Express szoftverrel (Applied
Biosystems) terveztiik. A valos idejii PCR reakciokhoz a Brillant II SYBRGreen Master Mix
Kit-et (Stratagene) hasznaltuk, a reakciokat a Rotor Gene 3000 platformon futtattuk. A

génexpresszios szinteket a Hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase (HPRT) vagy
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Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) haztartasi gének expresszios
szintjére normalizaltuk. A csoportok kozotti dsszehasonlitast (kontroll vs DCM) a Pfaffl

modszer szerint végeztiik el (Pfaffl, 2001; Zvara, 2005).

Immunhisztokémia és konfokalis mikroszkdpia

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz 10 um vastagsagl fagyasztott metszeteket
készitettiink a bal kamrai biopsziakbol. A metszeteket 0.5% kollagenazzal kezeltiik, majd
2% kalcium mentes PBS-ben oldott szérum albuminnal blokkoltuk. A blokkolast kovetden
a metszeteket az a nyul anti-Kir2.x (Alomone, 1:100 higitas) és egér anti-SAP97 (Lifasan,
1:300 higitas) elsddleges ellenanyagokkal inkubaltuk 2 6ran at szobahdémérsékleten. Az
inkubéciot mosas kovette, majd a metszeteket Alexa-488-cal jelolt anti-nyual IgG (Molecular
Probes, 1:400) és Cy3 konjugalt anti-egér IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
1:400) masodlagos antitestek jelenlétében szobahdmérsékleten inkubéltuk egy o6rdn at. A
sejtmagokat 1 pug/ml PBS-ben oldott Hoechst 33258-cal festettiik Piecha és mtsai (1999)
alapjan. A mikroszkopos vizsgalatok céljara a metszeteket Fluorescent Mounting Medium-
ban (Dako Corp.) targylemezen rogzitettiik, a fluoreszcens immunjelet a Fluoview FV1000

konfokalis mikroszkoppal (Olympus) detektaltuk.

Proteinmintak és Western blot analizis

A fehérjek kinyeréséhez a szovetmintakat kisebb darabokra vagva Lysis puffer (50
mM Tris—HCI, 1% nonidet P- 40, 0.5% deoxikolat, 150 mM NaCl, 10 g/l PMSF, 5 uM
leupeptin, 5 uM aprotinin, 5 pg/l Na-vanadat) + proteazinhibitor koktélban (Sigma-Aldrich)
Polytron-nal homogenizaltuk, majd 4 °C hémérsékleten centrifugaltuk (10,000 g, 15 min).
A proteinkoncentraciot a feliiluszot levalasztva, BSA standard mellett, Lowry modszerrel
mértiik. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist 8% akrilamid/bis-akrilamid gélben
végeztiik. A frakcionalt proteineket transzfer pufferben (25 mM Tris—HCI, 150 mM glicin,
20% metanol, pH=8.3), polivinilidén-difluoride (EMD Millipore) membranra vittiik at, majd
a nemspecifikus jelolés elkeriilése céljabol a membranokat blokkoltuk. A membranon
rogzitett antigéneket egy teljes €jszakan at 4 °C-on specifikus antitestekkel jeloltik a
kovetkezOk szerint: anti-Kir2.1, anti-Kir2.2, anti-Kir2.3 (1:100 higitas, Alomone), anti-
Kir2.4 (1:100 higitas, SantaCruz), anti-SAP97 (1:300 higitas, LifeSpan. A membranokat
ezutan torma peroxiddzzal konjugalt mésodlagos antitestek jelenlétében inkubaltuk

(DakoCorporation,  AgilentTechnologies vagy Sigma-Aldrich), az immunjelet
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kemilumineszcens modszerrel (ECL Western Blotting Detection System, Amersham
Pharmacia Biotech) detektaltuk. A gélre felvitt fehérjemennyiség kontrollalasa érdekében az
antitest komplexeket 100 mmol/L 2-merkaptoetanol és 62.5 mmol/L Tris—HCI, pH 7.6
oldataval eltavolitottuk a membranrél, majd a GAPDH és/vagy a-actin fehérjéket detektaluk
(anti-a-actin, 1:500 higitas, Dako Corporation, és anti-GAPDH, 1:5000, Sigma-Aldrich) a
fentiek szerint. A kemilumineszcens jelet rontgenfilmen rogzitettiik, a jelek optikai

denzitasat az Imagel és Excel programokkal analizaltuk.

Anyagok

A kiilonbozd extracelluldris (fiziologids) tapoldatokhoz (Tyrode, Locke, Krebs-
Henseleit) és intracellularis (pipettaoldatokhoz) oldatokhoz sziikséges legtobb vegyszert és
kémiai reagenst a Molar Kft (Budapest) és Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
finomvegyszereket gyartd cégektdl vasaroltuk. Az ettdl eltérd eseteket aldbb kiilon emlitem.
Minden végsd oldatot a kisérlet napjan frissen készitettlink. A vizsgalati anyagokat tobbnyire
vizsgalatban kivant koncentraciéban a tapoldatban feloldva. A legtobb vegyliletet vizben,
etanolban, vagy dimetilszulfoxidban (DMSO) oldottuk fel. A 0.01% koncentracidban
rutinszertien hasznalt etanol, illetve DMSO szivizomsejtekre gyakorolt hatasat altalaban

elhanyagolhatonak tekintik.

A kovetkezd vegylileteket hasznaltuk fel az értekezésben alabb bemutatott kisérletek soran:

- adrenalin: nem szelektiv adrenerg agonista (Sigma-Aldrich)

- amiodaron: III tipusu antiaritmids gydgyszer (Sanofi Pharma, Franciaorszag)

- carbachol: szelektiv kolinerg agonista paraszimpatomimetikum (Sigma-Aldrich)

- chromanol 293B: alacsony uM-os koncentracioban szelektiv Iks gatlészer; magas 100
uM-os koncentracioban I gatloszer (Aventis Pharma, Németorszag)

- disopyramid: I/A osztalyu antiaritmias gyogyszer (Sigma-Aldrich)

- dronedaron: multichannel gatl6 kisérletes antiaritmias szer (Sanofi Pharma, Franciaorszag)

- dofetilid: szelektiv Ikr gatld III osztalyl antiaritmias szer (Sequoia Research Products, UK)

- E-4031: szelektiv Ikr gatloszer (Gyogyszerkutatod Intézet, Budapest)

- GYKB-6635: szelektiv NCX gatloszer (sajat szintézis)

- GYKI-16638: 111 és I/B osztalya multichannel gatlo kisérletes antiaritmias szer

(Gyogyszerkutato Intézet, Budapest)
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- HMR-1556: szelektiv Iks gatloszer (Aventis Pharma, Németorszag)

- kinidin: I/A osztalyt antiaritmias gyogyszer (Sigma-Aldrich)

- L-364,373 (R-L3) enantiomerek, ZS 1270B és ZS 1271B, Iks aram modulatorok, sajat
szintézis

- L-735,821: szelektiv Iks gatloszer (Merck-Sharpe & Dohme, USA)

- nisoldipin: szelektiv Icar gatloszer (Bayer AG, Németorszag)

- ORM-10103: szelektiv NCX gatloszer (Orion Pharma, Finnorszag)

- ouabain: Inak gatloszer (Sigma-Aldrich)

- prokainamid: I/A osztalyl antiaritmias gyogyszer (Sigma-Aldrich)

- SEA-0400: szelektiv NCX gatloszer (sajat szintézis)

- strophanthin-G: Inak gatloszer (BDH Chemicals Ltd, UK)

- tedisamil: multichannel gatl6 kisérletes antiaritmias szer (Solvay Pharma, Németorszag)

- tertiapin Q: szelektiv Ikacn aram gatloszer (Tocris Bioscience, UK)

Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

Adatfeldolgozas: Az egyes modszerek haszndlatdval kapcsolatos fontosabb

adatfeldolgozasi 1épéseket a mddszerek vagy protokollok részletes leirasanal ismertetjiik.

Statisztikai szamitasok: 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 korrigdlt adatokat altalaban szdmtani
atlagtSEM  formaban adjuk meg. Két egyszerli kisérleti csoport adatainak
Osszehasonlitasara a Student-féle paros vagy pdratlan t-tesztet hasznaltuk. Kettdnél tobb
kisérleti csoport 6sszehasonlitasa esetén, az adott koriilményektdl fiiggden, Bonferroni, vagy
Tukey post hoc teszttel kiegészitett egy, vagy tobb szempontq, illetve, a csoportok kozotti
varianciak homogenitasatol fiiggden, parametrikus, vagy nemparametrikus (Kruskal-Wallis
féle) variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk. A kisérleti csoportokat statisztikusan

szignifikansan kiilonb6zdnek p<0.05 esetben tekintettiik.
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Eredmények

1. tétmakor. Kiilonb6zo antiaritmias szerek cellularis hatasainak vizsgalata
emléssziveken

Kiilonbozo I/A antiaritmids szerek vizsgdlata nyul kamrai szivizomsejteken

Vizsgélataink célja az volt, hogy megvizsgaljuk hirom ismert, és még a
CAST/SWORD vizsgalatok elétti idszak klinikai gyakorlataban széleskoriien alkalmazott
I/A osztalyGl antiaritmias szer (kinidin, disopyramid és prokainamid) elektrofizioldgiai
hatésait a legfontosabb repolarizalo transzmembran ionaramokra, enzimatikusan izolalt
nyulsejtekben.

A szereket a Kklinikai gyakorlatban alkalmazott terapias vérszint kozeli
koncentraciokban alkalmaztuk. Ennek megfeleléen a kdvetkez6 koncentraciokat vizsgaltuk:
prokainamid: 50 pM; kinidin: 10 uM és disopyramid: 10 pM.

A kovetkezd ionaramokat vizsgaltuk: tranziens kifelé halado kdlium (I), befelé
egyeniranyitd kaliumaram (Iki), késdi egyeniranyitdé kaliumaram (Ik) és ATP szenzitiv
kaliumaram (Ikatp). A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Mddszerek
és anyagok fejezetben korabban részletesen ismertettem. Ezen kisérletsorozatban az L-
tipust kalcium aramot (IcaL) az extracellularis tapoldathoz adott 250 uM CdClz-al gétoltuk.
A Kkisérletek elkésziiltének idejében (1996-1997) ez volt a standard eljaras. A dihydropiridin
szarmazékok (nifedipin vagy nisoldipin) haszndlata a kalcium aram gatlasara egészsejtes
voltage-clamp kisérletekben csak 1998-1999 utan valt rutinszeriivé, miutan kimutattak, hogy
a kétértékli ionok (Ba?* és Cd?*) jelentésen megvaltoztatjidk kaliumaramok kinetikai
paramétereit és tulajdonsagait, ami azt jelenti, hogy Cd?* jelenlétében nem megfeleld a késoi
egyeniranyitd kaliumaram két komponensének a vizsgalata sem (Hirano, 1986; Daleau,
1997; lost, 1998). Ezért jelen vizsgalatsorozatban mi sem vizsgaltuk kiilon az Ik és Iks
aramokat, hanem az akkori nemzetkozi gyakorlatnak megfeleléen az Ik aramot csak vegyes
késdi egyeniranyitd kaliumaramként mértiik nyal kamrai miocitdkban.

Amint az 1., 2., 3. és 4. tablazatok mutatjak a harom szer meglehetésen azonos
hatassal rendelkezett a vizsgalt aramokra. Mindhdrom vegyiilet a terdpids kozeli
koncentracioban gatolta az a késoi repolarizacioért felelds Ik (1. tablazat), és az iszkémias
allapotokban mintegy védéaramként aktivalodo ligandfiiggd Ikate (2. tablazat) aramokat.

Az eltérések csak a szdzalékban kifejezett gatlohatasban talalhatoak. Egyik vegyiilet sem
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valtoztatta meg a kamrai szivizomsejtek membranpotencidl helyreallitdsban fontos szerepet

jatszo Ik1 aramot (3. tablazat).

1. tablazat. A Kinidin, disopyramid és prokainamid gatlé hatasa a késbi egyeniranyitd
kaliumaramra (Ik).

Antiaritmias szer Kontroll Vegyiilet Csokkenés
(PA/pF) (PA/pF) (%)

Kinidin 1.34+0.38 0.24+0.08 87.2+£3.4*
(10 uM, n=9)

Disopyramid 1.34+0.34 0.25+0.35 81.4+1.6%*
(10 uM, n=11)

Prokainamid 0.92+0.09 0.386+0.04 63.2+£3.2%
(50 uM, n=12

Ik ,.tail current” aramértékeket -40 mV tarté membranpotencialnal mérve (+50 mV teszt potencialrol)
mutatjuk be; atlag+SEM, *p<0.05 teszt vs kontroll.

2. tablazat. A Kkinidin, disopyramid és prokainamid gatld hatasa az ATP-fiiggd
kaliumaramra (Ikatp)

Antiaritmias Kontroll Pinacidil Vegyiilet Csokkenés
szer (PA) (PA) (PA/PF) (%)
Kinidin 0.019+0.010 5.36+1.08 2.34+6.99 56.38+7.49*
(10 uM, n=5)

Disopyramid 0.082+0.003 2.75+0.57 1.95+047 31.83+4.38*
(10 uM, n=5)

Prokainamid 0.052+0.001 2.34+0.60 1.09+0.29 53.46+1.52%
(50 uM, n=4)

IkaTe aramot pinacidil segitségével aktivaltuk. Az Ikate dramértékeket 0 mV tesztpotencidlon mérve
mutatjuk be; atlag=SEM, *p<0.05 teszt vs kontroll.

3. tablazat. A Kkinidin, disopyramid és prokainamid hatasa a befelé egyeniranyitd
kaliumaramra (Ik1)

Antiaritmias szer Kontroll Vegyiilet Csokkenés
(PA/pF) (PA/pF) (%)

Kinidin 9.5+1.20 9.28+1.45 1.91.8

(10 uM, n=10)

Disopyramid 13.6+0.28 12.5+0.22 5.0+3.4

(10 uM, n=9)

Prokainamid 12.04+0.16 10.8+0.17 0.7+8.1

(50 uM, n=9)

Az Ik1 dramértékeket -100 mV membranpotencialnal mérve, atlag=SEM mutatjuk be; p=N.S.

Egyediili eltérést csak a korai (fazis 1) repolarizaciét meghatarozo Iy -dram

mérésekben tapasztaltunk. Az alkalmazott koncentraciokban a kinidin (10 uM) és a
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disopyramid (10 uM) szignifikansan csokkentette, amig a prokainamid (50 uM) viszont
egyaltalan nem valtoztatta meg az I, aram amplitidojat. A disopyramid és a kinidin ezen

feliil jelent6sen felgyorsitotta az Iy aram inaktivacios kinetikajat is (4. tablazat).

4. tablazat. A kinidin, disopyramid és prokainamid gatlo hatasa a tranziens kifelé halado
kaliumaramra (lto)

Antiaritmias Vizsgalt paraméter Kontrol Vegyiilet | Csokkenés
szer (50 mV) (%)

Kinidin Aram amplitadéja (pA/pF) | 13.72+1.73 | 8.69+£1.28 | 35.5+4.10%
(10 uM, n=12) | Inaktivacié idéallandoja (ms) |  8.4+0.7 3.3£0.6 60.7+0.9%
Disopyramid | Aram amplitadoja (pA/pF) | 14.74+1.22 | 11.84+0.48 | 20.8+2.9%
(10 uM, n=8) | Inaktivici6 id6allanddja (ms)| 6.3+0.2 3.9+0.3 38.1+1.12*
Prokainamid | Aram amplitidoja (pA/pF) | 11.94+1.41 | 10.88+1.15 | 9.1+3.6
(50 uM, n=13) | Inaktivaci6 id6allanddja (ms) [ 9.7+0.6 8.74+0.8 10.1£1.0

Az |y, aramértékeket +50 mV membranpotencialnal mérve mutatjuk be, atlagtSEM; *p<0.05 teszt
vs kontroll.

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

A dronedaron fejlesztése szintén a CAST/SWORD vizsgélatok kudarcszerti
eredménye utan kezdddott. A kiinduld pontot azt adta, hogy a széles palettdji Vaughan
Williams listan gyakorlatilag egyetlen olyan antiaritmias szer, az amiodaron maradt, amely
hatékonyan kivédi a ritmuszavarokat ¢s mentes mindenféle proaritmias mellékhatastol
(Singh, 1970b; Hondeghem, 1990; Singh, 1994). Az amiodaron antiaritmias hatasat
feltehet6leg a multichannel (,,dirty drug”), tulajdonsaga okozza. Ez a gondolat inditotta el
az ugynevezett ,amiodaron-szeri” antiaritmikumok kifejlesztésének sorozatat,
amelyekben a repolarizaciét megnyujtd (Ill-as osztalyl) hatas egyéb, elOnydsnek vélt
farmakologiai tulajdonsaggal (kombinalt 1H1+1/B, II és/vagy IV osztalyu aktivitas) 6tvozve
jelentkezik (Brill, 1996; Nattel, 1999a; Singh, 1999).

Minderre azért volt sziikség, mert az amiodaron sajnos jelentds extra-kardialis
mellékhatasokkal rendelkezik, amelyek sulyosan korlatozzak a szer hosszi ideji, tobb évig
tartd kronikus alkalmazasat (Harris, 1983). Az amiodaron tiid6fibrézist okozhat, illetve a jod
molekula miatt hipertireozist (Kennedy, 1990; Newman, 1998). A fenti két allitas magaban
hordozta a fejlesztés iranyat, vagyis célszerli késziteni egy jodmentes amiodaront. Ez volt a
kiindulo6 pont a dronedaron kifejlesztésénél (Manning, 1995; Sun 1999). A kisérletes munka

a Sanofi-Aventis Gyogyszergyar (Franciaorszag) innovativ —gyogyszerfejlesztési
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részlegének munkatarsaival késziilt nemzetkodzi ko-operacioban. A dronedaron (SR-33589)
mentes a jodmolekulatol, és a dofetilidhez (klasszikus Ill-as osztalya szer) hasonldan

tartalmaz egy methaneszulfonamid molekulat (7. abra).

7. abra. A dronedaron vegyiilet kémiai szerkezete (C31H24N20sS) és IUPAC neve: N-[2-butyl-3-[4-
[3-(dibutylamino)propoxy]benzoyl]-1-benzofuran-5-ylJmethanesulfonamide.

A jodmentes félszintetikus amiodaron-szarmazékokat, mint amilyen a dronedaron
azzal a céllal fejlesztették ki, hogy a multichannel ,,anyavegyiilethez”” hasonl6 hataserdsségu,
de a nagy jodtartalom okozta extrakardidlis/toxikus mellékhatdsokt6l mentes antiaritmias
gyogyszert hozzanak létre (Fazekas, 2008; Hohnloser, 2009; Hilleman, 2010). A jodatomok
eltavolitasatol a szervtoxicitds megsziinését remélték, a methaneszulfonamid csoport
hozzdadasaval pedig a gydgyszermolekula lipofilidjat mérsékelték. A dronedaron
eliminacios féléletideje cca. 24-31 ora, ezért 4-6 nap alatt kiliriil a szervezetb6l. Biologiai
hasznosulasa az extenziv hepatikus first-pass metabolizmus miatt 15% (Zareba, 2006).

A vizsgalatsorozatunk el6tti eldkisérletek minden esetre igéretesek voltak, mert tobb
addigi multicellularis myocardium-készitményeken és izolalt miocitakon végzett kisérletek
eredményei arra utaltak, hogy a ,,multichannel” gatlo (valéjaban mind a négy Vaughan-
Williams osztalyhatassal rendelkezd) dronedaron akut és kronikus elektrofarmakologiai
tulajdonsagai  hasonloak ¢€s egyenértékiieck lesznek az amiodaronéval, annak
extrakardialis/szervtoxikus hatasai nélkiil (Sun, 1999).

Az ltalunk végzett vizsgalatsorozat egy nagyon gondosan és pontosan megtervezett
Osszehasonlitdo kronikus dronedaron-amiodaron vizsgalat. A vizsgalatba harom csoport
(csoportonként 6-10 kutyat) kutyat vontunk be. Az els6 csoport a kontroll kutyak, a masodik
csoportba tartozoé kutydk 4 hétig per os 2x25 mg-kg*-nap™ dronedaronnal (kapszulaban
adva, naponta kétszer, reggel €s este) lettek kezelve, a harmadik csoportba tartozé kutyakat
pedig 1x50 mg-kgt-nap™ amiodaron (naponta egy kapszula egyszer, reggel) vegyiilettel
kezeltiilk. A kisérletes felallast (oldatok, €és alkalmazott protokollok) a Maodszerek és

anyagok fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:
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A kronikusan alkalmazott dronedaron és amiodaron hatdsainak vizsgélata

12 elvezetéses EKG felvételek késziiltek a 4 hetes kezelések elott és utan. Az

eredményeket a 5. tablazat mutatja be.

5. tablazat. Kronikus (4 hetes) dronedaron és amiodaron kezelés hatésa a legfontosabb EKG
paraméterekre éber kutya kisérletekben

Kezelés CL PQ QRS QT QTc
(ms) (ms) (ms) (ms) (ms)
Kontroll 513.3+17.8 123.4+3.7 51.0x1.5 195.6+3.3 273.6+3.5
n=10
[~~~ Dronedaron | | | 1T

2x25 mg-kg*-nap? p.o.| 616.8436.5* | 142.6+6.5* 52.8+1.5 208.5+4.8* | 267.9+6.9

4 hét kezelés utan
n=10

Kontroll 543.1+31.4 | 114.0+6.9 51.0+£3.7 189.0+5.5 257.6+£7.9

n==6

Amiodaron

50 mg-kglnaptp.o. | 655.3£72.4 | 137.0£10.6% | 60.7+1.1% | 235.0+1.1* |294.3+10.2*

4 hét kezelés utan
n=6

CL=ciklushossz; *p<0.05.

A tabldzat eredményeit a kovetkezdképpen lehet Osszefoglalni. Az amiodaron
kezelés szignifikansan meghosszabbitotta a legfontosabb EKG paramétereket (PQ, QRS, QT
és QTc intervallumok), amig a 4 hetes dronedaron kezelés hatdsara csak a PQ ¢és QT
intervallumokban mért adatoknal regisztraltunk szignifikans megnyulast, amig a QRS ¢és
QTc intervallumok nem valtoztak meg szamottevé mértékben.

Kozvetleniil a 4 hetes EKG regisztralas utan a kutyakat felaldoztuk és in vitro
elektrofiziologiai méréseket végeztiink. A kronikus akcids potencidlmérések eredményeit a
6. tablazat foglalja 6ssze. Az eredmények azt mutatjak, hogy 1 Hz frekvencian mérve nem
tapasztaltunk szignifikans eltéréseket a kronikus dronedaron kezelés eldtt és utan, sem a
papillaris izomban, sem a Purkinje rostokban regisztralt AP paraméterek kdzott. Az egyetlen
kisebb méretii eltérés (enyhe csokkenés) csak az MDP (maximalis diastoles potencial)
értékben volt kimutathato.

A kronikus amiodaron kezelés papillaris izomzatban ezzel ellentétben a szerrdl
ismert és elvart tulajdonsagoknak megfelelden, jelentés APDgo megnyulast, illetve APA és
Vmax csokkenést okozott. Purkinje rostokban az amiodaron kezelés nem befolyasolta az AP

paramétereket, kivéve az egy MDP értékekben regisztralt enyhe mértékii pozitiv eltolodast.
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6. tablazat. Kronikus (4 hetes) dronedaron és amiodaron kezelés hatasa az akcids potencial
paraméterekre jobb kamrai kutya papilléris izomban és Purkinje rostokon

Kezelés n MDP APA APDsg APDgy Vmax
(mV) (mV) (ms) (ms) (Vs
Papillaris izom
___Kontroll __ [ 23_| -85.1£0.7 | 108.3+0.7 | 201.4+3.5 [ 234.6+3.3 | 223.348.5
Kronikus 18 -84.1£0.6 | 105.3+1.3 | 198.6+5.1 240.0+5.9 | 210.2+9.5
__dronedaron | __ | _______\ _______}\ ______} ]
Kronikus 15 -82.1+0.8 | 101.5£1.4* | 209.1+4.2 | 251.7+£8.2* | 171.948.2*
amiodaron
Purkinje rost
___Kontroll __| 19 1 -87.8+0.6 | 121.0+0.9 | 244.4+10.3 | 325.4+9.0 | 487.1+21.3 |
Kroénikus 9 -84.6:0.9% | 116.9+2.3 | 233.4+£20.2 | 344.4+:28.8 | 435.8+38.9
__dronedaron _y __ { _______} _______}
Kronikus 8 -83.5+1.1*| 116.1+2.3 | 188.0+18.0 | 323.9+12.0 | 437.9+43.7
amiodaron
Stimulalé frekvencia = 1 Hz; MDP=maximalis diastoles potencial; APA=akcios potencial

amplitudo; APDsy és APDgo = akcids potencial idétartam (50% and 90% repolarizacional mérve);
Vmax=depolarizacié maximalis sebessége; *p< 0.05.

A kronikus dronedaron és amiodaron frekvenciafiiggd hatasainak az APDgg és Vmax
paraméterekre vonatkoz6 eredményeit a 8. abra foglalja 6ssze. Papillaris izomban a
kronikusan adagolt dronedaron nem valtoztatta meg szignifikdnsan az APDgo értékeket
gyors frekvenciaknal (300-1000 ms ciklushossz kozotti értékeknél), amig lassubb
frekvenciaknal (CL=1500-2000 ms) a dronedaron hatasara az APDgo valamelyest hosszabb
volt, mint a kontroll csoportban (8A. abra, bal oldali panel). Ezzel ellentétben a kronikus
amiodaron kezelés minden ciklushossz tartomanyban megnyujtotta az APDgo értékeket a
kontroll csoporthoz képest. Papillaris izomban a dronedaron kezelés a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva, ha gyenge, de meégis szignifikans mértékli Vmax csokkenést okozott 1000
ms ciklushossz alatti gyors frekvenciakon.

Az amiodaron kezelés viszont markansan szignifikdns Vmax csokkenést okozott
kiilonosen a gyorsabb frekvenciakon (ciklushossz <1000 ms) (8A. abra, jobb oldali panel).
Purkinje rostokban sem a dronedaron, sem az amiodaron nem okozott frekvenciafiiggd
APDgo valtozast (8B. abra, bal oldali panel). A Purkinje rost Vmax értékek kiilondsen az
1000 ms—nal magasabb ciklushossz tartomanyban szignifikansan csokkentek voltak az
amiodaronos csoportokban. A dronedaron kezelés nem okozott frekvenciafiiggd valtozast a

Vmax értékekben (8B. abra, jobb oldali panel).
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8. abra. A kronikusan alkalmazott dronedaron és amiodaron kezelés frekvenciafiiggd hatasai az
akcios potencial iddtartamra (APDgo) €s depolarizacio maximalis id6tartamara (Vmax) Kutya jobb
kamrai papillaris izmon (A. panel), illetve Purkinje rostokon (B. panel). C. panel. A kronikusan
alkalmazott dronedaron és amiodaron kezelés hatasai a Vmax gatlas offset (bal oldali mezd) és onset
(jobb oldali mezd) kinetikaira kutya jobb kamrai papillaris izmon. Az abran a jobb attekinthetdség
kedvéért nem jeldltiik be a szignifikancia jeleket. *p<0.05 a kontroll értékekkel 6sszehasonlitva. Az
értékek atlagtSEM-ként megadva.

A Vmax gatlas use dependens hatasainak tanulmanyozasat kiegészitettiik az offset és

onset kinetikak vizsgalataval is. Az “offset” (recovery) kinetikat 1 Hz (1000 ms) frekvencian
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vizsgaltuk meg, mégpedig gy, hogy minden 20. iités utan fokozatosan emelkedd
idétartammal egy extra-stimulussal ingereltiik a preparatumot. A diastoles intervallumot az
akcids potencial 90 %-os idOtartama és az extra stimulus 4ltal kivaltott akcids potencial
felszallo aga kozotti idoként hataroztuk meg. Amint a 8C. abra (bal oldali panel) is mutatja
papillaris izomban a kontroll és kronikusan dronedaronnal kezelt kutyakban a Vmax Szinte
teljesen helyreallt 30-50 ms diasztolés idOtartam alatt. Ezzel ellentétben a kronikus
amiodaronnal kezelt kutydk szivébOl szarmazo papillaris izomban a Vmax helyreéllitasi
(recovery kinetikaja jelentésen késleltetett volt, vagyis a korai extraszisztolék esetében
alacsonyabb volt, mint a kés6i diastole alatt (8C. abra, bal oldali panel).

A Vmax ,,0nset” kinetikakat egy 1 perces stimuldciomentes idotartam utan alkalmazott
400 ms ciklushosszu 40 {itéses stimulus sorozat alkalmazasa segitségével vizsgaltuk. A 8C.
abra (jobb oldali panel) bemutatja, hogy a dronedaronnal kezelt és a kontroll kutyakbol
szarmazd mintakban csak csekély mértékit Vmax csokkenést tapasztaltunk a stimulus sorozat
hatasara. A csokkend gorbét egy-exponencialis fliggvénnyel lehetett jol megilleszteni,
amelynek az idéallandoi 8.9+0.5 ms (dronedaron, n=19) vs 10.9+0.7 ms (kontroll, n=17)
voltak.

Ezzel ellentétben az amiodaronnal kezelt kutyak szivébdl izolalt papillaris izmokban
jelentdsen megvaltozott a Vmax a stimulus sorozat hatasara. Amint a 8C. abra (jobb oldali
panel) is bemutatja, a csokkend gorbét ezhttal olyan két-exponencialis fliggvényekkel
lehetett a legjobban megilleszteni, amelyeknek az id6allandoi 17.0+£3.9 ms, illetve 1.56+0.13
ms (n=4) voltak.

Az akutan alkalmazott dronedaron és amiodaron hatdsainak vizsgélata

A 7. tablazat foglalja 6ssze az akutan alkalmazott dronedaron €s amiodaron hatasait
a jobb kamrai papillaris izom ¢és Purkinje rost akcios potencial paraméterekre. 1000 ms
ciklushosszon regisztralva a dronedaronnak és amiodaronnak hasonlé hatasa volt papillaris
izmon, vagyis mindkét szer (10 uM koncentracidoban alkalmazva) enyhén megnyujtotta az
APDsg és APDgo értékeket, amig a tobbi paraméter (MDP és APA) valtozatlan maradt. Mind
a dronedaron, mind az amiodaron mérsékelten, de statisztikailag szignifikdns mértékben
frekvenciafiiggé modon (,,use dependens”) csokkentette a Vmax értékeket (nem mutatom
kiilon abran vagy tablazatban). Ezt a hatast vélhetéen a két szer ismert I/B osztalyt

antiaritmias hatasa okozza.
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7. tablazat. Akut dronedaron és amiodaron kezelés hatasa az akcios potencial paraméterekre
jobb kamrai kutya papillaris izomban és Purkinje rostokon

Szer n MDP APA APDso APDgo Vmax
(mV) (mV) (ms) (ms) (V-s1)
Kamrai papillaris
izom
Kontroll -85.7+0.8| 109.1+0.7 207.1+£5.2 239.6+5.3 226.2+13.0

Dronedaron, 10 pM | 13 | -84.3+0.7| 108.5+0.9 | 216.4+5.1*% | 248.6+£5.3* | 222.6+10.9

Kontroll -82.4+0.9| 106.4+0.8 | 184.5+4.5 213.244.2 230.3+7.8
Amiodaron, 10 pM | 10 | -84.3+0.7]| 108.2+1.0 | 197.3+4.9*% | 229.0+5.0% | 219.8+12.3

Purkinje rost

Kontroll 7 -86.3+£1.7| 119.6+£2.1 | 239.6+12.6 | 309.6+11.8 | 470.6+35.8
Dronedaron, 10 pM -85.3+1.6| 116.3+1.5 | 188.1+15.0% | 287.1+10.8* | 445.0+54.8
Kontroll 6 -87.7£1.7] 119.2+1.7 | 225.5+174 | 307.0+16.5 | 421.0+15.3
Amiodaron, 10 pM -83.8+1.1| 113.5+3.7 | 182.2+11.7* | 279.7£11.9* | 370.0+27.1%

Stimulal6 frekvencia = 1 Hz; MDP = maximalis diastoles potencial; APA = akcids potencial
amplitado; APDsp és APDgo = akcids potencidl idétartam (50% and 90% repolarizaciondl mérve);
Vmax=depolarizaciéo maximalis sebessége, *p<0.05.

Ahhoz, hogy megallapitsuk a szerek cellularis antiaritmias hatasait, megvizsgaltuk
mindkét szernek a hatasait a triggerelt aritmidkra, a korai és utddepolarizaciokra (EAD és
DAD). EAD-ot 20-40 perces 1 uM dofetilid el6kezeléssel és bradycardiaval (a frekvenciat
1 Hz-rél fokozatosan 0.08 Hz-re csokkentettiik) idéztiink eld. Néhany eldkisérletben
ellendriztiik az EAD perzisztenciat, vagyis megjelenése utdn még tovabbi 2 oOran
monitoroztuk stabilitasat. Az eredményeink azt mutattdk, hogy 10-10 uM dronedaron,
illetve amiodaron jelenlétében szignifikansan lecsokkent az EAD etapok incidencidja
(dronedaron esetében 77.84+3.8 %-r6l 11.7+2.8 %-ra, n=6, p < 0.05; amiodaron esetében
58.6+4.5 %-161 8.0+£3.2 %-ra, n=5, p<0.05) (9A. abra).

Késoi utodepolarizaciot az ouabain-al (Na/K pumpagatloszer) provokaltunk. A
szivizommintakat (bal kamrai Purkinje rostok) 2 Hz-es frekvencian 40-60 percig tarto 0.2-
0.3 uM ouabain-al el6kezeltiik, majd a stimulaciéo hirtelen megszakitasa, rendszerint
mintegy 4.7 mV-13.7 mV kozotti amplitidoval rendelkez6 DAD-okat idézett elé. 30-40
percig tartd 10-10 uM dronedaron illetve amiodaron alkalmazas jelentdsen csokkentette az
ouabain indukalta DAD utopotencialok amplitid6jat (dronedaron esetében 10.24+0.4 mV-rol
1.8£0.6 mV-ra, n=5; p<0.05, illetve amiodaron esetében 11.1£0.7 mV-rél 2.4+0.5 mV-ra,
n=5, p <0.05; 9B. abra).
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9. abra. Az akutan alkalmazott dronedaron és amiodaron hatasai a korai (EAD, A. panel) és késoi
utddepolarizaciokra (DAD, B. panel) kutya bal kamrai Purkinje rostokban. A. panel. Az EAD-okat
1 uM dofetilid 5000 ms ciklushosszon (CL) torténé alkalmazasaval idéztiik el6. B. panel. A DAD-
okat 0.2-0.3 uM ouabain 500 ms ciklushosszon torténé alkalmazasaval idéztiik eld.

Az eddigi EKG és akcios potencial mérések a dronedaron alkalmazas okozta PQ
tavolsdg megnyulasat, illetve a repolarizacio gatlasat igazoltak. Ezért, hogy megallapitsuk a
dronedaron cellularis elektrofizioldgiai profiljat, megvizsgaltuk a szer akutan alkalmazott
hatésait a kiilonb6z6 transzmembran ionaramokra, enzimatikusan izolalt kutya balkamrai
szivizomsejtekben. A dronedaron 10 uM koncentracidban gatolta az L-tipust kalcium dram
amplitudojat (10A. abra). 0 mV membranpotencialnal mérve a dronedaron 76 %-ban
csokkentette az lca. &ram amplitadojat. Az dram kontroll koriilmények kozott 1137.7+299.1
pA volt, amely 270.5+70.5 pA-ra csokkent (n=6, p<0.05) a szer gatl6 hatasa eredményeként.
Megvizsgaltuk a dronedaron lehetséges hatdsait a négy legfontosabb repolarizald

kaliumaramra. A szer egyediil a késdi egyeniranyitdo kaliumaram (Ikr) amplitudojat
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csOkkentette statisztikailag szignifikans modon. Amint a 10B. abran is 1athato, a dronedaron
10 uM koncentracioban gyakorlatilag 100%-ban gatolta az Ikr aramot valamennyi vizsgalt
membranpotencialon (-20 mV és + 50 mV kozott).
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10. abra. Dronedaron (10 uM) hatasa az L-tipusu kalcium aramra (Ica., A. panel) és a késoi
egyeniranyitd kaliumaramam gyors komponensére (lk, B. panel) kutya balkamrai
szivizomsejtekben. A bal oldali mez6k eredeti aram regisztritumokat mutatnak be kontroll
koriilmények €s a Szerrel torténd perfizid utan, amig a megfeleld jobb oldali diagramok az Ical,
illetve Ik, aramra vonatkozo atlag aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak be. Az értékek
atlagtSEM-ként megadva.

Az dronedaron a tobbi repolarizal6é kaliumaramot viszont nem befolyasolta. A 11.
abran lathato, hogy a szer 10 uM koncentracioban Sem valtoztatta meg a tranziens kifelé
haladé (Iw), befelé egyeniranyitdé (ki) és a lassu kinetikdju késdi egyeniranyitd
kaliumaramok (Iks) amplitadoit.
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11. abra. Dronedaron (10 uM) hatasanak hianya a tranziens kifelé haladé K*-aramra (I, A. panel),
a befelé egyeniranyito K*-aramra (lki, B. panel) és a késdi egyeniranyito K*-aram lassu
komponensére (lks, C. panel) kutya balkamrai szivizomsejtekben. A bal oldali mez6k eredeti aram
regisztratumokat mutatnak be, amig a jobb oldali diagramok a megfelel6 aramokra vonatkoz6 aram-
fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak be. Az értékek atlagtSEM-ként megadva.

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

A tedisamil fejlesztése szintén beleillik abba a fejlesztési iranyba, amely a
CAST/SWORD vizsgalatok kudarcszerli eredménye utan kezdddott. A kiinduld pont ezuttal
Is az volt, hogy bar a klasszikus ,,single-channel” gatloszerek gyogyszerré fejlesztésének
gondolatat korabban igéretesnek gondoltak, ezt az eredmények megcafoltak. Ezutan
kezd6dott el a ,,multichannel” gatld vegyiileteknek antiaritmias szerként torténd fejlesztése.
A tedisamil (korabban KC-8857 néven is ismert vegyiilet, 12. abra) egy a Solvay Pharma
altal eredetileg antiiszkémias szernek tervezett hatbanyag (Grohs,1989).
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12. abra. A tedisamil vegyiilet kémiai szerkezete (CigHz2N2'HCI) és TUPAC neve: [3,7-
bis(cyclopropylmethyl)-9,9-tetramethylene-3,7-diazabicyclo-(3.3.1)nonane dihydrochloride].

Szamos klinikai vizsgalat igazolta antiiszkémias hatasat (Fox, 2000). Késébb tobb
kisérletes tanulmany igazolta, hogy a tedisamil megnyuGjtja az APD, illetve a QT
intervallumot (Oexle, 1987; Beatch, 1991), és mint ilyennek vélhetéen III-as tipusu
antiaritmias/antifibrillans hatasa van (Adaikan, 1992; Friedrichs, 1996 és 1998; Fischbach,
1999 és 2001; Flores, 2001). Igazoltak, hogy t6bb kaliumaram hatékony blokkoldja (példaul
lto, lkatp, Ik) (Dukes, 1989 ¢és 1990; Beatch, 1990; Tsuchihashi, 1991), illetve gatolja a
depolarizacio maximalis sebességet (Vmax; Beatch, 1990).

Mivel ezek a tanulmanyok nem voltak elég gondosan tervezettek (példaul tobb eltérd
speciesen késziiltek), illetve eredményeik szdmos ponton ellentmondasosak is voltak, azt
terveztilk, hogy megvizsgaljuk egy egységesen tervezett kisérletsorozatban a tedisamil
cellularis szintli elektrofiziologiai tulajdonsagait, igy hogy ellendrizziik a vegyiilet hatasait
olyan mas korabban nem vizsgalt transzmembran ionaramokra is, mint példaul az Iks.

A kisérletes felallast (oldatok, €s alkalmazott protokollok) a Médszerek és anyagok

fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

A tedisamil hatasanak vizsgalata a transzmembran ionaramokra

Mivel az eldzetes vizsgalatok alapjan a tedisamil vélhetéen Ill-as osztalya
antiaritmias szerként viselkedik, elsdsorban a szer kamrai repolarizéciora kifejtett hatasara
voltunk kivéancsiak. Ezért megvizsgaltuk a tedisamil hatasat a repolarizacidot meghatarozo
fobb transzmembran kaliumaramokra (I, Ik1, Ikr és Iks, valamint lkate), illetve az ,,inward”
kalcium és natrium dramokra.

A tedisamil jelentdsen gatolta a két fontos repolarizalo késéi kaliumaramok gyors és
lassu komponenseit (Ikr és Iks aramok) tengerimalac szivekbdl enzimatikusan izolalt kamrai

miocitakban. A 13A. abra bemutatja, hogy a tedisamil 1 uM koncentraciéban majdnem
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teljesen gatolta az Ikr-t. 30 mV tesztpotencialnal mérve az Ik tail aram kontroll koriilmények

kozott 0.88+0.17 pA/pF volt, amely a tedisamil hatasara 0.23+0.07 pA/pF értékre csokkent

(n=5, p<0.05).
1s 5s
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13. abra. 1 pM, illetve 5 uM tedisamil hatasa a kés6i egyeniranyité kaliumaram gyors (Ikr, A.
panel) és lassu komponenseire (Iks, B. panel) bal kamrai tengerimalac szivizomsejtekben. A
diagramok az Ik, illetve I, &ramra vonatkozo atlag aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak

be. C. panel. A tedisamil vegyiiletnek az lkr és lks aramokra vonatkozo dozis-hatas gorbéi. Az
értekek atlag+SEM-ként megadva; *p<0.05.

A szer Iks aramot gétlo hatdsa valamivel alacsonyabb mértékii volt, ugyanis csak 5
uM tedisamil gatolta az Iks aramot jelentGsebb mértékben (13B. abra). 50 mV teszt
membranpotencialnal mérve, az lks tail aram kontroll koriilmények kozott 8.1+0.3 pA/pF
volt, amely 4.23+0.07 pA/pF értékre csokkent a szer adasa utan (n=5, *p<0.05). A tedisamil
nem befolyasolta az Ik, és az Iks aram aktivacios illetve deaktivacios kinetikdit (nem

mutatom). Megvizsgaltuk a tedisamil koncentracio-fiiggd gatld hatdsat, amelynek
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segitségével sikeriilt abrazolnunk a szer dozis-hatas gorbéit. A dozis hatds gorbék alapjan
kiszamoltuk a tedisamil Iky és Ixs aramokat gatlé ECsp hatas értékeket. A két érték: 0.22 uM
az lkr aram, illetve 6.38 uM az Iks aramra vonatkoz6 érték (13C. abra).

Ezutan megvizsgaltuk a tedisamil gatlo hatasat a tranziens kifelé haladé
kaliumaramra (Iw). Mivel tengerimalac miocitdkban nem létezik az I, aram, ezeket a
vizsgalatokat kutya kamrai szivizomsejteken végeztiik (14A. abra). Az eredményeink azt
mutattak, hogy a tedisamil a magasnak tartott 10 uM koncentracioban sem csokkentette az
lto aram amplitudojat a kutya kamrai miocitdkban (14A. abra, bal oldali panel, 50 mV-nal
mérve az aram kontroll koriilmények kozott 17.8+4. 9 pA/pF volt, a szer alkalmazasa utan
pedig 17.3+ 4.2 pA/pF, n=5, p=N.S.).

