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Bevezetés

BEVEZETES

A kedvezétlen kornyezeti és metabolikus valtozasok tulélésére az él6
szervezetek szamos véddmechanizmust (komplex biokémiai, biofizikai és
patofiziologiai valtozasok egyuttesét) fejlesztettek ki. Ezen kompenzalé folyamatok
kozul a stresszfehérjék minden sejtben megtalalhatd potencialis védémechanizmust
jelentenek (Feder és Hofmann, 1999). A legtdbb karositd hatasra adott valaszkeént
fokozédik a stresszfehérjék szintézise a sejtekben, mikdzben szamos mas fehérje
termelédése a minimumra csokken. A stresszfehérjéket a szakirodalom tébbféle
elnevezéssel illeti, gyakran nevezik 6ket h&sokkfehérjéknek vagy glikozregulalt
fehérjeknek, melyeket az angolszasz nomenklatura alapjan Hsp (Heat shock
proteins) ill. Grp (Glucose regulated proteins) mozaikszavakkal rdviditenek, vagy
funkciojuk alapjan chaperonoknak, mivel részt vesznek szamos fehérje negyedleges
szerkezetének kialakitasaban. A sejtek fizioldgias funkcidinak folyamatos fenntartasa
mellett a stresszfehérjéknek fontos szerepik van a kulonb6z6 stresszhelyzetek
okozta koéros folyamatok kivédésében, azok lassitasaban, és végul a funkcio
helyredllitdsaban. Jelenlétik és megfeleld mikodésik elengedhetetlen feltétele a
sejtek tulélésének. Ezért olyan molekulak kifejlesztése, melyek a sejt szamara
kedvezébtlen helyzetekben indukaljak ezen fehérjék transzkripcidjat vagy fokozzak
azok aktivitasat nagy jelentdséggel birnak. A stresszfehérjék keletkezését szamos
tényez6 kivalthatja, gyakorlatilag minden, ami a sejt szamara a kornyezet hirtelen
valtozasaként jelenik meg. Fizioldgias folyamatok (egyedfejl6dés, sejtdifferenciacio,
fagocitozis, szekrécio) mellett kulonb6zd kornyezeti tényezék (hésokk, hidegsokk,
aminosav-analogok, atmeneti- €s nehézfémionok, parazitatoxinok) és patofiziolégias
allapotok (hipoglikémia, ozmotikus-sokk, mentalis stressz, acidézis, a sejtek kalcium-
terhelése) valthatnak ki stresszvalaszt (Kabakov és Gabai, 1997). Altalanosan igaz,
hogy a stressz nem minden formaja hat minden sejtre egyforman és a hatas mértéke
jelentésen kilonbdzhet az egyes sejttipusok esetén. A laz, gyulladas, viralis vagy
bakteridlis fertézés, ischaemia, oxidaciés karosodas gyakran el6forduld potencialis

veszélyforrasok a cardiovascularis szervrendszer, és szilikebb értelemben, a
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szivizomzat vonatkozasaban. A sziv funkcidja azonban nemcsak ezekben az
allapotokban karosodhat, hanem olyankor is, amikor a kulonb6z6 szabalyozo
folyamatok kozotti egyensuly felborul. Mar régéta ismert, hogy az érfal és az
endokardium endothelsejtjei fontos szabalyoz6 szerepet jatszanak a cardiovascularis
rendszer mikodésének szabalyozasaban az altaluk termelt hirvivé molekulakon
keresztul, amelyek egyik csoportjat az endotelin peptidcsalad képviseli (Furchgott és
Vanhoutte, 1989). Fentiek fényében nem meglepd, hogy napjainkban egyre
szélesebb korben vizsgaljak a stresszfehérijek és az endotelinek szerepét a
cardiovascularis betegségek és mas korfolyamatok patomechanizmusaban. Az
endotelinek cardiovascularis hatasait az utobbi 15 év kutatomunkajanak
kovetkeztében viszonylag jol ismerjiuk, de elektrofiziolégiai hatasaik részben
tisztazatlanok, részben ellentmondasosak. Az értekezésben az endotelin
peptidcsaladba tartozé endotelin-1, valamint a fejlesztés alatt allé h&sokkfehérje-

koinduktor hatasu bimoclomol és BRX-005 szivelektrofiziologiai hatasait taglaljuk.

Az endotelin peptidcsalad

Az endothelium eredetl relaxalé faktorok felfedezését kovetéen (Furchgott
és Zawadzki, 1980) az 1980-as évek kozepétdl tobb vazokonstriktor hatasu
molekulat izolaltak az endothelsejtekbdl (Gillespie és mtsai., 1986; O'Brien és mtsai.,
1987). A kddolo gének szekvenciajat 1987-ben meghataroztak és azok termékét
endotelineknek nevezték el (Yanagisawa és mtsai., 1988; Masaki, 1998). Ma mar
ismert, hogy az endotelin peptideknek tdbb izoformaja van, az egyes izoformakat
kildon gének kédoljak (Inoue és mtsai., 1989). A 21 aminosavbdl allé endotelin-1 (ET-
1) az endotelin peptidcsalad legismertebb és a szOvetekben legnagyobb
mennyiségben kimutathaté izoformaja (Haynes és Webb, 1993; Rubanyi és Polokoff,
1994). Az ET-2 a vesében, az ET-3 féleg a vékonybélben és a mellékvesében
mutathaté ki, de olyan 31 aminosavbdl felépllé endotelineket is azonositottak,
amelyek a bioszintézis kdzbeesd utvonalain keresztul keletkeznek. Az endotelinek
felépitésukben nagyfoku hasonlésagot mutatnak az Atractaspis engaddensis kigyo
mérgébdl izolalt peptidekkel, a sarafotoxinokkal (Takasaki és mtsai., 1988), amely azt

bizonyitja, hogy az endotelinek 8si és konzervativ felépitésii molekulak.
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Az endotelinek szintézisét els6sorban olyan fiziko-kémiai faktorok
szabalyozzak, mint az érfal pulzalé feszulése, a sejtekre hatd nyirder, vagy az
extracellularis pH savanyodasa. Ezek mellett a hipoxia, ischaemia, oxidalt LDL,
koleszterin, glikdz, trombin, ndvekedési faktorok, citokinek, idés kor, elhizas, kokain
fogyasztas is fokozzak, mig a nitrogén-monoxid, prosztaciklinek, 6sztrogének és a
natriuretikus peptid gatoljak az ET-1 elvalasztasat (Luscher és Barton, 2000).

Ismert, hogy az endotelinek hatasaikat - legalabbis azok egy részét - a 7
transzmembran domént tartalmazo, Gi-fehérjékhez kapcsolt receptorok aktivalasaval
fejtik ki. EmI6sOkben azonositottak az ETa és ETg receptorokat, tovabba patkanyban
leirtak egy angiotenzin ll-re és ET-1-re egyarant érzékeny receptort is. Az egyes
izopeptideket a receptorok kulonbdzé affinitassal kotik. Az ETg kbdzel azonos
affinitassal koéti az egyes izoformakat, mig az ETa az ET-1 és ET-2 peptidekre
szazszor érzékenyebb, mint az ET-3 izoformara. Madarakban azonositottak egy Uj
tipusu ETg (Lecoin és mtsai., 1998) és békaban az ET-3-at specifikusan kot ET¢
receptort is (Karne és mtsai., 1993).

Az ET-1 az ETa receptoron keresztll tdbbféle szignalizaciés utvonal
aktivalasaval vazokonstrikciot okoz (Pollock és mitsai., 1995) és kulonb6zd
szovetekben sejtproliferaciot indukal (Ohlstein és mtsai., 1992), mig az ETg—hez
kapcsolodo jelatvitel lassitja az apoptézist, gatolja az ECE-1 gén expresszidjat az
endothelsejtekben és szabalyozza az ET-1 eliminaciojat. Az endotelinek vazoaktiv és
mitogén hatasaik mellett stimulaljak egyes citokinek és novekedési faktorok
termel6dését, autokrin mechanizmussal befolyasoljak a sejtciklus folyamatait (Wang
mtsai., 1994). Az ETa-hoz koétédve vazokonstrikcidt, sejtndvekedést, sejtadhéziot,
trombozist idéznek el6, amely hatasok kifejlédésében a foszfolipaz C (PLC) enzim
aktivalasanak is szerepet tulajdonitanak. Az endotelinek fé6leg az endothelsejteken,
kisebb mennyiségben a simaizomsejteken és makrofagokon talalhaté ETg receptoron
keresztul befolyasoljak a NO és a prosztaciklinek termelédését, az apoptdzis
folyamatat, ugyanakkor gatoljak az endotelinkonvertalé-enzim (ECE) expresszidjat
(Karwatowska-Prokopczuk és  Wennmalm, 1990). Az endotelineknek -
cardiovascularis hatasaikon tul - szerepik van az embrionalis fejlédésben (Kurihara
és mtsai., 1994), a horgdk szdkitésében (Uchida és mtsai., 1988), a
karcinogenezisben (Lahav és mtsai., 1999), valamint a gasztrointesztinalis- és

endokrin funkcidk szabalyozasaban (Ferri és mtsai., 1995).
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Az ET-1-nek er6s mitogén hatasa miatt szerepet tulajdonitanak a kardialis
hipertrofia  kialakulasaban, mely tobb cardiovascularis betegség kisérdje.
ValészinUsitik, hogy az endogén endotelineknek szerepe lehet a miokardialis
infarktus sulyosbodasaban (Camilion de Hurtado és mtsai., 2000) és a magas ET-1
plazmaszintek kedvezétlen kimenetelt prognosztizalnak. Viszonylag magas ET-1
plazmaszinteket (1-2 pg/ml) mértek gyermekekben és kilonb6zé megbetegedések
(atheroszklerdzis, miokardialis infarktus, pulmonalis hipertenzié, sziv- és
veseelégtelenség) esetén (McMurray és mtsai., 1992; Wei és mtsai., 1994; Miyauchi
és Masaki, 1999). Leirtak, hogy az ET-1 stimulalja az angiotenzin Il termelést is,
melynek a hipertenziéban kifejl6dé hipertréfiaban lehet szerepe (lto, 1997).
Tenyésztett pitvari sejteken az ET-1 kdzvetlenll fokozta az ANP szekréciojat
(Grossman és Morgan, 1997). Ezen megfigyelések arra engednek kdvetkeztetni,
hogy az ET-1 lokalisan, els6sorban autokrin ill. parakrin hatasu mediatorként
mikodik, és nem mint keringd hormon (Eguchi és mtsai., 1995).

