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|. BEVEZETES

I/1. A szivizomsejtek kalcium homeosztazisa

A sziv ritmikus mikddését a sinuscsoméban kialakulé és onnan az
ingerlletvezetd rendszeren, majd a munkaizomzaton tovaterjed6é akciés potencialok
hozzak létre. A sejt membranpotencial-valtozasanak koévetkeztében az intracellularis
kalciumkoncentracié ([Ca®']) atmenetileg megemelkedik (ezt [Ca®']-tranziensnek
nevezziik), amely aktivalja a kontraktilis rendszert. A [Ca®*]; megndvekedésében, tehat a

2*] emelkedés

[Ca®*|-tranziensek kialakulasaban, harom mechanizmus vesz részt. A [Ca
kisebbik részéért az extracellularis térbél a sejtmembran L-tipust Ca®*-csatornain (Icay)
keresztill belépé Ca** felelds. A [Ca®*] emelkedés nagyobbik része a szarkoplazmatikus
retikulumbél (SR) szabadul fel az SR membranjaban talalhaté Ca®*-csatornakon, a
ryanodin-receptorokon (RyR2) keresztlil (Jorgensen és mtsai., 1988; Sipido és Wier,
1991). Az intracellularis térbe keriild kalcium ionok harmadik forrasa a Na‘/Ca?
cseremechanizmus (NCX) lehet, amely az akcids potencial kezdeti fazisaban Ca?*-ot
juttat a sejt belsejébe és Na*-t pumpal ki a sejtbél. llyenkor a membranpotencial pozitiv
és az intracellularis Ca?*-szint még viszonylag alacsony. A sejten bellll szabadda valo
Ca®* egy része specidlis Ca®-kotd fehérjékhez kapcsolédik, melyek
konformacidvaltozasa kdzvetit a sejten bellili Ca®*-szintben bealld valtozas és az
élettani funkcié koézott (Fabiato, 1983; Bers, 2000). Az &sszehluzodast a vékony
filamentumon elhelyezkedd troponin komplex szabalyozza, amely a Ca?* megkdtése
utan lehet6vé teszi a vékony és a vastag filamentumok kozotti kétés kialakulasat, ezaltal
a szivizomsejt megrévidilését (Bers, 2001). Az energiaigényes folyamat akkor zarul le,
amikor a Ca®'-szint az &sszehlzodas elétti nyugalmi értékre tér vissza (De Clerck,
1991). A Ca*-tranziens relaxaciéja harom kompetitiven miikédé mechanizmus
eredménye (Bers, 2001). A sejtplazma szabad Ca®*-anak legalabb kétharmadat az SR
veszi vissza az SR Ca®-ATPaz (SERCA) segitségével. Az NCX fajtél fiiggéen a
sejtplazma szabad Ca**-tartalmanak 7-30%-at tavolitja el a sejtbdl és csak egy igen kis
Ca®* mennyiség tavozik a lassi Ca®'-transzport rendszereken: a szarkolemmalis

Ca?*-ATPaz és a mitokondrialis Ca®*-transzporton keresztill.



I/2. A Na*/Ca®* cseremechanizmus szerepe a kalcium homeosztazisban

A sejt élettani mikodéséhez nélkiildzhetetlen a Ca®*-egyensuly. Fontos, hogy
szélséséges korlilmények kozott is, a be- és kidramlé Ca®* mennyisége hosszl tavon
azonos legyen, elkeriilve ezzel a Ca®*-vesztést vagy a Ca®*-tlltdltédést. Az NCX ezen
Ca?* egyensulyi folyamat kialakitasaban jatszik lényeges szerepet.

Az NCX valamennyi eml8s sejttipus felszini membranjaban megtalalhaté. A
szivizomban mar 40 éve azonositottak (Reuter és Seitz, 1968.). Az NCX elektrogén
voltat elészdr Mullins vetette fel felismerve, hogy a cseremechanizmus 3 Na*/1 Ca**
ionarannyal mikddik. A cseremechanizmus mindkét iranyba funkcional: lehetséges
3 Na* transzportja intracellularis iranyba és 1 Ca®* transzportja extracellularis iranyba
vagy forditva (Janvier és mtsai, 1996; Fozzard, 1992). Az NCX aktualis mikdédésének
irdnyat az elektrokémiai hajtéeré hatarozza meg, amely a mindenkori membranpotencial
és az NCX egyensulyi potencialjanak kilénbségébdl szamithatdé (Janvier és mitsai,
1996, Noma és mtsai, 1991). A hajtéer6 nagysaga és ezért a transzport intenzitasa
tehat a megfeleld ionkoncentracidktél (az extracellularis és intracellularis tér Na*- és
Ca®*-koncentaciéitél), valamint a membranpotencial nagysagatél fiigg. Fentiek
értelmében az NCX mikddhet agy, hogy befelé iranyulé (inward) aramot generalva
Ca®*-ot tavolit el a sejtbdl ("forward mode operation"), vagy forditva, amikor kifelé
iranyuld (outward) aramot indukalva Ca®*-ot juttat a sejtbe ("reverse mode operation").
Az NCX tehat - részben a sejt Ca?-tartaimanak szabalyozasa révén, masrészt a

mikoédése soran keletkezé ionaram miatt - jelent6és szerepet jatszhat az

yaVe

I/3. A Na*/Ca®* cseremechanizmus szerepe az aritmogenezisben

A miokardialis iszkémiat kiséré két legfontosabb biokémiai valtozas az anaerob
mikodés kdvetkeztében kialakulé aciddzis és a csbkkent ATP termelés miatt 1étrejévé
ATP-deplécié. Az ATP deplécié tovabbi kdvetkezménye a Na'/K* pumpa csdkkent
mikoédése, amely az intracellularis Na*-felhalmozodasahoz vezet, amit sulyosbit a
Na*/H* cseremechanizmuson keresztil megvalésulé tovabbi Na*-belépés. A
megndvekedett intracellularis Na*-koncentraci6 az NCX-en keresztiil csdkkent
Ca®*-eliminacidhoz illetve fokozott Ca?'-belépéshez vezet. Az iszkémiat taléld
szivizomsejtekben a megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié a korai reperfiizié
alatt halmozott aritmiakat okozhat. A Ca®*-tlltdltddés kialakulasa és ezaltal az aritmiak
létrejotte az NCX szelektiv gatlasaval megakadalyozhatdé (Imahashi és mtsai., 1999;



Murphy és mitsai.,, 1999; Miura és mitsai., 1997; Imanishi és mitsai., 1998). Az
NCX-géatlasaval mérsékelhetd mind a korai mind, a késéi tipusu utédepolarizaciok
kialakuldsa. A "forward mode" gatlas kdvetkeztében kisebb lesz ugyanis az a befelé
irAnyulé aram, amely az utédepolarizaciés epizédokat kivaltja, mig a "reverse mode"
gatlas csdkkenti a sejtbe belépé Ca?* mennyiségét.

A digitalisz szarmazékok, mint pozitiv inotrop hatasu szerek, féleg a Na*/K* ATPaz
gatlasa utjan hatnak. Az intracellularis térben a megndvekedett Na* hatdsara az NCX a
Na‘*-ot kifelé, mig a Ca®*-ot a szivizomsejtbe széllija. A sejtplazmaban a
megndvekedett Ca**-koncentréaci6 er6sebb kontrakciot fog kivaltani.
Digitalisz-intoxikacié soran a szivizomsejtek tltdltédnek Ca®*-mal és aritmiak alakulnak
ki. "Reverse mode" NCX-gatlassal a digitalisz-aritmia megszlntethetd (Shigeki és mtsai,
2002.), hiszen ilymédon megel6zheté a szivizomsejt Ca?*-mal valé tultdltédése és a
kdvetkezményes utddepolarizaciok kialakulasa.

l/4. A Na*/Ca®* cseremechanizmus gatlok farmakoldgiaja

Ha egy transzport rendszer mikodését kivanjuk vizsgalni, akkor fontos, hogy
legyen egy szelektiv gatlészerink. Ez a feltétel az NCX esetében jelenleg csak
kompromisszumokkal teljestl. Bar szamos NCX-gatldészerrel rendelkeziink, ezen
vegylletek nagyrésze csak korlatozott szelektivitast mutat, tehat az NCX mellett méas
transzport rendszereket és ionaramokat is gatolnak. Példaul az amilorid-analégok az
NCX-gatlasa mellett gatolja a Na*/H" cseremechanizmust is (Brown és mtsai., 1991).
Néhany kétszeresen, illetve haromszorosan pozitiv kation is gatolja az NCX-et. Ezek
kdzUl a leggyakrabban a nikkel ionokat hasznaljagk NCX-gatlasra, mivel gatlé hatasuk
reverzibilis (Hinde és mtsai., 1999). Ezek a polivalens kationok azonban mas kation
csatornakat is gatolnak, igy nem tekintheték szelektiv gatlészereknek.

Az elmult években Uj fejlesztésl, hatdsos NCX-gatldk kerlltek bemutatasra. Ezen
molekuldkat az NCX Ca**-homeosztazisban betdltdtt szerepének a tanulmanyozasara
hasznaltak intakt sejtekben fizioldégias kérilmények mellett (Watanabe és mtsai., 2006;
Bouwman és mtsai,, 2006; Iwamoto, 2004). Illyen vegyilet az SN-6
(2-[4-(4-nitrobenzyloxy)benzyl]thiazolidine-4-carboxylic  acid ethyl ester), amely
kedvezden csbkkenti az intracellularis Na*-fliggé Ca**-bedramlést és az intracellularis
Ca?-fliggd Na'-bearamlast. A molekula alacsonyabb dézisban (ECse=0,63 uM)
hatdsosan véd a hipoxia/reoxigenizacié indukalta sejtkarosodas ellen. A szert
hipoxias/iszkémias allapotokban javasoljak (Takahiro és mtsai, 2004.).



Bar a fenoxi-benzil szarmazék, KB-R7943-at (2-[2-[4-94-nitrobenzyloxy)-
phenyllethyl]-isothiourea) is az NCX szelektiv gatlasa céljabdl fejlesztettek ki, a
farmakolégiai vizsgalatok hamar bebizonyitottdk, hogy mar alacsony koncentraciéban
gatolja a Na*-aramot, az L-tipusti Ca®*-aramot és a kiildnbdzé K*-aramokat (Tanaka és
mtsai., 2002; Matsuda és mtsai., 2004). Az eddig legszelektivebbnek tartott és ezért a
leggyakrabban alkalmazott NCX-gatl6 molekula az anilin szdrmazékok kézé tartozé
SEA0400 (2-[4-[(2,5-difluorophenyl)-methoxy]phenoxy]-5-ethoxy-aniline), amelynek

képlete az 1. abran lathato.

HaN

1. bra
A SEA0400 szerkezeti képlete
2-[4-[(2,5-difluorophenyl)-methoxy]phenoxy]-5-ethoxy-aniline

I/5. A SEA0400 ismert hatasai
A SEA0400 az NCX-et az intracellularis Na* és az intracellularis

Ve

2004). A kisérleti korilmények és az alkalmazott szerkoncentraciok fliggvényében
csokkentette tengerimalac szivizomsejteken a befelé, valamint kifelé iranyuld
NCX-aramokat. A SEA0400 NCX-gatldé hatdsa tizszer er6sebb volt a korabban emlitett
KB-R7943 hatasahoz képest. Megvizsgaltak a SEA0400 koétédését kuldénbdzé
receptorokon, ioncsatornakon, transzportereken és agy talaltak, hogy a vegyilet erésen
szelektiv. A SEA0400-nak nem volt szignifikans hatdsa 1 yM koncentracidoban sem a
gyors Na*-aramra, sem a vizsgalt K'-aramokra, tengerimalacbél izolalt kamrai
szivizomsejteken (Tanaka és mtsai, 2002.; Matsuda és mtsai, 2001).

A SEA0400 szignifikdnsan csOkkentette a  szivinfarktus  mértékét
iszkémia/reperflzié utan patkanyon (Takahashi és mtsai., 2003; Motegi és mtsai., 2007;
Seki és mtsai., 2002; Tani, 1990), nyulon (Magee és mtsai., 2003), valamint nagytest
allatmodelleken pl.: kutyan (Takahashi és mtsai., 2004) és sertésen (Inserte és mtsai.,



2002). A SEA0400 az NCX blokkolasan keresztil jelentésen csokkentette a
digitalisz-tuladagolas altal kivaltott aritmidk gyakorisagat és a korai, valamint késéi
utdédepolarizaciok kialakulasat kutyan (Nagasawa és mitsai., 2005). Izolalt nyul sziven
(Langendorff preparatum) a SEA0400 koncentracié-figgé mddon csdkkentette az
infarktus nagysagat és 1uM koncentracidban javitotta a posztiszkémias funkcid
visszaterését.