Ez némileg vératlan eredménynek bizonyult, ugyanis a korabbi vizsgalatok alapjan a
tedisamilt hatékony I aram gétlonak jelentették (Dukes, 1989 és 1990). Mivel azok a
vizsgélatok patkany szivizomsejtekben késziiltek (amelynek Iz dram Osszetétele eltér a
kutyaétol) mi is megismételtiik ezt a kisérletet tigy, hogy ezuttal nyul kamrai miocitadkban
ellendriztiik a szer hatasat. Mint a 14A. abra, jobb oldali panel is mutatja, a szer mar relativ
alacsony 1 uM koncentracioban jelent6sen mintegy 40%-ban gatolta az Ito aram amplitadojat
(50 mV-nal mérve az aram kontroll koriilmények kozott 20.3+3.9 pA/pF volt, amely a szer
alkalmazasa utan pedig 13.9+2.8 pA/pF értékre csokkent, n=5, *p<0.05). A tedisamil
ugyanakkor kozvetlen aramgatld hatasa mellett felgyorsitotta az Iio aram inaktivacios
kinetik4jat is. Eredményeink alapjan az Iy aram inaktivacios kinetikdjanak az iddéallandoja
(t) kontroll koriilmények kozott 8.3+0.6 ms volt, amely a tedisamil hatasara 3.5+£0.5 ms
(n=5, *p<0.05) értékre csokkent.

A 14B-14C. abrak bemutatjak, hogy a tedisamil a magasnak tartott 10 pM
koncentracioban izolalt balkamrai kutya szivizomsejtekben mérve nem gatolta sem a befelé
egyeniranyitd kdliumaramot (Ik:1 dram -100 mV-nal mérve kontroll koriilmények kozott
10.4+0.5 pA/pF, illetve a szer addsa utan 9.8+1.2 pA/pF, n=5, p=N.S.), sem az L-tipusu
kalctumaramot (Ica 4&ram 10 mV-ndl mérve kontrollban 3.9+1.2 pA/pF, illetve 4.1+1.4
pA/pF a szerhatas eredményeképpen, n=5, p=N.S.).

A 14D. abra bemutatja, hogy a tedisamil gatolta az iszkémias koriilmények kozott
aktivalodo ATP-fiiggd kaliumdramot (Ikatp) nyul kamrai szivizomsejtekben. Az lkate
aramot az ismert Katp agonista cromakalim (Spinelli, 1990) segitségével aktivaltuk. Amint
az abran is lathato, a cromakalim jelentds Ikatp dramot aktivalt: 60 mV tesztpotencidlnal
mérve az dram amplitidoja kontroll koriilmények kozott 5.3+06 pA/pF volt, amely 50 uM
cromakalim hatasara mintegy 38.2+11.8 pA/pF értékre nétt (n=5). Ezt az dramot 1 pM
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tedisamil hozzaadasa jelent6sen, mintegy 55%-al csokkentette (az aram értéke a tedisamil

alkalmazasa utan 18.4+4.7 pA/pF értékre csokkent, n=>5, *p<0.05).
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14, abra. A tedisamil (kiilonb6z6 koncentracidkban alkalmazva) hatasa a tranziens kifelé halado K*-
aramra (I, A. panel, kutya, illetve nytil kamrai miocitakban), a befelé egyeniranyitd K*-aramra (Ik1,
B. panel, kutya kamrai miocitakban), az L-tipust Ca?*-aramra (Ica,, C. panel, kutya kamrai
miocitdkban) és az ATP szenzitiv K™-aramra (Ikate, D. panel, nyal kamrai miocitakban). A
diagramok az adott aramra vonatkozé atlag aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak be. Az
Ikatp dramot cromakalimmal aktivaltuk. Az értékek atlag+SEM-ként megadva; *p<0.05.

Végezetiil megvizsgaltuk a tedisamil hatdsat a natrium csatorna ,,onset” €s ,,offset”
kinetikdira 1s, egy a dronedaron vizsgélatnal mar korabban is ismertetett protokoll
segitségével. A tedisamil (2 uM koncentracidoban) use dependens (frekvenciafiiggdé) modon
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csokkentette a Vmax -értékét. A szamolt onset sebességi allando (,,rate constant ) értéke 3.82
iités™ volt (15A. 4bra). A Vmax helyredllitasi kinetikaja kontroll kdriilmények kozott gyors
és egy-exponencialis volt (amelynek iddallanddja 1=23.4ms). 2 pM tedisamil
eredményeképpen az el6z6 gyors komponens mellett (amely a szabad natrium csatorna
inaktivaciobol vald visszatérését jelzi), megjelent egy lasstt komponens is (t=3718 ms),

amely a tedisamil levalasi kinetikajat (,,0ffset” kinetika) jelenti (15B. abra).

A .Onset’ kinetika B ,Offset” kinetika
< Kontroll ¢ Kontroll
A 2 pM tedisamil 250 A 2 pM tedisamil
2257
200+
)
2175
-] .
<5 Kontroll (n=7):
1501 & ©=23.4 ms
i Tedisamil (n=8):
1501 Rate” konstans = 3.82 (ités 125- 11=82.4 ms
Amplitade = 182 V/s 1= 3718 ms
125 n=7 100+ ' i
0 5 10 15 20 25 30 0 3000 6000 9000
Stimulus szama a sorozatban 1d6 (ms)

15. abra. A tedisamil (2 uM ) hatasai a Vmax gatlas offset (bal oldali mez6) és onset (jobb oldali
mez0) kinetikaira kutya jobb kamrai papillaris izmon. Az illesztések iddallandoit az abran
szerepeltetjiik. Az értékek atlag+SEM-ként megadva, n=7-8.

Az amiodaronszerii GYKI-16638 vizsgdlata emberi szivizom prepardatumokon

A GYKI-16638 fejlesztése hatterében a mar kordbban is emlitett alapelv all, hogy
olyan amiodaron-szerti ,,multichannel” gatlo (,dirty drug”) vegyiiletet fejlessziink ki,
amelyben a repolarizaciét megnyujtdo (IlI-as osztalyu) hatas egyéb, eldnydsnek vélt
farmakologiai tulajdonsaggal (kombinalt 111+ I/B, II és/vagy IV osztalyt aktivitas) 6tvozve
jelentkezik. Jelen esetben a budapesti Gyogyszerkutatdo Intézet gyogyszerkémikusaival
egyiitt ko-operacioban késziilt projekt célja egy kombinalt 111+1/B kevert hatast szernek a
tervezése, szintézise és elektrofiziologiai vizsgalata volt. Mivel a vegyiilet struktiraja eltér
az amiodaronétol, nem tekintheté amiodaron kongéner vegyiiletnek. A 16. abra bemutatja

a GYKI-16638 nevii vegyiilet képletét.
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16. abra. A GYKI-16638 vegyiilet kémiai szerkezete (C21HzoN20sS) és TUPAC neve: [3N-[4-[2-N-
methyl-N-[1-methyl-2-(2,6-dimethylphenoxy)ethylamino]-ethyl]-phenyl]-methanesulfonamide-
hydrochloride.

Kisérleteink célja a GYKI-16638 vegylilet elektrofizioldgiai hatasainak a vizsgalata
volt. A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Maodszerek és anyagok
fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

Mivel a GYKI-16638 tervezésekor a kiinduldé szempont az volt, hogy a vegyiilet
rendelkezzen III+1/B kevert hatassal, ellendrizniink kell, hogy a vegyiilet valdban egyarant
rendelkezik a repolarizacio megnyujto (d-sotalol szerti) IlI-as osztalyu, illetve a gyors
natriumcsatorna (illetve Vmax) gatlo I/B (vagyis mexiletin szerii) hatassal is. Kisérleteinkben
egészséges human donorszivekbdl szarmazoé jobb kamrai izmon megmeértiik a GYKI-16638
vegyiiletnek az akcids potencial legfontosabb paramétereire kifejtett hatdsat, illetve az
eredményeket 6sszehasonlitottuk a hasonlé koriilmények kozott kiilon-kiilon vizsgalt sotalol
¢és mexiletin nevil antiaritmids szerekkel torténd mérések eredményeivel.

A GYKI-16638 vegyiiletet 5 uM koncentracidoban alkalmaztuk, és az eredményeket
Osszehasonlitottuk 30 uM sotalol, illetve 10 uM mexiletin hat4sainak az eredményeivel. Az
1 Hz frekvencian mért eredményeket a 17A. abra, illetve 8. tablazat foglalja 6ssze. Jol
lathato, hogy 5 uM GYKI-16638 jelentdsen megnyujtotta a repolarizaciot jellemzé APDgo
értéket, viszont nem valtoztatta meg sem az APDso, sem a tobbi vizsgalt AP paraméterek
értékét. A sotalol (30 uM) megnyujtotta, a mexiletin (10 pM) viszont réviditette az APDso
és APDgp értékeket (17A. abra és 8. tablazat). Megvizsgaltuk és a 17B. abran bemutatjuk
mindharom szernek az APDgo, illetve Vmax paraméterekre hato 300-5000 ms
ciklushosszakon regisztralt frekvenciafiiggd hatasait is. Amint a 17B. dabran (bal oldali
panel) is lathatjuk, a sotalol (amely egy tiszta Ik gatld hatassal rendelkez6 I1I-as osztalyu
szer) az ismert modon forditott frekvenciafiiggd modon nytjtotta meg az akcios potencial
id6tartamot (APDgo). Ez azt jelenti, hogy bradycardiaban (hosszabb ciklushosszaknal, mint
példaul 5000 ms) a repolarizacié megnyujto hatasa sokkal kifejezettebb volt, mint magasabb

frekvencidkon (révidebb ciklushosszaknal, példaul 300 ms).
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17. abra. A. panel. A GYKI-16638 (5 uM), a sotalol (30 uM) és mexiletin (10 pM) hatasa az akcios
potencialra egészséges human jobbkamrai izmon. A stimulald frekvencia 1 Hz volt. B. panel. A
GYKI-16638 (5 uM), a sotalol (30 uM) és mexiletin (10 uM) frekvenciafiiggé hatasai az akciods
potencial id6tartamra (APDgo) és depolarizacié maximalis sebességére (Vmax) human jobbkamrai
izmon. Az értékek atlag:SEM-ként megadva.

Ezzel ellentétben az I/B tipusu antiaritmids szer, mexiletin roviditette az APDgo
iddtartamot. Az APDgo csokkenés magas frekvencidkon csekély volt (statisztikailag sem
szignifikans mértékii), amig alacsonyabb frekvencidkon (hosszl ciklushosszaknal) viszont

statisztikailag is szignifikans mértékii volt.

8. tablazat. A sotalol, mexiletin és GYKI-16638 hatasa az akcios potencial paraméterekre
human jobb kamrai izmom 1 Hz stimulacios frekvencian

Szer n RP APA APDso APDgo Vmax

(mV) (mV) (ms) (ms) (V/s)
Kontroll 6] -89.7+£09 ] 1192+2.0| 233.0+17.4 | 301.8+19.7 | 230.8+21.3
Sotalol, 30 uM 6| -888+151]119.2+24 | 281.0+21.0% | 387.0+27.6* | 250.0 + 21.1
Kontroll 6| -87.7+£1.01]113.8+£1.9| 205.0+19.2 | 271.3+24.3 | 296.2+ 33.3
Mexiletin, 10 uM | 6 | -87.7+0.9 | 110.8+2.7 | 186.6+18.2* | 254.2+22.7* | 288.3 + 28.9
Kontroll 91 -873+£1.01]1144+22| 248.6+22.0 | 338.9+28.6 | 289.4+11.2
GYKI-16638,5uM | 9| -87.1+1.2 | 111.6+2.4 | 242.6+£20.9 | 3854+24.0* | 268.2+17.3

Stimulalé frekvencia = 1 Hz; RP = nyugalmi potencial; APA = akcids potencial amplitidd; APDsg
és APDgo = akcids potencial id6tartam (50% and 90% repolarizacional mérve); Vmax = depolarizacio

maximalis sebessége; *p<0.05.
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A GYKI-16638 APDgo megnyujtd hatdsa jelentds, de kevésbé markans volt, mint
amilyet a sotalol okozott. Amit viszont ki kell emelniink, az az, hogy ez az APDgo megnyujtd
hatas nem bizonyult frekvenciafiiggdnek, vagyis a gyogyszer indukalta megnytjtas hasonld
mértékii volt a teljes vizsgalt frekvenciatartomanyban (17B. abra. bal oldali panel).
Megvizsgaltuk a harom szernek a Vmax paraméterre vonatkozo hatésait is. Amint a 17B.
abran (jobb oldali panel) lathatjuk, a sotalol mintegy igazolva mas specieseken ismert
hatésait, nem valtoztatta meg a Vmax paramétert egyetlen frekvencian sem. Ezzel ellentétben
a mexiletin (10 uM), illetve a GYKI-16638 (5 uM) use dependens frekvenciafiiggd modon
gatolta a depolarizaci6 maximalis sebességét. Ez azt jelenti, hogy minél magasabb a
frekvencia, annal markansabb a vegyiilet Vmax gatlo hatasa is. A két szer Vmax gatlo hatdsa
igen hasonlo volt, és azt is ki kell emelni, hogy ez a hatds csak a normadl szivfrekvencidnal
magasabb (1000 ms ciklushossz alatti) értékeknél jelent meg. Ez a ,,use-dependens” hatas
vélhetden annak az eredménye, hogy a mexiletin és a GYKI-16638 vegyiiletek lassitjak a
natrium csatornak inaktivaciobol torténd visszatérési (,,recovery from inactivation”)
kinetik4jat. Amig a sotalol hatasara a Vmax értéke mintegy 30-40 ms alatt visszatér a kontroll
értékekhez kozeli allapotba, a mexiletin, illetve a GYKI-16638 esetében a Vmax recovery
kinetik4ja szignifikdnsan lelassult. A mexiletin esetében a visszatérési kinetikai allando
310£71 ms (amplitad6 96.9+£12.7 V/s, n=6), amig a GYKI-16638 esetében ugyanez az értek
298+70 ms volt (amplitddo 74.9+13.7 V/s, n=8).

2. témakér. A szivizom repolarizaciéjaban részt vevo Kkiilonbozé K*-csatornak
kolcsonhatasanak vizsgalata. A repolarizacios tartalék fogalma és jelentosége emlos
kamraizmon

A repolarizdacios tartalék fogalma és jelentisége a kamrai aritmogenézisben

Mint mar az el6z6 alfejezetekben is tobbszor taglaltam, a szivritmuszavarok
gyogyszeres kezelésének egyik lehetséges és kiemelkedden fontos modja az akcids potencial
idotartamanak (APD), illetve effektiv refrakter periddusanak a megnyujtasa, amit a Vaughan
Williams féle klasszifikacioban III-as tipusi antiaritmias hatasnak nevezziink (Singh,
1970a). Ma mar koztudott, hogy az akcids potencial iddtartaménak megnyuldsa bizonyos
helyzetekben proaritmias szovédményhez (Torsades de Pointes tipusti kamrai tachycardia)
vezethet, melynek kovetkeztében novekszik a gydgyszer okozta 6sszmortalitas (Surawicz,

1989; Hondeghem, 1990; El-Sherif, 1992; Hohnloser, 1994).
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A kamrai repolarizaci6 az extracellularis térbdl sejtbe befelé halado (mint példaul az
Ina €s Ica-aramok), illetve a sejtbol kifelé halado szamos ionaram (mint példaul az lto, Ikr Iks
és k1) finom egyensulyaként jon 1étre. Fiziologias koriilmények kozott a kaliumcsatornak
egyetlen tipusanak sériilése vagy gyogyszeres gatlasa kifejezett, potencialisan veszélyes
APD megnyulast varhatéan nem eredményez, mivel a tobbi kéaliumaram megfeleld
repolarizacios kapacitast képes biztositani. Ezt a jelenséget nevezte el Roden professzor
,repolarizacios tartaléknak™ (,,repolarization reserve’) (Roden, 1998 és 2005).

Korabbi kutatasaink eredményei szerint az Iks aram szelektiv gatlasa csak minimalis
repolarizacié megnyulast eredményez kutya kamrai szivizom roston. Amikor azonban a
repolarizaciods tartalékot E-4031 és veratrin alkalmazasaval elézetesen legyengitettiik, az Iks
blokkoldsa mar markans repolarizaci6 megnyuldst eredményezett (Varrd, 2000). Jelen
munkank célja az volt, hogy a cellularis elektrofiziologia eszkoztarat felhasznélva,
vizsgélatokkal meghatarozzuk a kiillonb6z6 kaliumaramok egymas kozotti kolesonhatasat,
¢és kisérletesen igazoljuk a repolarizacids tartalék lehetséges szerepét a kamrai szivizom
repolarizacidja soran.

Vizsgélatainkat tobb speciesen is elinditottuk, de értelemszerlien az egészséges
human donor szivizommintakbol, illetve a repolarizacidt meghatarozoé legfontosabb aramok
szempontjabol igen j6 modellnek szamitd kutya szivekbdl szarmazo kisérleti eredmények a
legjelentdsebbek. A kisérletes felallast (oldatok és alkalmazott protokollok) a Médszerek és

anyagok fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

A repolarizacios tartalék kisérletes bizonyitdsa kutya és emberi kamrai szivizomzatban

A 8 repolarizalé K*-aramok vizsgdlata kutya kamrai szivizomsejtekben

Tankonyvi adatok alapjan a repolarizacido (az AP 3. fazisa, 1. abra) szakaszat
elsésorban K*-4ramok hatarozzak meg. A legfontosabb repolarizalé K*-aramnak a kés6i
egyeniranyito K*-aram gyors komponensét (Ikr) tartjak (Sanguinetti, 1990). Jelen vizsgalatig
ugy tartottdk, hogy a késbi egyeniranyitd K'-aram lassi komponense (Iks) is fontos
repolarizald K*-aram (Bosch, 1998; Schreieck, 1997). Szintén tankonyvi ismeretek alapjan
a tranziens kifelé haladd K™-aram els6sorban a korai fazis 1 repolarizacioért (Corabeuf,
1982), a befelé egyeniranyité K*-aram (Ik1) pedig a szivizomsejtek membranpotencialjanak
helyreallitasaért felelések (Shimoni, 1992, Anumonwo, 2010).

Korabbi vizsgalataink alapjan egyre jobban megismerve ezen aramok kinetikai

paramétereit, felvetddott az a gondolat, hogy utdbbi két aram is jelentdsebb szerepet jatszhat
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a késdi repolarizacidoban is, mint azt korabban feltételezték. Ezért megvizsgaltuk mind a
négy K'-dram tulajdonsagait akcios-potencilszeri tesztpulzusok alatt kutya kamrai
szivizomsejtekben. A 18A. abra bemutatja az Ik, Ikr, ks és Ito aramoknak megfeleld akcios

potencial alatti id6fligg6é aramgorbéket.

A 40mV B @ Kontroll @ Kontroll @ Kontroll C
+30 mV— & lk gatlas A k. gatlas A k1 gatlas
m 50 nM DOF 1 uM HMR 10 yMBaCl,  _
250 ms 1
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: e
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/| <
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18. abra. Az k1 (BaClz-szenzitiv aram), Iy (E-4031 szenzitiv aram), ls (L-735,821 szenzitiv dram)
és To (100 uM chromanol 293B-szenzitiv aram) aramok amplitidojanak az 6sszehasonlitisa normal
méretii (250 ms) akcios potencial szerli impulzusok alatt kutya jobb kamrai miocitakban (A. panel). Ik
(50 nM dofetilid, z6ld szinnel jelolve), lks (1 uM HMR-1556, kék szin) és Ik (10 uM BaCly, piros
szin) szelektiv gatlas hatasai az akcios potencial idétartamara kutya jobbkamrai papillaris izmon normal
(CL=1000 ms) koriilmények kozott (B. és C. panelek), illetve 300-5000 ms ciklushosszakon (D.
panel). A hibasavok (SEM) gyakran kisebbek, mint a jelolé szimbolumok. CL=ciklushossz;
DOF=dofetilid; HMR=HMR-1556. Az A. panelen a szaggatott fiiggéleges vonal az akcids potencial
-40 mV membranpotencial értékét jelzi.

Jol lathato, hogy valoban az E-4031-szenzitiv aramként definialt Ik, (z61d gorbe) a
legjelentdsebb aram az AP -40 mV-0s membranpotencidlhoz kapcsolhatod repolarizacios
idétartoméanyban. Az 1.-735,821 szenzitiv aramként azonositott Iks &ram (kék szinli &ram) a
teljes AP id6tartam alatt alacsony, amplitaddja gyakorlatilag végig kevesebb mint 10 pA. A
BaClz-szenzitiv aramként azonositott Iky aram valoban az AP alsé negativ tartomanyban a
legerdsebb, de amint a 18A. abran is lathatd (piros szinli aramgdrbe), az &ram mar kordbban
a fazis 3 repolarizacio alatt is jelentés mértékii toltést vezet. Es végiil a magas

koncentracioju, 100 uM chromanol 293B-szenzitiv aramként meghatarozott Io-aram (18A.
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abra, narancs szinli d&ramgorbe) is jelentds mennyiségl kaliumtoltést transzportdl az AP

repolarizacids tartomanyaban.

Az s gatlas hatasa normal, illetve gyengitett repolarizacios tartalék (kombinalt Ixr
és Iks blokkolds) esetében kutya kamrai akcios potencial idotartamara (APD)

A HMR-1556 vegyiiletet az Iks aram hatdsos ¢€s szelektiv gatldoszereként tartjak
szamon. Kisérleteinkben 1 uM HMR-1556-t hasznaltunk, mert irodalmi adatok szerint
ebben a koncentracidban az Iks aram hatékony és szelektiv gatloszere (Gogelein, 2000). Az
18B., 18C. és 18D. abrak mutatjak, hogy 1 pM HMR-1556 6nmagéban alkalmazva csak
minimalis mértékben nyujtotta az APDgo-t (<7%) kutya jobb kamrai papillaris izmon,
normal frekvencian (CL=1000 ms, 18B. abra, k6zéps6é mezé és 18C. abra, kék szinii
oszlop), illetve 300-5000 ms-ig terjed6 ciklushosszakon (18D. abra, k6zépsé mezd).
Hasonld koriilmények kozott vizsgalva a szelektiv Ikr gatlo dofetilid (50 nM) jelentds
forditott frekvenciafiiggéd APDgo megnytjtast eredményezett (18B. és 18D abrak, bal oldali

mezok és 18C. abra, zold szinii oszlop).

A
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19. abra. A kombinalt Ix,+Iks (50 nM dofetilid +1 uM HMR-1553) és Ik+lk1 (50 nM dofetilid + 10
uM BaCl) gatlasok hatasai az akcios potencial idotartamara kutya jobbkamrai papillaris izmon 1000
ms (A. panel), illetve 300-5000 ms ciklushosszakon (B. panel). A kombinalt Ix+Ik1 gatlas gyakran
(3 a 7 kisérletbol) korai utodepolarizaciot (EAD) valtott ki (C. panel). A hibasavok (SEM) gyakran
kisebbek, mint a jel616 szimbdlumok. CL=ciklushossz; DOF=dofetilid; HMR=HMR-1556; EAD=
korai utddepolarizacio.
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Amikor azonban az lks gatloszer HMR-1556-t ugyanabban a koncentracioban (1
uM), olyan preparatumokon alkalmaztuk, melyekben a repolarizacids tartalékot az Ixr &ram
szelektiv gatlasa révén (50 nM uM dofetilid) mar el6zetesen gyengitettiik, igen kifejezett és
szignifikans tovabbi APD megnyulast tapasztaltunk 1 Hz-en (28.54+4.6%, p<0.05, n=8, 19A.
abra, bal oldali mezd), illetve a teljes frekvenciatartomanyban is (19C. abra, bal oldali

mez06). Mindez a két szer erds additiv hatasara utal.

Az lk1 gatlas hatasa normdl, illetve gyengitett repolarizacios tartalék (kombinalt Ikr és Ix1
blokkolas) esetében kutya kamrai akcios potencial idotartamara

Irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy a BaCly> szivizom sejtekben alacsony
koncentracioban alkalmazva jelentsen és szelektiven gatolja az Ik1 aramot (Liu, 2001). 10
uM BaCl, onmagéaban alkalmazva (18B-18D. abrak) forditott frekvenciafiiggd modon
novelte az akcids potencial idétartamat. Példaul 1000 ms ciklushossznal mérve az Iki gatlas
onmagaban 17.942.1%, -al nyujtotta meg az APDgo-t (18B. abra jobb oldali mezé, illetve
18C. abra piros szinii oszlop, n=7), *p<0.05).

Azokon a preparatumokon, amelyeken a repolarizacios tartalék el6zetesen gyengitett
volt (dofetilid indukalta teljes Ikr blokk) a BaCl, (10 uM) is sokkal nagyobb mértékii tovabbi
forditott frekvenciafiiggd APD megnyulast eredményezett (19A. és 19B abrak, jobb oldali
panelek). Ez a kifejezetten nagymértékii APD megnytilas, hosszabb ciklushossz esetén
gyakran (7 kisérletbdl 3 esetében) korai utddepolarizaciot (EAD) is eredményezett (19C.

abra).

Az lkr és Iks dramoknak a repolarizacios tartalékban jatszott szerepének vizsgalata a

human akcios potencidl iddtartamban

Az egészséges human donor szivekbdl szarmazo preparatumokon végzett a kamrai
repolarizacio és repolarizacios tartalék témakdrében végzett kisérletek hasonlod protokollok
alapjan késziiltek, mint az el6bb mar ismertetett kutyakisérletek. E16sz6r normal fiziologias
korilmények kozott vizsgaljuk az Ikr és Iks gatlas hatasait, majd utdna gyengitett
repolarizacios koriilmények kozott.

Kisérleteinkben a kdvetkezé harom szelektiv Iks gatlo vegytilet hatasat ellendriztiik
a human kamrai izom APD-re: chromanol 293B (10 uM alacsony koncentracidoban; Sun,
2001), L-735,821 (100 nM; Salata, 1996), illetve a HMR-1556 (100 nM és 1 uM; Gogelein,
2000) (20. abra).
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Mint a 20A. és 20C. abrakon lathaté az Iks gatld vegyiiletek 6nmagukban
alkalmazva csak minimalis mértékben, mintegy maximum 10-12 ms-al (<7%) nyujtottak az
APD-t human jobb kamrai izmon mind az 1 Hz alapfrekvencian, mind a teljes 300-t61 5000
ms-ig terjed6 ciklushosszok esetén is vizsgalva. Ezzel ellentétben az Iy gatld vegyiiletek d-
sotalol (30 uM), illetve E-4031 (1 uM), markans forditott frekvenciafiiggé APD megnyu;jtd

hatassal rendelkeztek (20B. és 20C. abrak) minden vizsgalt ciklushosszon.
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omv
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200 ms 1Hz

C A 10 yM Chromanol 293B (n=9)
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20. abra. A és B panelek. Az ks gatlas (10 uM chromanol 293B, 100 nM L-735,821, 100 nM és 1
uM HMR-1556), Ik, gatlas (1 pM E-4301 és 30 uM d-sotalol), hatasa az akcids potencial
idOtartamara human jobbkamrai papillaris izmon. C. panel Az Ik, és Iks gatlas frekvenciafiiggd
hatasa az akcids potencial id6tartamara human jobbkamrai papillaris izmon. A hibasavok (SEM)
gyakran kisebbek, mint a jel616 szimbolumok.

Megvizsgaltuk egy lkr gatlo vegyiilet (1 uM E-4031) és egy Iks gatld vegyiilet (100 nM
L-735,821) hatasat az Ik illetve ks aramokra izolalt kamrai szivizomsejtekben. Az lkr és Iks
aramokat ,.tail” aramként vizsgaltuk, ugy, hogy 1s (Ikr esetében), illetve 55 (Iks esetében)
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hosszu depolarizalo tesztpulzusokat alkalmaztunk +30 mV-ra (Ikr aram mérésnél), illetve
+50 mV-ra (lks aram mérésnél), majd a sejtet -40 mV értékre repolarizaltuk. Az igy
regisztralt deaktivalodo ,.tail” aramot Ik, illetve Iks &ramoknak azonositottuk. Amint a 21.
abran lathato az E-4031 vegyiilet az hatékonyan gatolta az Ik, az L-735,821 vegyiilet pedig

az lks aramot.
1s 5s

IKr +30mV IKS +50 mV
-40 I'I'IV—I—|\ -40 I'I‘IV/| L
qi|
o
o
3

Kontroll

N |
| I
|
/ 1 2500 ms I h'—i
x 1 UM E-4031 ' T
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21. abra. Eredeti Ik, (E-4031 szenzitiv aram) és Ixs (L-735,821 szenzitiv) aramregisztratumok human
bal kamrai szivizomsejtekben. Az alkalmazott fesziiltség-protokollokat az abran piktogrammal
jeleztiik.

A kovetkezd kisérleteink célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy mekkora Ik, illetve
Iks aram aktivalodik egy standard human akcios potencial okozta depolarizacio hatasara.
Ezért 6sszehasonlitottuk az Ikr €s Iks &ramok amplitidoit, amelyek egy 150 ms hossz 30
mV-ra depolarizald négyszogjel impulzus utan, illetve amelyek -40 mV-ra tarté potencial
(HP) torténd, visszatérés utan (hozza tartozé ,,tail” aramok amplitudoi) aktivalédnak.

A 30 mV depolarizald teszt potencial bar valamivel pozitivabb, ennek ellenére
viszonylag jol modellezi egy szivizomsejt akcids potencidljdnak a platd fazisat, amig a
tesztpulzus tart6 potencialja (HP=-40 mV) megfelel az akcids potencial repolarizacidjanak
az értékével.

Ezen protokollok segitségével megmértik az Ikr és Iks aramokat kontroll
koriilmények, illetve E-4031 (1 uM) vagy L-735,821 alkalmazasa utan (22. abra). Amint a
22A. bal oldali panel, illetve 22C. abrak mutatjak, a regisztralt értékek segitségével
szamolt E-4031 kiilonbség aram (vagyis Ikr aram) a 150 ms hossza pulzus végén (vagyis
+30 mV értéken) 32.9+6.7 pA (n=8) volt, és koriilbeliill mintegy 27%-a a ,tail” aram
értékének (119.9£16.6 pA, n=8), amelyet akkor mértiink amikor a sejtet -40 mV értékre

repolarizaltuk.
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Hasonl6 koriilmények kozott mérve az L-735,821 szenzitiv aram (Iks dram, 22A.
jobb oldali panel, illetve 22C. abrak) a 30 mV tesztpulzusnal mért érték (17.8+£2.94 pA,
n=10) nagyobb volt, mint a-40 mV- nal regisztralt ,.tail” aram 6.7+1.93 pA, n=10), amely

legalabb egy nagysagrenddel alacsonyabb, mint az Ik, tail aram érték.

A 150 ms
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-40 mV
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250 pA

250 ms 250 ms 100 nM L 735,821
1 uM E-4031 —
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+ m
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< 904 +30 mV
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E-4031 szenzitiv (lkr)

D IKF IKs
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22. abra. Az Ik, (E-4031 szenzitiv aram) és Iks (L-735,821 szenzitiv) aramok amplitidojanak az
Osszehasonlitasa rovid (150 ms, A és C panelek), illetve hosszi (500 ms, B és D panelek) id6tartamu
négyszogjel, illetve normal méretii akcids potencial szerti impulzusok (E panel) alatt human bal
kamrai szivizomsejtekben. Az alkalmazott fesziiltség-protokollokat az abran piktogrammal jeleztiik.
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Ezutan megismételtiik ezt a kisérletsorozatot, de uigy, hogy a +30 mV-ra depolarizald
tesztpulzus hossza 500 ms volt. Az E-4031 szenzitiv Ikr aramértékek mind +30 mV, mind -
40 mV membranpotencial értékeken hasonldéak voltak, mint amilyeneket a rovid 150 ms
hossza pulzus utan mértiink (+30 mV-nal mérve 33.6+6.1 pA illetve -40 mV-nél mérve
128.1+£17.4 pA, n=8; 22B. bal oldali panel, illetve 22D. abrak). Ennek az az oka, hogy az
Ikr a gyors aktivacios kinetikaja kovetkeztében sokkal gyorsabban aktivalodik, minthogy az
elérje a 150 ms, vagy akar 500 ms depolarizal6 tesztpulzus végeét.

Ezzel ellentétben az 1.-735,821 szenzitiv Iks aram lassu kinetikaval aktivalodik
(aktivacios id6allandoja t=~800-1000 ms; Virag, 2001). Ennek kovetkeztében az 500 ms
tesztpulzus utan mért Ixs aramértékek szignifikdnsan megemelkedtek (+30 mV-nal mérve
49.617.24 pA, amig —40 mV-nal mérve 6.4+3.0 pA volt), amikor a tesztpulzus hosszat 150
ms-r6l 500 ms-ra nyujtottuk (22B. jobb oldali panel, illetve 22D. abrak).

Végezetiil, megismételtiik ezen kisérleteket, mégpedig tigy, hogy egy tipikus 1 Hz
frekvencian regisztralt jobb kamrai human akcios potencidl gorbét digitalizaltunk, és azt
alkalmaztuk depolarizald tesztpulzusnak. Az akcids potencialszerii pulzus -85 mV diastoles
nyugalmi potencialrol indul, mintegy 115 mV amplitadoval rendelkezik és az APDgo
kortilbeliil 300 ms hossza volt, amely megfelel egy normal human 400 ms hossza QT
intervallumnak a 70 iités per perces szivfrekvencian (22E. abra pulzusprotokoll).

Az akcids potencialszeri pulzusprotokollal regisztralt I, aram (E-4031 szenzitiv
kiilonbségaram) a tesztpulzus platd alatti tartomanyban a gyors inaktivacié kovetkeztében
relative alacsony volt (ez hasonld a 20A. dbra bal oldali panelen bemutatott kisérlethez,
amikor +30 mV membranpotencialnal mért értékek is alacsonyak a -40 mV-nal regisztralt
,tail” aramhoz viszonyitva), majd az Ik, aram amplitidoja fokozatosan emelkedett, ahogy
az alkalmazott tesztpulzus jelalakja egyre negativabba valt. Ezzel ellentétben az lxs aram (L-
735.821 szenzitiv kiilonbségaram) végig alacsony (<10 pA) maradt az aktivald tesztpulzus
alatt. Ez az érték jol korellal a 22A (jobb oldali panel) bemutatott kisérlettel, amelyen az
Iks aram mind 30 mV, mint -40 mV membranpotencial értékeknél alacsony maradt.
Ugyanakkor ezen eredmények 6sszhangban vannak azzal az észrevétellel is, hogy Iks gatlo
chromanol 293B, L-735,821, illetve HMR-1556 vegyiiletek csak csekély mértékben, mig az
Ikr gatlé E-4031, illetve d-sotalol molekulak jelentdsen megnyujtottak az APDgo paramétert
(20. abra).

Felvetddott azonban az a kérdés, hogy mi lehet akkor mégis az Iks Szerepe a

repolarizacioban. Kisérleteink alapjan arra gondoltunk, hogy fokozottabb szimpatikus
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izgalom esetében, ha pozitivabb a platd fesziiltség és 1ényegesen hosszabb a repolarizacios
iddtartam és akkor mar vélhetden tobb Iks-csatornanak lesz lehetdsége aktivalodni, amelyek
gatlasa mar megnyujthatja a repolarizaciot.

Ezért kisérleteinkben ellendriztiik 1 uM HMR-1556 hatésait 1 uM adrenalin és 50
nM dofetilid jelenlétében (23. abra). Amint az 23. abran is lathatd amennyiben a
preparatumot mar elkezeltiik dofetiliddel és adrenalinnal az Iks gétlds ezuttal jelentésen

megnyujtotta (14.7+3.2 %, *p<0.05, n=3) az APDgo értéket.
A B *p<0.05

s00f n=3 °

. Kontroll

400
4 50 nM dofetilid (DOF)

g
50 nM dofetilid + 1 uM adrenalin (ADR) % 300+

B 50 "M DOF + 1 UM ADR + 1 yM HMR-1556

50 nMDOF 50 nMDOF

+
1uMmADR | HMADR
omv._ 1 M HMR-1556
*p<0.05
>
E
2
50 nh_fil_ DOF
200 ms -5 1 pN_I'_ADR

1 y4M HMR-1556 1 JM HMR-1556

23. abra. Az Iks gatlas hatasa az akcios potencial id6tartamara human jobbkamrai papillaris izmon
adrenalinnal fokozott szimpatikus aktivitas jelenlétében és Ik, gatlassal gyengitett repolarizacios
tartalék esetében. A. panel. Eredeti akcids potencial regisztratumok kontroll (fekete kor)
koriilmények kozott, illetve 50 nM dofetilid (z61d rombusz), 50 nM dofetilid +1 uM adrenalin (sarga
haromszog) és 50 nM dofetilid +1 pM adrenalin +1 uM HMR-1556 (barna négyzet) utan. B. panel.
Az el6z6 felallasban torténd APD kisérletek eredményeinek 3 sejten torténd atlaga. C. panel. 1 uM
HMR-1556 hatasainak Osszehasonlitasa kontroll (n=7) koriilmények, illetve Ik, gatlassal és
adrenalinnal gyengitett repolarizacios tartalék (n=3) esetében. Az értékek atlagtSEM-ként megadva.
A B panelen a korok az egyedi kisérlet értékeket jelzik; *p<0.05.

Ez az észrevétel élesen ellentétben all azzal az megfigyeléssel, hogy az Iks gatlas
normal koriilményekben csak jelentéktelen APDgo megnytjtd hatassal rendelkezett (20A.

és 23C. abra kék oszlop). Mindez azt igazolja, hogy az ks aramnak jelentésen megné a

72



dc_1497 1

7
MTA doktori értekezés Jost Norbert Laszlo

repolarizaciora kifejtett hatdsa amennyiben a szimpatikus izgalom megemelkedik, illetve a

repolarizacios tartalék besziikiil.

Az R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjei eltéré modon moduldljik az Ixs dramot nyul és
tengerimalac kamrai szivizomzatban

Az lks aktivator fejlesztésének, €és antiaritmias szerként torténd hasznositdsanak
Otlete valdjaban szintén a mar emlitett Sanguinetti és Jurkievicz altal megfogalmazott
hipotézisnek (Jurkiewicz, 1993) és a repolarizacios rezerv fogalomnak egyik logikus
kovetkezménye. Mint az el6zd fejezetben is taglaltuk, a Roden altal megfogalmazott €s
definialt repolarizacios tartalék (RT) (Roden, 1998 és 2005) fogalom szerint, egyetlen K*-
aram gatlasa altal okozott repolarizacidé (APDgo vagy QT intervallum) megnyulds még
biztonsagos, ugyanis a tobbi K -dram mitkodése megvédi a repolarizaci6 talzott mar koros
és potencialisan proaritmias (példaul torzadogén) megnyulasat. Kimutattuk, hogy a
repolarizacios tartalékban (RT) az Iks aram kulcs szerepet jatszhat, ugyanis a lassu aktivacios
kinetikajanak koszonhetben kifejezetten a repolarizacié megnyulas esetén erésodik meg, igy
mintegy az AP visszar6vidito jellegli védohatast fejt ki, és éppen az lks lehet a legfontosabb
tényez6 az elobb emlitett potencidlisan torzadogén megnyulas kivédésében. Az RT és
Sanguinetti-Jurkiewicz hipotézisek (mely szerinte az Iks aram modulalasa feltehetéen nem
reverz frekvenciafiiggd) kombinacioja logikusan felveti annak a lehetdségét, hogy az Iks
aramot tulajdonképpen nem gatolni kellene, hanem ellenkezbleg inkabb felerdsiteni, vagyis
aktivalni kell. Az aktivalt lks &ram ugyanis ugy erdsiti fel az RT-t, hogy ezzel parhuzamosan
nem nyujtja meg jelentésen az AP id6tartamot, vagyis az ERP roviditése nélkiil képes lenne
megeldzni a korai utddepolarizacios potencidlok képzdédését. 1998-ban jelent meg az elsd
tanulmany egy hatékony benzodiazepin szarmazék lks aktivator molekularol, amelynek neve
L-364,373 (vagy RL-3) (Salata, 1998). Kimutattak, hogy a vegyiilet mikromolaris
koncentracio tartomanyban hatékonyan aktivalja az Iks-aramot tengerimalac (Salata, 1998)
¢és nyulsziv (Xu, 2002) szivizomsejtekben, illetve KCNQ1 csatornaval expresszalt Xenopus
oocyta sejtekben (Seebohm, 2003).

Magunk is megvizsgaltuk az RL-3 kodjelii vegyiiletet, de nem sikeriilt
visszaigazolnunk az elo6bb emlitett Salata és mtsai altal tengerimalac miocitakban bemutatott
eredményeket (Salata, 1998), ugyanis kutya szivekbdl izolalt kamrai szivizomsejtekben
vizsgalva kissé meglepetés szerién azt tapasztaltuk, hogy az RL-3 vegyiilet magasabb
koncentraciokban inkabb mar gatolja, nemhogy aktivalna az lks aramot (Magyar, 2006). Egy
késébbi tanulmanyban, Nissen és mtsai (2009) altal publikalt eredmények felvetették, hogy
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mi lehet ennek a latszolagos ellentmondasnak a magyarazata. Ok azt tapasztaltak, hogy a
racém R-L3 vegylilet két optikai enantiomerje ellenkezd hatdssal modulalja az Iks-dramot,
konkrétan csak a jobbra forgatd d-enantiomer miikodik Iks aktivald szerként, amig a balra
forgato I-enantiomer az Iks-aramot gatlé tulajdonsaggal rendelkezik (Nissen, 2009).

Ez az észrevétel volt a kiindulépontja vizsgalatainknak, amelynek célja ennél fogva
az volt, hogy megvizsgaljuk az R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjeinek hatasat, nyul és
tengerimalac szivpreparatumokon a patch-clamp és standard mikroelektroda technikak
alkalmazasaval. A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Médszerek és
anyagok fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

A kémiai partner segitségével szintetizaltuk a racém R-L3 (24A. abra vegyiilet két
optikai enantiomerjét, a ZS_1270B (jobbra forgatd, 24B. abra) és a ZS 1271B (balra
forgatd, 24C. abra) enantiomer vegyiileteket.

B Me
N

FON
sl

ZS_1270B

L-364,373
/
(RL-3 N
H
ZS_1271B

24. abra. A. panel. Az L-364,373 vegyiilet kémiai szerkezete (C2sH20FN3O) és IUPAC neve: 5-(2-
Fluorophenyl)-1,3-dihydro-3-(1H-indol-3-ylmethyl)-2H-1,4-benzodiazepin-2-one. B. panel. A
jobbra forgatd vegyiilet ZS 1270B kémiai szerkezete (CasHzoFN3O) és TUPAC neve: (R)-5-(2-
Fluorophenyl)-1,3-dihydro-3-(1H-indol-3-ylmethyl)-I-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2-one). C.
panel. A balra forgat6 vegyiilet ZS 1271B kémiai szerkezete (C2sH20FN3O) és IUPAC neve:(S)-5-
(2-Fluorophenyl)-1,3-dihydro-3-(1H-indol-3-ylmethyl)-I-methyl-2H-1,4-benzodiazepin-2-one).
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Az R-L3 optikai enantiomer vegyuleteinek hatdsa az Iks-aramra nyal kamrai
szivizomsejteken

Ezutan kiilon-kiilon megvizsgaltuk a két vegyiilet hatdsait az Iks aramra, és a
kovetkez6 eredményeket kaptuk. Amint a 25. abran lathatjuk, nyal kamrai
szivizomsejtekben a jobbra forgatd ZS 1270B (1 pM) mintegy 26%-ban ndvelte az Ixs &ram
amplitaddjat (40 mV-on mérve, Iks aram amplitidoja 45.9+4.9 pA értékrdl 66.1+4.54 pA-ra
emelkedett, n=6, 25A. abra), mig a balra forgatd enantiomer ZS 1271B azonos
koncentracioban (1 uM) mintegy 47%-ban gatolta az Iks aramot (40 mV-on mérve, Iks aram
amplitadoja 97,1£9,7 pA-r6l 45,86+11,6 pA-ra csokkent, n=6, 25B. abra).

