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ROVIDITESEK
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Pitvari effektiv refrakter periddus
Pitvarfibrillacié

Torsades de Pointes kaotikus kamrai tachycardia



BEVEZETES

A pitvarfibrillaci6 (PF) a leggyakrabban eléfordulé krénikus
szivritmuszavar, mely noveli a morbiditast és mortalitast a betegséget kisérd
tromboembdlidas szovédmények és a gyakran kialakulé kovetkezményes
szivelégtelenség miatt. Prevalencidja és incidencidja gyorsan novekszik a
fokozatosan oregedd tarsadalomban, esetszdma 2060-ra a becslések szerint
az Eurépai Unidban megkétszerezddik. Oridsi az igény a PF biztonsagosabb
és hatékonyabb gydgyszeres kezelésére, mivel a PF-ban ritmuskontrollra
hasznélt szerek jelentdsen emelhetik a Torsades de Pointes (TdP) kamrai
ritmuszavarok kialakulasanak kockazatat; karos mellékhatasokat hozhatnak
létre erekben; perzisztens PF-ban csokkent hatékonysagot mutatnak; és a
leghatasosabb antiaritmids szer, az amiodaron stulyos extrakardialis
mellékhatasokat okoz hosszan tarté adagoldst kovetéen. A PF-t kisérd
elektromos atépiilés (,,remodeling”) részeként tovabba szamos ioncsatorna
és ion cseremechanizmus expresszidja megvaltozik, ez mddosithatja az
aritmia szubsztratot, valamint fokozott triggerelt aktivitishoz vezet, és a
fenti okok kovetkeztében a PF oOnfenntartova valik, jelentdsen
megvaltoztatva a lehetséges gydgyszer timadaspontokat is.

A PF gybgyszeres kezelésének javitasara az egyik lehetséges mod a csak
pitvarokban kifejez8dd gydgyszer célpontok azonositisa, mivel a pitvar-
szelektiv ioncsatorna moduldaci6 nem vezetne kamrai proaritmias
mellékhatasok kialakuldsdhoz. Az ultragyors kifelé egyenirdnyitd Ik,
kaliuméramot vezetd K, 1.5 kdliumcsatorna ilyen timadaspontot képvisel. A
csatorna géatlisa megnydjtja a pitvari akcids potencidl (APD) és az effektiv
refrakter periédus (ERP) iddtartamat. Ugyanakkor az Iy, expresszid
véltozasardl sz616 adatok kisérletes pitvarfibrillaciés allatmodellekben és
humén vizsgélatokban ellentmondéak, és néhany klinikai tanulmany a
csatorna  ,,down-reguldci6jat” mutatta krénikus PF-ban szenvedd
betegekben. Egy masik pitvarszelektiv gydgyszer tamadispont az
acetilkolin receptor aktivalt befelé egyeniranyitd Ixacn (K;3.1/K;3.4)
csatorna, mely joval nagyobb mértékben taldlhatdé meg a pitvarokban a
kamrdkhoz viszonyitva. Annak ellenére, hogy az Igxacn csokkent
expresszidjat mutattdk ki kronikus PF-ban, egy konstitutivan aktiv I acy
komponenst is azonositottak perzisztens pitvarfibrillaciés betegeken. Ennek



megfelelden az Ix acn gatlasa igéretes célpont lehet a PF kezelése sordn. Az
Ix ach szelektiv blokkoldsa izoflurdn és tiopentdl kombinacidjaval altatott
allatmodellben j6tékony hatist mutatott PF ellen. Fontos kiemelni, hogy a
tiopentdl és izoflurdn szamos, jol ismert ioncsatorna moduldlé hatdssal
rendelkezik. A tiopental gitolja az Ic,;, Ik;, Ik, az izofluran blokkolja az
Ic,L és Ik dramokat, befolydsolja a mitokondridlis kalcium-aktivalta K*
csatorndkat. Ezen szivizom ioncsatorna hatasok alapvetden befolyasolhatjak
a pitvari és kamrai ritmuszavarokra irdnyulé vizsgdlatokat az épp
alkalmazott altat6szert6l fiiggden, igy tiopental és izofluran esetében is.

sz

létrejottében szerepet jatszd, szertedgazd mechanizmusok parhuzamos
befolyasolasa hatdsosabbnak bizonyulhat a ritmuszavar kezelése soran. Az
elmdlt 15 év PF cellularis mechanizmusainak kutatdsai lehetséges uj
terapids célpontokat azonositottak. A fent emlitett ioncsatorndkon kiviil a
fesziiltségfiiggd natrium csatorndk, a kétpérusi kaliumcsatorndk, az
oxidativ stressz és az NFAT transzkripcids faktor szerepét is kimutattdk a
PF kialakuldsdban. Az eddigi kutatdsok sordn csak ioncsatorndkra hat6
szereket fejlesztettek a PF kezelésére. Ugyanakkor, a nem ioncsatornidkhoz
kothetd atépiilés (,remodeling”) is nagy valdsziniiséggel fontos szerepet
jatszik a PF létrehozasdban és fenntartisdban. A PF sokkal hatékonyabb
kezelése érdekében a patologias atépiilési folyamatok célba vétele
(,,upstream” terdpia) is sziikségesnek tiinik.

CELKITUZESEK

1. A pitvarfibrillacié in vivo nagyallat modelljének meghonositisa a
Farmakolégiai és Farmakoterdpiai Intézetben a pitvarfibrillacid
kezelésére fejlesztett 4j gydgyszerjeloltek tesztelése, valamint a PF
kialakulasi mechanizmusainak in vitro vizsgélataihoz remodelinggel
rendelkezd pitvari szovet biztositasa céljabol.

2. A Dbedllitott nagyallat modellen egy pitvar-szelektiv ioncsatorna
blokkol6é hatdsainak vizsgéalata a PF kivélthatésdgara, a PF epizédok
szamara és idOtartamira, valamint a jobb pitvari effektiv refrakter
periddus hosszéra éber kutyakon, és ezen szerek



hatdsmechanizmusainak vizsgalata a fenti 4allatokbdl izolalt pitvari
trabekuldkon.

3. Sokoldali hatdsmechanizmussal rendelkezd, parhuzamosan a PF
létrejottében szerepet jatszo ioncsatorndkat és cellularis anyagcsere
utakat modulalé kisérletes vegyiilet vizsgalata éber kutya kronikus jobb
pitvari gyors szivingerléssel kivaltott pitvarfibrillacié6 modellen.