A SEA0400 NCX-re vonatkoz6 szelektivitasat in vivo és in vitro kdérilmények
k6z6tt egyarant jonak talaltak. Mivel a vegyllet minden vizsgalt iszkémia/reperfiziés
modellben csOkkentette az infarktusos teriilet nagysagat és javitotta a miokardialis
funkciét, a SEA0400 NCX-gatlé hatdsat a klinikumban is igéretesnek prognosztizaljak
(William és mtsai, 2003).

Tanulmanyoztak a SEA0400 idegrendszerre gyakorolt hatasat is. A molekula
lipidoldékony kémiai csoportjai miatt kdnnyen atjut a vér-agy gaton, a sejtmembranon és
ott a masodrendld kémiai kétéseknek kdszénhetéen felhalmozddik. Neuron kultirakon,
astrocytdkon és a microglia sejteken a SEA0400 nagy affinitassal (ECsp = 5-30 nM)
gatolta az NCX-aramot (Matsuda és mtsai, 2001.). A SEA0400 mérsékelte az infarktus
volumenét a k6zépsd cerebralis artéria elzarasa esetén patkany agykéregben és corpus
striatumban, valamint astrocyta kultGrdkon csokkentette a Ca** altal elSidézett
sejtkarosodast (Matsuda és mtsai, 2001).

Az irodalmi adatok alapjan ugy tlnik, hogy a SEA0400 egy igen hatasos és
valészinileg nagy szelektivitdssal rendelkezé, klinikailag igéretes NCX-géatloszer. Ezért
tlztlk ki célul, hogy megvizsgaljuk a SEA0400 hatasait a szivizomsejtek
Ca**-haztartasara, az intracellularis Ca®*-tranziensek paramétereire és a kontraktilis
valaszra olyan preparatumokon (kutya, tengerimalac), amelyek akcidés potencialja az
emberével dsszevethetdé hosszusagu platé fazissal rendelkezik. Ezt azért tartottuk
fontosnak, mert a Kkistestli ragcsaldk (patkany, egér) és a nagytestii eml&sdk
szivmiikddése mind elektrofiziolégiai szempontbél, mind a Ca®*-haztartas
szempontjabdl nagyon jelentds kilénbségeket mutat (Bers, 2001.; Blaustein és Lederer,
1999.). Kisérleteinkhez ezért elsésorban kutyaszivet hasznaltunk, mert elektrofizioldgiai
sajatsagai (akciés potencidl és transzmembran ionaramok) alapjan ez hasonlit
legjobban a human szivhez (Szentandrassy és mtsai, 2005; Szabd és mtsai, 2005).



Il. CELKITUZESEK

Kisérleteink célia a SEA0400 kédjeli NCX-gatl6 membranaramokra és a
szivizomsejtek Ca?*-haztartasara kifejtett hatasainak részletes analizise volt, kutyabol
és tengerimalacbdl szarmazé kardialis preparatumokon. Ezen beliil a kévetkezé konkrét

kérdések tisztazasat tliztik ki célul:

1. Hogyan befolyasolja a SEA0400 a kutya kamrai szivizomsejtek intracellularis
Ca®*-tranziensének amplitidéjat, a diasztolés és szisztolés Ca®**-koncentraciokat,
valamint a sejtrévidilést?

2. Milyen hatadsa van a SEA0400-nak a kutya szivbdl izolalt SR vezikulakbdl térténd
Ca**-felszabadulasra és a vezikulak Ca**-felvételére?

3. Médositja-e a SEA0400 a lipidkettdsrétegbe beépitett izolalt RyR2 csatornak

kapuzasat?
4. Befolyasolja-e a SEA0400 a kontraktilis fehérjék Ca?*-érzékenységét?
5. A SEA0400 NCX-gatlé hatasan tilmenéen médositja-e a Ca**-haztartas masik

fontos tényezdjét, az L-tipust Ca®*-csatornan keresztill belépé Ca®* mennyiségét?

6. Milyen tovabbi ionaramokat gatolhat a SEA0400 kutya kamrai szivizomsejteken,
vagyis mennyire tekintheté a SEA0400 NCX-gatlé hatasa szelektivnek?

7. Osszevethet-e a SEA0400 Ca**-haztartasra és kontraktilitasra iranyuld hatasa

kutyabdl izolélt kamrai szivizomsejteken és dobogd tengerimalac sziven?

Fenti kérdésék megvalaszolasa lehetévé teszi annak megitélését, hogy
tekinthet6-e a SEA0400 (1) Kklinikailag igéretes szernek, valamint (2) az NCX szelektiv
gatlészerének.



11l. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11/1. Elektrofiziol6giai vizsgalatok

Il/1.1. Szivizomsejtek izolalasa kutya bal kamrajabdl

A sejteket kutatasi célra tenyésztett vegyes nemi ivarérett kutyak szivébdl nyertik
anterograd iranyu szegmentperfuzios technika alkalmazasaval (Magyar €s mtsai, 2000).
A 10-15kg sulyu Aallatokat 10 mg/tskg ketamin (Calypsol) és 1 mg/tskg
xylazin-hidroklorid (2% CP-xylazine) intramuszkularis injektalasaval altattuk el. A
mellkas megnyitasa utan a szivet gyorsan kiemeltik, majd hideg Tyrode-oldattal mostuk
at és levalasztottuk a pitvarokat. A bal elllsd leszalld artéria koronariaagba kanult
vezettlink és az artéria vérellatasi terlletének megfeleléen perfundaltuk a bal kamrai
szivizmot. A perfizié6 elsé 5 percében Ca?"-mentes, taurinnal (2,5 g/l), piruvattal
(175 mg/l), ribdézzal (750 mg/l), allopurinollal (13,5 mg/l) és NaH:POs-tal (200 mg/l)
kiegészitett, karbogénnel eqilibralt, szobahdémérséklett JMM oldatot (Joklik féle
modositott Minimum Essential Medium Eagle, SIGMA) alkalmaztunk a szdvet Ca®* és
vértartalmanak eltavolitasa céljabdl.

Az emésztést 25-30 percig végeztik ugyanezen alapoldattal, amelyhez még
kollagenaz enzimet (0,66 mg/ml, Worthington OK-1), borju szérum albumint (2 g/l) és
CaCly-ot (50 uM) adtunk. Az izolaci6 folyaman az oldatokat végig karbogénnel
equilibraltuk és a hémérsékletet 37 °C-on tartottuk. A szdvet elfolydsodasa utan a
Az igy nyert sejteket MEM oldatban (Minimal Essential Medium, SIGMA) taroltuk 15°C
hédmérsékleten. Az izolalas soran kapott szuszpenzidéban a szabalyos téglalap alaku, ép
harantcsikolatu, éles szélli és tiszta citoplazmaval rendelkezd sejtek aranya 10% és
60% kdz6tt valtozott. A sejteket az izolalast kdvetéen 36 6ran belll felhasznaltuk.

Ill/1.2. A Na*/Ca?* cseremechanizmus mérése fesziiltség-clamp technikaval

Az NCX-aramot kutya kamrai szivizomsejteken patch-clamp technika teljes-sejtes
(Hamill és mtsai, 1981).

A mérékad aljdhoz kitapadt szivizomsejtek egyikét elészér a mikropipettaval
ovatosan megeérintettik, majd a pipetta belsejében addig csdkkentettik a nyomast,
amig a sejt membranjanak egy kis darabja betliremkedett a pipettaba. Ennek
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eredményeként j6tt Iétre a nagy ellenallasu kapcsolat (gigaseal, 1-4 GQ) a pipetta és a
sejt felszini membranja kdzott. Ezutdn a sejtet jobbra-balra és elére-hatra mozgatva
fokozatosan felemeltik a mérékad fenekérdl, majd kompenzaltuk a pipetta kapacitasat.
A teljes-sejtes konfiguracié eléréséhez a szivderst tovabb ndveltik és ezzel egyidejlleg
révid aramimpulzus alkalmazasaval atszakitottuk a pipetta alatti membrant, igy hozva
létre a kapcsolatot a pipetta belsé oldata és az intracellularis tér kdzo6tt. Minden mérés
kezdetén egyedileg meghataroztuk a sejt kapacitasat és a kapott eredményeket a
késObbiekben erre normalizaltuk. A méréseink soran a soros ellendllas altalaban 4 MQ
volt, melyet 75%-ban kompenzaltunk. Azokat a méréseket, ahol a soros ellenallas
nagyobb volt, vagy a mérés sordn megndvekedett, kihagytuk az értékelésbdl. A kapott
aramjeleket a PClamp 6.04 szoftverrel vezérelt Axoclamp-2B tipusu erdsité (Axon
Instruments) segitségével vezettik el, majd Digidata 1200 A/D kartyaval végzett
analég-digitalis atalakitast kévetéen a szamitdégép mereviemezén rogzitettlik késdbbi
elemzés céljabdl.

Az NCX-aram mérésekor egy specialis K'-mentes extracellularis oldatot
hasznaltunk, amelynek az ésszetétele mM-ban kifejezve a kévetkezé volt: 135 NaCl, 10
CsCl, 1 CaCl,, 1 MgCl, , 0,2 BaCl,, 0,33 NaH,PQO4, 10 TEACI, 10 HEPES, 10 gliikéz
(pH=7,4). Az oldathoz 20 uM ouabaint, 1 uM nisoldipint és 50 uM lidocaint adva a Na*-,
K*-, Ca®*- és a Na/K pumpa 4&ltal generalt aramokat gatoltuk. A méréseinkhez a
kovetkezd dsszetételli pitetta-oldatot hasznaltuk (mM-ban kifejezve): 140 CsOH, 75
aszpartat, 20 TEACI, 5 Mg-ATP, 10 HEPES, 20 NaCl, 20 EGTA, 10 CaCl. (pH=7,2).
Ebben az intracellularis oldatban a Ca?'-koncentracié 140 nM volt. A mérések egy
részében a pipetta-oldatban 1évé Ca®*-koncentréciét 55 és 1000 nM értékek kdzott
valtoztattuk CaCl, és EGTA ismert koncentracidinak hozzaadasaval, amelyeket a
Fabiato-féle algoritmussal szamitottunk. Az NCX-aram méréséhez hasznalt flrészfog
szer(i rampa-protokollt, amelynek meredeksége 100 mV/s volt, 20 masodpercenként
ismételtik. llyenkor a membrant -40 mV tartofesziltségrél elészér +60 mV-ra
depolarizaltuk, majd -100 mV-ra hiperpolarizaltuk és végil a tartéfeszlltségre allitottuk
vissza a membranpotencialt. Az outward és az inward NCX-aramokat rendre +40 és
-80 mV fesziltségeken olvastuk le (10/A abra). A kontroll aramgoérbék rdgzitése utan
alkalmaztuk a SEAO0400-t, végul a teljes NCX-d&ramot 10mM NiCl, hozzaadasaval
gatoltuk. llymédon az NCX-aramot NiCly-szenzitiv aramkeént definialva megallapitottuk,

hogy az aram mekkora hanyadat gatolta a SEA0400.
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I1l/1.3. Az L-tipust Ca®*-dram (lc,,) mérése fesziiltség-clamp technikéval

Az lca L aramot kutya kamrai szivizomsejteken patch-clamp technika teljes-sejtes
konfiguraciéjaban, fesziliség-clamp  kérilmények  koézdtt, 37°C-on  mértik
Tyrode-oldatban. A Tyrode-oldat Osszetétele a kdvetkezé volt (mM-ban megadva):
153 NaCl, 5,4 KCI, 2,7 CaCl,, 1,05MgCl,, 5,4 HEPES, 11 glikéz, pH=7,4. A
pipetta-oldat 6sszetétele a kévetkez6 volt (mM-ban kifejezve): 110 KCI, 40 KOH,
10 EGTA, 10 HEPES, 20 TEACI, 3 K-ATP, 0,25 GTP, pH=7,4. A kalium aramokat a
pipettaoldathoz adott 20 mM tetraetilammonium és a perfundalé oldathoz adott
3 mM 4-aminopyridin segitségével gatoltuk. A tartéfesziltség értéket -40 mV-ra allitottuk
be, amely membranpotencialon a gyors Na*-csatornak inaktivalédtak, igy nem zavartak
az lca mérését. Azokban a kisérletekben, amelyekben koncentracio-fliggé maodon
vizsgaltuk a SEA0400 hatasat a kalciumaram amplitiddjara, az aramokat 400 ms
hosszi +5 mV feszlltségre t6rténé depolarizaciéval valtottuk ki. A tébbi kisérletben
alkalmazott specialis impulzusprotokollok az eredmények soran keriilnek bemutatasra.
Az lcaL mérése sordn a mintavételezés az elsé 20 ms soran 20 ps-onként, ezt kdvetéen

200 ps-onként tortént.

