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Roviditések jegyzéke

AP: akcios potencial

APD: akci6s potencidl idotartama

ATP: adenosine-trifoszfat

AU: 6nkényes egység

CaM: calmodulin

cAMP: ciklikus adenosine-monofoszfat
CDI: Ca?* fiiggd inaktivacio

CICR: Ca?* indukalt Ca?* felszabadulas
CAMP: cyklikus adenosine-monofoszfat
CDI: Ca?* fiiggd inaktivacio

CaT: Ca?" transiens

CS: sejt rovidiilés

DAD: kései utodepolarizacid

DD: diastolikus depolarizacid

DIDS: 4,4'-Diisothiocyano-2,2'-stilbenedisulfon sav
EAD: korai utédepolarizacid

ECC: excitacids-kontrakcios kapcsolas
[Ca?*];: intracellular Ca®*

GYKB-6635: ((4-amino-1-[((1R,2S,3S,5R)-2,3-dihydroxy-6,6-dimethylbicyclo[3.1.1]heptan-2-yl)-methyl]
pyrimidin-2(1H)-one)

IcaL: L-tipusti Ca?* dram

Icat: T-tipust Ca?* dram

Ina: Na* dram

InaL: Kései Na* aram

Inak: Na*/K* pumpa aram

NCX: Na*/Ca?* ioncseréld

NKA : Na*/K* ATPaz
ORM-10103 : NCX gatloszer
ORM-10962: NCX gatloszer
PMCA : sarcolemmai Ca?* ATPaz
RyR: ryanodine receptor
SERCA2a: szivizmszdveti sarcoplasmatikus reticulum Ca?* ATP4z

SR: sarcoplasmatikus reticulum



Bevezetés

A keringési rendszer megbetegedései még napjainkban is magas mortalitasi rataval
birnak. Ezen betegségek tovabbra is kihivast jelentenek az orvostudomany €s az egészségiigyi
ellatds szamdara. Noha a szivritmus zavarok és a szivelégtelenség terapidjaban sokféle
gyogyszer all a rendelkezésiinkre, mégis a sulyos, olykor halalos mellékhatasok miatt egyre
névekvd az igény Uj terapias célpontok és gatloszerek megismerésére. A lehetséges terapias
célpontok koziil kitlinik a natrium-kalcium ioncseréld, melynek kardinalis szerepe van a
stlyos arritmidk kialakulasaban. Noha szelektiv natrium-kéalcium ioncserlé gatlé még nem all
rendelkezésiinkre, ennek ellenére fontos a lehetséges jeloltek megismerée és vizsgalata a

jovObeni gyogyszerkutatasok szdmara.

A szivizomsejtek kalcium homeosztazisa
A calcium homeosztazisszivizom sejtek estén, a calcium ionok, a fesziiltség-fiiggd

ioncsatornak és a sejtek kontrakcidjanak finom hangolasan alapul, melyet exitacids-
kontrakcios kapcsolasnak neveziink. Az exitacid-kontrakcid kapcsolas szabéalyozésa gyorsan
és precizen szabalyozott a sarcolemma gyors depolarizacidja altal. Az egész folyamat
legvégén sejtosszehtizodas torténik. A folyamat harom nagyob rész folyamatra, a calcium

influxra, calcium-releasere és a calcium-influxra oszthato.

Calcium influx

A calcium influx soran szamos folyamat segiti a calcium ionok sejtbe aramlasat, mint
példaul a natrium-calcium ioncseréld reverz miikodési mddja, a natrium csatornak, de legfébb
szerepe az L és T tipusu calcium csatorndknak van. T tipust calcium csatorndk a sziv nodalis
szOveteiben, mig Ltipust calcium csatornak a sziv kamrai €s pitvari szoveteiben talalhatoak.
Az L tipust calcium csatorndkon bedramld ionokbol kevés mennyiség is elegendd a
sarkoplazmatikus reticulum ryanodine receptorain keresztiil kivalthatd nagy mennyiségii
calcium release mechanizmusahoz, ezt nevezziik kalcium altal kivaltott kalcium release-nek.
A calcium influx soran a sejtbe aramld ionok mennyiségét az SR calcium releasenek

nagysaga és idotartama szabalyozza, ez a feedback mechanizmust, calcium fiiggd inaktivacio.

