A szelektiv NCX gatlas karakterizalasa szivizomban:
az inotropiatdl az aritmiakig

Nagy Zsofia,MSc
(szuletett: Kohajda Zsofia)

PhD értekezés tézisei

Témavezed:
Dr. Jost Norbert

Szegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet
Szeged

2017



A DISSZERTACIO TEMAJAHOZ KAPCSOLODO PUBLIKACIOK LIS  TAJA
Tudomanyos folydiratok

I. Kohajda Z, Farkas-Morvay N, Jost N, Nagy N, Geigour A, Horvath A, Varga RS, Hornyik T,
Corici C, Acsai K, Horvéath B, Prorok J, Ordog B,rD8z, Téth D, Levijoki J, Pollesello P,
Koskelainen T, Otsomaa L, T6th A, Baczko |, Lepk@Nanasi PP, Papp JGy, Varr6 A, Virag L.
The effect of a novel highly selective inhibitortbe sodium/calcium exchanger (NCX) on cardiac
arrhythmias in in vitro and in vivo experiments.

PLOS ONE 11(11): e0166041. doi: 10.1371/journalegpoh66041.eCollection (2016)

IF (2015): 3.057 (Q1)

Il. Nagy N, Kormos A, Kohajda Z, Szebeni A, SzepksPollesello P, Levijoki J, Acsai K, Virag L,
Nanasi PP, Papp JGy, Varro A, Toth A

Selective N4Ca" exchanger inhibition prevents Caverload induced triggered arrhythmias.
BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 171(24):pp.5665-562014)

IF: 4.842 (Q1/D1)

Ill. Jost N, Nagy N, Corici C, Kohajda Zs, Horvah Acsai K, Biliczki P, Levijoki J, Pollesello P,
Koskelainen T, Otsomaa L, Téth A, Papp JGy, Varr&/kag L.

ORM-10103, a novel specific inhibitor of the sodfealcium exchanger, decreases early and delayed
afterdepolarization in the canine heart.

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 170:(4) pp. 768-7.7@013)

IF: 5.067 (Q1/D1)

Tudomanyos absztraktok:

Jost N, Zs Kohajda, N Nagy, A Geramipour, RS Vafg&lornyik, B Horvath, A Kormos, K Acsai, J
Levijoki, P Pollesello, T Koskelainen, L OtsomaaT#éth, | Baczkd, PP Nanasi, JGy Papp, L Virag, A
Varro.

Role of Na+/Ca2+ exchanger (NCX) in cardiac autdecitgtand ventricular repolarization assessed by
ORM-10962, a novel highly selective NCX inhibitor

HEART RHYTHM, 13(5S), S6, 2016

IF (2015): 4.391

Nagy N, Kohajda Zs, Acsai K, Kormos A, Toth A, Oeax K, Pollesello P, Levijoki J, Virag L, Jost
N, Papp JGy, Varré A

Inhibition and activation of the cardiac Na+/Ca2€leanger — two aspects of transport modulation
CURRENT RESEARCH: CARDIOLOGY - EXPERIMENTAL CLINICA2:(3) p. 143. (2015)



EGYEB KOZLEMENYEK

I. Major P, Baczko | , Hiripi L , Odening KE , Jagz V , Kohajda Z , Horvath A , Seprenyi G ,
Kovacs M, Virag L , Jost N, Prorok J , Ordog Baleschall Z , Nattel S, Varro A , Bosze Z.

A novel transgenic rabbit model with reduced repotdion reserve: long QT syndrome caused by a
dominant-negative mutation of KCNE1 gene.

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 173:(12) pp. 204®&1. (2016)

IF: 5.259 (Q1/D1)

Il. Ordog B , Hategan L , Kovacs M, Seprenyi Gohidjda Z , Nagy | , Hegedus Z , Kornyei L , Jost
N, Katona M , Szekeres M , Forster T , Papp J@rrd/A , Sepp R

Identification and functional characterisation of navel KCNJ2 mutation, Val302del, causing
Andersen-Tawil syndrome

CANADIAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY 937) pp. 569-575. (2015)
IF: 1.704 (Q2)

[ll. Corici C , Kohajda Z , Krist6f A , Horvath AVirag L , Sz&él T, Nagy N, Szakonyi Zs , Fulép F
Muntean DM , Varr6é A, Jost N

L-364,373 (R-L3) enantiomers have opposite modudatffects on I-Ks in mammalian ventricular
myocytes

CANADIAN JOURNAL OF PHYSIOLOGY AND PHARMACOLOGY 9X8) pp. 586-592. (2013)

IF: 1.546 (Q2)

IV. Jost N, Virag L , Comtois P , Ordog B ,i®zV , Seprényi Gy , Bitay M_, Kohajda Zs , Koncz |
Nagy N, Szél T , Magyar J , Kovacs M , Puskas IL@&ngyel Cs , Wettwer E , Ravens U , Nanasi PP
, Papp JGy, Varré A, Nattel S

lonic mechanisms limiting cardiac repolarizatioser/e in humans compared to dogs.

JOURNAL OF PHYSIOLOGY-LONDON 591:(17) pp. 4189-42@8013)

IF: 4.380 (Q1/D1)

V. Kristéf A , Husti Z , Koncz |, Kohajda Zs , SZE, Juhasz V , Biliczki P , Jost N, Baczko lap
JGy, Varré A, Virag L

Diclofenac prolongs repolarization in ventriculansuole with impaired repolarization reserve.
PLOS ONE 7:(12) p. €53255. (2012)

IF: 3.730 (Q1)

VI. Jost N ,_ Kohajda Z , Kristof A , Kovacs PP , d¢tiuZ , Juhasz V , Kiss L , Varro A, Virag L ,
Baczko |

Atrial remodeling and novel pharmacological strasdor antiarrhythmic therapy in atrial fibrillati.
CURRENT MEDICINAL CHEMISTRY 18:(24) pp. 3675-369@011)

IF: 4.859 (Q1)

VII. Virag L , Jost N, Papp R, Koncz |, Kristéf, Kohajda Zs , Harmati G , Carbonell-Pascuall B ,
Ferrero JM , Papp JGy , Nanasi PP , Varré A

Analysis of the contribution of I(to) to repolariian in canine ventricular myocardium.

BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 164:(1) pp. 93-10&2011)

IF: 4.409 (Q1/D1)



BEVEZETES

1.1. A sziv akciés potencialjat meghatarozosbb ioncsatornak

A sziv akciés potencialjanak (AP) 0t szakaszat miiitiztethetjlk meg. Az Un. depolarizaciés
vagy 0. fazisbana gyors N& csatorndk () depolarizaljdk a sejtmembrant, amely a gyors
ingeruletvezetés alapfeltétele. Az fazisa gyors repolarizacié, melyben a tranziens kitedéadd
kalium aram (}) jatszik © szerepet. Az,J aramot kialakitd ioncsatorna fehérjék a sziv kbtiz
rétegeiben eltér mennyiségben fejédnek ki, igy az AP alakja ezekben a rétegekbennkidsik
egymastol. A kifelé és a befelé haladd ionok egyn&dkensulyozva hozzék létre a szivizomra
jellemz 2. fazistvagy platéd fazist. Ittd szerepet tolt be a befelé haladé kalcium aram)(Imely
elssdleges iniciatora a kontrakciot is létrenozo kaiticiklusnak. Az ¢, lassu inaktivacioja utan a’'kK
aramok létrehozz&k a repolarizaciés, a2afazist A repolarizacioban a kifelé haladd kalium aram
gyors (k:) és lassu () komponense, valamint a befelé egyeniranyité kébwmam (k) vesznek részt.

A 4. fazisbara kamrai szivizomban ag;|és felteheleg a N&/K* pumpa nikodése altal helyredll a
nyugalmi membranpotencial. Azokban a szovetekbeglylmn az |}, expresszidés szintje alacsony
(pitvarban, Purkinje rostokban) nincs stabil nyagaimembranpotencial és Un. lassu diasztolés

depolarizacio figyelhétmeg, mely fontos szerepet tolt be a sziv pacenfakéciojaban.

1.1.1. A repolarizacios rezerv fogalma

A repolarizacios rezerv fogalméat Roden és munkait998) vezették be klinikai és kisérleti
medgfigyeléseik alapjan. Azt vették észre, hogy #gysu kalium csatorna gatlasa nem vezet jétent
APD megnyuladshoz, melynek héatterében az all, haggmbs szivben a repolarizacio tulbiztositott.
Egy gatolt vagy rikddésképtelen ioncsatorna szerepét a tobbi kalsetoma bizonyos mértékben
kompenzalni képes, igy tdlzott mérteRPD megnyulas nem jon létre. Az emberi, kutya g8l n
kamrai szivizomsejtek e repolarizaciés kapacitésaitiehetveé, hogy csokkenjen a sziv kilonboz
rétegeiben a transzmuralis APD diszperzid, igyramek valészitisége. Ha a repolarizaciés rezerv
sérult pl. farmakolédgiai gatlészerek altal vagydoseg kovetkezményeképpen feflépncsatorna
remodelling miatt (szivelégtelenség, diabetes tuosllihipertiredzis, genetikai rendellenesség: LQT,
Brugada stb.), meditt szimpatikus aktivitas soran vagy hipokalémidlaar akar egy minimalis
tovabbi kalium ioncsatorna gatlas is extrém ésmumédisan proaritmias APD megnyuijté hatasu lehet.
Ezért a tobb K ioncsatornara haté gatlészerek, melyek jé&nAPD megnyljtast okozva a
repolarizacios rezervet befolyasoljak, nagy proaés rizikot hordoznak magukban.
1.1.2. Transzmuralis heterogenitas a kamrai szividiman

Elektrofiziolégiai és farmakologiai tulajdonsdgaiddapjan az ends kamrai szivizom
rétegeiben vannak kilonbségek. Funkcionalisan médgnbos sejttipust kulonboztethetink meg:
epikardialis, midmiokardidlis, endokardidlis és lrje sejtek. Az epi- és endokardium AP révidebb,
mint a midmiokardidlis, vagy Purkinje sejteké. Agikardiumban a7, és ks expresszids szintje

magasabb, mint mas rétegekben. A midmiokardidligelse(M sejtek) és a Purkinje sejtek



farmakologiai érzékenysége nagyobb. Az M sejtekd®eis expresszidja kisebb, mig.l nagyobb az
endo- és epikardiumhoz viszonyitva és az APD kifsefrekvenciafliggést mutat, valamint ez a réteg
kdliumcsatorna gétlészerekkel szemen sokkal nagyébiekenységet mutat. Az M sejteket
elektromosan jol korulvey epi- és endokordialis sejtek stabilizaljak és kengaljak a lehetséges
extrém APD megnyulast. AzJd, Ik €s ki aramok kifejezdése hasonloak a sziv rétegeiben, viszont a

natrium/kalcium kicserél(NCX) legkifejezettebb az M sejtekben.

1.2. A natrium/kalcium kicserélé szerepe a szivben

1.2.1. Az NCX fiziologias szerepe a kamrai miokarmban

Az NCX fontos szerepet jatszik a szivizom*Chomeosztazisban.Ffeladata az egy
szivciklus soran felszabadul6 Caltavolitasa a sejth Az NCX forward iranyd mikédése soran 1
Cd" eltavolitasaval 3 Ndont hoz a sejtbe, ezzel depolarizélja a membrainvéard aramot hoz létre.
Az NCX reverzmdédban is ritkédhet a mindenkori kidsés belé Na' és C&" koncentraciok, illetve a
membranpotencial filggvényében. Ebben az esetbeai 8ltiivolitasaval 1 C4t visz a sejtekbe, igy
repolarizaléoutwardaram jon létre. Normal kérulmények kozott az NA3osorbanforward modban
miikodik és az intracellularis Caltavolitasat végzi a sejih ez altal védi a sejteket a €a
tultelitbdéssl, amely aritmiakhoz és sejthalalhoz vezethet.

