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Bevezetés

A szivizomsejtek mitkodését koordindld ioncsatorndk pontos szabdlyozasa mindmaig
széleskorben kutatott téma. Ugyan az évek soran rengeteg ezzel kapcsolatos megfigyelés
szliletett, azonban tovabbra is rengeteg megvalaszolatlan kérdés maradt a szivizomsejtek
elektromos tevékenységével kapcsolatban. Egy érdekes tény példaul, hogy bar minden gerinces
faj kamrai izomzataban, esetenként jelentOs eloszlasbeli kiilonbségekkel, de ugyanazok az
iondramok alakitjadk ki a sejtek miikodéséhez nélkiilozhetetlen akcids potencidlt, az egyes
ionaramok profilja és kinetikdja a kutatasra hasznélt modellallatok kdzott is jelent6s eltéréseket
mutatnak. Emiatt a legtdbb szivelektrofiziolégiaban hasznalt modellbdl nyert eredményeket
csak megfelels mérlegeléssel hasznalhatjuk farmakologiai vizsgalatokra. Eppen ezért
szlikséges a kiilonbozé modellek egymashoz, és foleg az emberi szivizomsejtekhez hasonlitasa.
Emellett az akcios potencialt kialakitd &ramok nem csak fajok kozott térnek el, de egyeden belil
is, bizonyos ingerek hatasara, vagy funkcionalis allapottol figgéen megvaltozhatnak. Az egyik
legfobb befolyasolo tényezd a szivizom [-adrenerg szabalyozdsa. Ugyan a szivizomsejtek
membranjan kialakuld akcidspotencial eés az azt létrehozd natrium, kalium, kalcium és klorid
aramok tulajdonsagai mar részletekbe menden leirasra kertltek és azt is tudjuk, hogy a szivizom
egészére hogyan hat a B-adrenerg Utvonal aktivacioja, de ennek a pontos molekularis hatterét
tovabbra is homaly fedi. Az ¢l6bb leirtak okan, disszertaciomat két kutatasi téma koré épitettem
fel. Egyrészt, munkdm soran désszehasonlitottam a szivizomsejtek egyik fontos depolarizald
aramanak, a késoi natrium aramnak a tulajdonsagait harom gyakran hasznalt modellben, kutya,
nyul és tengerimalac szivizomsejtekben. Emellett vizsgaltam a kutya kamrai szivizomsejtek
két, termindlis repolarizdcidban létfontossagu kaliumaramanak a késéi egyenirdnyitd
kaliumaram gyors komponensének, és a befelé egyeniranyité kaliumaramnak a valtozasat -
adrenerg serkentés, és a B-adrenerg jelatvitel két f6 Gtvonalanak, a kalcium-kalmodulin fiiggd

protein kindz 11-nek (CaMKII) és a protein-kinaz A-nak (PKA) a géatlasa mellett is.



Irodalmi attekintés

A balkamrai szivizomsejtek akciés potencialja és ionaramai

Az ¢é16 sejtek membranjanak extra- és intracellularis oldalai kdzott potencialkiilonbség van,
ezt nyugalmi membranpotencidlnak hivjuk, melynek értéke sejttipusonként eltérd. Emellett
egyes sejteken bizonyos ingerek hatasara ioncsatornak nyilhatnak meg, melyek térben és idében
dsszehangolt mitkodésiikkel megvaltoztatjak a membranpotencialt, akcios potencialt kialakitva
Ezen sejtek az an. ingerlékeny sejtek, mint pl. a sziv bal kamrajanak izomsejtjei is.

A kamrai szivizomsejteken kialakulé AP-t 6t fazisra (0-4. fazis) oszthatjuk fel. A fazisokat
kiilonb6zd ionaramok alakitjak ki, és tartjak fent Az ionaramok AP alatti lefutasat alapvetden
az aktualis membranpotencial, és a csatornak ateresztOképessége, vagyis konduktanciija
hatarozza meg. A csatornak konduktancidjanak valtozasa koros allapotokban az ionaramok
nagysaganak valtozasahoz, igy az AP alakjanak modosulasdhoz vezet, ami kiilonb6zo
szivritmuszavarok formajaban nyilvanulhat meg.

A 0. fazis elején a membran depolarizalédasanak hatdsara gyors fesziiltségfiiggd Na*
csatornak nyilnak meg, kialakitva a korai natriumaramot (Inaearly), €s létrehozva az AP felszalld
szarat. Ekkor a membranpotencial 0 mV fole emelkedik, ezzel aktivalva az AP tovabbi
fazisaiért felelos aramokat.

Az 1.fazis egy rovid, részleges repolarizacio, amit a tranziens kifelé irdnyulo aram két (egy
kalium és egy klorid aram) komponense (lwo1 €s lw2) hoz létre. A fazis végére aktivalodik az L-
tipusu kalcium aram (lcaL), megakadalyozza a teljes repolarizaciot, esetenként ismét
depolarizélja a sejtmembrant.

A 2. fazis sorén, amit platonak is neveziink, a lcaL tovabbra is aktiv, ekkor éri el
aramstriiségének maximumat. A kés6i kdliumaramok aramstirtisége ekkorra éri el maximumat.
Mivel a kalium és kalcium ionok egyensulyi potencidlja jelentdsen eltér az ekkor aktualis
membranpotencidltol, igy nagyjabol egyenld mennyiségli toltés aramlik a membranon
keresztul, ezért nincs kifejezett de- vagy repolarizacié az AP ezen szakaszan. Ebben a fazisban
az inaktivalodott natrium-csatornak egy része zart allapotba keril. Ezek a csatornék a jelenleg
depolarizalt membran hatasara Gjra megnyilnak, ezzel kialakitva a kés6i natriumaramot (Inalate).
Ilyenkor aktiv a natrium-kalcium cserearam forward mddja is (Incx), ami a sejtben felgytilt

kalcium extracellularis oldal felé torténd eltavolitasaért felel.



A 3. fazisra a IcaL inkativalodik, igy a késéi egyeniranyitd kaliumaram gyors (rapid) és
lassu (slow) komponensei (Ikr; Iks) valamint az Gjra emelked6 aktivitasu, egyébként a nyugalmi
membranpotencial fenntartasaért felelés befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ik1) repolarizélja a
sejtmembrant. A kés6i egyeniranyitd kaliumaram az elobbi kettd mellett rendelkezik egy
harmadik, ultragyors komponenssel is (Ikur), de ez csak pitvari szivizomsejteken jelenik meg.

A 4. fazis az elektromos diasztole szakasza, amit a lk1 hoz Iétre és tart fenn, a nyugalmi

membranpotencial, ami szivizomsejtek esetében -80 mV korli.

A szivizom g-adrenerg szabalyozasa

A szervezetet ér0 stresszhatasokhoz a sziv szovetei elsdsorban a szimpatikus idegrendszer
aktivitasanak hatasara alkalmazkodnak. A B-adrenerg stimulacio a szivizomsejteken G-fehérje
kapcsolt 7-transzmembran receptorok szupercsaladjdba tartoz0 adrenerg receptorokon
keresztiil jon létre. Szivizomsejteken a1 és a B receptorok tobb alcsoportja talalhatdo meg, a -
receptorok joval nagyobb aranyban, mint az a1 receptorok.

A B-receptorok Gs fehérjéken keresztiil ndvelik a sejtek adenilat-ciklaz aktivitasat. Emellett
aktivaljak meg a foszfolipaz C/foszfokindz C (PLC/PKC), a CaMKII, az EPAC és a PI3K
Utvonalakat, és befolyasoljak a NO szintdzokat, és a TGF-P szignalizaciot is.

A B-receptorok a cAMP/PKA Utvonalat a sejt adenilatciklaz aktivitasanak névelésen
keresztiil serkentik. Ennek kovetkeztében megnd az intracellullaris cAMP szint, ami pedig
aktivalja a protein kindz A (PKA) enzimet. Foszforilacioval aktivalja tobbek kozott a
szivizomsejtek SR membranjanak rianodin receptorat (RyR:), ezzel ndvelve a sejtek
citoplazmajanak kalciumtartalmat. Emellett gatlo hatassal van a B.-receptorokra, de a Ky1.4,
4.2 és 4.3 csatornafehérjék foszforilalasaval csokkenti az Iy, aramot is.

A széleskorben alkalmazott B-receptor agonista, az isoproterenol nagy koncentracioban (1
UM) alkalmazva csokkenti a tengerimalac kamrai szivizomsejtek és kutya purkinje sejtek k1
aramat, viszont kis koncentraciét (10 nM) alkalmazva ndvelte azt ragcsalo szivizomsejteken. A
PKA (tvonal szerepe nem teljesen tisztazott az Ik; &ram befolyasolasaban.

Kutya szivizomsejtek Ix-ét az 1ISO és a PKA-aktivatorok novelték, amely hatds PKA-
inhibitorok jelenlétében megsziint. Ezzel 6sszhangban, az ISO és az adenilat-ciklaz aktivator
forskolin novelte az Ikt tengerimalac szivizomsejtekben. Ezen hatasokat mind a PKA, mind a
PKC gatlasa, valamint az [Ca?']i BAPTA-AM vagy nifedipin altali csokkentése befolyasolta.
Ezzel szemben mind a 31-receptor-aktivalas, mind a foszfodiészteraz-gatlas csokkentette az

Ikr-t PKA-fliggben tengerimalac-miocitakban.



Fiziol6gids esetben az emberi kamrai izomsejtekben a B-adrenerg hatas ezen, és a késdbb
targyalt PLC jelatviteli utvonalon keresztil serkenti az Iks-t, az Iki-et és az Ikt is, bar ez a hatas
ebben a sorrendben egyre kisebb. Az is leirdsra kerilt, hogy szivelégtelenség modellben a
mindharom kaliumaramot érint6 serkentd hatas szinte eltlinik, ezzel jelentdsen csokkentve a
szivizomsejtek repolarizacios rezervért. Hatassal van tovabba a Nay csatornakra is, noveli az
altaluk kialakitott Ina late-€t.

