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Bevezetés

Nemzetkozi statisztikak szerint 1000 emberbdl 53 ember szenved valamilyen
szivritmuszavarban. Ezen betegségcsoport Magyarorszdgon koriilbeliil 500000
embert érint. A ritmuszavarok jelentds haldloki tényez6k nemcsak hazankban, de
mas europai orszagban is. A hirtelen szivhalal 50-100 esetben fordul el6 100000
fore szamitva a kiilonféle statisztikdk alapjan. A szivritmuszavarok
kialakulasanak hatterében a myocytak elektromos aktivitdsanak koros miikodése
all, melynek soran megvaltozik az akcios potencidl morfologiaja, vagy egyes
ioncsatornak aktivitasa eltér a normalistol. A koros miikodes az ingeriiletképzés,
ingeriiletvezetés, vagy mindkét funkcid karosodasat idézi eld.

Az arrhythmidk kezelésére kiilonb6z6 tdmadaspontu gyogyszermolekuldk allnak
rendelkezésre, ezek tobbsége a transzmembran ioncsatornakon atfolyd ionaramok
befolyasolasaval fejtik ki hatasukat, és ezaltal megvaltoztatjadk a sejtek
repolarizaciojanak folyamatat, a refrakter periddust vagy az ingeriiletvezetés
sebességét. Az arrhythmidk kezelésére hasznalt gydgyszerek azonban maguk is
arrhythmogén (proarrhythmiés) hatdssal rendelkeznek.

Annak ellenére, hogy a kation csatorndkat modulalo szereket régota alkalmazzak
a szivritmuszavarok kezelésében, a betegek tulé¢lése szempontjabol ezek a szerek
csak mérsekelten hatékonyak. Szdmos esetben szamoltak be proarrhythmiés
hatasukrol, ezért alkalmazasuk nagy odafigyelést igényel. Ezen nem kivant
hatdsuk miatt igény van ) terapids lehetOségek keresésére az arrhythmidk
kezelésében. A szivizomsejtek Ca?*-fiiggd Cl~ csatornainak szerepe, jelentdsége
az akcios potencidl kialakitdsdban nem vagy csak alig ismert. Néhany korabbi
tanulmanyban mar vizsgaltak a Ca®*-fiiggd Cl aram (lcica) szerepét a késoi
utodepolarizacio kialakulasdban és felvetették az ionaram lehetséges szerepét a
ritmuszavarok kivaltdsaban. Ezért a Ca**-fiiggd CI~ aram akcids potencial
kialakitasdban betoltott szerepének tisztdzésa, lehetOséget teremthet 1

antiarrhythmias gyogyszermolekulak fejlesztésére.



Célkitiizés

A szivizomsejtek milkodése szempontjabol a Cl™ csatorndk szerepe kevésbé

tisztazott. Nem teljesen ismert a Icica) kinetikdja az akcids potencidl alatt, noha

leirtdk, hogy a Icica) hozz4jarul a sziv akcios potencial kialakitdsahoz, mint Iy, 2-€S

komponense. Célunk ezért a Icica) vizsgalata volt:

igazoljuk lcica jelenlétét kutya szivének bal kamrdjabol izolalt
szivizomsejteken;

lcica)y gatloszereinek, a DIDS és a 9-antracén karboxilsav (9-AC)
hatasainak Osszehasonlitdsa, ¢és annak eldontése, hogy melyik
alkalmasabb a lcica) sajatsagainak tanulmanyozasara,

jellemezziik a Icica) membranpotencial- és Ca®*-fiiggését;

a lcica) szerepének tisztazasa az akcios potencidl soran;

a lcica) potencidlis csatornafehérjéi, a TMEM16A és Bestrophin-3
expresszidjanak a kimutatasa human és kutya szivizomsejteken;,

a TMEMI16A és Bestrophin-3 és az L-tipusi Ca®* csatorna fehérjék

lokalizacidjanak megismerése.



Anyagok és modszerek

Elektrofiziologia

Kisérleteinket kutya bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken végeztik. Az
altalunk alkalmazott protokollok 6sszhangban voltak a ,,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” alapelveivel. A kisérleti protokollt a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsdga is jovahagyta. A szivizomsejteket
szegmentperfizids technikaval, kollagendz emésztéssel izolaltuk. Az akcids
potencidlokat egészsejtes elrendezésben, aram-clamp ilizemmodban rogzitettik.
A transzmembran ionaram mérések a patch-clamp technika egész sejtes
konfiguracidjaban fesziiltség-clamp és akcids potencial-clamp koriilmények
kozott torténtek. A lcicay mérésekor az aramot gatloszer érzékeny aramként
definidltuk, azonositdshoz a kontroll koriilmények kozott rogzitett aramjelekbdl
kivontuk a gatldszer jelenlétében mért aramjeleket. Az iondramokat minden
esetben a sejt kapacitdsara normalizaltunk.

Az akcios potencial-clamp technika alkalmazasaval lehetdségiink van egynél tobb
ionaram akcios potencial alatti lefutasdnak tanulményozasara az un. hagyma
hamozas technika segitségével. Az akcids potencial-clamp a fesziiltség-clamp
technika egy specialis modja, ahol parancsjelként a sejt sajat akcids potencialjat
alkalmazzuk. Az akcids potencialokat egészsejtes elrendezésben, aram-clamp
tizemmodban rogzitettiik, majd fesziiltség-clamp tizemmodra kapcsolva ezeket az
akcios potencialokat hasznaltuk ugyanazon a sejten fesziiltségparancskeént. Az

elektrofiziologiai méréseket 37 °C-on végeztiik.

Human bal kamrai szivizommintak feldolgozdsa

A human szivizommintdkat ¢és izolalt szivizomsejteket a Szegedi
Tudoméanyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterdpids Intézete bocsatotta
rendelkezésiinkre. A mintakat olyan egészséges donor szivekbdl nyerték,

amelyekb6l a pulmonaris és aorta billentylik kertiltek transzplantacidra.



A kisérletek 6sszhangban voltak a Helsinki Deklaracié alapelveivel. A kisérletek
végrehajtasat a Magyar Egészségiigyi Minisztérium Tudomanyos és Kutatasetikai
Bizottsdga valamint a Szegedi Egyetem Regiondlis Huméan Orvosbiologiai
Kutatésetikai Bizottsaga is jovahagyta. A human sziv bal kamrajabol izolalt
szivizomsejteken immunfestést alkalmaztunk ¢és konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk.

Intracellularis Ca®* koncentrdcio és sejrovidiilés mérése
A sejtrovidiilést optikailag detektaltuk, az intracellularis Ca?* koncentracio
([Ca?*]) valtozast, Ca®** érzékeny festék, FURA-2-AM alkalmazéasaval tettiik

lathatova.

