DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

dr. Kovacs Zsigmond Mate

A szivizom natriumaramainak faj-, és kaliumaramainak

B-adrenerg fliggése

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2025



DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A szivizom natriumaramainak faj-, és kaliumaramainak

B-adrenerg fliggése

dr. Kovacs Zsigmond Mate

Témavezeto: Prof. Dr. Banyasz Tamas

DEBRECENI EGYETEM

MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2025



Tartalomjeqyzék

TartAIOMIEGYZEK ...ttt re s 3
ROVIATTESEK JEGYZEKE ...ttt ettt et nnes 5
L. BBVEZELES...uiieiie ettt ettt et e e et e nta e ta e ae e raeeres 7
2. 1rodalmi AHEEKINTES .......ee et 8
2.1 A bal kamrai szivizomsejtek akcids potencialja €s ionaramai.............cccoceeeeieeinennn. 8
2.2 A szivizom B-adrenerg SZabaly0ZASa ...........coivieiiiiiiiiiie i 11
2.3 A kalcium szerepe a szivizomsejtek mikodésében............coovvveiiiiiiiiiiiiii e, 14
2.4 A késOi NAriUMATAM (INa, 1ate) -+ veeevveervreeureineesieeaieesiee s et e st e et e s e 15
241 A fesziiltségfliggl nAtriumeSatorNa ........vveivvieiiiieiiiie i 15
2.4.2 A lnajate-€t 1étrehozd mechanizmusoK .........ccvvveeiiiiiii i 16
2.4.3 A kés6i natriumaram szerepe a sziv elektromos aktivitasaban................c......... 18
2.4.4 A sziv elektromos aktivitasanak hatasa a késOi natriumaramra......................... 19
2.5 A kés6i egyeniranyito kaliumaram gyors komponense (Ikr) ....ccovvveerveiiiieiineeninennnn. 20
25.1 A fesziiltségfliggd kaliumcsatorNaK ...........ccveiiireiiiee i 20
2.5.2 Az Ik elektrofizioldgiai tulajdonSagai .......ccceeevvereiiireiiiie e 21
253 Az lkr dram miikodését mOodositd hatdsok..........ooccvvvviiiiiiiiiiiiie 22
2.6 A befelé egyeniranyitd KAHUMAram (1K1) ....oveeirveeeiiireiiiie e 22
2.6.1 A befelé egyeniranyitd KAlium CSatorna...........cccveeviveiiiie e 22
2.6.2 Az Ik szerepe a szivizomsejtek elektrofiziologidjaban .............ccccooevvevinnennn. 23
2.6.3 A befelé egyeniranyitd kaliumaram mitkodését befolyasold tényezok.............. 24
2.7 A kamrai szivizomsejtek ionaramainak fajok kozti kilonbségei..........cccoovvevvveennen. 24
K R O] 1< 111 V< TP OO POP PR TPTTPPPP 28
3.1  Késoinatriumaramprofilok és konduktancia vizsgélata kutya, nyul €és tengerimalac
10T (=] | [T o PP UR TP TRTOPRUPPS 28
3.2 A befelé egyeniranyito, és a gyors késdi egyeniranyitd kaliumaramok CaMKII
utvonal altali B-adrenerg aktiVACIOJa .........cccuvveiuireiiie e 29
4. ANYAgOK €S MOUSZEIEK ....couvvieiiiie ettt et e e e e e e s e e s raeeaneeas 30
4.1  Kamrai szivizomsejteK izOIAlASa ............cceeeviviiiiie e 30
4.2 EleKtrofiZIOlOQia. . .....ooeeeiieeeciie e 33
4.3 lonaram meérés konvencionalis fesziltség clamp modszerrel...........cocoveevvveeinnenne, 34
4.4  lonaram merés akcids potencial feszultség clamp modszerrel (APVC) ................... 35
45 A “hagymahamozas” (onion-peeling) MOUSZEr .........cccvvvviieiiiiiiie e 37
4.6 SEALISZEIKA. ... eeeiiiie ittt 37
T = (=T [ 1= 1)Y= PRSP 38



5.1 A kés6i natriumaram-profil és konduktanica valtozasai kutya, nyal és tengerimalac

SZIVIZOMSEJEEKEIN. ...ttt ettt e bt e bt bt nb et sbeenne s 38
5.1.1 Nativ Inaate profilok kontroll kdrilmenyek KOzott...........ooovvveviieiiiiiiiciien, 38
5.1.2 A parancsjel alakjanak hatdsa a késOi natriumaramra.............cccveveeriivneneennnnnnn. 42
5.1.3 A kalcium szerepe a kés6i natriumaram szabalyozasaban ...............cccccvevvennnnn. 43
5.1.4 Az ATX-II hatésa kutya és tengerimalac szivizomsejtekre............ccccccoeernnnnnn. 45

5.2  Kutyasziv bal kamrai izomsejtjeinek befelé egyeniranyitd kaliumaraméanak CaMKIllI

utvonal altali B-adrenerg aktiVACIOJa: .........coueieeiieiiiie e 47
5.2.1 Az Ik: paramétereinek valtozésa az akcids potencial alatt ................ccccccevienne, 47
5.2.2  B-adrenerg hatés, fokuszban az AP plato...........cccoooveiiiiiiiiiieeee, 50
5.2.3  B-adrenerg stimuldlt Ik: konvenciondlis voltage clamp-pel ...........ccccooeiiene. 52
524 Az Ik ésaB-adrenerg StIMUIACIO .........oooveiiiiieiiiiii e 54
IMBODESZEIES ... 55

6.1 A kés6i natriumaram tulajdonsagainak fajok kozti killonbségei ...........cocovvevvveennnn. 55
6.1.1 A natriumcsatornak konduktanciajanak fajfiggése .........ccoooviiiniiiiiiiiieiinnnnn, 55
6.1.2  AZ Inajate &S az akcios potencial kapesolata..........c.oovvvevvieiiiiiiiiicicec, 56
6.1.3  AZ Inglate ArtMOQGEN NATASA. ... .eeiiiiiiieiie et 56
6.1.4 Az ATX-I1I altal létrehozott ionaram tulajdonsagai tengerimalac és kutya
YA NV 40T 11 1=] 1 £=] ] SRS 57

6.2 A B-adrenerg stimulacio hatdsa a kamrai szivizomsejtek kdliumaramaira................ 57
6.2.1 A CaMKII atvonal felelds a B-adrenerg hatasok kialakitasaért az ki esetében.57
6.2.2 A B-adrenerg stimulacio az Iki-et is csak részben befolyasolja..............c......... 59
6.2.3 A B-adrenerg serkentés nincs hatassal az Ikr-re ........c.cccoveeviveeviieeiiie e 60
(@157 (o]0 o1 - TR 62
SUIMIMIATY .ttt e ettt e e e e e e sttt et e e e e e s e n bbbt e e e e e e s e e nnbb bbb e e e e e e e e s s nnnnten e 63
IFOAAIOMJEYYZEK ...ttt e et e e e e e e are e e 64

KUICSSZAVAK ...ttt e e nree s 85
YT 0] (0 PSSR 85
KOSZONEtNYTIVANITAS ......ccveeeeiie e e 86
FUGOEIEK ...ttt e s e e et e et e e et e e e et e e e st e e e arae e e anreeeanes 87



Roviditések jeqgyzéke

[Ca?];
AP
APD
APDy

APVC
ATX-II
BAPTA
BM
CaM
CaMKIlI
cCAMP
CICR
DAD
DAG
E-4031

EAD
EGTA
EPAC

GNa,Iate
H-89

HEPES
ICa,L

IKl

IKr

IKs

|Kur
INa,early

INa,Iate

intracelluléris kalcium koncentracio
akcids potencial
akcids potencial id6tartam

az AP csucsatdl az AP maximalis amplitudéjahoz képest mért
x%-0s repolarizacioig eltelt id6tartam

akcios potencidl feszilltség clamp

Anemonia viridis toxin 2
1,2-Bisz(2-aminofenoxi)etan-N,N,N',N'-tetraecetsav
burst mod

kalmodulin

kalcium-kalmodulin fiiggé protein kinaz I1

ciklikus adenozin monofoszfat

kalcium indukalta kalcium felszabadulas

kés6i utodepolarizacio

diacil glicerol

N-[4-[[1-[2-(6-Metil-2-piridinil)etil]-
4piperidinil]karbonil]fenil] metanszulfonamid dihidroklorid

korai utédepolarizacio
etilén glikol-bis(B-aminoetil éter)-N,N,N’,N'-tetraacet ecetsav
cAMP aktivalt GTP cserét elosegitd fehérje

a natriumcsatorna késéi aramkomponenshez tartozo
konduktanciaja

N-(2-{[(2E)-3-(4-Bromopenil)prop-2-en-1-
yllamino}etil)isoquinolin-5-sulfonamid

4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetankén sav

L-tipusu kalciumaram

befelé egyeniranyit6é kaliumaram

késoi egyeniranyitd kaliumaram gyors komponense
késoi egyeniranyitd kaliumaram lassu komponense
késoi egyenirdnyitd kaliumaram ultragyors komponense
fesziiltségfiiggd natriumaram gyors komponense

kés6i natriumaram

5



Incx natrium-kalcium cseredram

IP3 inozitol trifosztat

o1 tranziens outward kaliumaram

lto2 Ca?*-fiiggé kloridaram

ISO isoproterenol

JMM Joklik &ltal moédositott Minimum Essential Medium

Kir befelé egyeniranyitd kaliumcsatorna

Ky fesziiltségfiiggd kaliumcsatorna

KN-93 2-[N-(2-hidroxietil)]-N-(4-metoxibenzénesulfonil)Jamino-N-(4-
chlorocinnamil)-N-metilbenzilamin)

LAD bal eliilsd leszalld koszoruér (left anterior descending artery)

LSM late scattered mod

MgATP magnézium adenozin trifoszfat

Nay fesziiltségfliggd natriumcsatorna

NKP natrium-kalium pumpa

PI3K foszfoinozitid 3-kinaz

PIP2 foszfoinozitol 4,5-bifoszfat

PKA protein-kindz A

PKC protein-kindz C

PLC foszfolipaz C

RyR2 rianodin receptor sziv izoforma

SERCA szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-az

SR szarkoplazmatikus retikulum

TGF-p tumor novekedési faktor 3

™ tranziens mod

TTX tetrodotoxin



1. Bevezetés

A szivizomsejtek miikodését koordindld ioncsatorndk pontos szabalyozdsa mindmaig
széleskdrben kutatott téma. Ugyan az évek soran sok ezzel kapcsolatos megfigyelés sziletett
[1], azonban tovabbra is rengeteg megvalaszolatlan kérdés maradt a szivizomsejtek elektromos
tevékenységével kapcsolatban. Egy érdekes tény példaul, hogy bar minden gerinces faj kamrai
izomzatéban, esetenként jelentés eloszlasbeli kiilonbségekkel, de ugyanazok az ionaramok
alakitjak ki a sejtek mitkodéséhez nélkiilozhetetlen akcids potencialt, az egyes ionaramok
profilja és Kinetikdja a kutatasra hasznalt modellallatok kozott is jelentOs eltéréseket mutatnak
[2,3]. Emiatt a legtobb szivelektrofizioldgiaban hasznalt modellbdl nyert eredményeket csak
megfeleld mérlegeléssel hasznalhatjuk farmakoldgiai vizsgalatokra. Eppen ezért sziikséges a
kiilonboz6 modellek egymashoz, €s féleg az emberi szivizomsejtekhez hasonlitasa. Emellett az
akcios potencialt kialakito aramok nem csak az egyes fajok kozott térnek el, de ugyanazon
egyeden belil is, bizonyos ingerek hatasara, vagy funkcionalis allapottol fliggben
megvaltozhatnak. Az egyik legf6bb befolyasolo tényez6 a szivizom B-adrenerg szabalyozasa.
Ugyan a szivizomsejtek membranjan kialakulo akciospotencial és az azt létrehozd natrium,
kalium, kalcium és klorid a&ramok tulajdonsagai mar részletekbe menden leirasra keriiltek és azt
is tudjuk, hogy a szivizom egészére hogyan hat a B-adrenerg utvonal aktivacioja, de ennek a
pontos molekularis hatterét tovabbra is homaly fedi. Az el6bb leirtak okan, disszertacidmat két
kutatasi téma koré épitettem fel. Egyrészt, munkam soran 6sszehasonlitottam a szivizomsejtek
egyik fontos depolarizald aramanak, a késdi natrium aramnak a tulajdonsagait harom gyakran
hasznalt modellben, kutya, nyul és tengerimalac szivizomsejtekben. Emellett vizsgaltam a
kutya kamrai szivizomsejtek két, terminalis repolarizacioban létfontossagu kaliumaramanak a
kés6i egyeniranyitdé kaliumaram gyors komponensének, és a befelé egyeniranyitd
kaliumaramnak a valtozasat 3-adrenerg serkentés, és a f-adrenerg jelatvitel két f6 utvonalanak,
a kalcium-kalmodulin fiiggé protein kinaz I1-nek (CaMKII) és a protein-kinaz A-nak (PKA) a

gatlasa mellett is.



2. lrodalmi attekintés

2.1 A bal kamrai szivizomsejtek akcids potencialja és ionaramai

Az é16 sejtek membranjanak extra- és intracellularis oldalai k6z6tt potencialkiilonbseég van,
ezt nyugalmi membrénpotencialnak hivjuk, melynek értéke sejttipusonként eltéré. Ezt a
potencialkiilonbséget azon ionok eloszlasbeli killonbségei hozzak létre, melyekre a membrén
permeabilitdsa nem zérus. Emellett egyes sejteken bizonyos ingerek hatasara ioncsatornak
nyilhatnak meg, melyek térben és idében Osszehangolt miikodésiikkel megvaltoztatjak a
membranpotencialt, akcids potencialt kialakitva (1. abra). Ezen sejtek az an. ingerlékeny sejtek,
mint pl. a sziv bal kamrajanak izomsejtjei is.

A kamrai szivizomsejteken kialakulo akcids potencialt (AP) o6t fazisra (0-4. fazis)
oszthatjuk fel (1. &bra). A fazisokat kiilonb6z6 ionaramok alakitjak ki, és tartjak fent [1]. Ezek
jelenléte és alakja fajonként, sét a sziven beliil, regionalisan is eltérd, ezzel kiilonbdz6 formaju
AP-kat kialakitva. Az ionaramok AP alatti lefutasat alapvet6en az aktualis membranpotencial,
€s a csatornak ateresztOképessége, vagyis konduktancidja hatarozza meg. A csatornak
konduktanciajanak valtozasa koros allapotokban az iondramok nagysaganak valtozasahoz, igy
az AP alakjanak modosuldsahoz vezet, ami kiilonb6z6é szivritmuszavarok formajaban
nyilvanulhat meg. Illyen példaul a Brugada szindroma, ami a natriumcsatornak
konduktanciajanak csokkenésébdl kiinduld ingeriiletvezetési zavar [4].

A 0. fazis elején a membran depolarizalédasanak hatasara gyors, fesziiltségfliiggé Na*
csatornak nyilnak meg, kialakitva a korai natriumaramot (Ina.early), €s létrehozva az AP felszallo
szarat. Ez egy kifejezetten nagy stirtiségli aram, az azt kialakito, sejtmembréanban talalhato Nay
csatornak nagy szama miatt. Ekkor a membranpotencial 0 mV folé emelkedik, ezzel aktivalva
az AP tovabbi fazisaiért felelos aramokat.

Az 1.fazis egy rovid, részleges repolarizacio, amit a tranziens kifelé iranyul6 aram két (egy
kalium és egy klorid aram) komponense (lw1 €s lo2) hoz Iétre. A fazis végén aktiv L-tipusu
kalcium aram (lcaL) megakadalyozza a teljes repolarizaciot, esetenként ismét depolarizélja a
sejtmembrant.

