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ROVIDITESEK LISTAJA

AF: pitvarfibrillacio

AP(D): akcios potencial (id&tartama)

AV: atrioventrikuldris

Ca®" [Ca®™);: intracellularis Ca*" (koncentracid)
[Ca* mito: Mitochondridlis [Ca®]

[Ca®]m: szUbmembran [Ca’']

CaM: calmodulin

CaT: Ca”'; tranziens;

CICR: Ca™ indukalt Ca®* felszabaditas
DAD: késéi utopotencidl

DP: balkamrai nyomasmaximum

ECC: excitdcid-kontrakcid csatolas

EGTA: etilénglikol-tetraecetsav

Encx: NCX ekvilibrium potencidl

H*; [H']: intracellularis H" (koncentrécio)
HR: szivfrekvencia

ICso: 50% gatlashoz tartozd koncentrécid
I a pacemaker sejtek ,funny” drama
k1 : befelé egyenirnyitd K" dram

lkate : ATP-fiiggs K™ dram

Is : @ késGi K* dram lassu komponense
l.as : apamin-érzékeny K™ dram

lo1 : tranziens kifelé irdnyuld K™ aram 1
Ina,. kés6i Na™ dram

fwalnex: forward NCX dram (outward Ca™ flux)
I/R: iszkémia-reperfuzid

KO: knockout

LAD: baloldali arteria descendens

LQT: hosszu QT szindréma

LVSP: balkamrai szisztolés nyomas
NADH: nikotinsav-adenin dinukleotid
swaNCX: kifelé iranyuld NCX (ca®™ transzport)
NCX(1): Na*- Ca** kicserél8 (1 izoform)
NKA: Na'/K" ATP-4z

PKA: protein kindz A

PLB: foszfolamban

PMCA : szarkolemma Ca** ATP-az

RyR2: rianodin receptor

SERCA: szarkoplazmas retikulum Ca”* ATP-az
S.E.M.: az atlag sztenderd hibdja

SR: szarkoplazmas retikulum

VF: kamrafibrillacio

Téth Andras

ANOVA: varianciaanalizis

ATP: adenozin-trifoszfat

BVR: beat-to-beat variabilitds

[Ca®"]o: diasztolés intracelluléris [Ca®"]
[Ca™]o: kuils6 [Ca™]

[Ca’sq: szarkoplazmas retikulum [Ca®
CaMKII: calmodulin kindz II

CF: korondria dramlds

CRC: kontrakcids-relaxacids ciklus
DHPR: dihidropiridin receptor

EAD: korai utépotencial

EKG: elektrokardiogram

Em: membranpotencial

ES: extraszisztolé

HF: szivelégtelenség

HT: hipertrofia

lea: L-tipusti Ca®* dram

Ikach : Ach-fiiggd K™ aram

lkica) : Ca**-figgd K* dram

Ik : a késGi K" dram gyors komponense
lkor : Ultragyors K" dram

li: tranziens befelé irdnyulé K™ dram
lio2 : tranziens kifelé irdnyuld K™ dram 2
Inex: NCX dram

revlnex: reverz NCX dram (inward Ca’* flux)
KHB: Krebs-Henseleit bikarbonat

Kir: befelé egyeniranyité K* csatorna
LTC(C): L-tipusu kalcium (csatorna)
LVEDP: balkamrai végdiasztolés nyomas
MI: miokardialis infarktus

Na®; ([Na*])): intracellularis Na* (koncentrécid)
«yNCX: befelé irdnyuld NCX (ca®™ transzport)
NHE(1): Na*/H+ kicseréls (1 izoform)
Nay : fesziiltségfiiggé Na* csatorna
PKC: proteinkindz C

PLM : foszfolemman

QTc: korrigdlt QT intervallum

SA: pitvarcsomo

SK: alacsony konduktanciaju (csatorna)
SL: szarkolemma, sejtmembran

SR: szinusz-ritmus (aritmia kisérletek)
VT: kamrai tachycardia
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ELOSZO HELYETT

A miokardium intracellularis Ca®* homeosztazisaval foglalkozni egyrészt rendkiviil
konny(, masrészt rendkivill nehéz. Rendkivil kénny(, mert ma mar kényvtarnyi
adat: kisérleti eredmények, ,.in silico” matematikai modellekbdl, valamint elméleti
meggondolasokbdl szarmazo6 informacié all rendelkezésre. De pontosan ugyanezen
okokhdl rendkivil nehéz is; barmit is gondol ki egy kutatd, amit 6 Gjnak, még
ismeretlennek hisz, valamilyen szint(i és érvényesség( valasz biztosan megtalalhatd
valahol ebben a konyvtarnyi irodalomban. Ezenkivil ez a témakdr azért is nehéz,
mert az elérhetd informacid érvényessége, validitasa — szamos okbol — sokszor jéval
bizonytalanabb, mint ahogy a természettudomanyokban altalaban megszoktuk.

Kdszonhets ez elsésorban az intracellularis szabad kalcium ion (Ca?*) elképesztéen
Osszetett szerepének — az emldssejtekben altaldban is, de még sokkal inkabb a
szfvizomsejtekben, melyek fiziologias miikodésében a Ca®*; sokszorosan kitiintetett
szerepet jatszik — egyrészt a Ca®*-fiiggd sejtfolyamatok nagy szama, masrészt azok
kiemelked6 — sokszor létfontossagu — jelent6sége miatt. A teljesség igénye nélkiil
néhany alapvet6 funkcidja: kulcsszerepet jatszik a szivizom excitacio-kontrakcid
csatolasaban; aktivalja a kontrakcids folyamatot és meghatarozza annak mértékét;
masodik messenger-ként kdzremlkodik a szignaltranszdukcios folyamatokban;
szabalyozza a neurotranszmitterek felszabadulasat, stb. Szdmtalan — pl. az akcids
potencial (AP), a mitokondrialis terminalis oxidacio, vagy az apoptdzis indukcidja
soran aktivalédo — enzim és iontranszporter miikddése is markansan Ca®";-fiiggé.

A Ca®*; lokalis, vagy generalizalt véltozéasai szinte minden fontos sejtfolyamatban
megjelennek, legtdbbszor alapvetd informaciét hordoznak és jelentés szabalyozd
szerepet toltenek be. Egyetlen sejtben a parhuzamosan zajlé, egyidejlleg szorosan
integralt, ugyanakkor tébb szinten erésen differencialt élettani folyamatok csak
részfolyamatok sokasagara bontva, azokat térben és id6ben maximalisan elkilonitve
mehetnek végbe; ez a tény — finoman szélva — nem kdnnyiti meg a kutaté dolgat, aki
ezeket a folyamatokat prdbalja megismerni, megérteni, elemezni, modellezni, és
végs6 soron — amennyire lehet — befolyasolni. Akkor is, amikor a szivizomsejtekben
minden jél miikddik, de még sokkal inkabb akkor, ha valami elromlik — és nagyon
rovid idd alatt stlyos, életveszélyes allapot alakulhat ki.

Bar paradoxonnak tlnik, fentiek figyelembevételével talan mégsem az: a kdnyvtarnyi
adat ellenére, alapvetd — sokszor eleminek tin6 — ismeretek hianyoznak ahhoz, hogy
ezt a komplex, szamos szinten szorosan kapcsol6dé és kélcsonhaté — dinamikus —
rendszert csak részben is felderitettnek tekinthessiik és miikddési mechanizmusaiban
kelld hatasfokkal gondolkodni tudjunk.
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1. BEVEZETES

A statisztikai adatok szerint Eurépaban a haldlozasok ~ 50%-a sziv-, és érrendszeri
betegségek kovetkezménye. Ez a szam Magyarorszagon is débbenetesen nagy.
Hogy mennyire, azt igen jol mutatjdk a tumor-okozta haldlozdsokhoz viszonyitott
aranyok: a koronaria betegség (ide tartozik a miokardialis infarktus (Ml), krénikus
iszkémias szivbetegség (CIHD) és a hirtelen szivhalal (SCD), de nincs benne a mind
gyakoribb szivelégtelenség (HF)) — a halalozasok tobb, mint 20%-4ért, az agyvérzés
(stroke) t6bb, mint 10%-4ért felel; ezzel szemben a rettegett gyomorrak mindossze
2-3%-aért, a vastag- és végbélrak 2-3%-4ért, a tlidérak 4-5%-aért tehet6 felelGssé.

1. tablazat Haldlozasok halaloki csoportok szerint (Magyarorszag, 2013) (Forras: KSH)

Haldlok Férfi NG Osszesen %

Fert6z6 és él6sdi-okozta betegségek 396 508 904 0.7
Daganatok 18 060 15214 33274 26.2
A keringési rendszer betegségei 27 600 35379 62 979 49.7
Az emésztérendszer betegségei 3741 2 649 6390 5.0
Kulsé okok (pl. baleset) 3981 2143 6124 4.8
Szdndékos ondrtalom 1588 505 2093 1.7
Egyéb (tudd, maj, stb.) betegségek 6528 8 486 15014 11.8
Osszesen 61894 64 884 126 778 100.0

A sziv eredetl haldlozasok jelent8s része végzetes aritmiak kialakuldsahoz kotheté
— a szivelégtelenségben és iszkémias szivbetegségekben szenvedd betegek kozel
fele ezek kovetkeztében hal meg; a sulyos agyi katasztrofak egyik leggyakoribb oka
a pitvarfibrillacié. Az akut és kronikus szivbetegségek legtobbjében a szivizomsejtek
Ca2+i haztartasa tartésan karosul; sok esetben ez a karosodas az elsédleges,
legkritikusabb tényez6 a betegség kialakulasaban és/vagy progresszidjaban.

Az elmult évtizedekben az orvostudomany sok teriiletén jelentds fejl6dés tortént,
de a fejlédés sajnos kevésbé gyors a szivbetegségek vonatkozdsaban. A nagyon
fontos, de részleges sikerek ellenére az iszkémias elvaltozasok és a szivelégtelenség
progresszidja jelenleg alig-alig befolyasolhatd, korai szlirésiikre, megel&zésiikre
pedig nem rendelkeziink kell6en hatékony stratégidkkal. A jelenleg elérheté
farmakoldgiai eszk6zok, gydgyszerek hatékonysaga nem kielégits, a rendelkezésre
allé modern invaziv technikdk és készilékek rendkivil dragak és hosszabb tavon
vélhet6en nem jelentenek optimalis és végleges terapias megoldast. Az attoréshez,
ahhoz, hogy a szivbetegségek terapiajat kielégitének mondhassuk, szignifikans
tovdbbi fejl6désre van sziikség, ami egyrészt magaban foglalja ujabb terdpids
célpontok azonositdsdt, masrészt ezekre az Uj ismeretekre alapozva a mainal joval
hatékonyabb megel&zési/gydgyitési protokollok kifejlesztését.

E kiemelkedd jelentGségli cél elérésének egyik legfontosabb, legkritikusabb feltétele
a szivbetegségek patomechanizmusainak datfogdébb és mélyebb megismerése. Ennek
az erdfeszitésnek része a sokéves kisérletes munka, melyen jelen értekezés alapul.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szivizomsejtek intracellularis kalcium (Ca®";) homeosztazisa

A Ca*'; ciklus transzportfolyamatai. A sziv fiziolégias kontrakci6jéanak alapvetd
feltétele a [Ca®*] jelentds emelkedése. Az AP depolarizacis és platé fazisai alatt a
kiils6 térb6l (T-tubulusokbél), elsésorban az LTC csatornakon keresztiil, Ca®* 1ép be
a sejtbe, amihez az AP korai fazisaban némi ,,NCX aktivitas (Ca?* felvétel) is jarul.
Emlé8s szivben a belépé Ca®* specialis sejtkompartmentbe, az SL és SR kozétti 15-
30 nm széles , restricted space”-be kertil, ahol markéans [Ca?*]sm emelkedést general.
Ez a [Ca*"]sm emelkedés kulcsszerepet jatszik a kontrakci6 elinditaséban (trigger
Ca’"), mivel hatsara az SR-bél, a RyR-okon keresztiil, sokkal nagyobb masodlagos
Ca®" felszabadulas jon létre (CICR). A kialakult Ca?* tranziens (CaT) aktivélja a
miofilamentumokat. A pitvarsejtek és Purkinje rostok ultrastruktiraja két Iényeges
vonatkozasban eltér a kamrai sejtektél — (1) a T-tubulus rendszer fejletlenebb; (2) az
SR rendszer egyes elemei a sejt belsejében talalhatok — ezért az ECC kinetikaja is
eltérd: a miofilamentumok aszinkron moédon aktivalédnak, az aktivacié fokozatosan
terjed a sejtek belsejébe. A miofilamentum-aktivalodas mértéke kozel linearisan
fligg a troponin C-hez kot6d6 Ca?" mennyiségétél.

A sziv fiziolégias relaxaciéjanak alapvets feltétele a Ca?* disszociécija a troponin
C-rél, amihez sziikséges a kontrakcié alatt bearamlott/felszabadult Ca®* eltavolitasa
a citoszolbol. Steady state-ben a sejthdl eltavolitott, illetve az SR-be visszapumpalt
Ca®* mennyisége meg kell, hogy egyezzen az aktivacié soran beramlé/felszabadult
Ca®* mennyiségével Az Ca®'-ot a sejtbdl eltavolito, illetve az SR-be visszapumpal6
legfébb transzportmechanizmusok a Na*/Ca®* kicserél6 (NCX) forward mikodése,
illetve az SR Ca?"-ATPaz pumpéaja (SERCA2a); az utbbi kell6 mértékii aktivitasa
kritikus az SR Ca®* tartalménak meg6rzésében, ami viszont alapfeltétele a normal
nagysagll CaT kialakulasanak. A Ca®" eltavolités egy tovabbi mechanizmusa az SL
primer Ca?* pumpéja (PMCA), amely hozzajarulhat a [Ca®']ip finom beallitaséhoz,
illetve fontos szerepet jatszik Ca?* jelutak szabalyozasaban. A fiziologias Ca?* ciklus
szempontjabdl ugyancsak kevéssé jelentés negyedik Ca®* eltavolité mechanizmus a
Ca®" felvétele a mitokondriumokba, azok Ca®" uniporterén keresztill. Az eltavolité
mechanizmusok kézétt versengés van a Ca*-ért, a pillanatnyi fluxusok dinamikusan
véltoznak. A sziv steady-state miikddéséhez létfontossagi SL, illetve SR Ca®*
transzport fluxusok finom egyensulyanak tartés sériilése a sejt Ca?"; tlltel6déséhez
(aritmia készség, sejtkarosodas, apoptdzis), vagy Ca?* vesztéséhez, a pumpafunkci6
karosodasahoz (szivelégtelenség) vezethet.

A Ca*" mozgasok szabalyozasanak alapelvei. A kontrakciés-relaxécios ciklus alatti
intra-/transzcellularis Ca?* ionfluxusok precizen szabalyozottak. A homeosztatikus
szabalyozas két f6 komponense (1) a trigger Ca®" beéramlas ,lokalis" feed-back
kontrollja, és (2) az SR Ca?*-tartalmanak direkt, feed-back szabalyozasa. Mindkét
mechanizmus az SL és az SR Ca?* fluxusainak dinamikus kélcsénhataséan alapul.



dc_1149_15

MTA-Doktori Ertekezés Tézisei T6th Andras

(1) A trigger Ca®* mennyisége f6leg az aktivalt LTC csatornak szamatol és nyitott
allapotuk val6szin(iségétél fiigg. El6bbit a transzmembran potencialvaltozasok
hatarozzak meg, utobbi érzékeny a [Ca?']qy valtozasaira. Ha a Ca?*; szint csdkken, a
csokkend SERCA?2 aktivitas miatt az SR Ca?* tartalma is csokken, ezért a CaT
amplitdddja és a [Ca?"]y is joval kisebb lesz. A kisebb CaT miatt csokken a syalnex
altal kipumpalt Ca®" mennyisége, viszont a csokkentd [Ca®']sm kevéshé gatolja az
LTC csatornakat, ami azok nyitvatartasi valészinliségének markans névekedésében
jelenik meg. Mivel végs6 soron mindkét folyamat Ca®* akkumulaciéhoz vezet, a
sejtek Ca®*; tartalma n6, mindaddig, amig ismét el nem éri az egyensulyi &llapotot.

