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1. Bevezetés

A fejlett nyugati orszagokban a két f6 halalokot a kardiovaszkularis megbetegedések,
valamint a daganatos betegségek képezik. A két f& betegségcsoport koziil napjainkban a
kardiovaszkularis megbetegedések szerepelnek elsé helyen a morbiditasi mutatdok
tekintetében, mig meglepé mddon az 5 éves tulélés alapjan a mortalitdsi mutatok kodzott
lényeges kiilonbség nincs.*

Az elmilt két évtizedben a korszerii diagnosztikai lehetéségeknek, valamint az egyre
fejlettebb farmakoldgiai és eszk6zos terdpidnak koszonhetéen a kardiovaszkularis
megbetegedések 0Osszesitett (elsésorban a kronikus szivelégtelenseg) mortalitasa csokkent,
ezzel szemben az akut szivelégtelenség haldlozasi mutat6i érdemben nem valtoztak. A sziv
pumpafunkciojat fokoz6 pozitiv inotrop hatdsi gydgyszerek nagy része ugyan rovidtdvon
jelentés hemodinamikai javuldst eredményez, kozép-, illetve hosszutavon adverz hatdsuk van
a morbiditasi, illetve mortalitasi mutatokra. Mivel jelenleg idealis pozitiv inotrop szer nem all
a rendelkezésiinkre, a kardiovaszkularis farmakologia egyik f6 célja napjainkban olyan Uj
kardiotonikus szerek Kkifejlesztése, melyek (gy javitjak a szivelégtelen miokardium
teljesitményét, hogy ezzel parhuzamosan nem fokozzak a sziv oxigén fogyasztasat, nem
eredményeznek tovabbi sejtkarosodast, hatasuk szivizom-specifikus, illetve az arritmogén
potencialjuk is elhanyagolhat6.?

A jelenleg rendelkezésre all6 szerek kozil egyedil a levosimendan kozeliti meg az
idedlis pozitiv inotrép kritériumait, mely a legujabb Klinikai tanulményok alapjan neutralis,
vagy kismértékben pozitiv hatdssal volt a szivelégtelenség hosszu tadvd morbiditasi és
mortalitdsi mutatoira. A levosimendan alapvdzanak biokémiai mddositdsaval eléallithatunk
hozza hasonl6 hatasmechanizmuslt U0j pozitiv inotrop szereket, melyek potencidlisan a
kiindulési vegyiiletnél elényosebb farmakokinetikai és farmakodinamikai hatasokkal birnak.?
Az ORM-3819-et a levosimendan alapszerkezetének kémiai véaltoztatasaval hoztdk létre,
ugyanakkor farmakoldgiai karakterizacioja ez idaig varatott magara.

Az akut szivelégtelenség kezelésére jelenleg még nem torzskdnyvezett (j
gyogyszercsoportot képeznek a kardialis miozin aktivatorok, melynek f6 képviselje az
omecamtiv mecarbil (OM) hatékonynak tiinik az eddig elvégzett preklinikiai, illetve I. és II.
fazist klinikai vizsgalatokban®®, ugyanakkor hatdsmechanizmusaval és biztonsagossagéaval
kapcsolatban szamos kétely merdlt fel.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A szivelégtelenseg epidemiologidja és definicioja
A szivelégtelenség a szivizomzat funkcionalis, vagy strukturdlis rendellenessége
kovetkeztében kialakuld karakterisztikus tlnetek (faradékonysag, nehézlégzés, stb.), illetve
specifikus jelek (bokatdéma, pangasos zorejek, sth.) dsszessége, melyet a periférias szdvetek
és szervek csokkent perfuzidja és kdvetkezményes alacsony oxigenizacidja hoz létre.” A
szivelégtelenség a népességet érinté egyik leggyakoribb megbetegedés, prevalencidja a
populédcidban atlagosan 0,5-2%, és szorosan 0sszefiigg az életkorral (70 év felett a prevalencia
10% feletti). Sz&mitdsok szerint Eurépaban koézel 10 milli6 ember szenved
szivelégtelenségben, az évente jelentkezé Uj esetek szdma 1-5/1000 6. A szivelégtelenséggel
korhazba keriilé betegek mortalitasa 30 napon beliil 10%, 1 éven belul 22%, az 5 éven beliili
halalozasi arany pedig 50% korili, mely meghaladja a daganatos betegségekre vonatkoztatott
Bsszesitett mortalitasi értéket.® Neheziti a felismerését, hogy a szivelégtelenség tinetei és jelei
paciensenkent jelentésen eltéréek, illetve a mar fenndlld szisztolés és/vagy diasztolés
diszfunkcid ellenére a beteg még tlinetmentes lehet. A szivelégtelenség diagnosztizaldsahoz

harom alapkritériumot kell figyelembe venni: "**
» aszivelégtelenseg tiinetei terhelés hataséra, vagy nyugalomban is jelentkeznek,
e asziv szerkezetében és/vagy funkcidjaban kimutathat6 karosodas,

 terapia hatasara csokkennek a tiinetek.

2.2. A szivelégtelenség klasszifikacidja

A szivelégtelenség altipusainak csoportositasa korabban kizarélag a bal kamrai funkcid
karosodasanak jellege alapjan tortént: eszerint szisztolés és diasztolés szivelégtelenséget
kilonitettek el. A tisztdn szisztolés szivelégtelenségre a miokardium megromlott
kontraktilitasa, ebbdl fakadban az ejekcios frakcio (EF), és a perctérfogat csokkenése
jellemz6. A diasztolés szivelégtelenségben a bal kamra kontraktilitasa, igy a perctérfogat és az
EF megtartott, viszont aktiv-, vagy passziv relaxcios zavar kovetkeztében a bal kamra
diasztolés tel6dése karosodik, mely a kisvérkorben okoz pangést. A kétféle mikodészavar
azonban gyakran kombindlédik, illetve a szisztolés szivelégtelensegben is megfigyelhetd
diasztolés funkci6zavar, agymint diasztolés szivelégtelenségben a szisztolés paraméterek

karosodéasa.'® Ennek megfeleléen a korabbi terminolégia véltozott, az Eurépai Kardiolégus
Tarsasag (ESC) aktudlisan érvényes iranyelveiben a szivelégtelenség klasszifikacidjanak



alapja az EF. Ha a szivelégtelenség karakterisztikus tlinetei és jelei 50% feletti EF mellett
jelentkeznek, akkor megtartott EF-val jaro szivelégtelenségrdl beszélink (HFpEF), mig 40%
alatti EF esetén csokkent EF-val jaro szivelégtelenségrol (HFrEF) van sz6. A kett6é kozotti,
40-50%-0s EF-ju alcsoportot kozepesen csokkent EF-val jaro szivelégtelenségnek nevezzik
(HFmrEF). A kamrdk miikodészavara alapjan ezek mellett még jobb-, illetve balszivfél
elégtelenség is elkiilonithetd, melynek elsésorban a klinikai tunetek értékelésében és a
megfelel terdpia megvalasztdsaban van jelent6sége. Id6beni lefutdsa alapjan akut és krénikus

szivelégtelenség kiilonithetd el.”*%**

2.3. Aszivelégtelenség patogenezise
A szivelégtelenseg egy ,.circulus vitiosus”-szeriien progredidlé kaérallapot: kiilonb6z6
etiologiaju  kardiovaszkularis megbetegedések (iszkémias és non-iszkémias okok)
kovetkeztében kilonféle kompenzéaciés mechanizmusok (renin — angiotenzin — aldoszteron
rendszer, szimpatikus tonusfokoz6das) Iépnek miikodésbe, melyek rovidtavon tdmogatjak a
keringést, hosszabb tavon viszont tovabb terhelik a mar karosodott szivet. A csdkkent
perctérfogat, vagy akar a nyomas- és volumen-tulterhelés kovetkeztében Iétrejon a
miokardium kompenzatérikus hipertrofidja. A kamrak tokéletlen Grulése a sziviregek
dilatacidjdhoz és ezzel a szivizomrostok megnyulasdhoz vezet, ami ismét Ujabb terhet ré a
mar eddig is dekompenzalt sziv miikodésére. A kompenzacidos mechanizmusokat indukald
szignalizaciés folyamatok el6bb-utébb a szivizomsejtek nekrozisat, apoptézisat és az
extracellularis matrix atépulését (fibrdzis), végll a szivizomzat strukturalis és funkcionalis
Jremodelling™jét  eredményezik.”> Mindezen  folyamatok  kovetkeztében  végiil
szivelégtelenség 1ép fel. A korkép etioldgiaja ugyan sokrétii, de két kulcsfontossagu 6sszetevo
felismerhet6 a dekompenzaciohoz vezet6 folyamatok bonyolult molekuléris atvesztéjében. A
szivelégtelenség kialakulasaban, progresszidjaban fontos szerepet jatszo egyik Osszetevd a
kontraktilis rendszer diszfunkcidja (abnormalis aktin — miozin interakci6), a masik pedig a
calcium (Ca?*) haztartdss elemi zavara, melyek részletes ismerete a szivelégtelenség
kezelésében hasznalt tradicionalis és UGjabb tipusu inotrép szerek hatdsmechanizmusa
szempontjabél bir nagy jelentéséggel.™* 4

A Ca®" homeosztazis zavarat az excitacids — kontraktilis kapcsolat szabalyozasaban
részt vevd regulator fehérjék, pumpamechanizmusok, ioncsatornak, ioncserélok,
mitkodésének kérosodasa idézi eld.'® Diszfunkcidjuk eredményeképpen HFrEF-ben szenvedé
betegek szivizomsejtjeiben torzul az intracelluléris Ca”*-tranziens, melynek amplitGdéja

csokken, idétartama jelentés mértékben megnyulik, valamint emelkedik a diasztolés Ca®*



koncentrécié ([Ca®*]) is.*® A szivizomsejtek kéros Ca®*-anyagcseréjének hatterében egyrészt a
szarkoplazmatikus retikulum (SR) kéros miikodése all: a Ca’* felvétele lassabb, a Ca*
raktarozas mértéke csokkent!’, melynek f6 oka az SR felszinén elhelyezkedé SR Ca’* ATPéaz

(SERCA) mennyiségének és aktivitasanak csokkenése.’® ** A SERCA aktivitasat szabalyozo
foszfolamban mennyiségének csdkkenése, a rianodin receptorok és a szarkolemmalis L-tipusd
Ca’*-csatornék diszfunkcija tovabb torzitja az intracelluléris Ca**-tranzienst.® A nyugalmi
[Ca®] emelkedése kompenzalé Ca®*-eltavolité mechanizmusokat aktival: a natrium
(Na")/Ca®" cseréld (NCX) mennyiségének és aktivitdsanak novekedése magas intracelluléris
Na* koncentraci6t hoz létre, amely az akcios potencial alakjat és idStartamat is modositja.?* A
kontraktilis rendszer koros miikodéséhez a kontraktilis filmentumokat alkoto strukturdlis és
regulator fehérjék expresszids szintjében bekovetkez6 VAltozasok, ezek poszttranszIlacios
mddosulésai (pl. oxidativ kéarosodas), valamint a foszforilacios allapotukban bekovetkezd

eltérések jarulhatnak hozza.? %

2.4. Az akut szivelégtelenség definicioja

Az akut szivelégtelenség soran a szivelégtelenség tinetei gyorsan jelennek meg és
progredialnak, ezért az azonnali terdpids beavatkozas létfontossagu. A szivelégtelenseg ezen
alcsoportjat rendkivil magas mortalitasi mutatdk jellemzik, hiszen a kérhazi halalozas elérheti
a 3-4%-ot, mig a mortalitas 10% koruli a korhazi elbocsatast koveté 60-90 napon belil. Egyes
forrasok szerint évente kordlbelul 1 millio beteg keril kérhdzba az USA-ban akut
szivelégtelenség miatt. Klinikailag harom f6 formajat kulonithetjik el: (1) de novo akut
szivelégtelenség, mikor a szivelégtelenség jelei gyors kezdettel, rapidan progredidlva,
megel6z6 tlinetek nélkil alakul ki, (2) akut fellangolés kronikus szivelégtelenség talajan, (3)
terminalis kronikus szivelégtelenség.?* > Az akut szivelégtelenség patofizioldgiajanak
Iényege a miokardidlis diszfunkci6 és az emelkedett szisztémas vaszkularis ellenéllas
osszefonddasa, mely egy ongerjeszté ,,0rdogi korfolyamatot” indit el. Ennek megfeleléen —
kombinal6dé formaja kiilonitheté el, ahol vagy a bal kamra primer pumpafunkcio-
elégtelensége (1), vagy az emelkedett szisztémas vaszkularis ellenallas (2) dominal.?® Az
elébbi alcsoportban a klinikai képet a csokkent perctérfogat dominalja, melynek hatterében a
sziv strukturdlis (pl. szivinfarktus, inhdr ruptdra, stb.), vagy funkciondlis (ritmuszavarok)
kérosodasa all. Az akut szivelégtelenség masik csoportjdban a szisztémas vaszkularis
ellenallas emelkedése az utdterhelés emelkedéséhez vezet, amely a bal pitvari nyomas

fokozodasa révén kisvérkori pangast és kovetkezményes tiidésdémat okoz.> %%
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2.5. Az akut szivelégtelenség konvencionalis gydgyszeres kezelése

Az ESC akut szivelégtelenséggel kapcsolatos irdnyelvei szerint a megfelel6 terapia alapja a
beteg aktuélis hemodinamikai allapotdnak nyomon kovetése, igy els6sorban a centralis és
periférias keringési elégtelenség objektiv jeleinek és tiineteinek felismerése.” '* Keringési
elégtelenség esetén (RR <90 Hgmm), kiléndsen ha hipoperfuzié és kardiogén sokk lép fel,
intravénas inotrop kezelést érdemes valasztani a perctérfogat és a vérnyomas novelése
érdekében, mig intravénas diuretikumok és vazodilatatorok alkalmazésa javasolt abban az
esetben, mikor a szivelégtelenségben szenved6 beteg vérnyomasa megtartott, vagy emelkedett
(RR >90 Hgmm), és heveny kisvérkori pangés uralja a klinikai képet.” %

Az akut szivelégtelenség kezelésének sikerét a kivaltd okok felismerése és azok gyors
megsziintetése (akut koronaria szindroma, hipertenziv krizis) és a hatékony szupportiv kezelés
(diuretikumok, keringéstamogatas) jelenti. Az utdbbi két évtized nagy klinikai tanulmanyai
kimutattak, hogy a szivizomzat csokkent pumpafunkcidjanak javitasa céljabdl adott pozitiv
inotrp hatadsu szerek nagy része ugyan kedvez6é hemodinamikai hatdsokkal bir, de nem
javitottak az akut szivelégtelenség progndzisat, s6t a hosszabb tavi mortalitasi és morbiditasi
adatokat rontottak.?>*° A keringéstamogatés céljabdl adott pozitiv inotrép hatast gyégyszerek
harom f6 mechanizmussal javithatjak a sziv teljesitményét:

1.) adrenerg szignalizacios Utvonalakkal interferalva a Ca”*-mobilizalé szerek novelik az

intracellularis [Ca®']-t, mely erdsebb szivizom-6sszehlizédasokat general (tradicionalis
inotropok),

2.) az SR Ca’®* anyagcseréjére hat6 szerek szisztolé soran fokozzak Ca®* felszabadulast, mig
diasztolé soran az SR Ca’* raktarozasat,

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

mitkodésbeli egységeit, a szarkomereket célozzak.> %8

2.6. A szarkomer felépitése és a kontrakcié mechanizmusa

A szivizomzat pumpafunkciojat javité gyogyszerek tamadaspontja kozvetett vagy kdzvetlen
mddon a kardialis szarkomer, ezért hatasmechanizmusuk ismertetéséhez elengedhetetlen a
szarkomer felépitésének és a kontrakcid mechanizmusanak rovid attekintése. A miokardium
alapvetd szerkezeti és funkcionalis egyseget a kontrakcios eré generaldsara képes szarkomer
jelenti, mely szdvettanilag vastag és vékony filamentumokbdl épil fel, melyek a vaz- és
szivizomzat harantcsikoltsagaért felelések. A vékony filamentumok 6-9 nm vastagsaguak, {6
alkotorészik az aktin, melyhez reguldtor funkcioval biré troponin (Tn) — tropomiozin
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molekulakbdl all6 komplexek kotddnek. A vékony filamentumokra jellemz6 kettds helikalis
struktdra két polimerizalt aktin filamentum egymas koré tekeredésével alakul ki. A vastag
filamentumokat alkotd miozin molekuldk a szarkomer kdzepén helyezkednek el, farki és feji
régiokbol éplilnek fel. Az izom-6sszeh(zodas élettani alapjat jelent6 csuszo-filamentum
modell Iényege, hogy a szogben kifelé all6 miozin fejek konforméaci6-valtozasa
kovetkeztében a vékony filamentumok becsUsznak a vastag filamentumok kozé, mely
megroviditi a szarkomer hosszat. A miozin fejek evezicsapas-szerti konformacio-
valtozasanak (power-stroke) létrehozaséhoz az ATP molekuldk aktin és  Ca®*-fiiggd
hidrolizise szilkséges. Diasztolé soran a citoplazmatikus [Ca?*] alacsony, a gatlé fehérje
komplex (cTnl — tropomiozin) megakadalyozza az aktin — miozin kdlcsonhatast. Szisztolé
soran az intracellularis [Ca?*] novekedése egy sor olyan konformécié valtozast idéz els, ami
lehetévé teszi az aktin — miozin interakcié kialakulasat. Farmakoldgiai jelent6sége

szempontjabol két & interakci6t kell kiemelni, (1) a cTnC Ca®* kétése megsziinteti a cTnl —
tropomiozin komplex aktin — miozin kdlcsonhatasra gyakorolt gatlé hatasat, igy a (2) vékony
filamentumok miozin ko6t6 helyei hozzaférhetévé valnak a miozin fejek szamara,

megteremtve ezzel a lehetéséget a kereszthidak kialakitasara. 3

2.7. Klasszikus pozitiv inotrop hatasu szerek
A szivizom-6sszehuzodas csuszo-filamentum modellje szerint a miokardium kontraktilis ereje

aranyos az intracellularis [Ca**]-val. Ezen Osszefiiggés felismerése  vezetett
szivelégtelenségben (a kialakulo csokkent pumpafunkcid javitasa érdekében) azon pozitiv
inotrop  szerek alkalmazasahoz, melyek novelik a szivizomsejtek [Ca®']-jat. A
gyodgyszercsoport a tradicionalis inotrép, vagy a Ca®*-mobilizalé pozitiv inotrép megjeldlést
kapta.’