Az endotelin-1 egyik legjobban karakterizalt hatasa az artériak és vénak
falaban talalhaté simaizomsejtek feszulésének fokozasa (Clarke és mtsai., 1989;
Cocks és mtsai., 1989). A simaizomsejteken az endotelin-1 hatasait az intracellularis
kalciumkoncentracié novelésén keresztul fejti ki, amely nem a kalciumcsatornak
kozvetlen aktivalasa utjan valésul meg. A tapasztalt bifazisos kalciumszint emelkedés
kezdetén gyors és nagymértékl kalciumkoncentracio novekedést regisztraltak,
amelyet egy hosszabb ideig tartd, alacsonyabb Ca®*-koncentracié emelkedés kisért.
Az emelkedett intracellularis kalciumkoncentracid aktivalva a nem specifikus
kationcsatornakat a sejtmembran depolarizacidjahoz, a fesziiltségfiiggé Ca*-
csatorndk megnyilasahoz és azon keresztiil tovabbi Ca**-ionok belépéséhez vezet,
amely fokozza a simaizomsejtek kontraktilitasat (Simonson és Dunn, 1990; Inui és
mtsai., 1999). Az ET receptorok valdszinileg a G-fehérjéken keresztul a foszfolipaz
C enzimeket is aktivaljak (Takuwa és mtsai., 1990). Ezzel 6sszhangban van az a
megfigyelés, hogy az IPs; indukalt Ca?*-koncentracié emelkedés fiiggetlen az
extracellularis  Ca®*-koncentraciétél, mig a dihidropiridin  (DHP) szenzitiv,
fesziiltségfiiggé Ca®*-csatornakon keresztiili, vagy a DHP inszenzitiv, nem specifikus
kationcsatorndkon  keresztuli  kalcium influx mértéke az extracellularis
kalciumkoncentracié fiuggvénye (Silberberg és mtsai., 1989; Goto és mtsai., 1989;

Iwamuro és mtsai., 1998). Az endotelin-1 receptorain keresztll valészin(lileg aktivalja
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a foszfolipaz A, és D enzimeket is, igy hatassal van az arachidonsav
metabolizmusara (Liu és mtsai.,, 1992). Az ET-1 indirekt modon aktivalja a
proteinkinaz C enzimet. Ez részben a foszfolipaz C aktivalodast kovetd DAG
akkumulacio, részben a Na*-H' csere aktivalasa miatt bekdvetkezé intracellularis
lugosodas kovetkezménye (Lonchampt és mtsai.,, 1991; Kramer és mtsai., 1991).
Mindkét valtozas a PKC aktivitdsanak fokozodasaval jar. A fenti példa azt bizonyitja,
hogy érsimaizmon az ET-1 szamos parhuzamos, egymashoz tdbbszdrdsen
kapcsolodo szignalizacios utvonal igénybevételével fejti ki hatasat.

Az endotelin-1 receptorait szivizomsejteken is kimutattak (Sakurai és mtsai.,
1992), azonban az ET-1 Kkardidlis hatasai jelentés mértékben fuggottek az
alkalmazott speciestdl, a vizsgalt sejtek miokardialis lokalizaciojatél, a szivizom
fejlettségi fokatdl és a kisérleti koriilményektdl. Eretlen sejteken negativ inotrop,
kalciumtranzienst csokkent6 hatasardl szamoltak be, mig feln6tt kamrai sejteken
pozitiv inotrop, kalciumtranzienst ndvelé hatast talaltak (Grossmann és Morgan,
1997). Ishikawa 1988-ban irta le az ET-1 pozitiv inotrop és chronotrop hatasat
tengerimalac pitvari preparatumon, bizonyitva, hogy az ET receptorok a
szivizomsejteken is jelen vannak (Ishikawa és mtsai., 1988). Hasonlé eredményeket
kaptak patkany és human kamrai trabekulakon (Moravetcz és mtsai., 1989; Kelly és
mtsai.,, 1990), mig masok tengerimalac pitvari preparatumokon az ET-1 negativ
kronotrop hatasat demonstraltak (Ono és mtsai., 1995). Késébb az ET-1 acetil-kolin-
szer( hatasat irtak le szamos eml6s preparatumon (Zhu és mtsai., 1997).

Ma sem tisztazott kérdés, hogy az ET-1 milyen szignalizacios
mechanizmusok igénybevételével és milyen ioncsatornak kozvetitésével fejti ki
hatasait emlés szivizomban. Az elmult 10 évben tobb szignalizaciés utvonal és
ioncsatorna vonatkozasaban felmertilt a lehetéség, hogy részt vesz az ET-1 kardialis
hatasainak medialasaban. A kezdeti megfigyelések (inotrop hatas) alapjan
feltételezték, hogy az endotelinek novelik a feszultségfiggd kalciumaramot (Ishikawa
és mtsai., 1988). Hasonl6 eredményekrél szamoltak be nyul és tengerimalac
preparatumokon (Lauer és mtsai., 1992; Bkaily és mtsai., 1995; Kasai és mtsai.,
1994). Masok ezzel ellentétben azt talaltak, hogy az ET-1 csokkenti a kalciumaramot
(Tohse és mtsai., 1990; Ono és mtsai., 1994), ismét masok szerint az ET-1 nem
befolyasolja a kalciumaram amplitudojat adult tengerimalac kamrai sejteken (Habuchi

és mtsai.,, 1992), mig neonatadlis patkany sejteken a T-tipusu kalciumaram
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novekedeést irtak le (Furukawa és mtsai., 1992). Az ET-1 nyul kamrai sejteken az ETp
receptoron keresztul gatolta a kalciumaramot, mig az ET-3 az ETg receptoron
keresztil ndvelte az aram amplituddjat (Kelso és mtsai.,, 1998). Az ET-1
kaliumaramokra kifejtett hatasait tengerimalac kamrai sejtjein  vizsgalva
megallapitottak, hogy az noveli a kés6 kaliumaramot (Habuchi és mtsai., 1992), mig
pitvari sejteken ndveli a nyugalmi kaliumaramot (Kim, 1991) és az acetil-kolin-fuggd
kaliumaramot (Ono és mtsai.,, 1994). Nyul pitvari sejteken leirtak, hogy az ET-1
gatolja az acetil-kolin-fliggdé kaliumaramot (Spiers és mtsai., 1996). Tengerimalac és
nyul preparatumokon azt talaltak, hogy az ET-1 gatolja ischaemias miokardiumban
az ATP-szenzitiv kaliumaramot (Kobayashi és mtsai., 1996), és a proteinkinaz A-
fuggéd kloridaramot (James és mtsai., 1994). Ezek a hatasok részben magyarazhatdk
az ET-1 feltételezett intracellularis cAMP koncentraciot csdkkentd hatasaval, melynek
kovetkezménye lehet az a masik megfigyelés, miszerint izoproterenol-kezelést
kovetben megnétt az ET-1 gatld hatasa az egyes cAMP-fuggd transzmembran
aramok vonatkozasaban (Delpech és mtsai., 1995; Delpech és mtsai., 1997).
Az ET-1 szivhatasainak mechanizmusaval kapcsolatban az alabbi elméletek
szulettek elmult 10 év soran:
1. Néveli az intracellularis Ca ?*-koncentraciét (Vigne és mtsai., 1990)
2. Gatolja az adenilat ciklaz aktivitasat (Hilal-Dandan és mitsai., 1992;
Vogelsang és mtsai., 1994)
3. A PLC enzim aktivalasan keresztll fokozza a foszfoinozitol hidrolizisét
(Vigne és mtsai., 1989; Aramori és Nakanishi, 1992)
4. Fokozza a proteinkinaz C aktivaciéjat (Hattori és mtsai., 1993; Woo és
mtsai., 1999)
5. Fokozza a kontraktilis proteinek kalcium-érzékenységét (Kelly és mtsai.,
1990; Wang és mtsai., 1991)
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Az ET-1 szivhatasairdl publikalt - szamos ellentmondassal terhelt -
informacidhalmazt értékelve arra a kovetkeztetésre juthatunk, hogy az ET-1, a
simaizomsejteknél leirtakhoz hasonléan, a szivizomsejteken is kilénb6z6
szignalizacios utvonalak aktivalasaval fejti ki hatasat. Ugyanakkor valaszra var az a
kérdés, hogy human Kkardialis preparatumokon az ET-1 milyen ioncsatornak
mikodését valtoztata meg. A human kardidlis preparatumok limitalt
hozzaférhetbsége miatt célszerlinek latszott egy olyan emlds preparatumot is
bevonni a vizsgalatokba, amelyek az eddigi irodalmi adatok alapjan elektrofizioldgiai
szempontbdl szoros hasonlosagot mutatnak a human kamrai sejtekkel. Ezért
kézenfekvé volt az endotelin-1 hatdsainak tanulmanyozasa kutya kamrai

szivizomsejteken is.

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

A BIOREX altal kifejlesztett, jelenleg klinikai kiprobalas alatt allo
gyogyszerjeldlt bimoclomol egyik fontos jellemzéje, hogy fokozza a stresszfehérjék
szintézisét azokban a sejtekben, amelyek stresszhatasnak voltak kitéve. A
bimoclomol tehat egy olyan uUjonnan kifejlesztett citoprotektiv hatasu hidroxilamin
szarmazeék, melynek akut és kronikus stresszhatasok elleni protektiv hatasai vannak
kilonb6z6 egészseéges és patologias allatmodelleken, tovabba sejttenyészeteken
(Vigh és mtsai., 1997). Allatkisérletek soran a bimoclomol gyorsitotta az égés ill. az
UVB sugarzas utani sebgyogyulast és csokkentette a szubarachnoidealis vérzés
vagy arachidonsav bejuttatasaval kivaltott vér-agy gat permeabilitas fokozoédast (Erdé
és mtsai., 1998). Kronikus bimoclomol kezeléssel helyre lehetett allitani a spontan
hipertenziv patkanyok aortagylrlinek koros acetil-kolin érzékenységét (Jednakovits
és mtsai., 2000). Diabéteszes allatmodellben csOkkentette az angiopatias
szovédményeket (Jednakovits és mtsai., 1994), a neuropathia, retinopathia és
nephropathia kialakulasa csdkkenthetd, illetve kivédheté volt megfelelé bimoclomol

elbkezeléssel (Hegedis és mtsai.,, 1994; Bir6 és mtsai.,, 1997). A bimoclomol
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kardioprotektiv és antiaritmias hatasat igazoltak ischaemias miokardiumon, ahol a
szer jelentésen csokkentette a pumpafunkcié ischaemia hatasara bekdvetkezé
romlasat, a perctérfogat csokkenésének nagysagat, valamint az ST-elevacio
mértékét és a reperfuzios kamrai fibrillacié kialakulasanak gyakorisagat. A BRX-005
a bimoclomolhoz hasonlé szerkezetli molekula (annak egyik kovet6je), amelynek
szivhatasairdl nem alltak rendelkezésunkre adatok.

Mindkét vegyulet fontos tulajdonsaga, hogy a fizioldgias kdrilmények kozott
csak minimalis mértékben befolyasoljak a hésokkfehérjék termelédését, ugyanakkor
a stresszhatasok kivédésében igen hatékonyak: protektiv hatasaikat egyarant
kifejtették trauma, sokk és égés esetén. Ezek a tulajdonsagok 6sszhangban vannak
a molekuldak Hsp-koinduktor hatasmechanizmusaval. Mivel mindkét vegylulet
szivhatasait meggy6z6en demonstraltak, felmerilt a kérdés, hogy ezekben a
hatasokban van-e szerepe — és ha igen, akkor milyen — a szivizomsejtek
membranjaban 1évé ioncsatornaknak. Ismert masrészt, hogy a hd&sokkfehérje
termelés meginditdsanak egyik legfontosabb szignalja az intracellularis
kalciumkoncentraci6 megemelkedése. Ennek alapjan kézenfekvének tlnt
megvizsgalni a bimoclomol és a BRX-005 hatasat a szivizomsejtek kalcium

haztartasara.