(2) Az SR Ca?* tartalmat a [Ca®'];, a Ca?* transzporterek (RyR2, SERCA) aktivitasa
és az intraluminélis Ca®*-k6t6 fehérjék 6sszmennyisége hatarozza meg; a [Ca®']sr
emelkedése mind a CaT amplitidéjat, mind idtartamat noveli. A [Ca®*]sr Szintet
beallitd, optimalizal6/stabilizalé autoregulacios feed-back mechanizmus az SL Ca?*
fluxusok CaT-fliggésén alapul. Ha a [Ca®*]sg csokken, a CaT a normalisnal kisebb
lesz, ezért az NCX altal eltavolitott Ca%* mennyisége csokken. Az alacsony [Ca*qm
miatt az LTC csatorndk nyitvatartasi idétartama né, a Ca®* bearamlas is ng. A két
hatés egyiittesen [Ca®"]; emelkedéshez, ez pedig az SR fokozott toltédéséhez vezet.
A korrekcié mindaddig tart, amig a [Ca?*]sr normalizalédik és a Ca®* fluxusok Gjra
egyensulyba keriilnek. A [Ca®"]sg tartds emelése kizarélag indirekt médon, tartés
[Ca®"]; emelkedésen keresztiil johet létre, amiben a CaT id6tartama és kinetikaja és
szisztolés/diasztolés Ca®"; koncentraciok is alapvetd jelent6ségliek. Mivel a SERCA
transzporthatasfoka a [Ca®']; emelkedésével meredeken nd, a [Ca®']; mérsékelt
novekedése is jelentds [Ca®*]sg emelkedéshez vezet. Ha a [Ca?']; emelkedés tart6s,
az SR tultel6dhet. Ez a fizioldgiasan minimalis szamu, SR-b8l spontan felszabaduld,
lokalis Ca** pulzusok (sparkok) val6szintiségének drasztikus névekedéséhez, végsé
esetben generalizalt, aszinkron Ca®* hullamok kialakulaséhoz vezet.

A Ca’* homeosztazis terhelés-adaptacidja. Adott kamratel6dés esetén a kontrakci6s

a [Ca?"]s jelentds véltozasa. A kontrakcid ,beat-to-beat” adaptéacioja elsésorban a
CaT finomhangolésaval torténik, a [Ca®']ip, és az SR-b6l felszabadulé Ca®* pulzus
a netté Ca* bearamlas megnd, ami a [Ca®*]sg és a [Ca?']ip egyidejii emelkedéséhez
vezet. N6 a CaT amplit(iddja és a kontrakciés erd is. A Ca®* eltévolitas is fokozodik.
Végiil Gj egyensulyi &llapot alakul ki, melynek jellemzdi a megemelkedett [Ca®']
fokozott Ca?* felszabadulas az SR-bh6l, nagyobb CaT és a megnétt kontrakciés erd.

iD»

Ca?*; kompartmentek a szivben. A Ca®*" mozgasok és Ca**-fiigg6 folyamatok térben
és id6éhen elkildnilve, tobbszintd interakcid keretében zajlanak. A bels6 membranok
médositjak a Ca*; hullam terjedését és elésegitik a Ca®"; kompartmentalizaciéjat. A
legfontosabb Ca®* kompartmentek: a citoszol, az SR, a mitokondrium és a sejtmag.
Egyre tdbb adat igazolja, hogy ezeknél joval kisebb, membrannal nem vagy csak
részben hatarolt térfogatok is eltéréen viselkednek — azaz a sejtekben strukturalisan
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talan kevéssé de funkcionalisan jol elkiloniil6 terekkel (domének, mikrodomének) is
szamolni kell. Ilyen domén a szubmembran tér, illetve a T-tubulus és a diad, de
szémos speciélis funkciéval rendelkez6 domént azonositottak (pl. Ca®* jelutakkal
kapcsolatban, vagy az SR és a mitokondriumok kozott). A (mikro)domének mérete
valtozo; esetenként (egyetlen ioncsatorna és kdzvetlen kornyezete) szemléletesebb
lehet nanodoménekrdl beszélni, hiszen térfogatuk minimalis, 100 - 500 nm®,

A Ca?* (és mas ion) mozgasok szabalyozéasa szempontjabél a szarkolemmét beliilrél
hatarol6 10 - 25 nm vastag plazmaréteg, melynek iondsszetétele jelentésen eltér a
citoszol atlagos dsszetételétdl, kitlintetett szereppel rendelkezik;. Mivel a membran
transzporterei ezt a teret ,latjak” és ezzel a térrel allnak kdzvetlen kapcsolathan, a
mindenkori transzportaktivitas szabalyozasaban fontos paraméterek (iongradiensek,
membranpotencial) aktudlis értéke a lokalis viszonyok fiiggvénye és alig fliigg a
teljes sejtre jellemz6 atlagos értékektdl (pl. szisztolé alatt a [Ca?']qy aktudlis értéke
sokszorosa a [Ca®']; aktuélis értékének. Ugyanakkor a szubmembran tér is rendkiviil
heterogén: szamtalan kisebb-nagyobb, funkcionalis szempontbdl erésen kiilonbdz8
szereppel rendelkez6 mikro(nano)domén alkotja. Végil, bar ,,szubmembran” térrél
els6sorban a szarkolemma vonatkozasaban beszélnek, értelemszer(ien hasonlé ,,sm”
terek léteznek a sejten belili, kulénféle transzportereket tartalmazé, membrannal
hatarolt strukturak (SR, mitokondriumok, mag, sth.) esetében is.

A Ca?* transzportfolyamatok [Na™);- és [H'];-filggése. A Ca?* fluxusokra a sejt Na*;
és H; tartalma jelent6s modulator hatast fejt ki, ennek oka az ion kélcsonhatéasa egy
transzporterrel vagy koncentraciévaltozasanak hatasa a transzport hajtoerejére.

[Na*]; fiiggés: A szivben nincs szoros [Na']; szabélyozas. Fiziologias kériilmények
kozott a nettd fluxusatlag zérd. A felvétel f6bb komponensei: a Nay csatornék, a
wdNCX aktivitas, és acidézisban a NHE. Az eltavolitas elsédleges effektora az NKA
pumpa, de kéros koriilmények kdzott megnd a reyIncx Szerepe is. A CICR-t a Ca®* és
Na* transzporttal az NCX aktivitasa koti dssze. A szivciklus soran a Na* bearamlas
alatt a ,,fuzzy” térben kialakuld tranziens Na*; emelkedés modulalja az Iycy iranyat;
az Encx értékét negativ iranyba tolja és a e Incx aktivalaséaval Ca?* felvételt general
ami a [Ca?"]sg emelkedéséhez, s ezaltal nagyobb CaT kialakulasahoz vezet. A CICR
(azaz a kontraktilitas) finomhangolasa a Na* akkumulacidval, illetve Na™ hiannyal
jellemezhetd nanodomének Na* tartalmanak alig ismert finomszabalyozasatol fiigg.

[H]i-fliggés: A pH; kismértéki csokkenése is gatolja a sejtfolyamatok sebességét
(pl. a szivizom kontraktilitasat) ezért a pH; precizen szabalyozott. Normal pH; esetén
minden protontranszporter aktivitasa alacsony, ezért dsszhatasuk a Ca®" transzportra
minimalis. Aktivitasuk (és igy hatasuk is) szignifikansan né pH; csokkenéssel jard
allapotokban (pl. I/R). Az iszkémia-indukalt [Ca*']; talterhelés négy legfontosabb
forrasabol harom ionmozgésokhoz kéthetd — a Ca?*; tultel6déshez vezets [Na'l;
emelkedés okai: megn6tt bearamlas (NHE aktivalodas — kritikus szerepet jatszik a
fokozott H; eltavolitds) és csokkent eltavolitdis (NKA inaktivalodas). A markans
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[Ca®*]; emelkedést okoz6 SL depolarizacidban kiemelkedd szerepe van a fokozott
K* kidramlasnak (K" csatornak) és csokkent K* felvételnek (NKA inaktivacio).

2.2. A Ca®; véaltozasok és az akcios potencial (AP) repolarizacié

A kiils6 [Ca?'] hatésa az akciés potencial kinetikajara. Az AP morfolégiaja és a
kiilsé [Ca?'] kozott szoros kapcsolat &ll fenn. Hemodializélt paciensekben, akikben a
szérum [Ca®"] valtoz6, egyértelm(i, inverz kapcsolat van a QT hossza és a szérum
[Ca®] kozott. 1zolalt sejtekbdl szarmazé adatok szerint a kiilsé [Ca*"] emelkedése
roviditi az APD-t és noveli az Ic, denzitdsat, csokkenése AP megnyUlashoz és lc, |
csokkenéshez vezet. I, gétlas esetén az AP platdja csokken és az AP rovidll, az
IcaL aktivalasa ellenkez§ irnya valtozasokat generdl. Ezekben a véltozasokban
fontos szerepe van egyes repolarizalé K+ aramok markéans Ca*";-fiiggésének.

A [Ca®"]; szerepe a Ca®'-érzékeny K* aramok szabalyozasaban. A K* csatornak
Ca*'-fiigg6 szabalyozasa harom eltérs, de nem fiiggetlen mechanizmussal torténhet:
1) direkt Ca?* hatéssal, 2) Ca**-CaM, illetve 3) Ca**-CaM-CaMKII mechanizmussal.

Kozvetlen Ca®* hatas: A Ca?* kozvetlenill hat a K* csatornaproteinre és modositja
permeabilitésat. Jellemzd példéja az ly,; a Ca?* ionok fesziiltségfiiggs gatlo hatésa
gatolja a K* kiaramlast, ezért a csatorna befelé egyeniranyito karakterisztikat mutat.

Kalmodulin-fliggé regulacio: A kalmodulin (CaM) két homolég doménjét flexibilis
régi6 koti ossze, amely Ca?" felvételt kovetfen erés kotés kialakulasét biztositja a
CaM molekula és a célprotein kézott. Ezéltal a CaM kulcsszerepet jatszik a Ca?*
jelatvitelben, mivel a célproteinek tobbsége nem képes direkt Ca®* kotésre. Tobb,
szfvben is megtalalhat6 ioncsatorna (Na*, Ca®*, valamint K* csatornékat is beleértve)
modulacidja azok CaM kétShelyein, Ca?*-CaM mechanizmussal torténik. CaM-
fligg6 szabalyozas felelds az SK csatorndk, illetve a kés6i egyeniranyité K™ aram
lassti komponensének (Ixs) gyenge [Ca®']i-fliggd aktivacidjaért is.

Indirekt regulacié a Ca®*-CaM-CaMKI| jel(iton keresztiil: A CaMKII szerin-treonin
proteinkinaz, mely Ca?"; emelkedés esetén szamos proteint foszforilal. Szivizomban
féleg a 6 izoform expresszalédik. Dodekamer struktirat alkot, kils6é felszinén
katalitikus doménekkel. Ca?*/CaM komplex hianyéban a legtobb (de nem az 6sszes)
CaMKII inaktiv (autoinhibici6). Autofoszforilacié az enzim Ca®*/CaM affinitasanak
~ 1000-szeres emelkedését indukélja (CaM trapping) és nyujtja aktiv allapotanak
megmarad, igy az aktivalt allapot id6tartama hosszabb lehet az CaT id6tartamanal.
Aktivacidjaban az AP morfoldgiaja fontos szerepet jatszik. Megnyult APD, vagy
magas szivfrekvencia talaktivalhatja, ami az APD tovabbi megnyulasahoz vezethet.
Szivizomsejtekben aktivitasat izoformjai eloszlasa/lokalizacioja, és kornyezetének
foszfataz aktivitasa befolyasolja. A Nay csatornén, és a Ca’"-haztartds proteinjein
(Cay1.2, RyR2, SERCA?) kiviil K" csatornakat (pl. Ky 4.1-4.3) is foszforilalhat.
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A fontosabb jelent6s Ca®*-fiiggést mutaté K* aramok a befelé egyeniranyité K* aram
(Ik), a tranziens kifelé iranyuld aram (l,), illetve a szivizomban ,,rejtélyes” szerepet
jatszd alacsony konduktancigju (SK) csatornak. A tobbi repolarizalé K* aram joval
gyengébb Ca?*-fiiggést mutat, melynek részletei sokszor még kevéssé tisztazottak.

2.3. A Ca®'; haztartas koros valtozasai és a szivritmus zavarok

Sejtszinten a Ca®*-fligg6 aritmiék abnormélis membranpotencial-valtozasokban
nyilvanulnak meg és Ca"; overload kévetkeztében alakulnak ki. Triggerelt aktivitas
esetén az aritmia fokalis eredet(i, kialakulasat az el6z6 excitacio indukalja. Kérosan
magas [Ca®']; (és [Ca®*]sr) esetén a sparkok gyakorisaga ugrasszer(ien né és gyakran
alakulnak ki fokozottan aritmogén Ca?* hullamok. Késéi utépotencial (DAD) az AP
diasztolés fazisaban, magas szivfrekvenciak mellett alakul ki az SR-b6l spontan,
lokalisan felszabadulé Ca®" hatasara. Az NCX kettds szerepet jatszik kialakulésaban.
Egyrészt, mivel az SR Ca?* tllterhelése a modosult NCX aktivitas kovetkezménye.
Mésrészt, a spontdn Ca®* hulldmok miatt létrejové hirtelen [Ca?']; emelkedést az
NCX forward aktivitasa tavolitja el (l;). Korai utdpotencial (EAD) alakulhat ki az
AP plat6 fazisa alatt az LTC csatornak egy részének reaktivacioja, vagy tartds kés6i
Na" aram (In, ), illetve az AP termindlis fazisaban, bradycardia, vagy részleges K*
csatorna blokad esetén, az I; fokozott, gyors aktivacioja miatt.

Szervszinten a Ca?*-fligg6 aritmiakat az AP kialakulasaban/terjedésében kialakuld
mikro/makroheterogenitasok magyarazzak. A Ca®"; overload stlyos kévetkezménye
a réskapcsolatok zarédasa; a dramaian csokkend intercellularis konduktancia az AP
terjedési sebesség jelentds lassulasahoz, az AP diszperzié markans fokozodasahoz,
valamint funkcionalis AP-reentry kialakulasahoz vezet. A vezetési aritmiak alapvet6
jellemzdje az aritmogén szubsztrat kialakulasa a sejtek ,,remodeling”-je, strukturalis
és/vagy elektrofizioldgiai atalakuldsa kdvetkeztében. A szubsztratot a szomszédos
szivizomrétegek inhomogén vezetési sebessége képezi, igy az izomrétegek kozott
elektromos potencialkilénbségek alakulnak ki, ezaltal a cirkularisan folyd aram
képes ismételten excitéciét Iétrehozni. A Ca?*-fiiggé K* csatornék kéros miikodése
az abnormélis Ca2*-haztartas altal indukalt remodeling egyik fontos kévetkezménye.