MODSZEREK

Etikai megfontoldsok, kisérleti dllatok

Vizsgalatainkat az NIH Laboratériumi Allatok Kezelésének és
Hasznalatanak Iranyelveivel 6sszhangban végeztiik (NIH Publikacié No.
85-23, 1996-os revizi6). A kisérleti protokollokat a Szegedi
Tudoményegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsiga jévahagyta
(engedélyszam: 1-74-5-2012) és azokat a Csongrad Megyei Mezdgazdasigi
Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlinc-biztonsdgi és Allategészségiigyi
Igazgatsaga engedélyezte (engedélyszam: XIII/1211/2012).

Kronikus, gyors pitvari szivingerlés kivdltotta PF nagy dllat modell
meghonositdsa laboratoriumunkban

12-16 kg tomegli him Beagle kutydkat haszndltunk a kisérletekhez. A
kisérletek megkezdése eldtt egy héten keresztiil, az allatokat a kisérletet
végzd személyzethez szoktattuk. A pacemaker és pacemaker elektréda
beiiltetéseket ketamin (indukcié: 10 mg/kg i.v., fenntartds: 2 mg/kg, 20
percenként) + xylazin (indukcié: 1 mg/kg, fenntartds: 0.2 mg/kg, 20
percenként) altatdsban végeztik. A beiiltetéseket megfeleld antibiotikus
kezelés mellett végeztiik: amoxicillin/klavulansav (1000 mg/200 mg i.v.) és
gentamicin (40 mg i.v.) a mitétet megel6zéen, amoxicillin/klavuldnsav
(500 mg/125 mg per os, naponta kétszer 5 napig (Augmentin
500mg/125mg®) a miitétet kovetden. A perioperativ fijdalomcsillapitast
metamizol (1000 mg i.v., 1g/2ml;) és tramadol (50 mg i.v.) adagolasaval
biztositottuk. Két bipolaris pacemaker elektrodit (Synox SX 53-JBP és
Synox SX 60/15-BP) pozicionaltunk a jobb pitvari fiilcse és a jobb kamra
csucs régidba, az elektroddkat pacemakerekhez csatlakoztattuk (Logos DS
és Philos S), melyeket a nyaki régidban szubkutan kialakitott zsebekben
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végeztiik el teljes AV blokk létrehozasa céljabdl. A pacemakereket ICS
3000 Programmer segitségével programoztuk (Biotronik Hungary). A
miitéti 1dbadozast kovetden (3-5 nap), jobb pitvari gyors szivingerlést
kezdtiink 400 /perc frekvencidval, melyet 6-7 héten keresztiil tartottunk fel a
pitvarok elektromos &tépiilésének (,.electrical remodeling”) biztositisa
érdekében. A folyamatot a jobb pitvari effektiv refrakter periddus (PERP)
kétnaponta torténé mérésével kovettik. A PERP mérését 150 és 300 ms
ciklushossz mellett végeztiik 10 stimulust (S1) kovetd extra stimulus (S2)
alkalmazasaval, és a PERP-t a leghosszabb, valaszt mar ki nem valté S1-S2
intervallum idétartamaként definialtuk.

A kisérlet napjan a pitvari ingerlést felfiiggesztettiik, folyamatos EKG
regisztralast kezdtiink (mellkasi elvezetések), a PERP-t mértiik. A kisérlet
elején egy kontroll sorozat (25 alkalommal) 10 masodperc iddtartamu
pitvari ,,burst” stimulalast (800/perc, kiiszobérték kétszeresén) alkalmaztunk
éber kutydkon pitvarfibrillacié kivaltisa céljdbol, melyet a vivdanyag 15
percig tarté infizidja el6zott meg. A PERP mérését kovetden tovabbi pitvari
,ourst” stimulalasokat alkalmaztunk tertiapin-Q (Tocris Bioscience, Bristol;
18 ug/kg majd 56 pg/kg), vagy dofetilid (Sigma-Aldrich, 25 ug/kg), vagy
propafenon (RYTMONORM, 0.3 mg/kg majd 1 mg/kg) i.v. adagolésa utan.
A kiilonboz6 hatéanyagokkal elvégzett in vivo kisérletek kozott legalabb 4
napos kimosasi id6t biztositottunk. Az intravénas hatéanyag adagolast
programozhaté infiziés pumpaval hajtottuk végre (Terufusion TE-3). A
mellkasi elvezetésekkel felvett és digitalizalt EKG regisztratumokat off-line
értékeltik SPEL Advanced Haemosys szoftver segitségével (3.2 verzid,
MDE Heidelberg GmbH). A pitvarfibrillici6 incidencidjat, a
pitvarfibrillacids epizédok étlagos és teljes idétartamat szamitottuk a PERP
és QT intervallum mérése mellett. A QT intervallumot a pacemaker
implantalt kutydkon a 12. ,burst” stimuldcié eldtt mértiik, tovibba
szivirekvencia korrekciét nem alkalmaztunk, hiszen a QT intervallum
méréseket a kamrai pacemakerrel 80/perc frekvencidra beallitott
szivfrekvencia mellett végeztik. A kisérleteket szabadon mozgé, éber
kutydkon kiviteleztiik, hogy az altatészerek PERP-re és pitvarfibrillaciora
kifejtett zavar6 hatésait kizarhassuk.