Célkitiizések

CELKITUZESEK

Munkam egyrészt az endotelin-1, masrészt a jelenleg intenziv fejlesztés alatt
allé és sokrétl terapias elényoket igérd, hésokkfehérje-koinduktor hatasu molekulak
(bimoclomol és BRX-005) eml8s szivizomsejtek elektromos tevékenységére kifejtett
hatasainak vizsgalatara iranyult kilénb6zé eredetl (human, kutya és tengerimalac)
szivpreparatumokon.

Késérleteink soran a kovetkezd fontosabb kérdések tisztazasat tlztuk ki

célul:

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

2. Vizsgaltuk, hogy vajon az endothelin-1 milyen szignalizaciés utvonalon, esetleg
utvonalakon keresztul fejti ki hatasait az ETa receptorhoz valé kétédés utan?

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

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

5. Megproébaltunk valaszt adni arra a kérdésre is, hogy vajon az ET-1, a bimoclomol
és a BRX-005 igen sokrétl in vivo hatasai kozul melyek és milyen mértékben

vezethet6k vissza az altalunk vizsgalt cellularis elektrofiziologiai hatasokra?
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ALKALMAZOTT ANYAGOK ES KISERLETI MODSZEREK

1. Kontrakcios ero mérése multicellularis preparatumon

Multicellularis preparatumon torténé kontrakcios eré6 méréshez jobb kamrabdl
kimetszett vékony trabekulakat hasznaltunk. A trabekula egyik végét a meérékad
aljahoz, a masik végét mechanoelektromos transzducerhez rogzitettuk és 37 °C
fokos Tyrode oldattal perfundaltuk (10 ml/perc). A transzducer 0,1 és 10 mN kozott
linearis jelet adott. A preparatumokat 1 Hz frekvenciaju téringerléssel folyamatosan
ingereltuk, az ingerl6 négyszogjelek amplitudoja a kiuszobinger kétszerese volt. A
mérések elb6tt a preparatumot a perfundalé Tyrode oldatban legalabb 90 percig
ekvilibraltuk a steady-state allapot elérése érdekében. Az izometrias kontrakcidok
paramétereinek értékelését analog-digitalis atalakitas utan szamitégéppel végeztik.
Meghataroztuk az egyes kontrakciok maximalis feszulési értékét, a maximalis
feszulés kialakulasaig eltelt id6t, a maximalis feszllés 20 és 75 %-a kozotti

gOrbeszakasz meredekségét és a félrelaxaciohoz sziukséges idét.

2. Sejtizolalas

Elektrofizioldgiai kisérleteink tobbségét kutyaszivbdl enzimatikusan izolalt
kamrai sejteken végeztik, amelyeket szegmentperfuzids eljarassal nyertink. A
kilonb6z6 nemd és koru kutyak elaltatasara izomrelaxans és kabité hatassal
rendelkez6, 0,1 ml/tskg SBH-KETAMIN és 0,05 ml/tskg Rometar injekcidkat
alkalmaztunk. Az alkalmazott gyogyszerek farmakokinetikaja olyan, hogy a kisérlet
megkezdésének idejére a szivizombdl eliminalodtak. Az altatott allatokbdl a mellkas
megnyitasa utan eltavolitottuk a szivet, melyet normal Tyrode oldattal mostunk at. A
bal ellls6 leszall6 koronaria agat kanulaltuk és 5 percig perfundaltuk a
szobahdmérseékletli, kalcium mentes "Joklik Modification for Suspension Culture"
(JMM, Sigma, pH=7,0) oldattal, melyet frissen kiegészitettink - 1 | oldatra
vonatkoztatva - allopurinol (13,5 mg), ribdéz (750 mg), piroszélésav (175 mg), taurin
(2,5 g), NaHCO3 (1,3 g), NaH,PO4 (200 mg) hozzaadasaval. A bal kamrai szegmens
emeésztése JMM-oldathoz adott, 660 mg/l CLS-1 kollagenazzal (Worthington) tortént,
2 g/l borju szérum albumin és 50 umol/l CaCl, jelenlétében. A kb. 30 perces

emésztés alatt az elfolyésodott bal kamrai szovetszegmenst feldaraboltuk és
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emelked6 kalcium koncentraciéju JMM oldatban mostuk, a 2,5 mmolll
végkoncentracio eléréséig. A sejteket felhasznalasig 14°C hémérsékletl, pH=7,4 és
0,5 g/l streptomycint és 0.5 g/l penicillint tartalmazo tapoldatban (Minimum Essential
Medium, Sigma) taroltuk. Az ilymdédon nyert sejtsuszpenzidban a mérésre alkalmas
sejtek aranya 50-90% volt. Ezek a sejtek ép széllek és téglalap alakuak voltak, tiszta
citoplazmaval és jol lathaté harantcsikolattal rendelkeztek, atlagos tulélési idejuk 24-
48 ora volt. A méréseket a sejtizolalast kovetbéen 4 és 36 ora elteltével végeztuk.
Hasonlé eljarast kdvettunk a kardioplégias oldatban tarolt human szivek esetében is,

de ilyenkor az izolalt sejteket azonnal felhasznaltuk.

3. Akcios potencial elvezetése izolalt szivizomsejtekrol

A mérbedény aljara kitapadt szivizomsejteket normal Tyrode oldattal
perfundaltuk, amelynek Osszetétele a kovetkezd volt (mmol/l-ben megadva): 150
NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 5 HEPES, 10 glikéz, pH=7,4. Az oldat allandd
hémérsékletét (37 °C) termosztat segitségével biztositottuk. A méréseket invert
mikroszkop (Olympos CK-2) targyasztalan végeztuk. Az alland6é perfuziét a
hidrosztatikai nyomas biztositotta, a sejtek oxigénszikségletét az inkubalé oldaton
ataramoltatott 100% oxigén fedezte. Az alkalmazott anyagokat a perfundalé Tyrode
oldattal juttattuk el a sejtekhez.

A sejtek transzmembran potencialjanak elvezetésére hasznalt hegyes veégd,
25-50 MQ ellendllasu boroszilikat dvegmikroelektrodat (Science Products) 3 mol/l
kaliumklorid oldattal buborékmentesen toltéttink fel. Az elektrodat a kisérlet
megkezdése elbtt digitalis elektrédahuzoval (P-87, Sutter Instruments) készitettik. A
sejteket a mérbelektrodan keresztul ingereltik 1 ms id6tartamu és a kétszeres
ingerkiszobnek megfelelé6 amplitudoju depolarizald négyszoégimpulzusokkal. Erdsités
utan (Axoclamp-2B er6sit6, Axon Instruments) az elektromos jeleket digitalis tarolo
oszcilloszképon (Hitachi VC-6025) és a szamitégép képerny6jén monitoroztuk. A
késbébbi analizis céljabdél az adatok digitalizalasat Digidata 1200 A/D kartya
segitségével 100 kHz mintavételezési frekvencia mellett végeztik. Az adatokat a

PCLAMP 6.0 szoftver (Axon Instruments) segitségével analizaltuk.
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4. lonaramok mérése fesziiltséqg-clamp technikaval

Az arammeérések soran hasznalt patch-pipettak ellenallasa 2-3 MQ volt. Az
ionaramokat a patch-clamp technika teljes-sejt konfiguraciéjaban, feszlltség-clamp
korilmények kozott mértuk. A sejteket 37 °C hémérsékletl Tyrode oldattal perfundalt
kadban szuszpendaltuk.

A kalciumaram mérésekor a kaliumaramokat 4-aminopiridin (4-AP) és
tetraetil-ammonium-klorid (TEACI) hozzaadasaval gatoltuk. Az ekkor hasznalt belsé
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 (/ca.) a
0,2 Hz  frekvenciaval alkalmazott, 400 ms  hosszu  depolarizald
négyszogimpulzusokkal valtottuk ki a -35 és +60 mV kozotti fesziltségtartomanyban,
5 mV-os |épéskdzokkel. A tesztimpulzusokat -40 mV holding potencialrdl
alkalmaztuk. Az aram-amplitudokat a sejt kapacitasara normalizalva adtuk meg.

A kaliumaramok mérése soran a kalciumaramot 5 yM nifedipinnel gatoltuk.
llyenkor az elektrodakat a kovetkezdé Osszetételli oldattal toltéttuk 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 (l;,) 400 ms hosszu, -80 mV-rdl induld és
10 mV-os lépéskdzokkel ndvekvé depolarizalé négyszoégimpulzusokkal aktivaltuk a -
30 és +60 mV kozotti fesziltségtartomanyban. A késéi kaliumaramnak (lx) két
komponense van, melyek kinetikai tulajdonsagokban és amplitudoban egyarant
kuldnboznek. Az izolalt kutyasejteken torténé méréseink soran nem szeparaltuk a két
aramkomponenst, mivel ekkor még nem allt rendelkezéslinkre az egyes
komponensek specifikus gatloszere. Ekkor az aramot egy 3 masodperc idétartamu, -
40 mV-rél +60 mV-ra depolarizalé tesztpulzussal aktivaltuk, majd a depolarizacié
alatt aktivalodé aram, valamint a -40 mV-ra torténd visszatérés utan megjelend
ugynevezett farokaram amplituddjat leolvastuk. Az igy mért farokdaram a késéi
kaliumaram mindkét, lassu (/ks) €s gyors (/) komponensét tartalmazta. A human
szivizomsejteken az ET-1 hatasat a késdi kaliumaram gyors komponensének
farokaraman tesztelteltuk, mivel human sejteken a lassu komponens amplituddja
elhanyagolhaté.

Minden arammérés el6tt kompenzaltuk a soros ellenallast, a pipetta
kapacitasat és a junkcios potencialt. A kapott aramjeleket Axopatch-200B erésit6
segitségével er6sitettuk, amelynek kimengjelét analog-digitalis atalakitas utan
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magneslemezen taroltuk. Az adatok gydljtését és analizisét pCLAMP szoftver

segitségével végeztik.

5. Bal kamrai nyomasqorbék és intracellularis kalciumtranziensek

mérése dobogo sziven

Az altatott tengerimalacbol kimetszett szivet Langendorff-oszlophoz
csatlakoztatva 37 °C hémérsékletli Krebs oldattal perfundaltuk, melynek mM-ban
kifejezett O0sszetétele a kdvetkezd volt: 118 NaCl, 4,7 KClI, 2,5 CaCl,, 1,2 MgSOy4, 25
NaHCOs;, 0,5 Na,EDTA, 0,23 KH,POy4, 5,5 gliukéz. Az oldat pH-jat a 5% CO, és 95%
O, gazkeverékkel pH=7,4-re Aallitottuk be. A Kkoronaria-aramlast perisztaltikus
pumpaval allandé értéken tartottunk. A bal kamrai nyomast folyamatosan
monitoroztuk a bal kamra Uregébe helyezett Braun 2021-02 artéridas 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 (5 pmol/l Fura-2) acetoxi-
metilészterével toltdttuk fel. A gerjesztése két hulldamhosszon (340 és 380 nm)
tortént, az emittalt fényt 510 nm-en detektaltuk. Minden esetben 10 egymast kdvetd

analog gorbét atlagoltunk Ossze, és ezek kerlltek késdbbi elemzésre.

