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A pitvarfibrillacio (PF) elterjedt betegség a fejlett orszdgokban és rendszertelen magas pitvari
frekvencia (300-500/min) jellemzi. A PF 6nmagédban nem ¢letveszélyes betegség, azonban
szamos olyan sulyos betegséggel parosulhat, amik megemelik a stroke vagy a
szivelégtelenség kockazatat. Az invaziv kezelési formak szdmanak emelkedése ellenére a
pitvarfibrillaciot els6dlegesen még mindig gydgyszeresen kezeljiik. A kamrai ritmuszavarokra
alkalmazott gydgyszerek tobbnyire eredményesek a PF kezelésére is, viszont alkalmazasukat
erdsen gatolja a kamrai proaritmias mellékhatasuk. A gydgyszerfejlesztés egyik komoly gatja,
hogy nem ismerjik eléggé a pitvari mikodést szabdlyozd elektrofiziologiai
mechanizmusokat, nevezetesen a pitvari akcids potencialt meghatdrozd transzmembran
iondramok tulajdonsdgait. Bar szamos ionaram hasonldé modon miikddik (kinetikai
paraméterek és gyogyszerérzékenység) mint a kamraban, jelentds eltérésekrdl is tudunk. Pl.
szamos iondram csak a pitvarban létezik (Ik,., ultragyors késoi egyeniranyitd kaliumaram;
Ikacn, acetilkolin szenzitiv kaliumdram), vagy pitvarban kiilonboz6 a tulajdonséagai, ezaltal
eltérd a pitvari akcids potencidlban jatszott szerepiik is. A pitvari ionaramok tulajdonsagai is
rendkiviil species fliggdek. Ennél fogva jelen projekt célja a szivszoveti €s azon beliil is
elsdsorban pitvari, szovet elektrofiziologiai vizsgélata volt. A projekt soran megvizsgaltuk a
pitvari szovetben miikddd transzmembran aramokat, és azon beliil is elsdsorban az eldbb
emlitett pitvar specifikusnak is nevezett aramokat. A vizsgalatokat elsdsorban allatmodellen
sikeriilt elvégezniink, amelyek soran megvizsgaltuk, és 6sszehasonlitottuk az Iy, Ixkach, lto, €S
Ix; aramokat szinusz ritmusos (SR), és kisérletesen kifejlesztett tachypacelt permanens
pitvarfibrillacids (TPF) kutyamodellben. Nemzetkozi egyiittmiikodésben és egy EU-Network
projekt segitségével megvizsgaltunk egy ujonnan kifejlesztett Ik, gatldé hatasat, a XENDO101
nevi vegyliletnek a hatdsat a kronikus pitvarfibrillacids modellben.

A kamrai proaritmias mellékhatdsok komoly gatat szabnak a 1étezd €s ujonnan kifejlesztett
antiaritmias gyogyszerek klinikai alkalmazhatosaganak. Az elmult két évtizedben kiterjedt in
vitro és in vivo vizsgalatokat végeztek el, hogy megismerjék a gyogyszerek okozta
proaritmias mellékhatds mechanizmusait. Jelen projektben tobb kisérletes vizsgalatsorozatot
végeztiink, hogy tisztazzuk a proaritmias mellékhatas celluldris mechanizmusait, valamint
ellendriztiik tobb ismert (pl. diklofendk, ivabradin, ranolazin), €s Gjonnan kifejlesztett szer
(ORM-10103, R-L3 enantiomerek) proaritmids mellékhatésait.

A projektben klasszikus elektrofiziologiai (standard mikroelektroda ¢€s patch-clamp
technikdk) illetve molekularis biologiai technikdkkal (Western-blot, és PCR technikak)
végeztiink kiterjedt vizsgalatokat. A projekt a palyazati javaslatban megfogalmazottak szerint
indult, és folytatddott a masodik év végeéig. A projekt masodik és sajnos harmadik évében bar
sikerlilt eldrehaladni a munkaval, és megemelni a kiilonb6z6 ionaramok kisérleteinek
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esetszamat (n szam), kiilsé tényezdk befolyasoltdk a projekt kisérletes munkajanak az
elérehaladasat. 2012 tavaszan megkezd6dott egy EU finanszirozasa HU-RO Hatéron Atnyalo
Infrastrukturalis projekt, amelynek soran az intézeti allathazat teljes mértékben atépitettiik és
felajitottuk. A felujitasi munka sajnalatosan csuszott, és végiil csak 2012. oktdber végén ér
véget. Ez nagymértékben gatolta a jelen projektben megfogalmazott nagyszamu és tobb-
honapos elokészitést (steril korilményes miitét és allathdaz, tobbhetes pace-1és, stb.), is
igényeld experimentalisan instrumentalt pitvarfibrillacios kutyak elkészitését és tartdsat.
Ennek kovetkeztében a pitvarfibrillacios témaban tervezett kisérletes munka megtorpant, €s
csak 2013 nyaran valt lehetévé a tervezett rendszeres folyatasa. Hogy a kisérletes munkéabol
elkésziilt dolgozatok is részei legyenek ennek a projektnek, 2013. majus elején kérelmet
nytjtottam be az Elettani Kollégium Elndkéhez, és kérelmeztem az OTKA K-82079 projekt
futamidejének egyszeri hét honapos meghosszabbitdsat. A Kollégium elndke kérelmemet
engedélyezte, ¢és az EIK-2949/2013.05.13. engedély alapjan a projekt tervezett befejezési
hatarideje 2014. januar 31-re médosult. Meg kell, hogy jegvezzem, hogy a kisérletes munka
nagy része elkésziilt, és szamos adta mar megjelent tudomanyos dolgozat formajaban is,
de a hosszabbitis ellenére sem sikeriilt minden értékes munkat lepublikalni e
témakorben Ezért a  pitvarfibrillicio témakorébél  szarmazo  eredményeket
részletesebben abrakkal kibovitve prezentalom, mint ahogy a zardjelentésre vonatkozo
utmutatoban javasoljak. A befejezo Kkisérletek publikalasa (pl. a pitvari I, és Ixur
tulajdonsagainak a vizsgialata) folvamatban van. A projekt masodik témakorében (a
proaritmias hatasok vizsgalata, és gyogyszeres befolyasolhatosaga) végzett munkat
viszont csak rovidebben prezentilom., mindeniitt megjelolve, hogy milyen dolgozat
sziiletett a munkabdl.