Akcios potencidl mérések kutya jobb pitvari trabekuldn konvenciondlis
mikroelektrod technika segitségével

Az in vivo PF kisérletekben szereplé kutyakat hasznaltuk méréseinkhez.
Szedalast (xylazin, 1 mg/kg, i.v. és ketamin, 10 mg/kg, i.v.) és anesztéziat
(pentobarbital, Sigma-Aldrich, 30 mg/kg i.v.) kovetéen a szivet gyorsan
eltavolitottuk jobb laterdlis thoracotomia sordan. A sziveket azonnal
mobdositott, oxigenizalt Locke oldatba helyeztiik, melynek Osszetétele a
kovetkezé volt (mM-ban): NaCl 128,3; KCI 4; CaCl, 1,8; MgCl, 0,42;
NaHCO; 21,4; és gluk6z 10. Az oldat pH-jat 7.35 és 7.4 kozé allitottuk be
95% O, és 5% CO, keverékével vald szaturdcidé mellett, 37 °C-on. A jobb
pitvari trabekuldkat izolaltuk, és 50 ml drtartalmu szovetfiirdobe helyeztiik.
A preparitumokat  platina  elektrédokkal, 2 ms  iddtartamu
négyszogimpulzusokkal stimuldltuk. Az ingerlést konstans 500 ms
ciklushossz mellett, legalabb 60 percig alkalmaztuk az egyensilyi allapot
eléréséig, mieldtt a méréseket elkezdtik. A transzmembran fesziiltséget
konvencionalis livegelektrodakkal mértiik, melyeket 3M KCI oldattal
toltottiink fel (ellenallds 5-20 MQ), és csatlakoztattuk egy magas
impedancidjui elektrométerhez (309-es tipus, MDE Heidelberg GmbH,
Heidelberg), melyet oszcilloszképpal kotottiink Ossze. A vezetési idot, a
maximadlis diasztolés potencidlt, az akcids potencidl amplitiddjat, és az
akcids potencidlnak a repolarizaci6é 25%, 50% és 90%-an mért idStartamat
(APDys, APDsy és APDy) ,.off-line” értékeltik egy egyedileg készitett
szoftverrel, egy ADA 3300 analdg-digitalis adatgyiijt6 kartyaval felszerelt
szamitogépen (Real Time Devices, State Collage), 40 kHz maximalis
mintavételezési frekvencia mellett. A kisérletek soran konstans, 500 ms
ciklushossz mellett ingereltiik a prepardtumokat. Torekedtiink az elektréd
pozicidjanak fenntartisara a kisérletek sordn, ugyanakkor, ha a prepardtum
megszurasat meg kellett ismételni, a kisérletet csak akkor folytattuk, ha az
akcios potencidl paraméterek az dj szirds utidn kevesebb, mint 5%-ban
tértek el az 1j szirast megelézden mért paraméterektdl.

A pitvarfibrilldacioban fontos szerepet jdtszo egyes iondramok mérése a
rezveratrol szdrmazék Cl hatdsainak vizsgdlata sordn

A rezveratrol és szarmazékainak, a C1-C4-nek, kiilonosen a Cl-nek az
Ikur Ik ach INapeak €8 INajaes €8 az Ix; €s Iy, dramokra vald hatdsainak



részletes jellemzését kanadai kollégdink végezték el. Roviden, a K,l1.5,
hERG és Na,1.5 aramokat tsA201 sejtekbdl mérték, melyek a human sziv
K 1.5, K,I11.1 és Na,l.5 csatorndkat kodolé génjeit expresszaltik, az
arammérések a patch clamp technika egész sejtes konfigurdcidjdban
torténtek. A carbachol indukalta Ix sc, dramokat izoldlt patkdny pitvari
sejteken mérték.

Szivizom sejt kontraktilitds és kalcium tranziens regisztrdtumok

Felndtt Sprague-Dawley patkdanyokbol pentobarbitdl tilaltatast kovetden
(150 mg/kg, i.p.) jobb kamrai szivizomsejteket izolaltak a munkacsoportuk
altal kordbban publikalt standard moddszerrel. A sejtek kontraktilitdsat
téringerlés mellett mérték, mig a kalcium tranzienseket fluoreszcens
Calcium Green-1AM festékkel, korabban mar a munkacsoportuk A&ltal
kozolt eljarasokat kovetve.

NFAT assay

Kamrai szivizomsejteket izolaltak 1-3 napos jsziilott patkdnyokbdl majd
tenyésztették a sejteket 40 Oran keresztil. A sejteket Ad.GFP vagy
Ad.NFAT-Luc-Promoter adenovirussal infektaltdk. A sejteket az infekcid
utdn 24 oOraval vivoanyaggal, vagy a Cl vagy a rezveratrol kiilonb6zd
koncentrécidival, és/vagy angiotenzin II-vel kezelték (1 pmol/L 24 6ran at).
A sejteket a luciferdz assay kit (Promega, Madison, WI, USA) részét képezd
reporter lizis puffer segitségével izolaltdk a gyarté utasitdsainak
megfelelden.

EREDMENYEK

1. Cél

A Szegedi Tudominyegyetem 2. sz. Belgydgyaszati Klinika és
Kardioldgiai Kdzpont munkatarsaival kooperdciéban (Dr. Sdghy Lasz16, Dr.
Pap Robert), a krénikus pitvari gyors szivingerléssel kivéltott
pitvarfibrillaci6 nagy allat modelljét sikeresen meghonositottuk a Szegedi
Tudoméanyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetének In Vivo
Elektrofiziol6giai Laboratériumaban.

Jelen disszertacié szerzdje alapvetd szerepet jatszott a kronikus pitvari
gyors szivingerléssel kivaltott pitvarfibrillaicié nagy 4allat modelljének
létrehozasdban és a témavezetdje 4ltal vezetett laboratériumban tortént



meghonositdsaban. A laboratériumban megvaldsitott pacemaker és
pacemaker elektréda beiiltetések tilnyomé  tobbségében, és a
pitvarfibrillacids kisérletek kivitelezésében részt vett, és alapvetd szerepet
toltott be.

2. Cél

Az Igacn gdtlo tertiapin-Q, az Iy, blokkolo dofetilid és az Iy, gdtlo
propafenon hatdsai a jobb pitvari effektiv refrakter periodusra (PERP) éber
kutydkon

A jobb pitvari gyors ingerlést megel6z8en a jobb pitvari ERP értékei a
kovetkezOképpen alakultak: 117 + 5,8 és 127 + 6,4 ms éber kutydkon (n =
6; 150 és 300 ms ciklushossz mellett). A kronikus gyors pitvari szivingerlés
jelentdsen csokkentette a jobb pitvari ERP-t. A PERP szignifikdnsan és
dozisfiiggden megnytilt tertiapin-Q adagolas kovetkeztében mindkét
ciklushosszon mérve; 150 ms ciklushossz mellett: 82,3 + 1,48 ms
kontrollban vs. 93,3 £ 3,33 ms (n=6, p<0,05), 18 pg/kg utan, és 106,7 *
2,11 ms (n=6, p<0,05) 56 pg/kg utin. A PERP-t szintén, szignifikans
mértékben nydjtotta a dofetilid. A propafenon esetében a PERP-t csak a
nagyobb doézis novelte 150 ms-os ciklushossz mellett, mig mindkét dézis
szignifikansan megnydjtotta azt 300 ms ciklushosszon mérve.