A pitvarfibrillacié (AF) kialakulasa dsszefiigg a fokozott Ca?" influx kovetkeztében
kialakulé Ca®*; tlltelédéssel. A strukturalis remodeling kialakulasaban Ca**-aktivalt
protedzok szerepelnek, az elektromos remodeling a Ca?'; tllterhelés csokkentését
szolgald, ioncsatornak (pl. LTCC) csokkent expresszidjaval jellemezhetd cellularis
kompenzaciés mechanizmus aktivaciojanak kovetkezménye. Bar az SK csatornak
szerepét illet6en hianyoznak a cafolhatatlan bizonyitékok, aktivalédasuknak tébben
alapvetd szerepet tulajdonitanak az AF kialakulasaban. A polimorf tachycardiaval
jellemezhet6 kamrai Torsade de Pointes (TdP) kialakulasat el6segiti a repolarizacids
rezerv csokkenése, ami a kamrai elektromos heterogenitasok feler6sddéséhez,
fokozott triggerelt aktivitdshoz (EAD), illetve a harom kamrai sejttipus (endo-, epi-,
és midmiokardialis) repolarizacids kinetikajaban kialakuld fokozott tér- és iddbeli
diszperzio kdvetkeztében reentryt generalhat. A gyakran hirtelen szivhalalhoz vezetd
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kamrafibrillacié (VF) kialakulasaban kritikus szerepet jatszanak a strukturalis
valtozasok, a folyamatosan valtozd depolarizacios hullamok, illetve azokat generald
»rotorok”, melyek fenntartasaban szerepet jatszanak a Purkinje rostok; egyrészt a
kialakulé reentry korok részeként, masrészt a fokalis aktivitas forrasaként.

Az iszkémia/reperfizid indukalt aritmogenezisben kitlintetett szerepet jatszik az SL
létfontossagl iontranszportereinek (NCX, NHE) koérosan fokozott aktivitasa. Az
iszkémia korai fazisdban az ATP elérhet6ség csokkenésével a SERCA2 gatlodik, a
[Ca®"]; emelkedik. A RyR2-k nyitvatartasi valészin(isége né, lehet6vé téve a [Ca®'];
tovabbi, gyors emelkedését, ami tovabb ndveli a RyR2 nyitvatartasi valdszinlségét,
még tovabb fokozva a Ca’* felszabadulast. Az iszkémia késGi fazisaban, a Ca*
akkumulacid a e Incx aktivalodas kovetkeztében megnétt Ca®* felvétel miatt tovabb
fokozddik, amit a magas [Na*]; és a membrandepolarizacié még inkabb felgyorsit.

A reperfizio kezdeti fazisaban a NHE markans aktivalodasa a [Na']; masodlagos,
gyors emelkedéséhez, ez pedig az inward Iycyx tovabbi aktivalasan keresztiil a [Ca?'];
gyors novekedéséhez és extrém méret(i Ca*-tllterhelés kialakulasahoz vezet. Ez a
reperfazié-indukalt szévetkarosodasok és dramaian magas aritmia hajlam elsédleges
oka. A fokozott transzmembran Ca®" szivargés, a megndtt késéi Na* aram és a
termel6d6 szabad oxigéngyokok akkumulécidja tovabb fokozza a karosodasokat.
Iszkémias szivbetegségekben triggerelt, illetve reentry eredet( aritmiak kdzel azonos
szamban fordulnak el6. A triggerelt aritmidk kialakulasaban kiemelkedd szerepet
jatszik az NCX fokozott miikodése, a reentry aritmiak strukturalis alapja viszont
joval Osszetettebb; az inhomogén NCX expresszio csak egy a sok koros eltéréshél,
melyek fokozott szdveti anizotropiahoz vezetnek.

2.4. Asziv Na*/Ca* kicserél6je (NCX)

Az NCX feladata a transzmembran Ca®" fluxusok szabalyozasa. A transzport iranya
reverzibilis, a mindenkori iongradiensek és a membranpotencial fliggvénye. Ennek
kovetkeztében, bar els6dleges feladata a Ca*" eltavolitasa (forward transzport), adott
kériilmények kozott forditott iranyt, Ca?" akkumulalé aktivitasa (reverz transzport)
hozzéjarulhat a citoszol Ca?* tultel6déséhez. Kéros koriilmények kozott az inward
Incx @z AP rovid tava variabilitasanak fokozasaval, annak aritmogén instabilitasahoz
is jelentésen hozzajarulhat. Fizioldgias korlilmények kozott mikodését az NKA altal
létrehozott Na™ gradiens vezérli, forward és reverz modok esetén a transzport nem
elektroneutralis; sztdchiometri4ja: 3 Na* 1 Ca?* cserearany. A molekula citoszol
fel6li oldalan két regulacios és egy transzport Ca®* két6hely, extracelluléris oldalan
egy transzport Ca?* kotshely taldlhato; két intracellularis (egy-egy regulécids és
transzport) és két extracellularis, transzport Na* kétéhellyel rendelkezik. A Ca*" és
Na" verseng a kotShelyekért. A kicserél6 Ca®* affinitasa erésen aszimmetrikus:
Ca*';-re joval magasabb, mint Ca**,-ra. Legfontosabb szabalyozasi mechanizmusai
az Na'*-fiiggd inaktivacio és a Ca®*-fliggs aktivacié. Kevés Ca®*; nélkiilozhetetlen a
reverz, és a forward NCX transzporthoz is. Minimalis [Na']; sziikséges a forward
transzporthoz, de magas [Na*]; esetén az Iycx inaktivalodik. Ez az inaktivacié magas
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[Ca®*]; mellett nem alakul ki. Magas [Ca?']; esetén az NCX Ca**-fiiggd aktivacioja
szilkséges a Ca?* eltavolités aktivalasara. A szabalyozasi mechanizmusok alapvetéen
fliggnek az NCX molekula kozelében érvényes lokalis Ca?* és Na* koncentracioktol.

Az NCX farmakolégiaja sokaig kimeriilt nemspecifikus ionok (Co?, Cd?*, Ba*") és
antiaritmias szerek (amiodaron, bepridil) hasznalatdban, ami stlyosan hatraltatta a
kicserél6 fizioldgias és koros miikddésének tanulmanyozasat. A hatranyos allapoton
a szelektiv, de kizarélag patch clamp mérésekben hasznalhaté XIP peptidek sem
véltoztattak. Attorést (1996) egy Uj molekula-csoport, a benziloxifenil szarmazékok
(KB-R7943, SEA0400, SN-6, YM-244769) kifejlesztése hozott, melyek, elsGsorban
a 0.3 uM alatt szelektiv SEA0400, szdmos vizsgalatban keriiltek felhasznalasra. A
csoport tagjai eltér6 NCX izoform szelektivitast mutat; a KB-R7943 hatékonyabb az
NCX3, mint NCX1 és NCX2 esetében. A SEA0400 legjobban az NCX1-et gatolja,
az NCX2-t kevéshé, az NCX3-on alig hat. Az SN-6 az NCX1-en a leghatékonyabb,
az YM-244769 legjobban az NCX3-at gatolja. A KB-R7943 gétlasi hatasfoka
aszimmetrikus (joval nagyobb a . lIncx-re), a SEA0400 gatlasi hatasfoka kozel
azonos mindkét transzportiranyban. Ezenfeliil hatékonysaguk fliigg a Na*-inaktivéacio
mértékétdl; kevéshé hatasosak fizioldgias (alacsony) [Na*]; mellett, hatékonysaguk
markansan né magas [Na*];-val jellemezhet6 kdros kérilmények kozott. Ez kedvez
farmakoldgiai profil példaul a [Na']; tulterheléssel jaro I/R karosodasok esetén. A
kézelmaltban valtak elérhetévé a SEA0400-nal is jobb szelektivitassal rendelkezd
anyagok (ORION); egyiket (ORM-10103) tobb kisérletsorozatunkban is hasznaltuk.

2.5. Az értekezés els6dleges célkitlizéseinek irodalmi hattere

Az értekezéshen ismertetett kisérletes vizsgalatok négy, mind elméleti, mind klinikai
szempontbdl kiemelked&en fontos kérdést allitanak a mérések kdzéppontjaba. Mint
az alabbiakbol egyértelm(ien kitlnik, a rendelkezésre all6 korabbi irodalmi adatok
alapjan ezeket a kérdések megbizhatdan nem lehetett megvalaszolni.

A nem miikodé direkt kapcsolat — az SK csatornak rejtélye:

Ca*"-aktivalt K* csatornak szamos sejttipushan expresszalédnak, s mivel kdzvetlen
kapcsolatot biztositanak a Ca?*; haztartas és membranpotencial kozétt, neuronokban
és simaizmokban kiemelkedd szerepiik van a K* konduktancia optimalizalasaban.
Szivben a korai vizsgalatok szerint nem mutathatok ki. Ugyanakkor Chiamvimonvat
és mts. 2003-ban egérszivben molekularis bioldgiai eszkézokkel azonositottak egy
SK2 csatorna izoformot, melynek eloszlasa regionalis kiilonbségeket mutat; féleg a
pitvarban, de kamrakban/nodalis szdvetben is expresszalddik. Szintén &k szamoltak
be egér pitvarbol és kamrabol izolalt SK1 és SK3 csatornak klénozasardl. Ezenkivil
elektrofizioldgiai méréseket is végeztek, és markans apamin-szenzitiv Ca?*-aktivalt
K* dram (Iks.as) jelenlétét igazoltak egér és human szivizomsejtekben. Genetikailag
madositott egérmodellekben AV-diszfunkciét és az APD drasztikus megnyulasat
talaltak, valamint pitvarfibrillacio is indukalhatd volt. Koévetkeztetéseik szerint az
Iks-as Markansan befolyasolja a sziv AP repolarizacios profiljat és mivel ez az aram
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a pitvarszovetben joval nagyobb, mint a kamraban modulatorai képesek lehetnek a
pitvari APD szelektiv valtoztatasara. Ennek az interpretacionak azonban mind méas
kisérleti adatok, mind relevans elméleti megfontolasok (a repolarizacios rezerv APD
stabilizal6 hatasa vonatkozasaban) markansan ellentmondanak.

A tranziens kifelé iranyul6 &ram (lx;) Ca?*-fliggé modulaciéja:

Az l; a Kir2 csatorna alcsalad tagjainak (Kir2.1, Kir2.2, Kir2.3) aramintegralja.
Mas K, aramokkal ellentétben, fesziiltség-aram fiiggvénye nagyobb inward, mint
outward konduktanciat mutat Az Iy, a platé fazis végén aktivalédik és a terminalis
repolarizacio alatt folyamatosan né. Mivel nagysaga nagymértékben befolyasolja a
terminalis repolarizacié sebességét, Ca®*-fiiggé moduléciéja a szivizom fokozott
Ca’*-érzékenysége jok ismert, de az iranyéra és a moduléciéjara vonatkoz6 adatok
ellentmondasosak. A [Ca?']; emelkedés kizvetlen hatasa mérsékelt, fesziiltségfiiggs
gétlas, de mivel az Iy -et indirekt, [Ca*]i-fiiggé mechanizmusok is szabalyozhatjak
(Ca**/CaMKII, PKC), az Iy, valtozas a kisérleti feltételektdl fiiggden lehet gatlas
vagy aktivacid. A legtobb vizsgalatban az I, [Ca®']; emelkedés hataséra nétt (birka
Purkinje rostok, metabolikus stressz vizsgalatok), esetenként viszont (szivelégtelen
patkanybol izolalt sejtek) inkabb csokkenést kaptak. Hipoxias szivizomsejtekben a
[Ca®"]; pufferelésével az I, novekedése megel6zhets. Az ellentmondésos adatok
ellenére a Ca?*-indukalt I,,; novekedés okozta membranellenallas csokkenést, mivel
részben kompenzalja az I; hatasat és a nyugalmi potencial stabilizalasaval csokkenti
az aritmogenezis val6szinlségét, kardioprotektiv mechanizmusnak tekintették.

Az NCX gatlas kovetkezményei egészséges miokardiumban

Az AP kinetikaja és az Iycx kdzotti tobbszint(i kapcsolat, az NCX elektrogén jellege,
illetve [Na'] és [Ca®'] fiiggése szinte megjésolhatatlanné teszi az NCX gatlas hatéasat
az AP alakjara és id6tartamara. Az ion (Ca®', Na*, K* és H") transzporterek kozott a
szubmembran térben fennall6 kdlcsdnhatasok kdvetkeztében az NCX farmakoldgiai
modulacidja 6hatatlanul az dsszes tobbi transzporter aktivitasat is médosit(hat)ja. Az
akut NCX gatlas AP-ra gyakorolt hatasaival kapcsolatos kevés adat ellentmondasos.
Altalaban AP rovidiilést tapasztaltak; XIP alkalmazésat kovetden, az aktualis [Na'];-
tol fligg6en AP rovidiilés és megnyulas egyarant létrejott de megnyulas is eléfordult.
5 mM [Na']; esetén az Iycx depolarizald, APD nyujtd hatasl, ezért potencialisan
aritmogén; 10 mM [Na']; mellett a platd alatti nettd outward Iycx repolarizacid
gyorsitd, APD rovidit6 hatasi. KB-R7943 az AP késdi platé fazisat megnyujtotta, az
APDg, rovidiilt, az APDgy megnétt, egy masik vizsgalatban sem nodalis sem kamrai
szivszdvetben nem okozott markans valtozasokat. SEA0400 alkalmazasat kovet6en
az ellentétes iranyl, APDso/APDy, valtozasok nem jottek létre. Korabbi, sajat kutya
kamrai szivizomsejteken végzett vizsgalatunk hasonl6 eredményekhez vezetett.

Az NCX gatlas hatasa a kontraktilitasra szintén nem egyértelm(, de az el6zetes
varakozasokkal szemben jelent8s pozitiv inotrop hatast senki sem talalt, esetenként a
kontraktilis er§ csokkent. Pl. a KB-R7943 patkanyban nem befolyasolta sem a CaT
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sem a steady-state kontrakciok paramétereit, az [Ca®"]sg s a post-rest érzékenyités
mértéke sem valtozott; tengerimalacban viszont ezek a paraméterek szignifikansan
csokkentek. Sajat vizsgalatainkban izolalt patkany szivben a SEA0400 novelte a
szisztolés nyomast, viszont a nyllsziv kontraktilitdsat nem befolyasolta. Egy masik,
tengerimalacon végzett vizsgalatunkban a SEA0400 nem indukalt mérhetd valtozast
sem a CaT-ben sem a bal kamrai szisztolés és diasztolés nyomasokban, tovabba nem
befolyasolta a csticsnyomas eléréséhez sziikséges idét és a [Ca®*]; nagysagat, viszont
novelte a CaT lecsengési id6allandojat. Sertés és egér szivizomsejteken, pufferelt
vagy nem pufferelt Ca®*; mellett gatolta a forward transzportot, a [Ca®"]sg nétt, a sejt
révidiilése fokozodott. Osszességében elmondhatd, hogy egészséges miokardiumban
végzett NCX gatlas hatasaira vonatkozé irodalmi adatok rendkiviil heterogének,
ellentmondasosak, és a hasznalt gatldszerek mérsékelt szelektivitdsa miatt nehezen
értelmezheték. Az ellentmondasok feloldasat segithetik azok a vizsgalatok, melyek
igazoltak, hogy fiziologias [Ca®*], mellett az NCX expresszié modulaci6ja (s6t KO-
ja) alig hat a kontrakcié mértékére, mivel az NCX aktivitasvaltozasat parhuzamosan
zajl6 elektrofiziol6giai valtozasok (I, , APD) szinte teljesen kompenzaljak.