Az eclsé szabadalmaztatott Ca®*-mobilizalé szerek a sziv-glikozidok, mas néven
digitalisz alkaloidak voltak. A forgalomban 1év6 digoxin és digitoxin a szarkolemmalis Na®-
K*-ATP-4z pumpa gatlasa révén okoz Ca®* akkumulaciét a NCX aktivitasanak mésodlagos
fokozésa révén. A korai tanulmanyok szerint a digoxin nem javitotta a szivelégtelenség
mortalitasét, viszont csokkentette a hospitalizaciok gyakorisagéat.** A legtjabb metaanalizisek
alapjan a digoxin alkalmazasaval kapcsolatos adatok ellentmonddak, a randomizalt
vizsgalatokban a mortalitdsra alapvetden nem volt hatassal az ajanlott szérumkoncentraciok
betartdsa mellett. Az ESC legujabb irdnyelvei szerint napjainkban alkalmazédsanak f6
indik&cioja a szivelégtelenségben fellépd pitvarfibrillacio, mikor az inotrop tamogatas mellett

a szivfrekvencia csokkentésére van sziikség. > %
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A Ca?*-mobilizal6 szerek akut szivelégtelenségben leggyakrabban alkalmazott
képvisel6i a B-adrenerg receptor agonistdk. A kdzéjuk tartozd dobutamin és adrenalin a Pi-
adrenerg receptorok kozvetlen aktivalasdval noveli az intracellularis ciklikus adenozin-
monofoszfat (CAMP) koncentréciojat, mely a proteinkindz A (PKA) aktivitas-fokozddasa
révén fokozza az intracellularis [Ca*']-t. A foszfodiészteraz (PDE) inhibitorok tamadaspontjai
a CAMP-fligg6 foszforilacids folyamatok, hiszen az ide tartoz6 milrinon és enoximon a CAMP
lebomlasanak gatlasaval tartja ,bekapcsolva” ezt az Utvonalat. Ezek a szerek ugyan
hatékonyan javitjak a miokardium kontraktilitasat, viszont fokoztdk a szivelégtelenség
mortalitasat.> % 3" 3® Ennek hatterében a megndvekedett intracellularis [Ca®*] all, mely
fokozza a szivizomzat oxigén fogyasztasat, noveli a szivfrekvenciat, masodlagos jelatviteli
utvonalakat aktivalva a szivizomsejtek apoptdzisat és nekrozisat eredményezi, valamint
arritmogén hatasu. %

Nem tartoznak szigorGian a Ca’**-mobilizalok kozé az SR Ca** anyagcseréjére haté
szerek, ugyanakkor szisztolé soran szintén fokozzak a Ca®* felszabadulast. Ide tartozik az
istaroxim, mely a Na*-K*-ATP-4z gatlasaval a digoxinhoz hasonld médon fokozza a szisztolé
alatt a Ca*" felszabadulést, mig diasztolé alatt a SERCA2a aktivalésa révén elésegiti az SR

Ca’* raktarozasét, azaz pozitiv ino-luzitrép hatasokkal bir. A HORIZON-HF tanulmanyban
akut szivelégtelen betegek koérében az istaroxim hatékonyan javitotta a balkamra szisztolés és

diasztolés funkcidjat, ugyanakkor az alkalmazasaval kapcsolatos hossz( tavd mortalitasi

adatokrol egyelére nincs informéci6.*

2.8. Szarkomert aktivald szerek a szivelégtelenség kezelésére

A Ca?*-mobilizal6 szerek mortalitasra kifejtett kedvezétlen hatdsai miatt megfeleld
hatékonysagu, de eltéré tamadaspontl gydgyszereket kellett fejleszteni, melyek legalabb
neutrélis hatdsiak a hosszu tavu mortalitasi adatokra nézve. A szarkomert aktivald szerek
hasznalatdval elviekben elkerllhetjik a tradiciondlis inotrép szerek alkalmazésanak
kedvez6tlen kdvetkezményeit, hiszen az aktin — miozin interakcié hatékonysaganak célzott,
specifikus és kozvetlen médositasa mellett nem varhaté az intracellularis [Ca**] novekedése.
A szarkomert célz6 szerek hatdsmechanizmusa foként 1.) a miofilamentumok Ca*'-
érzékenyitésén és 2.) a miozin aktivacion alapul, de mellettik léteznek 3.) jarulékos
miofilamentalis hatasokkal rendelkezé szerek is.> » A szarkomer aktivalo szerekkel
kapcsolatban felmeril a pleiotrop hatdsmechanizmus kérdése is. Jelentés részik ugyanis a
miofilamentalis tdmadéspontjuk mellett kiegészité hatdsokkal is rendelkezik (pl. PDE IlI
gétlas), amely tovabbi hemodinamikai vagy metabolikus elényokkel/hatranyokkal jarhat. Mas
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szerek viszont tisztan szarkomer szintii hatdsokkal birnak, igy ezek hatdsmechanizmusaban
egyetlen feltételezett tadmadasponttal és elviekben egyetlen célsejt- csoporttal (pl.

szivizomsejt) lehet szamolni.?

2.8.1. Ca**-érzékenyitd szerek a szivelégtelenség kezelésében
A szivizomsejtek Ca?*-érzékenysége az egységnyi kontraktilis erd (pl. félmaximalis erd)
kifejtéséhez sziikséges [Ca’*]-val jellemezheté. A Ca?*-érzékenység névelésének hatésara a
szivizomsejtek adott intracellularis [Ca?*] mellett erésebb kontrakciés valaszt produkalnak. A
hatds elérhet6 a miofilamentalis rendszer kiilonbozé fehérjéinek poszttranszlaciés
mddositasaval, vagy egyéb regulator komplexek kolcsonhatdsanak megvaltoztataséval. Ha a
miokardialis kontraktilitds kozponti elemének a Ca** — c¢TnC interakci6t tekintjik, akkor
Ca’*-érzékenyitésnek kétféle Gtvonalat kiilonithetjik el. A centrélis Gtvonalon haté szerek
(levosimendan) célpontja a Ca®* — ¢TnC interakci6, mig a Ca?*-érzékenyités ,,downstream”
atvonalan hatd szerek az aktin — miozin interakcié hatékonysaganak javitasaval fokozzak a
miokardialis kontraktilitast (EMD-53998, CGP-48506).°

Az elmalt 2-3 évtizedben szdmos pozitiv inotrép hatasti Ca”*-érzékenyitd vegyiilet
kerdlt preklinikai Kiprébalasra, ugyanakkor jelentds résziik a kedvez6 hemodinamikai hatasok
ellenére nem érte meg a klinikai teszteket a kedvezétlen mellékhatas-profil miatt.® *° A Ca?'-
érzékenyit6k hasznalataval kapcsolatos aggodalmak jelentés része abbdl fakadt, hogy azok
diasztolés [Ca**]-n is fokozhatjék a kontraktilis rendszer Ca**-érzékenységét, ami ronthatja a
miokardium relaxaciojat, igy diasztolés diszfunkciot idézhetnek el6. Az ESC akut és kronikus
szivelégtelenségre vonatkoz6 evidenciagyiijteménye jelenleg egyetlen Ca®'-érzékenyitd
gybgyszer — a levosimendan — alkalmazasat tamogatja kardiogén sokkban. A levosimendan a
cTnC hidroféb N-terminalis doménjéhez kotddve stabilizalja a Ca** — cTnC komplexet, amely
az aktin — miozin interakci6 gatlasanak visszaszoritdsaval fokozza a szivizomsejtek

443 Ebbsl fakadéan a szer hatdsa Ca’'-fiiggs, a Ca’'-érzékenyités csak

kontraktilitasat.
szisztolé soran jon létre Ca?* ionok jelenlétében, elkeriilve ezzel a kedvezétlen diasztolés
mellékhatasokat.** A szer nagy szelektivitassal gatolja a PDE Il és kifejezetten magas
koncentraciok esetén a PDE IV izoenzimek aktivitasat, pozitiv inotrop hatasa terapias
koncentraciéban azonban elsésorban a Ca**-érzékenyitésnek tulajdonithatd, ekkor ugyanis az
intracellularis [Ca?*] nem feltétleniil valtozik.* A levosimendan mitokondrialis és vaszkularis
ATP-fliggd K'-csatornak megnyitasa révén kardioprotektiv és vazodilatativ hatasokkal is bir.
Osszességében levosimendan hatasara a miokardium oxigén fogyasztasa nem valtozik. Ehhez
az is hozzajarulhat, hogy az arteriolak és venulak dilatacidjaval a szer javitja a koronaria
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keringést és csokkenti a preload és afterload értékét.*® *’ Farmakokinetikai sajatossagaival
kapcsolatban hangsulyozand6, hogy a levosimendan tartds hatast, melynek hatterében a
hosszu felezési idejii (3 nap) aktiv metabolitja, az OR-1896 &ll.*®

A levosimendan intravénas adagolasaval kapcsolatos tanulmanyok nem bizonyitottak
egységesen a szer hatékonysagat. A kezdeti vizsgalatok arr6l szamoltak be, hogy a
levosimendan javitja a szivelégtelenség rovid- és kdzéptava mortalitasat (LIDO és RUSSLAN
tanulmany), mig késobbi tanulmanyok egyértelmiien ezt nem erésitették meg (REVIVE és
SURVIVE vizsgalat).*! A legfrissebb meta-analizisek viszont egyértelmiien a levosimendan
fels6bbrendiiségét tamogatjak a hagyomanyos inotrépokhoz és a placebdhoz képest, valamint
a szivsebészeti perioperativ alkalmazasa is elotérbe kerilt kedvez6 hemodinamikai hatasainak
koszonhetéen.>>* A levosimendan alkalmazésa soran kiilsnds figyelemmel kell lenniink a
vérnyomas értékekre: a vazodilator hatasa miatt atmeneti hemodinamikai instabilitast
okozhat, igy csak 90 Hgmm feletti szisztolés vérnyomés értékek esetén alkalmazhatd.>

A hagyomanyos inotrop szerek mellékhatdsai és az alkalmazéasukkal kapcsolatos
kedvezo6tlen mortalitasi adatok, valamint a szarkomert aktivalo szerek kezdeti kudarcai miatt
az elmalt évtizedben gézer6vel zajlott tovabbi, elsésorban miofilamentalis hatasokkal
rendelkez6 szerek Kkifejlesztése. A levosimendannal kapcsolatos, részben kedvez6
eredmények a hozza hasonlé tamadaspontl és szerkezetli cTnC — fiiggd Ca’*-érzékenyits
szerek kifejlesztésére bétoritottdk a gydgyszerkutatokat. A  levosimendan-alapvaz
propandinitril oldallancanak aromas szubsztiticiojaval kollaboracids partnereink (Orion
Pharma, Finnorszag) egy Uj potencialis Ca?*-érzékenyité szert, az ORM-3819-et hoztak létre,
mely feltételezéseink szerint pozitiv inotrop hatasat a cTnC-hez kotédve fejti ki (1. &bra).
Reményeik szerint az Uj szer mellékhatés-profilja lehet6vé teszi majd az alkalmazasat olyan
esetekben is, amikor valamilyen okndl fogva a levosimendan nem hasznélhat6. A
levosimendan értagitd hatasa miatt ugyanis idénként a nitrdtokhoz hasonldan fejfajast
eredményez, ritkdbban hipokalémia, allergids reakcio és pitvarfibrillacié is fellephet az
alkalmazésa mellett.”® Jelen dolgozatban kollaboréciés partnereinkkel kozésen széles korii
farmakol6giai karakterizaciot hajtottunk végre az ORM-3819 Ca?*-érzékenyits képessége,
cTnC-kotédése, valamint tovabbi pleiotrép hatasainak feltérképezése érdekében.
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1. dbra. Az ORM-3819 (A), a levosimendan (B) és az OR-1896 (C) kémiai szerkezete.

2.8.2. A miozin aktivacio Uj terépias lehetdség szivelégtelenségben
A szarkomer aktivalo szerek masik csoportjat a miozin aktivatorok képezik, melyek a

kardialis miozin molekuldk ATPaz aktivitasanak fokozasa révén ndvelik a szivizomsejtek
kontraktilis erejét és ezzel a sziv pumpafunkciojat.

1998-ban egy amerikai biotechnoldgiai cég olyan daganatellenes szerek kifejlesztésén
dolgozott, melyek a sejtosztddast specifikus mitotikus kinezinek gatlésaval allitjak meg, de a
kifejlesztett szerek kozott sok épp a vart hatas ellenkez6jét produkalta, hiszen szdmos
szarmazek megnovelte a kinezinek aktivitasat. Ez a felfedezés 6sztondzte a kutatokat annak
megvizsgalasara, lehet-e mas motoros fehérjék (miozin) aktivalasat felhasznalni kiillonb6z6
molekula tesztelése utan jutottak el a legigéretesebb CK-1827452-nek elnevezett vegyiilethez,
mely képes a kardidlis miozin aktivicidjaval a sziv pumpafunkciojanak javitasara. Az Uj,
miozin-aktivatorként definialt kémiai vegyulet az omecamtiv mecarbil (OM) elnevezést kapta
(2. dbra).*

SR BOUS

N N
H H
2. abra. Az omecamtiv mecarbil (CK-1827452) szerkezete.
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Az OM a kardialis tipusu miozin feji részén talalhat6 motor domén S1 régidjahoz
kotédik. Ez a kolcsonhatds a miozin ATPaz aktivitasdnak alloszterikus fokozésat
eredményezi, gyorsitva ezzel az anorganikus foszfat (P;) disszociaciojat a miozin fejekrdl. Az
aktin — miozin ciklus sebeség-meghatarozo6 lépése a P; disszociacié a miozin molekulak feji
részérdl, melyet az er6generald 1épés kdvet. Az OM a P; disszociacio el6segitése révén noveli
az aktinnal reakcioba 1ép6 miozin fejek szamat a szivizomzat §sszehizodasa sorén, melynek
kovetkeztében novekszik a kontrakcidban részt vevd aktiv kereszthidak mennyisége (3.
4bra).”” *® Mivel a kontrakcios eré az intracellularis [Ca?*] fokozodésa nélkiil jon létre, az OM
hatasmechanizmusa elviekben ,downstream” mechanizmust  Ca”*-érzékenyitésként is
felfoghatd. Korabbi tanulmanyok az OM hatasét a kontraktilis eré Ca*-fliggésére még nem
vizsgalték, igy az a sajat vizsgalataink el6tt nem volt ismert.

