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Bevezetés

A szivelégtelenségben szenvedd betegek esetében a halalozasok koriilbeliil
feléért a hirtelen szivhalalt okozd szivritmuszavarok teheték feleldssé. Ez
vilagszerte tobb, mint 500.000 haldlesetet jelent évente. Ezért fontos olyan
paraméterek keresése, amelyek eldrejelzik ezen — a hirtelen szivhalalt okoz6 —
aritmidk kialakuldsat. Napjainkban a QT-intervallum idétartaménak ndvekedését
tekintik a kamrai szivritmuszavarok, kiilondsen a Torsades de Pointes (TdP) tipusu
kamrai tachycardia rizikofaktoranak.

Ujabb kutatasok azonban megkérdéjelezik a megnovekedett QT-intervallum
¢s az aritmidk kialakuldsa kozotti 6sszefliggést. Ismert ugyanis, hogy a kiilonb6z6
szerhatasok okozta azonos mértékli QT-idOtartam novekedés mellett nem
ugyanakkora a TdP incidencidja. Megfigyelték azt is, hogy ugyanazon szer
kiilonb6z6 dozisainak proaritmias hatasa fiiggetlen a QT-intervallum idétartamatol,
sOt a sikeres antiaritmias kezeléseknél sem feltétleniil kovetkezik be QT-iddtartam
rovidiilés.

Kutyan €s nyulon végzett kisérletek azt bizonyitjadk, hogy a szer-indukalta
TdP aritmidk esetében a QT-idétartam beat-to-beat variabilitasa hatékonyabban
eldrejelzi a ritmuszavar kialakuldsat, mint maga a QT-id6tartam ndvekedése. A
kisérleti eredmények alapjan feltételezhetd, hogy a csokkent beat-to-beat
variabilitds antiaritmids hatdst, mig a kritikusan megndvekedett variabilitds a
QT-intervallum 1ddtartamatol  fiiggetleniill kamrai aritmidkra hajlamosit.
A QT-intervallum allandé szivfrekvencia esetén tapasztalhato {itésrol-iitésre
(beat-to-beat) torténd variabilitasa a kamrai repolarizacié véletlenszerii
valtozéasainak kovetkezménye. Ezért a repolarizacio beat-to-beat variabilitdsanak
kvantitativ meghatarozasa egy olyan paraméter lehet, ami eldrejelezheti a
proaritmids dallapotokat. A repolarizacié idébeni valtozasanak meghatarozasara
kiilonb6z6 modszerek hasznalata javasolt, igy a klinikumban is hasznélatos

QT-intervallum variabilitas index, vagy a kisérletesen alkalmazott akcios potencial



id6tartam (APD) rovidtava variabilitdsanak a mérése (rovidtava variabilitds — short
term beat-to-beat variability of action potential duration, SV).

Feltételezziik, hogy a SV eredete multifaktorialis, igy befolyasolja az
az intracellularis kalcium koncentracio ([Ca®’];) és a sejtek kozotti elektromos

kapcsolatok.

Célkituzések

Célunk volt, hogy feltarjuk ¢és megismerjik az APD rovidtava
variabilitasdnak okait ¢és modulatorait. Feltételezziik, hogy az emelkedett
beat-to-beat variabilitds sulyos aritmidk indikdtora lehet, valamint, hogy ezen

jelenség multifaktorialis, ezért vizsgalni kivantuk:

az ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatasat a SV-ra,

- a SV-tabal kamra kiilonb6z6 rétegeibdl szdrmazé szivizomsejteken,

- az elektrotonus injektalasaval torténd APD modositas (csokkentés illetve
novelés) hatasat a SV-ra,

- az intracellularis Ca®" homeosztazis befolyasolasanak hatasat a SV-ra,

- a befelé¢ (inward) és kifel¢ (outward) irdnyuld aramok szerepét a SV

modulalasban,

- valamint a redox potencial szerepét a SV 1étrehozasaban.

Anyagok és modszerek

A kamrai szivizomsejtek izolalasa

Kisérleteinket kutyasziv bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken végeztiik.
Az altalunk alkalmazott protokollok 6sszhangban voltak a ,,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals” (US NIH publikacids szdma: 85-23., 1996. javitott
verzid) és a Helsinki Deklaracid 1964-ben lefektetett alapelveivel. A kisérleti



protokollt a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatetikai Bizottsaga is jovahagyta
(engedély szama: 18/2012/DEMAB). A szivizomsejteket szegmentperfizios
technikaval, kollagendz emésztéssel izolaltuk. Az életképes sejtek szabalyos
téglalap alakuak ¢€s €les hatarvonaltuak voltak, ép citoplazmaval és harantcsikolattal

rendelkeztek.

A szivizomsejtek akcios potencialjanak elvezetése

A membranpotencial mérésekre Volders ¢és mtsai altal az izolalt sejtekre
kidolgozott nagy ellenallast tiveg mikroelektroda technikat alkalmaztuk. A sejtek
akcios potencialjat (AP) nagy ellenadllasi  (20-40 MQ), boroszilikat
tivegkapilarisbol készitett mikroelektrédakkal vezettiik el. A mikroelektrodakat
3 M-os KCl-oldattal toltottiik meg. A sejteket impulzusgenerator segitségével
folyamatosan 1-2 ms szélességli négyszogimpulzusokkal stimuldltuk, melyek
amplitidoja az ingerkiiszob legalabb kétszerese volt. A sejtekrdl elvezetett
transzmembran potencialvaltozasokat Multiclamp 700B erdsitd ¢és Digidata 1440A

digitalizalo segitségével detektaltuk 200 kHz-es mintavételi frekvenciaval.

Az akcios potencial idotartam valtoztatasa

Egyes kisérleteinkben az APD megvaltoztatdsara torekedtiink, melyet
tobbféle mdédon értiink el. Ehhez elektrotonust alkalmaztunk, mely sordan egy
konstans befel¢ iranyuld (inward) vagy pedig kifelé¢ iranyuld (outward) aram
injektalasaval noveltiikk, vagy pedig csokkentettik az AP idOtartamat. Az
elektrotonus injektalasa az AP nulladik fazisat kovetden kezdddott és
50 milliszekundummal az adott AP repolarizaciojat kovetden ért véget. Az APD-ot
modositottuk az ingerlési frekvencia, illetve az ioncsatornakra hat6 szelektiv gatlo-

vagy aktivaldszerek segitségével is.



A beat-to-beat variabilitas kvantitativ jellemzése

A kamrai szivizomsejt repolarizacidjanak beat-to-beat variabilitasdnak
jellemzésére ugynevezett Poincaré diagramot szerkesztettiink. Ehhez az egyes
APD ¢értékeket az azt megel6z6 APD értékek fliggvényében abrazoljuk. Az igy
kapott diagramon mérésenként 50 pont taldlhato, az 50 regisztralt AP-nak
megfeleléen. A pontok altal lefedett teriilet nagysaga aranyos a SV-sal, és
egyértelmiien jelzi, ha valamilyen koriilmény hatdsara megemelkedik a
beat-to-beat variabilitds. A SV kvantitativ meghatarozasat a kovetkez6 egyenlet
segitségevel vegeztiik:

Zi=1( |APDn - APDn—ll)
[n V2]

SV =

ahol SV a rovidtavu variabilitas, APD, és APD,_; az n-edik és n—1-edik AP
id6tartama, n pedig az egymast kovetd AP-ok szamanak felel meg (esetiinkben

n=50).