Il/1.4. lonarammeérések akcios potencial clamp technikaval

Az akciés potencial clamp technika a feszlliség-clamp technika egy olyan
specialis valtozata, amely lehetévé teszi valamely ionaram profiljdnak lathatéva tételét
az akciés potencial alatt. A méddszer Iényege, hogy parancsjelként a sejtnek a sajat
akciés potencialjat alkalmazzuk, nem a hagyomanyos feszlltség-clamp eljarasnal
megszokott négyszégimpulzust vagy feszlltségrampat. Tovabbi Iényeges eltérés a két
eljaras kozott, hogy a hagyomanyos feszlltség-clamp technika hasznélatakor az
extracellularis és az intracellularis terek iondsszetételét, tovabba az
impulzusprotokollokat ugy allitiuk be, hogy a mérés sordn lehetdleg csak az altalunk
vizsgalni kivant aram haladjon keresztil a membranon - tehat a zavar6 tébbi aramot
farmakolégiai moddszerekkel gatoljuk. Ezzel szemben az akciés potencial clamp
technika alkalmazasa soran a fiziolégias allapotokat a leheté legjobban megkézelité
feltételeket biztositjuk. A sikeres mérés feltétele, hogy a membranon athalad6
valamennyi nem vizsgalt aram a kisérlet teljes id6tartama alatt valtozatlanul maradjon,
az intakt sejthez hasonléan.

Az akcids potencial clamp technika alkalmazasakor el6szér rdgzitenink kell a
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sejt sajat akciés potencidljat aram-clamp koérilmények kozétt. Ha ezt a
feszilltségmintdzatot parancsjelként jatszuk vissza feszlltség-clamp Gzemmodban, az
akcios potencial alatt mérhet§ éaramjelink folyamatosan nulla lesz, hiszen az
egészséges sejt szamara semmilyen kilsé aramra nincs ahhoz sziikség, hogy sajat
akcios potencialjat fenntartsa. Barmely aramot lathatéva tehetlink, mert annak
specifikus gatloszerét alkalmazva megjelenik a gatolt aram akcids potencidl alatti teljes
profilia ellentétes elbjellel. Ebben az esetben ugyanis az akciés potencial normalis
lefutasahoz szikséges aramok egyikét - amelyiket mi magunk blokkoltunk -
intracellularis erdsiténk fogja biztositani. Az egyes ionaramok "ujjlenyomatainak”
ismeretében megallapithatd, hogy a vizsgalt molekula milyen iondramokat géatol (vagy
esetleg aktival).

Az akciés potencial clamp mérésekhez a hagyomanyos feszlltség-clamp
technikdnal alkalmazott mérérendszert haszndltuk. A pipetta belsé oldatanak
Osszetétele mM-ban kifejezve az aldbbi volt: K-aszpartat 160; KCI 4; HEPES 10; EGTA
2,6; MgCl, 1. Az oldat pH-ja 7,24 volt. Kilsé oldatként a Tyrode-oldatot hasznaltuk.

I1l/1.5. lonarammérések mesterséges lipidkettésrétegbe agyazott, kutyaszivbdl izolalt
ryanodin receptoron

A kutyasziv kamrajabol nehéz SR (HSR) vezikuldkat izolaltunk, majd a
szolubilizalt RyR2 molekulakat tisztitottuk (Laver és mtsai, 1995). Foszfatidil-etanolamin,
foszfatidil-szerin és L-foszfatidil-kolin 5:4:1 aranyl keverékébdl sik lipidkettésréteget
hoztunk Iétre, majd ezt n-dekanban oldottuk a végsé lipidkoncentracio (20 g/l) eléréseéig
(Herrmann-Frank és mtsai, 1996; Csernoch és mtsai, 1999). Ebbe a lipidkettésrétegbe
épitettink be egy-egy CHAPS puffer segitségével szolubilizalt RyR2 molekulat. A
kettésréteg mindkét oldalan azonos pufferdsszetételli oldatot hasznaltunk (6sszetétel:
250 mM KCI, 150 uM CaCl,, 100 uM EGTA, és 20 mM PIPES, pH=7,2). A kett6sréteg
egyik oldalat cisz oldalnak (citoplazmatikus), a masikat pedig transznak (az SR lumene
felé néz8) neveztik el, ez utébbit elektromosan féldeltik. A RyR2 sikeres beépllésére
utalt a két kompartment kézoétt folyd aram lépcséhéz hasonld minta szerinti ingadozasa.
A fesziltség-clamp koérilmények kozott kapott aramjeleket 8 pélustu Bessel sziird
segitségével szlrtik 1 kHz frekvencian, majd Axopatch 200 intracellularis erésitével és
pClamp 6,03-es szoftverrel analdg-digitalis atalakitas utan rdégzitettlk azokat.
Toltéshordozoként 250 mM  K*-ot hasznalva, a 400pS értéket meghaladé

vezetbképességgel rendelkezd csatorndkat tekintettik RyR2-nek. A nyitvatartasi
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valdszinliség értékeit 10-90 s hosszu reprezentativ gérbeszakaszokbdl szamitottuk. A
SEA0400-at a cisz oldalr6l adagoltuk 3 UM koncentraciéban. Az oldatcserék utan
legalabb 5 percet vartunk a mérések megkezdése elétt, mely idétartam elegendének
bizonyult a csatorna kapuzéasaban kialakul6 Uj egyensulyi allapot 1étrejéttéhez (Szegedi
és mtsai, 1999). Minden kisérlet kezdetén, a cisz oldalon a Ca?*-koncentraciét 50 pM-rol
472 nM-ra csOkkentettiik abbdol a célbdl, hogy megallapitsuk a csatornabeéplilés
tényleges iranyat. Ellentétes beéplilés esetében a mért adatokat nem hasznaltuk fel. A
méréseket 23 °C-on végeztik, a szabad Ca?*-koncentracié értékeit mind a cisz, mind a
transz oldalon a Fabiato altal 1998-ban k6z6lt szamitdégépes program és stabilitasi
allanddk segitségével hataroztuk meg.

11/2. A Ca**-homeosztazis és a kontraktilitas vizsgélata

Ill/2.1. Bal kamrai nyomdsvéltozasok és [Ca’*]-tranziensek regisztraldsa Langendorff
szerint perfundalt tengerimalac sziven

A mérésekhez 300-500 g tomegl him tengerimalacokat hasznaltunk. Az
allatoknak intravénasan Heparint adtunk, majd 150 mg/kg do6zisi Na-pentobarbitallal
elaltattuk azokat. Az allatok mellkasanak megnyitasa utan a szivet gyorsan eltavolitottuk
és a Langendorff perfuziés rendszer kanlljéhez rdgzitettik, majd Krebs oldattal
perfundaltuk. Perisztaltikus pumpa segitségével a koronaria ataramlast 10 ml/perc/g
értéken tartottuk. A bal kamrai nyomas folyamatos mérésére egy, a bal kamra tregébe
helyezett Braun 2021-02 tipusu artérids nyomasmérét alkalmaztunk (Edes és Kranias,
1990). A sziv ingerlése 200/perc frekvenciaval a bal pitvar Gregébe vezetett elektrdéda

segitségével tortént. A kontrollmérések utan 25-25 percen keresztil 0,3 pM és 1 uM

e

2+]i

Az [Ca**|-tranziensek megjelenitésére a fluoreszcens [Ca®*J-indikator festéket, a

Fura-2-t hasznaltuk. A festéket a sejtmembranon atjutni képes acetoxi-metilészter
formajaban (5 mM Fura-2-AM, Molecular Probes) juttattuk be a kamrai szivizomba
0,6 mM probenecid, 1,25 g/l Synperonik és 50 g/l albumin kiséretében. Az utdbbi

Osszetevbk a Fura-2-AM felt6ltés hatékonysagat és tartéssagat ndvelték. llyen

2+]i

kérdlmények koézétt 120 percen keresztil stabil [Ca“)i-jeleket tudtunk regisztralni. A

festéket 340 és 380 nm hullamhosszokon gerjesztve, az emittalt fényt 510 nm

2+]i

hullamhosszon 6sszegyUjtve monitoroztuk a [Ca“']; valtozasait Deltascan tipusu (Photon

2+]i

Technology International) fluoriméter segitségével. Az [Ca®]; szamolasdhoz a hattérre

korrigalt fluoreszcencia intenzitdsok hanyadosat (R=Fz40/F3s0) hasznaltuk (Grynkiewicz
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és mtsai, 1985.). Az analdg fluoreszcencia jeleket 0,2 kHz, a nyomasértékeket 1 kHz
gyakorisaggal mintavételeztilk és az igy kapott adatokat a kés6bbi elemzés céljabdl
szamitdégépen rogzitettik. Mindkét esetben 10 egymast kdvetd szivciklus sordan mért

értékek atlagat képeztik.

lll/2.2. A [Ca®*]; valtozdsainak kévetése és a sejtrovidiilés mérése kutyabdl izolalt kamrai
szivizomsejteken

A korabban leirt médon, szegmentperfiziés technika alkalmazasaval nyert
szivizomsejteket 2 uM Fura-2-AM jelenlétében 30 percig inkubdltuk, majd Tyrode-
oldatban 37 °C-on tartottuk. A sejteket elektronikus stimulatorral (DS-R1, Fénixcomp),
extracellularisan elhelyezett platina elekirédapar segitségével 1 Hz frekvencian
ingereltik. A méréseket invertalt fuoreszcens mikroszképon (1X71, Olympus) végeztik.
A sejteket xenon ivlampa segitségével 360 és 380 nm hullamhosszisagu fénnyel
gerjesztettiik. Az alkalmazandé hullamhosszokat galvanometrikus monokroméator
(Optoscan) segitségével valasztottuk ki. Az emittalt fényt egy szlrén keresztll egy
fotoelektron-sokszorozoval detektaltuk. Az igy kapott optikai jeleket az Acquisition

2+, valtozasait a

Engine Program (Cairn) alkalmazasaval rogzitettiik és analizaltuk. A [Ca
360 és a 380 nm hullamhosszak altal gerjesztett fluoreszcencia intenzitdshanyadosaval
jellemeztik (Fsgo/F3s0). Az igy kapott értékeket minden esetben a nemspecifikus héattérre
és a kioltasra korrigaltuk. A sejtrévidiilés méréséhez videddetektor-rendszert (VED-105,
Crescent Electronics) hasznaltunk és a révidilés mértékét minden esetben a diasztolés

sejthossz szazalékdban adtuk meg.

