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1. BEVEZETES

1.1. Az ioncsatornak szerepe a gyégyszerkutatas-fejlesztésben

Az ioncsatornak olyan transzmembran fehérjék, melyek a sejtek és sejtorganellumok
membranjaban porust képezve lehetdvé teszik a szervetlen ionok szelektiv, rendkiviil gyors,
passziv transzportjat.

Az ioncsatornaknak alapvetd szerepe van szamos fiziologiai folyamat szabalyozéasaban, ezért
a csatornak hibas milkodése stulyos megbetegedésekhez vezethet. Az ilyen tipusa
megbetegedések kezelése elsdsorban az ioncsatornak farmakologiai tulajdonsagait modosito
gyogyszerekkel torténik. Az ioncsatornak gyakori molekularis célpontjai a gyogyszeres
terapianak, tanulmanyozasuk ezért kiemelkedden fontos mind az akadémiai alapkutatasban,
mind a gyogyszeripar szamara.

A gyogyszerkutatasi programok masik fontos részét képezi a gyogyszerjelolt molekulak
biztonsagfarmakologiai vizsgalata, kiilonds tekintettel a kardiovaszkularis mellékhatasokra.
Szamos vegylilet aritmogén hatast fejt ki a kamrai miocitakban expresszalodo hERG (human
ether-a-go-go-related gene) ioncsatornakon keresztiil. A hERG csatornak gatlasa
meghosszabbitja a sziv akcids potencialjanak repolarizacios periodusat, ennek kovetkeztében

noveli a halalos kimenetelti kamrai ritmuszavarok kialakulasanak valdszin(iségét.

1.2. Az ioncsatorna-kutatas modszerei

A rendelkezésre all6 modszerek korlatai miatt az ioncsatorndk vizsgalata sokaig komoly
nehézségekbe {itkozott, emiatt - fizioldgias jelentdségiik és terapias fontossaguk ellenére -
kevéssé tanulmanyozott gyodgyszer célcsoportot képeztek. Az elérhetd technoldgidk nem
biztositottdk parhuzamosan a magas ateresztoképességet és az adatok jO mindségét, és

kompromisszumot kotottek a nagy ateresztOképesség €s a magas informaciotartalom kozott.

1.2.1. Intracellularis mikroelektrod technika

Az intracelluldris mérések sordn elektromosan vezetd médiummal feltoltott iiveg
mikroelektrodat vezetnek a sejtmembranon keresztiil a sejttestbe. A modszer alkalmas a belsé

kornyezet és egy kiilsd referencia pont kozotti fesziiltségkiilonbség regisztralasara.

1.2.2. Manualis patch-clamp méodszer

Napjainkban az ioncsatornak leggyakoribb és legpontosabb elektrofiziologiai vizsgalati

modszere a patch-clamp technika. Az Erwin Neher és Bert Sakmann altal az 1970-es évek
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végén kidolgozott modszer soran egy boroszilikat tivegkapillaris mikroelektrod a sejt
felszinéhez tapad, lehetové téve a korbezart ioncsatornakon keresztiil folyd aram mérését.
Kifejlesztését kovetden a patch-clamp valt a ‘gold standard’ eljarassa az ioncsatornak
viselkedésének,  mikodésének,  kinetikajanak  és  farmakologiajanak  in  vitro
tanulmanyozasaban, mind nativ, mind tenyésztett emlds sejteken.

A patch-clamp az egyetlen kozvetlen, informacidgazdag és valds ideji technoldgia az
ioncsatorndk viselkedésének, miikddésének ¢€s szabdlyozasdnak vizsgalatara. A kitlind
mindségli adatok ellenére, a rendkiviil alacsony ateresztoképesség kizarja a manualis patch-

clamp-et a gyogyszerfejlesztés és optimalizalas korai szakaszaibol, hiszen ezek a fazisok joval

nagyobb ateresztOképességet kovetelnek.

1.2.3. loncsatorna vizsgalatok nagy ateresztoképességii rendszerekkel

A manudlis patch-clamp moddszer korlatai miatt a nagy ateresztOképességii technikdk szintén
sziikségesek ¢és szerves részévé valtak a gyogyszerfejlesztési programok korai fazisainak.
Ezek a modszerek ligandkotésen, radioaktiv, vagy fluoreszcens (ion- vagy fesziiltség-
érzékeny festékekkel) jelzéseken alapulnak. Ezek a megkozelitések tobbnyire kompatibilisek
az elsddleges szilirés kovetelményeivel, €és hasznosak lehetnek gydgyszerjelolt molekuldk
azonositasdban és  jellemzésében, azonban az adatmindséget feldldozzdk az
ateresztOképességért. A legtobb ilyen modszer kis pontossagu, alacsony érzékenységli és

alacsony iddbeli felbontassal rendelkezik.

1.2.4. Automata patch-clamp moédszer

Az elmult években szamos cég fejlesztett és vezetett be a piacon automatizalt patch-clamp
berendezéseket, melyek alkalmasak a gyors és kivald mindségli szlirésre valamint az
ioncsatornakra hato gyogyszerjelolt molekulak optimalizalasara. Az iiveg mikroelektrod alapu
mérések automatizalasara a 1990-es évek végén torténtek az elsd kisérletek, mely
probalkozasokat az alacsony sikerességi arany és ateresztOképesség jellemezte. Az igazi
attorést a mikromanipulacié és vizualis kontroll nélkiili planaris patch-clamp technologia
bevezetése és kereskedelmi szempontbdl életképessé valasa jelentette. A modszer sorén,
negativ nyomas alkalmazasaval a szuszpenzioban 1évo sejtek mozdulnak el a patch-clamp
szubsztrat iranyaba. A planaris technika felvaltotta az tiveg pipetta elektrodakat, igy lehetové
téve a magasabb ateresztoképességii szlirést. Jelenleg ezt a technologiat alkalmazza a legtobb

automatizalt rendszer.



