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Kedvezétlen kornyezeti és metabolikus valtozasok tulélésére az él6
szervezetek szamos védémechanizmust (komplex biokémiai, biofizikai és
patofiziologiai valtozasok egyuttesét) fejlesztettek ki. Ezen kompenzalo
folyamatok koézul a stresszfehérijék minden sejtben megtalalhatdé potencialis
véddémechanizmust jelentenek. A stresszfehériéknek (gyakran nevezik O&ket
h&sokkfehérjéknek, Hsp) a sejtek fizioldégias funkcidjanak fenntartasa mellett
fontos szereplk van a stresszhatasok okozta karosodasok kivédésében vagy
mérséklésében, valamint a fiziolégas funkcié helyreallitasaban. Jelenlétik és
megfeleléd mikodésuk elengedhetetlen feltétele a sejtek tulélésének a kulonb6zé
stresszhelyzetekben. Ezért az olyan molekulak kifejlesztése, melyek a sejt
szamara kedvezébtlen helyzetekben indukaljak a stresszfehérjék transzkripciojat
vagy fokozzak azok aktivitasat, nagy jelentéséggel birnak. A stresszfehérjék
keletkezését szamos tényezd befolyasolhatja, amelyek kozott egyarant talalunk
fizioldgas folyamatokat (egyedfejlédés, differencialodas), kornyezeti tényezbket
(h6sokk, aminosav-analdgok, atmeneti- és nehézfémionok) és patofiziologias
allapotokat. Altalanosan igaz, hogy a stressz nem minden forméaja hat minden
sejtre egyarant és a hatas mértéke valtozhat a kliléonb6z6 tipusu sejtek esetén. A
laz, gyulladas, virus vagy baktérialis fert6zés, ischaemia, oxidaciés karosodas
gyakran el6foduld potencialis veszélyforrasok a cardiovascularis szervrendszer
és sziikebb értelemben a szivizomzat vonatkozasaban. A sziv funkciéja azonban
nemcsak ezen allapotokban karosodhat, hanem olyankor is, amikor felborul a
kllénbdz6 szabalyozo folyamatok kdzotti egyensuly. Mar régota ismert, hogy az
érfal és az endokardium endothelsejtjei fontos szabalyozé szerepet jatszanak a
cardiovascularis rendszer mikodésében az altaluk termelt hirvivé molekulakon
keresztul, amelyek egyik csoportjat az endotelin peptidcsalad képviseli. Fentiek
fényében nem meglepd, hogy napjainkban egyre szélesebb kdrben vizsgaljak a
stresszfehérjék és az endotelinek szerepét a kardiovaszkularis betegségek és
egyéb  kérfolyamatok  patomechanizmusaban. Bar az  endotelinek

cardiovascularis hatasait az utébbi 15 év kutatdmunkajanak kovetkeztében
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viszonylag jol ismerjluk, cellularis szivelektrofiziolégiai hatasaik nem kelléen

tisztazottak vagy ellentmondasosak.

Az endotelin peptidcsalad

Az 1988-ban el6szor leirt, 21 aminosavbdl allé peptid harom izoformaja
ismert, az ET-1, ET-2 és ET-3, amelyeket kulon gének kodolnak. Ezen
izopeptidek aminosav sorrendjében jelent6s homoldgiat talaltak. Nagyfoku
szerkezeti és funkcionalis hasonlésagot mutatnak a sarafotoxinokkal, az
Atractaspis engaddensis mérgébdl izolalt peptidcsaladdal, ami a peptidek k6zds
evolucios eredetére utal. Bar a vascularis endothelsejtek az ET-1 f6 forrasai, a
kodold gének megtalalhatok egyéb sejtekben is (pl. szivizomsejtek, vaszkularis
simaizomsejtek, vesetubulusok epithelsejtiei, mesangium sejtek, gliasejtek,
hipofizis sejtjei, makrofagok és hizdsejtek), ami azt sugallja, hogy az endotelin
peptidcsalad szamos szerv mikodésének szabalyozasaban vesz részt. Az
endotelinek hatasaikat részben Gi-fehérjékkel kapcsolt, 7 transzmembran
doménbdl 4allé receptorokon (ETan és ETg) keresztul fejtik ki tobbféle
szignalizaciéos utvonal parhuzamos aktivalasaval. A specifikus receptorok
felfedezése fontos elbrelépést jelentett a peptidcsalad cardiovascularis
betegségek (kronikus szivelégtelenség, esszencialis és pulmonalis hipertenzio,
ischaemias szivbetegségek) patomechanizmusaban betdltott szerepének
tisztazasaban.

