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1. BEVEZETES

ELOSZO HELYETT

A szivizom intracellularis Ca®* homeosztazisaval foglalkozni egyrészt rendkiviil konnyd,
masreszt rendkivul nehéz. Rendkivil kdnnyl, mert konyvtarnyi adat: kisérleti eredmény,
matematikai modellekb6l, elméleti hipotézisekb8l szarmazd informécid all rendelkezésre.
Pontosan ugyanezen okbol rendkivil nehéz is; barmit is gondol ki egy kutatd, amit djnak,
ismeretlennek hisz, valamilyen szint(/érvényessegi valasz, valahol, biztosan megtalalhato
ebben a kdnyvtarnyi irodalomban. Ezenkivil ez a témakor azért is nehéz, mert az elérhetd
informacid érvényessege, validitasa — szamos okbol — sokszor bizonytalanabb, mint ahogy
a termeszettudomanyokban altalaban megszoktuk. Kdszénhetd ez az intracellularis szabad
kalcium ion (Ca®";) elképesztSen dsszetett szerepének — az emléssejtekben &ltalaban is,
még inkabb a szivizomsejtekben, melyek fiziolégias mikodésében a Ca*; sokszorosan
kitlintetett szerepet jatszik — egyrészt a Ca®*-fiiggs sejtfolyamatok nagy szadma, masrészt
azok kiemelkedd — sokszor létfontossagu — jelent6sége miatt. A teljesség igénye nelkdl
néhany alapvet6 funkcioja: kulcsszerepe van az excitacio-kontrakcio csatolasban; aktivalja
a kontrakciés folyamatot és meghatarozza annak mertékét; masodik messenger-ként
mikodik szignaltranszdukcids folyamatokban; szabalyozza az egyes neurotranszmitterek
felszabadulasat, stb. Szamtalan — pl. az akcios potencial (AP), a mitokondrialis terminalis
oxidacio, vagy akar az apoptozis indukcidja soran aktivalodé — iontranszporter €s enzim
miikodése markansan Ca®*-fiiggé. A Ca*"; valtozasai szinte minden fontos sejtfolyamatban
megjelennek, altalaban alapvetd informéaciot hordoznak és jelentés szabalyozd szerepet
toltenek be. Egyetlen sejtben a parhuzamosan zajlo, egyidejlileg szorosan integralt és t6bb
szinten differencialt élettani folyamatok csak részfolyamatokra bontva, azokat térben és
id6ben kell6en elkulonitve mehetnek végbe; ez a tény — finoman szélva — nem konnyiti
meg a kutatd dolgat, aki ezeket a folyamatokat probalja megismerni, megerteni, elemezni,
modellezni, és végs6 soron kedvezden befolyasolni. Akkor is, amikor minden jol miikadik,
még inkabb, ha valami elromlik — és révid id6 alatt sulyos, életveszélyes allapot alakulhat
ki. Bar paradoxonnak tiinik, fentiek figyelembeveételével talan mégsem az: kdnyvtarnyi adat
ide vagy oda, alapvetd — sokszor eleminek t(ind — ismeretek hianyoznak ahhoz, hogy ezt a
komplex, tébb szinten, szorosan kapcsolddo és kdlcsonhatd — dinamikus — rendszert csak
részben is felderitettnek tekinthessuk és mikddesi mechanizmusaiban kell6 hatésfokkal
gondolkodni tudjunk.

Ars poetica

Az elmdlt > 10 évben végzett kutati tevékenységem soran a sziv Ca®'j haztartdsanak
funkcionalis szempontbol kiemelked6 jelentéségli komponenseit, a kontrakcios-relaxacios
ciklust (CRC), a parhuzamosan zajl6 elektrofizioldgiai valtozasokat, és ezek tobbszint(
kolcsonhatasait vizsgaltam. Hadd legyek annyira személyes, hogy bevalljam — élveztem
ezt a feladatot. Inspiralt a tudat, hogy valoban fontos kérdéseket vizsgalhatok, olyan
kérdéseket, melyekre barmennyire jelentéktelennek t(ind, érvényességében limitalt valasz
szlletik, annak helye van, jol felhasznalhatd — és (bar egy elméleti kutatointézetben talan
mégsem ez az els6dleges) nem kizardlag elméleti szempontbol lehet haszna, hanem — ha
nem is holnap kerll humén alkalmazésra — klinikai vonatkozasaiban is.

MIERT?

,.EUropéaban tobb mint 4 milliéan, az Eurdpai Unidban (EU) tobb, mint 1.9 milliéan halnak meg
évente kardiovaszkularis betegsegek (CVD) kovetkeztében. Ez Eurdpaban az Osszes halélesetek
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47%-a, az EU-ban 40%-a. A CVD a n6k els6dleges halalozasi oka minden eurdpai orszagban és a
ferfiak elsddleges halalozasi oka 6 kivételevel minden eurcpai orszaghan. A koronaria betegség
(CHD) okozta halélozéasi aranyok altalaban Kdzép- és Kelet-Eurépaban magasabbak, mint Eszak-,
Dél- és Nyugat-Europaban. Az agyi érkatasztrofak (stroke) halalozasi aranya Kozep- és Kelet-
Eurdpaban sokszorosan magasabb, mint Eszak-, Dél- és Nyugat-Eurdpaban. Az EU-ban a
kardiovaszkularis betegségek dsszes becstlt kdltsege évente csaknem 196 milliard €; ebbdl 54% az
egészsegugyi koltség, 24% termeléskiesés, 22% a betegek informalis gondozasi kéltsége.” (sajat
forditas: European Cardiovascular Disease Stats 2012)

A statisztikai adatok szerint Europaban évtizedek Ota a haldlozasok kozel 50%-a sziv-, €s
érrendszeri betegségek kdvetkezménye. Ez a szam Magyarorszagon is dobbenetesen nagy.
Hogy mennyire, azt jol mutatjak a tumor-okozta halalozasokhoz viszonyitott aranyok: a
koronaria betegség — ide tartozik az akut miokardialis infarktus (Ml), a krénikus iszkemias
szivbetegség (CIHD) és a hirtelen szivhaldl (SCD) is, de nincs benne a népesség
folyamatosan emelked6 élettartama kovetkeztében mind gyakoribb szivelégtelenség (HF) —
a halélozésok tobb, mint 20%-&ért, az agyveérzes (stroke) tobb, mint 10%-aért felel; ezzel
szemben a rettegett gyomorrdk minddssze 2-3%-aért, a vastag- és végbélrak 2-3%-&ért, a
tldorak 4-5%-aért tehetd felelGsse.

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

Haldlok Férfi NG Osszesen %
Fert6z6 és élGsdi-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 emésztGrendszer betegségei 3741 2 649 6 390 5.0
Kuls6 okok (pl. baleset) 3981 2143 6124 4.8
Szandékos 6nartalom 1588 505 2093 1.7
Egyéb (tlid6, maj, stb.) betegségek 6528 8 486 15014 11.8
Osszesen 61894 64 884 126 778 100.0

A sziv eredet(i halalozasok tekintélyes resze végzetes aritmidk kialakulasahoz kothet6 — a
szivelégtelenségben és iszkémias szivbetegségben szenvedd betegek fele kamrai aritmiak
(szivmegallas, kamrafibrillacio) kovetkeztében hal meg. Az agyi katasztrofak egyik
leggyakoribb oka a pitvarfibrillacio. A halalos kimenetell szivbetegsegek legtdbbjében a
szivizomsejtek Ca?*; haztartasa stlyosan karosul; sok esetben ez a karosodas az elsédleges,
kritikus tényez0 a betegseg kialakulasaban és/vagy progressziojaban.

Az elmult évtizedekben az orvostudomany sok teriiletén igen jelent6s fejlédés tortént, de a
fejlédés sajnos joval kevéshbé gyors a szivbetegségek vonatkozasaban. A nagyon fontos, de
részleges sikerek ellenére az iszkemias elvaltozasok és a szivelegtelenség progresszioja ma
még alig-alig befolyasolhatd, megel6zésiikre pedig nem rendelkeziink kelléen hatékony
stratégidkkal. A jelenleg elérhetd farmakologiai eszkdzok, gydgyszerek hatékonysaga nem
kielégitd, a rendelkezésre allé modern invaziv technikék és késziilékek rendkivil dragak és
hosszabb tavon nem jelentenek optimalis, sem végleges terapias megoldast.

= 7=z

szignifikans tovabbi fejl6dés sziikséges, ami magaban foglalja Ujabb terapias célpontok
azonositasat, és ezekre alapozva a mainal hatékonyabb megel6zési/gyogyitasi protokollok
kifejlesztéset.

E kiemelkedd jelent6ségli cél eléereésének egyik legkritikusabb feltétele a szivbetegségek
patomechanizmusainak a jelenleginél atfogdbb es sokkal mélyebb megismerése. Ennek az
erdfeszitésnek része az a sokéves kisérletes munka, melyen jelen értekezés alapul.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A szivizomsejtek intracellularis kalcium homeosztazisa

Az értekezés alapjaul szolgald sajat kozlemények szorosan kapcsolédnak a szivizomsejtek Ca?*;
homeosztazisanak fiziologias, és/vagy koros mikodéséhez, ezért elsd lépésként dsszefoglalom a
fizioldgias szivciklus Ca®; transzportfolyamataival és szabalyozasi mechanizmusaival, a Ca?*;
kompartmentalizacidjaval, valamint az intracellularis Na®, illetve H™ ionok (Na*;, H™) ezeket
szamottevéen befolyasold hatasaival kapcsolatos alapvetd ismereteinket. Az értekezeés alapjaul
szolgalo, az SzTE AOK Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetében végzett kisérletes munkak —
kizardlag els6 és utolsd szerz6s dolgozatokban publikalt — eredményeinek aktudlis értelmezése
szempontjabol feltétlentl relevans, de a dolgozatok megjelenését kdvet6en publikalt irodalmi
adatokat — az értekezes szerkezetének koherencidja megtartasa érdekében — nem az IRODALMI
ATTEKINTES, hanem a MEGBESZELES megfelel6 alfejezetében foglaltam 6ssze.

2.1.1. A Ca?% ciklus transzportfolyamatai

A szivizomsejtek elektromos aktivacidjaval, excitacio-kontrakcié csatolasaval, illetve a
szfv kontrakcids-relaxacios ciklusaval (ECC) parhuzamos legfontosabb Ca®** mozgasokat
(Ca®*; ciklus) az 1. &bra foglalja dssze (a témakdr részletes attekintéséért lasd [1-4].

Szarkqp!azmés
Felszabadulas pathcaim . Eltavolitas

.~ Felvetel
wtrigger” Ca®* . _ | |
* - ..--.""‘-’r-_' {
Bearamlas || L
wload” Ca - -t"--."-.,d)—v w LN o "< Mitochondrium

(From Bers, 2002)

Ca?* tranziens

1. dbra Kamrai szivizomsejtek Cca’"; ciklusanak fontosabb transzportfolyamatai.

Kontrakcio: A szivizomsejtek fizioldgids (gyors és er6teljes) kontrakciojanak alapvet6
feltétele a citoszol szabad kalcium (Ca?";) szintjének gyors és nagymértéki emelkedése.

Az AP depolarizacios és plato fazisai alatt az extracellularis térbél (féleg a T-tubulusokbdl)
Ca® 1ép be a sejtbe, tdlnyomoérészt a szarkolemma (SL) L-tipust fesziiltségfiiggd
csatornain (LTCC) keresztiil. Ehhez a mérsékelt mennyiségli Ca®*-hoz hozzaadddik az AP
korai fazisaban az SL Na'/Ca®* kicserélgjének (NCX) reverz irany(d (,,NCX) transzportja
kdvetkeztében a sejtbe beléps Ca®*. Fizioldgias korilmények kozott a o NCX transzport
hozzajaruldsa a belépd Ca** mennyiséghez jelentéktelen (< 10%), de amennyiben az
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LTCC-k miikddése gatolt, a . NCX-en keresztiil belépd Ca** mennyisége megnéhet és
dnmagaban is képes a kontrakcié aktivalasara [5]. EmI6s szivizomsejtekben a beléps Ca?*
jelentds része specialis sejtkompartmentbe, az SL és a szarkoplazmas retikulum (SR)
kozotti keskeny (10-15 nm szélességll) ,,restricted space”-be keril, ahol markéns
szubmembréan [Ca®*] ([Ca®]sm) emelkedést hoz létre. Ez a lokélis [Ca®']sm novekedés
kulcsszerepet jatszik a kontrakcié elinditasaban (trigger), mivel hatasara az SR-b6l, annak
rianodin-érzékeny Ca”* csatornain (RyR) keresztiil, azonnali, sokkal nagyobb mérték( Ca*
felszabadulas jon létre (calcium induced calcium release, CICR). Az SL és SR integrélt
Ca®* tranziense (CaT) gyorsan aktivélja a miofilamentumokat, létrehozva a kontrakci6t. A
kamrai szivizomsejtekben kilondsen fejlett T-tubulus rendszer lehetéve teszi a CICR teljes
id6beli szinkronizalasat, igy a miofilamentum-aktivacio kdzel egy id6ben torténik a sejt
teljes hosszaban/keresztmetszetében. A pitvari és Purkinje sejtek ultrastrukturaja két igen
fontos vonatkozasban eltér a kamrai sejtekétdl: (1) a T-tubulus rendszer fejletlenebb; (2) az
SR rendszer egyes elemei nem a SL LTC csatornainak kdzvetlen kdzelében, hanem a sejt
belsejében talalhatok. Ennek kovetkeztében az ECC kinetikajaban is Iényeges eltérések
figyelhet6k meg; ezekben a sejtekben a miofilamentumok aszinkron modon aktivalodnak,
az aktivacio a szubszarkolemmalis térben indul és fokozatosan terjed a sejtek belsejébe.

A transz-szarkolemmalis Ca* részesedése a citoplazma [Ca®']; emelkedésében (azaz a
CaT-ben) jelent6s species fiiggést mutat: patkanyban és egérben alacsony (< 10%),
tengerimalacban, illetve nagy eml&sokben (nyul, kutya, ember) ennél magasabb (> 30%).
Egyes korképekben (pl. terminélis szivelégtelenség) a kiilsé Ca®* ardnya még nagyobb
lehet (50-60%). A szisztolé alatti [Ca®*]i emelkedés nagysaga (a CaT amplitidéja) a
bearamlott és felszabadult Ca?* mennyiségén kiviil a sejt Ca** puffer kapacitasatél is fiigg.
A miofilamentum-aktivalodas mértékét elsédlegesen a troponin C-hez (TnC) kot6ds Ca**
mennyisége hatarozza meg; fiziologias tartomanyban csaknem teljesen lineéris a kapcsolat
a log[Ca®]i és a kontrakci6s erd (~ TnC aktivalodas mértéke) kozott. Ujabb kisérleti
adatok szerint a kiils6 Ca®* ionok néhéany alternativ transzportmechanizmussal — fesziiltség
aktivalt [6], B-tipusu [7], ,,store operated” kalcium (SOC) és tranziens receptor potenciallal
rendelkezd (TRP) [8, 9], illetve hiperpolarizacié-aktivalt [10] csatornakon keresztiil is
beléphetnek a szivizomsejtekbe, de mai ismereteink alapjan e transzport utak szerepe az
SR Ca®* tartalmanak ([Ca*"]sr) , illetve a CaT nagysaganak beallitasaban limitalt.

Relaxacio: A sziv fiziologias (viszonylag gyors és teljes) relaxacidjanak alapveto feltétele
az aktivator Ca®* gyors disszociaci6ja a TnC-rél; ehhez viszont sziikséges a szisztolé soran
az extracellularis (EC) térb6l bearamlott, illetve az SR-bél felszabadult Ca** hasonléan
gyors és teljes eltavolitasa a citoszolbdl. Az eltavolitas sebességének markéans csokkenése
részleges relaxaciohoz, ez pedig elégtelen kamratel6déshez vezethet. Funkcionalis
egyenslyi allapotban a sejthél eltavolitott Ca** mennyisége meg kell, hogy egyezzen az
aktivacio soran a sejtbe bearamlé Ca®* mennyiségével, ellenkezd esetben a sejt kalciummal
tultelitédhet (Ca** overload), vagy elveszitheti Ca®* tartalméanak nagy részét. Az els6dleges
Ca”" eltavolité mechanizmus az alacsony affinitast, de nagy kapacitasi NCX ,,forward”
iranyl (Ca®*-eltavolitd) transzportaktivitasa. A kicserél6 — speciestl filggen — a bejuté +
felszabadulé Ca®* 3 - 47%-4t tavolitja el. Az egyensulyi allapot kialakulasanak hasonléan
kritikus feltétele az SR-bél el6zéleg felszabadult Ca** gyors visszajuttatasa az SR-be.
Ennek kizarlagos mechanizmusa az SR nagy kapacitast Ca**-ATPaz (SERCA2) pumpéja
altali aktiv transzport. A SERCA2 kell6 szintli aktivitasa létfontossagli az SR Ca®*
tartalmanak megdrzéséhez, ami alapfeltétele a kell6 nagysagu CaT kialakulaséanak. A Ca*
eltavolitas tovabbi mechanizmusa az SL szivizomsejtekben magas affinitasd, de alacsony
kapacitasi Ca®* pumpaja (PMCA). A mérések szerint a fiziologias NCX/PMCA
transzportfluxus-arany 37 °C-on nagy eml6sokben (nyul, kutya, ember) > 10, igy
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dsszességében a PMCA részesedése a teljes Ca®'; eltavolitasban < 5% [11]. Ennek
kdvetkeztében, jelen ismereteink szerint, a PMCA az NCX akut kiesését nem képes teljes
mértékben kompenzalni. Fontos megjegyezni, hogy csokkend [Ca®]i esetén az NCX
transzportsebessége meredeken csdkken [12]. llyenkor a PMCA valdészindleg hozzajarul a
végdiasztolés [Ca*']; ([Ca*']ip) finom beéllitasahoz. Ezenkiviill a PMCA rendkiviil fontos
szerepet jatszik tobb intracellularis Ca®* jelt szabéalyozésaban. Ezt a hipotézist latszik
igazolni a kilonb6zd szdvetekben taldlhat6 hasitasi (splice) variansok nagy szama (> 30).
A negyedik, a fiziolégias Ca?* ciklus szempontjabdl ugyancsak kevésbé jelentds Ca*
eltavolitd6 mechanizmus a Ca®* felvétele a mitokondriumokba, els6sorban azok Ca**
uniporterén keresztiil [13]. J6I m(ikod6 szivizomsejtekben a mitokondridlis [Ca®]
([Ca*Tmit) Valtozas valdszindileg csekély mértékd, és koveti a [Ca®*]; valtozasait. Fokozott
Ca®* felvételre csak szignifikansan megemelkedett [Ca®*]i (> 500 nM) esetén keriil sor [13],
ezaltal a mitokondriumok intenziv Ca** felvétele biztonsagi mechanizmust képez, mely
hatékony védelmet nyuijt a tranziens Ca*; tdltel6dés sejtkarosito hatasaival szemben.
Végezetiil, egy részleteiben még ismeretlen, velhetéen ugyancsak védé hatasu tranziens
Ca’" eltavolité mechanizmus lehet a Ca®* fokozott felvétele a sejtmag terébe [14].

A Ca®" eltavolit6 mechanizmusok kozétt folyamatos versengés van a Ca®*-ért; pillanatnyi
transzportaktivitasuk és relativ stlyuk az eltavolitasi folyamatban dinamikusan valtozik a
szivciklus alatt. A sziv egyenletes mechanikai aktivitdsdnak fenntartasahoz létfontossagu a
transz-szarkolemmalis és intracellularis Ca** transzportfluxusok preciz egyensulya.

Az egyensuly jelentés mértékd, vagy kronikus seriilése — amennyiben mértéke meghaladja
a funkcionélis valtozds (pl. szimpatikus aktivitdsfokozddas) fiziologias mertékét —
fokozatos Ca?*; tultel6déshez (ennek kovetkeztében meredeken emelkedd aritmia
készséghez, illetve sejtkarosodashoz és apoptdzishoz), vagy fokozatos intracellularis Ca®*
vesztéshez (ezéltal a sziv pumpafunkciojanak sulyos karosodasdhoz — szivelégtelenseg)
vezethet.

A szivizomsejtek afizioldgias (kisérletes) nyugalmi (nem kontrahalo) allapotaban az SR-
b6l kismértékd, de folyamatos Ca** szivargas figyelheté meg, annak Ca** csatornain (RyR)
keresztill. Ezzel parhuzamosan, kismértékd, de folyamatos Ca?* szivargas jon létre az EC
térbd| a citoplazmaba az SL Ca®* csatornain keresztiil. Mindkét folyamat fokozatos [Ca?'];
emelkedéshez vezetne. A , felesleges” Ca*; eltavolitasaért az eltavolité mechanizmusok,
elsGsorban az NCX és a SERCAZ2 versengnek; a szivargasi/eltavolitasi fluxusok kvantitativ
viszonyatél fiiggben az SR Ca**-mal telédik (hosszu tavon tultelédik; patkany), vagy
fokozatosan Ca?*-ot veszit (kutya, nydl, human). Fontos megjegyezni, hogy bér a szivargd
Ca”" aramok, amennyiben tdl nagy, patolégias mértéket érnek el, a Ca®*; haztartas sulyos
zavarahoz vezethetnek, a fenti ,,nyugalmi” allapot kisérletes beallitas kovetkezmeénye, a
szivizomsejteknek nem fiziologias allapota.

2.1.2. A Ca®* mozgasok szabalyozasanak alapelvei — az egyensuly feltételei

A sziv kontrakci6s-relaxacios ciklusa alatt végbemend intra-, és transzcellularis Ca**
mozgésok precizen szabalyozottak (részletekért: [4, 15-18]). A homeosztatikus szabalyozas
két legfontosabb komponense a trigger Ca?* bearamlas "lokalis feed-back” kontrollja és az
SR Ca’*-tartalmanak feed-back jelleg(i szabalyozésa (2. abra). Mindkét mechanizmus az
SL és az SR Ca”* fluxusainak dinamikus kélcsénhatéséan alapul.

A Ca®* bearamlas lokalis (szubmembran) autoregulaciéja. A sziv steady miikodése
esetén a sejtek egyetlen szivciklus alatti Ca®* felvétele megegyezik Ca** leadasukkal, azaz
atlagos Ca** tartalmuk nem valtozik. A szisztolé alatt bearamlé (trigger) Ca®* mennyisége
(Ica) fGleg az aktivalt LTC csatornak szamatol, valamint nyitott allapotuk valoszinlségétol
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(id6tartamétol) flgg. Az aktivalt LTC csatorndk szamét alapvetfen a transzmembran
potenciélvaltozasok hatarozzak meg es keveshé fligg az aktualis ionkoncentracidktol. Ezzel
szemben a csatornak nyitvatartasi valészintisége nagyon érzékeny a szubmembréan [Ca®*]
([Ca**Tsm) Valtozésaira. A csatornak nagyfok( [Ca®*]sm érzékenysége alapjén az egyensilyi
Ca’* bearamléast hatékony, a mindenkori CaT nagysagétél fiiggs lokalis (szubmembran)
negativ feed-back mechanizmus szabalyozza/korlatozza (2. abra: lc, — CaT interakcio).
Ha valamilyen okbél a Ca*; szint csokken, az SR Ca®" tartalma a csokkent visszavétel
(SERCAZ2 transzportaktivitas) miatt csokken. Ennek kovetkeztében a CaT amplitdddja
kisebb lesz — és ami még fontosabb — a [Ca®*Jsm is markansan csokken. A kisebb CaT miatt
csokken az NCX altal eltavolitott Ca** mennyisége, ugyanakkor a csokkents [Ca®]sm joval
kevésbé gatolja az LTCC-ket, ami nyitvatartasi valosziniiségik markans novekedésében
nyilvanul meg. Mivel mindkét folyamat Ca®* akkumuléaciéhoz vezet, a sejtek Ca**; tartalma

Bearamlas =  Kiaramlas Bearamlas # Kiaramlas
lea 11 r L
- IN cX g + + . - NCX

TRIGGER™.,

Ca-tranziens Ca-tranziens

1 2

Egyensulyi allapot “Kilritett” sejt

Bearamlas #  Kiaramlas Bearamlas =  Kiaramlas

. ICaT | . . ICa |
_ NCX NCX
v + .7 w0t + .7
TRIGGER™., TRIGGER™.,
R T4
Ca-tranziens Ca-tranziens

“Ujratoltés” alatt Egyensulyi allapot
fokozatosan né, amig ismét el nem éri az egyensulyi allapotot, ahol stabilizalodik.

2.4bra ACa’ bearamlas (LTCC) és az SR Ca®* tartalmanak szorosan csatolt lokalis autoregulécioja.

A kezdeti transzportegyensuly (1) megbomldsa esetén (pl. koffein alkalmazasat kdvet6 ,kitirilés” utan) a
Ca2+i tranziens és az I, kozti negativ feedback kovetkeztében az influx és efflux aranya eltolédik (2).

A moddosult transzportfluxusok fokozatosan helyredllitjak (3) az eredeti steady-state allapotot (4).

Az SR Ca*" tartalmanak autoregulacidja. Az SR Ca®* tartalma fontos szerepet jatszik az
ECC szabalyozasaban. Nagysaga elsésorban a [Ca®']; filggvénye, optimélis szintjét szintén
egy lokalis autoregulaciés mechanizmus stabilizdlja. Az SR Ca** tartalmat meghatarozé
legfébb tényezék: a Ca®* transzporterek (RyR, SERCAZ2) transzportaktivitésa, az
intraluminélis Ca®*-kotd fehérjék (pl. kalszekvesztrin) mennyisége, végil az [Ca®']i. A
[Ca®*]sr emelkedése a CaT amplitidé és id6tartam ndvekedéséhez vezet [15]; ennek fébb
hattérmechanizmusai: a RyR-ok luminalis felszinéhez kot6d6 Ca** megnoveli azok
nyitvatartasi valészin(iségét, méasrészt az SR-bél torténd Ca* felszabadulés hajtéereje is né
[16]. Fokozott Ca®* bearamlas 6nmagéaban csak tranziens emelkedést hoz létre az [Ca**]sr-
ben. Ezért a transz-szarkolemmalis Ca** fluxusok az SR Ca®* tartalmanak tart6s ndvelését
csak indirekt médon, a [Ca®']; tartés novelésén keresztill hozhatjak létre (lasd 1. abra: load
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Ca®"). Bér ez a tény els6 kozelitésben meglepének tiinik, ésszer(i magyarazatot adhat az SR
Ca’" leadasa és felvétele kdzotti szoros csatolas. Masrészt, a SR Ca’* tartalma erdsen fiigg
az atlagos [Ca’"]i-t6l. E szempontbdl a szisztolés és diasztolés Ca?*; koncentracioknak
([Ca*lis, [Ca®*lip), illetve a CaT id6tartamanak és Kinetikajanak egyarant alapvetd
jelentdsége van. Mivel a SERCA2 Ca?* felvételének hatésfoka a [Ca®']; emelkedésével
meredeken né, a [Ca®]; mérsékelt ndvekedése is markans [Ca®*]sr emelkedéshez vezet. Ha
pedig a [Ca*']; emelkedés tartés, az SR tultel6dik, ami az SR-bél fizioldgidsan minimalis
szint(i, spontan, inkoherens, lokélis Ca®" felszabadulasok (azaz Ca®* sparkok) drasztikus
fokozodasahoz, végsé soron aritmogén, aszinkron Ca** hullamok kialakulaséhoz vezethet.

Az SR Ca’* tartalmét optimalizalé és stabilizalé autoreguléaciés feedback mechanizmus a
SL Ca?* fluxusainak CaT-fiiggé modulacidjan alapul. Ennek alapelvét ugyancsak a 2. abra
demonstralja. A stimulacio leallitasa utan, 10 mM koffein oldat alkalmazasat kovetéen, az
SR Ca’* tartalma kiiriil. A citoszolba keriil6 Ca®* aktivalja a 1,gNCX transzportot, ami ezt
a Ca”-ot a sejthdl el is tavolitja. A koffein kimosasat és a periodikus stimulacié
ujrainditasat kovet6en az elsé CaT-ek a normalisnal joval kisebbek lesznek, hiszen az SR
Ca’* tartalma jelentdsen csokkent. A kisebb CaT miatt az NCX 4&ltal eltavolitott Ca®*
mennyisége is joval kevesebb, mint normal allapotban. Ezzel parhuzamosan, a markansan
alacsonyabb [Ca®*]sm miatt az LTC csatornak nyitvatartasi id6tartama né, ezért a Ca**
bearamlas nagyobb lesz. A két hatas egyiittesen a transz-szarkolemmalis fluxusok
egyenstlyanak tranziens felbomlasahoz, a [Ca®"]i emelkedéséhez, ez pedig a [Ca®']sr
emelkedéséhez vezet. Periodikus stimul4cié esetén a fokozatos [Ca**]sr novekedés
kovetkeztében a CaT amplitidéja, ezéltal a [Ca®"; is, fokozatosan emelkedik, ami a Ca?*
bearamlés csokkenéséhez, ezzel parhuzamosan a Ca?* eltavolitas ndvekedéséhez vezet. Ez
a korrekciés folyamat mindaddig tart, amig az SR Ca®" tartalma helyre nem &ll és a
transzmembran Ca?* fluxusok Gjra egyenstlyba nem keriilnek [4, 16]. A lokalis feedback
hatékonyan szabélyozza a Ca®*sg szintet, mivel annak kozvetlen érzékelésén alapul, mig az
alternativ mechanizmusok (pl. foszforilacio) hatékonysaga indirekt tényezdktdl is fugghet
(CAMP szint). A [Ca**]sr tartds, markans emelkedését tobb faktor is limitalja. A [Ca*]sr
novekedésével parhuzamosan a SERCA2 netté Ca** transzportja termodinamikai okokbol
fokozatosan csokken, a RyR2 receptorokon keresztill a Ca®* szivargas fokozatosan né. Ha
ez a szivargas nem tul jelentés, a SERCAZ2 elérheti termodinamikai egyensulyat, azaz a
forward és reverz fluxusok kiegyenlitédnek, a netté Ca** fluxus zérus lesz. Tovabbé, ha a
[Ca*"]sr elér egy adott, 4ltalaban igen magas kiiszobértéket, nemcsak szamos lokalizalt
Ca**spark jon létre, hanem azok 6sszeolvadasaval aszinkron Ca?* hullamok is kialakulnak.

A Ca?*; homeosztazis terhelés-adaptaciojanak alapelvei. Adott kamratel6dés (diasztolés
rosthossz) esetén a sziv kontrakcids erejét a [Ca’*]ip, és a CaT nagységa egyiittesen
hatarozza meg. ,,Dinamikus steady state” kdrlilmények kozott (azaz alland6 pulzusszam és
perctérfogat esetén) a Ca®* fluxusok egyenstlyban vannak, a transz-szarkolemmalis be- és
kidramlas, illetve az SR-bél felszabadul és oda visszapumpalt Ca®* mennyisége azonos. A
szivizom inotropigjanak fizioldgids adaptaciojat kilsé, autondom szignalok vezerlik;
hatékonysagukhoz nem sziikséges a [Ca’*]sr jelent6s valtozasa. A mechanikai terhelés
valtozasa esetén a kontrakcios er6 beat-to-beat adaptacidja féleg a CaT finomhangolasaval
torténik, a [Ca**]io, és az SR-bél felszabaduld Ca®* pulzus autoném, feed-forward jelleg
modulacidjaval. Fokozott fizikai terhelés soran a magasabb pulzusszam miatt megné a
nettd Ca®" bearamlés, ami a [Ca']ip, és a [Ca®*]sr egyidej(i emelkedéséhez vezet.

A [Ca*"]sr emelkedése noveli a CaT amplit(déjat, ezaltal a kontrakciés er6 is nagyobb
lesz. Ezzel parhuzamosan a Ca** eltavolitas is fokozodik. Végil Gj egyensulyi allapot
alakul ki, melynek jellemz6i a megemelkedett végdiasztolés [Ca*']i, a fokozott Ca**
felszabadulas az SR-b6l, és a nagyobb CaT és kontrakcids er6.
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2.1.3. Intracellularis Ca®* kompartmentek a szivben

,,Az elmllt néhany év soran azonban nyilvanvaléva valt, hogy az informéaciét a Ca** szignalok
frekvencidja és amplitddoja egyittesen tartalmazza, és a diszkrét (szignal)komponenseket az
intracellularis proteinek fejtik meg és forditjak le eltéré valaszokra.” (sajat forditas [19])

Fentiekhez hozzatehetjiik: tovabba lokalizaci6ja. A szivizomsejtek Ca®* homeosztazisanak
megértéséhez nélkiilozhetetlen az intracellularis Ca** kompartmentek jelentdségének
felismerése. Mind a Ca®* mozgasok, mind més Ca**-fuiggé folyamatok térben és idében
elkiléniilve, tobbszint(i interakcié keretében zajlanak. A Ca?*; hullam terjedését a belsd
membréanok moédositjak, igy hozzajarulnak lokalizalt intracellularis Ca®*; kompartmentek
(domeének/mikrodomenek) kialakulasahoz a citoszolban és a sejtorganellumokban. Bar
nyugalomban az atlagos [Ca*'] a citoszolban, a mitokondriumokban és a sejtmagban kozel
azonos, aktivaciot kovet6en nagysaguk eltéréen valtozik. A Ca®* haztartas komplexitasat (a
szabalyozo folyamatok hatékonysagat) dinamikusan valtozo kélcsdnhatasok is novelik.

A strukturalis és funkcionalis kompartmentek kapcsolata rendkivil sokrétd.

Citoszol: béar elvileg a citoplazmat kdzel homogén kompartmentnek szokas tekinteni, ez
szivizomsejtekben biztosan nem teljesil; valojaban rendkivil heterogén. Mivel a szivizom
nem lehet tartésan nyugalmi allapotban, a citoszol ionkoncentraciéi idében gyorsan és
jelent6sen véaltoznak. A térbeli ioneloszlasokra és az ionfluxusokra ugyancsak a folyamatos
valtozas jellemz6. Az eltér6 lokalizacioju, gyorsan valtozo aktivitasu transzportfolyamatok
kovetkeztében az ionmozgasok részleteinek és szabalyozasi mechanizmusainak korrekt
leirasahoz differencialis ioneloszlasokkal, azaz a citoszol elemi térfogataiban dinamikusan
valtozo ionszamokkal kellene szdmolni — ebben az értelemben a koncentracié klasszikus
fogalma hasznalhatatlan. Szivizomsejtekben valédi Ca?*;, Na';, stb. ionkoncentraciék nem
definialhatok; az értekezésben hasznalt [Ca®'];, [Na'];, [K']; kifejezés alatt minden esetben
kozelit6 atlagkoncentracio erteket kell érteni.

Szarkoplazmas retikulum (SR): a megbizhato ECC szempontjabdl az SR nélkilézhetetlen,
kitlintetett Ca®* raktar. Szerepét, miikddését és a [Ca®*]sr fizioldgias szabalyozasat az
el6z6ekben részletesen ismertettiik. Az SR tultélt6dése, illetve a RyR-ok korosan instabil
miikodése aritmiak kialakulasahoz [20], a [Ca*"]sr tartés csokkenése a pumpafunkci6
progressziv karosodasahoz, hosszabb tavon kronikus szivelégtelenséghez vezet [21].

A mitokondrium és a sejtmag tere: A mitokondriumok a sejt aktivacija soran gyors Ca**
felvételre képesek az SL, illetve méas membranok Ca** csatornai kdzelében kialakulé, igen
magas [Ca’*]-val rendelkezé mikrodoménekbdl; ezaltal megel8zik tal nagy Ca®*; szignalok
kialakulasat/terjedéset. Szignalformalé miikédesuk rendkivil fontos a kompartmentalizalt
sejtfunkciok preciz, hatékony szabalyozéasa szempontjabol. Ugyanakkor szelektiven magas
szignalok alakulnak ki az aktiv tertletek kozelében taldlhatd mitokondriumokban ; ennek
kovetkeztében azok aktivaldédnak; az oxidativ foszforilacié €s az ATP szintézis a megn6tt
lokalis sziikségletnek megfelel6en felgyorsul.

A mitokondriumok aktivalodasa, illetve a maghartya és nukleoplazma puffer kapacitasa
jelentdsen csillapitja a Ca®*; szignal sejtmag irany( terjedését. Ugyanakkor a sejtmag
raktaraiban tarolt Ca®* felszabaditasa a nukleoplazmaba magas lokalis [Ca®*]q Szignalt
generalhat, ami szubnukleéris doménekre sz(ikiilhet. A hipotetizalt Ca’*, raktarak kozé
sorolhatok a mag mikrovezikulumai, illetve a maghartya Dbetliremkedései a
nukleoplazmaba (nukleoplazmas retikulum). Az adatok szerint ciklikus ADP-riboz, IP3 és
a NADP" is képes Ca’" felszabadulast generalni a nukleoplazmaba, de e mechanizmusok
fiziologias szerepel/jelent6sege nem tisztazott [23].
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Egyéb intracellularis Ca®* kompartmentek: A szivizomsejtekben tovéabbi kisebb-nagyobb
Ca”" kompartmentek is talalhatok, melyek els6sorban az intracellularis Ca** jelutakhoz
kapcsolédnak. A Ca** mozgasok szempontjabél jelentdségiik kisebb, vagy nem kellden
tisztazott. Az elképzelések szerint a szfvizomsejtekben talalhaté két nagy Ca’* raktar, a
szarkoplazmés és endoplazmas retikulum (SR, ER) funkcionalisan jelentésen eltérd
kompartmenteket alkot. Mig az el6bbi feladata az ECC szabalyozédsa, utdbbi a
.housekeeping” és transzkripciés feladatokhoz sziikséges Ca®* forrast biztositja [24].

Domének, mikro/nanodomének: A kisérleti adatok alapjan a tradicionalisan hasznalt
kompartment fogalom lényeges kiegészitésre/bovitésre szorul. Bar a membrannal hatérolt,
onallo intracellularis terek jelent6sége vitathatatlan, egyre tobb adat szol amellett, hogy
ezeknél joval kisebb, membrénnal nem, vagy csak részben hatérolt térfogatok is nagyon
eltéréen viselkedhetnek — a sejteken belll szdmolni kell strukturalisan kevéssé, viszont
funkciondlisan jelent6sen elkilonilé terekkel és mikroterekkel (domének, mikrodomének).
A domén koncepcid lényegét a 3. abra szemlélteti.

ioncsatoma
‘ fliz=u™ % |!

h c talk” "l;’ \ szubszarkolemmmalis
hotspot”  _colds JCMOES bér
= mikrodomén
citoszal

" MCX
" NKA

M Ma csatoma
EHI Ca csatoma

“— mikrodomének

3. abra Példak (mikro)doménekre szivizomsejtekben. A szubszarkolemmalis tér a szarkolemma alatti 10-20
nm vastagsagu plazmaréteg, amelyben mind az atlagos, mind a lokalis ionkoncentracidk szignifikdnsan
kilonbdznek a citoszol ionkoncentraciditdl (pl. aktiv szivizomsejtben [Na'ly, > [Na‘l). A T-tubulusok
membrdanja és az SR membranja kozotti diadikus (restricted) térben (zold szinezés) a Ca” bearamlas (Ca
csatorna)) és felszabadulds (RyR) kévetkeztében a [Ca’'],, jelentésen magasabb a citoszolban mérhetd
[Ca®"]; értéknél. Aktiv ioncsatornak/-transzporterek kozelében az adott ion lokalis koncentraciéja magasabb
(hotspot), vagy alacsonyabb (coldspot) lehet, mint a szubmembran tér egyéb térfogataiban. Koexpresszid
kovetkeztében tdbb transzportfehérje egylttesen is kialakithat specidlis mikro/nanodomént, melyben
rendkiviil szoros kolcsdnhatés (crosstalk) johet létre az egyes transzporterek kozott (pl. a lokalis [Na']
vonatkozdsaban az ankirin-B altal kapcsolt NKA és NCX fehérjék kozott. Hasonld mikrodomént alkot az a
szubszarkolemmalis, eredetileg ,fuzzy” térként definidlt térfogat (barna szinezés), amely vélhetéen
jelent8sen étfed a diadikus térrel, és amelyen NCX, Ca és Na csatorndk, valamint RyR-ok osztoznak [25].

Ilyen, jol definialt domén az alabbiakban ismertetett szubmembran tér (amin beltl speciélis
funkcidval rendelkezé domének is azonosithatdk), de szamos tovabbi, specialis funkcidval
rendelkezé domént is lefrtak (pl. a Ca®" jelutakkal kapcsolatban: a mitokondriumok és az
SR kozott [26], preszinaptikus végzddésekben [27], stb.). Az intracellularis domeének
nagysaga rendkivil valtozé; esetenként, példaul egyetlen ioncsatorna és sz(ik kdrnyezete
esetén, talan még szemléletesebb nanodoménekrdl beszélni, hiszen ezek térfogata a 100 -
500 nm® tartomanyban van. Kivéaléan reprezentalja a domén/mikrodomén/nanodomén
koncepci6 kikeriilhetetlenségét a PMCA mar emlitett funkcionalis diverzitasa. Tébb Ca?*
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szignalut végso (kikapcsold) mechanizmusat képezve a PMCA kiemelkedd szerepet jatszik
a Ca®"; héztartas finomszabélyozésaban. Eml6s sejtekben a PMCAL izoform mellett
sejtspecifikus médon harom tovabbi izoform (PMCA2-4) expresszalddhat harmincnal tobb
hasitasi varidnssal. Bar makroszkopikus szinten az ¢sszes varians funkcioja azonos (u.m.
Ca®* eltavolitds), mikroszkopikus szinten, sejtspecifikus médon, mikrodoménekbe
rendez6dve, egyedi feladatokat vegeznek [28].

A szarkolemma szubmembran tere: A Ca®*; (és a tobbi ion) mozgasok szabélyozésa
szempontjabol a SL-t belllrdl hatarol6 ~ 20 nm mélységl intracelluléaris plazmaréteg
Kitlintetett szereppel rendelkezik, mivel a szubmembran tér iondsszetétele jelentésen eltér a
sejt belsd (bulk) térfogatanak 6sszetételétél. A membrantranszporterek ezt a teret ,,latjak”,
ezzel allnak szoros kapcsolatban, a transzportaktivitas szabalyozasaban fontos parameéterek
(membranpotencial, iongradiensek, stb.) aktualis értéke is a lokalis viszonyok fliggvénye
és nagymeértékben fuiggetlen az ,,atlagos” értékektdl (pl. becslések szerint szisztolé alatt a
[Ca®*]sm sokszorosa a [Ca*']is aktudlis értékének (3-10 UM vs. 0.8-1 uM) [29]. Fontos
hangsulyozni, hogy amint a 3. abra modellje is demonstralja, 6hmaga az SM tér is nagyon
heterogén — szadmtalan kisebb-nagyobb, funkcionalis szempontbol eltér§ szereppel
rendelkez6 mikro/nanodomen taldlhaté benne. Bar ma szubmembran térrél szinte csak az
SL vonatkozasaban beszélnek, hasonld terek léteznek a sejten belili, iontranszportereket
tartalmazd membrannal hatarolt struktarak — SR, mitokondriumok, sejtmag esetében is.

A T-tubulus és a diad: Bar a T-tubulus rendszer morfol6giailag az EC tér részét képezi,
tobb szempontbdl is 6nall6 domént alkot. Egyrészt iondsszetétele is eltér az intersticialis
folyadéktdl, mésrészt a tubulusmembranban a transzporterek szdma, eloszlasa és denzitasa
is kulonbozik az SL egyéb teruleteitdl (pl. az LTCC-k, NCX molekulak talnyomo része itt
talalhato [30, 31]. Ezért szerepe kritikus az ionfluxusok nagysaganak (AP, CICR), irdnyanak
(revinex VS. swalnex) €s aranyainak meghatarozasdban. A tubulusok SM terében 1évo
mikrodomének — a trigger LTC csatorndk és RyR receptorok alkotta ,,couplonok”-at (és
azok funkcionalis/strukturalis stabilitasat biztosito junctophilin-t, calsequestrin-t, triadint,
junctin-t) integralé diadok [32], valamint a NaV, NKA és NCX transzporterek alkotta
»fuzzy space”, melynek a legUjabb adatok szerint része a szivizomban még tisztazatlan
szerep(i (vazizomban a hosszu tavi Ca**-egyensulyt biztositd) ,,store operated Ca* entry”
(SOCE) csatornakomplex (CRAC: ORAIL + STIM1) [33], Kitlintetett szerepet jatszanak a
Ca’*i homeosztazishan. Tobb, a repolarizaci6ban szerepet jatsz6 K* csatorna (K;2.1)
ugyancsak predominansan itt talalhato. Fizioldgias jelentéséguket jol mutatja, hogy a
szivizomsejtek mikddése detubulaciét kdveten sulyosan, irreverzibilisen karosodik [34].

Metodikai nehézségek: A Ca?*-transzportfolyamatok nagymérték(i kompartmentalizaciéja
miatt a leggyakrabban alkalmazott, Ca®*-érzékeny fluoreszcens festékkel mért, ,atlagos
koncentraciot” tiikroz6 adatok, bar esetenként jol hasznalhatdk (pl. Ca®* terhelés mérése),
mind kevesebb (j informéciét szolgéltatnak. A moédszer sejtorganellumokra ([Ca?*]sr,
[Ca®*]mito) adaptalt valtozatai viszonylag megbizhatéan alkalmazhaték [35, 36], viszont a
mikro/nanodomének vizsgalatara kifejlesztett legtjabb technikak (membran kozeli (near
membrane) Ca”* festékek, teljes bels6 visszaverédésen alapuld (total internal reflectance
fluorescence, TIRF) modszer [37-39]. joval kevésbe kiforrottak, szamos elvi és gyakorlati
nehézséggel terheltek, tovabbd a mérési adatok interpretacidja is joval bizonytalanabb.
Ugyanez érvényes az indirekt mddszerekkel mért [40], illetve a szamitdgépes ,.in silico”
modellekbél szarmazd értékekre [41-43]. Meghbizhat6 technika, mely lehetéveé tenné egyedi
Ca®*; mozgasok/koncentraciok kvantitativ nyomon kovetését, nem &ll rendelkezésre. A
nehézségek mértékét jellemzi, hogy becslések szerint egy nyitott LTCC-t6l 10 nm
tavolsagra a [Ca**]sm mar kevesebb, mint 20%-a a csatornaban mérhetd értéknek [44].
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2.1.4. A Ca?* transzportfolyamatok [Na'];-, és [H']i-fliggése

A Ca?* transzportfluxusokra a szivizomsejt aktualis Na*; és H*; tartalma jelent6s modulalé hatést
fejt ki. Ennek oka lehet az adott ion direkt kdlcsonhatéasa egy transzporterrel (pl. a Na*; NCX gatlo
hatasa), vagy koncentraciovaltozasainak hatasa a transzport hajtoerejére (pl. a pH; csokkenés altal
indukalt [Na']; emelkedés okozta Ca** akkumulaci6 — a ,,NCX transzport aktivalodasaval).

[Na']i-fiiggés: A szivizomsejtekben nincsen a Ca* haztartashoz hasonloan preciz [Na'];
szabalyozas [45]. A mindenkori Na®; szint a bearamlé Na* fluxustdl és az eltavolitott Na*
mennyiségétdl fiigg. Fizioldgias korilmények kozott a Na* felvétel és eltavolitds mértéke
azonos, a nettd fluxus zérd. Egyetlen szivciklus alatt a citoszol Na™ tartalma alig valtozik,
mivel a bearamlé Na® mennyisége Kicsi és gyorsan eltavolitasra is keriill. A Na* felvétel
legfontosabb komponensei: a fesziiltségfiiggd Na® (Nay) csatornak, az NCX forward
aktivitasa, illetve acidozis soran a Na'/H" kicserélé (NHE). A Na'* felvételre nem jellemzé
a Ca®* felvételt precizen szabéalyozé autoregulacié, sem a szimpatikus aktivitasfokozodés
felvételt novel6 hatasa. Az eltavolitas elsGdleges effektora a Na'/K™ ATP-az (NKA), de
kéros kortilmények kézott megndhet a NCX transzport jelentésége is. A CICR-t a Ca®*
és Na" transzporttal az NCX aktivitasa koti 6ssze, ezaltal a Na™; valtozasok is részt vesznek
az ECC szabalyozasaban (lasd [25]). Egyetlen szivciklus soran a Na* bearamlas alatt a
Lfuzzy” térben kialakuld lokalis tranziens [Na']; novekedés is befolyasolhatja az NCX
aram (Incx) iranyat. Tobben megkisérelték a [Na']sm meghatarozasat a szubmembran
térben, de a magas, Na' bedramlas indukalt lokalis [Na'] kialakulasat nem sikeriilt
egyertelm(ien igazolni [46]. Sok kiserleti adat igazolja viszont, hogy hosszabb tavu valtozas
esetén a [Na']; emelkedés az Encx értékét negativ iranyba tolja és ezéltal a revlncx
aktivalasaval nett6 Ca®" felvételt general, ami [Ca**]sr emelkedéshez és nagyobb CaT
kialakulasahoz vezet. A depolarizacio alatt a e Incx aktivalodasa kovetkeztében megnott
Ca”" felvétel tovabbi trigger Ca**-ot biztosit a RyR-ok aktivalasara. Magas [Na']i, a revIncx
aktivalasaval 6nmagéaban is képes biztositani az SR Ca?* felszabaditdsahoz sziikséges
trigger Ca®* mennyiséget, bar az Ic, ezt sokkal jobb hatasfokkal teszi, azaz a trigger Ca**
biztositasa els6dlegesen az Ic, feladata, €s a revIncx aktivitasnak modulécios szerepe van.

A Na" transzport és a Ca*; haztartas kolcsonhatasénak részletei nem tisztazottak. Egyrészt
a CaT alatt a [Na']; valtozasok a SERCA2/NCX egyenslly befolyasolasaval modulaljak a
citoszol f6l6s Ca”" tartalménak eltavolitésat, és az SR Ca’* felvételét. Masrészt, az AP alatt
az NCX a CICR-hez is hozzajarulhat, mivel a AP spike fazis alatt, a Nay-ok kozelében
akkumulalodo Na*, az SL lokalis depolarizaciojaval egyiitt aktivalja a . NCX transzportot.
lgy a diadikus térbe Ca®* keriil. A bizonytalansag f6leg a Na" akkumuléci6val jellemezhet6
kompartment méretében van [47]. Bar valoszin(, hogy az nem a teljes citoszol, hanem a
Kiterjedt szubmembran tér kisebb-nagyobb, lokalizalt része, nem tisztazott, hogy ez egy
mikrodomén (,,fuzzy space™), vagy ennél is kisebb nanodomén (spot),amelyet csak néhany
membranprotein lat. A CICR, igy a kontraktilitds finomhangolasa, e mikro/nanodomének
Na® tartalmanak szabalyozasatél fiigg. Valodszinlileg vannak olyan szubmembran
térfogatok is, melyekben az NKA aktivitasa jelentds lokalis Na™ hianyt alakit Ki.

[H']i-fuggés, iszkémia/reperfizio: A pH; kismértékii valtozasa (csokkenése) jelentGsen
befolyasolja (altaldban gatolja) a sejtfolyamatok aktudlis sebességét (igy a szivizomsejtek
kontrakciojat is) ezért a pH; precizen szabalyozott. Normal pH; esetén valamennyi, a
regulacioban résztvevé transzporter (a Na'/H" (NHE1), CI/OH™ és CI'/HCO™ kicserélék,
valamint a Na+/HCO3- szimporter) aktivitasa igen alacsony [48], ezért a Ca** transzportra
gyakorolt hatasuk minimalis. Ez a hatds szignifikdnsan megné koros, a pH; markéans
véltozéasaval jaré allapotokban. Az, hogy az Ca®*; valtozasok mértéke és iranya milyen
nagy mertékben fligg a tobbi ionok szintvaltozasaitdl, legjobban talan iszkémia/reperfizid
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(I/R) soran figyelhetd meg. Az iszkémia-indukalt [Ca®']; emelkedés négy fontos forrasa
kézll hdrom kozvetleniil ionmozgasokhoz koétddik — a Ca*'; tlltel6déshez vezetd [Na'l;
emelkedés okai a fokozott bearamlas (NHE aktivalodas) és a csokkent eltavolitas (NKA
inaktivalddas); elGbbiben kulcsszerepet jatszik a fokozott H'; eltavolitas. Végiil a szintén
markans [Ca’]; emelkedéshez vezet6 SL depolarizéciéban kritikus szerepe van a K*
megndtt kidaramlasanak (K" csatornak) és csokkent felvételének (NKA inaktivacio).

2.2. Az intracellularis Ca®* valtozasok és az akci6s potencial repolarizacié kapcsolata

A sziv fiziologias miikodése és az akcids potencial repolarizacioja alapvetGen fiigg az SL K*
csatorndinak preciz, szinkronizalt mikodésétdl. E csatornak legtdbbje a pitvarokban és kamrakban
egyarant expresszalodik. A K* aramok hozzajarulnak a pacemaker aktivitashoz és a nyugalmi
potencial szabalyozasahoz, ezaltal markansan befolyasoljak az AP alakjat és id6tartamat. Izolalt
szivizomsejteken és szOvetpreparatumokon nyert kisérleti adatok és klinikai megfigyelések igazoljak
t6bb repolarizalé K* aramot general6 ioncsatorna [Ca®']; érzékenységét. Az aramok kozvetlen, a
csatornaprotein és a Ca®*; kélcsdnhatason, illetve kozvetett, a Ca®* jelutak aktivalasan alapul6
modulacidja fontos kdvetkezményekkel jar a szivizomsejtek elektrofizioldgiai paramétereire,
mechanikai teljesitményére és fiziol6gias adaptécidjara, ezért a Ca*; haztartas perturbacioi sulyos
szivm(ikodési zavarokhoz vezethetnek. A kévetkezékben 6sszefoglalom az AP kiilsé [Ca®*] ([Ca?'].)
fliggésével és a sejtszint(i antiaritmias védelem szempontjabdl kiemelkedd jelentéségui, altalunk is
vizsgalt, Ca?*;-érzékeny repolarizalé K* arammal (lx:), és az alacsony konduktanciaju Ca®*-
aktivalt K* (SK) csatornak maig megvalaszolatlan kérdéseivel kapcsolatos ismereteket.

2.2.1. Akulsé Ca** koncentréci6 hatasa az akcids potencial kinetikajara

Az AP mindenkori hosszat a befele, és a féleg az AP plat6 fazisaban aktiv, kifelé iranyulo
transzmembran aramok kozott kialakuld, precizen szabalyozott egyensuly hatarozza meg.
Szivizomsejtekben a [Ca*'], csokkenése nydijtja, emelkedése roviditi az AP-t [49, 50].
Hipokalcémia a korrigalt QT (QT.) intervallumot nyujtja, ezzel parhuzamosan az EAD-ok
gyakorisaganak fokozasaval drasztikusan noveli az aritmiak kialakulasi valészinlségét.

A hiperkalcémia markans, szintén aritmogén, QT. csokkenest hoz létre [51]. Hemodializalt
paciensekben, akikben a szérum [Ca®"] valtozd, egyértelmd, inverz kapcsolat van a QT
intervallum hossza (és az aritmiak gyakorisaga), és a szérum [Ca?*] kozott [49, 50, 52, 53].

Az APD [Ca?'].-fiiggésének hatterében a K* aramok extra- és intracellularis Ca®**
szintvaltozasokkal szembeni érzékenysege rejlik [54-56]. A depolarizacio soran bearamld
Ca®* mennyisége er6sen filgg a [Ca’]o-tol. I1zolalt sejtekb8l szarmazé adatok szerint
emelkedd [Ca?*], roviditi az AP-t és ndveli az LTC csatornak aramanak denzitasat, viszont
csokkent [Ca’*], esetén mind kamrai szivizomsejtekben [57-59], mind Purkinje rost
preparatumokban [60, 61] az I, amplitiddja csokkent és az APD megnyult, az Ic,,. gatlasa
a plato csokkenésehez es az AP roviduléséhez, Ic, L novelése a platé novekedéséhez és AP
megnyuléashoz vezetett. Fontos megjegyezni, hogy az AP Ca?*-érzékenysége ennél jéval
sszetettebb. Egyrészt, mert a Ca** haztartas kulcsszerepl6i kozotti kolcsdnhatasokat (pl.
a citoszol és SR [Ca*] valtozasait, illetve az NCX forward aktivitasanak Ca®*-fiiggését)
ugyancsak figyelembe kellene venni, masrészt, mivel a valtozasokhoz més Ca**-érzékeny
aramok, pl. hattér K* aramok is hozzajarulhatnak.

2.2.2. Az [Ca’")i szerepe a Ca**-érzékeny K* aramok szabalyozasaban

Tobb korai tanulmany igazolta a [Ca®"]i és a K* permeabilitas szoros korrelaci6jat a
szivizomban [62-65]. Kovetkeztetéseik szerint a K+ permeabilitas értéke valdszin(ileg
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[Ca®*)-filggs. Erre a hipotézisre az els6 kozvetlen bizonyitékot Purkinje rost
preparatumokon Isenberg [65], valamint Kass és Tsien [60] szolgaltattak. Az6ta szamtalan
tanulmany igazolta a kifelé iranyuld K* aramok szerepére az AP Ca**;-filggé véltozéasaiban,
de fiziol6gias koriillmények kozott is aktiv Ca’*-aktivalt K* csatornakat a legut6bbi idékig
(2008!") nem tudtak a szivizomsejtekben megbizhatdéan kimutatni, mivel a molekuléris
bioldgiai bizonyitékok ellenére, ellentmondasos mikddesuk és szokatlan farmakologiai
viselkedésuk (hidnyz6 apamin-érzékenység) kérdésesse tette funkcionalitisukat.

A kisérleti adatok szerint a miokardium K* csatornainak Ca®*-fiigg szabélyozasa harom
kilonb6z6, de egymastol nem teljesen fliggetlen mechanizmussal torténhet (4. abra).

2+ +
Ca H Na 2K
Szarkolemma {‘ Y i _[_. I _.\ /
\ Ca* Na*/K* \
pumpa | | NHE 1 ‘“‘_ pumpa ~
) TN 1/
Ca?-r H. 1’ 3Na.\

T-tubulus

Miofilamentum

4. 3bra ACa” iontranszporter szabalyozo6 szerepe: A névekvé [Ca2+1i gatolja az LTCC-k aktivitasat, viszont
kozvetlen, vagy kozvetett serkenté hatassal van néhany repolarizald K™ dramra, illetve a 7,yNCX aktivitasra.

A Ca® ionok kozvetlen hatdsa: Az Ca®*; kozvetlenill hat a K* csatornaproteinre és
médositja annak permeabilitasat. A kozvetlen szabalyozés jellemz6 példaja az Ixi; a Ca®*
ionok fesziiltségfiiggé gatlo hatasa blokkolja a K* kiaramlast. Ennek kovetkeztében a
csatorna befelé egyeniranyitd karakterisztikat mutat [62-64].

Kalmodulin-fliggé regulacié: A kalmodulin (CaM) &ltalanosan expresszalodo, kisméretd,
(16,7 kD) Ca®*-kétd protein, négy kotéhellyel. Két homolég doménijét flexibilis régié koti
ossze, mely Ca** felvételt kdvetden erds kotés kialakulasat biztositja a CaM molekula és
szamos célprotein kdzott. Mivel a szabdlyozandd proteinek tébbsége nem képes kozvetlen
Ca®* kotésre, a CaM intracellularis Ca®* szenzorként miikodve kulcsszerepet jatszik az
intracellularis Ca* jelatvitelben. J6 néhéany, szivben eléfordulé (Na*, Ca?*, K*) ioncsatorna
modulacitja azok CaM kétShelyein, Ca?*-kalmodulin mechanizmussal torténik. CaM-
fliggd szabalyozas felel6s tobbek kézott az SK csatornak [66], illetve a késOi egyeniranyito
K* &ram lasst komponensének (Ixs) [Ca?'];, filgg6 aktivaci6jaért is [59, 67-70].
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Kozvetett szabalyozds a Ca**-CaM-CaMKII jelGton keresztiil: A CaMKIl enzim egy
multifunkcionalis szerin-treonin proteinkinaz, amely az [Ca']; emelkedés hatasara szamos
target proteint foszforilalhat. Négy izoformja kozil szivben a & izoform expresszalddik
jelentds mennyiségben. Dodekamer strukturaba szervezddik, melynek Kkiils6 felszinén
talalhatok a katalitikus domének. Ca?*/CaM komplex hianyaban a legtobb (de nem &sszes)
CaMKII a katalitikus domének autoinhibicidja kdvetkeztében inaktiv [71]. A CaM kinazok
autofoszforilaciéja az enzim Ca®/CaM affinitasanak kozel 1000-szeres novekedését
indukélja (CaM trapping) és megnyujtja aktiv allapotanak id6tartamat. A kialakult
“autonom” aktivitas tovabb noveli az aktiv allapot élettartamat, amely igy a CaM
disszociacidjat kovetben is megmarad. Ezért a CaMKII aktivalt allapotanak id6tartama
joval hosszabb lehet az CaT id6tartamanal. Az enzim foszforilacidja a 305 és 306 treonin
csoportoknal gatolja a CaM-kotést és csokkenti az enzim aktivitasat [72]. Ca®* tavollétében
a reaktiv oxigén species (ROS) is képes az enzim aktivalasara [73]. Az AP morfol6gidja is
fontos szerepet jatszik a CaMKII aktivacioban. Megnyult APD vagy magas szivfrekvencia
tulaktivalhatja az enzimet [74, 75], ami tovabb fokozhatja az APD megnyulasat [76].
Szivizomsejtekben a CaMKII aktivitasat izoformjainak eloszlasa és intracelluléris
lokalizacidja, valamint kérnyezetének foszfataz aktivitasa is befolyasolja. A szarkolemma
Nay csatornain, és szémos a Ca’*-haztartasban résztvevd proteinen (pl: az LTCC
porusformald és B alegységei, foszfolemman (PLM), RyR, SERCA2) kivil a CaMKII
néhany, a szarkolemmaban talalhatd fesziiltségfilggé K* (Ky) csatornat is foszforilalhat.

2.2.3. Arepolarizalé K* aramok Ca®*i-fliggé modulécidja

A befelé egyeniranyitdo K™ aram (lxy): Az Ik a Kir2 csatorna alcsalad tagjainak (Kir2.1,
Kir2.2, kismértékben a Kir2.3) aramintegralja. A tébbi Ky arammal (lio1, lkur, lkr, Iks)
ellentétben, aram-fesziltség (I-V) fliggvénye nagyobb inward, mint outward konduktanciat
mutat, aminek oka az lx; depolarizacié-indukalt, fesziltségfiiggd, intracellularis blokadja,
amelyet kationok (Mg”*, Ca**) és poliaminok (pl. spermidin, spermin) hoznak létre [64]. -
30 mV-nal magasabb membranpotencidl mellett amplitiddja a kamrdban nulla kozeli
szintre csokken, de a pitvarban nem [77]. Az lx; konduktancia AP platé fazis alatti
csokkenése az |-V fliggvényre a -20 — -60 mV potencialtartomanyaban jellemzd negativ
meredekség kévetkezménye, melyet a Kir2 csatornak fent emlitett blokadja (Ca**, Mg** és
poliaminok) hoz létre, ami kialakitja a stilyos K* vesztés megakadalyozasa szempontjabol
nagy jelentGségl, a platd fazisra jellemz6 alacsony K* konduktanciat. A befelé
egyeniranyito karakterisztika ellenére az I, fizioldgias korilmények kdzott outward aram
(reverzal potencial: -80 mV). Az Ix; a plato fazis végén aktivalddik [77] és a terminalis
repolarizacio alatt folyamatosan n6. A Kir2 csatorndk minden kamrai és pitvari sejtben
nagy szamban expresszalédnak. Az aram nagy tengerimalac, nyul és kutya, viszonylag
gyenge human szivizomsejtekben [78]. Aramsiirlisége az emldsfajok tobbségében — igy
tengerimalacban és kutyaban is — nagyobb a kamrai, mint a pitvari szévetben, de kozel
ugyanakkora az epi-, endo-, és midmiokardialis sejtekben [79]. Denzitasa alacsony nodalis
szOvetben, ahol diasztolé alatt a membran depolarizaltabb, mint munkaizomrostokban [79].
Az dram amplitdojat katecholaminok PKA- vagy PKC-fuiggé foszforilacioval csdkkentik
[80, 81]. PIP2 direkt mddon és mas regulatorok kofaktoraként is aktivalja [82]. Koleszterol
és tirozinkinaz aktivacio downregulalja a Kir2.1 csatornékat [83].

Az Iy Ca?*-fiiggése: Az I, Ca?*-érzékenysége ismert, de az 4ram iranyéra és a modulator
hatds részleteire vonatkozé irodalmi adatok ellentmondésosak. Az [Ca®]i emelkedés
kozvetlen hatasa a Kir2 csatornak mérsékelt, feszuiltségfiiggd gatlasa. Mivel a [Ca®*]; direkt
hatésan kiviil az Iki-et tobb indirekt, [Ca®*]i-fliggé mechanizmus is szabalyozhatja (PKC
vagy Ca**/CaMKIl), az lx; valtozas az aktualis kisérleti feltételektdl fiigg6en egyarant
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lehet gétlas vagy aktivacio. Néhany esetben az Ik, [Ca*']; emelkedés hatasara csokkent [63,
84, 85]. de ezek az eredmények afiziologias korulmények kozott sziilettek. Zaza és mts. [86]
tengerimalac kamrai szivizomsejteken végzett, a fizioldgias viszonyokat jobban kdzelit6
vizsgélataikbol arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a [Ca*']sm tranziens emelkedése a
platé fazis alatt jelentds szerepet jatszhat a csatorna befelé egyeniranyitd viselkedéseben.
Egy masik, hasonlo vizsgalatban szivelégtelen patkanybodl izolalt kamrai sejtekben Iy
csokkenést figyelték meg [80], ezt az SR-b6l diasztolé alatt szivargdé Ca®* &ltal megemelt
[Ca?*]; gatl6 hatasanak tulajdonitottak. Tébb vizsgéalatban a létrehozott [Ca?*]; emelkedés
lc; novekedést indukalt. 1zolalt Purkinje rostokban a [Ca®'], emelése nemcsak a platé
potenciélt, hanem az Ix;-et is novelte [60]. Mindkét valtozas hozzajarult a megfigyelt APD
rovidiléshez. Birka Purkinje rostban CaCl, hatdsara a "pacemaker farok aram" mindkeét
konduktancia komponense (gk1 €S gkz) megnétt, illetve mindketté csokkent vagy eltdint
EGTA alkalmazasat kovetben [65]. Az Ik, Ca’*-aktivalt novekedését igazoltak azok a
mérések is, amelyekkel a metabolikus stressz indukalt APD rovidiilés mechanizmusat
vizsgaltak. Az APD rdvidilést tartds hipoxia alatt altalaban Katp csatornak aktivaciojanak
tulajdonitottak [87], csakhogy az APD rdvidilés joval az Ixatp aktivalddasa el6tt Iétrejon.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a korai APD rovidulésért nem az lxate, hanem egy masik
ionaram felelGs [88-90]. Az egyik lehetdseg az ki ndvekedése volt. Ruiz-Petrich és mts. [88]
nyul szivben igazoltak, hogy a hipoxia alatti repolarizacio gyorsulas és korai AP rovidulés
Ba**-érzékeny. Tengerimalac szivizomsejtekben végzett vizsgalatok igazoltak, hogy tartos
metabolikus gatlas alatt markans, lx;-szer(, inward egyeniranyitd K* aram aktivalodik [91].
Piao és munkatérsai leirtak, hogy cianiddal kezelt vagy hipoxias egér szivizomsejtekben az
I, ndvekedése megeldzhets a [Ca']; pufferelésével, ugyanakkor Ca®*-mentes oldatban a
cianid 6nmagaban is létrehozta az Ix; ndvekedést [92]. Ezt az emelkedést az SR Ca?*-
felszabaditasanak gétlasa, vagy Ca®* tartalmanak kitritése eltiintette. Transzgenikus, Ix:
KO egerekben az APD-t cianid, glibenklamid, és Ba®* sem befolyasolta. Hasonlé
eredményeket kaptak erekbdl és tiid6bdl izolalt simaizomsejteken [93, 94].

