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I. BEVEZETES

I/1. A timol

A timol (2-izopropil-5-metil-fenol) a monociklikus monoterpének csoportjaba tartozo
fenolszarmazék (1. abra). Lipofil tulajdonsagu, vizben gyakorlatilag oldhatatlan, alkoholban,
kloroformban ¢és éterben jol oldodik. Jellegzetes szagu, fényérzékeny, szobahdémérsékleten
fehér kristalyos anyag. Erés fert6tlenitd hatasa van, fenol koefficiense 20, a fenolnal 20-szor
er6sebb dezinficiens. A timol a természetben is el6fordul, névényi olajok gyakori dsszetevoje.
Nagy mennyiségben talalhato a kakukkfii (41%) €s az oregand illoolajaban (54%) (Manou ¢€s
mtsai, 1998.). Irodalmi adatok szerint a timol 1 millimélos koncentracidoban specifikusan
gatolja egyes patogén baktériumok, példaul a Bacillus cereus ATP termeld enzimrendszereit
(Shapiro és Guggenheim, 1995.), mig 3 mM-ndl nagyobb koncentracidk esetén karositja a
sejtmembrant €és az intracellularis molekulak gyors kiaramlasat okozza. Ezen alapul a
molekula baktericid hatasa, amely a fungicid és antioxidans tulajdonsiaga mellett a timol
sokrétli felhasznalasanak az alapja. Kiilonb6z6 termékek tartdsitdsara alkalmazzak nemcsak
az ¢élelmiszeriparban (Aeschbach és mtsai, 1994.), de a ndvényvédelemben (Lee és mtsai,
1997.; Montes-Belmont és Carvajal, 1998.), valamint kozmetikai termékekben is (Manou és
mtsai, 1998.). A vegyiparban szérummintak, oldatok stabilizalasara és tarolasara is hasznaljak
(Tarmol’chuk, 1996.). Szadmos egészségiigyi alkalmazasa is ismert a molekulanak.
Antibakteridlis hatdsa miatt a mellkasi folyadékgylilemek megsziintetése céljabol végzett
pleurodézisek soran hasznaljak a fert6zések megeldzésére (Jacobi és mtsai, 1998., Turler és
mtsai, 1997.). Fogaszati kezelések soran a fogtomések ala helyezve egyrészt fertdtleniti a
terililetet, masrészt a tomés alol lassan kidramolva hatékonyan gatolja a szajban a baktériumok
szaporodasat (Skold és mtsai, 1998.). 1% chlorhexidint és 1% timolt tartalmazo oldat
szignifikansan csokkenti a nyalban és a fogakon talalhato plakkokban a Streptococcus mutans
baktériumok szdmat (Twetman és mtsai, 1995.; Ogaard és mtsai, 1997.). Ugyanez az oldat
jelentésen csokkenti a foginyagy valadékaban jelenlévo gyulladasos mediatorok (PGE,, PGI,,
LTB., IL-1B) mennyiségét, ezért j6 hatdsunak bizonyult kronikus inygyulladas kezelésében
(Yucel-Lindberg és mtsai, 1999.). Erds antibakteridlis hatdsa miatt a timol 1%-o0s oldata tobb
szajviznek is 0sszetevoje. Melanoma B16(F10) sejtvonalon végzett kisérletekkel igazoltak,
hogy a timol gatolja a tumorsejtek novekedését és osztodasat. Egy masik megfigyelés szerint
a timol és mas terpének in vitro javitjak az emlétumorok kezelésében alkalmazott, igen er0sen
lipofil tulajdonsagt tamoxifen boron keresztiili felszivodasat (Gao és Singh, 1998.). A timolt

antioxidans hatasa miatt felhasznaljak a folyékony halotan stabilizaldsara is. Régota ismert,
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hogy a halotannal torténd altatassal végzett miitétek szovodményeként hepatitis alakulhat ki.
Ezen ugynevezett halotan hepatitisért egyes szerzok az altatogaz stabilizalasara hasznalt
timolt teszik feleldssé (Elliot és Sturnin, 1993., Ray és Drummond, 1991.). Puhatastiiek
(Helix pomatia) neuronjan azt talaltak, hogy a timol gatolja a kalcium aramokat és a félgatlo
koncentracio 200 uM  koriili  értéknek adddott (Gyori és mtsai, 1991). Ugyanezen
preparatumon mas szerzok altal végzett kisérletekben azt tapasztaltadk, hogy a timol
mikromolos koncentracioban a koffeinhez hasonléan kalcium-felszabadulast idéz el6 a sejtek
intracelluldris raktaraibol (Kostyuk ¢és mtsai, 1991, 1992.). Ezen hatdsat fél millimolos
koncentracioban simaizmokon is leirtak (Hisayama és Takayanagi, 1986.), de szivizom
esetében nincsenek hasonlo adatok.

Az izmok excitacios-kontrakcios kapcsolatanak miikodését vizsgalo kisérletekben vagy a
neurotranszmitterek, neuromodulatorok felszabadulasanak szabalyozasat tanulmanyozo
vizsgélatokban sziikség lehet az intracellularis kalciumkoncentracié novelésére, amelyet
rutinszerlien koffeinnel idéznek elé (Dutka és Lamb, 2000.; Murchison és Griffith, 1999.;
Duke Adrian és Steele Derek, 1998.). Ismert azonban, hogy a koffein ezen hatdsanak
kialakuladsdhoz viszonylag nagy, millimélos koncentraciora van sziikség. A koffein kémiai
szerkezetébdl adoddan igen rosszul oldodik mind vizben, mind a laboratériumi munkék soran
altalaban hasznalt egyéb oldoszerekben (alkohol, éter, DMSO), ami nagymértékben
megneheziti a szer kisérletes felhasznaldsat. Izmokban a szarkoplazmatikus retikulumbol
(SR) koffein hatasara bekovetkezO kalciumfelszabadulds viszonylag lassan jon 1étre és a
molekula ezen hatasat nehezen lehet reprodukalni, ami megneheziti az eredmények
standardizalasat. Mindezek alapjan a koffein az intracellularis raktarakbol torténd
kalciumfelszabaditds szempontjabol egyaltalan nem nevezhet6 idealis szernek. A fent emlitett
irodalmi eredmények alapjan azt reméljiikk, hogy a timol alacsony koncentracidoban
szivizomsejteken is képes lesz az SR-bdl kalciumot felszabaditani. A koffeinnél jobb
oldékonysaga ¢és konnyebb hasznalhatosidga miatt a jovoben a kalciumfelszabadités

kivaltasaban atveheti a koffein helyét, megkonnyitve ezzel a kutatok dolgat.

1/2. Timolanalogok
1/2.1. A karvakrol

Az altalunk vizsgalt timolanalogok koziil a karvakrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol)
mutat legnagyobb hasonldosagot a timol szerkezetével (1. dbra). A két molekula moltomege
teljesen megegyezik, a karvakrol mindossze a hidroxilcsoport elhelyezkedésében kiilonbozik

a timoltol, ezért szamos kémiai tulajdonsaguk hasonlé. A karvakrol is lipidoldékony és



aszimmetrikus toltéseloszlassal rendelkezik. Vizben oldhatatlan, alkoholban és éterben
korlatlan mennyiségben oldodik. Szobahdmérsékleten folyékony halmazallapotl, a szaga a
timoléhoz hasonld. Kiilonb6z6 ndvényi olajok gyakori 0sszetevdje, nagyobb mennyiségben a
kakukkfii, a majoranna, valamint az oregano tartalmazza. Erds baktericid, fungicid, rovardlo
¢és féregellenes hatasa van, mely tulajdonsagainak kdszonhetden a timolhoz hasonloan széles
korti gyakorlati alkalmazast nyert. Hasznaljak fertétlenitésre (Chang és mitsai, 2001.),
novényvédelemre (Lee ¢és mtsai, 1997.), kozmetikai termékek gyartasara, valamint
¢élelmiszerek tartdsitasara €s izesitésére (Manou és mtsai, 1998.; Aeschbach és mtsai, 1994.).
A medicina teriiletén elsdsorban a fogaszati kezelések soran, a tomdanyag behelyezése elott
keriilnek alkalmazésra (Shapiro és Guggenheim, 1995.; Yucel-Lindberg ¢és mtsai, 1999.). A
karvakrol mar mikromoélos koncentraciéban, a koffeinhez és a timolhoz hasonléan
kalciumfelszabadulast idéz el6 a neuron, valamint a simaizomsejtek intracellularis
kalciumraktaraibol (Kostyuk ¢és mtsai, 1991.; Hisayama ¢s Takayanagi, 1986.). Egy
millimoélos koncentracioban, a timolhoz hasonldéan, a karvakrol specifikusan gatolja egyes
patogén baktériumok, példaul a Bacillus cereus ATP termeld enzimrendszereit, mig 3 mM-nal
nagyobb koncentraciok esetén irreverzibilisen karositja a sejtmembrant, és az intracellularis
molekulak gyors kiaramlasat okozza. Ez utobbi tulajdonsagan alapszik a szer baktericid

hatasa (Ultee és mtsai, 1998.).

1/2.2. Az eugenol

Az altalunk vizsgalt timolanaldégok koziil az eugenol (2-metoxi-4-(2-profenil)-fenol)
szintén a monociklikus monoterpének csoportjaba tartozé fenolszarmazék (1. abra). Az
eugenolrol is elmondhato, hogy lipofil molekula, alkoholban, kloroformban és éterben jol,
vizben nagyon kevéssé oldodik. Szobahémérsékleten szintelen vagy halvanysarga,
fényérzékeny folyadék. Szintén megtaldlhatdé a természetben, nodvényi olajok gyakori
Osszetevoje. A szegfliszeg jellegzetes illatat adja, de megtalalhatdo a kakukkfii és a fahéj
illdolajaban is. A karvakrolhoz és a timolhoz hasonléan erds baktericid, fungicid, rovar6lé és
féregellenes hatdsa van, mely tulajdonsagai alapjan az el6z6 két molekulahoz hasonlo a
gyakorlati felhasznalasa. Tartositasra, fertOtlenitésre hasznaljak és a fogaszatban is
alkalmazzak (Chang és mtsai, 2001.; Lee és mtsai, 1997.; Manou és mtsai, 1998.; Aeschbach
¢és mtsai, 1994.; Saphiro és Guggenheim, 1995.; Yucel-Lindberg és mtsai, 1999.). Az eugenol
hatasair6l az irodalomban szdmos kozlemény jelent mar meg. Leirtak példaul, hogy
patkanyokban mikromoélos koncentracidoban gatolja a jejunum- és a vesehamsejtek Na/K-

ATP-4z aktivitasat (Kreydiyyeh és mtsai, 2001.). A Ca®"-érzékenység és a Ca”'-felvétel
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modositasaval relaxalja a nyul aorta €s a tengerimalac ileum simaizomzatat (Nishijima és
mtsai, 1999.; Lima és mtsai, 2001.; Reiter és Brandt, 1985.). Puhatestiick neuronjain az
eugenol mind a pre-, mind a posztszinaptikus membranon kifejti hatasat. A preszinaptikus
membranon gatolja a kalciumcsatornakat, a posztszinaptikus membranon pedig csokkenti a
neurotranszmitterek (GABA, ACh, glutamat) altal kivaltott excitatorikus posztszinaptikus
potencidlok (EPSP) amplitudojat (Erdélyi, 1999.; Szabadics és mtsai, 2000.; Szabadics és
Erdélyi, 2000). Beszamoltak tovabba arrdl is, hogy 194 nM-os félgatld koncentracioban az
eugenol tengerimalac szivizomsejteken szintén gatolja a kalciumaramot, roviditi az akcios

potencial idétartamat és negativ inotrop hatasu (Sensch és mtsai, 2001.).

1/2.3. A guaiakol

A guaiakol (2-metoxifenol) az altalunk vizsgalt timol analogok koziil a legegyszeriibb
szerkezetli molekula (1. abra). Az eddig ismertetett analogoktdl eltéréen vizoldékony
molekula. Szobahdmérsékleten szintelen, jellegzetes szagh, fényérzékeny folyadék.
Hatésair6l és elofordulasarol az el6zé két analoghoz képest 1ényegesen kevesebb adat all
rendelkezésre. A természetben is eléfordul, Amerikaban honos 6rékzoldek torzsében talalhato
meg nagyobb mennyiségben. A klinikumban koptetéként alkalmazzék, az Erigon hatéanyaga.
Puhatestiiek neuronjan 1 mM guaiakol depolarizaciot valt ki (Szabadics és Erdélyi, 2000.). Az
eugenolhoz hasonldan csokkenti a kivaltott EPSP-k amplitidojat és 6,8 mM-os félgatlo
koncentracioban a kalcium aramot is gatolja (Szabadics és Erdélyi, 2000.). A guaiakol 0,1 %-
os oldata Helix pomatia neuronon az A aram aktivacidjat és inaktivaciojat gyorsitotta, az

amplitadojat pedig csokkentette (Erdélyi, 1999.).

1/2.3. A vanillin

A vanillin (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehid) szerkezete nagyban hasonlit az eldbb
bemutatott guaiakoléhoz (1. abra). Szintén hidrofil molekula, vizben és alkoholban is jol
oldodik. SzobahOmérsékleten fehér vagy nagyon halvanysarga tiiszerli kristalyokat formal.
Fényérzékeny, mindenki altal jol ismert kellemes vanilia illata van. A természetben a
vanilidban fordul eld. Alkalmazasai koziil emlithetjiik az élelmiszeriparban siitemények,
csokoladék izesitésére torténd felhasznalasat. A szervezetre kifejtett hatasaival kapcsolatban
az irodalomban csak néhany kozlemény latott napvilagot. Leirtak a vegyiiletrdl, hogy
puhatestiick neuronjan spontan akcids potencidlok (AP) megjelenéséhez vezet és az AP
id6tartamat kismértékben nyujtja (Erdélyi, 1992.). Ugyanezen preparatumon nagy

koncentracioban a guaiakolhoz hasonloan a kalciumaram ¢és az A-tipust kaliumaram gatlasat
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hozta létre. A félgatld koncentracid értéke az utdbbi aram esetén 5 mM-nak adodott. Az A
aramnal megfigyelték tovabba, hogy a szer mind az aram aktivacidjat, mind pedig annak
inaktivaciojat gyorsitotta (Erdélyi, 1999.). A késdi kaliumaramokat azonban a vanillin nem

befolyasolta.

1/2.4. A zingeron

A zingeron ((4-hidroxi-3-metoxifenil)-etilmetilketon) rendelkezett az altalunk vizsgalt
analogok koziil a leghosszabb oldallanccal (1. &bra). Szobahdémérsékleten fehér szind,
kristalyos anyag, de az olvadaspontja viszonylag alacsony, 40-41 °C. Lipofil karakterti,
vizben gyengén, alkoholban szabadon oldodik. A természetben a gyombér gyodkerében
talalhat6 meg, aminek a jellegzetes izét adja. Elettani hatasai koziil ismert, hogy gyokfogd
(scavenger) hatasa van, de a timolnal gyengébb antioxidans (Aeschbach és mtsai, 1994.). A
vanillinnal és a guaiakolnal kisebb koncentracioban hat Helix pomatia A aramara (Erdélyi,
1999.). Millimodlos koncentracioban beszamoltak patkany trigeminus ganglion sejteken
inward aramot indukdlé hatasarol (Liu és Simon, 1996.). Ugyanezen preparatumon a
tobbszori zingeron adagolas hatasara kivaltott aram amplitidoja csdkkent (tachifilaxis). Arrol
is beszamoltak, hogy a vanilloid receptor antagonista kapszazepin (10 uM) képes volt
megakadalyozni a zingeron fenti hatasat. Egy masik kozleményben patkany kamrai
szivizomsejteken azt talaltdk, hogy 30 uM zingeron 52 %-kal csokkentette a tranziens kifelé
iranyuld kaliumaram ¢és 35 %-kal a késdi egyeniranyitd kaliumaram amplitadojat (Castle,

1992.).



II. CELKITUZESEK

Mint a bevezetésben lattuk, a timol széles korben fordul el6 a természetben. Emellett a
mindennapi életben is rendkiviil sok helyen talalkozhatunk a molekulaval, és szamtalan
gyogyaszati felhasznalasa is ismert. Mindezek kovetkeztében a timol gyakran keriil be az
emberi szervezetbe ¢és lipidoldékonysaganal fogva a sejtek membranjaba beoldodva
befolyasolhatja a sejtek mikddését. Mindezeket figyelembe véve célul tiztik ki, hogy
megvizsgaljuk a timolnak a szivre és a harantcsikolt izomra kifejtett hatasait.

Elészor vizsgalni kivantuk, hogy a timol hogyan befolydsolja a szivizomsejtek €és a
harantcsikolt izomrostok elektrofiziologiai tulajdonsagait. Megmértiik a molekulanak a
szivizomsejtek akcids potencialjanak alakjara ¢és kiillonboz6 iondramainak kinetikai
paramétereire kifejtett hatdsait. Tovabba kivancsiak voltunk a timolnak a szivizom
Osszehtuzodasara, majd ezzel Osszefiiggésben a szivizomsejtek kalcium homeosztazisara
kifejtett hatasaira. Az elébbi esetben a molekula esetleges inotrop hatasait akartuk
feltérképezni, mig az utdbbi esetben az intracellularis kalcium koncentraciora ([Ca*'];) és a
szarkoplazmatikus retikulumbol (SR) torténd kalcium felszabaduldsra, valamint az SR
membranjaban elhelyezkedd Ca’"-ATP-4z miikddésére kifejtett hatasokat kivantuk
megvizsgalni. Az SR-bdl torténd kalciumfelszabadulds vizsgalatanal a timol és a koffein
hatasat is 6ssze akartuk hasonlitani.

