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1. Roviditések jegyzéke

[Ca®™]; intracellularis kalcium koncentracio

[Ca’ sk szarkoendoplazmatikus retikulum kalcium koncentracié

AP akcids potencial

APD AP iddtartam (a repolarizacio 90 %-ahoz tartoz6 idGtartam)

DAD késdi utddepolarizacid (delayed afterdepolarization)

EAD korai utddepolarizacio (early afterdepolarization)

EKG elektrokardiogram

ENDO szubendokardidlis

EPI szubepikardialis

IcarL L-tipust kalciuméram (L-type calcium current)

Iki befelé egyeniranyitd kaliumaram (inward rectifier potassium current)
Ix.aTP ATP-fiiggo kaliumaram (ATP-dependent potassium current)

Ikr kés6i egyeniranyitd kaliumaram gyors komponense (rapid component of

delayed rectifier potassium current)

Iks kés6i egyeniranyitd kaliumaram lassi komponense (slow component of
delayed rectifier potassium current)

Ikur kés6i egyeniranyitd kaliumaram ultragyors komponense (ultra rapid

component of delayed rectifier potassium current)

Ina natriumaram (sodium current)

Lio1 tranziens kifel¢ irdnyuld kaliuméram (transient outward potassium current)
Tio2 Ca2+-ﬁ'1gg6 kloridaram (transient outward chloride current)

MID midmiokardialis

NCX Na*/Ca®" cseremechanizmus (Na/Ca*" exchanger)

PMCA plazmamembran Ca’ -ATPaz

RYR rianodin receptor

SERCA szarkoendoplazmatikus retikulum Ca*"-ATPaz

SR szarkoendoplazmatikus retikulum
SV rovidtavu variabilitas (short term beat-to-beat variability of APD)
TdP Torsades de Pointes



2. Bevezetés

A szivelégtelenségben szenvedd betegek esetében a halalozasok koriilbelil feléért a
hirtelen szivhalalt okoz6 szivritmuszavarok tehetOk feleldssé. Ez vilagszerte tobb, mint
500.000 haldlesetet jelent évente. Ezért fontos olyan paraméterek keresése, amelyek
elorejelzik ezen — a hirtelen szivhaldlt okozd — aritmidk kialakuldsat. Napjainkban a QT-
intervallum id6tartamanak novekedését tekintik a kamrai szivritmuszavarok, kiilonosen a
Torsades de Pointes (TdP) tipusi kamrai tachycardia rizikéfaktoranak'>*.

Ujabb kutatisok azonban megkérdéjelezik a megndvekedett QT-intervallum és az
aritmidk kialakuldsa kozotti Osszefiiggést. Ismert ugyanis, hogy a kiilonb6z6 szerhatasok
okozta azonos mértékli QT-id6tartam ndvekedés mellett nem ugyanakkora a TdP

122,

incidenciaja'™ 1 Megfigyelték azt is, hogy ugyanazon szer kiilonbdzé dézisainak

proaritmias hatasa fiiggetlen a QT-intervallum idétartamatol®” ', sét a sikeres antiaritmias
kezeléseknél sem feltétleniil kovetkezik be QT-id6tartam rovidilés® 6.

Kutydn és nyllon végzett kisérletek azt bizonyitjdk, hogy a szer-indukalta TdP
aritmidk esetében a QT-idétartam beat-to-beat variabilitdsa hatékonyabban eldrejelzi a
ritmuszavar kialakuldsat, mint maga a QT-idétartam ndvekedése'® ', Allando
szivirekvencia esetén, az egymadst kovetd iitéseknél a kamrai repolarizacid véletlenszerli
valtozasai  (QT-intervallum)  {itésrél-iitésre  (beat-to-beat)  torténd  variabilitasban
manifesztalodnak’. Ezen eredmények alapjan feltételezheté tehat, hogy a csokkent beat-to-
beat variabilitds antiaritmids hatdst, mig a kritikusan megnovekedett variabilitds a QT-
intervallum iddtartamatol fiiggetleniil kamrai aritmidkra hajlamosit. Ezért a repolarizacio
beat-to-beat variabilitdsanak kvantitativ meghatarozasa egy olyan paraméter lehet, ami
eldrejelezheti a  proaritmids allapotokat. A  repolarizdci6 idObeni valtozasanak
meghatarozasara kiilonb6z0 modszerek hasznalata javasolt, igy a klinikumban is hasznélatos
QT-intervallum variabilitds index, vagy a kisérletesen alkalmazott akcids potencial idétartam
(APD) rovidtava variabilitdsdnak a mérése (rovidtava variabilitas — short term beat-to-beat
variability of action potential duration, SV) > 152133,

Feltételezziik, hogy a SV eredete multifaktorialis, igy befolyasolja az ioncsatornak

. . y 131 ey
sztochasztikus viselkedése'

kalcium koncentracié ([Ca*'])"** és a sejtek kozotti elektromos kapcsolatok67.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A szivizomsejtek akciés potencialja

Valamennyi €16 sejtre jellemz0, hogy a membran két oldala kozott potencialkiilonbség
all fenn, az intracellularis tér elektronegativabb az extracellularis térhez képest. A nyugalmi
membranpotencidl értéke sejttipustol fiiggden —50 és —90 mV kozott valtozhat. A nyugalmi
membranpotencial eredete tobbféle mechanizmusra vezethetd vissza.

A nyugalmi membranpotencial elektrofiziologiai modszerekkel mérhetd, illetve a
Goldman-Hodgkin-Katz egyenlet alapjan szamithat6. Ennek értelmében a nyugalmi
membranpotencidl értéke annak az ionnak az egyensulyi potencialjahoz all kozel, amelyikre

nézve a sejtmembrannak a legnagyobb a permeabilitasa.

RT Py+[K*] e+ Pyg+[Na™] e + Pogz+[Ca?t] e + Po-[CL7 ]
—iIn
F " Pg+[K*]; + Pyg+[Na*]; + Pcgz+[Ca?*]; + Po-[CL7];

Vi =

1. egyenlet

ahol V), az aktudlis membranpotencial értéke, R az egyetemes gazallandd, T az

abszolut hémérséklet, F a Faraday-konstans, P a membrdn adott ionra vonatkoztatott

permeabilitidsa, valamint az [ion]. és [ion]; az adott ion extra- (e) illetve intracellularis (i)
koncentracioja®™ ®.

A kamrai szivizomsejtek esetén a nyugalmi membranpotencial értéke —80 mV,
koszonhetden a nagy nyugalmi K konduktancidnak, melyért a befelé egyeniranyitd
kaliumaram (inward rectifier potassium current, Ix;) felelds. A szivizomsejtek akcids
potencialjat (AP) 6t fazisra szokas felosztani (1. abra). A nulladik fazis sorén, a gyors,
fesziiltségfliggd Na' csatornak aktivalodnak, ami létrehozza az AP felszallo szarat. Az elsd
fazis egy gyors, rovid ideig tartd repolarizacid, mely kialakitasaért a tranziens kifelé iranyul6
aram felel6s. Ennek van egy 4-aminopiridin érzékeny komponense (tranziens kifelé irdnyuld
kaliumaram — transient outward potassium current, L) valamint egy Ca*"-fiiggd kloridaram
komponense (transient outward chloride current, I,;). A masodik fazis sordan — plato-fazis —
aktivalodik az L-tipusu kalciumaram (L-type calcium current, Ic, 1) €és a késdéi kaliumaramok.
Ennek hatésara emelkedik az intracellularis Ca*"-szint, igy tovabbi depolarizacio jon létre. Ezt
koveti a harmadik fazis, mely sordn az I, inaktivalodasat szdmos kaliumaram fokozatos
aktivalodasa egésziti ki. Ebben fontos szerep jut a késdi egyeniranyitd kaliuméaram lassu és

gyors komponensének (slow/rapid component of delayed rectifier potassium current, Ixy/Ix;)
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- — .
Iks Kv7.1 KCNQT
—_— s ———————
lkur Kv15 KCNAS5
T ey i
leq Kir2.1 KCNJ2

1. abra: A kutya bal kamrai munkaizomsejtek jellemz6é akcids potenciialja és annak
iondramai. A szdmok az akcids potencidl fazisait jelolik. Piros szin jelzi a befelé iranyuld
(inward) dramokat, mig a kék szin a kifelé irdnyuldkat (outward). Az abra jobb oldalan az

iondramokért felelés ioncsatorndkat kodold gének és fehérjék lathatok. Varrd és
162

munkatarsanak kozleménye alapjan modositva ™.

és végiil a termindlis repolarizacidban résztvevd — mar emlitett — Ix;-nak. Az automaéciat
mutaté nodalis sejtekkel (sinus csomo, atrioventrikularis csomo) ellentétben a kamrai sejtek
stabil nyugalmi membranpotenciallal rendelkeznek (elektromos diasztole), mely a
repolarizacid befejeztével, a fennmaradé nagy Ix; konduktancia altal jon létre, kialakitva az

AP negyedik fazisat.”

3.2. A szivizomsejtek akcios potencialjat kialakito ionaramok és ioncsatornak jellemzése

3.2.1. A szivizom ioncsatornai és ionaramai

A human és kutya szivizomban az SCN5A-gén (3. kromoszdéma) altal kodolt Na,1.5
csatornan keresztiili Na™ bearamlas felelés az AP felszallo szaraért. A Na' csatorndk egy
kortlbeliil 260 kDa tomegli porusformald o alegységbdl valamint jarulékos P alegységekbdl

allnak. A funkcionalis csatorna létrehozasahoz az o alegység jelenléte Onmagédban is
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elegendd, azonban a csatorna miitkddésének szabalyozasahoz a 3 alegységekre is sziikség van.
A feln6tt emberi szivben B1-p4 alegységek taldlhatoak, melyek amellett, hogy befolyasoljak a
csatorna fesziltségfiiggését és inaktivacios kinetikajat, szabalyozzak a csatornadenzitast is a
depolarizacio soran nem inaktivalddnak teljesen, vagy Ujra aktivalodhatnak, ezaltal 1étrehozva
a késoi natriumaramot (late Iy,), mely jelentds szereppel birhat az AP iddtartam és a
platopotencial kialakitasaban®® "', A Na" csatornak az olyan 1. osztalyl antiaritmias szerek
tdmadaspontjai, mint példaul a lidokain vagy a flekainid. Hatasukra lassul az ingeriiletvezetés,
igy az elektrokardiogram (EKG) QRS-komplexumdénak kiszélesedését okozzak. Kisérletes
koriilmények kozott gyakran alkalmazott gatloszeriik a tetrodotoxin.

Szivizomban a fesziiltségfliggé Ca’" csatornak két tipusat irtak le, a T- és az L-tipust
kalciumcsatornat. Kamrai munkaizomsejteken elsdsorban az L-tipusu kalciumcsatorna fordul
els. Legfontosabb feladatuk a Ca®" jonok sejt belsejébe juttatisa és a kontrakcios
mechanizmus beinditasa®. Szivizomsejtekben a Ca*" csatornak négy alegységbél épiilnek fel,
melyek koziil a legfontosabb a 190-250 kDa tomegii o alegység. A csatorna szerkezeti
felépitése nagyban hasonlit a Na' csatorndkéhoz, o alegysége négy homolog doménbél all,
melyekben azonos helyet foglal el a fesziiltségszenzor (S4) és a porusformalod szegmens (S5-
S6). Szintén az o alegység tartalmazza az aktivacios és inaktivacids kapukat, valamint a
gyogyszerek és toxinok kotdhelyeit. Az a alegység 661 aminosavbol allo C-terminusa (és a
hozza kihorgonyzott kalmodulin) kritikus fontossagii a csatorna Ca*"-fiiggd inaktivacidjaban
és a csatorna mikodésének szabalyozasaban''® ' ' Az intracellularis B, valamint a
transzmembran elhelyezkedésli a,0 alegységek szintén szabalyozd szereppel birnak. Az
L-tipusu kalciumcsatorna o alegysége a Ca,1.2, melyet a 12-es kromoszoman elhelyezkedd
CACNAI1C-gén kodol''. A csatorna aktivaciojahoz jelentésebb depolarizacié (~-30 mV)
szitkséges. A Ca®" csatorna gatloszerek — mint példaul a verapamil vagy a diltiazem — a IV,
osztalyu antiaritmids szerek kozé tartoznak. Hatasukra megnd az EKG-on az RR- ¢€s

PQ-tavolsag'"’

. Tovébbi gatloszerei példaul a nizoldipin vagy nifedipin.

Egy szivizomsejt AP-ja soran szamos kaliumaram aktivalodik, mint példaul a korai és
a késdi repolarizacioban részt vevd kaliumaramok. A K™ csatornaknak ot tipusat
kiilonboztetjiik meg: (1) a hat transzmembran egységbdl €s egy porusformald egységbdl allo
(6TM/1P) fesziiltségfiiggd K™ csatorndk, (2) a két transzmembran és egy porusformald
egységbol allo (2TM/1P) befelé egyeniranyité K™ csatornak, (3) a négy transzmembran és két
porusformald egységbol alldo (4TM/2P) K' csatorndk, (4) a hat transzmembran és egy

porusformald egységbdl (6TM/1P) valamint a két transzmembran ¢és egy porusformalo

egységbdl allo (2TM/1P) szegmensek dimerizaciojabol létrejott STM/2P K csatorndk és (5) a
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hét transzmembran egységbol allo (7TM) K" csatornak . A tovabbiakban kizardlag a kamrai
AP relevans kéaliumcsatornai keriilnek bemutatasra.

A fesziiltségfiiged K csatornak kapuzasara jellemzo, hogy az aktivalt allapotbdl
inaktiv allapotba keriilnek, ebbdl az allapotbdl a csatorna fjra nyithatd. Az ioncsatornak
inaktivacidja kétféle lehet. Az N-tipusu inaktivacio soran — melyet a ,,ball-and-chain” modell
ir le — a csatorna intracelluléris része elzarddik az N-terminus altal. A C-tipusu inaktivacidoban
viszont a hosszantartd depolarizacio ¢és konformacié valtozads hatdsara a csatorna
extracellularis része zarodik'*?,

Az AP kezdetén a depolarizacid hatdsara gyorsan aktivalodik és inaktivalodik a K4.2
és K.\4.3 csatornak alakitotta tranziens dram, a I;,;, melyeket a KCND2 és KCND3 gének
kodolnak (7. és 1. kromoszoéma). A csatorna a alegysége mellett egyéb jarulékos fehérjék is
részt vesznek a csatorndk szabalyozasaban, mint példaul a KCNE2 gén kodolta MinK-related
peptide 1 (MIRP1), valamint a KCNIP2 gén altal kédolt K, channel interacting protein 2
(KChIP2). A MIRP1 a csatorna kinetikajat, mig a KChIP2 a csatorna membrandenzitasat
szabélyozza183. A Tio1 az elsd fazis sordn hozza létre az emlés miokardiumra jellemzd ,,spike-
and-dome” (,,tliske és kupola”) AP morfologiat. Gatloszerei a 4-aminopiridin és a kinidin.

A késéi egyeniranyitd K aram (Ix) harom komponensét irtak le: lassu (Ixs), gyors (Ik;)
¢és ultragyors komponens (Ixy). A Igs porusformald alegységét a K,7.1 (korabbi nevén
K LQT1) fehérje alkotja, melyet a 11. kromoszéma KCNQI1 génje kdédol. Funkcionalis
mitkodéshez sziikséges tovabba a MinK peptid alkotta jarulékos alegység (KCNEI1 gén)". A
Iks lasst aktivacigjat kovetden — inaktivacios kapu hianydban — a csatorna a fesziiltségtol
fliggden deaktivalodik. A deaktivacido soran a csatorna nyitott allapotbol kozvetleniil zart
allapotba kertil (inaktiv allapot nélkiil). Az alegységek génjeit érintd mutaciok hozzak létre a
velesziiletett hosszti QT szindréma 1-es és 5-0s tipusat (long QT syndrome 1 és 5, innen a

I . 1
csatorna korabbi neve)'®.

A Igs gyorsabban aktivalodik, mint a Ik, inaktivacios
mechanizmusa gyorsabb, mint az aktivacids, igy depolarizacio hatdsara a csatorndk rovidebb
1d6 alatt keriilnek inaktiv allapotba, mint nyitottba és ez a repolarizacio kezdetéig igy is
marad. Az inaktivaciobol torténd visszatérés gyors, amit a csatorna lassu deaktivacidja kovet.
Az igy reaktivalt Ix, az egyik legfontosabb repolarizdld aram, azonban az emlitett
mechanizmusnak koszonhetéen a platd fazis alatt a Ix, amplitidoja kozel nulla'®. A
membranpotencialtol fiiggd aktivacio és deaktivacio iddallandoi fajok kozotti eltéréseket
mutathatnak, példaul human és kutya sejtek gyors késéi K™ arama lassabban deaktivalodik,

161

mint a Igs . A K{11.1 fehérje (7. kromoszoma KCNH2 gén altal kodolt) alkotta Ix,-csatorna

a alegységéhez a KCNE2-gén kodolt MiRP1 és jarulekos alegységként a MinK is

kapcsolodhat. A két gén mutacioja a hosszii QT szindroma 2-es és 6-os tipusat okozza™ *. A
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Ixur a pitvari sejtek repolarizaciojaért felelés, azonban a kamrai sejteken nincs jelen'”’. Az
antiaritmias szerek III. osztilyat a repolarizaciét lassito6 K’ csatorna blokkolok alkotjak.
Ilyenek példaul a d-sotalol, dofetilid vagy bretylium.

A befelé egyeniranyité K csatorndkra (inward rectifier, Kj;) jellemzé a 2TM/1P
felépités, valamint az, hogy csak aktivacidos kapuval rendelkeznek. A legfontosabb
csatornaalkoto fehérjének a Kir2.1-et tartjak, melyet a 17. kromoszoman talalhato KCNJ2 gén
kodol™'. Azonban érdemes megemliteni, hogy a leglijabb nomenklatira idesorolja a KCNJ12
és KCNJ4 altal kodolt K;:2.2 és K;;2.3 alegységet is'"'. A csatorna elnevezése arra utal, hogy a
Ix; esetében — ugyanakkora hajtoerd esetén — nagyobb mértékili inward aram jon létre mint
outward dram. Azonban fontos hozzatenni, hogy fiziol6gidsan a membranpotencial értéke
mindig pozitivabb, mint a kalium egyensulyi potencialja (Ek), igy a csatornan keresztiil
outward aram folyik. Az aram amplitiddja koriilbeliil =70 mV-ig né, majd —20 mV koriil
sziinik meg (deaktivalodik). A csatorna egyeniranyito tulajdonsagaiért az intracellularis Mg®"
és poliaminok felelések''*. Mivel a csatorndk az AP alatt —20 mV-nal pozitivabb
membranpotencidl értékek esetén deaktivalodnak és csak kelléen negativ fesziiltség esetén
nyilnak Gjra, nem ellenstilyozzak a plato fazis alatt a depolarizalo aramokat. A Ik, gatldséara a
BaCl,-ot hasznaljak.

Az emlitett ioncsatorndkon kiviil, a kamrai sejteken expresszalodik az ATP-fiiggd K
csatorna is, amely létrehozza az ATP-fiiggd K" aramot (Ixk.atp). Ez az ioncsatorna (K;6.2
fehérje és SUR2A jarulékos alegység, melyeket a 11. kromoszoman elhelyezkedd KCNJ11 és
a 12. kromoszéman elhelyezkedd ABCC9 gének kodolnak) fiziologids koriilmények kozott
zart allapotban van, azonban ATP-szint csokkenésre (pl.: hipoxia és iszkémia) aktivalodik és
tovabbi repolarizaciot eredményez, vagyis roviditi az APD-ot”. Aktivalasara lemakalimot,
mig gatlasara glibenklamidot alkalmaznak.

A repolarizacioban részt vesznek a Ca®’-fliggé kloridcsatorndk is. Feltehetéleg a
TMEMI16A (transmembrane protein 16A) nevll fehérje alkotta csatorna hozza létre a mar

emlitett Ca2+—ﬁigg6 li2-ot mely az elsd fazis soran aktivalodik'”.

3.2.2. A bal kamrai akcios potencialok transzmuralis heterogenitasa

Szamos allatmodell esetén leirtik, igy a kutya'"’, macska®, vadaszgorény®™, nyual>®,
sertés'*, tengerimalac®’ és human®’ sziven is, hogy a kamrafal kiilonbozé rétegei kozott
markans AP morfologia eltérések tapasztalhatok. A human és kutya kamrafal legnagyobb
részét, tehat magat a szivizomzatot a midmiokardialis sejtek (MID) alkotjak. A MID sejteken

kiviil azonban megtalalhato egy néhany sejtsornyi régio a szivfal kiilsé (szubepikardialis, EPT)
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¢és belsd (szubendokardialis, ENDO) oldalan. A MID ¢és EPI sejteken un. ,,spike-and-dome”
konfiguracioji AP-ok mérhetdk. Az EPI sejteken sokkal markansabb a kezdeti gyors
repolarizacid, mint a MID sejteken. Ezzel szemben az ENDO sejteken minimalis a korai
repolarizacid, amelynek az az oka, hogy ezeken a sejteken kisebb a Ii,; denzitdsa, mint a MID
és EPI sejteken. Erdekes modon a sziv eltéré régidiban a K.4.3 csatornafehérje mindenhol
jelen van, kiilonbség mutatkozik viszont a jarulékos alegység, a KChIP2 kifejezédésében'™.
Tovabbi érdekesség, hogy az dram denzitasa az életkorral is valtozik. Ujsziilstt, 50-60 napos
¢és kifejlett (10 honapnal idésebb) kutya EPI sejteken a I, az életkor eldrehaladtaval

94
folyamatosan né’

. Munkacsoportunk kordbban leirta, hogy az EPI sejteken 50 %-kal
nagyobb I, és Ixs aramdenzitds és csatorna expresszié tapasztalhatd, mint a MID sejteken.
Ezzel szemben a Ing-ért felelés Na,l1.5 fehérje kétszeres mennyiségben fordul elé a MID
sejteken, mint az EPI sejteken'*. Alacsony (0,2 Hz) és magas (3,3 Hz) frekvenciaval torténd
ingerlés esetén a legkifejezettebb AP hosszvaltozast a MID sejteken mérhetjiik, mig az ENDO
¢s az EPI AP-ok iddtartama kevésbé valtozik. Az AP morfologia és a frekvencia-fiiggd
sajatsagok figyelembevételével, nagy biztonsdggal megdallapithatd, hogy egy adott sejt a

kamrafal melyik rétegébdl szarmazik.

3.3. A szivizomsejtek kalcium homeosztazisanak bemutatasa

A szivizomsejtek Ca® -homeosztazisa alatt a sejtben végbemend Ca”" szintet fokoz6 és
Ca® eltavolito mechanizmusok finoman szabalyozott egyensulyat értjik, mely
elengedhetetlen a sejtek normalis miikodésehez.

A sinus csomdban képzddott ingeriilet (AP) tovaterjed a sziv tdvolabbi régioi felé. A
kamrai sejteken a depolarizicié hatasara megnyilé Na' csatornak AP-t valtanak ki. Ezt a
depolarizaciot  érzékelik a  T-tubulusban elhelyezkedd Ca,1.2 Ca*"  csatorndk
fesziiltségszenzorai, mely Ca®" influxot eredményez. A Ca’" bedramlas (Icar) a sejt
intracellularis raktaraibol (szarkoendoplazmatikus retikulum, SR) torténd Ca" felszabadulast
eredményez. Ez a folyamat a Ca*" indukalta Ca®" felszabadulas (Ca®" induced Ca®" release,
CICR), mely a 2-es tipusu rianodin receptorokon keresztiil torténik (RYR2). Ezt az teszi
lehet6vé, hogy a T-tubulus Ca®" csatornai és a SR iiregrendszere a junkcionalis résben un.

diadokat alkotnak, mely komplexum integritisaért a junctophilin 2 fehérje felelés'**

. Egy
ilyen komplexumban 10 db Ca®" csatornara koriilbeliill 100 db RYR2 jut. Az [Ca®"];
megemelkedéséért legnagyobb részben a SR-bol torténd Ca®' felszabadulds a felelés. Az
egyedi RYR2-okon elemi Ca®" felszabadulasi események, Ca*" sparkok alakulnak ki, amelyek

kumulaloédnak és gyors tovaterjedd Ca®" hullamot (Ca®’ tranziens) formalnak, majd a
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megemelkedett [Ca®");

kontrakcios fehérjéket aktival. Az excitacios-kontrakcids kapcsolat
(elektromechanikai csatolas) eredménye a sejt €s a szivizom szisztole alatti kontrakcioja.