Immunfestés

A Ca,/l.2, TMEML16A és Bestrophin-3 immunfestését kutya és human kamrai
szivizomsejteket végeztilk. Az izolalt sejteket TMEMI16A elleni (nyal 1:200),
Bestrophin-3 elleni (kecske 1:200), Ca,1.2 elleni (nyul 1:200), ryanodin receptor
elleni (egér 1:200) vagy cytochrome c elleni (egér 1:200) elsddleges antitesttel
jeloltik. Az elsddleges antitesteket kovetéen alkalmaztuk a megfeleld
masodlagos antitesteket, melyek a kovetezOk voltak: biotinilalt nyal ellen
termeltetett antitest, egér ellen termeltetett antitest vagy kecske ellen termeltetett
antitest. Az immunfestés utolso specifikus 1épése a Streptavidine Alexa488-al
torténd inkubdacid, illetve Cy3-jelolt, egér vagy nyul elleni jelolés volt. A mintakat
a sejtmagokat is jelolé 4',6-diamidino-2-phenylindole-t (DAPI) tartalmazo
Vectashield mounting medium-mal fedtiik. A fluoreszcens jeloléseket Zeiss 1ézer
pasztaz6 konfokalis mikroszkoppal detektaltuk. Annak érdekében, hogy
szamszerUsitsiik a fluoroférok ko-lokalizaciojanak mértékét, Pearson korrelacios
koefficienst hataroztunk meg Zeiss LSM510 Software segitségével. A Pearson-

fele korrelacios egylitthatd a mérések kozotti linearis kapcsolat szorossagat meéri.



Statisztikai elemzés

A kozolt adatok a kisérleti eredmények szamtani kozépértékei + a kozépérték
koriili standard hiba. A csoportok Osszehasonlitdsa sordn egyszempontos
variancia-analizist, Student-féle kétmintas t-probat, illetve dnkontrollos t-probat
alkalmaztunk az adott statisztikai kérdéseknek megfelelden. Az eltéréseket

p<0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.



Eredmények

A kalcium-fiiggé klorid daram jellemzése négyszégimpulzusok alkalmazasaval

A a0t 9-AC- vagy DIDS-érzékeny dramként azonositottuk. A
sejteket -100 mV és +100 mV kozotti membranpotencial tartomanyban, 20 mV-
onként novekvlé, 200 ms hosszi négyszogimpulzusokkal stimulédltuk 6t
masodpercenként. Kontrollnak tekintettiik a gatloszer nélkiil mért aramgorbéket.
A kontroll aramgorbék felvételét kovetden a sejteket a két gyakorta hasznalt
klorid aram blokkoloval, 0,5 mmol/l 9-AC-val vagy 0,2 mmol/l DIDS-sel
perfundaltuk, majd a gatlas kialakulasa utan ismét rogzitettiik az aramgorbeket. A
9-AC-, illetve DIDS-szenzitiv aramgorbéket ugy kaptuk meg, hogy kivontuk a
kontroll koriilmények kozott rogzitett aramokbodl a gatloszer jelenlétében mért
aramgorbéket. Eredményeink azt mutatjak, hogy a 9-AC és a DIDS-szenzitiv
aram 15 ms-on beliil aktivalodott, és az dram amplitiddja 30 ms-on beliil
gyakorlatilag nullara csokkent. Megallapitottuk, hogy a 9-AC- és DIDS-érzékeny
aram amplitadok nem kiilonboznek szignifikansan egymastol. Az aram-fesziiltség
gorbe mindkét gatloszer jelenlétében hasonld lefutdst, harang alaku gorbe.

Legnagyobb aram amplitidokat +60 mV membranpotencial esetén mértiink.

A 9-AC és a DIDS hatasa a kamrafal midmyocardidlis sejtjeinek akcios
potencialjara

A keét gatloszer akcids potencial morfologiara kifejtett hatasat a kamrafal kozepsd
rétegébdl szarmazod sejteken vizsgaltuk. Az akcids potencidlok mérésekor az
ingerlési ciklushosszakat 0,3 s és 5 s kozott valtoztattuk. Kontrollnak a normal
Tyrode oldattal perfundalt sejtek akcios potencialjat tekintettiik. A kontroll akcios
potencialok felvételét kovetden, a sejteket 0,2 mmol/l DIDS vagy 0,5 mmol/I
9-AC tartalmu normal Tyrode oldattal perfundaltuk. A gatldszerek hatdsa minden
esetben 7-8 perc alatt kialakult, és stabil maradt. Ekkor ismételten rogzitettiik az

akcios potencialokat a kiilonbozé ingerlési ciklushosszokon. A mérés sorozat



végén a sejteket ismét gatloszermentes, normal Tyrode oldattal perfundaltuk.
Megallapitottuk, hogy a DIDS ¢és a 9-AC hatéasara az akcios potencial morfoldgia
hasonloképpen valtozott, az akcios potencial felszallo szara kivételével. A DIDS-
sel, illetve a 9-AC-val végzett mérések eredményeit atlagolva megallapitottuk,
hogy a vizsgalt ingerlési frekvencia tartoményban mindkét gatldszer
idotartamot (APDgp). Mindkét gatloszer szignifikans mértékben csokkentette az
els6 fazis repolarizacio nagysagat, de a ciklushossztol valo fiiggésiik kiilonbozott.
A 9-AC az 6sszes ciklushosszon azonos mértékben csokkentette az elsd fazis
repolarizacid nagysagat. A DIDS rovidebb ciklushosszaknal a 9-AC-hoz hasonld
gatlast okozott, viszont magasabb ciklushosszak esetén (2 €és 5 s) a csokkenés
mértéke szignifikansan nagyobb volt. A DIDS szignifikansan csokkentette az
APA ¢és a Vmax értékét is, mig a 9-AC nem befolyasolta ezen paramétert. A
nyugalmi membranpotencial értekét egyik gatloszer sem befolyasolta

szignifikdns mértékben.

A 9-AC dozisfiiggo hatasa az akcios potencidl paramétereire

A megfeleld 9-AC koncentracionak a kivalasztdsdhoz vizsgaltuk a 9-AC
koncentracio-fliggd hatasait az akcios potencial paramétereire. A 9-AC-t
0,05 mmol/l ¢és 1 mmol/l koncentracié tartomdnyban kumulativ. mddon
alkalmaztuk. Ujabb dozis alkalmazisa el6tt minden esetben legaldbb 8 percet
vartunk a hatas beallasdhoz. A sejteket 1 s-0s ingerlési ciklushosszak mellett
folyamatosan ingereltiik. Eredményeink azt mutattdk, hogy a 9-AC akcids
potencial nyujté és elsdé fazis repolarizaciot csokkentd hatasai dozisfiiggoek:
0,3 mmol/l az a legkisebb 9-AC doézis, mely szignifikdins APD és els6 fazis
repolarizacié valtozasokat okozott. A 0,5 mmol/l 9-AC tovabb csékkentette az
mar nem okozott tovabbi valtozast az akcids potencial paramétereiben. Ezért a

tovabbi mérések soran 0.5 mmol/l-es koncentraciot alkalmaztunk.