A timol analogjai koziil szamos molekula szintén megtalalhato a természetben €s néhanynak
mar leirtak kiilonb6z6 prepardtumok kalcium aramara kifejtett gatlo hatasat. Emiatt vizsgalni
kivantuk ezen analdgoknak a szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramara kifejtett hatasat,
valamint Osszefliggéseket kerestiink az egyes analogok szerkezete és a szerek altal okozott

hatasok kozott.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

I1I/1. Sejtizolalas

III/1.1. Szivizomsejtek eldallitasa kutya bal kamradjabol

Elektrofiziologiai méréseinkhez enzimatikusan izolalt, kutydbdl szarmazo kamrai
szivizomsejteket hasznaltunk, amelyeket szegmentperfuzios eljarassal nyertiink. Az allatokat
10 mg/tskg ketaminum (SBH-Ketamin, Novartis, Budapest) és 2 mg/tskg xilazin hidroklorid
(Primazin, PRIM-A-VET Allatgyégyészati Kft., Budapest) nyakizomba torténé injekcidjaval
altattuk el. A szivet hideg, 7,4-es pH-ju normal Tyrode oldattal (Gsszetétel (mM-ban
megadva): 150 NaCl, 5,4 KCl, 0,5MgCl,, 5HEPES, 10 gliikéz) mostuk at, majd
levalasztottuk a pitvarokat. Az aorta feldl kaniilaltuk a bal eliilsé leszalld korondaria artériat
(LAD) és a preparatumot szobahdmérsékletli “Joklik Modification for Suspension Culture”
(JMM) oldattal (SIGMA Chemical Co., St. Louise, USA) perfundaltuk. A kalciummentes,
6,9-es pH-ju JMM oldattal torténé atmosast legalabb 5 percig vagy a szivosszehtizodasok
teljes megszlinéséig és a vér szivbol vald eltavolitasaig alkalmaztuk. Ezutdn 1 mg/ml CLS-2
tipust kollagenaz enzimet (WORTHINGTON Biochemical Co., Lakewood, USA), 2 mg/ml
borju szérum albumint (SIGMA Chemical Co., St. Louise, USA) és 50 uM CacCl,-t tartalmazo
JMM oldattal kb. 30 percig emésztettiik a szivet 37 °C-on. A szdvet elfolydsodasa utan a
bal kamrai sejteket 7,3-as pH-ju 0,5 g/l streptomycin (Egis, Budapest) és 0,5 g/l penicillin
(Biogal) tartalmi Minimal Essential Medium (MEM) oldatban (SIGMA Chemical Co., St.
Louise, USA) taroltuk 15 °C-on. Ez lehet6vé tette, hogy az egy-egy allatbol szarmazo sejteket
az izolalés utan 1-2 napig hasznaljuk. Az izolalasok soran kapott szuszpenziokban atlagosan
60% volt a szabalyos téglalap alakt, ép hardntcsikolatu, éles szélii és tiszta citoplazmaval
rendelkez6 sejtek aranya. Ezeket a sejteket hasznaltuk a késébbiekben a mérésekhez.

Hasonl6 eljarast alkalmaztunk a kardioplégias oldatban tarolt human szivek esetében is.

I11/1.2. Harantcsikolt izomrostok izolalasa patkanybol
Az izolalt vazizomrostokat kevert nemi patkanyok extensor digitorum communis
izmabol enzimatikus emésztéssel nyertilk. Az allatokat éterrel altattuk ¢és cervikalis
diszlokéacioval oltik meg. Ezt kovetéen eltavolitottuk az allatok izmat és 60-90 percen
keresztiil 37 °C-on I-es tipust kollagenaz enzimmel (SIGMA Chemical Co., St. Louise, USA)
emésztettiik. Az emésztést kovetden a rostokat legalabb 20 percig pihentettiik és a

mérésekhez csak a membrankarosodast nem szenvedett rostokat hasznaltuk. A méréshez
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kivalasztott izomrostot a relaxald oldattal (0sszetétel (mM-ban megadva): 150 K-glutamat,
2 MgCly, 10 HEPES, 1 EGTA) toltott mérdkadba helyeztiik. A rost kozépso részét vazelinnel
szigeteltlik el a sz¢ls6 részektdl, mely utobbiakat 0,01 %-os szaponinnal permeabilizaltuk. A
permeabilizalt végeken a relaxald oldatot belsé oldatra (Osszetétel (mM-ban megadva):
120 Cs-glutamat, 5,5 MgCl,, 5 Na,-ATP, 10 Na-foszfokreatin, 10 gliikéz, 5 HEPES,
5 EGTA) cseréltik. A kozépsd részen a kiilsé oldatot (Osszetétel (mM-ban megadva):
140 TEA-CH3S0;, 2 MgCl,, 5 HEPES, 0,0003 tetrodotoxin, 1 3,4-diaminopiridin)
alkalmaztuk a mérések soran.

A kalciumaram (Ic,) mérésekhez a kiilsé oldathoz 5 mM CaCl,-ot adtunk és az ozmolaritas
megtartasanak céljab6l a TEA-CH3SOs; mennyiségét aranyosan csOkkentettilk. Ezzel
rovasara.

A kéliumaram (Ix) mérésénél a belsé oldat a Cs-glutamat helyett 120 mM K-glutamatot
tartalmazott és a kiilsd oldatban a TEA helyett 140 mM N-metil-D-glukamint alkalmaztunk,
Meéréseink soran az oldatokban az ozmolaritast 300 mOsm-ra, a pH-t pedig 7,2-re allitottuk

be.

I11/2. Az akcids potencidl mérése

A membranpotencidl mérésére a Volders és mtsai altal egysejtes rendszerre
kidolgozott, nagyellenallast iivegmikroelektrodas eljarast alkalmaztuk. A kisérleteink soran a
II/1.1. pontban leirtak szerint készitett sejtszuszpenziobol 2-3 cseppet egy invertalo
mikroszkop (Olympus CK-2, Japan) targyasztalara rogzitett, kb. 1 ml térfogata mérékadba
cseppentettiink. A kad és a perfundalé oldatok hdmérsékletét a kisérletek soran termosztat és
perfizids rendszer segitségével végig 37 °C-on tartottuk. A szivizomsejtek kiiilepedése utan
(2-3 perc) elinditott, 2-4 ml/perces sebességgel aramldé normal Tyrode oldat perfuzidja
eltavolitotta az elhalt sejteket, igy csak a kad fenekére kitapadt szabalyos alaku, éles szEli, ép
harantcsikolattal rendelkez0 sejteken dolgoztunk. A sejtek membranpotencialjanak kovetésére
3 M-os KCl-dal to6lt6tt, 25-30 MQ) ellenallasti mikroelektrodat hasznaltunk. Az elektrodakat
kozvetleniil a kisérlet megkezdése eldtt boroszilikat kapillarisbol (Harvard Apparatus LTD.,
Kent, UK) készitettiikk programozhaté mikroelektroda-huzé (Sutter Instruments Co., USA)
segitségével. A mérérendszert a kornyezetbdl szarmazd elektromagneses és mechanikai
rezgésektdl Faraday-kalitka és antivibracios asztal (Newport, USA) védte. Az elektrodat

mechanikus makro- és harom irdnyba mozgathaté hidraulikus mikromanipulatorral
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(Narishige, Japan) pozicionaltuk. A mérés soran nyert jeleket AXON 2B er6sitd (AXON
INSTRUMENTS Inc., Foster City, USA) segitségével erdsitettiik. A sejtek ingerlése a
kisérletek teljes idOtartama alatt a mérdelektrodon keresztiill folyamatosan zajlott 1s
ciklushosszal. Az ingerl6 impulzusok id6tartama 1 ms volt, amplitiddja, a sejtek
érzékenységtol fiiggden 4-8 nA kozott valtozott. Az erdsitd altal felerdsitett jeleket analog-
digitalis atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya, AXON INSTRUMENTS Inc., Foster City,
USA) utan a késobbi elemzéshez szamitogépen taroltuk. A mérés soran a mintavételezés az
AP els6 10 ms-a alatt 20 us gyakorisaggal tortént, majd ezt kovetéen 200 ps-onként
rogzitettiikk az adatokat. Ezaltal az AP felszallo szara és a repolarizacio folyamata egyarant jol
megitélhetd volt. A mért AP-ok kisérlet kozbeni kovetésére oszcilloszkdpot hasznaltunk. A
mérések soran pontosan rogzitettiink minden kisérleti koriilményt illetve ezek valtoztatasanak
idejét és mértékét. Minden mért file-ban 10 AP-t taroltunk, melyek atlagolasa és tovabbi
kiértékelése egy, az Intézetben fejlesztett szoftver segitségével tortént (off-line). A program
altal kiszamitott paraméterek kozé tartozik a nyugalmi membranpotencial értéke, a
depolarizacié maximalis sebessége (Vmax), az AP amplitudoja, valamint az AP 20, 50 illetve
90%-o0s repolarizacidjahoz tartozé iddtartama (a késébbiekben APD,, APDsy és APDq, 1asd
2/A. éabra). Az AP-ok kiértékelésébdl kapott adatokbol az abrakat az ORIGIN (Microcal,
Northampton, USA), valamint a POWERPOINT (Microsoft, Santa Rosa, USA) szoftverek
segitségével készitettilk.

I11/3. Ionaramok mérése

I11/3.1. Kutya szivizomsejtek ionaramainak mérése fesziiltség-clamp technikaval

Az iondramok mérésére az III/1.1. pontban leirt modon izolalt szivizomsejteket
hasznaltunk. A mérésekhez hasznalt patch pipettakat a I1I/2. pontban leirtakhoz hasonldéan
készitettiik azzal a kiilonbséggel, hogy ezek ellenallasat 2-3 MQ-nak valasztottuk. Az
koriilmények kozott mértiik (Hamill és mtsai, 1981.). A sejteket itt is 37 °C-on, normal
Tyrode oldattal perfundaltuk. A pipettak feltdltésére hasznalt un. belsé oldat Osszetételét a
mérni kivant ionaramtol fliggden valasztottuk meg.
Az L-tipust kalciuméaram (Ic,1) mérésekor a kovetkezd belsé oldatot hasznaltuk (mM-ban
megadva): 110 KCl, 40 KOH, 10 EGTA, 10 HEPES, 20 TEACI, 3 K-ATP, 0,25 GTP,
pH=7,4. A kalium aramokat a belsd oldatban jelenlevo tetraetilammonium-klorid (TEACI)
alkalmazésa mellett, a perfundéal6 oldathoz adott 3 mM 4-aminopiridin (4-AP) hozzdadéaséaval

gatoltuk. A sejteket -40 mV-on tartottuk, amely membranpotencidl értéken a gyors,
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fesziiltségfiiggd Na' csatorndk teljes mértékben, a tranziens, kifelé iranyulé kaliumaram
kialakitasaért felelos csatornak pedig jelentés mértékben inaktivalodtak, igy nem zavartdk az
Icar mérését. A kalciumaram vizsgalatara hasznalt impulzus protokollokat tehat -40 mV-os
tartopotencialrol inditottuk és a protokollok végén ugyanerre a potencialra allitottuk be a
sejtek membranpotencialjat. Azokban az esetekben, amikor a kalciumaram amplitidéjanak
adott szer hatdsara bekdvetkezd valtozasat vizsgaltuk, az aramokat 400 ms hosszu +5 mV-ra
torténd depolarizacioval valtottuk ki.

A kaliumaramok mérésekor a belsé oldat Gsszetétele a kdvetkezd volt (mM-ban megadva):
110 K-aszpartat, 45 KCI, 1 MgCl,, 10 EGTA, 3 K-ATP, 0,25 GTP, 5 HEPES, pH=74. A
mérések soran a kalcium aramot 5 pM nifedipin perfundalé oldathoz torténd adagolasaval
gatoltuk. A sejtek membranpotencialjat a tranziens kifelé iranyuld kalium aram (Iy,) és a
befelé egyeniranyitdé kalium aram (Ix;) mérésekor -80 mV-on, mig a késéi egyeniranyitd
kalium aram gyors (Ikr) és lasst (Iks) komponensének mérésekor -40 mV-on tartottuk. Az
utobbi két komponens elkiilonitésére eltérd impulzus protokollokat hasznaltunk.

Az aramméréseknél a kovetkezd moddon jartunk el: eldszor a mikropipettaval Ovatosan
megérintettilk egy, a kad aljahoz kitapadt sejtet, majd a pipettdban szajjal torténd szivassal
csokkentettiik a nyomadst, aminek hatasdra a sejtek membranjanak egy kis darabja
betiiremkedett a pipettaba. Ennek kovetkeztében jott 1étre a “gigaseal”’-nek nevezett, nagy
ellendllasu (minimum 1 GQ) kapcsolat a pipetta és a mérni kivant sejt felszini membranja
kozott. Ezt kdvetden a sejtet Ovatosan jobbra-balra és elére-hatra mozgatva fokozatosan
felemeltilk a mérékad fenekérdl, majd kompenzaltuk a pipetta kapacitasat. A teljes-sejtes
konfiguracié eléréséhez a szivoerdt tovabb noveltiik és ezzel egyidejiileg rovid aramimpulzus
alkalmazasaval atszakitottuk a pipetta €s a sejt kozotti membranszakaszt, igy hozva létre a
kapcsolatot a pipetta belsd oldata és az intracellularis tér kozott. Minden mérés kezdetén
meghataroztuk a sejtek kapacitasat, amely 80-200 pF kozotti értéknek adodott. A méréseink
sordn a soros ellenallas 3-9 MQ volt, melyet 75 %-ban kompenzaltunk. Azokat a méréseket,
ahol a soros ellenallas nagyobb volt, vagy a mérés soran megnodvekedett, kihagytuk az
értékelésbdl. A kapott aramjeleket Axopatch-200B erdsitd (AXON INSTRUMENTS Inc.,
Foster City, USA) segitségével erdsitettiik, Digidata 1200 A/D kartyaval végzett analdg-
digitalis atalakitas utin pCLAMP 6.04 szoftverrel szamitégépen rogzitettiik, majd elemeztiik.
Az arammérések soran a mintavételezési frekvencia a mérni kivant ionaramtol fiiggéen 0,5-
20 kHz kozott valtozott. Az analog jeleket a Nyquist tedridnak megfeleléen, az adott

mintavételezési frekvencia harmadrészével szurtik.
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I1I/3.2. Ionaramok mérése patkany harantcsikolt izomrostokon kettds vazelin gap
technikaval
Elektrofiziologiai méréseinket az n. kettds vazelin gap technikaval, fesziiltség-clamp
koriilmények kozott végeztiik (Csernoch és mtsai, 1999.). A rostok membranpotencialjat
-100 mV-on tartottuk és a kisérleteket 16-18 °C-on végeztiik.
A kalciumaramok mérésekor a I1I/1.2. pontban ismertetett oldatokat alkalmaztuk. A natrium
aramot tetrodotoxinnal, a kalium aramokat a kiils6 oldatban 4-aminopiridin és TEACI, a belsd
oldatban pedig CsCl hozzdadéasaval gatoltuk. Az dramjelek kivaltasara 800 ms hosszq, -50 és
+60 mV kozotti depolarizald négyszogimpulzusokat hasznaltunk. A linearis kapacitiv
komponenst 20 mV-os hiperpolarizald pulzus segitségével hataroztuk meg €s az aramjeleket
erre korrigaltuk (Szentesi és mtsai, 2001.).
A kaliumaram mérésekor az alkalmazott kiilsé és bels6 oldat dsszetételét a I11/1.2. pontban
mar részletesen bemutatottuk. Az aramok vizsgalatara 100 vagy 200 ms hossza, -80 és
+40 mV kozotti depolarizald impulzusokat alkalmaztunk.
A kalciumaram esetében az aram csucsértékének fesziiltségfiiggését a kovetkezd egyenlettel
illesztettiik:
[E=(Vir-Vca)*G(Vin) (1. egyenlet)
ahol V,, a membranpotencial, V¢, a kalciumra vonatkoz6é becsiilt egyensulyi potencial és
G(Vm) a kalcium csatornak fesziiltségfiiggd vezetoképessége.
G(Vin)=Gmax/(1+exp(—(Vi—V’)/k)) (2. egyenlet)
ahol Gnax @ maximalis vezetOképesség, V’ az a potencialérték, ahol a vezetoképesség a Gmax
fele és k a meredekség. Annak érdekében, hogy kikiiszéboljiik a rostok méretébdl adodo
kiilonbségeket, minden aramot ¢és a maximalis vezetOképességet is az adott rostok
kapacitasara normalizaltunk.
A kaliumaramok aktivacidjat a szokvanyos m* kinetikaval illesztettiik:
Ik (t)=A*(1—exp(—(t—to)/1))" (3. egyenlet)

ahol A az aram amplitaddja, T az aktivacios idéallando és tg a késleltetés.

111/4. Kontrakcids erOmeérés

A timolnak a szivizom kontraktilis paramétereire kifejtett hatasait kutyasziv jobb
kamrajabol szarmazo6 trabekulédris izomnyalabokon vizsgaltuk. Kisérleteinkben mindig
vékony trabekuldkat hasznaltunk, melyek atmérdje egy esetben sem haladta meg az 1 mm-t.

A III/1. pontban ismertetett modon elaltatott kutydk szivébdl frissen kimetszett trabekuldkat
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szervkadba helyeztiik, majd egyik végiiket egy fix helyzetii acél tiihoz rogzitettilk, mig a
masikat egy mikromanipulatorhoz csatlakoztatott kapacitiv mechano-elektronikus jelatalakitod
karjahoz. Kisérleteinkben a prepardtumokat 95% O,-t és 5% CO,-t tartalmazé gazzal
ekvilibraltatott Krebs oldattal (6sszetétel (mM-ban megadva): 120 NaCl, 5,4 KCl, 2,7 CaCl,,
1,1 MgCl,, 1,1 NaH,POy4, 24 NaHCOs, 5,5 gliik6z) perfundaltuk 10 ml/perces sebességgel. A
hémérsékletet 37 °C-ra, a pH-t pedig 7,4-re allitottuk be. A trabekuldk hosszat ugy allitottuk
be, hogy a kontrakcids eré maximalis legyen. A preparatumokat minden esetben a mérés
megkezdése elott 1 oran keresztil szupramaximalis amplitddoja, 1ms széles
négyszogimpulzusokkal, 1 s-os ciklushosszal ingereltiik. Csak ezt kovetden alkalmaztuk a
timolt, amelyet a Krebs oldathoz adva hasznaltunk. Az analog jeleket erdsités és analog-
digitalis atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya, AXON INSTRUMENTS Inc., Foster City,
USA) utan a késobbi kiértékelésig szamitdgépen rogzitettiik.

11/5. Bal kamrai nyoméas- és [Ca’")-tranziensek mérése Langendorff szerint perfundalt

tengerimalac sziven

A mérésekhez 300-500 g tomegli him tengerimalacokat hasznaltunk. Az allatoknak
intravénasan Heparint adtunk, majd 150 mg/kg doézisu Na-pentobarbitallal elaltattuk azokat.
Az allatok mellkasanak megnyitdsa utan a szivet gyorsan eltavolitottuk és a Langendorff
perfuziés rendszer kaniiljéhez rogzitettiikk, majd Krebs oldattal perfundaltuk. Perisztaltikus
pumpa segitségével a koronaria ataramlast 10 ml/perc/g-os értéken tartottuk. A bal kamrai
nyomds folyamatos mérésére egy, a bal kamra iiregébe helyezett Braun 2021-02 tipust
artérias nyomasmérot alkalmaztunk (Edes és Kranias, 1990). A sziv ingerlése 200/perc-es
frekvenciaval a bal pitvar iliregébe vezetett elektroda segitségével tortént. A kontroll
koriilmények kozott rogzitett mérések utan 10-10 percen keresztill egyre novekvo
koncentracioban (10, 50, 100, 150, 250, és 350 uM) alkalmaztuk a timolt. A disszertacio
tovabbi részében a kontroll koriilmények kozott mért adatok minden esetben az altalunk
vizsgalt molekula hozzdadasat megel6zden rogzitett értékeket jelentik.

