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2. Absztrakt

A kardiovaszkularis megbetegedések és azon beliil is az olyan szivritmuszavarok,
mint a kamrafibrillaci6 vezetd halalokok kozé tartoznak a fejlett orszdgokban. A gyogyzsres
kezelés hagyoményosan egy jellemzé kezelési forma mint a kamrai mint a pitvari
szivritmuszavarokban. Annak ellenére, hogy jelentds fejlédésen estek at kardioldgiai
ismereteink  tarhdza, a  szivritmuszavarok  kezelésére  hasznalt  gydgyszereink
hatdsmechanizmusanak tokéletlen ismeretének hidnya miatt a szivritmuszavarok
farmakologiai terdpidja még ma is inkabb csak empirikus. Mindez azt jelenti, hogy az uj
proaritmiamentes antiaritmids gyogyszerek fejlesztése nem lehetséges anélkiil, hogy
megértsiik a ritmuszavarok szervi-, szoveti- cellularis s6t szubcellularis szint
mechanizmusat. Ennek megfelelden a jelen PhD értekezés célja a kiilonb6z6é repolarizalo
kalium és a natrium-kalcium cseremechanizmus aramoknak a ritmuszavarokban jatszott
korélettani és farmakologiai jellegii vizsgalata

A fobb célok a kovetkezok voltak:

a) A Kir2.x csatorndk kiilonbozd kiegészité fehérjéinek vizsgalata ¢és szerepe dilatativ
kardiomiopatidban (DCM).

b) Szamos 1) fejlesztésii NCX gatld vizsgdlata emldsszivekben. Tovabbfejlesztésre
javasolt “lead” vegyiilet kivalasztasa.

c) Az 0 fejlesztésti szelektiv NCX gatlo GYKB-6635 antiaritmids hatasu vegytilet

cellularis elektrofiziologiai vizsgélata a kiilonbdz6 -aramokra és a triggerelt aritmiakra.

Eredményeink alapjan a kovetkezd kovetkeztetéseket vontuk le:

1) Az endogén Kir2.x csatorndk a SAP97 kiegészité csatorndval tarsulva alakitja ki a
befelé¢ haladd egyenirdnyité kaliumcsatornat. Dilatativ kardiomiopatiaban a kiilonb6zd
alegységek eltéré modon valtoznak meg. Ez a valtozasok felelnek a betegségben észlelt
eltérd molekularis szerkezetekért. A SAP97 és a Kir2.x uj gydgyszertamadas-pontok
lehetnek DCM-ben.

2) Szamos olyan uj fejlesztésii karbociklusos nukleozid analégok (CNA) molekularol
igazoltuk, hogy az NCX szelektiv gatloi, amelyeknek szerkezete eltérd az eddig ismert
blokkold vegyiiletektdl.



3) A GYKB-6635 az els6 olyan vegyiilet, amely hatékonyan gatolja a reverz és forward
NCX aramot szubmikromolaris koncentracié tartomanyban. Igazoltuk, hogy a vegyiilet
gatlohatasa szelektiv, ugyanis nem befolyasolta sem a Ca**-homeosztazisért felelds egyéb
aramokat €s mechanizmusokat, sem a repolarizacioért felelés egyéb kaliumaramokat. A
GYKB-6635 Langendorff perfundalt tengerimalac kisérletekben hatékonyan kivédte az
ouabain indukalta DAD tipust triggerelt aritmidkat. A vegylilet alkalmas olyan kisérletek
elvégzésre, amely segitségével vizsgalhatjuk az NCX aramnak a ritmuszavarokban

jatszott szerepének tisztazasat.



3. Bevezetés

A szivritmuszavar népegészségligyi probléma. A kardidlis morbiditds és mortalitds
szempontjabol a szivritmuszavar leggyakoribb formai a pitvarfibrillacio és a kamrai
tachykardia/kamrafibrillacio. A szivritmuszavar a normal szivmiikddés soran az elektromos
impulzusban bekovetkezd valtozasok Osszességére vonatkozik. Munkam sordn a
szivritmuszavart kivalté ioncsatorna aktivaciot és gatlast, valamint az intracellularis Ca2+
szintet vizsgaltuk.

