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1. Tartalmi 6sszefoglald

Hattér: A szivizomsejtek Ca®*-héztartaséban a Na'/Ca?*-exchanger (NCX) az egyik
legfontosabb Ca?* eltavolité mechanizmus (forward NCX). Kisebb mértékben a sejtek
Ca’*-mal val6 feltoltésében is szerepe van (reverz NCX). A szelektiv NCX-inhibitorok
fontos farmakologiai eszk6zok az NCX (pato-)fizioldgiai szerepének kutatdsaban, és a
terapias lehetéségek felderitésében. Kisérleteinkben az NCX-inhibitorok feltételezett Na®-
fliggd hatasait vizsgaltuk.

Modszerek: Kisérleteinket kutyaszivbdl izolalt kamrai és pitvari szivizomsejteken
Az NCX aram-fesziltség karakterisztikdjat EGTA-val pufferelt intracellularis oldat
jelenlétében +50 mV-tol -100 mV-ig terjedd fesziiltség-ramp protokoll alkalmazésaval
regisztraltuk. A sejtek kontraktilitasat és az intakt Ca’*-haztartas esetén mérhetd NCX-
aramot 1Hz-es frekvenciaju fesziltségimpulzusok alkalmazasaval mértik. A kontrakcidkat
a kisérlet soran rogzitett video-fajlok szoftveres analizisével értékeltiik. Az NCX gatlasara
SEAO0400-at és ORM10103-at hasznaltunk.

Eredmények: Kutya kamrai és pitvari sejteken a SEA0400 1 puM koncentracioban
jelentésen gatolta az NCX reverz (+40mV) és forward (-95mV) iranyt miikodését. A
gatlas mértékét a [Na']; 20 mM-rél 50 mM-ra torténé ndvelése nem befolyasolta sem
kamrai sem pitvari sejtek esetén. Intakt Ca®*-haztartds mellett 5 mM [Na']; és negativ
fesziltség impulzus (-10mV) esetén 1 uM ORMI10103 a teljes protokoll alatt az inward
irany dramot csokkentette, amit a sejtkontrakcid erdsddése, azaz pozitiv inotrép hatés
kisért. Ezzel szemben 20 mM [Na']; és pozitiv fesziiltség impulzus (+30mV) esetén az
ORM10103 az impulzus alatti aramot inward iranyban novelte, ami outward &ram
gatlasara utal. A sejtkontrakcid ezzel parhuzamosan jelentdsen gyengiilt.

Megbeszélés: Az NCX-gatlas Na'-fiiggését nem tudtuk bizonyitani, még extrém magas
[Na']; esetén sem. A gatlas Na'-tol valo fuiggetlensége arra utal, hogy a latszélagos Na*-
fiiggé hatasok valojaban a Ca®'-héztartds aktudlis egyenstlyanak eltéréseit tiukrozik.
Fokozott forward NCX miikodés esetén a Ca’*-efflux gatlasa pozitiv inotrép hatsu, mig
fokozott reverz NCX miikodés mellett a Ca®*-influx gatlasa negativ inotrép hatast
eredményez. Ennek nagy jelentdsége lehet a terapias alkalmazhatdsag szempontjabol, mert
szivelégtelenségben a Ca®*- és Na'-haztartds egyensllya eltér a normalistdl, ezért
szivelégtelenségben az NCX-gatlas kovetkezményei is eltéréek lehetnek.



2. Bevezetés

2.1 ANa*/Ca*" ioncseréld funkcidja a szivizomsejtekbe

A Na'/Ca®* (tovabbiakban NCX) ioncseréld és az 4ltala bonyolitott ioncseréld
mechanizmus, jellemz6 az emlés6k majd minden sejtjére. A fent emlitett ionpumpat és
funkciogjat szivizomsejtekben, korilbelul negyven éve azonositottdk, (Reuter and
Seitz,1968) egyik mérésiik soran, mikor a kiaramlé Ca®* ionok koncentraci6 fiiggését
vizsgaltak, meghatarozott bels6 ion osszetétellel rendelkez6 szivizomszoveten.

Kés6bb kideriilt, hogy az exchanger harom Na* iont cserél ki egy Ca?* ionra, (Reeves
and Hale 1984) hozzajarulva a membran depolarizalizaciojahoz, melynek hatasara az
elektromos ingerilet képes tova terjedni a szivizomszoveten (Kimura et. Al, 1986).
Tovabbi kutatasok eredményeibdl, arra lehetett kovetkeztetni, hogy az ion pumpa
mitkodése kétirany: Ca®* efflux esetén (forward miikodés), befelé iranyulé deporalizalé
ion &ram (inward aram) lép be a sejtbe, mig a pumpa forditott iranyn miikodése esetén Ca?*
influx torténik (reverz mitkodés), az ionok kifelé aramlanak a szivizomsejtekb6l. Ezen
eredmények ismeretében kijelenthetjlk, hogy az NCX fesziiltség fliiggé tulajdonsagokkal is
rendelkezik, melyek szoros kapcsolatban allnak a setjmembran pillanatnyi elektromos
potencidl értékével, tovabba az ionpumpa aktivitdsat erdsen befolyasolja a transzportalt
ionok elektrokémiai gradiense is, (DiFrancesco and Noble 1985) ebbdl kovetkezik, hogy
bonyolult id6zit6 szerepe van a szivciklus lezajlasaban (Luo and Rudy 1991). Az
exchanger szabalyozasaban részt vesznek az altala transzportalt natrium és kalcium ionok
is, alloszterikus modon serkentik vagy csokkentik az aktivitasat (Miura and Kimura 1989;
Hilgemann et al., 1992; Weber et al., 2001).

A NCX exchanger protein felépitése magyarazatot ad a sokrétli ionszabalyozo
mechanizmusra. A fehérje kilenc transzmembran domainbdl all, melyek a transzporter
régio kialakitasaért feleldsek, a Na és Ca®* jonok altal torténd intrinsic szabalyozast, pedig
a nagy intracellularis hurok teszi lehetdvé (Nicolli et al., 1999; Matsouka et al., 1997).

Szivizomsejtekben a legfontosabb funkci6ja, a Ca?* homeosztazis és a sejteken belili
Ca®* szint szabalyozasa, a szivizomzat ritmikus dsszehlzédésa és elernyedése soran. A
membran depolarizacié esetén (Na'-aram), elészor a T-tipust kalcium csatornak nyilnak

meg, és a befelé aramlé kalcium ionok gyorsitjdk a depolarizacio folyamatat.



Depolarizécios kiisz6b esetén az L tipusti Ca®* csatornak nyilnak ki, az utdbbi sejtbe juté
Ca’* 4ram véltja ki a Ca®*-indukélta Ca**-felszabadulast a szarkoplazmatikus retikulumbol.
Az akciospotencial kezdetekor a NCX exchanger kozremiikddik a Ca®* influx
kialakitasaban (NCX reverz iranya mukodés), mig a membranpotencial pozitiv, és az
intracellularis Ca** szint alacsony. Az Ca’" ion koncentraci6 novekedésével a
szarcoplazmatikus retikulumbol is Ca®* ionok szabadulnak fel, majd a NCX exchanger a
Ca®" ionokat kifelé pumpalja a sejtbdl (forward mikodés). A Ca’* tranziens megsziinése,
harom egymassal azonos iddben lezajlo folyamat eredménye. (Bers, 2001). Az ionok
megkozelitdleg 70-90%-4t a Ca’*ATP-4z visszapumpélja a sarcoplasmaticus reticlumba, 7-
30%-4t az NCX szallitja ki a szivizomsejtb8l és a maradékot a lassi Ca®* iontranszport
rendszer jutatja ki, a mitokondrialis Ca®* transzport vagy a sarcolemmallis Ca**-ATP-az
segitségével. Az allandé Ca®* egyenstly steady state allapothoz kézeli fenntartésa a sejten
beliill megkdveteli, hogy a Ca®* influx és efflux mértéke megegyezzen eltérd fizioldgis
korilmények kozt is, elkeriilve a sejt Ca®*hianyos, illetve taltsltott allapotat.