Az [Ca®Ji-tranziensek mérése soran a perfundalé oldathoz 5 mM Fura-2 acetoxi-metilésztert
(Fura-2-AM), 0,6 mM probenecidet, 1,25 g/l Synperonic-ot és 50 g/l albumint tartalmazé
oldatot adtunk. Az utdbbi két Gsszetevd a Fura-2-AM-rel vald feltoltést segitette eld, a
probenecid pedig a sejtmembranban talalhatd nem specifikus anioncserélé gatlasaval
megakadalyozta a Fura-2 sejtekbol torténd kipumpalasat. Ilyen korilmények kozott 120
percen keresztiil stabil kalcium jeleket tudtunk regisztralni, ami lehetdvé tette a dozis-hatés

gorbék felvételét. A festéket 340 és 380 nm-es hullamhosszon gerjesztve, az emittalt fényt
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510 nm-en Osszegylijtve Deltascan (Photon Technology International, New Brunswick, NJ,
USA.) segitségével regisztraltuk. Az [Ca®"]; szamolasahoz a hattérre-korrigalt fluoreszcencia
intenzitdsok hanyadosat (R=F340/F330) hasznaltuk (Grynkiewicz €s mtsai, 1985.). Brandes ¢s
mtsai in vitro kalibraciés modszerével az Ry, értékére 0,89-et, az Ry értékére pedig 5,1-et
kaptunk. Az analog fluoreszcencia jeleket és nyomasértékeket 1 kHz-es gyakorisdggal
mintavételeztilk. Mindkét esetben 10 egymast kdvetd kontrakcid soran mért értékek atlagat

képeztiik, és az igy kapott adatokat a késdbbi elemzés céljabol szamitogépen rogzitettiik.

III/6. Single channel mérések mesterséges lipidkettOsrétegbe beépitett kutya rianodin

receptoron (RyR)

Kutyasziv kamrdjabol nehéz szarkoplazmatikus retikulum (SR) vezikuldkat izolaltunk,
majd a szolubilizadlt RyR-t tisztitottuk (Laver és mtsai, 1995.). Foszfatidil-etanolamin,
foszfatidil-szerin és L-foszfatidil-kolin 5:4:1 aranyt keverékébdl sik lipidkettOsréteget
hoztunk létre, majd ezt n-dekanban oldottuk a végsé 20 g/l-es lipidkoncentracio eléréséig
(Herrmann-Frank és mtsai, 1996; Csernoch és mtsai, 1999.). Ebbe a lipidkettdsrétegbe
épitettiik be a CHAPS puffer segitségével szolubilizalt RyR-okat, majd ezt a kettdsréteget egy
250 um atmérdjii nyilasra feszitettiik ki. A kettosréteg mindkét oldalan azonos
pufferdsszetételii, 7,2-es pH-ji oldatot hasznaltunk (250 mM KCl, 150 uM CaCl,, 100 uM
EGTA, ¢és 20 mM PIPES). A kettosréteg egyik oldalat cisz oldalnak (citoplazmatikus) a
masikat pedig transznak (lumindlis, az SR lumene felé¢ nézd) neveztiik el és ez utobbit
elektromosan foldeltiik. A RyR sikeres beépiilésére utalt a 1épcsdzetes aramndvekedés. A
fesziiltség-clamp koriilmények kozott kapott dramjeleket 1 kHz-es frekvencian, 8 polust
Bessel sziir6 segitségével szirtiik, majd 3,3 kHz-en Axopatch 200 intracellularis erdsitovel és
pClamp 6.02-es szoftverrel analdg-digitalis atalakitds wutdn rogzitettik (AXON
INSTRUMENTS Inc., Foster City, USA). 250 mM K'-ot hasznalva toltéshordozoként, a
400 pS-nél magasabb vezetoképességgel rendelkezd csatorndkat tekintettiik RyR-nak. A
nyitvatartdsi valdsziniség értékeit 10-90s hosszii reprezentativ gorbeszakaszokbol
szamoltuk. A timolt a cisz oldalrdl adagoltuk 150 és 300 uM-os koncentracioban. Az
oldatcserék utan legalabb 5 percet vartunk a mérések megkezdése el6tt, mely iddtartam
elegenddnek bizonyult a csatorna kapuzasaban kialakuld 0 egyensulyi allapot 1étrejottéhez
(Szegedi és mtsai, 1999.). Minden kisérlet végén 2 uM rianodint adtunk a cisz oldalra a
csatornabeépiilés iranyanak megallapitasa céljabol. Ellentétes beépiilés esetében a mért
adatokat a késGbbiekben nem hasznaltuk fel. A méréseket 23 °C-on végeztiik, a szabad Ca*'-

koncentracid értékeit mind cisz, mind a transz oldalon a Fabiato altal 1998-ban kozolt
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szamitogépes program és stabilitasi allandok segitségével hataroztuk meg.

II1/7. Kutya nehéz SR vezikulakbol torténd kalciumfelszabadulas meghatarozasa

A nehéz SR vezikulakbol torténd kalciumfelszabadulds mérésére az extracellularis
térben bekdvetkezd Ca’'-koncentracid valtozasokbol kovetkeztettiink, melyeket 0,25 mM
arzenazo III metallokrém festék segitségével, 37 °C-on kovettiink nyomon. A méréseket
1x1 cm nagysagu kiivettdkban, SPEX Fluoromax single fotonszamlalo spektrométerben
(Jobin-Yvon, Spex Industries, Edison, NJ, USA) végeztiik. A vezikuldkat egymast kovetd
CaCl, adagolassal, majd a kalciumpumpa 100 nM ciklopiazonsavval torténd gatlasaval
toltottiik fel. A vezikulakbol térténd kalciumfelszabadulas eldidézésére a timol hozzaadasat
alkalmaztuk. A vezikulan kiviili Ca®’-koncentraciét az 1 Hz-en mintavételezett 710 és
790 nm-en torténd fényelnyelés kiilonbségébdl szamoltuk (Pallade, 1987.), majd analdg-
digitalis atalakitdas utan a késobbi kiértékelésig szamitogépen rogzitettik. A kezdeti
kalciumfelszabadulas mértékét a timol hatasara bekovetkezd fényelnyelési gorbe
meredekségébdl hataroztuk meg Lam és mtsai 1995-ben kozolt modszerének modositasaval.
Az inkubacids oldat Osszetétele a mérések soran a kovetkezé volt: 92,5 mM KCI, 18,5 mM

MOPS, I mM ATP ¢és 150 pg/ml fehérje, pH=7.

111/8. Az ATP-4z aktivitds mérése
A kutyaszivbél eléallitott nehéz SR vezikulakban talalhato Ca®-ATP-az aktivitasanak

meérésére ugynevezett ,.kapcsolt enzim-assay” modszert hasznaltunk. A moddszer elve, hogy a
Ca’"-ATP-az miikodése soran ATP-t hasit. Az ekkor keletkezett ADP a piruvat-kiniz
segitségével reakcioba 1ép és a foszfoenol-piruvattal piruvatot képez, amelybdl laktat-
dehidrogenaz hatasara laktat keletkezik, mikozben NADH-bol NAD" szabadul fel. A NADH
fogyasara a 340 nm-en bekovetkezd abszorbancia valtozas mérésével kovetkeztethettiink. Az
igy kapott gorbe meredekségébdl szamithatd volt a Ca>*-ATP-4z aktivitisa. A mérések soran
az SR vezikula frakciot a szubsztratokat és az enzimet tartalmazo oldatban 5 percig
inkubaltuk 37°C-on (100 mM KCI, 20 mM TRIS-HCI, 5 mM MgCl,, 0,7 mM CaCl,, 5 mM
ATP, 0,5 mM EGTA, 0,42 mM foszfoenolpiruvat, 0,2 mM NADH, 1 uM A23187 Ca*'-
ionofor, 7,5 IU/ml piruvat-kinaz, 18 IU/ml laktat dehidrogenaz és 1-5 ug/ml fehérje, pH=7,5).
Az A23187 ionofér az SR-vezikula membranjat atjarhatova téve megakadalyozta, hogy a
magas luminalis Ca®"-szint csokkentse a pumpa mitkodésének hatasfokat. A reakciot 10 mM
ATP hozzaadasaval inditottuk el és folyamatosan mértiik az oldat 340 nm-en bekovetkezo

abszorbancia valtozasat, amelybdl a hidrolizis mértékére kdvetkeztethettiink. Az adatokat a
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kalcium hianyaban mért alap ATP-az aktivitasra korrigaltuk és pmol Pi/mg fehérje/perc
egységekben adtuk meg.

I11/9. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A mérések soran a kapott adatokat atlagoltuk €s kiszdmitottuk a standard errort (SE).
Az atlagértékek kiilonbségeinek megitélésekor ANOVA-t és Student féle paros t-probat
hasznaltunk. A kapott eredményeket 5%-os szint felett tekintettiik szignifikansnak (p<0,05).
Valamennyi statisztikai analizist IBM kompatibilis személyi szamitogépen, SIGMASTAT
(Jandel Co., San Raffael, USA) szoftver segitségével végeztiink. Az dbrdkon a mért értékek
atlagat és a hozzajuk tartoz6 standard errort (SE) tlintettiik fel. A szignifikans kiilonbségeket
csillaggal jeloltiik.

I1I/10. A vizsgalt molekulak oldasa
A timolbol és analdgjaibol dimetil-szulfoxidban (DMSO, SIGMA Chemical Co., St.

Louise, USA) 0,1 mM-os torzsoldatot készitettiink és a vizsgalni kivant koncentraciokat a
torzsoldatokbol a kisérletek kezdetén normal Tyrode oldattal higitottuk ki. Az altalunk
alkalmazott legmagasabb koncentracié6 1 mM volt. Ezt meghalad6 koncentraciok esetén mar
nem lehettiink biztosak abban, hogy a szer teljes mennyisége oldatban marad, vagy esetleg
esetében mar a DMSO is szdmottevd koncentracioban volt jelen a mérések soran. Annak
érdekében, hogy kizarjuk a DMSO hatdsara bekdvetkezd valtozasokat, probaméréseket
végeztiink kizarolag DMSO-t tartalmaz6 oldatokkal. Ezek eredményei alapjan elmondhatjuk,
hogy a DMSO 6nmagéaban semmilyen hatassal nem volt az altalunk vizsgalt preparatumokra.
A késobbiekben bemutatott eredményekért tehat semmi esetre sem lehet a vizsgalt molekulak

oldasara hasznalt DMSO.
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IV. EREDMENYEK

IV/1. A timol hatadsa kutya izolalt szivizomsejtjeinek akcids potencialjara

Az akcios potencialok mérésénél a II1/2. fejezetben leirt modszert alkalmaztuk. A
timolt a perfizids oldathoz adva, egyre novekvd koncentraciéban hasznaltuk 10 és 1000 uM
kozotti tartomanyban. A timol AP-paraméterekre kifejtett hatdsai koncentraciofiiggonek
bizonyultak (2. abra). 10 uM-os koncentracidoban a timol csokkentette az AP korai gyors
repolarizacids fazisat (2/B. abra). Nagyobb koncentracioban alkalmazva a szert az AP
id6tartamanak csokkenését és a platd fazis depresszigjat figyeltiik meg. A molekula AP-t
roviditd hatdsa nagyobb mértékii volt a repolarizacio 50 %-anal mért értéknél (APDs(), mint a
90 %-o0s repolarizacidhoz tartoz6 AP iddtartamnal (APDgy) (2/C. &bra). Magasabb
timolkoncentraciok jelenlétében megfigyeltik tovabba a depolarizaci6 maximalis
sebességének (Vmax) csokkenését is. 300 uM timol a kontroll érték 93,4+4,7 %-ara, 500 uM
timol 89,1+4,4 %-ara, 1000 uM timol pedig 70,318,2 %-ara csokkentette a Vpax-ot. Ezen
eredmények arra utalnak, hogy a molekula 300 uM-nal magasabb koncentraciokban gatolja a
depolarizaci6 kialakitasaért felelds gyors fesziiltségfiiggd Na™ csatornakat. A sejtek nyugalmi
sem figyeltiink meg valtozast (-78,4+2,2 mV kontroll koriilmények kozott és -78,3+£6,2 mV
1000 puM timol jelenlétében).

IV/2. A timol hatdsa kutya izolalt szivizomsejtjeinek L-tipusa kalcium aramara

Az I, mérésénél a I11/3. fejezetben részletezettek szerint jartunk el. Az aram
kivaltasara 0,2 Hz-es gyakorisaggal alkalmazott, 400 ms hossza, +5 mV-ra torténd
depolarizald impulzusokat hasznaltunk. Az Ic,p amplitidojat minden esetben az aram
csucsértéke és a nem inaktivaldoddé komponens 200 ms-nal mért értékének kiilonbségeként
hataroztuk meg. A kisérletek kezdetén legalabb 5 percen keresztiil figyeltiik az aramot ¢és
amennyiben az amplitdddjanak csokkenése meghaladta a 10 %-ot, a sejtet nem hasznaltuk fel
a tovabbi mérésekhez. Ha az aram stabil volt, akkor a timol egyre ndvekvé koncentracioit 1-
1 percen keresztiil kimosas nélkiil, egymas utan alkalmaztuk. A timol Ic,-ra kifejtett gatlo
hatasa gyorsan kialakult (30 s alatt), stabilnak mutatkozott €s teljes mértékben kimoshato volt
(3/C. abra). A molekula koncentraciofiiggd modon csokkentette az I, csucsértékét (3/A.
abra). A molekula hatasara bekovetkezett gatlas az 50 uM (14,3£8,65 %-os gatlas) €s annal

nagyobb szerkoncentraciok esetében adodott statisztikailag szignifikansnak. A timol

20



kumulativ dozis-hatds gorbéjének Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo
koncentracid (ECsp) értékére 158+7 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens (n) értéke
2,9610,43-nak adodott (3/B. abra).

Meghataroztuk az Ic,p aram-fesziiltség Osszefiiggését is kontroll koriilmények kozott,
valamint 150 és 250 uM timol jelenlétében. A mérések soran 5 mV-os 1épéskozokkel -30 és
+40 mV kozotti, 400 ms hosszii depolarizalé impulzusokat alkalmaztunk és az Icap
csucsértékeit az adott impulzus fesziiltségének fiiggvényében abrazoltuk (4/A. abra). Mint az
abran jol megfigyelhetd, a timol az el6zdéekben emlitett gatld hatasan talmenden nem
valtoztatta meg a kalciumaram fesziiltségfiiggését. Ezek utan meghataroztuk a kalcium
csatornak vezetdképességét, melyet a csucsaram értékébdl és az ahhoz tartozd hajtoerd
hanyadosabol szdmoltunk. A hajtoerdt az alkalmazott depolarizald impulzus fesziiltsége és az
aram +55 mV-nak feltételezett reverzalpotencialjanak kiilonbségeként hataroztuk meg. 150 és
250 uM timol minden vizsgalt fesziiltségen szignifikansan csokkentette a kalcium csatornak
vezetoképességét (4/B. abra). Ha azonban a mért gorbéket az adott gérbe +30 mV-nal mért
vezetOképesség értékére, mint maximumra normalizaltuk, a kapott vezetoképesség-fesziiltség
Osszefiiggések nem kiilonboztek egymastol (4/C. abra). Ez arra utal, hogy a timol nem
befolyasolja az Ic, 1 aktivacidjanak fesziiltségfiiggését.

Ezzel szemben a timol jelentdsen modositotta az Ic,p mind fesziiltség-, mind idofiiggd
inaktivacios kinetikajat, mely hatasok visszafordithatonak bizonyultak. Az Ic,. steady-state
inaktivaciojanak vizsgalatanal kettés impulzus protokollt hasznaltunk. El6szor egy 500 ms
hossza -55 és +15 mV kozotti 5 mV-os 1€épéskozzel alkalmazott eléimpulzust, majd azutan
egy 400 ms id6tartamu +5 mV-ra torténd tesztimpulzust hasznaltunk. A tesztimpulzussal
kivaltott csicsaramokat a -55 mV-os eléimpulzust kovetd tesztimpulzussal kivaltott
csucsaram értékére normalizaltuk €s az alkalmazott eldimpulzus fesziiltségének fiiggvényében
abrazoltuk. Az abrazolt pontokat minden egyes mérés esetén kétallapoti Boltzmann
fiiggvénnyel illesztettiik és meghataroztuk az illesztett gorbe meredekségét, valamint azt a
fesziiltségértéket, ahol a csatorndk fele volt inaktivalt allapotban (félértékfesziiltség, Eos). Az
egyes mérésekbdl meghatarozott félértékfesziiltségeket és meredekségeket atlagoltuk és a
kapott értékeket tiintettiik fel az 5/B és 5/C. abran, valamint ezen paraméterekkel illesztettiik
az egyes sejteken mért értékek atlagat (5/A. abra). A timol 50, 150 és 250 uM-os
koncentracioban nem okozott valtozast a gorbe meredekségében (5/C. dbra), de azt
szignifikdns moédon a negativabb fesziiltségértékek felé tolta el. A gorbe eltolddasanak
mértéke 50 uM timol jelenlétében 5,1+1 mV-nak, 150 uM timol esetében 10,4+1,2 mV-nak,
250 uM timol hatasara pedig 17,4+1,6 mV-nak adddott a -21,6+0,7 mV-os, kontroll
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koriilmények kozott mért értékhez képest (5/B. abra).

Az Ic,p 1d6fiiggd inaktivacioja +5 mV-on legpontosabban egy gyorsan és egy lassan
inaktival6dé komponens 0sszegével volt illeszthetd (biexponencialis). Mint az az 5/D. abra
abrabetétjén lathatd analég aramgorbéken megfigyelhetd, a timol gyorsitotta az aram
1d6fliggd inaktivaciojat. A timol ndvekvd koncentracidi hatasara csokkent mindkét
komponens amplitudodja és a gyorsan inaktivaldddé komponens iddallanddja is (5/D. abra). A
lassan inaktival6do komponens a gyorsan inaktivalodohoz képest érzékenyebbnek bizonyult a
timollal szemben, mert az elébbi komponenst magasabb koncentraciok esetében (150 és
250 uM) a molekula teljesen gatolta, ezaltal az d&ramjelek monoexponencialis fliggvénnyel is
illeszthetdek voltak.

Ezek utan megvizsgaltuk a timolnak az I, inaktivaciobol torténd visszatérésére kifejtett
hatasat. A méréseknél két azonos, 400 ms hosszi +5 mV-ra térténé depolarizald impulzust
hasznaltunk, ahol a két impulzus kozotti id6tartamot 50 ms és 3 s kdzott noveltiik. A masodik
impulzussal kivaltott aramcsticsot az els6 impulzussal kivaltottra normalizaltuk és az igy
kapott hanyadost (I,/I;) a két impulzus kozotti idétartam fliggvényében abrazoltuk (6/A.
abra). Az abrazolt pontokat minden egyes sejt esetében biexponencialis fliggvénnyel
illesztettiik. 150 uM timol hatdsara mind a gyors, mind pedig a lassi komponens
idéallanddjanak szignifikans novekedését tapasztaltuk (47,2+2,7 ms-rol 83+4,8 ms-ra a gyors
és 292433 ms-r6l 569441 ms-ra a lassi komponens esetében). A molekula tehat lassitotta a
kalcium csatornak inaktiv allapotbdl torténd visszatérését, mely hatasa visszafordithatonak

bizonyult (6/B. abra).