A 2. fazis sorén, amit platénak is nevezink, a lcaL tovabbra is aktiv, ekkor éri el
aramsiriiségének maximumat. Bar a kés6i kaliumaramokat 1étrehozo csatornak mar a kezdeti
depolarizéacié hatadsara megnyilnak, az &ramok stirtisége csak ekkorra éri el maximumat. Mivel

a kifelé aramld kalium-ionok egyensulyi potencialja joval negativabb (-90 mV) az AP ezen



szakaszanak aktualis membranpotencialjanal, a befelé &raml6 kalcium-ionoké pedig pozitivabb
(+134 mV), igy nagyjabodl egyenlé mennyiségli toltés aramlik a membranon keresztil, ezért
nincs kifejezett de- vagy repolarizicio az AP ezen szakaszan. Ebben a fazisban az inaktivalddott
natrium-csatornak egy része zart allapotba kerul. Ezek a csatorndk a jelenleg depolarizalt
membrén hatésara Ujra megnyilhatnak, ezzel kialakitva a kés6i natriumaramot (Inaate). Ilyenkor
aktiv a natrium-kalcium cserearam forward modja is (Incx), ami a sejtben felgyiilt kalcium
extracellularis oldal felé torténo eltavolitasaért felel.

A 3. fazisra a IcaL inaktivalodik, igy a kés6i egyeniranyitd kdliumaram gyors (rapid) és
bizonyos korllmények kozott a lassu (slow) komponense (lkr; Iks) valamint az ujra emelked6
aktivitasl, egyébként a nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felelés befelé egyeniranyito
kaliumaram (Ik1) repolarizalja a sejtmembrant. A kés6i egyeniranyité kaliumaram az elébbi
kett6 mellett rendelkezik egy harmadik, ultragyors komponenssel is (Ikur), de ennek eddig csak
pitvari szivizomsejteken tulajdonitottak jelentGséget.

A 4. fazis az elektromos diasztole szakasza, amit a Ix: hoz létre és tart fenn, ekkor a

nyugalmi membranpotencial, kamrai szivizomsejtek esetében -80 mV korli. [5]
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2.2  Aszivizom g-adrenerg szabalyozasa

A szervezetet €r0 stresszhatdsokhoz a sziv szovetei elsdsorban a szimpatikus idegrendszer
aktivitasanak hatésara alkalmazkodnak. A szimpatikus aktivalas a szivizomsejtek és az
iondramaik aktivitdsanak, ezzel akcios potencialjuk alakjanak, kalciumhomeosztazisanak és
kontraktilitdsdnak megvaltozasahoz vezet. Ezek a hatasok gyorsitjak a szivritmust, novelik a
perctérfogatot, illetve az ingerlletvezetés és a relaxacio sebességét, roviden pozitiv
trophatdsokhoz vezetnek. A B-adrenerg stimulacio a szivizomsejteken G-fehérje kapcsolt 7-
transzmembran receptorok szupercsaladjaba tartoz6 adrenerg receptorokon keresztil jon létre
[7]. Az adrenerg receptorok farmakoldgiai interakcioik alapjan o és B receptorokra oszthatok,
amik miikodésiik alapjan tovabbi alcsoportokba sorolhatdk [8]. Szivizomsejteken a1 és a B
receptorok tobb alcsoportja talalhatd meg, a B-receptorok joval nagyobb aranyban, mint az a
receptorok.

A B-receptorok koziil elsdsorban a B1 és Pz-formak lelhetdek fel egészséges sziven, [s-
receptort csak szivelégtelenség okan atépult szivizombdl mutattak ki [9]. A B-receptorok Gs
fehérjéken keresztil novelik a sejtek adenilat-ciklaz aktivitasat. Emellett aktivaljak még a
foszfolipaz C/protein kinaz C (PLC/PKC), a CaMKIIl, az EPAC és a PI3K utvonalakat,
befolyasoljak tovabba a NO szintdzokat, és a TGF-B szignalizaciot is [9] (2. abra).

A B-receptorok a cAMP/PKA Utvonalat a sejt adenilatciklaz aktivitdsanak novelésén
keresztiil serkentik. Ennek kovetkeztében megné az intracellullaris cAMP szint, ami pedig
aktivalja a protein kinaz A (PKA) enzimet. Ez szdmos folyamatot (génatirast, sejtciklust,
sejtanyagcserét) befolyasol. Két tipusat kilonbdztethetjik meg, a PKAl-et és a PKA2-t. Mig
elébbi a citoplazmaban szabadon megtalalhatd, az utdbbi membranhoz kotott, igy a sejt
membranjaiban megtalalhaté csatornafehérjék foszforilaciojaért elsdsorban ez felel.
Foszforilacioval aktivalja tobbek kozott a szivizomsejtek SR membranjanak rianodin receptorat
(RyR2) [10], ezzel ndvelve a sejtek citoplazméjanak kalciumtartalmat. Emellett gatld hatassal
van a Po-receptorokra [11], de a Ky1.4, 4.2 és 4.3 csatornafehérjék foszforilalasaval csokkenti
az ly aramot is [12].

A széleskorben alkalmazott B-receptor agonista, az isoproterenol nagy koncentracioban (1
uM) alkalmazva csokkenti a tengerimalac kamrai szivizomsejtek [13] és kutya purkinje sejtek
[14] Ik: &ramét, viszont kis koncentraciot (10 nM) alkalmazva ndvelte azt ragcsalo
szivizomsejteken [15]. A PKA datvonal szerepe nem teljesen tisztazott az Iki aram
befolyasolasaban. Fakler és munkatarsai kutatasai arra az eredményre jutottak, hogy a Xenopus

oocitan expresszalt Ki2.1 csatornan atfolyé Ixi aram szignifikans novekedést mutat a PKA
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katalitikus alegységének hozzdadasa utan [16]. Kalscheur és munkatéarsai hasonlé eredményre
jutottak; COS-1 sejteken expresszéltak Ki2.1 csatornakat, majd egy forskolint, 3-izobutil-1-
metilxantint tartalmazo keverékkel serkentették a sejtek PKA miikodését, ami mind rovid, mind
hossz(tava serkentés utan ndvelte a csatornakon atfolyd dramot -60 mV-0s membranpotencial
érték mellett [17]. Ezen eredményekkel szemben Vega és tarsai ugyanezen modellen és
membranpotencialon, ugyanezzel a PKA aktivalassal csokkenést tapasztaltak az Ik:
aramstriségében [18]. Wischmeyer és tarsai szintén az Ixi jelentés csokkenését tapasztaltak
amikor az altaluk hasznalt K- 2.1-et expresszald sejtek belsejébe PKA Katalitikus alegységet
juttattak a patch pipettaba toltétt oldaton keresztul [19] . Emellett a PKC utvonal szerepe is
vitatott, tobb kutatds szerint gatld hatdssal van az Iki-re [16,20,21] egy kozlemény szerint
viszont noveli azt [22].

Kutya szivizomsejtek Ix-ét az ISO és a PKA-aktivatorok novelték, amely hatds PKA-
inhibitorok jelenlétében megsziint [23]. Ezzel 6sszhangban, az 1SO és az adenilat-ciklaz
aktivator forskolin novelte az Ikt tengerimalac szivizomsejtekben. Ezen hatadsokat mind a
PKA, mind a PKC gétlasa, valamint az [Ca?*]i BAPTA-AM vagy nifedipin altali csokkentése
befolyasolta [24]. Ezzel szemben mind a B1-receptor-aktivalas [20], mind a foszfodiészteraz-
gatlas csokkentette az Ikt tengerimalac-miocitakban [25].

Fiziologias esetben az emberi kamrai izomsejtekben a B-adrenerg hatas ezen, és a kés6bb
targyalt PLC jelatviteli utvonalon keresztl serkenti az Iks-t, az Iki-et és az Ikt is, bar ez a hatas
ebben a sorrendben egyre kisebb [26]. Az is leirasra ker(lt, hogy szivelégtelenség modellben a
mindharom kaliumaramot érintd serkentd hatds szinte eltiinik, ezzel jelentdsen csokkentve a
szivizomsejtek repolarizacios rezerveét [27]. A R-adrenerg stimulacio hatassal van tovabba a Nay
csatornakra is, noveli az altaluk kialakitott Inaae-et [28].

A B-receptorok stimulacidja foszfolipaz C-t (PLC) aktivalva a sejtmembranban talalhaté
foszfoinozitol-biszfoszfat (PIP2) diacil-glicerolla (DAG), és inozitol-1,3,5-triszfoszfatta (1P3)
hasadasat eredményezi. Ez a két termék egylittesen aktivalja a protein kinaz C-t (PKC),
valamint noveli a [Ca%*]i-t, ami szintén PKC aktivitast novel. Egészséges szivizomban a PKC
elsésorban a kontraktilitast szabalyozza [29], de aktivitasa tObb szivizombetegségben megnd
[30,31].

Fontos még kiemelni emellett az EPAC (,,Exchange Protein directly Activated by cCAMP )
utvonalat is. A fehérjét, nevébol adodéan a CAMP aktivélja [32]. A PKA [33] és PKC [34]
Utvonalakat serkenti, emellett az szarkoplazmatikus retikulumok (SR)
szarkoplazmatikus/endoplazmatikus retikulum Ca?*-ATP-azait (SERCA) és a rianodin receptor

2-it (sziv izoforma, RyR?>) is, ezzel finomhangolva a sejtek kalcium homeosztézisat [35].

12



2. abra: B-adrenerg hatas a szivizomsejteken. Lathato, hogy a PKA és EPAC-PLC utvonalak

révén a [-adrenerg receptor a sejtek szamos funkcidjat befolyasolja [36].
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2.3 A kalcium szerepe a szivizomsejtek miikodésében

A kalcium kiemelt szereppel bir az izomszdvetek minden fajtajaban, igy a szivizomban is
(3.4bra). Azt a folyamatot, melynek sordn a szivizomsejteket stimuldlé elektromos jel
mechanikai valassza alakul, excitacios-kontrakciés kapcsolatnak nevezzik. Az AP
kialakitdsahoz es az azzal egyid6ben 1étrejovo kontrakcio létrehozasahoz szilkséges kalcium
nagyjabdl 30%-a az extracellularis térbol szarmazik, és az IcaL, Valamint az Incx reverse modja
révén jut be a sejtbe. A maradék 70% az izomsejtek SR-ébél szabadul fel a ndvekvé [Ca?*]i
hatasara, a RyR2-n keresztil. Ezt hivjuk kalcium indukélta kalcium felszabadulasnak (CICR).
Az aritmidhoz vezetd kalcium taltoltédés elkeriilése érdekében, a novekvd [Ca?*]i inaktivalja
felszabadult kalciumot a sejtplazmabol. Ilyenkor a kalcium 70%-a ismét az SR-be keril
visszapumpalasra az SERCA-n keresztiil, mig a maradék 30% az extracellularis térbe ker(l
eltavolitasra az Incx forward modjan, és a sejtfelszini kalciumpumpén at.

A korabban targyalt szimpatikus aktivacié is megemeli a [Ca®']i-t. A Ca®" ionok tobbféle
aton keresztil kdzvetithetik a szimpatikus aktivacio hatasat a sziv szdveteiben: kdzvetlenul, a
Ca?*-kotd fehérjékkel, példaul a kalmodulinnal komplexeket alkotva, és/vagy mas Ca®*-
érzékeny szabalyozd utakon keresztiil (leggyakrabban a CaMKIl).

Az L-tipust kalciumaramnak az AP létrehozasaban betoltott szerepér6l dolgozatomban
kordbban mar irtam. A [Ca®*]i emellett a szivizomsejtek egyéb ionaramait is befolyasolja. A
Nay/1.5 csatornakon példaul mind kalcium mind CaM kot6hely talalhatd. Egyes
munkacsoportok azt talaltak, hogy a kalcium énmagaban is megvaltoztathatja a csatorna
miikodését [38], mig masok arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy erre csak a Ca?*-CaM
komplex képes [39,40]. A direkt hatasok mellett a Ca?*-CaM komplex a CaMKI| aktivalasaval
is befolyasolja a Nay-csatornakat [41-43]. Az aktiv CaMKII egy ser/thr kindz, ami legalabb
harom helyen képes foszforilalni a Nay1.5 csatornakat [44].

Hasonlo6an, a kalcium a CaM-CaMKII utvonalon hat a szivizomsejtek kaliumaramaira.
Mig akutan a kordbban leirt -adrenerg stimulacidra néveli mind az Iks mind az Ik, amplitudojat
[26], addig a CaMKII kronikus aktivitasa csokkenti mind az Iks [45], mind az Ik: [46] aramokat

Iétrehoz6 csatornak expresszidjat, ezzel magukat az aramokat is.
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3. dbra: A szivizomsejtek kalcium korforgasanak sémas abréaja [47].

2.4 A késéi natriumdram (Ina, \ate)

2.4.1 A fesziltsegfiiggé natriumcesatorna

Az emlésok szivében tobb Na, izoforma is megtaldlhatdo, amelyek mind mas
fesziiltségérzékenységgel, kinetikaval, vezetoképességgel €s gydgyszerérzékenységgel birnak.
A sziv kamraizomzataban a Nay1.5 a leggyakoribb porusképzo alegység (4. dbra). Mig ez az
izoforma nem érzékeny a legszélesebb korben hatékony natriumcsatorna gatloszerre, a
tetrodotoxinra (TTX) [48,49], mas TTX érzékeny Na,-csatorndk is megtaldlhatoak a sziven
[50-54]. A sziv ingeriiletképzd és vezetd szoveteiben legslirlibben a Nayl.1 és Nayl.6
izoformak taldlhatéak meg. A csatorndk porusformald alegységéhez kapcsolodd jarulékos
fehérjék is modosithatjak az adott csatorna fesziiltségfliggését és kinetikajat [55].

A sziv munkaizomzatdban a sejtmembran depolarizaléciojanak hatasara néhany
milliszekundumnyi idére a fesziiltségfiiggd natriumcsatornak megnyilnak [56,57], ezzel
létrehozva a korai natriumaramot (Inaearly), ami @ munkaizomsejtek akcios potencialjanak (AP)
felszallo szaréat alakitja ki. Megnyilasuk utan ezek a natriumcsatornak gyorsan inaktivalodnak,
azonban az AP idGtartama alatt egy résziik visszatérhet zart allapotba, és Ujra megnyilhat, vagy

bizonyos esetekben a csatorna inaktivacié teljesen elmaradhat [58]. A natriumcsatornak igy egy
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elnytjtott, kés6i natriumaramnak (Inalae) NeVezett &ramkomponenst hoznak létre, ami az AP
platé fazisa alatt aktiv.

o-alegyseg _P-alegyseg
D1 D2 D3 D4

r 1 I 1 T 1 1
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@ )
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NH, |

inaktivacios kapu Coon

o

4. abra: Az Nayl.5 csatorna szerkezetének egyszertsitett rajza. Lathaté a négy homoldg
domén, az interdomén régiok, a porusformald szakaszok, fesziltség szenzorok és az

inaktivacios kapu [59].