A sejtrovidiilés mérése

A sejtrovidiillés mérése soran a szivizomsejteket az AP mérésekkel
ellentétben téringerléssel stimuldltuk és a rovidiilést optikailag detektaluk. Az
analog jeleket Digidata 1440A A/D atalakité segitségével, 240 Hz mintavételi
frekvenciaval digitalizaltuk. Az adatok kiértékelése soran 10 egymast kovetd
sejtrovidiilést atlagoltunk és meghataroztuk a paramétereit (alapvonal, csucsérték,
amplitidd). Eredményeink soran a sejtrovidiilés mértékét a kontroll koriilmények

kozott mért diasztolés sejthossz szdzalékaban fejeztiik ki.

Statisztikai analizis

A méréseink sordn kapott kisérleti eredményekbdl meghataroztuk a szamtani
kozéperteket, valamint a kozépérték koriili standard mérési hibat (SEM). Az
adatok Osszehasonlitdsa soran egy szempontos varianciaanalizist (ANOVA),

Student-féle kétmintds z-probat vagy oOnkontrollos ¢-prébat alkalmaztunk. A
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kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a P értéke kisebb volt, mint
0,05.

Eredmények

Az akcios potencial idotartam rovidtava beat-to-beat variabilitasa a bal

kamra falanak kiilonbozo rétegeiben

Megallapitottuk, hogy az AP id6tartama a midmiokardiélis (MID) sejteken a
leghosszabb, a szubepikardialis (EPI) sejteken a legrovidebb és a kettd kozott
helyezkednek el a szubendokardidlis (ENDO) sejtek APD értékei. A SV értékek
szintén ezt a mintazatot kovetik, igy MID sejteken figyelhetd meg a legnagyobb
SV (2,93+0,07 ms; n=94), mig az EPI sejteken a legkisebb (2,16+0,17 ms; n=13).
Az ENDO sejtek egy kozbiilsé SV érteket (2,53+0,16 ms; n=18) mutatnak. Az
APD ¢és SV értékeket tekintve a MID sejtek szignifikdnsan kiilonboztek mind az
EPI (P<0,05), mind az ENDO sejtektdl (P<0,05). Az EPI és ENDO sejtek kozotti
kiilonbsegek is szignifikansnak adodtak mindkét paraméter tekintetében (P<0,05).

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon az EPI és MID sejtekre
jellemzd un. ,,spike-and-dome” AP morfologia milyen mértékben befolydsolja a
SV-t, EPI sejteken gatoltuk a korai repolarizacidért felelds tranziens kifel€ iranyulo
kaliuméaramot (I,;) 1 mM 4-aminopiridinnel. A 4-aminopiridinnel kezelt EPI
sejtek AP-jai igy nagyban hasonlitottak az ENDO sejtek AP-jaira, azonban a SV
novekedése helyett kis mértékii csokkeneést tapasztaltunk (kontroll: 3,24+0,35 ms,
4-aminopiridin: 2,67+0,31 ms; n=9). Az alkalmazott 4-aminopiridin nem volt

hatassal az APD-ra. A tovabbi kisérleteket MID sejteken végeztiik.



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

osszefiiggés

Az elektrotonus injektdldsdaval — megvdltoztatott  akcios  potencial

idotartam  hatasa a rovidtavu beat-to-beat variabilitasra

A transzmurdélis heterogenitast vizsgalo kisérleteink eredményei szerint a SV
fiigg az APD-t6l is. Ezért a tovabbiakban kiilonb6z6 modokon valtoztattuk az
APD-ot. El6szor elektrotonus alkalmazasaval befelé iranyuld (inward) vagy kifelé
iranyuld (outward) aramot injektaltunk a sejtekbe dram-clamp kisérleti
elrendezésben, mely segitségevel noveltiik vagy csokkentettiik az APD-ot. Ennek a
kisérletsorozatnak a legfontosabb sajatsdga, hogy az araminjekcioval — kémiai
agensek alkalmazasa nélkiil — egy meglehetdsen sz¢les skalan tudtuk valtoztatni az
AP idétartamat (20-500 ms). Mindezt ugy tehettiik meg, hogy nem modositottuk
specifikusan egyik iondramot sem.

Az elektrotonus amplitadojat —600 ¢s +70 pA kozott valtoztattuk.
Kontrollnak az elektrotonus alkalmazésa el6tti (0 pA dram) AP-okat tekintettiik.
—80 pA amplitddoju anelektrotonus injektalasa roviditette az APD-ot
(213+£7 ms-r61 138+12 ms-ra; P<0,05) és csokkentette a SV-t (2,69+0,16 ms-rol
1,69+0,17 ms-ra; P<0,05), +40 pA amplitaddju katelektrotonus viszont névelte az
APD-ot (311£19 ms-ra; P<0,05) és a SV-t is (7,44%1,28 ms-ra; P<0,05).

Az elektrotonus alkalmazasaval kapott eredményeink azt mutattak, hogy a
SV ¢értéke fiigg az APD-tol, nevezetesen, a két paraméter kozotti 6sszefliggés
exponencidlis. Ugyanigy exponencialis 0Osszefliggést kaptunk amennyiben a
kontrollhoz képest szdmitottuk és abrazoltuk a SV és az APD valtozasait (ASV,
AAPD). Ez azt jelenti, hogy barmilyen beavatkozds, ami megvaltoztatja az
APD-ot, az egytttal SV valtozast is okoz, ezért minden szer-indukalta SV valtozast
(ASV) csak az azt kisérd APD valtozas (AAPD) tiikrében szabad értelmezni. A
Krebs mérdoldatban, 1 Hz ingerlési frekvenciaval folyamatosan stimulalt sejteken

az elektrotonus injektalasaval regisztralt kontroll SV-APD ¢és ASV-AAPD
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Osszefliggést leird exponencidlis gorbékre a tovadbbiakban mint standard gérbére
hivatkozom, és az egyes szerek okozta SV valtozast ehhez viszonyitom, az ettol
valo eltérést pedig relativ SV-nek nevezem. Ennek értelmében, példaul egy
ioncsatorna-gatloszer relativ SV noveld hatésa, azt jelenti, hogy egységnyi APD
valtozas mellett nagyobb SV novekedést okoz, igy a gatldoszerhez tartozo SV értek
a standard gorbe 1616tt helyezkedik.

Az ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatisa az akcios potencial

idotartam rovidtavu beat-to-beat variabilitasara

Az AP hosszat nagymértékben befolyasolja az ingerlési frekvencia is, ezért a
tovabbi kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy a SV frekvencia-fliggd
valtozéasail hogyan viszonyulnak az elektrotonussal meghatarozott értékekhez. Azt
tapasztaltuk, hogy az ingerlési frekvencia csokkentésével ndtt az APD, és vele
egyiitt a SV is (kontroll 1 Hz: APD 24448 ms, SV 3,504+0,17 ms; 0,2 Hz: APD
308+13 ms, SV 6,33+0,42 ms; P<0,05, n=8). Magasabb ingerl¢si frekvencia esetén
mind a két paraméter értéke csokkent (3,33 Hz: APD 153+5 ms, SV 2,42+0,19 ms;
P<0,05, n=8).

Amennyiben az ingerlési frekvencia valtoztatasa sordn kapott SV és APD
értékeket az elektrotonus alkalmazasa sordn kapott exponencialis gorbével egyiitt
abrazoltuk, azt tapasztaltuk, hogy a pontok kozel tokéletesen illeszkednek a
standard gorbére. Ez alol kivétel a 2 Hz-nél nagyobb frekvenciak, amikor is a SV
értékek nagyobbnak bizonyultak, mint azt az SV-APD 0sszefiiggésbdl varhatnank.
Ez alapjan feltételezziik, hogy valamely mas — APD-tol fiiggetlen — faktor is
befolyasolhatja a SV-t.



