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1. Rövidítések jegyzéke 

[Ca
2+

]i intracelluláris kalcium koncentráció 

[Ca
2+

]SR szarkoendoplazmatikus retikulum kalcium koncentráció 

AP akciós potenciál 

APD AP időtartam (a repolarizáció 90 %-ához tartozó időtartam) 

DAD késői utódepolarizáció (delayed afterdepolarization) 

EAD korai utódepolarizáció (early afterdepolarization) 

EKG elektrokardiogram 

ENDO szubendokardiális  

EPI szubepikardiális  

ICa,L L-típusú kalciumáram (L-type calcium current) 

IK1 befelé egyenirányító káliumáram (inward rectifier potassium current) 

IK-ATP ATP-függő káliumáram (ATP-dependent potassium current) 

IKr  késői egyenirányító káliumáram gyors komponense (rapid component of 

delayed rectifier potassium current) 

IKs késői egyenirányító káliumáram lassú komponense (slow component of 

delayed rectifier potassium current) 

IKur késői egyenirányító káliumáram ultragyors komponense (ultra rapid 

component of delayed rectifier potassium current) 

INa nátriumáram (sodium current) 

Ito1 tranziens kifelé irányuló káliumáram (transient outward potassium current)  

Ito2 Ca
2+

-függő kloridáram (transient outward chloride current) 

MID midmiokardiális 

NCX Na
+
/Ca

2+
 cseremechanizmus (Na

+
/Ca

2+
 exchanger) 

PMCA plazmamembrán Ca
2+

-ATPáz 

RYR rianodin receptor 

SERCA szarkoendoplazmatikus retikulum Ca
2+

-ATPáz 

SR szarkoendoplazmatikus retikulum 

SV rövidtávú variabilitás (short term beat-to-beat variability of APD) 

TdP Torsades de Pointes 
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2. Bevezetés 

 A szívelégtelenségben szenvedő betegek esetében a halálozások körülbelül feléért a 

hirtelen szívhalált okozó szívritmuszavarok tehetők felelőssé. Ez világszerte több, mint 

500.000 halálesetet jelent évente. Ezért fontos olyan paraméterek keresése, amelyek 

előrejelzik ezen – a hirtelen szívhalált okozó – aritmiák kialakulását. Napjainkban a QT-

intervallum időtartamának növekedését tekintik a kamrai szívritmuszavarok, különösen a 

Torsades de Pointes (TdP) típusú kamrai tachycardia rizikófaktorának
154

. 

 Újabb kutatások azonban megkérdőjelezik a megnövekedett QT-intervallum és az 

aritmiák kialakulása közötti összefüggést. Ismert ugyanis, hogy a különböző szerhatások 

okozta azonos mértékű QT-időtartam növekedés mellett nem ugyanakkora a TdP 

incidenciája
18, 122, 159

. Megfigyelték azt is, hogy ugyanazon szer különböző dózisainak 

proaritmiás hatása független a QT-intervallum időtartamától
84, 153

, sőt a sikeres antiaritmiás 

kezeléseknél sem feltétlenül következik be QT-időtartam rövidülés
63, 116

. 

 Kutyán és nyúlon végzett kísérletek azt bizonyítják, hogy a szer-indukálta TdP 

aritmiák esetében a QT-időtartam beat-to-beat variabilitása hatékonyabban előrejelzi a 

ritmuszavar kialakulását, mint maga a QT-időtartam növekedése
105, 153

. Állandó 

szívfrekvencia esetén, az egymást követő ütéseknél a kamrai repolarizáció véletlenszerű 

változásai (QT-intervallum) ütésről-ütésre (beat-to-beat) történő variabilitásban 

manifesztálódnak
97

. Ezen eredmények alapján feltételezhető tehát, hogy a csökkent beat-to-

beat variabilitás antiaritmiás hatású, míg a kritikusan megnövekedett variabilitás a QT-

intervallum időtartamától függetlenül kamrai aritmiákra hajlamosít. Ezért a repolarizáció 

beat-to-beat variabilitásának kvantitatív meghatározása egy olyan paraméter lehet, ami 

előrejelezheti a proaritmiás állapotokat. A repolarizáció időbeni változásának 

meghatározására különböző módszerek használata javasolt, így a klinikumban is használatos 

QT-intervallum variabilitás index, vagy a kísérletesen alkalmazott akciós potenciál időtartam 

(APD) rövidtávú variabilitásának a mérése (rövidtávú variabilitás – short term beat-to-beat 

variability of action potential duration, SV) 
135, 152, 153

. 

 Feltételezzük, hogy a SV eredete multifaktoriális, így befolyásolja az ioncsatornák 

sztochasztikus viselkedése
131

 (mely felelős az ionáramok fluktuációiért), az intracelluláris 

kalcium koncentráció ([Ca
2+

]i)
139

 és a sejtek közötti elektromos kapcsolatok
67

. 
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3. Irodalmi áttekintés 

3.1. A szívizomsejtek akciós potenciálja 

 

 Valamennyi élő sejtre jellemző, hogy a membrán két oldala között potenciálkülönbség 

áll fenn, az intracelluláris tér elektronegatívabb az extracelluláris térhez képest. A nyugalmi 

membránpotenciál értéke sejttípustól függően −50 és −90 mV között változhat. A nyugalmi 

membránpotenciál eredete többféle mechanizmusra vezethető vissza. 

 A nyugalmi membránpotenciál elektrofiziológiai módszerekkel mérhető, illetve a 

Goldman-Hodgkin-Katz egyenlet alapján számítható. Ennek értelmében a nyugalmi 

membránpotenciál értéke annak az ionnak az egyensúlyi potenciáljához áll közel, amelyikre 

nézve a sejtmembránnak a legnagyobb a permeabilitása. 

 

𝑉𝑚 =
𝑅𝑇

𝐹
𝑙𝑛

𝑃𝐾+[𝐾+] 𝑒 + 𝑃𝑁𝑎+[𝑁𝑎+] 𝑒 + 𝑃𝐶𝑎2+[𝐶𝑎2+] 𝑒 + 𝑃𝐶𝑙−[𝐶𝑙−] 𝑒

𝑃𝐾+[𝐾+] 𝑖 + 𝑃𝑁𝑎+[𝑁𝑎+] 𝑖 + 𝑃𝐶𝑎2+[𝐶𝑎2+] 𝑖 + 𝑃𝐶𝑙−[𝐶𝑙−] 𝑖
 

1. egyenlet 

ahol Vm az aktuális membránpotenciál értéke, R az egyetemes gázállandó, T az 

abszolút hőmérséklet, F a Faraday-konstans, P a membrán adott ionra vonatkoztatott 

permeabilitása, valamint az [ion]e és [ion]i az adott ion extra- (e) illetve intracelluláris (i) 

koncentrációja
68, 83

. 

A kamrai szívizomsejtek esetén a nyugalmi membránpotenciál értéke −80 mV, 

köszönhetően a nagy nyugalmi K
+
 konduktanciának, melyért a befelé egyenirányító 

káliumáram (inward rectifier potassium current, IK1) felelős. A szívizomsejtek akciós 

potenciálját (AP) öt fázisra szokás felosztani (1. ábra). A nulladik fázis során, a gyors, 

feszültségfüggő Na
+
 csatornák aktiválódnak, ami létrehozza az AP felszálló szárát. Az első 

fázis egy gyors, rövid ideig tartó repolarizáció, mely kialakításáért a tranziens kifelé irányuló 

áram felelős. Ennek van egy 4-aminopiridin érzékeny komponense (tranziens kifelé irányuló 

káliumáram – transient outward potassium current, Ito1) valamint egy Ca
2+

-függő kloridáram 

komponense (transient outward chloride current, Ito2). A második fázis során – plató-fázis – 

aktiválódik az L-típusú kalciumáram (L-type calcium current, ICa,L) és a késői káliumáramok. 

Ennek hatására emelkedik az intracelluláris Ca
2+

-szint, így további depolarizáció jön létre. Ezt 

követi a harmadik fázis, mely során az ICa,L inaktiválódását számos káliumáram fokozatos 

aktiválódása egészíti ki. Ebben fontos szerep jut a késői egyenirányító káliumáram lassú és 

gyors komponensének (slow/rapid component of delayed rectifier potassium current, IKs/IKr)  
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1. ábra: A kutya bal kamrai munkaizomsejtek jellemző akciós potenciálja és annak 

ionáramai. A számok az akciós potenciál fázisait jelölik. Piros szín jelzi a befelé irányuló 

(inward) áramokat, míg a kék szín a kifelé irányulókat (outward). Az ábra jobb oldalán az 

ionáramokért felelős ioncsatornákat kódoló gének és fehérjék láthatók. Varró és 

munkatársának közleménye alapján módosítva
162

. 

 

és végül a terminális repolarizációban résztvevő – már említett – IK1-nak. Az automáciát 

mutató nodális sejtekkel (sinus csomó, atrioventrikuláris csomó) ellentétben a kamrai sejtek 

stabil nyugalmi membránpotenciállal rendelkeznek (elektromos diasztole), mely a 

repolarizáció befejeztével, a fennmaradó nagy IK1 konduktancia által jön létre, kialakítva az 

AP negyedik fázisát.
35

 

 

3.2. A szívizomsejtek akciós potenciálját kialakító ionáramok és ioncsatornák jellemzése 

 

 3.2.1. A szívizom ioncsatornái és ionáramai 

 

A humán és kutya szívizomban az SCN5A-gén (3. kromoszóma) által kódolt Nav1.5 

csatornán keresztüli Na
+
 beáramlás felelős az AP felszálló száráért. A Na

+
 csatornák egy 

körülbelül 260 kDa tömegű pórusformáló α alegységből valamint járulékos β alegységekből 

állnak. A funkcionális csatorna létrehozásához az α alegység jelenléte önmagában is 
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elegendő, azonban a csatorna működésének szabályozásához a β alegységekre is szükség van. 

A felnőtt emberi szívben β1-β4 alegységek találhatóak, melyek amellett, hogy befolyásolják a 

csatorna feszültségfüggését és inaktivációs kinetikáját, szabályozzák a csatornadenzitást is a 

felszíni membránban
38

. A Na
+ 

csatornák egy kis populációjára jellemző, hogy fenntartott 

depolarizáció során nem inaktiválódnak teljesen, vagy újra aktiválódhatnak, ezáltal létrehozva 

a késői nátriumáramot (late INa), mely jelentős szereppel bírhat az AP időtartam és a 

platópotenciál kialakításában
36, 88, 111

. A Na
+ 

csatornák az olyan I. osztályú antiaritmiás szerek 

támadáspontjai, mint például a lidokain vagy a flekainid. Hatásukra lassul az ingerületvezetés, 

így az elektrokardiogram (EKG) QRS-komplexumának kiszélesedését okozzák. Kísérletes 

körülmények között gyakran alkalmazott gátlószerük a tetrodotoxin. 

Szívizomban a feszültségfüggő Ca
2+

 csatornák két típusát írták le, a T- és az L-típusú 

kalciumcsatornát. Kamrai munkaizomsejteken elsősorban az L-típusú kalciumcsatorna fordul 

elő. Legfontosabb feladatuk a Ca
2+ 

ionok sejt belsejébe juttatása és a kontrakciós 

mechanizmus beindítása
39

. Szívizomsejtekben a Ca
2+

 csatornák négy alegységből épülnek fel, 

melyek közül a legfontosabb a 190-250 kDa tömegű α alegység. A csatorna szerkezeti 

felépítése nagyban hasonlít a Na
+
 csatornákéhoz, α alegysége négy homológ doménből áll, 

melyekben azonos helyet foglal el a feszültségszenzor (S4) és a pórusformáló szegmens (S5-

S6). Szintén az α alegység tartalmazza az aktivációs és inaktivációs kapukat, valamint a 

gyógyszerek és toxinok kötőhelyeit. Az α alegység 661 aminosavból álló C-terminusa (és a 

hozzá kihorgonyzott kalmodulin) kritikus fontosságú a csatorna Ca
2+

-függő inaktivációjában 

és a csatorna működésének szabályozásában
110, 128, 186

. Az intracelluláris β, valamint a 

transzmembrán elhelyezkedésű α2δ alegységek szintén szabályozó szereppel bírnak. Az  

L-típusú kalciumcsatorna α alegysége a Cav1.2, melyet a 12-es kromoszómán elhelyezkedő 

CACNA1C-gén kódol
141

. A csatorna aktivációjához jelentősebb depolarizáció (~-30 mV) 

szükséges. A Ca
2+

 csatorna gátlószerek – mint például a verapamil vagy a diltiazem – a IV. 

osztályú antiaritmiás szerek közé tartoznak. Hatásukra megnő az EKG-on az RR- és  

PQ-távolság
147

. További gátlószerei például a nizoldipin vagy nifedipin. 

Egy szívizomsejt AP-ja során számos káliumáram aktiválódik, mint például a korai és 

a késői repolarizációban részt vevő káliumáramok. A K
+
 csatornáknak öt típusát 

különböztetjük meg: (1) a hat transzmembrán egységből és egy pórusformáló egységből álló 

(6TM/1P) feszültségfüggő K
+
 csatornák, (2) a két transzmembrán és egy pórusformáló 

egységből álló (2TM/1P) befelé egyenirányító K
+
 csatornák, (3) a négy transzmembrán és két 

pórusformáló egységből álló (4TM/2P) K
+
 csatornák, (4) a hat transzmembrán és egy 

pórusformáló egységből (6TM/1P) valamint a két transzmembrán és egy pórusformáló 

egységből álló (2TM/1P) szegmensek dimerizációjából létrejött 8TM/2P K
+
 csatornák és (5) a 
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hét transzmembrán egységből álló (7TM) K
+
 csatornák

72
. A továbbiakban kizárólag a kamrai 

AP releváns káliumcsatornái kerülnek bemutatásra. 

A feszültségfüggő K
+
 csatornák kapuzására jellemző, hogy az aktivált állapotból 

inaktív állapotba kerülnek, ebből az állapotból a csatorna újra nyitható. Az ioncsatornák 

inaktivációja kétféle lehet. Az N-típusú inaktiváció során – melyet a „ball-and-chain” modell 

ír le – a csatorna intracelluláris része elzáródik az N-terminus által. A C-típusú inaktivációban 

viszont a hosszantartó depolarizáció és konformáció változás hatására a csatorna 

extracelluláris része záródik
132

. 

Az AP kezdetén a depolarizáció hatására gyorsan aktiválódik és inaktiválódik a Kv4.2 

és Kv4.3 csatornák alakította tranziens áram, a Ito1, melyeket a KCND2 és KCND3 gének 

kódolnak (7. és 1. kromoszóma). A csatorna α alegysége mellett egyéb járulékos fehérjék is 

részt vesznek a csatornák szabályozásában, mint például a KCNE2 gén kódolta MinK-related 

peptide 1 (MIRP1), valamint a KCNIP2 gén által kódolt Kv channel interacting protein 2 

(KChIP2). A MIRP1 a csatorna kinetikáját, míg a KChIP2 a csatorna membrándenzitását 

szabályozza
183

. A Ito1 az első fázis során hozza létre az emlős miokardiumra jellemző „spike-

and-dome” („tüske és kupola”) AP morfológiát. Gátlószerei a 4-aminopiridin és a kinidin. 

A késői egyenirányító K
+
 áram (IK) három komponensét írták le: lassú (IKs), gyors (IKr) 

és ultragyors komponens (IKur). A IKs pórusformáló alegységét a Kv7.1 (korábbi nevén 

KvLQT1) fehérje alkotja, melyet a 11. kromoszóma KCNQ1 génje kódol. Funkcionális 

működéshez szükséges továbbá a MinK peptid alkotta járulékos alegység (KCNE1 gén)
15

. A 

IKs lassú aktivációját követően – inaktivációs kapu hiányában – a csatorna a feszültségtől 

függően deaktiválódik. A deaktiváció során a csatorna nyitott állapotból közvetlenül zárt 

állapotba kerül (inaktív állapot nélkül). Az alegységek génjeit érintő mutációk hozzák létre a 

veleszületett hosszú QT szindróma 1-es és 5-ös típusát (long QT syndrome 1 és 5, innen a 

csatorna korábbi neve)
166

. A IKr gyorsabban aktiválódik, mint a IKs, inaktivációs 

mechanizmusa gyorsabb, mint az aktivációs, így depolarizáció hatására a csatornák rövidebb 

idő alatt kerülnek inaktív állapotba, mint nyitottba és ez a repolarizáció kezdetéig így is 

marad. Az inaktivációból történő visszatérés gyors, amit a csatorna lassú deaktivációja követ. 

Az így reaktivált IKr az egyik legfontosabb repolarizáló áram, azonban az említett 

mechanizmusnak köszönhetően a plató fázis alatt a IKr amplitúdója közel nulla
143

. A 

membránpotenciáltól függő aktiváció és deaktiváció időállandói fajok közötti eltéréseket 

mutathatnak, például humán és kutya sejtek gyors késői K
+
 árama lassabban deaktiválódik, 

mint a IKs
161

. A Kv11.1 fehérje (7. kromoszóma KCNH2 gén által kódolt) alkotta IKr-csatorna 

α alegységéhez a KCNE2-gén kódolt MiRP1 és járulékos alegységként a MinK is 

kapcsolódhat. A két gén mutációja a hosszú QT szindróma 2-es és 6-os típusát okozza
42, 44

. A 
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IKur a pitvari sejtek repolarizációjáért felelős, azonban a kamrai sejteken nincs jelen
120

. Az 

antiaritmiás szerek III. osztályát a repolarizációt lassító K
+
 csatorna blokkolók alkotják. 

Ilyenek például a d-sotalol, dofetilid vagy bretylium. 

A befelé egyenirányító K
+
 csatornákra (inward rectifier, Kir) jellemző a 2TM/1P 

felépítés, valamint az, hogy csak aktivációs kapuval rendelkeznek. A legfontosabb 

csatornaalkotó fehérjének a Kir2.1-et tartják, melyet a 17. kromoszómán található KCNJ2 gén 

kódol
181

. Azonban érdemes megemlíteni, hogy a legújabb nomenklatúra idesorolja a KCNJ12 

és KCNJ4 által kódolt Kir2.2 és Kir2.3 alegységet is
101

. A csatorna elnevezése arra utal, hogy a 

IK1 esetében – ugyanakkora hajtóerő esetén – nagyobb mértékű inward áram jön létre mint 

outward áram. Azonban fontos hozzátenni, hogy fiziológiásan a membránpotenciál értéke 

mindig pozitívabb, mint a kálium egyensúlyi potenciálja (EK), így a csatornán keresztül 

outward áram folyik. Az áram amplitúdója körülbelül −70 mV-ig nő, majd −20 mV körül 

szűnik meg (deaktiválódik). A csatorna egyenirányító tulajdonságaiért az intracelluláris Mg
2+

 

és poliaminok felelősek
114

. Mivel a csatornák az AP alatt −20 mV-nál pozitívabb 

membránpotenciál értékek esetén deaktiválódnak és csak kellően negatív feszültség esetén 

nyílnak újra, nem ellensúlyozzák a plató fázis alatt a depolarizáló áramokat. A IK1 gátlására a 

BaCl2-ot használják. 

 Az említett ioncsatornákon kívül, a kamrai sejteken expresszálódik az ATP-függő K
+
 

csatorna is, amely létrehozza az ATP-függő K
+
 áramot (IK-ATP). Ez az ioncsatorna (Kir6.2 

fehérje és SUR2A járulékos alegység, melyeket a 11. kromoszómán elhelyezkedő KCNJ11 és 

a 12. kromoszómán elhelyezkedő ABCC9 gének kódolnak) fiziológiás körülmények között 

zárt állapotban van, azonban ATP-szint csökkenésre (pl.: hipoxia és iszkémia) aktiválódik és 

további repolarizációt eredményez, vagyis rövidíti az APD-ot
99

. Aktiválására lemakalimot, 

míg gátlására glibenklamidot alkalmaznak. 

A repolarizációban részt vesznek a Ca
2+

-függő kloridcsatornák is. Feltehetőleg a 

TMEM16A (transmembrane protein 16A) nevű fehérje alkotta csatorna hozza létre a már 

említett Ca
2+

-függő Ito2-ot mely az első fázis során aktiválódik
176

.  

  

 3.2.2. A bal kamrai akciós potenciálok transzmurális heterogenitása 

 

 Számos állatmodell esetén leírták, így a kutya
107

, macska
62

, vadászgörény
29

, nyúl
58

, 

sertés
144

, tengerimalac
31

 és humán
57

 szíven is, hogy a kamrafal különböző rétegei között 

markáns AP morfológia eltérések tapasztalhatók. A humán és kutya kamrafal legnagyobb 

részét, tehát magát a szívizomzatot a midmiokardiális sejtek (MID) alkotják. A MID sejteken 

kívül azonban megtalálható egy néhány sejtsornyi régió a szívfal külső (szubepikardiális, EPI) 
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és belső (szubendokardiális, ENDO) oldalán. A MID és EPI sejteken ún. „spike-and-dome” 

konfigurációjú AP-ok mérhetők. Az EPI sejteken sokkal markánsabb a kezdeti gyors 

repolarizáció, mint a MID sejteken. Ezzel szemben az ENDO sejteken minimális a korai 

repolarizáció, amelynek az az oka, hogy ezeken a sejteken kisebb a Ito1 denzitása, mint a MID 

és EPI sejteken. Érdekes módon a szív eltérő régióiban a Kv4.3 csatornafehérje mindenhol 

jelen van, különbség mutatkozik viszont a járulékos alegység, a KChIP2 kifejeződésében
133

. 

További érdekesség, hogy az áram denzitása az életkorral is változik. Újszülött, 50-60 napos 

és kifejlett (10 hónapnál idősebb) kutya EPI sejteken a Ito1 az életkor előrehaladtával 

folyamatosan nő
94

. Munkacsoportunk korábban leírta, hogy az EPI sejteken 50 %-kal 

nagyobb Ito1 és IKs áramdenzitás és csatorna expresszió tapasztalható, mint a MID sejteken. 

Ezzel szemben a INa-ért felelős Nav1.5 fehérje kétszeres mennyiségben fordul elő a MID 

sejteken, mint az EPI sejteken
145

. Alacsony (0,2 Hz) és magas (3,3 Hz) frekvenciával történő 

ingerlés esetén a legkifejezettebb AP hosszváltozást a MID sejteken mérhetjük, míg az ENDO 

és az EPI AP-ok időtartama kevésbé változik. Az AP morfológia és a frekvencia-függő 

sajátságok figyelembevételével, nagy biztonsággal megállapítható, hogy egy adott sejt a 

kamrafal melyik rétegéből származik. 

 

3.3. A szívizomsejtek kalcium homeosztázisának bemutatása 

 

A szívizomsejtek Ca
2+

-homeosztázisa alatt a sejtben végbemenő Ca
2+

 szintet fokozó és 

Ca
2+

 eltávolító mechanizmusok finoman szabályozott egyensúlyát értjük, mely 

elengedhetetlen a sejtek normális működéséhez. 