Az endotelinek vazoaktiv és mitogén hatasaik mellett stimulaljak egyes
citokinek, novekedési faktorok termel6dését és autokrin mechanizmussal
befolyasoljagk a sejtciklus folyamatait. Az ETa-receptorhoz  kotédve
vazokonstrikciot, sejtnOvekedést, sejtadhézidt, trombdzist idézhetnek eld, mely
hatasok a foszfolipaz C enzimek (PLC) aktivalasanak kovetkezményei. Az ETg-

receptorokon keresztul hatassal vannak a NO és a prosztaciklinek
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termelédésére, befolyasoljak az apoptozis folyamatat és gatoljak az
endotelinkonvertalo-enzim (ECE) expresszidjat.

Irodalmi adatok alapjan az ET-1 emlds szivizomsejtekre gyakorolt
hatasai ellentmondasosak. Tobb emlds preparatumon pozitiv inotrop és
chronotrop, mas esetekben hiperpolarizalé és akcidés potencial id6étartamot
rovidité hatasat irtak le. Patkany kamrai sejteken nyujtotta az akcidés potencial
id6tartamat, mig tengerimalac és nyul pitvari sejteken roviditette azt. Kilonb6z6
eredetl eml8s preparatumokon kimutattdk, hogy az ET-1 gatolta a PKA-
dependens kloridaramot és a kalciumaramot, de ndvelte egyes kaliumaramok
amplitudoéjat. Mindezek ismeretében kijelenthetjuk, hogy az ET-1 ionaramokra
gyakorolt hatasaban jelentds fajok kozotti kulonbségek vannak, raadasul a
megfigyelt hatasok erésen fuggnek a vizsgalt preparatum eredetétél (pitvari vagy

kamrai) valamint a kisérleti kdralményektél.

A bimoclomol és a BRX-005, mint Hsp-koinduktorok

A bimoclomol egy nemrég kifejlesztett citoprotektiv hatasu hidroxilamin
szarmazék, melyeknek akut és kronikus stresszhatasok elleni protektiv hatasait
irtak le kulonbozd egészséges és patologias allatmodelleken valamint
sejttenyészeteken. Kimutattak, hogy a vegyulet gyorsitotta az égés ill. UVB
sugarzas utani sebgydgyulast, csokkentette a szubarachnoidealis vérzéssel vagy
arachidonsavval kivaltott vér-agy gat permeabilitds fokozédasat. Krénikus
bimoclomol kezeléssel helyre lehetett allitani a spontan hipertenziv patkanyok
aortagylrlinek koros acetilkolin érzékenységét. Diabéteszes allatmodellben
csOkkentette az angiopatias szovédményeket, a neuropathia, retinopathia és
nephropathia kialakulasa csokkenthetd, illetve kivédheté volt megfeleld
bimoclomol el6kezeléssel. A bimoclomol kardioprotektiv és antiaritmias hatasat

igazoltak ischaemias miokardiumon, ahol a szer jelent6sen csokkentette a
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pumpafunkcié ischaemia hatasara bekovetkezd romlasat, a perctérfogat
csOkkenésének nagysagat, valamint az ST-elevacié mértékét és a reperfuzios

kamrai fibrillacié kialakulasanak gyakorisagat. A BRX-005 a bimoclomolhoz
hasonld szerkezetli és aktivitasu molekula (annak egyik kdvetbje), amelynek
lehetséges hatasairdl kevesebbet tudunk. Mindkét vegyllet fontos tulajdonsaga,
hogy fiziologias kortlmények koézott csak minimalis mértékben fokoztak a
hésokkfehérjék termel6dését, ugyanakkor a stresszhatasok kivédésében igen
hatékonynak bizonyultak: protektiv hatasukat kifejtették trauma, sokk, égés
esetén. Ezek a tulajdonsagok ésszhangban vannak a molekulak Hsp-koinduktor