Az elmult évtizedekben szdmos NCX géatlé vegyullatikefejlesztésre. A KB-R7943 egy
hatékony NCX gatléként kerllt bevezetésre, de hatésn bizonyult szelektivnek, mert szamos mas
ioncsatornét is gatolt. A SEA0400 habar széles dbrdikalmazott az NCX kutatdsaban, az egyidej
lca gatlas miatt a kisérleti eredmények kérdésesek ORM-10103 és az ORM-10962, Gjonnan
szintetizalt NCX gatld vegyuletek, amelyeknek ninigs gatld hatdsa. Az NCX gétlas klinikai
jelentsége olyan korképekben jelenthetne megoldast, mistivelégtelenség, ahol a sziv pumpa
funkcidja a csokkent Ghatartalom miatt gyengiilt, igy az NCX gatlas pozitotrop hatasi lehet,
novelve a sejtek Gakoncentraciojat. Azonban az NCX gatlas pozitivtiap hatasarél sz6l6 eddigi
kutatdsok eredményei ellentmondasosak. Azok a rmamyok, melyeket Langendoff perfundalt
patkany sziven végeztek SEA-0400 alkalmazasavaltipomnmotrép hatasrél szamoltak be, am
ugyanezt egyetlen szelektiv NCX gatlo (pl. SEA-04300RM-10103) alkalmazéséaval nem sikerdlt
bizonyitani sem nyul, sem kutya sziven. Az eredrekrgiverzitdsa magyarazhaté a nem szelektiv

géatloszerek alkalmazasaval, vagy a faji kulodisépgekkel.

1.2.2. Az NCX lehetséges szerepe nodalis szévetben

A szinusz csomoO, mint a sziv éleges ritmusgenerald kdzpontja, jellegzetes spodta
lassu valasz tipusu AP-t hoz létre, mely biztositjgtmikus szivriikodést. Az AP felszallo szara a
diasztolés depolarizaciéo (DD), mely lassan depzddii a membrant a T-tipusu kalcium csatorna
kiszdbpotencialjdig. Barmely behatas, mely médosiépes a DD meredekségét, befolyasolja a

szivfrekvenciat. Kutatasok bizonyitottdk, hogy arioaentrikularis csoméban illetve a Purkinje



sejtekben is az automacia mechanizmusa hasonléodgék le, mint a szinusz csomoban. Az un.
.,membran ora” teodridja szerint a spontan ritmusgiésban elssorban gpacemakedram () aram
altal létrejow depolarizacio a fontos. Egy masik tedria az ure’;@ra” pedig azt irja le, hogy az SR-
bél felszabaduld periodikus lokalis €a felszabadulasoknak is nagy jelés#ge van a
ritmusgeneralasban. A DD alatt ezek az 1-5Hz-€3 félszabadulasok aktivalhatjak az NCX forward
madjat, mely altal depolarizal6 inward Naram jon létre, ami gyorsitja a kiiszobpotenciétéslét.
Valéjaban a két mechanizmus, a membran 6ra és?adta egyiittesen alkotnak egy 6sszetiigg
kapcsolt mechanizmust, amely féela normal automacia kialakulasdért. Az NCX szareké
tiszthzasa ezekben a folyamatokban intenziv kutatg§ya, de szelektiv NCX gatlé hianyaban direkt
kisérletes bizonyitékok eddig nem voltak az NCX gmaaker funkciéban betoltott szerepével
kapcsolatban.
1.2.3. Az NCX patofiziologias szerepe a'Nedukalta C&* tultelitédésben

Az NCX mikodését az intra- és extracellularis ‘Né&s C&" koncentréacié jeledsen
befolyasolja, igy mindazon behatasok, amelyek metjgloa normal NHC&* egyensulyt az NCX
mikddésében is valtozast hoznak Iétre. Az NCX megrétt egyensulyi iiikddése
membranpotencial ingadozast és koros,okégddepolarizaciok (DAD) kialakulaséhoz vezethet.
Azokban a korfolyamatokban, melyekbe# az intracellularis Naszint a csokkent N&* pumpa
funkcioé miatt (hipoxia vagy digitalis intoxikaci@ketkeztében) vagy a kdrosan métjry, ionaram
kdvetkeztében (LQT3) aktivaljak az NCX reverz mddgmi jelenss C&" akkumulaciéhoz vezet a
sejtben. Az ilyen esetekben a szelektiv NCX gatldgverz mod szupresszidja révén antiaritmias
hatasu lehet, azonban az eddigi kisérleti erednképilentmondasosak az irodalomban. Az NCX
géatlas antiaritmias hatasarol szamoltak be ischespierfuzidés behatas utan létrejoaritmiakbanin
vivo, Langendorff perfundélt sziven és farmakoldgiaerskkel kivaltott ischemia/reperfazios
modellekben. SEA0400-al végzett kisérletekben dkjrthogy az NCX gatlds csokkenti a korai
utddepolarizaciok (EAD) kialakulasat is, viszontakonitin indukalta aritmiakat nem befolyasoltat, s
Langendorff perfundalt patkany sziven az aritmikifaedulasat és hosszat névelte. Az NCX gatlassal
kapcsolatos eddigi eredményeink a mi intézetlnktserellentmondasosak voltak. A SEA0400
dofetilide alkalmazésa utan befolydsolta a QTcruatdumot és nem akadalyozta med ersades de
Pointes(TdPs) tipusu aritmiak kialakulasat Langendorfffpedalt nydl sziven, viszont egy masik
kisérletben hatékonyan cstkkentette a kialakuld k@mplitidojat az APD befolyasa nélkil. Ezzel
ellentétben Milberg és mtsai jelést APD csokkerdt hatasrol szamoltak be SEA0400 alkalmazésa
utan, ét kisérleteikben a sotalol vagy veratridine altadukalt TdP aritmiak kialakulasa is csdkkent.
Hasonlé eredméngl szamolt be Jost és mtsai, egy Uj, szelektivebiX Igatlé szer, az ORM-10103
alkalmazésa altal, amely a farmakol6giailag indukdAD-ok és EAD-ok kialakulasat egyarant

csokkentette.