A sinus csomóban képződött ingerület (AP) tovaterjed a szív távolabbi régiói felé. A 

kamrai sejteken a depolarizáció hatására megnyíló Na
+
 csatornák AP-t váltanak ki. Ezt a 

depolarizációt érzékelik a T-tubulusban elhelyezkedő Cav1.2 Ca
2+

 csatornák 

feszültségszenzorai, mely Ca
2+

 influxot eredményez. A Ca
2+

 beáramlás (ICa,L) a sejt 

intracelluláris raktáraiból (szarkoendoplazmatikus retikulum, SR) történő Ca
2+

 felszabadulást 

eredményez. Ez a folyamat a Ca
2+

 indukálta Ca
2+

 felszabadulás (Ca
2+

 induced Ca
2+

 release, 

CICR), mely a 2-es típusú rianodin receptorokon keresztül történik (RYR2). Ezt az teszi 

lehetővé, hogy a T-tubulus Ca
2+

 csatornái és a SR üregrendszere a junkcionális résben ún. 

diádokat alkotnak, mely komplexum integritásáért a junctophilin 2 fehérje felelős
142

. Egy 

ilyen komplexumban 10 db Ca
2+

 csatornára körülbelül 100 db RYR2 jut. Az [Ca
2+

]i 

megemelkedéséért legnagyobb részben a SR-ból történő Ca
2+

 felszabadulás a felelős. Az 

egyedi RYR2-okon elemi Ca
2+

 felszabadulási események, Ca
2+

 sparkok alakulnak ki, amelyek 

kumulálódnak és gyors tovaterjedő Ca
2+ 

hullámot (Ca
2+

 tranziens) formálnak, majd a 
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megemelkedett [Ca
2+

]i kontrakciós fehérjéket aktivál. Az excitációs-kontrakciós kapcsolat 

(elektromechanikai csatolás) eredménye a sejt és a szívizom szisztole alatti kontrakciója. 

A RYR2 egy ~550 kDa tömegű, homotetramer felépítésű, nagy vezetőképességű, de 

alacsony szelektivitású ioncsatorna a SR membránjában. Nevét egy mérgező növényi 

alkaloid, a Ryania speciosa szárában és gyökerében megtalálható rianodinról kapta
60

. A négy 

alegység mindegyike tartalmaz egy transzmembrán és egy intracelluláris domént. A  

C-terminális régiót tartalmazó TM-domén hozza létre a pórusformáló alegységet és felelős a 

csatorna kapuzásáért. Az intracellulárisan elhelyezkedő N-terminális régió különböző 

szabályozófehérjék kapcsolódási helye, mint például a FKBP12.6 (FK506-binding protein 

12.6 kDa, más néven calstabin2)
98, 103

. A rianodin receptor másik két típusa leginkább a 

vázizomzatban (RYR1) és az agyban (RYR3) expresszálódik. A RYR2 működését 

befolyásolja a dihidropiridin szerkezetű Ca
2+

 csatorna, az ATP és Mg
2+

 koncentráció. A SR 

Ca
2+

 tartalmának csökkentése a RYR2 záródásához vezet. 

A kétféle – forward és reverz – módban működő Na
+
/Ca

2+
 cseremechanizmus (NCX) 

a szarkolemmában megtalálható elektrogén, másodlagosan aktív antiporter fehérje. Forward 

módban 1 Ca
2+

-ot távolít el a sejtből és vele egyidőben 3 Na
+
 kerül a sejt belsejébe. Amikor a 

sejtmembrán depolarizált, Na
+
-ok kerülnek az intracelluláris térbe (az AP felszálló szára), 

ekkor a NCX reverz módban Ca
2+

-ot juttat a sejtbe a Na
+
 ellenében. A NCX a repolarizáció 

során ismét forward módban Ca
2+

-ot távolít el a sejtből. A NCX 9 TM α-hélixből, egy 

intracelluláris hurokból (5-6 TM domén között), egy intracelluláris C-terminálisból és egy 

extracelluláris N-terminálisból áll. A 2-3 és 7-8 TM közötti α-alegységeknek az ionkötés és 

transzport mechanizmusban, míg az intracelluláris hurokban található β-alegységeknek a Ca
2+

 

érzékelésben és megkötésben van szerepe (Ca
2+

 binding domain 1 és 2). Utóbbi doménekkel 

léphetnek kölcsönhatásba a foszfolemman és a kalcineurin, mindkettő gátló hatást fejt ki. Az 

intracelluláris hurok Ca
2+

 kötése aktiválja, míg Na
+
 kötése deaktiválja az antiportert. A NCX 

az SLC8 molekulacsalád tagja és három izoformáját különítjük el. A szívben kifejeződő 

altípus a NCX1, azonban jelentős expressziót mutat az agyban és a vesében is. Emellett a 

NCX2 és a NCX3 szelektíven expresszálódik az agyban és a vázizomzatban
30

. Intenzív 

kutatás folyik szelektív NCX gátlószerek kifejlesztésére, jelenleg a SEA0400-at tekintjük 

megfelelő gátlószernek. 

Az [Ca
2+

]i csökkentésének két módja lehet; a Ca
2+

 vagy az extracelluláris tér felé 

távolítódik el, vagy pedig a sejt belső raktáraiba kerül visszavételre. Az egyik ilyen 

mechanizmus a már említett NCX. A plazmamembrán Ca
2+

-ATPáz (PMCA) szintén 

szarkolemmális Ca
2+

 eltávolító mechanizmus. Nevéből is látható, hogy működése 

energiaigényes folyamat, ATP hidrolízisére van szükség. A csatorna 1 Ca
2+

 : 1 ATP 
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sztöchiometriával rendelkezik
76

. A PMCA a plazmamembrán teljes fehérjepopulációjának 

mindössze a 0,1 %-át teszi ki, azonban feltételezik, hogy a PMCA-nak finomhangoló szerepe 

lehet, ugyanis olyan koncentráció tartományokban is működőképes ahol az alacsony 

affinitású NCX már hatástalan
30

. A szívizomzatban megtalálható két izoforma közül a 

PMCA1 vesz részt a Ca
2+

 beat-to-beat módon történő eltávolításában
119

. A intracelluláris 

raktárak közül a SR a legfontosabb. A SR membránjában elhelyezkedő SR Ca
2+

-ATPáz 

(SERCA) 2 Ca
2+

 : 1 ATP sztöchiometriával pumpálja vissza a Ca
2+

-ot
156

. Újabban írták le a 

mitokondriumok jelentőségét mint intracelluláris Ca
2+

 raktárak, melyek fontos szerepet 

tölthetnek be, ugyanis a szívizomsejtek térfogatának mintegy egyharmadát alkotják
52, 172

. 

Megfigyelték, hogy csökkent mitokondriális Ca
2+

 uniporter expressziót mutató 

állatmodellekben, a beat-to-beat Ca
2+

 oszcillációk amplitúdója szignifikánsan emelkedett, míg 

overexpresszált állatokban ennek az ellenkezőjét tapasztalták
56

. Abban az esetben, ha a 

mitokondriumok túltöltődnek Ca
2+

-mal, a mitokondriumok belső membránjában elhelyezkedő 

permeabilitási tranzíciós pórusok megnyílnak és az így felszabaduló Ca
2+

 (valamint a 

következményes depolarizáció) aritmogén hatású lehet
127

. Nyúl (valamint tengerimalac
21

, 

vadászmenyét
17

 és humán
130

) szívizomsejtekben kimutatták, hogy a Ca
2+

 visszavétel  

70 %-áért a SR, 28 %-áért a NCX felelős és csupán 1-2 % zajlik a PMCA-on és a 

mitokondriális Ca
2+

 uniporteren keresztül
20

.  

A SERCA pumpa egy körülbelül 110 kDa tömegű fehérje a SR membránjában. Több 

izoformája is ismert, a szívizomban a SERCA2a fordul elő, melyet a 12. kromoszómán 

elhelyezkedő SERCA2 (ATP2A2) gén kódol. A SERCA egy 10 transzmembrán hélixet 

(10 TM) tartalmazó régióból, valamint egy intracelluláris feji régióból áll, melyet egy 

pentahelikális szár egészít ki. A feji régióban az ATP kötőhelyen kívül szabályozó 

foszforilációs domének is helyet foglalnak. A 10 TM régió tartalmazza a Ca
2+

-kötőhelyet, 

valamint szerepe van a fehérje konformáció változásában
113

. A SERCA pumpasűrűség a SR 

membránjában igen nagy (20.000-30.000 db/µm
2
), egyes becslések szerint a SR 

membránfehérjék 90 %-át teszi ki
113

. Működését befolyásolhatja a SR Ca
2+

 tartalma 

([Ca
2+

]SR), a foszfolambán és az endogén membránkötött Ca
2+

-kalmodulin függő protein 

kináz II (CaMKII). Abban az esetben, ha megfelelően alacsony a [Ca
2+

]SR, az ICa,L nem képes 

kiváltani a CICR-t a SR-on keresztül. Ez a folyamat lehetőséget (és időt) biztosít a 

szívizomsejtnek, hogy a Ca
2+

 raktárait feltöltse. A [Ca
2+

]SR növelése lehetséges 

megnövekedett Ca
2+

 influx, csökkent Ca
2+

 efflux vagy pedig fokozott SERCA aktivitás 

útján
138

.  
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3.4. A kamrai aritmiák kialakulásának előrejelzése 

 

A szív-elektrofiziológia rengeteget fejlődött az első dokumentált kamrafibrilláció óta, 

azonban a halálesetek száma (450.000/év az USA-ban, 20-30.000/év Magyarországon) még 

napjainkban is megdöbbentően magas. A szíveredetű halálokok leginkább a hirtelen 

szívhalálhoz és a szívelégtelenséghez köthetőek. A két betegség gyakran együtt alakul ki 

számos egyéb kórkép hatására, mint például a koronária-betegség, kardiomiopátia vagy 

szívritmuszavar. A szívelégtelen betegek 50 %-a hirtelen szívhalál miatt hal meg. Az 

implantálható kardioverter-defibrillátor (ICD) terápia magas költségei, valamint a betegek 

nagy száma miatt igény van egy olyan paraméterre ami előrejelezheti a végzetes kimenetelű 

aritmiák kialakulását. Amennyiben mégis kamrafibrilláció alakul ki, azonnali elektromos 

kardioverzióra és a beteg kórházba szállítására van szükség. Ennek során a szűk 

keresztmetszet az idő, vagyis az aritmia minél hamarabbi detektálása életeket menthet. 

Egyes szívritmuszavarok kialakulását megelőzően az egyes sejtek repolarizációs ideje 

megnő, amelyet a gyakorlatban az EKG QT-intervallumának időtartam növekedése 

reprezentál. Az 1990-es évek közepétől az International Conference on Harmonization 

(ICH S7B és ICH E14) irányelveit elfogadva a QT időtartam-növekedés lett az elfogadott 

biomarker a TdP kockázat megítélésére
4, 5, 16, 59, 77

. 

Újabb közlemények azonban rámutattak arra a tényre, hogy a megnövekedett AP 

időtartam (és QT-intervallum) önmagában nem feltétlenül hajlamosít aritmiák kialakulására
6, 

86, 154
. Ezért a veleszületett vagy szerzett TdP aritmiák kialakulásának előrejelzésében a 

jelenlegi biomarkereket – az APD növekedése és a korai utódepolarizációk (EAD) kialakulása 

mellett – a TRIaD mozaikszó írja le. Ezek az AP háromszögesedése (Triangulation), a 

fordított frekvenciafüggés (Reverse rate dependence), valamint az APD megnövekedett 

térbeli és időbeli variabilitása (Instability and Dispersion of the AP)
85-87

. A TdP típusú kamrai 

aritmia kialakulásához két feltétel szükséges. Szükségeltetik az ún. aritmia szubsztrát 

(hosszabb repolarizáció, a repolarizáció térbeli és időbeli diszperziója), aminek táptalaján az 

ún. trigger (extraszisztole) kiváltja a ritmuszavart
105

. 

Állatmodelleken (kutya és nyúl) végzett kísérletekben – különböző farmakológiai 

módszerekkel megváltoztatott APD-ok esetében is – a QT-intervallum beat-to-beat 

variabilitása hatékonyabban prognosztizálta a – kísérlet folyamán később kialakuló – TdP 

típusú eseményeket, mint önmagában a QT-intervallum monitorozása
82, 105, 135, 153, 174

. Ezt 

később humán betegek esetében is megerősítették
90

. Megállapították, hogy azon gyógyszerek, 

melyek összehasonlítható mértékű – mind abszolút, mind relatív – repolarizáció időtartam 

növekedést okoztak, más TdP incidenciával rendelkeztek
18, 84, 86, 115, 118, 122, 159

. Bizonyos 
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gyógyszerek proaritmiás hatása a különböző alkalmazott koncentrációk függvénye volt és 

nem a QT-intervallum növekedésével állt összefüggésben
84, 153, 155

. Egy adott gyógyszer 

infúziós sebességének megváltoztatása is aritmogén lehet anélkül is, hogy a QT-intervallum 

időtartama megváltozna
33, 53, 168, 170

. Mindezekkel összhangban, állatmodellekben bizonyítást 

nyert az is, hogy a sikeres antiaritmiás kezelés során nem feltétlenül szükséges az APD 

rövidítése
63, 116, 121

. Mindezt az is bizonyítja, hogy számos antiaritmiás beavatkozás, melyet a 

TdP kezelésére alkalmaznak (pl.: intravénás KCl adása, IK-ATP aktiváció, steady-state kamrai 

ingerlés), csökkenti a beat-to-beat variabilitást annak ellenére, hogy a QT-intervallum 

továbbra is jelentősen hosszabb marad
154

.  

A humán eredmények és az állatkísérletek alapján feltételezik, hogy a QT-intervallum 

beat-to-beat variabilitásának csökkenése antiaritmiás hatású, míg a megemelkedett  

beat-to-beat variabilitás aritmogén – torsadogén –, függetlenül a QT-intervallum 

időtartamától. A repolarizáció diszperziójának növekedése tehát számos körülmény között 

aritmogén hatású
7
. Ezért a repolarizáció-időtartam variabilitásának kvantitatív meghatározása 

előrejelezheti az aritmia kialakulását, a proaritmiás állapotot. 

  

3.5. Az akciós potenciál időtartam beat-to-beat variabilitása 

 

A természetes, biológiai rendszerek sajátja a változékonyság, a variabilitás. Ez 

megjelenhet akár a genetikai polimorfizmus, fenotípusos variabilitás, vagy akár mint 

populációk közötti variabilitás is. A szívre jellemző, hogy állandó szívfrekvencia esetén az 

egymást követő ütések során az APD-ok nem identikusak, fluktuálva változnak. Ezen random 

variációkat leíró jelenség az APD ütésről ütésre történő variabilitása, vagy más néven  

beat-to-beat variabilitás. A beat-to-beat variabilitás a szívműködés egy intrinzik tulajdonsága, 

mely több szinten is megnyilvánulhat. Megfigyelhető a transzmembrán, vagy monofázisos 

AP-ok időbeli és térbeli variabilitásaként, helyi aktivációs és recovery intervallumokban vagy 

a testfelszíni EKG QT-intervallumának variabilitásaként. 

 

3.5.1. A beat-to-beat variabilitás hátterében álló mechanizmusok  

 

 Számos tényezőről leírták már, hogy szerepe lehet a beat-to-beat variabilitás 

létrehozásában. Ezek közül a legfontosabbak az ioncsatornák sztochasztikus viselkedése
104, 

131
, az ingerlési frekvencia és különböző farmakológiai behatások

97
, az AP morfológia és 

időtartam
80

, az ioncsatorna denzitás, a cirkadián ritmus, a sejt fizikai helyzete a 

miokardiumban
95

, sejt-sejt kapcsolatok
180

, vagy az intracelluláris Ca
2+

-szint szabályozás
96

, 
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tehát a jelenség egyértelműen multifaktoriális. Azonban nem tisztázott a különböző faktorok 

relatív szerepe, valamint az sem, hogy az egyes ionáramok milyen szereppel bírnak a  

beat-to-beat variabilitás modulálásában. Érdekesség, hogy a sejtizolálási procedúra is hatással 

lehet az AP alakjára, végső soron a SV-ra is
178

. Tapasztalataink is bizonyítják, hogy az 

enzimes emésztés idejének pontatlan megválasztása valóban az egyes ioncsatornák 

mennyiségét és minőségét is befolyásolhatja. Így mintegy saját standardként csak olyan 

sejteken végeztünk kísérleteket, melyek AP-jai a következő feltételeknek megfeleltek. A 

sejtek nyugalmi membránpotenciál értéke −80 mV körüli volt, az AP-ok gyors nulladik 

fázissal, megfelelő platópotenciál értékkel (0 mV fölött), valamint a – káliumcsatornák és 

káliumáramok sértetlenségét jelző – megfelelő repolarizációval (APD értéke 170-300 ms 

között) ill. alacsony kontroll beat-to-beat variabilitással (4 ms alatt) rendelkeztek. 

Amennyiben ezek a feltételek nem teljesültek, az adott sejten a mérést nem folytattuk.  

Walmsley és mtsai a beat-to-beat variabilitás hátterében álló tényezőket két csoportra 

osztja
165

. A különböző miociták közötti eltéréseket extrinzik cell-to-cell variabilitásként  

(pl.: sejt helyzete, ioncsatorna denzitás, cirkadián ritmus, rés-kapcsolatok), míg a sejten 

belülieket intrinzik beat-to-beat variabilitásként kategorizálják. 

 

A szívizomsejt AP-ja számos ioncsatorna működésének az eredőjeként jön létre. Az 

ioncsatornák sztochasztikus kapuzása következtében az egymást követő AP-ok időtartama és 

alakja nem teljesen megegyező. Az AP alatt a sejtmembrán impedanciája folyamatosan 

változik, ami arra utal, hogy pillanatról pillanatra változik az aktiválódott, nyitott állapotú 

ioncsatornák száma. A membrán impedanciája az AP plató fázisa alatt nagy. Ohm törvénye 

értelmében ilyenkor az ionáramok kismértékű változása is viszonylag nagy membránpotenciál 

változást eredményez, ami APD változáshoz vezet. Ezért a plató fázis ideje alatt mérhető 

ionáramok jelentős mértékben befolyásolják az AP-ok időtartamát. Munkacsoportunk korábbi 

eredményei azt bizonyítják, hogy a plató fázis alatt folyó nettó áram és az APD fordítottan 

arányosak, nevezetesen, a nagy nettó membrán áram mellett a membrán ellenállása kicsi, így 

az AP időtartama rövid lesz
13

. 

 

Irodalmi adatokból és személyes tapasztalatok alapján tudjuk, hogy multicelluláris 

preparátumokon jóval kisebb mértékű az AP repolarizációjának variabilitása mint izolált 

sejteken
96, 104, 180

. Ezt legjobban azon kísérletek bizonyították, melyekben két olyan 

szívizomsejt között hoztak létre elektromos kapcsolatot, melyek eredendően különböző 

hosszúságú AP-lal rendelkeztek
106

. Az összekapcsolt sejteken a két eltérő időtartamú AP 

azonos időtartamúvá válik. A folyamat aszimmetrikus, ugyanis az eredetileg hosszabb AP 
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nagyobb időtartam változáson megy keresztül, mint a kezdetben rövidebb AP. Ennek 

hátterében valószínűleg az említett intrinzik membránellenállás állhat, így a hosszabb AP-ok 

érzékenyebbek a nettó membránáram változásaira. Abban az esetben, ha két eredetileg 

megegyező AP-lal rendelkező sejtet kapcsoltak össze, akkor az APD nem változott, viszont 

alacsonyabb lett a SV. A kísérletes eredményeket szimulációs modellek is alátámasztották
80

. 

Tengerimalac kísérleti modellben a IKs-ének gátlását követően megnőtt az APD és a  

beat-to-beat variabilitás, valamint nőtt a EAD incidencia is. Ha ezt követően ezt a sejtet egy 

fiziológiás APD-mal rendelkező sejthez kapcsolták, a EAD-k azonnal megszűntek, majd 

csökkent az APD variabilitása is.  

Szöveti szinten az alacsony ellenállású gap junction kapcsolatok a EAD-k kialakulását 

és tovaterjedését is megakadályozzák. Azonban kísérletes és szimulációs eredmények is azt 

bizonyítják, hogy a megnövekedett ellenállású réskapcsolatok már nem képesek erre a 

hatásra, sőt a sejtek teljes elszigetelődését is okozhatják
80, 180

. Patológiás körülmények között 

(pl. iszkémia) a megnőtt ellenállás lassabb ingerületvezetéshez vezet, valamint kisebb 

mértékű lesz az elektrotónus terjedése két sejt között. Hatására megnő a refrakter periódus, az 

APD és a SV
80, 173

. Ez a kifejezett APD diszperzió azonban csak a sérült terület határáig tart
16

. 

A megnövekedett variabilitás és refrakter periódus hatására az ingerületvezetés megváltozhat, 

vezetési blokk, re-entry aritmia
106, 160, 180

, kamrafibrilláció, valamint végső esetben hirtelen 

szívhalál alakulhat ki
37, 50, 100, 140

.  

  

3.5.2. Szimulációs kísérletek a beat-to-beat variabilitás tanulmányozására 

 

A szív-elektrofiziológiában a valós kísérletes mérések mellett, a számítógépes modellezés 

több, mint 50 éves múltra tekint vissza
47, 61, 123, 124

. A szimulációs munkák segítettek jobban 

megismerni a szívizom különböző sejttípusait, azok ioncsatornáinak jellemzőit, vagy akár 

frekvenciafüggő sajátságait. Azonban a szimulációk zöme determinisztikus modell, ahol a 

változatlan APD mellett lehetetlen a beat-to-beat variabilitást vizsgálni
51

. Ezzel szemben a 

sztochasztikus modellek a vizsgált folyamatokban a véletlen szerepét is figyelembe veszik. 

Az első sztochasztikus modellek egyike a Wilders és Jongsma
171

, valamint Tanskanen és 

mtsai által közölt modell volt, utóbbi azonban főleg EAD-k kiváltására fókuszált
150

. Ezt 

követően jelent meg Lemay és mtsai munkája, melyben a sztochasztikus ioncsatorna kapuzás 

hatását vizsgálták a repolarizáció variabilitásában
104

. Munkacsoportunk experimentális 

eredményeinek felhasználásával is végeztek szimulációs kísérleteket
131

. Az egyik legújabb 

számítógépes modellezést Heijman és mtsai végezték. Azt tapasztalták, hogy a 

determinisztikus modell futtatása során valóban nem volt tapasztalható SV, míg 
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sztochasztikus esetekben az experimentálishoz hasonló eredményt kaptak. Ez is bizonyítja a 

sztochasztikus ioncsatorna működés kiemelkedő jelentőségét a beat-to-beat variabilitás 

modulálásában. Érdekesség, hogy számos komponenst megvizsgáltak, azonban az ionpumpák 

és exchangerek nem voltak hatással a SV-ra, a nagy membrándenzitás ellenére sem. A 13 

sztochasztikus komponens (pl.: ICa,L, IKr, IKs, INa, RYR, SERCA, stb.) beillesztése a 

rendszerbe növelte a SV-t, azonban a hatások nem bizonyultak additívnak, vagyis az egyes 

véletlenszerű fluktuációk kiüthetik egymás hatását
80

. A legjobb bizonyíték arra, hogy a SV 

nem kizárólag az APD függvénye az, hogy teljes IKs-ének gátlása esetén – β-adrenerg 

stimulációt követően – a determinisztikus modell esetében is tapasztalható volt beat-to-beat 

variabilitás az AP időtartamában. 