A vizsgélatokat 14 impakt faktoros teljes terjedelmli dolgozatban, egy a magyar
kardiologiai szakma szdmdra készitett hianypotld szerkesztett miiben (Medicina Kiaddnal
megjelentett) és két magyar nyelvi, illetve egy angol nyelvli konyvfejezet €s legalabb nyolc
konferencia eléadas-kivonatban publikaltuk. A 14 impakt faktoros dolgozat kumulativ impakt
faktora: 38,7. Ezek a dolgozatok mar Osszesen a jelentés napjaig mar fliggetlen 37 idézetet
kaptak. Hét dolgozatban az OTKA projekt témavezetdje elsd vagy utolsdszerzds. Ezeknek a
dolgozatoknak a kumulativ impakt faktora: 18,3.

Két elsoszerzos dolgozatom (Jost et al, Br. J Pharmacol, 2013, illetve Jost et al. J.
Physiol, 2013) jelentéségét kiilon szerkesztoségi levéllel emelték ki.

A projekt legfontosobb eredményeinek ismertetése:

1. témakor. A pitvari ionaramok és gvogyszeres befolyasolhatésaganak a viszgalata
szinusz ritmusu és kisérletesen eloallitott permanens pitvarfibrillacios kutyamodellben

A pitvarfibrillacio (PF) a klinikai gyakorlatban legstiribben eldforduld aritmiafajta. A
pitvarfibrillacid a sziv akcids potencial idétartam (APD) €s a késoi effektiv refrakter periodus
(ERP) rovidiilésével jar egyiitt. Ezen mechanizmusok hatterében az akcids potencialt
meghatarozo6 transzmembran ionaramoknak a PF indukalta megvaltozasa 4ll. Ezt a jelenséget
nevezzik elektromos remodellingnek (,.electrical remodeling”). Eddig ismert, hogy a PF
hatasara lecsokken az inward kalcium aram (Ic,) €s megemelkedik (,,upregulation™) a befelé
egyeniranyitod kaliumaram (Ik;).

In vitro preklinikai vizsgéalatok elvégzésére alkalmasak a kiilonb6zd szivmiitéteken
(els6sorban korondria bypass) atesett paciensekbdl szarmazod pitvari nyesedékek is. A
mindennapi mfitéti rutin egyarant biztositja, hogy szinusz ritmusban €s kronikus (>12 hét)
pitvarfibrillacié betegekbdl szdrmazd mintdkat (tobbnyire jobb fililcse) kaphassunk. A szinusz
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ritmusban levé betegekbdl szarmazd mintakat tekintjik az ,,egészséges” kontrollnak, és
azokhoz hasonlitjuk a kronikus PF betegb6l szarmazo mintak vizsgalati eredményeit.

Uj antiaritmias szereket fejlesztéséhez sziikséges az in vivo vizsgalati modszerek is,
ami egy hatékony allatkisérletes PF modell kidolgozasat jelenti. Jelenleg is tobb modellen
dolgoznak. Ezeknek a l1ényege az, hogy a kisérletes allatok (kutya, kecske) szivét hosszu ideig
magas frekvencian mesterségesen ingereljik (,pace—1és™).

Kutya AF modell elkészitése

A kisérletekhez mindkét nemili Beagle kutyakat, illetve hazi kecskéket alkalmaztunk.
Mas csoportok leirasa alapjan (Blauww et al. Cardiovasc Res. 2007; 75(1): 89-98; Voigt et al.
Cardiovasc Res. 2008;77(1): 35-43) a kovetkez6 protokoll alapjan allitottunk elé kronikus
pitvarfibrillalo allatokat. Pentobarbital (30 mg/kg) altatas mellett rontgen kontroll segitségével
két pacemaker elektrodat helyeztiink fel a szivbe a jugularis vénan keresztiil vezetve (1. abra,
fels6 mezok). Az egyik elektrodat a jobb kamraba helyeztiik, a masikat a jobb pitvarba. Egy
héttel késobb a femoralis vénan keresztiil felhelyezett katéter segitségével His koteg ablaciot
hajtottunk végre, ami komplett AV csomoé blokkot eredményezett. A kamrai pacemaker
normal kamrai frekvencidan mikodése mellett mértiik a pitvari effektiv refrakter periodust.
Folyamatos AV csomo6 blokk mellett harom nappal késébb a jobb pitvari pacemakert 400/perc
frekvenciara allitottuk be, és harom hétig ezen a frekvencian hajtottuk meg a jobb pitvart. A
pitvarfibrillaci6 provokécié soran a pitvari pacemakert ledllitottuk, majd 10 masodperc
leallitottuk a gyors pacelést, €s ellendriztiik, hogy sikeriil-e a pitvarfibrillaciéo provokalasa (1.
abra als6 mezok). A protokoll mind kutyan, mint kecsként eredményesnek bizonyult.

- ) > Kutya AF modell (10-15 kg Beagle kutyak)

_ » Pacemaker bedltetés (jobb pitvar és jobb kamra)

. » Radidfrekvencias katéter ablacio {teljes AV-blokk)

- ¥ 400/perces jobb pitvari ingerlés 4 hétig, és rendes ingerlés 80/perccel
a jobb kamran

» AF-et 800/perces jobb pitvari burst ingeriéssel indukaltuk

» AF, ERP gyakorisagat és iddtartamat felvettiik

» Pitvari szévetmintak: kontroll és AF utani

Pitvari Kamrai Jobb pitvari katéter ablacio:
pacemaker pacemaker Alapvonal (HR=79/perc) AV-blokk (HR=37/perc)

Ablacios Ingerld Jobb pitvari
stimulus Jobb kamrai stilioes

\ . -
Gyors jobb pitvari ingerlés Pitvari 800/perces burst-indukalt
400/perc pitvarfibrillacié

1. abra A pitvarfibrillacids kutyamodell elkészitése.

