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I. BEVEZETES

A sziv izomzata a hagyomdnyos elképzelések szerint homogén
morfoldgidju €s funkcidju sejtek altal felépitett ugynevezett ,,functionalis
syncytium”. Ez a hosszu 1dOn at, szinte dogmaként kezelt felfogds
gyorsan semmivé foszlott, amikor az els6 megfigyelések napvildgot lattak
a jobb és a bal kamra falat alkotd sejtek funkciondlis kiillonbozdségérol.
Ahogy ez lenni szokott, a kezdeti megfigyeléseket lavinaszeriien kovették
az ujabbak, s a szivizmot alkotd sejtek funkciondlis inhomogenitdsa ma
mar tankonyvi adat. Az akcidés potencidl morfolégidja jelentOs
kiilonbséget mutat a pitvar és a kamra, vagy a jobb kamra bal kamra,
epikardidlis €s endokardidlis régi6 Osszehasonlitdsakor. Az akcids
potencidloknak a szivizmon beliili kiillonbozoségéért a sejtmembran
iondramainak ugyancsak megfigyelt regionalis inhomogenitdsa a felelds.
Ebben a munkaban azt kivantuk megvizsgdlni, hogy a szivizomsejtek
elektrofiziol6giai inhomogenitidsa magyardzhat6-e az ioncsatornik

expresszios mintazatanak kiilonbségeivel.

I/1. A szivizom rétegei kozotti inhomogenitds

Az emlds kamrai szivizomrdl kordbban azt gondoltik, hogy
homogén, egyfoma sejtek alkotjdk, ugyanakkor a kamrafal kiilonb6z6
rétegeiben talédltak kiillonbségeket a sejtek akcids potencidljai kozott.
Elosz6r a  konnyen  elkiilonithetd  epikardiumhoz  valamint
endokardiumhoz kozel esO sejtek akcios potencidljai kozott talaltak
karakterisztikus kiilonbségeket. Késobb, ahogy a kisérleti technikak
fejlodtek, mar a kutya kamrafal kozépso rétegében (midmiokardium) is
taldltak egy, az eddigiektdl kiilonbozo sajatsagokkal rendelkezo sejttipust,
az M-sejtet.



Az akcios potencidl kamrafalon beliili kiillonb6z6 konfiguracioit tobb
fajban is részletesen leirtdk, koztiik kutyaban, sertésben, tengerimalacban,
nyulban, patkdnyban és emberben is. Az akcids potencidl felszallo széarat
létrehozé Na'-dram (Iy,) szivizom rétegeken beliili kiilonbségeit is
megfigyelték tobb kiilonbozd allatfajban. Amikor az akcids potencidlok
amplitudojat hasonlitjuk Ossze a szivizom rétegeiben, eltérd fajok kozott,
ellentmonddasokkal taldlkozunk. A kozlemények eredményeit Osszevetve
megallapithatjuk hogy az epikardidlis sejtek kisebb akcids potencial
amplitudoval rendelkeznek az endokardidlis réteghez viszonyitva.

Az akcios potencidl felszallo, 0. fazisa utin a korai, gyors
repolarizicié alkotja az AP 1. fazisat és az azt kovetd ismételt
depolarizacidval egyiitt alakitja ki a tipikus “‘spike-and-dome” AP
konfiguriciot. Ez a jellegzetes AP alak csak az epikardidlis és az M-
sejtekben  alakul ki, az endokardidlis sejtekben  hidnyzik.
Legmarkdnsabban kutya szivizomsejtekben jelenik meg, kevésbé
mutathato ki ember, sertés és nyul szivizomsejtekben, €s teljesen hidnyzik
tengerimalac  szivizomban. Kutya szivizomszovetben a  korai
repolarizacié nagysiaga kisebb az endokardidlis sejtekben, mint a két
masik sejttipusban, ugyanakkor az epikardialis sejtekben nagyobb, mint
az M-sejtekben. Iondramok szintjén vizsgalva, nagyobb I, csatorna
denzitast taldltak az epikardidlis €s midmiokardidlis sejtekben az
endokardialis réteghez viszonyitva egér, nyul, patkidny, kutya és human
szivizomsejtekben. Az epikardidlis €s az M-sejtek koziil az epikardialis
sejteknek volt szignifikdnsan nagyobb I, amplitiddja.

Az akcids potencidl platd fazisa utan kovetkezik be az Ix €és az Iy,
aramok altal 1étrehozott AP repolarizacid. A végso repolarizacio €s igy az
akcios potencidl hossza nagymértékben fiigg a platd magassagatol: ha
nagyobb a 2. fazis amplitud6ja akkor gyorsabban aktivaldédik a késoi

tipusi kdliumaram gyors komponense (Ix;), igy hamarabb 1étrejon a



végsO repolarizacid €s rovidebb lesz az AP. Ez torténik az epikardialis
sejtekben, ahol a legnagyobb a plat6 fazis magassiga és a legrovidebb az
AP kutya, sertés, tengerimalac és nyul szivizomsejtekben. Az M-sejtek
akcios potencidljai minden kozlemény szerint hosszabbak az epi- és
endokardialis sejtek AP-hoz képest, €s ezen sejtek AP hosszanak volt a
legmeredekebb frekvencia fiiggése, tehdat az ingerlési ciklushossz
novelésekor ezen sejtek akcidos potencidlja nyult meg a legnagyobb
mértékben.

Ha megvizsgdljuk a termindlis repolarizaciot 1étrehoz6 iondramokrol
sz0l6  kozleményeket, akkor lathatjuk, hogy nyul bal kamrai
midmiokardidlis szivizomsejtekben kisebb Ix, amplitudot irtak le az epi-
¢s endokardidlis sejtekhez képest, mig az Iy, amplitid6ja hasonl6 volt
minden sejttipusban. Az epi- €s endokardidlis sejtek Osszehasonlitdsakor
nagyobb Ig.-denzitast talaltak az epikardidlis rétegben, ami 0sszhangban
volt az itt megfigyelt rovidebb akcids potencidlokkal. Az I
transzmurdlis gradiensét kutya szivizomsejtekben is tanulmédnyoztdk,
minden esetben ujfent a midmiokardiumban volt az dram amplitiddja a
legkisebb. Az epi- €s endokardiumot Osszehasonlitva azonban nem
taldltak jelentOs kiilonbséget sem az Ik és I, &ram amplitiddjdban sem
kinetikai sajatsdgaiban. A befelé egyeniranyité kalium &aram (Igk;)
sajatsagaiban nem taldltak kiilonbséget a szivizom rétegein beliil egyik
vizsgalt emldsfajban sem.

Az  epikardidlis/endokardidlis  kiilonbségek  miatt  1étrejovo
transzmuralis gradiens €lettani jelentdsége az EKG repolarizilo, a T és

(feltételezések szerint) az U hullamok pozitiv kitéréseinek 1étrehozdsa.



1/3. Vertikdlis kiilonbségek a sziven beliil

Az el0z0 fejezetben targyalt transzmurdlis kiilonbségekhez képest a
szivizom vertikdlis inhomogenitasardl sokkal kevesebb publikicié jelent
meg. Az apiko-bazailis kiilonbségeket vizsgdltak tobbek kozott kutya,
nyul, patkdny, vaddszgorény, sertés, tengerimalac €s ember szivekben.

Casis és mtsai. patkany szivizomsejteken a szivcsucson mért akcids
potencidlokat rovidebbnek taldltdk, mint a bazdlis teriileteken
regisztraltakat, ugyanakkor a kozleményben az apikdlis epikardium és a
bazdlis endokardiumot hasonlitottdk Ossze, igy a bemutatott vertikalis
kiillonbséget nagymértékben befolydsolhatta a transzmurdlis gradiens.
Watanabe és mitsai. tengerimalac multicellularis preparatumot hasznalva
az AP paramétereiben nem taldltak vertikdlis gradienst, egyediil az akcios
potencidl hossza valtozott a szivizom kiillonboz0 teriiletein: rovidebb
apikalis akcids potencidlokat mértek a jobb kamra endokardidlis €s a bal
kamrai szeptum bazdlis részéhez képest. Emberi sziveket vizsgdlva is
talalunk az irodalomban apikdlisan hosszabb ¢és rovidebb akcids
potencidlokat is.