A foszfolipaz C (PLC) aktivalasaval a B-receptorok a sejtmembran foszfoinozitol-
biszfoszfat (PIP,) tartalmat alakitjak diacil-glicerolla (DAG), és inozitol-1,3,5-trifoszfatta (1Ps).
Ez a két termék egyittesen aktivélja a protein kinaz C-t (PKC), valamint ndveli a [CaZ*]i-t, ami
szintén PKC aktivitdst ndvel. Egészséges szivizomban a PKC elsdsorban a kontraktilitast
szabalyozza, de aktivitdsa megnd tobb szivizombetegségben.

Fontos meg kiemelni emellett az EPAC (,,Exchange Protein directly Activated by cAMP )
Utvonalat is. A fehérjét, nevéb6l adoddéan a cAMP aktivalja. A PKA és PKC utvonalakat
serkenti, emellett az SR-ek SERCA, és RyR, pumpait is, ezzel finomhangolva a sejtek kalcium

homeosztazisat.

A kalcium szerepe a szivizomsejtek mitkodésében

A kalcium kiemelt szereppel bir az izomszdvetek minden fajtajaban, igy a szivizomban is.
Azt a folyamatot, melynek soran a szivizomsejteket stimulald elektromos jel mechanikai
valassza alakul, excitacios-kontrakcios kapcsolatnak nevezzik. Az AP kialakitasahoz és az
azzal egyid6ben létrejové kontrakcid 1étrehozasahoz sziikséges kalcium nagyjabol 30%-a az
extracellularis térbol szarmazik, es az lcaL, valamint az Incx reverse modja révén jut be a sejtbe.
A maradék 70% az izomsejtek szarkoplazmartikus retikulumabol (SR) szabadul fel a n6vekvo
[Ca**]i hatasara, a SR rianodin receptorain (RyR2) keresztiil. Ezt hivjuk kalcium indukalta
kalcium felszabadulasnak (CICR). Hogy az aritmidhoz vezetd kalcium tultoltéddés ne jojjon
a bearamlott, illetve felszabadult kalciumot a sejtplazmabdl. Ilyenkor a kalcium 70%-a ismét
az SR-ben kerul eltarolasra az SR kalciumpumpajan (SERCA) keresztiil, mig a maradék 30%
az extracellularis térbe kerll visszapumpéalasra az Incx forward maodjan, és egyéb
kalciumpumpakon ét.

A korabban targyalt szimpatikus aktivacio is megemeli a [Ca%*]i-t. A Ca?* ionok tobbféle
aton keresztil kdzvetithetik a szimpatikus aktivacio hatasat a sziv szdveteiben: kdzvetlendl, a
Ca?*-kotd fehérjékkel, példaul a kalmodulinnal komplexeket alkotva, és/vagy mas Ca?*-

érzékeny szabalyozd utakon keresztil (leggyakrabban a CaMKII).



Az L-tipust kalciumaramnak az AP Iétrehozasdban betdltott szerepérél dolgozatomban
korébban mér irtam. A kalcium emellett a szivizomsejtek egyéb ionaramait is befolyasoljak. A
Nayl.5 csatorndkon példdul mind kalcium mind CaM kothely talalhatd. Egyes
munkacsoportok azt talaltdk, hogy a kalcium 6nmagéaban is megvaltoztathatja a csatorna
miikodését, mig masok arra a kivetkeztetésre jutottak, hogy erre csak a Ca?*-CaM komplex
képes. A direkt hatasok mellett a Ca**-CaM komplex a CaMKI|I aktivalasaval is befolyasolja a
Nay-csatorndkat. Az aktiv CaMKII egy ser/thr kindz, ami legalabb harom helyen képes
foszforilalni a Nay1.5 csatornakat.

Hasonléan, a kalcium a CaM-CaMKI|I utvonalon hat a szivizomsejtek k&liumaramaira.
Mig akutan a kordbban leirt B-adrenerg stimulaciéra néveli mind az lks mind az lk:
amplitadéjat, addig a CaMKII kronikus aktivitasa csékkenti mind az Iks, mind az Ik: aramokat

létrehoz6 csatorndk expressziojat, ezzel magukat az aramokat is.

A késdi natriumaram (Ina, lae)

A fesziiltségfiiggé natriumcsatorna

Az emldsok szivében tobb Nay izoforma is megtalalhatd, amelyek mind mas
fesziltségerzékenységgel, Kinetikaval, vezet6képességgel és gyogyszerérzékenységgel birnak.
A sziv szOveteinek nagyrészében a Nayl.5 a leggyakoribb porusképzd alegység. Mig ez az
izoforma nem érzékeny a legszélesebb kdrben hatékony natriumcsatorna gatloszerre, a
tetrodotoxinra (TTX), mas TTX érzékeny Na,-csatornak is megtalalhatoak a sziven. Az sziv
ingeriiletképzo és vezetd szoveteiben legsiiriibben a Nayl.1 és Nay1.6 izoformak talalhatéak
meg. A csatorndk porusformalé alegységéhez kapcsolodd jarulékos fehérjék is modosithatjak
az adott csatorna fesziltségfliggését és kinetikajat.

A sziv munkaizomzataban a sejtmembran depolarizalociojanak hatasara néhany
milliszekundumnyi iddre a fesziiltségfliggd natriumcsatornak megnyilnak, ezzel 1étrehozva a
korai natriumaramot (Inaeary), @ami @ munkaizomsejtek akcids potencialjanak (AP) felszallo
szarat alakitja ki. Megnyilasuk utan ezek a natriumcsatornak gyorsan inaktivalédnak, azonban
az AP id6tartama alatt egy részik visszatérhet zart allapotba, és Ujra megnyilhat, vagy bizonyos
esetekben a csatorna inaktivacio teljesen elmaradhat. A natriumcsatornak igy egy elnyujtott,
kés6i natriumaramnak (Inalate) Nevezett &ramkomponenst hoznak létre, ami az AP plat6 fazisa

alatt aktiv.



A INa late-€t 1étrehoz6 mechanizmusok

A Inalate-et létrenozé mechanizmusok kozil az egyik széleskorben elfogadott elmélet az
ablak aram (,,window-current”). A ,window-current” alapja az, hogy a Nay-csatornak
aktivacios és inaktivacids fesziltségfliggés-tartomanyai atfednek egymassal, ami lehetéséget
biztosit arra, hogy a csatorndk az inaktiv &llapotbol Gjra nyithato, zart &llapotba Iépjenek.
Fiziologias korilmények kozott, egészséges szivizomsejtekben ez a jelenség minimalisan jarul
hozza a Inalae-hez. Bizonyos betegségekben ez a fesziiltségablak jelentGsen megvaltozhat.

A Inaae-€rt joval nagyobb mértékben feleld mechanizmus a fesziiltségfiiggé natriumcsatornak
kiilonb6z6 kapuzasi mdédjain alapul. Single-channel mérések sorozataval hdromféle modjat
irtak le a Nay1.5 kapuzéaséanak a sziv kamrai szdveteiben. Ezek az a&tmeneti [transient (TM)], a
kitorés [burst (BM)] és a késoi szort [late scattered (LSM)] mod. Mig a Inaearty-t jOrészta TM
hozza létre, a Inalate kialakitdsaét a masik két mod, a BM és a LSM a felelds. Ezek kozil is
foként az LSM, mivel a BM nyitasok szama gyorsan csokken a membran depolarizacioja utan.
A fentiek mellett egyéb tényezok is szerepet jatszhatnak a Inaate Kialakitasaban. Ilyen
példaul a csatornak nem-egyensulyi kapuzésa (,,non-equilibrium gating™), ahol a sejtmembran
,.fesziiltség-elozménye” idézi elé a natriumcsatorndk allapotai kozotti atmenetek valtozasa

miatt. Egy masik tényez0, hogy az aram kialakitasaban tobb Nay izoforma is részt vesz.

A késéi natriumaram szerepe a sziv elektromos aktivitasaban

Bar korabban alacsony aramstirtisége miatt megkérddjelezodott a Inaate SZErepe az AP
kialakitasaban, mivel a platé fazis fenntartasaert apro ki- és befelé iranyulé aramok egyensulya
felel, és még egy kis elvaltozas is jelentésen megvaltoztathatja az AP idGtartamat, ezért a
fontossdga nem elvethetd. Az aram gitlasa jelentdsen lerdviditi az AP-t a sziv ingeriiletvezetd
rendszerében, valamint a kamrai izomsejtekben. AP fesziltség clamp kisérletek bizonyitottak,
hogy az aram siiriisége Osszeegyeztethetd nagysagrendii a fobb kdliumaramokeéval tengerimalac
és nyul kamrai izomsejteken. Munkacsoportunk egy korabbi kutatdsa soran azt is leirta, hogy a
kutya, a tengerimalac, valamint az emberi szivizomsejtek Inalae-jének alakja kozott milyen
karakterisztikus kilonbségek vannak.

Befelé iranyuld aramként az Inaiate depolarizdlja a membrant, magasan tartja a
membranpotencialt az AP plat6 fazisa alatt, ezzel nyujtja magat az AP-t. Minél tobb ideig van
a membran depolarizalt allapotban, +40 mV felett, annal nagyobb az esélye, hogy az L-tipusu
Ca-csatornak meg- vagy Ujranyiljanak. Emiatt a hosszabb AP elkeriilhetetleniil nagyobb Ca?*

bearamlassal jar az izomsejtekbe.