A 9-AC hatdsa az akcios potencial kialakitasaban résztvevo ionaramokra
Ahhoz, hogy a 9-AC-at megbizhatéan alkalmazzuk akcios potencial-clamp
mérésekben, fontos volt megvizsgalnunk, hogy mennyire tekinthetd specifikus
gatloszernek, azaz 0,5 mmol/l koncentracioban milyen mértékben befolyéasolja az
akcios potenciadl kialakitdsaban résztvevd ionaramokat. Ezeket a méréseket
négyszogimpulzusok alkalmazasaval fesziiltség-clamp korilmények kozott
végeztilk. A sejteket ebben az esetben is legalabb nyolc percig perfundaltuk
9-AC-vel. Megallapitottuk, hogy 0,5 mmol/l 9-AC nem befolyasolta
szignifikansan az Ic, amplitidojat, mely -5,34+0,44 A/F-nak adodott kontroll
korilmények kozott, illetve -5,27+0,44 A/F  volt 9-AC jelenlétében.
Megallapitottuk tovabba, hogy a 9-AC alkalmazasa nem volt hatassal a Ik,
farokaram-amplitaddjara, az  aramdenzitdsok  0,73+0,05 A/F-nak  ¢és
0,72+0,05 A/F-nak adddtak kontroll, illetve 9-AC jelenlétében. Ot sejten mért
adatok alapjan elmondhato, hogy a Ixs amplitiddja nem valtozott 9-AC hatasara,
a sejtkapacitasra normalizalt aramamplitadé 1,66+0,03 A/F és 1,61+0,05 A/F volt
kontroll koriilmények kozott, illetve 9-AC perfazidja soran. Eredményeink
alapjan megallapitottuk, hogy a 9-AC nem véltoztatta meg az lx; amplitudoéjat,
mely hat sejten atlagolva —18,00+1,54 és —18,36+2,16 A/F-nak adddott kontroll
koriilmények kozott, illetve 9-AC jelenlétében.

A Ca?*-fiiggb CI~ aram Ca**-fiiggésének tanulmanyozdsa

A lcica) Ca?*-fliggésének tanulmanyozasahoz két eltérd Ca®* kotési kinetikaval
rendelkez6 kelatort, az EGTA-t és a BAPTA-t alkalmaztuk. 10 mmol/l| BAPTA
hatdsara a Ig.ac amplitidok a vizsgdlt membranpotencial tartomanyban nulléra
csokkentek, a +60 mV-nal mérhet6 aram 2,44+0,28 A/F-rol 0,07+0,01 A/F-ra
csokkent. Ezzel szemben 10 mmol/l EGTA ugyan csokkentette a Ig.ac
amplitudoéit, de nem sziintette meg az aramot és nem valtoztatta meg az aram
membranpotencial-fiiggését. A +60 mV-ndl mérhetd 4ram amplitidoja

1,49+0,27 A/F-nak adodott EGTA jelenlétében. A lcica Ca?*-fliggésének tovabbi
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vizsgalata soran az intracellularis Ca®* koncentraciot 1,1 umol/l értékre allitottuk
be, mely érték a systole alatt mérhetd globalis Ca?* koncentracionak felel meg. A
+60 mV-ra torténd depolarizacidval mérhetd aram denzitas ebben az esetben
0,31+0,06 A/F volt, mely ugyan nagyobb, mint a 10 mmol/l BAPTA jelenlétében
mért érték, de joval kisebb, mint amit a kontroll koriilmények kozott,
puffermentes belsé oldattal mértiink. Az extracellularis Ca®* szerepének a
tisztAzAsara, a méréseinket elvégeztik az L-tipusi Ca?" csatorna szelektiv
gatloszerének tekinthetd nisoldipin jelenlétében is. 1 umol/l nisoldipint
alkalmazva mind az lc,, mind lg.ac amplitidoi kozel nulla értékre csokkentek.
Ezen adatok alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a Icics) fiziologias

aktivacidjaban nagy szerepe van az L-tipusti Ca?* csatorndkon keresztiil bearamlo

Ca**-nak.

A Ca**-fiiggé CI~ dram profilja az akciés potencidlja alatt

Annak érdekében, hogy tanulmanyozzuk a Icicqa) akcios potencidl kialakitasahoz
valo hozzéjaruldsat az akcids potencidl voltage-clamp technikat alkalmaztunk.
Azért, hogy a Icca) aktivacigjat fiziologias korilmények kozott detektaljuk, nem
befolyasoltuk a sejt Ca®" homeostasisat, azaz nem puffereltiik az intracelluléris
Ca?*-ot. Akcids potencial voltage-clamp technika és egyidejii epifluoreszcens
Ca?* méréssel megvizsgaltuk a BAPTA és az EGTA hatésat a Icicayra és a Ca®*
tranziensre. A lcica) Mellett a Ic, -0t is lathatova tettiik az un. hagyma hamozas
technika segitségével. Abban az esetben mikor 10 mmol/l EGTA-tvagy BAPTA-t
adtunk a pipetta oldathoz a Ca?* tranziensek eltiintek és a sejtek kontrakcidja is
megsziint. BAPTA jelenlétében jelentdsen megnyult az akcids potencial,
megemelkedett az akcids potencidl plateau potencidlja €s csokkent az elsé fazis
repolarizacio mértéke. Az EGTA hatasara csupan az elsé fazis repolarizacio
amplitiddja csokkent, de ez a valtozas kisebbnek adodott, mint BAPTA esetén.
A nisoldipin szenzitiv aram (Iniso) lefutasara is eltérd hatassal volt az EGTA és a

BAPTA. Amig BAPTA jelenlétében szignifikansan megndtt a Iniso amplitidoja
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¢s az aram altal szallitott 6ssztdltés mennyisége, addig az EGTA-nak nem volt
hatasa ezen paraméterekre. A 9-AC egy korai outward és egy késoéi inward aramot
metszett ki akcids potencial voltage-clamp technikaval (lg.ac). Az outward
komponens az elsd fazis repolarizacionak megfelelden jelentkezett,
5,5+0,6 ms-mal az akcids potencidl csucsat kovetden és 5,1+0,6 ms-mal az els6
fazis repolarizacid legmélyebb pontjat (notch) megelézve. Az amplitudoja
1,62+0,06 A/F-nak addédott. Az inward komponens amplitaddja —0,16+0,02 A/F
volt, mely idében az akcids potencial terminalis repolarizaciéjanak megfeleléen
jelentkezett. Az lca -mal Osszehasonlitva a Icicas) outward csucsa iddben
6,4+0,5 ms-mal késobb jelentkezett, mint a Ic, inward cstcsa (p<0,05; n=6).
BAPTA hatasara mindkét komponens amplitiddja kézel nulldra csokkent. Az
EGTA csak az outward komponens amplituddjat csokkentette szignifikans
mértékben 1,62+0,06 A/F-r6l 1,17+£0,09 A/F-ra (p<0,05; n=9), de a csokkenés
mértéke kisebb volt, mint amit BAPTA jelenlétében tapasztaltunk. Az aramok
altal szallitott 0Ossztoltés mennyiségek Osszehasonlitdsaval 1s hasonlod
eredményeket kaptunk. A BAPTA ¢s az EGTA hatésaiban tapasztalt eltérésekért
valosziniileg a BAPTA, EGTA-hoz viszonyitott gyorsabb ¢€s ezaltal effektivebb

Ca?* kotése a felelds.