 

3.6. A beat-to-beat variabilitás meghatározása kísérletes körülmények között 

 

 Az AP az egyes sejtek membránpotenciál változásait reprezentálja, míg az EKG 

számos szívréteg különböző sejtjeiről származó elektromos aktivitás összege, így 

értelemszerűen egy sokkal komplexebb rendszert alkot. Ahogy azt már említettem, 

multicelluláris preparátumokon az experimentálisan regisztrált beat-to-beat variabilitás értéke 

alacsonyabb. Azonban mivel ismereteink hiányosak a beat-to-beat variabilitással 

kapcsolatban – valamint alapkutatásról lévén szó –, jelen tanulmányban izolált sejtekkel 

dolgoztunk. Így elkerülhetővé válik a multicelluláris preparátumok, valamint az elvezetett 

EKG regisztrátumok komplexitása és jobban megérthető az egyedi sejtek ionáramainak 

szerepe a beat-to-beat variabilitás modulálásában. További problémát jelent ezen felül, hogy a 

különböző ionáramok vizsgálatára használt vegyszerek diffúziójának az in vitro 

multicelluláris preparátumok (pl.: Purkinje rostok alkalmazása) akadályt jelenthetnek
40

. Az 

izolált sejtek esetében ez a barrier nem áll fenn, így elérhetővé válik a vegyszerek gyors 

eljuttatása közvetlenül a vizsgált sejtekhez. 

Számos módszer ismert a beat-to-beat variabilitás kvantitatív meghatározására. A 

variabilitás meghatározásához ismerni kell az egymást követő AP-ok időtartamát. A Poincaré 

diagramok megszerkesztésével a SV vizualizálható is. A Poincaré diagramok információt 

adnak egyrészt az egymást követő ütésekről, másrészt az összes, a kalkulációba bevont  

AP-ról. Thomsen és mtsai által ismertetett módszerek a rövidtávú variabilitás (short term 

variability, SV), a hosszútávú variabilitás (long term variability, LV), valamint a Poincaré 

diagram terület módszere
153

. Az elnevezés megtévesztő lehet, ugyanis a LV ugyanannyi  

AP-lal számol, mint a SV. A SV meghatározásakor a pontok önazonossági egyeneshez képest 

megvalósuló merőleges irányú eloszlását vesszük figyelembe a Poincaré diagramon. Ezzel 



  

19 

 

szemben a LV esetében a pontok eloszlását az önazonossági egyenes mentén vizsgáljuk. A 

kettő eredményeként egy ellipszist lehet illeszteni a Poincaré diagram területre (ellipse fitting 

technique). Más szerzők további két megoldást is leírtak, ezek az instabilitás
158

 és a teljes 

kombinált variabilitás (total combined variability, TCV)
79

. A Poincaré diagram terület 

módszerével meghatározható a Poincaré diagramon található pontok által lefedett terület 

nagysága, melyhez a pontok összekötése által kapott poligonális konvex területet használják 

fel. A Poincaré diagram terület meghatározásának előnye a SV-hoz és a LV-hoz képest, hogy 

a teljes variabilitást láthatóvá teszi, azonban hátránya, hogy végtelen azon diagramok száma, 

amelyek ugyanakkora területtel rendelkeznek mégis más aritmiás kimenetelt mutatnak
79

.  

Egy alternatív módszer a beat-to-beat instabilitás számítása, mely három 

komponensből tevődik össze: rövidtávú (short term instability, STI), hosszútávú (long term 

instability, LTI) és teljes instabilitás (total instability, TI). Az instabilitás paraméterek 

(TI, STI, LTI) meghatározásakor a Poincaré diagramon ábrázolt pontok geometriai 

súlypontjától való távolságokat veszik figyelembe.  

A TCV módszere kombinálja a SV, a LV és a Poincaré diagram terület módszereket, 

melynek eredményeképpen az aritmogén és nem-aritmogén szignálok közti különbségek 

felerősödnek. Hátránya, hogy a TCV különböző beat-to-beat meghatározási módszerek 

empirikusan megalkotott kombinációja, így az AP sorozat fiziológiai jellemzőit nehezen 

tudjuk megítélni vele. 

 Heijman összehasonlította a fent említett módszereket és arra az eredményre jutott, 

hogy az APD értéke önmagában a legkevésbé megfelelő módszer az aritmiák előrejelzésében. 

A legérzékenyebb módszer a TCV, valamint a SV és a Poincaré diagram terület volt. Szintén 

a SV bizonyult az egyik legmegbízhatóbb módszernek abban az esetben is, amikor az input 

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

 

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

 

A repolarizáció időbeli változékonyságának mérésére több módszert is kifejlesztettek. 

Ilyen a klinikumban is alkalmazott QT-intervallum variabilitása
9, 19, 24

, valamint az 

experimentálisan használt instabilitás
84

, és a beat-to-beat variabilitás
53, 135, 152, 153

. Thomsen és 

mtsai szív- és érrendszeri gyógyszerek vizsgálata során sikeresen előrejelezték a  

szer-indukálta ritmuszavarokat a beat-to-beat variabilitás segítségével
53, 153

. 
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3.7.1. A QT variabilitás index 

 

 A repolarizáció instabilitásának mérésére Berger és mtsai 1997-ben a QT-intervallum 

beat-to-beat variabilitásának mérését javasolták (QT variabilitás index, QTVI)
19

. A QTVI a 

repolarizáció variabilitását hasonlítja a szívfrekvencia variabilitásához
54

.  

𝑄𝑇𝑉𝐼 = 𝑙𝑜𝑔
(𝑄𝑇𝑉 á𝑡𝑙𝑎𝑔 𝑄𝑇2⁄ )

(𝐻𝑅𝑉 á𝑡𝑙𝑎𝑔 𝐻𝑅2⁄ )
 

2. egyenlet 

ahol QTVI a QT variabilitási index, HR a szívfrekvencia, HRV a szívfrekvencia-

variabilitás, a QTV pedig a QT-intervallum variabilitása. 

A 2. egyenlet alapján a QT-intervallum és/vagy a szívfrekvencia változásai egyaránt 

okozhatják a QTVI változását. A QT-intervallum növekedését okozhatja például a membrán 

instabilitásának fokozódása, a repolarizáció transzmurális eltéréseinek hangsúlyosabbá válása, 

korai depolarizáció, vagy esetleg vezetési blokk az egyik helyen, míg fokozott konduktivitás 

egy másik helyen. Ezek összességében reentry aritmiákat, végeredményképpen pedig 

kamrafibrillációt okozhatnak. 

Az egymást követő szívütések közötti időtartamban történő oszcillációkat a HRV 

jellemzi. A HRV esetén a problémát az jelenti, ha a variabilitás elkezd csökkeni. A HRV 

értéke változhat sinus ritmus esetén is, hiszen a légzés, keringés folyamatos ingadozásai vagy 

a hormonális és idegi állapotok megváltozása is befolyásolják. A HRV meghatározása 

könnyű, automatizált méréssel végezhető. A HRV csökkenését kimutatták cukorbetegség
102

, 

miokardiális infarktus
2
 és antiaritmiás szerek esetén, mint például flekainid, enkainid, 

moricizin
23

, azonban direkt prognosztizáló hatása nincs bizonyítva. 

Önmagában tehát a szívfrekvencia csökkenése növeli a QTVI értékét, azonban ez nem 

feltétlenül növeli az aritmia kialakulásának kockázatát. Ugyanakkor, ha az alacsonyabb 

szívfrekvenciához hosszabb repolarizáció társul, mint például élvonalbeli labdarúgók esetén, 

a QTVI szignifikáns mértékben növekedhet
105

.  

A fiatal élsportolók között ritka a hirtelen szívhalál (1:50.000-1:100.000), azonban 

még így is 2-4-szer magasabb mint a korban illesztett egészséges, nem élsportolókban
43

. A 

QTVI korral és nemmel változik, idősebb betegekben illetve nőkben magasabb a QTVI 

értéke
129

. A gyakorlatban a már kialakult szívelégtelenségben szenvedő betegek esetén 

alkalmazzák, valamint számos egyéb betegség során is (szer-indukálta hosszú QT szindróma, 

kokain injekció, pánikbetegségek, miotóniás disztrófia, veseelégtelenség). Azon kívül, hogy 

kardiomiopátiákban és akut koronária szindrómában szignifikánsan emelkedett a QTVI, 
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pozitív korrelációt mutat a New York Heart Association (NYHA) által létrehozott 

stádiumokkal is
55, 73

. 

A QTVI gyakorlati alkalmazását az is nehezíti, hogy meghatározása még nem 

megoldott a napi rutinmunka során, valamint a hátterében álló mechanizmusok sem ismertek. 

További vizsgálatokat igényel annak a megállapítása, hogy mekkora QTVI érték felett 

tekintjük kórosnak a páciens állapotát. A QTVI módszere különbözik a korrigált  

QT-intervallum mérésétől (QTc), mely a QT-intervallum időtartamát a szívfrekvencia 

függvényében adja meg, valamint nem számol az EKG U hullámával. 

 

3.8. A beat-to-beat variabilitás vizsgálatára használt állat- és sejtmodellek 

 

Egyes újabb tanulmányok összehasonlították a preklinikai modellek használhatóságát, 

azonban felmérésük csak a papilláris izomra, valamint a Purkinje rostokra terjedt ki, kamrai 

szívizomsejtekre nem
75, 126

. Több munkacsoport is foglalkozott tengerimalac kamrai 

szívizomsejtekkel
49, 151

 egyes szerek APD növelő hatását vizsgálva, mely során Terrar és 

mtsai azt találták, hogy ezen sejtek megfelelő alternatív modellek lehetnek a kutya Purkinje 

rostok helyett. Megjegyzendő, hogy bár a tengerimalac AP – rágcsáló volta ellenére – 

platófázissal rendelkezik, humán eredményekre való extrapolálás nem biztos, hogy szerencsés 

ezen faj esetében. Erre a célra megfelelőbb lehet a kutyaszív, mivel annak szívizomsejtjein 

mind az AP morfológia, mind az APD nagymértékben hasonlít a humánra
145

, emellett 

vizsgálták már beagle kutyákon is a preklinikai tesztelés lehetőségét
69

. A kutya 

állatmodellben a legmegfelelőbb sejttípusnak a kamrai szívizomsejteket, azok közül is a bal 

kamrai miocitákat tekintik. Teszik ezt azért, mert a bal kamra fő rétegét alkotó MID sejtek 

repolarizációja nagyban meghatározza a T-hullámot
6
, vagyis az ezeken történő mérések 

vélhetően a legjobban kapcsolódnak a QT-intervallum mérésekhez kutyákban és emberekben. 

Ezenkívül a többszörös áteresztőképesség, a kisebb állatigény és az izolált sejtek már említett 

előnyei is a kamrai miociták használata mellett szól a Purkinje rostokkal szemben. 

Jelenleg a TdP vizsgálatára leggyakrabban kutyát, tengerimalacot és nyulat 

használnak
14, 32, 34, 74, 93, 125

. 
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4. Célkitűzések 

Napjainkig sem tisztázott teljesen, hogy milyen mechanizmusok állhatnak a  

beat-to-beat variabilitás kialakulásának hátterében. Fontos tisztázni, hogy melyek azok a 

folyamatok, melyek végeredményben különböző – akár halálos kimenetelű – 

szívritmuszavarokat hozhatnak létre a megnövekedett variabilitáson keresztül.  

  

 Célunk volt, hogy feltárjuk és megismerjük az APD rövidtávú variabilitásának okait és 

modulátorait. Feltételezzük, hogy az emelkedett beat-to-beat variabilitás súlyos aritmiák 

indikátora lehet, valamint, hogy ezen jelenség multifaktoriális, ezért vizsgálni kívántuk: 

- az ingerlési frekvencia megváltoztatásának hatását a SV-ra  

- a SV-t a bal kamra különböző rétegeiből származó szívizomsejteken 

- az elektrotónus injektálásával történő APD módosítás (csökkentés illetve növelés) 

hatását a SV-ra 

- az intracelluláris Ca
2+

 homeosztázis befolyásolásának hatását a SV-ra  

- az inward és outward áramok szerepét a SV modulálásban 

- valamint a redox potenciál szerepét a SV létrehozásában. 

 

 Méréseinket kutya szívizomsejteken végeztük, ugyanis elektrofiziológiai paraméterek 

tekintetében ez a modell áll legközelebb a humán szívizomsejtekhez
145, 146

. Másrészt a SV-sal 

kapcsolatos in vitro és in vivo eddigi tanulmányok és publikációk zöme is kutya eredetű 

miocitákról származik
1, 96, 97, 105, 153, 158

. 
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5. Anyagok és módszerek 

5.1. A kamrai szívizomsejtek izolálása 

 

 Kísérleteinket kutyaszív bal kamrájából izolált szívizomsejteken végeztük. A sejteket 

kísérleti célra tenyésztett, vegyes nemű, ivarérett állatok szívéből nyertük. Jelen disszertáció 

eredményeihez kizárólag bal kamrai szívizomsejteket használtunk. A 10-15 kg-os állatok 

altatásához intramuszkulárisan injektált 10 mg/kg ketamin-hidroklorid (Calypsol, Richter 

Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarország) és 1 mg/kg xylazin-hidroklorid (Sedaxylan, Eurovet 

Animal Health BV, Bladel, Hollandia) keverékét használtuk. Az általunk alkalmazott 

protokollok összhangban voltak a „Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” 

(US NIH publikációs száma: 85-23., 1996. javított verzió) és a Helsinki Deklaráció 1964-ben 

lefektetett alapelveivel. A kísérleti protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Állatetikai 

Bizottsága is jóváhagyta (engedély száma: 18/2012/DEMÁB). Az állatok fájdalommentes 

mélyaltatását akkor tekintettük megfelelőnek, ha a cornea reflex nem volt kiváltható és az 

állat fájdalomra nem reagált. A mellkas megnyitását követően (a scapula csúcsát és a 

processus xyphoideust összekötő vonal felezőpontjánál lévő bordaköznél) a szívet gyorsan 

kiemeltük, majd hideg fiziológiás Tyrode oldatba helyeztük (144 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 

2,5 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 10 mM glükóz, pH=7,4). Az anterográd 

szegmentperfúziós technikának megfelelően, a bal elülső leszálló koszorúér (left anterior 

descending coronary artery, LAD) ágát kanüláltuk
109

. Így az ezen artéria vérellátási 

területének megfelelően perfundáltuk a szívizomzatot, Langendorff apparátus segítségével. 

 Az enzimatikus emésztést megelőzően a Ca
2+

 és a vér eltávolítása céljából  

Ca
2+

-mentes JMM oldattal (Minimum Essential Medium Eagle; Joklik-féle módosítás,  

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) perfundáltuk a szívet körülbelül 5 percig. A JMM 

oldat kiegészítésként taurint (2,5 g/l), piruvátot (175 mg/l), ribózt (750 mg/l), allopurinolt 

(13,5 mg/l), NaH2PO4-ot (200 mg/l) és NaHCO3-ot (1,4 g/l) tartalmazott. A perfundáló 

oldatot karbogén gázzal (95 % O2 + 5 % CO2) kevertettük 37 °C-on. A következő körülbelül 

30 perces emésztés során az 1 mg/ml koncentrációjú kollagenázzal (Type II., 230 U/mg; 

Worthington Biochemical Co., Lakewood, NJ, USA), 0,2 % borjú albuminnal (2 g/l, Fraction 

V.; Sigma-Aldrich Co.) és 50 μM CaCl2-dal kiegészített JMM oldatot alkalmaztuk. Az 

emésztési idő leteltével U alakú bemetszést ejtettünk a koronária által perfundált 

(elfolyósodott) területen, majd az így kihajtott „nyelv” alakú kamrafalból szike segítségével 

távolítottuk el a sejteket, melyeket már Ca
2+

-tartalmú JMM oldatban szuszpendáltunk. A 
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sejteket a szövetközti törmelékektől 4 lépcsős szűrési és további 2 lépcsős mosási folyamat 

során tisztítottuk meg, mely során az oldat Ca
2+

 tartalmát fokozatosan emeltük és állítottuk 

fiziológiás értékre. Az elektrofiziológiai mérésekig a sejteket 14 °C-on tároltuk MEM 

tápoldatban (Minimum Essential Medium Eagle, pH=7,4, [Ca
2+

]=2,5 mM, Sigma-Aldrich 

Co.). A sejteket az enzimes emésztési procedúra során jelentős fizikai stressz éri, ezért 

méréseinket csak néhány órával később végeztük, időt adva a sejteknek a regenerálódásra. Az 

életképes sejtek szabályos téglalap alakúak és éles határvonalúak voltak, ép citoplazmával és 

harántcsíkolattal rendelkeztek. A sejtek átlagosan az izolálást követő nap végéig voltak 

használhatók (maximum 36 óra). 

 A sejtszeparálás jellegéből adódóan méréseinket zömmel midmiokardiális sejteken 

végeztük. Azonban egyes kísérleteinkhez a bal kamra szabad falának külső (szubepikardiális, 

EPI) és belső (szubendokardiális, ENDO) régióiból izolált szívizomsejteket használtunk. 

Ezekben az esetekben dermatóm (Bard Medical Division, Covington, GA, USA) segítségével 

0,5 mm vastagságú EPI és ENDO szeleteket metszettünk a kamra legkülső és legbelső 

rétegéből. Ettől a ponttól kezdve az izolálási procedúra megegyezett a fentiekben 

bemutatottakkal. 

 

5.2. Elektrofiziológiai mérések 

 

 Méréseinket minden esetben 37 °C-on végeztük. A sejteket egy invertált mikroszkóp 

(Olympus CK-2, Olympus Corporation, Tokió, Japán) tárgyasztalához rögzített 1 ml térfogatú 

plexiüveg kádba helyeztük. A mérőkád alsó részét egy vékony, fényáteresztő, fűthető 

fenéklemez alkotta (HI-25p heater, Cell MicroControls, Norfolk, VA, USA), mely a 

hőmérsékletszabályozó termosztáttal (Analog TC
2
BIP 2/3Ch Bipolar Temp Controller, Cell 

MicroControls), ill. az előfűtő rendszerrel (HPRE2 Pre-heater, Cell MicroControls) 

folyamatosan 37 °C-on tartotta a mérőoldat és a kád hőmérsékletét. Az élő sejtek kitapadtak a 

mérőkád aljára, a 2 ml/perces perfúzió pedig eltávolította a nem élő sejteket illetve a 

szövettörmeléket. Méréseink során karbogénnel buborékoltatott fiziológiás Krebs oldatot 

használtunk, melynek összetétele a következő: 128,3 mM NaCl, 21,4 mM NaHCO3, 

4 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 0,42 mM MgCl2 és 10 mM glükóz 7,4-es pH érték mellett. A 

perfúziós rendszerben az oldatok – a közlekedő edények elve alapján – a gravitációnak 

megfelelően kerültek a mérőkádba. 
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2. ábra: Az elektrofiziológiai mérésekhez használt mérőrendszer vázlata. 

 

5.2.1. A szívizomsejtek akciós potenciáljának elvezetése 

 

 A membránpotenciál mérésekre Volders és mtsai által az izolált sejtekre kidolgozott 

nagy ellenállású üveg mikroelektróda technikát alkalmaztuk
163

. A sejtek AP-ját nagy 

ellenállású (20-40 MΩ), boroszilikát üvegkapilárisból (GC100F-15, Harvard Apparatus Ltd., 

Holliston, MA, USA) készített mikroelektródákkal vezettük el. A mikroelektródákat a 

programozható, P-2000 típusú kapillárishúzóval készítettük el (Sutter Instrument, Novato, 

CA, USA), majd 3 M-os KCl-oldattal töltöttük meg. A mikroelektródákat ezek után a 

mechanikus makromanipulátorral (Mitutoyo, Kawasaki, Kanagawa, Japán) és a három 

irányba mozgatható, piezoelektromos elven működő mikromanipulátorral (Burleigh PCS-250, 

Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) pozícionáltuk a sejtekhez. Az ekkor adott rövid (1-2 ms) 

depolarizáló impulzusokkal tudtuk az AP-okat kiváltani. A sejteket impulzusgenerátor 

(Digital Stingray DS-R2 ingerlő, Főnixcomp, Debrecen, Magyarország) segítségével 

folyamatosan 1-2 ms szélességű négyszögimpulzusokkal stimuláltuk, melyek amplitúdója az 

ingerküszöb legalább kétszerese volt (szupramaximális amplitúdó). A már kiváltott AP-ok 

esetében úgy választottuk meg az ingerlés amplitúdóját, hogy az AP felszálló szár jól 

elkülönüljön a kapacitív tranziens által létrehozott artefaktumtól. A sejtekről elvezetett 

transzmembrán potenciálváltozásokat a CV-7B típusú fejegységen (Molecular Devices) 

keresztül a Multiclamp 700B (Molecular Devices) erősítő áram-clamp (current clamp) 
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módjával valamint pClamp 10 (Molecular Devices) szoftver segítségével detektáltuk. Az 

analóg-digitális konverziót Digidata 1440A (Molecular Devices) digitalizálóval értük el 

200 kHz-es mintavételi frekvenciával. Az analóg jeleket a kétcsatornás TDS1001B 

oszcilloszkóppal (Tektronix Inc., Beaverton, OR, USA) folyamatosan monitoroztuk, míg a 

digitalizált AP-okat eltároltuk későbbi analízisre (2. ábra).  

A sejteket 1 Hz állandó frekvenciával ingereltük, kivéve a frekvenciafüggést vizsgáló 

kísérleteinket. Ezekben az ingerlési frekvenciát 0,2 Hz és 3,33 Hz között (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) módosítottuk, változatlan 

impulzus szélesség mellett. Az ingerlési frekvencia változtatásakor minden esetben legalább 

50-100 ütést vártunk a mérés megkezdése előtt azért, hogy az AP paraméterek 

stabilizálódjanak. 

Ez a kísérleti elrendezés – mivel nem dializálódik a sejt intracelluláris tere – lehetővé 

tette, hogy az AP paraméterek ne változzanak szignifikáns mértékben a méréseink alatt  

(3. ábra)
1, 90

. 

3. ábra: A midmiokardiális eredetű szívizomsejteken vizsgált akciós potenciál 

paraméterek (APD és SV) változása az idő függvényében (n=5).  

 

A környezetből érkező zajforrásokat saját építésű Faraday-kalitka (elektromágneses 

hullámok kiküszöbölése) valamint antivibrációs asztal (mechanikai rezgések kiküszöbölése, 

LW3036B-OPI, Newport Corporation, Irvine, CA, USA) segítségével szűrtük ki. 

 

5.2.2. Az akciós potenciál időtartam változtatása 

 

 Egyes kísérleteinkben az APD megváltoztatására törekedtünk, melyet többféle módon 

értünk el. Az APD módosítható az ingerlési frekvencia megváltoztatásával, vagy például az 

ioncsatornákra ható szelektív gátló- vagy aktiválószerek segítségével. Egy következő módszer 

az elektrotónus alkalmazása, mely során egy konstans befelé irányuló (inward) vagy pedig 
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kifelé irányuló (outward) áram injektálásával növeltük, vagy pedig csökkentettük az AP 

időtartamát. Az elektrotónus injekciója az AP nulladik fázisát követően kezdődött és 

50 milliszekundummal az adott AP repolarizációját követően ért véget (4. ábra). Beiktattunk 

egy jelkapcsolót (Signal Switch, Főnixcomp) is a rendszerbe, annak érdekében, hogy az AP-t 

kiváltó ingerlőjel valamint az digitalizálóból érkező – elektrotónusos – jel elkülönüljön 

egymástól. A kísérlet céljának eléréséhez folyamatos, mérés közbeni (on-line) analízisre volt 

szükség. 

 

4. ábra: A kontroll SV-APD összefüggés meghatározásához használt elektrotónusos 

vizsgálatainkban alkalmazott kísérleti protokoll. Az elektrotónus injektálását minden 

esetben az ingerlő négyszögimpulzus után kezdtük meg (zöld vonal), ami a nulladik fázist 

követően a korai repolarizációtól a terminális repolarizációt követő 50 milliszekundumig 

tartott. 