A

vy

90 140

80 <+ Kontroll * o + Kontroll
o &7S 1270B 1|1M * 5120 *23_1271 B, 1|.IM
0 %1 n=6,*p<0.05 = n=7, *p<0.05
° S100
2% 3
E’ 50 S 80
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- ©
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= ¥ —
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ZS_1271B, 1M
OmV4-=--=-g-=-=--=-=-~-- -l-===== ----
Kontroll
/

7

ZS_1270B, 1uM Kontroll

50 mV

1Hz

100 ms
25. abra. A ZS 1270B (1 uM, A. panel), illetve a ZS_1271B (1 uM, B. panel) hatasa a késoi
egyeniranyito kaliumaram lassi komponensére (lks) nyul kamrai szivizomsejtekben. A diagramok
az atlagolt Ixs aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak be. Az értékek atlag:SEM-ként
megadva, *p<0.05. C. panel. AZS_1270B (1 uM) és a ZS_1271B (1 uM) hatasa az akcids potencial
id6tartamara tengerimalac jobbkamrai izmon. A stimulalo frekvencia 1 Hz volt.

Az R-L3 optikai enantiomer vegyiileteinek hatasa az akcids potencidlra tengerimalac kamrai
preparatumokon

Ezek az eredmények igazoltak, hogy helyes volt az alaphipotézis (Nissen, 2009),

vagyis az R-L3 optikai enantiomerjei valoban ellentétes Iks-aramot modulalé hatassal
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rendelkeznek, és mint ilyenek alkalmasak arra, hogy segitségiikkel megvizsgaljuk az Iks
aktivalas ¢és gatlas kamrai akciés potencidl repolarizaciéra vonatkozé hatésait. A
vizsgalatokat tengerimalac papillaris izmon végeztiik el. Amint a 25C. abra is bemutatja, a
jobbra forgato aktivator enantiomer vegyiilet ZS 1270B (1 uM) jelentdsen réviditette az
APDgo paramétert (12.2+0.9%, n=4, *p<0.05, 25C. abra bal oldali panel), amig az Ixs gatlo
balra forgatd enantiomer vegyiilet ZS 1271B (1 uM) pedig megnyujtotta az APDgo
paramétert (14.2+1.3%, n=4, *p<0.05, 25C. abra jobb oldali panel). A 9. tablazat

Osszefoglalja a két vizsgalt vegyiiletnek a tobbi AP paraméterre vonatkozo eredményeit:

9. tablazat. Az R-L3 optikai enantiomer vegyiiletek (ZS 1271B és ZS 1270B), hatasa az
akcios potencial paraméterekre jobb kamrai tengerimalac papilléris izomban.

Paraméter RP APA APDso APDgo V max
(mV) (mV) (ms) (ms) (VIs)

Kontroll -842+0.6 | 106.2+2.2 149.0+6.2 | 182.1+10.1 | 238.0+9.2

(n=4)

1 uM -843+05| 107.7+24 | 159.2+6.2* | 209.2+8.0* | 233.9 +£9.4*

ZS 1271B

(n=4)

Paraméter RP APA APDso APDgo V max
(mV) (mV) (ms) (ms) (VIs)

Kontroll -852+0.3 | 109.4+0.3 149.4+5.1 184.7 £ 8.1 231.0+6.2

(n=4)

1M -846+16| 108.6+1.7 141.0+154* | 165.7+11.3* | 229.9+84

ZS 1270B

(n=4)

Stimulalé frekvencia = 1 Hz; RP=nyugalmi potencial; APA = akcios potencial amplitudo; APDsg és
APDgg = akcids potencial iddtartam (50% and 90% repolarizacional mérve); Vmax = depolarizacid
maximalis sebessége; az értékek atlag:SEM-ként megadva, *p<0.05.

A dilatativ cardiomiopdtia médositja a Kir2.X ioncsatorndakat kédolo gének expresszios
szintjét

A dilatativ cardiomiopatia (DCM) egy stlyos miokardidlis megbetegedés, amelyet
els@sorban a bal kamrai megnagyobbodas (dilatacio) és szisztolés diszfunkcid jellemez, és
igen gyakran pangasos szivelégtelenséghez, sulyos aritmidkhoz és korai szivhalalhoz vezet
(Jefferies, 2010; Csanady,1991). Kimutattak, hogy DCM-es betegekbdl szarmazo szivizom
mintakban az APD hosszabb lesz, mint az egészséges szivekben, csokken a nyugalmi
potencial (RP) értéke, és gyengiil a vezetoképesség (Koumi, 1995). Természetesnek tlinik
ennél fogva, hogy egy ilyen komplex betegség szamos gén expresszids szintjét érinti. Eddig

elsésorban a befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ik1) érintettségét mutattak ki DCM szivekben
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(Koumi, 1995). Ismert, hogy az Iki elsdsorban a RP fenntartasaban jatszik szerepet
(Shimoni, 1992, Anumonwo, 2010), és mint ilyen, ha a DCM kd&vetkeztében az aram
tulajdonsagai megvaltoznak, nyilvan szerepet jatszhatnak a DCM indukalta
aritmogenézisben is (Csanady, 1991; Hibino, 2010). Minden esetre eddig a DCM okozta Ik:
aram valtozasok mechanizmusanak molekularis alapjai még nem kellden tisztazottak.

Az Iy aramot a Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3 és Kir2.4 porusformalo, un. o- alegységekbol
allo heteromer felépitésii ioncsatornak hozzak 1étre (Marban, 2002; Rook, 2007). A Kir2.x
ioncsatorna alegységeket a KCNJ csalad génjei, KCNJ2 (Kir2.1), KCNJ12 (Kir2.2), KCNJ4
(Kir2.3) és KCNJ14 (Kir2.4) gének kodoljak. Ismert, hogy a Kir2.x alegységek expresszios
szintje az egyes kardidlis kompartmentekben eltérd, igy ezek heterogén eloszlasa vélhetden
felels lehet az Iki-aramnak egyes régiokra jellemz6 eltéré inward (befelé vezetd) vagy
outward (kifelé vezetd) tulajdonsagaiért is (Warren, 2003).

Kimutattak azt is, hogy egy adott transzmembran iondram élettani szerepét jelentdsen
megvaltoztathatjdk a kiilonféle szabalyozd szerepet betoltd, példaul az ioncsatornak
membrantranszportjat befolyasolo (trafficking) un. B-alegységek is. Az Ik1/Kir2.x csatornak
esetében ilyen szabalyozo egységek lehet a membran-asszocialt guanilat kinaz (MAGUK)
fehérje csaladhoz tartozd SAP97 fehérje (szinapszishoz asszocialt protein 97; Leonoudakis,
2001). Tobb irodalmi adat is utal arra, hogy a SAP97 alegység részét képezi annak a
makromolekularis komplexnek, amely a Kir2.x alegységek membrantranszportjaért is
felelds (Leonoudakis, 2004). Fentiek alapjan vizsgalataink célja az volt, hogy patch-clamp
technika segitségével tanulmanyozzuk az Iki aram szerepét egészséges és DCM-es betegek
szivébdl szarmazo mintakon, illetve, pArhuzamosan ugyanezeken a mintdkon (egészséges és
DCM emberi preparatumokon) molekularis bioldgiai technikék segitségével (mRNS mérés
qPCR technikaval, illetve fehérje analizis Western-blot és immunhisztokémiai technikakkal)
feltérképezziik a Kir2.x a-alegységek és SAP97 B-alegységek kozotti ko-lokalizacios
kapcsolatrendszert. A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Médszerek

és anyagok fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

Az k1 aram vizsgalata egészséges human és DCM-es betegek szivébdl szarmazo
szivizomsejtekben

Az lk1 aramot a korabbiakban mar tobbszor bemutatott protokollok segitségével
tanulmanyoztuk. A 26A. abra (bal oldali panelek) bemutat egy-egy eredeti Ik1 felvételt
egészséges, illetve DCM-es szivizomsejteken. Jol lathato, hogy az Ik1 aram, mint inward, de

féleg az outward tartomanyban nagyobb amplitidoval rendelkezik, vagyis az aram a DCM
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mintakban feliilszabalyozodik (,,upregulalodik’). Ez a kiilonbség jol kdvethetd a 26A. abra
jobb oldali panelen bemutatott Iki-aram I-V (aram-fesziiltség) karakterisztikat bemutatd
diagramon, amelyen jol lathato, hogy az upreguldcio elsésorban a -100 mV és 0 mV kozotti
tartomanyban Kifejezett. Ezt a tartomanyt a jobb attekinthetdség kedvéért a 26A. abra jobb
oldali panel als6 mezdjében kinagyitottam. A nagyitason jol kovethetd, hogy az akcios
potencial késOi repolarizaciét meghatarozé -20 mV és -60 mV  kozotti
fesziiltségtartomanyban a DCM-es sejtekben regisztralt k1 aram jelentésen nagyobb, mint a
kontrollmérésnek tekinthetd egészséges szivekbdl szdrmazd preparatumokbdl szarmazo
regisztratumokon. Ezek a felvételek megerdsitették azokat az irodalmi adatok alapjan mar
sejthetd eredményt, hogy az Iki aram tulajdonsagai megvaltoznak a betegség kdvetkeztében
(remodelling torténik), és nyilvanvalo, hogy ennek a hatterében az alkotd egységekben kell,

hogy valamilyen eltérés legyen.

A Kir2.x pérusformald csatornak és a SAP97 kiegészitd alegység mRNS és fehérje
szintjeinek vizsgalata

Kovetkez6 kisérleteink célja az volt, hogy felderitsiik, mely alegységek expresszios
szintje valtozik meg a betegség kovetkeztében. A qPCR technika segitségével
megvizsgaltuk az Ik1 aram a-alegységeinek tekinthetd Kir2.x csalad mRNS szintjeit. A 26B.
abra bal oldali panelje bemutatja a Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3 és Kir2.4 alegységek mRNS
szintjeit egészséges human donor (kontroll) és DCM betegekbdl szarmazod szivizom
preparatumokon.

Az mRNS értékeket HPRT, illetve GAPDH (nem mutatom) mRNS értékekhez
viszonyitva normalizaltuk. A két mdodszerrel szamolt eredmények hasonldak voltak, mindkét
modszer azonos eltéréséket mutatott ki a kontroll és a DCM mintdkbdl szarmazé Kir2.x
csatornakra vonatkoz6 mRNS értékek kozott. Amint a 26B. abra mutatja a Kir2.1, Kir2.3
¢és Kir2.4 csatornak mRNS szintje szignifikdns moédon magasabb volt a DCM mintakban,
mint az egészséges mintakban. A Kir2.2 transzkripcidés szintje viszont jelentésen
downregulalédott a DCM mintakban. Ez az eredmény azért mindenképpen igazolja a patch-
clamp mérések eredményeit, amelyek szerint az lk1 upregulalodik a betegség kovetkeztében.
Ezutan ellendriztiik a kiegészitd B-alegységnek tekinthetd SAP97 fehérje mRNS szintjeit
kontroll és DCM mintdkban. Amint a 26B. dabra jobb oldali panelje bemutatja, lathato,
hogy a DCM mintakban a SAP97 expresszios szintje mintegy 30%-al alacsonyabb volt, mint

a kontroll mintakban.
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26. abra. A. panel. Eredeti befelé egyeniranyito kaliumaram (Iki) aramfelvételek dilatativ
cardiomiopatias beteg donor (DCM) és egészséges donor human szivekbdl izolalt sejtekben (bal
oldali mezdk), illetve az ebbdl szarmazo Ik; steady-state aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikak (jobb
oldali mezdk). Piktogram mutatja be az alkalmazott fesziiltségprotokollt. Az értékek atlagESEM-
ként megadva, n=31-4 (kontroll, illetve DCM). B. panel. Kir2.x izoformak (bal oldali mez6) és
SAP97 (jobb oldali mez6) HPRT-hez viszonyitott relativ mRNS értékek qRT-PCR technikaval
meghatarozva. ***p<0.01, *p<0.05, Nkontron=15, Npcm=17. C. panel. Eredeti Kir2.1-Kir2.3
membranfehérje Western blot regisztratumok ketté egészséges donor, illetve 6 DCM betegekbél
szarmaz6 kamrai mintakban (bal oldali mez6). Az immunoblot felvételeket denziometria modszerrel
torténd szemikvantitativ. modszerrel torténé GAPDH-hoz viszonyitott relativ Kir2.x fehérje
expresszios szintek (jobb oldali mez6). *p<0.05, Nkontron=10, Npocm=10.

Western-blot technikaval megvizsgaltuk a Kir2.1-Kir2-3 csalad fehérje szintjeit
kontroll és DCM mintdkbdl. Amint a 26C. abran lathat6 (bal oldalon az eredeti gélek, jobb
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oldalon a szemikvantitativ denziometriai modszerrel szamitott fehérje expresszios értékek)
a fehérje mérések eredményei tobbé-kevésbé jol korrelalnak az mRNS mérések adataival. A
Kir2.1 izoform fehérje szintje magasabb, amig a Kir2.2 fehérje szintje pedig alacsonyabb
volt a DCM csoportban a kontrollhoz viszonyitva. A Kir2.3 szintje nem volt eltérd a két

csoportban.

A Kir2.x pérusformalé csatorndk és a SAP97 ko-lokalizalnak az egészséges humén és DCM-
es betegek szivizom mintaiban

Végezetiil immunhisztokémiai modszerrel konfokélis mikroszkdpiaval vizsgalva
ellendriztiik a Kir2.x csatornak lehetséges ko-lokalizaciojat a SAP97 fehérjével. A 27. abra
mutatja be a kisérletek eredményeit. A Kir2.1 izoformak és SAP97 fehérje festések
eredménye ezuttal is jol korrelalt a qPCR és Western-blot vizsgélatok eredményeivel,
ugyanis amint az abran is lathatd, a Kir2.1 jelolése sokkal intenzivebb (bal oldali panelek,
voros festés), a SAPI7 jelolése pedig gyengébb (kozépso panelek, zold festés) immunjelet
adott a DCM mintakban, mint a kontroll metszeteken. A Kir2.2 immunfluoreszcens
mintazata viszont gyengébb volt a DCM mintakban, mint a kontrollban (nem mutatom kiilon

abran), ami szintén visszaigazolja a Western-blot és mRNS vizsgalatok eredményét.

Kontroll

DCM

27. abra. Immunfluoreszcens felvételek a Kir2.1 és SAP97 ko-lokalizaciordl egészséges donor és
DCM betegek donor szivekbdl izolalt szivizomsejtekben. A Kir2.1 csatorna izoform ko-lokalizal a
SAP97 kiegészito fehérjével a sejtek belsd tartomanyaban.

Az egyesitett immunfluoreszcens képek egyértelmii ko-lokalizdciét mutatnak a
Kir2.1 és SAP97 alegységek kozott (27. abra, jobb szélsé panelek, sdrgajel). A kontroll

sejtekben a ko-lokalizaci6 talan kevésbé intenziv, de a DCM sejtekben egyértelmiien
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beazonosithatoak a mindkét alegységet egyarant tartalmazo, ezért sarga szinben feltiing
régiok. A Kir2.2 és SAP97 fehérjék hasonldan erdteljes ko-lokalizaciot mutattak kontroll és
beteg mintdban is, bar az is észrevehetd volt, hogy a DCM-es mintakban a ko-lokalizacio
mértéke alacsonyabb volt, vélhetéen a DCM-ben csokkend tendenciat mutatdé Kir2.2

expresszid miatt (kiilon dbran nem mutatom).

Az lkr és Ik1 dramok frekvenciafiiggd szerepének a vizsgdalata kutya kamrai akcids
potencidlban

A bevezetd fejezetben bemutattam az akcids potencial és a meghataroz6 iondramok
kapcsolatrendszerét (1. abra). Az AP 3. fazisa a repolarizacios fazisnak felel meg, amely
fazis alatt szamos fesziiltség és 1dofiiggd transzmembran ionaram mikodik. Az, hogy az
adott aramnak mi lehet a repolarizacioban jatszott szerepe, minden esetben szigortian fiigg
az illet6 aram Kinetikai paramétereinek tulajdonsagaitol, amelyeket az akcios potencial adott
ponthoz tartoz6 membranpotencial értéke és a szivfrekvencia is nagymértékben befolyasol,
illetve vezérel. Ennek megfelelden az akcids potencial idétartama (APD) jelentds mértékben
frekvenciafiiggd. Tobb irodalmi adat is utal arra, hogy szamos transzmembran ionaram,
koztik a késbi egyeniranyitdé kaliumaram gyors komponense is (Ikr), jelentdés mértékben
hozzajarul az APD frekvenciafiiggd tulajdonsagaihoz (Jurkiewicz, 1993; Sanguinetti, 1997),
igaz még nem kellden tisztazott ezen mechanizmusok cellularis szintli oka. Példaul ismert,
hogy az Ikr aram magas frekvencian torténé akkumulacidja APD rovidiilést okozhat, amit az
Ikr aram lassi deaktivacios kinetikaja okoz (Gintant, 1996). S6t korabbi adatok
tengerimalacban azt is kimutattak, hogy amennyiben rovidebb a repolarizacios fazis, akkor
az lkr aram megnovekszik, amely viszont valaszként tovabbi AP repolarizacié rovidiilést
okozhat (Rochetti, 2001). Az Ikr aram pozitivabb fesziiltségeknél tapasztalt és kozismert
azzal, hogy a csatornanak vélhetden gyorsabb az inaktivacios, illetve az inaktivaciobol
torténd visszatérési (,,recovery from inactivation ”) kinetikajanak id6fiiggése, mint a csatorna
aktivacios, illetve deaktivacios kinetikaja (Shibasaki, 1987; Spector 1996, Yang, 1997).
Mindez azt jelenti, hogy az Ikr aram gyorsan aktivalodik, de még gyorsabban inaktivalodik
kozvetleniil az akcids potencial felszalld 4gaban. Amikor a repolarizacié bekovetkezik, az
Ikr csatornak jelentds része visszatér az inaktivaciobol, amelynek kovetkeztében az Ikr
megnd (1asd 18A. illetve 22E. abrakon az E-4031-szenzitiv Ixr aram akcids potencial alatti

lefutasat kutya -zold aramgorbe-, illetve human kamrai szivizomsejtekben).
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Bér vélhetéen mas a molekulédris mechanizmusa, de az lky dram is jelentds rektifikalo
sajatossaggal rendelkezik. Az Iki csatornar6l ismert, hogy kevésbé negativabb
potencialoknal (példaul a platé alatt) gyorsan megkot magnézium, illetve poliamin
molekulakat, amelyek elzarjak, igy gyorsan inaktivaljak az lk; aramot vezetd csatornakat
(Matsuda, 1987; Lopatin, 1994). Az Ik: esetében pedig a plato fazis alatti gyors magnézium
¢és poliamin okozta gatlas a repolarizacidé zar6 szakaszaban szintén gyorsan megszinik,
amelynek eredményeképpen az Iki aram ott gyorsan megné (lasd 18A. abran a BaCl»-
szenzitiv aramot — piros gorbe). Fentiek fontos észrevételek, mert konnyen lehet, hogy ezen
tulajdonsagok okozzak az ismert Ik, illetve lki gatlas kovetkeztében tapasztalt forditott
frekvenciafiiggé APD megnyulast is Utobbi pedig azért fontos, mert ismert, hogy a forditott
frekvenciafiiggés a f6 oka a repolarizaciot megnyu;té Ill-as osztalyl antiaritmids szerek
ismert Torsades de Pointes aritmiat is okoz6 proaritmias mellékhatasoknak (EI-Sherif,
1992). Természetesen az Ik és Ik, illetve esetlegesen mas dramok (nemcsak K*-aramok)
forditott frekvenciafiiggd kinetikaja értelemszeriien befolyasolja a sziv repolarizacios
tartalékanak tulajdonsagait is.

A tengerimalac Ikr adatokon alapul6 észrevételek (Rochetti, 2001) viszont nehezen
extrapolalhatéak az emberre, vagy mas humanszeriibb speciesre, mint amilyen példaul a
kutya, vagy a nyul, mert ismert, hogy az tengerimalac Ikr aram kinetikai paraméterei
jelentdsen eltérnek az emberben, illetve kutydban l1étezd Ikr aram tulajdonsagaitol
(Sanguinetti, 1990; Chin, 1993; Gintant, 1996 és 2000; Heath, 1996; Li, 1996; lost, 1998).
Kisérleteink célja ennél fogva az volt, hogy megvizsgaljuk a patch-clamp technika
paramétereit kutya kamrai preparatumokbol izolalt szivizomsejtekben.

A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Mdédszerek és anyagok

fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

AZ Ik és Ik1 aramok frekvenciafiiggd vizsgalata akcids potencial-szerll pulzusok alatt kutya
szivizomsejtekben

A kisérleteink célja az Ikr és Ik1 aramok frekvenciafiiggd APD fliggvényében torténd
valtozasainak kovetése volt. Ennek megfelelden akcids potencial-clamp szeri mérémodban
vizsgaltuk meg az Ikr és Iki aramokat. Ezen célbol korabbi kisérletekben kiilonb6zo
ciklushosszokon (0.4, 0.7, 1, 2, 3 és 5 s) regisztraltunk és elmentettiink kutya kamrai

szivizomsejtekben akcids potencialokat. A regisztralt és elmentett akcids potencialokat
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digitalizaltuk, és vezérld tesztpulzusként alkalmaztuk szivizomsejtekben. Természetesen az
akcids potencialok hosszabbak voltak, amikor a ciklushossz novekedett (alacsonyabb
frekvencia). A 28A. abra (felsé panel) bemutatja az alkalmazott AP jelforma sorozatot, és
a hozzajuk tartozd6 E-4031 szenzitiv (lkr) aramgorbéket. Annak ellenére, hogy
értelemszeriien egy hosszabb vezérld tesztpulzus AP jelforma esetében az eredményezd Ikr
kiilonbségaram is késobb jelentkezett, az &ram amplitudoja és kinetikdja gyakorlatilag nem
volt kiilonb6zo. A 28B. abra (felsé panel) bemutatja az egymasra tolt valamennyi APD
tesztpulzushossznal regisztralt Ik, kiilonbségaram gorbéket és lathatjuk, hogy az aramok

gyakorlatilag fedik egymast, vagyis azonos a nagysaguk ¢€s idébeli valtozasuk (kinetikajuk)

IS.
0.8
0.8 _
™ (™
o | —
206 2081 L # [:H}J +
a by Ix, cslics
0 E ® |, atlag
S04 S04 B I, kozép-platé
2 3 b—4—t—4—
Eu 2 ?0 2 e
. s 0.
“._ _:E */*—*__.'-*‘—*
X
0.0 0.0
-80-60-40-20 0 20 40 0.4 0.7 1 2 3 5
Membranpotencial (mV) Ciklushossz (s)
E-4031 szenzitiv aram
2.0
=16 L
< S 21.5 A,
a <12 = H_*T&'H
1 2 0 i
50 ms ..g 310 A lyq cslcs
Zos = ® I atlag
= gu 5| Al kozép-plats
£0.4 a Y-
¢uF = 5—6—.6_‘__‘__‘
4 -
~0.0 0.0 .
-80-60-40-20 0 20 40 04 071 2 3 5
............................. Membranpotencial (mV) Ciklushossz (s)

BaCl, szenzitivaram

28. abra. A. panel. Kiilonboz6 frekvenciakon regisztralt akcios potencialok altal indukalt 1 uM E-
4031-szenzitiv (I, felsé mez6)), illetve 10 uM BaCly-szenzitiv (Iki, als6 mezd) aramok kutya
kamrai szivizomsejtekben. Az el6idézo6 akcids potencidlokat korabbi kisérletsorozatban regisztraltuk
0.4,0.7, 1, 2, 3, és 5 s ciklushosszaknal. B. panel. Az A. panelnél szerepl6 Ik, (felsé mezd) és Ik:
(alsé mez6) felvételeket egymasra helyezve mutatja be. C. panel. A legrévidebb (0.4s), ill.
leghosszabb (5s) AP tesztpulzus alatt regisztralt Ik, és Ix1 dramok |-V karakterisztikai. D. panel. Ik
(fels6 mezo) és Iki (als6 mezd) cslics-, atlag- és kdzép-platdé aramértékek az ingerlds tesztpulzus
ciklushosszanak fiiggvényében. Az értékek atlagtSEM-ként megadva.

A 28C. abra (felsé panel) bemutatja az Ik, aram I[-V aram-fesziiltség
karakterisztikajat, amelyet ugy kaptunk, hogy a megfelelé isochronalis membranpotencial
fliggvényében éabrazoltuk az adott pillanatra kifejlodé aramértéket. Amint az abra is
bemutatja, jol lathato, hogy az aram karakterisztikaja azonos volt, fiiggetlentil attol, hogy
gyors (CL=0.4) vagy lassi (CL=5s) frekvencidn regisztralt AP tesztpulzust alkalmaztunk. A
28D. abra (fels6 panel) 5 sejten regisztralt Ixr méréseink atlagértékeit mutatja be. Az abra
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alapjan az is megallapithatd, hogy sem a csticsaram érték (befejezett repolarizacional
regisztralva), sem az un. kozép-platdo érték (AP iddtartam félértéknél regisztralt I
aramérték), sem az un. atlag Ik, aram érték (Ikr alatti teriilet és az APD altal képzett arany)
nem mutatott az alkalmazott vezérlé tesztpulzus-hossz szerinti fiiggést. Gyakorlatilag
elmondhat6, hogy hasonld eredményeket kaptunk, amikor a Ba?*-szenzitiv aramként
definialt Ix; aramot tanulmanyoztuk hasonl6 felallasban 7 kutya szivizomsejten (28A-28D.
abrak also6 panelek). Természetesen ki kell emelniink, hogy az Ikr és Ik1 &ramok nagysaga
jelentdsen eltért (Ikr: 0.6+£0.08 vs Ik1: 1.4+0.17 pA/pF, 1 Hz-nél mérve, p<0.05), valamint
aztis, hogy jellemzéen eltéro fesziiltség értékeknél regisztraltuk az el6bb emlitett csticsaram

értékeket (Ikr: -48.3+2.1 Vs Iki: -64.1£0.7 mV, 1 Hz-nél mérve, p<0.05).

Az lkr és Ik1 aramok frekvenciafiiged vizsgalata akcids potencidl-clamp konfigurdcioban
kutva szivizomsejtekben

Az eddigi kisérletekben az Iki aram biztonsagos szelektiv kivalasztidsa céljabol
alacsony koncentracioju (10 uM) BaClz-ot alkalmaztunk. Ismert, hogy ebben a
koncentracioban a BaCl> maximum mintegy 70% mértékig gatolja az Iki aramot -60 mV
repolarizdld6 membranpotencidlon  (Shieh, 1998). Ahhoz, hogy kdzvetleniil
Osszehasonlithassuk az Ik és Ik1 aramoknak a hatasait a kutya kamrai repolarizaciora, ezuttal
magasabb 50 uM-o0s koncentracioban alkalmaztuk a BaCl.-ot. Ebben a koncentracioban a
szer mar mintegy 90%-ig gatolja az Iki aramot. Ezekben a kisérletekben valodi akcios
potencial-clamp modban tanulmanyoztuk az lkr és Ik1 aramokat. Ez gy tortént, hogy a
kisérlet elején aram-zar (,,current-clamp”) modban regisztraltunk egy adott sejtre vonatkozo
akcios potencidlt, azt azonnal digitalizaltuk, majd a kisérlet folytatasaként ezuttal mar
fesziiltség-zar (,,voltage-clamp”) tizemmodban az elobb digitalizalt AP jelet, az eredeti
frekvencian alkalmazva mintegy vezérl6 tesztpulzusként visszataplaljuk ugyanarra a sejtre.
Ebben a megkozelitésben lehetdség nyilt a valodi nettd aramnak (Inet) a meghatarozasara a
kovetkezo képlet segitségével:

Inet = 'Cm*dV/dt,
ahol a Cm a membran kapacitasa, illetve a dV/dt pedig az akcids potencial elsé id6beli

derivéltja. Harom jelentOs észrevételt tettiink. Amint a 29A. abra is bemutatja, els6
észrevételiink az volt, hogy az Ikr aram mintegy 7 ms-al korabban, az Ik1 aram pedig 1 ms-
al késobb érte el maximumat, mint az It aram. Ha figyelembe vessziik ezt a 8§ ms-es
id6ablakot, valamint a hozzavetdleges -2 mV/s repolarizacios aranyt, amikor az Inet elérte a

maximumat, akkor mintegy -16 mV membranpotencial kiilonbség van azon pontok k6zott,
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amikor az lkr és Ik1 aramok kiilon-kiilon elérik sajat maximumukat. Ez a becsiilt érték igen
jol korellal azokkal a szamolt értékekkel, amelyeket az el6z6 kisérletekben hataroztunk meg,
amikor idegen akcios potencial tesztpulzus jelformakat alkalmaztunk (28. abran bemutatott
kisérletek). Masodik észrevételiink az volt, hogy ebben a kisérletsorozatban sem bizonyultak
frekvencia-fiiggének az Ikr és Ik1 aramok amplitudoi (29B. abra). A harmadik észrevétel
pedig az, hogy az Ikr és Ik1 aramok kiilon-kiilon mintegy 25% (lk:), illetve 75%-0s (lk1)

aranyban jarulnak hozza a teljes Inet aramhoz.
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29. abra. A. panel. Ik, k1 és Inet aramfelvételek kutya kamrai szivizomsejtekben valodi akcios
potencial-clamp modban. Az Ik, ezittal is E-403 1szenzitiv, az Ik: pedig BaCl,-szenzitiv aram, az Inet
aramot az akcids potencialbol szamoltuk ki a megadott képlet (Inet = -Cm » dV/dt) segitségével. B.
panel. Ik, lki és Inet Aramok frekvenciafiigg6 valtozasai (0.4, 1, and 5 s ciklushosszokon mérve). Az
értékek atlagtSEM-ként megadva. C. panel. Egymasra tolt Ik, és Iki |-V Kkarakterisztikak 1 Hz
frekvencian standard voltage-clamp modszerrel (felsé mezd), illetve valddi akcids potencial-clamp
modszerrel (als6 mezo) regisztralva. Az aramokat a sajat maximalis értékéhez normalizaltuk.

3. témakor. A pitvarfibrillaciés remodelling cellularis hatasmechanizmusainak
vizsgalata emlossziveken

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

A pitvarfibrillacié (AF) a leggyakrabban el6fordulé kronikus/visszatérd ritmuszavar a
Klinikai gyakorlatban. Az AF egyik fontos jellemzdje, hogy egy progrediens betegség,

amelynek alapvetéen harom formajat szoktuk megkiilonboztetni:

- Paroxizmalis pitvarfibrillacio - legkésdbb 7 napon beliil spontan megsziinik
- Perzisztens pitvarfibrillacio - 7 napnal tovabb fennall.
- Permanens pitvarfibrillacio - kronikus valosziniileg életfogytig tarto AF
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Az Allessie vezette munkacsoport altal elnevezett “atrial fibrillation begets atrial
fibrillation”, azaz ,,a pitvarfibrillacio pitvarfibrillaciot sziil” jelenség (Wijffels, 1995) azt
jelenti, hogy az AF progrediens voltanak kialakulasért maga a betegség felelés. A betegség
kovetkeztében mar az AF korai paroxizmalis formajaban elindulnak olyan valtozasok,
amelyek néhany nap alatt megvaltoztat(hat)jak az AF tipusat, amely ezaltal perzisztenssé
valik. Rendkiviil fontos megérteniink ennek a folyamatnak a lefolyasat, amelynek elsé eleme
az un., elektromos remodelling, amelyet az okoz, hogy AF-ben a gyors frekvencia
kovetkeztében értelemszeriien megvaltozik a pitvarok elektrofiziologiai aktivitasa (APD és
ERP lerovidiilése), valamint szamos ionaram tulajdonsaga (Allessie, 2002; Dobrev, 2003).

A kronikus/permanens pitvarfibrillaci6 (CAF) cellularis szinti vizsgalata a
kiilonb6z6 kamrai szinti megbetegedésekkel ellentétben meglepd modon, elsdsorban human
mintakon és nem allatkisérletes betegmodellekben tortént. Ennek az oka az, hogy a vilagon
ma mar szinte mindeniitt rutinszer{ien végzett koronaria bypass-miitétek soran folyamatosan
hozz4 lehet jutni akar jobb, akar bal pitvari nyesedékekhez, amelyek tokéletesen alkalmasak
a pitvari miocitak cellularis szintii (akcios potencial és pitvari aramok) vizsgalatara egyarant
szinusz ritmusos vagy pitvarfibrillalo betegekbdl.

Az Ik ach-aram vizsgalata az Ursula Ravens professzor asszony altal vezetett Drezdai
Egyetem Farmakologiai és Toxikologiai Intézete munkatarsainak kézponti kutatasi témaja
volt. Ennek kovetkeztében 2000 6ta szamos publikacid jelent meg az AF témakorben a
drezdai munkacsoport kutato6itol. Dobrev és mtsai 2001 és 2002-ben kimutattak, hogy az Iki-
meghataroz6 GIRK4 fehérje expresszidja csokken, ezért kordbban elsésorban az Iki
erosodésével és az IcaL downreguldciojaval magyaraztak az elektromos remodellingben
megfigyelhetd APD rovidiilést (Dobrev, 2001 és 2002). Az lkach csokkenést akkor ugy
értelmezték, hogy ez a pitvari sejtek védekezd, adaptaciés mechanizmusanak eredménye,
amelynek kovetkeztében a csokkent Ikach valamennyire ellenstlyozhatja az APD
megrovidiilést (Dobrev 2001; 2002 és 2003). Ennek a kisérletsorozatnak a magyarazata
azonban nem egyértelmi.

2002-ben Marie Curie 0sztondijasként keriiltem a Ravens professzor asszony altal
vezetett intézetbe, ahol magam is bekapcsolodtam a szinusz ritmusban (SR) ¢és
kronikus/permanens pitvarfibrillalo betegekb6l (cAF) szarmazd human pitvari sejtekben
miikodo aramok (lki Vs lk,ach) és tanulmanyozasaba.

A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Médszerek és anyagok

fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:
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A hattér-alaparam és az Ikacn aram vizsgalata SR és cAF betegekbdl szarmazd pitvari

sejtekben

A transzmembran ionaramokat a patch-clamp technika segitségével vizsgaltuk SR ¢és
cAF betegekbdl szarmazo izolalt pitvari sejtekben, amelyeknek kapacitasa jellemzden eltért.
Az SR betegekbdl szarmazd pitvari miocitdk kapacitdsa 80.3+4.7 pF (n=136), a cAF
betegekbdl szarmazo szivizomsejtek kapacitdsa nagyobb volt (89.6+4.1 pF, n=76, p<0.05).

Amint a 30. abra is bemutatja, kolinerg agonista hianyaban a hattér-alaparam

jelentdsen magasabb volt a cAF pitvari sejtekben, mint kontroll SR sejtekben.

+40 mV
A 500 ms 50 vao mv
0.5Hz, RT 100mV

-100-8 -40-20 0 20 40 -10080 -@0-40-200 20 40
Hatter V., (mV) V., (mV)
alaparam |ﬂ’N PF

250 ms
4 Hattéer
Ix.ach (CCh, 2 uM) alaparam
Ik ach (CCh, 2 uM)

B CCh, 2 yM CCh, 2 yM
HAttEr  gamen P LAET ampe f
alaparam heacn - alaparam heac

fﬂ:sf‘ /"‘fc: s
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<
et = Cslcs Qss
£ 10

J— *
*
. [ [l
Hattér I
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30. abra. Befel¢ egyeniranyitd aramok SR és cAF paciensek sziveibdl szarmazo pitvari miocitdkban.
A. panel. Eredeti aramfelvételek kontroll koriilmények kozott, illetve 2 mM carbachol (CCh)
alkalmazasa utan. Az Ik ach aramot CCh-szenzitiv aramként definialtuk. A piktogram az alkalmazott
fesziiltségpulzust jelzi. B. panel. Az Ik ach aram idébeli valtozasa -100 mV membranpotencialon
regisztralva. Ik ach aramot két egymast kdveté CCh-al torténd aktivalasi szakaszt (S1, S2 4 perces
idétartamban) kovetéen mértilk SR és cAF sejtekben. Amint az abran is lathaté a CCh mindig
jelentés csucsot (,,Csucs”) produkald aramot eredményezett, amely utina meglehetdsen gyorsan
visszacsokkent (gyors deszenzitizacio) egy Steady-state (,,Qss”) értékre. C. panel. A diagram
bemutatja a -100 mV-on regisztralt atlag hattér alaparamot, illetve az Ixach dramot SR és cAF
sejtekben. Az értékek atlag=SEM-ként megadva. *p<0.05. Az n szamokK a sejtszam/paciens értéket
jelentik.

-100 mV membranpotencialndl mérve az aram nagysaga cAF sejtekben: 22.9+2.1

pA/pF, n=76/25 (miocita/paciens) vS SR sejtekben: 2.7£1.0 pA/pF, n=136/38; p<0.05).
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A szelektiv Ik ach aram gatldszer tertiapin hatasai az alap-hattér és Ik ach aramokra

Kisérleteinkben a tertiapin nevii Ik ach-dram blokkolot hasznaltuk, amelyrdl ismert,
hogy szelektiven és hatékonyan (ECso =~ 8-30 nM) gatolja az Ik ach aramot (Drici, 2000b;
Kitamura, 2000). Kisérleteinkben eztttal is carbachollal aktivaltuk az Ik ach aramot. A 30.
és 31. abrakon lathato, hogy a CCh hatasara azonnal megnétt a hattér-aram, majd hirtelen
csokkeni kezdett, ami valdjaban a carbachol hatds deszenzitizacidjanak hatasa. Hogy
kizarjuk azt, hogy a CCh alkalmazas altal indukalt deszenzitizacid okozta arambéli
csokkenést értékeljiik tertiapin gatlohatasként (,fals pozitiv”’ eredmény), a carbacholt az
Ik,ach aram aktivalasa céljabol (egy 4 perces mosas intervallum beiktatasaval) kétszer is
hozzaadtuk a kontroll oldathoz. (31A. abra), mieldtt elkezdtiik a kisérletben a tertiapin

hatasanak a vizsgalatat.

A SR cAF
CCh,2uM  CCh, 2 uM cch,2uM! cch,2um |
>, « >N, ¢ N, < MV, L, [
Hattér e o ";ﬂ“ HAttér cowmwns, ¥ S,
alaparam et 2 alaparam
Lo | L
EPNPF Ik ach Tertiapin, 10 nM |iprF k.Ach Tertiapin, 10 nM
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5 1.07 -O- SR -®CAF § 1.01 ‘O- SR -@cAF
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8 2 0.61 (n=518/3-8) S2L ;¢ 9 (n =541 8/3-8)
5% S@
28 047 2 i 0.41
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“@©
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g ~ # w 2 é
b4 10 = 046---"—L .
T 24/8 - 16/5 % , n = 8-24/3-8
SR cAF T ctt 10 -9 -8 7

Log[Tertiapin] (M)

31. abra. A szelektiv Ix ach aramgatlé tertiapin hatdsa a CCh-aktivalta Ix ach aramra. A. panel. 10
nM tertiapin hatasa az S2 szakasz alatt alkalmazva (az S1 szakasz belsé kontrollként szolgalt) SR és
CAF sejtekben. B. és C. panel. A tertiapin koncentracio-fliggd hatdsa az S2/S1 aranyként
meghatarozott ,,cstcs-lk ach aramra” (bal oldali mez6), illetve ,,Qss-lk ach aramra” lx ach aramra
vonatkoztatva (jobb oldali mez6). D. és E. panel. A tertiapin koncentracio-fiiggé hatasa az alap-
hattér aramra SR és cAF sejtekben -100 mV membran-potencidlon regisztralva. Az értekek
atlagtSEM-ként megadva. Az n szamokK a sejtszam/paciens értéket jelentik. *p<0.05 vs megfeleld
értékek. *p<0.05 vs tertiapin elétti kontroll értékek.
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Amint a 31A. abran lathatjuk a masodik deszenzitizacids szakasz végén regisztralt
kvazi steady-state allapot (S2 allapot), mindig alacsonyabb volt, mint az els6 szakasz végén
regisztralt S1 allapot, amely azt jelzi, hogy a kimosas utan a hattér-alaparam csak részlegesen
tudott visszatérni a deszenzitizacios allapotbol. A tertiapint mindig az S2 pontban adtuk
hozza az oldathoz. A tertiapint 0.1-100 nM kozotti koncentraciokban vizsgaltuk, és azt
tapasztaltuk, hogy a szer koncentracio-fliggdé modon csokkentette az S2/S1 aranyként
kifejezett carbachol aktivalta Ik ach aramot. Amint az 31A- 31B. abrakon lathat6 a tertiapin
gatlohatasa kifejezettebb volt a cAF, mint SR sejtekben (-logECso: 9.1 nM cAF sejtekben vs
8.2 nM SR sejtekben; p<0.05). A tertiapin koncentracio-fliggé modon gatolta a hattér-
alaparamot is cAF sejtekben, amely 10 nM tertiapin koncentracional alkalmazva egy -
6.7£1.2 pA/pF (n=16/5) nagysagu aramot eredményezett (31D-31E. abrak). Ha a cAF
sejtekben kivonjuk a tertiapin szenzitiv komponenst az alap-hattéraram még mindig
magasabb marad, amely vélhetéen a cAF indukalta upregulalt k1 aramot jelzi. Amint a 31D.
abra mutatja az SR sejtekben is tapasztaltunk egy gyenge mértékii tertiapin okozta hattér-
alaparam csokkenést (-1.7£0.5 pA/pF, n=24/8), de ez jelen volt, akkor is amikor néhany
kontroll kisérletben tertiapin nélkiili kontroll oldattal kezeltiik az SR és cAF sejteket (SR
sejtekben -1.5+0.6 pA/pF, n 5/4 vs -1.6£1.2 pA/pF, n 4/3 cAF sejtekben). Ezek a kisérletek
azt jelentik, hogy a cAF betegekbdl szarmazd szivizomsejtekben jelen van egy jelentds
konstitutiven aktiv Ik ach aram, amely viszont nem létezik kontroll SR sejtekben.

A 32. dbran bemutatom a nemszelektiv M-receptor gatld atropin (1 pM) hatasat

mindkét csoportbol szarmazo pitvari sejteken.