ATP ADP + P,
—_—

ATP

Omecamtive mecarbil

3. dbra. Az OM az aktin — miozin ciklus sebesség-meghataroz6 Iépésén fejti ki a hatasat, a P;i disszociacio

eldsegitése révén noveli a szabad miozin fejek szamat a kontrakcio soréan.

In vitro preklinikai vizsgalatokban az OM az intracellularis Ca** homeosztazis
befolyasolasa nélkul hatékonyan fokozta patkanyok bal kamrajabdl szarmazo izolalt, intakt

szivizomsejtek kontraktilitdsat. Ugyanakkor a szer nemcsak a szivizomsejtek erejét novelte,
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hanem a kontrakcié idejét is megnydjtotta.>” Az OM in vivo hatékonyan javitotta az
infarktusos, valamint az aorta leszoritasaval szivelégtelenné tett kutyak bal kamrajanak
szisztolés funkcioit, ugyanakkor nem befolyasolta a diasztolés funkcit és nem névelte a sziv
oxigén fogyasztasat.>® Egy masik, hasonlé tanulméanyban viszont az OM szignifikans
mértékben fokozta az infarktuson atesett sertések bal kamrdjanak oxigen fogyasztasat,
melynek hatterében a bazalis ATP4z aktivitas fokozodésat vélték felismerni.®

A preklinikai tanulmanyok zommel kedvez6 eredmenyei utan megkezd6dott az OM
vizsgalata eloszor egészséges, majd ezt kovetden szivelégtelen emberekben is. A preklinikai
vizsgalatokkal 6sszhangban a szer intravénas adagolast kovetéen fokozta mind az
egészsegesek, mind a szivelégtelen (NYHA |I1I-1V) betegek bal kamrdjanak szisztolés
funkcidjat, ugyanakkor nem befolyasolta a diasztolés paramétereket. A szer mellékhatasai jol
tolerdlhaténak bizonyultak a paciensek szdmara, a legnagyobb alkalmazott koncentraciokban
viszont miokardialis iszkémia és nekroenzim emelkedés lépett fel, melynek hatterében a
szisztolé idejének tulzott megnyljtasa és ezzel 6sszhangban a diasztolés intervallum
megrovidiilése allhatott.> ®* Az OM kedvezd kardiovaszkularis hatasai megfigyelhetéek
voltak oralis adagolas utan is.®? Az ATOMIC-HF tanulmany alapjan Ggy tiint, hogy az OM
egyes betegekben javitotta az els6dleges végpontnak tekintett nehézlégzést NYHA I1I-1V
szivelégtelenség soran, viszont hatasa ebben a vonatkozasban a szignifikancia kiisz6bot nem
érte el.®° A COSMIC-HF tanulméanyban a krénikus szivelégtelenségben (HFrEF) szenvedd
betegek bal kamrajanak szisztolés parameéterei viszont jelentds javulast mutattak OM hatéaséra.
A kedvez6 preklinikai és klinikai adatok mellett egyelére még nincs evidencia az OM hosszU
tdvl hatasair6l. A kemeényvégpontok vonatkozdsdban a jelenleg nagyszdmu kréonikus
szivelégtelenség miatt hospitalizalt beteg bevonasaval megvaldsuld I1l. fazisu Klinikai
tanulmany (GALACTIC-HF; NCT02929329) fog elészor adatokat szolgéltatni.

2.9. Szarkomert aktival6 szerek alkalmazasa més korallapotokban

Az akut-, illetve krdnikus szivelégtelenség a légzésben részt vevé izmok csokkent
kontraktilitasaval is egyutt jar. Hossz( ideje fenndllo gépi Ilélegeztetés utdn, krdonikus
obstruktiv tiidébetegségben (COPD), valamint sz&mos neuromuszkularis betegségben a
rekeszizom csokkent kontraktilitasa, valamint a tobbi 1égz6izom diszfunkcidja sulyosbitja a
fennalld 1égzési elégtelenséget.®® ® Ezen valtozasok hétterében kimutattdk a rekeszizom
eredetli vazizomrostok csdkkent Ca**-érzékenységét. A rekeszizom kontraktilis diszfunkciéja
tehat megteremti a lehetéséget a Ca?*-érzékenyiték potencialis alkalmazaséara periférias
légzési elégtelenség esetén is. Egy preklinikai tanulményban kimutattdk, hogy a Ca*-
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érzékenyité hatdsl levosimendan in vitro javitja a rekeszizom eredeti preparatumok
kontraktilitisat a Ca®*-érzékenység fokozésa révén.”® Klinikai tanulmanyok in vivo is
igazoltdk a levosimendan hatékonysagat, javitva a COPD-ben szenvedd, illetve tartdsan gépi
lélegeztetett betegek légzésfunkcitjat.”® A miozin aktivacid szintén potencialis terapiés
lehetdséget nyujthat periférids légzési 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 tipusu vazizomrostok szintén dominans modon a
szivizomsejtekkel identikus B-MHC-t tartalmazzék. igy az OM a Ca®*-érzékenyitd hatdsat a
lassu tipuslt izomrostokat tartalmazd vazizmokban is Kifejtheti, mely a szivelégtelenség

mellett az OM alkalmazéaséanak tovabbi indikaci6jét jelentheti.®’
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3. Célkitilizések
Jelen tanulmany a miozin aktivator hatasi OM és a levosimendan-szarmazék ORM-3819
farmakologiai jellemzésére, valamint hatdsmechanizmusuk elemzésére iranyult. Vizsgalataink

sorén celunk az volt, hogy:

o kimutassuk és szamszeriisitsik az OM szivizomsejt-kontraktilitasra —Kifejtett

mechanikai (ApCaso, NHill, Fmax, Faktiv, Fpassziv) és kinetikai (K, t1/2akt, trelax) hatasait,

o tanulményozzuk OM szbveti szelektivitasat rekeszizom eredetti vazizomrost-

preparatumokon végzett mérésekkel,

o 0sszehasonlitsuk a lassu és gyors endogén Kinetik&ju vazizomrostokban 1étrejové OM-

fliggd hatasokat,
« igazoljuk a levosimendan-szarmazék ORM-3819 Ca?*-érzékenyité képességét,

e azonositsuk az ORM-3819 pozitiv inotrop hatasanak hatterében allé egyéb pleiotrop

farmakoldgiai mechanizmusokat (PDE 1/1V gétlas).
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4. Anyagok és mddszerek

4.1. Felhasznalt szvetmintak és anyagok
Az OM-lal végzett kisérleteinkhez hasznalt szivizommintdk 8-15 hetes, 250-500 g kozti
testsulyd him Wistar-Kyoto patkanyokbdl szarmaztak. Az ORM-3819-cel kapcsolatos
méréseinket 8-15 hetes, 250-500 g testsulyd him tengerimalacok szivizom prepardtumain
végeztik (Toxi-Coop Toxicological Research Centre Zrt, Dunakeszi). Az allatokat standard
koralmények kozott (15-20 °C; pératartalom: 40-70%; megvilagitas: 12 Ora/nap; 2-3
allat/ketrec) a Debreceni Egyetem allathdzaban tartottuk. Vizsgélataink vegig 6sszhangban
voltak a Debreceni Egyetem etikai szabalyzataval (Etikai Engedély szama: 1/2013/DE MAB).
A Kisérleteinkhez felhasznalt OM-t az AdooQ BioScience-t61 szereztilk be, mig az
ORM-3819-et pedig finn kollaboracids partneriink, az Orion Pharma biztositotta. Az egyes
szerekb6l dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldva 10 mM koncentraciéju torzsoldatot
készitettlink, melyet -4 °C-on tartottunk. A tdrzsoldatokbdl aktivalo és relaxalé oldatokkal
(Osszetételiiket a késébbickben részletezziik) torténd higitas révén adott OM/ORM-3819
koncentracioju tesztoldatokat (3 nM — 10 puM) készitettiink. A toérzsoldatokat két hétig
taroltuk, mig a tesztoldatokat minden Kisérleti nap soran Ujrakészitettik. A DMSO nem
befolyasolta a preparatumok kontraktilitasat, koncentréacioja egyik tesztoldatban sem haladta
meg az 1%-ot.

4.2. Modszerek

4.2.1. In vitro izometrikus erémérések izolalt és permeabilizalt szivizomsejteken

A celluléris szintli izometrikus erémérés soran mechanikailag izolalt és kémiailag
permeabilizalt szivizomsejtek és vazizomrostok kontraktilitisanak mechanikai és kinetikai
paramétereit vizsgaltuk. A patkanyokat, illetve a tengerimalacokat intraperitonedlis natrium-
pentobarbital injekcidval (Release, Garbsen, Germany; 150 mg/kg) altattuk, majd a sziviiket
és rekeszizmot gyors kimetszés utan hiit6tt izolalé oldatba (100 mM KCI, 10 mM imidazol, 4
mM ATP, 2 mM EGTA, 1 mM MgCly; pH 7,0) helyeztiik. Az igy nyert mintékat ezt kovetéen
-80 °C-on téroltuk.

A mélyfagyasztott mintdk mechanikai izolalasa egy szovet-homogenizétor
segitségével tortént 4 °C-on, majd ezt kovetden szintén 4 °C-on 5 percig 0,5%-0s Triton X-
100-zal kezeltik a kapott homogenizatumot. A Triton X-100 egy olyan nem-ionos detergens,
mely permeabilizalja a kezelt sejtek membrénrendszereit. A kezelés hatasara olyan
membranfosztott prepardtumokat kaptunk, melyeken kontrollalt, standardizalt kortlmeények

kozott  végezhettiink  kontraktilis  eréméréseket  &ltalunk  meghatarozott  Gsszetételi
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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 valosultak meg izometrias
korulmények kozott. Az izolalt és membranfosztott szivizomsejteket/vazizomrostokat
szilikon-tartalmi akvariumragasztéval (DAP, Baltimore, USA) egy elektromagneses
motorhoz (Aurora Scientific Inc., Aurora, Canada), illetve egy érzékeny erémér6hoz
(SensoNor, Horten, Norway) kapcsolt rozsdamentes acél-tiiparhoz rogzitettlik. Video-
mikroszkdpos ellen6rzés mellett a preparatumok szarkomerhosszat 2,3 um-re allitottuk be,
majd méréseinket ezt kovetden 15 °C-on vegeztik (4. abra).

A B

4. dbra. A kontraktilis erémér6 rendszer kozponti része (A) és egy elektroméagneses motor, valamint érzékeny

er6mér6 rovartlithez rogzitett izolalt és permeabilizalt szivizomsejt (B).

A szivizomsejtek és vazizomrostok kontraktilis paramétereinek vizsgélatakor a

preparatumokat Ca®*-mentes relaxalé oldatbél aktivalé oldatba helyeztiik &t. Az aktivalo és
relaxalo oldatok Osszetételet Fabiato és munkatérsai &ltal létrehozott szoftver segitsegevel
szamitottuk ki.®® A relaxlé oldatok pufferként N-bis-(2-hidroxietil)-2-aminoetan szulfonsavat
(BES; 100 mM), KCI-t (37,11 mM), MgCl-t (6,41 mM), ATP-t (6,94 mM), kreatin-foszfatot
(15 mM) tartalmaztak (pH 7,2), mig az aktivalo torzsoldat Ca**-egtazic savat (EGTA) is
tartalmazott (7 mM). A tdrzsoldatok mindegyikéhez protedz-inhibitorokat is adtunk {Fenil-
metil-szulfonil fluorid (PMSF): 0,5 mM, leupeptin: 40 uM és E-64: 10 uM}, melyek a
prepardtumok kontraktilis filamentumainak degradéciojat védték ki. Méréseink soran a
preparatumokat kiilonboz6 [Ca®]-ju tesztoldatokkal aktivaltuk, melyeket az aktivalo és
relaxlé torzsoldatok meghatéarozott aranyu vegyitésével készitettilk. A tesztoldatok [Ca®*]-jat
pCa egységekben adtuk meg a -lg[Ca?*] képlet alapjan. Ennek megfelelden a legnagyobb
[Ca?']-ju aktivald és a legkisebb [Ca?*]-ju relaxalé torzsoldat [Ca**]-ja pCa 4,75 és pCa 9,0
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volt. Ha az izolalt és permeabilizalt preparatumokat relaxalé oldatbdl aktivaloba helyeztik at,
az izomsejtek izometrias kontrakt(rat produkaltak. A maximélis Ca’*-aktivalta erd
kifejlodésekor a sejtet eredeti hosszisaganak 20%-aval atmenetileg megroviditettik 30 ms
idétartamra. Ez az Ugynevezett ,release — restretch” manéver felszakitotta a kialakult aktin —
miozin kereszthidak jelentés részét, melyet a regisztrdtumon a kontraktilis eré hirtelen
eltiinése reprezentalt. A release — restrech manéver egyrészt megadta a preparatum teljes
erejét (Frotar), Valamint a kontraktilis eré ismételt felépiilése fontos informaciot szolgéltatott az
aktin — miozin ciklus sebességi alland6jardl (ky) is. Ezt kovetéen a relaxald oldatba
visszahuzott prepardtumokat az originalis hosszisdguk 20%-&val megroviditettik 8

méasodperc idétartamra, mialatt a sejtek Ca®*-independens passziv ereje (Fpasszv) Volt

......

1.5 Az aktiv izometrikus

vizsgalatok alapjan jol korrelalt a bal kamra diasztolés funkciojava
er6t (Faciv) @ Froal €S az Fpassziv kiilonbségéb6l szdmoltuk ki, mely a szisztolés funkciot
reprezentélta egy adott szubmaximalis [Ca?*]-n. A pCa 4,75 [Ca’'] tartalmi tesztoldatok a
preparatumok maximalis erejét (Fmax) adjdk meg az aktin — miozin kereszthidak maximalis
szamU aktivacija miatt. Hasonld elv miatt a pCa 4,75 [Ca?*]-t (a cTnC-t csaknem teljes
mértékben) szaturald [Ca?']-nak is nevezhetjik. Méréseink végén egy tukor segitségével
meghataroztuk a sejtek fiiggbleges Kiterjedését is. A prepar&tumok Faiv €S Fpassziv
paramétereit abszolit egységekben (kN/m?) is megadtuk, amihez henger alaki geometriat
feltételezve a sejtek szélességének és magassaganak ismeretében a preparatumok
keresztmetszetére normalizaltuk a regisztralt eré értékeket. Kisérleteink soran elészor
szaturalé, majd egyre csokkené [Ca®*]-ju aktivalé oldatokban regisztraltuk az ésszehtzédasok
erejét, majd az Fmax 65 Fakiv értékeket a [Ca?'] fliggvényében &brazoltuk. Ekkor a [Ca®'] —
izometrias er6é 6sszefuggésre illesztett mddositott Hill-egyenlet alapjan meghatarozhattuk azt
a [Ca?']-t, ahol a preparatum altal produkdlt erd az Fmax fele, mely a rendszer Ca®'-
érzékenységét reprezentalta. Az F = Fo * ([Ca®' ™"/ ([Caso]™™ + [Ca®]™") egyenlet a
kontraktilis funkcio jellemzésére szolgalo mechanikai paramétereket tartalmazza; F: adott
[Ca®] mellett kialakuld erd; Fo: maximalis Ca®*-telitettség mellett kialakult erd; [Caso]: a
félmaximalis erd eléréséhez szilkséges [Ca®*]; nwin: Hill-koefficiens. Utébbi a kontraktilis
filamentumok kozti kooperativitas mértékérdl nyGjt informéaciot.”® ™

A preparatumok mechanikai paraméterein (Fmax, Fativ, Fpassziv, Nwin, pCaso) Kivil
meghataroztuk az izom-6sszehtzodasok kinetikai jellemzoit is (tioat, trelax, Kir). A release —
restretch mandvert kovetd kontraktilis eré ismételt felépulésének exponencialis illesztése

megadta az aktin — miozin kereszthidak sebességi allanddjaként értelmezhetd ky paramétert.
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Az aktivacios idonek (tizakt) a preparatum aktivald oldatba helyezésétdl a félmaximalis erd
eléréseig eltelt idot, mig relaxaciods idének (trelax) pedig a relaxdlé oldatba helyezéstél az aktiv
er6n alapvonali értékre torténd csokkenéséig eltelt id6t tekintettik (5. abra).

pCa _| 475 9,0

Ka

FITIEIX

.
W

b
L

I Fpassziv

t1;'2::\kt trela:{ t (sec)

5. bra. A Ca”*-kontrakt(réak alatt régzitett originalis regisztratumok a szivizomsejt/vazizomrost mechanikai és
kinetikai kontraktilis paramétereit abrazoljak a pCa fliggvényében.