Kutya jobb pitvari szivizomsejtek izolalasa

A kutya jobb pitvari szivizomsejtek izolalasat enzimatikus uton végeztiik. Az allatokat
a kisérlet el6tt 400 NE/kg heparin iv. injekcidoval kezeltiik. 30 mg/kg natrium pentobarbitallal
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tulaltatott (kutya) Aallatok szivét bal oldali thoracotomidn &t eltavolitottuk, és 4 °C
coronaria-ba vezetett braniilon keresztiil végeztik 60 cm magas Langendorff perfuziods
berendezésen. A jobb pitvart a kdvetkezé oldatokkal perfundaltuk: 1mM Ca** és 1ml Heparin-
t tartalmazo izolacios oldattal (5 percig), Ca’" mentes izolacids oldattal(10 percig), Ca’’
mentes izolacids oldattal (40 percig), melyhez Collagenase-t (Clostridium hisolyticum type I,
0,54 mg/ml Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA), 0,1% BSA-t (bovine serum albumin
fraction V, Sigma Chemical), a 15-ik percben Protease-t (type XIV, 0,05 mg/ml, Sigma
Chemical) adtunk. Ezt kovetden a jobb pitvart levettiik a berendezésrdl, apréd darabokra
vagtuk, és ImM Ca®", 1% BSA (bovine serum albumin fraction V, Sigma Chemical) tartalma
oldatba helyeztiikk (15 percig pihentettiik 37°C-on). A szdvetdarabokat szuszpendaltuk és
megkaptuk az egyediili pitvari sejteket. Az egész izolacios eljaras alatt az oldatokat 100% O,-
vel buborékoltattuk, mig a hdmérsékletet 37°C-on tartottuk. A sejteket 10 percig tlepitettiik,
majd ezt kovetden eltavolitottuk a feliiluszot, majd friss oldatot adtunk hozzd. Ezt a
folyamatot 3 alkalommal ismételtiik meg. A sejteket mérésig szobahdmérsékleten allni
hagyjuk.

Izolaci6 sordn alkalmazott oldat (mM/l): NaCl: 135 KCI: 4,7, KH;POg4: 1,2, MgSOyu:
1,2, HEPES: 10, glukéz: 10, Taurin 20; NaHCO; 4,4; Na-piruvat; 5, pH 7.2 NaOH-val
beallitva) aramoltattunk at.

Mérési eszk6zok, technikak

A sejteket egy Olympus IX51 tipusit inverz mikroszkop asztalahoz rogzitett
szervfiirdobe helyeztiik, amit normal 36-37 °C-os Tyrode oldattal (NaCl: 144 mM/1, KCI: 4.0
mM/l, NaH,PO4: 0.4 mM/l, MgSO4: 0.53 mM/l, HEPES: 5 mM/l, gluk6éz: 5.5 mM/I,
CaCl,:1.8 mM/I; pH 7.4 NaOH-val bedllitva) aramoltattunk at (3. abra). A 2.0-2.5 MOhm
ellenallasu patch clamp mikropipettat a kovetkezd oldattal toltottiik fel(mM/1): K-aszpartat:
100 mM/1, KCI: 45 mM/I, MgATP: 3 mM/l, MgCl: 1 mM/l, EGTA: 10 mM/l, HEPES: 5
mM/l (pH: 7.2, KOH-al bedllitva). A membranaramokat Axopatch 200B tipusu patch clamp
erositovel (Axon Instruments, Union-City, USA), a patch clamp technika egészsejtes (“whole-
cell”) konfiguraci6jaban mértiik. A sejtek kapacitasat 10 mV-os hiperpolarizald pulzus
segitségével, -90 mV holding potencialrol (az a potencialérték, amelyen a sejtet két egymast
kovetd fesziiltséglépesd utan tartjuk) hatdroztuk meg. A mérések folyaman a 4-8 MQ-os
ellenallast 50-80%-ig kikompenzaltuk. Azon kisérletek eredményeit, ahol a soros ellenallas a
mérés folyaman jelentdsen megemelkedett, kihagytuk az atlagbol. A membranaramokat egy
333 Hz-es szoftvervezérelt (Axon pClamp 8.2) analog-digitalis kartya (Digidata 1322A, Axon
Instruments) segitségével digitalisan mértiik, és rogzitettilk. Az aramméréseket ugyanazon
szoftver segitségével (Axon pClamp 8.2) értékeltiik.

A mérések soran a kiilonb6z0 dramokat szelektiv gatloszereik segitségével
azonositottuk, illetve géatoltuk. Az alkalmazott gatloszerek:

1. Nisoldipin 1uM — I, blokkold
2. Dofetilide 0,1 uM - Ik, blokkold
3. HMR 1556 0,5 uM — Ik blokkolo

A mérési eredmények ismertetése:
A tranziens kifelé haladé kaliumdram (I, aram)

A tranziens kifelé halado kaliuméaramot két, kisérletes protokoll segitségével is
megvizsgaltuk. Eloszor egy az aram kinetikai paramétereit jobban modellezd, wu.n. akcios
potencial-szerli protokollal mértilk meg. Az I, aramot, az irodalomban igazolt magas
koncentracioju 4-aminopyridin (3 mM 4-AP) gatloszerével azonositottuk. igy az dramot a
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kontroll koriilmények (2A abra bal felsé mezd) és a gatldszer utan (2A abra bal alsé mezd)
regisztralt aramgorbek kiilonbségeként (2A abra jobb oldali mezd) hataroztuk meg.

A 2 N
Kontroll b=
100 ms 3000
£ 2500 -
OpA = == = = .g 000 4-A!° Erzékeny
el & 1500 aramls)
wn
_'g 1000
+ 3 mM 4-AP 2 a0
M‘ =
OpA—f —— = 0
< 10 30 50 Iéq,(go)ﬂo 130 150
o (MS
[=]
&l 100ms
1000 ms
20007 somv | |rsomY
< 1500
B % 1000 — Kontroll
§ 500 — 3mM 4-AP
2 0
s -500 :F’
T _1000
0 100 200 300
1dG {ms)

2. abra. 3 mM 4-aminopiridin (4-AP) érzékeny I, aram azonositasa akcids potencial-szerii (A mez0)
¢s négyszogleti (B mezd) fesziltség-impulzus alkalmazasaval izolalt kutya jobb pitvari
szivizomsejtekben. Az alkalmazott fesziiltségprotokollt az abran piktogrammal jeleztiik. .