A sziv elektromos aktivitasanak hatasa a késéi natriumaramra

Amellett, hogy a Inajae befolydsolja a szivizomsejtek akciés potencialjat és
elektrofiziologiai paramétereit, (gy ennek a forditottja is elmondhat6. Mint a szivizomsejtek
legtobb elektrofiziologiai tulajdonsaga, Ugy a Inaae is forditott-frekvenciafiiggést mutat, tehat
minél gyakoribb az ingerlés, annal kisebb lesz az dram siirlisége. Igy magasabb szivritmus
mellett a Inatate €gyre kevéshé jarul hozza a Na* bearamlashoz is. Magasabb szivfrekvencianal
az AP is rovidil, ami miatt az Inalae rovidebb ideig aktiv, ezzel is tovabb csdkkentve a Na* ezen
az Gton torténd sejtekbe aramlasat. Csokken azonban a Na* eltavolitasa is, mivel a megnétt
frekvencia csokkenti az NKP aktivitasat, igy egy frekvenciafiiggd Na™ tultoltést kialakitva
izolalt sejteken. Ez a jelenség ritkan fordul el6 viszont B-adrenerg stimulacio hatasara, mivel az
foszfolemmannal noveli a Na*/K* pumpa (NKP) aktivitasat, igy serkentve a natrium ezen

utvonalon torténd eltavolitasat.

A késdi eqyeniranyitd kaliumaram gyors komponense (lkr)

A fesziiltségfiiggé kaliumcsatornak

Ahogy dolgozatomban korabban emlitettem, a késoi egyeniranyitd kaliumaram harom
komponensbdl (Ikur, Ikr €S Iks) all. Bar a csatorna alegységeket felépité fehérjék egyediek az
egyes aramokra, ezzel kialakitva az eltéré aramkinetikakat, a szerkezeti felépitésiik azonos. A
csatorna felépitése hasonlit a fesziiltségfliggd natriumcsatornahoz, azzal a kiilonbséggel, hogy
mig ott az egész csatornat egyetlen fehérje alkotja, itt négy azonos a-alegység homotetramert
alkotva alakitja ki a csatornat. Az a-alegységek hat transzmembran szegmenssel rendelkeznek,
és egy porusformald régioval, N- és C-termindlisuk intracellularisan helyezkedik el. A
feszlltségszenzor az alegységek S4 szegmense, mig a K* szelektivitasért az S5-S6
szegmenseket 6sszek6td aminosav lanc a felelés. Az aram gyors komponensét (Ik,) kialakitd
ioncsatorna a Ky11.1 csatornafehérjét tartalmazza. A csatorna az akcios potencial elejét
kialakito gyors depolarizacio hatasara megnyilnak, majd gyorsan inaktivalodnak. Ezt egy lassu
ajra nyilas kovet, majd a csatorndk zarnak. Az ezen az AP-szakaszon megfigyelhet6 aram-
amplitadé novekedést az okozza, hogy egyre tobb csatorna 1ép be ebbe a ,korforgasba”, ezt

aramakkumulacionak nevezziik.



Az Ikr elektrofiziologiai tulajdonsagai

Az dram akkor aktivalodik, amikor a membréanpotenciél -40 mV-nal pozitivabba valik.
Amplitdddja 0 mV-ndl éri el a maximumot, ennél pozitivabb membréanpotencial értékeknél az
aramstriség csokken. Az aram befelé egyeniranyito tulajdonsagéért a Ky11.1 korabban emlitett
kapuzasi kinetikéja a felelos. Az d&ram az AP elején torténd depolarizacid hatasara aktivalodik
ugyan, de pozitiv membranpotencial miatt szinte azonnal inaktivalodik is, igy az AP platé fazisa
alatt nincs repolarizal6 hatasa. Ahogy azonban a kalciumcsatornak zarodasa kdvetkeztében a
membrénpotencidl ismét megkodzeliti a 0 mV-t, a csatorndk Ujra nyilnak. Az aram ekkor a
repolarizacio f6 hajtoerejét képezi, a termindlis repolarizacio elinditaséért felel. Hianyaban a

kamra akcids potencidl jelentdsen megnyulik, ezzel szivritmuszavarok taptalajat képezve.

Az aram miikodését modosito hatasok

Az extracelluldris [K*] elemi befolydsold tényezdje az aram aktivitdsanak. A [K']e
novekedése megnoveli az dramstirliséget, mig a kaliumszint csokkenés gatolja az dramot is,
rdadasul az Ikt létrenozo csatorna internalizaciojat, és lebomlasat eredményezi. A szervezet
acidozisa, az aram aktivaciojanak fesziltségfliggesének modositasaval, és deaktivaciojanak
gyorsitasa révén szintén csokkenti az Ik, stiriiségét. A kétértékii kationok szintén gatoljak az
aram milkodését. Az aramnak létezik tobb szelektiv gatloszere is, példaul az E-4031, a d-
Sotalol, és a Dofetilid is. Emellett olyan egyéb szervrendszerekre hatd gyogyszereknek is van

Ikr gatlo hatasa, mint az antipszichotikum Haloperidol, vagy az antiviralis Dasabuvir.

A befelé eqyeniranyitd kaliumaram (lxi)

A befelé egyeniranyité kalium csatorna

A befelé egyeniranyit6 csatornak felépitése egyszerlibb fesziiltségkapuzott tarsaikénal.
Emberben az Ik; aramot létrehozé csatorna f6 porusformalo fehérjéje a Kir2.1, viszont a K;r2.2
és Kir2.3 alegységek is részt vesznek homo- vagy heteromerek formajaban. Az a-alegység ket
transzmembran doménbdl all, ezek kozott taldlhatdé meg a porusformalo régiod. Négy ilyen
alegység képez egy funkcionald csatornat. Tengerimalac kamrai izomsejteken négy Kkisebb
vezetOképességll, és egy teljesen nyitott allapotat irtak le a csatorndnak. Bar a csatorna sem
ligand, sem fesziiltség altal nem kapuzott, egyeniranyitd karakterisztikajaért az intracellularis

oldalhoz fesziiltség- és idéfliggden kotédd Mg?* és poliaminok (spermidin®*, spermin®*) a



felelosek, kotddésiik a kifelé irAnyuld &ramot -40 mV-tdl pozitivabb membranpotencialon

deaktivélja.

A befelé egyeniranyité kaliumaram miikodését befolyasold tényezok

Az Iki-et létrehoz6 csatorna konduktanciajat noveli az extracellularis [K']
megemelkedése, Ba?*, Cs* és kiilonbdzd antiaritmias farmakonok (pl. Amiodaron) gatoljak a
csatorndt. Intracellulérisan a sejtek aciddzisa, oxidativ stressz és lizofoszfatidil-kolin fejthet ki
gatlé hatéast.

A kamrai szivizomsejtek ionaramainak fajok kozti killénbségei

Az éllatvilagban a szivizomsejtek akcids potencidljai morfologiajukban jelentdsen
eltérnek. Ezek az eltérések fliggnek az allat testméretétdl, szivritmusatol, de a kornyezet
oxigenellatottsagatol, és homérsékletétdl is. Annak ellenére, hogy hatalmas eltérések 1éteznek
a fajok kozott, az AP-t ugyan azok a korabban emlitett fesziiltség vezérelt ioncsatornak hozzak
létre az 6sszes emlosben. Az AP hullamformak kozti kiilonbségek hatterében elsdsorban az
eltérd szivritmus miatt kialakuld génexpresszios eltérések allhatnak.

Minden gerinces akcids potencialja a 0-ik fazis gyors depolarizacidjaval kezdédik. Az
els6 fazis csak emlosok és madarak esetében kifejezett, ebben az esetben is csak a kamrafal
bizonyos rétegeiben. A platé fazis is formaban és méretben van jelen a kiilonb6z6 fajok akcios
potencialjaban. Mig egyes hiillok platé fazisa akar masodpercekig is tarthat, addig a legtdbb
ragcsalofaj kamrai AP-ja egy gyors repolarizacidval ér véget, kdzvetlenill az AP cslcsa utan.
A harmadik és negyedik fazis forméaja szintén univerzalis, bar a nyugalmi membréanpotencial
értéke szintén mutat eltéréseket a fajok kdzott.

A nulladik fazisért, és a membrandepolarizacié miokardialis terjedéséért az 0sszes
gerincesben a Ina felel. A legtébb gerinces szivében a Nayl.5 a f6 porusformalo alegység, de
emldsokben (koztiik emberben is) mas, elsésorban idegsejteken eléforduld izoformék is
eléfordulhatnak. Altalanossagban elmondhat6 azonban, hogy az azonos hdmérsékleten vizsgalt
gerinces szivizomsejtek hasonlo Ina aramstiriséget mutattak. Eltér azonban a natriumcsatornak
Osszetételén mulik.

Az emlés szivizomsejtek mitkodéséhez a korabban részletesebben is targyalt kalcium

indukalta kalciumfelszabadulds (CICR) elengedhetetlen. Teknésokben, és tdbb halfajban
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viszont a szivizomsejtek kontrakcioja joval inkabb az extracellularis Ca** bearamlasan mulik,
mintsem a CICR-en.

Az lkur az eml6sokon Kivil mas gerincesben nem talalhaté meg, emellett a hiills, kétélti
és hal szivizomsejteken sem talaltak I, vagy egyéb gyors kinetikaju K* aramot, annak ellenére,
hogy az AP-juknak van els6 fazisa. Egyes ragcsalofajokban (egér, patkany, és mormota) a
sejtek repolarizacidjat teljes egészében a gyors kaliumaramok (lkur, €s lw) koordinaljak, ez
kiilondsen magas szivritmust tesz lehetove.

Az lks €s Ik teljes aktivaciOja az Gket létrehozd csatorndk alcsoportbeosztasatol, és a
membrandepolarizacid mértékétol fliggden akar tobb tiz masodpercig is eltarthat. Hal
szivizomsejtekben jorészt az Ik felel a membran repolarizaciojaért, aramsiriisége itt
kifejezetten nagy. Az aram aktivacids kinetikaja lassabb, inaktivacios Kinetikaja gyorsabb az
emlds szivizomsejteken megtalalhatd verzidjaénal. Az Osszes gerinces koziil a hiillok Ik
aramstirlisége a legkisebb, mig a fiirjekbdl nyert adatok alapjan a madarak szivizomsejtjei
jelentds denzitasu Ik.-rel rendelkeznek, amely sok emldsét is meghaladja. A kétéltiiek jelentGs
aramdenzitast mutatd Iks-e mar régota ismert, de halak kamrai izomsejtjein csak nemrég
mutattak ki, hogy a kés6i egyeniranyitd kaliumaram lassi komponense is fontos szerepet jatszik
az AP kialakitasaban.