A RYR2 egy ~550 kDa tomegii, homotetramer felépitésli, nagy vezetOképességii, de
alacsony szelektivitdsi ioncsatorna a SR membranjadban. Nevét egy mérgez0 ndvényi
alkaloid, a Ryania speciosa szaraban és gydkerében megtalalhato rianodinrél kapta®. A négy
alegység mindegyike tartalmaz egy transzmembran ¢€s egy intracellularis domént. A
C-terminalis régiot tartalmazd TM-domén hozza 1étre a porusformald alegységet és felelds a
csatorna kapuzasaért. Az intracelluldrisan elhelyezked6 N-terminalis régié kiilonb6zo
szabalyozofehérjék kapcsolddasi helye, mint példaul a FKBP12.6 (FK506-binding protein
12.6 kDa, mas néven calstabin2)’® '®. A rianodin receptor masik két tipusa leginkabb a
vazizomzatban (RYRI1) ¢és az agyban (RYR3) expresszalodik. A RYR2 mikodését
befolyésolja a dihidropiridin szerkezetii Ca®>" csatorna, az ATP és Mg>" koncentracio. A SR
Ca”" tartalmanak csokkentése a RYR2 zarodasahoz vezet.

A kétféle — forward és reverz — modban miikodé Na“/Ca>" cseremechanizmus (NCX)
a szarkolemmaban megtalalhato elektrogén, méasodlagosan aktiv antiporter fehérje. Forward
médban 1 Ca*"-ot tavolit el a sejtbél és vele egyidében 3 Na” keriil a sejt belsejébe. Amikor a
sejtmembran depolarizalt, Na'-ok keriilnek az intracellularis térbe (az AP felszallo szara),
ekkor a NCX reverz médban Ca*"-ot juttat a sejtbe a Na” ellenében. A NCX a repolarizacid
soran ismét forward médban Ca®-ot tavolit el a sejtbél. A NCX 9 TM a-hélixbél, egy
intracellularis hurokbol (5-6 TM domén kozott), egy intracellularis C-terminalisbdl és egy
extracellularis N-terminalisbol all. A 2-3 és 7-8 TM kozotti a-alegységeknek az ionkotés és
transzport mechanizmusban, mig az intracellularis hurokban talalhato B-alegységeknek a Ca"
érzékelésben és megkotésben van szerepe (Ca® binding domain 1 és 2). Utobbi doménekkel
léphetnek kolcsonhatasba a foszfolemman és a kalcineurin, mindkettd gatlo hatast fejt ki. Az
intracellularis hurok Ca>" kotése aktivalja, mig Na™ kotése deaktivalja az antiportert. A NCX
az SLC8 molekulacsalad tagja ¢s harom izoformajat kiilonitjiik el. A szivben kifejez6do
altipus a NCX1, azonban jelentds expressziot mutat az agyban és a vesében is. Emellett a
NCX2 és a NCX3 szelektiven expresszalodik az agyban és a vazizomzatban®. Intenziv
kutatds folyik szelektiv NCX gatloszerek kifejlesztésére, jelenleg a SEA0400-at tekintjiik
megfeleld gatloszernek.

Az [Ca®™); csokkentésének két modja lehet; a Ca®" vagy az extracellularis tér felé
tavolitodik el, vagy pedig a sejt belsd raktdraiba keriil visszavételre. Az egyik ilyen
mechanizmus a mér emlitett NCX. A plazmamembran Ca’"-ATPaz (PMCA) szintén
szarkolemmalis Ca”" eltavolit6 mechanizmus. Nevébdl is lathatd, hogy miikddése

energiaigényes folyamat, ATP hidrolizisére van sziikség. A csatorna 1 Ca*" : 1 ATP
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crer

mindossze a 0,1 %-at teszi ki, azonban feltételezik, hogy a PMCA-nak finomhangold szerepe
lehet, ugyanis olyan koncentracid tartomanyokban is miikodoképes ahol az alacsony
affinitaist NCX mér hatastalan™. A szivizomzatban megtalalhatd két izoforma kozil a
PMCAI1 vesz részt a Ca®" beat-to-beat médon torténd eltavolitasaban''®. A intracellularis
raktarak koziil a SR a legfontosabb. A SR membranjaban elhelyezkedd SR Ca’"-ATPaz

136 Ujabban irtak le a

(SERCA) 2 Ca’" : 1 ATP sztchiometriaval pumpalja vissza a Ca®"-ot
mitokondriumok jelentdségét mint intracellularis Ca*" raktarak, melyek fontos szerepet
t5lthetnek be, ugyanis a szivizomsejtek térfogatanak mintegy egyharmadat alkotjak™> '™
Megfigyelték, hogy csokkent mitokondridlis Ca®" uniporter expresszi6t mutatd
allatmodellekben, a beat-to-beat Ca>" oszcillaciok amplitadéja szignifikansan emelkedett, mig
overexpresszalt allatokban ennek az ellenkezdjét tapasztaltak™®. Abban az esetben, ha a
mitokondriumok talté1tédnek Ca**-mal, a mitokondriumok belsé membranjaban elhelyezkedd
permeabilitasi tranziciés pérusok megnyilnak és az igy felszabaduld Ca*" (valamint a

127 Nyul (valamint tengerimalac?’,

kovetkezményes depolarizacid) aritmogén hatasu lehet
vadaszmenyét'’ és human'’) szivizomsejtekben kimutattak, hogy a Ca>" visszavétel
70 %-aért a SR, 28 %-aért a NCX felelds és csupan 1-2 % =zajlik a PMCA-on és a
mitokondrialis Ca*" uniporteren keresztiil*°.

A SERCA pumpa egy koriilbeliil 110 kDa tomegii fehérje a SR membranjadban. Tébb
izoforméja is ismert, a szivizomban a SERCA2a fordul eld, melyet a 12. kromoszéman
elhelyezked0 SERCA2 (ATP2A2) gén kodol. A SERCA egy 10 transzmembran hélixet
(10 TM) tartalmazd régiobol, valamint egy intracellularis feji régiobol all, melyet egy
pentahelikalis szar egészit ki. A feji régidban az ATP kotShelyen kiviil szabalyozo
foszforilaciés domének is helyet foglalnak. A 10 TM régi6 tartalmazza a Ca® -kétShelyet,
valamint szerepe van a fehérje konformacio valtozasaban''>. A SERCA pumpasiiriség a SR
membranjdban igen nagy (20.000-30.000 db/um?®), egyes becslések szerint a SR
membranfehérjék 90 %-at teszi ki'’. Miikodését befolyasolhatia a SR Ca®’ tartalma
([Ca*]sr), a foszfolamban és az endogén membrankétott Ca®'-kalmodulin fiiggé protein
kinaz II (CaMKII). Abban az esetben, ha megfeleléen alacsony a [Ca® Jsg, az Icar nem képes
kivaltani a CICR-t a SR-on keresztiil. Ez a folyamat lehetdséget (¢s idOt) biztosit a
szivizomsejtnek, hogy a Ca’" raktrait feltoltse. A [Ca’']sg novelése lehetséges

megnovekedett Ca™" influx, csokkent Ca® efflux vagy pedig fokozott SERCA aktivitas

reer 1
tjan' .
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3.4. A kamrai aritmiak kialakulasanak elérejelzése

A sziv-elektrofiziologia rengeteget fejlodott az elsé dokumentalt kamrafibrillacio ota,
azonban a halalesetek szama (450.000/év az USA-ban, 20-30.000/év Magyarorszagon) még
napjainkban is megdobbentden magas. A sziveredeti haldlokok leginkabb a hirtelen
szivhalalhoz ¢és a szivelégtelenséghez kothetdek. A két betegség gyakran egyiitt alakul ki
szamos egyeéb korkép hatdsara, mint példdul a koronaria-betegség, kardiomiopatia vagy
szivritmuszavar. A szivelégtelen betegek 50 %-a hirtelen szivhaldl miatt hal meg. Az
implantalhaté kardioverter-defibrillator (ICD) terapia magas koltségei, valamint a betegek
nagy szama miatt igény van egy olyan paraméterre ami eldrejelezheti a végzetes kimenetelli
aritmidk kialakuldsat. Amennyiben mégis kamrafibrillacié alakul ki, azonnali elektromos
kardioverziéra ¢és a beteg korhdzba széllitasara van sziikség. Ennek soran a sziik
keresztmetszet az id6, vagyis az aritmia minél hamarabbi detektalasa életeket menthet.

Egyes szivritmuszavarok kialakuldsat megel6zden az egyes sejtek repolarizacios ideje
megnd, amelyet a gyakorlatban az EKG QT-intervalluméanak iddtartam ndvekedése
reprezental. Az 1990-es évek kozepétdl az International Conference on Harmonization
(ICH S7B ¢és ICH El14) iranyelveit elfogadva a QT id6tartam-ndvekedés lett az elfogadott
biomarker a TdP kockazat megitélésére™ > %77,

Ujabb kozlemények azonban ramutattak arra a tényre, hogy a megndvekedett AP
idétartam (és QT-intervallum) 6nmagaban nem feltétleniil hajlamosit aritmiak kialakulésara®
86. 19 "Ezért a velesziiletett vagy szerzett TdP aritmiak kialakulasanak elSrejelzésében a
jelenlegi biomarkereket — az APD novekedése €s a korai utdodepolarizaciok (EAD) kialakulasa
mellett — a TRIaD mozaiksz6 irja le. Ezek az AP haromszogesedése (Triangulation), a
forditott frekvenciafiiggés (Reverse rate dependence), valamint az APD megndvekedett
térbeli és idébeli variabilitasa (Instability and Dispersion of the AP)*™ . A TdP tipusi kamrai
aritmia kialakulasdhoz két feltétel szilikséges. Sziikségeltetik az Un. aritmia szubsztrat
(hosszabb repolarizacio, a repolarizacio térbeli és iddbeli diszperzidja), aminek taptalajan az
Un. trigger (extraszisztole) kivaltja a ritmuszavart'®>.

Allatmodelleken (kutya és nyul) végzett kisérletekben — kiilonbozé farmakologiai
modszerekkel megvaltoztatott APD-ok esetében is — a QT-intervallum beat-to-beat
variabilitdsa hatékonyabban prognosztizalta a — kisérlet folyaman késébb kialakulé — TdP

82, 105, 135, 153, 174
> > > > . E

tipusu eseményeket, mint 6nmagaban a QT-intervallum monitorozasa zt

késébb humén betegek esetében is megerésitették’. Megallapitottak, hogy azon gyogyszerek,
melyek Osszehasonlithatd mértékli — mind abszolut, mind relativ — repolarizaci6 idétartam

le, 84, 86, 115, 118, 122, 159

novekedést okoztak, mas TdP incidencidval rendelkezte . Bizonyos
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gyogyszerek proaritmias hatdasa a kiilonbozd alkalmazott koncentraciok fiiggvénye volt és
nem a QT-intervallum ndvekedésével allt dsszefiiggésben®™ ' 1°°. Egy adott gyodgyszer
infzids sebességének megvaltoztatasa is aritmogén lehet anélkiil is, hogy a QT-intervallum

1d6 ; 168, 170
idStartama megvaltozna®> > 6% 17

. Mindezekkel dsszhangban, allatmodellekben bizonyitast
nyert az is, hogy a sikeres antiaritmids kezelés soran nem feltétleniil sziikséges az APD
roviditése® ' 12! Mindezt az is bizonyitja, hogy szdmos antiaritmis beavatkozas, melyet a
TdP kezelésére alkalmaznak (pl.: intravénas KCI adasa, Ix_atp aktivacid, steady-state kamrai
ingerlés), csokkenti a beat-to-beat variabilitast annak ellenére, hogy a QT-intervallum
tovabbra is jelentdsen hosszabb marad'>*.

A human eredmények és az allatkisérletek alapjan feltételezik, hogy a QT-intervallum
beat-to-beat variabilitasdnak csokkenése antiaritmids hatasu, mig a megemelkedett
beat-to-beat variabilitds aritmogén — torsadogén —, filiggetleniill a QT-intervallum
id6tartamatol. A repolarizacid diszperziojanak novekedése tehat szdmos koriilmény kozott

aritmogén hatasu’. Ezért a repolarizacio-iddtartam variabilitisanak kvantitativ meghatarozasa

eldrejelezheti az aritmia kialakuldsat, a proaritmiés allapotot.
3.5. Az akcios potencial idotartam beat-to-beat variabilitasa

A természetes, biologiai rendszerek sajatja a valtozékonysdg, a variabilitds. Ez
megjelenhet akar a genetikai polimorfizmus, fenotipusos variabilitds, vagy akdr mint
populécidk kozotti variabilitas is. A szivre jellemzd, hogy allandé szivfrekvencia esetén az
egymast kovetd titések soran az APD-ok nem identikusak, fluktualva valtoznak. Ezen random
variacidkat leird jelenség az APD {itésrdl litésre torténd variabilitdsa, vagy mas néven
beat-to-beat variabilitas. A beat-to-beat variabilitas a szivmilkddés egy intrinzik tulajdonsaga,
mely tobb szinten is megnyilvanulhat. Megfigyelhetd a transzmembran, vagy monofazisos
AP-ok iddbeli €s térbeli variabilitasaként, helyi aktivacios és recovery intervallumokban vagy

a testfelszini EKG QT-intervallumanak variabilitdsaként.
3.5.1. A beat-to-beat variabilitas hatterében all6 mechanizmusok

Szamos tényezordl leirtdk mar, hogy szerepe lehet a beat-to-beat variabilitas
létrehozasaban. Ezek koziil a legfontosabbak az ioncsatorndk sztochasztikus viselkedése'**
Bl az ingerlési frekvencia és kiilonbozé farmakologiai behatasok’’, az AP morfoldgia és
idétartam®®, az ioncsatorna denzitds, a cirkadian ritmus, a sejt fizikai helyzete a

miokardiumban®, sejt-sejt kapcsolatok'®, vagy az intracellularis Ca*"-szint szabalyozas’®,
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tehat a jelenség egyértelmiien multifaktoridlis. Azonban nem tisztazott a kiilonb6z6 faktorok
relativ szerepe, valamint az sem, hogy az egyes ionaramok milyen szereppel birnak a
beat-to-beat variabilitds modulalasaban. Erdekesség, hogy a sejtizolalasi procedura is hatéssal

lehet az AP alakjara, végsé soron a SV-ra is'’®

. Tapasztalataink is bizonyitjdk, hogy az
enzimes emésztés idejének pontatlan megvalasztasa valdban az egyes ioncsatornak
mennyiségét és mindségét is befolyasolhatja. gy mintegy sajat standardként csak olyan
sejteken végeztiink kisérleteket, melyek AP-jai a kovetkezd feltételeknek megfeleltek. A
sejtek nyugalmi membranpotenciadl értéke —80 mV koriili volt, az AP-ok gyors nulladik
fazissal, megfeleld platopotencial értékkel (0 mV folott), valamint a — kaliumcsatornak és
kaliumaramok sértetlenségét jelzé6 — megfeleld repolarizacioval (APD értéke 170-300 ms
kozott) ill. alacsony kontroll beat-to-beat variabilitdssal (4 ms alatt) rendelkeztek.
Amennyiben ezek a feltételek nem teljesiiltek, az adott sejten a mérést nem folytattuk.
Walmsley és mtsai a beat-to-beat variabilitds hatterében all6 tényezdket két csoportra
osztja'®. A kiilonbozé miocitik kozotti eltéréseket extrinzik cell-to-cell variabilitdsként

(pL.: sejt helyzete, ioncsatorna denzitds, cirkadidn ritmus, rés-kapcsolatok), mig a sejten

beliilieket intrinzik beat-to-beat variabilitdskent kategorizaljak.

A szivizomsejt AP-ja szdmos ioncsatorna mikodésének az ereddjeként jon létre. Az
ioncsatorndk sztochasztikus kapuzéasa kovetkeztében az egymast kovetd AP-ok idGtartama és
alakja nem teljesen megegyezd. Az AP alatt a sejtmembran impedancidja folyamatosan
valtozik, ami arra utal, hogy pillanatrél pillanatra valtozik az aktivalodott, nyitott allapota
ioncsatorndk szdma. A membran impedanciaja az AP platé fazisa alatt nagy. Ohm torvénye
értelmében ilyenkor az iondramok kismértékili valtozasa is viszonylag nagy membranpotencial
valtozast eredményez, ami APD valtozashoz vezet. Ezért a platd fazis ideje alatt mérhetd
1onaramok jelentds mértékben befolyéasoljak az AP-ok id6tartamat. Munkacsoportunk korabbi
eredményei azt bizonyitjak, hogy a platd fazis alatt folyd nettdé dram és az APD forditottan
aranyosak, nevezetesen, a nagy nettdé membran aram mellett a membran ellenallésa kicsi, igy

az AP idétartama rovid lesz".

Irodalmi adatokbol és személyes tapasztalatok alapjan tudjuk, hogy multicellularis
preparatumokon joval kisebb mértékli az AP repolarizacidjanak variabilitdsa mint izolalt

: 96, 104, 180
sejteken™™ 0 7.

Ezt legjobban azon kisérletek bizonyitottdk, melyekben két olyan
szivizomsejt kozott hoztak Iétre elektromos kapcsolatot, melyek eredendden kiilonbozd
hosszusagi AP-lal rendelkeztek'®. Az Ssszekapesolt sejteken a két eltérd idétartama AP

azonos iddtartamuva valik. A folyamat aszimmetrikus, ugyanis az eredetileg hosszabb AP
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nagyobb iddtartam valtozason megy keresztill, mint a kezdetben rdvidebb AP. Ennek
hatterében valoésziniileg az emlitett intrinzik membranellenallas allhat, igy a hosszabb AP-ok
érzékenyebbek a nettd membrandram valtozasaira. Abban az esetben, ha két eredetileg
megegyez0 AP-lal rendelkez6 sejtet kapcsoltak Ossze, akkor az APD nem valtozott, viszont
alacsonyabb lett a SV. A kisérletes eredményeket szimulacios modellek is alatamasztottak®.
Tengerimalac kisérleti modellben a Igs-ének gatlasat kovetden megnétt az APD és a
beat-to-beat variabilitas, valamint n6tt a EAD incidencia is. Ha ezt kdvetden ezt a sejtet egy
fiziologias APD-mal rendelkezd sejthez kapcsoltdk, a EAD-k azonnal megsziintek, majd
csokkent az APD variabilitasa is.

Szoveti szinten az alacsony ellenallasu gap junction kapcsolatok a EAD-k kialakulasat
¢és tovaterjedését is megakadalyozzak. Azonban kisérletes €s szimulacios eredmények is azt
bizonyitjak, hogy a megndvekedett ellenallasu réskapcsolatok mar nem képesek erre a
hatasra, sét a sejtek teljes elszigetel6dését is okozhatjak™ '™. Patologias koriilmények kozott
(pl. iszkémia) a megnétt ellendllds lassabb ingeriiletvezetéshez vezet, valamint kisebb
mértékil lesz az elektrotonus terjedése két sejt kozott. Hatdsara megnd a refrakter periddus, az
APD és a SV* ' Ez a kifejezett APD diszperzié azonban csak a sériilt teriilet hataraig tart'®.
A megnovekedett variabilitas és refrakter periddus hatdsara az ingeriiletvezetés megvaltozhat,
vezetési blokk, re-entry aritmia'%® 199 180 kamrafibrillacio, valamint végsd esetben hirtelen

szivhaldl alakulhat ki">>% 190- 140,

3.5.2. Szimulacios kisérletek a beat-to-beat variabilitas tanulmanyozasara

A sziv-elektrofiziologidban a valos kisérletes mérések mellett, a szamitogépes modellezés
t5bb, mint 50 éves multra tekint vissza®” - 1% 12*_ A szimul4ciés munkak segitettek jobban
megismerni a szivizom kiilonb6zd sejttipusait, azok ioncsatornainak jellemzoéit, vagy akar
frekvenciafiiggd sajatsagait. Azonban a szimuldciok zome determinisztikus modell, ahol a
valtozatlan APD mellett lehetetlen a beat-to-beat variabilitist vizsgalni’'. Ezzel szemben a
sztochasztikus modellek a vizsgalt folyamatokban a véletlen szerepét is figyelembe veszik.
Az elsd sztochasztikus modellek egyike a Wilders és Jongsma'”', valamint Tanskanen és
mtsai altal kozolt modell volt, utébbi azonban foleg EAD-k kivaltisira fokuszalt'™. Ezt
kovetden jelent meg Lemay €s mtsai munkdja, melyben a sztochasztikus ioncsatorna kapuzas

hatdsat vizsgaltik a repolarizacio variabilitasiban'**.

Munkacsoportunk experimentalis
eredményeinek felhasznalasaval is végeztek szimulacios kisérleteket'>'. Az egyik leglijabb
szamitogépes modellezést Heijman ¢és mtsai végezték. Azt tapasztaltdk, hogy a

determinisztikus modell futtatdsa sordn valoban nem volt tapasztalhato SV, mig
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sztochasztikus esetekben az experimentalishoz hasonlé eredményt kaptak. Ez is bizonyitja a
sztochasztikus ioncsatorna miikddés kiemelkedd jelentdségét a beat-to-beat variabilitas
modulalasaban. Erdekesség, hogy szamos komponenst megvizsgaltak, azonban az ionpumpak
¢s exchangerek nem voltak hatdssal a SV-ra, a nagy membrandenzitas ellenére sem. A 13
sztochasztikus komponens (pl.: Icar, Ikr, Iks, Inas, RYR, SERCA, stb.) beillesztése a
rendszerbe novelte a SV-t, azonban a hatdsok nem bizonyultak additivnak, vagyis az egyes
véletlenszerii fluktuaciok kiiithetik egymas hatasat®™. A legjobb bizonyiték arra, hogy a SV
nem kizarélag az APD fiiggvénye az, hogy teljes Ixs-ének gatldsa esetén — P-adrenerg
stimulaciot kovetéen — a determinisztikus modell esetében is tapasztalhatd volt beat-to-beat

variabilitas az AP idGtartamaban.

3.6. A beat-to-beat variabilitas meghatarozasa Kisérletes koriilmények kozott

Az AP az egyes sejtek membranpotencidl valtozasait reprezentalja, mig az EKG
szdmos szivréteg kiillonb6zd sejtjeirdl szarmazod elektromos aktivitds Osszege, igy
értelemszerlien egy sokkal komplexebb rendszert alkot. Ahogy azt mar emlitettem,
multicelluléris prepardtumokon az experimentalisan regisztralt beat-to-beat variabilitas értéke
alacsonyabb. Azonban mivel ismereteink hidnyosak a beat-to-beat variabilitassal
kapcsolatban — valamint alapkutatasrol 1évén sz6 —, jelen tanulményban izolalt sejtekkel
dolgoztunk. fgy elkeriilhetévé valik a multicellularis preparatumok, valamint az elvezetett
EKG regisztratumok komplexitasa és jobban megérthetd az egyedi sejtek iondramainak
szerepe a beat-to-beat variabilitas moduldlasaban. Tovabbi problémat jelent ezen feliil, hogy a
kiilonb6z6 iondramok vizsgalatdra hasznalt vegyszerek diffuzidjanak az in vitro
multicellularis preparatumok (pl.: Purkinje rostok alkalmazisa) akadalyt jelenthetnek™. Az
1zolalt sejtek esetében ez a barrier nem all fenn, igy elérhetévé valik a vegyszerek gyors
eljuttatasa kozvetleniil a vizsgalt sejtekhez.

Szamos modszer ismert a beat-to-beat variabilitas kvantitativ meghatarozasara. A
variabilitds meghatarozasahoz ismerni kell az egymast kovetd AP-ok idOtartamat. A Poincaré
diagramok megszerkesztésével a SV vizualizdlhatd is. A Poincaré diagramok informaciot
adnak egyrészt az egymast kovetd iitésekrdl, masrészt az Osszes, a kalkul4cioba bevont
AP-rol. Thomsen és mtsai altal ismertetett modszerek a révidtava variabilitas (short term
variability, SV), a hosszatava variabilitds (long term variability, LV), valamint a Poincaré
diagram teriilet modszere'”. Az elnevezés megtévesztd lehet, ugyanis a LV ugyanannyi
AP-lal szamol, mint a SV. A SV meghatarozéasakor a pontok 6nazonossagi egyeneshez képest

megvalosuld merdleges iranyu eloszlasat vessziik figyelembe a Poincaré diagramon. Ezzel
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szemben a LV esetében a pontok eloszlasat az 6nazonossagi egyenes mentén vizsgaljuk. A
kettd eredményeként egy ellipszist lehet illeszteni a Poincaré diagram tertiletre (ellipse fitting
technique). Mas szerzék tovabbi két megoldast is leirtak, ezek az instabilitas'™® és a teljes
kombinalt variabilitas (total combined variability, TCV)”. A Poincaré diagram teriilet
modszerével meghatarozhaté a Poincaré diagramon taldlhaté pontok altal lefedett tertilet
nagysaga, melyhez a pontok 0sszekdtése altal kapott poligonalis konvex teriiletet hasznaljak
fel. A Poincaré diagram teriilet meghatarozasanak elénye a SV-hoz és a LV-hoz képest, hogy
a teljes variabilitast 1athatova teszi, azonban hatranya, hogy végtelen azon diagramok szama,
amelyek ugyanakkora teriilettel rendelkeznek mégis mas aritmias kimenetelt mutatnak .