Funkcidi: Szivizomsejtekben az Ix; 6sszetett funkcioval rendelkezik. Kdzel szelektiv Ix;
gatlads megnyujtja az AP-t, elsésorban annak terminalis fazisaban [95]. Az AP nyUjtd hatés
pitvarszovetben kisebb, mint kamraszdvetben. Az Ik; a termindlis repolarizacio, s ezaltal a
repolarizacios rezerv egyik kritikus komponense [96], f6leg kamrai szivizomsejtekben, ahol
denzitdsa magasabb, mint a pitvarsejtekben [77]. Elméletileg az Ixs modulacidja a
diasztolés [Ca®'];, vagy a szisztolé alatti dinamikus [Ca®']; véltozésok altal kozvetlen
kapcsolatot képezhet a [Ca’']; haztartas és a repolarizacié adaptacidja kozétt. Egy ilyen
kapcsolatnak fontos kovetkezményei lennének a fiziolégias és patolégias [Ca®'];
tartomanyban is. Mivel az lx; nagysdga markansan befolyasolja a termindlis repolarizacio
sebességét, Ca**-fliggé modulacidja esszencialis komponense lehetne a szivizom fokozott
szimpatikus aktivitas-fliggd adaptaciojanak. A feltételezés jogosnak tlinik, mivel igazoltak
a szivfrekvencia-novekedés, és Ca** bearamlés indukalt, fiziolégias [Ca®']; emelkedés Ik
novel6 hatasat. Ez a ndvekedes lehet, legalébbis részben, az oka a frekvenciafliggd APD
révidilésnek, amely fokozza a Ca®" eltavolitas hatékonysagét, s ezaltal felgyorsitja a
repolarizéciot. A szivizomsejtek erdsen negativ nyugalmi potencialjanak fenntartasaban is
az lxa a kulcstéenyez6. A nyugalmi potencial bedllitasaban jatszott kritikus szerepét
bizonyitja, hogy reverz potencialja kozel -80 mV [77], és inward konduktancidja a
hiperpolarizacié fokozddasaval né. A [Ca*']; gyors emelkedése, melyet &ltalaban az revInex
aktivacidja hoz létre (pl. a posztiszkémias reperfzi6 korai fazisaban), sziikségszer(ien egy
diasztolés inward aramot (l;) is indukal, tovabba az aritmia hajlamot jelent6sen fokozd
membrandepolarizaciéhoz vezethet. llyenkor a Ca®*-indukalt I, névekedés altal indukalt
membranellenallas csokkenés rendkivil hatékony védelmi mechanizmusként szolgalhat,
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mivel részben kompenzélja az l; depolarizdlé hatasat, valamint a nyugalmi potencial
stabilizalasaval csokkenti az aritmidk kialakulasi valdszin(iségét. Ugyanakkor, mivel
normal korilmények kozott a diasztolés fazisban az Ix; konduktanciaja kicsi, a Kir
csatornak tovabbi funkciodja, hogy az AP terjedése soran a transzmembran aram szamara
biztositsak a biztonsdgos membrandepolarizacidhoz sziikséges bemeneti ellenallast [97].

A tranziens kifelé iranyulé aram (ly): Az li, két killonbozo aram (los és liz) integrélja.
Mindkét dram nelkuldzhetetlen szerepet jatszik az AP korai repolarizacidjaban [98]. Az
els6 (l1) 4-aminopiridin (4-AP) érzékeny K* aram. A masodik (li) 4-AP-re érzéketlen
Cl- 4ram, viszont [Ca®']; emelkedés aktivalja. Bar az li,; @ Ca**-ra érzékenyebb, az lio; is
jelent6s Ca?*-fiiggést mutat [99, 100]. Az Iy gyorsan aktivalodik és inaktivalodik (-30 mV-
nal 1-2, illetve 5-10 ms alatt). Négy csatornafehérjéhez kothetd, melyek kozil a Kv4.1,
Kv4.2, és Kv4.3 homolog szerkezetliek, a Kv1.4 strukturalisan és funkcionalisan is
kilonbdz6. Kutya és human szivben a Kv4.3 és a Kv4.2, nydlban Kv1.4 az els6dleges
komponens. Az |, denzitasa alacsonyabb endo-, mint epi- és midmiokardialis régidkban,
de Purkinje rostokban és pitvarban is jelent6s. Az aram tobb jeliton keresztil modulalhaté
[101, 102]. A Kv4.3 csatorna jelentds [Ca®']; érzékenységet mutat, a szabalyozas CaMKI|I-
fliggd [103, 104]. Ennek alapjan felvetették, hogy a CaMKII talmiikédés hozzajarulhat az
elektromos remodelinghez a pitvarfibrillacié korai fazisaban. Alacsony [Ca®*]i mellett az
inaktivaci6 CaMKII-indukalt lassuldsa kizarolag a CaMKIl-ra érzékenyebb Kv4.3
csatornakra jellemzg, és a Kv4.2 csatorndk inaktivacioja CaMKII-fiiggetlen, csak magas,
vagy tranziens [Ca®']; emelkedés lassitja. Az eltérés oka, hogy bar mindketts CaMKII-
érzékeny, a Kv4.2 protein foszforilaciéjahoz magas [Ca®']; szilkséges, a Kv4.3 protein
viszont nem mutatja ezt a fliggést. Szelektiv li,; gatldszer hidnyaban az aram szerepe az AP
alakitasaban nehezen vizsgéalhatd, ezért az AP morfoldgiéra, [Ca*']i-tranziensekre (CaT) és
kontraktilitdsra gyakorolt species-fligg6, komplex hataséara vonatkozé kisérleti eredmények
ellentmondasosak. Az elérhetd irodalmi adatok alapjan ugy tlnik, az l,; nagysaga és
id6tartama jelent6s befolyast gyakorol az AP-ra (leginkabb a platd fazis kinetikajara),
ennek kovetkeztében az APD-re és Ca®'; héztartasra is. Mivel a legfontosabb Ca**
transzporterek fesziiltségfiiggbek, az AP kinetikajanak l;-indukalt valtozasai kdzvetlenil
modulaljak a Ica. €s Incx nagysagat, illetve ezeken keresztiil kozvetve befolyasoljak az
EC-csatolas mértékét és a sziv kontraktilitasat. Kutya Purkinje rostokban az ly,; gatlasa
szignifikansan roviditette az AP-t és fokozta a sejtrovidilést [105, 106], de kamrasejtekben
alig volt AP rovidité hatasa [107]). Hasonld eredményt kaptak tengerimalacban [108];
patkany és nydl kamrai sejtekben az lg; géatlas AP-megnyulassal, a Ca** bearamlés
fokozasavalleltavolitasanak csokkenésével jart [100-111], igazolva, hogy a Ca*'
transzporterek aktivitasanak lioi-fliggé modulacidja névelheti a Ca®* felvételt. Ha a
[Ca’|sr csokken vagy az ECC hatékonysaga romlik, ez a hatds a sziv kontraktilitasat
fokozé kompenzacios mechanizmusként értelmezheté. Az aram markans gatldsa fokozott
Ca®* bearamlast, s igy Ca®* tlltel6dést okozhat, ami a Ca**-fiiggé szignalmechanizmusok
talaktivaciojahoz, fokozott aritmiahajlamhoz, K* csatorna downregulacioéhoz, abnormalis
remodelinghez és hipertréfidhoz vezet. Ugyanakkor az interakcié kélcsénos, a Ca®* ciklus
fokozott aktivalasa az li,; leépilésével jar [112]. A gatlas tovabbi kovetkezménye, hogy az
AP platd emelkedése befolyasolhatja a platd fazisban aktivalodd csatornak kapuzasi
Kinetikajat és az ionokra hat6 mozgatderbket; ezek a valtozadsok az AP alakjan kivil a
repolarizacios rezerv mértéket is valtoztathatjak. Mivel az Iy, gatlas AP hatasa nagyrészt
indirekt, fugg a tobbi feszlltsegfliggd ioncsatorndt modulald hatasoktol, a speciestdl és a
szOvettipustol is [113-116]. Sajat adataink szerint kutya epikardialis preparatumban az I
gatlasa nyujtotta az AP-t, és ez a hatas fokozddott, ha a repolarizacios rezervet dofetilid
kezeléssel jelent6sen meggyengitettlk [117].
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A tobbi repolarizalé K* aram Ca?*-fiiggése: Ellentétben az el6zéekben targyalt K*
aramokkal, a tobbi repolarizalé K* &aram jéval gyengébb Ca*i-fiiggést mutat, amelynek
mértéke, iranya es szerepe az irodalmi adatok tikrében sokszor bizonytalan. A késéi
egyeniranyitd K* aram gyors komponensének (lx;) nagysagat a [Ca®']; valtozasai alig
befolyasoljak, ugyanakkor az aram érzékeny a [Ca®'], valtozasaira. [Ca’*], emelkedés a
csatornakomplex aktivacios gorbéjének feszultségfliggeset pozitiv irdnyba tolja [118]. A
kés6i egyeniranyitd K™ aram lassi komponensének (Iks) fesziiltségfiiggs kapuzasa CaM-
moduldlt [59, 67-70]. A CaM a csatornakomplex KCNQL1 egysegehez kotddik [119, 120].
Ugyancsak CaM sziikséges a csatorna sejtfelszinre migracidjahoz és CaM kozvetiti az Ixs
Ca”*-fliggé moduléciojat is. Amennyiben ez az kapcsolat megszakad, az Ixs inaktivalodik
[121]. Tengerimalac [122] és nyul [123] nodalis sejtjeiben a CaM kdzremdkddik a funny
aram (I5) Ca**-fliggd szabalyozaséaban is.

2.2.4. A hianyzo/nem mikodé/talan mégis mikodo direkt kapcsolat — a sziv
alacsony konduktanciaji Ca**-aktivalt kalium (SK) csatornai

Ca”*-aktivalt K* csatornak szamos sejttipusban expresszalodnak, s mivel a Ca*; haztartas
és membranpotencial kdzott kozvetlen kapcsolatot biztositanak, kiemelkedd szerepik van
simaizmokban és neuronokban is a K* konduktancia optimalizalasaban. Szivizomsejtekben
— meglepé mddon — sem jelenlétiik, sem fizioldgias aktivitasuk mértéke nem tisztazott. A
korai vizsgalatokban soha nem talaltak bizonyitékot SK csatorndk jelenlétére a szivben
[124, 125]. Ujabb, molekuléris biolégiai vizsgéalatok szerint expressziojuk val6szintinek
tlnik, de az expresszalt csatornak fiziologias aktivitdsnak igazolasat celzo funkcionalis
tesztek ellentmondé eredményeket szolgéltattak. Az alacsony konduktanciaju Ca?*-fiiggé
K" aram (lsk) tobb kozeli rokon csatorna (Kca2.1, KCa2.2, KCa2.3 és KCa3.1) daramanak
dsszege [126-128]. A BK csatornakkal ellentétben, melyeket a [Ca®']; és depolarizacid
egyarant aktival, az SK csatornak fesziltségvaltozasra nem érzékenyek, és csak alacsony
[Ca®*]i (< 1 puM) esetén aktivalodnak. A csatornacsalad analég szerkezet(i tobbi tagjat
(Kead.1, Kcad.2, Kca5.1) eredetileg szintén Ca®'-aktivaltnak gondoltak, de djabb
vizsgalatok szerint csak a bels6 Na*, CI', és OH" koncentraciokra érzékenyek, a [Ca*'];
valtozasokra nem. A sziv K¢, csatorndinak megoszlasarol es fobb tulajdonsagairdl keves,
de ellentmondé informacié érheté el. Az SK csatornék a [Ca®*]; valtozasat kalmodulinon
(CaM) keresztil érzékelik. A CaM kotdik a C-terminalis régié CaM-koété6 doménjéhez
(CaMBD) [128-131]. A CaM a csatorna kapuzasan Kivil annak 6sszeszerelésében és
szarkolemmaba mozgatasaban is szerepet jatszik [132]. Az SK csatornak pérusa négy CaM-
kotd szekvenciat tartalmaz, melyek konstitutiv médon négy CaM molekulat kéthetnek. A
pérus a négy Ca** ion [Ca?*]i emelkedéssel indukalt kotddését kovetsen nyilik [133].

Van? Nincs? Kisérleti eredmények: Vizsgalataink idején (2008) a szivizomsejtek SK
csatornairol elérhet6 adatok szinte kizarélag Chiamvimonvat laboratériumabdl szarmaztak.
Ok a szivben molekuléris biologiai eszkdzokkel azonositottak egy SK2 izoformot [134],
melynek eloszlasa jelent6s regionalis kilonbségeket mutatott; ezek a csatornak elsésorban
a pitvarban expresszalodtak. Szintén 6k szdmoltak be egér pitvarbdl és kamrabdl izolalt
SK1/SK3 csatornaizoformok klonozasarol is [132], egy kés6bbi munkajukban [135] pedig
leirtdk, hogy az SK2 csatornék fizikailag nem kapcsolédnak az LTCC-khez, hanem egy
citoszkeleton fehérjéhez, alfa-aktinin2-h6z kotve kolokalizalodnak. Ugyancsak kimutattak
SK csatorndk expressziojat eger AV-nodalis szOvetben [136]. Adataik valoszindsitik
méréseket is végeztek, melyekben egér és human szivizomsejtekben is igazoltak az
apamin-szenzitiv (AS) Ca’*-aktivalt K* aram (lxs.as) aktivitasat [134]. Egy kés6bbi
munkajukban genetikailag modositott (SK2 null-muténs vagy tulexpresszalt) modellekben
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AV-diszfunkciét mutato fenotipusokat kaptak. Az SK2 csatorna tulexpresszidja az AV-
csomo spontan akcios potencialjainak rovidiléséhez és frekvenciajuk novekedéséhez,
ablacioja ezekkel ellentétes valtozasokhoz vezetett. Patch clamp mérésekben heterozigota
és homozigéta null-mutéans egerekbdl izolalt pitvari szivizomsejtekben, els6sorban a
repolarizacio késoi fazisaban, az AP drasztikus megnyulésat figyeltéek meg [137].

A pitvarfibrillacié (AF) sikeresen indukalhato volt a null-mutans, de nem a vad tipusd
egerekben. Kamrafibrillaciot (VF) egyik csoportban sem talaltak. Kovetkeztetéseik szerint
pitvarszdvetben az lks.as joval nagyobb, mint kamraszdvetben, és markansan befolyésolja
az AP repolarizacios profiljat, ezert modulatorai képesek lehetnek a pitvari AP szelektiv
modositésara, ezért a pitvari SK csatornak AF betegekben Uj farmakoldgiai célpontot
jelenthetnek a pitvari AP és kontrakcio, illetve az AV atvezetés befolyasoldsa céljabdl.
Mivel a KO egerekben lassult a repolarizacio, azt is megjosoltak, hogy az SK csatornak
géatlasa rendellenes excitacidt okoz és fokozza a pitvar aritmia-erzékenységét. Mas szerz6k
adatai azonban ellentmondanak ennek az interpretacionak [124]. Tachycardia-indukalt
szivelégtelenség modellen a [Ca®*]; és a membranpotencial egyidej(i meghatarozésaval
végzett optikai mapping vizsgélatokbdl Chiamvimonvat és mts. arra kdvetkeztettek, hogy a
szivelégtelen sejtekben megfigyelt APD rovidilésért szintén az AS-SK csatornédk felel6sek
[138]. 1 uM apamin alkalmazasat kovetben a rekurrens spontan kamrafibrillacié (SVF) a
HF csoportban megsz(nt, az APD megn6tt, kontroll allatokban viszont az apamin kezelés
nem befolyasolta az APD-t. Patch clamp mérésekkel azt is kimutattadk, hogy szivelégtelen
kamrai szivizomsejtekben az Ixs.as denzitasa megné, a Ca®* vélaszgorbe balra tolédik, ami
az 4ram fokozott Ca®*-érzékenységét mutatja. Ugy vélték, hogy a csatorna upregulacija
szivelégtelenségben az APD rovidiléséhez és rekurrens SVF kialakulasahoz vezethet.

A sziv SK csatornainak szerepére es jelent6ségére vonatkozéan még ma is nehéz biztosat
mondani. EIméletileg szereplik fontos lehet, mivel kdzvetlen kapcsolatot jelenthetnek az
AP repolarizéci6ja és a Ca*" héaztartas kozétt. A mérési adatok alapjan gy tiinhet, hogy
mig a neuronalis K¢, csatornék feladata az utéhiperpolarizacio kialakitasa, a szivben az SK
csatornak inkabb a repolarizacié megerGsitésében jatszanak szerepet, kilondsen magas
[Ca®*);i esetén; végsd soron ez a kapcsolat a szivfrekvencia aktivitas-indukalt moduléci6jat
eredményezhetné. Vizsgalataink idépontjaban (2008) az elérhetd kisérleti adatok tulnyomé
részben egyetlen laboratériumbdl szarmaztak, ezért mindenképpen indokoltnak tiint
ellendrzésiuk, kaléndsen mivel Chiamvimonvat és mts kisérleti adatai ellentmondtak a
széles korben elfogadott repolarizacios rezerv hipotézisnek.

2.3. Asziv Na'/Ca* kicseréléje (NCX1)

Ringer [139], valamint Daly és Clark [140] békasziven végzett munkai igazoltdk, hogy a sziv
kontrakcids ereje a [Ca?'], emelkedésével és a [Na'], csokkenésével aranyosan fokozédik, Von
Wilbrandt és Koller [141] pedig arra kovetkeztettek, hogy a kontrakcid nagysagat a kils6
ionkoncentraciok aranya hatarozza meg. A transzport hattérmechanizmusara felallitott hipotézis
[142] szerint a két ion verseng a membrantranszporter kotShelyéért. A késdbbi kisérletek [143]
igazoltak, hogy a szivben egy Na*-fiiggd Ca”*-felvevé transzportmechanizmus mikédik.

2.3.1. Az NCX1 molekularis bioldgiaja

Az emldsokben expresszalt Na*/Ca®* kicseréld a sok elembél &ll6 Ca**/CA szupercsalad
tagja. Els6dleges feladata a transzmembran Ca®* fluxusok szabalyozasa. A Ca** transzport
irdnya reverzibilis, a pillanatnyi iongradiensek és az aktualis membranpotencial fliggvénye.
Ennek kovetkeztében, bar az NCX alapvetd feladata a Ca* eltavolitasa a sejtbdl (forward
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transzport méd), adott koriilmények kozétt forditott iranyd, Ca®* akkumulalé aktivitasa
(reverz transzport méd) szignifikansan hozzajarulhat a citoszol Ca** tultel6déséhez.

A Ca**/CA szupercsalad SLC 8 4ga tartalmazza az eml6sokban expresszalddé harom NCX
izoform varianst, melyeket egy-egy gén kddol. Az altalanosan el6fordulé NCX1 izoform
nagy mennyiségben expresszalodik a szivben, agyban és vesében, az NCX2 elsésorban az
agyban, az NCX3 vazizomban és agyban. Poszt-transzkripcios szinten legalabb 12 NCX1
és 3 NCX3 varians ismert, az eltérések helye az intracellularis elhelyezkedés( f-hurok
walternative splicing” régidja [144]. Az NCX1-et hat exon kddolja. Minden NCX varians
tartalmazza az A (sziv, agy, vazizom) vagy B exont (vese, mdj, tidd, asztrocitak), de
sohasem mindkett6t [145, 146]. Az NCX1 sematikus szerkezete az 5. abran lathato.

NCX1

'"l

'xlp'

N Cc
_ Citoszol
Szabalyozo ‘ ; Alternativan
=z= spliced”
_ kotohely régié
CcBD1

cBD2

5. dabra Az NCX1 linearis szerkezete [147]. Az aktiv molekulaban 9 TMS és két (a-1 és a-2) hurok taldlhato.
Az |ntracellulz2:1r|s elhelyezkedés( hidrofil f-hurok tartalmazza a fontosabb regulacios helyeket, illetve a két
regulaciés Ca’"-kotéhelyet.

Kutya szivben a szignal peptid (TMSO0) poszt-transzlacios eltavolitasat kdvetéen a végleges
protein 9 transzmembran (TM) szegmenst alkot és 938 amino csoportbol all [148, 149]. Az
N-terminalis egység extracellularis elhelyezkedés(, egy glikozilalt régiot es egy hidrofob 5
transzmembrén (TM) szegmensbdl all6 klasztert tartalmaz, melynek része a b-hurok és az
NCX1 molekula két, 23 amino csoportbol allé ,,a repeat” régidjanak egyike (a-1). A
konzervativ o repeat régiok szerkezete az 6sszes NCX verzidban azonos [150]. A hidrofob
C-terminalis domén az NCX1 molekula intracellularis elhelyezkedés( karboxil végén egy
4 TM szegmens, melynek része egy P-hurok jellegli domén, valamint a masodik ,,a repeat”
(a -2). A membranban egymassal szemben elhelyezked6 ,,a repeat”-ek kdzépsé része
hurkot képez, amely az NCX funkci6hoz nélkll6zhetetlen aminocsoportokat tartalmaz. A
két hidrofdb domén kozott egy intracelluléris, nagyreszt hidrofil, a teljes NCX protein t6bb
mint 50%-at kitevd, 550 amino csoportbol allé hurok (f-loop) talalhato [151]. Ez a régid
felel6s az NCX1 m(ikodés fizioldgias, transzdukcids mechanizmusok és intracellularis
messengerek (Ca’*, Na*, PIP,, PKA, PKC, NO, ATP, foszfoarginin) altali szabalyozaséaért.
Ugyancsak itt talalhatd tébb farmakoldgiai modulator, antiaritmias gyogyszer (amiodaron,
bepridil) és amiloridszarmazék kotéhelye. Az f-hurok N-termindlis végén elhelyezked6
szekvencia neve XIP (exchanger Inhibitory peptide) régié, mivel a homoldg peptid
bejuttatasat kovetéen az NCX aktivitas gatlodik [152, 153]. A Na+ és a foszfolipidek NCX
szabalyoz0 hatésa is ehhez a tertilethez kothetd. A XIP régiot egy o-kateninszer( domén,
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majd ket konzervativ ,,B-repeat” domén kdveti. Az f-hurok C-terminélis végét hidrofob,
magas prolintartalm( szekvencia képezi. EI6szor TM egységként irtak le, de citoplazmas
elhelyezkedésl [151]. Az NCX izoformok 3D szerkezete meég nem teljesen rekonstrualt.
Egy Ujabb, hipotetikus NCX1 modell szerint a két B-repeat az f-hurok belsejében egy-egy
Ca’* kot6 doménhez tartozik (CBD1, CBD2), melyek immunoglobulin-szer(i B-szendvics
struktaraba épulnek be. A két CBD domén eltér6en mikddik. A CBD1 magas affinitassal
kot négy Ca?* iont, a Ca** kotést kovetden jelentds konformacidvaltozas jon létre [154]; ez
felel a Ca** NCX1 regulator hatasaért. Bar a CBD1 és CBD2 struktdraja analg, utébbi
Ca®* kot6 affinitasa alacsonyabb; a Ca®* kotését kovetd konformacidvaltozas is joval
kisebb. A CBD2 létfontossagu strukturalis része az ,alternativ hasitasi” régio. A
szovetspecifikus hasitasi sémak modulator hatast fejtenek ki az NCX kinetikajara, amely
vélhetSen Ca®*- és Na'-fiiggs aktivaciojaért és inaktivaciojaért is felelds. Egyes Gjabb
eredmények szerint mindkét CBD struktdra kiemelkedd szerepet jatszik az NCX Ca®'-
fliggd szabalyozasaban [154, 155]. A két CBD-t antiparallel szerkezetként modellezik,
melyben a CBD1 Ca**-két6 helye a membrannal ellentétes franyba néz [156]. A két a-
repeat régio, illetve a CBD-k kodzott fenndlld szekvencialis és szerkezeti hasonlosagok
alapjan feltételezhetd, hogy az NCX molekula egy génduplikécios folyamat eredménye.

2.3.2. Az NCX fizioldgias mikodése és szabalyozésa

MEGJEGYZES! Mivel a jelen dolgozat alapjaul szolgald valamennyi vizsgalatunk az NCX1-re
irdnyult, a tovabbiakban NCX alatt minden esetben az NCX1 értendd.

M(ikodés: Fiziologias koriilmények kozott a NCX miikodését az NKA altal indukalt Na*
gradiens vezérli. A transzportirany megfordulhat, a transzporter az NKA-hoz hasonloan,
szekvencidlis ping-pong mechanizmussal mikodik [157, 158]. A fiziologias szempontbol
jelentds forward és reverz modok esetén a transzport nem elektroneutralis. SL vezikulakon
veégzett mérések szerint az NCX fizioldgias kortlmények kozott érvényes sztdchiometrija:
3 Na+ o 1 Ca®* cserearany [159], ezt sokan igazoltdk. Az NCX sztdchiometrikus
szamitasokhoz sziikséges reverzal potencialjanak meghatarozasa, a membrankozeli Na* és
Ca®* koncentraciok heterogenitasa miatt rendkiviil nehéz [160]. Valtozé sztéchiometriaju
csereaktivitast is leirtak (3:1-t6l 5:1-ig) [161]. Mivel a transzmembran Ca®*/Na* mozgas
részletei nem ismertek, az ellentétek feloldasahoz tovabbi kiserleti munka szikséges. Az
NCX képes magas transzportfluxust generélni (~ 30 pM/cm?/s) [162, 163]. Szaturalé [Ca®*];
esetén az Incx 250 pA értéket is elérhet [164], de fizioldgias korilmények kdzott ennel egy
nagysagrenddel kisebb. A megn6tt NCX aramnak kilondsen patologias korulmenyek
kodzott van jelent6sege, mivel ilyenkor az NCX expresszidja ugyancsak fokozott lehet. A
molekula citoszol fel6li oldalan két regulaciés és egyetlen transzport Ca®** kétshely,
extracelluléris oldalan egyetlen transzport Ca®* kotéhely talalhaté; két intracellularis (egy-
egy regulacios és transzport) és két extracellularis, transzport Na* kothellyel rendelkezik.
Utdbbiak egyike egy kétvegyértékl vagy két egyvegyeértéki, a masik egy egyvegyértéki
kation kotésére képes. A Ca®* és Na® ionok versengnek az intra- és extracelluléris
transzportkétéhelyekért. A kicseréld Ca®* affinitasa er6sen aszimmetrikus: intracellularis
Ca’*-ra tobb szazszor magasabb, mint extracellularis Ca®*-ra (~ 0.5-5 pM vs. 0.1-1.5 mM).
Kisebb az eltérés a Na® affinitaisokban (Na'i/Na',: 10-30/50-80 mM) [162, 165]. A
transzport Na* kot6helyek szelektivek, a transzport Ca?* kétéhelyek kevésbé. A transzport
fesziiltségfiiggése a Na* transzlokacio és/vagy kotés fesziiltségfiiggésének kovetkezménye.
Utdbbi a transzportsebesség limitalo tényezOje [158, 165, 166]. A transzportalt ionok az
NCX-et intracelluléris oldalarél szabalyozzak. Mivel az NCX a Ca*" és Na" ionokat ~ 3:1
aranyban cseréli, transzportciklusonkent ~ 1 nett6 toltés/ciklus aramot general; iranyéat a
membranpotencial (En) és az NCX ekvilibrium potencialjanak (Encx) aktualis viszonya
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hatarozza meg (Encx = 3Ena - 2Ecs), utébbi a lokalis transzmembran Na* és Ca?*
gradiensek fiiggvénye (6. abra). Amikor En, - Encx pozitiv, Ca?* 1ép be a sejtbe és kifelé
iranyulé &ram jon létre, ha pedig negativ, a Ca*" eltavolitasa befelé iranyulé aramot
indukal [15]. Ezért a szivciklus alatt az Iycx erésen fiigg az E, valtozasaitdl. Masrészt, az
NCX aktivitas és az AP Kkinetikdja kozotti kapcsolat komplex, hiszen az Incx Szintén
befolyasolja az E., értékét. A Ca®* transzport iranyétél fiiggéen az Incx depolarizald és
repolarizalé hatast is kifejthet az AP-ra. Ujabb adatok szerint a befelé iranyuld Incx
nemcsak az AP formdjanak kialakitdsaban jatszik szerepet, hanem kdros korilmények
kozott az APD rovid tavu variabilitdsdnak fokozasaval, annak aritmogén instabilitasahoz is
jelent6sen hozzajarulhat.
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6. abra Az NCX transzportaktivitdsdnak iranyat meghatérozd tényez6k nyul kamrai szivizomsejt modellben:
(A) A reverz potencial pillanatnyi értéke markansan fligg a Ca2+i szinttél: 150 nM [Ca2+ i mellett kb. - 40 mV,
1 uM-ndl szignifikdnsan magasabb, kb. + 10 mV; (B) A [Na']; emelkedése (pl. kés6i Na’ aram miatt, vagy I/R
soran) szignifikdnsan megnoveli a reverz NCX aram amplitiddjat és idGtartamat (részletek a szévegben [15].

Az Incx fiziologids AP alatti iranya még mindig nem tisztazott egyértelmden.
Tengerimalacban az AP platdja alatt az Incx-et kifelé iranyuldnak talaltak [167], patkany
szivizomsejtekben a befelé iranyuld Incx APD nyujté hatasarol szamoltak be [168]. Nydl
kamrai AP alatt végzett mérésekben az Iycx nagyrészt befelé irdnyult [15, 169, 170], az
irdnyvaltas a depolarizacio utan korabban (~ 32 ms) bekdvetkezett, mint a klasszikus Luo-
Rudy modell megjosolja (~ 100 ms) [171]. Az ellentmond0 Kisérleti adatokra alapozva tébb
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matematikai modell megkisérelte az AP Kkinetikdja és az iondramok kozotti kapcsolat
matematikai analizisét. Egy korai modellben [172] kifelé iranyuld Incx csak az AP kezdeti
fazisaban volt jelen, és az APD a [Na']; emelésével nétt. Pufferelt [Ca®*]; méréseken
alapuld kés6bbi modellben a megnétt Incx elsédleges hatdsa az APD nyujtasa volt [173].
Tengerimalac kamrai szivizomsejtek Luo-Rudy modellje [54, 171] szerint a viszonylag
magas [Na']; kovetkeztében a kifelé iranyulé aram nagy és tartés. Egy XIP mérésekre
alapozott modell szerint, amennyiben a [Na*; 5 mM alatti, az Incx befelé, amikor 10 mM
feletti, kifelé iranyul [174]. Egy nagyszdmu, direkt és indirekt kisérleti adatra alapozott,
komplex modell [175, 176] szerint, amennyiben a [Na']; a fiziologias tartomanyba esik, az
Incx @z AP platd fazisaban nagyrészt befelé iranyul. A kutya kamrai szivizomsejtekre
kidolgozott, az NCX és a RyR2 szoros kolokalizacidjat feltételez6 modellben [177] az Incx
multi-inflexids lefutdst [178]. Az NCX elektrogén transzportaktivitasa kovetkeztében az
NCX aram — az AP depolarizacios fazisat megel6z6 SR-Ca”* felszabaditason keresztiil — a
pacemaker sejtek depolarizacidjahoz is hozzajarulhat [179-184]. Ez a hozzajarulas nem
Kizarolag az elektrogén transzport altal jon létre, hanem tartalmazhat egy befelé iranyuld
Na® hattéraramot is [185]. A Kisérleti adatok mindkét hipotézist igazoltak [186].

Szabélyozas: Az NCX aktivitasat nagyszamu extra- és intracelluléris faktor befolyésolja.
Aktivatorai: Ca®*;, PIP,, ATP, NO, extracellularis egyvegyérték(i ionok, szabad gyokok,
PKC aktivatorok, valamint a proteolizisben és foszforilacioban résztvevd szamos faktor.
Gatlo hatastak: Na™;, H*, két- és haromérték(i kationok, protein defoszforilacio és kis
proteinek. Az NCX modulatorai: PKA, PKC, PP1 és PP2A (kalcineurin). Legfontosabb
szabalyozasi mechanizmusai az Na*;-fiigg6 inaktivacio (11) és Ca®*;-fiiggd aktivacio (12).
A Na'; szabalyozasi hely az f-hurok XIP régidjaban, a Ca®* szabalyozasi helyei (CBD1 és
CBD2) a B-repeat szakaszokban taldhatok. Minimélis [Ca®*]i nélkulézhetetlen mind a
reverz, mind a sgNCX transzporthoz [187-190]. Hasonldan, minimalis [Na']; szilkséges a
wdNCX transzporthoz, de magas [Na']; esetén az Incx ~ 4 s id6allandoval inaktivalodik. Ez
a Na'-fliggd inaktivacié magas [Ca']; esetén nem jon létre. Magas [Ca®*]i esetén a Ca*"-
fliggd aktivacio sziikséges a befelé iranyulé aram (Ca®* eltavolitas) aktivalasara. A magas
affinitast requlacios pontok latszélagos Ca** affinitasa intakt szivizomsejtekben 20 és 200
nM kozé esik [191, 192]. Ez a regulacios hely Ca?*-ra nem tul szelektiv [193, 194]. Az f-hurok
kimotripszines emésztése — az endogén [Ca®*]; fliggés kiiktatasaval — a kicserélé maximalis
aktivalodasahoz vezet.

Ezek a szabalyozasi mechanizmusok nagymeértékben figgnek az NCX molekula kdzelében
fennalld, gyakorlatilag ismeretlen, lokalis Ca®* és Na* koncentracioktol. A maximalis
[Ca?*]sm indirekt becslések alapjan kapott értéke (~ 3.5 pM) a mért [Ca®*]; értékeknél joval
nagyobb [29]. Ha ez val6ban igy van, az NCX szisztolé alatti legfontosabb szabalyozo
faktora nem az allosztérikus Ca**-fligg6 aktivacié, hanem a transzlokacios helyek Ca**
affinitasa lenne; az allosztérikus szabalyozas sokkal fontosabb lehet diasztolé alatt, amikor
az NCX kevéshé aktiv, ezaltal gatolva a Ca* tulzott kitiritését a sejtbél. Hasonléan, a Na'*-
fliggd inaktivacio is csak jelentGsen megemelkedett [Na']; (> 30 mM) mellett mikodhet.
Bar a szivciklus soran, fiziologias koriilmények kozott fennallé [Na']sm meghatarozasara
iranyulo erdfeszitések még nem jartak sikerrel, ez a mechanizmus vélhet6en nem nyilvanul
meg; az AP felszallé szara alatt a Na*; emelkedés serkenti a .,NCX transzportaktivitast. A
Na'-fligg6 inaktivacié inkabb egy biztonsagi tartaléknak tekinthetS, amely egyes koros
allapotokban (iszkémia), megakadalyozza a sejt extrém mérték(i Ca* talterhelését.

A pH; csokkenése erésen gatolja, emelkedése jelentsen serkenti az NCX aktivitast [195].
Viszonylag mérsékelt (0.4 egységnyi) pH; csokkenés 90% NCX gétlast hoz létre. A gatlés
o-kimotripszin érzékenysége arra mutat, hogy célpontja az f-hurkon talalhato [196]. A géatlo
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hatas Na'-fiiggs, [Na']i emelkedésre fokozodik. Az ATP fontos, de nem nélkiilozhetetlen
NCX aktivétor [197], ndveli a kicserél6 [Ca®']; és [Na'], affinitasat, és gatolja a Na*-fiiggé
inaktivaciot [198]. Els6dleges szerepe a PIP2 szintézis serkentése [199]. A PIP2, és mas
negativ toltésii foszfolipidek legfontosabb hatasa a Na'-fiiggé inaktivacié gatlasa a XIP
régiod és egy kevésbé ismert NCX régio6 autoinhibitoros kdlcsénhatasanak blokkolasaval. A
Ca’* eltavolitasra a Ca®*; is mutat némi gétlé hatést, mivel — vélheten egy endogén, Ca*'-
fliggd foszfolipaz aktivalasaval — magas Ca*; mellett az ATP hatasa megfordul.

Toébb nemspecifikus regulaciés proteinr6l ismert, hogy koétédik az NCX intracellularis
régidihoz, féleg az f-hurokhoz. Direkt kdlcsénhatassal, vagy a regulacidés pontok
foszforilacids allapotanak modositasaval valamennyi igazolt, esetleg javasolt szerepet
jatszik az NCX fizioldgias szabalyozasadban. A PKC szabalyoz6 szerepére vonatkozo
adatok nem egybehangzoak. Szivizomsejtekben Gq-proteineken keresztll aktivalhatja a
Kicserél6t [200, 201]. Az angiotenzin (AT-I1) és endothelin (ET-1) serkentd hatasa is PKC-
medialt lehet, de mivel az NCX miikodéséhez nem sziikséges a kicserél6 foszforilacidja, a
PKC-fliggdb modulacio szerepe vélhetéen marginalis [201]. A cAMP-PKA (t hatasara
vonatkoz6 adatok ugyancsak ellentmondésosak. Egyes, a forskolin vagy izoproterenol
NCX hatasait vizsgalé mérések talaltak PKA-fiiggé NCX aktivaciot, masok nem. Ujabb
adatok szerint a PKA aktivacioja nem befolyasolja az NCX miikodését [202].

A foszfolemman (PLM) egyetlen transzmembran doménbél allo, 72 aminocsoportbol allé
foszfoprotein, amely a szivben nagy mennyiségben expresszalddik és igen fontos — a
foszfolamban (PLB) SERCA2-t szabalyoz6 mikddésével analdg — szerepet jatszik az NKA
szabalyozasaban [203, 204]. Az NCX hatékony endogén gatldszere, melyet a PKA egy
(Ser68), a PKC két (Ser 68 és Ser 63) ponton foszforilalhat. Amig azonban a NKA-t a
defoszforilalt, az NCX-et a Ser-68-on foszforilalt PLM gatolja. A stimulalatlan allapotban
részlegesen foszforilalt PLM foszforilacioja B-adrenerg stimulacié hatasara fokozddik és
ez az NCX aktivitas gatlasahoz, de az NKA aktivalasahoz vezet. A PLM tllexpresszidja a
szivkontrakcidé dinamikatartomanyanak a downreguladlt NCX fenotipusara jellemz6
csokkenéséhez [205], downregulacidja a dinamikatartomany talzott NCX expresszio altal
Kivaltott szélesedéséhez vezet [206]. Egyes adatok szerint egy masik kisméretl membran
foszfoprotein, a szorcin is képes az NCX aktivitds modulalasara [207, 208].

Az NCX funkcid olyan "lokalis" faktoroktol is fligg, mint az NCX molekula foszforilacios
allapota, és szubcelluléris elhelyezkedése. A kisérleti adatok szerint az NCX foszforil&cids
allapotat egy makromolekula komplex szabalyozza, amelyet fizikailag is 6sszekapcsoldédo
regulacids és citoszkeleton proteinek alkotnak [209]: a PKA holoenzim, amely két PKA
katalitikus alegységhbdl és két azonos PKA regulacids alegységbdl all, PP1, PP2A, PP2B,
PKC, foszfolemman, szerin-treonin protein foszfataz és egy 14-3-3 protein € izoformja.
Mivel a 14-3-3 proteinek jO néhany jelatviteli Ut létfontossagu komponensei, regulécios
kolcsonhatasuk az NCX molekulaval igen val6szinG. Néhany mas protein (mMAKAP,
Ankiryn2, a-spektrin, kaveolin-3 annexin-5, stb.) is kapcsolodhat az NCX-hez. Ez a
komplex struktira és kolcsonhatas teszi lehetévé az NCX funkcio preciz finomhangolasat.

2.3.3. Az NCX farmakologiaja

lonok és antiaritmias szerek: Egyes kétértéki (Co®*, Sr**, Mg®*, Cd*", Ba®**, Mn*", Ni*) és
haromérték( (La**, Nd**, Tm*", Y*") kationok aspecifikusan gatoljak az NCX-et [210, 211],
kozullk néhany transzportszubsztrat is lehet [212]. A gatlas részben direkt hatas, masrészt a
Ca®* ionok transzport kétshelyeken torténd helyettesitésének kovetkezménye. Leginkabb a
Ni?* hasznalatos (1-10 mM), bar gétlé hatasa fesziiltségfiiggd és nem szelektiv. Kissé jobb
hatasfokkal gatolja a ,NCX, mint a s,yNCX transzportot. Egyes antiaritmias hatéanyagok
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(amiodaron, dronedaron, bepridil, aprindin, cibenzolin, azimilid-dihidroklorid) viszonylag
gyenge szelektivitassal gatoljak az NCX aramot. Elvileg terapias jelent6ségik is lehet,
mivel NCX géatlo hatasuk integralodik mas proaritmias aramok gatlasaval. A 111. osztalyba
tartoz6 amiodaron szamos ionaramot gé.tOl (INaa lcaL, Ik, lk1, lkachs lkNas IKATP)' az Incx
gatlo hatést jellemz6 ICs értékei (3.6/3.3 UM, forward/reverz) a terapias (0.1-10 pM)
tartomanyba esnek. Kronikus alkalmazasa nem befolyasolta az NCX mRNA szintet és az
Incx Nagysagat [213]. A IV osztalyba sorolt bepridil is toébb ionaramot gatol (Ina, lcar, lcat,
Lo, Ik, lk1, lkachs lknas lf) [214-219], s NCX gatl6 hatasa is jelentds (ICso: 8.1 UM; terapias
koncentracioja 0.5-5 uM). A szérumban albuminhoz is kétédik.

XIP és mas peptidek: Megfelel6 farmakoldgiai hatdanyagok hianyaban egy 20 aminosav-
csoportot tartalmazo peptidet az NCX f-loop autoinhibitor régidjanak 219-238 szakasza
alapjan szintetizalt XIP-et hasznaltdk sikeresen az NCX miikodésének vizsgalatara [153,
220]. Ez a peptid az NCX Na+ regulator kdt6helyéhez kapcsolddik és hatékonyan gatolja
mindkét irdnyu transzportjat (K; = 0.1-1 uM). Mivel nem hatol &t a sejtmembrénon, in vivo
nem hasznalhatd, csak intracellularisan, patch clamp mérésekben [221, 222]. Glikozilalt
forméja arteria cerebralis okkliziés modellben intra-cerebroventrikuléris infuzidéban adva
markansan novelte az infarktusos tertlet Kkiterjedését [223]. Néhany tovabbi peptid is
Kiprobalasra ker(lt: [224-227], de ezekre vonatkozd Gjabb adatok nem elérhetéek.

=77

uj molekula-csoport, a benziloxifenil szd&rmazékok kifejlesztése (7. abra).

NQD\Q\’ *CH,S0;H NQO\O\J
o o H__cooc,H
\G\/\ e \O\XN]I o
SJL NH s
SN

KB-R7943
F Doy 1)
H,
S H
SEA0400 YM-244769

7. abra A leggyakrabban hasznalt benziloxifenil szarmazék NCX gatlok molekulaszerkezete.

A széles korben hasznalt gatldszerek, kilondsen a ,,prototipus” KB-R7943 és a viszonylag
legjobb szelektivitassal rendelkez6 SEA0400 szamos vizsgalatban kerlt alkalmazasra.

A benziloxifenil gatlészereknek kdszonhetéen az NCX miikodésének es szabalyozasanak
sok részletét sikerllt tisztazni, tovabba jelentdsen béviltek az NCX gatlas potencialis
terapids felhasznalasara vonatkozd ismereteink is. Ugyanakkor hangsulyozni kell, hogy
ezek a hatéanyagok nem szelektivek — ez a tény jelent6sen megnehezitette a kisérleti
eredmények értelmezését és bizonytalanna tette a kovetkeztetéseket. Ilyen értelemben a
csoport Ujabb tagjai, az SN6 és YM-244769 sem tekinthetdk Iényeges el6relépésnek.

KB-R7943 (2-2-4-4-nitrobenzil-oxifenil-etil-izotiourea-metan-szulfonat  karbamidotiosav)
1996-ban, bevezetésekor, a szelektivebb NCX géatldszerek prototipusa volt [228, 229], mivel
mas NCX gatloszereknél mersékeltebb hatast gyakorol mas iontranszporterekre (NHE,
NKA, PMCA). Joval hatékonyabban gatolja az NCX reverz irdnyd transzportjat.
Szivizomsejtekben ez az arany 20:1 (ICsp: 0.3/17 uM). NCX3 gatlé hatasa ~ 3x nagyobb,
mint NCX1, vagy NCX2 gatlo hatasa. Bar sokszor szelektiv NCX gatloként hivatkoznak
ra, jelentds, nemspecifikus hatdsa van néhany fontos ioncsatornara. Alacsony szelektivitasa
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ellenére sokéig referencia NCX gatloként szerepelt (nem volt jobb), és elGszeretettel
alkalmaztdk az NCX sejtszint(i fizioldgias/patologias miikodésének tanulmanyozasara
[230]. Nemrégiben igazoltak, hogy gatolja a TRPC aramot [231] és a mitokondrialis Ca®*
uniportert [232], ezéltal a tranziens permeabilitas prus (PTP) Ca?*-indukalt aktivalodasat.

SEA0400 (2-4-2,5-difluorobenziloxi-fenoxi-5-etiloxi anilin) hatékonyabb és szelektivebb,
mint a KB-R7943 (pl. tengerimalac kamrasejteken 6.5 - 14.3x hatékonyabb, mint a KB-
R7943 — a kifelé irdnyuld NCX aramra 1Cso: 32-40/263-457 nM) [233, 234], tovdbba 1 uM
alatti koncentracidban a tobbi ioncsatornan/-transzporteren nincs mérhetd hatasa. 1 pM
SEA0400 az Incx, Ina lcaL, Ik, €S lki aramokat > 80, 4, 9, 4, és 2%-kal, a kdzel azonos
NCX gatl6 hatast 10 uM KB-R7943 > 80, 54, 55, 94 és 73%-kal csokkentette [233, 235].
Kutya kamrasejtekben a SEA0400 és a KB-R7943 a befelé/kifelé iranyul6 NCX aramot
111 + 43/108+18 nM, illetve 3.35 + 0.82/74.74+0.69 pM ECsq-nel, a Ca** aramot kozel
azonos, 3.6/3.2 UM ECsp-nel gatoltak [236]. Unidirekcionalis NCX &ramon a SEA0400
gatlasi hatékonysaga, a KB-R7943-hez hasonldan, erésen [Na']i-fliggo.

SN-6 (2-4-4-nitrofenil-metoxi-fenil-metil-4-tiazolidinkarboxilsav-etilészter), a KB-R7943-
bél kifejlesztett inhibitor [237, 238], ahhoz hasonléan hatékonyabban gatolja a kifelé
iranyuld unidirekciondlis Iycx-et. Tengerimalac kamrasejteken a bidirekcionalis NCX aram
kifelé/befelé iranyulé komponensére 1Cso: 2.3/1.9 uM. A KB-R7943-hoz hasonl6an gatolja
a Ina, lcaL, Ikn ks €S k1 aramokat (13, 34, 33, 18, 13%). Az APD-t jelent6sen roviditi (az
APDso-et 34, az APDgp-et 25%-kal). Gatl6 hatasa tripszinre nem érzékeny.

YM-244769  (N-3-aminobenzil-6-4-3-fluorobenzil-oxi-fenoxi-nikotinamid),  csokkentett
toxicitasu, oralisan is alkalmazhatd, potens,NCX gatloszer [239]. lIzolalt tengerimalac
kamrasejtekben a bidirekciondlis NCX aram kifelé/befelé iranyulé komponensére 1Cs:
0.12/0.1 uM. Az unidirekcionalis kifelé/befelé iranyul6 NCX aramra 1Csp: 0.05/10 uM).
Tripszin-inszenzitiv és az NCX3-at gatolja a legjobb hatésfokkal (ICso = 18 nM) [240].

Izoform szelektivitas, hatdsmechanizmus: A csoport minden tagja eltér6 NCX izoform
szelektivitast mutat, amit klinikai probak tervezésénél figyelembe kell venni: a KB-R7943
hatékonyabb az NCX3, mint NCX1 és NCX2 esetében [212]. A SEA0400 legjobban az
NCX1-et gatolja, az NCX2-t kevésbé, az NCX3-ra alig hat [241]. Az SN-6 az NCX1-en
[237], az YM-244769 az NCX3-on [240] a leghatékonyabb Mutécios tanulméanyok eés
elektrofiziologiai mérések magyarézatot nyujtottak a benziloxifenil szarmazékok szokatlan
szelektivitasara [237, 241, 242]. lgazolték, hogy intakt sejteken a KB-R7943 és a SEA0400 is
hatékonysaguk fligg az 11 (Na*-fliigg6) inaktivacio mértékétdl, ami valdszindsiti, hogy a
gatlas Na'-fiigg6, inaktiv allapotban alakul ki [243]. Ezért a benziloxifenil szarmazékok
kevéshé hatasosak fiziologias (alacsony) [Na']; mellett; hatékonysaguk jelentésen megné
magas [Na']i-val jellemezhet6 koros koriilmények kozott. Ez igen kedvezd farmakoldgiai
profil lehet példaul a [Na']; talterheléssel jaro iszkémia/reperflzios karosodasok esetén.

Ujabb, szelektivebb gatlészerek (ORM anyagok). A benziloxifenil szarmazékok tartdsan
uraltdk az NCX-re vonatkozo farmakologiai vizsgélatokat. A kdzelmultban elérhet6vé valt
az Orion (Espoo, Finland) néhany, a SEA0400-nal jobb szelektivitassal rendelkezd anyaga.
Ezek egyikét (ORM-10103) tébb vonatkozd kisérletsorozatunkban is hasznaltuk, az Gjabb,
még szelektivebb ORM-10962-vel kapcsolatos vizsgélatok jelenleg folynak (8. &bra).

ORM-10103 [5-nitro-2-(2-fenilkroman-6-iloxi)piridin]. Kutya kamrai szivizomsejtekben az
NCX aramot viszonylag alacsony koncentracioban gatolta (ECsp ~ 780-960 nM) [244],
ugyanakkor a patch clamp moddszerrel mért lc, amplitudojat, illetve a Iy, nagysagat
karakterizalo, konvencionalis mikroelektréd madszerrel mért dV/dtn.« értéket még magas,
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10 uM koncentracioban sem befolyasolta Nem befolyasolta szignifikansan az ly, Iki €s Iks
nagysagat sem, viszont jelenlétében az Ik, kismértékd, de szignifikans csokkenést mutatott.

& o N i o OH
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8. abra A szelektiv NCX gatld ORM-10103 (A) és ORM-10962 (B) molekulaszerkezete.

ORM-10962 [2-(4-hidroxipiperidin-1-il)-N-(6-((2-fenilkroman-6-il)oxi)piridin-3-il)-acet-
amid]. Kutya kamrai szivizomsejtekben az NCX &ramot az ORM-10103-nél alacsonyabb
koncentracioban gatolta (ECso: 54/68 nM a forward/reverz transzportra), és még magas (1
M) koncentracidéban sem befolyasolta mas transzmembran ionaramok és pumpak (Ina, Ica,
NKA, Ik, ks, lo €S lk1) aktivitasat. 0.5-1 uM ORM-10962 hatasara az AP némi valtozast
mutatott: szubepikardialis szivizomsejtekben és szivszovetben a repolarizacio id6tartama
megnétt, viszont szubendokardialis sejtekben rovidilt. M sejtekben és intakt Purkinje
rostokban konzisztens AP véltozas nem jott létre. Erdekes médon 100 nM dofetiliddel
kezelt, csokkent repolarizacios rezervvel rendelkezd kamrai preparatumokban a gatlas nem
okozott mérhetd valtozast a repolarizacioban (Jost N. és mts. publikacio alatt). In vivo
regionalis I/R modellben az ORM-10962 nem mutatott protektiv hatést, strophantidin
indukalt aritmiak ellen viszont hatasosnak bizonyult (Lepran 1. személyes informécio).

Hianyz6 NCX aktivatorok — sziikségesek? Bér tobb szivbetegségben a koéros Ca®*
homeosztazist az NCX aktivitas fokozddasa jellemzi, vannak kéros allapotok, amelyekben
az NCX aktivalasa segithetne a moédosult Ca®; és Na'; szintek helyreéllitasaban.
Elméletileg, ezekben az &llapotokban a fwglnex serkentése csokkenthetné a Ca* talterhelést
és gyorsithatna a normél Ca®"; szint helyreéllasat. Az aktivalas jotékony hatast lehet sziv
[245] és agyi [223] iszkémia eseten is, ezert a szelektiv aktivatorok jelentés potencialis
terapias értékkel rendelkeznének. Szelektiv NCX aktivator azonban nem érhetd el.

Néhany anyagrol ismert, hogy aktivalja az NCX egyik, vagy mindkét transzportmadjat.

A Li" NCX1 aktivalo hatdsa kisebb, mint NCX2/NCX3 aktivald hatasa. A aktivalas
célpontja az a-2 repeat lehet [212, 246]. TObben igazoltak, hogy az NCX redox agensekre is
érzékeny [247-249]. Ez fontos lehet oxidativ stressz soran, mivel a fokozott ROS aktivitas
modosithatja a transzport sebessegét. Néhany szerves NCX aktivatort is azonositottak. G-
protein csatolt receptoragonistak (5HT,., ET-1, hisztamin, AT-11) PKA-/PKC-dependens
utakon serkentik az NCX-et [201, 250-254]. Tébb peptidrél (konkanavalin-A, inzulin) is
kimutattak, hogy aktivalja az NCX-et [255, 256]. Laboratériumunkban a kdzelmultban
kezdtik el egy uj, igéretes NCX aktivator (ORM-10792) vizsgalatat. Ha bevéltja a hozza
flizott reményeket ez lehet az elsd, experimentalisan hasznalhatd szelektiv NCX aktivator.

2.4. Asziv Na*H* kicserélgje (NHE)

2.41. Az NHE szerepe a pH; és Na'; szabalyozasaban és a sejtmiikodésben

A Na'/H" kicserélé (NHE) a transzmembran Na® gradiens energiajat hasznalva egy
intracellularis H*-t cserél egy extracellularis Na*-ra, ezaltal kritikus szerepet jatszik az
intracellularis sav-bazis egyensuly, és az elektrolit és térfogat homeosztazis fenntartasaban.
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Molekularis tulajdonsagai jol ismertek [257-260]. ElsOdleges feladata az intracellularis pH
beallitasa/szabalyozasa [261]; a folos protonok eltavolitasaval védi a sejtet az acidozistol.
Fiziologias pH; mellett aktivitasa alacsony, de mar mérsékelt pH; csokkenés is markansan
fokozza a protoneltavolitast, ez nagymértékii Na*; akkumulacidval €s a ey Incx aktivalodasa
kdvetkeztében Ca®*; tlltel6déssel jarhat. Hipoxidban vagy acidézis soran sokszorosan
vesz a transzmembran Na® fluxusok, illetve a sejtvolumen szabalyozasban. Szimpatikus
idegvégz6désekben aktivacidja a noradrenalin fokozott felszabadulasat és csokkent
visszavételét okozza, ami fokozza a sziv aritmiakeszségét [262]. Fontos szerepet jatszik a
nekrotikus és apoptotikus szdvetkarosodasok kialakulasaban, illetve az aritmia-hajlam
fokozddasaban, M1 alatt/utan és krénikus szivelégtelenségben. EmlGs szivben elsésorban
els6 izoformja (NHEL) expresszalodik (a kovetkezOkban NHE alatt mindig az NHE1-et
értem). Féleg a membran mikrodoménekben talalhatd, ahol szabalyozza a pH-érzékeny
proteinek aktivitasat. T-tubulusokban — a RyR és NCX kdzvetlen kdzeleben elhelyezkedve
— modulédlja az ECC-t; az interkalaris lemezeknél, a konnexin 43 szomszédsagaban
elhelyezkedd NHE pedig segiti a sejt-sejt csatolast. Az NHE jelen van a kaveoldkban és az
adenil-ciklazon keresztll hat a CAMP-szintézisre. Részt vesz a citoszkeleton kialakitasaban
és a plazmamembranban a regulacids fehérjék és szignalproteinek felépitéseében [263].
Normal aktivitisa szukséges a fizioldgiés sejtnévekedéshez/-proliferaciohoz. Mérsekelten
fokozott aktivitdsa hosszabb tavon (benignus) szivhipertrofiat okoz (sportsziv) [264, 265].
Hangsulyozni kell, hogy mig az NHE1 akut (tranziens) aktivalodasa kardioprotektiv
hatasu, mivel segiti a szivizomsejtek integritdsdnak fenntartasat, tartésan fokozott
(kronikus) aktivacioja/expresszioja sulyos szivizom-karosodashoz, markéns strukturalis
remodelinghez (malignus szivhipertréfia), fokozott aritmia-hajlamhoz, és a pumpafunkcio
zavardhoz vezethet. Az NCX elektrogén, az NHE elektroneutralis; mivel mikddesuk
szorosan csatolt, szivizomsejtekben az NCX szimultan aktivalodasa miatt a fokozott proton
eltavolitas depolarizald aramot indukal (tranziens inward aram, l;). Az NCX ketiranyd
transzportaktivitasaval szemben az NHE Na™ transzportja mindig befelé iranyul.

2.4.2. Az NHE fizioldgias szabalyozésa es gatloszerei

Szivizomsejtekben az NHE aktivitast tobb mechanizmus szabalyozza [266]. Legfontosabb
stimulusa az intracellularis acidozis. Fizioldgias korulmények (oxidativ metabolizmus)
kozott aktivitdsa minimalis, de a pH; csokkenés gyorsan aktivalja [260]. A meredek pH;
helyen keresztil. Izolalt szivizomsejtekben kronikus acidozis hatasara mind expresszidja,
mind aktivitasa fokozodik. lzolalt perfundalt szivben és LAD lekotott patkanyokban az
iszkémias inzultus néveli az NHE mRNA szintet [267]. Az NHE aktivitasat hormonok,
novekedési faktorok is befolyasoljak; acidozis, illetve tartds hipoxia vagy iszkémia altal
aktivalt cellularis szignal proteinkinazok foszforilacids-defoszforilaciés mechanizmussal
modulaljak. Foszforilacidjat kovetden az aktivacids pH érték eltolédasa miatt a kicserélé
magasabb pH értékeknél aktivalddik. AT ll-indukalt akivalddasat p38 MAPK altali
foszforilacidja, az ERK szignalut gatlasaval gatolja; ugyanez a kinaz, az el6bbitdl
fliggetlen, apoptotikus uton, cellularis alkal6zist indukalva, stimulélhatja is a kicserél6t.

A PKC és PKD valoszin(leg csak indirekt modon befolyasolja az NHE aktivitasat. PP1 és
PP2A defoszforilacioval gatolja a kicserél6t, a kalmodulin blokkolja autoinhibitor régiojat .
Ismert még néhany regulacios faktor: szénsav-anhidraz 1lI, PIP2, HSP70 és CHP
(kalcineurin homoldg protein), de szereplk nem tisztazott. Az NHE expresszioja
transzkripcids szinten is szabalyozott [268]. Mig a klinikumban is kiprobalhatd NCX géatlo
maig elérhetetlen, az NHE szdmos, akdr human vizsgélati célra is alkalmas gatldszerrel
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rendelkezik. A klasszikus NHE inhibitor amilorid ugyan nem szelektiv, mégis gyakran
szerepelt klinikai tesztekben is [269]. Ugyancsak sok kisérleti és klinikai adat talalhaté a
szelektivebb cariporidra/eniporidra vonatkozoan [270]. A szamos (> 100) jelenleg elérhet6
NHE gatloszer kozil az EIPA, HMA, DMA, HOE694 és BIX is gyakran szerepel kisérleti
protokollokban; human alkalmazasukkal kapcsolatban nincsenek megbizhat6 eredmények.

2.5. NCX gatlas kovetkezményei egészséges miokardiumban

A korai, egészséges vagy beteg sziveken végzett, az NCX szerepére irdnyul6 vizsgélatok soran sok
,.NCX gatl6” hatdéanyagot alkalmaztak, de az adatok — mivel az alkalmazott hatéanyagok gyenge
szelektivitasa kovetkeztében a megfigyelt valtozasokban az NCX gatlas tényleges szerepe mindig
bizonytalan volt — elvileg megbizhatatlanok. A javitott szelektivitdsi benziloxifenil szarmazék
gatlészerek elérhetsegével a mérési adatok megbizhatésaga javult, de az eredmények sokszor még
igy sem egyértelmdek, els6sorban az Incx és lca, egyidejii gatlasa miatt. Bar a legtébb KB-R7943-
re alapozott munka szelektiv (s6t, szelektiv reverz) Iycx gatlorél beszél, ez egyértelmden inkorrekt.
Ezért fokozott Gvatossag ajanlott a SEA0400, és még inkabb a KB-R7943 adatok vonatkozdsaban.
Ez kilondsen indokolt kisérletes szivbetegseg modellek eredményeinek értékelésénél.

25.1. Akut, részleges NCX gatlas hatasa egészséges szivre

Az AP kinetikaja és az Incx kozotti tobbszintl kapcsolat, az NCX elektrogén jellege,
valamint [Na'] és [Ca*'] fiiggése, szinte megjosolhatatlanna teszi az NCX gétlas hatasat az
AP alakjara és id6tartamara. Az egyes ion (Ca®*, Na*, K* és H") transzporterek kozott a
szubmembran tér ,restricted” kompartmentjében fennalld kélcsonhatasok kévetkezteben
az NCX béarmilyen mérték( farmakologiai modulacioja ohatatlanul a tobbi transzporter
aktivitasat is szignifikdnsan modosit(hat)ja. A kicseréld blokadja kovetkeztében az
ionhomeosztazishan végbemend valtozasok megbizhatd becslésehez a jelenleginél sokkal
mélyebben kellene értenlink ezt a komplex, sokszereplés kooperaciét, tovabba a
jelenleginel joval tobb, részletesebb és f6leg megbizhatdbb, a lokalis ionkoncentraciokra es
azok heterogén eloszlasara vonatkozd kiserleti adatra lenne sziiksegiink.

Az akut NCX gatlas akcios potencidlra gyakorolt hatasaival kapcsolatos kisérleti adatok
mennyisége kevés, az eredmenyek ellentmondasosak. Az NCX gatlast kovetden altalaban
AP rovidiilést tapasztaltak (lasd [271]). Kutya kamrasejtekben az [Na']i novelésével az AP
id6tartama az NCX aram reverz pontjanak eltolodasaval korreldlva csokkent, a gatlé XIP
alkalmazasat kovetéen, az aktualis [Na']-tol fuggben, APD rovidiilés és megnydlas is
kialakult [174]. 5 mM [Na']; mellett az Incx depolarizald, APD nyujtd hatasu, ezért
potencidlisan aritmogén; 10 mM [Na']; esetén a platd alatti nettd6 outward Incx
repolarizacio gyorsitd, APD rovidité hatasu. Az eredmények egyrészt bizonyitottdk az
NCX fontos szerepét az AP alakjanak formalasaban, masreszt leirtak szelektiv gatlasanak
varhatd kovetkezményeit is. A kevésbé szelektiv KB-R7943 az AP kés6i platd fazisat
nyujtotta; az APDsq rovidilt, az APDgy megno6tt [272], viszont egy masik vizsgalatban a
KB-R7943 sem nodalis, sem kamrai szivszévetben nem okozott markans elektrofizioldgiai
valtozasokat [273]. Ennek megfelel6en KB-R7943 hatasara az EKG regisztratumokban sem
alakult ki értékelhet6 valtozas [274]. A KB-R7943-nal joval szelektivebb SEA0400
alkalmazasat kovet6en a KB-R7943 indukalt, ellentétes iranyld, APDso/APDgo Vvaltozasok
nem jottek létre [272]. Sajat korabbi, kutya kamrai szivizomsejteken végzett vizsgalatunk is
értékelhetd valtozast [275]. Kutyaban intravénasan alkalmazott SEA0400 hatasara a QRS
id6tartam megnétt, viszont a tobbi EKG paraméter nem valtozott [276]. Egy I/R protokoll
soran 1 UM SEA0400 kezelés nem mddositotta az AP alakjat iszkémia el6tt (alatta sem),
viszont szignifikansan meggyorsitotta helyreallasat a reperfuzié utan [277].
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Az NCX gétlas hatasa a sziv kontraktilitasara szintén nem egyértelm(, de az el6zetes
joslatokkal szemben nagymértéki pozitiv inotrop hatast senki sem talalt. llyet KB-R7943
alkalmazasat kdvetéen sem figyeltek meg [272, 278, 279], s6t, a kontrakcids erd mérsékelten
csokkent [280-282]. Patkanyban 5 pM KB-R7943 nem mddositotta sem a steady-state
kontrakciék, sem a Ca®'; tranziens paramétereit, a [Ca*"]sr és @ ,,post-rest” érzékenyités
mértéke sem valtozott, ugyanakkor tengerimalacban ezek a paraméterek szignifikansan
csokkentek [272]. Sajat vizsgalataink soran [283] a SEA0400 izolalt patkanyszivben a
szisztolés nyomaést novelte, ugyanakkor a nyulsziv kontraktilitasat nem befolyasolta. Egy
masik vizsgalatunkban [284] 0.3 vagy 1 uM SEAO0400 nem hozott létre szignifikans
valtozast sem a szisztolés/diasztolés bal kamrai nyomasokban, sem a CaT-ben. Nem
befolyasolta a maximélis nyomas eléréséhez sziikséges idét, sem a [Ca*']i nagysagat,
viszont mindkét koncentracidban szignifikansan névelte a CaT lecsengési id6allanddjat.

A gétlas szelektivitdsat, transzportirany-fliggését és hatékonysagat is vizsgaltak sertésbdl
és egérbdl izolalt szivizomsejteken, pufferelt és nem pufferelt Ca®**; mellett is [285]. A
SEA0400 effektiven gétolta az NCX forward transzportaktivitasat, novelte az SR Ca**
tartalmat és fokozta a sejtroviduilést. Szemben azokkal az adatokkal, melyek szerint a
benziloxifenil szarmazék NCX gatlok a reverz transzportiranyra viszonylag szelektivek, a
SEA0400 ebben a vizsgalatban kdzel azonos hatekonysagot mutatott a transzportiranyokra,
ha a Na* és Ca?* gradiensek a normal tartomanyba estek. Kisebb mértékii Ca®*; pufferelés
esetében, ahogyan az varhat6 volt, a blokad tartésabbnak bizonyult.

