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|. BEVEZETES

I/1. A szivizomsejtek kalcium homeosztazisa

A sziv ritmikus mdkoédését a sinuscsomdban kialakuld6 és onnan az
ingertletvezetd rendszeren, majd a munkaizomzaton tovaterjed6 akcids potencialok
hozzak létre. A membranpotencial-valtozasok kovetkeztében az intracellularis
kalciumkoncentracié ([Ca®']) atmenetileg megemelkedik (ezt [Ca®']-tranziensnek

2+]i

nevezzlk), amely aktivalja a kontraktilis rendszert. A [Ca“"] megndvekedésében, tehat a

2], emelkedés

[Ca®*]-tranziensek kialakuldsaban, harom mechanizmus vesz részt. A [Ca
kisebbik részéért az extracellularis térbél a sejtmembran L-tipust Ca®*-csatornain (lcay)
keresztll belépé Ca?* felelés. A [Ca®*]i emelkedés nagyobbik része a szarkoplazmatikus
retikulumbél (SR) felszabadulé Ca®*-hoz kéthetd, amely az SR membranjaban talalhaté
Ca?*-csatornakon, a ryanodin-receptorokon (RyR2) keresztill 1ép ki az SR (rterébdl. Az
intracellularis  térbe  ker(lé kalcium ionok harmadik forrdsa a Na'/Ca®
cseremechanizmus (NCX) lehet, amely az akcidés 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 belill szabadda valé
Ca®* egy része specidlis Ca®-kotd fehérjékhez  kapcsolédik, melyek
konforméaciévaltozasa kdzvetit a sejten belilli Ca?*-szintben bealld valtozasok és az
élettani funkcié kdz6tt. Az 6sszehluzddast a vekony filamentumon elhelyezked troponin
komplex szabalyozza, amely a Ca** megkdtése utan lehetdvé teszi a vékony és a
vastag filamentumok kozo6tti kdtés kialakulasat, ezaltal a szivizomsejt megrovidiilését.
Az energiaigényes folyamat akkor zarul le, amikor a Ca®*-szint az 8sszehlizédas elétti
nyugalmi értékre tér vissza. A Ca®*-tranziens relaxaciéja is harom kompetitiven miikddé
mechanizmus eredménye. A sejtplazma szabad Ca?*-tartalmanak legalabb kétharmadat
az SR veszi vissza az SR membranjaban 1évé Ca?*-ATP4az (SERCA) segitségével. Az
NCX fajtél fiiggden a sejtplazma szabad Ca?*-tartalmanak 7-30%-at tavolitja el a sejtbdl
és csak egy igen kis Ca?* mennyiség tavozik a lassti Ca**-transzport rendszereken: a
szarkolemmalis Ca?*-ATPazon és a mitokondridlis Ca®*-transzporton keresztill.

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

A seijt fiziolégias miikddéséhez nélkiilozhetetlen a Ca®*-egyensuly. Fontos, hogy
a be- és kiaramlé Ca®** mennyisége szélsdséges koriilmények kdzdtt is hosszu 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



emlés sejttipus felszini membranjaban megtaldlhaté, a szivizomban mar 40 éve
azonositottak. Az NCX elektrogén voltat el6szér Mullins vetette fel felismerve, hogy a
cseremechanizmus 3 Na*/1 Ca®* ionarannyal miikddik. A cseremechanizmus mindkét
iranyba funkcional: lehetséges 3 Na* transzportja intracellularis iranyba és 1 Ca?*
transzportja extracellularis iranyba vagy forditva. Az NCX aktualis mikédésének iranyat
az elektrokémiai hajtéeré hatarozza meg, amely a mindenkori membranpotencial és az
NCX egyensulyi potencidljanak kilénbségébél szamithatdé. A hajtéer6 nagysaga és
ezért a transzport intenzitasa tehat a megfelel6 ionkoncentracioktédl (az extracellularis és
intracellularis tér Na*- és Ca®*-koncentraci6itdl), valamint a membranpotencial
nagysagatol figg. Fentiek értelmében az NCX mikédhet ugy, hogy befelé iranyuld
(inward) aramot generalva Ca®*-ot tavolit el a sejtbd! ("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?'-tartalmanak
szabalyozdsa révén, masrészt a mikédése sordn keletkezd ionaram miatt - jelentés
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kulcsfontossagu lehet.

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

A miokardialis iszkémiat kiséré két legfontosabb biokémiai valtozas az anaerob
kérilmények kévetkeztében kialakulé acidézis és a csbékkent ATP termelés miatt
létrejové ATP-deplécié. Az ATP-deplécié tovabbi kdvetkezménye a Na'/K™ pumpa
csOkkent mikddése, amely az intracellularis Na* felhalmozédasahoz vezet, amit
sllyosbit a Na*/H* cseremechanizmuson keresztlil megvaldsuld tovabbi Na*-belépés. A
megndvekedett intracellularis Na*-koncentraci6 az NCX-en keresztiil csdkkent
Ca®*-eliminécidhoz illetve fokozott Ca®*-belépéshez vezethet. Az iszkémiat tléld
szivizomsejtekben a megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié a korai reperfiizié
alatt aritmiakat okozhat. A Ca®*-tlltdlt6dés kialakulasa és ezaltal az aritmiak létrejtte az
NCX szelektiv gatlasaval megakadalyozhatd. Az NCX-gatlasaval mérsékelheté mind a
korai mind a kés6i tipust utédepolarizaciok kialakulasa. A "forward mode" gatlas
kdvetkeztében kisebb lesz ugyanis az a befelé iranyulé &aram, amely az
utddepolarizacids epizédokat kivaltja, mig a "reverse mode" gatlas csdkkenti a sejtbe
beléps Ca®* mennyiségét.

A digitalisz szarmazékok, mint pozitiv inotrop hatasu szerek, féleg a Na*/K* ATPaz
gatlasa dtjan hatnak. Az intracellularis térben a megndvekedett Na*-koncentracio



hatdsara az NCX a Na*-ot kifelé, mig a Ca®*-ot a szivizomsejtbe széllita. Az
intracellularis térben a megndvekedett Ca®*-koncentracié erdsebb kontrakciét fog
kivaltani. Digitalisz-intoxikacié soran a szivizomsejtek taltdltédnek Ca®*-mal és aritmiak
alakulnak ki. "Reverse mode" NCX-gatlassal a digitalisz-aritmia kivédhet6, hiszen
ilymédon megeldzhetd a szivizomsejt Ca®*-mal valé tultdltédése és a kdvetkezményes

utdédepolarizacidk kialakulasa.

I/4. A Na*/Ca®* cseremechanizmus gatlok farmakoldgidja

Ha egy transzportrendszer miikddését kivanjuk vizsgalni, akkor célszerd, hogy
legyen egy szelektiv gatldészerink. Ez a feltétel az NCX esetében jelenleg csak
kompromisszumokkal teljestil. 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 gatoljak a Na*/H* cseremechanizmust is. Néhany kétszeresen
illetve haromszorosan pozitiv kation is gatolja az NCX-et. Ezek kézil leggyakrabban a
nikkel ionokat hasznaljak NCX-gatlasra, mivel gatlé hatasuk reverzibilis. Mivel ezek a
polivalens kationok mas kationcsatornakat is gatolnak, nem tekintheték szelektiv
NCX-gatlészereknek.