A befelé egyeniranyito kdliumaram (Iki) minden gerinces szivizomsejtjén megtalalhato,
és a nyugalmi membranpotencial fenntartasaért felel. Ennek ellenére elmondhato, hogy toérzsek,
de még fajok kozott is lehetnek kiilonbségek az aramstirtiségében, aminek filogenetikai, és az
adott allat életvitelén muld okok allnak a hatterében. Halakban, féleg az fizikailag aktiv
fajokban a kamrai szivizomsejtek k1 amplitiddja kifejezetten nagy. A hiillé és kétélti szivek
Iky aramardl viszonylag kevés adatunk van. Ezzel szemben elmondhat6, hogy a szarnyas és
emlds szivizomsejtek prominens Ix:1 drammal rendelkeznek, ami valdsziniileg azért van igy,
mert endoterm szervezetekrol van szo.

Mindezen kilonbségeket latva, kimondhat6, hogy a szivizomsejt-modellként hasznalt
allatfajok azonos iondramainak kozti kilonbségek vizsgalata kimondottan fontos annak
szempontjabdl, hogy farmakologiai vizsgalatok soran a kapott eredmények megfeleld

sulyozassal kerliljenek értelmezésre.
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Ceélkituzés

Késoi natriumaramprofilok és konduktancia vizsgalata kutya, nyul és
tengerimalac modellen

A kés6i natriumaramot mar tébb modellen is tanulményoztak, tébbek kdzott tengerimalac,
sertés, nyul, kutya és ember szivizomsejteken. Ezen vizsgalatokat jorészt hagyomanyos voltage
clamp technikaval végezték, melynek hatranya, hogy az aram fizioldgias, akcios potencial alatti
alakja nem figyelhet6 meg. Ez a probléma kikiiszobolhetd akcids potencial voltage clamp
technika hasznalataval, viszont jelenleg kevés ezzel foglalkoz6 tanulméany létezik, melyek
egyébkeént is f0leg ionaram felvételeket vizsgalnak, nem foglalkozva az akcids potencial alatt
végbemend konduktanciavaltozasokkal. Munkacsoportunk egy korabbi tanulmanyaban
foglalkozott kutya eés emberi szivizomsejtek Inaate aramprofiljainak 6sszehasonlitasaval, &m a
membranon athaladd toltés mennyiségét mi sem kovettiik nyomon. igy jelenlegi munkank
céljai a kdvetkezok voltak:

e a kés6i natriumaram profiljanak (Inalate) €S konduktancia valtozasanak (Gnajate)
szimultan tanulmanyozasa APVC technika segitsegével, hdrom gyakran hasznalt emlés
allatmodellen (kutya, nyul, tengerimalac)

e az akcidés potencial alakjdnak, mint befolydsoldo tényezének a vizsgalata kutya
szivizomsejteken, eltéré fajokbol szarmazd kanonikus parancs akcids potencialt
alkalmazva APVC technikaval

e az Anemone toxin Il (ATX-II) kialakitotta natriumaram 6sszehasonlitasa a nativ kés6i

natriumaram alakjaval, és konduktanciavaltozasaival

7 rre

A kifelé eqyeniranyitd kaliumaram, és a késdi eqyeniranyitd kaliumaram gyors
komponensének f-adrenerg aktivacioja a CaMKII ttvonal altal

Bar az kijelenthetd, hogy a szimpatikus stimulacid befolydsolja a kamrai
szivizomsejteknek mind az Ik mind az Ik, aramait, az még kétséges, hogy mi ennek a pontos
mddja. Emellett a képet tovabb bonyolitjak a PKA és a CaMKII Gtvonalak kozti szoros
osszefliggése. Igy kutatasunk ezen részének célja az volt, hogy elkiilonitve vizsgaljuk a -
adrenerg aktivacio korabban emlitett két intracellularis UGtvonalanak hozzajarulasat a

szivizomsejtek két kaliumaramanak szabalyozasaban.
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Anyagok és modszerek

Kamrai szivizomsejtek izolalasa

A kutatomunka sordn munkacsoportunk kutyak, tengeri malacok és nyulak szivéb6l izolalt
izomsejteket hasznalt.

A kutydk esetében kisérleti célra tenyésztett, 10-12 hdnapos, ivarérett beagle kutydk
szivének bal kamrajabol izolalt szivizomsejteken dolgoztunk. Az allatok tulaltatdsahoz
ketamin-hidroklorid  és  xylazine-hidroklorid ~ kombinacidjat  alkalmaztuk. Miutan
meggy6zOodtiink az altatas megfeleld mélységérdl, megnyitottuk az allat mellkasat, majd a
leheté leggyorsabban kiemeltik a szivet. Ezt kdvet6en a szervet a benne 1év6 vér nagyrészének
eltavolitasa céljabol Tyrode oldatban atmostuk. Ez utdn a szivizomsejtek szivbdl torténd
kinyeréséhez az Ugynevezett anterograd szegment-perfiziés modszert hasznaltuk. Ezen
technika soran a sziv bal els6 leszallo koszorterét (LAD) kaniilaltuk, majd az ér vérellatasi
teriiletének megfeleléen Langendorff apparartus segitségével perfundaltuk a sziv izomzatat.

Az izolalas els6 fazisaban, az elsé 5 percben moddositott JMM oldatot hasznaltunk a sziv
megmaradt vér és Ca®* tartalmanak eltavolitasahoz. Ezt kovetden, a masodik fazisban az eddigi
perfundalo oldatot lecseréltiik kollagenazzal, és borju albuminnal kiegészitett JMM oldatra,
mellyel a sziv méretét6] fliggben, 30-45 percig folytattuk a perfaziot.

Az emésztes befejezése utan a kanulalt ér ellatasi tertiletének megfeleléen U-alaki metszést
ejtettlink, nagyjabol a bal kamrafal midmiokardialis rétegének szintjében, ezzel szabadda téve
az elfolydsodott szovetet, melyet az izolalas elsé fazisaban alkalmazott, Ca?*-mal kiegészitett
JMM-oldatba fogtunk fel, és szuszpendaltunk. Az izolalds utols6 fazisdban ezt a
sejtszuszpenzidt 4 cikluson keresztiil iilepitettiik (ciklusonként 9 percig), majd egyre ndvekvd
racsstirliségli szlirdvel sziirtiik, és ciklusonként novekvdé Ca?*-koncentraciéji JMM-oldattal
mostuk. Ezt kovetden tovabbi 2 cikluson keresztiil mostuk a sejteket MEM oldattal, sziirés
nélkal.

Az izolalas utén a sejteket az elébb emlitett MEM oldatban 14 °C-on taroltuk. A méréseket
leghamarabb 2-3 Oraval az izolalas vége utan kezdtiik mérésre hasznalni. Ekkor a sejtek 2/3-
ada volt téglalap alaku, ép és éles sz¢élii, valamint megtartott harantcsikolatu.

A tengerimalacok, és nyulak esetében a sejtizolalas menete hasonlé volt. Az allatok
véralvadasat elészor heparinnal gatoltuk, majd nembutallal altattuk. A megfeleléen mély altatas
beallasa utan az allatok szivét kiemeltik a mellkasukbdl, majd az aortanal fogva, Langendorff

apparatusra rogzitve retrograd perfuzidval standard enzimatikus izolalast hajtottunk végre. A
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sziveket elobb 5 percig mostuk oxigenizalt Tyrode oldattal. Ezt kovetden kettes-tipusu
kollagenazzal, és proteazzal kiegészitett, Ca?* mentes Tyrode oldattal folytattuk a szervek
perfuzidjat 3 percig. Ez utan a szivek bal kamrjat felapritottuk, és az igy kapott darabokat
tovabbi 1 6ran keresztll a korabban emlitett enzimes oldatban inkubaltuk. Ez utan a kinyert
sejteket bikarbonatot tartalmazé Tyrode oldatban taroltuk felhasznalasukig.

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

Elektrofiziologia

A mérések megkezdése elbtt a szivizomsejteket egy invertalt targyasztalan helyet foglald,
1 ml térfogata, hdmérséklet szabalyz¢ altal fiithetd plexiiiveg mérdkadba helyezziik, ami egy
Faraday-kalitkaban 1év6 antivibracios asztalon foglal helyet. A sejteket a korabban emlitett
bikarbonatot tartalmazo, mddositott Tyrode oldattal perfundaljuk, egy gravitacié hajtotta
perflzios rendszerrel.

A mérések soran 2-3 MQ ellenallasu mikroelektrodakat (patch pipetta) hasznaltunk,
melyeket boroszilikat Gvegkapillarisbdl készitettink pipettahizo segitségével. Az ionaramok
méréséhez hasznalt patch pipetta bels6 oldatdt bizonyos méréseinknél kiilonb6zo
hatoanyagokkal egészitettiik Ki.

A mérések Kivitelezéséhez a patch pipettakat ezistklorid elektrodra huztuk, amely egy
fejegységhez kapcsoladik, ami a sejtek elektromos analdg jeleit vezeti el. Ez a fejegység egy
harom  irdnyba  mozgathatd6  mechanikus  makro-  valamint  piezoelektromos
mikromanipulatorhoz rogzil, ezek segitségével kozelitjik, és érintjuk meg a sejteket a patch
pipettaval.

Az ionaramok MultiClamp 700B erdsitén keresztiil, Digidata 1440A keszllékkel végzett
analég-digitalis konverzidé utan kerllnek rogzitésre a szamitégépen pClamp 10.0 szoftver
hasznalataval.

A mérések megkezdeséhez a sejteket mikroszkdp alatt megkdzelitjik, majd megérintjik a
patch pipetta hegyével. Ekkor gyenge szivast alkalmazunk, ezzel csdkkentve a pipettaban 1évo
nyomast, melynek hatasara a sejt membranjanak a pipetta hegyéhez érd része betiiremkedik a
pipettadba. Ekkor egy nagy ellenallasu (1-10 GQ) kapcsolat alakul ki a pipetta és a sejt kozott.