Minden egyes mérési sorozat végén a preparatumok stabilitasat szaturalé [Ca?']-ju
aktivalo oldattal teszteltik. Amennyiben az izomsejt Fmax értéke nem érte el a kiindulasi érték
80%-at, a mérés soran kapott adatokat nem hasznaltuk fel. A szivizomsejtek kontraktilitasat
egy LabView (National Instruments, Austin, TX, USA) alapld program (DAQ) segitsegevel
rogzitettik, a mechanikai és kinetikai kontraktilis paramétereket a MyoD programban
értékeltik ki. Az adatok grafikus formaban torténé megjelenitése és a statisztikai analizis
GraphPad Prism programban tortént. A statisztikai szignifikancia hatara P <0,05 volt.

4.2.2. A sziv- és vazizom mintdk MHC izoforma dsszetételének vizsgalata

A patkanyokbdl szarmazd rekeszizom és bal kamrai szivizommintdk MHC 0Osszetételének
vizsgalata SDS polyakrilamid gél-elektroforézis alkalmazasaval tortént.”> A fagyasztott
mintdkat homogenizaltuk, majd specidlis pufferben 2 percig foztik. Az igy el6készitett
homogenizatumokbdl higitadssal 0,25 mg/ml végkoncentracioju mintékat készitettik, majd
azokat egy fels6 és alsé gélbol all6 rendszerre vittik fel (3 pg/well). A felsé gél 30% glicerolt,
4% akrilamid-bis-t, 70 mM Tris-t, 4 mM EDTA-t és 0,4% SDS-t tartalmazott, mig az also,
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szeparéld gel dsszetétele a kovetkezé volt: 30% glicerol, 6% akrilamid-bis, 0,2 mM Tris, 4
mM EDTA és 0,4% SDS. A gélek polimerizaciojat 0,05% tetrametil-etiléndiamin és 0,1%
ammonium-perszulfat hozzaadasaval biztositottuk. Az elektroforézishez also és fels6 futtatd
puffert hasznaltunk. A felsé6 puffer 0,1 mM Tris-t, 150 mM glicint és 0,1% SDS-t
tartalmazott, mig az als6 50 mM Tris-t, 75 mM glicint és 0,05% SDS-t. A futtatads 70 V
konstans feszliltség mellett tortént 24 6raig 4 °C-on. A geleket vegul Coomassie Blue
festékkel festettiik, a fehérjéket a molekulaméretiik alapjan azonositottuk.
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5. Eredmények

5.1. Az OM pozitiv inotrop hatadsanak farmakologiai jellemzese
Az OM izolalt szivizomsejtekre gyakorolt hatdsait a kontraktilis funkcid6 mechanikai és
kinetikai jellegzetessegein keresztul értelmeztik.

5.1.1. Az OM izolélt patkany szivizomsejtek mechanikai paramétereire gyakorolt hatésa

Els6 lépéshen az OM Ca®**-érzékenyité hatasat demonstraltuk Wistar-patkanyok bal kamrai
szivizomsejtjein (n = 8 preparatum). Az izolalt és permeabilizalt szivizomsejteket méréseink
elején OM-t nem tartalmazd tesztoldatokkal kezeltik annak céljabdl, hogy meghatarozzuk a
kontroll Fmax értéket (pCa 4,75), illetve rogzithessiik egy szubmaximalis [Ca**]-n (pCa 6,1) is
a kezeletlen kontroll csoportra jellemzé Fakay Szintet. A szubmaximélis [Ca®*]-t dgy
valasztottuk meg, hogy a kialakuld kontraktilis er6 az Fmax 10-15%-a legyen. Ezt kovetéen
ezen a szubmaximalis pCa értéken novekvé OM koncentracidju tesztoldatokkal kezeltiik a
szivizomsejteket (3 nM — 10 pM) és megmértilk a preparatumok Faxtiv €S Fpassziv értékeit. A
protokoll végén a szivizomsejtek életképességét OM nélkiili, szaturalé [Ca®']-ju
tesztoldatokkal ellenériztiik. Egy individudlis szivizomsejten végzett méréseinkb6él szarmazo
originalis regisztratumok (6. abra/A) meggy6z6 modon szemléltették az OM Kkontraktilis erére
gyakorolt hatésait. A szer az alkalmazott koncentracié fiiggvényében allandé [Ca®*] mellett
fokozta a preparatumkontraktilis erejét, tehat Ca**-érzékenyitd hatést fejtett ki. A maximalis
Ca**-érzékenyités 0,3 uM — 1 pM OM koncentraciéban alakult ki, mig ennél magasabb
koncentracidban az Fakiv kOrulbelll a kiindulasi (szermentes kontroll) értékkel 6sszemérhet6
szintre csokkent. Az individudlis mérésekb6l szarmaz6 adatok atlagolasabdl szarmazo
koncentracio — Faiv 0sszefliggés ennek megfeleléen harang alakdnak bizonyult (6. abra/B.).
Az OM a 0,1 uM - 3 pM kozotti koncentracié tartomanyban fokozta szignifikdnsan a
szivizomsejtek kontraktilitasat, pozitiv inotrop hatésa viszont elenyészének bizonyult 10 pM-
0s koncentricidban. A haranggorbeként illusztralhato koncentracié — hatas 6sszefliggés
maximuma a 0,3 pM — 1 uM kozotti platd szakasz kialakulasa mellett volt értelmezhetd (Faxtiv
0,3 UM OM jelenlétében 8,66 + 1,32 kN/m? 1 puM esetében pedig 8,71 + 1,29 kN/m? vol,
mig OM hidnyéban 2,74 + 0,40 kN/m? értéket vett fel, P <0,001). Az OM Ca?*-érzékenyits
képességének szamszerisitése a koncentracié — hatds 6sszefliggés farmakologiai félértéke
(ECs0), valamint a ApCaso révén volt lehetséges. Az elobbi paraméter meghatarozasat
ugyanakkor nehezitette az OM kontraktilis erére gyakorolt harang alaku hatasa. Amennyiben
a szerkoncentracio — Faxiv 0sszefliggés 3 nM — 1 uM OM koncentraciok kdzé esé, platoval
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rendelkez$ részét egy szigmoidalis egyenlet segitségével megillesztettiik, az OM Ca*'-
érzékenyit6 hatdsdhoz ECso-ként 0,08 £ 0,01 uM értéket tudtunk rendelni.

pCa4.75 pCac.l pCac.l pCac.l pCac.l pCa4.75
0 pM 0 M 0.1pM 1 pM 10 pM 0 pM
B
1 -0 Kontroll + %
- OM

&~ 104
E * AR
Z e
<

Z 54

Z
= 1/

B
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Omecamtiv mecarbil (M)

6. &bra. Patkdny bal kamrai izolalt szivizomsejten mért reprezentativ originalis erdé regisztratumok
demonstraljak az OM Faaiv-ra gyakorolt hatdsait. A preparatumokat adott OM koncentréacidju relaxald oldatban
inkubaltuk 5 percig, majd azonos OM koncentracidju aktivalé oldatba (pCa 6,1) helyeztik 6ket. A relaxélé és
aktivalo oldatok kozotti csere rovid, fiiggéleges artefaktumok formdjaban lathatd. A regisztrdtumok alatt
feltiintettiik az adott [Ca*"]-t, illetve OM koncentraciét (A). Az individualis mérések atlagolasabdl kapott Faiy

(B) valtozasokat a szer koncentréacidjanak fuggvényében abrazoltuk. Eredményeink 8 individudlis szivizomsejten

végzett mérések atlagolasabdl szarmaznak (atlag £ SEM), a statisztikailag szignifikdns kilénbségeket a

szermentes kontrollhoz viszonyitva csillagokkal jel6ltik. (*P <0,05 kétmintas Dunnett teszttel bovitett ANOVA,
ismételt méréseken).
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Az OM izolalt és permeabilizalt szivizonsejtekre gyakorolt Ca®*-érzékenyitd hatésat a
[Ca?] — kontraktilis erd osszefiiggés alapjan tanulméanyoztuk fix OM koncentraciok
alkalmazasa mellett (n = 8 individualis szivizomsejt). Ha a preparatumot csokkend [Ca®]-ju
tesztoldatokkal kezeltitk OM nélkil, majd 0,1 pM és 1 puM OM jelenlétében,
meghatérozhattuk azt a [Ca?*]-t, ahol a szivizomseijt altal produkalt erd az Fmax fele. Ez a
rendszer Ca®*-érzékenységét, illetve annak valtozasat reprezentalta (ApCaso). Amennyiben az
egyes Fakiv értékeket az adott mérési sorozat elején regisztralt Fmax értékhez viszonyitottuk,
megkaptuk az adott szubmaximélis [Ca’]-hoz tartozé normalizalt eré értékeket. A
normalizdlt pCa — er6 0Osszefliggésen jol lathatd, hogy 0,1 és 1 uM OM szignifikans
mértékben fokozta a szivizomsejtek Ca’*-érzékenységét, amelyet a gorbe balra tolodésa
reprezentalt. 1 pM-os szer koncentracid mellett a gorbe alsé részének (pCa 7,0 — pCa 9,0)
felfelé tolddasa is lathatd, amely diasztolés [Ca®'] szinteken bekdvetkezd Ca**-érzékenyitést
sugall (7. abra/A). Ha abszolit egységekben abrazoltuk az izometrias eré értékeket, akkor az
is lathatd, hogy magas [Ca®']-ju (pCa 4,75 — 5,6) tesztoldatokban az OM csokkentette a
preparatumok Fmax értékét (7. abra/B). A fokozott Ca**-érzékenységet az Osszefiiggés
farmakologiai felértékét reprezentald pCaso értekek 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; 7. abra/C). Az OM csokkentette a konktraktilis
fehérjerendszer kooperativitast jellemz6 nwin értékét (az nqin OM nélkil: 2,64 + 0,09 volt, mig
0,1 uM és 1 uM OM jelenléteében 1,66 + 0,06 és 0,97 + 0,07 értékeket vett fel; P <0,001; 7.
abra/D).
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7. dbra. Az OM Ca®*-érzékenyité hatasanak szamszertisitése a pCa — eré Osszefiiggés alapjan. A pCa —
normalizalt er6 gorbe 0,1 és 1 uM OM hatéséra balra tolddott (A). Az abszol(t egységekben dbrézolt pCa — er6
osszefliggésbol megallapithattuk, hogy szaturalé [Ca?*]-n 1 uM csokkentette a szivizomsejtek erejét, mig pCa 7
és pCa 9 érték kozott a gorbe felfelé tolodott (B). A pCasy novekedése a Ca’*-érzékenység fokozodasat
reprezentalta (C). Az OM csokkentette a miofilamentalis kooperativitast jellemz6 nwin-t (D). Eredményeink 8
individualis prepardtumon végzett mérések atlagolasabdl szarmaznak (atlag £ SEM). A szermentes kontrollhoz
viszonyitott statisztikailag szignifikans kilonbségeket csillagokkal emeltiik ki. (*P <0,05 kétmintas Dunnett
teszttel b6vitett ANOVA, ismételt méréseken).

Kisérleteink kovetkez6 lépésében a pCa — kontraktilis er6 dsszefuiggésen tapasztalt
Fmax OM-fliggd csokkenésére, az Fpassziv VAltozésaira, valamint az alacsony [Ca**]-n kialakult

Ca’*-érzékenyitésre koncentraltunk széles OM koncentracié tartoméanyban (10 nM — 10 uM).
Az OM 1 uM és anndl nagyobb koncentracidban szignifikansan csokkentette a preparatumok

Frax 6rtékét (Fmax OM nélkiil 14,75 + 0,70 kN/m? és 9,42 + 0,97 kN/m? volt 1 uM OM
jelenlétében, n = 8, P <0,001; 8.4bra/A). A kifejezetten alacsony [Ca®*]-n is megval6suld
Ca’*-érzékenyitést relaxald oldatban vizsgaltuk, melynek [Ca*‘]-ja pCa 9,0 értékkel
kozelithetd. A szer a szubmaximélis [Ca®"]-n bemutatott 6sszefiiggéshez hasonlé maédon
fokozta a preparatumok erejét pCa 9,0 [Ca®*] szinteken az 1 pM — 3 uM OM koncentrécio
tartoméanyban (az Fakiv OM hidnyaban 0 kN/m? volt, mig 1 uM OM jelenlétében 1,77 + 0,18

29



kN/m? er6 értékeket mértiink, n = 6, P <0,01; 8. abra/B). Az OM névelte az Fpassziv-0t (Fpassziv
OM nélkiil 1,2 + 0,12 kN/m?, mig 0,3 pM OM jelenlétében 2,29 + 0,31 kN/m? volt, n = 8; P
<0,001), mely hatas farmakoldgiai félértéke 0,30 + 0,1 pM-nak adddot (8. abra/C).
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8. dbra. Az OM koncentracio-fiiggé modon csokkentette a prepardtumok Frax értékeit (A), valamint kifejezetten
alacsony [Ca*"]-n (pCa 9,0) is Ca**-érzékenyitd hatastinak bizonyult (B). A szer novelte a szivizomsejtek Fpassziv-
jat (C). Eredményeink 6, illetve 8 individudlis preparatumon végzett mérések atlagolasabdl szarmaznak (atlag +
SEM). A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikans kilonbségeket csillagokkal emeltiik ki.
(*P <0,05 kétmintéas Dunnett teszttel b6vitett ANOVA, ismételt méréseken).
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5.1.2. Az OM hatésa a szivizomsejtek kinetikai paramétereire

Az OM izolalt szivizomsejtek kinetikajara (ki, tizat, trelax) Kifejtett hatdsainak vizsgalatara
dsszpontositva méréseinket szaturald (pCa 4,75) és a fiziolégias szisztolés [Ca?*]-t jobban
reprezentald szubmaximélis (pCa 6,0) [Ca’"] szintek mellett végeztik széles OM
koncentraci6 tartoméanyban (3 nM — 10 uM); (n = 8 — 8 db szivizomsejt). Originalis
regisztratumok foglaljak 1 uM OM egy individudlis szivizomsejt kontraktilitdsdnak kinetikai
paramétereire gyakorolt hatasat (9. abra/A.).