Calcium release
A sarcoplazmatikus reticulum legfontosabb feladata a calcium ionok raktarozasa,

specialis calcium kotd fehérje, a calsequestin altal. Amikor a trigger calcium ion eléri a RyR

receptorokat, akkor azokon keresztiil nagy menyiségli calcium ion dramlik ki az intracelluléris



térbe. A kiaramlé calcium megfigyelhetd és nyomonkdvethetd fluoreszcens optikai technikak

révén.

Calcium eflux és a calecium visszavétel

A calcium ionok visszavétele két f6 mechanizmus soran torténik. A szisztolés calcium
ionok nagyrészét az SR calcium pumpdja a SERCA vesszi vissza, mig kisebb részét a
natrium-calcium ioncserélé forward miikodési modja tavolitja el a szivizomsejtekb6l. Az
arany 72-27%. Legkisebb részben az ATP-fiiggetlen calcium transzporter a PMCA jarul

hozza a calcium eltavolitashoz és calcium homeosztazis fenntartasahoz.

A natrium-calcium ioncserélé szerepe és farmakologiaja szivizomsejtekben

Szivizomsejtek sarcolemmdjdban a natrium-calcium ioncserélé NCXI1. isoformaja
talalhatd meg. A tiz transzmembran dimerbdl &ll, a calcium kotd loop az 5. és 6.
transzmembran domain kozt talalhatd. Az ioncserélé miikddése elektrogén, miikodése soran 3
natrium iont cserél ki egy calcium ionra. Az ioncseréld két miikodési modjat, a forward és a
reverz mikodési modot kiilonboztetjiik meg. Forward miikodési soran, amikor calcium
tavolitodik el a sejtbdl, inward aram, mig reverz mod soran outward aram generalodik. Az
ioncseréld miikodésének iranyat befolyasolja az aktualis membran potencidl, illetve az intra és
extra cellularis natrium és calcium ionok mennyisége is. A forward mod miikddését a
pozitivabb membran potencidl, mig a reverz miikodési modnak a negativabb membran
potencidl értékek kedveznek. A reverz miikodési mod normal fiziologids koriilmények kozt
cask az akcids poencial elején, a calcium influx soran figyelheté meg 30-50 ms ig.

Patologias koriilmények esetén, mint példaul szvelégtelenség sordn az ioncseréld
miikddése eltolédik a reverz iranyba, hozzajarulva az intracellularis calcium tobblet
kialakulasdhoz, mely az SR calcium vesztésére adott kompenzaciods valasz.

A natrium-calcium ioncseréld szelektiv gatlasa régota kihivasok elé allitja a sziv-
elektrofiziologiaval foglalkozé kutatokat, noha az ioncserélé gatloszereként szamos anyag
ismert, az eredmények interpretdldsa nehéz, mivel ezen szerek mas ioncsatorndkat is
hatékonyan gatolnak. Amilorid analogok, bepidril és amiodarone is hatékonyan gatolja az
NCX-t, de ezen molekuldk nem szelektiv inhibitorai az ioncserélonek. Benzyloxfenil
szarmazékok, mint a KB-R7943 és a SEA400, illetve az SN-6 részben szelektivnek és
hatékonynak bizonyultak szdmos tanulmanyban. A KB-R7943 az ioncseréld reverz modjat
gatolta hatékonyabban, mig a SEA400 még hatékonyabbnak és specifikusabbnak bizonyult.,
noha mindkét vegyiilet kismértékben gatolt mas ioncsatornakat is, mint példaul Ina, lcaL, lk1

csatornakat. Az SN-6 a inkabb az outward NCX daramra volt gatlé hatassal, szamos mas