A NCX ionpumpa sokrétli funkcidjanak vazlatos ismertetése utan, meg kell jegyezni,
hogy a fentebb emlitett funkciok nagyban fuggenek a kisérleti korilményektél és a
kisérletek soran hasznalt allatfajoktol, melyeken az adott méréseket végezték. Példaul
vitatott az ionpumpa szerepe a Ca?* altal kivaltott Ca®* kibocsatasban (CICR) és ezéltal a
systolés Ca®* tranziens kialakitasaban és szivizom kontrakcioban. (Weisser-Thomas et al.,
2003). Altalanosan elfogadott, hogy az ion pumpa forward miikodés esetén kalciumot
tavolit el a sejtbdl, mégis a tudomanyos eredmények ismeretében, a mechanizmus ¢és az
eltavolitott ion mennyiség eltérd volt pathologias és fiziologias korlilmények esetén, illetve
a kisérleti allat fajatol is fliggott (Bassani et. Al., 1994; Bers, 2000). Tovabba gyakran
merulnek fel olyan hipotézisek, melyek eddig még ismeretlen funkcidit taglaljak az NCX-
nek, mint példaul a sokak &ltal javasolt Ca®* pufferelést a citoplazmatikus Ca**
héztartasban (Hilgemann, 2004). A Ca*" haztartas szabalyozasaban és a szivciklusban,
mind fizioldgidsan, mind pathologiasan betoltott szerepe és az emiatt felmeriild Gjabb
megvalaszolatlan kérdések miatt a NCX-szel sok tanulmany és kutatds foglakozik

napjainkban (Reuter et al., 2005; Dipolo and Beague, 2006).
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1. dbra. Az NCX mint fehérje és elhelyezkedése a membranban. (Forrés: Bers 2000)

2.2 A szivizomsejtekben lévé NCX farmakologiai jellemzése

Az iontranszport mechanizmusanak szabalyozasanak megismerésében, mind
fiziologias, mind pathologias kisérletes koriilmények kozt a legkézenfekvobb mod, az
iontranszporter szelektiv blokkolasa. Azonban, ez egészen mostanaig lehetetlen volt
hatdsos és a csatornara specifikus inhibitorok hianyaban, habar szamos farmakoldgiai
hatdanyag képes gatolni az NCX-et, de ezek hasznélata nehézkes, mivel més transzport
rendszerekre, illetve ioncsatornékra is hatast fejtenek ki. Példaul szivizom preparatumokon
hasznalnak a Ca** homeosztazis tanulmanyozasara amilorid analégokat, (Brown et al.1991)
de, ezen szarmazékok gatoljak a fesziltség fiiggé Ca’* csatornakat is, ezért az NCX
esetében alkalmazva, ez a tény neheziti az ionpumpa tényleges szerepének leirasat a
kalcium homeosztazisban. Mas hatéanyagok, mint a bepidril és az amiodarone
(antiarrythmids szerek), vagy a tetracaine (lokalis fajdalomcsillapitd szer), szintén képesek
blokkolni az NCX-et, de ismételten ezek a molekuldk nem szelektivek és magasabb
koncentracidban fejtik ki blokkold hatdsukat, mint azt az elsédleges hatds érdekében
hasznaljak (Watanabe et al., 2006). Szamos két ¢és haromértékli kation szintén képes
gatolni az NCX-et, leginkdbb az Ni?* iont hasznaljak az NCX-aramok azonositaséara
elektrofizioldgiai kisérletekben. Altaldban csak ezek a nem-szelektiv ionok és molekulak
hasznélatosak szubcellularis rendszerekben és kisérletekben, ahol az NCX nagyjabdl

elkiilonithet6 a tobbi ioncsatornatol.



Ennek ellenére az Gjonnan felfedezett hatasos és szelektiv NCX gatlok nagy elére
Iépést jelenthetnek a NCX kutatés terliletén, eme molekuldk alkalmazésaval az ion pumpa
szerepe megvizsgalhatd intakt sejteken, szOveteken fizioldgias korilmények kozott
(Watanabe et al., 2006; Bouwman et al., 2006, Iwamoto et al., 2004). Széles kdrben kezdik
alkalmazni az egyik legszelektivebb NCX géatlét, mely egy anilin szdrmazék: (2-[4-[(2,5-
difluorophenyl)methoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline), a SEA0400 koddal jelzett vegyulet
(Tanaka et al., 2002, Matsuda et al., 2004, Watanabe et al. 2006). A kdzelmdltban a
Farmakologiai Intézetnek sikerllt megszerezni az ORM10103-mal torténé kisérletezés

jogét is, mely vegyllet eddig latszolag a legszelektivebb NCX gatl6.
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2. dbra. A SEA 0400 molekula szerkezete. (Forras: Tanaka et al, 2002)
2.2 Az NCX gatlok terapias lehetoségei

Az elmult években szamos tanulmany kimutatta, hogy az NCX gatlasa hatasos lehet,
természetesen kisérletes koriilmények kozt, a szivproblémak kezelésére, megeldzésére. A
tanulmanyok szerint az NCX-nek szerepe van a szivizomszdvet ischémias k&rosodasaban.
Az intracellularis Na* felhalmozddas ischémias szévetben kedvez az ionpumpa reverz
miitkodésének, mely intracellularis Ca** ijon felhalmozédéshoz vezet, mely a sejtek
karosodasat, késObb pusztulasat okozza (Imahashi et al., 1999, Murphy et al., 1999). Ennek
fényeben feltételezhetjik, hogy az NCX gatlasa kiilonboz6 hatdanyagokkal,
kardioprotektiv hatasokkal birhat. Ezt az elméletet bizonyitani latszik, hogy a SEA0400
csokkentette az ischémia kdvetkeztében elhalt terlilet méretét patkany és nyudl sziven, ezt a
hatast nagyobb méretii kisérleti allatokon, kutyan és sertésen is megfigyelték (Takahashi et
al., 2004, Inserte et al., 2002). Ezeket a megfigyeléseket szdmos tanulmany tamasztja ala
(Higihara et al., 2005, Namekata et al., 2005, Feng et al., 2006), igazolva, hogy a
megelézésben szerepet jatszik az NCX reverz modjanak géatlasa, igy kikiszébolve a
sejthen illetve szovetben a Ca?* felhalmozddast, mely terépias felhasznalasat is lehetdvé
tenné a szelektiv NCX gatldknak (Lee et al., 2005).
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Az NCX forward mikddesi modja szintén okozhat pathol6gids eseményeket a
szivizomszovetben, példaul Un. korai vagy kés6i utddepolarizaciot okozva a szivben,
mialatt az intracellularis Ca®* szint emelkedik. Az indukalt utédepolarizacié szintén
arrhythmiat okozhat. Ezt az elméletet tamasztja ala, hogy a SEA0400 képes elnyomni a
digitalisz &ltal kivaltott arrhythmiat (Nagasawa et al., 2005), és hatdsosan csokkentette a
korai utodepolarizéciot kutya sziv izomsejtjein (Nagy et al., 2004).

A legtobb patholdgias eseményt a myocardialis szévet Ca** taltdltddése okozza,
példaul az elhaldsos terlleteket (nekrozis szivinfarktus esetén), nem megfelelé mértékii
szivizomdsszehlzodast (kontraktilis-relaxacids zavarok) és arrhythmiat. Ezen tények
fényében, hatasos terdpiés eljaras lehet ezen megbetegedésekre a szelektiv NCX gatlok

alkalmazasa és ezaltal a kalcium homeosztazis szabalyozéasa.

3. Célkitiizések

A bevezetésben taglalt, Xenopus Laevis oocytdiban expresszalt NCX esetén, két
kiilonbozé Na* koncentréacidval végzett kisérletekben, a SEA0400 hatasossaga az outward
NCX- aramokra jelentésen csokkent alacsony 25 mM intracellularis Na* koncentrécid
esetén (Lee et al., 2004). Ezen eredmények alapjan az NCX kutatoi altalanosan elfogadjak,
hogy a SEA0400 hatasa fligg az intracellularis Na koncentraciotdl. Tudomasunk szerint,
azonban intakt szivizomsejteken ezt még nem bizonyitottak.

Ezen eredmények ismeretében kisérletes kortlmények kozott szerettik volna az
NCX-inhibitorok, leginkabb a SEA0400 és ORM10103 feltételezett Na'-fiiggd hatasait is
megvizsgalni, kiilonbdzé intracellularis Na® koncentraciok esetén. Fesziiltség-ramp
protokollal kivaltott NCX-aramon mérjik a SEA0400 NCX-gatlo hatasat, 20 és 50 mM
[Na']; mellett, annak eldontésére, hogy a gatlas mértékét befolyasolja-e a Na szint.