Az NCX gatlas hatasai beteg szivben

Szamos adat igazolja, hogy az NCX a sziv aritmogenezisében is kritikus szerepet
jatszik. Az NCX funkcié komplexitasabdl adoddan az NCX gatlas kovetkezményei
is Osszetettek. A reviycx gatlas kdvetkeztében csokken az AP korai fazisaban belépd
Ca®" mennyisége. A fwdlycx gétlasa miatt a CaT lecsengése elhtizadik, és a [Ca']ip
is valtozhat. Az eltavolitds soran a SERCA2/NCX transzportarany né, igy a [Ca®sr
emelkedhet. Végiil, mivel a spontan diasztolés Ca?" felszabadulas ltal indukalt I;
lassan alakul ki, a membrandepolarizacié nagysaga is csokkenhet. Ezek a valtozasok
kdzvetlenil befolyasoljak a sziv aritmiahajlamat, és az aritmiaallapot stlyossagat és
id6tartamat. Az NCX gatlas eredménye az egyes hatdsok nagysagan, kinetikajan és
interakcidjan kivil a gatlészer farmakoldgiai paramétereitél is fiigg (nemspecifikus
hatasok) és nehezen megjésolhaté. Ezt jol mutatja egy akonitin-indukalt triggerelt
aritmiakra vonatkozé vizsgalat, mely tengerimalacon a KB-R7943 és a SEA0400
anti-/proaritmias hatékonysagat elemezte, és amelyben — vélhet6en nemspecifikus
hatasai miatt — kizarolag a KB-R7943 volt hatékony. A vonatkozé vizsgalatok egy
részében az NCX gétléas gatolta az aritmia kialakulasat és id6tartamat, mas esetekben
viszont hatastalannak bizonyult. Sajat eredményeink szerint SEA0400 alkalmazasat
kdvetéen az EAD-ok és DAD-ok amplitiddja kutya preparatumokban csokkent.

I/R modellekben az NCX gatlas altalaban (nem mindig) mérsékelte az aritmogén
véltozasokat ([Ca®]ip, Ca?* oszcillaciok) és megsziintette az I/R indukalt aritmiakat
(VF, VT); iszkémia- és reperfazio-indukalt aritmidk kivédésére azonban csak a KB-
R7943 bizonyult alkalmasnak (nemspecifikus hatas?). A SEA0400 in vivo patkany
modellekben gatolta a VF és VT kialakulasat, kutya modellben viszont hatastalan
volt. Hasonléan ellentmondasos, speciestl, I/R modelltél (iszkémia stlyossaga és
hossza), beavatkozasi idponttdl és gatldszer koncentraciotol figgd eredményeket
kaptak az NCX gatlas kontraktilitds-hatasara vonatkozéan is.
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3. CELKITUZESEK — VALASZRA VARO KERDESEK

Elsédleges célkitlizésunk négy, elméleti és klinikai szemponthdl is fontos kérdéskor
vizsgélata volt a sziv Ca?"; haztartaséara és akcids potenciéljara jellemzé paraméterek
elemzésével, szivizomsejtekben, multicellularis mintakban és intakt szivekben.

1.

a.

2.

a.

4.

Milyen hatéssal van egyes, ers Ca**-fliggést mutaté repolarizalé K* aramokra a
[Ca?"]; markéns valtozasa; Ca?*;-fliggésiik kivetkeztében emelkedik, vagy csokken
a sziv adaptacios képessége, illetve aritmiahajlama?

Vannak-e egészséges szivizomban m(ikdéd6é SK2 csatornak? Ha igen, valtozik-e az
AP gatlasukat kdvetéen normalis, illetve csokkent repolarizacios rezerv esetén?

. Milyen irdnyban és mértékben befolyasolja a [Ca*]; emelkedése a repolarizaci6

kés6i fazisaban és a nyugalmi potencial beallitdsaban/stabilizacidjaban kritikus
jelent6ségli 1, nagysagat. Lehet-e a fliggésnek aritmogén kovetkezménye?

Van-e fiziologias koriilmények kozott a szelektiv NCX gatlasnak szignifikans
befolyasol6 hatésa a sziv Ca®*; haztartasara, illetve kontraktilitasara?

. Van-e a szelektiv NCX gatlasnak mérhet6 hatasa egészséges nagy emlds (kutya és

human) szfv Ca*"; haztartasara és kontraktilitasara?

. Eltérnek-e ezektdl a kis emlds (patkany) szivben azonos koriilmények kozott mért

valtozasok? Ha igen, miért?

. Van-e eltérés a kevéshé szelektiv NCX gatld6 SEA0400 és az Ujabb, szelektivebb

ORM-10103 Ca*'; homeosztéazisra gyakorolt hatésai kozott?

. Jelenthet-e egyes szivbetegség modellekben a szelektiv, részleges NCX gatlas

perspektivikus terapias stratégiat a Ca*; haztartas zavarai altal generalt aritmiak
kialakulasa ellen?

Részleges, szelektiv.e NCX géatlassal csokkenthet6k-e az Iy, aktivalasa
kovetkeztében kialakuld [Na']; emelkedés aritmogén kévetkezményei a Ca*
homeosztazishan és az AP paramétereiben?

. Szimulalt I/R soran szelektiv NCX gatlas alkalmazéasaval csokkenthet6k-e a Ca?";

haztartas aritmogén eltolodasai és az AP paraméterek aritmogén valtozasai, illetve
javithatok-e a sejtek talélési esélyei?

Izolalt, perfundalt szivben a két kicserélé kombinalt gatlasaval fokozhatd-e az
NCX/NHE gatlas reperflzios aritmiakkal szemben kifejtett antiaritmias hatasa?

. Hogyan valtoznak a fontosabb hemodinamikai paraméterek a regionalis I/R ciklus

soran kontroll, illetve NCX és/vagy NHE gatléval el6kezelt szivekben?

. Alkalmas-e a részleges NCX gatlas a reperflzids fazisban kialakulé kamrai

aritmiak megel6zésére?

. Hogyan viszonyul egymashoz a részleges, szelektiv NHE, illetve NCX gatlas

hatékonysaga az egyes reperflzids aritmiatipusok vonatkozasaban?

. Fokozhatt-e a részleges NHE és/vagy NCX gatlas antiaritmias hatékonysaga a két

gatlészer kombinalt alkalmazasaval?
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4, MODSZEREK ES ANYAGOK
4.1. Etikai engedélyek

A projektek megfelelnek az EU, illetve az USA laboratoriumi allatok tartasara és
felhasznalasara vonatkozd iranyelveinek (USA: NIH publication no 86-23, revised
1985). Minden protokollunk rendelkezik a Szegedi Tudomanyegyetem , Allatvédé
Tudomanyetikai Bizottsag” engedélyével (No. 54/1999 Oej, 1-74-9/2009). A human
kisérleti protokollok mindenben megfeleltek a Helsinki Deklaracid iranyelveinek és
rendelkeztek a Szegedi Tudomanyegyetem ,,Human Orvosbiologiai Regionalis és
Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga”engedélyével (No. 717. No. 63/1997).

4.2. Preparatumok

1zolalt kamrai szivizomsejtek. Az optikai (CaT, NADH, stb.) méréseket nagyrészt, a
patch clamp és ,,single-cell” AP méréseket minden esetben izolalt szivizomsejteken
végeztilk, melyeket kutya és patkanyszivekb6l enzimatikus modszerrel izolaltuk. A
Sprague-Dawley patkanyokbol izolalt sziveket, az aortacsonkon keresztil, 2mM
CaCl,-ot tartalmazé KBH oldattal perfundaltuk, majd a szuperfuziét atkapcsoltuk
Ca®*-mentes oldatra, végul a perfiziés oldatot kollagenéz + hialuronidaz + CaCl,
hozzaadasaval kiegészitettilk. Az enzimatikus szeparacios eljaras végeztével a jobb
kamrai szOvetet kis darabokra vagtuk és triturdltuk. Kutya kamrai szivizomsejteket
thiopentallal altatott feln6tt keverék kutyak szivéb6l szegmens-perflizids modszerrel
nyertiink. A bal kamra ék alaku szegmensét kivagtuk, majd Langendorff apparatusra
er6sitve az anterior coronaria descendens-en keresztiil folyamatosan perfundaltuk. A
sejtszeparalast 50-75 uM CacCl, jelenlétében, 0.5 g/l kollagenazzal (Sigma | tipus)
végeztik. A sejtek minimum 60%-a a kiils6 Ca®" szint helyreéllitasat kovetSen
szabalyos alakot vett fel, jol felismerhetd harantcsikolattal.

1zolalt multicellularis preparatumok. Az AP méréseket legtdbbszér multicellularis,
els@sorban kutya, de patkany és human szivb6l is izolalt preparatumokon végeztik.
A papillaris izmot és trabekulat a jobb kamrabol operacios mikroszképpal izolaltuk.
Az izolalast kdvetben a preparatumot plexi kamraban rogzitettiik, Tyrode vagy KHB
oldattal perfundaltuk, platina elektrddokkal, négyszégimpulzusokkal folyamatosan
stimulaltuk és a KHB oldatban legalabb 60 percig hagytuk ekvilibralodni.

1zolalt perfundalt patkanysziv. Spraque-Dawley patkanyokat thiopentallal altattuk,
és heparinnal el6kezeltik. A szivet mddositott Langendorff apparatuson rogzitettiik,
majd retrograd iranyban, allandé nyomason, médositott KHB oldattal perfundaltuk.
A koronariaaramlast (CF) ultrahangos Doppler aramlasmérével mértiik, a bal kamrai
nyomast (LVP) a kamraba helyezett elasztikus ballonnal regisztraltuk. Fentieken
kivil regisztraltuk a perfuzids nyomast és 3 csatornés elektrokardiogramot (EKG).

4.3. Optikai mérési protokollok

CaT mérések izolalt sejtekben és kamrai szévetmintakban. Az izolalt sejteket Ca®*-
érzékeny fluoreszcens festékkel (Fluo 4-AM) toltottik. A mérést Olympus I1X 71
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invertalt fluoreszcens végeztilk. A sejtszuszpenzidbol egy cseppet kis térfogati
sejtkamraba helyeztiink; letapadasukat kdvet6en Tyrode szuperfuzio mellett 1 Hz
téringerlést alkalmaztunk. Az optikai jeleket fotonszamlalé modulokkal hataroztuk
meg. A festéket 480 nm hullamhosszon gerjesztettiik, az emittalt fluoreszcenciat 535
nm-en mértilk. Az adatfeldolgozast az Isosys software-rel végeztik. A megmért
fluoreszcencia adatokat korrigaltuk, majd simitottuk. A [Ca?']; valtozésat &ltalaban
normalizalt formaban (F/F) fejeztiik ki. A kombinalt optikai + patch clamp mérések
soran a Fluo 4-AM helyett a pipettaoldatban a Fluo 4 pentakalium sojat alkalmaztuk,
és a pipettan keresztiil ingereltiink. A régebbi mérésekben aranyméré fluoreszcencia
madszert alkalmaztunk (Fura 2-AM). A sejteket 360 és 380 nm-en galvanométeres
monokromatorral (Optoscan) gerjesztettiik. A fluoreszcenciat 510 nm-en mértiik. A
[Ca?']; valtozasok becslésére a korrekciot kdvetSen az lago/lsso hanyadost hasznaltuk.
Multicellularis mintdkon a CaT mérések a sejtmérésekkel analég modon térténtek.

Koffein tranziens meghatarozasa. A ~ 100 um cstcsatmérdjd mikropipetta cstcsat
mikromanipulator segitségével a kivalasztott sejt kdzelébe (< 100 um) juttattuk. A
koffeines Tyrode oldatot mikropipettaval kdzvetlendl a sejt felszinére bocsatottuk. A
kontroll koffein pulzust 2 perc utan megismételtiik, majd a perfziét atkapcsoltuk az
NCX gatl6 tartalmd Tyrode-ra és megismételtiik a koffein pulzuspart. Amennyiben a
tranzienspar amplitidoja kdzott 10%-nal nagyobb eltérés volt, a mérést elvetettik. A
koffein gorbéket korrigaltuk, atlagoltuk, végil amplitiddéra normalizaltuk.

NADH mérések. Az aerob — anaerob atmenet soran az intramitokondrialis NAD*
tartalom részben redukalddik, ami optikai Gton kdévethet6. A NADH-t 360 nm-en
gerjesztettiik, a nativ szOveti fluoreszcenciat 450 nm-en detektaltuk. Az iszkémia
mélységét a korrigalt fluoreszcenciandvekedést a kisérlet végén alkalmazott NaCN
indukalt, korrigalt maximalis névekedés aranyaban kifejezve jellemeztiik.

Szivizomsejtek talélési aranyanak meghatarozasa. Nativ, periddikusan stimulalt
szivizomsejteken szimulalt I/R protokollt alkalmaztunk. Véletlenszer(en kivalasztott
latotérben reprezentativ, kor alakd, tdlnyomdrészt szabalyosan kontrahald sejteket
tartalmazo6 régidkat (ROI) jel6ltiink ki, amelyekrél fényképez&géppel alléképeket
készitettiink. Az él6/elpusztult sejtek megkiillonbdztetését morfoldgiai paraméterek
(alak, haréntcsikolat) alapjan végeztiik: A: szabalyos alaku sejtek, intakt hatarokkal
és jOl azonosithatd harantcsikolattal; B: elpusztult vagy kontraktdraban 1évé, sériilt
sejtek, nem lathat6 harantcsikolattal. A talélg és elpusztult, vagy kontrakiraban évé
sejtek szamat és aranyat a protokoll soran periédikusan meghataroztuk.

4.4, Akcios potencial mérések

Multicellularis preparatumokban. Az AP-ket jobb kamrai papillaris izmok, vagy
bal pitvari trabekulak felszini sejtrétegébdl mértiik, konvencionalis mikroelektréd
technikaval. 10-20 MQ ellenallasu, hegyes mikroelektrodokat biolégiai erdsitéhoz
csatlakoztattuk, melynek fesziiltségkimenetét 40 kHz-en mintavételeztiik. Az APDq,
meghatarozasa vagy hazi készités(i, vagy Evokewave v1.49 software-rel tortént. Egy
preparatumot akkor tekintettik megfelelének, ha az AP amplitidéja 100 mV-nal
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nagyobb volt és a kontroll APDy, értékek kutya/patkany preparatumokban a 200-
220, illetve 50-80 ms tartomanyba estek. Az out-of-range preparatumot kizartuk. A
teljes kisérleti protokollt egyetlen szlrashol teljesitettiik, ha ez nem sikeriilt, egy Uj
sejtb6l regisztralva kiséreltilk meg a protokoll folytatdsat. Az adatfeldolgozas
optimalizalasa céljabol a mérésekben kettds mintavételezést alkalmaztunk; az AP
kezdeti, gyors fazisaban 50 ms-ig 40 kHz, ezt kdvetéen 1 kHz frekvencian.