Az intracelluldris CI~ koncentrdcié megvaltoztatasanak hatdsa a Ca**-fiiggd Cl~
dramra

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk, hogy az altalunk vizsgalt ionaram esetén a
Cl™-ok a toltéshordozok, megvaltoztattuk az intracellularis tér Cl™ koncentraciojat.
Az eddig bemutatott kisérletekben a pipetta oldat és igy a sejten beliili tér C1™
koncentracidja 47 mmol/l volt, amit 27 mmol/l-re (equimolaris aszpartattal
helyettesitve) csokkentettiink. Ezzel a Cl™-ok egyensulyi potencialjanak értéke
—32 mV-r61 —47 mV-ra valtozott. Megallapitottuk, hogy a CI~ hajtéerejének

megvaltoztatasanak hatdsara a Ig.ac outward komponensének amplitidoja €s a
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gorbe alatti teriilete megndvekedett, emellett az inward komponens gyakorlatilag

eltint.

A Ca**-fiiggd CI~ dram tanulmdnyozdsa két kiilonbozé ingerlési frekvencidn

Ebben a kisérletsorozatban a sejteket elébb 1 Hz, majd 2 Hz frekvenciaju
impulzussal stimuldltuk, és vizsgaltuk a lg.ac amplitidojdnak valtozasat. Az
eldzetes varakozasainknak megfelelden, a lg.ac amplituddja és az altala szallitott
teljes toltés mennyisége is szignifikans mértékben megemelkedett, amikor az

ingerlési frekvenciat 1-r6l 2 Hz-re noveltiik.

Az L-tipusii Ca®* dram emelésével a Ca**-fiiggdé CI~ dram is né

A nisoldipin jelenlétében végzett kisérletek ravilagitottak arra, hogy a Icica
aktivacidjaban kritikus szerepe van az Icyi-nak. Ennek tovabbi bizonyitasa
érdekében Ica -ot két egymastol eltérd modon aktivaltuk, és vizsgaltuk a Icica-ra
gyakorolt hatasat. Az Ic, . amplituddjat indirekt modon, a B adrenerg jelatviteli
utvonal aktivalasaval, isoproterenol hozzaadasaval valamint direkt médon egy
ioncsatorna aktivator, a Bay K8644 alkalmazasaval noveltiik. Megallapitottuk,
hogy 10 nmol/I isoproterenol duplajara novelte a systoles Ca?* koncentraciot és
szignifikdns mértékben emelte az akcios potencial plateau potencial értékét és
roviditette az akcidés potencial hosszat is. Akcios potencial voltage-clamp
koriilmények ko6zott az isoproterenol hatdsara megjelend aramnak két
Isoproterenol jelenlétében szignifikansan nagyobb lg.ac outward és inward
komponenst mértiink a kontrollhoz képest. Az isoproterenol hatasahoz hasonldan,
20 nmol/l Bay K8644 is szignifikins mértékben nodvelte a Ca®* tranziens
amplitudojat. A Bay K8644 hatasara csokkent az elsd fazis repolarizacio mérteke,
emelkedett az akcids potencial plateau fazisa és megnovekedett az akcios
potencidl iddtartama. Akcids potencidl voltage-clamp koriilmények kozott a

Bay K8644 hatasara megjelend aramnak csak egy komponense volt, ami az Icy -
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nak tulajdonithatd. Az Ig.ac outward és inward komponensei kétszeresére néttek
Bay K8644 hatasara.

A fentiek alapjan megallapitottuk, hogy az Ic, novelés esetén nd a Ig.ac
amplitidoja. Ez a novekedés fiiggetlen a Iy novelés modjatol. Eredményeink
alapjan arra kovetkeztetlink, hogy a Icica) aktivaciojaban fontos szerepe van a

ICa,L—nak.

A sarcoplasmaticus reticulumbdl torténé Ca®* felszabadulds gatldsa csokkenti
ugyan a Ca**-fiiggé CI~ dramot, de nem sziinteti meg

A tovabbi kisérletekben a sarcoplasmaticus reticulumbol torténd Ca?*
felszabadulas hatasat vizsgaltuk a Icica aktivacigjaban. A sarcoplasmaticus
reticulumbol  torténd Ca?"  felszabadulast 10 umol/l ryanodin 15 perces
tranzienset €s a kontrakcidjat. A ryanodin emelte az akcios potenciadl plateau
fazisat és csokkentette az elsd fazis repolarizacid6 mértékét. 9-AC €s ryanodin
egylittes perfiizidja soran azonban az elsd fazis repolarizacié amplitiddja tovabb
csokkent. Az akcios potencial voltage-clamp kisérletek soran a 9-AC-val
kimetszett aram amplitidoja és az 4altala széllitott teljes toltés mennyisége
szignifikdnsan csokkent a ryanodin eldkezelést kovetden, de az eldzetes
varakozasainkkal ellentétben a sarcoplasmaticus reticulumbol torténd Ca?*
felszabadulds gatldsa nem csokkentette nulldra az 4aramot. Ezek alapjan
megallapitottuk, hogy a lcica) & ryanodin receptorok gatlasa mellett is aktivalhato,
tehat a sarcoplasmaticus reticulumbol torténd Ca?" felszabadulds nem

nélkiilozhetetlen az dram aktivacidjédhoz.

A Bestrophin-3, TMEM16A és az L-tipusu Ca®* csatorna ko-expresszidja kutya
szivebdl izolalt sejteken
A lcicay-€rt felelos potencialis csatornafehérjék expresszigjat és szivizomsejteken

val6 elhelyezkedését immuncytokémiai modszerekkel és konfokalis mikroszkdp
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segitségével vizsgaltuk. Ismert, hogy az L-tipusi Ca?* csatornék a T tubulusokban
helyezkednek el. Eredményeink is megerésitették ezt, a Cavl.2 jelolés a
T tubulusok mentén volt a leger6sebb. A Bestrophin-3 festddése is a
harantcsikolatnak megfeleléen volt a legkifejezettebb. A ko-lokalizacio
szamszerlsitésére a Pearson-féle korrelacios koefficienst hatdroztuk meg. Ertéke
0,74+0,03-nak adodott a Cayl.2 és Bestrophin-3 kozott (n=8). A Pearson-féle
korrelacios koefficiens értéke a Bestrofin-3 és a TMEMI16A jelolése soran is
magas, 0,74+0,06-nak adddott (n=8).