IV/3. A timol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramara

250 uM timol hatdsara a humdan szivizomsejtek Ic,r-andl a kutyabol szarmazo
sejteken mért Ic,-nal tapasztalt valtozdsokhoz hasonldé eredményeket kaptunk (7/A.
abrabetét). A timol minden altalunk vizsgalt fesziiltségértéken csokkentette az aram
csucsértékeét (példaul +5 mV-ra depolarizalva a sejtet -12,1+1,1 A/F-os értékrol -3,8+1,1 A/F-
ra), de nem valtoztatta meg annak aram-fesziiltség 0sszefiiggését (7/A. abra). Emellett a timol
human szivizomsejteken sem volt hatassal az Ic, aktivaciojanak fesziiltségfiiggésére (7/B.
abra). A human szivizomsejteken az Ic, steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését a
timol a kutyaban latottakhoz hasonldan, a negativabb fesziiltségértékek felé tolta el és nem
valtoztatta meg annak meredekségét (7/C. abra). A félértékfesziiltség kontroll koriilmények
kozott -20,3+0,5 mV-nak, mig 250 uM timol jelenlétében -32,7+0,2 mV-nak adédott (7/C.
abra). 250 uM timol az I, mind a gyorsan, mind pedig a lassan inaktivalodo
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komponensének amplitidojat és iddallandoit is csokkentette. A kutya szivizomsejtekkel
ellentétben ezen timolkoncentracio kisebb mértékben csokkentette a lassi komponens
amplitddojat a human sejtek esetében, igy az aram inaktivacidjat csak biexponencialis
illesztéssel tudtuk elvégezni. A timol hatasa 1 perc alatt kialakult és teljesen kimoshatonak
bizonyult. Ezzel szemben, amikor hosszabb idon keresztiil (5-10 perc) perfundaltuk a sejteket
a szerrel (pl. az aram-fesziltség Osszefliggés mérésénél) a gatlas mértéke ugyan nem

valtozott, de a human sejtek esetében a hatas csak részlegesen volt visszafordithato.

IV/4. A timol hatdsa kutya izolalt szivizomsejtjeinek tranziens kifelé iranyuld kalium aramara

A timolnak az AP korai gyors repolarizaciojara kifejtett gatlo hatasa valdszintsitette,
hogy a molekula az Ij,-ra is hatassal van. Ennek vizsgalata érdekében az aramot 400 ms
hosszi -80 mV-rdl kiindulé -10 és +60mV kozotti fesziiltségtartomanyba  torténd
depolarizald impulzusokkal aktivaltuk. Minden egyes ingerld impulzust egy 5 ms hosszi
-40 mV-ra torténd eldimpulzust kovetden alkalmaztunk, annak érdekében, hogy a gyors,
fesziiltségfiiggd Na' csatorndkat inaktivaljuk. A timol koncentraciofiiggé modon csokkentette
az Iy, amplitadojat (8/A,B. abra). A szer ezen hatasa az I, -nal latottakkal ellentétben mar
relative kis dozisoknal is kialakult, 1 uM timol az aramot 5,2+2.4 %-kal, 10 uM timol pedig
17,442,7 %-kal gatolta. A kumulativ dézis-hatas gorbe Hill egyenlettel torténd illesztésével a
félgatlo koncentracio értékére 60,6+11,4 uM-t kaptunk, mely érték szignifikdnsan kisebbnek
adodott az Ic,p esetében kapott 158+7 uM-nal. Az illesztett gorbe meredekségének 1-hez
kozeli érteke (1,03+0,11) azt sugallja, hogy a timol I,-ra kifejtett gatld hatasa a
csatornafehérje egy kotohelyén valosul meg. A I, amplitiddjanak 100 uM timol hatasara
bekovetkezett csokkenése 30 s-on beliil kialakult és mar a kimosas els6 perce alatt teljes
mértékben visszafordithatonak bizonyult (8/C. abra). Az I, aram-fesziiltség Osszefliggése
alapjan elmondhatjuk, hogy a timolnak az aram csucsértékére kifejtett gatlo hatdsa nem
mutatott fesziiltségfiiggést (9/A. abra). Ezt kdvetden megvizsgaltuk a timol hatasat az Iy,
steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggésére. Ennek érdekében a kalciumaram mérésénél
bemutatotthoz hasonld kettdés impulzus protokollt alkalmaztunk. Elészér egy 500 ms hossza
-70 és +10 mV kozotti 10 mV-os 1épéskdzzel alkalmazott eldimpulzust, majd egy 500 ms
idétartamu +50 mV-ra torténd tesztimpulzust hasznaltunk. A tesztimpulzussal kivaltott
csucsaramokat a -70 mV-os eldimpulzust kovetd tesztimpulzussal kivaltott csucsaram
értékére normalizaltuk ¢és az alkalmazott eléimpulzus fesziiltségének fiiggvényében
abrazoltuk. Az abrazolt pontok illesztése és a kapott paraméterek atlagolasa a kalcium

aramnal részletesen ismertetett modon tortént. A timol nem valtoztatta meg az Iy, steady-state
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inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését (a kapott félértékfesziiltségek: -38,4+3,0 mV kontroll
esetben ¢és -39,3£3,6 mV 100 uM timol jelenlétében) (9/B. 4&bra). A I, idofiiggd
inaktivacidjanak illesztésekor a legjobb illeszkedést két exponencialis komponens Osszegével
torténd illesztéssel nyertiik. A +50 mV-os depolarizacioval kivaltott aram gyorsan
inaktivalodoé komponensének idéallandojara 2,8+0,6 ms-ot, a lassan inaktivalodé komponens
idéallandojara pedig 9,9+0,2 ms-ot kaptunk. A gyorsan inaktivalodé komponens
idéallanddjanak értékében a timol az altalunk hasznalt koncentraciok egyikében sem okozott
szignifikans valtozast, de a lassan inaktivalddé komponens idéalland6jat mar 10 uM timol is
szignifikans modon csokkentette (9/C. abra). 100 uM timol esetében a lassan inaktivalodo

komponens idéallanddjara 5,7+£0,9 ms-ot kaptunk.

IV/5. A timol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek kés6i egyeniranyitd kalium aramanak

gyors és lassu komponensére

A késo6i egyeniranyitd kaliumaram gyors €s lassu komponensét kiilonb6zd impulzus
protokollok alkalmazasaval kiilonitettiik el. A -40 mV-os membranpotencidlon tartott sejteket
150 ms hosszan +10 mV-ra depolarizaltuk, majd a membranpotencial értékét ismét -40 mV-ra
allitottuk. Az ekkor kialakulé ugynevezett farokaramot tekintettiik Ix,-nek (10/A. é&bra).
Ezekkel a rovid depolarizald pulzusokkal az Ik, elegendd mértékii aktivacidjat tudtuk
eléidézni, anélkill, hogy az Iks-t is aktivaltuk volna (Varrd és mtsai, 2000). Az Ik,
amplitadgjat a timol koncentraciofiiggd modon csokkentette (10/A,B. abra). A kumulativ
dozis-hatas gorbe Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo koncentracid értékére
63,4+6,1 uM-t, a Hill koefficiens értékére pedig 1,29+0,15-t kaptunk. Ezek utan -30 és
+30 mV kozotti 10 mV-os 1épéskozokkel alkalmazott, 150 ms hosszii impulzusokkal
meghataroztuk a farokaram amplitidojanak fesziiltségfiiggését. 100 uM timol nem valtoztatta
meg az aram-fesziiltség Osszefiiggést, bar a -20mV feletti impulzusokkal kivaltott
farokaramok mindegyikének csokkentette az amplitudojat (10/C. abra).

A késéi egyeniranyité kaliumaram lassi komponensének aktivalasara 3 s hossza +50 mV-ra
torténd depolarizald impulzust hasznaltunk. Ezen impulzus végén mért, teljesen aktivalodott
aramot tekintettiik az Ixs-nek (11/A. abra). A timol az Ikst is koncentraciofiiggd modon
gatolta ¢€s a hatdsa visszafordithatonak bizonyult. Az Ixs esetében még az 1 mM
torténd illesztéssel kapott 20211 puM-os félgatld timolkoncentracid és 0,72+0,14-es Hill

koefficiens csak becsiilt értékek (11/B. abra). Hasonldan a Ix,-nél kapott eredményekhez, a
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+10 és +60 mV kozott timol hatasara bekovetkezett Ixs gatlas nem mutatott fesziiltségfiiggést
(11/C. abra).

IV/6. A timol hatdsa kutya izolalt szivizomsejtjeinek befelé egyeniranyitd kalium aramara

A befelé egyeniranyitd kaliumaram mérése soran a sejtek membranpotencialjat —
80 mV-on tartottuk és -125mV-ra torténd, 400 ms hosszi hiperpolarizalé impulzust
alkalmaztunk. A 12. abra A részén az atlagot jol reprezentald analdg aramgorbék lathatok
kontroll koriilmények kozott, 100 uM timol jelenlétében és annak kimosasa utan. A timol I;-
re kifejtett gatlo hatasa, hasonldoan az elézéekben bemutatott aramoknal tapasztaltakhoz
gyorsan kialakult, a szer alkalmazasa soran nem valtozott és teljesen visszafordithatonak
bizonyult (12/C. abra).
A befelé egyeniranyité kalium aram steady-state koriilmények kozott mért aram-fesziiltség
Osszefliggésének vizsgalata soran a sejtek membranpotencialjat -80 mV-on tartottuk és -125
és +65 mV kozotti 10 mV-os 1épéskozokkel, 400 ms hossza impulzusokat alkalmaztunk. Az
impulzusok végén mért aramot az adott impulzus fesziiltségének fiiggvényében abrazoltuk
(12/B. é&bra). Az aram-fesziiltség Osszefliggés -80 mV-nal negativabb fesziiltségeken mért
meredekségét az Ix; sejtmembranban eléforduld striisége hatdrozza meg. 100 uM timol
csokkentette ezen rész meredekségét, tehat a timol gatolta az Ix;-et (12/B. abra). A -125 mV-
ra torténd hiperpolarizald impulzus hatasara kontroll korilmények kozott kialakuld

-43,3+1,6 A/F-os aramsiiriiség 100 uM timol hatasara -34,9+1,6 A/F-ra csdkkent.

IV/7. A timol analdgjainak hatasa kutva izolalt szivizomsejtjeinek L-tipust kalcium aramara

A kisérletek soran mindenben a timol vizsgalatanal részletezettek szerint jartunk el. A
kalciumaram kivaltasara itt is 0,2 Hz-es gyakorisaggal alkalmazott, 400 ms hosszi, +5 mV-ra
torténd depolarizald impulzusokat hasznaltunk. A kisérletek kezdetén kontroll koriilmények
kozott rogzitettiik az aramjeleket, majd az egyes analogok egyre novekvd koncentracioit 1-1
percen keresztiil kimosas nélkiil, egymas utan alkalmaztuk. A timol analogok koziil kutya
szivizomsejtek kalcium aramat a vanillin és a guaiakol 300 uM-os koncentraciéban
alkalmazva gyakorlatilag nem befolyasolta (13. abra). Ugyanilyen koncentracioban a
zingeron mintegy 17 %-kal, az eugenol és a karvakrol pedig kozel azonos mértékben, mintegy
71 %-kal gatolta az Ic,1-t (13. &bra). Az egyes analogok kimosasa utan rogzitett aramgorbék
alapjan elmondhatjuk, hogy az eugenol és a karvakrol altal okozott gatlas részlegesen
kimoshatonak bizonyult. Megallapithatjuk tehat, hogy az egyes timol analdogok egymastol

jelentésen kiillonbozé mértékben csokkentették az I, csucsértékét. A kalciumdram gatlasa
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az eugenol és a karvakrol esetében mar 30 uM, mig a zingeron esetében 300 uM illetve annal
nagyobb koncentraciokban adodott statisztikailag szignifikansnak (14/A. abra). A kumulativ
dozis-hatas gorbéket Hill egyenlettel illesztettiik, a félgatld koncentraciok és a Hill
koefficiensek értékeit pedig a 14. abra tablazata tartalmazza. A félgatld koncentraciok
értékeire a timolnal kapott értékhez képest az eugenol esetében valamelyest magasabb
(187£15 uM) a karvakrolnal pedig némileg alacsonyabb (98+11 uM) koncentraciot kaptunk.
A gorbe meredekségét jellemzd Hill koefficiensek értékeinek tekintetében mar Iényegesen
nagyobb kiilonbségeket tapasztaltunk. Ezen paraméter értékére mind az eugenol, mind a
karvakrol esetében masfélhez kozeli szdmot kaptunk, szemben a timolnal megfigyelheto 3-as
értékhez képest. Mivel az analogok koziil (a zingeron nagyon nagy dozisaitol eltekintve) csak
az eugenol és a karvakrol fejtett ki szamottevo gatlast, a tovabbiakban ezen szereknek az Ic, .
kinetikai paramétereire kifejtett hatasait tanulmanyoztuk.

Elsoként a fent emlitett két analognak az Ic, aram-fesziiltség Osszefiiggésére kifejtett
hatasait vizsgaltuk. A sejteket 400 ms hosszan 5 mV-os 1épéskozokkel -30 és +60 mV kozotti
értékre depolarizaltuk és az I, csucsértékeit az adott impulzus fesziiltségének fiiggvényében
abrazoltuk (15/A,B. abra). Hasonléan a kontroll koriilmények kozott mértekhez az I, a
maximumat mindkét analog esetében +5 mV koriil érte el, igy megallapithatjuk, hogy sem az
eugenol, sem a karvakrol nem valtoztatta meg az Ic, aram-fesziiltség Osszefliggését. Az
eugenol ¢és a karvakrol kalcium csatornak vezetdképességére kifejtett hatasanak vizsgalatanal
a vezetOképesség értékét az adott membranpotencialon mért aram és a kalcium ionokra hato
hajtéeré hanyadosabol hataroztuk meg. A hajtoéerd szamitasanal az adott membranpotencial és
a +55 mV-nak feltételezett reverzalpotencial kiilonbségét képeztilk. Mind az eugenol, mind
pedig a karvakrol koncentraciofiiggd modon csokkentette a  kalciumcsatornak
vezetoképességét (15/C,D. abra), de ha az egyes membranpotencialokon kapott értékeket az
adott gorbe +30 mV-nal mért vezetoképesség értékére, mint maximumra normalizaltuk a
kapott vezetOképesség-fesziiltség Osszefliggések sem az eugenol, sem a karvakrol esetében
nem mutattak eltérést a kontroll kdriilmények kdzott mért gorbétol.

A kontroll koriilmények kozott, valamint 300 uM eugenol illetve karvakrol jelenlétében mért
IcaL inaktivaciojat exponencidlis illesztéssel jellemeztiik. A legjobb illeszkedést a timollal
végzett kisérletekhez hasonloan két exponencialis tag 6sszegével torténd illesztéssel értiik el.
300 uM eugenol csokkentette mind a gyorsan (t;), mind pedig a lassan inaktivalodo
komponens iddallandojat (t2), de a valtozas csak a gyors komponens esetében adodott
szignifikansnak. 300 uM karvakrol esetében csak a gyorsan inaktivalédé komponens

idéallanddja esetén kaptunk szignifikans mértéki csokkenést. A lassu komponens
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idéallanddjaban a karvakrol hatasara kismértékii novekedést figyelhettiink meg.

Gyors komponens idéallando (1) (ms)

Lasst komponens id6allando (t,) (ms)

Kontroll 300 uM Kimosas Kontroll 300 uM Kimosas
Eugenol 15,241 12,8+0,5 14,4+2,6 68,9+1,6 63,942,6 63,5449
Karvakrol 13,6+0,6 7,9+0,7 13,4+1,3 70,6+2,3 77,1+7,1 68,5+5,5

Amikor az I¢,| steady-state inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését vizsgaltuk, a IV/2. pontban a
timolnal mar részletezett kettdés impulzus protokollt alkalmaztuk (16. abra). Itt is az egyes
eldimpulzusokat kovetd tesztimpulzussal kivaltott csicsaramokat a -55 mV-os eldimpulzust
kovetd tesztimpulzussal kivaltott csucsaram értékére normalizaltuk. Az egyes mérések
eredményeit atlagoltuk és az alkalmazott eldimpulzus fesziiltségének fiiggvényében
abrazoltuk (16/A,B. abra). Az egyes mérések soran kapott pontokat minden esetben
kétallapotd Boltzmann fliggvénnyel illesztettiik és meghataroztuk az illesztett gdrbék
meredekségét és félértékfesziiltségét. A kapott értékeket atlagoltuk és 16/C. abran tiintettiik
fel. Az altalunk vizsgalt 100 és 300 uM-os koncentracioban mind a két analdg esetében
szignifikans mértékil balra tolodast figyelhettiink meg, de a két szer azonos koncentracioi altal
okozott eltolodas mértékében jelentds kiilonbségeket tapasztaltunk. Hasonldan az analdgok

kalcium aramra kifejtett gatlasdhoz, (15/A,B. abra) a steady-state inaktivaciora kifejtett

hatasnal is a karvakrol bizonyult a két szer koziil hatasosabbnak.

Félértékfesziiltség (mV)

Kontroll 100 uM 300 uM Kimosas
Eugenol -18,320,7 -22,4+1 -24,1+2 -20,2+0,6
Karvakrol -19,3+0,7 26,2+1,7 -35,1+1,9 -23,9+1,1

Megfigyelve az egyes analdogok kimosasa utan mért értékeket, elmondhatjuk, hogy mind az
eugenol, mind pedig a karvakrol Ic,p steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggésére
kifejtett hatasa részlegesen kimoshatonak bizonyult.

A tovabbiakban megvizsgaltuk az eugenol és a karvakrol 300 pM-os oldatanak hatasat a
kalcium csatorndk inaktiv allapotbol vald visszatérésére (17. abra). A kisérletekben
alkalmazott kettds impulzus protokoll és a mérések soran kapott adatok abrazolasi modja itt is
megegyezett a timolnal mar részletesen bemutatottal. A timolhoz hasonléan a karvakrol

szignifikansan és reverzibilisen lassitotta a csatornak inaktivaciobol torténd visszatérését,
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amit az illesztések iddallandoéinak értékei is jol mutatnak (17/A. abra). Hasonloan a két
vegylilet eddig bemutatott hatasaihoz, a karvakrol ezen csatornamiikodés esetén is
hatékonyabbnak bizonyult az eugenolnal, tekintve, hogy ez utdbbi esetében a kapott

valtozasok nem voltak statisztikailag szignifikdnsak (17/B. abra).