1.2. NCX gatlészerek 6sszefoglaldsa

A benzyloxyphenyl szarmazékokat, mint pl. a KB-RF98EA0400 és SN-6, szamos NCX-el
kapcsolatos kutatasban alkalmaztidk. Ezek a gatilszz NCX extracellularis részén keresztil fejtik
ki a hatasukat. A KB-R7943 az NCpéverzmddjat hatékonyabban gatolja (i€ 0.3 pM) mint a
forward médot (EG=17 uM). A SEA0400 hatékonyabb NCX géatlé6 @g€111 nMreverzmaod vs
108 nM forward mod), viszont egyik vegyllet sem szelektiv, az N@QAtlassal egyidéjeg
befolyasoljak: . lca, lk1 €s a ké& egyeniranyitdé K aramokat is. A KB-R7943 vegyuléib
tovabbfejlesztett SN6-al a probléma szintén azyhagy NCX reverz madjat hatékonyabban gatolja
(EGso= 1.9 uMvs 2.3 uM) és mas ionaramokat is gatolv@, (Ica, lkr, ks, lk1) roviditi az AP-t. Az
NCX gatlé fehérje a XIP mar az NCX mindkét moédjattédkonyan gatolija, am az alkalmazasa
kisérletekben problémas mivel nem penetrdl a dmjteldz G, igéretes NCX géatlok kerlltek
felfedezésre: az ORM-10103 and ORM-10962, melyeK@X mindkét médjat hatékonyan gatoljak.
Az ORM-10103in vitro kérulmények kozott szupresszalta az EAD és DAD jategését kutya
szivizom preparatumokon. Az ORM-10103 az NCX majkisngatlé koncentracidban (10uM) 25.4%-
ban gétolja az ionaramot, viszont mas ioncsatornakat nem befoly#g Ujabba ORM-10962 méar
egy kisebb Egy-el rendelked és szelektivitdsa, valamint antiaritmids hatasattnigéretes Uj NCX

gatlo lehet.

1.4. Célkitiizés

Mivel az eddigi tudasunk az NCX szerefiés sziv repolarizacidjaban és az automaciaban
szelektiv NCX gatlé hianyaban nem teljes, igy c#imilk ki, hogy megvizsgaljuk:
1) Az gjonnan szintetizalt ORM-10103 és ORM-10962@grtérek hatasat az NCX-re
2) Az ORM-10962 szelektivitdsat &ldb ioncsatornékra, az dsszehasonlitva az ORM-1al03-
3) A szelektiv NCX gétlas hatdsat a kamrai akciéempeitilon és kalcium tranziensen
4) NCX lehetséges szerepét az automaciaban

5) Az NCX gétlas hatasat az vitro triggerelt aritmiakon



3. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

3.1. Az ORM-10103 és az ORM-10962 NCX gatl6é hatasa

Az ORM-10103 10 pM-os koncentracibban az NCX revéz forward moédjat is
szignifikAnsan gatolta, a mért E@rtékek: 780 nM inward NCX, 960 nM outward NCX acima.

Az ORM-10962 szintén hatékonyan, koncentraciofiigpdon gatolta az NCX aram mindkeét
médjat, az EG értékek: 55 nM inward NCX, 67 nM outward NCX ardaa

3.2. Az ORM-10962 szelektivitasanak vizsgéalata
3.2.1. Az ORM-10962 hatasa az L-tipusu kalcium aram

Az ORM-10962 lehetséges hataséat az &ramra izolalt kutya kamrai sejteken vizsgaltuk
patch-clamp médszerrel. Az ORM-10962 még magasahbdatracidoban sem (IM) befolyasolta az
lca. iONdramot. Ezt az eredményt tengerimalac pagsllémmon végzett ,lassu valasz” tipusu AP
kisérletben is megésitettiik, ahol az ORM-10962 1 pM-ban nem befolytasat AP amplitidojat és
sem a dV/dtmax értékét. Ezeken a preparatumokoitiyo@ontrollként egy jol ismertd, gatldészert,
nisoldipine-t alkalmaztunk a kisérletek végén 100-ban, mely szignifikAnsan cstkkentette az AP
amplittdojat és dv/dtmax értekét.

3.3.2. Az ORM-10962 hatasa a natrium aram gyordassu komponensére, valamint a
Na'/K* pumpara

A nétrium aram lasst komponensét,(l -120 mV-os nyugalmi membranpotenciarol -20 mV-
ra tortérd depolarizdld pulzussal aktivaltuk. 1 pM ORM-10962m csokkentette az aram
amplitudojat, mig a pozitiv kontrollként adott 2MTTX teljesen gétolta.

A gyors natrium aramot }pea) Navl.5 cDNS-t tartalmazo plazmiddal transzfek@HO
sejteken mértiik, -90 mV nyugalmi membranpotendidindéns -20 mV depolarizalé pulzussal. 1 uM
ORM-10962 hatasara aza.heakSzignifikansan nemvaltozott, viszont pozitiv kontrollként a 20 pM
TTX jelentbsen csokkentette az aramot .

A Na'/K" pumpa aramot () mint egy ,Steady-state” tipust aram hataroztulg ”i89 mV-os
fesziltségen. Kontroll kérilmenyek kdzott mgrnhgysaga 5-7 perces 1 pM ORM-10962 inkubéacio
utan kis mértékben csokkent, ezért a kisérletebsaleres (DMSO) iikontrollal is megismételtik,
ahol az &ram szintén kis mértékben csokkent. Biagijan arra a kbvetkeztetésre jutottunk, hogy az
ORM-10962 nem befolyasolja azdramot. Pozitiv kontroll adott 10 uM strophantinszont teljesen
gatolta azJ aramot.

3.2.3. Az ORM-10962 hatasa a kalium iondramokra

Az ORM-10962 lehetséges hatasat,azll,, I« és ks aramokra is ellefriztik. Az l; aramot
300 ms-os ,steady-state” aramként regisztraltukm80t6l 0 mV-ig torté négyszog impulzusokkal.
Az |, aramot 1000 ms hosszu teszt potencialokkal aktik&BO mV nyugalmi potencialrdl 50 mV-ig.

Az I, és ks farok aramokat” -40 mV-on hataroztuk meg, azelsetében 5000 ms, azdstében pedig



1000 ms hosszu kulonb®zdepolarizald tesztpotencidlok utan (50 mV-ig). dinényeinkben azt
tapasztaltuk, hogy az 1 pM ORM-10962 szignifikansam befolyasolja ezen ionaramokat.
3.2.4. Az ORM-10962 lehetséges hatasa a pacemaileenic

Az ORM-10962 lehetséges hatasat a szinusz csenundraman is teszteltik nyudl jobb
pitvarabol izolalt szinusz csomd sejteken. Azidnaramot-30 mv-os nyugalmi potencialrol
hiperpolarizal6é fesziltség impulzusokkal aktivalt(#20 mV). Az | &ramot ivabradine szenzitiv
ionaramként hataroztuk meg. A negativ hiperpolarizaltal aktivalt 10 uM ivabradine szenzitiv

aram nagysaga 1 uM ORM-10962 alkalmazésa utan a#tozett szignifikansan.

