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A rgfecqxib _rej!et\ kardiotoxikus hatasanak vizsgalata ex vivo és
in vitro iszkemialreperfuzios modellekben
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A gyOgyszerek placrél trtend visszavonasanak 60%-aert, a kardialis iszkémias
csemcnnyel 0sszelliggd gyogyszermellékhatasok felelgsek. Ezen mellekhatasok
osszeseqget, melyek csak @ mar karosodolt szivben nytivanulnak meg, mint pel-
daul az szkémialreperfuzios karosodas (IRK), nevezzuk a gyogyszerek rejtelt
kardiotoxikus hatasanak. Azonban ezen mellekhatdsokra a jelenleg alkalmazott
g_yogyscerbutonsagn vizsgalatok soran nem derul fény. Jelen munkankban célul
lGztuk ki hogy az IRK ex vivo és in vitro modelljeiben mulassuk ki egy teszt mo-
lekula, a nem-szteroid gyulladascsokkentd rofecoxib rejlett kardiotoxikus hatasat.
Ex vivo vizsgalatainkban him Wistar patkanyok szivébdl izolalt papillans izomros-
tok akcios potencial paramétereit vizsgaltuk meg. A preparatumokat 1 és 10 M
rofecoxibbal és annak vivoanyagaval kezeltik normoxias és szimulalt iszkémial
reperfuzios (sl/R) rendszerben. In vitro kisérleteinket felndtt him Wistar patka-
nyokbol izolalt kardiomiocitakon végeztisk. A sejleket 0,1,0,3, 1, 3 és 10 uM rofe-
coxibbal vagy vivbanyagaval elbkezeltik., majd normoxias és si/R koérbimények-
nek tettk ki a sejteket. Veglil a szivizomsejtek életképessegét calcein festéssel
hataroziuk meg

Papillaris izmokban a rofecoxib elikezelés sliR jelenlétében dozistiggo modon
novelle az akcios potencidl hosszal 90%-os repolarizacional a szimulalt reperfu-
210 vegere. Felndtt patkany kardiomiocita sejtkulturakban a rofecoxib elokezeles
novelte a sejtek életkepességét mind normoxias mind sl/R koriimenyek kozott.
Kimutattuk, hogy a rofecoxib rejtett kardiotoxikus hatassal rendelkezik. nyujtotta
az akcios potencial hosszat slI/R-t kovetéen. 1zolalt szivizomsejteken azonban a
hatdanyag protektivnek bizonyult. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy sI/R

Experimentalis kardiologia IV. - Eleklrofiziologia, aritmja
Experimental Cardiology IV. - Cardiac Electrophysiology,

Arrhythmia

Kulcsszavak: késGi egyeniranyité kaliumaram, adrenerg adaptacio, elektrofizi-
ologia

Bevezetés és célkitizés: A j-adrenerg receplorok (B-AR) akut stimulaciojanak
halasara a kamrai szivizomsejtek akcios potencialja (AP) rovidul. Ezt a hatast a
kaliumaramok B-adrenerg jelatviteli ut altali szabalyozasa okozza. Célunk az volt,
hogy megvizsgaljuk a proteinkinaz A (PKA) és a kalcium/kalmodulin-figgé prote-
in kinaz Il (CaMKII) szerepét akésdi egyeniranyitd kaliumaram lassu komponen-
sének (IKs) B-AR aktivalodas hatasara bekovetkezd szabalyozasaban.
Modszerek: Kisérleteinket kutyak bal kamrajabol szarmazo izolalt szivizomsejte-
ken vegeztuk. Az I, aramprofiljat egy kanonikus kamrai AP alatt hataroztuk meg,
Un. AP fesziltség clamp kdrilmények kozott, ot kisérleti csoportban

[1) Tyrode oldat (CTRL),

[2] 10 nM isoproterenalial 16rtént B-AR stimulacio utan (1ISO).

[3] 1 UM KN-93-mal tortend CaMKII gatlas (KN-93).