Osszefoglaldsként megallapithatjuk, hogy jelentds mennyiségii, de
gyakran egymadsnak ellentmond6 adatot taldlunk az irodalomban a
szivizom regiondlis inhomogenitdsét illetben mind az akcids potencial
tulajdonsdgaiban mind az azt kialakité iondramok karakterisztikdjaban.
Ezzel egyidOben az adatokban nagymértékii a fajok kozotti kiillonbség,
igy a emberi mintdkon végzett vizsgalatoknak kiilondsen nagy
jelentdségiik van.

Munkankban tehat célul tuztik ki az emlOs kamrai szivizom
transzmuralis és  vertikdlis  inhomogenitdsanak  szisztematikus
feltérképezését elektrofiziologiai modszerekkel. Kivancsiak voltunk,
hogy a talalt funkciondlis eltérések milyen mértékben tiikkr6zOdnek az

1oncsatorna-fehérjék expresszios mintdzataban.



1/4. Nemi hormonok hatdsa a szivizom elektromos sajdtsagaira

Nemcsak egy egyed szivén beliill végezhetOk Osszehasonlitasok,
hanem ugyanazon faj kiilonboz6 egyedeinek szivei kozott is taldlunk
kiilonbségeket. KézenfekvO egy fajon beliilli egyedek kozotti nemi
kiilonbségek vizsgdlata, mivel jOl ismert kiilonbségek vannak akar csak a
kamrai repolarizacidban is férfiak €s nok kozott.

Mivel az AP paramétereiben €s az iondramokban bekovetkezett
valtozdsok j6l nyomon kovethetok a testfelszini EKG regisztratumon,
ezért els6 megkozelitésben EKG mérésekkel 0Osszehasonlithatjuk
kiilonbozo egyedek szivének elektrofiziologiai sajatsdgait. Amennyiben
latunk kiilonbségeket az EKG paraméterekben, feltételezhetjiik, hogy a
szivizom elektrofiziologidja és az ioncsatorna-fehérjék expresszios
szintjel 1s eltéréseket mutathatnak.

A nemi kiillonbségeket — amiket normdl és kasztralt férfiak és nok
0sszehasonlito EKG tanulmdanyaibol tudunk — tgy tlinik, hogy elsdsorban
a him nemi hormon, a tesztoszteron jelenlétének vagy hidnydnak
tudhatjuk be, kisebb szerepe van a ndOi szexudlszteroidoknak. A
tesztoszteron €s az Osztrogén szivre gyakorolt hatisa maig alig ismert,
tehat egy allatmodell nagymért€ékben segithet tisztdzni a nemi
hormonoknak a szivizom ioncsatorndira és iondramjaira gyakorolt
molekularis hatasat.

Mivel a nemi hormonok szubsztiticigja jelenleg is alkalmazott
gyakorlat a klintkumban, munkank nemi kiilonbségeket vizsgalo részét
ugy terveztik meg, hogy kutya EKG paraméterein vizsgdljuk meg az
Osztrogén és tesztoszteron hatdsait, amely eredményeket O0ssze tudunk
hasonlitani az irodalomban talalhat6 emberi EKG eredményekkel.

Kutya 4llatmodelliinket (bar korlatokkal) megfelelonek taldltuk a
nemi kiilonbségek vizsgalatara, és arra is, hogy emberre vonatkozo

relevéans konkluizidkat vonjunk le.



II. CELKITUZES

Munkénk sordn azt vizsgaltuk, hogy az emlds szivizmon beliili,
illetve ugyanazon faj egyedei kozotti elektrofizioldgiai inhomogenitas
magyardzhaté-e az ioncsatorndk expressziojdban megfigyelhetod

kiilonbségekkel.

III. ANYAGOK ES MODSZEREK

I11/1. Szivizom prepardtumok

Vizsgélatainkhoz kutatdsi célra tenyésztett vegyes nemil ivarérett
kutydk szivét hasznaltunk. A human kamrai szoveteket 7 db,
kardioplégids oldatban tartott, egészséges donor szivbOl nyertiik. A
sziveket olyan szervdonorokbol kaptuk, akiknek a szemilundris
billenty(ijét transzplantdciora hasznéltdk fel. A kutya €s a humén szivek
esetében is eldszor 5x5 mm-es darabokat vagtunk ki a szivek bal kamrai
szabad falanak apikélis és bazalis régioibol, majd dermatdommal
lenytdztunk egy 0,5 mm vastag szubepikardidlis csikot a bal kamra
feliiletér0l az apikdlis-bazélis tengely felénél. Hasonlé mddon vettiink
mintdt a midmiokardium kozépso rétegébol is 3 mm-el az epikardium

alatt.
I11/2. Elektrofiziologiai vizsgdlatok

I11/2. 1. Sejtizolalas
A kutya kamrai szivizom sejteket anterograd irdnyu enzimatkus

szegmentperfuzids technika alkalmazasdval nyertiik.



I11/2. 2. Az akcioés potencidlok mérése

A membranpotencidl mérésére a Volders €s mtsai. altal egysejtes
rendszerre kidolgozott, nagyellendllasi iivegmikroelektrodas eljarast
alkalmaztuk. Kisérleteink sordn a sejtszuszpenziobol 2-3 cseppet egy
invertdld mikroszkép targyasztalara rogzitett mérokadba cseppentettiink.
A kéd és a perfundal6 oldatok hOmérsékletét a kisérletek soran termosztat
és perfiziés rendszer segitségével végig 37 °C-on tartottuk. A sejtek
membranpotencidljanak kovetésére 3 M-os KCl-dal toltott, 25-30 MQ
ellendllasu mikroelektrodat hasznéltunk. Minden mérés soran 10 egymast
kovetd AP-t rogzitettiink, atlagoltuk oOket majd az elemzés sordn a
kovetkezd paramétereket hatdroztuk meg: a nyugalmi membranpotencial
értéke, a depolarizacié maximalis sebessége (Vi.x), az AP amplitudoéja,
valamint az AP 20, 50 illetve 90%-o0s repolarizicidjahoz tartozé

1d6tartama (a késobbiekben APD,y, APDsy és APDy).

I11/2. 3. Ionaramok mérése fesziiltség-clamp technikaval

Az  iondaramokat a  patch-clamp  technika  teljes-sejtes
konfiguricidjaban, fesziiltség-clamp koriilmények kozott mértik. A

méréseket 37 °C-on, normdl Tyrode oldatban végeztiik.

I111/3. EKG mérések

Az EKG mérések altatott dllapotban torténtek, 10-10 db, felndtt
kort, kutatési célra tenyésztett him és nOstény kutyan. Az EKG értékeket
(szivfrekvencia, PQ-intervallum, QRS-idétartam é&s QT-intervallum)
folyamatosan =~ monitoroztuk egy 12  csatornds  PC-vezérelt
elektrokardiografon. A kontroll EKG felvétel elvezetése utdan az 4llatokat
Dofetiliddel (HERG-csatorna gatld) kezeltiik.

A mérések elvégzése utan mind a him, mind a ndstény allatokat

kasztraltuk. 1 honapos idotartam utdn, miutdn a kutydk endokrin statusza



stabilizalodott, az EKG méréseket a Dofetilide adasdval egyiitt
megismételtiilk. Ezek utidn az allatok inverz hormon szubsztituciot kaptak
4 héten keresztiil, a kasztralt him kutydk 17B-6sztradiol-benzoatot kaptak,
a nostényeket pedig Sa-dihidroxytesztoszteron - propionattal kezeltiik.
Végiil az EKG méréseket ismét elvégeztiik a Dofetilide kezeléssel egyiitt.

