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BEVEZETES

A timol ¢s analogjai (karvakrol, eugenol, guaiakol, vanillin és zingeron) a monociklikus
monoterpének csoportjaba tartozo fenolszarmazékok. A vanillin és a guaiakol kivételével lipofil
tulajdonsaguak, vizben alig vagy egyaltalan nem, alkoholban, kloroformban ¢és éterben jol oldodnak.
Megtalalhatéak a természetben is, tObbségiik novényi olajok gyakori Osszetevoje. A timol példaul
nagy mennyiségben taldlhaté a kakukkfli (41%) és az oregand illdolajaban (54%), az eugenol a
szegfliszeg jellegzetes illatat adja, de eléfordul a kakukkfiiben is. A vanillint a vanilia, a zingeront a
gyombér, a karvakrolt pedig nagyobb mennyiségben a kakukkfii, a majoranna, valamint az oregano
tartalmazza. A guaiakol az amerikdban honos 6rokzoldek torzsében talalhatdé meg. A timolt, a
karvakrolt és az eugenolt kiillonbozé termékek tartositdsara hasznaljak fel nemcsak az
¢élelmiszeriparban, de a novényvédelemben, s6t még kozmetikai termékekben is. A vegyiparban
szérummintak, oldatok stabilizalasara €s tarolasara is alkalmazzak Oket. A guaiakolt a klinikumban
koptetoként alkalmazzak, az Erigon hatéanyaga. A vanillint széles korben hasznaljak az
¢lelmiszeriparban ételizesitésre.

A timolnak, a karvakrolnak és az eugenolnak baktericid, fungicid, és antioxidans hatdsa van. Irodalmi
adatok szerint a timol és a karvakrol 1 millimélos koncentracioban specifikusan gatolja egyes patogén
baktériumok, példaul a Bacillus cereus ATP termeld enzimrendszereit, mig 3 mM-nal nagyobb
koncentraciok esetén kérositjdk a sejtmembrant és az intracellularis molekuldk gyors kiaramlasat
okozzak. A timolt antibakterialis hatasa miatt a mellkasi folyadékgyiilemek megsziintetése céljabol
végzett pleurodesisek soran hasznaljak a fertézések megeldzésére. Szamos fogaszati kezelés soran
alkalmazzak mind a timolt, mind a karvakrolt, mind pedig az eugenolt. A fogtomések ala helyezve
egyrészt fertotlenitik a teriiletet, masrészt a tomés alol lassan kiaramolva baktaricid hatdsuk miatt
hatékonyan gatoljak a szajban a baktériumok szaporodasat. Potens antibakteridlis hatdsa miatt a timol
1 %-os oldata tobb szajviznek is Osszetevije. Puhatastiiek (Helix pomatia) idegsejtjein végzett
kisérletekben azt tapasztaltak, hogy a timol és a karvakrol mikromolos koncentracidoban a koffeinhez
hasonléan kalciumfelszabaduldst idéz eld a sejtek intracelluldris raktdraibol, amely hatasukat
simaizmokon is leirtadk. Puhatestiieck neuronjain az eugenol és a guaiakol mind a pre-, mind a
posztszinaptikus membranra hatdssal van. A  preszinaptikus membranon gatoljak a
kalciumcsatornakat, a posztszinaptikus membranon pedig csokkentik a neurotranszmitterek (GABA,
ACh, glutamat) altal kivaltott excitatorikus posztszinaptikus potencidlok amplituddjat. A guaiakol és a
vanillin puhatestiick neuronjan gatolta a kalcium aramot, csokkentette az A aram amplitadojat és
gyorsitotta annak inaktivaciojat. A vanillin ugyanezen preparatumon a kés6i kalium aramokat nem
befolyasolta, de spontan akcios potencidlok megjelenéséhez vezetett és az AP idGtartamat

kismértékben nyujtotta. A zingeron az A dramot az el6bb emlitett preparatumon mar a guaiakolnal és
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a vanillinnél kisebb koncentracioban gatolta. Az eugenol patkanyokban gatolja a jejunum- és a
vesehamsejtek Na/K-ATP-dz aktivitasat. A Ca’'-érzékenység és a Ca’’-felvétel modositasaval
relaxalja a nyul aorta és a tengerimalac ileum simaizomzatat. Beszdmoltak tovabba arrdl is, hogy az
eugenol tengerimalac szivizomsejteken szintén gatolta a kalcium dramot, roviditette az akcids
potencialt és negativ inotrop hatasa volt. A zingeronrdl ismert, hogy gyokfogod (scavenger) hatasa van,
de a timolndl gyengébb antioxidans. Beszdmoltak patkany trigeminus ganglion sejteken inward
aramot indukalé hatasar6l, ahol a félgatlo koncentracid értékére 15,5 mM-t kaptak. Ugyanezen
preparatumon a tobbszori zingeron adagolds hatasara kivaltott aram amplitiddja csokkent
(tachifilaxis). Tovabba a vanilloid receptor antagonista kapszazepin (10 uM) képes volt
megakadalyozni a zingeron fenti hatasat. Patkany kamrai szivizomsejteken azt talaltak, hogy 30 uM
zingeron 52 %-kal csokkentette a tranziens kifelé irdnyuld kaliumaram amplitudojat és 35 %-kal a
kés6i egyeniranyité kalium aramét. A timol melanoma B16(F10) sejtvonalon végzett kisérletekben
gatolta a tumorsejtek novekedését és osztodasat. Egy masik megfigyelés szerint a timol €s mas
terpének in vitro javitjak az emlétumorok kezelésében alkalmazott, igen erésen lipofil tulajdonsagu
tamoxifen boron keresztiili felszivodasat. A timolt antioxidans hatasa miatt felhasznaljak a folyékony
halotan stabilizalasara is. Régota ismert, hogy a halotannal torténd altatassal végzett mutétek
szovodményeként hepatitis alakulhat ki. Ezen tgynevezett halotan hepatitisért egyes szerzk az

altatogaz stabilizalasara hasznalt timolt teszik feleldssé.



CELKITUZESEK

Munkam egyrészt a timolnak, masrészt analogjainak emlds szivizomsejtek és harantcsikolt

vazizomrostok elektromos tevékenységére kifejtett hatasainak tisztazasara iranyult kiillonb6z6 eredetii

(human ¢és kutya, illetve patkany) preparatumokon. Vizsgalni kivantuk tovabba a timolnak a

szivizomosszehuzodasra €s a szivizomsejtek kalcium homeosztazisara kifejtett hatésait.

Kisérleteink soran a kovetkezo kérdésekre kerestiik a valaszt:

Hogyan befolyasolja a timol a szivizomsejtek akcios potencialjanak morfologijat?

A szivizomsejtek mely iondramaira fejt ki hatdst a timol és hogyan befolyasolja az egyes
aramok kinetikai paramétereit?

Van-e kiilonbség a timol L-tipusti kalcium aramra kifejtett hatasaiban kutyabol szarmazo és
egészséges human szivizomsejtek kozott?

Hogyan hat a timol patkany vazizomrostok ionaramaira?

Van-e kiilonbség a timol szivizomsejtek és vazizomrostok ionaramaira kifejtett hatasai kozott?
Hogyan hat a timol a szivizom 0sszehtizodasara?

Hogyan befolyasolja a timol az intracellularis kalciumkoncentraciot, a szarkoplazmatikus
retikulumbol (SR) torténd kalciumfelszabadulast és az SR membranjéban elhelyezkedd Ca*'-
ATP-az miikodését?

A timol vagy a koffein hasznalhato jobban az intracellularis raktarakbol torténd
kalciumfelszabadulas eldidézésére?

Milyen hatdsai vannak a timol analdgjainak a szivizomsejtek L-tipust kalcium aramara?
Hasonlo-e a karvakrol L-tipusti kalcium aramra kifejtett hatdsa human ¢&s kutya
szivizomsejteken?

Van-e 0sszefliggés az egyes analogok szerkezete és a szerek altal okozott hatasok kozott?



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Sejtizolalds

Elektrofiziologiai méréseink tobbségéhez enzimatikusan izolalt kutya kamrai szivizomsejteket
hasznaltunk, amelyeket szegmentperfizios eljarassal nyertiink. Az allatok elaltatidsa utan
eltavolitottuk a szivet, majd atmostuk normal Tyrode oldattal. Kaniilaltuk a bal eliilsé leszallo
koronaria artériat (LAD) és a prepardtumot kalciummentes “Joklik Modification for Suspension
Culture” (JMM) oldattal 5 percig perfundaltuk. Ezutdn 1 mg/ml CLS-2 tipust kollagendz enzimet,
2 mg/ml borju szérum albumint és 50 uM CaCl,-t tartalmazé JMM oldattal kb. 30 percig emésztettiik
a szivet 37 °C-on. Az igy nyert izolalt bal kamrai sejteket a felhasznalasig Minimal Essential Medium
tapoldatban 15 °C-on taroltuk. Hasonlo eljarast alkalmaztunk a kardioplégias oldatban tarolt human
szivek esetében is.