Egy alternativ. modszer a beat-to-beat instabilitas szamitasa, mely harom
komponensbdl tevddik 0ssze: rovidtava (short term instability, STI), hosszutava (long term
instability, LTI) és teljes instabilitas (total instability, TI). Az instabilitds paraméterek
(TL, STL LTI) meghatarozdsakor a Poincaré¢ diagramon 4abrazolt pontok geometriai
sulypontjatol valo tavolsagokat veszik figyelembe.

A TCV modszere kombindlja a SV, a LV és a Poincaré diagram teriilet modszereket,
melynek eredményeképpen az aritmogén €s nem-aritmogén szignalok kozti kiilonbségek
felerdsodnek. Hatranya, hogy a TCV kiilonb6zd beat-to-beat meghatarozasi modszerek
empirikusan megalkotott kombinacidja, igy az AP sorozat fizioldgiai jellemzdit nehezen
tudjuk megitélni vele.

Heijman Osszehasonlitotta a fent emlitett mddszereket és arra az eredményre jutott,
hogy az APD értéke 6nmagaban a legkevésbé megfelel6 modszer az aritmidk elorejelzésében.
A legérzékenyebb modszer a TCV, valamint a SV és a Poincaré diagram tertiilet volt. Szintén
a SV bizonyult az egyik legmegbizhatobb mddszernek abban az esetben is, amikor az input

adathalmaz nem az APD, hanem az AP alatti teriilet volt.

3.7. A beat-to-beat variabilitas a gyakorlatban, mint lehetséges aritmia prediktor

A repolarizaci6 idébeli valtozékonysaganak mérésére tobb modszert is kifejlesztettek.
Ilyen a klinikumban is alkalmazott QT-intervallum variabilitaisa” ' ) valamint az
) - e e 84 . L 1erse 53,135,152, 153 ;
experimentalisan hasznalt instabilitas™, és a beat-to-beat variabilitas . Thomsen és
mtsai sziv- és érrendszeri gyodgyszerek vizsgilata sordn sikeresen elOrejelezték a

szer-indukalta ritmuszavarokat a beat-to-beat variabilitas segitségévelS3’ 133,
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3.7.1. A QT variabilitas index

A repolarizacio instabilitdsanak mérésére Berger és mtsai 1997-ben a QT-intervallum
beat-to-beat variabilitdsanak mérését javasoltak (QT variabilitas index, QTVI)'’. A QTVI a

i , . g tes g1 54
repolarizacié variabilitdsat hasonlitja a szivfrekvencia variabilitdsdhoz™.

(QTV /atlag QT?)
(HRV /atlag HR?)

QTVI = log

2. egyenlet
ahol QTVI a QT variabilitasi index, HR a szivfrekvencia, HRV a szivfrekvencia-
variabilitas, a QTV pedig a QT-intervallum variabilitasa.

A 2. egyenlet alapjan a QT-intervallum és/vagy a szivfrekvencia valtozasai egyarant
okozhatjak a QTVI valtozasat. A QT-intervallum novekedését okozhatja példaul a membran
instabilitdsdnak fokozodasa, a repolarizacio transzmuralis eltéréseinek hangsulyosabba valasa,
korai depolarizacid, vagy esetleg vezetési blokk az egyik helyen, mig fokozott konduktivitas
egy masik helyen. Ezek 0Osszességében reentry aritmidkat, végeredményképpen pedig
kamrafibrillaciot okozhatnak.

Az egymast kovetd sziviitések kozotti idotartamban torténd oszcillaciokat a HRV
jellemzi. A HRV esetén a problémat az jelenti, ha a variabilitds elkezd csokkeni. A HRV
értéke valtozhat sinus ritmus esetén is, hiszen a 1égzés, keringés folyamatos ingadozasai vagy
a hormonalis ¢és idegi allapotok megvaltozasa is befolyasoljak. A HRV meghatarozasa
konnyti, automatizalt méréssel végezhetd. A HRV csokkenését kimutattdk cukorbetegség'®,
miokardidlis infarktus® és antiaritmids szerek esetén, mint példdul flekainid, enkainid,
moricizin®, azonban direkt prognosztizalo hatasa nincs bizonyitva.

Onmagéban tehét a szivfrekvencia csokkenése noveli a QT VI értékét, azonban ez nem
feltétleniil noveli az aritmia kialakuldsanak kockézatat. Ugyanakkor, ha az alacsonyabb
szivfrekvencidhoz hosszabb repolarizacié tarsul, mint példaul élvonalbeli labdarigok esetén,
a QTVI szignifikans mértékben ndvekedhet'®,

A fiatal ¢€lsportolok kozott ritka a hirtelen szivhalal (1:50.000-1:100.000), azonban
még igy is 2-4-szer magasabb mint a korban illesztett egészséges, nem élsportolokban®. A
QTVI korral és nemmel valtozik, iddsebb betegekben illetve nékben magasabb a QTVI
értéke'”. A gyakorlatban a mar kialakult szivelégtelenségben szenvedd betegek esetén
alkalmazzak, valamint szdmos egyéb betegség sordn is (szer-indukalta hosszi QT szindréma,
kokain injekcid, panikbetegségek, miotonids disztrofia, veseelégtelenség). Azon kiviil, hogy

kardiomiopatidkban ¢és akut korondria szindromdban szignifikdnsan emelkedett a QTVI,
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pozitiv korreldci6t mutat a New York Heart Association (NYHA) altal létrehozott
stadiumokkal is™> >,

A QTVI gyakorlati alkalmazasat az is neheziti, hogy meghatirozasa még nem
megoldott a napi rutinmunka soran, valamint a hatterében all6 mechanizmusok sem ismertek.
Tovabbi vizsgalatokat igényel annak a megallapitasa, hogy mekkora QTVI érték felett
tekintjiilk korosnak a péaciens allapotait. A QTVI modszere kiilonbozik a korrigalt

QT-intervallum mérésétél (QTc), mely a QT-intervallum idétartamat a szivfrekvencia

fliggvényében adja meg, valamint nem szdmol az EKG U hullamaval.

3.8. A beat-to-beat variabilitas vizsgalatara hasznalt allat- és sejtmodellek

Egyes 0jabb tanulméanyok 6sszehasonlitottak a preklinikai modellek haszndlhatdsagat,
azonban felmérésiik csak a papillaris izomra, valamint a Purkinje rostokra terjedt ki, kamrai

126

szivizomsejtekre nem’™ Tobb munkacsoport is foglalkozott tengerimalac kamrai

. . 49, 151
szivizomsejtekkel ™

egyes szerek APD ndveld hatdsat vizsgalva, mely soran Terrar ¢és
mtsai azt talaltdk, hogy ezen sejtek megfeleld alternativ modellek lehetnek a kutya Purkinje
rostok helyett. Megjegyzendd, hogy bar a tengerimalac AP — ragcsald volta ellenére —
platofazissal rendelkezik, human eredményekre vald extrapolalas nem biztos, hogy szerencsés
ezen faj esetében. Erre a célra megfeleldbb lehet a kutyasziv, mivel annak szivizomsejtjein

mind az AP morfologia, mind az APD nagymértékben hasonlit a humanra'®

, emellett
vizsgaltdk mar beagle kutydkon is a preklinikai tesztelés lehetdségét®. A kutya
allatmodellben a legmegfeleldbb sejttipusnak a kamrai szivizomsejteket, azok koziil is a bal
kamrai miocitakat tekintik. Teszik ezt azért, mert a bal kamra {6 rétegét alkot6 MID sejtek
repolariziciéja nagyban meghatirozza a T-hullamot®, vagyis az ezeken torténd mérések
vélhetden a legjobban kapcsolddnak a QT-intervallum mérésekhez kutydkban és emberekben.
Ezenkiviil a tobbszords ateresztOképesség, a kisebb allatigény és az izolalt sejtek mar emlitett
eldnyei is a kamrai miocitdk hasznalata mellett szdl a Purkinje rostokkal szemben.

Jelenleg a TdP vizsgélatira leggyakrabban kutyat, tengerimalacot és nyulat

, 14,32, 34, 74,93, 12
hasznalnak'® 3% 3% 74 93,125
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4. Ceélkituzeések

Napjainkig sem tisztdzott teljesen, hogy milyen mechanizmusok allhatnak a

beat-to-beat variabilitds kialakuldsanak hatterében. Fontos tisztazni, hogy melyek azok a

folyamatok, melyek végeredményben kiilonb6z6 — akar haldlos kimeneteli —

szivritmuszavarokat hozhatnak létre a megnovekedett variabilitason keresztiil.

Célunk volt, hogy feltarjuk és megismerjiik az APD rovidtavh variabilitadsanak okait és

modulatorait. Feltételezziik, hogy az emelkedett beat-to-beat variabilitas sulyos aritmidk

indikatora lehet, valamint, hogy ezen jelenség multifaktorialis, ezért vizsgalni kivantuk:

az ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatdsat a SV-ra

a SV-t a bal kamra kiilonb6z0 rétegeibdl szarmazo szivizomsejteken

az elektrotonus injektalasaval torténé6 APD moddositas (csokkentés illetve novelés)
hatasat a SV-ra

az intracellularis Ca*" homeosztazis befolyasolasanak hatasat a SV-ra

az inward és outward aramok szerepét a SV modulalasban

valamint a redox potencidl szerepét a SV 1étrehozasaban.

Meéréseinket kutya szivizomsejteken végeztiik, ugyanis elektrofiziologiai paraméterek

tekintetében ez a modell 4ll legkozelebb a human szivizomsejtekhez'* '*°. Masrészt a SV-sal

kapcsolatos in vitro €s in vivo eddigi tanulmanyok és publikdciok zome is kutya eredetli

miocitakrol szarmazi

1,96, 97, 105, 153, 158
K70 77 105 155, )
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyasziv bal kamrajabodl izolalt szivizomsejteken végeztiik. A sejteket
kisérleti célra tenyésztett, vegyes nemt, ivarérett allatok szivébdl nyertiik. Jelen disszertacio
eredményeihez kizardlag bal kamrai szivizomsejteket hasznéaltunk. A 10-15 kg-os allatok
altatasahoz intramuszkuldrisan injektalt 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter
Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet
Animal Health BV, Bladel, Hollandia) keverékét hasznaltuk. Az Aaltalunk alkalmazott
protokollok dsszhangban voltak a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
(US NIH publikacids szama: 85-23., 1996. javitott verzid) és a Helsinki Deklaracié 1964-ben
lefektetett alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai
Bizottsdga is jovahagyta (engedély szama: 18/2012/DEMAB). Az allatok fajdalommentes
mélyaltatasat akkor tekintettiik megfelelének, ha a cornea reflex nem volt kivalthato és az
allat fajdalomra nem reagélt. A mellkas megnyitasat kovetéen (a scapula cstcsat és a
processus xyphoideust 0sszekotd vonal felezopontjanal 1évé bordakdznél) a szivet gyorsan
kiemeltiik, majd hideg fiziologids Tyrode oldatba helyeztiik (144 mM NaCl, 5,6 mM KClI,
2,5mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,, 5 mM HEPES, 10 mM gliikkéz, pH=7,4). Az anterograd
szegmentperfizids technikanak megfelelden, a bal eliilsé leszallo koszoruér (left anterior
descending coronary artery, LAD) agat kaniilaltuk'®. fgy az ezen artéria vérellatasi
tertiletének megfelelden perfundaltuk a szivizomzatot, Langendorff apparatus segitségével.

Az enzimatikus emésztést megelézéen a Ca™™ és a vér eltavolitiasa céljabol
Ca*-mentes JMM oldattal (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle modositas,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) perfundaltuk a szivet koriilbeliil 5 percig. A JMM
oldat kiegészitésként taurint (2,5 g/l), piruvatot (175 mg/l), ribézt (750 mg/l), allopurinolt
(13,5 mg/l), NaH,PO4-0t (200 mg/l) és NaHCOs;-ot (1,4 g/l) tartalmazott. A perfundalo
oldatot karbogén géazzal (95 % O, + 5 % CO,) kevertettiikk 37 °C-on. A kovetkezd koriilbeliil
Worthington Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), 0,2 % borja albuminnal (2 g/, Fraction
V.; Sigma-Aldrich Co.) és 50 uM CaCl,-dal kiegészitett JMM oldatot alkalmaztuk. Az
emésztési 1d6 leteltével U alaki bemetszést ejtettiink a korondria altal perfundalt
(elfolyosodott) teriileten, majd az igy kihajtott ,,nyelv” alaki kamrafalbdl szike segitségével

tavolitottuk el a sejteket, melyeket mar Ca*'-tartalmu JMM oldatban szuszpendaltunk. A
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sejteket a szovetkozti tormelékektdl 4 1épcsds sziirési és tovabbi 2 1épcsés mosasi folyamat
soran tisztitottuk meg, mely soran az oldat Ca”" tartalmét fokozatosan emeltiik ¢és allitottuk
fiziologias értékre. Az elektrofiziologiai mérésekig a sejteket 14 °C-on taroltuk MEM
tapoldatban (Minimum Essential Medium Eagle, pH=7,4, [Ca*']=2,5 mM, Sigma-Aldrich
Co.). A sejteket az enzimes emésztési procedura soran jelentds fizikai stressz éri, ezért
méréseinket csak néhany oraval késobb végeztiik, 1dot adva a sejteknek a regeneralodasra. Az
¢letképes sejtek szabalyos téglalap alaktiak €s €les hatarvonaluak voltak, ép citoplazmaval és
harantcsikolattal rendelkeztek. A sejtek atlagosan az izolalast kovetd nap végéig voltak
hasznalhatok (maximum 36 o6ra).

A sejtszeparalas jellegébdl adoddan méréseinket zommel midmiokardidlis sejteken
végeztiik. Azonban egyes kisérleteinkhez a bal kamra szabad falanak kiilsé (szubepikardialis,
EPI) és belsd (szubendokardidlis, ENDO) régioibdl izolalt szivizomsejteket haszndltunk.
Ezekben az esetekben dermatom (Bard Medical Division, Covington, GA, USA) segitségével
0,5 mm vastagsagi EPI és ENDO szeleteket metszettiink a kamra legkiilsé és legbels6
rétegébdl. Ett6l a ponttél kezdve az izolalasi procedura megegyezett a fentiekben

bemutatottakkal.
5.2. Elektrofizioldgiai mérések

Meéréseinket minden esetben 37 °C-on végeztiikk. A sejteket egy invertalt mikroszkop
(Olympus CK-2, Olympus Corporation, Tokio, Japan) targyasztaldhoz rogzitett 1 ml térfogata
plexiiiveg kadba helyeztik. A mérdkad alsdé részét egy vékony, fényateresztd, fiithetd
fenéklemez alkotta (HI-25p heater, Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA), mely a
hémérsékletszabalyozéd termosztattal (Analog TC*BIP 2/3Ch Bipolar Temp Controller, Cell
MicroControls), 1ill. az eldfiitd rendszerrel (HPRE2 Pre-heater, Cell MicroControls)
folyamatosan 37 °C-on tartotta a mérdoldat és a kad homérsékletét. Az €16 sejtek kitapadtak a
mérdkad aljara, a 2 ml/perces perfuzid pedig eltavolitotta a nem ¢€l6 sejteket illetve a
szovettormeléket. Méréseink soran karbogénnel buborékoltatott fiziologids Krebs oldatot
hasznaltunk, melynek oOsszetétele a kovetkezd: 128,3 mM NaCl, 21,4 mM NaHCOs,
4 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 0,42 mM MgCl, és 10 mM gliikkéz 7,4-es pH érték mellett. A
perfuzios rendszerben az oldatok — a kozlekedd edények elve alapjan — a gravitacionak

megfelelden keriiltek a mérékadba.
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2. abra: Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt mérérendszer vazlata.

5.2.1. A szivizomsejtek akcios potencialjanak elvezetése

A membranpotencidl mérésekre Volders €s mtsai altal az izolalt sejtekre kidolgozott
nagy ellenallasi iiveg mikroelektroda technikat alkalmaztuk'®. A sejtek AP-jat nagy
ellenallast (20-40 MQ), boroszilikat tivegkapilarisbol (GC100F-15, Harvard Apparatus Ltd.,
Holliston, MA, USA) készitett mikroelektrodakkal vezettiik el. A mikroelektrodadkat a
programozhatd, P-2000 tipust kapillarishuzéval készitettiik el (Sutter Instrument, Novato,
CA, USA), majd 3 M-os KCl-oldattal toltottik meg. A mikroelektrodékat ezek utan a
mechanikus makromanipulatorral (Mitutoyo, Kawasaki, Kanagawa, Japan) ¢és a harom
iranyba mozgathat6, piezoelektromos elven miikddé mikromanipulatorral (Burleigh PCS-250,
Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) pozicionaltuk a sejtekhez. Az ekkor adott rovid (1-2 ms)
depolarizadlé impulzusokkal tudtuk az AP-okat kivaltani. A sejteket impulzusgenerator
(Digital Stingray DS-R2 ingerld, Fonixcomp, Debrecen, Magyarorszag) segitségével
folyamatosan 1-2 ms szélességli négyszogimpulzusokkal stimuléltuk, melyek amplitadoja az
ingerkiiszob legalabb kétszerese volt (szupramaximalis amplitddd). A mar kivaltott AP-ok
esetében ugy valasztottuk meg az ingerlés amplitidojat, hogy az AP felszallo szar jol
elkiiloniiljon a kapacitiv tranziens altal 1étrehozott artefaktumtol. A sejtekrdl elvezetett
transzmembran potencialvaltozasokat a CV-7B tipusu fejegységen (Molecular Devices)

keresztiil a Multiclamp 700B (Molecular Devices) erdsitd aram-clamp (current clamp)
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modjaval valamint pClamp 10 (Molecular Devices) szoftver segitségével detektaltuk. Az
analog-digitalis konverzidt Digidata 1440A (Molecular Devices) digitalizaloval értiikk el
200 kHz-es mintavételi frekvenciaval. Az analog jeleket a kétcsatornds TDSI1001B
oszcilloszkoppal (Tektronix Inc., Beaverton, OR, USA) folyamatosan monitoroztuk, mig a
digitalizalt AP-okat eltaroltuk késdbbi analizisre (2. abra).

A sejteket 1 Hz allando frekvenciaval ingereltiik, kivéve a frekvenciafiiggést vizsgalo
kisérleteinket. Ezekben az ingerlési frekvenciat 0,2 Hz és 3,33 Hz kozott (5 sec; 3 sec; 2 sec;
1,5 sec; 1 sec; 0,7 sec; 0,5 sec; 0,4 sec és 0,3 sec széles ciklushossz) modositottuk, valtozatlan
impulzus szélesség mellett. Az ingerlési frekvencia véltoztatasakor minden esetben legalabb
50-100 iitést vartunk a mérés megkezdése elott azért, hogy az AP paraméterek
stabilizalodjanak.

Ez a kisérleti elrendezés — mivel nem dializalodik a sejt intracellularis tere — lehetéveé
tette, hogy az AP paraméterek ne valtozzanak szignifikdns mértékben a méréseink alatt

(3. abra)" ™",
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3.abra: A midmiokardialis eredetii szivizomsejteken vizsgalt akcios potencial
paraméterek (APD és SV) valtozasa az ido fiiggvényében (n=5).

A kornyezetbdl érkezd zajforrasokat sajat épitésti Faraday-kalitka (elektromégneses
hullamok kikiisz6bdlése) valamint antivibracios asztal (mechanikai rezgések kikiiszobolése,

LW3036B-OPI, Newport Corporation, Irvine, CA, USA) segitségével sziirtiik ki.

5.2.2. Az akcios potencial idotartam valtoztatasa

Egyes kisérleteinkben az APD megvaltoztatasara torekedtiink, melyet tobbféle mdédon
értiink el. Az APD moddosithatd az ingerlési frekvencia megvaltoztatdsaval, vagy példaul az
ioncsatorndkra hat6 szelektiv gatlo- vagy aktivaloszerek segitségével. Egy kovetkezé moddszer

az elektrotonus alkalmazéasa, mely soran egy konstans befelé iranyuld (inward) vagy pedig
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kifel¢ irdnyuld (outward) aram injektalasdval noveltiik, vagy pedig csokkentettik az AP
idotartamat. Az elektrotonus injekcidja az AP nulladik fazisat kovetden kezdddott és
50 milliszekundummal az adott AP repolarizacidjat kovetden ért véget (4. abra). Beiktattunk
egy jelkapcsolot (Signal Switch, Fonixcomp) is a rendszerbe, annak érdekében, hogy az AP-t
kivaltd ingerldjel valamint az digitalizalobol érkezd — elektrotonusos — jel elkiiloniiljon
egymastol. A kisérlet céljanak eléréséhez folyamatos, mérés kozbeni (on-line) analizisre volt

sziikség.

Elektroténus alkalmazasa

I +70 pA

-600 pA

4. abra: A kontroll SV-APD osszefiiggés meghatarozasahoz hasznalt elektrotonusos
vizsgalatainkban alkalmazott Kkisérleti protokoll. Az elektrotonus injektalasat minden
esetben az ingerld négyszogimpulzus utan kezdtiik meg (z6ld vonal), ami a nulladik fazist
kovetden a korai repolarizaciotdl a termindlis repolarizéciot kovetd 50 milliszekundumig
tartott.

5.3. Az akcios potencialok analizise

Az AP paraméterek meghatarozasa, egy a munkacsoportunk altal fejlesztett szoftver
segitségével tortént. Meghatdroztuk a nyugalmi membranpotencidl értékét (RMP), a
depolarizadci6 maximalis sebességét (Vmax, dV/dtmax), az AP csucspotencialjanak az értékét
(Peak), az AP amplitaddjat (APA), a korai repolarizacié amplitidojanak értékét (Phasel), az
AP idotartamanak az 50 és a 90 %-ahoz tartozé idétartamot (APDsg, APDgg), az APDyy
értékének felénél mérhetd platdopotencial értékét, valamint a platd fazis felénél mérhetd nettd

membranaramot (L) (5. abra).
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5. abra: Az akcios potencialok kiértékelése soran meghatarozott paraméterek.

5.4. A beat-to-beat variabilitas kvantitativ jellemzése

A kamrai szivizomsejt repolarizacidjanak beat-to-beat variabilitasanak jellemzésére
ugynevezett Poincaré diagramokat hasznalunk (6. abra). Ezek megszerkesztéséhez az egyes
APD értékeket az azt megeldz6 APD értékek fliggvényében éabrazoljuk: ,iités,, tités,:,
titésy+s, ..., ahol n a regisztralt iités sorszdma.

Az igy kapott diagramon mérésenként 50 pont taldlhatd, az 50 regisztralt AP-nak
megfeleléen. A pontok altal lefedett teriilet nagysaga megegyezik a SV-sal, és egyértelmiien
jelzi, ha valamilyen koriilmény hatasara megemelkedik a beat-to-beat variabilitas'™.
Amennyiben az egymast kovetd adatok kozott nagy az eltérés — azaz, nagy a SV —, akkor a
Poincar¢ diagramra illesztett 6nazonossagi egyenestdl (line of identity, y=x egyenes) nagyobb
tavolsagra helyezkednek el a pontok (6. abra).

A SV kvantitativ meghatarozasahoz sziikség van az APD értékre valamint az alabbi
képletre.
>._(|APD, — APDy,_4|)

[n 2]

SV =

3. egyenlet

ahol SV a rovidtava variabilitas, APD, és APD,; az n-edik és n—1-edik AP

id6tartamanak 90 %-ahoz tartozo idétartam, n pedig az egymast kovetd AP-ok szamanak felel
meg (esetliinkben n=50). A késdbbiekben APD jelzés alatt az APDyg értékét értem.

Fontos megemliteni, hogy a tanulmény teljes ideje alatt csak olyan szivizomsejtek

AP-jat vettik szamitasba, melyeken kontroll koriilmények kozott nem volt tapasztalhatd

triggerelt aktivitas (EAD ill. kés6i utodepolarizacio (DAD)).
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6. abra: A kamrai szivizomsejtek akcios potencial idétartamanak (APD) rovidtava beat-
to-beat variabilitasa (SV). Az 4bra bal oldaldn 50 egymast kovetd akcios potencial lathato
kontroll kériilmények kozott, ill. valamely ,,X” beavatkozast kovetden. Az abra jobb oldalan
az ezen akcios potencidlok APD értékeinek felhasznalasdval készitett Poincaré diagram
lathatd. A fekete szin jelzi a kiindulési allapotot, mig piros a valamely ,,X” beavatkozas
jelenlétében abrazolt értékeket.

