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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A szivelégtelenség definicidja, epidemioldgidja és klasszifikacioja

A szivelégtelenség a szivizomzat funkcionalis, vagy strukturélis rendellenessége kdvetkeztében
kialakuld Kkarakterisztikus tunetek (faradékonysag, nehézlégzés, stb.), illetve specifikus jelek
(bokatdéma, pangésos zorejek, sth.) dsszessége, melyet a periférias szovetek és szervek csokkent
perfuzidja és kdvetkezményes alacsony oxigenizacidja hoz létre. A szivelégtelenség a népességet
érinté egyik leggyakoribb megbetegedés, prevalenciaja a populacioban &tlagosan 0,5-2% és
szorosan Osszefligg az életkorral (70 év felett a prevalencia 10% feletti). Szamitasok szerint
Europaban kozel 10 milli6 ember szenved szivelégtelenségben, az évente jelentkezd 1j esetek
szama 1-5/1000 f6. A szivelégtelenséggel korhazba keriilé betegek mortalitasa 30 napon beliil
10%, 1 éven belul 22%, az 5 éven bellli halalozasi arany pedig 50% koruli, mely meghaladja a
daganatos betegségekre vonatkoztatott 6sszesitett mortalitasi értéket.

Az Eurdpai Kardiologus Tarsasag (ESC) aktualisan érvényes iranyelveiben a
szivelégtelenség klasszifikacidjanak alapja az ejekcios frakcié (EF). Ha a dekompenzacié
karakterisztikus tunetei és jelei 50% feletti EF mellett jelentkeznek, akkor megtartott EF-val jaro
szivelégtelenségr6l beszélink (HFpEF), mig 40% alatti EF esetén csokkent EF-val jaro
szivelégtelenségrol (HFrEF) van szd. A ketté kozotti, 40-50%-0s EF-ju alcsoportot kdzepesen
csokkent EF-val jaro szivelégtelenségnek nevezzik (HFmrEF). Id6beni lefutasa alapjan akut és
kronikus szivelégtelenség kiilonithet6 el.

1.2. A szivelégtelenség patogenezise

kardiovaszkularis megbetegedések (iszkémias és non-iszkémias okok) kovetkeztében kiilonféle
kompenzaciés mechanizmusok (renin — angiotenzin — aldoszteron rendszer, szimpatikus
tonusfokozodas, natriuretikus faktorok) lépnek miikodésbe, melyek rovidtdvon tdmogatjdk a
keringést, hosszabb tavon viszont tovabb terhelik a mar karosodott szivet. A csékkent perctérfogat,
vagy akar nyomas- és volumen-tllterhelés kovetkeztében létrejon a miokardium kompenzacids
hipertréfidja. A kamrak tokéletlen Urilése a sziviregek dilatacidjahoz és ezzel a szivizomrostok
megnyulasahoz vezet, ami ismét Gjabb terhet r6 a mar eddig is dekompenzalt sziv miikodésére. A
kompenzacids mechanizmusokat indukal6 szignalizacids folyamatok elébb-utébb a szivizomsejtek
nekrdzisat, apoptoézisat és az extracellularis matrix atépilését (fibrozis), végil a szivizomzat

strukturalis és funkcionalis atépulését (remodelling) eredmeényezik.

1.3. Az akut szivelégtelenség

Az akut szivelégtelenség soran a kardidlis dekompenzacid tlinetei gyorsan jelennek meg és
progredidlnak, ezért az azonnali terdpids beavatkozas létfontossagl. A szivelégtelenség ezen
alcsoportjat rendkivil magas mortalitasi mutatok jellemzik, hiszen a kdrhazi halalozas elérheti a 3-

4%-ot, mig a mortalitas 10% koriili a korhazi elbocsatast koveté 60-90 napon belul. Klinikailag
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harom f6 formajat kiilonithetjikk el: (1) de novo akut szivelégtelenség, mikor a szivelégtelenség
tlnetei gyors kezdettel, rapidan progredidlva, megel6z6 tlnetek nélkil alakul ki, (2) akut
fellangolés kronikus szivelégtelenség talajan, (3) terminalis kronikus szivelégtelenség. A komplex
Klinikai kép ellenére az akut szivelégtelenség két f6, de egymassal adott esetben kombinalddo
formaja kiilonithetd el, ahol vagy a bal kamra csdkkent pumpafunkcidja (1), vagy az emelkedett
szisztémas vaszkularis ellenallas (2) dominal. Az eldbbi alcsoportban a klinikai képet a balszivfél
elégtelenség dominélja, melynek hatterében a szivizomzat strukturdlis (pl. szivinfarktus, inhar
ruptdra, sth.), vagy funkcionalis (malignus kamrai aritmia) karosodasa all. Az akut szivelégtelenség
masik csoportjaban a szisztémas vaszkularis tonus és igy az ut6terhelés (afterload) fokozddasa

noveli a bal kamra t6ltényomasat, mely kisvérkori pangast és kovetkezményes tiidoodémat okoz.

1.4. Az akut szivelégtelenség konvencionalis gydgyszeres kezelése
Az ESC akut szivelégtelenséggel kapcsolatos iranyelvei szerint a megfelel6 terapia kulcsa a beteg
aktuélis hemodinamikai allapota, igy elsésorban a centralis és periférias keringési elégtelenség
objektiv jeleinek és tlneteinek felismerése. Keringési elégtelenség esetén (RR <90 Hgmm),
kiillondésen ha hipoperfazié és kardiogén sokk 1ép fel, intravénas inotrop kezelést érdemes
valasztani a perctérfogat és a vérnyomas novelése érdekében, mig intravénas diuretikumok és
vazodilatatorok alkalmazasa javasolt abban az esetben, mikor a dekompenzal6dé beteg vérnyomasa
megtartott, vagy emelkedett (RR >90 Hgmm), és heveny kisvérkori pangas uralja a klinikai képet.
A pozitiv inotrép hatasu szerek nagy része ugyan kedvezé hemodinamikai hatasokkal bir,
de nem javitottdk az akut szivelégtelenség progndzisat, s6t a hosszabb tavi mortalitasi és
morbiditasi adatokat rontottdk. A Kkeringéstamogatas céljabol adott pozitiv inotrop hatasi

gyogyszerek harom f6 mechanizmussal javithatjak a sziv teljesitményét:

1.) Adrenerg szignalizacids Gtvonalakkal interferdlva a Ca®*-mobilizald szerek névelik az
intracellularis Ca** koncentraciot ([Ca®']), mely erésebb szivizom-6sszehlzddasokat general

(tradicionalis inotropok),

2.) az SR Ca’*-anyagcseréjére hato szerek szisztolé soran fokozzak Ca®* felszabadulast, mig

diasztolé soran az SR Ca*" raktarozasat,

3.) a szarkomert aktivald szerek viszont a kontraktilis rendszer alapvetd szerkezeti- és miikodésbeli

egységeit, a szarkomereket célozzak.

1.5. Klasszikus pozitiv inotrop hatésu szerek

A szivizom-0sszehizodas csuszo-filamentum modellje szerint a miokardium kontraktilis ereje
aranyos az intracellularis [Ca*"]-val. Ezen &sszefiiggés felismerése vezetett szivelégtelenségben
azon pozitiv inotrép szerek alkalmazasahoz, melyek novelik a szivizomsejtek [Ca*]-t. A
gyogyszercsoport a tradicionalis inotrop, vagy Ca®*-mobilizal6 inotrop szerek megjelélést kapta,

melyek akut szivelégtelenségben leggyakrabban alkalmazott képviseléi a B-adrenerg receptor
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agonistak. A kozéjik tartozé dobutamin ¢és adrenalin a [i-adrenerg receptorok kozvetlen
aktivalasaval ndveli az intracellularis ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) koncentraciojat, mely
a proteinkinaz A (PKA) aktivitas-fokozodasa révén fokozza az intracellularis [Ca*]-t. A
foszfodiészterdz (PDE) inhibitorok tdmadaspontjai a cAMP-fiiggé foszforilacios folyamatok,
hiszen az ide tartoz6 milrinon és enoximon a CAMP lebomldsanak gatlasaval tartja ,,bekapcsolva”
ezt az Utvonalat. Ezek a szerek ugyan hatékonyan javitjak a miokardium kontraktilitasat, viszont
fokozzak a szivelégtelenség mortalitasat. Ennek hétterében a megndvekedett intracellularis [Ca®*]
all, mely noveli a szivizomzat oxigén fogyasztasat, emeli a szivfrekvenciat, masodlagos jelatviteli
utvonalakat aktivalva a szivizomsejtek apoptdzisat és nekrdzisat eredményezi, valamint arritmogén

hatasu.