I1/2.3. Kalciumfelszabadulas és -felvétel meghatarozasa kutya kamrai szivizombol
izolalt HSR vezikulakon

A HSR vezikuldkat kutya balkamrai miokardiumbdl izolaltuk. A vezikulakbdl
térténé Ca®*-felszabadulas és a vezikulakba iranyulé Ca®'-felvétel nagysagara az
extravezikularis térben bekdvetkez6 Ca®*-koncentracio-valtozasokbdl kdvetkeztettiink,
melyeket 0,25 mM antipyrylazo Il (ICN Biomedicals) metallokrom festék segitségével,
37 °C-on kovettiink nyomon. A méréseket 1x1 cm alapl klvettdkban, Fluoromax
spektrométerben (Jobin-Yvon, Spex Industries) végeztik. A vezikulan Kkivdli
Ca®*-koncentraci6t a  masodpercenként mintavételezett 710 és 790 nm
hullamhosszokon térténd fényelnyelés kilonbségébdl szamoltuk (Pallade, 1987.), majd
analog-digitalis atalakitas utdn a késdbbi kiértékelésig szamitdgépen rogzitettik. A
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vezikulakat a koOvetkez6 Osszetételli oldatban szuszpendaltuk: 92,5 mM KCl,
1 mM MgClz, 180 uM antipyrylazo lll, 54 yM CacCl,, és 18,5 mM K-MOPS. A végleges
fehérjekoncentracié 260 ug/ml volt. A kivettdban a vezikuldk kalciummal valé téltését
megfeleld mennyiségli CaCl, hozzaadasaval, a Ca?*'-felvétel elinditasat 1 mM ATP
hozzdadasaval végeztik. Az ATP-ADP atalakulas befejezése utan az extravezikularis
Ca?*-koncentraciét Ca®* hozzaadasaval 20 uM értékre allitottuk be abbdl a célbél, hogy
a RyR2 csatorndk aktivalt allapotba kerillienek. A Ca®*-kiaramlas stabilizalédasat
kdvetden alkalmaztuk a SEA0400-t. Kbézvetlenll a SEA0400 hozzaadasa el6tt és utdn
meghataroztuk a kalciumfelszabadulas mértékét, amelyet a gbérbe meredekségébdl
szamoltunk (6/A. dbra). A kdvetkez6 kisérletben a SEA0400 hatdsat vizsgaltuk a
nyugalomban lévé (zart) RyR2 csatornakra. A vezikuldk téltése utdn az extravezikularis
Ca**-koncentraciét 2 pM értékre allitottuk be - ilyenkor a csatorna aktivacioja viszonylag
csekély mértékii - majd SEA0400 kezelést végeztiink. A Ca®*-kiaramlas mértékét a
Ca?*-ionofor segitségével a vezikulak teljes Ca**-tartalmat felszabaditottuk (6/B. &bra).

Megvizsgaltuk a SEA0400 hatasat a kénnyl SR vezikulak (LSR) Ca**-felvételére
is. A mérések soran a kordbban leirtakhoz hasonlé protokollt hasznaltunk, viszont
ebben az esetben el6szér 15 percig inkubaltuk a vezikulakat a SEA0400 kilénb6zé
koncentracidival (0,3, 1, és 3 uM). A Ca®*-felvételt ATP és Ca?* hozzaadasaval
inditottuk el. A Ca®**-felvétel mértékét, minden esetben a Ca** hozzaadasa utan
hataroztuk meg, amelyet a fényintenzitas-valtozas meredekségébdl szamoltunk egy, az
atlagot jél reprezentald 30 és 150 s k6z6tti id6tartam analizise soran (7. abra).

I1l/2.4. Kontraktilis funkciok vizsgalata izolalt szivizomsejteken

A lefagyasztott szdvetmintakbol kulénalld sejteket mechanikai izolacié
segitségével allitottunk el6. Ezt megel6z6en a szbvetdarabokat relaxalé oldatban
olvasztottuk fel (6sszetétele mM-ban: 1 MgCl,, 145 KCI, 2 EGTA, 4 ATP, 10 imidazol,
pH=7,0), majd az izolalt sejteket mérés el6tt 5 percig 0,5%-0s triton-X-100 (Sigma)
kezelésnek tettik ki, amit a relaxal6 oldathoz adtunk. Ezzel a sejtmembrant
aspecifikusan permeabilissa téve ,kémiailag nyuzott” szivizomsejteket allitottunk eld,
amely lehetévé tette a miofibrillaris funkcidk kontrollalt kérdlmények kozoétt térténd
vizsgalatat. A mechanikai mérérendszerben elhelyezett szivizomsejt egyik végét
érzékeny eréméréhdz, masik végét egy piezoelekiromos motorhoz régzitettik.

A szivizomsejtek kontraktilitasat izometrias koérilmények k6z6tt 15°C-on
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rogzitettiik. A sejtek aktivalasa elétt a szarkomerek atlagos hosszat a mikroszképhoz
kapcsolt szamitogépes videojel-feldolgozé rendszer segitségével 1,9 um-es, majd
2,3 um-es értékekre allitottuk be. A mérésekhez szlikséges relaxalo és aktivald oldatok
Osszetételét a szamitdogépes program (Fabiato és Fabiato, 1979) szerint hataroztuk
meg. Az alap relaxalé és aktivalé oldatok Ca®**-koncentréciéja rendre pCa=10 és
oldatot allithattunk el6. A szivizomsejt relaxal6 oldatbdl aktivald oldatba térténé atvitelét
a kontraktilis er6 fokozédasa kdvette. A maximalis Ca®*-aktivalt erd kifejlddése utan egy
ugynevezett ,release-restretch” mandévert végeztiink, melynek soran a sejtet eredeti
hosszanak 20%-aval megréviditettik, majd ezt kévetden visszaallitottuk a kiindulasi
hosszat. Ezt a rendszer — elézetesen bedllitott protokollja szerint — az elektromagneses
motorhoz rbgzitett rovartli mozgatasaval érte el. Az igen nagysebességi (20 ms alatt
kivitelezett) hosszvaltoztatds soran a kialakult aktin-miozin keresztkdtések dontd
tébbsége felszakadt, majd azok 0jbdl feléplltek. Ezt az eseményt a regisztratumon a
kontraktilis er6 megsziinése, majd annak gyors regeneracibja Kisérte. Az erd
er6gorbék ,release-restretch” mandvert kdvetd részének illesztésével lehetett becsulni.
Az izometrids csucserét (mely az aktiv és passziv komponensek ¢sszege) a gyors
roviduléssel parhuzamos hirtelen er6csékkenésbdl hataroztuk meg. A relaxalé oldatban
lényegesen hosszabb ideig tartd hosszvaltoztatas révén a sejtben ébredt passziv
er6komponenst az aktivacios ciklust kbvetéen mértik.

oldatban meghatarozva, lehetség nyilt a Ca?-érzékenység gorbéjének
megszerkesztésére. A félmaximalis er6t eredményezd Ca®-koncentracié, az

Ugynevezett pCasy érték, a Ca?*-érzékenységet dnmagaban jellemzé szamadat.

111/3. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A mérések soran kapott adatokat atlagoltuk és kiszamitottuk a standard errort
(SE). Az atlagértékek kilénbségeinek megitélésekor ANOVA-t és Student-féle t-prébat
hasznaltunk. A valtozasokat akkor tekintettik szignifikansnak, ha a p értéke kisebb volt
mint 0,05. Valamennyi statisztikai analizist IBM kompatibilis személyi szamitégépen,
Microsoft Excel szoftver segitségével vegeztiink. Az abrakon a mért értékek atlagat és a
hozzajuk tartozé standard errort (SE) tlntettik fel. Az abrakon a szignifikans
kilénbségeket csillaggal jel6ltik.
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[1l/4. A vizsgélt molekula oldasa
A SEA0400-bél dimetil-szulfoxidban (DMSO, SIGMA) 3 mM koncentracioju

térzsoldatot készitettink és a vizsgalni kivant koncentraciokat a toérzsoldatokbdl a

kisérletek kezdetén Tyrode-oldattal higitottuk. Az alkalmazott legmagasabb DMSO
koncentracié 0,1% volt. Annak érdekében, hogy kizarjuk a DMSO hatasara bekdvetkezd
valtozasokat, probaméréseket végeztink a kizarélag DMSO-t tartalmaz6 oldatokkal.
Ezek eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a DMSO 6nmagaban nem okozott
szignifikans valtozasokat az altalunk vizsgalt preparatumokon. A késébbiekben
bemutatott eredményekért tehat nem lehet a SEA0400 oldasara hasznalt DMSO-t

felel6ssé tenni.
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IV. EREDMENYEK

IV/1. A SEA0400 hatasa a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac szivre
A SEA0400 hatasat 0,3 és 1 uM koncentracidban vizsgaltuk 25-25 percen

keresztll 6 Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven. Ahogyan az analdg

g6rbék is mutatjak (2/A. abra), a SEA0400-nak nem volt hatasa a bal kamrai nyomasra.
Nem talaltunk szignifikdns valtozast a szisztolés nyomasban, (kontroll kérilmények
kdzott 55,5+2,7 Hgmm, mig 0,3 és 1 uM SEAO0400 jelenlétében rendre 58,6+£3,5 és
53,0£3,9 Hgmm), a végdiasztolés nyomasban (a kontroll esetében: 6,0+0,2 Hgmm, mig
0,3 és 1uM SEA0400 jelenlétében rendre 6,8+0,4 illetve 6,4+0,4 Hgmm) és a
pulzusnyomasban sem (rendre 49,5428 Hgmm, 51,843,5 és 46,6+£3,8 Hgmm)
(3/A-C. dbra). A 2/B. abran lathatdé, hogy a SEA0400 a fluoreszcencia hanyadosat,
amely az intracellularis kalciumtranziens paramétereit jellemzi, szintén nem valtoztatta
meg. A fluoreszcencia hanyados csucsértékei a kovetkezdk voltak: kontroll kérilmények
k6z6tt: 1,04+£0,01, mig 0,3 és 1 uM SEA0400 jelenlétében rendre 1,04+0,02 és
1,05+0,03 (3/D. abra). Az alapvonal fluoreszcencia hanyadosok rendre a kdvetkezdk
voltak: 0,81+0,04, 0,81+£0,04 és 0,83+0,04 (3/E. 4bra), mig a fluoreszcencia hanyados
amplitudéi: 0,23+0,03, 0,22+0,03 és 0,22+0,03 (3/F. dbra). Ezen paramétereket
valamennyi esetben az id6 fliggvényében abrazoltuk. Egyik paraméterben sem talaltunk
szignifikans valtozast SEA0400 jelenlétében.

Megvizsgaltuk azt is, hogy okoz-e a SEA0400 valamilyen valtozast a bal kamrai
nyomas gorbék és a kalciumtranziens kinetikai paramétereiben. Meghataroztuk a bal
kamrai nyomas és a kalciumtranziens csucsértékének kialakulasaig eltelt id6t (TtP), a
félrelaxacidés id6t (HRT) és a bal kamrai nyomasgodrbe idd szerinti elsd derivaltjanak a
maximum és a minimum értékeit szisztolé illetve diasztolé alatt (+dP/dt, -dP/dt). Nem
talaltunk szignifikdns valtozast ezen paraméterek vizsgalata soran (4/A-C. abra). A
4/D. abran a kalciumtranziens lecsengésének iddallandéjat tlntettik fel, melyet
monoexponencidlis fliggvénnyel hataroztunk meg a relaxacié 30%-atél a 90%-aig
terjed6 szakaszanak illesztésével. Bar 0,3 és 1 uM SEA0400 nem valtoztatta meg
szignifikdnsan sem a HRT, sem a TtP értékeit a kalciumtranziens esetében sem, viszont
a kalciumtranziens lecsengésének iddallandojat szignifikdnsan névelte 127+7 ms-rél
0,3uM SEA0400 jelenlétében 165x7 ms-ra, mig 1 uM SEA0400 esetében

177+14 ms-ra. A kalciumtranziens lecsengésének elnyuldsa azért fontos, mert ez
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bizonyitja, hogy a SEA0400 valéban kifejtette hatasat az NCX-re. Ezen eredményeinket
Osszefoglalva azt allapithatjuk meg, hogy a SEA0400 tengerimalac sziven sem a
kalciumtranziensek nagysagat, sem a kontraktilis sajatsagokat nem véltoztatta meg,

annak ellenére, hogy NCX-gatl6 hatasat nyilvanvaldan kifejtette.
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Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziv reprezentativ bal kamrai nyomasgorbéi
kontroll koériilmények ko6zott illetve 0,3 és 1 puM SEA0400 jelenlétében (A). Ugyanezen
preparatum reprezentativ kalciumtranziensei (B).
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Novekvo koncentracioban alkalmazott SEA0400 hatasa Langendorff szerint perfundalt tengerimalac
sziv bal kamrai nyomasgorbéire (A-C) és kalciumtranzienseire (D-F)
A SEA0400-at 0,3 és 1 uM-os koncentracioban, 25-25 percen keresztul alkalmaztuk. A pulzusnyomas

értékei (C) a szisztolés és a diasztolés nyomasok kulénbségeinek felelnek meg, mig az R

Rcsucs es az Ralap
eredményeinek az atlaga és standard errorja lathato.
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amplitudé

értékek kildnbsége. Az abrakon 6 Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziv mérési
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4. abra