1.3. Célkitiizések

Az értekezés célja az automatizalt patch-clamp technika szerepének vizsgalata a
gyogyszerkutatas ¢€s -fejlesztés soran, ¢€s Osszehasonlitisa a hagyomdanyos cellularis
elektrofiziologiai modszerekkel. A vizsgélatoknak két f6 szempontja volt:

1. Ioncsatornakat stabilan expresszald sejtvonalakban automatizalt patch-clamp
modszerrel szerzett sziirési eredmények értékének felmérése, meghatarozasa. Ebben a
munkafazisban a f6 cél az volt, hogy felbecsiiljiik a vizsgalt automatizalt patch-clamp
berendezés hasznalhatdsagat a kiilonbozd sziirési projektek soran. A rendszer
alkalmassagat az aktiv vegyiileteknek a szlirésre hasznalt sejtvonalakban automata
modszerrel, illetve a nativ sejtekben konvencionalis elektrofiziologiai technikakkal
mért hatasainak 6sszehasonlitasaval vizsgaltuk.

2. Az automata patch-clamp modszerrel nyert biztonsagfarmakologiai adatok értékének
felmérése, elemzése. A munka ezen fazisanak f6 célja volt az automata patch-clamp
berendezéssel, stabil sejtvonalak alkalmazasaval kapott eredmények gyakorlati

hasznalhatosagéanak és a biologiai jelentéségének tanulmanyozasa.

2. ANYAGOK ES MODSZEREK

2.1. Mikroelektrod technika

A kisérletekhez 1-2 kg sulyG New Zealand fajtaju nyulakat vagy 8-14 kg stlyu keverék
kutyakat hasznaltunk. A kipreparalt jobb kamrai papillaris izmot szervfiirdében rogzitettiik.

Kezdetben a preparatumokat bipolaris platina elektrodon keresztiil 2 ms id6tartamu
négyszogimpulzusokkal ingereltiik. A transzmembran akcids potencidlokat 5-20 MQ
ellenallasti, 3 M-0s KCl-dal feltoltott, konvencionalis iivegkapillaris mikroelektrodan
keresztiil nagy impedanciaju elektrométerbe vezettiik (Experimetria 309), majd oszcilloszkdp

segitségével monitoroztuk.

2.2. Manualis patch-clamp

A bal kamrai miocitakat enzimatikus emésztés soran nyertiik ki 1-2 kg sulya New Zealand
fajtaji nyulak szivébdl retrograd perfuzids technika alkalmazédsaval. Az 1,5-2,5 MQ
ellenallast mikropipettdk boroszilikat iivegkapillarisbol (Harvard Apparatus) késziiltek
pipettahtiz6 berendezés (Flaming/Brown, P-97) hasznalataval. A membranaramokat 37°C —on

mértilk Axopatch-200B tipust erdsitével (Molecular Devices), a patch-clamp technika

crer
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majd analdg-digitalis atalakité (Digidata 1322A és 1440A, Molecular Devices) segitségével
digitalizaltuk, és szoftveresen rogzitettiik (pClamp 8 és 10, Molecular Devices).

2.3. Automata patch-clamp Kkisérletek

Az automata patch-clamp kisérleteket planaris technikaval egészsejtes konfiguracioban négy
csatornds, kozepes ateresztOképességli, beépitett homérséklet-szabalyozéassal rendelkezd
teljesen  automatizalt  patch-clamp  késziilékkel  (Patchliner  Quattro,  Nanion,
http://nanion.de/images/stories /pdf/patchliner.pdf) hajtottuk végre. A nativ aktivalt human
limfocitdkon, valamint a stabilan transzfektalt HEK-GABA, HEK-HCN és CHO-Kvl.4
sejtvonalak esetén a  kisérleteket szobahdmérsékleten végeztik. A  méréseket
szobahomérsékleten és/vagy fiziologias (37°C) hémérsékleten végeztiik HEK-GIRK és HEK-
hERG sejtvonalakon.

2.4. Statisztika

Az adatok (szamtani atlag + SEM) statisztikai elemzése Student-féle paros t-probaval tortént.

Az eredményeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha P értéke Kisebb volt, mint 0,05.
3. EREDMENYEK

3.1. Kiilonb6z6 sejtvonalak vizsgalata és jellemzése a Patchlinerrel

Na#iv aktivalt humdn limfocitak: A Kv1.3 csatorna karakterizaldsdra human periférids T
limfocitakban tetraetil-ammoéniumot (TEA) valamint két szelektiv csatornablokkolot,
anuroctoxint (AnTx) és margatoxint (MgTxX) hasznaltunk. A TEA doézisfiiggd modon
csokkentette a Kv1.3 aram nagysagat 28,14 + 3,11 mM-os ICso értékkel. A két
skorpiomeéregbdl szarmazo, szelektiv Kv1.3 blokkold peptid toxin, az anuroctoxin és a
margatoxin szintén koncentracid-fliggd modon gatolta az aramot. Az 1Cso értékek mindkét
toxin esetén igen alacsonyak voltak: 25,35 + 1,64 nM (AnTX) és 68,59 + 16,68 pM (MgTXx).
HEK-GABA sejtvonal: A GABAAa csatorndk vizsgalatat a gyors oldatcsere érdekében az
oldatok halmozott (stacked) raadasaval végeztiik. A GABA ECsg értékét 32,20 + 1,85 uM-nak
hataroztuk meg a Hill-egyenletb6l. A GABAa antagonista bikukullin hatasat szintén
tanulmanyoztuk a csatornan, az 1Csg értéket 371,06 + 3,43 nM-nak becsiiltiik.