1.6. Szarkomert aktivalo szerek a szivelégtelenség kezelésére

A Ca”*-mobilizal6 szerek mortalitasra kifejtett kedvezétlen hatasai miatt megfelelé hatékonysagu,
de eltéré tamadaspontu gyogyszereket kellett fejleszteni, melyek legalabb neutralis hatasuak a
hosszu tavd mortalitasi adatokra nézve. A szarkomert aktivalo szerek hasznalataval elviekben
elkertlhetjik a tradiciondlis inotrop szerek alkalmazasanak kedvezétlen kdvetkezményeit, hiszen
az aktin — miozin interakcio hatékonysaganak ceélzott, specifikus és kdzvetlen médositdsa mellett
nem vérhat6 az intracellularis [Ca**] névekedése. A szarkomert célz6 szerek hatasmechanizmusa
foként 1.) a miofilamentumok Ca’*-érzékenyitésén és 2.) a miozin aktivacion alapul, de mellettiik
léteznek 3.) jarulékos miofilamentalis hatasokkal rendelkezé szerek is. A szarkomert aktivalo
szerekkel kapcsolatban felmerul a pleiotrop hatdsmechanizmus kérdése is. Jelentds résziik ugyanis
a miofilamentalis tAmadaspont mellett kiegészité hatasokkal is rendelkezik (pl. PDE Il gétlas),
amely tovabbi hemodinamikai vagy metabolikus elényokkel/hatranyokkal jarhat. Mas szerek
viszont tisztan szarkomer szintli hatasokkal birnak, igy ezek hatasmechanizmusaban egyetlen
feltételezett tdmadasponttal és elviekben egyetlen célsejt csoporttal (pl. szivizomsejt) lehet

szamolni.

1.6.1. Ca*"-érzékenyitG szerek a szivelégtelenség kezelésében
A szivizomsejtek Ca*’-érzékenysége az egységnyi kontraktilis erd (pl. félmaximalis erd)
kifejtéséhez szilkséges [Ca*‘]-val jellemezhets. A Ca*-érzékenység novelésének hatasara a
szivizomsejtek adott intracellularis [Ca®*] mellett erésebb kontrakcids valaszt produkalnak. Ha a
miokardialis kontraktilitas kézponti elemének a Ca®* — ¢TnC interakci6t tekintjiik, akkor Ca*'-
érzékenyitésnek kétféle tvonaldt kulonithetjuk el. A centralis Gtvonalon hatd szerek
(levosimendan) célpontja a Ca®* — cTnC interakcié, mig a Ca*"-érzékenyités , downstream”
utvonaldn haté szerek az aktin — miozin interakcio hatékonysidganak javitdsdval fokozzék a
miokardialis kontraktilitast (EMD-53998).

A levosimendan a cTnC hidroféb N-terminalis doménjéhez kotédve stabilizalja a Ca*" —

cTnC komplexet, amely az aktin — miozin interakcié gatldsdnak visszaszoritasaval fokozza a
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szivizomsejtek kontraktilitasat. Ebbél fakaddan a szer hatasa Ca**-fiiggd, a Ca**-érzékenyités csak
szisztolé soran jon létre Ca** ionok jelenlétében, elkeriilve ezzel a kedvezétlen diasztolés
mellékhatdsokat. A szer nagy szelektivitassal gatolja a PDE 11 és kifejezetten magas koncentraciok
esetén a PDE IV izoenzimek aktivitasat, viszont pozitiv inotrop hatdsa terapias koncentracioban
elsésorban a Ca”*-érzékenyitésnek tulajdonithatd, ekkor ugyanis az intracellularis [Ca*]
szignifikdnsan nem valtozik. A levosimendan mitokondrialis és vaszkularis ATP-fiiggd K'-
csatorndk megnyitasa révén kardioprotektiv és vazodilatativ hatasokkal is bir. A levosimendan
intravénds adagolasaval kapcsolatos tanulmanyok nem bizonyitottdk egységesen a szer
hatékonysagat. A kezdeti vizsgélatok arrél szamoltak be, hogy a levosimendan javitja a
szivelégtelenség rovid- és kozéptava mortalitasat (LIDO és RUSSLAN tanulmany), mig késébbi
tanulmanyok egyértelmiien ezt nem erdsitették meg (REVIVE ¢és SURVIVE vizsgalat). A
legfrissebb meta-analizisek viszont egyértelmiien a levosimendan felsdbbrendiiségét tamogatjak a
hagyomanyos inotrépokhoz és a placebdhoz képest, valamint a szivsebészeti perioperativ
alkalmazasa is el6térbe keriilt kedvezé hemodinamikai hatasainak készonhetoen.

A levosimendan alapvazanak kémiai szubsztiticidjaval kollaboraciés partnereink (Orion
Pharma, Finnorszag) egy Uj potencialis Ca**-érzékenyit6 szert, az ORM-3819-et hoztak létre, mely
feltételezéseink szerint pozitiv inotrop hatasat a cTnC-hez kotédve fejti ki. Reményeik szerint az Uj
szer mellékhatds-profilja lehet6vé teszi majd az alkalmazasat olyan esetekben is, amikor
valamilyen oknél fogva a levosimendan nem hasznalhatd. A levosimendan értagitd hatdsa miatt
csokkentheti a szivelégtelen beteg vérnyomasat, a nitrdtokhoz hasonldan fejfajast eredményezhet,
ritkbban hipokalémia, allergia és pitvarfibrillacié is felléphet az alkalmazésa mellett. Jelen
dolgozatban kollaboraciés partnereinkkel kozosen széles kori farmakoldgiai karakterizaciot
hajtottunk végre az ORM-3819 Ca**-érzékenyitd képessége, cTnC kotddése, valamint tovabbi

pleiotrop hatésainak feltérképezése érdekében.

1.6.2. A miozin aktivdcio uj terdpids lehetdség szivelégtelenségben

A szarkomer aktivalo szerek masik csoportjat a miozin aktivatorok képezik, melyek a kardialis
miozin molekuldk ATPA&z aktivitdsdnak fokozasa révén novelik a szivizomsejtek kontraktilis erejét
és ezzel a sziv pumpafunkcidjat. Prototipus vegylletiik, az omecamtiv mecarbil (OM) a kardiélis
tipust miozin feji részén talalhato motor domén S1 régidjahoz kotédik. Ez a kolcsonhatas a miozin
ATP&z aktivitasanak alloszterikus fokozasat eredmenyezi, gyorsitva ezzel az anorganikus foszfat
disszociacio a miozin molekulak feji részérol, melyet az er6generald 1épés kovet. Az OM a P;
disszociacio elésegitése revén ndveli az aktinnal reakcioba 1épé miozin fejek szamat a szivizomzat
Osszehizodasa soran, melynek kovetkeztében novekszik a kontrakcioban részt vevd aktiv
kereszthidak mennyisége. Mivel a kontrakcios eré az intracellularis [Ca®*] fokozddasa nélkiil jon

létre, az OM hatdsmechanizmusa elviekben ,,downstream” mechanizmusu Ca”-érzékenyitésként is



felfoghatd. Korabbi tanulmanyok az OM kontraktilis eré Ca**-fiiggésére gyakorolt hatasara még
nem terjedtek ki, igy az a sajat vizsgalataink el6tt nem volt ismert.

Preklinikai vizsgélatokban az OM hatékonyan fokozta patkanyok bal kamrajabol szarmazé
izolalt, intakt szivizomsejtek kontraktilitdsat in vitro kortlmények kozott, anélkil, hogy
befolyasolta volna az intracellularis Ca®* homeosztazist. Ugyanakkor a szer nemcsak a
szivizomsejtek erejét ndvelte, hanem a kontrakcio idejét is megnyujtotta. Az OM in vivo
hatékonyan javitotta infarktusos, valamint az aorta leszoritdsaval szivelégtelenné tett kutyak bal
kamréjanak szisztolés funkcioit, ugyanakkor nem befolyasolta a diasztolés funkciokat és nem
novelte a sziv oxigén fogyasztasat. Egy masik, hasonl6 tanulmanyban viszont az OM szignifikans
mértékben fokozta az infarktuson atesett sertések bal kamrajanak oxigén fogyasztasat, melynek
hatterében a bazélis ATP4az aktivitas fokozodasat vélték felismerni.

A preklinikai tanulmanyok zommel kedvezd eredményei utan megkezddédott az OM
vizsgalata el6szor egészséges, majd ezt kovetOen szivelégtelen emberekben is. A preklinikai
vizsgalatokkal dsszhangban a szer intravénas adagolast kovetden fokozta mind az egészségesek,
mind a szivelégtelen (NYHA 111-1V) betegek bal kamrajanak szisztolés funkciojat, ugyanakkor
nem befolyasolta a diasztolés paramétereket. A szer mellékhatasai jol toleralhatonak bizonyultak a
paciensek szamara, a legnagyobb alkalmazott koncentraciokban viszont miokardialis iszkémia és
nekroenzim emelkedés lépett fel, melynek hatterében a szisztolé idejének talzott megnyujtasa és
ezzel 6sszhangban a diasztolés intervallum megrévidilése allhatott. Az ATOMIC-HF tanulmany
alapjan ugy tnt, hogy az OM egyes betegekben javitotta az els6dleges végpontnak tekintett
nehézlégzést NYHA 1lI-1V szivelégtelenség soran, viszont hatasa ebben a vonatkozasbhan a
szignifikancia kliszobot nem érte el. A COSMIC-HF tanulmanyban a kronikus szivelégtelenségben
(HFrEF) szenved6 betegek bal kamréjanak szisztolés paraméterei viszont jelentds javulast mutattak
OM hatéséara. A preklinikai és klinikai adatok mellett egyelére még nincs evidencia az OM hosszU

tavu hatasairol, illetve a szivelégtelenség mortalitasara gyakorolt hatasarol sem.