2.5.2. Az NCX expresszi6 modositasainak tanulségai

Patkanyban a szivizomsejtek antiszensz kezelése 6 nap utan az NCX 66%-anak elt(inésével
jart [205], a kontraktilis aktivitas megsem valtozott. Hasonlo patkanymodellben az NCX
expresszidjanak 3-szorosara novelése sem befolyasolta az 6sszehuzddas nagysagat [206].
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy fiziologias [Ca®*], mellett az NCX modulacidja
minimalis hatassal van a kontrakcié nagysagara. Az NCX gen célzott KO-ja kovetkeztében
NCX hianyos (NCX™) patkanyembriok az intrauterin fejlédés 9-10-ik napjan elpusztultak.
Ugyanakkor, amikor az NCX globalis KO-ja letalisnak bizonyult [286-288], a nemrégiben
kifejlesztett, szivspecifikus egér NCX-KO modell totalisan eltér6 kdvetkezményekhez
vezetett [289, 290]. Bar ezekben az egerekben a szivizomsejteknek minddssze 10-20%
expresszalt NCX-et, az allatok problémamentesen feln6ttek, és a dramatikusan (80%-kal)
csokkent Ca®* eltavolitas ellenére csak minimalis kardialis diszfunkci6t mutattak. Tovébbi
meglepetésre a Ca®* héztartas fehérjéinek (SERCA2, PMCA, DHPR, RyR) expresszi6ja
sem mutatott nagy eltérést a kontroll allatokhoz képest. A KO allatok szivizomsejtjeiben az
Ica 50%-kal alacsonyabb volt, mint vad-tipusu testvereikben, de a DHPR expresszioja nem
valtozott. Lényeges eltérés kizarolag az AP hosszaban mutatkozott: a KO allatokban az
APD lényegesen rovidebb volt; a felgyorsult repolarizicié és megrovidilt platd fazis
kovetkeztében a Ca®* bearamlas drasztikusan, kozel 80%-kal csokkent, pontosan annyival,
amennyivel a Ca** eltavolitas. Homozigota NCX tulexpresszalt egerekben az NCX fehérije
expresszidja hdromszorosara nétt [291]. A KO egerekhez hasonl6an a megvéaltozott NCX
aktivitast ezekben az allatokban is az Ic, denzitas aranyos névekedése kompenzalta.

2.6. A Ca®' haztartas zavarainak szerepe a ritmuszavarok kialakulasaban

A szivritmuszavarok legfontosabb mechanizmusai: 1) fokozott automéacia, 2) triggerelt aktivitas 3)
,.reentry” mechanizmusok és 4) ezek kombinéacidi. Fokozott automacia johet létre a nodalis
szbvetek (SA és AV csom0), vagy Purkinje rostok elektrofiziologiai paramétereinek a megvaltozott
kéralmények (pl. jelentésen fokozott szimpatikus tonus, iszkémia/reperfuzio, szivhipertrofia, pitvari
vagy kamrai remodeling) altal indukalt eltolodasa kdvetkeztében. A triggerelt aritmiak hattere
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rendkivil Osszetett (ioncsatorndk, pumpdk, kicserélék koros miikodése) ami korai vagy késéi
utédepolarizacidéban (EAD, DAD) nyilvanul meg. Kialakuldsukban igen nagy szerepet jatszanak a
Ca?*; héztartas lokalis/fokélis perturbaciéi. A reentry mechanizmusok elsédleges okai az
abnormélis impulzusvezetés, a refrakter fazis id6tartamanak random véltozasa, illetve mindkettd
kombinéacidja. Az aritmidk fenntartasdban szamos kils6 és bels6 tényezd — kdzottuk ioncsatornak
és -transzporterek — kritikus szerepet jatszhat. Egyes aritmia tipusok kialakuldsaban kiemelkedd
szerepet jatszik a Ca**; haztartas perturbacibja [292-297]. Pl. a Ca®" tulterhelés-indukalt triggerelt
aritmiak kozvetlen, oki kapcsolatban allnak a Ca** egyensuly felbomlasaval [298-301], a kéros
NCX aktivitassal. A pitvar-/kamrafibrillaciéra jellemzd aritmogén szubsztrat kialakulasahoz vezetd
strukturalis/elektromos remodelinget a Ca**; tlltel6dés aktivalja, azaz kialakulasaban a szignal-
mechanizmust képezi, de fenntartasaban vélhet6en alig van szerepe [302-304]. Ebben a fejezetben
a triggerelt aktivitas és az SL két kicserél6jének (NCX, NHE) talmiikddése kdzotti oki kapcsolatra
fokuszalunk, de roviden dsszefoglaljuk a tébbi szivritmuszavar-tipus cellularis hatterét is.

2.6.1. A sziv Ca?*i-fligg6 és Ca’*i-facilitalt aritmogenezise

A Ca®; hazartas aritmogén perturbéciéi: Sejt szinten Ca’'-fiiggd aritmiak leggyakrabban
abnormalis membranpotencial-valtozasokban (korai és késo6i utopotencial, EAD, DAD)
nyilvanulnak meg és a drasztikusan megemelkedett [Ca®*]; (Ca®*; overload) kovetkeztében
alakulnak ki [305, 306]. A torz AP morfoldgia abnormalis ECC-t és szignifikansan csokkent
kontrakciés erét eredményez. Szerv szinten a Ca**-fliggd aritmogenezis legjobban az AP
kialakulasaban és szabalytalan terjedésében megnyilvanuld mikro-/makroheterogenitasok
kialakulasaval magyaréazhato [307]. A Ca**-fiigg6 aritmogén allapotok kozds ismérve, hogy
az egyetlen szivizomsejtben kialakul6, abnormalisan magas [Ca*']; a szomszédos sejtekre
atterjedve, nemcsak indirekt modon, membran depolarizicidval, hanem direkt médon, a
sejtek réskapcsolatain keresztiil, diff(zi6 altal masodlagos Ca®* felszabadulast indukalva is
generalizalédhat [308]. Az Ca*; tdlterhelés tObb aritmia tipus indukciés mechanizmusa,
amelyet a transzmembran Ca®* mozgéasok tartds, fokozott Ca’* bedramlashoz vagy
csokkent Ca** kidramlashoz vezet6 aranytalansagai hoznak létre. Fokozott Ca?* bearamlast
okozhat az LTCC-k nyitvatartasi valoszinliségének novekedése és a megemelkedett
[Ca®*],. Csokkent Ca** kidramlashoz vezethet a Nay csatornak fokozott szivargasa, a NKA
csokkent aktivitasa, vagy az acidozis kovetkeztében kialakuld, fokozott Na*/H* csere altal
generalt [Na']i emelkedés. Mérsékelt, vagy tranziens Ca*’; emelkedés — a hatékony
intracellularis puffer rendszerek miikodése miatt — csak jelentéktelen [Ca?*]sk emelkedést
hozhat létre, viszont a Ca** fluxusok tartds kiegyenstlyozatlansaga nagymértékd [Ca®'];
emelkedéshez, és ami ennél is veszélyesebb, a [Ca**|sg drasztikus novekedéséhez vezethet.
Utdbbi kovetkeztében a spontéan, sztohasztikus Ca’* felszabadulasok (sparkok) fizioldgiés
korilmények kozott alacsony Kkialakulasi valdszinlsége meredeken emelkedik [309].
Koérosan magas [Ca®*]sr esetén a sparkok gyakorisdga ugréasszeriien né és a sejtben nagy
valészintiséggel alakulnak ki fokozottan aritmogén, generalizalt Ca** hullamok [310].

A megnétt Ca**; masik kévetkezménye a szivizomsejtek kozott fizioldgias koriilmények
kdzott tartdsan nyitott réskapcsolatok lezarddasa [311]. Ezek nyitott allapotanak fenntartasa
az AP gyors és homogeén terjedése szempontjabol kritikus, a dramaian csokken6
konduktancia az AP terjedési sebességének akar tobb nagyséagrend( lassulasédhoz, az AP
diszperzié markans fokozodasahoz, funkcionalis AP-reentryk kialakulasahoz vezet.

A K" csatorndk szerepe: Egy adott K™ aram novekedése vagy csokkenése egyarant
aritmogén lehet. A repolarizalé K* aramok upregulacioja roviditi az APD-t, és a refrakter
periédusok markans roviditésével fokozhatja az AP-reentry kialakulasanak valoszin(iségét.
Downregulalt K* aramok az APD-t megnydjtjak, a nyujtas mértékétél fuggben aritmogén
vagy antiaritmias kovetkezményekkel. Mérsékelt APD novekedés altalaban csokkenti az
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aritmiak kialakulasi val6szin(iségét — azaz antiaritmias hatasu, jelent6sebb AP megnyulas
viszont elGsegitheti korai utodepolarizaciok (EAD-ok) kialakuldsat, ezéltal Torsade de
Pointes (TdP) aritmidhoz, sulyos esetben kamrafibrillaciohoz és hirtelen szivhalalhoz
vezethet [312]. A Ca’*-fiigg6 K" csatornak Ca’*-indukalt koros miikodése az abnormalis
Ca’*-haztartés 4ltal indukalt adaptacids remodeling egyik fontos kovetkezménye.

Triggerelt aritmidk: Triggerelt aktivitads esetén az aritmia fokalis eredet(, kialakulasat az el6z6 excitacio
indukalja. Tipikus kialakulasi helyei a pulmonalis vénak pacemaker sejtjei, a szinusz csomé teriilete, a jobb-
és balkamrai kifolyasi traktusok, valamint a commissura mitro-aortica, de a barhol el6forduld iszkémias
teriiletek is, amelyekben a fokozddé Ca®*; és Ca*' s tulterhelés a triggerelt aritmiék kialakulaséanak egyik
legfébb oka (9. abra).

A Korai utddepolarizacid - Késhi utddepolarizacia
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9. dbra A korai (A) és kés6i (B) utddepolarizécio kialakuldsi mechanizmusa. Az elnyujtott AP és a csatorndk
reaktivdléddsa a korai (EAD), a diasztolé alatti spontdn depolarizacio a kés6i (DAD) utddepolarizacio
kialakuldsanak kedvez (lasd [313]).

Korai utédepolarizacio (EAD) toébb mechanizmussal kialakulhat (9. abra /A): (1) az LTC
csatornak egy részének reaktivacioja [171, 314-316], vagy tartds késGi Na* aram (Ina.)
kovetkeztében az AP platd fazisa alatt korai EAD alakul ki [317]; (2) az AP terminalis
fazisaban bradykardiaban, vagy részleges K* csatorna blokad esetén, elsésorban a Ca®'-
fligg6 inward aram fokozott, gyors aktivacioja miatt kés6i EAD jon letre. EAD gyakrabban
fordul el6 alacsony szivfrekvencia, illetve megnyudlt APD esetén. Kialakulasadban fontos
szerepet jatszik a koros NCX aktivitas is [318], els6sorban Purkinje rostokban, amelyekben
az AP platé potencialja kevésbé pozitiv. A szarkolemma spontan Ca** felszabadulés
kovetkeztében aktivalddo ruglnex altal generalt depolarizacioja lehetévé teszi a ,,window”
Ca’* aram, ez pedig az EAD kialakulasat. Szivelégtelenségben az EAD kialakulasi
valdszinlisége a K* csatornak downregulacioja miatt lecsokkent repolarizacios rezerv,
valamint az NCX upregulacioja miatt megnétt r.qlncx kOvetkeztében jelentsen nd [319].
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Kés6i utopotencial (DAD) a szivciklus diasztolés fazisaban alakul ki az SR-bél spontan kilép6
Ca”" hataséra (9. &bra /B) [320]. Gyakrabban fordul el igen magas szivfrekvenciak esetén,
viszonylag révid APD mellett. Kialakulasat segitheti az Ica (— a [Ca*']i + [Ca®']sR)
katecholamin-indukalt névekedése. Az NCX kettds szerepet jatszik a DAD kialakulasaban.
Egyrészt a citoszol és ezen keresztiill az SR Ca** tartalmanak szabélyozasaban betdltott
szerepe miatt, mivel az SR Ca?* tllterhelése a fokozott & NCX aktivitas kdvetkezménye.
Masrészt — mivel a SERCA2-t a magas [Ca’"]i gatolja — a spontan Ca?*; hullamok
kovetkeztében létrejové hirtelen, nagymérték(i [Ca?']; emelkedést végsé soron a fokozott
wdNCX aktivitas tavolitja el. A DAD amplituddja a frekvenciandvekedéssel parhuzamosan
nd, amig el nem éri a kiisz6bot és ki nem alakul a triggerelt korai AP.

Tranziens inward aram (l;): Béar a szivciklus diasztolés fazisdban a membranpotencial
nyugalmi értékén, vagy annak kozelében van, nagy mennyiség(i Ca>* gyors felszabadulasa
befelé iranyuld arampulzust (tranziens inward aram, l), aktivalhat, ami a plazmamembran
nagymertékd, tranziens depolarizaciojat hozhatja létre [321]. Az |; els6dleges forrésa az
fwdlnex (~ 85%), de az lcica IS hozzajarulhat. Egeszséges szivizomsejtekben a DAD
kialakulasanak elengedhetetlen feltétele a megemelkedett [Ca**]sr, szivelégtelenségben
viszont az Ix; downregulacidja miatt a nyugalmi membranpotencial sokkal kevéshé stabil,
és DAD viszonylag alacsony [Ca®*]sr mellett is létrejéhet. [80].

Vezetési aritmiak: Alapvetd jellemz6jik az “aritmogén szubsztrat” kialakuldsa a
szivizomsejtek jelentds ,,remodeling”-je, strukturalis és/vagy elektrofizioldgiai atalakuldsa
kovetkeztében [302-304, 322-326]. A szubsztratot a szomszédos szivizomrétegek inhomogén
vezetési tulajdonsagai képezik (pl. iszkémia, vagy genetikus ioncsatorna-rendellenesség
esetén a korosan miikodo ioncsatorndk random eloszlasa). Az izomrétegek kdzott kialakuld
elektromos potencialkulonbségek oka a vezetési idGeltérés. Ez magyarazza, hogy a
cirkularisan folyé aram miért tud ismételten excitaciot Iétrehozni.

Pitvarfibrillacié (AF): Az AF kialakuldsahoz vezet6 komplex patomechanizmus részletei
kevésbeé tisztazottak. Valdszind, hogy a fibrillacidt beindit6 mechanizmusok nem azonosak
az AF terjedését és fennmaradasat biztosité mechanizmusokkal. Kialakulasa szorosan
kapcsolédik a fokozott Ca®* bearamlas kovetkeztében létrejové Ca** taltelédéshez [327-
329]. A strukturélis atalakulasban (remodeling) egyes Ca**-aktivalt protedzok is szerepet
jatszanak [330], az elektromos remodeling viszont egy, a Ca®*; tulterhelés csokkentésére
iranyuld, egyes ioncsatornak (pl. LTCC) csokkent expresszidjaval jellemezhet, celluléris
kompenzaciés mechanizmus aktivéaci6janak kovetkezménye. A csokkent Ca®* bearamlés
miatt az AP platd fazisa alacsonyabb, az AP rovidebb, ami elGsegiti az AF kialakulasat és
kronikussa valasat [331]. Ujabb adatok szerint a pulmonalis vénak terminalis részében
talalhato, koros korulmeények kozott sajat pacemaker aktivitassal rendelkezé [332, 333]
sejtek is szerepet jatszanak az AF kialakulasaban [334, 335] és fenntartasaban [336, 337].

Bér az SK csatornak lehetséges szerepét illeten hianyoznak a cafolhatatlan bizonyitékok,
aktivalddasuknak tobben alapvetd szerepet tulajdonitanak az AF kialakulasaban. SK-KO
egerekben a csatornak hianyaban kialakul6 APD megnyulas pitvari EAD-ok valamint AF
kialakulasahoz vezetett [137]. Mindazonaltal ez az eredmény nehezen értelmezhetd, mivel a
megnyult APD-t nem tartjak AF facilitalo tényez6nek; mivel AF paciensekben a pitvari
APD és ERP a remodeling kovetkeztében altalaban rovidil. Egy masik vizsgalat soran azt
talaltak, hogy a fokozott SK aktivitas az effektiv refrakter periodus (ERP) roviditésével
jarulhat hozza a pitvari remodelinghez, igy az SK csatorna upregulacioja strukturalis alapot
szolgaltathat az aritmogén szubsztrat kialakuldsahoz [338]. Hasonl6 eredményhez vezetett
az a vizsgalat, amelyben Gjabb SK csatorna gatlok (UCL1684, ICA, NS8593) segitségével
elemezték, hogy a pitvari SK csatorndk géatlasa jarhat-e aritmogén kovetkezményekkel
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[339]. Az NS8593, UCL1684 és ICA alkalmazasat kovetéen az AF minden preparatumban
ledllt. NS8593 el6kezelés nem befolyasolta a QT intervallum hosszat, de a pitvari ERP-t
megnyujtotta, izolalt, perfundalt tengerimalac szivben pedig géatolta az acetilcholin-
indukalt fibrillaciot. Az NS8593 hasonld antiaritmids hatast mutatott izolalt, perfundalt
patkany és nyulszivben, egy akut in vivo patkany AF modellben pedig roviditette az AF
id6tartamat [340]. Ugyanakkor tengerimalacban a tartos pitvarfibrillaciot még magas dozisu
(1 uM) apaminkezelés sem allitotta le. A kisérleti eredmények egy része alapjan felallitott
hipotézis szerint az (j SK gatlok a QT intervallum nyujtdsa nélkil, a pitvari ERP
megnyujtasaval képesek megel6zni, illetve megszintetni a fibrillaciot, ezaltal Uj terapias
stratégiét jelenthetnek annak kezelésében. Erthetetlen viszont, hogy a K¢, csatornak Ca®*-
fligg6 gatlasa miért csak az ERP alatt aktivalédik, amikor a [Ca®*]; mar alacsony, miért
nem korabban, magasabb [Ca®"]; mellett. (LegUjabb eredményekért 1asd 6.1.1. fejezet)

Kamrai aritmidk: A kamrai aritmiakat szokasos két — benignus és malignus — csoportra
osztani [341, 342]. A benignus aritmidk — ezek esetében anatomiai és/vagy elektrofizioldgiai
szubsztrat nem alakul ki — altalaban nem, a mar kialakult aritmogén szubsztratra épild
malignus aritmiak viszont mindig életveszélyesek. El6bbiek jellemz& megnyilvanulédsa a
jobb kamrai erek tertletér6l kiindulo ektopias aktivitas, utdbbiak kdzé tartozik a Torsade
de Pointes aritmia és a kamrafibrillacio.

Torsade de Pointes (TdP): Polimorf tachycardidval jellemezhet6 kamrai aritmia tipus.
Kialakulasat elGsegiti a repolarizacios rezerv — a depolarizalé aramok névekedése vagy a
repolarizaldo aramok elnyomasa miatti — markans csokkenése, ami a kamrai elektromos
heterogenitasok feler6sddésehez, tovabba — kamrai EAD-ok kialakuldsanak elGsegitésével
— fokozott triggerelt aktivitdshoz vezet [343]. QT megnyulas és T-hullam abnormalitasok
jellemzik, melyek az elektromos inhomogenitasokkal tarsulva, a harom kamrai (endo-, epi,
midmiokardialis (M)) sejtipus repolarizacids kinetikajaban kialakuld fokozott tér- és
id6beli diszperzio kovetkeztében, reentry-hez vezethetnek, ekkor a TdP hirtelen szivhalalt
okoz6 kamrafibrillacioba mehet at. A heterogenitasok els6dleges oka az M sejtek tdbbi
sejttipustdl eltérd viselkedése; ezekben a bradykardia-indukalt APD nyulas — a Kisebb ks
és nagyobb Inai és Incx kOvetkeztében [344] ardnytalanul nagy, ezért elektrofizioldgiai
értelemben atmenetet képeznek a masik két kamrai sejttipus es a Purkinje sejtek kozott.

A heterogenitasokat tovabb fokozza egy alacsony kuszobbel rendelkez6, gyorsan
aktivalodd és inaktivalodd, a T-tipusi Ca?*-csatornakra jellemz6, az epikardiélis
szivizomsejtekbdl hianyzé aram jelenléte az endokardidlis szivizomsejtekben [345].

Kamrafibrillacié (VF): A rendszerint hirtelen szivhalalhoz vezetd aritmia kialakulasaban
kritikus szerepet jatszanak a strukturalis elvaltozasok (pl. szivelégtelenség, iszkémias
szivbetegségek). A fenntartasaért felelés mechanizmusok még mindig kiterjedt vita targyat
képezik. Valoszind, hogy a VF dinamikus folyamat, olyan elektrofiziologiai ,,zavar”, mely
id6ben gyorsan valtozik. Az elektromos instabilitas kialakulasaban és fenntartasaban a
membranpotencial kéros modulaciéjan keresztiil szerepe lehet a Ca®*; haztartas zavarainak;
egyrészt az SR-b6| spontén, sztohasztikus Ca®* felszabadulas, masrészt a CaT amplitidéja
és az APD kozotti (u.n. Ca-Vm) negativ csatolas miatt. Kéros esetben — pl. ha a Ca®*
felszabadulas az SR-bél (a gyenge CICR miatt), vagy a Ca®* visszavétele az SR-be (az
NCX/SERCA arény eltolodasa révén) sulyos zavart szenved — CaT-alternansok, és ennek
kovetkeztében rendkivil aritmogén AP-alternansok alakulhatnak ki, melyek el6segitik a
fibrillacié szubsztratjat keépez6 alterndlé T-hulldmok kialakulasat [346]. A VF f6bb
mechanizmusai a folyamatosan valtozd depolarizécids hullamok, illetve azokat generélo
»rotorok” [347], melyek fenntartasaban fontos szerepet jatszhatnak a Purkinje rostok,
egyrészt a reentry korok részeként, masrészt a fokalis aktivitas forrasaként [348, 349].
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A Ca?*; héztartas zavarainak szerepe genetikus eredetli aritmiakban: A leggyakoribb
genetikus eredet(, klinikailag manifesztalodd aritmia szindromékra (Anderson, Brugada,
LQT, stb.) nem jellemz6 a kozvetlen Ca**i-fliggés. Az SR fokozott Ca®* szivargaséahoz
vezetd RyR mutécidkat mutattak ki aritmogén jobb kamrai diszpldziaban (ARVD) és
katecholaminerg polimorf ventrikularis tachykardidban (CPVT) szenvedd paciensekben.
Ez utobbiak kozil néhanyban a kalszekvesztrin2 gen is mutans [350], mig az LQT
szindréma egy kilonleges esetében az ankirin B génen talalhaté mutacio [351].

2.6.2. Aritmogenezis akut es kronikus iszkémia/reperfazids szivbetegségekben

A szivizom sulyos, hosszantartd iszkémidjanak legfontosabb jellemz&i az elégtelen energiatermelés
és a salakanyagok gétolt eltavolitasa, ami sejtszinten a kontrakcios er6 drasztikus csokkenéséhez,
az elektromos aktivitas instabilitdsahoz, mitokondrialis diszfunkcidhoz, végil nekrotikus vagy
apoptotikus sejtpusztulashoz vezet. Egész organizmus szinten a végallapot halalos kimenetel(
aritmia, vagy a sziv pumpafunkciojanak dsszeomlasa lehet. Az iszkémia legfontosabb jellemz6i:
acidozis, hipoxia, az energia metabolizmus csokkenése és emelkedett [K™],. Az aritmogenezishen
kitlintetett szerepet jatszik az SL iontranszportereinek (NCX, NHE) kérosan fokozott aktivitasa.

Az acidozis negativ inotrop hatasaért a pH; csokkenese felelés. Az alacsony pH
kovetkeztében a Ca’* transzporterek (SERCA, RyR, NCX) aktivitasa gatlodik. A CaT
amplitaddja nem csokken, inkdbb ndé, viszont a kifejtett er6 nagysaga eés a maximalis
fesziilés markansan csokken [352, 353], ami igazolja, hogy a negativ inotrop hatas a
miofilamentumok szignifikansan csokkent Ca®* érzékenységének és turnover sebességének
kovetkezménye, és a megndvekedett CaT a csokkend Ca®* érzékenységet kompenzal6
véltozasnak tekinthetd. A [Ca*]i és [Na']i megemelkednek [354, 355], az utébbi az NKA
csokkent aktivitasa, és az NHE fokozott proton eltavolitisa kdvetkeztében. Tartos aciddzis
alatt a pH, csokkenés gatolja a NHE-t, és mivel az NCX is gatlodik [356], a [Na'];
emelkedés [Ca®*]i emelkedéssel parosul. Az SR Ca?* felvétele is csokken, bér ezt tartésan
magas Ca** tartalma tilkompenzalhatja.

A hipoxia Ca?* haztartasra gyakorolt hatésai jol ismertek [357-360]. Egyik legfontosabb
koros kovetkezménye, hogy az NHE és a Nay csatornak aktivacioja altal indukalt fokozott
Na* bearamlas és a csokkent Na* kiaramlas miatt a [Na']; szignifikansan megné. A magas
[Na']; aktivalja a NCX transzportot, (10. abra), ennek kovetkeztében a [Ca®]i is
markansan megemelkedik. Az NKA fokozott energiadeficitje a Na* eltavolitas leallasahoz,
igy tovabbi Na'; akkumulacidhoz vezet (40 mM [Na']; is kialakulhat), amelynek egyik
lényeges kovetkezménye, hogy a transzmembran K* gradiens — a fokozott K* kiaramlas
miatt — fokozatosan csokken. A csokkent K* gradiens és a hipoxia direkt K* csatorna gatlo
hatdsa egyittesen depolarizaljadk a membrant [361, 362], ami tovabb ndvelve a ,,\NCX
aramot, még nagyobb Ca®* beéramléast hoz létre. Tartds hipoxia alatt az [Ca®']; tart6s
emelkedése Ca**sr tulterheléséhez, a spontan Ca** felszabadulas markéns fokozédasahoz,
ezaltal fokozott aritmogenezishez és tovabbi sejtkarosodasok kialakuldsédhoz vezet.

Az iszkémia korai fazisaban a [Ca®']; gyorsan emelkedhet [352, 363, 364]. Az emelkedés
molekularis mechanizmusa komplex [365]. A korai fazisban a sejt nem vesz fel jelentds
mennyiségli Ca”*-t a [Ca®']; emelkedés elsGdleges forrasa a SR [366]. Ha az [Ca?']; eléri a
MM tartomanyt a RyR-ok nyitvatartasi valdszinlsége nagymértékben no, [367-369]. Amikor
az ATP elérhet6ség csokken a SERCA2 aktivitas gatlodik, lehetvé téve a [Ca*']; gyors
emelkedését [352, 363, 364], ami tovabb ndveli a RyR nyitvatartéasi valdszinliségét, ez pedig
tovabb fokozza a Ca** felszabadulast. Az iszkémia kés6i fazisaban és még inkabb a
reperf(izié alatt a Ca** akkumulécitja a NCX transzport aktivalédasa kovetkeztében
megnétt kilsé Ca®* felvétel miatt tovabb fokozodik, amit a megemelkedett [Na']i és a
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membrandepolarizécié tovabb gyorsit [370, 371]. Iszkémia soran a mitokondriumok Ca?*-ot
vesznek fel [372]. Ez atmenetileg csokkenti az Ca®*; akkumulacié sebességét, de tartds
iszkémia és tal nagy felvett Ca** mennyiség végleges mitokondrium-karosodéshoz és
ennek kovetkeztében sejtpusztuldshoz vezethet. A reperfuzid kezdeti fazisaban a NHE
Ujraaktivalodasa a [Na']; masodlagos, gyors emelkedéséhez, ez pedig a revIncx tovabbi
aktivalasan keresztil a [Ca®']; gyors novekedéséhez és extrém méretli Ca?*-tdlterhelés
kialakuldsahoz vezethet, ami a reperfizio-indukalt szévetkarosodasok és szignifikdnsan
megnétt aritmia hajlam els6dleges oka. A fokozott transzmembran Ca®* szivargas, a
megnétt Iy, aram és a reperfuzio soran termel6dd szabad oxigéngyokok akkumulacioja
tovabb noveli a Ca?* tllterhelés ltal okozott szovetkarosodasokat. Az LTC csatornak a
membran depolarizéacidja kdvetkeztében inaktivalddnak, ezért az iszkémia/reperflzio alatti
Ca®* felvételben szerepiik nem jelentds [373-375].

NHE1 Receptor Reverz NCX1
gatibszerek antagm:m gatoszerek
t m.l
r«m»:_\“w Ca"
® ""“’"‘?fff_________gg,,f’/f 1
l Ca®* talterhelés

Iszkémia Anserob  PKC 7
—+ metabolizmus ‘\\-‘ Ma g ./ l

- tr %
l © ———ve Depolarizacio P ——
ATP l
deplécio _ l ) l ) .
| Hiperrofia | __ Sejhalal |

Aritmia

10. sbra A Na'/H’ kicseréls (NHE) és a Na'/Ca” kicserél6 (NCX) szoros kooperacidja az I/R-indukalt
sejtkarosodasok (hipertrdfia, aritmia, apoptozis/nekrozis) kialakulasaban (részletek a szévegben).

Az iszkémia alatt kialakuld Ca®" tllterhelés szamos karos folyamatot aktivalhat [376].
Semleges pH-n az intracellularis proteazok és foszfolipAzok mar pM-os Ca?* szint mellett
is aktivalddnak, sejtstruktdrak megbontésahoz, végil membrankéarosodasok kialakuldsahoz
vezetve [377-379]. Extrém magas [Ca®']; aktivalja az apoptotikus mechanizmusokat és
mitokondrium diszfunkcidhoz vezet. A Ca®'; tdlterhelés szerepet jatszik a szivizom
»dermedt - stunning” allapotanak kialakulasaban, ami a kontraktilis fehérjék (troponin 1)
Ca’*-fiiggs protedzok altal medialt diszfunkcidjanak a kovetkezménye [380-382].
Miokardidlis infarktus sordn az iszkémia-indukalt valtozasok elsésorban az infarktus széli
zbndjéra lokalizaldédnak, vagy igen nagy terlleten eloszlanak. A Ml széli zonajaban a Ic, és
a CaT gatladik, helyreallasi Kkinetikajuk lassul [383-385]. Az infarktust kdvetéen a lc,
néhany napig nem valtozik [386], ezt kovetden csokken [385]. Az NCX funkcié nem
valtozik [387]. Tulél6 szubendokardialis Purkinje sejtekben a lc, 1 €S lcat is csOkken [388]
és a szubcellularis Ca®* felszabadulas sulyosan serul [389]. A kérosodott szivszOvetben
kialakulé fokalis elvaltozasok jelentésen hozzajarulhatnak az aritmogenezishez.
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Kamrai aritmidk leggyakrabban akut MI, vagy CIHD soran generdlédhatnak. A kénnyen
haldlos kimenetel(ivé valé aritmiak alapjaul szolgalo elsédleges mechanizmus a rostok
anizotrép reentry, melynek hatterében fokozott szOveti anizotrépia, inhomogen, lassu
vezetés, a refrakter fazisok inhomogenitasa és a heterogén eloszlasu szdveti fibrozis all.

A fokozott szoveti heterogenitas kialakulasanak els6dleges oka a konnexin downregulacio
[390], melynek kovetkeztében a réskapcsolatok szama/mérete markansan csokken, féleg a
szivizomsejtek lateralis részein. A lelassult impulzusvezetés hatterében a konnexinek és a
Nay csatorndk inhomogén downregulacidja all; az Ik €s Ina, inhomogén downregulacioja
pedig fokozza az AP refrakter fazisanak inhomogenitdsat. A kamrai tachyaritmidkban
kialakulo ektopids komplexek (melyekben jelent6sen megn6 az EAD/DAD kialakuldsénak
valdszinlisége) elGsegitik a gyakran kamrafibrillaciéhoz vezet6 rekurrens szignalterjedést.
Iszkémids szivbetegsegekben triggerelt és re-entry eredet(i aritmiak kozel azonos szamban
fordulnak el6 [391-393] és mindkett gyakran vezet életveszélyes kamrai tachyaritmidhoz.
A triggerelt aritmiadk kialakulasaban kiemelked6 szerepet jatszik a fokozott NCX miikodés
[394], a reentry aritmiak strukturdlis alapja viszont sokkal 6sszetettebb; az inhomogén NCX
expresszid csak egyike a szamos, fokozott szdveti anizotropiahoz vezetd kéros eltérésnek.

Reperflzio: A reperfzi6 soran a [Ca®*]i vagy a belépd kiilsé Ca®* kdvetkeztében tovabb
ndvekszik — ami végil stlyos Ca®* taltelédéshez és sejthalalhoz vezet, vagy fokozatosan
normalizalodik, és a sejt taléli az inzultust [395-397]. Bar tartésan fennall6 iszkémia alatt a
[Na']; szamottevéen megemelkedik, ebben az alacsony pH, miatt az NHE szerepe limitalt.
A reperf(zio kezdeti fazisdban a pH, gyorsan normalizalodik, de a pH; még egy ideig
alacsony marad. A jelentGs pH gradiens maximalisan reaktivalja a Na*/H™ cserét és tovabbi
gyors [Na']i emelkedést generdl. Mivel a [Ca®']; is magas, az NCX Na'-fliggs
inaktivacidja nem johet létre; a jelentGsen megemelkedett [Na']; tovabb gyorsitja az
«NCX transzportaktivitast. A gyors és markans [Ca*]i emelkedés eldsegiti a Ca";
tulterhelés kialakulasat, ami szovetkarosodasokhoz, és szignifikansan megndtt aritmia
hajlamhoz vezethet. Erdekes modon, mig alacsony Ca?* tartalm( perfizié protektiv hatést
mutatott, a Ca®*, teljes eltavolitasa paradox celluléris reperf(iziés karosodasokhoz vezetett.
A Ca®" paradoxként ismert jelenség vélheten a szarkolemma fokozott permeabilitasanak
és/vagy az interkalaris lemezek szétesésének tulajdonithatd [398-401].

A reperfuzié alatti masik sulyos karositd hatas nagymennyiségl szabad oxigéngyok gyors
felszabadulasahoz kothetd [402], mivel a markansan megnoétt szabadgyok genezis csokkent
mennyiségl scavenger elérhetségevel parosul [403-406]. A szabadgydkok hozzajarulnak a
Ca’* tulterheléshez, és névelik az | nagysagat, illetve a triggerelt aritmiak eléfordulasét
[407, 408], ezenkivil gyakorlatilag az 6sszes Ca®* transzportald protein miikodését
befolyasoljak, beleértve a NCX-et is [247, 409, 410]. A Ca’" szivargés és a ,,window” Na*
aram is emelkedhet, ami tovabb fokozhatja a Ca®" tulterhelést. A szivizomsejtek Ca**
tulterhelése és a markansan megndtt szabadgyok képz6dés hosszi tavon a miokardium
stlyos miofilamentum diszfunkciéban megnyilvanulé bénult allapotdhoz vezethet.

Az NHE szerepe: A Ca?*; tllterhelés kialakulasaban, a reperfizios fazis alatti Ca** felvétel
felgyorsulasaban az NHE kdrosan magas transzportaktivitasa kritikus szerepet jatszik.
Mérsékelt pH; csokkenés is jelentGsen fokozza a protoneltavolitast, ezaltal markans Na';
akkumuldciét hoz létre, ami a ,NCX transzport aktivalasaval Ca”*; tllterheléshez vezet.

A fokozott NHE aktivitas elGsegiti a sejtméret novekedését (hipertrdfia) [264, 265], masrészt
fontos szerepet jatszik a nekrotikus és apoptotikus szovetkarosodasok aktivalasaban [411].
Az infarktus alatt/utan, vagy szivelégtelenségben kialakuld fokozott aritmia hajlam egyik
legfontosabb oka ugyancsak az iszkémia-indukalt szivhipertrofia [412].
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2.7. NCX és NHE gatlas hatésai beteg szivben

Szamos kisérleti eredmény igazolja, hogy az NCX nemcsak a sziv Ca®*; haztartasanak
fiziologias szabalyozasaban, de aritmogenezisében is kritikus szerepet jatszik. Figyelembe
véve a Ca?* eltavolitasaban jatszott alapvetd jelentdségét, nem megleps, hogy az NCX
funkcio koros véaltozasainak fontos szerepe lehet az aritmiak kialakulasaban/fenntartasaban
is. Ismereteink a transzporter mikodéeserdl és szabalyozasarol (kilondsen patologias
kortlmeények kozott, annak fokozott mikddése esetén) messze vannak az elégségestdl. Az
NCX funkcio komplexitasabol adodoan gatlasanak kovetkezményei ugyancsak osszetettek.
Egyrészt a .yNCX aktivitas gatlasa kovetkeztében csokken az AP korai fazisaban bearamlo
Ca’* mennyisége. Masrészt, a rgNCX aktivitas gatlasa miatt a CaT lecsengése elhtzédik,
és a Ca**ip szint is valtozhat. Harmadrészt, a SERCA2/NCX transzportarany az eltavolitas
soran né, ezaltal az SR Ca®* tartalma is emelkedhet. Végiil, mivel a spontan diasztolés Ca**
felszabadulas &ltal indukalt 1y is lassabban alakul ki, a membrandepolarizacioé nagysaga is
csokkenhet. Mindezek a valtozasok kodzvetlenil befolyasoljak a sziv aritmia hajlamat és a
kialakult aritmia allapot idGtartamat/sulyossagat. Az NCX gatlas végeredménye az egyes
hatasok aktudlis nagyséagan, Kinetikajan es interakcidjan kival markansan fuigg a gatloszer
farmakoldgiai paramétereit6l (nemspecifikus hatasok), ezért nehezen megjésolhato.

Egy NCX gatloszer a kisérleti eredmények alapjan két jelentésen eltéré szempont szerint
értékelhetd: egyrészt mint az adott szivbetegségre alkalmazott gyogyszer, hatékonysagaval
(terapids eszkdzkent), masreszt, mint a koros NCX mukddés adott patomechanizmusban
jatszott szerepét analizalé farmakologiai modell (kisérleti eszkézként). A korabbi kiserleti
eredmeények értelmezése szamos esetben nem problémamentes. Egyrészt, mert az adatok
tulnyomd részét nem kellGen specifikus NCX gatlok alkalmazasaval nyerték. Masrészt,
mig egy hatdanyag terapias hatasat viszonylag egyszer( értékelni (hat, nem hat), a masik
alapkérdés (az NCX tényleges szerepe az adott patomechanizmusban, és az NCX géatléas
jelentGsege az esetleges jotékony hatadsban) megvéalaszolasa sokkal kevésbé egyertelmd. A
SEA0400 elérhet6ségével, mely hosszu ideig a legszelektivebb és leghatékonyabb NCX
gatlonak szamitott, megbizhatdbb adatok valtak elérhet6vé, de ezek mennyisége limitalt,
tovabba human szivizomsejteken/multicellularis mintakon gyakorlatilag nem torténtek
mérések. Végul, a benziloxifenil szarmazék gatloszerek 11 inaktivacio-fliggésének és ebbdl
kdvetkezd transzportirany szelektivitasanak lehetnek ugyan hasznos kdvetkezményei egyes
Ca®*-fiiggd szivbetegségekben, de limitalhatjak hasznalhatdsagukat a tobbiben.

NCX gatlas — lehet-e perspektivikus kardioprotektiv stratégia? Az elmult id6szakban az
NCX szerkezetét, mlikodését és szabalyozasanak részleteit tisztazé elméleti (molekuléris,
fiziologiai, biofizikai és biokémiai) vizsgalatokat kdvetéen a klinikusok (kardiologusok,
neurologusok, endokrinoldgusok, urologusok) érdeklddése is nagymértékben fokozodott az
allatkisérletek eredményeinek klinikai alkalmazhatésaga irant. A fokozott érdeklédes azt a
nem tul régi felismerest tlikrozi, hogy az NCX expresszio és/vagy funkcid zavarai szamos,
a morbiditasi/mortalitasi listak vezeté helyein allo akut/kronikus betegség kialakulasahoz
vezethet, illetve felgyorsithatja azok progresszidjat (pl. szivbetegségek, agykarosodasok,
hipertenzio, diabéteszes cardiomyopatia). A kdzelmultban bekdvetkezett jelentds fejlédés
és a fokozott elvarasok ellenére tudasunk, mind az elméleti, mind — és legf6képpen — a
terépias vonatkozasokat illetden még meglehetdsen korlatozott. Bar az NCX Ca**-medialt
betegsegekben ma mar elismerten perspektivikus terapias célpont, a klinikai vizsgalatokat
sulyos nehézségek hatraltatjak. Még mindig nem ismert a kicserélé 3D strukturaja és a
struktara-funkcio kapcsolatra vonatkozo6 adatok szama is limitalt, igy a gydgyszerfejlesztés
potencialis célpontjai sem nyilvanvaldak. Szintén nem kellGen tisztadzottak a szivciklus
soran az AP morfoldgiaja és kinetikai paraméterei és az NCX aram kozotti kdlcsdnhatas
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részletei, aminek egyik legfébb oka, hogy az nagymértékben fligg a kdzvetlenil ma még
nem mérhetd (csak indirekt mddon becstilhet6) szubszarkolemmalis ionkoncentracidktol.
Joreszt ismeretlenek az SL egymas aktivitasat kolcsoéndsen befolyasold transzporterei
kozotti komplex, dinamikus kdlcsonhatasok részletei is. Végul a kisérleti eredmények
értelmezését sulyosan nehezitd tényezd volt az effektiv és szelektiv hatéanyagok hianya;
ezert egyre slrget6bb az igény jobban hasznalhato NCX modulatorok kifejlesztésére.

2.7.1. NCX gatlas antiaritmias hatasai

Az NCX blokad antiaritmias hatasaira vonatkozé adatok a gatloszerekkel kapcsolatos
nehézségek miatt, ellentmondasosak. Tanulsagos példa erre egy akonitin-indukalt triggerelt
aritmidkra vonatkoz6 publikacié [413], mely altatott tengerimalacon a KB-R7943 és a
SEA0400 anti-/proaritmias hatékonysagat elemezte. KB-R7943 alkalmazasa leéllitotta a
kamrai tachycardiat, de a SEA0400, még a maximalis 10 mg/kg ddzisban is hatastalan volt.
A KB-R7943 vélhetden nemcsak az NCX-et, hanem a Na* és Ca** csatornakat is gétolta,
igy megakadalyozta a Na* és Ca* tultel6dést is, ugyanakkor a szelektivebb SEA0400 —
joval kisebb nemspecifikus hatasai miatt — nem gatolta a triggerelt valaszok kialakulasat. A
szimul&cid soran bebizonyosodott, hogy az NCX nem jatszhat fontos szerepet az akonitin-
indukalt aritmidk kialakulasaban, azaz a KB-R7943 protektiv hatdsa nem az NCX gatlas
kovetkezménye. Egy maésik kisérletben KB-R7943 el6kezelés szignifikdnsan megndvelte
az aritmidk kialakuldsahoz sziikséges ouabain dozist és novelte a szivleallashoz szlikséges
id6tartamot [279]. Pacing-indukalt AF soran az akut ERP reverzibilisen lerdvidul. KB-
R7943 el6kezelés a pitvari ERP-t ddzisfiiggéen (EDsp=1.9 mg/kg) novelte [273]. A KB-
R7943-kezelt pitvarfibrillald, illetve normal szivritmussal rendelkez6 kutyakban az ERP
valtozasok mertéke és id6viszonyai azonos KB-R7943 ddzisok esetén nem kilonboztek,
viszont altatott kutyakban a KB-R7943 nem csokkentette az ouabain-indukalt aritmiak
gyakorisagat [274]. Egy masik vizsgalatban a SEA0400 jelent6sen géatolta a digitalis-
indukalt aritmiakat [276]. Korabbi kiserleti eredmeényeink szerint kutya preparatumokban
SEA0400 (1 uM) alkalmazasa utan az EAD-ok és DAD-ok amplitiddja csokkent [275].
Patkany kamrai sejtekben a Na*, eltavolitisa az NCX-en keresztiil Ca** bearamlast hoz
létre, ami [Ca®"]i emelkedéshez, aritmidk kialakulasahoz vezethet. 5 UM KB-R7943 a
[Ca?*]; emelkedést kivédte [272], de a [Ca*']; csokkenés sebességét nem befolyasolta, ami
arra mutat, hogy patkany kamrasejtekben az NCX altal bejutdé Ca®* jelent6sége korlatozott
a normélis ECC szempontjabol, mivel a Ca?* kidramlés gatlésa elegends volt a glikozid
inotrépia kialakulasdhoz. Ugyanakkor a KB-R7943 magas [Na']; esetén gétolta a Ca?*
taltel6dést és a spontan aktivitast, ami igazolja azt a feltételezést, hogy az NCX mediélt
nettd Ca®* bearamlas kritikus szerepet jatszik az aritmogén Ca®* tultel6dés kialakulésaban.

2.7.2. NCX gatlas hatasa iszkémia/reperfaziéban — aritmogenezis

Izolalt sejtek és szdvetek: 50 UM strophantidinnel el6kezelt szivizomsejteken a KB-R7943
csokkentette a diasztolés [Ca®*]i-t és a strophantidin inotrép hatasanak befolyasolasa nélkiil
megsziintette a spontan Ca®" oszcillaciokat [272]. Patkanyokban preiszkémias alkalmazésa
megsziintette az I/R indukalt kamrafibrillaciot [278]. Egy maésik vizsgalat szerint hasonlo
el6kezelés nem befolyasolta a koronaria leszoritas és reperfuzié-indukalt aritmiakat [414].
Szubsztratmentes hipoxias mediumban inkubalt tengerimalac papillaris izmokban
reoxigendacio el6tt és alatt alkalmazott 10 UM KB-R7943 szignifikansan csokkentette a
reoxigenacios id6tartam alatt kialakuld aritmiak gyakorisagat és id6tartamat [415]. Globalis
iszkémiat kovetd reperfizio alatt, al-adrenerg receptor stimulaciot kovetden, fokozodik a
sziv inozitol(1,4,5)trifoszfat [Ins(1,4,5)P3] szintézise, ami kamrafibrillacidhoz vezethet. 10
UM KB-R7943 kivédte az Ins(1,4,5)P; emelkedést és a fibrillacid kialakulasat [416]. A KB-
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R7943 antiaritmias hatasat I/R modellben vizsgéltdk Langendorff-perfundalt nydlsziveken
is [417]. Erre a modellre iszkémia és reperfizié alatt egyarant igen magas (50%) kamrai
tachycardia (VT) és VF gyakorisag jellemz6. 3 uM KB-R7943 el6kezelést koveten a
iszkémias és reperfuzids fazisokban egyarant szignifikansan csokkent a VT és VF
gyakorisaga. A merések szerint a KB-R7943 volt az egyetlen hatéanyag, amely ebben az
aritmia modellben az iszkémia-, illetve reperfuzio-indukalt aritmiakat egyarant gatolta.

In vivo: patkany I/R modellben az iszkémiat kdvetéen alkalmazott SEA0400 csokkentette
a kamrafibrillacié kialakuldsi gyakorisagat és a mortalitast [418]. A SEAO0400-hoz
hasonloan, az YM-244769 is hatékony volt az I/R-indukalt VT és VF megel6zésére [239].
A patkanyokon kapott eredményekkel szemben kutydkon sem az iszkémia el6tt sem az
utana 3.0 mg/kg dozisban alkalmazott SEA0400 nem csokkentette az I/R-indukalt aritmiak
gyakorisagat [276]. Ugyancsak kutyakon az iszkemia el6tt alkalmazott (2, 5, 10 mg/kg)
KB-R7943 sem gatolta I/R-indukalt aritmidk kialakulasat [274]. Iszkémia alatt 5 mg/kg
KB-R7943 alkalmazésat kdvetben az egyetlen kardioprotektiv hatds az aritmids Utések
szamanak csokkenése volt. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy mivel kutydban a KB-R7943
nem rendelkezik szdmottevé antiaritmias potenciallal, nagyobb eml&sdkben I/R-indukalt
aritmiakkal szemben az NCX gétlas nem igazén hasznalhatd stratégia.

2.7.3. NCX gatlas hatasa iszkémia/reperfuziéban — kontraktilitas

Izolalt sejtek/szivmodellek: 1zolalt szivizomsejtekben mind a KB-R7943 mind a SEA0400
effektiven megel6zte az I/R-indukalt Ca* tlltel6dést. Patkany szivizomsejtekben szimulalt
iszkémia soran 20 uM KB-R7943, amennyiben csak az anoxias fazisban alkalmaztak, nem
befolyasolta a kontraktdra kialakulasat, de markansan csokkentette a Ca**; akkumuléci6jat
és gatolta a reoxigenacio-indukalt kontraktura kialakulasat [419]. Reoxigenalt patkany
szivizomsejtekben, Ca**-mentes médiumban, KB-R7943 jelenlétében a Ca** oszcillaciok
és a hiperkontraktira is szignifikansan csokkent [420]. Szintén patkany szivizomsejtekben 1
és 3 UM SEA0400 csokkentette a Ca** paradox-indukalt sejtpusztulast [421]. Izolalt
perfundalt patkanyszivben, iszkémia el6tt vagy utan alkalmazva a KB-R7943 és SEA0400 is
mérsékelte a kontraktilitads I/R karosodas miatti csokkenését [278, 418]. Patkanysziv anoxia-
reoxigenacios modelljében 20 uM KB-R7943 kezelés szignifikansan cstkkentette a
reoxigenacio-indukalt enzimfelszabadulast [419]. Hasonlo kisérletben, a reperfizio alatt
alkalmazva, KB-R7943 markansan csokkentette az iszkémias ka&rosodas mértéket: az
iszkémias periddust kovetben alacsonyabb végdiasztolés nyomast, magasabb balkamrai
nyomas és kisebb LDH felszabadulast kaptak [420]. A KB-R7943 tengerimalac papillaris
izomban kontroll &llapotban nem befolyésolta a kontrakcio paramétereit, de csokkentette
az alacsony Na', altal generalt kontraktira nagysagat [415]. Ugyanebben a preparatumban,
szubsztratmentes hipoxias médiumban 10 uM KB-R7943 szignifikansan novelte a kamrai
nyomast reoxigenacid utan [272]. A kedvezd hatas mértéke az alkalmazott koncentraciétol
és az alkalmazas id6zitésetdl fliggott. Az LDH felszabadulast a reperfizié els6é 5 percében
alkalmazott 0.3-30 uM KB-R7943 dozisfuggden csokkentette, de amennyiben csak a 6-ik
perc utan alkalmaztdk, a jotékony hatés eltlint. 5 uM KB-R7943 a reperfuzid elsé 10
percében alkalmazva csokkentette a kontraktilis diszfunkciét, LDH felszabadulast és a
reperfuzio-indukalt hiperkontraktdra kovetkeztében kialakulo szarkolemma karosodasok
okozta nekrdzist (contraction band necrosis). Sertésben 5 uM KB-R7943 intrakoronériés
infuzidja a reperfuzid kezdeti 10 percében csokkentette az infarktus méretét [422]. Ezek az
eredmények alatamasztjak azt a hipotézist, mely szerint a reperfuzié korai fazisdban az
NCX alapvet6en reverz médban miikodik, Ca** tultel6dést, hiperkontraktirat és sejthalélt
generélva; gatlasa pozitiv kovetkezmeényekkel jar, viszont kés6bb akadalyozza a swancx
transzport Ca* eltavolitd miikodését, ami a sejt helyreéllasa szempontjabél végzetes lehet.

- 44 -



dc_1149 15

MTA-doktori értekezés Toth Andras

Langendorff-perfundalt nyulszivekben 3 uM KB-R7943 preiszkémias alkalmazésa negativ
inotrép véltozast okozott, és ami még fontosabb, nem akadalyozta meg a kontraktilis
abnormalitasokat. A KB-R7943 hatés hianya igazolni latszik az elképzelést, mely szerint a
kontraktilis diszfunkcié oka a miofilamentumok megvaltozott Ca** érzékenysége [417].
Perfundalt mikddé patkdnyszivben a KB-R7943 szignifikansan gatolta az iszkemia alatti
[Ca?*]; emelkedést. Reperfizi6t kovetden a diasztolés [Ca®*]; gyorsabban helyreallt a kezelt
szivekben. KB-R7943 ugyancsak felgyorsitotta a szivizom aktualis terhelésére jellemzd
frekvencia-nyomas szorzat (RPP) reperfuzié alatti helyreallasat [423], ezért Ugy gondoltak,
hogy a KB-R7943 a &, NCX aktivitas géatlasaval csokkenti az iszkémias Ca?* tllterhelést és
javitja a miokardium-funkcid helyreéllasat a reperfuzids fazisban. Langendorff-perfundalt
patké&ny szivekben 0.3 és 1 uM SEA0400 csokkentette az alacsony nyomasu, majd normal
perflzié okozta mechanikai diszfunkciot [418]. No-flow iszkémia soran 1 uM SEA0400
nem befolyésolta a kontrakcids eré csokkenését, de gatolta a kontraktura kialakulasat és
jelent6sen javitotta a kontraktilitas helyredllasat a reperfizidt kovet6en [277]. A jotékony
hatas akkor is kialakult, ha a gatloszert csak iszkémia el6tt/alatt, de akkor is ha csak a
reperfuzidé soran alkalmaztadk. Ezek az eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy az
NCX aktivitas gatlasa — az iszkémia és/vagy a reperfuzié alatt — kardioprotektiv hatdsu
lehet és megkonnyitheti a sziv kontrakcios aktivitasanak helyreallasat.

Egy igen részletes vizsgélatban nyulsziveken is 0sszehasonlitottak az eltéré szelektivitasu
és hatékonysagu KB-R7943 és SEA0400 kardioprotektiv hatasat [424]. Mindkét gatloszer
csOkkentette az infarktus Kiterjedését (ECsp = 5.7 nM a SEA0400-ra), de a SEA0400
hatékonyabbnak bizonyult; az infarktusos teriilet méretcsokkenése 75%, illetve 40% volt.
Nem volt viszont kiilénbség az infarktusos terllet nagysagaban ha a gatldszert a regionalis
iszkémia el6tt, vagy utan alkalmaztak. Mig 1uM SEA0400 javitotta a dP/dt posztiszkémias
helyredllasat, a KB-R7943 még alacsony, 1 pM-os koncentracioban is gyengitette a sziv
mechanikai aktivitasat. Magas, 5-20 UM KB-R7943 koncentracio a szivfrekvencia, bal
kamrai nyomas és dP/dt gyors, markans csokkenését okozta, igy a KB-R7943 protektiv
hatékonysaga a szivfunkciora gyakorolt negativ hatasa kdvetkeztében erdsen limitalt. A
joval szelektivebb SEA0400 alkalmazésa az iszkémias szivkarosodas csokkenéséhez és a
dP/dt javulasdhoz vezetett. Egy Ujabb NCX gatloszer, az SN-6 is hatékonynak bizonyult
I/R soran; az NCX gétlasan kivil a karositd oxigéngyokoket is eliminalta [425]. Az NCX
gatloszerek I/R karosodasokkal szemben mutatott védd hatasanak mechanizmusat és a
hatas hatarait izolalt patkanysziveken vizsgaltak, 20/35 perces iszkémiat kdvetd 60 perces
reperfuzio soran.

A gétloszereket (3-30 uM KB-R7943, vagy 0.3-1 uM SEA0400) iszkémia el6tt vagy utan
alkalmaztak [426]. Az eredmények szerin t sulyosabb (35 perces) iszkémia esetén sem az
el6tte, sem az utana alkalmazott KB-R7943 vagy SEA0400 kezelés nem javitotta a
kontraktilis aktivitas posztiszkémias helyreallasat, tovabbd nem csokkentette sem az I/R-
indukalt Na*; akkumulaciot, sem a mitokondrialis 1égzésfunkcio-karosodast. Ugyanakkor
mérsékeltebb, 20 perces iszkémia esetén, mind az el6tte, mind az utana alkalmazott 10 uM
KB-R7943, illetve 1 pM SEA0400 szignifikansan csokkentette a reperfizi6-indukalt Ca?*
akkumul&cidt és a szivizom magas energidju foszfatjainak csokkenését, tovabba javitotta a
sziv kontraktilitasanak helyreélldsat. A vizsgalat konkluzidja szerint az NCX gatloszerek
kardioprotektiv hatdsa mérsékelt iszkémidban jelent6s részben a mitokondrialis Ca®*
tulterhelés okozta mitokondrium-karosodasok csokkentésének kdvetkezménye.

In vivo modellek: A SEA0400 hatékonysagat az I/R okozta karosoddsok csokkentésében
patkdny és kutya in vivo modellekben is vizsgaltdk. Patkanyban a SEA0400 nagyrészt
kivedte a balkamrai végdiasztolés nyomasemelkedést, illetve az ejekcids frakcid drasztikus
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csokkenését [427]. Altatott kutydban 1.0 mg/kg SEA0400 a hemodinamikai paramétereket
nem befolyésolta, de enyhén nydjtotta a QRS id6tartamot. Pre- és poszt-iszkémiés (1.0/0.3,
1.0, 3.0 mg/kg) alkalmazasa nem cstkkentette a bal arteria descendens (LAD) okkldzioval
Kivaltott regiondlis I/R altal indukalt kamrai aritmidk gyakorisagat, de 3.0 mg/kg doézisban
csokkentette a digitalisz-indukalt kamrai tachyaritmiak id6tartamat [276].

2.7.4. NCX gatlas hatasa a miokardialis stunning-ra és prekondicionalasra

A miokardium ,,kabult” allapota (stunning) megfigyelhet6 j6 nehany klinikai beavatkozés
(perkutan transzluminalis koronaria angioplasztika, trombolizis, kardiopulmonalis bypass)
utan [428]. Kulénb6zd stunning modellekben a KB-R7943 és a SEA0400 is szignifikansan
javitotta a szivizom helyredllasat [421]. Egy izolalt sejt modellben sikeresen igazoltak, hogy
a reperfizié els6 10 percében generalt Ca®* tllterhelés kiemelkedd szerepet jatszik a
stunning kialakulasaban, mivel a Ca** bearamlas csokkentése szignifikansan csillapitotta a
szivizom kabultsagat, a sziv mechanikai diszfunkciojat, valamint a [Ca**]; oszcillacidkat
[429]. Altatott kutya modellben a szivfunkcio posztiszkémias helyreallasa elégtelen volt
mind a kontroll, mind az alacsony (5mg/kg) KB-R7943 doézissal kezelt csoportokban,
ugyanakkor szignifikdnsan javult a magas, (10mg/kg) KB-R7943 ddzissal kezelt
csoportban [430]. 1 perccel a reperfizié el6tt alkalmazva 0.3/1.0 mg/kg SEAO0400,
szignifikdnsan javitotta a szegmensrovidulést [421]. Mindezek az adatok igazoljak, hogy a
stunning kialakulasanak egyik meghatarozé mechanizmusa a ,y\NCX transzportaktivitasa
altal létrehozott Ca®*ip tllterhelés, tovabba az iszkémia el6tt vagy utan alkalmazott NCX
gatlas, csokkentve a stunning idétartamat, jelentdsen javithatja a szivizom helyreallasat.

A prekondicionalas kialakulasahoz kisebb mértékii Ca** tllterhelés sziikségesnek latszik.
A sevofluran prekondicionalo hatasardl kimutattak, hogy a PKC transzlokacidjatol flgg,
melyet vélhetden a fokozott, NCX-medialt Ca®* bearamlas indukal [245]. Ez azt jelentené,
hogy tobb prekondicionalé eljarashoz hasonldan a szivizom Ca** tartalméanak altatgazok
altal indukalt novekedése is protektiv szignalkaszkadot general. A prekondicionalassal
triggerelt kardioprotekci¢ alatt kimutatott fokozott, a posztiszkémias reperfuzio soran talalt
csokkent yNCX aktivitds meggy6z6en igazolta a protektiv hatés kialakul&sat [431].

2.7.5. NHE gatlas antiaritmias hatésai iszkémia/reperfazidban

Mivel az iszkémia és a reperfuzié is jelent6sen névelheti a kamrai aritmidk gyakorisagat,
régota feltételezik, hogy az NHE iszkémia és/vagy reperflzio alatti gatlasa kardioprotektiv,
antiaritmias hatasu lehet. Ezt a feltételezést szdmos kiserleti adat igazolja, melyek szerint
az NHE gatlasa csaknem teljesen meggatolja az I/R indukalt aritmiak kialakulasat.
Kutyaban a nemszelektiv amilorid a kisérletes miokardialis infarktussal in vivo indukalt
tartés kamrai tachyaritmidk kialakulasat még igen kis dozisban is megakadalyozta [432].
Iszkémia el6tt és reperfuzio alatt alkalmazva, izolalt és in vivo, LAD lekotott patkany- és
malacsziven, més szelektivebb NHE géatloszerek (HOE 694, EIPA) is hatékony védelmet
nyujtottak a reperfuzio-indukalt VF és a posztreperfuzids stunning kialakulasaval szemben
[433-435]. Az amilorid human péaciensekben is eléggé hatékonyan gatolta a szimptomas
kamrai tachycardiak kialakulasat (bar human pacienseken hatékonysaga kisebb volt, mint
kutyakon) [269], es a kés6bb elvégzett klinikai vizsgalatok soran is eredményesen gatolta a
kamrai extraszisztolék kialakulasat. Ugyanakkor a szelektivebb amilorid szarmazékokkal
(cariporid, eniporid) nagy létszdmu péaciensen végzett hasonlé vizsgalatok eredményei
ellentmondéasosak (esetenként sulyos mellékhatasokrol is beszamoltak) és 6sszessegikben
nem valtottak be az I/R el6tti/alatti NHE gatlashoz f(iz6d6 fokozott elvarasokat [436-439].
Az, hogy a humén pécienseken nyert klinikai adatok miért mutatnak markans eltéréseket
az experimentalis adatoktol, jelenleg nem tekinthet6 tisztazottnak [440].
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3.

CELKITUZESEK

Els6dleges celkitlizésink négy, elméleti es klinikai szempontbdl egyarant fontos kérdeskor
vizsgélata volt a sziv Ca?*; héztartasara és akciés potencialjara jellemzé paraméterek
elemzésével, szivizomsejtekben, multicellularis szévetmintakban és intakt szivekben.

1)

b)

2)

b)

4)

Milyen hatassal van egyes, jelent6s Ca?*-fiiggést mutaté repolarizalé K* aramokra a
[Ca®*]i markans valtozasa; Ca*i-fliggésiik kovetkeztében emelkedik, vagy csokken a
sziv adaptacios kepessége, illetve aritmia hajlama?

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

Milyen irdnyban és mértékben befolyésolja a [Ca®*]; emelkedése az AP repolarizaci6
késbi fazisdban és a nyugalmi potencial bedllitasaban és stabilizicidjaban kiemelked6
jelent6ségi 1k, nagysagat. Lehet-e a [Ca®*]i-filggésnek aritmogén kovetkezménye?

Van-e fizioldgias koriilmények kdzott a részleges, szelektiv NCX gatlasnak szignifikans
befolyasol6 hatasa a Ca*; haztartasra és a miokardium kontraktilitasara?

Van-e a szelektiv NCX gatlasnak mérhetd hatasa egészséges nagy emlds (kutya és
humén) sziv Ca*; haztartaséara és kontraktilitasara?

Eltérnek-e ezektdl a kis eml6s (patkany) szivben azonos korilmények kozott mért
valtozasok? Ha igen, miért?

Van-e eltérés a kevésheé szelektiv NCX gatlo SEA0400 és az ujabb, szelektivebb ORM-
10103 Ca**; homeosztazisra gyakorolt hatésai kdzott?

Jelenthet-e egyes szivbetegség modellekben a szelektiv, részleges NCX gatlés
perspektivikus terapias stratégiat a Ca’'; haztartas zavarai altal generalt aritmiak
kialakulasa ellen?

Reészleges, szelektiv NCX gatlassal csokkenthetk-e az In, aktivalasa kovetkeztében
kialakulé [Na*]i emelkedés aritmogén kovetkezményei a Ca®*; homeosztazisban és az
AP paramétereiben?

Szimulalt iszkémia/reperfizié soran részleges, szelektiv NCX gatlas alkalmazésaval
csokkenthetbk-e a Ca®*; haztartas aritmogén eltolédasai és az AP paramétereinek
aritmogén valtozasai, illetve javithatok-e a sejtek tulélesi esélyei?

Izolalt, perfundalt szivben a két kicserél6 kombindlt gatlaséval fokozhat6-e az NCX
vagy NHE gatlas reperfazios aritmiakkal szemben Kkifejtett antiaritmias hatasa?

Hogyan véltoznak a fontosabb hemodinamikai paraméterek a regionalis I/R ciklus
sorén kontroll, illetve NCX és/vagy NHE géatloval el6kezelt szivekben?

Alkalmas-e a részleges NCX gatlas a reperfuzios fazisban kialakulé kamrai aritmiak
megel6zésére?

Hogyan viszonyul egyméshoz a részleges, szelektiv NHE, illetve NCX gatlas
hatékonysaga az egyes reperfuzios aritmiatipusok vonatkozasaban?

Fokozhato-e a részleges NHE és/vagy NCX géatlds antiaritmias hatékonysaga a két
gatloszer kombinalt alkalmazasaval?
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4. MODSZEREK ES ANYAGOK

4.1. Etikai engedélyek

Az értekezés alapjaul szolgalo kisérleti projektek megfelelnek az Europai K6zosség, illetve
az USA laboratoriumi allatok tartasara es felhasznalasara vonatkozé iranyelveinek (USA:
NIH publication no 86-23, revised 1985). Kisérleti protokolljaink rendelkeznek a Szegedi
Tudomanyegyetem , Allatvédé Tudomanyetikai Bizottsag” engedélyével (engedélyszam
No. 54/1999 Oej, 1-74-9/2009). A human donorokbdl szarmazd egészséges szivekbdl a
pulmonalis- és aortabillenty(ik a kisérleteket megel6zen eltavolitasra és transzplantaciora
kertltek. A transzplantaciot megel6z6en a szervdonorok plazma expanderek, furosemid és
dobutamin kivetelével medikacioban nem részesultek. Minden altalunk hasznal human
kisérleti protokoll megfelel a Helsinki Deklaréci6 iranyelveinek és rendelkezik a Szegedi
Tudomanyegyetem ,,Human Orvosbioldgiai Regionalis eés Intézményi Kutatasetikai
Bizottsaga” engedélyével (engedélyszdm No. 717. No. 63/1997).

4.2. Preparatumok

4.2.1. lzolalt kamrai szivizomsejtek

Az optikai (Ca?*; tranziens, NADH, stb.), méréseket kevés kivétellel, a patch clamp és
single-cell AP méréseket minden esetben izolalt szivizomsejteken végeztilk. A sejteket
legtébbszor kutya, nyul, vagy patkanyszivbél, enzimatikus modszerrel izolaltuk.

Patkéany. Felnétt him, 150-200 g sulyd, Sprague—Dawley patkanyokbol izolalt sziveket,
Langendorff szerint, retrogrdd iranyban, az aortacsonkon keresztil, 2mM CaCl,-ot
tartalmazo, 37 °C-os Krebs—Henseleit oldattal perfundaltuk. Az oldat pH-jat, 5 percig 95%
O, + 5% CO, keverékével telitve, 7.35 + 0.05 értékre allitottuk be. Ezt kdvetben a
szuperflziét atkapcsoltuk Ca”**-mentes Krebs—Henseleit oldatra. 8 perc utan a perflziés
oldatot 0.5 g/l kollagenaz (Type I, Sigma) + 0.5 ¢/l hialuronidaz + 200 yM CaCl,
hozzdadasaval Kiegészitettik, és a sziveket 7 percig az enzimtartalmd oldattal
perfundaltuk. A szeparacios eljaras vegeztével a jobb kamrai izomszovetet kis darabokra
vagtuk és Ovatosan trituraltuk. A frissen izolalt sejteket tarolo oldatba helyeztiikk (mM-ban:
HEPES 10.0, KOH 89.0, KCI 30.0, taurin 15.0, KH,PO,4 10.0, glutamét 70.0, MgCl, 0.5,
gluko6z 10.0, EGTA 0.5; pH = 7.3) és felhasznalasukig szobahémersékleten taroltuk.