1zolalt sejteken. lIzolalt szivizomsejteken az AP-t a konvencionalis mikroelektréd
technika alkalmazasaval, nagy ellenallast, hegyes mikroelektrodokkal hataroztuk
meg. A potencialvaltozasokat Axoclamp 900A erdsitével mértiik, az AP fontosabb
paramétereit (amplitidd, APD,s, APDy,, triangulécio, platopotencial), és a nyugalmi
potencidlt a regisztralt gorbékbdl Clampfit 10.0 software-rel off-line hataroztuk meg.

4.5. Arammérési protokollok

Arammérések ,,whole cell” patch clamp technikaval. A kisérleti kdrnyezet azonos
volt az optikai mérésekével (szévetkama, invertalt mikroszkdp). A mikropipettakat
boroszilikat kapillarisokbo6l microprocesszor-vezérelt pipettahtzoéval készitettiik. Az
elektrad ellendllasa 1.5-2.5 MQ volt. A soros ellenallast 80%-ig kompenzaltuk. Az
aramokat Axopatch 1-D er@sitével mértiik, A-D konverterrel 5-20 kHz mintavételi
frekvenciaval digitalizaltuk, majd off-line analizis céljara taroltuk. Az off-line
analizist software kontroll (pClamp 6.0 - 10.0) mellett végeztiik.

A Ca®" aram mérésére a [Ca?']; dinamikus véltozésainak vizsgalatara is alkalmas
perforalt patch clamp mdédszert alkalmaztuk. A pipettaoldatot a mérést megeléz&en
200 pg/ml amphotericin B-vel egészitettiik ki, mely sejtmembranba jutasat kdvet6en
az ellenallas 15-20 MQ kordil stabilizalodott.

Az apamin-szenzitiv &ram meghatarozasara a pipettaoldat [Ca?']-jat ([Ca2+]pip) a
WinMaxC software-b6l szamolt CaCl, + BAPTA keverékkel 900 nM-ra allitottuk.
Az dramot apaminkezelés el6tt és utan is meghataroztuk. A kulsé oldat a Iy, Ica, €S
Incx gatlasa céljabol Na'- és Ca®*-mentes volt. Az lgk.as Nnemspecifikus gatlasanak
elkeriilése érdekében ioncsatorna géatlét nem hasznaltunk. Az SK-AS aramot a Ca?*
aramhoz hasonléan, perforalt patch clamp mddszerrel is meghataroztuk, tovabba a
[Ca?']; egyidej(i meghatarozéasa érdekében a sejteket Fluo 4-AM-mel is feltoltottik.

A befelé egyeniranyité K™ aramot egészsejtes patch clamp modszerrel mértiik. A
pipettaoldatot a megfelel6 EGTA/BAPTA + CaCl, kombinacioval puffereltiik, vagy
a CaT zavartalan kialakulasa érdekében nem puffereltiik. Ez utdbbi esetben a
pipettaoldat készitéséhez Ca’*-mentes vizet hasznaltunk. A [Ca2+]pip-et a WinMaxC
software-rel hataroztuk meg. A magas Ca* tartalmd oldatban az aktualis [Ca2+]pip
értékét Ca2+-érzékeny elektroddal, 5 Hz mintavételi frekvencian ellendriztik.

A kés6i Na* d&ram meghatarozasa soran a sejteket a Iyka és az Ic, gatlasa céljabol
20 uM ouabaint, illetve 1 uM nizoldipint tartalmazé K*-mentes Cs-Tyrode oldattal
perfundaltuk. A pipettaoldat [Ca®"]-jat (WinMaxC) 160 nM-ra éllitottuk.
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Az NCX aram meghatarozasaval kapcsolatos protokollok

Incx Mmérése RAMP protokollal. Egészsejtes patch clamp technikat alkalmaztuk. A
sejtet K*-mentes oldattal perfundaltuk, amely a Na* , K*, Ca?*, és NKA &ramok
gatlasa céljabol 20 uM ouabaint, 1 pM nizoldipint és 50 pM lidokaint tartalmazott.
A [Ca*],p-et a CaCl, és EGTA/BAPTA koncentraciok valtoztatasaval a WinMaxC-
vel eltérd [Caz"]pip értékekre (55, 140, 500 és 1000 nM) allitottuk be. Az NCX
aramot ramp pulzusokkal (-40 — +60 - -100 - -40 mV) hataroztuk meg. A
kifelé/befelé iranyuld NCX aramokat a ramp leszall6 szaran, +40/-80 mV értékeknél
olvastuk le, kontroll, majd NiCl, tartalm( oldatban. Az lycx-et a Ni**-érzékeny
kilonbségi arammal jellemeztik. Ha az NCX gatlas nagysagat is meg kivantuk
hatarozni, a kontroll mérést kdvetéen az aramokat SEA0400 vagy ORM10103,
végll 10 mM NiCl, jelenlétében Gjra megmértilk. A gatlas mértékét a gatloszer-
indukalt és gatlészer + Ni®* indukalt aramcsokkenések hanyadoséaval jellemeztiik.

A SEA0400-/ORM-10103 érzékeny aram meghatarozasa. A normal kortilmények
kozott, illetve Iy, aktivacio kovetéen mért SEA0400-/ORM10103-érzékeny aramok
mérésekor a Na*, Ca?* és NKA aramokat nem gétoltuk. Parancspotencialként tipikus
kamrai AP-t hasznaltunk. A SEA0400-/ORM10103-fliggé aramokat kilénbségi
aramkeént hataroztuk meg. Az NCX altal szallitott t6ltésmennyiséget is kiszamoltuk.

Az lyayr €S revlnex €gyidejd mérése. A pipettaoldat 15 mM NaCl-ot tartalmazott. A
Ca%*-aktivalt CI (lcycay) ramot 100 pM nifluminsavval gatoltuk. A Ina €S reInex
meghatarozasara -80 — -20 - +40 mV fesziltségeket alkalmaztunk. A kezeletlen
csoportban a teljes aramot mértiik, ezutan veratridin, majd NiCl, alkalmazasat
kdévetéen a méréseket megismételtilk. A SEA0400 csoportban a sejteket SEA0400-
zal el6kezeltik. Az Iycx-et mindkét csoportban a maximum (kontroll) - minimum
(Ni?" kezelt) aramokhoz viszonyftva, relativ értékben adjuk meg.

Az lcay 6S rualnex €gyidejd mérése. A méréseket Cs-Tyrode oldatban végeztik. A
pipettaoldat 5 mM NaCl-ot tartalmazott a ., Incx Minimalizalasara. A pipettaoldat
[Ca®*]-jat nem puffereltik. Az Ic,, et -80 — 0 mV fesziiltségugrassal aktivaltuk. A
farokaramot -80 mV-on hataroztuk meg. A kezeletlen csoportban mért aramot
6sszehasonlitottuk a forskolin-stimulélt csoportban mért arammal. Az ORM10103
csoportban ORM10103 el6kezelést kdvetéen alkalmaztuk a forskolin stimulaciot.

4.6. Kontrakci6 (sejtrovidiilés) mérése

A sejtrovidilést video éldetektor rendszerrel mértiik A mérés alapelve az izotonias
kontrakci6 kovetkeztében elmozdulé sejthatarok dinamikus kovetése a video képen
kijelolt két rasztervonalon mért fényintenzitas-értékekbdl a sejthatarokat jellemz6
harantcsikolath6l adédé mérési hibak minimalizalasa céljabél a baloldali ablakban
az els6, a jobboldaliban az utolsé atmenet pozicidja keril rogzitésre. A kontrakcio-
indukalt sejthossz-valtozast relativ skalan, a diasztolés hosszra normalva adjuk meg.

19



dc_1149_15

MTA-Doktori Ertekezés Tézisei T6th Andras

4.7. Tovabbi mérési technikak

Immunhisztokémia és konfokalis mikroszkopia. I1zolalt szivizomsejteket acetonnal
fixaltunk. Immunfestés el6tt a mintakat kalciummentes foszfat-pufferelt fiziologias
sooldatban rehidraltuk, majd 1% albumin tartalmG PBST oldatban rogzitettik. Az
indirekt immunfluoreszcens festést 1:50 higitasu nyul poliklonalis anti-SK2 primer
antitesttel, illetve 1:1000 higitasi Alexa Fluor 448 jel6lt konjugalt kecske anti-nydl
IgG szekunder antitesttel végeztiik. A kontroll mintakat csak masodlagos antitesttel
inkubaltuk. Mikroszkdpos vizsgalatok céljara a sejteket Aqua Poly/Mount-ban
régzitettik. Az immunfestett fluoreszcens mintak képeit normal paraméterbeallitas
mellett, konfokalis mikroszképpal régzitettiik.

Proteinmintak és Western blot analizis. Kutya és patkany kamraszdvetbdl, illetve
szivizomsejtekb6l készitett egészsejtes lizatumot hasznaltunk. A mintakat Lysis
puffer + proteazinhibitor koktélban Polytron-nal homogenizéltuk és centrifugaltuk.
A proteinkoncentraciot a felliliszét levalasztva, BSA standard mellett, Lowry
maodszerrel mértiik. Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézist akrilamid/bis-akrilamid
gélben végeztiik. A frakcionalt proteineket transzfer pufferben, polivinilidén-
difluorid membranra vittiik fol. A nemspecifikus kot6dés elkeriilésére a blotokat
rogzitettlik és a célantigéneket primer antitesttel, nydl poliklonialis anti-SK2, illetve
egér monoklonalis a-szarkomer-aktinnal jel6ltik. A primer antitest kot6dését
tormaperoxidazzal konjugalt anti-nyul/anti-egér szekunder antitesttel ellenériztik,
majd javitott kemilumineszcencia esszével tettiik lathatdva. Az optikai denzitasokat
Image J és Excel software-ek segitségével analizaltuk.

Ca?" fluxusok meghatarozasa SR membran vezikulumokban. Kutya bal kamrabdl
nehéz SR vezikulumokat és RyR2 csatornakat izolaltunk, majd a vezikulumokat
Ca®*-mal feltsltottilk. A Ca** kidramlas sebességét extravezikularis [Ca*"] méréssel
becsultik abszorpcidmérésre konfiguralt fluorométerrel,. Az abszorbanciavaltozast
(A710-A790) a leolvasott transzmittancia értékekbdl szamoltuk ki. A vezikulumokat
szuszpendaltuk — a végsé protein koncentracié ~ 260 mg/mL volt — majd Ca**-mal,
aktivan feltoltottiik. A felvételt ATP hozzaadasaval inditottuk el. A SEA0400 SR-
Ca’* felszabadulasra gyakorolt hatasat két kiillonbozé médszerrel vizsgéltuk:

(1) ,,No inhibition” protokoll. Az ATP-ADP konverzid befejezését kdvetden Gjabb
Ca®" dézist adtunk, ami az extravezikularis [Ca®"] 20 mM-ra emelésével aktivalta a
Ca®" felszabadulast. A Ca*" kiaramlas sebességét a SEA0400 alkalmazasa elétt és
utan ismételten meghataroztuk és 6sszehasonlitottuk.

(2) ,.No activation” protokoll: Alkalmazésa soran a kiviilrél bevitt Ca*" mennyisége
joval kevesebb, az extravezikuléris [Ca?"] 2 mM-ra emeléséhez elegendd volt, igy a
bazélis Ca®" kidramlas minimalizalédott. Ezt kdvetSen alkalmaztuk a SEA0400-at,
hogy kidertiljon, fokozza-e az NCX gatlas a Ca®* felszabadulést.

A vezikulumok Ca?* tartalmat Ca®" ionofor alkalmazasaval hataroztuk meg. Az
extravezikularis [Ca®'] kalibralasara hasonlé eljarast alkalmaztunk, ATP hozzaadéasa
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nélkill. A kalibracié a [Ca®'] lépcs6zetes emelését kovetSen leolvasott Agig-Asg
értékeken alapult. A szabad [Ca?*]-kat az abszolut stabilitasi konstansok és a Fabiato
& Fabiato altal publikalt szamitégép-program segitségével szamoltuk ki.

A SEA0400 a Ca®" felvétel kezdeti sebességére gyakorolt hatasat konny( SR
vezikulumokon, a fentihez hasonlé médon vizsgaltuk, de a vezikulumokat el6szor a
SEA0400 adott koncentraci6javal inkubaltuk. A Ca®* felvételt ATP hozzaadaséaval
inditottuk, ezutan adtuk hozza a Ca®*-t. A Ca®" felvétel sebességét a leolvasott
intenzitas-valtozasok linearis regresszioval szamolt meredekségébdl hataroztuk meg.

4.8. Szivbetegség modellek

LQT3 aritmia modell. szivizomsejtekben és szdvetpreparatumokban LQT3-ra
jellemzé véltozasokat (Ca®'; tultel6dés, spontan diasztolés Ca®* felszabadulas, APD
megnyulas) generaltunk az Iy, aktivalasaval, és vizsgaltuk az NCX gétlas hatasait
ezekre. A Iy, -indukalt AP diszperziondvekedést is meghataroztuk Purkinje +
kamraszdvet preparatumokban és elemeztiik az NCX gatlas hatasat. A méréseket 33
kisérleti csoporton 11 protokoll hasznalataval végeztiik.

mérések; (2) NADH mérések; (3) Ca®'; tranziens mérések; illetve (4) ,.singe cell”
AP mérések. Az NCX maximalis, de még szelektiv gatlasa érdekében 10 pM ORM-
10103 ddzist hasznaltunk. Ebben a koncentracioban alkalmazva a gatldszer tovabbi
ioncsatornakon érzékelhet6 hatast (kivéve minimalis I, gatlast) nem mutat.

NADH mérések: Mivel a NADH 6nmagaban is fluoreszcens, a kisérleteket nativ,
festékkel fel nem toltott sejteken végeztiik. Két kisérleti csoportot alakitottunk ki. Az
idékontroll csoportban a sejteket oxigénnel telitett Tyrode oldattal perfundaltuk. A
masodik sejtcsoportot alavetettilk az iszkémia/reperfizié protokollnak.

Ca?"; tranziens mérések. A méréseket Ca*-érzékeny fluoreszcens festékkel (Fluo 4-
AM) feltoltdtt sejteken végeztik, 6t kisérleti csoportban. Az id6kontroll sejteket
végig normoxias oldattal szuperfundaltuk. A kezeletlen sejteken alkalmaztuk az I/R
protokollt. Az ORM-10103 sejteket a kontroll periédus végén ORM-10103-mal
el6kezeltlik. A negyedik és 6todik csoportok a masodik, illetve harmadik csoporttal
megegyeztek, azzal a kiilonbséggel, hogy ezeket a sejteket a ,NCX aktivitas
fokozasa érdekében strophantidint tartalmazo oldattal szuperfundaltuk.