6. BRX-005 vazorelaxalo hatasanak mérése izolalt truncus pulmonalis

preparatumon

A tengerimalacbdl preparalt és 37 °C hémérsékletld Krebs oldattal perfundalt
artéria pulmonalis (truncus pulmolnalis) érszegmens feszllését izometrikus
korulmények kozott meértuk a preparatumhoz rogzitett mechanoelektromos
transzducer és potenciometrias rekorder segitségével. A preparatumok nyugalmi
feszulését 10 mN-ra allitottuk be, majd 120 percen keresztll regisztraltuk a mérés
el6tt. A preparatumok felérél az endotél réteget mechanikusan eltavolitottuk, melynek
sikerességét a 10 yM végkoncentraciéju ATP relaxald hatasanak kifejlédésével
ellendriztuk. Minden kisérletben a preparatumot 1 uM fenilefrinnel el6kezeltik, majd
az ily moddon kontrahalt ereken vizsgaltuk BRX-005 kumulative novekvd

koncentracidinak hatasat.
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7. Adatfeldolgozas
A kapott eredmények statisztikai értékelését ANOVA valamint Student féle t-

probaval végeztik a SZIGMASTAT szoftver segitségeével, szignifikansnak tekintve a
P<0,05 eseteket. Az adatok feldolgozasahoz és az abrak készitéséhez az EXCEL,
POWERPOINT és ORIGIN szoftvereket hasznaltunk.

EREDMENYEK

1. Az ET-1 hatasa kutyabol izolalt kamrai szivizomsejtek kalcium- és

kaliumaramaira

Méréseinket izolalt kutya kamrai miocitakon harom kulonb6zé Kkisérleti
elrendezésben végeztuk. Nyugalmi intracellularis cAMP koncentraciét tételeztlink fel
az elbkezeletlen sejteken (a). A cAMP koncentraciéjat 50 nmol/l izoproterenol
hozzaadasaval emeltuk meg (b), mig a maximalis PKA-aktivaciét a 250 yM 8-bromo-

cAMP-ot tartalmazo bels6 oldat alkalmazasaval értuk el (c).

a.) Az L-tipusu kalciumaram amplitidojat -35 és +60 mV feszlltségtartomanyban,
5 mV-os |épéskodzokkel novekvd depolarizalé négyszogimpulzusok alkalmazasaval
hataroztuk meg el6bb Tyrode oldatban majd 5 percig tarté 8 nmol/l ET-1 kezelést
kovetden. (1. abra). A kisérletek egy részében ET-1 mentes Tyrode oldatban mostuk
a sejteket az ET-1 kezelés utan. Az ET-1 minden vizsgalt potencialértéken
csOkkentette a kalciumaram amplitudojat. A maximalis hatas néhany percen belul
kialakult és gyakorlatilag nem lehetett visszamosni. 8 nmol/l ET-1 32+5%-kal (-
6,2+0,45 pA/pF-rol -4,2+0,31 pA-pF-ra) csokkentette a +5 mV-on mért aram
amplitudgjat (P<0,05, n=6). Az ET-1 nem valtoztatta meg az lc, aram-fesziltség
Osszefuggéseét (1.B. abra), ami arra utal, hogy ET-1 hatasara nem valtozott meg az
aktivacio feszultségfuggeése. A csatornak inaktivaciojanak sebességét az aktivacios
kliszobot meghaladd depolarizald négyszogimpulzusokkal kivaltott aramtranziensek
megszinésébdl hataroztuk meg. Az inaktivacié sebességét jellemzé iddallando

ertékét az ET-1 nem valtoztatta meg.
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1. abra: Az ET-1 hatésa a kalciumaramra (kezeletlen sejteken). A. Normal Tyrode oldatban és 8

nmol/l ET-1 jelenlétében +5 mV-on mért reprezentativ kalciumaram-gérbék. B. Hat sejten gydijtott
adatokbol szamitott aram-fesziilség karakterisztika. C. Az ET-1-hatas kialakulasanak idéfiiggése és a

reverzioé hianya +5 mV-on mért aramamplituddk esetén.

A membran steady-state aram-feszlltség dsszefliggését -130 és +60 mV
kozotti membranpotencial savban vizsgaltuk. Az alkalmazott tesztimpulzusok 400 ms
hosszuak voltak, a holding potencial -80 mV volt, a kalciumaramot 0,25 mmol/l
CdCl,-dal blokkoltuk. Az ilyen koriimények kozott 400 ms-nal felvett aram-fesziltség
karakterisztika -130 és -50 mV kozoétti tartomanya a nyugalmi kalium aramot (Ik1)
reprezentalja (2.A. abra). A -130 mV-on mért aramamplitudé ET-1 hatasara nem
valtozott szignifikansan (-15+1,4 pA/pF-rél -13,6+£1,3 pA/pF-ra csokkent, n=5), ami

azt jelenti, hogy 8 nmol/l ET-1 nem gatolja az Ik aramot.

A tranziens kaliumaram (li,) vizsgalata a -30 +60 mV feszultségtartomanyban
tortént. Az aram csucsamplitudojara az ET-1 nem volt hatassal egyetlen vizsgalt
membranpotencialon sem (2.B. abra). A +50 mV-on mért csucsértékek rendre
14,310,114 és 14,3x0,32 pA/pF voltak ET-1 kezelés el6tt és 8 nmol/l ET-1
jelenlétében (n=6). Hasonloképpen nem talaltunk szignifikans kulénbséget a +50
mV-on mért aram inaktivacios idéallandojaban sem, amelyet exponencialis illesztés

utjan hataroztunk meg (6,9+0,2 versus 6,610,2 ms, n=7).
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A tranziens kaliumaram steady-state inaktivaciéjanak feszlltségfiggését
kettds impulzusprotokoll alkalmazasaval hataroztuk meg. Az el6impulzus
amplituddjat -100 és +10 mV kozotti feszultségtartomanyban valtoztattuk, majd ezt
kovetben depolarizaltuk a membrant +50 mV-ra (tesztimpulzus). A tesztimpulzusok
alatt mért csucsamplitudékat elosztottuk a -100 mV-os el6impulzus utan mért
csucsamplitudéval és az igy nyert relativ aramértékeket az el6impulzus
feszlltségének fuggvényében abrazoltuk (2.C. abra). Az igy kapott adatsort

kétallapotu Boltzmann fuggvénnyel illesztettuk:
1

/2

FV)= (1. egyenlet)

v,k

1+e(
ahol, V az aktualis membranpotencial, Vj. az a feszlltségérték, ahol a
csatornak 50%-a van inaktivalt allapotban, mig a k az inaktivacio
membranpotencial fliggését leiré paraméter.
Megallapitottuk, hogy 8 nmol/l ET-1 egyik paramétert sem valtoztatta meg
szignifikansan. A V., értékek rendre -25,911,4 és -26,7+0,4 mV, a k értékek 2,9+0,9
és 3,5t£0,5 mV voltak ET-1 kezelés el6tt és utan (n=3). Fentiek alapjan kimondhatjuk,
hogy a tranziens kaliumaram inaktivaciojanak sajatsagaira az ET-1 nincs hatassal.

A tranziens kaliumaram inaktivaciébol vald visszatérésének sebességét is
paros impulzusokkal hataroztuk meg folyamatosan novelve a két impulzus kozott
eltelt idétartamot. Az els6, 500 ms id6tartamu és +50 mV feszultségl impulzus
(eléimpulzus) altal inaktivaltuk a csatorndkat, majd az azt kovetd masodik
impulzussal (tesztimpulzus) teszteltik, hogy a két impulzus kozoétt eltelt id6 alatt a
csatornapopulacié hanyad része kerult ismét aktivalhato allapotba. Az el6- és
tesztimpulzus kozott a membranpotencialt -80 mV értékre allitottuk be, az impulzusok
kozotti idétartam hosszat 10 és 500 ms kozott valtoztattuk. A tesztimpulzus alatt mért
aramot az el6impulzus alatt mért aramamplitudéra normaltuk és az igy kapott
hanyadost (lo/l1) az impulzusok kozott eltelt idGintervallum fuggvényében abrazoltuk
(2.D. abra). Kapott eredményeinket monoexponencialis fuggvénnyel illesztettik:

—t/T

L/ =1-(-e ) (2. egyenlet)

ahol, T az id6allandd, t a két impulzus kozott eltelt id6.

A csatornak inaktivaciobol valé visszatérésének idéallandéjat 8 nmol/l ET-1

szignifikansan, 26,5t4,6 ms-rol 59,5+1,8 ms-ra megndvelte (n=3, P<0,05).
17



karakterisztikaja.

—— Kontroll

C —=—ET-1
£
® 1,04
—
*@©
‘©
N
© 0,57 +10 mv ~
= L
Z 100 mV
0,0~ — T
-100 -50 0
Membranpotencial (mV)
E 0.25 nA L
1s
Kontroll ET-1

207
15
pA/p F 500 pA2|5_ms
10 =
1 Kontroll
5 g
5 ET-1
l_.=!=E/ T T T T T T 1
40 20 0 20 40 60 mV

Kés6i kaliumaram (pA/pF)

2. abra: 8 nmol/l ET-1 hatasa a kaliumaramokra.
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Eredmények

A. A membran steady-state aram-fesziiltség

E. Ix amplituddja a
depolarizacié alatt és a repolarizaciét kévetd farokaram. A satirozott szimboélumok és oszlopok 8

nmol/l ET-1 hatasat mutatjak a kontrollhoz képest, amit lires szimbolumokkal és oszlopokkal jeléltiink.
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A késb6i kalium aramot (Ik) a 3 s hosszu, -40 mV-rél +60 mV-ra depolarizaloé
tesztpulzussal aktivaltuk. A tesztpulzust kovetéen -40 mV-on tartottuk a membrant.
Az ekkor megjelen6 farokaram (tail current) amplitudojat mértik. Ezzel a mddszerrel
nincs lehetéségunk az aram két komponensének szétvalasztasara, de Varrd és
mtsai. (2000) medfigyeléseit alapul véve feltételeztik, hogy a depolarizalé
négyszogimpulzus ideje alatt féleg a lassu komponens (ks), a repolarizaciét kovetden
féleg a gyors komponens (lk) alakita az aramjelet. ET-1 hatasara egyik
aramkomponens (sem a depolarizacioval aktivalt aram, sem a farokaram)
amplituddja nem valtozott szignifikansan (rendre: 4,31+0,27 pA/pF versus 4,28+0,29
pA/pF, és 1,43+0,15 pA/pF versus 1,36+0,16+0,16 pA/pF, n=7, 2.E. abra).

b.) Tanulmanyoztuk az ET-1 proteinkinaz A-fliggé aramokra gyakorolt hatasat,
ugy hogy az enzimrendszert 50 nmol/l izoproterenollal részlegesen aktivaltuk (3.
abra).