Tengerimalacbol szarmazo sziv bal kamrai nyomas (A, B) és kalciumtranziens (C, D) kinetikai
tulajdonsagainak valtozasa SEA0400 jelenlétében

TtP: a bal kamrai nyomas (A) és a kalciumtranziens (C) csucsértékének kialakulasaig eltelt id6. HRT: a bal
kamrai nyomés (A) és a kalciumtranziens (C) félrelaxacids ideje. A bal kamrai nyomas elsé derivaltjanak a

maximum és a minimum értékei (B). A kalciumtranziens lecsengésének id6allandojat (tdecay)

monoexponencialis flggvénnyel hataroztiuk meg a relaxaci6 30%-t6l 90%-ig terjed6 szakaszanak
illesztésével (D). Minden egyes pont 6 sziv mért értékeinek az atlagat (n=6) jeldli, és a standard errort.
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IV/2. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek

[Ca®*)-tranziensére és sejtrdvidiilésére

Az izolalt szivizomsejteket elektronikus stimulatorral 1 Hz frekvencian

2*]i-’[ranzienseinek az

téringereltik. Miutan a szivizomsejtek kontrakcidinak és [Ca
egyensulyi allapota kialakult 0,1, 0,3, és 1puM koncentraciéju SEA0400-t
perfundaltattunk 5 percig azaz az adott koncentracidhoz tartoz6 teljes hatas

#*)-tranzienst és

kialakulasaig. A SEA0400 alkalmazéasa el6tt és utan regisztraltuk a [Ca
a sejtrovidilést. A diasztolés fluoreszcencia hanyados, az Fseo/Fsgo amplitidd és a
sejtrovidilés esetében is a kapott atlag értékeket a kontroll szazalékdban adtuk meg
(5. abra). A mért adatok alapjan megallapithatjuk, hogy a SEA0400 az altalunk
alkalmazott koncentraciokban nem okozott szignifikans valtozast a kutya kamrai
szivizomsejtek [Ca®*]-tranzienseinek és kontraktilitdsanak vizsgalt paramétereire. Ezen
eredményeink megegyeznek a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven
tapasztaltakkal.

IV/3. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrgjabdél szarmazé SR vezikulak

kalciumfelszabadulasara

A SEA0400 szelektiv hatasanak feltétele, hogy ne mdbdositsa az SR
kalciumforgalmat, tehat a Ca®*-felszabadulas valamint a Ca®*-visszavétel sebességét.
Ezeket a vizsgalatokat rendre kutya kamrai szivizombdl preparalt nehéz SR és kénny(
SR vezikuldkon végeztik.

Els6ként megvizsgéltuk a SEA0400 hatasat a HSR vezikula preparatumokbdl
torténé kalciumfelszabaduldsra 20 pM extravezikularis Ca®* jelenlétében. Az
extravezikularis Ca®*-koncentracié emelésének hatadsara a RyR2 csatorndk nyitott
allapotba kertltek (6/A. abra). A SEA0400 alkalmazasa nem maodositotta a
Ca?*-felszabadulas mértékét, minthogy a mért fényintenzitds meredeksége valtozatlan
maradt. A Ca**-felszabadulds a SEA0400 alkalmazasa el6tt 12,4+0,9 nmol/perc/mg
fehérje volt, mig 0,3, 1 és 3 uM SEA0400 jelenlétében rendre 11,8+1,1, 13,1+£1,2 és
13,21£1,2 nmol/perc/mg fehérje értékeket mértiink. Tehat a SEA0400 nem gatolta a
nyitott RyR2 csatornan keresztiili Ca®*-felszabadulast.

Az el6z6 mérési protokollhoz hasonldan megvizsgaltuk a SEA0400 hataséat a zart
RyR2 csatorndkra (6/B. &bra). Ebben az esetben kiiszdbérték alatti extravezikularis
Ca®*-koncentraciét alkalmaztunk. A gdrbe vizszintes lefutdsa azt mutatja, hogy a
csatornak gyakorlatilag zarva voltak és SEA0400 jelenlétében is zarva maradtak, ami
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azt val6szinlsiti, hogy a SEA0400 az alkalmazott koncentracidkban nem néveli a
Ca**-felszabadulast. Ezzel szemben az A23187 nevii Ca*-ionofor molekula mar 2 pM
koncentraciéban erételies Ca**-felszabadulast okozott, amely a vezikulak kalciummal

valé megfeleld toltdttségét tamasztja ala.
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5. abra

A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek intracellularis Ca2*-tranziensére
és a sejtrovidilésére
A [Ca?]-ot a fluoreszcencia hanyadosaval (F360/F380) jellemeztik, mig a sejtrovidiilést a diasztolés
sejthosszhoz viszonyitva szamoltuk. A névekvd koncentraciéban alkalmazott SEA0400 jelenlétében kapott
atlagértékeket valamennyi esetben a kontroll szazalékdban adtuk meg. Az ingerlési frekvencia 1 Hz volt. A
zarojelben 1évd értékek a vizsgalt sejtek szamat jeldlik.
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6. abra

A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazo SR vezikulak kalciumfelszabadulasara
A vezikulakat ATP jelenlétében Ca2?*-mal toltottlk. (A). Az extravezikularis Ca2+-koncentraciot 20 uM-ra
néveltik, amely aktivalta a RyR2 csatornakat. Kdzvetlenll a SEA0400 hozzdadasa el6tt és utan hataroztuk
meg a kalciumfelszabadulas mértékét, amelyet a gbérbe meredekségébdl szamoltunk. A fényintenzitast az
ordinata tengelyen abrazoltuk, amely forditottan aranyos az extravezikularis Ca2*-koncentracidval. (B) A
SEA0400 hatdsa a nyugalomban lévé (zart) RyR2 csatorndkra. Ebben az esetben a vezikuldk téltése utan az
extravezikularis Ca?+koncentraciét 2 puM-ra allitottuk be. llyenkor a csatorna aktivacié elhanyagolhaténak

segitségével a vezikuldk 6ssz Ca?*-tartalmét felszabaditottuk. Mindkét abra egy-egy reprezentativ. mérés
eredményeit tlkrozi.
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A fenti mérési koérilmények mellett, a SEA0400 alkalmazasa el6tti
Ca**-felszabadulas mértéke 2,2+0,31 nmol/perc/mg fehérje volt, mig 0,3, 1 és 3 pM
SEA0400 jelenlétében rendre 2,2+0,3, 2,31%0,28, és 2,3+0,3 nmol/perc/mg fehérje
értéket mértliink (n=6). Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a SEA0400 nem fokozza a
RyR2 csatornakon keresztlil megval6sulé Ca®*-felszabadulast.

IV/4. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabdél szarmazé SR vezikulak

kalciumfelvételére

Az SR kalciumpumpa-aktivitasat az LSR vezikulak kezdeti Ca**-felvételének
mértékébdl hataroztuk meg oly modon, hogy mértik az extravezikularis
Ca?*-koncentracié-valtozasat az id6 fliggvényében maximalis pumpa aktivitas mellett. A
Ca?*-felvétel mértékét meghataroztuk kontroll kériilmények kdzétt, valamint 0,3, 1 és
3 uM SEA0400 jelenlétében (7/A.,B. abra). A kezdeti Ca®*-felvétel mértéke ugyanannyi
Ezen eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy a SEA0400 nem mddositotta az
intracellularis térbél az SR lumenébe torténd Ca®*-felvételt.

IV/5. A SEA0400 hatasa lipidkett6srétegbe beépitett, kutya bal kamrajabdél szarmazo

szivizomsejtek RyR2 csatorndira

A HSR vezikulakon végzett mérések alapjan feltételezhetd volt, hogy a
vegyuletnek nincs drasztikus hatasa a RyR2 csatornara. A részletes kinetikai elemzést
Muller-féle lipidkettésrétegbe agyazott egyetlen RyR2 csatornan végeztik el
feszilltség-clamp technika alkalmazasaval (8/A. &bra). A cisz oldali 50 pM Ca**
jelenlétében a csatornak szinte teljesen nyitva vannak, a nyitvatartasi valészinliség
értéke: (Po) 0,987+0,047 volt (n=9). Ha a cisz oldalon 1évé Ca?*-koncentraciét 472 nM-ra
csokkentjik, akkor a csatornak nyitvatartasi valdszinlisége 0,043%0,008-ra csbkkent
(n=9). 3 uM SEA0400 hozzdadasa utan a csatornak nyitvatartasi valoszinlisége
szignifikansan nem valtozott (P, = 0,032+0,005, n=6). A 8/A. abran egyértelmiien
latszik, hogy a SEA0400 jelenlétében a RyR2 csatornak vezetbképessége, azaz a
csatorndkon folyé aram amplitiddja valtozatlan maradt. A reprezentativ mérésekbél
nyitvatartasi idéhisztogramot készitettlink kontroll kérilmények kozott (ahol egy 54 s
hosszu periddust vizsgéaltunk) és 3 uM SEA0400 jelenlétében (ahol egy 20 s hosszu
id@intervallumot tanulmanyoztunk). A kapott értékeket biexponencialis flggvénnyel
illesztettik meg, az eredményeket a 8/B. dbran mutatjuk be. A kontroll kérilmények
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kdzott kapott eredményekkel ¢sszevetve a 3 M SEA0400 sem a gyorsabb, sem a
lasstibb nyitvatartasi idéallandét nem valtoztatta meg szignifikansan. Osszefoglalva, a
3uM SEA0400 sem a RyR2 kapuzasi kinetikgjat, sem a nyitott csatorna

vezetbképességét nem modositotta.
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7. abra

A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazé SR vezikulak kalciumfelvételére
(A) A Ca?-felvétel reprezentativ gorbéi lathatéak. Az SR Ca2+-felvételét Ca?+ hozzaadasaval aktivaltuk. A
fény intenzitds valtozas alapjan a kés6éi Ca?+-szegmens meredekségébdl hataroztuk meg a Ca?*-felvétel
mértékét. A kontroll gbrbével Gsszehasonlitva a SEA0400 nem mutatott eltérést. (B) A Ca2+-felvétel
mértékének az atlagai lathatok, kontroll kérilmények kdzétt illetve 0,3, 1, és 3 uM SEA0400 jelenlétében. A
zardjelbe tett értékek a mérések szamat jeldlik.
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8. dbra

A SEA0400 hatasa lipidkettosrétegbe beépitett, kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomsejtek RyR2

csatornaira

Az egy csatornas technikaval mért aramokat 57 mV tartépotencialon regisztraltuk (A). A csatorna nyitott és zart
allapotat bal oldalon jeldltik, a nyilasok a lefelé iranyuld kitéréseknek felelnek meg. Az els6 mérést a cis
oldalon 50 uM Ca?* jelenlétében végeztik (felsé panel), majd a cis Ca2+-koncentraciot lecsokkentettiik 472 nM-
ra K,H,EGTA hozzaadasaval (kbzépsé panel). Ez azt eredményezte, hogy a csatorna nyitvatartasi
valészinlisége nagymértékben lecsdkkent. Végil, a SEA0400-t alkalmaztuk 3 pM-os koncentracidban (alsé
panel). (B) A reprezentativ mérésekbdl nyitvatartasi idéhisztogramot készitettlink, kontroll kériimények kézétt,
ahol egy 54 s hosszu periddust vizsgaltunk és 3 pM SEA0400 jelenlétében, ahol egy 20 s hosszu
idéintervallumot tanulmanyoztunk. A kapott értékeket biexponencialis fliggvénnyel illesztettik meg.
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IV/6. A SEA0400 hatdsa a kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomseijtek kontraktilis

fehériéinek Ca®*-érzékenyséaére

Mivel a kontrakci® nagysagat az intracellularis Ca®*-koncentracion kivil a
kontraktilis fehériék Ca®*-érzékenysége is befolyasolja, a SEA0400 hatasat ebben a
vonatkozasban is megvizsgaltuk. Az anyagok és modszerek fejezetben leirtaknak

megfeleléen elészér az er6-pCa Osszefliggést hataroztuk meg oly modon, hogy a

Ve

YV

értéke 6,4 volt (9/A. abra). A maximalis izometrias Ca®**-aktivalt eré (Pmax)
27,9+9,8 kN/m? és a passziv erd 3,6+1,7 kN/m? volt. Ezen mérésekhez 4 killonbdzé
kutya szivéb6l szarmazd permeabilizalt szivizomsejtet hasznaltunk. Kontroll
kérilmények kozott és 1 uM SEA0400 jelenlétében mértik az eré kialakulasat pCa=6,4
mellett. A SEA0400-t DMSO-ban oldottuk fel, ezért megvizsgéaltuk a DMSO hatasat is a
kontraktilis fehériék Ca?*-érzékenységére. A Ca?*-aktivalt kontraktilis eré6 nagysagat a
Pmax Szazalékaban kifejezve kontroll kérilmények kézoétt 0,55+0,03%-ot, DMSO-ban
0,551£0,04%-0t és 1 uM SEA0400 jelenlétében 0,57+0,03%-ot kaptunk (9/B. abra).
Mérési eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy sem a SEA0400, sem a DMSO

nem valtoztatta meg a szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek Ca?*-érzékenységét.