2.4.2 A lnajae-€t 1étrehozo mechanizmusok
A Inalate-€t létrehozo mechanizmusok kozul az egyik széleskdrben elfogadott elmélet az

ablak aram (,,window-current”). Ez azon a tényen alapul, hogy a Nay-csatornak aktivacios és
inaktivacios feszlltségfuggés-tartomanyai atfednek egymassal [60]. Ez az atfedés egy
fesziiltségablakot alakit ki, ami lehet6séget biztosit arra, hogy a csatornak az inaktiv allapotbdl
Gjra nyithato, zart allapotba Iépjenek (5. abra). Fiziologias korulmények kozott, egészséges
szivizomsejtekben ez a jelenség minimalisan jarul hozza a Inalae-hez, mivel a Nay1.5 csatornak
fesziiltség ablaka -60 mV korll van, elég tavol esve a platd fazis membranpotencialjatol.
Bizonyos betegségekben ez a fesziiltségablak jelentdsen megvaltozhat. Emellett egészséges
izomsejtekben ebben a fesziiltségablakban az aram siirlisége minddssze 5%-a a maximumnak

[61-63].
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5. abra: Az aktivalt és inaktivalt natriumcsatornak hanyada a membranpotencial

fliggvényében, valamint a korai, a késoi, és az ,,ablak” natriumaram alakja az AP alatt [64].

(Kék korok: aktivalt csatorndk hanyada, sarga korok: inaktivalt csatornak hanyada, zéld

korok kesleltetetten inaktivalédo csatornak hanyada.)

A Inajae-ért joval nagyobb mértékben felelds mechanizmus a fesziiltségfiiggd

natriumcsatornak kiilonb6z6 kapuzasi modjain alapul. Single-channel mérések sorozataval

haromféle madjat irték le a Nay1.5 kapuzasanak a sziv kamrai szoveteiben. Ezek az atmeneti
[transient (TM)], a kitorés [burst (BM)] és a kés6i szort [late scattered (LSM)] mod [65]. Mig

a Inaearly-t jOrészt a TM hozza létre, a Inaiate Kialakitaséét a masik két mod, a BM és a LSM a

felelds (6. abra). Ezek koziil is foként az LSM, mivel a BM nyitasok szdma gyorsan csokken a

membran depolarizacidja utan.

§ omv 2pA |_10ms

" ady
¥

|-

2pA| 100 ms

{-

s

6. abra: A Nay1.5 csatornak nyitasi médjai single channel méréseken. ,transient mode”

(A), ,.late scattered mode” (B), ,,burst mode” (C) [65].

17



A fentiek mellett egyéb tényezdk is szerepet jatszhatnak a Inajate Kialakitasaban. llyen
példaul a csatornak nem-egyensutlyi kapuzasa (,,non-equilibrium gating”), ahol a sejtmembran
,»fesziiltség-elozménye” idézi el6 a natriumcsatornék allapotai kozotti &tmenetek megvaltozasat
[66-68]. Egy masik tényezd, hogy az aram kialakitasaban tobb Nay izoforma is részt vesz,
melyeknek a szivizom tipust csatornakétdl eltérd az aktivacios és inaktivacios kinetikaja [50—

54].

2.4.3 A késoi natriumaram szerepe a sziv elektromos aktivitisaban

Bar alacsony aramstirisége miatt kordbban megkérd6jelez6dott a Ina,jae SzErepe az AP
kialakitasaban, mivel a plat6 fazis hosszaért apro ki- és befelé iranyulé &ramok egyensulya felel,
ezert még egy kis elvaltozas is jelentésen megvaltoztathatja az AP idGtartamat [69], igy az &ram
fontosséga napjainkban altalanosan elfogadott. Az aram gatlasa jelent6sen leroviditi az AP-t a
sziv ingeriiletvezetd rendszerében [70], valamint a kamrai izomsejtekben [71], ezzel
alatamasztva, hogy a Inalate Nagy mértékben hozzajarul a nem ingerképz6 AP hosszanak
meghatarozasdhoz. AP fesziiltség clamp kisérletek bizonyitottdk, hogy az aram siirtisége
Osszeegyeztethetd nagysagrendii a fobb kaliumaramokéval tengerimalac [68] és nyul [28]
kamrai izomsejteken. Munkacsoportunk egy korabbi kutatasa soran azt is leirta, hogy a kutya,
a tengerimalac, valamint az emberi szivizomsejtek Inaae-jének alakja kozott milyen
karakterisztikus kulonbségek vannak [72].

A fenntartott natriumaram fontos szerepet jatszik a sziv ingerképzd szoveteinek
ezen szOvetek sejtjeinek, spontan depolarizacidjanak frekvenciaja csokken [75], jelezve a nem
sziv eredetii Nay-csatornak jelenlétét.

A pitvari AP kialakitasahoz is hozzajarul az Inaate [76,77]. Feltehetd, hogy az Inaate
nagyobb a pitvarban, mint a kamraban, ugyanis az Inaearly stirlisége is nagyobb [78,79], ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a pitvari sejtek membranjaban tdbb natriumcsatorna van.
Ugyanakkor, a pitvari sejtek pozitivabb membranpotencialja, és a natriumaram negativabb
egyensulyi inaktivacios fesziltsége [78,79] lecsokkenti az elérheté natriumcsatornak szamat
[80].

A kamrai szivizomsejtek akciospotencialjanak kdzvetlen befolyasolasa mellett a Inajate
kdzvetve is alakitja a sejtek membranpotencialjat, azok kalcium homeosztazisara gyakorolt
hatasan keresztul. Befele irdnyuld aramkent az Inaate depolarizalja a membrént, magasan tartja

a membranpotencialt az AP plato fazisa alatt, ezzel nyljtja magat az AP-t. Minél tébb ideig van
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a membran depolarizalt &llapotban, +40 mV felett, annél nagyobb az esélye, hogy az L-tipusu
Ca-csatorndk meg- vagy Ujranyiljanak [81-85]. Emiatt a hosszabb AP elkerilhetetlendl

nagyobb Ca?* bearamlassal jar az izomsejtekbe (7.abra).
A B
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7. abra: A kamrai szivizomsejtek AP-janak, és késdi natriumaramanak alakja fiziologias
(A) es patologias (B) esetekben [86].

2.4.4 A sziv elektromos aktivitasanak hatasa a késoi natriumaramra

Amellett, hogy a Inajate befolyasolja a szivizomsejtek akcids potencialjat és
elektrofiziologiai paramétereit, Ugy ennek a forditottja is elmondhatd. Mint a szivizomsejtek
legtobb elektrofiziologiai tulajdonsaga [87], gy a Inalate IS forditott-frekvenciafiiggést mutat,
tehat minél gyakoribb az ingerlés, annal kisebb lesz az aram siiriisége [88,89]. igy magasabb
szivritmus mellett a Inalae €gyre kevésbé jarul hozza a Na* bearamlashoz is. Magasabb
szivfrekvencianal az AP is rovidul, ami miatt az Inaate rovidebb ideig aktiv, ezzel is tovabb
csokkentve a Na* ezen (ton torténé sejtekbe aramlasat. Csokken azonban a Na* eltavolitasa is,
mivel a megndtt frekvencia csokkenti a Na*/K* pumpa (NKP) aktivitasat [90], igy egy
frekvenciafliggd Na™ taltoltést kialakitva izolalt sejteken. Ez a jelenség ritkan fordul el viszont
B-adrenerg stimulacié hatasara, mivel ez a jelatviteli Gtvonal foszfolemmanon keresztil noveli

a NKP aktivitasat [91], igy serkentve a natrium ezen Gtvonalon torténd eltavolitasat.
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2.5 A késdi egyenirdnyito kaliumdaram gyors komponense (Ixr)

251 A fesziiltségfiiggo kaliumcsatornak

Ahogy dolgozatomban korabban emlitettem, a kés6i egyeniranyitoé kdliumaram harom
komponensb6l (lkur, Ikr €S Iks) &ll [92-96]. Bar a csatorna alegységeket felépité fehérjék
egyediek az egyes komponensek esetében, ezzel kialakitva azok eltéré aramkinetikajat, a
szerkezeti felépitésilk azonos. A csatorna felépitése hasonlit a fesziiltségfiiggd
natriumcsatorndhoz, azzal a kilénbséggel, hogy mig ott az egész csatornat egyetlen fehérje
alkotja, itt négy azonos a-alegység homotetramert alkotva alakitja ki a csatornat. Az a-
alegységek hat transzmembran szegmenssel, és egy porusformalé régidval rendelkeznek, N- és
C-terminalisuk intracellularisan helyezkedik el. A fesziltségszenzor az alegységek S4
szegmense [97], mig a K* szelektivitasért az S5-S6 szegmenseket 6sszekoté aminosav lanc a
felel6s [98] (8.abra). Az aram gyors komponensét (lks) kialakitd ioncsatorna a Kyl11.1
csatornafehérjét tartalmazza. A csatorna az akcios potencial elejét kialakité gyors depolarizacio
hatdsara megnyilik, majd gyorsan inaktivalédik. Ezt egy lasst Gjra nyilas kovet, majd a
csatornak zart allapotba kerlilnek. A platé fazis ezen szakaszan megfigyelheté aram-amplitado
novekedést az okozza, hogy egyre tobb csatorna Iép be ebbe a ,korforgasba”, ezt

aramakkumulacionak nevezzik.
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8. abra: a Kvll1.1 csatorna a-alegységének sémas abraja. Lathaté a 6TM/1P szerkezet. A
feszliltségszenzor szerepét az S4 szegmens tolti be, mig a porust az S5 és S6 szegmensek
alakitjak ki. Egy csatornat négy a-alegyseg epit fel [99].

2.5.2 Az Ikr elektrofiziologiai tulajdonsagai

Az aram akkor aktivalodik, amikor a sejtmembran potencialja depolarizacio
hatasara -40 mV-nal pozitivabba valik. Az Ik aktivaciés idéallandoja az emberi
szivizomsejteken 100-200 ms [100-102]. Amplitadoja 0 mV-nal éri el a maximumot, ennél
pozitivabb membranpotencial értékeknél az aramsiriiség csokken [103,104]. Az aram
egyeniranyito tulajdonsagéért a Ky11.1 kordbban emlitett kapuzasi kinetikaja a felelés. Az aram
az AP elején torténd depolarizicié hatdsara aktivalodik ugyan, de pozitiv membranpotencial
miatt szinte azonnal inaktivalodik is, igy az AP platd fazisa alatt nincs jelent6s repolarizalo
hatdsa. Ahogy azonban a kalciumcsatornak inaktivalodasa kovetkeztében a membranpotencial
ismét megkdzeliti a 0 mV-t, a csatornak Gjra nyilnak [105-107]. Az aram ekkor a repolarizacio
6 hajtoerejét képezi, a terminalis repolarizacio elinditasaért felel [108]. Hidnyaban a kamra

akcids potencial jelentdsen megnyulik, ezzel szivritmuszavarok taptalajat képezve.
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2.5.3 AZ lkr aram miikodését modosito hatasok

Az extracelluléris [K*] elemi befolyasold tényezdje az aram aktivitasanak. A [K']e
novekedése a hajtoerd csokkenése ellenére megnoveli az aramstiriiséget [109,110], mig a
kaliumszint csokkenés gatolja az &ramot is, rdadasul az Ikt 1étrehozé csatorna internalizacidjét,
és lebomlasat eredményezi [111]. A szervezet acidozisa, a Ky11.1 aktivacio
feszlltségfiiggésének mddositasaval és a deaktivacio gyorsitasa révén szintén csokkenti az I
stiriségét [103]. A kétértékii kationok szintén gatoljak az aram muikddését [112-115]. Az
aramnak létezik tobb szelektiv gatldszere is, példaul az E-4031, a d-Sotalol, és a Dofetilid is
[116-118]. Emellett olyan egyéb szervrendszerekre hatd gydgyszereknek is van Ik, gatlo
hatésa, mint az antipszichotikum Haloperidol [119], vagy az antiviralis Dasabuvir [120].

2.6 A befelé egyeniranyito kaliumaram (lk)

2.6.1 A befelé egyeniranyité kalium csatorna

A befelé egyeniranyitd csatorndk felépitése egyszeriibb fesziiltségkapuzott tarsaikénal.
Emberben az lki aramot 1étrehozé csatorna f6 porusformald fehérjéje a Kir2.1 [121], viszont a
Kir2.2 és Ki2.3 alegységek is részt vesznek homo- vagy heteromerek formajaban. Az a-
alegyseg ket transzmembran doménbdl all, ezek kozott talalhatd meg a porusformald régio
(9.abra). Négy ilyen alegység képez egy funkcionalé csatorndt. Tengerimalac kamrai
izomsejteken négy kisebb vezetoképességi, és egy teljesen nyitott allapotat irtak le [122,123].
Bar a csatorna sem ligand, sem feszultség altal nem kapuzott, egyeniranyitd karakterisztikajaért
az intracellularis oldalhoz fesziiltség- és idéfliggéen kotédd Mg?* és poliaminok (spermidin®*,
spermin®*) a felelések, kotodésiik a kifelé iranyuld aramot -40 mV-tol pozitivabb

membranpotencialon deaktivalja.

22



szerkezete. [124]

;g ;g sg gg ;; 9. dbra: A K altal kialakitott csatornak altalanos
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2.6.2 Az Ik1 szerepe a szivizomsejtek elektrofiziologiajaban

Az elektromos diasztole alatt a szivizomsejtek membranja szinte csak a kalium ionok
szamara permedabilis. Ez hozza létre az Iks aramot, ami a -80 mV koéruli nyugalmi
membranpotencial fenntartasaért felelds. Ez volt a szivizomsejteken els6ként leirt kaliumaram.
Nincs jelen a sziv 6sszes szoveteben, peldaul a szinusz és az AV-csomok sejtjeir6l hianyzik.
Denzitdsa mind térben mind id6ben valtozik. Fotalis korban alacsonyabb az aramsiriisége,
viszont a fejlédés soran felndttkorig novekszik. A pitvari izomsejteken kisebb, mig a kamrai
munkaizomzaton és a Purkinje-rostokon nagyobb az amplitiddja. A gyors depolarizacio
hatasara az AP felszallo szara alatt az Iki, aramsiriisége minimalis a csatorna erételjes
egyeniranyitasa miatt. Az AP masodik fazisa alatt nem jarul hozza a repolaizaciéhoz, ezzel
viszont lehetdvé teszi, hogy ez a szakasz hosszi legyen [1]. A repolarizacio soran, ahogy a
membranpotencial -40 mV ala sullyed, az Ix1 is fokozatosan egyre nagyobb mértékben
aktivalodik ujra.
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2.6.3 A befelé egyeniranyité kaliumaram miikodését befolyasolé tényezék

Az Iki-et létrehozd csatorna konduktancidjat noveli az extracellularis [K']
megemelkedése [125], Ba?*, Cs* és kiilonbdzd antiaritmias farmakonok (pl. Amiodaron) [126]
gatoljék a csatornét. Intracellularisan a sejtek acidozisa, oxidativ stressz és lizofoszfatidil-kolin
fejthet ki gatlo hatést [127-129].

2.7 A kamrai szivizomsejtek iondramainak fajok kozti kiilonbségei

Az éllatvilagban a szivizomsejtek akciés potencidljai morfologidjukban jelentésen
eltérnek. Ezek az eltérések fliggenek az allat testméretét6l, szivritmusatol, de a kdrnyezet
oxigénellatottsagatdl és hémérsékletétdl is. fgy mig példaul az erdei cickanyok 50%-0s
repolarizaciéhoz tartoz6 AP hossza (APDsp) 3.8 ms [130,131], addig a kékbalna teljes AP
hossza (APD) 1200 ms is lehet [132]. Annak ellenére, hogy ekkora eltérések léteznek, az AP-t
ugyanazok a korabban emlitett fesziiltség vezerelt ioncsatornak hozzak Iétre az 6sszes emlésben
[3]. Az AP hullamformak kozti kiilonbségek hatterében elsGsorban az eltérd szivritmus miatt
kialakulo génexpresszios eltérések allhatnak, mivel az ortolog gének termékei kozotti
funkcionalis eltérés elhanyagolhato [133].