A harantcsikolt izomrostokon torténd méréseinket patkanybdl szarmazd, enzimatikusan izolalt
izomrostokon végeztiik. Az allatokat elaltattuk és az eltavolitott izmokat 60-90 percen keresztiil
37 °C-on I-es tipusu kollagenaz enzimmel emésztettik. Az emésztést koveten a rostokat legalabb

20 percig pihentettiik és a mérésekhez csak a membrankdrosodast nem szenvedett rostokat hasznaltuk.

2. Akcios potencial elvezetése izolalt szivizomsejtekrol

Kisérleteink soran a mérdkad aljara kitapadt szivizomsejteket 37 °C hémérsékletli normal
Tyrode oldattal perfundaltuk. A sejtek membranpotencialjanak nyomon kovetésére 3 M-os KCl-dal
toltott, 25-30 MQ ellenallasti mikroelektrodat hasznaltunk. A mérdrendszert a kornyezetbdl szarmazo
elektromagneses és mechanikai rezgésektol Faraday-kalitka és antivibracids asztal védte. A mérés
soran a sejteket a mérOelektrodon keresztiill 1s ciklushosszal, szupramaximalis amplitadoju
négzszogimpulzusokkal ingereltiik. Az akcids potencialokat erdsités (Axon 2B) és analdg-digitalis
atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya) utan a késobbi elemzéshez szamitdégépen taroltuk. Az AP-okat

kisérlet kozben oszcilloszkopon kovettiik nyomon.

3. lonaramok mérése fesziiltség-clamp technikdaval

Az ionaramok mérésére hasznalt patch pipettak ellenallasat 2-3 MQ-nak véalasztottuk. Az
kozott mértiik. A sejteket 37 °C-on, normal Tyrode oldattal perfundaltuk. A pipettak feltoltésére
hasznalt un. bels6 oldat 6sszetételét a mérni kivant ionaramtol fiiggden valasztottuk meg.
Az L-tipust kalciumaram (Ic,p) mérésekor a kalium &ramokat a belsé oldatban jelenlevd
tetractilammonium-klorid (TEACI) alkalmazasa mellett, a perfundalé oldathoz adott 3 mM 4-

aminopiridin (4-AP) hozzaadasaval gatoltuk. A sejtek membranpotencialjat -40 mV-on tartottuk, a

4



kalcium 4ramot 400 ms hosszu +5 mV-ra torténd depolarizacidval valtottuk ki. Az I, amplitadojat
minden esetben az aram csucsértéke és nem inaktivaloédé komponens 200 ms-nal mért értékének
kiilonbségeként hataroztuk meg.

A kalium aramok mérésekor a kalcium aramot 5 pM nifedipin perfundald oldathoz torténd
adagolasaval gatoltuk. A sejtek membranpotencialjat a tranziens kifelé iranyuld kaliumaram (I;,) és a
befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ig;) mérésekor -80 mV-on, mig a késdi egyeniranyitd kaliumaram
gyors (Ix;) és lassu (Ixs) komponensének mérésekor -40 mV-on tartottuk. Az utdbbi két komponens
elkiilonitésére eltérd impulzus protokollokat hasznaltunk. Az aramamplitudot minden esetben a sejtek
kapacitasara normalizalva adtuk meg.

Minden mérés kezdetén kompenzaltuk a soros ellenallast és a pipetta kapacitdsat. A kapott
aramjeleket Axopatch-200B erdsitd segitségével erdsitettiik, Digidata 1200 A/D kartyaval végzett
analog-digitalis atalakitas utan pCLAMP 6.04 szoftverrel szamitogépen rogzitettiik, majd elemeztiik.
Az arammérések soran a mintavételezési frekvencia a mérni kivant ionaramtol fiiggéen 0,5-20 kHz
kozott valtozott. Az analdg jeleket a Nyquist teoridnak megfelelden, az adott mintavételezési
frekvencia harmadrészével szfirtiik.

A vazizomrostokon torténdé méréseinket az in. kettds vazelin gap-es technikaval fesziiltség-
clamp koriilmények kozott végeztiik. Kisérleteinkben a rostokat -100 mV-on tartottuk és a kisérleteket
16-18 °C-on végeztiik. A rost kozépsd részét vazelinnel szigeteltiik el a széls6 részektdl, melyeket
0,01 %-o0s szaponinnal permeabilizaltuk. A mérések sordn a permeabilizalt végeken az un. belsd
oldatot, mig a kozéps6 részen a kiilsé oldatot alkalmaztuk, melyek Osszetételét a mérni kivant
ionaramoktol fliggden valasztottuk meg.

A kalciumaram (Ic,) mérések soran a natrium aramot tetrodotoxinnal, a kalium aramokat a kiilsé
oldatban 4-aminopiridin és TEACI a bels6 oldatban pedig CsCl hozziadasaval gatoltuk. Az
intracellularis kalciumszint stabilizalasdra a belsé oldatban EGTA-t hasznaltunk. Az aramjelek
kivaltasara 800 ms hosszl -50 és +60 mV kozotti depolarizald négyszogimpulzusokat hasznaltunk. A
linedris kapacitiv komponenst 20 mV-os hiperpolarizald pulzus segitségével hataroztuk meg és az
aramjeleket erre korrigaltuk.

A kaliumaram (Ix) mérésénél a belsd oldat a Cs-glutamat helyett 120 mM K-glutamatot tartalmazott
¢és a kiilsé oldatban a TEA helyett 140 mM N-metil-D-glukamint alkalmaztunk, valamint az abban
+40 mV kozotti depolarizald impulzusokat alkalmaztunk.

Meéréseink sordn az oldatokban az ozmolaritast 300 mOsm-ra, a pH-t pedig 7,2-re allitottuk be.



4. Kontrakcios erémérés

Meéréseinket kutyasziv jobb kamrdjabol szarmazo trabekularis izomnyaldbokon végeztiik,
melyeket az elaltatott kutydk szivébdl frissen metszettlink ki. A szervkadba helyezett trabekuldkon a
kontrakcios er6t kapacitiv mechano-elektronikus jelatalakitoé segitségével, izometrias koriilmények
kozott, 37 °C-on mértiik. Kisérleteinkben a preparatumokat 5% CO, és 95 % O, gazkeverékkel
buborékoltatott Krebs oldattal perfundaltuk. A preparatumokat szupramaximalis amplitudojt, 1 ms
sz¢les négyszogimpulzusokkal 1 s-os ciklushosszal ingereltiik. Az analdg jeleket erdsités és analog-

digitalis atalakitas (Digidata 1200 A/D kartya) utan a késobbi kiértékelésig szamitogéppel rogzitettiik.

5. Bal kamrai nyomds- és intracelluléris kalciumkoncentrécié ([Ca’"];) mérése Langendorff szerint
perfundalt tengerimalac sziven

A 300-500 g tomegi him tengerimalacokat elaltatottuk, majd mellkasuk megnyitasa utan a
szivet gyorsan eltavolitottuk és a Langendorff perfuzids rendszer kaniiljéhez rogzitettiik. Perisztaltikus
pumpa segitségével a koronaridkat 37 °C-os Krebs oldattal perfundaltuk. A bal kamrai nyomas
folyamatos mérésére egy a bal kamra tiregébe helyezett Braun 2021-02 tipusu artérids nyomasmérot
alkalmaztunk. A sziv ingerlése 200/perc-es frekvencidval a bal pitvar liregébe vezetett elektroda
segitségével tortént.
Az [Ca*'Ji-tranziensek mérése kalciumérzékeny fluoreszcens festék, Fura-2 acetoxi-metilészter
segitségével tortént. A festéket 340 és 380 nm-es hullamhosszon gerjesztve, az emittalt fényt 510 nm-
en osszegylijtve Deltascan segitségével regisztraltuk. Az [Ca®]; szamolasahoz a hattérre-korrigalt
fluoreszcencia intenzitasok hanyadosat (Fsso/Fsso) hasznaltuk. Az analdg fluoreszcencia jeleket és
nyomasértékeket 1 kHz-es gyakorisaggal mintavételeztiik. Mindkét esetben 10 egymast kovetd
kontrakcio soran mért értékek atlagat képeztiik, és az igy kapott adatokat a késdbbi elemzés céljabol

szamitogépen rogzitettiik.

6. Single channel mérések mesterséges lipidkettosrétegbe beépitett kutya rianodin receptoron (RyR)
Kutyasziv kamrajabol nehéz SR vezikuldkat izolaltunk, majd a szolubilizalt RyR-t tisztitottuk.
A RyR-t lipidkettosrétegbe épitettiik be, majd ezt a kettdsréteget egy 250 um atmérdjii nyilasra
feszitettiik ki. A kettésréteg mindkét oldalan azonos pufferdsszetételd, 7,2-es pH-ji oldatot
hasznaltunk. A kettdsréteg egyik oldalat cisz oldalnak a masikat pedig transznak neveztiik el és ezen
utobbit elektromosan foldeltiik. A fesziiltség-clamp koriilmények kozott kapott aramjeleket 1 kHz-es
frekvencian 8 polusu Bessel szlir6 segitségével szirtiik, majd 3,3 kHz-en Axopatch 200 intracellularis
erdsitdvel és pClamp 6,02-es szoftverrel analdg-digitalis atalakitas utan rogzitettiik. 250 mM K -ot
hasznalva tdltéshordozoként a 400 pS-nél magasabb vezetdképességgel rendelkezd csatornakat

tekintettiik RyR-nak. A timolt a cisz oldalrél adagoltuk 150 vagy 300 uM-os koncentracidban.