IV/7. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabél szarmazé szivizomsejtek NCX-aramara

Bar a SEA0400 NCX-re iranyul6 gatl6 hatasat tengerimalac szivizomsejteken
kordbban leirtak, kutyabdl szarmazé kamrai sejteken eziranyu adatot nem talaltunk az
irodalomban. Ezért tanulmanyoztuk a SEA0400 NCX-gatlé hatdsat kutya szivébdl
szarmaz6 enzimatikusan izolalt kamrai szivizomsejteken. A SEA0400 hatasat az NCX
forward mode (inward aram), valamint reverse mode (outward aram) mikddésére
egyarant megvizsgaltuk.

A kifelé és a befelé iranyuld Ni**-érzékeny NCX-a&ram meghatarozasahoz
+60 mV-t6l -100 mV-ig tarté leszall6 feszlltség rampa protokollt hasznaltuk. A kifelé és
a befelé iranyul6 NCX-aramokat rendre +40 és -80 mV feszlltség értékeken olvastuk le
(10/A. &bra). A SEAO0400-at ndvekvé koncentraciokban 3-3 perc id6tartamig,
kumulativan alkalmaztuk (10/B. abra). A SEA0400 koncentracié-fliggé mddon gatolta
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mind a befelé, mind pedig a kifelé iranyul6 NCX-aramot, bar a gatlas mértéke a kifelé
irAnyulé aram esetében nagyobb volt a befelé iranyuld aramhoz képest. A méréseink
soran alkalmazott legnagyobb koncentracié a 3 uM volt, de még ez a koncentracié is

kevésnek bizonyult az NCX-aram teljes gatlasahoz.

A SEA0400 hatasanak NCX-aramon val6 tanulmanyozasakor a pipettaoldat
allitottuk be CaCl, és EGTA megfelel6 aranylu hozzaadasaval. Az 1 uM SEA0400 gatloé
hatdsa az NCX-aramon az intracellularis kalciumkoncentracié figgvényében valtozott: a

gatlas a [Ca®'];

ndvekedésével folyamatosan csdkkent (10/C. &bra). Ez a tény, valamint
az, hogy a SEA0400 markdnsabban gatolta a kifelé iranyuld, mint a befelé iranyuld
NCX-aramot, részben megmagyarazhatia a SEA0400 hatasanak hianyat a

[Ca®*]-tranziens amplitudéjan.
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9. abra
A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabdl szarmazo szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek Ca2+-
érzékenységére

Az eré-pCa Osszefliggés meghatarozasahoz 4 kémiailag kezelt kutya kamrai szivizomsejtet hasznaltunk. A
Ca?+-koncentracié kifejezésére a molaris koncentracié tizes alapu negativ logaritmusat alkalmaztuk (pCa,
vizszintes tengely) (A). A Ca?*-koncentracio balrdl jobbra né (a pCa érték ezzel parhuzamosan csbkken). A
Ca?+ -koncentracié névekedésével az izometrias korllmények kozott mért izomeré a maximalis Ca?+ -aktivalt
eré (P,,.,) eléréséig fokozddik (fliggbleges tengely). A kontraktilis rendszer Ca2+ -érzékenységének jellemzésére
gyakorta a félmaximalis er6 (P, /2) eléréséhez sziikséges Ca?* -koncentraciot (pCag,) alkalmaztuk. A P, -ra
normalizalt kontraktilis er6 mért értékei (pCa=6,4) kontroll kérilmények kézétt, DMSO jelenlétében és 1 uM
SEAO0400-ban. A zardjelben |évo értékek a mérések szamat mutatjak (B).
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10. abra

A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazo szivizomsejtek NCX-aramara

Rampa protokollt hasznaltunk a NCX-aram tanulmanyozasahoz (A). A reprezentativ aram gorbék a kévetkez6
mérési protokollt tikrozik: kontroll kérilmények kézétt K+-mentes oldatban régzitettiik az aram jeleket, majd
ezt kdvetéen 1 pM SEA0400-at alkalmaztunk, végil 10 mM NiCl, -t perfundéltattunk, abbdl a célbdl, hogy a
NCX-aramot teljesen legatoljuk. A kifelé iranyul6 (reverse mode) és a befelé iranyuld (forward mode) NCX-
aramokat +40 mV-tél -80 mV-ig tarté rampa leszall6 dgaval hataroztuk meg. A nyilak a feszlltség protokollhoz
tartozé aram gorbéket jelolik. (B) A SEA0400 koncentracié figgd gatlé hatasa a befelé iranyuld (lires négyzet)
és a kifelé iranyulo (t6mott négyzet) NCX-en. (C) Az 1 uM SEA0400 gatlé hatasa a befelé iranyulo és a kifelé
140, 500, és 1000 nM-ra allitottuk be a pipettaoldat CaCl, és EGTA koncentracidjanak a valtoztatasaval. A
mérések soran felhasznalt szivizomsejtek szamat a zarojelben tiintettik fel.
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IV/8. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabdl szarmazd szivizomsejtek L-tipusu

kalciumaramara

A szelektiv NCX-gatlas tovabbi feltétele, hogy a vizsgalt molekula ne modositsa
jelentés mértékben a felszini membran egyéb ionaramait. A SEA0400 hatasat az
L-tipustu kalciumaramra egész sejtes konfiguracidban fesziiltség-clamp technikaval
mértik, és a hatast egy masik NCX-gatl6, a KB-R7943-mal kapott eredményekhez
hasonlitottuk. A kisérletek megkezdése el6tt legalabb 5 percig figyeltik a mért &ramjelet
és az amplitudo6 csdkkenése esetén a sejtet nem hasznaltuk fel a tovabbi mérésekhez.

Ha az aram amplitidéja stabil volt, akkor a SEA0400 névekvd koncentracioit 4-4
percen keresztll kumulativ moédon alkalmaztuk. Amint az a 11/A-B. abran lathatd, A
SEA0400 - a KB-R9743-hoz hasonldan - dézis-figgd mddon csdkkentette az gy -t. A
KB-R7943 kumulativ dézis-hatas gérbéjének Hill egyenlettel térténd illesztése soran a
félgatlo-koncentracié (ECsp) értékére 3,2+0,36 uM-t kaptunk, mig a Hill koefficiens
értéke 0,9+0,1 volt. A SEA0400 esetében a félgatlo-koncentracid értékére 3,6+0,14 uM-t
kaptunk, mig a Hill koefficiens értéke 1,1+0,01-nek adddott (11/C. dbra). A kapott
adatok alapjan megallapitottuk, hogy mindkét vizsgaland6é szer hasonlo
hataserésséggel blokkolta az L-tipusu kalciumaramot.

A KB-R7943 Ic,-ra kifejtett gatld hatadsa viszonylag gyorsan kialakult (egy
percen belll), stabil maradt, és nagyrészt kimoshaté volt, de az eredeti aram-amplitudét
nem érte el 15 perces kimosas utan sem (12/B. abra). A SEA0400 Ic,-ra kifejtett gatlo
hatasa a KB-R7943 hatasanal lassabban alakult ki (4 perc alatt csupan mintegy 85%-0s
hatds 10 uM alkalmazasa esetén). A kimosas soran az lg, . amplitidéja szinte alig tért
vissza, a szer csak nagyon kismértékben volt kimoshato (12/A. dbra). A két vizsgalt szer
hatasat a fluoxetinével hasonlitottuk dssze, amelyrdl tudjuk, hogy reverzibilisen gatolja
az L-tipusu kalciumaramot (12/C. &bra). Kisérleti kérilményeink kdz6tt a fluoxetin gatlé
hatdsa mar a kimosas 3. perce utan visszatért a kontroll érték kbzelébe, ami azt
bizonyitja, hogy a tapasztalt amplitidocsékkenés nem ,rundown” kdvetkezménye volt,
tovabba a SEA0400 hatdsa valdban csak lassan és csak részlegesen moshatd ki a

szivizomsejtbdl.
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11. abra

A SEA0400 és a KB-R7943 koncentracio fliggé hatasa kutya bal kamrajabol szarmazo szivizomsejtek
L-tipusu kalciumaramanak amplituddjara
Reprezentativ aramgdrbék kontroll kérilmények kézott (Tyrode) illetve egymast kévetden alkalmazott 0,3, 1, 3,
10, 30 uM koncentracioju SEA0400 (A) és KB-R7943 (B) jelenlétében. A SEA0400 (n=8) és a KB-R7943 (n=7)
kumulativ dozis-hatds goOrbéje kutya bal kamrgjabdl szarmazd szivizomsejtek L-tipust kalciumaramanak
amplitadojara (C). A folyamatos vonalak a mért pontok Hill egyenlettel t6rténd illesztésének gorbéje.
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12. abra

A SEA0400, a KB-R7943 és a Fluoxetine hatasa kutya bal kamrajabol szarmazo szivizomsejtek L-tipust

kalciumaramanak amplitudéjara.
Az abran az atlagot jél reprezentaldé mérési eredmények lathatéak. A 10 uM SEA0400 - a 10 uM Fluoxetinehez
hasonloan - nagyon lassU kinetikaval gatolta az |, | -t és ez a hatas nem mutatkozott stabilnak. A kimosas soran a
SEA0400 esetében az |, amplitiddja alig valtozott, csak elenyészé mértékben volt kimoshato, mig a Fluoxetine
hatasa kozel teliesen kimoshatonak bizonyult. A 10 uM KB-R7943 |, -ra kifejtett gatlo hatasa egy percen belll
kialakult, stabil volt, és nagyrészt kimoshaténak mutatkozott, bar az eredeti aram nagysagéat nem érte el 15 perces
kimosas utan sem.
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy okoz-e a SEA0400 illetve a KB-R7943
valtozast az IcyL kinetikai tulajdonsagaiban. Elész6r meghataroztuk az lga
aktivaciéjanak fesziiltség-figgését kontroll kérilmények kdzott, majd 10 uM SEA0400
valamint 10 uM KB-R7943 jelenlétében. A mérések sordn 5 mV-os lépéskdzdkkel -30 és
+40 mV koz6tti, 400 ms hosszu depolarizald tesztimpulzusokat alkalmaztunk -40 mV
tartdpotencialrol. A csatornak vezetéképességét az egyes depolarizaloé fesziltségeknél
mért csucsaram értékekbdl €s az azokhoz tartozd hajtéeré hanyadosabdl szamoltuk. A
hajtéerét az alkalmazott depolarizalé impulzus feszllisége és az aram +55 mV-nak
feltételezett reverzalpotencialjanak kulénbségeként hataroztuk meg. Mindkét szer
minden vizsgalt feszlltségen szignifikansan csOkkentette a kalciumcsatornak
vezetbképességét. A SEA0400 esetében a vezetbképesség csdkkentése erésebbnek
bizonyult a KB-R7943-hoz képest. Ha azonban az eredményeket a +30 mV-nal mért
vezetbképesség értekére - mint maximumra - normalizaltuk, a kapott
vezetbképesség-fesziltség 6sszefliggések csak kismértékben kilénbdztek egymastal,
illetve a kontroll gérbétél. Mindez arra utal, hogy a SEA0400 csak kismértékben, mig a
KB-R7943 egyaltalan nem befolyasolta az lc, aktivacidjanak feszlltség-figgését
(13/A. abra).