Dolgozatom mésodik célja annak elemzése, hogy az intakt Ca®* haztartassal
rendelkezé sejtek esetén az NCX gatlas kovetkezményeit, els6sorban a sejtek
kontrakcidjat, hogyan befolyasolja az aktudlis feszlltség protokoll és az intracellularis

Na*-szint.



4. Anyagok és médszerek

4.1 Kutya kamrai szivizomsejtek izolalasa

A szivizomsejteket szegmens perfuzidés maodszerrel izolaltuk (Magyar et. al. 2000).
10-20 kg koruli allatokat altattunk el. Az &llatok altatasa intravénasan torténik, 10mg/kg
SBH-Ketamin és 1mg/kg Primazin keverékével. A mellkas felnyitasa utan a szivet gyorsan
el kell tavolitani.

A tulaltatott kutya szivet jégen elékészitve kapjuk. Az egész sziv helyett, csak egy
meghatarozott szoveti teriileten izolalunk sejteket. A modszer szempontjabol elonyds, ha a
Kivalasztott kamrai teriilet siirin erezett, a jobb perfizids paraméterek miatt. Legcélszeriibb
az aorta circumflex korali terlletet hasznalni a sejtek izoldlasahoz. A Kkivagott
szivizomszdvetet Langendorf perfuzios készilékre helyezzik. Megkeressik az aorta
circumflex szajadékat, majd egy periferias vénakanilt helyeziink bele. A szdvet darab
elmozdulasat, illetve esetleges leesését meggatolandd, a branult sebész csipesz és pean
érfogo segitségével hozzaodltjiuk az érhez és a szdvethez. Az izolalas soran a szovetet 37C°-
on tartjuk, az izolaciés oldatokat pedig oxigenizaljuk. Az enzimes emésztés utan, a
pericardiumot oll6 segitségével levagjuk, alatta talalhatoak az izolalt sejtek. A megfeleléen
emészt6dott részeket sziird-pihenteté oldatba helyezzik, majd allni hagyjuk. A Langendorf
perfazios protokoll részletei: 1.) Mosas: 250 ml izolaciés Tyrode + 250 pL 1M Ca?* Hepes
10 perc. 2.) Mosas: 250 ml izolaciés Tyrode + Hepes milanyag edényben 10 perc. 3.)
Izolalas: izolaci6s Tyrode + 50 uL 1M Ca** + par csepp BSA + enzimek (Oldva 81,2 mg
whortington kollagendz és 5 mg proteaz.) 20 percig. A protedzt a 15. percben kell hozza
adni. 5.) Szirés: 200 ml izolaciés Tyrode + 200 mikro liter 1M Ca®* 2x mosés. 6.)
Pihentetés: 50 ml izol4ciés Tyrode + 50 pL 1M Ca?* + BSA, 15-20 perc.

Eszkozok: OllOk, Csipeszek, Pean érfogo,Vénazo kanul, Sebésztii és fonal,Pasteur
pipetta, Automata pipetta, Langendorf perflizios késziilék, Uveg és milanyag f6z6 poharak
kiilonb6z6 trtartalommal.

Anyagok és oldatok: 1 | Izolaciés Tyrode Ca** mentes, 1 M CaCl, oldat, BSA, 5 mg
Proteéz, 81,2 mg Kollagenaz.



4.2  Kutya pitvari szivizomsejtek izolaldsa Chunk madszerrel.

Az allat clékészitése az el6zbekben ismertetett modon zajlik. Csipesz és olld
segitségével levagjuk a pitvarokat, majd gyorsan Ca®* mentes izolaciés tyrodba helyezziik.
A szOvet darabokat oxigenizaljuk, 37 C°-on, folyamatos razatés soran, izoléciés tyroddal
mossuk. Az enzimes emésztés sordn, 0-5-10-15 percenként 10 ml mintat vesziink a
feliiliszobol és lecentrifugaljuk. A mintakat hiitészekrényben 4C°-on pihentejik. Az
izolacios protokoll kovetkez6d: 1. Mosas: izolacios Tyrode-val 3x 10 perc. 2. Izolalas: 50
ml Ca®* mentes izolaciés Tyrode + 5 mg proteéz és 20 mg kollagenaz Ossz. 35 perc. A 20.
és 25. percnél az oldatba mériink 5-5 mikroliter 90mM Ca®*-t. 4. Sejt ellenbrzés
mikroszkoppal. 5. Masodlagos emésztés soran centrifuga csévekbe 10 ml bepipettazunk a
feluliszdébdl, 0-5-10-15. percenként. 6. Centrifugazas: A levett sejteket 500 fordulat/perc-
en 3 percig centrifugazzuk. 7. A lecentrifugézott oldatok felulUszéjat atpipettazuk a
pihenteté oldatba. (50 ml izolacios Tyrode és 25 mikroliter Ca®*). 8. Pihentetés
hiitészekrényben 4C°-on 10 perc.

Eszkozok: Fecskendd, Tik, Csipeszek, Ollok, Bonctal, Fézépoharak kiilonb6zo
trtartalommal, Pasteur pipettdk,Automata pipetta, Centrifuga csévek, Mikroszkép Zeiss
Axiovert 100, Magneses keverd, Centrifuga Hermle Z 300, Hiitdszekrény.

Anyagok és oldatok: Tiopental, Heparin, CaCl, 90 mM, lzolaciés Tyrode 500 ml,
Proteaz 5 mg, Kollagenaz 20 mg.

Tyrode oldat Osszetétele: (2 Literhez grammokban mérve) NaCl 7.6, HEPES 1.43,
KCI 0.4, KH,PHO,4 0.16, MgSO, 0.3, Gliikéz 4, NaOH pH 7.2.

Cs-Aspartat pipettaoldat NCX aram mérésére (20 ml-hez mg-okban): Asp-acid 319.5
és EGTA, CsOH 167.9, TEACI 33.1, HEPES 47.7, MgATP 50.7, MgCl 22, CsOH pH 7.2

beallitasara, NaCl 5-50 mM, kivant mennyiségben a kész pipettaoldathoz adni.

4.3  Patch clamp mérések

Az izolalt sejteken torténd méréseket patch clamp technikéval végeztiik. A sejteket a
késziilékhez tartozd, Ca** tartalm( oxigenizalt Tyroddal feltsltstt csiszolt (iveg talkaba
pipettazzuk. A Tyrodot folymatosan aramoltatjuk, a sejteket. A szivizom sejtek szdmaéra
fiziologias maghémérsékletet 40-42 C°, a készulékhez tartozd termosztattal biztositjuk. A
pipettakat borszilikat Uvegkapillarisokbol hdzzuk, Sutter Instrument co. Model p97 63-as

program, automata pipettahdzoval. A hizas utan, az elkészilt pipettdkat a jobb seal-
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ellendlléas érdekében Micro ForgeMF 830 készilékkel polirozzuk. A pipették ellenéllasa a
pipetta oldattal torténd feltoltés utan atlagosan 2,5 Ohm. A megszurt sejtnél megvarjuk,
mig az ellenallas 1-2 Ohm-ot névekszik, majd egy Ovatos szippantassal gigaohm-seal-t
kapunk. A sejtet 1,5 V-0s ingerléssel (zap) és ismételt szippantasokkal nyitjuk ki. A sejt
stabilizalédasa utdn a méréseket WinWCP v.4.0.9. (John Dempster, University of
Strathclyde, Glasgow) patch clamp programmal régzitjik. Az intakt Ca?*-héaztartas
Kisérleteiben a sejtek kontrakcidit kameraval és digitalizald kartyaval video-fileként
rogzitjik, amit utolag CellContract mozgas analizal6 programmal eértékelink (Szépe
Tamas, SZTE Miiszaki Informatika Tanszék).

A mérési protokollok részletezéset lasd az eredmények fejezetben. A kapott mérési
eredmények kiértékeléséhez Excel 2003 tablazatkezel$ programot hasznaltunk. A Kisérleti
allatok kezelése mindenben megfelelt a hatalyos térvényeknek és az SZTE Allatetikai

Bizottsaga jovahagyasanak. Engedelyszam: X111./1211/2012.