Ha leétrejott ez az Ggynevezett ,.gigaseal”, hirtelen szivassal, vagy fujassal attorjik a sejt
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pipettaban 1év6 membranrészletét, igy kialakitva a patch-clamp technika teljessejtes
elrendezését. Ez utan eldszor, egy 15 ms hosszu, +10 mV-rol -10 mV-ra valtd, hiperpolarizald
aramimpulzussal meghataroztuk a sejtek membranjanak kapacitasat, amely a sejtmembran
fellletével aranyos. Erre azért van szlikség, mert a mert ionaramokat a sejtek membréanjanak
kapacitdsara torténd normalizalasaval kikiiszobolhetjik a sejtek méretkiilonbségébdl adodod
eltéréseket. A sejtmembran kapacitasanak meghatarozasa utan, a mérérendszert aram-clamp
mddba allitva, a sejteket DS-R3 impulzus generator altal létrehozott 2 ms széles, 700 ms
ciklushossz négyszdgimpulzusokkal ingerelve felvettik a szivizomsejtek akcids potencialjat
(AP). Erre a sejtek transzmuralis eredetének meghatarozasa érdekében van szilkség, amire az

AP alakjabol lehet kovetkeztetni. Ezek utan kezdddhet az ionaramok felvétele.

lonaram méreés konvencionalis fesziiltség clamp moédszerrel

Az Ik1 B-adrenerg flggésének vizsgalatahoz konvencionalis fesziiltseg clamp technikéat
is alkalmaztunk. Ennek kivitelezeéséhez a patch clamp teljes sejtes elrendezésének kialakitasa
utan a sejteket 250 ms hosszu tesztimpulzusokkal ingereltiik, az Ik €s Iks aramok farmakoldgiai
gatlésa utan. A tesztimpulzusok amplitudoja -80 mV-tdél +20 mV-ig terjedt, tartopotencialnak -

80 mV-ot alkalmaztunk.

lonaram meérés akcios potencial feszultség clamp modszerrel (APVC)

Az ingerlékeny sejtek AP-janak kialakitasaban résztvevd ionaramok vizsgalatara az
akcios potencial fesziltség-clamp technika (action potential voltage-clamp, APVC) a
legalkalmasabb. Méréseink soran, az APVC technika kivitelezésehez fesziltségparancsként
vagy egy kordbban, masik sejtrél rogzitett, az atlagos paramétereket legjobban megkozelitd,
kanonikus akciés potencialt alkalmaztunk, vagy pedig a sejt sajat akcios potencialjat
hasznaltuk. Igy stimulalva a sejteket a mért referencia aram a sajat AP hasznalatakor nulla,
mivel ilyenkor egyaltalan nincs sziikség aramra az erdsit6t6l, a kanonikus akcios potencial
hasznalatakor pedig kozel nulla, mivel ilyenkor a sejteknek alig van sziiksége az erdsitétdl
kapott aramra a sajat AP-janak fenntartasahoz. A referenciadram felvételét kovetéen a vizsgalni
kivant ionaram gatloszerét a perfazids oldathoz adva blokkoljuk az adott ionaramot létrehoz6
csatornat. Az igy kies6 aramot a sejt AP-janak fenntartasa érdekében az erdsitdnek kell
potolnia, amit kompenzacios aram forméajaban kertl rogzitésre. Mérést kovetden, az analizis

soran a kompenzaciés aramot kivonva a referencia arambol megkapjuk az altalunk gatolt
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iondramot. A natriumaramok definialasahoz a perfuzids oldathoz tetrodotoxint (TTX, 10 uM),
vagy Anemone toxin IlI-t (ATX-11, 1, 10 nM) adtunk. A kalciumaram szerepének vizsgalata
celjdbol az L-tipusu kalciumcsatorna blokkold nizoldipin-t (1 pM) hasznaltuk. Minden
gétloszer esetében megvartuk a farmakoldgiai hatés stabilizlédasat (4-5 perc), majd az aramijel
ekkor regisztralt utolsé 20 ciklusanak atlagat tekintettiik a kompenzécids aramnak a mérési
mutermékek, illetve a ciklusok kozti kiilonbségek kikiiszobolése céljabol, végiil ezt vontuk ki

a referenciadrambol.

A “hagymahdamozds” (onion-peeling) modszer

Egy sejt tobb iondraménak vizsgélatara az APVC technika, ,,onion-peeling modszer” nevii
valtozata alkalmazhat6. Ebben az esetben tulajdonképpen a sejtek kezdeti perfizios oldatahoz
kumulativan, egyre tobb kiilonb6z6 ioncsatorna specifikus gatloszerét adjuk. Fontos azonban a
hasznalt gatloszerek sorrendje, a legspecifikusabbtol (pl.: E4031) a kevessé szelektiv
hatoanyagig (pl.: BaCly) kell haladjunk, hogy a legpontosabb eredményeket kaphassuk. Ez
alapjan, a szivizomsejtek kifelé iranyulé ionaramain végzett kisérleteink soran a mért aramok
sorrendje a kovetkezd volt: Ikr, Iks, lo, Iki. Minden farmakon esetében hatasanak
stabilizalodasaig perfundaltuk a sejtet az adott oldattal (4-5 perc). Az adott oldat perfazidja
soran felvett aramjelek utolsé 20 ciklusanak atlagéat tekintettilk kompenzécios aramnak, majd
kivontuk a referenciaaramb6l, ami ilyenkor mindig az elézdleg alkalmazott anyag
kompenzacids arama (kivéve az elsé alkalmazott anyag esetében), igy megkaptuk az adott

gatloszer szenzitiv aramat.

Statisztika

A dolgozatban szereplé adatokat a mérési eredmények atlaga = SE-ben fejeztik ki. A
kilonbségek statisztikai szignifikancidjat egyutas ANOVA-val értékeltik melynél posthoc
tesztként Tukey tesztet végeztunk. A kilonbséget akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p érték
0.05-nél kisebbnek adodott.
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Eredmények

A késoi natriumdaram konduktancia és aram-profil valtozasai kutya, nyul és
tengerimalac szivizomsejteken

Nativ Inalate profilok kontroll kérilmények kozott

Kutatasunk elején kutya, nytl és tengerimalac szivizomsejteken vizsgaltuk a késoi
natriumaram alakjat és konduktanciajat. A konduktancia szdmolasanal a Inaate értékeit
elosztottuk a Na* ionokra hat6 hajtoerével, amit az aktualis membranpotencidlnak és a Na*
ekvilibrium potencidljanak kulonbsegeként irtuk le (ami +85.3 mV-nak adodott, aminek
szamolasahoz a kovetkezd értékeket vettilk alapul: [Na*]e= 146 mM, [Na']i= 6 mM, T= 310
K). AZ Ina late aramsiiriisége nagyjabol allandé volt az AP plato fazisa alatt, am a 3-adik fazisban,
a sejtmembran repolarizacioja alatt lecsokkent kutya és nydl miocitdkban. Ezen meréseknél a
Gnajlate VEQig egyenletesen csokkent. A tengerimalac sejtek AP-janak platd fazisa alatt az Ina late

folyamatosan nétt, mig a Gnajlate Valtozatlan maradt.

Ahhoz, hogy az egyedi eredmenyek 6sszehasonlithatok legyenek, az Inajate €S Gna,late
értékeket normalizaltuk az id6tengelyen elfoglalt helyiik alapjan, ahol az AP-k
repolarizacidjanak 90%-anal mért idét (APDeo) tekintettik 100%-nak. Igy a kutya és nyul
szivizomsejteken mert Ina jate €S MEg inkabb Ga,late gOrbéi decrescendo alakot mutattak, vagyis
amplitudéjuk az AP felszalld szaratdél a 3-adik fazisaig csokkent. Ezzel szemben a
tengerimalacok Inajate amplitudoja crescendo alakban nétt az AP platdja alatt, és csak a
terminalis repolariozacio soran kezdett csokkenni, a Gna,late ViSZONt nem mutatott valtozast ezen

a szakaszon.

Megmértik a Inaate €S Gna,late 82 APDgo érték 20, 50 és 80 szazalékanal, kutya, nyul és
tengerimalac sejteken. A konduktanciavaltozasok arra engednek kovetkeztetni, hogy a Gnajlate
hanyatlasanak mértéke nagyobb kutya es nyul szivizomsejtek esetén, mint a tengerimalacok
sejtjein. A Gnajlate hanyatlasanak mértékének szamitasahoz a Gnajae CSOkkenését vettiik
figyelembe az APDgo 20 és 80 szazaléka kozott, majd az APDgg 20%-anal mért Ga,late €rtékre
normalizaltuk az eredményt (réviden: ,,hanyatlasi faktor” = (Gao%-Gsgos)/G20%). Ez a hanyatlasi
faktor ténylegesen kisebbnek bizonyult a tengerimalac izomsejtek esetében (-0.07+0.16, n=18),
mint a kutya (0.46+0.06, n=15), vagy a nyul (0.60£0.04 n=6) szivizomsejtek esetén. Bar a
Gnaylate hanyatlasa gyorsabb volt nyulakban, mint kutyakban ez a kiilénbség nem bizonyult

szignifikdnsnak. Az Inajate altal szallitott toltés mennyisége (amelyet az atlag-aramgorbék
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integréljanak tekintettiink) nagyjabdl megegyezett a nyal (-66.5+14.6 mC/F) és kutya (-64.2+6
mC/F) szivizomsejtek esetében, viszont szignifikdnsan kisebb volt a tengerimalac sejtek (-
94.6x£6 mC/F) esetén.

Az parancsjel alakjanak hatasa a késéi natriumaramra

Annak érdekében, hogy kideritsik, hogy a Gna,late profilok kozti killénbseg csak
az eltér6 AP paramétereknek koszonhetd, vagy a Na* csatorna-kapuzas fajok kozti
kilénbségenek eredménye, nydl és tengerimalac szivizomsejtek altal generalt kanonikus
akciospotencialt hasznaltunk kutya szivizomsejtek fesziiltségparancsaként. A kiilonb6zo
parancs AP-k ellenére az Inajae alakja tovabbra is, a kutya Inaae-re jellegzetes, monoton
csokkenést mutatott. Emellett az d&ramgorbék integralja sem valtozott a parancs AP-k eltér6

eredetétol fliggetlenil.