Az elmult években U] fejlesztési, hatasos NCX-gatlék kerlltek bemutatasra. Ezen
molekulakat az NCX Ca?*-homeosztazisban betdltdtt szerepének a tanulmanyozasara
hasznaltdk intakt sejtekben fizioldgias kdérilmények kozoétt. llyen vegyllet az SN-6
(2-[4-(4-nitrobenzyloxy)benzyl]thiazolidine-4-carboxylic acid ethyl ester), amely egyarant
kedvezéen csdkkenti az intracellularis Na*-aktivalt Ca®*-bearamlast és az intracellularis
Ca?*-aktivalt Na*-bearamlast. A molekula mar alacsony dézisban hatasosan véd a
hipoxia/reoxigenizacié indukalta sejtkdrosodas ellen. A szert hipoxias/iszkémias
allapotokban javasoljak.

Bar a fenoxi-benzil szarmazék KB-R7943-at (2-[2-[4-94-nitrobenzyloxy)-
phenyllethyl]-isothiourea) is az NCX szelektiv gatlasa céljabdl fejlesztették ki, a
farmakoldgiai vizsgalatok hamar bebizonyitottdk, hogy mar alacsony koncentraciéban
gatolja a Na*-aramot, az L-tipust Ca**-aramot és a kiilénbdz6 K*-aramokat. Jelenleg a
legszelektivebbnek tartott és ezért a leggyakrabban alkalmazott NCX-gatlé molekula az
anilin szarmazékok kézé tartozé6 SEA0400 (2-[4-[(2,5-difluorophenyl)-methoxy]phenoxy]-
5-ethoxy-aniline).



I/5. A SEA0400 ismert hatdsai
A SEA0400 a kisérleti koérGlmények és az alkalmazott szerkoncentracidk

flggvényében csOkkentette tengerimalac szivizomsejteken a befelé valamint kifelé
irdnyuld NCX-aramokat. A SEA0400 eziranyu hatasa tizszer er6sebb volt a korabban
emlitett KB-R7943 hatasahoz képest. Megvizsgaltak a SEA0400 kétédését kildnbdzd
receptorokon, ioncsatornakon, transzportereken és ugy talaltak, hogy a vegydlet erésen
szelektiv. A SEA0400-nak nem volt szignifikans hatdsa 1 yM koncentracioban sem a
gyors Na'-dramra, sem a vizsgalt K'-aramokra tengerimalacbol izolalt kamrai
szivizomsejteken.

A vegyulet szignifikansan cstkkentette iszkémia/reperfuzié utan az infarktusos
terllet nagysagat patkanyon, valamint nagytest allatmodelleken (kutyan és sertésen).
Kutydn a SEA0400 az NCX-blokkolasan keresztill jelentésen csokkentette a
digitalisz-tuladagolas altal kivaltott aritmiak gyakorisagat, tovabba a korai és késdi
utddepolarizacidk kialakulasat. 1zolalt nyul sziven a SEA0400 koncentracié-figgd
moddon csodkkentette az infarktus nagysagat és 1 uM koncentraciéban javitotta a
posztiszkémias funkcid visszatérését. A SEA0400 NCX-re vonatkoz6 szelektivitasat in
vivo és in vitro kérilmények kdzott egyarant jonak talaltdk. Mivel a vegyllet minden
vizsgalt iszkémia/reperfuzios modellben csdékkentette az infarktusos teriilet nagysagat
és javitotta a miokardialis funkcioét, a SEA0400 NCX-gatlé6 hatasat a klinikumban is
igéretesnek prognosztizaljak.

Az irodalmi adatok alapjan ugy tlnik, hogy a SEA0400 egy igen hatasos és
valészinlileg magas szelektivitdssal rendelkezé klinikailag igéretes NCX-gatlészer.
Ezért thztik ki célul, hogy megvizsgéljuk 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 emlésdk
szivmilkddése mind elektrofiziolégiai szempontbél, mind a Ca®*-haztartas
szempontjabdl nagyon jelentés kilénbségeket mutat. Kisérleteinkhez ezért elsésorban
kutya szivet hasznaltunk, mert elektrofiziologiai sajatsagai (akcidés potencial és

transzmembran ionaramok) alapjan ez hasonlit legjobban a human szivhez.



Il. CELKITUZESEK

Kisérleteink célia a SEA0400 kédjeli NCX-gatl6 membranaramokra és a
szivizomsejtek Ca?*-haztartasara kifejtett hatasainak részletes analizise volt kutyabél és
tengerimalacbdl szarmazo6 kardialis preparatumokon. Ezen belll a kbévetkezd konkrét

kérdések tisztazasat tliztik ki célul:

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

2. Milyen hatasa van a SEA0400-nak a kutyaszivbdl izolalt SR vezikulakbdl térténd
Ca**-felszabadulasra és a vezikulak Ca**-felvételére?

3. Mobdositja-e a SEA0400 a lipidkettésrétegbe beépitett izolalt RyR2 csatornak
kapuzasat?

4. Befolyasolja-e a SEA0400 a kontraktilis fehérjék Ca®*-érzékenységét?

5. A SEA0400 NCX-gatlé hatasan tulmenden moédositja-e a Ca®*-haztartds masik
fontos tényezdjét, az L-tipusi Ca®**-csatornan keresztil beléps Ca**
mennyiségét?

6. Milyen tovabbi iondramokat gatolhat a SEA0400 kutya kamrai szivizomsejteken,
vagyis mennyire tekintheté a SEA0400 NCX-gatldé hatadsa szelektivnek?

7. Osszevetheté-e a SEA0400 Ca?*-haztartasra és kontraktilitasra iranyulé hatasa

kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejteken és dobogd tengerimalac sziven?

Fenti kérdésék megvalaszolasa lehetévé teszi annak megitélését, hogy
tekinthet-e a SEA0400 az NCX szelektiv gatlészerének és klinikailag igéretes hatasu

vegyuletnek.



l1l. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11/1. Elektrofiziol6giai vizsgalatok

Il/1.1. Szivizomsejtek izolalasa kutya bal kamrajabdl

Elektrofiziologiai méréseinkhez enzimatikusan izolalt kutya kamrai szivizomsejteket
hasznaltunk, amelyeket szegmentperfuziés eljarassal nyertiink. Az allatok altatasa utan
eltavolitottuk a szivet, majd Tyrode-oldattal atmostuk. Kanulaltuk a bal elllsé leszallo
koronéaria artériat (LAD) és a preparatumot kalciummentes JMM oldattal 5 percig
perfundaltuk. Ezutdn 1 mg/ml CLS-2 tipusu kollagenaz enzimet, 2 mg/ml borju szérum
albumint és 50 uM CacCl,-ot tartalmaz6é JMM oldattal kb. 30 percig emésztettilk a szivet
37 °C-on. Az igy nyert izolalt bal kamrai sejteket a felhasznalasig JMM tépoldatban
15 °C-on taroltuk.

Ill/1.2. A Na*/Ca®* cseredram mérése feszliltség-clamp technikéval

Az NCX-aramot kutya kamrai szivizomsejteken patch-clamp technika teljes-sejtes
extracellularis oldatot hasznaltunk. Az oldathoz 20 uM ouabaint, 1 uM nisoldipint és 50
uM lidocaint adva a Na*/K* pumpa aramat, a Ca®*-aramot és a Na*-aramot gatoltuk. Az
NCX-aram méréséhez hasznalt haromszdég alaki rampa protokollt, amelynek
meredeksége 100 mV/s volt, 20 masodpercenként ismételtik. llyenkor a membrant -
40 mV tartéfeszlltségrél elészér +60 mV-ra depolarizaltuk, majd -100 mV-ra
hiperpolarizaltuk és végul a tartéfeszilltségre allitottuk vissza a membranpotencialt. Az
outward és az inward NCX-aramokat rendre +40 és -80 mV feszlltségeken olvastuk le.
A Kkontroll aramgérbék rogzitése utan alkalmaztuk a SEAO0400-t, végil a teljes
NCX-aramot 10 mM NiCl, hozzaadasaval gatoltuk. llymédon az NCX-aramot a
NiCly-szenzitiv aramként definialva megallapitottuk, hogy az aram mekkora hanyadat
gatolta a SEA0400.