Telitd [Ca?*]-n az OM csokkentette az aktin — miozin Kkereszthidak sebességi
allandojat, vagyis a ky-t (a kontroll szermentes ky: 5,70 £ 0,33 1/s volt, mig a 10 nM OM
jelenlétében mar 4,44 + 0,37 1/s értékre csokkent, P <0,01). A hatds farmakoldgiai félértéke
(ECs0) 0,05 + 0,01 pM mellett volt megfigyelhets. Szubmaximélis [Ca**]-n 0,1 uM OM
szignifikans mértékben 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 mértiink; P <0,05), mig
0,3 UM és magasabb OM koncentréaciok alkalmazéasakor a ki ennél a [Ca®*]-nal is csokkent
(9. &bra/B). Az OM hatésara eleinte gyorsabbnak tiiné Ca?*-kontraktdrakat rogzitettiink,
viszont a szerhatas a statisztikai szignifikancia mértéket nem érte el. 1 uM és magasabb OM
koncentraciok alkalmazésakor viszont fokozodott a szivizomsejtek kontrakcids valaszainak
kialakulasahoz szlikséges id6 (a kontroll tia: 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 tia pCa 6,0 esetén 2,55
+ 0,19 s volt, mig az 1 uM OM jelenlétében 4,23 + 0.53 s értéket vett fel, P <0,05). Hasonldan
véltozott a relaxaciok kinetikaja is telité és szubmaximalis [Ca**] mellett (pCa 4,75 és
kontroll kérilmények mellett a mért trelax 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 treiax: 0,61 £+ 0,06 s
volt, mig 1 uM OM jelenlétében 4,36 + 0,77 s adatot rogzitettiink; P <0,001; 9. abra/C-D). A
kontrakcids és relaxacios id6t az alacsony erdértékek miatt 1 pM-0s OM koncentracié mellett

nem tudtuk meghatéarozni.
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9. dbra. Az OM Kkinetikai hatdsa maximéalis (pCa 4,75) és szubmaximélis (pCa 6,0) [Ca’*] mellett. Egy
individualis szivizomsejten végzett mérések originalis regisztratuma reprezentdlja 1 UM OM jelenlétében
(fekete) és hianyaban (sziirke szaggatott) a preparatumok aktivacios — relaxacids kinetikajaban bekovetkezett
valtozasokat (A). Az OM csokkentette a kq-t (B), ndvelte a kontrakcid (C) és relaxacio kialakulaséhoz sziikséges
idét (D). Eredményeink 8 — 8 db szivizomsejt preparadtumon végzett mérések atlagolasahol szarmaznak (atlag +
SEM). A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikans kilénbségeket csillagokkal emeltiik ki.
(*P <0,05 kétmintéas Dunnett teszttel b6vitett ANOVA, ismételt méréseken).

Izolalt szivizomsejteken végzett méréseinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy az
OM nbvelte a bal kamrai kardiomiocitdk Ca®*-érzékenységét, ugyanakkor ezzel
parhuzamosan fokozta a szivizomsejtek Fpassziv-jat. A szer megvéltoztatta az aktin — miozin
ciklus kinetikajat is, hiszen csokkentette a kereszthidak sebességi allandodjat jellemzé ki-t,
valamint novelte a kontraktirak es a relaxaciok kifejlodéséhez sziikseges idoket.
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5.2. Az OM izolalt vazizomsejtekre gyakorolt hatasai

A tovabbiakban az OM-fiiggé Vvaltozdsokat rekeszizom eredetli izolalt és permeabilizalt
vazizomrostokban is tanulmanyozni kivantuk. Az OM hatésainak értékelését nehezitette, hogy
a vazizomzat kiilonb6z6 MHC 6sszetételii rostokbdl all, melyek leegyszeriisitve lasst [MHC |
(B)] és gyors (MHC lla, x, b) tipusokra oszthatéak fel. Biokémiai vizsgalatainkban a
prepardtumok pardnyi volta miatt nem nyilt Iehetéség az izoldlt és permeabilizalt
vazizomrostok MHC 0sszetételének kozvetlen meghatarozasara. A rendelkezésre all6 —
szamos izomrostot tartalmazé — rekeszizom mintdk MHC izoforma 0Osszetételét azonban
sikerult meghatéroznunk, mely a varakozasainknak megfeleléen igazolta az MHC &sszetétel
komplexitasat (10. abra/A). Irodalmi adatok birtokaban az aktin — miozin ciklus sebességi
allandoja segitségll szolgalhat a lassi és gyors izomrostok elkulonitésében. Ezért a
tovabbiakban a preparatumok szaturdlé [Ca®*] mellett meghatarozott ky paraméterét

hasznaltuk fel a lasst és gyors endogén kinetika differencialasara.”® A két rosttipus kozotti
elkulonitésre irodalmi adatok tukrében a ki = 2,0 1/s értéket tekintettiik hatarvonalként (10.
abra/B).
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10. abra. Mechanikai méréseinkhez hasznalt sziv (BK)- és vazizom mintdk (D) MHC izoforma Osszetételét
SDS-PAGE gélelektroforézis és Comassie-Blue festés segitségével hataroztuk meg (A). A lasst és gyors

endogén kinetikaja vazizomrostok elkiilonitésére a szaturald [Ca®*] mellett mért ki, paramétert hasznaltuk (Kirmax)

(B).

5.2.1. OM-fiiggd véaltozasok izolalt lassu endogén kinetikaju vazizomrostok mechanikai
paramétereiben

Az OM a lassu tipusu vazizomrostok (ki pCa 4,75 mellett: 1,61 + 0,22 1/s) kontraktilitasara
kifejtett hatdsat a szivizomsejteken végzett méréseinkkel identikus moédon hataroztuk meg.
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Egy Kivélasztott vazizomroston nyert originalis regisztrdtumokon lathatd, hogy pCa 6,0
koncentracioju tesztoldatokban az OM emelkedé koncentrécioi az izolalt szivizomsejteken
tapasztaltakhoz hasonldan fokozték a kontraktilis erét (11. &bra/A). Az individudlis mérések
atlagolasa utan kapott koncentracié — hatds 0sszefiigges illusztralja az OM-re adott harang
alakd kontraktilis valaszt (n = 14 individualis vazizomrost). 0,1 uM koncentraciotdl a szer
szignifikdns mértekben fokozta az izolalt vazizomrostok Faxiv paraméterét (kontroll Faxiv:
4,77 + 1,05 kN/m? vs. 9,73 + 1,4 kN/m? 0,1 uM OM jelenlétében, P <0,001), mely hatas
maximuma a 0,3 uM — 1 uM kdozétti OM koncentracid tartomanyban jott 1étre. A kontraktilis
er6 nagyobb OM koncentraciok mellett mérséklédott (11. abra/B). Ha koncentracio — Fativ
diagramot a plat6 szakasz vegeig (1 M) egy szigmoid dsszefiiggés segitségével illesztettilk, a
szer koncentrécio-fliggé hatasat 0,16 + 0,03 uM félérték segitségével jellemezhettik.
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11. &bra. Origindis regisztratumok illusztraljdk az OM hatasait egy izolalt és permeabilizalt vazizomrost
kontraktilis paramétereire szubmaximalis [Ca?*]-n (A). Az individualis mérések (n = 14) atlagolasabol kapott
koncentracio — hatés 0sszefliggés a szer izolalt vazizomrostok Faqiv paraméterére gyakorolt harang alakd hatésat
abrazolja (B). A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikans kiilénbségeket csillagokkal
emeltuk ki (*P <0,05 kétmintas Dunett teszttel bovitett ANOVA, ismételt méréseken).
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Az OM lasst tipust vazizomrostokra (k- 1,50 + 0,10 1/s) gyakorolt Ca®*-érzékenyits
hatésat a kontraktilis er6 Ca®*-fiiggésének meghatarozasaval demonstraltuk OM jelenlétében
és OM-t nem tartalmazé tesztoldatokban (n = 9 vazizomrost). Méréseinkhez a koncentracio —
hatds 0sszefliggés ismeretében a maximalis kontraktilis valaszt generdlo 1 pM
tesztkoncentraciot hasznaltuk. Az egyes mérési sorozatok Fmax értékére normalizalt (12.
4bra/A) formaban, illetve abszolit (KN/m?) egységekben (12. &bra/B) is &brazolt pCa —
kontraktilis eré dsszefiiggések balra tolddasa, illetve a pCaso ndvekedése a Ca*-érzékenyité
hatds jelenlétére utalt (a pCaso OM nélkial 5,61 + 0,02, mig 1 pM OM-t tartalmazd
tesztoldatban 5,85 + 0,03 volt; P <0,001; 12. abra/C). A szivizomsejtekkel ellentétben 1 uM

OM vézizomrostokon nem csokkentette az Fmax-ot, illetve kifejezetten alacsony [Ca®*] mellett
sem jott Iétre Ca?*-érzékenyités. A Ca’*-érzékenység fokozasa mellett az OM csokkentette a
miofilamentalis kooperativitast jellemz6 nwin értékeét (nmin OM nélkil 2,68 * 0,18, illetve 1,58
+ 0,09 1 uM OM jelenlétében; P <0,01, 12. abra/D).
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12. dbra. Az OM Ca**-érzékenyité hatdsanak szamszeriisitése a pCa — kontraktilis eré dsszefiiggés alapjan
izolalt lassu endogén kinetikaji vazizomrostokban. 1 pM OM hatésara mind a normalizalt (A), mind az abszoldt
egységekben (B) é&brazolt pCa — kontraktilis eré6 gorbe balra tolodott (A). A pCasp névekedése a Ca®'-
érzékenység fokozodasat reprezentélta (C). Az OM csokkentette az nwi-t (D). Eredményeink 9 prepardtumon
végzett mérések atlagolasabol szarmaznak (atlag £ SEM). A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag
szignifikéns kilénbségeket csillagokkal emeltiik ki. (*P <0,05 parositott Student-féle t-teszt).
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Habar 1 puM OM szignifikansan nem véltoztatta meg a pCa — kontraktilis er6
Osszefliggés Fmax €rtékét, szelesebb koncentracio tartomanyban (10 nM - 10 pM) is
megvizsgaltuk az OM fenti paraméterre feltételezett hatasat. Eredményeink szerint 3 uM OM
mar szignifikansan csokkentette az izolalt lassu tipusu vazizomrostok Fmax értékeit (az Fmax
OM hianyaban 21,37 + 3.16 kN/m? volt, mig 3 uM OM jelenlétében 13,25 + 1,78 k/m?
értékre csokkent, n = 6, P <0,001; 13. &bra/A). Az OM szivizomsejtekhez hasonldéan nemcsak
az izomrostok Ca®*-fliggd aktiv, hanem a Ca**-fiiggetlen passziv erejét is megvaltoztatta. 1
UM OM szignifikansan ndévelte az izolalt vazizomrostok Fpassziv-jat (az Fpassziv OM nélkil 1,2
+ 0,15 kN/m® volt, mig 1 pM OM jelenlétében 1,75 + 0,42 kN/m? értéket vett fel, n = 6, P
<0,05), mely hatéas ECsp értéke 0,79 + 0,16 UM volt (13. abra/B).
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13. abra. Az OM nagy koncentraciban csokkentette az izolalt lassii endogén kinetikaji (Ke: 1,57 + 0,11 1/5)

vazizomrostok Fmax értékeit (A), valamint novelte a preparatumok Fpassziv-jat (B). Eredményeink 6 db
preparatumon végzett mérések atlagolasabdl szarmaznak (atlag £ SEM). A szermentes kontrollhoz viszonyitott
statisztikailag szignifikans kiillénbségeket csillagokkal emeltiik ki. (*P <0,05 kétmintas Dunett teszttel bovitett
ANOVA, ismételt méréseken).

5.2.2. Az OM hatésa a lassu tipusu vazizomrostok kinetikai paramétereire

Az OM a szivizomsejtekhez hasonlé mddon befolyasolta a lassiu endogén kinetikaval
rendelkezd vazizomrostok (ky szaturdlé [Ca’*]-n: 1,57 + 0,11 1/s) kinetikai paramétereit.
Méréseinket szaturald (pCa 4,75; n = 6), valamint a fizioldgias kortlményeket jobban
reprezentald szubmaximéalis (pCa 6,0) [Ca?*]-n is elvégeztilk (n = 11 — 14 vazizomrost). A
szivizomsejtekhez hasonldan originalis regisztratumok foglaljak 1 uM OM egy individualis
szivizomsejt kontraktilitdsdnak kinetikai paramétereire gyakorolt hatdsat (14. bra/A.).
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Az OM csokkentette a ky paramétert maximalis és szubmaximéalis [Ca?*]-n. Ez a hatés
kifejezettebb volt szaturalé [Ca?*]-ju tesztoldatokban (pCa 4,75 mellett az ECso: 0,13 + 0,09
UM volt, mig pCa 6,0 mellett 0,29 + 0,04 uM-nak adddott; 14. abra/B). Az aktin — miozin
ciklus sebességének csokkenésével osszefiiggésben az OM lassitotta a vazizomsejtek
kontrakciés valaszainak és relaxacidinak sebességét pCa 4,75 és pCa 6,0 [Ca*']-ju
tesztoldatokban. Mindezt a kontrakcios (a tirat Szermentes kontroll kortlmények 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 ti2akt Szermentes kontroll koriilmények kdzott 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
ndvekedése is tikrozte (a szermentes kontroll treiax pCa 4,75 mellett 3,15 + 0,68 s volt, mig az
0,3 UM OM jelenlétében 5,49 + 0,81 s-nak adodott, P <0,05; valamint a szermentes kontroll
trelax pCa 6,0 mellett 0,86 + 0,09 s volt, mig 1 UM OM jelenlétében 7,26 + 0,83 s értéket vett
fel, P <0,01; 14. abra/C-D).
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14, &bra. Az OM a szivizomsejtekéhez hasonl6 mddon valtoztatta meg a lassu tipusi vazizomrostok
kontrakci6janak kinetikajat szaturald (pCa 4,75) és szubmaximalis (pCa 6,0) [Ca’"] mellett (A). A szer
csOkkentette az aktin — miozin hidak sebességét jelképez6 kq-t (B), valamint novelte a kontrakcid (C) és
relaxacio idejét (D). pCa 4,75 [Ca?*]-n végzett méréseink soran 6 db, mig pCa 6,0 [Ca?"] mellett 11 — 14 db izolalt
és permeabilizalt lassy tipust izomrostot hasznaltunk fel. A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag
szignifikans kilonbségeket csillagokkal emeltiik ki. (*P <0,05 kétmintas Dunett teszttel bévitett ANOVA,
ismételt méréseken).
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52.3. Az OM hatdsa a gyors Kkinetikdju véazizomrostok mechanikai és Kkinetikai
paramétereire

Vazizomrostokkal kapcsolatos méréseink végén vizsgaltuk, hogy a szer miként befolyasolja a
rekeszizom eredetti gyors tipust (k«: 4,60 = 0,31 1/s) vazizomrostok kontraktilitdsanak
mechanikai és Kinetikai paramétereit. Méréseinket az eddigi kisérleteinkhez hasonloan telit6
(pCa 4,75), valamint szubmaximalis [Ca**] (pCa 5,8) mellett végeztiik (n = 6).

Az OM Ca**-érzékenyitd hatdsa révén szubmaximalis [Ca®*]-n 1 uM és annél
magasabb koncentraciokban fokozta a gyors endogén kinetikaval rendelkezé vazizomrostok
Faktiv-jat (a szermentes kontroll Faxiv 4,59 + 0,99 kN/m? volt, mig 1 uM OM jelenlétében
ugyanerre az adatra 6,97 * 1,3 kN/m? érték adddott, P <0,05), ugyanakkor az izolalt
szivizomsejtekben és lassu tipusu vazizomrostokban latottakkal ellentétben harang-alaki
koncentracio-fliggés nem volt megfigyelhet6. Mivel az Faiv a legnagyobb — 10 uM-0s — OM
koncentracioig linearis novekedést mutatott, a koncentracié — hatas 0sszefliggés ECso-értékét
nem tudtuk meghatarozni. Az OM-fiiggé kontraktilis valasz gyors endogén Kinetikaju
vazizomrostokban kisebb mértékiinek bizonyult a szivizomsejtekhez és a lassu kinetikaju
vazizomrostokhoz képest, valamint a szer hatasa elsésorban csak magasabb koncentréacio-
tartoméanyban alakult ki. Telitd [Ca**]-n az OM nem befolyéasolta a gyors kinetikat mutat6
preparatumok kontraktilitasat (15. &bra/A). Az OM nem fokozta a gyors kinetikat mutatd
vézizomrostok Ca®*-fiiggetlen Fpassziv-jat sem (15. &bra/B).
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15. dbra. Az OM mechanikai és kinetikai hatasai gyors tipusi véazizomrostokon pCa 4,75 és pCa 6,0 [Ca®']
mellett. A szer fokozta az izomrostok kontraktilitdsat (A) az Fpassziv nOvelése nélkil (B). Méréseinket 6 - 6 db
izolalt és permeabilizalt gyors tipusd izomroston végeztiik. A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag
szignifikans kilénbségeket csillagokkal emeltiik ki (*P <0,05 kétmintds Dunett teszttel bovitett ANOVA,

ismételt méréseken).
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Az OM gyors tipust vézizomrostok kontraktilitAisanak mechanikai paramétereire
kifejtett hatdasa mellett vizsgaltuk az aktivacios - relaxaciés ciklus Kinetikjaban
bekovetkezett OM-fiiggé valtozasokat is. Az OM szaturald [Ca**]-n a szivizomsejteken és a
lassu kinetikaju vazizomrostokon kifejtett hatasokhoz hasonléan, viszont kisebb affinitassal
(magasabb koncentracio-tartomanyban) csokkentette a kgt (ECso: 1,23 £+ 0,28 uM).
Szubmaximalis [Ca?*]-n viszont a szer nem véltoztatta aktin — miozin ciklus sebességi
allandojat (16. abra/A). Az OM minimalis mértékben befolyasolta a gyors kinetikaju
vézizomrost preparatumok kontrakci6s idejét, hatasa csak pCa 5,8 [Ca®]-ju tesztoldatokban
volt kimutathato, ahol csak a legnagyobb alkalmazott — 10 puM-o0s — koncentraciéban novelte a
tiak-t(a kontroll szermentes 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 relaxacié ideje nem valtozott (16. abra/B-C).
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16. 4bra. Az OM Kkinetikai hatésai gyors endogén kinetikj( vazizomrostokban pCa 4,75 és pCa 5,8 [Ca®']-ju
tesztoldatokban. A szer telitd [Ca**] mellett csokkentette, mig szubmaximélis [Ca?*]-n nem véltoztatta meg a k-t
(A). A kontrakcié ideje pCa 5,8 [Ca®*]-ju tesztoldatokban maximalis OM koncentraciéban csokkent, mig pCa
4,75 [Ca®] mellett nem valtozott. Az OM nem véltoztatta meg a relaxaci6 idejét egyik [Ca®*]-n sem.