 

5.3. Az akciós potenciálok analízise 

 

 Az AP paraméterek meghatározása, egy a munkacsoportunk által fejlesztett szoftver 

segítségével történt. Meghatároztuk a nyugalmi membránpotenciál értékét (RMP), a 

depolarizáció maximális sebességét (Vmax, dV/dtmax), az AP csúcspotenciáljának az értékét 

(Peak), az AP amplitúdóját (APA), a korai repolarizáció amplitúdójának értékét (Phase1), az 

AP időtartamának az 50 és a 90 %-ához tartozó időtartamot (APD50, APD90), az APD90 

értékének felénél mérhető platópotenciál értékét, valamint a plató fázis felénél mérhető nettó 

membránáramot (Inet) (5. ábra). 
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5. ábra: Az akciós potenciálok kiértékelése során meghatározott paraméterek. 

 

5.4. A beat-to-beat variabilitás kvantitatív jellemzése 

 

A kamrai szívizomsejt repolarizációjának beat-to-beat variabilitásának jellemzésére 

úgynevezett Poincaré diagramokat használunk (6. ábra). Ezek megszerkesztéséhez az egyes 

APD értékeket az azt megelőző APD értékek függvényében ábrázoljuk: „ütésn, ütésn+1, 

ütésn+2, …”, ahol n a regisztrált ütés sorszáma. 

Az így kapott diagramon mérésenként 50 pont található, az 50 regisztrált AP-nak 

megfelelően. A pontok által lefedett terület nagysága megegyezik a SV-sal, és egyértelműen 

jelzi, ha valamilyen körülmény hatására megemelkedik a beat-to-beat variabilitás
153

. 

Amennyiben az egymást követő adatok között nagy az eltérés – azaz, nagy a SV –, akkor a 

Poincaré diagramra illesztett önazonossági egyenestől (line of identity, y=x egyenes) nagyobb 

távolságra helyezkednek el a pontok (6. ábra). 

A SV kvantitatív meghatározásához szükség van az APD értékre valamint az alábbi 

képletre. 

𝑆𝑉 =
∑ (

𝑖=1
|𝐴𝑃𝐷𝑛 − 𝐴𝑃𝐷𝑛−1|)

[𝑛 √2]
 

3. egyenlet 

ahol SV a rövidtávú variabilitás, APDn és APDn−1 az n-edik és n−1-edik AP 

időtartamának 90 %-ához tartozó időtartam, n pedig az egymást követő AP-ok számának felel 

meg (esetünkben n=50). A későbbiekben APD jelzés alatt az APD90 értékét értem.  

Fontos megemlíteni, hogy a tanulmány teljes ideje alatt csak olyan szívizomsejtek  

AP-ját vettük számításba, melyeken kontroll körülmények között nem volt tapasztalható 

triggerelt aktivitás (EAD ill. késői utódepolarizáció (DAD)). 
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6. ábra: A kamrai szívizomsejtek akciós potenciál időtartamának (APD) rövidtávú beat-

to-beat variabilitása (SV). Az ábra bal oldalán 50 egymást követő akciós potenciál látható 

kontroll körülmények között, ill. valamely „X” beavatkozást követően. Az ábra jobb oldalán 

az ezen akciós potenciálok APD értékeinek felhasználásával készített Poincaré diagram 

látható. A fekete szín jelzi a kiindulási állapotot, míg piros a valamely „X” beavatkozás 

jelenlétében ábrázolt értékeket. 

 

A disszertációban felhasznált eredmények 571 kutya kamrai szívizomsejtből 

származnak összesen 158 állatból. Az összes vizsgált sejten – a szer adását megelőzően – 

kontroll állapotban kapott két legfontosabb paraméter átlaga és szórása a következő: 

APD 221±1 ms és SV 2,72±0,03 ms. 

 

5.5. A sejtrövidülés mérése 

 

 A sejtrövidülés mérése során a sejteket 1 Hz frekvenciával alkalmazott 

szupramaximális ingerrel stimuláltuk 37 °C-on. Az ingerlést az AP mérésekkel ellentétben 

téringerléssel végeztük, melyhez egy 0,5 mm átmérőjű platina elektródapárt használtunk 

(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 átalakító segítségével, 240 Hz mintavételi frekvenciával digitalizáltuk. Az 

analóg-digitális konverzió 5.2.1. fejezetben leírtak szerint történt. Az adatok kiértékelése 

során 10 egymást követő sejtrövidülést átlagoltunk és meghatároztuk a paramétereit 

(alapvonal, csúcsérték, amplitúdó). Az átlagolást percenként végeztük kontroll körülmények 

között – amint a kontrakciók amplitúdója stabil maradt –, valamint a szerhatást követően, 

kivéve a szerhatás első 5 percét, ahol is a folyamatok jobb nyomon követése érdekében fél 

percenként történt a kiértékelés. Eredményeink során a sejtrövidülés mértékét a kontroll 

körülmények között mért diasztolés sejthossz százalékában fejeztük ki. 
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5.6. Vegyszerek és oldatok 

 

Munkánk során az alábbi oldatokat használtuk: 

- JMM tápoldat (Joklik-féle módosított MEM tápoldat): taurin (2,5 g/l), piruvát 

(175 mg/l), ribóz (750 mg/l), allopurinol (13,5 mg/l), NaH2PO4 (200 mg/l) és 

NaHCO3 (1,4 g/l), pH=6,8. 

- MEM tápoldat: taurin (2,5 g/l), piruvát (175 mg/l), ribóz (750 mg/l), allopurinol 

(13,5 mg/l), NaH2PO4 (200 mg/l) és NaHCO3 (1,1 g/l), pH=7,4, [Ca
2+

]=2,5 mM. 

- Emésztő oldat: JMM tápoldat, 1 mg/ml kollagenáz (Type II, 230 U/mg), 

0,2 % 2 g/l borjú albumin, 50 μM CaCl2. 

- Tyrode oldat: 144 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 

5 mM HEPES, 10 mM glükóz, pH=7,4. 

- Krebs oldat: 128,3 mM NaCl, 21,4 mM NaHCO3, 4 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 

0,42 mM MgCl2, 10 mM glükóz, pH=7,4. 

- Pipetta belső oldat: 3 M KCl, 3 mM K2ATP, pH=7,3. 

A mérések során alkalmazott különböző farmakonok felsorolását, alkalmazott 

koncentrációikat és a hatásuk rövid leírását az 1. táblázat tartalmazza. 

Méréseinket az AP paraméterek stabilizálódását követően kezdtük meg, a 

farmakonokat pedig a stabil hatás kialakulásáig perfundáltuk, általában 5-10 percig. Ahol 

releváns volt, ott – kontroll oldattal történő – kimosással zártuk a kísérletet. 

Az alkalmazott vegyszerek törzsoldatait mindig a mérés napján, frissen készítettük és 

hígítottuk a felhasználni kívánt koncentráció értékre. A végkoncentráció elérésekor az 

oldószer (desztillált víz, etanol, DMSO) koncentrációja nem haladta meg a 0,1 %-ot, melyről 

bizonyított, hogy nincs hatással az ionáramokra
1, 11

. 

 

5.7. Statisztikai analízis 

 

A méréseink során kapott kísérleti eredményekből meghatároztuk a számtani 

középértéket, valamint a középérték körüli standard mérési hibát (standard error of the mean, 

SEM). Az adatok összehasonlítása során egy szempontos varianciaanalízist (one-way 

ANOVA), Student-féle kétmintás t-próbát vagy önkontrollos t-próbát alkalmaztunk. A 

különbségeket akkor tekintettük szignifikánsnak, ha a P értéke kisebb volt, mint 0,05. Az 

ábrákon a számtani középérték ± SEM, valamint szignifikáns eltérés esetén csillag látható. 
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1. táblázat: A mérések során használt szerek és azok alkalmazott koncentrációi, 

valamint a szerek hatásának bemutatása. 
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6. Eredmények 

6.1. Az akciós potenciál időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitása a bal kamra 

falának különböző rétegeiben 

 

Ahogy arról munkacsoportunk már beszámolt, a kamrafal különböző régióiból 

származó sejtek eltérő elektrofiziológiai tulajdonságokat és csatorna expressziós mintázatot 

mutatnak, mely magyarázatot ad az áramsűrűségekben található különségekre
145

. A heterogén 

AP morfológia ismeretében tanulmányoztuk, hogy a transzmurális heterogenitás hogyan 

befolyásolja a SV-t. A MID sejtek mellett EPI és ENDO rétegből származó sejteken is 

vizsgálni kívántuk a SV-t. 

Megállapítottuk, hogy az AP időtartama a MID sejteken a leghosszabb (229±3 ms; 

n=94), az EPI sejteken a legrövidebb (199±4 ms; n=13) és a kettő között helyezkednek el az 

ENDO sejtek APD értékei (209±5 ms; n=18). A SV értékek szintén ezt a mintázatot követik, 

így MID sejteken figyelhető meg a legnagyobb SV (2,93±0,07 ms; n=94), míg az EPI 

sejteken a legkisebb (2,16±0,17 ms; n=13). Az ENDO sejtek egy közbülső SV értéket 

(2,53±0,16 ms; n=18) mutatnak (7. ábra). Az APD és SV értékeket tekintve a MID sejtek 

szignifikánsan különböztek mind az EPI (P<0,001), mind az ENDO sejtektől (P<0,003). Az 

EPI és ENDO sejtek közötti különbségek is szignifikánsnak adódtak mindkét paraméter 

tekintetében (P<0,05). 

Annak a kérdésnek a megválaszolására, hogy vajon az EPI és MID sejtekre jellemző 

„spike-and-dome” AP morfológia milyen mértékben befolyásolja a SV-t, EPI sejteken 

gátoltuk a korai repolarizációért felelős Ito1 áramot 1 mM 4-aminopiridinnel. A  

4-aminopiridinnel kezelt EPI sejtek AP-jai így nagyban hasonlítottak az ENDO sejtek  

AP-jaira, azonban a SV növekedése helyett kis mértékű csökkenést tapasztaltunk (kontroll: 

3,24±0,35 ms, 4-aminopiridin: 2,67±0,31 ms; n=9). Az alkalmazott 4-aminopiridin nem volt 

hatással az APD-ra (kontroll: 238±14 ms, 4-aminopiridin: 230±13 ms; n=9). 

A transzmurális különbségek vizsgálata során azt tapasztaltuk, hogy az AP időtartama 

nagyban befolyásolta a SV-t (7. ábra, D) ezért a továbbiakban a SV-APD összefüggést 

részleteiben kívántuk tanulmányozni. A dolgozat további részében bemutatott eredményeink 

MID sejteken végzett mérésekből származnak. 
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7. ábra: A SV transzmurális heterogenitása a kutyaszív bal kamrájának falában. A 

kamra különböző régióiból izolált sejteken – szubepikardiális (EPI), midmiokardiális (MID) 

és szubendokardiális (ENDO) – meghatároztuk az APD-ot és a SV-t. (A) 50 db reprezentatív 

akciós potenciál az ENDO, MID és EPI sejteken. (B) Reprezentatív Poincaré diagram az 

előzőekben bemutatott három akciós potenciál sorozat alapján. Az ábra C és D paneljén az 

EPI (n=13), ENDO (n=18) és MID (n=94) régiókból származó sejteken kapott SV és APD 

értékek láthatóak. Csillaggal az egyes csoportok közötti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) 

jelöltük. 
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6.2. Az akciós potenciál időtartam és a rövidtávú beat-to-beat variabilitás közötti 

összefüggés 

 

6.2.1. Az elektrotónus injektálásával megváltoztatott akciós potenciál időtartam 

hatása a rövidtávú beat-to-beat variabilitásra 

 

A transzmurális heterogenitást vizsgáló kísérleteink eredményei szerint a SV függ az 

APD-tól is. Ezért a továbbiakban különböző módokon változtattuk az APD-ot. Először a  

SV-APD közötti összefüggés vizsgálatához elektrotónus alkalmazásával befelé irányuló 

(inward) vagy kifelé irányuló (outward) áramot injektáltunk a sejtekbe áram-clamp  

(current-clamp) kísérleti elrendezésben, mely segítségével növeltük vagy épp csökkentettük 

az APD-ot. Ennek a kísérletsorozatnak a legfontosabb sajátsága, hogy az áraminjekcióval – 

kémiai ágensek alkalmazása nélkül – egy meglehetősen széles skálán tudtuk változtatni az AP 

időtartamát (20-500 ms). Mindezt úgy tehettük meg, hogy nem módosítottuk specifikusan 

egyik ionáramot sem (8. ábra). Ez az érvelés azért is helytálló, mivel az egyes ioncsatorna 

gátló- ill. aktiválószerekre tekinthetünk úgy is, mintha egy befelé vagy kifelé irányuló áramot 

adnánk hozzá az AP platója alatt folyó nettó membránáramhoz, vagy vonnánk ki abból. 

8. ábra: Az APD és SV közötti összefüggés tanulmányozása. Elektrotónus injektálásával 

megváltoztattuk az APD-ot. (A) 50 db reprezentatív akciós potenciál a -80, -40, +30 és +40 

pA amplitúdójú injektált áram hatására valamint az áraminjekció nélküli kontroll esetben. (B) 

A Poincaré diagramot az A panelen bemutatott akciós potenciálok alapján szerkesztettük. 
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2. táblázat: Az APD és SV közötti összefüggés tanulmányozása. Az elektrotónusos 

kísérleteink során kapott APD és SV értékek az egyes áram amplitúdók esetén (n=9). 

 

Az elektrotónus amplitúdóját −600 és +70 pA között változtattuk (2. táblázat). Az 

áraminjekcióról bővebben az Anyagok és módszerek fejezet ad leírást (4. ábra). Az így 

kapott eredményeinket kiértékelve 117 adatpontot kaptunk (n=9). Minden egyes pont az adott 

elektrotónus esetén mért 50 AP átlagát reprezentálja (9. ábra, A,B). Kontrollnak az 

elektrotónus alkalmazása előtti (0 pA áram) AP-okat tekintettük. −80 pA amplitúdójú 

anelektrotónus injektálása rövidítette az APD-ot (213±7 ms-ról 138±12 ms-ra; P<0,0001) és 

csökkentette a SV-t (2,69±0,16 ms-ról 1,69±0,17 ms-ra; P<0,0001), +40 pA amplitúdójú 

katelektrotónus viszont növelte 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 további 10 elektronónus esetén kapott paraméterek átlagértékeit a 

2. táblázat foglalja össze.  

Az elektrotónus alkalmazásával kapott eredményeinket ábrázoltuk a 9. ábrán. Ezen 

eredményeink azt mutatták, hogy a SV értéke függ az APD-tól, nevezetesen, a két paraméter 

közötti összefüggés exponenciális (9. ábra, A). Ugyanígy exponenciális összefüggést kaptunk 

amennyiben az áraminjektálás hatására bekövetkezett SV és APD változásokat (ΔSV, ΔAPD) 

ábrázoltuk (9. ábra, B). Ez azt jelenti, hogy bármilyen beavatkozás, ami megváltoztatja az 

APD-ot, az egyúttal SV változást is okoz, ezért minden szer-indukálta SV változást (ΔSV) 

csak az azt kísérő APD változás (ΔAPD) tükrében szabad értelmezni. Így bevezetni kívánjuk 

a relatív SV fogalmát. A Krebs mérőoldatban, 1 Hz ingerlési frekvenciával folyamatosan 

stimulált sejteken az elektrotónus injektálásával regisztrált kontroll SV-APD és ΔSV-ΔAPD 

összefüggést leíró exponenciális görbékre (9. ábra) a továbbiakban mint standard görbére 

hivatkozom, és az egyes szerek okozta SV változást ehhez viszonyítom, az ettől való eltérést 

pedig relatív SV-nek nevezem.  
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9. ábra: Az APD és SV közötti összefüggés tanulmányozása. Az APD-ot elektrotónus 

injektálásával változtattuk meg. A teljes vizsgált tartomány: -600, -500, -400, -300, -200, -80, 

-40, 0, +30, +40, +50, +60 és +70 pA. (A) Az összes vizsgált elektrotónusos áram amplitúdó 

esetén a SV-t az APD függvényében ábrázoltuk. (B) Az áraminjekció nélküli (0 pA) kontroll 

esetekhez képesti SV változást (ΔSV) az elektrotónus hatására megváltozott APD-hoz 

hasonlítottuk (ΔAPD). Az ábrán látható fekete folyamatos görbék (standard görbék) az A és a 

B panelen feltüntetett adatokból kapott exponenciális illesztés eredményei. Az ábrákon 117 

egyedi mérési pont látható, melyek mindegyike 50 db akciós potenciál APD és SV értékeinek 

átlagát reprezentálja az egyes áram injekciók mellett. A mérési pontok 9 db sejt méréseiből 

származnak. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. 

 

Ennek értelmében ha egy folyamat, például egy ioncsatorna-gátlószer relatív SV 

növelő hatású, azt jelenti, hogy egységnyi APD változás mellett nagyobb SV növekedést 

okoz, így a gátlószerhez tartozó SV érték a 9. ábrán látható standard görbe fölött 

helyezkedik.  

A teljes vizsgált tartományban (−600 és +70 pA között) mért adatainkra illesztett 

egyeneseket a következő exponenciális egyenletek segítségével kaptuk: 

𝑆𝑉 =  𝑆𝑉0 + 𝐴 ∙ 𝑒𝐴𝑃𝐷/𝑡 

4. egyenlet 

𝛥𝑆𝑉 =  𝛥𝑆𝑉0 + 𝐴 ∙ 𝑒𝐴𝑃𝐷/𝑡 

5. egyenlet 

A 4. egyenlet alapján kapott paraméterek a következők voltak: SV0=0 ms, A=0,56 ms 

és t=131 ms, a regressziós koefficiens pedig r
2
=0,98. A 5. egyenlet alapján kapott 

paraméterek pedig: ΔSV0=−2,39 ms, A=2,37 ms és t=97 ms, a regressziós koefficiens pedig 

r
2
=0,97. 
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6.2.2. Az ingerlési frekvencia megváltoztatásának hatása az akciós potenciál 

időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitására 

 

Az AP hosszát nagymértékben befolyásolja az ingerlési frekvencia mértéke, így 

további kísérleteinkben arra voltunk kíváncsiak, hogy a SV frekvencia-függő változásai 

hogyan viszonyulnak az elektrotónussal meghatározott értékekhez. Azaz, az APD 

változásával mennyire jósolható elő a SV változás. Azt tapasztaltuk, hogy az ingerlési 

frekvencia csökkentésével – tehát nagyobb ciklushossz esetén – nőtt az APD, és vele együtt 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. ábra, A,B, 11. ábra, A,B). Magasabb ingerlési 

frekvencia esetén mind a két paraméter értéke csökkent (3,33 Hz/0,3 sec: APD 153±5 ms,  

SV 2,42±0,19 ms; P<0,0001, n=8). A további ingerlési frekvenciákon mért eredményeinket a 

3. táblázatban tüntettem fel. 

 

10. ábra: Az ingerlési ciklushossz megváltoztatásának hatása az APD-ra és a SV-ra. (A) 

50 db reprezentatív akciós potenciál a 0,3 sec és 5 sec ciklushossz mellett, valamint a kontroll 

1 sec ciklushossz (1 Hz) esetében. (B) A reprezentatív Poincaré diagramot az előzőekben 

bemutatott ciklushosszak esetén kapott akciós potenciálok alapján szerkesztettük. 
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3. táblázat: Az ingerlési ciklushossz megváltoztatásával kapott APD és SV értékek az 

egyes ciklushosszak esetén (n=8). 

Amennyiben az elektrotónus alkalmazása során kapott exponenciális görbével együtt 

ábrázoltuk az ingerlési frekvencia változtatása során kapott SV és APD értékeket, azt 

tapasztaltuk, hogy a pontok közel tökéletesen illeszkednek a standard görbére. Ez alól kivétel 

a 2 Hz-nél gyorsabb frekvenciák – 0,5 sec, vagy annál rövidebb ciklushosszak esetén –, 

amikor is a SV értékek nagyobbnak bizonyultak az APD-SV összefüggésből várhatótól  

(11. ábra, C). Ez alapján feltételezzük, hogy valamely más – APD-tól független – faktor is 

befolyásolhatja a SV-t.  

11. ábra: Az ingerlési ciklushossz megváltoztatásának hatása az APD-ra és a SV-ra. A 

SV (A) és APD (B) értékek változása a ciklushosszak függvényében. A teljes tartomány, 

amiben az ingerlési ciklushosszt vizsgáltuk: 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 függvényében. A fekete folyamatos 

görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll SV-APD 

összefüggést jellemző – standard görbe. A frekvencia-függést vizsgáló kísérleteinkből 

származó eredmények 8 db szívízomsejtet reprezentálnak. 
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6.3. Az ionáramok szerepe az akciós potenciál időtartam rövidtávú beat-to-beat 

variabilitásának meghatározásában 

 

6.3.1. Outward áramok szerepe az akciós potenciál időtartam rövidtávú  

beat-to-beat variabilitásának meghatározásában 

 

Az AP kialakításában részt vevő ionáramok közül elsőként az outward áramok 

szerepét vizsgáltuk a SV modulálásában. Ehhez a különböző áramok legszelektívebbnek vélt 

aktiváló- ill. gátlószereit alkalmaztuk (1. táblázat). Az outward áramok közül az öt releváns 

káliumáramot vizsgáltuk. Dofetiliddel gátoltuk a IKr-ét, HMR 1556-tal az IKs-ét, chromanol 

293B-vel (HMR 1556 jelenlétében) a Ito1-ot és végül BaCl2-dal a IK1-ot (12. ábra, A-D). Az 

IK-ATP-ot pedig lemakalimmal aktiváltuk (12. ábra, E).  

A kontroll AP-okhoz képest a dofetilid, a HMR 1556 és a BaCl2 kezelés növelte az 

APD-ot, a chromanol 293B nem befolyásolta, míg a lemakalim rövidítette azt. Az egyes 

szerek abszolút és relatív hatásait úgy tanulmányozhatjuk, ha a 9. ábrán bemutatott standard 

görbéhez (kontroll SV-APD összefüggés) hasonlítjuk eredményeinket (13. ábra). 

Megállapítottuk, hogy a dofetilid mind a négy alkalmazott koncentrációja szignifikánsan 

növelte 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 növekedés nagyobb mértékű 

volt, mint ami az APD növelés alapján várható lenne, azaz a relatív SV növekedett 

(13. ábra, B). 

Hasonló eredményt kaptunk az 500 nM HMR 1556 esetében is, a markáns SV 

növekedés (2,64±0,26 ms-ról 3,60±0,32 ms-ra; P=0,002, n=11) csak kismértékű APD 

növekedéssel társult (207±6 ms-ról 220±7 ms-ra; P<0,0001, n=11). Ez a hatás leginkább 

akkor volt szembetűnő, amikor a ΔSV értékeket ábrázoltuk a ΔAPD értékek függvényében. 