Minden gerinces akcids potencialja a 0-ik fazis gyors depolarizacidjaval kezdédik. Az
els6 fazis csak emlosok €s szarnyasok esetében kifejezett, ebben az esetben is csak a kamrafal
bizonyos rétegeiben. A platd fazis formaban és meéretben eltér6 mértékben van jelen a
kiilonb6zé fajok akcios potencialjaban. Mig egyes hiillok plato fazisa akar masodpercekig is
tarthat [134], addig a legtdbb ragcsalofaj kamrai AP-ja egy gyors repolarizacioval ér véget,
kozvetleniil az AP csucsa utan. A harmadik és negyedik fazis formaja szintén univerzalis, bar
a nyugalmi membranpotencial értéke szintén mutat eltéréseket a fajok kdzott.

A nulladik fazisért és a membrandepolarizacié miokardialis terjedéséért az 6sszes
gerincesben a Ina felel. A sokszor még sziven beliil is eltéré expresszios mintazat, a nyithato
csatornak szama, és a dominans a-alegység tipusa is befolyasolja az Ina nagysagat. A legtébb
gerinces sziveben a Nayl1.5 a f6 porusformalo alegység, de emlosokben (koztiik emberben is)
mas, elsésorban idegsejteken eléfordulo izoformak (Nayvl.1, Nay1.2, Nay1.6) is eléfordulhatnak
[74,135-138]. Altalanossagban elmondhaté azonban, hogy az azonos hémérsékleten vizsgalt
gerinces szivizomsejtek hasonlo Ina aramstirtiséget mutattak endo- és ectoterm allatoknal is, bar

a hiillok kamrai izomsejtjein alacsonyabb volt az dramsiirliség, mint mas gerincesekén. Eltér
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azonban a natriumcsatorndk TTX érzékenysége (10.&bra). Ez els6sorban a Nayl.5 gén

specifikus mutaciojan és a csatorna a-alegység dsszetételén malik [139].
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10. &bra: A TTX rezisztencia evolucidés megoszlasa. A Nay1.4 és a Nay1.5 TTX szenzitiv
(z61d) és rezisztens (piros) izoformai feltiintetve. A porcos halak TTX érzékenységérol

nincs irodalmi adat [140].

Az eml6s szivizomsejtek mitkodéséhez a kordbban részletesebben is targyalt kalcium
indukalta kalciumfelszabadulas (CICR) elengedhetetlen. Az Osszes tanulmanyozott emlds
kamrai izomsejtje rendelkezik T-tubulussal, ami lehet6vé teszi, hogy a plazmamembran, rajta
az L-tipusu kalciumcsatornakkal és a szarkoplazmatikus retikulum kozel legyen egymashoz,
igy a kalcium bearamlasa hamar beindithatja a CICR-t. Tekn6sokben [141] és tobb halfajban
[142] a szivizomsejtek kontrakcidja joval inkabb az extracellularis Ca?* bearamlasan malik,
mintsem a CICR-en. Emellett a tobbi ectoterm allat, a madarak, és az embrionalis emlds kamrai
szivizomsejtekrél hianyzik a t-tubulus rendszer. Ezért a CICR kevésbé van 0sszhangban a
kalciumbearamléssal és a kontrakciot az lcaL aramsiriisége befolyasolja a leginkabb, ami
ezekben a fajokban joval nagyobb, mint az emldsdkben.

AZ lkyr az emlésokon kiviil mas gerincesben nem taldlhatd meg, emellett a hiilld, kétéltii
és hal szivizomsejteken sem talaltak Iy, vagy egyéb gyors kinetikaju K* aramot, annak ellenére,
hogy az AP-juknak van els6 fazisa [143-148]. Az I, megléte azonban nem exkluziv az
eml6sokre, flrj sziv pitvari és kamrai izomsejtjein egyarant megfigyelhetd [149]. Egyes

ragcsalofajokban (egér, patkany [150,151], és mormota [152]) a sejtek repolarizacidjat teljes

25



egéeszeben a gyors kaliumaramok (lkur, és l) koordinaljak, ami egy platé fazis nélkili, rovid
AP-t eredményez és kiillondsen magas szivritmust tesz lehetévé. Az emlésok nagy részében,
és a madarakban viszont az Iy, egyediil a korai, rovid repolarizacioért felel (elsé fazis), viszont
ez sem azonos foku a kamrafal teljes vastagsdgiban. Ez a nagyobb sirliségii Iy, nagyobb
hajtoerdt képez a Ca?* bearamlasnak, ami jobban meghajtja a CICR-t is.

Az Iks €s lkr teljes aktivacioja az 6ket létrehozo csatornak alcsoportbeosztasatol és a
membranpotencial értékétdl fliggden akar tobb tiz masodpercig is eltarthat. Hal
szivizomsejtekben jorészt az Ik felel a membran repolarizacidjaért, aramstrlisége itt
kifejezetten nagy [153]. Az &ram aktivacios kinetikaja lassabb, inaktivacios kinetikaja gyorsabb
az eml6s szivizomsejteken megtalalhato tipusnal [154-156]. Az 6sszes gerinces koziil a hiillok
Ikr aramstriisége a legkisebb [157], mig a flirjekbél nyert adatok alapjan a madarak
szivizomsejtjei jelentds denzitast Ik.-rel rendelkeznek, amely sok eml6sét is meghaladja [158].
A kétéltliek jelentés aramdenzitast mutatd Iks-e mar régota ismert [146], de halak kamrai
izomsejtjein csak nemrég mutattdk ki, hogy a kés6i egyenirdnyité kaliuméaram lassa
komponense is fontos szerepet jatszik az AP kialakitasaban [159,160]. A hiillé szivizomsejtek
membranjanak repolarizacidja még nem teljesen ismert, igy az sem vilagos, hogy van-e
funkcionalis lks ezeken a sejteken. A madarak kamra izomsejtjein vizsgalt ks denzitadsa ugyan
kifejezetten nagy, viszont csekély mértékben jarul hozza a repolarizaciéhoz, ugyanis HMR-
1556 alkalmazésa esetén az APDgo érték nyulasa minddssze 11.7+1.4% volt [158].

A befelé egyeniranyitd kaliumaram (Iki) minden gerinces szivizomsejtjén megtalalhato
és a nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felel [147,158,161-163]. Ennek ellenére
elmondhat6, hogy torzsek, de meg fajok kozott is lehetnek kiilonbségek az aramstiriségében,
aminek filogenetikali, és az adott allat életvitelén malé okok allnak a hatterében. Halakban, foleg
a fizikailag aktiv fajokban a kamrai szivizomsejtek Ik: amplitiddja kifejezetten nagy [147]. A
hiill6 és kétélth szivek Ik1 d&ramardl viszonylag kevés adatunk van. Ezzel szemben elmondhato,
hogy a szarnyas ¢és emlés szivizomsejtek prominens Iki &rammal rendelkeznek, ami

valosziniileg azért van igy, mert endoterm szervezetekrél van szo.
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11. abra: A gerincesek fObb osztalyainak kamrai akcios potencialja. A fobb ionaramok az
AP azon részénél kerultek feltlintetésre, amelyért felelosek. A kor mérete aranyos mind az

ionaram siiriiségének, mind az adott AP szakaszra kifejtett hatasanak nagysagaval [2].

Mindezen kulonbségeket latva (11. bra), kimondhatd, hogy a szivizomsejt-modellként
hasznalt allatfajok azonos ionaramai kozti kilénbségek vizsgalata kimondottan fontos annak
szempontjabol, hogy farmakologiai vizsgalatok soran a kapott eredményeket megfeleléen

értelmezhessuk.
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3. Célkituzés

3.1  Késoi natriumaramprofilok és konduktancia vizsgalata kutya, nyul és
tengerimalac modellen

A kés6i natriumaramot mar tobb modellen is tanulméanyoztak, tobbek kozott tengerimalac

[68,72], sertés [164], nyal [165], kutya [52,72,166-168] és emberi [61,72,169-171]
szivizomsejteken. Ezen vizsgalatokat jorészt hagyomanyos voltage clamp technikéval
végezték, melynek hatranya, hogy az aram fiziol6ogias, akcids potencial alatti alakja nem
figyelhetd meg. Ez a probléma kikiiszobolhetd akcids potencidl voltage clamp technika
hasznalataval, viszont jelenleg kevés ezzel foglalkozd tanulméany [28,68,72,167,168] létezik,
melyek egyébkeént is foleg ionaram felvételeket vizsgalnak, nem vizsgalva az akcids potencial
alatt végbemend konduktanciavaltozdsokkal. Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban
[72] foglalkozott kutya és emberi szivizomsejtek Inaate aramprofiljainak 6sszehasonlitasaval,
am a membranon athalado téltés mennyiségét mi sem kdvettiik nyomon. igy jelenlegi munkank
céljai a kdvetkezok voltak:

e a késo6i natriumaram profiljanak (Inajae) €S konduktancia valtozdsanak (Gnajlate)
szimultan tanulmanyozasa APVC technika segitségével, harom gyakran hasznalt eml6s
allatmodellen (kutya, nyal, tengerimalac)

e az akcidés potencial alakjanak, mint befolyasold tényezonek a vizsgéalata kutya
szivizomsejteken, eltérd fajokbol szarmazo kanonikus parancs akciés potencialt
alkalmazva APVC technikaval

e az Anemone toxin Il (ATX-II) kialakitotta natriumaram 6sszehasonlitasa a nativ késoi

natriumaram alakjaval és konduktanciavaltozasaival
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3.2 A befelé egyeniranyitd, és a gyors késdi egyeniranyito kaliumdramok
CaMKI1 utvonal altali p-adrenerg aktivacioja
Bar az kijelenthetd, hogy a szimpatikus stimulacié befolyasolja a kamrai szivizomsejteknek
mind az Ik: mind az Ik &ramait, az még kétséges, hogy mi ennek a pontos mddja. Emellett a
képet tovabb bonyolitjak a PKA és a CaMKII Gtvonalak kozti szoros dsszefiiggések [172]. igy
kutatasunk ezen részének célja az volt, hogy elkilonitve vizsgaljuk a pB-adrenerg aktivacio
korabban emlitett két intracellularis Utvonalanak hozzajaruldsat a szivizomsejtek fent emlitett

két kdliumaramanak szabalyozasaban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1  Kamrai szivizomsejtek izolalasa

A kutatdbmunka sordn munkacsoportunk kutyak, tengerimalacok és nyulak szivébdl izolalt
izomsejteket hasznalt.

A Kkutyak esetében Kisérleti célra tenyésztett, 10-12 honapos, ivarérett beagle kutyak
szivének bal kamrajabdl izolalt szivizomsejteken dolgoztunk. Az éallatok tulaltatdsahoz
ketamin-hidroklorid (10 mg/ttkg, Calypsol, Richter Gedeon Nyrt., Magyarorszag) és xylazine-
hidroklorid (1mg/ttkg, Sedaxylan, Eurovet Animal Health BV) kombinacidjat alkalmaztuk.
Miutdn meggy6zddtiink az altatdas megfeleld mélységérdl, megnyitottuk az allat mellkasat,
majd a lehetd leggyorsabban kiemeltiik a szivet. Ezt kdvetden a szervet a benne 1évo vér
nagyrészenek eltavolitasa céljabdl hideg Tyrode (121 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,3 mM CaCl,,1
mM MgCl;, 10 mM HEPES, 10 mM gliikoz, pH=7,35) oldatban atmostuk. Ez utan a
szivizomsejtek szivbol torténd kinyerésehez az Ugynevezett anterograd szegment-perfuzids
maodszert hasznaltuk. Ezen technika soran a sziv bal els6 leszallo koszorterét (LAD) kaniilaltuk,

majd az ér vérellatasi terlletének megfeleléen Langendorff apparartus segitségével

perfundaltuk a sziv izomzatat (12.abra).

01
T I

12. abra: A bal koszortaér eliilsé leszallo
aga altal ellatott terllet perfundalasa

Langendorff apparatussal

Az izolalas els6 fazisaban, az els6 5 percben 2,5 g/l taurint, 175 mg/I piruvétot, 13,5 mg/I
allopurinolt, 750 mg/l ribdzt, 1,3 g/l NaHCOs-ot és 200 mg/l NaH2POs-ot tartalmazd, Ca?*
mentes, modositott JIMM oldatot (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle modositas,
MO0518; Sigma) hasznaltunk az LAD perfundalt 4gaiban vér és Ca®* eltavolitasahoz. Az oldatot
Végig oxigenizaltuk. Ezt kovetden, a masodik fazisban az eddigi perfundalé oldatot lecseréltitk

kollagenazzal (660 mg/L, 215 u/mg Type Il.; Worthington), és borja albuminnal (2 g/l, Fraction
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V., Sigma) kiegészitett JMM oldatra, mellyel a sziv méretétdl fliggden, 30-45 percig folytattuk
a perfuziot.

Az emésztés befejezése utan a kaniilalt ér ellatasi teriiletének megfeleléen U-alak( metszést
ejtettiink, nagyjabdl a bal kamrafal midmiokardidlis rétegének szintjében, ezzel szabadda téve
az elfolydsodott szovetet, melyet az izolalas elsd fazisaban alkalmazott, 50 uM Ca?*-mal
Kiegészitett IMM-oldatban és szuszpendaltunk (13. &bra). Az izolalas utols6 fazisaban ezt a
sejtszuszpenziot 4 cikluson keresztil Glepitettiik (ciklusonként 9-10 percig), majd egyre kisebb
porusokat tartalmazé sziirskon atengedve, és ciklusonként névekvé Ca?*-koncentracioji JIMM-
oldattal mostuk. Ezt kovetden tovabbi 2 cikluson keresztiil mostuk a sejteket 2,5 mM Ca?*
koncentraci6jd MEM (M0643, Sigma-Aldrich) oldattal, sziirés nélkiil, mely oldatot szintén

oxigenizaltuk.

13. abra: A bal kamran ejtett U-alaku
bemetszes, mellyel felszabaditjuk az
emésztett sejteket, amiket tapoldatban

gyljtiink Ossze.

Az izolalas utan a sejteket az elobb emlitett MEM oldatban 14 °C-on taroltuk. A sejteket
leghamarabb 2-3 draval az izolalas vége utan kezdtik mérésre hasznalni. Ekkor a sejtek

60-70%-a volt téglalap alaku, ép és ¢les széll, valamint megtartott harantcsikolatu (14. abra).
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14. dbra: Szivizomsejt enzimatikus izolalas utan, mikroszkopban, 40x-es nagyitassal.

A tengerimalacok és nyulak esetében a sejtizolalas menete hasonld volt. Az allatok
véralvadasat el6szor heparinnal gatoltuk (800u, 1.P.), majd az allatot nembutéllal (100mg/ttkg,
I.P.) altattuk. A megfelelden mély altatds bealldsa utan az allatok szivét kiemeltiik a
mellkasukbdl, majd az aortanal fogva, Langendorff apparatusra rogzitve retrograd perfaziéval
standard enzimatikus izolalast hajtottunk végre [68]. A sziveket el6bb 5 percig mostuk
oxigenizalt Tyrode oldattal (135 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1 mM CaCl;, 1 mM MgCl, 0,3 mM
NaH2PO4, 10 mM HEPES, 10 mM glikoz; pH=7,2). Ezt kovet6en kettes-tipusu kollagenazzal
(600 mg/mL, 215 u/mg, Worthington), és proteazzal (0,05 mg/mL, Type XIV, Sigma-Aldrich)
kiegészitett, Ca?* mentes Tyrode oldattal (135 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1 mM MgCl,, 0,3 mM
a szivek bal kamrajat felapritottuk, és az igy kapott darabokat tovabbi 1 6ran keresztil a
korabban emlitett enzimes oldatban inkubaltuk. Ezt kovetéen a kinyert sejteket bikarbonatot
tartalmazé Tyrode oldatban (120 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM
HEPES, 25 mM NaHCOs3, 10 mM glukoz, pH=7,3) taroltuk felhasznalasukig.