5. Eredmények

5.1 A SEA0400 NCX-gatlo hatasanak fiiggése a pipettaoldat Na*-koncentraciojatol

Dolgozatom els6é kisérletsorozataban a SEA0400 NCX-gatlo hatdsat vizsgaltam. A
sejtek egyik csoportjaban a pipettaoldat Na'-koncentréaciojat 20, masik csoportjaban pedig
50 mM-ra aéllitottuk, hogy teszteljuk azt a hipotézist, amely szerint  magasabb
intracellularis Na* koncentracio esetén a SEA0400 gatlo hatasa nagyobb mértékii lehet. Az
NCX-aramot folyamatos dram-fesziilség karakterisztika forméajaban regisztraltuk.

A 3. abran egy eredeti regisztratumot abrazoltunk, amelyen az alkalmazott
feszlltség-ramp és annak hatasara létrejovo teljes membran-aram lathatd. A teljes
membran-arambol 10 mM NiCl, altal kigatolt aram-komponensként definialjuk az NCX-
aramot, melyet réviden Ni-szenzitiv aramként emlitink. Megjegyzendé, hogy a K'-
aramokat és a Ca”*- és Na'-aramot mar a kontroll alapoldatban levé Cs, nisoldipin illetve
lidokain eleve gatolja, ezért biztosak lehetiink abban, hogy a Ni*-szenzitiv &ram
gyakorlatilag a valédi NCX-aramnak felel meg. Az abran lathato, hogy az aram-fesziltség
gorbét a SEA0400 jelentdsen csokkenti, majd a Ni* hozzdadéasa utan marado aram jelenti
az egyéb, nem specifikus aramokat. A SEA0400 gatl6 hatasat a Ni* szenzitiv aram %-aban
adtuk meg, az aram-fesziiltség karakterisztika két pontjan elemezve a kilonbségeket: a

reverz NCX miikodést (nettd pozitiv, outward aram) +40 mV-on értékeltik, a forward
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NCX miikodést (nettd pozitiv, outward aram) pedig -95 mV-on. Fontos megjegyezni, hogy
a kisérleteket randomizélva végeztik, az esetleges szisztematikus hibak kikiiszobolésére.

100 pA

500 ms -100 mV

3. &bra. Egy eredeti patch clamp felvétel az NCX-aram mérésérél. A fels6 abra mutatja az
NCX éaramot, melyet Ni-szenzitiv aramként hatarozunk meg. A NiCl, alkalmazéasa utan az
NCX-aram eltlinik, ehhez a 100 %-0s gatlashoz viszonyitjuk a SEA hatasat. Az als6 &bra

mutatja az alkalmazott feszultség protokollt.

Az intézet MTA-SZTE, Keringésfarmakologiai  Kutatocsoport  korabbi
kozleményeibdl tudjuk (Birinyi et al, 2005), hogy 20 mM intracelluldris Na® esetén
mekkora mértékiit NCX gatlast latunk 1 mikroM SEA hatasara, ezért ebben a csoportban
csak néhany merést végeztink, a korabban kapott atlagos gatlas ellenérzésére. Mivel a
jelenleg kapott ertékek a korabbi méréseknek megfeleltek, ezért az 50 mM-os csoportban
prébaltam inkabb tobb kisérletet elvégezni. A 4. abran lathatjuk a pitvari sejteken tortént
értékelheté mérések eredményeit. A 4. dbrdn 1 uM SEA0400 kutya pitvari sejteken mért
gatlo hatasat abrazoltuk. A reverz és forward NCX-mikodésre kifejtett gatlo hatast kiilon
értékeltiik, +40 mV-on illetve -95 mV-on. Az abran lathato, hogy nem volt kilonbség az
elért gatlasok tekintetében a két kiilonbozé Na* koncentracio esetén, sem a reverz, sem a
forward NCX miikodés tekintetében.
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Az 5. dbra mutatja a kutya kamrai sejteken tortént sikeres kisérletek eredményeit. A
kutya kamrai sejteken nagyon hasonlé eredményeket kaptunk. Mind a gétlds nagysagat
tekintve, illetve abban a tekintetben is, hogy nincs kilénbség a 20 mM és az 50 mM-os

csoportban, sem a reverz, sem pedig a forward iranyban mérhetd gatlas tekintetében.

Kutya pitvari sejtek

100 -
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20 A +40 mV -95 mV +40 mV -95 mV
0- Na 20 mM Na 50 mM

4. abra. A pitvari sejteken kapott NCX-gatlas eredményei, 20 és 50 mM
intracellularis Na* koncentracio mellett. Lathato, hogy 50 mM Na* mellett a gatlas mértéke
sem a reverz, sem a forward NCX miikodés esetén sem nagyobb, mint a 20 mM Na™ esetén

mért értékek.

A pitvari és kamrai sejteken mért NCX-aramok denzitasanak (aram-denzitds: a
sejtben mért &ram nagysdga osztva a sejt kapacitiv. membran fellletével, tehat
mértékegysége pA/pF) dsszehasonlitasat nem vegeztiik el, mert dnkontrollos kisérleteket
végeztink, tehat ugyanazon a sejten mértik az NCX aramot, kontroll oldat esetén, majd
pedig a SEA0400-at tartalmaz6 oldattal, és az igy kapott %-os gatlasra voltunk kivancsiak.
A pitvari és kamrai sejtek NCX-aram denzitdsanak 6sszehasonlitdsdhoz joval nagyobb
kisérleti elemszamokkal kellett volna dolgoznunk, de jelen Kkisérleteinkben ezt az

0sszehasonlitast nem céloztuk meg.
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Kutya kamrai sejtek
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5. abra. A kamrai sejteken kapott NCX-gatlds eredményei, 20 és 50 mM
intracellularis Na* koncentracio mellett. Lathato, hogy 50 mM Na* mellett a gatlas mértéke
sem a reverz, sem a forward NCX miikddés esetén sem nagyobb, mint a 20 mM Na" esetén

mért értékek.
5.2 Az NCX-gatlas kovetkezményei intakt Ca-haztartas esetén

Dolgozatom kévetkezd részében ismertetem az intakt Ca’*-homeosztazis mellett
végzett kisérleteket. El6ljaréban megjegyzendd, hogy az egyes Kisérletekben mért
aramokat nem éatlagoltuk 0ssze, mert minden egyes sikeres kisérletben méas és mas az
dramok denzitasa. Foleg a Ca**-4ram és az NCX-aram aranya az, ami fontos az aktuélis
Ca®*-egyenstly szempontjabol. Ezért ezen aramok atlagolasa helyett megprébaljuk minden
esetben az adott aram-denzitasok mellett értékelni a latott valtozasokat.

A 6. abran lathatd aram felvétel esetén a Na'-aramot -40 mV-os impulzussal
aktivaljuk. Ezutan az aram gyorsan inaktivalodik, igy a protokoll tovabbi részén mar nem
kell szémitani arra, hogy a Na‘-a&ram megjelenik. Kozvetleniil ezutan a Ca?*-aramot
aktivaljuk 0 mV-os fesziiltséggel. Léthat6, hogy a Ca®*-4ram gyorsan aktivalodik, majd
inaktivalodik, de egy fenntartott része megmarad az impulzus ideje alatt. Végil a
fesziltség visszatér -80 mV-ra, ezt holding potencidlnak nevezzik. Ezen a negativ
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potenciélon jelenik meg az NCX farokaram, amely azt jelzi, hogy az NCX Ca®*-ot tavolit
el a sejtbol.

Fontos kihangsGlyozni, hogy amikor latszélag jelentSs csokkenést latunk a Ca?*-
aramban az ORM10103 hozzaadasa utan, akkor valdjaban biztosak lehetiink abban, hogy
nem a Ca?*-aram csokkent (részletes magyarazat alabb). Pufferelt Ca**-haztartas esetében
ugyanis, amikor a Ca®*-4ramot nem koveti Ca**-tranziens és igy NCX-aram aktivacié nem
torténik, tehat amikor tisztan a Ca®*-aramot mérjiik, akkor az ORM10103 nem csokkenti a

Ca®*-4ramot (Farmakologiai Intézet biralat alatt levé kozleményébdl).

500 H
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6. dbra. 5 mM belsé Na* mellett torténd, Ca**-aramot és NCX-aramot kivaltd patch clamp
protokoll (az abra alsé részén). JAl lathatd a -40 mV-on aktivalodo Na-aram, a 0 mV-on
aktivalodé Ca**-aram, majd a protokoll végén az NCX farokaram. Az ORM10103 hatésat
a jelolt trace mutatja.