3.3. Az ORM-10103 és az ORM-10962 szelektivitasdndlsszehasonlitasa asbb repolarizalo
transzmembran kalium ionaramokon

Az ORM-10103 (10 uM) és az ORM-10962 (1uM) hatéaaik,, ko, Ik, Iksfobb repolarizalo
kalium aramokra hasonlitottuk 6ssze. Egyik ORM \gglysem gatolta azl, I,  Ixs iondramokat,
viszont az ORM-10103 kis mértékben, de szignifikkdngatolta az.} ionaramot, mig az ORM-10962

ezt sem befolyasolta.

3.4. A szelektiv NCX gatlas hatasa a Ch tranziensen és az akciés potenciadlon normal
kordlmények kozott

A CaT és a sejtrovidulés kis mértékben, de szigfifsan ttt 1uM ORM-10962 hatasara,
mikdzben a diasztolés Easzint nem valtozott a kisérletek alatt. Normalikieények kdzott az AP
karakterisztikat az 1 pM ORM-10962 nem befolyasolta

3.5. A szelektiv NCX gétlas hatasa endokardialigpikardialis €s Purkinje rost preparatumokon

A szubendokardidlis szévet preparatumokon egy kigrkémegnyulast regisztraltuk az APD
paramétereiben 1uM ORM-10962 alkalmazasa utan, ansgubepikardidlis preparatumokon APD
hossz étékek szignifikansan novekedtek. A Purkiog preparatumokon nem konstans és kilétboz
irAnyu valtozasokat regisztraltunk az egyes kisgkben. Azon kivil, hogy a platé potencial

csokkenéseét figyeltik meg, a repolarizaciés pararakben nem tortént szignifikans valtozas.

3.6. Az NCX gétlas hatasa a spontan automaciara

3.6.1. Az NCX gétlas hatasa a spontan automaciatakhije roston és pitvari széveten

Kutya Purkinje rostokon 1 pM ORM-10962 ndvelte eorggn AP ciklushosszat. Nyul
Purkinje rostokon is szignifikans ciklushossz ngijtatast figyeltiink meg a spontan AP-okon mar
0.5 uM és 1 uM ORM-10962 alkalmazéasat kéeetis. Nyul jobb pitvari széveten 1 uM ORM-10962
kismértéki, de szignifikAns frekvencianyujté hatast eredmeatte Azon idkontroll kisérletekben,

ahol csak az oldészert alkalmaztuk (DMSO) nem tatpiiaink valtozast.



3.6.2. Az NCX gétlas hatasa a spontan automéciaabradine kezelés utan

Ezekben a kisérletekbertstor 3 uM ivabradine-t alkalmaztunk nyul jobb pitvezdveteken
a spontan automacia frekvencigjanakzetes csokkentésére. Az ezt kdéveat uM ORM-10962
alkalmazésa tovabb nyujtotta a ciklushosszt. Az GRddIkalta ciklushossz ndvekedés az ivabradine
alkalmazasa utén szignifikdnsan nagyobb volt, rmORM 6néllo alkalmazésa soran. Aakdntroll
kisérletekben az ivabradine hatdsa megegyezettnaolokisérletek soran tapasztalt valtozassal,

azonban az ezt kdvetn alkalmazott oldészer (DMSO) nem befolyasoltagroen a ciklushosszt.

3.7. Az NCX géatlas antiaritmias hatdsa a kég utédepolarizaciorain vitro kérilmények kézott

Kutya sziv Purkinje rostokon a DAD-kat 150 nM digmal indukaltuk. 40 darab 400 ms-os
stimulus utan kovetkéz nyugalmi idperiodusban szamos DAD alakult ki. 1 uM ORM-10962
szignifikAnsan cstkkentette az DAD-ok amplitudoEgyes kisérletekben a digoxin extra AP-kat is
indukdlt (n vivo extraszisztolékhoz hasonl6 jelenség), melyekepuM ORM-10962 teljesen

megszintetetett.

3.8. Az NCX gétlas hatasa a Ca tranziensre és az akcidés potenciélra, az NCX reverilletve

forward médjanak aktivalasat kdvetéen

Az el kisérleti elrendezésben az extracellulari§ Rdamcentraciot 70 mM-ra csokkentettiik és
az oldatot 70 mM kolin-kloriddal egészitettilk ki.zZ8l a modszerrel csokkentettik a *Na
elektrokémiai hajderejét és igy az NCverzmddjat stimulaltuk. 1JuM ORM-10962 hatasara az AP
kis mértékben, de szignifikansan megnydlt. A CaTaésejtrvidulés 6tt az alacsony NaTyrode
oldatban, majd az 1 uM ORM-10962 alkalmazésa utdgnsgikansan csokkent. Az ORM-10962
alkalmazast kévéen a diasztolés Caszint szignifikansan csokkent az alacsony tdsamu oldatban
mérthez képest.

A masodik kisérleti elrendezésben az N@ward médjat stimulaltuk 1 pM forskolin
adasaval. A forskolin az adenilat-ciklaz és protkinaz rendszeren keresztil az, Icsatorna
foszforilaci6javal noveli az intracellularis Easzintet. Ez esetekben a stimuk@ltward NCX gatlasa
az AP-on 1uM ORM-10962-vel a platoé potenciél csdidsgthez vezetett, mikézben a repolarizacios
szakasz nem valtozott. 600 nM forskolin a kutya kmhrai sejteken névelte a Cdranzienst és a
sejtrovidilést, majd az ezt ket UM ORM-10962 adasa tovabbi ndvekedést okozottiasztolés

C&" szint nem valtozott a kisérletek alatt.