Eredményeink 6 — 6 db individualis preparatumon végzett mérések atlagolasabdl szarmaznak (atlag £ SEM). A

szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikéans kilénbségeket csillagokkal emeltiik Ki.
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Rekeszizom eredeti izolalt vazizomrostokon végzett méréseinket Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy lassi endogén Kinetikdju prepardtumokon az OM nagyrészt a
szivizomsejtekre jellemzé farmakologiai hatdsokkal rendelkezett, novelte a vazizomrostok
Ca’*-érzékenységét, ezzel parhuzamosan fokozta a preparatumok Fpassziv-jat. A szer
csokkentette a kg-t, valamint novelte a kontrakcid és a relaxacio kifejlédéséhez szilkséges
id6t. Gyors endogén kinetikaju vazizomrostokban az OM mechanikai és Kinetikai hatasai a
lassu tipusu preparatumokban latottaknal mérsékeltebbnek bizonyultak, és elsésorban
magasabb OM koncentraciok mellett alakultak ki.

53. Az ORM-3819 Ca*-érzékenyité hatdsa tengerimalac permeabilizalt
szivizomsejtjein

Az OM farmakoldgiai hatasainak demonstralasa utan vizsgalataink kdzéppontjaba az (]
levosimendan-szarmazék, az ORM-3819 és annak feltételezett pozitiv inotrép hatésai
keriiltek. A feltételezett Ca**-érzékenyitd hatést az OM kapcsan elvégzett kisérletsorozattal
megegyez6 stratégiat kdvetve vizsgaltuk.

Tengerimalac eredetti izolalt és permeabilizdlt bal kamrai szivizomsejteket
szubmaximélis [Ca?*] mellett (pCa 5,8) ndvekvé ORM-3819 koncentracidju tesztoldatokkal
kezeltik (0,1 uM - 10 pM), mialatt regisztraltuk a prepardtumok Famiv-jat (n = 10
preparatum). Egy kivalasztott szivizomsejten nyert originélis regisztratumokon lathatd, hogy
pCa 5,8 koncentracioju tesztoldatokban az ORM-3819 emelkedé koncentracidi fokoztak a
szivizomsejtek kontraktilitasat (17. &bra/A). Az individuélis mérések atlagolasa utdn kapott
koncentracié — hatés 0sszefliggés illusztralja, hogy a szer 3 uM és nagyobb koncentraciokban
szignifikansan fokozta a Fakev-jat (a szermentes kontroll Faxiy 3,38 + 0,32 kN/m? volt, mig 3
UM ORM-3819 jelenlétében 4,77 + 0,4 kN/m? értéket kaptunk, P <0,05; 17. abra/B). A Ca?*-
érzékenyit6é hatds maximuma a 10 uM és 100 uM kozotti koncentrécio tartomanyban alakult
ki. Az ORM-3819-fiiggé Ca?*-érzékenyités ECso értéke 2,88 + 0,14 uM volt. Hasonlé ECso
értéket kaptunk (2,91 £ 0,09 uM), mikor méréseinket megismételtik egy maésik
szubmaximélis [Ca**] (pCa 6,0) mellett is (az adatokat nem mutatjuk).
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17. dbra. Az ORM-3819 hatasa egy izolalt és permeabilizalt bal kamrai tengerimalac szivizomsejt kontraktilis

erejére szubmaximalis [Ca?*]-n (pCa 5,8). A regisztratumok alatt feltiintettiik az adott Ca®*, illetve ORM -3819
koncentraciokat (A). Az individudlis mérések atlagolasabdl kapott koncentracid — hatds 6sszefiiggés az ORM-

3819 Ca’*-érzékenyitd hatasét illusztralja (B). Méréseinket 10 permeabilizalt szivizomsejten végeztik. A
szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikans kiilonbségeket csillagokkal emeltiik ki (*P <0,05,
kétmintés Dunett teszttel bévitett ANOVA, ismételt méréseken).

Az ORM-3819 Ca**-érzékenyité hatasénak szamszertisitésére a 10 pM koncentréciot
hasznaltuk, mivel 10 uM, 30 uM és 100 uM ORM-3819 hozzavet6leg egyforma mértéki
kontraktilis valaszt valtott ki. Az alkalmazott koncentracidban a szer az abszolut egységekben
(18. abra/A), illetve az egyes merései sorozatok Fmax értékére normalizalt egységekben
kifejezett (18. &bra/B) pCa — izometrikus er6 Osszefliggés balra tolodasat eredményezte a
kontroll méréssorozathoz képest, amely a Ca?*-érzékenység fokoz6déaséra utalt. Az ORM-
3819 Ca?*-érzékenyité hatdsat a normalizélt erd Ca?*-fiiggésének farmakoldgiai félértékével
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szamszerisitettiik (pCaso: 5,69 + 0.01 ORM-3819 nélkiil és 5,80 + 0,01 10 uM ORM-3819
jelenlétében; ApCaso: 0,11 + 0,01, n = 10, P <0,01; 18. abra/C). Az ORM-3819 nem
befolydsolta a preparatumok Fmax €értékét (18. abra/D), valamint hatdsa elsésorban a
szubmaximalis [Ca**] tartoméanyban volt meggy6z6, a diasztolé soran vélhetSen érvényesiild
[Ca?*]-n (pCa ~ 7,0) Ca**-érzékenyité hatdsa nem alakult ki. A szer nem véltoztatta meg az
izolalt  és  permeabilizalt  szivizomsejtek Fpassziv-jat ~ sem (18, abra/E).
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18. 4bra. Az ORM-3819 Ca?**-érzékenyité hatasat abszol(t (A) és normalizalt (B) egységekben kifejezett pCa —
izometrikus eré Osszefilggések alapjan tanulméanyoztuk. 10 uM ORM-3819 az Gsszefiiggések balra tolodasat
eredményezte, (C) a kontraktilis eré Ca®*-fiiggésének ECso értéke a Ca’*-érzékenyitést szamszertisiti (pCaso). Az
ORM-3819 nem befolyasolta a prepar&tumok Fax (D) €S Fpaseiv (E) értékeit. Méréseinket 10 db izolalt és
permeabilizalt szivizomsejten végeztiik. A szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikans
kilonbségeket csillagokkal emeltiik ki (*P<0,05, kétmintds Dunett teszttel bovitett ANOVA, ismételt
méréseken).

Kisérleteink kovetkezd lépéseként azt vizsgaltuk, hogy az ORM-3819 Ca®'-
érzékenyité hatdsdt az izolalt szivizomsejtek kontraktilis valaszaiban milyen Kinetikai
valtozédsok kovetik (n = 6). Méréseinket az OM-lal kapcsolatos vizsgalatainkkal azonos
maddon, széles ORM-3819 koncentracio tartomanyban (0,3 UM — 10 uM) végeztilk, mialatt a
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ke, az aktivacios és relaxacios idé valtozasait regisztraltuk szubmaximalis [Ca®*] mellett (pCa
5,8). Mivel 10 uM ORM-3819 a Ca**-fiiggé és Ca*'-fiiggetlen kontraktilis erét szaturald
[Ca’]-n nem befolyasolta, a teljes mérési sorozatot pCa 4,75 [Ca*'] jelenlétében nem
ismételtik meg. Az ORM-3819 fokozta a k-t szubmaximalis [Ca®*] mellett 10 pM és ennél
nagyobb koncentracidban (a kontroll ky: 0,30 + 0,05 1/s volt, mig 10 uM OM jelenlétében
0,49 + 0,04 1/s érteket mértiink, P <0,05; 19. abra/A). Ezen kinetikai hatds farmakoldgiai
félértéke 5,34 + 0,45 uM volt. 10 uM — 100 uM ORM-3819 jelenlétében a szivizomsejtek
kontrakcibja vizualisan gyorsabbnak tiint, ugyanakkor ez a szerhatas a statisztikai
szignifikancia mertékét nem érte el (19. abra/B). Az ORM-3819 szintén nem befolyasolta a

preparatumok relaxacios idejét (19. abra/C).
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19. &bra. Az ORM-3819 kinetikai hatdsai tengerimalac eredetii izolalt és permeabilizalt szivizomsejtekben pCa
5,8 [Ca?*]-ju tesztoldatokban. A szer fokozta az aktin — miozin ciklus sebességi &llandéjat, a k-t (A), mig a
preparatumok kontrakcigjanak (B) és a relaxacidjanak sebessége szignifikans mértékben nem valtozott (C).
Eredményeink 6 db individualis prepardtumon végzett mérések atlagolasabol szarmaznak (atlag =+ SEM). A
szermentes kontrollhoz viszonyitott statisztikailag szignifikéans kilénbségeket csillagokkal emeltiik ki.
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Legfontosabb eredményeinket dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy az ORM-3819
fokozta a bal kamrai szivizomsejtek Ca?*-érzékenységét, mely hatés elsdsorban a szisztolés
[Ca’]-hoz kapcsolhaté Ca?* szintek mellett jott létre. Az aktin — miozin kereszthidak

sebességének fokozddasan kiviill nem valtozott a szivizomsejtek aktivacios — relaxacios
ciklusai soran észlelt kinetika sem.

44



6. Megbeszélés

Jelen dolgozat célja az Uj tipusu inotropok, az un. szarkomert célzd szerek kozé tartozd
miozin aktivator hatasi OM, illetve a levosimendan-szarmazék ORM-3819 pozitiv inotrop
hatasainak farmakologiai jellemzése volt. Patkany, illetve tengerimalac eredetii izolalt és
permeabilizalt szivizomsejteken vizsgaltuk az OM és az ORM-3819 miokardidlis
kontraktilitasra gyakorolt hatdsainak mechanikai és kinetikai kovetkezményeit. Vizsgélataink
soran megallapitottuk, hogy az OM fokozza az izolalt és permeabilizalt szivizomsejtek Ca**-
érzékenységét, lassitja ezek aktivacids — relaxaciés ciklusanak kinetikajat, noveli a Ca®*-
filggetlen Fpassziv-0t, valamint alacsony [Ca?*]-n is Ca?*-érzékenyit. Az OM némileg kisebb
hatékonysaggal, de a szivizomsejtek kapcsan leirt valtozasokhoz hasonlé mechanikai és
Kinetikai hatasokkal rendelkezett rekeszizombdl szarmazd, lassi endogén kinetikaval
rendelkez6 vazizomrostokon is. A gyors tipust vazizomrostokban az OM minimalis hatasokat
valtott ki. Megallapitottuk, hogy az ORM-3819 az OM-hoz hasonlbéan szintén rendelkezik
Ca’*-érzékenyité hatéssal izolalt szivizomsejteken, mely az OM-hoz viszonyitva eltérd
mechanikai és Kinetikai valtozasokkal jart. Az ORM-3819 jelenlétében ugyanis nem valtoztak
meg a szivizomsejtek Fmax €S Fpassziv értékei, nem alakult ki Ca®*-érzékenyités kifejezetten
alacsony [Ca?']-n, és az aktin — miozin kereszthidak sebességének fokozédasan kiviil nem
valtozott a szivizomsejtek aktivacios — relaxacios ciklusai soran észlelt kinetika sem.

A miokardium kontraktilitasanak fokozasara hipotenzidval, hipoperfuzidval és
kardiogén sokkal szovédatt akut szivelégtelenség esetén az ESC szakmai iranyelvei szerint’
még mindig elsé vonalbeli szerként a hagyomanyos inotropok (dobutamin, esetleg adrenalin)
szerepelnek a vérnyomas vazopresszorokkal (noradrenalin) torténé tamogatasa mellett. Az
iranyelvek  ugyanakkor hangsulyozzak a Ca®*-mobilizalé  szerekkel —kapcsolatos
biztonsadgossagi aggalyokat, hiszen a rovidtdva hemodinamikai hatasok ellenére a hosszabb
tavu mortalitasi adatok kedvezotlennek bizonyultak, melynek hatterében az el6bbi inotropok
altal okozott intracellularis Ca®*-tGltdltéttség és Ca’'-toxicitas all.> 2® Emiatt fordult az
érdekl6dés az olyan Uj tipusu (szarkomert aktivald) pozitiv inotrop gyogyszerek felé, melyek
celzottan a miofilamentélis rendszerre fejtik ki a hatdsukat, és nem befolyasoljak a
szivizomsejtek Ca?* homeosztazisat. Az idealis pozitiv inotrép szer nem fokozza a
szivizomzat oxigen fogyasztdsat, nincs arritmogén hatasa, nem idéz elé6 tovabbi
sejtkdrosodast, valamint jol hasznalhaté patoldgids kortlmények kozott, igy példaul
miokardidlis stunning alatt &ll6, hipoxias, acidotikus szivizomterileteken. A jol definiélt célok
ellenére jelenleg nem rendelkezilink olyan torzskdnyvezett gyogyszerként ismert szarkomert
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aktivalo szerrel, mely csak és kizarolag miofilamentélis tdmadasponttal birna. A Ca®'-
érzékenyitoként ismert levosimendan olyan pleiotrop hatdsokkal (pl. kardio-protekcid és
potencialis PDE 111 géatlas) bir, melyek hemodinamikailag tdmogathatjak a szarkomer szinti
hatasokat.®> A levosimendan egyre nagyobb teret kap az akut és dekompenzalt krénikus
szivelégtelenség kezelésében. Alapszerkezetének kémiai mddositasaval a kutatok igyekeznek
olyan 0j, a levosimendan hatdsmechanizmusat kovetd szereket el6allitani, melynek
mellékhatas-profilja (pl. vérnyomascsokkent6 hajlam), farmakodinamikai és farmakokinetikai
sajatossagai kedvezébbek, mint az anyavegyileté. Ilyen potencialis szer lehet a dolgozatban
bemutatott ORM-3819. Ett6l eltér6 stratégiat képvisel azon szerek fejlesztése, melyek tisztan
miofilamentalis tamadasponttal igyekeznek elkeriilni az Osszetett hatasprofilt. Erdemes
hangsulyozni, hogy a tisztdn miofilamentalis hatasokkal biré szerek kozdétt még nem sikerdilt
olyat kifejleszteni, mely maradéktalanul bevaltotta volna a hozzajuk fiizott reményeket. igy
példaul az aktin — miozin interakcié hatékonysagat javito EMD-53998 ugyan hatékony pozitiv
inotrop hatasokkal rendelkezik, de iszkémias szivizomzatban tllzottan fokozta a miokardium
rigiditasat.’* A szarkomert aktival6 szerek kozé tartoznak a nemrég kifejlesztett miozin
aktivatorok, melyeknek jelenleg egyetlen képviseléje az OM. A miozin aktivacio lényege,
hogy az OM Kkizardlag a szivizomsejtek f6 er6generalo alkotdelemét, a kardidlis miozint
célozza meg, melynek S1 doménjéhez koétddve ndveli a miozin fej Ca?*-fiiggs ATPéaz
izomélettan cstszo filamentum modelljének megfeleléen az aktin — miozin ciklus kdzponti
Iépése. Ugyanakkor az OM csak az aktin filamentumok jelenlétében fokozta a P;
disszociacidjat, aktin nélkiil ugyanis csokkentette a miozin ATPaz aktivitasat. Ez csokkenti az
ineffektiv. ATP hidrolizis mértéket, javitva az aktin — miozin ciklus energiahatékonysagat,
melyet in vivo tanulmanyok is megerdsitettek.>” >® A P; disszociacié fokozésa révén az egyes
izom-0sszehuzodasok alatt az OM noveli az elérhet6, szabad miozin fejek szamat a
szarkomerben, melynek koszonhet6en nagyobb szamu aktin — miozin interakcio johet létre, a
feltételezések szerint ezzel egyenes aranyban né a kontraktilis er6. Az OM ATPaz aktivitas
fokozéasan alapuld hatasmechanizmusa sokaig széles korben elfogadott tedria volt, mely
ugyanakkor nem ad kielégit6 magyardzatot az aktin — miozin ciklus Kinetik4jaban
bekovetkezé valtozdsokra. A munkank soran kapott eredmények, valamint a legUjabb
tanulmanyok adatai alapjan az OM potencidlis hatdsmechanizmusa mindenképpen
revidealasra szorul.