A disszertacioban felhasznalt eredmények 571 kutya kamrai szivizomsejtbol
szarmaznak Osszesen 158 allatbol. Az Osszes vizsgalt sejten — a szer addsat megel6zden —
kontroll allapotban kapott két legfontosabb paraméter atlaga és szorasa a kovetkezo:

APD 221+1 ms és SV 2,72+0,03 ms.

5.5. A sejtrovidiilés mérése

A sejtrovidiilés mérése sordn a sejteket 1 Hz frekvencidval alkalmazott
szupramaximalis ingerrel stimuladltuk 37 °C-on. Az ingerlést az AP mérésekkel ellentétben
téringerléssel végeztiik, melyhez egy 0,5 mm atmérdjii platina elektrodapart hasznaltunk
(Advent Research Materials Ltd., Oxford, Anglia). Az optikai jeleket (video edge detector
system, VED-105, Crescent Electronics, Sandy, Utah, USA) Digidata 1440A (Molecular
Devices) A/D atalakitd segitségével, 240 Hz mintavételi frekvenciaval digitalizaltuk. Az
analog-digitalis konverzio 5.2.1. fejezetben leirtak szerint tortént. Az adatok kiértékelése
soran 10 egymast kovetd sejtrovidiilést atlagoltunk ¢€s meghataroztuk a paramétereit
(alapvonal, csucsérték, amplitudd). Az atlagolast percenként végeztiik kontroll koriilmények
kozott — amint a kontrakciok amplitudodja stabil maradt —, valamint a szerhatast kovetden,
kivéve a szerhatds els6 5 percét, ahol is a folyamatok jobb nyomon kovetése érdekében fél
percenként tortént a kiértékelés. Eredményeink sordn a sejtrovidiillés mértékét a kontroll

koriilmények kozott mért diasztolés sejthossz szdzalékdban fejeztiik ki.
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5.6. Vegyszerek és oldatok

Munkénk soran az alabbi oldatokat hasznaltuk:

- JMM tapoldat (Joklik-féle modositott MEM tépoldat): taurin (2,5 g/1), piruvat
(175 mg/l), ribéz (750 mg/l), allopurinol (13,5 mg/l), NaH,PO4 (200 mg/l) és
NaHCO; (1,4 g/l), pH=6,8.

- MEM tapoldat: taurin (2,5 g/1), piruvat (175 mg/l), riboz (750 mg/l), allopurinol
(13,5 mg/l), NaH,PO4 (200 mg/1) és NaHCOs (1,1 g/l), pH=7.4, [Ca’']=2,5 mM.

- Emésztd oldat: JMM tapoldat, 1 mg/ml kollagendz (Type II, 230 U/mg),
0,2 % 2 g/1 borju albumin, 50 uM CaCl,.

- Tyrode oldat: 144 mM NaCl, 5,6 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,,
5 mM HEPES, 10 mM gliikéz, pH=7.4.

- Krebs oldat: 128,3 mM NaCl, 21,4 mM NaHCO;, 4 mM KCl, 1,8 mM CacCl,,
0,42 mM MgCl,, 10 mM gliikkéz, pH=7 4.

- Pipetta bels6 oldat: 3 M KCI, 3 mM K,ATP, pH=7,3.

A mérések soran alkalmazott kiilonb6z6 farmakonok felsorolasat, alkalmazott
koncentracioikat és a hatasuk rovid leirdsat az 1. tablazat tartalmazza.

Meéréseinket az AP paraméterek stabilizalodasat kovetéen kezdtik meg, a
farmakonokat pedig a stabil hatds kialakuldsdig perfundaltuk, altaldban 5-10 percig. Ahol
relevans volt, ott — kontroll oldattal torténd — kimosassal zartuk a kisérletet.

Az alkalmazott vegyszerek torzsoldatait mindig a mérés napjan, frissen készitettiik és
higitottuk a felhasznalni kivant koncentracié értékre. A végkoncentracio elérésekor az
oldoszer (desztillalt viz, etanol, DMSO) koncentracidja nem haladta meg a 0,1 %-ot, melyrdl

bizonyitott, hogy nincs hatassal az ionaramokra’ .

5.7. Statisztikai analizis

A méréseink sordn kapott kisérleti eredményekbdl meghataroztuk a szadmtani
kozépértéket, valamint a kozépérték koriili standard mérési hibat (standard error of the mean,
SEM). Az adatok 0Osszehasonlitdsa soran egy szempontos varianciaanalizist (one-way
ANOVA), Student-féle kétmintds #-probat vagy oOnkontrollos z-probat alkalmaztunk. A
kiilonbségeket akkor tekintettilk szignifikdnsnak, ha a P értéke kisebb volt, mint 0,05. Az

abrakon a szamtani kozépérték £ SEM, valamint szignifikans eltérés esetén csillag lathato.
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1. tablazat: A mérések soran hasznalt szerek és azok alkalmazott Kkoncentracioi,
valamint a szerek hatasanak bemutatasa.

Alkalmazott

Alkalmazott szer e
koncentracié

Hatas

4-aminopyridin 1 mM

A23187 1 uM

BaCl, 0,3,1,3,5és 10 uM
BAPTA-AM 5 uM

Bay K8644 20 és 200 nM
chromanol 293B 100 uM
ciklopiazonsav 1 uM
DL-dithiothreitol 1 mM

dofetilid 10, 30, 100 és 300 nM
E-4031 200 nM

H,0, 10 uM

HMR 1556 500 nM
izoproterenol 10 nM
L-aszkorbinsav 1 mM

lemakalim 0,1,0,3,1és 5 uM
L-glutation 1mM

lidokain 50 uM

nizoldipin 1uM

pioglitazon 1és10 M
rianodin 10 uM

SEA0400 300 nM
tetrodotoxin 3 UM

veratridin 10, 30 és 100 nM
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6. Eredmények

6.1. Az akcios potencial idotartam rovidtava beat-to-beat variabilitasa a bal kamra

falanak kiilonboz6 rétegeiben

Ahogy arr6l munkacsoportunk mar beszamolt, a kamrafal kiilonb6z0 régioibol
szarmazo sejtek eltérd elektrofizioldgiai tulajdonsadgokat és csatorna expresszios mintazatot

mutatnak, mely magyarazatot ad az dramsiirtiségekben talalhaté kiilonségekre'*

. A heterogén
AP morfolégia ismeretében tanulméanyoztuk, hogy a transzmurélis heterogenitas hogyan
befolyasolja a SV-t. A MID sejtek mellett EPI és ENDO rétegbdl szarmazo sejteken is
vizsgalni kivantuk a SV-t.

Megallapitottuk, hogy az AP id6tartama a MID sejteken a leghosszabb (229+3 ms;
n=94), az EPI sejteken a legrovidebb (199+4 ms; n=13) és a kettd kozott helyezkednek el az
ENDO sejtek APD értékei (209+5 ms; n=18). A SV értékek szintén ezt a mintazatot kovetik,
igy MID sejteken figyelhetdé meg a legnagyobb SV (2,93+0,07 ms; n=94), mig az EPI
sejteken a legkisebb (2,16+£0,17 ms; n=13). Az ENDO sejtek egy kozbiilsé SV értéket
(2,53+£0,16 ms; n=18) mutatnak (7. abra). Az APD ¢és SV ¢értékeket tekintve a MID sejtek
szignifikansan kiilonbdztek mind az EPI (P<0,001), mind az ENDO sejtektdl (P<0,003). Az
EPI és ENDO sejtek kozotti kiilonbségek is szignifikansnak adodtak mindkét paraméter
tekintetében (P<0,05).

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon az EPI és MID sejtekre jellemzd
»spike-and-dome” AP morfologia milyen mértékben befolyasolja a SV-t, EPI sejteken
gatoltuk a korai repolarizacioért felelés I, é4ramot 1 mM 4-aminopiridinnel. A
4-aminopiridinnel kezelt EPI sejtek AP-jai igy nagyban hasonlitottak az ENDO sejtek
AP-jaira, azonban a SV novekedése helyett kis mértékli csokkenést tapasztaltunk (kontroll:
3,2440,35 ms, 4-aminopiridin: 2,67+£0,31 ms; n=9). Az alkalmazott 4-aminopiridin nem volt
hatéssal az APD-ra (kontroll: 238+14 ms, 4-aminopiridin: 230413 ms; n=9).

A transzmuralis kiilonbségek vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy az AP id6tartama
nagyban befolyasolta a SV-t (7. abra, D) ezért a tovabbiakban a SV-APD 0sszefiiggést
részleteiben kivantuk tanulmanyozni. A dolgozat tovabbi részében bemutatott eredményeink

MID sejteken végzett mérésekbdl szarmaznak.
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7. abra: A SV transzmuralis heterogenitasa a kutyasziv bal kamrajanak falaban. A
kamra kiilonb6z6 régidibol izolalt sejteken — szubepikardidlis (EPI), midmiokardialis (MID)
¢és szubendokardidlis (ENDO) — meghataroztuk az APD-ot és a SV-t. (A) 50 db reprezentativ
akcios potencial az ENDO, MID és EPI sejteken. (B) Reprezentativ Poincaré diagram az
elézdéekben bemutatott harom akcids potencidl sorozat alapjan. Az dbra C és D paneljén az
EPI (n=13), ENDO (n=18) és MID (n=94) régiokbol szarmazo sejteken kapott SV és APD
értékek lathatdak. Csillaggal az egyes csoportok kozotti szignifikans eltéréseket (P<0,05)
jeloltik.
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6.2. Az akcios potencial iddotartam és a rovidtava beat-to-beat variabilitas kozotti

osszefiiggés

6.2.1. Az elektrotonus injektalasaval megvaltoztatott akcidos potencial idotartam

hatasa a rovidtavu beat-to-beat variabilitasra

A transzmuralis heterogenitast vizsgalo kisérleteink eredményei szerint a SV fiigg az
APD-t6l is. Ezért a tovabbiakban kiilonb6z6 mddokon valtoztattuk az APD-ot. Eldszor a
SV-APD kozotti Osszefliggés vizsgalatdhoz elektrotonus alkalmazasaval befelé iranyuld
(inward) vagy kifel¢ iranyuld (outward) aramot injektaltunk a sejtekbe aram-clamp
(current-clamp) kisérleti elrendezésben, mely segitségével noveltiik vagy épp csokkentettiik
az APD-ot. Ennek a kisérletsorozatnak a legfontosabb sajatsdga, hogy az araminjekcioval —
kémiai agensek alkalmazasa nélkiil — egy meglehetdsen széles skalan tudtuk valtoztatni az AP
id6tartamat (20-500 ms). Mindezt ugy tehettilk meg, hogy nem modositottuk specifikusan
egyik ionaramot sem (8. abra). Ez az érvelés azért is helytallo, mivel az egyes ioncsatorna
gatlo- ill. aktivaldszerekre tekinthetlink gy is, mintha egy befelé vagy kifelé irdnyuld dramot

adnank hozza az AP platoja alatt folyd netté membranaramhoz, vagy vonnank ki abbol.
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8. abra: Az APD és SV kozotti osszefiiggés tanulmanyozasa. Elektrotonus injektalasaval
megvaltoztattuk az APD-ot. (A) 50 db reprezentativ akcios potencial a -80, -40, +30 és +40
pA amplituddju injektalt &ram hatasara valamint az d&raminjekcio nélkiili kontroll esetben. (B)
A Poincaré diagramot az A panelen bemutatott akcids potencidlok alapjan szerkesztettiik.
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2. tablazat: Az APD és SV kozotti osszefiiggés tanulmanyozasa. Az elektrotonusos
kisérleteink soran kapott APD és SV értékek az egyes aram amplitudok esetén (n=9).

Aram _ APD(ms) . SV(ms) .
(PA) atlag SEM atlag SEM
-600 32,20 4,02 0,42 0,07
-500 40,90 4,49 0,56 0,08
-400 4493 5,87 0,64 0,10
=300 55,79 7,47 0,86 0,11
-200 8450 10,80 1.12 0,13
-80 138,09 11,70 1,69 017
-40 167,94 4,31 1,85 0,18
0 213,47 6,97 2,69 0,16
30 242,94 9,59 3,74 0,41
40 310,56 18,91 744 1,28
50 386,13 29,65 11,53 1,92
60 451,20 16,20 17,85 1,85
70 480,44 14,63 22,00 3,00

Az elektrotonus amplitaddjat —600 és +70 pA kozott valtoztattuk (2. tablazat). Az
araminjekciorol bovebben az Anyagok és médszerek fejezet ad leirast (4. dbra). Az igy
kapott eredményeinket kiértékelve 117 adatpontot kaptunk (n=9). Minden egyes pont az adott
elektrotonus esetén mért 50 AP atlagat reprezentdlja (9. abra, A,B). Kontrollnak az
elektrotonus alkalmazasa eldtti (0 pA aram) AP-okat tekintettiik. —80 pA amplitadoju
anelektrotonus injektalasa roviditette az APD-ot (213+7 ms-r6l 138+12 ms-ra; P<0,0001) és
csokkentette a SV-t (2,69+0,16 ms-rdl 1,69+0,17 ms-ra; P<0,0001), +40 pA amplitudoji
katelektrotonus viszont novelte az APD-ot (311£19 ms-ra; P=0,0001) és a SV-t is (7,44+1,28
ms-ra; P<0,02). A tovabbi 10 elektrononus esetén kapott paraméterek atlagértékeit a
2. tablazat foglalja Gssze.

Az elektrotonus alkalmazasaval kapott eredményeinket dbrazoltuk a 9. abran. Ezen
eredményeink azt mutattak, hogy a SV értéke fligg az APD-t6l, nevezetesen, a két paraméter
kozotti Osszefliggés exponencialis (9. abra, A). Ugyanigy exponencidlis Osszefliggést kaptunk
amennyiben az draminjektalas hatasara bekovetkezett SV és APD valtozasokat (ASV, AAPD)
abrazoltuk (9. abra, B). Ez azt jelenti, hogy barmilyen beavatkozéas, ami megvaltoztatja az
APD-ot, az egyuttal SV valtozast is okoz, ezért minden szer-indukalta SV valtozast (ASV)
csak az azt kiséré APD valtozas (AAPD) tiikrében szabad értelmezni. igy bevezetni kivanjuk
a relativ SV fogalmat. A Krebs mérdoldatban, 1 Hz ingerlési frekvencidval folyamatosan
stimulalt sejteken az elektrotonus injektalasaval regisztralt kontroll SV-APD és ASV-AAPD
Osszefliggést leird exponencidlis gorbékre (9. dbra) a tovabbiakban mint standard gérbére
hivatkozom, és az egyes szerek okozta SV valtozast ehhez viszonyitom, az ettdl valo eltérést

pedig relativ SV-nek nevezem.
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9. abra: Az APD és SV Kkozotti osszefiiggés tanulmanyozasa. Az APD-ot elektrotonus
injektalasaval valtoztattuk meg. A teljes vizsgalt tartomany: -600, -500, -400, -300, -200, -80,
-40, 0, +30, +40, +50, +60 és +70 pA. (A) Az 0sszes vizsgalt elektrotonusos aram amplitado
esetén a SV-t az APD fiiggvényében abrazoltuk. (B) Az araminjekcio nélkiili (0 pA) kontroll
esetekhez képesti SV valtozast (ASV) az elektrotonus hatdsdra megvaltozott APD-hoz
hasonlitottuk (AAPD). Az 4bran lathato fekete folyamatos gorbék (standard gorbék) az A és a
B panelen feltlintetett adatokbdl kapott exponencialis illesztés eredményei. Az abrdkon 117
egyedi mérési pont lathatd, melyek mindegyike 50 db akcios potencial APD és SV értékeinek
atlagat reprezentalja az egyes aram injekciok mellett. A mérési pontok 9 db sejt méréseibodl
szarmaznak. A szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik.

Ennek értelmében ha egy folyamat, példaul egy ioncsatorna-gatloszer relativ SV
noveld hatasu, azt jelenti, hogy egységnyi APD valtozas mellett nagyobb SV ndvekedést
okoz, igy a géatloszerhez tartoz6 SV érték a 9. abran lathatd standard gérbe f0lott
helyezkedik.

A teljes vizsgalt tartomanyban (—600 és +70 pA kozott) mért adatainkra illesztett
egyeneseket a kovetkezd exponencidlis egyenletek segitségével kaptuk:

SV = SV, + A-eAPP/t
4. egyenlet
ASV = ASVy + A - e4PP/t
5. egyenlet

A 4. egyenlet alapjan kapott paraméterek a kovetkezok voltak: SVy=0 ms, A=0,56 ms
és t=131 ms, a regresszios koefficiens pedig r°=0,98. A 5. egyenlet alapjan kapott
paraméterek pedig: ASV(=—2,39 ms, A=2,37 ms és t=97 ms, a regresszios koefficiens pedig
1’=0,97.
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6.2.2. Az ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatasa az akcios potencial

idotartam rovidtava beat-to-beat variabilitasara

Az AP hosszat nagymértékben befolydsolja az ingerlési frekvencia mértéke, igy
tovabbi kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy a SV frekvencia-fliggd valtozasai
hogyan viszonyulnak az elektrotonussal meghatarozott értékekhez. Azaz, az APD
valtozasaval mennyire josolhatd elé a SV valtozas. Azt tapasztaltuk, hogy az ingerlési
frekvencia csokkentésével — tehat nagyobb ciklushossz esetén — ndtt az APD, és vele egyiitt a
SV is (kontroll 1 Hz/1 sec: APD 244+8 ms, SV 3,50+0,17 ms; 0,2 Hz/5 sec: APD 308+13 ms,
SV 6,33+0,42 ms; P<0,0002, n=8) (10. abra, A,B, 11. abra, A,B). Magasabb ingerlési
frekvencia esetén mind a két paraméter értéke csokkent (3,33 Hz/0,3 sec: APD 153+5 ms,
SV 2,4240,19 ms; P<0,0001, n=8). A tovabbi ingerlési frekvencidkon mért eredményeinket a

3. tablazatban tiintettem fel.
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10. abra: Az ingerlési ciklushossz megvaltoztatasanak hatasa az APD-ra és a SV-ra. (A)
50 db reprezentativ akcios potencidl a 0,3 sec és 5 sec ciklushossz mellett, valamint a kontroll
1 sec ciklushossz (1 Hz) esetében. (B) A reprezentativ Poincaré diagramot az el6zéekben
bemutatott ciklushosszak esetén kapott akcios potencialok alapjan szerkesztettiik.
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3. tablazat: Az ingerlési ciklushossz megvaltoztatasaval kapott APD és SV értékek az
egyes ciklushosszak esetén (n=8).

Ciklushossz APD (ms) SV (ms)

B é'tlléé ........ T é'tlléd ........... e

0,3 152,81 525 242 0,19

0,4 173,41 543 2,84 0,19

0,5 191,75 4,85 297 0,20

0,7 218,66 577 312 0,20
1 243,72 7,66 3,50 0,16

1,5 264,42 10,36 463 0,39
2 279,34 11,51 5,41 0,48
3 290,85 11,80 572 0,50
5 308,28 12,69 6,33 0,42

Amennyiben az elektrotonus alkalmazasa soran kapott exponencialis gorbével egyiitt
abrazoltuk az ingerlési frekvencia valtoztatdsa soran kapott SV és APD értékeket, azt
tapasztaltuk, hogy a pontok kozel tokéletesen illeszkednek a standard gorbére. Ez alol kivétel
a 2 Hz-nél gyorsabb frekvencidk — 0,5 sec, vagy anndl rovidebb ciklushosszak esetén —,
amikor is a SV értékek nagyobbnak bizonyultak az APD-SV 06sszefiiggésb6l varhatotol
(11. abra, C). Ez alapjan feltételezziik, hogy valamely mas — APD-t6] fiiggetlen — faktor is
befolyasolhatja a SV-t.
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11. abra: Az ingerlési ciklushossz megvaltoztatasanak hatasa az APD-ra és a SV-ra. A
SV (A) és APD (B) értékek valtozasa a ciklushosszak fiiggvényében. A teljes tartomany,
amiben az ingerlési ciklushosszt vizsgaltuk: 0,3, 0,4, 0,5, 0,7, 1, 1,5, 2, 3, 5 sec. (C) Az egyes
ciklushosszak esetén kapott SV értékek az APD értékek fliggvényében. A fekete folyamatos
gorbe a 9. abrian bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll SV-APD
Osszefiiggést jellemzé — standard gorbe. A frekvencia-fiiggést vizsgdld kisérleteinkbdl
szarmazd eredmények 8 db szivizomsejtet reprezentalnak.
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6.3. Az ionaramok szerepe az akcids potencial idotartam rovidtava beat-to-beat

variabilitasanak meghatarozasaban

6.3.1. Outward aramok szerepe az akcids potencial idotartam rovidtava

beat-to-beat variabilitisinak meghatarozasaban

Az AP kialakitdsdban részt vevd ionaramok koziil elséként az outward aramok
szerepét vizsgaltuk a SV modulalasaban. Ehhez a kiilonb6z6 aramok legszelektivebbnek vélt
aktivalo- ill. gatloszereit alkalmaztuk (1. tablazat). Az outward aramok koziil az 6t relevans
kaliumaramot vizsgaltuk. Dofetiliddel gatoltuk a Ix.-ét, HMR 1556-tal az Igs-ét, chromanol
293B-vel (HMR 1556 jelenlétében) a Ii,j-ot és végiil BaCl,-dal a Ix;-ot (12. abra, A-D). Az
Ix_aTp-ot pedig lemakalimmal aktivaltuk (12. abra, E).

A kontroll AP-okhoz képest a dofetilid, a HMR 1556 és a BaCl, kezelés novelte az
APD-ot, a chromanol 293B nem befolyasolta, mig a lemakalim roviditette azt. Az egyes
szerek abszolut és relativ hatdsait igy tanulmanyozhatjuk, ha a 9. abran bemutatott standard
gorbéhez (kontroll SV-APD 0Osszefiiggés) hasonlitjuk eredményeinket (13. dabra).
Megallapitottuk, hogy a dofetilid mind a négy alkalmazott koncentracidja szignifikdnsan
novelte a SV-t (kontroll: 2,71+£0,12 ms; 3,83+0,37 ms, 6,52+0,61 ms, 7,29+0,51 ms,
10,97+£0,69 ms, 10 nM, 30 nM, 100 nM, 300 nM dofetilidben; P<0,04, n=7-30), és az APD-ot
(kontroll: 218+4 ms; 246+5 ms, 287+5 ms, 301+£8 ms, 342+8 ms, 10 nM, 30 nM, 100 nM,
300 nM dofetilidben; P<0,0001, n=7-30). A dofetilid okozta SV ndvekedés nagyobb mértékii
volt, mint ami az APD noévelés alapjan varhatd lenne, azaz a relativ SV nodvekedett
(13. abra, B).

Hasonlé eredményt kaptunk az 500 nM HMR 1556 esetében is, a markans SV
novekedés (2,64+0,26 ms-r6l 3,60+0,32 ms-ra; P=0,002, n=11) csak kismértékii APD
novekedéssel tarsult (207£6 ms-ro6l 220+7 ms-ra; P<0,0001, n=11). Ez a hatas leginkabb
akkor volt szembetiind, amikor a ASV értékeket abrazoltuk a AAPD értékek fiiggvényében.
Ekkor ugyanis a HMR 1556 jelenlétében mért értékek a pozitiv AAPD tartoméanyban, a
standard gorbe 1016tt helyezkednek el (13. abra, B). Ez azt bizonyitja, hogy a HMR 1556 SV
noveld hatdsa joval nagyobb mint azt a kordbban targyalt kontroll SV-APD 0&sszefliggés
alapjan feltételeznénk. A Ii;-blokkold chromanol 293B-t (100 uM) a HMR 1556 jelenlétében
alkalmazva, az APD kismértékben (217+7 ms-r6l 212+8 ms-ra; n=17), mig a SV
szignifikansan csokkent (3,47+£0,25 ms-rol 2,63+0,17 ms-ra; P<0,004 a HMR 1556-hoz
képest, n=17). Ezek a hatdsok nagyban hasonlitottak azokra az eredményeinkre, amikor az
EPI sejteken a I;;-ot 4-aminopiridinnel gatoltuk. Ez esetben a I gatloszerét is perfundaltuk,

igy a kapott adathalmaz szintén a standard gorbe f616tt talalhato (13. abra, B).
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12. abra: Az outward ioniaramok szerepe a SV modulalasaban. Az outward aramok koziil
gatoltuk a Ig~ét (100 nM dofetilid, A), a Ixs-ét (500 nM HMR 1556, B), a I;-ot (100 uM
chromanol 293B, 500 nM HMR 1556 jelenlétében, C) és a Ik;-ot (5 uM BaCl,, D), valamint
aktivaltuk az Ig.atp-ot (I uM lemakalim, E). Minden esetben 50 db reprezentativ akcids
potencial lathaté kontroll esetben és az egyes ioncsatorna gatlo- ¢és aktivaldszerek
jelenlétében. Az abra jobb oldalan taldlhaté Poincaré diagramokat a bemutatott akcids
potencialok idOtartama alapjan szerkesztettilk. A sziirke akcidés potencidl az adott sejt
kontrolljanak — az atlagot reprezentald — egy akcids potencialja.
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13. abra: Az outward ionaramok szerepe a SV modulalasaban. Gatoltuk a Ix,-ét (10 nM,
30 nM, 100 nM és 300 nM dofetilid; n=7, 7, 30, 11), a Ixs-ét (500 nM HMR 1556; n=11), a
Lio1-ot (100 uM chromanol 293B, 500 nM HMR 1556 jelenlétében; n=17) és a Ix;-ot (0,3, 1, 3
¢s 5 uM BaCly; n=6, 18, 7, 27), valamint aktivaltuk az Ig_ap-ot (0,1, 0,3, 1 és 5 uM
lemakalim; n=6, 6, 7, 6). A fekete korok a csatorna modulatorok nélkiil kapott poolozott
kontrollt jeldlik. (A, B) A gatl6- és aktivaloszerek altal indukalt APD és SV valtozasok. Az A
¢s B panelen lathaté fekete folyamatos gorbe a 9. abram bemutatott — elektrotonus
injektalasaval kapott kontroll SV-APD vagy ASV-AAPD 06sszefiiggést jellemz6 — standard
gorbe. A szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik.