A SR cAF
o CCh,2uM  CCh,2 M CCh.2pM  CCh.2 M
Hattér e “ HAattér wrear. - gl
alaparam S, S, alaparam f’k/ S;
" Atropin, 1 uM : Atropin, 1 pM
4 pAIpF Ik ach
; V,, =-100 mV
60s lach
B 4071 3 Kontroll
Il Atropin (1 pM)
E _ 307
&L
£ % 20 -
10l
ﬁ 10. i
E
= 0 4/4 3/3
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32. abra. A nem szelektiv M-receptor antagonista atropin hatasa a hattér-alaparamra és a CCh-
aktivalta Ik ach aramra SR és cAF sejtekben. A. panel. Az S2 szakasz alatt alkalmazott atropin (1
mM) gatolta a CCh-aktivalta Ik ach aramot. B. panel. Az atropin nem befolyasolta a-100 mV értéknél
regisztralt hattér-alaparamot egyik sejttipusban sem. Az értékek atlagtSEM-ként megadva. Az n
szamok a sejtszam/péciens értéket jelentik.
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Ez a kisérlet igazolja, azt, hogy hogy a cAF sejtekben észlelt megemelkedett hattér-
alaparamot nem a muszkarin receptorok valamilyen spontan aktivitdsa okozza. A 32. abran
lathato, hogy az atropin mind a cAF, mind az SR csoportban teljes mértékben gatolta a CCh
aktivalta Ik ach d&ramot, viszont nem modositotta egyik csoportban sem a hattér-alaparamot,
amely azt jelenti, hogy a tertiapin szenzitiv konstitutivan aktiv Ik ach aram fliggetlen az M-

receptoroktol.

AZ k1 és Ik ach dramok egy csatornés (,.single-channel) aktivitdsa SR és cAF betegekbdl

Az eldbb bemutatott egész-sejtes konfiguracioban végzett patch-clamp kisérletek is
egyértelmien jelezték egy konstitutiven aktiv Ik ach aram jelenlétét, amely Osszefliggésben
van a kronikus pitvarfibrillacioval. Az egészsejtes konfigurdcid nem eléggé érzékeny
modszer arra, hogy szétvalasszunk két olyan aramot, mint az lka, illetve az Ik .ach, mert
ismert, hogy a két aram azonos fesziiltségtartomanyban aktiv, és hasonld kinetikai
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Erre a célra egyediil az egy-csatornas, un. ,,single-channel”
konfiguracio alkalmas, mert ismert, hogy az ki, illetve az Ik ach aramok ,,single-channel”
paraméterei (példaul a vezetOképesség és a csatorna-nyitasi, illetve zarasi valoszintiségek,
stb.) mar irodalmi adatok alapjan is jelentdsen eltérnek egymastol (Heidbiichel, 1990). Ezért
megvizsgaltuk az lki as Ik.ach egységaramokat ,,Single-channel” konfiguraciora jellemz6
kisérletes protokollokkal mindkét csoportbdl szarmazé pitvari szivizomsejtekben.

Amint a 33. abran is latszik a konstitutivan aktiv Ik ach aram jelenléte egyértelmii
volt a CAF pitvari sejtekben, de csak ritkan detektalhatd SR miocitakban. A csatornanyitési
valoszintisége a cAF sejtekben 5.4+0.8%, n=19/9 volt vs 0.1+0.01%, n=16/9; *p<0.05 az SR

sejtekben (33A-33C. abrak, 10. tablazat).

10. tablazat. Az lk1 és lkach aramok egy csatornas (,,single-channel”) paraméterek
tulajdonsagai SR és cAF betegcsoportokban.

Aram | Ritmus | n | Amplitidé To Megnyilasok szama Po
status (pA) (ms) (1 s aramgorbén) (%)
Ik1 SR 16/9 | 2.5+0.07 | 7.8+0.3 35.2+4.4 11.4+0.7
CAF ]119/9] 2.4+0.07 | 7.6£0.2 44.543.1 13.4+0.4*
Ik,Ach SR 16/9 | 3.9+0.11 1.9+0.2 1.1+0.2 0.13+0.05
CAF ]19/9] 3.8£0.10 | 2.4+0.2 10.2+1.1% 5.4+0.7*

To=nyitott csatorna eloszlas idéallandoja; Po= csatornanyitési valoszinliség; Az értékek
atlagtSEM-ként megadva; n= sejtszam/betegszam; *p<0.05.

A kisérleti eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy az Ik: aram ,,single-channel”

csatornanyitasi valoszinlisége szintén magasabb volt a cAF betegcsoportban, mint az SR
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betegcsoportban (CAF-ben 13.440.4%, n=19/9 vs SR-ben 11.4+0.7%, n=16/9; p<0.05), amig
a tobbi single-channel paraméter viszont azonos volt a két csoportban (10. tablazat).

10 uM CCh hozzaadadsa a pipetta oldathoz jelentdsen megvaltoztatta a
regisztratumok jellegét, ugyanis amint a 33A és 33B. abrakon lathat6, mind az SR, mind a
CAF csoportban gyakorlatilag erételjes ,,burst”-szeri single-channel megnyilasokat okozott.
A konstitutiven aktiv single-channel Ik ach aram amplitiddja €s nyitasi valosziniisége nem

volt eltéré a CCh-aktivalta single-channel Ik ach aram paramétereitol.
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CMU "W W “ﬂ' [ 0 o]Osr
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33. abra. k1 és Ikacn aramok ,,single-channel” aktivitasanak tulajdonsagai SR és cAF paciensek
szivébdl izolalt pitvari miocitakban. Az Ik ach aramot a pipetta oldathoz adott 10 nM CCh-val
aktivaltuk. A és B panel. Eredeti Ix1, CCh-aktivalta Ik ach és konstitutiven aktivalt Tk ach egységaram
felvételek ,.cell-attached” konfiguracioban. A cAF paciensbdl szarmazd miocitdkban egyarant
lathato az Iki és a konstitutiv Ik ach aram jelenléte. C. panel. Az Ik: és Ik.ach Single-channel aramok
I-V karakterisztikai, illetve vezetOképességek illesztései SR ¢és cAF sejtekben. A Vn
membranpotencial a nyugalmi potencialtdl torténd eltérést jelenti. A y pedig a vezetdképességet
jelenteti pS-ben mérve. D. panel. Az lki, CCh-aktivalta Ixacn és konstitutiven aktivalta Ik ach
egységaramok nyitasi valoszinisége -120 mV Vi, értéken mérve. Az értékek atlagtSEM-ként
megadva. Az n szamok a sejtszam/paciens értéket jelentik. *p<0.05 vs kontroll (SR) értékek.

Amikor a kiilsd oldat tertiapint (10 nM) tartalmazott az SR sejtekben csokkent a CCh-
aktivalta Ixach aram nyitasi valdszintisége (34A. és 34C. abrak). Ez az észrevétel jol
egyezik korabbi nyul pitvari sejtekben publikalt eredményekkel (Kitamura, 2000). cAF
sejtekben is csOkkent a konstitutiv Ik ach aram nyitasi valosziniisége (34B. és 34D. abrak),

amely észrevétel viszont megegyezik a kordbban 31D. dbran szerepld kisérleti
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eredménnyel, amely azt mutatta be, hogy a tertiapin ugy csokkentette a hattér alaparam

mértékét, hogy kdzben nem valtoztatta meg az Ik1 aramot.
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34. abra. A tertiapin hatasa az Ixi és Ikach aramok ,single-channel” aktivitasara SR és cAF
paciensek szivébol izolalt pitvari miocitakban. SR-ben az Ik ach aramot a pipetta oldathoz adott 10
nM carbachollal aktivaltuk. A és C panel. A kiils6 oldatban alkalmazott tertiapin (10 nM) hatésa a
CCh-aktivalta Ik ach nyitasi valosziniiségre -120 mV-n regisztralva. B és D panel. Az Ik és a
konstitutiven aktivalta Ixacn Single-channel aramok nyitasi valdszintisége a tertiapin (10 nM)

adagolasa el6tt és utan -120 mV-on mérve. Az n szamok a sejtszam/paciens értéket jelentik. *p<0.05
vs kontroll (SR) értékek.

Repolarizdalo  kaliumdramok  tulajdonsdgainak  vizsgdlata  szinuszritmusu  és
pitvarfibrillalo kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken

Az eldz6 fejezetben bemutatott kisérletek egyik lehetséges kdvetkezménye az volt,
hogy a gyors pitvari tachycardia (ATR) talajan kialakul6 pitvarfibrillacio kovetkeztében
bekovetkezett elektromos remodelling sordn jelentdsen megvaltozik szamos transzmembran
ionaram tulajdonsaga, konduktancidja. Mindez azt jelenti, hogy ATR indukélta valtozasok
potencialis antiaritmias gyogyszercélpontok (,,drug target”) lehetnek. Ahhoz viszont, hogy
uj, az ATR megeldzésére és/vagy megsziintetésére alkalmas antiaritmids gyodgyszereket
fejlessziink ki, sziikség van olyan allatkisérletes modellekre, amelyek alkalmasak az 4j
gyogyszerjeloltek ATR-re kifejtett hatdsdnak preklinikai elemzésére. Meglepd modon, bar
jelentés ismeretekkel rendelkeziink a human pitvari iondramok tulajdonsagairol, és

széleskoriien 1éteznek a kamrai aramokat tanulmanyozo allatkisérletes modellek (patkany,
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tengerimalac, nyul, kutya vagy kecske), ennek ellenére alig ismerjiik ezekben a speciesekben
a pitvari aramokat. Tobb olyan AF modell 1étezik, amely alkalmas az ATR-re kifejtett
(gyogyszer)hatas(ok) vizsgalatara, jellemzésére. Ezek 1ényege, hogy lehetdleg nagy testii
kisérleti allatok (kutya, kecske) szivét viszonylag hosszii ideig nagy frekvenciaval
mesterségesen ingereljik.

Mindezek alapjan tovabbi kisérleteink célja a pitvari repolarizacioban és AF-ben
eléallo elektromos atépiilésben (remodelling) szerepet jatszo kalium ionaramok (lio -
tranziens kifelé haladd kalium, Iki - befelé egyeniranyitd kalium és Ik ach - acetilkolin
szenzitiv kaliumdram) tanulmanyozasa volt. Méréseinket SR-ben 1évd és gyors pitvari
ingerléssel kivaltott AF-ben szenvedd kutyakbdl izolalt pitvari szivizomsejteken végeztiik.

A Kkisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Médszerek és anyagok

fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:

Tranziens kifelé halado kaliumaram ()

Az ly aramot két protokoll segitségével is megvizsgaltuk. El6szor egy az aram
kinetikai paramétereit jobban modellezd, un. akcids potencial-szerii protokollal mértiik. Az
(Corabeuf, 1982). gy az I dramot a kontroll kériilmények (35A. abra, bal felsé mezg) és
a gatloszer utan (35A. abra bal alsé mez6) regisztralt &ramgorbék kiilonbségeként (35A.
abra jobb oldali mezd) hatdroztuk meg. A kontroll és az anyag hatdsa utdni mérés
kiilonbségébdl megkaptuk a 4-aminopiridin-érzékeny aramként definialt Ito-aramot.

Ezutan megvizsgaltuk az I aramot pitvarfibrilladldé (AF) kutyakbol izolalt
pitvarsejtekben is (35B. abra). Megallapitottuk, hogy az I, aram nagysaga, ha kis mértékben
1s, de csokkent (downregulalodott). Ez a kiillonbség azonban nem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak. Megvizsgaltuk az I, dram inaktivacigjat SR és AF sejtekben egyarant. A
pitvari sejtekben az Il aram kinetikaja kétkomponensii (egy gyors és egy lassabb
idéallandoji), exponencialis fiiggvényekkel volt a legtokéletesebben illeszthetd (35C.
abra). A kutya kamrai miocitdkban mért Ito aram inaktivacios kinetikéjahoz hasonloan, a
kutya pitvari SR szivizomsejtekben is jelen van egy rendkiviil gyors (idéallandoja, tgyors~10-
12 ms), valamint egy lassu kinetikaju (id6allandoja, Tiassa=120-150 ms) lw-komponens,
amely jelent0sen lassubb volt, mint amit korabban kutyabdl izolalt kamrai miocitdkon

mértiink (+20 mV-on mérve, mintegy 20-30 ms; Virag 2011).
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35. abra. A panel. 3 mM 4-aminopiridin (4-AP) érzékeny tranziens kifelé haladé K*-aram (Ix)
azonositasa akcids potencial-szerii fesziiltség-impulzus alkalmazasaval kutyabol izolalt jobb pitvari
szivizomsejtekben. B panel. Bal oldali mezé: Eredeti |y, aram regisztratumok szinuszritmusban (SR)
1évé és pitvarfibrillald (AF) kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken. Az aramot 0.33 Hz
pulzusfrekvencia mellett négyszogjel formaju, 300 ms idétartamua, —30 mV-t6l 50 mV-ig terjedd
depolarizalo fesziltségimpulzusokkal aktivaltuk. Jobb oldali mezé: lo aram-fesziltség (I-V)
karakterisztika SR-os és AF-es kutyakbol izolalt pitvarsejteken (n=11-11, p=N.S). C panel. I, aram
inaktivacios kinetikdja izolalt SR és AF kutya pitvari szivizomsejteken kettds exponencialis

Levenberg-Marquardt-féle egyenlettel illesztve. Az alkalmazott fesziiltség-protokollokat az abran
piktogrammal jeleztiik.

Kisérleteinkben az AF-sejtekben is két exponencialis kinetikdji volt az I dram

inaktivacioja (35C. abra), viszont mind a gyors, mint a lassu kinetikaji komponens
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inaktivacids idéallandoja (Tgyors €S Tiassa) szignifikdns mértékben lassubb volt, mint az SR

kutyakban. Az illesztések eredményeit az 11. tablazat foglalja dssze.

11. tablazat. Az |, aram gyors és lassu komponensének inaktivacios allandoi (1) és a hozzatartozd

amplitudok (Amp) 20 mV-os fesziiltségnél mérve izolalt ,,SR- és AF-kutya” pitvari miocitdkban

Paraméter Tayors Tlassi Ampgyors AMpPiassi

(ms) (ms) (PA/pF) (PA/PF)
SR (n=10) 11.70+0.76 | 121.9+8.82 5.80+0.61 2.32+0.38
AF (n=11) 17.83+£2.97* | 179.2+25.42* | 4.22+.0.7 2.71+0.35

Az értékek atlagtSEM-ként megadva. *p<0.05 (SR és AF sejtekben regisztralt Iy, aramok
inaktivacios kinetikak id6allandéi kozott ellendrizve)

A befelé egyeniranyito kaliumdaram (Iky)

A befelé egyeniranyitdo kaliumaramot (lki) ezuttal is a korabbi fejezetekben mar
bemutatott ¢és mikroelektrofiziologiai vizsgalatokban rutinszerlien megszokott mddon

vizsgaltuk (36. abra).
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36. abra. A panel. Eredeti Ik; aram regisztratumok szinuszritmusos (SR) és pitvarfibrillalo (AF)
kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken. B panel. Ik; aram-fesziiltség (I-V) karakterisztika SR- €s
AF kutya pitvari sejteken (n =9-9; p = N.S).

Az Ik1 dramot -90 mV holding potencialrdl 0.33 Hz pulzusfrekvencia mellett 300 ms
id6tartamu depolarizald négyszogimpulzusokkal aktivaltuk, és a pulzus végén nem
inaktivalodo aramként (Iss, un. ,,Steady-state” aram) hataroztuk meg (36A. abra, szaggatott
vonalakkal jelzett teriilet). A 36A abran bemutatott eredeti regisztratum felvételeken (bal

oldali mezdk), de a kisérleteket Osszesité I-V, aram-fesziiltség karakterisztikakon (36B.
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abra) is jol lathat6, hogy a pitvari Ik1 aram ,,AF kutyamodelliinkben” felerdsodott
(upregulalodik), de ez a novekedés a pitvari akcids potencialt meghatarozo
fesziiltségtartomanyban (-80 mV és 20 mV kozott) még nem bizonyult statisztikailag is

szignifikans mértékiinek.

Az acetilkolin-fiiggd kaliumaram (Ik ach)

AZ Ik ach kdliuméram fiziologias koriilmények kozott csak a bolygodideg stimuléacidja
alatt aktiv. Ezért az aramot a kolinerg agonista carbachol (CCh, 2 uM) segitségével
aktivaltuk (37. abra).

+40 mV
1250 ms,
-80mV. - 50 mV

S R -100 mV AF
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37. abra, Az Ik ach aram SR-ban 1év6 és pitvarfibrillalo (PF) kutyabdl izolalt pitvarsejtekben. -100
mV-r6l 40 mV-ra depolarizalé ,,;amp ” protokollt alkalmaztunk. Az Ik ach aramot a kolinerg agonista
carbachollal (2 uM) aktivaltuk és tertiapinnal (10 nM) blokkoltuk. Az oszlopdiagramok a -100 mV-
on (inward tartomany, k6zépsé sor), illetve -10 mV-on (outward tartomany, alsé sor) mért Ik ach
aramok amplitudojat demonstraljak. Feliil mutatjuk be az alkalmazott ramp protokollt.

Az éaramot ,,ramp” fesziiltségprotokoll segitségével tanulmanyoztuk. SR sejtekben
kolinerg aktivacié nélkiill mind befelé¢ (inward), mind kifelé haladé (outward) iranyban
viszonylag alacsony amplitud6ji aramot mértiink (37. abra, bal oldali mezék, kék szinii
aramgorbék és oszlopok). Amennyiben a tapoldathoz hozzaadtunk 2 uM CCh-t, az aram

nagysaga mind inward, mint az outward iranyban jelentésen megnétt (37. dbra, bal oldali
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mezO0k, zold szinii aramgorbék és oszlopok). Az igy aktivalodott aramot a szelektiv Ik ach
gatlo 10 nM tertiapin (Kitamura, 2000) jelentds mértékben gatolta (37. abra, bal oldali
mezok, piros szinii aramgorbék és oszlopok). ,,AF-sejtekben” minden eldzetes aktivacid
nélkiil jelentds, konstitutivan aktiv Ik ach dramot mértiink, amelyet a tertiapin jelentésen
gatolt (37. abra, kozéps6 mezék). Ha az ,,AF-sejteket” carbachollal kezeltiik, a konstitutiv
Ik,ach iondramon kiviil egy masik, szintén tertiapin-szenzitiv, de ligandfiiggd Ik ach iondram
jelent meg (37. abra, jobb oldali mezé6k). Ezzel igazoltuk, hogy kutyabol izolalt AF pitvari
miocitdkban is 1étezik a korabban humén permanens AF-ben szenvedd betegekben észlelt
megfigyelés, mely szerint cAF-ben aktivalodik egy ligandfiiggetlen konstitutiv Ik ach aram
is, amely feltehetdleg jelentdés mértékben hozzjarul a human pitvari elektrofizioldgiai

remodellinghez (Dobrev, 2005).

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

Az ORM-10103 és GYKB-6635, uj kisérletes szelektiv NCX ioncsatorna gatlo-vegyiiletek
hatdsainak vizsgdlata emldssziveken (Kutya és tengerimalac szivprepardtumokon)

Mint a Bevezetés fejezet 4. témakort bemutatd alfejezetben ismertettem, a
vizsgalatok cé€lja az volt, hogy ellendrizziik a Pogwizd és Bers altal elméleti megfontolasok
alapjan megfogalmazott hipotézis helyességét, amely szerint a szelektiv NCX aram gatlok
hatékony szerek lehetnének a Ca®-tultelitédés talajan kialakuld DAD triggerelt aritmiak
kivédésében (Pogwizd, 2001 és 2003). Bar Pogwizd és mtsai mar 2001-2003 kozott
publikaltak a hipotézist ismerteté kozleményeit, eddig hatékony és szelektiv  NCX
gatloszerek hidnyaban ennek a feltevésnek az ellendrzése és igazoldsa nem volt lehetséges.
Az eddig ismert néhany szelektivnek vélt NCX gatlokkal, mint példaul az SN-6, KB-R7943
vagy SEA-0400, bar tobb tanulmany is késziilt, sajnos nem voltak a célnak megfelel6
vegyiiletek, mert magasabb koncentraciokban nemcsak az NCX aramot, hanem jellemzden
az lcaL-dramot is gatoljak (Birinyi, 2005; Acsai, 2007; Antoons, 2012). igy a kiilonboz6
iszkémia-reperfuzio (I/R) indukélta Ca®*-tultelitddés aritmia-kisérletekben bizonyult védé
hatasukat nem lehet egyértelmiien csak az NCX gatlo hatds eredményeként interpretalni
(Watano, 1999; Elias, 2001; Magee, 2003; Antoons, 2012). Mindez azt jelenti, hogy
tovabbra is empirikus maradt a Pogwizd hipotézisnek az igazolasa, hogy vajon a szelektiv
NCX gatlas hatékony lehet a Ca?" -tiltelitédés talajan keletkezé EAD és DAD tipusu

triggerelt aritmiak kezelésére.
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Két tjonnan szintetizalt szelektiv NCX csatornagatlonak tervezett vegyiilet (ORM-
10103 és GYKB-6635 molekulak, 38A-38B. abrak) vizsgalataban vettiink részt. Mindkét
kisérletes molekula szerkezetében eltér az eddigi vegyliletek (KB-R7943, illetve SEA-0400,
38C-38D. abrak) szerkezetétol.

Az ORM-10103 vegyiiletet (38A. abra) az Orion Gyogyszergyar fejlesztdivel egyiitt
nemzetkozi ko-operacid keretében vizsgaltuk meg. A gyar munkatarsai az altaluk végzett
elokisérletek alapjan a vegyiiletet igen szelektiv és hatékony NCX-gatloszernek
feltételezték. A kisérletek soran megvizsgaltuk az ORM-10103 NCX aram gatlo képességét,
szelektivitasat és antiaritmias hatékonysagat a triggerelt aritmiakra.

Hazai ko-operacioban (SZTE, GYTK Gyodgyszerkémiai Intézet) is elinditottunk egy
kozos NCX gatloszer fejlesztési projektet. A projekt soran egy molekulakdnyvtar
segitségével mintegy 140 karbociklusos nukleozid analog vegyiiletet szintetizaltunk és
vizsgaltunk meg. Igy azonositottunk be néhany lead vegyiiletet, amelyek kozil a
legigéretesebb GYKB-6635 molekulat (38B. abra) valasztottuk ki tovabbi részletesebb
vizsgalatok céljabol. A kisérletek sordn az ORM-10103 molekuldhoz hasonl6an,
megvizsgaltuk a GYKB-6635 vegyiilet NCX aramot blokkol6 hatékonysagat, szelektivitasat

¢s antiaritmids tulajdonsagat.

A B L
Cls PP
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0] N
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GYKB-6635

NH,

S._-NH

NS & CHILIUNS a4
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E OoN
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38. abra. A. panel. Az ORM-10103 vegyiilet kémiai szerkezete (C2H1sN204) és TUPAC neve: 5-
nitro-2-(2-phenylchroman-6-yloxy)pyridine, illetve 2-[(3,4-dihydro-2-phenyl-2H-1-benzopyran-6-
yl)oxy]-5-nitro-pyridine. B. panel. A GYKB-6635 vegyiilet kémiai szerkezete (C14H21N3O3) és
IUPAC neve: [(4-amino-1-[((1R,2S,3S,5R)-2,3-dihydroxy-6,6-dimethylbicyclo[3.1.1]heptan-2-
yl)methyl] pyrimidin-2(1H)-one). C. panel: A SEA-0400 vegyiilet kémiai szerkezete (C21H1oF2NO3)
és ITUPAC neve: 2-[4-[(2,5-difluorophenyl) methoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline. D. panel. A KB-
R7943 vegyiilet kémiai szerkezete (Ci7H21N3OeS2) ¢és IUPAC neve: 2-(2-(4-(4-
nitrobenzyloxy)phenyl) ethyl)isothiourea mesylate.

A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott protokollok) a Mddszerek és anyagok

fejezetben részletesen bemutattam. Az eredmények ismertetése:
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Az ORM-10103 és GYKB-6635 vegvilletek NCX aram gatléhatasnak vizsgalata kutya
kamrai szivizomsejtekben.

Az NCX aramot egy specialis megkdzelitésben, a Hobai és mtsai, (1997) altal
bemutatott modszerrel mértiik, amelyet a Mddszerek fejezetben szerepld 6. abra kapcsan
mar részletesen ismertettem. A 39A-39B. abrakon bemutatott kisérletek igazoljak, hogy az
ORM-10103 vegyiilet koncentraciofiiggé modon, hatékonyan gatolja az NCX aramot mind
reverz (-100 mV és -50 mV membranpotencialok k6zott), mind forward (-40 mV és +60 mV
kozotti membranpotencial tartomanyban aktivalt) moédban. 500 nM feletti koncentraciokban
mindkét iranyban statisztikailag szignifikans volt a gatlo hatas. A 39.C. abra bemutatja az
ORM-10103 vegyiilet NCX aram do6zis-hatas gorbéit, amely alapjan a szamolt ECsg értékek,
780 nM az inward aram, illetve 960 nM, az outward aram esetében.
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39. 4bra. A. panel. Az ORM-10103 koncentracio-fliggd hatasa az NCX aram regisztratumokra. B.
panel. ORM-10103 (3 uM) hatéasa a reverz (bal oldali mezd) és forward (jobb oldali mez6) NCX
aramokra balkamrai kutya sejtekben. A diagramok a reverz Incx, illetve forward Incx aramokra
vonatkoz6 atlag aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakat mutatjak be. C panel. Az ORM-10103
vegyliletnek a reverz (bal oldali mez6) és forward (jobb oldali mezé) NCX aramokra vonatkozé
dozis-hatas gorbéi. *p<0.05, az értékek atlag=SEM-ként megadva.

A 40. abra bemutatja, hogy a GYKB-6635 vegyiilet is hatékony NCX aram gatlo
szer. Amint az abran is lathato, 1 uM GYKB-6635 statisztikailag szignifikans mértékben
gatolja az NCX aramot mind reverz (+20 mV-nal mérve, kontrollban 52.5 +18.5 pA értékrol

22.4+11.9 pA értékre csokkent a szer adasa utan, amely mintegy 57%-o0s gatlohatasnak felel
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meg, n=4, p<0.05), mind forward modban (-80 mV-nal mérve, kontrollban -52.7 £21 pA
értekrdl -21.8 £12.3 pA értékre csokkent a szer addsa utan, amely 58%-0s gatlohatast jelent,

n=4, p<0.05).
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40. abra. A. panel. A GYKB-6635 koncentracio-fiiggd hatasa az NCX aram regisztratumokra. B.
panel. GYKB-6635 (1 uM) hatasa a reverz (bal oldali mezg) és forward (jobb oldali mezd) NCX
aramokra balkamrai kutya sejtekben. A diagramok a reverz Incx, illetve forward Incx aramokra
vonatkozo atlag aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikdkat mutatjadk be. *p<0.05, az értékek
atlag+SEM-ként megadva.

Ezattal nem szamoltuk ki a GYKB-6635 vegyiilet koncentraciofiiggd doézis-hatas
gorbe segitségével meghatarozott ECso értékét, de mivel a 10 uM GYKB-6635 gyakorlatilag
100 %-an gatolta a reverz és forward NCX aramot, ez azt jelenti, hogy a szer koriilbeliil
hasonl6 gatlohatéassal rendelkezik mind az ORM-10103 vegyiilet, vagyis becsiilt ECsp értéke

szintén az 800-1000 nanomolos tartomanyban lehet.

Az ORM-10103 és GYKB-6635 NCX gatloszer vegyiiletek szelektivitas vizsgalata

A 41. abra bemutatja az ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiiletek hatasanak hianyat
az L-tipust Ca?* dramra és a gyors Na* dramra. Utobbit ezuttal is az AP depolarizacios
fazisanak maximalis sebességeként (Vmax) hataroztunk meg. Jol lathatd, hogy a relativ magas
koncentraci6 értékeknél is vizsgalva, a vegyiiletek nem gatoltak sem az lcaL aramot, sem a
Vmax paramétert.
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41. abra. A és B. panel. Az ORM-10103 (10 puM, bal oldali mez6k) és GYKB-6635 (1, illetve 10
uM, jobb oldali mezok) hatasanak hianya L-tipust kalcium aramra (A. panel, Ica ) és a gyors natrium
aramra (B. panel) balkamrai kutya sejtekben. A gyors natrium aramot a depolarizacié maximalis
sebességeként tanulmanyoztuk (Vimax). Az értékek atlag+SEM-ként megadva.

Az ORM-10103 vegyiilet szelektivitas ellendrzését Kkiterjesztettiik, ezért
megvizsgaltuk a szer lehetséges hatdsait a Na*/K" pumpa aramra és a lassu akcios
potencialokra is. Utobbit vizsgalata azért volt sziikséges, hogy kizarjuk azt, hogy a 41. abran
tapasztalt enyhe Ca2* aram csokkenés nem egy valodi csatornagatlas eredménye.

Amint a 42A. abra bemutatja az ORM-10103 10 pM koncentracioban nem
valtoztatta meg a lassu akcids potencidloknak sem az amplitadojat (kontrollban: 81.245.7
mV, ORM-10103 vegyiilet alkalmazasa utan: 81.6+6.1 mV, n=5, p=N.S.)) sem a
depolarizacio meredekségét dV/dtmax (kontrollban: 12.4+2.3 V/s, ORM-10103 vegyiilet
alkalmazasa utan: 11.8+2.6 V/s, n=5, p=N.S.). Mindez megerdsiti, hogy az ORM-10103
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vegyiilet valoban nem befolyasolja az L-tipusu kalcium aramot, vagyis kijelenthetd, hogy a
41. abran bemutatott latszélagos enyhe Ca®* csatornagatlo hatast egyértelmiien a kalcium-
csatornakra jellemzé spontan csokkenésnek, az un. run-down mechanizmusnak
tulajdonithatjuk (Belles, 1988).

A Na*/K" pumpa aramot (Invk) a Modszereknél bemutatott protokoll segitségével
vizsgaltuk. Az Inyk aram nagysaga kontroll koriilmények kozott 100.7+14.6 pA volt, amely
5-7 perces ORM-10103 inkubacio hatasara csokkent mintegy 14%-al (ORM-10103 vegyiilet
utan az aram nagysaga 86.7£11.7 pA, n=6, p<0.05, 42B. abra, fels6 mezo).
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42. abra. A. panel. Az ORM-10103 (10 uM) hatasa a lasst akcids potencialra tengerimalac jobb
kamrai papillaris izmon. A bal oldali mez6 eredeti AP regisztratumokat mutat be kontroll
koriilmények kozott, illetve ORM-10103 és nisoldipin alkalmazasa utan. A jobb oldali diagramok
pedig bemutatjak a 10 uM ORM-10103 hatasat az atlagolt akcios potencial amplitido és Vmax értékre.
Az értékek atlagtSEM-ként megadva. B. panel. Az ORM-10103 (10 uM) hatasanak hianya a Na*/K*
pumpa (Inak) aramra kutya kamrai miocitakban. Az (a) gérbe bemutatja, hogy 10 uM ORM-10103
alapvetden nem befolyasolja az Inyk dramot, mindazonaltal egy az dramgorbe végén egy csekély
mértékli csokkenés lathato volt. A (b) aramgorbén lathatd, hogy egy id6fiiggd kontroll kisérletben
ORM-10103 hozzdadasa nélkiil is egy az (a) gérbén regisztralthoz hasonld csekély mértékii
csokkenés volt regisztralhato. (C regisztratum) Hasonld korilmények kozott egy ismert Inwk
csatorna blokkolo szer, a strophanthin (10 uM) teljesen gatolta az Inyx pumpa aramot.

Ezutan megismételtilk ugyanezt a kisérletet tigy, hogy a végén nem adagoltuk a
tapoldathoz az ORM-10103 vegyiiletet. Amint a 42B. dabra (kozépsé mez06) is mutatja, jol
lathato, hogy a steady-state aram, ugyanolyan mértékii csokkenést mutatott be, mint amikor

a tapoldat tartalmazott ORM-10103 vegyiiletet (kontroll koriilmények kdzott 119.7+£25.6 pA
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Vs 92.6127.6 pA ,,dlkontroll vegyiilet”, csokkenés 22.7 %, n=3, p<0.05). Ezutan a kdvetkezd
kisérletsorozatban a sejteket strophanthin-nal kezeltiik, amely egy ismert Na'/K*
pumpagatld vegyiilet. Amint a 42B. dbran az alsd6 mez6 is bemutatja, 1athatd, hogy a
strophanthin hatékonyan blokkolta a steady state Inayk aramot. Mindez azt jelenti, hogy az
ORM-10103 vegyiilet nem moddositja az Inyk dramot.

A 43. abra a két NCX gatlo vegyiiletnek a kiilonb6z6 repolarizald kaliumaramokra
vonatkozo hatasait mutatja be.

4.0
A 3.0 ~0O= Kontroll

— 2.5 1 O Kontroll 3.04 —@- 10 uM GYKB-6635 /é
< n=13 ﬁ

S20{® 3 ORM-10103/F’T
I E 151

l,, aram (nA)
[\
o
Il

(]
05 1.0 ,V 1s A
5 /§ 50 mv _g1.04 P
e S - Hu e
00-® -90 mv 0_0._,--.
T T T T T T T T L L) L T T L] LI
20 10 0 10 20 30 40 20 10 0 10 20 30 40 50
Fesziiltség(mV) 400 - Fesziltség (MV)
400-
= 300~ /8\
B 200 kk _ N
. -~ Z 200+
R e f-e-0=9 2o 100
=2 300 ms T
K1 -200- omy g o 0~0-0-0
© -90 mV -100 mV =
5 -400+ o Kontroll E.mo - ~O= Kontroll
F-6001¢ 8- 3 M ORM-10103 T 2004 ] O 10 uW GYKB-6635
-800 T r'l_l T T T -300 T T T T T L L] L] T
80 60 40 20 0 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0
C 7 Fesziiltseg(mV) Fesziltség(mV)
1 1s
80 -
60 /6-"'8"'6-—&-5 50 mv
2 50 6___ o~ _ 60+ 40mV :20 mVo_ “O"'G
| 2 40- I ? ? 3 |somv £,-—§-9.~.
Kr E 30 tT E 40+
S 20 i Kontroll o ~0O—Kontroll
10 3 UM ORM-10103 220 ~ —@—10 uM GYKB-6635
o 'd n=8, *p<0.05 =8 n=10
1 1 1 T T T T T T 0 T L T T L L Ll Ll Ll
302010 0 10 20 30 40 50 -30 20 10 0 10 20 30 40 S
Fesziiltség(mV) Fesziiltség(mV)
D —O- Kontroll Kontrol
150 ] ~e~ y
-8~ 3 uM ORM-10103 100 10 1M GYKB-6635 l
T n=10 -8 Lso A/
60 ~ i
Iks § b A z
s g /r -« 8/ 5s
® 501 éﬁ 240 /. / 50 mV
= % Tl _g%Y somy J.E.-zo mv
0] 0—= _’..../ -80 mv-
T T T T T T T 0 —Tr—TTT—TT
20 10 0 10 20 30 40 50 20 10 0 10 20 30 40 50
Fesziiltseég(mV) Fesziiltség(mV)

43. abra. Az ORM-10103 (3 uM, bal oldali mezdk) és GYKB-6635 (10 uM, jobb oldali mezdk)
hatasanak hianya a tranziens kifelé haladé K*-aramra (I, A. panel), befelé egyeniranyité K -aramra
(Ik1, B. panel) és a kés6i egyeniranyitd K*-aram lasst komponensére (Iks, D. panel) kutya balkamrai
szivizomsejtekben. A C. panel a két szernek a késdi egyeniranyit6 kaliumaram gyors komponensére
(Ikr) vonatkozo6 hatésait mutatja be. A GYKB-6635 vegyiilet a jelzett 10 uM koncentracidoban nem
befolyasolta az Ik, aram amplitadojat, amig az ORM-10103 vegyiilet viszont a vizsgalt 3 pM
koncentracioban, ha kis-mértéki, de statisztikailag szignifikans bizonyuld mértékben gatolta az Ik,
aram nagysagat. Az értékek atlagtSEM-ként megadva; *p<0.05.
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Jol lathato, hogy mindkét vegyiilet j6 szelektivitasi paraméterekkel rendelkezik, mert
a magasnak tekinthet6é 3 uM (ORM-10103), illetve 10 uM (GYKB-6635) koncentracioknal
mérve egyik vegyiilet sem gatolta a tranziens kifelé haladd (I, 43A. abra), befelé
egyeniranyito (Iky, 43B. abra) ¢s az késoi egyeniranyitd kaliumaram lasstt komponensét (Iks,
43D. abra). A GYKB-6635 vegyiilet nem befolyasolja a kés6i egyeniranyitd kaliumaram
gyors komponensét (Ikr) sem, viszont az ORM-10103 vegyiilet kis mértékben (< 25%), de
statisztikailag szignifikdns mértékben gatolta az Ikr repolarizald aramot (20 mV-on mérve
az lkr tail aram kontrollban: 58.6+5.6 pA, amig ORM-10103 vegyiilet alkalmazasa utan
43.145.1 pA, n=8, *p<0.05) (43.C abra).

Az NCX adram ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiiletekkel tortént szelektiv gatlasanak
hatésa a kutya kamrai akcids potencial id6tartamra (APDgo)

Az eloz6 kisérletek igazoltak, hogy az ORM-10103 és a GYKB-6635 vegytiletek
hatékony és szelektiv  NCX aram gatloszerek, amelyek igy alkalmasak arra, hogy
tanulmanyozzuk az NCX gatlas hatasat a kamrai akcids potencidlra. A kovetkezd
kisérletekben megvizsgaltuk 3 uM ORM-10103, illetve 1 uM GYKB-6635 hatasat kutya

jobb kamrai papillaris izmon.
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44, abra. A. panel. Az ORM-10103 (3 uM) és GYKB-6635 (1 pM) hatasanak az akcios potencial
id6tartamara kutya jobbkamrai izmon. A stimulalé frekvencia 1 Hz volt. B. panel. Az ORM-10103
(3 uM) és GYKB-6635 (1 uM) frekvenciafiigg hatasai az akcios potencial idotartamra (APDgp). Az
értekek atlag+SEM-ként megadva.

Amint a 44. abra ¢s a 12. tablazat is bemutatjak, hogy a szelektiv NCX gatlas 1 Hz
frekvencian nem valtoztatta meg a kutya kamrai AP jelformat és a legfontosabb paramétereit
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beleértve a depolarizacio maximalis sebességét (Vmax), AP amplitadot (APA), illetve APDsg
€s APDgo repolarizacio értékeket. Ezutan megvizsgaltuk a két szernek a frekvenciafiiggd
hatéasait a kamrai repolarizaciora, de amint a 44B. abran is lathato, egyik vegyiilet sem
nyujtotta meg a kamrai APDgp értéket statisztikailag szignitikans mértékben a 300 -5000 ms

ciklushossz tartomanyon tanulmanyozva.

12. tablazat. ORM-10103 (n=6) és GYKB-6635 (n=7) hatasa kutya jobb kamrai
munkaizombol regisztralt akcids potencidlok paramétereire.

Csoport RP APA Vmax APDs APDg
(mV) (mV) (VIs) (ms) (ms)

Kontroll -84.0+0.6 104.3+0.7 187.5+8.7 195.3+3.9 228.7+45
ORM 10103, -83.3+£0.8 102.8+1.3 187.5+7.6 195.3+5.9 230.0+7.2
3 uM

Kontroll -86.8+1.4 107.1+2.1 189.7+20.6 173.2+4.7 207.4+3.5
GYKB-6635, -85.7+£1.8 106.7+2.5 186.9+17.4 166.1+8.4 198.4+7.4
1uM

RP= nyugalmi potencial, APA= akcios potencial amplitidd, Vmax= a depolarizaci6 maximalis
sebessége, APDgg és APDso= az akcids potencidl idotartama a repolarizacié 50 és 90%-0S szintjénél.
Az értékek atlag+SEM-ként megadva.

Az ORM-10103 és GYKB-6635 NCX gatloszerek antiaritmids hatasinak vizsgalata
triggerelt aritmidkra

Az ORM-10103 hatasa a korai és késoi utodepolarizaciokra (EAD és DAD) kutya
jobbkamrai preparatumokon

Korai utdédepolarizaciot ugy hoztunk 1étre, hogy lassu frekvencian (1500-3000 ms
ciklushosszakon) stimulalva, kombinalt Ikr+1k1 gatlassal (1 uM dofetilid és 100 uM BaClz
alkalmazasaval) megnyujtottuk a repolarizaciot (45A. abra, a és b mez6k).

Az ORM-10103 koncentraciofiiggd mddon (3 és 10 uM koncentracidoban adagolva)
hatékonyan csokkentette az EAD amplitadojat (45A. abra, ¢ és d mezék). 3 uM ORM-
10103 19.3£2.2 mV értékrdl 11.722.4 mV-ra csokkentette az EAD amplituddjat (n=6,
*p<0.05, 45A. abra, c és f mezok), amig 10 uM-ban alkalmazva a vegyiiletet, az EAD
csokkentd hatds még markansabb volt (EAD amplitudoéja 19.44+3.3 mV-r6l 9.5+4.0 mV-ra
csokkent (n=4, *p<0.05, 45A. abra, d és f mez6k). Ez a hatas reverzibilisnek bizonyult,
ugyanis az ORM-10103 vegyiilet kimosasa utan az EAD ujra visszatért (45A. abra, e mezd).
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45, abra. A. panel. Az ORM-10103 koncentraciofiiggd hatéasai a korai utédepolarizaciokra (EAD)
kutya jobbkamrai papillaris izmon. Az EAD-okat 1 uM dofetilid+100 uM BaCl, 3000 ms
ciklushosszon torténé alkalmazasaval idéztik elé. 3 és 10 uM ORM-10103 statisztikailag
szignifikdns modon (jobb oldali mezd) reverzibilis médon csokkentette az EAD amplitadoit. B.
panel. Az ORM-10103 koncentraciofiiggd hatasai kés6éi utddepolarizaciokra (DAD) Kutya
jobbkamrai Purkinje rostokban. A DAD-okat 0.2 uM ouabain 500 ms ciklushosszon torténé
alkalmazasaval idéztiik el6. 3 és 10 pM ORM-10103 statisztikailag szignifikdns modon (jobb oldali
mez6) csokkentette az DAD amplitudoéit. C. panel. Kettd kisérletben a strophanthin extraszisztolé
sorozatot indukalt a stimulus sorozat utan, amelyeket azonban a 10 uM ORM-10103 alkalmazasa
sikeresen kivédett. Az értékek atlagtSEM-ként megadva, *p<0.05.
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Késoi utddepolarizaciot (DAD-ot) Purkinje rostokban hoztunk létre igy, hogy a
preparatumokat a 40 percen at a Na*/K* pumpagatlo strophanthinnal (0.2 uM) perfundaltuk.
A kisérletekben 40 darab 400 ms-os ciklushosszi pulzusokbol allo stimulald sorozatot
alkalmaztunk. A stimulus sorozatot egy 20 masodperc hossz stimuldciomentes iddszak
kovette, amelynek kovetkeztében megjelentek a DAD-0k (45B. abra, a és b mezdk). Az
ORM-10103 a DAD-okat is koncentraciofiiggd médon csokkentette. 3 uM ORM-10103
5.5£0.6 mV értékrol 2.4+0.8 mV-ra csokkentette a DAD-ok amplitudéjat (n=6, *p<0.05,
45B. abra, ¢ és d mez6k), amig a 10 uM ORM-10103 ezattal is hatékonyabb volt, ugyanis
8.142.3 mV-rol 2.5£0.3 mV-ra csokkentette a DAD-okat (n=5, *p<0.05, 45B. abra, d
mezd). Ketté kisérletben a strophanthin extraszisztolé sorozatot (45C. abra, b mezd)
indukalt a stimulus sorozat utdn, amelyeket azonban a 10 pM ORM-10103 alkalmazasa

sikeresen kivédett (45C. abra, ¢ mezd).