14] gatolt CaMKIl melletti B-AR stimulacio (KN-93+1SO),

(5} 3 UM H-89-cel gatolt PKA melletti B-AR stimulacio (H-88+1SO).
Eredmények: Az |,, legnagyobb aramsuriisége kb. 6-szor. mig az |, altal szal-
liloll t6ltés mintegy 8-szor akkora voll az ISO csoportban, mint CTRL vagy KN-
93 koriilmények kozott. A KN-93+ISO csoportban az I, mintegy 60%-kal kiscbb
amplitudéju volt és nagyjabol feleannyi toitést szallitott, mint az ISO csoportban
A H 89+ISO csoportban az I,,, nagyjabol 30%-kal kisebbnek adodott és 40%-kal
kevesebb toltest szallitott, mint az ISO csoportban. Megfigyellik tovabba, hogy
B-AR stimulacio hatasara az |, az AP soran mintegy 40 ms-malkorabban érle
el a legnagyobb aramsiriiségét, mint kontrollkorulmények kozolt. Az aramcsucs
korabbra tolodasat mind a PKA, mind a CaMKII gatlasa mersekelte.
Osszegzeés: Eredmenyeink alapjan a PKA mellett a CaMKIl is fontos szerepet
jatszik az |, B-AR stimulacio hatasara bekovetkezd szabélyozaséban. )
Az Emberi Erbforrasok Minisztériuma UNKP-18-2 és UNKP-18-4 kédszamu Uj
Nemzetli Kivalosag Programjanak tamogatasaval keszult.

Regulation of the delayed rectifier potassium current during the
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protokoll alkalmazasaval kimutathaté a gydgyszerek rejtett kardiotoxicitasa, de
ezen hatasok nem minden modellben jelentkeznek.
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Adaptation of the human heart to physical activity is a complex mechanism that
includes the change of heart rate. marphology and duration of the action poten-
tial (AP) among others. Stimulation of 3-adrenergic receptors (8-AR) causes the
shortening of the duration of the AP of ventricular cardiomyocytes. This effect is
caused by the regulation of the potassiurn currents by the -adrenergic signaling
pathway

Our aun was to investigate the role of protein kinase A (PKA) and calcium/calmo-
dulin-dependent protein kinase Il (CaMKIl) in the regulation of the slow compo-
nent (I,,) of the delayed rectifier potassium current under 3-AR activation.

Our experiments were performed on isolated canine cardiomyocytes from the left
ventricle. The I, current profile was determined under a ,canonical” ventricular
AP. We used .AP voltage clamp® conditions in five experimental groups:

[1) Tyrode Solution (CTRL),

(2] after B-AR stimulation with 10 nM isoproterenal (1SO),

{3] CaMKil inhibition with KN-93 of 1 yM (CN-93),

{4] B-AR stimulation with inhibited CaMKI! (KN-93 + ISO).

[5] B-AR stimulation with 3 uM H-89 inhibited PKA (H-89 + 1SO).

The highest current density of IKs was approximatly 6 times higher and the charge
delivered by I, was about 8 times larger in the ISO group than in CTRL or KN-93
conditions. In the KN-93 + 1SO group, 1., amplitude was about §0% smaller and
delivered about half the total charge compared to the ISO group. In the H 89+1SO
group, I, was about 30% smaller and delivered 40% less total charge than in the
ISO group. It was also observed that B-AR stimulation resulted in I\, reaching its
highest current density by about 40 ms earlier during the AP than under control
conditions. This shift of the current peak was reduced by both PKA and CaMKl!
inhibition

f:’:chazgnour results, CaMKIl plays an important role in regulating I, by B-AR
Supported by the UNKP-18-2 and UNKP-
of the Ministry of Human Capacities.
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Side effects of drugs related to myocardial ischemia are responsible for 60% wil-
hdrawal ot drugs from the markel. Side effects. which observed oniy in the already
damagod hoart, ke ischenva/reperfusion injury (IRI). are named as the hidden
cardiotoxic effect of drugs. However, currently used drug safety tests are not suitab-
le for exploration of these side effects. The aim of present study was to detect the
possible hidden cardiotoxic effect of rofecoxib, a non-steroid anti-inflammatory test
drug in IRl models ex vivo and in vitro.