A kalcium szerepe késé6i natriumaram szabalyzasaban

Annak érdekében, hogy kideritsiik, a [Ca?*]i milyen szerepet jatszik az Inajate
szabalyozasaban és, hogy van e hatasa annak konduktanciajara, a csokkentettiik a citoszol Ca?*
tartalmat 1uM nizoldipin, vagy 10 mM BAPT A alkalmazasaval. Az Ina,ate amplitiddja csokkent
nizoldipin alkalmazésa esetén (-330 + 30 mA/F vs. -457 £ 38 mA/F az APDgg 20%-anél, és -
282 + 38 vs. -412 + 37 mA/F az APDg 50%-anal p <0.05, n = 19 vs. n = 15). A BAPTA hatasa
az AP minden szakaszan szignifikdnsan megvaltoztatta az Inaate amplitudojat (-277 + 44 vs. -
457 + 38 mA/F az APDgo 20%-anal, -306 + 36 vs. -412 + 37 az APDgo 50%-anal, és -223 + 32
vs. -284 + 34 mA/F az APDgo 80%-anal, p < 0.05, n = 11 vs. n = 15). A Gnajlate -€t azZ Inalate
amplituddjahoz hasonléan csokkentette a nizoldipin (5.0 £0.5 mS/F vs. 6.9 £0.7 mS/F az
APDgg 20%-anél, és 4.0 £0.5 vs. 5.9 +0.6 mS/F az APDg 50%-anél), de a valtozas csak az
APDgo 80%-anal mért értékeknél volt szignifikans (2.0 £0.3 mS/F vs. 3.5 0.4 mS/F). Ezek
alapjan kijelenthet6, hogy a nizoldipin f6leg az AP kezdeti szakaszan csokkentette a Gnajlate -€t,
mig a BAPTA inkabb a kés6bbi részeken. Az aram integralokat viszont a BAPTA és a nizoldipin
egyforman csokkentette (-48.5 +5 mC/F vs. -63.9 £6 mC/F és -46.7 £5 vs. -63.9 £6 mC/F).

Az ATX-I1 hatasa kutya és tengerimalac szivizomsejtekre

Az ATX-Il a Na* csatornak gyors inaktivaciojanak gatlasa révén egy Inajate -re
nagyon hasonlité aramot indukal a sziv ingerlékeny szdveteiben. Ezen mérések esetében is a
10 UM TTX-szenzitiv aramot tekintettik Inaiate-nek. Az ATX-Il1 megnydjtotta mind a kutya
mind a tengerimalac szivizomsejtek AP-jat, és ndvelte az Inaate amplitudojat. Mivel az ATX-II

jelenlétében és hianyaban regisztralt Inaae-ek killon mérések soran keriltek felvételre, igy csak
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az atlagolt Inalate €S Gnajlate profilokat tudtuk ésszehasonlitani, a SEM értékek nélkil. Bar az
ATX-I1 altal kialakitott aram alakja nem egyezett meg pontosan a nativ Inalae-mal, alakja
mindkét fajban hasonld volt nativ megfelel6jéhez. Ezzel ellentétben, mig tengerimalac
szivizomsejteken a nativ konduktancia nagyjabél allandé volt az AP plat6ja alatt, addig az AT X-
Il alkalmazéasakor mért Gna,late emelkedd tendenciat mutatott ugyanezen a szakaszon. Ennek
megfelelden kutya szivizomsejteken a Gna,late hanyatlasi faktora ATX-11 jelenlétét6l fuggetlendl
hasonl6 maradt (0.54 + 0.06, n = 6 és 0.46 + 0.06, n = 15). Tengeri malacoknal a hanyatlasi
faktor ATX-1I jelenlétében joval kisebb érték volt, mint kontroll (-0.95 + 0.81, n=4 vs. -0.07 +
0.16, n=18, p <0.05), vagyis az AP terminalis repolarizacidjanak idejére a konduktancia tovabb

nott.

A befelé egyeniranyitd kaliumaram béta-adrenerg aktivacidoja a CaMKII
utvonal altal kutyasziv bal kamrajanak izomsejtjein:

Az Iki1 paramétereinek valtozasa az akcios potencial alatt:

Kisérletsorozatunk elején 6t csoportban vizsgaltuk az Ik: aram APVC technikaval mért

tulajdonsagait: kontroll, 10 nM ISO-val B-adrenerg stimulalt, p-adrenerg stimulalt, de 1 pM
KN- 93-mal kezelt, B-adrenerg stimulalt, de 3 uM H-89-cel kezelt, és B-adrenerg stimulalt, de
mind KN-93-mal, mind H-89-cel kezelt sejtcsoportok.
Az 1SO éltali B-adrenerg stimulacio szignifikansan megndvelte az Ik aramsiiriségét a parancs
AP hosszanak felénel (Ik: platd kozepi siiriiség; kontroll: 0.067+0.019 A/F vs ISO:
0.159+0.029 AJF, n=7 mindkét csoportnal). Ezt a hatadst a KN-93 eldkezelés gatolta
(0.073+£0.014 A/F, n=9), de a H-89 nem volt hatassal ra (0.136+0.024 A/F, n=10). Amikor a
sejtek kombinaltan, KN-93 és H-89 eldkezelést kaptak (0.065+0.013 A/F, n=7), az Ix1 aram
plato kozepi stirlisége megkozelitette a kontroll és csak KN-93-mal elékezelt esetekben mért
ertekeket. Az ki egyéb paramétereire, mint az aram terminalis repolarizacié alatt mért
csucsstirtisége (kontroll: 1.849+0.120 A/F vs ISO: 1.967+0.159 A/F), vagy a teljes
aramintegral (kontroll: 66.7£11.7 mC/F vs ISO: 77.6+£8.1 mC/F) érdekesmdd a B-adrenerg
stimulaciénak nem volt szignifikdns hatasa.

Annak érdekében, hogy elkiilonitsiik a CaMKII és PKA gatlas hatasat a -adrenerg
stimulaciéétol, megvizsgaltuk a KN-93 és a H-89 hatasat az Iki-re 1SO nélkil is. Egyik
gatloszer mellett sem tapasztaltunk eltérést a kontroll értékekhez képest sem az aramsiirtiség,

sem az aramintegral eredményeinkben.
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p-adrenerg hatéas, fokuszban az AP platd

A korabbi eredmenyeink arra utalnak, hogy az lk: B-adrenerg jelatviteli Gtvonal altali
feler6sodése az AP 2. fazisa, azaz a platd alatt torténik. Ezért a korabbi méréseink
eredményeinek analizisét erre a szakaszra fokuszaltuk. Igy az lki aramsiiriiségét két fix
membrénpotenciélértéknél elemeztik, +20 mV, ami a plat6 kbzepi membranpotencidl, és 0 mV,
ami pedig a repolarizcio gyors szakaszan mérheté. Az lk: aramsiiriisége szignifikdnsan megné
ISO hatdsara (0.148+0.034 A/F +20 mV-nal, 0.202+0.041 A/F 0 mV-nal), a kontroll
értékekhez
(+20 mV: 0.042+0.011 A/F, 0 mV: 0.090+0.018 A/F) képest. Ezt a hatast a KN-93 gétolta (+20
mV: 0.052+0.012 A/F, 0 mV: 0.095+0.028 A/F), a H-89 viszont nem (+20 mV:
0.127+0.025 A/F, 0 mV: 0.159+0.022 A/F).

p-adrenerg stimulalt k1 konvencionalis voltage clamp-pel

Az elézéekhez hasonld eredményeket kaptunk, amikor az ISO, ¢és a kinaz inhibitorok
hatasait konvenciondlis voltage clamp mddszerrel vizsgaltuk, -80 és +20 mV kozott. -30 és +20
mV kozott az Ik: aramsiiriisége jelentésen megnd P-adrenerg stimulacié hatasara a kontroll
sejtcsoporthoz képest. Ezt a valtozast a CaMKII géatlasa megsziinteti, a PKA géatlasa viszont
nincs hatassal ra. 0 mV-nal az Iki aramstiriség értékei a kovetkezoknek adddtak: kontroll
(n=10): 0.266+0.042 A/F, 1SO el6kezelés utan (n=9): 0.211+0.067 A/F, KN-93 és ISO
elokezelés utan (n=10): 0.211+0.067 A/F, mig H-89 ¢és ISO elokezelés utan (n=9):
0.431+0.103 A/F. -30 mV-nal negativabb membranpotencial értékeknél nem tapasztaltunk

szignifikans eltéréseket.