I1l/1.3. Az L-tipust Ca®*-dram mérése fesziiltség-clamp technikdval

Az lca-aramot kutya kamrai szivizomsejteken patch-clamp technika teljes-sejtes
konfiguraciéjaban 37°C-on mértik Tyrode-oldatban. A kalium dramokat a
pipettaoldathoz adott 20 mM tetraetiiammonium és a perfundalé oldathoz adott
3 mM 4-aminopyridin segitségével gatoltuk. A tartéfesziltség értékét -40 mV-ra allitottuk
be, mely 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
hosszu +5 mV feszlltségre térténé depolarizacidval valtottuk ki. Az g, mérése soran a

mintavételezés az elsé 20 ms soran 20 ps-onként, ezt kdvetéen 200 ps-onként tértént.

Il/1.4. lonarammérések akcios potencial clamp technikaval

Az akciés potencial clamp technika a feszlliség-clamp technika egy olyan
specialis valtozata, amely lehetévé teszi valamely ionaram profiljanak lathatéva tételét
az akcios potencial alatt. Az akciés potencial clamp technika alkalmazasakor elészér
régzitentink kell a sejt sajat akciés potencialjat aram-clamp kérilmények kdzétt. Ha ezt
a feszlltségmintazatot parancsjelként jatszuk vissza feszlltség-clamp tizemmédban, az
akcios potencial alatt regisztralt aramjeliink nulla lesz, hiszen az egészséges seijt
szamara semmilyen kilsé aramra nincs ahhoz szilikség, hogy sajat akciés potencialjat
fenntartsa. Akciés potencial clamp technikaval elvileg barmely aramot lathatéva
tehetlink, mert annak specifikus gatlészerét alkalmazva megjelenik a gatolt aram akcios
potencial alatti teljes profilja ellentétes el6jellel. Ebben az esetben ugyanis az akcios
potencial normalis lefutdsdhoz szikséges ionaramok egyikét - azt, amelyiket
blokkoltunk - intracellularis er6siténk fogja biztositani. Az egyes ionaramok
"ujjlenyomatainak” ismeretében megallapithatd, hogy a vizsgalt molekula milyen
ionaramokat gatol, vagy aktival. Az akciés potencial clamp mérésekhez a hagyomanyos
feszlltség-clamp technikanal alkalmazott mérérendszert hasznaltuk.

I1l/1.5. lonarammeérések kutyaszivbdl izolalt és mesterséges lipidkettésrétegbe agyazott
ryanodin receptoron

Kutya szivének bal kamrgjabdl nehéz SR vezikuldkat izoldltunk, majd a
szolubilizalt RyR2-t tisztitottuk. A RyR2-t lipidkettésrétegbe épitettik be, majd ezt a
kettésréteget egy 250 um atmérdji nyilasra feszitettilk ki. A kettdsréteg egyik oldalat
cisz oldalnak, a masikat transznak neveztik el, ezen utébbit elektromosan féldeltiik. A
feszlltség-clamp koértGlmények kdzo6tt kapott dramjeleket 1 kHz frekvencian 8 pélusu
Bessel sziir6 segitségével szlrtik, majd 3,3 kHz-en anal6g-digitalis atalakitas utan
rogzitettik. 250 mM K*™ot hasznalva toltéshordozéként a 400 pS-nél magasabb
vezetbképességgel rendelkez6 csatorndkat tekintettik RyR2-nek. A SEA0400
hozzaadasa a cisz (citoplazmatikus) oldalon tértént. Minden kisérlet végén 2 uM

ryanodint adtunk a cisz oldal folyadékahoz a csatornabeéplilés iranyanak megallapitasa



céljabol. A méréseket 23 °C-on végeztilk, a szabad Ca**-koncentracié értékeit mindkét
kompartmentben a Fabiato altal k6zélt szamitégépes 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 300-500 g tdbmegl him tengerimalacokat elaltattuk, majd mellkasuk megnyitasa
utan a szivet gyorsan eltavolitottuk és a Langendorff perfizidés rendszer kaniljéhez
rogzitettiik. Perisztaltikus pumpa segitségével a koronariakat 37 °C-os Krebs oldattal
perfundaltuk. A bal kamrai nyomas folyamatos mérésére egy a bal kamra Uregébe
helyezett Braun 2021-02 tipusu artérias nyomasmérét alkalmaztunk. A sziv ingerlése
200/perc-es frekvenciaval a bal pitvar Uregébe vezetett elektroda segitségével tortént.
Az [Ca*|-tranziensek mérése egy acetoxi-metilészter formajaban bejuttatott
kalciumérzékeny fluoreszcens festék, a Fura-2 segitségével tortént. A festéket 340 és
380 nm-es hullamhosszon gerjesztve, az emittalt fényt 510 nm-en &sszegydljtve

2*)-tranzienseket. Az [Ca®'];

Deltascan rendszer segitségével regisztraltuk a [Ca
szamolasahoz a hattérre-korrigalt fluoreszcencia intenzitasok hanyadosat (Fszso/F3so)
hasznaltuk. Az analég fluoreszcencia jeleket és nyomasértékeket 1 kHz gyakorisaggal
mintavételeztik. Mindkét esetben 10 egymast kbvetd kontrakcidé soran mért értékek
atlagat képeztik, és az igy kapott adatokat a késébbi elemzés céljabol szamitdégépen

rogzitettik.

/2.2. A [Ca®] véltozasok és a sejtrévidiilés kévetése kutydbdl izolalt kamrai
szivizomsejteken

A korabban leirt médon, szegmentperfiziés technika alkalmazasaval nyert
szivizomsejteket 2 pM Fura-2-AM jelenlétében 30 percig inkubaltuk, majd
Tyrode-oldatban 37 °C-on tartottuk. A sejteket extracellularisan elhelyezett platina
elektrédaparon keresztil 1 Hz frekvencian ingereltik. A sejteket xenon ivlampa
segitségével 360 és 380 nm hullamhosszusagu fénnyel gerjesztettik. Az alkalmazandé
hullamhosszokat galvanometrikus monokromator segitségével valasztottuk ki. Az
emittalt fényt egy szlrén keresztlil egy fotoelektronsokszorozéval detektaltuk. Az igy
kapott optikai jeleket az Acquisition Engine Program alkalmazéséaval régzitettik és

2+]i

analizaltuk. A [Ca“"]; valtozasait a 360 és a 380 nm hullamhosszak altal gerjesztett



fluoreszcencia intenzitas hanyadosaval jellemeztik (Fsgo/F3g0). Az igy kapott értékeket
minden esetben a nemspecifikus hattérre és a kioltasra korrigaltuk. A sejtrévidilés
méréséhez videddetektor rendszert hasznaltunk és a rovidilés mértékét minden

esetben a diasztolés sejthossz szazalékdban adtuk meg.