Az alkalmazott mddszerek dsszhangban voltak mind a ,,Guide for the Care and Use of
Laboratoy Animals” (US NIH publication No 85-23. revised 1996) mind pedig a Helsinki
Deklaracio alapelveivel, emellett a kisérleti protokollokat a Debreceni Egyetem Munkahelyi
Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta (No. 51-57/1997 OEJ) (9/2015/DEMAB).
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4.2  Elektrofizioldgia

A mérések megkezdése elbtt a szivizomsejteket egy invertalt mikroszkop (Nikon Eclipse
TE2000-U; Nikon Corporation, Tokyo, Japan) targyasztalan helyet foglal6, 1 ml térfogatu,
hémérséklet szabalyzo (NBD Tc2 BIP, Cell MicroControls, USA) altal fiithetd plexiiiveg
mérékadba helyezziik, ami egy Faraday-kalitkaban 1évé antivibracios asztalon (LW3036B-
OPI, Newport Corporation, USA) foglal helyet. A sejteket a kordbban emlitett bikarbonatot
tartalmazd, modositott Tyrode oldattal (121 mM NaCl, 4 mM KClI, 1,3 mM CaCl,,1 mM MgCl,,
10 mM HEPES, 25 mM NaHCOs, 10 mM gliikéz, pH=7,35) perfundaltuk, egy gravitacio
hajtotta perfuzios rendszerrel.

A mérések soran 2-3 MQ ellenallast mikroelektrodakat (patch pipetta) hasznaltunk,
melyeket boroszilikat tvegkapillarisbol keszitettiink pipettahiizd (P-2000, Sutter Instrument,
USA) segitségével. Az ionaramok méréséhez hasznalt patch pipetta bels6 oldat dsszetétele a
kovetkez6 volt: 120 mM K-aszpartat, 30 mM KCI, 3 mM MgATP, 10 mM HEPES, 3 mM
natrium-foszfokreatin, 0,01 mM EGTA, 0,002 mM cAMP, 10 mM KOH (pH=7,3). Ezt
bizonyos méréseinknél kiilonb6z6 hatdanyagokkal egészitettuk ki. Az intracellularis kalcium
pufferelése céljabdl 10 mM BAPTA-t, a CaMKII Utvonal géatlasa érdekében 1uM KN-93-at, a
proteinkinaz A utvonal gatlasa végett pedig 3 uM H-89-ct adtunk az alap pipetta belsé oldathoz.

A mérések Kivitelezéséhez a patch pipettékat ezistklorid elektrodra hdztuk, amely egy, a
sejtek analog clektromos jeleit elvezetd fejegységhez (CV-7B, Molecular Devices, USA)
kapcsolodik. Ez a fejegyseg egy harom irdnyba mozgathatdé mechanikus makro- valamint
piezoelektromos mikromanipulatorhoz (Burleigh PCS-250, Thorlabs Inc., USA) rogziil, ezek
segitségével kozelitjuk és érintjik meg a sejteket a patch pipettaval.

Az ionaramok MultiClamp 700B erésitén (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)
keresztul, Digidata 1440A készilékkel (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) végzett
analdg-digitalis konverzié utan kertilnek rogzitésre a szamitogépen pClamp 10.0 (Axon
Instruments Inc.) szoftver hasznalataval (15. abra).

A mérések megkezdéséhez a sejteket mikroszkdp alatt megkozelitjuk, majd megérintjik a
patch pipetta hegyével. Ekkor gyenge szivast alkalmazunk, ezzel csokkentve a pipettaban 1év6
nyomast, melynek hatasara a sejt membranjanak a pipetta hegyéhez ér6 része betiiremkedik a
pipettadba. Ekkor egy nagy ellenallasu (1-10 GQ) kapcsolat alakul ki a pipetta és a sejt kozott.
Ha létrejott ez az Gigynevezett ,,gigaseal”, akkor hirtelen szivéssal, vagy fajassal attorjik a sejt
pipettaban 1év6 membranrészletét, igy kialakitva a patch-clamp technika teljessejtes

elrendezését [173]. Ez utan el6szor, egy 15 ms hosszd, +10 mV-rol -10 mV-ra torténd,
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hiperpolariz&cié segitségével meghatéroztuk a sejtek membranjanak kapacitasat, amely a
sejtmembrén feluletével ardnyos. Erre azért van sziikség, mert a mért iondramokat a sejtek
membranjanak  kapacitdsdra  torténd normalizdldsaval  kikiiszobolhetjik a  sejtek
méretkiilonbségébil adodo kilonbségeket. A sejtmembran kapacitdsdnak meghatarozasa utan,
a mérérendszert aram-clamp modba allitva, a sejteket DS-R3 (Fénixcomp Ltd, Magyarorszag)
impulzus generator altal létrehozott 2 ms széles, 700 ms ciklushosszi négyszégimpulzusokkal
ingerelve felvettllk a szivizomsejtek akcids potenciéljat (AP). Erre a sejtek transzmurélis
eredetének meghatarozasa érdekében van sziikség, amire az AP alakjabdl lehet kovetkeztetni.

Ezek utan kezdddhet az ionaramok felvétele.

jelerdosito

§p
szamitogép

izolalt kamrai szivizomsejt digitalizalo

15. abra: A méréseink soran hasznalt kisérleti elrendezés sémas képe

4.3 lonaram mérés konvencionalis fesztltség clamp modszerrel

Az lk1 B-adrenerg jelatviteli Gtvonal altali modosulasanak vizsgalatdhoz konvencionalis
fesziltség clamp technikat is alkalmaztunk. Ennek Kivitelezéséhez a patch clamp teljes sejtes
elrendezésének kialakitdsa utan a sejteket 250 ms hosszU tesztimpulzusokkal ingereltiik
mikdzben, az Ik és Iks &ramokat farmakologiai Gton gatoltuk. A tesztimpulzusok amplitudoja -
80 mV-tdl +20 mV-ig terjedt, tartopotencialnak -80 mV-ot alkalmaztunk (16.4bra A). Emellett
egy -120 mV-t6l +50 mV-ig terjedd fesziiltség rampaval is dolgoztunk (16.abra B). Az Iki-et

mint BaCl,-érzékeny &ramot definialtuk.
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0 16.abra: konvencionalis voltage clamp
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4.4 londram mérés akcids potencial fesziltség clamp maédszerrel (APVC)

Az ingerlékeny sejtek AP-janak kialakitasaban résztvevd ionaramok vizsgalatara az akcios
potencial fesziiltseg-clamp technika (action potential voltage-clamp, APVC) a legalkalmasabb
[174,175]. Méréseink soran, az APV C technika kivitelezésehez fesziiltségparancsként vagy egy
korabban, masik sejtr6l rogzitett, az atlagos AP paramétereket legjobban megkozelitd,
kanonikus AP-t alkalmaztunk, vagy pedig a sejt sajat AP-jat hasznaltuk. Igy stimulélva a
sejteket a mért referencia aram a sajat AP hasznalatakor nulla, mivel ilyenkor egyaltalan nincs
sziikség aramra az er6sit6t6l a sejt sajat AP-janak kialakitasakor. Kanonikus AP hasznalatakor
a mert referencia aram annal nagyobb, minél eltérébb a vizsgalt sejt sajat AP-ja a kanonikus
AP-hoz képest. A referenciaaram felvételét kovetéen a vizsgalni kivant ionaram gatloszerét a
perfuzios oldathoz adva blokkoljuk az adott ionaramot Iétrehozé csatornat. Az igy kies6 aramot
a sejt AP-janak fenntartasa érdekében az erdsitének kell potolnia, ami egy kompenzacios aram
forméajaban kerul rogzitésre. A mérést kovetden torténd analizis sordn a kompenzacios aramot
kivonva a referencia arambol megkapjuk az altalunk gatolt ionaramot. A natriumaramok
mérésehez a perflzios oldathoz tetrodotoxint (TTX, 10 uM), vagy Anemone toxin I-t (ATX-
I, 1, 10 nM) adtunk. A Kkalciumaram szerepenek vizsgalata céljab6l az L-tipusd
kalciumcsatorna blokkold nizoldipin-t (1 pM) hasznaltuk. Minden gatldszer esetében
megvartuk a farmakoldgiai hatas stabilizalodasat (4-5 perc), majd az aramjel ekkor regisztralt
utolso 20 ciklusénak atlagat tekintettiik a kompenzacios aramnak a mérési miitermékek, illetve
a ciklusok kozti kilénbségek kikiiszobdlése céljabol, végil ezt vontuk ki a referenciadrambol
(17.4bra).
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17.abra: Az akcios potencial fesziltség clamp technika elve az Ina, Ikr €S lk1 dramok

példajan bemutatva. A szaggatott vonal a nulla vonalat jel6li. A kékkel jelolt referenciadram

alatt az abran feltintetett anyagok altal kialakitott kompenzécidés aramok. Ezeket, ha

kivonjuk a referencia arambdl megkapjuk az alattuk feltiintetett, AP alatt futdé aramokat (az

abra nem minden eleme szdrmazik ugyan abbol a mérésbol).
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45 A “hagymahdmozds” (onion-peeling) mddszer

Ugyanazon sejt tobb ionaramanak vizsgalatara az APVC technika, ,,onion-peeling
modszer” nevii valtozata alkalmazhato [176]. Ebben az esetben tulajdonképpen a sejtek kezdeti
perfuzids oldatdhoz kumulativan, egyre tobb kiilonbozd ioncsatorna specifikus gatloszerét
adjuk. Fontos azonban a hasznalt gatloszerek sorrendje, a legspecifikusabbtol (pl.: E4031) a
kevéssé szelektiv hatéanyagig (pl.: BaCl) kell haladjunk, hogy a legpontosabb eredményeket
kaphassuk. Ez alapjan, a szivizomsejtek kifelé irAnyuld ionaramain végzett kisérleteink sorén a
mért aramok sorrendje a kovetkezd volt: Ikr, Iks, lo, Iki. Az aramok géatlasahoz hasznalt
anyagokat és koncentracioikat a 1. tablazat tartalmazza. Minden farmakon esetében hatasanak
stabilizalodasaig perfundaltuk a sejtet az adott oldattal (4-5 perc). Az adott oldat perfuzidja
soran felvett aramjelek utolsé 20 ciklusanak atlagéat tekintettiik kompenzaciés aramnak, majd
kivontuk a referenciaaramb6l, ami ilyenkor mindig az el6zdleg alkalmazott anyag
kompenzacids arama (kivéve az els@ alkalmazott anyag esetében), igy megkaptuk az adott

gatloszer szenzitiv aramat.

ionaram gatloszer koncentracio
Ir E-4031 1uM
Iks HMR-1556 0.5 uM
lto Chromanol 293b 100 uM
Ik1 BaCl, 50 uM

1. tablazat: Az onion-peeling méréseink soran hasznalt csatornablokkolok és
koncentracioik

4.6 Statisztika

A dolgozatban szereplé adatokat a mérési eredmények atlaga + SEM-ben fejeztik ki. A
kilonbségek statisztikai szignifikanciajat egyutas ANOVA-val értékeltiik melynél posthoc
tesztként Tukey tesztet végeztiink (JASP 0.17.2.0, The JASP Team). Az eredményeket akkor
tekintettlik szignifikansnak, ha a p érték 0.05-nél kisebbnek adddott.
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5. Eredmények

5.1 A késdi natriumaram-profil és konduktanica valtozasai kutya, nyul és
tengerimalac szivizomsejteken

5.1.1 NatiV Inalate profilok kontroll kérilmenyek kozott

Kutatasunk elején kutya, nyul és tengerimalac szivizomsejteken vizsgaltuk a késoi
natriumaram alakjat és az AP alatti natriumkonduktanciat (18. abra). Ezen APVC mérések
esetében a sejtek sajat AP-jat hasznaltuk parancsimpulzusként. A konduktancia szdmolasanal a
Inajate  6rtékeit elosztottuk a Na® ionokra hatd hajtderével, amit az aktualis
membranpotencidlnak és a Na* ekvilibrium potencialjanak kiilonbségeként szamitottunk ki (ez
+85.3 mV-nak adddott, aminek szamolasahoz a kovetkezé értékeket vettiik alapul: [Na*]e= 146
mM, [Na*li= 6 mM, T= 310 K). Az Inaate dramsiirlisége nagyjabdl allandd volt az AP plato
fazisa alatt, am a 3-adik fazisban, a sejtmembran repolarizacioja alatt lecsokkent kutya €s nyul
miocitakban (18. abra B). Ezen méréseknél a Gna late vEgig egyenletesen csokkent (18. abra C).
A tengerimalac sejtek AP-janak plato fazisa alatt az Inaae folyamatosan nétt, mig a Gnalate
valtozatlan maradt. A mérések aram-fesziiltség Osszefliggésének alakja szintén eltért a

tengerimalac-sejteknél a kutya és nyul szivizomsejteknél tapasztaltakhoz képest (18.4bra D).
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18. abra: APVC technikaval rogzitett reprezentativ Inajae (B), és Gnajae (C) profilok,
tengerimalac (okkersarga), kutya (tiirkizkék) és nyul (lila) kamrai szivizomsejteken. Az Ina,jate-
et a 10 uM TTX-szenzitiv aram elsé 20 ms utani részeként definidltuk. A sejtek sajat AP-jat
haszndltuk parancsként (A). Az dram-fesziiltség 0sszefliggések a (D) panelen lathatoak

Ahhoz, hogy az egyedi eredmények O0sszehasonlithatok legyenek, az Inaate €s Gnajlate
értékeket normalizaltuk az id6tengelyen elfoglalt helylik alapjan, ahol az AP-k
repolarizacidjanak 90%-anal mért id6t (APDoo) tekintettiik 100%-nak. Ezek alapjan lathato,
hogy a kutya és nyul szivizomsejteken mért INajate €s még inkabb Gnaae gorbéi decrescendo
alakot mutattak, vagyis amplitadojuk az AP felszallo szaratol a 3-adik fazisaig csokkent. Ezzel
szemben a tengerimalacok Ina,ae amplitiddja crescendo alakban nétt az AP platoja alatt, és csak
a terminalis repolariozacio soran kezdett csokkenni (19.4bra B), a Gnajlate ViSzont nem mutatott

valtozast ezen a szakaszon (19.abra C).
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A Tengerimalac Kutya Nyul

Membranpotencial (mV)

Aramsiirtiség (A/F)

Konduktancia (mS/F)
=

0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125 0 25 50 75 100 125
1dS (APDge%) 18 (APDg%) 16 (APDg%)

19. abra: 18 tengerimalac (okkersarga), 15 kutya (tiirkizkék) és 6 nyul (lila) szivizomsejten
APVC technikaval felvett Inajaee (B) €s Gnajate (C) profilok atlaga és szordsa (piros). A jobb
Osszehasonlithatosag érdekében Inajae €S Gnajate €rtékeket normalizaltuk az id6tengelyen
elfoglalt helylik alapjan, ahol az AP-k repolariziciojanak 90%-anal mért id6t (APDoo)
tekintettiik 100%-nak. Az (A) panelen reprezentativ parancs AP-k lathatoak.