1.7. Szarkomer aktiv szerek alkalmazéasa mas kérallapotokban

Az akut, illetve kronikus szivelégtelenség a 1€gzésben részt vevd izmok csokkent kontraktilitasaval
is egyutt jar. Tartds gépi lélegeztetés utan, kronikus obstruktiv tiidébetegségekben (COPD),
valamint neuromuszkularis betegségekben a rekeszizom csokkent és a tobbi 1égzéizom
diszfunkcidja stlyosbitja a fennalld 1égzési elégtelenséget. Ezen valtozasok hatterében kimutattak a
rekeszizom eredetii vazizomrostok csokkent Ca®*-érzékenységét. Egy preklinikai tanulmanyban
kimutattak, hogy a Ca’*-érzékenyitd hatast levosimendan in vitro javitja a rekeszizom eredetii
preparatumok kontraktilitasat a Ca®*- érzékenység fokozéasa révén. Klinikai tanulmanyok in vivo is
igazoltdk a levosimendan hatékonysagat, javitva a COPD-ben szenvedd, illetve tartosan gépi
I1¢legeztetett betegek 1égzésfunkcidjat. A miozin aktivacio szintén potencialis terdpias lehetOséget

nyUjthat periférias 1égzési elégtelenség kezelésére. Ennek elvi alapjat az teremti meg, hogy bar az



OM elsésorban a szivizomsejtek B-MHC izoformaira hat, a légzési izmokban nagy szdmban jelen
1év6 lassu tipust vazizomrostok szintén dominans modon a szivizomsejtekkel identikus B-MHC-t
tartalmazzak. Igy az OM a Ca**-érzékenyitd hatasat a lassu tipusi izomrostokat tartalmazo
vazizmokban is kifejtheti, mely a szivelégtelenség mellett az OM alkalmazdsénak tovabbi

indikacigjat jelentheti.

2. Célkitizések
Jelen tanulmany a miozin aktivator hatdsi OM és a levosimendan szarmazék ORM-3819
farmakologiai jellemzésére, valamint hatdsmechanizmusuk elemzésére iranyult. Vizsgalataink

soran célunk az volt, hogy:

e kimutassuk és szamszeriisitsik az OM szivizom Kontraktilitdsra kifejtett mechanikai
(ApCaso, Nty Fmax, Fativ, Fpassziv) €S Kinetikai (Kir, ti2at, trelax) hatasait,

e tanulmanyozzuk OM szoveti szelektivitasat rekeszizom eredetli  vazizomrost
preparatumokon végzett mérésekkel,

e (sszehasonlitsuk a lasst és gyors endogén kinetikdju vazizomrostokban 1étrejové OM-
fliggd hatdsokat,

e igazoljuk az ORM-3819 Ca*"-érzékenyito képességét,

e azonositsuk az ORM-3819 pozitiv inotrop hatasanak hatterében &all6 egyéb pleiotrop
farmakoldgiai mechanizmusokat (PDE I11/1V gatlas).

3. Anyagok és modszerek

3.1. Felhasznélt szovetmintak és anyagok

Az OM-mel végzett kisérleteinkhez hasznalt szivizommintak 8-15 hetes, 250-500 g kozti testsulyu
him Wistar-Kyoto patkdnyokbdl szarmaztak. Az ORM-3819-cel kapcsolatos méréseinket 8-15
hetes, 250-500 g testsulyd him tengerimalacok szivizom preparatumain végeztik. Az allatokat
standard kortlmények kozott a Debreceni Egyetem &llathdzaban tartottuk. Vizsgélataink végig
dsszhangban voltak a Debreceni Egyetem etikai szabélyzataval (Etikai Engedély szadma: 1/2013/DE
MAB). Az OM-t az AdooQ BioScience-tdl szereztik be, mig az ORM-3819-et pedig finn
kollaboracios partneriink, az Orion Pharma biztositotta, melyekb6l DMSO-ban oldva 10 mM
koncentréacioju torzsoldatot készitettiink. A tdrzsoldatokat (-4 °C-on) két hétig taroltuk, mig a
tesztoldatokat minden kisérleti nap soran UOjrakészitetttk. A DMSO nem befolyasolta a
preparatumok kontraktilitasat, koncentracidja egyik tesztoldatban sem haladta meg az 1%-ot.

3.2. In vitro izometrikus er6mérések izolalt és permeabilizalt szivizomsejteken

A cellularis szintii izometrikus er6émérés soran mechanikailag izolalt és kémiailag permeabilizalt
szivizomsejtek és vazizomrostok kontraktilitAisdnak mechanikai és Kinetikai paramétereit

vizsgaltuk. A patkanyokat, illetve a tengerimalacokat intraperitonealis natrium-pentobarbital



injekcidval (Release, Garbsen, Germany; 150 mg/kg) altattuk, majd a sziviiket és rekeszizmot
gyors kimetszés utan hiitétt izolalo oldatba helyeztiik, majd -80 °C-on taroltuk. A mélyfagyasztott
mintdk mechanikai izolaldsa egy szovet-homogenizator segitségével tortént 4 °C-on, majd ezt
kovetden szintén 4 °C-on 5 percig 0,5%-0s Triton X-100-zal kezeltiik a kapott homogenizatumot.
A Triton X-100 egy olyan detergens, mely permeabilizélta a kezelt sejtek membranrendszereit, igy
olyan membrénfosztott preparatumokat kaptunk, melyeken kontrollalt, standardizalt koriilmények
kozott végezhettiink kontraktilis erdméréseket, altalunk meghatarozott dsszetételll tesztoldatokkal.
Méréseinket igy nem befolyasolta az extra- és intracellularis mili6, valamint az intracellularis
raktarakbol kiaramlé Ca®* ionok fluktuacioja.

Vizsgalataink egy altalunk épitett miocita set-up-on valdsultak meg izometriés
korulmények kozott. Az izoldlt és membrénfosztott szivizomsejteket, vagy vazizomrostokat
szilikon tartalm0 akvariumragasztoval (DAP 100%, Baltimore, USA) egy elektromagnenses
motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora, Canada), illetve egy érzékeny erémérohdz (SensoNor,
Horten, Norway) kapcsolt rozsdamentes acél-tiiparhoz rogzitettiik. Video-mikroszkopos ellendrzés
mellett a preparatumok szarkomerhosszat 2,3 pm-re allitottuk be, majd méréseinket ezt kdvetéen
15 °C-on végeztiik. A szivizomsejtek és vazizomrostok kontraktilis paramétereinek vizsgalatakor a
preparatumokat Ca®*-mentes relaxalé oldatbél aktival6 oldatba helyeztiik at. Az aktivalo és relaxald
oldatok Osszetételét Fabiato és munkatéarsai altal 1étrehozott szoftver segitségével szamitottuk ki.
Meéréseink soran a preparatumokat kiilonboz6 [Ca**]-ju tesztoldatokkal aktivaltuk, melyeket az
aktivald és relaxalo torzsoldatok meghatarozott aranyl vegyitésével keszitettilk. A tesztoldatok
[Ca*]-jat pCa egységekben adtuk meg a -Ig[Ca**] képlet alapjan. Ennek megfelelden az aktivalo és
relaxalé térzsoldat [Ca*]-ja pCa 4,75 és 9,0 volt. Ha az izolalt és permeabilizalt preparatumokat
relaxald oldatbdl aktivaldba helyeztiik at, az izomsejtek izometrias kontrakturat produkaltak. A
maximalis Ca**-aktivalta erd (Fna) kifejlédésekor a sejtet eredeti hosszlisaganak 20%-aval
atmenetileg megroviditettik 30 ms id6tartamra. Ez az Gigynevezett ,release — restretch” mandver
felszakitotta a kialakult aktin — miozin kereszthidak jelentds részét, melyet a regisztratumon a
kontraktilis eré hirtelen eltiinése reprezentalt. A release — restrech mandver egyrészt megadta a
preparatum teljes erejét (Fiow), valamint a kontraktilis eré ismételt felépiilése fontos informaciot
szolgaltatott az aktin — miozin ciklus sebességi allanddjarol (ki) is. Ezt kovetden a relaxald oldatba
visszahuzott prepardtumokat az origindlis hosszusaguk 20%-aval megroviditettik 8 méasodperc
id6tartamra, mialatt a sejtek Ca2+-independens passziv ereje (Fpassiv) VoIt regisztralhato. Az aktiv
izometrikus er6t (Faiv) 8Z Froar €S Fpassziv KUIONDségébodl szamoltuk ki, mely a szisztoleés funkciot
reprezentalta egy adott szubmaximalis [Ca®]-n. Méréseink végén egy tikeér segitségével
meghatarozzuk a sejtek fliggdleges kiterjedését is. A preparatumok Faiv €S Fpassziv paramétereit
abszolit egységekben (KN/m?) is megadtuk, amihez henger alaki geometriat feltételezve a sejtek
szélességének és magassaganak ismeretében a prepardtumok keresztmetszetére normalizaltuk a

regisztralt er értékeket. Kisérleteink soran elészor szaturald, majd egyre csokkendé [Ca®*]-ju
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aktivalé oldatokban regisztraltuk az 6sszehlizodasok erejét, majd az Fpax €S Faxiv értékeket a [Ca2+]
fliggvényében abrazoltuk. Ekkor a [Ca’"] — eré Osszefiiggésre illesztett modositott Hill-egyenlet
alapjan meghatéarozhattuk azt a [Ca®*]-t, ahol a preparatum altal produkalt erd az F . fele, mely a
rendszer Ca’*-érzékenységét (pCaso) reprezentalta.