Ezen kiviil megvizsgaltuk még a szokésos négyszogpulzusokkal aktivalt aramként is.
Ennek sordn az I, aramot 0.33 Hz pulzusfrekvencia mellett négyszogjel formaja 300 ms
idétartamu depolarizalo fesziiltségimpulzusokkal aktivaltuk, és a —20 mV-tol 50 mV-ig
terjedd potencialtartomanyt vizsgaltuk.

SR 300 ms
50 my
90 my
0 pA
_| 18+
ﬁ16-
L 144 4-SR
0
2 12} O-TPF
&10. n=11
TPF £ ol
g
° 4
= 5
0 pA 00 T T T T T T !
- 30 20 10 O 10 20 30 40 50
H Vyp (mV)
m
- 50 ms m

3. abra Eredeti I, aram regisztratumok sinus ritmusos (SR) és tachypacelt pitvarfibrillalt (TPF) kutya
pitvari szivizomsejteken (bal oldali mezdk). Az aramot 0.33 Hz pulzusfrekvencia mellett négyszogjel
formaji 300 ms idétartamu —20 mV-t6l 50 mV-ig terjedd depolarizald fesziiltségimpulzusokkal aktivaltuk. I,
aram-fesziltség (I-V) karakterisztika SR és TRP kutya pitvari sejteken (n=11-11, p=N.S).

A holding potencial (HP) 90 mV volt (2B ébra als6 mez6 és 3 abra). A kontroll
mérések sordn egy gyorsan aktivalodo és igen nagy amplitadoja I, aramot (mintegy 14-15
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pA/pF) regisztraltunk Ez jelentdsen nagyobb é4ram, mint amit a kutya kamrai
szivizomsejtekben kordbban mértiink (Varrd et al, Heart Rhythm, 3, S302, 2006). Ezutan 3
mM 4-aminopiridint adtunk az oldathoz. Azt tapasztaltuk, hogy a 3 mM 4-AP az irodalmi
adatoknak megfelelden teljesen legatolta az I, aramot (2B é4bra als6 mezd). A kontroll és az
anyag hatdsa utdni mérés kiilonbségébdl megkaptuk a 4-aminopiridin érzékeny aramot.
Ezutdn megvizsgaltuk az I, aramot tachypacelt pitvartibrillalt (TPF) izolalt kutya pitvari
sejteken is. Megallapitottuk, hogy az I, aram nagysaga, ha kis mértékben is, de csokkent
(downregulalodott). Ez a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak.

Megvizsgaltuk az I;, aram inaktivaciojat is mind SR, mint TPF sejteken is. A kutya
kamrékban regisztraltakhoz hasonléan, a pitvari sejtekben az I, aram kinetikajat is a
legjobban kétkomponensti (egy gyors ¢€s egy lassibb iddallandoji), exponencialis
figgvényekkel volt a legtokéletesebben illeszthetd (4. abra, felsd mezdk). Az I, dram
esetében 2 exponencidlis fliggvény bizonyult megfeleldnek. Az eredményeket a 4. édbra
tablazata foglalja 0ssze. A szdmadatok mutatjak, hogy jelen van egy gyors komponens,
amelynek iddallandoja mintegy 10-12 ms, valamint egy lassabb komponens, melynek
idéalland6ja mintegy 120 ms. A megfelelé amplitudok aranya koriilbeliil 1/3-2/3 (egy harmad
— két harmad). Ha ezen eredményket 0sszehasonlitjuk a kordbban kamraban meghatarozott
értékekkel, jelentd eltérést tapasztalunk. Kamraban a gyors komponens egyrészt meghatarozo
(mintegy 9/10 a teljes amplituidonak) masrészt joval gyorsabb, mintegy 4 ms. A lassabb
komponens kisebb mértékii, viszont 1ényegesebb gyorsabb kinetikaji mint pitvarban, mintegy
24 ms. Ez felveti azt hipotézist, hogy pitvarban a lassabb inaktivacios kinetika és rovidebb
akcids potencidl idétartam miatt, hogy az l;,, nemcsak a klasszikusan ismert gyors 1-es fazist
repolarizacioért felelds (,,notch ™), hanem a platd és késdi repolarizacidban is fontos szerepet
jatszik.

SR TPF

A gyors: Tgyors
A gyors: Tgyors

Akevéshé gyors?
Akevésbé gyors?

/1: kevéshé gyors

T kevésbé gyors

A Kevéshé qyors | T kewéshé gyors A VOIS Tovors |
SR 3,99 £ 0,51 110,93 £ 9,05 9,99 + 0,88 11,03 £ 1,07
50 mv
— TPF 4,35 £ 0,52 156,02 + 26,38 7.97 1,00 15,60 + 3,08
SR 2,32+ 0,38 121,92 + 8,02 5,80 + 0,6 11,70 + 0,76
20 mv
n=10- 11 TPF 2712035 179,18 + 25,42 4,22+07 17,83+ 2,97
20 mV APA) | T(ms) N Aa(PA) |7 Tmlms) N
’ [ L
Kutya pitvar 186.31228 ! 121.9%80 !!!‘l 51821790 | 117208 l‘?-10
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4. abra I, aram inaktivacios kinetikaja izolalt kutya kamrai és pitvari (SR és TPF kutya pitvari)
szivizomsejteken. A tablazat tartalmazza a kettds exponencialis Levenberg-Marquard-féle egyenlettel
illesztett I, aram kevésbé gyors és gyors komponensének inaktivacids koefficiensét (t) és amplitadojat
(A) 50 és 20 mV-os fesziiltség alatt.

Kamraban igazoltuk, hogy a csekélynek bizonyuld aram is jelentds repolarizacio
megnyUjtd hatdssal rendelkezett kamraban. Mint az 5. dbran is lathat6, a magas
koncentracidban alkalmazott chromanol (egy masik Igxs gatld szer jelenlétében) valdban
megszilintette a ,,notch ’ot, de jelentésen megnyujtotta a késoi repolarizaciot. Ezzel szemben
meglepetésiinkre a magas koncentracioban alkalmazott Iy, gatlé chromanol pitvaron szemmel
lathatolag csak a platot emeli meg, de nem valtoztatja meg az APD-t.