A kisérletek minden egyes fazisaban, a Dofetilide alkalmazdasa elott
3 mL vért vettiink a kutydktol. A 17B-6sztradiol- és a tesztoszteron-
szinteket elektro-kemilumineszcens immunoesszé technikat (ECLIA kit)
alkalmazva hataroztunk meg. A fent leirt protokoll utdn az édllatok szivét
kiemeltiik €s a szivizmukbdl a kordbbiakban leirtaknak megfeleloen (a
regiondlis kiilonbségeket figyelmen kiviill hagyva) mintdkat vettiink az

ioncsatorna-fehérjék denzitdsdnak meghatirozasa céljabol.

111/4. Western (immuno )blot

A szivizom kiilonb6zd teriileteir6l szarmazd mintdk membran
proteinjeinek kinyerését Han és mtsai. modositott modszerét haszndlva
végeztik A kovetkezO elsddleges antitestteket hasznaltuk: nyul anti-
Kv1l.4, anti-Kv4.3, anti-Kir 2.1, anti-Nav1.5, anti-o,¢, anti-minK, anti-

HERG és anti-MiRP1, kecske anti-KchIP2 és anti-LQT1.

I11/5. Adatfeldolgozds és statisztikai analizis

A mérések soran kapott adatokat atlagoltuk és kiszamitottuk a
standard hibat (SE). Az atlagért€kek kiilonbségeinek megitélésekor
egyvéltozos ANOVA-t és Student-féle kétmintés t-probat haszndltunk. A
valtozasokat akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p értéke kisebb volt,
mint 0,05.

Minden elvégzett vizsgalat 6sszhangban volt a ,,Guide for the Care
and Use of Laboratoy Animals” (US NIH publication No 85-23. revised

1996) és a Helsinki Deklaréci6 alapelveivel. A human mintdk kezelését és
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a kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai
Bizottsdaga is jovahagyta (No. 51-57/1997 OEJ).

IV. EREDMENYEK

IV/1. Akcios potencidl karakterisztika és membrdankapacitds

A munka sordn az apikdlis (APEX) és bazdlis (BASE) teriiletrdl
szdrmazd, valamint az epikardidlis (EPI) és midmiokardidlis (MID)
rétegb0l szarmazé sejtek akcids potencidljait €s azok jellegzetes
paramétereit hasonlitottuk Ossze. Az APEX-BASE 0sszehasonlitdsnal
haszndlt sejtek a szivizom koz€ps6 (MID) rétegébol szarmaztak. Az EPI
sejtek akcids potencidljai rovidebbek voltak a MID sejtekénél, az APEX
sejtek akcids potencidljai pedig a BASE sejtekénél. Az EPI és APEX
sejtek akcids potencidljai prominens elsd fazis repolarizacidval
rendelkeztek, mig a MID és BASE sejtek esetében ez kisebb volt.
Ugyanakkor a MID sejtek maximadlis depolarizacios sebessége (Vi)
szignifikdnsan meghaladta az EPI sejteken mért értéket, és az AP
amplitiadoja is szignifikdnsan nagyobb volt. Az apikalis és bazilis sejtek
Vimax €rtéke kozott nem taldltunk kiillonbséget, mint ahogy nem volt
kiilonbség az AP amplitidojdban sem a két teriiletrOl szarmazo sejtek
kozott. A vizsgélt sejtcsoportok nyugalmi membranpotencidl-értékei
kozott nem taldltunk szignifikans kiilonbséget.

A sejtek kapacitasat fesziiltség-clamp iizemmodban hataroztuk meg,
A kapacitisértékek dtlagai minden vizsgélt sejtcsoportban hasonlé értéket
mutattak, szignifikans kiilonbséget sehol nem taldltunk. Ez arra utal, hogy

a sejtek mérete valamennyi vizsgalt régidoban egyforma volt.

IV/2. Befelé egyenirdnyito kdliumdaram (Ig;)
A membran egyensulyi aram-fesziiltség (I/V) dsszefiiggését 400 ms

hosszu, -130 és +50 mV kozotti, 5 millivoltos 1épcsOkben alkalmazott
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teszt impulzusokkal hatidroztuk meg 5 pM Nifedipin jelenlétében. Az
egyes 1égiokbol szarmazd sejtek atlagait Osszehasonlitva a -130 és
+40 mV kozotti tartomdnyban szignifikans kiilonbségeket sehol nem

talaltunk.

IV/3. L-tipusu kalciumdram (I1¢,)

Az L-tipusi kalciumdram méréseknél Tyrode oldatot 3 mM
koncentrici6ju  4-aminopiridinnel, 1 pM E-4031-gyel és 30 uM
chromanol 293B-vel egészitettiik ki, hogy blokkoljuk a kdliumaramokat.
Vizsgdltuk az dram amplitidgjanak, inaktivacidjanak fesziiltségfiiggését,
és a +5 mV értéken mért inaktivacio idoédllandojat. Az egyes régiokban
mért paraméterek kozott szignifikans kiilonbséget sehol nem figyeltiink
meg. Tehat a kalciumaramok paraméterei az dltalunk vizsgalt régiokban

megegyeznek.

IV/4. Tranziens, kifelé iranyulo kaliumdram (1,,)

Az I,-t -80 mV-os tartd fesziiltségrdl aktivaltuk 400 ms hosszu, -20
€s +60 mV kozotti tesztimpulzusokkal, 10 mV-os 1épéskozokkel. Minden
egyes tesztimpulzus elott egy rovid (5 ms idotartami) -30 mV-os
depolarizalo 1épcsot alkalmaztunk, hogy inaktivaljuk a gyors, fesziiltség
fiiggéd Na'-dramot, a kiilsé oldat pedig az Ic,; gdtldsa céljabol 5 uM
Nifedipint tartalmazott. Az EPI és az APEX sejteknek a +10 illetve +20
mV feletti fesziiltségértékeknél szignifikdnsan nagyobb I, csucsdram
amplitidddja volt, mint a veliik 0sszehasonlitasra keriild MID és BASE
sejteknek. Az aram inaktivaciojanak fesziiltségfiiggését -80 mV-os tartd
fesziiltségrol -70 és -10 mV kozotti, 5 mV-os 1épcsdkben alkalmazott
eldimpulzust kovetd +50 mV-ra torténd depolarizdcioval vizsgaltuk. Az
eléimpulzusok alkalmazdsa utdn +50 mV-on kivaltott cstics dramokat az

eldimpulzus nélkiil, ugyancsak +50 mV-on kivaltott dram cstcsértékére
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normalizaltuk, €s a hédnyadost az eldimpulzus fesziiltségértékének
fliggvényében abrazoltuk, majd Boltzmann fiiggvénnyel illesztettiik. Az
EPI és MID sejtek esetében nem volt szignifikdns kiilonbség az I,
egyensulyi inaktivicidjdban. Az APEX sejtekben az inaktivéacids gorbe 4
mV-al jobbra helyezkedett el a BASE sejtek gorbéjéhez képest.
Ugyanakkor az APEX sejtek inaktivaciojanak fesziiltségfiiggése gorbéje
kis mértékben, de szignifikdnsan meredekebbnek adddott, mint a BASE
sejteké.

Az I, inaktivacidjanak idofiiggését a +50 mV-on kialakult dram
leszallo szaranak exponencidlis illesztésével kaptuk. Az inaktivaciod
sebességében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget egyik vizsgalt

csoport kozott sem.