AP mérések: Harom kisérleti csoportot képeztiink. A protokollok azonosak voltak a
CaT mérések elsé harom csoportjanak protokolljaival (idékontroll, kezeletlen, ORM-
10103 kezelt), de a méréseket nativ, festékkel fel nem tolt6tt sejteken végeztiik

azonosak voltak az AP mérésekben alkalmazott protokollokkal (nativ, kezeletlen és
ORM-10103 kezelt sejtek). Mivel a normoxias sejttulélés legalabb 1 6raig csaknem
100% volt, id6kontroll (TC) mérésekre nem keriilt sor.
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Regionalis iszkémia/reperfuzié modell. Regionalis iszkémia kialakitasa céljabdl a
baloldali anterior descendens koronaria artéria (LAD) koré hurkot képeztiink. A bal
kamraba vizzel t61t6tt latex ballont vezettiink (végdiasztolés nyomas 4-8 mmHg). A
és a protokoll alatt végig fenntartottuk. A sziveket 6 randomizalt kisérleti csoportba
osztottuk: a sziveket a kontroll (CON) csoportban kizarélag a hordoz6t (DMSO),
harom csoportban egyetlen gatloszert, cariporidot (CAR); SEA0400-at (SEA) vagy
ORM-10103-at (ORM), két csoportban az NHE és NCX gatldszerek kombinaciojat
(SEA+CAR), illetve (ORM+CAR) tartalmazd oldattal perfundaltuk Az I/R-indukalt
aritmiakat a LAD hurok megszoritasaval, majd felengedésével indukaltuk. A sikeres
leszoritast a koronariadramlas szignifikans csokkenése igazolta. Azokat a sziveket,
amelyek aramlasa > 65% csokkenést mutatott, vagy amelyekben az iszkémia alatt
alakultak ki aritmiak, kizartuk. A sikeres reperfiziét azonnali aramlasndvekedés
igazolta. A regisztralt LVP és ECG gorbék off-line analizisével meghataroztuk a
sinus-ritmussal (SR), halmozott extraszisztoléval (ES), kamrai tachycardiaval (VT),
és kamrafibrillacidval (VF) jellemezhetd periodusok id6tartamat és gyakorisagat. A
fibrillacio kialakulasat az egyedi QRS komplexek hianya igazolta.

4.9. Anyagok

A vegyszereket, néhany kivétellel a Sigma-Aldrich cégtél vasaroltunk. Minden
végsé oldatot a kisérlet napjan frissen készitettiink. Az apamint 50 mM-o0s
ecetsavban, a BaCl,-ot desztillalt vizben, az AVE-0118-at, a HMR-1556-0t és a
dofetilidet DMSO-ban oldottuk. Az inaktiv és aktiv CaMKII gatlokat (KN-92 és
KN-93), illetve a SEA0400-at, cariporidot, ORM-10103-at, és a Ca2+-érzékeny
fluoreszcens festékeket (Fura 2-AM és Fluo 4-AM) szintén DMSO-ban oldottuk. Az
apamint -20 °C-on, a DMSO-ban oldott hatéanyagok torzsoldatait 4 °C-on taroltuk.
A DMSO koncentraci6 a torzsoldatban, illetve a higitott végs6é oldatokban 5% és
0.01% volt. 0.01% koncentraciéban a DMSO szivizomsejtekre gyakorolt hatasat
altalaban elhanyagolhaténak tekintik..

4.10. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

Az optikai (fluoreszcens) jelek korrekciéja és normalizalasa. A Ca?*-érzékeny
fluoreszcens festékkel feltdltott szivizomsejteken mért fluoreszcenciaintenzitasokbol
a nemspecifikus artefaktorokat (hattérfluoreszcencia, bleaching, leakage) az
adatfeldolgozas soran el kell tavolitani. A hattérfluoreszcencia mindenkori mértékét
a sejt latétérbdl kimozgatasaval lehet megbizhatéan megbecsiilni. A festékvesztés
(leakage) és a lassu fakulds (bleaching) egyiittes hatasa id6kontroll kisérletekbdl
kdzelitéen megbecsiilhet. Mivel a szivizomsejtek mérete (térfogata) rendkivil nagy
variabilitast mutat, festéktartalmuk azonos [Ca®']; esetén is jelentdsen kiilonbozik,
ami megnyilvanul a mért optikai jelek nagysagaban is. A fluoreszcenciaintenzitasok

céljabdl a mért nyers fluoreszcencia értékeket a kontroll periédusra normaltuk.
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Révid tava APD és CaT variabilitasok meghatarozasa. Az APDgy , APD,s és CaT
amplitiddé rovid tavu ,beat-to-beat” variabilitasat a steady-state intervallumbol
kivalasztott 50 egymast kdvetd AP, vagy (az atlagos CaT amplitadéval normalizalt)
CaT kvantitativ elemzésével hataroztuk meg az alabbiak szerint:

BVRappeo = Z(APDgg;is1 - APDgg.i)/ (Niges X V2)
BVRapp2s = Z(APDas;is1 - APDps:i)/ (Niges X V2)
BVRcar = Z(CaTampiitads:iv1 - CaTampiitads:il (Nites X V2) X &tlagosCaTrc amplitads

A Langendorff kisérletek kiértékelése. A fontosabb hemodinamikai paramétereket
(CF, HR, LVSP, LVEDP, DP, +dP/dt,,.) kdzvetlenil mértiik, vagy a regisztralt
nyomasgdrbékbdl szamoltuk, az ekvilibracids periodus, az el6kezelés, az iszkémias
és reperflziés periddusok végén. A reperflzios fazisra az értékeket aritmiamentes
szivb8l, vagy aritmias periddusok kozotti SR soran hataroztuk meg. A gdrbék
analizisével azonositott aritmiak sUlyossagat az aritmia tipusa (ES, VF, VT),
valamint az aritmias periédusok gyakorisaga és atlagos id6tartama alapjan déntottik
el. Mivel sok szivben a VF tartds, az ES és VT periédusok dsszid&tartama és
gyakorisaga fligg a VF-mentes periddusok hosszatol. Ezért az ES és VT periddusok
id6tartamat normalizaltuk a \VF-mentes periédusok id6tartamara (relativ gyakorisag
és id6tartam), tovabba, ha a VF 0sszid6tartam kicsi volt, a VF periddusok névleges
Osszid6tartamahoz 5 percenként névekvd, 1 és 7 kdzotti pontszamot rendeltiink.

Statisztikai analizis. A szamitasokat a Statistica program 9.0, vagy 7.0 verzigjaval
végeztik. A meghatarozott, a mérési artefaktokra sziikség szerint korrigalt adatokat
szamtani atlag + SEM formaban adjuk meg. Két kisérleti csoport dsszehasonlitasara
a Student féle paros/paratlan t-tesztet hasznaltuk. Ketténél tobb kisérleti csoport
6sszehasonlitasa esetén Bonferroni, vagy Tukey post hoc teszttel kiegészitett, egy
vagy tobb szempontl, a csoportok kozoétti variancidk homogenitasatol fligg6en
parametrikus vagy nemparametrikus (Kruskal-Wallis) variancia-analizist (ANOVA)
alkalmaztunk. A kisérleti csoportokat szignifikansan kiillénb6z6nek p < 0.05 esetben
tekintettik. Amennyiben az eltérések egyértelm(iek voltak, de a kisérleti adatok tul
nagy szoOréast mutattak, a szignifikancia hatar koézeli (p < 0.1) értékeket is jeldltik.
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5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK
5.1. Ca?'jvaltozasok hatasa a repolarizalé K* aramokra
5.1.1. Van-e fiziologiasan aktiv SK2 csatorna egészséges szivizomban?

Kisérleti eredmények. Molekularis biologiai mérésekkel igazoltuk, hogy az SK2
csatornaprotein expresszalddik kutya és patkany kamrai szivizomban, ugyanakkor
kozel fizioldgias korlilmények kozott SK csatorna aktivitds sem kutya, sem patkany
kamrai/pitvari, sem pedig human kamrai multicellularis preparatumokban nem volt
kimutathatd, mivel a szelektiv SK csatornagatlé apamin sem kiilénb6z6 ingerlési
frekvenciak esetén, sem gyongitett repolarizacios rezerv mellett nem befolyasolta az

még igen magas (~900 nM) [Ca?]; mellett sem volt kimutathaté.

Kovetkeztetések. Adataink megkérddjelezik az SK csatorndk aktiv fiziologias
szerepével és jelent@ségével kapcsolatos irodalmi vélekedéseket. Méréseink szerint
az SK csatornak szerepe kutya és patkany miokardium fiziolégias repolarizaciéjaban
elhanyagolhat6. Eredményeink azonban nem zarjak ki, hogy a fizioldgias
korilmények kozott ,,néma” SK csatornak — hasonléan tdbb mas (pl. a Karp)
csatorndhoz — kéros &llapotokban (Ca®'; tlltelédés, szivelégtelenség, iszkémia/
reperfizid, pitvarfibrillacié) mégis aktivalodnak. Ha pedig — amint egyes Ujabb
vizsgalati eredmények igazolni latszanak — az Isk valéban szerepet jatszik a kdrosan
atalakult, fibrillalé human pitvar repolarizaciojaban, az eredmények tamogathatjak
azt az elképzelést, amely szerint az lgx farmakoldgiai modulacidja — mivel kamrai
szivizomsejteken  vélhetéen nincs hatasa — eredményesen alkalmazhat6
pitvarfibrillacidban. Eredményeink egy lehetséges alternativ értelmezése szerint a
szivizomban taladlhaté SK csatornak szerkezete — mivel nem mutatnak apamin
érzékenységet — jelent6sen eltérhet mas szdvetekben (pl. simaizom) talalhaté SK
csatornak szerkezetét6l.

5.1.2. A befelé egyeniranyité K™ aram (lx;) Ca"; fliggése

Kisérleti eredmények. Kutya kamrai szivizomsejtekben igazoltuk, hogy a Ba®'-
figgd arammal jellemzett, igen magas (~ 900 nM) [Ca“]pip mellett meghatarozott
Ik, jéval nagyobb a hasonld kériilmények kdzott alacsonyabb (~ 160 nM) [Caz*]pip
mellett meghatérozott l;-nél, még puffereletlen [Ca®'];,, azaz fiziolégias CaT
jelenléte esetén is. lgazoltuk tovabba, hogy a [Ca®]i-indukalt I, emelkedés
elsédleges oka a CaMKI1 aktivalédasa. Multicelluléris preparatumokban a [Ca?'], 2
~ 4 mM-ra emelését kdvetden a CaT amplitidéja a [Ca®]ip mérhetd emelkedése
nélkiil jelent6sen nd, az APDgy markansan csokken; az Iy, gatldas APDgy nyujtd
hatdsa, az AP triangulécidja, valamint az aram hozzajarulasa a repolarizacids
rezervhez lényegesen nagyobb magas Ca*"], mellett. Hasonlé, de kevésbé markéns
valtozéasokat figyeltink meg human papillaris izmokban;
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Kovetkeztetések. Eredményeink igazoljak a hipotézist, mely szerint kutya (vagy
human) szivben nem-adrenerg [Ca®‘]; emelkedést kévetéen az I, megnd, ami a
miokardium  aritmia-toleranciajanak  novekedéséhez  vezethet.  Patoldgias
allapotokban a [Ca?']; taltel6dés altal indukalt I, novekedés — ami elsédlegesen
CaMKII aktivacion keresztiil jon létre — a repolarizacios fazis rovidiiléséhez és a
repolarizécios rezerv kapacitasanak novekedéséhez vezet, igy a miokardium egyik
fiziol6gi4s adaptaciés mechanizmusa lehet. Minthogy a [Ca®']; tultel6dés ismerten
elsegiti az aritmogenezist, ez a hatas egy altalanosabb, endogén negativ feed-back
mechanizmus része lehet, amely limitalja a [Ca?']; tdltel6dés proaritmias hatasait.

5.2. Részleges NCX gatlas kdvetkezményei egészséges szivizomban
5.2.1. lzolalt kutya és patkany szivizomsejtek

Kisérleti eredmények. Igazoltuk, hogy kutya kamrai szivizomsejtekben az NCX
gatlasat (SEA0400 vagy ORM-10103) koévet6en a CaT morfoldgidja és igy a
sejtrovidiilés mértéke, valamint az AP morfoldgiaja sem valtozik; a koffein-indukalt
CaT lecsengési id6tartama nd, de joval kisebb mértékben, mint NiCl, hatasara. A
SEA0400 forward és reverz NCX &ramokra gyakorolt, alacsony [Ca?']; mellett kozel
azonos mértékd. igen jelentSs gétlasi hatékonysaga meredeken csokken a [Ca®'];
emelését kovetben. Az Iycx gatlasa (SEA0400) nem befolyasolja az SR RyR2
csatornainak Ca?* leadasét, illetve a Ca?* visszavételét az SR lumenbe, sem pedig a
kontraktilis proteinek Ca2*-érzékenységét. Fenti eredményekkel ellentétben patkany
kamrai szivizomsejtekben az NCX gatlast kovetéen a CaT amplitiddja, illetve a
sejtrovidillés szignifikansan, de mérsékelten né, viszont a [Ca’']ip novekedése, a
diasztolés sejthossz csokkenés, valamint a CaT lecsengési id6alland6janak valtozasa
inszignifikans. Az NCX gatlas fesziiltség-clamp protokoll mellett is néveli a CaT
nagysagat és a sejtrovidilés mértékét, ugyanakkor csokkenti az I, amplitiddjat, és
az inaktivaciojahoz sziikséges id6tartamot.

Kovetkeztetések. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a jelent6s mértékd NCX
gatlas ellenére, kutya (és human) szivb8l szarmazé szivizomsejtek, illetve
multicellularis preparatumok Ca®"; tranziensének, kontraktilitasanak, illetve akciés
potencialjanak fontosabb paramétereit sem a SEA0400 sem a szelektivebb ORM-
10103 nem befolyasolja, viszont ezek a paraméterek patkanyban mérsékelten (de
szignifikansan) valtoznak, tehat a gatlasra kapott valasz species-fiigg6. Az eltérések
legfébb oka a speciesek Ca?*; haztartasa és akci6s potencialja kozétti kvantitativ
eltérésekben kereshet. Ezért sziikséges folyamatosan hangstlyozni, hogy az NCX
gatlas kovetkezményeire vonatkozo, patkanyokbdl és/vagy egerekbdl szarmazd
adatok/kovetkeztetések human viszonyokra rendkivil korlatozottan alkalmazhatok.
Eredményeink mas fontos kdvetkeztetésekhez is vezettek. Egyrészt, egyértelmiien
kijelenthet6, hogy az NCX szelektiv gatlasa komplex, tobbszintli valtozasokat
indukal a sejtek Ca?*; ciklusaban; ezek héattérmechanizmusainak részletei feltérasra
varnak. Masrészt, eredményeink, bar indirekt modon, tamogatjak azt a hipotézist,
mely szerint — mivel a gétlas hatdsara parhuzamosan csokkend Ca?* ki-, és
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bearamlassal egyidejiileg kialakulé CaT amplitddénévekedés nem jar a [Ca®']ip
hasonl6 mértékd, aritmogén emelkedésével — az NCX farmakolégiai gatlasa, mint
egy komplex kezelés egyik eleme, potencialisan nagy jelent6séggel birhat egyes

5.2.2. Van-e kiilénbség a SEA0400 és az ORM-10103 hatasai kozott?

Kisérleti eredmények. Az altalunk vizsgalt koérilmények kozott a két gatldszer
hatdsai megegyeztek. A SEA0400 0.3 uM koncentraciéban az ORM-10103-hoz
hasonléan Iényegében szelektivnek tekinthet6. Az 1 UM koncentracidban mért
mérsékelt 1c, gatlo hatésa ellenére sem a CaT és/vagy kontraktilitds, sem az AP
paramétereiben nem kaptunk mérhet6 eltérést az ORM-10103 alkalmazasat
kovetéen mért értékekhez képest. Az egyetlen kiillonbség az ORM magasabb
szelektivitasa kovetkeztében elérhetd nagyobb gatlasi hatdsfokban nyilvanul meg,
ami tébbek kozdtt a transzportalt téltésmennyiségek eltérésében is megmutatkozik

Kovetkeztetések. Eredményeink egyik igen fontos hozadéka, hogy visszamendleg
validalnak szamos korabbi, SEA0400 alkalmazasaval nyert kisérleti eredményt és
kovetkeztetést. Ugyanakkor hangstlyozni kell, hogy a két NCX gatlészer hatasai
kodzott megfigyelt hasonldsag egyik alapvetd oka az, hogy gatlasi profiljuk, és a
reverz/forward Iycx-re gyakorolt gatlasi hatékonysagaik aranya szempontjabol is
igen kozel allnak egymashoz.