Kutya kamra )
v — Kontroll Kutya pitvar

— 0.5 yM HMR1556
——+ 100 yM Chromanol 293B

20mv

100ms

Viragetal, Br. J. Pharmacol, 2011

5. abra I, aram szelektiv gatlasanak hatasa kutya kamrai (bal oldali panel) és SR pitvari (jobb oldali
panel) nyesedékekben standard mikroelektrod technikaval 1 Hz frekvencianal mérve.

Ahhoz, hogy ezt a latszolagos ellentmondast megérthessiik, tovabbi kisérleteket
végeztiink. Megvizsgaltuk a masik sajnos kevésbé szelektiv Iy, gatlo a 4-AP hatasat a pitvari
AP-ra (6. abra, bal oldali panel). A kisérlet eredménye hasonlo, gyakorlatilag 4-AP hatasara
inkdbb rovidiilt az APD, illetve jelentdsen megemelkedett a pitvari AP platd fazisa. Ennek a
magyarazata a kovetkezd lehet. Ismert, hogy a 4-AP nemcsak az I, &ramot, hanem
valamennyi K'-aramot gétolja, tobbek kozott a pitvarszelektiv ultragyors kaliumaramot Iy,
aramot is, amely elsOsorban a plato alatt aktiv, ezért gatlasa megemeli a platot. Ez additivén
(indirekt) modon felerdsiti a legfontosabb repolarizdld aramot a gyors késdi egyeniranyitod
kaliumaramot (Ix;), aminek eredményeképpen az AP berovidiil.

Ezt a feltételezést a kovetkezd kisérletsorozattal ellendrizni is tudtuk (6. dbra, jobb
oldali panel). A fekete gorbe ezuttal is a kontroll, viszont most alacsony koncentracioban
alkalmaztuk a 4-AP-t. Ismert korabbrol, hogy 50 uM-ban a 4-AP csak az ultragyors K-aramot
(Ixur) gatolja. Mint az abran lathatd (kék gorbe) az Ik, gatlasa csak a platét emelte meg.
platoérzékeny I, gatlds tovabb emelte a platd magassagat, amely kovetkezményesen
felerdsiteti az Ix,~t, amely viszont beroviditi az APD-t.
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Kutya pitvar
|Kur 1 IKr 1 IKr i b
------------------------ \ 20 mV
___________ 100 ms
Kontroll Kontroll
—— 4 mM 4-AP — 50 UM 4-AP
+100 pM Chromanol 293B
APD APD

crer

ey

crer

technikaval 1 Hz frekvencianal mérve.
Osszegzésképpen megallapitottuk, hogy bar az I, lassi fazisanak amplitiddja és

kinetik4ja az akcids potencial platd fazisa alatt jelentékeny nagysagu I, aramra utal, az aram
gatlasa nem eredményezi az akcios potencial megnyuldsat kutya pitvari szivizomban.

Az acetilkolin-fiiggd kaliumaram (Ix ach &ram) vizsgalata

Az Igacn kdliuméaram fiziologids koriilmények kozott csak a vagusz stimulacidja
esetén aktiv. Ezért az &ramot a kolinerg agonista carbachol (2 uM) segitségével aktivaltuk. Az
aramot egy furészfog (ramp) fesziiltségprotokoll segitségével tanulményoztuk. SR sejtekben
kolinerg aktivacid6 nélkiill mind inward, mint outward iranyban viszonylag alacsony
amplitidoji dramot mértiink (7. abra, bal oldali mezdk, kék szinli &ramgorbe és oszlop).
Amennyiben a tapoldathoz hozzdadtunk 2 uM carbacholt, az d&ram nagysaga mind inward,
mint az outward irdnyban jelentdsen megnott (5. abra, bal oldali mezdk, zold szinli aramgorbe
¢s oszlop).

Az igy aktivalodott aramot a szelektivnek tartott tertiapin (10 nM) jelentds mértékben
gatolta (7. abra, bal oldali mezdk, piros szinli aramgdrbe €s oszlop). TPF sejtekben minden
elozetes aktivacid nélkiil jelentds, konstitutivan aktiv Ix acn 4ramot mértiink, amelyet a
tertiapin 26%-ban gatolt (7. abra, kozépsé mezdk).

Ezzel igazoltuk, azt a korabbi megfigyelést, human permanens pitvarfibrillacioban
szenvedO betegekben az Ix ach 4ram jelen van egy ligand fiiggetlen konstitutiv Ix ach aram,
amely feltehetdleg jelentds mértékben hozzdjarul a human pitvari elektrofiziologiai
remodellinghez (Dobrev et al, Circulation, 112: 3697 - 3706, 2005). Ha a TPF sejteket
carbachollal kezeltiik, a sejtekben levé konstitutiv Ix acn 1ondramon kiviil tovabbi szintén
tertiapin szenzitiv, de ligandfiiggd Ik ach iondram jelent meg (5. abra, jobb oldali mezdk).



Dr. Jost Norbert Laszlo, OTKA K-82079 projekt zarojelentése

SR TPF

800 |
4007 Carbachol 2pM i 200 son| Carbachol 2 pM -
400
_ 100 Kontroll 200] "
<L 0 T )
k=3 0" x """"""""" 2007 ﬂ Kontroll
— i 4007
A0 Tertiapin 10nM Kontroll -100 \Tertiapin 10nM G007 Tertiapin 10nM
500t T T T T T T | 200+ T T T T T T ! 800 T T T T T T }
00 80 60 40 20 0 20 40 00 80 60 40 20 O 20 40 00 80 60 40 20 0 20 40
Vm (m¥) Vm (mVv) Vm (mV)
< 07 0 aq
e -50
= 50 A0 A 100 4
o -100 4 100 A 150
ey B
8 -200 200 4 :300 1
< 2501 250 250 {
-300 | ] 400 1
E o . 300 ~28% ]
L
e 400 # 350 1 500 4
_400 4 ] -550
- ~57% AL * 5
n=5 ned
~21%
B Kontroll
+ 40 mY
B carbachol 2pM 1250 ms
H Tertiapin 10nM 80 mv -50 mv
-100 mv
p<0.05

7. abra Az Ig acn, aram SR és TPF kutya pitvari sejtekben. -100 mV-r6l 40 mV depolarizalo fiirészfog-
szerli (ramp) protokollal aktivaltuk az. Az Ix acn aramot kolinerg agonista szerrel, carbachollal (2 pM)
aktivaltuk és tertiapinnal (10 nM) blokkoltuk. Az oszlopdiagramok (alsé sor) a -100 mV-on mért
Ik acharamok amplitudojat mutatjak be. Alul lathato az alkalmazott firészfog-szerti (ramp) protokoll.