Az elsd kisérletben (6. abra) 5 mM volt a pipettaoldat Na* koncentracioja, az
alkalmazott feszultség protokoll pedig -40 mV, 0 mV majd -80 mV holding potencial volt,
melyet a regisztratum also részén lathatunk, a felvett aramokkal megegyez6 iddskalan. A
kisérlet kezdetén néhany perc stabilizalodasi idét hagyunk, ezért a sejt Ca®'-haztartasa
egyensulyban van, ami az egyenletes kontrakciokbdl is lathatd. A kontrakcidkat video-
fileba rogzitettlik a kisérlet ideje alatt, a file-t utdlag értékeltiik a CellContract programmal.

Az egyenletes kontrakciok és aramok beallasa utan a sejthez 1uM ORM10103-at adtunk,
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és 3-4 percet vartunk a hatas beallasaig. A 6. abran lathatd, hogy a 0 mV-os potenciélon a
teljes inward aram jelentdsen csokkent, és kismértékli csokkenést latunk az NCX
farokaramban is. Ezzel egyidejileg a sejt kontrakcidi viszont megndvekedtek, vagyis

pozitiv inotrop hatast tapasztaltunk.

gttt ML

5 sec

(dnkényes egyséq)

Sejtrévidules

7. dbra. Az ORM10103 pozitiv inotrop hatasa (a 6. abran szerepl6 sejtrél egyidejiileg
késziilt kontrakciok, ORM10103 el6tt és utan).

A 8. &brén lathato kisérletben eltéré fesziiltségprotokollt alkalmaztunk (+30 mV), és
a pipettaoldat Na" koncentracidjat 20 mM-ra allitottuk, ezzel eldsegitettiik az NCX reverz
iranyu miikodését. Néhany perc stabilizalodas utan az 1lpuM ORMI10103-at a sejthez
adtunk, és 3-4 percet vartunk a hatas beallasdig. Az els6é kisérlethez képest a
legszembetlinébb eltérés a kontrakcido jelentés csokkenése volt az NCX géatladsanak
hat4séra, tehat negativ inotrdp hatéast tapasztaltunk (9. abra). Mivel ez egy nem vart
eredmény volt, ezt tobb, hasonld kisérletben is megerésitettiik, hogy biztosak lehesstink
abban, hogy nem valamilyen kisérleti miitermék miatt latunk negativ inotrop hatast. A
Ca®*-aram ideje alatt a Ca®*-aram cslcsértéke (peak current) kicsit csokkent, de ennél
jellemz6bb hatas a Ca®*-aram végén megfigyelhetd inward aram névekedés (vagyis az
aram negativ iranyban torténé novekedése), ami arra utal, hogy egy outward aramot
gatoltunk (reverz iranyd NCX). A negativ potencialokon tovabbra is megfigyelheté az
NCX farokaram csokkenése, amely arra utal, hogy ezen a szakaszon (negativ potencial) az

NCX forward irany(, és Ca®*-ot tavolit el a sejtbdl.
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8. 4bra. 20 mM belsd Na mellett torténd, Ca®*-aramot és NCX-aramot kivaltd patch clamp
protokoll (az abra als6 részén). A Na*-aramot -30, a Ca®*-aramot +30 mV-on aktivaltuk,
majd a protokoll végén az NCX farokaram lathaté. Az ORM10103 hatésat a jel6lt trace

mutatja.

(6nkényes egyseg)

Sejtrovidllés
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9. abra. Az ORM10103 negativ inotrop hatasa (a 8. abran szerepl6 sejtrol egyidejiileg
késziilt kontrakciok, ORM10103 el6tt és utan).
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6. Megbeszélés

6.1 Az NCX-gatlas mértéke nem filgg az intracellularis Na* koncentraciotol

Az NCX-inhibitorok kisérleti fejlesztésére tobbféle terapias lehetéség kutatdsa miatt
kerult sor (Antoons et al, 2011). Els6sorban azonban a szivelégtelenség kezelésében
hasznalhatd pozitiv inotrép gyogyszerek utan kutattak és ennek elméleti hatterében az all,
hogy ha az NCX-et gatoljuk, akkor ezzel a legfobb Ca** eltavolité mechanizmust gétoljuk.
Ennek kovetkeztében, a Ca®* szivizomsejtekben felhalmozédik, és nagyobb mennyiségben
kertl a szarkoplazmatikus retikulumba. Amikor a szarkoplazmatikus retikulumbol tébb
Ca?* szabadul fel, akkor a kontrakciok is erésebbek lesznek. Ez elényds lehet a
szivelégtelenség kezelésében, mikor a szivizom gyengén kontrahal, és gyogyszeres
kezeléssel kell javitani a kontraktilitdst. Az SZTE Farmakoldgiai Intézet és a DOTE
Elettani Intézet munkatarsainak eredményei szerint, azonban a SEA0400 kutya
szivizomsejteken nem ndveli a kontrakciokat (Birinyi et al. 2008). Ezzel ellentétben,
patkany szivizomsejteken a kontrakciok novekedését talaltdk (Acsai et al. 2007). Mas
kutatok a SEA0400 vizsgalatakor megallapitottak, hogy noveli a kontrakcidkat, tehat
pozitiv inotrop hatasu sertés szivizomsejteken (Ozdemir etal. 2008). Az eltérd
eredményeket gyakran ugy értelmezik, hogy az NCX géatlas hatadsanak un. fajspecifikus
hatasa van. A fajspecifikus hatast elsdsorban a kiilonb6z6 fiziologias intracellularis Na
koncentracionak tulajdonitjak. Lee és mtsai-nak cikke alapjan ugyanis elterjedt az a nézet,
hogy a SEA0400 gatl6 hatasa fligg az intracellularis Na koncentraciotol (Lee et al. 2004).

Ezeket a kisérleteket Lee és munkatarsai azonban a fiziologias intracellularis Na*
koncentraciot jelentésen meghalado natrium ion értékekkel végezték. Kisérleteikben az un.
Hillgemann -protokollal mérték az NCX-aramot, és a SEA gatld hatdsat. A Hillgemann
protokoll lényege, hogy nem a membranpotencial valtoztatasaval (ramp protokoll), egy
meghatarozott ionalis 6sszetétel mellett mérik az NCX-aramot, hanem a membran
potencialt egy meghatarozott értéken tartjak patch clamp segitségével, majd a membran
kiils6 vagy belsd oldalan hirtelen megvaltoztatjadk az oldat iondlis dsszetételét, és ezaltal
aktivaljak az NCX-aramot. Az outward NCX-4ramot (reverz irany NCX miikddés, Ca®'-
bearamlas) Ggy aktivaljak, hogy a membran bels6 oldalan a Na koncentraciét 0 mM-rél

hirtelen 100 mM-ra novelik, gyors oldatcseréld rendszer alkalmazasaval. Megjegyzendod,
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hogy ezekben a kisérletekben Un. inside - out patch clamp konfiguraciot alkalmaztak,
melynek Iényege, hogy a gigaohm seal Iétrehozasa utan a pipettat felemelik a sejtrdl, és
ekkor a membran patch a pipetta hegyén marad, és a membran eredetileg intracellularis
oldala keriil kapcsolatba a sejtkad oldataval, vagyis ez eredetileg kiilsé oldat belsé oldat
lesz, a pipetta oldat pedig a sejtmembran kiils6é oldata lesz. Ily mdodon a sejtkad oldatanak
Osszetételét valtoztatva a sejmembran belsé oldalanak ionoOsszetételét lehet valtoztatni.
Ekkor a Na' koncentracié megemelése tehat a reverz NCX miikodésnek fog kedvezni.
Zérusrol 100 mM-ra emelve a Na’ koncentraciot, hatalmas outward NCX-aram fog
aktivalodni, majd hamarosan inaktivalédik, és beall egy steady - state érték. Az inaktivacio
mechanizmsa az NCX Na'-fiiggé inaktivicioja. Lee és mtsai-nak eredményei szerint a
SEA0400 meggyorsitja az NCX Na-fiiggé inaktivacidjat, és ennek tulajdonithato a SEA
NCX gatl6 hatasa.