Mindkét szer jelentésen médositotta az Igc, steady-state inaktivaciéjanak
feszlltség-fliggését (13/B. abra). Az lg, steady-state inaktivaciéjanak vizsgéalatanal
kettds impulzus protokollt haszndaltunk. Elészér egy 500 ms hosszu -55 és +15 mV
k6z6tti 5 mV-os lépéskdzzel ndvekvd eldimpulzust, ezt kdvetéen pedig egy 400 ms
idétartamu +5 mV-ra depolarizal6 tesztimpulzust alkalmaztunk. A tesztimpulzussal
kivaltott csucsaramokat a —-55 mV el8impulzust kdvetd tesztimpulzussal kivaltott
csucsaram értékére normalizaltuk és a kapott hanyadosokat az alkalmazott el6impulzus
feszilltségének fliggvényében abrazoltuk. Az abrazolt pontokat kétallapotu Boltzmann
flggvénnyel illesztettik. Meghataroztuk az illesztett gérbe meredekségét, valamint azt a
feszlltség értéket, ahol a csatorndk fele volt inaktivalt allapotban (Eos). Az egyes
mérésekbdl meghatarozott félértékfeszliltségeket és a meredekségeket atlagoltuk. A két
szer koézul egyik sem okozott valtozast a steady-state inaktivacios gbérbe
meredekségében, de azt mindkét szer szignifikdns mértékben a negativabb
feszlltségértékek felé tolta el. A gbrbe eltolédasanak mértéke a 10 uM SEA0400
jelenlétében 12+2 mV-nak, a 10 uM KB-R7943 esetében 5+1 mV-nak adddott.
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Megvizsgaltuk a SEA0400 és a KB-R7943 hatasat az I, inaktivacidébdl térténé
visszatérésére is. A méréseknél két azonos, 400 ms hosszd +5 mV-ra t6rténd
depolarizalé impulzust hasznaltunk, ahol a két impulzus kdz6tti idétartamot 50 ms és 3 s
kdzott valtoztattuk. A masodik impulzussal kivaltott lc, -amplitidét az elsé impulzussal
kivaltottra normalizaltuk és az igy kapott hanyadost (Io/l1) a két impulzus kdz6tti idd
flggvényében abrazoltuk. Az &brazolt pontokat monoexponencialis fliggvénnyel
illesztettilk meg (13/C. abra). Mindkét szer hatdsara az L-tipusi Ca®*-csatorna
inaktivaciobodl vald visszatérési idéallanddjanak szignifikans ndvekedését tapasztaltuk.
Mig a kontroll allapotban az inaktivaciébdl valé visszatérés id6éallandoja 301+31,5 ms
volt, 10 uM SEA0400 kezelést kovetéen 1101£230,2 ms, mig 10 uM KB-R7943
jelenlétében 571,3147,6 ms értékeket kaptunk. A 15 perces kimosas utani idéallandé a
SEA0400 esetében 5784859 ms, mig a KB-R7943-nal 292,812 ms volt. A
10 uM SEA0400 altal okozott lassulas Iényegesen nagyobb volt, mint a KB-R7943-nal
tapasztalt valtozas. Lathat6é az is, hogy a KB-R7943 hatasa tokéletesen kimoshato volt,
mig a SEA0400 alkalmazasa utan csak részleges helyreallast tudtunk elérni.

Osszegzésiil megallapithatjuk tehat, hogy a SEA0400 alacsony koncentracidban
(0,3 uM) csak csekély, kb. 5% nagysagu, mig magasabb koncentracidban (1 uM) kb.
20%-0s gatlast okozott az L-tipusi Ca?-aramon. Figyelembe véve az NCX-re
meghatarozott ECso értékeket, azt mondhatjuk, hogy szubmikromdlos koncentracioknal
a SEA0400 viszonylag szelektiv NCX-géatléként viselkedik, mig az 1 uM, vagy annadl
magasabb koncentraciok esetében a molekula Igy-ra iranyuld géatld hatasaval is

szamolnunk kell.
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13. dbra

A SEA0400 és a KB-R7943 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazo szivizomsejtek L-tipusu kalciumaramara
(A) A két szer hatasa lathat6 az I, normalizalt konduktanciajanak fesziltségfliggésére, amelyet az |, aram-
feszliltség Osszefliggésbdl szamitottunk -40 mV és +30 mV kozotti tartomanyban Tyrode-oldatban, 10 uM
SEA0400-ban (n=6) illetve 10 uM KB-R7943-ban (n=7). A membranpotencial fliggvényében feltintetett G,
értékeket a +30 mV-nal kapott, maximdlis értékekre normalizaltuk. (B) Az I, kett6s impulzusprotokollal
meghatarozott steady-state inaktivaciojanak fesziltségfliggése kontroll korilmények kozétt, illetve 10uM SEA0400
(n=7) és 10uM KB-R7943 (n=8) jelenlétében. (C) A SEA0400 (n=5) és a KB-R7943 (n=7) hatasa az L-tipusu
kalciumaram inaktivaciobol vald visszatérésére.
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IV/9. A SEA0400 és a KB-R7943 hatasa kutya bal kamrajabél szarmazd szivizomsejtek

nettd6 membranaramara

Utolsé kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogy gatoljak-e a SEA0400 valamint
a KB-R7943 magas koncentracioi a felszini membran tdbbi ionaramat. Ezt
legegyszeriibben akciés potencial clamp kérilmények kdzott lehet elddnteni, amikor az
egyes ionaramok sajatos "ujjlenyomatai" alapjan a gatolt ionaramokat azonosithatjuk. A
14. abrdn az akciés potencial alatti nettd6 membranaram valtozdsa lathaté 10 pM
SEA0400 valamint KB-R7943 alkalmazasa utan. Az aramgérbe kezdeti szakaszan (az
akcids potencial elsé 30 ms-os tartomanya) mindkét szer egy nagy amplitidoju, gyorsan
inaktivalédd, kifelé iranyuldé aram gatlasat okozta, amely a tranziens outward
K*-aramnak felel meg. A platé alatt egy szintén nagy amplitidéju, de lassabban
inaktivalédé befelé iranyul6 aram gatlasat figyelttk meg, amelyet Icy-ként
azonositottunk (6sszehasonlitasként feltintettik a nisoldipin-szenzitiv dramot, amely
tisztan lgca-nek felel meg). Végal, a termindlis repolarizacié soran ismét egy kifelé
iranyuld aramkomponens gatlasat latjuk, amely valészinlleg a kés6i K™-aram gyors
komponensének és a befelé egyeniranyité nyugalmi K*-aramnak a keveréke. Méréseink
alapjan kijelenthetjik, hogy mind a SEA0400, mind pedig a KB-R7943 magas
koncentracidi - a g, -on Kivil - szamos K*-aram gatlasat is okozzak, tehat magasabb

koncentracidéknal egyik szer sem tekinthet6 szelektiv NCX-blokkol6szernek.
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14. abra

A SEA0400, a KB-R7943 és a Nisoldipine hatasa a nettd6 membranaramra
Az &bran AP-clamp technikaval készilt reprezentativ rekordok lathatéak. Az dramgdrbe 0 vonala alatti terileten a
befelé, mig a 0 vonal feletti terlleten a kifelé iranyulé aram lathaté. Az egyes panelek a vizsgélt szerek altal gatolt
aram idébeli lefutdsat mutatjak az akcios potencial alatt. Az akcios potencial els6é és harmadik fazisdban a kifelé-,
az akcios potencial masodik fazisanak elején pedig a befelé iranyuld aramot gatolta a SEA0400 és a KB-R7943,
mig a Nisoldipine csak az akciés potencial elején, a befelé iranyuld aramot gatolta.
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V. MEGBESZELES

Kisérleteink soran célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk a SEA0400 hatasat a
felszini membran ionaramaira valamint az intracellularis Ca*-tranziens és a kontraktilis
valasz sajatsagaira abbdl a célbdl, hogy meghatarozzuk a SEA0400 terapias hatasainak
lehetséges mechanizmusait, tovabba megallapitsuk, hogy mennyire tekintheté a
vegyulet szelektiv NCX-blokkoldszernek. Révid valaszunk a feltett kérdésre az, hogy
szubmikromdlos koncentraciéknal a SEA0400 egy olyan viszonylag szelektiv NCX-gatlé
molekula, amely specidlis tulajdonsagai folytan (Ca?*-fliggd, dominansan reverse mode
gatlas) nem vezet a sejtek Ca**-mal valé tultdltédéséhez. Magasabb koncentracional a
fokozddd NCX-gatlast j6l kompenzalja az Ic, szintén névekvé gatlasa, amely megdvja
a sejtet a Ca®*-mal valé tultdltédéstsl. llymoédon valik lehetségessé az NCX-et

hatékonyan gatolni anélkill, hogy fokoznank a sejtek Ca®*-terhelését.

V/1. A SEA0400 szelektiven gatolia a Na*/Ca®* cseremechanizmust?

Munkank soran a SEA0400 NCX-gatl6 molekula hatasat tanulmanyoztuk a
szivizomsejtek membranaramaira és Ca?*-haztartasara kutyabél és tengerimalacbol
szarmazd kardidlis preparatumokon. A SEA0400 NCX-gatlé hatasat mar tdbb
munkacsoport is vizsgalta, de a szelektivitds kérdése ezidaig nem volt megnyugtatdéan
tisztazva. Kisérleteink egyik célja éppen a szelektivitds vizsgalata volt egy olyan
preparatumon (kutya kamrai szivizomsejtek), amely ionaramainak valamint
Ca?*-haztartasanak tekintetében meglehetésen hasonlit a human szivizomra.

3 uM SEA0400 nem médositotta a RyR2 Ca**-felszabaditasaért felelés csatorna
vezetbképességét, kinetikai tulajdonsagait. Nem befolyasolta a Ca®*-felszabadulast,
sem a Ca*-felvétel sebességét, tovabba nem véltoztatta meg a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységét. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a SEA0400 nem befolyasolja
kdzvetlenll az SR Ca?'-forgalmat, azaz a szer esetleges Ca?*-haztartasra iranyuld
hatasai kizarélag a felszini membranon kell, hogy érvényesiljenek. Ezzel kapcsolatban
megallapithatjuk, hogy alacsony (szubmikromaélos) koncentracidknal a SEA0400 csak
minimalis gatlé hatast fejt ki az Iga-aramra, mik6zben az NCX-aramot mar jelentés
mértékben gatolja. Mikromdélos, vagy annal magasabb koncentraciok esetében a
molekula lgy -aramra iranyuld gatlé hatasaval is fokozott mértékben kell szamolnunk,

amely azonban terapias szempontbdl kifejezetten hasznos lehet.
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Erdemes ebbdl a szempontbél a SEA0400 és a KB-R7943 vegyiileteket
dsszehasonlitani. Tengerimalacbdl izolalt kamrai sejteken Tanaka és munkatarsai azt
talaltak, hogy leszamitva az g, -dramra iranyuld kb. 10% gatlast, 1 yM SEA0400 nem
mobdositott szignifikdnsan egyetlen ionaramot sem az NCX-aramon Kkivil, mig a
KB-R7943 10 pM koncentracioban a kulénbdzé &ramokat jelentdés mértékben
(60-95%-ban) gatolta. Ugyanakkor az NCX-re iranyuld gatlé hatas ECsy értéke egy
nagysagrenddel alacsonyabb volt a SEA0400 esetében, mint a KB-R7943-nal. Ezzel
teliesen egybecsengenek a kutya NCX-araman és L-tipusu kalciumaraman nyert sajat
adataink, azzal a kilénbséggel, hogy tengerimalacon a SEA0400 egyforma intenzitassal
gatolta a befelé, valamint a kifelé iranyul6 aramokat, mig sajat, kutya kamrai sejteken
végzett Kkisérleteinkben domindansan ‘"reverse mode" gatlast talaltunk. Ami a
birtokdban indokoltnak latjuk valamivel Ovatosabban fogalmazni, mint az emlitett
munkacsoport kutatoi, akik a SEA0400-at 1 uM koncentracidéban is szelektiv szernek
tartottdk. Az lc, . amplitiddjanak 20%-0s csdkkenése (amelyet kisérleteinkben 1 uM
SEA0400 jelenlétében talaltunk) olyan mértékli kalciumbelépés-cstkkenést jelent,
amely nem hagyhaté figyelmen kival a vegyulet hatdsmechanizmusanak elemzése
soran. Az egészen magas koncentracional (10 uM) latott diverz ioncsatornagatlo-hatas
arra utal, hogy ilyen kérllmények kdzott fokozddhat a szer proaritmias hatdsanak

kockazata. Ennek pontos felmérése tovabbi vizsgalatokat igényel.