A tertiapin-Q, dofetilid és propafenon hatdsai pitvari ,burst” stimuldcio
indukdlta pitvarfibrilldciora éber kutydkban

Egyetlen allatban sem tudtunk kivaltani pitvarfibrillaciét 800/perc
frekvencidju pitvari ingerléssel a kronikus szivingerlést megel6zéen. A
tertiapin-Q infizidja doézisfliggd modon és jelentdsen csokkentette a jobb
pitvari ,burst” stimuldci6é indukalta pitvarfibrillicié incidencidjat (90,2 +
1,89% kontrollban vs. 12,4 £ 8,69% 18 pug/kg utdn, és 1,0 £ 0,99% 56 pg/kg
utdn [n=6, minden p<0,05]), a PF tejes iddtartamat (log;, teljes idStartam:
3,9 = 0,19 kontrollban vs. 1,9 * 8,69 18 nug/kg utdn és 0,3 + 0,23 56 pg/kg
utdn [n=6, minden p<0,05]) és a pitvarfibrilliciés epizdédok 4tlagos
id6tartamat (logy atlagos id6tartam: 2,3 + 0,25 kontrollban vs. 0,7 £ 0,32 18
pg/kg utan, és 0,2 + 0,18 56 pg/kg utdn [n=6, minden p<0.05]) éber
kutydkon. A tertiapin-Q antiaritmias hatasat ezt kovetden osszehasonlitottuk
a dofetilid és propafenon hatdsaival, melyeket a klinikumban is haszndlnak
a pitvarfibrillacié kezelése sordn ritmuskontroll elérése céljabol. Mind a
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dofetilid, mind a propafenon csokkentette a PF incidenciijat, a PF teljes
id6tartamat, és a PF epizdédok atlagos idOtartamat. Ezen eredmények
egyértelmilen a tertiapin-Q kifejezett, éber kutydkon kifejtett antiaritmias
hatasai mellett sz6lnak pitvarfibrillicié esetén. Ezen hatdsok a referencia
szerek, dofetilid és propafenon ilyen hatdsainidl erdsebbnek tiintek
modelliinkben.

A tertiapin-Q, dofetilid és propafenon QT intervallumra kifejtett hatdsai
éber kutydkban

Fontos kiemelni, hogy a tertiapin-Q egyetlen vizsgalt dézisa sem nyujtotta
a QT intervallumot éber kutyakban: 283,0 + 10,36 ms kontrollban vs. 281,8
+ 13,29 ms (n=6, p>0,05) 18 ng/kg utan, és 268,2 = 17,75 ms (n=6, p>0,05)
56 ug/kg utdn. A dofetilid (25 pg/kg) szignifikinsan nydjtotta a QT
intervallumot: 265,8 + 8,68 ms kontrollban vs. 302,8 + 10,53 ms dofetilid
utdn (n=6, p<0,05). A propafenon a vizsgalt dézisokban nem befolyésolta a
QT intervallum idGtartamat.

A tertiapin-Q, dofetilid és propafenon hatdsai az akcios potencidl
paraméterekre pitvarfibrilldlo kutydkbol izoldlt pitvari trabekuldkon

Jobb pitvari trabekuldkat izolaltunk az in vivo pitvarfibrillaciés kisérletek
befejezését kovetden kisérleti allatainkb6l, megfeleld kimosasi id6
elteltével. Minden mérést 500 ms ciklushossz alkalmazdsa mellett
végeztiink. A tertiapin-Q szignifikdnsan nydjtotta az akcids potencidl
id6tartamat a repolarizédcié minden vizsgilt szdzalékanal (APD,s, APDs, és
APDy) pitvarfibrillaldo kutyakbol izolalt jobb pitvari trabekuldkon. A
tertiapin-Q (30 nM) nem befolydsolta a vezetési sebességet, az akcids
potencidl amplitidéjat, a diasztolés potencidlt. A dofetilid (100 nM)
szignifikdnsan nytjtotta az akcids potencidl iddtartamat, de csak a
repolarizacié 90%-4n mérhetd id6tartamot. A dofetilid nem befolyasolta a
vezetési idOt, az akcids potencidl amplitidéjat, a diasztolés potencialt. A
propafenon (1 pM) nem nydjtotta a pitvari akciés potencialt, nem
valtoztatott az akcids potenciil amplitiddjan vagy a diasztolés potencidlon,
de szignifikdnsan novelte a vezetési id6t.
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A fenti eredményeket a tézisek alapjat képezd publikicidk koziil az 1. és
III. szami kozlemények részletezik (Juhdsz és mtsai., 2017; Jost és mtsai.
2011).

3. Cél

A pitvarfibrilldcio kialakuldsdban lehetséges szerepet jdtszo ioncsatorndk
és celluldris mechanizmusok pdrhuzamos moduldldsa: a Compound 1 (C1),
egy uj kisérleti molekula hatdsainak vizsgdlata éber kutya PF modellen

A pitvarfibrillacié kezelésére fejlesztett szerek tilnyomd tobbsége
ioncsatorna gitld szer. Ugyanakkor, a pitvarfibrillicié kialakuldsaban és
fenntartdsaban  strukturdlis és egyéb, nem elektromos atépiilési
mechanizmusok (,,remodeling”) is kulcsszerepet jatszanak. Igy felmeriilt a
patofiziol6gids remodeling terdpids befolydsoldsa a pitvarfibrillacid
hatékonyabb kezelése céljabol. Az eddigi irodalmi adatok alapjin, egy
pitvarfibrillacié kezelésére alkalmazott idealis gy6gyszernek a kovetkezd
tulajdonsagokkal  kellene rendelkeznie: (i) K,1.5 (Ix,) gatlas
frekvenciafiiggd moddon; (ii) Ix acn blokk; (iii) Iy gatlds; (iv) Ik, gatld
hatds hidnya; (v) pitvar szelektiv hatds: nem befolydsolja a kamrai
repolarizaciot és az elektromechanikai kapcsolatot; (vi) antioxidans hatdsok;
(vil) NFAT gatlas. Mindezek figyelembe vételével, egy Uj
multifunkciondlis, a rezveratrol szerkezetével rokon hatdéanyagot allitottak
eld a University of Alberta és University of Manitoba munkatérsai, melynek
részletes vizsgilata és karakterizalasa munkacsoportunkkal koopericidban
tortént.