Az ionaramok szerepe az akcios potencial idotartam rovidtava beat-to-beat

variabilitasanak meghatarozasaban

Az AP kialakitasaban részt vevd ionaramok koziil els6ként az outward
aramok szerepét vizsgaltuk a SV modulalasdban. Ehhez a kiilonb6z6 aramok
legszelektivebbnek vélt aktivalo- ill. gatldszereit alkalmaztuk. Az outward dramok
koziil az ot relevans kaliumaramot vizsgaltuk. Dofetiliddel gatoltuk a késoi
kaliuméaram gyors komponensét (Ix,), HMR 1556-tal a kés6éi kdliumaram lassu
komponensét (Ig;), chromanol 293B-vel (HMR 1556 jelenlétében) a I;,,-ot €s végiil
BaCl,-dal a befelé egyeniranyito kaliumaramot (Ix;). Az ATP-fliggd kaliumaramot
(Ix.atp) pedig lemakalimmal aktivaltuk.

Megallapitottuk, hogy a dofetilid mind a négy alkalmazott koncentracidja
szignifikdnsan novelte a SV-t és az APD-ot. A dofetilid okozta SV novekedés
nagyobb meértékll volt, mint ami az APD ndvelés alapjan varhat6 lenne, azaz a
relativ SV novekedett. Hasonl6 eredményt kaptunk az 500 nM HMR 1556 esetében
1s, a markans SV novekedés csak kismértékii APD novekedéssel tarsult.
A Tjy;-blokkold chromanol 293B-t (100 uM) a HMR 1556 jelenlétében alkalmazva,
az APD kismértékben, mig a SV szignifikdnsan csokkent. Ezek a hatdsok nagyban
hasonlitottak azokra az eredményeinkre, amikor az EPI sejteken a I;-ot
4-aminopiridinnel gatoltuk. Ez esetben a Iy, gatloszerét is perfundaltuk, igy a
kapott adathalmaz szintén a standard gérbe f616tt talalhatd. Az Iy rp aktivaldszer
lemakalim minden alkalmazott koncentracioja csokkentette a SV-t és ezzel egyiitt
az APD-ot is olyan mértékben csokkentette, hogy mind a négy mérési pont a
standard gorbén helyezkedik el, ezért az aktivalt Iy arp feltehetdleg nincs
specifikus hatassal a SV-ra. A BaCl, perfuziot kovetden a nagyon jelentds APD
mellett csak kisebb mértékli SV novekedést tapasztaltunk. A Iy, gatldsakor kapott
pontok abrazolasabal kideriil, hogy a SV ndveld hatas elmaradt a kontroll SV-APD
Osszefliggés sordn megallapitottol, ami azt sugallja, hogy a Ix, egy relativ SV

novelo aram.
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Az inward aramok koziil a natriumaram (Iy,) és az L-tipusu kalciumdram
(Icap) szerepét tanulmanyoztuk. A Iy,-ot tetrodotoxinnal vagy lidokainnal gatoltuk,
mig aktivalasara veratridint alkalmaztunk.

A veratridin koncentracié-fliggd modon, markdnsan ndvelte mind az
APD-ot, mind a SV-t. Tetrodotoxin ¢€s lidokain jelenlétében ezzel ellentétben mind
az APD, mind a SV csokkent. A Na-csatorna gatlas okozta SV csokkenés,
valamint ellenkezd esetben a veratridin hatdsara 1étrejott SV emelkedés is
nagyobbnak bizonyult mint azt a kontroll SV-APD 0sszefliggésbdl varhatnank (a
kapott pontok a standard gorbe f616tt helyezkedtek el). Ebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a I, relativ SV noveld hatassal bir. Az I¢, szerepének tanulmanyozasa soran
1s egy gatloszert (nizoldipin) illetve egy aktivaloszert (Bay K8644) alkalmaztunk.
I uM nizoldipin rendkiviil jelentdsen roviditette az APD-ot (220+6 ms-rdl
116+7 ms-ra; P<0,05, n=19), ezzel egyiitt novelte a SV-t (2,4440,20 ms-rol
2,96+0,27 ms-ra; P<0,05, n=19). A Bay K8644 kétfele koncentracioban kertilt
alkalmazasra. Mindkét koncentracié ndvelte az APD-ot, ugyanakkor a SV-ra
kifejtett hatasuk eltérd volt. A 20 nM Bay K8644 nem valtoztatta meg a SV-t, mig
200 nM szignifikansan novelte azt. Ha a kapott SV ¢és APD értékeket és
valtozasokat a kontroll SV-APD 06sszefiiggéshez hasonlitjuk, akkor a Bay K8644
perfundalasakor kapott pontok a standard gorbe alatt helyezkednek el, igy relativ
SV csokkenést tapasztalunk, mig az I, gatlasa relativ SV noveld hatasu. Ezek

alapjan megallapitottuk, hogy az I, jelentdsen csokkenti a SV-t.

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

osszefiiggés tovabbi tanulmanyozasa

Annak érdekében, hogy valamely iondram specifikus SV modositd szerepét
elkiilonitsiik az APD modositd hatasatol, a megvaltozott AP idétartamot minél
precizebben a kontroll AP id6étartamnak megfelel6en kompenzaltuk elektrotonussal
vagy pedig farmakologiai Uton (tliréshatar: £5 ms a kontroll APD-hoz képest).
Eldszor 100 nM dofetilid, 5 uM BaCl,, 100 nM veratridin és 200 nM Bay K8644
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jelenlétében egy konstans, pontosan meghatarozott amplitidoji outward dramot
injektaltunk a sejtekbe ugy, hogy az APD a kontrollnak megfelelé legyen, mig
3 uM tetrodotoxin és 1 puM nizoldipin esetén azonos metodikaval alkalmazott
inward aramot injektaltunk.

Megallapitottuk, hogy dofetilid kezelést kovetden az elektrotonus injektalas
ellenére is — tehat a kiinduladsi AP idOtartam mellett — magasabb maradt a SV
(kontroll: 2,374+0,19 ms; dofetilid+tonus: 2,68+0,29 ms; P<0,05, n=7). Ezzel
ellentétben BaCl, eset¢ben az APD valtozas kompenzilasa utan a SV
szignifikansan kisebbnek bizonyult a kontrollhoz képest (kontroll: 2,31+0,20 ms;
BaCl,+tonus: 1,97+0,16 ms; P<0,05, n=8). Veratridin jelenlétében is magasabb SV
érteket (kontroll: 2,254+0,19 ms; veratridin+tonus: 3,95+0,24 ms; P<0,05, n=14)
kaptunk, amikor az elektrotonus segitségével a kontroll APD-mal megegyez6
idotartamot allitottunk be. Outward aram addsa Bay K8644 perfuzidt kovetden a
kiindulasi érték ald csokkentette a SV-t (kontroll: 2,18+0,19 ms; Bay
K8644+tonus: 1,71£0,16 ms; P<0,05, n=10). A Iy, blokkolasat kovetden
(tetrodotoxin) az APD kompenzalasa csokkent SV-sal jart egyiitt
(kontroll: 2,75+0,29 ms; tetrodotoxin+tonus: 2,17+0,28 ms; P<0,05, n=8), mig az
Icar gatlds esetén (nizoldipin) ez az érték még tovabb emelkedett az inward aram
injektalds hatasara (kontroll: 2,68+0,20 ms; nizoldipin+toénus: 5,38+0,59 ms;
P<0,05, n=10).