Kutya. Kamrai szivizomsejteket mindkét nem( feln6tt keverék kutyak szivébél szegmens-
perfGziés maddszerrel nyertink. A 10-20 kg sulyd allatokat 30 mg/kg thiopental i.v.
alkalmazasaval altattuk. A mellkas nyitast kdvet6en a szivet eltavolitottuk, a bal kamra ék
alakl szegmensét az anterior coronaria descendensen keresztll, Langendorff apparatus
segitségével 1.2 mM CaCl, + 10mM HEPES + 2.5 g/l taurin + 0.175 g/l piruvat + 0.75 g/l
ribdz hozzéaadasaval kiegészitett mddositott MEM (Minimum Essential Medium, Joklik
modositas, Sigma, M-0518) oldattal perfundaltuk (pH = 7.2). A vér eltavolitasat kovet6en
a perfaziot 10 percre atkapcsoltuk Ca?*-mentes MEM oldatra. A sejtszeparalast 0.5 g/l
kollagenazzal (Sigma 1) végeztik, 40 percig, 50-75 yM CacCl; jelenlétében. A 37 °C-on
stabilizalt oldatokat 100% oxigennel buborékoltattuk. VVégul a szegmens egy reszeét kisebb
darabokra vagtuk és 6vatosan megnyomkodtuk a sejtek kinyerése céljabdl. A frissen izolalt
sejteket felhasznalasukig szobahomérsékleten taroltuk. A sejtek > 60%-a a normal kils6
Ca®* szint helyreallitasa utan szabalyos alakot vett fel, jol azonosithaté harantcsikolattal.
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4.2.2. lzolalt multicellularis preparatumok

Az AP méréseket altalaban multicellularis preparatumon végeztiik, melyet kutya kamrabol
(néha patkany, vagy human szivbdl) izolaltuk. Mindkét nem(, 10-20 kg sulyua, feln6tt
keverék kutyékat thiopentallal altattuk (30 mg/kg). A jobboldali mellkas nyitast kovetéen a
szivet gyorsan eltavolitottuk és azonnal jéghideg Tyrode oldattal (mM-ban: NaCl 144,
NaH,PO, 0.33, KCI 4, MgCl, 1, glukéz 5.5, HEPES 5, and CaCl, 2) atdblitettik. A Tyrode
oldat pH-jat 7.4-re allitottuk. Papillaris izmokat és trabekuldkat a sejtizolalassal (4.2.1.)
parhuzamosan, a jobb kamrabol, operacids mikroszkop alatt izolaltunk. A preparatumot 40
ml térfogatd plexi kamraban 37 °C-os, oxigénnel telitett Tyrode vagy Krebs—Henseleit
oldattal perfundaltuk, illetve platina elektrédokkal, kétszeres diasztolés feszlltségkiisz6b
amplitudoju négyszogimpulzusokkal (1 Hz, 2 ms) folyamatosan stimulaltuk (Hugo Sachs
Elektronik, model 215/I1), és a Krebs—Henseleit oldatban legalabb 60 percig hagytuk
ekvilibralodni. Az izolalési technika minden speciesre hasonlo volt.

4.2.3. lzolélt perfundalt (Langendorff) patkanysziv

11. dbra Az izolalt sziv mérésekre hasznalt médositott Langendorff perflzids rendszer. A szivet éllandé
nyomason perfundaltuk, a koronariadaramlast Doppler ultrahang rendszerrel mértiik, a bal kamrai nyomast
latex miniballon segitségével regisztraltuk. A 3 csatornas EKG méréseket platinaelektrédokkal végeztiik.

Him 250 — 350 g sulya Spraque-Dawley patkanyokat thiopentallal (0.1 g/kg, i.p.) altattuk,
és 500 IU (i.v.) heparinnal elékezeltiik. A sziveket gyorsan eltavolitottuk, majd az aortanal
felfogatva modositott Langendorff apparatuson (Experimetria, Magyarorszag) rogzitettik,
(11. abra), és retrograd iranyban, allandé nyomason (60-80 mmHg), modositott Krebs—
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Henseleit bikarbonat (KHB) oldattal (mM-ban: NaHCOj3 25; KCI 4.3; NaCl 118.5; MgSO,
1.2; KH,PO,4 1.2; Na-piruvét 5; glukéz 11; CaCl, 2), 37 °C-on perfundéaltuk. A KHB
oldatban a pH-t karbogénnel (95% O, + 5% CO,) buborékoltatva 7.4 + 0.05 értéken
stabilizaltuk. A koronéaria aramlast (CF) ultrahangos Doppler aramlasmérével (T1086,
Transonic Systems Inc. USA) mértiik, a bal kamrai nyomast (LVP) a kamraba medialis
metszésen keresztil behelyezett elasztikus ballonnal folyamatosan regisztraltuk. A
perflzidés nyomast, az perflziés oldat hdmérsékletét, és 3 csatornas elektrokardiogramot
(ECG) Experimetria gyartmanyd transzducer erésité rendszerrel + Haemosys szoftverre
folyamatosan regisztraltuk A bal kamra kontraktilitasara jellemzd +dP/dtn.x értékeket és a
szivfrekvenciat (HR) a mért LVP gorbébdl, off-line hataroztuk meg.

4.3. Optikai mérési protokollok izolalt szivpreparatumokon
4.3.1. Ca’" tranziens mérések

A méreseket Olympus IX 71 invertalt fluoreszcens mikroszkoppal (12. &bra) végeztik. Az
izolalt sejteket 15-35 percig toltottik szobahémérsékleten egy Ca**-érzékeny fluoreszcens
festekkel (2 uM Fluo 4-AM). A feltoltott sejtszuszpenziobdl egyetlen cseppet helyeztiink
egy kis térfogatl sejtkamraba (RC47FSLP, Warner, USA).

12. dbra  Izoldlt szivizomsejt Ca” tranziensének és ionaramainak egyidejli meghatarozasara alkalmas
mér6rendszer. A CaT meghatdrozas vagy egyetlen hulldmhosszon, vagy aranyméréses (ratiometric)
modszerrel torténhet, az ionaramok meghatarozasa a patch clamp technika egészsejtes, vagy perforalt
patch konfigurdciéjaban torténik. londram mérés helyett a sejt akciés potencidlja is meghatarozhatd,
konvenciondlis mikroelektrdd technikdval.
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A szuperflzid elinditasa el6tt legalabb 10 percet hagytunk a sejtek stabil letapadasara,
majd folyamatos 37 °C-os Tyrode szuperfzié mellett 1 Hz téringerlést alkalmaztunk. Az
optikai jeleket fotonszamlal6 modulokkal (H7828, Hamamatsu, Japan) 200 - 1000 Hz
mintavételezéssel mértik. A fluoreszcens festéket 480 nm hullamhosszon gerjesztettiik, az
emittalt fluoreszcenciat 535 nm-en hatdroztuk meg. Az adatfeldolgozast Experimetria
gyartmanyu Isosys software-rel végeztilk. A mert fluoreszcencia intenzitasokat sététaram,
nemspecifikus hattér és bleaching artefaktokra korrigaltuk, majd digitélisan simitottuk.

A [Ca®']; véltozésat altalaban kontroll értékre normalizalt formaban (F/Fo) fejeztiik ki.

A kombinalt optikai + patch clamp mérések soran a Fluo 4-AM helyett a pipettaoldatban a
Fluo 4 pentakdlium sojat alkalmaztuk. Ebben az esetben téringerlés helyett a pipettan
keresztil ingereltiink. A patch clamp mérések egy részében, mivel az optikai mérés célja
ilyenkor csak a CaT kialakuldsanak igazolasa volt, a meghatarozott fluoreszcencia jelet
nem korrigaltuk, csak simitottuk.

Egyes korai CaT mérésekben az ardnymérd (ratiometric) fluoreszcencia maodszert
alkalmaztuk. A patkany szivizomsejteket 30 percig Fura-2-AM-mel (2 uM) inkubaltuk.

A sejteket xenon ivldmpéaval (Optosource, Cairn, UK) 360 + 380 nm hulldmhosszakon
gerjesztettiik. A hullamhosszak kapcsolasara (100 Hz) galvanométer monokromatort
(Optoscan, Cairn, UK) hasznaltunk. Az 510 mn-en emittalt fluoreszcenciat analdg
fotoelektron-sokszorozdval (PMT) detektaltuk. A demultiplexelt optikai jeleket (360/380
nm) Acquisition Engine software-rel (Cairn) dolgoztuk fel. A [Ca*']; valtozasok becslésére
nemspecifikus hattérfluoreszcencia-korrekciot kovetéen a 360 és 380 nm-es gerjesztés
mellett meghatarozott fluoreszcencia intenzitasvaltozasok hanyadosat (I3g0/l3g0) hasznaltuk.
Multicellularis preparatumokon a CaT méréseket a sejtszintli CaT meérésekhez hasonldan
vegeztiuk. A kutya, vagy patkany jobb kamrai szévetmintakat szobahémersékleten 25 uM
Fluo 4-AM festékkel 50 percig toltottik. A szévetmintat ez esetben is a ,,Quick Change”
kamraban (RC47FSLP), Olympus IX 71 invertalt fluoreszcens mikroszképon 1 Hz
téringerléssel stimulaltuk. Az optikai jeleket fotonszamlalé fotomultiplier (Hamamatsu,
H7828) modullal 0.2 - 1 kHz mintavételezés mellett hataroztuk meg. A Fluo 4-et 480 nm-
en gerjesztettiik, az emittalt fluoreszcenciat 535 nm-en mértiik. Az adatfeldolgozést és
analizist Isosys software-rel (Experimetria, Hungary) végeztik. A meért fluoreszcens
adatokat a nemspecifikus hattér és bleaching artefaktokra korrigaltuk és simitottuk.

Az [Ca®']; véltozésait &ltalaban kontroll értékre normalizalt formaban (F/F) fejeztiik ki.

4.3.2. Koffein tranziens meghatarozasa

A koffein-indukalt Ca®*; tranziensek meghatarozasa soran a ~ 100 pum cs(csatmérdji
mikropipetta cstcsat mikromanipulator segitségével a kivalasztott sejt kozvetlen kdzelébe
(< 100 um tavolsagra) juttattuk. 1 perces kondicionalast (1 Hz) kovet6en a 10 mM koffein
tartalm( Tyrode oldatot mikropipettaval 6 masodpercig, 50 mL/perc aramlasi sebességgel
kdzvetlenul a sejtfelszinre juttattuk. A kontroll koffein pulzust 2 perc utdn megismételtik.
Tovabbi 2 perc utan a perfzios oldatot NCX gatlét (1 uM SEAO0400) tartalmazo Tyrode
oldatra atkapcsoltuk, majd Gjabb 5 perc perfizi6 utan a koffein pulzuspart megismételtik.
A két pulzus kozétt eltelt 2 perc id6tartam éltalaban tobb, mint elegendd volt az [Ca®*]sr
helyreallasahoz; amennyiben a pulzusparra kapott tranziensek amplituddja kozott 10%-nal
nagyobb eltérést mériink, a mérést elvetettik. A két kontroll és két teszt koffein gorbét
sOtétaramra, nemspecifikus hattérre és a bleaching artefaktra korrigaltuk, majd atlagoltuk,
végul az amplitiddra normalizaltuk. A Ni** hataséanak vizsgalata soran a sejteket a koffein
pulzust 15 masodperccel megel6zéen inditva, 10 mM NiCl, tartalmu oldattal, a koffein
pulzus végeig perfundaltuk.
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4.3.3. NADH mérések

Az aerob — anaerob metabolikus atmenettel parhuzamosan az intramitokondrialis NAD*
tartalom egy része fokozatosan redukalodik. Mivel kizardlag a redukalt forma fluoreszcens,
a [NADH]mito emelkedése optikai Uton is kdvethetd, és mértéke az iszkémia mélységének
elfogadott indikatora [441]. Ezekben a kisérletekben a NADH-t 360 nm hullamhosszon
higanyg6z ivlampa (HBO 100/W3) segitsegével gerjesztettiik, a nativ (tulnyomdreszt
NADHmito-b0l szarmazo) szoveti fluoreszcenciat 450 nm-en detektaltuk. A hattérkorrigalt
NADH fluoreszcencia-névekedést a kiserlet vegén, 10 mM NaCN alkalmazasaval indukalt
maximalis novekedes aranyaban kifejezve jellemeztik az iszkémia melységét.

4.3.4. Szivizomsejtek tulelési aranyanak meghatarozasa

Nativ, 1 Hz-en stimulalt szivizomsejteken szimulalt I/R protokollt alkalmaztunk. A talélés
elemzésére véletlenszerien kivalasztott mikroszkop latotérben (Olympus IX 71 invertalt
mikroszkop, 20x objektiv) reprezentativ, koralaku, talnyomdrészt szabalyosan kontrahalo
sejteket tartalmazd régidkat (region of interest, ROI) jel6ltink ki, amelyekrél Olympus
fényképezdgéppel (C-7070) periodikusan alloképeket készitettlink.

Az élb/elpusztult sejtek megkilonboztetésere gyakran —alkalmazott vitalis sejtfestés
technika helyett egy masik, de hasonléan megbizhaté modszert valasztottunk, amely az
osztalyozast morfologiai paraméterek (alak és lathatd harantcsikolat) alapjan végzi [442].
Az osztalyozas soran a megfigyelt sejteket két nagy csoportra osztottuk: A: szabalyos
alaku sejtek, intakt hatarokkal és jol azonosithato harantcsikolattal; B: elpusztult vagy erés
kontraktardban 1évé serilt sejtek, amelyekben a harantcsikolat nem lathatd. A tulelé
(mikodbkepes) és elpusztult, vagy kontrakdraban lévd sejtek szamat és aranyat a protokoll
sorén rendszeresen (0, 1.5, 3, 4, 10, 15, 23, 24, 26, 30 és 32 perc utan) meghatéaroztuk.

4.4. Akcios potencial és EKG mérések

Multicellularis preparatumokon tértén6 AP merések céljabol (13. abra) 3 M KCI oldattal
toltott, 10-20 MQ ellendllasu, hegyes mikroelektrodokat erdsitéhoz (Biologic, model VF
102) csatlakoztattuk, amelynek fesziltségkimenetét kétsugaras memoria oszcilloszkopon
(Tektronix, M2230) monitoroztuk, tovabba 40 kHz-en mintavételeztik (ADA 3300, RTD,
USA). Az APDg, meghatarozdsa hazi készitésli (HSE-APES), vagy Evokewave v1.49
(Unisip Ltd.) software-rel tortént. A preparatumot akkor tekintettiik megfelelének (kdzel
fiziologias allapotunak), ha az AP amplitidoja 100 mV-nal nagyobb volt és a kontroll
APDy, értékek kutya preparatumokban a 200-220 ms, patkany preparatumokban az 50-80
ms tartomanyba estek. Az out-of-range preparatumot kizartuk. Amennyire lehetett, a mérés
soran a teljes kisérleti protokollt egyetlen szlrasbol teljesitettlik, ha ez nem sikertlt, egy Uj
sejthol regisztralva kiséreltik meg a méres folytatasat. Amennyiben az (j sejtben az APDg
id6tartama az el6z6t6l 5%-nél nagyobb mértékben eltért, a kKisérletet elvetettiik. Az on-line
adatfeldolgozas optimalizalasa céljabol a mérésekben kettés mintavetelezést alkalmaztunk;
az AP kezdeti, gyors fazisaban (50 ms-ig) 40 kHz, az ezt kdvet6 lassabb fazisban 1 kHz
frekvencian. Tovabbi jelsz(rést nem alkalmaztunk.

Izolalt szivizomsejtek akcios potencialjat, szintén a konvencionalis mikroelektrod technika
alkalmazasaval, 3 M-os KCI oldattal toltott, nagy ellenallast, hegyes mikroelektrodok
segitségével hataroztuk meg. A potencialvaltozasokat Axoclamp 900A er6sitével (Axon
Instruments) mertlk, a regisztralt gorbékbdl off-line Clampfit 10.0 software-rel (Molecular
Devices) hataroztuk meg az AP legfontosabb paramétereit (amplitddd, APDys, APDgp,
triangulécio, platé potenciél), valamint a nyugalmi potenciélt.
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b

13. abra Multicellularis AP mérésre hasznalt méréberendezés. A rendszerrel egyidejlileg két (pl. kamrai és Purkinje) AP
hatarozhaté meg. A mérések konvencionalis mikroelektréd technikaval torténnek.

4.5. Arammérési protokollok izolalt szivpreparatumokon

45.1. Meérések ,,whole cell” patch clamp technikaval

A Kisérleti kdrnyezet azonos volt az optikai méresekével (RC47FSLP sejtkama, Olympus
IX 71 invertalt mikroszkop). A mikropipettakat boroszilikativeg kapillarisokbol (Clark
Electromedical) microprocesszor-vezérelt horizontélis pipettahizéval (Sutter Instruments)
készitettlik. A pipetta feltdltéset kovetéen a mikroelektrod ellenéllasa 1.5-2.5 MQ volt.

Az aramokat Axopatch 1-D (Axon Instruments) erdsitével mértik, egészsejtes patch clamp
konfiguréacidban. A gigaseal kialakitasahoz finom szivast alkalmaztunk, a membrant is igy,
vagy rovid elektromos impulzusok alkalmazasaval nyitottuk ki. A soros ellenallast 80%-ig
kompenzaltuk. A membranaramokat 5-20 kHz mintavételi frekvenciaval, Digidata 1200
vagy 1440A konverterrel digitalizaltuk, majd off-line analizis céljara taroltuk. Az analizist
software (pClamp 6.0-10.0) kontroll mellett alul atereszt6 szdrést kovetden végeztik.

452. A Ca’ aram (Ica ) meghatarozasa

Az I, mérésere a sejtek intracellularis miliévaltozasainak megakadalyozésa celjabol a
perforalt patch clamp moédszert alkalmaztuk. Ez a mddszer lehetdvé teszi az [Ca®'];
dinamikus valtozasainak vizsgalatat. A pipetta oldatot (mM-ban: K-glutamat 120, KCI 25,
MgCI2 1, HEPES 10, és EGTA 5; pH 7.4) a mérést megeldz6en 200 pg/ml amphotericin
B-vel egészitettiik ki, mely sejtmembranba jutasat kovetéen az ellenallas 15-20 MQ —on
stabilizalodott. Az I, mérési protokollban a kiils6 oldat dsszetétele (mM-ban: NaCl 138,
KCI 4, MgCI2 1, CaCl2 1.8, NaHPO4 0.33, gliikéz 10, HEPES 10; pH 7.4) volt.

453. Az apamin-szenzitiv K aram (lsk.as) meghatarozasa

A kils6 oldat (mM-ban): N-metil-gluk6zamin 140.0, KCI 4.0, MgCI2 1.0, glukéz 5.0, és
HEPES 10.0; pH = 7.4), a pipettaoldat (mM-ban: K-glukonat 144.0, MgCI2 1.15, BAPTA
5.0, HEPES 10.0; pH = 7.2) volt. A pipettaoldat Ca** koncentréacidjat ([Ca®]up) a
WinMaxC software-b6l [443] szamolt CaCl, + BAPTA keverékkel 900 nM-ra allitottuk.
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A Ca*" és BAPTA gyors diffzidja alapjan feltételezhetd, hogy a sejt dializisét kdvetden a
[Ca’*)i és a [Ca2+]pip kozelitbleg megegyezik. A membranaramokat 100 nM apaminkezelés
el6tt és utan is meghataroztuk. A kiilsG oldat a Ina, lcar, €S Incx gatlasa céljabdl Na'- és
Ca”*-mentes volt. Az lsk.as nemspecifikus gatlasanak elkeriilése érdekében ioncsatorna
gatloszert nem hasznaltunk. Az SK-AS aramot, a sejtek intracellularis miliévaltozasainak
megakadélyozésara és a [Ca®"]; dinamikus szabalyoz6 szerepének vizsgalatat segitendd, a
Ca’* aramhoz hasonl6an, perforalt patch clamp médszerrel is meghatéroztuk (a részleteket
lasd fenn). Ezekben a mérésekben a [Ca®*]; egyidej(i meghatarozasa érdekében a sejteket
Fluo 4-AM (5 uM) festékkel is feltoltottik.

45.4. A befelé egyeniranyitdo K" aram (Ix1) meghatarozasa

Az lk;-et egeszsejtes patch clamp modszerrel hataroztuk meg. A pipetta oldatot (mM-ban:
kaszpartat 100, KCI 40, K, ATP 5, MgCl, 1, HEPES 10; a pH = 7.2, KOH-dal beallitva) a
megfeleld6 EGTA/BAPTA + CaCl, kombinacioval puffereltiik, illetve a CaT zavartalan
kialakulasa érdekében nem puffereltiik. Ez utébbi esetben a pipettaoldat készitéséhez Ca*-
mentes vizet (Sigma) hasznéltunk. Az oldat [Ca*"]-jét ([Ca2+]pip) a WinMaxC software-rel
szamoltuk ki. A magas [Ca*‘]yi, tartalmi oldatban az aktualis ([Ca®]yp értékét Ca*'-
érzékeny elektroddal (WPI Inc.), 5 Hz mintaveteli frekvencian ellendriztik.

455 AKkés6i Na® aram (Ina ) meghatarozasa

A szivizomsejteket a Inka €S az lc, gatldsa céljabdl 20 uM ouabaint, illetve 1 uM
nizoldipint tartalmazo K-mentes Cs-Tyrode oldattal (mM-ban: NaCl 135, CsCl 10, CaCl,
1, MgCl, 1, BaCl, 0.2, NaH,PO, 0.33, TEAC1 10, HEPES 10, glukéz 10; pH = 7.4,
NaOH-dal beéllitva) perfundaltuk. A pipettaoldat (mM-ban: CsOH 140, aszpartat 75,
TEACI 20, Mg-ATP 5, HEPES 10, NaCl 10, EGTA 20, CaCl, 10; pH = 7.2, KOH-val
beallitva) [Ca’]-jat (WinMaxC) 160 nM-ra allitottuk. Az Ina -t 200 ms, -80 mV tart6
potenciélrdl -20 mV-ra depolarizalé pulzusokkal aktivaltuk.

45.6. Az NCX aram meghatarozasaval kapcsolatos kisérleti protokollok

Incx meghatarozdsa RAMP protokollal. Az Incx mérésére szintén az egészsejtes patch
clamp technikat alkalmaztuk. A sejtet K*-mentes oldattal (mM-ban: NaCl 135, CsCl 10,
CaCl; 1, MgCl; 1, BaCl; 0.2, NaH,PO, 0.33, TEACI 10, HEPES 10, gluk6z 10; pH = 7.4)
perfundaltuk, amely a Na* , K*, Ca?*, és NKA &ramok gétlasa céljab6l 20 pM ouabaint, 1
UM nizoldipint és 50 uM lidokaint tartalmazott. A pipettaoldatban (mM-ban: CsOH 140,
aszpartat 75, TEACI 20, Mg-ATP 5, HEPES 10, NaCl 20, EGTA 20 és CaCl, 10; pH =
7.2) a [Ca2+]|oiIO a WinMaxC software szerint 140 nM volt. A CaCl, és EGTA/BAPTA
koncentraciok valtoztatasaval eltér6 [Caz"]piIO értékek allithatok be (55, 140, 500 és 1000
nM). Az Incx-et 0.05 Hz frekvenciajd, 100 mV/s sebességl ramp pulzusokkal hataroztuk
meg. A membrént -40 mV tartopotencialrol +60 mV-ra depolarizaltuk, majd -100 mV-ra
hiperpolarizaltuk, végul a potencial visszatért a -40 mV tartopotencialra. A kifelé/befelé
irdnyuld NCX aramokat el6szor kontroll oldatban, majd 10 mM NiCl; tartalmu oldatban a
ramp leszalld szaran, +40/-80 mV értékeknél hataroztuk meg. Az Incx-et a Ni**-érzékeny
kilonbségi arammal jellemeztiik. Ha az NCX gatlas nagysagat is meg kivantuk hatarozni, a
kontroll méreseket kdvetéen az aramot 1 uM SEA0400, illetve 10 uM ORM10103, majd
10 mM NiCl; jelenlétében ismét megmértik. A gatlas mértékét a gatloszer-indukalt, illetve
a gatloszer + Ni** indukalt aramcsokkenések hanyadosaval jellemeztiik.

A SEA0400-, vagy ORM 10103-érzékeny aram meghatarozasa. A normal kortilmények
kozott, illetve Iy, aktivaciot kovetéen mért SEA0400- és ORM10103-érzékeny aramok
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osszehasonlitasakor a Na*, Ca’", illetve NKA aramokat nem gétoltuk. Parancspotencialként
tipikus kamrai AP-t hasznaltunk. A SEA0400- vagy ORM10103-fiigg6 aramokat az
el6z6ekhez hasonloan, kilonbségi aramkent hataroztuk meg. Egyes Kisérleti protokollok
esetében az NCX altal szallitott toltésmennyiséget is kiszamoltuk.

Az InaL €S revinex €gyidejd meghatarozasa. A pipettaoldat 15 mM NaCl-ot tartalmazott. A
Ca’*-aktivalt CI (lcica)) @ramot 100 pM nifluminsavval gatoltuk. A Ina. €S revinex
meghatarozasara 200 ms idétartama, -80 mV-rél (tartépotencial) -20 mV-ra, majd +40
mV-ra torténd fesziiltségugrasokat alkalmaztunk. A kezeletlen (kontroll) csoportban a
teljes aramot mértuk, ezutan 1 uM veratridin, majd 10 mM NiCl, alkalmazasat kdvetden a
mérést megismételtik. A SEA0400 csoportban a sejteket 1 uM SEA0400-zal el6kezeltilk,
ezutan alkalmaztuk a fenti protokollt. Az Iycx-et mindkét csoportban a kontroll
(maximum) - Ni®* kezelt (minimum) &ramokhoz viszonyitva, relativ értékben adjuk meg.

Az lcaL €S swalnex egyidejli meghatérozasa. A méréseket Cs-Tyrode oldatban végeztik. A
pipettaoldat 5 mM NaCl-ot tartalmazott a (yIncx komponens minimalizalasa céljabol. A
pipettaoldat [Ca*]-jat nem puffereltik. Az Ica. aktivalasat 50 ms id6tartamd, -80 mV-rél
(tartopotencidl) 0 mV-ra torténé fesziltségugrassal aktivaltuk. A farokaramot -80 mV-on
hataroztuk meg. A kezeletlen (kontroll) csoportban mért aramot 6sszehasonlitottuk a 2 uM
forskolinnal stimulélt csoportban mert arammal. Az ORM10103 csoportban a sejteket 10
UM ORM10103-mel el6kezeltik, ezutan alkalmaztuk a forskolin stimulaciét.

4.6. Kontrakcid (sejtrovidiilés) mérése izolalt sejteken

A sejtrovidulést video detektor rendszerrel mértiik (VED-105, Crescent Electronics, Sandy,
UT, USA). A mérés alapelve az izotdnias kontrakcio kdvetkeztében elmozdul6 sejthatarok
dinamikus kovetése a képen kijelolt két mozgathatd rasztervonalon mérhetd fényintenzitas-
meghatarozasaval. A harantcsikolat zavar6 hatasabdl adodd merési hibak minimalizélasa
céljabol a baloldali ablakban kizarolag az elsd, a jobboldaliban kizarolag az utolso atmenet
pozicidja kerll rogzitésre. A kontrakcio-indukalt sejthossz-valtozasokat relativ skalan, a
diasztolés hosszra normélva adjuk meg.

4.7. Tovabbi mérési technikak

4.7.1. Immunhisztokémia és konfokalis mikroszkdpia

Az izolalt kutya es patkany kamrai szivizomsejteket acetonnal fixaltuk. Immunfestés eld6tt
a mintakat kalciummentes foszfat-pufferelt fiziologias séoldatban (PBS) rehidraltuk és
szobah6mérsékleten, 120 percig, majd 1% marha szérum-albumin tartalmd PBST (0.01%
Tween-20 PBS) oldatban régzitettik. Az indirekt immunfluoreszcens festést
szobahOmérsékleten, 1:50 higitasd nydl poliklonalis anti-SK2 (anti-KCa2.2, Alomone)
primer antitesttel, illetve 1:1000 higitast Alexa Fluor 448 jel6lt konjugalt kecske anti-nyul
IgG (Molecular Probes) szekunder antitesttel vegeztik. 60 perces, primer antitesttel végzett
inkubacios periodust kovetéen ujabb 60 perces, szekunder antitesttel végzett inkubacios
periédus kovetkezett. Az inkubacids periddusokat kovetben a mintakat PBST-vel
atoblitettik. A kontroll mintakat csak a masodlagos antitesttel inkubaltuk. Mikroszkdpos
vizsgalatok ceéljara a sejteket Aqua Poly/Mount-ban (Polysciences Inc.) rogzitettik. Az
immunfestett fluoreszcens mintdk képeit Olympus FV1000 konfokélis mikroszkoppal,
normal paraméter-beallitas mellett rogzitettik.
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4.7.2. Proteinmintak és Western blot analizis

Felndtt kutya (n = 6) és patkany (Sprague-Dawley, n = 6) kamrai szévetbdl, illetve kutya
és patkany kamrai szivizomsejtekbdl készitett egészsejtes tisztitott lizatumot hasznaltunk.
A szovetmintékat kisebb darabokra vagva Lysis puffer (50 mM Tris—HCI, 1% nonidet P-
40, 0.5% deoxikolat, 150 mM NaCl, 10 g/l PMSF, 5 uM leupeptin, 5 uM aprotinin, 5 pg/I
Na-vanadat) + protedzinhibitor koktélban (Sigma) Polytron-nal homogenizaltuk, majd 4 °C
hémersékleten centrifugaltuk (10,000 g, 15 min). A proteinkoncentréciot a fellluszét
levalasztva, BSA standard mellett, Lowry mddszerrel mértiik. Az SDS-poliakrilamid
gélelektroforézist 10% akrilamid/bis-akrilamid gélben végeztiik. A frakcionalt proteineket
transzfer pufferben (25 mM Tris—=HCI, 150 mM glicin, 20% metanol, pH = 8.3),
polivinilidén-difluoride (Immobilon™-P, Millipore) membranra vittik. A nemspecifikus
kotédeés elkerilése céljabdl a blotokat régzitettik (TBST + 10% zsirmentes tej (BioRad)),
és a célantigéneket mésnapig, 4 °C-on, primer antitesttel, nyul poliklonialis anti-SK2
(Anti-Kc,2.2, Alomone) vagy egér monoklonalis a-szarkomer-aktinnal (DAKO) jeldltik.
A primer antitest kotddeset tormaperoxidazzal konjugalt anti-nyal, vagy anti-egér
szekunder antitesttel (DAKO) ellenériztik, ezt kdvetben javitott kemolumineszcencia
esszével (ECL Plus kit, Amersham Pharmacia Biotech Inc.) tettuk lathatova. A protein
csikok optikai denzitasat Image J és Excel programok segitségével analizaltuk.

4.7.3. Ca®" fluxusok meghatarozas SR membran vezikulumokban

Kutya bal kamrabdl nehéz SR (HSR) vezikulumokat és RyR2 csatorndkat izolaltunk
(részletekért lasd [444], majd a vezikulumokat feltoltottik Ca®*-mal. A Ca®" kiaramlés
sebességét abszorpcié mérésre konfiguralt Fluoromax spektrofluorométerrel (Jobin-Yvon,
NJ, USA), extravezikularis [Ca?"] méréssel becsiiltik. A korrigalt abszorbanciavaltozést
(A710-Az90) @ 710 és 790 nm-en leolvasott transzmittanciaértékekbdl szamoltuk ki [445].

A vezikulumokat 92.5 mM KCI, 1 mM MgCl,, 180 mM antipirilazo 111 (ICN Biomedicals,
Aurora, USA), 54 mM CaCl,, és 185 mM K-MOPS 0&sszetétel médiumban
szuszpendaltuk; a végs6 protein koncentracié ~ 260 mg/mL volt. A vezikulumokat a
kiivettdben a megfelel6 mennyiségli CaCl, hozzaadasat kovetden Ca®*-mal, aktivan
feltoltottik. A felvételt 1 mM ATP hozzaadasaval inditottuk el. A Ca®* kiaramlas
sebességét a fényintenzitas valtozasi sebességének, a SEA0400 alkalmazasat megel6zéen,
illetve azt kovet6en leolvasott értékeibsl hatéaroztuk meg. A SEA0400 SR-Ca?
felszabadulasra gyakorolt hatasat az alabbi két modszerrel vizsgaltuk:

(1) ,,No inhibition” protokoll. Az ATP-ADP konverzi6 befejezését kovetden Gjabb Ca®*
dozist adtunk, aminek célja az extravezikularis [Ca’*] 20 mM-ra emelésével a Ca**
felszabadulas aktivalasa volt. A SEA0400 alkalmazaséara a Ca®* kiaramlés stabilizalodasa
utan kerilt sor. A Ca®*" kiaramlas sebességét a SEA0400 alkalmazasa el6tt és utan
ismételten meghataroztuk és dsszehasonlitottuk.

(2) .,No activation” protokoll: alkalmazasa soran a kiviilrél bevitt Ca®* mennyisége az
el6z6eknél joval kevesebb, az extravezikuléris [Ca**] 2 mM-ra emeléséhez elegendd volt.
igy a bazélis Ca** kiaramlas minimalisra csokkent. Ezt kévetden SEA0400 alkalmazasaval
megvizsgéltuk, hogy fokozza-e az NCX gatlas a Ca®* felszabadulast. A kisérlet végén a
vezikulumok Ca*" tartalméat Ca?* ionofor (2 uM A23187) alkalmazéaséaval hataroztuk meg.
Az extravezikularis [Ca*"] kalibralasara hasonl6 eljarast hasznaltunk, azonos médiumban,
szintén 2 mM A23187 jelenlétében, hozzaadott ATP nélkiil. A kalibraciés gorbe a [Ca*']
IépcsOzetes emeléset kovetden leolvasott A71p €S Azgg killonbsegeken (Az10-Argo) alapult. A
szabad Ca”* koncentréaciokat az abszol(t stabilitasi konstansok és a Fabiato és Fabiato altal
publikalt szamitogep-program [446] segitsegével szamoltuk Ki.

-56 -



dc_1149 15

MTA-doktori értekezés Toth Andras

A SEA0400 a Ca?* felvétel kezdeti sebességére gyakorolt hatasat kénnyli SR (LSR)
vezikulumokon vizsgaltuk, a fentihez hasonlo protokoll alkalmazéaséaval, de ekkor a
vezikulumokat eldszér 15 percig inkubaltuk a SEA0400 adott koncentracitjaval. A Ca**
felvételt ATP hozzéadasaval inditottuk, ezutan hozzaadtuk a Ca®*-t. A Ca®* felvétel
sebességét a Ca’" hozzaadasat kovetd 30 - 150 s intervallumban leolvasott intenzitas-
valtozasok linedris regresszioval szamolt meredekségéebdl hataroztuk meg.

4.8. Modellek és kiserleti protokollok

4.8.1. LQT3 aritmia modell izolalt sejteken és multicellularis preparatumokon

Izolalt szivizomsejtekben és szOvetprepardtumokban az LQT3-ra jellemzd aritmogén
valtozésokat a kés6i natriumaram (Ina) aktivaldsaval generaltuk. E célbol két kilonbdzd
aktivatort hasznaltunk: a kevésbe szelektiv veratridint (0.5 p) és a szelektivebb ATX Il-t (2
nM). A kisérletekben az Ina. aktivacio tébb stlyosan aritmogén kovetkezményét (Ca”*;
tlltel6dés, spontan diasztolés Ca®* felszabadulas (spark), APD megnyulas), illetve a
részleges NCX gatlas ezekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk. Multicellularis, Purkinje +
kamraszovet preparatumban meghataroztuk a Ina aktivacidja kdvetkeztében kialakulo
APD diszperzid-ndvekedést és az NCX gatlas erre gyakorolt hatasat. A vizsgalatokat 33
Kisérleti csoporton (21 izolalt sejt csoport, 12 szdvetpreparatum csoport), 11 kilénb6z6
protokoll hasznéalatval végeztilk. Az alkalmazott &rammérési protokollok leirds a 4.4.6.
fejezetben talalhatd, az egyes kisérleti csoportok ismertetésére részben az EREDMENYEK
fejezetben, részben az abrafeliratokban kerdil sor.

4.8.2. Szimulélt iszkémia/reperfuzio modell izolalt kutya szivizomsejteken

Ve VO

mérések; (3) Ca®*; tranziens mérések; illetve (4) ,singe cell” AP mérések. Az NCX
maximalis, de még szelektiv gatlasa érdekében 10 uM ORM-10103 dozist hasznaltunk.
Ebben a koncentracidban alkalmazva a gatloszer tovabbi ioncsatorndkon érzékelhetd hatast
(kivéve minimalis Ik, gatlast) nem mutatott ([447]).

(1) Sejttalelési kiseérletek: Két kisérleti csoportot alakitottunk ki. Az I/R protokollok
azonosak voltak az AP méréesekben alkalmazott protokollokkal (nativ, kezeletlen és ORM-
10103 kezelt sejtek). Mivel a normoxias sejttulélés legalabb 1 6raig csaknem 100% volt,
idékontroll (TC) mérésekre nem ker(lt sor.

(2) NADH méreések. Mivel a NADH 6nmagaban is fluoreszcens, ezeket a kisérleteket
nativ, kilso fluoreszcens festékkel fel nem toltott sejteken vegeztiik. Két kiserleti csoportot
alakitottunk ki. Az els6, id6kontroll csoportban a sejteket végig oxigénnel telitett Tyrode
oldattal perfundaltuk; iszkémiat nem alkalmaztunk. A masodik sejtcsoportot alavetettiik a
teljes iszkemia/reperfuzio protokollnak.

(3) Ca®*; tranziens mérések. Ezeket a méréseket Ca’*-érzékeny fluoreszcens festékkel
(Fluo 4-AM) feltoltott sejteken végeztilk. Ot kisérleti csoportot alakitottunk ki. Az elsé
(id6kontroll) sejtcsoportot vegig normoxids oldattal szuperfundaltuk. A masodik
(kezeletlen) sejtcsoporton alkalmaztuk az iszkémia/reperfuzié protokollt. A harmadik
(ORM-10103) sejtcsoportot a kontroll peridédus utan, az iszkémia/reperfazio ciklus el6tt,
szelektiv NCX gatlészerrel, 10 uM ORM-10103-mal el6kezeltik. A negyedik és 6todik
kisérleti csoportok a masodik, illetve harmadik csoporttal megegyeztek, azzal a
kilonbséggel, hogy ezeket a sejteket a ,NCX transzportaktivitds fokozasa érdekében
NKA gétloszert, strophantidint (1 uM) tartalmazé oldattal szuperfundaltuk.
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(4) AP mérések: Harom kisérleti csoportot képeztiink. A protokollok mindenben azonosak
voltak a Ca?*; tranziens mérések els6 harom csoportjanak protokolljaival (idékontroll,
kezeletlen, ORM-10103 kezelt), viszont a méreseket nativ, fluoreszcens festékkel fel nem
toltott sejteken vegeztik.

4.8.3. Regionalis iszkémia/reperfaziéo modell izolalt, perfundalt patkanyszivben

Regiondlis iszkémia kialakitasa céljabdl 6/0 fonott selyemfonallal a baloldali anterior
descendens koronéria artéria (LAD) koré hurkot képeztiink. A bal kamréaba vizzel toltott
latex ballont vezettiink, amelyet addig toltottink, mig a kontroll végdiasztolés nyomas
(LVEDP) 4-8 mmHg értéket el nem ért. A sziveket a mérés kezdete el6tt 10 percig hagytuk
stabilizalédni. A hatdanyagok, illetve hordozo perfuzidjat 5 perccel a LAD okkldzidja el6tt
inditottuk és a protokoll alatt végig fenntartottuk. A sziveket randomizalt modon 6 kisérleti
csoportba osztottuk: a kontroll (CON) csoportban a szivet kizarolag a hordozét, dimetil
szulfoxidot (DMSO0), 0.01% végsd koncentracioban tartalmazé KHB oldattal perfundaltuk.
Harom kisérleti csoportban a sziveket egyetlen gatlészert, 5 uM cariporidot (CAR); 1 uM
SEA0400-at (SEA) vagy 1 pM ORM-10103-mat (ORM) tartalmaz6 KHB oldattal
perfundaltuk. Két kisérleti csoportban az NHE és NCX gatlészerek kombinacidjat, 5 uM
cariporid + 1 uM SEA0400 (SEA+CAR), illetve 5 uM cariporid + 1 uM ORM-10103
(ORM+CAR) alkalmaztuk.

Az I/R-indukalt aritmidkat a LAD koré vezetett hurok 10 percig tartd megfeszitésével (a
LAD leszoritasaval), majd ezt kdvet6 felengedesevel valtottuk Ki. A sikeres leszoritast a
koronaria aramlas szignifikdns csokkenése igazolta. Az iszkémias karosodas kell6
homogenitasanak biztositasara és sebészeti artefaktok okozta hibak kikiiszobolése celjabol,
azokat a sziveket, melyek aramlasa > 65% csokkenést mutatott, kizartuk. Hasonléan
Kizartuk azokat a sziveket, melyekben az iszkémia alatt alakultak ki aritmiak. A 10 perces
iszkémiat a leszoritas felengedése utan 30 perces reperfuzid kovette. A sikeres reperfuziét
azonnali aramlasnévekedes igazolta. A regisztralt LVP es ECG gorbék off-line analizisével
meghataroztuk a sinus-ritmussal (SR), halmozott extraszisztoléval (ES, haromnal tobb
egymas utani extra Utés), kamrai tachycardiaval (VT), valamint kamrafibrillacidval (VF)
jellemezhetd periodusok id6tartamat és gyakorisagat. A fibrillacio kialakulasat az egyedi
QRS komplexek hianya igazolta.

4.9. Anyagok

Minden vegyszert — azok kiveételével, amelyek szarmazasi helyét kilén emlitjik - a Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) cegtél vasaroltunk. Minden végsd oldatot a kisérlet napjan
frissen készitettlink. Az apamint 50 mM-os ecetsavban oldottuk és -20 °C-on, 100 pM-os
torzsoldatban taroltuk. A BaCl,-ot desztillalt vizben oldottuk és 100 mM-os térzsoldatban
taroltuk. Az AVE-0118-at, a HMR-1556-ot (mindkett6 az Aventis Pharma ajandéka) és a
dofetilidet (Richter ajandéka) dimetilszulfoxidban (DMSO) oldottuk, és 1 mM-os
torzsoldatban taroltuk. Az inaktiv és aktiv CaMKII gatlokat (KN-92, illetve KN-93,
Calbiochem) szintén DMSO-ban oldottuk, majd 1 mM-os térzsoldatokban taroltuk.

A SEA0400-at és a cariporidot (mindkett6t az SzTE Gyodgyszerkémiai Intézetében
szintetizaltdk), az ORM-10103 vegyiiletet (az Orion Pharma, Espoo, Finland ajandéka),
valamint a két Ca?*-érzékeny fluoreszcens festéket (Fura 2-AM és Fluo 4-AM), amelyek a
Molecular Probes Inc. (kés6bb Life Technologies, Eugene, Oregon, USA) termekei,
szintéen DMSO-ban oldottuk. A DMSO-ban oldott hatéanyagok toérzsoldatait 4 °C-on
taroltuk. A DMSO koncentracié a tdrzsoldatban, illetve a higitott végsd oldatokban 5% és
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0.01% volt. A 0.01% koncentracidban rutinszer(ien hasznalt DMSO szivizomsejtekre
gyakorolt hatasat altalaban elhanyagolhatonak tekintik.

4.10. Adatfeldolgozés és statisztikai analizis

Adatfeldolgozds: Az egyes modszerek hasznélataval —kapcsolatos — fontosabb
adatfeldolgozasi Iépéseket a modszerek vagy protokollok reészletes leirdsanal ismertetjik.
Az alabbiakban csak nehany specialis adatfeldolgozasi 1épés alapelveit foglaljuk dssze.

(1) Az optikai (fluoreszcens) jelek korrekci6ja és normalizalasa: A mérések soran a Ca?*-
érzékeny festékkel feltoltott szivizomsejtek fluoreszcenciaja akkor is valtozik, ha azok
semmilyen modulalé hatasnak nincsenek Kkitéve. A nemspecifikus faktorok (artefaktok)
kozil a fontosabbak a hattérfluoreszcencia, a bleaching és a festék kiszivargasa (leakage),
illetve aktiv kipumpélasa kdvetkeztében bekdvetkezd fluoreszcenciacsokkenés.

A fluoreszcenciajelek korrektebb 6sszehasonlitasa céljabol az artefaktokat a jelekb6l az
adatfeldolgozés soran el kell tavolitani. A hattérfluoreszcencia nagysagat a sejt 1atotérbdl
kimozgatasaval lehet viszonylag megbizhatéan megbecsilni. A festékvesztes es a
bleaching egyuttes hatasat idékontroll kisérletekbdl lehet kozelitéen megbecsiini.

Mivel az egyes szivizomsejtek — még ha azonos izolaciobol szdrmaznak is — térfogatban
rendkivil nagy variabilitdst mutatnak, fluoreszcens festéktartalmuk a toltési fazis végén
azonos [Ca?']; esetén is jelentdsen killonbdzik. Ez a heterogenitas megnyilvanul az optikai
jelek nagysagaban is. Ezért a festéktartalom-eltérések kdvetkeztében kialakuld, sokszor
abnormalisan nagy, standard deviaciok elkertlése érdekében a sejtfluoreszcencia értekeket
minden esetben a kontroll periodusra normaltuk.

(2) Rovid tavu APD és CaT variabilitasok meghatarozasa: Az APDg, , APDys és a CaT
amplitadé rovid tava ,,beat-to-beat” variabilitasat a kisérlet steady-state intervallumabdl
kivalasztott 50 egymast kévetd AP, vagy CaT quantitativ elemzésével hataroztuk meg az
alabbi formulak segitségével:

BVRaprgo = Z(APDgg:i+1 - APDgg:i)/(Nies X V2)
BVRapp2s = Z(APDgs;i+1 - APDos:i)/(Nies X V2)

Mivel a korrigélatlan CaT amplitddok nagymértékben fliggnek nemspecifikus faktoroktol
(sejtméret, festék koncentracio és szivargas), és ez a fliggés a variabilitasokban is
megjelenne, a révidtavd APD variabilitasok meghatarozasara hasznalt egyszer( formula
nem alkalmazhatd a CaT variabilitds hiteles jellemzésére. Ezért a nyers variabilitas
adatokat normalizaltuk az atlagos CaT amplitidéval (CaTtc ), amelyet a parhuzamos
id6kontroll (TC) kisérletekbdl hataroztunk meg, az alabbiak szerint:

BVRcar = Z(CaTamplitide:i+1 - CaTamplitads;i/ (Nawes X V2) X atlagosCaTrc amplitids

(3) A Langendorff kisérletek kiértékelése: A legfontosabb hemodinamikai paramétereket
(CF, HR, LVSP, LVEDP, DP, xdP/dtmax) vagy kozvetlenil mértiik, vagy a regisztralt
nyomasgorbékbdl szamoltuk ki, a protokoll négy kritikus id6pontjaban: az ekvilibracios
(kontroll) periodus végén, az elGkezelés vegén, valamint az iszkémias és a reperfzios
periédusok végén. A reperfizios fazisra meghatarozott értékeket folyamatos aritmiatol
mentes szivekb6l, vagy két aritmias periddus kdzotti sinus-ritmus soran hataroztuk meg.
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Az LVP éslvagy ECG gorbék analizisével azonositott reperflzio-indukalt aritmiak
stlyossagat harom kulcsparaméter, az aritmia tipusa (extraszisztolé (ES), kamrai
tachycardia (VT) és kamrafibrillacio (VF)), valamint az aritmiads periodusok gyakorisaga
és atlagos id6tartama alapjan dontottik el. Ezenkivil meghataroztuk a sinus-ritmussal (SR)
jellemezhetd periddusok id6tartamat is. Fontos megjegyezni, hogy bar a 30 perces
reperfuzios periddus alatt tranziens és fenntartott kamrafibrillacios periédusokat egyarant
megfigyelhettiink, mivel érdeklédésink fokuszaban a hatéanyagok a reperfizio korai
fazisaban kialakul6 kamrai aritmiakkal szemben tanusitott hatékonysaga allt, a VF két
altipusat az aritmia diagramok kiértékelése soran nem kilénboztettiik meg.

Mivel a regionalis I/R protokollnak al&vetett szivek kdzil sokban a fibrillacio, amennyiben
kialakult — vélhet6en, de nem sziikségszerlien a sziv elektrofizioldgiai paramétereinek I/R-
indukalt irreverzibilis valtozasait tiikrozve — tartésan fennmaradt, az ES és VT periddusok
Osszid6tartama és gyakorisaga szignifikansan fligg a VF-mentes periddusok 6sszhosszatol.
Ezért, joval realisztikusabb informaci6 szarmaztatdsa érdekében, ezen periédusok
Osszidotartamat normalizaltuk a VF-mentes periddusok 0OsszidGtartamara, tovabba, a
zérussal, vagy nagyon kicsi értékkel torténd osztas elkeriilése érdekében azokban az
esetekben, amikor a VF 0Osszid6tartam rendkivil kicsi (vagy 0) volt, (ez leginkabb a
cariporid-kezelt szivekre volt jellemz0), a VF periodusok névleges dsszid6tartamahoz 5
percenkeént novekvd, 1 és 7 kozotti pontszamot rendeltiink (azaz 0 - 5 perc kozoétti VF
Ossziddtartam 1 értéknek felelt meg, 5 — 10 perc kozotti 2 értéknek, stb.).

A gyakorisdg mértékegysége: a(z) (abszolut) gyakorisag alatt altalaban az el6fordulasok
szamat értjuk (azaz darabszamot), ezért nincs dimenzidja. Az elemzés soran mi relativ
gyakorisagokat allapitottunk meg, azaz az abszolut el6fordulési értékeket normalizaltuk a
VF-mentes id6szakok OsszidGtartamara, tehat hanyadosként jellemeztiik (el6fordulasok
szdma osztva a reperflzio alatti VF-mentes periédusok dsszid6tartaméaval). Ezéltal ennek a
paraméternek frekvencia dimenzioja lett (1/perc).

Statisztikai szamitasok: A statisztikai szamitasokat a Statistica (Statsoft Inc. USA)
program 9.0, vagy (eleinte) 7.0 verzidjaval végeztiik. A Kisérletek sordn meghatarozott
(mért vagy szamitott), a mérési artefaktokra sziikség szerint korrigalt adatokat altalaban
szamtani atlag + S.E.M. formaban adjuk meg. Két egyszeri kiserleti csoport adatainak
Osszehasonlitasara a Student féle paros vagy paratlan t-tesztet hasznaltuk. Ketténél tébb
Kisérleti csoport dsszehasonlitasa esetén, az adott korllményektdl fliggéen, Bonferroni,
vagy Tukey post hoc teszttel kiegészitett egy, vagy tébb szempontu, illetve, a csoportok
kozotti  varianciak homogenitasatdl fliggben, parametrikus, vagy nemparametrikus
(Kruskal-Wallis féle) variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk. A kisérleti csoportokat
statisztikusan szignifikansan kilonb6zének p < 0.05 esetben tekintettiik. Néhany esetben,
amikor az eltérések egyértelmiiek voltak ugyan, de a kisérleti adatok tal nagy szorast
mutattak, a szignifikancia hatar kdzeli (p < 0.1) értékeket kulon jeloltik.
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5. EREDMENYEK

5.1. Ca®;valtozasok hatasa a repolarizalé K* aramokra

5.1.1. Van-e fizioldgiasan aktiv SK2 csatorna egészséges szivizomban?

A Ca’*-aktivalt K* csatornak szamos sejttipusban (pl. neuronok) kiemelkedd szerepet jatszanak.
Mivel kézvetlen kapcsolatot jelentenek a Ca** homeosztazis és az AP repolarizacija kozott,
aktivitasuk a szivben is indokolt lehet, de hozzajaruldsuk mértéke a szivizom repolarizacidjahoz
nem tisztazott. Xu és mts. szerint [134] a szelektiv SK csatorna géatlé apamin mind egér, mind
huméan szivizomsejtekben noveli az APD-t. Ezek az eredmények ellentmondanak a repolarizécios
rezerv hipotézisnek, mely szerint egy repolarizalé K™ aram csokkenése esetén mas repolarizalé K*
aram kompenzacios emelkedése kivedi az APD markans, aritmogén megnyulasat [96]. Kisérleteink
celja az SK csatornék esetleges szerepének vizsgalata volt az AP repolarizacioban. A kovetkez6
kérdésekre kerestiink valasz: (1) Expresszalddik-e SK protein a szivizomsejtekben?; (2) Hat-e az
apamin az AP repolarizacidjara, illetve (3) a transzmembran dramokra?

SK2 csatornaprotein expresszidja kutya és patkany kamrai szivizomban: Az expresszids
Kisérletek eredményeit a 14. abra 0sszegzi. A Western blot regisztratumok (14. abra /Aa)
alapjan biztonsaggal feltételezhetd, hogy az SK csatornaprotein jelent6s szamban, kozel
azonos mértékben expresszalodik mindkét species kamrai szivszOveteiben. Az
érfalsimaizmok esetleges hozzajarulasanak kikuszobolésére az analizist izolalt kamrai
szivizomsejtekben megismételtiik (14. dbra /Ab), és ugyanerre a konkluzidra jutottunk.

Kutya kamra Patkany kamra
M o e o O
Kutya sejt Patkany sejt
Alb P ee—— . m— 60 kDa
1 2 3 4

Konfokalis mikroszkopia Transzmisszios mikroszkopia

Kutya kamra

B

Kutya kamra
C

Patkany kamra
D

Patkany kamra
E

14. dbra SK2 csatornaprotein expresszioja kutya, illetve patkany kamrai szivizomban. (A) Reprezentativ
Western blotok kutya (1, 2) és patkany (3, 4) (n = 6/6) bal kamrai szivszévetbél (A/a), illetve izolalt
szivizomsejtekbdl (A/b). (B—E): Konfokalis (bal oldal), illetve transzmisszids (jobb oldal) mikroszkdpfelvételek
kutya (B, C) és patkdny (D, E) kamrai szivizomsejtekrdl. Immunjelolt sejtek (C, E bal), illetve negativ
kontrollként szolgald, csak Alexafluor 488-cal jel6lt (B, D bal) sejtek.
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A vératlan eredmények alatdmasztasa céljabol izolalt, immunfestéssel jelolt kutya és
patkdny (14. abra /C,E) szivizomsejtekben, konfokalis mikroszkdppal is elvégeztik a
vizsgalatot. Ennek eredménye még kdzvetlenebb mddon igazolta a csatornaprotein intenziv
jelenlétét a szivizomsejtek felszinén. A kontroll szivizomsejtek, melyeken immunfestést
nem alkalmaztunk, nem mutatnak fluoreszcenciat sem (14. &bra /B,D).

Apamin hatasa multicellularis mintdkbol mért akcios potencialokra: Konvencionalis
mikroelektrod médszerrel 100 nM apamin hatasat vizsgaltuk kutya, patkany és human jobb
kamrai papillaris izmokbol és bal pitvari trabekuldkbdl 1 Hz stimulusfrekvencia mellett
regisztralt AP-re. A reprezentativ, egymasra illesztett AP parok 6sszehasonlitasa igazolja,
hogy 45 perces apaminkezelés egyik prepardtumban sem hozott létre az AP-ban észlelhet6
valtozast (15. abra /A-E). A valtozasok teljes hianya alapjan igen valdszintinek tiinik, hogy
fiziologias korulmeények kozott, egeszséges szivizomsejtekben, az igazolt protein expresszio
ellenére sincsen mérhet6 SK aram (15. abra /F).

Kutya kamra Patkany kamra Human kamra
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15. dbra 100 nM apamin hatasa az AP morfoldgiajara multicellularis preparadtumokban 1Hz ingerlési
frekvencianal. Jobb kamrai (A=C), illetve bal pitvari (D-E) szdvetpreparatumokbdl regisztrélt reprezentativ
AP parok kontroll allapotban, illetve a 100 nM apaminkezelést kdvet6 45. percben. A preparatumok: kutya
(Kk), patkany (Pk), human (Hk) jobb kamrai papillaris izom; kutya (Kp) és patkany (Pp) bal pitvari trabekula.
(F) Atlagos APDq, értékek (Itt és minden tovabbi dbran: mean + S.E.M., zaréjelben az n érték).

Mivel az SK csatorna aktivaciéja jelentdsen fiigg a [Ca?']; valtozasaitél, megvizsgéltuk az
apaminhatas feltételezett [Ca®*]; fliggését kutya és patkany jobb kamrai papillaris izmokon,
melyekben a [Ca®*]; valtozésat az ingerlési frekvencia valtoztatasaval hoztuk létre.

A teljesen atfedé AP parok (16. abra /A-C) ismét csak azt mutatjak, hogy 100 nM apamin
elékezelés — a [Ca*']; markans, az egyidejlileg regisztralt Ca**; tranziensben jol kovethetd
ndvekedése ellenére (16. abra /D,E) — egyik preparatumban sem hozott létre mérhet6 AP
valtozast. Kutydban az atlagos APDgg érték apamin el6tt/utan 0.3 Hz-nél ~ 217 ms, 1 Hz-
nél ~ 208 ms, 3 Hz-nél ~ 188 ms. Patk&nyban az atlagértékek 0.3 Hz-nél ~ 84 ms, 1 Hz-nél
~ 73 ms, 3 Hz-nél ~ 71 ms. A kutya és patkany jobb kamrai preparatumokbdl 0.3, 1 és 3
Hz-en regisztralt tipikus Ca®*; tranziensek a 16. abra jobb oldalan lathatok. Maximalis
[Ca®*]; koncentraciot kutya preparatumokban 3 Hz, patkény preparatumokban 0.3 Hz
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frekvencianal kaptuk (az ismert pozitiv/negativ ,,starcase” jelenség). Az AP-kben viszont a
megemelkedett [Ca?*]; ellenére sem tudtunk értékelhetd apaminhatast megfigyelni.

Kutya kamra Patkéany kamra Kutya kamra Patkany kamra
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16. dbra Reprezentativ, 0.3, 1 és 3 Hz ingerlési frekvencian, kutya és patkany szévetpreparatumokbol
regisztralt AP parok (kontrollban és 100 nM apamin alkalmazasat kovet6en) (A=C), valamint a CaT-k (D-F).

Az apaminvélasz hianya elvileg a repolarizacios rezerv kompenzécios aktivitasaval is
magyarazhato, ezert a méréseket szignifikansan gyongitett rezerv mellett megismételtiik
(17. &bra). Ekkor az apamin alkalmazéasat megel6z6en az egyik fontos repolariz&l6 aramot,
kutya papillaris izomban az lk-t, patkany pitvari preparatumokban az ly-t €s lxy-t, 300 nM
dofetilid, illetve 5uM AVEO0118 alkalmazasaval leblokkoltuk.

Kutya kamra Patkany pitvar
— Kontroll w— Kontroll
+sese+ 300 nM Dofetilid seenes 5 uM AVED118
A 4] — — 100 nM Apamin B 4] Z T 00 nM Apamin
201 20
S O S 0
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> g0l = .80
-801 i -80] e
-100{__ ' _ _ -100{__| ‘ : :
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17. dbra 100 nM apamin hatésa csokkentett repolarizacios rezervvel rendelkezd kutya kamrai (A), illetve
patkany pitvari (B) szdvetpreparatumokban. A repolarizacios rezervet 300 nM dofetilid (kamra), illetve 5 uM
AVE0118 (pitvar) elGkezeléssel nagymértékben gyengitettik.
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Annak ellenére, hogy — mint a szignifikdns AP megnyulas mutatja — a repolarizacios rezerv
mindkét preparatumban markansan csokkent, ilyenkor sem sikerilt apamin alkalmazésaval
kontroll: 211 + 3 ms, 300 nM dofetilid alkalmazasat kdvetden: 245 + 6 ms, 100 nM apamin
dofetilid jelenlétében végzett szuperfizidja utan: 247 + 6 ms. A megfeleld értékek patkany
pitvari preparatumokban: kontroll 70.8 £ 5.2 ms, 5 yM AVEO0400 alkalmazasat kovet6en:
148 + 7 ms, 100 nM apamin AVE400 jelenlétében végzett szuperfuzidja utan: 148 + 7 ms.

Apamin hatasa kutya és patkdny szivizomsejtek iondramaira: Az apamin hatdsanak
izolalt szivizomsejteken torténé vizsgalata celjabol egész sejtes, valamint perforalt patch
clamp konfiguracidban is megkiséreltiik apamin-szenzitiv aram jelenlétét kutya és patkany
kamrai szivizomsejtekben kdzvetlenil igazolni.

20 20-
A Kutya kamra B Patkany kamra
104
Vip (mV) W Vp, (mV)
-140  -100_/ -80 -20 20 60  -140
-10+
™y
£ 20
e
£
_g -301
—@— Kontroll
-40- --4@-- 100 nM Apamin -40

18. abra 100 nM apamin hatésa kutya (A) és patkany (B) steady-state kamrai szivizomsejtekbél voltage
clamp alatt regisztralt membranaramokra. Az | — V gorbék a pulzus végén meghatérozott membranaramot
az aktudlis membranpotencial (V,,) fliggvényében abrazoljak. A 900 nM-ra pufferelt (WinMaxC) pipettaoldat
hatasara a [Ca’*]; markdnsan megemelkedett. A kisérletek soran sejtrovidiilés is megfigyelhet6 volt, igazolva
a [Ca”"], emelkedését (n = 7).

Egész sejtes konfiguracidban a pipettaoldat [Ca*‘]-jat, az SK csatorndk minél nagyobb
mértéki aktivacioja céljabol a szisztolés [Ca®*]i-t megkozelité 900 nM értékre allitottuk be.
llyen feltételek mellett az [Ca']; joval magasabb a normal diasztolés szintnél. A [Ca®*];
emelkedését meggy6z6en igazolja a sejtek észlelhet6 rovidilése. Az ionegyensuly elérését
kdvetden a tartopotencialrol -50 mV-ra depolarizalo 150 ms-os pulzusokat alkalmaztunk a
-120 - +60 mV membranpotencial tartomanyban. A kapacitasra normalizalt pulzus végen
meghatarozott &ramot a potencial fuggvényében abrazoltuk (18. abra). A kils6 oldat és a
pipetta oldat dsszetételébSl adoddan ez az aram Kizardlagosan K* aram volt, és — ahogyan
azt a gorbék egyertelmiien igazoljak — apamin hatasara kismértékben sem valtozott.

A perforalt patch clamp technika Iényeges elénye, hogy a sejtek citoplazméaja nem
dializalodik. Az izolalt kamrasejteket Ca**-érzékeny Fluo 4-AM festékkel toltottik fel és a
fluoreszcencia-valtozasokat is regisztraltuk. A membrant -50 mV-os tartopotencialrol
elészor +40 mV-ra depolarizaltuk, majd -100 mV-ra hiperpolarizéltuk (175 mV/s) (19.
abra /A,Bienn). 100 nM apamin alkalmazasat kdvetéen a steady-state aram egyik speciesben
sem valtozott (19. abra /A,Bfenn). A depolarizacio-indukalt CaT-k kialakulasa (19. abra
IA,Biszep) 19azolja, hogy a sejtekben a Ca”*; transzport-ciklusok normélisan zajlottak.
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19. dbra 100 nM apamin hatasa kutya és patkany kamrasejtekbdl perforalt patch clamp mddszerrel mért
transzmembran aramokra (A & B, felsd panel). Az daramot a sejteket -50 mV tart6 potencialrdl +40 mV-ra
depolarizalva, majd -100 mV-ra hiperpolarizalva, ,ramp” protokoll alkalmazasaval hataroztuk meg; a
feszlltségvaltozas sebessége 175 mV/s volt (A & B, alsé panel). A sejteket a CaT-k (A & B kdzépsd panel)
egyidejli regisztraldsa céljdbdl 5 uM Fluo 4-AM-mel toltottik fel. A patch sérilésének jelzésére a
pipettaoldat 5 mM EGTA-t is tartalmazott. Ebben a konfigurdcidban az apamin hatdsa kilénbségi daramban
nyilvdnulna meg, azonban ilyen dramot nem sikertlt regisztralni.

5.1.2. A befelé egyeniranyitdé K* aram (lx;) Ca"; fliggése

A befelé egyeniranyit6 K* aram (Ixy) kulcsszerepet jatszik a termindlis repolarizacidban és a
szivizomsejtek nyugalmi potenciéljanak stabilizalasaban. Az aram [Ca’']i-fliggésének részleteire
vonatkozd adatok — az lx; AP morfoldgiara gyakorolt befolyasa ellenére — ellentmondasosak.
Célunk a [Ca®*]; emelkedés I, amplitiddra, és az AP repolarizécidra kifejtett modosité hatasainak
elemzése volt. Amennyiben a [Ca®']; emelkedés negativan befolyasolna az lx; &ramot, annak
magas [Ca?']; esetén torténd csokkenése aritmogén kovetkezményekkel jarhatna. A kdvetkezd
kérdéseket vizsgaltuk: (1) Hogyan hat a [Ca®"]; emelkedés az Ix-re? (2) Mi a Ca?*-fiiggd Ik,
modulaci6 hattérmechanizmusa? (3) Mi a hatasa a [Ca**], valtozasainak az AP-re és a [Ca**];-re?
(4) Hogyan hat az lx; Ca?*-fligg6 valtozasa a repolarizacios rezervre?

Az Ik, Ca®*-fiiggé modulécidja izolalt kutya kamrai szivizomsejtekben: A Ca®*-fiiggés
elemzése céljabdl egész sejtes patch clamp modszerrel meghataroztuk az Ixi-et kutya bal
kamrai szivizomsejtekben. Az aramot a Ba®*-fiiggé aramkomponenssel jellemeztiik.

Az els6 kisérletsorozatban a pipetta [Ca*"]-jat ([Ca*]yip) a megfelels Ca® + BAPTA
keverékek segitségével alacsony (~ 160 nM) vagy magas (~ 900 nM) értékekre allitottuk
be. Az egyensulyi Ix; meghatdrozasara 300 ms-os négyszdgimpulzusokat alkalmaztunk
(20. abra /A). A méréseket 10 uM BaCl, adasat kovetéen megismételtiik. Mint az abran
lathatd, magas [Ca”]pi, (Magas [Ca*'];) jelenlétében a Ba**-fiigg6 aram szignifikdnsan
nagyobb volt, mint alacsony [Ca2+]|oip (alacsony [Ca?'])) jelenlétében (20. abra /B). A
membrankapacitasok kozott nem volt szignifikans eltérés (145 + 8, illetve 139 + 10 pF).
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20. abra A steady-state Iy, [Ca2+]pip—fijggése kutya kamrai sejtekben. A [Ca2+]pip-et ~160 nM-ra, vagy ~900
nM-ra puffereltiik. Az I;-et a BaCl,-fiuggé arammal jellemeztik. Reprezentativ ly; gorbék (A), illetve | — U
fliggvények (B). A steady-state ly; meghatarozasara a -90 mV és -30 mV kozotti fesziiltségtartomanyban 300
ms-o0s négyszogimpulzusokat alkalmaztunk, majd a protokollt 10 uM BaCl2 jelenlétében megismételtik. A
statisztikai analizis (ANOVA + Bonferroni ad hoc teszt) szerint a két | - U gbérbe kozott az eltérés szignifikans
(n =7, mindkét csoportban).