hatasmechanizmusaval.
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Munkam egyrészt az endotelin-1, masrészt a jelenleg intenziv fejlesztés
alatt all6 és sokretl terapias elbényoket igér6, hésokkfehérje-koinduktor hatasu
molekulak (bimoclomol és BRX-005) emlds szivizomsejtek elektromos
tevékenységére Kkifejtett hatasainak vizsgalatara iranyult kialonb6z6 eredeti
(human, kutya és tengerimalac) szivpreparatumokon.

Késeérleteink soran a kovetkez6 fontosabb kérdések tisztazasat thztuk ki

célul:

1. Jellemezni kivantuk az ET-1 kalcium- és kaliumaramokra gyakorolt hatasat
kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejteken.

2. Milyen szignalizacios utvonal(ak) igénybe vételével fejti ki hatasait az
endotelin-1 az ETa-receptorhoz valo koétédés utan?

3. Az egészséges human szivbdl izolalt sejteken nyert eredmények mennyire
felelnek meg a kutya kamrai sejteken kapott adatoknak? Ennek alapjan
valaszt kivantunk adni arra a kérdésre, hogy a kutya szivizomsejt mennyire jo
modellje a human szivizomsejteknek az ET-1 hatasainak vizsgalatakor?

4. Célunk volt a hasonldé Hsp-koinduktor hatassal rendelkezd bimoclomol és
BRX-005 szivhatasainak 0sszevetése, az esetleges kulonbségek feltarasa.

5. Megprobaltunk valaszt adni arra a kérdésre is, hogy vajon az ET-1, a
bimoclomol és a BRX-005 sokrétl in vivo hatasai kozul melyek és milyen
mértékben vezethetdk vissza az altalunk vizsgalt cellularis elektrofiziologiai

hatasokra?
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1. Sejtizolalas

Elektrofiziolégiai kisérleteink tdbbségét kutyaszivbdl enzimatikusan
izolalt kamrai sejteken veégeztuk, amelyeket szegmentperfuzids eljarassal
nyertunk. A kutya altatasa utan eltavolitottuk a szivet, amelyet normal Tyrode
oldattal mostunk at. A bal ellls6 leszallé koronaria agat (LAD) kanulaltuk és 5
percig kalcium mentes JMM-oldattal (pH=7,0) perfundaltuk. A bal kamrai
szegmens emesztése a JMM-oldathoz adott kollagenazzal tortént (660 mgl/l
Worthington CLS-1), 2 g/l borju szérum albumin és 50 uM CaCl; jelenlétében. A
kb. 30 perces emésztés utan a sejteket felhasznalasig 14°C hdémérsékletl
tapoldatban (Minimum Essential Medium, pH=7,4) taroltuk. Hasonl6 eljarast
kovettunk a kardioplégias oldatban tarolt human szivek esetében is, de ilyenkor a

frissen izolalt sejteket azonnal felhasznaltuk.

2. Akcios potencial elvezetése izolalt szivizomsejtekrél

A mérbedény aljara kitapadt szivizomsejteket 37 °C hémeérsékletl normal
Tyrode oldattal perfundaltuk, amelynek osszetétele a kdvetkezd volt (mM-ban
megadva): 150 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl, 5 HEPES, 10 glukoz; pH=7,4. A sejtek
membranpotencidljainak regisztralasara hasznalt 25-50 MQ ellenallasu
uvegmikroelektrédat 3 M koncentracioju KCI oldattal toltottink fel. A sejteket 1
ms idétartamu és a kétszeres ingerkliszobnek megfelel6 amplitudéju depolarizald
négyszogimpulzusokkal ingereltik a meérbelektrédan keresztul. Erdsités utan
(Axoclamp-2B) az akcios potencialokat oszcilloszkop képerny6jén monitoroztuk.
A késbbbi analizis céljabdl az adatok digitalizalasat Digidata 1200 A/D kartya

segitségével 100 kHz mintavételezési frekvencia mellett végeztuk.
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3. lonaramok mérése feszliltség-clamp technikaval

Az arammeréseink soran hasznalt patch pipettak ellenallasa 2-3 MQ volt.
Az ionaramokat a patch-clamp technika teljes-sejt konfiguraciojaban, feszultség-
clamp korulmények kozott mértuk. A sejteket 37 °C hémeérsékletli Tyrode oldattal
perfundalt kadba szuszpendaltuk.