A Cl és az anyavegyiilet rezveratrol hatdsai a pitvarfibrilldcio
kialakuldsdban szerepet jdtszo iondramokra

Négy rezveratrol szdrmazék és a rezveratrol K, 1.5 aramra kifejtett hatisai
keriiltek Osszehasonlitdsra. A rezveratrol gyenge K,1.5 gatld6 szernek
bizonyult (IC5,=66 umol/L). Kooperaciés partnereink négy rezveratrol
szarmazékot allitottak eld, melyek koziil C1 bizonyult a leghatékonyabb
K,1.5 gatlénak (IC5y = 0.36 pmol/L és 0.11 pmol/L a csics aramérték és a
késoi aramérték gitlasa tekintetében). A tobbi rokon vegyiilet (C2-C4)
kozepesen erds K,1.5 csics aramérték gatlé hatast mutatott (8,3; 10,9 és
11,2 pmol/L). Mindezek alapjan csak a Cl1 vegyiilet képezte a tovébbi
vizsgalatok targyat. Patkany pitvarokbdl izolalt izomsejtekben Ix ¢, dramot
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indukaltunk carbachol segitségével, és a Cl1 szignifikdnsan gitolta a
carbachol-indukalta patkany pitvari Ix acn, dramot (ICsy érték: 1,9 pmol/L).
A Cl1 csucs- és késéi natrium aramra vald hatdsainak vizsgalata kimutatta,
hogy 3 pumol/L koncentriciéban a C1 a csuics dramot 50%-o0s mértékben
gétolta. A Na,1.5 natrium dram cstics- és késéi komponenseinek gitldsdhoz
felveendd koncentricid-hatds gorbékhez a sejteket 3 nmol/L tengerirdzsa
toxinnal (ATX-II) kezelték, hogy a késéi aram komponenst indukaljak és a
C1 gatld hatasat vizsgéaljak kiilonbozé koncentracidkban. Az eredmények
szerint a C1 erdsebben gatolta a késdi natrium aramot a csdcs natrium
aramhoz képest (ICs, értékek: 1,1 pmol/L kés6i vs. 3,2 umol/L a cstcs dram
esetén). A hERG (I, K,11.2) gitlasa ritmuszavarokat is kivalté QT
intervallum megnyulast okoz, ezért, a Cl rekombinins rendszer hERG
csatorndira kifejtett hatasait is tesztelték. A C1 a hERG cstics- és farokaram
gyenge gatldjanak bizonyult (ICs, értékek: 30 és 25pumol/L), és ezen értékek
a K,1.5 aram cstics- és kés6i komponenseit gatld értékekhez képest
megkozelitéleg 100-szor magasabbak voltak.

A CI antioxiddns és NFAT gdtlo hatdsai

Az antioxidans kezelés csokkentette a posztoperativ PF el6forduldsat
betegekben, és az oxigén szabad gyokok kozvetleniil aktivaljak a K,1.5
aramot. Mivel a rezveratrol jol ismert antioxidans, a C1 antioxidans hatdsait
Osszehasonlitottuk az anyavegyiiletéivel. 10 pmol/L. koncentraciéban a
rezveratrol és C1 szignifikidns antioxid4ns hatasokat mutatott (a maximalis
DPPH 517 nm elnyelési szignal 0,59 + 0,04 vs. 0,77 £ 0,02 része. 100
pmol/L koncentracidban ezen értékek 0,09 £ 0,02 (rezveratrol) és 0,19 +
0,02 (C1) voltak. Korabbi adatok szerint a rezveratrol gatolta a fenilefrin
indukilta NFAT aktivacidt, és az ujsziilott patkdny szivizomsejtekben
kialakul6 kéros hipertrofiat mérsékelte. fgy megvizsgaltuk ezen sejtekben a
C1 NFAT aktivaciora kifejtett hatasait. A Cl1 kezelés 0,1 pmol/L és
magasabb koncentracioi szignifikdnsan csokkentették az NFAT aktivitast a
kezelés nélkiili sejtekhez viszonyitva, az ICsy érték pedig 1 pumol/L-nek
bizonyult. A C1 emellett szignifikdnsan csokkentette az angiotenzin-II
indukélta NFAT aktivaciot is.

A Cl1 jobb pitvari effektiv refrakter periodusra (PERP) és pitvarfibrilldciora
kifejtett hatdsai éber kutydkon
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A jobb pitvari effektiv refrakter periddus értékei a gyors pitvari
szivingerlés (400/perc) elkezdése eldtt a kovetkezOk voltak: 118 + 3,7 és
130 £ 3,2 ms (n = 5; 150 és 300 ms ciklushossz mellett). A gyors pitvari
ingerlés 6-7 hét elteltével jelentdsen csokkentette a PERP értékeit. Minden
vizsgalt éllatban a PERP 80 ms ald csokkent, mely értékeket 79 ms
id6tartamunak definidltunk a kovetkezd ok miatt: az S1-S2 intervallum
legalacsonyabb bedllithatd értéke az altalunk elérhetd pacemakerekben 80
ms volt, igy a PERP pontos értékét 7 hét gyors pitvari ingerlés utan és a C1
adagolas el6tt kozvetleniil nem lehetett meghatarozni (a mért PERP értékek
80 ms-ndl alacsonyabbak voltak minden kutyaban mindkét alkalmazott
ciklushossz mellett, mivel a 80 ms-os S1-S2 intervallum képes volt P-
hullamot kivaltani). A PERP C1 adagolast kdvetden 87,5 = 2,50 ms volt
150 ms ciklushosszon 4 éllatban (egy allatban 80 ms-nal alacsonyabb volt)
€s 90 = 3,16 ms volt 300 ms ciklushossz (BCL) mellett 0,3 mg/kg C1 doézis
beadésa utan. A PERP 90,0 + 3,16 ms volt 150 ms BCL mellett, 100 = 3,16
ms 300 ms BCL mellett, 1 mg/kg C1 beadasat kovetden. A PF incidencidjat
a vizsgalt C1 ddzisok nem befolyasoltak (86,4 + 6,4% kontrollban vs. 71,2
+15,7% és 66,4 = 15,7% 0,3 és 1 mg/kg C1 adagolasat kovetden, mindkét
p>0,05). Ugyanakkor a PF teljes iddtartamat és a PF epizédok &tlagos
hosszat az 1 mg/kg C1 adagolas szignifikdnsan csokkentette. A Cl1
intravénas beadasat kovetd Cl1 vérplazma szintek (HPLC) a kovetkezd
koncentracié tartomanyokba estek: 0,32-0,79 és 0,7-3,0 umol/L a 0,3 és 1
mg/kg dézisokat kdvetden. Fontos megjegyezni, hogy a vizsgélt dézisok
egyike sem nydtjtotta a QT intervallumot éber kutydkon: 261,7 £ 9,37 ms
kontrollban vs. 260,9 + 8,77 ms (p = 0,15) 0,3 mg/kg C1 és 257,3 £ 9,05 ms
(p=0,55) 1 mg/kg C1 beadésa utan.