Action potential parameters of papillary muscles isolated from male Wistar rats
were tested ex vivo. Preparations are treated with 1 and 10 yM rofecoxib and its
vehicle in normoxia and simulated ischemia-reperfusion (SI/R). Cardiomyocytes
isolated from male Wistar rats were lested in vitro. The cells were pre-lreated with
0.1.0.3. 1. 3and 10 uM of rofecoxib and its vehicle and then the cells were exposed
to normoxic and SI/R conditions. Viability of the cells was determined by calcein
assay.

In papillary muscles. the rofecoxib pretreatment in SI/R prolonged the action poten-
tial at 90% of repolanzation by the end of simulated reperfusion in 3 dose-depen-
dent manner. Rofecoxib protreatmont increased the viability of the cells in adult rat
cardiomyacyte cultures both in normoxic and in SI/R conditions

We have shown that rofecoxib has hidden cardiotoxic eflect; as it prolonged the
action potential after SR The agent was protective in isolated cardiomyocytes
According to our results, the hidden cardiotoxic effects of drugs can be detected
by using SI/R protocol, however, these effects cannot be observed in each models.
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Al edzeés s2zamos kardiovaszkularis elonnyel
ledzés altal a Pitvarban letrejovo valtozasok
: ! Ita hossza tavua fizikar edzes altal okozott pit
llemzeset adni mindket nemben sportsziv patkanymodelljen.
anyainkat ndstény edzett (NE), nosteny kontroll (NKo), him
m konl‘roll- @HKo) csoportra osztottuk. Az edzelt allatok 12 héten
zgedzesl Yegezlek. majd szZivultrahangos vizsgalatot végeztink
ki _ ze'lsok‘lelArasa céllabél, |n'vivo pitvari elektrofiziologiai vizsgalatot
Erg;d u_n ,m.ald pitvari génexpresszigs vizsgalatokat vegeztink.
g r'rl\e:yek_. A post-mortem ‘mérl gitvari izomtdmeg adatok jelentds hipertréfiat
cgm ’\?Ka (tibiahosszra normalizalt pitvari tomeg: 18,6+2,7 gicm NE, 10.3:1,0 g/
o 0. 2:.7:2_.2 .gkfm HE, 15.8:}.9lg(cm HKo), az echokardiografias vizsgalatok
enyhe mertekd pitvari dilatacio és a kontrakcio javulasa volt megfigyelheté
|r1fndkel nemben. A lestedzes hatasara bradikardia és a P-hullam megnagyobbo-
das? mellett a |ob§ pitvari effekliv refrakter periddus megnyulasa volt megfigyel
held. A sinuscsomo helyreallasi 1d6 nem mutatott valtozast, valamint nem tudlunk
kivallani jelentés szamu ritmuszavarl pitvari ingerlessel egyik csoportban sem. Az
antioxidans enzimek (NOX2, S002) pitvari genexpresszioja emelkedést mutatott
mundké} nemben. A jelentds mértek( pitvari hipertréfia ellenére a patologias remo-
dellaciora jellemzd (ANF), valamint a proinflammatorikus (TNFa) és profibrotikus
(TGFB) markerek sem mutattak valtozast. Emellett a pitvari depolarizaciot és re-
polarizaciot jellemz6 ioncsatonak kifejez6désének valtozasait talaltuk.
Kovetkeztetések: Adataink arra utalnak, hogy a rendszeres fizikai edzés altal
kialakulo pitvari hipertrofia nem jar koros elektromos atepulessel, valamint az

oxidativ stressz ellenére gyulladasos vagy profibrotikus valaszreakcio nem mu-
tatkozik
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Purpose Although regular exercise training is associated with cardiovascular be-
nefits, the atrial alterations induced by long-term physical exercise still need to be
elucidated. We aimed at investigating exercise-induced atrial remodeling in a rat
model of athlete's heart and determining sex-specific differences