A hirtelen szivhalal (SCD) sokszor sajnos elsé észlelt szimptoma egy szivritmuszavar
tipusu szivbetegség esetében. Ezért a szivritmuszavarok vizsgélata rendkiviil fontos kutatasi
teriilet. A farmakoldgiai kutatasok kiemelt célja olyan bitonsadgos €és hatékony antiaritmids
szerek kifejlesztése, amelyek egyarant biztonsdgosan alkalmazhatok akut és posztinfarktusos
betegekben is.

A dilatativ kardiomiopatia (DCM) egy olyan sulyos betegség amely balkamrai
megvastagodassal ¢és szisztolés diszfunkcioval jar. DCM jellegzetesen progressziv
szivelégtelenséggel ¢és korai haléllal jarhat. DCM esetében az akcios potencidl iddtartam
megnyulik, és szdmos elektrofiziologiai paraméter (példdul a nyugalmi potencial)
megvaltozik. A befelé egyeniranyitd kaliumaram (Iki1) egy jelentOs repolarizald kaliumaram,
amely elsOsorban a nyugalmi potencial biztositasért felelés. Mivel utobbi DCM-ben
jelentésen megvaltozik, feltétleniil javasolt az Ix; aramért felelés csatorna Osszetevok
vizsgélata, annak érdekében, hogy megismerjiilk melyik Osszetevd remodellingje felelds a
DCM-ben tapasztalt valtozasokért. Ennek megismerése fontos terdpids szempontbdl is,
ugyanis ennek segitségével 1) farmakologiai gyogyszertamadas-pontok megismerése
lehetséges.

Szivizomsejtekben a Na/Ca cserearam — NCX, a Ca®'- homeosztazis egyik f6
szabalyz6 transzportere. Forward és reverz modban is képes mitkodni a mindenkori Ca, Na
koncentraciok ill. membranpotencial fliggvényében. Reverz modban a Na-t, forward modban
a Ca’"iont tavolitja el a sejtbél. A transzporter milkddése elektrogén, mivel 1 Ca®" széllitdsa
mellett 3Na* szallit ellentétes térbe, igy forward modban a Ca®’ eltavolitdsa Utjan a sejtbe
bekeriild, Na inward aramot hoz 1étre, igy depolarizalja a szivizomsejteket, ez korai €és késoi
utodepolarizaciot (EAD és EAD) hozhat létre. Igy felmeriilt, hogy esetleges NCX gatlok
antiaritmias hatasuak lehetnek. Az eddig ismert NCX gatlok, SEA0400 ¢és KB-R7943

bizonyos esetekben antiaritmids hatdsuaknak bizonyultak, azonban az NCX gatlas mellett,



hasonl6 koncentracioban a Ca®*- csatornat is gitoljak — igy lényegében még nem ismert olyan
szelektiv NCX gatlo, amellyel vizsgalhat6 lenne, hogy az NCX gétlds 6nmagaban antiaritmias
hatdsu-e. Ennek megleléen célunk egy olyan eltérd szerkezeti NCX gatld molekula
kifejlesztése €s vizsgalata volt, amely szelektiven és hatékonyan gatolja az NCX aramot. Enne
megfelelden célul tliztiik ki egy karbociklusos nukleozid vegyiilet szintézisét, és vizsgalatat

emlssziveken.

4. Vizsgalataink célja

Fentiek alapjan a PhD értekezésemben bemutatott kisérletes munkanak a kovetkezo
volt a célja: i) megvizsgalni miképpen valtoztatja meg (remodelling) egy ismert szivbetegség,
a dilatativ kardiomiopatia a kamrai repolarizaciot; ii) a szivritmuszavarok farmakologia
modositdsa 1) gyogyszertamadas-pontok beazonositdsa révén. Ennek megfelelden a
specifikus célok a kovetkezdk voltak:

a) A Kir2.x csatorndk kiilonbozd kiegészité fehérjéinek vizsgalata ¢és szerepe dilatativ
kardiomiopatidban (DCM).

b) Szamos 1) fejlesztésii NCX gatld vizsgdlata emldsszivekben. Tovabbfejlesztésre
javasolt “lead” vegyiilet kivalasztasa.

c) Az 0 fejlesztésti szelektiv NCX gatlo GYKB-6635 antiaritmids hatasu vegytilet

cellularis elektrofiziologiai vizsgélata a kiilonbdz6 -aramokra és a triggerelt aritmiakra.