ioncsatorna melett (Ina, IcaL, Ikr, lks, k1), mely végiil az akcios potencial megrovidiiléséhez
vezetett a kisérletekben. A két legtijabb ¢és legszelektivebb NCX gatloszer napjainkban az
ORM-10103 és ORM-10962. Az ORM-10103 sikeresen gatolja az NCX reverz és forward
miikodését is, illetve kisérletes koriilmények kozt sikersek csokkentette az in vitro indikalt
EAD és DAD gyakorisagat kutya szivpreparatumon. Noha az ORM-10103 20 %-os gatlast
fejt ki lkr aramra, de nem befolyasolja atobbi ionaramot. A legijabb NCX inhibitor az ORM-
10962, mely alacsonyabb ECso értékkel és igéretes antiarrithmias profillal bir.

Az NCX gatlas lehetséges klinikai vonatkozasai
A sziv megbetegedései koziil, kiilonosképp hypokalémids korképek esetében

megnovekszik az intracellularis natrium szint, mely csokkenti a Na*/K* pumpa aktivitasat és
miikodését, ezaltal jelentdsen fokozva areverz NCX miikddési modjat, mely intracellularis
feltételezhetd, hogy az NCX mindkét miikodési modjanak szelektiv gatlasaval antiarrithmids
hatas valthaté ki, a natrium indukalta calcium overload esetén. Noha az eddigi irodalmi
adatok meglehetdsen ellentmondésosak, in vivo kisérletek sordn az EAD-ok szamat a
SEA400 jelentdsen csokkentette, de az okonitin altal kivaltott arrithmidk esetén ez nem volt
megfigyelhetd, tovabba szignifikansan ndvelte a Langendorff perfuzids kisérletek soran az
ischemia-reperfuzié okozta arrithmidk incidenciajat és id6tartamat. Az intézet munkatarsai
bizonyitottdk, hogy a SEA400 nem csokkentette a QT szakasz megnyulasat dofetilide adasa
utan, illetve nem volt alkalmas a Torsades de Pointes tachyarrhythmiak (TdPs) megel6zésére
Langendorf perfundalt nytlsziveken.

Ellentmondasosak az NCX gatlas inotroép kovetkezményeivel foglalkoz6 eredmények,
kisérletes koriilmények kozt a SEA400 nem tudta ndvelni a calcium tranziens mértékét nyul,
kutya és tengerimalac szivizomsejteken, mig a fentebb emlitett két Gy NCX gatloszer
hasznélata sordn pozitiv inotrop kovetkezményeket figyeltek meg patkanyszivizomsejtek
esetén.

Ezen erdmények tiikrében az NCX gatlas pozitiv inotrép kovetkezményei
ellentmondasosak, illetve nagyban befolyasolhatja az akcids potencial alakja, az intracelluléris
natrium ¢és calcium ionok szintje, illetve az ioncseréld miikodési modjai kozti aktualis

egyensuly.



Célkitiizések
A tézisben ismertetett munka soran két kérdésre kerestiik a valaszt:
I. Az 0 és szelektiv NCX gatloszer a GYKB-6635 mekkora gatladssal bir az NCX
aramra?
Il. Megvizsgalni, hogyan befolyasolja az aktudlis ionok transzportja az NCX gatlas
lehetséges pozitiv és negativ inotrép kovetkezményeit a legujabb és
legszelektivebb NCX gatloszer, az ORM-10962, kiilonféle kisérletes koriilmények

kozt (alacsony Na+o, magas Ca2+i, alacsony K+0)?

Anyag és modszer

Szivizomsejtek preparalasa

Thiopenthalal (30 mg/kg i.v./i.p.) altatott kutya és patkény sziveket, a melkast megnyitva
gyorsan eltavolitottuk. Langendorff- perfizids és szegment perfizidos modszerrel, enzimes

disszociacidval jutottunk a cardiomyocytdkhoz.