Izoproterenol kezelést kdvetéen a kalciumaram a kontroll érték 263129%-ara
nétt (-6,3+£0,2 pA/pF-rol -16,6+£2,3 pA/pF-ra), ami ET-1 jelenlétében -13,6+2,1 pA/pF-
ra, vagyis 17,8+2%-kal csokkent (3.A. abra). Ez szazalékban kifejezve kisebb, de
abszolult értékben nagyobb mértéki csdkkenést jelent az izoproterenollal nem kezelt
sejtekhez képest.

|zoproterenol hatasara a kés6i kaliumaram (/k) tesztimpulzus alatt aktivalodo
komponense 4,17+0,44 pA/pF-rol 8,87+0,37 pA/pF-ra (a kontroll érték 213+18%-ara),
mig a farokdram a 1,72+0,21 pA/pF-rél 3,29+0,18 pA/pF-ra (kontroll érték 191+16%-
ara) nétt (3.B. abra). Ezen izoproterenol altal megnoévelt Ik aramkomponenseket az
ET-1 rendre 7,41£0,18 pA/pF-ra (16,2+1,5%-kal) és 2,7810,22 pA/pF-ra (15,6+4,8%-
kal) csOkkentette (P<0.05, n=5).

Egy masik kisérleti protokollban, melyet a 3.C. abra mutat, az ET-1 és
izoproterenol alkalmazasanak sorrendjét megcseréltuk. ET-1 el6kezelés utan az
izoproterenol hatasara bekovetkez6 aramamplitudo-novekedés a depolarizacio alatt
aktivalodo Ik és a farokaram vonatkozasaban rendre 31,8+4,8% és 36+3,4%-kal volt
kisebb, mint amikor az izoproterenol hatasat ET-1 altal nem el6kezelt sejteken
teszteltik (3.D. abra).
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3. abra. A és B: Az ET-1 hatasa az 50 nmol/l izoproterenollal elékezelt sejtek kalcium- (A) és
kaliuméramaira (B). Ures oszlop: kontroll, sévozott oszlop: 50 nmol/l izoproterenol, satirozott oszlop:
izoproterenol + ET-1 jelenlétében mért aramamplitudok. C és D: Izoproterenol hatasa az Ix dramra

kontroll (lires oszlop) és ET-1 el6kezelt sejteken (satirozott oszlop).
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c.) A PKA-fliggd aramok (lca. és lk) amplitudéit maximalisan akitivalt PKA mellett
(250 uM 8-bromo-cAMP jelenlétében) az ET-1 nem valtoztatta meg szignifikansan. A
kalciumaram amplitudéja a -23,91+0,6 pA/pF-rol -21,£1,1 pA/pF-ra csokkent (N.S.,
n=5, 4.A. abra). Az Ix farokaram amplitudéja 4,15+0,27 pA/pF-rol 3,9610,24 pA/pF-
ra, a depolarizacié alatt aktivaloédé Ik aramkomponens amplitudoja 9,99+0,19 pA/pF-
rél 9,53+0,29 pA/pF-ra valtozott 8 nmol/l ET-1 kezelést kdvetéen (N.S., n=6, 4.B.

abra).

W 0
o
o3
Kontroll < 10l
0,5 nA =3
25 ms _§
-20
T
Kontroll
} 20F
B T
ET-1 T
[
2 10 - T T
£
_x
0,25 nA
~ 1s
0

I, amplitado I, farokaram

4. abra: 8 nmol/l ET-1 hatasa a Ic,, és Ix aram amplitidoira 250 uM intracellularisan alkalmazott 8-

bromo-cAMP jelenlétében. A satirozott oszlopok az ET-1 jelenlétében mért aramamplitadokat jelélik.

2. Az ET-1 hatasa eqgészséges human szivizomsejtek kalcium- és

kaliumaramaira

Az egészséges human kamrai szivizomsejteken a 8 nmol/l ET-1 hatasanak
vizsgalatat Tyrode oldatban, izoproterenollal nem el6kezelt sejteken végeztik.
Megallapitottuk, hogy az ET-1 a +5 mV-on meért kalciumaram amplitudojat - a kutya
kamrai sejteken kapott gatlassal Osszevethet6é mértékben, 33,3%1,1%-kal
csokkentette (-10,2+0,6 pA/pF-rél -6,8+0,8 pA/pF-ra, n=5, P<0,05; 5.A. abra).
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5. abra: 8 nmol/l ET-1 hatasa a kalciumaram sajatsagaira human kamrai szivizomsejteken. A. Az

lcar aram-fesziiltség karakterisztikajara. B. +5 mV-on mért kalciumaram. C. Az ET-1 hatasanak
idéfiiggése a +5 mV-on mért kalciumaram amplitudéjara. Az aram steady-state aktivacidéjanak (D) és
inaktivaciojanak (E) fesziiltségfiiggése.

Az aram inaktivaciojanak id6éallandoit a +5 mV-on mért aramtranziens inaktivalédé

szakaszabdl két exponencialis tag 0sszegekeént illesztettik az alabbi egyenlet szerint:

—t/t —tlt
I(t)ZA1 e 1 +A2 e 2 +A0 (3. egyenlet)

ahol, Aq az aram gyors inaktivalédé komponensének amplitudéja
Az az aram lassan inaktivaléddé komponensének amplituddja
Ao az aram konstans komponensének amplitudéja
T az aram gyorsan inaktivalodé komponensének idéallandoja
T az aram lassan inaktivaléddé komponensének idéallanddja
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Az inaktivacio sebességét jellemz6 két id6allando értéke ET-1 hatasara nétt, a T,
12,8+1,1 ms-rol 17,241,2 ms-ra (P<0.05, n=5), a 1, 97,411 ms-rol 122+9 ms-ra
(N.S., n=5; 5.B. abra).

Az ET-1 hatasa a +5 mV-on mért kalciumaram amplitudéjara — hasonléan a
kutya kamrai sekteken tapasztaltakkal — 2 percen belll maximalisan kifejl6dott és
csak minimalis reverziot mutatott az ET-1 eltavolitasa utan (5.C. abra).

Az aram steady-state aktivaciojanak fesziltségfiggését (5.D. abra) az adott
membranpotencial értékekhez tartozé konduktanciak (G) alapjan szamitottuk ki, a
G=l/(V-E,y) egyenlet alapjan, ahol | a sejten mérhet§ ionaram, V az aktualis
membranpotencial, E;.y az aram reverzalpotencialja, mely értékeket a kalciumaram
aram-feszlltség Osszefliggésébdl hataroztuk meg. A szamitott konduktanciakat a
maximalis konduktancia értékére normalizaltuk és a membranpotencial
fuggvényében abrazoltuk. Az igy kapott értékeket a kétallapotu Boltzmann
fuggvénnyel illesztettik. Az a membranpotencial, ahol a csatornak 50%-a van nyitott
allapotban -4,7£0,7 mV-rol -4,9+0, mV-ra, a gorbe meredekségét leir6 paraméter
3,71£0,3 mV-rdl 4,1+0,8 nV-ra valtozott az ET-1 kezelést kdvetéen (N.S., n=5).

A kalciumaram steady-state inaktivacidjanak feszultségfuggését kettds
impulzusprotokoll alkalmazasaval hataroztuk meg (5.E. abra). Az 500 ms hosszu
el6impulzus amplitudojat -55 és +15 mV membranpotencial-tartomanyban
valtoztattuk. Az inaktivacio mértékének a megitélésére a 400 ms hosszu, +5 mV-ra
depolarizalé tesztimpulzust hasznaltunk. A tesztimpulzusokkal kivaltott csucsaram
amplitudékat a -55 mV elS6impulzust kovetdé aram amplituddéjara normaltuk (az 1.
egyenletben leirtak szerint), majd a hanyadosokat az el6impulzus feszlltségének
fuggvényében abrazoltuk. A Boltzmann fliggvénnyel torténé illesztéssel kapott
parameétereket az ET-1 nem valtoztatta meg szignifikdnsan. Az a membranpotencial,
ahol a csatornak 50%-a inaktivalt allapotban van -19,31£1,2 mV-rdl -21,6+0,7 mV-ra, a
gOrbe meredekségét leird paraméter 3,45+0,27 mV-rél 3,83+0,63 mV-ra valtozott ET-
1 kezelést kdvetéen (N.S., n=5). Fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy az ET-1 nem
okozott szignifikans valtozasokat a kalciumaram feszultségfuggé kapuzasi

paramétereiben.
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6. abra: Az ET-1 hatasanak hianya a tranziens kaliumaramra (1)
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7. abra: Az ET-1 hatasénak hianya a nyugalmi kaliumaramra (lx;) és a membréan steady-state éram-

feszliltség karakterisztikajara.
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Az ET-1 elbkezelés (8 nmol/l, 5 perc) nem volt hatassal sem a tranziens
kaliumaram (+5 mV-on mérve: 9,3+4,4 pA/pF versus 9,014,4 pA/pF) sem a nyugalmi
kaliumaram (-100 mV-on mérve: -3,611,4 pA/pF versus -3,7+1,4 pA/pF) amplitudoira
és kinetikai paramétereire és nem valtoztatta meg a membran steady-state aram-
feszlltség karakterisztikajat (N.S., n=4; 6. és 7. abra).

A Kkés6i kaliumaram gyors komponensét (lky) 8 nmol/l ET-1 79,7%-kal
csOkkentette human kamrai szivizomsejteken (8. abra). Az aramot a lassu
komponenst szelektiven gatlé chromanol-293B jelenlétében mértlik és a depolarizalo
négyszogimpulzus utan megjelend, E-4031-szenzitiv farokdram amplitudojaként
azonositottuk. Az aram amplitudéja 0,31+£0,02 pA/pF-rol 0,06£0,02 pA/pF-ra
csokkent 5 perces ET-1 kezelést kovetben (P<0,05, n=4).

1000 ms
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8. abra: Az ET-1 hatasa a kés6i kéliumaram gyors komponensére (lx). Az abra bal oldalan a
farokaramokat, jobb oldalan a farokaramok amplitudéjat abrazoltuk az aramot aktivalé depolarizald

négyszdgjel fesziiltségének fliggvényében.
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3. Az ET-1 hatasa a kalciumtranziens és a kontrakcids ero6 naqysagara,

valamint az akciés potencial paramétereire

Az ET-1 hatdsat a kutya jobb kamrai trabekuldk kontraktilitasara izometrias
koriimények kozott vizsgaltuk. A 30 percig alkalmazott 8 nmol/l ET-1 nem volt
szignifikans hatassal a kontrakciés er6 nagysagara (1,22+0,14 mN versus 1,21+0,17
mN, N.S., n=5). A feszultség-clamp korulmények kozott izolalt sejteken mért
kalciumtranziens nagysagat a 350 s hosszu, 0 mV-ra depolarizalé négyszégimpulzus
alkalmazasaval vizsgaltuk. Az inracellularis kalciumkoncentraciét kifejezé, relativ
egységben megadott fluoreszcencia hanyados értéke (Fss0/F3s) sem a szisztolé
(1,319+0,04 versus 1,364+0,06), sem a diasztolé (1,007+0,004 versus 1,009+0,06)
soran nem valtozott szignifikansan 8 nmol/l ET-1 kezelés hatasara (N.S., n=5).
Hasonldéképpen nem befolyasolta az ET-1 elbkezelés az intracellularis
kalciumtranziensek lecsengésének idéallandojat (558+30 ms versus 563180 ms,
N.S., n=5.