Az SZTE AOK Farmakoldgiai Intézet munkatarsainak mérései alapjan azonban az
dertilt ki, hogy ha az intracellularis Na* 7 vagy 15 mM, akkor nem lehet kiilonbséget
Kimutatni a gatlé hatas nagysagaban. Ez a koncentracio tartomany felel meg kortlbelll a
fiziologias szintnek, a kiilonboz6 kisérleti allatokban. Lee és mtsai kozleményében
azonban a membran intracelluléaris oldalan 25- 100 mM volt a Na* koncentracio. Ezek a
nagyon magas Na® szintek, nem valészini, hogy eléfordulnak normalis esetben a
szivizomsejtekben.

Tovabb bonyolitja a kérdést, hogy a Hilgemann protokoll forward modu verzijaban
a SEA0400-zal gyakorlatilag nem talaltak jelents gatld hatast, ezért alakult ki az a nézet
egyes NCX-kutatok kozott, hogy a SEA0400 Un. irdnyszelektiv gatloszer, vagyis csak az
NCX egyik iranya mikodését gatolja. Ez azonban szoges ellentétben van egyéb
publikacidk eredményeivel, valamint témavezetdém korabbi és dolgozatom jelenlegi
eredményeivel is. Megallapithatjuk tehat, hogy Lee és mtsai-nak eredményeit, amelyeket
NCX-et expresszald sejteken kaptak, nem lehet automatikusan elfogadni az intakt
szivizomsejtek esetében. Ezért tliztiik ki célul, hogy szivizomsejtek esetén megvizsgaljuk,
hogy valdban filgg-e a SEA gatlo hatasa a citoplazmatikus Na® koncentraciotdl. Hogy
biztosak lehessiink a kérdés elddntésében, ezért a lehetd legnagyobb intracelluldris Na®
koncentraciot alkalmaztuk (50 mM), amit a szivizomsejtek még biztonsaggal elviselnek a
kisérlet idotartama alatt. Eredmeényeink alapjan megallapithatjuk, hogy 50 mM Na esetén

sem kaptunk nagyobb mértékii gatlast.
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Valészinfi, hogy a SEA gatlo hatasanak a Na* fiiggd inaktivacid gyorsitasa mellett
mas egyéb mechanizmusa is létezik. Ez azért is valészinii, mert maga a Na'-fiiggd
inaktivacio megjelenése is kerdéses a normalis allapotu szivizomsejtekben (Reeves et al.).

Nem zérhat6 ki azonban az a lehetdség, hogy a szubszarkolemmalis térben (,,diadic
cleft”) intakt szivizomsejtek esetén is jelentésen nagyobb a Na® koncentracio, mint a
citoplazmaban. Ez azonban csak intakt Na*-és Ca”*-homeosztazis esetén vérhato. EGTA-
val pufferelt esetben, tehat a feszlltség-ramp protokoll esetén biztosan nincs
szubszarkolemmalis Na® felhalmozodas, mert ilyenkor a Na'-aram is gétolva van
lidokainnal. A ramp protokoll alacsony, 5 mM-0s Na* esetén is miikddik, illetve a
SEA0400 gatlo hatasa akkor is megfigyelhetd. Megallapithatjuk tehat, hogy a SEA gatlo
hatasahoz nem sziikséges magas, 50 vagy 100 mM-os belsé Na* koncentracio.

Elképzelheté azonban, €s Lee és munkatarsainak eredményei is valojaban ezt
sugalljak inkabb, hogy a SEA0400 altal koncentracid fliggé moddon vizsgalt NCX-gatlas
gorbéje eltolodik a kiilonbdzd belsd Na® koncentracioknak megfelelden. Ez azt jelenti,
hogy magasabb Na* mellett felvett dézis-hatas gorbe esetén a maximalis gatlas kisebb
SEA0400 koncentracidnal jelenik meg.

Azt azonban kijelenthetjiik, hogy 1 uM SEA0400 alkalmazésa esetén a feltételezett
Na'-fiiggé hatds mar nem jelenhet meg. A legtobb tudomanyos cikk ezt a koncentraciot
hasznalja, mert ez sziikséges ahhoz, hogy értékelheté mértékli NCX gatlast hozzunk létre.
Kisebb SEA0400 koncentracié esetén (pl. 0.3 uM) elképzelhetd, hogy a Na* koncentracid
befolyasolja a SEA0400 tényleges gatld hatasat, és ezt a lehetéséget még meg fogjuk
vizsgalni a kovetkezd idOszakban. Ez azonban mar csak elméleti kérdés tulajdonképpen,
hiszen a publikaciokban mindig a maximalis 1 uM-os koncentraciot alkalmazzak. Sét,
bizonyos esetekben 10 uM-t alkalmaztak (pl. a drezdai Farmakologiai Intézet még nem
kozolt eredménye), és ebben az esetben viszont mar kozrejatszik a SEA0400 Ca**-aramot
gatlo hatdsa is, ami mar magyarazhatja a kiilonboz6 kisérletekben kapott eltéré inotrop
hatasokat.

Pitvari sejteken is végeztink néhany kisérletet, mert az intézet egy folyamatban levo
projektében felmertilt annak lehetdsége, hogy patkany pitvari prepardtumokon azért lathatd
kifejezettebb SEA hatds, mert esetleg a patkanyra jellemzd fiziologidsan is magasabb
intracellularis Na® koncentracié mellett a SEA nagyobb mértékii NCX-gatlast tud
eredményezni. Mivel a patkany pitvari sejteken azonban egyelére nem tudtuk
megbizhatban megmérni az NCX-aramot a feszlltség-ramp modszerrel, ezért

dolgozatomban kutya pitvari sejteken végeztem el az NCX-aram méréset. Tovabba pitvari
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sejteken is nagy jelentdségii lenne az NCX gatlasa bizonyos patologias koriilmények
kozott, példaul pitvarfibrillacio gyogyszeres kezelésére sok tudomanyos cikk keres Uj
lehetOségeket, és koztiik jelentés helyet foglal el az NCX-gatlas vizsgalata. Eredményeink
szerint a pitvari sejtek esetén sem filgg az NCX gatlas mértéke az intracellularis Na*

koncentraciotol.
6.2 Az NCX-gatlas kovetkezményeinek fliggése az intracellularis Na koncentraciétol

Mint emlitettlk sok tudomanyos kozlemény az eltéré eredményeket azzal
magyarazza tébbek kozott, hogy melyik fajnak a szivizomsejtjeiben mekkora a belsé Na*
koncentracid, melynek kovetkeztében a kialakuld gatlas mértéke kiilonboz6 lehet.
Témavezetdm hipotézise szerint azonban sokkal valosziniibb, hogy a kiilonbozd cikkek
eredményei azért valtozatosak, mert a szivizomsejtek aktuélis Ca**- és Na* homeosztéazisa
eltéré volt az adott kisérletekben, és ezért a kiilonbségek nem a gatlds mértékét tukrozik,
hanem a gatlas eltéré kovetkezményeit. Ezért teszteltlik ezt a hipotézist azzal, hogy intakt
Ca®* homeosztazis esetén kiilsnbozé Na* koncentraciok mellett bealld Ca®*-egyensulyok
esetén alkalmaztuk az NCX gatlast. Ha ugyanazon a fajon (kutya) sikeril kimutatni, hogy
az aktualis Na* koncentriciok miatt eltérd eredményeket kapunk, akkor ez nyilvan
érvényes a fajok kozotti eltérések magyarazatara is.

Az eredmények konkrét diszkusszidja eldtt fontos felhini a figyelmet néhany
koriilményre. Az intakt Ca**-haztartas kisérleteiben az ORM10103-at hasznaltuk az NCX
gatlasara, amely egy Ujabb, még a SEA0400-nal is szelektivebb NCX-gatl6. Ezért biztosak
lehetiink abban, hogy az inward &ram csokkenése nem a Ca®*-aram gatlasa miatt
kovetkezik be. A SEA0400-zal végzett hasonl6 kisérletek interpretaciojat megneheziti,
hogy a SEA0400 1 uM koncentracioban mar kismértékben a Ca**-aramot is gatolja (kb. 5-
10 %-ban, Isd. Birinyi et al. 2005). Dolgozatomban ezert is esett a valasztas az
ORM10103-ra, mert egyrészt ezzel a molekulaval intakt Ca?*-héaztartds mellett végzett
kisérletek még nem torténtek, masrészt pedig tudjuk, hogy ezek értelmezését nem fogja
zavarni egy esetleges Ca’*-aram gatld hatds, ami a SEAO0400 esetében bizonytalan
eredményeket hozna, amit csak nagyon ovatosan lehetne interpretalni.