Az NCX aram mérése

Az dram mérések patch clamp technikaval, whole cell konfigurdcidban torténtek. A mérések
soran tobb féle fesziiltség protokollt, alkalmaztunk.

A GYKB-6635 hatasanak vizsgalasara, a klasszikus “ramp” protkollt, ahol a gatlas
mértékének meghatarozasara NiCl-t hasznaltunk pozitiv kontrollként. A kisérletek soran az
alabbi oldatokat hasznaltuk: K*-free oldat, (NaCl 135, CsCl 10, CaCl 1, MgCl: 1, BaCl; 0.2,
NaH2PO4 0.33, TEACI 10, HEPES 10, glucose 10, ouabain 20 uM, nisoldipine 1 uM,
lidocaine 50 uM, pH 7.4) Pipetta oldat: CsOH 140, aspartic acid 75, TEACI 20, MgATP 5,
HEPES 10, NaCl 20, EGTA 20 and CaCl, 10, pH 7.2. A pipette oldatban 1évé [Ca®']
mennyisége 160 nM volt.

A tobbi kisérlet sorozatban az NCX 4ramot intakt calcium homeosztazis jelenlétében
mértiik. A sejt kontrakciok kivéltasa 1 Hz frekvencias téringerlésseltortént, mig 0 vagy + 30
mV fesziiltség pulzosok apipettan keresztiil aktivaltak az lcaL és az NCX aramokat, a ipetta

oldat nem tartalmazott sem EGTA semCa?*t.

Az L-tipusia calcium aram mérése

Azon kisérletek sordn, ahol sziikség volt az L-tipust calcium dram mérésére, a kisérletek
soran HEPES tartalmi Tyrode oldatot ¢és 3mM 4-aminopyridine, alkalmaztunk, mely
blokkolja a kalium aramokat.. Az oldat dsszetétele: KOH 40, KCI 110, TEACI 20, MgATP 5,



BAPTA 10, HEPES 10 és GTP 0.25, pH 7.2). IcaL aram kivaltasa 400 ms iddtartalma, OmV-
os depolarizalé fesziiltség pulzussal tortént, a holding potencial -80 mV volt. Egy révid — 40

mV-0s prepulzussal tértént a natrium aram inaktivalasa.

A sejtrovidiilés mérése

Az izolalt patkany kamrai szivizom sejtek kontrahaltatdsa, 1Hz frekvencidji téringerléssel
tortént. A kisérletek soran a sejtek perfizidja, normal és alacsony kalium tartalma Tyrode
oldattal, ORM-10962 nélkiil és az inhibitor jelenlétében tortént. A perfuzié oldatonként 10
percig tartott. A kisérlet idétartalma alatt termosztat segitségével a sejteket és az oldatokat 37
°C- on tartottuk. A sejt rovidiilés két percenként keriilt video felvételre, majd a kiértékelésére

a MatLab-alapu CellContract 1.0 software-t hasznaltuk

A calcium tranziens mérése

A Fluo4-AM el toltott kutya kamrai cardyomiocytakat (5 uM), 15 percig szobahdmérsékleten
inkubdltuk. A sejt szuszpenzi6 folcseppentése utan, a sejtek kontrakcié kivaltasa
téringerléssel, 1 Hz-es frekveciaval tortént. A calcium tranzienseket 480 nm-es gerrjeszt6 fény
jelenlétében detektaltuk, invert mikroszkop segitségével. Ca?* szignaldlok detektildsa és

digitalizalasa foton szdmlalo fotomultiplierel tortént.

Eredmények
I. A GYKB-6635 hatasa az NCX aramra

GYKB-6635 hatékonyan gatolta az NCX aramot mikromolos koncentracidban, annélkiil,
hogy gatolta volna az Ica vagy a fobb K* aramokat (lkr, lks, lk1). Tovabba hatdsosan
csokkentette a DAD altal kivaltott arrithmidkat, Langendoff perfundéalt tengerimalac

sziveken..