IV/8. A karvakrol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipustl kalcium aramara

A kutya kamrai szivizomsejtek esetén a kalciumaramot gatld timol analdogok koziil
lehetdségilink volt megvizsgalni a karvakrol egészséges human szivizomsejtek L-tipusa
kalcium aramara kifejtett hatasat. A karvakrol 100 uM-os koncentracioban mintegy felére
csokkentette az I, -t (18/B abrabetét), de nem valtoztatta meg az L-tipusu kalciumaram
fesziiltségfliggését (18/A. abra). A kutya szivizomsejteken tapasztaltakhoz hasonldan, a szer
egészséges human kamrai szivizomsejteken sem volt hatassal a kalciumaram steady-state
aktivacigjanak fesziiltségfliggésére (18/B. abra). Az aram steady-state inaktivacidjanak
vizsgalatara a mar korabban ismertetett kettés impulzus protokollt alkalmaztuk.
Megallapitottuk, hogy 100 uM karvakrol human szivizomsejteken az L-tipusu kalciumaram
steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését balra tolta, de a gorbe meredekségét nem
valtoztatta meg. A félértékfesziiltség értékeire kontroll koriilmények kozott -21,4+0,56 mV-
ot, 100 uM karvakrol jelenlétében -29,5+0,44 mV-ot kaptunk. A kimosas utani érték
-24,3+0,15 mV-nak adoédott. A kutya szivizomsejteken tapasztaltakhoz hasonléan, 100 uM
karvakrol gyorsitotta az Ic,r 1d6fliggd inaktivacigjat. A gyorsan inaktivaloddo komponens
amplitadodja és idéallandodja, valamint a lassan inaktival6dé komponens amplitiddja egyarant
szignifikans mértékben csokkent a karvakrol hatdsara. Human szivizomsejtek esetében
azonban 100 uM karvakrol nem valtoztatta meg a kalcium csatornadk inaktivaciobol torténd

visszatérését.

IV/9. A timol hatésa a szivizomkontrakciéra

Kisérleteinkben kutyak jobb kamrajabol szarmazoé trabekularis izmokon vizsgaltuk a
timol kontrakciora kifejtett hatasat. A kontrakcid mérését a Il1/4. fejezetben leirtak szerint
végeztik. A mérések soran a timol egyre ndvekvd koncentracioit (30, 100, 300, 600 és
1000 uM) kimosas nélkiil, egymas utan hasznaltuk a kiilsé perfundald oldatban. Az egyes
koncentraciokat 10 percen keresztiil alkalmaztuk. Ezen id6tartam alatt a szer hatdsa minden
esetben kialakult és stabil volt. Megfigyeléseink szerint a timol koncentraciofiiggd modon
csokkentette kutydk jobb kamrédjabol szarmazo trabekuldk kontrakcios erejét (19. abra). Mar
30 uM timol szignifikans mértékli kontrakcios eré csokkenést okozott, ugyanakkor még az
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torténd illesztése soran a félgatld koncentracio értékére 29712 uM-t kaptunk, mig a Hill
koefficiens 0,95+0,04-nek adodott (19/B. abra). Timol hatasara a kontrakcios gorbék kinetikai
paraméterei nem valtoztak (19/A. abra). A félrelaxacios id6 értékei kontroll esetben 6743 ms-
nak, 1000 uM timol jelenlétében pedig 70+3 ms-nak adodott, a csucsfesziilésig eltelt 1d6
kontroll esetben 14613 ms, 1000 uM timol jelenlétében pedig 145+20 ms volt. Osszefoglalva
a timol szivizom kontrakcidjara kifejtett hatasait kijelenthetjiik, hogy a molekula
koncentraciofiiggé modon csokkentette kutyak bal kamrajabol szarmazé trabekulakon a

kontrakcio erejét, de nem befolyasolta a kontrakcid egyéb paramétereit.

IV/10. A timol hatdsa a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac szivre

A timol koncentraciofiiggé modon befolyasolta tengerimalac sziv kontrakcios
paramétereit és [Ca” J-tranzienseit is. A 20/A-B. 4bra analog gorbéin 150 és 350 pM timol
hatasait, mig a 21. dbrdn a timol altalunk vizsgalt koncentracidinal mért értékeket mutatjuk
be. A timol 150 uM, vagy annal nagyobb koncentracidoban szignifikans modon csokkentette a
szisztolés nyomas értékét (21/A. abra), ugyanekkor a diasztolés nyomas értéke mar az 50 uM
kozott mért értéknél (21/B. abra). A timolnak a szisztolés és a diasztolés nyomasra kifejtett
hatasa OsszegzOdve jelentkezett a pulzusnyomas értékeiben, amelyet a molekula 350 uM
koncentracioban mar kozel nullara csokkentett (21/C. abra).

150 uM vagy annal nagyobb koncentracioban a timol a nyomadsvaltozasokhoz hasonloan
befolyasolta a citoszolikus kalciumszintet. A szisztolés [Ca®]; csokkent, a diasztolés [Ca®'];
nétt a molekula hatdsara, mig 350 uM timol jelenlétében a kalciumtranziens amplitadoja
kozel nullara csokkent (21/D-F. abra). Alacsonyabb timolkoncentracioknal (50-100 uM)
azonban a mért nyomas- és [Ca”]; értékek nem mutattak j6 egyezést. Ezen koncentracioknal
Gigy tiint, hogy a timolnak kalcium-érzékenyité hatasa van, hiszen a szisztolés [Ca®']i-szint
csokkenésével parhuzamosan a szisztolés nyomads értékeiben még nem figyelhettiink meg
csokkenést. Ehhez hasonléan a diasztolés nyomas ndvekedése is a diasztolés [Ca®™];
szignifikins novekedése nélkiil jott létre. Osszefoglalva ezen eredményeket elmondhatjuk,
hogy a timol kontraktilitasra kifejtett hatasa hasonlo volt tengerimalac- és kutyasziv esetében,
bar a tengerimalac preparatum érzékenyebbnek bizonyult a szerrel szemben (350 uM timol
praktikusan teljesen gatolta a kontrakcios erét tengerimalac sziven, mig kutyidban ezen

koncentraci6 csak kozel 50 %-os gatlast okozott).
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IV/11. A timol hatdsa kutya nehéz SR vezikulak kalciumforgalmara

A timol eldbbiekben bemutatott negativ inotrop hatdsanak egyik oka a molekula

[Ca®"]i-tranziensekre kifejtett koncentraciofiiggd gatlasa lehet. Ennek bizonyitasara kiilon
vizsgaltuk a molekula hatasat kutya nehéz SR vezikuldk kalciumforgalmanak két
meghatarozo folyamatdra, a kalcium vezikuldba torténd felvételére és az onnan torténd
kalcium-felszabaduldsra. Az utobbi folyamat tanulméanyozasa érdekében a vezikuldkat
egymast kovetd CaCl, adagoldssal, majd a kalciumpumpa gatlasaval toltottiik fel. A timol
hozzaadasa a vezikuldkbol gyors kalciumfelszabadulast idézett el6 (22/A. abra), mely hatas
100 uM-os vagy annal nagyobb timol koncentracioknal statisztikailag szignifikans
mértékiinek bizonyult és az alkalmazott szerkoncentracio emelésével egyre kifejezettebb volt.
A timol hatasara bekovetkezett abszorpciovaltozds meredekségébol kiszamoltuk a
kalciumfelszabadulas sebességét, mely koncentraciofiiggést mutatott (22/B. abra). A pontok
Hill egyenlettel torténd illesztésével a kalciumfelszabadulas maximalis sebessége (Viax)
0,47£0,04 nmol/s-nak adodott. A félgatlo koncentracio értékére (ECsg) 258121 uM-t kaptunk,
mig a Hill koefficiens 3,02+0,54-es értéke a kotohelyek kozotti erds pozitiv kooperativitasra
utal.
A vezikulakba torténd kalciumfelvétel sebessége aranyos a preparatum Ca>'-ATP-az
aktivitasaval, amely kontroll koriilmények kozott 0,79+0,07 umol Pi/mg fehérje/perc értéknek
adodott. A timol koncentraciofiiggd modon gatolta a kalciumpumpa aktivitasat (23/A. abra).
A molekula altal kifejtett gatlas mar 50 pM-os koncentracioban statisztikailag szignifikdnsnak
bizonyult. A félgatld koncentracio értékére 253+4,7 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens
1,62+0,05-nek adodott.

IV/12. A timol hatésa lipidkettdsrétegbe beépitett, kutyaszivbdl izolalt RyR-ra

A tovabbi méréseket sik lipidkettdsrétegbe beépitett RyR-on végeztiik (23/B-E. abra).
Kontroll koriilmények kozott (timol hozzaadasa nélkiil) a csatorna specifikus vezetoképessége
512455 pS-nek adédott, mely értek jO egyezést mutat az irodalomban korabban kozolt
mérések eredményeivel (Brillantes és mtsai, 1994.; Copello és mtsai, 1997.). A timol RyR-
hoz torténd kotdédése nem valtoztatta meg a csatorna specifikus vezetOképességét, melynek
értekére 150 uM  timol jelenlétében 521+£55 pS-t, mig 300 uM timol hozzdadasakor
507£59 pS-es értéket kaptunk. A bemutatott reprezentativ aramjelek azt bizonyitjak, hogy

timol jelenlétében megnott a csatorna megnyilasainak szama, valamint hosszu iddtartamu
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nyitott epizodok jelentek meg (23/C,D.abra). Az atlagos nyitvatartasi valosziniiség értékére
0,01340,024-ct, mig az atlagos nyitvatartasi idétartam értékére 0,305+0,087 ms-ot kaptunk
kontroll koriilmények kozott (23/B. abra). 150 uM timol 18-szorosara (0,233+0,103), 300 uM
timol mintegy 21-szeresére (0,272+0,11) novelte a csatorna nyitvatartasi valosziniiségét. Bar
a kontroll értékhez képest mindkét vizsgalt timolkoncentracid hatdsara a nyitvatartasi
valosziniiség statisztikailag szignifikans novekedését kaptuk, a két koncentracio jelenlétében
mért értékek nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastol. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy
a timol jelenlétében bekovetkezett hatas az Altalunk vizsgalt koncentracioknal mar a
szaturaciohoz volt kozel. A fent emlitett hosszi iddtartamu nyitott epizodok atlagos
nyitvatartdsi id6tartama 150 uM timol jelenlétében 287121 ms-nak, 300 uM timol
alkalmazasa soran 381+37 ms-nak adodott, mely értékek szignifikansan nagyobbak a timol
hianyaban mért értékekt6l. Annak érdekében, hogy a timol hatasara bekdvetkezo nyitvatartasi
valosziniiség emelkedésének okai koziil kizarjuk a hossza iddtartamu nyitott epizdédok
eléfordulasat, a timol jelenlétében mért gdrbéket a hosszu id6tartami nyitott epizodok
kihagyasa utan ujra analizaltuk. Az ekkor kapott 0j nyitvatartasi valosziniiség értékek
(0,024+0,025 150 uM timol és 0,031+0,028 300 uM timol jelenlétében) és atlagos
nyitvatartasi idotartamok (0,357£0,08 ms 150 uM timol és 0,385+0,103 ms 300 uM timol
jelenlétében) mar nem kiilonboztek szignifikans mértékben a kontroll koriilmények kozott
mért értékekt6l. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy timol jelenlétében a RyR-nak két, jol
elkiilonitheto kapuzésa 1étezik.

A timol RyR-ra kifejtett, elobbiekben ismertetett hatdsai nem mutattak fesziiltségfiiggést, a
tartopotencidl értékét -80 és +80 mV kozott valtoztatva a hatdsokban nem tapasztaltunk
valtozast. A rianodin a timollal aktivalt RyR-hoz is képes volt kapcsolodni. Ezt a
kolcsonhatast jol megfigyelhetjiik a 23/E. abran, ahol a 300 uM timol hatasara aktivalt
csatornat a 2 uM rianodin hozzaadasa a jellegzetes félnyitott allapotban rogzitette, mely arra

utal, hogy a csatornafehérje rianodin kdt6helye timol jelenlétében is hozzaférheto.

IV/13. A timol hatédsa patkany harantcsikolt izomrostok kalcium aramara

A kalciumaram mérésekor a -100 mV-os membranpotencialon tartott izomrostokat
800 ms hosszi -50 ¢és +60 mV kozotti depolarizadld impulzusokkal ingereltiik. A timol
koncentraciofiiggd hatasanak vizsgalatakor +10 mV-ra depolarizaltuk a sejteket, mert ezen a
fesziiltségértéken volt az aram amplitidoja kozel maximalis. A timol egyre ndvekvod
koncentrécioit kimosas nélkiil, egymas utdn alkalmaztuk. A molekula koncentraciofiiggd
modon csokkentette az Ic, csucsértékét (24/A. abra). A molekula hatasara bekovetkezett
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gatlas a 100 uM  (az aram a kontroll 83%7 %-ara csokkent) ¢és anndl nagyobb
szerkoncentraciok esetében adodott statisztikailag szignifikansnak. 600 uM timol jelenlétében
kozel teljes gatlast kaptunk (az aram a kiindulasi érték 943 %-ara csokkent). A timol
kumulativ dézis-hatds gorbéjének Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo
koncentracio értékére 193126 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens értéke 2,52+0,29-nak
adodott (24/B. abra).

A 24/A. dbran bemutatott analdg aramjeleken tisztan latszik, hogy a timol az aram aktivacios
és inaktivacios kinetikdjat is modositotta. Ismerve a vazizom kalcium aramanak komplex
aktivacios kinetikajat (Feldmeyer €s mtsai, 1990.), az aktivacid jellemzésére az aram
csucsértékeéig eltelt id6t hasznaltuk (24/C. abra). Az inaktivacios kinetika vizsgalatdhoz az
aramjelek inaktival6do szakaszat monoexponencialis fiiggvénnyel illesztettiik (24/D. abra). A
timol hatdsa mindkét paraméter esetében kétfazisinak bizonyult, nevezetesen 100-200 uM
koncentracioban a timol szignifikans mértékben csokkentette mind az aktivacid, mind pedig
az inaktivacio sebességét. Ezzel szemben 600 uM timol az I¢, aktivacidjat €és inaktivaciojat
egyarant szignifikdns mértékben gyorsitotta.

Meghataroztuk az Ic, aram-fesziiltség Osszefliggését is kontroll koriilmények kozott és
300 uM timol jelenlétében. A mérések soran 10 mV-os 1épéskozokkel -40 és +60 mV kozotti
800 ms hosszi depolarizal6 impulzusokat alkalmaztunk és az Ic, cstcsértékeit az adott
impulzus fesziiltségének fliggvényében abrazoltuk (24/E. abra). A pontokat a modszerekben
bemutatott 1. egyenlettel illesztettiik. A timol az el6zdekben emlitett gatld hatasan kiviil nem
okozott az aram-fesziiltség Osszefiiggésben semmilyen iranyt -eltolédast. Ezek utan
meghataroztuk a kalciumcsatornak vezetOképességét, melyet a csucsaram értéke és az ahhoz
tartozo hajtéerd hanyadosabodl szamoltunk. A hajtéerdt az alkalmazott depolarizald impulzus
fesziiltsége €és az aram becsiilt reverzalpotencidljanak kiilonbségeként hatdroztuk meg.
300 uM timol minden vizsgalt fesziiltségen szignifikansan csdkkentette a kalciumcsatornak
vezetoképességét (24/F. abra). A pontokat a modszerekben leirt 2. egyenlettel illesztettiik és
meghataroztuk az illesztés meredekségét (k), a kalciumcsatornak maximalis vezetoképességét
(Gmax) €s a Gmax félértékéhez tartazé fesziiltséget (V’). 300 uM timol hatdsara sem a V’, sem a
k értékében nem kovetkezett be szignifikans valtozas. A V’ értékére -12,2+2,4 mV-ot kaptunk
kontroll koriilmények kozott és -12,8+1,3 mV-ot 300 uM timol jelenlétében. Ugyanezen
koriilmények kozott a k értékei 6,1+1,2 mV-nak illetve 4,6£0,7 mV-nak adodtak. Mint az a
24/F abran jol latszik, a Guax értékét 300 uM timol szignifikans mértékben 120+2,7 S/F-rol
74,3+1,5 S/F-ra csOkkentette.
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IV/14. A timol hatdsa patkany harantcsikolt izomrostok kdlium aramara

A kaliumaramot 100 ms hossza, -100 mV-r6l +20 mV-ra torténd depolarizalo
impulzusokkal aktivaltuk (25/A. abra). A timol koncentraciofiiggé modon csokkentette az Ik-
t. A timol kumulativ d6zis-hatas gorbéjének Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo
koncentracio értékére 93+11 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens értéke 1,51+0,18-nak
adodott (25/B. abra).

A kaliumaram aktivacidjdnak meghatdrozdsara a modszerekben korabban bemutatott 3.
egyenletet hasznaltuk. Az aramot 200 ms hosszu, -100 mV-rdl kiindulo, -40 ¢és +40 mV
kozott 10 mV-os 1épéskozokkel alkalmazott depolarizald impulzusokkal aktivaltuk. Az
aktivacios id6allandot a timol az altalunk hasznalt legnagyobb koncentracioban (300 pM)
sem valtoztatta meg szignifikdns mértékben. Az 4dram inaktivaciojat a timol mar 200 uM-os
koncentracioban szignifikans mértékben gyorsitotta.

Az Ix aram-fesziiltség Osszefiiggése alapjan elmondhatjuk, hogy a timolnak az aram
csucsértékére kifejtett gatlo hatdsa nem mutatott fesziiltségfiiggést (25/D. abra). A timol
kimosasa utan kapott eredményekbdl latszik, hogy a molekula hatisa +20 mV és attol

pozitivabb membranpotencidlokon részlegesen reverzibilisnek bizonyult.
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V. MEGBESZELES

V/1. A timol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek ionaramaira és akcids potencialjara

Kisérleteink eredményei alapjan megallapitottuk, hogy a timol egyarant hatassal volt a
szivizomsejtek akcids potencidljara és az altalunk vizsgalt valamennyi ionaramra.
Koncentraciofiiggd modon gatolta a vizsgalt ionaramokat és modositotta az akcids potencial
paramétereit. Megfigyelhettiikk azonban azt is, hogy a molekula hatasa eltéré mértékii volt a
kalcium és az egyes kalium aramok esetében. A dozis-hatas gérbékbdl meghatarozott félgatlo
koncentraciok alapjan kijelenthetjiik, hogy a timollal szemben az I, és az Ik, bizonyult a
legérzékenyebbnek. Az Ikt és az Ic,.1 -t a timol nagyobb koncentracidoban gatolta. A félgatlo
koncentracio az Igs esetében adodott a legnagyobbnak és ezen ionaram volt az egyetlen,
amelynél még az altalunk alkalmazott legmagasabb timol koncentraci6 esetében sem kaptunk
teljes mértékii gatlast. Kisérleteinkben 158+7 uM timol kellett a kalciumaram gatlasahoz,
puhatestiiek neuronjain ennél valamivel nagyobb, 200 uM koriili félgatld koncentraciot
kaptak (Gyori €s mtsai, 1991.). A timol jelenlétében kapott Hill koefficiensek esetében is
eltéréseket figyelhettiink meg a kalcium és a kalium aramok kozott. A kalium aramok 1-hez
kozeli Hill koefficienseitdl nagymértékben eltért a kalciumaram esetében kapott 3-as érték.
Az 1-nél kisebb értékek a kotdhelyek kozotti negativ, mig az 1-nél nagyobbak pozitiv
kooperativitasra utalnak. Ezek szerint a kaliumaramok esetében a timol egy kotohelyre hatva
hozta létre az aramok gatlasat. Ezzel szemben a kalcium aramndl a molekula harom,
egymassal pozitiv kooperativitast mutatdo kdtOhelyen gétolta az dramot. Az is elképzelhetd,
hogy a timol kalcium aramra kifejtett hatasaban t6bb mechanizmus jatszott szerepet.