Mivel a pontos APD kompenzaciot lehetdveé tevd elektrotonus injektalasa
elmozdithatja a nyugalmi membranpotencialt a pozitivabb vagy pedig a negativabb
tartomanyok felé¢ (ami hatassal lehet az AP paramétereire), ezért megismételtiik
kisérleteinket ugy, hogy az elektrotonus alkalmazasa helyett farmakologiai
kompenzanciot alkalmaztunk. Ehhez ki kellett valasztanunk két olyan, a relativ SV
szempontjabdl indifferens szert, amelyik noveli vagy csokkenti az APD-ot. Az
APD novelésére BaCl,-ot, mig roviditésére lemakalimot alkalmaztunk. Az APD

crer

sziikkség. A dofetilid és a veratridin APD ndveld hatasat lemakalim adasaval
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kompenzaltuk, mig tetrodotoxin és nizoldipin esetén BaCl,-ot alkalmaztunk. A
kiinduldsival megegyez6 APD-ok mellett tovabbra is emelkedett SV-t
tapasztaltunk  dofetilid (kontroll:  3,04+£0,22 ms; dofetilid+lemakalim:
4,35+£0,28 ms; P<0,05, n=5) ¢és veratridin (kontroll: 2,87+0,13 ms;
veratridin+lemakalim: 4,65+0,52 ms; P<0,05, n=8) jelenlétében. Tetrodotoxin
esetén ez az ¢érték a kontroll SV ald csokkent (kontroll: 2,36+0,10 ms;
tetrodotoxin+BaCl,: 2,104+0,09 ms; P<0,05, n=6), végiil pedig nizoldipin hatdsara a
SV még tovabb emelkedett (kontroll: 2,06+0,26 ms; nizoldipin+BaCl,:
5,384+0,68 ms; P<0,05, n=7). A két kiilonb6z6 metddussal (elektrotonussal illetve
farmakoldgiai moédszerrel) torténd APD kompenzalds eredményei tehat hasonlonak
bizonyultak, nevezetesen, hogy a Ik, és az I, specifikusan SV csokkentd hatasu,
mig a Iy, noveli azt. Azt azonban mindenképp érdemes kiemelni, hogy a
legmarkansabb hatést azon kisérleteinkben tapasztaltunk — fliggetleniil att6l, hogy
melyik metodussal végeztiikk a kompenzalast — ahol nizoldipint alkalmaztunk. Ez

ismételten kiemeli az Ic, | fontos szerepét a SV szabalyozasdban.

Az intracellularis kalcium homeosztazis befolyasolasanak hatasa az akcios

potencial idotartam rovidtava beat-to-beat variabilitasara

Az intracellularis kalcium koncentracio valtozasanak hatasa az akcios

potencial idotartam rovidtavu beat-to-beat variabilitdsdara

Kisérleteink soran az [Ca®']; novelésére a nagy Ca’'-szelektivitasu A23187
nevii, antibiotikus tulajdonsaggal is bir6 Ca*" ionofor molekulat alkalmaztuk, mely
stabil 2:1 komplexet képes alkotni divalens kationokkal. Jelenlétében a Ca®" képes
atjutni a sejtmembranon. 1 uM A23187 25 percig torténd inkubdldsa utan az
emelkedett [Ca®]; hatisara APD rovidiilést tapasztaltunk (20744 ms-rol
170£5 ms-ra; P<0,05, n=14) mig az abszolut SV értékét csak a kisérlet kezdetén
valtoztatta meg. Osszességében az APD rovidiiléshez nem tarsult SV csdkkenés.

Tovabbi vizsgalataink soran a Ca* kelator BAPTA-t

(1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid) alkalmaztuk. A
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sejteket a BAPTA acetoximetilészter formdjaval inkubaltuk (BAPTA-AM), amely
képes atlépni a sejtmembranon, majd az intracellularis nem specifikus észterazok
lehasitjak az észter csoportot, és az igy keletkezett aktiv forma mar képes a Ca*"
megkotésére. 5 uM BAPTA-AM hatdsara az AP id6tartama fokozatosan nott
(218£8 ms-r6l 297£15 ms-ra; P<0,05, n=17), azonban a SV értéke vagy nem
valtozott, vagy csokkent. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a citoszdlikus
Ca” koncentracié emelkedése a relativ SV novekedését okozza.

Kovetkez0 kisérletsorozatunkban a BAPTA-AM kezelést és az elektrotonus
injekcidjat kombinaltuk. A BAPTA-AM hatas stabilizalodasa utan mért AP-okat
tekintettiik kontrollnak (0 pA). Az egyre nagyobb amplitidoji inward aram
injektalasa tovabb novelte az APD-ot, mig az outward aram az AP rovidiilését
okozta. Az injektalt elektrotonusok amplitidojdban kiilonbség tapasztalhato
(—600 — +45 pA) a korabbi, csak elektrotonussal végzett kisérleteinkhez képest.
Ezt az magyarazza, hogy BAPTA-AM jelenlétében eleve hosszabbak az AP-ok,
igy a pozitiv elektrotonus hatdsira a EAD-k incidencidja megndtt. A SV-t
abrazolva az APD fliggvényében azt tapasztaltuk, hogy BAPTA-AM jelenlétében
az elektrotonussal eldidézett APD valtozas kisebb mértékii SV novekedést okozott,

mint amit BAPTA-AM kezelés nélkil lattunk.

Az intracelluldris kalcium koncentrdcio fazisos valtozasainak szerepe az

akcios potencidl idotartam rovidtavi beat-to-beat variabilitasaban

Az [Ca®"); befolyasolasanak egy kovetkezd modszere, a SR-bol torténd Ca>"
felszabadulas megvaltoztatasa. Ehhez rianodint és ciklopiazonsavat hasznaltunk. A
rianodin a RYR2 gatlasan keresztiill megakadalyozza a Ca> SR-bél torténd
felszabaduléasat. A ciklopiazonsav pedig a SERCA pumpa szelektiv inhibitora,
melynek hatdsdra a SR-bol felszabadulni képes Ca®* mennyisége csokken. A
10 uM rianodin 15 perc alatt atmenetileg 2,924+0,12 ms-rol 2,37+0,19 ms-ra
(P<0,05, n=8) csokkentette a SV-t, mig az APD-ot nem befolyasolta (kontroll:

22247 ms; 15. perc rianodin: 224+15 ms; n=8). 1 uM ciklopiazonsav hatdséara a
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SV 15 perc alatt 3,87+0,29 ms-r6l 3,2940,29 ms-ra csékkent (P<0,05, n=9), mig az
AP idétartamat szignifikansan nem befolyasolta (kontroll: 239+7 ms; 15. perc
ciklopiazonsav: 229+7 ms; n=9). Megallapitottuk, hogy mindkét szer hatékonyan
csokkentette a relativ SV-t, vagyis a szisztolé alatti Ca®" felszabadulis egy

meghatéaroz6 eleme a SV-nak.

A tovabbiakban kivancsiak voltunk arra is, hogyan befolydsolja a SV-t a
Na'/Ca®* cseremechanizmust (NCX), mely szintén fontos szereppel bir a
szivizomsejtek Ca*'-homeosztazisidban. A NCX gatlasahoz a szelektivnek vélt
SEA0400-at alkalmaztuk. Megallapitottuk, hogy a 300 nM SEA0400 25 percig
tartd inkubalasa az APD rovidité hatds ellenére (235+10 ms-rol 20613 ms-ra;
P<0,05, n=7) szignifikdnsan novelte mind az abszolut SV-t (2,53+0,16 ms-rol
2,77+0,14 ms-ra; P<0,05, n=7), mind a relativ SV-t.