I1. Marginalis pozitiv inotrop hatas normal Kisérletes koriilmények kozt
Previous study from our laboratory demonstrated that application of 1 uM ORM-10962 has

approximately 90% inhibitory effect of NCX, measured by conventional ramp protocol.
These results justify the 1 uM chosen concentration in our experiments. Since the relative
contribution of the reverse mode NCX activity is believed to be moderate under baseline
conditions, consequences of forward mode inhibition should be more pronounced. Therefore
an approximately 90% forward mode NCX blockade should produce a significant Ca?*
accumulation in the SR with a following increase in Ca?* release and positive inotropy
Surprisingly, under normal conditions the application of ORM-10962 caused a marginal

positive inotropic action. The underlying mechanisms may consist of two main categories: (1)



possibly ORM-10962 causes an asymmetrical blockade on NCX under normal Ca?* handling
and (2) reverse and forward mode inhibition may have asymmetrical consequences in the Ca2*
handling.

Az NCX gatlas inotrop kovetkezménye fiigg az NCX reverz NCX aktivitas mértékétol
A significant negative inotropic action of NCX blockade was described in our previous study,

when reverse mode was facilitated by low NaCl containing Tyrode solution. According to
these previous results in this study we report that application of ORM-10962 reduced the SR
Ca2* content following an earlier enhancement of the reverse mode of NCX activity. In our
earlier work, similar observations were made with a previous NCX inhibitor ORM-10103.
Where ORM-10103 completely reversed or prevented the elevation of [Ca®']i, when reverse
mode was facilitated by veratrine or ATXII. For comparison, our previous and present study
demonstrated that the positive inotropic effect of the forward mode blockade (when reverse
mode was suppressed) was considerably weaker than was expected during ~ 90 % inhibition
of NCX.

Az NCX gatlas lehetséges asszimetrikussaga
Even though some evidences demonstrating that mode selective NCX inhibition may occur

under certain experimental conditions, theoretical considerations do not support the
possibility of transport mode dependent inhibition.

Previous papers demonstrated that KB-R7943 and SEA0400 preferentially block the reverse
mode NCX. In our previous studies, ORM-10103 or ORM-10962 exerted balanced inhibitory
effect between reverse and forward mode, therefore we assume that the possibility of
asymmetrical inhibition of the reverse and forward mode as a basis for the limited positive
inotropic effects can be ruled out in our experiments.

The forward mode NCX blockade may be alleviated by another potential mechanism and thus
the positive inotropic effect is the possible modulatory effect of Ca?* on the NCX inhibition.
Such a phenomenon has been implicated in the case of KB-R7943. When SEA0400 was
applied to block NCX in a previous study, some evidence was found which supporting our
theory.

Az NCX gatlas asszimetrikus kovetkezményei a calcium-handlingre
Asymmetrical consequence means that the ORM-10962 pharmacologically equally inhibits

both mode of function, however the unequal ratio of reverse and forward mode during a cycle

may cause asymmetrical effect on Ca?* handling, under experimental conditions favouring the
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forward mode NCX activity, the observed positive inotropy highlights the importance of
adaptive changes in the balance of the Ca?* influx and efflux. These mechanisms may consist
of three major submechanisms in the Ca?* handling:

(1) Adaptive changes in Ca?* influx via Ica due to the increased submembrane [Ca?']i.(2) The
elevated submembrane [Ca?']i activates an alternative Ca®** removal mechanism (e.g. the
sarcolemmal Ca?* ATP-ase). In this case the contribution of reverse mode NCX activity to
normal Ca?* handling is strongly underestimated or the importance of forward mode NCX
activity in Ca?* removal is overestimated. (3) Preserved inducibility of forward NCX activity
by high [Ca?*]i following NCX blockade.