A timol azon kiviil, hogy az I, id6fliggd inaktivacidjat gyorsitotta, nem volt hatassal az
altalunk vizsgalt kaliumaramok egyetlen kinetikai paraméterére sem. Az Ic,.L esetében ezzel
szemben szamos kinetikai paraméterben jelentds valtozast hozott 1étre. Az Ic,.r steady-state
inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését a timol, a konvencionalis kalcium csatornagatlo
verapamilhoz hasonldéan, balra tolta. Ez azt eredményezte, hogy timol jelenlétében a
csatornak mar negativabb potencialokon inaktiv allapotban voltak, vagy egy adott potencialon
a kontroll koriilményekhez képest a csatornak nagyobb hanyadat talaltuk inaktiv allapotban.
A csatornak inaktivaciobol torténé visszatérését a timol lassitotta, ami kiilondsen a magasabb
szivirekvenciak esetében azt eredményezte, hogy a kalcium csatornak egy része folyamatosan
inaktiv allapotban volt. A timol ezentul gyorsitotta az Ic, 1d6fiiggd inaktivaciojat, melynek a
hatterében kalciumfliggd és kalciumtol fiiggetlen tényezok allhatnak. A IV/11. pontban leirt

s
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timol hatdsara a sejten beliili raktarakbol torténd kalcium felszabadulést figyeltek meg (lasd
még az V/4. pontban). A timol ezen hatdsa a csatorndk kalciumfiiggd inaktivacidja révén
befolyasolhatja a kalciumaram mérések esetében kapott eredményeinket és létrehozhatta a
kalciumaram timol hatasara bekovetkezett gyorsult inaktivacidjat. A méréseink soran azonban
a pipettaoldat 10 mM EGTA-t tartalmazott, mely képes volt pufferelni a sejten beliili
kalciumkoncentraciot, igy a timol altal bekdvetkezett kalciumfelszabadulds nem
befolyasolhatta az 4ramméréseink eredményeit. Ezzel szemben az akcids potencial
méréseknél mar nem zarhatjuk ki a timol hatasara kialakuld kalciumfelszabadulas AP
paramétereit befolydsold hatasat, mert ezen méréseknél a nagyellenallast mikroelektrédokban
EGTA-mentes KCl oldatot hasznaltunk.

Mint lattuk, a timol a kalcium csatornak szamos kinetikai paraméterét megvaltoztatta és az
Osszes altalunk vizsgalt paraméterben olyan iranyu valtozast okozott, mely kedvezotlentil
befolyasolja a szivmikddést. Nevezetesen az aram inaktivacidja gyorsult, az inaktiv
allapotbol torténd visszatérés lassult és a steady-state inaktivacio fesziiltségfiiggése
nagativabb fesziiltségek fel¢ tolodott. Ha feltételezziik, hogy az aktivaciot a timol nem
befolyasolja, akkor a timol hatasara a kinetikai paraméterekben bekdvetkezd valtozasok
egylittesen azt eredményezik, hogy a szivmiikddés soran kevesebb miikodoképes kalcium
csatorna all rendelkezésre. Emiatt az akcios potencial alatt kevesebb kalciumion tud az
extracellularis térbdl a szivizomsejtekbe bejutni, ami végeredményben magyarazhatja a timol
altalunk is tapasztalt negativ inotrop hatasat (lasd az V/3. pontban).

A timol AP alakjara kifejtett hatasai jol magyardzhatoak az egyes ionaramok esetében kapott
eltér félgatld timolkoncentraciok értékeivel. A timol alacsony koncentracidban (10 pM)
csokkentette a korai gyors repolarizacid6 mértékét anélkiil, hogy befolyasolta volna az AP
tobbi paraméterét. 100 uM vagy azt meghaladd koncentracidban a molekula deprimalta az AP
plato fazisat és roviditette az akcids potencidl idOtartamat. Az elébbi hatas hatterében az I,
timol hatasara bekovetkezo gatlasa allhat, mig az utobbira a I, gatlasa adhat magyarazatot.
A timol hatasara bekdvetkez6 AP rovidiilés azt sugallja, hogy a magas szerkoncentraciok
esetében a timol I¢,.1 -ra kifejtett gatlé hatasa dominal a repolarizal6 kalium aramokra kifejtett
hatassal szemben, annak ellenére, hogy a félgatlé koncentraciok értékei a kalium aramok
esetében az Ik kivételével alacsonyabbak.

A timol hidrofob karakter(i, aszimmetrikus toltéseloszlassal rendelkez6 molekula. Emiatt a
csatornafehérjékre kifejtett hatdsainak hatterében az is allhat, hogy a membranlipidek feldl
megkozelitve a csatornakat, képes azok mikrokornyezetét megvaltoztatni. Ez a mechanizmus

azonban nem magyarazhatja a timol kalcium ¢és kalium csatorndkra kifejtett eltéré hatasait,
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mert az Ig; kivételével az 6sszes csatornafehérje tartalmaz egy nagyon hasonl6 elrendezésti,
hat membrant ativelé6 domént. Emiatt lehetséges, hogy a timol a fent emlitett lipidfazis feldl

kifejtett hatasa mellett rendelkezik egy, kozvetleniil a csatornafehérjékre kifejtett hatassal is.

V/2. A timol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipust kalcium aramara

A timol I¢,p-ra kifejtett hatasai mindségileg hasonlonak bizonyultak kutyaszivbol
szarmazo kamrai sejteken és egészséges human kamrai szivizomsejtek esetében, bar
mennyiségi eltérések ennek ellenére adddtak. A timol mindkét sejt esetében csokkentette a
kalciumaram csucsértékét és gyorsitotta az dram inaktivaciojat. A molekula egyik preparatum
esetében sem valtoztatta meg az Ic,p amplitidojanak és a steady-state aktivaciojanak
fesziiltségfliggését. A timol mind kutya, mind human szivizomsejteken balra tolta az Ic,p
steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfliggését. 250 uM timol példaul kutyasejtek esetében a
kalciumdramot 82,6 %-kal, az inaktivacido gyors komponensének iddallandojat 49,6 %-kal
csokkentette és 17,4 mV-tal balra tolta el a steady-state inaktivacio fesziiltségfiiggését.
Egészséges human kamrai szivizomsejtek esetén ezen értékek rendre kisebbnek bizonyultak
(68,6 %, 38,2 % ¢és 12,4 mV). Elmondhatjuk tehat, hogy a humaén szivizomsejtek L-tipust
kalcium arama a timolra kevésbé érzékeny. Ezen kismértékii mennyiségi kiilonbségek
ellenére megallapithatjuk, hogy a timol kalcium csatornakra kifejtett hatasmechanizmusa
nagyon hasonlo lehet a kutya, illetve az egészséges human szivizomsejtek esetében. Ezek
alapjan kijelenthetjiik, hogy a timol kalcium csatorndkra kifejtett hatdsa szempontjabdl a

kutya kamrai szivizomsejtek a human sejtek jo modelljének tekinthetdek.

V/3. A timol hatdsa patkany harantcsikolt izomrostjainak ionaramaira

A szivizomsejteknél bemutatottakhoz hasonldoan, a timol patkany vazizomrostok
kalcium és kalium aramat is koncentraciofiiggd modon gatolta. A kalcium aramok esetében a
Hill koefficiensek értékei mindkét prepardtumon 3 koriili értéknek adodtak, mig a kéalium
aramok esetében 1 koriili értékeket kaptunk. Valdsziniisithetd tehat, hogy a timol a szivizom
és a vazizom kalium csatorndinak egy kotohelyéhez kapcsolodik. Ugyanakkor a kalcium
csatornak esetében a molekula tobb, egymassal pozitiv kooperativitdst mutaté kdtéhelyen
fejtheti ki hatasat, illetve a gatlasban egynél tobb mechanizmus is részt vehet. Ezen
hasonlosagok ellenére szamos kiillonbség adodott a két preparatum kozott: a dozis-hatas
gorbékbdl meghatarozott félgatld koncentraciok értékei mind a kalcium- (158 és 193 uM),
mind pedig a kdliumaram (60 és 93 uM) esetében szignifikdnsan kisebbnek adodtak a

szivizomsejteken. Szivizomsejteken a molekula minden &ltalunk vizsgalt koncentracidban
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V/4. A timol hatésa a szivizomkontrakcidra és a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac

szivre

A timol koncentraciofiiggd modon gatolta emlds szivizom-preparatumok kontraktilis
tulajdonsagait. A szer novelte a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziveken a
diasztolé alatt mért bal kamrai nyomast és csOkkentette a szisztolés nyomads, valamint az
intracellularis kalciumkoncentracié értékeit. A nagyobb timolkoncentraciok jelenlétében
megfigyelt pulzusnyomas-csokkenés jol magyarazhaté a kalciumtranziensek csokkent
amplitaddjaval. A molekula negativ inotrop hatasai egyarant megfigyelhetéek voltak kutya
jobb kamrajabol szarmazo trabekularis izman és a Langendorff szerint perfundalt
tengerimalac sziven is, bar a hatasos koncentracio tekintetében jelentds eltéréseket figyeltiink
meg a két faj esetében. Amig kutyaban mar 30 uM timol csokkentette az 6sszehuzddasok
erejét, addig tengerimalacsziv esetében a molekula ezen hatasa csak 150 uM és az annal
nagyobb koncentraciok esetében volt megfigyelhetd. Ezen tulmenden eltérések adodtak a
hatas telithetdségében is. Mig tengerimalacban 350 uM timol mar teljes mértékben gatolta a
szivosszehuzodasok erejét, addig a kutyabol szdrmazo trabekuldk esetében még 1000 uM
timol jelenlétében is csak mintegy 75 %-os kontrakcios erd csokkenést tapasztaltunk.
Tekintve, hogy miikodé kutyasziven nem végeztiink [Ca*']; mérést, a timol fajok kozotti
eltéré hatdsainak magyardzatat nem ismerjiilk. 150 uM-nal alacsonyabb koncentraciéban a
timol nem valtoztatta meg a tengerimalac szivben mért pulzusnyomas értékét annak ellenére,
hogy ugyanezen koncentracioban a kalciumtranziensek amplitidojaban mar jelent6s
csokkenést okozott. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a tengerimalac preparatumokon a
timolnak alacsony koncentracioban kalcium érzékenyité hatdsa lehet, mely hatasat
kutyasziven nem tapasztaltuk. A jelenség pontosabb tisztazasdhoz azonban tovabbi, egyideji

[Ca®"]; és kontraktilitas mérésekre lenne sziikség.

V/5. A timol hatasa kutya nehéz SR vezikulak kalciumforgalmara és a lipidkettOsrétegbe

beépitett kutya RyR-ra

A timol el6z0 pontban emlitett negativ inotrdép hatdsaiért a molekula kalcium
tranziensekre kifejtett gatld hatidsa lehet a felelds. A csokkent amplitiddju tranziensek
kialakuldsanak mechanizmusara adhatnak magyarazatot a timolnak a nehéz SR vezikuldk
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kalciumforgalmara kifejtett hatasai. Irodalmi adatok vannak arrél, hogy patkany, nyul és béka
harantcsikolt izomban a timol a koffeinhez hasonldéan az SR-bdl kalciumot szabadit fel
(Szentesi ¢és mtsai, 2001.; Takishima és mtsai, 1980.; Koshita és Oba, 1989.). Leirtdk a
molekula kalcium felszabadité hatasat tengerimalac simaizom preparatumon (Hisayama és
Takayanagi, 1986.), s6t idegszoveten is (Kostyuk és mtsai, 1991.). Annak ellenére, hogy a
timol vezikuldkra kifejtett hatasairol ilyen sok adat all rendelkezésiinkre, szivizmon eddig
még nem végeztek ilyen méréseket. A kutya szivizombdl izolalt és lipidkettOsrétegbe iiltetett
RyR-on végzett single channel méréseinkbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a timol a RyR-hoz
kotodve képes megvaltoztatni annak kapuzasat és ezaltal az SR-bol kalciumot felszabaditani.
A molekula ezen hatasaért a hosszl idotartamtl nyitott epizodok timol jelenlétében torténd
megjelenése lehet a felels, tekintve, hogy ezen epizodok atlagos nyitvatartasi ideje harom
nagysagrenddel volt nagyobb a normal, timol hianyaban megfigyelhetd megnyildsokénal (kb.
0,3 s a 0,3 ms-hoz képest). Fontos azonban megjegyezni, hogy ha az analizisbdl kihagytuk a
hosszi id6tartamu nyitott epizodokat, a timol nem valtoztatta meg a csatorna atlagos
nyitvatartasi valoszintiségét. A RyR-nak timol jelenlétében kétféle kapuzasi modja lehet: egy
normal kapuzas (mely a kontroll esetben tapasztaltakhoz képest nem mutat eltéréseket) és egy
masik, mely a hosszt id6tartama nyitott epizodok megjelenését hozza 1étre. Egy tovabbi
lehetdség a hosszll idétartamu nyitott epizodok megjelenésének magyarazatara a timol gyors
kotodése a csatornafehérjéhez, illetve az onnan torténd lassu levalasa. Jelen eredményeink
azonban nem teszik lehet6vé a felsorolt lehetdségek kdzotti biztonsagos elkiilonitést.

Mint megfigyelhettiik, a timol nemcsak a kalcium SR-bdl torténd felszabaditasat idézi elo,

hanem az SR-ben talalhato Ca*"-ATP-az miikodését is koncentraciofiiggé médon képes

cy ey

crer

kiilonb6z6 hatasainal mért, nagyon kozeli félgatldo koncentraciok értékei is. A negativ inotrop
hatéas esetében ezen érték 297+12 uM-nak, a kalcium felszabadulas esetében 258+21 uM-nak,
a kalciumpumpa gatlasakor pedig 25315 pM-nak adddott. Az elobb emlitett esetekben a
hasonlo félgatlo koncentracio értékekkel szemben jelentds eltéréseket figyelhettiink meg a
doézis-hatas gorbékbdl meghatarozott Hill koefficiensek értékeiben (0,95 a kontraktilitas, 3,0 a

kalcium felszabadulas és 1,62 a pumpaaktivitas gatlasa esetén).

V/6. A timollal végzett kisérleteink eredményeibdl levonhatd kovetkeztetések

A timollal végzett kisérleteink eredményei fontosak lehetnek mind a tovabbi
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alapkutatasok, mind pedig az alkalmazott kutatasok szempontjabol.

A vazizom és a szivizom excitacios-kontrakcidos kapcsolatanak tanulmanyozasa soran
altalaban a koffeint alkalmazzak az SR-bol torténd kalcium felszabadulas eldidézésére. A
bevezetOben mar ismertetett okok miatt ezen régéta hasznalt molekula egyaltalan nem
nevezhetd idealisnak a kalcium felszabadulast el6idézé hatdsa szempontjabol. Mint az az
eredményeinkbdl kidertilt, a timol varakozasunknak megfelelden képes volt az intracelluléris
raktarakbol torténd kalcium felszabadulast szivizomsejteken is 1étrehozni, mint azt korabban
mar szamos preparatumon leirtak. Ezen hatas tekintetében a koffeinnél hatékonyabbnak
bizonyult, hiszen 10 mM koffeinnel kivaltott kalciumfelszabadulas mar atlagosan 100 uM
timollal is létrehozhatd volt. A timol kalcium felszabadité hatasa a koffeinéhez képest
gyorsabban kialakult és kimoshatdénak bizonyult. Azt is megfigyeltiik tovabba, hogy a
koffeinhez képest a timollal kivaltott kalciumfelszabadulas jobban reprodukalhato, amely
valosziniileg a timol gyorsabb hatasabol és konnyebb kimoshatosagabdl adodik. Mindezeket
figyelembe véve, a timol levalthatja a koffeint mindazon kisérletekben, ahol gyors,
reverzibilis és jol reprodukalhatdé modon kell az intracellularis raktarakbol kalciumot
felszabaditani. Amennyiben ez bekovetkezik, akkor fontos ismerni a molekula egyéb hatasait,
amelyek adott esetben befolydsolhatjak a kisérletek eredményeit. Ezen egyéb hatasok koziil
emlithetjiilk a szivizomsejtek ¢és vazizomsejtek elektrofiziologiai mikddéseire kifejtett
hatasokat.

A timolnak a szivizom kalcium haztartasdra és 0Osszehuzddasara gyakorolt hatasai
kovetkeztében szivelégtelenség elofordulasaval és szivritmuszavarok megjelenésével is
szamolni lehet azon esetekben, amikor a szer elegendden nagy mennyiségben keriil be a
szervezetbe. Mivel a timolt széles korben alkalmazzdk, akar a gyerekek altal véletlentil
lenyelve, akar a felnotteknél ongyilkossagi szandékbol akarattal elfogyasztva a szert, az
tuladagolds esetén mérgezést okozhat. Szdmos szdjviz tartalmaz timolt 1 %-os
koncentracioban, amelyb6l 200 ml-t elfogyasztva a szervezet teljes folyadékterében kb.
300 uM-os koncentraciot érhet el a szer egyenletes eloszlast feltételezve az extra- és
intracellularis térben. Ez a koncentracié pedig, mint az az eredményeinkbdl is kovetkezik, a
szivmitkddés zavarait idézheti eld.

Talan tobb klinikai vonatkozassal bir a timol szervezetbe torténd bekeriilése a halotannal
torténd altatasban végzett mitétek esetén. Igaz ugyan, hogy kezdetben a timol koncentracidja
az altatogéaz keverékben elég alacsony (0,01 %) (Thompson és Carlson, 1989.), de a molekula
a vaporizatorban feldtsulhat. Erre leginkabb a vaporizator nem megfeleld hasznalata esetén

lehet szamitani (nem kell6 gyakorisaggal torténd szell6ztetés, a patron ritka cserélése). Egy
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gyermekgyogyaszati miitétek soran eléforduld szivmegallasokat feldolgoz6 tanulmany szerint
az esetek két harmada a halotannal torténd altatas soran fordult elé (Morray és mtsai, 2000.).
A halotdan kardialis hatdsait ezért széles korben vizsgaljadk. Ezen kisérletek soran
megallapitottak, hogy a halotan gatolja a kalcium és a késdi kalium aramot tengerimalac
kamrai szivizomsejtjein (Hirota és mtsai, 1989.). A halotan emellett a kalciumaram steady-
state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését 11 mV-tal negativ iranyba tolja el (Baum és mtsai,
1994.). Patkany kamrai szivizomsejtjein a halotan Ii,-t deprimalo hatasarol is beszamoltak
(Davies és mtsai, 2000.). Ezekben a kisérletekben a szerzék a timolt is tartalmaz6, folyékony
halotant kozvetleniil a perfunddldo oldathoz adtdk. A timollal végzett kisérleteink
eredményeivel Osszevetve ezen adatokat, felmeriil annak a lehetésége, hogy a fent emlitett
kisérletekben kapott valtozasokért nemcsak maga a halotan, hanem annak a stabilizalasara
hasznalt timol is felelds lehet. A bevezetdben mar emlitett Uin. halotan hepatitis kialakulasaért
a halotant teszik felel6ss€, de nem zarhato ki, hogy az altatdgazzal a szervezetbe keriilé timol
is szerepet jatszik a betegség kialakulasaban. Ennek biztonsaggal torténé megvalaszolasahoz
azonban tovabbi, a timolnak és a halotannak a sejtek miikodésére kiilon-kiilon kifejtett

hatasait 6sszehasonlito vizsgalatok sziikségesek.