Jelen dolgozat elsd Uj megéllapitasa, hogy az OM Ca?*-érzékenyités révén fokozza a

miokardialis kontraktilitast. Korabbi in vitro korilmények kozott végzett tanulmanyok
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indirekt médon utaltak az OM e hatéséra, hiszen a szer fokozta a miofilamentumok ATPaz
aktivitisanak ~ Ca’*-érzékenységét.>” A  Ca®*-érzékenyités kozvetlen bizonyitéka a
miofilamentumok  kontraktilis erejének Ca**-figgése, valamint annak OM hataséra
bekovetkezé valtozdsa (ApCaso), melyet a szakirodalomban rajtunk kivil mésok korabban
még nem mutattak be. Adataink egyértelmiien aldtdmasztottdk az OM Ca’*-érzékenyitd
hatasat, hiszen a kisérleteink soran alkalmazott 0,1 uM és 1 uM OM Kkezelés utan a pCa -
kontraktilis erd 6sszefiiggések balra tolédasa a kontraktilis rendszer Ca?*-érzékenységének

novekedését reprezentélja.®” Ha a bevezetésben bemutatott elvnek megfelelden a cTnC — Ca®*
interakciot tekintjuk a kontraktilits alappillérének, hatasmechanizmusuk alapjan centrélisan
hat6, illetve ,downstream” tipusi Ca’**-érzékenyité szerek kiilonithetdek el.?® igy az OM
elsésorban egy ,,downstream” tipusti Ca?*-érzékenyité, mivel az aktin — miozin interakcio
hatékonysaganak fokozésa révén fejti ki a hatésat, maga a miozin aktivacié pedig a Ca?*-
érzékenyités egyik mechanizmuséanak tekinthet®.®’

A Ca?*-érzékenyités jellemezheté tovabba azaltal is, hogy milyen [Ca**] tartoményban
dominal. A szisztolé és diasztolé fazisaban igen nehéz megbecsiilni az élettani [Ca®*]-t, hiszen
az a szarkolemma ioncsatorndin keresztil megvalésulé iondramok, illetve az SR transzport
folyamatai révén allandoan fluktudl. Durva becsléssel élettani koriilmények kozott a szisztolés
[Ca?*] 1 uM, amely kériilbeliil pCa 6,0-nak felel meg, mig diasztolé soran a [Ca?*] 10 nM
korili értékre csokken (~ pCa 7,0).° A centralisan hat6 szerek (levosimendan) Ca?*-
érzékenyitd hatasa elsésorban a fizioldgias szisztolés [Ca?*]-n a legnagyobb, diasztolés és
szaturald (pCa 4,75) [Ca’"] mellett nem jon létre kontraktilis erd fokozédéas.> *° A
~downstream” tipusi szerek viszont akar diasztolés és szuprafiziologias [Ca**]-n s
fokozhatjak a miokardialis kontraktilitast. Az EMD-53998 — mely az OM kotéhelyéhez kozel
régzil a miozin feji részének motor régidjaban — pCa 9,0 és pCa 4,75 [Ca*']-ju
tesztoldatokban egyardnt novelte az izomer6t izolalt és permeabilizalt szivizomsejtekben.
Hasonl6 hatdsokkal birt a kezdetleges miozin aktivator hatdsi NEM-S1, mely szintén fokozta
a miozin ATPaz aktivitdsat. A szintén ,,downstream” tdmadaspontd OM alacsony (0,1 uM)
koncentracioban a centralisan hat szerekhez hasonléan kizarélag szisztolés [Ca**] mellett
hatott, 1 pM koncentracidban viszont diasztolés, szisztolés és szaturdldé [Ca®*]-n is
befolyasolta a szivizomsejtek kontraktilitasat. Utobbi, vagy azt megkozelitd [Ca’*] mellett
OM jelenlétében a szivizomsejtek izometrikus ereje csokkent. Ennek hatterében az allhat,
hogy egyrészt a szaturalé [Ca**]-n kézel maximalis szdmu aktin — miozin kereszthid jon létre,
igy tobb aktiv kereszthid bevonasa a kontraktilitasba nem lehetséges, masrészt az OM nagy
koncentracioban az aktiv kereszthidak tulzott mértékii aktivaloddsat eredményezheti, mely
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akadalyozza a maximalis kontraktilis valasz kialakulasat.®” ’* Ugyanakkor diasztolés [Ca?*]
mellett (pCa <7,0) is kialakult a Ca**-érzékenyités, melyet a pCa — kontraktilis erd
Osszefiiggés gorbéjének felfelé toldédasa reprezentalt. Eredményeink jol korrelalnak az ATPaz
aktivitas Ca?*-fliggésével’’, mely magyarazatot szolgaltat a diasztolés [Ca®*]-n megvalésuld
kontraktilis eré novekedésre, hiszen Malik és munkatarsai pCa <7,0 [Ca®*]-ju tesztoldatokban
szintén az ATP4z aktivitds OM-fiiggé fokozGdésat észlelték. A diasztolés [Ca®']-n 1étrejove
Ca’*-érzékenyités felveti a diasztolés diszfunkcié okozasénak veszélyét. Ez a probléma
komolyan felmerilt az OM-hez hasonld farmakoldgiai hatasokkal bir6 EMD-53998 esetében
is, mely in vitro és in vivo allatmodellekben fokozta a miokardium rigiditasat.”®® Emellett
kinetikai tanulmanyok kimutattak, hogy a szer lassitja az aktin — miozin komplex

disszoci4ciojat a Pi, illetve az ADP levalasat kovetéen.®

Mindezen folyamatok
eredményeképpen ndvekedhet a szivizomsejtek Fpassziv-ja, illetve lassulhat a relaxacio, melyet
in vitro eredményeink is megerdsitettek. A diasztoles diszfunkcié veszélyét az OM-mel
végzett kezelés kapcsan tovabb fokozhatja a szivizomsejtek kéros Ca’* homeosztazisa
HFrEF-ben. Szivelégtelenségben ugyanis a kontraktilitds csokkenésére adott kompenzacios
mechanizmusként ndvekedhet a miofilamentumok Ca?*-érzékenysége.’? Az OM-indukalt
diasztolés Ca?*-érzékenyitést tovabb komplikalhatja HFrEF-ben a Ca®* homeosztazis elemi
zavara miatt a szivizomsejtek emelkedett citoszolikus [Ca?*]-ja.”* Az in vitro adatokkal
korrelalva egy szivelégtelen patkanyokon végzett tanulmanyban az OM diasztolés
diszfunkcidt valtott ki, melyet az izovolumetrias relaxacié idékonstansanak (t) és a bal kamrai
szisztolés nyomas csokkenésének (dP/dtmin) koros véltozésa reprezentalt.* Annak ellenére,
hogy a humén tanulméanyok nem igazoltak az OM diasztolés funkciéra gyakorolt adverz
hatdsait, a szer adagolasa nagyfoku &vatossagot igényel, hiszen egészséges ©nkéntes
vallalkozokkal végzett humén tanulmanyokban az OM kismértékben ndvelte diasztolés
funkcidval korrelalé izovolumetrias relaxacios idét (IVRT), valamint az E/E’ hanyadost.” In
vitro Kkisérleteink sordn az OM in vivo adagolasdval identikus tesztkoncentréciokat
hasznaltunk, ahol az OM terapias koncentrécioja a vérplazméban 400 — 600 ng/ml volt, mely
koralbeltl 1 — 1,5 uM in vitro koncentracionak felel meg. Ugyanakkor az in vitro és in vivo
adatok kozotti osszefuggések értékelésekor hangsulyozni kell, hogy modelliinkben a
mechanikai izolacidé és kémiai permeabilizaci6 miatt a kontraktilis filamentumokat
kdzvetlenil tettiik ki a miozin aktivacidnak, ezzel szemben in vivo a sejtmembran és egyéb
mas regulator proteinek moduldlé szerepét is figyelembe kell venni. Hangsulyozandd
tovabba, hogy az OM 82%-ban kotédik plazmafehérjekhez. Mindezek kovetkeztében nem
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ismert a szer effektiv terdpias intracellularis koncentracidja, mely magyarazhatja az
eltéréseket az in vitro és az in vivo adatok kozott.?* ®7 8

Az OM hatadsmechanizmusat a korébbi tanulméanyok elsésorban az ATPaz aktivités
fokozéasaval és az igy 1étrejov miozin aktivacioval asszocialtak.”” A legfrissebb taulméanyok
szerint viszont az OM csokkenti az aktin — miozin ciklus dsszesitett ATPaz aktivitasat, csak
az ATP hidrolizisét és a P; disszociacidjanak temét fokozza a miozin fejekrdl.®® A P;
aktin — miozin kereszthidak a gyengen rogzilt konformaciobol erésen-kotott, eré-generéld
konforméacioba mennek at. A P;disszociaciojanak elosegitése elméletileg az aktin — miozin
ciklus és igy a kontrakci6 sebességének fokozddasaval jar, viszont in vitro és in vivo adatok
éppen ellenkez6 OM-hatasokat tikroznek. Tanulmé&nyunkban az OM mar alacsony
koncentracidban csokkentette a kereszthidak sebességi allanddjaként értelmezett ky-t pCa
4,75 [Ca®]-ju tesztoldatokban, mig pCa 6,0 mellett a hatésa kissé magasabb koncentraci6
tartoméanyban alakult ki. Ennek potencialis magyaréazata az, hogy az OM Ca®*-érzékenyitd
hatasa — mely egyébként gyorsabb kontrakciokhoz vezetne — részben kompenzélja a szer az
aktin — miozin ciklus sebességére gyakorolt negativ kinetikai hatasait. A kereszthidak
sebességi allanddjanak csokkenésének kdvetkezménye a kontrakcios idé (tiat) OM-fiiggd
novekedése volt. In vitro motilitasi assay-k is megerdsitették az &ltalunk leirt kinetikai
hatasokat, hiszen OM hatasara csokken az aktin filamentumok miozin-fiiggé elmozduldsanak
sebessége.” % Az in vitro kinetikai és motilitasi adatok jol korrelalnak az in vivo preklinikai
és klinikai vizsgalatok eredményeivel is. El6szor egészseges, majd szivelégtelen emberek
OM-lal torténd kezelése utan végzett echokardiogréfiai vizsgalatok a szisztolés ejekcids id6 €és
az EF fokozddasat, illetve szoveti Doppler révén az 0sszeh(zodas sebességének csokkenését
mutattak.> ® OM hatasara tehat erdsebb, tartésabb és lassabb szivizom @sszehtzédasok
alakulnak ki. A szer hatasmechanizmusanak megértéséhez a kulcsot a P;i disszociacidjanak
fokozodéasa és a kontrakcid kinetikajanak lassitasa kozotti indirekt kapcsolat jelenti. Az OM
ugyanis nem befolyasolja, s6t egy tanulmany szerint gatolja a masik ATP degradacids
végtermék, az ADP levaldsat az aktin — miozin komplexrdl, valamint csokkenti azok
disszociaciojanak sebességét. Ennek koOszonhetéen az egyensuly az erdsen kotott
konformécioju aktin — miozin komplex képz6dése és tartds fennmaradésa iranyaba tolodik,
mely a vékony filamentumok k&zott egy kooperativ folyamatot indit el, novelve ezzel a
filamentumok Ca?*-érzékenységét. A fokozodd kooperativitds pedig egyiitt jarhat az aktin
filamentumok géatlo fehérje komplexeinek inaktivaciojaval, mely tovabb fennmarado
kdlcsonhatast eredményez, ezéltal hosszabb ideig tartd aktiv kontrakcié jon létre, a relaxacié

49



potencialis lassulasaval.’” ® Ennek megfeleléen az OM-et enzimolégiai szempontbdl nem
tekinthetjik szigorian miozin aktivatornak, hanem inkdbb az aktin — miozin ciklus

alloszterikus modulatoranak (20. abra).®

F

lli'l.\”ﬂﬁ'\' I . . . ,
/ AM dissociaciosrata
relaxacio |

F ~ Ca**- érzékenyseég I Tartos vekony filamentum Diasztolés
o aktivacio és lassi

P, telszabadulas I

! vesTd diszfunkcio ??
inaktivacio
l‘:h 1
Erosebb, hosszabb,
lassabb kontrakciok

Szisztolés ejekeios 1d6 1

20. &bra. Az OM farmakoldgiai hatdsanak sematikus dsszefoglaldsa. Piros szinnel vannak jellve a vizsgalataink

soran a szakirodalomban el8szor publikalt jelenségek.

Munkéank soran a szakirodalomban szintén elészor sikerllt bemutatni az OM hatésait
izolalt és permeabilizalt rekeszizom eredetti vazizomrostokon. A rekeszizom komplex
felépitésii, a gyors endogén kinetikaju rostok (MHC 1l a, x, b) mellett lassu, azaz p-MHC-t

(MHC-I) tartalmaz6 rostokbdl all, mely utébbi a kardialis miozinnal teljes mértékben

8  Biokémiai vizsgalatokat nem &llt médunkban végezni izolalt

megegyezik.®”
vazizomrostokon, annak eldontésére, hogy az egyes preparatumok gyors vagy lassi MHC-t
tartalmaznak, ugyanakkor az egyes izomrostok ki értékei alapjan kovetkeztetni lehet a
tipusukra. Az aktin — miozin hidak sebességét jelképezé ky lassu rostok esetében <2 1/s, mig
gyors rostokban ugyanez az érték >2 1/s. Lassu tipusu vazizomrostokban szivizomsejtekre
nagymértékben hasonlitd Kinetikai és mechanikai OM hatdsok jottek létre, melynek
héatterében a két kiilonboz6 szovet azonos tipusit MHC tartalma allhat.®” " A lassu kinetikaju
vazizomrostokban és szivizomsejtekben kialakul6 hatasok kdzétti kulénbségek, valamint ezek
eltéré OM-koncentracid fliggése vélhetéen a két kiilonb6z6 szOvettipus eltéré (szkeletélis vs.

kardialis) vékony filamentum tartalmaval magyarazhat6. Az OM hatékonysagat gyors tipusu
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miozint tartalmazé vazizomrostokban is vizsgaltuk, ahol az élettanilag relevans [Ca*']-n a
kontraktilitas enyhe fokozodéasa mellett mas hatasat nem sikerilt Kimutatni, mig szaturéld
[Ca?*] mellett a ki csokkenését figyeltilk meg.®” Ezek az eredmények korrelalnak a gyors
tipusi MHC-vel végzett kinetikai vizsgalatokkal, melyek az ATP&z aktivitas és a power-
stroke sebességenek a csokkenésér6l szamoltak be. Mindezen hatésok a szivizomsejtekben és
lassu tipust vazizomrostokon tapasztalt valtozdsokkal szemben joval magasabb OM
koncentracié tartomanyban alakultak ki.?® Eredményeink tehét cafoljak azt, hogy az OM egy
szivizom-specifikus Ca’*-érzékenyité lenne, hiszen némileg kisebb affinitassal lassd-, és
jelentésen Kisebb affinitassal gyors endogén kinetikaju vazizomrostokban is kialakultak a
jellegzetes mechanikai és kinetikai hatasai (1. tdblazat).