Megmértiik a Inajate €S Gnajate €rtékeit az APDog érték 20, 50 és 80 szazalékanal,
mindhdrom vizsgalt faj sejtjein (20.4bra A és B). Az 18. ¢és 19. dabrdkon lathatd
konduktanciavaltozasok arra engednek kovetkeztetni, hogy a Gwajate hanyatlasanak mértéke
nagyobb kutya és nyul szivizomsejtek esetén, mint a tengerimalacok sejtjein. A Gnajlate
hanyatlasdnak mértékének szamitdsdhoz a Gna,late csOkkenését vettiik figyelembe az APDgg 20
¢s 80 szazaléka kozott, majd az APDop 20%-4ndl mért Gnajae €rtékre normalizéltuk az
eredményt (roviden: ,hanyatlasi faktor” = (G20%-Gso%)/G20%). Ez a hanyatlasi faktor
ténylegesen kisebbnek bizonyult a tengerimalac izomsejtek esetében (-0,07+0,16, n=18), mint
a kutya (0,46+0,06, n=15), vagy a nytl (0,60+0,04 n=6) szivizomsejtek esetén (20. abra C). Bar
a Gna,late hanyatlasa gyorsabb volt nyulakban, mint kutyadkban ez a kiilonbség nem bizonyult
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szignifikansnak. Az Inajae altal szallitott toltés mennyisége (amelyet az atlag-aramgdrbék
integraljanak tekintettiink) nagyjabol megegyezett a nyul (-66,5+14,6 mC/F) és kutya (-64,2+6
mC/F) szivizomsejtek esetében, viszont szignifikdnsan nagyobb volt a tengerimalac sejtekben

(-94,6+6 mC/F) (20. abra D).
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20. abra: A késdi natriumdram stiriségének (A) és konduktancidjanak (B) normalizalt értéke az
APDog 20, 50 és 80%-anal mérve tengerimalac (okkersarga), kutya (tiirkizkék) és nytl (lila)
kamrai szivizomsejteken. A hanyatlasi faktor (Ga20%-Gsow/Goow-ként definidlva) és az
aramintegral értékek 15 kutya, 6 nyal és 18 tengerimalac szivizomsejten mért értékek atlagai.

A szignifikéns eltéréseket *-gal jeldltem (p<0,05).
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5.1.2 A parancsjel alakjdnak hatasa a késéi natriumaramra

Az APVC technika alatt mért aramprofilokat a fesziiltségparancsként
alkalmazott AP sajatsagai befolyasoljak [83,108]. Igy, annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy
a GNajlate profilok kozti kiilonbség csak az eltérd AP paramétereknek koszonhetd, vagy a Na*
csatorna-kapuzas fajok kozti kiilonbségének eredménye [177], nyul és tengerimalac
szivizomsejtek altal generalt kanonikus akcidspotencialt hasznaltunk kutya szivizomsejtek
fesziiltségparancsaként. Ezen kisérletek soran 1 uM nizoldipin-t adtunk a sejtek perfuzios
oldatahoz, hogy a sejtek intracellularis [Ca**]-ja kozotti kiilonbségbdl ad6dé inhomogenitast
kikiiszoboljiik. A kiilonbdzo parancs AP-k ellenére az Ina e alakja tovabbra is a kutya Ina jaee-re
jellegzetes, monoton csokkenést mutatott (21. abra). Emellett fontos eredmény az is, hogy az
aramgorbék integralja sem valtozott a parancs AP-k eltéré eredetétdl fliggetleniil (kutya
AP: -48,5£5 mC/F, n=19; tengerimalac AP: -49,9+£8.4 mC/F, n=8; nyal AP: -57,0+22.2 mC/F,
n=4).
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21. abra: A parancs AP alakjanak hatdsa a kutya kamrai szivizomsejt Inaae profiljara. (A) A
hasznalt kanonikus parancs AP. (B) Inate profilok atlaga az id6tengelyen elfoglalt helyiik
alapjan, ahol az AP-k repolarizacidjanak 90%-anal mért id6t (APDoo) tekintettiik 100%-nak. A

fekete vonal az 4tlagot, a piros a SEM értékeket reprezentalja.
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5.1.3 A kalcium szerepe a késé6i natrinmaram szabalyozasaban

Annak kideritése érdekében, hogy a [Ca?]; milyen szerepet jatszik az Inaate
szabalyozasaban és, hogy van-e hatdsa annak konduktanciajara, a citoszol Ca®" tartalmat 1uM
nizoldipin, vagy 10 mM BAPTA alkalmazasaval csokkentettiik (22. abra). A nizoldipint a sejtek
perfuzids oldatdhoz adtuk, mig a BAPTA-t a patchpipettak belso oldatahoz kevertiik. Utobbi
esetben a mérést 10 perccel a sejtmembran attorése utan kezdtiik meg, hogy a BAPTA hatasanak
kialakulasara legyen elég id6. Az Inaae amplitidoja kisebb volt nizoldipin alkalmazésa esetén
(-330 += 30 mA/F vs. -457 + 38 mA/F az APDoo 20%-anal, és -282 + 38 vs. -412 + 37 mA/F az
APDgg 50%-4anal p <0,05, n = 19 vs. n = 15), habar az APD9o 80%-anal mért kiilonbség nem
volt szignifikans. BAPTA jelenlétében az AP minden szakaszan szignifikansan kisebb volt az
INa,late amplittidodja (-277 £ 44 vs. -457 + 38 mA/F az APDgg 20%-anal, -306 £ 36 vs. -412 + 37
az APDygo 50%-anal, €s -223 £ 32 vs. -284 = 34 mA/F az APDy 80%-anal, p < 0,05, n= 11 vs.
n=15). A Gna,late aZ INalate amplitiddjdhoz hasonléan kisebb volt nizoldipinben (5,0 £0,5 mS/F
vs. 6,9 £0,7 mS/F az APDgg 20%-anal, és 4,0 £0,5 vs. 5,9 0,6 mS/F az APDoo 50%-anal), de a
valtozas csak az APDgg 80%-anal mért értékeknél volt szignifikans (2,0 0.3 mS/F vs. 3,5 +0,4
mS/F). Ezek alapjan kijelenthetd, hogy nizoldipinben féleg az AP kezdeti szakaszan volt kisebb
a Gna,late, mig BAPTA jelenlétében inkabb a késobbi részeken. Az aram integralok viszont mind
a BAPTA mind a nizoldipin esetében egyforman kisebbek voltak (-48,5 £5 mC/F vs. -63,9 +6
mC/F és -46,7 £5 vs. -63,9 £6 mC/F).
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Kontroll Nizoldipin BAPTA
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22. abra: 1 uM extracellularis nizoldipin (kék, n=19) és 10 mM intracellularis BAPTA (z61d,
n=10) hatdsa a kutya kamrai szivizomsejtek késéi natriumdram sirtiség (Inajae, B) €s
konduktancia (Gnajate, C) profiljaira (az dbran az atlagolt dramprofil, és koriildtte a szorés
[piros] lathatd). A Inajae dramstirliségét (D) és az aram altal széllitott toltés mennyiségét
(integral, E) mind a Nizoldipin, mind a BAPTA szingifikdnsan csokkentette. (A) A hasznalt
parancs AP.
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5.1.4 Az ATX-II hatésa kutya és tengerimalac szivizomsejtekre

Az Anemonia sulcata toxinja (Anemone toxin II, ATX-II) a Na" csatorndk gyors
inaktivaciojanak gatlasa révén egy Ina late -re nagyon hasonlit6é aramot indukal a sziv ingerlékeny
szoveteiben [178,179]. Ezen hatdsa miatt tanulmanyoztuk 10 nM ATX-II hatasat tengerimalac,
valamint 1 nM ATX-II hatasat kutya szivizomsejteken (23. dbra). Utobbi esetben azért volt
szilkkség alacsonyabb koncentraciora, mert 10 nM ATX-II perfazidja soran a kutya
szivizomsejtek nagyjabdl 3 perc elmulasa utan korai utédepolarizaciokat produkaltak. Ezzel
bizonyitottuk, hogy a kutya izomsejtek natrium csatornai érzékenyebbek az ATX-II-re mint a
tengerimalac izomsejteké. Ezen mérések esetében is a 10 uM TTX-szenzitiv aramot tekintettiik
INajae-nek. Az ATX-II megnyujtotta mind a kutya mind a tengerimalac szivizomsejtek AP-jat,
¢€s novelte az Inalate amplitidojat (23. abra A és B). Mivel az ATX-II jelenlétében €s hidnyaban
regisztralt Ina lae-ek kiillon mérések soran kertiltek felvételre, igy csak az atlagolt Ina jate (23. dbra
C és D) és Gnajlate (23. dbra E ¢és F) profilokat tudtuk 6sszehasonlitani a SEM értékek nélkiil.
Bar az ATX-II 4ltal kialakitott &ram alakja nem egyezett meg pontosan a nativ Ina late-mal, alakja
mindkét fajban hasonlé volt (kutyaban ,decrescendo”, tengerimalacban ,,crescendo™) nativ
megfeleldjéhez. Ezzel ellentétben, mig tengerimalac szivizomsejteken a nativ konduktancia
nagyjabol alland6 volt az AP platoja alatt, addig az ATX-II alkalmazasakor mért Gwalate
emelkedd tendenciat mutatott ugyanezen a szakaszon. Ennek megfeleléen kutya
szivizomsejteken a Gna,late hanyatlasi faktora ATX-II jelenlététdl fliggetleniil hasonld maradt
(0,54 £ 0,06, n = 6 ¢és 0,46 £ 0,06, n = 15). Tengeri malacoknal a hanyatlasi faktor ATX-II
jelenlétében joval kisebb érték volt, mint ATX-II nélkiil (-0,95 + 0,81, n=4 vs. -0,07 £ 0,16,

n=18, p<0,05), vagyis az AP terminalis repolarizaciojanak idejére a konduktancia tovabb nott.
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KUTYA TENGERIMALAC
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23. ébra: Az ATX-II hatdsa a TTX-szenzitiv &ramra kutya (bal) és tengerimalac (jobb) kamrai

szivizomsejteken. Az (A,B) paneleken reprezentativ AP-k és TTX-érzékeny dramok lathatdak
ATX-II adasa elott (fekete) és utan (kék). Az ATX-II koncentracidja kutya izomsejtek esetén
1 nM mig tengerimalac izomsejtek esetén 10 nM volt. A (C-F) paneleken idére normalizalt
aram és konduktancia lathato a korabbival megegyez6 szinkoddal, alattuk pedig zolddel 6 kutya
és 4 tengerimalac szivizomsejten mért ATX-II érzékeny aram id6re normalizalt stirisége, és

konduktancidja lathat6 (zold).
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5.2 Kutyasziv bal kamrai izomsejtjeinek befelé egyeniranyitd kaliumaraménak

CaMKII utvonal altali p-adrenerg aktivacioja:

5.2.1 Az Ik paramétereinek valtozasa az akcios potenciél alatt

Kisérletsorozatunk elején 6t csoportban vizsgaltuk az 1k: aram APVC technikéaval mért

tulajdonségait: kontroll, 10 nM ISO-val B-adrenerg stimulalt, p-adrenerg stimulalt, de 1 uM

KN-93-mal kezelt B-adrenerg stimulélt, de 3 UM H-89-cel kezelt és B-adrenerg stimulalt, de
mind KN-93-mal, mind H-89-cel kezelt sejtcsoportok (23.4bra).
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24.4bra:  Parancs  akcios
potencial (A) és reprezentativ
Ik1 aramok kontroll (fekete),
10 nM
B-adrenerg stimulalt (lila),
CaMKIl 1 uM KN-93 altali

isoproterenollal

gatlasa  utan  B-adrenerg
stimulalt (z6ld), PKA 3 uM
H-89 altali gatlasa utan f3-
adrenerg stimulalt (narancs),
és mindkét kinaz géatlasa utan
[-adrenerg stimulalt

(r6zsaszin) esetekben.

N cTRL
I 10 nMm ISO
3 uM H-89 + 10 nM ISO
I 1 uM KN-93 + 10 nM ISO
I 1 uM KN-93 + 3 pM H-89 + 10 nM ISO

Az IS0 altali B-adrenerg stimulécié szignifikdnsan megndvelte az Ik: aramsiiriiségét a parancs
AP hosszanak felénél (k1 plato kozepi stirtiség; kontroll: 0,067+0,019 A/F vs 1SO: 0,159+0,029
A/F, n=7 mindkét csoportndl (25.4bra A)). Ezt a hatdst a KN-93 eclokezelés gatolta



(0,073+0,014 A/F, n=9), de a H-89 nem volt hatassal ra (0,136+0,024 A/F, n=10) (25.4bra A).
Amikor a sejtek kombinaltan, KN-93 és H-89 el6kezelést kaptak (0,065+0,013 A/F, n=7), az
Ik aram platd kozepi striisége megkozelitette a kontroll és csak KN-93-mal elkezelt
esetekben mért értékeket. Az Ik egyéb paramétereire, mint az &ram terminalis repolarizacio
alatt mért csucsstiriisége (kontroll: 1,849+0,120 A/F vs I1SO: 1,967+0,159 A/F), vagy a teljes
aramintegrél (kontroll: 66,7+11,7 mC/F vs ISO: 77,6£8,1 mC/F) érdekesmodon a B-adrenerg
stimulécionak nem volt szignifikans hatasa (25. dbra B, C).
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25.4bra: Az lk1 paraméterei az 6t vizsgalt sejtcsoport esetén. Az adatokat Ot sejtcsoporton
mértik kontroll (fekete, n=7), 1SO-val B-adrenerg stimulalt (lila, n=7), CaMKII KN-93 altali
gatlasa utan B-adrenerg stimulalt (z6ld, n=7), PKA H-89 altali gatlasa utan -adrenerg stimulalt
(narancs, n=9), és mindkét kinaz gatlasa utan B-adrenerg stimulalt (rézsaszin, n=9) sejteken.
(A) plato kozepi aramstiriség, (B) csucs strtiség, (C) aramintegral. A négyzetek és vonalak az
atlagtszorads, a pontok az egyes lemért sejtek adatai. A csillagok (*) a csoportok kozti

szignifikans (p<0,05) eltéréseket jeldlik, NS: nem szignifikans.

48



Annak érdekében, hogy biztosak lehesslink benne, hogy a CaMKII és PKA gétlas hatasa
nem valtoztat jelentGsen az aramon, megvizsgaltuk a KN-93 és a H-89 hatéasét az Iki-re 1SO
nélkil is. Egyik gatldészer mellett sem tapasztaltunk eltérést a kontroll értékekhez képest sem

az aramsiriiség, sem az aramintegral eredményeinkben (26. abra).
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26. dbra: Sema CaMKIIl KN-93-mal torténd, sem a PKA H-89-cel torténd gatlasa nincs hatassal
az lke-re kontroll kéralmények kdzott, harom sejtcsoporton vizsgélva: kontroll (fekete, n=7),
KN-93 elokezelt (piros, n=8) és H-89 elokezelt (zold, n=7). (A) parancs AP (felul) és
reprezentativ Ik aramok (alul). (B) platd kozepi aramsiriiség, (C) csucs striség, (D)
aramintegral. A négyzetek és vonalak az atlag+szdras, a pontok az egyes sejtek adatai. Az

adatcsoportok atlagai kozt egyik esetben sem volt szignifikans eltérés egyutas ANOVA-t

hasznalva.
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5.2.2 pB-adrenerg hatés, fokuszban az AP platd

A korébbi eredmeényeink arra utalnak, hogy az Iki B-adrenerg jelatviteli Gtvonal altali
feler6sodése az AP 2. fazisa, azaz a platd alatt torténik. Ezért a kordbbi méréseink
eredményeinek analizisét erre a szakaszra fokuszaltuk. Igy az i aramstirtiségét két fix
membrénpotenciélértéknél elemeztik, +20 mV, ami a platé kdzepi membranpotencial, és 0 mV,
ami pedig a repolariz&cio gyors szakaszan mérhet6 (27. dbra A). A 27. &bra B és C panelén
lathat, hogy eredményeink megfeleltek a korébban tapasztaltaknak. Az Iki aramstrtisége
szignifikainsan megné ISO hatasara (0,148+0,034 A/F +20 mV-nal, 0,202+0,041 A/F
0 mV-ndl), a kontroll értékekhez (+20 mV: 0,042+0,011 A/F, 0 mV: 0,090+0,018 A/F) képest.
Ezt a hatast a KN-93 gatolta (+20 mV: 0,052+0,012 A/F, 0 mV: 0,095+0,028 A/F), a H-89
viszont nem (+20 mV: 0,127+0,025 A/F, 0 mV: 0,159+0,022 A/F).