A preparatumok mechanikai paraméterein (Fmax, Fativ, Fpasszive Nwin, PCaso) Kivil
meghataroztuk az izom-0sszehizodasok kinetikai jellemzOit is (tyoat, trelax, Kir). A release —
restretch mandvert kdvetd kontraktilis erd ismételt felépiilésének exponencialis illesztése megadta
az aktin — miozin kereszthidak sebességi allandojaként értelmezhet6 ki paramétert. Az aktivacios
idonek (tia) @ preparatum aktivald oldatba helyezésétdl a félmaximalis erd eléréséig eltelt idot,
mig relaxacios idonek (trax) pedig a relaxald oldatba helyezéstdl az Fgy alapvonalra torténd
csokkenéséig eltelt idejét tekintettik. Minden egyes mérési sorozat végén a preparatumok
stabilitasat szaturalo [Ca®*]-ju aktivalo oldattal teszteltiik. Amennyiben az izomsejt Fna értéke nem
érte el a kiindulasi érték 80%-at, a mérés sordn kapott adatokat nem hasznaltuk fel. A
szivizomsejtek kontraktilitdsat egy LabView (National Instruments, TX, USA) alapl program
(DAQ) segitségével rogzitettiik, a mechanikai és kinetikai kontraktilis paramétereket a MyoD
programban értékeltiik ki. Az adatok grafikus formaban torténd megjelenitése és a statisztikai

analizis GraphPad Prism programban tortént. A statisztikai szignifikancia hatara P<0,05 volt

3.3. A sziv- és vazizom mintak MHC izoforma 6sszetételének vizsgalata

A patkényokbdl szarmazd rekeszizom és bal kamrai szivizommintak MHC 0Osszetételének
vizsgalata SDS poliakrilamid gél-elektroforézis alkalmazésaval tortént. A fagyasztott mintakat
homogenizaltuk, majd specialis pufferben 2 percig foztilk. Az igy kapott homogenizatumokbol
higitassal el6készitett mintakat készitettiik egy felsé és also gélbdl allo rendszerre vittiik fel, majd

24 6braig 4 °C-on tortént futtatas utan a géleket végiil Coomassie Blue festékkel festettiik.

4. Eredmények
4.1. Az OM pozitiv inotrop hatasanak farmakolégiai jellemzése

4.1.1. Az OM izolalt patkany szivizomsejtek mechanikai paramétereire gyakorolt hatasa

Elsé lépésben az OM Ca’*-érzékenyité hatdsat demonstraltuk patkanyok bal kamrai
szivizomsejtjein. Az izolalt és permeabilizdlt szivizomsejteket méréseink elején OM-et nem
tartalmazo tesztoldatokkal kezeltiik annak céljabol, hogy meghatérozzuk a kontroll Fp.x értéket
(pCa 4,75), illetve rogzithessiik egy szubmaximalis [Ca*]-n (pCa 6,1) is a kezeletlen kontroll
csoportra jellemzd F ey Szintet. A szubmaximalis [Ca*]-t Ggy vélasztottuk meg, hogy a kialakuld
kontraktilis erd az Fma 10-15%-a legyen. Ezt kovetden ezen a szubmaximalis pCa értéken ndvekvo
OM koncentracidju tesztoldatokkal kezeltiik a szivizomsejteket (3 nM — 10 uM) és megmértik a
preparatumok F iy €S Fpassziv értékeit. Az OM a 0,1 pM — 3 pM kozétti koncentracio tartomanyban

fokozta szignifikansan a szivizomsejtek kontraktilitdsat, pozitiv inotrop hatdsa viszont



elenyészonek bizonyult 10 pM-os koncentracioban. A haranggorbekeént illusztralhatd koncentracio
— hatéas 6sszefiiggés maximuma a 0,3 uM — 1 pM kozotti platdé szakasz kialakuldsa mellett volt
értelmezhetd (Fav 0,3 UM OM jelenlétében 8,66 + 1,32 kN/m?, 1 MM esetében pedig 8,71 + 1,29
kN/m? volt, mig OM hianyaban 2,74 + 0,40 kN/m’® értéket vett fel, P <0,001; n = 8 kiilsnbdz6
szivizomsejt). Az OM Ca**-érzékenyitd képességének szamszeriisitése a koncentracié — hatas
Osszefuggés farmakoldgiai félértéke (ECsg), valamint a ApCas révén volt lehetséges. Amennyiben
a szerkoncentracio — Fqy 0sszefiiggés 3 nM és 1 uM OM koncentraciok kozé es6, platoval
rendelkez részét egy szigmoidalis egyenlet segitségével megillesztettilk, az OM Ca**-érzékenyitd
hatdsdhoz ECso-ként 0,08 + 0,01 uM értéket tudtunk rendelni.

A ApCasp-et a [Ca®*] — kontraktilis eré sszefiiggés alapjan tanulmanyoztuk alland6 OM
koncentraciok alkalmazésa mellett. 0,1 és 1 pM OM szignifikdns mértékben fokozta a
szivizomsejtek Ca*"-érzékenységét, amelyet a gorbe balra tolédasa reprezentélt. 1 puM-os szer
koncentracié mellett a [Ca®"] — kontraktilis eré Gsszefiiggés also része (pCa 7,0 — pCa 9,0) felfelé
tolodott, amely diasztolés [Ca®'] szinteken bekovetkezd Ca’*-érzékenyitést sugall. Ha abszoldt
egységekben abrazoltuk az izometrias eré értékeket, akkor magas [Ca*‘]-ji (pCa 4,75 — 5,6)
tesztoldatokban az OM csokkentette a preparatumok F . értékét. A fokozott Ca”*-érzékenységet
az osszefuggés farmakoldgiai félértékét reprezentald pCasy értékek novekedése jelezte (pCaso OM
nélkul: 5,86 + 0,02 értéket vett fel, mig az 5,97 + 0,02 és 6,20 + 0,03 volt a 0,1 uM és 1 uM OM
koncentracioju oldatokban, P <0,001). Az OM csokkentette a kontraktilis fehérjerendszer
kooperativitast jellemz6 nyyy €rtékét (az nyiy OM nélkil: 2,64 £ 0,09 volt, mig 0,1 uM és 1 uM OM
jelenlétében 1,66 + 0,06 és 0,97 £ 0,07 értékeket vett fel; P <0,001; n = 8 kiilonb6z6 szivizomsejt).

Kisérleteink kovetkezd 1épésében a pCa — kontraktilis eré Osszefliggésen tapasztalt Fpax
OM-fiigg$ csokkenésére, valamint az alacsony [Ca’]-n kialakult Ca®*-érzékenyitésre
koncentraltunk a kordbbiaknal szélesebb OM koncentréacié tartomanyban (10 nM — 10 puM). Az
OM 1 pM-os és annal nagyobb koncentraciokban csékkentette a preparatumok Ca**-fiiggd Fmax
értékét (Fmax OM nélkill 14,75 + 0,70 kN/m? és 9,42 + 0,97 kN/m? volt 1 uM OM jelenlétében; P
<0,001; n=8). A kifejezetten alacsony [Ca®]-n is megvaldsuld Ca®*-érzékenyitést relaxalo
oldatban vizsgaltuk, melynek [Ca®*]-ja pCa 9,0 értékkel kozelithetd. A szer a szubmaximalis
[Ca®]-n (pCa 6,1) bemutatott koncentracié — hatds 6sszefiiggéshez hasonlé médon fokozta a
preparatumok erejét pCa 9,0 [Ca®*] szinteken az 1 UM — 3 uM OM koncentracio tartoméanyban (az
Facv OM hianyaban 0 kN/m? volt, mig 1 uM OM jelenlétében 1,77 + 0,18 kN/m’ erd értékeket
mértiink, P <0,01; n = 6).

Az OM az Fpusziv komponenst is befolyasolta (Fpass:iv OM nélkil 1,2 + 0,12 kN/m? volt,
mig 0,3 UM OM jelenlétében 2,29 + 0,31 KN/m? erd értéket mértiink; P <0,001; n = 8). Az Fpassziv-
ra gyakorolt hatas farmakologiai félértéke 0,31 + 0,1 uM volt.



4.1.2. Az OM hatasa a szivizomsejtek kinetikai paramétereire

A tovabbiakban az OM izolalt szivizomsejtek Kinetikdjara (K, tioae treiax) Kifejtett hatdsainak
vizsgélatara dsszpontositottunk szaturald (pCa 4,75) és a fiziologias szisztolés [Ca*]-t jobban
reprezentald szubmaximalis (pCa 6,0) [Ca®*] szintek mellett széles OM-koncentracio tartoméanyban
(3nM — 10 uM). Meéréseinket 8 db individualis preparatumon végeztik.