V/2. A SEA0400 hatasmechanizmusa
A SEA0400 nem mddositotta szamottevéen a bal kamrai nyomas és a

[Ca**|-tranziens amplitidéjat a Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven és
nem volt hatdsa a kutya bal kamrajabél szarmazé szivizomsejtek intracellularis
Ca**-tranziensére és a sejtrovidillésre sem. A SEA0400 a vizsgalt paraméterek kozil

2+]i

egyedll a [Ca“']-tranziens lecsengésének id6allanddjat ndvelte meg szignifikansan

(4/D. abra), amely a molekula hatasanak egyetlen - ugyanakkor rendkivil fontos -
bizonyitéka. Az NCX-gatlas koévetkeztében a [Ca®']-tranziens relaxacidjanak
idsallandéja megnétt, mert az NCX mellett miikddd egyéb Ca?**-eltavolitd
transzportrendszerek nem voltak képesek az NCX kiesését megfelelé6 mértékben
kompenzalni.

A kutya és a tengerimalac sziven végzett kisérleteink alapjan megallapithatjuk,

hogy a SEA0400 altal kivaltott NCX-gatldas nem okozott intracellularis kalcium
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akkumulaciét, mivel sem a [Ca®']

-tranziens amplitidéja, sem a bal kamrai nyomas
illetve a sejtrévidilés mértéke nem valtozott meg szignifikansan SEA0400 jelenlétében.
Mindez igen meglep6é annak tikrében, hogy ma az irodalom egységesen az NCX-et
tartja a sejtbdl tdrténd Ca?*-eliminacié donté tényezéjének (Blaustein és Lederer 1999;
Bers 2000, Bers 2001). A varhaté pozitiv inotrop hatas elmaradasaért kutya és
tengerimalac szivek esetében az aldbbi mechanizmusok teheték feleléssé: 1. A
SEA0400 nagyobb affinitassal gatolta a ,reverse médban” mikdédé NCX-aramot, mint a
Jforward” iranyut, azaz jobb hatasfokkal gatolta a kalciumbelépést, mint a
kalciumkilépést az NCX-en keresztll (10/B,C abra, tovabba Lee és mtsai. 2004). 2. A
SEA0400 NCX-gatldé hatdsa nagymértékben flgg a sejtplazma szabad
Ca?*-koncentraciéjatél (10/C. abra). A sejt fokozodé Ca?*-terhelésekor az NCX-gatlas
csdkken, amely lehetévé teszi a szilkséges mértékii Ca**-eliminaciot, ugyanakkor
fennmarad a kalciumcsatornara iranyulé gatlé hatas (lasd a kdvetkez6 pontban). 3. A
mértékben kompenzélhatja a csbkkent Ca?*-eliminacié kdvetkezményeit. Ebbél
adddoan kevesebb lesz az intracellularis térbe belépd Ca?* mennyisége. A SEA0400
ezen hatasai miatt a kutya és a tengerimalac kamrai szivizman nem alakul ki
intracellularis kalcium akkumulacié az NCX-géatlasanak ellenére sem.

Ezen eredményeink élesen ellentmondanak a kistestli ragcsalokon (patkany és
egér) korabban kapott eredményekkel, ahol a SEA0400 ndvelte a kontrakcié mértékét

#*)-tranziensek amplitidéjat (Acsai és mtsai. 2007, Tanaka és mtsai. 2005). Ez

és a [Ca
azzal magyarazhat6, hogy a kisérleti allatként gyakran haszndlt kis testl ragcsalok a
tébbiekétdl eltéré akcids potencial paraméterekkel és intracellularis iondsszetétellel
rendelkeznek (Blaustein és Lederer, 1999). Patkanyban és egérben az akcios potencial
idétartama sokkal révidebb (50 ms) és az intracellularis Na*-koncentraci6 magasabb
(15 mM), mint mas emlés fajok (tengerimalac, kutya, ember) esetében (Bers, 2001). A
tengerimalac, kutya és az ember kamrai akcios potencialjanak idétartama kb. 250 ms és
az intracellularis Na'-koncentracidja ezekben a fajokban kb. 8 mM (Bers, 2001).
Patkanyban és egérben tehat a révidebb akcidés potencial id6tartam és a magasabb
intracellularis Na*-koncentracié az NCX ,forward mode” mikoédésének kedveznek.
Erthetd, hogy ilyen kérlilmények kdzott az NCX-gatlasat pozitiv inotrop hatas kiséri. Az
irodalmi adatok és a méréseink alapjan elmondhatjuk tehat, hogy az NCX-gatlasa a
révid akcios potencial idétartammal rendelkez6 fajok esetében (patkanyban és egérben)

2+]i

néveli a [Ca™]-tranziens amplitudéjat és a szivizom kontrakciés erejét, ugyanakkor a
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hossz( akciés potencial idétartammal rendelkezd speciesek esetében (beleértve az
embert is), az NCX-gatlas hatasara nem valtozik szignifikansan sem a [Ca®*]-tranziens
nagysaga, sem a kontrakciés er6. A fentiek fontos gyakorlati jentésége egyrészt az
lehet, hogy a kistestli ragcsalék explicite alkalmatlanok az NCX-gatldé szerek hatasanak
tanulmanyozasara, illetve relevans human kovetkeztetések levonasara. Masrészt a
SEA0400 specialis tulajdonsagai révén alkalmas lehet bizonyos kéros allapotok klinikai

kezelésére.

V/3 A SEA0400 alkalmazéasanak terapias lehetdségei

A miokardialis iszkémia kialakuldsa soran acido6zis |ép fel, az intracellularis
Na‘-koncentraci6 megemelkedik, amely véglil az NCX-en keresztll csbkkent
Ca®*-eliminacidhoz illetve fokozott Ca®*-belépéshez vezet. Az iszkémiat taléld
szivizomsejtekben a megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié a korai reperfiizié
alatt halmozott aritmidkat okozhat. A Ca®*-tlltdltédés kialakulasa és ezéltal az aritmiak
létrejotte az NCX szelektiv gatlasaval megakadalyozhaté (Imahashi és mtsai.,1999;
Murphy és mtsai.,1999; Miura és mtsai.,1997; Imanishi és mtsai., 1998). A késéi (és
egyes esetekben a korai) tipusu utddepolarizacidk kialakuldsa dénté mértékben a
thltelitett SR-b6l t6rténd robbanasszerli Ca®*-felszabaduldsnak kdszénhets. Ha az
intracellularis térben a Ca?*-koncentracidja megemelkedik, akkor az NCX a Ca?'-ot
Na*-ra cseréli, amely elektrogén folyamat révén depolarizalja a membrant. Tehat az
NCX-gatlasaval egy fontos proaritmids mechanizmus iktathaté ki anélkil, hogy a
Ca?*-tultdltédés fenyegetésével kellene szembenézni.

A SEA0400 NCX-csatornan kifejtett gatlé hatasat az intracellularis Na* er6siti és
az intracellularis Ca®* gyengiti (Lee és mtsai, 2004.; lwamoto és mtsai, 2007.). Ez
megmagyarazza, hogy a SEA0400 miért véd az iszkémia/reperfuzié okozta
Ca?*-tultdltédés ellen. Az iszkémia/reperfuzié fennallasakor az NCX féleg ,reverse”
moédban mikddik, mert a szivizomsejtben magas a Na*-koncentracié. Mivel a SEA0400
ilyenkor hatékonyan gatolja a dominansan "reverse" modban mikdédé NCX-et, amelyet
nagyon hasznosan Kkiegészit a szer Igyi-ra iranyul6 gatld hatdsa, elmarad a
szivizomsejtek fokozott Ca®'-terhelése és a kdvetkezményes reperflziés aritmiak
kialakulasa.

Az NCX-aram és az lca, egylttes gatlasa csdkkenti a szivizomseijtbe juté Ca?*
mennyiségét. Ezen 0j Ca®* egyensulyi allapotnak kdszdnhetéen a szivizomsejtbe
kevesebb Ca?* jut be, igy a kisebb mennyiségii Ca** eltavolitisdhoz kevesebb ATP
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felnasznalasra van szikség. A SEA0400 ezen hatasa kilénésen kedvezé lehet
iszkémias/reperfuzidés epizédok utan, amikor a szivizomsejtekben ATP deplécié alakul
ki. Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a SEA0400 egy igéretes NCX-blokkolészer,
amelynek féleg az iszkémia/reperfuzioval egylttjard kéros allapotok kezelésében lehet

szerepe.

VI. OSSZEFOGLALAS

A natrium-kalcium cseremechanizmus (NCX) kdbzponti szerepet jatszik a
szivizomsejtek Ca®*-homeosztazisaban, a Ca®"-eliminacié legfontosabb cellularis
mechanizmusa. Patolégias koérilmények kozodtt szerepet jatszik életveszélyes
szivritmuszavarok kialakulasaban. Az NCX szelektiv gatlasaval ezen aritmidk
kialakuldsa megel6zheté. Az irodalomban eddig sokféle NCX-gatlét leirtak, de szinte
valamennyirdl bebizonyosodott, hogy megfelelé szelektivitas hidnydban terapias
felnasznaldsra csak korlatozott mértékben Ilehetnek alkalmasak. A kdzelmultban
szintetizalt SEA0400 kodjeld 0j NCX-gatldé molekulat az irodalmi adatok szerint
szelektivnek és terapiasan igéretesnek tartjak.

Kisérleteink soran célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk a SEA0400 hatasat a
felszini membran ionaramaira valamint az intracellularis Ca*-tranziens és a kontraktilis
valasz sajatsagaira abbdl a célbdl, hogy meghatarozzuk a SEA0400 terdpias hatasainak
lehetséges mechanizmusait, tovabba megallapitsuk, hogy mennyire tekintheté a
vegyulet szelektiv NCX-blokkol6szernek. Kisérleteinkhez olyan preparatumokat
valasztottunk (kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejtek és tengerimalac dobogé szive),
amelyek elektrofizioldégiai sajatsagai nagymértékben hasonlitanak a human kamrai
szivizoméhoz. Vizsgalatainkat elektrofiziol6giai (patch-clamp) és optikai (fluorimetria)
mébdszerekkel végeztik. Megallapitottuk, hogy:

1. Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven és kutya bal kamrajabdl

*]-tranziens

szarmazé szivizomsejteken a SEA0400 nem befolyasolta sem a [Ca
amplitudéjat, sem a bal kamrai nyomast, illetve a sejtrévidulést.

2. A SEA0400 nem befolyasolta sem a HSR vezikulakbdl térténé Ca®*-felszabadulast,
sem az LSR vezikuldkba torténdé Ca®*-felvételt, sem a RyR2 receptorok kapuzasi
sajatsagait, sem a szivizomsejtek kontraktilis fehérjéinek Ca®*-érzékenységét.

3. A SEA0400 kutya bal kamrajabdl szarmazé szivizomsejteken koncentracié-fliggé
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maédon gatolta mind a befelé iranyuld, mind pedig a kifelé iranyul6 NCX-aramot. A
SEA0400 er8sebb gatldo hatast fejtett ki a kifelé iranyuld, mint a befelé iranyuld
NCX-aramra, hatasat csokkentette az intracellularis  Ca®*-koncentracio
emelkedése.

4. A SEA0400 koncentracio-fliggé médon gatolta az L-tipusti Ca®*-aramot is, de egy

nagysagrenddel magasabb félhatasos koncentraciéban, mint az NCX-aramot.

Eredményeink alapjan ugy gondoljuk, hogy szubmikromoélos koncentraciéban
alkalmazva a SEA0400 egy olyan viszonylag szelektiv NCX-gatl6 molekula, amely
specidlis tulajdonsagainak kdszénhetéen (Ca®*-fliggd, domindnsan reverse mode
gatlas) nem vezet a sejtek Ca?*-mal valé tlltdlt6déséhez. Magasabb koncentracional a
fokoz6d6 NCX-gatlast j6l kompenzalja az I, szintén ndvekvd gatlasa, amely megdvja
a sejtet a Ca*-mal valé tultdltddéstsl. llymoédon valik lehetségessé az NCX-et
hatékonyan blokkolni anélkill, hogy fokoznank a sejtek Ca®*-terhelését. A SEA0400-nak
fenti tulajdonsagai alapjan varhatéan az iszkémia/reperfuziéval egyittjaré koros

allapotok kezelésében lehet szerepe.
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