A fenti eredményeket a tézisek alapjat képezd publikicidk koziil a II.
szamu kozlemény részletezi (Baczké és mtsai., 2014).

DISZKUSSZIO

Oridsi, és a mai napig kielégitetlen az igény a pitvarfibrillicid
hatékonyabb és biztonsdgosabb kezelése irdnt olyan gyo6gyszerekkel,
melyek nem rendelkeznek kamrai szivelektrofizioldgiai proaritmias
mellékhatasokkal. A PF kezelésére jelolt vegyiiletek in vivo vizsgélata az
esetek tilnyomé tobbségében gdz- vagy/és intravénds narkotikumokkal
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altatott allatokon torténik. Ezen altatészerek onmaguk is rendelkeznek
relative jol ismert szivizom ioncsatorna hatisokkal, melyek jelent6sen
befolyasolhatjdk az emlitett antiaritmias vizsgalatok eredményeit. A tézisek
alapjat képezé munkaban a pitvarszelektiv Ix acn, gtld tertiapin-Q €s a tobb
ioncsatornat gatld C1 hatésait szabadon mozg6, éber kutyakon vizsgaltuk. A
kapott eredményeket Osszehasonlitottuk a dofetilid és propafenon, a
pitvarfibrillicié kezelésére (ritmuskontroll) klinikailag is haszndlt szerek
adagolasat kovetd eredményekkel. Ezen feliil, az irodalomban elséként
megvizsgaltuk néhany fenti szernek az akcids potencidl konfiguraciéra és
akciés potencial paraméterekre kifejtett hatdsait jobb pitvari trabekuldkon,
melyeket kronikus pitvari gyors szivingerlés altal kivaltott pitvarfibrillalé
kutyakbdl izolaltunk. A gyors pitvari szivingerlés kutydkon egy elfogadott
nagy 4llat pitvarfibrillicidés modell, melyet elektromos és szerkezeti pitvari
atépiilés  (,,remodeling”) jellemez. Vizsgalatainkban az elektromos
remodeling kialakuldsit a PERP fokozatos csokkenése révén kovettik a
kronikus gyors szivingerlés sorén.

Pitvarszelektiv ioncsatorna moduldcio és PF: az Igac, gdtlo tertiapin-Q
hatdsai PF-ra és az akcios potencidl konfigurdciora dtépiilt (,,remodelldlt”)
pitvari trabekuldkon

Pitvarfibrillal6 éber kutya modelliinkén a tertiapin-Q jelentésen és
doézisfiiggd mdédon csokkentette a PF incidenciajat, a PF epizddok teljes és
atlagos idOtartamat, és ezen hatdsokkal parhuzamosan a tertiapin-Q akut
infuzidja szignifikdnsan nyujtotta a jobb pitvari ERP-t. Az akcids
potencidlnak a repolarizicid6 minden szdzalékdn mért szignifikans
megnyujtasa lehet a felel6s a PERP értékek novekedéséért ezen allatokbdl
izolalt jobb pitvari trabekuldkban. A tertiapin-Q egy méhecske méregben
eléfordul6 peptid szarmazék, mely igen szelektiven gitolja a GIRK (K;3)
csatorndkat, melyek az acetilkolin szenzitiv Ix acy kaliuméram vezetéséért
feleldsek. Nervus vagus stimuldciot kovetden a csatorna a muszkarinerg
receptorok (M) kdzremiikodésével aktivalddik, ami pitvari akcids potencial
id6tartam rovidiilést és fokozott pitvari repolarizicidés diszperziét okoz.
Mindezen valtozasok arra utalnak, hogy a csatorna fontos szerepet jatszik a
PF aritmia szubsztratjanak kialakitasaban. Erdekes médon az Ik acn
expresszidjanak csokkenését (,,down-regulacié”) mutattik ki pitvarfibrillalé

betegeken, ugyanakkor a muszkarin receptor aktivicidjatol fiiggetlen,
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konstitutiv komponensét is sikeriilt azonositani ezen iondramnak krénikus
pitvarfibrillaiciéban szenvedd betegekben. Irodalmi adatok szerint pitvari
gyors szivingerléssel kivaltott kutya PF modellben is azonositottdk a
konstitutiv I pcp dramot. Az I ac, tertiapin-Q Aaltali gatlasa nydjtotta az
akcioés potencidl idétartamat és csokkentette a tachycardia (nem PF)
indukilhat6sagit tachycardia indukalta pitvarfibrillalé allatokbol izolalt,
korondria artéria perfundalt bal kamrai pitvari prepardtumokon. A
fentiekkel 6sszhangban a jelen tanulmanyban jobb pitvari trabekulakban AP
id6tartam megnyulast és in vivo antiaritmias hatast tapasztaltunk a tertiapin-
Q adagolasat kovetden. Az Ix acn blokkolasa jotékonynak bizonyult mas,
korabbi PF &llatmodelleken is — mint az akonitin és a nervus vagus
stimulaci6 kivaltotta PF — ugyanakkor, ezekben a tanulmanyokban az Ix acy
gétlas hatdsait izoflurdn és/vagy izofluran+tiopentdl anesztézia kombinalt
alkalmazasa mellett vizsgaltak. A tiopentdl szignifikdnsan és koncentracio-
fiiggd modon nydjtotta a PERP értékeket és novelte a pitvari hullimhosszat
tengerimalac  szivekben, illetve az izofluran kutya pitvarokon
pitvarfibrillaciét kivédoé hatasokat produkélt. Bar az Ig ocp kis mértékben a
kamrdkban is kimutathatd, fontos eredmény, hogy a tertiapin-Q nem
nydjtotta a QT intervallum hosszat éber kutydkon a jelen vizsgalatok sorén,
arra utalva, hogy az Ixacn gatlast kovetéen nem varhaté a kamrai
repolarizacié géitlasa miatti kamrai ritmuszavarokat provokalé mellékhatas
kialakulasa.