Az I« Ca**-fliggs aktivaciéja az AP alatt: A kutya kamrai szivizomsejteken elvégzett
mérésekben (21. abra) az AP clamp technikat alkalmaztuk.
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21. 4bra Magas [Ca® pip Natasa az ly;-re tipikus kamrai AP alatt. Parancsjelként hasznalt kamrai AP gorbe
(A). Az Ix;-et, mint Ba’ -szenzitiv (10 uM) dramot hataroztuk meg. Reprezentativ reglsztratumok mért és
szamitott kiilénbségi (lg;) aramok (B). Alacsony (~160 nM) és magas (~900 nM) [Ca’ ]p,p mellett az AP
parancsjellel meghatdrozott maximalis I, értékek; kozottiik 52|gn|f|kans (p < 0.05) a kulonbség (n = 7) (C).
I/U gbrbék, melyek az adott potencial mellett meghatarozott (Ba2 -fliggl) lxi-et mutatjak alacsony (lires
szimbolum), illetve magas (teli szimbdlum) Ca** loip mellett (D). A nyilak a I, gdrbék maximumat mutatjak.
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A technika fontos el6nye, hogy parancspotencialként, az afiziologias négyszégimpulzusok
helyett tipikus kamrai AP format (21. &bra /A) hasznal. Mint az el6z6ekben, az Ix;-et a
Ba“*-érzékeny arammal jellemeztik. Eredményeink alapjan (21. &bra /B,C) nyilvanvalg,
hogy a Ba’*-szenzitiv (~ Ik:) &ram szignifikansan nagyobb magas, mint alacsony [Ca”]piIO
jelenlétében (magas: -65 + 1 mV; alacsony: -57 £ 1 mV, p < 0.05, n = 7). Az aram-
fesziiltseg fliggvényeken (21. abra /D) megfigyelhetd, hogy az aram maximum is eltolddik,
kevésbé negativ membranpotencial-értékek (-65 mV — -57 mV) felé.

A CaT hatéasa az Ixi-re: A ,beat-to-beat” [Ca?*]; valtozasok Ik, modulalé hatasanak jobb
karakterizalasa céljabol megvizsgéltuk, hogy puffereletlen [Ca®']; véltozés esetén (azaz
fiziologias CaT mellett), n6-e az Ix; amplitdddja. Ennek érdekében fesziltség-clampelt
szivizomsejtekben meghataroztuk az lx;-et a CaT jelenlétében, illetve hidnyaban; elébbi
esetben a pipettaoldat 0 mM, utébbi esetben 5 mM EGTA-t tartalmazott. A tranzienst révid
(50 ms) prepulzussal (-80 mV — 0 mV) aktivaltuk. Mint az varhaté volt, 5 mM EGTA
jelenlétében sem a CaT, sem az lx; nem valtozott; az Ik, ahogyan normél [Ca®*], mellett
is, viszonylag kicsi maradt. Ezzel szemben, ha a pipettaoldat nem tartalmazott EGTA-t, a
CaT kialakulasaval parhuzamosan az lx; amplitudoja is szignifikansan nétt (22. abra /A,B)
a-70 ~ -30 mV potencialtartomanyban. Ugyancsak szignifikans aramnovekedést indukalt
a szarkolemma hiperpolarizacidja -90 mV-ra (22. abra /C). A CaT alatt az &ramban kisebb
id6fliggs valtozasok (fluktuaciok) is megfigyelhetdk voltak, melyek vélhetéen a [Ca®'];
parhuzamos fluktuacioit tikrozik.
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22. sbra Fiziologias CaT Iy, nével6 hatasa izolalt kutya kamrai szivizomsejtekben. (A) reprezentativ Ba*'-
érzékeny aramok, illetve (B) (korrigalatlan) Fluo-4 fluoreszcenciagdrbék, 5 mM EGTA-t tartalmazo (alacsony
[Ca2+]pip), illetve EGTA-mentes (magas [Ca2+]pip) pipettaoldat alkalmazasa esetén (bal, illetve jobb panelek). A
CaT kivaltasat kovetéen (50 ms, 80 mV = 0 mV prepulzus) 500 ms-os tesztpulzusokkal meghataroztuk az
aramot (n = 8, mindkét csoportban). (C) A tesztpulzusok vé%én meghatarozott | - V figgvények, 5 mM EGTA
jelenlétében (alacsony CazJ')pip , illetve hidnyaban (magas Ca +pip). A statisztikus analizis (ANOVA + Bonferroni
post hoc teszt) szignifikans kilonbséget igazolt az alacsony és magas [Caz)'],{,iID mellett meghatdrozott | — V
gorbék kozott (n =5 mindkét csoportban).
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A Ca?*-indukalt 1x; emelkedés mechanizmusa: Egyes irodalmi adatok szerint nydl kamrai
szivizomsejtekben a CaMKII aktivalodasat kovetéen az lxy nd [448], ezért egy szelektiv
CaMKII gatlé (KN-93), valamint annak inaktiv formaja (KN-92) segitségével vizsgaltuk,
aktivalodik-e ez a CaMKII-figgé mechanizmus kutya szivizomsejtekben. Harom kisérleti
csoportot képeztunk: (1) kontroll: ~160 nM [Ca2+]|oip + 1 uM KN-92; (2) ~ 900 nM
[Ca®*]pip + 1 UM KN-92; (3) ~ 900 nM [Ca™ ]y, + 1 UM KN-93. A steady-state lx;-et
jellemzd BaCl,-érzékeny aramot 300 ms-os fesziltségpulzusok végén, a -90 mV « -30
mV tartomanyban mértik (23. bra /A). CaMKII gétlés hidnyaban (KN-92 jelenlétében) az
alacsony és magas [CalZ*]piIO csoportok kozott szignifikans kilonbséget kaptunk; ez a
kilonbség KN-93 alkalmazésa utan szignifikdnsan kisebb lett (23. &bra /B).

Kiegészitd kiserletekben (n = 3) azt is igazoltuk, hogy a CaMKII aktivitasa a CaT
id6tartama alatt nem alland6. Az LTC csatorndk Ca®* bedramlasanak Ik aktivaciora
gyakorolt hatdsat is megvizsgaltuk a csatornagatldé Nifedipin (10 uM) alkalmazésaval. Bar
az eredmények igazoltdk a Ca®" bearamlas lx:-aktivald hatasat, ez a hatads mérsékeltnek
bizonyult.
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CaMKII gatlas

Alacsony [Ca?*];, Magas [Ca?],,

—&- Alacsony [Ca?'];,

4 <+ Magas [Ca*1],,
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23. dbra A Ca”-indukalt I51 emelkedés CaMKII-fiiggése. Reprezentativ Iy, gorbék (A). A Ba*-fiiggs (10 uM
BaC[g) aramot alacsony [Ca +]pip + KN-92 (bal panel), magas [CazJ']pip + KN-92 (k6zéps6 panel), illetve magas
[Ca2 loip + KN-93 (CaMKII gétlds; jobb panel) alkalmazdsa mellett hatdroztuk meg. A Ba’'-szenzitiv aramra
jellemzé, fenti feltételek mellett meghatdrozott steady-state |-V Osszefliggések (B). A statisztikus analizis
(ANOVA + Bonferroni post hoc tesztg szignifikans kiildonbséget igazolt az alacsony és magas [Caz+]pip mellett
mért gorbék, illetve az_alacsony [Ca +],[,ip és magas [Ca2+]pip + CaMKIl gatlas csoportok kozott (n=8). A * a
magas [CazJ'],,ip ésa [CazJ']pip + CaMKII gatolt csoportok kozotti szignifikans kilonbséget jelzi.

=z

Multicellularis szivpreparatumokban az AP joval stabilabb mint izolalt szivizomsejtekben,
és mivel nincs enzimatikus beavatkozas (emésztés), a szivizomsejtek ioncsatorna-eloszlasa
is fiziologiasnak tekinthetd. Kutya jobb kamrai papillaris izmokban, 2 mM, vagy 4 mM

- sz

[Ca?*], esetén vizsgaltuk az AP morfoldgidjanak Ca®*-fligg véltozésait. Az alkalmazott
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protokoll elénye, hogy minimalizdlja az AP maés intracelluléris jelutakon (pl. adrenerg
mechanizmusokon) keresztiil torténé moduléci6jat. A [Ca?], 2 mM-r6l -~ 4 mM-ra
emelését kdvetSen a CaT amplitudoja, a [Ca®*lip emelkedése nélkil, szignifikansan (35 +
11%) megn0Ott (24. &bra /A,B). A felgyorsult terminalis repolarizacié kovetkeztében, a CaT
ndvekedéseével parhuzamosan az APDg, szignifikansan csokkent (202 £ 4 — 185 + 8 ms)
(24. 4bra /C,D). A megfigyelést alatdmasztja a -dV/dtmin, @ [Ca>*], emelést kdvetd, > 40%-
0s csokkenése (abszolut értékben névekedése) (-1.1 £ 0.06 — -1.6 £ 0.05 V/s; n =5).
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(A) CaT, illetve (B) AP gorbék, 2 mM, vagy 4 mM [Ca 1, jelenlétében. A CaT mérése fluoreszcens Ca2 i
indikatorral (Fluo-4) tortént. A kvantitativ analizis el6tt a mért ﬂuoreszcenua intenzitasokat nemspecifikus
hattérre és bleaching-re korrlgaltuk (C) Atlagos CaT amplitudé és [Ca*];, értékek. (D) Papillaris izmokbol
meghatarozott atlagos APDoy és terminalis repolarizacié sebességminimum (dV/dt.) értékek 2 mM, vagy 4
mM [Ca’'], jelenlétében (n = 5).

A Ba”*-indukalt Ix; gatlas APD-ny(ijté hatasat normal és magas [Ca*'], (2 mM, illetve 4
mM) mellett is megvizsgaltuk (25. 4bra). A Ba**-indukalt APDgy megnytlas szignifikansan
(~ 100%-kal) nagyobb volt magas (4 mM), mint normél ( 2 mM) [Ca**], mellett (normal:
202+4 - 223+3ms, p<0.05 magas: 185+8.2 - 231+13ms; A=11+0.8% - 20+
1.9%) (25. &bra /A,B). A BaCl, 2 mM [Ca?*], melletti alkalmazaséat kovets kimosési fazis
Vvégén a teszt ugyanazon a preparatumon megismételhetd volt 4 mM [Ca®*], mellett is (25.
abra /C).

Az AP Ca2+-indukélt valtozasainak tovébbi kvantitatl'v jellemzésére meghatéroztuk az AP
mellett, BaCl, alkalmazésat kdvet6en a tnangulauo szignifikansan n6tt (84 £ 4.3 - 102 £

4.4 ms). 4 mM [Ca®*], mellett még ennél is nagyobb, szintén szignifikans BaCl,-indukalt
triangulacié-fokozddast kaptunk (112 £8 — 155 + 14 ms).
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25. abra 10 uM BaCl, altal indukalt Iy, blokad APD ny(jté hatasanak [Ca®],-figgése kutya papillaris
izomban. (A) 2 mM vagy 4 mM [Ca2 ], jelenlétében, 10 uM BaCl, alkalmazasat megel6z6en, illetve azt
kovet6en regisztralt reprezentativ AP-k, illetve (B) meghatdrozott APDy, értékek. (C) A BaCl,-indukalt APD
megnyulas kinetikaja 2 mM, illetve 4 mM [Ca2+]ojelenlétében (reprezentativ kisérlet).
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26. dbra  Ba’“-indukalt Iy, blokad APD nydjté hatdsanak [Ca o-fliggése egészséges humdn papillaris
izomban. (A) 2 mM, vagy 4 mM [Ca "1, jelenlétében, 10 uM BaCl, alkalmazasa eIott illetve azt kovetGen
regisztralt reprezentativ AP-k. (B) Ot human preparatumbdl 2mM, illetve 4 mM [Ca 1, mellett, 10 pM BaCl,
alkalmazasa el6tt, illetve azt kovetGen meghatarozott APDg, értékek. (C) A [Ca2 ]o hatdsa a repolarizacio
sebesség-minimumara (dV/dtmi,) human papillaris izmokban (n=5).
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Az AP morfoldgia Ca®*i-fiiggése egészséges human miokardiumban (26. &bra): A BaCl,
Ca’*-fiigg6 hatasanak mértéke markansan eltért kutya, illetve human jobb kamrai papilléris
izmokban. Human preparatumokban 2 mM [Ca?*], mellett BaCl, hataséra az APDgy nem
valtozott (354 + 12 - 362 = 14 ms, A = 2.4 £ 1.0%), (26. &bra /A), ezzel szemben, 4 mM
[Ca?*], mellett a BaCl, szignifikans APDg, megny(last hozott létre (314 + 19 — 333 + 21
ms; A = 6 + 0.5%) (26. 4bra /B), tovabba a [Ca*'], emelése szignifikansan felgyorsitotta a
repolarizacio végso fazisat is (-0.44 £ 0.02 - -0.49 £ 0.03 V/s) (26. abra /C). Ez a hatés
gyenge a kutya papilléris izmokhoz viszonyitva. Human mintakon is meghataroztuk az AP
hozott létre szignifikans triangulacio-novekedést (189 + 12 ms — 176 + 15 ms). Ezzel
szemben 4 mM [Ca*'], mellett 10 pM BaCl, hataséara a triangulacié szignifikansan nétt
(195 + 12 ms - 212 + 11 ms). A triangulaciés adatok 6sszehasonlitdsa ugyancsak
szignifikans kuldnbséget igazolt a két homolog kisérleti csoport kdzott.

Az Ik, Ca*'i -fligg6 hozzajarulasa a repolarizacios rezervhez: Amennyiben a Ba?*-fiiggé
aram a [Ca®*], emelése utan szignifikansan nd, akkor relativ hozzajarulasa a repolarizacios
rezervhez szintén nagyobb kell, hogy legyen.
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27. sbra  Magas [Ca”"],, az I, lathatd valtozasa nélkil, szignifikdnsan csokkentette az Iy, hozzajarulasat a
repolarizacidhoz (AP nyujté hatas) kutya papillaris izmokban. (A) 0.3 uM dofetilid alkalmazésa el6tt, és utan,
2 mM, vagy 4 mM [Ca“’], mellett regisztralt reprezentativ AP parok. (B) 0.5 pM HMR-1556 alkalmazasa el6tt
és utan, 2 mM vagy 4 mM [Caz)']D mellett regisztralt, reprezentativ AP parok. (C) 2 mM, vagy 4 mM [Ca2+]D
mellett mért APD értékek; (D) 0.3 uM dofetilid 2m, vagy 4 mM [Ca®*], mellett mért APD nyujté hatasa.

A repolarizalé aramok [Ca?*]-fliggd redisztriblci6janak vizsgalata céljabél meghataroztuk
az Ik 6s lxs hozzajérulasat a repolarizaciohoz normal, illetve magas [Ca®'], mellett.
Szelektiv Ik, gatlast kdvetéen az APDgy megnyulésa szignifikansan kisebb lett 4mM, mint
2 mM [Ca?*], mellett (27. dbra /A) (2 mM: kontroll: 205 + 7 ms; dofetilid: 253 + 9 ms; 4
mM: kontroll: 186 + 8 ms, dofetilid 208 + 9 ms, N.S.; relativ emelkedés: 24 £+ 1.8 - 12 £
1.1%, n = 5). Szelektiv Ixs gatlas — ismervén az lxs kontroll korilmények kozott igen
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mérsékelt hozzajarulasat a repolarizaciés rezervhez, nem meglepden — egyik [Ca?'],
mellett sem hozott létre szignifikdns APDgy megnyulast (2 mM: kontroll: 206 £ 6 ms,
HMR-1556: 212 £ 6 ms, N.S.; 4 mM: kontroll: 191 + 7 ms, HMR-1556: 193 £ 5 ms, N.S.)
(27. 4bra /B,C). Az eredmények igazoljak, hogy a magas [Ca**], APD-roviditd hatasa nem
tulajdonithat6 a platopotencial emelkedés &ltal felgyorsitott Ik, és/vagy Iks aktivacidnak,
hiszen az lk; gatlasat kovetGen ellenkezd iranyd valtozasokat mertink (25. & 26. abrék).
Mivel a [Ca?*]; emelkedés szignifikdnsan novelte a Ba®*-fiiggs aram (~ Ix1) hozzéjarulasat
a terminalis repolarizaciohoz, ez a fliggés befolyast gyakorolhat annak nagysagara is.

5.2. Részleges NCX gétlas kdvetkezményei egészséges szivizomban

Mivel az elmult 2-3 év kivételével nem allt rendelkezésiinkre eléggé szelektiv NCX géatlo, ezekben a
kisérletekben az akkor legszelektivebb gatldszert hasznaltuk. A SEA0400 alkalmazésaval kapott
eredmények, bar 1 uM koncentracioban hatasa az LTCC-re nem elhanyagolhat6, nem kuldnb6znek
szignifikansan az Uj, szelektivebb ORM szarmazékokkal nyert eredményektél. A SEA0400 lényeges
tulajdonsaga, hogy kdzel azonos mertékben gatolja az NCX mindkét iranyd transzportaktivitasat.
Mivel az NCX miikddése a sejtek integritasdnak és aktivitasanak fenntartdsahoz nélkildzhetetlen,
gatlasa mindig részleges volt. A kisérletek f6 célja a gatlas kovetkezményeinek Osszehasonlitadsa
volt elektrofizioldgiai paramétereikben lényegesen eltér6 izolalt patkany, és kutya szivizomsejteken.
Az izolalt, intakt patkanysziveken kapott eredményeket a késébbiekben ismertetem.

5.2.1. Az NCX gatlas kovetkezmeényei izolalt patkany szivizomsejteken

SEA400 hatasa a CaT-re és a sejtrovidulésre: Ezekben a kisérletekben a részleges NCX
gatlas Ca”* héztartasra gyakorolt hatasait vizsgalatuk stimulalt, izolalt patkany kamrai
szivizomsejteken. A CaT-t és sejtrovidiilést 4 Hz-es téringerléssel stimulalt, Ca?*-érzékeny
fluoreszcens festekkel (Fura 2-AM) feltoltott sejtekben mértik. Az inkubéacios periddust
kdvetben a perfizidt atkapcsoltuk csak a hordozét (DMSO), vagy 0.3 uM SEA0400-t is
tartalmazo oldatra. A maximalis gatlas 5 percnél rovidebb idd alatt kialakult. A hordozo,
vagy a SEA0400 alkalmazasat megel6z6en és kdvetben regisztralt reprezentativ CaT és
sejtrovidilés gorbék a 28. abran lathatok. Onmagaban a DMSO nem befolyasolta sem a
CaT-t, sem a rovidulést (28. abra /A,C). Ezzel szemben a SEA0400 megndvelte a CaT
amplit(dojat, és a sejtrovidulést is (28. bra /B,D). A gétlas hatasara a [Ca®*]ip t6bb sejtben
is emelkedett, amit a sejtrovidilés visszaigazolt. A DMSO, illetve a SEA0400 hatésait a
28. abra /E-H panelek 6sszegzik. A gatlas-indukalt CaT amplitudd-ndvekedés (SEA0400:
32 + 8.8%, n = 6; hordozo: 8.5 £ 3.8%, n = 7) és sejtrovidilés (SEA0400: 46 + 15%;
hordozé: 12 + 15%) statisztikusan szignifikansnak bizonyult. Ezzel szemben a Ca®*j
emelkedés és a diasztolés sejtrovidilés csak kismértékd, statisztikusan inszignifikans volt
(Ca®*ip novekedés: SEA0400: 6 + 3%:; hordozé: 1 + 1%; p = 0.13; sejthossz rovidiilés:
SEA0400: 6 £+ 3%; hordozo: 3 + 1%; p = 0.22). Mivel a CaT lecsengese jol tikrozi a CaT
relaxacios kinetikajat, monoexponencialis illesztéssel a tranziens relaxacios id6allandéjat
is meghataroztuk, amely nem mutatott szignifikans valtozast, sem SEA0400-ra (67 + 6 —
72+2ms,n=6),sem DMSO-ra (786 — 794 ms,n=7).

SEA400 hatasa az Ca®*; tranziensre, sejtrovidiilésre és L-tipusti Ca?* &ramra perforalt
patch clamp mérésekben: Téringerelt szivizomsejtekben perforalt patch clamp modszerrel
vizsgaltuk a SEA0400 CaT-re és sejtrovidilésre gyakorolt hatasait, illetve egyidejlileg az
Ica-t is regisztraltuk. A szivizomsejteket 4 Hz-es kompozit fesziltségparancs-sorozattal a
patch pipettan keresztil stimulaltuk. A kontroll allapotban végzett méréseket, a hordozo,
illetve 0.3 uM SEA0400 alkalmazasat kdvetéen megismételtik. A mért, reprezentativ CaT,
sejtrovidilés és Ic, gorbék a 29. bran (/A-C panelek) lathatok.
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28. abra 0.3 yM SEA0400 hatasa a CaT-re és sejtrovidiilésre izolalt, 4 Hz téringerléssel stimulalt patkany
szivizomsejtekben. A [Ca”"); jellemzésére a fluoreszcenciahanyadost (F360/F380) hasznaltuk, a sejtrovidiilést
onkényes egységekben (AU) adtuk meg. Minden mérés-szett egyetlen sejtbél készilt, a hordozd (A, C),
illetve 0.3 uM SEA0400 (B, D) alkalmazdsa el6tt, illetve 5 perccel azt kdvetSen. A sejtekbdl kapott
atlageredmények: (E) a CaT amplitiddvaltozasa; (F) a [Ca™']pp valtozasa; (G) a sejtrovidiilés valtozasa; (H) a
végdiasztolés sejthossz-valtozas.
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29. abra Patkany szivizomsejtekben peforalt patch clamp modszerrel egyidejlileg meghatarozott (A )CaT,
(B) sejtrovidiilés, es (C) Ica1. A sejtet a mérés el6tt feszlltségparancs sorozattal (4 Hz, 25 s) a patch pipettan
keresztul stimuldltuk. Minden mérés-szett egyetlen sejtbdl készilt, (A-C, bal) a hordozd, illetve (A-C, jobb)
0.3 uM SEA0400 alkalmazasa elétt, illetve 5 perccel azt kdvet&en. A patch clamp mérések atlageredményei:
(D) a CaT amplituddvaltozasa; (E) sejtrovidiilés-valtozds; (F) a csucs Ig,, valtozasa; (H) az lc,. 50%-0s
inaktivacids idGtartamanak valtozésa (hordozé: n = 4, SEA0400: n = 5).

A teringerelt szivizomsejtekhez hasonléan SEA0400 kezelést kdvetben fesziltség-clamp
alkalmazésa esetén is szignifikansan n6tt a CaT nagysaga (SEA0400: 32 + 4.7%, n = 5;
hordozo: 11 £ 6.9%; n = 4) és a sejtrovidulés (SEA0400: 26 + 5.4%; hordoz6: 0.9 + 6.8%).
Ezenkivil, a SEA0400 hatasara mind az Ic,. amplituddja (SEA0400: -25 + 5.0%, n = 5;
hordozo: -6.5 + 6.7%, n = 4), mind az aram 50%-0s inaktivacidjahoz sziikséges idétartam
(SEA0400: -7.9 = 1.7%, n = 5; hordozo: -2.0 £ 1.5%, n = 4) szignifikdnsan csokkent. A
gatloszer hatasait szazalékos valtozasban a 29. abra /D-G panelek dsszegzik. A hordozoval
0sszehasonlitva a SEA0400 a vizsgalt paraméterekben statisztikailag szignifikans valtozast
indukalt.
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5.2.2. Az NCX gatlas kovetkezmeényei izolalt kutya szivizomsejteken

A patkany szivizomsejteken végzett kisérleteket elvégeztiik kutya szivizomsejteken is. A megfigyelés,
hogy nagyobb eml&sok szivén a részleges NCX géatlasnak egyaltalan nincs pozitiv inotrép hatésa,
elvileg a gatlas az SR Ca** transzportra gyakorolt kdzvetlen hatasaval, illetve a miofilamentumok
Ca?*-érzékenységének valtozasaval is magyarazhato.

SEA400 hatasa az Ca’'; tranziensre és a sejtrovidiilésre: A szivizomsejteket &llandé, 1
Hz-es téringerléssel stimuldltuk. A stedy-state elérését kdvetéen a perfizidt atkapcsoltuk
0.1, 0.3 vagy 1 uM SEA0400-t tartalmazé oldatra. A maximalis gatlas kevesebb, mint 5
perc alatt 1étrejott. A SEA0400 alkalmazésa el6tt és utan regisztralt reprezentativ CaT és
rovidilésgorbék a 30. dbra /A,B paneljein lathatdk. A diasztolés fluoreszcenciahanyadosra,
Fas0/F3s0 amplitadodra és sejtrovidilésre meghatarozott atlagértékeket az abra /C-E paneljei
0sszegzik. 0.1 - 1 M koncentracidéban a SEA0400 alkalmazasa egyik parameéterben sem
indukalt szignifikdns valtozast, tovdbba nem kaptunk szignifikans eltérést a CaT 1 yuM
SEA0400 alkalmazasa el6tt, illetve utan szamitott relaxacios id6éallandojara sem (269 + 41,
illetve 266 + 17 ms, n = 9).
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30. gbra 0.1, 0.3 és 1 uM SEA0400 hatasa az CaT-re (A) és a sejtrovidilésre (B) konstans, 1 Hz-es
téringerléssel stimulalt kutya kamrai szivizomsejtekben. Az [Ca**]i-t a Fsgo/Fsg fluoreszcenciahanyadossal, a
sejtrovidilést a diasztolés sejthosszhoz viszonyitva jellemeztik. A regisztratumok azonos sejtekbdl késziltek
SEA0400 alkalmazdsa el6tt, illetve 5 perccel azt kovetéen. A SEA0400 diasztolés fluoreszcenciahdnyadosra
(C), F360/Fas0 amplitiddra (D) és sejtrovidilésre (E) gyakorolt hatdsat a kontroll szazalékdban fejeztiik ki.
Zarojelben a vizsgalt sejtek szama.

SEA0400 hatdsa a koffein-indukalt Ca?*; tranziensekre: Mivel a CaT relaxécios
kinetikaja jol tukrozi a Ca®*; plazmébdl térténd eltavolitasanak kinetikajat, az NCX gatlas
kdvetkeztében a gyors koffein szuperfizio altal kivaltott CaT lecsengési ideje megnyulik
[449]. Ezért a SEA0400 gatld hatéasat 6 s-ig tartd 10 mM-os koffein pulzussal kivaltott CaT-
eken vizsgaltuk. A lecsengési idGallandok 0Osszehasonlitasa céljabél az amplitidora
normalt tranzienseket egymasra illesztettiik (31. abra /A). A monoexponencialis illesztéssel
meghatarozott lecsengési iddallandé 1 uM SEA0400 alkalmazasat kdvetden szignifikansan
nott (1.0 £ 0.05 - 1.3 £0.06 s, n = 10), de az idGillesztett kontroll értékek nem véaltoztak
(0.96 £ 0.05 - 0.95 + 0.04 s; N.S., n = 8). Az eredmények egyértelm(en igazoljék, hogy
az adott feltételek mellett, a SEA0400 alkalmazhaté az NCX részleges gatlasara. A gatlas
hatékonysaga kvantitativan megbecsilhet6 az 1 uM SEA0400 és a kozel 100% gatlasi
hatékonysagi 10 mM NiCl, alkalmazésat kovetben regisztrélt tranziensek (31. &bra /B)
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Kinetikdjanak 6sszehasonlitasaval. Mivel a NiCl, mellett mért tranziens leszall6 szérara
nem illeszthetd monoexponencidlis gorbe, az 50% relaxacidéhoz sziikséges id6tartamot
hataroztuk meg, ami a NiCl, alkalmazasat kdvetben szignifikansan, a tobbszérdsére nott
(13+£01 - 10 £1.3s,n=4). Bar 1 uM SEA0400 hatéséara a koffein-indukalt CaT
lecsengési id6tartama ugyancsak megnyult, ez a megnyulas a NiCl,-ra mért drasztikus
megnyulasnal joval kisebbnek bizonyult.
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31.abra 1 pM SEA0400 (A), illetve 10 mM NiCl, (B) hatasa koffein (10 mM) szuperfizioval kivaltott CaT-re.
Reprezentativ, egymasra illesztett regisztratumok. A koffein pulzus alkalmazasa el6tt a szivizomsejteket
folyamatosan 1 Hz-en stimulaltuk. A stimulaciot a regisztralds id6tartamara felfliggesztettiik.

A SEA0400 Ca**-fiiggs hatasa az Incx-re: Fenti eredményeink valdszindsitik, hogy a
SEA0400 gétlas hatékonysaga [Ca*']; emelkedés esetén nagymértékben lecsokken. Ezért
kovetkezé 1épéshen meghatéaroztuk a gatlas mértékének Ca?*i-fliggését (32. 4bra). Az NCX
aramot Ni®*-érzékeny aramként, a ramp leszallé szarén, a potenciélt 1.6 s alatt +60 mV-rél
-100 mV-ra véltoztatva hataroztuk meg. A kifelé, illetve befelé iranyuld aramokat +40mV
és -80 mV membranpotencial értékeknél olvastuk le (32. abra /A,B).
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32. abra SEA0400 hatasa Incx-re a [Ca "] flggvényében. (A) Az NCX dramot ,,ramp” protokollal mértiik. (B)
Egymasra illesztett, K'-mentes oldatban (kontroll), 1 uM SEA0400 jelenlétében, valamint 10 mM NiCl,
alkalmazasat kovet6en mért aramgorbek A kifelé iranyuld (reverz), illetve befelé irdnyuld (forward) Iyex
nagysagat a ramp csokken6 szaran, +40 és —80 mV feszlltségértékeknél (nyllak) hataroztuk meg. (C) 1 uM
SEAO4OO reverz (+40 mV) és forward (-80 mV) Iycx gatlasanak mértéke a [ca™], fliggvényében. A szabad

[Ca *]-t a pipettaoldat CaCl2 + EGTA tartalmanak valtoztatasaval 55, 140, 500, és 1000 nM-ra allitottuk be
(zardjelben a sejtek szama).
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A gétlés hatékonysaganak [Ca*]; fliggését az 55 nM - 1 pM [Ca?*]; tartomanyban, a
pipettaoldat Ca?*; + EGTA szintjének véltoztatasaval hataroztuk meg. Alacsony [Ca®'];
mellett IuM SEA0400 mindkét aramot hatasosan gatolja. A kifelé iranyuld aram (reyIncx)
gatlasa kissé nagyobb mértéki, mint a befelé irdnyuld (fwqlncx) aramé. A [Ca®*]; 55 nM-rél
1 uM-ra ndvelése tobb, mint 50%-kal csokkentette az NCX géatlas hatékonysagat (32. abra
IC). Magas [Ca*']i (~ 1 uM) jelenlétében a viszonylag szelektiv 1 uM koncentraciéban a
SEA0400 minddssze 28 + 7%-kal csokkentette a 7,gNCX aramot. Az igencsak alacsony
géatlasi hatasfok indokolhatja a SEA0400 és NiCl, hatdsok szignifikans eltéréseit (31. abra).

A SEA0400 hatasa a szarkoplazméas retikulum SR Ca®* transzportjara. A SEA0400
esetleges intracellularis Ca®* kiramlasra gyakorolt hatésait 20 pM extravezikularis [Ca®]
mellett HSR vezikulumokon vizsgaltuk (33. abra). llyenkor — mint azt az extravezikulris
[Ca?*] novekedés is igazolja (33. 4bra /A) — a RyR receptorok részlegesen nyitott
allapotban vannak (’no inhibition” protokoll). SEA0400 alkalmazasat kovet6en — mint a
Ca”" felvételi gorbe véltozatlan meredeksége mutatja — a Ca* felszabadulas sebessége nem
valtozik. A mérés egyértelmlen igazolja, hogy NCX gétlas a részlegesen nyitott RyR
csatorndk Ca®* leadésat egyaltalan nem befolyasolja. A Ca** felszabadulas sebességére 0,
0.3, 1 és 3 uM SEA0400 alkalmazésa esetén 12 + 0.9, 12 + 1.1, 13 £ 1.2, és 13 £ 1.2
nmol/min/mg protein értékeket kaptunk (n = 7).
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33. dbra SEA0400 hatédsa SR membranvezikuldk Ca“" kibocsatasara (A, B), illetve Ca“" felvételére (C, D). A
fényintenzitds forditottan ardnyos az extravezikuldris [Ca2+]—val. (A) ‘No inhibition’ protokollal késziilt
regisztratum. A vezikuldkat Ca®*, jelenlétében, ATP hozzaadasaval Ca”"-mal feltsltéttiik, majd tovabbi Ca”*
hozzéadasaval az extravezikularis [Ca**]-t a RyR2 csatornak aktivacidja céljabdl 20 uM-ra allitottuk be. A ca®
felszabadulas sebességét a SEA0400 alkalmazasa el6tt és utdn mért gorbék meredekségébdl szamoltuk. A
(B) ‘No activation’ protokollal a SEA0400 nyugalomban lévé (zért) RyR2 csatorndkra gyakorolt hatdsat
vizsgaltuk. A vezikuldk feltoltését kovetden az extravezikuldris [Ca”']-t 2 uM-ra allitottuk be. Ilyenkor a
csatorndk aktivacidja elhanyagolhaté. Az aktivacid mértéke SEA0400 hozzaaddsdra sem véltozott. Végil a
vezikuldk Ca”" tartalmat Ca’" ionoforral, (2 uM A23187) kiiritettiik. (C) Az intenzitasgérbe Ca®* hozzaadasat
kovet6 szegmensébdl meghatérozott, a felvétel kezd6sebességét mutatd, reprezentativ, egymasra illesztett
regisztratumok. (D) A Ca” felvételt, az extravezikularis [Ca’*] 10 pM-ra novelése céljabol, 3 uM SEA0400
mellett, vagy hidnyaban, Ca” hozzaadasaval aktivaltuk. A Ca™* felvétel atlagsebessége 0, 0.3, 1, és 3 uM
SEA0400 jelenlétében. Zardjelben a fliggetlen mérések szama.

Hasonlé meggondoléssal vizsgaltuk a SEA0400 teljesen zart RyR csatornakra gyakorolt
hatasat (‘no activation’ protokoll). Ekkor joval alacsonyabb, a kiiszobdt éppen meghalado
extravezikularis [Ca®]-t llitottunk be. Tipikus, a ‘no activation’ protokoll alkalmazéasa
soran kapott eredmények lathatdk a 33. abra /B paneljén. Az, hogy a regisztratum kézépsé
szegmensének értéke allandé (a szegmens vizszintes) igazolja, hogy a RyR csatornak Ca®*
leadésa ilyenkor elhanyagolhatd, tiinyomé tobbségik zért allapotban van. Mérheté Ca*
kidramlds SEA0400 hatasara sem jon létre, viszont a csatorna aktivator A23187 jelent6s
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felszabadulést indukal, ezzel igazolva, hogy a vezikulak Ca?* tartalma magas. 0, 0.3, 1, és
3 UM SEA0400 jelenlétében a Ca** felszabadulas mértékére 2.2 + 0.31, 2.2 + 0.3, 2.3 +
0.28 és 2.3 + 0.3 nmol/min/mg protein értekeket kaptunk (n = 6). A SERCAZ2 aktivitasa
ugyancsak megbecsiilhetd az extravezikularis [Ca**] maximalis pumpasebesség melletti
id6fiiggs valtozasainak mérésével LSR vezikulak Ca®* felvételének kezdeti sebességébdl,
amit 0, 0.3, 1, és 3 uM SEA0400 koncentraciok mellett is meghataroztunk (33. abra /C,D).
Ez a sebesség lathatoan fliggetlen az alkalmazott SEA0400 koncentraciotdl, igazolva, hogy
a gatloszer nem befolyésolja a Ca®* visszavételét az intracelluléris térbél az SR lumenbe.

SEA0400 hatésa a kontraktilis proteinek Ca®* érzékenységére membranfosztott (skinned)
szivizomsejtekben. Ezekben a mérésekben elészor az erd — pCa Osszefliggést hataroztuk
meg (34. abra). A félaktivaciés [Ca®*] (pCaso) meghatarozésa céljabél a kontrakcids er6t
fokozatosan emelkedd Ca*, értékek mellett mértiik; a vizsgélt preparatumokban a pCaso
értékére ~ 6.4 adodott (34. abra /A). A maximalis passziv, illetve Ca?*-aktivalt izometrikus
er6ket kontroll allapotban, valamint 1 uM SEA0400 alkalmazasat kovetéen, egyetlen
[Ca?*], esetén (pCa = 6.4) négy, mas-mas szivbdl szarmazé, permeabilizalt sejtre
hataroztuk meg (34. &bra /B). Erre a két er6re 3.6 + 1.7 kN/m?, illetve 28 + 9.8 kN/m?
értékeket kaptuk. Mivel a SEA0400 DMSO-ben oldhato, a kontroll kisérleteket DMSO
jelenlétében is megismételtik. Mint az abra mutatja, a SEA0400 jelenléte egyaltalan nem
befolyasolja a Ca®*-aktivalt er6 nagysagat (kontroll: 0.6 + 0.03 Ppa, SEA0400: 0.6 +
0.04% Ppax; pCa = 6.4), tovabba ez az er6 még DMSO hozzaadasat kdvetden sem valtozik
(0.6 + 0.03% Pma). Eredményeink alapjan biztonsaggal éllithaté, hogy a Ca?*-fiiggé erd
SEA0400-fiiggs, modulacidjat nem limitalhatja a kontraktilis fehérjék Ca**-szaturacidja.
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g 04 E -
oF 0.2 3
4 o 0.2
i 0.0 ‘0
W00

80 75 70 65 60 55 50 45

Kontroll DMSO  1uM SEA0400
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34. abra SEA0400 hatésa a kontraktilis fehérjék Ca2+-érzékenységére. (A) Négy ,,skinned” kutya szivizomsejt
prepardtumon meghatdrozott er6 — pCa 0Osszefliggés. A folytonos vonalat a Hill egyenlet mérési adatokra
illesztésével nyertiik. (B) Kontroll allapotban, tovdbba csak DMSO, illetve 1 puM SEA0400 (+ DMSO)
jelenlétében pCa = 6.4-nél mért P,,,,-ra normalizalt kontraktilis er6. Zardjelben a mérések szama.

5.3. Az NCX gatlas antiaritmias hatasanak analizise kisérletes szivbetegségekben

Tobb sulyos szivbetegségre egyarant jellemzé az NCX aktivitas elsédleges vagy kompenzatorikus
jellegl fokozddasa, ezért ezekben a betegségekben a kicserél6 potencidlis farmakoldgiai célpontot,
gatlasa igéretes terapias stratégiat jelenthet. A vonatkozo kisérleti projektek elsédleges célkit(izése
arészleges NCX gétlas terapias hatékonysaganak elemzése volt. Ezenkivil a vizsgalatok céloztak a
Ca**-fliggé aritmogenezis hattérmechanizmusainak mélyebb megértését, és értékes informaciokat
vartunk a triggerelt aritmiak kialakulasi val6sziniségének egy Ujabb, farmakoldgiai modszerekkel
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tortén6 csokkentésére vonatkozoan, annal is inkabb, mivel a kisérletek nagy részében lehetéségiink
volt a SEA0400-nél szelektivebb ORM-10103 hasznalatara. Aldbbiakban bemutatott vizsgélataink
az els6 publikalt adatokat szolgaltatjadk egy funkcionalis szempontbol is szelektivnek tekinthet6
NCX géatloszer (ORM-10103) antiaritmias hatékonysagarol egyes szivbetegség-modellekben.

5.3.1. Fokozott kés6i Na™ aram ( Ina.) esetén (LQT3 modell)

A fokozott kés6i Na™ aram (Ina) egyrészt a genetikus hétter(i LQT3 szindréma jellegzetes
tulajdonsaga, masrészt — ami talan még fontosabb — modellezheti az iszkémia és féként a
reperflizié soran kialakuld, stlyos Ca?*; tlltelédéshez vezetd, drasztikus Na*; emelkedést
is; az indukalt Ca®*; tlltelédés pedig az aritmogenezis egyik legfontosabb oka. Ebben a
munkéban 2 kérdésre kerestiink valaszt: (1) Van-e lényeges eltérés a jol ismert SEA0400
és az Ujabb, szelektivebb ORM-10103 NCX gatl6 hatdsai kozott? (2) Reszleges NCX
gatlassal kivédheték-e a markans [Na']; fokozodas aritmogén kovetkezményei?
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35. dbra Iy, aktivacio hatdsa az APD-re, CaT-re és sejtrovidiilésre izolalt kutya kamrasejtekben. 2 nM ATX-II
— inaktivacids kinetikdjanak lassitdsaval — szignifikdnsan megnovelte az Iy, -t (A). Ennek kovetkeztében az
APD megnyult (B), a CaT amplituddja megnétt (C), ami fokozott sejtrovidilést eredményezett (D). Az
adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg, a * a kontrollhoz képest szignifikans kiilonbséget jeldl (p < 0.05).
AU: 6nkényes egység.

A kés6i Na" aram aktivalasa. Az aramot 2 nM ATX-1l alkalmazasaval aktivaltuk. Az
ATX-1l jol ismert hatasa a Na® bearamlas jelentGs fokozasa az Iy, inaktivacidjanak
késleltetése révén [450]. 2 nM ATX-II alkalmazésa szignifikansan ndvelte az Ina 200 ms
depolarizacios pulzus végén mért amplitadojat (-0.7 + 0.1 — -1.1 £ 0.2 pA/pF, n = 7/3,
(35. &bra /A). (A méasodik n sz&m a kisérleti allatok szama). Ugyancsak szignifikansan
megnétt az APDgg (219 £ 6 — 242 + 4 ms, n = 5/5), (35. abra /B), a CaT amplitaddja (0.18
+ 0.06 - 0.23 + 0.07 AU, n=6/3), illetve a CaT novekedésével parhuzamosan a
sejtrovidilés (-0.2 £ 0.02 - -0.3 £ 0.03 AU, n = 6/3) is (35. abra /B,D). 1 uM veratridin
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alkalmazasat kovetéen az ATX ll-vel analdg valtozasok jottek Iétre (nem mutatjuk). A
depolarizald pulzus (200 ms, -20 mV) végeén szignifikansan megnétt az Ina. (-0.7 £ 0.02 —
-1.6 £ 0.17 pA/pF, n = 7/3), a CaT amplitidoja (0.16 £ 0.03 - 0.21 + 0.04 AU, n = 10/3),
és szignifikdnsan megnyult az APDy, is (207 £ 8 — 276 £ 6 ms, n = 5/5).

SEA0400 és ORM-10103 hatdsa az NCX aramra, APD-re és CaT-re: Ezekben a
kisérletekben a pipettaoldat 10 mM NaCl-ot tartalmazott, a [Ca*];-ot WinMaxC-vel [443],
kiszamitott megfelel6 CaCl, + EGTA kombinécidval ~ 160 nM-ra allitottuk be. 1 puM
SEA0400 mind a reverz, mind a forward Incx-et szignifikdnsan gatolta (83 + 4%, valamint
62 £ 8%, n = 7/4) (36. abra /A). A viszonylag magas meérték( Incx gatlas ellenére nem
valtozott sem az APDg (220 £ 8 vs. 222 + 10 ms, n = 5/5), sem a CaT amplitudoja (0.27 +
0.02 vs. 0.27 + 0.02 AU, n = 5/3) vagy fél-relaxécids ideje (301 £ 24 vs. 300 + 20 ms), sem
pedig a sejtrovidilés (-0.13 £ 0.02 vs. -0.12 + 0.02 AU, n = 5/3) (36. abra /B-D).
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36. abra SEA0400 hatasa az Iycx-re, APD-re és CaT-re izolalt kutya szivizomsejtekben. Az Iycx-et, Ni**-
szenzitiv dramként, konvencionadlis ramp protokollal mértiik, a leszallé szar +40 és -80 mV értékeinél. 1 uM
SEA0400 jelentGsen gatolta mind a reverz, mind a forward Iycx-et (A). Ugyanakkor sem az APDq, (B), sem a
CaT (C), sem a sejtrovidiilés (D) nem valtozott 1 uM SEA0400 alkalmazasat kovetben.

A joval szelektivebb (az Ic, -t sem befolydsol6) ORM-10103, a SEA0400-hoz hasonl6an,
szignifikdns Incx gatlast hozott Iétre, a gatlas mindkét transzportiranyban — a SEA0400
gatlo hatdsdhoz hasonldan — kozel azonosnak, de annél joval magasabb szintlinek bizonyult
(reverz: 82 + 9%, forward: 88 + 6%, n = 6/2), (37. abra /A). A 10 uM ORM-10103 éltal
indukalt jelentGs gatlas ellenére sem az APDgg (207 + 2 vs. 204 £ 3 ms, n = 5/2), sem a
CaT amplitadéja (0.3 £ 0.06 vs. 0.3 + 0.06 AU, n = 8/3) sem a sejtrovidiilés mértéke nem
valtozott (37. &bra /B-D), viszont a SEA0400 hatéastalansadgéaval szemben, a fél-relaxécios
id6 mérsékelt, de szignifikans ndvekedest mutatott (292 + 22 vs. 304 £ 23 ms, n = 8/3)
(nem lathato).

-79 -



dc_1149 15

MTA-doktori értekezés Téth Andras
A +60 mv 100: 1 B 250
9, -40mV /\/_ 80 1 L
110 mv o A
15/ o 200
ol 1] «— Kontroll ‘%60 olle
< 10 yM ORM10103 E oo
205/ . 8401 |E| | E
10 mM NiCl S ol |o 150
S O Q™ mm TR AN oo - o x n =
g S20{|¢||2|2
<051 1lal]5]a
1 ol lELIEL” 100
0 1 2 3 4 n=5
1d6 (s) 6 200 ms
O Kontroll

@ ORM10103 10 pM

= 04
5 0,
C 2 D
S 0a| L
S 03 o
3 =)
£ &S
o 02 8 01 |
oy @ g e
S :
g
g o1 202 |
> % @
NS © 00
—
o n=8 200 ms 0,3 n=8

200 ms

37. abra ORM-10103 hatasa az Iycx-re, APD-re és CaT-re. A ramp protocoll alkalmazésa soran 10 uM ORM-
10103 az Iycx-et mindkét transzportiranyban effektiven gatolta (A), de a SEA0400-hoz hasonléan az APDgy-et
(B), a CaT nagysagat (C), és a sejtrovidilést (D) egyaltalan nem befolyasolta.

NCX gatlas hatasa az ATX-I11 indukalt CaT amplitudo-, és sejtrovidilés-novekedésre: Az
NCX gatlasanak a CaT ATX ll-indukalt valtozasaira gyakorolt hatasait a 38. abra 6sszegzi.
2 nM ATX-II hatasara a CaT amplitudoja szignifikansan nétt (0.25 £ 0.04 — 0.30 £ 0.04
AU, n = 6/3). Ez az emelkedés 1 uM SEA0400 hatasara elt(int (0.23 + 0.04 AU, n = 6/3),
(38. abra /A). A sejtrovidulés hasonlo, szintén szignifikans valtozasokat mutatott (kontroll:
-0.15 £ 0.01, ATX-II: -0.23 + 0.01, ATX-1l + SEA0400: -0.14 £ 0.01 AU, n = 6/3).
Amennyiben elséként a SEA0400-at alkalmaztuk, a gatlas kivédte a CaT (0.26 £ 0.03, 0.26
+ 0.03 és5 0.26 = 0.03 AU, n = 5/2) (38. abra /B) és a sejtrovidules (-0.13 = 0.03, -0.12 +
0.02 és5-0.13 £ 0.03 AU, n = 6/2) ATX-II indukalt névekedését.

A SEA0400 eredményekkel analdg, ugyancsak szignifikans eredményeket kaptunk 10 uM
ORM-10103 alkalmazasaval is. Szelektiv NCX gatlas visszaforditotta a ATX-Il indukalt
CaT amplitadénovekedést (0.49 + 0.07 vs. 0.59 + 0.09 vs. 0.48 £ 0.06 AU, n = 5/2), (38.
abra /C), ami ORM10103 el6kezelés utan ki sem alakult (kontroll: 0.23 + 0.06, ORM-
10103: 0.27 + 0.06; ORM10103 + ATX II: 0.26 £ 0.003 AU, n = 5/2), (38. abra /D). A
sejtrovidiilés mértékének valtozasai ez esetben is kovették a [Ca?*]; valtozasait: a gétlas
helyreallitotta (kontroll: -0.24 £ 0.07, ATX-II: -0.31 £ 0.09; ATX-1l + ORM-10103: -0.23
+ 0.07 AU, n = 5/2, p < 0.05), illetve kivédte a rovidiles ATX Il-indukalt ndvekedését
(kontroll: -0.21 + 0.07; ORM-10103: -0.22 + 0.07; ORM-10103 + ATX II: -0.21 + 0.08
AU, n =5/2).

-80 -



dc_1149 15

MTA-doktori értekezés Toth Andras
* vs Kontroll
5 #vs ATX-Il
0.35
A s ¥
0 Kontroll =
B +ATX-12nM € o5 #
[0 + SEA0400 1 pM g
N
§ 0.15"
200 ms ?_‘E)S
0.05
5 n==6
B 2 0.35
O Kontroll E_ I T
O + SEA0400 1 pM @ 0.25
B+ ATX-1 2 nM S
J g 0.15
(t‘CG
O 0.05
- n==6
P 0 Kontroll 2 0.8
g *
C B + ATX-1 2nM = N
O + orRM-10103 10 uM £ 06 1
0
5 04
N
c
S 02
:
‘©
o 0
n=5
o S 04
D O Kontroll <
[ + ORM-10103 10 uM g 0.3 l [
B +ATX-I12nM 5
5 02
N
S
5 01
200 ms % &m
© 0
n=5

38. dbra Az NCX gatlas hatasosan gatolja az Iy, aktivacié altal indukalt Ca2+i névekedést. 2 nM ATX-II el6kezelés
szignifikdnsan novelte a CaT amplitiddjat, de az 1 UM SEA0400 alkalmazasat kovetSen helyreallt (A. 1 uM SEA0400
el6kezelést kdvetden az ATX-Il nem ndvelte a CaT nagysagat (B). Hasonld eredményt kaptunk, ha az NCX-et 10 uM
ORM-10103-mal gatoltuk: az ATX-ll indukalt CaT emelkedés helyredllt, vagy ki sem alakult (C, D). A statisztikai
szignifikanciat ANOVA + Bonferroni post hoc teszt segitségével ellendriztiik. Az oszlopok és vonalak az atlag + S.E.M.
értékeket mutatjak, a * és # a kontrollhoz és az ATX Il kezelt csoporthoz viszonyitott szignifikans eltérést jel6li (p < 0.05).

ORM-10103 hatésa a spontan diasztolés Ca?*; felszabadulasra: Ezekben a kisérletekben
részleges Incx gatlas hatékonysagat vizsgaltuk kombinalt strophantidin el6kezelés + burst
ingerlés aritmogén, szamos spontéan diasztolés lokélis Ca*; felszabadulast (spark) indukélé
hatasaval szemben, harom randomizalt - (1) kezeletlen, (2) 1 uM strophantidinnal kezelt,
(3) strophantidin kezelést megel6z6en 10 uM ORM-10103-mal el6kezelt - szivizomsejt
csoporton. A spontén diasztolés, lokalis Ca®*; felszabadulasi eseményeket révid stimulus-
sorozattal (2 Hz) indukaltuk, majd az ezt kdvet6 2 perces nyugalmi idészakban szamoltuk.
1 pM strophantidin szignifikansan megnovelte az Ca*; tranziensek amplitidéjat (0.54 +
0.06 - 0.76 £ 0.07 AU, n = 10/4), (39. &bra /A).
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39. dbra 10 uM ORM-10103 antiaritmias hatékonysaga strophantidin provokéacié soran. (A) Az NKA
transzportaktivitas gdatlasa (1 uM strophantidin) szignifikdnsan noveli a CaT nagysagat. (B, C) Ezt a
novekedést ORM-10103 elSkezelés jelentésen csokkenti. Rovid, 2 Hz-es stimulussorozatot kovetéen
spontdn diasztolés lokalis Ca”" felszabadulas (spark) strophantidin tavollétében nem figyelhet6 meg (D, felsé
panel), ugyanakkor, 1 uM strophantidin jelenlétében szamos Ca2+-spark alakul ki (D, kdzéps6 panel). ORM-
10103 el6kezelést kdvetden a strophantidin provokacio joval kevésbé eredményes; a létrejott ca” sparkok
szama jelent6sen csdkken (D, alsd panel, és (E)). A B panelre vonatkozé statisztikai szignifikanciat ANOVA +
Bonferroni post hoc teszt segitségével igazoltuk.

Bar az ORM-10103 el6kezelés énmagdban nem befolyasolta a CaT-t, a strophantidin-
indukalt Ca**; emelkedést az el6kezelés nagymértékben csokkentette (kontroll: 0.35 + 0.05,
ORM-10103: 0.35 + 0.05, ORM-10103 + strophantidine: 0.41 £ 0.05 AU, n = 10/4, N.S.),
(39. abra /B). Strophantidin hatasara az CaT relativ amplitidéemelkedése 43 + 6% volt,
mig ORM-10103 el6kezelést kovetéen az emelkedés csak 17 + 2% volt (39. abra /C).
Ezenkiviil, mig a kezeletlen csoportban nem alakultak ki Ca**; sparkok (39. &bra /Dsenn), 1
MM strophantidin hatasara szamos spark mutatkozott (39. abra /Diszp), ugyanakkor
szamuk 10 uM ORM-10103 jelenlétében szignifikansan csokkent (39. abra /Dyenn & E).
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SEA0400 hatasa a revIncx InaL-indukalt emelkedésére: Ezekben a kisérletekben az Iy, és
evinex ramokat egyidejiileg hataroztuk meg. A evlnex aktivaciojat a pipettaoldat Na®
tartalmanak 15 mM-ra emelésével, illetve a [Ca®*]; 160 nM-ra allitasaval segitettiik. Ha az
Incx-€t a veratridin szuperflzidja el6tt 1 uM SEA0400 el6kezeléssel gatoltuk, a Ina. €S
revinex KOzOtti csatolas jelentésen gyengult. Bar 6nmagaban a SEA0400 az Iy, nagysagat
nem befolyasolja, a magas Na' tartalom altal indukalt masodlagos Incx novekedést
SEA0400 el6kezelés kivédte. 1 uM veratridin jelenlétében a ey Incx amplitdddja jelentbsen
nétt (kontroll: 0.93 £+ 0.24 A/F, veratridin: 1.79 + 0.43 A/F) (40. abra /A,C). SEA0400
el6kezelést kdvetben az Incx veratridin hatdsara nem valtozott (SEA0400: 0.66 = 0.12
pA/pF + veratridin: 0.71 £ 0.1 pA/pF), (n = 8/4, N.S.) (40. abra /B,C). Veratridin helyett
ATX-1I-t (2 nM) alkalmazva Iényegében azonos eredményeket kaptunk (nem mutatjuk).
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40. abra 1 pM SEA0400 hatésa a veratridin-indukalt ,e,Incx emelkedésre. (A) 1 uM veratridin (-20 mV-on
mért) Iy, aktivaléd hatdsa a (+40 mV-on mért) e lncx amE)IitL'Jdc')jét megemeli, de (B,C) SEA0400 (1 puM)
elBkezelés ezt a névekedést megakadalyozza. Az Iycx-et a Ni**-érzékeny drammal jellemezziik. Az inzertben a
pulzus protokoll lathaté.

SEA0400 és ORM-10103 nem gatolja az ATX-11 APD-nyujté hatasat: Annak ellenére,
hogy mind a SEA0400, mind a szelektivebb NCX gatl6 ORM10103 hatékonyan gatolta az
ATX-ll-indukalt Ca*"; talterhelést, mindkét gétloszer hatastalannak bizonyult az ATX-II
markans APD-ny(jté hatasaval szemben. 1 uM SEA0400, sem el6kezelés, sem utokezelés
formdjaban alkalmazva nem befolyasolta az APD megnyulas mértékét (41. &bra /A,B).
Hasonloan, az ORM10103 is hatastalan volt az ATX-1I APD nyujto hatdsaval szemben:
sem nem védte ki, sem szignifikansan nem csokkentette az ATX-ll-indukalt APD
megnyulast (41. abra /C,D).
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41. abra Az NCX gatlasa nem befolyasolja az Iy, aktivacio altal indukalt APD megnyulast. A kisérleti
protokoll megegyezett a 38. abran alkalmazottal. Az [Ca2+]i tranziens méréssel szemben az Iy, aktivacio-
indukalt APDgy megnyulast az NCX gatlas nem befolyasolta. Sem a SEA0400 (A, B), sem az ORM-10103 (C, D)
nem forditotta vissza, és nem is csdkkentette szignifikdnsan az ATX ll-indukalt APD megnyulast, ami gyakran
EAD kialakulasahoz vezet. A statisztikus analizist ANOVA plus Bonferroni post hoc teszttel végeztiik.

SEA0400 hatasa az APD diszperziora kamra-Purkinje prepardtumban. Ezekben a
kisérletekben kutya bal kamrai multicellularis (Purkinje rost + szivszdvet) preparatumokon
vizsgaltuk, hogy milyen mertékben befolyasolja a szelektiv Incx gatlds az Ina. aktivacio
AP diszperzidt fokozo hatasat. A Purkinje rostok eés kamrasejtek kozotti APDgg diszperziot
két randomizalt kiserleti csoportban, két mikrolektrod egyidejii alkalmazasaval hataroztuk
meg. Az els6 csoportban csak veratridin kezelést alkalmaztunk, a masodikban a veratridin
alkalmazésa el6tt 1 uM SEA0400 el6kezelést végeztiink. A Purkinje-kamra preparadtumon
kontroll korilmények kozott meghatarozott AP diszperzio mértéke 0.5 uM veratridin
szuperfuzidjat kdvetben (132 + 18 ms) szignifikansan nétt (303 + 43 ms) (42. abra /A,C).
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A kontroll csoportban mért APDgg diszperzio (108 £ 27 ms) nem valtozott 1 yM SEA0400
el6kezelésre sem (112 + 18 ms). A SEA0400 el6kezelt csoportban 0.5 uM veratridin a
diszperziot a kontroll csoporttal kozel azonos mértekben novelte (282 £ 13 ms), (42. abra
/B,C). A kontroll csoportban a veratridin kezelést kbvet6en az AP diszperzio novekedése
171 + 27 ms volt. SEA0400 el6kezelés a diszperzid ndvekedés mértékét nem befolyasolta
(170 = 22 ms, n = 6/6), (42. abra /D).
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42. dbra Az NCX gatlas hatastalan az Iy, aktivacio indukalt AP diszperziondvekedéssel szemben. A kamrai
és Purkinje AP-t két mikroelektrdd segitségéve egyidejlileg hataroztuk meg. A Purkinje-kamra diszperziét az
Osszetartozd APDg, értékek kiulonbségével definialtuk. A diszperzié a kontroll csoportban (A, alsé jel) 0.5 uM
veratridin alkalmazasat kévetGen szignifikdnsan nétt (A, felsd jel). 1 uM SEA0400 el6kezelés hatasara az
APD nem valtozott (B), tovabba a mért AP diszperzid, illetve annak veratridin-indukalt emelkedése (B, alsé
és fels@ jelek) kozel akkorak voltak, mint a kontroll csoportban. (C, D) Az AP diszperzié veratridinkezelés
el6tt és utan, a kontroll, illetve a SEA0400 el6kezelt csoportokban, meghatarozott értékei. A *, illetve #
szignifikans kilonbséget jelol a kontroll és a SEA0400 el6kezelt csoportokhoz képest (p < 0.05).
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Az Incx kinetikai vizsgalata az Ina, aktivacidjat kdvetben: Az I, aktivacio és az Incx
kapcsolatanak melyebb vizsgalata céljabdl meghataroztuk az AP alatti Incx valtozésokat
kontroll kériilmények kozott, valamint az Iya aktivaciojat kovetden kialakulé magas [Na'];
mellett. A pipettaoldat [Na*]-jat 15 mM-ra allitottuk, a Ca**; valtozasokat nem puffereltiik,
a kozel fizioldgias allapotot egy reprezentativ AP parancspotencial-pulzussal szimulaltuk
(43. abra /A). 1 uM SEAO0400 alkalmazasat kovet6en az AP korai fazisaban meérhet6
revinex Mérsékelt volt (transzportalt toltésmennyiség 4.1 + 2.8 fC/pF) (43. abra /B, Dyy).
Ezt kdvetben a rovIncx atfordult és ellenkezd iranyu, joval nagyobb mértékd sqlncx alakult
Ki (transzportalt toltésmennyiség -105 + 16 fC/pF) (43. abra /B, Epay).
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43. dbra Az lycx becslése az AP alatt. Az Iy egy reprezentativ AP (A) alatti kinetikdjanak becslésére céljabdl
az aramot SEA0400 vagy ORM10103 (B, C) alkalmazdasat kévetSen, kilonbségi aramként hataroztuk meg.
Kontroll koriilmények kozott az AP korai fazisaban az outward .o Incx €lhanyagolhaté mértékd, és hamar
atfordul inward iranyba (f.qglnex); 2 NM ATX-1l @ kompozit aramot, s igy a o Inex amplitadéjat is szignifikansan
noveli (D), tovabbd az atfordulds késSbbre tolddik, és a fuqlnex is szignifikdnsan né (E). Fontos megjegyezni,
hogy egy aramkomponens altal szallitott nettd téltésmennyiség nem sziikségszerlen valtozik a csicsaram
amplituddjaval aranyosan.

A nettd toltéstranszport az AP alatt -101 + 16 fC/pF volt. A Ina. aktivacidjat kdvetben
mind a revInex, Mind a suglnex Szdmottevéen nétt (transzportalt téltésmennyiség 61 + 12,
illetve -180 + 27 fC/pF), a nettd toltéstranszport 119 + 19 fC/pF értékre emelkedett. Fontos
hangsulyozni, hogy bér a Ina. aktivacidjat kovetden a kontrollhoz viszonyitva mindkét Incx
komponens jelent6sen emelkedett, a netto toltéstranszport csak mérsékelten nétt (-101 + 16
vs. -119 + 19 fC/pF, N.S., n = 5/4). A 10 uM ORM10103 alkalmazéasat kdvetéen kontroll
koralmények kdzott megbecsilt Incx komponensek nagysaga és kinetikaja is hasonlo volt
a SEA0400 alkalmazasat kdvetSen becsllt értékekhez (43. abra /C, Djopb, Ejonb) (revinex: 12
* 5, rualnex: -65 + 21 fC/pF; nettd toltes: -54 + 17 fC/pF; n = 8/5). Ugyanakkor 2 nM ATX
alkalmazasat kovetéen az ORM-érzékeny aramok amplitudodja és kinetikaja is markansan
eltért a SEA0400 alkalmazasat kdvetéen mért értékektdl (revInex: 33 £ 8, fwalnex: -164 £ 33
fC/pF; netto toltés: -148 + 43 fC/pF n = 8/5). A netto toltések kdzotti eltérés ugyancsak
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szignifikansnak bizonyult (-54 + 17 vs. -148 * 43 fC/pF). Meg kell jegyezni, hogy az Incx
komponensek kvantitativ becslése a SEA0400 esetén lényeges limitacioval rendelkezik,
mivel a gatlészer az Incx hatékony gatlasa mellett az Ic,-ot is gatolja (1 uM SEA0400
kdzel 20%-kal) [236]. Ugyanakkor az ORM-10103 nem rendelkezik Ic, gatl6 hatassal [451].
Ezenkivul a szdmitasok soran elhanyagoltuk az I, -aktivacio altal indukalt APD nyulast,
ezaltal figyelmen kivill hagytuk a hosszabb platé fazis soran kialakulé extra Ca** fluxust is.

ORM10103 hatasa a forskolin-indukalt aramndvekedésre: Ezekben a kisérletekben a 44.
abra inzertjében lathat6 fesziiltségpulzussal meghataroztuk a Ca?* aktivalt s.qlncx aramot,
melynek novelése céljabol a pipettaoldat [Na*]-jat alacsony szinten tartottuk (5 mM), a
membranpotencialt -80 mV-ra hiperpolarizaltuk, a Ca*"i-t nem puffereltiik, és a Ca®*
bearamlést forskolinnal (2 pM) stimulaltuk.
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44. dbra Forskolin hatasa a Ic,-ra és az NCX farokaramra. A kezeletlen (kontroll) csoporthoz képest 2 uM
forskolin alkalmazasat kovetéen mind az Ic, (A), mind az NCX farokaram jelentésen né (C fent). 10 uM
ORM10103 el6kezelés a kontroll aramot nem névelte meg (nem mutatjuk), ugyanakkor 2 uM forskolin ez
esetben is szignifikdnsan novelte mindkét aramot (B-C).

A kezeletlen csoportban 2 puM forskolin alkalmazasat kévetGen a farokaram amplitudoja
szignifikansan megnétt (-0.69 £ 0.2 pA/pF vs. -2.8 £ 0.3 pA/pF, n = 7/3) (44. &bra /A,C).
A masodik csoportot forskolin kezelést megel6zéen 10 uM ORM-10103-mal el6kezeltiik,
hogy ezaltal teszteljuk az ORM-10103 hatékonysagat a swdlncx masodlagos emelkedésének
kivédésében (44. &bra /B,C). Onmagéaban a gatloszer nem befolyasolta az NCX farokaram
amplitudojat (-0.71 £ 0.1 vs. -0.63 £ 0.1 pA/pF; N.S; n = 7). Az ORM-10103 alkalmazasat
kovetéen megismetelt forskolin provokacié a farokaramot ugyan most is szignifikansan
ndvelte (-0.6 £ 0.1 vs. -1.3 + 0.6 pA/pF, n = 7/3), viszont a két csoport 6sszehasonlitasa azt
mutatja, hogy az ORM-10103 el6kezelt csoportban ez az emelkedés szignifikdnsan kisebb
volt, mint a kezeletlen csoportban (-2.8 £ 0.3 vs. -1.3 £ 0.6 pA/pF, n = 7/3), tovabba a Ic,
aktivacidja is hasonl6 csokkenest mutatott (-5.4 £ 0.6 vs. -3.7 £ 0.5 pA/pF; N.S; n = 7/3).
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5.3.2. Szimulalt iszkémia modellben

A vizsgalat soran izolalt kutya kamrai szivizomsejtekben a szelektiv NCX gatlas hatésait
elemeztiik (1) a sejtek talélésére, (2) a CaT, illetve (3) az AP paramétereire, szimulalt
iszkémia/reperfizié modellben, amit 6nmagaban (mérsékelt, low-flow iszkémia modell),
vagy strophantidin provokéacié mellett (stlyos, now-flow iszkémia modell) alkalmaztunk.
A CaT-t Ca**-érzékeny fluoreszcens festékkel (Fluo 4), az AP-t intracellularis elektroddal
mértik. Az NCX gatldsra ORM-10103-t hasznaltunk, az aerob — anaerob atmenetet a
sejtek NADH fluoreszcenciajanak monitorozasaval ellendriztik.