Methods Age-matched young adult rats were divided into female exercised (FEx),
fernale control (FCo), male oxercised (MEx) and malo control (MCo) groups. After
exercised animals completed a 12-week-long swim training protocol, echocardio-
graphy was used to describe atrial alterations. In vivo electrophysiologic investiga-
tion was performed by programmed stimulation with an octapolar catheter inserted
into the right atrium and altnal gene expression analysis was carried out

Results: Post-mortem atrial weight data confirmed marked atrial hypertrophy (at-
rial weight to tibial length: 18.6£2.7 g/cm FEx, 10.3£1.0 g/cm FCo, 23.7+2.2 g/
cm MEx. 15.8+1.9g/cm MCo). while echocardiography data showed slight atrial
dilatation and improved contraction in both exercised groups. Exercise-training
was associated with bradycardia, P-wave enlargement and prolonged right atriai
effective refractory period (RAERP). Sinus node recovery ime (SNRT) did not
differ between groups and we could not induce significant number of arrhytmi-
as by programmed stimulation in any groups. We found increased atrial gene
expression of antioxidant enzymes (NOX2, SOD2) in both genders. Despite the
marked atrial hypertrophy, no gene expression alteration was found regarding
markers that describe pathological remodeling (ANF), proinflammatoric (TNF-a)
and profibrotic (TGF-B, MMP-2) processes. We found altered exprossion of ion
channcls parlicipating in atnal depolarization and repolarization.

Conclusions Qur data suggests that exercise-induced atrial hypertrophy is not as-
sociated with harmful electrical remodeling and no inflammatory or profibrotic res-
ponse was observed in the atrium of exercised rats
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Szlovak Jozefina', Toth Noémi', Gazdag Péter', Prorok Janos', Kohajda Zsofia',
Pollesello Piero?, Papp Gyula', Varré Andras’, Nagy Norbert'

'Szeged Tudomanyegyetem AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet, Szeged
“Qrion Pharma, Espoo, Finland

Kulcsszavak: Allernans, akcios potencial, ORM-10962, Ca-tranziens

Ca? .vezérell alternansoknak nevezzUk az akcios potencidl (AP) hosszanak
(APD) &s a Ca” felszabadulasok amplitudojanak parallel oszcillaciojat, amely
nek hattereben az APD restituciot és a Ca’* homeosztazis instabil mukodeset
feltételezik. Kiemelt jelentdsequ lehet a8 mechanizmusban a szarlfolemma Na'/
Ca* kicseréloje (NCX) amely kapcsolatot teremt a membranpotencial valtozasok
és 3 Ca® ciklus kozott. Ennek direkt vizsgalata azonban eddig nehézségekbe
utkozott megfelelden szelektiv gatioszer hianyébaq. Kis(?rleleink célja, az NCX
szerepének megismerése az alternansok folyamataban, illetve az esetleges te-
rapias alkalmazas lehetdéségének becslése egy Uj, szelektiv NCX gatlészer az
ORM-10962 segitségével kutya és human szivizomban.

Az AP mérés konvencionalis mikroelektrod technika segitségavel tortent, az ig-
naramokat patch-calmp technikaval detektaltuk, mig az intracellularis Ca#-tran-
ziensek fluoreszcens optikai modszerrel rogzitettik,

Az APD erlekek kulya és human szivizomban egyarant jelentds allernalast mu-
laltak 250 ms-nal gyorsabb frekvenciakon, amelyet TuM ORM-10962 alkalmaza-
sa jelentosen gatoll 1zolall sejleken a magas frekvenciaju, de nem alternalo AP
parancsjel nem okozta a Ca‘ -telszabadulasok alternalasat, azonban az alternalo
AP parancsjel jelentds ionaram és Ca?*-felszabaduls alternalast okozott ame-
lyet a szelektiv NCX gatlas szignifikansan csokkentett.