Minden kisérlet végén 2 pM rianodint adtunk a cisz oldalra a csatornabeépiilés iranyanak
megallapitasa céljabol. A méréseket 23 °C-on végeztiik, a szabad Ca®'-koncentracié értékeit mind
cisz, mind pedig transz oldalon a Fabiato altal 1998-ban ko6zdlt szamitogépes program és stabilitasi

allandok segitségével hataroztuk meg.

7. Kutya nehéz SR vezikulakbol torténd kalciumfelszabadulas meghatarozasa

A nehéz SR vezikuldkbol torténd kalciumfelszabadulas mérésére az extracellularis térben
bekdvetkezd Ca’’-koncentracid valtozasokbol kovetkeztettiink, melyeket 0,25 mM arzenazo III
metallokrom festék segitségével, 37 °C-on kovettiink nyomon. A méréseket SPEX Fluoromax single
foton szamlalo spektrométerben végeztiik. A vezikulakat egymast kovetd CaCl, adagolassal, és a
kalciumpumpa 100 nM ciklopiazonsavval torténd gatlasaval toltottiik fel. A vezikulakbol torténd
kalciumfelszabadulas elidézésére timol hozzdadast alkalmaztunk. A vezikulan kivili Ca*'-
koncentraciot a 710 €s 790 nm-en torténd fényelnyelés kiilonbségébdl szamoltuk. Az abszorbancia
valtozast 1 Hz-en mintavételeztiik, majd analdg-digitalis atalakitas utan szdmitdgépen rogzitettilk. A

kezdeti kalciumfelszabadulas mértékét a fényelnyelési gorbe meredekségébdl hataroztuk meg.

8. Az ATP-az aktivitas mérése

A kutyaszivbol eldallitott nehéz SR vezikuldkban talalhato Ca’"-ATP-4z aktivitasanak
mérésére ugynevezett , kapcsolt enzim-assay” médszert hasznaltunk. A modszer elve hogy a Ca'-
ATP-az miikodése soran ATP-t hasit. Az ekkor keletkezett ADP piruvat-kindz segitségével
foszfoenol-piruvattal reakcioba Iépve piruvatot képez, amelybdl laktat-denidrogenaz hatdsara laktat
keletkezik, mikozben NADH-bol NAD" szabadul fel. A NADH fogyasara a 340 nm-en bekdvetkezd
abszorbanciavaltozas mérésével kovetkeztethetiink. Az igy kapott gérbe meredekségébdl szamithato a
Ca’"-ATP-az aktivitisa. A mérések soran az SR vezikula frakciot a szubsztratokat és az enzimet
tartalmazé 7,5-6s pH-ju oldatban, 5 percig, 37°C-on inkubaljuk. A reakciot 10 mM ATP
hozzaadasaval inditottuk el és folyamatosan mértiik az oldat 340 nm-en bekdvetkezd abszorbancia
valtozasat, amelybdl a hidrolizis mértékére kdvetkeztethettiink. Az adatokat a kalcium hianyaban mért

alap ATP-az aktivitasra korrigaltuk és umol Pi/mg fehérje/perc egységekben adtuk meg.

9. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A mérések soran a kapott adatokat atlagoltuk és kiszamitottuk 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).



EREDMENYEK

1. A timol hatdsa kutya izoldlt szivizomsejtjeinek akcios potencialjdra

A timol AP paramétereire kifejtett hatdsai koncentraciofiiggdnek bizonyultak. 10 uM-os
koncentracioban a timol csokkentette az AP korai gyors repolarizaciés fazisat. Nagyobb
koncentracioban alkalmazva a szert az AP idOtartamdnak csokkenését és a platd fazis depressziojat
figyeltiik meg. A molekula AP-t roviditd hatdsa nagyobb mértékii volt a repolarizacid 50 %-anal mért
értéknél (APDsp), mint a 90 %-os repolarizaciohoz tartozé6 AP id6tartamnal (APDgg). Magasabb
timolkoncentraciok jelenlétében megfigyeltik a depolarizacid maximalis sebességének (Vimax)
csokkenését is. A sejtek nyugalmi membranpotencidljaban még az altalunk alkalmazott legmagasabb

koncentracioju timol hatasara sem tapasztaltunk valtozast.

2. A timol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek L-tipusu kalcium aramdra

A molekula koncentraciofiiggé modon csokkentette az I, amplitidojat. A timol Ig,p-ra
kifejtett gatlo hatdsa gyorsan kialakult (30 s alatt), stabilnak mutatkozott ¢és teljes mértékben
kimoshat6 volt. A molekula hatasara bekovetkezett gatlas az 50 uM (14,318,65 %-os gatlas) és annal
nagyobb szerkoncentraciok esetében adodott statisztikailag szignifikdnsnak. A timol kumulativ dézis-
hatas gorbéjének Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatldo koncentracid értékére 158+7 pM-t
kaptunk, mig a Hill koefficiens értéke 2,961+0,43-nak adddott.
A timol nem valtoztatta meg az Ic, 1 csucsértékének és steady-state aktivaciojanak fesziiltségfliiggését,
de koncentraciofiiggé modon csdkkentette a kalcium csatornak vezetdképességét.
A timol jelentdsen modositotta az I, mind fesziiltség-, mind idofiiggd inaktivacios kinetikajat, mely
hatasai visszafordithatonak bizonyultak. A timol 50, 150 és 250 uM-os koncentracidban nem okozott
valtozast a steady-state inaktivacios gorbe meredekségében, de azt statisztikailag szignifikans médon
a negativabb fesziiltségértékek felé tolta el. Az eltolddas 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
adodott a -21,6+0,7 mV-os kontroll koriilmények kdzott mért értékhez képest.
A +5mV-on mért aramgorbék idofiiggd inaktivaciojat biexponencialis illesztéssel jellemeztiik. A
timol koncentraciofiiggd modon gyorsitotta az aram idofiiggd inaktivaciojat. A lassan €és a gyorsan
inaktival6do komponens koziil az elobbi a timollal szemben érzékenyebbnek bizonyult.
150 uM timol az inaktivaciobol vald visszatérés mind gyors, mind pedig lassi komponensének
idéallandogjat szignifikans mértékben novelte (47,2£2,7 ms-r6l 8314,8 ms-ra a gyors és 292433 ms-rdl
569+41 ms-ra a lassu komponens esetében). A molekula tehat lassitotta a kalcium csatornak inaktiv

allapotbol torténd visszatérését, mely hatdsa visszafordithatonak bizonyult.



3. A timol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramdra

250 uM timol hatasara a human szivizomsejtek Ic,.r-dban a kutyabdl szarmazoé sejteken mért
Ica-ndl tapasztaltakhoz hasonlé mértékii valtozasokat kaptunk. A timol minden altalunk vizsgalt
fesziiltségértéken csokkentette az aram csucsértékét (példaul +5 mV-ra depolarizdlva a sejtet
-12,1£1,1 A/F-os értékrél -3,8+1,1 A/F-ra), de nem valtoztatta meg annak aram-fesziiltség
Osszefiiggését. Emellett a timol human szivizomsejteken sem volt hatassal az I, aktivaciojanak
fesziiltségfliggésére. Human szivizomsejteken az I¢,. steady-state inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését
a timol, a kutydban latottakhoz hasonléan, a negativabb fesziiltségértékek fel¢ tolta el és nem
valtoztatta meg annak meredekségét. A félértekfesziiltség kontroll koriilmények kézott -20,3+0,5 mV-
nak, mig 250 uM timol jelenlétében -32,7+0,2 mV-nak adodott. 250 uM timol az I¢, . mind gyorsan,
mind pedig lassan inaktivaloddo komponensének amplitudojat és idoallandoit is csdkkentette, tehat

gyorsitotta human szivizomsejtek kalcim aramanak inaktivaciojat.

4. A timol hatdsa kutya izoldlt szivizomsejtjeinek tranziens kifelé iranyulo kalium aramara

A tranziens kifelé irdnyul6 kaliumaramot 400 ms hosszll -80 mV-rdl kiindul6 -10 és +60 mV
kozotti fesziiltségtartomanyba torténd depolarizalé impulzusokkal aktivaltuk. Minden egyes ingerld
impulzust egy 5 ms hosszl -40 mV-ra torténd eldimpulzust kovetden alkalmaztunk, annak érdekében,
hogy a gyors, fesziiltségfiiggé Na™ csatorndkat inaktivaljuk. A timol koncentraciofiiggd médon
csokkentette az I, amplitadojat. 1 uM timol az dramot 5,2+2.4 %-kal, 10 uM timol pedig 17,4+2,7 %-
kal gatolta. A I, amplitadéjanak 100 uM timol hatasara bekovetkezett csokkenése 30 s-on beliil
kialakult és mar a kimosas elsé perce alatt teljes mértékben visszafordithatonak bizonyult. A
kumulativ dézis-hatas gorbe Hill egyenlettel torténd illesztésével a félgatld koncentracid értéke
60,6t11,4 uM-nak, a Hill koefficiens értéke pedig 1,03+0,11-nek adodott. A timol nem valtoztatta
meg sem az [, aram-fesziiltség 0sszefliggését sem steady-state inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését (a
kapott félértékfesziiltségek: -38,4+3,0 mV kontroll esetben ¢és -39,3+3,6 mV 100 uM timol
jelenlétében). A I, id6fliggd inaktivaciojanak illesztésekor a legjobb illeszkedést két exponencialis
komponens Osszegével torténd illesztéssel nyertilk. A +50 mV-os depolarizacioval kivaltott dram
gyorsan inaktivalodé komponensének id6allandojanak értékére 2,8+0,6 ms-ot, a lassan inaktivalodo
komponens iddallanddjara pedig 9,940,2 ms-ot kaptunk. A gyorsan inaktivdlodé komponens
iddéallanddjanak értékében a timol az altalunk hasznalt koncentraciokban nem okozott szignifikans
valtozast, de a lassan inaktivaloddo komponens iddallandojat mar 10 uM timol is statisztikailag

szignifikans modon csokkentette (100 uM timol jelenlétében 5,7+0,9 ms-ot kaptunk).