A GYKB-6635 hatdsa az ouabain indukalta aritmidkra izolalt tengerimalac szivekben

A ouabain (5 uM) sikeresen indukalt szivritmuszavarokat Langendorff perfundalt
tengerimalac szivekben. A ouabain hatdsira a kovetkez6 aritmiatipusok jelentek meg:
extraszisztolé¢ (VEB), bigeminia, salvo, kamrai tachycardia (VT) és kamrafibrillacio (VF).
A kontroll csoportban az elsd ritmuszavarok (tobbnyire VEB és bigeminia) a masodik
percben jelentek meg (46. abra). A kovetkez6 percekben alakult ki a kamrai tachycardia,
amelyet kamrafibrillacio kovetett, altalaban 4-5 perccel az ouabain infizidé megkezdése utan.
A GYKB-6635 eldkezelés (1 puM), a kontroll csoporttal Gsszehasonlitva, jelentésen
késleltette a kamrafibrillacié megjelenésének idejét. A kontroll csoportban jellemzden 4.17+
0.41 perc utan alakult ki a VF (n=5), amely a GYKB-6635 vegyililettel eldkezelt csoportban
6.07+ 0.69 percre nétt (n=5, *p<0.05), ami legalabb 18%-s késleltetésnek felel meg. A tobbi
aritmiafajta (VEB és VT) esetében az hatds nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak

(13. tablazat és 46. abra).

13. tablazat. A GYKB-6635 (1 puM) hatasa az ouabain (5 pM) indukalta aritmidkra
Langendorff szerint perfundalt tengerimalac szivekben.

Csoport n VEB (perc) VT (perc) VF (perc)
Kontroll 5 1.73+£0.43 3.10+£0.51 4.17+0.41
GYKB-6635, 1uM 5 2.60+0.20 4.05+0.39 6.07+0.69*

n =4llatok szama a csoportban; VEB= kamrai extraszisztolé és bigeminia; VT= kamrai tachycardia;
VF= kamrafibrillacio; * p<0.05. Atlag +SEM.
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46. abra. A GYKB-6635 (1 uM) hatasa az ouabain (5 uM) indukalta aritmidkra Langendorff
perfundalt tengerimalac szivekben. A diagram az aritmia kialakulasdhoz sziikséges id6
fliggvényében (EKG regisztratumokon leolvasott) mutatja be a kiilonb6z6 aritmiatipusokat mint
példaul: kamrai ektopias iitések (VEB, extraszisztolék vagy bigeminia, kék savok), kamrai
tachycardia (VT, zold savok) és kamrafibrillacié (VF, piros savok).

Az NCX daram gatlasa SEA-0400 vegyiilettel szinuszritmusos és permanens pitvarfibrillalo
betegekben

Ez a téma jellegénél fogva természetesen kapcsolodik a 3. témakorben
(Pitvarfibrillacié okozta remodelling cellularis szintli vizsgalata) megfogalmazott kisérletes
célkitlizésekhez is. A 3. témakornél ismertetett fejezetekben részletesen targyaltam, hogy
permanens/kronikus pitvarfibrillacié (cAF) az un. pitvari remodellingnek nevezett jelenség
jelentésen modositja a cAF betegek pitvari szivizomsejtjeinek elektromos aktivitasat. Ennek
kovetkeztében valtozik az akcids potencial jelformaja (rovidebb és csapottabb, tigymond

triangulizalt lesz), és szamos az AP-t meghatarozé transzmembran ionaram tulajdonsaga is
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(lasd 3. abra). A sziv kalcium homeosztazisa szempontjabol két kulcselemet kell kiemelni.
Az egyik a jelentds L-tipusu kalciumcsatorna downreguldcio, amely mind a nativ aram,
mind a csatorna fehérje és mRNS transzkripcio szintjén megjelenik (Brundel, 1999; Lai,
1999; Schotten, 2003a; Christ, 2004), és amely valtozas a f6 okozoja a jelentés AP platd
fazis deplécionak is. A masik fontos elem, amelyre szintén szamos irodalmi adat utal, az,
hogy az NCX aram expresszidja permanens pitvarfibrillacioban vélhetden upreguldlodik,
igaz hogy ezt a valtozast egyel6re csak molekularis biologiai vizsgalatok igazoltak fehérje
és mRNS szinten (Schotten, 2003a; EI Armouche, 2006; Voigt, 2012). Még nem ismeriink
olyan vizsgalatot, amelyben a nativ NCX aramot funkcionalitas szintjén iS tanulmanyoztak
volna permanens pitvarfibrillalo betegekbdl szarmazo preparatumokban.

Amint mar tobbszor taglaltuk a Pogwizd és Bers hipotézis alapjan, magas tachycardia
esetében a Ca?*-tiltelitddés kovetkeztében az NCX aram wupregulalodik, és €z a nettd
megemelkedett depolarizald dram elsdsorban késdi utddepolarizaciok (DAD) aritmogén
forrasa lehet (Pogwizd, 2001 és 2003). Mindez azt jelenti, hogy a pitvarfibrillacio elsésorban
klasszikus, DAD altal triggerelt aritmiafajta, persze mint a korabbi fejezetben mar
emlitettem mas triggermechanizmusok (PV-b6l indulé fokalis aritmia, EAD és spontan fazis
4 depolarizacio) altal indukalt formai is ismertek.

Fentiek alapjan az NCX aram szerepének a tanulmanyozasa cAF-ben fontos
vizsgalati célkitlizés. A vizsgalatokat Kovacs Péter Pal PhD hallgatom részvételével szintén
az Ursula Ravens professzor asszony vezette drezdai munkacsoporttal végeztiik ko-
operacioban. Az NCX é4ram szeparaldsara, és a human pitvari akcios potencialokon térténd
hatasanak vizsgalatara technikai okok miatt ezuttal a viszonylagosan szelektiv SEA-0400
(38C. abra) vegyiiletet hasznaltuk.

A kisérletes felallast (oldatok, és alkalmazott specidlis NCX 4ramot tanulmanyozo
Hobai ¢és Hilgemann protokollok) a Mddszerek és anyagok fejezetben részletesen

bemutattam. Az eredmények ismertetése:

A SEA-0400 hatisa a pitvari akcios potencialra kontroll szinuszritmusos (SR) és kronikus
pitvarfibrilldcioban szenvedd (cAF) betegekben

A 47. abra mutatja be a SEA-0400 vegyiilet hatasait bemutaté kisérleteket, amelyek
szinusritmusos, illetve cAF-ben szenvedd betegek szivmintaibol szarmaznak. A 47A. abra
bemutatja a tipikus SR (,,spike és dome”), illetve cAF (triangulizalt) pitvari akcids potencial

jelformakat. A 0.1 és 10 pM kozatti koncentraciokban alkalmazott SEA-0400 vegyiilet nem
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okozott semmilyen szignifikans valtozast, sem a vegyiilet el6tti kontroll, sem az olddszeres

idofiiggd kontroll csoport (IFK) eredményeivel 6sszehasonlitva (47A-47B. abrak).

= Kontroll cAF
0.1 M O MV e = e o o o o e
—0.3 M
=1 pM
3 uM
10 uMm
400
g8 & & § § 300
< ¥ RERE
) £
éazou 200 -
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c 6 5 c 7 6 5
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47. abra. A. panel. A SEA-0400 (0.1-10 uM) koncentraciofiiggé hatasa az akcids potencial
id6tartamra (APDgo) szinuszritmusos (SR, bal oldali mezdk), illetve kronikus pitvarfibrillalo (cAF,
jobb oldali mez6k) betegek szivébél human jobb kamrai pitvari trabekula izmon. B. panel. SEA-
0400 dozis-hatas gorbék az oldoszer hatast vizsgalo idofiiggd kontrolokkal (IFK) dsszehasonlitva.
C. panel. A SEA-0400 (kék szinli gorbék) hatasanak hianya a reverz és forward NCX aramra SR
(fels6 mez6k) és cAF (alsé mezdk) pitvari miocitakban a Hobai protokollal vizsgalva. A bal oldali
mezOk eredeti NCX regisztratumokat mutatnak be, amig a jobb oldalon atlag=SEM értékek vannak
feltiintetve aram-fesziiltség (I-V) karakterisztikakon. A 10 mM NiCl, mind a reverz, mind a forward
NCX aramot gatolta (kék aramgorbék). Az n szamok a sejtszam/paciens értéket jelentik.

Mivel elméletileg lehetséges, hogy az eldbb tapasztalt SEA-0400 hatas hianya a
vegyiiletek multicellularis preparatumokban ismert, és nem ritkan tapasztalhato diffazios
problémak kovetkezménye is lehet, megvizsgaltuk a SEA-0400 szer hatasait kdzvetleniil az

NCX aramra izolalt sejtekben is. El6szor a Hobai és mtsai altal kidolgozott protokoll
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forward és reverz NCX aramot SR és cAF pitvari sejtekben (Hobai, 1997). A 47C. abran
(bal oldali mezdk) lathat6, hogy a ramp protokoll segitségével jelent6s inward és outward
iranyu aramot regisztralhattunk mindkét sejttipusban, és az is lathato, hogy a SEA-0400 3
uM-ban alkalmazva sem SR-ben, sem cAF-ben nem valtoztatta meg az NCX aramot egyik
iranyban regisztralva sem, amig a 10 mM NiCl; jelentésen gatolta az aram amplitadojat. A
jobb oldali mez8k pedig bemutatjak az atlag SEA-0400 és Ni?*-szenzitiv aram értékeket. Ezt
az eredményt meglepének és varatlannak talaltuk, és ugy értelmeztiikk, hogy ezzel a
technikéval vizsgalva (Hobai protokoll perforalt patch-technikéaval regisztralva) a SEA-0400
amugy ismert és dokumentalt gatlohatasa, valamilyen nem kell6en tisztazott farmakologiai
oknal fogva nem érvényesiil human pitvari miocitdk NCX aramara. Ez azért is kiilonos, mert
egy kiegészitd vizsgalatsorozatban hasonld koriilmények kozott erdteljes SEA-0400
szenzitiv NCX dramot regisztraltunk patkany kamrai sejtekben (nem mutatom).

Ezutan egy masik megkozelitést alkalmaztunk az NCX aram mérésére, amelyet a
Hilgemann és mtsai publikaltak el6szor (1992a és 1992b). A modszer Iényege, hogy az NCX
aramot 0gy aktivaljuk, hogy gyorsan megvaltoztatjuk az extra és intracellularis oldatok ion
60 mV-nal rogzitettiik. Ennek hatasara egy jelentés amplitadojt reverzibilis outward aramot
lehetett regisztralni, amikor az extracellularis oldat [Ca?*], tartalmat gyorsan 0 mM-r6l 1
mM-ra, majd vissza 1 mM-r6l 0 mM-ra cseréljiik ki (48A. abra). Ezzel a protokollal az
NCX aram reverz modjat aktivaltuk. Tapasztalataink alapjan ez a protokoll rutinszeriien
miikodott human pitvari miocitidkban is, és jelentés Ni?'-szenzitiv aramot sikeriilt
regisztralnunk.

Amint az 48B-48C. abrakon lathatjuk ezzel a modszerrel vizsgalva a cAF sejtekben
regisztralt atlag NCX dram amplitiddja nagyobb volt, mint az SR sejtekben mért NCX aram,
¢és alapvetden nem valtozott az id6fiiggd kontroll kisérletekben (IFK mérések). Viszont
amint az 48C. abran lathatjuk az NCX kontroll aramot (fekete gorbe) ezuttal nemcsak a 10
mM NiCl,, hanem a 100 nM SEA-0400 vegytilet (kék aramgorbe) is gatolta.

A SEA-0400 NCX gatl6 hatasa koncentracio-fliggének bizonyult (48D. dbra), és azt
tapasztaltuk, hogy a szamitott —l0gECso értékek hasonldak voltak az SR (6.770 uM) és cAF
sejtekben (6.864 uM). Egy kiilon kisérletsorozatban megallapitottuk, hogy ugyanebben a
kisérletes felallasban 10 uM SEA-0400 teljes mértékben gatolta patkdny kamrai sejtekben

is az NCX aramot.
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48. abra. A NiCl; és SEA-0400 hatasai az NCX aramra a Hilgemann protokollal meghatarozva. A.
panel. Az NCX aramot az extracellularis Ca?*-szintnek 0 mM-r6l 1 mM-ra torténd 20 masodpercig
tartd gyors cseréjével aktivaltuk. A harmadik Ca?*-csere az extracelluléris oldathoz adott 10 mM
NiCl: jelenlétében tortént Az NCX aram amplitidojat csucsaramként hataroztuk meg (nyil jelzi az
abran). B. és C. panel. Az NCX aram gatlasa 10 mM NiCly, illetve 10 uM SEA-0400 vegyiiletek
segitségével SR és cAF sejtekben. Mindkét esetben id6fiiggd (IFK) kontroll méréseket is végeztiink.
D. panel. A SEA-0400 koncentraciofiiggd hatasa az NCX aramra. A diagramok a SEA-0400 dozis-
hatas gorbéit mutatjak be SR és cAF sejtekben. Pozitiv kontroll kisérletekben igazoltuk a SEA-0400
hatéasat patkany kamrai miocitdkban is. E. panel. Az NCX aram amplitadoi SR, cAF és paroxismalis
AF betegek szivébdl, illetve patkany pitvari és kamrai izolalt szivizomsejtekben. Az értékek
atlag+SEM-ként megadva. Az n szamok a sejtszam/paciens értéket jelentik.
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Az eredményeket 6sszegezve (48E. abra) megallapithatjuk, hogy a cAF betegekben
regisztrlt Ni?*-szenzitiv NCX 4ram amplitidéja mintegy 40%-al nagyobb, mint az SR
paciensek miocitaibol regisztralt NCX aram. Néhany kisérletben a Hilgemann protokoll
segitségével sikeriilt megmérniink az NCX aramot paroxismalis pitvarfibrillalo betegekbol
szarmaz0 pitvari szivizomsejtekben is. Az eredményeink alapjan azt tapasztaltuk, hogy a
paroxismalis AF betegekbdl szarmazo sejtekben az aram amplituddja hasonlé volt, mint az
SR paciensekbdl szarmazéd sejtekben regisztralt NCX aramé. Végezetiill megvizsgaltuk
patkany pitvari és kamrai miocitak NCX aramait is, és azt tapasztaltuk, hogy az ezekben
regisztralt NCX 4ram szignifikdnsan nagyobb volt, mint a patkdny kamrai

szivizomsejtekben mért aram (48E. abra).
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Megbeszélés

1. témakor. Kiilonboz6é antiaritmias szerek cellularis hatasainak vizsgalata
emléssziveken

Kiilonbozo I/A antiaritmids szerek vizsgdlata nyul kamrai szivizomsejteken

Mint a Bevezetés ¢s irodalmi attekintés fejezetben kiemeltem a CAST és SWORD
vizsgalatok ravilagitottak arra a tényre, hogy bar az I/C és Ill-as osztalyu szereink (példaul
enkainid, flekainid, d-sotalol) erds antiaritmias hatassal rendelkeznek (sikeresen kivédik a
kamrai extrasystolek gyakorisagat akut miokardialis infarktuson atesett betegeknél) sajnos
a hirtelen szivhalal gyakorisaga mégis magasabb volt az antiaritmias gyodgyszert szedo
csoportokban mint a kontroll csoport esetében (The CAST Investigators, 1989; Waldo,
1996). Ennek az oka az antiaritmids gyogyszer kamrai proaritmias mellékhatasa, amely
konkrétan azt jelentette, hogy a natrium (I/C osztaly), illetve kalium csatorna (III osztaly)
gatlo szereink paradox modon effektiv antiaritmias hatasuk mellett sajnos maguk is Gjabb
ritmuszavarok forrasa lehetnek. A vizsgalatok kudarcai miatt kezdték tanulmanyozni a
Vaughan Williams szerinti klasszifikacié tobbi osztalyainak antiaritmias Szereit, azon
célbol, hogy jobban megértsiik a proaritmids mellékhatdsok celluldris mechanizmusat,
masrészt, hogy ezen informaciok eldsegitsék 0 proaritmia-mentes antiaritmids hatasok
beazonositasat. Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk hirom ismert, és a
CAST/SWORD vizsgalatok el6tti klinikai gyakorlatban széleskortien alkalmazott I/A
antiaritmids szernek, a kinidin (10 uM), a disopyramid (10 uM) és prokainamid (50 uM)
elektrofiziologiai hatésait a legfontosabb repolarizalo K*-aramokra (lio, Ik1, Ik és Ikate),
izolalt kamrai nyulsejtekben. Az alkalmazott koncentraciok megfelelnek a szerek ismert
szabad plazma szint kozeli koncentracioknak (Marcus, 1998).

Eredményeinket a kovetkezOképpen foglalhatjuk dssze:

1. A disopyramid és a kinidin jelentésen csokkentette, amig a prokainamid nem
valtoztatta meg az Ivo dram amplitudojat (4. tablazat). A disopyramid és a kinidin ezen
feliil jelentdsen felgyorsitotta az Io dram inaktivacios kinetikdjdt is.

Ezek az eredmények megerdsitik a masok altal mar korabban is kozolt adatokat, mely
szerint mind a disopyramid (Corabeuf, 1988; Virag, 1998), mind a kinidin (Imaizumi, 1987;
Salata, 1988) jelentdsen gatoljak az Iy aramot, elsésorban valamilyen ragcsalé modellben
(példaul nyul vagy patkany). A prokainamidot kordbban még nem vizsgaltak nativ I
aramon. Az irodalmat attekintve csak azt az eredményt talalhatjuk, amelyben kimutattak,

hogy a prokainamid nem gatolja Xenopus oocyta sejtekben expresszalt Kvl1.4 csatornat
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(Rolf, 2000). Ez az eredmény végiil is alatimasztja a mi eredményiinket is, ugyanis
ismert, hogy nytlsziven az |, dramot elsdsorban a lasst kinetikaji Kv1.4 csatorna alkotja
(Wickenden, 1999; Wang, 1999). Kimutattak, hogy a nyulszivben létezé Iio aram
tulajdonsaga eltér a kutya-, illetve a patkanyszivekben vizsgaltaktol, ahol az I, aramnak
elsdsorban a Kv4.3 (kutya, Dixon, 1996; Akar, 2004), illetve Kv4.2 (patkany, Dixon,
1994; Yeola, 1997) csatornak a f6 alkotoegységei. Ez az észrevétel azt sugalmazza, hogy
a prokainamid kevésbé hatékony szer lehet a pitvari aritmidk (példaul pitvarfibrillacio
vagy pitvari flattern) kivédésére vagy kezelésére, mint egyéb I és III osztalyu szerek.
Geelen és mtsai ki is mutattak, hogy a prokainamid kevésbé volt hatékony posztoperativ
pitvarfibrillacioban mint példaul az I/C osztilya propafenon (Geelen, 1999).
Természetesen el kell ismerniink, hogy a prokainamid tovabbra is egy javasolt, és
sikeresen alkalmazott antiaritmids szer a klinikai gyakorlatban a szupraventrikuldris
aritmiak kezelésére (Marcus, 1998).
2. Egyik gyogyszer sem viltoztatta meg az Ix1 dramot (3. tabldzat).

Ez az eredmény valamelyest meglepd, és ellentmondédsosnak tlint a vizsgdlatok
elkésziiltének idején (1996-98-ban). Szdmos korabbi vizsgalat eredményeként (Corabeuf,
1982; Salata, 1988; Duan, 1993) ugyanis szinte tankonyvi adatta valt, hogy az I/A szerek
hatékonyan gatoljak az lk: kadliumaramot (Stanton, 1995). A latszélagos diszkrepanciara
az egyik lehetséges valasz a kovetkez6 lehet. Ismert, hogy a patch-clamp technikaval
regisztralt Ix1 aram mérésekor egy adott kisérlet alatt sokszor jelentds a patch-clamp
pipetta és a sejtek kozotti tapadas (,,gigaohm seal”) gyengiilése. Ennek kovetkeztében
jelentdsen megnd a soros ellenallas (Rs), aminek kovetkeztében a mérések soran tipikus
jelenség lehet az Ik aram ,,latszolagos” csokkenése, amelyet egyes kutatok tévedésbol a
szer okozta gatlasnak (,.fals pozitiv” eredmény) tulajdonit(hat)nak. Mi a méréseinkben
kiemelt figyelmet forditottunk a soros ellenallas emelkedésre, és azoknak a kisérleteknek
az eredményeit, amelynek soran az Rs emelkedés szamottevé volt (példaul Rs>10
MOhm), kizartuk és nem szamoltuk be az atlagokba. Eredményeink alapjan viszont
hatérozott biztonsaggal jelentjiik ki, hogy a vizsgalt harom szer nem véltoztatja meg az
Ik1 d&ram tulajdonsagait.

3. Mindhdrom gyogyszer jelentdsen csokkentette az Ix (1. tablazat) és Ixate (2. tdbldzat,)
aramokat.

Ezek az eredmények megegyeznek kordbbi vizsgalatok eredményeivel (Roden, 1988;
Coyle, 1992; Carmeliet, 1993), vagyis kijelenthetjiik, hogy bar mindharom szer ismert

tipikus I/A osztalya szer, mégis rendelkeznek repolarizacid6 megnyujtdé K*-aram gatld
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hatéassal is. Ez azt jelenti, hogy bar ismert, hogy ezen szerek repolarizacié megnyu;jto (111
osztaly jellegli) hatasa jellemzden erds antiaritmias hatdssal bir, sajnos fokozhatjak is
ezen szerek proaritmids hatasat (El-Sherif, 1992). Az irodalmat attekintve
megallapithatjuk, hogy jellemzéen mindharom szer tobbnyire biztonsaggal alkalmazhaté
szivritmuszavarok kezelésére, mert ritkan tapasztalhaté hasznélatuk esetében proaritmids
mellékhatas (Stanton, 1989). Ennek ellenére tobb olyan vizsgélatot is talalhatunk, ahol
mind a kinidin (Moosvi, 1990), mind a prokainamid (Moosvi, 1990), mind a disopyramid
(Wald, 1981; Minardo, 1988; Choudhury, 1999) gyo6gyszerekkel torténd kezelés,
egyértelmiien dokumentalt stlyos proaritmias mellékhatassal (Torsades de Pointes
aritmia, illetve kamrafibrillacio) rendelkezett.

Az lkaTp dram szerepe sajnos még nem kellden tisztadzott az kamrai akcids potencial
kialakitasaban. Ismert, hogy az Ikatp 4&ram agonistai hozz4jarulnak a kamrai repolarizécio
és ERP csokkenéséhez, és mint ilyen aritmogén hatastak lehetnek, ezért gatloi
antiaritmids tulajdonsaggal kellene, hogy rendelkezzenek. Ugyanakkor azt is kimutattak,
hogy az APD roviditése akut iszkémiaban kardioprotektiv hatassal rendelkezik (Cole,
1991). Mindez 6sszefoglalva azt jelenti, hogy a vizsgalt harom szer Ixatp gatld hatasa
szerepének a tisztazasa egyelére ellentmondasos, €s tovabbi, vizsgalatok sziikségesek

ahhoz, hogy ezt kelléképpen megérthessiik.

Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy bar a disopyramid, a
kinidin és a prokainamid valamennyien a Vaughan Williams klasszifikacid szerinti I/A
osztalyba sorolt antiaritmias szerek, a transzmembran ionadramokra kifejtett cellularis szinti
hatasuk eltér6, amely legalabbis részben magyarazatul szolgalhat a szerek klinikai

gyakorlataban is tapasztalt eltérd antiaritmids €s proaritmias jellegli hatasokra.

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

A dronedaron (7. abra) fejlesztése szintén a CAST/SWORD vizsgalatok kudarcszerti
eredménye utdn kezdddott. A kiinduld pontot az adta, hogy a széles palettaji Vaughan
Williams listan gyakorlatilag egyetlen olyan antiaritmids szer, az amiodaron maradt, amely
hatékonyan kivédi a ritmuszavarokat ¢és valoban mentes a stlyos proaritmids
mellékhatasoktol (Hondeghem, 1990; Singh, 1994). Ez az észrevétel inditotta el az
ugynevezett ,,amiodaron-szerii” antiaritmikumok kifejlesztésének sorozatat. Minderre azért

volt sziikség, mert az amiodaron viszont jelentds extrakardialis mellékhatassal rendelkezik,
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amely sajnos stlyosan korlatozza a szer kronikus, akar tobb éven tarto alkalmazasat (Harris,
1983). Az amiodaron jellemzden tiid6fibrozist, illetve a jod molekula miatt hipertireozist
(Kennedy, 1990; Newman, 1998) okozhat.

A fenti két allitas magaban hordozta a fejlesztés iranyat, vagyis azt, hogy készitsiink
egy joédmentes amiodaront. Ez volt kiindul6 pont a dronedaron kifejlesztésénél. A kisérletes
munka nemzetkozi ko-operacidban késziilt a Sanofi-Aventis Gyogyszergyar innovativ
gyogyszerfejlesztési részlegének munkatarsaival. A dronedaron (SR-33589) mentes a
jodmolekulatol, és a dofetilidhez (klasszikus III osztalya szer) hasonldan tartalmaz egy
methaneszulfonamid molekulat. A jodatomok eltavolitasatol a szervtoxicitds megsziinését
remélték, a methaneszulfonamid csoport hozzaadasaval pedig a gyogyszermolekula
lipofiligjat mérsékelték (Fazekas, 2008; Hilleman, 2009). Kisérleteink soran az
amiodaronnal Osszehasonlitva megvizsgaltuk a jodmentes amiodaron kongéner vegyiilet
dronedaron vegyiilet akut és kronikus hatasat in vivo és in vitro koriilményekben éber kutya
modellben, illetve kutya Purkinje rostokban, papillaris izomban ¢és izolalt kamrai
szivizomsejtekben.

Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk dssze:

1. A dronedaron -az amiodarontol eltéréen- kronikusan alkalmazva nem nyujtotta meg

jelentdsen a kutya kamrai akcios potencidalt (5._és 6. tablazat, 8. dbra). Az akut

dronedaron kezelés viszont mdr az amiodaronhoz hasonlé modon mérsékelten
roviditette a Purkinje rostok, illetve mérsékelten nyujtotta a papillaris izom
repolarizdciojat (1._tdablazat). Az akutan alkalmazott dronedaron csekély mértékben
csokkentette a gyors Na*-dramként definidlhato \/max értéket.

A jelen vizsgalatban kozolt akut és kronikus amiodaron eredmények visszaigazoltak
mas csoportok korabbi eredményeit (Mason, 1984; Kato, 1988; Anderson, 1989; Sicouri,
1997). A dronedaron vegyiilettel végzett kronikus eredmények is visszaigazoltdk mas
csoportok eredményeit, mely szerint a kronikus dronedaron nem véltoztatja meg a
jelentdsen a kamrai repolarizaciot jellemzé QTc paramétert (Barthelemy 1998a és 1998b;
Finance, 1998). Eredményeink viszont jelentdsen eltértek egy korabbi kutatocsoport
eredményeitdl, akik azt kozolték, hogy a kronikus dronedaron markénsabb repolarizacid
megnyujtd hatassal rendelkezik, mint maga az amiodaron (Sun, 1999). A kisérletes
eredményeik alapjan ezért, konkrétan azt a hipotézist vetették fel, hogy tulajdonképpen
nincs is sziikség a jod molekula jelenlétére az amiodaronra jellemzd elektrofizioldgiai
hatasok elérésére (Sun, 1999). Ez a feltevés azért is volt fontos, mert kdzismerten a jod

molekula jelenlétét tartjdk a felelosnek a kronikus amiodaron kezelésre jellemzd
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extrakardialis mellékhatasokért, mint amilyen példaul a hipertireozis (Newman, 1998) is.
Mindenesetre ki kell emelniink, hogy a sajat és Sun altal (1999) ko6zolt adatok kozotti
diszkrepancia ellenére (amelyre nem tudtunk kielégit6 magyarazatot adni), a mi in vitro
(APD) és in vivo (QTc) adataink tamogatjak és kiegészitik egymast, illetve jelent6sen
megerdsitik az el6bb mar idézett tobbi csoport in vivo EKG méréseken alapul6 adatait is,
amelyeket szintén kutyaban kozoltek (Barthelemy 1998a és 1998b; Finance, 1998).

Az a tény, hogy a kronikusan alkalmazott dronedaron nem nyujtotta meg az APD/QTc
paramétereket fontos és érdekes eredmény. Meg kell emliteniink természetesen, hogy
amint a 8A. abran is latszik, 1000 ms-nal hosszabb ciklushosszaknal (1 Hz-nél lassubb
frekvenciak) a dronedaron valamelyest megnyujtotta az APD intervallumot, de ez a
megnyulas eltlint a fiziologids, vagy 1 Hz-nél magasabb frekvencidkndl. Ez az észrevétel
Osszhangban van az éber kutya EKG mérésekkel is, ahol szintén nem tapasztaltunk QTc
megnyulast, kiilondsen nem a spontan kutya ciklushossz értéknél, amely mintegy 600-
650 ms volt (5. tablazat).

2. Az akutan alkalmazott dronedaron jelentdsen gdtolta az Ica és Ixr dramokat (10. dbra),
de nem valtoztatta meg a tobbi repolarizdalo aramot (I, k1 és Iks dramok) (11. dbra).

Ki kell emelniink, hogy ha ezen jelentds Ikr gatld hatds eredményeket figyelembe
vessziik, akkor akar jelentdsebb APDgg megnyul6 hatés is varhato lett volna. Nem is tudunk
pontos valaszt adni, hogy miért is okozott a dronedaron ilyen mérsékelt APD megnytjtd
hatast, legfeljebb csak feltételezziik, hogy a dronedaron az amiodaronhoz hasonldan
viselkedik (Varr6, 1985; Nishimura, 1989; Kodama, 1993; Varrd, 1996). Ezért a
dronedaron mérsékelt Vmax (Ina gatld) és markans kalciumaram gatld (Ica) hatasa (azaz az
Hinward” aramokra kifejtett hatasa), kiegyenlitheti az Ik, gatlas (azaz az ,,outward”
aramokra kifejtett hatasa) okozta APD megnytjtast.

3. Az akut dronedaron alkalmazas jelentosen csokkentette mindkét triggerelt aritmogén
automdcia tipust (EAD és DAD) (9. dbra).

A dronedaron okozta natrium csatorna gatlé hatas is gyengébb volt, mint amelyet
amiodaron alkalmazasa esetén regisztraltunk (7. tablazat), de ennek kedvez6 hatasai is
lehetnek, példaul az, hogy csekélyebb ,,CAST tipusi” (azaz natrium csatorna gatlo)
proaritmias hatdssal rendelkezik. Masrészt a dronedaron az amiodaronhoz hasonléan, de
a klasszikus tiszta Ikr gatldo d-sotaloltol eltéréen (Hohnloser, 1994), szintén cs6kkenteni
képes a papillaris izmok és Purkinje rostok kozotti repolarizacio diszperziot, amely ezaltal

csokkentheti az aritmogén kockazatot. Ki kell emelniink azt is, hogy a dronedaron
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indukalta EAD ¢és DAD csokkenté hatasokat is elsdsorban a szer Ina és Ica gatld

tulajdonsdgaival magyarazzuk.

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 sugalmazzdk, hogy a jod molekula hidnya okozza a krdonikusan

alkalmazott dronedaron és amiodaron hatasok kozotti eltéréseket.

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

A tedisamil (12. abra) a vizsgalat elkészitésének idejében (1999-2001) egy igéretes
kisérletes antiaritmids gyogyszerjelolt szernek bizonyult (Friedrichs, 1996; Fischbach,
2001). Szamos korabbi vizsgalat megerdsitette, hogy a szer megnyujtja a kamrai akcios
potencial idétartamat (APD) és a QT intervallumot (Oexle 1987; Beatch 1991; Adaikan,
1992), amely hatéas hatterében a szernek kiilonb6zd transzmembran iondramokra (Ina, lo,
IkaTp) kifejtett hatasa allhat (Dukes, 1989 ¢és 1990; Faivre,1992; Németh, 1997). Ez a
tanulmany volt viszont az els6 olyan kisérlet-sorozat, amelyben szisztematikusan
megvizsgaltak, hogy mi lehet a tedisamil repolarizacié megnyujt6 hatdsanak a cellularis
szinti mechanizmusa. Ezért megvizsgaltuk a tedisamil hatasat a legfontosabb
transzmembran ionaramokra (Ina, lkr, lks, lto, IkaTP, k1 €s Ica aramok).

Eredményeinket a kdvetkezoképpen foglalhatjuk Gssze:
1. A tedisamil nyulsziv kamrai miocitakban jelentésen csokkentette az Iyo dram

amplitudojat. Az Lo dram amplitidéjanak csékkenése mellett jelentisen felgyorsitotta

az ly -aram inaktivdcios kinetikdjdt is (L4A. dbra, jobb oldali mezd). Ezzel szemben a

tedisamil kutya kamrai miocitakban még a magasnak tekintheté 10 uM

koncentrdcioban sem gatolta az Iy, dramot (14A. dbra, bal oldali mezd).

Az i aram egy jelentds repolarizald aram a pitvari szovetben (lasd 35. dbra), ezért a
lto csatorna gatldsa elméletben szerepet jatszhat egy adott szer pitvarfibrillacio elleni
antiaritmias hatasaban. Az Iy aram pitvari szivizomsejtekben elsésorban a fazis 1
repolarizacioban (,,notch” kialakulasa, 1. abra) jatszik szerepet, de sajatos inaktivacios

kinetikaja miatt (rendelkezik egy 100-200 ms kozotti lassu id6allandoju inaktivacios
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kinetikaval is, 11. tablazat), természetesen jelentds szerepet jatszhat a késbi fazis 3
repolarizacidban is. Az I aram jelentOs species variabilitast mutat, ugyanis jelen van
patkanyban, kutyaban, nyulban és természetesen emberben is (Giles, 1988; Ravens, 1997;
Virag 1998), de példaul hianyzik a tengerimalac kamrai szévetben (Josephson, 1984). Az
a tény, hogy a tedisamil nem gatolta a kutya It aramot varatlan és meglepd eredmény
volt, mert korabbi patkany (Beatch, 1991; 1989 ¢s 1990;) és human (Ravens, 1997;
Wettwer, 1998) kisérletek adatai alapjan a koztudatban a tedisamil hatékony It
gatloszernek volt szamon tartva. A latszolagos diszkrepanciara az szolgalhat
magyarazatul, hogy a kutydban az Iy aram elsdsorban Kv4.3 csatornabol all (Dixon,
1996; Akar, 2004), amig a patkanyban Kv4.2 csatorna a f0 It aram alkotd alegység
(Dixon, 1994; Yeola, 1997). A helyzetet tovabb bonyolitja, hogy a tedisamil hatékonyan
gatolja a human Iy, dramot (Ravens, 1997, Wettwer, 1998), és ismert, hogy a human
kamrai szovetben viszont a kutydhoz hasonléan szintén a Kv4.3 a I, aram f6
alkotoalegysége (Akar, 2004). Erre csak az szolgalhat magyarazatul, hogy a tedisamilt
ezekben a tanulmanyokban szivelégtelen explantdlt emberi szivekbdl szarmazé
szivizomsejtekben vizsgaltak meg, ahol viszont ismert, hogy az Iy aram tulajdonsdga
megvaltozhat, példaul jelentésen downregulalodik a Kv4.3 alegység expresszioja mind
mRNS, mind fehérje szinten (Kééb, 1998). Nyulsziven viszont féleg a Kv1.4 csatorna az
lto aram legfontosabb alkot6 o-alegysége (Wickenden, 1999; Wang, 1999), ezért az
eredményezett aramnak jelentésen mas lehet a gyodgszerérzékenysége is, ami
magyarazatul szolgalhat, hogy kisérleteinkben miért gatolta jelentdsen a tedisamil mar 1
uM koncentracidban is az l aramot (14A. abra, jobb oldali panel).

2. A tedisamil jelentdsen gatolta a késoi egyeniranyito kaliumaram mindkét komponensét
az lkr és Ixs aramot is (13. dbra).

Ezek az eredmények magyardzatul szolgalhatnak a szer erds IIl-as osztalyt
antiaritmids/antifibrillans hatdsara (Fischbach 1999, 2001), ¢és ugy véljiik természetesen,
hogy ezen beliil is elsOsorban az Ikr gatld tulajdonsaga rendelkezik a legjelentésebb
hatassal. Ezzel parhuzamosan a tedisamil nem befolyasolta a befelé egyeniranyit6 kalium
aramot ¢€s a kalcium aramot (14B-14C. abrak).

3. A tedisamil jelentdsen gatolta a cromakalimmal aktivalt Ixate dramot (14D. dbra).

Természetesen most is ki kell emelni, mint ahogy korabban az I/A osztalyu
antiaritmias szerek cellularis hatasait bemutato fejezetnél mar emlitettem, hogy még nem

kelléen tisztazott az Ikatp dramnak a szerepe a kamrai akcios potencial kialakitasaban,
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ezért az sem tisztazott, hogy a szernek a gatlo vagy az aktivalo sajatossaga rendelkezik
pozitiv hatassal a kamrai aritmiak kivédésében (Cole, 1991).

4. Végezetiil kimutattuk, hogy a tedisamil hatékonyan gatolja a ndtrium daramot, amelyet
az AP depolarizdcio maximalis sebességként (Vimax) vizsgaltunk (15. dbra).

A tedisamil lassu offset kinetikaval gatolja a gyors natrium aramot (15B. abra). A
gatlohatas alapjan megallapithatd, hogy a tedisamil kinetikai hatasa valahol a lasst
kinidin, illetve a gyors lidokain hatasok kozzé tehetd (Sheets, 1988). A tedisamil Na*-
ok kialakulasanak incidencidjat, amely igy akar kiegyenlitheti vagy mérsékelheti a szer

Ikr gatlo hatasabol szarmazd lehetséges torzadogén proaritmias hatésat is.

Eredményeink alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a tedisamil komplex
Ikr, lks, lkur, lto, lkatp sOt Ina gatld hatassal rendelkezé vegyiilet. Ezen komplex
,multichannel” gatl6 hatasnak eredményeképpen a vegyiilet kombinalt III+IA/B szeri
antiaritmias hatassal rendelkezik. Nem mutattuk, de az irodalombol ismert, hogy a tedisamil
az fentieken kiviil rendelkezik még a pitvarspecifikus lkyr &ram gatlé (Riera, 2008) ¢s PKA
aktivalta klorid-csatorna gatlo hatassal (Faivre, 1998) is. Mindezeket figyelembe véve
feltételezhetjiik, hogy a tedisamil kiilondsen a pitvari aritmidk kezelésére kifejlesztett

gyogyszerjeloltként lehet eredményes.

Az amiodaronszerii GYKI-16638 vizsgalata emberi szivizom prepardtumokon

Kisérleteink célja a GYKI-16638 vegyiilet (16. abra) elektrofiziologiai hatasainak a
vizsgalata volt egészséges human kamrai preparatumokon. Mivel a GYKI-16638
tervezésekor a kiinduldo szempont az volt, hogy a vegyiilet rendelkezzen III+1/B kevert
hatassal, ezért Osszehasonlitottuk a GYKI-16638 kisérletes vegyiilet elektrofizioldgiai
hatasait a sotalol és mexiletin antiaritmids gyogyszerekével.

Eredményeinket a kdvetkezéképpen foglalhatjuk Gssze:

1. A GYKI-16638 a sotaloltdl eltéréen frekvenciafiiggetlen modon nyijtotta meg a kamrai
repolarizdciot egészséges humdn donorszivekbdl szarmazo kamrai prepardtumokon (17A.
dbra). Ezzel parhuzamosan a GYKI-16638 a mexiletinhez hasonloan csak a normalisndl
magasabb firekvencidakon (vagyis ,use dependens” modon) gdtolta a ndtrium dramnak
megfeleld Viax paramétert (L1B. dbra).

A vegyiilet tervezésekor az egyik cél az volt, hogy a szer hasonlitson a sotalol és a

mexiletin vegyiiletek struktirajahoz, de térjen el a multichannel gatlo amiodaron
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szerkezetétdl. A sotalolrol ismert, hogy tiszta Ill-as osztalyu antiaritmias szer (Singh,
1970b), amely reverz frekvenciafiiggd modon nytjtja meg az APD-t de nem valtoztatja
meg a Vmax paramétert (Strauss, 1970). Ezzel szemben a mexiletin klasszikus I/B osztalya
antiaritmikum (Campbell, 1983a), amely nem, vagy csak mérsékelten valtoztatja meg az
APD-t, viszont gyors visszatérési kinetikaval gatolja a Vmax paramétert (Campbell,
1983b). Korabbi vizsgalatok mar kimutattak, hogy a I11+IB kombinalt (sotalol+mexiletin
kombinalt alkalmazasa) gatlohatas mérsékelte a sotalolra jellemzd forditott
frekvenciafiiggé megnyulast, és kivédte az EAD-ok kialakulasanak incidenciajat (Varro,
1990).
2. A GYKI-16638 amiodaron-szerii hatdssal rendelkezik.

Mint a fejezet elején mar részleteztiik az amiodaron komplex multichannel-gatlo
antiaritmias hatassal rendelkezik. Szamos multicentrikus klinikai vizsgalat igazolja, hogy
az amiodaron hatékony antiaritmids hatdsu szer, és alkalmazésa javitja a mortalitasi
adatokat is (The CASCADE investigators, 1993). Mindezek mellett, azt is igazoltak, hogy
amiodaron kezelés proaritmiamentes, amelynek eredményeképpen a legtobb
szivritmuszavaros korképben ma is az amiodaron az elsOnek javasolt és valasztott
antiaritmias gyogyszer (Lazzara, 1989). Bar hivatalosan a Vaughan Williams
klasszifikacié szerint az amiodaron lll-as osztalyu antiaritmias szer (Papp, 1996)
igazoltak, hogy egyéb hatasok mellett (példaul IV-es osztalyt kalcium csatorna gatld
hatas; Varrd, 1996), tipikus I/B osztalyt hatassal is rendelkezik (Varrd, 1985). Az e¢lébb
emlitett benignus antiaritmias hatasokat ennek a kivételes komplex cellularis
elektrofiziologiai tulajdonsagoknak tulajdonitjak (Fazekas 2008). Az amiodaron gyors
offset kinetikajt Vmax gatlo tulajdonsaggal rendelkezik (Mason, 1984; Varro, 1985; Papp,
1996). Ugyanakkor a kronikus amiodaron kezelés frekvencia-fiiggetlen repolarizacio
megnyujtd hatasunak bizonyult (Papp, 1996), valamint csdkkentette az Ixr aramot nytlon
(Varro, 1996). Fontos kiemelni, hogy mind az akut, mind a kronikus amiodaron
alkalmazas gatolta a korai utopotencialok kialakulasat kutya Purkinje rostokban (Papp,
1996) és M sejtekben is (Sicouri, 1997). Ez utobbi hatast a lassan inaktivalodo
ugynevezett ,,window” natrium aram (Gjabban ,late” vagyis kés6i natrium aramnak
neveznek, Ina) gatlo hatasaval magyaraztak, amely vélhetéen képes mérsékelni a tiszta

Ikr gatlokra jellemz6 hatas torzadogén aktivitasat (Attwel, 1979).

Fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a GYKI-16638 vegyiilet hasonld

tulajdonsagokkal rendelkezik, mint az amiodaron, de szerkezete eltér attol, és mint ilyen
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valoéban egy 1) igéretes ,,amiodaron-szeri” kisérletes szer, amely az eddigi preklinikai

jellegli vizsgalatok alapjan egy javasland6 Uj antiaritmids gyogyszerjelolt.