Telito [Ca2+]-n az OM csokkentette a ky-t (a kontroll szermentes ky: 5,70 £ 0,33 1/s volt,
mig 10 nM OM jelenlétében mar 4,44 + 0,37 1/s értékre csokkent, P <0,01). A hatas farmakoldgiali
félértéke (ECsp) 0,05 = 0,01 uM mellett volt megfigyelheté. Szubmaximélis [Ca®*]-n az OM ky-re
gyakorolt hatésa bifazisosnak bizonyult, hiszen 0,1 uM OM kismértékben fokozta az aktin —
miozin kereszthidak sebességét (a kontroll ky: 1,31 + 0,08 1/s volt, mig 0,1 uM OM jelenlétében
1,57 £ 0.08 1/s értéket mértlink, P <0,05). Nagyobb OM koncentrécidk alkalmazésakor a ki ennél a
[Ca®*]-nél is csokkent.

Az OM hatdsara fokozodott a szivizomsejtek kontrakcids valaszainak kialakulasahoz
sziikséges id6 (a kontroll ti. pCa 4,75 esetén 0,77 £ 0,12 s volt, mig 1 uM OM jelenlétében 4,02
+ 0,56 s értéket kaptunk, P <0,001; a kontroll ty,. pCa 6,0 esetén 2,55 + 0,9 s volt, mig az 1 pM
OM jelenléteében 4,23 + 0.53 s értéket vett fel, P <0,05). Hasonldan valtozott a relaxaciok kinetikaja
is telitd és szubmaximalis [Ca2+] mellett (pCa 4,75 és kontroll korilmenyek mellett a mért trepax:
1,19 £ 0,10 s volt, mig 1 uM OM jelenlétében 3,75 + 0,31 s értéket regisztraltunk; P <0,001, a pCa
6,0 mellett mért kontroll ty.: 0,61 £ 0,06 s volt, mig 1 uM OM jelenlétében 4,36 + 0,77 s adatot
rogzitettiink; P <0,001).

4.2. Az OM izolalt vazizomsejtekre gyakorolt hatésai

Az OM izolalt vazizomrostokra gyakorolt hatasainak értékelését nehezitette, hogy a vazizomzat
kiilonb6z6 MHC osszetételti rostokbol all, melyek leegyszertisitve lassa [MHC I (B)] és gyors
(MHC 11 a, x, b) tipusokra oszthatoak fel. Biokémiai vizsgalatainkban a prepardtumok paranyi
volta miatt nem nyilt lehet6ség az izolalt és permeabilizalt vazizomrostok MHC &sszetételének
kozvetlen meghatérozasara. Irodalmi adatok birtok&dban az aktin — miozin ciklus sebességi
allandoja segitséglil szolgalhat a lassu és gyors izomrostok elkiilonitésében. Ezért a tovabbiakban a
preparatumok szaturalé [Ca*] mellett meghatarozott k., paraméterét hasznaltuk fel a lasst és gyors
endogeén kinetika differencialdséara. A keét rosttipus kozotti elkulonitésre irodalmi adatok tiikrében a
ki = 2,0 1/s értéket tekintettiik hatarvonalként.

4.2.1. OM-fiiggd vdltozdsok izolalt lassi endogén Kinetik&ju vazizomrostok mechanikai
paramétereiben

Az OM a lassu tipust vazizomrostok (ki pCa 4,75 mellett: 1,61 + 0,22 1/s) kontraktilitasara
kifejtett hatasat a szivizomsejteken végzett méréseinkkel identikus mddon hataroztuk meg.
Szubmaximélis [Ca®"] mellett 0,1 pM koncentraci6tol a szer szignifikins mértékben fokozta az
izolalt vazizomrostok F . paraméterét (kontroll F uq: 4,77 + 1,05 KN/m? vs. 9,73 + 1,4 kN/m? 0,1
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MM OM jelenlétében, P <0,001), mely hatds maximuma a 0,3 uM — 1 uM koz6tti tartomanyban jott
létre, mig ennél nagyobb OM koncentriciok mellett a szer Kkontraktilitdst fokozd hatdsa
mérséklédott. Ha koncentracio — Fauqy diagramot a platd szakasz végéig (1 pM) egy szigmoid
Osszefuggés segitségével illesztettik, a szer koncentracio-figgé hatasat 0,16 + 0,03 pM félérték
segitségével illusztralhattuk (n = 14 db izolalt vazizomrost).

Az OM lassu tipust vazizomrostokra (K ma: 1,50 + 0,10 1/s) gyakorolt Ca**-érzékenyité
hatisat a kontraktilis eré Ca’*-fliggésének meghatarozasaval demonstraltuk a maximalis
kontraktilis valaszt generdl6 1 puM-os OM jelenlétében és OM-t nem tartalmazé tesztoldatokban.
Az OM fokozta az izolalt lassii endogén kinetikaju véazizomrostok Ca**-érzékenységét (a pCaso
OM nélkil 5,61 £ 0,02, mig 1 uM OM-et tartalmazé tesztoldatban 5,85 + 0,03 volt; P <0,001; n =
9). A szivizomsejtekkel ellentétben 1 uM OM vézizomrostokon nem csokkentette az Fpax-0t,
illetve diasztolés [Ca*"]-n sem jott létre Ca**-érzékenyités.

Habar 1 uM OM szignifikdnsan nem véltoztatta meg a pCa — kontraktilis eré 6sszefliiggés
Fmax értékét, szélesebb koncentracio tartomanyban (10 nM — 10 uM) is megvizsgaltuk az OM fenti
paraméterre feltételezett hatasat. Eredményeink szerint 3 UM OM mér szignifikansan csokkentette
az izolalt lassu tipusu vazizomrostok F . értékeit (az Fnax OM hidnydban 21,37 + 3.16 kN/m? volt,
mig 3 UM OM jelenlétében 13,26 + 1,78 k/im? értékre csdkkent, P <0,001). 1 uM és annal nagyobb
koncentracioju OM szignifikansan novelte az izolalt vazizomrostok Fpussiv-jat (8Z Fpus:iv OM
nélkil 1,2 + 0,15 kN/m? volt, mig 1 uM OM jelenlétében 1,75 + 0,42 kKN/m® értéket vett fel, P
<0,05), mely hatas ECs, értéke 0,79 + 0,16 uM volt.

4.2.2. Az OM hatésa a lassu tipusu vazizomrostok kinetikai paramétereire

Az OM csokkentette a k, paramétert mindkét [Ca*"]-n. Ez a hatés kifejezettebb volt szatural6
[Ca”]-jﬂ tesztoldatokban (pCa 4,75 mellett az ECs,: 0,13 + 0,09 uM volt, mig pCa 6,0-n 0,29 £
0,04 uM-nak adddott. Az OM lassitotta a vazizomsejtek kontrakcios valaszainak és relaxacidinak
sebességét pCa 4,75 és pCa 6,0 [Ca2+]-jL'1 tesztoldatokban. Mindezt a kontrakcids (a tipa
szermentes kontroll korilmenyek kozott és pCa 4,75 mellett 5,99 + 0,98 s volt, mig az 1 uM OM
jelenlétében 13,98 + 1,46 s értéket vett fel, P <0,001; a tipa« Szermentes kontroll korilmények
kozott és pCa 6,0 mellett 6,96 + 0,86 s volt, mig 1 uM OM jelenlétében 10,50 + 0,93 s értéket vett
fel, P <0,001) és relaxacios id6 novekedése is tlkrozte (a szermentes kontroll . pCa 4,75 mellett
3,15 £ 0,68 s volt, mig az 0,3 UM OM jelenlétében 5,49 + 0,81 s volt, P <0,05; a szermentes
kontroll t..x pCa 6,0 mellett 0,86 + 0,09 s volt, mig 1uM OM jelenlétében 7,26 + 0,83 s érték
adddott, P <0,01; n = 11-14).

4.2.3. Az OM hatasa a gyors kinetikdju vazizomrostok mechanikai és kinetikai paramétereire

Az OM Ca**-érzékenyitd hatdsa révén szubmaximalis [Ca®]-n 1 pM és annal nagyobb
koncentraciokban fokozta a gyors endogén kinetikaval (4,40 £ 0.29 1/s) rendelkez6 vazizomrostok
Faiv-jat (a szermentes kontroll F iy 4,59 + 0,99 kN/m? volt, mig 1 uM OM jelenlétében ugyanerre
az adatra 6,97 + 1,3 kN/m? érték adddott, pCa 58, P <0,05), ugyanakkor az izolalt
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szivizomsejtekben és lassu tipusi vazizomrostokban latottakkal ellentétben harang-alaku
koncentracio-fugges nem volt megfigyelhets. Az OM-fiiggd kontraktilis valasz gyors endogén
Kinetikdju vazizomrostokban kisebb mértékiinek bizonyult a szivizomsejtekhez és a lassu
Kinetikdju vazizomrostokhoz képest, valamint a szer hatdsa elsdsorban csak magasabb
koncentracié-tartoméanyban alakult ki. Telité [Ca®*]-n az OM nem befolyésolta a gyors kinetikét
mutatd preparatumok kontraktilitdsat. Az OM nem fokozta a gyors Kinetikat mutatd vazizomrostok
Ca’*-fiiggetlen Fpaseiv-jat sem.