A kalciumaram mérésekor a kaliumaramokat 4-aminopiridin (4-AP) és
tetraetilammonium-klorid (TEACI) hozzaadasaval gatoltuk. Az ekkor hasznalt
bels6 oldat 6sszetétele az alabbi volt (mM-ban megadva): 110 KCI, 40 KOH, 10
EGTA, 10 HEPES, 20 TEACI, 3 K-ATP, 0,25 GTP, pH=7,3. Az L-tipusu
kalciumaramot (lca) a 0,2 Hz frekvenciaval alkalmazott, 400 ms hosszu
depolarizaldé négyszogimpulzusokkal valtottuk ki a -35 és +60 mV kozott
feszlltségtartomanyban, 5 mV-os lépéskozokkel. A tesztimpulzusokat -40 mV
tartd potencialrél alkalmaztuk. Az &aramamplitiddékat a sejt kapacitasara
normalizalva adtuk meg.

A kaliumaramok mérése soran a kalciumaramot 5 uM nifedipinnel
gatoltuk. llyenkor az elektrédakat a kovetkezd Osszetétell oldattal toltottuk fel
(mM-ban megadva): 110 K-aszpartat, 45 KCI, 1 MgCl,, 10 EGTA, 3 K-ATP, 0,25
GTP, 5 HEPES, pH=7,4. A tranziens kaliumaramot (I,) 400 ms hosszu, -80 mV-
rol  induld6 és 10 mV-os lépéskdozokkel novekvé  depolarizalo
négyszogimpulzusokkal  aktivaltuk a -30 és  +60 mV  kozotti
feszlltségtartomanyban. A késéi kaliumaramnak (lx) két komponense van,
melyek kinetikai tulajdonsagokban és amplitidéban egyarant kulonbodznek. Az
izolalt kutyasejteken torténé meéréseink soran nem szeparaltuk a két
aramkomponenst, mivel ekkor még nem allt rendelkezésunkre az egyes
komponensek specifikus gatlészere. Ekkor az aramot egy 3 masodperc
idétartamu, -40 mV-rél +60 mV-ra depolarizalé tesztpulzussal aktivaltuk, majd a
depolarizacié alatt aktivalédé aram, valamint a -40 mV-ra torténd visszatérés
utan megjelend ugynevezett farokaram amplitudéjat leolvastuk. Az igy mert
farokaram a késéi kaliumaram mindkét, lassu (/ks) €s gyors (Ik;), komponensét

tartalmazta. A human szivizomsejteken az ET-1 hatasat a késéi kaliumaram
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gyors komponensének farokaraman teszteltliik, mivel human sejteken a lassu
komponens amplituddja elhanyagolhato.

Minden arammérés el6tt kompenzaltuk a soros ellenallast, a pipetta
kapacitasat és a junkcidés potencialt. A kapott aramjeleket Axopatch-200B erésité
segitségével erdsitettiik, amelynek kimendjelét analdg-digitalis atalakitas utan
magneslemezen taroltuk. Az adatok gy(jtését és analizisét pCLAMP szoftver

segitségeével végeztuk.