5. A timol hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek késoi egyeniranyito kalium aramanak gyors és lassu
komponensére

A késOi egyeniranyité kaliumaram gyors és lassi komponensét kiilonbdzo impulzus
protokollok alkalmazasaval kiilonitettiik el. -40 mV-os tartopotencialrdl a sejteket 150 ms hosszan
+10 mV-ra depolarizaltuk, majd a membranpotencial értékét ismét -40 mV-ra allitottuk. Az ekkor
kialakul6 tigynevezett farokdramot tekintettiik Ix,-nek. Az Ix, amplitiddjat a timol koncentraciofiiggd
moddon csokkentette. A kumulativ dozis-hatds gorbe Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlo
koncentracio értékére 63,4+6,1 uM-t, a Hill koefficiens értékére pedig 1,29+0,15-t kaptunk. 100 uM
timol nem valtoztatta meg az aram-fesziiltség Osszefiiggést, bar a -20 mV feletti impulzusokkal
kivaltott farokaramok mindegyikének csokkentette az amplitidojat.
A kés6i egyeniranyitd kaliumaram lassi komponensének aktivalasara 3 s hossza +50 mV-ra torténd
depolarizal6 impulzust hasznaltunk. Ezen impulzus végén mért teljesen aktivalodott aramot
tekintettilk a Ixs-nek. A timol a Igs-t is koncentraciofiiggd mddon é€s reverzibilisen gatolta. Az Ik
esetében még az 1 mM koncentracioju timol jelenlétében sem kaptunk teljes mértékii aramgaltast, igy
a Hill egyenlettel torténd illesztéssel kapott 202+11 uM-os félgatlé timolkoncentracio és 0,72+0,14-es
Hill koefficiens csak becsiilt értékek. Hasonloan a Ix,-nél kapott eredményekhez a +10 és +60 mV

kozott timol hatasara bekovetkezett Ik gatlas nem mutatott fesziiltségfiiggést.

6. A timol hatdsa kutya izoldlt szivizomsejtjeinek befelé egyeniranyito kalium daramara

A Dbefelé egyeniranyitd kaliumaram steady-state koriilmények kozott mért dram-fesziiltség
Osszefiiggésének vizsgalata soran a -80 mV-on tartott sejteken -125 és +65 mV kozotti 10 mV-os
1épéskozokkel alkalmazott 400 ms hosszi impulzusokat alkalmaztunk. 100 uM timol csdkkentette az
impulzusok végén mért aramot, de nem valtoztatta meg az aram-fesziiltség Osszefiiggést. A -125 mV-
ra torténd hiperpolarizald impulzus hatasara kontroll koriilmények kozott kialakulod -43,3£1,6 A/F-os
aramstrtség 100 uM timol hatasara -34,9+1,6 A/F-ra csokkent. A timol Ix;-re kifejtett gatldo hatdsa

gyorsan kialakult, a szer alkalmazasa soran nem valtozott és teljesen visszafordithatonak bizonyult.

7. A timol analégjainak hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek L-tipusu kalcium aramdra

A kisérletek soran mindenben a timolnal elmondottak szerint jartunk el. Az analogok koziil
kutya szivizomsejtek kalcium aramat a vanillin és a guaiakol 300 uM-os koncentracioban alkalmazva
gyakorlatilag nem befolyasolta. Ugyanilyen koncentracioban a zingeron mintegy 17 %-kal, az
eugenol és a karvakrol pedig kozel azonos mértékben, és reverzibilis médon mintegy 71 %-kal gatolta
az Ica1—t. A kumulativ dozis-hatas gorbéket Hill egyenlettel illesztettiik, a félgatldé koncentraciok
értékeire a timolnal kapott értékhez képest az eugenol esetében valamelyest magasabb (187115 uM) a

karvakrolnal pedig némileg alacsonyabb (98+11 uM) koncentraciot kaptunk. A gérbe meredekségét
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jellemzoé Hill koefficiens értéke mind az eugenol, mind a karvakrol esetében masfél koriil volt,
szemben a timolnal megfigyelhetd 3-as értékhez képest.

Sem az eugenol, sem a karvakrol nem valtoztatta meg az Ic, aram-fesziiltség Osszefliggését. A
kalcium csatornak vezetdképességének értékét mind az eugenol, mind pedig a karvakrol
koncentraciofiiggé modon csokkentette, de ha a kapott pontokat az adott gérbe +30 mV-nal mért
vezetOképesség értékére, mint maximumra normalizaltuk a kapott vezetdképesség-fesziiltség
Osszefiiggések sem az eugenol, sem a karvakrol esetében nem mutattak eltérést a kontroll
koriilmények kozott mért gorbétdl. A karvakrolnak €s az eugenolnak az I, 1d6fiiggd inaktivaciojara
kifejtett hatasait vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy 300 uM eugenol és karvakrol szignifikdns mértékben
csokkentette a gyorsan inaktivaloédoé komponens idéallandojat.

Az altalunk vizsgalt 100 és 300 uM-os koncentracioban mind a karvakrol, mind pedig az eugenol
szignifikans modon balra tolta az Ic,.r steady-state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését.

A karvakrol 300 uM-os oldata szignifikansan ¢és reverzibilis modon lassitotta a kalcium csatornak
inaktivaciobol torténd visszatérését, ezzel szemben az eugenol nem befolyésolta azt.

A kalciumaram kinetikai paramétereire gyakorolt valamennyi hatas tekintetében a karvakrol

hatékonyabbnak bizonyult az eugenolnal.

8. A karvakrol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium daramdra

A karvakrol 100 uM-os koncentracidban mintegy felére csokkentette az Ic,r-t, de nem
valtoztatta meg az L-tipusu kalciumaram fesziiltségfiiggését ¢€s steady-state aktivacidjanak
fesziiltségfiiggését sem. 100 uM karvakrol human szivizomsejteken az L-tipust kalciumaram steady-
state inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését reverzibilis modon balra tolta, de a gérbe meredekségét nem
valtoztatta meg. A félértekfesziiltség értékeire kontroll koriilmények kozott -21,38+0,65 mV-ot,
100 uM  karvakrol jelenlétében -29,52+0,44 mV-ot kaptunk. A kutya szivizomsejteken
tapasztaltakhoz hasonléan 100 uM karvakrol gyorsitotta az ¢, i1d6fliggd inaktivacidjat. Human
szivizomsejtek esetében azonban a szer nem valtoztatta meg a kalcium csatornak inaktivaciobol

torténd visszatérését.

9. A timol hatdsa a szivizomkontrakciora

A timol koncentraciofiiggd modon csokkentette kutydk jobb kamrajabol szarmazo trabekuldk
kontrakcios erejét, de nem valtoztatta meg a kontrakcios gorbék kinetikai paramétereit. A pontok Hill
egyenlettel torténd illesztése soran a félgatld koncentracio értékére 297+12 uM-t kaptunk, mig a Hill
koefficiens 0,95+0,04-nek adodott. A félrelaxacios id6 €s a csucsfesziilésig eltelt id6 értékeiben még

1 mM timol hatdsara sem tapasztaltunk szignifikans valtozast.
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10. A timol hatasa a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac szivre

A timol koncentraciofiiggé modon befolyasolta tengerimalac sziv kontrakcids paramétereit és
kalciumtranzienseit is. 150 uM, vagy annal nagyobb koncentracioban a timol szignifikans modon
csokkentette a szisztolés nyomas értékét, ugyanekkor a diasztolés nyomas ért¢ke mar az 50 uM
értéknél. A timolnak a szisztolés és a diasztolés nyomadsra kifejtett hatasa 6sszegzddve jelentkezett a
pulzusnyomas értékeiben, amelyet a molekula 350 phM koncentracioban mar kozel nullara
csokkentett. 150 uM vagy annal nagyobb koncentracidban a szisztolés [Ca®']; csokkent, a diasztolés
[Ca2+]i nétt, mig 350 uM timol jelenlétében a kalciumtranziens amplituddja kozel nullara csokkent.
Alacsonyabb timolkoncentracioknal (50-100 uM) azonban a mért nyomas- és [Ca’']; értékek nem
mutattak jo egyezést. Ezen koncentracioknal ugy tiint, hogy a timolnak kalcium-érzékenyité hatasa
van, hiszen a szisztolés [Ca®'J;-szint csokkenésével parhuzamosan a szisztolés nyomas értékeiben még
nem figyelhettiink meg csdkkenést. Ehhez hasonloan diasztolés nyomds ndovekedése a diasztolés
[Ca™"]; szignifikans novekedése nélkiil jott 1étre. 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 kontrakcids erdt tengerimalac sziven,

mig kutyaban ezen koncentracio csak kozel 50 %-os gatlast okozott).