Az OM csak szaturalé [Ca®*]-n csokkentette a gyors endogén kinetikaju vazizomrostok ki
értékeit, mely a szivizomsejtekben és a lassu kinetikaju vazizomrostokban kifejtett hatdsoknal
kisebb affinitdsinak bizonyult (ECs: 1,08 uM). Az OM minimalisan befolyasolta a gyors
kinetikaju vazizomrost preparatumok kontrakcids idejét, hatésa csak pCa 5,8 [Ca*]-jd
tesztoldatokban volt kimutathaté a legnagyobb alkalmazott — 10 pM-os — koncentracioban (a
kontroll szermentes tyax 8,33 + 0,70 s volt, és az 10 uM OM jelenlétében 4,92 + 0,96 s értéket vett
fel, P <0,01), mig a relax&cid ideje nem valtozott. Méréseinket 6 — 6 db izolalt és permeabilizalt

vazizomroston végeztik.

4.3. Az ORM-3819 Ca**-érzékenyité hatasa tengerimalac permeabilizalt szivizomsejtjein

Az OM farmakoldgiai hatdsainak demonstraldsa utidn vizsgalataink kdzéppontjaba az Uj
levosimendan-szdrmazék, az ORM-3819 és annak feltételezett pozitiv inotrép hatdsai kerlltek.
Tengerimalac eredetti izolalt és permeabilizalt bal kamrai szivizomsejteket pCa 5,8 [Ca®*] mellett
prepardtumok Faiv-jt. A szer 3 uM és nagyobb koncentraciokban szignifikansan fokozta a
preparatumok kontraktilis erejét (a szermentes kontroll Fq 3,38 + 0,32 kN/m? volt, mig 3 UM
ORM-3819 jelenléteében 4,77 + 0,4 KN/m? értéket kaptunk, P <0,05; n = 10), mely hatds maximuma
a 10 uM és 100 uM kozotti koncentracié tartomanyban alakult ki. Az ORM-3819-fiiggé Ca*'-
érzékenyités ECs, értéke 2,88 + 0,14 uM volt.

Az ORM-3819 Ca**-érzékenyitd hatasanak szamszer(isitésére a 10 pM koncentraciot
hasznaltuk, mivel 10 uM, 30 uM és 100 pM ORM-3819 hozzavetéleg ugyanakkora valaszt valtott
ki. Az alkalmazott koncentracioban a szer a pCa — izometrikus erd 6sszefuggés balra tolodasat
eredményezte a kontroll méréssorozathoz képest, amely a Ca*'- érzékenység fokozodasara utalt
(pCasp: 5,69 + 0.01 ORM-3819 nélkil és 5,80 + 0,01 10 uM ORM-3819 jelenlétében; ApCasq: 0,11
+ 0,01; P <0,01; n = 10). Az ORM-3819 nem befolyasolta a prepardtumok F.x értékét, valamint
hatésa elsésorban a szubmaximalis [Ca*] tartomanyban volt meggy6z6, mig a diasztolé soran
vélhetSen érvényesiild [Ca®*]-n (pCa ~ 7,0) Ca’*-érzékenyité hatasa nem alakult ki. A szer nem
valtoztatta meg az izolalt és permeabilizalt szivizomsejtek Fpassziv-jat sem.

Kisérleteink kovetkez6 1épéseként széles ORM-3819 koncentrécid tartomanyban (0,3 pM —

10 pM) azt vizsgaltuk, hogy a szer Ca®*- érzékenyitd hatdsat milyen kinetikai valtozasok kévetik.

12



Méréseink soran a ky, az aktivacios és relaxacios id6 valtozasait regisztraltuk szubmaximalis [Caz+]
mellett (pCa 5,8). Mivel 10 pM ORM-3819 a Ca**-fiiggd és Ca*-fiiggetlen kontraktilis erdt
szaturalé [Ca®*]-n nem befolyésolta, a méréssorozatot pCa 4,75 [Ca®'] jelenlétében nem ismételtiik
meg. Az ORM-3819 fokozta a ky-t szubmaximalis [Ca*] mellett 10 uM és ennél nagyobb
koncentracioban (a kontroll ky: 0,30 + 0,05 1/s volt, mig 10 uM OM jelenlétében 0,49 + 0,04 1/s
értéket mértlink (P <0,05; n = 10). Az alabbi kinetikai hatdsok farmakoldgiai félértéke 5,34 + 0,45
MM volt. 10 pM — 100 upM ORM-3819 jelenlétében a szivizomsejtek kontrakcidja vizudlisan
gyorsabbnak tiint, ugyanakkor ez a szerhatés a statisztikai szignifikancia mértékét nem érte el. Az

ORM-3819 szintén nem befolyésolta a preparatumok relaxacios idejét.

5. Megbeszélés

Jelen dolgozat célja az uj tipusu inotropok, az un. szarkomert célz6 szerek kozé tartozé6 miozin
aktivator hatasu OM, illetve a levosimendan-szdrmazék ORM-3819 pozitiv inotrép hatasainak
farmakoldgiai jellemzése volt. Patkany, illetve tengerimalac eredetii izolalt és permeabilizalt
szivizomsejteken vizsgaltuk az OM és az ORM-3819 miokardialis kontraktilitdsra gyakorolt
hatasainak mechanikai és kinetikai kdvetkezményeit. Vizsgalataink sordn megallapitottuk, hogy az
OM fokozza az izolalt és permeabilizalt szivizomsejtek Ca®*- érzékenységét, lassitja ezek
aktivacios — relaxacids ciklusanak kinetikajat, ndveli a Ca”-nggetIen F passziv-0t, valamint alacsony
[Ca®]-n is Ca”" érzékenyit. Az OM némileg kisebb hatékonysaggal, de a szivizomsejtek kapcséan
leirt valtozasokhoz hasonld mechanikai és kinetikai hatasokkal rendelkezett rekeszizombol
szarmaz0, lassti endogén kinetikaval rendelkez6 vazizomrostokon is. Megéallapitottuk, hogy az
ORM-3819 az OM-hez hasonl6an szintén Ca**-érzékenyits izolalt szivizomsejteken, az OM-t51
eltérd kinetikai és mechanikai hatasokkal.

Jelen dolgozat elsé 1j megallapitasa, hogy az OM Ca’*-érzékenyités révén fokozza a
miokardialis kontraktilitdst. Kordbbi in vitro korilmények kozott végzett tanulményok indirekt
mdédon utaltak az OM ezen hatasara, hiszen a szer fokozta a miofilamentumok ATPaz aktivitasanak
Ca”*-érzékenységét. A Ca**-érzékenyités kozvetlen bizonyitéka a miofilamentumok kontraktilis
erejének Ca’*-fliggése, valamint annak OM hatasara bekovetkezé valtozasa (ApCasg), melyet a
szakirodalomban rajtunk kivil masok korabban még nem mutattak be. Adataink egyértelmiien
alatdmasztottak az OM Ca**-érzékenyité hatasat, hiszen a kisérleteink soran alkalmazott 0,1 pM és
1 uM OM kezelés utan a pCa — kontraktilis eré osszefiiggések balra tolodasa a kontraktilis rendszer
Ca”*-érzékenységének novekedését jelenti. Ha a cTnC — Ca®* interakciot tekintjik a kontraktilitas
alappillérének, hatasmechanizmusuk alapjan centralisan hato, illetve ,,downstream” tipusi Ca®*-
érzékenyité szerek kiilonithetdek el. igy az OM elsGsorban egy ,.downstream” tipusia Ca®'-
érzékenyit6, mivel az aktin — miozin interakcio hatékonysaganak fokozasa réven fejti ki a hatasét,
maga a miozin aktivacié pedig a Ca**-érzékenyités egyik mechanizmusanak tekintheté. A Ca*-