4. DISZKUSSZIO

4.1. ORM-10962 nagyobb hatékonysagu és specificitamint az ORM-10103
Az eddigiekben hasznalt NCX gatlok (KB-R7943, SEBO¥sikeresen tagitottdk tudasunkat

az NCX elektromechanikai csatolds és aritmogenenisbetoltott szerep@it Ezen eredmények
azonban kifogasolhatdéak, mert az alkalmazott szeeek kelben szelektivek az NCX aramra és mas
ionaramokat is gatolnak  €és k csatorndk). A laboratériumunkban folytatott dzdtes
kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy az ORM-10103r gy olyan NCX gatlé vegydlet, amely nem
befolyasolja a d,. aramot és hatékony a triggerelt aritmidk kiveédéséfmsokkentette az EAD-ok
amplittdojat és a DAD kialakulasat). Az ORM-10108maban, az NCX maximdlis gatladsanak a
koncentracidjaban (10 pM) 25.4%-ban géatolja az idnaramot. igy ennek a vegyiiletnek az
alkalmazhatdsaga limitalt az NCX betdltott szergéwizsgalatara, mert befolyadsolija a kamrai
repolarizaciot.

A tovabbfejlesztett ORM-10962 amellett, hogy mats&koncentraciéban (1uM) sem
befolyasolja a d.. a&ramot, nem hat a natriumaram gyors és lasst koemsére, sem a NK*
pumpéra, sem &lbb repolarizalé kalium ionadramokra (| ko, Ir €S ks ) @ maximélis NCX gatlo
(~80%) koncentracio tartomanyban. Teljesikérelektivitdsa mellett tovabbidelye, hogy kis E6
ertékkel rendelkezik az NCX mindkét madjara (55M7mward/outward NCX aramra). A tovabbi

kisérleteinkben az NCX gatlas tanulmanyozaséaraeiga vegylletet alkalmaztuk.

4.2. A szelektiv NCX gatlas mérsékelt pozitiv inotp hatast, mikézben nem befolyasolja az

akcios potencial alakjat normal korilmények kdzott

Az NCX normal korulmények kozott az akcios potehalatt talnyomorésztorward moédban
miikodik, igy gatlasa esetén a vart eredmény az ielttaéris C4&" szint emelkedése és az AP
révidulése lenne. Ennek ellenére az eddigi kisgsleredmények a SEA0400 illetve az ORM-10103
alkalmazasaval, nem szamoltak be ilyen pozitivrépthatasrél. Ezzel szemben, az ORM-10962
alkalmazéasaval a hipotézisnek megfédel pozitiv inotrop hatas alakult ki, ugyanis néeeltCaT-t és
a sejtrovidulést kutya kamrai miocitakon. Ez a skél NCX gatlds okozta CaT ndvekedés viszont
varthoz képest kisebb mértékolt. Ennek hatterében az NCX egyi@legverzmaddjanak a géatlasa is
allhat, amely csokkenti az intracellularis’Cinfluxot a sejtben. A masik lettatég, hogy a PMCA
milkddése kompenzdlja az NCX csokkent funkcibjat dsbt&Cd&™-ot visz ki sejtibl. Normal
koriilmények kozt intakt CGa ciklus mellett az NCX olyan kis amplitidéja aramelgmek, a
gatlasanak a hatasa teljesen kompenzalédhat dfeetrlitett mechanizmusok altal. Az ORM-10962
hatasat az AP-ra a sziv kulonbBomanszmuralis rétegeiben is vizsgaltuk és szoyetcifikus
eltéréseket tapasztaltunk. A szelektiv NCX géatlés mértékben novelte az ABDértéket az
epikardiumban, mikézben az endokardumban és Parkogton nem okozott szignifikans valtozast.

Az egészséges szivizomban a sejtek szorosan kbapEls@tromos hélozatba rendezettek és az



elektrotonusos kdlcsonhatasok minimalizéljak aozdlsokat szoveti szinten, mig ezek sejtszinten
érvényre juthatnak, ami magyarézatot ad az epiésdizovetben tapasztalt kis valtozasokra. Korabbi
eredményeink alapjan normal korulmények kozott deaknértékt NCX aram aktivalodik egy AP
alatt, és ennek a kis aramnak gatladsa olyan kiezédt okoz, amely teljes mértékben kompenzalédhat
a repolarizacios rezerv altal. Az NCX &ram nagydéigg az aktualis membranpotenciéltél, valamint
Na" és C& szintbl. Az AP és a CaT kinetikaja valtoz6 lehet a kildrb szévet tipusokban
(endokardium, epikardium, Purkinje rost) és mégdavsteket alkotd kilénbdzmiocitdkban is. Nem
zarhatjuk ki annak lehé&égét sem, hogy az NCX aram két médjanak az adivitegoszlasa valtozik
az egyes kamrai szovetrétegekben: egyre inkablrdtdéasalik az epikardiumtoél az endokardium felé

haladva.

4.3. A szelektiv NCX gatlas csokkenti a spontdn amnaciat a szinusz csoméban és a Purkinje

rostokban normal kérilmények kdzott

Az ORM-10962 szignifikans negativ kronotrop hafégett ki a szinusz csomoén és a Purkinje
rostokon. Ebz6 kutatdsok két kompetitiv. mechanizmust irtak lelymele szerepet jatszanak a
szivritmus iniciaciojaban: az egyik az un. ,memidéa” (M-clock), amely a frekvenciaszabalyzasban
a pacemaker; hram 6 szerepét hangsulyozza, a masik pedig az arf* @a” (C&*-clock). A C&"
6ra elmélete szerint a lokalis ¥ delszabadulas az SRbegy lokalis depolarizaciét hoz létre, amely
stimuldlja az NCXforward médjat. Aforward NCX a C4&" eltavolitasaval depolarizalé Naramot
hoz létre, amely az; Ipacemaker iondrammal egyltt hozzajarul a fokozd#assu diasztolés
depolarizacidhoz. Az eredményeink ezt az elméigietoltak, mivel az NCX géatlas csokkentette a
spontan frekvenciat mind kutya és nyul Purkinjeaksn, valamint nydl jobb pitvari preparatumokon,
anélkldl, hogy az alkalmazott NCX géatlo, az ORM-1D98efolyasolnd az: laramot. Mindazok
ellenére, hogy az ORM-10962 kicsi, de ugyanakkagréfikans hatast mutatott, Ggyirtik az NCX-
nek a diasztolés depolarizaciéban csak kis, modlusaerepe van. A legujabb elméletek a két
mechanizmus, a membran éra és & @aa egy kapcsolt egyiitiikodését sejtik az automécia
iniciaciéjdban, amelyben egyik fél sem domindns)elma egylttesen szabdlyozzak a spontdn AP
frekvenciat és a ritmusgeneralast a pacemakerkbejte Ezt a kapcsolt elméletet igazolja, hogy az
ivabradine (szelektiv; lgatlé) alkalmazasa egy masik tanulmanyban, indiszkipresszalta a €a
ciklust, csdkkentette a SR C#artalmat anélkill, hogy befolyasolna mas ioncsaiipramelyek a Ca
ciklusban jatszanak szerepet.(IRyR). Ezek az eredmények ramutatnak arra, hogiwaradine
bradikardizal6é hatdsa nem csak egyedil @dm gatlasanak, hanem a két kapcsolt éra megkomlo
egyuttmikodésének is kdvetkezménye. Ennek hatterében a2eSRartalmanak a csokkenése allhat,
mert a csokkentett a lokalis €delszabadulas csokkenti az NCX aktivitasat a mémbiraban. Az
eredményeink is ezt tamasztjak ala, hiszen az awhhe-val edkezelt spontan AP frekvencia az NCX