Egészséges human 1zolalt szivizomsejteken is elvégeztik az immunfestést. A
képek elemzésével els6ként mutattuk ki, hogy mind a Bestrophin-3, mind a
TMEMI16A fehérjek expresszalddnak humén kamrai szivizmon. Hasonloan a
kutya szivizomsejtekhez a két fehérje er6s ko-lokalizaciot mutat. A Pearson-féle
korrelacios koefficiens értéke a Cay1.2 és Bestrophin-3 esetén 0,84-+0,02-nek
adodott (n=18). A TMEMI16A ¢s Bestrophin-3 esetében ez az értek 0,85+0,02-
nek adodott (n=5).

Annak érdekében, hogy kizarjuk a fehérjek festddésének véletlenszerii ko-
lokalizacigjat, tovabbi fehérjek elhelyezkedését tanulményoztuk. A cytochrome ¢
¢s a ryanodin receptorok festddése esetén a ko-lokalizacid valosziniiségét jelzo
Pearson-féle korrelacios egylitthatd alacsony volt, 0,25+0,03 a TMEM16A ¢és
cytochrome c esetén (n=7), és 0,36+0,05 a Bestrophin-3 és a ryanodin receptor
kozott (n=3).
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Megbeszélés

Munkank soran a Igca szerepét tanulmanyoztuk szivizomsejteken.
Megallapitottuk, hogy a lcica fiziologias szerepének vizsgélatira a 9-AC
elényosebb, mint a DIDS, hiszen a 9-AC az altalunk vizsgalt koncentracidban
nem gatolta az akcios potencialt kialakitd fobb ionaramok (Ina, lcar, Ikr Iks, Ik1)
egyikét sem, mig DIDS gatolta a Na* csatornakat. Megallapitottuk tovabba, hogy
a lcicay 1dOben az akcids potencidl els6é fazis repolarizacid és terminalis
repolarizacio alatt aktivalodik. Bizonyitottuk, hogy a 9-AC-érzékeny aram
Ca?*-fiiggd és a Cl~ a toltéshordozo. Eredményeink arra is utalnak, hogy a Icica)
aktivalasdhoz a csatorna kozelében elhelyezkedd L-tipusu Ca?* csatorndkon at
torténd Ca®* belépés sziikséges, a sarcoplasmaticus reticulumbol felszabaduld
Ca?* felerdsiti a lcica) aktivaciojat. Els6ként mutattuk ki, hogy a TMEM16A-t és
Bestrophin-3-at kutya bal kamrajabodl izolalt szivizomsejteken és egészséges
human szivizommintadkon. A TMEM16A ¢s Bestrophin-3 expresszioja a T
tubulusok mentén a legkifejezettebb, hasonloan az L-tipus Ca?* csatornak

elhelyezkedéséhez.

A 9-AC és DIDS dsszehasonlitdsa

Voltage-clamp méréseink soran hasonld6 DIDS- ¢és 9-AC-szenzitiv
aramamplitudokat mértiink az altalunk vizsgélt valamennyi membranpotencial
értéken. Ez arra utal, hogy a 0,5 mmol/l 9-AC és a 0,2 mmol/l DIDS hasonl6 Icica)
gatlo potenciallal rendelkezik.

Megallapitottuk, hogy mind a 9-AC, mind a DIDS-érzékeny aram
fesziiltségfliggése harang alakt gorbe. A lcica) -20 mMV-on valt detektalhatova,
maximalis  értéket +60mV-nal érte el. Az ennél pozitivabb
membranpotencidlokon az d&ram amplitidoja csokkent. Ennek hatterében az Ic,
hajtoerejének csokkenését feltételezziik. Az éaram 1ddbeli aktivacidja és
Inaktivacidja egyarant gyors, az aram nullara csdkkent a depolarizaldé impulzust

kovetd 30 ms-on beliil. Ezzel szemben expresszalt TMEMI6A csatornak
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aramanak egy fenntartott komponensét lehet megfigyelni. Ezen kiilonbség
hatterében a sejtvonalak és a nativ sejtek kozotti kiilonbségek is allhatnak. A nativ
szivizomsejtekkel szemben a sejtvonalakban az intracellularis Ca* koncentracio
valtozasa eltérd kinetikat mutat és a Ca?*-ok intracellularis kompartmentalizacidja
is sokkal kevésbé kifejezett.

A 9-AC ¢és a DIDS akcios potencidlra kifejtett hatasdnak Osszehasonlitasakor
megallapitottuk, hogy a DIDS szignifikdns mddon csokkentette az akciods
potencial felszall6 szaranak meredekségét (Vmax) €s az akcids potencial
amplitudojat. Az altalunk vizsgalt frekvencia tartomanyban (3-0,2 Hz) a lcica
gatlasa (9-AC vagy DIDS altal) az elsé fazis repolarizacié amplitudojanak
csOkkenését és az akcids potencial idétartamanak névekedését okozta.

Az els6 fazis repolarizacid nagysagat tobb ionaram (Ina, lo1, lcica €s Icar) IS
befolyéasolja. A DIDS ezek koziil a Ina-0t, a lcicay-ot is gatolja, mig a 9-AC a lcica)-
on kivil nem befolydsolja ezen aramokat. Az els0 fazis repolarizacio
amplitidojara jellemzd a forditott frekvenciafiiggés, mely azt jelenti, hogy
hosszabb ciklushosszak mellett (alacsonyabb ingerlési frekvencidkon) nagyobb
amplitidoval rendelkezik. Ezen jelenség annak a kdvetkezménye, hogy az lip
visszatérése az inaktivacidjabol lassu, ami magasabb frekvencidkon csokkent Iio1
amplitddot eredményez. A masik tényezd, amely hozzajarul az elsé fazis
repolarizacié amplituddjanak forditott frekvenciafliiggéséhez a Ica, melynek
amplitidoja a magasabb ingerlési frekvenciakon (rovidebb ciklushosszak esetén)
nd, a Ca®"-calmodulin protein kindz (CaMKII) fiiggd szabalyozo tutvonal
aktivalasaval. A Ic, amplitiddjanak novekedése hatasara az akcids potencial
plateau potencialja idében kordbban emelkedik, ami csokkenti az elsé fazis
repolarizacio amplitaddjat. Ez alapjan nem meglepd, hogy a 9-AC gatlo hatasa is
frekvenciafiiggd, hiszen magasabb ingerlési frekvencidkon nagyobb amplitudojt
Ca?* tranzienst és altala nagyobb amplitiddju Icica-ot mértiink. Ezzel szemben a

DIDS elsd fazis repolarizaciot csokkentd hatasa forditott frekvenciafiiggének
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bizonyult. A 9-AC és a DIDS ezen eltérd hatasat a DIDS minden frekvencian
mutatkoz6 allandd Na* csatorna gatlasa magyarazhatja.