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

A HSR vezikulakat kutya balkamrai miokardiumbdl izolaltuk. A vezikulakbdl
torténé Ca®*-felszabadulas és a vezikulakba iranyulé Ca®'-felvétel nagysagara az
extravezikularis térben bekdvetkezé Ca®*-koncentracid valtozasokbdl kdvetkeztettiink,
melyeket 0,25 mM antipyrylazo Il metallokrom festék segitségével, 37 °C-on kovettiink
nyomon. A méréseket 1x1 cm alapd kivettakban, Fluoromax spektrométerben
végeztiik. A vezikulan kivili Ca®*-koncentraciét a masodpercenként mintavételezett 710
és 790 nm hullamhosszokon térténd fényelnyelés kalonbségébdl szamoltuk, majd
analog-digitalis atalakitas utdn a késobbi kiértékelésig szamitdgépen rogzitettik. A
kivettdban a vezikulak kalciummal valo téltését megfeleld6 mennyiségi CaCl,
hozzdadasaval, a Ca**-felvétel elinditdsat 1 mM ATP hozzdadasaval végeztik. Az
ATP-ADP atalakulas befejezése utdn az extravezikularis Ca®*-koncentraciét Ca®*
hozzdadasaval 20 uM értékre allitottuk be abbdl a célbdl, hogy a RyR2 csatornak
aktivalt allapotba keriilienek. A Ca®*-kiaramlas stabilizalédasat kdvetéen alkalmaztuk a
SEA0400-at. Kbzvetlenlil a SEA0400 hozzdadasa el6tt és utan meghataroztuk a
kalciumfelszabadulas mértékét, amelyet a gbérbe meredekségébdl szamoltunk. A
SEA0400 hatasat megvizsgaltuk a nyugalomban 1évd (zart) RyR2 csatornakra is.
ilyenkor a vezikulak téltése utan az extravezikularis Ca®*-koncentracit 2 uM értékre
allitottuk be - ilyenkor a csatorna aktivacidja viszonylag csekély mértéki - majd
SEA0400 kezelést végeztiink. A Ca®*-kiaramlas mértékét a fényintenzitas valtozasabol
vezikulak telies Ca®*-tartalmat felszabaditottuk.

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
koncentrécidival. 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 éatlagot ol
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reprezentald 30 és 150 s kdz6tti id6étartam analizise soran.

I1l/2.4. Kontraktilis funkciok vizsgalata kutyabdl izolalt permeabilizalt szivizomsejteken

A lefagyasztott szdvetmintakbdl kilénalld sejteket mechanikai izolacié
segitségével allitottunk el6. Az izolalt sejtek membranjat a mérés el6tt 5 percig 0,5%-0s
triton-X-100 kezeléssel aspecifikusan permeabilissa téve ,kémiailag nyuzott”
szivizomsejteket allitottunk eld, amely lehetévé tette a miofibrillaris funkcidék kontrollalt
kérilmények kozott térténd vizsgalatat. A mechanikai mér6érendszerben elhelyezett
szivizomsejt egyik végét érzékeny er6mér6hdz, masik végét egy piezoelektromos
motorhoz régzitettik. A szivizomsejtek kontraktilitdsat izometrias kérdlmények kozott
15°C-on rogzitettilk. A mérésekhez sziikséges relaxalé és aktivald oldatok dsszetételét
a szamitogépes program szerint hataroztuk meg. Az alap relaxalé és aktivalé oldatok
Ca®*-koncentraciéja rendre pCa=10 és pCa=4,75 volt. A két oldat aranyanak

s s

s s

meghatarozva lehetéség nyilt a Ca®*-érzékenység gorbéjének megszerkesztésére, és
ebbsl a félmaximalis erét eredményezé Ca®*-koncentraci6, az igynevezett pCasy érték,

meghatarozasara.

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.
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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

keresztil 6 Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven. Nem talaltunk
szignifikans valtozast a szisztolés nyomasban, (kontroll kérilmények kdzott 55,5+2,7
Hgmm, mig 0,3 és 1 uM SEA0400 jelenlétében rendre 58,6+3,5 és 53,0+3,9 Hgmm), a
végdiasztolés nyomésban (a kontroll esetében: 6,0+0,2 Hgmm, mig 0,3 és 1 uM
SEA0400 jelenlétében rendre 6,8+0,4 illetve 6,4+0,4 Hgmm) és a pulzusnyomasban
sem (rendre 49,5+28, 51,8+3,5 és 46,6+3,8 Hgmm). A fluoreszcencia-hanyados
értékeket, amelyekkel az intracellularis kalciumtranziens paramétereit jellemeztik, a
SEA0400 szintén nem valtoztatta meg. A fluoreszcencia-hanyados csucsértékei a
kdvetkezdk voltak: kontroll kérilmények kézott: 1,04+0,01, mig 0,3 és 1 uM SEA0400
jelenlétében rendre 1,04+0,02 és 1,05+0,03. Az alapvonalnal mért fluoreszcencia-
hanyadosok rendre a kévetkez6k voltak: 0,81+£0,04, 0,81+0,04 és 0,83+0,04, mig a
fluoreszcencia-hanyadosok amplitudéi: 0,23+0,03, 0,22+0,03 és 0,22+0,03. Ezen
paramétereket valamennyi esetben az id6 flggvényében abrazoltuk. Egyik
paraméterben sem talaltunk szignifikans valtozast SEA0400 jelenlétében.

Megvizsgaltuk azt is, hogy okoz-e a SEA0400 valamilyen valtozast a bal kamrai
nyomasgorbék és a kalciumtranziensek kinetikai paramétereiben. Meghataroztuk a bal
kamrai nyomds, valamint a kalciumtranziens csucsértékének kialakulasaig eltelt idét
(TtP), a félrelaxaciés id6t (HRT) és a bal kamrai nyomasgérbe id6 szerinti elsé
derivaltjanak maximum és minimum értékeit a szisztolé illetve diasztolé alatt (+dP/dt,
-dP/dt). Nem talaltunk szignifikdns valtozast ezen paraméterek vizsgalata soran. A
kalciumtranziens lecsengésének id6allanddjat monoexponencialis  flggvénnyel
hataroztuk meg a relaxacié 30%-atél a 90%-aig terjedd szakaszanak illesztésével. Bar
0,3 és 1 uM SEA0400 nem valtoztatta meg szignifikdnsan sem a HRT, sem a TiP
értékeit a kalciumtranziens esetében sem, a kalciumtranziens lecsengésének
idéallandojat viszont szignifikansan ndvelte 127+7 ms-r6l 0,3 uM SEA0400 jelenlétében
1657 ms-ra, mig 1 uM SEA0400 esetében 177+14 ms-ra. A Kkalciumtranziens
lecsengésének elnyuldsa azért fontos, mert ez bizonyitja, hogy a SEA0400 valéban
kifejtette hatasat az NCX-re. Ezen eredményeinket 6sszefoglalva azt allapithatjuk meg,
hogy a SEA0400 tengerimalac sziven sem a kalciumtranziensek nagysagéat, sem a
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kontraktilis sajatsagokat nem valtoztatta meg, annak ellenére, hogy NCX-gatlé6 hatasat

nyilvdnvaldan kifejtette.

IV/2. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabol szarmazé szivizomsejtek

[Ca®*|-tranzienseire és a sejtrovidiilésére

Az izolalt szivizomsejteket elektronikus stimulatorral 1 Hz frekvencian ingereltik.
#*|-tranziensek paraméterei egyensulyba keriiltek a

s s

Miutan a sejtrovidilés és [Ca

percig, amely elegendd volt a teljes hatas kialakulasahoz. A SEA0400 alkalmazasa el6tt

és utdn regisztraltuk a [Ca®']

-tranzienseket és a sejtrovidilést. A diasztolés
fluoreszcencia hanyados, az Fsso/F3gp amplitidd és a sejtrovidilés esetében a kapott
atlagértékeket a kontroll szazalékdban adtuk meg. A mért adatok alapjan
megallapitottuk, hogy a SEA0400 az altalunk alkalmazott koncentraciokban nem okozott
szignifikdns valtozast a kutya kamrai szivizomsejtek [Ca®']-tranzienseinek és
kontraktilitasanak vizsgalt paramétereire. Ezen eredményeink megegyeznek a

Langendorff szerint perfundalt tengerimalac sziven tapasztaltakkal.