11. A timol hatasa kutya nehéz SR vezikuldk kalciumforgalmara

A timol koncentraciofiiggdé modon gyors kalciumfelszabadulast idézett el6 a nehéz SR
vezikulakbol, mely hatasa 100 uM-os vagy annal nagyobb koncentracioknal statisztikailag
szignifikans mértékiinek bizonyult. A dozis-hatas gorbe Hill egyenlettel torténd illesztésével a
kalciumfelszabadulas maximalis sebessége (Vmax) 0,4710,04 nmol/s-nak adodott. A félgatld
koncentracio értékére 258+21 uM-t kaptunk, a Hill koefficiens 3,02+0,54-es értéke pedig a
kotohelyek kozotti szoros kooperativitasra utal.
A vezikulakba torténd kalciumfelvétel sebessége aranyos a preparatum Ca’’-ATP-az aktivitisaval,
amely kontroll koriilmények kozott 0,79+0,07 umol Pi/mg fehérje/perc értéknek adddott. A timol
koncentraciofiiggé modon gatolta a kalciumpumpa aktivitasat. A félgatld koncentracio értékére

253+4,7 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens 1,6240,05-nek adddott.

12. A timol hatasa lipidkettosrétegbe beépitett kutya RyR-ra
A timol nem valtoztatta meg a RyR specifikus vezetoképességét. A timol jelenlétében megndtt
a csatorna megnyilasainak szdma, valamint hosszu id6étartamu nyitott epizdédok jelentek meg. Az

atlagos nyitvatartasi valosziniiség értékére 0,01310,024-et, mig az atlagos nyitvatartasi iddtartamra
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0,305£0,087 ms-ot kaptunk kontroll koriilmények kézott. 150 uM timol 18-szorosara (0,233+0,103),
mig 300 uM timol mintegy 21-szeresére (0,272+0,11) ndvelte a csatorna nyitvatartasi valdszinliségét.
A két koncentracié jelenlétében mért értékek egymashoz képest nem voltak szignifikansan
kiilonbozdek, tehat a timol jelenlétében bekovetkezett hatds az altalunk vizsgalt koncentracioknal mar
a szaturaciohoz volt kozel. Ha az analizisbdl kizartuk a timol jelenlétében kialakuld hossza iddtartamu
nyitott epizodokat, akkor az uj nyitvatartasi valosziniiség értékek (0,024+0,025 150 uM timol és
0,031£0,028 300 uM timol jelenlétében) €s atlagos nyitvatartasi idétartamok (0,357+0,08 ms 150 uM
timol és 0,38520,103 ms 300 uM timol jelenlétében) mar nem kiilonbdztek a kontroll koriilmények
kozott mért értékektdl. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy timol jelenlétében a RyR-nak két, jol
elkiilonithet6 kapuzasa létezik.

A timol RyR-ra kifejtett elobbiekben ismertetett hatasai nem mutattak fesziiltségfiiggést. A rianodin a
timollal aktivalt RyR-hoz is képes volt kapcsolddni, mely arra utal, hogy a csatornafehérje rianodin

kotéhelye timol jelenlétében is hozzaférheto.

13. A timol hatasa patkany harantcsikolt izomrostok kalcium aramdra

A timol koncentraciofiiggd modon csokkentette az I¢, csucsértékét. A molekula hatasara
bekovetkezett gatlas a 100 uM (az aram 8317 %-ara csokkent) és anndl nagyobb szerkoncentraciok
esetében adodott statisztikailag szignifikdnsnak. 600 uM timol jelenlétében kozel teljes gatlast
kaptunk (az aram 943 %-ara csokkent). A timol kumulativ dozis-hatds gorbéjének Hill egyenlettel
torténd illesztése soran a félgatldo koncentracio értékére 193+26 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens
értéke 2,52+0,29-nak adddott.
A timol I¢, aktivacidjara €s inaktivaciojara kifejtett hatdsa egyarant kétfazisunak bizonyult. Mind az
aktivacio, mind pedig az inaktivacio sebességét 100-200 M koncentracidban szignifikans mértékben
csokkentette. 600 uM timol ezzel szemben az Ic, aktivaciojat és inaktivaciojat egyarant szignifikdns
mértékben gyorsitotta.
A timol el6zdekben emlitett gatldo hatdsatol eltekintve nem valtoztatta meg az Ic, csucsértékének
fesziiltségfiiggését. 300 uM timol minden vizsgalt fesziiltségen szignifikdnsan csdkkentette a kalcium
csatorndk vezetOképességét, de nem valtoztatta meg a steady-state aktivacio fesziiltségfiiggését. (A
maximalis vezetOképesség értéke kontroll koriilmények kozott 120+2,7 S/F-nak 300 uM  timol
jelenlétében pedig 74,3+1,5 S/F-nak adddott.)

14. A timol hatdsa patkany harantcsikolt izomrostok kalium daramdra
A timol koncentraciofiiggd modon csdkkentette patkdny harantcsikolt izomrostok kéalium

aramat. Mar 100 uM timol hatdsara az aram cstcsértékének szignifikdns mértékii csokkenését
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figyelhettilk meg. A timol kumulativ dozis-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.

Az aktivacios idéallandot a timol az altalunk haszndlt legnagyobb koncentracioban (300 uM) sem
valtoztatta meg szignifikdns mértékben. Az aram inaktivacidjat ezzel szemben mar 200 uM timol
szignifikans mértékben gyorsitotta.

Az Ix aram-fesziiltség Osszefliggése alapjan elmondhatjuk, hogy a timolnak az aram csucsértékére
kifejtett gatlé hatasa nem mutatott fesziiltségfiiggést. A timol kimosdsa utan kapott eredményekbdl
latszik, hogy a molekula hatisa +20 mV ¢s attol pozitivabb membranpotencidlokon részlegesen

reverzibilisnek bizonyult.
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MEGBESZELES

1. A timol hatdsa kutya izoldlt szivizomsejtjeinek iondaramaira és akcios potencidljara

A timol koncentraciofiiggdé modon gatolta a Gsszes altalunk vizsgalt ionaramot és modositotta
az akcids potencidl paramétereit. A molekula hatdsa eltéré mértéki volt a kalcium és az egyes kalium
aramok esetében, mely a kapott félgatldo koncentraciok és Hill koefficiensek értékeiben is
megnyilvanult. A timollal szemben az Iy, és az Ik, bizonyult a legérzékenyebbnek, az Ixs-t és az I, -t
a molekula nagyobb koncentraciéban gatolta. A kalium aramoknal 1-hez kozeli Hill koefficiensektdl
nagymeértékben eltért a kalciumaram esetében kapott 3-as érték, ami arra utal, hogy a kalcium aramnal
a molekula harom, egymadssal pozitiv kooperativitast mutatd kotéhelyen gatolja az aramot. Az is
elképzelhetd azonban, hogy a timol kalcium aramra kifejtett hatdsaban t6bb mechanizmus van jelen.
A timol az I, id6fiiggd inaktivacidjat gyorsitotta, de nem volt hatassal az altalunk vizsgalt kalium
aramok egyéb kinetikai paramétereire. Az ¢, esetében ezzel szemben, a konvencionalis kalcium
csatornagatld verapamilhoz hasonléan, balra tolta az aram steady-state inaktivaciojanak
fesziiltségfiiggését. Ez azt jelenti, hogy példaul 250 pM timol jelenlétében -30 mV-os
membranpotencialndl a kalcium csatorndknak mar kb. 85 %-a inaktiv allapotban van szemben a
kontroll koriilmények kozotti 5-10 %-kal. A timol a kalciumcsatorndk inaktivaciobdl torténd
visszatérését lassitotta, ami kiillondsen a magasabb szivfrekvencidk esetében azt eredményezi, hogy a
kalcium csatornék egy része folyamatosan inaktiv allapotban taldlhatd. A timol ezentul gyorsitotta az
Icar 1d0fiiggd inaktivacidjat, amely hatterében esetleg kalciumfiiggd inaktivacié is allhat, hiszen
méréseinkben a timol kalciumfelszabaduldst okozott a bels6 raktarakbol. Ezen mechanizmus azonban
nem lehetett feleldés az eredményeinkért tekintve, hogy a pipettaoldat 10 mM EGTA-t tartalmazott,
mely képes volt pufferelni a sejten beliili kalciumot. Ezzel szemben az akcids potencial méréseknél
mar nem zarhatjuk ki a timol hatasara kialakulé kalciumfelszabadulas AP paramétereit befolyasolod
hatasat, mert ezen méréseknél a nagyellenallasu mikroelektrodokban EGTA-mentes KCI oldatot
hasznaltunk.
A timol hatasara a kalciumaram kinetikai paramétereiben bekovetkezé valtozasok egyiittesen azt
eredményezik, hogy a szivmiikddés soran kevesebb miikodoképes csatorna all rendelkezésre. Emiatt
az akcids potencidl alatt kevesebb kalciumion tud az extracellularis térbdl a szivizomsejtekbe bejutni,
ami végeredményben magyarazhatja a timol altalunk is tapasztalt negativ inotrop hatasat.
A timol AP alakjara kifejtett hatasai jol magyarazhatoak az egyes ionaramok esetében kapott eltérd
félgatlo timolkoncentraciok értékeivel. A timol alacsony koncentracidban (10 uM) csokkentette a
korai gyors repolarizaciéo mértékét anélkiil, hogy befolyasolta volna az AP tobbi paraméterét. 100 uM
vagy azt meghaladd koncentracioban a molekula deprimalta az AP platd fazisat és roviditette az