Az Ik acn gatlasanak hatasa a pitvarfibrillaciora éber TPF kutyamodellben

In vivo Kkisérletes permanens AF-ben szenvedd kutyakban (modszerek fejezetnél
részletesen ismertetett protokoll alapjan) 10 mdsodperc iddtartamia 800/perc frekvenciaja
elektromosan burst ingerléssel egymas utan 25-szor pitvarfibrillaciot indukaltunk (6. dbra, bal
oldali mezd, fels6 elektrokardiogram).

Kontroll koriilmények kozott mindannyiszor sikeriilt AF-et regisztralnunk. Ezutan i.v.
a szelektiv Ik acn gatld tertiapin Q nevll szert adtunk be a kutyaknak egyre csokkend
koncentracidban. Ezittal is folyamatosan 25-szor 10 masodperc idétartamu 800/perc
frekvenciaja elektromos impulzussal probaltunk AF-et indukalni. Kisérleteink alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a 23 ¢és 7.77 nM koncentracioban alkalmazva a tertiapin Q teljesen kivédte
a pitvarfibrillaciot (8. abra, bal oldali mezd, als6 EKG, i//. jobb oldali diagram). A rendkiviil

crcr

crcr

Azt tapasztaltuk, hogy a 0,86 nM mennyiségi tertiapin Q ugyan még nem, de nagyobb
koncentracidban nyujtotta a pitvari effektiv refrakter periddust (8. abra, jobb oldali tablazat).
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8. abra Tertiapin Q hatasa a elektromos ,,burst” ingerléssel kivaltott pitvarfibrillaciora éber TPF
kutyamodellben. Eredeti elektrokardiogramm (EKG) kontroll koriilmények ill. iv Tertiapin Q adasa
utan (jobb oldali mez8k). Atlag AF incidencia eredmények kontroll ill. kiilénb6z3 koncentracioju i.v.
Tertiapin Q hatéasa a pitvari effektiv refrakter periddusra éber TPF kutyamodellben.

Egy tjonnan kifejlesztett Ik, vegyiilet, a XENDO101 elektrofizioldgia hatdsainak vizsgalata
pitvari preparatumokon

Megvizsgaltuk egy szintén csak a pitvarban miikodo Gjabb aramot is, a késOi egyeniranyitd
kaliumaram ultragyors komponensét, az Ik, aramot. Ezt az dramot a kilencvenes években
fedezték fel, amikor kimutattak, hogy ez az aram, amelynek Kv1.5 a pérusformald fehérjéje,
kamraban nem Iétezik, ezért és sokaig ugy tartottak, hogy ez az aram lehetne a legfontosabb
gyogyszertamadasi célpontja egy majdani pitvarspecifikus antiaritmias szernek, amelynek
segitségével proaritmiamentesen ki lehetne védeni a pitvarfibrillaciot. Késobb igazoltak, hogy
az Ik, kinetikai tulajdonsagai miatt, az aram gatlasa sajnos nem biztos, hogy rendelkezik egy
klasszikus és hatékony Ill-as osztalyu antiaritmikum tulajdonsagaival, bar ezt a megfigyelést
azdta is sokan vitatjak. Jelenleg is €lénk kisérletes munka folyik, specifikus Ik, gatlészerek
kifejlesztésére. Nemzetkozi egyiittmikodésben és egy EU-Network projekt segitségével
megvizsgaltuk egy tjonnan kifejlesztett Ix,, gatldo hatasat, a XENDO101 nevili vegyiiletnek a
hatasat a kronikus pitvarfibrillacios modellben. A kisérletes soran in vitro és in vivo
vizsgalatokat végeztiink. In vitro kutya és human pitvari preparatumokon igazoltuk, hogy a
XENODO101 hatékonyan és szelektiven gatolja a pitvari Ik, aramot. A vegyiilet
pitvarspecifikus voltat igazolta, hogy nem moddositotta a kamrai iondramokat. Egészséges
onkéntes jelentkezOkon vizsgalva igazoltuk, hogy a szer nem modositja a kamrai
repolarizacios tevékenységet monitoroz6 QTc intervallumot.

Az eredmények diszemindcidja a pitvarfibrillacios témakorben:

A munkékbol konferencia absztraktok, valamint szerkesztett mii, konyvfejezetek é&s
tudomanyos dolgozatok késziiltek. Mint a bevezetében mar jeleztem, az Iy, és Ik, aramok
vizsgalatok eredményeinek publikalasa folyamatban van:
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Tudomanyos dolgozatok:

N Jost, Zs. Kohajda, A. Kristof, P. P. Kovacs, Z. Husti, V. Juhédsz, L. Kiss, A. Varro, L.
Virag, 1. Baczko: Atrial remodelling and novel pharmacological strategies for antiarrhythmic
therapy in atrial fibrillation.

Current Medicinal Chemistry, 18, 3675-3694, 2011.

Impact factor (2011): 4.859 Citaciok szama: 4

L. Virag, N Jost, R Papp, I Koncz, A Kristof, Zs Kohajda, G Harmati, B Carbonell-Pascual, J
M Ferrero (Jr), J Gy Papp, P P Nandsi, A Varrd. Analysis of the contribution of I, to
repolarization in canine ventricular myocardium.

British Journal of Pharmacology, 164, 93—105, 2011.

Impact factor (2011): 4.409 Citaciok szama: 2

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/IKur Inhibitor.

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

Impact factor (2012): 2.383 Citaciok szama: 4

Muntean DM, Kohajda, Fazekas T, Jost N. Atrial remodeling in permanent atrial fibrillation:
Mechanisms and pharmacological implications

J Clinical & Experimental Cardiology, 4:273, 2013, doi: 10.4172/2155-9880.1000273

Impact factor (2012): - Citaciok szama: 0

Tovabbi késziiloben levd dolgozat

Kohajda Z, A. Horvath, C Corici, A Kristof, A. Geramipoor, L Virdg, V Juhasz, Z Husti, |
Baczko, A Varro, N Jost. Properties of the transient outward, ultra-rapid delayed rectifier and
acetylcholine-sensitive potassium currents in isolated atrial myocytes from dogs: sinus rhythm
and tachypaced model of permanent atrial fibrillation.