4. Bal kamrai nyomasgérbék es intracellularis kalciumtranziensek
regisztralasa dobogo sziven

Az altatott tengerimalacbdl kimetszett szivet Langendorff-oszlophoz
csatlakoztatva 37 °C hémérsékletli Krebs oldattal perfundaltuk, melynek mM-ban
kifejezett Osszetétele a kovetkezd volt: 118 NaCl, 4,7 KCI, 2,5 CaCly, 1,2 MgSO.,
25 NaHCOs;, 0,5 NaEDTA, 0,23 KH2PO4, 5,5 glikoz. Az oldat pH-jat a 5% CO,
és 95% O, gazkeverékkel oxigenizaltuk (pH=7,4). A korondria-aramlast
perisztaltikus pumpaval allandé értéken tartottunk. A bal kamrai nyomast
folyamatosan monitoroztuk a bal kamra Uregébe helyezett Braun 2021-02
artérias nyomasmeérd transzducer segitségével. Az el6terhelést 10 Hgmm, a
szivfrekvenciat a bal pitvar folyamatos ingerlésével 3,3 Hz értékre allitottuk be. A
kalciumtranziensek regisztralasa el6tt a szivet fluoreszcens festék (Fura-2)
acetoxi-metilészterével toltottuk fel. Gerjesztése két hullamhosszon (340 és 380
nm) tortént, az emittalt fényt 510 nm-en detektaltuk. Minden esetben 10 egymast

kovetd analdg gorbét atlagoltunk 6ssze, és ezek kerultek késébbi elemzésre.

5. BRX-005 vazorelaxaléo hatasanak merése izolalt truncus pulmonalis
preparatumon
A tengerimalacbol preparalt és 37 °C hémérsékleti Krebs oldattal
perfundalt artéria pulmonalis (truncus pulmolnalis) érszegmens feszulését
izometrikus  koralmények  kézott mértutk a  preparatumhoz  rdgzitett
mechanoelektromos transzducer és potenciometrias rekorder segitségével. A

preparatumok nyugalmi feszulését 10 mN-ra allitottuk be, majd 120 percen
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keresztul regisztraltuk a mérés elbtt. A preparatumok felérél az endotél réteget
mechanikusan eltavolitottuk, melynek sikerességét a 10 yM végkoncentracioju
ATP relaxalé hatasanak kifejl6édésével ellendriztuk. Minden kisérletben a
preparatumot 1 uM fenilefrinnel elékezeltlik, majd az ily médon kontrahalt ereken

vizsgaltuk  BRX-005 kumulative  novekvdé  koncentracidinak  hatasat.

6. Statisztika
A kapott eredmények statisztikai értékelését ANOVA valamint Student

féle t-proba segitségével veégeztik, szignifikansnak tekintve a P<0,05 eseteket.

EREDMENYEK

1. Az ET-1 hatasa a kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejtek kalcium- és
kaliumaramaira

Méréseinket izolalt kutya miocitakon harom kulonb6zé kisérleti
elrendezésben végeztik. Nyugalmi intracellularis cAMP koncentraciot tételeztiink
hozzaadasaval emeltuk meg (b), mig a maximalis PKA-aktivaciot a 250 uyM 8-
bromo-cAMP-ot tartalmazo6 belsé oldat alkalmazasaval értuk el (c).
a) Az L-tipust kalciumaram amplitudéjat -35 és +60 mV kozotti
feszlltségtartomanyban mértik 8 nM ET-1 jelenlétében és anélkil. Elékezeletlen
sejteken az ET-1 32+5%-kal csokkentette a +5 mV-on meért lcaL
csucsamplituddjat. A maximalis hatas néhany percen belll kialakult és
gyakorlatilag irreverzibilis volt (P<0,05; n=6). Az ET-1 nem valtoztatta meg sem
az lcaL aktivacidjanak feszultségfuggését sem az inaktivacié id6allandéjat.
Endotelin-1 hatasara nem valtozott meg a vizsgalt kaliumaramok (lk1, lo, k)
amplituddja, csupan a tranziens kaliumaram inaktivaciobdl vald visszatérésének

idéallanddja ndvekedett meg szignifikansan (26,4+4,6 ms-rol 59,5+1,8 ms-ra).
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b) Tanulmanyoztuk az ET-1 proteinkinaz A (PKA)-fliggé aramokra kifejtett
hatasat ugy, hogy az enzimrendszert 50 nM izoproterenollal részlegesen
aktivaltuk. Az izoproterenol kezelés hatasara a kalciumaram a kontroll érték
263+29%-ara nétt, ami ET-1 jelenlétében 17,8+2%-kal csokkent. Ez szazalékos
értékben kisebb, de abszolult értékben nagyobb mértékl csdkkenést jelent az
elbkezeletlen sejtekhez képest. Hasonld mértékben (16,2+1,5%-kal) csokketette
az ET-1 az izoproterenol hatasara a kontroll érték 213+18%-ra ndovekedett késdi
kaliumaram farokdramanak amplitudéjat.

c) A PKA-fliggé aramok (lcaL €s Ik) amplitudéit maximalisan akitivalt PKA
szintek mellett (250 yM 8-bromo-cAMP jelenlétében) az ET-1 nem csdkkentette

szignifikansan.