Szelektiv NCX gatlas hatasa a szivizomsejtek talélésére: A 45. abra /A,B paneleken
reprezentativ kontroll, illetve ORM-10103 elGkezelésben részesilt sejteket tartalmazo
latotérfelvételek lathatok. Tulélés analizisre a normoxias periédus kezdetén ~ 10 -10
talnyomorészt intakt, normalisan kontrahal6 szivizomsejtet tartalmazo teriletet (region of
interest — RO, fehér korok) valasztottunk (bal oldali képek). Morfoldgiai jellegzetességeik
alapjan a ROIl-ban talalhatd sejteket két csoportra osztottuk: A tipus: hosszlkas, ép
hatarral, azonosithatd harantcsikolattal rendelkezd sejtek. B tipus: elpusztult/rossz
allapott, azonosithatd harantcsikolat nélkili sejtek, tulnyomorészt kontraktaraban.
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45. dbra 10 yM ORM-10103 hatésa a szivizomsejtek tulélésére. Reprezentativ latdterek kezeletlen (A),
illetve ORM-10103-mal kezelt (B) sejteken végzett kisérletekbél. A ROI képét digitélis fényképezégéppel
periddikusan rogzitettiik. A szivizomsejtek osztalyozdasa morfoldgiai paramétereik alapjan tortént: A tipus:
szabalyos alaku sejtek, lathaté harantcsikolattal, ép szélekkel,; B tipus: elpusztult, vagy rossz allapotu sejtek,
kontrakturaban, felismerhet6 harantcsikolat nélkil. A szimulalt iszkémids ciklus el6tt (a 3. percben), alatt (a
15. percben) és utan (a 26. percben) meghatarozott ép, illetve elpusztult sejtek aranya (C).
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Az iszkémias periodus végén a sejtek még mindkét csoportban nagyrészt intaktnak tlintek
(k6zepsd képek), a reperflzios periddus végére viszont a kezdetben ép sejtek jelentds része
kontraktaraba kerlt (jobb oldali képek). Ez a megfigyelés kiiléndsen érvényes a kezeletlen
sejtcsoportokra. A normoxias, iszkémias, illetve reperfizios fazisok végén meghatarozott
eloszladsokat a 45. &bra /C panel tartalmazza. Normoxiaban a sejtmegoszlas mindkét
csoportban kézel azonos volt, és az intakt sejtek dominaltak (kontroll: 78%, kezelt: 81%).
Iszkémia egyik csoportban sem hozott Iétre jelentds valtozast, ezzel szemben a reperfuzid
soran a kontroll sejtek tulnyomd része stlyosan karosodott: az intakt sejtek 71%-aban
(112/156) alakult ki kontraktara. 10 uM ORM-10103 alkalmazasa egyértelm(en protektiv
hatastnak bizonyult: az ORM-10103-mal kezelt sejtek kozill szignifikansan kevesebb,
mindossze 47% (76/161) kerllt kontrakturaba a reperf(zio soran.

Az intracelluléris iszkémia jellemzése a NADH fluoreszcencia elemzesével: Az iszkémia
kialakulasat és mélységét nativ szivizomsejteken végzett NADH fluoreszcencia analizissel
allapitottuk meg, amely soran a sejtek természetes fluoreszcencigjanak iszkémia-indukalt
valtozasait hasonlitottuk 0ssze az id6kontroll (normoxias) sejteken mert nemspecifikus
fluoreszcencia-valtozasokkal. A celluléaris iszkémia relativ mélységének becslésére a
reperfizios fazis végén a terminalis 1égzési lanc (cytaas) gyakran alkalmazott gatldszerét,
cianidot (NaCN) hasznaltunk, ami kozel maximalis NAD" redukciot hoz létre. A NADH
fluoreszcencia mérések eredményei a 46. bran lathatok.
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46. dbra Szimulalt iszkémia/reperfizios ciklus hatdsa a NADH szint nativ szivizomsejtekben. A NADH-t 360

nm-en gerjesztve a sejtfluoreszcenciat 450 nm-en regisztraltuk. A fluoreszcencia nemspecifikus, bleaching

okozta valtozasait normoxias (id6kontroll) sejtekbdl becsiltik meg. A szimulalt iszkémids protokoll végén,
maximalis NADH redukcio kivaltasa céljabdl 10mM cianidot (NaCN) alkalmaztunk (n = 6).

Az iszkémianak ala nem vetett, id6kontroll sejtekben a fluoreszcencidban csak mersékelt,
fokozatos, valdszinlileg nagyrészt nemspecifikus (bleaching) csokkenést tapasztaltunk.
Szimulalt iszkémia soran a fluoreszcencia szignifikansan megnétt. A perfuzios oldatvaltast
kdvetéen ~ 30 s-ig tartott, mire az Uj oldat elérte a kamrat és tovabbi ~ 1 percre volt
szilkség az aerob — anaerob atmenet kivaltasahoz sziikséges, alacsony kamrai pO,
eléréséhez. Az iszkémia-indukalt NADH valtozasokat a mért, nyers fluoreszcencia értékek
korrekcidjaval, az id6kontroll kisérletekbGl becsilt nemspecifikus valtozasok kivonasaval
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hataroztuk meg, majd a fluoreszcencia-értékeket a normoxias periodusban meghatarozott,
bleaching-korrigalt atlagértékhez normalizaltuk. Az iszkémia korai fazisdban a [NADH]
meredeken emelkedett (8.4 + 0.4%; n = 6). A kés6bbi szakaszra jellemzd a fluoreszcencia-
intenzitas ingadozésa, ami vélhetéen a kamrai pO, szint fluktuacioit tukrozi. Reperfazio
sordn a NADH fokozatosan visszatért a kiindulési szintre, néha kismértékd, inszignifikans
alullovés is megfigyelhetd volt. Cianid kezelés a szimulalt iszkémianal szignifikansan
nagyobb NAD" redukciot okozott (iszkémias sejtek: 12 + 3%, id6kontroll sejtek: 15 + 2%,
n = 4). A kisérletek soran a pO; szintet a kamra kdzépso részérél vett 50 pl-es mintdkban
vergazanalizatorral (ABL 505, Radiometer, Denmark) periodikusan meghataroztuk.
Normoxiaban a kamrai pO, elegend6 volt az oxidativ anyagcsere fenntartasahoz, (182 + 8
mmHg, n = 25), iszkémias perfuzié soran a pO, érték minden esetben 40 mmHg (33 + 2
mmHg, n = 25) alatt volt.

Szelektiv NCX gétlas hatasa a Ca®; tranziensre: A 47-49. &brakon reprezentativ CaT
gorbeparok lathatok. Az idékontroll kiserletekben mind a tranziens amplitdddja, mind
alapvonala kismértékben, egyenletesen csokkent (47. abra /A). Ez a fokozatos csokkenés
vélhetben a festék kiszivargdsdnak es/vagy aktiv Kipumpéaldsanak kovetkezménye.
Meglepd modon, normoxias korilmények kozott a tranziens amplitudoja és kinetikaja 10
MM ORM-10103 hatdsara nem mutatott észrevehetd valtozast (47. abra /B).
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i

-

w
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\ \ Mormal oxigén szint
I | \-u \

STUNON N
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s

47. abra Reprezentativ CaT-k kezeletlen (id6kontroll) és ORM-10103 kezelt normoxias szivizomsejtekbdl. A
CaT méréseket Ca2+-érzékeny fluoreszcens festékkel, Fluo 4-AM-mel felt6ltott szivizomsejteken végeztik. Az
id6kontroll méréseket a festék kiszivargasa/kipumpalasa kovetkeztében kialakuld nemspecifikus
fluoreszcenciavéltozasok becslésére hasznaltuk (A). A normoxias szivizomsejtek nagy részében 10 uM ORM-
10103 a CaT nagysagaban, alakjaban és lecsengési kinetikajaban nem hozott létre mérhets valtozast (B).
Néhany sejtben kisebb amplitiddcsokkenést is megfigyeltiink.

A 48-49. abrakon mutatott reprezentativ CaT gorbéket a festékszivargasra/kivalasztasra és
a nemspecifikus hattérfluoreszcenciara is korrigaltuk. EI6bbi az id6kontroll kisérletekbdl,
utobbi a merés elejen+vegén a sejt latdbmezo6bdl kimozgatasaval becsulhetd. Ugyanakkor,
ellentétben a tobbi szamitott gorbével, a bemutatott eredeti gérbéket nem normalizaltuk.
Kétféle szignifikancia értéket hataroztunk meg (#, *). Mindkét jel szignifikans kilénbséget
jelol: a # a kezeletlen és az id6kontroll, a * a kezeletlen és az ORM-10103-mal kezelt
értékek kozott. Az iszkémia sordn a CaT amplitidoja és kinetikaja kezeletlen (48. abra /A),
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és strophantidin-kezelt (49. &bra /A) sejtekben is szignifikansan véaltozott. A normoxias
(bal oldali) gorbékhez képest 10 uM ORM-10103 a valtozasokat nem gatolta/forditotta
vissza, sOt, a CaT amplitaddjat és kinetikjat tovabb mddositotta (kdzépsd gorbék).
Reperfuzidé sordn a 4 Kkisérleti csoport (kezeletlen, strophantidinnel, ORM-10103-mal,
illetve mindkettével kezelt) egyike sem allt helyre (jobb oldali gorbék).

A strophantidinnel nem kezelt sejtekben az I/R ciklus soran a CaT f6bb paramétereiben
indukalt valtozasokat a 48. abra /B-E panelek 6sszegzik. A CaT amplitiddjaban (48. abra
/B) az id6kontrollhoz képest szignifikans kilonbséget csak az iszkémia kezdeti fazisdban
kaptunk (0.84 + 0.03 vs. 0.98 £ 0.02; n = 14). 10 pM ORM-10103 a CaT amplitudojat
fokozatosan, a reperfizié soran mar szignifikansan csokkentette (0.76 + 0.06 vs. 0.38 +

0.05; n = 14).
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48. abra A CaT paramétereiben szimulalt I/R soran kialakulé valtozasok, illetve 10 uM ORM-10103 kezelés
hatasa ezekre a paraméterekre strophantidinnel nem el6kezelt sejtekben. (A) Reprezentativ kezeletlen
(fels&) és ORM-kezelt (alsd) CaT-k szimulalt iszkémia el6tt, alatt és utan. A CaT gorbéket festékszivargasra és
nemspecifikus hattérfluoreszcenciara korrigaltuk, de nem normalizaltuk. Minden kisérlet 6nkontrollos volt,
az oOsszes fluoreszcenciaértéket az ugyanazon sejtbél a kontroll periddusban percenként meghatdrozott
értékek atlagara normalizéltuk. (B-E) A f6bb CaT paraméterek I/R indukalt véaltozasai és 10 M ORM-10103
hatasa a tranziensek (B) nagysagara, (C) meredekségére, illetve (D) félrelaxacids idejére. Az értékeket a
mérés 3. (kontroll), 6., 10., 15. (korai, kozép és kései iszkémias fazis), valamint 26. és 30. percében (korai és
késGi reperfuzids fazis) hatdroztuk meg. (E) A [Ca®";p valtozdsok nagyobb idéfelbontasban. (C) A CaT
meredekségét a felszalld szarra, annak maximalis valtozasanal (a derivaltgérbe maximumanal) illesztett
egyenesbdl szamitott értékkel jellemeztiik. A fluoreszcenciaértékeket pdrositott, vagy nem pdrositott
Student t prébaval analizaltuk. A # és a * szignifikans (p < 0.05) kilonbséget jelol az idGkontroll és a
kezeletlen, illetve a kezeletlen és az ORM-10103 kezelt értékek kozott. Az egymashoz kozeli gorbék okozta
félreérthetdség elkerlilése végett mindkét szignifikancia jelolést kilon sorban, a vonatkozd panel folott

helyeztik el.
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A kezeletlen sejtekben a CaT meredeksége az iszkémia soran fokozatosan, szignifikansan
csokkent (0.75 + 0.07 vs. 0.54 £+ 0.05, n = 14), amit az ORM-kezelés nem befolyasolt (48.
abra /C). Reperfuzidban a CaT meredeksége a kisérleti csoportokban ellentétesen véaltozott:
kezeletlen sejtekben helyreallt, ORM-kezelt sejtekben tovabb csdkkent (0.67 + 0.09 vs.
0.39 £ 0.04; n = 14) és az eltéres szignifikans lett. Az id6kontrollhoz képest az iszkémia a
kezeletlen sejtekben a CaT fél-relaxacios idejében (RTso) szignifikans valtozast okozott
(48/D), ami reperfuzio alatt eltlint; esetenként mérsékelt alullovés is kialakult. Ugyanakkor
a kés6i iszkémias és reperflzids fazisokban az ORM-10103 az RTsp-et a kezeletlen
sejtekhez képest szignifikansan csokkentette (0.9 £ 0.03 vs. 0.8 + 0.03; n = 14).

Strophantidin-kezelt szivizomsejtekben I/R alatt a CaT amplituddjaban szignifikans
valtozés nem alakult ki (49. abra /B). A tranziens meredeksége az id6kontrollhoz képest
iszkémia és reperfuzié alatt egyarant fokozatosan, szignifikansan csokkent (49. abra /C).
ORM-10103 az iszkémiéas meredekségcsokkenést nem befolyésolta, viszont szignifikansan
behatarolta a reperfizié-indukalt csdkkenést (0.55 + 0.1 vs. 0.21 £ 0.02; n = 6). Az ORM-
10103-mal nem kezelt sejtekben az RTsq iszkémia és reperfizio alatt is alig kilonb6zétt az
id6kontroll sejtekben mért értéktdl (49. &bra /D), viszont a gatlas kovetkeztében a
paraméter reperfuzié alatt szignifikansan csokkent (1.2 £ 0.11 vs. 0.81 + 0.06; n = 6).
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49. dbra A CaT paramétereiben kialakulé valtozasok szimuldlt I/R soran, strophantidinnel kezelt
szivizomsejtekben, valamint 10 pM ORM-10103 kezelés hatasa a CaT paramétereire. (A) Iszkémia elétt, alatt
és utan kezeletlen (felsG) és ORM-kezelt (alsd) sejtekb8l mért reprezentativ CaT gérbék. (B-E) Iszkémia/
reperfuzié indukalt valtozasok a CaT paraméterekben, illetve 10 uM ORM-10103 hatdsa a CaT amplitudéjara
(B), meredekségére (C), fél-relaxacios idejére (D), valamint a [Ca**]ip-re (E). Minden mérés, kiértékelés és
grafikai abrazolas a 48. abra analdg paneljével megegyez6 mdodon tortént.

Az ORM-kezelés legfontosabb kdvetkezményét a [Ca*'ip értékek dsszehasonlitasa teszi
nyilvanvaléva (49. abra /E). Mint az varhatdé volt, az iszkémia mar a masodik percben
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szignifikéans, [Ca®"]io emelkedést hozott létre; ez reperfizi6 alatt végiil is normalizalédott,
bar annak korai fazisaban (< 6 perc) még szignifikansan magasabb volt, mint az
id6kontroll sejtekben (1.04 £ 0.03 vs. 0.92 = 0.02; n = 14). 10 uM ORM-10103 el6kezeles
lényegében megakadélyozta a [Ca*]ip emelkedését, s6t, az az iszkémias fazis végére az
id6kontroll ala csokkent (0.73 £ 0.08 vs. 0.64 + 0.06, N.S.; n=14). Ezekben a sejtekben a
[Ca?'ip a reperfdzié alatt végig kisebb volt, mint a kontroll sejtekben.

A kezeletlen sejtekben mar iszkémia alatt is kialakulé szignifikans [Ca*'Tip emelkedés a
strophantidin-kezelt sejtekben tovabbi jelentds, szignifikdns emelkedést mutatott (49. abra
/IE) és a reperfuzids periddus soran végig nagyon magas maradt. ORM-10103 hatéasara a
drasztikus I/R indukalt [Ca*ip emelkedés elt(int; ezekben a sejtekben a [Ca®]ip nem
kilonbozott szignifikansan a kontroll értékekt6l (0.71 + 0.06 vs. 0.65+ 0.06; N.S., n=6). Az
ORM-10103 reperfizid alatt gyakorolt jotékony hatdsa még nyilvanvalébb a CaT
amplitud6 rovidtdva variabilitdsainak vizsgalatat kovet6en. A Kisérleti csoportokra
jellemz6 Poincare diagramokat a 50. dbra /A-D panelek mutatjak. A kezeletlen, illetve
ORM10103-kezelt csoportokra szamitott atlagértékeket a 50. abra /E panel 6sszegzi.

A diagramok alapjan lathato, hogy kezeletlen sejtekben a CaT variabilitdsaban jelentds I/R
indukalt valtozas nem alakult Ki.
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* kezeletlen és 10 M ORM-10103

50. dabra 10uM ORM-10103 hatasa a CaT amplitidé variabilitasara. A kezeletlen (A), ORM-, strophantidin-
és strophantidin+ORM-kezelt csoportokra jellemzé Poincare diagramok (B), (C), (D). A strophantidinnel nem
kezelt (E), illetve kezelt (F) sejtekb&l meghatarozott atlagos variabilitasok.

10 puM ORM-10103 kezelés mindkét esetben Kkismértékd, inszignifikdns csokkenést
okozott (0.011 + 0.002 vs. 0.010 + 0.001 és 0.012 + 0.003 vs. 0.010 + 0.001; n = 6).
Iszkémia alatt a strophantidin szignifikdnsan megndvelte a rovid tava variabilitast (0.11 £
0.04 vs. 0.04 £ 0.02; n = 6), (50. &bra /F), ami reperf(zi6é alatt drasztikusan tovabb
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emelkedett (0.27 £ 0.06 vs. 0.02 + 0.01; n = 6). Ez a markans rovidtavu variabilitas-
fokozddas ORM-10103 alkalmazéséat kdveten elmaradt.

Szelektiv NCX gétlas hatasa az AP paramétereire: Reprezentativ, izolalt sejteken mért AP
gorbeék lathatok az 51. &bran. Normoxidban 10 uM ORM-10103 hatdsara az APD, az
amplitudd és a nyugalmi potencial érzékelhetd valtozasa nélkul, kismértékben rovidilt (51.
abra /A). Szimulalt iszkémia soran az AP alakja szignifikdnsan megvaltozott, és a
nyugalmi potencial depolarizalddott de reperfizié alatt mindkét paraméter helyreallt (51.
abra /Bygzep, Bjonb). Az ORM-10103 normoxias sejtekben latott AP roviditd hatasa I/R soran
még nyilvanvalobba valt (51. abra /C), viszont az AP gorbén tovabbi ORM-10103-indukalt
valtozas nem lathatd, azaz ORM-kezelés az I/R indukalt membrandepolarizaciét jelentésen
nem csokkentette.
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51. abra Reprezentativ, nativ sejteken mért AP gorbék. 10 uM ORM-10103 hatdsa normoxids sejtekre (A).
Szimulalt I/R hatasa az AP-re kezeletlen (B), illetve ORM-10103-kezelt (C) szivizomsejteken.

Az AP Kkarakterisztikus parametereiben kezeletlen és ORM-10103-kezelt szivizomsejteken
szimulalt I/R soran kialakuld valtozasokat az 52. abra 6sszegezi. A normoxias sejtekhez
viszonyitva, az AP amplitdddja iszkémia hatasara szignifikansan, a platé potencial értéke
jelentésen, de nem szignifikansan csokken (52. abra /A,B), a nyugalmi membranpotencial
pedig markansan depolarizalodik (52. abra /C). A reperfuzid alatt a parameéterek jorészt
helyrealltak. ORM-10103 el6kezelés sem az iszkémia-indukalt valtozasok nagysagat, sem
a fenti paraméterek helyreallasat nem befolyasolta. Meghataroztuk az AP Kkinetikai
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valtozasainek quantitativ jellemzésére gyakran hasznalt paraméterek, az APDs és APDy
(52. dbra /ID&E) értekeit, es ezekbdl az AP triangulécidjat (52. &bra /F). Iszkémia alatt az
APD,s enyhén csokkent, de reperfzio alatt helyreallt. A kezeletlen sejtekhez képest joval
nagyobb APDys csokkenés jott 1étre ORM-10103 kezelt sejtekben; ez az iszkémia kései
faziséban szignifikanssa valt és a reperfuzid alatt sem normalizéalodott (0.9 £ 0.09 vs. 0.66
+0.09;n=9).

Az APDy, értékekben hasonld, de jelentésen nagyobb iszkémia-indukalt révidilés jott
létre, de a két csoport kozott sem iszkémia, sem reperf(zio alatt nem volt szignifikans
szignifikans csokkenését hozta Iétre mindkét csoportban, de a csoportok kozotti kiilonbség
most sem bizonyult szignifikansnak (0.61 £ 0.07 vs. 0.76 £ 0.17; n = 9).
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52. dbra Néhany AP paraméter valtozasai szimulalt I/R soran, illetve 10uM ORM-10103 kezelés hatésa
ezekre a paraméterekre strophantidinnel nem el6kezelt szivizomsejtekben. (A) amplitado; (B) platé szint; (C)
nyugalmi membranpotencial; (D) APD,s; (E) APDqyy; (F) trianguldcid. Az értékeket a 48. dbraval azonos
id6pontokban hatdroztuk meg. A nyugalmi potencial kivételével az Gsszes értéket a normoxias (kontroll)
peridodusra normalizaltuk és a relevans (parositott vagy nem parositott) Student t prébaval analizaltuk. A #
és * szignifikdns (p < 0.05) kilonbséget jel6lnek az id6kontroll és a kezeletlen, illetve a kezeletlen és az
ORM-10103 kezelt értékek kozott. Mindkét szignifikancia jeldlést kiilon sorban helyeztiik el.

ORM-10103 el6kezelés az AP alapveté parametereire iszkémia/reperfizid soran gyakorolt
hatasanak tovabbi analizise céljabol meghataroztuk az egyes csoportok révid tavd APDgg
és APDys variabilitasait. Kezeletlen és ORM-10103 kezelt szivizomsejtek reprezentativ
Poincare diagramjai lathatok az 53, abra /A,B, illetve az 53. abra /C,D paneleken, mig a két
paraméter atlagértékeit az 53, abra /E,F panelek tartalmazzak.
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53. dbra 10 pM ORM-10103 el6kezelés hatasa az APDgy €s APD,s variabilitdsara. Reprezentativ, kezeletlen
(A,B), illetve ORM-10103 el6kezelt (C,D) szivizomsejtekbSl meghatarozott APDg, és APD,s variabilitas
diagramok, valamint 6sszegzett APDyy és APD,5 variabilitas értékek (E,F).

Normoxids kortlmények kozott az APD variabilitdisok mindkét csoportban hasonldak
voltak. A kezeletlen csoport APDg, variabilitasaban az iszkémia mérsékelt, inszignifikans
csokkenést okozott, az ORM-10103 kezelt csoportban nem jott Iétre mérhetd valtozas.
Ugyanakkor az APDys variabilitds nem valtozott a kontroll csoportban, viszont ORM-
10103 kezelést kovetéen csokkend tendenciat mutatott. Reperf(zié sordn az egyetlen
szignifikans valtozas az APDy Vvariabilitds fokozodasa volt a kezeletlen csoportban. ORM-
10103 el6kezelés ezt a novekedést kivédte (5.4 + 1vs. 3.5+ 0.7 ms; n =9).

5.3.3. Patkany tranziens, regiondlis iszkémia/reperfuziés modellben

Az izolalt perfundalt patkanysziveken végzett vizsgélatok elsédleges célja az egyedi vagy kombinalt
NCX és NHE gatlas poszt-iszkéemias, reperflzié-indukalt aritmiakkal szemben megnyilvanuld
kardioprotektiv hatdsanak dsszehasonlité elemzése volt.

Hemodinamikai paraméterek. A hemodinamikai paraméterek (koronaria aramlas (CF),
szivfrekvencia (HR), bal kamrai szisztolés nyomas (LVSP), bal kamrai végdiasztolés
nyomas (LVEDP), bal kamrai nyomasmaximum (developed pressure, DP), illetve a
miokardium kontraktilitasara jellemzd maximalis nyomasvaltozasok (+dP/dtmay)) hat
kisérleti allatcsoportbdl (kontroll — CON; cariporid/SEA0400/ORM10103 elbkezelt —
CAR/SEA/ORM,; valamint a két kombinalt - SEA+CAR/ORM+CAR) a kiserleti protokoll
egyes fazisainak (kontroll, el6kezelés, iszkémia, reperfizid) végén meghatarozott, és/vagy
szamitott értékeit a 2. Tablazat 6sszegezi.
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2. Tablazat.
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A 6 kisérleti csoportra meghatéarozott hemodinamikai paraméterértékek (koronaria aramlas
(CF); szivfrekvencia (HR); bal kamrai szisztolés nyomas (LVSP); bal kamrai végdiasztolés nyomas (LVEDP); bal
kamrai maximalis nyomas (developed pressure, DP), kontraktilitds (+dp/dt)) a négy kisérleti fazis (kontroll,
el6kezelési, iszkémia és reperfluzié periddusok) végén. Az n szamok az els6 harom oszlopra: CON=19;
CAR=9; SEA=13; ORM=12 SEA+CAR=12; ORM+CAR=13; a reperfizid oszlopra: CON=8; CAR=9; SEA=6;
ORM=7; SEA+CAR=6; ORM+CAR=5. Szignifikancia jelzések: * és §: p < 0.05 a kontrollhoz képest az iszkémia
(azonos n szamok) és a reperfuzids (eltéré n szamok) csoportok (ANOVA).

Aritmia diagramok. A 6 csoportra elvégzett aritmiaanalizis grafikus, attekint6 eredmenyeit
az 54. abra integralt aritmia diagramja szemlélteti. A szivek elGkezelése a hordozoval
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(DMSO0), egy NCX, vagy NHE gatloval, és ezek kombinaciojaval a mért hemodinamikai
paraméterek egyikében sem hozott létre szignifikans valtozast. Ezzel szemben iszkémia a
kontrollhoz képest tobb paraméterben (CF, LVSP, DP, + dP/dtmax) szignifikans csokkenést
okozott. Méas paraméterek (HR, LVEDP) nem valtoztak

CON

CAR

SEA

SEA+CAR

ORM+CAR ORM
||

.
r
,
&
E
e

= s [N v BN v

54. dbra Az 6sszes szivre meghatarozott aritmia eloszlast tartalmaz6 grafikus integraldiagram. X tengely:
reperfuzids idg; Y tengely: 78 sziv aritmia diagramja (minden vizszintes csik egyetlen szivet reprezental). Az
egyes aritmiatipusok id&tartamat szinekkel kddoltuk: fehér: szabalyos szinusz ritmus (SR); sarga: halmozott
extraszisztolé (ES); barna: kamrai tachycardia (VT); voros: kamrafibrillacié (VF).

A reperflizios fazis soran a koronariadramlas (CF) helyreallt, a LVSP, DP és a +dP/dtmax
szignifikansan a kontroll alatt maradtak, ugyanakkor a LVEDP minden Kisérleti csoportban
szignifikans emelkedést mutatott. (Fontos hangsulyozni, hogy a reperfuzids adatoknél az n
értékek joval kisebbek, mint az dsszes tobbi esetben.) Erdekes és fontos eredmény, hogy az
elvégzett statisztikai analizis (egyutas ANOVA) szerint a kontroll és teszt csoportok kozott
szignifikans kulonbséget egyetlen kiserleti fazisban sem kaptunk. Viszonylag rovid (10
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perces) regionalis iszkémias periodust kovetden kontroll patkany sziveken (csak a hordozo
DMSO-t kaptak) a leggyakoribb reperfuzié-indukalt aritmiatipus a kamrafibrillacié volt.

A szelektiv NHE gatlé cariporid antiaritmias hatékonysaga ebben a kisérleti modellben,
valéban kiemelked6nek bizonyult. A kontroll csoportban gyakori (sokszor irreverzibilis)
fibrillacids intervallumok szama, és kiiléndsen azok hossza, cariporid el6kezelés hatasara
drasztikusan cstkkent. Az NCX gatlészerek (SEA0400 és ORM-10103) hatékonysaga,
onmagukban vagy cariporiddal egyitt alkalmazva, az 54. abra integrélt aritmiadiagramja
alapjan nehezen itélhet6 meg. Mindazonaltal, ebbél a diagrambdl is nyilvanvald, hogy ezek
kevésbé voltak hatékonyak, mint a cariporid 6nmagaban. Annak érdekében, hogy az
eldkezelések eredményessége kozotti latszdlag mérsékelt, de elvileg fontos kiildnbségeket
— kllénosen a kevéssé sulyos reperfuzios aritmiatipusok (ES és VT) vonatkozasaban —
megbizhatoan karakterizalni lehessen, elvégeztiik az aritmia adatok kvantitativ analizisét.

A normal sinus-ritmus (SR) és a reperfazio-indukélt aritmiatipusok (ES, VT és VF)
Osszehasonlitd elemzése. A 30 perces reperfizids fazis soran szabalyos sinus-ritmussal
jellemezhetd periodusok teljes id6tartamat (SRp) az 55. abran tlntettik fel. Az SRp
kontroll értékét (5.3 = 2.1 perc) a vizsgalat soran felhasznalt kontroll allatok 6sszegyuijtott
adataibdl hataroztuk meg. Az 6sszes tobbi csoportra kapott ertéket ehhez viszonyitottunk.

Onmagaban alkalmazva a cariporid szignifikansan nyujtotta a normal SR periddusok teljes
id6tartamat a reperf(zio soran (26 + 2.4 perc). Béar a tobbi farmakoldgiai beavatkozas is
jétékony hatast mutatott, szignifikans SRp ndvekedést egyik sem hozott létre. A négy,
NCX inhibitort is alkalmazo csoportbol haromban a gatlasi hatekonysag kozel azonos volt
(SEA: 10 £ 3.9; SEA+CAR: 11 + 3.6, ORM+CAR: 11 + 4.2 perc), a cariporid uténi
legjelent6sebb javuldst az ORM-10103-mal kezelt csoportban kaptuk (15 £ 4.2 perc).

SR,

304 *

251

204

151

104

5 ‘.
04 T g T
CON CAR SEA ORM+CAR
n=19 n=9 n=12 n=13 n=12 n=13

Id6tartam (perc)

* p< 0.05 vs. kontroll

55. dbra A reperfazids fazisban szabalyos sinus ritmussal jellemezhet8 periédusok 6sszidStartama (SRp:
perc) a hat kisérleti csoportra. A gatldszerek, illetve gatldszer-kombinaciék SRy novelé hatékonysagat a
kontroll csoportra vonatkoztatva vizsgaltuk. * = p < 0.05, a kontroll csoporthoz képest.

A VF periddusok dsszes kisérleti csoportra meghatarozott abszollt gyakorisag és idétartam
értékeit az 56. abran abrazoltuk. Kontroll szivekben a VF atlagos id6tartama (VFp) (19 *
3.0 perc) és gyakorisaga (VF)) (1.4 + 0.24 perc™?) magas volt, és ami még figyelemre
méltobb, a reperfizids fazis végén a csoportot alkotd 19 szivbél 11 tartosan fibrillalt. Az
6nmagaban alkalmazott cariporid a kontroll szivekhez képest szignifikansan csdkkentette a
fibrillaciés epizodok gyakorisagat (0.55 + 0.24 perc™), még jobban atlagos id6tartamat
(0.25 £ 0.21 perc). A reperfuzid végén a csoportot alkotd 9 sziv egyike sem fibrillalt. Ezzel
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szemben az NCX gatlok, bar vitathatatlanul mérsékelt jotékony hatast mutattak, nem
csokkentették szignifikdnsan a VF periddusok gyakorisdgat és/vagy idGtartamat; sem a
SEA0400 (I: 1.1 + 0.4 perc™; D: 18 + 4.1 perc), sem az ORM-10103 (I: 0.8 + 0.1 perc™; D:
12 + 4.3 perc). Ebben a vonatkozasban kedvez6bbnek tlint az ORM-10103 antifibrillacios
hatékonysaga. Bar a tartdsan fibrillalé szivek szdméban nem volt kiilonbség (ORM-10103:
6/12, SEA0400: 7/13), az ORM-10103-kezelt csoportban a SEA0400-kezelt csoporthoz
képest valamivel kisebb volt a VF epizodok atlagos id6tartama.

Vi VF,
23 2.0
20 4 :-‘
5 ——— © 15
5 s ]
215 a2
£ & 10 i
£ 1 %’ ]
2] -
- :
0 . . - . ] 0.0
conN CAR SEA SEAHCAR ORM ORW+CAR CON CAR SEA SEA+CAR ORM ORNHCAR
n=19 n=0 n=12 n=13 n=12 n=13 n=19 n=9 n=12 n=13 n=12 n=13
*p<0.05 vs kontioll # p<0.1 vs. kontroll

56. abra A kamrafibrillacids (VF) periddusok abszolut id&tartama (VFp) és gyakorisaga (VF,) a reperfuzids
fazisban. Két eltérg szignifikanciaszintet szamitottunk * = p < 0.05; # = p < 0.1, a kontroll csoporthoz képest.

Meglepetésunkre, ha a cariporidot nem 6nmagaban, hanem NCX inhibitorral egyidejdleg
alkalmaztuk, hozzdadasa nemhogy nem javitotta, esetenkeént ink&bb rontotta az NCX gétlét
magaban alkalmazva kapott, mérsékelt anti-VF védelmet (SEA+CAR, I: 1.1 + 0.36 perc’;
D: 16 + 4.1 perc; ORM+CAR, I: 1.0 + 0.29 perc™; D: 11 + 3.9 perc). Ezek az eredmények
valoszinGsitik, hogy a kétféle gatldszer egyidejli alkalmazasa esetén az NCX gatlés
mérsekelt hatasat jelentésen potencirozo kdlcsonhatas helyett a cariporid jelenléte nehezen
értelmezhetd, hatasveszt6 (loss of action) kovetkezmeénnyel jar.

Ahogy a MODSZEREK fejezetben ismertettiik, realisztikusabb dsszehasonlitas céljabdl a reperflzios
fazis alatt kialakuld ES és VT epizddok gyakorisagéat és idétartamat minden egyes sziv esetében a
VF-mentes periddusok idétartamara normaltuk, igy a paraméterek a VF periodusok gyakorisagatdl
és hosszatdl 1ényegében fliggetlenné valtak. Az aldbb megadott ES és VT id6tartam és gyakorisag
adatok tehat nem a teljes 30 perces, hanem a VF-mentes reperfizids id6étartamra vonatkoznak.

A reperfizios fazisban kialakuld halmozott extraszisztolés epizodok (ES) relativ
id6tartamara (ESp: perc) és gyakorisagara (ES;: perc™) szémitott értékeket az 57. abra
8sszegzi. Kontroll szivekben az ES intervallumok gyakoriséga (ES) (0.11 + 0.02 min™) és
idGtartama (ESp) (0.14 + 0.04 perc) igen magas volt. Onmagaban alkalmazva, a cariporid
szignifikansan csokkentette a gyakorisagot (0.03 + 0.01 perc™) és jelent6sen roviditette az
epizodok atlagos id6tartamat (0.07 + 0.05 min). Az ES epizdédok gyakorisaga és féleg
id6tartama mindkét NCX gétloszer alkalmazasat kovet6en szignifikansan csokkent (ES;:
SEA: 0.05 + 0.02 min™; ORM: 0.05 + 0.02 perc™; ESp: SEA: 0.02 + 0.01 perc; ORM: 0.02
+ 0.01 perc™). Mint varhato volt, utébbi esetben az NCX gatlas antiaritmiés hatékonysaga
egyertelmien jobb volt, mint az NHE gatlase. Ezzel szemben, egy NCX gatloszerrel egyiitt
alkalmazva a cariporid nemcsak, hogy nem fokozta azok kivalo hatésat, de gyakorlatilag
el is tlntette azt; mind az ES periodusok id6tartama, mind gyakorisdga magasabb volt,
mint akar NCX, akar NHE gatlas esetén (ESp: SEA+CAR: 0.11 * 0.05 perc, ORM+CAR:
0.17 £ 0.09 perc; ES;: SEA+CAR: 0.09 + 0.03 perc™'; ORM+CAR: 0.09 + 0.02 perc™).
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57. abra A halmozott extraszisztolés epizédok (ES) relativ id6tartama (ESp) és gyakorisaga (ES)). A szivek
reperfuzid-indukalt ES érzékenységének realisabb megkozelitése céljabdl a az adott sziven meghatarozott
id6tartam és gyakorisag értékeket normalizéltuk a fibrillaci-mentes periddusok GsszidGtartamara; * = p <
0.05, # = p < 0.1 (a kontroll csoporthoz képest).

A reperfuzios fazis soran kialakulé kamrai tachycardia (VT) epizodokra meghatarozott,
normalizalt gyakorisdg és atlagos id6tartam adatokat a 58. &bran 6sszegeztik. A tobbi
aritmia tipushoz hasonléan kontroll szivekben a VT periddusok gyakorisaga (0.17 + 0.04
perc?) és étlagos idétartama (0.14 + 0.05 perc) relative magas volt. Legeredményesebb
védelemnek a gyakorisagot és dsszidétartamot egyarant szignifikansan csdkkenté cariporid
kezelés (VT;: 0.01 + 0.002 min™; VTp: 0.005 + 0.001 min) bizonyult. Ezzel szemben — bar
rendelkeztek antitachycardias hatassal — a VT epizddok id6tartamat vagy gyakorisagat (az
ES epizddokkal ellentétben) egyik NCX gatldszer sem csokkentette szignifikansan (SEA:
0.13 + 0.05 perc és 0.16 + 0.04 perc™; ORM: 0.09 + 0.07 perc és 0.10 + 0.03 perc™). Sét,
amikor a cariporiddal egyidejldleg NCX inhibitort is alkalmaztunk, a cariporid kezeléssel
elért kimagaslo védelem — az ES epiz6dokra tapasztaltakkal analdg modon — mindkét NCX
gatlo hatésara jelentésen leromlott és alig haladta meg az Gnmagéban alkalmazott gatloszer
altal kialakitott mersékelt védelmet (VTp: SEA+CAR: 0.05 + 0.05 perc; ORM+CAR: 0.10
+ 0.05 perc; VT;: SEA+CAR: 0.13 + 0.06 perc’’; ORM+CAR: 0.09 + 0.07 perc™).
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58. dbra A ventrikularis tachycardia (VT) priédusok relativ id6tartama (VTp) és relativ gyakorisaga (VT)). Az
57. 4brahoz hasonléan a meghatérozott id6tartam (perc) és gyakorisag (perc™) értékeket normalizaltuk
ugyanazon sziven mért VF-mentes periddusok dsszid6tartamara; * = p < 0.05 (a kontroll csoporthoz képest).
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6. MEGBESZELES

Az értekezésben ismertetett kiserletes vizsgalatok negy, az el6zetes irodalmi adatok alapjan
még meg nem valaszolhato, elméleti és klinikai szempontbdl is jelent6s kérdést elemeznek:

1) Milyen hatéssal lehetnek egyes, nagymérték(i Ca®*-fiiggést mutaté, repolarizalé K*
aramokra a [Ca®']; valtozasai; az aramok Ca**i-fliggése kovetkeztében fokozodik, vagy
csokken a sziv adaptacids képessége, illetve aritmia hajlama?

2) Van-e fiziologias kortlmények kdzott az NCX részleges, szelektiv gatlasanak jelentds
befolyasold hatasa a Ca’* haztartasra és a kontraktilitasra? Ha van, milyen mérték(i?

3) Jelenthet-e a szelektiv NCX gatlas perspektivikus terapias stratégiat a Ca®*; haztartas
zavarai altal indukalt aritmiak kialakulasa ellen?

4) Fokozza-e az NCX gatlés, illetve az NHE géatlas antiaritmids hatasat a két kicseréld
kombinalt gatlasa reperfuzios aritmiak kialakulasa ellen?

6.1. A K*aramok Ca®*; fliggése és a repolarizaci6 adaptacidja

A Ca?*; haztartas valtozasainak hatasat két, az AP fiziologias repolarizaldja szempontjabél fontos
K* &ram, a Ca?*-CaM fiiggést mutaté alacsony konduktanciaju, apamin-érzékeny SK aram (Isg.as)
és a Ca’"-CaM-CaMKII Gton Ca®*-fiiggs, befelé egyeniranyitdé K* aram (lx;) vonatkozésaban
vizsgaltuk. Bar elméletileg az lsk.as a sziv Ca?*; homeosztazisa és repolarizacioja kozotti kdzvetlen
kélcsonhatés biztositasaval a frekvenciafiiggé adaptacio egyik fontos tényez6je lehetne, ma még
nemcsak az egészseges szivizomban betdltétt fizioldgids szerepe bizonytalan, de aktivitasénak léte
és mértéke is vitatott. Vizsgalatunk célja az Is as fizioldgias mikodésének igazolasa vagy cafolata
volt. A masik altalunk vizsgalt K™ aram (Ix,) kiemelked6 szerepe a fizioldgias repolarizacioban
egyértelmien igazolt, ezért ez esetben 6 célunk a non-adrenerg Ca®*; emelkedés Iy;-re gyakorolt
hatasanak iranya, és az &ram kamrai repolarizacio alatti [Ca®']; fliggésének elemzése volt .

6.1.1. A fiziologids SK-AS aram hianya — lehetséges okok és kdvetkezmények

A szivfrekvencia valtozasai markansan befolyasoljak a Ca’*; szintet és az APD-t is,
melynek frekvenciafiiggé modulacidja alapvetSen a repolarizalo K* aramok kinetikajanak
valtozasaival hozhat6 kapcsolatba. Ha az Isk-as a szivszovetben fizioldgias kortilmények
kozott is aktiv lenne, jelentds szerepe lehetne az APD [Ca®*]i-vezérelt, frekvenciafiiggs
kapcsolat nagymertékben fokozhatna a sziv funkciondlis adaptacios készségét és ezéltal
csokkenthetné a Ca?*-fliggd aritmia kialakulasanak valészin(iségét. Valamilyen, bar nem
feltétleniil direkt kapcsolatot mutatnak azok a megfigyelések, amelyek szerint a [Ca?'];
és/vagy a Ca?*; transzporterek aktivitasanak krénikus véltozasa esetén a repolarizalé K*
csatornak expresszioja is szignifikansan valtozik [137].

A klasszikus (tagado) vélekedéssel szemben Chiamvimonvat és csoportja apamin-szenzitiv
szivizomsejtekben [134], [135]. Ezért vizsgalataink sordn a kovetkez6 alapkérdésekre
kerestunk valaszt: 1) Kimutathato-e molekularis biologiai mddszerekkel az SK-AS
csatornaprotein jelentés mértéki expresszioja izolalt szivizomsejtekben? 2) Okozhatja-e az
apaminkezelés az APD — a Chiamvimonvat csoport altal leirt — szignifikans névekedését?
3) Kimutathaté-e fiziologidsan aktiv lsk.as aram alacsony, illetve magas [Ca®*]; mellett
szivizomsejtekben? 4) Fokozddik-e az apamin-indukalt APD megnyulés a repolarizécids
tartalék markans gyongitését kovetéen?
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A Chiamvimonvat csoport eredményei és kovetkeztetései. Adataik szerint pitvari sejtekben
az SK-AS csatorna expresszidja joval magasabb, de jelentds fehérjeexpressziot mutattak Ki
kamrai sejtekben is. Mivel az apamin-indukalt APD ndvekedés is sokkal nagyobb volt
pitvarsejtekben, szerintlk a pitvari miokardium Iényegesen érzékenyebb apaminra. Azt is
leirtdk, hogy az egyes SK csatorna izoformok eltér6 mértékben expresszalddnak pitvari,
illetve kamrai szivizomsejtekben [132]. Egér KO modellbdl kapott kisérleti adataik alapjan
felvetették, hogy az SK2 csatorndk miikodési zavara jelent6sen hozzajarulhat a human AF
kialakulasahoz [137], ezért a csatorndk farmakoldgiai moduléacidja igéretes terapias eszkdz
lehet a human AF megel6zéseben, illetve kezelésében. Mivel sokszorosan igazolt, hogy az
egér szivizomsejtek mind ioncsatorna dsszetételiikben, mind repolarizacidjuk kinetikajaban
markéansan eltérnek a human (és kutya) szivizomsejtektdl, az elsésorban egérbél szarmazo
adatok alapjan a human AF kialakulasara, még inkabb kronikussa valasara vonatkozéan
nehéz megbizhat6 kdvetkeztetéseket levonni. Kovetkeztetésképpen, az egér KO modellre
alapozott human AF-re vonatkozo hipotézist mindenképpen validalni kell pitvarfibrillalo
human, esetleg relevans nagyobb eml6sbél szarmazé szévetpreparatumokon és sejteken.

Fentieken Kivil, elsésorban egérbdl nyert elektrofiziologiai mérési adataikra alapozva
kovetkeztetéseket vontak le az Isk-as AP repolarizacioban jatszott szerepére vonatkozoan is
[134]. Kisérleti adataik és a bel6lik levont kdvetkeztetéseik azonban ellentmondanak az
széleskorien elfogadott repolarizcids rezerv hipotézisnek. Ezért sziikségesnek tartottuk,
hogy fiziologiés korilmények kozott, human, kutya (és patkdny) mintakon megvizsgéljuk
az lsk-as tényleges szerepet és sulyat a repolarizacios folyamatban.

Eredményeink egyaltalan nem tamogatjak a Chiamvimonvat csoport kdvetkeztetéseit.
Bar sajat molekularis biologiai méréseink eredményei (14. abra) megerdsitették a csatorna
viszonylag jelent6és merték( expresszidjat kamrai szivizomsejtekben — eredményeikkel
ellentétben — az SK csatornak leghatékonyabb, szelektivnek tekintett gatloszere — az
ami azt bizonyitja, hogy ezek a csatornak fizioldgias koérilmenyek kozott elhanyagolhatd
modositd hatast fejtenek ki a szivizomsejtek repolarizcidjara. Bar nagyobb gyakorlati
jelent6ségiik miatt mi a kamrai SK-AS csatornakra fokuszaltunk (15. abra /A-C), néhany
pitvari preparatumot is megvizsgaltunk; az apamin — hasonléan a kamrai AP-hez — a
(15. abra /D,E). A homlokegyenest eltérd kisérleti eredmények nehezen értelmezhet6k.
Feltételezve, hogy mindkét adatsor korrekt, az eltérés oka a mérési kérilmenyekben, vagy
a species-kilonbségekben lehet. Mindkét lehet6seget a lehet6 legtobb oldalrol koriljartuk.

1) Az els6 kisérletsorozatban kutya, patkany és huméan multicellularis prepardtumokban
hegyes mikroelektrodokkal mértik az akcios potencialokat (a Chiamvimonvat csoport
viszont perforalt patch clamp technikat alkalmazott izolalt egér szivizomsejteken [134]).
Altalanosan elfogadott, hogy az izolalt sejteken végzett AP mérés — bar gyakran hasznalt
modszer (mi is alkalmaztuk, igaz hegyes mikroelektrodokkal) — nem a legmegbizhatébb
modszer az APD kismerték( valtozasainak kvantitativ meghatarozasara. A multicellularis
mérések tovabbi vitathatatlan elénye, hogy izolalt szivizomsejtekben, az enzimes emésztés
miatt, mindig feltételezhet6 az SL K* csatornainak kisebb-nagyobb karosodasa, ami az AP
megnyulasahoz, jelent6s instabilitdsdhoz, varatlan morfoldgiai valtozasaihoz, valamint az
alkalmazott gatloszerek hatasanak csokkenéséhez vagy fokozodasahoz vezethet.

2) A masodik Kisérletsorozatban kutyabol és patkany kamrabdl izolalt szivizomsejteken mi
is végeztink lxs.as méreseket, voltage clamp mddszer alkalmazéaséval (18. &bra). Mivel az
Isk feszultségfiiggése gyenge, széles membranpotencial tartomanyban aktiv kellene, hogy
legyen [134, 452]. Méréseinkben szupramaximalis (100 nM !!1) apamin egyetlen vizsgalt
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membranpotencialnal sem befolyésolta az | — V @sszefliggést — sem kutya, sem patkény
szivizomsejteken. Ez az eredmény ismét éles ellentétben van az AP platdjara jellemzé
membranpotencial tartomanyban az altaluk mert 4 pA/pF apamin-érzékeny arammal, és
igazolja, hogy az Isk-as Nnem jatszhat Iényeges szerepet a kamrai sejtek repolarizacidjaban.
A méréseikbdl kozolt aramérték is természetellenesen magas, kozelitleg megegyezik az
altalunk vizsgalt szivizomsejtek teljes membranaramaval (lasd 18. abra /A,B).

3) Alternativ magyarézatként szolgalhat, hogy a fizioldgias [Ca**]i ndvekedés 4ltal aktivalt
Isk-as nem elég nagy ahhoz, hogy a repolarizacios tartalék ne legyen képes kompenzalni a
gatlas kovetkeztében kialakuld repolarizald K* aramdeficitet. A kérdés tisztazasa céljabol
megvizsgaltuk az apamin hatasat olyan preparatumokon, melyekben kritikus repolarizald
aramok (kutya: Ik, patkany: lxur + lyo) gatlasat kovetéen a repolarizacios rezerv igazoltan,
markansan meggyenguilt (17. abra). Bar az el6kezelések a vartnak megfeleléen szignifikans
APD megnyulast hoztak létre, az apamin még olyankor sem befolyasolta a repolarizacio
sebességét, amikor egy-egy fontos repolarizal aramot Kiiktattunk.

4) A kovetkez6 kisérletsorozatban az apaminhatas [Ca®*]i-fliggését vizsgaltuk (15. abra). A
fluorometrids mérések szerint a kamrasejtekben a legmagasabb [Ca®']; kutyaban 3 Hz,
patkanyban 0.3 Hz ingerlési frekvencianal alakul ki. Az apamin hatasaban viszont nem
kaptunk frekvenciafiiggs eltérést, azaz a legmagasabb fiziolégias [Ca®']; is alacsonynak
bizonyult a feltételezett SK csatornék aktivalasahoz. Ugyanezt a kdvetkeztetést vontuk le
izolalt sejt mérésekbdl, melyekben — a pipettaoldat 900 nM Ca’* szintje kévetkeztében — a
[Ca?*]; val6szinlileg meglehetdsen magas (a normal szisztolés [Ca**]; érték kozelében) volt,
ugyantgy, mint amikor a perforélt patch clamp médszert hasznalva nem gatoltuk a [Ca®'];
dinamikus valtozésait (19. abra). Egyetlen alkalmazott kisérleti felallasban sem kaptunk
merhetd apaminhatést.

5) Elvileg nem zérhatok ki a species-kilonbségek — kisérleteinkben féleg multicellularis
kutya prepardtumokon dolgoztunk, a Chiamvimonvat csoport viszont egér izolalt sejteken
[134]. Mivel elektrofizioldgiai szempontbdl a kutya és human szivizomsejtek rendkivil
hasonl6ak [96, 453, 454], az egér és patkany sejtek — mind Ca®*; haztartasuk, mind AP
morfologidjuk tekintetében — szinte azonosak [455], kisérleteinkben az apaminhatas hianya
nem magyardzhatd csak species-kilonbségekkel. Ezenkivil mindkét csoport vegzett
méréseket egészséges human szivmintakon is, szintén markansan eltérd eredményekkel.

Meg kell jegyezni, hogy a Chiamvimonvat csoport adatait kivilink masok is cafoltak. Két,
Langendorff-perfundalt sziveken, illetve — méréseinkhez hasonléan — multicellularis és
izolalt sejtpreparatumokon végzett vizsgalatok soran sem kaptak apamin-indukalt APD
valtozast [138, 456], igy az SK-AS csatornék aktiv szerepe a szivben igen valdszin(tlen.

Ha vannak a szivben SK-AS csatornak miért nem hat rajuk az apamin? Bar t6bb csoport
is igazolta, ezért nehezen vitathatd, hogy a szivizomsejtekben valamilyen formaban jelen
vannak az SK csatornak, alapvet6 kérdések maradtak megvalaszolatlanok. Amennyiben: 1)
feltételezzlik, hogy miikédd SK csatorndk vannak a szivben, és a leirt hatasok ezeknek
tulajdonithatok, 2) meg kivanjuk érteni a sziv élet- és kdrtanaban jatszott szerepiket, 3)
farmakoldgiai modulécidjukra alapozva hatékony kardioprotektiv klinikai stratégiakat
szeretnénk kifejleszteni, ezek a kérdesek mindenképpen valaszra szorulnak.

1) Ismert, hogy f6leg a kamrai, de a pitvari sejtek is jelent6s repolarizacios tartalékkal
rendelkeznek. Hogyan johet akkor létre szignifikans APD megnyulés szelektiv SK-AS
csatorna blokad kovetkeztében?

A kamrai repolarizacié biztonsagat és stabilitasat a repolarizacios tartalék léte garantélja
[96, 453, 457], mely a repolarizalé aramok kdlcsonhatasan alapul [454]. Kompenzacid
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hianyaban egyik K* aram meggyengiilése markans APD megnyulashoz vezetne; ilyenkor
mas repolarizalo K* aramok kompenzatorikus névekedése normalizalja a repolarizaciot és
megakadalyozza az APD jelent6s valtozasat. Kamrai sejtekben szignifikans AP megnyulas
egyetlen K* aram géatlasaval nem hozhaté létre [96, 453, 457], ezért az Iy c, gatlas markans
APD nyujté hatasa nagyon valdszin(tlen. A pitvari AP érzékenyebb, véaltozékonyabb;
kilsé hatasokra (szivfrekvencia emelkedésre) jellegzetes triangulacioja jon létre, ami
frekvencia-adaptacidjanak fontos komponense. Az AP 2-3. fazisaban az Iy, inaktivaciojat
kdvetben az Ik, a legfontosabb repolarizalé aram; az Ik, és Iks szerepe kevésbé jelent6s.
Az Ik, ismerten Ca®*-fiiggs; a pitvari AP frekvencia-adaptacija hétterében az luur
fokozott, CaMKII-indukalt inaktivacioja all [458, 459]. Bar csatornas(r(isége, illetve
konduktancigja alacsonyabb, nyitvatartasi valdszin(isége pedig kisebb, mint a kamréaban, az
Ik1 a pitvarban is aktiv, s6t, a terminalis repolarizacié alatt, valamint a nyugalmi potenciél
beallitasaban és stabilizalasaban a legfontosabb K* aram. Végezetil, a konstitutiv Ik ach is
hozzajarulhat a normalis repolarizaciohoz. Mindezekbdl kifolyolag az SK csatornak altaluk
hipotetizalt tdlsulya a pitvari repolarizacidéban egészen valészindtlen. Egy masik fontos érv
az lkca blokad APD nyujté hatdsa ellen a pitvari repolarizacios tartalek [459]; ez
mindenképpen megakadalyoznd az APD nagyobb mértékli novekedését. Ugyanakkor,
mivel a nettd repolarizalé aram — és igy a repolarizacios tartalék is — lényegesen gyengébb
a pitvari sejtekben, a pitvari AP joval érzékenyebb a K" csatornasiirliség/-funkcid
modosulaséra — arra a kdrosodasra is, ami az enzimes sejtizolalas soran johet létre.

2) Léetezhetnek-e apaminra nem érzékeny SK csatornak a szivben?

Az apamint hatékonysaga és karakterisztikus SK csatornatipus-fiiggd szelektivitasa alapjan
(ICso = 2.9 nM, 0.074 nM, 0.33 nM az SK1, SK2, SK3 csatorndkra) referencia SK
gatloszernek tekintik [460], ezért latszolagos hatastalansdgat nehéz indokolni. Két Gjabb
tanulmany azonban indokolhatja apamin-érzéketlen SK csatornak létezésének lehetdségét.
Egyrészt, CHO sejtekben stabilan expresszalt SK1-3 csatornak kozel felét az apamin még
szupramaximalis koncentracioban (~1 uM) sem gatolta [461], méasrészt, talaltak apaminra,
illetve a még szelektivebb scyllatoxinra is érzéketlen human SK3 csatornakat [462]. Az
elérhetd kisérleti adatok alapjan ugy tlinik, hogy a SL-ben aktiv SK csatorndk vagy nem
léteznek, vagy egyedi, blokadjuk hatekonysagat csdkkenté tulajdonsagokkal rendelkeznek.
Diness [339] tobb lehetséges magyarazatot vetett fel, hogy az apamin miért hatastalan, mig
az Ujtipust SK gatloszerek eredményesnek bizonyulnak: 1) a szivizomsejtekben olyan
fontos kiegészitd csatornafehérje-alegységek talalhatok, melyek akadalyozzak az apamin
kot6dését; 2) az apamingatlas mértéke jelentdsen csokken a csatorna (de)foszforilacioja
kovetkeztében; 3) az apamin, mas SK csatornagatlokkal szemben, kilon-kilén kotési,
illetve gatlasi mechanizmusokkal rendelkezik, igy lehetséges, hogy az SK csatornak az
apamin kotddését kdvetben is nyitott allapotban maradjanak [461, 463]; azaz az SK gatlok
kozott az apamin egyedi, a negativ modulatoroktol/porusblokkoloktdl 1ényegesen eltérd
tulajdonsadgokat mutat. A legnagyobb nehézség ezekkel az érvekkel, hogy egyrészt
szokatlanok, mésrészt — bizonyit6 adatok hidnyaban — teoretikusak. Bar elvileg mindharom
elképzelésnek lehet létjogosultsdga, dnmagaban egyik sem alkalmas minden Kisérleti
eredmény (pl. az apamin 50% blokkol6 hatasa) magyarazatara. Hasonlo, teoretikus érvek
az SK csatornak aktiv voltanak igazolasara is talalhatok. Példaul, a szelektivnek tekintett
apaminnal szemben, az Uj gatldszerek szelektivitasa kevéshé tisztazott. Masrészt, barmely
akut AF modell per se instabil, mivel még nem alakulhatott ki a human pitvarfibrillaciora,
illetve a kronikus AF modellekre is jellemz6 strukturalis remodeling. Ez a tény 6nmagaban
is magyarazhatja, hogy a szerek alkalmazasa miért gatolja az AF kialakulasat, illetve miért
szlinteti meg a kialakult fibrillaciot az alkalmazott kisérleti modellekben. Azt kiléndsen
nehéz értelmezni, hogy a feltételezett Kc, csatorndk Ca®*-fiiggd gatlasa miért kizarélag az
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ERP alatt, azaz jelentfsen csokkent [Ca®*]; mellett nyilvanul meg, miért nem korabban,
lényegesen magasabb [Ca®*]i mellett. Az APD egyidejii megnyilasa nélkili ERP
megnyulas (postrepolarization refractoriness) jellemzéen 1/B, néha I/A vagy 1/C osztalyu
antiaritmias szerek alkalmazésat kdvet6en jon létre. Mindazonéltal, az ellentét Li és mts.
[137] és Diness és mts. [339] adatai kozott latszolagos is lehet, mivel a repolarizacio
sebességének emelkedése és csokkenese is eldsegitheti aritmiak kialakulasat [464, 465].

3) Lehetséges, hogy SK csatornak jelen vannak a felnétt szivben, de nem miikodéképesek?

Béar fizioldgiés szerepik erdsen kérdéses, vannak érvek SK (SK-szer() csatornak fizikai
jelenlétére a szivben. El6szor, embriondlis szivben ezek a csatornak expresszalddnak es
vélhetéen mikddnek is, mivel pluripotens 6ssejtekben SK csatornak aktivaldédasa vezeérli
azok szivizomsejtté, elsésorban nodalis sejtté alakulasat [466]. Masodszor, tobb olyan
csatornatipus is inaktiv fizioldgias kérulmenyek kozott (pl. Karp csatornék), amely koros
korilmények kozott aktivalodik. Az SK csatornak analdg viselkedése részben kisérletileg
is igazoltnak tlnik: szivelégtelen nyulak epikardialis sejtjeiben az Isk.as amplitiddja
megnétt [138]. Furcsa modon igen magas aramdenzitast (8 pA/pF) meértek — ekkora nettd
membranaram hatalmas APD megnyulast hozna létre — de az apamin-indukalt APD nyulas
mindossze 15 ms volt, ami er6sen megkérddjelezi az eredmények fenti interpretacidjat.
Egy maésik példa fizikailag jelenlév, de funkciondlisan inszignifikans csatornara a Kv1.5
protein, mely expresszalodik mind pitvari, mind kamrai szivizomsejtekben, a hozzatartozé
aram (lxyr) viszont csak a pitvarsejtekben aktiv [467]. Az is ismert, hogy az ioncsatornak
mozgatasa a szarkolemmaba precizen szabalyozott, de kénnyen meghibasodd folyamat
[468, 469]. Ujabb elképzelések szerint a miikod6 ioncsatorndk mindig multimolekularis
fehérjekomplexek, ezért a csatornafehérje-mutaciok hibas 3D szerkezet kialakulaséhoz
vezethetnek; a hibas térszerkezet( (misprocessed) proteinek nem jutnak a membranba, ami
a fenotipus elvesztésével jar. Pl, KCNQ1-CaM interakcié szlikséges a protein
Osszedllitasahoz és membréanba juttatasahoz. A KCNH2 mutaciok miikodésének vizsgalata
szerint a protein hibas 6sszeallitasa gyakori jelenség [470].

Osszefoglalva, (2008-as) ismereteink alapjan egyarant elképzelhetd, hogy a szivben az SK
csatornék: 1) jelen vannak, de fizioldgidsan inaktivak, 2) jelen vannak de nem jutnak el a
sejtmembranba, 3) jelen vannak, de egy meég nem tisztazott ok miatt nem mikddoképesek.

Aritmogén lehetne-e egy fizioldgiasan aktiv SK csatorna? Erdekes elméleti kérdés, hogy
milyen valtozast okozna a szivizomsejtekben fizioldgidsan is aktiv SK csatornék jelenléte.
A valasz nyilvanvaloan fligg attol, hogy a (vélhet6en nagy szdmban jelenlevé) csatornak
milyen mértékben aktivalodndnak. Ha nagyrészt zart allapotban lennének, aktivitasuk
hatasa feloldodna a repolarizacios rezervben; gatlasukat koveté APD megnyulas vélhet6en
minimalis lenne, és csak korosan csokkent repolarizacios rezerv mellett johetne létre
markans APD megnyulas. Ezzel szemben nagyszamul SK csatorna egyidejii aktivaldédasa
esetén elképzelhetd lenne a révid QT szindrémahoz, illetve az iszkémias allapothoz
hasonlo, nagyobb mérték(, fokozottan aritmogen APD rovidilés.

Legujabb fejlemények (2009-): Kdzleménylink megjelenése 6ta szdmos tanulmany latott
napvilagot, amelyek elsésorban az SK csatornak egyes szivbetegségek soran bekovetkez6
aktivacidjara vonatkoznak. Bar a kisérleti eredmények interpretacioja valtozatlanul igen
bizonytalan, sok adat tdmogatja SK csatorna izoformok (SK1-3) aktivalodasat, illetve a
szelektiv (?) SK gétlas pozitiv terapias hatasat ezekben a kdrképekben. A szivben az SK3
csatornaeloszlas viszonylag egyenletes, viszont SK1 és SK2 csatornak féleg a pitvarban
expresszalddnak. Ennek kovetkeztében SK csatorndk féleg a pitvarok repolariziciéjaban
jatszhatnak jelentGsebb szerepe [471], ugyanakkor Ujabb adatok szerint kéros korilmények
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kozott részt vehetnek a kamrai repolarizacidban, valamint befolyasolhatjak a vezetési
rendszer miikodéseét is. [472-475].

Jelenleg az sk aktivalodasa (upregulacidja) pitvarfibrillacioban tlinik a legvaloszin(ibbnek.
Magas frekvenciaval stimuldlt kutya AF modellben az SK1 csatornak expresszidja
fokozddott, nyitott allapotanak valdszinlisége megn6tt [476]. Egy hasonld nydl AF
modellben az SK2 csatornak membréanba épiilése gyorsult [338]. Ujabb adatok szerint [474,
475] egérszivben az SK3 csatornak szerepet jatszanak a pitvari repolarizacioban; ezen
csatornak varidnsai szorosan kapcsolhatok a human pitvarfibrillacié érzékenységhez [477].
Az SK3 csatornak overexpresszidja APD és AERP roviduléshez vezet, ami elGsegitheti
reentry-k kialakulasat az AF soran [478]. Li és mts. mar idézett eredményei szerint SK2 KO
egerekben az APD megnyulasat kovetden is AF alakul ki, leginkdbb a fokozott trigger
aktivitas (pitvari TdP) kovetkeztében. Kamrai SK csatorndk aktivacioja €s nemi
hozzajaruldsa a repolarizaciohoz szivelégtelenségben tlinik valoszinlnek. Szivelégtelen
nyalmodellben, rekurrens VF-ban az SK blokdd APD nyulashoz és a VF leallasdhoz
vezetett [472]. A jelenséget heterogén lsk upregulaciéval, illetve a magas [Ca®*]i APD
roviditd hatdsa miatt fokozott késéi (fazis 3) EAD-ok kialakuldsaval magyaraztak; ezek
szerint az lsk aktivalodasa mind a trigger, mind a szubsztrat oldal vonatkozasaban
aritmogén kovetkezményekkel jarna. Oki kapcsolat 1étét azonban er6sen megkérdéjelezi,
hogy szivelégtelen kamrdban nagymértékii lsx ndvekedeés mellett az AP megnyulas
mindossze 5% (?) volt. Az SK csatornak aktivacioja a vezetési rendszer miikodését is
befolyasolta. SK2 KO egér modellben PR intervallum megnyulast és az AV sejtek APD
megnyulasahoz kothet6 bradycardiat hozott létre [136]. A csatorndk overexpresszidja
forditott irAnyu valtozédsokhoz és az AV nodalis sejtek fokozott spontan aktivitdsdhoz
vezetett. Hasonlé egérmodellben az SK3 csatornak fokozott expresszidja gyakran komplett
AV blokkhoz és hirtelen haladlhoz vezet§ sulyos bradycardiat okozott [475]. Az SK
overexpresszios kiserletek szogesen ellentétes megfigyeléseinek oka nem vilagos.

Viszonylag sok adat talalhatdo a pitvari SK csatornak farmakoldgiai modulacidjanak
kdvetkezmenyeit illetéen. A csatornak gatldsa apaminnal vagy UCL-1684-gyel fokozott
AF készséget okozott [479]. Apamin alkalmazésa AP alternansok kialakulasahoz vezetett és
nott a repolarizacio heterogenitasa. Sokkal kevesebb kamrara vonatkozo adat érhetd el.
Szivelégtelen kamraban az sk gatlasa apaminnal AP megnyulashoz, fokozott triggerelt
aktivitdshoz és TdP kialakuldsdhoz vezetett [473]. Ugyanakkor akut patkany infarktus
modellben apamin alkalmazasat kdvetéen a kamra aritmia-érzékenysége csokkent, a serilt
terileten az APD megnyult, az ERP megn6tt [480], azonban ezek az adatok is
bizonytalanok, mivel az Gjabb gatloszerekkel kapott eredmények interpretaciojat
valtozatlanul megneheziti, hogy egyes antiaritmias szerekhez (amiodaron, vernekalant,
ranolazin) hasonldan, vélhetéen ezek a gatloszerek sem szelektivek. Pl. az a megfigyelés,
hogy alkalmazasuk az APD minimélis ndvekedese mellett (s6t, anélkil is) markans AERP
megnyulast indukal, jelent6s pitvari Iy, gatlo hatasukra enged kdvetkeztetni [481, 482]. Egy
tovabbi fontos lehet6ség vetddott fel Hancock és mts. meérései alapjan, melyek apamin-
érzékeny homomer SK2 csatorndk mellett apaminra nem, UCL1684-re viszont érzékeny
heteromer SK2-SK3 csatornak jelenlétét is igazoljak egér pitvari szivizomsejtekben [483].