Acta Physiologica (Oxford), elkiildésre elokészitve, 2014.

Monografia szerkesztés

Pitvarfibrillaci6. A szivizomsejttdl a betegagyig (szerk. Fazekas T, Bogats G, Csanadi Z, Jost
N, Lorincz I), 556 oldal, Medicina Kiadé, 2010, ISBN: 978-963-226-303-8.

Konyvfejezetek:

Jost N, Fazekas T. Pitvari (elektromos, kontraktilis és strukturalis) remodelling. In.
Pitvarfibrillaci6. A szivizomsejttdl a betegagyig (szerk. Fazekas T, Bogats G, Csanadi Z, Jost
N, Lorincz I). pp. 91-138, Medicina Kiado, 2010.

Jost N, Fazekas T. A pitvarfibrillacié genetikdja. In. Pitvarfibrillacio. A szivizomsejttdl a
betegagyig (szerk. Fazekas T, Bogats G, Csanadi Z, Jost N, Lorincz I). pp. 139-157, Medicina
Kiado, 2010.
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Z. Kohajda, A. Kristof, C. Corici, L. Virdg, DM. Muntean, A. Varrd, N. Jost. 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

El6éadaskivonatok:

Jost N., Kohajda Zs., Kovacs P.P., Kristof A., Virdg L., Baczko6 1., Varrd A. Properties of the
transient outward, ultra-rapid delayed rectifier and acetylcholine sensitive potassium currents
in isolated atrial myocytes from dogs sinus rhythm and tachypaced model of chronic atrial
fibrillation. J. Kardiol. 19, SupplA, 36, 2010. (18th Alpe-Adria Association of Cardiology
Meeting, Bécs, 2010).

Kohajda Z, Kristo6f A, Kovacs PP, Virag L, Varrd A, Jost N. The properties of the transient
outward and ultra-rapid delayed rectifier potassium currents in canine atrial myocytes.
Cardiovas Res, 87, S51, 2010 (Frontiers in Cardiovascular Biology Meeting, Berlin 2010).

Husti Z, Chadaide2 Sz, Kohajda Z, Juhasz V, Saghy L, Jost N, Varro A, Baczko I. Effects of
the Ik ach blocker tertiapin-Q on chronic atrial tachypacing-induced atrial fibrillation in
conscious dogs. Europace, 13, Suppl 3, 223, 2011. (EHRA Meeting, Madrid, 2011)

Kohajda Z, A Kristéf, PP Kovacs, C Corici, L Virdg, V Juhéasz, Z Husti, | Baczkd, A Varrd, N
Jost. Properties of the transient outward, ultra-rapid delayed rectifier and acetylcholine-
sensitive potassium currents in isolated atrial myocytes from dogs: sinus rhythm and
tachypaced model of permanent atrial fibrillation. BMC Pharmacology, 11(Suppl 2): A60,
2011 (APHAR Joint Meeting of the Austrian and Hungarian Pharmacological Societies,
2011).

Jost N. Atrial remodeling in permanent atrial fibrillation. Mechanism and implications. (3"
International Conference on Clinical & Experimental Cardiology, Chicago, USA, 2013,
felkert eldado).

2. témakor. A proaritmias mellékhatas vizsgalata. Repolarizacios tartalék vizsgalata, és
ismert illetve ujonnan Kkifejlesztett antiaritmias hatasu vegyiiletek vizsgalata

a) Megvizsgaltuk két 0j antianginds/antiaritmias szer, a ranolazin és ivabradin in vitro
cellularis hatasait kutya kamra is Purkinje rostokon. Megéllapitottuk, hogy mindkét szer szer
eros ,,use dependens” natrium csatorna gatld hatassal rendelkezik, amire a szer alkalmazésa
soran is fokozott figyelmet kell forditani. Kimutattuk, hogy a kiilonbdzé kalcium aktivalta K
csatornak nagy mértékben hozzajarulnak a sziv repolarizaciojahoz, és szerepet jatszanak a
kiilonboz6 betegségek (pl. szivelégtelenség) altal indukalt elektromos atépiilésben
(remodelling). Kimutattuk, hogy a szivelégtelenségben szenvedd betegekben jelentds
transzmuralis diszperzié van a kiilonb6z6 csatorndk expresszidjaban ¢és ez hozzajarulhat a
szivelégtelenséghez kapcsolodd szivritmuszavarok kialakuldsdban. Kimutattuk, hogy a
diklofendk egy széleskortien alkalmazott nem szteroid gyulladasgatlo, magas
koncentracidkban alkalmazva gatolja a repolarizalo Ik, és Ixs aramokat. Ez azt jelentheti, hogy
abban az esetben, ha repolarizacios tartalék egyéb okok miatt csokkentett (pl. genetikai
defektus, mas gyogyszer mellékhatasa stb), a diklofendk magas dézisban szedve (pl.
¢lsportoloknal) jelentds proaritmids kockdzattal jarulhat. E kisérletekbdl konferencia
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kivonatok ill. tudomanyos dolgozatok késziiltek (Koncz et al, 2011; Szel et al, 2011; Mozos et
al, 2012, Kristof et al, 2012, Szuts et al, 2013, Nagy et al, 2013).