2. Az ET-1 hatasa egészséges human szivizomsejtek kalcium- és
kaliumaramaira nyugalmi intracellularis cAMP szint mellett

Megallapitottuk, hogy egészséges human szivizomsejteken az L-
tipusu kalciumaram amplitudéjat az ET-1 - a kutya sejteken kapott gatlassal
Osszevethetd meértékben - 33+3%-kal csokkentette és nem valtoztatta meg az
aram aktivaciéjanak és steady-state inaktivaciéjanak feszultségfiggését.

A tranziens (o) és a nyugalmi (lks) kéliumaramok amplitiddjara és
kinetikai paramétereire az ET-1 nem volt hatassal.

Az ET-1 a kés6i kaliumaram gyors komponensét (lk;) 79,7%-kal
csOkkentette. Az aramot a lassu komponenset szelektiven gatlé chromanol-293B
jelenlétében meértink, és az E-4031-érzékeny farokaram amplitudéjaként

azonositottuk.

3. A bimoclomol és a BRX-005 alacsony koncentracidinak hatasa a
kontraktilitasra és a kalciumtranziens amplitadéjara dobogo sziven
Langendorff-perfundalt tengerimalac szivpreparatumon vizsgaltuk a
bimoclomol és a BRX-005 hatasat a bal kamrai nyomasra és az intracellularis
kalciumtranziensek amplitudojara. A két molekula koncentracio-fuggd hatasait

azonos tartomanyban kovettuk.
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A bimoclomol bifazisos hatast fejtett ki a kontraktilitasra. Alacsony
koncentraciéban (10-100 nM) ndvelte, mig magasabb koncentraciokban (10 uM)
nem valtoztatta meg szignifikansan vagy csokkentette a bal kamrai szisztolés
nyomast ill. a kalciumtranziensek amplitudéjat. A fenti bifazisos hatassal
ellentétben a diasztolé alatt mért intracellularis kalciumkoncentracié monoton
emelkedett az alkalmazott bimoclomol koncentracidjanak figgvényében. A
kalciumtranziens nagysagat a  szisztolé és diasztolé alatt —mert
fluoraszcenciahanyadosok kulonbségébdl szamitottuk.

A BRX-005 - hasonléan a bimoclomolhoz — koncentracio-fliggd
modon fokozta a szivizom kontraktilitasat, de — ellentétben a bimoclomollal —
csak kismértékben emelte meg a szisztolés és diasztolés kalcium szinteket és
nem fejtett ki szignifikans hatast az intracellularis kalciumtranziensek

amplitudéjara

4. A bimoclomol és BRX-005 magas koncentracidinak hatasa az
akciods potencial paramétereire kutya kamrai szivizomsejteken

A bimoclomol (10-100 uM) koncentracio-fuggé mddon roviditette az
akciés potencial idétartamat, csokkentette az akcios potencial amplitudéjat és a
depolarizacié maximalis sebességét. Az akcids potencial idétartamot rovidité
hatés a repeolarizacié 50%-os szintjén mérve szignifikansan nagyobb volt, mint a
90%-0s szinten. Fenti hatasok részlegesen reverzibilisek voltak. A BRX-005
azonos koncentracioi nem valtoztattak meg az akcids potencial paramétereit.

Az intracellularis kalciumkoncentracio csOkkentése (BAPTA-AM
jelenlétében) vagy a kalcium-fuggd kloridaram specifikus gatlasa (0,5 mM
antracén-9-karboxilsav) ill. a kalcium-figgé kaliumaram blokkolasa (20 nM
karibdotoxin) szignifikansan csOkkentette, de nem védte ki teljesen a 100 M
bimoclomol akcids potencial idétartamot rovidité hatasat. Részleges véd6 hatasa

volt az ATP-szenzitiv kaliumaramot gatlé glibenklamidnak is.