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

kalciumfelszabadulasara

A SEA0400 szelektiv hatasanak feltétele, hogy ne modositsa az SR
kalciumforgalmat, tehat a Ca**-felszabadulds valamint a Ca**-visszavétel sebességét.
Ezeket a vizsgalatokat rendre kutya kamrai szivizombdl preparalt nehéz SR és kénny
SR vezikuldkon végeztik. Els6ként megvizsgaltuk a SEA0400 hatasat a HSR vezikula
preparatumokbdl tdrténé kalciumfelszabadulasra 20 uM extravezikularis Ca®*
jelenlétében. Az extravezikularis Ca®**-koncentracié emelésének hatasara a RyR2
csatornak nyitott allapotba kerlltek. A SEA0400 alkalmazasa nem moédositotta a
Ca®*-felszabadulas sebességét, minthogy a mért fényintenzitds meredeksége
valtozatlan maradt. A Ca®*'-felszabadulas 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 13,2+1,2 nmol/perc/mg fehérje értékeket mértiink. Tehat a SEA0400 nem
gatolta a nyitott RyR2 csatornan keresztiili Ca?*-felszabadulast.

Az el6z6 mérési protokollhoz hasonléan megvizsgaltuk a SEA0400 hatasat a zart
RyR2 csatornakra is. Ebben az esetben kiszdbérték alatti extravezikularis

Ca®*-koncentraciét alkalmaztunk. A gdrbe vizszintes lefutdsa azt mutatja, hogy a
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csatorndk gyakorlatilag zarva voltak és SEA0400 jelenlétében is zarva maradtak, ami
azt valdszindsiti, hogy a SEA0400 az alkalmazott koncentraciokban nem fokozza a
Ca?*-felszabadulas sebességét. Ezzel szemben az A23187 nevii Ca**-ionofor molekula
mar 2 pM koncentracidban erételies Ca®*-felszabadulast okozott, amely a vezikulak
kalciummal valé megfelel6 toltottségét bizonyitja. A fenti kérllmények mellett, a
SEA0400 alkalmazasa elétti Ca®*-felszabadulas mértéke 2,2+0,31 nmol/perc/mg fehérje
volt, mig 0,3, 1 és 3 uM SEA0400 jelenlétében rendre 2,2+0,3, 2,310,28, és 2,3+0,3
nmol/perc/mg fehérje értékeket mértink (n=6). Ebbdl arra kdvetkeztetlink, hogy a
SEA0400 nem fokozza a RyR2 csatornakon keresztiil megvalésulé Ca®*-felszabadulast.

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

kalciumfelvételére

Az SR kalciumpumpajanak aktivitasat az LSR vezikulak kezdeti Ca**-felvételének
sebességébdl hataroztuk meg oly mddon, hogy maximalis pumpa aktivitds mellett
mértilk az extravezikularis Ca?-koncentracié valtozasat az idé flggvényében. A
Ca?**-felvétel sebességét meghataroztuk kontroll kdriilmények kdzott valamint 0,3, 1 és
3 uM SEA0400 jelenlétében. A kezdeti Ca®*-felvétel sebessége azonos volt a SEA0400
altalunk vizsgdlt valamennyi koncentraciojanal és a kontroll esetében. Ezen
eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy a SEA0400 nem modositotta az intracellularis

térbdl az SR lumenébe torténd Ca®*-felvétel intenzitasat.

IV/5. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabdél szarmazo és lipidkettdsrétegbe beépitett

szivizomsejtek RyR2 csatorndira

Bar a HSR vezikuldkon végzett mérések alapjan feltételezheté volt, hogy a
vegyuletnek nincs drasztikus hatdsa a RyR2 csatornara, a részletes kinetikai elemzést
Muller-féle lipidkettésrétegbe agyazott egyetlen RyR2 csatornan végeztik el
feszlltség-clamp technika alkalmazaséaval. A cisz oldali 50 uM Ca** jelenlétében a
csatorndk szinte teljesen nyitva voltak, a nyitvatartdsi val6szinlség értéke
megkdzelitette az 1-et (Po=0,987+0,047). Amikor a cisz oldalon 1évé Ca®**-koncentraciét
472 nM-ra csOkkentettiik, a csatornak nyitvatartasi valészinlisége 0,043+0,008 értékre
csokkent. 3 uM SEA0400 hozzaadasa utan sem a csatornak nyitvatartasi valésziniisége
(P,=0,032+0,005, n=6), sem a nyitott csatorndk vezetéképessége nem valtozott
szignifikdnsan. A reprezentativ mérésekbdl nyitvatartasi id6é hisztogramot készitettiink
kontroll kérilmények kézoétt és 3 uM SEA0400 jelenlétében. Az igy kapott értékeket
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biexponencialis flggvénnyel illesztettik meg. A kontroll kérilmények koz6tt kapott
eredményekkel 6sszevetve a 3 uM SEA0400 sem a gyorsabb, sem a lassubb
nyitvatartasi idéallandét nem médositotta szignifikansan. Osszefoglalva, a 3 pM
SEA0400 sem a RyR2 kapuzasi kinetikajat sem a nyitott csatorna vezetéképességét

nem modositotta.

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

preparatum kiilsé Ca®*-koncentracidjat 1épcsdzetesen emeltiik. igy meg tudtuk mérmi a
értéke 6,4 volt. A maximalis izometrias Ca®*-aktivalt erd (Pmax) 27,9+9,8 kN/m? és a
passziv erd 3,6+1,7 kN/m? volt. Ezen mérésekhez 4 killdnbdz6 kutya szivébsl szarmazé
permeabilizalt szivizomsejtet hasznaltunk. Kontroll  kérllmények kozott és
1 uM SEAO0400 jelenlétében mértik az er6 kialakulasat pCa=6,4 mellett. A SEA0400-at
DMSO-ban oldottuk fel, ezért megvizsgaltuk a DMSO hatasat is a kontraktilis fehérjék
Ca®*-érzékenységére. A Ca®*-aktivalt kontraktilis eré nagysagat a Pmax Szazalékaban
kifejezve kontroll kérilmények koéz6tt 0,55+0,03%-ot, DMSO-ban 0,55+0,04%-ot és
1 uM SEAO0400 jelenlétében 0,57+0,03%-ot kaptunk. Mérési eredményeink
egyértelmlen 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 hatdsat tengerimalac szivizomsejteken
kordbban leirtak, kutyabdl szarmazé kamrai sejteken eziranyu adatot nem talaltunk az
irodalomban. Ezért tanulmanyoztuk a SEA0400 NCX-gatld hatasat kutyaszivbdl
enzimatikusan izolalt kamrai szivizomsejteken. A SEA0400 hatasat az NCX forward
mode (inward aram), valamint reverse mode (outward aram) muikédésére egyarant
megvizsgaltuk.

A kifelé és befelé iranyuld Ni?*-érzékeny NCX-aramok meghatarozasahoz
+60 mV-t6l -100 mV-ig tarté leszallo feszliltség rampa protokollt hasznaltuk. A kifelé és

15



a befelé iranyuld NCX-aramokat rendre +40 és -80 mV feszlltség értékeken olvastuk le.
A SEA0400 ndévekv6 koncentracioit (mindegyiket 3 percig) kumulativan alkalmaztuk. A
SEA0400 koncentracié-figgé mddon gatolta mind a befelé, mind pedig a kifelé irdnyuld
NCX-aramot, bar a gatlas mértéke a kifelé iranyulé aram esetében nagyobb volt a
befelé iranyuld6 aramhoz képest. A méréseink soran alkalmazott legnagyobb
koncentracié a 3 uM volt, de még ez a koncentracio is kevésnek bizonyult az NCX-aram
teljes gatlasahoz.