1V/5. A késdi tipusu kdliumdram gyors komponense (I,)

Az Ik, aktivalasat 200 ms hosszu -20 és +40 mV kozotti, 10 mV-os
1épcsokben alkalmazott depolarizalé pulzusokkal végeztik. Az Ig.-t
farokaramként mértiik a -40 mV-os tartofesziiltségre torténo repolarizacid
soran. A mérések sordn az Ic,p €s az I, dramot 5 pM Nifedipinnel €és
30 uM Chromanol 293B-vel gatoltuk. A +40 mV-os aktiviciokor nem
volt kiillonbség az APEX €s BASE sejtek farokaramai kozott. Ugyanakkor
az aktivalo fesziiltség egy kis tartomanydban (+10 mV koriil) az apikalis
aramamplitudok szignifikdnsan kisebbek voltak, mint a bazilis sejtek
aramai. Az Ik, dram aktivacidjanak fesziiltség-fliggése esetén a gorbéket
két-allapotu Boltzmann fiiggvénnyel illesztettiik. Azt taldltuk, hogy az Ik,
kevésbé pozitiv fesziiltségértékeken aktivalodik a BASE teriileteken, mint
az APEX sejtjeiben. Az aram aktivacidjanak idOallandoit envelope-
teszttel hataroztuk meg. Ezen protokoll sordn +30 mV-os depolarizal6
pulzusokat alkalmazunk 5-900 ms iddtartamban. A  kapott

aramamplitudokat a pulzusok hosszdnak fiiggvényében 4brazoltuk, majd
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monoexponencidlis egyenlettel illesztettilk. Az aktivacids idddllandok
nem kiilonboztek szignifikdnsan a szivizom kiilonb6z0, dsszehasonlitasra
keriilt tertiletein. A deaktivéacios iddallandokat két exponens illesztésével
kaptuk a farokdram leszalld szakaszdn. Nem volt szignifikans kiilonbség
sem a gyors, sem a lassu idodllandokban az APEX és BASE sejtek I,
aramai kozott.

Az Iy, EPI/MID 06sszehasonlitdsa sordn meghataroztuk az Iy,
aktivaciojanak fesziiltségfiiggését, de nem taldltunk szignifikans
kiillonbséget az EPI és a MID sejtekben. Az aram deaktivacidja gyorsabb
volt az EPI sejtekben, mint a MID régidban: mind a gyors, mind a lassu

deaktivacids 1iddallandok szignifikansan kisebbek az EPI sejtekben.

IV/6. A késdéi tipusu kdliumdram lassu komponense (Ig;)

A késoi tipusu kdliumédram lassu komponensét (Ix;) teljesen aktivalt
¢s farokdramként egyardnt meghataroztuk. Tart6 fesziiltségként -40 mV-
ot, aktivalo fesziiltségként 3 s hosszi, -30 és +50 mV kozott
fesziiltségértékeket alkalmaztunk 10 mV-os 1€péskozokkel. Az Ic,-t 5 uM
Nifedipine, az Ix,-t 1 uM E-4031 segitségével blokkoltuk. Mind a teljesen
aktivélt, mind a farokaram szignifikdnsan nagyobb volt az APEX, mint a
BASE sejteken. Az Ix, eredményekkel ellentétben az Ix, aktivacios és
deaktivacids iddallanddja is szignifikdnsan kisebb volt az APEX sejtek
esetében. Az aktivacid sebességét envelope-teszttel hatdroztuk meg. Az
kapott 1ddallandok az apikdlis sejtek esetében szignifikdnsan
alacsonyabbak, mint a bazdlis sejtek esetében. Az I, deaktivacidjat -40
és +30 mV kozotti fesziiltségértékeken vizsgaltuk, egy 3 s hosszi +50
mV-os depolarizdl6 impulzust kovetden. A kapott dramgorbék leszalld
szérait exponencialis egyenlettel illesztettiik, és a kapott idoallandokat a
deaktividlo fesziiltség fiiggvényében dbrazoltuk. Eredményeink azt

mutatjak, hogy a -10 és +20 mV kozotti fesziiltség tartomanyban a
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deaktivaci6é szignifikdnsan gyorsabb az APEX sejtek esetében, mint a
BASE teriileteken.

Az EPI rétegben az Ixy, dram amplitiddjat szignifikdnsan
nagyobbnak taldltuk, mint a MID rétegben. Az aktivicid
fesziiltségfiiggése nem kiillonbozott egymastdl a két rétegben, csakugy
mint az aktiviaci6 idédllandéi sem. Az Ik deaktivacidjat biexponencialis
fliiggvénnyel tudtuk megilleszteni, de sem a gyors, sem a lassu
1ddallanddk esetében nem taldltunk kiilonbséget az EPI és MID rétegek
kozott.

IV/7. Ioncsatorna proteinek eloszldsa a szivizom kiilonbozo teriiletein

A tovabbi kisérletek célja annak eldontése volt, hogy a vizsgalt
iondramok paramétereiben észlelt kiillonbségek (akdr APEX/BASE, akar
EPI/MID viszonylatban tapasztalt eltérések legyenek) eredhetnek-e az
ioncsatorndk expresszidjanak kiillonbségeibol Ezért meghataroztuk a {6
ioncsatornaproteinek  (a-alegységek), és azok ismert mdsodlagos
szabdlyoz6 proteinjeinek expressziés mintazatit APEX/BASE és
EPI/MID mintdkban. A Szegedi Tudomanyegyetem Farmakoldgiai €s
Farmakoterdpiai Intézetével torténd egylittmiikddésiink keretein beliil
lehetdségiink nyilt egészséges, human szivizommintak vizsgalatéra is.

Vizsgdlataink soran azt talaltuk, hogy az L-tipusi Ca**-csatorna ac
(porus formdld) alegységének, a befelé egyenirdanyité K'-csatorna Kir2.1
(porus formdld) alegységének, valamint az Ig,-csatorna HERG (porus
forméld) és MiRP1 (regulatérikus) alegységének expresszidja nem
kiilonbozott szignifikansan az APEX és BASE mintdkban. Ezzel szemben
a KvLQTI és MinK (az Igs-csatorna porus formalé €s regulatorikus)
alegységek expresszidja szignifikdnsan kisebb volt a BASE teriiletekrol
szarmazOo mintakban. Hasonldé asszimetriat taldltunk az I,, aramot

1étrehozd csatornafehérjék expressziés mintdzatdban is: a Kvl.4- és a
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KChIP2-fehérjék (porus formdlé és madsodlagos I, alegységek)
szignifikdnsan kisebb mértékben voltak jelen a BASE teriileteken, mint
az APEX részen. A Kv4.3 expresszidja (az I, masik porus formdlod
alegysége) ugyan kisebb volt a BASE mintdkban, de a kiilonbség
statisztikailag nem bizonyult szignifikdnsnak. Osszevetve a kutya
miokardiumbdl szarmazé eredményekkel mennyiségi kiilonbségek
vannak a KChIP2, a MinK és a Kvl.4 expresszids szintjeinek relativ
értékeiben, az APEX/BASE asszimetria emberi anyagban hasonl6 volt a
kutyabol szarmaz6 mintdkon megfigyeltekéhez.