akcids potencial idOtartamat. Az eldbbi hatds hatterében az I, timol hatasara bekovetkezd gatlasa
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allhat, mig az utdbbira a I, gatlasa adhat magyarazatot. A timol hatasara bekovetkez6 AP rovidiilés
azt sugallja, hogy a magas szerkoncentraciok esetében a timol I¢,-ra kifejtett gatlé hatdsa dominal a
repolarizalé kalium aramokra kifejtett hatassal szemben, annak ellenére, hogy a félgatld

koncentraciok értékei a kalium aramok esetében az Ixs kivételével alacsonyabbak.

2. A timol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramdra

A timol I¢,-ra kifejtett hatasai mindségileg hasonlonak bizonyultak kutyaszivbol szdrmazo
kamrai sejteken és egészséges human kamrai szivizomsejtek esetében, bar mennyiségi eltérések ennek
ellenére adodtak. A timol mindkét sejt esetében csdkkentette az aram cstucsértékét €s gyorsitotta az

aram inaktivacidjat. A molekula egyik preparatum esetében sem valtoztatta meg az Ic,p

s

srcr

hogy a human szivizomsejtek L-tipust kalcium arama a timolra kevésbé érzékeny, ugyanakkor ezen
kismértékli mennyiségi kiilonbségek ellenére a timol kalcium csatornakra kifejtett hatismachanizmusa
nagyon hasonld lehet a kutya, illetve az egészséges human szivizomsejtek esetében. Ennek alapjan
kijelenthetjiik, hogy a timol kalcium csatorndkra kifejtett hatdsa szempontjabol a kutya kamrai

szivizomsejtek a human sejtek j6 modelljének tekinthetdek.

3. A timol hatasa patkany harantcsikolt izomrostjainak iondaramaira

A szivizomsejteknél bemutatottakhoz hasonldan a timol patkany vazizomrostok kalcium és
kalium aramat is koncentraciofiiggé modon gatolta. A kalcium aramok esetében a Hill koefficiensek
értékei mindkét preparatumon 3 koriili értéknek adodtak, mig a kalium aramok esetében 1 koriili
értekeket kaptunk. Valoszintsithetd tehat, hogy a timol a szivizom és a vazizom kalium csatornainak
egy kotohelyéhez kapcsolodik. Ugyanakkor a kalciumcsatornak esetében a molekula tobb, egymassal
pozitiv kooperativitast mutatd koétOhelyen fejtheti ki hatasat, illetve a gatlasban egynél tobb
mechanizmus is részt vehet. Ezen hasonlosagok ellenére szamos kiilonbség adodott a két preparatum
kozott: A dozis-hatas gorbékbol meghatarozott félgatld koncentracidk értékei a szivizomsejteken
mind a kalcium- (158 és 193 uM), mind pedig a kaliumaram (60 és 93 uM) esetében szignifikansan
kisebbnek adodtak. Szivizomsejteken a molekula minden altalunk vizsgalt koncentracioban
100-300 uM  kozotti koncentracioban a timol ndvelte az inaktivacios iddallandd értékét, mig

magasabb koncentracioban (600 uM) a szer gyorsitotta az &ram inaktivacigjat.
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4. A timol hatasa a szivizomkontrakciora és a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac szivre

A timol koncentraciofiiggd modon gatolta emlds szivizompreparatumok 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
kalciumkoncentracid értékeit. A nagyobb timolkoncentraciok jelenlétében megfigyelt pulzusnyomas
csokkenés jol magyarazhat6 a kalciumtranziensek csokkent amplitiddjaval. A molekula negativ
inotrop hatasai egyarant megfigyelhetéek voltak kutya jobb kamrajabol szarmazod trabekularis
izmokon és a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven is, habar a hatasos koncentracio
tekintetében jelentds eltéréseket figyeltiink meg a két faj esetében. Amig kutydban mar 30 uM timol
csokkentette az dsszehtizodasok erejét, addig tengerimalacsziv esetében a molekula ezen hatasa csak
150 uM és az annal nagyobb koncentraciok esetében volt megfigyelhetd. Ezen tilmenden eltérések
adddtak a hatas telithetdségében is. Mig tengerimalacban 350 uM timol mar teljes mértékben gatolta a
szivosszehuzodasok erejét, addig a kutyabol szarmazo trabekuldk esetében még 1000 uM timol
jelenlétében is csak mintegy 75 %-os kontrakcios erd csokkenést tapasztaltunk. Tekintve, hogy
miikod kutyasziven nem végeztink [Ca’']i-mérést, a timol fajok kozotti eltéré hatasainak
magyarazatat nem ismerjiik. 150 pM-nal alacsonyabb koncentracioban a timol nem valtoztatta meg a
tengerimalac szivben mért pulzusnyomas értékét annak ellenére, hogy ugyanezen koncentraciéban a
kalciumtranziensek amplitiddjaban mar jelentds csdkkenést okozott. Ezen eredmények azt sugalljak,
hogy a tengerimalac preparatumokon a timolnak alacsony koncentracidoban kalcium-érzékenyitd
hatasa lehet, melyet kutyasziven nem tapasztaltunk. A jelenség pontosabb tisztazasahoz azonban

tovabbi egyidejii [Ca®"]; és kontraktilitds mérésekre lenne sziikség.

5. A timol hatdsa kutya nehéz SR vezikuldk kalciumforgalmara és a lipidkettosrétegbe beépitett kutya
RyR-ra

A kutyabdl izolalt és lipidkettosrétegbe iiltetett RyR-on végzett single channel méréseinkbdl
arra kovetkeztettiink, hogy a timol képes a RyR-hoz kotédve megvaltoztatni annak kapuzasat és
ezaltal az SR-bdl kalciumot felszabaditani. A molekula ezen hatasaért a hosszu idétartami nyitott
epizodok timol jelenlétében torténd megjelenése lehet a felelds, tekintve, hogy ezen epizodok atlagos
nyitvatartasi ideje harom nagysagrenddel volt nagyobb a normal, timol hidnyaban megfigyelhetd
megnyilasokénal (kb. 0,3 s a 0,3 ms-hoz képest). Fontos azonban megjegyezni, hogy ha az analizisb6l
kihagytuk a hosszu idétartamu nyitott epizédokat, a timol nem valtoztatta meg a csatorna atlagos
nyitvatartasi valoszinliségét. 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 id6tartamti nyitott epizoédok megjelenését hozza létre. Egy tovabbi lehetdéség a hosszl

idétartamu  nyitott epizddok megjelenésének magyardzatira a timol gyors kotodése a

17



csatornafehérjéhez, illetve az onnan torténd lassi levalasa. Jelen eredményeink azonban nem teszik
lehetévé a felsorolt lehetdségek kozotti biztonsagos elkiilonitést.
A timol nemcsak a kalcium SR-b8l torténd felszabaditasat idézi elé, hanem az SR-ben talalhaté Ca®'-

ATP-4z mukodését is koncentraciofiiggd modon képes csokkenteni, melynek hatasara az SR kalcium

crer

crer

tamasztjak ala a timol kiilonb6z6 hatasainal mért nagyon kozeli félgatlé koncentraciok értékei is. A
negativ inotrop hatas esetében ezen érték 297+12 uM-nak, a kalciumfelszabadulas esetében
258421 uM-nak, a kalciumpumpa gatlasakor pedig 2535 pM-nak adodott. A kozeli félgatlo
koncentracio értékek ellenére a dozis-hatas gorbékbol meghatarozott Hill koefficiensek értékeiben az
elobb emlitett esetekben jelentos eltéréseket figyelhettiink meg (0,95 a kontraktilitas, 3,0 a

kalciumfelszabadulas és 1,62 a pumpaaktivitas gatlasa esetén).