érzékenyités jellemezhet§ tovabba azaltal is, hogy milyen [Ca®] tartomanyban dominal. A
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szisztolé és diasztolé fazisaban igen nehéz megbecsiilni az élettani [Ca®]-t, hiszen az a
szarkolemma ioncsatorndin keresztiil megvaldsul6 ionaramok, illetve az SR transzport folyamatai
révén allanddan fluktual. Durva becsléssel élettani koriilmények kozott a szisztolés [Ca™] 1 uM,
amely koriilbelill pCa 6,0-nak felel meg, mig diasztolé soran a [Ca®*] 10 nM koriili értékre csékken
(~ pCa 7,0). A centralisan hat6 szerek (levosimendan) Ca”*-érzékenyitd hatasa elsGsorban a
fiziologias szisztolés [Ca®*]-n érvényesiil, mig a ,downstream” tipusi szerek viszont akér
diasztolés és szuprafiziologias [Ca*]-n is fokozhatjak a miokardialis kontraktilitast. A
»downstream” tamadaspontu OM alacsony (0,1 uM) koncentracioban a centralisan hato szerekhez
hasonl6an kizardlag szisztolés [Ca®*] mellett hatott, 1 puM koncentracioban viszont diasztolés,
szisztolés és szaturald [Ca’]-n is befolyasolta a szivizomsejtek kontraktilitisat. A Ca®*-
érzékenyités 1 uM OM jelenlétében is kifejlédott, viszont szaturald, vagy azt megkozelité [Ca®*]-n
a szivizomsejtek izometrikus ereje csokkent. Ennek hatterében az allhat, hogy egyrészt a szaturéalo
[Ca®]-n kozel maximalis szama aktin — miozin kereszthid jon létre, igy tobb aktiv kereszthid
bevondsa a kontraktilitisba nem lehetséges, masrészt az OM nagy koncentracidban az aktiv
kereszthidak tdlzott aktivalodasat eredményezheti, mely akadalyozza a maximélis kontraktilis
vélasz kialakulasat. Ugyanakkor diasztolés [Ca®] mellett (pCa <7,0) is kialakult a Ca**-
érzékenyités, melyet a pCa — kontraktilis eré 6sszefiiggés gorbéjének felfelé tolodasa reprezentalt.
Eredményeink jol korrelalnak az ATPéz aktivitas Ca**-fliggésével, mely magyarazatot szolgéltat a
diasztolés [Ca®*]-n megvalésuld kontraktilis eré ndvekedésre, hiszen Malik és munkatarsai pCa <
7,0 [Ca™]-ju tesztoldatokban az ATPaz aktivitas OM-fiiggé fokozodasat észlelték. A diasztolés
[Ca®]-n létrejové Ca*-érzékenyités felveti a diasztolés diszfunkci6 okozasanak veszélyét.
Kinetikai tanulmanyok kimutattak, hogy a szer lassitja az aktin — miozin komplex disszociaciojat a
Pi, illetve az ADP levalasat kovetéen. Mindezen folyamatok eredményeképpen ndvekedhet a
szivizomsejtek Fpusziv-ja, illetve lassulhat a relaxacio, melyet in vitro eredményeink is
megerdsitettek. A diasztolés diszfunkcio veszélyét az OM-mel végzett kezelés kapcsan tovabb
fokozhatja a szivizomsejtek HFrEF-ben leirt koros Ca’*-homeosztazisa. Szivelégtelenségben
ugyanis a kontraktilitds csokkenésére adott kompenzécids mechanizmusként fokozddhat a
miofilamentumok Ca®*-érzékenysége. Az OM-indukalt diasztolés Ca®*-érzékenyitést tovabb
komplikalhatja a szivizomsejtek emelkedett citoszolikus [Ca®*]-ja. Az in vitro adatokkal korrelalva
egy szivelégtelen patkdnyokon végzett tanulmanyban az OM diasztolés diszfunkciot valtott ki,
melyet az izovolumetrids relaxacié idOkonstansanak (t) és a bal kamrai szisztolés nyomas
csokkenésének (dP/dtq,) koros valtozasa reprezentalt. Annak ellenére, hogy a huméan tanulmanyok
nem igazoltak az OM diasztolés funkciora gyakorolt adverz hatasait, a szer adagoldsa nagyfoku
Ovatossagot igényel, hiszen egészséges onkentes vallalkozokkal végzett human tanulméanyokban az
OM kismertékben novelte diasztolés funkcioval korrelald izovolumetrias relaxacios idét (IVRT),
valamint az E/E’ hanyadost. In vitro kisérleteink sordn az OM in vivo adagolaséval identikus

tesztkoncentraciokat hasznaltunk, ahol az OM terapias koncentrécidja a vérplazmaban 400 — 600
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ng/ml volt, mely kortlbelil 1 — 1,5 uM in vitro koncentracionak felel meg. Ugyanakkor az in vitro
és in vivo adatok kozotti osszefliggések értekelésekor hangsulyozni kell, hogy modelliinkben a
mechanikai izolacié és kémiai permeabilizacio miatt a kontraktilis filamentumokat kdzvetlenil
tettik ki a miozin aktivacionak, viszont az in vivo a sejtmembran és egyéb méas regulator proteinek
modulal6 szerepét is figyelembe kell venni. Hangsulyozandd tovabba, hogy az OM 82%-ban
kotédik plazmafehérjékhez. Mindezek kovetkeztében nem ismert a szer terépias intracellularis
koncentracioja, mely magyarazhatja az eltéréseket az in vitro és az in vivo adatok kozott.

Az OM hatdsmechanizmusénak kulcsat a korabbi tanulményok elsésorban az ATPaz
aktivitas fokozasaban lattak. Ujabb tanulméanyok szerint viszont az OM mérsékli az aktin — miozin
ciklus osszesitett ATP&z aktivitdsat, csak az ATP hidrolizisét és a P; disszocidcidjanak Utemét
fokozza a miozin fejekr6l. A P; disszociacidjanak gyorsitasa ellent mond a keresztkotési ciklus
sebesség-csokkenésének, melynek kozvetlen kovetkezménye az izolalt és permeabilizalt
szivizomsejtek kontrakcids idejének novekedése. A kontrakcio megnyulasanak hatterében az éllhat,
hogy az OM mar alacsony koncentréacidban csékkentette a k-t pCa 4,75 [Ca®*]-ju tesztoldatokban,
mig pCa 6,0 mellett a hatasa csak magasabb koncentracié tartomanyban alakult ki, hiszen az OM
Ca’*-érzékenyité hatasa — mely egyébként gyorsabb kontrakciokhoz vezetne — részben
kompenzélja a szer az aktin — miozin ciklus sebességére gyakorolt negativ kinetikai hatasait. In
vitro motilitasi assay-k is megerésitették, hogy OM hatasara csokken az aktin filamentumok
miozin-fiiggd elmozdulasanak sebessége. Az in vitro kinetikai és motilitasi adatok jol korrelalnak
az in vivo preklinikai és Klinikai vizsgalatok eredményeivel is. El6szor egészséges, majd
szivelégtelen emberek OM-lal torténd kezelése utan végzett echokardiografiai vizsgalatok a
szisztolés ejekcios id6 és az EF fokozddasat, illetve szoveti Doppler révén az 0sszehlzodas
sebességének csokkenését mutattak. OM hatasara tehat erdsebb, tartésabb és lassabb szivizom
OsszehUzodasok alakulnak ki. A szer hatdsmechanizmusénak alapja a P; disszociaciojanak
fokozoOdasa és a kontrakcio Kinetikajanak lassitasa kozotti indirekt kapcsolat. Az OM ugyanis nem
fokozza, sot egy tanulmany szerint gatolja a masik ATP degradacios végtermék, az ADP levalasat
az aktin — miozin komplexrél, valamint csokkenti azok disszociaciojanak sebességét. Ennek
tartés fennmaradésa iranyaba tolodik el, mely a vékony filamentumok kozoétt egy kooperativ
folyamatot indit el, névelve ezzel a filamentumok Ca**-érzékenységét. A fokozod6 kooperativitas
pedig egyltt jarhat az aktin filamentumok gatlo fehérje komplexeinek inaktivacidjaval, mely
tovabb fennmaradd kolcsonhatdst eredményez, ezaltal hosszabb ideig tartd aktiv kontrakcio jon
létre, a relaxacio potencialis lassulasaval. Igy az OM-et enzimoldgiai szempontbdl nem
tekinthetjik szigorian miozin aktivatornak, hanem inkébb az aktin — miozin ciklus alloszterikus
modulatoranak.

Munkank sorén a szakirodalomban szintén elészor sikeriilt bemutatni az OM hatésait

izolalt és permeabilizalt rekeszizom eredetii vazizomrostokon. A rekeszizom komplex felépitésii, a
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gyors endogén Kkinetikaju rostok (MHC lla, x, b) mellett lassd, azaz B-MHC-t (MHC-I) tartalmazo
rostokbol all, mely utébbi a kardialis miozinnal teljes mértékben megegyezik. Biokémiai
vizsgélatokat nem &llt médunkban végezni izolalt vazizomrostokon annak elddntésére, hogy az
egyes prepardtumok gyors vagy lassi MHC-t tartalmaznak, ugyanakkor az egyes izomrostok ki
értékei alapjan kovetkeztetni lehet a tipusukra. Az aktin — miozin hidak sebességét jelképez6 ki
lassu rostok esetében <2 1/s, mig gyors rostokban >2 1/s. Lassu tipusu vazizomrostokban
szivizomsejtekre nagymeértékben hasonlité kinetikai és mechanikai OM hatasok jottek létre,
melynek hatterében a két kiilonb6z6 szdvet azonos tipust MHC tartalma allhat. A lassu kinetikaju
vazizomrostokban és szivizomsejtekben kialakuld hatdsok kozotti kilonbségek, valamint ezek
eltér6 OM koncentracidé figgése vélhetéen a ket kilonbdzo szovettipus eltérd (szkeletdlis vs.
kardidlis) vékony filamentum tartalmdval magyarazhatd. Az OM hatékonysagat gyors tipusu
miozint tartalmazé vazizomrostokban is vizsgaltuk, ahol az élettanilag relevans [Ca*]-n a
kontraktilitas enyhe fokozodasa mellett mas hatasat nem sikeriilt kimutatni, mig szaturalé [Ca*]
mellett a ki, csokkenését figyeltik meg. Ezek az eredmények korrelalnak a gyors tipust MHC-vel
vegzett kinetikai vizsgalatokkal, melyek az ATPA&z aktivitds és a power-stroke sebességének a
csokkenésérdl szamoltak be. Eredmeényeink tehat céfoljak azt, hogy az OM egy szivizom-
specifikus Ca**-érzékenyité lenne, hiszen némileg kisebb affinitassal lassd-, és jelentsen kisebb
affinitassal gyors endogén kinetikaju vazizomrostokban is kialakultak a jellegzetes mechanikai és
Kinetikai hatdsai. A vazizomrostok Ca**-érzékenyitése révén a jovében az OM-t a vazizomzat
kronikus elgyengilésével jard korképekben is kiprobalhatjak, mint alternativ terépias eszkozt.
Jelenleg nem &ll rendelkezésre olyan in vitro vagy in vivo tanulmany, melyben az OM hatésait
vizsgaljak légzési elégtelenségben. Az OM-hez hasonl6 ,,downstream” tipusi Ca®*-érzékenyits,
EMD-53998 kordbban normalizlta mesterségesen lélegeztetett malacok izolalt és permeabilizalt
vézizomrostjainak csokkent Ca**-érzékenységét. Az ATOMIC-HF tanulméanyban az OM inotrop
hatasait vizsgaltak akut szivelégtelenségben szenvedd betegek korében, ¢és az elsddleges
veégpontnak a nehézlégzés javulasat tekintették. Az OM nagyobb koncentraciokban — nem
szignifikAns moédon — csokkentette a fulladasos panaszokat, melynek hatterében a szer elényos
hemodinamikai hatasa, de sajat eredményeink szerint akar a 1égz6izmok farmakoldgiai timogatasa
is allhatott.