Az a,c, a Kir2.1, a HERG és a MiRP1 proteinek (sorrendben az Ic,,
az g, €s az Ik, dramokért felelos csatorndk) expresszidiban nem volt
szignifikdns kiilonbség a kutyasziv epikardidlis és a midmiokardiélis
rétegébol szarmazé mintdk kozott. Ezzel szemben szignifikdnsan
nagyobb volt az epikardidlis mintdkban az 1, 4ramot létrehozo
ioncsatorna fehérjéknek, a Kv4.3, a Kv1.4 és a KChIP2 proteineknek (két
porus formdlé és egy regulatdrikus alegység) az expresszidja. A KvLQT1
é¢s a MinK fehérjék (Ixs) denzitdsa aszimmetrikus volt: a KvLQTI
expresszidja magasabb volt az EPI teriileteken, mig a MinK denzitdsa a
MID régidban volt magasabb. Ezen kiviil itt megvizsgaltuk még a Nav1.5
(a gyors, fesziiltség fiiggd Na'-csatorna poérus formald alegysége)
expresszios szintjét is, ami MID régioban mintegy kétszerese volt az EPI
teriileten taldltnak. Az EPI/MID ioncsatorna expresszids kiillonbségeket 5
human sziven is alkalmunk nyilt megvizsgdlni: alapvetéen hasonl6
ioncsatorna expressziés mintdzatot kaptunk itt is, mint amit kutya
mintdkban észleltiink, kisebb mennyiségi kiilonbégeket leszamitva.
Egyedill a HERG-fehérje expresszigjanak EPI/MID hanyadosa volt
nagyobb a human mintdkban a kutya miokardiumban megfigyelt ért€khez

képest.
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IV/8. Nemi hormonok hatdsa az EKG paraméterekre

A kordbbi kisérleteinkben az ioncsatorndk expresszidjanak és
funkci6janak sziven Dbeliilli inhomogenitdsit tanulmédnyoztuk. A
kovetkezO kisérleteinkben arra kerestiink valaszt, hogy hogyan valtozik
meg a sziv ioncsatorndinak expresszidja és funkcidja kiillonbozo
hormonstituszu allatmodellekben. Vizsgaltuk kasztracid, illetve inverz

hormon szubsztitiicid hatasait.

IV/8. 1. Plazmahormon-szintek

Mind a plazmatesztoszteron-, mind a plazmadsztrogén-szinteket
folyamatosan meghatdroztuk a kisérletek sordan. A him kutydk
kasztriacidja a plazmatesztoszteron-szint kozel egy nagysagrendi
csokkenéséhez  vezetett, olyan szintre csokkent a plazma
tesztoszteronkoncentracidja, mint a kontroll, vagy kasztrdlt ndOstény
allatokban. A kasztrdlt ndstény allatok tesztoszteron kezelése magasabb
plazmatesztoszteron-szintet eredményezett, mint amit a kontroll him
allatokban tapasztaltunk. Az 6sztrogénkoncentraciok a kontroll himekben
és ovarectomizalt ndstényekben nem haladtdk meg az éltalunk hasznalt
kit detekciés hatdrét (18,4 pmol L™), a kontroll ndstényekben pedig igen
nagy szoOrast mutattak. Egyediili kivételt az 0Osztrogén kezelt himek
jelentették, ahol a csoport dtlaga 162+43 pmol L' 17p-6sztradiol volt.
Ezek az adatok kielégitden igazoljak, hogy az inverz hormon

szubsztitdcio hatasos volt.

IV/8. 2. Szivfrekvencia és az atrioventrikularis vezetés

Ha egy szivben, illetve azon beliil a szinusz csomdban vagy pitvar-
kamrai csomoOban megvaltozik az ioncsatorndk funkcidja, akkor a
valtozas tikkrozodik a szivirekvencidban €s az atrioventrikuldris vezetés

sebességében (PQ intervallum). A  kasztraci6 kis mértékben
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lecsokkentette mind a him, mind a ndstény kutyék szivfrekvencidjat. Ezek
a valtozdsok a ndstények esetében statisztikailag szignifikdnsak voltak,
mig a him allatokndl nem érte el a valtozas a szignifikdns szintet. Inverz
nemi hormon szubsztiticidjat kovetden (Osztrogén adagoldsa a kasztrélt
himeknek és tesztoszteron a ndstényeknek) a szivirekvencia nem
kiillonbozott a kontroll csoportétdl sem himek, sem ndstények esetében.
Ehhez  hasonld  valtozdsokat tapasztaltunk a  PQ-intervallum
viselkedésében 1s kasztracio, és kasztraciot kovetd inverz hormon
szubsztitucio hatdsara. A kasztracid meghosszabbitotta, majd a hormonok

forditott adasa helyreallitotta a PQ- intervallumot.

IV/8. 3. Kamrai depolarizacio és repolarizacio

Az intraventrikularis vezetésr0l a QRS-komplexum hossza nyujt
informéciét a felszini EKG-regisztraitumon. Sem a kasztracid, sem az
inverz hormonszubsztiticid nem befolydsolta szignifikdnsan a QRS-
komplexum hosszit, ami arra utal, hogy az intraventrikularis vezetésre
nem hatnak a szexudlszteroidok szintjében bekovetkezd valtozasok.

A depolariziacioval ellentétben, a kamrai repolarizacidé idOtartama
nagy mért€kben fliggbtt a tesztoszteron szintjét6l. Orchiectomia
szignifikdnsan megemelte a QT és a korrigdlt QT intervallum (QTc)
hosszat him kutydkban. A kasztralt him kutydk 1 honapig tarté 6sztrogén
kezelése tovabb novelte a QT- és QTc-intervallum hosszat, de ez a
novekedés a kasztrlt allatok értékeihez képest mar nem bizonyult
szignifikdnsnak. NOstény kutydkban az ovarectomia nem okozott
szignifikans valtozast a QT- és QTc-intervallumban. A tesztoszteron egy
hénapon at torténd adagoldsa lerdviditette a repolarizacié idotartamat.
Orchiectomia szignifikdnsan megnovelte a QT- és QTc-diszperzidt is,
amit az Osztrogén adédsa tovabb novelt. A QT- és QTc-intervallumokhoz

hasonldan, ndstény kutydkban ovarectomidval nem sikeriilt a diszperzio
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mértékét megvaltoztatni, de a tesztoszteron kezelés lecsokkentette a QT-

és QTc-diszperzidt a kasztralt ndstény allatokban.

IV/8. 4. Dofetilide indukalt repolarizacio nyujtas

Dofetilide adasa mindkét nemben, — fiiggetleniil az aktualis
hormonszintektdl — percenként 20-30 iitéssel csOkkentette le a
szivfrekvenciat. Ez a bradikardia mindig egyiitt jart a QT-és QTc-
intervallumok nagymértékii megnyuldsdval. A him allatok kasztraldsa
szignifikdnsan felerOsitette ezt a nyudjt6 hatast, ugyanakkor tesztoszteron
adasa a kasztralt ndstény kutydknak szignifikdnsan lecsokentette a
Dofetilide indukdlt QT- és QTc-idotartam megnyuldsat. Az
Osztrogénszint megvaltozdsa sem a noOstény dallatok kasztrdldsa, sem a
kasztralt him kutydk Osztrogénkezelése esetében nem befolydsolta a

Dofetilide repolarizici6-nyujto, bradikardizal6 hatdsat.

IV/9. Nemi hormonok hatdsa az ioncsatorna proteinek expresszios

mintdzatdra

Ioncsatorndt alkot6 proteinek (o-alegységek) és a mdsodlagos,
szabdlyozo alegységek expresszids szintjeit eloszor a tesztoszteron-kezelt
ovarectomizalt ndstény allatokban és az Osztrogén-kezelt orchiectomizalt
himekben hatdroztuk meg, és hasonlitottunk Ossze. A vizsgélt
ioncsatorna-fehérjék nagy tobbségének expresszidja nem kiilonbozott
szignifikdnsan a két vizsgalt csoportban. Ezzel szemben szignifikdns
kiillonbségeket taldltunk az Ik, és az I, dram létrehozasaért felelos Kir2.1
(Ix; csatorna pérusformalod alegysége) és a Kv4.3 (az I, csatorna egyik
porusformalé alegysége) fehérjék expresszidjdban, mindkét fehérje
szignifikdnsan nagyobb denzitist mutatott a tesztoszteron-kezelt kasztralt
ndstényekben, mint az Osztrogén kezelt kasztralt himekben. A Kv1.4 (az

I, mésik részért felelos csatorna porusformdlé alegysége) expresszids
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szintje szintén magasabb volt a tesztoszteronnal kezelt, kasztralt nostény
csoportban, ez az emelkedés azonban elmaradt a szignifikans mértéktol.
Erdekes médon a KChIP2 szintje, ami a legfontosabb regulatérikus
alegysége a tranziens Kkifelé egyenirdnyité K'-csatorninak (I,,), nem
mutatott kiilonbséget a két vizsgalt csoportban.