6. A timollal végzett kisérleteink eredményeibdl levonhato kovetkeztetések

A timollal végzett kisérleteink eredményei fontosak lehetnek mind a tovabbi alapkutatasok,
mind pedig az alkalmazott kutatasok szempontjabol.
A vazizom és a szivizom excitacids-kontrakcios kapcsolatinak tanulmanyozasa soran altalaban a
koffeint alkalmazzédk az SR-bol torténd kalciumfelszabadulas eldidézésére. A koffein azonban
egyaltalan nem nevezhetd ezen hatasa szempontjabol idealis molekulanak, tekintve a rossz
oldékonysagat és a hatas lassu kialakulasat. A timol varakozasunknak megfeleléen képes volt
szivizomsejteken is 1étrehozni az intracellularis raktarakbol torténé kalciumfelszabadulast. Raadasul a
koffeinhez képest sokkal hatékonyabbnak bizonyult, hatasa a koffeinétdl gyorsabban alakult ki és
kimoshatonak bizonyult. A timol hatasa tovabba jobban reprodukalhaté volt, amely valdsziniileg a
gyorsabb hatasabol és konnyebb kimoshatosagabol adodik. Mindezeket figyelembe véve a timol
levalthatja a koffeint mindazon kisérletekben, ahol gyors, reverzibilis és jol reprodukalhaté mddon
kell az intracellularis raktarakbol kalciumot felszabaditani. Amennyiben ez bekdvetkezik akkor fontos
ismerni a molekula egyéb hatasait, amelyek adott esetben befolyasolhatjak a kisérletek eredményeit.
Ezen egyéb hatdsok kozil emlithetjik a szivizomsejtek ¢és vazizomsejtek elektrofiziologiai
miukodéseire kifejtett hatasokat.
A timolnak a szivizom kalcium héztartasara és Osszehuzddasara gyakorolt hatasai kovetkeztében
szivelégtelenség eléfordulasaval és szivritmuszavarok megjelenésével is szamolni lehet azon
esetekben, amikor a szer nagy mennyiségben keriil be a szervezetbe. Mivel a timolt széles kdrben
alkalmazzak, taladagolds esetén mérgezést okozhat (a gyerekek altal véletleniil lenyelve vagy a
felnétteknél ongyilkossagi szandékbol akarattal elfogyasztva). Szamos szajviz tartalmaz példaul 1 %-

os koncentracioban timolt, amelyb6l 200 ml-t elfogyasztva a szervezet teljes folyadékterében kb.
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300 uM-os koncentraciot érhet el a szer egyenletes eloszlast feltételezve az extra- és intracellularis
térben. Ez a koncentracio pedig, mint az az eredményeinkbdl is kovetkezik, a szivmiikodés 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 altatégiz
keverékben elég alacsony (0,01 %), de a molekula a vaporizatorban feldisulhat. Erre leginkdbb a
vaporizator nem megfeleld hasznalata esetén lehet szamitani (nem kelld gyakorisaggal torténd
szelloztetés, a patron ritka cserélése). A halotanrol leirtak, hogy gétolja a kalcium ¢és a késéi kalium
aramot tengerimalac kamrai szivizomsejtjein, €¢s 11 mV-tal balra tolja az eldbbi aram steady-state
inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését. Patkany kamrai szivizomsejtjein a halotan gatolja az [i,-t.
Ezekben a kisérletekben a szerzdok a timolt is tartalmazo, folyékony halotant kdzvetleniil a perfundalo
oldathoz adtdk. A timollal végzett kisérleteink eredményeivel Osszevetve ezen adatokat felmeriil
annak a lehetdsége, hogy a fent emlitett kisérletekben kapott valtozasokért nemcsak maga a halotan,
hanem annak a stabilizalasara hasznalt timol is felels lehet. A bevezetoben mar emlitett un. halotan
hepatitis kialakuldsaért a halotant teszik feleldssé, de nem zarhatd ki, hogy az altatogazzal a
szervezetbe keriild timol is szerepet jatszik a betegség kialakulasaban. Ennek biztonsaggal torténd
megvalaszolasdhoz azonban tovabbi, a timolnak €s a halotannak a sejtek miikddésére kiilon-kiilon

kifejtett hatasait 6sszehasonlitod vizsgalatok sziikségesek.

7. A timol analégjainak hatasa kutya izolalt szivizomsejtjeinek L-tipusu kalcium daramdra

Az altalunk vizsgalt timol analogok koziil a guaiakol és a vanillin volt a legkevésbé hatassal
kutya szivizomsejtek I, -ara. 300 uM-os koncentracioban egyik szer sem gatolta az aramot és még
az altalunk vizsgalt legnagyobb koncentracidoban (1 mM) is csak mintegy 10 %-os gatlast hoztak létre.
A zingeron mar nagyobb mértékben gatolta az éaramot, 300 uM-os koncentracioban az aram
amplitiddja mintegy 17 %-kal csokkent. Az altalunk vizsgalt koncentracidtartomanyban sem a
vanillin, sem a guaiakol, sem pedig a zingeron nem volt képes az I, -ot teljes mértékben gatolni. A
fenti harom szer koziil egyik sem valtoztatta meg az Ic,p 1dofliggd inaktivacidjat. Ezzel szemben az
eugenol és a karvakrol az altalunk vizsgalt koncentraciokban képes volt a kalciumaram teljes gatlasat
létrehozni. Eltéréek voltak azonban a kumulativ dozis-hatds gorbékbdl meghatarozott félgatld
szerkoncentraciok és Hill koefficiensek értékei. Az Ic,-ra kifejtett gatlas szempontjabodl a karvakrol
bizonyult a leghatdsosabbnak a timol ¢s az eugenol el6tt. Ennek ismeretében meglep6 lehet, hogy az
eugenol és a karvakrol masfél koriili Hill koefficiensei 1ényegesen kisebbek a timol 3-hoz kozeli Hill
koefficienséhez képest. A timolhoz hasonléan sem az eugenol, sem pedig a karvakrol nem volt
hatassal az Ic,p aram-fesziiltség Osszefiiggésére. Ezzel szemben mindkét szer gyorsitotta a

kalciumdram idofiiggd inaktivaciojat és lassitotta a csatorndk inaktivaciobol torténd visszatérését.
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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 kdzotti atmenet
lassul. Mindkét szer esetében megfigyeltiik azt is, hogy a timolhoz hasonléan a kalcium csatornak

steady-state inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését koncentraciofiiggd mdodon balra toljak el.

8. A karvakrol hatasa egészséges human kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium dramdra

A karvakrol hasonldéan hatott a kutyaszivbol szarmazé kamrai sejtek és az egészséges human
kamrai szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramara. A molekula egyik preparatum esetében sem
valtoztatta meg az Ic,.. amplitiddjanak és a steady-state aktivacidjanak fesziiltségfiiggését, azonban
mindkét esetben csokkentette az dram csticsértékét és gyorsitotta az dram inaktivacigjat. A karvakrol
mind kutya, mind humén szivizomsejteken balra tolta az Ic,1 steady-state inaktivacidjanak
fesziiltségfiiggését. A timollal ellentétben a karvakrol esetében a human szivizomsejtek bizonyultak
érzékenyebbnek, mert 100 pM karvakrol hatdsdra az Ic, 1 amplitdddja 49 %-kal csokkent kutya és
51 %-kal humén szivizomsejteken. Human szivizomsejteken a steady-state inaktivacio
felértékfesziiltségének eltolodasa 100 uM karvakrol hatadsara mintegy 8,1+0,6 mV-nak adoédott a
kutya sejtjein tapasztalt 7,2+0,4 mV-tal szemben. Az inaktivaciéo iddallandoja 100 uM karvakrol
hatasara kutya szivizomsejtjein 30 %-kal, mig human szivizomsejteken csak 24 %-kal csokkent. Ezen
kismértékli mennyiségi kiilonbségek ellenére megallapithatjuk, hogy a karvakrol kalcium csatornakra
kifejtett hatasmachanizmusa nagyon hasonld lehet a kutya, illetve az egészséges human

szivizomsejtek esetében.

9. A timol analogjainak szerkezete és az L-tipusu kalcium aramra kifejtett hatasaik kozotti dsszefiiggés

A vizsgalt molekuldk fiziko-kémiai tulajdonsagait tobb tényezd befolyasolja.. Egyrészt a
molekula oldékonysaga, masrészt az elektronok eloszlasa a molekulan belill, amelyeket a
fenolgylirth6z kapcsol6dd oldallincok mindsége és mennyisége fog meghatidrozni. Az altalunk
vizsgalt timol analogok koziil mindegyikben a fenolos alapszerkezet volt a kozos. Eltérd volt azonban
a gylrihéz kapcsolodd hidrofob oldallanc hosszasaga, amely a molekula oldékonysagat dontéen
befolyasolja. A guaiakol és a wvanillin esetében az oldallanc révid, mely ezen molekulak
vizoldékonysagaért felelds. Ezen két analdg befolyasolta kisérleteinkben a legkevésbé a
szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramat. Ebb6l arra lehet kovetkeztetni, hogy az analégok nem
kozvetleniil a csatornafehérje extracelluldris részéhez kapcsolodva hozzak létre galtd hatasukat. A
zingeron volt a harmadik anal6g, mely csak kismértékben volt képes befolyasolni a kalcium aramot.
Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a fenti harom molekulanak a kalcium aramra kifejtett gyenge hatasa
a timoltdl 1ényegesen eltérd szerkezetiik kovetkezménye lehet. A guaiakol esetében a molekula nem

tartalmaz hosszabb oldallancot, a zingeron esetében pedig az oldallanc talsagosan hosszu volta
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akadalyozhatja a kalcium csatornahoz vald kotédést, annak ellenére, hogy ezen utobbi molekula a
masik kettovel ellentétben lipidoldékony. A vanillin szerkezetében van a timolhoz legkdzelebb az
oldallancok szénatomszama, de ezek mindsége és helyzete annyira eltérd, hogy nagy valoszintiséggel
a molekula toltéseloszlasa jelentés mértékben eltér a timoltdl. Ez az eltérés okozhatja azt, hogy a
vanillin sem befolyasolja a kalcium aramot. Elmondhatjuk tehat, hogy a fenolgytirith6z kapcsolodo
funkcios csoportok mindsége, mennyisége ¢€s elhelyezkedése nagyon fontos a molekula
toltéseloszlasanak és ezaltal a hatasossaganak kialakitdsa szempontjabol.