A SEA0400 hatasanak NCX-aramon valé tanulmanyozasakor a pipettaoldat
allitottuk be CaCl, és EGTA megfelel6 aranyu hozzdadasaval. Az 1 uM SEA0400 gétloé
hatasa az NCX-aramon az intracellularis kalciumkoncentracioé fliggvényében valtozott: a

2*), ndvekedésével folyamatosan csdkkent. Ez a tény, valamint az, hogy a

gatlas a [Ca
SEA0400 markansabban gatolta a kifelé iranyuld, mint a befelé iranyul6 NCX-aramot,
részben megmagyarazhatia a SEA0400 hatasanak hianyat a [Ca®'J-tranziens

amplitudojara.

IV/8. A SEA0400 hatasa kutya bal kamrajabdél szarmazd szivizomseijtek 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-tipusu kalciumaramra egész sejtes konfiguracidban feszliltség-clamp technikaval
mértik, és a hatast egy masik NCX-gatlo, a KB-R7943-mal kapott eredményekhez
hasonlitottuk. A kisérletek megkezdése elétt legalabb 5 percig figyeltik a mért aramjelet
és az amplitudd csdkkenése esetén a sejtet nem hasznaltuk fel a tovabbi mérésekhez.
Ha az aram amplitudoja stabil volt, akkor a SEA0400 névekvé koncentracibit 4-4 percen
keresztll kumulativ moédon alkalmaztuk. A SEA0400 - a KB-R9743-hoz hasonl6éan -
do6zis-figgéd mabdon csokkentette az lga-t. A KB-R7943 kumulativ dézis-hatés
gorbéjének Hill egyenlettel torténd illesztése soran a félgatlé koncentracié (ECso) értéke
3,2+0,36 uM, mig a Hill koefficiens értéke 0,9+0,1 volt. A SEA0400 esetében a félgatld
koncentracié értékére 3,6+0,14 uM-t, mig a Hill koefficiens értékére 1,1+0,01-et
kaptunk. A kapott adatok alapjan megallapitottuk, hogy mindkét vizsgalandd szer
hasonlé hataser6sséggel gatolta az L-tipusu kalciumaramot.

A KB-R7943 Ic,-ra kifejtett gatlé hatasa viszonylag gyorsan (egy percen beldl),
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stabilizalodott és nagyrészt kimoshatd volt, bar az eredeti aramamplitidot a 15 perces
kimosas utan sem érte el. A SEA0400 Ic, -ra kifejtett gatlé hatasa a KB-R7943
hatdsanal lassabban alakult ki (4 perc alatt csupan mintegy 85%-0s hatas 10 uM
alkalmazésa esetén). A kimosas soran az lg, . amplitidéja szinte alig tért vissza, a szer
csak nagyon kismértékben volt kimoshatd. A két vizsgalt szer hatasat a fluoxetinével
hasonlitottuk &ssze, amelyrél tudjuk, hogy reverzibilisen gatolja az L-tipusu
kalciumaramot. Kisérleti kdrilményeink kdzétt a fluoxetin gatldé hatasa mar a kimosas 3.
perce utan visszatért a kontroll érték kdzelébe, ami azt bizonyitja, hogy a tapasztalt
amplitudé-csdkkenés nem ,rundown” kévetkezménye volt, tovabba a SEA0400 hatdsa
valéban csak lassan és csak részlegesen moshatdé ki a szivizomsejtbdl.

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy okoz-e a SEA0400 illetve a KB-R7943
valtozadst az |Iga. kinetikai tulajdonsagaiban. El6sz6r meghataroztuk az lcaL
aktivaciojanak feszlltség-fliggéseét kontroll kérilmények kdzoétt, majd 10 uM SEA0400
valamint 10 uM KB-R7943 jelenlétében. A mérések sordn 5 mV-os lépéskdzdkkel -30 és
+40 mV ko6z6tti, 400 ms hosszu depolarizalé tesztimpulzusokat alkalmaztunk -40 mV
tartdpotencialrél. A csatornak vezetéképességét az egyes depolarizalod fesziliségeknél
mért csucsaram értekekbdl €s az azokhoz tartozd hajtéeré hanyadosabdl szamoltuk. A
hajtéerét az alkalmazott depolarizalé impulzus feszllisége és az aram +55 mV-nak
feltételezett reverzalpotencialjanak kllénbségeként hataroztuk meg. Mindkét szer
minden vizsgalt feszlltségen szignifikansan csOkkentette a kalciumcsatornak
vezetbképességet. A SEA0400 esetében a vezetbképesség csdkkentése erésebbnek
bizonyult a KB-R7943-hoz képest. Ha azonban az eredményeket a +30 mV-nal meért
vezetbképesség értékére - mint maximumra - normalizaltuk, a kapott
vezetbképesség-fesziiliség 6sszefliggések csak kismértékben kildnbdztek egymastol,
illetve a kontroll gérbétél. Mindez arra utal, hogy a SEA0400 csak kismértékben, mig a
KB-R7943 egyaltalan nem befolyasolta az Ic, . aktivacidjanak feszlltség-fliggését.

Mindkét szer jelentésen modositotta az I, steady-state inaktivaciojanak
feszlltség-flggését. Az Ic, L steady-state inaktivacidjanak vizsgalatanal kettés impulzus
protokollt hasznaltunk. Elészér egy 500 ms hosszu -55 és +15 mV kdzdtti 5 mV-os
lépéskdzzel ndvekvd elimpulzust, ezt kdvetéen pedig egy 400 ms idétartamud +5 mV-ra
depolarizalé tesztimpulzust alkalmaztunk. A kil6nbdzd nagysagu el6impulzusokat
kdvetd tesztimpulzusokkal kivaltott csicsaramokat a —55 mV el6impulzust kéveté
tesztimpulzussal kivaltott csucsaram értékére normalizaltuk és a kapott hanyadosokat
az alkalmazott el6impulzus feszlltségének flggvényében abrazoltuk. Az abrazolt
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pontokat kétallapoti Boltzmann flggvénnyel illesztettiik. Meghataroztuk az illesztett
gbrbe meredekségét, valamint azt a feszlltség értéket, ahol a csatornak fele volt
inaktivalt allapotban (Eos). Az egyes mérésekbdl meghatarozott félértékfesziltségeket
és a meredekségeket atlagoltuk. A két szer koézll egyik sem okozott valtozast a
steady-state inaktivacios goérbe meredekségében, de azt mindkét szer szignifikans
mértékben a negativabb feszlltségértékek felé tolta el. A gbrbe eltolddasanak mértéke
a 10uM SEA0400 jelenlétében 12+2mV-nak, a 10 uM KB-R7943 esetében
5+1 mV-nak adddott.