A 9-AC koncentracio-fliggé hatasait vizsgalva megallapitottuk, hogy 0,5 mmol/I
9-AC a megfeleld dozis a Icca tanulméanyozasara kutya szivébdl izolalt kamrai
sejteken. A kiilonféle irodalmi kozleményekben 0,1 és 1 mmol/l kozotti 9-AC
koncentraciokat alkalmaztak a klorid csatornak gatlasara. A 0,5 mmol/l-es 9-AC
koncentracio elsd fazis csokkentd és akcios potencidl ny(jté hatdsa maximalis
volt, 1 mmol/l-es koncentracidé nem okozott tovabbi valtozast.

Eredményeink ramutattak arra, hogy a Na* csatorna gatlo hatasa miatt a DIDS
kevésbé hasznalhatd Icica) vizsgalatara akcios potencial €s akcids potencial
voltage-clamp mérések soran. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy voltage-clamp
mérésekben a DIDS ugyanolyan hatékonyan alkalmazhat6 szer a Icica) gatlasara,
mint a 9-AC, mert a -40 mV-os tartofesziiltségen a fesziiltségfiiggé Na* csatornak
inaktivalt allapotban vannak. Ezt demonstraljak voltage-clamp méréseink is, ahol

nem taldltunk kiilonbséget a DIDS- és 9-AC-szenzitiv aramok kozott.

A lcica) tulajdonsagai

Munkank soran célunk volt a Icca akcids potencial alatti profiljdnak
tanulmanyozasa. Noha a lcica-ot szamtalan faj szivizomsejtjeiben kimutattak
mar, a lcica akcids potencidl alatti profiljat akcios potencidl voltage-clamp
technika segitségével fiziologias koriilmények kozott ez iddig nem vizsgaltak.
Egyetlen tanulmanyt publikaltak ez idaig, melyben a perforalt patch-clamp
technikat kombinaltak az akcids potencial voltage-clamp technikaval, ahol egy
tipikusnak mondott akcios potencialt alkalmaztak fesziiltségparancsként.

A méréseinket akcios potencial voltage-clamp technikaval végeztiik, ahol minden
esetben a vizsgalt sejt sajat akcios potencidljat hasznaltuk parancsjelként. Ez a
technika lehetdséget biztositott arra, hogy az ionaramok fiziologias aktivaciojat
¢s akcios potencidl alatti profiljat tanulmanyozzuk. A mérések sordn nem

alkalmaztunk intracellularis Ca?* puffert (kivételt képeznek azon méréseink, ahol

18



vizsgaltuk a Icyca Ca?* fliggését) ezaltal az intracellularis Ca?* koncentracid valds
kinetikaval valtozott a sejt ingerlése soran.

Megallapitottuk, hogy a Icica) akcidos potencidl alatti profilja (9-AC szenzitiv
aramként mérve) két komponensbdl tevodott dssze: egy korai tranziens outward
¢s egy késoi inward aramcsucsot lehetett elkiiloniteni. Az outward komponens
gyors aktivaciot mutatott, majd az d&ram amplitidoja gyorsan nullara is csokkent
annak ellenére, hogy az intracellularis Ca?* koncentracié magas maradt és a CI -
ok hajtdereje sem csokkent. A Icca-ot 1étrehozo csatornak 1d6fiiggd inaktivacioja
magyarazhatja a jelenséget, ennek azonban ellentmond Zygmunt ¢és
munkacsoportjdnak azon megfigyelése, hogy 4lland6 intracellularis Ca?*
koncentracié mellett, hosszu depolarizalé impulzusokat alkalmazva az &ram nem
mutatott id6fiiggd inaktivaciot. Felvetddott egy alacsony Ca?* affinitasu
kotéhelyen megvalosuld Ca?*-fiiggd inaktivacid lehetdsége is. A Ca?'-fiiggd
inaktivacido mechanizmusat TMEM16A-t expresszaldo HEK sejtekben vizsgaltak,
és feltételezték, hogy a Ca?*-calmodulin fiiggd protein kinaz Il foszforilacioja is
allhat a jelenség hatterében. Ez a lehetdség viszont valoszerlitlennek tiinik az
akcioés potencial 200-300 msec-os idOtartama miatt. Egy masik lehetséges
magyarazat az aram gyors csokkenésére, hogy a junkcionalis résben a Ca?*
koncentracié gyorsabban és nagyobb mértékben csokken a globalis Ca®*
koncentraci6 valtozasahoz viszonyitva. Ezt a felvetést tamogatjak eredményeink
is, nevezetesen a Cl~ csatornak és az L-tipusa Ca®* csatornak ko-lokalizacidja,
mert ezaltal lehetGség van arra, hogy a lca . kontrollalja a kdzelében elhelyezkedd
Cl™ csatornak kapuzasat.

A lcica késéi, inward komponensét a membranpotencidl és a megfeleld
junkcionalis Ca?" koncentracid egyiittese hozza létre. A terminalis repolarizacid
alatt a membranpotencial negativabb, mint a E¢; (kisérleteink soran a E¢j -32 mV
emiatt inward aram folyik a nyitott Cl™ csatorndkon keresztiil. A CI™ csatornak

ujranyilasanak, a késoi, inward komponens kialakitasanak tobb mechanizmusa is

19



elképzelhetd. Az éaram aktivalodhat a megemelkedd intracellularis Ca®*
koncentracid, vagy éppen ellenkezbleg, a csokkend junkcionalis Ca?*
koncentraci6 hatasara is. A diastole alatt spontan Ca?* felszabadulas torténhet a
ryanodin receptoron keresztil a Ca®-mal talt6ltddott  sarcoplasmaticus
reticulumbol. Igy a junkcionalis rés Ca®* koncentracidja megemelkedhet, ami
arrhythmogén, mert késoi utddepolarizaciok kialakulasahoz vezethet a forward
moda NCX és a Icica) aktivacidja altal. A lgica aktivaciojat igazoltdk késdi
utddepolarizaciok kialakitasaban kutya és birka kamrai szivizomsejteken, birka
Purkinje sejteken, mely eredmények felhivjdk a figyelmet a lcica) korélettani
szerepére. Azokon a sejteken, amelyeken nem tapasztaltak Ca?*-taltdltodést
megemelkedésére az akcids potencial termindlis repolarizicidjanak soran. A
lehetséges magyarazatok kozott szerepelhet a L-tipusi Ca?"  csatornak
reaktivacioja. Egy masik lehetséges magyarazat lehet, hogy az akcids potencial
terminalis repolarizacidja alatt a Ca?*-ok disszocialddnak a myofilamentumokrol,
mely a lokalis Ca?* koncentracidé megemelkedéséhez, és ezaltal a lgica) és az NCX
aktivaciojahoz vezethet. Sajat megfigyelésiink szerint - a lcica) €s a Incx
ugyanazon sejten torténé mérésekor - az akcids potencial termindlis
repolarizacigja soran inward Icca)-Ot €s inward Incx-0t mértiink.