Osszefoglalva, a szelektiv Igac, gatlo tertiapin-Q szignifikdnsan
csokkentette a PF incidenciajat, mérsékelte a PF epizddok iddtartamat és
nydjtotta a pitvari effektiv refrakter periédust krénikus pitvari gyors
kutyakon. A modellben hasonld, de kevésbé kifejezett hatasokat fejtett ki a
PF-ra és a PERP-re az IC antiaritmids osztilyba sorolt propafenon, a III.
osztalyba sorolt dofetilid, mely szereket a PF kezelése soran is alkalmazzak
a klinikumban. Fontos kiemelni, hogy a tertiapin-Q nem nydjtotta a QT
intervallumot, mely arra utal, hogy a PF ellenes j6tékony hatasait nem
kisérik kamrai repolariziciét gatlé mellékhatasok. Igy a szelektiv Iy ach
gatlok igéretes pitvari szelektivitassal rendelkezé szerek lehetnek a PF
jovobeli kezelése soran.
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A PF hatékonyabb kezelésének mdsik lehetséges itja: tobb, a PF
kialakuldsdban szerepet jdtszo ioncsatorna és celluldris mechanizmus
pdrhuzamos moduldcidja - a C1, egy Uij rezveratrol szdrmazék hatdsai

Az Ix./K,1.5 repolarizdldé kalium csatorna gatlasa, mely a kamrikkal
szemben elsOsorban a pitvarokban expresszalddik, az elmilt évek egyik
igéretes célpontja a PF kezelése kapcsan. A C1 ezen ioncsatorna hatékony
gitlgjanak bizonyult. A szamitott K,1.5 csatorna 1Cs, értékek a 0,11-0,36
umol/L  tartomédnyba estek a késéi és csics K,1.5 aram gétldséra
vonatkozban, és ezen értékek 180-600-szor alacsonyabbak voltak, mint az
anyavegyiilet, a rezveratrol esetén (66 pmol/L). A cstcs nitrium 4dram
frekvenciafiiggd gatlasa szintén hasznos stratégia lehet a PF kezelése soran
a korai akcids potencidlok és a PF el6forduldsanak csokkentésével. A
fokozott kés6i Na,1.5 dram nem csak a korai utédepolarizacié kivaltotta
ritmuszavarok kockazatat emeli, hanem a sejtek natrium és kovetkezményes
kéalcium tultelitddését is okozhatja, mely a kalcineurin-medialta NFAT gén
transzkripcids jelatviteli dtvonal aktivalasdhoz, és a PF-ban is megfigyelt
kéros  szivizomhipertrofids  atépiiléshez  (,,remodeling”) vezet. Az
eredmények szerint a rezveratrolnal hatékonyabban gatolta a C1 a Na,1.5
aram mindkét, késoi és csics komponensét. Az Iy, (hERG) gatlas az akcids
potencidl iddtartam extrém mértékli megnyulasidhoz és sulyos kamrai
aritmidkhoz (TdP) vezethet. Fontos megjegyezni, hogy a C1 csak gyengén
gatolta a hERG aramot, és nem befolyasolta a QT intervallumot éber
kutydkon. A PF kialakuldsdban és fenntartasaban szerepet jatsz6 celluléris
mechanizmusok vizsgilata ramutatott, hogy a Cl megtartotta az
anyavegyiilet, a rezveratrol antioxidans és NFAT gatl6 hatasait. A kronikus
pitvari gyors szivingerlés indukalta pitvarfibrillaciés in vivo éber kutya
modelliinkben a C1 novelte a PERP értékét és szignifikansan csokkentette a
PF epizédok idétartamit. Eredményeink szerint a multifunkcionalis C1
jotékony hatdsokat fejthet ki a pitvarfibrillacié egyes formainak kezelése
soran.
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KOVETKEZTETESEK, UJ EREDMENYEK

Jelen tézisek szerzdje klinikus kollégdinkkal egyiittmiikodésben
kulcsszerepet jatszott a kronikus jobb pitvari szivingerléssel kivaltott
pitvarfibrilldci6 nagy 4llat modelljének az SZTE AOK Farmakoldgiai és
Farmakoterdpiai Intézetében tortént meghonositasa terén. Ez a modell
alkalmasnak bizonyult a pitvarfibrillici6 kezelésére fejlesztett, uj
gyogyszerjelolt vegyiiletek in vivo vizsgilatira, emellett alapvetden
fontos szivizom mintdkat szolgaltat a pitvarfibrillacié kialakulasaért és
fenntartasaért felelds mechanizmusok in vitro vizsgalatahoz.

Eredményeink szerint a szelektiv Ix ocp gtld tertiapin-Q szignifikdnsan
csokkentette a PF incidencidjat, mérsékelte a PF epizodok iddtartamat,
nyujtotta a PERP hosszat kronikus pitvari gyors szivingerléssel indukalt
pitvari atépiiléssel (,remodeling”) rendelkezd éber kutydkon. Hasonld,
de kevésbé kifejezett hatasokat fejtett ki a PF-ra és a PERP-re az IC
osztalyu propafenon, és a III. osztalyba sorolt dofetilid, melyeket a PF
kezelése sordn is alkalmazzak a klinikumban. Kiemelendd, hogy a TQ
nem nydjtotta a QT intervallumot, mely arra utal, hogy a PF ellenes
jotékony hatdsait nem kisérik kamrai repolarizaciot gatldo mellékhatisok.
A szelektiv Ig acn gatlok igéretes pitvari szelektivitdssal rendelkezd
szerek lehetnek a PF jovObeli kezelése sordn.