Megvizsgaltuk a SEA0400 és a KB-R7943 hatasat az I, inaktivacidébdl torténd
visszatérésére is. A méréseknél két azonos, 400 ms hosszu +5 mV-ra t6rténd
depolarizal6 impulzust hasznaltunk, ahol a két impulzus kdz6tti idétartamot 50 ms és 3 s
kdzott valtoztattuk. A masodik impulzussal kivaltott Ic, . amplitidojat az elsé impulzus
alatt mért amplitidéra normalizaltuk és az igy kapott hanyadost (lo/l1) a két impulzus
k6z6tt eltelt id6 flggvényében abrazoltuk. Az abrazolt pontokat monoexponencialis
fliggvénnyel illesztettilk. Mindkét szer hatasara az L-tipust Ca®*-csatorna inaktivaciobol
valé visszatérési iddallandodjanak szignifikans névekedését tapasztaltuk. Mig kontroll
allapotban az inaktivaciobol valé visszatérés iddallandéja 301+31,5 ms volt,
10 uM SEA0400 kezelést kdvetéen 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 578+85,9 ms, mig a KB-R7943-ndl 292,8+12 ms volt. A 10 uM SEA0400 altal
okozott lassulas lényegesen nagyobb volt, mint a KB-R7943-nal tapasztalt valtozas. A
KB-R7943 hatasa tokéletesen kimoshaté volt, mig a SEA0400 alkalmazasa utan csak
részleges helyreallast tudtunk elérni.

Osszegzésiil megallapithatjuk tehat, hogy a SEA0400 alacsony koncentraciéban
(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 ECsy értékeket, azt mondhatjuk, hogy szubmikromdlos koncentracioknal
a SEA0400 viszonylag szelektiv NCX-géatléként viselkedik, mig az 1 uM, vagy annadl
magasabb koncentracidk esetében a molekula Igy-ra iranyuld géatld hatasaval is

szamolnunk kell.
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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 tébbi ionaramat. Ezt
legegyszeriibben akciés potencial clamp koérlilmények kdzott lehetett eldénteni, amikor
az egyes ionaramok sajatos ‘"ujjlenyomatai" alapjan a gatolt ionaramokat
azonosithattuk. Mindkét molekulakat 10 pM koncentraciéban alkalmaztuk. Az
aramgorbe kezdeti szakaszan mindkét szer egy nagy amplitidéju, gyorsan inaktivalodo,
kifelé iranyulé aram gatlasat okozta, amely a tranziens outward K*-aramnak felelt meg.
A platé alatt egy szintén nagy amplitudéju, de lassabban inaktivalodo befelé iranyuld
aram gatlasat figyeltik meg, amelyet Ica-ként azonositottunk. Végul, a terminalis
repolarizacié soran ismét egy kifelé iranyuldé aramkomponens gatlasat latjuk, amely
valészinlleg a kés6i K-aram gyors komponensének és a befelé egyeniranyité nyugalmi
K*-aramnak volt a keveréke. Méréseink alapjan kijelenthetjiik, hogy mind a SEA0400,
mind pedig a KB-R7943 magas koncentracidi - a lga-on kivll - szamos K*-aram
gatlasat is okozzak, tehat magasabb koncentracioknal egyik szer sem tekinthet6
szelektiv NCX-blokkoldszernek.

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?*-fliggé hatas, dominansan reverse
mode gatlds) nem vezet a sejtek Ca®-mal val6 tultdltédéséhez. Magasabb
koncentraciénal a fokozodd NCX-gatlast j6I kompenzalja az lga szintén ndvekvd
gatlasa, amely megdvja a sejtet a Ca®-mal vald taltdltddéstdl. llymédon valik
lehetségessé az NCX-et hatékonyan gatolni anélkil, hogy fokozndnk a sejtek

Ca®*-terhelését.
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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 kutyabdl és tengerimalacbol
szarmazd kardidlis preparatumokon. A SEA0400 NCX-gatl6 hatasat kordbban tdbb
munkacsoport vizsgalta, de a szelektivitds kérdését ezidaig nem sikerllt megnyugtatd
mddon tisztazni. Kisérleteink egyik célja éppen ezért a szelektivitas vizsgéalata volt egy
olyan preparatumon (kutya kamrai szivizomsejtek), amely ionaramainak valamint
Ca?*-haztartasanak tekintetében meglehetésen hasonlit a human szivizomhoz.

3 uM SEA0400 nem mddositotta a Ca®* felszabaditasaért felelés RyR2 csatorna
vezetbképességét, kinetikai tulajdonsagait. Nem befolyasolta sem a Ca?*-felszabadulas,
sem a Ca®-felvétel sebességét és nem valtoztatta meg a miofilamentumok
Ca®*-érzékenységét. Ezek alapjan kijelenthetjik, 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 (szubmikromdélos) koncentracidknal a SEA0400 csak
minimalis gatlé hatast fejt ki az Ica-aramra, mik6zben az NCX-aramot mar jelentés
mértékben gatolja. Mikromdlos, vagy annal magasabb koncentraciok esetében a
molekula lc,-aramra iranyul6é gatlé hatasaval is fokozott mértékben kell szamolnunk -
ez azonban terapias szempontbdl kifejezetten hasznos lehet.

Erdemes ebbél a szempontbdl a SEA0400 és a KB-R7943 vegyileteket
dsszehasonlitani. Tengerimalacbdl izolalt kamrai sejteken masok korabban azt talaltak,
hogy leszamitva az lIggi-aramra iranyuld kb. 10% gatlast, 1 uM 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 dramokat, mig sajat, kutya kamrai sejteken
veégzett Kkisérleteinkben dominansan ‘"reverse mode" gatlast talaltunk. Ami a
birtokaban indokolt évatosan fogalmazni, ugyanis masok tengerimalac kamrai sejteken
a SEA0400-at 1 pM koncentracidban is szelektiv szernek tartottdk. Az lcaL
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amplitidéjanak 20%-os csdkkenése (amelyet kisérleteinkben 1 puM SEA0400
jelenlétében talaltunk) olyan mértékl kalciumbelépés-csdkkenést jelent, amely nem
hagyhat6 figyelmen Kkivil a vegyllet hatdsmechanizmusanak elemzése soran. Az
egészen magas koncentraciénal (10 uM) latott diverz ioncsatorna-gatiéhatéas arra utal,
hogy ilyen korilmények kozétt fokozddhat a szer proaritmias hatdasanak kockéazata.
Ennek pontos felmérése tovabbi vizsgalatokat igényel.

V/2. A SEA0400 hatasmechanizmusa
A SEA0400 nem mobdositotta 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 sejtrovidiilésre sem. A SEA0400 a vizsgalt paraméterek kozill

2+]i

egyedll a [Ca”"J-tranziens lecsengésének idéallanddjat nbvelte meg szignifikdnsan,

amely a molekula hatasanak egyetlen - ugyanakkor rendkivil fontos - bizonyitéka. Az
NCX-gatlas kdvetkeztében a [Ca?']; i6j4
az NCX mellett miikddé egyéb Ca?*-eltavolité transzportrendszerek nem voltak képesek
az NCX kiesését megfelelé mertékben kompenzalni.

A kutya és tengerimalac sziveken végzett kisérleteink alapjan megallapithatjuk,
hogy a SEA0400 altal kivaltott NCX-gatlas nem okozott intracellularis kalcium

akkumulaciét, mivel sem a [Ca®'];

-tranziens amplituddja, sem a bal kamrai nyomas
illetve a sejtrévidilés mértéke nem valtozott meg szignifikansan SEA0400 jelenlétében.
Mindez igen meglep6 annak tikrében, hogy ma az irodalom egységesen az NCX-et
tartja a sejtbdl térténd Ca®*-eliminécié donté tényezéjének. A varhaté pozitiv inotrop
hatas elmaradasaért kutya és tengerimalac szivek esetében az alabbi mechanizmusok
teheték feleléssé: 1. A SEA0400 nagyobb affinitdssal gatolta a ,reverse mode”
NCX-aramot, mint a ,forward” irdnyut, azaz jobb hatasfokkal gatolta a kalciumbelépést,
mint a kalciumkilépést az NCX-en keresztil. 2. A SEA0400 NCX-gatlé hatasa
nagymértékben fiigg a sejtplazma szabad Ca®*-koncentraciéjatol. A sejt fokoz6dd
Ca?*-terhelésekor az NCX-gatlas csokken, amely lehetévé teszi a szilkséges mértéki
Ca?*-eliminaciét, ugyanakkor fennmarad a kalciumcsatornara iranyulé gatlé hatas (lasd
a koOvetkez6 pontban). 3. A SEA0400 koncentraciéjanak emelésével egyre
dominansabba valé Ic,i-gatlas teljes mértékben kompenzélhatjia a csdkkent
Ca?*-eliminacié kdvetkezményeit. Ebbdl adéddan kevesebb lesz az intracellularis térbe

belépé Ca®* mennyisége. A SEA0400 ezen hatasai miatt a kutya és a tengerimalac
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kamrai szivizman nem alakul ki intracellularis kalcium akkumulacié az NCX-gatlasanak
ellenére sem.