Multicellularis preparatumon konvencionalis mikroelektrédak segitségével
vizsgaltuk az ET-1 akciés potencial paramétereire kifejtett hatasat. ET-1 hatasara az
APDsy értéke 14616 ms-rol 1603 ms-ra nétt (P<0.05), amely hatast 50 nmol/l
izoproterenol hozzaadasa teljes mértékben visszaforditotta (az APDsy 144+11 ms-ra
csokkent). Az APDgy értékekben latott valtozasok kevésbé kifejezettek voltak: az
APDgp 21317 ms-rol 2217 ms-ra nétt (N.S.), majd izoproterenol hatasara 209+7 ms-
ra csokkent vissza (9. abra). Az akcids potencial tobbi paraméteréire (nyugalmi

membranpotencial, depolarizacio

50 q . ISt P .y
maximalis sebessége, akcios

Kontroll potencial amplitudéja) az ET-1

N
E
—_ 0 - ,
3 ET-1 nem volt hatassal.
5 <«
<
= ET-1+
8 -50 Izoproterenol
£
Q
=
9. abra: Az ET-1 és az izoproterenol
100 3 100 200 300 hatasa az akciés potencial

Id6 (ms) paramétereire.
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4. A bimoclomol és a BRX-005 alacsony koncentracidoinak hatasa a

kontraktilitasra és a kalciumtranziens amplitudojara doboqo sziven

glwfi/@ @gﬁw

Bimoclomol BRX-005

10. abra: A Bimoclomol és a BRX-005 szerkezeti képlete

Langendorff-perfundalt tengerimalac szivpreparatumokon kulon
kisérletsorozatban vizsgaltuk a bimoclomol (n=6) és a BRX-005 (n=5) hatasat a bal
kamrai nyomas és az intracellularis kalciumtranziensek paramétereire (11. abra).
Megallapitottuk, hogy alacsony koncentracioju (10 nmol/l -1 umol/l) bimoclomol vagy
BRX-005 el6kezelés hatasasara szignifikansan megnétt a bal kamrai nyomas
csucsértéke (11.A. abra) és a nyomas kialakulasanak maximalis sebessége (11.B.
abra). Ezen felil a bimoclomol a fenti koncentraciétartomanyban szignifikdnsan
novelte a szisztolés (11.D. abra) és diasztolés (11.E. abra) kalciumkoncentracidkat
is, mig magasabb koncentracioknal (1-10 pmol/l) inkabb a diasztolés kalciumszint
emelkedése dominalt. Ebbdl fakadéan a bimoclomol bifazisos hatast fejtett ki az
intracellularis kalciumtranziensek amplitudéjara: 10-100 nmol/l k6z6tt szignifikansan
novelte, ennél magasabb koncentraciéknal nem valtoztatta meg vagy csokkentette a
kalciumtranziensek nagysagat (11.F. abra). A bifazisos hatas id6fuggé jellegének
megitélése érdekében a 100 nmol/l bimoclomol hatasat 30 percig kovettuk.
Leszamitva a hatas kialakulasahoz szikséges kezdeti 5 percet, nem talaltunk
id6fligg6 valtozast sem a kontrakciés paraméterekben sem a kalciumtranziensek

nagysagaban a vizsgalt 30 perc alatt.
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abra: A bimoclomol ( @ ) és a BRX-005 (B ) kumulativ koncentréciofiiggé hatésai a

kontraktilitas paramétereire és az intracellularis Ca’"-koncentraciokra. A. A bal kamrai
nyomas csucsértéeke. B. A kontrakcio kialakulasanak maximalis sebessége a szisztolé
alatt. C. A relaxacioé kialakulasanak maximalis sebessége a diasztolé alatt. D. A szisztolé
alatt mért intracellularis Ca**-koncentracié. E. A disztolé alatt mért intracellularis Ca**-
koncentracio. F. Az intracellularis Ca**-tranziensek amplituddja. A kalciumkoncentraciokat

fluoreszcens hanyadosként (Fz4o / F3g0) jellemeztiik.
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A BRX-005, a bimoclomolhoz hasonldan, koncentracio-fliggé modon fokozta
a szivizom kontraktilitasat. A kontrakcié és a relaxacid6 maximalis sebességére
kifejtett hatasa (pozitiv inotrop és luzitrop hatasok) szignifikdnsan nagyobb volt, mint
a bimoclomolnak, de ellentétben a bimoclomollal csak csekély mértékben emelte
meg a szisztolés és diasztolés kalcium szinteket és nem valtoztatta meg az
intracellularis kalciumtranziensek amplitadéjat (11. és 12. abra). Osszefoglalva
megallapithatjuk, hogy mig a bimoclomol hatdsanak fontos komponense az
intracellularis kalciumkoncentracié emelése, addig a BRX-005 esetében inkabb

kalcium-érzékenyitd hatas valdszinisithet6.
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12. abra: Azonos koncentraciéju (100 nM) bimoclomol (n=6) és BRX-005 (n=>5)
hatasainak 6sszehasonlitasa a bal kamrai nyomas (PLVP), a kontrakcié kialakulasanak
maximalis sebessége (+dPIdt), a relaxaci6 maximalis sebessége (-dP/dt), és az

intracellularis kalciumtranziens nagysaganak tekintetében.
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5. A BRX-005 vazorelaxans hatasa

A BRX-005 vaszkularis simaizomra kifejtett hatasat tengerimalac
pulmonalis artérigjabol készitett preparatumon vizsgaltuk. Az 1 uM fenilefrinnel
torténé elbkezelést kovetéen kumulativ dozis-hatasgorbét vettink fel, miutan a
fenilefrin steady-state hatasa beallt. A 13. abra a BRX-005 koncentracio-fuggé
relaxalé hatasat mutatja az el6zetesen prekontrahalt preparatumon. Ez a hatas
nem fuggott az érfal endotheliumanak éppségétdl, mivel az el6zetesen
endotheliumatél megfosztott preparatumokon is hasonlé eredményt kaptunk: a
logECs értéke rendre -4,35+0,06 és -4,5410,26 volt (N.S., n=5).
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13. abra: A BRX-005 koncentracio-fiiggé vazorelaxans hatasa tengerimalac pulmonalis artéria
preparatumon a fenilefrin el6kezelés hatasara kialakuld kontrakcios szintre vonatkoztatott

relaxacio szazalékaban.
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6. A bimoclomol és a BRX-005 magas koncentracidoinak hatasa az akcios

potencial paramétereire kutya kamrai szivizomsejteken

A bimoclomol akciés potencial paramétereire kifejtett hatasat kutyabdl izolalt
kamrai szivizomsejteken vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az akciés potencial
idétartamat (APD) és a depolarizacié maximalis sebességét (Vmax) @ bimoclomol
magas koncentraciéi (10-100 pmol/l) koncentracié-fuggé maddon csokkentik (14.

abra). A szer hatasa 5 perces mosassal jelentés mértékben visszafordithato volt.
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14. abra: A bimoclomol koncentréacio-fiiggé hatasa az akciés potencial paramétereire 1 Hz

ingeriéfrekvencia mellett. A. Depolarizacié kialakulasanak maximalis sebessége (V).
B. Akcios potencial amplitudéja (APA). C. és D. Az akcids potencial 50%-0s és 90%-0s

repolarizaciéjahoz tartozé idétartamok (rendre APDsy és APDy,).

A bimoclomol akciés potencial idétartamot rovidité hatasa a repolarizacio
50%-o0s szintjén szignifikansan nagyobb volt, mint a repolarizacié 90%-os szintjén. A
rovidité hatas kifejezett frekvenciafuggést mutatott:: 100 umol/l koncentracidban az
APDs értékét 1 Hz ingerléfrekvencian 71+9%-kal (162+6 ms-rol 45+13 ms-ra), mig

0,2 Hz frekvencian csak 49+11%-kal (198+8 ms-rol 101£21 ms-ra) csOkkentette. Az
31



Eredmények

APDy értékek csokkenése kisebb mértékl volt: 3625% 1 Hz-en és 1619 % 0,2 Hz-
en (n=5, P<0,05).

A bimoclomol akcids potencial idétartamot rovidité hatasat az intracellularis
kalciumkoncentracié nagysaga jelentés mértékben modositotta, ugyanis a 10 mmol/l
EGTA-t is tartartalmazé patch-pipettaval torténé akcids potencidl regisztralas soran
szignifikansan kisebb rovidité hatast kaptunk (1 Hz-en az APDsy, és APDgy értékek
rendre 2816 és 2116 %-kal csokkentek), mint a fentiekben targyalt, kalciumpuffert
nem tartalmazd, mikroelektrodaval tortént méréseknél. Hasonloképpen,
szignifikdnsan csdkkentette a révidité hatast, ha a bimoclomolt 10 ymol/l| BAPTA-AM
kezelést kdvetben alkalmaztuk (15. abra). Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy
a bimoclomol akcidés potencial idétartamot rovidit6 hatasanak egy része az
intracellularis kalciumkoncentracié megemelésén keresztul valosul meg — feltehetéen
kalcium-figgd ionaramok aktivalasa révén. Valoban, a kalcium-fliggé kloridaram
gatlasa 0,5 mmol/l antracén-9-karboxilsav, illetve a kalcium-figgé kaliumaram
blokkolasa 20 nmol/l karibdotoxin segitségével szignifikansan csokkentette - bar nem
védte ki teljesen - a bimoclomol APDsy értéket csokkent hatasat. Figyelemre méltd
ugyanakkor, hogy bimoclomol antracén-9-karboxilsav jelenlétében kifejezetten
nyujtotta az APDgy id6tartamat (15. abra). Részleges véd6 hatasa volt az ATP-
szenzitiv kaliumaramot gatlé glibenklamidnak is (1 és 100 ymol/l), ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a bimoclomol akcios potencial id6tartamot rovidité hatasanak van
egy kalcium-figgetlen komponense is az ATP-szenzitiv kaliumcsatornak aktivalasa
révén (15. abra). A fenti gatloszerek egyike sem védte ki a bimoclomol akciés
potencial amplitudéra és depolarizaciés sebességre kifejtett szupressziv hatasat,
amiket a bimoclomol natrium csatornakra iranyul6 gatlé hatasaval magyarazunk.