50



~ [ 1
S NS
A E — 0’4- * *
~ Té —— ——
— *
o > 031
= g
Q o
S I CJ;I 0.2
53 | | *
3 en
£ b 2 '} . .
g I | B 0,1- R . +
] Has] . ** *e
= -100 ] ' I » .. IR o5
(. o0l e .
0.5 - 1 [ |
o~ | i 1
T | NS
~ B 04 * *
~unJD é -l ——
S 0.0~ = .
7 T 034 .
= >
g g .
h (=]
- 0.2
0,5 20 . + Y.
T T T T T T 1 té * ¢ ‘.’
0 100 200 300 S 01 B . * i’
Id6 (ms) v * * .o g'
|
*
N cTRL 0.0 ¢ *
B 10 nm iSO

B 1 .M KN-93 + 10 nM ISO
3 uM H-89 + 10 nM ISO
B 1 M KN-93 + 3 pM H-89 + 10 nM ISO

27. dbra: A méréseinknél hasznalt parancs akcids potencial (felil), és kinagyitott, reprezentativ
Ik: &ramok (alul) (A). A szaggatott vonalak a vizsgalt 0 és +20 mV-0s membranpotencialérték
helyét jelolik. B és C: az Ik: aramsiiriiségértékei +20 és 0 mV-nal vizsgalva, 5 sejtcsoporton.
kontroll (fekete, n=7), ISO (lila, n=7), KN-93 el6kezelés utan (z6ld, n=7), H-89 elokezelés utan
(narancs, n=9), kombinalt, KN-93 és H-89 el6kezelés utan (rozsaszin, n=9). A négyzetek és
vonalak az atlag+széras, a pontok az egyes lemért sejtek adatai. A csillagok (*) a csoportok

kozti szignifikans (p<0,05) eltéréseket jelolik, NS: nem szignifikans.
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5.2.3 p-adrenerg stimulalt Ix: konvencionalis voltage clamp-pel

Az eléz6ekhez hasonld eredményeket kaptunk, amikor az ISO, €s a kindz inhibitorok
hatasait konvencionalis voltage clamp modszerrel vizsgaltuk -80 és +20 mV kdz6tt. -30 és +20
mV kozott az k1 aramsiirisége jelentésen megné B-adrenerg stimulacio hatasara a kontroll
sejtcsoporthoz képest. Ezt a valtozast a CaMKII géatlasa megsziinteti, a PKA gatlasa viszont
nincs hatéssal ra (28. abra). 0 mV-nal az lx: aramsirtiség értékei a kovetkezéknek adodtak:
kontroll (n=10): 0,266+0,042 A/F, ISO elékezelés utan (n=9): 0,211+0,067 A/F, KN-93 és ISO
elokezelés utan (n=10): 0,211+0,067 A/F, mig H-89 és ISO elékezelés utan (n=9):
0,431+0,103 A/F. -30 mV-nal negativabb membranpotencial értékeknél nem tapasztaltunk

szignifikans eltéréseket.
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Ig, dramsurtiség (A/F)

28.4bra: Az I1SO, a KN-93 és a H-89 hatasai az lk: aramsiriiségére konvencionalis voltage
clamp modszerrel mérve négy sejtcsoporton: kontroll (fekete, n=10), 1ISO kezelt (lila, n=9), ISO
hatds KN-93 el6kezelés utan (zold, n=10), 1SO hatas H-89 el6kezelés utan (narancs, n=9). A:
reprezentativ BaCl.-érzékeny dramok voltage-clamp-pel, B: Ik: aramsiiriiségek kiilonb6z6 250
ms hosszU teszt-potencidlokon (x-tengelyen feltiintetve), -80 mV holding-potencialrél indulva,
a kereszt (1) a kontroll és ISO el6kezelt csoport kozotti, a kettOskereszt (#) az ISO és KN-
93+ISO elokezelt csoportok kozotti szignifikans (p<0,05) eltéreseket jeldli. A -20, és 0 mV-on

mért aramstrliségek részletesen a C és D panelen vannak bemutatva, a csillag (*) a csoportok
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kozti szignifikans (p<0,05) eltéréseket jeldli, NS: nem szignifikans.
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5.2.4 Az lkr és a B-adrenerg stimulacio

Kutatasunk soran megvizsgaltuk mind az I1SO, mind a fent emlitett kindz gatldszerek
(KN-93, H-89) hatasat a kamrai szivizomsejtek egyik f6 repolarizald aramara, az Ik-re is a
korabbiakkal megegyez6 korilmények kozott (6nmagukban, és kombindlva is) APC
mddszerrel. Sem a B-adrenerg stimulacid, sem annak gatlasa nem volt hatdssal sem az Ik, &ram

profiljara, sem aramstiriségére és az aramintegral értékekre sem (29.4bra).
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29. dbra: 10 nM IS0, 1 uM KN-93, 3 uM H-89, illetve ezek kombinaci6janak hatasa az I-re.
A mérési csoportok: kontroll (fekete, n=7), KN-93 elékezelt (piros, n=8), H-89 elokezelt (z61d,
n=7), ISO kezelt (lila, n=7), ISO hatas KN-93 el6kezelés utan (sotétzold, n=11), ISO hatas H-89
elékezelés utan (narancs, n=9). A: parancs AP (fellil) és reprezentativ Ik-aramgorbék (alul). B:
platé kozepi aramsiiriség, C: csucs striiség, D: aramintegral. A négyzetek és vonalak az
atlagxszoras, a pontok az egyes lemért sejtek. Az atlagok kdzt nem talaltunk szignifikans
eltérést egyutas ANOVA-val.
54



6. Megbeszélés

6.1 A késoi natriumaram tulajdonsdagainak fajok kozti kiilonbségei

6.1.1 A natriumcsatorndk konduktanciajanak fajfiiggése

A késOi natriumaramon végzett kutatdsaink sordn munkacsoportunk
tanulmanyozta elészor a kutya, nyul és tengerimalac szivizomsejtek kés6i natriumaramanak
konduktancia valtozasait az AP alatt. Kutya és nyul izomsejtek esetében a konduktancia
monoton csdkkent az AP plato fazisa alatt. Ezzel szemben, tengerimalacok szivizomsejtjeinek
Gnajlate-j€ Valtozatlan maradt az AP ugyanezen szakaszan, viszont hirtelen csokkenést mutatott
a terminalis repolarizacio fazisdban. A konduktanciavaltozas ezen kulonbségei
megmagyarazhatjak, miért nagyobb amplitiddju a Ina e tengerimalac szivizomsejtek AP-janak
platd fazisa alatt, mint kutya vagy nyul izomsejtek esetén (abrak). A natriumcsatornak
inaktivalodasanak nyomon jellemzésére bevezettik a hanyatlasi faktort mérészamot, ami joval
nagyobbnak bizonyult nyll és kutyasejtek esetén, jelezve, hogy a Na* csatornak nagyrésze mar
inaktivalt a termindlis repolarizaciora ezeknél a fajoknal. Ennek eredményeképp, a terminalis
repolarizaci6 szakaszara megnétt hajtoeré nem tudja szamottevéen megnovelni az Inajate
amplituddjat kutyak és nyulak esetében, tengerimalacoknal viszont igen. Ezt megmagyarazza,
hogy tengerimalacok esetén a Inaate inaktivacidjanak-20 mV-on kapott idékonstansa

konvencionalis voltage clamp mddszerrel vizsgalva, 2,5-szer hosszabb, mint kutyakban [72].

crcr

érték, mivel a natrium koncentracidéja a citoszol egyéb részein jocskan eltérhet a
natriumcsatornak kozvetlen kozelében észlelhet6tdl, az itt lejatsz6do transzport folyamatok
miatt [180-182]. Emellett ingerelt sejtekben a sejtmembrantol tavolabbi citoszol részek [Na*]-
ja is folyamatos valtozast mutat [183,184]. Ezen folyamatokat figyelembe véve az altalunk
hasznalt sejtek szubszarkolemmalis natrium koncentracidja elérheti a 8-9 mM-t is. Ennek
kovetkeztében, ahogy a Na* koncentracidja nd, ugy csokken az egyensulyi-potencialja. Igy, 8
mM-os [Na*]i-nal a mi szamitasainkban hasznalt +85.3 mV helyett a reverzal potencial értéke
minddssze +77.6 mV-nak adodik. A kisebb reverzal potencial kisebb hajtoerdt general a
natriumnak, ami nagyobb Na* ateresztéképességet eredményez a szamitdsok soran. Mivel
hasonld megkozelité Na* koncentraciokat alkalmaztunk mindharom faj esetén, nem talaltunk

nagy eltéréseket a koncentraciok dinamikdjaban e hiarom faj esetében, ezért valoszinilileg

55



hasonld mértékben becsiltik alul mindharom faj Gaate-jat. Igy feltételezhetd, hogy az Inajate
meglétéért inkabb a sejtmembran Na* atereszt6-képessége felel, mintsem az aktuélis [Na'].

6.1.2 AZ Inajate €5 az akcids potencial kapcsolata

A tengerimalac kamrai szivizomsejtek Ina,jate-dnak monoton novekvd formaja az
AP platdja alatt a natriumcsatorndk a Clancy és tarsai altal leirt nem-egyensulyi kapuzasaval
magyarazhatd [66]. Modelljuk szerint a Inajate a lassu, rampaszer(i repolarizacié miatt
Hfelgyllik” az AP 2. fazisa alatt. Varakozasainkkal ellentétben viszont a kés6i natriumaram
profilia nem valtozott meg kutya szivizomsejteken, akéar tengerimalac, akar nyul
kamraisejtekrol felvett AP-t alkalmaztunk parancspotencidlnak. Ezzel kapcsolatban érdemes
észben tartani azt is, hogy bar a nyul és tengerimalac szivizomsejtek morfologiaja jorészt
megegyezik, mind az Ingjate MiNd & Gna,late profiljuk jelentésen eltér egymastol. Emiatt arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tengerimalac izomsejteknél megfigyelt monoton névekvo
aramprofilt a repolarizacio alatt megn6tt hajtoerd és a lassa Na™ csatorna inaktivacios kinetika
hatasainak egyiittese eredményezi. Mivel a kés6i natriumaramot nem csak a Nay1 5 [53,86,185]
hozza létre, hanem mas izoformak is kozrejatszanak, igy ezen alegységek aranyanak és
eloszlasanak eltéresei is kozre jatszhatnak az aram fajok kozti kiilonbségeinek kialakitasaban.
A késO1 natriumaram inaktivacios kinetikajanak fajok kozti kiilonbozdségeit ezért érdemes

tovabb vizsgalni.

6.1.3 Az Inaate aritmogen hatésa

Mivel a Inajate profilja jelentds kiilonbségeket mutat a fajok kozott, az AP alakjat
is kiilonbozoképp formalja, amikor az APD véltozik. A tengerimalac szivizomsejtek monoton
novekvo arama miatt feltételezhetjiik, hogy az AP nyulasaval né az aram hozzajarulésa is az
AP kialakitasahoz. Mivel az aram stiriségének maximumat a repolarizaci6 végsé szakaszan éri
el, igy ha az APD barmi okbdl kifolyélag megnd, példaul K* csatornablokkolok hatasara, az
egy megnovekedett befelé iranyuld Inajae aramot fog eredmeényezni. Ez visszahatva tovabb
névelheti az APD-t. Emellett a nagyobb Inajae Miatt kialakult Na* és Ca?* terhelés aritmiak
taptalaja lehet.

Ezzel szemben a nytl és kutya szivizomsejtek monoton csdkkenést mutatd dramsiiriiségii
Inajate-ja @ terminalis repolarizacio felé haladva egyre kisebb részben jarul hozza az AP
kialakitdsahoz hosszabb AP esetén. Ez megforditva is igaz, az alacsony terminalis aramstir{iség

miatt az APD valtozasanak nem lesz szignifikans hatasa az Inajae-ra kutya és nyul kamrai
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izomsejtek esetében. Ezzel egyutt a Inglae-0t csokkenté mechanizmusok is kisebb szereppel
birnak kutya vagy nydl szivizomsejteken. Ezt mindenképp figyelembe kell venni azon
farmakoldgiai és elektrofiziologiai vizsgalatok esetében, melyek tengerimalac szivizomsejteket
hasznalnak modellként a Inaate Vizsgalatara, mivel az APVC technikéaval felvett emberi Inalate
profil leginkabb a kutya és nydl szivizomsejtek aramprofiljara hasonlit [72].

6.1.4 Az ATX-II altal létrehozott ionaram tulajdonsagai tengerimalac és kutya
szivizomsejteken
A késdi natriumaramon végzett kutatdsaink kimutattdk azt is, hogy APVC
technikaval vizsgalva az ATX-11 &ltal létrehozott aram ndvekszik az AP platé fazisa alatt, az
ATX-1l-indukélt Gnaiate alakja jelentés eltérést mutat a nativ konduktanciaéhoz képest
tengerimalac szivizomsejteken. Ez a konduktanciak kozotti eltérés jelenthetné az ATX-11 Na*
csatornakhoz valo kotddését, ebben az esetben viszont az eltérésnek jelen kellene lennie kutya
szivizomsejtek esetében is. A masik magyarazat a natriumcsatornak korabban emlitett nem-
egyensulyi kapuzésa [66]. A jelenleg elérhet6 kutatasi adatok alapjan nem lehet eldonteni, hogy
az el6z6ekben leirt kettd lehetdség koziil melyik all a konduktancia-kilénbség hattereben.
Mivel az ATX-Il ismert hatdsa, hogy gatolja a Na* csatornak inaktivaciéjat [178], igy
korabban leirt eredményeink miatt az AT X-II ebbdl a célbdl térténd hasznalata elég félrevezetd
eredményekhez vezethet tengerimalac kamrai szivizomsejteken végzett kisérletek esetében.
Emellett az ATX-II kot6dése megvaltoztathatja a tengerimalac izomsejtek Na* csatornainak
hatdanyag-szenzitivitasat is, ami nehézkessé teszi a tengerimalac preparatumokon vegzett

kisérletek eredményeinek értelmezéset.

6.2 A p-adrenerg stimulacio hatasa a kamrai szivizomsejtek kaliumaramaira

6.2.1 A CaMKII utvonal felelés a p-adrenerg hatasok kialakitaséért az Ix: esetében

Kisérleteink soran a szivizomsejtek 10 nM [SO-val torténd perfundalasaval
vizsgaltuk a B-adrenerg stimuldcid hatdsat az AP terminalis repolarizaciojaért felelds két fo
kaliumaramra, az lki-re és az lx-re. Az ks amplitidoja megnétt az ISO kezelés hatasara, az Ik
aram paraméterei azonban nem valtoztak. Kisérletsorozatunk mutatta ki els6ként, hogy
kutyaban a B-adrenerg jelatviteli Ut Iki-re kifejtett hatasaiért nem a PKA a felel6s, ugyanis az
ISO hatdsat a PKA gatldo H-89-cel torténd el6kezelés nem valtoztatta meg. Ezzel szemben a

CaMKII gatld KN-93 megsziintette az ISO hatésat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a B-
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adrenerg serkentés a CaMKII enzimen keresztiil fejti ki az é4ramot erdsitd hatésait.
Kijelenthetjik azt is, hogy a két atvonal kozott (PKA, és CaMKII) nincs szinergia sem, ugyanis,
ha a ket kindz géatldszerét kombinacidban alkalmaztunk eredményeink nem kiilénboztek attol,
amikor a KN-93-at dnmagéaban hasznaltuk. Kizarhatjuk azonban a PKA és a CaMKIlI
alapaktivitdsanak befolyasold funkcidjat az lki arammal kapcsolatban, ugyan is -adrenerg
serkentés nélkil egyik kindz gatlasa sem befolyasolta az aramot.