gatlast kdveten tovabb csokkent.
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4.4. Az NCX gatlas hatasos a Naindukélta Ca®* bearamlas okozta kééi utddepolarizaciok
kivédésére

El6z6 eredmények igazoltdk, hogy az NCX géatlas SEA0400a@gy ORM-10103-al
hatékonyak a Naindukalta C& bearamlas okozta DAD-ok megsziintetésére. A teljszelektiv
NCX gatld ORM-10962 alkalmazasaval mi is hasonléderényt kaptunk, az ORM-10962 teljesen
megszlntette a digoxin indukalta DAD és spontaroraatia kialakuldsat kutya Purkinje rost
preparatumokon. A digoxin gatolva a W& pumpa nikodését roviditi az AP-t és emeli az
intracellularis N& szintet, ami aktivalja az NCXeverzmodjat. AreverzNCX a N4 eltavolitasaval
jelenbs C&" akkumulaciot okoz a sejtben, ami az N@¥ward madjanak stimulalasan keresztil djra
emelkedett Nainfluxot eredményez. Ezért elméletileg a két NCXdney(ttes gatlasa antiaritmias
hatasu lehet, aeverzNCX gatlasa csokkenti az intracellularis ?Gaintet, aforward mod géatlasa
pedig direkt csokkenti a DAD amplitudojat és kialllsat. Ennek a kérdésnek a megvalaszolaséara
terveztik azt a kisérletet melyben az NCX két mddjén aktivaltuk.

Alacsony N4 tartalma kulé Tyrode oldatban, ahol az NOX¥verzmddija aktiv az NCX gatlas
negativ inotrop hatastnak bizonyult, valosizar altal, hogy az ORM-10962 csokkentette a’{Ca
szintet. Ugyanakkor mivel az NChverzmodja outward aramot hoz létre, az NCX gatlasa rlatze
esetben az AP megnyulasaval jart egyiitt. Ez aznéed bizonyitja, hogy a Nandukalta C&'
taltelitsdés soran az NCXkeg reverzmédban nikddik, igy gatlasa intracellularis €acsokkenést és
negativ inotrép hatast fejthet ki. Régebbi kidéittkkben, az ORM-10103-al hasonlé eredményeket
kaptunk.

A masik kisérleti elrendezésben az NCKrward moédjat stimuldltuk forskolin
alkalmazéasaval, mely az adenilat-ciklaz aktivalasémegnovekedett Gaszintet hoz létre. Ebben a
helyzetben a szelektiv NCX gatlas nett6 intracétial C&" névekedést okozva pozitiv inotrép hatasu
és kis AP platd potencial csokkenést hoz |étre oaitpr inotrép hatas az NCX reverz potencialjanak
megvéltozasaval magyarazhatd, ugyanis a megeméikattacellularis C& mellett az NCX reverz
potencidlia magasabb potencial értékeket vesz defolég forward mdédban nikddik. Az NCX
gatlasaval csokken a Ezltavolitas a sejtih, igy meg a CaT, ami miatt azJ, ioncsatornan sejtbe
bearamlé C4 mennyisége csokken (a Tanflux egyenb kell, hogy legyen a Chefluxxal). Ez a
csokkenés az aram amplituddjdban okozhatja résztiear AP platd potencial csokkenést.

Osszegezve az eredményeinket azt mondhatjuk, hddy andukéalta C&' tdltelitbdésben az
NCX mindkét modjanak az aktivitds#,nde areverzméd mégis dominansabb ebben az allapotban.
Az NCX mindkét médjanak géatlasa elméletileg antimaids hatasu lehet, de ugyanakkoegerzmdd
gatlasnak ezen esetekben nagyobb jét&mwe lehet, mivel igy az intracellularis “Cdartalom
csOkken, ami magaval vonja farward méd csokkenését is, igy a DAD amplitidé nagysaga é

kialakulasanak esélye csokken.
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5. KONKLUZIO ES AZ EREDMENYEK POTENCIALIS JELENT OSEGE

Eredményeinkben kimutattuk, hogy az Gjonnan sg#ktNCX gatlok, az ORM-10103 és az
ORM-10962, hatékonyan gatoljak az NCX mindkét mbdj@ ORM-10962 hatékonyabb az
ORM-10103-nal, ugyanis kisebb, nanomolasrigde@ékkel rendelkezik.

Az ORM-10962 nagyobb foklu szelektivitassal rendslkiHCX gatlé vegyllet, ugyanis még
magasabb koncentraciéban (1uM) sem gatolt mas dord@t (tar, Inat, Ina peax NA/K”
pumpa, k., lks, ko, Ik1, lf). Ugyanakkor az ORM-10103 magasabb koncentraci¢bapM) az

Ik, iondramot kis mértékben gatolja.

Kimutattuk, hogy a szelektiv NCX gatlds az ORM-1B26 kismértékd, de szignifikans
pozitiv inotrép hatasu lehet. Alkalmazéasa CaT epuist €s sejtrovidulést okozott, mikdzben
az AP —t nem befolyasolta normal kérilmények kdadkamrai szivizomban.