Az Ix arp aktivaloszer lemakalim minden alkalmazott koncentracidja csokkentette a
SV-t (kontroll: 2,87+0,16 ms; 2,284+0,31 ms, 1,56+0,22 ms, 1,11£0,15 ms, 0,64+0,09 ms,
0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 5 uM lemakalimban; P<0,0003, n=6), és ezzel egyiitt az APD-ot is
olyan mértékben csdkkentette (kontroll: 2176 ms; 191£7 ms, 14849 ms, 102+9 ms,
38£5 ms, 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 5 uM lemakalimban; P<0,0001, n=6), hogy mind a négy
mérési pont a standard gorbén helyezkedik el, igy a lemakalim — vagyis az aktivalt Ix atp —
feltehetdleg nincs specifikus hatassal a SV-ra (13. abra, B).

A BaCl, perfuziét kdvetden a nagyon jelentds APD ndvekedés (kontroll: 215+4 ms;
23948 ms, 260+8 ms, 304+5 ms, 32447 ms, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM BaCl,-ban; P<0,002,
n=6-27) mellett csak kisebb mértékli SV novekedést (kontroll: 2,39+0,09 ms; 2,60+0,18 ms,
3,4240,14 ms, 4,06+£0,21 ms, 4,52+0,23 ms, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM BaCl,-ban; P<0,004,
n=6-27) tapasztaltunk. A Ik, gatlasakor kapott pontok &brazolasabol kideriil, hogy a SV
noveld hatas elmarad a kontroll SV-APD 06sszefiiggés soran megallapitottol, ami azt sugallja,
hogy a Ik, egy relativ SV ndvel6 aram (13. abra, B). A BaCl, azonban az AP markans Un.
,haromszogesedését” okozta (12. abra, D), vagyis valtozatlan platopotencial mellett ndvelte
az APD-ot, ezért relevansabb lehet a BaCl, esetén egy korrekciot bevezetni. A
haromszogesedés meghatidrozdsdhoz az APDgy és az APDs, kiilonbségét vessziik, mely
kontroll esetben 47+3 ms, mig 5 uM BaCl, esetén 90+8 ms (P<0,005, n=8). Amennyiben az
APDyy-APDs kiilonbségével korrigaljuk a kapott adathalmazt, akkor a pontok az X tengely

mentén 43 ms-mal balra tolodnak €s ebben az esetben az Osszes pont a standard gérbén

helyezkedik el, azt mutatva, hogy a Ik, egy indifferens ionaram a SV moduléalasaban.
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6.3.2. Inward aramok szerepe az akcids potencial idotartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasanak meghatarozasaban

Az inward aramok kozil a Ina €s az I, szerepét tanulmdnyoztuk. A In,-ot
tetrodotoxinnal vagy lidokainnal gatoltuk (14. abra, A,B), mig aktivaldsira veratridint
alkalmaztunk (14. abra, C).

A veratridin koncentracio-fiiggd modon, markansan ndvelte mind az APD-ot
(kontroll: 214+7 ms; 216+11 ms, 249+11 ms, 295£14 ms, 10 nM, 30 nM, 100 nM
veratridinben; P<0,04, n=6-19) mind a SV-t (kontroll: 2,33+0,14 ms; 2,95+0,74 ms,
4,6240,34 ms, 8,04£1,00 ms, 10 nM, 30 nM, 100 nM veratridinben; P<0,0001, n=6-19).
Tetrodotoxin (kontroll: APD 2378 ms, SV 2,78+0,15 ms; 3 uM tetrodotoxin: APD
204+£8 ms, SV 1,95+0,14 ms; P<0,0001, n=13) ¢és lidokain jelenlétében ezzel ellentétben mind
az APD, mind a SV csokkent (kontroll: APD 228+13 ms, SV 3,28+0,45 ms; 50 uM lidokain:
APD 187+13 ms, SV 2,25+0,44 ms; P<0,002, n=9). A Na-csatorna gatlds okozta SV
csokkenés, valamint ellenkezd esetben a veratridin hatdsara létrejott SV emelkedés is
nagyobbnak bizonyult mint azt a kontroll SV-APD 0&sszefliggésbdl varhatnank (15. abra,
A,B). Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a In, relativ SV noveld hatassal bir.

Az Ic,L szerepének tanulmanyozasa soran is egy gatloszert (nizoldipin) illetve egy
aktivaloszert (Bay K8644) alkalmaztunk (14. abra, D-E). 1 uM nizoldipin rendkiviil
jelentdsen roviditette az APD-ot (22046 ms-r6l 116+7 ms-ra; P<0,0001, n=19), ezzel egyiitt
novelte a SV-t (2,44+0,20 ms-rol 2,96+0,27 ms-ra; P<0,02, n=19). A Bay K8644 kétfele
koncentracioban keriilt alkalmazasra. 20 nM Bay K8644 22447 ms-r6l 262+6 ms-ra
(P<0,0001, n=12), mig a 200 nM Bay K8644 209+5 ms-r6l 291+10 ms-ra ndvelte az APD-ot
(P<0,0001, n=21), ugyanakkor a SV-ra kifejtett hatasuk eltérd volt. A 20 nM Bay K8644 nem
valtoztatta meg a SV-t (kontroll: 2,63+0,16 ms; 20 nM Bay K8644: 2,59+0,20 ms; n=12), mig
200 nM szignifikdnsan novelte azt (2,20+0,13 ms-rol 4,16+0,30 ms-ra; P<0,0001, n=21). Ha
a kapott SV és APD értékeket és valtozasokat a kontroll SV-APD 06sszefiiggéshez hasonlitjuk,
akkor a Bay K8644 perfundalasakor kapott pontok a standard gérbe alatt helyezkednek el,
igy relativ SV csokkenést tapasztalunk, mig az Ic,p gétlasa relativ SV noveld hatast

(15. abra, A,B). Ezek alapjan megallapitottuk, hogy az I, 1 jelentdsen csokkenti a SV-t.
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14. abra: Az inward ionaramok szerepe a SV modulaldsaban. Az inward aramok koziil a
Ino-ot 3 uM  tetrodotoxinnal (A) vagy 50 uM lidokainnal (B) gatoltuk, a csatorna
aktivalasahoz pedig 100 nM veratridint hasznaltunk (C). Az Icar-ot 1 uM nizoldipinnel
gatoltuk (D) vagy 20 nM ¢és 200 nM Bay K8644-gyel aktivaltuk (E). Minden esetben 50 db
reprezentativ akcids potencial lathatd kontroll esetben és az egyes ioncsatorna gatlo- és
aktivaloszerek jelenlétében. Az abra jobb oldalén taldlhaté Poincaré diagramokat a bemutatott
akcios potencialok iddtartama alapjan szerkesztettiik. A sziirke akcios potencial az adott sejt
kontrolljanak — az atlagot reprezentald — egy akcids potencialja.
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15. abra: Az inward ioniaramok szerepe a SV modulalasaban. Gatoltuk a In,-ot (3 uM
tetrodotoxin; n=13 és 50 uM lidokain; n=9) és az Ic,-ot (1 uM nizoldipin; n=19) vagy
ellenkez6 esetben aktivaltuk a In,-ot (10 nM, 30 nM ¢és 100 nM veratridin; n=6, 11, 19) és az
Icar-ot (20 nM ¢és 200 nM Bay K8644; n=12, 21). A fekete korok a csatorna modulatorok
nélkiil kapott poolozott kontrollt jelolik. (A, B) A gatlo- és aktivaldszerek altal indukéalt APD
¢és SV valtozasok. Az A és B panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott —
elektrotonus injektalasaval kapott kontroll SV-APD vagy ASV-AAPD osszefiiggést jellemz6
— standard gorbe. A szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik.

6.4. Az akcios potencial idotartam és a rovidtava beat-to-beat variabilitas kozotti

osszefiiggés tovabbi tanulmanyozasa

Annak érdekében, hogy valamely iondram specifikus SV mddositd szerepét
elkiilonitsiik az APD moddositd hatdsatol, elektrotonusos vagy pedig farmakoldgiai
kompenzaciot alkalmaztunk. Elsé esetben 100 nM dofetilid, 5 uM BaCl,, 100 nM veratridin
¢s 200 nM Bay K8644 esetén egy konstans, pontosan meghatarozott amplitdddji outward
aramot injektaltunk a sejtekbe (16. abra, B-E), mig 3 uM tetrodotoxin és 1 uM nizoldipin
esetén azonos metodikaval alkalmazott inward aramot injektaltunk (16. abra, F,G). Minden
esetben az volt a célunk, hogy a megvaltozott AP idétartamot minél precizebben a kontroll
AP iddtartamnak megfelelden kompenzaljuk (tliréshatar: +£5 ms a kontroll APD-hoz képest).

Megallapitottuk, hogy dofetilid kezelést kovetden az elektrotonus injektalas ellenére is
— kiinduldsi AP iddtartam mellett — magasabb maradt a SV (kontroll: 2,37+0,19 ms;
dofetilid+tonus: 2,68+0,29 ms; P<0,05, n=7) (16. abra, B). Ezzel ellentétben BaCl, esetében
az APD valtozas kompenzalasa utan a SV szignifikdnsan kisebbnek bizonyult a kontrollhoz
képest (kontroll: 2,31+0,20 ms; BaCl,+tonus: 1,97+0,16 ms; P<0,04, n=8) (16. abra, C). Ez

szintén azt jelentené, hogy valtozatlan APD esetén a Ix; hidnyaban a SV alacsonyabb lenne.
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16. abra: Az egyes ionaramok hatasa a SV-ra, fiiggetleniil az APD mddosité hatastol. Az
egyes ioncsatorna hatdsok (APD csokkentés vagy novelés) stabilizalédasa utan a korabbi
kisérletekben alkalmazott elektrotonus injektalasaval a kiinduldsi APD értékre kompenzaltuk
az AP idétartamat. Igy vizsgalni tudtuk az egyes szerek kizarélag a SV-ra kifejtett hatasat. (A)
A modszer lényegét a nizoldipin (NISO) példajan keresztiil szemléltetjik. A (B) Ik,
(100 nM dofetilid (DOFE); n=7) és (C) Ix; gatlast (5 uM BaCl,; n=8), valamint a (D) In,
(100 nM veratridin (VERA); n=14) ¢és az (E) Ic,. (200 nM Bay K8644 (Bay K); n=10)
aktivalasat kovetd APD novekedést outward arammal (OC) kompenzaltuk. A (F) I,
(3 uM tetrodotoxin (TTX); n=8) és az (G) Ic,rL gatlast (1 uM nizoldipin (NISO); n=10)
kovetd APD csokkenést inward drammal (IC) kompenzaltuk. A szaggatott vonal a kontroll
koriilmények kozott mért SV értéket jelzi. Csillaggal a kontroll (szer és elektrotonus nélkiili)
adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.

Korabbi érvelésiinknek megfeleléen azonban, az AP haromszogesedése miatt az elektrotonus
injektalasakor elkeriilhetetleniil tilkompenzaltuk az APDs értékét. Veratridin jelenlétében is
magasabb SV értéket (kontroll: 2,25+0,19 ms; veratridin+tonus: 3,95+0,24 ms; P<0,001,
n=14) kaptunk, amikor az elektrotonus segitségével kontroll APD-mal megegyezd
id6tartamot allitottunk be (16. abra, D). Outward dram addsa Bay K8644 perfuziot kdvetden
a kiindulasi érték ald csokkentette a SV-t (kontroll: 2,18+0,19 ms; Bay K8644+ténus:

1,71£0,16 ms; P=0,007, n=10) (16. abra, E). A Iy, blokkolasat kévetden (tetrodotoxin) az
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17. abra: Az egyes ionaramok hatasa a SV-ra, fiiggetleniil az APD mddosité hatastol. Az
APD csokkentés vagy novelés ellenstlyozasara farmakologia kompenzéciot alkalmaztunk.
Ehhez két olyan ionaramot €s azok gatlo- ill. aktivaloszerét valasztottuk, amelyek kordbbi
kisérleteink soran indifferensnek bizonyultak a SV szempontjabdl: az APD ndvelésére a
Ik;-ot gatlo BaCl,-ot, mig az APD csokkentésére az Ix arp-ot aktivald lemakalimot (LEMA)
hasznaltunk. A (A) Ik, (300nM dofetilid (DOFE); n=5) gatlasit és a (B) Ina
(100 nM veratridin (VERA); n=8) aktivalasat kovetd APD nodvekedést pontosan titralt
lemakalimmal a kiindulési APD értékre allitottuk vissza. A (C) Ina (3 uM tetrodotoxin (TTX);
n=6) és az (D) Ic,r (1 uM nizoldipin (NISO); n=7) gatlasat kovetd APD csokkenést pedig a

crer

adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.

APD kompenzélasa csokkent SV-sal jart egyiitt (kontroll: 2,75+0,29 ms; tetrodotoxin+tonus:
2,17+0,28 ms; P=0,03, n=8) (16. abra, F), mig az Ic,1 gatlas esetén (nizoldipin) ez az érték
még tovabb emelkedett az inward aram injektalds hatdsara (kontroll: 2,68+0,20 ms;
nizoldipin+tonus: 5,38+0,59 ms; P<0,002, n=10) (16. abra, G).

Mivel a pontos APD kompenzacidt lehetdvé tevé elektrotonus injektalasa
elmozdithatja a nyugalmi membranpotencidlt a pozitivabb vagy pedig a negativabb
tartomanyok fel¢ (ami hatdssal lehet az AP paramétereire), megismételtiik kisérleteinket tgy,

hogy az elektrotonus alkalmazasa helyett farmakoldgiai kompenzanciét végeztiink (17. abra,
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A-D). Ehhez ki kellett valasztanunk két olyan szert, amelyik ndveli vagy csokkenti az
APD-ot. Mivel a lemakalim jelentés APD rovidiilést, a BaCl, pedig markans APD névekedést
okozott és mindezt a relativ SV szempontjabol indifferens modon tették, valasztasunk e két
pontos titralasara volt sziikség. A dofetilid és a veratridin APD ndveld hatasat lemakalim
adasaval kompenzaltuk, mig tetrodotoxin és nizoldipin esetén BaCl,-ot alkalmaztunk a
kompenzalashoz. A kiindulasival megegyezé APD-ok mellett tovabbra is emelkedett SV-t
tapasztaltunk dofetilid (kontroll: 3,04+0,22 ms; dofetilid+lemakalim: 4,35+0,28 ms; P<0,04,
n=5) (17. 4abra, A) ¢és veratridin (kontroll: 2,87+0,13 ms; veratridin+tlemakalim:
4,65+0,52 ms; P<0,02, n=8) (17. abra, B) jelenlé¢tében. Tetrodotoxin esetén ez az érték a
kontroll SV ala csokkent (kontroll: 2,36+0,10 ms; tetrodotoxin+BaCl,: 2,10+£0,09 ms; P<0,05,
n=6) (17. abra, C), végiil pedig nizoldipin hatasara a SV még tovabb emelkedett (kontroll:
2,06+£0,26 ms; nizoldipin+BaCl,: 5,38+0,68 ms; P=0,0006, n=7) (17. abra, D). A két
kiilonb6z6 metddussal torténd APD kompenzalas eredményei tehat hasonlonak bizonyultak,
nevezetesen, hogy a I, és az Ic, 1 specifikusan SV csokkentd hatdsu, mig a I, noveli azt. Azt
azonban mindenképp érdemes kiemelni, hogy a legmarkénsabb hatdsok azon kisérleteinkben
voltak lathatoak — fiiggetlentil att6l, hogy melyik metddussal végeztiik a kompenzalast — ahol
nizoldipint alkalmaztunk. Ez ismételten bizonyitja az Ic,p fontos szerepét a SV

szabalyozéasaban.

6.5. Az intracellularis kalcium homeosztazis befolyasolasanak hatasa az akcios potencial

idotartam rovidtavu beat-to-beat variabilitasara

6.5.1. Az intracellularis kalcium koncentracio valtozasanak hatasa az akcios

potencial idétartam rovidtava beat-to-beat variabilitasara

T&bbféle lehetdség is adott az [Ca®']; megvaltoztatasara. Kisérleteink soran az [Ca®'];
novelésére a nagy Ca*"-szelektivitasu A23187 (Ca®" ionofér, calcimcyin) nevi, antibiotikus
tulajdonsaggal is bird Ca®" ionofér molekulat alkalmaztuk, mely stabil 2:1 komplexet képes
alkotni divalens kationokkal. Jelenlétében a Ca®" képes atjutni a sejtmembranon. Intakt
sejteken gyakorta hasznéalnak Ca®" ionofor molekuldkat az [Ca®']; emelésére’'> '%7. 1 uM
A23187 25 percig torténd inkubdldsa utdn az emelkedett [Ca®"]; hatasara APD rovidiilést
tapasztaltunk (20744 ms-r6l 17045 ms-ra; P<0,0001, n=14) mig az abszolut SV értékét csak a
kisérlet kezdetén valtoztatta meg (kontroll: 2,81+0,13 ms; 3,29+0,19 ms, 2,83+0,19 ms, 5. és
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18. abra: Az intracellularis Ca** koncentracié ([Ca**];) hatasa a SV-ra. (A, C) Az [Ca®"];
noveléséhez 1 pM A23187 Ca" ionofért alkalmaztunk (B, D) Az [Ca®]; csokkentéséhez
5 uM BAPTA-AM intracelluléris Ca’" kelatort hasznaltunk. (A, B) 50 db reprezentativ akcios
potencial kontroll esetekben ill. az A23187 vagy BAPTA-AM jelenlétében. (C, D) Az A és B
paneleken bemutatott akcids potencidlok alapjan szerkesztett reprezentativ Poincaré
diagramok 25 perc szerhatast kvetden.

25. perc A23187-ben; P<0,03 az 5. perc A23187 esetében a kontrollhoz viszonyitva, n=14).
Osszességében az APD rovidiiléshez nem tarsult SV csékkenés (18. abra, A,C).

Vizsgalatunk masik részében a BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-
tetraacetic acid) nevii Ca®" kelatort alkalmaztuk. A BAPTA nagyobb Ca>" szelektivitisu mint
az egy¢eb kelatorok (pl. EDTA, EGTA), ezeknél 50-400x gyorsabban koti €s szabaditja fel a
Ca*"-ot, valamint kevésbé érzékeny a pH valtozasaira'>’. Minden BAPTA molekula két Ca**
megkotésére képes. Kisérleteinkben a sejteket a BAPTA acetoximetilészter formdjaval
inkubaltuk (BAPTA-AM), amely képes atlépni a sejtmembranon, majd az intracelluldris nem
specifikus észterazok lehasitjadk az észter csoportot, és az igy keletkezett aktiv forma mar
képes a Ca*" megkotésére. 5 uM BAPTA-AM hatésara az AP iddtartama (az észterazok
folyamatos hasitasanak eredményeképpen) fokozatosan nétt (25. percben 218+8 ms-rol
297£15 ms-ra; P<0,0001, n=17) (18. abra, B,D), azonban a SV értéke vagy nem valtozott,
vagy csokkent (kontroll 3,30+0,25 ms; 2,86+0,21 ms, 3,06+0,20 ms, 15. és 25. perc
BAPTA-AM-ben; P<0,03 a 15. perc BAPTA-AM esetében a kontrollhoz viszonyitva, n=17)

(19. abra, B). A két vizsgalt szer esetében lassan allt be a steady-state allapot, igy
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méréseinket legalabb 25 percig végeztiik (19. abra, A,B). Eredményeink tehat azt mutatjak,
hogy a citoszolikus Ca®" koncentraci6 emelkedése a relativ SV névekedését okozza

(19. abra, C).
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19. abra: Az [Ca®"]; valtozas idéfiiggd hatdsa a SV-ra és az APD-ra. (A, C) Az [Ca™'];
noveléséhez 1 uM A23187 Ca®" ionofort (n=14) alkalmaztunk, (B, C) ellenkezé esetben az
[Ca®]; csokkentéséhez pedig 5 uM BAPTA-AM intracellularis Ca”" kelatort (n=17)
hasznaltunk. (A, B) Az A23187 és a BAPTA-AM indukalta APD ¢és SV valtozasokat az id6
fliggvényében abrazoltuk. (C) Az A23187 és a BAPTA-AM hatdsa a relativ SV-ra
(ASV-AAPD). Az iires szimbolumok a szerhatast kovetd 5. perc, mig a teli szimbdlumok a
25. perc eredményeit mutatjadk. Az C panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran
bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll ASV-AAPD Gsszefiiggést jellemzd —
standard gorbe. A szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik. Csillaggal a kontroll adatokhoz
(APD és SV) képesti szignifikéans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.

Kovetkezd kisérletsorozatunkban a BAPTA-AM kezelést kombinaltuk a korabban
bemutatott elektrotonus injekcidjaval (20. abra). A BAPTA-AM hatas stabilizalodasa
(markans platopotencial emelkedés ill. APD novekedés) utan mért AP-okat tekintettiik
kontrollnak (0 pA) (20. abra, A,B). Az egyre nagyobb amplitiddji inward dram injektalasa

tovabb novelte az APD-ot, mig az outward aram az AP rovidiilését okozta. A mérési protokoll
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20. Abra: Az SV-APD ésszefiiggés tanulmanyozasa intracellularis Ca®*" Kkelator
jelenlétében. Ezen kisérleteinkben a 25 perc 5 uM BAPTA-AM perfizidt kovetden kialakult
araminjekcio nélkiili (0 pA) APD-hoz viszonyitottuk az elektrotonus hatdsdra megvaltozott
értékeket. Ezt kovetden elektrotonus injektaldsaval megvaltoztattuk az APD-ot. (A) 50 db
reprezentativ akcios potencial a —80, —40, +15 és +30 pA amplitaddju injektalt aram hatasara
valamint az 4raminjekcid nélkiili esetekben (Krebs mérdoldat vagy BAPTA-AM
jelenlétében). (B) A reprezentativ Poincaré diagramot az eldzéekben bemutatott 6t tartomany
alapjan szerkesztettiik.

megegyezett a kordbbiakban bemutatottakkal. Az injektalt elektrotonusok amplitidojaban
kiilonbség tapasztalhatdé (—600 —+45pA) a kordbbi, csak elektrotonussal végzett
kisérleteinkhez képest. Ezt az magyarazza, hogy BAPTA-AM jelenlétében eleve hosszabbak
az AP-ok, igy a pozitiv elektrotonus hatdsdra a sejtek hajlamosabbak voltak a EAD
generalasra. A SV-t dbrazolva az APD filiggvényében azt tapasztaltuk, hogy BAPTA-AM
jelenlétében az elektrotonussal eldidézett APD valtozas kisebb mértéki SV novekedést
okozott, mint amit BAPTA-AM kezelés nélkiil lattunk. Ez a hatas a hosszabb AP-ok esetén
még kifejezettebb volt (21. abra, A,B). —80 pA amplitdddju anelektrotonus mellett is
hosszabb AP-ok voltak mérhetéek BAPTA-AM jelenlétében (APD 190+7 ms, SV 1,86+0,12
ms), csakugy, mint +40 pA amplitaddju katelektrotonus esetén (APD 414+25 ms, SV
9,14£2,46 ms). A tovabbi 11 elektrononus esetén kapott paraméterek atlagértékeit a

4. tablazat foglalja 6ssze.
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21.4bra: Az SV-APD ésszefiiggés tanulminyozasa intracellularis Ca®" Kkelator
jelenlétében. Az APD-ot 25 perc 5 uM BAPTA-AM elokezelést kovetden —600 pA ¢s
+45 pA kozotti elektrotonus injektalasaval valtoztattuk meg. (A) Az Osszes vizsgalt
elektrotonusos aram amplitudo esetén a SV-t az APD fiiggvényében abrazoltuk. (B) Az
elektrotonus hatisara bekovetkez6 SV és APD valtozast (ASV, AAPD) az elektrotonus
nélkiili SV és APD értékekhez viszonyitottuk. Az lires fekete szimbdolumok és a fekete
folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll SV-APD
vagy ASV-AAPD 0Osszefiiggést jellemzd — standard gorbe. A piros teli szimbolumok és a
piros folyamatos gorbe pedig a BAPTA-AM jelenlétében injektalt elektrotonusos
kisérletekb6l szarmaz6 adataink, ill. az azokra kapott exponencidlis illesztés eredménye. Az
abrakon 117 kontroll (9 db miocita) és 209 BAPTA-AM jelenlétében kapott (14 db miocita)
egyedi mérési pont lathatd, melyek mindegyike 50 db akcios potencial APD és SV értékeinek
atlagat reprezentalja az egyes dram injekciok mellett. A szaggatott vonalak a nulla valtozast
jelolik (Krebs mérdoldathoz vagy BAPTA-AM-hez képest).