11



EREDMENYEK

sy

5. Magas koncentraciéju bimoclomol hatasa a transzmembran
aramokra

A 100 pM bimoclomol a kalciumaram amplitudéjat nem, de az
inaktivacié id6éallandgjat szignifikansan (19,8+1,6 ms-ré6l 16,8+1,2 ms-ra)
roviditette. Nem volt hatassal a tranziens és a kés6i kaliumaramok amplitudojara
és kinetikai paramétereire.

A nyugalmi kéliumaram (lgs) amplitudojat 100 uM bimoclomol
szignifikansan csokkentette (20,1+£1,3%-kal —135 mV-on). BaCl, jelenlétében,
amely hatasosan gatolja az Ixs aramot, a bimoclomol hatasara megjelend extra
aramkomponens egyensulyi potencialja —90 mV-nak adddott, nagysaga —135
mV-on -1,04+0,33 pA/pF, mig +45 mV-on +1,2510,21 pA/pF volt.

6. A BRX-005 vazorelaxans hatasa

A BRX-005 vaszkularis simaizomra kifejtett hatasat tengerimalac
pulmonalis artériajabol készitett preparatumon vizsgaltuk. Az 1 yM fenilefrinnel
valo el6kezelést kovetben kumulativ hatasgorbét vettink fel, miutan a fenilefrin
steady-state hatasa beallt. A BRX-005 koncentracio-fuggé moédon relaxalta az
elézetesen fenilefrinnel prekontrahalt preparatumot. Ez a hatdas nem fliggott az

érfal endotéliumanak épségétol.
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MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Munkam soran eltér6 tamadaspontt és hatasu  molekulak
szivelektrofiziologiai hatasait vizsgaltam. Eredményeink és az irodalmi adatok
alapjan ugy itéljik meg, hogy a vizsgalt molekulak legfontosabb és egyben kdzos
vonasaik, hogy hatasaik nem a szivizomsejtek elektromos tevékenységének
kozvetlen megvaltoztatasara iranyulnak, de rendelkeznek ilyen hatasokkal is.

Az ET-1 a jelenleg ismert legpotensebb vazokonstriktor hatasu
molekulak egyike, melyr6l megallapitottuk, hogy gatoljla az L-tipusu
kalciumaramot kutya és human kamrai szivizomsejteken. Mindkét speciesben
kozel egyforma nagysagu gatlast kaptunk, ami arra utal, hogy valdszinlleg a
gatlé hatas mechanizmusa is azonos a két faj szivizomsejtjein. Kutyabdl izolalt
sejteken vizsgalva azt talaltuk, hogy az ET-1 kalciumaramra iranyuld
szazalékban kifejezett gatlé hatasa csokken, ha a cAMP — PKA rendszert
részlegesen aktivaljuk (pl. izoproterenollal), és a PKA rendszer maximalis
aktivacidja utan (8-Br-cAMP) a gatlé hatas elmarad. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy az ET-1 kardiadlis kalciumcsatornakra gyakorolt gatlé hatasa kutyan is az
intracellularis cAMP koncentracid csokkentése utjan valosul meg. Ez egyarant
bekoOvetkezhet a PTX-érzékeny G-fehérjék kozvetitésével az adenilat ciklaz
gatlasa vagy a foszfodieszteraz aktivalasa utjan (mindketté az ETa-receptorok
kézremikodésével).