A kalcium homeosztazist befolyasolo szerek hatasa a sejtrovidiilés mértékére

Az [Ca®"); valtozas indikatoraként — egy indirekt modszert —, a rogzitetlen
miocitdk rovidiilésének (shortening) mérését hasznaltuk. Mind a négy vizsgalt szer
(5 uM BAPTA-AM, 1 uM A23187, 10 uM rianodin és 1 uM ciklopiazonsav)
csOkkentette a rovidilés mértékét, azonban eltérd mértékben és eltérd kinetikaval.
Megallapitottuk, hogy a BAPTA-AM, a rianodin, és az A23187 gatolta a sejtek
rovidiilését. Az emlitett harom szer hatdsanak kialakuldsa gyors volt. A
ciklopiazonsav csokkentette ugyan a rovidilések amplitiddjat, azonban teljes
gatlast még 15 perc inkubalds utan sem okozott. A BAPTA-AM, a rianodin ¢€s a
ciklopiazonsav hatasara a diasztolés sejthossz nem valtozott szignifikans
mértékben, mig a szisztolés sejthossz nétt, jelezve a csokkent Ca®" felszabadulast.
Az A23187 esetén a szisztolés sejthossz valtozatlan maradt, azonban a diasztolés
érték jelentésen csokkent. Az a megfigyelés, hogy a Ca®" ionofor alkalmazasaval a
szivizomsejtek kevésbé relaxalnak, 6sszhangban all azzal a feltevéssel, miszerint a

Ca”" ionofér hatasara akkumulalodik a Ca®" a sejten belil.
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A PB-adrenerg stimulacio hatasa az akcios potencial idotartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasara

Az eddigi eredményeink azt bizonyitjak, hogy a Ik és az Ic,; hatékonyan
csokkenti a relativ SV-t. Ezért megvizsgaltuk, hogy a B-adrenerg stimuldcié milyen
hatassal van a SV-ra, ugyanis hatasara n6 a Ig; és az I, amplitaddja, valamint az
[Ca’);. Kisérleteink soran a B-adrenerg stimulacié modellezésére egy nem
specifikus agonistat, az izoproterenolt alkalmaztunk. 10 nM izoproterenol
kismértékben ugyan, de szignifikdnsan roviditette az AP id6tartamat (219+6 ms-rol
195+7 ms-ra; P<0,05, n=13), ezzel egyiitt jelentésen csokkentette a SV-t is
(2,31+£0,12 ms-rdl 1,43+0,11 ms-ra; P<0,05, n=13). Ez a SV csdkkenés nagyobb
mértékit volt, mint amit a kontroll SV-APD 0sszefliggésbdl varhatnank. Ha a
sejteken BAPTA-AM eldkezelést kovetden vizsgaltuk az izoproterenol hatasat, azt
tapasztaltuk, hogy a BAPTA-AM né¢lkiili allapotokhoz hasonlé mértékben
csokkentette mind az APD-ot, mind a SV-t. Nem tapasztaltunk kiilonbséget az
izoproterenol relativ SV-ra kifejtett hatasdban BAPTA-AM jelenlétében vagy
hidnyaban. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy az izoproterenol SV modositd
hatasat nem az [Ca”"];-ban bekdvetkezd valtozasok okozzak, ez feltehetSleg a I és

az Ic, 1 novelés eredménye.

A szoveti redox potencial hatasa az akcios potencial idétartam rovidtava

beat-to-beat variabilitasara

A sejtek kozvetlen kornyezetében végbemend szoveti redox potencial
megvaltozdsa markans hatassal bir a szovet elektrofiziologiai tulajdonsagaira. A
redukald kornyezet modellezésére redukaloszerekbdl, 1 mM DL-dithiothreitolbdl,
I mM L-glutationbdl és 1 mM L-aszkorbinsavbol allé koktélt alkalmaztunk. A
redukalo koktél alig volt hatissal az AP alakjara, az APD-ot nem befolyésolta,
viszont a SV-t szignifikdns mértékben csokkentette (kontroll: 2,814+0,30 ms;
9. perc redukald koktélban: 2,12+0,15 ms; P<0,05, n=12). A hatas kifejlodéséhez
kortilbeliil 6 percre volt sziikség. Amennyiben a kontroll SV-APD 6sszefliggéshez
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hasonlitjuk a redukalé koktél alkalmazéasa soran kapott eredményeinket, lathatjuk,
hogy az a relativ SV-t csokkentette, ugyanis a pontok a standard gorbe alatt
taldlhatdak, mivel a nem szdmottevd AP rovidiiléshez képest szignifikansan
csokkent a SV.

A redukalo6 kornyezettel ellentétben az oxidacido markans hatdssal volt az AP
alakjara. Az oxidalo kornyezet modellezésére 10 uM hidrogén-peroxidot (H,0,)
alkalmaztunk, ami fokozatosan novelte az APD-ot, valamint a SV-t is. Jellemzden
10-15 perccel a szer perfundalasat kovetden — valamennyi vizsgalt sejt esetében —
EAD-k alakultak ki. A méréseink azon szakaszaban, ahol a EAD-k kialakultak, az
APD akéar 600-800 ms hosszu is lehetett, amivel parhuzamosan a SV értéke
magatol értetddd modon extrém mértekben ndtt (akar 50-100 ms kiilonbség két
egymast kovetd APD kozott), azonban a méréseink elsé 9 percében tapasztalt SV
emelkedés nem all dsszefliggésben a EAD-k kialakulasaval. Osszességében a H,O,
kezelés nagymértekben novelte a relativ SV-t.

Annak tisztazasdra, hogy a drasztikus H,O, hatds valoban a redox
potencidlban torténd valtozas eredménye, megismeteltiik az el6zd kisérleteinket
ugy, hogy a sejteket a redukalo koktéllal elékezeltiik, majd ezt kovette a redukald
koktél+oxidalo oldat (H,O,) perfundalasa. A 10 uM H,0,, a redukald koktéllal
valo eldkezelés ellenére 1s novelte mind az APD-ot (redukald koktélban:
203+11 ms; 9. perc H,O,+redukald koktélban: 231+13 ms; n=6), mind a SV-t
(redukalo koktélban: 2,37+0,15 ms; 9. perc H,0,*+redukalé koktélban:
3,14+0,36 ms; P<0,05, n=6). Ez esetben azonban a H,0O, hatasai nem voltak olyan
kifejezettek, a kisérletek egyikében sem jelentkezett EAD, mint ahogy azt az
elézdekben részletezett kisérletek soran tapasztaltuk. Eredményeink tehat azt
mutatjak, hogy a redukalé kornyezet sikeresen ellenstlyozta a H,O, relativ SV

noveld hatasat, az 6sszes mérési pont a standard gorbén helyezkedik el.
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Megbeszélés

Fontos feladat feltdirni mindazon eseményeket és az azok hatterében allo
mechanizmusokat melyek stlyos szivritmuszavarokat, példaul a hirtelen
szivhalalhoz vezetd kamrafibrilldicot okozhatnak. Az elmult évek kutatomunkédja
alapjan bebizonyosodott, hogy dnmagaban a QT-intervallum mérése nem minden
esetben jelzi elére pontosan az életveszélyes aritmiak kialakulasat, valamint a
sikeres antiaritmias kezelés soran nem feltétlentl sziikséges a QT-intervallum
csokkentése. Ezért a kutatocsoportok arra torekednek, hogy olyan prediktorokat
talaljanak, melyek megbizhatoan elorejelezhetik az aritmidk kialakulasat a
gyakorld orvosok szamara. Ilyen paraméter lehet példaul az akcids potencial

iddtartam révidtava beat-to-beat variabilitasa (SV).