V/7. A timol analdgjainak hatdsa kutya izolalt szivizomseijtjeinek L-tipusu kalcium aramara

Az altalunk vizsgalt timol analdgok koziil a guaiakol és a vanillin volt a legkevésbé
hatassal kutya szivizomsejtek Ic,-ara. 300 pM-os koncentracidoban egyik szer sem gatolta az
aramot és még az altalunk vizsgalt legnagyobb koncentracidban (1 mM) is csak mintegy
10 %-os gatlast hoztak létre. A zingeron mar nagyobb mértékii, 300 uM-os koncentracidban
mintegy 17 %-os gatlast okozott. Az altalunk vizsgalt koncentracidtartomanyban sem a
vanillin, sem a guaiakol, sem pedig a zingeron nem volt képes az Ic,p-ot teljes mértékben
gatolni. A fenti harom szer koziil egyik sem volt hatassal a kalciumaram idofiiggd
inaktivaciojara. Ezzel szemben az eugenol és a karvakrol az Aaltalunk vizsgalt
koncentraciokban képes volt a kalciumaram teljes gatlasat 1étrehozni. Eltéréek voltak azonban
a kumulativ doézis-hatds gorbékbdl meghatarozott félgatld szerkoncentraciok ¢és Hill
koefficiensek értékei. Az Ic,-ra kifejtett gatlas szempontjabol a karvakrol bizonyult a
leghatdsosabbnak (félgatlé koncentracio: 98t11 uM), mig a timol és az eugenol félgatld
koncentracioi 15847 uM-nak és 18715 uM-nak adodtak. Ennek ismeretében meglep6 lehet
az egyes szerek Hill koefficienseinek egymastol ellentétes iranyban torténd eltérése.
Nevezetesen mind a timolnal hatékonyabb karvakrol, mind pedig a legkevésbé hatékony

eugenol masfél koriili Hill koefficiensei Iényegesen alacsonyabbak a timol 3-hoz kozeli Hill
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koefficienséhez képest. A timolhoz hasonldoan sem az eugenol, sem pedig a karvakrol nem
volt hatassal az Ic,1 aram-fesziiltség Osszefiiggésére. Ezzel szemben mindkét szer gyorsitotta
visszatérését. Mindezen hatasok alapjan elmondhatjuk, hogy a karvakrol és az eugenol
hatasara a kalciumcsatorna nyitott és inaktiv allapota kozotti atmenet gyorsul, mig az inaktiv
¢és a zart allapot kozotti atmenet lassul. Mindkét szer esetében megfigyeltiik tovabba, hogy a
koncentraciofiiggé modon balra toljak el. 300 uM szerkoncentracid esetében a karvakrol
esetében az eltolodas mértéke 14,8+1,26 mV-nak, mig az eugenolnal 6,05+1,18 mV-nak

adodott.

V/8. A karvakrol hatdsa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusa kalcium aramaéra

Kisérleteink sordn korlatozott szdmban és alkalommal allt rendelkezésiinkre human
preparatum, ezért célszeriinek tiint kivalasztani egy analogot és a méréseket azzal elvégezni.
Azért esett a valasztasunk pont a karvakrolra, mert kutya szivizomsejtek kalcium araman a
vizsgalt analogok koziil a legnagyobb mértéki gatlast ez a molekula hozta 1étre. Egy masik
érv 1s szolt a karvakrol mellett, nevezetesen a timolhoz hasonldan el6fordul a természetben és
széles kort gyakorlati felhasznalasa miatt az emberi szervezetbe is bekeriilhet. Csakiigy mint
a timol esetében, a karvakrol is hasonldan hatott a kutyaszivbdl szdrmaz6 kamrai sejtek és az
egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramara. A molekula egyik
preparatum esetében sem valtoztatta meg az Ic,p amplitidojanak és a steady-state

aktivaciojanak fesziiltségfiiggését, azonban mindkét esetben csokkentette az &ram

crer

crer

timollal ellentétben, a karvakrollal szembeni érzékenységben a human ¢és a kutya
szivizomsejtjei kozott nem volt kilonbség, mert 100 uM karvakrol hatasara az IcaL
amplitdddja 49 %-kal csokkent kutya és 51 %-kal huméan szivizomsejteken. Human
szivizomsejteken a steady-state inaktivacio félértékfesziiltségének eltolodasa 100 uM
karvakrol hatdsara mintegy 8,1+0,6 mV-nak adoédott, a kutya sejtjein tapasztalt 7,2+0,4 mV-
tal szemben. Az inaktivacio idéallandoja 100 uM karvakrol hatasara kutya szivizomsejtjein
30 %-kal, mig human szivizomsejteken 24 %-kal csokkent. Fontos azonban azt is
megjegyezni, hogy az elébb emlitett érzékenységbeli eltérések egy esetben sem érték el a
szignifikancia hatarat, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a karvakrol kalcium csatornakra

kifejtett hatdsmechanizmusa nagyon hasonld lehet a kutya, illetve az egészséges human

41



szivizomsejtek esetében. Osszehasonlitva a kutya és a humdin szivizomsejteken mért
eredményeket, a karvakrol esetében a timolhoz képest a kovetkezd eltéréseket kaptuk: 1. a
human szivizomsejtek L-tipusu kalcium arama a karvakrolra azonos mértékben érzékeny,
mint a kutya sejtjeinek Ic,1—a. 2. A timollal szemben karvakrol esetében a human és a kutya
szivizomsejteken kapott eredmények kozotti kiilonbségek kisebbnek adodtak. Ezek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a kalcium csatorndkra kifejtett hatds szempontjabol a karvakrol esetében

a kutya kamrai szivizomsejtek a human sejtek jobb modelljének tekinthetdek.

V/9. A timol analbgjainak szerkezete és az L-tipusu kalcium aramra kifejtett hatasaik kozotti

Osszefiiggés

Amikor 0Osszefliggéseket keresiink a vizsgalt molekulak szerkezete és az altaluk
kifejtett hatasok kozott, tobb tényezot is figyelembe kell venni, amelyek egyiittesen
hatarozzak meg az adott molekula fiziko-kémiai tulajdonsagait. Egyrészt a molekula
oldékonysaga, masrészt az elektronok eloszlasa a molekulan beliil, amelyeket a
fenolgytirth6z kapcsolodd oldallancok mindsége és mennyisége fog meghatarozni. Az
altalunk vizsgalt timol anal6gok koziil mindegyikben a fenolos alapszerkezet volt a kdzos.
Eltér6 volt azonban a gylirithdz kapcsolodo hidrofob oldallanc hosszisaga, amely a molekula
oldékonysagat dontéen befolyasolja. A guaiakol és a vanillin esetében az oldallanc rovid,
mely ezen molekuldk vizoldékonysagaért felelos. Ezen két analdog befolyasolta
kisérleteinkben a legkevésbé a szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramat. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az analégok nem kozvetleniil a csatornafehérje extracelluldris részéhez
kapcsolodva hozzak létre gatld hatasukat. A zingeron volt a harmadik analdg, mely csak
kismértékben befolyasolta a kalcium aramot. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a fenti harom
molekulanak a kalcium dramra kifejtett gyenge hatasa a timoltdl lényegesen eltérd
szerkezetiik kovetkezménye. A guaiakol esetében a molekula nem tartalmaz hosszabb
oldallancot, a zingeron esetében pedig az oldallanc tilsagosan hosszl volta akadalyozhatja a
kalciumcsatorndhoz vald kotddést, annak ellenére, hogy ezen utdbbi molekula a masik
kettovel ellentétben lipidoldékony. A vanillin szerkezetében van a timolhoz legkozelebb az
oldallancok szénatomszama, de ezek mindsége és helyzete annyira eltérd, hogy nagy
valdszintiséggel a molekula toltéseloszlasa jelentds mértékben eltér a timoltdl. Ez az eltérés
okozhatja azt, hogy a vanillin sem befolyasolja a kalcium aramot. Elmondhatjuk tehat, hogy a
fenolgytirtth6z kapcsolodd funkcids csoportok mindsége, mennyisége és elhelyezkedése
nagyon fontos a molekula toltéseloszlasanak ¢és ezaltal a hatdsossaganak kialakitasa

szempontjabol.
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Az eugenol esetében a funkcids csoportok mennyisége ¢s mindsége az eddig ismertetett
analogokhoz képest kisebb mértékben kiilonbozik a timoltdl, a karvakrolnal pedig csak a
csoportok elhelyezkedésében van kiilonbség. Ennek kdszonhetden, a timolhoz hasonldan,
ezen két analognak is szamos hatdsa van kutya szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramaéra.
Ezen hatasok nagy részében csak kisebb-nagyobb mennyiségi kiilonbség figyelheté meg a
harom molekula kozott. Mindenképpen fontos azonban kiemelni a dézis-hatds gorbék
meredekségét jellemzé Hill koefficiensek értékeit, melyek tekintetében a harom szer
lényegesen kiilonbozik. A timol esetében kapott 3 koriili Hill koefficiens a gatlo hatasban
tobb mechanizmusra, vagy a csatornafehérjén tobb egymassal pozitiv kooperativitast mutato
kotohely jelenlétére utal. Ezzel szoges ellentétben allnak az eugenol illetve a karvakrol
esetében kapott masfélhez kozeli értékek, melyek egy kotéhelyen keresztiil megvaldsulo
gatlasra utalnak.

Mint lattuk mind az eugenol, mind pedig a karvakrol szdmos ponton befolyasolja a kalcium
csatornak mukodését, mely hatdsuk tobb tamadasponton keresztiil valosulhat meg: 1. az
extracellularis felszin fel6l kotodhetnek a csatornat alkotd fehérjékhez; 2. lipidoldékonysaguk
révén a membranban oldodva megvaltoztathatjdk a csatornat alkotdo fehérjék
mikrokornyezetét, ily modon azok mitkddését; 3. a sejtmembranon atjutva kozvetleniil
kotodhetnek a csatorna intracellularis felszinéhez, vagy beavatkozhatnak egyes intracellularis
enzimrendszerek és jelatviteli folyamatok miikodésébe. Irodalmi adatokbodl ismert, hogy a
vizsgalt fenolszarmazékok atjutnak a neuronok, simaizomsejtek felszini membranjan és az
intracelluldris raktarakbol kalciumot szabaditanak fel. Az intracellularis kalciumszint
megemelkedése pedig szamos enzim mikodésére lehet hatdssal. Amennyiben azonban a
vizsgalt molekuldk a membran lipid fazisa vagy az intracellularis oldal fel6l fejtenék ki
hatasukat a csatornafehérjékre, ez esetben az eugenol hatdsanak rovidebb ido alatt kellene
jelentkezni, mint a karvakrolénak vagy a timolénak, mert a benzolgylirth6z kapcsolodo
hosszabb apolaris oldallanc és a metoxi-csoport miatt az eugenol lipidoldékonysaga a
karvakrolnal €és a timolnal nagyobb. Eredményeink szerint a timolnal megfigyeltekhez
hasonléan mind a karvakrol, mind az eugenol hatdsa 20-30 masodperc alatt kifejlodott. Ez
arra utalhat, hogy a fenolszarmazékok a csatorna extracellularis részéhez kotédve fejtik ki
gatlo hatasukat. Ezt timasztjak ala azon tengerimalac szivizomsejteken végzett kisérletek is,
ahol megallapitottak, hogy az eugenol kalciumaramra kifejtett gatlo hatasa nem korrelal a szer
oktanol-viz particios koefficiensével (Sensch és mtsai, 2001.). Erre utal az is, hogy ha a
fenolszarmazékok valoban a lipid fazis feldl fejtenék ki hatasaikat, akkor kis koncentracioban,

de hosszabb ideig alkalmazva azokat, ugyanolyan mértékii gatlast kellett volna tapasztalni,
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mint nagyobb szerkoncentraciok rovid ideig torténd alkalmazasa esetén.

Irodalmi adatok vannak arra vonatkozdan, hogy az altalunk vizsgalt analogok esetén a szer
kalcium aramra kifejtett hatdsanak mértéke a benzolgylrihéz kapcsoldodd csoportok
reakcioképességétol fiigg (Szabadics és Erdélyi, 2000.). Az eugenol, a karvakrol és a timol
molekulak feltehetéen a hidroxil-csoport révén kapcsolddnak a csatornafehérjékhez, és fejtik
ki nem specifikus hatasukat. Eugenol esetén a benzolgylirth6z kapcsolddd metoxi-csoport €s
a hosszabb hidrofob oldallanc gyengitheti a hidroxil-csoport reakcioképességét. A karvakrol
¢és a timol rovidebb oldallanccal rendelkezik és a metil-csoport kisebb mértékben csokkenti a
hidroxil-csoport ionizalt allapotat (Szabadics és Erdélyi, 2000.). Ez 6sszhangban van azon
eredményeinkkel, hogy az eugenol mind a karvakrolnal, mind pedig a timolnal kisebb
mértékben gatolja a kalciumaramot €s az aram kinetikai paramétereit is kevésbé befolyasolja,
mint a masik két vegyiilet. A karvakrol és a timol hatasaiban tapasztalhato kiilonbségeknek
feltételezhetden az az oka, hogy a metil- és a hidroxil-csoportok a benzolgylirii mas

szénatomjaihoz kapcsolddnak, igy a hidroxil-csoport ionizalt allapota eltér6 lehet.
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VI. OSSZEFOGLALAS

A timol ¢és analdgjai a természetben széles korben el6fordulé aromas
fenolszarmazékok. Koziilikk tobbnek baktericid, fungicid és antioxidans tulajdonsagai miatt
szamtalan ipari és gyogyaszati felhasznalasa van. Emiatt a szerek gyakran keriilnek be az
emberi szervezetbe majd lipidoldékonysaguk kovetkeztében a sejtmembranba beoldodva és
ott feldisulva befolyasolhatjak a kiilonb6z6 sejtmiikddéseket.

Kisérleteink soran célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a timolnak és analogjainak
emlds szivizomsejtek akcios potencidljdnak morfologiajara és iondramaira kifejtett hatasait.
Tovabba kivancsiak voltunk arra is, hogy a timol hatisa a vazizomrostok ionaramaira
hasonlé-e a szivizomsejtek iondramaira kifejtett hatdsahoz. Ezen tilmenden azt vizsgaltuk,
hogy a szivizom 0Osszehizddasat és a szivizomsejtek kalcium homeosztazisat hogyan
befolyasolja a timol.

Vizsgalatainkat  kutya bal kamrdjabol szarmazo, enzimatikusan izolalt
szivizomsejteken végeztilk. A membranpotencidl valtozasait konvencionalis mikroelektrod
segitségével mértiik, az ionaramokat a patch-clamp technika teljes-sejtes konfiguracidjaban
regisztraltuk. A harantcsikolt izomrostokat patkany musculus digitorum communisabol
nyertiik és azok ionaramait kettés vazelin gap technikéval fesziiltség-clamp koriilmények
kozott mértiik. Kisérleteink masik részét Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven
végeztik. A kalciumhomeosztazis vizsgalatahoz kutya bal kamrajabol izolalt nehéz SR
vezikuladkat és tisztitott RyR-t hasznaltunk, mig a kontrakcids erdméréseket kutya jobb kamrai
trabekularis izmain végeztiik. A kontrakcios erdt kapacitiv mechano-elektronikus jelatalakito
segitségével hataroztuk meg, a RyR-ral végzett mérésekben pedig a single channel technikat
hasznaltuk. Az SR kalciumpumpa miikddését ,,.kapcsolt enzim-assay” segitségével, az SR-bol
t6rténd kalcium felszabadulast pedig az extracellularis térben bekovetkezé Ca**-koncentracid
valtozasok kalciumérzékeny festékkel torténd detektalasaval kovettiik nyomon.

A timol kutya bal kamrai szivizomsejtek akcios potencialjat koncentracidéfiiggé modon
roviditette, deprimalta az AP plato fazisat és csokkentette a korai gyors repolarizacio
mértékét. Ezen hatasaival 6sszhangban gatolta ugyanezen sejteken az altalunk vizsgalt 6sszes
ionaramot. A timol egyarant gatolta a tranziens kifelé¢ irdnyuld és a befelé egyeniranyitod
kalium aramot, valamint a késoi egyeniranyité kaliumaram gyors és lassii komponensét. A
molekula nem befolyasolta az altalunk vizsgalt kaliumaramok kinetikai paramétereit. Ezzel

crer

annak aram-fesziiltség Osszefiiggésére és a steady-state aktivacio fesziiltségfiiggésére sem. A
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molekula lassitotta a kalcium csatornak inaktivaciobol torténd visszatérését €s balra tolta a
steady-state inaktivacio fesziiltségfliggését. Egészséges human szivizomsejteken a molekula
kalcium 4ramra kifejtett hatdsa nagymértékben hasonlonak bizonyult a kutyaban
megfigyeltekhez képest, bar kisebb mennyiségi kiilonbségek adodtak.

Az éltalunk vizsgalt timol analogok koziil a vanillin és a guaiakol nem befolyasolta kutya
szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramat, a zingeron pedig csak nagy koncentracidoban gatolta
az aramot. A karvakrol és az eugenol a timolhoz hasonl6é hatassal volt az I, -ra, de a
molekuldk az aram eltérd mértékii gatlasat hoztak létre. Mind a karvakrol, mind az eugenol

koncentraciofiiggdé moddon csokkentette a kalciumaram amplitidojat, gyorsitotta annak

crer

crer

hatds esetében a karvakrol bizonyult hatékonyabbnak. A karvakrol kutya szivizomsejtek
kalcium aramara kifejtett hatasai jo egyezést mutattak az egészséges human szivizomsejtek
kalcium aramanak mérése soran nyert eredményeinkkel. Kisérleteink eredményei alapjan
kijelenthetjiik, hogy mind a timol, mind pedig a karvakrol kalcium aramra kifejtett hatasainak
vizsgalatanal a kutya szivizomsejtjei a human sejtek jo modelljének tekinthetok.

A timol a szivizomsejtekhez hasonloan patkany harantcsikolt izomrostjain is
koncentraciofiiggé modon gatolta a kalcium ¢és a kalium 4ramokat. A timol kis

koncentracioban lassitotta, nagyobb koncentracioban pedig gyorsitotta a kalciumaram

........

NSV

cs ey

szerint a timol koncentraciofiiggd modon csokkentette a kontrakcios erdt kutya trabekuléris
izmokon és ezen negativ inotrop hatasa a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven
is kialakult. Az utobbi preparatumon a szisztolés nyomas csokkenése mellett a diasztolés
nyomds novekedését tapasztaltuk, mely eredményekkel Osszhangban valtozott az
intracellularis kalciumkoncentracio is. A timol amellett, hogy gatolta az SR kalcium-pumpat,
a RyR aktivalasan keresztiil koncentraciofiiggdé modon kalciumfelszabadulast hozott 1étre

kutya nehéz SR vezikulakbol.
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2. abra

A timol hatdsa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek akcios potencialjara

A: Az atlagot jél reprezentalé analdg akcids potencialok kontroll kdriilmények kdzétt, illetve egymas
utan alkalmazott 10, 100 és 500 uM koncentracioju timol jelenlétében.