HEK-HCN sejtvonal: Az ivabradin gatldo hatasait HCN1 és HCN4 csatornakat expresszalo
HEK sejteken teszteltik. 10 uM koncentracioju ivabradin mindkét aramot csokkentette,
64,52 + 5,36%-kal (HCN1) és 63,79 + 1,07%-kal (HCN4).



HEK-GIRK1/4 sejtvonal: Hat vegyiiletek hatasat vizsgaltuk HEK-GIRK sejteken. Ezeket a
kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik és az eredményeket a szintén szobahdmérsékleten
kivitelezett sziirési projekthez (lasd 3.2 fejezet) hasznaltuk fel. A klorokin, dezipramin,
JTV-519, NIP-142, propafenon ¢és kinidin 1Csy értékei a kovetkezok voltak:
463,70 £ 34,61 nM, 147+0,17 uM, 814,24+109,34 nM, 17575 + 859 nM,
372,99 + 27,69 nM ¢és 5,04 +£0,62 uM. Az antiaritmias gyogyszer amiodaron és kronikus
kezelés soran képz6dé f6 metabolitja, a dezetilamiodaron (DEA) hatasat szintén
tanulmanyoztuk. Ezeket a vizsgalatokat — szivelektrofiziologiai tanulmany részeként —
37°C-on végeztilkk. A Patchlinerrel meghatarozott 1Csy értékek kozel azonosak voltak
(1,77 £ 0,18 uM és 1,82 + 0,15 uM).

CHO-Kv1.4 sejtvonal: A chromanol 293B ¢és a 4-aminopiridin hatasat vizsgaltuk Kv1.4
ioncsatornan. Az anyagok becsiilt ICsg értékei 85,69 + 8,38 uM és 791,33 £ 26,84 uM voltak.

HEK-hERG sejtvonal: Két vegyiiletet, a dofetilidet és a szotalolt teszteltilk a hERG vizsgalat

soran automatizalt patch-clamp rendszerrel. Az eredményeket a 3.3.1 fejezetben mutatjuk be.

3.2. Sziirési programok: Vegyiiletek ioncsatorna-modulator képességének vizsgalata

automata patch-clamp késziilékkel

A karakterizalt sejtvonalakat a Patchlinerrel végrehajtott szlirési €s biztonsagfarmakoldgiai

projektekben alkalmaztuk. A sziirési programokat szobahémérsékleten hajtottuk végre.

3.2.1. Elévalogatott kémiai konyvtarak sziirése GIRK csatornan

Pitvarfibrillaci6 kezelésére alkalmas szerek felfedezése céljabol eldvalogatott kémiai
konyvtarak szlirését hajtottuk végre GIRK csatorndt expresszald sejtvonalon. A szilirési
projekt soran Osszesen 868 vegyiiletet teszteltiink le két koncentracioban (1 és 10 uM). Az
elévalogatott vegyiiletek kb. 13%-a fejtett ki jelentds (legalabb 50%-os) gatld hatast 10 uM
koncentracioban. A vegyiileteket GIRK gatld6 hatdsuk alapjdn rangsoroltuk, és a
leghatékonyabb molekulak koziil kivalasztottunk 11-et a hataser6sség és a kémiai szerkezet
alapjan. Ezen vegyiiletek dozis-hatds gorbéi tovabbi részletes kisérletekben keriiltek
meghatarozasra. Ez utobbi kisérletek alapjan kijeldltiik a 4 legerdsebb GIRK gatlo hatassal
rendelkezd anyagot (Ryt-143, Ryt-144, Ryt-230 és Ryt-243 — mindegyik esetén az
ICs50 < 0.5 uM) szelektivitds vizsgalatokra HEK-hERG sejtvonalon. A 4 kivalasztott
molekulabol egy hasonld gatld hatast mutatott mindkét csatornan: a Ryt-243 1Csq értékei
GIRK és hERG csatornan 100,14 + 5,10 nM illetve 47,56 + 5,31 nM voltak. A masik 3 anyag
(Ryt-143, Ryt-144, Ryt-230) legalabb tizszeres aktivitast mutatott GIRK csatornan,
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osszevetve a hERG eredményekkel. Az 1Cs értékek GIRK és hERG csatornan a kovetkezok
voltak: 281,29 +£9,48 nM ¢és 2,91 + 0,29 uM a Ryt-144 esetében, 335,30 + 23,81 nM és
8,05+ 0,89 uM a Ryt-143 vonatkozasaban, végil 495,43 + 15,90 nM és 9,16 = 1,30 uM a
Ryt-230 esetén. Mivel a hERG blokkol6 hatas akar hasznos is lehet antiaritmias kezelések
soran, a Ryt-243-at tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald. A hERG gatlo hatas ellenére a
vegyiilet nem nyujtotta az akcids potencialt nyul kamrai prepardtumon sem 5 pM, sem 10 uM
koncentracioban. A Ryt-243-at megvizsgaltuk kutya kronikus pitvarfibrillacio modellben is.
A vegyiilet er6s antiaritmids hatast mutatott ezekben a kisérletekben, a pitvarfibrillacié
eléfordulasi gyakorisaga 65-70%-kal csokkent mind 0,3 mg/kg, mind 1 mg/kg dozis
alkalmazasakor. Az antiaritmids eredmények alapjan szabadalmi kérvényt nyujtottunk be a
pitvarfibrillacié  kezelésére alkalmas, Ryt-243 hatéanyaghh  gyogyszerkészitményre
vonatkozoan. A GIRK szelektivitassal rendelkezé anyagokat (Ryt-143, Ryt-144 és Ryt-230)

szintén tovabbi, antiaritmias valamint szerkezet-hatas vizsgalatoknak vetettiik ala.
3.2.2. Novényi eredetii molekulak és kivonatok sziirése GIRK csatornan