Ekkor ugyanis a HMR 1556 jelenlétében mért értékek a pozitív ΔAPD tartományban, a 

standard görbe fölött helyezkednek el (13. ábra, B). Ez azt bizonyítja, hogy a HMR 1556 SV 

növelő hatása jóval nagyobb mint azt a korábban tárgyalt kontroll SV-APD összefüggés 

alapján feltételeznénk. A Ito1-blokkoló chromanol 293B-t (100 µM) a HMR 1556 jelenlétében 

alkalmazva, az APD kismértékben (217±7 ms-ról 212±8 ms-ra; n=17), míg a SV 

szignifikánsan csökkent (3,47±0,25 ms-ról 2,63±0,17 ms-ra; P<0,004 a HMR 1556-hoz 

képest, n=17). Ezek a hatások nagyban hasonlítottak azokra az eredményeinkre, amikor az 

EPI sejteken a Ito1-ot 4-aminopiridinnel gátoltuk. Ez esetben a IKs gátlószerét is perfundáltuk, 

így a kapott adathalmaz szintén a standard görbe fölött található (13. ábra, B). 
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12. ábra: Az outward ionáramok szerepe a SV modulálásában. Az outward áramok közül 

gátoltuk a IKr-ét (100 nM dofetilid, A), a IKs-ét (500 nM HMR 1556, B), a Ito1-ot (100 µM 

chromanol 293B, 500 nM HMR 1556 jelenlétében, C) és a IK1-ot (5 µM BaCl2, D), valamint 

aktiváltuk az IK-ATP-ot (1 µM lemakalim, E). Minden esetben 50 db reprezentatív akciós 

potenciál látható kontroll esetben és az egyes ioncsatorna gátló- és aktiválószerek 

jelenlétében. Az ábra jobb oldalán található Poincaré diagramokat a bemutatott akciós 

potenciálok időtartama alapján szerkesztettük. A szürke akciós potenciál az adott sejt 

kontrolljának – az átlagot reprezentáló – egy akciós potenciálja. 
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13. ábra: Az outward ionáramok szerepe a SV modulálásában. Gátoltuk a IKr-ét (10 nM, 

30 nM, 100  nM és 300  nM dofetilid; n=7, 7, 30, 11), a IKs-ét (500  nM HMR 1556; n=11), a 

Ito1-ot (100 µM chromanol 293B, 500 nM HMR 1556 jelenlétében; n=17) és a IK1-ot (0,3, 1, 3 

és 5 µM BaCl2; n=6, 18, 7, 27), valamint aktiváltuk az IK-ATP-ot (0,1, 0,3, 1 és 5 µM 

lemakalim; n=6, 6, 7, 6). A fekete körök a csatorna modulátorok nélkül kapott poolozott 

kontrollt jelölik. (A, B) A gátló- és aktiválószerek által indukált APD és SV változások. Az A 

és B panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus 

injektálásával kapott kontroll SV-APD vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard 

görbe. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik.  

 

Az IK-ATP aktiválószer lemakalim minden alkalmazott koncentrációja csökkentette a 

SV-t (kontroll: 2,87±0,16 ms; 2,28±0,31 ms, 1,56±0,22 ms, 1,11±0,15 ms, 0,64±0,09 ms, 

0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 5 µM lemakalimban; P<0,0003, n=6), és ezzel együtt az APD-ot is 

olyan mértékben csökkentette (kontroll: 217±6 ms; 191±7 ms, 148±9 ms, 102±9 ms, 

38±5 ms, 0,1 µM, 0,3 µM, 1 µM, 5 µM lemakalimban; P<0,0001, n=6), hogy mind a négy 

mérési pont a standard görbén helyezkedik el, így a lemakalim – vagyis az aktivált IK-ATP – 

feltehetőleg nincs specifikus hatással a SV-ra (13. ábra, B). 

A BaCl2 perfúziót követően a nagyon jelentős APD növekedés (kontroll: 215±4 ms; 

239±8 ms, 260±8 ms, 304±5 ms, 324±7 ms, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 5 µM BaCl2-ban; P<0,002, 

n=6-27) mellett csak kisebb mértékű SV növekedést (kontroll: 2,39±0,09 ms; 2,60±0,18 ms, 

3,42±0,14 ms, 4,06±0,21 ms, 4,52±0,23 ms, 0,3 µM, 1 µM, 3 µM, 5 µM BaCl2-ban; P<0,004, 

n=6-27) tapasztaltunk. A IK1 gátlásakor kapott pontok ábrázolásából kiderül, hogy a SV 

növelő hatás elmarad a kontroll SV-APD összefüggés során megállapítottól, ami azt sugallja, 

hogy a IK1 egy relatív SV növelő áram (13. ábra, B). A BaCl2 azonban az AP markáns ún. 

„háromszögesedését” okozta (12. ábra, D), vagyis változatlan platópotenciál mellett növelte 

az APD-ot, ezért relevánsabb lehet a BaCl2 esetén egy korrekciót bevezetni. A 

háromszögesedés meghatározásához az APD90 és az APD50 különbségét vesszük, mely 

kontroll esetben 47±3 ms, míg 5 µM BaCl2 esetén 90±8 ms (P<0,005, n=8). Amennyiben az 

APD90-APD50 különbségével korrigáljuk a kapott adathalmazt, akkor a pontok az X tengely 

mentén 43 ms-mal balra tolódnak és ebben az esetben az összes pont a standard görbén 

helyezkedik el, azt mutatva, hogy a IK1 egy indifferens ionáram a SV modulálásában. 
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6.3.2. Inward áramok szerepe az akciós potenciál időtartam rövidtávú  

beat-to-beat variabilitásának meghatározásában 

 

Az inward áramok közül a INa és az ICa,L szerepét tanulmányoztuk. A INa-ot 

tetrodotoxinnal vagy lidokainnal gátoltuk (14. ábra, A,B), míg aktiválására veratridint 

alkalmaztunk (14. ábra, C). 

A veratridin koncentráció-függő módon, markánsan növelte 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, 

4,62±0,34 ms, 8,04±1,00 ms, 10 nM, 30 nM, 100 nM veratridinben; P<0,0001, n=6-19). 

Tetrodotoxin (kontroll: APD 237±8 ms, SV 2,78±0,15 ms; 3 µM 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 csökkent (kontroll: APD 228±13 ms, SV 3,28±0,45 ms; 50 µM lidokain: 

APD 187±13 ms, SV 2,25±0,44 ms; P<0,002, n=9). A Na-csatorna gátlás okozta SV 

csökkenés, valamint ellenkező esetben a veratridin hatására létrejött SV emelkedés is 

nagyobbnak bizonyult mint azt a kontroll SV-APD összefüggésből várhatnánk (15. ábra, 

A,B). Ebből arra következtetünk, hogy a INa relatív SV növelő hatással bír. 

Az ICa,L szerepének tanulmányozása során is egy gátlószert (nizoldipin) illetve egy 

aktiválószert (Bay K8644) alkalmaztunk (14. ábra, D-E). 1 µM nizoldipin rendkívül 

jelentősen rövidítette az APD-ot (220±6 ms-ról 116±7 ms-ra; P<0,0001, n=19), ezzel együtt 

növelte a SV-t (2,44±0,20 ms-ról 2,96±0,27 ms-ra; P<0,02, n=19). A Bay K8644 kétféle 

koncentrációban került alkalmazásra. 20 nM Bay K8644 224±7 ms-ról 262±6 ms-ra 

(P<0,0001, n=12), míg a 200 nM Bay K8644 209±5 ms-ról 291±10 ms-ra növelte az APD-ot 

(P<0,0001, n=21), ugyanakkor a SV-ra kifejtett hatásuk eltérő volt. A 20 nM Bay K8644 nem 

változtatta meg a SV-t (kontroll: 2,63±0,16 ms; 20 nM Bay K8644: 2,59±0,20 ms; n=12), míg 

200 nM szignifikánsan növelte azt (2,20±0,13 ms-ról 4,16±0,30 ms-ra; P<0,0001, n=21). Ha 

a kapott SV és APD értékeket és változásokat a kontroll SV-APD összefüggéshez hasonlítjuk, 

akkor a Bay K8644 perfundálásakor kapott pontok a standard görbe alatt helyezkednek el, 

így relatív SV csökkenést tapasztalunk, míg az ICa,L gátlása relatív SV növelő hatású  

(15. ábra, A,B). Ezek alapján megállapítottuk, hogy az ICa,L jelentősen csökkenti a SV-t. 
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14. ábra: Az inward ionáramok szerepe a SV modulálásában. Az inward áramok közül a 

INa-ot 3 µM tetrodotoxinnal (A) vagy 50 µM lidokainnal (B) gátoltuk, a csatorna 

aktiválásához pedig 100 nM veratridint használtunk (C). Az ICa,L-ot 1 µM nizoldipinnel 

gátoltuk (D) vagy 20 nM és 200 nM Bay K8644-gyel aktiváltuk (E). Minden esetben 50 db 

reprezentatív akciós potenciál látható kontroll esetben és az egyes ioncsatorna gátló- és 

aktiválószerek jelenlétében. Az ábra jobb oldalán található Poincaré diagramokat a bemutatott 

akciós potenciálok időtartama alapján szerkesztettük. A szürke akciós potenciál az adott sejt 

kontrolljának – az átlagot reprezentáló – egy akciós potenciálja. 
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15. ábra: Az inward ionáramok szerepe a SV modulálásában. Gátoltuk a INa-ot (3 µM 

tetrodotoxin; n=13 és 50 µM lidokain; n=9) és az ICa,L-ot (1 µM nizoldipin; n=19) vagy 

ellenkező esetben aktiváltuk a INa-ot (10 nM, 30 nM és 100 nM veratridin; n=6, 11, 19) és az 

ICa,L-ot (20 nM és 200 nM Bay K8644; n=12, 21). A fekete körök a csatorna modulátorok 

nélkül kapott poolozott kontrollt jelölik. (A, B) A gátló- és aktiválószerek által indukált APD 

és SV változások. Az A és B panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – 

elektrotónus injektálásával kapott kontroll SV-APD vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző 

– standard görbe. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. 

 

6.4. Az akciós potenciál időtartam és a rövidtávú beat-to-beat variabilitás közötti 

összefüggés további tanulmányozása 

 

 Annak érdekében, hogy valamely ionáram specifikus SV módosító szerepét 

elkülönítsük az APD módosító hatásától, elektrotónusos vagy pedig farmakológiai 

kompenzációt alkalmaztunk. Első esetben 100 nM dofetilid, 5 µM BaCl2, 100 nM veratridin 

és 200 nM Bay K8644 esetén egy konstans, pontosan meghatározott amplitúdójú outward 

áramot injektáltunk a sejtekbe (16. ábra, B-E), míg 3 µM tetrodotoxin és 1 µM nizoldipin 

esetén azonos metodikával alkalmazott inward áramot injektáltunk (16. ábra, F,G). Minden 

esetben az volt a célunk, hogy a megváltozott AP időtartamot minél precízebben a kontroll 

AP időtartamnak megfelelően kompenzáljuk (tűréshatár: ±5 ms a kontroll APD-hoz képest). 

Megállapítottuk, hogy dofetilid kezelést követően az elektrotónus injektálás ellenére is 

– kiindulási AP időtartam mellett – magasabb maradt a SV (kontroll: 2,37±0,19 ms; 

dofetilid+tónus: 2,68±0,29 ms; P<0,05, n=7) (16. ábra, B). Ezzel ellentétben BaCl2 esetében 

az APD változás kompenzálása után a SV szignifikánsan kisebbnek bizonyult a kontrollhoz 

képest (kontroll: 2,31±0,20 ms; BaCl2+tónus: 1,97±0,16 ms; P<0,04, n=8) (16. ábra, C). Ez 

szintén azt jelentené, hogy változatlan APD esetén a IK1 hiányában a SV alacsonyabb lenne. 

 



  

45 

 

16. ábra: Az egyes ionáramok hatása a SV-ra, függetlenül az APD módosító hatástól. Az 

egyes ioncsatorna hatások (APD csökkentés vagy növelés) stabilizálódása után a korábbi 

kísérletekben alkalmazott elektrotónus injektálásával a kiindulási APD értékre kompenzáltuk 

az AP időtartamát. Így vizsgálni tudtuk az egyes szerek kizárólag a SV-ra kifejtett hatását. (A) 

A módszer lényegét a nizoldipin (NISO) példáján keresztül szemléltetjük. A (B) IKr 

(100 nM dofetilid (DOFE); n=7) és (C) IK1 gátlást (5 µM BaCl2; n=8), valamint a (D) INa 

(100 nM veratridin (VERA); n=14) és az (E) ICa,L (200 nM Bay K8644 (Bay K); n=10) 

aktiválását követő APD növekedést outward árammal (OC) kompenzáltuk. A (F) INa 

(3 µM tetrodotoxin (TTX); n=8) és az (G) ICa,L gátlást (1 µM nizoldipin (NISO); n=10) 

követő APD csökkenést inward árammal (IC) kompenzáltuk. A szaggatott vonal a kontroll 

körülmények között mért SV értéket jelzi. Csillaggal a kontroll (szer és elektrotónus nélküli) 

adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 
 

Korábbi érvelésünknek megfelelően azonban, az AP háromszögesedése miatt az elektrotónus 

injektálásakor elkerülhetetlenül túlkompenzáltuk az APD50 értékét. Veratridin jelenlétében is 

magasabb SV értéket (kontroll: 2,25±0,19 ms; veratridin+tónus: 3,95±0,24 ms; P<0,001, 

n=14) kaptunk, amikor az elektrotónus segítségével kontroll APD-mal megegyező 

időtartamot állítottunk be (16. ábra, D). Outward áram adása Bay K8644 perfúziót követően 

a kiindulási érték alá csökkentette a SV-t (kontroll: 2,18±0,19 ms; Bay K8644+tónus: 

1,71±0,16 ms; P=0,007, n=10) (16. ábra, E). A INa blokkolását követően (tetrodotoxin) az  
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17. ábra: Az egyes ionáramok hatása a SV-ra, függetlenül az APD módosító hatástól. Az 

APD csökkentés vagy növelés ellensúlyozására farmakológia kompenzációt alkalmaztunk. 

Ehhez két olyan ionáramot és azok gátló- ill. aktiválószerét választottuk, amelyek korábbi 

kísérleteink során indifferensnek bizonyultak a SV szempontjából: az APD növelésére a  

IK1-ot gátló BaCl2-ot, míg az APD csökkentésére az IK-ATP-ot aktiváló lemakalimot (LEMA) 

használtunk. A (A) IKr (300 nM dofetilid (DOFE); n=5) gátlását és a (B) INa 

(100 nM veratridin (VERA); n=8) aktiválását követő APD növekedést pontosan titrált 

lemakalimmal a kiindulási APD értékre állítottuk vissza. A (C) INa (3 µM tetrodotoxin (TTX); 

n=6) és az (D) ICa,L (1 µM nizoldipin (NISO); n=7) gátlását követő APD csökkenést pedig a 

megfelelő koncentrációjú BaCl2 adásával kompenzáltuk. Csillaggal a kontroll (szer nélküli) 

adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 

 

APD kompenzálása csökkent SV-sal járt együtt (kontroll: 2,75±0,29 ms; tetrodotoxin+tónus: 

2,17±0,28 ms; P=0,03, n=8) (16. ábra, F), míg az ICa,L gátlás esetén (nizoldipin) ez az érték 

még tovább emelkedett az inward áram injektálás hatására (kontroll: 2,68±0,20 ms; 

nizoldipin+tónus: 5,38±0,59 ms; P<0,002, n=10) (16. ábra, G).  

 Mivel a pontos APD kompenzációt lehetővé tevő elektrotónus injektálása 

elmozdíthatja a nyugalmi membránpotenciált a pozitívabb vagy pedig a negatívabb 

tartományok felé (ami hatással lehet az AP paramétereire), megismételtük kísérleteinket úgy, 

hogy az elektrotónus alkalmazása helyett farmakológiai kompenzánciót végeztünk (17. ábra, 
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A-D). Ehhez ki kellett választanunk két olyan szert, amelyik növeli vagy csökkenti az  

APD-ot. Mivel a lemakalim jelentős APD rövidülést, a BaCl2 pedig markáns APD növekedést 

okozott és mindezt a relatív SV szempontjából indifferens módon tették, választásunk e két 

szer alkalmazására esett. Az APD kompenzálásához a két szer koncentrációjának nagyon 

pontos titrálására volt szükség. A dofetilid és a veratridin APD növelő hatását lemakalim 

adásával kompenzáltuk, míg tetrodotoxin és nizoldipin esetén BaCl2-ot alkalmaztunk a 

kompenzáláshoz. A kiindulásival megegyező APD-ok mellett továbbra 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. ábra, A) és veratridin (kontroll: 2,87±0,13 ms; veratridin+lemakalim: 

4,65±0,52 ms; P<0,02, n=8) (17. ábra, B) jelenlétében. Tetrodotoxin esetén ez az érték a 

kontroll SV alá csökkent (kontroll: 2,36±0,10 ms; tetrodotoxin+BaCl2: 2,10±0,09 ms; P<0,05, 

n=6) (17. ábra, C), végül pedig nizoldipin hatására a SV még tovább emelkedett (kontroll: 

2,06±0,26 ms; nizoldipin+BaCl2: 5,38±0,68 ms; P=0,0006, n=7) (17. ábra, D). A két 

különböző metódussal történő APD kompenzálás eredményei tehát hasonlónak bizonyultak, 

nevezetesen, hogy a IKr és az ICa,L specifikusan SV csökkentő hatású, míg a INa növeli azt. Azt 

azonban mindenképp érdemes kiemelni, hogy a legmarkánsabb hatások azon kísérleteinkben 

voltak láthatóak – függetlenül attól, hogy melyik metódussal végeztük a kompenzálást – ahol 

nizoldipint alkalmaztunk. Ez ismételten bizonyítja az ICa,L fontos szerepét a SV 

szabályozásában. 

 

6.5. Az intracelluláris kalcium homeosztázis befolyásolásának hatása az akciós potenciál 

időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitására 

 

6.5.1. Az intracelluláris kalcium koncentráció változásának hatása az akciós 

potenciál időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitására 

 

 Többféle lehetőség is adott az [Ca
2+

]i megváltoztatására. Kísérleteink során az [Ca
2+

]i 

növelésére a nagy Ca
2+

-szelektivitású A23187 (Ca
2+

 ionofór, calcimcyin) nevű, antibiotikus 

tulajdonsággal is bíró Ca
2+

 ionofór molekulát alkalmaztuk, mely stabil 2:1 komplexet képes 

alkotni divalens kationokkal. Jelenlétében a Ca
2+

 képes átjutni a sejtmembránon. Intakt 

sejteken gyakorta használnak Ca
2+

 ionofór molekulákat az [Ca
2+

]i emelésére
112, 167

. 1 µM 

A23187 25 percig történő inkubálása után az emelkedett [Ca
2+

]i hatására APD rövidülést 

tapasztaltunk (207±4 ms-ról 170±5 ms-ra; P<0,0001, n=14) míg az abszolút SV értékét csak a 

kísérlet kezdetén változtatta meg (kontroll: 2,81±0,13 ms; 3,29±0,19 ms, 2,83±0,19 ms, 5. és  
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18. ábra: Az intracelluláris Ca
2+

 koncentráció ([Ca
2+

]i) hatása a SV-ra. (A, C) Az [Ca
2+

]i 

növeléséhez 1 µM A23187 Ca
2+

 ionofórt alkalmaztunk (B, D) Az [Ca
2+

]i csökkentéséhez 

5 µM BAPTA-AM intracelluláris Ca
2+

 kelátort használtunk. (A, B) 50 db reprezentatív akciós 

potenciál kontroll esetekben ill. az A23187 vagy BAPTA-AM jelenlétében. (C, D) Az A és B 

paneleken bemutatott akciós potenciálok alapján szerkesztett reprezentatív Poincaré 

diagramok 25 perc szerhatást követően.  

 

25. perc A23187-ben; P<0,03 az 5. perc A23187 esetében a kontrollhoz viszonyítva, n=14). 

Összességében az APD rövidüléshez nem társult SV csökkenés (18. ábra, A,C).  

Vizsgálatunk másik részében a BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-

tetraacetic acid) nevű Ca
2+

 kelátort alkalmaztuk. A BAPTA nagyobb Ca
2+

 szelektivitású mint 

az egyéb kelátorok (pl. EDTA, EGTA), ezeknél 50-400x gyorsabban köti és szabadítja fel a 

Ca
2+

-ot, valamint kevésbé érzékeny a pH változásaira
157

. Minden BAPTA molekula két Ca
2+

 

megkötésére képes. Kísérleteinkben a sejteket a BAPTA acetoximetilészter formájával 

inkubáltuk (BAPTA-AM), amely képes átlépni a sejtmembránon, majd az intracelluláris nem 

specifikus észterázok lehasítják az észter csoportot, és az így keletkezett aktív forma már 

képes a Ca
2+

 megkötésére. 5 µM BAPTA-AM hatására az AP időtartama (az észterázok 

folyamatos hasításának eredményeképpen) fokozatosan nőtt (25. percben 218±8 ms-ról 

297±15 ms-ra; P<0,0001, n=17) (18. ábra, B,D), azonban a SV értéke vagy nem változott, 

vagy csökkent (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 viszonyítva, n=17) 

(19. ábra, B). A két vizsgált szer esetében lassan állt be a steady-state állapot, így 
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méréseinket legalább 25 percig végeztük (19. ábra, A,B). Eredményeink tehát azt mutatják, 

hogy a citoszólikus Ca
2+

 koncentráció emelkedése a relatív SV növekedését okozza  

(19. ábra, C). 

 

19. ábra: Az [Ca
2+

]i változás időfüggő hatása a SV-ra és az APD-ra. (A, C) Az [Ca
2+

]i 

növeléséhez 1 µM A23187 Ca
2+

 ionofórt (n=14) alkalmaztunk, (B, C) ellenkező esetben az 

[Ca
2+

]i csökkentéséhez pedig 5 µM BAPTA-AM intracelluláris Ca
2+

 kelátort (n=17) 

használtunk. (A, B) Az A23187 és a BAPTA-AM indukálta APD és SV változásokat az idő 

függvényében ábrázoltuk. (C) Az A23187 és a BAPTA-AM hatása a relatív SV-ra  

(ΔSV-ΔAPD). Az üres szimbólumok a szerhatást követő 5. perc, míg a teli szimbólumok a 

25. perc eredményeit mutatják. Az C panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán 

bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – 

standard görbe. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. Csillaggal a kontroll adatokhoz 

(APD és SV) képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 

 

Következő kísérletsorozatunkban a BAPTA-AM kezelést kombináltuk a korábban 

bemutatott elektrotónus injekciójával (20. ábra). A BAPTA-AM hatás stabilizálódása 

(markáns platópotenciál emelkedés ill. APD növekedés) után mért AP-okat tekintettük 

kontrollnak (0 pA) (20. ábra, A,B). Az egyre nagyobb amplitúdójú inward áram injektálása 

tovább növelte az APD-ot, míg az outward áram az AP rövidülését okozta. A mérési protokoll  
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20. ábra: Az SV-APD összefüggés tanulmányozása intracelluláris Ca
2+

 kelátor 

jelenlétében. Ezen kísérleteinkben a 25 perc 5 µM BAPTA-AM perfúziót követően kialakult 

áraminjekció nélküli (0 pA) APD-hoz viszonyítottuk az elektrotónus hatására megváltozott 

értékeket. Ezt követően elektrotónus injektálásával megváltoztattuk az APD-ot. (A) 50 db 

reprezentatív akciós potenciál a −80, −40, +15 és +30 pA amplitúdójú injektált áram hatására 

valamint az áraminjekció nélküli esetekben (Krebs mérőoldat vagy BAPTA-AM 

jelenlétében). (B) A reprezentatív Poincaré diagramot az előzőekben bemutatott öt tartomány 

alapján szerkesztettük.  