A teljes vizsgalt tartomanyban (—600 és +45 pA kozott) mért adatainkra illesztett
egyeneseket exponencialis egyenletek segitségével kaptuk. A 4. egyenlet alapjan kapott
paraméterek a kovetkezdk voltak: SVy=0 ms, A=0,63 ms és t=176 ms, a regresszios
koefficiens pedig r’=0,86. A 5. egyenlet alapjan kapott paraméterek pedig: ASV=—2.8 ms,

A=3,1 ms és t=146 ms, a regressziods koefficiens pedig 1°=0,92.

Ezek utan kivancsiak voltunk arra, hogyan befolyasolja a BAPTA-AM a relativ SV-t
egy megel6zd — farmakologiai modszerekkel torténd — APD novelést kovetden (22. abra).
Megismételtiik a gatlo- és aktivaloszerekkel végzett kisérleteinket, melyek soran az adott szer
hatasanak bedllta utan, az adott szer jelenlétében alkalmaztuk a BAPTA-AM kezelést. A Ix,-ét
ez esetben is 100 nM dofetiliddel vagy 200 nM E-4031-gyel gatoltuk, a Iy, aktivalasara 100
nM veratridint, mig az Ic, 1 aktivalasdhoz 200 nM Bay K8644-et alkalmaztunk. Onmagaban
alkalmazva mind a négy szer markansan novelte az APD-ot. Azonban a Ik, gatlast kovetd
BAPTA-AM perfuzi6 csokkentette az AP iddtartamat (dofetilid: 330421 ms;

dofetilid+tBAPTA-AM: 300+18 ms; P<0,02, n=7; E-4031: 275+10 ms; E-4031+BAPTA-AM:
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4. tablazat: Az APD és SV kozotti osszefiiggés tanulmanyozasa az intracellularis Ca®*
kelator BAPTA-AM jelenlétében. Az elektrotonusos kisérleteink sordn kapott APD és SV
értékek az egyes aram amplitidok esetén (n=14).

Aram . APD (ms). ... SV.(ms).......
(pA) atiag SEM atlag  SEM
-600 53,34 2,63 0,50 0,04
-500 69,14 193 066 004
-400 7823 465 072 005
-300 10047 407 099 0,07
-200 13913 352 117 0,08
-80 189,94 7,07 1,86 0,12
40 23029 851 224 011
0 291,83 1,12 2,78 0,14
10 33380 1723 420 029
20 371,79 25,81 5,26 0,76
30 39323 2343 707 1,08
40 41409 2513 914 246
45 41663 653 1020 1,24

240+17 ms; P<0,05, n=7). BAPTA-AM jelenlétében az inward aramok aktivaladsa tovabb
novelte az AP id6tartamat (veratridin: 308+26 ms; veratridintBAPTA-AM: 400+41 ms;
P<0,003, n=7; Bay K8644: 290+11 ms; Bay K8644+BAPTA-AM: 384422 ms; P=0,007,
n=6) (22. abra). Eredményeink azt mutatjdk, hogy a BAPTA-AM az 0sszes kisérleti
elrendezésben csokkentette a relativ SV-t. Erre utal, hogy az 0sszes, a BAPTA-AM perfuziot
koveté mérési pont a standard gorbe alatt helyezkedik el, még azokban az esetekben is, ha az
APD nagyon jelentds mértékben megndtt (22. abra).

15 -

% Poolozott kontroll
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v E-4031
A A Dofetilid
O W Veratridin
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22. abra: A BAPTA-AM és ioncsatorna gatlo- és aktivalészerek kombinalt hatasa a SV-
ra. A sejteken el6szor Ik, gatlassal (100 nM dofetilid; n=7 vagy 200 nM E-4031; n=7), vagy
Ina (100 nM veratridin; n=7) ill. Ic, L (200 nM Bay K8644; n=6) aktivalassal megnoveltiik az
APD-ot. A 25 percig tartd 5 uM BAPTA-AM perfziot a szerek hatdsainak stabilizalodéasat
kovetden kezdtiik meg. A piros teli kor a csak BAPTA-AM kezelést kapott sejtekrdl
szarmazik, a piros iires kor pedig ezen sejtek szer nélkiili kontrollja. Tobbi esetben az iires
szimbolumok a gtlo- és aktivaloszerek hatasat mutatja, a teli szimbolumok pedig ezen szerek
kombinaciojat 25 perc BAPTA-AM kezeléssel. A fekete folyamatos gorbe a 9. abran
bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll SV-APD 0sszefliggést jellemzd —
standard gorbe.
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6.5.2. A szarkoplazmatikus retikulumbol torténé kalcium felszabadulas szerepe

az akcids potencial idétartam rovidtava beat-to-beat variabilitasaban

Az [Ca’]; befolyasolasanak egy kovetkezd moédszere, a SR-bol torténd Ca’”
felszabadulas megvaltoztatasa. Ehhez rianodint és ciklopiazonsavat hasznaltunk (23. abra). A
rianodin a RYR2 gatlasan keresztiil (az altalunk alkalmazott 10 uM-os koncentracié csokkenti
a csatorna nyitvatartdsi valoszinliségét''’) megakadalyozza a Ca’” SR-bol torténd
felszabadulasat. A ciklopiazonsav pedig a SERCA pumpa szelektiv inhibitora, melynek
hatésara a SR-bol felszabadulni képes Ca®" mennyisége csokken'>” ** 77 A 10 uM rianodin
15 perc alatt a&tmenetileg 2,92+0,12 ms-r6l 2,37+0,19 ms-ra (P=0,01, n=8) csokkentette a SV-
t, mig az APD-ot nem befolyasolta (kontroll: 222+7 ms; 15. perc rianodin: 224+15 ms; n=8)
(23. abra, A,C, 24. abra, A). 1 uM ciklopiazonsav hatasara a SV 3,87+0,29 ms-rdl 15 perc
alatt 3,29+0,29 ms-ra csokkent (P=0,02, n=9), mig az AP id6tartamat szignifikansan nem
befolyasolta (kontroll: 239+7 ms; 15. perc ciklopiazonsav: 229+7 ms; n=9) (23. abra, B,D,
24. abra, B). Eredményeink alapjan mindkét szer hatékonyan csokkentette a relativ SV-t

(24. abra, C), vagyis a szisztolé alatti Ca>" felszabadulas egy meghatarozo eleme a SV-nak.
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23. abra: A szarkoplazmatikus retikulumboél (SR) torténo Ca’" felszabadulas hatasa a
SV-ra. (A, C) A SR-bol t6rténd Ca®" felszabadulast 10 uM rianodinnal, vagy (B, D) 1 pM
ciklopiazonsavval (CPA) mddositottuk. (A, B) 50 db reprezentativ akcios potencial kontroll
esetekben ¢€s a rianodin ill. a CPA hatdséra, valamint a hozzajuk tartozé (C, D) reprezentativ
Poincaré diagramok 25 perc szerhatast kdvetden.
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24. abra: A SR-b6l torténé Ca®" felszabadulas idéfiiggé hatisa a SV-ra és az APD-ra.
(A, C) A SR-bol torténé Ca’* felszabadulast 10 pM rianodinnal (n=8), vagy (B, C) 1 uM
ciklopiazonsavval (CPA; n=9) modositottuk. (A, B) A szer indukalta APD és SV valtozasokat
az 1d6 fiiggvényében abrazoltuk. (C) A rianodin és a CPA hatasa a relativ SV-ra
(ASV-AAPD). A szimbolumok a szerhatast kovetd 15. perc eredményeit mutatjdk. A C
panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval
kapott kontroll ASV-AAPD 0sszefiiggést jellemzd — standard gorbe. A szaggatott vonalak a
nulla véltozast jelolik. Csillaggal a kontroll adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikans
eltéréseket (P<0,05) jeloltik.
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6.5.3. A Na'/Ca’ cseremechanizmus szerepe az akciés potencial idétartam

rovidtava beat-to-beat variabilitasaban

Az intracellularis Ca®" homeosztazis egyik meghatarozo eleme a NCX mechanizmus,
mely fontos Ca’" eltavolitd szereppel bir a szivizomsejtekben. Korabbi kisérleteink
bizonyitottak az [Ca®']; szerepét a SV mechanizmusaban, ezért kivancsiak voltunk arra is,
hogyan befolyasolja a SV-t a NCX. A NCX gatlasahoz a szelektivnek vélt SEA0400-at
300 nM — SEA0400 nincs hatassal egyéb ionaramokra®. Megallapitottuk, hogy a 300 nM
SEA0400 25 percig tartd inkubalasa az APD roviditd hatas ellenére (235£10 ms-rol
20613 ms-ra; P<0,007, n=7) szignifikdnsan novelte mind az abszolut SV-t

(2,53+0,16 ms-rol 2,77+0,14 ms-ra; P<0,0001, n=7), mind a relativ SV-t (25. abra, A-D).
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25. abra: A Na'/Ca’" cseremechanizmus szerepe (NCX) a SV modulalasaban. (A-D) Az
NCX géatlasdhoz 300 nM SEA0400-at alkalmaztunk (n=7). (A) 50 db reprezentativ akcios
potencial kontroll esetben és a SEA0400 hatasara, (B) valamint a hozza tartoz6 reprezentativ
Poincaré diagram 25 perc szerhatast kovetden. (C) A kontroll és a SEA0400 esetén kapott
APD ¢és SV értékek, valamint a SEA0400-indukalta APD és SV valtozasok (ASV és AAPD).
(D) A SEA0400 hatésa a relativ SV-ra (ASV-AAPD). A D panelen lathato fekete folyamatos
gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll ASV-AAPD
Osszefliggést jellemzd — standard gorbe. A szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik. A C
panelen lathatd oszlopok a szerhatéast kdvetd 25. perc adatainak szdmtani kdzépértéke + SEM,
csillaggal a kontroll adatokhoz képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.

55



6.5.4. A kalcium homeosztazist befolyasolo szerek hatasa a sejtrovidiilés

mértékére

Az [Ca®"]; valtozas indikatoraként — egy indirekt modszert —, a rogzitetlen miocitak
rovidiilésének (shortening) mérését hasznaltuk. A kisérletsorozatunkban alkalmazott szerek
vizsgalt szer (5 uM BAPTA-AM, 1 uM A23187, 10 uM rianodin és 1 uM ciklopiazonsav)
csOkkentette a rovidilés mértékét, azonban eltér6 mértékben és eltér6 kinetikaval.
Megallapitottuk, hogy a BAPTA-AM (kontroll: 10,35+0,33 %; 5. perc BAPTA-AM-ben:
0,48+0,10 %; P<0,0001, n=7), a rianodin (kontroll: 10,02+0,60 %; 2,15+0,32 %,
2,00+£0,31 %, 5. és 15. perc rianodinban; P<0,03, n=5), ¢s az A23187 (kontroll:
11,58£1,01 %; 3,33+0,80 %, 1,93+0,32 % 5. és 15. perc A23187-ben; P<0,002, n=5) gatolta a
sejtek rovidiilését (26. abra, A-C). Az emlitett harom szer hatdsa gyors volt. A
ciklopiazonsav csokkentette ugyan a rovidiilések amplitadojat (kontroll: 9,61+0,69 %;
7,3240,45 %, 5,31+0,73 % 5. és 15. perc ciklopiazonsavban; P<0,02, n=4), azonban teljes
gatlast még 15 perc inkubdalas utan sem okozott (26. abra, D). A BAPTA-AM, a rianodin és a
ciklopiazonsav hatasara a diasztolés sejthossz nem valtozott szignifikans mértékben, mig a
szisztolés sejthossz nétt, jelezve a csokkent Ca®" felszabadulast (26. abra, A-C). Az A23187
esetén a szisztolés sejthossz véltozatlan maradt, azonban a diasztolés érték jelentOsen
csokkent (26. dbra, D). Az a megfigyelés, hogy a Ca’" ionofér alkalmazisaval a
szivizomsejtek kevésbé relaxalnak, Osszhangban all azzal a feltevéssel, miszerint a Ca*’
ionofor hatasara akkumulalodik a Ca®" a sejten beliil. Munkacsoportunk kordbban mar
megvizsgalta a SEA0400 hatdsat a sejtrovidiilésre, ami nem valtozott szignifikdns mértékben

(minimalisan fokozddott) a kontrollhoz Viszonyitvazs.
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26. abra: A Ca’**-homeosztazist befolyasolé szerek hatisa a sejtrovidiilés mértékére. A
rogzitetlen kamrai szivizomsejtek rovidiilését (A) BAPTA-AM (5 uM; n=7), (B) A23187
(1 uM; n=5), (C) rianodin (10 pM; n=5) és (D) ciklopiazonsav (CPA, 1 uM; n=4)
jelenlétében vizsgaltuk. Az abra bal oldalan reprezentativ kisérletek eredményei, mig az dbra
jobb oldalan a mérések atlagai lathatoak. A szerek perfundalasat a kontroll esetekben mért
sejtrovidiilések amplitidojanak stabilizalodasat kovetden kezdtiik meg. A relativ sejthosszt a
szer addsa eldtti utols6 percben mért diasztolés sejthosszra (100 %) normalizaltuk. A
sejtrovidiilés mértékét a diasztolés sejthossz szazalekdban fejeztiik ki. A nyilak és a szaggatott
(kontroll) kapott sejtrovidiiléshez képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.
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6.6. A p-adrenerg stimulacio hatasa az akcios potencial idotartam rovidtava beat-to-beat

variabilitasara

Az eddigi eredményeink azt bizonyitjak, hogy a Iks és az Ic, 1 hatékonyan csokkenti a
relativ SV-t. Ezért megvizsgaltuk, hogy a B-adrenerg stimulécié milyen hatassal van a SV-ra,

—+ r s . I4
i, Kisérleteink soran a

ugyanis hatdsdra nd a Igs és az Ic, L amplitidoja, valamint az [Ca
B-adrenerg stimulaci6 modellezésére egy nem specifikus agonistat, az izoproterenolt
alkalmaztunk (27. 4abra). 10 nM izoproterenol kismértékben ugyan, de szignifikdnsan
roviditette az AP iddtartamat (219+6 ms-ro6l 19547 ms-ra; P<0,0001, n=13), ezzel egyiitt
jelentdsen csokkentette a SV-t is (2,31+£0,12 ms-r6l 1,43+0,11 ms-ra; P<0,0001, n=13)
(27. abra, C). Ez a SV csokkenés nagyobb mértékii volt, mint amit a kontroll APD-SV
Osszefliggésbdl varhatnank (27. abra, H). Ugyanakkor a P-adrenerg stimulacio noveli az
[Ca®"]i-t amird] kimutattuk, hogy relativ SV novelé hatasi. Ezek utan logikus 1épésnek tiint
megvizsgalni az izoproterenol hatasat 5 pM BAPTA-AM eldkezelést kovetden is
(27. abra, D,E). A 25 perc Ca”" kelator el6kezelés — ahogy a korabbi kisérleteinkben is —
szignifikans mértékben ndvelte az APD-ot, anélkiil, hogy a SV-t jelentés mértékben
megvaltoztatta volna. Ha a sejteken BAPTA-AM eldkezelést kovetden vizsgaltuk az
izoproterenol hatasat, azt tapasztaltuk, hogy a szernélkiili allapotokhoz hasonlé mértékben
csokkentette mind az APD-ot (336+14 ms-rol 30111 ms-ra; P<0,003, n=7), mind a SV-t
(3,52+0,34 ms-rol 2,26+0,19 ms-ra; P<0,002, n=7). Nem tapasztaltunk kiilonbséget az
1zoproterenol relativ SV-ra kifejtett hatdsaban BAPTA-AM jelenlétében vagy hidnyaban. Ez
arra enged kovetkeztetni, hogy az izoproterenol SV modosité hatisat nem az [Ca®']-ban
bekovetkezd valtozasok okozzék, feltehetdleg ez a Ik, és az I, 1 ndvelés eredménye.
Megvizsgaltuk az izoproterenol frekvencia-fiiggd hatasat is. Az ilyen kisérletek soran
a kiilonbozo frekvencidk beallitdsakor iddre van sziikség a steady-state eléréséhez, az azonban
limitalja a lehetdségeket, hogy az izoproterenol hatasa koriilbeliil 5 perc alatt beéll, majd a
valtozatlan koncentracio mellett is megkezdddik a B-receptorok deszenzitizacidja. Igy ezen
kisérleteinkben 10 AP-t regisztraltunk minden egyes frekvencian, hogy minimalizaljuk a két
felvétel kozotti idot. Az alkalmazott ingerlési ciklushosszak a kovetkezdk voltak: 0,3 sec,
0,5 sec, 1sec, 2sec, 5sec. Az izoproterenol mindkét hatdsa — APD rovidités és SV
csokkentés — fokozodott az ingerlési frekvencia csokkentésével (27. abra, F,G),

Osszességében a relativ SV is fokozatosan csokkent (27. abra, H).
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27. abra: Az izoproterenol (ISO) hatasa a SV-ra. A B-adrenerg stimulaciot ISO (10 nM)
segitségével modelleztiik. (A) 50 db reprezentativ akcids potencialt mértiink kontroll esetben
¢s 10 nM ISO jelenlétében. (B) A kapott APD értékek felhasznalasaval reprezentativ Poincaré
diagramot szerkesztettiink. Az ISO hatasa az APD-ra és a SV-ra Krebs mérdoldatban (n=13;
C), valamint 25 perc 5 uM BAPTA-AM perfuzidt kovetden (n=7; D). Az ISO-indukélta APD
¢s SV valtozasok (ASV és AAPD) Krebs mérdoldatban, valamint 25 perc BAPTA-AM
perfuzidt kovetéen (E). (F, G) Az ISO-indukalta APD ¢és SV valtozasok (ASV és AAPD)
frekvencia-fliggd sajatsagai (n=8). A teljes ingerlési ciklushossz tartomany a kovetkezd volt:
0,3, 0,5, 1, 2, 5 sec. (H) Az ISO hatésa a relativ SV-ra (ASV-AAPD) kiilonb6z6 ingerlési
ciklushosszak mellett. A H panelen lathatdo vastag fekete folyamatos gorbe a 9. abran
bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll ASV-AAPD 0Osszefliggest jellemzd —
standard goérbe. A szaggatott vonalak a nulla véltozast jelolik. Csillaggal a szignifikans
(P<0,05) ISO hatasokat jeloltiik (Krebs mérdoldathoz és/vagy BAPTA-AM-hez képest).
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6.7. A szoveti redox potencial hatiasa az akcios potencial idotartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasara

6.7.1. Redukalé kornyezet hatasa az akcids potencial idotartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasara

A sejtek kozvetlen kornyezetében végbemend szoveti redox potencial megvaltozasa
markdns  hatdssal bir a szovet elektrofizioldgiai  tulajdonsagaira. Kovetkezd
kisérletsorozatunkban a redox potencidlt oxidativ és reduktiv irdnyban valtoztattuk. A
redukald kornyezet modellezésére redukaloszerekbél, 1 mM DL-dithiothreitolb6l, 1 mM
L-glutationbdl és 1 mM L-aszkorbinsavbol allé koktélt alkalmaztunk. A redukéld koktél alig
volt hatassal az AP alakjara, az APD-ot nem befolyésolta (kontroll: 214+10 ms; 9. perc
redukald koktélban: 210£10 ms; n=12), viszont a SV-t szignifikans mértékben csokkentette
(kontroll: 2,81+0,30 ms; 9. perc redukald koktélban: 2,12+0,15 ms; P<0,03, n=12)
(28. abra, A,C). A hatas kifejlddéséhez koriilbeliil 6 percre volt sziikség, az AP paraméterek
kozil a SV innentdl kezdve mar nem valtozott tovabb. Amennyiben a kontroll SV-APD
Osszefliggéshez hasonlitjuk a redukald koktél alkalmazasa soran kapott eredményeinket,
lathatjuk, hogy az a relativ SV-t csokkentette (28. abra, B,D), ugyanis a pontok a standard
gorbe alatt taldlhatoak, mivel a nem szamottevd AP rovidiiléshez képest szignifikdnsan

csokkent a SV.

6.7.2. Oxidal6 kornyezet hatiasa az akcidés potencial idétartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasara

A redukal6 kornyezettel ellentétben az oxidacié markans hatassal volt az AP alakjara
(29. abra, A). Az oxidalo kornyezet modellezésére 10 uM hidrogén-peroxidot (H,O,)
alkalmaztunk, ami fokozatosan novelte az APD-ot, valamint a SV-t is (29. abra, A-C).
Jellemzden 10-15 perccel a szer perfundalasat kovetden — az Gsszes vizsgalt sejt esetében —
EAD-k alakultak ki. A H,O, hatdsara az APD ¢és a SV is koriilbeliil ugyanolyan mértékben
nétt (kontroll: APD 21448 ms, SV 2,57+0,24 ms; 9. perc H,O,-ban: APD 265+10 ms, SV
9,46+1,43 ms; P<0,001, n=10) (30. abra, A,C), azonban mégis nagymértékben novelte a
relativ SV-t (30. abra, B,D). A méréseink azon szakaszaban, ahol a EAD-k kialakultak, az
APD akar 600-800 ms hosszu is lehetett, amivel parhuzamosan a SV értéke magatdl értet6do

modon extrém mértékben nott (akar 50-100 ms kiilonbség két egymast koveté APD kozott),
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28. abra: A redox potencial szerepe: a redukaléo kornyezet hatasa a SV-ra. Az 1| mM
DL-dithiothreitolbol, 1 mM redukalt L-glutationbdl és 1 mM L-aszkorbinsavbol 4ll6 redukalo
koktéllal (RED) 9 percig perfundaltuk a sejteket. (A) A RED id6fiiggd hatasa az APD-ra és az
SV-ra 3, 6 és 9 perc RED perfuziot kovetden (n=12). (B) A kontroll koriilmények kozott,
valamint a RED perfuziot kovetden kapott SV értekek az APD értékek fiiggvényében. (C) A
RED-indukélta APD és SV valtozasok (ASV és AAPD) a 3., 6. és 9. percben. (D) A 3, 6 és
9 perc RED perfuzi6 hatasa a relativ SV-ra (ASV-AAPD). Az B és D panelen lathato fekete
folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval kapott kontroll SV-APD
vagy ASV-AAPD 0Osszefiiggést jellemz0 — standard gorbe. Csillaggal a kontroll
koriilményekhez képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.

azonban a méréseink elsd 9 percében tapasztalt SV emelkedés nem all Gsszefiiggésben a

EAD-k kialakulasaval.