Az akciés potencial idotartam szerepe a rovidtavia beat-to-beat

variabilitasban

Munkank célja az volt, hogy megallapitsuk, hogy milyen mechanizmusok
allhatnak a SV hatterében, valamint annak kideritése, hogy milyen mértékben fligg
a SV az APD-atol. Az elektrotonust injektald kisérleteink soran specifikus
ioncsatorna hatas nélkiil tudtuk valtoztatni az APD-at. Megallapitottuk, hogy a
SV-APD ko6zotti  Osszefliggés  exponencidlis. A késdbbiekben minden
eredményiinket ezen 6sszefiiggéshez (standard gorbe) hasonlitottunk, az ettdl valo
eltéréseket pedig relativ SV-nak neveztiink. Ugy gondoljuk, hogy az egyes SV
modositd hatasokat csak ennek ismeretében tudjuk értelmezni.

A SV kialakitasanak hatterében tobbek kozott az ioncsatorndk kapuzdsanak
sztochasztikus viselkedése allhat. A SV-ban torténd valtozasokat azonban az APD
negativ visszacsatolasi (negative feedback) szabdlyzdsa is magyarazhatja.
Nevezetesen, egy inward aram fokozott aktivalodasa nyoman nd az AP id6tartam,
ennek hatdsara repolarizacidt segité iondramok — Iy, és Iy, — aktivalédnak, ezaltal

roviditve az APD-ot. Eredményeink azt mutatjak, hogy az Ic,1, a Ix, €s a Ik
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csokkentik a SV-t, gatlasuk értelemszeriien noveli azt. Erdekes médon a két,
egyarant befelé iranyuld aram — az I, és a késoi Iy, — ellenkez6 hatéssal volt a
SV-ra, annak ellenére, hogy mindketté néveli az AP id6tartamat. A kiilonbséget a
két inward dram kozott az magyarazhatja, hogy az Ic,; a platod fazis kezdetén aktiv,
mig a késéi Iy, a platd fazis késobbi szakaszan a legaktivabb. Az I, hatasara
megemelkedett platopotencidl nagyobb mértékben képes aktivalni a Iyg-ét és a
Ixs-€t, mig a Iy, 1dOben késdbbi megjelenése miatt mar nem képes erre. Az AP
platofazisa alatt nagy a membran impedancigja, igy az Ohm térveény ertelmében
ilyenkor a nett6 membranaramban torténd kis valtozasok is viszonylag nagy
membranpotencidl és APD valtozast eredményeznek. Vélhetéen ez magyardzza a
Ina SV novel6 hatasat.

Azon kisérleteinkben ahol az ingerlési ciklushosszat valtoztattuk, hasonlo
eredményeket kaptunk, mint Johnson €s mtsai. Eszerint az ingerlési ciklushossz
novelésével — az ingerlési frekvencia csokkentése esetén — a SV fokozatosan nott.
A 700 ms, vagy anndl nagyobb ciklushossz esetén (1-5 sec) a SV valtozasai
kovettek az AP idOtartamaban bekovetkezd valtozasokat, vagyis megfeleltek az
elektrotonusos kisérletiinkben megallapitott kontroll SV-APD Gsszefiiggésnek.
Ennek hatterében valdsziniileg az egyes ionaramok frekvencia-fiiggd sajatsagai
allhatnak, ugyanis ismert, hogy a ciklushossz emelésével az Ic,p amplitudoja
novekszik, mig a Ig,-ének amplitiddja csokken. Az 500 ms-ndl rovidebb
ciklushosszak esetén azonban eltérést tapasztaltunk a relativ SV-ban, vagyis
vélhetéen valamilyen mas — APD-t6] fliggetlen — faktor is befolyasolhatja a SV-t.
Ennek feltehetdleg a pozitiv 1épcsdjelenségként ismert €lettani folyamat lehet az
oka, ugyanis rovid ciklushosszak esetén jelentésen nd az [Ca*']; és a kontrakciok
amplitadoja.

A B-adrenerg stimuldciot szimulald kisérleteinkben az izoproterenol hatdsa
is frekvencia-fliggdnek bizonyult. Az izoproterenol relativ SV csokkentd hatisa az
ingerlési frekvencia csokkentéssel kifejezettebbé valt. Ez jellemzd volt a huméan

szivfrekvencia tartomanynak megfeleld 0,5-1 sec széles ciklushosszak esetén is.
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Hasonlé eredményt kaptunk amikor az izoproterenolt BAPTA-AM jelenlétében
alkalmaztuk, tehat az Ic,; és a Ix; fokozoddsa dominans az [Caz+]i valtozasaval
szemben. 300 ms-os ciklushossz esetén azonban az izoproterenol érdemben nem
befolyasolta a relativ SV-t, vagyis a gyors frekvencian torténd Ca** akkumulalodas
ellensulyozhatta az izoproterenol hatasat.

A relativ SV bevezetésének van egy tovabbi eldnye is. Az irodalomban
talalhato adatok elég nagy tartomanyt fognak 4t a kontroll AP id6tartamot és SV-t
tekintve. Abi-Gerges ¢és mtsai eredményei 300-377 ms hosszit APD-ot és
5-12 ms-os SV-t mutatnak, mig ezek az értékek Johnson és mitsai kisérleteiben
276 ms-nak (APD) és 5,9 ms-nak (SV) bizonyultak. Bal kamrai monofdzisos AP
mérés esetén Thomsen és mtsai az APD-ot 324-353 ms-nak talaltak, a SV értéke
pedig 1,8-2,3 ms volt. Heijjman ¢s mtsai koézleményében a sztochasztikus
szimuléacids kisérletekben az APD 252 ms-nak, a SV pedig 4,3 ms-nak bizonyult.
A Kkisérleteink soran tapasztalt kontroll SV értékek ezeknél alacsonyabbnak
bizonyultak, ami feltehetéleg a munkacsoportunk altal beallitott stabil, jol miik6do
enzimatikus izoldlds eredménye. Az Osszehasonlithatosdg érdekében azonban

célszerubb a relativ SV-t hasznalni.

Az ionaramok szerepe a beat-to-beat variabilitasban

Az ioncsatorna modulatorokkal végzett kisérleteink eredményeit az
elektrotonusos kisérletek soran megallapitott kontroll SV-APD 6sszefiiggéshez
viszonyitottuk, mert ugy véljik, hogy ez az 6sszefliggés adhat valos képet az egyes
iondramok relativ szerepérdl. Ez alapjan legfdbb megallapitdsunk, hogy az Ic,1, a
Ik, és a Ik, stabilizalja az APD-ot, mig a Iy, és a I;,; az APD labilitdsat okozza.

Korabban szamos ioncsatornara hato szerrdl leirtdk, hogy befolyéasolja a
beat-to-beat variabilitdst, azonban egyik tanulmany sem vizsgalta a SV AP
iddtartamtol vald fliggését. Eredményeink megerdsitik, hogy a Iy, €s a Ik, jelentOs
hatassal bir a SV-ra. Kisérleteink sordn 1 Hz-es ingerlési frekvencia mellett I,