3.2.2.1. Természetes novényi vegyiiletek sziirése GIRK csatornan

Természetes forrasbol szarmazo vegylileteket szintén vizsgaltunk a GIRK szilirési projekt
soran. A szlirés ezen fazisaban 281 természetes novényi eredetii molekulat vizsgaltuk,
melyeket véletlenszeriien jeloltink ki, nem végeztiink elévalogatast. Ezeket az anyagokat is
két koncentracioban (1 és 10 uM) szlrtiik. A természetes molekulak kb. 9%-a fejtett Ki
jelentés (legalabb 50%-o0s) gatlo hatast 10 uM koncentracioban. A 26 leghatékonyabb
molekulat tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala az elsddleges szlirést kovetden. Ezeket a
vegylileteket Kv1.4 és hERG sejtvonalon is megvizsgaltuk, ezéltal tanulmanyozhattuk GIRK
szelektivitasukat. A gatlo hatasok illetve a kémiai szerkezet alapjan 6 természetes novényi
molekula (Ryt-963, Ryt-964, Ryt-1009, Ryt-1103, Ryt-1187 and Ryt-1194) keriilt
kivalasztasra, melyek dozis-hatds gorbéit tovabbi részletes kisérletek soran hatdroztuk meg.
Az ICsy értékek GIRK csatornan a kovetkezok voltak: 524,25+ 35,87 nM a Ryt-963,
2,25+ 0,33 uM a Ryt-1009, 3,66 + 0,30 uM a Ryt-964, 533 + 0,23 uM a Ryt-1194,
9,68 +0,27 uM a Ryt-1187 és 12,20 = 0,31 uM a Ryt-1103 esetében.

3.2.2.2. Novényi kivonatok sziirése GIRK csatornan

A biologiailag aktiv vegyliletek hataskovetéssel torténd azonositasara ij modszert dolgoztunk

ki. Ennek soran Polygonum persicaria kivonatokat sziirtiink GIRK csatornan azzal a céllal,



hogy azonositsunk természetes eredetli igéretes ioncsatorna blokkold vegyiileteket. A szaritott
novénybdl hexanos, kloroformos, metanolos és vizes extraktumot allitottunk eld. A kiilonbdzo
polaritasi kivonatokat két koncentracioban (0.01 és 0.1 mg/l) vizsgaltuk. A kloroformos
kivonat jelentds GIRK gatlo hatast mutatott, igy ebbdl az extraktumbol folyadék-
kromatografias eljarassal 6 frakciot allitottunk eld, melyek GIRK modulalé hatasat szintén
tanulmanyoztuk. A legaktivabb 4. és 5. frakciobol RP-HPLC-vel 4 {6 vegyiiletet tudtunk
azonositani tiszta formaban. Az egyéb (minor) vegyiileteket tartalmaz6 eluatumokat szintén
gyljtottilk a HPLC kromatografia soran. Az aktiv frakciokbol izolalt f6 vegyiiletek kiilon-
kiilon és egyiittesen alkalmazva is csak nagyon mérsékelten gatoltdk a GIRK csatornat,
mikézben a HPLC eluatumok aktivnak bizonyultak, jelezve az elektrofizioldgiailag aktiv
molekuldk jelenlétét a minor vegyiiletek kozt. Ezen vegyliletek azonositasa céljabol tovabbi
vizsgalatok vannak folyamatban. Mindazonéltal a tanulmany megerdsiti az alkalmazott
modszer haszndlhatdsagat biologiai hatassal rendelkezd aktiv vegyiiletek ndvényi

kivonatokbol torténé felkutatasara, azonositasara.

3.3. Biztonsagfarmakologiai vizsgalatok

3.3.1. Automatizalt patch-clamp berendezéssel végzett hNERG vizsgalatok eredményeinek

biztonsagfarmakologiai vonatkozasa, értékelése

Két anyagot, a dofetilidet és a szotalolt teszteltiik szobahdmérsékleten és 37°C-on hERG
sejteken automatizalt patch-clamp berendezéssel. A dofetilid ICsg értékei nagyon hasonloak
voltak (8,41 + 0,19 nM szobahdmérsékleten és 7,29 + 0,16 nM 37°C-on), mig a szotalol eltérd
tulajdonsagokat mutatott a két homérsékleten. A szotalol ICsy értéke szobahOmérsékleten
773,74 £ 9,28 uM volt, azonban 37°C-on joval erésebb hatast mértiink (ICso = 342,84 + 24,82
uM). A hERG vizsgalatok valos értékének megallapitdsa érdekében a két anyag Ik, gatlo
hatasat is megvizsgaltuk nyul kamrai miocitdkon manualis patch-clamp modszerrel, ahol a
dofetilid és a szotalol 1Csy értékeit 13,02 + 2,56 nM-nak és 51,60 £+ 9,82 uM-nak hataroztuk
meg. A hERG és Ik, mérések soran meghatarozott ICso értékek jo egyezést mutattak a
dofetilid esetében, azonban a szotalolnal a hERG ICsq kb. hétszerese volt az Ik, mérések soran
kapott értéknek. A hERG és Ik, gatlas biztonsdgfarmakologiai kovetkezményeinek
tanulmanyozasahoz a dofetilid és a szotalol hatdsat megvizsgaltuk akcids potencial
kisérletekben is nytl kamrai preparatumon. 13 nM dofetilide 47,8 + 12,9 %-kal, mig 52 uM
sotalol 56,0 + 4,6 %-kal nyujtotta az APDgp-€t.