 

megegyezett a korábbiakban bemutatottakkal. Az injektált elektrotónusok amplitúdójában 

különbség tapasztalható (−600 – +45 pA) a korábbi, csak elektrotónussal végzett 

kísérleteinkhez képest. Ezt az magyarázza, hogy BAPTA-AM jelenlétében eleve hosszabbak 

az AP-ok, így a pozitív elektrotónus hatására a sejtek hajlamosabbak voltak a EAD 

generálásra. A SV-t ábrázolva az APD függvényében azt tapasztaltuk, hogy BAPTA-AM 

jelenlétében az elektrotónussal előidézett APD változás kisebb mértékű SV növekedést 

okozott, mint amit BAPTA-AM kezelés nélkül láttunk. Ez a hatás a hosszabb AP-ok esetén 

még kifejezettebb volt (21. ábra, A,B). −80 pA amplitúdójú anelektrotónus mellett is 

hosszabb AP-ok voltak mérhetőek BAPTA-AM jelenlétében (APD 190±7 ms, SV 1,86±0,12 

ms), csakúgy, mint +40 pA amplitúdójú katelektrotónus esetén (APD 414±25 ms, SV 

9,14±2,46 ms). A további 11 elektronónus esetén kapott paraméterek átlagértékeit a  

4. táblázat foglalja össze. 
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21. ábra: Az SV-APD összefüggés tanulmányozása intracelluláris Ca
2+

 kelátor 

jelenlétében. Az APD-ot 25 perc 5 µM BAPTA-AM előkezelést követően −600 pA és 

+45 pA közötti elektrotónus injektálásával változtattuk meg. (A) Az összes vizsgált 

elektrotónusos áram amplitúdó esetén a SV-t az APD függvényében ábrázoltuk. (B) Az 

elektrotónus hatására bekövetkező SV és APD változást (ΔSV, ΔAPD) az elektrotónus 

nélküli SV és APD értékekhez viszonyítottuk. Az üres fekete szimbólumok és a fekete 

folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll SV-APD 

vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. A piros teli szimbólumok és a 

piros folyamatos görbe pedig a BAPTA-AM jelenlétében injektált elektrotónusos 

kísérletekből származó adataink, ill. az azokra kapott exponenciális illesztés eredménye. Az 

ábrákon 117 kontroll (9 db miocita) és 209 BAPTA-AM jelenlétében kapott (14 db miocita) 

egyedi mérési pont látható, melyek mindegyike 50 db akciós potenciál APD és SV értékeinek 

átlagát reprezentálja az egyes áram injekciók mellett. A szaggatott vonalak a nulla változást 

jelölik (Krebs mérőoldathoz vagy BAPTA-AM-hez képest). 

 

A teljes vizsgált tartományban (−600 és +45 pA között) mért adatainkra illesztett 

egyeneseket exponenciális egyenletek segítségével kaptuk. A 4. egyenlet alapján kapott 

paraméterek a következők voltak: SV0=0 ms, A=0,63 ms és t=176 ms, a regressziós 

koefficiens pedig r
2
=0,86. A 5. egyenlet alapján kapott paraméterek pedig: ΔSV0=−2,8 ms, 

A=3,1 ms és t=146 ms, a regressziós koefficiens pedig r
2
=0,92. 

 

Ezek után kíváncsiak voltunk arra, hogyan befolyásolja a BAPTA-AM a relatív SV-t 

egy megelőző – farmakológiai módszerekkel történő – APD növelést követően (22. ábra). 

Megismételtük a gátló- és aktiválószerekkel végzett kísérleteinket, melyek során az adott szer 

hatásának beállta után, az adott szer jelenlétében alkalmaztuk a BAPTA-AM kezelést. A IKr-ét 

ez esetben is 100 nM dofetiliddel vagy 200 nM E-4031-gyel gátoltuk, a INa aktiválására 100 

nM veratridint, míg az ICa,L aktiválásához 200 nM Bay K8644-et alkalmaztunk. Önmagában 

alkalmazva mind a négy szer markánsan növelte az APD-ot. Azonban a IKr gátlást követő 

BAPTA-AM perfúzió csökkentette az AP időtartamát (dofetilid: 330±21 ms; 

dofetilid+BAPTA-AM: 300±18 ms; P<0,02, n=7; E-4031: 275±10 ms; E-4031+BAPTA-AM:  
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4. táblázat: Az APD és SV közötti összefüggés tanulmányozása az intracelluláris Ca
2+

 

kelátor BAPTA-AM jelenlétében. Az elektrotónusos kísérleteink során kapott APD és SV 

értékek az egyes áram amplitúdók esetén (n=14). 

 

240±17 ms; P<0,05, n=7). BAPTA-AM jelenlétében az inward áramok aktiválása tovább 

növelte az AP időtartamát (veratridin: 308±26 ms; veratridin+BAPTA-AM: 400±41 ms; 

P<0,003, n=7; Bay K8644: 290±11 ms; Bay K8644+BAPTA-AM: 384±22 ms; P=0,007, 

n=6) (22. ábra). Eredményeink azt mutatják, hogy a BAPTA-AM az összes kísérleti 

elrendezésben csökkentette a relatív SV-t. Erre utal, hogy az összes, a BAPTA-AM perfúziót 

követő mérési pont a standard görbe alatt helyezkedik el, még azokban az esetekben is, ha az 

APD nagyon jelentős mértékben megnőtt (22. ábra). 

22. ábra: A BAPTA-AM és ioncsatorna gátló- és aktiválószerek kombinált hatása a SV-

ra. A sejteken először IKr gátlással (100 nM dofetilid; n=7 vagy 200 nM E-4031; n=7), vagy 

INa (100 nM veratridin; n=7) ill. ICa,L (200 nM Bay K8644; n=6) aktiválással megnöveltük az 

APD-ot. A 25 percig tartó 5 µM BAPTA-AM perfúziót a szerek hatásainak stabilizálódását 

követően kezdtük meg. A piros teli kör a csak BAPTA-AM kezelést kapott sejtekről 

származik, a piros üres kör pedig ezen sejtek szer nélküli kontrollja. Többi esetben az üres 

szimbólumok a gátló- és aktiválószerek hatását mutatja, a teli szimbólumok pedig ezen szerek 

kombinációját 25 perc BAPTA-AM kezeléssel. A fekete folyamatos görbe a 9. ábrán 

bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll SV-APD összefüggést jellemző – 

standard görbe. 



  

53 

 

6.5.2. A szarkoplazmatikus retikulumból történő kalcium felszabadulás szerepe 

az akciós potenciál időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitásában 

 

 Az [Ca
2+

]i befolyásolásának egy következő módszere, a SR-ból történő Ca
2+

 

felszabadulás megváltoztatása. Ehhez rianodint és ciklopiazonsavat használtunk (23. ábra). A 

rianodin a RYR2 gátlásán keresztül (az általunk alkalmazott 10 µM-os koncentráció csökkenti 

a csatorna nyitvatartási valószínűségét
117

) megakadályozza a Ca
2+

 SR-ból történő 

felszabadulását. A ciklopiazonsav pedig a SERCA pumpa szelektív inhibitora, melynek 

hatására a SR-ból felszabadulni képes Ca
2+

 mennyisége csökken
137, 148, 177

. A 10 µM rianodin 

15 perc alatt átmenetileg 2,92±0,12 ms-ról 2,37±0,19 ms-ra (P=0,01, n=8) csökkentette a SV-

t, míg az APD-ot nem befolyásolta (kontroll: 222±7 ms; 15. perc rianodin: 224±15 ms; n=8) 

(23. ábra, A,C, 24. ábra, A). 1 µM ciklopiazonsav hatására a SV 3,87±0,29 ms-ról 15 perc 

alatt 3,29±0,29 ms-ra csökkent (P=0,02, n=9), míg az AP időtartamát szignifikánsan nem 

befolyásolta (kontroll: 239±7 ms; 15. perc ciklopiazonsav: 229±7 ms; n=9) (23. ábra, B,D, 

24. ábra, B). Eredményeink alapján mindkét szer hatékonyan csökkentette a relatív SV-t  

(24. ábra, C), vagyis a szisztolé alatti Ca
2+

 felszabadulás egy meghatározó eleme a SV-nak. 

 

23. ábra: A szarkoplazmatikus retikulumból (SR) történő Ca
2+

 felszabadulás hatása a 

SV-ra. (A, C) A SR-ból történő Ca
2+

 felszabadulást 10 µM rianodinnal, vagy (B, D) 1 µM 

ciklopiazonsavval (CPA) módosítottuk. (A, B) 50 db reprezentatív akciós potenciál kontroll 

esetekben és a rianodin ill. a CPA hatására, valamint a hozzájuk tartozó (C, D) reprezentatív 

Poincaré diagramok 25 perc szerhatást követően.  
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24. ábra: A SR-ból történő Ca
2+

 felszabadulás időfüggő hatása a SV-ra és az APD-ra.  
(A, C) A SR-ból történő Ca

2+
 felszabadulást 10 µM rianodinnal (n=8), vagy (B, C) 1 µM 

ciklopiazonsavval (CPA; n=9) módosítottuk. (A, B) A szer indukálta APD és SV változásokat 

az idő függvényében ábrázoltuk. (C) A rianodin és a CPA hatása a relatív SV-ra  

(ΔSV-ΔAPD). A szimbólumok a szerhatást követő 15. perc eredményeit mutatják. A C 

panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával 

kapott kontroll ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. A szaggatott vonalak a 

nulla változást jelölik. Csillaggal a kontroll adatokhoz (APD és SV) képesti szignifikáns 

eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 
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6.5.3. A Na
+
/Ca

2+
 cseremechanizmus szerepe az akciós potenciál időtartam 

rövidtávú beat-to-beat variabilitásában 

 

Az intracelluláris Ca
2+

 homeosztázis egyik meghatározó eleme a NCX mechanizmus, 

mely fontos Ca
2+

 eltávolító szereppel bír a szívizomsejtekben. Korábbi kísérleteink 

bizonyították az [Ca
2+

]i szerepét a SV mechanizmusában, ezért kíváncsiak voltunk arra is, 

hogyan befolyásolja a SV-t a NCX. A NCX gátlásához a szelektívnek vélt SEA0400-at 

alkalmaztuk. Munkacsoportunk korábbi eredményei alapján az alacsony koncentrációjú – 

300 nM – SEA0400 nincs hatással egyéb ionáramokra
25

. Megállapítottuk, hogy a 300 nM 

SEA0400 25 percig tartó inkubálása az APD rövidítő hatás ellenére (235±10 ms-ról 

206±13 ms-ra; P<0,007, n=7) szignifikánsan növelte mind az abszolút SV-t  

(2,53±0,16 ms-ról 2,77±0,14 ms-ra; P<0,0001, n=7), mind a relatív SV-t (25. ábra, A-D). 

 

25. ábra: A Na
+
/Ca

2+
 cseremechanizmus szerepe (NCX) a SV modulálásában. (A-D) Az 

NCX gátlásához 300 nM SEA0400-at alkalmaztunk (n=7). (A) 50 db reprezentatív akciós 

potenciál kontroll esetben és a SEA0400 hatására, (B) valamint a hozzá tartozó reprezentatív 

Poincaré diagram 25 perc szerhatást követően. (C) A kontroll és a SEA0400 esetén kapott 

APD és SV értékek, valamint a SEA0400-indukálta APD és SV változások (ΔSV és ΔAPD). 

(D) A SEA0400 hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD). A D panelen látható fekete folyamatos 

görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll ΔSV-ΔAPD 

összefüggést jellemző – standard görbe. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. A C 

panelen látható oszlopok a szerhatást követő 25. perc adatainak számtani középértéke ± SEM, 

csillaggal a kontroll adatokhoz képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 
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6.5.4. A kalcium homeosztázist befolyásoló szerek hatása a sejtrövidülés 

mértékére 

 

 Az [Ca
2+

]i változás indikátoraként – egy indirekt módszert –, a rögzítetlen miociták 

rövidülésének (shortening) mérését használtuk. A kísérletsorozatunkban alkalmazott szerek 

perfúzióját a vizsgált sejt rövidülésének stabilizálódása után kezdtük meg. Mind a négy 

vizsgált szer (5 µM BAPTA-AM, 1 µM A23187, 10 µM rianodin és 1 µM ciklopiazonsav) 

csökkentette a rövidülés mértékét, azonban eltérő mértékben és eltérő kinetikával. 

Megállapítottuk, 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), és 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) gátolta a 

sejtek rövidülését (26. ábra, A-C). Az említett három szer hatása gyors volt. A 

ciklopiazonsav csökkentette ugyan a rövidülések amplitúdóját (kontroll: 9,61±0,69 %; 

7,32±0,45 %, 5,31±0,73 % 5. és 15. perc ciklopiazonsavban; P<0,02, n=4), azonban teljes 

gátlást még 15 perc inkubálás után sem okozott (26. ábra, D). A BAPTA-AM, a rianodin és a 

ciklopiazonsav hatására a diasztolés sejthossz nem változott szignifikáns mértékben, míg a 

szisztolés sejthossz nőtt, jelezve a csökkent Ca
2+

 felszabadulást (26. ábra, A-C). Az A23187 

esetén a szisztolés sejthossz változatlan maradt, azonban a diasztolés érték jelentősen 

csökkent (26. ábra, D). Az a megfigyelés, hogy a Ca
2+

 ionofór alkalmazásával a 

szívizomsejtek kevésbé relaxálnak, összhangban áll azzal a feltevéssel, miszerint a Ca
2+

 

ionofór hatására akkumulálódik a Ca
2+

 a sejten belül. Munkacsoportunk korábban már 

megvizsgálta a SEA0400 hatását a sejtrövidülésre, ami nem változott szignifikáns mértékben 

(minimálisan fokozódott) a kontrollhoz viszonyítva
25

. 
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26. ábra: A Ca
2+

-homeosztázist befolyásoló szerek hatása a sejtrövidülés mértékére. A 

rögzítetlen kamrai szívizomsejtek rövidülését (A) BAPTA-AM (5 µM; n=7), (B) A23187 

(1 µM; n=5), (C) rianodin (10 µM; n=5) és (D) ciklopiazonsav (CPA, 1 µM; n=4) 

jelenlétében vizsgáltuk. Az ábra bal oldalán reprezentatív kísérletek eredményei, míg az ábra 

jobb oldalán a mérések átlagai láthatóak. A szerek perfundálását a kontroll esetekben mért 

sejtrövidülések amplitúdójának stabilizálódását követően kezdtük meg. A relatív sejthosszt a 

szer adása előtti utolsó percben mért diasztolés sejthosszra (100 %) normalizáltuk. A 

sejtrövidülés mértékét a diasztolés sejthossz százalékában fejeztük ki. A nyilak és a szaggatott 

vonalak a szerek perfúziójának kezdőpontját jelölik. Csillaggal a Krebs mérőoldatban 

(kontroll) kapott sejtrövidüléshez képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük.  
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6.6. A β-adrenerg stimuláció hatása az akciós potenciál időtartam rövidtávú beat-to-beat 

variabilitására 

 

Az eddigi eredményeink azt bizonyítják, hogy a IKs és az ICa,L hatékonyan csökkenti a 

relatív SV-t. Ezért megvizsgáltuk, hogy a β-adrenerg stimuláció milyen hatással van a SV-ra, 

ugyanis hatására nő a IKs és az ICa,L amplitúdója, valamint az [Ca
2+

]i
134

. Kísérleteink során a  

β-adrenerg stimuláció modellezésére egy nem specifikus agonistát, az izoproterenolt 

alkalmaztunk (27. ábra). 10 nM izoproterenol kismértékben ugyan, de szignifikánsan 

rövidítette az AP időtartamát (219±6 ms-ról 195±7 ms-ra; P<0,0001, n=13), ezzel együtt 

jelentősen csökkentette a SV-t is (2,31±0,12 ms-ról 1,43±0,11 ms-ra; P<0,0001, n=13) 

(27. ábra, C). Ez a SV csökkenés nagyobb mértékű volt, mint amit a kontroll APD-SV 

összefüggésből várhatnánk (27. ábra, H). Ugyanakkor a β-adrenerg stimuláció növeli az 

[Ca
2+

]i-t amiről kimutattuk, hogy relatív SV növelő hatású. Ezek után logikus lépésnek tűnt 

megvizsgálni az izoproterenol hatását 5 µM BAPTA-AM előkezelést követően is 

(27. ábra, D,E). A 25 perc Ca
2+

 kelátor előkezelés – ahogy a korábbi kísérleteinkben is – 

szignifikáns mértékben növelte az APD-ot, anélkül, hogy a SV-t jelentős mértékben 

megváltoztatta volna. Ha a sejteken BAPTA-AM előkezelést követően vizsgáltuk az 

izoproterenol hatását, azt tapasztaltuk, hogy a szernélküli állapotokhoz hasonló mértékben 

csökkentette mind az APD-ot (336±14 ms-ról 301±11 ms-ra; P<0,003, n=7), mind a SV-t 

(3,52±0,34 ms-ról 2,26±0,19 ms-ra; P<0,002, n=7). Nem tapasztaltunk különbséget az 

izoproterenol relatív SV-ra kifejtett hatásában BAPTA-AM jelenlétében vagy hiányában. Ez 

arra enged következtetni, hogy az izoproterenol SV módosító hatását nem az [Ca
2+

]i-ban 

bekövetkező változások okozzák, feltehetőleg ez a IKs és az ICa,L növelés eredménye. 

Megvizsgáltuk az izoproterenol frekvencia-függő hatását is. Az ilyen kísérletek során 

a különböző frekvenciák beállításakor időre van szükség a steady-state eléréséhez, az azonban 

limitálja a lehetőségeket, hogy az izoproterenol hatása körülbelül 5 perc alatt beáll, majd a 

változatlan koncentráció mellett is megkezdődik a β-receptorok deszenzitizációja. Így ezen 

kísérleteinkben 10 AP-t regisztráltunk minden egyes frekvencián, hogy minimalizáljuk a két 

felvétel közötti időt. Az alkalmazott ingerlési ciklushosszak a következők voltak: 0,3 sec, 

0,5 sec, 1 sec, 2 sec, 5 sec. Az izoproterenol mindkét hatása – APD rövidítés és SV 

csökkentés – fokozódott az ingerlési frekvencia csökkentésével (27. ábra, F,G), 

összességében a relatív SV is fokozatosan csökkent (27. ábra, H). 
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27. ábra: Az izoproterenol (ISO) hatása a SV-ra. A β-adrenerg stimulációt ISO (10 nM) 

segítségével modelleztük. (A) 50 db reprezentatív akciós potenciált mértünk kontroll esetben 

és 10 nM ISO jelenlétében. (B) A kapott APD értékek felhasználásával reprezentatív Poincaré 

diagramot szerkesztettünk. Az ISO hatása az APD-ra és a SV-ra Krebs mérőoldatban (n=13; 

C), valamint 25 perc 5 µM BAPTA-AM perfúziót követően (n=7; D). Az ISO-indukálta APD 

és SV változások (ΔSV és ΔAPD) Krebs mérőoldatban, valamint 25 perc BAPTA-AM 

perfúziót követően (E). (F, G) Az ISO-indukálta APD és SV változások (ΔSV és ΔAPD) 

frekvencia-függő sajátságai (n=8). A teljes ingerlési ciklushossz tartomány a következő volt: 

0,3, 0,5, 1, 2, 5 sec. (H) Az ISO hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD) különböző ingerlési 

ciklushosszak mellett. A H panelen látható vastag fekete folyamatos görbe a 9. ábrán 

bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – 

standard görbe. A szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. Csillaggal a szignifikáns 

(P<0,05) ISO hatásokat jelöltük (Krebs mérőoldathoz és/vagy BAPTA-AM-hez képest). 
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6.7. A szöveti redox potenciál hatása az akciós potenciál időtartam rövidtávú  

beat-to-beat variabilitására 

 

6.7.1. Redukáló környezet hatása az akciós potenciál időtartam rövidtávú  

beat-to-beat variabilitására 

 

A sejtek közvetlen környezetében végbemenő szöveti redox potenciál megváltozása 

markáns hatással bír a szövet elektrofiziológiai tulajdonságaira. Következő 

kísérletsorozatunkban a redox potenciált oxidatív és reduktív irányban változtattuk. A 

redukáló környezet modellezésére redukálószerekből, 1 mM DL-dithiothreitolból, 1 mM  

L-glutationból és 1 mM L-aszkorbinsavból álló koktélt alkalmaztunk. A redukáló koktél alig 

volt hatással az AP alakjára, az APD-ot nem befolyásolta (kontroll: 214±10 ms; 9. perc 

redukáló koktélban: 210±10 ms; n=12), viszont a SV-t szignifikáns mértékben csökkentette 

(kontroll: 2,81±0,30 ms; 9. perc redukáló koktélban: 2,12±0,15 ms; P<0,03, n=12) 

(28. ábra, A,C). A hatás kifejlődéséhez körülbelül 6 percre volt szükség, az AP paraméterek 

közül a SV innentől kezdve már nem változott tovább. Amennyiben a kontroll SV-APD 

összefüggéshez hasonlítjuk a redukáló koktél alkalmazása során kapott eredményeinket, 

láthatjuk, hogy az a relatív SV-t csökkentette (28. ábra, B,D), ugyanis a pontok a standard 

görbe alatt találhatóak, mivel a nem számottevő AP rövidüléshez képest szignifikánsan 

csökkent a SV. 

 

6.7.2. Oxidáló környezet hatása az akciós potenciál időtartam rövidtávú  

beat-to-beat variabilitására 

 

 A redukáló környezettel ellentétben az oxidáció markáns hatással volt az AP alakjára 

(29. ábra, A). Az oxidáló környezet modellezésére 10 µM hidrogén-peroxidot (H2O2) 

alkalmaztunk, ami fokozatosan növelte az APD-ot, valamint a SV-t is (29. ábra, A-C). 

Jellemzően 10-15 perccel a szer perfundálását követően – az összes vizsgált sejt esetében – 

EAD-k alakultak ki. A H2O2 hatására az APD és a SV is körülbelül ugyanolyan mértékben 

nőtt (kontroll: APD 214±8 ms, SV 2,57±0,24 ms; 9. perc H2O2-ban: APD 265±10 ms, SV 

9,46±1,43 ms; P<0,001, n=10) (30. ábra, A,C), azonban mégis nagymértékben növelte a 

relatív SV-t (30. ábra, B,D). A méréseink azon szakaszában, ahol a EAD-k kialakultak, az 

APD akár 600-800 ms hosszú is lehetett, amivel párhuzamosan a SV értéke magától értetődő 

módon extrém mértékben nőtt (akár 50-100 ms különbség két egymást követő APD között),  
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28. ábra: A redox potenciál szerepe: a redukáló környezet hatása a SV-ra. Az 1 mM  

DL-dithiothreitolból, 1 mM redukált L-glutationból és 1 mM L-aszkorbinsavból álló redukáló 

koktéllal (RED) 9 percig perfundáltuk a sejteket. (A) A RED időfüggő hatása az APD-ra és az 

SV-ra 3, 6 és 9 perc RED perfúziót követően (n=12). (B) A kontroll körülmények között, 

valamint a RED perfúziót követően kapott SV értékek az APD értékek függvényében. (C) A 

RED-indukálta APD és SV változások (ΔSV és ΔAPD) a 3., 6. és 9. percben. (D) A 3, 6 és 

9 perc RED perfúzió hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD). Az B és D panelen látható fekete 

folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával kapott kontroll SV-APD 

vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. Csillaggal a kontroll 

körülményekhez képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 

 

azonban a méréseink első 9 percében tapasztalt SV emelkedés nem áll összefüggésben a 

EAD-k kialakulásával.  

 

6.7.3. A redox potenciál szerepe az akciós potenciál időtartam rövidtávú beat-to-

beat variabilitásában 

 

Annak tisztázására, hogy a drasztikus H2O2 hatás valóban a redox potenciálban történő 

változás eredménye, megismételtük az előző kísérleteinket úgy, hogy a sejteket a redukáló 

koktéllal előkezeltük, majd ezt követte a redukáló koktél+oxidáló oldat (H2O2) kezelés. Mivel 

a redukáló hatás gyorsnak és stabilnak bizonyult, ezen kísérleteinkben a sejteket 5 percig 
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29. ábra: A redox potenciál szerepe: az oxidáló környezet hatása a SV-ra és az APD-ra. 