. ) Lassu kinetikaju Gyors kinetikaju
Szivizomsejt
vazizomrost vazizomrost
Pozitiv inotrép
0,08 + 0,01 0,16 + 0,03 #
hatas ECso értéke
Fpassziv novekedéS
o 0,26 + 0,11 0,69 +0,11 J
ECso értéke
kir csokkentés ECso
" # 0,29 + 0,04 @
értéke

1. tablazat. ECs értékek az élettani szempontbl relevans szubmaximalis [Ca**] (pCa 6,0 vagy pCa 5,8) mellett
(&tlag £ SEM pM egységekben). #: ECso érték nem volt meghatarozhato.

A vazizomrostok Ca?*-érzékenyitése révén a jovében az OM-et (és annak potencilisan
kifejlesztend6 szarmazékait) a vazizomzat krdnikus elgyengulésével jard kdrképekben is
kiprobalhatjak, mint alternativ terapias eszkdzt.®® ® Jelenleg nem &ll rendelkezésre olyan in
vitro vagy in vivo tanulmany, melyben az OM hatésait vizsgaljak 1égzési elégtelenségben. Az
OM-hez hasonlé ,,downstream” tipusi Ca*-érzékenyitd, EMD-53998 kordbban normalizalta
mesterségesen lélegeztetett malacok izolalt és permeabilizdlt véazizomrostjainak csdkkent
Ca’*-érzékenységét. Az ATOMIC-HF tanulmanyban az OM inotrép hatésait vizsgéaltak akut
szivelégtelenségben szenved6 betegek korében és az elsédleges végpontnak a nehézlégzés
javulasat tekintették. Az OM nagyobb koncentraciokban — nem szignifikdns modon —
csokkentette a fulladasos panaszokat, melynek héatterében a szer elényos hemodinamikai
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hatdsa, de sajat eredményeink szerint akar a 1égz6izmok farmakologiai tamogatésa is
allhatott.*

A ,downstream” tipusi Ca’*-érzékenyit6 OM mellett a levosimendannal vald
szerkezeti hasonlésaga miatt feltételezhetéen a Ca?* homeosztazis centralis, azaz cTnC-fiigg
atvonalan miikodé ORM-3819 volt a tanulmanyunk masik f& célpontja. Finn kollaboracios
partnereink els6é lépésben NMR spektroszkdpia segitségével a szer cTnC-hez torténd
kotédését igazoltdk. Annak ellenére, hogy a pontos koétéhelyét nem sikerilt Kimutatni, az
NMR mérések megerdsitették, hogy a szer a ¢cTnC N-terminalis doménjéhez kotédik a
levosimendannal kisebb affinitassal.®® Mindez &sszhangban van izolalt és permeabilizalt
tengerimalac eredetii szivizomsejteken végzett kontraktilis eréméréseink eredményeivel. Az
ORM-3819 ugyanis a levosimendannal ardnyos mértékben (ApCaso egyarant 0,1 a
levosimendan és annak aktiv szarmazéka, az OR-1896, valamint az ORM-3819 esetében),
ugyanakkor nagysagrendekkel kisebb affinitassal fokozta a szivizomsejtek Ca®*-
érzékenységét (ECso: 9 nM a levosimendan és ~ 3 uM az ORM-3819 esetében).** ** Hasonl6
nagysagrendii killonbséget taldltunk az ORM-3819 in vitro Ca**-érzékenyitésének és az ex
vivo pozitiv inotrép hatasanak ECso értékei kozott (~ 3 uM vs. ~9 nM) kozott, azaz a Ca?*-
érzékenyités dnmagaban nem magyarazza a szer ex vivo mért inotrép hatasat. Az ex vivo
méréseket  kollaboréciés partnereink  Langendorff-perfundalt tengerimalac  sziveken
végezték.>®

A PDE gétlas egy alternativ lehetéség lehet a szivizomsejtek kontraktilitdsanak
farmakol6giai fokozaséara.”® A PDE izoenzimek (pl. PDE Il és IV) gétlasa a cAMP
intracellularis koncentraciojanak novekedéséhez vezet a degradacié hianyaban, mely tartds
PKA aktivaciot eredményez. A szarkolemmalis L-tipusi Ca®*-csatorna foszforilacidja Ca*
bearamlast, az pedig az SR-bd1 Ca?*-indukalta Ca?* felszabadulst (calcium induced calcium
release - CICR) indit el. A PKA foszforildlla a SERCA2b regulator fehérjéjét, a
foszfolambant, mely a folos Ca®* SR-be torténd visszavételezését iranyitja.** ® Kollaborécios
partnereink igazoltdk az ORM-3819 PDE gatl6 képességét: a szer mar alacsony
koncentracioban (ECso: ~ 4 nM) géatolta a PDE |1l aktivitdsat, mig a PDE IV esetén nem
sikerult teljes farmakoldgiai gatlast elérniik (ECso: ~ 5 uM). A PDE Il1 gatlasban vélhetéen
az ORM-3819 pyridazinon gyiiriijének szubsztitualatlan nitrogénje a kulcs, mely a PDE Il
katalitikus doménjével direkt interakcioba 1ép.*® A PDE gatlok pozitiv inotrop hatésat és
kedvez6 hemodinamikai profiljat sz&mos tanulméanyban vizsgaltdk. A tisztdn PDE 111 gétlo
milrinon ex vivo tengerimalac szivekben erés inotrép hatast produkalt, ennek mértéke

azonban elmaradt attol, melyet az ORM-3819 kapcsan regisztraltunk.””"®® A PDE 11l és IV
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gatld enoximon szintén markans kardiotonikus hatasu, ugyanakkor hatékonysaga sem a
levosimendan sem az ORM-3819 potenciéljat nem éri el.*® * Ezek az adatok az ORM-3819
hatdsmechanizmusardl szolgaltatnak indirekt bizonyitékokat, melynek pozitiv inotrép hatasat
feltételezéseink szerint a Ca?*-érzékenyités és a szelektiv PDE 11 gétlés kombinacija hozza
létre. Ez a kombinalt hatdsmechanizmus nem teljesen azonos a levosimendan kapcsan
feltételezettel, hiszen az anyavegyilet a pozitiv inotrop hatdsdt terapids koncentrécio
tartoméanyban vélhetéen jelentdsebb mértékben kdszonheti Ca’*-érzékenyitésnek.”® A tobbi
PDE gétloval (pl. milrinon és enoximon) ellentétben az ORM-3819 rendkivil nagy
szelektivitassal (~ 12000 kordli szelektivitasi faktor) gatolja a PDE |11 izoenzim aktivitasat,
mely hozzajarulhat ahhoz, hogy elkerlljik a tradiciondlis inotropokra és PDE gatlokra
jellemzé kedvezdtlen mellékhatasokat. Az ORM-3819 szelektive PDE I11-gatld hatésa
elviekben kedvezé is lehet, mely nemcsak pozitiv inotrop tdmogatéast biztosit, hanem a bal
kamra relaxacidjanak fokozasa &ltal javithatja annak diasztolés funkciojat is. A foszfolamban
foszforilacioja megsziinteti annak gatlo hatasat a SERCA aktivitasara, igy fokozddik a Ca®*
raktarozésa, mig a Tnl foszforilaci6ja az aktin-miozin kereszthidak disszociaci6jét segiti.®

Munkank sordn a PDE Il géatlas és a pozitiv inotrop hatds kozott csak indirekt
evidenciakat szolgaltattunk, hiszen az intracellularis cAMP koncentréciojaban és a kilonféle
fehérjek foszforildltsdgdban bekovetkezé VvAaltozasokat nem vizsgaltuk. Szintén tovabbi
vizsgalatok sziikségesek az ORM-3819 vaszkularis és mitokondrialis hatasainak feltarésa
érdekében, melynek feltételezett jelenlétét a levosimendanhoz hasonléan Katp-csatornak
gétlasa igazolhatja (21. &bra).

cTnC-figgd Ca?*-
erzekenyites

Inotropia

ORM-3819

Szelektiv PDE IIT
gatlas

Kardioprotekcio

21. 4bra. A ORM-3819 pozitiv inotrop hatasat a Ca?*-érzékenyités és a szelektiv PDE 111 gatlas kombinéci6ja
hozza létre.
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7. Az értekezésben szereplé Uj tudomanyos eredmények

A jelen dolgozat a szarkomert aktivald szerek kdzé tartozo a miozin aktivator hatdsi OM és a

levosimendan szdrmazék ORM-3819 farmakoldgiai hatésait vizsgalta. Vizsgalatainkat OM

esetében patkdnyok bal kamrai szivizomsejtjein, illetve rekeszizom eredetii vazizomrostjain,

mig az ORM-3819 kapcsan tengerimalacok bal kamrai kardiomiocitain végeztik.

Eredményeink alapjan a dolgozat legfontosabb megallapitdsai a kovetkezok:

Az OM egy Ca?*-érzékenyité szer, mely az aktin — miozin interakcié modulalasaval a
pozitiv inotropia ,,downstream” mechanizmusan keresztil érvényesiil.

Az OM mechanikai hatasai, illetve az aktin — miozin ciklus aktivaciés — relaxacios
kinetikajanak lassitasa erésebb, tartdsabb és lassabb kontrakcidkat hoz létre, de

felmerllhet a diasztolés diszfunkcié veszélye a passziv erd fokozddasa, a relaxacio

lassitasa és a diasztolés [Ca®*]-n létrejovs Ca?*-érzékenyités kovetkeztében.

Az OM a szivizomsejtekben leirtakhoz hasonlé Kinetikai és mechanikai hatasokat
fejtett ki lasst endogén kinetikaval rendelkez6 vazizomrostokban az identikus p-MHC
tartalom miatt, viszont az OM affinitasa e vazizomrostokhoz mérsékeltebb volt, mint

szivizomsejtekben.

Az ORM-3819 a cTnC-hez torténd kotédésével a Ca’'-érzékenyités  centralis
utvonaléra jellemzé hatasokat fejtett ki permeabilizalt szivizomsejteken. Az ORM-
3819 pozitiv inotrép hatasanak kialakitasaban a nagy szelektivitasi PDE |11 gatlas
jelentés szerepet kaphat. igy vélhetden az ORM-3819 pozitiv inotrép hatasa a Ca?*-
érzékenység fokozésanak és a szelektiv PDE |11 gatlds kombinaciojanak koszonhetd.
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8. Osszefoglalas

Az akut szivelégtelenség mortalitdsa a fejlédé farmakologiai és eszkdzos kezelés
ellenére magas, sét a Ca®*-mobilizald inotrop szerek adverz hatéstiak a hosszu tavu talélésre.
A szarkomert aktivald szerek (j terdpias lehetdséget teremtenek az akut szivelégtelenség
kezelésére: a Ca**-érzékenyitd levosimendan hatékonysagat egyre tébb klinikai evidencia
tamasztja ala, mig a miozin aktivator omecamtiv mecarbil (OM) kapcsan szintén egyre tébb
biztaté eredmény lat napvilagot.

Célul tiiztiikk ki, hogy tanulmanyozzuk az OM, valamint a levosimendan szarmazék
ORM-3819 izolalt és permeabilizalt szivizomsejtek kontraktilitdsdnak mechanikai és kinetikai
paramétereire gyakorolt hatésait, valamint igazoljuk az OM szOveti szelektivitasat rekeszizom
eredetli vAzizomrostokon végzett kontraktilis erémérésekkel.

Az OM nbvelte a szivizomsejtek Ca’*-érzékenységét, hiszen adott szubmaximalis

[Ca®] mellett alacsony és kozepes koncentracidban fokozta a preparatumok kontraktilitasat,
mig inotrop hatasa mérsekeltebb volt nagy koncentraciéban. Az OM fokozta a szivizomsejtek

Fpassziv-jét, illetve az Fakiv-jat diasztolés [Ca?'] szinteken. A miozin aktivacié eredményeként
lassabb és tartésabb Ca?*-kontraktirakat regisztraltunk, hiszen csokkent az aktin — miozin
kereszthidak sebességi allanddja. A szivizomsejteken tapasztaltakhoz hasonld jellegii, de
kisebb affinitdsi OM-hatdsokat regisztraltunk lassi endogén Kkinetikaju vézizomrostok
esetében, mig gyors tipust vazizomrostok esetén az OM hatadsa minimalisnak bizonyult a
terapids dozisokkal identikus koncentracio-tartomanyban.

A levosimendan szarmazék ORM-3819 szintén fokozta a szivizomsejtek Ca?*-
érzékenységét az OM-t6l eltérd mechanikai illetve kinetikai hatasokkal. A cTnC-fiiggd Ca®'-
érzékenyftés kovetkeztében erételjesebb és gyorsabb Ca’*-kontraktirak jottek létre, hiszen
fokozddott az aktin — miozin hidak sebességi allandoja. Az ORM-3819 jelenlétében nem
alakult ki Ca**-érzékenyités diasztolés [Ca?*]-n, valamint nem valtozott az Fpassziv.

Eredményeink alapjan az OM Ca?**-érzékenyité hatast pozitiv inotrép szer, mely az
aktin — miozin interakci6 moduldlasaval az inotropia szabalyozasanak ,downstream”
atvonalan hat. Az OM mechanikai és kinetikai hatasainak koszonhet6en erésebb, gyorsabb és
lassabb kontrakciok jonnek Iétre, de alkalmazasa fokozott Ovatossdgot igényel, hiszen
felmerilhet a diasztolés diszfunkcid veszélye. Az ORM-3819 a cTnC-hez torténd kotédésével
a Ca’*-érzékenyités centrélis Gtvonalan hat, de pozitiv inotrép hatasaban a szelektiv PDE 11|
géatlas is szerepet jatszhat.
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Summary

While Ca?*-mobilizer positive inotropic agents are nowadays less favored in acute
heart failure, direct activation of the cardiac sarcomere became an attractive strategy. The
Ca’*-sensitizer levosimendan is now widely accepted to give inotropic support for the failing
heart and cardiac myosin activation by omecamtiv mecarbil (OM) is also increasingly
considered as a promising therapeutic agent in heart failure.

Our aim was to assess the mechanical and Kkinetic effects of OM and the
levosimendan-related ORM-3819 on the contractile function of isolated and permeabilized
cardiomyocytes. In addition, we also aimed at the clarification of the tissue selectivity of OM
during contractile force measurements in skeletal muscle myofiber preparations from the
diaphragm. At a given submaximal [Ca’*], OM increased the Ca*'-sensitivity of force
production in cardiomyocytes in the presence of low and intermediate OM concentrations, but
high OM concentrations did not augment force production. OM dependent Ca”*-sensitization
was also observed at very low [Ca?*] levels mimicking diastolic conditions, and it also
increased Fpassive. OM decreased the rate of the actin — myosin cross — bridge cycle. Due to the
above mentioned? mechanical and kinetic effects, OM treatment led to strong, slow and long-
lasting Ca**-contractures. OM evoked similar effects in skeletal muscle fibers with slow
intrinsic Kinetics, nevertheless, OM possessed lower affinity for skeletal muscle fibers than
that for cardiomyocytes. In fast skeletal muscle preparations, OM-evoked mechanical changes
were observed only at high OM concentrations. The levosimendan-related ORM-3819 also
increased the Ca®*-sensitivity of force production of the cardiomyocytes, however with a
different mechanism of action than OM. ORM-3819-evoked Ca?*-sensitization was
accompanied by strong Ca®*-contractures due to increased rates of cross — bridge cycling.
ORM-3819 failed to evoke Ca**-sensitization at very low [Ca?*] and it did not increase Fpassive.

Our data demonstrated OM as a Ca**-sensitizing agent with a downstream mechanism
of action in both cardiomyocytes and diaphragmatic muscle fibers. We propose that OM
should be administered with care in patients with heart failure because of its potential adverse
effects on myocardial relaxation. ORM-3819 was characterized as a cTnC-dependent Ca®'-
sensitizer, thereby acting centrally in the contractile process. The positive inotropic effect of
ORM-3819 is complemented by its selective inhibition of PDE 11l isoenzyme.
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