gatloszerek jelenlétében sem tapasztaltunk EAD-k megjelenését, szemben
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Abi-Gerges ¢s mtsaival, akik szintén egészséges, kontroll kutydk szivébol
szarmazo bal kamrai szivizomsejtekkel dolgoztak. A kezdeti vizsgalatok
eredményei alapjan is az igymond APD stabilizalé dramok kozé sorolhat6 a Iy, A
mi munkénk is ezt mutatta, jollehet, a kiilonbségek csak a ASV-AAPD
Osszefliggések vizsgalatakor valtak nyilvanvaléva, mivel a HMR 1556 6nmagéban
csak kismértékii APD novekedést okozott. Pueyo ¢és mtsai altal készitett
szimulacids kisérletben meghatdrozd tényezonek adddott a Ix csatorndk széma.
MID sejteken alacsonyabb Iy, csatornaszamot (és nagyobb SV-t) figyeltek meg
mint ENDO ¢és EPI sejteken, ami dsszhangban all a mi eredményeinkkel is. A I,
¢s a I, vizsgélata soran kapott eredményeink €s az irodalmi adatok azt mutatjak,
hogy a repolarizacios rezerv forditottan aranyos a SV-sal. Kiilonbség adodott
azonban az Ic,; vizsgalatakor kapott eredményeinkben az irodalmi adatokhoz
képest. A megeldz6 publikaciok stabilizaldo aramnak titulaltak az Ic,;-ot, a mi
kisérleteinkben viszont messze a legfontosabb iondramnak bizonyult a SV
modulaldsban. Ezt a nizoldipin és Bay K8644 szerekkel kapott eredményeink
bizonyitjak, miszerint a publikalt SV-ra kifejtett mérseékelt hatdsokkal szemben az
Ica gatlasakor jelentds mértékben nétt a relativ SV, mig annak fokozasakor a
relativ SV csokkent. Megemlitendd, hogy egy ujabb, kutya szivizomsejteken mért
eredményeken alapuld6 — még nem publikalt — in silico tanulmany szerint a I, a
legfontosabb SV modulél6 iondram, ezt koveti sorrendben a Ig,, az Ic,;, €s a Iks.
Erdemes megjegyezni, hogy az AP morfologia valtozasa nem minden
esetben jar SV valtozéassal. Legjobb példa erre a 4-aminopiridin alkalmazéasa EPI
sejteken. Hatdsara nem talaltunk szignifikéns kiilonbséget az ENDO sejtek APD és
SV értékeihez képest. Munkacsoportunk kordbbi és jelenlegi eredményei
kimutattak, hogy az emlds szivizom nem homogén, eltérések tapasztalhatok az
egyes régiokbol szarmazd sejtek APD és SV értékei kozott. A kiilonbozo
ioncsatorna-expresszio ¢s iondramdenzitas ¢lettani jelentdsége, hogy egyes

farmakologiai behatdsok mdas valaszt eredményezhetnek a sziv kiilonbozd
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régidiban. Ennek patologias kdvetkezménye, hogy egyes antiaritmids szerek akar

proaritmids hatast is eredményezhetnek.

Az intracellularis kalcium szerepe a beat-to-beat variabilitasban

Az [Ca®]; lehetséges szerepének vizsgalatara a Ca*" kelator BAPTA-AM-et,
illetve a Ca*" ionofér A23187-et hasznaltuk. Ezzel a modszerrel lehetSségiink volt
a sejt teljes [Ca"); valtozasanak hatasat megitélni a SV-ra, azonban a szivciklushoz
kapcsolddd fazisos valtozasok tanulményozésara ez a modszer alkalmatlan.
Megallapitottuk, hogy az [Ca®']; emelkedése noveli a relativ SV-t, mig ellenkezd
esetben a relativ SV csokkenését tapasztaltuk. A BAPTA-AM csOkkentette a
relativ SV-t akkor is, ha az AP id6étartamat megel6zdleg szignifikans mértékben
noveltiik. Legjobb példa erre a Iy, gatlast (dofetilid, E-4031) kovetd relativ SV
csokkenés BAPTA-AM jelenlétében. A BAPTA-AM 6nmagdban is szignifikans
mértékben noveli az APD-ot, melyet magyarazhat az I, Ca* -fiiggd
inaktivaciojanak hianya. Ezen feliil egy ujabb kozlemény ramutatott arra, hogy a
BAPTA-AM kozvetlen gatlo hatdssal bir a Igx-ére HEK 293 sejtvonalon. Az
alacsonyabb [Ca”']; csokkentette a relativ SV-t abban az estben is, ha Bay K8644
vagy veratridin alkalmazaséaval tovabb aktivaltuk az Ic,;-ot és a Iy,-ot. A gyors
ingerlési frekvencidk esetén tapasztalt SV novekedés Iétrejohetett a pozitiv
1épcsdjelenség kovetkeztében is.

A kardiomiocitakban az egyik legfontosabb Ca*" eltavolitd mechanizmus a
NCX. Amennyiben SEA0400 alkalmazasaval gatoltuk a NCX-t, a relativ SV
markansan nétt. Patkdny szivbdl szarmazo sejteken leirtdk, hogy a NCX gatlas
hatasara emelkedik a szubszarkolemmalis Ca®" koncentracié. Ezzel ellentétben
munkacsoportunk korabbi eredményei azt mutatjak, hogy kutya miocitdkon a
SEA0400 nincs szignifikans hatassal az [Ca*']i-ra, igy vélhetéen a SEA0400
ezekben a sejtekben is csak a kozvetlen membran alatti teriilet Ca®* koncentraciojat
valtoztatja meg. A NCX gatloszerek kiilonbozo kisérleti feltételek mellett akar mas

hatassal 1s birhatnak. Hipertrofids, remodelldci®6 sordn strukturalisan ¢és
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elektromosan atépiilt sejtek esetén példaul 1 uM SEA0400 a dofetilid hataséara
megnovelt SV-t csokkentette, valamint a EAD incidencidt is megakadalyozta,

ezzel egyiitt a megnétt Ca®* tranziens amplitadot is sikeresen csokkentette.

A szivciklushoz kapcsolodd, fazisos valtozasok tanulmanyozéasara két olyan
szert alkalmaztunk, mely vagy a Ca®" SR raktarba torténé felvételét, vagy a SR
raktarbol torténé Ca®" felszabadulasat gatolja. A SR Ca®" tartalmanak kiiiritéséhez
ciklopiazonsavat, a RYR2 gatlasdhoz pedig rianodint  hasznaltunk.
Megallapitottuk, hogy mindkét szer csokkentette a sejtrovidiilés mértékét (a
rianodin nagyobb mértékben), mely 0sszhangban all azokkal a megfigyelésekkel,
mely szerint a ciklopiazonsav és a rianodin csokkenti az intracellularis Ca®*
tranziens amplitadojat. Bar a két szer hatasa kozott adodtak idobeli kiillonbségek,
mindkettd hatékonyan csokkentette a relativ SV-t.

A SR-bol torténd fazisos Ca** felszabaduldsnak tehat jelentds szerepe van a
SV befolyasolasaban. Ezt feltehetdleg az magyardzza, hogy a felszini membranban
elhelyezkedd Ca*"-fiiggd ioncsatornak kozvetleniil érzékelik a szubszarkolemmalis
térben torténd Ca®" koncentracid valtozasokat, melyeket a Ca®’ tranziensek
befolydsolnak. Heijman és mtsai szintén azt tapasztaltdk, hogy a SV nem csak az

APD-4t6] fiigg, hanem az [Ca*"]i-ban torténd lokalis valtozasoktol is.

A redox potencial szerepe a beat-to-beat variabilitasban

A SV-t a sejtek redox allapota is befolyasolja. Ennek vizsgalatdra haromféle
kisérleti elrendezést alakitottunk ki. Oxidalé kozegnek 10 puM H,0,-ot
alkalmaztunk, a redukalé kozeg modellezésére pedig 1 mM DL-dithiotheritolbdl,
1 mM redukalt L-glutationb6l és 1 mM L-aszkorbinsavbol allé redukalod koktélt
hasznéltunk. Végiil a két modszert kombinaltuk, eldbb adva a redukald koktélt,
majd az oxidalé H,0O,-ot. Az alkalmazott redukéldszer koncentraciok megfeleld
puffer kapacitassal birtak, mellyel a H,O, hatasat is sikeriilt biztonsdgosan
ellensulyozni. Megallapitottuk, hogy a redukald kozeg alkalmazédsa (5-10 perc
redukald koktél) hatékonyan csokkentette a relativ SV-t. Ezzel ellentétben az
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oxidalo kornyezetben (10-15 perc H,O, perfiizid) markdnsan nétt az APD valamint
a relativ SV is, mindezek mellett az 0sszes vizsgalt sejt esetében EAD-k jelentek
meg. Amennyiben a sejteket eldzdleg a redukélo koktélban inkubaltuk 5 percig, a
H,0, nem volt képes EAD generalasra, vagyis a H,O, hatdsa valoban a redox
potencidl oxidativ iranyban torténd elmozditasan keresztiil jott létre. Egyes
patologias esetekben, ahol oxidativ stressz alakul ki a szivizomzatban — mint
példaul az iszkémia/reperfiizioé indukalta karosoddsok, hipertenzid, diabétesz vagy
ateroszklerozis esetében —, a redox potencial és vele egyliitt a SV megvaltozasa
magyarazhatja az ilyen betegségekben kialakuld szivritmuszavarok gyakoribb

elofordulasat.