Ellentétben a bimoclomollal, a BRX-005 magas koncentracioban (100 pmol/l)
sem valtoztatta meg szignifikansan az akcidés potencial amplitudojat (115,3+1,5
versus 115,2+2,2 mV) és a depolarizacié maximalis sebességét (351+17 versus
337+32 V/s), és csupan a legmagasabb (100 pM) koncentracioban csokentette
szignifikansan az APDsg és APDgg értékeket (rendre 157+13 ms-rél 109+15 ms-ra és
204113 ms-rol 164+£16 ms-ra, P<0,05, n=6).
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15. abra: A bimoclomol hatésa az akciés potenciél id6tartamara (APDs, vagy APDgg) 10 umol/l
BAPTA-AM, 0,5 mmol/l antracén-9-karboxilsav (ANTRA), 20 nmol/l karibdotoxin és 1
vagy 100 umol/l glibenklamid jelenlétében. Kontrollként a 30 vagy 100 uM bimoclomol
jelenlétéban mért értékeket tekintettiik, a valtozasok mértékét a bimoclomol és a

blokkolbszerek hianyaban mért akciés potencial id6tartamokhoz viszonyitottuk.
A fenti eredmények fényében arra kovetkeztetink, hogy a BRX-005 -

szemben a bimoclomollal — nem gatolja magas koncentraciéban a natriumaramot és

akcids potencial rovidité hatasa is sokkal gyengébb, mint a bimoclomolé.

7. Magas koncentracioju bimoclomol hatasa a transzmembran aramokra

Feszltség-clamp koérliimények kozott 100 uM bimoclomol a kalciumaram
amplituddjat és aram-feszliltség karakterisztikajat nem valtoztatta meg, de

19,8+1,6ms-rél 16,8+1,2 ms-ra csokkentette az aram inaktivaciéjanak idéallandojat
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(16. abra). Ennek kovetkeztében a 150 ms idétartamu és 0 mV feszltségimpulzusok
alatt bearamlé toltésmennyiséget, amelyet a kalciumaram integraljaként
szamitottunk, -9,3+0,54 pC-rol -8,1+0,63 pC-ra csokkentette (n=6, P<0,05).

Kontroll 1150 pA Bimoclomol
A.
womy e A=10my
400 ms
V., (mV) Bimoclomol
20 40 60
B. C.

0omV

| (PA/pF) "‘m

16. abra: 100 uM bimoclomol hatasa a kalciuméaramra. A. -40- é +50 mV kéz6tti tesztpotencialokon

regisztralt &ramamplitidoék. B. Aram-fesziiltség karakterisztika. C. Az aram inaktivacioja.

A membran steady-state aram-feszlltség Osszefuggésének meghatarozasa
a korabbiakban ismertetett protokoll szerint tortént: -80 mV holding potencialrdl
alkalmaztunk depolarizalé és hiperpolarizald impulzusokat a -135 és +55 mV kozotti
feszultségtartomanyban 400 ms id6tartamra. A 17. abran lathaté, hogy 100 pmol/l
bimoclomol csdkkentette az aramot a negativ membranpotencial tartomanyban, mig
pozitiv feszlltségeken ndvelte az aramot. A -135 mV-on mért aram (nyugalmi
kaliumaram) amplitudéjat a bimoclomol 20,1%-kal (-20,8+0,7 pA/pF-rél -16,6+0,8
pA/pF-ra) csokkentette (n=8, P<0,05). Ez azt bizonyitja, hogy a bimoclomol magas
koncentraciéban gatolja az I aramot.
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17. abra: Bimoclomol (100 umol/) hatasa a membran steady-state &aram-fesziiltség

karakterisztikajara.
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18. dbra: A 100 umol/l bimoclomol é&ltal indukalt aram 0,3 mmol/l BaCl, jelenlétében. A kiilbnbségi

aramot a [Barium] — [Barium + Bimoclomol] gérbék kiilbnbségeként szamitottuk.
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A bimoclomol hatasat a tovabbiakban az Ik blokkolé 0,3 mmol/l BaCl,
jelenlétében vizsgaltuk (18. abra), ami lehetéséget adott a bimoclomol altal indukalt
aramkomponens jellemzésére. Ennek az extra aramkomponensnek az egyensulyi
potencialja -90 mV-nak adddott, nagysaga -135 mV-on -1,04+0,33 pA/pF, mig +45
mV-on +1,25+0,21 pA/pF volt. Egyensulyi potencialja alapjan a bimoclomol hatasara
aktivalodé aramkomponens toltéshordozoja klorid és/vagy kalium egyarant lehet.

A tranziens kaliumaram +50 mV-on mért amplitudéjat (7,7+1 versus 6,9t1
pA/pF), inaktivaciéjanak idéallanddjat (7,6+0,9 versus 7,7+0,7 ms), inaktivaciobol
valo visszatérésének id6allandojat (28,2+0,9 versus 27,9+1,3 ms) nem valtoztatta
meg szignifikansan 100 ymol/l bimoclomol (n=7, P>0,05). Hasonléképpen nem volt
hatassal a bimoclomol a késéi kaliumaram amplitudéjara (3,6+0,3 versus 3,910,2
pA/pF +50 mV-on, N.S., n=5).
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MEGBESZELES ES KOVETKEZTETESEK

Az értekezésben bemutatott kisérleteink témaja tobb egymastol eltérd
tamadaspontu és hatasu molekula szivelektrofiziologiai hatasainak vizsgalata volt. A
rendelkezésiinkre all6 szakirodalmat attekintve és sajat megallapitasainkat
O0sszegezve ugy itéljlk meg, hogy a vizsgalt molekulak legfontosabb és egyben
k6zds vonasa, hogy f6 hatasaik nem a szivizomsejtek elektromos tevékenységének
kOzvetlen megvaltoztatasara iranyulnak, de valamennyien rendelkeznek ilyen
hatasokkal is.

A kardiovaszkularis rendszeren belil az endotelin-1 legfontosabb és
legismertebb hatasai a vazokonstriktor és sejtproliferaciot el6idéz6é hatasok. Mara
egyre inkabb elfogadott az a nézet, hogy az ET-1 hatasainak egy részét a pertussis
toxin (PTX) érzékeny Gi-fehérjékkel kapcsolt receptorokon keresztul fejti ki (Xie és
mtsai., 1996; Ono és mtsai., 1994; Washizuka és mtsai., 1997). Pontos
hatasmechanizmusanak az egyes sejttipusokban valé azonositasa az érdekl6dés
eléterében all6 probléma. Az endotelin rendszer Kkisérletes molekularis és
farmakologiai gatlasanak eredményei alapjan joggal feltételezi a tudomany, hogy az
ET-1 fontos szerepet jatszik a normal cardiovascularis rendszer homeosztazisanak
fenntartasaban.

Cellularis szivelektrofiziologiai vizsgalatainkat kutya €s human enzimatikusan
izolalt kamrai szivizomsejtjein végeztuk. Megallapitottuk, hogy ezeken a sejteken az
ET-1 csOkkenti az L-tipusu kalciumaram amplitudojat. Mindkét speciesben kozel
egyforma mértékd (kb. 30%) gatlast kaptunk, ami azt valdszinUsiti, hogy a gatlé
hatas mechanizmusa is azonos a két faj esetében. Régoéta feltételezik, hogy a
szivizomsejtek L-tipusu kalciumcsatornainak [-adrenerg receptorokon keresztuli
aktivalasa a csatornak cAMP-figgé PKA enzimek altali foszforilacidojanak a
kovetkezménye (Sperelakis és Schneider, 1976; Reuter és Scholz, 1977; Bers és
Perez-Reyes, 1999), melyet az elmult két évtized elektofiziologiai kisérletei
megerdsitették ezt a molekularbiolégiai modszerekkel nehezen bizonyithato
feltételezést (Kamp és Hell, 2000). Az ET-1 kalciumaramra kifejtett gatlé hatasat a
cAMP-PKA rendszer részleges aktivalasa utan is megvizsgaltuk kutya kamrai
sejtjein. Hasonld kisérletekrél legkorabban Reid szamolt be, aki leirta, hogy az ET-1-

nek noradrenerg-stimulaciét kovetéen negativ inotrop és chronotrop hatasa van
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tengerimalac és patkany pitvaron. Hasonl6 eredményrél szamolt be Delpech 1995 és
1997-ben (Delpech és mtsai., 1995; Delpech és mtsai., 1997). Sajat kisérleteink
soran azt talaltuk, hogy az ET-1 kalciumaramra iranyul6é szazalékban kifejezett gatlé
hatdsa csdkken (kb. 18%-ra), mikor a cAMP-PKA rendszert el6zetesen 50 nmol/l
izoproterenollal részlegesen aktivaljuk. Ugyanakkor a PKA rendszer maximalis
aktivacidéja utan (250 uM 8-bromo-cAMP jelenlétében) az ET-1 gatlé hatasa
elmaradt. Adataink arra utalnak, hogy az ET-1 kardialis kalciumcsatornakra kifejtett
gatld hatasa kutyan is donté meértékben az intracellularis cAMP-koncentracio
csOkkentése utjan valdésul meg. Ez egyarant bekovetkezhet a PTX-érzékeny Gi-
fehérjék kozvetitésével az adenilat ciklaz gatlasan keresztll, vagy a foszfodiészteraz
enzim aktivalasa utjan - mindkét hatas az ETa receptorok kozvetitésével jon Iétre.
Ismert, hogy az L-tipusu kalciumcsatorna funkcidjanak szabalyozasaban a PKC
enzimcsalad is szerepet jatszik, ugyanis az endotelinek - hasonléan az ai-adrenerg
agonistakhoz és az angiotenzin II-hoz - a Gg-fehérjékkel kapcsolt receptorokon
kozvetitésével a PLC-utvonalon keresztul is aktivaljak a proteinkinaz C enzimeket
(Woo, 1999). Ezért az endotelin-1 elektrofizioldgiai hatasainak targyalasa soran nem
hagyhato figyelmen kivul a kulonb6z6 szignalizacids utvonalak parhuzamos
aktivalodasanak lehetdsége.

Vizsgalataink soran azt is megallapitottuk, hogy az ET-1 mindkét vizsgalt
speciesben gatolja a késéi kaliumaramot, de jelentés kulonbségeket talaltunk e
tekintetben a kutya és human kamrai szivizomsejtek kozott. Kutyan sem nyugalmi
cAMP szintek, sem maximalisan aktivalt cAMP-PKA rendszer mellett az ET-1 nem
gatolta a késdi kaliumaramot. Gatlast kizardlag az izoproterenollal részlegesen
aktivalt kaliumcsatornak esetében sikerult kimutatni. Ezzel szemben a human
szivizomsejteken az ET-1 a kés6i kaliumaram gyors komponensének amplitudojat
izoproterenol kezelés nélkul is masszivan gatolta. Ez a markans kulonbség nem
magyarazhatd azzal, hogy a kutyan az aram lassu és gyors komponensét egyarant
tartalmaz6 aramot, mig human sejteken csak a gyors komponenst mértik, sokkal
inkabb a két species kaliumaramainak eltéré szabalyozasi mechanizmusaira utal. Ezt
a magyarazatot érdemes kiegésziteni azzal a megjegyzéssel, hogy a keésoéi
kaliumaram komponenseinek aranya jelents fajok kozotti kuldnbségeket mutat
(Sanguinetti és Jurkiewicz, 1990; Veldkamp, 1998).
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Az ET-1 eltér6 hatasait a kutya kamrai szivizomsejtek kalcium- és
kaliumaramainak vonatkozasaban a két cAMP-érzékeny aram kulonb6zé cAMP
érzékenységével magyarazzuk, aminek hatterében eltérd proteinkinaz enzimek
részvétele valdszinlsithetd. Nyugalmi cAMP szintek mellett a kalciumaram cAMP-
fugg6é komponense részlegesen aktivalodik, a késéi kaliumaramé nem, igy ez utobbi
nem csOkkenthetd az intracellularis cAMP koncentracié csokkentésével. A 8-bromo-
cAMP jelenlétében a PKA rendszer maximalisan aktivalt, melyen a cAMP szint
csokkentése nem okoz detektalhato valtozast. Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy
az L-tipusu kalciumaram vonatkozasaban a kutya kamrai sejteken jol modellezhet6k

az ET-1 human sejtekre iranyuld hatasai, mig a késdi kaliumaram esetén nem.