A ,,downstream” tipusu Ca2+-érzékeny|'t6 OM mellett a levosimendannal vald szerkezeti
hasonlésaga miatt feltételezhetéen a Ca*" homeosztazis centrélis, azaz cTnC-fiiggé utvonalan
mitkddé6 ORM-3819 volt a tanulmanyunk masik f6 célpontja. Finn kollaboracids partnereink elsd
Iépésben NMR spektroszkopia segitségével a szer cTnC-hez torténé kotddéset igazoltdk. Annak
ellenére, hogy a pontos kotohelyét nem sikertilt kimutatni, az NMR mérések megerdsitették, hogy a
szer a cTnC N-termindlis doménjéhez ko6tddik, ugyanakkor a levosimendannal kisebb affinitassal.
Mindez 6sszhangban van izolalt és permeabilizalt tengerimalac eredetli szivizomsejteken végzett

kontraktilis eréméréseink eredményeivel. Az ORM-3819 ugyanis a levosimendannal aranyos
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mértékben (ApCasy egyarant ~ 0,1 a levosimendan és annak aktiv szdrmazéka, az OR-1896,
valamint az ORM-3819 esetében), ugyanakkor nagyséagrendekkel kisebb affinitassal fokozta a
szivizomsejtek Ca**-érzékenységét (ECs: 9 nM a levosimendan és ~ 3 uM az ORM-3819
esetében). Hasonlé nagysagrendii kiilonbséget talaltunk az ORM-3819 in vitro Ca*-
érzékenyitésének és az ex vivo pozitiv inotrép hatasdnak ECs, értékei kozott (~ 3 uM vs. ~ 9 nM)
kozott, azaz a Ca**-érzékenyités dnmagaban nem magyarazza a szer ex vivo mért inotrop hatasat.
Az ex vivo méreseket Kkollaboracios partnereink Langendorff-perfundalt tengerimalac sziveken
végezték (az adatokat nem mutatjuk). A PDE gatlas egy alternativ lehetdség lehet a szivizomsejtek
kontraktilitdsanak farmakoldgiai fokozéaséara. Kollaboréaciés partnereink igazoltak az ORM-3819
PDE géatlo képességét, hiszen a szer mar alacsony koncentracidban (ECsq: ~ 4 nM) gétolta a PDE
111 aktivitasat, mig a PDE IV esetén nem sikerlt teljes farmakoldgiai gatlast elérnilik (ECso: ~ 5
uM). A PDE Il gatlasban vélhetéen az ORM-3819 pyridazinon gyiiriijének szubsztitualatlan
nitrogénje a kulcs, mely a PDE 11 katalitikus doménjével direkt interakcidba Iép. Ezek az adatok
az ORM-3819 hatdsmechanizmusarol szolgaltatnak indirekt bizonyitékokat, melynek pozitiv
inotrop hatasat feltételezéseink szerint a Ca*’-érzékenyités és a szelektiv PDE Il gatlas
kombinaciodja hozza létre. Ez a kombinalt hatdsmechanizmus nem teljesen azonos a levosimendan
kapcsan feltételezettel, hiszen az anyavegyllet a pozitiv inotrop hatdsét terapids koncentracio
tartoméanyban vélhetéen jelentésebb mértékben koszonheti Ca’*-érzékenyitésnek. A tébbi PDE
gatldval (pl. milrinon és enoximon) ellentétben az ORM-3819 rendkivil nagy szelektivitassal (~
12000 koruli szelektivitasi faktor) gatolja a PDE Il izoenzim aktivitasat, mely hozzajarulhat ahhoz,
hogy elkeriljuk a tradicionalis inotropokra és PDE gatlokra jellemz6 kedvezo6tlen mellékhatasokat.
Az ORM-3819 szelektiv PDE |1l gatlo hatasa elviekben kedvezd is lehet, mely nemcsak pozitiv
inotrop tdmogatést biztosit, hanem a bal kamra relaxaciojanak fokozéasa &ltal javithatja annak
diasztolés funkcigjat is. Munk&nk soran a PDE Il gatlds és a pozitiv inotrop hatas kozott csak
indirekt evidencidkat szolgaltattunk, hiszen az intracellularis cAMP koncentracidjaban és a
kulonféle fehérjék foszforilaltsdgaban bekovetkez6 valtozdsokat nem vizsgéltuk. Szintén tovabbi
vizsgalatok sziikségesek az ORM-3819 vaszkularis és mitokondridlis hatasainak feltarasa
érdekében, melynek feltételezett jelenlétét a levosimendanhoz hasonléan Karp csatorndk gatlasa

igazolhatja.

6. Osszefoglalas

Az akut szivelégtelenség mortalitasa a fejlodé farmakologiai és eszkozos kezelés ellenére magas,
s6t a Ca**-mobilizal6 inotrdp szerek adverz hatastiak a hossz( tavi talélésre. A szarkomert aktivalo
szerek 01j terapias lehetdséget teremtenek az akut szivelégtelenség kezelésére: a Ca’*-érzékenyit
levosimendan hatékonysagat egyre tobb klinikai evidencia tdmasztja ald, mig a miozin aktivator
omecamtiv mecarbil (OM) kapcsén szintén egyre tobb biztatd eredmény lat napvildgot. Célul

tliztiik ki, hogy tanulmanyozzuk az OM, valamint a levosimendan szarmazék ORM-3819 izolalt és
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permeabilizélt szivizomsejtek kontraktilitisanak mechanikai és kinetikai paramétereire gyakorolt
hatésait, valamint igazoljuk az OM szdveti szelektivitasat rekeszizom eredetli vazizomrostokon
végzett kontraktilis erémérésekkel. Az OM névelte a szivizomsejtek Ca”**-érzékenységét, hiszen
adott szubmaximalis [Ca*"] mellett alacsony és kozepes koncentracioban fokozta a preparatumok
kontraktilitasat, mig inotrop hatdsa mérsékeltebb volt nagy koncentracioban. Az OM fokozta a
szivizomsejtek Fpaseiv-jat, illetve az Fuqy-jat diasztolés [Ca2+] szinteken. A miozin aktivacié
eredményeként lassabb és tartésabb Ca”*-kontrakturéakat regisztraltunk, hiszen csékkent az aktin —
miozin kereszthidak sebességi allanddja. A szivizomsejteken tapasztaltakhoz hasonlo jellegii, de
kisebb affinitdsi OM-hatasokat regisztraltunk lassi endogén kinetikaju vazizomrostok esetében,
mig gyors tipusu vazizomrostok esetén az OM hatésa miniméalisnak bizonyult a terapias dézisokkal
identikus koncentracio-tartomanyban. A levosimendan szarmazék ORM-3819 szintén fokozta a
szivizomsejtek Ca®*-érzékenységét az OM-t6l eltérd mechanikai illetve Kinetikai hatésokkal. A
cTnC-fiiggd Ca®*-érzékenyités kovetkeztében erdteljesebb és gyorsabb Ca”*-kontraktirak jottek
létre, hiszen fokozddott az aktin — miozin hidak sebességi allanddja. Az ORM-3819 jelenlétében
nem alakult ki Ca2+-érzékeny|'tés diasztolés [Ca2+]-n, valamint nem valtozott az Fpasaiv.
Eredményeink alapjan az OM Ca’*-érzékenyitd hatasu pozitiv inotrép szer, mely az aktin — miozin
interakcio modulélédsdval az inotropia szabalyozésanak ,,downstream” Utvonaldn hat. Az OM
mechanikai és kinetikai hatasainak kdszonhetéen erdsebb, gyorsabb és lassabb kontrakciok jonnek
létre, de alkalmazasa fokozott Ovatossagot igényel, hiszen felmeriilhet a diasztolés diszfunkcid
veszélye. Az ORM-3819 a cTnC-hez torténé kotddésével a Ca**-érzékenyités centralis Gtvonalan

hat, de pozitiv inotrop hatdsaban a szelektiv PDE 111 gatlas is szerepet jatszhat.
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