6.7.3. A redox potencial szerepe az akcios potencial idotartam rovidtava beat-to-

beat variabilitasaban

Annak tisztazasara, hogy a drasztikus H,O, hatés valoban a redox potencialban torténd
valtozas eredménye, megismételtiik az el6zd kisérleteinket ugy, hogy a sejteket a redukalo
koktéllal el6kezeltiik, majd ezt kovette a redukalo koktél+oxidalo oldat (H,O,) kezelés. Mivel

a redukalo hatas gyorsnak és stabilnak bizonyult, ezen kisérleteinkben a sejteket 5 percig
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29. abra: A redox potencial szerepe: az oxidalo kornyezet hatasa a SV-ra és az APD-ra.

crcr

akcids potencidl kontroll esetben, valamint a 10 uM H,0, perfuziot kdvetd 9. és 12. percben,
(B) valamint a bemutatott akcios potencialok APD értékeinek felhasznalasaval szerkesztett
reprezentativ Poincaré diagram. (C) 30 perc hosszu reprezentativ kisérlet, mely demonstralja
a H,O, korai utodepolarizaciot generdlo hatisat, amely lathato az dbra A és B panelén is. A

crer

perfundaltuk a redukalé koktéllal. A 10 uM H,O,, a redukald koktéllal vald eldkezelés
ellenére is novelte mind az APD-ot (redukéld koktélban: 203+11 ms; 9. perc H,O,+redukélo
koktélban: 231+13 ms; n=6), mind a SV-t (redukélé koktélban: 2,37+0,15 ms; 9. perc
H,0,+redukéld koktélban: 3,144+0,36 ms; P<0,05, n=6) (31. abra, A,C). Azonban a H;0,
hat4sai nem voltak olyan kifejezettek redukald kornyezet alkalmazasa mellett, valamint az igy
elvégzett kisérletek egyikében sem jelentkezett EAD, mint ahogy azt az el6zdekben
részletezett kisérletek soran tapasztaltuk. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a redukalo
kornyezet sikeresen ellensulyozta a H,O, relativ SV noveld hatasat, az 6sszes mérési pont a

standard gérbén helyezkedik el (31. abra, B,D).
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30. abra: A redox potencial szerepe: az oxidalo kornyezet hatasa a SV-ra. Az oxidalo
kornyezetet 10 uM H,0, perfuzidjaval hoztuk 1étre. (A) A 10 uM H,O, id6fiiggd hatasa az
APD-ra és az SV-ra 3, 6 é 9 perc H,O, perfuziot kovetden (n=10). (B) A kontroll
koriilmények kozott, valamint a H,O, perfuziot kovetden kapott SV értékek az APD értékek
figgvényében. (C) A H,Os-indukélta APD és SV valtozasok (ASV és AAPD) a 3., 6. és
9. percben. (D) A 3, 6 és 9 perc H,O, perfuzio6 hatasa a relativ SV-ra (ASV-AAPD). AzB és D
panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval
kapott kontroll SV-APD vagy ASV-AAPD 0sszefliggést jellemzd — standard gorbe.
Csillaggal a kontroll koriilményekhez képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeldltiik.
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31. abra: A redox potencial szerepe: az oxidalé és redukalé kornyezet egyiittes hatasa a
SV-ra. A 10 uM H,0; perfuziot 5 perc redukalo koktél (RED: 1 mM DL-dithiothreitol, 1 mM
redukalt L-glutation és 1 mM L-aszkorbinsav) alkalmazasat kovetden kezdtiik meg. (A) A
10 uM H,0; ¢és a RED egyiittes id6fliggd hatasa az APD-ra és a SV-ra (n=6). (B) A kontroll
korlilmények kozott, valamint a RED, majd a RED+H,0, perfuziét kovetden kapott SV
értékek az APD értekek fiiggvényében. (C) A H,O,-indukalta APD ¢és SV valtozasok (ASV és
AAPD) a 3., 6. és 9. percben 5 perc RED alkalmazasat kovetden. (D) A 3, 6 és 9 perc H,O»
perfuzid hatasa a relativ SV-ra (ASV-AAPD) 5 perc RED alkalmazasat kovetéen. Az B és D
panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval
kapott kontroll SV-APD vagy ASV-AAPD 0sszefiiggést jellemzd — standard gorbe. A
szaggatott vonalak a H,O, hatasat megel6z6 nulla véltozast jelolik (RED-ban). Csillaggal a
RED-hoz képesti szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeldltiik.

6.8. Klinikumban is alkalmazott gyogyszermolekula hatasa az akcids potencial

idotartam rovidtavua beat-to-beat variabilitasara

Megvizsgaltunk egy, a klinikumban is alkalmazott gydgyszermolekula hatasat a
SV-ra. Vélasztasunk a tiazolidindion szerkezetli pioglitazonra esett. A pioglitazont a 2-es
tipusu diabetes mellitus masodik vagy harmadik vonalbeli kezelésére javasoljak, emellett
gyakorta alkalmazzdk cukorbeteg allatmodellekben is. Jellemzd tulajdonsaga, hogy nagy

affinitassal kotddik a peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gammahoz (PPARYy),
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inzulin-érzékenyité, tehat kedvezd hatdssal bir a cukorhaztartdsra, valamint
antiatherosclerotikus hatasu is.

Ahogy az az iondram méréseinkbdl is kideriilt, a pioglitazon csokkentette a I
amplitadojat, ezzel dsszhangban az AP mérések soran a korai repolarizacio csokkenését
tapasztaltuk (32. abra, A). 1 és 10 uM pioglitazont vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy mig az
1 uM nem befolyasolta (kontroll: APD 227+7 ms, SV 2,54+0,38 ms; 1 uM pioglitazon: APD
225+6 ms, SV 2,29+0,28 ms; n=5), addig a 10 uM pioglitazon szignifikdnsan csokkentette
mind az APD-ot, mind pedig a SV-t (10 uM pioglitazon: APD 20847 ms, SV 1,69+0,13 ms;
P<0,04, n=5), (32. abra, B-D). A pioglitazon hatékonyan csokkentette a relativ SV-t
(32. abra, E).
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32. abra: A pioglitazon (PIO) hatdsa a SV-ra. (A) 50 db reprezentativ akcids potencial
kontroll esetben és 10 uM PIO hatésara, (B) valamint a hozza tartozd reprezentativ Poincaré
diagram. (C) A kontroll és a PIO esetén kapott APD ¢s SV értékek. (D) A PIO-indukalta APD
¢s SV valtozasok (ASV és AAPD). (E) A PIO hatésa a relativ SV-ra (ASV-AAPD). Az E
panelen lathato fekete folyamatos gorbe a 9. abran bemutatott — elektrotonus injektalasaval
kapott kontroll SV-APD vagy ASV-AAPD 0sszefliggést jellemzd — standard gorbe. A
szaggatott vonalak a nulla valtozast jelolik. Csillaggal a kontroll koriilményekhez képesti
szignifikans eltéréseket (P<0,05) jeloltiik.
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7. Megbeszélés

Maiig sem teljesen tisztazott, hogy a beat-to-beat variabilitas szabalyozasaban az egyes
folyamatok milyen relativ szereppel birnak. Fontos feladat feltdrni mindazon eseményeket és
az azok hatterében 4all6 mechanizmusokat melyek sulyos szivritmuszavarokat, példaul a
hirtelen szivhalalhoz vezetdé kamrafibrillaicot okozhatnak. Az elmult évek kutatomunkaja
alapjan bebizonyosodott, hogy 6nmagaban a QT-intervallum mérése nem minden esetben
jelzi eldre pontosan az életveszélyes aritmidk kialakulasat. Ezért a kutatocsoportok arra
torekednek, hogy olyan prediktorokat taldljanak, melyek megbizhatéan eldrejelezhetik az
aritmidk kialakulasat a gyakorld orvosok szamara. A tudoményos vildg egyre nagyobb
érdeklédést mutat a téma irdnt, igy a kisérletes — dallatmodelleken végzett — vagy
szamitogépes modellezést végzd munkdk és kozlemények szama az elmult par évben
folyamatosan nott. Mivel nem ismert kelléen a beat-to-beat variabilitds hattere, célul tliztiikk
ki, hogy annak okait és modulatorait tanulmanyozzuk kutya szivébdl szarmazo6 bal kamrai
izolalt kardiomiocitdkon. Az AP mérésekhez a konvenciondlis hegyes mikroelektroda

technikat alkalmaztunk.

7.1. Az akcios potencial idotartam szerepe a rovidtava beat-to-beat variabilitasban

Szadmos tanulmany leirta mar a kiilonb6z6 ioncsatornakra haté szerek hatdsat az AP
morfologiara, valamint a SV-ra, azonban ezeket a méréseket specidlis feltételek mellett
végezték (pl.: B-adrenerg stimulacié kombinacidja Ixs gatldssal). Tobb betegségben ismert,

45,136, 139 .
» 7227 valamint a

hogy megnd az AP repolarizacidjanak iddtartama és igy a QT-intervallum
SV is. Ujabb kutatdsok azonban kimutattak, hogy sikeres antiaritmids kezelés soran nem
feltétleniil sziikséges a QT-intervallum csokkentése. fgy magatdl értetédd a kérdés, hogy
vajon a SV milyen mértékben fligg az APD-atol? Az emlitett kérdésre az irodalomban
talalhato adatok nem adnak egyértelmii valaszt. Jelen munka legfébb célja tehat az volt, hogy
megallapitsuk, hogy milyen mechanizmusok dallhatnak a SV hatterében, valamint annak
kideritése, hogy milyen mértékben fiigg a SV az APD-4at6l. Célunk volt annak meghatarozasa
is, hogy meg tudjuk itélni valamely beavatkozas hatdsat a SV-ra, fliggetleniil az el6idézett
APD véltozastol. Ez alapjan csoportosithatjuk az AP-t kialakitd iondramokat abbdl a
szempontbol, hogy melyek APD stabilizald, azaz antiaritmias hatdsuak (csokkentik a relativ

SV-t), és mely ionaramok okozzdk az APD instabilitasat, vagyis potencidlisan aritmogén

hatasuak (novelik a relativ SV-t).
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A SV kialakitasanak hatterében tobbek kozott az ioncsatorndk kapuzésanak

104, 131 “A SV_ban torténd valtozasokat azonban az APD

sztochasztikus viselkedése allhat
negativ visszacsatolasu (negative feedback) szabalyzasa is magyarazhatja. Nevezetesen, egy
inward aram fokozott aktivalddasa dnmagéaban noveli az AP iddtartamat, azonban a pozitiv
platopotencidl hatisara repolarizacidt segitd ionaramok — Ik, és Igxs — aktivalodnak, ami
végeredményben az APD rovidiiléséhez vezet. Eredményeink azt mutatjak, hogy az Icar, a Ik:
és a Iy, csokkentik a SV-t, gatlasuk értelemszeriien noveli azt. Erdekes modon a két, egyarant
befelé irdnyuld aram — az Ic, 1 és a késoi In, — ellenkezd hatassal volt a SV-ra, annak ellenére,
hogy mindketté noveli az AP iddtartamat. A kiillonbséget a két inward aram kozott az
magyarazhatja, hogy az Ic,1 a platé fazis kezdetén aktiv'®, mig a késéi Ina a platé fazis

késobbi szakaszan a legaktivabbgg’ 182

. Az Ic,p hatdsdra megemelkedett platopotencial
nagyobb mértékben képes aktivalni a Ig-ét és a Igs-€t, mig a Iy, id6ben késébbi megjelenése
miatt mar nem képes erre. Az AP platofazisa alatt nagy a membran impedanciaja'®, igy az
Ohm torvény értelmében ilyenkor a nettd6 membranaramban torténd kis valtozasok is

12, 13 . i
k= *°. Vélhet6en ez

viszonylag nagy membranpotencidl és APD valtozast eredményezne
magyarazza a I, SV noveld hatasat.

Azon kisérleteinkben ahol az ingerlési ciklushosszat valtoztattuk, hasonld
eredményeket kaptunk, mint Johnson és mtsai’’. Eszerint az ingerlési ciklushossz ndvelésével
— az ingerlési frekvencia csokkentése esetén — a SV fokozatosan nétt. A 700 ms-os, vagy
annal nagyobb ciklushossz esetén (1-5 sec) a SV-ban torténd valtozasok kovették az AP
id6tartaméaban torténd valtozasokat, vagyis megfeleltek az elektrotonusos kisérletiinkben
megallapitott kontroll SV-APD 06sszefliggésnek. Ennek hatterében valdsziniileg az egyes
ionaramok frekvencia-fliggd sajatsagai allhatnak, ugyanis ismert, hogy a ciklushossz
emelésével az Ic, 1 amplitudoja ndvekszik, mig a Ix-ének amplitidoja csokken. A 300, 400 és
500 ms-os ciklushosszak esetén azonban eltérést tapasztaltunk a relativ SV-ban, vagyis
vélhetden valamilyen méas — APD-tol fliggetlen — faktor is befolyasolhatja a SV-t. Ennek
feltehetdleg a pozitiv 1épcsdjelenségként ismert élettani folyamat lehet az oka, ugyanis rovid
ciklushosszak esetén jelentésen né az [Ca®']; és a kontrakciok amplitudéja.

A B-adrenerg stimulaciot szimuldld kisérleteinkben az izoproterenol hatdsa is
frekvencia-fiiggdnek bizonyult. Az izoproterenol relativ SV csokkentd hatdsa az ingerlési
frekvencia csokkentéssel kifejezettebbé valt. Ez jellemzd volt a humdn szivfrekvencia
tartomanynak megfeleld 0,5-1 sec széles ciklushosszak esetén is. Hasonlo eredményt kaptunk
amikor az izoproterenolt BAPTA-AM jelenlétében alkalmaztuk, tehat az Ic,p €és a Ik
fokozodasa dominans az [Ca”']; valtozasaval szemben. 300 ms-os ciklushossz esetén azonban

az izoproterenol érdemben nem befolyasolta a relativ SV-t, vagyis a gyors frekvencian torténd
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Ca®" akkumulalodas ellensillyozhatta az izoproterenol hatisat. Azt azonban érdemes
megjegyezni, hogy Johnson és mtsaival ellentétben, a kisérleteink soran nem tapasztaltunk
AP alternanst, még 300 ms-os ciklushossz esetén sem’”’.

A relativ SV bevezetésének van egy tovabbi elénye is. Az irodalomban talalhatd
adatok elég nagy tartomdnyt fognak at a kontroll AP idétartamot és SV-t tekintve. Abi-Gerges
és mtsai eredményei 300-377 ms hosszit APD-ot és 5-12 ms-os SV-t mutatnak', mig ezek az
értékek Johnson és mtsai kisérleteiben 276 ms-nak (APD) és 5,9 ms-nak (SV) bizonyultak”’”.
Bal kamrai monofazisos AP mérés esetén Thomsen és mtsai az APD-ot 324-353 ms-nak

talaltdk, a SV értéke pedig 1,8-2,3 ms volt'*

. Heijman ¢és mtsai kozleményében a
sztochasztikus szimulacios kisérletekben az APD 252 ms-nak, a SV pedig 4,3 ms-nak
bizonyult®™. A kisérleteink soran tapasztalt kontroll SV értékek ezeknél alacsonyabbnak
bizonyultak, ami feltehetéleg a munkacsoportunk 4altal bedllitott stabil, jol miikodd
enzimatikus izolalas eredménye. Az Osszehasonlithatosag érdekében azonban célszertibb a

relativ SV-t haszndlni.
7.2. Az ionaramok szerepe a beat-to-beat variabilitisban

A kisérletek tervezésekor ugy gondoltuk, hogy az APD és a SV kozott linearis
Osszefiiggés allhat fenn, azaz, ha hosszabb az AP id6tartama, nagyobb lesz a SV is.
Vizsgalataink alapjan azonban megallapitottuk, hogy a SV-APD 0&sszefliggés nem-linearis,
hanem exponencidlis 0sszefiiggést mutat. Az ioncsatorna modulatorokkal végzett kisérleteink
eredményeit az elektrotonusos kisérletek sordn megallapitott kontroll SV-APD
Osszefliggéshez viszonyitottuk, mert ugy véljiik, hogy ez az dsszefiiggés adhat valos képet az
egyes ionaramok relativ szerepérdl. Ez alapjan legfébb megallapitasunk, hogy az Ic, 1, a Ik és
a I, stabilizalja az APD-ot, mig a Iy, és a I;,; az APD labilitasat okozza.

Korabban szdmos ioncsatorndra hatd szerrdl leirtak, hogy befolyasolja a beat-to-beat
variabilitast, azonban egyik tanulméany sem vizsgalta a SV AP id6tartamtol valo fliggését. Az
elsé erre iranyulo kisérletet szamitogépes modellezés segitségével végezték™. Korabbi

vizsgalatok soran kutya szivizomsejteken a dofetilid, HMR 1556, ATX-1I"’ 1%,

180

€s 1zoprotereno
mig tengerimalac sejteken a tetrodotoxin és intracelluldris EGTA ™" hatdsat tanulmanyoztak.
Eredményeink megerdsitik, hogy a In, €s a Ik, jelentds hatdssal bir a SV-ra. Kisérleteink soran
1 Hz-es ingerlési frekvencia mellett Ik, gatloszerek jelenlétében sem tapasztaltunk EAD-k
megjelenését, szemben Abi-Gerges €s mtsaival, akik szintén egészséges, kontroll kutydk
szivéb8l szarmazé bal kamrai szivizomsejtekkel dolgoztak'. A kezdeti vizsgalatok

eredményei alapjan is az ugymond APD stabilizal6 aramok koz¢ sorolhatd a Ixs’. A mi
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munkank is ezt mutatta, jollehet, a kiilonbségek csak a ASV-AAPD 0Osszefiiggések
vizsgalatakor valtak nyilvanvaloéva, mivel a HMR 1556 6nmagaban csak kismértékiit APD
novekedést okozott. Pueyo és mtsai altal készitett szimulacids kisérletben meghatarozo

r 144 14 r I4 1 1
tényezonek adodott a Ixs csatornak szama 3

. MID sejteken alacsonyabb Ik csatornaszdmot
(és nagyobb SV-t) figyeltek meg mint ENDO és EPI sejteken, ami sszhangban all a mi
eredményeinkkel is. A Ik, és a Ik vizsgalata soran kapott eredményeink és az irodalmi adatok
azt mutatjak, hogy a repolarizacios rezerv forditottan aranyos a SV-sal. Kiilonbség adodott
azonban az Ic,p vizsgéalatakor kapott eredményeinkben az irodalmi adatokhoz képest. A
megel6z6 publikaciok stabilizald aramnak tituldltadk az Ic,p-ot, a mi kisérleteinkben viszont
messze a legfontosabb iondramnak bizonyult a SV moduldlasban. Ezt a nizoldipin és
Bay K8644 szerekkel kapott eredményeink bizonyitjak, miszerint a publikalt SV-ra kifejtett
mérsékelt hatasokkal szemben az Ic, 1 gétlasakor jelentds mértékben nétt a relativ SV, mig

, , . 4
annak fokozésakor a relativ SV csokkent®™

. Megemlitendd, hogy egy ujabb, kutya
szivizomsejteken mért eredményeken alapuldé — még nem publikdlt — in silico tanulmany
szerint a Iy, a legfontosabb SV modulalé ionaram, ezt koveti sorrendben a Ik, az Icar, €s a
Igs™.

Az AP iddtartam mellett az AP morfologia is fontos szereppel bir a SV
meghatarozasaban™. Heijman és mtsai szimulacios kisérletikben leirtdk, hogy az AP
sharomszogesedése” csokkentette, mig ,négyszogesedése” markénsan emelte a SV-t*°. A
»négyszogesedést” ugy érték el, hogy a modellbe taplalt Ic, 1 amplitadojat 75 %-kal, a Ii1-ét
pedig 20 %-kal csokkentették, mikozben a Ix; és a Igy-€t 20-20 %-kal novelték. A
haromszogesedés soran pedig a Ik; €s a I, amplitadojat csokkentették 70, és 60 %-kal, a
Ixu-€t pedig 275 %-kal novelték. A mi kisérleteinkben nizoldipin jelenlétében tapasztaltunk
négyszog alaka AP morfologiat ¢és emelkedett relativ SV-t, mig a Ix; gatlasa
haromszogesedést okozott. Mivel az APD negativ feedback szabalyzdsaban kiemelkedden
fontos a platopotencidl értéke, igy a haromszdgesedés sordn az APDg értéke talbecsiili a
valds helyzetet. Ezért nem tekintjiik a Ix;-ot proaritmids hatastinak, még annak ellenére sem,
hogy a BaCl, csokkentette a relativ SV-t.

Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy az AP morfologia valtozdsa nem minden
esetben jar SV valtozassal. Legjobb példa erre a 4-aminopiridin alkalmazéasa EPI sejteken.
Hatasara nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az ENDO sejtek APD és SV értékeihez
képest. Munkacsoportunk korabbi és jelenlegi eredményei kimutattdk, hogy az emlds
szivizom nem homogén, eltérések tapasztalhatok az egyes régidkbdl szarmazo sejtek APD ¢€s

5

J . w ., 14 ee e w e (e J . J e 7 .
SV értékei kozott . A kiilonb6zd ioncsatorna-expresszid ¢€s iondramdenzitas €lettani

jelentdsége, hogy egyes farmakoldgiai behatdsok mas valaszt eredményezhetnek a sziv
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kiilonb6z6 régidiban. Ennek patologias kovetkezménye, hogy egyes antiaritmias szerek akar
proaritmids hatést is eredményezhetnek.

Az egyes iondramok hatasdnak vizsgéalata soran torekedtiink a legszelektivebb
gatlo- és aktivaloszerek, illetve azok megfeleld koncentracioinak kivalasztasara. Szelektivitasi
probléma épp a I, esetén adddott, ugyanis még az alkalmazott 1 mM-os 4-aminopiridin
koncentracid sem tekinthetd teljesen szelektivnek, ugyanugy, ahogy a 100 uM chromanol
293B sem. Mivel utdbbi hatdssal van a Igs-€re is, ezért az iondramok gatlasakor a chromanol
293B inkubaciot HMR 1556 kezelés eldzte meg, igy ebben az esetben a HMR 1556 hatasahoz
hasonlitottuk eredményiinket.

Korabbi eredményeink szerint a pioglitazon szignifikans mértékben gatolta a Iy, az
Icar és a Ik, amplitaddjat, valamint az indirekt modszerrel — Vi, €rtéke csokkent az AP
nulladik fazisa sordn — jellemezhetd Ing-ot is. A lioi, az Icar €és a Ik, gatlasa vérhatoan
egyértelmiien noveli a SV-t, azonban ugy latszik, hogy a In. blokkolas kell6képpen

ellenstlyozni tudta ezen hatasokat, melyek netté eredménye relativ SV csdokkenés.
7.3. Az intracellularis kalcium szerepe a beat-to-beat variabilitasban

Az [Ca®"]; lehetséges szerepének vizsgalatara két egyszerli modszert alkalmaztunk. Az
[Ca®"]; csokkentésére BAPTA-AM Ca®" kelatort, mig annak emelésére A23187 Ca”" jonofort
hasznaltunk. Ezzel a modszerrel lehetéségiink volt a sejt teljes [Ca®']; valtozasanak hatasat
megitélni a SV-ra, azonban a szivciklushoz kapcsoloddo dinamikus valtozasok
tanulmanyozasara ez a modszer alkalmatlan. Megallapitottuk, hogy az [Ca®]; emelkedése
noveli a relativ SV-t, mig ellenkez6 esetben a relativ SV csokkenését tapasztaltuk. Az dsszes
altalunk alkalmazott kisérletes koriilmény mellett a BAPTA-AM csokkentette a relativ SV-t.
Erdekes modon akkor is csokkent a relativ SV, ha az AP id6tartamat megel6z6leg szignifikans
mértékben noveltiik. Legjobb példa erre a Ik, gatlast (dofetilid, E-4031) kovetd relativ SV
csokkenés BAPTA-AM jelenlétében. A BAPTA-AM Onmagaban is szignifikdns mértékben
noveli az APD-ot, melyet magyardzhat az Ic, 1 Ca®"-fiiggé inaktivaciojanak hianya. Ezen feliil
egy ujabb kozlemény ramutatott arra, hogy a BAPTA-AM kozvetlen gatlé hatassal bir a
Ix-ére HEK 293 sejtvonalonmg. Az alacsonyabb [Ca®]; csokkentette a relativ SV-t abban az
estben is, ha Bay K8644 vagy veratridin alkalmazéasaval tovabb aktivaltuk az Ic,r-ot és a
Ina-ot. A gyors ingerlési frekvencidk esetén tapasztalt SV novekedés l1étrejohetett a pozitiv
1épcsdjelenség kovetkeztében is. Annak ellenére, hogy az eldbbiekben emlitett jelenségek
hatterében alapvetden eltérd mechanizmusok allhatnak, 6sszességében elmondhatjuk, hogy az

alacsonyabb [Ca®']; csokkenti a relativ SV-t.
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A kardiomiocitdkban az egyik legfontosabb Ca®" eltavolitd mechanizmus a INCX64.
Amennyiben SEA0400 alkalmazéasaval gatoltuk a NCX-t, a relativ SV markansan nott.
Patkany szivbdl szadrmazod sejteken leirtdk, hogy a NCX gatlas hatasara emelkedik a
szubszarkolemmalis Ca®" koncentracié®. Ezzel ellentétben munkacsoportunk korabbi
eredményei azt mutatjak, hogy kutya miocitdkon a SEA0400 nincs szignifikdns hatdssal az
[Ca®Ji-ra®®, igy vélhetSen a SEA0400 ezekben a sejtekben is csak a kozvetlen membran alatti
mellett akar mas hatassal is birhatnak'®. Hipertrofias, remodellacié soran strukturalisan és
elektromosan atépiilt sejtek esetén példdul 1 uM SEA0400 a dofetilid hatdsara megnovelt
SV-t csokkentette, valamint a EAD incidenciat is megakadalyozta, ezzel egyiitt a megndtt

+ . o4, e . .
Ca”" tranziens amplitadot is sikeresen csokkentette™.