B: A korai gyors repolarizacid jobb megitélése érdekében az A részen lathaté akcidés potencialok
elsé 100 ms-anak kinagyitott részlete.

C: Atimol hatasa az akcios potencial idétartamara
Az akcios potencial id6tartamat a repolarizacio 50, és 90%-anal mértik (APDg, €s APDy).
A timol egyre ndvekvd koncentracioit (10, 30, 100, 300, 500 és 1000 uM) egymast kdvetben,
kimosas nélkil alkalmaztuk. n=6.
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3. abra

A timol hatdsa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek L-tipusu kalcium dramara

A: Az atlagot jol reprezentaldo analdg aramgorbék kontroll koérliimények kozott illetve egymast
kimosasa utan.

B: Atimol I, -ra vonatkozé kumulativ dozis-hatas gérbéje
Az egyes timolkoncentraciok altal a +5 mV-on mert |-, csucsértékére kifejtett gatlast a teljes
gatlas szazalékaban adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel illesztettiik (folyamatos piros vonal).
n=4,

C: Atimol I, -ra kifejtett hatasanak id6fliggése
Az abra a timol hatasanak kifejlédését és annak lecsengését mutatia a kisérlet idejének
fuggvényében egy, az atlagot jol reprezentald sejt esetében.
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4. abra

timol hatasa kutya bal kamrajabol szarmazoé szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramanak
feszlltségfliggésére

. Az |, csucsértékének fesziiltségfliggese kontroll korilmeények kozétt, illetve egymast kdvetéen
alkalmazott 150 és 250 uM koncentracioju timol jelenlétében, majd a timol kimosasa utan. n=7.

. Az |, steady-state aktivaciojanak fesziltségfliggése kontroll kérilmények kozétt, illetve egymast
kovetben alkalmazott 150 és 250 uM koncentracioju timol jelenlétében, majd a timol kimosasa
utan. n=7.

: A timol hatasa a kalcium csatorna normalizalt konduktanciajanak fesziltségfliggésére.

A B abran bemutatott pontokat az adott korilmények koézétt +30 mV-nal mért értékekre, mint
maximumra normalizaltuk és a membranpotencial figgvényében tuntettik fel. n=7.
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5. abra

A timol hatasa kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramanak fesziltség-
és id6fuggd inaktivacidjara

A: Az |, kett6s impulzusprotokollal meghatarozott steady-state inaktivaciojanak feszlltsegfliggése
timol jelenlétében, majd a timol kimosasa utan. A kapott pontokat kétallapotu Boltzmann
fuggvénnyel illesztettik (folyamatos vonal). n=5.

B: Az egyes mérések illesztései soran kapott félértekfesziltsegek atlaga (E 5). n=5.

C: Az egyes mérések illesztései soran kapott meredekségek atlaga (s). n=5.

D: Az |-, id6fiiggd inaktivaciojanak két exponencialis komponens &sszegével torténd illesztése
(Abrabetét) és a gyorsan inaktivalddé komponens idéallandéja az alkalmazott timolkoncentracio
fuggvényében. n=7.
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6. abra

timol hatasa kutya bal kamrajabol szarmazd szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramanak
inaktivaciobol torténd visszatérésére

: Az |, kettés impulzusprotokollal meghatarozott inaktivaciobol torténd visszatérése kontroll
korilmények kozott illetve 150 uM timol jelenlétében. A kapott pontokat biexponencialis
fuggvénnyel illesztettik (folyamatos vonal). n=5.

. Az egyes mérések illesztései soran kapott idéallandok altaga.

Bal oldalon a gyors komponens id6allanddi (t,), jobb oldalon pedig a lassu kopmonens id6allandoi
(t,) lathatéak. n=>5.
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7. abra

A timol hatédsa egészséges human szivizomsejtek L-tipusu kalcium dramara

A: Atimol hatasa az I, csucsértékének feszlltségfiiggésére. n=4.

Az atlagot jol reprezentalé analdg aramgorbék kontroll koéralmények kozott és 250 puM timol
jelenlétében, majd a timol kimosasa utan (abrabetét).

B: A timol hatasa a kalciumcsatorna normalizalt konduktanciajanak fesziltségfiiggésére. Az A abra
pontjaibdl szamolt értékeket az adott gorbe esetén a +30 mV-nal kapott értékekre, mint
maximumra normalizaltuk és a membranpotencial fliggvényében tlntettiik fel. n=4.

C: Az I, kettds impulzusprotokollal meghatarozott steady-state inaktivaciojanak feszlltségfiiggése
kontroll kérilmények kozoétt, 250 uM timol jelenlétében, majd a timol kimosasa utan. A kapott
pontokat kétallapotu Boltzmann fliggvénnyel illesztettik. n=4.
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8. abra

timol hatasa kutya bal kamrajabdl széarmazd szivizomsejtek tranziens kifelé iranyuld kalium
aramara

: Az atlagot jol reprezentdld analdég aramgorbék kontroll kérilmények kozott illetve egymast

kovetben alkalmazott 10, 100 és 500 uM koncentracioju timol jelenlétében.

. Atimol |, -ra vonatkoz6 kumulativ dozis-hatas gorbéje.

Az egyes timolkoncentraciok altal a +50 mV-on mért, |, -ra kifejtett gatlast a telijes gatlas
szazalékaban adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel illesztettik. n=4.

: Atimol |, -ra kifejtett hatasanak idéfiiggése.

Az abra a timol altal kifejtett gatlasnak és a hatas lecsengésének id6fliggését mutatja egy, az
atlagot jOl reprezentald sejt esetében.
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9. abra

timol hatasa kutya bal kamrajabdl széarmazd szivizomsejtek tranziens kifelé iranyuld kalium
aramanak feszlltségfiiggésére, valamint feszlltség- és id6fliggd inaktivacidjara

. Az |, csucsertékének fesziltsegfuggése kontroll kérilmények kozoétt, 100 uM timol jelenlétében,
majd a timol kimoséasa utan. n=8.

. Az |, kettds impulzusprotokollal meghatarozott steady-state inaktivacidjanak feszlltségfiiggése
kontroll korilmények kozott és 100 uM timol jelenlétében. A kapott pontokat kétallapotu
Boltzmann fliggvénnyel illesztettik. n=6.

: Az | id6figg6 inaktivacidjanak két exponencialis komponens Osszegével torténé illesztése
(abrabetet), az illesztésb&l meghatarozott gyorsan inaktivalodé komponens idéallanddja (t,) és a
lassan inaktivaloédé kopmonens id6allanddja (t,) az alkalmazott timolkoncentracio fliggvényében.
n=8.
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10. abra

A timol hatdsa kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomsejtek késéi egyeniranyité kalium aramanak
gyors komponensére

A: Az atlagot jol reprezentdld analég aramgorbék kontroll kordlmények kozott illetve egymast
kovetben alkalmazott 30, 100 és 200 uM koncentraciéju timol jelenlétében, majd a timol kimosasa
utan. Az I -nek a —40 mV-rdl kiindulé 150 ms hosszu +10 mV-ra tértén& depolarizald impulzus
kikapcsolasa utan kapott un. farokaramot tekintettiik.

B: Atimol I, -re vonatkoz6 kumulativ dozis-hatas gorbéje.
Az egyes timolkoncentraciok altal a farokaramokra kifejtett gatlast a teljes gatlas szazalékaban
adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel illesztettiik. n=4.

C: Az farokaramok fesziltségfiiggése kontroll kérilmények kézott és 100 uM timol jelenlétében, majd
a timol kimosasa utan. n=>5.
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11. abra

A timol hatdsa kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomsejtek késéi egyeniranyité kalium aramanak
lassu komponensére

A: Az atlagot jol reprezentdld analég aramgorbék kontroll kordlmények kozott illetve egymast
kovetben alkalmazott 30, 100 és 200 uM koncentraciéju timol jelenlétében, majd a timol kimosasa
utan. Az aramok aktivalasara —40 mV-rél kiindulé 3 s hosszd +50 mV-ra torténé depolarizald
impulzust hasznaltunk.

B: Atimol I,-re vonatkoz6 kumulativ dozis-hatas gérbéje.
Az egyes timolkoncentraciok altal a +50 mV-on meért, I -re kifejtett gatlast a teljes gatlas
sz4zalékdban adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel illesztettik. n=5.

C: Az |, aram-fesziiltség Osszefliggése kontroll kdriilmények koz6tt, 100 uM timol jelenlétében, majd
a timol kimosasa utan. n=>5.
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12. abra

A timol hatdsa kutya bal kamrajabél szarmazo szivizomsejtek befelé egyeniranyitd kalium aramara

A: Az atlagot jol reprezentald analog aramgorbék kontroll koéridlmények kozétt és 100 uM timol
jelenlétében.

B: A 400 ms hosszu —125 mV-os hiperpolarizalé impulzusok végén mért aramok fesziltségfliiggése
kontroll kérilmények kdzott, 100 uM timol jelenlétében, majd a timol kimosasa utan. n=8.

C: Atimol I,-re kifejtett hatasanak idéfliggeése.
Az abra 100 uM timol hatasanak kifejlédését és annak lecsengését mutatja a kisérlet idejének
fuggvényében egy, az atlagot jél reprezentald sejt esetében. Az abrazolt pontokat —125 mV-ra
torténd hiperpolarizald pulzusok végén mértik.
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13. abra
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Kimosas

Kontroll
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Kimosas

A timol és analdgjainak hatasa kutya bal kamrajabol szarmazoé szivizomsejtek L-tipusu kalcium

aramara

Az atlagot jol reprezentalé analég aramgdrbék kontroll kdrilmények kézott, 300 uM timol, illetve az
altalunk vizsgalt egyes timol analégok jelenlétében, majd azok kimosasa utan. Az aramokat
minden esetben —40 mV-rdl kiinduld, 400 ms hosszu +5 mV-ra térténd depolarizacioval aktivaltuk.
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14. abra

A timol és analdgjainak hatasa kutya bal kamrajabol szarmazoé szivizomsejtek L-tipusu kalcium
aramara
A: Atimol és az egyes analogok I, -ra vonatkozo kumulativ dozis-hatas gorbéi.
Az adott analégok egyre ndvekvé koncentracioit egymast kdvetéen, kimosas nélkul alkalmaztuk.
Az egyes szerkoncentraciok (timol, eugenol és karvakrol) altal a +5 mV-on mért I,
csucsértékére kifejtett gatlast a teljes gatlas szazalékaban adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel
illesztettik.
B: A timol, az eugenol és a karvakrol kumulativ dézis-hatas goérbéibdl meghatarozott paraméterek.
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15. abra

A karvakrol és az eugenol hatdsa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek L-tipusu kalcium
aramanak feszlltségfiiggésére

Az |-, csucsértekenek fesziiltsegfliggeése kontroll kérilmeények kozott, 300 uM karvakrol (A) illetve
300 uM eugenol (B) jelenlétében, majd az analégok kimosasa utan. n=7 a karvakrol és n=6 az
eugenol esetén.

A timol analégok hata’sa az ICa L steady—state aktivéciéjénak feszUItségf(]gge’sére kontroll

(C) vagy eugenol (D) jelenlétében. n=7 a karvakrol és n=6 az eugenol esetén.
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16. abra

A karvakrol és az eugenol hatdsa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek L-tipusu kalcium
aramanak steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfliggésére

Az |-, steady-state inaktivaciojanak feszlltségfliggéseét kettés impulzusprotokollal hataroztuk meg
karvakrol (A) vagy eugenol (B) jelenlétében, majd a szerek kimosasa utan. A kapott pontokat
kétallapotu Boltzmann fliggvénnyel illesztettiik. n=4 a karvakrol és n=5 az eugenol esetén.

C: Az egyes mérések illesztései soran kapott félertékfesziltségek altaga (E, 5). n=4 a karvakrol és
n=5 az eugenol esetén.
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17. abra

A karvakrol és az eugenol hatdsa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek L-tipusu kalcium
aramanak inaktivaciobdl torténd visszatérésére

Az |, kettés impulzusprotokollal meghatarozott inaktivaciobol tortéend visszatérése kontroll
kortilmények kozott illetve 300 uM karvakrol (A) vagy eugenol (B) jelenlétében, majd a szerek
kimosasa utan. A kapott pontokat monoexponencialis fliggvénnyel illesztettiik (folyamatos vonal).
n=6 a karvakrol és n=5 az eugenol esetén.
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18. abra

A karvakrol hatasa egészséges human szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramara

A: 100 uM karvakrol hatasa az |-, csucsértékének fesziltségfliggésére. n=3.

B: A karvakrol hatasa a kalcium csatorna normalizalt konduktanciajanak fesziiltségfliggésére. Az A
abra pontjaibdél szamolt értékeket az adott gérbe esetén a +30 mV-nal kapott értékekre, mint
maximumra normalizaltuk és a membranpotencial fliggvényében tlntettik fel. n=3.

Az atlagot jol reprezentald analdg aramgérbék kontroll kéridlmények koézott és 100 uM karvakrol
jelenlétében (abrabetét).

C: Az I, kettds impulzusprotokollal meghatarozott steady-state inaktivaciojanak feszlltségfiiggése
kontroll kérilmények kézott, 100 uM karvakrol jelenlétében, majd annak kimosasa utan. A kapott
pontokat kétallapotu Boltzmann fliggvénnyel illesztettik. n=3.
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19. abra

A: Kutyasziv jobb kamrai trabekulakon mért analog kontrakcids gorbék

B: A timol kontrakciés erére vonatkozd kumulativ dézis-hatas gérbéje.
A kontroll mérések utan a timol egyre névekvd koncentracioit 10-10 percen keresztil alkalmaztuk.
Az egyes timolkoncentraciok jelenlétében meért kontrakcios erét a kontroll kérilmények k6z6tt meért
értékekre normalizaltuk és annak szazalékaban adtuk meg. A pontokat Hill egyenlettel illesztettiik.
n=>5.
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20. abra

A: Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziv éatlagot j6l reprezentalé analég bal kamrai
nyomasgorbéi kontroll kériilmények kdzott illetve 150 és 350 uM timol jelenlétében.
B: Ugyanezen preparatum intracellularis kalciumtranziensei.

A vizszintes szaggatott vonalak a 0 Hgmm-es nyomast és a 150 nM-os [Ca?*]-t jelzik. A szivek
ingerlése 200/perces frekvenciaval tortént.
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21. abra

Novekvé koncentracioban alkalmazott timol hatéasa Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziv
bal kamrai nyomasgorbéire (A-C) és [Ca?']-tranzienseire (D-F). A timolt 10 és 350 pM-os
koncentraciotartomanyban, 10-10 percen keresztll alkalmaztuk. A pulzusnyomas értékei (C) a
szisztolés és a diasztolés nyomasok kiilénbségeinek felelnek meg, az [Ca?*]; kiilénbség (F) pedig
szintén a szisztolés és a disztolés [Ca?*], értékek kildnbsége. n=5.
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22. abra

Kutyasziv nehéz SR vezikulakbdl térténd timol indukalt kalciumfelszabadulés

A: Timol hatasara bekdvetkez6 fényintenzitas valtozasok.
A timol (100-500 uM) hozzaadasat nyil jeldli.

B: A timol hatasara létrejové fényintenzitas-valtozas meredekségébdl szamolt kalcium felszabadulasi
sebesség.
A pontokat Hill egyenlettel illesztettiik. A mért pontok melletti, zardjelbe tett szamok az adott
koncentracio jelenlétében végzett mérések szamat jeldlik. A V ,, a kalciumfelszabadulas
maximalis sebessége, melyet az illesztésbdl hataroztunk meg.
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23. abra

A timol nehéz SR vezikulak Ca2*-ATP-az aktivitasara vonatkozo6 dozis-hatas gorbéje

A: Az ATP hidrolizist mértékét a 340 nm-en mért abszorpcié valtozasabdl szamitottuk ki. A mért
adatokat a kalcium nélktl mért alap ATP-az aktivitdsra korrigaltuk és a timol hozzdadasa elétt,
kontroll kéralmények kozott mért értékre normalizaltuk. A mért pontok melletti zardjelbe tett
szamok az adott koncentracio jelenlétében végzett mérések szamat jeldlik. A pontokat Hill
egyenlettel illesztettik.

B-E: Lipidkettésrétegbe beépitett kutya izolalt RyR csatornakon mért reprezenativ aramgoérbék. A
csatorna nyitott és zart allapotat a jobb oldalon leldltik, a nyilasok lefelé iranyuld kitéréseknek
felelnek meg. Az aramokat —80 mV-on, a cisz és a transz oldalon egyarant 50 uM szabad Ca2*
tartalmu 250 mM-os KCI oldatban mértik. A timolt a cisz oldal fel6l 5 percen keresztil
alkalmaztuk. A 2 uM-os rianodint 300 uM timol jelenlétében szintén a cisz oldal felél adagoltuk.
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24. abra

A timol hatdsa patkany vazizomrostok L-tipusu kalcium aramara

A: Az atlagot jol reprezentald analdg aramgorbék kontroll koérliimények kozott illetve egymast
kovetben alkalmazott 100, 200, 300 és 600 uM koncentracioju timol jelenlétében.

B: Atimol | -ra vonatkozo kumulativ dozis-hatas gorbéje.
Az |-, kontrolra normalizalt csucsértékeinek atlaga az alkalmazott timolkoncentracio
fliggvényében. A pontokat Hill egyenlettel illesztettik. n=8.

C,D: A timol koncentraciofiiggé hatasa a csucsig eltelt idére (C) és az inaktivacios idéallandéra (D).

E: Az |, csucsertékének fesziltségfiiggése kontroll korGlmények kozétt és 300 pM timol
jelenlétében. Az illesztést a mdédszerekben leirt 1. egyenlettel végeztik. n=8.

F: Az |, steady-state aktivaciojanak fesziltségfliggése kontroll kérilmenyek kozétt és 300 pM timol
jelenlétében. Az illesztést a mdédszerekben ismertetett 2. egyenlettel végeztik. n=8.
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25. abra

A timol hatdsa patkany vazizomrostok kélium aramara

A: Az atlagot jol reprezentaldo analdg aramgorbék kontroll korliimények kozott illetve egymast
kovetben alkalmazott 100, 200, 300 és 600 uM koncentracioju timol jelenlétében.

B: A timol kdlium dramra vonatkozé kumulativ dézis-hatas gorbéje.
Az |, kontrollra normalizalt csucsértékeinek atlaga az alkalmazott timolkoncentracio
fliggvényében. A pontokat Hill egyenlettel illesztettik. n=8.

C: A timol koncentraciofliggd hatasa az aktivacios (C) és az inaktivaciés idéallandora (D). n=7.

D: A kaliumaram csucsértékének feszlltségfiiggése kontroll kérilmények koézott, 300 uM timol
jelenlétében, majd a timol kimosasa utan. n=8.