5.3. Az NCX gatlés antiaritmias hatasanak analizise kisérletes
szivbetegségekben

5.3.1. Fokozott kés6i Na* aram (Iy,) esetén (LQT3 modell)

Kisérleti eredmények. Kutya kamrai szivizomsejtekben a Iy, aktivalasa noveli az
APD-t, a CaT amplitudéjat és félrelaxacios idGtartamat, illetve a sejtrévidilést;
ugyanakkor ezek a paraméterek — az Iycx markans gatlasa ellenére — sem SEA0400,
sem ORM-10103 alkalmazasat kdvet6en nem valtoznak, egyetlen eltéréssel: ORM-
10103 hatésara - a hatékonyabb gatlas kdvetkeztében — a CaT relaxacidja lassul.
Strophantidin provokacio esetén ng a CaT amplitiddja és drasztikusan emelkedik az
aritmogén, diasztolés, lokalis Ca®* felszabadulésok (sparkok) szdma; ORM-10103
hatéasara ezek szinte teljesen eltlinnek. A SEA0400 alkalmazasa nem befolyasolja az
InaL Nagysagat, de kivédi a magas [Na']; indukalt masodlagos Incx novekedést. A
revinex amplitidéja mind veratridin, mind ATX-1I jelenlétében markansan né, de
SEA0400 elbkezelés Kkivédi az Iy, indukalt o Incx nNOvekedést is. Bar az Iy,
aktivaciojat kévetéen az (outward) (e Incx, €S az (inward) syalnex (illetve a kilon-
kiilén transzportalt téltésmennyiség) markansan né, a nettd tdltéstranszport
gyakorlatilag valtozatlan marad. Kontroll kériilmények kozott a SEA0400 és az
ORM-10103 hatasa a két NCX aramkomponens paramétereire kdzel azonos,
ugyanakkor az Iy, aktivalasat kovetben a SEA-, illetve ORM-10103 érzékeny
aramok amplitudoja és kinetikaja is jelent6sen eltér, tovabba a nettd transzportalt
toltésmennyiség markansan kiillonbozik. Az NCX gatlas 6nmagéaban minimalisan
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befolyasolja a (fwalnex-re jellemzd) farokaram nagysagat, viszont jelent6sen
csokkenti a forskolin-indukalt g,qlncx NBvekedést. A szelektiv NCX gétlas — a Ca®'-
homeosztazis fontos paramétereire gyakorolt jelent6s védd hatassal szemben — sem
el6-, sem utokezelésként alkalmazva nem csokkentette az Iy, aktivacié APD-nyujt6
hatasanak mértékét, illetve nem gatolta AP diszperziot ndveld hatasat sem.

Kovetkeztetések. Eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a (e Incx kOzvetlen,
kétiranya kapcsolatot biztosit az Iy, és a Ca?*; haztartas kozott, mivel a [Na';
emelkedés indukalt, r,Incx-medialt [Ca?']; tllterhelés, a kisérleti felallastol flggsen,
eredményesen csokkentheté/megfordithatd az Incx Szelektiv, részleges gatlasaval.
Az abnormalis ¢ Incx-medialt aktivitas (trigger oldal) gatlasaval a mérési adatok
meggy6zéen igazoljak az Iycx blokad antiaritmias hatékonysagat Ca"; tulterhelés
soran. Ebbdl kovetkezéen a szelektiv NCX gatlas igéretes stratégia lehet a sziv
Ca?*; tlterhelés indukalt, e Incx-medialt aritmiival szemben.

A fenti, pozitiv eredményekkel szemben nem sikerilt kimutatnunk az Iycx gatlas
hatékony antiaritmids hatésat az Iy, indukalt APD-megnyUlasra és AP diszperzi6
fokozodasara (szubsztrat oldal), még azokban a specialis esetekben sem, amikor
ezeket farmakolégiai eszkdzokkel megnéveltiik. Végil pedig az tény, hogy Ca®';
thlterhelés esetén nagyfoku g,qlncx gatlo hatast is megfigyeltiink, egyrészt részleges
magyarazatot adhat a szelektiv. NCX gatlas AP paraméterekre vonatkozdan
megfigyelt hatastalansdgara, masrészt még jobban alatdmasztja a e Incx Qatlas
kitlintetett szerepét az NCX gatlas antiaritmias hatékonysagaban.

5.3.2. Szimulalt iszkémidban

Kisérleti eredmények. A tllélési kisérletekben a szivizomsejtek 20 perces mérsékelt
iszkémia alatt (low-flow iszkémia modell) nem szenvednek irreverzibilis karosodast,
az elpusztult sejtek szama elhanyagolhatd; ugyanakkor a 15 perces reperflziés fazis
végeére a kezeletlen szivizomsejtek 71%-a stlyosan karosul (kontraktira alakul ki),
ezzel szemben az ORM-10103 kezelt sejtek minddssze 47%-a keriil kontraktaraba.

Normoxias koriilmények kozott az NCX gétlas hatasara a sem a CaT amplitiddja,
sem lecsengési kinetikdja nem mutat mérheté valtozast. Strophantin-el6kezeletlen
sejtekben (low-flow modell) a CaT amplitiddja az id6kontrollhoz képest csak az
iszkémia kezdeti fazisaban mutat eltérést, meredeksége viszont az iszkémia alatt
folyamatosan csbkken, de a reperfuzié soran helyreall. Az NCX gatlas hatasara a
CaT amplitudoja fokozatosan, reperfizio soran jelent6sen csokken; meredekségének
iszkémia alatti valtozasait a kezelés nem befolyasolja, de — a kezeletlen sejtekkel
ellentétben — reperfzio alatt jelentsen tovabb csokken. Kezeletlen sejtekben az
iszkémia hataséra a [Ca®']ip jelent6sen emelkedik a CaT relaxéciéja lassul, de a
reperfizié végére mindkét paraméter helyreall. NCX gatlas hatdsara a késdi
iszkémias és a reperflzios fazisokban a relaxacio jelent6sen csokken, viszont a
kezelés a [Ca?'];p emelkedést nagyrészt kivédi, sét, a [Ca®*]ip a késbi iszkémias és
reperfizids fazisokban a kontrollhoz képest is csokken. A CaT variabilitdsaban
lényeges I/R indukalt valtozas ezekben a sejtekben nem jon létre; a CaT variabilitasa
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NCX gatlas hatasara sem mutat mérhetd valtozast. Strophantidin-el6kezelt sejtekben
(no-flow modell) a CaT amplitidéja az I/R ciklus soran nem valtozik, meredeksége
fokozatosan csokken. Az I/R ciklus soran a relaxacios id6 mérhetéen nem vaéltozik,
viszont az iszkémia soran kialakulé [Ca*]ip emelkedés joval nagyobb mint
strophantidin-el6kezeletlen sejtekben és a reperfliziés periddus soran végig magas
marad. A CaT rdvid tavl variabilitasa az iszkémia alatt jelent6sen né, a reperfizid
alatt drasztikusan még tovabb emelkedik. Az NCX gatlas a CaT meredekségének
I/R alatti cs6kkenését nem befolyasolja, viszont a relaxacios idd a reperfuzio alatt
jelentésen csdkken. ORM-10103 hatasara a markéns I/R indukalt [Ca*"];p emelkedés
és CaT variabilitas-fokozddas elmarad.

Normoxiaban az NCX gatlas hatasara sem az AP amplitiddja, sem a nyugalmi
potencial nem valtozik, de az APD kismértékben rovidil. Iszkémia hatasara az AP
amplitiddja és platopotencialja csdkken, a nyugalmi potencial depolarizalédik;
reperfizié soran ezek a paraméterek jorészt helyreallnak. NCX gatlas az iszkémia-
indukalt valtozasok nagysagat és helyreallasat nem befolyasolja. Iszkémia alatt az
APD,s csokken, reperflizio alatt helyreall; ORM-10103 kezelt sejtekben joval
nagyobb iszkémia-indukalt APD,s csokkenés jon létre, ami a reperfizié alatt sem
normalizalédik. Az APDy, értékekben hasonld, de még nagyobb iszkémia-indukalt
rovidilés alakul ki, de a két csoport kozott az I/R ciklus soran nem lathat6 eltérés.
Iszkémia hatasara az AP triangulacid jelent6sen csokken mind a kezeletlen, mind az
ORM-10103 kezelt csoportban, de a csoportok kozétti killénbség nem szignifikans.
Az APD variabilitasok normoxia alatt mindkét csoportban hasonloak; az I/R ciklus
soran az egyetlen jelentds valtozas a kezeletlen csoportban a reperflzid alatti APDg,
variabilitas-fokozodas, ami ORM-10103 el6kezelést kbvetéen nem alakul ki.

Kovetkeztetések. Bar az elvégzett egyszerl talélési el6kisérletek a jelent6s védé
hatds mechanizmusara vonatkoz6an nem adnak magyarazatot, azt egyértelmiien
igazoljak, hogy szelektiv NCX gatlas jelentdsen csdkkenti az izolalt szivizomsejtek
poszt-iszkémias, reperfizié-indukalt karosodasait, s ezaltal markansan csokkentheti
a reperfazié-indukalt szévetkarosodasok mértékét az akut miokardialis infarktus
széli zonajaban is, jelent6sen javitva a szivizomsejtek tulélését.

Az el6z6ekhez hasonldan, ezekben a kisérletekben is egyértelmlen igazoltuk, hogy
az NCX gétlas hatékonyan kivédi a [Ca®']; homeosztazis I/R-indukélt aritmogén
perturbaciéit, mivel markansan csokkenti a [Ca?"]; tdlterhelést és megakadalyozza a
[Ca®*lip emelkedését. Ezenkivil az ORM-10103 kezelés helyreéllitia a CaT
reperfizié-indukalt stabilitas-csdkkenését (amit a fokozott variabilitds mutat). Ez a
jotékony, kardioprotektiv hatas — ugyancsak az el6z6ekhez hasonl6an — elsésorban a
[Na']i-aktivalt, felgyorsult ,NCX transzportaktivitds gatlasanak tulajdonithato.
Eredményeink ugyancsak megerdsitik el6z6 megfigyelésiinket, mely szerint az AP

hatéstalansaga.
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5.3.3. NCX, NHE és NCX+NHE gatlas antiaritmias hatasainak
Osszehasonlitasa izolalt regionalis I/R szivmodellben

Kisérleti eredmények. A sziv elékezelése a hordoz6 DMSO-val, egy NCX, vagy
NHE gatlészerrel, vagy ezek kombinacidjaval kontroll allapotban a mért
hemodinamikai paraméterek egyikében sem hoz létre jelent6s valtozast. Iszkémia
tobb paraméterben (CF, LVSP, DP, + dP/dtmax) nagymérték(i csokkenést okoz a
kontrollhoz képest, mas paraméterek (HR, LVEDP) nem véltoznak; a reperfizids
fazis soran a koronariadramlas (CF) helyredll, viszont a LVSP, DP és + dP/dtmax
lényegesen kontroll szint alatt marad, a LVEDP pedig minden kisérleti csoportban
jelentdsen emelkedik. A kontroll és teszt csoportok kdzott jelentds killonbség egyik
kisérleti fazisban sem mérhet6. Részleges NCX gatlas hatasara mérsékelten né a
szabalyos sinus ritmussal jellemezhet6 periddusok id6tartama; SEA400 el6kezelés
gyakorlatilag nem befolyasolja, ORM-10103 el6kezelés mérsékelten csdkkenti a VF
és VT periodusok id6tartamat és kialakulasi gyakorisagat. Mindkét gatloszer
jelent6sen csokkenti az ES epizoédok gyakorisagat, még inkabb atlagos id6tartamat.
Az NHE gatlds minden aritmiaparaméter tekintetében joval hatékonyabb, mint az
NCX gatlas; egyetlen fontos kivétel a halmozott ES-ek relativ id6tartama.
Kilondsen nagy volt az eltérés az NHE és NCX gatlas hatékonysaga kozott, az
elébbi javara, a reentry tipusu aritmiak vonatkozasaban. Ha az NHE géatldszert egy
NCX inhibitorral egyidejiileg alkalmazzuk, a SEA0400 esetében nem javitja, az
ORM-10103 esetében inkabb rontja az NCX gatlas mérsékelt antiaritmias hatasat.
Kilondsen jol lathaté a negativ hatas az ES esetében, amikor az NCX gatlas
kiemelked6 anti-ES hatasa a kombinalt csoportokban gyakorlatilag megsz{inik.

Kovetkeztetések. Eredményeink igazoljak, hogy a triggerelt aritmiak kialakulasat,
akar kuilon-kildén, akar kombinacioban, mindharom gatloszer effektiven géatolja.
Ugyanakkor a szelektiv, részleges NCX gatlas — dnmagaban, vagy NHE gatlassal
egyltt - jelenleg nem tlnik optimalis terapias stratégianak a reperfazi6-indukalt
aritmiak teljes spektrumanak kivédésére. Az alkalmazott NCX gatlok hatékonyan
megel6zik az EAD-/DAD-indukalt aritmidk kialakulasat, ugyanakkor lényegében
hatéastalannak bizonyultak a reentry tipust aritmiakkal kialakulasaval szemben.
Onmagéaban alkalmazva, az NHE gatlas szélesebb spektrumi antiaritmias hatést
mutatott, mivel markansan csdkkentette a reentry tipusu aritmiak gyakorisagat és
id6tartamat is. Meglep6 mdédon az NHE gatlas széles spektrumu antiaritmias hatasa
lényegében megsz(int, amikor azt egy NCX gatloszerrel egyidejlileg alkalmaztuk.

Az NCX gatlas limitalt antiaritmias hatékonysaganak egyik alapvet6 oka az lehet,
hogy az elérhet6, viszonylag szelektiv NCX gatloszerek — mivel mindkét
transzportiranyban kozel azonos hatékonysaggal, igen tartésan gatoljak az NCX
reverz és forward aktivitdsat — nem felelnek meg a kdvetelményeknek. Ebbdl
kovetkezben, a kombinalt NCX + NHE gatlas tényleges terapias potencialjanak
megfeleld karakterizalasa céljabol elsd lépésként Ujabb, eltéré gatlasi profillal
rendelkez6 NCX gatlészerek, illetve ezekre alapozott vizsgalatok szlikségesek.
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6. UJMEGALLAPITASOK

1/a) Bar az SK2 csatornaprotein mind kutya, mind patkany szivizomban
expresszalédik, multicellularis preparatumokban, fiziolégias koriilmények kozott, az
AP apaminra még jelent6sen gyongitett repolarizacios rezerv mellett sem érzékeny.
Kamrai szivizomsejtekben SK-AS aram magas [Ca?]; mellett sem mérhetd.

1/b) Kutya kamrai szfvizomsejtekben az Iy, szignifikdnsan nagyobb magas [Ca®'];,
mint alacson%/ [Ca?']; mellett, fiziologias CaT esetén is. A CaMKII szelektiv gatlasa
kivédi a [Ca**]-emelkedés indukalt 1, ndvekedést. A [Ca®'], emelését kivetden az
Ik, gatlas APDgy nyUjtd hatasa és az AP triangulacidja szignifikansan né. Hasonld
irén}lﬂ, de joval mérsékeltebb valtozasok jonnek létre human miokardiumban. A
[Ca™] emelkedést kivetGen az Iy, relativ hozzajarulasa a kamrai repolarizacios
rezervhez ugyancsak jelent6sen né.