Az oxidáló környezetet 10 µM H2O2 perfúziójával hoztuk létre. (A) 50 db reprezentatív 

akciós potenciál kontroll esetben, valamint a 10 µM H2O2 perfúziót követő 9. és 12. percben, 

(B) valamint a bemutatott akciós potenciálok APD értékeinek felhasználásával szerkesztett 

reprezentatív Poincaré diagram. (C) 30 perc hosszú reprezentatív kísérlet, mely demonstrálja 

a H2O2 korai utódepolarizációt generáló hatását, amely látható az ábra A és B panelén is. A 

szaggatott vonal a H2O2 perfúziójának kezdőpontját jelöli. 

 

perfundáltuk a redukáló koktéllal. A 10 µM H2O2, a redukáló koktéllal való előkezelés 

ellenére is növelte mind az APD-ot (redukáló koktélban: 203±11 ms; 9. perc H2O2+redukáló 

koktélban: 231±13 ms; n=6), mind a SV-t (redukáló koktélban: 2,37±0,15 ms; 9. perc 

H2O2+redukáló koktélban: 3,14±0,36 ms; P<0,05, n=6) (31. ábra, A,C). Azonban a H2O2 

hatásai nem voltak olyan kifejezettek redukáló környezet alkalmazása mellett, valamint az így 

elvégzett kísérletek egyikében sem jelentkezett EAD, mint ahogy azt az előzőekben 

részletezett kísérletek során tapasztaltuk. Eredményeink tehát azt mutatják, hogy a redukáló 

környezet sikeresen ellensúlyozta a H2O2 relatív SV növelő hatását, az összes mérési pont a 

standard görbén helyezkedik el (31. ábra, B,D).  
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30. ábra: A redox potenciál szerepe: az oxidáló környezet hatása a SV-ra. Az oxidáló 

környezetet 10 µM H2O2 perfúziójával hoztuk létre. (A) A 10 µM H2O2 időfüggő hatása az 

APD-ra és az SV-ra 3, 6 és 9 perc H2O2 perfúziót követően (n=10). (B) A kontroll 

körülmények között, valamint a H2O2 perfúziót követően kapott SV értékek az APD értékek 

függvényében. (C) A H2O2-indukálta APD és SV változások (ΔSV és ΔAPD) a 3., 6. és 

9. percben. (D) A 3, 6 és 9 perc H2O2 perfúzió hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD). Az B és D 

panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával 

kapott kontroll SV-APD vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. 

Csillaggal a kontroll körülményekhez képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 
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31. ábra: A redox potenciál szerepe: az oxidáló és redukáló környezet együttes hatása a 

SV-ra. A 10 µM H2O2 perfúziót 5 perc redukáló koktél (RED: 1 mM DL-dithiothreitol, 1 mM 

redukált L-glutation és 1 mM L-aszkorbinsav) alkalmazását követően kezdtük meg. (A) A 

10 µM H2O2 és a RED együttes időfüggő hatása az APD-ra és a SV-ra (n=6). (B) A kontroll 

körülmények között, valamint a RED, majd a RED+H2O2 perfúziót követően kapott SV 

értékek az APD értékek függvényében. (C) A H2O2-indukálta APD és SV változások (ΔSV és 

ΔAPD) a 3., 6. és 9. percben 5 perc RED alkalmazását követően. (D) A 3, 6 és 9 perc H2O2 

perfúzió hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD) 5 perc RED alkalmazását követően. Az B és D 

panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával 

kapott kontroll SV-APD vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. A 

szaggatott vonalak a H2O2 hatását megelőző nulla változást jelölik (RED-ban). Csillaggal a 

RED-hoz képesti szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 

 

6.8. Klinikumban is alkalmazott gyógyszermolekula hatása az akciós potenciál 

időtartam rövidtávú beat-to-beat variabilitására 

 

Megvizsgáltunk egy, a klinikumban is alkalmazott gyógyszermolekula hatását a  

SV-ra. Választásunk a tiazolidindion szerkezetű pioglitazonra esett. A pioglitazont a 2-es 

típusú diabetes mellitus második vagy harmadik vonalbeli kezelésére javasolják, emellett 

gyakorta alkalmazzák cukorbeteg állatmodellekben is. Jellemző tulajdonsága, hogy nagy 

affinitással kötődik a peroxiszóma proliferátor-aktivált receptor gammához (PPARγ),  
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inzulin-érzékenyítő, tehát kedvező hatással bír a cukorháztartásra, valamint 

antiatherosclerotikus hatású is.  

Ahogy az az ionáram méréseinkből is kiderült, a pioglitazon csökkentette a Ito1 

amplitúdóját, ezzel összhangban az AP mérések során a korai repolarizáció csökkenését 

tapasztaltuk (32. ábra, A). 1 és 10 µM pioglitazont vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy míg az 

1 µM nem befolyásolta (kontroll: APD 227±7 ms, SV 2,54±0,38 ms; 1 µM pioglitazon: APD 

225±6 ms, SV 2,29±0,28 ms; n=5), addig a 10 µM pioglitazon szignifikánsan csökkentette 

mind az APD-ot, mind pedig a SV-t (10 µM pioglitazon: APD 208±7 ms, SV 1,69±0,13 ms; 

P<0,04, n=5), (32. ábra, B-D). A pioglitazon hatékonyan csökkentette a relatív SV-t  

(32. ábra, E).  

32. ábra: A pioglitazon (PIO) hatása a SV-ra. (A) 50 db reprezentatív akciós potenciál 

kontroll esetben és 10 µM PIO hatására, (B) valamint a hozzá tartozó reprezentatív Poincaré 

diagram. (C) A kontroll és a PIO esetén kapott APD és SV értékek. (D) A PIO-indukálta APD 

és SV változások (ΔSV és ΔAPD). (E) A PIO hatása a relatív SV-ra (ΔSV-ΔAPD). Az E 

panelen látható fekete folyamatos görbe a 9. ábrán bemutatott – elektrotónus injektálásával 

kapott kontroll SV-APD vagy ΔSV-ΔAPD összefüggést jellemző – standard görbe. A 

szaggatott vonalak a nulla változást jelölik. Csillaggal a kontroll körülményekhez képesti 

szignifikáns eltéréseket (P<0,05) jelöltük. 
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7. Megbeszélés 

Máig sem teljesen tisztázott, hogy a beat-to-beat variabilitás szabályozásában az egyes 

folyamatok milyen relatív szereppel bírnak. Fontos feladat feltárni mindazon eseményeket és 

az azok hátterében álló mechanizmusokat melyek súlyos szívritmuszavarokat, például a 

hirtelen szívhalálhoz vezető kamrafibrilláicót okozhatnak. Az elmúlt évek kutatómunkája 

alapján bebizonyosodott, hogy önmagában a QT-intervallum mérése nem minden esetben 

jelzi előre pontosan az életveszélyes aritmiák kialakulását. Ezért a kutatócsoportok arra 

törekednek, hogy olyan prediktorokat találjanak, melyek megbízhatóan előrejelezhetik az 

aritmiák kialakulását a gyakorló orvosok számára. A tudományos világ egyre nagyobb 

érdeklődést mutat a téma iránt, így a kísérletes – állatmodelleken végzett –, vagy 

számítógépes modellezést végző munkák és közlemények száma az elmúlt pár évben 

folyamatosan nőtt. Mivel nem ismert kellően a beat-to-beat variabilitás háttere, célul tűztük 

ki, hogy annak okait és modulátorait tanulmányozzuk kutya szívéből származó bal kamrai 

izolált kardiomiocitákon. Az AP mérésekhez a konvencionális hegyes mikroelektróda 

technikát alkalmaztunk. 

 

7.1. Az akciós potenciál időtartam szerepe a rövidtávú beat-to-beat variabilitásban 

 

 Számos tanulmány leírta már a különböző ioncsatornákra ható szerek hatását az AP 

morfológiára, valamint a SV-ra, azonban ezeket a méréseket speciális feltételek mellett 

végezték (pl.: β-adrenerg stimuláció kombinációja IKs gátlással). Több betegségben ismert, 

hogy megnő az AP repolarizációjának időtartama és így a QT-intervallum
45, 136, 139

, valamint a 

SV is. Újabb kutatások azonban kimutatták, hogy sikeres antiaritmiás kezelés során nem 

feltétlenül szükséges a QT-intervallum csökkentése. Így magától értetődő a kérdés, hogy 

vajon a SV milyen mértékben függ az APD-ától? Az említett kérdésre az irodalomban 

található adatok nem adnak egyértelmű választ. Jelen munka legfőbb célja tehát az volt, hogy 

megállapítsuk, hogy milyen mechanizmusok állhatnak a SV hátterében, valamint annak 

kiderítése, hogy milyen mértékben függ a SV az APD-ától. Célunk volt annak meghatározása 

is, hogy meg tudjuk ítélni valamely beavatkozás hatását a SV-ra, függetlenül az előidézett 

APD változástól. Ez alapján csoportosíthatjuk az AP-t kialakító ionáramokat abból a 

szempontból, hogy melyek APD stabilizáló, azaz antiaritmiás hatásúak (csökkentik a relatív 

SV-t), és mely ionáramok okozzák az APD instabilitását, vagyis potenciálisan aritmogén 

hatásúak (növelik a relatív SV-t). 
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 A SV kialakításának hátterében többek között az ioncsatornák kapuzásának 

sztochasztikus viselkedése állhat
104, 131

. A SV-ban történő változásokat azonban az APD 

negatív visszacsatolású (negative feedback) szabályzása is magyarázhatja. Nevezetesen, egy 

inward áram fokozott aktiválódása önmagában növeli az AP időtartamát, azonban a pozitív 

platópotenciál hatására repolarizációt segítő ionáramok – IKr és IKs – aktiválódnak, ami 

végeredményben az APD rövidüléséhez vezet. Eredményeink azt mutatják, hogy az ICa,L, a IKr 

és a IKs csökkentik a SV-t, gátlásuk értelemszerűen növeli azt. Érdekes módon a két, egyaránt 

befelé irányuló áram – az ICa,L és a késői INa – ellenkező hatással volt a SV-ra, annak ellenére, 

hogy mindkettő növeli az AP időtartamát. A különbséget a két inward áram között az 

magyarázhatja, hogy az ICa,L a plató fázis kezdetén aktív
10

, míg a késői INa a plató fázis 

későbbi szakaszán a legaktívabb
88, 182

. Az ICa,L hatására megemelkedett platópotenciál 

nagyobb mértékben képes aktiválni a IKr-ét és a IKs-ét, míg a INa időben későbbi megjelenése 

miatt már nem képes erre. Az AP platófázisa alatt nagy a membrán impedanciája
180

, így az 

Ohm törvény értelmében ilyenkor a nettó membránáramban történő kis változások is 

viszonylag nagy membránpotenciál és APD változást eredményeznek
12, 13

. Vélhetően ez 

magyarázza a INa SV növelő hatását. 

 Azon kísérleteinkben ahol az ingerlési ciklushosszat változtattuk, hasonló 

eredményeket kaptunk, mint Johnson és mtsai
97

. Eszerint az ingerlési ciklushossz növelésével 

– az ingerlési frekvencia csökkentése esetén – a SV fokozatosan nőtt. A 700 ms-os, vagy 

annál nagyobb ciklushossz esetén (1-5 sec) a SV-ban történő változások követték az AP 

időtartamában történő változásokat, vagyis megfeleltek az elektrotónusos kísérletünkben 

megállapított kontroll SV-APD összefüggésnek. Ennek hátterében valószínűleg az egyes 

ionáramok frekvencia-függő sajátságai állhatnak, ugyanis ismert, hogy a ciklushossz 

emelésével az ICa,L amplitúdója növekszik, míg a IKs-ének amplitúdója csökken. A 300, 400 és 

500 ms-os ciklushosszak esetén azonban eltérést tapasztaltunk a relatív SV-ban, vagyis 

vélhetően valamilyen más – APD-tól független – faktor is befolyásolhatja a SV-t. Ennek 

feltehetőleg a pozitív lépcsőjelenségként ismert élettani folyamat lehet az oka, ugyanis rövid 

ciklushosszak esetén jelentősen nő az [Ca
2+

]i és a kontrakciók amplitúdója. 

 A β-adrenerg stimulációt szimuláló kísérleteinkben az izoproterenol hatása is 

frekvencia-függőnek bizonyult. Az izoproterenol relatív SV csökkentő hatása az ingerlési 

frekvencia csökkentéssel kifejezettebbé vált. Ez jellemző volt a humán szívfrekvencia 

tartománynak megfelelő 0,5-1 sec széles ciklushosszak esetén is. Hasonló eredményt kaptunk 

amikor az izoproterenolt BAPTA-AM jelenlétében alkalmaztuk, tehát az ICa,L és a IKs 

fokozódása domináns az [Ca
2+

]i változásával szemben. 300 ms-os ciklushossz esetén azonban 

az izoproterenol érdemben nem befolyásolta a relatív SV-t, vagyis a gyors frekvencián történő 
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Ca
2+

 akkumulálódás ellensúlyozhatta az izoproterenol hatását. Azt azonban érdemes 

megjegyezni, hogy Johnson és mtsaival ellentétben, a kísérleteink során nem tapasztaltunk 

AP alternánst, még 300 ms-os ciklushossz esetén sem
97

. 

 A relatív SV bevezetésének van egy további előnye is. Az irodalomban található 

adatok elég nagy tartományt fognak át a kontroll AP időtartamot és SV-t tekintve. Abi-Gerges 

és mtsai eredményei 300-377 ms hosszú APD-ot és 5-12 ms-os SV-t mutatnak
1
, míg ezek az 

értékek Johnson és mtsai kísérleteiben 276 ms-nak (APD) és 5,9 ms-nak (SV) bizonyultak
97

. 

Bal kamrai monofázisos AP mérés esetén Thomsen és mtsai az APD-ot 324-353 ms-nak 

találták, a SV értéke pedig 1,8-2,3 ms volt
154

. Heijman és mtsai közleményében a 

sztochasztikus szimulációs kísérletekben az APD 252 ms-nak, a SV pedig 4,3 ms-nak 

bizonyult
80

. A kísérleteink során tapasztalt kontroll SV értékek ezeknél alacsonyabbnak 

bizonyultak, ami feltehetőleg a munkacsoportunk által beállított stabil, jól működő 

enzimatikus izolálás eredménye. Az összehasonlíthatóság érdekében azonban célszerűbb a 

relatív SV-t használni. 

 

7.2. Az ionáramok szerepe a beat-to-beat variabilitásban 

  

 A kísérletek tervezésekor úgy gondoltuk, hogy az APD és a SV között lineáris 

összefüggés állhat fenn, azaz, ha hosszabb az AP időtartama, nagyobb lesz a SV is. 

Vizsgálataink alapján azonban megállapítottuk, hogy a SV-APD összefüggés nem-lineáris, 

hanem exponenciális összefüggést mutat. Az ioncsatorna modulátorokkal végzett kísérleteink 

eredményeit az elektrotónusos kísérletek során megállapított kontroll SV-APD 

összefüggéshez viszonyítottuk, mert úgy véljük, hogy ez az összefüggés adhat valós képet az 

egyes ionáramok relatív szerepéről. Ez alapján legfőbb megállapításunk, hogy az ICa,L, a IKr és 

a IKs stabilizálja az APD-ot, míg a INa és a Ito1 az APD labilitását okozza. 

 Korábban számos ioncsatornára ható szerről leírták, hogy befolyásolja a beat-to-beat 

variabilitást, azonban egyik tanulmány sem vizsgálta a SV AP időtartamtól való függését. Az 

első erre irányuló kísérletet számítógépes modellezés segítségével végezték
80

. Korábbi 

vizsgálatok során kutya szívizomsejteken a dofetilid, HMR 1556, ATX-II
97

 és izoproterenol
96

, 

míg tengerimalac sejteken a tetrodotoxin és intracelluláris EGTA
180

 hatását tanulmányozták. 

Eredményeink megerősítik, hogy a INa és a IKr jelentős hatással bír a SV-ra. Kísérleteink során 

1 Hz-es ingerlési frekvencia mellett IKr gátlószerek jelenlétében sem tapasztaltunk EAD-k 

megjelenését, szemben Abi-Gerges és mtsaival, akik szintén egészséges, kontroll kutyák 

szívéből származó bal kamrai szívizomsejtekkel dolgoztak
1
. A kezdeti vizsgálatok 

eredményei alapján is az úgymond APD stabilizáló áramok közé sorolható a IKs
97

. A mi 
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munkánk is ezt mutatta, jóllehet, a különbségek csak a ΔSV-ΔAPD összefüggések 

vizsgálatakor váltak nyilvánvalóvá, mivel a HMR 1556 önmagában csak kismértékű APD 

növekedést okozott. Pueyo és mtsai által készített szimulációs kísérletben meghatározó 

tényezőnek adódott a IKs csatornák száma
131

. MID sejteken alacsonyabb IKs csatornaszámot 

(és nagyobb SV-t) figyeltek meg mint ENDO és EPI sejteken, ami összhangban áll a mi 

eredményeinkkel is. A IKr és a IKs vizsgálata során kapott eredményeink és az irodalmi adatok 

azt mutatják, hogy a repolarizációs rezerv fordítottan arányos a SV-sal. Különbség adódott 

azonban az ICa,L vizsgálatakor kapott eredményeinkben az irodalmi adatokhoz képest. A 

megelőző publikációk stabilizáló áramnak titulálták az ICa,L-ot, a mi kísérleteinkben viszont 

messze a legfontosabb ionáramnak bizonyult a SV modulálásban. Ezt a nizoldipin és 

Bay K8644 szerekkel kapott eredményeink bizonyítják, miszerint a publikált SV-ra kifejtett 

mérsékelt hatásokkal szemben az ICa,L gátlásakor jelentős mértékben nőtt a relatív SV, míg 

annak fokozásakor a relatív SV csökkent
48, 80

. Megemlítendő, hogy egy újabb, kutya 

szívizomsejteken mért eredményeken alapuló – még nem publikált – in silico tanulmány 

szerint a Ito1 a legfontosabb SV moduláló ionáram, ezt követi sorrendben a IKr, az ICa,L, és a 

IKs
48

.  

 Az AP időtartam mellett az AP morfológia is fontos szereppel bír a SV 

meghatározásában
80

. Heijman és mtsai szimulációs kísérletükben leírták, hogy az AP 

„háromszögesedése” csökkentette, míg „négyszögesedése” markánsan emelte a SV-t
80

. A 

„négyszögesedést” úgy érték el, hogy a modellbe táplált ICa,L amplitúdóját 75 %-kal, a Ito1-ét 

pedig 20 %-kal csökkentették, miközben a IK1 és a IKur-ét 20-20 %-kal növelték. A 

háromszögesedés során pedig a IK1 és a Ito1 amplitúdóját csökkentették 70, és 60 %-kal, a  

IKur-ét pedig 275 %-kal növelték. A mi kísérleteinkben nizoldipin jelenlétében tapasztaltunk 

négyszög alakú AP morfológiát és emelkedett relatív SV-t, míg a IK1 gátlása 

háromszögesedést okozott. Mivel az APD negatív feedback szabályzásában kiemelkedően 

fontos a platópotenciál értéke, így a háromszögesedés során az APD90 értéke túlbecsüli a 

valós helyzetet. Ezért nem tekintjük a IK1-ot proaritmiás hatásúnak, még annak ellenére sem, 

hogy a BaCl2 csökkentette a relatív SV-t. 

Ugyanakkor érdemes megjegyezni, hogy az AP morfológia változása nem minden 

esetben jár SV változással. Legjobb példa erre a 4-aminopiridin alkalmazása EPI sejteken. 

Hatására nem találtunk szignifikáns különbséget az ENDO sejtek APD és SV értékeihez 

képest. Munkacsoportunk korábbi és jelenlegi eredményei kimutatták, hogy az emlős 

szívizom nem homogén, eltérések tapasztalhatók az egyes régiókból származó sejtek APD és 

SV értékei között
145

. A különböző ioncsatorna-expresszió és ionáramdenzitás élettani 

jelentősége, hogy egyes farmakológiai behatások más választ eredményezhetnek a szív 
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különböző régióiban. Ennek patológiás következménye, hogy egyes antiaritmiás szerek akár 

proaritmiás hatást is eredményezhetnek. 

 Az egyes ionáramok hatásának vizsgálata során törekedtünk a legszelektívebb  

gátló- és aktiválószerek, illetve azok megfelelő koncentrációinak kiválasztására. Szelektivitási 

probléma épp a Ito1 esetén adódott, ugyanis még az alkalmazott 1 mM-os 4-aminopiridin 

koncentráció sem tekinthető teljesen szelektívnek, ugyanúgy, ahogy a 100 µM chromanol 

293B sem. Mivel utóbbi hatással van a IKs-ére is, ezért az ionáramok gátlásakor a chromanol 

293B inkubációt HMR 1556 kezelés előzte meg, így ebben az esetben a HMR 1556 hatásához 

hasonlítottuk eredményünket.  

Korábbi eredményeink szerint a pioglitazon szignifikáns mértékben gátolta a Ito1, az 

ICa,L és a IKr amplitúdóját, valamint az indirekt módszerrel – Vmax értéke csökkent az AP 

nulladik fázisa során – jellemezhető INa-ot is. A Ito1, az ICa,L és a IKr gátlása várhatóan 

egyértelműen növeli a SV-t, azonban úgy látszik, hogy a INa blokkolás kellőképpen 

ellensúlyozni tudta ezen hatásokat, melyek nettó eredménye relatív SV csökkenés. 

 

7.3. Az intracelluláris kalcium szerepe a beat-to-beat variabilitásban 

 

 Az [Ca
2+

]i lehetséges szerepének vizsgálatára két egyszerű módszert alkalmaztunk. Az 

[Ca
2+

]i csökkentésére BAPTA-AM Ca
2+

 kelátort, míg annak emelésére A23187 Ca
2+

 ionofórt 

használtunk. Ezzel a módszerrel lehetőségünk volt a sejt teljes [Ca
2+

]i változásának hatását 

megítélni a SV-ra, azonban a szívciklushoz kapcsolódó dinamikus változások 

tanulmányozására ez a módszer alkalmatlan. Megállapítottuk, hogy az [Ca
2+

]i emelkedése 

növeli a relatív SV-t, míg ellenkező esetben a relatív SV csökkenését tapasztaltuk. Az összes 

általunk alkalmazott kísérletes körülmény mellett a BAPTA-AM csökkentette a relatív SV-t. 

Érdekes módon akkor is csökkent a relatív SV, ha az AP időtartamát megelőzőleg szignifikáns 

mértékben növeltük. Legjobb példa erre a IKr gátlást (dofetilid, E-4031) követő relatív SV 

csökkenés BAPTA-AM jelenlétében. A BAPTA-AM önmagában is szignifikáns mértékben 

növeli az APD-ot, melyet magyarázhat az ICa,L Ca
2+

-függő inaktivációjának hiánya. Ezen felül 

egy újabb közlemény rámutatott arra, hogy a BAPTA-AM közvetlen gátló hatással bír a  

IKr-ére HEK 293 sejtvonalon
149

. Az alacsonyabb [Ca
2+

]i csökkentette a relatív SV-t abban az 

estben is, ha Bay K8644 vagy veratridin alkalmazásával tovább aktiváltuk az ICa,L-ot és a  

INa-ot. A gyors ingerlési frekvenciák esetén tapasztalt SV növekedés létrejöhetett a pozitív 

lépcsőjelenség következtében is. Annak ellenére, hogy az előbbiekben említett jelenségek 

hátterében alapvetően eltérő mechanizmusok állhatnak, összességében elmondhatjuk, hogy az 

alacsonyabb [Ca
2+

]i csökkenti a relatív SV-t. 
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 A kardiomiocitákban az egyik legfontosabb Ca
2+

 eltávolító mechanizmus a INCX
64

. 