3.3.2. A Chelidonium majus Kkivonatainak és fé alkaloidjainak hatasa hERG

ioncsatornan és kutya akcios potencialon

A vilagszerte elterjedt vérehulld fecskefii (Chelidonium majus) fontos névénye a modern
fitoterapianak, kiilséleg ¢és belsdleg is alkalmazzak. A novény biztonsagfarmakologiai
tulajdonsagai azonban nem tisztazottak, ezért a gyogyndvény kivonatainak €s alkaloidjainak
hERG K' csatornara és sziv akciés potencidlra kifejtett hatdsait tanulmanyoztuk. A
vizsgalatokhoz 25%-0s és 45%-o0s etanolos kivonatot készitettiink a ndvénybdl. Mindkét
extraktum jelent6s gatld6 hatadst mutatott hERG ioncsatornan, ICsy értékeiket
8,31 £ 0,79 pg/ml-nek és 5,09 + 0,49 pg/ml-nek hataroztuk meg. A névény f6 alkaloidjainak
(szangvinarin, kelidonin, berberin és koptizin) hERG gatlé hatdsat szintén vizsgaltuk, és
kimutattuk, hogy a koptizin kivételével az Osszes alkaloid jelentés gatld hatassal bir. A
szangvinarin és a kelidonin rendelkezik a legerésebb gatlo hatassal (ICso = 0,88 + 0,08 uM és
1,00 = 0,10 uM). A berberin ICsg értéke 6,46 + 0,54 uM volt, a koptizin pedig csak eleny€szd
hatassal rendelkezik (1Csp = 90,08 + 2,88 uM). A hERG gatl6 hatas biztonsagfarmakologiai
kovetkezményeinek tanulmanyozasahoz a C. majus kivonatainak és alkaloidjainak hatasat — a
koptizin kivételével — akcids potencialon is megvizsgaltuk kutya jobb kamrai preparatumon.
Mindkét kivonat mérsékelten, de statisztikailag szignifikdnsan nyujtotta az akcids potencialt
5 pg/ml koncentracidban 1000 ms-0s ciklushossz mellett. Az APDgy nyujtas 10,5%-0s volt a
25%-0s etanolos kivonat esetében, mig a 45%-0s etanolos kivonat 6,7%-kal nyutjtott. A
berberin, a kelidonin €és a szangvinarin akcios potencial paraméterekre gyakorolt hatasat
szintén vizsgaltuk 1 és 10 uM-os koncentracioban. Az anyagoknak csekély, de szignifikans
hatasuk volt az APDgo-re 1 uM-0s koncentracioban (4,6%, 6,1% és 6,3%-kal nytjtottak).
10 uM koncentracioban a nyujtas sokkal jelentésebb volt (18,4%, 18,3% ¢és 16,0%).

4. MEGBESZELES

Az ioncsatornak aktivitdsdnak mérése Erwin Neher és Bert Sakmann utt6ré munkdajanak
koszonhetden az 1970-es évek veégétdl valt lehetségessé. Kifejlesztését kovetden a manualis
patch-clamp modszer a ‘gold standard’ eljaras lett az ioncsatorna vizsgalatokban. A patch-
clamp kozvetlen, informaciégazdag és valos idejli technologia, azonban a hagyomanyos
manualis patch-clamp tal lasst, technikailag nehéz és munkaigényes, amely kizarja ezt a
szlirbvizsgalatot a gyogyszerfejlesztés és optimalizalas korai szakaszabol. Ez azonban nem
jelenti azt, hogy a konvencionalis patch-clamp elavult. A moddszert a gyodgyszerkutatas-

fejlesztés késoi fazisaiban hasznaljak, az alapkutatasban pedig még mindig a leggyakrabban



alkalmazott technikak egyike. A patch-clamp ipari alkalmazasa azonban a gyogyszerkutatas
¢€s az ioncsatorna vizsgalatok legvégs6 szakaszara korlatozodik.

Az elmult években szamos cég fejlesztett és vezetett be a piacon automatizalt patch-clamp
berendezéseket, melyek alkalmasak a gyors ¢és kivaldé mindségli sziirésre valamint a
gyogyszerjelolt molekulak optimalizalasara. A mérések parhuzamos végrehajtdsa nagyobb
ateresztOképességet biztosit a vegyiiletek és az ioncsatornak tanulmanyozasa soran. Ezek a
késziilékek képesek athidalni az elsddleges ¢és mésodlagos ioncsatorna Szlrés kozti
szakadékot azaltal, hogy magas minéségii, informacidgazdag vizsgalatokat tesznek lehetové.
Az automata patch-clamp és az ioncsatornakat expresszald rekombinans sejtvonalak
alkalmazasa leginkdbb a gyogyszeriparban terjedt el, mig az alapkutatasban inkabb a nativ
sejtekben 1év6 endogén ioncsatornak tanulmanyozasa a jellemz6. Bar az automatizalt patch-
clamp rendszerek féleg rekombinans sejtvonalak vizsgalatara alkalmasak, megallapitottuk,
hogy a Patchliner képes kivalo minéségii mérésekre egyes nativ sejtek és primer kultarak
esetén is. A fesziiltségfiiggd Kv1.3 K* csatorndk vizsgalatat és karakterizalasat nativ aktivalt
human limfocitakon hajtottuk végre, és a Patchliner alkalmasnak bizonyult a nativ limfocitak,
vagy akar mas primer sejtek sziirésére is elfogadhat6 sikerarannyal.