Fenti eredményeink élesen ellentmondanak a kistestl ragcsalokon (patkany és
egér) korabban kapott eredményeknek, ahol a SEA0400 névelte a kontrakcié mértékét

#*)-tranziensek amplitidojat. Ez azzal magyarazhaté, hogy a kisérleti allatként

és a [Ca
gyakran hasznalt kis testli ragcsalok a tébbiekétél eltéré akciés potencial
paraméterekkel és intracellularis iondsszetétellel rendelkeznek. Patkanyban és egérben
az akciés potencial id6étartama sokkal révidebb (50 ms) és az intracellularis
Na*-koncentraci6 magasabb (15 mM), mint mas emlés fajok (tengerimalac, kutya,
ember) esetében. A tengerimalac, kutya és az ember kamrai akcidés potencialjanak
idétartama kb. 250 ms és az intracellularis Na*-koncentracié ezekben a fajokban kb.
8 mM. Patkanyban és egérben tehat a rdvidebb akciés potencial idétartam és a
magasabb intracellularis Na*-koncentraci6 az NCX ,forward mode” miikédésének
kedveznek. Erthetd, hogy ilyen kérilmények kdzott az NCX-gatlasat pozitiv inotrop
hatds kiséri. Az irodalmi adatok és a méréseink alapjan elmondhatjuk, hogy az
NCX-gatlasa a rovid akciés potencial idétartammal rendelkez6 fajok esetében
(patkanyban és egérben) néveli a [Ca?'|-tranziens amplitudéjat és a szivizom
kontrakcidos erejét, ugyanakkor a hosszu akcidés potencial idétartammal rendelkezd
speciesek esetében (beleértve az embert is), az NCX-gatlas hatasara nem valtozik

szignifikdnsan sem a [Ca**]

-tranziens nagysaga, sem a kontrakcios erd. A fentiek fontos
gyakorlati jentésége egyrészt az lehet, hogy a kistestli ragcsalok explicite alkalmatlanok
az NCX-gatlék hatdsdnak tanulmanyozasara, illetve relevans human kévetkeztetések
levonasara. Masrészt a SEA0400 specialis tulajdonsagai révén alkalmas lehet bizonyos

koros allapotok klinikai kezelésére.

V/3 A SEA0400 alkalmazasanak terapias lehetéséqgei

A miokardidlis iszkémia kialakulasa soran acidozis lép fel, az intracellularis
Na*-koncentraci6 megemelkedik, amely véglil az NCX-en keresztlil csokkent
Ca®*-eliminacidhoz illetve fokozott Ca?'-belépéshez vezet. Az iszkémiat taléld
szivizomsejtekben a megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié a korai reperfuizid
alatt halmozott aritmiakat okozhat. A Ca®*-tlltdltddés kialakuldsa és ezaltal az aritmiak
létrejotte az NCX szelektiv gatlasaval megakadalyozhatd. A késéi (€s egyes esetekben
a korai) tipusu utédepolarizaciok kialakulasa donté mértékben a tultelitett SR-bél térténd
robbanasszerli Ca?'-felszabadulasnak kdszdnhetd. Ha az intracellularis térben a
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Ca®*-koncentracidja megemelkedik, akkor az NCX a Ca®*-ot Na‘*-ra cseréli, amely
elektrogén folyamat révén depolarizélja a membrant. Tehat az NCX-gatldsaval egy
fontos proaritmids mechanizmus iktathaté ki anélkil, hogy a Ca®-tultdltédés
fenyegetésével kellene szembenézni.

A SEA0400 NCX-re iranyulé gatlé hatasat az intracellularis Na* erésiti és az
intracellularis Ca?* gyengiti. Ez megmagyardzza, hogy a SEA0400 miért véd az
iszkémia/reperfizié okozta Ca®*-tltdltédés ellen. Az iszkémia/reperfuizié fennallasakor
az NCX féleg ,reverse” Uzemmodban mikddik, mert a szivizomsejtoen magas a
Na*-koncentraci6. Mivel a SEAO0400 ilyenkor hatékonyan gatolia a dominansan
"reverse” mdédban miikédé NCX-et, amelyet nagyon hasznosan kiegészit a szer Iy -ra
iranyuld gatlé hatdsa, elmarad a szivizomsejtek fokozott Ca®*-terhelése és a
kévetkezményes reperfuzids aritmiak kialakulasa.

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

VI. OSSZEFOGLALAS

Az NCX kdzponti szerepet jatszik a szivizomsejtek Ca®**-homeosztazisaban,
mivel a Ca®*-eliminacié legfontosabb cellularis mechanizmusa. Patolégias kdrilmények
k6z6tt szerepet jatszik életveszélyes szivritmuszavarok kialakulasaban is. Az NCX
szelektiv gatlasaval ezen aritmidk kialakulasa megel6zheté. Az irodalomban eddig
bemutatott NCX-gatlok tébbségérél bebizonyosodott, hogy megfelelé szelektivitas
hianyaban terapias felhasznalasra csak korlatozott mértékben lehetnek alkalmasak. A
kbézelmultban szintetizalt SEA0400 kédjell uj NCX-gatl6 molekulat az irodalmi adatok
szerint szelektivnek és terapiasan igéretesnek tartjak.

Kisérleteink soran célul tlztik ki, hogy megvizsgaljuk a SEA0400 hatasat a

23



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-blokkol6szernek. Kisérleteinkhez olyan preparatumokat
valasztottunk (kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejtek és tengerimalac dobog6 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
szarmazé szivizomsejteken a SEA0400 nem befolyasolta sem a [Ca®**]-tranziens
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
maédon gatolta mind a befelé iranyuld, mind pedig a kifelé iranyul6 NCX-aramot. A
SEA0400 er8sebb gatlé hatast fejtett ki a kifelé iranyuld, mint a befelé iranyuld
NCX-aramra, hatasat csokkentette az intracellularis  Ca®*-koncentracio
emelkedése.

4. A SEA0400 koncentracié-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 koncentracidéban
alkalmazva a SEA0400 egy olyan viszonylag szelektiv NCX-gatl6 molekula, amely
specidlis tulajdonsagainak kdszénhetéen (Ca®*-fliggd, dominansan reverse mode
gatlas) nem vezet a sejtek Ca?*-mal valé tultdlt6déséhez. Magasabb koncentracional a
fokozddd NCX-gatlast j6l kompenzalja az Ic, szintén névekvé gatlasa, amely megdvja
a sejtet a Ca®*-mal valé tultdltddéstsl. llymodon valik lehetségessé az NCX-et
hatékonyan blokkolni anélkiil, hogy fokoznank a sejtek Ca®*-terhelését. A SEA0400-nak
fenti tulajdonsagai alapjan varhatéan az iszkémia/reperfuziéval egyittjaré koéros
allapotok kezelésében lehet szerepe.
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