Korabbi elméleti hipotézisekkel megeg¥yksy kisérletesen is kimutattuk, hogy az NCX
szerepet jatszik a sziv pacemaker mechanizmusAzalNCX gatlas szignifikAnsan nyujtotta
a spontan AP frekvenciat kutya és nyul Purkinjeaken és nyul pitvari széveten. Ezen felll
az ORM-10962 az ivabradine alkalmazésa utan tovapbintan AP frekvencianyujté hatast
mutatott, ami igazolhatja a ,kapcsolt éra” elméleté

Az NCX gatlas megakadalyozta a digoxin indukalttomaécia kialakulasat és szignifikdnsan
csokkentette a kialakuld6 DAD-ok amplitidojat. A &smechanizmus tanulmanyozéséara az
NCX reverz és forward modjainak gatlasat kulon tanulmanyoztuk. Eredménigmin azt
kaptuk, hogy az NCXforward mdédjanak gatlasa szignifikans pozitiv inotropiatonk
mikbzben az AP nem valtozik, mig reverz méd gatlas negativ inotrép hatdsu és AP
megnyulast eredményez. Ez alapjan arra a kovetésréejutottunk, hogy a Nandukalta
cd" tultelitsdésben aeverzNCX dominansabb szerepet télt be, igy az NCX gatkbkkenti

a CaT amplitidot. Ezzel dsszefliggésben feltétekezZadgy a digoxin indukalta DAD-ok
soréan (ahol szintén Nandukalta C&' tultsltédés torténik) a fokozott aktivitasi NCéverz

mdd géatlasdnak nagyobb szerepe lehet az antiasitmités kialakulasdban.
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6. KOSZONETNYILVANITAS

Nagy koszonettel tartozonProf. Dr. Papp Gyula akadémikus Urnak, aki hasznos
tanacsaival, motivaciojaval folyamatosan tamogattaitatomunkamat és dolgozatom elkészitésében
is segitséget nyujtott. KoszonoRrof. Dr. Varré Andras intézetveinknek, hogy lehéweé tette a
PhD munkam elkészitését a Farmakoldgiai és Farmedqmt Intézetben és, hogy tamogatasaval sok
hazai és kulféldi konferencian részt vehettem.

Kllon kdszonettel tartozom témaveaenek,Dr. Jost Norbertnek, mind a tudomanyos és az
életben szikséges hasznos tanacsiért, folyamatosgadasaért, valamint, hogy felkeltette az
érdekbdésemet a szivelektrofiziologia irant.

Kdszonet férjemnekDr. Nagy Norbertnek a tébb éves kivalo kézos kollaboraciéért é€s, hogy
tudasat, tapasztalatat megosztotta velemOAalyamatos tamogatasa és tudomanyos nehézségekhez
val6 optimista hozzéallasa nélkul ez a PhD dolgoeaezen készulhetett volna el.

Kdszondm a laborvezaétknek,Dr. Virag Laszlonak és PhD tarsaimnakristof Attilanak ,
Horvath Andrasnak, Corici Claudianak, Geramipour Amirnak az eredményes k6z6s munka
alapjat képez 0sszetartdé csapatmunkéat és folyamatos tAmogatigtséget a kisérletes munkakban.
KdszondomMolnar Imréné Zsuzsanak Dobai Gabornak, Girst Gdbornak a segiikész technikai
segitségnyujtast, valamibr. Acsai Karolynak ésDr. Orddg Balazsnakhasznos tanacsait, Gtleteit a
sikeres kisérletek megtervezésében és értékelésében

Klalon kdszonom csaladomnakKdhajda Tibornak és Gizellanak, testvéreimnek,
Gergelynek és Sardnak) és barataimnak (kulonds tekintett&®r. Somogyi Zsoltnak és
Karolinanak), hogy odaadoé szeretettiikkel és folyamatos basuwrikal tamogattak.

Jelen értekezéshez készillt tudomanyos munka, azagdrs Tudomanyos Kutatasi Alap
(OTKA NN-109994, NK-104331, K-119992, GINOP-2.3.2-2016-00006 és GINOP-2.3.2-15-2016-
00012), a Nemzeti Kutatas Technoldgiai Hivataidda és Jedlik Anyos Programja (REG-DA-09-2-
2009-0115-NCXINHIB és NKFP_07_01-RYTO07_AF), a Netgktatasi Minisztérium - Uj Nemzeti
Kivalésag Programja (UNKP-16-3-IKT/147-1787/8/2006ZT-95), HU-RO Hataron Atnyalé
Egyuttmikédési Programok (HURO/1001/086/2.2.1 HURO-TWIN) as Magyar Tudomanyos
Akadémia tamogatdsaval késziilt.

Kilon kdszoénet az Finnorszagi Orion Pharma céd attiadelkezésiinkre bocséatott ORM-
10103 és ORM-10962 vegytletekert, amelyekkel aleitsinket végezhettik.
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Alulirott, Dr. Nagy Norbert igazolom, hogy az alabbi kozleményben:

Nagy N, Kormos A, Kohajda Z, Szebeni A, Szepesi J, Pollesello P, Levijoki J, Acsai K, Virag L, Nanasi PP,
Papp JG, Varr6 A, Toth A.

Selective Na(+) /Ca(2+) exchanger inhibition prevents Ca(2+) overload-induced triggered arrhythmias.
Br J Pharmacol. 2014 Dec;171(24):5665-81. doi: 10.1111/bph.12867.

az ,Inhibition of NCX by SEA0400 and ORM10103” cimii alfejezet Nagy Zsofia (Leanykori név: Kohajda

Zsofia) sajat kisérletei alapjan késziilt.

Dr. Nagy Norbert
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Dr. Jost Norbert
tudoméanyos fomunkatars

Targy: nyilatkozat

Alulirott, Dr. Jost Norbert -mint felelds szerzo- igazolom, hogy Nagy Zsofia
(sziiletett Kohajda Zsofia) a Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet és MTA-
SZTE Keringésfarmakologiai Kutatocsoport Ph.D. hallgatdja az alabbi
koézleménnyel kapcsolatos, patch-clamp technikaval torténé mérésekben,
elemzésekben tevékenyen részt vett, ezért eredményeit felhasznalhatja PhD
értekézéshez. Ezen eredmények nem keriilnek felhasznaldsra mas Ph.D.
értekezésben.
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ORM-10103, a novel specific inhibitor of the sodium/calcium exchanger,
decreases early and delayed afterdepolarization in the canine heart.
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