Mindazonaltal az automatizalt patch-clamp késziilékek elsGsorban ioncsatornakat stabilan
expresszalo sejtvonalakat hasznalnak, ahol a sejtszuszpenzi6 mindsége alapvetd az
elfogadhatd sikerarany érdekében. A sejtek véletlenszerti kivalasztasa miatt 1ényeges az
ioncsatornak homogén kifejezése és a sejtek jo mindsége. Ez a random megkdzelités a 6 oka
annak, hogy a legtobb platform nem hasznalhato jol primer vagy tranziensen transzfektalt
sejtek tanulmanyozésara.

A gén-kozpontli megkdzelitésnek, amikor a célfehérje rekombindns emlds sejtvonalakban
expresszalodik, szamos eldnye van. Ezeket a sejtvonalakat konnyli tenyészteni, és elég
ellendlléak az automata rendszerekben torténd méréshez. A célfehérje tultermeltetése
megndveli az dram nagysagat, €s javitja a jel-zaj aranyt. A nulla vagy nagyon alacsony
konduktancidval rendelkezd sejtek nagyon érzékeny méréseket tesznek lehetéve, valamint
biztositjadk a megfigyelt jel hatterében 1év0 gén(ek) molekularis szintli azonosithatosagat. A
nem-nativ sejtvonalak legfébb hatranya, hogy a sejt nem a fiziologids target, ezért a valaszok
eltérhetnek azoktol, melyek in vivo koriilmények kozott kdvetkeznek be.

Munkéank soran GABA, HCN, GIRK, Kvl1.4 és hERG csatorndkat stabilan expresszalo
sejtvonalakat tanulmanyoztunk és karakterizaltunk. A GABAA, klorid csatorna fontos terapias
targetje a szorongasra hato, az alvasi folyamatokat befolyasolo, és az epilepszia kezelésére

alkalmas gyogyszereknek. A GABAA ligand-vezérelt csatornak vizsgalatat a gyors oldatcsere
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érdekében az oldatok halmozott (stacked) raadasaval végeztiik Patchlinerrel, HEK-sejtekben.
fgy a receptor deszenzitizaciot minimalizalni lehet, és az egyiittesen alkalmazott gyogyszerek
hatasai vizsgalhatok. Az oldatok halmozott (stacked) raadasa, mely lehetévé teszi az anyagok
gyors, rovid ideig tartd alkalmazasat, megfelel6 modszer nemcsak a GABAa-receptor, de a
legtobb ligand-vezérelt ioncsatorna tanulmanyozasara is.

A fesziiltség-vezérelt HCN ioncsatorna a molekularis alapjat képezi a pacemaker (lf) aramnak
a szivben. HCN1 és HCN4 sejtvonalakat vizsgaltunk Patchlinerrel, a leginkabb specifikus és
szelektiv gatloszer, az ivabradin alkalmazasaval. Az ivabradin mindkét aramot gatolta, az
izolalt miocitakbol szarmazé irodalmi adatokkal kdzel azonos mértékben.

A GIRK1/4 csatorndk szelektiven expresszalodnak a pitvarban és nincsenek jelen a
kamraizomzatban. Szelektiv gatlasuk alkalmas lehet a pitvarfibrillacié kezelésére, sulyos
kamrai mellékhatasok nélkiil. A sejtvonal karakterizdldsa utdn eldvalogatott kémiai
konyvtarak, valamint természetes forrasbol szarmazd molekuldk ¢és kivonatok sziirését
hajtottuk végre a sejtvonalon.

A kémiai konyvtarak sziirése soran 4 igéretes vegyiiletet talaltunk, melyek do6zis-hatds gorbéi
¢és ICsp értékei részletes kisérletekben keriiltek meghatarozasra GIRK és hERG csatornan. A
Ryt-243 hasonld gatlo hatast mutatott mindkét csatornan, a masik 3 anyag (Ryt-143, Ryt-144
¢s Ryt-230) legalabb tizszeres aktivitast mutatott GIRK csatornan, mint hERG csatornan. A
Ryt-243-at tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald. A hERG gatl6 hatas ellenére a vegyiilet nem
nyUjtotta az akcids potencialt nyal kamrai prepardtumon. A jelenség lehetséges magyarazata
az, hogy szer egyéb ioncsatorna(ka)t is gatol az akcids potencidl repolarizacios fazisdban. A
Ryt-243-at megvizsgaltuk kutya modellben is. A vegyiilet erds antiaritmias hatdst mutatott.
Az antiaritmids eredmények alapjan szabadalmi kérvényt nyujtottunk be a pitvarfibrillacio
kezelésére alkalmas, Ryt-243 hatéanyagli gydgyszerkészitményre vonatkozoan. A GIRK
szelektivitassal rendelkez6 anyagokat (Ryt-143, Ryt-144 ¢és Ryt-230) tovabbi, jelenleg is zajlo
antiaritmids valamint szerkezet-hatas vizsgalatoknak vetettiik ala.