Osszefoglalasul tehat leszogezhet6, hogy bar potencialisan igen fontos terapias célpontot
jelenthetnek, a kisérleti adatok mennyiségének ndvekedése ellenére a szivizomsejtek SK
csatornainak mikodésével kapcsolatos bizonytalansag csak mersékelten csokkent. Az SK
csatorna ,,kdosz” feloldasahoz, a csatornak fiziologias/patologias szerepének, illetve
farmakoldgiai profiljanak tisztazdsdhoz tovabbi kisérletes munkéara és joval szelektivebb
gatloszerekre van sziikség.
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6.1.2. Az akcids potencial és az Ik, Ca®*-fiiggésének elemzése

Az ly; letfontossagu repolarizald aram, amely kitintetett szerepet jatszik a terminalis
repolarizacioban és a nyugalmi potenciél stabilizaciojaban [77, 96]; mint ilyen, a sziv
repolarizécios tartalékanak fontos eleme [96]. Mivel jonéhany egymassal is kolcsdnhat6
szignalat — kozililk tébb ismerten [Ca®*]i-érzékeny — konvergal az &ramot létrehozé
ioncsatornakon [63, 65, 80, 81, 92, 448], regulaci6ja is komplex. Ugyanakkor az lx; Ca*-
fliggésére vonatkozé adatok meglehetdsen ellentmondéasosak. [Ca®*]i emelkedés hataséra
az Ik, és/vagy a Kir2.x csatorndk gatlodtak [62, 63, 84], maskor az aram megnétt [60, 65, 92,
484]. A Kkiserleti adatok szérasanak oka a korulmények és/vagy az alkalmazott
allatmodellek eltérése is lehet, bar az eredmények olykor még kdzel azonos korilmények
esetén — jatszott kiemelkedd szerepére tekintettel vizsgalatunk elsédleges célja a [Ca?'];
emelkedés lx; modulalé hatdsainak analizise volt, olyan kisérleti kortlmények kozott,
amikor tovabbi Ca®*-érzékeny mechanizmusok kevéshé aktivak. Ennek érdekében a Ca**;
emelkedést nem a szokasos adrenerg aktivacidval, hanem multicellularis preparatumokban
a [Ca*"], emelésével, izolalt sejtes kisérletekben pedig a [Ca*']; kozvetlen moduléci6javal,
pufferelt, illetve nem pufferelt Ca®*-tartalmu pipettaoldatok alkalmazaséval hoztuk létre.
Bar a [Ca']; emelkedése miatt tébb Ca**-fliggs szignallt aktivalédhat, ismereteink szerint
a PKA/PKC jelutak ilyenkor nem mikodnek; igy lehetévé valik adataink megbizhato6
értelmezése. A kovetkezd kérdéseket vizsgaltuk: 1) Hogyan hat az AP-re a [Ca®'],
novelése? 2) Hogyan valtozik izolalt szivizomsejtekben az Ik a [Ca®']i valtozasok
hatésara? Hogyan modulélja multicelluléris szivpreparatumokban a [Ca®*]; az AP-t? Van-e
kilonbség e tekintetben a kutya és human preparatumok kzott? Van-e mérhet6 kilonbség
a dinamikus CaT és a steady state [Ca®"]; emelkedés 4ltal indukalt AP valtozasok kozott?

.77

kialakitasaban, valamint a sziv fiziol6gias adaptacios valaszaiban, csakugy, mint patologias
korilmények kozott kialakuld elektrofizioldgiai és strukturalis atalakulaséban, [Ca®'i-
fuggé mechanizmusok kritikus szerepet jatszanak [49, 50, 52]. Szivelégtelenség vagy I/R

Ve

.77

Grandi és mts. [485], amikor leirjak, hogy az AP kialakulasanak fejlett matematikai
modellje sem képes magyarazni a [Ca*], és a QT intervallum hossza koézétti inverz
Osszefuiggést. Az SL ioncsatorndinak funkcionalis expresszidjat és kapuzési paramétereit a
Ca®"; szintvéltozasok nemcsak direkt, hanem indirekt mddon, killsnbdz6 szignalutakon
keresztill is befolyasolhatjak. [99, 104, 448, 486, 487]. Adrenerg aktivacio soran a PKA és
PKC szintén képesek K* csatornak (lx, lks, lki) modulacidjara [8o, 81, 488-490]. A Ca®*-
indukalt CaMKII aktivacio hatasa sokszor atfedi a PKA vagy PKC aktivacid hatasat. Mivel
egyes ioncsatornakat a Ca*; kozvetleniil is befolyasolhat, tovabba egy csatornaproteint
sokszor a CaMKII, PKA és PKC egyarant foszforilalhatja néhany K* aram tobbszint(
szabalyozassal rendelkezik. A szabalyoz6 mechanizmusok atfedése miatt az AP végsé
formajat szdmos, direkt és indirekt kdlcsonhatasban allo modulécios hatas alakitja ki. Az
lcaL €S Incx nem Kizérdlag a Ca?*; homeosztazis résztvevsi, hanem a Ca®*j valtozasok
membranpotencial valtozasokka alakitasaban is szerepet jatszanak. Az lc, inaktivacio
[Ca?*]i-fliggd gyorsulasa, melynek kovetkeztében a platd fazis alatt a befelé iranyulé aram
csokken, nagyrészt 6nmagaban is magyarazhatja az AP rovidiilését [485]. A K™ csatornak
kozil a miokardiumban is expresszalodé [132, 134] SK csatornék jelenthetnék a Ca*';
haztartds és AP repolarizacioja kozotti legkdzvetlenebb szabalyozasi utat, de fizioldgias
szerepiik — expressziojuk igazolasa ellenére — nem tisztazott (lasd 6.1.1. fejezet). Mivel a
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[Ca®*], csokkenése utan az ks N6 [491] és a PKA aktivacija is Ixs emelkedéshez, tovabba
frekvenciafiiggé APD rovidiiléshez vezet, elvileg az I is kozvetitheti a [Ca*]; véaltozésait
az AP-ra. [489, 492]. Végill, a Ca**-aktivalt CI~ &ram is hozzajarulhat az AP Ca®*-indukalt
adaptaciojahoz, de szerepének vizsgalatdt megneheziti a szelektiv gatlészerek hianya.
Mivel mindezek az &ramok egyidejiileg is aktivalédhatnak, a Ca®*-indukalt AP adaptéci6
komplex folyamat, melyben az egyes aramok szerepének szétvalasztasa szinte lehetetlen.

Az Ik, [Ca?*)i-fiiggése szivizomsejtekben. Az Ik [Ca?']i-fliggését a patch clamp technika
csoportban. El6szor, a steady state Ix; jellemzése céljabél, meghatéroztuk a Ba**-szenzitiv
aramot (20. abra). Masodszor, AP clamp modszerrel mértik az Ix; valtozasait (21. abra).
Harmadszor a nem pufferelt [Ca*"],i, emelésének a steady-state lgy-re kifejtett hatasat
vizsgaltuk (22. abra), végill a negyedik kisérletsorozat célja a Ca®*i-fliggd Ix: aktivacio
hattérmechanizmuséanak tisztazasa volt (23. abra). Kisérleti eredményeink — az alkalmazott
modszertdl flggetlenll — igazoljdk az Iy | - V 0sszefliggésének markans eltolodasat a
[Ca?*]; emelkedés hatdsara. A mérések soran a Ba®'-fiiggé aramként meghatarozott Ik,
szignifikdnsan n6tt a -70mV és -40 mV kdzotti membranpotenciél tartomanyban (20-22.
abrak); ezt a ndvekedést a fokozott CaMKII aktivitas hozta létre. 1zolalt szivizomsejteken
kapott eredményeink meger0sitik a korai, Purkinje rostokon végzett mérések eredményeit,
melyek szerint a [Ca®*], emelését kovetden az Ixi né és az AP rovidiiléséhez is fokozott
mértékben jarul hozza [65]. Adataink szintén tdmogatjék a hipoxia-indukalt AP rovidilés
mechanizmusara vonatkozé megfigyeléseket, melyek szerint, néhany mas [Ca®"]i-modulalt
aram (lcar, Incx, lc)) Véltozésaval egyitt a [Ca*']i-fiigg6 Iky novekedés is hozzajarul a
rovidilés korai fazisanak kialakuldsahoz [91, 92, 493]. Ugyanakkor kisérleti eredmeényeink —
melyek szerint a [Ca®']; emelkedése egyértelmiien néveli az Ixi-et — ellentmondanak
néhany hasonl6 vizsgélat megfigyeléseinek [63, 80, 84-86]. Az elsé harom esetben az
ellentmondés magyarédzhaté az altaluk hasznélt afiziologias Kisérleti koriilményekkel. Zaza
és mts. [86] vizsgalataiban a [Ca®*]; csokkentése novelte az Ixi-et, de ez a ndvekedés (és az
isoproterenol-indukalt lx; csokkenés) kizardlag az AP platd fazisanak megfeleld
potencialtartomanyban jott 1étre, a terminalis repolarizacié kinetikaja nem valtozott, ami
ellentmond az Ix; vélt dominans szerepének. Végul Fauconnier és mts. kisérleti adatai [80]
is értelmezhet6k eltéré modon. Ok az Ik, szivelégtelenségben megfigyelt csokkenését az
SR fokozott diasztolés szivargéasa kovetkeztében kialakuld elsésorban a mérsékelt [Ca®*]ip
emelkedésnek tulajdonitottdk. Az NCX fokozott és a SERCA2 egyidejlileg csokkent
aktivitdsa miatt azonban ezekben a sejtekben jelentds intracellularis Ca®* vesztés [494],
valamint a szisztolés Ca*; szint szignifikans csokkenése jon létre, ezért igen valésziniinek
t(inik, hogy a Kir2.x csatornakat aktivalé [Ca®*]; ugyancsak ersen csokkent.

Ca®-indukalt AP morfolégia valtozasok multicellularis preparatumokban. Az AP
mérsékelt valtozdsai multicelluldris prepardtumban megbizhatébban mérheték, ezért a
kisérleteket papillaris izmokon is elvégeztilk. Az adrenerg aktivacio elkertlése céljabdl a
[Ca®*]; emelkedését a [Ca?*], novelésével, azaz a Ca** bearamlas fokozasaval biztositottuk;
ekkor a Ca** ciklus autoregulacioja miatt [4] az egyenstlyi [Ca®]; is megnd, ami nagyobb
CaT-ek kialakulasahoz vezet. A 24. 4bra /A,B paneleken lathat, hogy 4 mM [Ca®'],
alkalmazasa utan a CaT-ek amplitidéja szignifikansan nd, mig a [Ca**]ip csak minimalisan
emelkedik. Hipotézistinknek megfelelden [58] a megemelkedett [Ca?*]; az APD-t kutya (24.
abra /C,D) és human (26. abra /A,B) papillaris izmokban is markénsan roviditette, ami
kozvetlen bizonyitéka a befelé, illetve kifelé iranyuld aramok egyensulydban létrejott
szignifikans [Ca?*]i-in dukalt eltolédasnak. A membréanpotencial-valtozasok sebességét
elemezve nyilvanvalé, hogy a magasabb [Ca*']i hatdséra a dV/dtma (a repolarizacio
sebességindexe) — valdszindleg a nagyobb kifelé, és/vagy kisebb befelé iranyuld dramok
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miatt — a termindlis repolarizacio fazisaban szignifikansan nétt (24. abra /D és 26. &bra /C).
Fontos megjegyezni, hogy a 24. abran 6sszegzett kisérletekben az AP-ket mindig elészor 2
mM [Ca?*], mellett regisztraltuk, és ezt kovetSen keriilt sor 4 mM [Ca?], jelenlétében a
mérésre. Mivel a szovetmintdk instabilitasa esetén a rogzitett sorrend szisztematikus
hibahoz vezethet, id6kontroll méréseket is végeztiink; a 60 perces kontroll periédus soran

sz

A [Ca®*], emelése fokozta az AP haromszogesedését is: az APD2s er6sebben rovidiilt, mint
az APDy. Elvileg az AP komplex Ca®*-fiiggése miatt a haromszogesedés fokozodésa és
csokkenése egyarant elképzelhetd, mivel aktualis értékét tébb [Ca®*]i-fliggd és -fiiggetlen
ionaram (lca, Incx ke Iks: Iki) Véltozésai is befolyasolhatjak, tovabbéa a Ca”*; emelkedés az
interakciét is fokozhatja. Az AP haromszdgesedés Ixi ndvekedés-indukalt emelkedéset
magyarazhatja, hogy magas [Ca®]i mellett a Ica . csokken (azaz az APDas révidiil), viszont
az swalnex VElhet6en né, ezért az APDy, id6tartomanyaban a depolarizalo aram is né. Az
LTC csatornék felgyorsult Ca**-fliggé inaktivacioja az AP platé fazisa alatt a magas [Ca®*];
AP rovidité hatdsanak ismert mechanizmusa [92], melyet eredményeink is igazolnak [485].
Az AP terminalis fazisdban az LTC csatorndk mar inaktivak, ezért a terminalis
repolarizacié 4 mM [Ca*'], mellett megfigyelt BaCl,-indukalt sebességndvekedésének és a
fokozott AP haromszdgesedésnek az oka vélhet6en egy masik mechanizmus, leginkabb a
megn6tt Ik, fokozott hozz4jarulasa lehet.

A megemelt [Ca®*]; APD modulalé hatasanak tovabbi lehetséges magyarazata — kiilénésen,
ha az APD rovidiléssel egyidejlleg a platd potencial is emelkedik — a kés6i repolarizalo
K" aramok novekedése. Elvileg az lx; mellett a késGi egyeniranyitdé K™ aram mindkét
komponense (Ixr and lks) is gyorsithatja a termindlis repolarizaciét. Ezért megvizsgaltuk a
kés6i egyeniranyitd aramok szerepét a Ca*; indukéalt APD révidillésben. Multicelluléris
mintakban magas [Ca®*], mellett szelektiv Iy, gatlas (dofetilid, 0.3 pM) nem okozott APD
megnyulast, ugyanakkor a dofetilid APD nyUjto hatésa szignifikdnsan csokkent (29. abra
IA,C,D); ezzel szemben Iks szelektiv (HMR-1556, 0.5 uM) gétlasat kovetéen az APD
megnyulasa mind normal, mind emelt [Ca**], mellett elhanyagolhaté volt (29. abra /B,C).
Az a tény, hogy [Ca®*]; emelkedése esetén a dofetilid kisebb APD megnylést hozott létre,
kizérja a Ca®*-fiiggé Ik, novekedés szerepét. Az Ik, gatlas csokkent hatékonysaga
magyarazhaté a magas [Ca’"];i APD rovidit6 hataséval [495], ami lerdviditi a kés6i
egyeniranyité aramok aktivacios id6tartaméat. Mindazonaltal, a magas [Ca®*]; direkt APD
rovidité hatasa csak részben magyarazza a dofetilid kisebb hatasat, mivel a mérsékelt APD
rovidilés nem indokolhatja az APD megnyuléas BaCl,-indukalt fokoz6désat. Az Ik, blokad
csokkent APD nyujté hatasanak alternativ magyarézata szerint a [Ca®']; emelkedés
kovetkeztében megnott repolarizacios tartalék miatt néhet mas kifelé iranyulo aramok (pl.
Ik1) hozzijarulasa is. Ak&rmelyik magyarazat helyes, eredményeink igazoljak Grandi
modelljének egyik fontos kovetkeztetését, amely szerint a késGi egyeniranyitd aramok
repolarizaciot gyorsitd képessége magas [Ca®*]; esetén jelentSsen csokken [485].

Az Ik, és lxs aramokkal kapott negativ eredményekkel szemben az Ik, szelektiv gatlasanak
APD ny(jté hatasat a [Ca”"]); emelése kutya, és human papillaris izmokban is jelentdsen
fokozta (26-27. 4brak). Az eredmények igazoljak azt a feltételezést, amely szerint [Ca*'];
emelkedés esetén, adrenerg aktivacio hianyaban is szignifikansan n6 az I részesedése az
AP repolarizéci6jaban, azaz a [Ca’]; emelkedés a repolarizacios tartalékon belil az
aramok jelent6s redisztribuciéjahoz vezet. Végiil meg kell jegyezni, hogy a Ca®*, kétérték(i
ion lévén, nagymeértékben hozzajarul a szarkolemméan lokalizalt fellleti toltéshez
(Frankenhaeuser-Hodgkin hatas), ezért a [Ca*'], valtozasa ilymédon is befolyasolhatja a
ioncsatornak kapuzasi paramétereit. A lehet6ség kizarasara Ugy is megvizsgaltuk az lIx;
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Ca**-fliggését, hogy a kiilsé oldatban a kétértéki ionok (Ca®* és Mg?*) 8sszkoncentréaci6jat
a kisérlet id6tartama alatt allandé szinten tartottuk. A Ba®* indukalt aram csokkenése a
mérési koriilmények modositasa esetén joval nagyobb volt magas [Ca*], jelenlétében.

Ca**-indukalt 1x; valtozasok - kutya vs. human. A 25. és 26. abrak 6sszehasonlitasa
alapjan nyilvanvalod, hogy a BaCl, hatasa az APD-re, valamint a termindlis repolarizacio
sebességére joval kisebb human, mint kutya multicellularis preparatumokban, olyannyira,
hogy humén mintakban 2 mM [Ca®*"], mellett 10 uM BaCl, egyaltalan nem nydjtotta az
APD-t. Ez a jelent6s kulonbség vélhetden az lk; szignifikansan Kisebb hozzajarulasanak
kdvetkezmenye. A hipotézist korabbi vizsgalatunk eredményei is aldtamasztjak, melyek
szerint a repolarizacios tartaléekban az Ik, részesedése szignifikansan nagyobb huméan, mint
kutya kamrai szivizomban, tovabba, valdsziniileg nem kis részben a sokkal kisebb Iy
miatt, human szivizomban a teljes repolarizacios tartalék is joval kisebb [496]. Ezek a
megfigyelések indokolhatjak a mérsékelt Ba®* hatast, a Ba**-fiiggé aram kisebb mértéki
Ca’*-indukalt novekedését, illetve a repolarizacié mérsékelt sebességét human mintakban.

A trianguléciés paraméterekben talalt kilonbsegek kialakulaséhoz a humén szivizomban
joval gyengébb Ix; és mas repolarizalo K* aramok is hozzajarulhatnak. A human
mintakban mind alacsony, mind magas [Ca®], jelenlétében tapasztalt magasabb kontroll
triangulécios értékek elsddleges oka a szignifikdnsan kisebb repolarizacios hajtoerd lehet.
Ez magyarazhatja a BaCl, AP triangulacidéra gyakorolt szignifikdnsan alacsonyabb hatasat
is a human mintékban.

Az lx; ,,multifaktorialis” szabélyozasa. Jelentés [Ca®*]i-fiiggésén kiviil az Ik, érzékeny a
csatornaprotein foszforilacios/defoszforilacios allapotat befolyasolo téenyezdkre is — ismert,
hogy bar a PKA, PKC és CaMKII egyarant modulalhatja, mindharom enzim szerepe mas.
Adrenerg stimulacio soran a PKA [81] és PKC [80] csokkentheti az Iy nagysagat; ezzel
szemben akut CaMKII aktivacio ndvelte az aramot [448]. Logikusnak t(inik, hogy az APD
jelutak (PKA, PKC, CaMKII és [Ca®];) egyidejiileg hatva a Kir2.x csatornakra, kézosen
finomhangoljak az lx; amplitdddjat. Eredményeink tamogatjak azt az elképzelést, hogy
intakt szfvszovetben, az adrenerg stimulacié tavollétében, magas [Ca®']; esetén az I
aktivacidjaban els6dleges a CaMKII hatasa [448]. A PKA és PKC szimpatikus aktivacidja
mas ionaramok (lca., Iks, lci) befolyasolasaval jelentOs szerepet jatszik az AP formajanak
kialakitasaban [497], de esetleges Ix; gatlo hatasuk, a repolarizacios tartalék csokkentése és
a nyugalmi membranpotencial depolarizacioja miatt stlyos aritmogén kovetkezményekkel
is jarhat. Az egyideji [Ca®"]i emelkedés és CaMKII aktivacié, a PKA/PKC indukalt Ik,
csokkenes behatarolasaval és ellenstlyozasaval végsé soron ndvelheti az 1y mértékeét,
illetve az AP normalizaldsédval megelGzheti az aritmogenezist. Eltéré kisérleti korilmények
és/vagy patologias allapotok (szivelégtelenseg) az ellentétes iranyl hatasok egyensulyanak
megbomlasaval és az Ix; amplitidé szamottevd csokkenésével jarhatnak. Ez a felismerés
el6segitheti az I, Ca?*i-érzékenységével kapcsolatos eltéré eredmények értelmezését.

Limitaciok. Mivel az Ik, 6sszetett aram, melyet kiildnb6z4 tipusd, még nem egyértelmden
azonositott csatornadk hoznak létre, aktualisan meghatérozott nagysaga jelent6sen fligghet
az alkalmazott kisérleti korilményektol.

lk1 VS. Ba2+-érzékeny aram. A korabbi vizsgalatokhoz hasonl6an az Iki-et mi is a 10 yM
BaCl,-ra érzékeny aramkeént definialtuk. Ebben a dézisban a Ba** igazoltan nem fejt ki
mérhetd hatast a tobbi repolarizalé aramra (li, lk;, lks) [96]. Ugyanakkor, nagyon kevés
informacioval rendelkezink a Ba®* hattér (szivargd) [498], illetve a Kc, csatornakra
gyakorolt hatésairél. Mindezekért az lx; szignifikans Ca**-fiiggése nem kothets egyetlen
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csatornatipushoz, tovabba nem zarhato ki az esetleg jelenlévd, apaminra nem érzékeny SK
csatornak aktivalodasanak lehetGsége sem [499]; legalabbis részben, ezek is felel6sek
lehetnek a repolarizacios kinetika Ca®* fiiggéséért. Az AP komplex viselkedése és erésen
nemlineéris karaktere miatt a Ba®*-érzékeny, és més aramok relativ részesedése a magas
[Ca?"]; éltal indukalt APD valtozasokban nem igazan megjosolhatd; a kérdés megfeleld
tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziiksegesek.

Alacsony vs. magas [Ca®*];. Altalanosan elfogadott, hogy a patch clamp mérések soran a
pipettaoldat ionkoncentracidi hamar egyensulyba Kkerilnek a citoszol ionkoncentracidival.
Ez a feltételezés egyértéki ionokra nagyon valészin(i, de nem feltétleniil igaz a [Ca*"]-ra.
Néhéany lehetséges magyarazat: (1) a Ca*"; eloszlas magas térbeli/id6beli heterogenitésa;
(2) ennek kovetkeztében az ,,atlagos [Ca®*];” hidnya; (3) a kétértékd ionok lassu diffuzioja;
(4) a cellularis Ca** transzporterek heterogén térbeli eloszlasa és idGbeli aktivitasa.
Kovetkezésképpen, a jelent6sen leegyszer(sitett értelmezésii [Ca?*]i mégsem lesz azonos
az aktualis [Ca2+]pip értékkel, bar velhetéen nem tér el tllsagosan attol. Ugyanakkor meg
kell emliteni, hogy néhany esetben — magas [Caz"]piIO mellett — megfigyelhet6 volt a
szfvizomsejtek kisebb kontraktdraja, ami valészindsiti a Ca**; szint jelentds emelkedését.

Steady-state [Ca®*]; vs. [Ca?']; tranziens. Kisérleti adataink egyértelm(en igazoljak, hogy
a membranpotencial valtozasain kiviil az lx:-et a magas [Ca*]; is aktivélja. Elvileg ez az
aktivacio létrejohet kozvetlenil, a magas lokalis [Ca®*]; altal indukéalva, vagy kozvetve,
[Ca?*]i-aktivalt szignalutakon keresztiil. A [Ca®*]i-indukélt Ix; ndvekedésben nemcsak a
tartds [Ca®*]i emelkedés, hanem az AP-indukalt CaT is szerepet jatszhat. Bar a CaT és az
Ik eltéré kinetikaja a szivciklus alatt latszdlag ellentmond ennek a feltételezésnek, fontos
hangsulyozni, hogy az lx; aktivacidja nem feltétlenil azonnali. Amennyiben kozvetett,
Iétrejohet a tranziens csucsahoz képest némi kesessel is. Eredményeink tamogatjak az Ik
CaMKII-medidlt, kozvetett aktivaciojanak lehet6ségét, de tovabbi szignalmechanizmusok
hozzajarulésat sem lehet kizarni. Jelenleg a [Ca®"); tranziens kozvetlen kodzremiikddésére
nincsen kozvetlen bizonyitékunk, csak néhany tdmogaté érviink: (1) A [Ca®"] nagymértéki
térbeli/id6beli heterogenitasa miatt ,,4tlagos” [Ca®*]; a szivizomsejtekben nem alakulhat ki.
A funkcionalis heterogenitas mértékére a lokéalis Ca** mozgéasok hatasa valészin(ileg joval
nagyobb, mint az altalanosan hasznélt, Ca®*-érzékeny fluoreszcens festékekre alapozott
médszerekkel nyert adatok alapjan t(inik, és szignifikansan médosithatja barmely Ca?*-
fugg6 folyamat, vagy enzim lokdlis aktivitasat. (2) Nagy emlésokben (beleértve az embert
is) a szivciklus alatt az atlagos lokalis [Ca®*]; szlikségszer(ien jéval magasabb aktiv (amikor
mind az AP, mind a CaT kialakul), mint inaktiv szivizomsejtekben (amikor a [Ca®'];
tartésan a diasztolés szint kdzelében van). Ez a megéllapitds kulondsen érvényes az
ioncsatornakat kortlvevé szubmembran régiora. (3) Novekvé szivfrekvencia esetén a
[Ca®*); tranziens nagysaga, tovabba a végdiasztolés Ca?*; szint emelkedik. (4) Adataink
tamogatjak a CaMKII aktivéci6 szerepét a [Ca']; -indukalt 1, emelkedésben. A CaMKI],
vagy barmely mas Ca®*-fiigg6 szignalat késleltetett aktivalédasa elfogadhaté magyarézatot
adhat az &ram altalunk is megfigyelt késleltetett emelkedésére. Analég mechanizmus
figyelhet6 meg a mitokondrialis enzimek Ca**-indukalt aktivéci6ja soran.

6.2. Miért nincs az NCX géatlasnak jelentds hatasa a Ca*; haztartasra és a
kontraktilitdsra egészséges kutya és human szivizomban?

6.2.1. A ,klasszikus” koncepcid: NCX gatlas = markans pozitiv inotrép hatés

A szivizomsejtek intracellularis Ca®* haztartasaban az NCX elsédleges feladata a citoszol,
s ezen keresztiil az SR Ca?* tartalméanak egyenstlyban tartasa, s ezéltal a CaT stabilizalasa
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és optimalizéldsa. Ennek a feladatnak az NCX az LTC csatornak aktivécidja soran a sejtbe
aramlé (trigger) Ca®* eltavolitasaval tesz eleget. A ,klasszikus” elképzelés szerint ebbdl
kovetkezben az akut, részleges NCX gatlast (teljes gatlas a sejt pusztulasahoz vezetne)
fokozatos [Ca?']; emelkedésnek kell kévetnie, mindaddig, mig a megnétt [Ca*]; swaNCX
transzport gyorsitd hatasa — az NCX direkt Ca**-fliggd aktivalasan keresztiil — kompenzalja
a gatolt transzportermolekulak kiesésébdl adodo transzportcsokkenést. A modell szerint a
megemelkedett [Ca?*]; és a SERCA2/NCX arany eltolédasa a [Ca’‘]sr emelkedéséhez
vezet, a megn6tt [Ca*']; és [Ca**]sr pedig — amennyiben az SR-bél felszabadulé Ca®*
frakci6 nagysaga nem valtozik — sziikségszer(ien néveli a CaT amplitidéjat és a [Ca*]ip-t;
a Véltozasok eredményeképpen kialakul6 pozitiv inotrop hatds pedig biztositja a
miokardium kontraktilitasanak jelent6s fokozodasat. Farmakoterapias szempontbdl ez a
mechanizmus kiemelkedd jelentdségii lehet a [Ca**]sg és CaT amplitddé csokkenésével
jellemezhetd szivelégtelenségben, mivel a szelektiv NCX gétlas jotékony, pozitiv inotrop
hatasa nagymértékben javithatna a sziv gyengilt pumpafunkcidjat. A legels6 NCX gatlok
kifejlesztesenek 6 célja a pozitiv inotrép hatas elérése volt; ha a fenti hipotézis teljestine,
a rendkivil veszélyes szivglikozid terapia régen id6szer( kivaltasaval vagy kiegészitésével
lehet6vé valna az elégtelen pumpateljesitmény hasonld mértékd, de joval veszélytelenebb
maodon térténd novelése. A feltételezések szerint ugyanis a szivglikozid terapiaval szemben
az NCX gétldsnak nem lehetnek aritmogén kdvetkezmenyei, mivel a megemelkedett
[Ca?'];, még a spontan, sztochasztikus Ca?* felszabadulasi események (sparkok) szaménak
fokozodéasa esetén sem okozhat szignifikans SL depolarizaciot, vagy DAD aktivitast, mivel
ezek els6dleges forrasa, a sNCX aktivitas ilyenkor gatolt.

6.2.2. Avalosag: NCX gatlas # markans pozitiv inotrop hatéas

Az eredmeények a fenti, logikusnak latszé hipotézist nem tdmogatjak: az NCX viszonylag
magas szintl akut gatlasat kdvetden altalaban nem jon létre markéns pozitiv inotrép vélasz.
Kutya és tengerimalac sejtekben a kontraktilitas nem valtozik, esetleg csokken [284, 413],
patkany és egér szivizomsejtekben pedig szignifikansan né ugyan, de a vartnal joval kisebb
mértékben [235, 283]. SOt, ami még ennél is meglepdébb: egerekben a szivben expresszalédd
NCX majdnem teljes KO-ja sem jart sulyos funkcionalis kdvetkezményekkel, mivel az
Incx ~ 80%-0s csOkkenését egyéb iontranszporterek, els6sorban az LTCC aktivitasanak
adaptacios valtozasai kompenzaljak [289, 290]. A részleges NCX gatlas akut hatasaival
kapcsolatos tovabbi fontos megfigyelés annak nagymeérték( species fliggese: detektalhato
valtozas kutyaban es tengerimalacban nincs, egérben és patkanyban van — bar a vartnal
Kisebb. Mivel a jelent6s pozitiv inotrop vélasz hidnyanak részletes, mechanizmus szint(
magyarazata nem allt rendelkezésre és az irodalmi adatok is ellentmondtak egymasnak, két
kisérletsorozatban megvizsgaltuk az NCX gatlas kdvetkezményeit izolalt kutya és patkany
kamrai sejtekre. Ezenkivil kontroll koértlmények kozott kés6bbi kisérleteink sorén is
elemeztiik az NCX gétlas hatasat az aktudlisan vizsgalt multicellularis preparatumok
éslivagy izolalt szivizomsejtek Ca®*; haztartasara, egyes elektrofiziol6giai paramétereire és
kontraktilitdsara. Kisérleti eredményeink egyrészt meger6sitették az irodalmi adatokat;
igazoltuk, hogy kutya kamrai szivizomsejtekben a kdzel szelektivnek tekinthet6 SEA0400
altal indukalt részleges NCX blok&d hatdsara nem valtozik a CaT nagysaga, es ebbdl
kdvetkezOen a kontraktilitds. Ezzel szemben patkany szivizomsejtekben szignifikansan, de
mersékelten né a CaT és a kontraktilitas is. Kisérleti eredmenyeink Ujabb informaciokat
szolgéltattak a lehetséges hattérmechanizmusokra vonatkozoan is. Késdbbi vizsgalataink
egyrészt meger0sitették fenti megfigyeléseinket, masrészt Uj informaciokat is szolgaltattak:
egyrészt az NCX gatlads akcios potencidlra gyakorolt hatasaival, masrészt az Uj, a
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SEAO0400-nal szelektivebb NCX gatldszer — az ORM-10103 - (ennek kovetkezteben, a
nagyobb mértékd NCX gatlas) hatasaival kapcsolatban.

Eredmenyeink nagyrészt tamogatjak a KB-R7943 [272, 278, 279], illetve SEA0400 [276, 283]
alkalmazasaval nyert korabbi adatokat, ugyanakkor ellentmondanak Hobai és mts. kutya
szivizomsejtekbdl XIP alkalmazasat koveten nyert megfigyeléseinek [221], melyek szerint
~27% NCX gatlas ~50% szisztolés [Ca®*]; emelkedést indukalt. Az ellentmondés vélhetéen
a SEA0400 farmakoldgiai tulajdonsagainak tulajdonithatd, specifikusan annak, hogy
egyrészt nagyobb mértékben gatolja az reverz, mint a forward irdnyd transzportaktivitast,
masreészt mérsekelt 1c, gatld hatdssal is rendelkezik. Fontos hangsulyozni, hogy kés6bbi
méréseink soran a szelektivebb, az lc, -t nem gatl6 ORM-10103 hatésa a [Ca*'];-re és a
kontraktilitsra 1ényegében megegyezett a SEA0400 hatésaival. Ennek kdvetkeztében joval
valdsziniibbnek tiinik az eltérések masik lehetséges oka, mégpedig az, hogy a szivelégtelen
szivekbdl szarmaz6 sejtek vélasza az (ilyenkor jelent6sen fokozott) NCX aktivitas
gatlasara Iényegesen eltér az egészséges szivizomsejtek valaszatol.

6.2.3. Miért nincs pozitiv inotrop hatas kutya (és human) kamrai
szivizomsejteken

Hogy az alkalmazott NCX gatloszerek miért nem novelik nagyobb emlésok (kutya, nyul,
ember) és a tengerimalac kamrai szivizomsejtjeinek kontraktilitasat, jelenleg nem ismert.

A vart Ca?"/CaT emelkedés, illetve markans pozitiv inotrép valasz elmaradasanak okéra
tobb, elvileg eltérdé magyarazat adhatd, kilonbdz6 lehetséges hattérmechanizmusokkal:

(1) A gatlészer (SEA0400) nem specifikus (pleiotrép) hatasa a miofilamentumok Ca**
érzékenységére és/vagy az SR Ca** fluxusaira

(2) A hasznalt inhibitor (SEA0400) gatlasi hatékonysaganak [Ca®*]i-fliggd csokkenése
(3) A gatlas kozel zér6 netté hatdsa az SL Ca?* fluxusokra, aminek lehetséges oka:

- az lca NCX-fiiggé modulécitja és a gatlas [Ca?']; fiiggése

- a revInex/rwalnex €gyensuly modosulasa a gatlast kovetéen

- magas NCX proteins(r(ség, vagy mas NCX- és/vagy SR-fuggetlen mechanizmusok
a load LTC csatornak trigger LTC csatornaknal kisebb aktivitasa/nagyobb gatlasa

- az SL Ca®* fluxusainak viszonylag korlatozott szerepe az EC-csatolasban
(4) Mindezen faktorok valamilyen komplex, sokvaltozos kombinéacioja
(5) Egyéb, jelenleg még ismeretlen mechanizmus(ok)

Fontos hangsulyozni, hogy barmely hattérmechanizmus kismértékd, de kompenzalatlan
eltolddasa magyarazhatja az NCX gatlas kovetkezményeinek species-fliggését, azaz hogy a
nagy emlds sejtekre jellemzé stabil Ca®*; egyensuly kis eml6s sejtekben eltolédik.

1) A SEA0400 kozvetlen, nemspecifikus hatasa az SR Ca?* fluxusaira és a
miofilamentumok Ca®* érzékenységére. Mivel a vizsgélatokat a korlatozott szelektivitast
SEAO0400 alkalmazasaval végeztik, els6ként megvizsgaltuk, van-e a gatldészernek direkt
hatdsa az SR Ca®" fluxusaira. Eredményeink szerint a SEA0400 3 uM-nal alacsonyabb
koncentracioban nem valtoztatja meg a RyR-ok konduktanciajat, sem kapuzasi kinetikajat,
s igy nem befolyasolja az SR Ca*" kibocsatasat, sem Ca®* visszavételét (33. abra); ezek
fluxusat a kiils6 és bels6 Ca** koncentraciok determinéljak. Ezzel parhuzamosan azt is
igazoltuk, hogy a SEA0400 a miofilamentumok Ca?* érzékenységét sem modositja (34.
abra). Ezek az eredmények, illetve az a megfigyelés, hogy a gatlas kovetkeztében a CaT
nagysaga es kinetikaja nem valtozik, egyértelmien igazoljak, hogy a SEA0400-nak nincs
mérhet6 hatdsa az SR Ca?* transzportjara kutya kamrai szivizomsejtekben. Mivel a
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SEA0400 0.3 uM koncentracioban a transzmembran aramokat sem madositotta [236] , az
eredmenyek a részleges, szelektiv NCX gétlas szivizomsejtekre gyakorolt hatasat illetéen
reprezentativnak tekintheték. Ugyanakkor hangsulyozni kell, hogy 0.3 uM SEA0400
alkalmazésa esetén, elsésorban magas (1 pM koriili) [Ca*']; esetén, az NCX gatlas mértéke
viszonylag alacsony. Ezért is fontosak Gjabb eredmeényeink, melyek a 10 uM ORM-10103
altal létrehozott joval er6teljesebb gatlas mellett is megerdsitettek megfigyeléseinket.

2) A SEA0400 gatlasi hatékonysaga [Ca®*]i-fiiggben csokken. Irodalmi adatok és sajat
méréseink [236] szerint 1 uM SEA0400 alacsony (~ 100 nM) [Ca?*]; mellett a fwglncx tobb,
mint 50%-4t blokkolja. Ez a szignifikans gatlé potencial magyarazza a nagymértékii [Ca*"];
felhalmozddassal, megn6tt CaT-sel és markans pozitiv inotrop valasszal kapcsolatos
varakozasokat. A kutya szivizomsejteken végzett mérések soran az is nyilvanvalova valt —
és a negativ eredmeények egyik okat képezheti — hogy a SEA0400 NCX-gatlo hatékonysaga
ergsen fiigg az aktualis Ca”*; szinttél. A [Ca®*]i-t ~55 nM-rél ~1 pM-ra (szisztolés szintre)
emelve, a gatlas mértéke csaknem felére, ~28%-ra csokkent. Mivel a szubszarkolemmalis
térben a [Ca®"]; sokkal magasabb (5-10 puM) értéket is elérhet, fiziologias koriilmények
kdzott a SEA0400 atlagos gatlasi hatékonysaga ennél is 1ényegesen alacsonyabb lehet. Ezt
a feltételezést sajat kiserleti eredményeink ugyancsak alatamasztjak. A SEA0400 altal
indukalt NCX gatlas a [Ca®"]; szisztolés szint kozelébe torténd emelése esetén markansan
csokkent hatékonysaga leolvashatd a 32. abrar6l. A csokkent gatlasi hatékonysag
legval6szintibb oka vélhetSen a nem gatolt kicseréld molekulak fokozott Ca®*i-fiiggé
aktivacioja kovetkezteben szignifikdnsan megemelkedd 7,¢NCX transzportaktivitas.

3) A SEA0400 zér6 nett6 hatasa a transzmembran Ca’* transzportra. Mivel a SEA0400 a
mérések szerint nem befolyasolja az SR Ca** fluxusait, a gatlas-indukalt kontraktilitas-
fokozodéas elmaradasara az a hipotézis adhat elfogadhaté magyaréazatot, amely szerint a
transzmembran Ca?*; mozgasok gatlas kdvetkeztében kialakulé ellentétes iranyu valtozasai
tartésan kiegyenlitik egymast. A transzport — a gatlas pillanatnyi mértékétdl flggetlen —
egyensulyat — kulon-kulon, vagy egyuttesen — tébb hattérmechanizmus is biztosithatja.

A) A revinex/malnex €gyensuly gatlast kovetd eltolédasa: Az a megfigyelés, hogy fizioldgias
korilmények kozott a jelent6s mértékii ruglnex gatlast kovetd Ca”* kidramlés-csokkenés
magyarazhat6. Elvileg ez az adaptacid vagy a reldncx egyidejd csokkenésének lehet
kévetkezménye (mérséklédik a depolarizacié alatti Ca®*; emelkedés), vagy annak, hogy a
nem gatolt fwglnex frakcio kell6en nagy a fizioldgias relaxéaciohoz szilkséges fwgCa* fluxus
biztositdsdhoz; a két mechanizmus egyidej(leg is aktiv lehet. Az els6 lehetéséget tAmogato
irodalmi adatok [243] — és sajat eredményeink (32. abra) — szerint a SEA0400 ,,NCX gétlo
hatasa kisse nagyobb, mint 7,4NCX gatlo hatasa. Ennek kovetkeztében a gatlast kbvetben a
Ca”" bearamlas akut csokkenése valamivel nagyobb lehet az eltavolitas csokkenésénél.

A masodik lehetGséget tamogathatja viszont az a logikus, de kisérletesen nem vizsgalhatd
hipotézis, mely szerint részleges NCX gatlast kdvetéen a nem gatolt NCX molekulak
kornyezetében megemelkedd lokalis [Ca*']sm direkt aktivald hatasa miatt a nem gétolt
transzporter molekuldk forward transzportfluxusanak ndvekedése a revIncx transzportfluxus
parhuzamos csokkenésével egyiitt biztositja a [Ca®*]; valtozatlan szinten tartasat.

B) Az Ica. NCX-fliggé moduléci6ja és a gatlas [Ca']; fiiggése: A kisérleti adatok szerint
NCX gatlészer alkalmazasat kdvetéen az LTC csatorndk arama csokken [235], sét, a
génmanipulalt egereken végzett Kisérletek tanulsdga szerint ez a csokkenés igen
nagymértékd (~80%) is lehet [289, 290]. (Fontos hangsulyozni azonban, hogy a KO
Kisérletekben az Ic, adaptiv csokkenése nem akut gatlast kdvetben — azaz viszonylag
gyorsan — hanem jéval lassabban, t6bb nap alatt alakul ki). Elvileg az Ic, . akut csdkkenése
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mogott két mechanizmus allhat. Egyrészt lehetséges, hogy az aramcsokkenés a gatldszer
Ica-re kifejtett direkt, pleiotrop hatdsanak kdvetkezmeénye; masrészt az I, csokkenés
indirekt oka az LTC csatornak kornyezetében a [Ca®']i emelkedéssel parhuzamosan
megnétt [Ca?*]sm géatlé feedback hatésa is lehet. A gatlészer lc, -re kifejtett jelentds direkt
mellékhatasanak ellentmond (bar cafolatnak elégtelen) a megfigyelés, hogy az akut gatlast
kovetd Ic, . csokkenes nemcsak SEA0400, hanem az eltéré kémiai szerkezettel rendelkezd,
ORM-10103 alkalmazésat kovetben is kialakul. Még ha feltételeznénk is, hogy mindkét
gatloszer hasonld mellékhatassal rendelkezik, akkor is valészindtlen, hogy a mellékhatas
pont akkora, amekkora az egyensuly fenntartasahoz szlikséges. Ezzel szemben a csdkkent
NCX aktivitas indirekt (lokalis feedback-en alapul0) Ic,. modulator hatdsénak jelent6seget
irodalmi adatokon [1-4] és sajat el6zetes adatainkon [236] kivil igazoljak a 29. abréan
lathaté eredmenyek is. Mivel 0.3 uM SEA0400 direkt lc, gatlo hatasa elhanyagolhato
[236], az IcaL csokkenés oka a [Ca*']sm emelkedés indirekt, negativ feedback hatasa lehet.

Bar magas [Ca®']; mellett a gétlas hatékonysaganak csokkenése kovetkeztében a Ca?*
eltavolitas gatlas-indukalt csokkenése is kisebb, annak érdekében, hogy a CaT nagysaga
egyaltalan ne valtozzon, ezt a csokkenést is ellenstlyoznia kell egy, a Ca** bearamlés
mértékében azonos csokkentését biztositd mechanizmusnak. Korabbi eredményeink [236]
szerint kutya kamrasejtekben 1 uM SEAO0400 hatasara az lca,. ~20%-kal csokken, igy az
egyensuly egyszer(ien elérhet6. Ezzel szemben, mivel 0.3 uM SEAO0400 alkalmazasa
esetén az lc, gatlds meértéke minimalis (< 5%), ugyanakkor az NCX gatlas mértéke alig
kisebb, mint 1 uM SEA0400 alkalmazéasa mellett, az egyensuly fenntartdsdhoz tovabbi,
jarulékos mechanizmusok is szilkségesek. Néhany lehetdséget az alabbiakban ismertetiink.

C) Magas NCX csatornasdr(iség az SL feltletén és/vagy tovabbi NCX- és SR-fliggetlen
mechanizmusok. Irodalmi adatok szerint [500] az NCX jelent6s tartalék kapacitassal
rendelkezik. Az NCX tartalék, illetve méas, NCX-filggetlen Ca?* eltavolité (PMCA) vagy
SR-fiiggetlen Ca** felvevé mechanizmusok (mitokondrium) egyidejli fokozott aktivalodasa
jelentdsen hozzajarulhat a [Ca®]; stabilizalaséhoz, bar az aktivalasukhoz sziikséges
kapcsol6 szignal hianyaban (a SEA0400 nem hoz létre diasztolés vagy szisztolés [Ca*'];
emelkedést) jelenleg nem vilagos, hogyan térténhet aktivalasuk. Ugyanakkor nem szabad
elfelejteni, hogy a mérsékelt, lokalis [Ca*]sm véltozasokat a konvenciondlis, atlagos
[Ca?"]; véltozasokat kovetd (altalunk is hasznalt) technikak nem képesek nyomon kévetni.

D) A ,,load” LTC csatorndk ,,trigger”” LTC csatornaknal kisebb aktivitasa, vagy nagyobb
gatlasa. Elvileg érdekes és potencialisan fontos, de érdemben alig vizsgalhato lehet6ség a
két funkciondlisan eltér6 LTC csatornapopulacié membranfelszini eloszlasanak, illetve
s(iriségének heterogenitasaibol, valamint a gatlas esetleges heterogenitasaibol adddé hatas.
Az LTC csatorndk eloszlasara vonatkozo adatok szerint azok ~75%-a a T-tubulus
membranban diadikus komplexet alkot [501]. A fennmaradd 25% LTCC eloszlasa sem
egyenletes: lipid ,,raft”-okban, kaveoldkban, a sejtmagban, s6t, az SR mitokondrium felé
es6 felszinén klasztereket alkotva [502-505], jelentés szerepet jatszanak egyes Ca*-fliggd
jelutak aktivdlasaban. Bar az aktivitds és/vagy gatlds heterogenitdsaira vonatkozéan nem
érhetdk el irodalmi adatok, elvi jelentéségiiket az is mutatja, hogy a nem-tubularis LTC
csatornak inaktivacios kinetikéja — kisebb mérték(i Ca**-fuiggé inaktivacidjuk miatt — joval
lassubb [506]. A T-tubulusok eltavolitisa (~75-80% Ica csokkenés) nem okoz mérhetd
véltozast az SR Ca®" toltottségében, ami igazolja a nem-tubularis LTC csatornak
jelent6ségét a [Ca*]; és [Ca*"]sr Szabalyozasaban [34].

E) Az SL Ca*" transzportfluxusainak limitalt szerepe az EC-csatolasban: Kisérleti
eredmeényeink (43. abra) tAmogatjék azt a feltételezést, mely szerint az AP alatt fizioldgias
koralmények kozott csak kismértekd nettd Incx generalddik, ennek kovetkeztében az aram
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véltozasainak AP modulald hatasat teljes mértékben kompenzalhatjak a repolarizald K*
aramok — azaz a szivizomsejtek jelent6s repolarizécios tartaléka.

Tobb egyidejlleg aktivalodo, ellentétes hatasti mechanizmus. Onmagaban a fentiekben
leirt hattérmechanizmusok egyike sem tlinik elégségesnek, hogy megvilagitsa, miért nem
jon létre kutya szivizomsejtekben 0.3, vagy 1 uM SEA0400 (s6t, 10 uM ORM-10103)
hatasara a CaT ndvekedése és a kontraktilitds fokozodasa, viszont tobb, ellentétes hatasu
mechanizmus egyidejl aktivalédasa magyarazhatja a megfigyeléseket. NCX-fliggetlen
kompenzatorikus mechanizmusok szerepét a Ca**; eltavolitasban igazoljak azok az adatok,
melyek szerint embrionalis NCX-KO egeérszivekben kdzel normalis CaT-ek alakulnak ki.

Egyeb? Az el6z6ekben részletezett, tobbé-kevesbé ismert reguldciés mechanizmusokon
Kivil nem zarhatd ki mas, ma még alig ismert transzportmechanizmusok aktivalodasa az
NCX gatlast kovetéen. Ebb6l a szempontbol kilénodsen érdekes lehet néhany specifikus,
vagy nemspecifikus TRP csatorna hozzajarulasa, ami egyes karakterisztikus tulajdonsagaik
(pl. a TRPC, NCX és NKA kolokalizacioja [507] ismeretében meglehetdsen valoszinlinek
tlnik. Jelenleg ez a kérdes nyitott, mivel az egyes TRP csatornak hozzajarulasanak
igazolasédhoz, valamint a hozzajarulds mértékének meghatarozasédhoz tovabbi kisérletes
munkara, illetve specifikus gatldszerek kifejlesztésére egyarant sziikség van.

6.2.4. Miért van mégis pozitiv inotrop hatés patkany sziven?

A nagy eml6ésokbol szarmazé adatok kilonbdznek a ragcsalokon (patkany, egér) végzett
vizsgalatok eredmeényeit6l; utobbiakban 1 pM SEA0400 alkalmazasat kdvetéen mind a
CaT, mind a sejtrovidulés né [508], ami igazolja, hogy kbézvetlenul a gatlas utan a kifelé és
befelé iranyulé Ca?* fluxusok kiildnbsége — a nagy eml6sékkel szemben, ahol a nett6
fluxus zeér6 — ragcsalokban egyertelmiien befelé iranyuld. Egy adott, a kiindulasinal
magasabb [Ca®*]; elérését kovetden a fluxusok kiegyenlitédnek, ezaltal egy Uj egyensulyi
allapot alakul ki. Az speciesek kozott latott eltérés vélhetben az el6zdekben elemzett
mechanizmusok kozul egy, vagy tobb eltolddasahoz/aktivaldasahoz kothetd. Mivel a nagy
eml6sokhoz hasonloan, ragcsalékban sem valdszind, hogy a gatlas direkt hatassal lenne az
SR Ca?* transzportjara, a kvantitativ valtozas részben a gétlészer tulajdonsagainak, részben
a transzmembran Ca?* fluxusok egyenstlyanak gétlas-indukalt eltolddasabél adédik.

A SEA0400 gatlasi hatékonysaga [Ca*']i-fligg6en csokken. A SEA0400 NCX hatésanak
[Ca®*)i-filggése, amit el6szor kutya szivizomsejtekben mutattunk ki (Iasd fenn), a gatlészer
fontos, karakterisztikus tulajdonsdga. Az Incx [Ca®]i-filggését a revlncx-re Xenopus
oocitakban mutattak Ki [242, 243]; a fwalnex hasonlé fuggését elGszor mi igazoltuk. A gatlasi
hatékonysag [Ca®')i-fiiggése kapcsolatban lehet az &ram Na'-fiigg6 inaktivaciojanak
SEA0400-indukalt felgyorsulasaval, amely [Na']; emelkedés hataséra fokozodik, [Ca®'];
emelkedés gatolja [509]. EbbdI az is kdvetkezik, hogy a SEA0400 gatlo hatasa, amint azt az
NCX 1.1 izoformot expresszalé Xenopus oocitakban kimutattdk magasabb [Na']; esetén
er6sodik [243]. Ezek az eredmények egyiittesen magyarazhatjak a megfigyelést, hogy kutya
(és human) szivben, I/R soran (amikor az iszkémias sejtekben az Iycx a magas [Na'l;
kdvetkeztében nagyrészt reverz iranyd) miért képes a SEA0400 az NCX gétlasaval az I/R
indukalt Ca®* tlltelédés kivédésére anélkiil, hogy Ca** tultel6dés alakulna ki a kornyezé,
nem iszkémias sejtekben — annak ellenére, hogy ezekben az Incx nagyreszt forward iranyd.

A SEA0400 zérétél kilonbdz6 nettd hatdsa a transzmembran Ca®* transzportra

A) A rednex/alnex egyensuly modosulasa a gatlast kovetéen: Az NCX gatlas vegso
kimenetele — szamos mas tényez6 mellett — fligg a reverz/forward NCX transzportfluxusok
aranyatol a sejt Ca**; transzportegyenstlyaban, tovabba a kétféle aktivitasi mod gatlasanak
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aranyatol. Példaul a KB-R7943-r6l kimutattdk, hogy a legtobb kisérleti felallasban jéval
hatékonyabban gatolja a reverz, mint a forward Ca** transzportot. Ennek koévetkeztében
szignifikansan csokken az NCX-facilitalt Ca®* bearamlas, patkény szivizomsejtekben
mégsem valtozott a KB-R7943 alkalmazasat kdvetden a CaT amplitidoja és a kontrakcid
nagysaga [272]. Ezzel szemben tengerimalac szivizomsejtekben a gatlast kdvetéen mindkét
paraméter szignifikdnsan csokkent [272]. Ez az eltérés jol reprezentalja az NCX Ca**
haztartasban betoltott szerepének markans species-fliggését. Ugyanakkor, méasokkal egydtt
mi is igazoltuk, hogy a KB-R7943-mal ellentétben a SEA0400, bar nem teljesen, de kozel
azonos mertékben gatolja kutya és tengerimalac szivben az NCX forward, és reverz
transzportjat [236]. Kisérleti adataink (28-29. abrak) igazoljak a gatlasi profilok eltérésére
alapozott hipotézist, mely szerint a KB-R7943 alkalmazéséval kapott kiséerleti eredmények
és a SEA0400-indukalt Incx blokad kdvetkezmenyei eltérnek egymastol. Méréseink szerint
0.3 uM SEA0400 alkalmazasat kovetéen a CaT amplitidoja, és ennek kovetkeztében a
sejtek rovidilése mind téringerelt, mind feszlltség clampelt patkany szivizomsejtekben
szignifikdnsan noétt. Bar korabbi eredményeink [236] szerint ebben a gatloszer
koncentracioban az Incx gatldsa ~50%, a SEA0400 alkalmazasat kovetéen mégsem lattunk
Ca’* tulterhelésre utalé valtozasokat. Ennek alapjan igen valészind, hogy a szivizomsejtek
Ca®* héztartasara vonatkozé lokélis autoregulaciés modellnek megfeleléen SEA0400
jelenlétében a Ca’* homeosztazis Uj steady-state egyenslyi allapotba kerdilt.

B) Az lca. NCX-fliggé modulacidja és a gétlas [Ca®']; fiiggése. A Ca®" beéaramlés és
kidramlas kozotti Gj egyensuly kialakulaséhoz a Ca** bearamlasnak ugyancsak csokkennie
kell. A hipotézis tesztelésére perforalt patch clamp mérésekben egyidejlleg regisztraltuk a
CaT és a Ic, . valtozasait. Eredményeink szerint 0.3 yM SEA0400 alkalmazasat kdvet6en
az lca . maximalis amplitaddja valdban csokken, és inaktivacioja is gyorsul. Mivel ebben a
koncentracioban a SEA0400 fesziltség clamp-elt szivizomsejtekben direkt modon nem
modulalja az Ica -t [235], az lca. cs6kkenés vélheten a csokkent Ca* eltavolités indirekt —
a CaT amplitadojanak novekedesehez kothetd — kdvetkezménye. A jelenség elsddleges
hattérmechanizmusa az LTCC-k CaM-mediélt, Ca**-fiiggd inaktivacioja lehet [510], ami a
Ca®* ciklus beat-to-beat autoreguléci6jaban kritikus szerepet jatszo negativ feedback
mechanizmus alapjat képezi: a gNCX aktivitas géatlasanak hatasara megemelkedd [Ca®'];
miatt né az SR Ca’" felvétele, ami a felszabadulé Ca®* mennyiségének névekedéséhez
vezet. Ezt az elképzelést alatamasztja a megfigyelés, mely szerint SEA0400 alkalmazasat
kovetden a [Ca*]ip is emelkedik. Bar ez az emelkedés mérsékelt és a statisztikailag
szignifikans szintet nem éri el, mégis elegendének bizonyulhat a [Ca®‘]sr, valamint a
szubszarkolemmalis térben kialakuld [Ca*"] fokozatos ndveléséhez, ami viszont gyorsitja
az LTC csatornék inaktivaciojat. Mivel ilyenkor — a csokkent g, és a revIncx SEA0400-
indukalt gatlasa miatt mérsékl6d6é Ca®* bearamlas ellenére —né a CaT amplitiddja, az Uj
egyensulyi allapotban nagy valdszintiséggel a CICR er6sitése is mdodosul. Az Gj egyensulyi
allapot kialakulasa részleteinek tisztdzasahoz tovabbi vizsgalatokra van szikség.

C) Az SL Ca*" fluxusainak korlatozott szerepe. A CaT novekedésének fenti értelmezése
szerint a ndvekedésért elsésorban az NCX-mediélt Ca®* kiaramlas-csokkenés altal generalt
[Ca?"]sr emelkedés kovetkeztében létrejévé nagyobb Ca?* felszabadulés okolhat6, azonban
elméletileg a transzmembran Ca?* eltavolitas sebességcsokkenése direkt médon is
novelheti a tranziens amplitudojat. Patkanyban az NCX tényleges hozzajarulasa a relaxacio
alatti [Ca®']; csokkenéshez a SERCA-hoz képest viszonylag csekély [511], ezért nagyon
valo6szindtlen, hogy ez a mechanizmus szignifikansan hozzajarulna a CaT ndvekedéséhez.
Ez a hozzdjarulds azért sem tlinik valdszinlinek, mivel a CaT lecsengési idékonstansa
SEA0400 hatdsara nem valtozik, ez pedig egydttal arra is bizonyiték, hogy a SEA0400
direkt hatasa a SERCAZ2 transzportsebességére csak minimalis mértékd lehet.
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D) Az akcios potencidlok kozott fennéllo kilonbségek: A SEA0400 NCX gatlé hatadséban
megfigyelt species kiillénbségek tovabbi, igen fontos magyarazata lehet, hogy kis ragcsalok
akcios potencialjabdl — magas szivfrekvenciajuk miatt — szinte teljesen hidnyzik az
elklonll6 platé fazis [78], ezért ragcsalokban a szivciklus alatt a nagyobb emlésokhoz
képest az NCX hosszabb ideig mikodik forward transzport médban [29], ami pedig
egyértelmiien a fokozott Ca®* eltavolitasnak kedvez. Ezért is novekedhet a CaT
amplitadoja, és fokozodhat a kontrakcids er6 az NCX gatlasat kovetden.

Osszegzés és limitaciok. Vizsgalataink egyik fontos kovetkeztetése, hogy a szivizomsejtek
kontraktilitasa részleges, szelektiv NCX gétlas esetén a [Ca*']ip szignifikans emelkedése
nélkill is fokozodhat. Béar a gatlés hatasara a [Ca”]ip is némiképp emelkedni latszik, az
emelkedés a mérések szérasi tartomanyaban marad. Ugyanakkor fontos megjegyezni, hogy
amennyiben a sejt Ca®* eltavolitd kapacitasa az NCX gétlas kovetkeztében csokken, a
proaritmias kockazat novekedésének megakadalyozasa érdekében nem célszer(i tovabbi
[Ca?*]ip-t ndvel6 hatdanyag alkalmazéasa, mivel a [Ca*]ip-t egyébként csak kismértékben
noveld hatasat az NCX gatlas szamottevéen felerdsitheti. Ugyanakkor a gatlas alig mérhet6
hatasa a [Ca®*]ip-re killénos jelent6séggel birhat szivelégtelenségben, mivel ilyenkor a
[Ca*']ip eleve magasabb az optimalisnal, és a [Ca®*]ip-t még tovabb emeld hatéanyagok
alkalmazasa az aritmia hajlam fokozddasa miatt egyértelmden kontraindikalt. Ebben a
vonatkozasban a SEA0400 alkalmazasaval nyert eredményeink megerdsitik Hobai és
mts.[222] megfigyeléseit, akik a XIP alkalmazasat kovetéen mértek ugyan CaT amplitudd
novekedést, de ugyancsak a [Ca®]ip szignifikans emelkedése nélkiil. Szerintiik ez az SR
Ca”* felvétel Ca**-fiigg6 stimulacidjanak kovetkezménye, és igen fontos, a Ca*; tlltel6dés
megel6zésére szolgald autoregulacios védémechanizmus. Logikusnak tiinik a feltételezés,
hogy ez a mechanizmus az alkalmazott kiseérleti feltételek kozott is folyamatosan aktiv.

Erdemes megemliteni, hogy patkany kamrai szivizomsejtekben, a csokkent NCX aktivitas
CaT-re és kontraktilitasra gyakorolt dinamikus hatasainak elemzése soran, Tadros és mts.
[205] lényegesen eltéré kovetkeztetésekre jutottak. Ok az NCX-expressziot adenovirus-
medialt antiszensz oligonukleotid modszerrel gatoltak és azt tapasztaltak, hogy a csdkkent
NCX expresszi6 Ca®* héztartasra gyakorolt hatésa jelent6sen fiigg a kiilsé [Ca®']-tdl,
melynek fiziologias szintje (1.8 mM) mellett a gatldas nem okozott szignifikdns CaT
amplitudéemelkedést. Az eredményeink kozotti ellentmondas valdszinlleg az NCX
aktivitast csokkent6 kiserleti protokollok kozti kilonbségre vezethetd vissza, mivel az
antiszensz oligonukleotid maodszerrel 1étrehozott NCX-KO 72 6ra alatt alakul ki, és ez a
viszonylag hossz id6tartam lehet6vé teszi a Ca®* héztartas adaptiv, az NCX aktivitas
csokkenését kompenzalo, valtozasait. Ezzel szemben a mi esetlinkben a szelektiv NCX
gatloszer akut alkalmazasa miatt ezek a lassu, adaptiv valtozasok nem johetnek létre. Ok az
lca,L Nagysdgéban sem figyeltek meg valtozast az NCX gétlast kdvetben. Veélhetben ez az
ellentmondas is elsésorban a hasznalt kisérleti mddszerek kozotti eltérésekbdl kovetkezik,
mivel 6k az lca, nagysagat az Ca*; fizioldgiasnak nem tekinthetd, alacsony szintre tortént
pufferelését kdvetben, konvencionalis patch clamp technikdval mérték, a kisérleteinkben
alkalmazott perforalt patch clamp technika viszont lehet6vé teszi a Ca®*; dinamikus
véltozésait (CaT), ezaltal az altalunk mért Ic., csokkenés vélhetSen a Ca®* ciklus NCX
gatlast kovet6 autoregulacios adaptacidjanak a kdvetkezménye.

6.3. NCX gatlas hatasa a Ca"; tllterhelés okozta aritmogén valtozasokra

A vizsgalatok legfontosabb célja a szivbetegségek soran kialakulé Ca®*-fiigg6 valtozasok sejtszint(i
hattérmechanizmusainak, valamint az NCX szelektiv gatlasanak, mint esetleges perspektivikus
kardioprotektiv stratégianak részletes elemzése volt. Egymashoz szorosan kapcsolodd modelleket
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hasznéltunk: az LQT szindroma modellben a ly,. emelkedését kdvetben, a szimulalt iszkémia
modellben az I/R alatt kialakuld extra- és intracellularis ionmili6t jol kozelité korulmények kdzott
hataroztuk meg az akcids potencial, illetve a Ca?**; homeosztazis kulcsparamétereiben fokozott
Ca®"; és Ca’*sz terhelés hatdsara kialakuld, potencidlisan aritmogén eltolédasokat, tovabba
vizsgaltuk a részleges, szelektiv NCX géatlas hatékonysagéat ezek megel6zésére/csokkentésére.

6.3.1. LQT szindréma modell — Iy, emelkedés altal indukalt Ca®*-tlterhelés

Koncepcio. Az els6 kisérleti csoportban a farmakologiai hatéanyagok (ATX-11, SEA0400
és ORM-10103) egyes membranaramokra es a karakterisztikus fizioldgias paraméterekre
(CaT amplitudo, sejtrévidilés, APD) gyakorolt hatasat elemeztik (35-37. abrak). A
masodik csoportban kozel fizioldgids koralmények kozott a szelektiv NCX gatlas hatésait
vizsgaltuk a Ca?'i-haztartds Ina. novekedés indukalt eltolodasaira (38. &bra), valamint
strophantin hatasara kialakulé fokozottan aritmogén allapotra (39. abra). A harmadik
csoportban is a szelektiv Incx gatlds hatésait vizsgaltuk az Ina . aktivalasaval indukélt APD
nyulasra (41. abra) és a veratridin hatasra kialakulé AP diszperzidéfokozodasra (42. abra).

A gatlas hatasainak jobb karakterizalasa céljabol két, kisse eltéré kiserleti felallast
alkalmaztunk. 1) Amikor az Iy, aktivatort az Incx gétlas el6tt alkalmaztuk, a kérdes az
volt, hogy az NCX blokéad alkalmas-e az Iy, novelése, illetve a Na'/K* pumpa gatlasa
kovetkeztében kialakuld6 APD novekedés és/vagy [Ca®']i emelkedés visszaforditasara. 2)
Amikor pedig az NCX gatlot alkalmaztuk el6szor, a kérdés az volt, hogy a gatlas képes-e
megel6zni az Ina. aktivacio aritmogén kovetkezményeit. Mivel az [Na']i-generalt, revIncx-
medialt fokozott Ca* terhelés és a ralncx aktivitas fokozodasa kovetkeztében kialakuld Iy
emelkedés egyardnt szignifikdnsan hozzajarulhat az aritmogén APD megnyulashoz,
hipotézislink szerint az Incx Szelektiv gatlasa markansan csokkentheti az APD megnyulas
mértékét. A negyedik kisérleti csoportban egyrészt megkiséreltik az AP alatt kdzvetlen(l
meghatarozni az NCX aramot (43. &bra), masrészt vizsgéltuk a célzott e Incx, illetve
fwdlnex gatlas kdvetkezmeényeit veratridin (40. abra) és forskolin (44. abra) alkalmazasat
kdvetGen, a gatlas antiaritmias mechanizmusainak tisztdzasa céljabol, tovabba, hogy
megértsik, miért nem valtozik a CaT amplitaddja a gatlast kdvetden.

NCX gatlas kivédi a Ca®*; emelkedést és a diasztolés Ca** felszabadulast. Mindkeét
alkalmazott NCX gatlészer hatékonyan csokkentette az el6z6leg megnovelt Ca®*; szintet,
illetve kivédte a Iy, -medialt Ca**; emelkedést (38. &bra). Az ATX-II el6kezelés hataséara
fokozodd Na* bearamlas serkenti a revIncx aktivitast, ami [Ca**]i emelkedéshez, és a CaT
amplitadéjanak ndvekedesehez vezet. Mindkét alkalmazott NCX gatloszer szignifikansan
csokkentette a revIncx Nagysagat, meggatolta a tovabbi Ca®* bearamlast, és a [Ca®*)i-t
eredeti értékére allitotta vissza. Ha viszont el6sz6r az NCX-et gatoltuk, az Ina. ezt kdvetd
aktivacidja nem hozott létre mérhetd [Ca*"]; emelkedést. Az adatok egyértelmiien igazoljak
a reverz NCX transzport géatlas funkciondlis dominancijat az adott kisérleti kortiilmények
kozott, és egyértelmden tdmogatjak azt az elképzelést, hogy a szelektiv Incx gatlas a
[Ca?*]; modulaci6jan keresztill fejti ki antiaritmias hatasat. A hipotézis tovabbi tesztelése
celjabol a NKA-t strophantidinnel gatoltuk. A gatlas az APD roviduléséhez, fokozott
[Na')-hoz és az SR Ca®* tlltel6déséhez, ezaltal aritmogén Ca** pulzusok (sparkok)
fokozott kialakulasahoz vezet [512]. ORM-10103 alkalmazasat kdvet6en — elsésorban az
SR revInex-medialt Ca?* taltelédésének gatlasa miatt — a strophantidin-indukalt [Ca®'];
emelkedés szignifikansan mérsékl6dott és a pacing-indukalt diasztolés Ca®* pulzusok
(sparkok) szama is drasztikusan csdkkent (39. abra). A gatlas jotékony hatasa — figyelembe
véve korébbi eredményeinket — azzal magyarazhatd, hogy az adott allapotban a Ca?;
haztartas zavarait csaknem kizarolag a revIncx NOvekedése okozza.