A vizsgdlatok tovabbi részében a Kv4.3 és a Kir2.1 relativ optikai
denzitdsait megvizsgaltuk négy kiilonbozo csoportban: kontroll (nem
kezelt) him és nostény kutydk, tesztoszteron-kezelt ovarectomizalt
nostények és Osztrogén-kezelt orchiectomizdlt him kutydk. Mind a
Kir2.1, mind a Kv4.3 proteinek expresszidos szintjei szignifikdnsan
magasabbak voltak a tesztoszteron-kezelt kasztrdlt ndstényekben €s
normél himekben, mint a tesztoszteronnal nem rendelkez6 csoportokban.
Mais szoval egyediil a tesztoszteron hatdsa volt a dontd, fliggetleniil az

allat aktudlis nemétdl vagy az 0sztrogén jelenlététol illetve hianyatol.

V. DISZKUSSZIO

Annak ellenére, hogy szdmos tanulmany foglalkozik az emlds
szivizom regiondlis €s transzmuralis heterogenitdsdval, mai tuddsunk
ezen a teriileten (kiilonosen a human szivizomra vonatkozéan) korantsem
nevezhetd teljesnek. Adodik ez részben a szisztematikus, &4tfogd
elemzések hidnydbdl (a legtobb kozlemény egy adott, markdnsan
megfigyelhetd kiilonbség vizsgdlatara szoritkozik), masrészt pedig az
egészséges human szivizommintdk hozzaférhetdségének nehézségeibol.
Ezen utobbi hidnydban nagyon fontos, hogy megfeleld modellt talaljunk a
vizsgélatokhoz, hiszen az orvosbioldgiai kutatasok végsd célja mégiscsak
az ember. Ez a tanulmény az elsO szisztematikus Osszehasonlité elemzés
az egészséges humin szivizom ioncsatorna-fehérj€inek teriileti és
regiondlis eloszlasarol, dsszehasonlitva az azonos koriilmények kozott

vizsgalt kutya szivizommintdk eredményeivel. Ezeknek az expresszids
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mintdzatoknak a kutya miokardium elektrofizioldgiai sajatsagaival
torténo Osszevetése valaszt adhat arra a kérdésre, hogy mennyiben jarul
hozz4d egy-egy csatornaalegység expresszidjanak inhomogenitdsa az
iondramok és az akcids potencidl szivizmon beliili, illetve egyedek

kozotti variabilitdshoz.
V/1. A szivizom regiondlis kiilonbségei

V/1. 1. EPI/MID asszimetria

Vizsgélataink sordn bizonyitottuk a markans epikardialis-
midmiokardidlis inhomogenitas jelenlétét az iondramban €s ioncsatorna-
expresszioban kutya és human miokardium esetében. Az I, €s az Ix, &ram
denzitdsa nagyobb volt az EPI rétegekben, mint a midmiokardiumban
(kb. 55 és 50%-al), mik6zben nem talaltunk kiilonbséget az Iy, és az Ik,
aram eloszlasdban. Ami az Ikt illeti, eredményeink hasonléak a mas
laboratériumok altal publikélt adatokhoz, tehdt magasabb az epikardium
Ixs denzitasa. Az I, és az Ix; magasabb EPI/MID ardnyai rovidebb, és
kifejezetttebb ,,spike-and-dome” konfigurdcioju akcids potencidlokat
eredményezhetnek az epikardium sejtjein, ugyanakkor kérdés, hogy az
akcids potencidl idOtartamdban tapasztalt valtozdsok a szivizom rétegein
beliill megmagyardzhatok-e kizardlag az I, €s az Ik, asszimetrikus
eloszlasdval. Valoszinlileg nem. A natriumcsatorna-fehérje (Navl.5)
denzitdsa csak 49% volt az epikardiélis sejteken, a midmiokardiumban
mérthez képest. Mivel az I, gyors inaktivacios kinetikdja és az Ix, nagyon
lassu aktivacids i1ddallandoi csokkenthetik ezen &dramok szerepét a
repolarizdcidban, valdsziniinek tlinik, hogy a kifejezettebb Na'-dram
(amit a nagyobb Nav1.5 denzitds, a nagyobb V.« és AP amplitddo jelez)
azon komponense, amely a platd fazis alatt is aktiv (nem inaktival6do,
tigynevezett hattér Na'-dram), lehet felelds a midmiokardiumban az ott

tapasztalhat6 hosszabb akcios potencialokért.
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Mas tanulmanyokhoz hasonléan mi sem tapasztaltunk EPI/MID
kiilonbségeket az Iy, aram amplitdd6jaban, amikor a megszokott,
alacsony stimuldl6 ciklushosszt (20 s) hasznaltuk. Ugyanakkor az dram
deaktivacids kinetikdja lassabb volt a midmiokardiumban, ami arra utal,
hogy fiziologias szivirekvencidn az Iy, erOsebb lehet ebben a rétegben.
Ha az Ik, aram nem tud teljes mértékben deaktivdlodni akkor a
csatornapopuldciéo egy része még nyitott allapotban van, amikor a
kovetkezd ingerillet megérkezik. [gy az dramnak egy része
akkumulélodik és er6sebb repolarizaciot hoz létre. Ez hozzajarulhat a 3.
osztalyl antiarritmids szerek midmiokardidlis rétegben tapasztalt
jelentdsebb AP nyujt6 hatdsdhoz.

Az Osszes I,-ért felelds csatorna protein (Kv4.3, Kv1.4 és KchIP2)
expresszios szintje szignifikdnsan magasabb volt az epikardidlis rétegben,
mint a midmiokardiélisban — ez j6l egyezik az elektrofiziologiai mérések
eredményeivel. Ezek koziil az I, fehérjék koziil a Kv4.3 denzitdsa volt a
legjobban ardnyban az I, csucsértékeivel. Elsd pillantdsra ez nem
meglepd, hiszen a Kv4.3 a f6 pdrusalkoté proteinje az I, csatorndnak,
mind kutydban, mind a human miokardiumban. Ugyanakkor érdemes
megemliteni, hogy Rosati és mitsai. csak kis mértékii Kv4.3 mRNS
expresszios kiillonbséget lattak az epikardium €s a midmiokardium kozott
kutya kardidlis izomszovetében, €s a nagy transzmurdlis I, gradiens
jobban korrelalt a KChIP2 mRNS szintjével. Ennek az ellentmondasnak
az lehet az oka, hogy az mRNS-szintek és a fehérjeexpresszi6 nem
mindig identikusak egymassal.

Az elektrofiziologiai mérések sordn megéllapitott Iy, EPI/MID
asszimetria nagyon jO korrelaciét mutatott a porusformdld alegység
KvLQT1 EPI/MID eloszlasaval, mivel a KvLQTT1 protein denzitdsa és az
Ixs farokdram amplitidéja egyformdn 50%-al nagyobb volt az

epikardiumban, mint a midmiokardidlis rétegben. Ezzel szemben,
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forditott EPI/MID eloszlast taldltunk a regulatorikus alegység MinK
esetén (a MinK denzitdsa az epikardidlis rétegben csak 65% és 71%-a
volt a midmiokardidlis rétegben észlelteknél, kutya és human
miokardiumban). Mas széval az egyenldtlen Ig, eloszlas az EPI/MID
rétegek kozott egyediil az asszimetrikus KvLQTI1 fehérjének
tulajdonithatd, és fiiggetlen a regulatérikus, MinK alegységtol. Ez
egyezik a transzmurdlis MinK mRNS expresszid asszimetria hidnyaval,
amit Péréon €s mtsai. humén kardiomiopatids szovetmintakban taldltak. A
MinK azonban nem csak a KvLQTI-el hanem mas a-alegységekkel is
eloszeretettel tarsul, tehat ez a téma tovabbi vizsgalatokat igényel.