5. Modszerek

A Kkisérleteket kutya, nyual, tengerimalac és egészséges emberi donor szivekbdl
szarmaz6 kamrai preparatumokon (papillaris izomnyesedék, ill. szivizomsejt) végeztiik.
Kezeletlen felndtt 8-20 kg sulyt keverék kutyakat, 1.5-2 kg sulya Uj Zélandi hazinyulakat,
illetve 300-500 g sulyt tengerimalacokat hasznaltunk. A kisérleti eljarast a Szegedi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatkisérletes Bizottsaga (MAB) eldzetes engedélye alapjan
a Csongrad Megyei Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategészségiigyi Igazgatdsaga
engedélyezte (XIII./1211/2012). A kisérlethez sziikséges human szivizom preparatumokat
aortabillentyli beiiltetéshez hasznalt egészséges emberi donorszivek nyesedékébdl szereztiik.

A sziv kivétele el6tt a szervdonor furoszemid, dobutamin és plazma kivételével nem részesiilt



mas gyogyszerkezelésben. A kisérleti eljaras megfelel az Orvosi Vildgszovetség Helsinki
Nyilatkozatanak eldirasaival, és rendelkezik a Szegedi Tudoméanyegyetem ¢s az Egészségligyi
Tudomanyos Tandcs Orvosetikai Bizottsagdnak engedélyével (51-57/1997 OE;j; ill. 4991-
0/2010-1018EKU (339/P1/010.).

Az in vitro elektrofiziologiai kisérleteket (standard mikroelektroda és patch-clamp
kisérletek kutya ¢és emberi izolalt szivizomsejteken késziiltek. A Langendorff szerint
perfundalt aritmia vizsgalatok pedig tengerimalac sziveken késziiltek. Human Kir2.x fehérje,
mRNS ¢és immunfluorescens vizsgalatok molekuldris kardiologiai (Western-blot és qPCR

technikak, illetve konfokalis mikroszkopia).

6. Eredmények osszefoglalasa és jelentosége

Kisérletes munkank alapjan a kovetkezd kovetkeztetéseket vontuk le, amelyeket uj

eredményként emeliink ki:

1) Az endogén Kir2.x csatorndk a SAP97 kiegészité csatorndval tarsulva alakitja ki a
befelé¢ halado egyenirdnyité kaliumcsatornat. Dilatativ kardiomiopatiaban a kiilonb6zd
alegységek eltéré modon valtoznak meg. Ez a valtozasok felelnek a betegségben észlelt
eltér6 molekularis szerkezetekért. A SAP97 és a Kir2.x 0j gyogyszertdmadas-pontok
lehetnek DCM-ben.

2) Szédmos olyan 1) fejlesztésii karbociklusos nukleozid analogok (CNA) molekularol
igazoltuk, hogy az NCX szelektiv gatloi, amelyeknek szerkezete eltérd az eddig ismert
blokkolo vegyiiletektol.

3) A GYKB-6635 az els6 olyan vegylilet, amely hatékonyan gatolja a reverz és forward
NCX aramot szubmikromolaris koncentracié tartoméanyban. Igazoltuk, hogy a vegyiilet
gatlohatdsa szelektiv, ugyanis nem befolyasolta sem a Ca®’-homeosztazisért felelds egyéb
aramokat €¢s mechanizmusokat, sem a repolarizacioért felelés egyéb kaliumaramokat. A
GYKB-6635 Langendorff perfundalt tengerimalac kisérletekben hatékonyan kivédte az
ouabain indukalta DAD tipusu triggerelt aritmidkat.

4) Mindez ugy foglalhat6 6ssze, hogy a GYK-6635, egy olyan 1) fejlesztésii karbocikluos
nukleozid vegyiilet, amely alkalmas olyan kisérletek elvégzésre, amely segitségével in
vitro ¢€s in vivo 1s vizsgéalhatjuk az NCX aramnak a ritmuszavarokban jatszott szerepének

tisztazasat.
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