Természetes forrasbol szarmazo vegylileteket szintén vizsgaltunk a GIRK szlirési projekt
soran. Az anyagokat véletlenszeriien jeldltiink ki €s nem voltak eldvalogatva. Az eredmények
azt mutatjak, hogy természetes anyagok szlirésekor magas talalati arannyal szdmolhatunk. A
biologiailag aktiv vegyiiletek hataskovetéssel torténd azonositasara uj modszert dolgoztunk
ki: Polygonum persicaria kivonatokat szirtiink GIRK csatornan azzal a céllal, hogy
azonositsunk természetes eredetli igéretes ioncsatorna blokkold vegyiileteket. Ismereteink
szerint mi alkalmaztunk elészor ilyen tipusu vizsgalatokat novényi kivonatok sziirésére. A

vizsgalat soran a Polygonum persicaria kloroformos kivonatanak GIRK gatld hatasat
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kimutattuk, és 1j természetes flavonoidokat azonositottunk az extraktumbol. Az izolalt
vegyliletek csak mérsékelt aktivitast mutattak GIRK csatornan, ezért tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a hatasért felelds aktiv molekulak azonositasa céljabol.

A Kvl1.4 csatornanak fontos szerepe van az akcids potencial gyors repolarizacios fazisanak
szabalyozasaban, igy befolyasolja a sziv akcids potencial id6tartamat. Erre a sejtvonalra nagy,
nanoamperes nagysagrendii aramok voltak jellemzdéek. Mindkét tesztelt referencia anyag
(chromanol 293B, 4-aminopiridin) blokkolta az aramot, Gsszhangban a miocitidkon mért
irodalmi adatokkal. Tobb természetes névényi eredetli molekulat vizsgaltunk meg ezen a
csatornan, melyeknek a GIRK szelektivitasat tanulmanyoztuk.

Az ioncsatornakra hat6 11j és hatékony gyogyszerek felfedezése €s fejlesztése mellett masik
fontos  teriilete az  automatizalt patch-clamp  rendszerek  alkalmazasanak a
biztonsagfarmakologia. A gyogyszerek altal okozott életveszélyes aritmidk és hirtelen
szivhaldl az egyik legfontosabb biztonsagfarmakologiai probléma a gyogyszeripar és a
hatésagok szdmara. Ez a proaritmids hatds a gyors késdi egyeniranyité K* aram (I
gatlasanak tulajdonithato. Ezért az 0j szerek biztonsdgfarmakologiai profiljanak felallitasaban
nélkiilozhetetlen azok Iy, aramra és akcios potencialra gyakorolt hatasanak vizsgalata. Ezek a
tesztek azonban bonyolultak és id6igényesek, ezért a szivizomsejteken végzett Ix, méréseket
felvaltotta annak rekombindns megfeleldje, a hERG vizsgalat. A hERG analizis egy nagy
hatékonysagli €s nagy ateresztOképességli moddszer, de néha hamis pozitiv és negativ
eredményeket adhat, melyek mechanizmusa nem teljesen tisztazott. Ezért 6sszehasonlitottuk a
dofetilid és a szotalol hERG (szobahdémérsékleten és 37°C-on) és Ik, (37°C-on) aramokra
kifejtett hatdsat, hogy tanulmanyozzuk a hERG mérések hasznilhatdsagat vegyiiletek
proaritmids  kockazatainak  felmérésében, ¢és jobban megértsik a proaritmids
biztonsagfarmakologiai vizsgalatok mechanizmusat. A dofetilid hatdsa hasonld volt
szobahdmérsékleten €s fiziologias hdmérsékleten hERG csatorndn, tovabba ezek az adatok jo
egyezést mutattak az akcios potencial méréseinkkel is. Ezzel ellentétben a szotalol hatasa
eltéré volt szobahdmérsékleten és 37°C-on, ezért a biztonsagfarmakologiai vizsgalatokban
kiilonosen fontos, hogy az anyagokat fiziologias hémérsékleten teszteljiik, és a Patchliner
idedlis eszkoz lehet az ilyen tipust kisérletek végrehajtasara. Mindazonaltal, a szotalol
esetében jelentds kiilonbség volt megfigyelhetd a hERG ¢és az Ik, ICsp értékek kozott is.
Kisérleteink alapjan az automata patch-clamp késziilékkel HEK-hERG sejtvonalon meért
adatok altalaban elfogadhatd Gsszhangban vannak az Ix, mérésekkel. Ugyanakkor 1éteznek
fontos és nem teljesen értett kiilonbségek az automata patch-clamp vizsgalatok és az egyéb

technikak, mint példaul az Ix, vagy az akcios potencial kisérletek kozott. Altaldban a
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kitapadast és a csapadékképzidést tartjak a kevésbé pontos, jobbra tolddott doézis-hatas
gorbék fo forrasanak. Azonban a sotalol a legkevésbé hidrofob vegyiiletek kozé tartozik,
rdadasul szamos olyan tanulmanyban is rendkiviil magas ICsg értékekrdl szamoltak be, ahol a
szotalol hatasdt hERG sejtvonalon, de manudlis patch-clamp moddszerrel vizsgaltak. Egyre
tobb bizonyiték jelzi, hogy a nativ Ik, csatornak felépitése nagyon komplex, és az a-alegység
Osszetétele befolydsolja a csatorna érzékenységét. A legtobb hERG vizsgélatban olyan
rekombinans sejtvonalakat alkalmaznak, melyek csak a hERG la alegységet expresszaljak,
habar a nativ kamrai Ik, csatornak heteromerek, melyek egyarant tartalmaznak hERG la és 1b
alegységeket. A legtobb anyag (koztiik a szotalol) hatasat hasonlonak irtak le a két targeten,
néhany esetben azonban kiilonbség volt megfigyelhets. fgy a leggyakrabban hasznalt
hERG la vizsgalatok ala- vagy folébecsiilhetik bizonyos szerek kockazatait. Ezen tilmenden,
egyéb tanulmanyokban azonositottak a hERG hatdanyag-érzékenységét befolyasolod, azzal
kolcsonhato fehérjéket is. Példaul a MinK, a MiRP1 és a KCR1 olyan stabil komplexet
alkothat a porusképzé alegységgel, melynek a funkcionalis tulajdonsagai hasonlitanak a nativ
mechanizmusokat. Mivel a hERG vizsgalatok eredményei nem annyira kielégitéek, mint azt
kordbban  feltételezték, az ezzel kapott proaritmias eredményeket érdemes
eldvigyazatossaggal kezelni.