A Na'-dram a kutya szivizomzat midmiokardidlis rétegében a
legkifejezettebb, és igy meredekebb felszallo szérral rendelkezd akcids
potencidlokat hoz létre, mint akar az epikardialis vagy az endokardidlis
rétegben. A mi vizsgalatunkban 49%-os EPI/MID aranyt taldltunk a
Nav1.5 fehérje denzitdsban, ami kozel van a kutya szivizmaban Zygmunt
és mtsai. dltal fesziiltség-clamp koriilmények kozott mért 59%-os Na'-
aram ardnyhoz. A Navl.5 fehérjére vonatkoztatott 49%-os EPI/MID
arany elég messze van a V,,x 79%-os aranyatol. Annak ellenére, hogy a
Vmax-0t gyakran haszndljak a publikdciékban a Na'-konduktancia vagy a
Ina karakterizaldsdra, a V., és a Na'-dram nem linedrisan ardnylik
egymashoz. Ennek a nonlinearitdsnak a mértéke vita targyat képezi, de pl.
50%-o0s Na'-konduktancia csokkenés csak kozel 20%-0s V. csokkenést

fog okozni, ami egybevig a mi eredményeinkkel.

V/1. 2. APEX/BASE inhomogenitas

Kisérleteinkben leirtuk a markans iondram €s ioncsatorna-expresszio
inhomogenitést a kutya és a human szivizom apikalis €s bazalis részein.
A emlds akcios potencidl repolarizacidjaért legnagyobb mértékben felelOs

I, és I, aram denzitdsait kozel kétszer nagyobbnak talaltuk a sziv csucsi
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részén, mint a bizison, ami magyarazatot ad a rovidebb apikdlis akcids
potencidlokra.

Az I, dram létrehozasaért felelds csatornafehérjék koziil a Kv1l.4 és
a KChIP2 protein expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt a bazalis
teriileteken, mint a csucson. Ez az eredmény egybeviag az I, apikdlis
dominancidjaval; ugyanakkor ne felejtsilk el, hogy a Kv4.3 a {0
porusformald I, csatorna alegység mind kutya mind a huméin kamrai
szivizomban. Tehat a Kv4.3 expresszidjaban tapasztalt kis mértékii apiko-
bazalis inhomogenitds nem magyardzza az aramdenzitds jelentOs
kiilonbségeit a szivizom kiilonbozo teriiletei kozott. Mivel a szabdlyozé
KChIP2 alegységrdl ismert, hogy mind a kutya, mind a humén
szivizomban tarsul a Kv4.3 alegységgel, és a két alegység kozos
expresszidja megnoveli az I, amplitiddjat, feltételezhetjiikk, hogy a
KChIP2 fehérje magasabb apikdlis expresszidja felelds az erdsebb csticsi
I,,-ért. Erre a kovetkeztetésre jutottak Rosati €s mitsai. 1s, amikor a mar
fentebb emlitett epi-endokardidlis transzmurdlis differencidkat vizsgéltak.
Tehat inkdbb a KChIP2 expresszidja okozza az I, amplitidébeli
kiilonbségeket €s nem a Kv4.3. Egy masik kozvetett bizonyitékot
szolgaltat erre Yu és munkacsoportja amikor leirjék, hogy az angiotenzin
IT és losartan megvaltoztatta az I, amplitudgjat €s kinetikai paramétereit
anélkiil hogy a Kv4.3 vagy a Kvl.4 alegységek relativ expresszidjat
érdemben megvaltoztatnd. Habér az I, inaktivaciobdl vald visszatérését
nem vizsgaltuk, a Kvl.4 alegység (mivel az alegység ismert médon
megvéltoztatja a csatorna aktivacios kinetikajat) csokkent bazalis
expresszioja felgyorsult &ram-reaktivaciot feltételez.

Az elektrofiziol6giai modszerekkel meghatarozott apiko-bazalis Ik,
asszimetriit alatdmasztjadk a humdn €és kutya mintdkon végzett Western
blot eredmények, ugyanis mind a KvLQTI, mind a MinK (az Ikt

létrehozd csatorna fehérjék) szintje szignifikdnsan magasabb volt az
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apikdlis teriileteken, mint a bazdlisokon. Az aram lassi aktivacios
kinetikdja miatt az Ik, repolarizacidoban val6é szerepét az utdbbi iddben
tobben megkérddjelezték, masok megerositették. Az Ik, aktivacidja 44 %-
al gyorsabb volt a csucsi teriileteken, mint a bazison, ami arra utal, hogy
ezen aram aktivacigja felgyorsithatja a repolarizaciot, vagy legalabbis
jobban erositheti a repolarizicios rezervet az apikalis szivizomsejtekben.
Annak ellenére, hogy sem az Ik, &ramdenzitasokban, sem a HERG és
a MiRPI1 proteinek expresszidjdban nem taldltunk szignifikdns apiko-
bazélis kiilonbséget, az Ik, aktivacigja lassabb volt a csucsi teriileteken,
mint a bazison. Ezt a relativ nyujto hatast az apikélis sejtekben azonban

ugy tlinik kompenzalja az Ik, és az I, erdteljesebb AP roviditod hatésa.

V/1. 3. Jelentoség és a vizsgalatok korlatai

Egészséges human szivizomra vonatkozo6 relevans elektrofiziol6giai
adatok hidnydban egyedill a Western blot eredményeket tudjuk
osszehasonlitani a kutydban kapott eredményekkel. Altalanossdgban
elmondhatd, hogy az EPI/MID inhomogentids nagyon hasonld volt a két
fajban, kivételt csak a HERG protein eloszldsa képez. Kutydban nem
taldltunk eltérést a két miokardiélis rétegben a HERG csatorna eloszlasat
illetben, mig a huméin mintdkban az EPI/MID ardny 1,49 volt. A
kiilonbség okara magyardzatot adni nem tudunk, huméan mintakon végzett
elektrofiziol6giai mérésekre lenne sziikség, hogy felfedjiik ennek az okat.

Az apiko-bazalis asszimetriat illetoen is nagyon hasonlé a kutya €s a
humin miokardium, habéar kvantitativ kiilonbségeket fedezhetiink fel a
KChIP2, a MinK €és a Kv1.4 fehérjék expresszios szintjeiben.

Eredményeink alapjan a kutya szivizom megfeleld6 modell lehet a
humidn sziv elektromos inhomogenitdsdnak tanulmdnyozdisara.
Ugyanakkor az irodalomban taldlhaté nagy fajok kozotti kiillonbségeket

figyelembe véve, amelyek az apiko/bazalis és az
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epikardidlis/midmiokardidlis gradiensekre vonatkoznak a kutya kamrai
miokardium, a fenndll6 kvantitativ kiillonbségek ellenére még mindig a
huménhoz leginkabb hasonlit6 modellnek szdmit. A tanulmanyban
bemutatott repolarizacids inhomogenitds a patologids esetben
megnovekedett elektromos diszperzid miatt a szivritmuszavarok fokozott
eloforduldsahoz vezethet, vagy az antiarritmids szerek hatdsdnak
modosuldsat okozhatja. Jelen eredmények nagyban hozzajarulhatnak
alapvetd ismereteink boOvitéséhez a szivritmuszavarok kialakuldséanak
mechanizmusardl, €s segithetnek hatékonyabb és €sszeri(ibb antiarritmias

terapiak kifejlesztésében.