Klinikai vonatkozasok

Jelen munkank hozzijarulhat a beat-to-beat variabilitas jobb megértéséhez.
Eredményeink és az irodalmi adatok azt sugalljak, hogy az emelkedett beat-to-beat
variabilitas sejtszintli, potencialisan proaritmias események kombinacioit tiikrozi.
Megéllapitottuk, hogy az Ic,1, a Ik, €s a Ik jelentds SV csokkentd hatassal bir.
Eredményeink extrapolaldsa azonban nem egyszerli, ugyanis a III. és IV. osztalyba
tartoz6 antiaritmids szerek ezen aramok gatldsan keresztiil fejtik ki hatasukat. A I,
gatloszerei példaul a III. osztdlyba tartoznak (dofetilid, d-sotalol, amiodaron),
novelik a refrakter periodust (repolarizacid, QT-intervallum), hatdsukat a
Na'-csatorndk gatlasa nélkiil fejtik ki, igy az intraventrikuldris vezetést nem
befolyasoljdk (nem szélesedik ki a QRS-komplexum). A IV. osztalyba tartozok
szerek az Ic,p gatloszerel (példaul nifedipin, verapamil, diltiazem), novelik az
AV-csomoban a refrakter periddus idOtartamat, igy lassitjadk az ingeriiletvezetést.
Védik a sejtet a Ca*"-mal vald taltoltédés, igy a DAD-k kialakulasa ellen. A II.
osztalyba tartozo antiaritmikumok (a B-receptorok kompetitiv antagonistai, példaul
propranolol, pindolol, nebivolol) viszont épp az adrenerg stimulacio relativ SV
csokkentd hatasat gatolhatjak, ugyanis kisérleteinkben a 10 nM izoproterenol volt

a leghatékonyabb a temporalis variabilitas redukéaldsaban. Természetesen a
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B-adrenerg stimuldcid6 nem minden koriilmény mellett antiaritmias hatdsu, azonban
bizonyos koriilmények kozott ilyen tulajdonsagokkal is rendelkezik. A manapsag
hasznélt antiaritmikumok tehdt a kedvezd hatdsuk ellenére novelhetik a
beat-to-beat variabilitast, mely csOkkentheti a gyogyszerek hatékonysagat.

Altalanosan elfogadott tény, hogy a magas [Ca’’]; proaritmids hatasu.
Kétféle mechanizmus vezethet a magas [Ca®']; indukélta szivritmuszavarhoz. Az
elsé esetben az emelkedett [Ca®]; hatdséra a gap junction kapcsolatok zarodnak a
szomszédos sejtek kozott. Ennek kovetkezménye a megnovekedett longitudinalis
ellenallas, lassabb ingeriiletvezetés, ami végsd soron re-entry aritmiat okozhat. Egy
masik esetben pedig a magas [Ca®']; a SR tltoltédéséhez vezet, melybdl a spontan
felszabaduld Ca®* DAD-k kialakulasat okozhatja. Eredményeink alapjan egy
harmadik mechanizmust is figyelembe kell venni, mégpedig az [Ca®']; emelkedés
hatdsara megnott beat-to-beat variabilitast.

Egyes patologias kortilmények kozott a hosszabb AP soran az I, (€s a In,)
ujraaktivalédasa EAD-t okozhat. Azonban a mi kisérleti koriilményeink mellett ezt
nem tapasztaltuk, sem az Ic,;p novelésekor (Bay K8644), sem az aram
inaktivacigjdnak csokkentésekor (BAPTA-AM) ¢és 1 Hz ingerlési frekvencia
mellett sem. Munkacsoportunk legfrissebb eredményei szerint azonban az ingerlési
frekvencia csokkentése és a két szer (Bay K8644 és BAPTA-AM) egyiittes

alkalmazésa extrém modon fokozza a EAD-k megjelenését izolalt sejteken.

Osszefoglalas

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

Jelen tanulmanyban célul tliztiik ki a SV és az APD kozotti Osszefiiggeés

tanulmanyozasat, az egyes ionaramok aktivalo- ¢€s gatloszerekkel torténd
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vizsgalatat, az ingerlési frekvencia megvaltoztatasanak hatdsat a SV-ra, valamint
az intracellularis kalcium koncentracid és a redox potencial szerepét a SV
meghatarozasdban. Vizsgalni kivantuk tovabba a SV valtozésat a bal kamra
kiilonbo6z6 régio1bol szarmazo sejteken.

Méréseinket konvenciondlis hegyes mikroelektroda technikdval végeztiik,
kutya szivébdl enzimatikusan izoldlt bal kamrai szivizomsejteken. Az akcios
potencial méréseket kdvetden a SV kvantitativ jellemzéséhez 50 egymast kovetd
APD felhasznalasaval in. Poincaré diagramokat szerkesztettiink.

Kisérleteinket elsésorban midmiokardialis sejteken végeztiik, melyek SV-a
nagyobbnak bizonyult mint a szubepikardidlis és a szubendokardidlis sejtek
eseteben. Az elektrotonust alkalmazé kisérleink soran megallapitottuk, hogy a SV
értéke fiigg az APD-tol, a két paraméter kozotti sszefiiggés exponencialis. Igy
tovabbiakban minden eredményiinket az ebben a kisérletsorozatban megéllapitott
standard gorbéhez viszonyitottunk, €s az ett6l valo eltérést relativ SV-nek
neveztiink. Dofetilid, HMR 1556, nizoldipin és veratridin alkalmazéisa novelte a
relativ SV-t, mig Bay K8644, tetrodotoxin, lidokain és izoproterenol csokkentette
azt. Megallapitottuk, hogy az alacsonyabb ingerlési frekvencia és az emelkedett
intracellularis kalcium koncentracié ndévelte a relativ SV-t, valamint, hogy a
szisztol¢ alatti kalcium felszabadulas egy meghatarozdo eleme a SV-nak.
Kimutattuk, hogy a redox potenciadl megvaltozasa szignifikans hatdssal lehet a
relativ SV-ra, ugyanis redukald kornyezetben csokkent, mig oxidalé kornyezetben
nétt a relativ SV.

Els6ként vezettik be a relativ SV fogalmat, nevezetesen barmilyen
beavatkozds SV-ra kifejtett hatasat csak a kontroll SV-APD 0sszefiiggés alapjan
tudjuk értelmezni. Ezek alapjan az Ic,;, a Ik, €s a Ik, stabilizdlja a SV-t, mig a Iy,
¢s a I;,; noveli a repolarizacio instabilitasat. Ezen feliil fontos meghataroz6 eleme a
SV-nak az intracellularis kalcium koncentracido, azon belil 1s a
szarkoendoplazmatikus retikulumbol torténtd kalcium felszabadulds, az ingerlési

frekvencia valamint a redox potenciél.
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