A stresszkorulmények tulélésében az endogén molekulak mellett exogén,
szintetikus anyagok is szerepet jatszhatnak. A stresszhelyzetek kivédésében
szerepet jatszd bimoclomol és a szerkezetileg nagyon hasonlé BRX-005 hatasait
tobb kisérleti modellben leirtak. Szivelektrofiziologiai hatasaikat elséként jellemeztik
kutya és tengerimalac szivpreparatumokon. Megallapitottuk, hogy mindkét molekula
pozitiv inotrop hatassal rendelkezik alacsony koncentracioban (0,01-1 pmol/l). Ennek
hatterében a BRX-005 esetében a kalcium-érzékenyit§ hatas valdszinlsitheto
(vazorelaxalé hatasa is ezzel magyarazhaté), mig a bimoclomol megndvelve a
rianodin-receptorok nyitvatartasi valdszinliségét fokozza a kalciumtranziensek
amplitudodjat. Alacsony koncentraciéban egyik szer sem modositja markansan az
akcidés potencial paramétereit, tehat feltehetéen ionaramokra iranyulé kozvetlen
pmol/l) negativ inotréop hatasa volt tengerimalac Langendorff-készitményen, mert
csOkkenette a kalciumtranziensek amplitudéjat. Ennek oka a rianodin-receptorok
olyan mérvi aktivalasa volt, amely a diasztolés kalciumkoncentracio jelent6s
megnovekedéséhez vezetett. Extrém magas koncentracioban (1 mmol/l) a
bimoclomol mar gatolta a rianodin-receptorokat is.

Kutya kamrai szivizomsejteken a magas koncentraciéju bimoclomol (100
pmol/l)  megroviditette az akciés potencial id6tartamat. Hatdasa komplex
mechanizmusokon keresztul érvényesul: ezek egy része az intracellularis
kalciumkoncentracid emelkedésével hozhaté kapcsolatba, mig masok kalcium-

fuggetlenek. A kalcium-fliggé hatast bizonyitja, hogy a bimoclomol akciés potencial
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id6tartamot roviditd hatasa jelentésen csokkent a kalcium-fuggé klorid- és
kaliumaramok blokkolasa utan, vagy amikor az intracellularis kalciumot EGTA-val
vagy BAPTA-val pufferoltuk. A kalciumaram inaktivaciéjanak bimoclomol jelenlétében
megfigyelt gyorsulasa is feltehetéen az intracellularis kalciumkoncentracio
emelkedésének kovetkezménye, amelynek oka az intracellularis raktarakbol torténd
fokozott kalcium kilépés. A bimoclomol hatasara BaCl, jelenlétében aktivaldédd extra
aramkomponens - amelynek reverzalpotencialjat -90 mV-nak mértuk -
toltéshordozoja klorid vagy kalium egyarant lehet, mivel mindkét aram egyensulyi
potencialja a nyugalmi membranpotencial kdzelében van. Valdszind, hogy a mért -90
mV-os érték az ennél negativabb kalium egyensulyi potencial és az ennél pozitivabb
klorid egyensulyi potencial kombinacidojanak eredményeként alakul ki, ami azt
sugallja, hogy mindkét kalciumfiggé aram aktivalédik bimoclomol jelenlétében. Ezt
0sszhangban van a farmakoldgiai kisérletek eredményével is, mert mindkét
aramkomponens gatlasa csokkentette a bimoclomol hatasara bekovetkezd akcios
potencial rovidulést.

Ezen tulmenéen a bimoclomol legalabb harom, kalciumtdl figgetlen hatasat
azonositottuk. A szer egyrészt csokkentette az akcids potencial depolarizaciojanak
sebességét, ami a gyors Na'-aram kozvetlen gatlasara utal, mert nem volt EGTA- ill.
BAPTA-kezeléssel kivédhet6. Az ionarammérések tanusaga szerint a bimoclomol
csOkkentette a nyugalmi kaliumaram amplitudéjat, ami magyarazhatja a magas
bimoclomol koncentraciok enyhe depolarizald hatasat. Végul, a glibenklamid
jelenlétében végzett kisérletek alapjan kimondhatjuk, hogy a szer aktivalja az ATP-
szenzitiv kalium csatornakat. Hangsulyozni szeretném, hogy a fentiekben taglalt
ioncsatorna hatasok kizarélag a bimoclomol magas — a tervezett terapias szintet
nagysagrendekkel meghaladé — koncentracidinal jelentkeztek, tehat nem jelentenek
fenyeget6 mellékhatasokat. Mindazonaltal, a bimoclomol és BRX-005 hatasainak
Osszevetése alapjan, az utdbbi latszik kevesebb potencialis mellékhatassal terhelt,

ezért terapias szempontbdl értékesebb HSP-koinduktor molekulanak.
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OSSZEFOGLALAS

Az értekezésben bemutatott munka célja az volt, hogy karakterizaljuk és
0sszehasonlitsuk az ET-1 cellularis szivelektrofizioldgiai hatasait egészséges human
és kutya kamrai szivizomsejteken és jellemezzik két fejlesztés alatt allé
h&sokkfehérje-koinduktor molekula, a bimoclomol és a BRX-005, koncentracio-fuggd
szivhatasait kilonb6z6 emlds preparatumokon.

Megallapitottuk, hogy az ET-1 hasonlé mértékben csokkenti az L-tipusu
kalciumaram amplitudojat egészséges human és kutya kamrai szivizomsejteken.
Kutya kamrai sejteken az ET-1 szazalékban kifejezett gatlé hatas kisebb mértéki
volt, amikor az intracellularis cAMP szintet megemeltik, mig a PKA rendszer
maximalis aktivalasa esetén a gatlé hatasa elmaradt. Ezen eredmények alapjan
feltételezzik, hogy az ET-1 kalciumaramra kifejtett hatasa hasonlé a két faj esetén,
és azt az ETa-receptorhoz kapcsolt PTX-szenzitiv gatlo G-fehérjén keresztll fejti ki
az intracellularis cAMP-szint csokkentése altal. Az ET-1-nek nem volt hatasa a késdi
kaliumaram amplituddjara kutya kamrai sejteken, mig egészséges human sejteken
az aram gyors komponensét 80£6%-kal csdkkentette. Ez a kuldnbség valoszinileg a
szabalyozasi mechanizmusok eltérd jellegébél ered. Osszefoglalva megallapithatjuk,
hogy a kalciumaram vonatkozasaban az ET-1 hatasai jol modellezhet6k kutya kamrai
miocitakon, mig a kés6i kaliumaram vonatkozasaban nem.

A hésokkfehérje-koinduktor hatasu bimoclomol és BRX-005 alacsony
koncentracidi Osszevethetd mértékii pozitiv inotrop hatast fejtettek ki dobogd
tengerimalac sziven, ugyanakkor eltér6 mértékben fokoztak az intracellularis
kalciumtranziensek amplitudéjat. Szemben a bimoclomollal, amely markansan
megnovelte a szisztolés és diasztolés kalcium-koncentraciét, a BRX-005 eziranyu
hatasa gyenge volt. Ennek alapjan feltételezziik, hogy a BRX-005 pozitiv inotrop
hatdsa a molekula kalcium-érzékenyité tulajdonsagaval all kapcsolatban. A
bimoclomol magasabb koncentracioi csokkentették az intracellularis kalciumtranziens
amplituddjat, amelynek oka a masszivan megemelkedett diasztolés kalciumszint.
Kutyabdl izolalt kamrai szivizomsejteken a bimoclomol csOkkentette az akcids
potencial id6tartamat és a depolarizacié sebességét, gatolta a nyugalmi kalium
aramot, fokozta az ATP-szenzitiv kaliumcsatornak aktivitasat és kalciumfiggé
ionaromokat (kalium és/vagy klorid) aktivalt. Eredményeink alapjan a BRX-005

esetében kevesebb mellékhatassal kell szamolnunk a klinikai kiprobalas soran.
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Osszefoglalas

SUMMARY

The aim of the present work was to characterize and compare the cellular
cardiac effets of ET-1 on calcium and potassium currents in canine and human
ventricular cardiomyocytes and to study the dose-dependent cardiac effets of
bimoclomol and BRX-005 in mammalian ventricular myocardium.

The results show that ET-1 suppresses similarly the amplitude of the L-type
calcium current in healthy human and canine ventricular cells. This effect of ET-1,
observed in canine cells, was smaller when cAMP was elevated and was fully
abolished when the PKA-system was fully activated. We conclude that the
mechanism of regulation of Ic, is similar in these two species and ET-1 may excert
its effect by reducing the intracellular cAMP level due to inhibition of adenilate
cyclase via an ETa receptor coupled PTX-sensitive inhibitory G-protein. ET-1 alone
had no effect on the amplitude of the delayed rectifier potassium current in canine
myocytes, but markedly reduced (by 80+6%) the amplitude of the rapid components
of this current in human cells. These differences may be due to the contribution of
different regulatory mechanisms in regulating Ik in the two species. Comparing the
effects of ET-1 in canine and human ventricular myocytes, it can be concluded that
canine myocytes appears to be a good model for studying the effects of ET-1 on lca
but not on Ik in man.

Low concentrations of the heat shock protein coinducer bimoclomol and BRX-
005 had comparable positive inotropic effects in working guinea pig heart, however,
increased the amplitude of the intracellular calcium transients in a different degree. In
contrast to bimoclomol, which caused marked increases in both systolic and diastolic
calcium levels, this effect of BRX-005 was moderate. Therefore, BRX-005 can be
considered as a calcium sensitizer compund. High concentrations of bimoclomol
decreased the amplitude of the calcium transient due to extreme elevation of diastolic
calcium. In isolated canine ventricular cells bimoclomol decreased the duration and
rate of depolarization of action potentials, suppressed the inward rectifier potassium
current, activated ATP-sensitive potassium channels, and induced calcium-
dependent outward (chloride and/or potassium) currents. Based on the present
results less side effects are anticipated with BRX-005 than bimoclomol during clinical

trails.
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