V/2. Nemi hormonok és kardidlis ioncsatornak

Vizsgdlataink sordn megvizsgaltuk a legfontosabb emlds nemi
hormonok, a tesztoszteron és az Osztrogén hatdsait az emlds kamrai
szivizom elektrofizioldgiai paramétereire €s ioncsatorna eloszlasara. A
két hormonnak azonos hatédsa volt a szivfrekvencidra és a pitvar-kamrai
vezetési 1dore. Mind a szivfrekvencia, mind az atrioventrikularis csomo
vezetési sebessége emelkedett az Osztrogén €s tesztoszteron kezelés
hatdsara, mig a szexudlszteroidok hidnyanak (kasztracid) ellentétes hatdsa
volt. Vizsgalataink legérdekesebb eredménye annak kimutatdsa, hogy a
kutya kamrai izomszovet — az ingerképzd szovettel ellentétben —
mashogy reagdl a tesztoszteronra, mint az 0sztrogénre: a tesztoszteron
felgyorsitotta a kamrai repolariziciot, lecsokentette a Dofetilide-indukalt
repolarizacié nyulédst, €s mindkét nemben lecsokentette a szivizom
elektromos diszperzidjat, mikozben az Osztrogénnek nem volt hatdsa
ezekre a paraméterekre. Eredményeink j6 Osszhangban vannak a humén
EKG tanulmanyokkal, ami djfent arra utal, hogy a kutya modell alkalmas
a nemi hormonok szivre gyakorolt hatdsanak vizsgdalatara, tovabba humén

szivizomra is relevans kovetkeztetéseket vonhatunk le az eredményekbdl.
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Mivel sem a nOstény kutydk kasztrdldsa, sem a kasztralt him kutyak
Osztrogén kezelése nem okozott szignifikdns valtozast a kamrai
repolarizacié6  sebességében,  feltételezhetd, hogy az inverz
hormonszubsztitudlt kutydk ioncsatorna-expresszidjdban tapasztalt
kiilonbségeket kizardlag a tesztoszteron jelenléte vagy hidnya okozta. Ezt
a kovetkeztetésiinket az a kisérlet is aldtdmasztja, amikor a Kv4.3 és a
Kir2.1 csatornafehérjék expressziojat nemcsak a kasztrdlt €s inverz
hormonkezelt 4allatok csoportjai kozott, hanem kezeletlen kutydk
csoportjaiban is Osszehasonlitottuk. A kezeletlen kutydk dsszehasonlitdasa
megmutatta ezen csatorna alegységek magasabb expresszios szintjét a
kontroll him allatokban a normél nOstényekhez képest. Ez az eredmény
nehezen egyeztethetd 0ssze a kontroll koriilmények kozott regisztralt QT-
és QTc-intervallumokkal, amelyek gyakorlatilag megegyeztek a kontroll
allapotban. Ugyanakkor az feltételezhetd, hogy a nemek kozott
kiilonbségek mas, olyan 4ltalunk nem vizsgdlt csatorna alegységeket is
érinthetnek, amelyek kompenzdlhatjdk a him allatokban taldlt magasabb
K'-csatorna strliséget.

Amint azt fentebb is emlitettiik, a tesztoszteron kezelés fokozta két
K*-csatornafehérje (Kir2.1 és Kv4.3) kifejez8dését, amelyek az Ik, és az
I,, aram kialakitasaért felelosek. Az Ik, felelos az AP terminalis
repolarizacigjaért, igy az AP hosszanak szabdlyozisdban kiemelt szerepe
van, tehdt amplitidojdnak megnovekedése szerepet jatszhat a
tesztoszteron altal 1étrehozott QT- és QTc-intervallumok lerovidiilésében.
Habar az I, kutya kamrai szivizomsejtek repolarizacidjaban betoltott
szerepét megkérddjelezik, mindkét dram hozzdjarul a repolarizacios
rezerv kialakitdsdhoz. Igy tehdt meglepd médon az Iy, és az I
megnovekedett expresszidja szerepet jatszik a tesztoszteronnal kezelt
szivizom csOkkent Dofetilide-érzékenységében — annak ellenére, hogy az

I, aramot 1étrehoz6 HERG csatornafehérjék (amelyet a Dofetilide gatol)
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stirisége nem valtozik. Mindezek ellenére a tobbi, dltalunk nem vizsgalt
K*-csatorna alegység (pl. a Kv3.4 vagy a Kvl.7) szerepét sem lehet

kizarni.

V/2. 1. Jelentoség és az EKG vizsgalatok korlatai

Mivel nincs relevans informéicié arra vonakozdan, hogyan hat az
0sztrogén és a tesztoszteron az egészséges human szivizom ioncsatorndin,
a mi Western blot eredményeinket nem tudjuk kozvetleniil
Osszehasonlitani human adatokkal. A kutya és a humdn szivizomsejt
cellularis elektrofiziologiai hasonldsagai, és a human EKG adatokkal valo
J6 egyezés alapjan azonban nagy biztonsdggal kijelenthetjiik, hogy a
kutya j6 modell a nemi hormonok hatdsanak tanulmanyozdasara.
Ugyanakkor ennek a modellnek is vannak korlatai. A legszembetiinobb
kiilonbség a kutya és az ember nemi milkddése kozott az az emberben
tapasztalhat6 28 napos menstruacios ciklus a kutya andsztruszahoz
képest, amikor a nOstény &llatokban gyakran az ECLIA kit detekcids
hatérdnal (18,4 pmol L) alacsonyabb sztrogén szinteket talalunk. Teh4t
a kezeletlen kutydk nem reprezentaljak tokéletesen az emberben nemtdl
fiiggden kialakul6 kiilonbségeket, mégis — foleg kasztraci6 utdn — a kutya
modell adja a legjobb megkozelitést a  szexudlszteroidok

hatdsmechanizmusdnak vizsgélatahoz.

V/3. Konklizio

Munkénk sordn azt vizsgaltuk, hogy az eml0s szivizmon beliili,
illetve ugyanazon faj egyedei kozotti elektrofizioldégiai inhomogenitas
magyardzhat6-e az ioncsatorndk expresszidjdban megfigyelhetd
kiilonbségekkel. A szivizmon beliilli inhomogenitds vizsgéilatakor a
tranziens kifelé irdnyuld kdliumaram (I,,) €s a késdi tipusu kaliumaram

lassu komponense (Ix;) jO korrelaciét mutatott az dramokat létrehozo
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ioncsatorna-proteinek expresszidjival. Elektrofiziologiai modszerekkel
nem taldltunk kiillonbséget a szivizom kiillonbozo teriileter kozott az L-
tipusu kalciumaram (Ic,), a befelé egyeniranyité kaliumaram (Ix;) és a
késoi tipusd kaliumaram gyors komponensének (Ix,) paramétereiben,
amely adatok jol korreldlnak az ioncsatorna expresszids szintekkel, ahol
szintén nem taldltunk kiilonbséget a szivizom egyes teriiletei kozott. A
nemek kozotti inhomogenitds vizsgalatakor a talalt repolarizacids
kiilonbségek jol korrelaltak az I, és Igx; 1oncsatorna-fehérjék
valtozdsaival, és visszavezethetdk a tesztoszteron hatdsaira.

Az emlOs szivizomszovet nem homogén, mint azt kordbban
feltételezték. Valdjdban sok eltérést tudunk felfedezni az akcids potenciél
morfoldgidjdban, az iondramok amplitiddiban, kinetikai sajatsagaiban és
az 1oncsatorna-fehérjék eloszlasdban mind a szivizom rétegein belill,
mind a szivizom kiilonboz0 teriiletei kozott €s kiillonbozd nemil egyedek
kozott is. A kiilonbségek élettani jelentOsége egyrészt az EKG-
regisztratum repolarizacids hullamainak létrehozdsa, aminek nagy
diagnosztikai jelent0sége van. Az inhomogenitds lehetséges patologids
kovetkezménye a farmakoldgiai behatdsokra adott valtozatos vdlasz,
amelyek pl. az antiarritmids szerek esetében proarritmids hatdst
eredményezhetnek. Erthetd tehét, hogy minél tobbet tudunk a szivizom
inhomogenitasarol, annadl hatékonyabb és biztonsdgosabb gydgyszeres
beavatkozasokat tudunk tervezni €s alkalmazni a szivbetegségben

szenvedo betegeknél.
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