Arra, hogy a CaMKII hogyan erésiti fel az Iki-et, az irodalomban talalhatd adatok
alapjan két lehet6ség meriil fel (30.4bra). Egy korabbi kutatasban [186] a B-adrenerg stimulacio
megnovelte a CaMKII aktivitast egy NO fliggd, de cAMP fiiggetlen mdédon tengerimalac
szivizomsejteken. Ez egy 0j, NO szintazon keresztili CaMKII aktivaloé dtvonal jelenlétére
enged kovetkeztetni. Emellett ragcsald szivizomsejteken 100 nM ISO hatasat a CaMKII-delta
nitrozilacidja medialja [187], de a NO megemeli a CaMKII aktivitasat és a Ki2.1 aram
aramstiriségét emberi pitvarbol szarmazo szivizomsejteken is [188]. Tobb tanulmany kimutatta
az EPAC fehérje szerepét is a CaMKII aktivaciojaban [35,189,190]. Nyul és ragcsalo
szivizomsejtekkel kapcsolatban kertlt felvetesre, hogy a CaMKII egy cAMP — EPAC — NO
— CaMKII szekvencian keresztil aktivalodik [191], de egy alternativ cAMP— EPAC — Rap
— PLC-epsilon szekvencia is felfedezésre kertlt [189]. Tovabba a p-arrestinek és a hozzajuk

kapcsolddo szignaloszomak szerepét sem lehet elvetni [192].

R-AR
1 30. abra: Az Ikx1 P-adrenerg receptor
G; medialta  aktivaciojanak lehetséges
Alc utvonalai. Z6ld nyilak: PKA jelatviteli
1 uat, piros nyilak: NO kapcsolt jelatviteli
/ cAmPt ~— ut, kék nyilak: PLC-epszilon kapcsolt
EPAC e
PKA \ jelatviteli at
1 Act / Rap
ICa-Lf
1 NOS
[Ca]** 4 } .
NOt PLC-epsilon
CaM \ /
IKlf
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6.2.2 A B-adrenerg stimulacio az Iki-et is csak részben befolyasolja

Kutatasunk sorén azt tapasztaltuk, hogy az ISO az Ik aramsiriiségét is csak az AP platod
fazisanak megfeleld6 membranpotencial-tartomanyban ndvelte meg, de annadl negativabb
értékeken, példaul a terminalis repolarizacié szakaszan, ahol az aram amplitudoja a legnagyobb,
nem befolyasolta azt. Ez a felfedezés arra enged kovetkeztetni, hogy a f-adrenerg hatas sem az
aktiv Ki2.1 csatornak szamat, sem azok atereszt6képességét nem befolyasolja, habar utalhat
két ellentétes folyamat (megn6tt konduktancia, de csokkent csatornaexpresszio) jelenlétére is.
Eredményeink azt sugalljak ink&bb, hogy a csatornak befelé egyeniranyito tulajdonsagat
csokkenti a CaMKI|I altali foszforilacio, igy egy nagyobb kifelé irdnyuld 1k, dram johet létre a
pozitiv membranpotencidl tartomanyban. Hasonl6 foszforilacio-fiiggé modosulast tapasztaltak
a Kir2.1/KCNJ2 csatornak R67Q mutécidjanal, ami csokkentette az 1SO altal kivaltott hatasokat
az lki-en [17].

Egy Nagy és tarsai altal végzett kutatas eredményei [193] egybevagnak a méreési
eredményeinkkel, az Iki CaMKII altali kalciumfiiggd feler6sodésével kapcsolatban. Egy
jelentds kiilonbség adodott azonban a két kutatas kozott: mig eredményeink esetében a f3-
adrenerg serkentés csak az AP platoja alatt novelte meg szignifikansan az Ik amplitadoéjat,
addig a korabbi kutatds soran az dram csucsstiriisége is megndtt magasabb [Ca?*]i mellett. A
kiilonbség valoszinlileg abbol adodig, hogy amig a mi kisérleteink sordn a kalciumszintet
kizarolag a [-adrenerg serkentéssel valtoztattuk meg, addig Nagy és tarsai az Ik
kalciumfliggését is vizsgaltak alacsony (~160 nM) és magas (~900 nM) [Ca?*]i mellett, amit a
patch pipetta belsejében alkalmazott BAPTA és CaCl; alkalmazésaval értek el.

A miénkhez hasonlo kisérleti korilmények mellett, de nyal kamrai szivizomsejteken
Hegyi és tarsai [27] is arra az eredményre jutottak, hogy a CaMKII gatlasa nem befolyasolja az
Ik1 paramétereit, valamint 10 nM ISO alkalmazasa nem valtoztatja meg az aram csucssiiriségét
normal kalcium homeosztazis mellett. Ezek az adatok 6sszhangban vannak a mi mérési
eredményeinkkel (24. abra B, 25. abra). A mi Kisérleteinknél azonban az ISO hatésara
jelent6sen (23%-kal) megnétt az Iki ltal szallitott toltés a kontroll koriilményekhez képest. Ez
a jelentGs valtozas a méréseink soran nem mutatkozott meg, viszont a 10 nM ISO-val kezelt
sejtek Ix1 aramintegralja a mi kisérleteink soran is megnétt 16%-kal (11 mC/F). A szerz6k [27]
nem tértek ki arra, hogy az Ix: &ram mely részének valtoz&sa magyardzza az aramintegral
szignifikans megndvekedését, viszont mivel a csucsslirliség nem valtozott igy az Iki
amplituddjanak plato alatti ndvekedése szolgalhat magyarazatul erre a jelenségre, ami szintén

megfelel az altalunk leirtaknak. A kalcium BAPTA altali pufferelése utan Hegyi és tarsai nem
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talaltak szignifikans eltérést B-adrenerg serkentés utan sem az lki csucssiiriiségében, sem az
aram altal szallitott nett6 toltés mennyiségében. A mi kutatasunk soran a CaMKII KN-93 &ltali
blokkolasa vezetett hasonld eredményekre: a KN-93 megakadalyozta az Ik platd alatti
amplitud6 novekedéset 10 nM 1SO hatésara es az dram integralja is hasonlonak bizonyult a
kontroll kortlmények kozott mértekhez. Ezek alapjan mindkét kutatds megfigyeléseit
magyarazza az, hogy a f-adrenerg serkentés az Ix: &ramot a CaMKII altal aktivalja.

Széles korben elfogadott tény, hogy az lki-et alapvetéen a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) aktivalja [194,195], és hogy a B-adrenerg serkentés a PIP2 koncentracidjanak
ndvekedéseéhez vezet [196]. Xu és munkatarsai kutatasaban [196] a szerz6k javasoljak, hogy a
B-adrenerg receptorok aktivilasa a foszfatidil-inozitol-4-foszfat-5-kinaz gamma (PIP5Ky)
PKA-fliggé foszforilacidjan és ezéltali aktivalasan keresztiil emeli a szivizomsejtek PIP2-
szintjét. Szem el6tt tartandé viszont, hogy a szerzék 30 pM H-89-et alkalmaztak
extracellularisan a PKA gatlasara. Megjegyzendd, hogy a H-89 a 1 (és B2) adrenerg receptor
ligandhoz kotodésének erds és szelektiv gatloja, amelynek megkozelité K; értéke 350 nM (és
180 nM) human leéguti simaizomsejteken [197]. Ezt a B-receptor-géatlé tulajdonsagot figyelembe
kell venni a H-89 extracellularis alkalmazasakor. igy a Xu és munkatarsainak eredményei [196]
a H-89 altal okozott B-adrenerg receptor gatlasnak tulajdonithatok. Ez volt az oka annak is,
hogy mi a H-89-et a pipetta belsé oldataban, intracellularisan, és joval alacsonyabb, 3 pM
koncentracioban alkalmaztuk. Mindezeket figyelembe véve a Ki-csatorndk feltételezett
CaMKII-fliggd foszforilacidja mellett egy alternativ magyarazat is lehetséges az
eredményeinkre. Mivel a B-adrenerg receptor aktivalasa ndveli a PIP2-szintet, az Ik1 aktivitasat
is fokozhatja ezen a mechanizmuson keresztiil. Mivel Kisérleteinkben az intracellularisan
alkalmazott KN-93 megakadalyozta az Ik feler6sodését, de a H-89-nek nem volt ilyen hatasa,
ez a feltételezett mechanizmus egyértelmiien nem a PKA altal kdzvetitett, és a CaMKII is

szerepet jatszhat benne.

6.2.3 A p-adrenerg serkentés nincs hatassal az Ik,-re

Az Iks-hez [198,199] és az Iki-hez [13-15] képest az Ik, aramsiiriiségét nem valtoztatta
meg az 1SO-val torténd B-adrenerg aktivacio. Emellett sem a CaMKII, sem a PKA géatladsanak
sem volt hatdsa az aramra. Heath és tarsai szerint tengerimalac szivizomsejteken az Ik
aramstriisége megnott a PKC aktivalasanak hatasara [24], de Klare és tarsai azt talaltak, hogy
a PKA aktivacioja csokkentette azt [20]. Ezzel szemben a PKA Gtvonal aktivalasa novelte az

Ikr amplitudojat kutya [23], de csokkentette azt ember, és patkany szivizomsejteken [21,200].
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Mivel mind a PKA mind a PKC jelatviteli Gtvonalak fiilggenek a [Ca?*]i-tol, nem meglepd, hogy
a kalcium az el6bb emlitett hatasok mértékét is jelentdsen befolyasolja [24]. Hasonldképp,
amennyiben az [Ca?*]i-t alacsony szinten tartottak (EGTA és nifedipin segitségével [23]) az
ISO kezelées megnovelte az Ik, aramsiiriiségét. Hasonldképpen, az 1SO megndvelte az I
aramsiirtiségét, alacsony [Ca?*]; mellett (EGTA kalciumpuffer, és nifedipin Ca* csatornagatld
mellett) konvenciondlis voltage clamp kisérletekben [23] de a mi kisérleteinkben (intakt
kalcium homeosztazis, APVC technika) nem valtozott. A korabbi irodalmi adatok és kutatasunk
eredményeit Osszevetve arra kovetkeztethetlink, hogy a kutyasziv B-adrenerg stimulacioja
befolyasolja ugyan az Ikt viszont feltehetéleg legalabb két, ellentétes hatast utvonalon

keresztil, melyek normal kalciumhaztartas mellett Kioltjak egymast.
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7. Osszefoglalas

A bal kamrai szivizomsejtek ioncsatornainak és ionaramainak szabalyozasa régoéta és
széleskdrben kutatott téma. Bar a teriileten szamos el6relépés sziiletett, tovabbra is rengeteg
kérdés maradt megvalaszoltalanul. Mint a bioldgiai rendszerek legtobb eleme, igy az
ioncsatorndk is tobb szinten szabalyozodnak. Egyrészt genetikai szinten, mely hosszatavu
adaptaciot tesz lehetdvé az egyed kornyezetéhez, illetve az adott faj életviteléhez
alkalmazkodva, masrészt viszont joval rovidebb tavl, vegetativ idegrendszeri szabalyozas alatt
is allnak, hogy az akut valtozasokra is megfelel6 reakciot adjanak.

Munkénk célja az volt, hogy megvizsgaljuk a szivizomsejtek kés6i natriumaramat
harom gyakran alkalmazott gerinces modellen kutyan, tengerimalacon és nyalon. Kisérleteinket
elvégeztik kontroll kortlmények kozott, illetve vizsgaltuk az aram kalciumfliggésének
hasonldsagait és killénbségeit a fenti harom faj esetében. Emellett megvizsgaltuk, hogy a kutya
bal kamrai szivizomsejtek kdliumaramainak p-adrenerg szabalyozésan beliil a CaMKII vagy a
PKA éltal medialt utvonalak kozul melyik a dominans.

Kisérleteinket akcids potencial feszlltség clamp technikaval végeztik. Ezzel
hasonlitottuk 6ssze a kutya, nyul és tengerimalac Inajate aramait, illetve vizsgaltuk, hogy a
parancs akcios potencial alakja befolyasolja-e az aramprofilt az egyes fajok esetén. Ezzel a
technikaval és hagyomanyos fesziiltség clamp modszerrel is vizsgaltuk a kutya szivizomsejtek
kaliumaramainak B-adrenerg szabalyozasat és az annak hatterében allé mechanizmusokat is.

Kutatasunk soran megfigyeltiik, hogy a kutya és a nyul folyamatosan csokkend
aramslriiséget mutatd Inalae-dval Szemben a tengerimalac szivizomsejteken ugyanezen
ionaram az AP végéig novekedest mutat. Leirtuk tovabba azt is, hogy a Inaate AP alatti lefutasa
nem fligg a sejtet ingerld AP alakjatol, illetve, hogy az ATXII nagyjabol hasonld hatést
produkal kutya és tengerimalac szivizomsejteken mint a TTX.

Kutatasunk masodik felében bizonyitottuk, hogy a kutya szivizomsejtek Ix1 aramat a
B-adrenerg serkentés els6 sorban az AP plato fazisa alatt ndveli, ami a CaMKII Gtvonalon
keresztul, nem pedig a PKA medialta Gtvonalon keresztul jon 1étre. Arra is fény derlt, hogy az
Ik-t nem befolyasolja szignifikansan a B-adrenerg stimulacio.

Ezen eredményekkel kutatasunk, ha nem is valaszolta meg az &sszes kérdést a
szivizomsejtek iondramainak szabalyozasaval kapcsolatban, de par lépéssel kdzelebb kertltiink

a teljes kép kialakitasahoz.

62



8. Summary

The regulation of ion channels, and ionic currents in left ventricular cardiomyocytes is
a widely studied topic for a long time. There is a lot of progress in this area, however there are
plenty of unanswered questions. Like in most biological systems, the regulation of the ion
channels has multiple levels. On one hand, long term regulation is reached through gene
expression, which leads to adaptation to habitat and lifestyle, on the other hand short term
regulation can be manyfested through the autonomic nervous system, in adapting to more acute

factors.

The aim of our studies were to describe, and compare the late sodium currents of three,
frequently used model animals: dog, rabbit and guinea pig. We did our research in control
conditions, as well as, we studied the similarities and differences in the calcium dependence of
the late sodium current in the three studeid species. Moreover the effect of p-adrenergic
stimulation on the potassium currents of the canine left ventricular myocytes were studied to
find out whether it is mediated through the CaMKI1 or the PKA pathway.

We used the action potential voltage clamp technique and compared the Ina,ate current
profiles of dog, rabbit and guinea pig cardiomyocytes, and studied their dependence from the
contour of the trigger action potential. We used this, as well as conventional voltage clamp
techniques to explore the B-adrenergic regulation (and its mechanisms) of the potassium

currents of the canine cardiomyocytes.

The results of our research showed that the magnitude of Inajae in the rabbit and dog
cardiomyocytes are largely similar, and gets smaller as the AP progresses, however in guinea
pig cells the current diplayed increase. Our results indicate that the contour of the trigger AP
doesn’t affect the profile of Ina,ate, and that the ATXII has a similar effect on canine and guinea

pig cardiomyocites to the TTX.

In the other part of our studies, we found that B-adrenergic stimulation mostly increase
the IK1 current of canine cardiomyocytes via the CaMKII pathway but not via PKA. Moreover

Ikr was not modified by the B-adrenergic stimulation significantly.

Even if these results can’t answer all of our questions about the regulation of the ionic

currents of the cardiomyocites, we made some progress to understand the whole picture.
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