-120 -



dc_1149 15

MTA-doktori értekezés Toth Andras

A revInex kbzvetlen kapcsolatot biztosit az Ina €s a Ca**; haztartas kozott. A 38-39. abrak
eredmeényeinek megbizhatdbb értelmezése céljabol tovabbi kisérleteket is végeztink.

Az Incx gétlas hatékonysaga az Ina.-medialt [Ca®']; emelkedéssel szemben kielégitSen
magyarazhato, ha létezik a hipotetizalt ”.,NCX-medialt direkt kapcsolat” a Na* bearamlas
és a [Ca®']; emelkedés kozott. A csatolas jobb karakterizalasa érdekében szoros, direkt
kdlcsonhatast modelleztiink a 40. abran lathato kétlépcsds protokoll alkalmazésaval.

A veratridin-indukalt Iy, novekedés miatt kialakuld [Na']; emelkedés kovetkeztében az
NCX reverzpotencialja negativabb értékek iranyaba tolodik. +40 mV tesztpotencial esetén
ez az eltolddas a revIncx Novelésével fokozza a Ca®* bearamlast és markans kifelé mutato
aramot general. 1 uM SEA0400 el6kezelést kdvetben ez a masodlagos revIncx NOVekedés
eltlint. Az eredmények alapjan egyértelm(ien val6szindsithet6, hogy az Iy, aktivacidjahoz
kapcsolddd revIncx NOvekedés kiemelked6 szerepet jatszik a sziv aritmogeneziséban és
érthet6vé valik a gatlas 38-39. brakon lathato jotékony, antiaritmias hatésa.

NCX gatlds nem csokkenti az aritmogen APD nyulést és APD diszperzié fokozodast.
Szelektiv NCX blokad, a CaT-en kapott eredményekkel ellentétben, az AP hosszat vagy
alakjat — sem el6kezelésként, sem ATX-11 kezelés utan alkalmazva — nem befolyasolta (41.
abra). A hatastalansag oka vélhet6en komplex. EIméletileg az Iy, fokozodasat kovetd
APD nyulas ketféleképpen is létrejohet: 1) direkt modon, a megnoétt Iy, kdzvetlen APD
nyUjté hatasaval, illetve 2) indirekt modon, az Inar — Incx kapcsolat AP modulétor hatasan
keresztiil. Valoszindi, hogy az NCX gatlasnak nincs (vissza)hatdsa az Ina Nagysagara; ez
részben magyarazhatja, hogy a gatlas miért nem képes a markans APD megnyulast
megakadalyozni. Ugyanakkor problematikus az ATX-Il alkalmazésat kovetéen az AP
alatti Iycx valtozasok kozvetlen becslése. Erre mi a SEA0400- vagy ORM-10103-érzékeny
aramot hasznaltuk (lasd 43. abra). Az Iy, aktivalasat kdvetéen mindkeét esetben nagy
valdsziniiséggel megn6tt mind a revIncx, Mind a swglnex. Normal kériilmények kozott a két
aram egyidej( gatlasa és az APDgy kozeli id6tartomanyban viszonylag Kicsi Incx miatt az
aram hozzajarulasa a kamrai repolarizaciohoz igen mérsékelt. Erdemes megjegyezni, hogy
az ORM10103- és SEA0400-szenzitiv d&ramok ATX-IlI adasat kovetGen meghatarozott
Kinetikaja némileg eltér egymastol. Mivel a protokoll jelent6s korlatozasokkal hasznalhato,
a konkluzidval is dvatosan kell banni. Feltetelezésiink szerint az eltérés az ORM-10103
jobb szelektivitasaval magyarazhatd; ugyanezen okbél az ORM-10103-szenzitiv aram is
pontosabb becslést adhat az Incx AP alatti tényleges kinetikajara vonatkozoan. Az Iy,
aktivaciojat koveten, az APD megnyulasaval egyidejlleg, a [Ca®']i szintén né, az ezt
kévetd NCX gatlas a [Ca?*]i-t az APD mérhetd megvéltozasa nélkiil csokkenti.

A latszdlagos ellentmondasra alternativ magyarazat is adhatd. Elképzelhetd ugyanis, hogy
a CaT csokkenése negativ feed-back mechanizmussal késlelteti az Ic, . inaktivaciojat, és
ezaltal megnyujtja az APD-t. Ezért, amennyiben az NCX gétlas direkt mddon, példaul
Incx-medialt hatéssal, roviditené az APD-t, a rovidulést a gatlas indirekt hatdsa (pl. az lca, -
medialt APD megnyuléas) nagymértékben ellenstlyozna. Igy tehat az Inac-indukalt [Ca**];
emelkedést kdvetd NCX gatlas két, parhuzamosan kialakuld, de ellentétes iranyd hatast
gyakorolhat az APD-re: egyrészt direkt médon, az Incx gatlasaval roviditheti, masrészt
indirekt médon — a [Ca®*]; csokkentésével, s ennek kovetkeztében az lc., ndvelésével —
meg is nyUjthatja azt. A két egymast ellenstlyozd hatés pillanatnyi viszonya szorosan
befolyasolhatja az Incx gatlds — mindezek miatt nehezen megjésolhatd — végsé hatésat az
jelent6sen eltéréek lehetnek. Ez a komplex kélcsdnhatas adhat megfelelé magyarazatot
arra, hogy miért csokkentette az APD-t sotalol/veratridin provokéciét kovetéen a SEA0400
[513], mig — hasonl¢ kisérleti koriilmények kézott — Langendorff-perfundalt nydl szivekben
dofetilid el6kezelést kovetéen a TdP gyakorisaga megndtt [283, 514].
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A szelektiv NCX blokad hatéstalannak bizonyult a Iy, aktivacio-indukalt kamra-Purkinje
APD diszperziénovekedés kivédésére, vagy csokkentésére (42. dbra). Bar az Ina. és a Ca*"i
haztartds NCX gatlast kdvetd szétkapcsolodasanak még ilyenkor is van hatdsa, ez a hatas
az APD vonatkozasaban jelentéktelen. Abbdl, hogy a gatldszerek az APD-re hatéstalanok,
arra is kovetkeztethetiink, hogy hatasuk a fokozott APD diszperziora sem lehet jelentds.
Bar ez a kdvetkeztetés ellentmond egyes irodalmi adatoknak [513], mas megfigyeléseket
tamogat [283, 514]. A sajat adataink és Milberg [513] adatai kozotti ellentmondas oka nem
egyértelmdi; egyarant lehet az eltérd kisérleti felallas és vizsgalati mddszer vagy species
kilonbségek kdvetkezménye, de okozhatjak a SEA0400 I, és NCX gatlasanak minimalis
valtozésai. Az eltérések okanak tisztazdsdhoz tovabbi vizsgélatokra van sziikség.

Az Incx - AP kapcsolat. Mivel nem sikerilt kisérletes Gton, altalanos érvénnyel tisztazni
értelmezést segithetnék az ,,in silico” AP modellek — ha azok kovetkeztetései viszonylag
egyértelmiiek lennének. Mivel nem ez a helyzet, inkabb kisérleti eredmeényeink segithetnek
a szimulacios AP modellek egymastol eltéré kovetkeztetéseinek ertelmezésében.

Incx szimulacios modellek. Bar tobb szamitogépes modellben megkisérelték megbecsiilni, a
Kisérletes és szimulacios erdfeszitések ellenére sincs egyetértés az NCX aram kamrai AP
alatti irdnyvaltdsanak id6pontjara vonatkozdan. Tengerimalac modellekben [174, 515] a
revinex idOtartama meglehetsen hosszi (~100 ms). Ezzel szemben Bers és csoportja [29] az
altaluk kifejlesztett nyal modellbdl joval rovidebb ey Incx id6tartamot jésoltak (~10 ms).

A human kamrai AP-re kifejlesztett modell [516] platé fazis szinte teljes idGtartama alatt
befelé iranyul6 NCX aramot jésol, viszont toébb kutya modellben [177, 178] az &ramirany
megforduldsa a szamitasok szerint a platd fazis utani id6szakra esik, tehat az NCX az AP
alatt alapvet6en kifelé iranyulé aramot generdl. Bar speciesfiggd eltérések (AP alakja,
Ca®*j és Na'; szintek) fontos szerepet jatszhatnak az adatok szérasaban, azt is figyelemre
méltd, hogy az azonos speciesre (tengerimalacra) kifejlesztett modellekb&l sz&molt adatok
is szignifikansan eltérnek. A szimulaciés eredmenyek ellentmondéasai velhetéen az NCX
aktivitdst dominansan meghatarozé szubmembran Ca®*, és Na“ mozgasok, illetve
dinamikus membranpotencial valtozasok kdvetkezetlen interpretaciojabol adddhatnak.

Az Incx gatlas szimulacidja. Az NCX gatlas AP-ra gyakorolt hatasat illetéen Li és Rudy
[517] arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy magas stimulacios frekvencia esetén Purkinje és
kamrai szivizomsejtekben, az APD rovidilését okozd legfontosabb tényezd az Inka
medialt [Na']; akkumuléacié. Ugyanakkor Purkinje sejtekben az Incx €s Inac is jelentds
szerepet jatszik. Az NCX-KO egér modellben [518] 70%-0s NCX gétlast kovetden a befelé
iranyuld &ram csokkent, az APD kismértékben rovidilt. Egy masik, integralt matematikai
modell [413] azt vizsgalta, jatszhat-e szerepet az akonitin-indukalt aritmidk kialakulasaban
az NCX. A modell az akonitin-indukalt membranpotencial oszcillaciokat megfelel6en
rekonstrualta, de a j6 egyezés a SEA0400 hatas figyelembevételét kdvetéen romlott, ezért
kovetkeztetéseik szerint az NCX gatlas alkalmatlan az oszcillaciok elnyomésara. Sajat
eredmenyeink inkdbb a Weber modell kdvetkeztetéseit timogatjak [29], amelyek szerint az
Incx tulnyomorészt befelé iranyul, a rovIncx idOtartama rovid, és az irdnyvaltds 10 ms-on
bellil bekdvetkezik.

Az ORM-10103 antiaritmids hatékonysaga a re/Incx gatlas kdvetkezménye. Az ORM-
10103 antiaritmids mechanizmusanak tisztazasa céljabol a 44. dbran 0sszegzett kiserletek
célkitlizese a “szelektiv” swalncx gatlas kovetkezményeinek elemzése volt. Az adatok
szerint normal koriillmények kozétt — amikor a Ca®* bearamlést nem stimulaltuk — 10 pM
ORM-10103 nem befolyasolta a -80 mV-nal meghatarozott farokaramot, ami syglncx-nek
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tekinthet6. Ez a megfigyelés latszolag ellentmond a tradiciondlis ramp protokollal mért
eredményeknek (37. &bra /A), és igazolhatja, hogy zavartalan Ca?* ciklus alatt az NCX
gatlasa realisztikusabb informéciét szolgaltathat a gatlas tényleges hatékonysagardl. Ez az
eredmeény segithet a gatldszerek latszolagos, a CaT kinetikajara vonatkozo (38. abra /C)
hatastalansaganak értelmezésében. Ugyanakkor Ca?"; tulterhelés esetén szignifikans fwglnex
gatlo hatast kaptunk (44. abra /A-C), amit az bizonyit, hogy az ORM-10103 markansan
csokkentette az NCX farok&ram forskolin-indukalt ndvekedését. Ez a megfigyelés még
jobban kiemeli a revIncx gatlas jelent6ségét az ORM-10103 antiaritmias hatasaban.

Limitaciok. SEA0400 vs. ORM-10103: A részleges NCX gatlas hatékonysagat a [Na'];
emelkedés okozta Ca?*; terhelés fokozddas aritmogén kovetkezményeinek csokkentésére
az elérhet6 legszelektivebb NCX géatloszerekkel vizsgaltuk. A SEA0400 jol karakterizalt és
meglehetésen szelektiv [241], bar némi Ic, gatld hatdssal is rendelkezik [236], 1 UM
koncentracioban alkalmazva a SEA0400 az els6 szelektivnek tekintheté Incx gatloszer
volt, ezért gyakran hasznéltak. Ma mar elérhet6vé valtak szelektivebb NCX gatloszerek is
hasonloan alacsony ECsg értékekkel (ORM-10103; ECsp: 0.78/0.96 UM, a reverz/forward
Incx-Te) [447, 519]. Az ORM-10103, a Ca®*" haztartds szempontjabdl elhanyagolhatd Iy,
gatlastol eltekintve, még 10 uM koncentracidban sem okoz mérhetd valtozast a tobbi —
féleg a kritikus lc,. — &ramban. Mivel kisérleteinkben nem tudtunk gatlé hatasuk kodzott
Iényeges eltérést kimutatni, a két gatldszert vagylagosan alkalmaztuk.

TX-I1 vs. veratridin: Az el6készitd mérések soran, melyek célja multicellularis mintakban
az optimalis APD nyujtas mértékének meghatarozasa volt, mind az ATX-I1 (2 nM), mind a
veratridin (1 uM) kellGen hatasosnak bizonyult, ezért a kett6t vagylagosan hasznaltuk. Az
egyetlen megfigyelt killénbség a steady-state lassubb beallasa volt veratridin alkalmazésat
kovetben. Ezért el6bnyben részesilt az ATX-11, kivéve a Purkinje-kamra preparatumokat,
melyekben 0.5 uM veratridin is markans AP diszperzi6fokozodast indukalt. Az eltérés oka
vélhet6en az endokardialis szovetminték papillaris izmokhoz képest kissé csokkent ATX-II
érzékenysege. Purkinje rostokon a veratridin szintén jelent0s hatast mutatott.

A sejtszintli CaT mérésekben, a multicellularis prepardtumokhoz hasonloan, ATX-II-t
alkalmaztunk, ami — a veratridinnel ellentétben — a CaT amplitiddjat a lecsengési kinetika
torzulasa nélkil, markansan novelte. A veratridin CaT torzito hatasa nagyobb APD ndvel6
hatasanak kovetkezménye lehet. Bar — ahogyan az a 40. &brén is lathaté — mindkét anyag
alkalmas a Ina. €s revincx KOzOtti szoros csatolds demonstrélasara, az alkalmazott kisérleti
koralmények kozott 1 uM veratridin sokkal jobban megnydjtotta az Iy, lefutasat, ennek
kovetkeztében a ey Incx NOVekedés is nagyobb volt.

6.3.2. Szimulalt iszkémia-reperfuzio

Mivel az NCX kulcsszerepet jatszik a [Ca?']; homeosztazis egyenstlyanak fenntartasaban, a
transzport irdnydban, vagy mértékében bekdvetkez6 koros valtozasok jelentés hatast gyakorolnak a
sziv kontrakcios aktivitasara és elektrofiziologiai paramétereire. A megnétt ., Incx @ fokozatos Cca*
felvétel kovetkeztében [Ca?*]; és [Ca"]sr tulterhelést okoz (pl. iszkémia/reperfuzio), az emelkedett
walnex pedig a fokozatos Ca* vesztés miatt markans [Ca®*]; és [Ca®*Jsr csokkenéshez vezethet (pl.
krénikus szivelégtelenség) [520-522]. Szelektiv NCX gétlas mindkét esetben helyredllithatja a Ca*;
egyensulyt és effektiv védelmet jelenthet a kdros allapot progresszidjaval szemben. Bar korabbi
tanulményok fontos informaciokat szolgaltattak a géatlads kovetkezményeirdl (pl. [422, 523]), az
eredmények megbizhatd értelmezését a hasznélt gatldszerek nem kielégité szelektivitdsabol adodo
bizonytalansag jelentésen nehezitette. Mi a szimulalt iszkémia/reperflziés mérések soran egy Uj
hatéanyagot (ORM-10103) hasznéltunk, mely a SEA0400-nal jobb szelektivitassal rendelkezik és
nem befolyasolja mas, a Ca®" haztartasban fontos szerepet jatsz6 transzporterek aktivitasat [524].
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Iszkémia mértéke. A szimuldlt I/R protokoll egyik kritikus pontja a kell6 mérték( hipoxia
beallitdsa a mérékamréaban. A szivizomsejtek hipoxiés allapotat a [NADH]mit, Valtozasanak
fluorometrias kovetésével igazoltuk. Iszkémia sordn a mitokondriumokban az oxidativ
anyagcseregatlas kdvetkeztében a NADH tartalom jelent6sen megnd, amit a nativ szveti
fluoreszcencia ndvekedése igazol [525]. A maximalis révidtavd [NADH]mito NOvekedés jol
becsillhetd cianid alkalmazésaval; az iszkémia, illetve a cianid kezelés altal indukalt
fluoreszcencia-fokozddas hanyadosa megbizhatéan jellemzi a kialakult intracellularis
iszkémia mértékét. Kisérleteinkben a szimulalt iszkémia &ltal 1étrehozott fluoreszcencia-
novekedés joval kisebb volt a cianid-indukalt névekedesnél (46. abra), tehat a protokoll
sorén az oxidativ metabolizmus markansan csokkent ugyan, de nem volt teljesen gétolt
[526]. Ez az eredmény nem meglepd, hiszen a kamraban az oxigén szint alacsony volt
ugyan, de nem zér6 (32.9 £ 1.6 mmHg). Ezért az altalunk hasznalt szimulalt iszkémia
protokoll sokkal alkalmasabb az infarktusos tertilet széli zondjara jellemz6 ,,low-flow”,
mint a centralis régidban kialakulo ,,now-flow” allapot modellezésére. Mint a 46. &bran
lathatd, a NADH fluoreszcencia az iszkémias periodus végeig az id6atlag felett maradt, és
csak a reperfizio alatt normalizalodott. A fluoreszcencia-intenzitas iszkémiés periodus
soran kialakulo latszolagos csokkenésért vélhetéen nem a bleaching 6nmagaban a felelds,
hiszen idékontroll kisérletekb6l meghatarozott mértéke joval kisebbnek adodott.

A csokkenés bleaching-fuggetlen komponense elvileg két forrasbol sza&rmazhat. Egyrészt a
kamrai pO, vélhet6en igen kozel volt az izolalt, aktiv szivizomsejtekre jellemz6 kritikus
pO; szinthez, ezért a kamrai pO, kisebb valtozasa is a [NADH]mit, markans eltolédasahoz
vezethet. A maésik ok az lehet, hogy mivel a szuperfizids oldat nem tartalmaz glukozt, az
iszkémia soran a szubsztrat-elérhet6ség ugyancsak fokozatosan csokkent, ami a NADH it
tartalom részleges reoxidacidjahoz vezethet. A kérdés eldontésére a hasznalt Kkisérleti
felalldsban nincs méd, mindkét magyarazat érvényes lehet [527].

Ca®'; tranziens. ORM-mel nem el6kezelt szivizomsejteken az iszkémia-indukalt [Ca®"];
felhalmozddas minden jellegzetes kovetkezménye megfigyelhets. A [Ca*]io jelentdsen
megnétt (48. abra /E), és mivel ezzel egyidejlileg a CaT amplituddja kevésbé csokkent (48.
abra /B), a szisztolés [Ca®*]; szintén megemelkedett. A CaT kinetikai paraméterei szintén
valtoztak; felszallé szaranak meredeksége csokkent (48. abra /C); az 50%-0s relaxacio
(RTsp) id6tartama pedig jelentdsen nétt (48. dbra /D). A valtozasok hattere meglehetésen
Osszetett: egyrészt az ATP tartalékok kimerulésével parhuzamosan a SERCA aktivitasa is
lassul, ami az SR Ca®" tartalmanak csokkenéséhez vezet, ezéltal a CaT meredeksége és
amplitudoja csokken; a nyugalmi membranpotenciél depolarizacioja mérsékli a swglnex, a
magas [Na']; noveli a revlnex Nagysagat. A lelassult SERCA és #gNCX aktivitas, valamint
a megndtt revlnex a [Ca?*Tsr csokkenéséhez és egyidejiileg a Ca®* bearamlas fokozddéasahoz
és [Ca”*]; novekedéshez, tovabba az eltavolitandé Ca?*; mennyiségének névekedéséhez
vezet [364, 528]. A reperfzi6 sordn a CaT amplitiddja és meredeksége, illetve (lassan) a
latott felgyorsuldsa mogott valosziniileg a [K']i gyors helyredllasa, ezaltal a membran
repolarizacioja allhat, amely szignifikansan megnoéveli a #gNCX aktivitds hatékonysagat
és serkenti az [ATP]; helyreallasat, ez pedig normalizélja a SERCA aktivitasat. Az RTs
kontroll szint al4 csokkenése a Ca** héztartas reperf(izi6 alatti “overshoot”-jat tiikrozheti
[530]. Normal pO, mellett az ORM-10103 el6kezelés egyaltalan nem befolyasolta a CaT-t
(47. abra), de szignifikans hatast gyakorolt annak I/R-indukalt valtozasaira. Bar ezek a
valtozasok a reperfzié soran valtak szignifikanssa a CaT amplitidoja (48. abra /B) és
meredeksége (48. abra /C) fokozatosan cstkkent. Az amplitidoban megfigyelt csdkkenés
alapjan jogosnak tlinik az az elképzelés, mely szerint a oy NCX-mediélt beat-to-beat Ca**
bearamléas szerepe kritikus a iszkémia-indukélt [Ca*"]sr csokkenés kdvetkezményeinek
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kompenzalasaban. Tovabbi lényeges megfigyelés, hogy ORM-10103 el6kezelés kivédi az
iszkémia-indukalt [Ca®']ip emelkedést (48. &bra /E), valamint az RTso, megnyulasat (48.
abra /D). A reperfizio alatt ezek a parameterek szignifikansan tovabb csokkentek, ami
kozvetlenl alatdmasztja hipotézisiinket, mely szerint I/R soran az NCX blokéad
legjelentGsebb hatasa a Na'i-tultel6dés altal indukalt NCX aktivitasfokozodas igen
hatékony gatlasa [429]. Ezt a kOvetkeztetést a strophantidines kisérletek eredmenyei (49.
abra) még inkabb megerdsitik. A strophantidin az NKA gatlasan keresztil gyorsitja a Na*
felnalmozodast, ami a reverz NCX transzportaktivitds idGtartamat is megnyujtja. Az
iszkémia-indukalt [Ca*]ip ndvekedés csaknem megdupléazddott (51. &bra /E), tovabba a
strophantidinnel nem el6kezelt sejtekkel ellentétben, a reperfuzié alatt tovabb emelkedett.
ORM-10103 alkalmazéasaval ez az emelkedés eredményesen kivédhet6 volt.

Az ORM-10103 egy tovabbi igen igéretes kardioprotektiv hatdsat az 50. abra demonstrélja.
Strophantidinnel nem kezelt szivizomsejteken a CaT variabilitasa mérsékelt (50. abra /A),
ami azt igazolja, hogy az SR Ca*" felszabadulés transzmembran Ca®* fluxusokat modulalé
feedback szabalyozasa jol mikdodik. Ezekben a sejtekben az ORM-10103 nem okozott
szignifikans valtozast a variabilitasban (50. &bra /B,E). Ezzel szemben, a strophantidinnel
el6kezelt szivizomsejtekben a CaT variabilitisa iszkémia, de kulondsen reperfuzié alatt
nagymértéekben fokozodik (50. abra /C), ami direkt bizonyiték arra, hogy a trigger és a
feed-back rendszerek kdzott fennélld finom dinamikus egyensuly felbomlott, ami a beat-
to-beat Ca?* felszabadulas jelentds fluktuaciéihoz és a Ca** homeosztazis instabilitasahoz
vezet [531]. ORM-10103 alkalmazasat kovetden az I/R-indukalt CaT variabilitas-fokozodas
elmaradt (50. &bra /D,F). A kardioprotektiv hatds leginkabb az I/R-indukalt [Ca®'];
emelkedés markans csokkentésével magyarazhatd. Mivel a nagyfokd CaT variabilitast
szokds az aritmia hajlam igen érzékeny, sejtszintli indikatoranak tekinteni [532], az
eredmenyekbél levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az ORM-10103 kezelés vérhatdan
szamottevGen csokkenti a sziv I/R-indukalt triggerelt aritmidinak gyakorisagat.

AP morfologia. Az I/R-indukalt aritmidk altalaban két, egymastol viszonylag fuggetlen
intracellularis mechanizmus egyikével jonnek letre: [Ca?*]; taltel6dés, vagy szarkolemma
depolarizaci6 [523]. A [Ca®]' tlltel6dés az SR Ca** tartalméanak fokozott szivargasahoz
vezet, és igy nagymértékben fokozza a spontén diasztolés Ca®* felszabadulés események
(sparkok) kialakulési val6szin(iségét [429]. A létrejové Ca®*-fiiggd befelé iranyulé aram
(nagyrészt swglnex) serkenti a sulyos kamrai aritmidk kialakulasat [275]. Iszkémia alatt az
APD szignifikansan rovidiil. A markansan megn6tt K*; kiaramlas kovetkeztében létrejové
membrandepolarizacié géatolja a Na* és Ca** csatornék aktivitasat és jelentdsen lassitja a
Ca®"; eltavolitasat [533]. Ezzel szemben, a megemelkedett [Ca2+]iD, a fwdlnex aktivalasaval,
serkenti a Ca®* kidramlast. Végezetill, az ATP szint csékkenése altal aktivalt lxarp) tovabbi
repolarizalé aramot biztosit. A Ca®* és a repolarizalé K* aramfluxusok redisztribuciéja
szubsztanciélisan hozzajarulhat a reperfizio alatti révidtavi APDgy és CaT variabilitas-
fokozodashoz. Normal pO, mellett az ORM-10103 kezelés az AP rovidulését hozta létre
(51. abra /A), vélhetden a fyglnex gatlasan keresztil. Az AP-ben tovabbi valtozasokat nem
lehetett kimutatni. Iszkémia alatt a sejtmembran depolarizalodott (51. abra /B), és a
csucspotencial eltlint; reperfazio soran mindkét parameter normalizalodott. Az I/R-indukalt
AP elvéltozasokkal szemben a szivizomsejtek ORM-10103 el6kezelése nem volt hatékony
(51. abra /C). A kezelés elégtelensége az iszkémias AP valtozasok kivédésére még inkabb
szembet(ng a 52. abran. A lényegesen alacsonyabb AP amplitudo (52. abra /A) és platd
szint (52. &bra /B), a fokozott triangulécié (52. abra /F) és a membranpotencidl markans
depolarizacidja (52. abra /C) az ORM-10103 kezelés ellenére lényegében valtozatlan
maradt, az iszkémia-indukalt APD csdkkenés mértéke pedig nagyobb lett (52. abra /D-E).
Az ORM-10103 kezelés hatastalansaga az AP aritmogén zavarainak kivédésére dsszetett
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[534], az mégis els6sorban a befelé iranyulé Na* és Ca** aramok, illetve a kifelé iranyul6
K" aramok egyensulyatol fiilgg. Az ORM-10103 a késGi egyeniranyitd K* aram gyors
komponensének (lx;) minimalis csokkentésén Kkivil, nincsen hatassal ezekre az aramokra
[524]. Ez lehet az AP szelektiv NCX blokadra mutatott érzéketlenségének elsédleges
magyardzata. Az ORM-10103 egyetlen jotekony hatdsa az AP parameétereire a fokozott
reperfuzio altal létrehozott magas APDgg variabilitas szignifikans csokkentése (53. abra),
ami elsésorban a Ca®*; haztartds fokozott stabilitdsanak koszonhets, ami vélhet6en a
csokkent [Ca?*]; tllterhelés és alacsonyabb [Ca?']ip kdvetkezménye [429].

A szivizomsejtek talélése: A szelektiv NCX gétlas jotékony, a szivizomsejtek I/R-indukalt
karosodasaival szemben kifejtett véd6 hatasanak bizonyitasara az egyik legalkalmasabb
kdzvetlen madszer kezelt és kezeletlen szivizomsejtek tulélési aranyainak 6sszehasonlitasa
(45. &bra). A kisérletekben nem hasznaltunk vitélis festéket, helyette az ugyancsak jol
hasznalhatd, Maddaford és mts. [442] altal leirt csoportositasi modszert alkalmaztuk, mely a
szivizomsejtek tulélését alakjuk és harantcsikolatuk lathatosaga alapjan donti el. Ez a
maodszer tobb elénnyel is jarhat; egyszer(ibb, gyorsabb, a sejtfunkcidkat egyéaltalan nem
befolyasolja, és kell6 gyakorlattal a seriilt vagy elpusztult szivizomsejtek megbizhat6an
megkulonboztethet6k a legfeljebb enyhe kontraktdrat mutatd, tulélé szivizomsejtekt6l. Az
egyertelm(i eredmények igazoljak hipotézisiinket, mely szerint a részleges, szelektiv NCX
gatlas viszonylag hatékonyan védi a sejteket a végzetes I/R-indukalt karosodasoktol. Bar a
kisérletek a védd hatas mechanizmusara vonatkozéan nem nyujtanak informéciét, a védé
hatas val6szin(i magyarazata az lehet, hogy az ORM-10103 a revIncx gatlédséval gétolja az
I/R-indukalt Ca®*; tulterhelés kialakulasat, amely utébbi Ca®**]ip emelkedéshez,
kontraktdrahoz és mitokondrium-funkcio karosodashoz vezethet [[17, 531]. A gatlas tovabbi
pozitiv, a sejtek tulélését elésegitd hozzajaruldsa CaT és az APD stabilizalo hatasa lehet, a
két paraméter I/R-indukalt variabilitas-fokozddasanak gatlasan keresztil [535].

Limitaciok: A 45. abran lathaté adatok elvileg kilonbéznek a 46-53. abrakon 6sszegzett
adatoktol. A “tuléleési” kisérleteket ugyanis ,teljes” sejtpopulaciokon végeztik — a kisérlet
kezdetén a ROI kivélasztasanak egyetlen lényeges kritériuma az volt, hogy a latotérben
nagyrészt viszonylag ép, a feszlltségstimulusra ritmusosan 0sszehizodo sejtek legyenek.
Mind sajat adataink (45. abra), mind a kordbbi irodalmi adatok [536] egyértelm(en
igazoljak, hogy a szivizomsejtek jelent6s része nem éli tul a szimulalt iszkémia protokollt,
hanem — leginkabb a reperflzio soran — elpusztul. Mivel az ezaltal befejezhetetlen, egyedi
sejteken végzett kisérletekb6l paraméterértékeket soha nem szamoltunk, minden sejtszintdi
adat (NADH, CaT, AP) egy jol behatarolt sejtcsoportbdl — a taléld sejtekbdl — szarmazik.

6.4. Az NCX, NHE és NCX+NHE gétlas antiaritmias hatasainak 6sszehasonlitadsa
patkanysziven regionalis I/R modellben

Kiindulopont. Az akut I/R szivkarosodasok magas mortalitdsanak egyik leggyakoribb oka
életveszélyes kamrai aritmiak kialakulasa. Ezek hatterében igen gyakran a Na'; és Ca®*;
homeosztazis zavarai allnak, amelyek Na*; felhalmozédashoz, Ca®'; tilterheléshez és
posztiszkémias kamrai aritmidk kialakuldsdhoz vezetnek [296]. Az adatok szerint ezek a
koros folyamatok szorosan kapcsolddnak a SL két létfontossagu iontranszportere, a pH; és
[Ca?*]; homeosztazis szabalyozasaban kulcsszerepet jatsz6 NHE és NCX tulmiikddéséhez
[257, 537]. A Kiserletek tobbségében ezek barmelyikének géatlasa jelentGsen csokkentette a
kamrai aritmidk gyakorisdgat és/vagy sulyossdgat [276, 538-540]. Ezért jogos lehet az az
elképzelés, hogy e transzporterek aktivitasanak normalizalasa farmakoldgiai eszkdzokkel
perspektivikus stratégia lehet a reperfuzié-indukalt aritmogenezis megel6zésére. Az NHE
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géatlast, mint kardioprotektiv, antiaritmias kezelést, klinikai tesztekben mar Kiprébaltak, de
rutinszer( klinikai hasznélatat jelentésen neheziti, hogy az igéretes kisérleti eredményekkel
szemben, a gatlas hatékonysagéara Kklinikai vizsgalatok soran kapott adatok meglehet6sen
ellentmondasosak [439]. Mivel a human adatok nem meggy6z6ek, logikus a feltételezeés,
hogy az NHE gétlas 6sszekapcsolasa egy masik, ugyancsak kardioprotektiv beavatkozassal
javithatja annak antiaritmias hatékonysagot. Bar az NHE gétlas kiegeszitese egyidejlii NCX
géatlassal kétségkivil elvileg fontos lehetéség, ezt a lehet6séget még nem vizsgaltak.

Az NHE-vel ellentétben az NCX - az I/R-indukalt aritmogenezis patomechanizmusaban
jatszott kiemelked6 szerepe ellenére — csak az elmult idG6szakban exponalddott, mint
lehetséges farmakologiai célpont [541]. A késlekedés egyik oka az lehet, hogy mig
rendelkezésre allnak jol karakterizalt, szelektiv NHE géatldszerek, a szelektiv NCX gétlas
terapias hatdsossaganak értékeléset a legutdbbi idokig akadalyozta a hatékony és specifikus
gatloszerek hianya, amibél kifolydlag a korai kisérleti eredmények értelmezése sokszor
megbizhatatlannd valt [236]. Az NCX szivbetegsegekben alkalmazott farmakologiai
modulaciojanak eredményességere vonatkozd adatok hianyanak masik oka a transzporter
komplex és igen kevéssé tisztazott fiziologias szabalyozésa; egyrészt mindkét iranyu
transzportaktivitasa elengedhetetlen a szivizomsejtek fizioldgids miikodéséhez, mésreszt
barmely iranyu transzportaktivitdsanak zavara szivbetegseégek kialakuldsdhoz vagy
progresszidjdhoz vezet [537, 542]. Izolalt, Langendorff-perfundalt patk&nysziveken végzett
Kisérleteinkben részletesen elemeztiik két NCX géatldszer, a viszonylag szelektiv SEA0400
és a szelektivebb ORM-10103 hatékonysagat reperfuzié-indukalt aritmiakkal szemben. A
SEA400 antiaritmias hatésaira vonatkozo kevés Kkisérleti adat ellentmondasos, bér
nagyrészt pozitiv [275, 276, 413, 543], mig ORM-10103 adatok csak rovid ideje — sajat
laboratériumunkbol — elérhet6k [244, 544, 545]. A SEA0400 mérsékelt LTC csatornagéatlo
hatassal rendelkezik [236], az ORM-10103, bar minimalis lx, gatl6 hatasa van, a Ca**
homeosztazis fontos transzportereinek aktivitasat egyaltalan nem befolyésolja A cariporid
kivalo szelektivitassal rendelkezik, mas fontos ioncsatornakra nem hat [546, 547]. Végs6
soron az NCX gatlas antiaritmias hatékonysagat jelent6sen a két pleiotrop hatas egyike
sem modosithatja. Az NCX gatloszereket 6nmagukban, vagy az NHE gatldval egyidejlileg
alkalmaztuk. Munkahipotézisiink szerint NCX és NHE gatldszerek egyideji alkalmazésa
képes jelentésen fokozni azok kilén-kilon mutatott antiaritmias hatékonysagat.

Kisérleti modell. Uj hatéanyagok antiaritmias hatékonysaganak tanulmanyozéséra gyakran
alkalmaznak Langendorff-perfundalt izolalt sziv modelleket [548]. Az altalunk hasznalt
protokoll Iényege a baloldali arteria descendens (LAD) leszoritasaval létrehozott révid (10
perces) regiondlis iszkémia, és az ezt kdvetd, ugyancsak révid (30 perces) reperfazio. A
modell elénye, hogy rovid id6tartam alatt, jol definialt kérilmenyek kdzott vizsgalhatd egy
adott hatéanyag antiaritmias hatékonysaga. A modell mind a tulélés, mind a normal sinus-
ritmus helyreélladsa szempontjabol kritikus aritmiatipusa a kamrafibrillacio (VF). Kontroll
szivekben, beavatkozas nélkil, a kamrafibrillacio kialakulasi valoszinlisége — ahogyan azt
Kisérleteink soran mi is tapasztaltuk (54. és 56. abrak) — altaldban kiemelked6en magas,
csaknem 100% [538], és bar tranziens VF peridédusok is gyakran megfigyelheték, a legtdbb
esetben a VF, ha egyszer kialakul, spontdn nem szlinik meg; a fibrillalo sziv nem képes a
sinus-ritmus helyreallitasara [549]. A kisérletek soran a kamrafibrillacion kivil halmozott
extraszisztolék (ES) es kamrai tachykardia (VT) is rendszeresen kialakultak.

Az NHE gatlas hatékonysaga: Az NHE gatlas antiaritmias hatékonysagat szamos
munkaban vizsgaltak. In vitro és in vivo modellekben cariporid preiszkémias alkalmazasa
szignifikdnsan csokkentette az I/R-indukalt aritmogenezist [547], viszont posztiszkémiés
alkalmazasa esetén, bar mind a VF gyakorisagat, mind a halalesetek szamat csokkentette, a
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mortalitds nem valtozott szignifikansan [418, 538, 550]. Sajat, cariporid preiszkémias
alkalmazasaval nyert eredmeényeink is az el6kezelés markans antiaritmias hatékonyséagarol
tanuskodnak, és tamogatjak az analog vizsgalatok kdvetkeztetéseit [435, 539, 540, 551]. Mint
a 55-58. &brakon lathatd, a cariporid szignifikansan ndvelte a normal sinus-ritmus
id6tartaméat és — az ESp kivételével — csokkentette az 0sszes aritmia paraméter ertékét.
Antiaritmias hatékonysaga kiemelked6en magas volt a reentry tipusd VT és a VF esetében
is; alkalmazasat kdvetéen mindkét aritmia tipus csaknem teljesen megsz(int. A nagymérvi
anti-VF és anti-VT hatékonysag hattere nem teljesen tisztazott. Irodalmi adatok szerint a
reperfuzio korai fazisadban a fokozott NHE aktivitas fokozza az APD rovidileéset, s ezéltal
fokozottan érzékenyiti a szivet a reentry tipusd aritmidkra. Az NHE gatlésa a sziv aritmia
érzékenységét markansan csokkenti [552], ezenkivil gyorsitja az AP terjedéset és csokkenti
az iszkémia-indukalt AP diszperzio fokozodasat [553], vélhetGen elsGsorban a sejtek
elektromos szétkapcsolasanak késleltetésével. Mivel az AP diszperzid ndvekedése kritikus
tényez6 a VT és a VF kialakulasaban és fennmaradasaban, az AP-terjedés gyorsitasa és a
diszperzid csokkentése fontos tényez0i lehetnek a gatloszer anti-VT és anti-VF hatasanak.

Az NCX gatlés antiaritmias hatékonysaga. Eredmenyeink szerint a SEA0400 antiaritmias
hatékonysaga nagymértékben fiigg az aritmiatipustol. Alkalmazasaval a triggerelt aritmiak
(ES) gyakorisaga és id6tartama (57. abra) markansan csokkent, de a blokad hatékonysaga
az aritmiamentes SR periddusok hosszndvekedésére, a VF és VT kialakulasanak gatlasara
és idétartamuk csokkentésére mérsékeltnek bizonyult (55. és 57. &brdk). Az ORM-10103
és a SEA0400 szerkezete erGsen kulonbozik, az ORM szelektivitasa joval nagyobb [244].
Antiaritmias hatasaikat 6sszehasonlitva lathat6, hogy az ORM-10103 mérsékelten, de a
SEA0400-nal kissé jobban ndvelte az aritmiamentes periédusok id6tartamat (55. abra), és a
SEA0400-t0l eltéréen, csokkentette a VF és VT gyakorisagat es id6tartamat is (56. és 58.
abrak), a triggerelt aritmidkkal (ES) szemben viszont kozel azonosan hatékonyak (57.
abra). Bar az eltérések a kisérletek tobbségében egyértelmiiek voltak, a nagy szdrasok
miatt standard statisztikai eljarasok alkalmazasaval nem bizonyultak szignifikansnak.

A gatlas reperflzié-indukalt aritmiakkal szemben latott aritmiatipus-fliggé hatékonysaga
komplex; ellentétes kovetkezményekkel jard tényezdk kolcsdnhatasanak ereddjétdl fugg. A
triggerelt aritmiakkal szembeni hatékony védelem, mint korabbi vizsgalatainkban, most is
els6sorban a revIncx géatlasdhoz kothetd, melynek kovetkeztében a reperfizié-indukalt Ca?*;
(taDterhelés szignifikdnsan csokken [222, 423, 554]. Ezzel szemben a géatlas hasonldan
jelentds védd hatasanak hianya a két masik aritmia tipus (VF és VT) vonatkozasaban azt
mutatja, hogy ezek kialakulasénak és fennmaradasénak megel6zéséhez, a Ca?*; tilterhelés
csokkentésén kivil a fokozott reentry-aktivitas elnyomasa is alapvet6 fontossagu [543].

Kisérleti modellinkben kontroll szivekben az aritmia-id6tartamban kiemelked6en a VF
részesedése volt a legnagyobb, ami a farmakolégiai vizsgalat kimenetelére dont6 befolyast
gyakorolt. Eredetét tekintve a VF komplex, reentry tipusd aritmia; kialakuldséban és
fennmaradasaban az AP fokozott diszperzidja és a nyugalmi potencial I/R-indukalt térbeli
és/vagy id6beli heterogenitasa kritikus tényez6. Mivel azonban az NCX gatlas kevéssé
alkalmas a sziv szubsztrat-dependens aritmiakkal szembeni védelmére, az NCX gétlas igen
mérsekelt anti-VF hatékonysaga logikus. Ezenkivil, mivel ebben az aritmia modellben az
iszkémia rovid és nem teljes, a [Ca*']; iszkémia alatti és reperfiziot kovetd emelkedése
viszonylag mérsékelt, ugyanakkor erésen heterogén. Ebb6l kdvetkezden a revIncx
aktivalasa valdszindleg szintén mérsekelt, de heterogén; az NCX gatlas hatasa a sejtek I/R-
indukalt [Ca®']; (tal)terhelésére, a stlyos, tartds iszkémiaval szemben, nagyon egyenl6tlen.
Masrészt, mindkét NCX gétldszer csokkentette a lokalis, karosodott régiokban kialakulo
Ca®*-fiiggd (triggerelt) aritmiak gyakorisagat. Ez a csokkenés dsszhangban van az irodalmi
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adatokkal, melyek az EAD-ok és DAD-ok mértékének hatékony csokkentésérél szamoltak
be [275]. Az NCX gétlas szignifikans antiaritmias hatasa elsésorban olyankor varhato,
amikor a [Ca*']; emelkedése nagy és/vagy a Ca’*; és/vagy Ca**s tdlterhelés tartés (pl.
nagy tertleten kialakuld, teljes, vagy krénikus iszkémia esetén).

Kombinalt NHE + NCX gatlas antiaritmias hatékonysaga. A vizsgalat legvaratlanabb
eredménye, hogy NCX gatldval egyidejlleg alkalmazva a cariporid nem kepes az NCX
gatlassal énmagaban elért antiaritmids védelem javitasara, s6t a kombinalt NCX + NHE
gatlas hatékonysaga altalaban jéval kisebb volt, mint az 6nmagaban alkalmazott cariporid
hatékonysaga. A normal SR periédusok id6tartamara a SEA+CAR kezelés hatasa
ugyanakkora volt, mint a SEA0400 hatdsa Onmagéaban, s6t, ORM+CAR egyiittes
alkalmazasat kdvetden a paraméter értéke az ORM-10103 hatasahoz képest még csokkent
is (55. abra). A kapott eredmények mindkét NCX gatlé és mindharom aritmiatipus esetén
hasonldak: NHE gatlo + egy NCX géatlo egyidejli alkalmazdsa nemhogy nem javitotta, de
inkabb rontotta az NCX gatlészerrel kapott mérsékelt antiaritmias hatast. Mig az egyedi
gatloszerekkel nyert eredmények teljesen logikusak, a kombinaciokkal végzett kiseérletek
eredmeényei meglepdnek tlinnek. Barki azt varhatnd, hogy a kombinalt gatlds antiaritmias
hatéekonysaga meghaladja, de legaldbbis eléri barmely résztvevd egyedi hatékonysagat. Az
a varatlan megfigyelés, hogy a cariporid 6nmagaban szignifikdnsan magasabb antiaritmias
hatékonysagot mutat, mint egy NCX gétldval egyuttesen alkalmazva, azt mutatja, hogy
ezekben a csoportokban az NCX gatlas limitalo tényez6. A korlatoz6 hatas oka nem
vilagos és tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel. Mindazonaltal, a latott jelenség logikus,
de hipotetikus és leegyszer(sitett magyarazata a kdvetkezé lehet. Az adott protokollban a
cariporid antiaritmids hatasa az NCX gatlas szinergikus hatasaval jelent6sen mar nem
fokozhatd, mivel mind az NHE, mind a ,NCX gétlasa megfelel6 védelmet nydjt a [Na'];-
indukalt [Ca®*]; emelkedéssel szemben. Ezt a feltételezést alatamasztjak az NCX gatlés és
a kombinalt NCX+CAR gétlas csaknem megegyezd eredményei.

A cariporid csokkend hatékonysadganak magyarazata vélhetéen az aritmogén szubsztratra
kifejtett jotékony hatdsanak inaktivacioja; a kombinalt csoportokban az NCX géatloszer
egyedi anti-antiaritmias hatdssal ellensulyozta a cariporid AP diszperzid-fokozodast gatlo
hatasat es helyreallitotta a sziv reentry-aritmia érzekenységét. Az indirekt proaritmias hatas
nyilvanvaléan nem jelenik meg, amikor a cariporidot énmagaban alkalmazzuk. A cariporid
hatas eltlinése (,,loss of action”) a SEA0400 és ORM-10103 szignifikans fwglncx gatlé
hatasanak direkt kdvetkezménye lehet. Az eredmeények lattan ugyanis nagy biztonsaggal
feltételezhet6, hogy 6nmagaban alkalmazva a cariporid anti-VF hatasa a térbeli és/vagy
id6beli heterogenitas fibrillacié kivaltasahoz szlikséges kritikus szint ald csokkentésében
nyilvanul meg. Ezért a walncx egyidejii gatlasa, mivel ilyenkor a sejtek Ca®* ciklusanak
normalizéséhoz sziikséges Ca*; eltavolitd transzportaktivitas géatlodik, a heterogenités
noveléséhez vezethet, s igy jelent6s ellenkez6 irdnyd hatést fejthet ki. Ez a hatas azokban a
szivizomsejtekben, melyekben az iszkémia szintja alacsony és igy a [Ca®*]; terhelés kisebb,
vélhetden sokkal kevéshé jelentds, mint azon sejtekben, amelyekben a [Ca®']; emelkedés
jéval nagyobb. Masrészt, az NHE gatlas hatasa normalis, nem iszkémias miokardiumban
nem jelenik meg, mivel normal pH; esetén az NHE nagyreszt inaktiv. Ugyanakkor az NCX
gatlés kétségteleniil befolyasolja a Ca?*; héztartast, valamint az AP kinetikajat, de az
iszkémias és nem iszkémids miokardiumban valo6szindileg eltér6 hatasfokkal. Ezért a
gatloszerek kombinalt hasznalata esetén a masodlagos swalnex Qatlas a heterogenitas
csokkentése helyett annak fokozddasdhoz vezet, végs6 soron a kritikus szint folé névelve
azt, s ezéltal nagyrészt semlegesiti az NHE gatlas igen hatékony VF-gatlo hatasat. A
hipotézis érvenyessegének igazolasahoz természetesen tovabbi kisérletek sziikségesek.
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Limitaciok: A Kisérleti protokoll fontos limitacidja, hogy a gatlészereket csak egyetlen
koncentracioban alkalmaztuk. Bar t6bb koncentracié hasznalataval a gatlas hatékonysaga
mellett annak koncentracid-fliggese is jol jellemezhet6, egyetlen, optimalisan valasztott
koncentracié is jol hasznalhaté informéciét szolgaltat a gatlas hatékonysagardl. Sok
hasonld vizsgalatban is egyetlen koncentraciot alkalmaztak egy 0j hatéanyag I/R
karosodasokat gatldé hatasanak jellemzésére [277, 555-559]; a gatlas koncentracid-fliggését
nem elemezték. Ezért meggy6z6désiink, hogy adataink igy is informativak. Hangsulyozni
kell azonban, hogy az optimalis koncentracid kivalasztasa kulcsfontossagu ahhoz, hogy az
adatok reprezentativak legyenek. Ezért a hatdanyagok alkalmazott koncentracidit kilénés
gonddal allapitottuk meg — els6sorban az NCX gatlok vonatkozasaban.

Az adatfeldolgozés masik lenyeges limitacioja, hogy tartésan szabalytalan szivritmus (VT
vagy VF) esetén a reperfizio soran a hemodinamikai paraméterek korrekt meghatarozasa
nehezebb, vagy megvaldsithatatlan. Ezért valamennyi, a reperfuzids fazisra meghatérozott,
a 2. tablazatban 6sszegzett hemodinamikai adat olyan szivb6l szarmazik, amelyben nem
alakult ki tartos aritmia, vagy a leolvasas két aritmias periodus kodzott, sinus-ritmussal
jellemezhetd &llapotban tortént. Ez a kiértékelési gyakorlat, bar értékes informécidkkal
szolgdl, szisztémas hibat okozhat, ezért ezeket az adatokat kvalitativnak kell tekinteni.

A harmadik limitacio, hogy mivel az ES és VT periddusok gyakorisag és id6tartam értékeit
befolyasolja a VF-mentes id6tartamok hossza, redlisabb adatok nyerése érdekében a kapott
Osszid6tartamokat a VF-mentes dsszid6tartamokra normaltuk. Bar az id6tartamra normalt
értéekek nem tekinthet6k teljesen fuggetlennek, biztosan pontosabb becslést adnak a ket
aritmia tipus VF-mentes periédusokban varhatd gyakorisagara és id6tartamara.

Szelektiv NCX gatlas — mégis perspektivikus kardioprotektiv stratégia lehet?!

Bar az igéretes experimentalis adatokkal szemben a masik kritikus iontranszporter, az NHE
gatlasaval kapcsolatos klinikai eredmények nem kielégitéek, ennek sok oka lehet, tobbek
kozott az alkalmazott gatlészer nem optimélis hasznalata. Mindazonaltal, elvileg az NHE
blokdd kombinacidja masik kardioprotektiv beavatkozassal joval eredményesebb terapias
stratégiat jelenthet. Példaul, az egyidejli NHE és NCX géatlas — megfelelé kombinacidban —
mindenképpen érdekes és perspektivikus, tovabbi vizsgalatokat igényl6 lehet6ség, de jelen
tudomasunk szerint, sajat — bar ellentmondasos eredmenyekhez vezeté — tanulmanyunkat
megel6zben, vagy azéta, hasonld vizsgalatra nem kerllt sor. Ugyancsak perspektivikus
stratégia lehet az NCX és/vagy NHE gatlads kombinacidja LTCC, foszfolamban, esetleg a
mitokondrialis PTP gétlasaval. Akut Ca** tlltel6dés kivédésére igéretes probéalkozés lehet
a rwdlnex fluxus szelektiv gyorsitasa, de ilyenkor a fokozott diasztolés depolarizacio és a
triggerelt aritmiak kialakul&sa potenciélis veszélyt jelenthet. Végil mindenképpen érdemes
a gyogyszerfejleszték figyelmét felhivni a KB-R7943-hoz hasonl6 farmakoldgiai profillal
rendelkezd, de annal jéval szelektivebb rIncx gatloszerek viszonylag megbizhatdan
megjésolhaté magas hatékonysagara Ca**; tulterhelés-indukalt karosodasok kivédésében.

6.5. Osszegzés - kovetkeztetések

Vizsgéalataink eredményeit attekintve meggyézddéssel allithatjuk, hogy a celkitlizésekben
feltett kérdések dominans részére sikerilt elfogadhatd, logikus vélaszt talalnunk. A Ca®*-
fligg6 K* aramokkal kapcsolatban megallapitottuk, hogy fiziologias korilmények kozétt a
kamrai szivizomban az Isk-ax Szerepe lényegében elhanyagolhatd, ezzel szemben fokozott
Ca”*; terhelés esetén az Ik, jelentdsége a terminalis repolarizaciéban és a repolarizacios
rezervben szignifikansan né.
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Vizsgélataink kiterjedtebb részének célja a Ca®*-fliggd szivbetegségek kialakulasaban és
progresszidjaban sokszor kritikus szerepet jatsz0 NCX miikodésének és szabalyozasanak,
illetve a szelektiv NCX gatlas, mint egy uj, perspektivikus, antiarritmias és kardioprotektiv
stratégia varhat6 hatékonysaganak elemzése és alkalmazasi nehézségeinek felderitése volt.
Megallapitottuk, hogy a régcsdlokban tapasztaltakkal szemben, fizioldgids korilmények
kozott egészséges (illetve nem karosodott) szivizomsejtekben az NCX magas szint( gatlasa
sem befolyéasolja a Ca?*; homeosztazis mlikodését, viszont a vart j6tékony pozitiv inotrép
hatas sem alakul ki. Megéllapitottuk, hogy a szelektiv NCX gétlas effektiven kivédi vagy
csokkenti az Iy, aktivalas kovetkeztében, vagy iszkémia/reperfizio soran kialakul6 koros,
fokozott revIncx aktivitas altal indukalt Ca”*i-talterhelést, a tulterhelés-okozta aritmogén
Ca’*-spark aktivitas fokozddast, illetve triggerelt aritmiakat, tovabba szamottevéen javitja
a sejtek tuléleset. Ugyanakkor a gatlas antiaritmias hatékonysagat behatarolja, hogy nem
vedi ki a nyugalmi membranpotencialban és az akcios potencialban kialakul6 aritmogén
eltolodasokat. Veégil Iényeges megfigyelés, hogy az elmult idészakban gyakran hasznalt,
de kevéssé szelektiv SEA0400 és az Ujabb, szelektivebb ORM-10103 hatésai 1ényegében
megegyeznek, ami visszamendleg validalhat szdmos korabbi megfigyelést és megfontolast.

Mindazonaltal tisztdban vagyunk azzal, hogy a feltett kérdésekre altalunk megfogalmazott
valaszok messze nem tekinthet6k kébe vésettnek, és azzal is, hogy szdmtalan igen fontos
informécio még egyaltalan nem érhetd el. Ezért valamennyi vizsgalt kérdeskorben tovabbi
Kisérletes és ,,in silico” munka szlikséges az 0sszefiiggések mélyebb elemzése, a kisérleti
eredmények minél eredményesebb gyakorlati, esetleg klinikai felhasznalasa céljabol.

KUTATASAINK JELENTOSEGE, TAVLATAI

MENNYIT ER?

A Medline ugyan nem vélaszol kdzvetlenil erre a kérdesre, de segit jozannak maradnunk.
Ha begépelem ezt a keres6sz6t, calcium: 509 488 publikacid valik elérhetévé. Ha azt, hogy
calcium+heart: 54 216; arrhythmia: 202 966; arrhythmia+heart: 128 919 (2015-11-28).
Valamennyi publikécid 6sszes szerz6je mély meggy6zddéssel allitja, hogy munkaja fontos.
En is. Lehetséges, hogy igazunk lesz. Mennyire? Valaszt ra a jelen nem, csak a jové adhat.
Addig is reménykedem: talan hozzajarultam egy csavarral a gépezethez.

MERRE TOVABB?

Egy kutatd ne probaljon 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. Sokat kell tenni, hogy elromoljon. Sajnos ez egyre gyakrabban sikertl.

Népességiink ~ 50%-a sziv és érrendszeri betegségben hal meg — a kettd elvalaszthatatlan.
Az orvostudomany, bar a fejl6dés kétségkivil driasi, folyamatosan Iépéshatranyban van. A
Ca®*; homeosztazis id6- és térbeli komplexitasa, a parhuzamosan zajlé folyamatok nagy
szama és kritikus szerepe, illetve a vizsgalati és terapias modszerekkel szemben tamasztott
igények sziikségszer(i maximalizmusa kiiléndsen nehézzé teszi az NCX(Ca?*)-dependens
szivbetegségek ,,egyszer( és végleges — ...a teespoonful sugar and...” jellegli gydgyitasat.

A magam részér6l sokkal jobban hiszek az okos megel6zésben. Nem én talaltam ki, de én
is vallom: egészséges életmod, raciondlis etkezes, mindennapos mozgas és — mindennél
inkdbb — az els6 szamu 6nellenség a stressz maximalis kiiktatasa. Természetesen kellenek
tovabbi eszkdzok: génhiba korrekcio, beépithetd eszkdzok, mdsziv, végil, de nem utolsd
sorban: Ujabb gydgyszerek es gyogyszerkombinaciok. Talan még NCX modulatorok is.
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7.

1/a)

1/b)

2/a)

2/b)

2/c)

3/a)

UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Ujszertinek tekinthetd tudomanyos eredményeinket az alabbiakban foglaljuk 6ssze.

Bér az SK2 csatornaprotein mind kutya, mind patkédny szivizomban expresszalddik,
multicellularis preparatumokban, fizioldgias kérilmények kozott, az akcids potencidl
apaminra nem érzékeny még jelent6sen gyongitett repolarizacios rezerv mellett sem.
Kamrai szivizomsejtekben SK-AS aram magas [Ca’*];i mellett sem mérheté.

Kutya kamrai szivizomsejtekben az Ix; szignifikansan nagyobb magas [Ca?'];, mint
alacsony [Ca?']; mellett, fiziologias CaT esetén is. A CaMKII szelektiv gatlasa kivédi
a [Ca®]i-emelkedés indukalt 1x; novekedést. A [Ca’*], emelését kdvetben az lu
gatlds APDgy nyUjté hatasa és az AP triangulacioja szignifikansan nd. Hasonlo
irdnyu, de joval mérsékeltebb valtozasok jonnek létre huméan miokardiumban. A
[Ca®] emelkedést kovetSen az Ik, relativ hozzajarulasa a kamrai repolarizaciés
rezervhez ugyancsak jelentésen nd.

Kutya kamrai szivizomsejtekben normoxias kortilmények kozott az NCX géatlas nem
mértékében. A gétlas a RyR2 csatorndk Ca’* leadasat/felvételét, illetve a kontraktilis
proteinek Ca?*-érzékenységét sem maodositja. A [Ca*']; mérsékelt emelkedése viszont
szignifikansan csokkenti a gatlas hatekonysagat.

Patkany kamrai szivizomsejtekben normoxias kortlmények kozott NCX gatlas
hatdsara a CaT amplitaddja és a sejtrovidulés mérsékelten, de szignifikansan nd,
ezzel egyidejlleg csokken az Ic, . amplitiddja és az aram 50%-0s inaktivaciojahoz
sziikséges idGtartam.

Az alkalmazott vizsgalati korilmények 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 es kovetkeztetest.

Kutya kamrai szivizomsejtekben az In,, aktivaciojat kovetéen mind a revIncx, mind a
swalnex NG, de a nettd toltéstranszport alig valtozik; szelektiv NCX géatlas nem
befolyasolja sem az aktivalt Iy, nagysagat, sem az Iy, -indukalt APDgy megnyulas
sem a swalnex-€et reprezentald farokaram nagysagat, de hatékonyan kivédi a magas
[Na']i altal indukalt . Incx fokozddast és szignifikansan csokkenti a forskolin-
indukalt swalnex NOvekedést.

3/b) Strophantidin provokaci6 esetén szignifikansan emelkedik a diasztolés Ca** sparkok

szdma, de szelektiv NCX gétlassal ez a ndvekedés szinte teljesen kivédhetd.
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4/a)

4/b)

5/a)

5/b)

5/c)

5/d)

Szimuldlt iszkémia/reperfazié modellben, reperfuzié alatt, strophantinnal nem kezelt
szivizomsejtekben (low-flow iszkémia modell) a CaT amplitudoja és meredeksege,
valamint az RTso NCX gétlas hatdsara szignifikansan csokken; a gatlas az iszkémia-
indukalt [Ca?']ipo emelkedés nagysagat szignifikansan csokkenti.

Strophantinnal elGkezelt sejtekben (no-flow iszkémia modell) az iszkémia-indukalt
[Ca*]ip emelkedés joval nagyobb mérték; reperflzié alatt a [Ca*']ip Végig magas
marad, tovabba a rovid tava CaT variabilitds is szignifikdnsan né. Szelektiv NCX
gétlés hatésara az I/R indukélt drasztikus [Ca®*]ip emelkedés nagyrészt eltlinik és a
variabilitas jelent6s fokozodasa is elmarad.

Az I/R indukalt nyugalmi potencial, APD és rovidtava APD variabilitas valtozasokat
az NCX gatlas legtdbbszor egyaltalan nem befolyasolja, esetenként csokkenti, de
soha nem védi ki, vagy nem csokkenti jelentdsen.

20 perces mérsekelt iszkémia soran (low-flow modell) a szivizomsejtek nem
szenvednek irreverzibilis karosodast, az elpusztult sejtek szama minimalis; a 15
perces reperfizio soran viszont a kezeletlen sejtek 71%-a karosodik (kontraktdra).
Ezzel szemben az ORM-10103 kezelt sejtek minddssze 47%-a szenved karosodast.

Regionalis I/R protokoll alkalmazasa esetén az izolalt, perfundalt patkanysziv
el6kezelése NCX vagy NHE gatldval, 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.

Az NCX aktivitas gatlasa csak kissé ndveli a sinus-ritmussal jellemezhet6 periédusok
id6tartamat; nem befolyéasolja, vagy csak mérsékelten csokkenti a VF és VT
periddusok relativ id6tartamat és kialakulasuk gyakorisagat; ugyanakkor a gatlas
markansan csokkenti az ES epizddok gyakorisagat, és atlagos id6Gtartamat.

Az NHE gatlés szinte minden aritmia parameéter vonatkozasaban hatékonyabb, mint a
szelektiv. NCX gatlas; egyetlen kivétel a halmozott ES-ek relativ id6tartama.
Kildndsen nagy az eltérés a reentry jelleg( aritmiak vonatkozasaban.

Ha az NCX inhibitorral egyidejlleg NHE gétldszert is alkalmazunk, az nemhogy nem
javitja, hanem sokszor rontja az NCX gatlas amugy is igen mérsékelt antiaritmias
hatését.
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KOSZONETNYILVANITAS

Kdszonettel tartozom gimnaziumi tandraimnak, akik szakmai tudasa és emberi hozzaallasa inditott
el ezen a palyan. Kiléndsen osztalyf6nokdmnek és magyar tanaromnak Gartner Evanak, illetve
matematika és fizika tandaraimnak, Herczeg Janosnak és Hubert Gyorgynének, kikt6l nemcsak a
tantargyukkal kapcsolatos atfogd tudast, de életszemléletet, problémamegoldd gondolkodast és
munkammal szembeni igényességet is tanultam. Készénom kivilik valamennyi kivaléd egyetemi
tanaromnak, hogy a magas szintli ismeretek dataddsan kivil hozzdsegitettek az igényes
tudomanyos gondolkodas és kisérletes munka alapjainak elsajatitasahoz.

Halas koszonettel tartozom Prof. Kovach Arisztidnek, els6 munkahelyi vezetémnek, hogy fizikus
[étemre lehet6vé tette bekapcsoléddsomat az orvostudomanyi kutatasok sdrijébe,
megszerettette velem az élettant és folyamatosan segitett tudomanyos elGrehaladdasomban.
Koszonettel tartozom Déra Eors, Ligeti Laszlé és Koller Akos professzoroknak, Dr. Nadasy
Gyorgynek, Dr. Gildnyi Magdolnanak, Dr. lkrényi Kornélianak, Dr. Ivanics Tamdasnak, Dr. Ruttner
Zoltannak, Dr. Batkai Sandornak, Németh Gyulanak, és minden budapesti kollegdmnak, akik
segitették tudomanyos vagy oktatdi tevékenységemet.

Oszintén halds vagyok Paul C. Johnson professzor Urnak, aki arizonai tanulmanyutam alatt volt
vezetém és mentorom, aki ismeretlenil szavazott bizalmat nekem, és akitél talan a legtobbet
tanultam a tudomanyos kisérletes munka, publikaciés tevékenység és kooperaciés kapcsolatok
minden vonatkozdsaban. Haldsan koszéném maastrichti kooperaciés partnereim, Robert S.
Reneman, Dick Slaaf és Ger van der Vusse professzorok rendkiviil hasznos és elGremutatd
tanacsait, illetve kiilféldi utazasaim és kongresszusi részvételeim tamogatdsat.

Klalénosen halas vagyok Prof. Varré Andrasnak, kutatdsvezetémnek és jelenlegi munkahelyem
igazgatdjanak mindazért, amit értem tett. A lehetGségért, hogy egy nehéz pillanatban
maximalisan mellém allt és tdmogatott tudomanyos palyam Gjrainditasaban, hogy lehetévé tette
6ndllé laboratdrium kialakitdasat, munkacsoport szervezését, és minden lehetséges mddon
segitette tudomdnyos tevékenységemet. Oszintén halds vagyok Papp Gyula akadémikus drnak
sokoldali tamogatdsdért és biztatasdért. Koszonettel tartozom Dr. Jost Norbertnek, Dr. Virag
Laszlénak, Lepran Istvan, Végh Agnes, Hegyi Péter professzoroknak, Sebdk Zsuzsannanak,
Molndrné Zsuzsanak, Girst Gabornak és valamennyi szegedi munkatarsamnak tamogatasukért,
ami nagymértékben hozzdjarult itt végzett kutatdmunkdm kiemelkedé eredményességéhez.
K6szonom Prof. Bari Ferenc dékan urnak, hogy bevont Intézetének oktatasi tevékenységébe.

Haldsan koszénom Dr. Kékesi Violetta docens asszonynak folyamatos tdmogatdsat és
felbecsilhetetlen segitségét a disszertacid 6sszedllitasaban és véglegesitésében. K6szondém Gabor
Timea bioldgus munkatdrsamnak az értekezés befejezéséhez nyuljtott 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
hallgatémnak, akik szakmai elkotelezettsége és szorgalma nélkilozhetetlen volt a dolgozatba
foglalt eredmények eléréséhez.

Koszonetet mondok Prof. Nanasi Péternek, Dr. Banyasz Tamasnak, Dr. Szentandrassy Norbertnek
és valamennyi debreceni partneremnek a sikeres kooperaciékért és gyakorlati segitségiikért.

Halas vagyok feleségemnek Martanak, tirelméért, lemonddasaért és feltétlen tdamogatdsaért,
amivel sokat segitett tudomanyos palyafutdsom nehéz idGszakaiban. Koszonettel tartozom
szlileimnek, akikt6l emberi tisztességet és @szinte szeretetet tanultam, testvéremnek és
lanyomnak, akik mindig, minden korilmények kozott tamogattak és akik folyamatos biztatasa
nélkil még rogosebb lett volna szamomra a kutatoéi palya.
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