Amennyiben SEA0400 alkalmazásával gátoltuk a NCX-t, a relatív SV markánsan nőtt. 

Patkány szívből származó sejteken leírták, hogy a NCX gátlás hatására emelkedik a 

szubszarkolemmális Ca
2+

 koncentráció
3
. Ezzel ellentétben munkacsoportunk korábbi 

eredményei azt mutatják, hogy kutya miocitákon a SEA0400 nincs szignifikáns hatással az 

[Ca
2+

]i-ra
26

, így vélhetően a SEA0400 ezekben a sejtekben is csak a közvetlen membrán alatti 

terület Ca
2+

 koncentrációját változtatja meg. A NCX gátlószerek különböző kísérleti feltételek 

mellett akár más hatással is bírhatnak
108

. Hipertrófiás, remodelláció során strukturálisan és 

elektromosan átépült sejtek esetén például 1 µM SEA0400 a dofetilid hatására megnövelt  

SV-t csökkentette, valamint a EAD incidenciát is megakadályozta, ezzel együtt a megnőtt 

Ca
2+

 tranziens amplitúdót is sikeresen csökkentette
28

. 

 

7.3.1. A szarkoplazmatikus retikulumból származó kalcium szerepe a  

beat-to-beat variabilitásban 

 

 A teljes sejt Ca
2+

 tartalmának befolyásolása mellett, a SR raktárakból felszabaduló 

Ca
2+

 is szignifikáns szerepet játszik a SV modulálásában. A SR szerepének tisztázására két 

olyan szert alkalmaztunk, mely vagy a Ca
2+

 SR raktárba történő felvételét, vagy a SR 

raktárból történő Ca
2+

 felszabadulását gátolja. A SR Ca
2+

 tartalmának kiürítéséhez 

ciklopiazonsavat
148, 177

, a RYR2 gátlásához pedig rianodint használtunk
117

. Megállapítottuk, 

hogy mindkét szer csökkentette a sejtrövidülés mértékét (a rianodin nagyobb mértékben), 

mely összhangban áll azokkal a megfigyelésekkel, mely szerint a ciklopiazonsav és a rianodin 

csökkenti az intracelluláris Ca
2+

 tranziens amplitúdóját
169, 179

. Ezekben a kísérletekben a 

sejtek rövidülését használtuk az [Ca
2+

]i indikátoraként. Bár a két szer hatása között adódtak 

időbeli különbségek, mindkettő hatékonyan csökkentette a relatív SV-t. A SR SV 

meghatározó szerepét írták le Johnson és mtsai is, akik β-adrenerg stimulációt követően azt 

figyelték meg, hogy a sejt Ca
2+

-mal való töltődése egy idő után, a SR-ból történő spontán 

diasztolés Ca
2+

 felszabadulást eredményez. Ez szignifikánsan növeli a SV-t, sőt a diasztolés 

csurgás egy tranziens inward áram indukálásán keresztül DAD és EAD kialakulásához is 

vezethet
96

. A DAD kialakulását követő AP-ok időtartama hosszabb volt a nyugalmi 

időtartamhoz képest. Ugyanezen munkacsoport eredményei szerint a rianodin megszüntette a 

DAD-kat, és drasztikus SV csökkenést okozott. 

A SR-ból történő Ca
2+

 felszabadulásnak tehát jelentős szerepe van a SV 

befolyásolásában. Ezt feltehetőleg az magyarázza, hogy a felszíni membránban elhelyezkedő 

Ca
2+

-függő ioncsatornák közvetlenül érzékelik a szubszarkolemmális térben történő Ca
2+
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koncentráció változásokat, melyeket a Ca
2+

 tranziensek befolyásolnak. Heijman és mtsai 

szintén azt tapasztalták, hogy a SV nem csak az APD-ától függ, hanem az [Ca
2+

]i-ban történő 

lokális változásoktól is (például a spontán diasztolés Ca
2+

 felszabadulástól, mely egy nagyban 

lokalizált szubcelluláris esemény)
80

. 

 

 Eredményeink alapján tehát megállapítottuk, hogy az [Ca
2+

]i fontos regulátora a  

SV-nak, mivel annak emelkedése jelentős SV növelő hatással bír. Ez a hatás vélhetően az ICa,L 

Ca
2+

-függő inaktivációjának módosításán keresztül valósul meg. Természetesen további  

Ca
2+

-függő ionáramok (pl.: Ca
2+

-függő Cl
-
-áram vagy számos Ca

2+
-függő K

+
-áram) is 

hozzájárulhatnak a SV kialakításához, de a jelen munka nem tér ki ezek vizsgálatára.  

 

7.4. A redox potenciál szerepe a beat-to-beat variabilitásban 

 

 A SV-t a sejtek redox állapota is befolyásolja. Ennek vizsgálatára háromféle kísérleti 

elrendezést alakítottunk ki. Oxidáló közegnek 10 µM H2O2-ot alkalmaztunk, a redukáló közeg 

modellezésére pedig 1 mM DL-dithiothreitolból, 1 mM redukált L-glutationból és 1 mM  

L-aszkorbinsavból álló redukáló koktélt használtunk. Végül a két módszert kombináltuk, 

előbb adva a redukáló koktélt, majd az oxidáló H2O2-ot. Az alkalmazott redukálószer 

koncentrációk megfelelő puffer kapacitással bírtak, mellyel a H2O2 hatását is sikerült 

biztonságosan ellensúlyozni. Megállapítottuk, hogy a redukáló közeg alkalmazása (5-10 perc 

redukáló koktél) hatékonyan csökkentette a relatív SV-t. Ezzel ellentétben az oxidáló 

környezetben (10-15 perc H2O2 perfúzió) markánsan nőtt az APD valamint a relatív SV is, 

mindezek mellett az összes vizsgált sejt esetében EAD-k jelentek meg. Amennyiben a sejteket 

előzőleg a redukáló koktélban inkubáltuk 5 percig, a H2O2 nem volt képes EAD generálásra, 

vagyis a H2O2 hatása valóban a redox potenciál oxidatív irányban történő elmozdításán 

keresztül jött létre. Egyes patológiás esetekben, ahol oxidatív stressz alakul ki a 

szívizomzatban – mint például az iszkémia/reperfúzió indukálta károsodások, hipertenzió, 

diabétesz vagy ateroszklerózis esetében
46

 –, a redox potenciál és vele együtt a SV 

megváltozása magyarázhatja az ilyen betegségekben kialakuló szívritmuszavarok gyakoribb 

előfordulását. 

 Az irodalomban található közlemények a redox potenciál megváltozásának számos 

ionáramra kifejtett hatását leírják, azonban az adatok meglehetősen eltérő kísérleti 

elrendezésekből illetve különböző speciesekből származnak. Kutya
78

, nyúl
71, 175

 és patkány
184

 

szívizomsejteken kimutatták, hogy az oxidáló környezet hatására szignifikánsan nőtt az ICa,L 

amplitúdója, ezzel szemben tengerimalac sejteken csökkentett
41, 66

. HEK 293 sejtvonalon, 
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melyen előzőleg a humán L-típusú Ca
2+

 csatorna α1C alegységét expresszáltatták, az oxidáló 

környezet szintén növelte az ICa,L amplitúdóját
91

, míg egy másik munkacsoport azt tapasztalta, 

hogy patkány sejteken nem változtatja meg az áram nagyságát
70

. Míg a IK1 amplitúdóját nem 

módosította szignifikáns mértékben az oxidáló környezet nyúl
71

 és tengerimalac sejteken
41

, 

addig az IK-ATP fokozódását írták le az utóbbi modellben
66, 92

. Amennyiben CHO sejteken 

expresszálták a IKr-ért felelős humán Ether-à-go-go-related gén (hERG) által kódolt Kv11.1 

csatornát, a H2O2 fokozta az áram nagyságát
22

. Azonban ezek a megfigyelések nem adnak 

magyarázatot arra, hogy a H2O2 jelenlétében miért nőtt olyan jelentős mértékben a SV, 

ugyanis az ICa,L és a IKr fokozódása relatív SV csökkentő, tehát antiaritmiás hatásúnak 

bizonyult kísérleteinkben, valamint in silico modellekben is
80

. Ugyanakkor, a IK1 és az IK-ATP 

indifferens áramnak bizonyult. Eredményeink szerint a IKs jelenléte is a SV csökkenését 

okozza, tengerimalac sejteken azonban a H2O2 csökkentette az áramot
41

. Ennek ellenére ez 

sem adhat kompromisszum mentes magyarázatot a tapasztalt SV növekedésére, ugyanis kutya 

szívizomsejteken nyugalomban elhanyagolható a IKs szerepe
161, 164

. Nyúl kamrai miocitákon 

történt mérések során az [Ca
2+

]i emelkedését tapasztalták H2O2 hatására
65, 175

. Ez és a fokozott 

INa magyarázhatja a SV növekedését. Az ionáramok közül viszont egyedül a INa fokozódása 

adhat magyarázatot a SV növekedésére. Irodalmi adatok azt mutatják, hogy az oxidatív 

szabad gyökök hatására megszűnik a INa gyors inaktivációja, ami fokozottabb, vagy tartósabb 

INa-hoz vezet
175

. A INa nehézkes mérése miatt azonban nem vizsgálták az oxidatív környezet 

közvetlen hatását a INa-ra kutya sejteken. Ezt az elméletet támasztja alá az a tény, hogy a 

magasabb [Na
+
]i az [Ca

2+
]i emelkedését vonja maga után. Számos olyan folyamatról leírták – 

mely redox potenciál változást okoz –, hogy emeli az [Ca
2+

]i-t. Többek között fokozza az ICa,L 

amplitúdóját
71, 78, 81, 91, 175, 184

, valamint a RYR2 nyitvatartási valószínűségét
8, 81, 185

. Goldhaber 

és mtsai megfigyelték, hogy reperfúzió során a szabad gyökök hatására nőtt a INCX
65

. 

Reperfúzió során emelkedik az [Na
+
]i, ami kedvez az [Ca

2+
]i emelkedésének, mely végső 

soron triggerelt aritmiák kialakulásához vezethet. Az itt felsorolt mechanizmusok 

magyarázhatják az oxidatív stressz SV növelő hatását. Egy újabb tanulmány kimutatta, hogy a 

peroxinitrit felhalmozódása – mely a szuperoxid és a nitrogén-oxid reakciójának eredménye – 

növeli a SV-t kutyában, azonban érdekes módon csak a kamrai sejteken, pitvari sejteken 

nem
27

. 

  

7.5. Klinikai vonatkozások 

 

Jelen munkánk hozzájárulhat a beat-to-beat variabilitás jobb megértéséhez. 

Eredményeink és az irodalmi adatok azt sugallják, hogy az emelkedett beat-to-beat 
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variabilitás sejtszintű, potenciálisan proaritmiás események kombinációit tükrözi. 

Megállapítottuk, hogy a IKr, a IKs és az ICa,L jelentős rövidtávú variabilitás csökkentő hatással 

bír. Eredményeink extrapolálása azonban nem egyszerű, ugyanis a III. és IV. osztályba 

tartozó antiaritmiás szerek ezen áramok gátlásán keresztül fejti ki hatását. A IKr gátlószerei a 

III. osztályba tartoznak (például dofetilid, d-sotalol, amiodaron). Növelik a refrakter periódust 

(repolarizáció, QT-intervallum), hatásukat a Na
+
-csatornák gátlása nélkül fejtik ki, így az 

intraventrikuláris vezetést nem befolyásolják (nem szélesedik ki a QRS-komplexum). A IV. 

osztályba tartozók szerek az ICa,L gátlószerei (például nifedipin, verapamil, diltiazem), növelik 

az AV-csomóban a refrakter periódus időtartamát, így lassítják az ingerületvezetést. Védik a 

sejtet a Ca
2+

-mal való túltöltődés, így a DAD-k kialakulása ellen. A II. osztályba tartozó 

antiaritmikumok (a β-receptorok kompetitív antagonistái, például propranolol, pindolol, 

nebivolol) viszont épp az adrenerg stimuláció relatív SV csökkentő hatását gátolhatják, 

ugyanis kísérleteinkben a 10 nM izoproterenol volt a leghatékonyabb a temporális variabilitás 

redukálásában. Természetesen a β-adrenerg stimuláció nem minden körülmény mellett 

antiaritmiás hatású, azonban bizonyos körülmények között ilyen tulajdonságokkal is 

rendelkezik. A manapság használt antiaritmikumok tehát a kedvező hatásuk ellenére 

növelhetik a beat-to-beat variabilitást, mely csökkentheti a gyógyszerek hatékonyságát. 

Általánosan elfogadott tény, hogy a magas [Ca
2+

]i proaritmiás hatású. Kétféle 

mechanizmus vezethet a magas [Ca
2+

]i indukálta szívritmuszavarhoz. Az első esetben az 

emelkedett [Ca
2+

]i hatására a gap junction kapcsolatok záródnak a szomszédos sejtek között. 

Ennek következménye a megnövekedett longitudinális ellenállás, lassabb ingerületvezetés, 

ami végső soron re-entry aritmiát okozhat. Egy másik esetben pedig a magas [Ca
2+

]i a SR 

túltöltődéséhez vezet, melyből a spontán felszabaduló Ca
2+

 DAD-k kialakulását okozhatja. 

Eredményeink alapján egy harmadik mechanizmust is figyelembe kell venni, mégpedig az 

[Ca
2+

]i emelkedés hatására megnőtt beat-to-beat variabilitást.  

Egyes patológiás körülmények között a hosszabb AP során az ICa,L (és a INa) 

újraaktiválódása EAD-t okozhat. Azonban a mi kísérleti körülményeink mellett ezt nem 

tapasztaltuk, sem az ICa,L növelésekor (Bay K8644), sem az áram inaktivációjának 

csökkentésekor (BAPTA-AM) és 1 Hz ingerlési frekvencia mellett sem. Munkacsoportunk 

legfrissebb eredményei szerint azonban az ingerlési frekvencia csökkentése és a két szer (Bay 

K8644 és BAPTA-AM) együttes alkalmazása extrém módon fokozza a EAD-k megjelenését 

izolált sejteken
89

. 

 Egy érdekes és újfajta stratégia lehet az antiaritmiás kezelésben a gap junction 

kapcsolatok modulálása. Számos ágensről kiderült, hogy befolyásolni képes ezen 

kapcsolatokat. Szívelégtelenség vagy miokardiális iszkémia esetén a gap junction kapcsolatok 
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záródhatnak, a redox potenciál eltolódhat oxidatív irányba, ami magyarázhatja a beat-to-beat 

variabilitás növekedését és az aritmia előfordulását. Egészséges egyénekben azonban – 

fiziológiás sejt-sejt kapcsolat esetén – EAD-k nem akalulnak ki és nem terjednek a 

szomszédos sejtekre, még teljes IKr gátlást követően sem
131

. 

 A beat-to-beat variabilitás egy viszonylag új lehetőség az aritmiák előrejelzésére. A 

QTVI-et 1997-es első leírása óta (Berger és mtsai) számos betegcsoporton tesztelték a 

klinikumban
19

. Azonban számos limitáló tényező áll még a módszer útjában, mint például, 

hogy jelenleg sincs kereskedelemben elérhető megfelelő szoftver a QTVI meghatározására
54

. 

Jelen munkánk segíthet a beat-to-beat variabilitás hátterében álló folyamatok megértésében. 

Az elmúlt években egyre nagyobb számban jelentek meg a beat-to-beat variabilitással 

foglalkozó közlemények, melyek experimentális eredményei a szimulációs adatokkal 

kiegészítve fontos információkat adhatnak a beat-to-beat variabilitást meghatározó 

molekuláris háttérről. A sejtszintű beat-to-beat variabilitás nem egyedüli faktora az in vivo 

QT-intervallum variabilitásnak, fontos azonban, hogy a folyamatokat alapjaiban értsük meg, 

így a jövőben mindenképp érdemes tovább vizsgálni a beat-to-beat variabilitást akár 

multicelluláris preparátumokon, akár teljes szíven végzett kísérletekben, vagy akár a 

páciensekről elvezetett EKG regisztrátumok tanulmányozásával. Ezek értelmezéséhez 

segítséget adhatnak a sejtszintű vizsgálatok eredményei és remélhetőleg a jövőben új 

antiaritmiás kezelések kifejeszlesztéséhez járulhatnak hozzá. 
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33. ábra: Összefoglaló ábra a jelen tanulmány kereteiben vizsgált folyamatok SV-ra 

kifejtett hatásáról egy sematikus szívizomsejten. Az ábrán kék szín jelzi azokat a 

folyamatokat, amelyek a beat-to-beat variabilitás csökkenését, az akciós potenciál 

repolarizációjának stabilitását okozzák. Piros szín jelzi azokat a folyamatokat, amelyek a 

beat-to-beat variabilitást növelik, és zölddel jelöltük a beat-to-beat variabilitás szempontjából 

indifferens folyamatokat. Az ábrán található rövidítések a következők. [Ca
2+

]i: intracelluláris 

kalcium koncentráció; ICa,L: L-típusú kalciumáram; IK1: befelé egyenirányító káliumáram;  

IK-ATP: ATP-függő káliumáram; IKr: késői egyenirányító káliumáram gyors komponense;  

IKs: késői egyenirányító káliumáram lassú komponense; INa: nátriumáram; Ito1: tranziens kifelé 

irányuló káliumáram; NCX: Na
+
/Ca

2+
 cseremechanizmus; RYR2: rianodin receptor;  

SR: szarkoendoplazmatikus retikulum; SERCA: SR Ca
2+

-ATPáz; β-AR: β-adrenerg receptor. 
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8. Az értekezésben szereplő új tudományos eredmények 

 Az izolált bal kamrai szívizomsejtek akciós potenciáljának rövidtávú beat-to-beat 

variabilitását vizsgálva a következő legfontosabb eredeti megállapításokat tettük: 

1. Elsőként vezettük be a relatív SV fogalmát. A relatív SV – szemben az abszolút SV-sal 

– hasznosabb információval szolgál az egyes beavatkozások, valamint a különböző 

szerhatások proaritmiás hatásait tekintve. Az egyes gyógyszerek más és más hatással 

bírnak az APD-ára, valamint a SV-ra, ezért valamely szer SV-ra kifejtett hatását csak 

úgy tudjuk megbízhatóan megítélni, ha figyelembe vesszük az APD-ra kifejtett hatását 

is. Ehhez először egy standard összefüggést állapítottunk meg. Eredményeink alapján 

leírtuk a kontroll SV-APD és ΔSV-ΔAPD összefüggéseket és az ehhez viszonyított 

változást tekintjük relatív SV-nak. Elsőként írtuk le, hogy a SV és az APD értékei 

között exponenciális a kapcsolat. 

2. Kimutattuk, hogy a bal kamra főbb ionáramai közül az ICa,L a legfontosabb SV 

stabilizáló ionáram, ezt követi a IKr valamint a IKs. Kísérleteink alapján a leginkább SV 

instabilitást okozó áramnak a INa és a Ito1 bizonyult. A IK1 és IK-ATP indifferens a SV 

szempontjából. 

3. Az APD negatív feedback szabályozása egy kulcsfontosságú tényező a SV 

modulálásában. 

4. Megállapítottuk, hogy az [Ca
2+

]i fontos szereppel bír a SV modulálásában. A 

magasabb [Ca
2+

]i emelkedett relatív SV-sal társul. 

5. A SR-ból történő Ca
2+

 felszabadulás is jelentősen hozzájárul a SV modulálásához. 

6. Az ingerlési ciklushossz emelésével a SV az APD-mal megegyező mértékben 

változik, a ciklushossz csökkentésekor azonban nő a relatív SV. 

7. Transzmurális SV különbségeket mutattunk ki az APD-ában a bal kamra falában, 

nevezetesen a bal kamra legnagyobb részét alkotó MID régióban mérhető a 

legnagyobb SV. 

8. Kimutattuk, hogy a redox potenciál megváltozásának markáns hatása van a SV-ra. 

Oxidatív környezetben jelentős mértékben nő a relatív SV, ezzel szemben a redox 

potenciál reduktív irányban történő elmozdítása a relatív SV csökkenését okozta. 
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9. Összefoglalás 

Újabb kutatások szerint az akciós potenciál időtartam (APD) rövidtávú beat-to-beat 

variabilitása (short term variability, SV) hatékonyan előrejelezheti a proaritmiás állapotokat. 

Azonban napjainkig sem tisztázott milyen mechanizmusok állhatnak a folyamat hátterében, 

illetve a már leírt faktorok milyen relatív szereppel bírnak a SV modulálásában. 

Jelen tanulmányban célul tűztük ki a SV és az APD közötti összefüggés 

tanulmányozását, az egyes ionáramok aktiváló- és gátlószerekkel történő vizsgálatát, az 

ingerlési frekvencia megváltoztatásának hatását a SV-ra, valamint az intracelluláris kalcium 

koncentráció és a redox potenciál szerepét a SV meghatározásában. Vizsgálni kívántuk 

továbbá a SV változását a bal kamra különböző régióiból származó sejteken. 

Méréseinket konvencionális hegyes mikroelektróda technikával végeztük, kutya 

szívéből enzimatikusan izolált bal kamrai szívizomsejteken. Az akciós potenciál méréseket 

követően a SV kvantitatív jellemzéséhez 50 egymást követő APD felhasználásával Poincaré 

diagramokat szerkesztettünk. 

Kísérleteink zömét midmiokardiális sejteken végeztük, melyek SV-a magasabbnak 

bizonyult mint a szubepikardiális és a szubendokardiális sejtek esetében. Az elektrotónust 

alkalmazó kísérleink során megállapítottuk, hogy a SV értéke függ az APD-tól, a két 

paraméter közötti összefüggés exponenciális. Így továbbiakban minden eredményünket az 

ebben a kísérletsorozatban megállapított standard görbéhez viszonyítottunk, és az ettől való 

eltérést relatív SV-nek neveztünk. Dofetilid, HMR 1556, nizoldipin és veratridin alkalmazása 

növelte a relatív SV-t, míg Bay K8644, tetrodotoxin, lidokain és izoproterenol csökkentette 

azt. Megállapítottuk, hogy az alacsonyabb ingerlési frekvencia és az emelkedett intracelluláris 

kalcium koncentráció növelte a relatív SV-t, valamint, hogy a szisztolé alatti kalcium 

felszabadulás egy meghatározó eleme a SV-nak. Kimutattuk, hogy a redox potenciál 

megváltozása szignifikáns hatással lehet a relatív SV-ra, ugyanis redukáló környezetben 

csökkent, míg oxidáló környezetben nőtt a relatív SV. 

Elsőként vezettük be a relatív SV fogalmát, nevezetesen bármilyen beavatkozás SV-ra 

kifejtett hatását csak a kontroll SV-APD összefüggés alapján tudjuk értelmezni. Ezek alapján 

az ICa,L, a IKr és a IKs stabilizálja a SV-t, míg a INa és a Ito1 növeli a repolarizáció instabilitását. 

Ezen felül fontos meghatározó eleme a SV-nak az intracelluláris kalcium koncentráció, azon 

belül is a szarkoendoplazmatikus retikulumból történtő kalcium felszabadulás, az ingerlési 

frekvencia valamint a redox potenciál. 
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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 Poincaré 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 (ICa,L, IKs and IKr), while it is increased by INa and 

Ito. 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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