2. témakor. A szivizom repolarizaciéjaban részt vevo Kkiilonbozé K*-csatornak
kolcsonhatasanak vizsgalata. A repolarizacios tartalék fogalma és jelentosége emlés
kamraizmon

A repolarizacios tartalék fogalma és jelentosége a kamrai aritmogenézisben

Kisérleteink célja az volt, hogy tovabbi vizsgalatokkal meghatarozzuk a repolarizacios
tartalék lehetséges szerepét €s az egyes kaliumaramok egymas kozotti kdlcsonhatasat kamrai
szivizom repolarizacioja soran. Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Iks, k1 €s Io aramok
szelektiv gatlasdnak hatasait kutya, illetve egészséges emberi kamrai APD-re miutan a
repolarizacids tartalékot szelektiv Ik, gatlassal, illetve a szimpatikus stimulacié fokozassal
elézetesen legyengitettiik.

Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk ssze:

1. A munkadnk legfontosabb megdllapitisa az, hogy a kamrai repolarizdcioban nemcsak
a jelen vizsgdlat elott is f6 repolarizdlo kaliumdramnak tartott lx,, hanem az Ik és az
lto dramok is jelentos szerepet jatszhatnak. Az Ixs a korabbi elképzelésekkel ellentétesen
csak  kismértékben aktivalodik a normdl fiziologias akcios potencidl
fesziiltségtartomdnyban. Kimutattuk azt is, hogy az lks és Iki gdtlisa elézetes Ikr
blokkolas jelenlétében jelentosen megnoveli a forditott frekvenciafiiggo repolarizdacio

megnyiildast (18., 19. és 23. abrdk).

Tankonyvi adatok alapjan a repolarizacio (az AP 3. fazisa, 1. abra) szakaszat
els6sorban K*-aramok hatarozzak meg. A legfontosabb repolarizalo K*-aramnak a kés6i
egyeniranyitd6 K*-aram gyors komponensét (Ikr) tartjak (Sanguinetti, 1990). Jelen
vizsgalatig Gigy tartottak, hogy a kés6i egyeniranyité K*-aram lassi komponense (Iks) is
fontos repolarizalé K*-aram (Bosch, 1998; Schreieck, 1997, Gerlach, 2001). Szintén
tankOnyvi ismeretek alapjan a tranziens kifelé haladé K*-aram els6sorban a korai fazis 1
repolarizaciéért (Corabeuf, 1982), a befelé egyeniranyitdé K'-aram (Iki) pedig a
szivizomsejtek membranpotencidljanak helyreallitasaért felelések (Shimoni, 1992;
Lopatin, 1994; Anumonwo, 2010). Jol lathat6, hogy valdéban az E-4031-szenzitiv
aramként definialt Ixr (zO0ld gorbe) a legjelentésebb aram az AP -40 mV-0s
membranpotencialhoz (Szaggatott vonal jelzi a 18A. abran) kapcsolhatd repolarizacios

idétartoméanyban. Az L.-735,821 szenzitiv aramként azonositott Ixs &ram (kék szinli aram)
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a teljes AP id6tartam alatt alacsony, amplitidoja gyakorlatilag végig kevesebb, mint 10
pA.

A BaClz-szenzitiv aramként azonositott Ik aram valoban az AP alsé negativ
tartomanyban a legerdsebb, de amint a 18A. dabran is lathatd (piros szinli aramgdrbe) az
aram mar kordbban a fazis 3 repolarizacio alatt is jelentds mértékii. Es végiil a magas
(narancs szinli 4ramgorbe) is jelentds mennyiségli K'-t6ltést transzportdl az AP
repolarizacios tartomanyaban. Mindez azt jelenti, hogy a repolarizaciot nemcsak az Ik,
hanem mindenképpen az Ik1 és I csatornak is szabalyozzak.

Az Iks aramnak viszont mas lehet a szerepe. Ennek tisztazasara vizsgaltuk meg, hogy
miként véltoztatja meg az Iks dram szelektiv gitlasa a kamrai akcids potencialt.
Kisérleteinkben 10 uM chromanol 293B, 100 nM L-735821 vagy 1 uM HMR-1556-ot
hasznaltunk az Iks szelektiv gatldsara. A jelen kisérleteinkben nyert eredményeink jol
OsszeegyeztethetOk korabbi megfigyeléseinkkel, amelyeket kutya kamrai sejtekben
végeztiink (Varro, 2000). Ezek szerint az lks gatlok (10 uM alacsony koncentracioju
chromanol 293B vagy HMR-1556) 6nmagukban alkalmazva csak kismértékben novelik
meg az APD-t kutya és emberi kamrai papillaris izmon (18. abra és 20A. abrak), amikor
azonban eldzetes dofetilid (19A. abra), illetve dofetilid+adrenalin elézetes alkalmazasa
miatt az APD mar megnyult allapotban volt, az Iks gatloszer HMR-1556 jelent6s tovabbi
APD megnyulast eredményezett (23. abra). A jelenséget az Iks aram kinetikai
tulajdonsagaival magyarazhatjuk. A hosszi APD-nek megfelelden, a lassi aktivacios
kinetikaval rendelkezd lks aramnak (t az aktivacios idéallando kutyaban mintegy 1000
ms, illetve emberben mintegy 800 ms; Varro, 2000; Virag, 2001) tobb ideje van
aktivalodni, ezért képes jelentdsebb mértékben hozzajarulni a repolarizacidhoz.
Megfigyeléseink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az Iks d&ram egy negativ
visszacsatolo (,,feedback’) védekezé mechanizmusként az APD tulzott megnyulasanak
fontos limitalo tényezdje lehet, amikor az akcids potencidl egyéb mechanizmusok miatt
talzott mértekben megnyulik. Az eddigiek alapjan érthetd, hogy az Iks-dram a
repolarizacios rezerv fontos szerepldje (,,key player”), hiszen akkor valik jelentéssé a
szerepe, ha normalis koriilményektdl eltérd valtozasok kdvetkeznek be.

A 1. abran feltiintetett tobbi K*-aram is fontos része a repolarizacios rezervnek, hiszen
ezeknek mérsékelt gatldsa szintén nem jar feltétleniil szdmottevd repolarizacio
megnyulassal, de egy masik tipusu repolarizalé ioncsatorna tovabbi gatlasa a

repolarizacié megnyujté hatasat fokozni fogja. Igy kutya kamrai preparatumokban
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igazoltuk, hogy bar az Iki gatlas statisztikailag szignifikans mértékben forditott
frekvenciafiiggé modon nyujtotta meg az APD-t (18. abra), de ez a megnyulas
onmagaban sosem volt olyan mértékii, hogy EAD-ot okozzon. Viszont amikor az k1
gatloszer BaClo-ot olyan preparatumon alkalmaztuk, amelyen a repolarizacios tartalékot
elézetesen dofetiliddel gyengitettiik, a kombinalt gatldhatds mar olyan mértékii reverz
frekvenciafiiggd megnyulast okozott (19B. abra), hogy tobb esetben is Kkorai
utddepolarizaciot is regisztraltunk (19C. abra). Mint a 18A. abran lathato, szintén kutya
kamrai szivizomsejtekben kimutattuk, hogy az akcids potencial id6tartama alatt az It
aram is rendelkezik egy repolarizalo komponenssel is. Bar a jelen értekezésnek nem
targya, de munkacsoportunk megvizsgalta az It szerepét is kutya kamrai szivizomban
(Virag, 2011). Kimutattuk, hogy az lo aram gatlasa eredményeképpen az APD
megnyulik, de ezuttal sem oly mértékii, hogy énmagéaban aritmidkat okozzon. Azonban
amikor az ly, gatloszert olyan preparatumon alkalmaztuk, ahol a repolarizacios tartalékot
elézetesen Ikr gatlassal legyengitettilk, az additiv I gatldss mar oly mértékben
megnyujtotta az APD-t, hogy tobbszor is EAD-ot regisztraltunk (Virag, 2011).

Mas szdval a kombinalt kaliumcsatorna gatlas nem linearis, hanem additiv jellegii.
Altalanossagban allithato, hogy a szivizom repolarizacija egy erételjesen tilbiztositott
folyamat megfelel6 tartalékokkal. Ezt a tartalékot nevezte Roden repolarizacios
rezervnek (1998, 2005), amelynek csokkenése anélkiil vezethet a proaritmias kockazat
novekedéséhez, hogy ennek konnyen észlelhetd szivelektrofiziologiai (példaul QT/QTc
intervallum megnyulas az EKG felvételen) megnyilvanulésai lennének.

Fentieket igy Osszegezhetjik: Jelen munkdnk sordn kiterjesztettiik korabbi
megfigyelésiinket, és megdllapitottuk, hogy bdrmely kdliumcsatorna kombindcio
egyidejii gatlasa nagymértékben csokkentheti a kamrai szivicom repolarizdcios
képességét. Ezen és mas késobbi kisérletes eredmények ismeretében 2006-ban Roden
mar egyértelmiiben fogalmazhatta meg azt, hogy mit is értiink a repolarizacios rezerv
fogalman (Roden, 2006):

,»A repolarizacids rezerv koncepcidja azt az egységes szemléletet foglalja magaban,
amely alapjan elemezni lehet az aritmogén tényezOket és ezek klinikailag is
értelmezhetdé mechanizmusait.  Feltételezhetdéen a normalis/egészséges sziv
tobbszordsen biztositott, egymast kiegészitd mddon hozza 1étre a repolarizaciojat.
Ennek kovetkeztében egyetlen, a repolarizaciot eldsegitdé tényezd kiesése, vagy
sériilése nem sziikségszerlien eredményez markans hosszi QT fenotipust akar

gyogyszeres, akar a Kongenitalis eredetre gondolhatunk™.
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Vos és mtsai kifejlesztettek egy kisérletes Torsades de Pointes (TdP) aritmia modellt
kutyakon, amelyben a teljes kronikus AV blokk eldidézése utan azt talaltdk, hogy az Iks
és az Ixr aramok expresszidja csokken, mintegy alulszabalyozodik (,,downregulation”)
(Vos, 1995; Volders, 1999). Ezeknél az allatoknal hosszi QTc és monomorf APD
megnyulas jelentkezett és megnétt a TAP tipusu kamrai aritmia kialakulasanak az esélye
a Vaughan Williams féle IlI-as osztalyba tartozé antiaritmias gyogyszer alkalmazasat
kovetéen (Verduyn, 1997). Az is koztudott, hogy a kiilonb6zé kaliumcsatornak
szivelégtelenségben is downreguldalédnak, ami APD megnyulast eredményez és noveli a
proaritmias kockazatot (Kéib, 1996).

2.A jelen kisérleteknek fontos terdpids és gyakorlati vonatkozdsa is lehet. Ezen
eredményekre alapozva nyilvanvalonak tiinik, hogy azokban az esetekben, amelyekben
a repolarizdcios tartalék csokkent, a K*-csatorndk tovabbi, de egyébként kismértékii
funkcio-kiesése tulzott repolarizdacios megnyiildashoz, és bizonyos koriilmények kozott
TdP kamrai aritmia kifejlodéséhez vezethet.

Kimutattak, hogy az 6rokletes hosszu QT szindroma néhany forméjaban, mint példaul
az LQTI és LQT2 (Roden, 1996), a funkcionalis kaliumcsatorna fehérjék hidnya vagy
denzitasuk esetleges csokkenése ellenére sem észlelheté minden esetben kifejezett vagy
egyaltalan manifesztalodé QTc megnytlas (Priori, 1998; Swan, 1998). Ezek a betegek
azonban nagyon fogékonyak lehetnek azokra a gyogyszerekre, melyek tovabb gyengitik
a kiilonb6z6é kaliumcsatorndk funkcidjat, ezért esetilkben egy maés betegnél még
artalmatlannak bizonyul6 kéliumcsatorna gatlassal is rendelkez6 akar nem kardioaktiv
gyogyszer (példaul szamos neuroleptikum, vizhajto, antibiotikum, stb.) talzott mértéki
varatlan APD megnyulas jelentkezhet, mely gyakran TdP tipust kamrai tachycardiahoz
vezethet. Ez a megfigyelés jelentds mértékben tdmogatja a ,;repolarizacios tartalék”
elméletét, mely szerint a kiilonb6zd kaliumcsatornak képesek helyettesiteni egymast,
hogy biztositsak a repolarizacio folyamatat (Roden, 1998, 2005).

Ezért, a korhazi felvételben részesiilé megfeleld betegekben a Ill-as osztalyu
antiaritmias szerre adott valaszt gondosan tesztelni kellene, és csak azon betegek szamara
lenne engedélyezhetd a tartds otthoni gyogyszeres kezelés, akiknek ezekre a szerekre
adott QTc megnyujto valasza a még elfogadhat6 tartomanyba esik.

3. Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy talan dt kellene értékelni a gyogyszerek
QTc megnyujtast okozo hatasaval kapcsolatos gyogyszerbiztonsagi koncepcidinkat.

A legtobb rutin jellegli biztonsag-farmakologiai vizsgalatot transzgenikus ioncsatorna

(hERG sejtvonalak) rendszereken, vagy olyan in vitro és in vivo tesztekben, normal
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fiziologias preparatumokon végzik, amelyekben a repolarizacios tartalék érintetlen.
Egyes tesztekben a szivfrekvencia is gyors, s igy a forditott frekvencia-fliggés miatt az
APD megnyulés nem jelentkezik. Ilyen koriilmények kozott a lehetséges proaritmias
veszély alulbecsiilt mind a szivre, mind a nem szivre hatd gyogyszerek esetében, mert a
gyogyszerek fiziologids koriilmények kozott nem feltétleniil okoznak szignifikans APD
megnyulést, ellentétben azokkal a betegekkel, akiknél a repolarizacios tartalék sériilt, s
igy a tulzott APD megnyulas és kovetkezményes TdP tipusu aritmia kockazata jelentdsen
nagyobb. Ezért a preklinikai gyogyszerbiztonsagi sziirésnek ki kellene terjednie olyan
preparatumok vizsgalatara is, melyekben a repolarizacios tartalék gyengitett. Az egyik
ilyen javasolt modell az, amelyben a kiilonb6z6 szereknek nemcsak kozvetleniil a hERG
aramra, hanem a QT rovid tdva variabilitasra kifejtett hatdsat is vizsgalni lehet. Ez a
modszer alkalmas modellnek tlinik a kiilonb6z6 szerek repolarizacios tartalékot gyengitd

hatasanak vizsgalatara (Thomsen, 2004; Varr6, 2006 és 2011; Lengyel, 2007).

Mindent Gsszevetve a kovetkezd kovetkeztetéseket lehet levonni. Kutya, illetve
emberi kamrai szivizmon egyféle tipust kalium csatorna gatldsa dnmagaban extrém APD
megnyuldst nem eredményez. Ez valésziniileg annak a kdvetkezménye, hogy a kiilonb6z6
kalium csatornak képesek helyettesiteni és/vagy kiegésziteni egymas miikodését. A kutya és
human kamrai szivizomsejtek repolarizacioja talbiztositott, vagyis erds ,,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 additiv kalium csatorna gatlas is
okozhat erdteljes és potencidlisan proaritmids kamrai akcids potencial megnyulast. Ezért az
olyan gyogyszerek alkalmazéisa, amelyek egyszerre tobb kéalium csatornat is gatolnak,
feltehetden veszélyesebb lehet, mint egyetlen adott specifikus kdlium csatornat gatld szer
hasznalata. A gyogyszerek lehetséges QT intervallum ndveld hatdsdnak vizsgélatira
vonatkoz6 teszteket érdemesnek tlinik atértékelni, és a kiilonb6zo teszteket nemcsak

érintetlen, hanem gyengitett repolarizacios tartaléku prepardtumokon is el kellene végezni.
Az R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjei eltéré modon modulaljak az Ixs aramot nyul
kamrai szivizomzatban

A vizsgalatok célja egy Iks aktivator vegyiiletnek a fejlesztése €s beazonositasa és
antiaritmias szerként torténd hasznositasa, amelynek otlete szintén a mar emlitett Sanguinetti

és Jurkievicz altal megfogalmazott hipotézisnek (Jurkiewicz, 1993) és a repolarizacios
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rezerv fogalomnak (Roden, 1998) egyik logikus kovetkezménye. Elézetes kisérletes
eredmények kovetkeztében felmeriilt az a gondolat, hogy egy RL-3 nevii vegytilet két optikai
enantiomerje ellenkezé hatassal modulalhatja az Iks aramot konkrétan a jobbra forgat6 d-
enantiomer aktivalja, amig az |-enantiomer inkabb gatolja az Iks-aramot (Nissen 2009). Ezért
a kémiai partneriink segitségével két vegyiiletet szintetizaltunk, az ZS 1270B (jobbra
forgatd) és a ZS 1271B (balra forgatd) vegyiileteket (24. abra) amelyek enantiomerjei a
racém R-L3 vegyiiletnek, és megvizsgaltuk a hatasukat az lks aramra és kamrai akcios
potencialra nyul és tengerimalac kamrai preparatumokon.
Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk dssze:
1. Az RL-3 racém vegyiilet két optikai enantiomerje valoban ellentétes hatdssal modulalja
az lks -aramot.

A jobbra forgatdo ZS 1270B vegyiilet 1 uM koncentracioban alkalmazva az Ixs aram
hatékony aktivatora, mig a balra forgatd enantiomer ZS 1271B pedig hasonlo
koncentracioban gatolja az Iks aramot (25A-25B. abrak). Az az észrevétel, hogy egy
racém vegyiilet két optikai enantiomerje eltéré mddon képes modulalni egy csatorna
receptort (vagyis az egyik enantiomer aktivatora, a masik enantiomer pedig gatloja
ugyanannak a csatornanak) meglehetdsen szokatlan, bar nem ismeretlen jelenség. Példaul
ismert, hogy a dihydropyridin szarmazék 202-791 [isopropyl 4-(2,1,3-benzoxadiazol-4-
yl)-1,4-dihydro-2,6-dimethyl-5-nitro-3-pyridinecarboxylate] sztereo-izomérjei eltérd
modon hatottak a nytl aorta gytiriik kontrakcidjara. A jobbra forgato izomér gatolta, amig
a balra forgat6 enantiomer pedig fokozta az aorta gyliriik kontrakcios képességeit (Hof,
1985). De mas hasonl6 példakat is talalhattunk az irodalomban (Gonzales, 1983; Zittoun,
1991; Caillet, 2012).

2. A jobbra forgaté és lks-dram aktivalo enantiomer vegyiilet (ZS 1270B) roviditette,
amig a balra forgato és lks-dram gadtlo enantiomer vegyiilet (ZS_1271B) pedig

megnyujtotta a tengerimalac akcios potencidal idétartamot (25C. dabra, 9. tablazat).

Kiemelendd, hogy a két enantiomer vegyiilet hasonld koncentracioban (1 pM)
hatékony. Ez az észrevétel magyardzatul szolgalhat miért tapasztaltuk, hogy a racém RL-
3 vegyiilet korabbi vizsgalatokban nem valtoztatta meg (Magyar, 2006), konkrétan a
varakozasok ellenére nem aktivalta az Iks aram nagysagat, ugyanis az ellentétes hatasu

enantiomer vegyiiletek kozombdsitették egymas hatésat.

Fentieket ugy foglalhatjuk Ossze, hogy a jobbra forgatdo és Iks-aram aktivalo

enantiomer vegyiilet (ZS 1270B) alkalmas farmakologiai szer annak az ellenérzésére, hogy
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az lks aktivatorok valoban antiaritmias szerek lehetnek olyan ritmuszavarokban, amelyek a

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

A dilatativ cardiomiopdtia modositja a Kir2.x ioncsatorndakat kodolo gének expresszios
szintjét

A dilatativ cardiomiopatia (DCM) egy sulyos miokardialis megbetegedés, amely
sulyos aritmidkhoz és korai szivhaldlhoz vezet. Mi elektrofiziologiai szemszdgbdl vizsgaltuk
meg a DCM-es betegeket. Kordbbrol ismert volt, hogy a DCM-es betegekbdl szarmazo
szivizom mintdkban az akcids potencidl idétartam (APD) hosszabb lesz mint az egészséges
szivekben, csokken a nyugalmi potencial és gyengiil a vezetOképesség (Koumi, 1995).
Természetesnek tlinik ennél fogva, hogy egy ilyen komplex betegség szamos gén
expresszids szintjét modulalja (,,remodelling”). Eddig els6sorban a befelé egyeniranyitd
kaliumaram (Ik1) érintettségét mutattak ki DCM szivekben (Koumi, 1995). Ismert, hogy az

Ik1 elsésorban a nyugalmi membranpotencial fenntartasaban jatszik szerepet (Kurachi, 1985;

Shimoni, 1992; Lopatin, 1994; Anumonwo, 2010), és mint ilyen, ha a DCM kovetkeztében
az aram tulajdonsagai megvaltoznak, olyannyira szerepet jatszhatnak a DCM indukalta
aritmogenézisben (Dhamoon, 2005; Willis, 2015), hogy az Ik: gatlasa antiaritmias hatassal
is rendelkezik (Warren, 2003). Vizsgalataink célja az volt, hogy patch-clamp technika
segitségével tanulmanyozzuk az Ik dram szerepét egészséges és DCM-es betegek szivébol
szarmazd mintadkon, illetve, hogy molekularis biologiai technikdk segitségével (mRNS
mérés qPCR technikéval, illetve fehérje analizis Western-blot, illetve immunhisztokémiai
technikakkal) feltérképezziik a Kir2.x o-alegységek és SAP97 B-alegységek kozotti ko-
lokalizacios kapcsolatrendszert szintén egészséges, illetve DCM-es betegek szivébdl
szarmazo6 mintakon.

Eredményeinket a kovetkezoképpen foglalhatjuk dssze:

1. Az Iy dram DCM-es betegekbdl szarmazo szivekbdl izolalt miocitakban mind inward,
mind outward tartomdanyban nagyobb amplitiidoval rendelkezik mint az egészséges
kontroll szivekbdl szarmazo emberek szivebol izolalt Szivizomsejtekben, vagyis az dram
jelentésen feliilszabadlyozodik (,,upregulalodik”) (26. dbra).

Az upregulacio kifejezetten jelentds az AP jelforma szempontjabol kiemelten fontos -
80 mV és 0 mV kozotti membranpotencial tartomanyban (26A. abra jobb és bal oldali
paneljei). Az Ik1 aram feler6sodése egyiitt jart a Kir2.1, Kir2.3 és a Kir2.4 alegység
csatornak felerésodésével, mind mRNS (26B. abra) mind fehérje szinten (26C. abra).

Ezek az eredményeink egyezést mutatnak korabbi tanulmanyok eredményeivel, amelyek
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kimutattak, hogy DCM-ben a nativ Iki, illetve a Kir2.1 izoformak (upregulalodnak
(Koumi, 1995). Nekiink sikeriilt kimutatnunk, hogy nemcsak a Kir2.1, hanem a Kir2.3 és
Kir2.4 izoformak expresszidja is statisztikailag szignifikans mértékben magasabbak, mint
a kontroll szivekbdl szarmazo értékek. Irodalmi adatok alapjan az Ik1 aramot a Kir2.x
csalad tagjai, a Kir2.1-Kir2.4 csatornak heteromer kapcsolodasa alkotja (Dhamoon, 2004;
Anumonwo, 2010).

Irodalmi adatok alapjan kijelenthet6, hogy emberben a Kir2.1 csatorna a lki-aramot
alkotd legjelent6sebb, a Kir2.3 izoforma pedig szintén jelentés mértékben expresszalt
(Dhamoon, 2004; Gaborit, 2007) alkotoegysége. A Kir2.2 szerepérdl és Iki aramhoz
kapcsolt mértékérdl ellentmondésos adatokat talalunk. Gaborit és mtsai dolgozatanak a
mellékletében az szerepel, hogy a Kir2.2 mRNS expresszidja vélhetden a Kir2.1 és Kir.3
izoformakkal azonos mértékii (Gaborit, 2007). Ezzel ellentétesen Dhamoon és mtsai
egyik dolgozataban azt talalhatjuk, hogy tengerimalac valamint birka pitvari és kamrai
szovetben csak a Kir2.1 és Kir2.3 izoformak jelenléte volt kimutathato, amig a Kir2.2
mRNS, és fehérje expresszioja ,,nem Vvolt kimutathato — not detectable’”) (Dhamoon,
2004). Mindezek alapjan arra kovetkeztetiink, hogy DCM-ben az Ik: aram feler6sodését
els6sorban a dominans Kir2.1 és Kir2.3 izoformék upregulacioja hatdrozza meg, mig
vélhetéen a Kir2.2 downregulacioja csak kevésbé befolyasolhatja azt. Egészében véve
azt mondhatjuk, hogy a mRNS ¢és fehérje eredményeink kell6 mértékben alatdmasztjak
az lki funkciondlis aram méréseink eredményét, vagyis vizsgalataink alapjan
Kir2.1 és Kir2.3 heteromer vagy homomer izoformak felerésddése okozza.

2. Immunfluoreszcencia kisérleteink igazoljak, hogy egyértelmii ko-lokalizdcio
mutathato ki a Kir2.1 és SAP97, illetve a Kir2.2 és SAP97 és alegységek kozott (21.
dbra).

A kontroll sejtekben a ko-lokalizacié talan kevésbé intenziv, de a DCM sejtekben
egyértelmiien azonosithaté a mindkét alegységet egyszerre tartalmazo régiok (27. abra)
jelenléte. A SAP97 (szinapszishoz asszocidlt protein 97) egy membran-asszocialt
guanilat kinaz (MAGUK) fehérje, amely egyértelmiien expresszalt a szivben (Godreau,
2002), és amelyrdl kimutattdk, hogy jelentdsen moduldlja a Kv szupercsaladhoz
(fesziiltségtiiggd K-csatornak) tartozo csatornakat. A SAP97 fehérjérdl eddig ismert,
hogy hozzakapcsolodik a Kv4.2/4.3 komplexhez és igy szabalyozhatja az Iy, aramot (El-
Haou 2009), vagy a Kv1.5 csatorndhoz is, amely a f6 alkotd alegysége a pitvari Ikur
aramnak (Murata 2001; Godreau, 2002; Abi-Char, 2008). Az idézett dolgozatokban
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kimutattak, hogy: 1) a SAP97 jelenléte sziikséges hogy a Kvl.5 csatorna
hozzakapcsolddjon (,,anchoring™) a membranhoz és, hogy igy vezesse a K*-toltéseket; ii)
a SAP97 tulexpresszidja (,,overexpression”) felerésitette, csendesitése pedig
lecsokkentette az Iy, aram nagysagat (El-Haou, 2009). Ezeket az eredményeket
figyelembe véve felmeriilt a kérdés, hogy a SAP97 vajon hozzakapcsoldodhat-e a
szivizomzatban 1étezé Kir2.x tipust csatornakhoz is. Hasonlé eredményeket eddig csak
patkanybol izolalt cerebellum- és szivizomsejtekben mutattak ki (Leonoudakis, 2001;
Vikstrom, 2009; Vaidyanathan 2010). Példaul kimutattak, hogy a SAP97 csendesitése a
Kir2.1 aram denzitasat lecsokkentette patkany sejtkultiraban (Vaidyanathan 2010),
valamint azt, hogy a SAP97 meghatarozhatja a Kir2.3 szoveten beliili eloszlasat
(Vikstrom 2009). Viszont nem talalunk irodalmi adatot a SAP97 és Kir2.x csatornak
kapcsolatardl sem emberben, sem olyan emldsben, amelynek az elektrofizioldgiai profilja
kozelebb van az emberéhez. Ezért a jelen tanulmanyban szereplé human Kir2.x és SAP97
ko-lokalizacids adatok 0j lehetséges magyarazatul szolgalhatnak a DCM betegség okozta

molekularis szintt eltérésekért.

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 csatornak gyogyszertamadaspontok lehetnek a cardiomiopatia

kezelésében.

Az lkr és Ik1 dramok frekvenciafiiggd szerepének a vigsgdlata kutya kamrai akcids
potencidalban

A jelen vizsgalat célja az Ik és k1 aramok ciklushossz-fiiggd szerepének a vizsgalata
kutya kamrai repolarizacioban. Ismert, hogy mindkét aram jelentés inward iranyu
rektifikacios tulajdonsagokkal rendelkezik (Lopatin, 1994; Spector, 1997), emiatt az
aramokat nehézkes tanulmanyozni klasszikus voltage-clamp modszerekkel, ahol
négyszogjel pulzusként alkalmazzuk a vezérld potencidlokat a szivizomsejtekre. Jelen
tanulmanyban ezért valddi akcids potencidlokat alkalmaztunk vezérld pulzusként, és
farmakologiai agenseket hasznaltunk az aramok szétvalasztasa céljabol.

A kovetkezd eredményeket kaptuk:
1. Az lkr és Ik dramok amplitudoi egyértelmiien nem mutattak ciklushossz-fiiggd

tulajdonsdgokat, amikor megvaltoztattuk az akcios potencidl paramétereit (28. dbra).
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Az lkr és Ik1 aramok nem viltoztak meg sem az akcios potencidal hosszusdg, sem a
repolarizdcio ciklushosszanak fiiggvényében.

Ezek az eredmények jelentésen eltérnek a korabban tengerimalacon bemutatott
eredményekt6l (Rochetti, 2001), ugyanakkor megerésitik a Gintant altal kutya kamrai
sejtekben bemutatott eredményeket (Gintant, 2000). Mas szoéval kijelenthetjiik, hogy az
Ikr aram egy relative széles frekvencia-tartomanyban nem mutat frekvenciafiiggést, igaz
ezt a frekvencia-fiiggetlenséget csak normalis, illetve hossza ciklushosszaknal sikertilt
igazolnunk. 400 ms alatti ciklushosszaknal az Ikr &ram jelentdsen lecsokken kutya kamrai
sejtekben, aminek kovetkeztében elektromos alternans viselkedésformat vesz fel (Hua,
2004). Az Ik1 aram esetében hasonld tulajdonsagokat talaltunk. Az Ik aram is 400 ms-
nal hosszabb ciklushosszakon valtozatlan, viszont 400 ms alatt jelent6sen megvaltozik.
Mindezek alapjan kijelenthetjiikk, hogy az akcids potencialok ciklushossz-fiiggd
tulajdonsagait eltéré mechanizmusok okozzak alacsony, illetve magas frekvenciak
esetében.

2. Az Ik és Ik1 dramok oOsszefiiggd modon jdtszanak szerepet az akcios potencidl
repolarizdcidjaban.

Az lkr és Iki1 aram fesziiltségfiiggését a 29C. abran szerepld kisérletek mutattdk be a
legszemléletesebb modon. Ezen az abran gy mutattuk be az Ikr és Iki1 aramok
fesziiltségfiiggését, hogy egymasra toltuk az Ik és Iki aramok aram-fesziiltség (I-V)
karakterisztikait, mikozben az aramértékeket az adott dram maximum értékéhez
normalizaltuk. Lathatjuk, hogy az Ikr aram fokozatosan emelkedik, és a kozép-platd
fazisban kozvetit jelentsebb aramot, mikézben az Ik1 dram csak késobb fejlodik ki. Mivel
az lkr korabban, vagyis mar negativabb fesziiltségeknél (29C. abra mindkét panelje) eléri
maximumat mint az ki aram, valdszinisitheté hogy az Ik aram ezen megemelkedése
kozvetve az lk1 dram inicializalasa révén felgyorsitja a repolarizaciot is.

Valbdjaban az a tény, hogy az lkr és Ik1 aramok egy jol meghatarozhatd fesziiltség
értéken érik el a cstcsértékiiket - az Ik aram esetében mintegy -48.3£2.1 mV-on vs -
64.1£0.7 mV az Ik1 aram esetében- azt sugalmazza, hogy az dramok emelkedését inkabb
a membranfesziiltség és nem az idébeli valtozasuk szabalyozza. Ez az eredmény
magyarazhatja, hogy a repolarizaci6 terminalasa miért bizonyult ciklushossz
figgetlennek. Ahogy az Ikr és Iki aramok csucsértéke felelés a repolarizacio
befejezéséért, az akcids potencidl idétartamat a platofazis alatt miikodé aramok
szabalyozzdk. Amint a 28D. abrak bemutatjak megallapitottuk, hogy a kdzep-plato és

atlag Ikr és Ik1 értékek nem fiiggenek a ciklushossz valtozastol. Ez arra enged
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kovetkeztetni, hogy nem feltételezhetd az, hogy az Ikr és Ik1 d&ramok képesek lennének

ciklushossz-fiiggd valtozasokat okozni normal és alacsony szivfrekvenciakon.

Végkovetkeztetésiil megallapithatjuk, hogy kutya szivizomzatban az akcios
potencial jelformaja nem befolyasolja a repolarizacids fazist leginkabb meghatarozé Ikr és
Ik1 aramok nagysagat az akcios potencial idOtartama alatt. Mindez azt jelenti, hogy az AP
ciklushossz fiiggd valtozasai nem befolydsoljak az Ikr és Ik1 aram ciklushossz-fiiggd

tulajdonsagait.

3. témakor. A pitvarfibrillaciés remodelling cellularis hatasmechanizmusainak
vizsgalata emldssziveken

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

A kisérletek célja az volt, hogy megvizsgaljuk és 0sszehasonlitsuk a hattér befelé
egyeniranyito, valamint a G-protein altal szabalyozott acetilkolin-szenzitiv (Ik1 és Ikach)
kaliumaramok szerepét korondria bypass mitétekre mend szinuszritmusos és kronikus
pitvarfibrillalo (CAF) betegek pitvari szivizomsejtjeiben.

A kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. lgazoltuk, hogy a megemelkedett (upreguldalt) |1 csatorna expresszio mellett a
csatorndk megemelkedett ,,single-channel” nyitdsi valosziniisége is hozzdjdarul a CAF-
ben tapasztalt magasabb hdttéraramhoz. Fentiek mellett, a kovetkezd szilard
bizonyitékokat szolgadltattuk egy M-receptor agonista fiiggetlen, un. ,konstitutiven
aktiv” Ik ach csatorndk jelenlétére: i) a szelektiv Ik ach gdtloszer tertiapin CAF betegben
az SR betegektdl eltérden lecsokkentette a hattéraramot (31._dbra); ii) az M-receptor
antagonista atropin gatlisanak hianya igazolja a konstitutiven aktiv Ik ach csatornak
agonista fiiggetlenségét (32._dabra); iii) single-channel patch-clamp kisérletek csak a
cAF betegekben igazoltik a konstitutiven aktiv Ix ach dram jelenlétét (33. dbra és 10.
tablazat); iv) tertiapin jelenlétében a konstitutiven aktiv Ixach csatorndk nyitdasi
valosziniisége alacsonyabb volt (34. dbra).

Mindezt osszefoglalva kijelenthetjiik, hogy a CAF-ben tapasztalt magasabb hattér
kaliumaramot (30. abra) az upregulalodott ki és a konstitutiven aktiv Ik ach csatornak
egyiitt okozzak, valamint azt is, hogy ez a megemelkedett hattéraram hozzajarulhat az AP

remodellinghez és ennek kovetkeztében a szivritmuszavarok kialakuldsédhoz.
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Kisérletes adataink megerdsitik szamos korabbi tanulmany eredményeit, amelyek
szintén azt mutattak ki, hogy cAF-es betegekben, illetve tachypaceléssel eldidézett AF
kutyamodellben magasabb a hattér Ik: aram amplitaddja, mint az SR betegekben (Van
Vagoner, 1997; Bosch, 1999; Dobrev, 2001 és 2002; Workman, 2001; Gaborit, 2005)
vagy kontroll kutyakban (Ehrlich, 2004; Cha, 2005). Mivel a molekularis bioldgiai
vizsgalatok azt igazoltak, hogy cAF-ben az lki aramot felépité Kir2.1 csatornak mRNS
és fehérje szintjei is upreguldlodnak, logikusan azt feltételezték, hogy a cAF csak k1
aramot valtoztatja meg (Dobrev, 2001 és 2002). Mivel az k1 és az Ik ach csatornak
fesziiltségfiiggd kinetikai paraméterei hasonlo fesziiltségtartomanyban aktivalodnak és
inaktivalodnak, csak single-channel paraméterck jellemzésével lehet szelektiven
tanulmanyozni 6ket (Heidbiichel, 1990). Single-channel kisérleteink igazoltak, hogy az
Ik1 csatornak nyitasi valosziniisége magasabb cAF-ben mint SR-ben (33. abra). Ennek a
mechanizmusa viszont nem kellden tisztazott még és tovabbi vizsgalatok sziikségesek,
hogy megértsiik kisérleteink eredményeit.

Mi is igazoltuk, hogy az M-receptor medialt Ik ach csatornak aktivacioja alacsonyabb
a CAF betegekben, mint SR-ben. S6t ezen eredményeket igazoljak a megfelelé mRNS és
fehérje szintek vizsgalata is (Dobrev, 2001). Viszont single-channel vizsgalataink
egyértelmiien igazoljak, hogy a cAF betegek szivébodl izolalt pitvari miocitakban
konstitutiven aktivak az lkach csatornak (33. abra). Hasonld tertiapin szenzitiv
hattéraramot leirtak tachypacelt kutya AF modellben (Drici, 2000; Kitamura 2000;
Ehrlich, 2004), igy azt kell kovetkeztetniink, hogy a konstitutiven aktiv Ik ach csatornak
kifejlodése cAF betegekben a pitvari remodelling eredménye.

2. A konstitutiven aktiv I« ach csatornak molekularis jellemzdi egyelore ismeretlenek.

Azt tudjuk, hogy a single-channel szinten a konstitutiven aktiv Ikach csatornak
aktivitasa a megemelkedett csatorna-nyilasokbol szarmazo toltéstobbletbdl szarmazik. A
tertiapin koncentracio-fiiggéen gatolta a carbachol (CCh) aktivalta Ik ach aramot (31. és
34. abrak). Csak spekulalni tudunk, hogy a Kkonstitutiven aktiv Ikach csatornak
kialakitasa hatterében a GIRK csatorndk cAF-ben torténd megvaltozasa szolgalhat
magyarazatot, de ez tovabbi vizsgalatokat feltételez. Néhany tanulmany igazolta, hogy az
Ik, ach csatornak foszforilacio-defoszforilacid szignalizacios mechanizmusa megvaltozik
CAF-ben, de még igy is szamos megvalaszolatlan kérdés van, hogy ez miként torténik

(Voigt, 2007; 2008 és 2010).
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Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a pitvarfibrillacioban (AF) tapasztalt
jelentés akcids potencialvaltozas (elektromos remodelling) hatterében az acetilkolin-
szenzitiv kaliumaram (Ix.ach) mikodésének jelentds atrendezddése is szerepet jatszik.
Kimutattuk, hogy permanens AF-ben az Ik ach aram el6zetes ligandstimulacio nélkiil is
folyamatosan (,,konstitutivan’) aktiv, igy pitvarfibrillacidban jelentOs repolarizald aramot
szallit. Ez a konstitutivan aktiv Ika ch repolarizal6 aram viszont hozzajarul az AF-re jellemzd
APD rovidiléséhez, ¢és kovetkezetesen a szivritmuszavar kialakulasahoz és
fennmaradasahoz. Mindez azt jelenti, hogy a csak pitvarban 1étez6 Ik ,ach aram blokkolasa
fontos gyogyszertamadasi pont (,,drug target”) lehet AF-ban, konkrétan olyan AF ellenes

gyogyszerek kifejlesztésére alkalmazhatd, amelyek kamrai proaritmia-mentesek lehetnek.

Repolarizalo  kdaliumdramok  tulajdonsdgainak  vizsgdlata  szinusgritmusu  és
pitvarfibrillalo kutyakbdl izoldlt pitvari szivizomsejteken
Kisérleteink célja a pitvari repolarizacioban ¢és AF-ben el6allo elektromos
atépiilésben (remodelling) szerepet jatsz6 kéalium-ionaramok (i - tranziens kifelé halado
kalium, Iki - befelé egyeniranyitd kalium és Ikach - acetilkolin szenzitiv kaliumaram)
tanulmanyozasa volt. Méréseinket SR-ben 1év0 és gyors pitvari ingerléssel kivaltott AF-ben
szenvedd kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken végeztiik.
A kovetkezd eredményeket kaptuk:
1. Az AF-ben szenvedd kutyakbdl izolalt cardiomiocitikban az |y, kis mértékben gyengiilt
(downreguldlodott), és az dram inaktivicidja is lelassult az SR-os dllatok

cardiomiocitdaihoz hasonlitva (35. dabra és 11. tablazat).

Kisérletes eredményeink egyértelmiien igazoljak egy jelentés (mintegy 14-15 pA/pF)
amplitadoju  tranziens kifelé haladé kaliumaram jelenlétét SR Kkutya pitvari
szivizomsejtjeiben. Ennek az dramnak a jelenléte okozza a pitvarsejtek akcios potencialjara
nagyon jellemz6 spike and dome-konfiguraciot is (lasd 3. abra; SR pitvari sejt akcios
potencial). Meglep6 mddon a kisérletesen eléidézett AF-t61 stjtott kutyak szivébdl izolalt
miocitdkban hasonld méretii Iio dramot mértiink, mint az SR sejtekben. Ez a megfigyelés
jelentésen eltér az AF-ben szenvedd paciensek pitvari szivizomsejt-mintdiban mért
eredményektdl: emberben az I nativ d&ramnak mind a sfirlisége, mind az aramot alkoto
fehérje és a kddolo mRNS szintjei jelentésen mérséklddnek (,,downregulalodnak™). Ezen
kiilonbség (ember vs kutya) okat nem tudjuk. Egy kordbbi, a mienkéhez hasonlod
kutyamodellben, 6 hétig folyamatosan fenntartott gyors szivingerléssel kivaltott ,,AF-es

allatokbol” i1zolalt szivizomsejteken kimutattak az I aramot meghatarozé Kv4.3 mRNS
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nativ It aramot, és mint tudjuk, az Iy aram tobb porusformald a-alegység (Kv4.2, Kv4.3
és Kv1.4) és kiegészit6 B-alegység (KChIP2, miRP1, sth.) koexpresszidjabol all 6ssze (Jost,
2009). Természetesen az a lehetdség sem kizart, hogy az altalunk alkalmazott 4-6 hétig
fenntartott gyors szivingerlés (400/min) még korantsem elégséges az Il aram humdn
az eltérés oka egyszertien specieskiilonbség.

Az |y aram inaktivacids kinetikdjat kétexponencialis fiiggvénnyel illesztettiik.
Méréseink eredménye alapjan az I aram kinetikaja egy gyors (t=10-12 ms) és egy
lassubb (1=122-150 ms) komponensbdl tevédik Ossze. Ez jelentdsen eltér a kamrai
szivizomsejtekben kimutatott Kinetikai értékekt6l, ahol a gyors kinetika allanddja hasonld
a pitvaréhoz (1~4-5 ms), de a lassu 0sszetevé majd egy nagysagrenddel gyorsabb (t=20-
25 ms), mint a pitvari érték (Virag, 2011). Ebbdl a megfigyelésbdl arra a kdvetkeztetésre
juthatunk, hogy pitvaron az I, aram nemcsak a korai 1. fazis repolarizaciot determinalja,
hanem a mintegy 100-150 ms hosszt lasst komponens(e) révén szerepet jatszhat a
pitvarsejtek késobbi repolarizaciojaban. A pitvarfibrillald kutyak Ii-ja szintén
kétexponencialis fliggvénnyel illeszthetd. Mindkét komponens idéallandoja valamelyest
lassiibb lett, ami részlegesen hozzajarulhat a pitvari akcids potencial remodellinghez.