Ezen tapasztalatok alapjan végeztiik el a Chelidonium majus biztonsagfarmakoldgiai
vizsgélatat, melyben a novény kivonatainak és alkaloidjainak hERG K" csatorndra és kamrai
akcios potencialra kifejtett hatasait is tanulmanyoztuk. A vizsgalatokban a C. majus alkoholos
kivonatait €s alkaloidjait teszteltiik, melyek nem csak gétoltdk a hERG aramot, de nyujtottak
az akcios potencidlt is. Bizonyos korélettani korilmények kozott, ahol a repolarizacios
tartalék csokkent, ezek a kivonatok és alkaloidok tovabb ndvelhetik a proaritmiéds kockazatot
¢s a hirtelen szivhalal lehetdségét. Eredményeink alapjan fenntartasokat fogalmazhatunk meg
a C. majus hasznalataval kapcsolatosan, a vérehullé fecskefli készitmények oralis alkalmazasa

eldvigyazatossagot igényel a potencialis kardiovaszkularis mellékhatdsok miatt.
5. KONKLUZIO

1. A teljesen automatizalt Patchliner patch-clamp berendezés kivald adatmindséget és
megbizhatd méréseket tesz lehetdvé. A berendezés kompatibilis a legtobb sejtvonallal,
¢s az eredmények jo Osszhangban vannak a manualis patch-clamp vizsgalatokkal. A

fokozott ateresztoképesség €s magas sikerarany miatt a Patchliner kivald eszkoznek
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bizonyult cellularis elektrofizioldgiai  kisérletek  végrehajtasara, hasznalatat
hatarozottan javasoljuk mind az alapkutatds, mind a gyogyszeripar szdmara.

A késziilékkel szdmos sejtvonalat karakterizaltunk és hasznaltunk elévalogatott kémiai
konyvtarak szlrésére. A szlirési eredmények alapjan szabadalmi kérvényt nyujtottunk
be a pitvarfibrillacio kezelésére alkalmas, Ryt-243 hatéanyaga gydgyszerkészitményre
vonatkozoan.

Természetes (ndvényi) forrasbol szarmazd vegyiileteket szintén vizsgéltunk a GIRK
szlirési projekt soran. Az eredményeink alapjan a természetes forrasbol szarmazd
molekulékra kimagaslo taldlati arany jellemzo.

Ismereteink szerint mi vizsgaltuk eldszor ndvényi kivonatok hatasat GIRK csatornan
azzal a céllal, hogy azonositsunk természetes eredetli igéretes ioncsatorna blokkolo
vegyiileteket.

A biztonsagfarmakologiai vizsgalatokban kimutattunk fontos és nehezen értelmezhetd
kiilonbségeket az automata patch-clamp modszerrel végrehajtott hERG mérések és az
egyéb technikak, mint példaul a manualis patch-clamp eljarassal végzett Ik, mérések
vagy az akcios potencial kisérletek kozott. Megallapitottuk, hogy a korabbi
feltételezésekkel ellentétben a hERG vizsgalatok nem mindig kielégitoek ¢és
elégségesek a proaritmids kockézat megitélés¢hez, a modszerrel kapott eredményeket
érdemes elovigyazatossaggal kezelni.

A Chelidonium majus gyogyndvényen végzett elektrofiziologiai vizsgalatokban
megallapitottuk, hogy a ndvény kivonatai és alkaloidjai gatoltak a hERG csatornat és
nyujtjdk az akcids potencialt. Eredményeink hozzajarultak a ndvény toxikus
hatasainak megértéséhez, ¢s ravilagitanak a gydogynovény alkalmazasanak lehetséges

kockéazataira.
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munkahoz sziikséges technikai hatteret és berendezéseket szamomra.
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FITOTERAPIA 90: pp. 85-93. (2013)
IF: 2.216

Lajter Ildikd, Vasas Andrea, Orvos Péter, Bansaghi Szdva, Télosi Laszld, Jakab Gusztay,
Béni Zoltan, Hada Viktor, Forgo Peter, Hohmann Judit

Inhibition of G protein-activated inwardly rectifying K+ channels by extracts of
Polygonum persicaria and isolation of new flavonoids from the chloroform extract of
the herb

PLANTA MEDICA: NATURAL PRODUCTS AND MEDICINAL PLANT RESEARCH 79:(18) pp.
1736-1741. (2013)

IF:2.339

A felsorolt publikdciokban Orvos Péter doktorjeldlt végezte a ndvényi kivonatok és
vegylletek elektrofizioldgiai vizsgdlatdat Nanion Patchliner automata patch-clamp
berendezéssel génexpresszids rendszereken (HEK-GIRK és HEK-hERG sejtvonalon). A
sejtvonalak kezelése, fenntartasa, a meérések beadllitdsa, azok végrehajtdsa és az
eredmények kiértékelése teljes egészében a jeldlt sajat munkadi. A koézlemény ezen
részeit nem kivanjuk felhasznalni mas Ph.D. értekezéshez.

Szeged, 2016. marcius 18. L

Prof. Dr. Hohmann Jualt ;‘_—x,
tanszékvezetd egyetemltanar = .
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