Az eugenol esetében a funkcios csoportok mennyisége és mindsége az eddig ismertetett analdgokhoz
képest kisebb mértékben kiilonbozik a timoltdl, a karvakrolndl pedig csak a csoportok
elhelyezkedésében van kiilonbség. Ennek kdszonhetden, a timolhoz hasonldan, ezen két analdgnak is
szamos hatasa van kutya szivizomsejtek L-tipust kalcium 4dramara. Ezen hatasok nagy részében csak
kisebb-nagyobb mennyiségi kiilonbség figyelhetd meg a harom molekula kozott. Mindenképpen
fontos azonban kiemelni a doézis-hatds gorbék meredekségét jellemzé Hill koefficiensek értékeit,
melyek tekintetében a harom szer lényegesen kiilonbozik. A timol esetében kapott 3 koriili Hill
koefficiens a gatld hatasban tobb mechanizmusra, vagy a csatornafehérjén tobb, egymassal pozitiv
kooperativitdst mutaté kotohely jelenlétére utal. Ezzel szoges ellentétben all az eugenol illetve a
karvakrol esetében kapott masfélhez kozeli értékek, melyek egy kotdhelyen keresztiil megvalosuld
gatlasra utalnak. Ezen eredmények magyarazata ujfent a molekuldk eltéré szerkezete, toltéseloszlasa
¢s a lipidoldékonysaguk kozotti kisebb eltérés lehet.

Mint lattuk, mind az eugenol, mind pedig a karvakrol szamos ponton befolyasolja a kalcium csatornak
mikodését, mely hatasuk tobb tamadasponton keresztiil valésulhat meg: 1. az extracellularis felszin
fel6l kotddhetnek a csatornat alkotd fehérjékhez 2. lipidoldékonysaguk révén a membranban oldodva
megvaltoztathatjadk a csatornat alkotd fehérjék mikrokornyezetét, ily modon azok mitkddését 3. a
sejtmembranon atjutva kozvetleniil kotdédhetnek a csatorna intracellularis felszinéhez, vagy
beavatkozhatnak egyes intracellularis enzimrendszerek és jelatviteli folyamatok mikodésébe.
Irodalmi adatokbol ismert, hogy a vizsgalt fenolszarmazékok atjutnak a neuronok, simaizomsejtek
felszini membranjan és az intracellularis raktarakbol kalciumot szabaditanak fel. Az intracellularis
kalciumszint megemelkedése pedig szamos enzim mitkddésére lehet hatdssal. Amennyiben azonban a
vizsgalt molekulak a membran lipid fazisa vagy az intracelluléris oldal fel6l fejtenék ki hatasukat a
csatornafehérjékre, ez esetben az eugenol hatasanak révidebb id6 alatt kellene jelentkezni, mint a
karvakrolénak vagy a timolénak, mert a benzolgytrih6z kapcsolddd hosszabb apolaris oldallanc és a
metoxi-csoport miatt az eugenol lipidoldékonysaga a karvakrolnal és a timolnal nagyobb.
Eredményeink szerint a timolnal megfigyelhetéekhez hasonléan mind a karvakrol, mind az eugenol
hatdsa 20-30 masodperc alatt kifejlodott. Ez arra utalhat, hogy a fenolszarmazékok a csatorna

extracellularis részéhez kotddve fejtik ki gatld hatasukat. Ezt tamasztjak ald azon tengerimalac
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szivizomsejteken végzett kisérletek, ahol megallapitottdk, hogy az eugenol kalcium aramra kifejtett
gatlé hatasa nem korrelal a szer oktanol-viz particiés koefficiensével. Erre utal az is, hogy ha a
fenolszarmazékok valoban a lipid fazis feldl fejtenék ki hatdsaikat, akkor kis koncentracioban, de
hosszabb ideig alkalmazva Oket ugyanolyan mértékii gatlast kellett volna tapasztalni, mint nagyobb
szerkoncentraciok rovid ideig torténo alkalmazasa esetén.

Az irodalomban szamos adat van arra vonatkozoan, hogy az altalunk vizsgalt szerek esetén a szer
kalcium aramra kifejtett hatdsanak mértéke a benzolgylrihéz kapcsolédd csoportok
reakcioképességétol fiigg. Az eugenol, a karvakrol és a timol molekulak feltehetéen a hidroxil-csoport
révén kapcsolodnak a csatornafehérjékhez és fejtik ki nem specifikus hatasukat. Eugenol esetén a
benzolgyliriihdz kapcsolodd metoxi-csoport €s a hosszabb hidrofob oldallanc gyengithetik a hidroxil-
csoport reakcioképességét. A karvakrol és a timol rovidebb oldallanccal rendelkezik és a metil-
csoport kisebb mértékben csokkenti a hidroxil-csoport ionizalt allapotat. Ez dsszhangban van azon
eredményeinkkel, hogy az eugenol mind a karvakrolnal, mind pedig a timolnal kisebb mértékben
gatolja a kalciumaramot €és az aram kinetikai paramétereit is kevésbé befolyasolja, mint a masik két
vegyiilet. A karvakrol €s a timol hatdsaiban tapasztalhato kiilonbségeknek feltételezhetéen az az oka,
hogy a metil- és a hidroxil-csoportok a benzolgylirii mas szénatomjaihoz kapcsolddnak, igy a hidroxil-

csoport ionizalt allapota eltéro lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink soran célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a természetben széles korben eléforduld
timolnak és analdgjainak emlds szivizomsejtek és vazizomrostok elektrofiziologiai paramétereire
kifejtett hatasait. Ezen tilmenden azt vizsgaltuk, hogy hogyan befolyasolja a timol a szivizom

0sszehuzodasat €s a szivizomsejtek kalcium homeosztazisat.

Eredményeinket 6sszefoglalva a kdvetkezo megallapitasokat tehetjiik:

1., A timol koncentraciofiiggé modon roviditette kutya bal kamrai szivizomsejtek akcios potencialjat,
deprimalta a platd fazist és csokkentette a korai gyors repolarizaciot. Ezen hatasaival 6sszhangban
gatolta a tranziens kifelé iranyuld és a befelé egyeniranyitd kalium aramot, valamint a késdi
egyeniranyitd kaliumaram gyors és lassu komponensét és az L-tipusu kalciumaramot.

fesziiltség Osszefiiggésére €s a steady-state aktivacio fesziiltségfiiggésére sem. A molekula lassitotta a
kalcium csatornak inaktivaciobol torténd visszatérését és balra tolta a steady-state inaktivacio
fesziiltségfiiggését. Ugyanezen valtozasokat mutattuk ki egészséges human szivizomsejteken is.

3., A timol a szivizomsejtekhez hasonloan patkany harantcsikolt izomrostjain is koncentraciofiiggd
modon gatolta a kalcium és a kalium aramokat. A timol kis koncentracioban lassitotta, nagyobb
gorbékbol meghatarozott Hill-koefficiensek értéke mindkét izomtipusban a kalcium csatornak
gatlasanak Osszetett mechanizmusara vagy a fehérjén tobb kotohely jelenlétére utal.

4., A timol koncentraciéfiiggé modon csokkentette a kontrakcids erét kutya trabekularis izmokon és
Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven. Az utébbi preparatumon a szisztolés nyomas
csokkenése mellett a diasztolés nyomas ndvekedését tapasztaltuk, mely eredményekkel dsszhangban
valtozott az intracellularis kalciumkoncentracio is. A timol amellett, hogy gatolta az SR kalcium-
pumpat, a RyR aktivalasan keresztiil koncentraciofiiggé modon kalciumfelszabadulast hozott 1étre
kutya nehéz SR vezikulakbol.

5., Az éltalunk vizsgalt timol analogok koziil a zingeron csak magas koncentracioban, a vanillin és a
guaiakol pedig egyaltalan nem befolyasolta kutya szivizomsejtek L-tipusu kalcium aramat. A
karvakrol és az eugenol a timolhoz hasonld hatdst fejtett ki az Ic,r amplitudojara és kinetikai
paramétereire.

A karvakrol hatdsa megegyezett az egészséges human szivizomsejteken €s a kutya kamrai miocitakon,
mely alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a timol, mind pedig a karvakrol kalcium éaramra kifejtett

hatasainak vizsgalatanal a kutya szivizomsejtjei a human sejtek j6 modelljének tekinthetdk.
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