A csokkend junkcionalis Ca?* koncentracid is lehet felelés a Cl” csatornak
Ujranyitasaért. Az akcids potencial plateau fazisa alatt a magas Ca?* koncentracio
a TMEM16A inaktivalodasat okozhatja a calmodulinon keresztiil. Csokkend
junkcionalis Ca?* koncentracidé mellett a Ca®* disszocidl a calmodulin alacsony
affinitasu kotohelyérol, és ezaltal a TMEMI16A felszabadulhat a calmodulin

fiiggd aktivacio alol.
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A lcica) fizioldgias aktivacidjahoz elégséges az L-tipusu Ca®* csatorndkon
bedramlé Ca**

Nyul pitvari szivizomsejteken és Purkinje rostokon végzett korabbi kisérletek
szerint a lcica) aktivalasdhoz elengedhetetlen a sarcoplasmaticus reticulumbol
felszabaduld Ca?". Ezzel szemben, kisérleteink soran 15 perces ryanodin
eldkezelés esetén a lg.ac amplitidoja valamennyi esetben szignifikdns mértékben
kisebb volt, mint a ryanodin el6kezelés nélkiili kontroll, de nem csokkent nullara.
Emellett azt is megfigyeltiik, hogy a ryanodin kezelést kovetden a 9-AC tovabb
csokkentette az els6 repolarizacio mértékét is, és megsziintette mind a sejtek Ca?*
tranzienset, mind a sejtrovidiilést. A kiilonbség tovabbi lehetséges magyarazata
az 1s lehet, hogy munkacsoportunk kutya kamrai szivizomsejtjein végezte
meéreseit, mig mas tanulmanyokban nyul pitvari szivizomsejteket és Purkinje
rostot hasznaltak. Teljes lo.ac gatlast akkor tapasztaltunk, amikor nisoldipin
hozzaadéasaval gatoltuk az L-tipusu Ca?* csatorndkon keresztiil megvalosulo Ca?*
L-tipusti Ca?* csatorndkon bearaml6 Ca?* -nak nélkiilozhetetlen szerepe van.

A Bay K8664-gyel és isoproterenollal végzett kisérleteink eredményei tovabbi
bizonyitékot szolgaltattak az L-tipusi Ca®** csatorndkon bearamlé Ca®*-nak a
lcica) aktivalasaban betoltott szerepérél. A BayK 8664 és az isoproterenol
egyarant novelték a lc, -0t és hasonld mértékben novelték a lo.ac amplitudojat,
noha a Ca?* tranziens amplitido ndveld hatasuk eltérd volt.

Az aktivalo szerekhez hasonloan, az ingerlési frekvencia — 1 Hz-rél 2 Hz-re —
novelése, szintén lg.ac amplitidd noveld hatast. Osszességében elmondhaté tehat,
hogy a lcica fiziologias aktivaciojahoz elégséges az L-tipusa Ca?* csatorndkon
bearamlé Ca?*. A sarcoplasmaticus reticulumbol felszabaduld Ca?* noveli ugyan
a lcica) amplittidojat, de nem alapvetd fontossagu az aktivacid szempontjabol.
Tankonyvi adat, hogy az L-tipusu Ca?* csatornak és a ryanodin receptorok egymas
kozelében helyezkednek el a diadikus résben. Az elektro-mechanikai kapcsolas

soran a junkcionalis rés Ca?* koncentracioja sokkal magasabb értéket érhet el, és
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gyorsabb kinetikaval véltozhat, mint amit a globalis Ca?* koncentracié mérések
jelenleg még nem teljesen megoldott.

Véleményiink szerint a Igyca-ot sokkal inkabb a lokalis Ca®* koncentracio
valtozasok iranyithatjdk, mint a globalis intracellularis Ca?* koncentracioban
bealld valtozasok. Ezen nézetlinket tamogatjak azon kisérleteink, melyben az
intracellularis Ca?* koncentraciot 1,1 pmol/l értékre éllitottuk be. Ez az érték a
systole alatt mérhetd maximalis intracellularis Ca®* koncentracionak felel meg.
Ilyen koriilmények kozott mért Ig.ac amplitiddja sokkal kisebbnek adodott, mint
a Ca?*-ot és puffert sem tartalmazo pipetta oldatok esetén. Ezzel 6sszhangban 4ll
az a megfigyelés is, melyet egér 1éguti simaizomsejtekben tettek, ahol a Icica
teljes aktivalashoz 20-50 pmol/l-es intracellularis Ca?" koncentracid volt
sziikséges, annak ellenére, hogy az dram Ca?" érzékenységének ECsy értékét
3,3 umol/I-nek becsiilték. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a puffermentes
pipettaoldattal mért szignifikdnsan nagyobb Icica amplittido a magasabb
junkcionalis résben mérheté Ca®* koncentracionak a kdvetkezménye.

A BAPTA és az EGTA Icicara és Ica-ra gyakorolt hatasa kozott tapasztalhato
kiilonbség is megmagyarazhatd azzal, hogy eltérd Ca?* kotési kinetikaval
rendelkeznek, emiatt a kiillonb6z6 subcellularis kompartmentekben — junkcionalis
rés, intracellularis tér — eltérd6 modon képesek a Ca?*-t pufferelni. Ennek
kovetkeztében a kelatorok a Ica Ca?* fiiggd inaktivacidjara és a Icycarra eltérd
hatékonysaggal hathatnak. Noha mindkét puffer megsziintette a Ca?* tranzienst
csak a BAPTA volt képes hatékonyan csokkenteni az Ic,. Ca?*-fiiggd
inaktivacigjat, ezzel szignifikdnsan nagyobb Iniso amplitidot és az aram altal
szallitott dssztoltés mennyiséget eredményezni. A Ica . Ca?*-fiiggd inaktivaciojara
gyakorolt hatdssal magyarazhat6 a BAPTA altal okozott hosszabb akcios
potencidl is. BAPTA jelenlétében a Ig.ac megsziint, ezzel szemben az EGTA

csupan csokkentette a Ig.ac amplitidojat €s az aram altal szallitott 0ssztoltést. A
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BAPTA ¢és az EGTA eltérd hatékonysaga azzal magyardzhatd, hogy a BAPTA

mintegy szazszor gyorsabb sebességgel képes a Ca?*-ot megkdtni, mint az EGTA.

A TMEMI16A és a Bestophin-3, valamint az L-tipusi. Ca®** csatorndk egymds
kozeleben helyezkedik el

Munkank soran tanulmanyoztuk a két legigéretesebb Icica-€rt felelds
csatornafehérje, a TMEMI16A ¢és Bestrophin-3 jelenlétét és lokalizacidjat
szivizmon.