2. Az Ixiaz ,,AF- sejtekben” intenzivebbnek bizonyult, mint SR-ben (36. dbra).

A befelé egyeniranyitoé kaliumaram legfontosabb szerepe a késdi repolarizécid utani
fazisban a membranpotencial helyreallitasa (Kurachi, 1985; Lopatin, 1994; Anumonwo,
2010), de ujabb tanulmanyok, tobbek kozott az értekezésben (18-19. abrak) is ismertetett
vizsgalatok kimutattak, hogy kozvetlen szerepe lehet az AP 3. fazisanak alakitdséban,
azaz a késoi repolarizacioban is. Eredményeink alapjan az Ix1 d&ram egyarant jelen van az
SR-ben és kisérletesen indukalt ,,AF-es kutyak” pitvari miocitaiban. Utobbiban (ti. AF-
ben) az Ik1 aram enyhén er6sodik (,,upreguldlodik’), ami hasonld a human kronikus ,,AF-
sejtekben” mért adatokkal (Dobrev 2001 és 2002), amelyek arrdl tanuskodnak, hogy az
Ik1 aram denzitasa, és az aram karakterisztikumait meghatarozo fehérje és mRNS szintek
egyarant er6sodnek (,,upregulalodnak™). Természetesen érdemes megjegyezni, hogy
kisérleteinkben az Ik1 aram striiségének novekedése a pitvari AP-t meghatarozo
fesziiltségtartoményban (-80 mV és 20 mV kozott) nem kiillonbozik statisztikailag
szignifikdns mértékben az ,,SR-es és AF-es” kutyakbol izolalt pitvari miocitakban (36.

abra, alsé panelek).
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3. A pitvarspecifikus Ik achiondram aktivdlasahoz egy kolinerg agonista szer (carbachol;
CCh) alkalmazasara volt sziikség (31. dbra). 2 uM CCh hatdsdra az ,,SR-sejtekben” a
befelé és kifelé halado Ik ach egyardant megnott. Az ,,SR-sejtekben” aktivalt outward

aramot a tertiapin, az Ik ach szelektiv gatloszere, jelentosen lecsokkentette (31. abra, bal

oldali _mezdk). Az AF-sejtekben, minden elozetes aktivacio nélkiil, jelentds,
konstitutivan aktiv Ix ach dramot mértiink, amelyet a tertiapin szintén nagymértékben

gatolt (371. _dbra, kozépsé _mezok). Ha az ,,AF-sejteket” carbachollal kezeltiik, a

konstitutiv Ixach iondramon kiviil szignifikans ligandfiiggd de szintén tertiapin

szenzitiv Ix ach iondram jelent meg (31. dbra, jobb oldali mezok).

Pitvari szivizomsejtekben 1étezik egy specialis hattér egyeniranyit6 kaliumaram,
amely nem expresszalodik a kamrasejtekben. Ez az acetilkolin szenzitiv kdliumaram, az
Ik,ach (Heidbiichel, 1990). A N. vagus (paraszimpatikus)-izgalom kapcsan felszabadulo
acetilkolin (ACh) stimulalja a muszkarin-receptorokat és azok aktivaljak az Ik ach aramot
(Yamada, 1998). Eddigi ismereteink szerint az Ik ach aram a ligand stimulacidja nélkiil
inaktiv. Koztudott, hogy az extrinsic és intrinsic vegetativ  (autonom,
szimpatikus/paraszimpatikus) idegrendszer dontd mértékben hozzdjarul az AF
kialakuldsadhoz és/vagy fennmaradasahoz. Tudjuk, hogy a bolygoideg-izgalom hatasara a
pitvari APD és ERP ler6vidiil, és az ACh egyenl6tlen felszabadulasa miatt (is) novekszik
a pitvari repolarizacio diszperzidja/inhomogenitasa (Liu, 1997). A paraszimpatikus
izgalom aritmogén ,taptalaja” a reentry-rotorok keletkezésének és a AF fellépésének
(Kneller, 2002; Nattel, 2002), amely gyakran el6fordul a klinikai gyakorlatban az un.
vagotonias/Coumel-tipustt AF-ben (Coumel, 1978; Yeh, 2007). Természetesen felvetddo
kérdés, hogy a vagus-izgalomtdl (alvas, posztprandialis allapot, stb.) indukalt AF

kialakuldsdban az Ikach aram intenzitdsanak valtozasa, ,,remodellingje” is szerepet

crer

crer

tachyaritmia indukalt remodellinget (ATR) (Dobrev, 2001). Késébb ugyanezen a
munkacsoporttal egyiitt kimutattam, hogy az ATR soran nem csupan az Ica. aram
expresszioja csokken, hanem, egyelére részleteiben még nem teljesen tisztazott
foszforilacids szignalizaciés mechanizmus kapcsan (Voigt, 2007; 2008 és 2010)
permanens AF-ben az Ikach csatornak, elézetes ligand-stimulacio nélkiil, mintegy
»konstitutivan” nyitva maradnak (30-34. abrak). Ez egy meglepd eredmény volt, mert ez

volt az elsd olyan vizsgalat, amely igazolta, hogy az Ik ach csatornak elézetes ligand-
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stimulacio nélkiil is képesek aktiv aram-atvitelre specialis aritmia-forma(k)ban (példaul
permanens AF-ben).

Ez a konstitutivan aktiv Ik ach dram tehat hozzajarul az AF-re jellemzd rovid és
haromszogesitett (,,trianguldris”) APD-morfologidhoz (lasd 3. abra; AF pitvari
szivizomsejt akcios potencial), és vélhetden szerepet jatszik a pitvari reentry tipusu
aritmogenézisben. A pitvarspecifikus (csak a pitvarizomzatban jelenlévd) Ikach gatlas
(példaul tertiapinnal) nem okoz kamrai repolarizacié megnytlast, igy valdszinti, hogy
nem varhat6 olyan proaritmias mellékhatas (Torsades de Pointes kamrai tachycardia),
mint amelyet a klasszikus lIkr-gatlok (példaul a dofetilid) okoznak (Lengyel, 2007).

Ennek megfeleléen tobbszor felvetdodott a hipotézis, hogy ezen konstitutivan aktiv
Ik,ach aramnak a szelektiv inhibitorai idedlis pitvarspecifikus antiaritmias hatasa
gyogyszerek lehetnének, amelyek alkalmasak a paraszimpatikus izgalomtdl inicialt AF
gyogyszeres terapiajara (\Voigt, 2008). A hipotézist igazolando szamos gyogyszerjeloltet
probaltak ki kiilonféle allatkisérletes modellekben, és az eldzetes eredmények biztatoak
(Hashimoto, 2006; 2008). Jelen kisérleteinkben igazoltuk a konstitutiv Ixach aram
jelenlétét (amint ez a 37. dbra kézépsé mezdiben lathato). A |, AF-szivizomsejtekben” a
kolinerg agonista carbachol jelenléte nélkiil is identifikalhaté egy tertiapin-szenzitiv
aramkomponens (piros gorbe és oszlopok), mind az inward (-100 mV-on), mind az
outward tartomanyban (-10 mV-on). Ez bizonyitja, hogy az Ik ach aram ligandfiiggetlen
(acetilkolin hijan is miikddd) tipusa is ,konstitutivan” jelen van a ,,AF-es” kutyakbol
izolalt pitvarizomsejtekben.

Hozza kell tenni, hogy ez az aram nagyon alacsony denzitast, kiilonésen outward
iranyban, ezért megkérddjelezhetd, hogy ez a konstitutiv Ik ach aram elég ,,er6s-e’ ahhoz,
hogy onmagaban el6idézze az AF-re jellemz6 elektromos remodellinget (a markans
pitvari ERP és APD rovidiilést). Jelen kisérleteink alapjan megengedhet6nek latszik egy
Uj hipotézis kérvonalazdsa. A paraszimpatikus (alap)tonus magatol értdddéen normalis
koriilmények kozott is mindig jelen van. A vagus-rostoktol/ACh-t6l stimulalt Ik ach aram
tehat folyamatosan és mindig jelen van a pitvari szivizomsejtekben, amelyhez
hozzéadddhat a konstitutivan aktivalt Ik ach aram. Utobbi ,,atipusos” ionaramnak szerepe
lehet az AF allanddsulasaban a permanens tipus kialakulasaban. A 37. abra jobb oldali
mezé6iben bemutatott kisérletek valoban azt igazoljak, hogy amennyiben a pitvari
remodellingel rendelkezd AF-es kutyakbol izolalt miocitakat elézetesen carbachollal
aktivaltuk, az igy 1étrehozott d&ram (amely a konstitutiv és carbachollal indukalt a Ik ach

aramot egyarant tartalmazza, kiilonosen outward iranyban mar elegendéen nagy (37 dbra,
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jobb oldali mezdk also panel), hogy a tertiapin blokkolasa is szignifikansan nagyobb
aramkomponens jelenlétét igazolja. Ez az éaram, mar kellden erds lehet, hogy
hozzajaruljon az AF-re jellemz6 triangularis és révid APD-hez.

E hipotézist igazolandd, a kozelmultban Juhdsz és mtsai kimutattdk, hogy a tertiapin
képes volt kivédeni a gyors pitvari szivingerléssel kivaltott pitvari elektromos
remodelling talajan kialakul6 kisérletes AF-et kutyakban (Juhész, 2018). Tovabbi humén
vizsgalatok sziikségesek annak igazoldsara, hogy az Ik ach gatlasa klinikai koriilmények
kozott is hasznosithatd lesz-e az AF megeldzésében, megsziintetésében ¢és/vagy

allandosulasanak profilaxisaban.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a pitvari Ip aram a lasst
inaktivacios kinetika miatt a pitvari szivizomsejtekben jelentésebb mértékben hozzajarulhat
a késoi repolarizdcidhoz, mint amilyet a kamrai szivizomsejtekben kimutattak. Az Iy, &ram
kutyamodelliinkben a human adatokkal ellentétben, csak kis mértékben downreguldlodott
AF-ben, viszont inaktivacios kinetikdja szignifikansan lassult. A konstitutiv Ik ach
megjelenése bizonyitja, hogy AF kutyamodelliinkben a pitvari elektromos remodelling
kialakult. A ligandfiiggé és konstitutivan aktiv Ik ach aramok egyiittesen feltehetéen fontos
szerepet jatszanak (legalabbis kutyaban) az AF-re jellemzd haromszog alaku, a
fiziologiasnal is rovidebb akciospotencidl-jelforma kialakitdsaban. 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 hataismechanizmusanak vizsgalata
emléssziveken

Az ORM-10103 és GYKB-6635, uj kisérletes szelektiv NCX ioncsatorna gdtloszer
vegyiiletek  hatdsainak  vigsgdlata  emldsSziveken — (kutya és  tengerimalac
szivprepardtumokon)

A vizsgalatok elsédleges célja az volt, hogy ellendrizziik a Bers és Pogwizd 4ltal
elméleti megfontolasok alapjan megfogalmazott hipotézist, amely szerint a szelektiv NCX
aram gatlok hatékony szerek lehetnének az a Ca?*-tiltelitddés talajan kialakuld, elsdsorban
DAD indukalta triggerelt aritmiak kivédésében (Pogwizd, 2001 és 2003). Sajnos hatékony
és szelektiv NCX gatloszerek hidnyaban ennek a hipotézisnek az ellendrzése és igazolasa
korabban nem volt lehetséges. A korabban vizsgalt szelektivnek vélt NCX gatlokkal (SN-6,
KB-R7943 vagy SEA-0400), bar sok tanulmany késziilt, sajnos részleges szelektivitasuk
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miatt nem bizonyultak megfeleld eszkéznek. Valamennyi vegyiiletrél bebizonyosodott,
hogy éppen az NCX aramot is gatld koncentracid tartomanyban az L-tipust kalcium
csatornat is gatoljak (lwamoto, 2004; Birinyi, 2005; Acsai, 2007; Antoons, 2012). Igy a
kiilonboz6 iszkémia-reperfuzié (I/R) indukalta Ca®*-tltelitédéses aritmia-kisérletekben
bizonyult védoé hatasukat nem lehet egyértelmiien csak az NCX gatlo hatas eredményeként
interpretalni (Watano, 1999; Elias, 2001; Magee, 2003; Antoons, 2012).

Kisérletes munkéank kezdetén ezért elsdsorban arra volt sziikség, hogy azonositsunk
olyan vegyiileteket, amelyek hatékonyan és szelektiven gatoljak az NCX aramot lehetbleg
mindkét mitkddési iranyban. A kétezres évek elején egy nemzetk6zi ko-operacio keretében
lehetdséglink volt megvizsgalni az Orion Gyogyszergyar (Espoo, Finnorszag) tobb olyan
vegyiiletét, amelyet a gydgyszergyar kutatoi azzal a céllal terveztek és szintetizaltak, hogy
hatékony és remélhetdleg szelektiv NCX gatlok legyenek. Az ORM-10103 volt az egyik
elsé vegyiilet, amelyet Kiterjedt in vitro farmakologiai vizsgalatsorozatnak vetettiink ala. A
vegytilet szerkezete (38A. abra) jelentésen kiilonbozik a SEA-0400 és KB-R7943
vegyiiletek szerkezetétdl (38C-38D. abrak).

Hazai ko-operacioban (SZTE, GYTK Gyogyszerkémiai Intézet) is elinditottunk egy
kozos NCX gatloszer projektet. A projekt sordn szamos eldkisérlet folyaman
beazonositottuk a GYKB-6635 kodjelti vegyiiletet, amelynek szerkezete (38B. abra
egyarant kiilonbozik az ORM-10103, valamint a SEA-0400 és KB-R7943 vegyiiletektol), és
amelyet az ORM 10103 vegyiilethez hasonldan, szintén in vitro és in situ farmakologiai
vizsgalatokban elemeztiink.

A kovetkezd eredményeket kaptuk:

1. Kutya kamrai szivizomsejtekben vizsgdlva az ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiiletek
koncentracio-fiiggd modon gatoljak az NCX daramot mind forward mind rezerv médban
(39A-39B. és 40. abrdk).

Mind a két vegyiilet ugyanabban a koncentracio-tartomanyban gatolta az NCX aram

forward ¢és reverz modjat. Az ORM-10103 vegyiilet dozis-hatasgorbére illesztett Hill
fliggvénnyel meghatarozott ECso értéke a mikromolos tartomanyban (39C. abra) volt,
amig a GYKB-6635 vegyiilet esetében a becsiilt ECso érték szintén mikromolos
koncentracio (40. abra) értéket mutatott. Mindkét vegyiilet NCX gatld hatasa kielégitéen
szelektivnek 1s bizonyult, ugyanis elmondhatd, hogy magas, tobbszorés ECsg
koncentraciokban alkalmazva (3 uM ORM-10103 és 10 uM GYKB-6635) egyik vegyiilet
sem valtoztatta meg az L-tipust kalciumaramot (41A. abra), a befel¢ halad6 gyors

natrium aramot (41B. abra, amelyet ezattal is a szokasos modon Vmax-ként definialtunk),
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valamint harom fontos repolarizald kaliumaramot (Iki, lto, és Iks aramok, 43A-43B. és
43D. abrak). A GYKB-6635 vegyiilet nem befolyasolta, viszont az ORM-10103
kismértékben (mintegy 25%), de statisztikailag szignifikdns mértékben gatolta az Ikr
repolarizalé aramot (43C. abra). Az ORM-10103 vegyiilet fenticken kiviil nem
valtoztatta meg sem a Na'/K" pumpa (Inwk, 42B. abra) aramot, sem a lassu akcios
potencialokat (42A. abra). Utobbi igy megerdsiti azt az észrevételt is, hogy a vegyiilet
valoban nem modositja az lcaL dramot.

Vagyis Osszegezve elmondhatjuk, hogy valoban sikeriilt azonositani két olyan
vegyiiletet, amely hatékonyan gatolja az NCX aram mindkét modjat. Mivel az NCX gatlo
hatasuk szelektiv volt, ez a két vegyiilet valoban alkalmasnak bizonyult, hogy
farmakologiai dgensként hasznalva megvizsgalhassuk az NCX aram szerepét a sziv
elektrofiziologiai hatasaira. Jelen vizsgalatokig két masik olyan vegyiiletet ismertiink
(SEA-0400 ¢s KB-R7943), amelyeket szelektiv NCX gatloként publikaltak. Mindkét
vegyiilet szubmikromolaris tartomanyban gatolja az NCX aramot. Kimutattak, hogy a
KB-R7943 gatolta a kisérletesen el6idézett ritmuszavarokat (Watano, 1999; Elias, 2001),
amig a SEA-0400 szignifikansan kivédte a farmakologiai modon indukalt EAD és DAD
triggerelt aritmiakat (Nagy, 2004). Viszont tobb olyan tanulmany is idézhetd, amely
igazolja, hogy mind a KB-R7943, mind a SEA-0400 ECsg kozeli koncentracioban gatolja
az L-tipust kalcium é&ramot (és ezzel kozvetve megvaltoztatja az NCX aramot is
szabalyozé Ca?*-homeosztazist), ami mindenképpen megkérddjelezi, hogy valdban csak
a specifikus NCX gatl6 hatassal magyarazhato antiaritmias tulajdonsaguk (Birinyi, 2005;
Acsai, 2007).

2. A szelektiv NCX gatlds (1 Hz-n mérve) nem viltoztatta meg a kamrai akcios potencial
Jjelformat (A44A. dbra) és meghatdrozo paramétereit beleértve a depolarizdcio maximalis
sebességét (Vimax)y, AP amplitidot (APA) valamint a kamrai platot és repolarizdciot
jellemzd APD2s, APDso és APDy értékeket (12. tabldzat).

Kiilon megvizsgaltuk a kamrai repolarizacié frekvenciafliggését, de ezuttal sem
mértiink statisztikailag szignifikans eltéré értékeket (44B. abra). Ez az eredmény némileg
meglepd volt, mert elméleti megfontolasok alapjan azt gondoljuk, hogy a NCX forward
modjat is beinditd/vezérld hosszu akcios potencial platofazisa alatt jelentds Ca®*-ion
eltavolitas is torténik. Mindez azt is jelenti, hogy egy NCX gatlas esetében lecsokken a
Ca?*-eltavolitdo mechanizmus, és ennek kdvetkeztében nettd értékben megemelkedik az
intracelluldris Ca®*-szint, ami viszont pozitiv inotrop hatdsi. A pozitiv inotropia a

csokkent inward NCX arammal egyiitt viszont rovidebb akcids potencial idétartamot
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kellene, hogy okozzon. Ennek ellenére a GYKB-6635 és ORM-10103 vegyiiletekkel
torténd NCX gatlas nem okozott sem 1 Hz-en, sem a teljes frekvenciatartomdnyban
APDsy, illetve APDgg megnytjtéd hatast.

Egy késObbi utoétanulmanyban, egy masik szintén az Orion Gyogyszergyar altal
szintetizalt és mar a szubmikromoldris tartomanyban hatékonynak és szelektivnek
bizonyulé NCX gatld vegyiilettel, az ORM-10962 molekulaval (ECs0~50-70 nM), Gjra
megvizsgaltuk ezt a kérdést (Kohajda, 2016). Kutya kamrai szivizompreparatumban
végzett kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az ORM-10962 vegyiilet okozta NCX-
gatlds normadl fiziologiai koriilmények kozott szintén nem véltoztatta meg az APDgo
paramétert. Ezért megnéztiik mi torténik, ha az ugy valtoznak meg a kiils6é koriilmények,
hogy vagy a reverz NCX, vagy a forward NCX kertil talsulyba (Kohajda, 2016). Azt
tapasztaltuk, hogy amennyiben a reverz moéod er6sédik meg (példaul csokkent
extracellularis Na*-koncentracié esetében), akkor az NCX gatlas kovetkeztében a Ca®*-
tranziensek lecsOkkentek (negativ inotropia), €s ez esetben mar az akcids potencial
idGtartama is enyhén megnyult. Amikor az NCX forward modjat erdsitettik meg (a
CAMP fokozo forskolin segitségével), akkor az NCX gatlas pozitiv inotrop hatastva valt
enyhe foku platé és APD csokkenés kiséretében (Kohajda, 2016).

Ezen kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy normalis koriilmények kozott
az NCX gatlas alapvet6en nem valtoztatja meg az akcios potencial jelformat. Viszont
olyan patologias koriilmények kozott, amelyek valamilyen mechanizmus révén
felerésitik vagy a forward vagy reverz tipusa NCX aramot, akkor az NCX gatlas mar
pozitiv vagy negativ inotropnak és potencialisan antiaritmiasnak is bizonyulhat. Ezt a
hipotézist igazolja utdlag a 45B. abran szerepld kisérletiink is, amikor a szelektiv NCX
gatlas teljesen kivédte a strophantin indukalta DAD-okat.

3. A szelektiv NCX gdtlas hatékonyan kivédte a triggerelt aritmiakat (45-46. dbrdk és 13.

tiblizat).

Utobbit eltéré modon vizsgaltuk a két szelektiv gatld alkalmazasaval. Az ORM-10103
hatékonyan kivédte kutya kamrai preparatumokon a farmakologiai mdédon eldidézett
korai (EAD, 45A. abra) vagy kés6i utddepolarizacios potencialokat (DAD, 45B. abra),
valamint a strophantin-nal provokalt spontan depolarizacid altal beinditott kamrai
extraszisztolé sorozatokat (45C. abra). A GYKB-6635 vegyiilet pedig rendkiviil
hatékonyan kivédte az ouabain indukalta, vagyis szintén a DAD altal triggerelt aritmiakat

izolalt tengerimalac szivekben (46. abra ¢s 13. tablazat).
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Mivel mind az ORM-10103, mind a GYKB-6635 vegyiiletekrél kimutattuk, hogy
hatékony, de ugyanakkor szelektiv NCX gatlo vegyiiletek, azért alkalmassa valtak arra,
hogy akar in vitro vagy in vivo aritmia vizsgalatokban is megvizsgaljuk hatékonysagukat.
Azt a hipotézist, hogy az NCX gatlok alkalmasak lehetnek antiaritmids szerként torténd
alkalmazésra Bers és Pogwizd fogalmaztdk meg tisztan elméleti megfontoldsok alapjan.
A Pogwizd hipotézis alapja a kdvetkez6: forward modban az NCX cseremechanizmus 3
befelé haladé Na*-iont cserél ki egy kifelé¢ haladd Ca®*-ionra, és igy egy nettd inward
dramot eredményez (5. abra), amely kiilonosen megemelkedett intracellularis Ca?* szint
esetében elsGsorban késoi de bizonyos esetekben vélhetéen korai utdodepolarizaciokat
indukalhat (DAD és EAD). Hipotézisiik szerint mindezt azt jelenti, hogy a forward NCX
gatlasanak antiaritmias hatastinak kellene lenni (Pogwizd, 2001 és 2003).

Koézismert, hogy az EAD ¢és DAD tipusu utddepolarizacioknak fontos szerepet
tulajdonitanak az aritmogenézisben), kiilonosen szivelégtelen allapotokban, amikor a
kalium konduktancia csokkent és az NCX aram upreguldlédott, mintegy eldsegitve Ca?*-
tultelitddés talajan kialakulo DAD vagy EAD triggerelt aritmiak kialakulasat (Yang,
1996; Volders, 2000; Pogwizd, 2001; 2002 és 2003).

Fentiek ellenére, az, hogy az NCX-gatlasnak mi lehet a terapias vonzata, meglehetdsen
komplex kérdés. Az elébb emlitett Pogwizd hipotézis alapjan természetesen egyarant
kamréaban és pitvarban is mindenképpen hasznosithatonak tiinik az NCX aram gatlasa az
EAD, de kiilondsen a DAD triggerelt aritmiak kivédésére. Az NCX gatlas valosziniileg
mindenképpen mérsékelni képes a Ca®*-tultelitédés okozta karositd hatdsokat, amelyek
nem csak az elébb emlitett szivelégtelen allapotban, hanem pitvarfibrillacioban vagy
pitvari flatternben johetnek létre, amikor a pitvari remodelling hatdsara egyes K*-
csatornak downreguldlodnak (Man Wagoner, 1997; Yue, 1999), és az NCX aram ezzel
ellentétesen upregulalodik. Természetesen meg kell emlitentink azt is, hogy a forward
NCX gatlas pozitiv inotrop hatasa javithatja a miokardialis funkciot, és mint ilyen mar
Onmagaban is jotékony hatassal rendelkezik.

Az akcids potencial iddtartamanak az elején, amikor hirtelen megemelkedik az
intracellularis Na* szint, ugyanakkor az intracellularis Ca?*-szint még mindig alacsony
érték (nyugalmi szint kézelében van), akkor az NCX mechanizmus forditott, un. reverz
modban miikodik (5. abra), ami ezuttal egy netto repolarizald aramot vezet (Clark, 1996;
Egger, 1999; Toth, 2009). Fontos megjegyezni, hogy a reverz NCX aram is részt vehet
az aritmogenézisben, mégpedig elsdsorban az iszkémia/reperfizi6 indukélta Ca?*-

tultelitodés talajan keletkezett ritmuszavarokban (Eigel, 2001; Baczko, 2003 és 2004).
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Ennek kovetkeztében felvetddott, hogy az NCX reverz modjanak a gatldsa szintén
jotékony hatasu lehet (Baczkd, 2003; Oravecz, 2018).

Az a tény, hogy a GYKB-6635 vegyiilet hatékonyan kivédte az ouabain indukalta,
vagyis Vélhetéen DAD triggerelt aritmidkat izolalt tengerimalac szivekben, mar
Oonmagaban is érdekes és Uj eredmény (46. abra és 13. tablazat), ugyanis a korabban
vizsgalt NCX gatlo vegyiileteket (SEA-0400, KB-R7943, vagy akar ORM-10103) nem
vizsgaltak meg teljes sziven. Ez volt az els6 vizsgalat, amely kimutatta, hogy egy NCX
gatlo vegyiilet hatékonyan kivédi a farmakologiai moédon indukalt szivritmuszavarokat
egy EKG paramétereket is regisztralo (ektopias titéseket, kamrai tachycardiat és
kamrafibrillaciot) in situ aritmiamodellben Az el6z6 pontnal mar emlitettem, hogy egy
idoérendi sorrendben kés6bb folytatott kisérletsorozatban megvizsgaltunk egy masik
hatékony ¢és szelektiv NCX gatldo molekulat, az ORM-10962 vegyiiletet. Ellendriztiik az
ORM-10962 hatasat is in vivo altatott tengerimalac modellben is, és azt tapasztaltuk, hogy
az ORM-10962 eldkezelés szintén hatékonyan kivédte az ouabain indukalta
ritmuszavarokat (Kohajda, 2016).

Megjegyzés: Az NCX vizsgalat projekt megbeszélését a kovetkezo kiegészitéssel szeretném
ellatni. Az ORM-10103 vegyiilet vizsgalata 1998-2000 kozott tortént az Orion
Gyobgyszergyar szerzédéses megbizasa alapjan. Mindez azt jelenti, hogy Kisérleteink
soran még a Pogwizd és Bers altal elméleti megfontolasok alapjan megfogalmazott
hipotézis publikalasa elétt igazoltuk (Pogwizd, 2001 és 2003), hogy az ORM-10103
hatékony és igen szelektiv NCX gatloszer, és hogy az NCX gatlasa hatékonyan kivédi a
korai és utédepolarizaciok altal triggerelt aritmiakat (lasd 39., 41., 42., 43. és 45.
abrak). A kisérletes anyagbol 2000-ben dolgozatot allitottunk Ossze, amelyet a British
Journal of Pharmacology folyoiratban szerettiink volna publikalni. Sajnos a dolgozat
publikalasat az Orion Gyodgyszergyar szamunkra nem tal vilagos tizleti indokokra
hivatkozva 2000-ben nem engedélyezte. Ezutan megismételtiik a kisérletsorozatot a SEA-
0400 vegyiilettel, de ezeket a kisérleteket mar csak 2004-ben tudtuk befejezni és elészor
publikalni (Nagy, 2004), amikorra mar megjelent a Pogwizd és Bers altal (2001 és 2003)
megfogalmazott elméleti hipotézis. fgy abban a dolgozatban is, és az Gsszes azt kovetd
tovabbi NCX gatloszert ismertetd munkankban mar gy interpretaltuk eredményeinket,
hogy igazoltuk a Pogwizd hipotézist. Az Orion Gyogyszergyar végiil 2013-ban jarult hozza
az ORM-10103 vegyiilet tulajdonsagait bemutato6 els6 dolgozatunk publikalasara.
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Az NCX aram gatlasa SEA-0400 vegyiilettel szinusz ritmusos és permanens pitvarfibrillalo
betegekben

Ez a kutatasi téma valdjaban vegyesen a 3. és 4. témakorhoz is kapcsolodik, ugyanis
a vizsgalatok célja az volt, hogy tanulmanyozzuk az NCX aram szerepét permanens
pitvarfibrillacidoban. A 3. témakornél ismertetett fejezetekben részletesen targyaltam, hogy
a permanens/kronikus pitvarfibrillacié (cAF), a pitvari remodellingnek nevezett jelenség
kovetkeztében, jelentésen modositja a cAF betegek pitvari szivizomsejtjeinek elektromos
aktivitasat, amelyhez hozzatartozik az akciés potencial jelforma (rovidebb és triangulizalt
lesz), illetve szamos AP-t meghatdrozd transzmembran iondram tulajdonsagénak a
megvaltozasa is (lasd 3. abra; Dobrev, 2003). Amennyiben a pitvarfibrillacié makacsul
visszatérévé (rekurrensé) valik, a szivnek adaptalodnia kell a magas pitvari frekvencia
okozta véaltozasokhoz. Ez inditja el az elsé adaptacios remodelling format, az elektromos
remodellinget. A pitvari tachycardia a kalcium haztartas megvaltozasa révén zavarja meg
legjobban a stabil normalis pitvari elektrofiziologiai mikodést. A magas frekvencia
jelentdsen lecsokkenti a pitvari effektiv refrakter periddust, emiatt nincs elegendd idd, hogy
az akcids potencial platd és kés6i repolarizacids idGtartama miikodé forward NCX aram
eltavolitsa a citoszélban a kalcium indukalta kalcium felszabadulés jelenség (CICR) éltal
felgytilt jelentds mennyiségli intracellularis kalciumot. A pitvarok megprobalnak
adaptalodni a megvaltozott helyzethez, és kisérletes bizonyitékok allnak rendelkezésre, hogy
gyakorlatilag mar néhany oras vagy napos perzisztens AF hatasara mintegy 60-70%-al
lecsokken (downregulalédik) az L-tipust kalcium aram (lca, Sun 1998; Christ, 2005), és
feler6sodik (upregulalodik) az NCX aram (Schotten, 2003a; EI Armouche, 2006; Voigt,
2012) nagysaga. Igy probélja a szervezet mérsékelni/helyrehozni a magas pitvari frekvencia
altal indukalt Ca®*-tultelitédés okozta karosodasokat. Ez a mechanizmus inditja majd be a
pitvari remodelling kovetkez6 fazisat, amelyet kontraktilis remodellingnek neveziink, amely
soran megvaltozik (lecsdkken) a pitvari szivizomzat kontraktilis pumpafunkcioja is (Sun,
1998). A gyakorlati tapasztalat az, hogy ha beindul a kalcium homeosztazis remodellingje
is, akkor az elébb emlitett adaptacidés védekezd mechanizmus nem tudja kivédeni a
tachycardiat, aminek az eredménye az, hogy a hosszan pitvari tachycardia talajan megjelenik
és allandosul a pitvarfibrillacio is (Allessie, 2002; Schotten, 2003b). Az el6z6 fejezetben
részletesen ismertetett Pogwizd hipotézis alapjan, ennek a hatterében a CICR talajan
megjelend nettd inward aram miatt keletkezett kés6éi depolarizacios utopotencialok altal
triggerelt aritmiakat feltételezhetjiik, mint gerjeszté mechanizmust (Pogwizd, 2001 és 2003).

Mas szoval a visszatéré rekurrens, de késobb az ennek a talajan kialakulod perzisztens
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pitvarfibrillaci6 is elsésorban egy DAD alapu ritmuszavar, vagyis fenntartasaban
mindenképpen szerepet jatszhat a sériilt Ca?*-homeosztazist szabalyozo és remodellalt
(upreguldlodott) NCX aram.

Fentiek alapjan az NCX &aram szerepének a tanulmanyozasa cAF-ben fontos
vizsgélati célkitlizés. A vizsgalatokat Kovacs Péter Pal PhD hallgatom részvételével szintén
az Ursula Ravens professzor asszony vezette drezdai munkacsoporttal végeztiik ko-
operacioban. Az NCX aram gatlasara, és a human pitvari akcios potencialokon torténd
hatasanak vizsgalatara ezuttal a viszonylag szelektiv SEA-0400 (38C. abra) vegyiiletet
hasznaltuk. Amikor ez a kisérletsorozat késziilt (2010-2013) nem rendelkeztiink a kordbbi
fejezetben ismertetett egyik Orion vegyiiletnek (ORM-10103 vagy ORM-10962) sem az
ebben a projektben torténd felhaszndlasanak az engedélyével, ezért alkalmaztuk
vizsgalatainkban a SEA-0400 vegyiiletet NCX-gatloszerként.

A kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. A SEA-0400 vegyiilet nem valtoztatta meg a pitvari trabekula izmokban regisztralt
akcios potencidlok jelformdjat (41A-41B. dabrdk), a pitvari kontraktilitdst, és a pitvari

sejtekben ramp pulzusokkal (izn. Hobai és mtsai modell) regisztralt és Ni’*-szenzitiv
daramként definialt forward és rever; NCX dramot (47C. _dabra) sem SR, sem CAF
betegekbdl szarmazo pitvari mintdakon.

A SEA-0400 hatékonysagat igazolja, hogy hasonlo kisérletes felallasban a vegyiilet
lecsokkentette az NCX aramot patkany pitvari sejtekben. Mivel az NCX antiportert, a
membranpotencial és a Na* és Ca®* ionok koncentracio gradiense hatdrozza meg, az NCX
aram egy akcios potencial alatti idélefutasa meglehetésen bonyolult. Megértését néhany
szimulaciés modell segiti eld. Reverz modban az akcios potencial korai repolarizacios
szakaszaban outward aramként miikodik, amely roviditi, forward modban meg nettd
inward aramként miikodik, amely viszont nyujtja az APD-t. Mindez azt jelentené, hogy
az NCX gatlok ezzel ellentétes valtozasokat kellene okozzanak, vagyis korai fazisban
megnyulast, késoi fazisban pedig rovidiilést kellene regisztralnunk. Ezért némileg
meglepd eredményként tapasztaltuk a 47A-47B. abrakon lathato eredményeket, amelyek
azt mutatjak be, hogy a SEA-0400 még az irodalmi adatok alapjan magasnak mondhat6
10 uM-ban alkalmazva nem valtoztatta meg a pitvari akciés potencial egyetlen
paraméterét sem. Persze itt meg kell emliteniink, hogy magas koncentracidkban a SEA-
0400 vegyiilet elveszti szelektivitasat €s példaul jelentdsen gatolja az IcaL aramot (Birinyi,

2005).
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Szamos lehetséges magyarazatot lehetne taldlni, hogy miért nem tapasztaltunk
semmilyen valtozast az AP paramétereken. A magyarazatok koziil minden esetre
kizarhatjuk azt, hogy kémiai inaktivitas vagy szivrégiok kozotti eltérések okoztak ezt a
negativ eredményt, mivel elézetesen sajat ellenérz6 kontroll kisérletekben kimutattuk,
hogy a SEA-0400 sikeresen roviditette a patkany kamrai és pitvari APD-t. Ugyancsak
irodalmi adatok bizonyitottak, hogy hasonld kisérletes felallasban (AP regisztralas
standard mikroelektroda technika segitségével multicellularis preparatumokon) a SEA-
0400 aktiv vegyiiletként viselkedett kutya kamrai preparatumokon (Nagy, 2004). Mivel
nem talaltunk semmilyen technikai magyarazatot, felvetddott, hogy egy speciesbeli
sajatossag szolgaltathat magyarazatot, vagyis lehetséges, hogy a pitvari szivizomzatban
az NCX aram kevésbé fontos szerepet jatszik, mint példaul patkdnyban. Természetesen
figyelembe kell venni, hogy szamos olyan irodalmi adatot ismeriink, amely egyértelmiien
dokumentalta az NCX aramnak a permanens pitvarfibrillacioban jatszott korélettani
szerepét, ezért €Z a magyarazat nem tint kiilondsebben plauzibilisnek (Schotten, 2003b;
Voigt, 2012).

Ezért megvizsgaltuk a szer hatasat kozvetleniil az NCX aramra izolalt sejteken az
irodalomban széleskoriien hasznalt, és els6ként Hobai és mtsai altal publikalt protokoll
segitségével, amely szerint az NCX mindkét modjat (forward és reverz) ramp fesziiltség
protokollokkal aktivaltuk, és 10 mM Ni?*-szenzitiv aramként definialtuk (Hobai, 1997).
Ismereteink és irodalmi adatok alapjan ez az els¢ tanulmany, amely a nativ NCX aramot
tanulmanyozza human SR illetve cAF betegekbdl szarmazo pitvari szivizomsejtekben. A
standard fesziiltség ramp protokollal jelentés amplitudoji Ni?*-szenzitiv dramot sikeriilt
regisztralnunk mindkét (SR és cAF) tipustt human pitvari sejtekben. Kiemelendd, hogy
az NCX aram amplitad6ja magasabb volt a cAF sejtekben, mint az SR sejtekben, vagyis
a cAF hatésara vélhetéen az NCX aramot meghatarozé csatorndk upreguldlodnak.

Meglepé modon a SEA-0400 az izolalt sejteken végzett NCX arammérésekben is
hatastalannak bizonyult, ugyanis nem valtoztatta meg sem az NCX 4ram nagysagat, sem
a kinetikai tulajdonsagait (47C. abra). Ezuttal is, hogy kizarjuk a téves kisérlet
(artefaktum) lehetdségét, ellenérzé kontroll kisérletekben sikeriilt kimutatnunk, hogy
hasonlo kisérletes felallasban (Ni%®* szenzitiv NCX 4arammérés Hobai féle ramp
protokollok segitségével) a SEA-0400 hatékonyan gatolta az NCX aramot patkany pitvari
¢és kamrai szivizomsejtekben.

2. Egy masik kisérletes felallasban (iin. Hilgemann protokoll) a SEA-0400 koncentrdcio-
fiiggd modon gdtolta az NCX aramot (48A-48B. és 48D. dabrdk).
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A kisérletek igazoltdk, hogy az NCX aram amplitiddja magasabb volt a cAF
betegekbdl szarmazo mintakban, mint az ,,SR sejtekben” (48C-48E. abrak). Hogy
igazoljuk a vegylilet hatékonysagat, a Hilgemann protokoll (Hilgemann, 1992a és 1992b)
segitségével is megvizsgaltuk a SEA-0400 vegyiiletet patkany pitvari és kamrai
miocitakban is, és azt tapasztaltuk, hogy a SEA-0400 mindkét sejttipusban gatolta az
NCX aramot. Ugyanakkor azt is tapasztaltuk, hogy az NCX aram amplituddja magasabb
volt pitvari sejtekben, mint a kamrai miocitakban (48E. abra). Ezen kisérletsorozatot
azért kezdeményeztilk, mert a Hobai protokollokkal végzett eredménytelen
kisérletsorozat utan, az irodalmat is attekintve felmeriilt az a gondolat, hogy a SEA-0400
vegyiilet NCX-gatlo hatésa fligg az intracellularis natrium koncentraciotol, vagyis [Na*]i-
szenzitiv. Ezért az idézett irodalmi adatok alapjan tervezett kisérletes protokoll
segitségével magas [Na']i és zér6 mM [Na']e, illetve zér6 mM [Ca?*]e koriilmények
mellett vizsgaltuk meg az NCX aram tulajdonsagait.

Ezen specialis koriilmények kozott magas amplitidoji Ni?*-szenzitiv dramot lehetett
regisztralni akkor, amikor az extracellularis oldatot gyorsan kicseréltik egy 1 mM
[Ca?*]e-ot is tartalmazo tapoldatra. Az értékeléshez csak a csucsaramot tanulmanyoztuk,
az 1dofiggd kifejlédd tranziens aramot nem értékeltiik. Az eredeti Hilgemann
tanulmanyhoz (1992a; 1992b) hasonléan, az igy regisztralt cstucsaramot reverz NCX
aramként azonositottuk. Amint az 48C-48E. abrakon lathatjuk az NCX éaram
amplitudoja magasabb volt a cAF sejtekben, mint az SR sejtekben, ami azt jelenti, hogy
a Hilgemann protokoll kisérletes koriilményei kozott is sikeriilt igazolni a korabbi
molekularis bioldgiai vizsgalatok adatait, amelyek kimutattak, hogy az NCX aramot
meghatarozo NCX1 gén mRNS és fehérje expresszidja upregulalt CAF-ben (Schotten,
2003a; EI Armouche, 2006; Voigt, 2012).

Jelen vizsgalati koriilmények kozott a SEA-0400 mar koncentracio-fiiggd modon
gatolta a reverz NCX aramot (48C-48D. abrak) mintegy igazolva, hogy ha specialis
koriilmények kozott is, de a SEA-0400 huméan pitvari miocitakban is képes gatolni az
NCX aramot. Az a tény, hogy hem membranpotencial aktivalassal, hanem csak a [Na'];
koncentracid megemelésével (vagyis igencsak afiziologias koriilmények kozott) sikertilt
a SEA-0400 gatl6 hatasat kimutatnunk azt jelenti, hogy a szer hatdsa erésen intracellularis
[Na*]i figgd. Ezt a spekulativ hipotézist megerdsiti azon sajat észrevételiink is, hogy a
SEA-0400 a Hobai protokollal vizsgalva hatékonyan gatolta az NCX &ramot patkany
pitvari €s kamrai szivizomsejtekben, egy olyan speciesben, amelyrél ismert, hogy mar

fiziologiasan is eleve magasabb az intracellularis Na-ion szint (=17 mM; Levalle, 2014)
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mint példaul kutydban vagy emberben (= 8§ mM; Hoey 1994). Ezt a hipotézist egy a
kozelmultban megjelent tanulmany is tdmogatja, amelyet NCX1.1 expresszalt Xenopus
oocyta rendszerben végeztek. Ebben a tanulmanyban kimutattdk, hogy a SEA-0400
dozis-hatas gorbéjét legalabb fél logaritmus értékkel tolta el a magasabb érzékenység felé,
amikor a [Na*]i ion szintet 25 mM-r61 100 mM értékre emelték (Lee, 2014). Mindezt ugy
Osszegezhetjiik, hogy annak ellenére, hogy az NCX aram magasabb cAF betegekben,
mint SR-ben, a SEA-0400 csak magas intracellularis Na*-szint jelenlétében gatolja az
NCX aramot.

3. Az, hogy az NCX modulatorok lehetséges antiaritmids szerek a korabbi fejezetekben
mar kimutattam és részletesen targyaltam az ORM-10103 és GYKB-6635 vegyiiletek
vizsgalata kapcsan, amikor kiilon kitértem, hogy az NCX gatlok minden olyan kamrai és
pitvari ritmuszavarok kivédésére potencialisan alkalmasak lehetnek, amelyek a DAD

talajan keletkeznek, ezért itt nem diszkutalom tovabb.