Fontos megemliteni azt is, hogy az intakt Ca®*-haztartas mellett torténd mérések
nagyon érzékenyek minden Kkisérleti koralményre (pl. a pipetta soros ellenallas
valtozasaira, vagy a gigaohm seal valtozasa miatt a szivargd aram nagysagara), amelyek

befolyasolni képesek a kontrahalé sejtek Ca**-haztartisanak egyensulyat, ezért ezekbél a
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kisérletekb6l az atlagos eredmények helyett egy-egy nagyon stabil sejten mért
eredményeket mutatom be. Ezekben a kisérletekben kizarhatjuk a soros ellenallas
valtozasait. A soros ellenallas attol fugg, hogy a pipetta-oldat és a sejt belseje kdzott
mennyire jO a kapcsolat, ezért access resistance-nak is nevezik, és ez hatarozza meg, hogy
a sejtmembranra a patch clamp er6sit6 altal kiildott parancs-fesziltségnek a valésagban
mekkora hényada esik ténylegesen a sejtmembranra, és mekkora fesziltség esik a soros
ellenallason az Ohm-torvény értelmében. Ha a soros ellenllas valtozik, akkor megvaltozik
a feszultség parancs tényleges nagysaga, emiatt pedig a kalcium-aram (altalaban -20 - +30
mV-os feszultség impulzussal mérjiik) nagysaga is valtozik. Ennek kovetkeztében azonban
megvaltozik a sejtbe aramlé Ca®‘ionok mennyisége, és ezért az NCX mikodése is
valtozast szenved, végll beall egy Uj egyensuly a megvaltozott befele és kifele iranyuld
Ca®*-fluxus értékekkel. Ha ez a valtozas az NCX gétlé molekula hozzéadésa utan torténik,
akkor nem tudhatjuk pontosan, hogy a tapasztalt valtozds mennyiben koszonheté az NCX
gatlasénak, és mennyiben ez egyébként is megvaltozé iondramoknak. Ezért az intakt Ca®'-
homeosztazis kisérletekben nagyon kritikus szemmel kell elemezni kisérleteket, és a
spontan kisérleti valtozasok esetén a kisérletet ki kell zarni az értékelésbol. Intakt Ca®*-
homesosztazis esetén a sejtek kontrahalnak a patch pipetta hegyén, a folyamatos mozgas
miatt pedig sajnos a soros ellenallas gyakran megvaltozik, ezért ezekbdl a kisérleteimbol
nagyon kevés van, ami biztosan értékelhetd, és nem félrevezetd eredményekre utal. Eziton
is kOszondm témavezetOm részletes utmutatasat, és magyarazatait, ezen Kkisérletek
értékelése soran.

Fontos kihangstlyozni tovabba, hogy az intakt Ca**-haztartas esetén az alkamazott
fesziiltség protokollok aktualis értékeitdl fliggentleniil mindig kevert aramokat latunk a
patch clamp felvételeken. Példaul az -20 - +30 mV-os fesziiltség impulzus hatasara Ca?*-
aram (L-tipust Ca®*-aram, ICaL) aktivalodik, és a pipettaoldatban EGTA-val pufferelt
Ca’*-haztartds esetén a Ca’*-d&rammal parhuzamosan mas aram nem aktivalédik. Ha
azonban a Ca?*-héaztartast nem gatoljuk, akkor a Ca?*-aram hatasara nagy mennyiségii Ca**
szabadul fel a szarkoplazmatikus retikulumbél (ez a Ca**-indukalta Ca®*-release, CICR), és
igy az intracellularis Ca** megemelkedik. Ezt nevezziik Ca*-tranziensnek, ami létrehozza a
szivizomsejt kontrakciojat is. A Ca’*-tranziens aktivalodasa rogton megtorténik a Ca*'-
aram hatésara, és (Acsai et al. 2011) emiatt a Ca* eltavolitasat végzd mechanizmusok is
azonnal aktivalédnak, melyek koziil a legfontosabb a szarkoplazmatikus retikulum Ca?*-
pumpéja (SERCA, amely visszapumpalja a Ca** egy részét a szarkoplazmatikus

retikulumba). Szintén nagyon fontos az NCX forward iranyu miikodésének aktivalodasa,
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melynek révén az NCX kipumpélja a Ca®*-ot a sejtb6l. Ez utobbi folyamat inward (negativ
elgjelli) aram generalodasaval jar, ami igy egyezd iranya a Ca®*-aram iranyaval, és ezt
mérjik a patch clamp regisztratumokon. Tehat ha a Ca**-aramot kb. -20 -+30 mV-0s
fesziiltseg impulzussal aktivaljuk (ebben a tartomanyban aktivalodik a legnagyobb
mértékben, maximuma 0 és +10 mV koriil van), akkor az egyidejiileg aktivalédd inward
NCX-4ram hozzéadédik a Ca?*-aramhoz, tehat a fesziiltség impulzus ideje alatt a Ca?*-
dram és az NCX-4aram Ssszegét latjuk. A regisztralt aram alakjat dontden a Ca®*-aram
alakja hatarozza meg, melyre jellemz6 a gyors aktivacid, majd a gyors inaktivacio. Ennek
ellenére nem szabad megfeledkezniink arrél, hogy ebben az esetben nem tiszta Ca?'-
aramot latunk, hanem kevert inward &aramot. Dolgozatomban ezt a jelenséget
demonstraljak tulajdonképpen az ORM10103-mal kapott eredményeim (és a patch clamp
labor SEA0400-zal kapott korabbi, illetve folyamatban 1év6 kutatdsok eredményei).

Az elsé kisérletben csak forward irdnyd NCX miikodésre adtunk lehetséget, tehat
csak az NCX Ca**-eltavolité modjat engedtiik mikddni. Ezt olymoédon tudjuk elérni, hogy
az intracellularis oldat (pipetta oldat) Na* koncentréciojat alacsonyra allitjuk (5 mM, ennél
magasabb koncentracié mar kedvezne a reverz iranya NCX miikddésnek). Tovabba arra is
ugyelni kell, hogy a fesziiltség protokoll legmagasabb fesziiltsége se haladja meg a 0 mV-
ot, mert a pozitiv potenciadlok mar szintén a reverz moédd NCX-nek kedveznének. Ekkor
tehat feltételezhetéen az NCX a kisérlet soran végig csak Ca?*-ot eltavolité maédban
miikodik, a Ca?*-ot pedig a Ca**-4ram viszi be a sejtbe. Mivel a kisérlet kezdetén néhany
perc stabilizalodasi id6t hagyunk, ezért a sejt Ca**-héaztartasa egyenstlyban van, ami az
egyenletes kontrakciokbdl is lathatd. Ha ekkor hozzéadjuk a sejthez az ORM10103-at,
akkor a szelektivitds miatt biztosak lehetiink abban, hogy a Ca®*-aramot nem gétoljuk,
hanem csak a forward NCX altal generalt inward aramot. Ez az inward aram természetesen
mar a Ca-aram ideje alatt is miikodik, hiszen a Ca®'-felszabadulas rogton a Ca?*-aramot
kovetden megtorténik, és igy az NCX elkezdi kivinni a Ca**-ot, mar a Ca®*-aram
lefutasaval egyidében. Jol megfigyelheté ugyanakkor, hogy az NCX farokaram (szintén
inward aram, a -80 mV-o0s holding potencialra visszatérve) eleve nagyon kicsi, ami szintén
arra utal, hogy a Ca?* eltavolitasanak nagy része mar el8zéleg megtortént. Ha ekkor az
NCX-aramot gétoljuk, akkor a Ca®*-4ram pozitiv iranyba tolddik el, jelezve, hogy a teljes
inward arambol egy részt gatoltunk. Ekkor tehat az NCX kevesebb Ca**-ot tud kivinni a
sejtbél, ezért a Ca** felhalmozddik, illetve tobb Ca®* tud a szarkoplazmatikus retikulumba

keriilni. Majd onnan felszabadulva a tébb Ca?* a kontrakciot is erésiteni fogja, és valoban
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ezt lattuk a sejtr6l egyidejiilleg készilt vided-felvételen. Ebben az esetben, az NCX gétlasa
pozitiv inotrop hatasban nyilvanult meg.