Pitvarfibrillalé kutyakbol izolalt jobb pitvari trabekuldkon a pitvari AP
idétartamat a TQ és a dofetilid nydjtotta, mig a propafenon nem
befolyasolta, de novelte a pitvari vezetési idét. A repolarizacié
megnyujtasa és az ingervezetés lassitisa megeldzheti a pitvari ,.reentry”
kialakulasét a fent vizsgalt anyagok adagolasat kovetden.

Egy 1j, kis molekulatdmegli rezveratrol szarmazék (Cl), melyet
kollégaink fejlesztettek ki a University of Alberta (Edmonton, Kanada)
laboratériumaiban, hatidsosnak bizonyult in vivo éber kutya PF
modelliinkben. Hatasai a PF kialakuldsaban és fenntartisiaban szerepet
jatsz6 tobb ioncsatorna és cellularis mechanizmus parhuzamos
modulalasanak eldny6s kombinacidjan alapul. A fentieknek megfeleléen
a Cl kiinduldsi vegyiilete lehet a tobb tdmadasponttal rendelkezd,
pitvarfibrillacié6 hatékonyabb kezelésére fejlesztett gydgyszerjelolt
hatéanyagoknak.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném halas koszonetemet kifejezni Prof. Dr. Varré Andrasnak, a
SZTE AOK Farmakolégiai és Farmakoterdpiai Intézet vezetSjének, hogy
lehetdvé tette szamomra az intézetben végzett kutatd- é€s oktatdmunkét,
valamint k6szonom a felmeriild kérdéseket megvalaszold vildgos tanicsait.

Ko6szonom témavezetdmnek, Dr. Baczkoé Istvannak sokéves — az
egyetemi szakdolgozat irdsa Ota tartd - szakmai irdnyitisit és a
tudomanyteriilet alapjainak és dj informécidinak rendszerezd és naprakész
atadasat.

Ko6szonom Prof. Dr. Papp Gyula akadémikus urnak, intézetiink el6z6
vezetdjének, a mai napig tartd tudoményos és emberi példamutatisat.

Koszonom Gyorfiné Kosztka Marianak a kivalo asszisztenciat és
baratsdgat. Koszonettel tartozom Tabori Katalinnak, Dr. Orosz
Andreanak, Dr. Hornyik Tibornak, Dr. Husti Zoltannak és Dr. Marton
Zoltannak, akik nélkiil elképzelhetetlenek lettek volna a dolgos
hétkdznapok.

Koszonom Dr. Saghy Laszlonak és Dr. Pap Rébertnek, a II. sz.
Belgyo6gyaszati Klinika és Kardioldgiai Kozpont szakorvosainak, hogy
laborunknak segitséget nyujtottak a pacemaker implanticiés mutétek és
azok betanitisa soran.

Ko6szonom Dobai Gabor és Tajti Istvan allatgondozdknak az allatmodell
természetébdl fakado esetleges nehézségek kozos megoldasat.

Koszonom Baczké Gabriellanak és Vad  Gabriellanak az
adminisztracios és hivatali ligyintézési segitségnyujtést.

A Farmakoldgiai Intézet kutatéinak, oktatéinak, és dolgozéinak.

Sziileimnek, Ocsémnek, Nagysziileimnek, Barataimnak.

Anyagi tamogatds

Az értekezés alapjaul szolgdlé tudomanyos munkat a Nemzeti Kutatasi és
Innovéciés Hivatal (NKFI-K119992 ¢és NKFI-GINOP-2.3.2-15-2016-
00040), a Magyar Tudominyos Akadémia tdmogatdsdval késziilt. Dr.
Juhasz Viktor jelolt részleges fizetési timogatisban részesiilt a TAMOP-
4.2.2/B-10/1-2010-0012  és  TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035
projektekbdl.
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SZTE Altalanos Orvostudoményi Kar
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet
MTA-SZTE Keringésfarmakologiai Kutatocsoport
6720 Szeged, Dom tér 12.

NYILATKOZAT KOZLEMENYBEN VALO MEGOSZTOTT RESZVETELROL

Alulirott, Dr. Jost Norbert, tudomanyos fémunkatars, mint felelds szerzé igazolom, hogy Dr.
Juhasz Viktor, az SZTE AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet PhD hallgatdja
(témavezetd: Dr. Baczko Istvan), az alibbi kozlemény 11. abrijinak B panelén (3688,
oldal) feltiintetett eredmények alapjaul szolgdlé in wive, éber kutya pitvarfibrillicios
kisérleteket és azok kiértékelését elvégezte, igy ezen eredményeket felhasznilhatja PhD

értekezéséhez. Ezen eredmények nem keriilnek felhasznalasra mas PhD értekezésben.

Jost N, Kohajda Zs, Kristof A, Kovédcs PP, Husti Z, Juhasz V. Kiss L, Varrd A, Virag L,
Baczko I. Atrial remodeling and novel pharmacological strategies for antiarrhythmic therapy
in atrial fibrillation. Current Medicinal Chemistry, 2011, 18(24): 3675-3694. doi:
10.2174/092986711796642373. PMID: 21774760.

Szeged, 2017. méjus 23,

A Rl

Dr. Jost Norbert
tudomanyos fémunkatars
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SZTE Altaldnos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézet
6720 Szeged, Dém tér 12.

NYILATKOZAT KOZLEMENYBEN VALO MEGOSZTOTT RESZVETELROL

Alulirott, Dr. Baczké Istvan. egyetemi docens, mint felelés szerzé igazolom, hogy Dr.
Juhdsz Viktor, az SZTE AOK Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézet PhD hallgatdja
(témavezetd: Dr. Baczké Istvan), az alabbi kézlemény eredményei alapjdul szolgalo in vivo,
éber kutya pitvarfibrillicios kisérleteket, és azok kiértékelését elvégezie, igy ezen
eredményeket felhaszndlhatia PhD értekezéséhez. Ezen eredményck nem Keriilnek

felhasznaldsra mds PhD értekezésben.

Baczko I, Liknes D, Yang W, Hamming KC, Searle G, Jaeger K, Husti Z, Juhasz V, Klausz
G, Pap R, Saghy L, Varro A, Dolinsky V, Wang S, Rauniyar V, Hall D. Dyck JR, Light PE.
Characterization of a novel multifunctional resveratrol derivative for the treatment of atrial
fibrillation. British Journal of Pharmacology. 2014, 171(1): 92-106. doi: 10.1111/bph.12409.
PMID: 24102184,

Szeged, 2017. junius 6.