I11. Az NCX gatlas csokkenti az arrithmiak gyakorisagat a hypokalémia altal kivaltott
calcium overload okozta sejt kontrakciok esetén

Hypokalémia soran megemelkedik az intracelluldris natrium szint, mely az NCX reverz
mikddési modjanak kedvez, az igy kialakult emelkedett intracellularis calcium szint, esetleg
calcium overload az ioncserélé forward mikodési modjat is aktivalja. As was hypothesized,
in the presence of hypokalaemic solution the Ca?* transient was increased presumably after
suppression of the Na*/K* pump and consequential Na*i gain which activates Ca?* influx
through reverse NCX on rat isolated myocytes. This improved Ca?* level was decreased after
NCX inhibition which could be attributable to the outward exchanger inhibition. These results
may further support the hypothesis of asymmetrical functional consequences of NCX
blockade. As was expected, the adverse effects of elevated intracellular Ca?* such as Ca?*
waves or extra beats were also suppressed. It is important to mention here that a substantial
species-dependent effect was discovered between rat and dog myocytes regarding NCX
inhibition mediated positive inotropy: in our previous studies on rat we found marked
increase in Ca?* transient and cell shortening/contraction after NCX inhibition, and we failed
to reproduce this effect on dog and rabbit myocytes under normal condition. Positive
inotropic effect of selective NCX inhibition was observable only after augmentation of Ca
handling (independently from reverse NCX activation) which may suggest some important
functional differences of forward NCX function between species. The different degree of
forward NCX on Ca?* extrusion between species may contribute to this discrepancy. However
such interspecies difference was not observed after reverse NCX stimulation: hypokalaemia
increased the intracellular Ca?* load which was suppressed after ORM application, in parallel

with our previous results carried out on dog myocytes. These results may implicate uniformity
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of reverse NCX blockade among different species, at the same time may indicate different
capacity of forward NCX for Ca?* extrusion between rats and dogs.

These experiments may indicate that when the NCX balance is shifted toward facilitated
reverse mode function, the NCX inhibition resulted in uniformly a decrease of the Ca?* level,
suggesting asymmetrical, reverse NCX-dominant inhibition. However under normal
condition, positive inotropic effect was described only in rats and marginal effect was
observed in the case of guinea-pig, rabbit, and dogs. These animals have considerable
difference in baseline heart rate, in the action potential shape and in the underlying ionic
currents which may contribute to this discrepancy. However, regarding the function of the
forward NCX it is important to note that “functional capacity” of NCX may be increasing
from rat to dog, providing an important reserve for Ca?* extrusion. The underlying mechanism
of this phenomenon is not clear, it could be related to the autoregulatory mechanism, and/or

the persevered inducibility of the NCX in the presence of high Ca?*;.

Osszefoglalas
1) Kimutattuk, hogy az uj NCX gatloszer, a GYKB-6635 sikeresen gatolta az ioncseréld

forward és reverz mitkodési modjat, tovabba nincs hatssal az L-type Ca®" aram kinetikajara
és a fobb K'-dramokra. Ezért a GYKB-6635 igéretes NCX gatloszer lehet, az ioncseréld
tovabbi kisérletes vizsgalatai soran.

2) A szelektiv NCX gatlas az ORM10962 altal, szivizomsejteken a kisérletes koriilményektol
fliggden kivalthat pozitiv és negativ inotrop hatast is. A csokkent inracellularis calcium szint a
reverz modnak, mig a megndvekedett intracellularis calcium szint a forward modnak kedvez,
épp ezért az egyik legfontosabb mechanizmus az SR aktudlis calcium tartalma, mely erdsen
fligg az NCX miikodésétol.

3) Az NCX szelektiv gatlasa az ORM10692 altal visszaforditja a hypokalemia altal kivaltott
calcium overload altal indukalt talzott sejtkontrakciot. Hiszen hypokalemia esetén az
alacsony intracellularis kalium szint ndveli az intracellularis natrium szintet, a sejtek
megvaltozott membran potencialja az NCX reverz miikddésének kedvez. Ezen koriilmények
kozott a szelektiv NCX gatlas areverz miikodési modot gétoljak, mely végsdsoron az

intracellularis calcium szint €s a sejt kontrakciok mértékének csokkenéséhez vezet.