Ezzel ellentétben, ha a kisérletet Uigy végezziik, hogy a Ca**-aramot pozitiv, +30 mV-
os fesziiltség impulzussal valtjuk ki, és a pipettaoldatban az intracellularis Na*
koncentraciot magasra allitjuk (20 mM), akkor ezzel eldsegitjiilk a reverziranyit NCX
miikddést. Ebben az esetben az NCX a protokoll ideje alatt Ca?*-ot tud bevinni a sejtbe,
tehat a sejtbe iranylé Ca®* bearamlast nem csak a Ca®*-aram hozza létre, hanem a reverz
NCX is hozzajarul ehhez. JI latszik, hogy ebben az esetben a Ca®*-aram nagysagéhoz
képest az NCX farokéram joval nagyobb, mint az el6z6 kisérletben (a feszlltség impulzus
utani inward aram, mely az NCX forward madjat jelzi, tehat a Ca** eltavolitast). Ez is azt
jelzi, hogy ebben az esetben nem a Ca*-aram az egyediili Ca®* bearamlasi Utvonal a sejtbe,
hanem a reverz NCX is részt vesz a Ca®* bearamlashan, és ezért a forward NCX-nek tobb
Ca?*-ot kell kivinnie a sejtbél.

Ha ilyen korilmények kozott az NCX-et gatoljuk, akkor a helyzet sokkal
bonyolultabb, mint az els6 kisérletben. Itt amikor az NCX-et gatoljuk, mar nem csak a
Ca®* kiviteli médot gatoljuk, hanem a Ca?* bevitel egy részét is. Ezért nehéz megjésolni,
hogy mi fog torténni, mi lesz az eredd hatas a Ca®*-haztartds szempontjabol. Kisérleteim
szerint ilyenkor a kontrakcié csokkenni fog, és valoban ez tortént az itt bemutatott sejt
esetében is. Ez az eredmény az, ami val6jaban a legkevésbe volt véarhatd. A
szakirodalomban beszdmolnak pozitiv inotrop hatéasrol, vagy semleges hatasrdl, de negativ
motrdp hatasrél nem taldltunk informéciot. Valdszinii, hogy ezekben a kisérletekben a
reverz NCX maér talzottan aktivalédott. Fontos tudni, hogy a reverz NCX 6nmagéaban is
képes aktivalni a Ca** felszabadulast (Ca** indukalta Ca** release, CICR) a
szarkoplazmatikus retikulumbol (példaul szivelégtelenség esetén), sOt potencirozni is
képes a Ca’’-aram Ca®" felszabadit hatdsat. Emiatt nagyon valészinii, hogy az
ORM10103 hatéasara a reverz NCX-nek ez a hatasa csokkent. Az itt alkalmazott +30 mV-
os potencialon a Ca®*-aram nem olyan nagy, mint 0 mV-on, ezért a kisebb Ca?*-aram
onmagaban a reverz NCX nélkiil nem tudta fenntartani az eredeti nagysagi Ca®" release-t
és a kontrakciokat.

A reverz NCX gétlasakor csokkent egyGttal a Ca®* bearamlas is, és ezért valoszinii,
hogy a Ca** beéramlés csokkenése és a CICR hatékonysaganak csokkenése egyiittesen
vezethetett a kontrakciok gyengiiléséhez, amit nem tudott elensilyozni a Ca?* eltavolitas
(forward NCX) gatlasa. A forward NCX gatlasa jél lathat abbdl, hogy az NCX farokaram
nagymértékben csokkent az ORM10103 hatasara.
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A csokkend kontrakciok teljes magyarazatahoz uj kisérleteket is kell végezniink a
jovBben. Sziikséges megvizsgéalni, hogyan alakul a szarkoplazmatikus retikulum Ca*
tartalma. Ezt ugy lehetne vizsgalni, hogy a sejtre hirtelen 10 mM koffeint bocsatunk a
gyors perfuzios oldatcserélovel. Ekkor a szarkoplazmatikus retikulumbol hirtelen az 0sszes
Ca’* felszabadul, és az inward NCX &ram nagysaga fogja megmutatni, hogy mennyi Ca®*
volt a retikulumban. Ha ez a Ca** mennyiség csokken az ORM10103 hataséara, akkor
megallapithatjuk, hogy a reverz NCX gétlasanak hatasara depletalodik a retikulum Ca®*

tartalma, ami negativ inotrop kdvetkezmeényekkel jar.

7. Kovetkeztetések

Dolgozatom eredményeit dsszefoglalva ki kell hangstlyozni, hogy az intracellularis
Na'-koncentraci6 extrém ndvelése nem vezet nagyobb mértékii NCX-gatlas
megjelenésehez. Nem valdszinii, hogy a szakirodalom altal emlegetett kiilonbozo,
fajspecifikus eltéresek a kiilonbozé mértékit NCX-gatlas miatt jonnének létre.

Dolgozatom masodik része viszont arra utal, hogy a kiilonbdzé Na® koncentraciok
mindségileg eltéré kovetkezményekhez vezethetnek az NCX-gétlds eredményeként. A
Na*-és Ca’*-homeosztazis aktualis allapotanak megfeleléen ugyanabban a fajban is akar
ellentétes (pozitiv és negativ inotrop) hatasok is létrejohetnek.

Eredményimet nagyon réviden agy lehetne dsszefoglalni, hogy az NCX-gatlasnak a
mértéke nem, de kdvetkezményeinek mindsége viszont kifejezetten fiigg az intracelluléris
Na’-tol. Ezeknek az eredményeknek nagy jeletdsége lehet van abban a tekintetben, hogy
szivelégtelenség esetén a beteg sziv izomsejtjeiben a Ca®*- és Na'-homeoszosztazis
megvaltozik, ezért varhatéan az NCX gatlas kovetkezményei a Ca®*-haztartasban eltéréek
lesznek a normalis szivben megfigyeltekhez képest. Mivel az NCX-inhibitorok
fejlesztésének egyik végsé célja a terapias alkalmazhatosag felderitése, ezért nagyon
fontos, hogy a NCX-inhibitorok hatasait a megfelelé betegségek kisérleti modelljeiben
teszteljik, mert csak igy kaphatunk valaszt arra a kérdésre, hogy a beteg sziv hogyan fog
reagalni az NCX gatlasara, és hogy ez a valasz kedvezé vagy kedvezétlen a betegség
szempontjabol.
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8. Kodszonetnyilvanitas

Koszonet illeti témavezetom, Dr. Acsai Kéroly segitségét, melyet a patch clamp
modszer tanuldsa, a kisérletek kiértékelése és a TDK dolgozatom elkészitése soran
nyUjtott. Szintén koszonet illeti, Dr. Marton Zoltan munkajat, aki szintén a patch clamp
gyakorlasa soran nyujtott segitséget, tovabba megtanitotta a patch clamp mddszerhez
kapcsolddd egyeb laboratériumi munkakat.

Koszonetemet fejezem ki Prof. Dr. Varré Andrasnak, az SZTE AOK Farmakoldgia
és Farmakoterapiai Intézet vezetdjének, aki lehetdve tette szamomra az intézet munkajaba
torténd bekapcsolodast.

Kilon koszonetetemet szeretném kifejezni Prof. Dr. Papp Gyulanak a patch clamp
laboratérium folyamatos tamogatasaért és akinek munkassaga lehetdvé tette az intézet
szdméra az NCX-inhibitorokkal tértén6 kutatasi tevékenységet.

Tovabba szeretnék koszonetet mondani Dr. Farkas Tamasnak, a Szegedi

Tudomanyegyetem Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi Tanszék docensének.
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10. Nyilatkozat
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11. Roviditések jegyzeke

BSA: bovin serum albumin

CICR: Ca2+ indukalta Ca2+ release

HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

EGTA: ethylene glycol tetraacetic acid

ICaL: L-tipust Ca?*-aram

NCX: Na+/ Ca2+ exchanger

SEA0400: 2-[4-[(2,5-difluorophenyl)methoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline

SEA: SEA0400 avagy 2-[4-[(2,5-difluorophenyl)methoxy]phenoxy]-5-ethoxyaniline
SERCA: szarkoplazmatikus reticulum Ca2+ pumpéja