7.3.1. A szarkoplazmatikus retikulumbdl szarmazé Kkalcium szerepe a

beat-to-beat variabilitasban

A teljes sejt Ca®" tartalmanak befolyasoldsa mellett, a SR raktarakbél felszabadulo
Ca” is szignifikans szerepet jatszik a SV modulalasiban. A SR szerepének tisztazasara két
olyan szert alkalmaztunk, mely vagy a Ca®" SR raktarba torténé felvételét, vagy a SR
raktarbol torténé Ca®" felszabaduldsat gatolja. A SR Ca®’ tartalmanak Kkitiritéséhez

148,177 4 RYR2 gatlasahoz pedig rianodint hasznaltunk'"”. Megallapitottuk,

ciklopiazonsavat
hogy mindkét szer csokkentette a sejtrovidiilés mértékét (a rianodin nagyobb mértékben),
mely 6sszhangban 4ll azokkal a megfigyelésekkel, mely szerint a ciklopiazonsav és a rianodin

169, 179 " Ezekben a kisérletekben a

csokkenti az intracellularis Ca®" tranziens amplitadojat
sejtek rovidiilését hasznaltuk az [Ca®"]; indikatoraként. Bar a két szer hatasa kozott adodtak
idobeli  kiilonbségek, mindkettd hatékonyan csokkentette a relativ SV-t. A SR SV
meghatarozo szerepét irtak le Johnson és mtsai is, akik B-adrenerg stimulaciot kovetden azt
figyelték meg, hogy a sejt Ca*"-mal valo toltédése egy id6 utan, a SR-bol torténd spontan
diasztolés Ca®" felszabadulast eredményez. Ez szignifikansan noveli a SV-t, sét a diasztolés
csurgas egy tranziens inward aram indukaldsan keresztil DAD és EAD kialakulasdhoz is
vezethet’”®. A DAD kialakulasat kovetd AP-ok idétartama hosszabb volt a nyugalmi
iddtartamhoz képest. Ugyanezen munkacsoport eredményei szerint a rianodin megsziintette a
DAD-kat, és drasztikus SV csokkenést okozott.

A SR-bol torténs Ca®" felszabadulasnak tehat jelentds szerepe van a SV

befolyasolasaban. Ezt feltehetdleg az magyarazza, hogy a felszini membranban elhelyezkedd

Ca2+-fﬁgg6 ioncsatornak kozvetleniil érzékelik a szubszarkolemmalis térben torténé Ca®*
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koncentracid véltozasokat, melyeket a Ca’" tranziensek befolyasolnak. Heijman és mtsai
szintén azt tapasztaltak, hogy a SV nem csak az APD-atél fiigg, hanem az [Ca*']i-ban torténd
lokalis valtozasoktol is (példaul a spontan diasztolés Ca’" felszabadulastol, mely egy nagyban

lokalizalt szubcellularis esemény)®’.

Eredményeink alapjan tehat megallapitottuk, hogy az [Ca’’]; fontos regulatora a
SV-nak, mivel annak emelkedése jelentés SV noveld hatdssal bir. Ez a hatds vélhetden az Ic,
Ca*’-fiiggd inaktivacidjanak modositisan keresztiil valosul meg. Természetesen tovabbi
Ca*-fiiggd iondramok (pl.: Ca’'-figgd Cl-dram vagy szamos Ca’'-fiiggd K'-aram) is

hozzajarulhatnak a SV kialakitasahoz, de a jelen munka nem tér ki ezek vizsgalatara.

7.4. A redox potencial szerepe a beat-to-beat variabilitasban

A SV-t a sejtek redox allapota is befolyasolja. Ennek vizsgélatara haromféle kisérleti
elrendezést alakitottunk ki. Oxidalo kozegnek 10 uM H,0,-ot alkalmaztunk, a redukalé kozeg
modellezésére pedig 1 mM DL-dithiothreitolb6l, 1 mM redukalt L-glutationbdl és 1 mM
L-aszkorbinsavbol all6 redukald koktélt haszndltunk. Végiil a két modszert kombinaltuk,
elébb adva a redukald koktélt, majd az oxidalo H,O,-ot. Az alkalmazott redukéloszer
koncentraciok megfeleld puffer kapacitassal birtak, mellyel a H,O, hatdsat is sikeriilt
biztonsagosan ellensulyozni. Megéllapitottuk, hogy a redukélo kozeg alkalmazéasa (5-10 perc
redukald koktél) hatékonyan csokkentette a relativ SV-t. Ezzel ellentétben az oxidalo
kornyezetben (10-15 perc H,O, perfiizié) markansan nétt az APD valamint a relativ SV is,
mindezek mellett az 6sszes vizsgalt sejt esetében EAD-k jelentek meg. Amennyiben a sejteket
elézdleg a redukald koktélban inkubaltuk 5 percig, a H,O, nem volt képes EAD generalasra,
vagyis a H,O, hatdsa valoban a redox potencial oxidativ iranyban torténd elmozditasan
keresztiil jott létre. Egyes patologias esetekben, ahol oxidativ stressz alakul ki a
szivizomzatban — mint példaul az iszkémia/reperfiizio indukalta karosodasok, hipertenzio,
diabétesz vagy ateroszklerozis esetében™® — a redox potencial és vele egyiitt a SV
megvaltozasa magyardzhatja az ilyen betegségekben kialakuld szivritmuszavarok gyakoribb
eléfordulasat.

Az irodalomban taldlhatd kozlemények a redox potencidl megvaltozdsdnak szamos
iondaramra Kkifejtett hatasat leirjak, azonban az adatok meglehetdsen eltéré kisérleti
elrendezésekbél illetve killonbozé speciesekbdl szarmaznak. Kutya’®, nyal”" ' és patkany'™*
szivizomsejteken kimutattak, hogy az oxidalé kornyezet hatasara szignifikdnsan nétt az Ic,

amplitaddja, ezzel szemben tengerimalac sejteken csokkentett’" . HEK 293 sejtvonalon,
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melyen eléz6leg a huméan L-tipusa Ca®" csatorna a;c alegységét expresszaltattik, az oxidalo
kornyezet szintén novelte az Ic, amplitudéjat’’, mig egy masik munkacsoport azt tapasztalta,
hogy patkany sejteken nem valtoztatja meg az dram nagysagat’’. Mig a Ix; amplitadojat nem
modositotta szignifikins mértékben az oxidalé kornyezet nyal’' és tengerimalac sejteken®’,
addig az Ix ap fokozddasat irtdk le az utdbbi modellben®® 2, Amennyiben CHO sejteken
expresszaltak a Ix-ért felelds human Ether-a-go-go-related gén (hERG) altal kodolt K, 11.1
csatornat, a H,O, fokozta az 4ram nagysagat®. Azonban ezek a megfigyelések nem adnak
magyarazatot arra, hogy a H,O, jelenlétében miért nétt olyan jelentés mértékben a SV,
ugyanis az Ic,p €és a Ik, fokozddasa relativ SV csokkentd, tehdt antiaritmids hatdstinak
bizonyult kisérleteinkben, valamint in silico modellekben is?. Ugyanakkor, a Ig; és az Ix atp
indifferens aramnak bizonyult. Eredményeink szerint a Ik jelenléte is a SV csokkenését
okozza, tengerimalac sejteken azonban a H,O, csokkentette az dramot*'. Ennek ellenére ez
sem adhat kompromisszum mentes magyarazatot a tapasztalt SV ndvekedésére, ugyanis kutya

161, 164

szivizomsejteken nyugalomban elhanyagolhat6 a Ixs szerepe . Nyul kamrai miocitdkon

65, 175 ,
»~"°. Ez és a fokozott

tortént mérések soran az [Ca2+]i emelkedését tapasztaltak H,O, hatasara
Ina magyarazhatja a SV novekedését. Az ionaramok koziil viszont egyediil a In, fokozodasa
adhat magyarazatot a SV novekedésére. Irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy az oxidativ
szabad gyokok hatdsara megsziinik a Iy, gyors inaktivacidja, ami fokozottabb, vagy tartdésabb
Ina-hoz vezet'”. A Ina nehézkes mérése miatt azonban nem vizsgaltak az oxidativ koérnyezet
kozvetlen hatasat a In,-ra kutya sejteken. Ezt az elméletet tdmasztja ald az a tény, hogy a
magasabb [Na']; az [Ca®]; emelkedését vonja maga utan. Szamos olyan folyamatrol leirtak —
mely redox potencial valtozast okoz —, hogy emeli az [Ca2+]i-t. Tobbek kozott fokozza az Ic, L

7178 8LOLITS. 184 yalamint a RYR2 nyitvatartasi valoszintiségét® - ' Goldhaber

amplitadojat
és mtsai megfigyelték, hogy reperfuzié soran a szabad gyokok hatisara nétt a Incx®.
Reperfiizié soran emelkedik az [Na'];, ami kedvez az [Ca’"]; emelkedésének, mely veégso
soron triggerelt aritmidk kialakuldsdhoz vezethet. Az itt felsorolt mechanizmusok
magyarazhatjak az oxidativ stressz SV novel6 hatdsat. Egy Gijabb tanulmény kimutatta, hogy a
peroxinitrit felhalmozodasa — mely a szuperoxid és a nitrogén-oxid reakcidjanak eredménye —
noveli a SV-t kutyaban, azonban érdekes modon csak a kamrai sejteken, pitvari sejteken

nem27 .

7.5. Klinikai vonatkozasok

Jelen munkank hozzdjarulhat a beat-to-beat variabilitds jobb megértéséhez.

Eredményeink és az irodalmi adatok azt sugalljadk, hogy az emelkedett beat-to-beat
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variabilitds  sejtszintli, potencialisan proaritmids események kombindcidit tiikrozi.
Megallapitottuk, hogy a Ik;, a Iks €s az Ic, 1 jelentds rovidtava variabilitds csokkentd hatassal
bir. Eredményeink extrapolalasa azonban nem egyszerli, ugyanis a III. és IV. osztalyba
tartozd antiaritmias szerek ezen dramok gatlasan keresztiil fejti ki hatasat. A Ik, gatloszerei a
I11. osztalyba tartoznak (példaul dofetilid, d-sotalol, amiodaron). Novelik a refrakter periodust
(repolarizacio, QT-intervallum), hatisukat a Na'-csatornak gatlasa nélkiil fejtik ki, igy az
intraventrikularis vezetést nem befolyasoljak (nem szélesedik ki a QRS-komplexum). A IV.
osztalyba tartozok szerek az Ic, 1 gatloszerei (példaul nifedipin, verapamil, diltiazem), ndvelik
az AV-csomodban a refrakter periodus iddtartamat, igy lassitjak az ingeriiletvezetést. Védik a
sejtet a Ca’"-mal valo taltoltédés, igy a DAD-k kialakuldsa ellen. A II. osztalyba tartozo
antiaritmikumok (a B-receptorok kompetitiv antagonistai, példaul propranolol, pindolol,
nebivolol) viszont épp az adrenerg stimuldcid relativ SV csokkentd hatasat gatolhatjk,
ugyanis kisérleteinkben a 10 nM izoproterenol volt a leghatékonyabb a temporalis variabilitas
redukalasaban. Természetesen a B-adrenerg stimulacid nem minden koriilmény mellett
antiaritmids hatdst, azonban bizonyos koriilmények kozott ilyen tulajdonsédgokkal is
rendelkezik. A manapsadg hasznalt antiaritmikumok tehat a kedvezd hatasuk ellenére
novelhetik a beat-to-beat variabilitast, mely csokkentheti a gyogyszerek hatékonysagat.

Altalanosan elfogadott tény, hogy a magas [Ca’’]; proaritmids hatasu. Kétféle
mechanizmus vezethet a magas [Ca®"]; indukalta szivritmuszavarhoz. Az elsé esetben az
emelkedett [Ca”']; hatéséra a gap junction kapcsolatok zarédnak a szomszédos sejtek kozott.
Ennek kovetkezménye a megndvekedett longitudindlis ellenallas, lassabb ingeriiletvezetés,
ami végsd soron re-entry aritmiat okozhat. Egy masik esetben pedig a magas [Ca®]; a SR
taltoltddéséhez vezet, melybSl a spontan felszabadulé Ca*™ DAD-k kialakulasat okozhatja.
Eredményeink alapjan egy harmadik mechanizmust is figyelembe kell venni, mégpedig az
[Ca®']; emelkedés hatasara megnott beat-to-beat variabilitast.

Egyes patologias koriilmeények kozott a hosszabb AP sordn az Ic,p (és a Ina)
Ujraaktivalddasa EAD-t okozhat. Azonban a mi kisérleti koriilményeink mellett ezt nem
tapasztaltuk, sem az Ic,i novelésekor (Bay K8644), sem az aram inaktivacidjanak
csokkentésekor (BAPTA-AM) ¢és 1 Hz ingerlési frekvencia mellett sem. Munkacsoportunk
legfrissebb eredményei szerint azonban az ingerlési frekvencia csokkentése és a két szer (Bay
K8644 és BAPTA-AM) egyiittes alkalmazasa extrém moddon fokozza a EAD-k megjelenését
izolalt sejteken®.

Egy érdekes és Ujfajta stratégia lehet az antiaritmids kezelésben a gap junction
kapcsolatok modulalasa. Szadmos agensrél kideriilt, hogy befolyasolni képes ezen

kapcsolatokat. Szivelégtelenség vagy miokardidlis iszkémia esetén a gap junction kapcsolatok

74



zarodhatnak, a redox potencial eltolédhat oxidativ irdnyba, ami magyarazhatja a beat-to-beat
variabilitds novekedését és az aritmia eloforduldsat. Egészséges egyénekben azonban —
fiziologias sejt-sejt kapcsolat esetén — EAD-k nem akalulnak ki és nem terjednek a
szomszédos sejtekre, még teljes Iy, gatlast kovetéen sem' "

A Dbeat-to-beat variabilitds egy viszonylag 0j lehetdség az aritmidk elérejelzésére. A
QTVI-et 1997-es elsé leirasa ota (Berger és mtsai) szamos betegcsoporton tesztelték a
klinikumban'. Azonban szamos limitalé tényezd all még a modszer utjaban, mint példaul,
hogy jelenleg sincs kereskedelemben elérheté megfelel$ szoftver a QTVI meghatarozasara™.
Jelen munkénk segithet a beat-to-beat variabilitds hatterében all6 folyamatok megértésében.
Az elmult években egyre nagyobb szamban jelentek meg a beat-to-beat variabilitassal
foglalkoz6 kozlemények, melyek experimentalis eredményei a szimulacids adatokkal
kiegészitve fontos informacidkat adhatnak a beat-to-beat variabilitdst meghatdrozo
molekularis hattérrél. A sejtszinti beat-to-beat variabilitds nem egyediili faktora az in vivo
QT-intervallum variabilitasnak, fontos azonban, hogy a folyamatokat alapjaiban értsiik meg,
igy a jovoben mindenképp érdemes tovabb vizsgdlni a beat-to-beat variabilitdst akar
multicellularis prepardtumokon, akar teljes sziven végzett kisérletekben, vagy akar a
paciensekrdl elvezetett EKG regisztratumok tanulmanyozasaval. Ezek értelmezéséhez
segitséget adhatnak a sejtszintli vizsgalatok eredményei €s remélhetleg a jovOben uj

antiaritmids kezelések kifejeszlesztéséhez jarulhatnak hozza.
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33. abra: Osszefoglalo abra a jelen tanulmany kereteiben vizsgalt folyamatok SV-ra
kifejtett hatasardl egy sematikus szivizomsejten. Az éabran kék szin jelzi azokat a
folyamatokat, amelyek a beat-to-beat variabilitds csokkenését, az akciés potencial
repolarizacidjanak stabilitdsat okozzak. Piros szin jelzi azokat a folyamatokat, amelyek a
beat-to-beat variabilitast novelik, és zolddel jeldltiik a beat-to-beat variabilitds szempontjabol
indifferens folyamatokat. Az dbrén taldlhat6 roviditések a kovetkezok. [Ca2+]i: intracellularis
kalcium koncentracid; Ic,: L-tipusu kalciuméaram; Ix;: befelé egyeniranyitd kaliuméram;
Ix-atp: ATP-fliggd kaliumaram; Ik, késdéi egyeniranyitd kaliumaram gyors komponense;
Iks: késoi egyeniranyitd kaliumaram lassi komponense; In,: natriumaram; Iy,;: tranziens kifelé
iranyuld kaliumaram; NCX: Na'/Ca* cseremechanizmus; RYR2: rianodin receptor;
SR: szarkoendoplazmatikus retikulum; SERCA: SR Ca’>"-ATPaz; B-AR: B-adrenerg receptor.
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8. Az értekezésben szereplé uj tudomanyos eredmények

Az izolalt bal kamrai szivizomsejtek akcids potencidljanak rovidtava beat-to-beat

variabilitasat vizsgalva a kovetkezo legfontosabb eredeti megallapitasokat tettiik:

1.

Elsoként vezettiik be a relativ SV fogalmat. A relativ SV — szemben az abszolut SV-sal
— hasznosabb informaciéval szolgal az egyes beavatkozasok, valamint a kiilonb6z6
szerhatasok proaritmidas hatasait tekintve. Az egyes gyogyszerek mas €s mas hatassal
birnak az APD-éra, valamint a SV-ra, ezért valamely szer SV-ra kifejtett hatasat csak
ugy tudjuk megbizhatéan megitélni, ha figyelembe vessziik az APD-ra kifejtett hatasat
is. Ehhez el6szor egy standard 6sszefliggést allapitottunk meg. Eredményeink alapjan
leirtuk a kontroll SV-APD és ASV-AAPD 0Gsszefliggéseket és az ehhez viszonyitott
valtozast tekintjiikk relativ SV-nak. Elsdként irtuk le, hogy a SV és az APD értékei
kozott exponencialis a kapcsolat.

Kimutattuk, hogy a bal kamra f6bb iondramai koziil az Ic,; a legfontosabb SV
stabilizal6 iondram, ezt kdveti a Ik, valamint a Ig,. Kisérleteink alapjan a leginkdbb SV
instabilitast okozd dramnak a I, és a I, bizonyult. A Ix; és Ix arp indifferens a SV
szempontjabol.

Az APD negativ feedback szabalyozasa egy kulcsfontossagi tényez6 a SV
modulalasaban.

Megallapitottuk, hogy az [Ca®’]; fontos szereppel bir a SV modulalisiban. A
magasabb [Ca®"]; emelkedett relativ SV-sal tarsul.

A SR-bol torténd Ca®* felszabadulas is jelentSsen hozzajarul a SV modulalasdhoz.

Az ingerlési ciklushossz emelésével a SV az APD-mal megegyez6 mértékben
valtozik, a ciklushossz csokkentésekor azonban n6 a relativ SV.

Transzmuralis SV kiilonbségeket mutattunk ki az APD-dban a bal kamra faldban,
nevezetesen a bal kamra legnagyobb részét alkot6 MID régidoban mérhetd a
legnagyobb SV.

Kimutattuk, hogy a redox potencidl megvaltozasdnak markans hatdsa van a SV-ra.
Oxidativ kornyezetben jelentds mértékben nd a relativ SV, ezzel szemben a redox

potencial reduktiv irdnyban torténd elmozditasa a relativ SV csokkenését okozta.
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9. Osszefoglalas

Ujabb kutatasok szerint az akciés potencial id6tartam (APD) rovidtava beat-to-beat
variabilitasa (short term variability, SV) hatékonyan eldrejelezheti a proaritmids allapotokat.
Azonban napjainkig sem tisztazott milyen mechanizmusok allhatnak a folyamat hatterében,
illetve a mar leirt faktorok milyen relativ szereppel birnak a SV modulalasaban.

Jelen tanulmanyban célul thztik ki a SV és az APD kozotti Osszefliggés
tanulmanyozasat, az egyes ionaramok aktivalo- és gatloszerekkel torténd vizsgdlatat, az
ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatadsat a SV-ra, valamint az intracellularis kalcium
koncentracido €és a redox potencidl szerepét a SV meghatarozasaban. Vizsgélni kivantuk
tovabba a SV valtozasat a bal kamra kiilonb6z6 régioibol szarmazo sejteken.

Meéréseinket konvencionalis hegyes mikroelektréda technikdval végeztiikk, kutya
szivébol enzimatikusan izolalt bal kamrai szivizomsejteken. Az akcids potencial méréseket
kovetden a SV kvantitativ jellemzéséhez 50 egymast kovetd APD felhasznalasdval Poincaré
diagramokat szerkesztettiink.

Kisérleteink zomét midmiokardialis sejteken végeztiik, melyek SV-a magasabbnak
bizonyult mint a szubepikardidlis és a szubendokardialis sejtek esetében. Az elektrotonust
alkalmazo kisérleink soran megallapitottuk, hogy a SV értéke fligg az APD-tol, a két
paraméter kozotti dsszefliggés exponencialis. Igy tovabbiakban minden eredményiinket az
ebben a kisérletsorozatban megallapitott standard gorbéhez viszonyitottunk, és az ettdl valo
eltérést relativ SV-nek neveztiink. Dofetilid, HMR 1556, nizoldipin és veratridin alkalmazasa
novelte a relativ SV-t, mig Bay K8644, tetrodotoxin, lidokain és izoproterenol csokkentette
azt. Megallapitottuk, hogy az alacsonyabb ingerlési frekvencia és az emelkedett intracellularis
kalcium koncentracido ndvelte a relativ SV-t, valamint, hogy a szisztolé¢ alatti kalcium
felszabadulds egy meghataroz6 eleme a SV-nak. Kimutattuk, hogy a redox potencial
megvaltozasa szignifikdns hatassal lehet a relativ SV-ra, ugyanis redukald kornyezetben
csokkent, mig oxidalo kornyezetben nétt a relativ SV.

Elséként vezettiik be a relativ SV fogalmat, nevezetesen barmilyen beavatkozas SV-ra
kifejtett hatasat csak a kontroll SV-APD 6sszefiiggés alapjan tudjuk értelmezni. Ezek alapjan
az Ica 1, a Ik, €s a Ik stabilizalja a SV-t, mig a In, €s a I, noveli a repolarizéacio instabilitasat.
Ezen feliil fontos meghatarozé eleme a SV-nak az intracelluléris kalcium koncentracio, azon
beliil is a szarkoendoplazmatikus retikulumbol torténté kalcium felszabadulas, az ingerlési

frekvencia valamint a redox potencial.
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10. Summary

Recent studies suggest the short term beat-to-beat variability (SV) of action potential
duration (APD) as a novel method for predicting imminent cardiac arrhythmias, although the
underlying mechanisms are still not clear.

The goal of our experiments were to determine the role of the major cardiac ion
currents, APD, stimulation frequency, redox potential and changes in the intracellular calcium
concentration on the magnitude of SV. Our aim was also to study the transmural
heterogeneity of SV.

Series of action potentials were recorded from isolated canine ventricular
cardiomyocytes using conventional microelectrode technique. SV was quantitatively
described by constructing Poincar¢ plots from 50 consecutive APD-s.

SV was significantly larger on midmyocardial cells compared to subepicardial and
subendocardial cells. On midmyocardial cells SV was an exponential function of APD, when
APD was modified by current injections. Drug effects were characterized as relative SV
changes by comparing the drug-induced changes in SV to those in APD according to the
exponential function obtained with current pulses. Relative SV was increased by dofetilide,
HMR 1556, nisoldipine and veratridine, while it was reduced by Bay K8644, tetrodotoxin,
lidocaine and isoproterenol. Relative SV was also increased by increasing the stimulation
frequency and intracellular calcium concentration. Contribution of transient changes of
intracellular calcium concentration due to calcium released from the sarcoplasmic reticulum
was an important contributor to this process. We found a significant effect of redox potential
on SV, since the reductive environment decreased, while the oxidative environment increased
the relative SV.

We conclude that drug-induced effects on SV should be evaluated in relation with the
concomitant changes in APD. In summary, relative SV is decreased by ion currents involved
in the negative feedback regulation of APD (Ic, 1, Iks and Ik,), while it is increased by In, and
Iio. It is concluded that elevation of intracellular calcium concentration increases relative SV
significantly. More importantly, intracellular calcium concentration released from the
sarcoplasmic reticulum is an important component of this effect. Stimulation frequency and

alterations in the redox potential are also relevant SV modulating factors.
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