Az Ikr és a B-adrenerg stimulécio

Kutatasunk sordn megvizsgaltuk mind az 1SO, mind a fent emlitett kinaz gatloszerek
(KN-93, H-89) hatasat a kamrai szivizomsejtek egyik f6 repolarizaldo aramara, az Ik,-re is, a
korabbiakkal megegyezd koriilmények kozott (onmagukban, és kombindlva is). Sem a -
adrenerg stimulacio, sem annak gatlasa nem volt hatassal sem az Ik, aram profiljara, sem

aramstirliségére, és az aramintegral értékekre sem.
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Meqgbeszélés

A késdi natriumaram tulajdonsagainak fajok kozti kiilonbségei

A késéi natriumaram konduktanciajanak fajftiggése

Kutya és nyul izomsejtek esetében a konduktancia monoton csokkent az AP
platé fazisa alatt. Ezzel szemben, tengerimalacok szivizomsejtjeinek Gna,ate-je Valtozatlan
maradt az AP ugyanezen szakasz&n, viszont hirtelen csokkenést mutatott termindlis
repolarizacioé fazisaban. A konduktanciavaltozas ezen kilonbségei megmagyarazhatjak, miért
nagyobb amplitid6ju a Inaate tengerimalac szivizomsejtek AP-janak plat6 fazisa alatt, mint
kutya, vagy nyul izomsejtek esetén. A natriumcsatornak inaktivalédasanak nyomon kovetesére
bevezettilk a hanyatlasi faktort, ami joval nagyobbnak bizonyult nyal és kutyasejtek esetén,
jelezve, hogy a Na* csatornak nagyrésze mar inaktivalt a terminalis repolarizaciora ezeknél a
fajoknal. Ennek eredményeképp, a terminalis repolarizacié szakaszara megndtt hajtoeré nem
igazan tudja megndvelni az Inajate amplitudojat kutyak és nyulak esetében, tengerimalacoknal
viszont igen. Ezt megmagyarazza, hogy tengerimalacok esetén a Inajate inkativaciéjanak-20
mV-on kapott idékonstansa konvencionalis voltage clamp moédszerrel vizsgalva, 2.5-szer
hosszabb, mint kutyakban .
tekintettik a sejt intracellularis Na* koncentraciojanak, viszont az altalunk hasznalt sejtek
szubszarkolemmalis natrium koncentracioja elérheti a 8-9 mM-t is. Ennek kovetkeztében,
ahogy a Na* koncentracidja nd, ugy csokken az egyensulyi-potencialja. A kisebb reverzal
potencial kisebb hajtoer6t general a natriumnak, ami nagyobb Na® ateresztéképességet
eredményez a szamitasok soran. Mivel hasonlé megkozelité Na* koncentraciokat alkalmaztunk
mindharom faj esetén, nem talaltunk nagy eltéréseket a koncentraciok dinamikajaban e harom
faj esetében, ezért valdsziniileg hasonldo mértékben becsiiltiik alul mindharom faj Gnaate-jat.
fgy feltételezhetd, hogy az Inajae Meglétéért inkabb a sejtmembran Na* atereszté-képessége

felel, mintsem az aktualis [Na*].

Az Inalate €S az akcios potenciél kapcsolata

A tengerimalac kamrai szivizomsejtek Ina,jate-anak monoton névekvé forméaja az
AP platéja alatt a natriumcsatornak nem-egyensulyi kapuzasaval magyarazhaté. E modell

szerint a Inajate @ lassl, rampaszeri repolarizicié miatt , felgytilik” az AP 2.fazisa alatt.
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Varakozasainkkal ellentétben viszont a késéi natriumaram profilja nem valtozott meg kutya
szivizomsejteken, akar tengerimalac, akar nyal kamraisejtekrél felvett AP-t alkalmaztunk
parancspotencialnak. Ezzel kapcsolatban érdemes észben tartani azt is, hogy a nyudl és
tengerimalac szivizomsejtek Inaate €S Gna,late profilja jelent6sen eltér egymastol. Emiatt arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a tengerimalac izomsejteknél megfigyelt monoton névekvo
aramprofilt a repolarizacio alatt megn6tt hajtoerd, és a lassi Na* csatorna inaktivacios kinetika
hatasainak egylttese eredményezi. A kés6i natriumaram inaktivacios kinetikajanak fajok kozti

kiilonbozdségeit ezért érdemes tovabb vizsgalni.

AZ Inajate aritmogén hatésa

Mivel a Inajae profilja jelentés kiilonbségeket mutat a fajok kozott,
kovetkeztetésképp az AP alakjat is kiilonbozoképp formalja, ahogy az APD véltozik. A
tengerimalac szivizomsejtek monoton ndvekvd drama miatt feltételezhetjiik, hogy az APD
nyulasaval nd hozzdjaruldsa is az akcids potencial kialakitdsdhoz. Mivel az dram stirliségének
maximumat a repolarizacid végsoé szakaszan éri el, igy ha az APD barmi okbol kifolyolag
meghosszabbodik, példaul K* csatornablokkol6k hatasara, az egy megndvekedett befelé
iranyulod Inaate aramot fog eredmeényezni. Ez visszahatva tovabb nyujthatja az APD-t. Emellett
a nagyobb Ina e Miatt kialakult Na* és Ca?* terhelés aritmiak taptalaja lehet.

Ezzel szemben a nyul és kutya szivizomsejtek monoton csokkenést mutatd aramsiirtiségii
Inajate-ja @ terminalis repolarizacio felé haladva egyre kisebb részben jarul hozza az AP
kialakitdsahoz hosszabb APD esetén. Ez megforditva is igaz, az alacsony terminalis
arams(r(iség miatt az APD valtozasanak nem lesz szignifikans hatdsa az Inaae-ra kutya és nyul
kamrai izomsejtek esetében. Ezzel egyutt a Inalate-ot csokkenté mechanizmusok is kisebb
szereppel birnak kutya vagy nyul szivizomsejteken. Ezt mindenképp figyelembe kell venni
azon farmakologiai és elektrofiziologiai vizsgalatok esetében, melyek tengerimalac

szivizomsejteket hasznalnak modellként a Inaate Vizsgalatara.

Az ATX-I1 altal létrehozott ionaram tulajdonsagai tengerimalac és kutya
szivizomsejteken

A kés6i natriumdramon végzett kutatasaink kimutattdk azt is, hogy ahogy az
ATX-II altal létrehozott &ram novekszik az AP plat6 fazisa alatt, az ATX-Il-indukalt Gnajate
alakja jelentds eltérést mutat a nativ konduktancidé¢hoz képest tengerimalac szivizomsejteken

APVC technikaval vizsgalva. Ez a varatlan eltérés a konduktanciak kdzott jelenthetné az ATX-
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I1 Na* csatornakhoz val6 kotédését, ebben az esetben viszont az eltérésnek jelen kellene lennie
kutya szivizomsejtek esetében is. A masik magyarézat a natriumcsatorndk korabban emlitett
nem-egyensulyi kapuzésa.

Mivel az ATX-Il ismert hatasa, hogy gatolja a Na* csatornak inaktivaciéjat, igy gyakran
hasznalt eszk6z a Inajae patologids megndvekedésének szimuldcidjara. A kordbban leirt
eredményeink miatt az ATX-II ebb6l a célbol torténd hasznalata elég félrevezetd
eredményekhez vezethet tengerimalac kamrai szivizomsejteken végzett kisérletek esetében.
Emellett az ATX-II kot6dése megvaltoztathatja a tengerimalac izomsejtek Na* csatornainak
hatdéanyag-szenzitivitasat is, ami nehézkessé teszi a tengerimalac preparatumokon végzett

kisérletek eredmeényeinek értelmezését.

A p-adrenerg stimulacié hatasa a kamrai szivizomsejtek kaliumaramaira

A CaMKII utvonal felelés a p-adrenerg hatasok kialakitasaert

Kisérleteink soran a szivizomsejtek 10 nM 1SO-val torténd perfundalasaval
vizsgaltuk a B-adrenerg stimulacid hatasat az AP terminalis repolarizacidjaért felelos két 6
kaliumaramra, az lki-re és az lk-re. Az ki amplitiddja megnétt az ISO kezelés hatasara, az Ik
aram paraméterei azonban nem valtoztak. Kisérletsorozatunk mutatta ki elsdként, hogy
kutyaban a B-adrenerg jelatviteli Ut Iki-re kifejtett hatasaiért nem a PKA a felelés, ugyanis az
ISO hatasat a PKA gatld H-89-cel torténd eldékezelés nem valtoztatta meg. Ezzel szemben a
CaMKII gatld KN-93 megsziintette az ISO hatasat, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a f-
adrenerg serkentés a CaMKII enzimen keresztiil fejti ki az &ramot erdsité hatésait.
Kijelenthetjuk azt is, hogy a ket utvonal kdzott (PKA, és CaMKII) nincs szinergia sem, ugyanis,
ha a két kinaz gatloszerét kombinacidban alkalmaztunk, eredményeink nem kiilonboztek attol,
amikor a KN-93-at énmagaban hasznaltuk.

Arra, hogy a CaMKII hogyan er6siti fel az Iki-et, az irodalomban talalhaté adatok
alapjan két lehet6ség meriil fel. Egy korabbi kutatasban a B-adrenerg stimulacio megnovelte a
CaMKII aktivitast egy NO fiiggd, de cAMP fliggetlen médon tengerimalac szivizomsejteken.
Ez egy Uj, NO szintazon keresztuli CaMKII aktivalo Gtvonal jelenlétére enged kdvetkeztetni.
Emellett ragcsald szivizomsejteken 100 nM 1SO hatasat a CaMKII-delta nitrozilacioja
medialja, de a NO megemeli a CaMKII aktivitasat és a Ki2.1 aram aramsiriiségét emberi
pitvarbdl szarmazd szivizomsejteken is. Tobb tanulmany kimutatta az EPAC fehérje szerepét
is a CaMKII aktivacidjaban. Nyul és ragcsalo szivizomsejtekkel kapcsolatban ker(lt felvetésre,
hogy a CaMKII egy cCAMP -> EPAC -> NO -> CaMKI|I szekvencian keresztiil aktivalodik, de
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egy alternativ cCAMP-> EPAC -> Rap -> PLC-epsilon szekvencia is felfedezésre kerdilt.

Tovabba a B-arrestinek és a hozzajuk kapcsolddo szignaloszdméak szerepét sem lehet elvetni.

A B-adrenerg stimuléci6 az Iki-et is csak részben befolyasolja

Kutatasunk soran azt tapasztaltuk, hogy az 1SO az Ik; aramsiirtiségét is csak az AP platd
fazisanak megfeleld6 membranpotencial-tartomanyban novelte meg, de annal negativabb
értékeken, nem befolyasolta azt. Ez a felfedezés arra enged kovetkeztetni, hogy a B-adrenerg
hatas sem az aktiv K;2.1 csatornak szamat, sem azok ateresztOképességét nem befolyasolja.
Eredményeink azt sugalljak, hogy a csatorndk befelé egyeniranyitd tulajdonsagat csokkenti a
CaMKI|I éltali foszforilacio, igy egy nagyobb kifelé iranyuld Ik: aram johet létre a pozitiv
membranpotencial tartomanyban. Hasonlo foszforilacio-fiiggé modosulast tapasztaltak a
Kir2.1/KCNJ2 csatornak R67Q mutaciojanal, ami csokkentette az 1SO altal kivaltott hatasokat
az lkz-en.