Eredményeinket ugy foglalhatjuk Ossze, hogy igazoltuk: i) az NCX &ram
egyértelmiien expresszalt az emberi pitvari szivizomzatban, és amplitiddja magasabb volt a
cAF, mint a SR betegekbdl szarmazd mintakban; ii) annak ellenére, hogy az NCX éaram
magasabb cAF betegekben, mint SR-ben, a SEA-0400 gatl6 hatasa intracellularis natrium
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 kiilonbozé emldsszivekbol (ember és Kkutya) szarmazé kamrai
preparatumokon. Megallapitottuk, hogy az Ikr aram szelektiv gatlasa jelentdsen és forditott
frekvenciafiiggd mdodon nyujtja meg valamennyi vizsgalt speciesben az akcios potencial
idotartamat (APD) és ennek megfeleléen az effektiv refrakter periodust, amib6l arra
kovetkeztetiink, hogy az Ikr a legfontosabb repolarizalé kamrai kaliumaram. Ez a reverz
frekvenciafiiggé megnyujté tulajdonsag okozza az Ikr gatloszerekre jellemzd proaritmias
hatasokat, mint amilyen példaul a korai utédepolarizécios potencidl (EAD) szubsztratumra
éplild, életet veszélyeztetd polimorf kamrai Torsades de Pointes tipusa aritmia is. Az lks
ezzel szemben és a varakozasokkal ellentétben csak csekély mértékben nyujtotta meg az
APD-t, ami azt jelenti, hogy az Iks csak kis mértékben jarul hozza kozvetleniil a normal
kamrai repolarizacibhoz. Amennyiben az akcios potencidlt (AP) elézetesen mesterségesen
(farmakologiailag) megnyujtottuk, az Ixs &ram gatladsa mar jelentds repolarizacié megnyulést
eredményezett. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy az Iks egy fontos tartalék dram szerepét

jatssza, ami segithet megvédeni az akcids potencialt a karos, talzott megnyulastol.

2. Az el6z6 vizsgalatot tovabbi repolarizald aramokra is kiterjesztve (Iki, |w)
megallapitottuk, hogy kutya, illetve emberi kamrai szivizmon egyféle tipusu kalium csatorna
szelektiv gatlasa onmagaban extrém APD megnyulast nem eredményez. Ha az Ik1 vagy lks
aramot eldzetesen, példaul szelektiv Ikr gatlassal eldidézett megnytjtott AP-on mértiik,
mindannyiszor extrém, sOt potencialisan aritmogén korai utodepolarizaci6 (EAD)
megnyulést tapasztaltunk. Ez valdsziniileg annak a kovetkezménye, hogy a kiilonb6zd
kalium csatornak képesek helyettesiteni és/vagy kiegésziteni egymas mitkodését. A kutya és
a human kamrai szivizomsejtek repolarizacidja talbiztositott, vagyis erds ,,repolarizdacios
tartalékkal” rendelkeznek. Amikor ez a repolarizécios tartalék valamilyen oknal fogva sériil
(gyogyszerhatas, szivbetegség okozta ,,remodelling”, fokozott szimpatikus aktivitas,
genetikai rendellenesség, stb.) az egyébként csekély vagy mérsékelt kalium csatorna gatlas
i1s okozhat mar erdteljes és potencialisan proaritmids kamrai akcios potencial megnyulast.
Az olyan gyogyszerek alkalmazasa, amelyek egyszerre tobb kalium csatornat is gatolnak,
feltehetden veszélyesebbek lehetnek, mint egyetlen adott specifikus kalium csatornat gatld

szer haszndlata. A gyogyszerek lehetséges QT intervallum ndveld hatdsdnak vizsgalatara

150



dc_1497 1

7
MTA doktori értekezés Jost Norbert Laszlo

vonatkozo teszteket (példaul hERG vizsgalatok high-troughput rendszerekkel) érdemesnek
tlnik atértékelni, és a kiillonbozd 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 ) hétterében 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
akcios potencial id6tartamnak a rovidiiléséhez. Ez egyben azt is jelenti, hogy az Ik ach aram
modulalasa (példaul gatlasa) fontos gyogyszertamadasi pont (;,drug target”) lehet AF-ben

alkalmazhat6, proaritmia-mentes antiaritmias gyogyszerek kifejlesztéséhez.

4. Sajat fejlesztést tachypacelt AF kutyamodellben kimutattuk, hogy a pitvari l aram a
lassi inaktivacios kinetika miatt a pitvari szivizomsejtekben jelentdsebb mértékben
hozzajarulhat a késoi repolarizacidhoz, mint amilyet a kamrai szivizomsejtekben kimutattak.
A konstitutiv Ik ach megjelenése bizonyitja, hogy AF kutyamodelliinkben a pitvari
elektromos remodelling kialakult. A ligandfiiggd és konstitutivan aktiv Ikach aramok
egylittesen feltehetden fontos szerepet jatszanak (legaldbbis kutyaban) az AF-re jellemzd
haromszog alaku, a fiziologidsnal is rvidebb akciospotencial-jelforma kialakitasaban. A
ligand és ligandfiiggetlen (konstitutiven aktiv) Ik ach &ram 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 idétartama alatt. Mindez azt jelenti, hogy az AP ciklushossz fiiggd

valtozasai nem befolyasoljak az lkr és Ik aram ciklushossz-fiiggd tulajdonsagait.

6. lgazoltuk, hogy az RL-3 racém vegyiilet két optikai enantiomerje valdoban ellentétes
hat4ssal modulalja az Ixs aramot. A jobbra forgatdé ZS 1270B vegyiilet az Ixs dram hatékony
aktivatora, mig a balra forgatd enantiomer ZS 1271B pedig hatékonyan géatolja az Iks
aramot. A két optikai enantiomer raadasul hasonlo koncentracid tartomanyban rendelkezik
ezzel az ellentétes hatassal. A jobbra forgatd €s Iks -aram aktivald 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 aktivalé enantiomer molekula
(ZS_1270B) alkalmas tesztvegyiilet annak az ellenérzésére, hogy az Iks aktivatorok valoban
antiaritmids szerek lehetnek olyan ritmuszavarokban, amelyek a megnyult akcios

potencidlok talajan erednek (példadul EAD altal triggerelt aritmiak).

7. Az Iy aram DCM-es betegekbdl szarmazo szivekbdl izolalt miocitadkban mind inward,
mind outward tartomanyban nagyobb amplitiddval rendelkezik, mint az egészséges kontroll
szivekbdl szarmazd emberek szivébdl izolalt szivizomsejtekben, vagyis az aram jelentdsen
feliilszabalyozodik  (,,upreguldalodik™). Immunfluoreszeencia kisérleteink egyértelmiien
igazoljak, hogy egyértelmii ko-lokalizaciéo mutathat6 ki a Kir2.1 és SAP97, illetve a Kir2.2
és 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 gyogyszertdmadaspontok

lehetnek a cardiomiopatia kezelésében.

Kardiovaszkularis farmakologiai jellegii vizsgalatok:

8. Igazoltuk, hogy mas speciesek (példaul kutya és patkdny) pitvari és kamrai
szivizomzatban hatékony NCX gatloszer, a SEA-0400 vegylilet nem valtoztatta meg a
szinuszritmusban €és permanens pitvarfibrillacioban szenvedd betegek szivébdl szarmazd
human pitvari trabekula izmokban regisztralt akcids potencialok jelformajat, a pitvari
kontraktilitast, és a pitvari sejtekben ramp pulzusokkal regisztralt és Ni?*-szenzitiv dramként
definialt forward és reverz NCX aramot. Egy masik kisérletes felallasban a SEA-0400
koncentracio fliggd modon gatolta az NCX aramot, A kisérletek igazoltak, hogy az NCX
aram amplituddja magasabb volt a cCAF mint a SR betegekbdl szarmaz6 mintdkban. Ez a
kisérletes megkdzelités azt is igazolta, hogy annak ellenére, hogy az NCX aram magasabb
CAF betegekben mint SR-ben, a SEA-0400 gatlo hatasa intracellularis natrium koncentraciod
fiiggd, vagyis konkrétan csak magas intracellularis Na*-szint jelenlétében gatolja az NCX

aramot.

9. In vitro elektrofiziologiai modszerekkel (standard mikroelektroda és patch-clamp
technikak) megvizsgaltunk szdmos 11j potencialis antiaritmids hatdsunak tervezett molekulat.
Megallapitottuk, hogy a GYKI-16638 és KC-8857 (tedisamil) kodjelt vegyiiletek kiilonb6z6

csatornakra kifejtett hatasuk révén kombinalt multicsatornagatlo (Ina, lkr, lks, lto) 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 leginkabb hasznalt leghatékonyabb
gyakorlatilag proaritmia-mentes antiaritmias gyogyszer, viszont a jod jelenléte miatt szamos
extrakardialis mellékhatdsa miatt korlatozott az alkalmazhatésaga. 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 jellemzd
extrakardialis mellékhatasokkal, ezért feltétlen javasoltuk a fejlesztés tovabbi fazisaiban

torténd vizsgalatat.

11. In vitro elektrofiziologiai moddszerekkel terapias koncentracioban nyulmodellben
megvizsgaltam harom régota alkalmazott I/A osztalya antiaritmias gyogyszer (disopyramid,
kinidin ¢és prokainamid) hatasait a kilonb6zé repolarizaldé kaliumaramokra.
Megallapitottam, hogy bar valamennyien a Vaughan Williams féle klasszifikacié szerinti
I/A csoportba tartoznak, mégis eltérd6 modon gatoljak a kiilonbozé K*-aramokat. Ez

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

12. Kutya kamrai preparatumokban igazoltuk, hogy két Gjonnan szintetizalt szer, az ORM-
10103 és GYKB-6635 vegyliletek koncentracio-fliggd modon gatoljak az NCX dramot mind
forward mind rezerv médban. Mivel a két vegyiilet NCX-gatl6 hatasa magasan szelektivnek
is bizonyult, ezért mindkét szer alkalmas, hogy farmakologiai dgensként haszndlva,
megvizsgalhassuk az NCX aram szerepét a sziv elektrofiziologiai hatdsaira. A két vegyiiletet
hasznalva igazoltuk, hogy: i) a szelektiv NCX gatlas alacsony, normal és magas
frekvenciakon is megvizsgalva, nem valtoztatja meg a kamrai akciés potencidl jelformat €s
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)

Mint a Preambulumban is kifejtettem, MTA doktori értekezésem témaja a
Magyarorszagon, ¢és a vilag fejlettebb orszagaiban is egyarant vezetd haldlokokként
azonositott betegségcsoport lekiizdése céljabol elkésziilt mintegy 23 éves kardiovaszkularis
farmakoldgiai munkam Osszegzése. 1995-ben a SWORD tanulmény kudarcait ismertetd
évben kertiltem a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetébe.
A SWORD ¢és az, azt megel6z6 CAST I-II tanulmanyok egyiittes kudarca miatt Szorult
vissza a konzervativ gyogyszeres terapiara épiil6 kardiologiai terapia alkalmazasa. Az a tény,
hogy két jelentds antiaritmias hatas is (I és IlI-as osztalyu szerek) is a ,.tiltott” zonaba kertilt
szinte megbénitotta a szivritmuszavarokat addig els6sorban gyogyszerrel kezel6 kardioldgus
szakorvosok munkajat. Ugyanakkor ujult erével indultak be az akadémiai és innovativ
gyogyszerfejlesztd kutatomiihelyekben az 01 tipust antiaritmids szerek kifejlesztése céljabol
végzett alap ¢s alkalmazott kutatasok. A kardiovaszkularis antiaritmias kutatasok célpontja
eltolodott a hatékony gyogyszerek azonositasa iranyabol a biztonsagosan, az un. ,,safety
pharmacology”elvek alapjan alkalmazhato szerek iranyaba.

Ebbe a munkaba kapcsoldodtam 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 fejlesztd 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) okozo6 olyan ritmuszavarok héatterében,
mint a példaul a Torsades de Pointes aritmiak. Szintén a kétezres években kezdtiik megérteni
a kiilonbozo 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 U 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).

-a kalcium homeosztazis zavarait csdkkentd szerek, vagyis eleinte a Ca?*-csatorna

gatlo, de késoébb kiilondsen a natrium-kalcium cseremechanizmust (NCX) gatlé szerek.
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A mi kutatocsoportunk is mindharom iranyvonalban elinditott és folytatott egyarant

alap és alkalmazott (konkrétan innovativ) kutatasokat. 1995-ben elkezd6dott tudomanyos

munkam soran magam is részt vettem ebben a kutatdmunkaban, és a mintegy 180 oldalas

MTA doktori értekezésemben ezeket mutattam be, mintegy ,,honnan indultam el 1995-ben,

¢s hova érkeztem 2018-ban” formaban. Zarogondolatként a kovetkezéképpen foglalhatnam

0ssze eredményeimet:

1. Az Iks gatldo 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 lks gatlas nem nyujtja meg az repolarizaciot (QTc/APDgo), ezért
nem alkalmazhatoak reverz frekvenciafiiggetlen I1I-as tipust antiaritmias szerként. Ezen
vizsgalatok elvégzésekor azonositottuk a repolarizacidos tartalék fogalmat, &s
megvilagitottuk, hogy: 1) milyen cellularis mechanizmusok biztositjak a kamrai
repolarizaciot; ii) milyen kiilsé vagy bels6 tényezok illetve koriilmények kozott gyengiil
meg vagy omlik Ossze a repolarizacios tartalék, amelynek eredményképpen Torsades de
Pointes aritmidk keletkeznek. Igazoltuk, hogy az Iks aram ennek a repolarizacios
tartaléknak a legfontosabb eleme (,,key player”), és nemhogy gatolni, hanem inkabb

erOsiteni (Iks aktivatorok) kell, hogy kivédjik az aritmidkat. Ezen munkdkat tobb

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

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

mint 450 fiiggetlen idézetet hoztak, harom Editorial (szerkesztdi méltatds) is érkezett.

Elmondhato, hogy a repolarizacios tartalék fogalmat ma tigy 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

részeSiiltem a Sanofi-Aventis szakmai kutatasi dijaban.

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

jelentds sikert elérd (pitvarfibrillacio kezelésére javallott) gydgyszerként robbant be a
CAST/SWORD idészak utani elveknek is megfelelni akaro tjonnan kifejlesztett innovativ
antiaritmids szerek palettajaba. Tény, hogy a kezdeti biztat6 sikerek utan tobb klinikai
vizsgalat kimutatta néhany sulyos hidnyossagat is, ezért klinikai alkalmazasa az utobbi 3
évben megjelent AHA és ESC Guideline-ok alapjan visszaszorulni latszik. A dronedaron
elektrofizioldgiai profiljat bemutato dolgozatunk szintén D1-es lapban (Br J Pharmacol)

jelent meg, és mar kozel 100 fiiggetlen idézetet kapott.
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3.Szamos Uj antiaritmids hatast gyogyszerjelolt vegylilet fejlesztésében és preklinikai
jellegli elektrofiziologiai vizsgalataban vettem részt, amelyek elsdsorban szintén a
multichannel-amiodaronszeri fejlesztési elvhez kapcsolédnak. Ezek koziil kiemelend6 az

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

mindositésu tudomdnyos folydiratban megjelent dolgozatokban publikdltuk.

4.Uj fejlesztésti szelektiv és hatékony NCX gatlo molekulak segitségével egyértelmiien
igazoltuk, a korabban Pogwizd ¢és Bers (2001) altal empirikus szamitasok alapjan felvetett
hipotézist, hogy az NCX gatlas rendelkezik azzal a képességgel, hogy bizonyos
aritmiafajtdkban csokkentse az aritmogén triggerként funkcionald korai- ¢és
utddepolarizacios potencialokat (EAD és DAD). Az ORM-10103 NCX gdtlészer
tulajdonsdgait bemutaté D1 mindsitésii lapban (Br J Pharmacol) megjelent dolgozatunkat

szintén Editorialban méltattdk, 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 els6 kardioaktiv (antiaritmias) szerek.

5. Végezetiil, mintegy a harom elébb emlitett fejlesztési utvonalat szintetizalo fliggetlen
kutatasi témaként meg Kkell, hogy emlitsem a pitvarfibrillacié (AF) témakorben végzett
kutatasi eredményeimet iS. Drezdai kollaboraciés munkatarsaimmal egyiitt egyértelmien
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 elvaltozdsokban, és ennek kovetkeztében az AF
fennmaradasaban, ami felvetette azt a gondolatot, hogy gatlasa antiaritmias
gyogyszertamadaspont lehet. Késébb, egy kiilon munkaban kisérletesen igazoltuk, hogy
az lkach gatlasa hatékonyan kivédi a pitvarfibrillaciot. A témdabdl publikalt 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. Jelent6s, nemzetk6zi szinten is jegyzett

eredményeket sikeriilt elérnem és publikalnom. Munkam soran négy sikeresen védett

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

nemzetkézi tudomanyos projekt témavezetését lattam el, amelynek 6sszkoltségvetése 300

millio Ft felett volt.
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exchanger inhibitor GYKB-6635 in canine and guinea pig hearts. Can J Physiol Pharmacol,
94:1090-1101, 2016.

Scimago: Q2 Impact factor (2016): 1.822 Citaciok szama:0

15. Christ T, Kovacs PP, Acsai K, Knaut M, Eschenhagen T, Jost N, Varro A, Wettwer E,
Ravens U. Block of Na*/Ca?* exchanger by SEA0400 in human right atrial preparations from
patients in sinus rhythm and in atrial fibrillation. Eur J Pharmacol, 788:286-293, 2016.
Scimago: Q2 Impact factor (2016): 2.896 Citaciok szama:4

16. Kohajda Z, Kristof A, Horvath A, Juhasz V, Saghy L, Virag L, Baczko |, Fazekas T, Varrd
A, Jost N. Repolarizalo kaliumaramok tulajdonsagainak vizsgéalata szinuszritmusu és
pitvarfibrillalé kutyakbol izolalt pitvari szivizomsejteken. Cardiol Hung, 47: G29-G39, 2017.
Scimago: - Impact factor (2017): - Citaciok szama:-

Osszefoglal6 (review) kizlemények és konyvek illetve kinyvfejezetek

1. Jost N, Papp J.Gy, Varro A. Slow delayed rectifier potassium current (Iks) and the
repolarization reserve (felkért review). Ann Noninvas Electro, 12:64-78, 2007.
Scimago: Q2 Impact factor (2007): 1.151 Citaciok szama:49

2. Pitvarfibrillacio. A szivizomsejttol a betegagyig (monogrdfia szerk. Fazekas T, Bogats G,
Csanadi Z, Jost N, Lorincz I), 556 oldal, Medicina Kiado, 2010; ISBN: 978-963-226-303-8.

3. Jost N, Fazekas T. Pitvari (elektromos, kontraktilis és strukturalis) remodelling. In.
Pitvarfibrillacid. A szivizomsejttdl a betegagyig (szerk. Fazekas T, Bogats G, Csanadi Z,
Jost N, Lérincz I). pp. 91-138, Medicina Kiado, 2010.9+55

4. Jost N, Fazekas T. A pitvarfibrillacié genetikéja. In. Pitvarfibrillacio. A szivizomsejttdl a
betegagyig (szerk. Fazekas T, Bogats G, Csanddi Z, Jost N, Lorincz I). pp. 139-157,
Medicina Kiado, 2010.

5. Jost N, Kohajda Zs, Kristof A, Kovacs PP, Husti Z, Juhasz V, Kiss L, Varrd A, Virag L,
Baczko 1. Atrial remodelling and novel pharmacological strategies for antiarrhythmic
therapy in atrial fibrillation (mdshol még nem kozolt sajdt eredeti adatokkal kiegészitett
review). Curr Med Chem, 18:3675-3694, 2011.

Scimago: D1 Impact factor (2011): 4.859 Citaciok: 8
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6. Kohajda Z, Kristof A, Corici C, Virag L, Muntean DM, Varr6 A, Jost N. Novel
pharmacological strategies for antiarrhythmic therapy in atrial fibrillation. In Treatment
Strategies in Cardiology (Ed. Laura Hajba; ebook), Vol 3, Issue 2, pp. 50-55, 2011, Publisher
Cambridge Research Centre, London, UK.

7. Jost N, Muntean DM, Christ T. Cardiac Arrhythmias: Introduction, Electrophysiology of
the Heart, Action Potential and Membrane Currents. in Pathophysiology and
Pharmacotherapy of Cardiovascular Disease. Eds. Jagadeesh G, Balakumar P, Maungh-U
K, pp 977-1002, 2015, ISBN: 978-3-319-15960-7, doi: 10.1007/978-3-319-15961-4_46.

8. Christ T, Pecha S, Jost N. Treatment of Atrial Fibrillation and Atrial Flutter. in
Pathophysiology and Pharmacotherapy of Cardiovascular Disease. Eds. Jagadeesh G,
Balakumar P, Maungh-U K, pp 977-1002, 2015, ISBN: 978-3-319-15960-7, doi:
10.1007/978-3-319-15961-4 50.

9. Varré A, Virag L, Jost N. A lassu késéi egyeniranyit6 kaliumaram (Iks) és a repolarizacios
rezerv kutatdsnak két évtizede a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetben (review). Cardiol Hung, 47:G47-G55, 2017.

Scimago: - Impact factor (2017): - Citaciok szama:-

A dolgozat alapjat képezoé kozlemények osszesitett impakt faktora 68.891 (az eredeti
kozleményeké 62.881, az osszefoglaloké 6.01)
Ezekre a kozleményekre torténo osszes fiiggetlen hivatkozas (SCI és Scopus): 814

Az értekezés témajahoz kapcsolodé (de nem bemutatott) eredeti és osszefoglalé (review)
kozlemények (SCI szerinti impakt faktor és fiiggetlen idézetek szamaval megadva)

1. Balati B, lost N, Simon J, Varr6 A, Papp JGy. Analysis of the electrophysiological effects
of ambasilide, a new antiarrhythmic agent, in canine isolated ventricular muscle and Purkinje
fibres. Gen Pharmacol, 34:85-93, 2000.

Scimago: Q2 Impact factor (2000): 1.140 Citaciok szama: 6

2. Takacs J, lost N, Lengyel C, Virag L, Nesic TM, Varré A, Papp JGy. Multiple amiodarone
like cellular electrophysiological effects of azimilide in canine cardiac preparations. Eur J
Pharmacol, 470:163-170, 2003.

Scimago: Q2 Impact factor (2003): 2.352 Citaciok szama: 8

3. Varro A, Biliczki P, lost N, Virag L, Hala O, Kovacs P, Matyus P Papp JGy. Theoretical
possibilities for the development of novel antiarrhythmic drugs (review). Curr Med Chem,
11:1-11, 2004.

Scimago: D1 Impact factor (2004): 4.382 Citaciok szama: 37

4. Barandi L, Virag L, Jost N, Horvath Z, Koncz I, Papp R, Harmati G, Horvath B,
Szentandrassy N, Banyasz T, Magyar J, Zaza A, Varr6 A, Nanasi PP. Reverse rate-
dependent changes are determined by baseline action potential duration in mammalian and
human ventricular preparations. Bas Res Cardiol, 105(3):315-23, 2010.

Scimago: D1 Impact factor (2010): 6.128 Citacidk szama: 22

5. Sz¢él T, Koncz I, Jost N, Baczkoé I, Husti Z, Virag L, Bussek A, Wettwer E, Ravens U,
Papp JGy, Varré A. Class I/B antiarrhythmic property of ranolazine, a novel antianginal
agent, in dog and human cardiac preparations. Eur J Pharmacol, 668:419-426, 2011.
Scimago: Q1 Impact factor (2011): 2.516 Citacidk szama: 19

6. Koncz I, Sz¢&1 T, Bitay M, Cerbai E, Fiilop F, Jost N, Virag L, Orvos P, Talosi L, Kristof
A, Baczké I, Papp JGy, Varr6 A. Electrophysiological effects of ivabradine in dog and human
cardiac preparations: potential antiarrhythmic actions. Eur J Pharmacol, 668:419-426, 2011.
Scimago: Q1 Impact factor (2011): 2.516 Citaciok szama: 25
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7. Pueyo E, Corrias A, Virag L, Jost N, Sz¢él T, Varré A, Szentandrassy N, Nanasi PP,
Burrage K, Rodriguez B. A multiscale investigation of repolarization variability and its role
in cardiac arrhythmogenesis. Biophys J, 101:2892-2902, 2011.

Scimago: D1 Impact factor (2011): 3.653 Citaciok szama: 35

8. Lengyel Cs. Virag L, Kovacs PP, Kristo6f A, Pacher P, Kocsis E, Koltay ZM, Nénasi PP,
Toth M, Kecskeméti V, Papp JGy, Varrd A, Jost N. Role of slow delayed rectifier K*-
current in QT prolongation in the alloxan-induced diabetic rabbit heart. Acta Physiologica,
192:359-368, 2008.

Scimago: Q2 Impact factor (2008): 2.455 Citaciok szama: 27

9. Kristof A, Husti Z, Koncz 1, Kohajda Z, Sz¢l T, Juhasz V, Biliczki P, Jost N, Baczko 1,
Papp JGy, Varr6 A, Virag L. Diclofenac prolongs repolarization in ventricular muscle with
impaired repolarization reserve. PLoS ONE 7(12): 53255, 2012.

Scimago: D1 Impact factor (2012): 3.730 Citaciok szama: 3

10. Ford J, Milnes J, Wettwer E, Christ T, Rogers M, Sutton K, Madge D, Virag L, Jost N,
Horvath Z, Matschke K, Varro A, Ravens U. Human electrophysiological and
pharmacological properties of XEN-D0101: A novel atrial Selective Kv1.5/lkyr inhibitor.

J Cardiovasc Pharmacol, 61:408-415, 2013.

Scimago: Q2 Impact factor (2013): 2.111 Citaciok szama: 28

11. Muntean DM, Kohajda, Fazekas T, Jost N. Atrial remodeling in permanent atrial
fibrillation: Mechanisms and pharmacological implications. J Clin & Exp Cardiol, 4:273,
doi: 10.4172/2155-9880.1000273, 2013

Scimago: Q4 Impact factor (2013): - Citaciok szama: 1

12. Muntean DM, Kiss L, Jost N, Baczké 1. ATP-sensitive potassium channel modulators
and cardiac arrhythmias: an update (review). Curr Pharm Design, 21(8):1091-1102, 2015.
Scimago: Q1 Impact factor (2015): 3.052 Citaciok szama: 2

13. Baczké 1, Jost N, Virag L, Bésze Zs, Varr6 A. Rabbit models as tools for preclinical
cardiac electrophysiological safety testing: importance of repolarization reserve (review
sajat adatokkal). Prog Biophys Mol Biol, 121(2):157-168, 2016.

Scimago: Q1 Impact factor (2016): 3.227 Citaciok szama: 6

14. Kohajda Zs. Farkas-Morvay N, Jost N, Nagy N, Geramipour A, Horvath A, Varga RS,
Hornyik T, Corici C, Acsai K, Horvath B, Prorok J, Ordég B, Déri Sz, Levijoki J, Pollesello P,
Koskelainen T, Otsomaa L, Téth A, Baczko I, Lepran I, Nanasi PP, Papp JGy, Varr6 A, Viradg
L. The effect of a novel highly selective inhibitor of the sodium/calcium exchanger (NCX) on
cardiac arrhythmias in in vitro and in vivo experiments. PLoS One, 11(11): 0166041, 2016.
Scimago: D1 Impact factor (2015): 2.806 Citaciok szama: 7

15. Oravecz K, Kormos A, Gruber A, Marton Z, Kohajda Z, Mirzaei L, Jost N, Levijoki J,
Pollesello P, Koskelainen T, Otsomaa L, Toth A, Papp JG, Nanasi PP, Antoons G, Varro6 A,
Acsai K, Nagy N. Inotropic effect of NCX inhibition depends on the relative activity of the
reverse NCX assessed by a novel inhibitor ORM-10962 on canine ventricular myocytes. Eur
J Pharmacol, 818:278-286, 2018.

Scimago: Q2 Impact factor (2017): 3.040 Citaciok szama: -

Az értekezés témajahoz nem kapcsolodé eredeti és osszefoglalé (review) kozlemények,
konyvfejezetek illetve monografia szerkesztések
(SCI szerinti impakt faktor és fiiggetlen idézetek szamaval megadva)

Eredeti és review kozlemények
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PhD értekezés megvédese elott:

1. Kovacs 1, lost N, Solymosi F. Thermal and photo-induced dissociation of (C2H5)2Zn to
yield C2H5 on the Pd(100) surface. J Chem Phys, 101:4236-4247,1994.
Scimago: Q1 Impact factor (1994): 3.635 Citaciok szama: 7

2. lost N, Virag L, Opincariu M, Szécsi J, Varrd A, Papp JGy. Delayed rectifier potassium
current in undiseased human ventricular myocytes. Cardiovasc Res, 40:508-515, 1998.
Scimago: D1 Impact factor (1998): 2.996 Citaciok szama: 58

3. Virag L, Fazekas T, lost N, Varro A, Berlin KD, Scherlag B, Lazzara JR, Papp JGy. Effect
of GLG-V-13, a class Il antiarrhythmic agent, on potassium currents in rabbit ventricular
myocytes. Life Sciences, 66: PL253-PL258, 2000.

Scimago: Q1 Impact factor (2000): 1.808 Citaciok szama: 5

4. Varro A, Balati B, lost N, Takécs J, Virag L, Lathrop DA, Lengyel C, Télosi L, Papp JGy.
The role of the delayed rectifier component lIks in dog ventricular muscle and Purkinje fibre
repolarization. J Physiol (London), 523:67-81, 2000.

Scimago: D1 Impact factor (2000): 4.455 Citaciok szama: 149

PhD értekezés megvédése utan:

5. Magyar J, lost N, Kortvély A, Banyasz T, Virag L, Szigligeti P, Varrd A, Opincariu M,
Szécsi J, Papp JG, Nanasi PP. Effects of endothelin-1 on calcium and potassium currents in
undiseased human ventricular myocytes. Pfliigers Archiv, 441:144-149, 2000.

Scimago: Q1 Impact factor (2000): 2.203 Citaciok szama: 51

6. Baczkoé 1, El-Reyani NE, Farkas A, Virag L, lost N, Lepran I, Matyus P, Varrd A, Papp
JGy. Antiarrhythmic and electrophysiological effects of GYKI-16638, a novel N-
(phenoxyalkyl)-N-phenylalkylamine, in rabbits. Eur J Pharmacol, 404:181-190, 2000.
Scimago: Q2 Impact factor (2000): 2.236 Citaciok szama: 5

7. Lengyel Cs, lost N., Virag L, Varro A, Lathrop DA, Papp JGy. Pharmacological block of
the slow component of the outward delayed rectifier current (Iks) fails to lengthen rabbit
ventricular muscle QTc and action potential duration. Br J Pharmacol, 132:101-110, 2001.
Scimago: D1 Impact factor (2001): 3.502 Citaciok szama: 75

8. Virag L, lost N, Opincariu M, Szolnoky J, Szécsi J, Bogats G, Szenohradszky P, Varro
A, Papp JGy. The slow component of the delayed rectifier potassium current in undiseased
human ventricular myocytes. Cardiovasc Res, 49:790-797, 2001.

Scimago: D1 Impact factor (2001): 4.552 Citaciok szama: 75

9. Lengyel Cs, Horvath Cs, Biliczki P, Dézsi L, Németh M, lost N, Virdg L, Télosi L, Papp
JGy, Varro A. Effect of a neuroprotective drug, eliprodil on cardiac repolarization:
importance of the decreased repolarisation reserve in the development of proarrhythmic risk.
Br J Pharmacol, 143:152-158, 2004.

Scimago: D1 Impact factor (2004): 3.325 Citacidk szama: 9

10. Biliczki P, Acsai K, Virag L, Talosi L, Jost N, Biliczki A, Papp JGy, Varrd A. Cellular
electrophysiological effect of terikalant in the dog heart. Eur J Pharmacol, 510:161-166, 2005.
Scimago: Q2 Impact factor (2005): 2.477 Citaciok szama: 3

11. Cotella D, Jost N, Darna M, Ravens U, Wettwer E. Silencing the cardiac potassium
channel Kv4.3 by RNA interference in a CHO expression system. Biochem Biophys Res
Commun, 330:555-560, 2005.

Scimago: Q1 Impact factor (2005): 3.00 Citacidk szama: 2
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12. Radicke S, Cotella D, Graf EM, Banse U, Jost N, Varro A, Tseng GN, Ravens U, Wettwer
E. Functional modulation of the transient outward current I, by KCNE B-subunits and regional
distribution in human non-failing and failing hearts. Cardiovasc Res, 71:695-703, 2006.
Scimago: D1 Impact factor (2006): 5.826 Citaciok szama: 90

13. Lengyel C, Virag L, Bir6 T, Jost N, Magyar J, Biliczki P, Kocsis E, Skoumal R, Nanasi
PP, Toth M, Kecskeméti V, Papp JGy, Varré A. Diabetes mellitus attenuates the repolarization
reserve in mammalian heart. Cardiovasc Res, 73:512-520, 2007.

Scimago: D1 Impact factor (2007): 6.127 Citaciok szama: 48

14. Prorok J, Kovécs PP, Kristof AA, Nagy N, Tombacz D, Téth JS, Ordog B, Jost N, Virag
L, Papp JG, Varrd A, Toth A, Boldogkoi Z. Herpesvirus — mediated delivery of a genetically
encoded fluorescent Ca?* sensor to canine cardiomyomyocytes. J Biomed Biotechnol, Vol.
2009, Article ID 361795, doi:10.1155/2009/361795, 2009.

Scimago: - Impact factor (2009): 1.750 Citaciok szama: 3

15. Virag L, Jost N, Papp R, Koncz I, Kristof A, Kohajda Z, Harmati G, Carbonell-Pascual
B, Ferrero JM Jr, Papp JG, Nanasi PP, Varré A. Analysis of the contribution of It to
repolarization in canine ventricular myocardium. Br J Pharmacol, 164:93-105, 2011.
Scimago: D1 Impact factor (2011): 4.409 Citaciok szama: 7

16. Mozos I, Hancu M, Jost N. Isointegral body surface maps and left ventricular
hypertrophy in post-infarction heart failure patients. Acta Physiol Hung, 99:18-24, 2012.
Scimago: - Impact factor (2012): 0.882 Citaciok szama:-

17. Nagy N, Acsai K, Kormos A, Sebok Zs, Farkas AS, Jost N, Nanasi PP, Papp JGy, Varré
A, Toth A. [Ca®*]i-induced augmentation of the inward rectifier potassium current (Ikz) in
canine and human ventricular myocardium. Pfliigers Archiv, 465:1621-1635, 2013.
Scimago: Q1 Impact factor (2013): 3.073 Citaciok szama: 15

18. Orddg B, Hategan L, Kovacs M, Seprényi G, Kohajda Z, Nagy I, Hegediis Z, Kornyei
L, Jost N, Katona M, Szekeres M, Forster T, Papp JGy, Varré A, Sepp R. Identification and
functional characterisation of a novel KCNJ2 mutation, VAL302DEL, causing Andresen-
Tawill syndrome. Can J Physiol Pharmacol, 93:569-579, 2015.

Scimago: Q2 Impact factor (2015): 1.704 Citaciok szama: 1

19. Nagy N, Szél T, Jost N, Toth A, Papp JGy, Varré A. Novel experimental results in
human cardiac electrophysiology: measurement of Purkinje fibre action potential from
undiseased human heart. Can J Physiol Pharmacol, 93:803-810, 2015.

Scimago: Q2 Impact factor (2015): 1.704 Citaciok szama: 2

20. Petrus A, Duicu OM, Sturza A, Noveanu L, Kiss L, Danila M, Baczko I, Muntean DM,
Jost N. Modulation of mitochondrial respiratory function and ROS production by novel
benzopyran analogues. Can J Physiol Pharmacol, 98:811-818, 2015.

Scimago: Q2 Impact factor (2015): 1.704 Citaciok szama: 3

21. Pueyo E, Dangerfield CE, Britton OJ, Virag L, Kistamas K, Szentandrassy N, Jost N,
Varr6 A, Nanasi PP, Burrage K, Rodriguez B. Experimentally-Based computational
investigation into beat-to-beat variability in ventricular repolarization and its response to
ionic current inhibition. PLoS ONE 11(3): e0151461, 2016.

Scimago: D1 Impact factor (2015): 2.806 Citaciok szama: 7

22. Major P, Baczko¢ I, Hiripi L, Odening KE, Juhasz V, Kohajda Z, Horvath A, Seprényi G,
Kovécs M, Virag L, Jost N, Prorok J, Ordég B, Doleschall Z, Nattel S, Varro A, Bésze Z. A
novel transgenic rabbit model with reduced repolarization reserve: long QT syndrome caused
by a dominant-negative mutation of KCNE1 gene. Br J Pharmacol, 173:2046-2061, 2016.
Scimago: D1 Impact factor (2015): 5.491 Citacidk szama: 6
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23. Petrus A, Sturza, Duicu OM, Utu D, Bedreag O, Kis L, Baczko I, Muntean DM, Jost N.
Modulation of vascular reactivity by novel synthetic benzopyran analogues in rat aortas.
Revista Chimie (Bucharest), 67(5), 908-910, 2016.

Scimago: Q3 Impact factor (2016): 1.232 Citaciok szama: 2

24. Horvath A, Lemoine MD, Loser A, Mannhardt I, Flenner F, Uzun AU, Neuber C,
Breckwoldt K, Hansen H, Girdauskas E, Reichenspurner H, Willems S, Jost N , Wettwer E,
Eschenhagen T, Christ T. Human induced pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes,
inward rectifier K* current, Ik1, Ik,ach, engineered heart tissue, resting membrane potential,
repolarization fraction, action potential duration. Stem Cells Reports, 10(3):822-833, 2018
Scimago: D1 Impact factor (2017): 6.537 Citaciok szama: 0

25. Orvos P, Kohajda Z, Szlovak J, Gazdag P, Arpédffy-Lovas T, Toth D, Geramipour A,
Talosi L, Jost N, Varr6 A, Virag L. Evaluation of possible proarrhythmic potency:
comparison of the effect of dofetilide, cisapride, sotalol, terfenadine and verapamil on hERG
and native Ik currents and on cardiac action potential. Toxicol Sci, doi:
10.1093/toxsci/kfy299, 2018.

Scimago: D1 Impact factor (2017): 4.181 Citaciok szama: 0

Konyvfejezetek:

1. Varré A, P Biliczki, lost N, Virag L, Hala O, Papp JGy. Pharmacology of potassium
channel blockers. In. Solvay Pharmaceutical Conferences. Atrial Fibrillation: New
Therapeutic concepts. Szerk. J.G. Papp, M. Straub, D. Ziegler, 10S Press, pp. 27-39, 2003,
ISBN: 1 58603-387-5.

2. Jost N. Transmembrane ionic currents underlying cardiac action potential in mammalian
hearts. In. Advances in cardiomyocyte research. Ed. Péter P. Nanasi. Transworld Research
Network, Tivandrum, Kerala, India, pp. 1-45, 2009, ISBN: 978-81-7895-418-9, 2009.

3. Jost N. The cardiac action potential and the underlying currents. In. Principles and
Experiments Guide in Electrophysiology and Molecular Biology. Eds: N Jost and DM.
Muntean. Editura Victor Babes, Timisora, 2014, pp. 9-26. ISBN: 978-963-306-302-6 (HU),
978-606-8456-33-1 (RO).

Monografia szerkesztés:

1.Translational research in cardiovascular disease. A cross-border approach. Eds. Muntean D,
Varr6 A, Jost N, Fira-Mladinescu O, Toth A, Mozos 1, Virag L), 120 oldal, Editura Victor
Babes, Timisoara, 2010. ISBN 978-606-92022-7-2 (HU) and ISBN 978-963-482-981-2 (RO).

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).

Szabadalmak:

Matyus P, Polonkané Balint A, Krajsovszky G, Balogh B, Czompa A, Deme R, Varré A,
Virdg L, Baczké 1, Jost N, Talosi L, Orvos P, Bansaghi Sz, Szerémy P, Téth-Molnar E.
Gyogyszerkészitmény pitvarfibrillacio kezelésére

Lajstromszam: P1300389

Benyujtas éve: 2013.

Kozzététel éve: 2013
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Varrd A, Matyus P, Baczkoé I, Falkay Gy, Jost N, Lepran I, Sztojkov-Ivanov A, Virag L,
Buzas N. Desethylamiodarone compositions

Lajstromszam: W0O2013186746 Al

Lajstromszam: PCT/1B2013/054871

Benyujtas éve: 2013.

Kozzététel éve: 2015

Baczko6 1, Bdsze Zs, Jost N, Major P, Hiripi L, Varr6 A, Virdag L.A KCNE1 gén dominans
recessziv mutécidja altal okozott hosszi QT szindréma transzgenikus nyul modellje
Lajstromszam: P 13 00 705 A1l

Benyujtas éve: 2013

Kozzététel éve: 2015

Acsai K, Baczko I, Fiilop F, Jost N, Lepran I, Marton Z, Nagy N, Prorok J, Szakonyi Zs,
Toth A, Varr6 A, Virag L. Carbocyclic nucleoside analogues as novel selective
sodium/calcium exchange inhibitors

Lajstromszam: még nincs

Benyujtas éve: 2016. majus 26.

Benyujtas szama: P16000342
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Koszonetnyilvanitas

Koszonettel tartozom gimndziumi tanaraimnak, akik szakmai tudasa és emberi
hozzaallasa inditott el ezen a palyan. Kiilondsen osztalyfonokomnek és fizika tanaromnak,
Varga Annanak, illetve matematika tanaromnak, Kiss Marianak, kikt6l nemcsak a
tantargyukkal kapcsolatos atfogo tudast, de életszemléletet, problémamegoldd gondolkodast
¢s munkdmmal szembeni igényességet is tanultam. Koszonom kiviilik valamennyi kivalo
egyetemi oktatomnak, kiilonosen diplomamunkam témavezetdinek (Prof. Solymosi Frigyes
akadémikus urnak és Dr. Kovacs Imre tudomanyos munkatarsnak), hogy a magas szintli
ismeretek atadasan kiviil hozzasegitettek az igényes tudomanyos gondolkodas ¢és kisérletes
munka alapjainak elsajatitasahoz.

Halas koszonettel tartozom Prof. Papp Gyula akadémikus tirnak, elsé munkahelyi
vezetdmnek, hogy fizikus 1étemre lehetdvé tette bekapcsolodasomat az orvostudomanyi
kutatdsok siirlijébe, megszerettette velem a kardiovaszkularis élet és korélettant,
farmakologiat és folyamatosan segitett tudomanyos elére haladasomban.

Koszonettel tartozom Varré Andras professzor urnak, aki a Farmakologiai €s
Farmakoterdpiai Intézetbe torténd elsd belépésem napjatdl 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 Laszlé tanar arnak, akivel szintén az elsé
naptol kezdve egyiitt dolgoztam, akitdl sokat tanultam, majd akivel sikeresen
vezettiik/vezetjiikk az In vitro elektrofiziologiai laboratoriumot.

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

Koszonettel tartozom Dr. Lengyel Csaba, Dr. Lepran Istvan, Dr. Toth Andras és Dr.
Végh Agnes professzoroknak, Dr. Baczko Istvan és Dr. Pataricza Janos tanar uraknak, Dr.
Ordég 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, baratomnak tamogatasukért vagy segitségiikért, ami

nagymértékben hozzajarult kutatomunkdm eredményességéhez.
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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 Tamdas 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 tirnak 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.

- Kutatasaimat témavezetoként a kovetkez6 projektek tamogattak: OTKA: F-67879,
K-82079 ¢és NN-109904; ETT: 483/2006 és 306/2009; BAROSS NKTH
Programok: REG_DA_KFI_09-2-2009-0115; HU-RO Programok: HURO-TWIN,
HURO/1101/086/2.2.1, Romaniai Fels6oktatasi KFI Programok: PN-II-1D-PCE-
2012-4-0512; Bolyai Osztondij (2002, 2005 és 2008 id3szakok) és a TAMOP 4.2 4.
A/2-11-1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program.

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