A Bestrophin-1 és Bestrophin-3 egér szivizmon valo kifejezddését mar korabban
leirtak. HEK sejtekben expresszalt Bestrophin-1 vagy Bestrophin-3 a Icyca-hoz
hasonld aramot eredményezett. Human szivizmon ez idaig csak mRNS szinten
vizsgaltak a Bestrophin-3 jelenlétét. Kutya szivizomsejteken €s egészséges
human szivizommintakon azt taldltuk, hogy a Bestrophin-3 a hardntcsikolt
mintazatnak megfelel6en jel616dott.

Munkacsoportunk elsdkeént irta le, hogy a TMEMI16A kutya €s human sziven
egyarant expresszalodik. A Bestrophin-3 ko-lokalizalodik a Cay1.2 proteinnel (L-
tipustt Ca?* csatorna porusformald alegysége) és a TMEMI16A fehérjével, ezért
feltételezziik, hogy a TMEMI16A és az L-tipusi Ca®" csatorndk is egymas
kozelében helyezkednek el. Ezen eredmények Osszhangban éllnak a légutak
simaizomsejtjein talaltakkal, ahol a Ca?'-fiiggd Cl~ csatorndk a ryanodin
receptorok kozelségében talalhatoak és a lokalis Ca?* altal vezéreltek. Felvetddott
annak 1is a lehetdsége, hogy a Bestrophinok a TMEMI6A fehérjékhez
kapcsolodnak és egyiittesen hozzak létre a funkciondlis csatornat simaizom
sejtekben. Ezt azonban meglehetdsen nehéz tesztelni, mert a TMEMI6A
befolyasolja a Bestrophin expressziojat. A TMEM16A downregulacidja nemcsak
a Bestrophin expresszidjat csokkentette, de az L-tipusti Ca?* csatornakét is. Arrol
1s beszamoltak mar, hogy a Bestrophinok, hasonléan a TMEM16A fehérj¢hez
inkabb homomer csatornakat alkot, mely megkérddjelezi annak a lehetdségét,

hogy a Bestrophin a TMEM16A-val kdzosen alkosson funkcionalis csatornat.
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A Bestrophin-3, TMEM16A, és Cay1.2 fehérjék jelolédése a harantcsikolatnak
megfelelden nagy valoszinliséggel annak tudhato be, hogy a fehérjék leginkabb a
T tubulusok membranjdban fejezédnek ki. Hasonld mintazata felvételeket kaptak
egér és human kamrai szivizomsejteken a Cay1.2 fehérjék jelolésével. A fehérjék
ko-lokalizacidjanak véletlenszerii bekovetkezésének valodsziniisége alacsony,
hiszen a cytochrome ¢ és TMEMI6A kozotti korrelacios faktor gyenge
kapcsolatot mutatott. Ehhez hasonléan a Bestrophin-3 ¢€s ryanodin receptorok

kozotti kapesolat 1s gyengének mutatkozott.

24



Osszefoglalas

Az ionaramoknak az akcios potencial (AP) kialakitdsdban betdltott szerepének
megértése nagy jelentdséggel birhat, hiszen ezen csatorndk kéros miikodése
arrhythmidk kialakulasahoz vezethet, melynek hirtelen szivhaladl lehet a
kovetkezménye. Annak ellenére, hogy a Ca?*-fiiggd Cl~ aramrol (lcica) ismert,
hogy koros miikodése arrhythmiat okozhat, a lcicay pontos szerepe az AP
kialakitdsaban kevésbé ismert. Feltételezik, hogy a TMEMI16A ¢és/vagy
Bestrophin-3 proteinek lehetnek feleldsek a csatorna kialakitasaért. Kisérleteink
célja az volt, hogy 6sszehasonlitsuk két ismert gatloszer, a 9-antracén karboxilsav
(9-AC) ¢és a 4,4 -diisotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav (DIDS) hatasait, és
eldontsiik, hogy melyik alkalmasabb a Icica detektalasara. Tovabba, célunk volt
a lcica) AP alatti (Ca?* puffer nélkiil, AP voltage-clamp technika) és megvaltozott
intracellularis Ca®* koncentraci6 ([Ca?*];) melletti aktivacidjanak tanulmanyozasa
kutya kamrai szivizomsejteken. A TMEM16A és a Bestrophin-3 expresszidjanak
¢s esetleges Cay1.2 proteinnel valo ko-lokalizacidjanak a vizsgalatat kutya kamrai
szivizomsejteken és human szivizommintdkon is elvégeztiik. Megallapitottuk,
hogy a 9-AC (0,5 mmol/l) és a DIDS (0,2 mmol/l) is ndvelte az AP id6tartamot.
A voltage-clamp technikaval mért DIDS- és 9-AC-érzékeny aram amplitidok
azonosak voltak. A DIDS, a 9-AC-val ellentétben szignifikansan csokkentette a
depolarizaci6 maximalis sebességének értékét, ami a DIDS Na® aram gatlo
hatasara utal. AP-clamp mérések soran a 9-AC-érzékeny aramgorbe (lcica)) €gy
korai outward és egy kés6i inward komponensbdl tevédott 6ssze, melyek idében
az els@ fazis és a terminalis repolarizacionak megfeleléen jelentkeztek. A
ryanodin és az EGTA mindkét komponens amplitidojat csokkentette, mig a
BAPTA teljesen megsziintette az aramkomponenseket. Az 1,1 pmol/l [Ca®*']; (a
systoles [Ca**] megfeleld érték) csokkentette a lcyca amplitadojat, ezzel szemben
a [Ca*']i novelése Bay K8644, isoproterenol, és a magasabb ingerlési frekvencia
altal novelte a lcica-ot. Ezen eredmények arra utalnak, hogy az L-tipustu Ca*

csatornakon bearamlé Ca®* elengedhetetlen a lcicq) fizioldgias aktivaciojahoz. A
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TMEMI16A és Bestrophin-3 erds ko-lokalizaciot mutatott egymassal és a Cay1.2
fehérjével kutya izolalt szivizomsejteken €és human szivizommintadkon egyarant.
Eredményeink arra utalnak, hogy a DIDS ¢és a 9-AC egyforman jol hasznéalhato
voltage-clamp mérésekben, de a 9-AC kedvezobb AP mérésekben, mert nem
géatolja a Na* csatorndkat. A lcyca) aktivacidjahoz az L-tipustt Ca?* csatorndkon 4t
bearamld Ca?* sziikséges. A sarcoplasmaticus reticulumbél felszabadulé Ca?*
nem nélkiilozhetetlen az daram aktivacidjdhoz, az dram aktivacidjanak
feler6sodéséhez jarul hozza. A Igica) aktivacidjadhoz magas [Ca?'] sziikséges a

diadikus résben, melyet a BAPTA megfelelden tud pufferelni.
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