Egy Nagy es tarsai altal végzett kutatas eredményei egybevagnak a mi méresi
eredményeinkkel, az Iki CaMKII 4altali kalciumfliggdé feler6s6désével kapcsolatban. Egy
jelentds kiilonbség adddott azonban a két kutatas kozott: mig a mi eredményeink esetében az
ISO csak az AP platoja alatt ndvelte meg az Ik amplitudojat, addig a korabbi kutatas soran az
aram csucssliriisége is megnodtt. A kiilonbség valdsziniileg abbdl adodig, hogy amig a mi
kisérleteink soran a kalciumszintet kizarolag a p-adrenerg serkentéssel valtoztattuk meg, addig
Nagy és tarsai az Ix1 kalciumfliggését is vizsgaltak alacsony és magas [Ca?*]i mellett, amit a
patch pipetta belsejeben alkalmazott BAPTA és CaCl, alkalmazasaval értek el.

A miénkhez hasonlo kisérleti kortilmények mellett, de nyul kamrai szivizomsejteken
Hegyi és tarsai is arra az eredményre jutottak, hogy a CaMKII gatlasa nem befolyasolja az Ik
paramétereit, valamint 10 nM ISO alkalmazasa nem valtoztatja meg az aram cstcsslirliségét.
Ezek az adatok 6sszhangban vannak a mi mérési eredményeinkkel, azonban 1SO hatasara
jelentésen megnétt az Ik ltal szallitott toltés a kontroll koriilményekhez képest. Ez a jelent6s
valtozas a mi méréseink sordn nem mutatkozott meg. A szerzék nem tértek ki arra, hogy az Ik:
aram mely részének valtozdsa magyarazza az aramintegral szignifikdns megndvekedését,
viszont mivel a csucssiiriiség nem valtozott igy az lk: amplitdddjanak plat6 alatti novekedese
szolgalhat magyarazatul erre a jelenségre, ami szintén megfelel az altalunk leirtaknak. A
kalcium BAPTA éltali pufferelése utan Hegyi és mtarsai nem talaltak szignifikans eltérést -
adrenerg serkentés utdn sem az ki csucssiiriségében, sem az aram altal szallitott nettotoltés

mennyiségében. A mi kutatasunk soran a CaMKIIl KN-93 altali blokkolasa vezetett hasonld
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eredményekre: a KN-93 megakadalyozta az Ik platd alatti amplitddé ndvekedését 10 nM ISO
hatdsara, €s az aram integralja is hasonlénak bizonyult a kontroll kérilmények kozott
mértekhez. Mindkét kutatas megfigyeléseit magyarazza az, hogy a B-adrenerg serkentés az lki
aramot a CaMKI|I altal aktivalja.

Széles korben elfogadott tény, hogy az Iki-et alapvetéen a foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) aktivalja és hogy a [B-adrenerg serkentés a PIP2 koncentracidjanak
novekedéséhez vezet. Xu és munkatarsai kutatasaban a szerzok javasoljak, hogy a [3-adrenerg
receptorok aktivalasa a foszfatidil-inozitol-4-foszfat-5-kinaz gamma (PIP5Ky) PKA-fliggd
foszforilaci6jan és ezaltali aktivalasan keresztiil emeli a szivizomsejtek PIP2-szintjét. Szem
el6tt tartandd viszont, hogy a szerzék 30 uM H-89-et alkalmaztak extracellularisan a PKA
gatlasara. A H-89 a Bl (és B2) adrenerg receptor ligandhoz kotédésének erds és szelektiv
gatloja. Ezt a PB-receptor-gatld tulajdonsagot figyelembe kell venni a H-89 extracellularis
alkalmazasakor. Igy a Xu és munkatarsainak eredményei a H-89 altal okozott p-adrenerg
receptor gatlasnak tulajdonithatok. Ez volt az oka annak is, hogy mi a H-89-¢t a pipetta belsé
oldataban, intracellularisan, és joval alacsonyabb, 3 pM koncentraciéban alkalmaztuk.
Mindezeket figyelembe véve a Ki-csatornék feltételezett CaMKII-fiigg6 foszforilacidja mellett
egy alternativ magyarazat is Iehetséges az eredményeinkre. Mivel a B-adrenerg receptor
aktivalasa noveli a PIP2-szintet, az lk: aktivitasat is fokozhatja ezen a mechanizmuson
keresztul. Mivel kisérleteinkben az intracellularisan alkalmazott KN-93 megakadalyozta az Ik1
feler6sodését, de a H-89-nek nem volt ilyen hatasa, ez a feltételezett mechanizmus

egyértelmiien nem a PKA altal kdzvetitett, és a CaMKII is szerepet jatszhat benne.

A B-adrenerg serkentés nincs hatassal az Ikr-re

Az lks-hez és az lki-hez képest az Ik, aramsiiriiségét nem valtoztatta meg az ISO-val
torténd B-adrenerg aktivacio. Emellett sem a CaMKII, sem a PKA gatlasanak sem volt hatasa
az aramra. Heath és mtarsai kozolték, hogy tengerimalac szivizomsejteken az lkr aramsiiriisége
megndtt a PKC aktivalasanak hatasara, de Klare és mtarsai azt talaltak, hogy a PKA aktivacioja
csokkentette azt. Ezzel szemben a PKA utvonal aktivalasa novelte az Ik, amplitudojat kutya, de
csokkentette azt ember, és patkany szivizomsejteken. Mivel mind a PKA mind a PKC jelatviteli
Utvonalak fuiggenek a [Ca?*]i-tol, nem meglepd, hogy a kalcium az elébb emlitett hatasok
mértékét is jelentdsen befolyasolja. Hasonloképp, amennyiben az [Ca®*]i-t alacsony szinten
tartottdk (EGTA és nifedipin segitségével) az 1ISO kezelés megndvelte az Ik, aramsiiriiségét.

Hasonloképpen, az 1SO megnovelte az Ik aramsfirtiségét, alacsony [Ca?*]i mellett (EGTA
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kalciumpuffer, és nifedipin Ca?* csatornagatld mellett) konvencionalis voltage clamp
Kisérletekben, de ebben az esetben (intakt kalcium homeosztazis, APVC technika) nem
véltozott. A korabbi irodalmi adatok, és Kkutatdsunk eredményeit 0sszevetve arra
kdvetkeztethetlink, hogy a kutyasziv B-adrenerg stimulacioja befolydsolja ugyan az Ikt viszont
feltehetoleg legalabb két, ellentétes hatasi ttvonalon keresztiil, melyek normal

kalciumhéztartas mellett kioltjak egymast.
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Osszefoglalas

A balkamrai szivizomsejtek ioncsatornadinak és ionaramainak szabalyozésa régota és
széleskorben kutatott téma. Bar a teriileten szdmos eldrelépés sziiletett, tovabbra is rengeteg
kérdés maradt megvalaszoltalanul. Mint a biologiai rendszerek legtobb eleme, igy az
ioncsatorndk is tobb szinten szabalyozédnak. Egyrészt genetikai szinten, mely hosszutavd
adaptaciot tesz lehetové, az egyed kornyezetéhez, illetve az adott faj életviteléhez
alkalmazkodva, masrészt viszont joval rovidebb tavu, vegetativ idegrendszeri szabalyozés alatt
is allnak, hogy az akut valtozasokra is megfelel6 reakciot adjanak.

Munkéank célja az volt, hogy megvizsgaljuk a szivizomsejtek késOi natriumaramat
harom gyakran alkalmazott gerinces modellen, kutyan, tengerimalacon és nyulon.
Kisérleteinket elvégeztik kontroll korilmények kozott, illetve vizsgaltuk az aram
kalciumfliggesének hasonldsagait, es kilonbségeit a fajok kdzott. Emellett megvizsgaltuk,
hogy a kutya balkamrai szivizomsejtek kaliumaramainak (-adrenerg szabalyozasan belil. a
CaMKIl, vagy a PKA altal medialt atvonalak kozil melyik a dominans.

Kisérleteinket akciés potencial fesziiltség clamp technikaval végeztik. Ezzel
hasonlitottuk 6ssze a kutya, nydl es tengerimalac Inajate aramait, illetve vizsgaltuk, hogy a
parancs akcios potencial alakja befolyasolja e az aramprofil valtozasat a fajok kozott. Ezzel a
technikaval vizsgaltuk a kutya szivizomsejtek kaliumaramainak B-adrenerg szabalyozasanak
hatterét is. Kutatasunk e részénél hagyomanyos fesziiltség clamp modszert is alkalmaztunk.

Kutatasunk eredményeként megfigyeltiik, hogy a kutya és a nydl folyamatosan
csokken6 aramsiiriiséget mutatod Inalate-aval szemben a tengerimalac szivizomsejtek ugyanezen
iondrama az AP végéig ndvekedést mutat. Leirtuk tovabba azt is, hogy a Inaate alakja nem fiigg
a sejtet ingerlé AP alakjatol, illetve, hogy az ATXII nagyjabol hasonlé hatast produkal kutya
és tengerimalac szivizomsejteken mint a TTX.

Kutatasunk masodik felében bizonyitottuk, hogy a kutya szivizomsejtek lk1 aramara a
B-adrenerg serkentés elsé sorban az AP plato fazisa alatt hat, és ezt a hatast a CaMKII Gtvonalon
keresztul fejti ki, nem pedig a PKA medialta Gtvonalon keresztul. Arra is fény der(lt, hogy az
Ikr-t ugyan befolyasolja a B-adrenerg stimulécio, de a valtozas nem szignifikans.

Ezen eredményekkel kutatasunk, ha nem is valaszolta meg az 6sszes kérdést a
szivizomsejtek iondramainak szabalyozasaval kapcsolatban, de par 1épéssel kbzelebb keriiltink

a teljes kép kialakitasahoz.
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