Azt is megallapitottuk, hogy az ET-1 gatoltja a késdi kaliumaramot
mindkét speciesben, de jelentds kulonbségeket talaltunk e tekintetben a kutya és
a human kamrai szivizomsejtek kdzott. Sem nyugalmi cAMP szintek mellett, sem
maximalisan aktivalt cAMP — PKA rendszer esetében nem gatolta az ET-1 a
kés6i kaliumaramot kutyan, gatlast kizarolag az izoproterenollal részlegesen
aktivalt  kaliumcsatornakon sikerult kimutatni. Ezzel szemben human
szivizomsejteken az ET-1 o6tddére csokkentette a késdi kaliumaram gyors
komponensének amplituddjat izoproterenol kezelés nélkil. Ez a markans
kulonbség nem magyarazhat6 azzal, hogy kutyan teljes Ik-t, mig human sejteken
csak k-t mértlink, hanem inkabb arra utal, hogy kulonbségek vannak a ket
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species kozott a kaliumaramok szabalyozasi mechanizmusaiban. Az ET-1 eltér6
hatasait a kutya szivizomsejtek kalcium- és kaliumaramainak vonatkozasaban a
két cAMP-érzékeny aram kulonb6z6 cAMP-érzékenységével magyarazzuk,
aminek hatterében eltéré proteinkindaz enzimek részvétele valdszinlsithetd.
Nyugalmi cAMP szintek mellett a kalciumaram cAMP-dependens komponense
részlegesen aktivalhatdo, mig a késéi kaliumaramé nem, igy ez utdébbi nem
csokkentheté az intracellularis cAMP csokkentésével. 8-Br-cAMP jelenlében a
PKA rendszer maximalisan aktivalt, ezért azt a cAMP szint csOkkentése a
tovabbiakban nem befolyasolja Iényegesen a rendszer aktivaltsagi szintjét.
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a kalciumaram vonatkozasaban a kutya
kamrai sejteken jol modellezhet6k az ET-1 human sejtekre iranyulo hatasai, mig

a késo6i kaliumaram esetében nem.

A stresszkorulmények tulélésében az endogén molekulak mellett
exogen, szintetikus anyagok is szerepet jatszhatnak. A bimoclomol és a
szerkezetileg nagyon hasonlé BRX-005 protektiv hatasait tobb kisérleti modellen
leirtak, de szivelektrofiziologiai hatasaikat elséként jellemeztik. Megallapitottuk,
hogy mindkét molekula pozitiv inotrép hatassal rendelkezik alacsony
koncentraciéban (0.1 — 1 uM). Ennek hatterében a BRX-005 esetében kalcium-
eérzékenyit6 hatas valdszindsithetd, mig a bimoclomol megndveli a rianodin-
receptorok nyitvatartasi valdszinliségét, ezaltal fokozva a kalciumtranziensek
amplitudojat. Alacsony koncentracioban egyik szer sem moddositja az akcids
potencial paramétereit, tehat feltehetéen nincs ioncsatornakra iranyuld kdzvetlen
hatasuk.

A bimoclomol magasabb koncentracidinak (100 pM) negativ inotrép
hatasa van, mert csokkenti a kalciumtranziensek amplitudojat. Ennek oka a
rianodin-receptorok olyan mérvi aktivalasa, amely a diasztolés kalcium szint
markans megnovekedéséhez vezet, bar extrém magas koncentracioban (1 mM)
a szer mar gatolja a rianodin-receptorokat. A megemelkedett intracellularis
kalciumkoncentracio kalcium-figgé mechanizmusokon keresztul (a

kalciumcsatornak fokozott inaktivacioja, kalcium-fuggé klorid- és kaliumaramok
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aktivacidja) roviditi az akcios potencialok idétartamat. A bimoclomol jelenlétében
aktivalodo extra-aramot — egyensulyi potencialja alapjan — klorid- és/vagy
kaliumaramként azonositottuk. Farmakoldgiai kisérleteink tanusaga szerint a
bimoclomol aktivalja az ATP-fuggd kaliumcsatornakat is.

A bimoclomol alacsony koncentraciéi tehat mérsékelten fokozzak az
intracellularis kalcium szintet, amely hatas hozzajarulhat a stresszfehérjék
indukciojahoz, ugyanakkor a BRX-005 esetében semmilyen elektrofiziologiai
hatasat nem tudtuk kimutatni. Fentiek miatt val6szinUsithetd, hogy a BRX-005
(esetleg annak sztereoizomerjei) kevesebb mellékhatast okoznak majd a klinikai

kiprébalas soran, mint a bimoclomol.
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