2/a) Kutya kamrai szivizomsejtekben normoxias koriilmények kozott az NCX gatlas
nem hoz létre szignifikans valtozast sem az AP és a CaT morfoldgiajaban, sem a
sejtrovidilés mértékében. A 2gétléls, a RyR2 csatornék Ca®* leadésat/felvételét, illetve
a kontraktilis proteinek Ca*-érzékenységét sem mddositja. A [Ca®']; mérsékelt

emelkedése viszont szignifikansan csokkenti a gatlas hatékonysagat.

2/b) Patkany kamrai szivizomsejtekben normoxias koriilmények kézott NCX gatlas
hatasara a CaT amplitiddja és a sejtrovidiilés mérsékelten de szignifikansan né,
ezzel egyidejlileg csokken az Ic, . amplitudéja és az aram 50%-0s inaktivaci6jahoz
sziikséges id6étartam.

2/c) Az alkalmazott vizsgalati kériilmények kdzott a mérsékelten szelektiv SEA0400
és a joval szelektivebb ORM-10103 hatdsai gyakorlatilag megegyeznek. Ez az
megfigyelés visszamendleg validal szamos korabbi, a SEA0400 alkalmazasaval
nyert kisérleti eredményt és kdvetkeztetést.

3/a) Kutya kamrai szivizomsejtekben az Iy, aktivaciojat kovetben a e Incx €S a
swalnex 18 N6, de a nettd toltéstranszport alig valtozik; szelektiv NCX gatlds nem
befolyasolja az aktivalt Iy, nagysagat, az Iy, -indukélt APDgy megnyulés és AP
diszperzié ndvekedés mértékét, a CaT morfoldgiajat, a sejtrovidiilést, a fyglncx-et
jellemz6 farokaram nagysagat, de hatékonyan kivédi a magas [Na']; indukalt e Inex
fokozddast és szignifikansan csokkenti a forskolin-indukalt gyglncx Ndvekedést.

3/b) Strophantidin provokacié esetén markansan emelkedik a diasztolés Ca?*
sparkok szama, de szelektiv NCX gatlassal ez a ndvekedés szinte teljesen kivédhetd.

4/a) Szimulalt iszkémia/reperfizid modellben, reperflzid alatt, strophantinnal nem
kezelt szivizomsejtekben (low-flow modell) NCX gatlas hatasara a CaT amplitiddja
és meredeksége, valamint az RTs, szignifikansan csokken; a gatlas az iszkémia-
indukalt [Ca*']ip emelkedés nagységat szignifikansan csokkenti. Strophantinnal
el6kezelt sejtekben (no-flow modell) az iszkémia-indukalt [Ca®'];p emelkedés joval
nagyobb mérték; a reperfizié alatt a [Ca®*]ip végig magas marad, tovabba a révid
tavl CaT variabilitas is szignifikdnsan nd. Szelektiv NCX gatlas hatasara az I/R
indukalt drasztikus [Ca*']ip emelkedés nagyrészt eltlinik és a jelentds variabilitas
fokozodas is elmarad. Az I/R indukalt nyugalmi potencial, APD és révidtava APD
variabilitds valtozasokat az NCX gatlas legtobbszor nem befolyasolja, esetenként
csokkenti, de soha nem védi ki, vagy nem csokkenti jelentésen.
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4/b) 20 perces mérsékelt iszkémia soran (low-flow modell) a szivizomsejtek nem
szenvednek irreverzibilis karosodast, az elpusztult sejtek szama minimalis; a 15
perces reperf(zié soran viszont a kezeletlen sejtek 71%-a karosodik (kontraktura).
Ezzel szemben az ORM-10103 kezelt sejtek minddssze 47%-a szenved karosodast.

5/a) Regiondlis I/R protokoll alkalmazésa esetén az izolalt, perfundalt patkanysziv
elékezelése NCX vagy NHE gatléval, illetve ezek kombinacidjaval, nem okoz
szignifikans valtozast a mért hemodinamikai paraméterekben, tovabba a kisérlet
egyik fazisaban sem jon létre szignifikans eltérés a kontroll és teszt csoportok kozt.

5/b) Az NCX aktivitas gatldsa csak kissé noveli a sinus-ritmussal jellemezhet6
periddusok id&tartamat; nem befolyasolja, vagy csak mérsékelten csokkenti a VF és
VT periddusok relativ idétartamat és kialakulasuk gyakorisagat; ugyanakkor a gatlas
markansan csokkenti az ES epizddok gyakorisagat, és atlagos id6tartamat.

5/c) Az NHE gatlas szinte minden aritmia paraméter vonatkozasaban hatékonyahb,
mint a szelektiv NCX gatlas; egyetlen kivétel a halmozott ES-ek relativ id6tartama.
Kiiléndsen nagy az eltérés a reentry jellegl aritmiak vonatkozasaban.

5/d) Ha az NCX inhibitorral egyidejlleg NHE gatloszert is alkalmazunk, az
nemhogy nem javitja, hanem sokszor rontja az NCX gatlas amuigy is igen mérsékelt
antiaritmias hatasat.

KUTATASAINK JELENTOSEGE, TAVLATAI

A Medline nem valaszol kdzvetlenil, de segit jézannak maradnunk. Begépelve a
keres@szot: arrhythmia: 202 966; arrhythmia+heart: 128 919, calcium: 509 488;
calcium+heart: 54 216 publikaci6 valik elérhetévé. Valamennyi publikacio dsszes
szerz6je allitja, hogy munkéja rendkiviil fontos. En is. Hogy ez igaz-e, csak a jové
igazolhatja. Addig is reménykedem: talan hozzajarultam egy csavarral a gépezethez.

Egy kutat6é ne prdbaljon josolni — nem ért hozza! Annal is inkabb, mert bar sok-sok
éve szivbetegségekkel foglalkozik, mégsem klinikus. Ami viszont kutatasaim soran
lesz(ir6dott bennem az, hogy a sziv fantasztikusan megépitett szerkezet. 80 év alatt ~
10® dobbanas — szinte hiba nélkil. Igen sokat kell tenni, hogy elromoljon. Sajnos
egyre gyakrabban sikerdl.

Népességiink 50%-a sziv és érrendszeri okokbol hal meg — a kett6 elvalaszthatatlan.
Az orvostudomany, bar a fejl6dés kétségkiviil driasi, folyamatosan Iépéshatranyban
van. A Ca?*; homeosztazis id6- és térbeli komplexitasa, a parhuzamosan zajlé
folyamatok igen nagy szama és kritikus szerepe, a vizsgalati/terapias modszerekkel
szemben tdmasztott igények sziikségszerli maximalizmusa kilénésen nehézzé teszi
az NCX(Ca?";)-dependens szivbetegségek ,.egyszerii és teljes — ... only a teespoonful
sugar and ...” jellegli gyogyitasat.

A magam részérdl jobban hiszek az okos megel6zésben. Nem én talaltam ki, de én is
vallom: egészséges életmod, racionalis étkezés, mindennapos mozgas és — minden
masnal inkabb — az els6 szamu onellenség a stressz minél teljesebb kiiktatasa.
Természetesen kellenek tovabbi eszkdzok is: a génhibak korrekcidja, beépithetd
eszkdzok, mlsziv és végiil, de nem utols6é sorban: Uj és Ujtipust gyogyszerek és
gyogyszerkombinaciok. Talan még NCX modulatorok is.
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8. SCIENTOMETRIAI PARAMETEREK

Téth Andras

Téth Andras tudomanyos és oktatasi munkassaganak osszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztaly (2015.12.11.)

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok*
Osszesen | Részletezve | Fuggetlen Osszes
|. Folyoiratcikk? 40 - — —
szakcikk, osszefoglalé nemzetkozi folyéiratban - 37 441 606
szakcikk, 6sszefoglalé, hazai idegen nyelv(i 1 9 9
szakcikk, 6sszefoglal6, magyar nyelvii 2 0 0
rovid kozlemény - 0 0 0
1. Kényv 1 - - -
a) Szakkonyv, kézikbnyv 0 - - -
idegen nyelvi - 0 0 0
magyar nyelvi - 0 0 0
Felsboktatasi tankonyv — [ 0 0
b) Szakkonyv, tankonyv szerkesztéként 1 - -— -
idegen nyelvi - 0 - -
magyar nyelv( - 0 - -
Fels6oktatasi tankonyv - 1 - -
IIl. Kbnyvrészlet 3 - - -
idegen nyelvi - 2 10 10
magyar nyelvi - 0 0 0
Fels6oktatasi tankonyvfejezet — 1 0 0
IV. Konferenciakézlemény? 3 - 6 6
Oktatasi kozlemények osszesen (I1.-111.) 2 0] (o]
Tudomaényos és oktatasi kézlemények dsszesen (I-IV.)* a7 == 466 631
V. Tovabbi tudoméanyos mivek 0 - - ---
Tovabbi tudomanyos m(ivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyéiratokban - o] 0 0
megjelent teljes folydiratcikkeket is
Szerkeszt6ségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok - 0 0 0
Jelentés, guideline - 0 0 0
V1. Idézett absztraktok® 5 | - 7 | 7 |
O impakt faktor* 108,6 - - -
szamal 4 = === 473 638
Hirsch index! 15 - - -
VIl. Sokszerz6s vagy csoportos (multicentrikus) N . . .
kozlemény
a) Szerz6* - 0 0 )
b) Kollaboracids kézremiikodé* = 0 0 0
Specialis tudomanymetriai adatok Adat
Els6 szerz6s folyoiratcikkek szama 5
Utolso6 szerz6s folyoiratcikkek szama 9
Elsé és utolso szerzGségl folyoiratcikkek impakt faktor 241
Ssszege
Az utolso lu_doményosl fokozal/cfm (thD) elny'erése utani 32
(1999 -) teljes tudomanyos folydiratcikkek szama
impakt faktor 6sszege 93,0
Mafgyar nyelven megjelent tudomanyos teljes folyoiratcikkek 2
szama
Az utolsé 10 év (2005-2015) tudomanyos, teljes, lektoralt
folyoiratcikkeinek szama 24
impakt faktor 6sszeg 75,4
idézések szama 372
A legmagasabb idézettségii kozlemény 76
é ége (az Osszes idézettség sza éka 1) (11,91%)
WOS/Scopus azonositéval idézettség 556
Sokszerz6s és/vagy csoportos kdzlemények o]
| _impakt faktor 8sszege
idézettsége 0
Folyoiratcikkek,15-29 szerzével 3
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KOSzONETNYILVANITAS

Koszonettel tartozom gimnaziumi tanaraimnak, akik szakmai tudasa és emberi
hozzaallasa inditott el ezen a palyan. Kiilénésen osztalyfénokémnek és magyar
tandromnak Gartner Evanak, illetve matematika és fizika tanaraimnak, Herczeg
Janosnak és Hubert Gyorgynének, kikt6l nemcsak a tantargyukkal kapcsolatos
atfogd tudast, de életszemléletet, problémamegoldd gondolkodast és munkdmmal
szembeni igényességet is tanultam. K&szondom rajtuk kivil valamennyi kivalo
egyetemi tanaromnak, hogy a magas szint(i ismeretek ataddsan kivil hozza-
segitettek az igényes tudomanyos gondolkodas és kisérletes munka alapjainak
elsajatitasahoz.

Halas kdszonettel tartozom Prof. Kovach Arisztidnek, elsé munkahelyi vezetémnek,
hogy fizikus létemre lehet6vé tette bekapcsoléoddsomat az orvostudomanyi
kutatasok s(rljébe, megszerettette velem az élettant és folyamatosan segitett
tudomanyos elérehaladdsomban. Koszonettel tartozom Ddra Eors, Ligeti Laszld és
Koller Akos professzoroknak, Dr. Nadasy Gyoérgynek, Dr. Gilanyi Magdolnanak, Dr.
Ikrényi Kornélianak, Dr. lvanics Tamasnak, Dr. Ruttner Zoltannak, Dr. Batkai
Sandornak, Németh Gyulanak, és minden budapesti kollegdmnak, akik segitették
tudomanyos vagy oktatdi tevékenységemet.

Oszintén halas vagyok Paul Johnson professzor Grnak, aki arizonai tanulmanyutam
alatt volt vezet6m és mentorom, aki ismeretlenil szavazott bizalmat nekem, és
akit6l talan a legtobbet tanultam a tudomanyos kisérletes munka, publikacids
tevékenység és kooperacios kapcsolatok minden vonatkozasaban. Halasan
k6szondm maastrichti kooperacids partnereim, Robert S. Reneman, Dick Slaaf és
Ger van der Vusse professzorok rendkivil hasznos és el6remutaté tanacsait, illetve
kilfoldi utazdsaim és kongresszusi részvételeim tamogatasat.

Kulonosen halas vagyok Prof. Varré Andrasnak, kutatdsvezetémnek és jelenlegi
munkahelyem igazgatdjanak mindazért, amit értem tett. A lehet&ségért, hogy egy
nehéz pillanatban maximalisan mellém allt és tamogatott tudomanyos palyam
Ujrainditdsaban, hogy lehetévé tette o6nalld laboratérium kialakitasat, munka-
csoport szervezését, és minden lehetséges mddon segitette tudomanyos tevékeny-
ségemet. Oszintén halds vagyok Papp Gyula akadémikus Urnak sokoldald
tamogatasaért és biztatasiért. Koszonettel tartozom Dr. Jost Norbertnek, Dr. Virag
Laszlonak, Lepran Istvan, Végh Agnes, Hegyi Péter professzoroknak, Sebdk
Zsuzsannanak, Molndrné Zsuzsanak, Girst Gabornak és valamennyi szegedi
munkatarsamnak tamogatdsukért, ami nagymértékben hozzdjarult itt végzett
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kutatdmunkam kiemelkedé eredményességéhez. Koszénom Prof. Bari Ferenc
dékan drnak, hogy bevont Intézetének oktatasi tevékenységébe.

Haldsan készoném Dr. Kékesi Violetta docens asszonynak folyamatos tdamogatasat
és felbecsiilhetetlen segitségét a disszertacid Gsszeallitdsaban és véglegesitésében.
Koszondém Gdabor Timea bioldgus munkatdrsamnak az értekezés befejezéséhez
nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom volt PhD hallgatéimnak, Dr. Nagy Norbertnek, Dr. Acsai
Karolynak, Dr. Prorok Janosnak, Dr. Kormos Anitanak, Szepesi Juditnak, tovabba
minden el6z6 és jelenlegi TDK hallgatomnak, akik szakmai elkotelezettsége és
szorgalma nélkilozhetetlen volt a dolgozatba foglalt eredmények eléréséhez.

Koszonetettel tartozom Prof. Nanasi Péternek, Dr. Banyasz Tamadsnak, Dr.
Szentandrdssy Norbertnek és valamennyi debreceni partneremnek a sikeres
kooperaciokért és gyakorlati segitségukeért.

Halds vagyok feleségemnek Martanak, tiirelméért, lemondasaért és feltétlen
tamogatasaért, amivel sokat segitett tudomdanyos palyafutdsom nehéz
id6szakaiban. Koszonettel tartozom sziileimnek, akikt§l emberi tisztességet és
Gszinte szeretetet tanultam, testvéremnek és lanyomnak, akik mindig, minden
korilmények kozott tamogattak és akik folyamatos biztatasa nélkil még rogosebb
lett volna szdmomra a kutatéi palya.

35