Kiserleti elrendezéstinkben a Ca?"-felszabadulasok és az APD alternalasat
az oszcillalo diasztolés intervallum miatt létrejovo alternalo forward NCX és
L-tipsus6 Ca* aram (ICal) okozta. A szelektiv NCX gatlas a forward aram
csbkkentésével, és a magasabb intracellularis Ca2+ miatt I¢trejvé szupresz-
szalt ICal. aram révén csokkenti az influx-efflux imbalanszt és szingfikansan
csokkenli az APD allernalas merteket. Ezért a prevenliven alkalmazoll sze

lektiv NCX gallas csokkenlheti az APD allernalas lalajan kialakull ritmusza-
varok incidenciaat.
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The Ca*-governed alternants means a parallel oscillation of the action potential
duration

(APD) and the Ca** transient amplitude. The underlying mechanisms could be
the restitution properties of the APD and intracellular Ca2+ mismanagement. The
Na+/Ca’ exchanger (NCX) provides an important link between the membrane po-
tential changes and Ca?®* cycle therefore may have significant role in this mechan-
ism However, direct experiments have been hampered so far because of the lack of
an appropriately selective NCX inhibitor. We aimed to characterize the role of NCX
in the mechanism of alternants and to estimate the potential therapeutic potential of
selective NCX inhibition by using a novel inhibitor ORM-10962 in canine and human
ventricular myocytes.

The APs were measured by conventional microelectrode technique, the ionic cur-
rents were monitored by the patch-clamp technique while intraceliular Ca** move-
ments were recorded with fluorescent optical methods.

The APs showed considerable APD alternants in frequencies faster than 250 ms,
which were markedly suppressed after application of 1 uM ORM-10962. In isolated
cells, high frequency but not alternating action potential as a command potential
was unable to cause oscillation of the Ca** releases. However. the alternating AP
signal resulted marked oscillation of ion currents and Ca2+ releases, which were
suppressed by selective NCX inhibition.

In our study the alternation of APD and Ca’* releases are pnmarily initiated by the
oscillation of the forward NCX and the L-type Ca2+ current (Ical) via the alternating
diastolic interval. Selective inhibition of NCX reduces the forward NCX current, thus
tncreases the intracellular Ca?* lovel which suppresses the ICal. As a result, doc-
reases the infiux-efflux imbalance which significantly reduces the alternation rate
of APD. Therefore preventive application of selective NCX inhibition may be able to
suppress the arrhythmia incidence based on APD alternants.
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A sejlszintd vizsgalatokban az intracellularis kalciumkoncentraciot (ICa*i)
gyakran puffereljuk a BAPTA kalcium kelator sejipermedbilis acetoxi-metilész-
ter (BAPTA-AM) formajanak alkalmazasaval, azonban kevés adat all rendelke-
zésiinkre a BAPTA-AM kozvetlen elektrofiziologiai hatasairol.Ezert vizsgalatunk
célja az extracellularisan alkalmazott BAPTA-AM szivizomsejtek akcios potencial
idétartamara (APD) gyakorolt hatasainak vizsgalata volt.

Kisérleteinket enzimatikusan izolalt kutya kamrai myocytakon végeztik. Az akci-
0s potencialokat hegyes mikroelektroda technikaval rogzitettunk. A BAPTA-AM
késoi egyeniranyito kaliumaram gyors komponensére (IKr) kifejtett hatasat ha-
gyomanyos feszultség-clamp (VC) és akcids potencial leszultség-clamp (APVC)
technikak alkalmazasaval vizsgaltuk.

Az APD BAPTA jelenlétében nem vallozott szignifikdnsan, mig 5 pM BAPTA-AM
megnyujtotta és az A23187 kalcium ionofér roviditette id6figgd modon. A BAP-
TA-AM APD meghosszabbité hatasa nisoldipin jelenlétében erbsen csokkent, &s
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