b) A natrium-kalcium cseremechanizmus (NCX dram) gétlasa csokkenti a natrium indukalta
kalcium taltelédést (overloadot) kutya szivizomban. Munkacsoportunk masik f0 kutatasi
teriilete a sziv Na'™-Ca”" kicserél6je (NCX). Tobb szivbetegség soran (ischaemia, hosszi QT-
szindréma 3. tipusa) a gyors Na' aram lassti komponense (Inar) megndvekszik, tobblet Na'-ot
juttatva igy a sejtbe. Ez a nagyobb Na'-mennyiség eltavolitasra keriil az NCX reverz modja
altal, azonban ezzel parhuzamosan Ca”"-ot juttat az intracellularis térbe. Az igy kialakulo Ca*"
taltoltddés a forward NCX 4ltal Na' belépést eredményez, amely inward aram 1évén, kéros
utopotencialokat, és igy ritmuszavarokat okoz. Ezt a folyamatot Na'-indukéalta Ca®’
taltoltddésnek nevezziik. A folyamat igen veszélyes, hiszen akar ¢letet is fenyegetd
ritmuszavarokat okozhat, ezért fontos feladat egy megfeleld gyodgyszeres terapia vagy
megeldzés. Az egyik lehetdség az NCX gatlasa szelektiv gatloszerekkel. Vizsgélataink soran
megvizsgaltuk egy ujonnan kifejlesztett NCX gatloszer, az ORM-10103 hatasat a kutya
kamrai szivizomzatban. Megallapitottuk, hogy a vegyiilet szubmikromolaris koncentracidoban
hatékonyan gatolja az NCX dramot, meghatdrozé minkét iizemmodban, a ,forward” és
Sreverz” NCX modnak megteleld ,,inward” €s ,,outward” iranyban is. A szer szelektivitasat
igazolva, megallapitottuk, hogy magas koncentracioban (10 uM) sem befolyéasolta az I, -t,
sem az AP depolarizaci6janak maximalis sebességét (Vmax). Lassu-valasz tipusu AP
mérésekben is bizonyitottuk, hogy 10 uM ORM-10103 nem befolyasolja az Ic,. mértékét,
ugyanis nem valtoztatta meg az amplitido nagysagat €s a Vi,x értékét tengerimalac papillaris
izmokban. A farmakolégiai médon eldidézett EAD és DAD amplitudéjat 3 és 10 M ORM-
10103 szignifikansan, koncentraciéfliggd moddon csokkentette. A  kisérletekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy: 1) az NCX gatlas hatékony antiaritmias potenciallal rendelkezik; i1) az
ORM-10103 hatékony antiaritmias szer, mivel megsziinteti a trigger-mechanizmusok altal
kivaltott aritmidkat. A munkakbol dolgozat késziilt (Jost et al, Br. J Pharmacol, 2013). A
dolgozatot kiilon szerkesztdségi levéllel (,.editorial”’) méltattak (Terraciano, 2013).

¢) Az ujonnan szintetizalt L-364,373 (R-L3) nevili vegyiiletrdl tengerimalac, nyul és kutya
kamrai szivizomsejteken végzett vizsgalatok alapjan azt feltételezték, hogy hatékony Ik d&ram
aktivator lehet, bar ennek ellentmondva egy a kdzelmultban megjelent tanulmanyban ezzel
ellentétes eredményt is kozoltek (N-S Arch Pharmacol., 373:85-89, 2006). Az ellentmondést
feloldando, felvetddott az a hipotézis, hogy az eltérd eredmények oka a racém vegyiiletben
talalhato két, hatasaban eltérd optikai enantiomer lehet. Vizsgalataink célja ennél fogva az
volt, hogy megvizsgéaljuk az R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjeinek hatdsat, nyul izolalt
partner segitségével két vegyiiletet szintetizaltunk, az ZS 1270B R (jobbra forgato) és a ZS
1271B L (balra forgatd) enantiomerjei a racém R-L3 vegyiiletnek. Nyul kamrai
szivizomsejtekben a jobbra forgatdé ZS 1270B R (1 uM) mintegy 26 %-ban novelte az Ik
aram amplituddjat, mig a balra forgatd enantiomer ZS 1271B L azonos koncentracioban (1
pM) mintegy 47%-ban gatolta az Ixs &ramot. Az eredményeink alapjan sikertilt igazolnunk azt
a feltevést, hogy a racém R-L3 vegyiilet optikai enantiomerjei ellentétesen valtoztatjak meg az
Ixs aram tulajdonsagait. Kimutattuk, hogy a ZS 1271B R hatékony Ik aktivator vegyiilet,
ezért igéretes szernek bizonyulhat annak vizsgélatara, hogy az Igxs aram serkentése védo
hatasu-e a megnyult akcidés potencidl eredményeképpen létrejott szivritmuszavarokban. A
munkakbol dolgozat késziilt (Corici et al, 2013).

d) Régebbi megfigyelés, hogy a kiilonb6zd speciesekben a késdi egyeniranyitd kaliumaram
gyors komponensének a szelektiv gatloi eltér6 mértékben nyljtjak meg a kamrai
repolarizaciot. Ennek az lehet az oka, hogy a kiilonb6z6 fajokban, eltéré mértékben jarul
hozza a repolarizaciohoz a tobbi kaliumaram, pl. a befelé¢ egyeniranyitd kaliumaram (Ik;).
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Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Ix, €s Igx; aramok tulajdonsagait elektrofiziologiai és
molekularis biologia modszerekkel. Kisérleteink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a human
miocitdkban a kutydhoz viszonyitott kisebb Ix; aram, az alacsonyabb Kir2.1 fehérje szint
kovetkezménye. Az Igx, dram hasonldé mértékii gatldsa kutyaban kisebb repolarizacio
megnyulast eredményez, mint a humanban. Ezen észrevételre az Ix; aramnak a két species
repolarizaciojaban tapasztalt kiilonb6z6 hozzajaruldsa ad megfeleld valaszt, nevezetesen, az,
hogy a kutyaban az Ix; aram részt vesz a repolarizacid kialakitasaban is, amig az emberben
pedig vélhetden csak a repolarizacios tartalék része. Ezeket az eredményeket figyelembe kell
venni, akkor amikor kutyan végzett farmakoldgiai vizsgalatok eredményét human hasznalat
céljabol szeretnénk hasznositani, ugyanis egy kutyasziven bevizsgalt Ix,/HERG csatornagatlo
repolarizaciora kifejtett hatasa emberben konnyen alulbecsiilhetd. Mas szoval jelentdsen
kutyavizsgalatok soran ald lehet becsiilni egy szer proaritmias hatasait. Ezért javasoljuk mas
speciesben torténd preklinikai vizsgdlatokat. A munkakbol dolgozat készilt (Jost et al, J
Physiol, 2013). A dolgozatot szerkesztdségi levéllel (,.editorial”’) méltattak (Paterson, 2013).
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